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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva analyzou §tav vybranych odrid zimolezu kam¢atského (Lonicera
caerula var kamtschatica) a jejich vzajemného porovnani z hlediska obsahu biologicky
aktivnich latek. Byly analyzovany odridy vypéstované v roce 2014. V teoretické ¢asti jsou
popsany a charakterizovany jednotlivé analyzované parametry biologicky aktivnich latek, a to
fenolické latky, anthokyany a kyselina askorbova a moZznosti jejich stanoveni. Dale je
V teoretické Casti popsan zimolez kamcatsky, jeho taxonomické a morfologické vlastnosti a
jeho nutri¢ni vlastnosti. Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na popis pouzitych metod
k analyze biologicky aktivnich latek a na jejich analyzu samotnou. Polyfenolické latky a
anthokyany byly stanovovany spektrofotometricky a vitamin C byl stanovovan vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii. Na zdkladé naméfenych vysledki byly jednotlivé
odridy vzajemné porovnany. Celkové se da fici, ze odridou s nejvyssim obsahem vsech tii
analyzovanych biologicky aktivnich latek je odriida Valchovd, kterd méla druhy nejvyssi
obsah polyfenolickych latek (546,3 mg 100 g plodd), tieti nejvyssi obsah kyseliny
askorbové (35,1 mg 100 g™ plodil) a esty nejvyssi obsah anthokyanii (170,8 mg -100 g™
plodt)

ABSTRACT

This thesis is focused to the analysis of selected varieties of honeysuckle kamtschatica
(Lonicera caerula var kamtschatica) and their comparison in terms of the content of
biologically active substances. There were analysed only varieties grown in 2014. Theoretical
part elaborates and characterized various parameters of biologically active compounds such as
phenolic, anthocyanins and ascorbic acid and possibilities of their determination. Further it
briefly surveys Kamchatka honeysuckle, its taxonomic and morphological properties and its
nutritional properties. The experimental part of the work was focused on the description of the
methods used for the analysis of biologically active substances and their analysis.
Polyphenolic compounds and anthocyanin’s were determined spectrophotometrically and
vitamin C was determined by high-performance liquid chromatography. The results and
varieties were compared with each other. Overall, we can say that the variety with the highest
content of all three analysed biologically active substances is a variety Valchova, which had
the second highest content of polyphenolic compounds (546.3 mg - 100 g* fruits), the third
highest contend of ascorbic acid (35.1 mg - 100 g™ fruits) and the sixth highest content of
anthocyanin (170.8 mg - 100 g™ fruits)
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1 UVOD

Diplomova prace je zameéfena na analyzu $tév vybranych odrid plodd zimolezu
kamcatského (Lonicera caerula var kamtschatica). Zimolez patii mezi bobulovité ovoce,
svym vzhledem i chuti pfipomina borivku a podle bortivek je obCas zimolez nazyvan —
kamcatska borivka. Plody zimolezu maji vysokou nutri¢ni hodnotu a obsahuji fadu latek
prospésnych pro lidsky organismus. VSeobecné maji vysoky obsah barviv — anthokyant, ale
také polyfenolickych latek, vitaminu C, vitamint skupiny B (hlavé B;, B, a Bs), karotenoidd,
organickych kyselin (jable¢na, listova, Stavelova), stopovych prvka a dalSich latek. Tato
rostlina se dale vyznacuje tim, ze Vv nasich klimatickych podminkach plodi velice brzy, n€kdy
uz v kvétnu. Diky nehostinnému prostredi, ve kterém se vyvinula, nema velké naroky na
pestovani. Plody zimolezu se konzumuji v syrovém stavu, nebo je lze vyuzit k vyrobé dzemu,
marmelad, §tav, ale také napfiklad i K vyrobé vina. Domovem zimolezu kamcatského jsou
severské zemé¢, hlavné Ruska federace, zem¢ skandinavského poloostrova, dale pak Cina a
Japonsko. V ceské Republice je péstovan a Slechtén v né€kolika Slechtitelskych tstavech, ale
nevyskytuje se ve volné ptirodé. Mezi vefejnosti v Ceské Republice, ale i v Evropé neni tento

druh bobulovitého ovoce pfili§ znamy.



2 Teoreticka cast

2.1 Botanicky popis zimolezu (Lonicera kamtschatica)

Rod zimolez patii do cCeledi Caprifoliaceae (zimolezovité), piirodné se vyskytuje
piedevsim v mirném pasu severni polokoule (Euroasie, a Severni amerika). Nékolik druht se
vyskytuje i v severni Africe. V Ceské republice je p&stovan v nékolika vyzkumnych astavech
a Slechtitelskych centrech, ale v pfirod¢ se volné nevyskytuje. Je zndmo téméi 180 riznych
druhti zimolezu, nékteré se péstuji jako okrasné kete, jiné druhy se uplatiiuji v ovocnarstvi.

Kompletni taxonomické zafazeni znazornuje tabulka 1 [1, 2].

Tabulka 1: Taxonomické zafazeni zimolezu

Soustava Vitae Zivé organismy
Doména Eukaryota

NadfiSe Bikonta

RiSe Plantae rostliny
Podrise Tracheobionta cévnaté
Nadoddéleni Spermatophyta semenné
Oddéleni Magnoliophyta krytosemenné
Trida Rosopsida vys$$i dvoudélozné
Podtiida Asteridae asteridy

Rad Dipsacales $tétkované
Celed’ Caprifoliaceae zimolezovité

Plody jedlych zimolezli obsahuji fadu nutricné vyznamnych a cennych latek, jako
napiiklad vitamin C, karotenoidy, polyfenoly, vitaminy skupiny B, pektin, tfisloviny a
anthokyany. Mnozstvi antokyanii mé vliv na barvé plodu. Plody jsou Stavnaté Cervené,

oranzové, zluté, cerné nebo modrocerné bobule vyskytujici se v parech nebo jednotlivé [3].

Predstavitelé zimolezii jsou vzpiimené, nékdy poléhavé, popinavé nebo plazivé kete.
Kofenovy systém zimolezu dosahuje az do hloubky 80 cm a vétvi se do Sitky 2 az 3 metrt.
Kete zimolezu dosahuji vysky 1,6 — 2,5 metru, listy jsou 4 — 10 cm dlouhé 1,3 — 4,2 cm Siroké
ovalného, kopinatého ¢i vej€itého tvaru. Listy jsou v zavislosti na odridé modrosede,

tmavozelené ¢i zlutozelené zbarvené [1, 4, 5].
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Obrazek 1: Kvéty Lonicera peryclimenum [6]

Kvéty zimolezu jsou bilé, svétle zluté ¢i Cervené a dosahuji velikosti 2 cm. Kvéty tvori
dvoukvéta kvétenstvi a jsou oboupohlavni. Koruna kvétl je v zévislosti na druhu trubkovita,
trychtyfovita nebo zvonkovitd. Zimolez kvete od tnora do dubna v zavislosti na venkovnich
teplotach 7 -10 dnd. Kvéty zimolezu jsou odolné vii¢i psobeni nizkych teplot, otevieny kvét

snasi -8°C a poupata dokonce -10°C [1-4].

Obrazek 2: Zimolez kamcatsky odrida Altaj [7]
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2.1.1 Péstovani, mnoZeni choroby a Skidci

Jedl¢ druhy zimolezu vynikaji vysokou odolnosti vii¢i mrazivym teplotam, odolnosti
vici chorobam ¢i napadeni Sktidci. Jedinym ze Skidci, ktery mize parazitovat na zimolezu, je
houba padli. Na napadenych bobulich a listech se projevuje praskovymi skvrnami. Vyjimecné
se objevuji 1 dalsi sktdci jako napiiklad mSice zimolezova ¢i puklice Svestkova. K napadeni
Skiidei dochazi vétSinou az v Cervenci, a protoze ke sklizni dochdzi jiz koncem kvétna, tak

napadeni $kidci nepiedstavuje vyraznéjsi problém [8,9,10, 11].

Zimolez ma niz8i naroky na pidni zasobu Zivin a pH (snese kyselé, neutralni i zasadité
pudy), avSak vyzaduji relativné vlhké prostiedi. Pokud je zimolez péstovan na rovinatych
plochach, které jsou v otevieném a dobie osvétleném prostfedi, tak kete plodi nejvice.
Naopak nezadouci je péstovani v suchych ¢i premokienych padach. Suché a teplé pocasi pti
zrani plodu zvySuje obsah cukru, tfislovin a barviv, zatimco chladné a destivé pocasi zvySuje

obsah vitaminu C [2, 3, 12].

Zimolez se mnozi vegetativné nebo generativné (semeny), které se zasévaji bud’ na
podzim, nebo na jafe. Vyhodnéjs$i je zimolez sdzet na podzim, protoze odpad4d nutnost
stratifikace (dozrani) semen, kterd by se musela provadét pied jarni vysadbou. Casté&j$im
zplisobem rozmnozovani semen je Fizkovani (vegetativni rozmnoZovani). Rizkovani se
provadi na pielomu Cervence a srpna, a to z rostlin, které jesté neproSly generativni fazi.

Délka tizkti by méla byt 100 - 150 mm [9, 14, 15].

2.1.2 Odriidy zimolezu

V Ceské republice jsou znamy a péstovany tyto druhy zimolezt [3]:

Altaj Gerda Modry triumf Sineglazka
Afrodita Gordost Bakcara Morena Sinyaya ptica
Amfora Goluboje vreteno Narymskaja Solowyska

Amur Gzelka Nymfa Tomicka

Bakcarskaja Kamcadalka Ognennyj Opal Vasilijevskaja

Berel Kola 44 Pamjati Gidzjuka Vasjuganska

Celjabinka Lazurnaja Remont Viola
Culymskaja Leningradsky velikan Roksana Volchova
Dlinnoplodnaya Mailon Sibirjacka Zoluska
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Fialka Maistar Silginka

Zimolezy Ize d¢lit podle zrani plodu na [3]:

e rané Goluboje vreteno, Tomicka, Morena

e stiedné rané Vasjuganska, Gerda, Zoluska, Sinaja ptica
e stiedné zrajici Amfora, Bakcarskaja, Viola, Nymfa

e stiedné pozdni Kamc¢adalka, Roksana, Fialka

Dalsim kritériem pro rozdéleni a urceni kvality odriidy mohou byt [11]:

e poruseni plodu po utrzeni — sleduje se vlhkost plodu po utrzeni

e integrita — po provedeni mirné dezintegrace se sleduje mira poskozeni, ktera se
nasledné hodnoti

e pritomnost stopky po utrzeni plodu — po utrzeni by stopky neméla byt na plodu,

protoZze jeji pfitomnost je v dal$im procesu zpracovani nezadouci.

2.1.3 Popis vybranych odriid zimolezu

Vybrané odrudy byly vySlechtény v Rusku a Japonsku z volné rostoucich divokych

druhi, a to konkrétné z botanické variety Lonicera caerula [16].

Altaj - Tato odrtida byla vySlechténa na Slovensku kiizenim druht Lonicera kamtschatica x
Lonicera turczaninowii ve Slechtitelském ustavu Bojnice v roce 2001. Mrazuvzdorny ket
vypinajici se do vysky 2 m tvotici kompaktni aZ mirn€ rozlozité tvary s velkymi plody, které
jsou na konci zaSpiCaténé. Bobule maji $tavnatou duZninu sladkokyselé chuti s vyraznym
boravkovym arématem. Jedna se o cizosprasnou odridu, ktera vyzaduje k dokonalému
opyleni pyl cizi odrady. Proto se v CR spole¢né s odriidou Amur &asto prodavaji jako
vzajemni opylovaci. Tato nenaro¢na odruda poskytuje vysokou sklizeri a ma velmi dobré

organoleptické vlastnosti [2, 4, 13].

