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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim mnoistiriu a kvercetinu v listech
a ve \¢tvickach fznych druli bezuc¢erného. Zjigtné hodnoty byly porovnany s vyznamnymi
zdroji téchto latek.

Pro ziskani latek z rostlinné matrice byla pouzitadota extrakce rozposdtem
za zvySeného tlaku a teploty (PSE — pressurizetesbkextraction, PHWE — pressurized hot
water extraction). Podminky pouzité pro extrakcmpai PSE byly teplota 120 °C, tlak
150 bafi a 3 cykly po 5 minutach. U extrakce pomoci PHWHalpyro rutin z list pouZzita
teplota 80 °C, tlak 150 b&r3 cykly po 5 minutach a pro kvercetin se poutglalota 100 °C,
ostatni podminky se nastaveny stejn

Analyza rutinu a kvercetinu byla provedla pomocisage @inné kapalinové
chromatografie s pouzitim detektoru diodovym pol@iPLC-DAD), ale byla sledovana
pouze vinova délka 360 nm. Latky byly separovaies fkolonu SUPELCOSI™ LC-8DB
(velikost ¢astic sorbentu pm; roznery kolony 250x4,6 mm). Mobilni faze byla $m
methanolu: vody: kyseliny mravéinv pontru 36: 61,5: 2,5 # pH 2,17-2,28, nastaveny
pratok byl 0, 7 ml/min a velikost davkovaci stiky 10ul.

Nejvice rutinu bylo obsaZzeno v listech planého druiezucerného p extrakci
methanolem i vodou. Vodou byla extraka@niejSi a bylo ziskano 5, 58 mg rutinu z jednoho
gramu vzorku planého bezierného. NejnizSi mnozstvi bylo stanoven&ambucus nigra
Korsor, kde bylo pouze 0,13 mg/gi{gxtrakci vodou). Kvercetin nebyl v listech staraw
zadné druhu bezterného.

Ve Wtvich se nachézely oba stanovované flavonoidy. mRbtil ve velmi malém
mnoZstvi stanoven v planém druhu, ale ve Skeglch odfidach bylo stanoveno vyznamné
mnozstvi této latky. Naopak kvercetin, ktery se gpanovovani optimalnich podminek pro
extrakci zdal byt vyznan#sim z hlediska mnozstvi, nebyl ¥kierych Slechinych odfidach
detekovan. NejtSi mnoZstvi kvercetinu se nachézelo v planém diodmu cerného, a to
0,24 mg/g. Nej¥tSi mnozstvi rutinu bylo stanovendambucus nigra Albid&2,33 mg/g.

Kli¢ova slovaPSE, PHWE, SPE, HPLC, rutin, kvercetin, bemy



SUMMARY

Amount of rutin and quercetin in bark and leavesrirdifferent type ofSambucus
nigra was determined in this diploma thesis. Recordsamiunts were compared with
amounts in significant sources of these flavonoids.

Matters from raw matrix were obtained with preszedi solvent extraction (PSE) and
pressurized hot water extraction (PHWE). There was temperature 120°C, pressure
150 bar, three times 5-min cycles for PSE. Themewsed 80°C, 150 bar, three 5-min cycles
for rutin extracted with PHWE and the same conditicere used for extraction of quercetin
only the temperature was changed to 100 °C.

Analysis of rutin and quercetin were carry out higterformance liquid
chromatography (HPLC) with diode array detection AQ), where was used
SUPELCOSII™ LC-8DB column (im; 250 x 4.6 mm). Methanol: water: formic acid
(36: 61.5: 2.5, pH 2.17-2.28) was used like a neopHase. The flow of the mobile phase was
set up 0.7 ml/min. Size of sample wasulO

The most amount of rutin was determined in the dsaof wild kind ofSambucus
nigra with methanol extraction and hot water too. Exiocac with PHWE was more
effectively. There were determined 5.58 mg of rutinone gram of sample from wild
Sambucus nigraThere were determined the smallest amount oh rutiSambucus nigra
Korsor. There was found only 0.13 mg/g with extractionVPEL The quercetin wasn’t
determined in angambucus nigréeaves.

There were found both of the flavonoids (rutin amgercetin) in the branch of
Sambucus nigraTlhe rutin was determined in the small amount iid wind but it was found
in the important amount iambucus nigraultivar. Whereas the quercetin was found in
higher concentration than rutin when was finding itteal conditions for extraction of branch.
The quercetin was chosen like more important ihtligf amount. In the end the quercetin
wasn't detected in anysambucus nigracultivars. The most amount of quercetin was
determined in wild sambucus nigra, 0.24 mg/g. Thestmamount of rutin was found in
Sambucus nigra Albid&.33 mg/g.

Keywords:PSE, PHWE, SPE, HPLC, rutin, quercetiambucus nigra
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1 Uvod

Bez ¢erny sefadi mezi vyznamneé éé&ve rostliny pouzivané v lidovémdielstvi snad
odjakziva. Léebné dinky byly prokdzany u vSectasti tohoto statného e Tyto &inky se
prisuzuji flavonoidim, které jsou v bezu obsazené. Nejsou vSak popaapsozkoumany
obsahy vSech latek ve celé této rostliKvéty a plody jsou vice prozkoumané, a proto byla
pozornost ¥novana spise mérradicnim ¢astem jako jsou listy awicky.