Amfora - Ruska odrida vznikla v roce 1998 volnym opylenim odrudy ,,Roksana“. Ker je
sttedniho vzrastu 1,5 m, ma okrouhly, kompaktni tvar. Hmotnost dzbankovitého plodu je

0,89-1,2 g. Barva hladké slupky je fialkové modra. Duznina je piijemné sladkokysela [13].

13
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Obrazek 3: Odruda "Amfora"

Amur - Odrida vznikla ve slovenském $lechtitelském ustavu Bojnice z potomstva volného
opyleni ruské odridy Gerda. Kete jsou piiblizn¢ 1,5 m vysoké stiedné husté, kompaktniho
tvaru. Plody s pramérnou hmotnosti 0,67-0,8 g maji ovalny az hruskovity tvar a hladkou
tmavé modrou slupku. Duznina je §tavnata, sladka s mirnym bortivkovym aroma. Odrada je

odolna vac¢i mrazam, chorobam a skidctum, av§ak mén¢ trodna [2, 13].

Obrazek 4: Odruda "Amur"

Fialka - Odrada pochazi z ruské vyzkumné stanice VIR jako semena¢ odridy ,,Roksana“. Kef
je husty, okrouhlého tvaru a sttedniho vzrastu. Plody o hmotnosti 0,83 g maji dzbankovity
tvar a fialové modrou barvu. DuzZnina je sladkokysela. Odruda vynika vysokou

mrazuvzdornosti [3, 13].

Leningradsky velikdn - Ruska odruda vyslechténa na VIR ze semen tieti generace zimoleza z
okoli Petropavlovska na poloostrové Kamcatka. Ketr je stredné vysoky. Plody maji
cylindricky zaspicatély tvar a hmotnost ptiblizné 1 g. Povrch pevné slupky je mirn€ hrbolaty s
vyraznym voskovym povlakem. DuZznina mé velmi piijemnou sladkokyselou chut’ a vyrazné

aroma [13].
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Obrazek 5: Odrida "Leningradsky velikan"

Goluboje vereteno - Odrida s ranym terminem dozravani, ket husty, kompaktni, vyssi nad 1

m. Bobule velké, vietenovité. Vynos z Sestiletého kefe dosahuje 2 kg.

ZoluSka - Odrida rané¢ho terminu zrani, ket velmi husty, s kompaktni korunou. Vyska u
Sestilet¢ho kete je 0,6-0,7 m. Bobule velké, s dobrymi chutovymi vlastnosti a slabym

aromatem, pfipominajici bortivky. Vynos u Sestiletého kete dosahuje 1,2 kg.

Morena - Odriida s ranym terminem dozravani, ket siln€ vzristny. Bobule velké, prodlouZené

bankovité, namodrale sivé, kyselosladké s uslechtilou duzninou.

Sinaja ptica - Odrida charakteristicka bobulemi rané zrajicimi, s prodlouzené ovalnym

tvarem. Vynos u Sestiletého kete 1,9 kg.kei-1 [17].

2.1.4 Chemické slozeni

Plody raznych druhti zimolezu obsahuji v zavislosti na péstitelskych podminkach 10-14,6

% susiny, z toho 14,8 % ptipada na rozpustnou vlakninu. Hlavnimi slozkami bobuli jsou:

e sacharidy 7,2 %, z nichZ nejvétsi zastoupeni ma glukoza (3,2%) a fruktoza (2,9%)

e 1,1-1,6 % pektinu,

e 1,5 % lipidi — uhlovodiky, steroly, triacylglyceroly, fosfatidin a mastné kyseliny
(palmitova, olejova, stearova, linolova)

e 1,6 % proteiny (nejvice kyselina glutamova a arginin a ve vétSim mnoZzstvi kyselina
asparagova, leucin, fenylalanin a glycin),

e organické kyseliny — 12,2% suSiny, Nejvice zastoupenymi kyselinami jsou jable¢na,
citronova, malonova a chininova

e polyfenoly (400-1500 mg.100 g™

e anthokyany (400 - 1500 mg.100 g

15



e 7 minoritnich slozek je zastoupen rutin (100-720 mg.100 g-1), kyselina askorbova
(20-50 mg.100 g'l), tokoferoly, vitaminy A, B, [ -karoten, triterpenické kyseliny,
proanthokyany (700 mg.100 g™, fenolové kyseliny (160 mg.100 g™), katechiny (650
mg.100 g™, kvercetin a isokvercetin (30 mg.100 g™), mineralni latky hoiik, fosfor,
vapnik a draslik. Celkovy obsah biologicky aktivnich latek, flavonolu a flavonu je 70—
140 mg.100 g. Zjisténa energeticka hodnota plodii L. caerulea byla 1380 kJ.kg™ [1,
3, 7]

2.2 Polyfenolické latky

Polyfenolické slouc¢eniny jsou charakterizovany pfitomnosti dvou a vice hydroxylovych
skupin navdzanych na aromatickém jadte. Polyfenoly jsou produkovany rostlinami, kde plni
nejriuznéjsi funkce, proto jsou fazeny k sekundarnim metabolitim rostlin. SlouZi rostlindm
jako obrana pted UV zafenim, patogeny, oxidacnim stresem, bylozravci ¢i slouzi jako signalni
molekuly. Polyfenolické latky se vyskytuji zejména v ovoci, zelening, cerveném viné, rybizu
a &aji. Zivogichové nejsou producenty polyfenolickych latek, do jejich téla se dostavaji

sekundarné v potravé [18-19].

V lidském téle slouzi polyfenolické latky jako vyznamné antioxidanty, napomdhaji
prevenci nadorovych onemocnéni, jako jsou rakovina prostaty, plic, tlustého stfeva ¢i
kone¢niku, déale pozitivné ovliviiuji hladinu cholesterolu a slouzi jako prevence srde¢né
cévnich onemocnéni. Z potravindiského hlediska je nejvyznamnégjsi jejich schopnost
ovlivitovat organoleptické vlastnosti potravin, proto se vyuZzivaji jako potravinaiska barviva,

chutové a vonné latky [20-22].

2.2.1 Rozdéleni polyfenolickych latek

V soucasné dob¢ je znamo pies 8000 druhii polyfenolickych latek, které 1ze na zakladé
rozlicné chemické povahy rozdélit do nckolika skupin. Nejjednodussi rozdéleni
polyfenolickych latek je na flavonoidy (anthokyany, flavanoly, flavanoly, dihydroflavanoly) a
nonflavanoidy (kyseliny hydroxybenzoové, kyseliny hydroxyskoficové, stilbeny a tékavé

fenoly) [19, 23].
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2.2.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny patii do skupiny polyfenolickych latek, jejichz struktura je odvozena
od kyseliny benzoové a jejich derivati (kyselina protokatechova, salicylova, gallova,
vanilova, hydroxybenzoovd) a kyseliny skoficové a jejich derivati (kyselina kumarova,
ferulova, sinapova a kavova). Fenolické kyseliny tvoii az jednu tietinu vSech polyfenolickych

latek ptijimanych v potravé [1, 19, 24].

R4
Gentisova -OH
Gallova -OH
o-Pyrokatechova -H
Protokatechova -H
Salicylova -H
Vanilova -H -OCH;-OH -H

Obrazek 6: Derivaty kyseliny benzoové [1]

Vyznamnymi polyfenoly jsou derivaty kyseliny gallové jinak oznacované jako tanniny
(tfisloviny). Tyto latky vznikaji esterifikaci kyseliny gallové na jednoduchy sacharid. Z
chemického hlediska se tfisloviny déli na hydrolyzované (estery kyseliny gallové
polygalloylestery) a kondenzované (polymery nékterych flavonoidnich latek se strukturou
3-hydoxyflavanu). Hydrolyzované taniny se déli na gallotaniny (pokud pfi jejich hydrolyze
vznika jen kyselina gallova) a ellagotaniny (pokud vznika kyselina ellagova a ptip. i gallova).
Kondenzované tfisloviny oznacované také jako proanthokyanidiny vznikaji kondenzaci

monomernich flavanolu [25, 26].
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Voln¢ v rostlinach se derivaty kyseliny benzoové prakticky nevyskytuji, jsou vazané na
sacharidy nebo organické kyseliny. Jejich biologické u¢inky spocivaji v antioxida¢nim a anti-
karcinogennim pisobeni a také snizovani obsahu lipidi v krvi (snizeni LDL cholesterolu).
Derivaty kyseliny skoficové se volné v rostlindch nachéazi pouze ziidka, nachazi se vazané na
sacharid nebo kyselinu (napt. kyselinu tertarovou, kyselinu Sikimatovou, Kyselinu
chinonovou). Derivaty kyseliny skoficové maji anti-karcinogenni ucinek, jsou odolné vuci
trypsinovym enzymim, snizuji srazlivost krve, a chrani pfed autoimunitnimi chorobami [27,

28].

2.2.3 Stilbeny

Stilbeny jsou skupinou latek, kterd je produktem fenylpropanoidacetatové drahy. Svou
strukturou jsou velmi podobné flavonoliim. Tyto slouceniny nejsou v rostlinnych materialech
prilis rozsitené, proto je lidskd potrava na jejich obsah velmi chuda. Vyskytuji se ve dvou
formach, a to bud’ volné, nebo vazané jako glykosidy. Stilbeny jsou znamé svymi
antioxida¢nimi a anti-karcinogenimi G¢inky. V poslednich letech rapidné vzrostl zdjem o tuto

skupinu ptedevsim diky jejimu nejvyznamnéjSimu zastupci tj. resveratrolu.

Resveratrol je pfirozen¢ se vyskytujici fytoalexin, majici 2 geometrické izomery Cis a
trans. V rostlinach se vyskytuji obé formy resveratrolu, avSak trans izomer se vyskytuje
hojné&ji nezli cis izomer. Nejvyssi obsah resveratrolu byl zjistén v ¢ervené vinné révé (2 — 6
mg-1™), v bilé vinné révé je jeho obsah nizsi (0,2 — 0,8 mg-1™). Dale se vyskytuje v riiznych

druzich zeleniny a ofechtl. Dal§im pfedstavitelem mize byt jeho glukosid picerol [23, 30].

OH HO
X
HO N

OH

A OH B OH

Obrazek 7: Strukturni vzorec resveratrolu. A = trans, B = cis forma [21]
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Ptestoze se resveratrol vyskytuje v mnoha rostlinnych druzich, neni jeho obsah pro
lidsky organismus pfili§ vyuzitelny. Resveratrol je latkou nepolarniho charakteru, ktera se

nerozpousti ve vode, proto je alkohol ve vin€ jeho optimalnim nosi¢em. [31, 32].

2.2.4 Lignany

Lignany jsou glykosidy, jejichz aglykon je tvofen koniferylalkoholem, produkty jeho
kondenzace, ¢i jinymi fenylpropanoly. Nachazeji se v riznych rostlinnych materialech, ve
drevé, pryskyfticich, obilovinach, brusinkach, jahodach, kavovych bobech, ¢ajovych listech,
rajCatech a ofesich apod. Lignany maji anioxida¢ni G¢inky a zaroven slouzi jako prevence
proti vzniku nadorovych onemocnéni, piedevSim prsu a prostaty, a osteopordze.

Nejvyznamnéj$imi zastupci lignant jsou sekoisolariciresinol a matairesinol [17, 19].

0
0 0
HaC”™ OH HaC”™
0
OH
HO HO
CH CH
O/ 3 O/ 3
OH OH
Obrazek 8: sekoisolariciresinol matairesinol [21]

2.2.5 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejfrekventovanéjsi skupinou sekundarnich metaboliti vysSich rostlin.
Existuje pres 5000 latek tadicich se mezi flavonoidy. Jsou obsazeny v listech, kvétech a
plodech nejriznéjsich druhti rostlin.. V rostlinach se flavonoidy vyskytuji jak ve volné formé,

tak ve formé vazané. Majoritni vyznam ov§em maji vazané flavonoidy ve formé glykosida.

Z nutri¢niho hlediska jsou flavonoidni latky prospésné pro lidské zdravi. V lidském téle
funguji jako ucinné antioxidanty, maji schopnost snizovat riziko vzniku kardiovaskularnich

chorob a kornaténi tepen. Krom¢ antioxida¢niho uc€inky dosahuji flavonoidy i ucinku

19



opacného. Jako prooxidanty ptisobi v molekule flavonoidi prfedevsim vazané ionty kovi, jako

jsou ionty zelena, médi, niklu a molybdenu [17].

Obrazek 9: Struktura flavanu [17]

Flavonoidy jsou polyfenolické latky odvozené od flavanu, jejoz hlavni skupinu tvoii
2-fenyl-1,4-benzopyron. Zakladem je tedy flavanové jadro obsahujici 15 atomt uhliku,
sestavajici ze dvou benzenovych jader spojenych fetézcem tii uhlikovych atomu tvoficich
uprostied pyranovy cyklus. Soucasti jejich struktury je hydroxylova, methoxylova nebo
glykosylova funkéni skupina. Mnozstvi a potadi navdzanych hydroxylovych skupin, stupen

jejich alkylace a glykosidace ovliviiuje vlastnosti flavonoidu [13, 17].

Flavonoidy jsou rozdéleny do né¢kolika skupin na flavanoly, flavanony, flavony,
flavonoly, proantokyanidiny, antokyanidiny a izoflavony, které se od sebe liSi nejen

strukturou a vyskytem, ale také svou funkei [13].

2.2.6 Flavonoly

Flavonoly jsou Zluta barviva pattici do skupin polyfenolickych latek, které se vyskytuji
pievazné ve formé glykosili. Jsou obsazeny pievazné ve vnéjsich ¢astech rostlin, hlavné ve
slupce a listech. Jejich mnozstvi v plodech je pfimo imérny mnozstvi dopadajiciho zafeni. V
Gerstvém ovoci a zelenind se nachazi pfiblizné v koncentracich 15 — 30 mg-kg™.

Nejvyznamnéj$imi flavonoidy jsou kvercetin, kemferol a myricetin.

Cervené odriidy ovoce se vyznacuji vyssim zastoupenim flavonoidl nezli bilé odrady.

Bilé odridy navic oproti cervenym odridam neobsahuji myricetin [21, 33].
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Slouéenina R1 R2 R3 R4 R5
astragalin H OH H OGlc | OH
hyperosid OH OH H 0OGal | OH
1sokvercitrin | OH OH H OGle | OH
1sorhamnetin | OCH; | OH H OH OH
kemferid H OCH; |H OH OH
kemferol H OH H OH OH
kvercetin OH OH H OH OH
kvereitrin OH OH H ORha | OH
myricetin OH OH OH OH OH
rhamnetin OH OH OH OCH;
rutin OH OH ORut | OH

Obrazek 10: Chemicka struktura flavonolt [34]

2.2.6.1 Kvercetin

Na kvecertin byla v minulosti zaméfena pozornost hlavné v souvislosti s 1é¢bou

nadorovych onemocnéni. Byl obsazen v rostlindch, které se k 1écbé rakoviny pouzivaly.

Kvecertin ma dale protizanétlivé ucinky, pisobi proti srazlivosti krve a antiateroskleroticky.

V piirozené formé¢ je kvecertin neaktivni, k jeho aktivaci dochdzi az pisobenim stievni

mikroflory. Kvercetin se nachazi v ovoci a zeleniné ptedevsim pak v cibuli, porku, ¢esneku a

Salotky, kde je jeho obsah 65 — 95 mg/100g [35].

Obrazek 11: Vzorec kvercetinu [17]
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2.2.7 Flavanoly

Flavanoly se vyskytuji v rostlindich ve form¢ monomeri, oligomert a polymert.
Nejznaméjsi a nejrozsifenéjsi zastupci flavanold jsou katechiny. Katechiny jsou v rostlinach
jak ve volné, tak ve vazané forme. Jsou zodpoveédné za zakaly vin, které jsou zpiisobeny jejich
reakci s bilkovinami. Ve vinnych hroznech maji majoritni zastoupeni jak v semenech, tak i ve
slupce, zatimco v duzin¢ je jejich mnoZzstvi stopové. Daéle jsou katechiny ve Svestkach,
jablcich a ¢aji. Katechin se vyznacuje silnymi antioxidacnimi ucinky, ptisobi proti hromadéni

tukovych platd a snizuje riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni [17, 35].

katechin

Obrazek 12: Vzorec katechinu [17]

2.2.8 Flavanony

Flavanony jsou svétle zIuté nebo bezbarvé glykosylované disacharidy. Flavanony jsou
nazyvany jako ,,citrusové® flavonoidy, protoze jsou obsazeny hlavné v citrusovych plodech a
to hlavné ve vrstvé hned pod slupkou, ale také v rajcatech nebo bylinach jako mata a 1ékoftice.
Mezi zastupce flavanont patii hesperetin (5,7,3 -trihydroxy-4’-methoxyflavanon) vyskytujici
se hlavné v pomerancich, naringenin (5,7,4 -trihydroxyflavanon), ktery je obsazen hlavné v

grapefruitech a eriodictyol obsazenych hlavné v citronech [21, 28].
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Obrazek 13: Strukturni vzorce flavanont [34]

OH O
H 0 cen
o 0
CH H
OHOH ©OH OH
rutinosa
2.2.9 Flavony

Flavony jsou také Zluté pigmenty rostlin nachazejici se spolec¢né s flavonoly. Vyskytuji
se v niz8ich koncentracich nez flavonoly a ve formé glykosida nebo estert. Strukturné jsou
nejjednodussimi ze vsech flavonoidu. Nejvyznamnéj$imi flavony jsou apigenin a luteolin.

NejcastejSim zdrojem flavontll jsou citrusové plody, ale také byliny, Cervend paprika a celer

[28].

- OH

R1

RrR2

CH,OH

o
ﬁou J
OH ¢
0
CH,
H OH

e}

neohesperidosa

Sloucenina R1 R2 R3
didymin H OCH; | ORut
eriocifrin OH OH ORut
eridiktyol OH OH OH
hesperetin OH OCH; | OH
hesperidin OH OCH; | ORut
1sosakuranetin H OCH; | OH
naringenin H OH OH
naringin H OH ONeo
narirutin H OH ORut
neoceriocitrin OH OH ONeo
neohesperidin OH OCH; | ONeo
pinocembrin H H OH
poncirin H OCH; | ONeo
prunin H OH 0Gle
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Sloucenina R1 R2 R3 R4
apigenin OH H H OH
bajkalein H H OH |OH
chrysin H H H OH
diosmin OCH; | OH H ORut
(vvskyt: mata)

genkwanin OH H H OCH;
1sorhoifolin OH H H ORut
luteolin OH OH H OH
rhoifolin OH H H ONeo
techtochrysin H H H OCH;

Obrazek 14: Strukturni vzorce flavont [34]

2.2.10 Isoflavony

Struktura isoflavonoll je podobnéd estrogeniim (skupina steroidll), protoZe obsahuji
V poloze 4 a 7 hydroxylové skupiny. Navazadnim isoflavonu na estrogenové receptory dochazi
k produkci fytoestrogenu. Fytoestrogeny maji pozitivni 0¢inky na lidsky organismus,
pomahaji pfi 1écbé rakoviny prsu a prostaty ¢i kardiovaskularnich onemocnéni. Do
soucasnosti bylo objeveno vice jak 900 isoflavonil. Izoflavony slouZi také jako pfirozena

ochrana rostlin proti napadeni hmyzem, Sktidci a infekci [28].

Sloucenina R1 R2 R3
biochanin A OH H OCH;
daidzein H H OH
formononetin H H OCH;
genistein OH H OH
glycitein H OCH; | OH

Obrazek 15: Strukturni vzorce isoflavont [34]
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2.3 Metody stanoveni polyfenolickych latek

K stanovené polyfenolickych latek v potravinach se pouzivaji ¢asto spektrofotometrické
metody. Nejpouzivanéjsi spektrofotometrickd metoda je zaloZzena na chemické reakci Folin—
Ciocalteova Cinidla s polyfenolickymi latkami. Pti reakci dochazi k redukci Cinidla a ke
zméng jeho zbarveni. Tato zména se méti spektrofotometricky pii vilnové délce 750 nm.
Vysledek se vyjadfuje v ekvivalentech kyseliny gallové jakozto standartniho roztoku.
K dal§im metodam patii, reakce s 4-aminoantipyridinem (AAPM), metoda podle Price a
Butlera (PBM) a metoda redukce médi (CUPRAC) [21].

2.4 Anthokyany

Anthokyany neboli anthokyaniny jsou rozsahlou skupinou rostlinnych barviv. Doposud
bylo objeveno a identifikovano vice jak 500 riznych anthokyani. Jsou pfi¢inou zbarveni

ovoce, zeleniny a kvétin, které jsou diky témto latkam vizualné atraktivnéjsi.

2.4.1 Chemicka struktura

Anthokyany jsou chemicky glykosidy rtiznych alglykonu a jsou odvozeny od zakladni
struktury, kterou je flavylovy kation (2-fenylbenzopyrolylovy). Vsechny slouceniny jsou
v poloze C-4’ substituovany hydroxylovou skupinou a v ostatnich polohach (C-3, C-5, C-6,
C-7, C-3" a C-5") se substituenty liS§i. V polohach C-5, C-7, C-3’a C-5'mohou byt

methoxyskupiny. Dilezité potravinaiské anthokyany jsou uvedeny na obrazku 16 [13, 19].

o1 Anthokyanidin Rl R2
. A OH pelargonidin H H
HO A O AN kyanidin OH H
T R2 delfinidin OH OH
. _:.’ /

‘EH CH peonidin OCH, |H
petunidin OCH; |OH

malvidin OCH;, OCH,

Obriazek 16: Chemicka struktura vybranych anthokyant [34]

Jako soucasti molekul anthokyant bylo identifikovano i pét sacharidi. Dle Cetnosti jejich

vyskytu to jsou: D-glukdsa, L-rhamnosa, D-galaktosa, D-xyloza a L-arabinosa. Sacharidy
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jsou na molekulu anthokyanu substituovany vyhradné na poloze C-3. Pokud je glykosylovana
jesté dalsi skupina, byva to hydroxyl na C-5 (byva to glukoésa). Ve vyjimeénych piipadech
muize byt cukr navazan i v poloze C-7, C-3’, C-5" a C-4" jako mono di nebo trisacharid. Podle
poctu navazanych molekul sacharidi lze anthokyany rozdé€lit do 18 skupin, znichz

v

nejvyznamnéjsi jsou [19]:

e monosidy s glukosou, galaktosou, rhamnosou nebo arabinosou Vv poloze C-3
(3 monosidy)

e Diosidy sdisacharidy  (rutindsa, sambubinosa) vazané v poloze C-3
(3-biosidy)

e triosidy slinearnimi nebo rozvétvenymi trisacharidy vézanymi v poloze C-3
(3-triosidy)

e 3,5-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-5

e 3,7-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-7

e 3-biosidy-5-monosidy, u kterych je v polohach C-3 vazan disacharid a v poloze C-5
jednoduchy sacharid [19].

Na chemické vlastnosti barviv nema vliv druh cukru, ale poloha, ve které je substituovan.
Cukry byvaji Casto acylovany riznymi fenolovymi kyselinami (kumarova, kdvova, malonova
¢i octova) na hydroxylovou skupinu glukézy v poloze C-6 a hydroxylovou skupinu rhamnosy
v poloze C-4 [19].

24.2 Vyskyt

Anthokyany jsou v rostlinném pletivu lokalizovany v bunéénych vakuolach, kde jsou
rozpu$téné ve vakuolarnim roztoku epidermalnich bunck a syntetizovany jsou v cytoplazmé
pomoci multienzymového komplexu ukotveném na endoplazmatickém retikulu. V bunéénych
vakuolach jsou stabilizovany interakcemi ion-ion s organickymi kyselinami (napf. kyselinou
maleinovou nebo kyselinou jable¢nou). Vyznamnymi potravinaiskymi zdroji anthokyant jsou
plody rostlin €eledi révovitych (vinna réva) a riiZzovitych (maliny, jahody, tfe$né, Svestky,
jablka, ostruziny, ¢i hrusky), rostliny z ¢eledi lilkovitych (lilek) a odridy brambor s ¢ervenou
slupkou. DalSimi vyznamnymi zdroji jsou plody patfici do Celedi srstkovitych (Cerveny a
cerny rybiz, cervenoplody angrest), boriivky a brusinky pattici do skupiny viesovcovitych a

olivy [13, 19].
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2.4.3 Anthokyany v odrudach zimolezu

V plodech zimolezii jsou nejvice zastoupeny glykosidy a rutinosidy kyanidinu,
peonidinu, delfinidinu a pelargonidinu. Nejc¢astéjsimi jsou kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3,5-
diglukosid, peonidin-3,5-diglukosid, kyanidin-3-rutinosid a peonidin-3-glukosid. [37]

Tabulka 2: Procentualni zastoupeni nejvyznamnéj$ich anthokyant [11, 37]

anthokyan procentualni obsah
kyanidin-3-glukosid 79,0-88,0
kyanidin-3-rutinosid 1,0-11,0
kyanidin-3,5-diglukosid 2,2—-6,4
peonidin-3-glukosid 2,8—-45
peonidin-3-rutinosid 03-13
pelargonidin-3-glukosid 0,2-1,0

Tabulka 2 ukazuje procentualni zastoupeni hlavnich anthokyant v Lonicera caerulea L.
Obsah anthokyant velmi zavisi na podminkach, kterym je rostlina vystavovana, a to
predevsim na teplote, svétle, zdravotnim stavu, mife zavlazovani a stupni zralosti, proto se
tyhle hodnoty mohou zna¢né lisit. Nejvice anthokyant je pfitomno v plné zralych plodech.
[11, 37]

2.4.4 Vlastnosti anthokyanii a faktory na né pisobici

wevr

stabilita. Tyto dvé vlastnosti, ale byvaji zpravidla nizké, jelikoZ existuje mnoho faktort, které
je mohou neptiznivé ovlivnit. Nejvyznamngjs$imi faktory, ovliviiujici stabilitu a barvu
molekul anthokyant, jsou teplota, struktura molekuly, pH prostfedi, pfitomnost nékterych

enzymu, pfitomnost kysliku a ptisobeni zateni. [19]

2.4.4.1 Vliv teploty

Vétsina anthokyani vykazuje pii vySSich teplotich zvySenou stabilitu. Tento jev se
vysvétluje ochrannym efektem raznych slozek systému s kondenzaci monomert. ZvySeni

teploty a del$i doba skladovani mé za nasledek tvorbu a zvétSujici se mnozstvi stabilnéjSich
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oligomernich pigmentii, které vznikaji z monomert. Tyto oligomerni jednotky jsou

vyznamnymi nositeli barvy pfedevsim ovocnych §t'av a cervenych vin. [19]

2.4.4.2 Vliv struktury molekuly

Struktura molekuly anthokyanu ma vliv na jeji zbarveni. V kyselém prostiedi je barva
neacylovanych a monoacylovanych molekul anthokyanti zavisla hlavné na poctu a druhu
substituentii anthokyanidinu. Anthokyanidiny, které obsahuji vétSi pocet hydroxylovych
skupin, maji spiSe modrou barvu, derivaty s methoxyskupinami jsou spiSe cCervené.
Acylderivaty glykosidl a glykosidy maji modré zbarveni. Druh substituentu ma také vliv na
stabilitu anthokyanu. Derivaty s vy$Sim poctem hydroxylovych skupin jsou méné stabilni,
zatimco derivaty s rostoucim poctem methoxyskupin jsou stabiln€j$i. VIliv na konecnou

stabilitu ma i druh navazaného cukru [19].

2.4.4.3 Vliv pH prostiedi

Barva a stabilita anthokyant je ve vodném prostiedi zavisla na pH. Vlivem pH prostiedi,

dochazi k transformacim mezi péti riznymi strukturami aglykonti:

e cCervenym flavyliovym kationtem,

e Dbezbarvou karbinolovou pseudobazi,

e purpurové ¢ervenou neutralni chinonovou bazi,
e modrou chinoidni bazi,

e 7Zluté zbarvenym chalkonem

vvvvv

soli. Pti zvySujicim se pH dochazi k postupnému odbarvovani a ke slabnuti Cervené barvy. Pti
pH 4,0-4,5 jsou anthokyany bezbarvé. DalSim zvySenim hodnoty pH dojde k postupnému
op€tovnému cervenému purpurovému zbarveni, jenz vznikd v disledku tvorby neutrdlni
chioidni baze. V slab¢ zasadité oblasti (pH 7,5-8,0) dochéazi ke vzniku modrého zbarveni, jenz

vlivem dalsiho zvySeni pH piejde do podoby Zlutého chalkonu [19].
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Obrazek 17: Vliv pH na zbarveni molekuly anthokyanu [38]

2.4.4.4 Dalsi vlivy

Dalsim faktorem ovlivitujicim barvu anthokyant je pasobeni skupin enzymd. Prvni
skupinou jsou glykosidasy, které hydrolyzuji glykosidové vazby anthokyanii za vzniku
pfislusného cukru a algykonu, ktery je nestabilni a pfehazi do bezbarvé podoby. Druhou

skupinou enzymii jsou polyfenolooxidasy, které pusobi pifi enzymovém hnédnuti.

Nestabilitu anthokyanovych barviv zvySuje ptisobeni viditelného, ultrafialového nebo
ionizujiciho zareni. Toto dopadajici zafeni vyvolava nezadouci fotooxida¢ni zmény, které se

projevuji rozkladem molekuly [19].

2.4.5 Anthokyany a jejich funkce v Zivém organismu

Anthokyany maji v disledku své rozsahlé biologické aktivity fadu pozitivnich u¢inkt
na lidsky organismus. Vzhledem K jejich snadné dostupnosti jsou anthokyany dilezitym
faktorem pii prevenci onemocnéni. Maji vyznamné a silné¢ antioxidacni, antimikrobidlni,
protinddorové a protizanétlivé ucinky. Jejich antioxida¢ni aktivita je pfi stejné koncentraci
dokonce vys$si nezli u vitaminu C. Kyanidin m& dokonce 4x vétsi antioxidacni ucinek nez
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vitamin C. Anthokyany maji nejvyssi antioxida¢ni u¢inky ze vSech flavonoid(, pficemz jako
nejucinnéjsi se jevi kyanidin a delfinidin. Antioxidacni aktivita je dana pritomnosti
hydroxylové skupiny v pozici 3 v C kruhu a acylaci zbytkd sacharidd aromatickymi

kyselinami jesté roste [39].

Anthokyany dokézi diky své antioxidacni schopnosti branit oxidaci DNA,
neenzymatické peroxidaci lipidd nebo enzymatické peroxidaci lipidd, kde funguji jako
nekompetitivni inhibitory. Zmirfuji zanétliva onemocnéni tim, ze neutralizuji enzymy a
deaktivuji oxidanty, které poskozuji krevni tkan¢. Dale chrani krevni fecisté tim, ze zabrani
oxidaci cholesterolu (LDL), a tim i poskozeni cévnich bun€k a vzniku aterosklerdozy a pozdéji
i ischemické srdecni choroby zpisobené ukladanim aterosklerotickych platkd do koronalniho
fecisté. Dale jsou ucinné pii riznych alergickych reakcich, které jsou vyvolany serotoninem c¢i

histaminem.

Pozitivni vliv maji 1 na diabetes. Jejich ucinek se projevuje v ochrané mikrocévniho
systému pied nadmérnym mnozstvim cukru v Krvi. Kromé toho také pomahaji pfi retinopatii,
kterd maze zpUsobit 1 slepotu. Dalsi funkei anthokyand je zvySovat schopnost adaptace oka
na svétlo a tmu. N&které anthokyany maji protinadorové ucinky. Delfinidin, malvidin a
petunidin inhibuji rist rakovinnych bunék odvozenych od rGznych tkani véetné tlustého

stfeva, prsu, krve a plic jiz v mikromolarnich koncentracich [19, 40, 41].

2.4.6 Metody stanoveni anthokyani

K stanoveni obsahu anthokyanti se v minulosti pouzivala papirova chromatografie (PC) a
tenkovrstvd chromatografie (TLC). V soucasné dobé se spiSe vyuZivaji vysokoucinna

kapalinové chromatografie s UV detektorem, ¢i spektrofotometrické metody [21].

2.4.6.1 pH diferencialni metoda

pH diferencialni metoda vyuziva spektrofotometrii. Je zalozena na zméné pH, pii které
dojde ke zmén¢ struktury, a tim 1 ke zméné zbarveni anthokyant. Tato zména se méfi na
spektrofotometru pfi vinovych délkach 510 a 700 nm. Koncentrace anthokyant se vypocita na
zéklad¢€ rozdilu absorbanci. Interferujici latky se zménou pH barvu nezméni a do vypoctu se

nezahrnou [42].
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2.4.6.2 Chromatografické metody

Chromatografie patii mezi separacni metody, svym uréenim je to za vhodnych
podminek metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. Vzorek je zde vnasen mezi dvé
navzajem nemisitelné faze, které se nazyvaji stacionarni faze (nepohybliva faze) a mobilni
faze (pohybliva faze). Separace vzorku je zalozena na rizné mife zachycovani vzorku na
stacionarni fazi, ptes kterou proudi mobilni faze a vzorek je touto fazi unasen. Ty slozky,
které maji veétsi afinitu k stacionarni fazi, se budou mobilni fazi pohybovat pomaleji. Tim
dojde k rozd¢€leni vzorku na jednotlivé slozky a na konec stacionarni faze se nejprve dostanou
slozky, které nejsou tolik poutany k stacionarni fazi a mobilni fazi jsou unaseny rychleji

[18, 43, 44].

Ke stanoveni anthokyantl je nejpouzivanéjsi chromatografie s reverzni fazi (stacionarni
faze je nepolarni a mobilni faze je polarni). Mobilni faze je tvofena vodou a organickou
kyselinou. Organické kyseliny zvySuji stabilitu anthokyant pfi analyze tim, ze snizuji jejich

pH pod hodnotu 2, a tim nedochazi k rozsifovani a chvostovani pika [45, 46].

Daéle se vyuziva spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
v konfiguraci HPLC/MS s elektrosprejovou ionizaci a time of flight detektorem (ESI — TOF).
K dal$im chromatografickym metodam patii HPLC s detekci diodovym polem, vysokoucinna
kapalinova chromatografie s nuklearni magnetickou rezonanci (HPLC/NMR). Tato metoda je

méngé citliva nezli predeslé metody [45, 46].

2.4.6.3 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je nejjednodussi elektromigraéni metoda
pouzitelna pro separaci a stanoveni anorganickych a organickych latek, jejichz molekuly
mohou v disledku disociace nést bud’ zdporny néboj, nebo kladny nédboj a nehodi se tudiz pro
separace a stanoveni neutralnich molekul. Metoda je vhodna pro separaci a stanoveni iontd
lisicich se riiznou molekulovou hmotnosti, nabojem ¢&i tvarem. CZE déli molekuly s nabojem
na zéklad¢ jejich rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti. Kladné 1 zaporné ionty jsou
vlivem elektroosmotického toku unédseny tlumivym roztokem uvniti kapilary k detektoru a
vlivem rozdilnych elektroforetickych rychlosti se vzajemné déli. Pfi jednom pokusu je mozno
vzajemné de€lit a stanovovat oba dva druhy iontli. Analyzované latky se detekuji vétSinou

UV/VIS detektory [43, 47].
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2.5 Vitamin C

Chemicky byl vitamin C popsan roku 1933 a trividlni nazev kyselina askorbové se zacal
pouzivat az o par let pozdé¢ji. Kyselina askorbovd ma formu bezbarvych ritzicovitych
krystalka, dobfe se rozpousti ve vod¢, slabé rozpustna je v nizSich alkoholech. Kyselina
askorbova vznika z derivatu glukdzy ptisobenim enzymu gulonolakton-oxidaza. Tento enzym
je nezbytny pro syntézu kyseliny askorbové v organismu a ¢loveék, primati a dalsi druhy zvirat

tento enzym v téle nemaji. Museji tudiz pfijimat kyselinu askorbovou z potravy [36, 49].

Kyselina askorbova se tadi, spole¢né s kyselinou dehydroaskorbovou, do skupiny
latek s G¢innosti vitaminu C. V organismu mize jedna forma pfechazet v druhou. Vlivem
tohoto oxida¢né redukéniho systému dochazi v organismu K inaktivaci volnych radikald, a tim

chrani organismus pfed poSkozenim a ontogenezi [49].

HO  OH
H —_—

HO o O
OH

Obrazek 18: Chemicka struktura kyseliny askorbové [50]

2.5.1 Vyznam vitaminu C V lidském organismu

Vitamin C je dilezité antioxida¢ni Cinidlo, které chrani télo proti pisobeni volnych
kyslikovych radikald, které vznikaji v organismu pii metabolickych pochodech. Tyto volné
radikdly zpisobuji poSkozeni lipidi, enzymu, bilkovin, nukleovych kyselin a
nizkomolekularnich latek (polyfenoly). Vitamin C také recykluje oxidovany vitamin E do
pocatecni aktivni formy. Tato schopnost redukovat oxidovany vitamin E poskytuje spolecné
se schopnosti redukovat hyperperoxidové radikaly ochranu proti kardiovaskularnim
onemocnénim a onemocnénim myokardu. Hyperperoxidové radikaly v organismu oxiduji
LDL cholesterol a krevni tuky a zarovenn snizuji hladinu vitaminu E, coZ ma za nasledek

tvorbu aterosklerotickych platkt v krevnim fecisti [36, 51].
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Vitamin C také zabranuje akumulaci lipoproteinu A, ktery je nositelem cholesterolu
(LDL) a je zodpovédny za jeho akumulaci v tepnach. Vlivem zvySené akumulace cholesterolu
dochazi ke tvorbé aterosklerotickych platk v krevnim fecisti. Dodavani vitaminu C snizuje

celkovou hladinu cholesterolu v krvi a uvadi se, Ze mirné snizuje i krevni tlak [51].

Vitamin C je nezbytny pro spravné fungovani imunitniho systému a funkci bilych
krvinek. Funguje jako prevence pied onemocnénim z nachlazeni a studie prokazaly, ze doslo i
ke zkraceni doby léceni u nakazenych lidi. Vitamin C lze v souCasné dob¢ vyuzit i k 1é¢bé
nadorovych onemocnéni jako alternativa k soucasné chemoterapii. Védei a 1ékati studovali
vliv vitaminu C na rust a bujeni nadorovych bunék v organismu. Zjistili, ze vitamin C spolu
s vitaminem Kj (menadionem) vpoméru 100:1 je velmi uZzite¢ny jako piiprava na
chemoterapii, zajisti odumirani nadorovych buné€k mezi etapami chemoterapie i po jejim

skonceni [52].

K dalsim vlastnostem vitaminu C patii schopnost snizovat hladinu histaminu v krvi
(podobné¢ jako antokyany), a tim zmirfiovat prub&h alergickych reakci. Dale je potiebny
k syntéze kolagenu, ktery je nezbytnou soucasti pojivovych tkani, kosti, chrupavek, o¢ni
tkang, zubt a kiize. Tvorba kolagenu je také dilezita pii hojeni ran a pfi jeho nedostatku se
snizuje soudrznost a pohyblivost podplirnych tkani. Vitamin C je dale schopen Ccistit
organismus od tézkych kovil tim, Ze je dokdze udrzet v kapalném roztoku a tim mohou byt
Z téla vylouceny ledvinami. V neposledni fad€ se podili na nejriznéjSich metabolickych

procesech, syntéze hormont, aminokyselin a dal§ich metabolickych latek [51, 52].

2.5.2 Metody stanoveni kyseliny askorbové

K stanoveni kyseliny askorbové lze vyuzit Siroké spektrum metod, od jednoduchych

titraci aZ po sloZité pfistrojové techniky.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — nejcastéji se pouziva v konfiguraci RP —
HPLC (chromatografie s reverzni fazi) z divodu polarniho charakteru kyseliny askorbové.
Dalsi metodou je iontové vyménna chromatografie, ta vyuziva faktu, Ze kyselina askorbova
je slabou kyselinou a je dobfe zachytivana silnym anexem. Tato metoda byla jednou
Z prvnich metod vyuzitych k analyze kyseliny askorbové. K dalSim chromatogratickym
technikam patii iontové parova chromatografie, iontové vylucovaci chromatografie a

hydrofilni chromatografie [53].
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K dal§im metodam patii spektrofotometrické stanoveni kyseliny askorbové vyuzivajici
reakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Kyselina askorbova absorbuje UV zafeni pii vinovych
délkach (245 — 270 nm) [54, 55].

34



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Popis vzorku

Vsechny zkoumané vzorky plodd vybranych odriid zimolezu pochézi ze Skolniho
zemé&délského podniku Mendelovy university Zabéice z roku 2014. Jedna se o tyto testované
odrady: Maistar, Goluboje vereteno, Tomicka, Remont, Prihonicka 9, Kamtschatica, Blue
Velved, D altaj, Lipnicka, Fialka, HelfStyn, Amur, Prthonicky a, b, ¢, Prihonicky letni,
Valchova, Morena, Gerda, Leningradsky velikan, Kamcadalka, Bakcarska, Lebeduska,

Zoluska, Malion, Vasjuganska, Viola, Modry Triumph, Sinnaja Ptica a Amfora.

3.2 Laboratorni vybaveni a pristroje
Pomiicky:

e laboratorni sklo (kadinky, nélevky, zkumavky, odmérné banky, odmérné vilce,
Erlenmayerovy banky aj.)

¢ Biichnerova nélevka

e stojan na zkumavky

e stiicka, 1zicka

e mikrofiltry

o kyvety

e centrifugacni kyvety

e automatické pipety

e filtracni papir

e odsavaci banka
Pristroje:

e analytické vahy (Boeco; Japonsko),

e rucni homogenizator (Ultra Turrax T18 Basic; IKA Némecko),
e centrifuga (T 52.1; IKA Némecko),

e pH metr (Monokrystaly Turnov; Ceska Republika),

e ultrazvukova lazen (NETZ Kraintek; Némecko),

e spektrofotometr HeAios Delta (Spectronic Unicam; Velka Britanie),
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e HPLC piistroj (Shimadzu; Japonsko)
o pumpa-— LC-10AD
o detektor SPD-M10AVP
o degaser — GT-104
o software — CLASS LC,
e magnetickd michacka,
e vyvéva (KNF LAB Laboport),
e vortex (TTS 2 Yellow line)

Chemikalie

e stanoveni celkovych polyfenolickych ldatek
o 7,5% roztok uhli¢itanu sodného,
o kyselina gallova (p.a.),
o Folin Ciocaltauovo ¢inidlo,
o destilovana voda.

Stanoveni anthokyanii

o 0,025 M chlorid draselny,
o kyselina chlorovodikova,
o 0,4M octan sodny,
o destilovana voda.

e Stanoveni vitaminu C
o dihydrogenfosfore¢nan draselny,
o methanol,
o redestilovana voda,
o kyselina metafosforecna,

o kyselina askorbova.

36



3.3 Stanoveni celkovych polyfenolickych latek pomoci Folin — Ciocaltauova

¢inidla
Priprava 7,5% roztoku uhli¢itanu draselného

Na analytickych vahach bylo navazeno 7,5 g uhli¢itanu sodného, ktery byl

kvantitativné preveden do 100 ml odmérné baiiky a destilovanou vodou doplnén po rysku.
Priprava zasobniho roztoku kyseliny gallové

Pro pfipravu zasobniho roztoku kyseliny gallové o koncentraci 1000 mg-l'1 bylo
v kddince rozpusténo 0,025 g kyseliny gallové v destilované vodé. Obsah kadinky byl

kvantitativné pfeveden do odmérné baiky a doplnén vodou po rysku.
Piiprava vzorku

Do odmérné banky bylo navazeno s piesnosti na 4 desetinna mista 5 g zmrzlych ploda
zimolezu. Vzorek byl zhomogenizovan, kvantitativné pfeveden do 50 ml odmérné banky a
doplnén destilovanou vodou po rysku. Vzorky byly ihned po doplnéni uskladnény v lednici a
byly vyjmuty pouze pied samotnou analyzou. Pfed analyzou byla suspenze odstiedéna na

odstiedivce a piefiltrovana pies Biichnerovu nalevku.
Priprava kalibra¢ni rady

K vytvoreni kalibracni fady se pouzival zasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci
1000 mg-l'l. Z tohoto zasobniho roztoku bylo do péti odmérnych ban€¢k postupné
mikropipetou napipetovano 0,125; 0,25; 0,5; 1 a 2 ml zdsobniho roztoku. Toto mnozZstvi
odpovidalo koncentracim 12,5; 25; 50; 100 a 200 mg~l'1. Do zkumavek bylo napipetovano 0,1
ml Folin — Ciocaltauova ¢inidla, 1,8 ml destilované vody a 0,1 ml jednotlivych standardd.
Obsah zkumavek byl promichan na vortexu a ponechdn 5 minut stat. Poté bylo ke smési
napipetovano 1 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a obsah zkumavky byl opét promichan
na vortexu. Po dvou hodinéch stani byl vzorek proméfen na spektrofotometru pfi vinové délce

750 nm.
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Obrazek 19: Spektrofotometr HeAios

Méreni vzorka

Do tii zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml Folin — Ciocaltauova ¢inidla, 1,8 ml
destilované vody a 0,1 ml vzorku. Vzorky zimolezi byly pifed samotnym méfenim pétkrat
zfedény (pomér 1:4). Vznikla smés byla promichéna na vortexu a ponechdna 5 minut stat. Po
péti minutach byl ke vzorku pifiddn 1 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a jeho obsah byl
opet promichdn a ponechén 2 hodiny stit. Po 2 hodinach byl vzorek prelit do kyvety a
zmétena jeho absorbance na spektrofotometru Helios pfi vinové délce 750 nm. Meéfeni
absorbance bylo provadéno proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zpiisobem,
akorat misto 0,1 ml vzorku bylo pfiddno 0,1 ml destilované vody. Méfeni bylo provadéno 3x

a koncentrace polyfenold byla vypocitana z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti.

Obrazek 20: Zbarveni vzorkd pro stanoveni celkovych polyfenold ihned po ptipravé a po 2
hodinach ¢ekéni
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3.4 Stanoveni anthokyanu v plodech zimolezu

Priprava roztoku 0,25 M chloridu draselného o pH 1,0

Navazka 1,86 g chloridu draselného byla pfevedena do kadinky a rozpusténa v 950 ml
destilované vody. Koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou bylo pH upraveno na 1,0. Poté

byl objem pifeveden do 1000 ml odmérné baiiky a doplnén destilovanou vodou po rysku.
Priprava roztoku 0,4 M octanu sodného o pH 4,5

Navazka 54,43 g octanu sodného byla ptevedena do kadinky a rozpusténa v 950 ml
destilované vody. Koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou bylo pH upraveno na 4,5,

objem byl pfeveden do 1000 ml odmérné baiiky a doplnén destilovanou vodou po rysku.
Priprava vzorki

Do odmérné batiky bylo navézeno s pfesnosti na 4 desetinna mista 5 g zmrzlych ploda
zimolezu. Vzorek byl zhomogenizovan, kvantitativné pteveden do 50 ml odmérné banky a
doplnén destilovanou vodou po rysku. Vzorky byly ihned po doplnéni uskladnény v lednici a
byly vyjmuty pouze ptfed samotnou analyzou. Pied analyzou byla suspenze odstfedéna na

odstiedivce a piefiltrovana pies Biichnerovu nalevku.
Analyza vzorki

Pro kaZzdou odrtidu bylo pouZito 6 zkumavek. Do tii z nich bylo napipetovano 2,5 ml
pufru o pH 1,0 a 0,5 ml fedéného vzorku. Vzorek byl fedén 5x. Bylo pfidano 0,1 ml vzorku a
0,4 ml pufru. Do dalSich tfech zkumavek bylo napipetovano 2,5 ml pufru o pH 4,5; 0,1 ml
vzorku a 0,4 ml pufru o pH 4,5. Obsah zkumavek byl promichan na vortexu a proméfen na
spektrofotometru pii vlnovych délkach 510 a 700 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym

zpusobem, ale objem vzorku byl nahrazen stejnym objemem destilované vody.
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Obrazek 21: Porovnani zbarveni vzork zimolezu pro stanoveni anthokyand pii rdznych
hodnotéach pH. Vlevo roztok o pH 1,0 a vpravo roztok o pH 4,5

Z namétenych absorbanci byla vypocitana vysledna absorbance A fedénych roztoki

podle vztahu:

A = (As10 nm — A700 nm)pH 1,0 — (As10 nm — A700 nm)pH 4,5 (1)

Koncentrace celkovych monomerniho pigmentu kyanidin 3- glukosidu byla

vypocitana podle vztahu:

Cun = = g 17 @
Cma  — vysledna koncentrace monomerniho pigmentu
A — absorbance vzorku
M — molekulova hmotnost kyanidin 3-glukosidu (449,2 g-mol™)
F — faktor zfedéni
€ — moléarni extink&ni koeficient pro dominantni anthokyan [cm™-mol™-1]
I — délka kyvety
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Vysledné koncentrace byly vyjadieny v mg-l'l, prepocitany na navazku ptivodniho

vzorku a vyjadfeny v mg - 100 g™ podle vztahu:

= /& 0,;. Cma [mg - 100g1] (3)
c — celkovy obsah monomerniho anthokyanu ve 100 g ploda
CmA — koncentrace monomerniho pigmentu anthokyanu vypoctena dle vztahu 3.
\Y — objem $tavy [ml]
m — hmotnost navazky plodu [g]

3.5 Stanoveni vitaminu C vysoce-ti¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)

Piiprava mobilni fiaze

Pro piipravu mobilni faze dihydrogenfosfore¢nanu draselného a metanolu v poméru
9:1 bylo navazeno na analytickych vahach 13,6025 g KH; PO,. Navazka byla rozpusténa

v 900 ml redestilované vody a nasledn¢ bylo pfidano 100 ml methanolu.
Priprava 2% roztoku kyseliny metafosforecné

Navazka 17 g kyseliny metafosfore¢né byla rozpusSténa ve 250 ml redestilované vody
a zahtivana do uplného rozpusténi. Poté byl roztok ochlazen a pteveden do 500 ml odmérné

banky a doplnén redestilovanou vodou po rysku.
Piiprava standartniho roztoku kyseliny askorbové

Na analytickych vahach bylo navaZeno s pfesnosti na 4 desetinna mista 0,0250 g
kyseliny askorbové. Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 20 ml 2% roztoku kyseliny
metafosforecné, prevedeno do 25 ml odmérné banky a doplnéno 2% roztokem Kkyseliny

metafosforecné po rysku.
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Sestrojeni kalibrac¢ni kiivky

Ze standartniho roztoku kyseliny askorbové bylo do tfech 10 ml odmérnych banck
odpipetovano 0,01 ml; 0,1 ml a 0,4 ml roztoku. Tato mnozstvi odpovidaji koncentracim 1; 10
a 40 mg-1™". Odmérné baiiky byly doplndny 2% roztokem kyseliny metafosforeéné po rysku.
Roztoky byly po celou dobu uchovavany v lednicce a vyjmuty pouze pied samotnou

analyzou.
Piiprava vzorku

Z kazdé odridy bylo navazeno mnozstvi 4,7 g zmrzlych plod zimolezu s presnosti na
4 desetinna mista. Do vzorku bylo pfiddno malé mnozstvi 2% roztoku kyseliny
metafosforecné a néasledné byl vzorek zhomogenizovan na homogenizatoru. Vznikla suspenze
byla kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné bailky a doplnéna 2% roztokem kyseliny
metafosforecné po rysku. Poté byl vzorek prefiltrovan pies Biichnerovu nélevku a vznikly
filtrat byl uchovan v lednici az do samotné analyzy. Tésné pied analyzou byl vzorek znovu

prefiltrovan pfes mikrofiltr a az poté nadavkovan do chromatografického systému.
Chromatografické podminky

Vlastni méfeni bylo provadéno na koloné¢ Gemini C18 srozméry 150x4,6 mm a
velikosti &astic 5 pm. Priitok mobilni faze byl nastaven na 1 ml-min™. Teplota termostatu byla
piednastavena na 30°C a tato teplota byla udrzovana po celou dobu meéteni. Velikost nastiiku

vzorku byla 10 pl. Detektorem byl UV detektor s pfednastavenou vinovou délkou 254 nm.
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Obrazek 22: HPLC soustava

Vypocty a stanoveni celkového mnoZstvi vitaminu C

Ze vzorkl standardii kyseliny askorbové byla sestrojena kalibracni kiivka s rovnici
regrese. Hodnoty kalibracni kiivky se odecetly z plochy jednotlivych pikt. Ze tii nastiikt
vzorku byla vypoctena pomoci plochy piku a rovnice regrese z kalibra¢ni fady koncentrace
kyseliny askorbové ve vzorku (v mg-1™). Vypoétené koncentrace byly prepocitany dle vztahu
(4) na navazku v ptivodnim roztoku a nasledné vyjadfeny v mg na 100 g plodi. Z téchto tii
vyslednych hodnot byl zavérem vypocten prumérny koneény vysledek.

_x-V-F-01

== .100g1
c — [mg g ]

(4)

— koncentrace vitaminu C pfepoctena na 100 g plodi

c

\Y — ptvodni objem vzorku (50 ml)

X — koncentrace vitaminu C ode&tena z kalibraéni fad a rovnice regrese [mg-17]
m

—navazka pro dany vzorek [g]
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3.6 Statistické zpracovani vysledkii

3.6.1 Hodnoceni prresnosti méreni

Smérodatna odchylka s

()
s =
Xi — nameéfena hodnota
X — aritmeticky pramér
n — pocet méieni
Relativni smérodatna odchylka s,
S
s, = =100 [%] (6)
X
X — aritmeticky pramér
S — smérodatna odchylka
Interval spolehlivosti L ,
Li,=x+K, R (7)
Kn — kritick4 hodnota Lordova rozd¢€leni pro zvolenou hladinu statistické

vyznamnosti o
L1, L, —krajni meze intervalu spolehlivosti
X — aritmeticky pramér

R — variaéni rozpéti
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3.6.2 Hodnoceni hrubych chyb

Dean — Dixontiv test Qp,

Xn — Xp-1 (8)

R — variacni rozpéti

Vypocitané hodnoty se porovnaji s tabelovanou kritickou hodnotou Dean-Dixonova
kritéria Q (n, ). V pfipad¢, Ze je vypocitana hodnota vEtsi nezli kriticka hodnota, je nutné ji

vyloucit, protoze je zatizena hrubou chybou.

Variacni rozpéti

R = Xmax = Xmin (9)
Xmax  — nejvySsi naméteny vysledek
Xmin  — nejnizsi naméefeny vysledek
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni celkovych polyfenolickych latek

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek byly analyzovany plody 27
odriid zimolezu. Kazda odrida pochézela ze sklizné z roku 2014 ze Skolniho zemé&délského
podnikuMendelovy Univerzity v Zab&icich.  Literatura uvadi, Ze obsah celkovych
polyfenolickych latek v zimolezu se pohybuje v rozmezi od 400 do 1500 mg.100 g™.
Koncentrace ekvivalentli kyseliny gallové byly vypocitany z kalibra¢ni zavislosti a vysledky

byly uvedeny v tabulkach v mg na 100 g vzorku.

4.1.1 Kalibraéni krivka

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena dle postupu uvedeném Vv kapitole 3.3. Z kalibracni
fady byla vygenerovana rovnice regrese, ktera byla nasledné pouzita pro vypocty koncentrace

analyzovanych vzorkd.
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0,2 R2=10,9991

0,1 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
koncentrace [mg-11]

Graf 1: Kalibra¢ni fada pro stanoveni celkovych polyfenolickych latek
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4.1.2 Namérené a vypocitané hodnoty polyfenolickych latek

Tabulka 3: pramérné hodnoty absorbanci pii vinové délce 750 nm a vypocitané hodnoty
koncentraci polyfenolt v odriidach zimolezu

priumérné hodnoty primérna koncentrace
odruda

absorbance A [nm] | polyfenoli [mg.100 g
Amur 0,098 122,0+ 343
Prthonicky letni 0,196 250,3+22,2
Prtihonicky a, b, ¢ 0,198 250,6 £ 12,8
Kamtschatica 0,225 290,9 + 27,8
Malion 0,237 291,0 + 18,8
Prithonicky 9 0,260 299,6 + 14,2
Tomicka 0,239 300,6 + 18,5
Maistar 0,256 329,2+£19,8
Fialka 0,276 339,0+22,2
Kamgd¢adalka 0,260 339,8 +21,6
D Altaj 0,268 346,4 + 12,3
Goluboje vereteno 0,284 358,7+21,6
Vasjuganska 0,280 360,7 £ 15,5
Blue Velved 0,297 361,4 £24,9
Gerda 0,299 391,3+21,6
Lebeduska 0,326 402,9 + 31,6
Sinnaja Ptica 0,311 406,1 £ 19,8
Lipnicka 0,318 412,2+12,8
Bakcarskaja 0,319 416,4+ 12,8
Remont 0,326 419,0 +£ 24,6
Helfstyn 0,328 4249 +21,6
Morena 0,343 440,3 + 14,2
Viola 0,358 448,1 £ 16,3
Leningradsky velikan 0,365 453,5+ 7,1
Zoluska 0,385 474,6 27,8
Valchova 0,442 546,3 + 14,2
Modry Triumph 0,551 723,6 £21,6
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Celkovy obsah stanoveni polyfenolickych latek se v odridach zimolezli pohyboval

v

odriida Amur (122,0 + 34,3) a nejvétsi obsah (723,6 + 21,6 mg-100 g™*) méla odrida Modry
Triumph. U vétSiny odrdd se obsah polyfenolickych latek pohyboval od

celkovych polyfenolickych latek po nejvétsi obsah. Kvili velkému poctu vzorkli byly
vysledky vyneseny do 2 grafil.
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Graf 2: Srovnani celkového obsahu polyfenolickych latek v jednotlivych odridach zimolezu
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koncentrace mg - 100g™!
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Graf 3: Srovnani celkového obsahu polyfenolickych latek v jednotlivych odridach zimolezu

Grafy 2 a 3 znazornuji srovnani celkového obsahu polyfenolickych latek v
jednotlivych odridach zimolezu. Chybové usecky zobrazené u hodnot znaéi interval
spolehlivosti daného méfeni a vysledku. Z grafii je patrny rozdil mezi odridami, odriida
Modry Triumph ma téméf Sestkrat vetsi zastoupeni polyfenolickych latek, nezli odrida Amur,
kterd jich ma nejméné. Vyznamnymi odridami s vysokym obsahem polyfenolickych latek
jsou také odriidy Valchova a Zoluska. Celkové se da fici, ze obsah polyfenolickych latek byl u
vétSiny odriid niz8i, nezli je psdno v odborné literatuie. To mohlo byt zpisobeno jinymi

klimatickymi podminkami, stupném zralosti plodi a dal$imi faktory.
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4.2 Stanoveni anthokyant

Anthokyany v riznych odridach zimolezt byly stanovovany podle metodiky uvedené
v kapitole 3.4. Pro vypocet kone¢né absorbance byl pouzit vzorec (1) a podle vzorct (2) a (3)

byl vysledek ptepocitan na mg-100 g'1 plodi. Bylo analyzovano 27 vzorki odriid zimolezu.

4.2.1 Stanoveni anthokyant v plodech zimolezu

Tabulka 4: Naméfené hodnoty absorbanci pfi pH 1 a pH 4,5 pfi vinovych délkach 510 a 700
nm a vypocitané hodnoty koncentraci anthokyanti v mg-100 g™ v odriidach zimolezu. Odridy

jsou setfazeny podle velikosti od nejmensi po nejvetsi obsah anthokyani.

prumérné hodnoty | primérné hodnoty primérna
. absorbance A [nm] |absorbance A [nm] koncentrace
Ceaues p¥i pH1 pfi pH 4,5 anthokyani
A s10 A 710 A s10 A 710 mg-100g™
Amur 0,205 0,030 0,084 0,037 62,4+23
Prihonicky a, b, ¢ 0,216 0,047 0,092 0,053 63,4+13,9
Lebeduska 0,272 0,051 0,106 0,055 80,4 £7,1
Maistar 0,234 0,024 0,069 0,027 83,1 +17,6
Prithonicky letni 0,303 0,072 0,135 0,077 85,4 +10,4
Gerda 0,273 0,043 0,092 0,046 92,6 +17,3
Goluboje vereteno 0,312 0,061 0,117 0,062 94,6 + 3,5
Tomicka 0,275 0,057 0,111 0,089 95,1 £19,8
Sinnaja Ptica 0,264 0,022 0,067 0,025 100,0 £ 7,2
Malion 0,271 0,025 0,061 0,027 100,1 +£17,2
Leningradsky velikan 0,312 0,036 0,100 0,042 103,8 £ 13,6
Viola 0,332 0,047 0,108 0,049 108,7 +7,2
D altaj 0,379 0,070 0,149 0,072 1155+9,4
Kamc¢adalka 0,357 0,065 0,129 0,069 1163+ 11,6
Fialka 0,379 0,056 0,125 0,060 122,0+ 12,2
Prithonicky 9 0,425 0,068 0,138 0,071 128,5 £ 15,8
Kamtschatica 0,386 0,049 0,121 0,053 134,0 £ 10,5
Remont 0,374 0,046 0,097 0,046 136,9 + 10,4
Morena 0,366 0,040 0,091 0,045 1379 £ 12,7
Vasjuganska 0,330 0,006 0,045 0,007 141,3+8,8
Bakcarskaja 0,366 0,027 0,075 0,032 148,1 + 11,1
Valchova 0,450 0,032 0,093 0,036 170,8 + 11,4
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Blue Velved 0,507 0,039 0,106 0,044 189,4 + 22,0
Lipnicka 0,549 0,066 0,146 0,069 202,0+ 11,9
Zoluska 0,570 0,029 0,094 0,034 227,71+ 2,6
HelfStyn 0,578 0,046 0,123 0,051 2283+ 11,6
Modry Triumph 0,897 0,018 0,106 0,022 3994 +21,7

Mnozstvi anthokyani v odridach zimolezu se pohybovalo Vv rozmezi od
(62,4 mg-100 g7), naopak nejvyssi mnozstvi anthokyanti bylo namé&feno u odriidy Modry
Triumph (399,4 mg-100 g™). Tato odriida také mé&la nejvyssi obsah polyfenolickych latek.

Porovnani mnozstvi anthokyant znazornuji opét dva grafy ¢islo 4 a 5.

450 -
400 -
350 +
300 -
250 -+
200 -
150 -
100 -
50 -

koncentrace mg - 100g™!

Graf 4: Porovnani mnozstvi anthokyanti v jednotlivych odridach zimolezt
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Graf 5: Porovnani mnozstvi anthokyant v jednotlivych odridach zimolezt

Obsah anthokyant se u vétSiny odrtiid pohyboval ve srovnatelném rozmezi od 90 do 200
mg-100 g'l. Chybové tsecky zobrazené u hodnot znaci interval spolehlivosti daného méfeni a
vysledku. Odborna literatura udava mnozstvi anthokyanti od 400 — 1500 mg-100 g™ plods.
Namétené mnozstvi bylo mensi, coz muize byt zpltsobeno klimatickymi podminkami,

stupném zralosti ploda a dalSimi faktory.
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4.3 Stanoveni vitaminu C

Obsah vitaminu C byl stanoven dle postupu v kapitole 3.5. Z kalibra¢ni fady byla

vygenerovana rovnice regrese a pomoci vztahu (4) byla koncentrace kyseliny askorbové

piepocitana na mg-100 g'1 plodu.

2500000 -

2000000 -

1500000 -

plocha piku

1000000 -

500000 -

y = 54649x - 23674
R2=1

20 25 30 35 40

koncentrace [mg-11]

Graf 6: Kalibra¢ni fada pro stanoveni vitaminu C pomoci HPLC

4.3.1 Vypoctené koncentrace vitaminu C

Tabulka 5: Vypocitané primérné koncentrace vitaminu C v riznych odridach zimolezl
prepocitané na 100 g plodu s intervalem spolehlivosti méteni.

primérna koncentrace vitaminu C

odrida (mg-100g™)
Leningradsky velikan 3,7+0,8
Prithonicky letni 40+21
Amur 4,7+0,9
Prithonicky a,b,c 91+13
Morena 9,4+39
Zoluska 96+1,6
Modry Triumph 10,8+2/4
Lebeduska 118+1,3
Amfora 120+ 1,8
Kamtschatika 12,1+4,0
Vasjuganska 12,1+3,6
Tomicka 132+24
Gerda 13,3+4,9
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Fialka 149+7,3
Bakcarskaja 15,3+0,2
Viola 16,1+ 6,1
Kamcadalka 17,2+ 25
D Altaj 19,4+0,5
Sinnaja Ptica 20,1 +6,1
Prtthonicky 9 28,3+2,1
Lipnické 29,7+75
Malian 32,1+2,2
Helf3tyn 33,4+3,3
Maistar 34,6 +5,4
Valchova 35,1+4,8
Blue Velved 39,1+4,6
Remont 409+7,0

Nejvyssi koncentrace kyseliny askorbové byla namétena u odridy Remont 40,9 + 7,0

vwr

3,7+ 0,8 mg-100 g, Vétsina odborné literatury udava mnozstvi kyseliny askorbové od 20 do

60 mg-100 g v zavislosti na klimatickych podminkach.
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Graf 7: Srovnani mnozstvi vitaminu C mezi jednotlivymi odridami
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Graf 8: Srovnani mnozstvi vitaminu C mezi jednotlivymi odridami

Na grafech 7 a 8 jsou zndzornény rozdily mezi obsahem kyseliny askorbové mezi
jednotlivymi odridami. Odridy Remont a Blue Velved mély vice nez desetkrat vétsi obsah
vitaminu C nezli odriida Leningradsky velikan, Prihonicky letni a odrida Amur. Pouze devét
odriid mélo obsah kyseliny askorbové v rozmezi, jaké udava odborna literatura, zadna z odrad
nedosahla vysSich hodnot a zbylych osmnéct odrid mélo obsah kyseliny askorbové niZsi.

Chybové tUsecky znazornény u kazdého sloupce grafu reprezentuji interval spolehlivosti

méfeni.
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5 Zavér

Zimolez kam¢atsky by mohl byt v Ceské Republice nejranngj§im ovocem, nebot’ v nasich
klimatickych podminkach dozravaji nékteré jeho odrady jiz koncem kvétna. Je to drobné
ovoce s vysokym obsahem biologicky aktivnich latek prospésnych lidskému zdravi. Proto
bylo naplni této diplomové prace stanovit vybrané biologicky aktivni latky v dostupnych
odridach zimolezu kamcatského. Celkem byly analyzovany plody 28 odrad: Maistar,
Goluboje vereteno, Tomicka, Remont, Prithonicka 9, Kamtschatica, Blue Velved, D altaj,
Lipnicka, Fialka, Helfstyn, Amur, Prithonicky a b ¢, Pruhonicky letni, Valchova, Morena,
Gerda, Leningradsky velikan, Kamcadalka, Bakcarska, Lebeduska, Zoluska, Malion,
Vasjuganska, Viola, Modry Triumph, Sinnaja Ptica a Amfora. Odrada Amfora byla z divodu
malého mnozstvi vzorku analyzovana pouze pro stanoveni vitaminu C a odrida Goluboje
vreteno pouze pro celkovy obsah polyfenolickych latek a anthokyani. Teoretickd ¢ast prace
byla zaméfena botanicky popis zimolezu kamcatského, dale informovala o vyznamnych
nutri¢nich latkach, které zimolez obsahuje. Experimentalni ¢ast byla vénovana analyze

celkovych polyfenoli, anthokyant a vitaminu C v dodanych odradéch.

Celkové fenolické latky byly stanoveny spektrofotometricky reakci vzorku s Folin -
Ciocaultaovym cinidlem za vzniku modrého zbarveni, které bylo prométovéano pii 750 nm.
Nejvyssi obsah fenolickych latek méla odrida Modry Triumph (723,6 mg 100 g*) a poté
odrida Amur (122 mg-100 g™1). Obsah fenoli v této odridé byl dvakrat niz$i nezli odrida
S druhym nejniz§im mnozstvim téchto latek. Naopak odrada Modry Triumph 0 dost

pfevySovala ostatni odridy v mnozZstvi fenolickych latek.

Dale bylo stanovovano celkové mnozstvi anthokyant pH diferencidlni metodou. Nejvyssi
koncentrace anthokyanii byla nalezena opét u odridy Modry Triumph 399,4 mg-100 g™ a
Modry Triumph, kterd méla nejvyssi obsah anthokyanil a ostatnimi odridami byl opét zna¢ny.
Odruda Helfstyn, majici ve srovnani odrud druhy nejvyssi obsah anthokyant (228,3 mg-100
g* plodu), méla o 44 % mensi obsah t&chto latek.

Posledni analyzou bylo stanoveni vitaminu C vysokouéinnou kapalinovou
chromatografii. Z naméfenych vysledka vyplyva, Zze nejvyssi obsah kyseliny askorbové méla
odriida Remont (40,9 mg-100 g plodu). Nejmensi obsah kyseliny askorbové méla odriida
Leningradsky velikan (3,7 mg-100 g™ plodu). | v pfipadé této analyzy byl rozdil mezi odridou
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S nejvysSim a s nejniz§im obsahem kyseliny askorbové vyrazny (vice jak desetinasobny).
Odrtda Modry Triumph, kterd byla nejlepsi v predchozich dvou analyzach, méla piekvapiveé

nizky obsah vitaminu C oproti ostatnim odriidam, ,,pouze* 10,8 mg-100g™ plodi.

Celkové se da fici, ze odridou Snejvyssim obsahem tfi analyzovanych biologicky
aktivnich latek je odrida Valchova, ktera méla druhy nejvyssi obsah polyfenolickych latek,
tieti nejvyssi obsah kyseliny askorbové a Sesty nejvyssi obsah anthokyanti. Dalsi prespektivni
odridou je Modry Triumph, ktery mél nejvyssi obsah fenolickych latek a anthokyant, ale
niz8i obsah kyseliny askorbové. Podobné vysledky jako odrida Modry Triumph mé odrida
Zoluska, ktera meéla také vysoké obsahy polyfenolt a anthokyani, ale nizsi obsah vitaminu C.
Odruda Helfstyn mé¢la podobné vysledky jako odriida Valchova. Patii k odridam s vysokym

obsahem vsech tfi analyzovanych biologicky aktivnich latek.

v

Cv v

dal$i odridy majici nizky obsah stanovovanych latek patii odrady Prithonicky letni a

Pruhonicky a,b,c.

Nameétfené hodnoty se v porovndni stim, co uddvd odborna literatura, v nékterych
ptipadech liSily. To miiZze byt zpiisobeno klimatickymi podminkami, typem pudy, stupném

zralosti a dalSimi faktory ovliviujici obsah latek v plodech.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CZE - capillary zone electrophoresis
CUPRAC - copper reduction assay
HPLC - high performance (pressure) liquid chromatogramy
TLC - thin layer chromatogramy
UV — ultraviolet radiation

VIS - visible radiation

PC — paper chromatography

ESI — electrospray ionization

TOF — time of flight

NMR — nuklear magnetic resonance
PBM - Price — Butler Method
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Piiloha 1:  Statistické zpracovani vysledkt koncentraci celkovych fenolickych latek
[mg-100 g™] v odridach zimolezu (n = 3, & = 0,01)
odriida A | c[mg/100 g] S s/[%] 52 IS

Amur 0,098 122,039 5,982 4,770 35,780 19,789
Prithonicky letni 0,196 250,258 3,874 1,523 15,005 21,619
Prithonicky a, b, ¢ | 0,198 250,640 2,236 0,869 5,002 18,468
Kamtschatica 0,225 290,862 4,844 1,654 23,469 24,624
Malion 0,237 290,996 3,282 1,066 10,773 14,217
Prithonicky 9 0,260 299,563 2,481 0,732 6,156 27,759
Tomicka 0,239 300,593 3,223 1,037 10,388 24,879
Maistar 0,256 329,228 3,454 1,033 11,927 12,312
Fialka 0,276 338,962 3,874 1,077 15,005 12,815
Kamcadalka 0,260 339,752 3,773 1,113 14,235 22,196
D Altaj 0,268 346,439 2,149 0,616 4,617 21,619
Goluboje vereteno| 0,284 358,691 3,773 1,017 14,235 34,276
Vasjuganska 0,280 360,655 2,704 0,740 7,310 12,815
Blue Velved 0,297 361,368 4,342 1,120 18,852 22,196
Gerda 0,299 391,348 3,773 0,967 14,235 15,079
Lebeduska 0,326 402,863 5,513 1,297 30,394 14,217
Sinnaja Ptica 0,311 406,072 3,454 0,850 11,927 21,619
Lipnicka 0,318 412,215 2,236 0,538 5,002 7,108
Bakcarskaja 0,319 416,431 2,236 0,537 5,002 21,619
Remont 0,326 419,042 4,297 1,010 18,467 12,815
Helfstyn 0,328 424,943 3,773 0,880 14,235 31,591
Morena 0,343 440,323 2,481 0,555 6,156 27,759
Viola 0,358 448,054 2,842 0,608 8,079 18,807
I;:E;’;irmky 0,365 | 453547 | 1241 | 0,260 1539 | 15492
Zoluska 0,385 474,632 4,844 0,964 23,469 16,287
Valchova 0,442 546,328 2,481 0,430 6,156 21,619
Modry Triumph 0,551 723,594 3,773 0,523 14,235 19,789

A — primeérna absorbance, ¢ — koncentrace celkovych fenolickych latek, s — smerodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, s*- rozptyl, 1S — interval spolehlivosti
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Priloha 2 Statistické zpracovani vysledki koncentraci celkovych anthokyant
[mg-100 g™] v odridach zimolezu (n = 3, & = 0,01)

odrida A ¢ [mg/100 g] s s/[%6] 52 IS
Amur 0,128 62,408 0,398 0,638 0,158 2,281
Prtihonicky a, b, ¢ 0,130 63,412 2,423 3,820 5,869 13,882
Lebeduska 0,169 80,420 1,247 1,550 1,554 7,143
Maistar 0,168 83,083 3,078 3,705 9,474 17,637
Prtihonicky letni 0,173 85,440 1,815 2,124 3,294 10,399
Gerda 0,184 92,591 3,023 3,265 9,139 17,323
Goluboje vereteno 0,195 94,607 0,604 0,639 0,365 3,461
Tomicka 0,196 95,089 3,455 3,633 11,937 19,798
Sinnaja Ptica 0,200 100,020 1,250 1,249 1,561 7,160
Malion 0,211 100,075 3,003 3,001 9,019 17,209
I;jﬁ;‘;iradSky 0218 | 103,809 | 2365 | 2278 | 5593 | 13552
Viola 0,226 108,669 1,260 1,160 1,588 7,221
D Altaj 0,232 115,511 1,641 1,420 2,692 9,401
Kamcadalka 0,232 116,318 2,022 1,739 4,090 11,588
Fialka 0,258 121,987 2,123 1,741 4,509 12,168
Prthonicky 9 0,290 128,530 2,761 2,148 7,622 15,819
Kamtschatica 0,269 133,970 1,831 1,367 3,354 10,494
Remont 0,277 136,860 1,817 1,328 3,301 10,411
Morena 0,280 137,911 2,218 1,608 4,918 12,707
Vasjuganska 0,286 141,287 1,529 1,082 2,337 8,761
Bakcarskaja 0,296 148,051 1,932 1,305 3,733 11,071
Valchova 0,361 170,774 1,984 1,162 3,936 11,368
Blue Velved 0,406 189,435 3,838 2,026 14,731 21,993
Lipnicka 0,406 202,044 2,083 1,031 4,341 11,938
Zoluska 0,481 227,719 0,446 0,196 0,199 2,556
HelfStyn 0,460 228,317 2,026 0,887 4,106 11,611
Modry Triumph 0,795 399,378 3,787 0,948 14,345 21,703

A — priimérna absorbance, ¢ — koncentrace celkovych fenolickych latek, s — smérodatna

odchylka, s; — relativni smérodatna odchylka, s*- rozptyl, 1S — interval spolehlivosti
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Piiloha 3:  Statistické zpracovani vysledka koncentraci kyseliny askorbové [mg-100 g™

v odradach zimolezu (n = 3, o = 0,01)

odrida ¢ [mg/100 g] s s/[%] s? IS

I;:E;irmky 3,726 0,145 3,899 0,021 0,833
Prithonicky letni 3,999 0,362 9,046 0,131 2,073
Amur 4730 0,162 3,423 0,026 0,928
Prithonicky a,b,c 9,078 0,219 2,416 0,048 1,257
Morena 9,425 0,678 7,194 0,460 3,885
Zoluska 9,567 0,277 2,891 0,076 1,585
Modry Triumph 10,806 0,415 3,838 0,172 2,376
Lebeduska 11,821 0,225 1,907 0,051 1,292
Amfora 11,081 0,311 2,502 0,096 1,780
Kamtschatika 12,052 0,706 5,855 0,498 4,043
Vasjuganska 12,094 0,626 5,173 0,391 3,585
Tomicka 13,208 0,420 3,179 0,176 2,406
Gerda 13,254 0,856 6,456 0,732 4,904
Fialka 14,867 1,279 8,602 1,635 7,328
Bakcarskaja 15,202 0,031 0,206 0,001 0,180
Viola 16,105 1,072 6,657 1,149 6,143
Kamcadalka 17,150 0,428 2,498 0,184 2,455
D Altaj 19,357 0,080 0,414 0,006 0,459
Sinnaja Ptica 20,095 1,060 5,273 1,123 6,071
Prihonicky 9 28,315 0,375 1,324 0,141 2,148
Lipnicka 29,674 1,303 4,391 1,697 7,466
Malian 32,081 0,391 1,217 0,153 2,238
Helf$tyn 33,371 0,582 1,745 0,339 3,338
Maistar 34,645 0,949 2,739 0,001 5,438
Valchova 35,114 0,840 2,393 0,706 4,814
Blue Velved 39,112 0,802 2,049 0,643 4,593
Remont 40,852 1,222 2,991 1,493 7,001

C — prumeérnd koncentrace celkoveho obsahu vitaminu C, s — smérodatna odchylka,
Sy — relativni smérodatna odchylka, s rozptyl, 1S — interval spolehlivosti
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Piiloha 4 Vystup z vysokoucinné kapalinové chromatorafie
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