V posledni dob je snaha zakladat sady se Sl&afini oditidami bezucerného,
z kterych se vyuZzivaji plody a &y pro potravin&skeé nebo farmaceutickédly. Vétve a listy
jsou brany jako odpadni material. Aby mohly bytwe a listy ekonongtéji vyuZzity, jsou
stanovované latky obsazené ¢ghito c¢astech Slechhych druli bezu ¢erného. Zjitné
mnozstvi je porovnano s vyznamnymi zdréghto latek, aby se mohla danawdl gipadré
vyuzit jako dilezity zdroj biologicky dinnych latek.

Flavonoidy jsou vyznamné farmakologicky a biologickcinné latky, obsaZzené
v rostlinach jako jejich sekundarni metabolity. Jgoo rostliny patebné, protoze napomahaji
jako obrana proti tznym SkKidcam, viram a bakteriim. Jsoufiginou pestrosti firody,
protoze zfisobuji zbarveni rostlin. Dodnes je znaméesp 4000 #znych flavonoid
rozckélenych do ®kolika podskupin. Z této velmi bohaté skupiny sekammich metabolit
byly pro analyzu vybrany rutin a kvercetin, kteegadi do podskupiny flavonidl

V diplomové praci se stanovovaly flavonoidy vyekimaané z tvicek a listi bezu
cerného. \tvicky jsou kazdy rok sthany, aby dochazelo k omlazovanikke aby byl k&
schopny dostat®é vyzivy vSech svychcéasti. OddiZzené wtve jsou vSak &Sinou
zlikvidovany jako odpadni material. Vyuziti odpagiko zdroje farmakologicky dinnych
latek by bylo ekonomicky vyhodné. To jéwbdem, pro byly vétve pouzity jako matrice pro
stanovovani flavonoid

Pro analyzovani flavonoid z miznych zdroj je mozné pouZzittadu extraknich,
separanich a analytickych metod. Extrakci Ize provézt poirklasické Soxhletovi extrakce
nebo pomoci rychlejSich metod jako haPSE (pressurized solvent extraction), PHWE
(pressurized hot water extraction), extrakce wtnaem. Analyzu vzork Ize uskuténit nag.
pomoci HPLC (vysoce dinna kapalinova chromatografie) iznymi detektory jakoieba
DAD (detekce diodovym polem) a UV-VIS (detekce aiimlovym — viditelnym sgtlem)
nebo pomoci MS (hmotnostni spektrometrie) a neb B&pilarni zonova elektroforéza).

Cilem diplomové prace je stanovit mnozstvi rutinkvarcetinu ve vybranyctastech
bezu ¢erného, listech a&wickach. Srovnat zjighé hodnoty s vyznamnymi zdrojédchto
flavonoidi a posoudit, zda-li je mozné béarny zd@adit mezi tyto vyznamné zdroje. Rutin a
kvercetin by mohly byt vyuZity proifpravu zdravi prosgnych dopiku stravy.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1Bezcerny

Bez &erny, latinskym nézvenBSambucus nigral., pati v Ceské republice mezi
vSudygitomné rostliny nenatmé na gstovani. To je takéivod, pr@ se ¥tSinou vyskytuje
jako plarg rostouci k& Jeho domovinou je cela Evropa a dale i Mala Asejkaz a uzemi
sahajici az po SihiJde tedy o mirné az subtropické podnebi, kde teett misty az statny
strom, roste. Nachazi se na slunnych az polostinnyistech.

Sambucus nigra. paki doceledi Caprifoliaceae Samotny rodsambucugahrnuje az
40 druha rostlin. Ne vSichni zastupci tohoto rodu maji tegjako bezéerny I&€ivé Kinky
vyuzivané hoja jiz ve stedowku, kdy jej lidé aplikovali natznd onemoaini. Z kiry se
acinné latky ziskavaly v podeétodvaru, ktery se vyzgaval projimavymi dinky, a proto byl
konzumovan i problémech s vyprazdvanim. Z lisk se vyrébla tzv. zelen4 mast nanasena
na pohmozéhiny a na @zné otoky k jejich zklidani. V dnesni dob se pro léebné éely
kara ani listy neaplikuji, protoZe byla zgia gitomnost toxinu sambunigrinu vestgim
mnozZstvi, které iive zpisobit otravy. Fiznaky otravy se projevuji fmem nebo prudkym
zvracenim.

Kvéty a plody jsou vSak stale hdjwyuzivany nap na gipravucaja, sirupi a likér,
které jsou zdravi progpné. Plody jsou také surovinou néppavu marmelad. Bohuzel
i v téchto ¢astech byl sambunigrin stanoven, ne vSak v mnqadetié by pi bézném uzivani
mohlo zgisobit otravy.[1][2]

2.1.1 Vlastnosti

Jak jiz bylo zmigno na za&atku v kap. 1.1., vyskytuje se b&rny jako ke vysoky asi
1,5 az 5 mefr, ale miZe dofistat az do velikosti stathého stromu a dosahovsiktyw$0 meti
(viz Obr. 1). Jehoievo je velmi kehké, duté a lehce opracovatelnéragkje hladka, zbarvena
do tmaw Sedé barvy.

Na jae tuto I€ivou rostlinu pozname ipvazié podle smetanay bilych kwta
uspdéadanych do sloZzeného okoliku (viz Obr. 2). Majinvielyraznou a trochu néjgemnou
vani, kterd se po usuSeni zjemni a stava iggrpnou. \&tSinou se celé okoliky sbiraji
v ¢ervnu acervenci a vyuzivaji se ndipravu fiznych surovin, nap sirupi acaji. Po jejich
odkveteni dozraji bobulovité peckovi¢ernofialové barvy (viz Obr. 3). Jsou jedlé a maji
piijemnou vini. Lidé je vyuZivaji na fipravu oblibenych likér, do kterych pidavaji trochu
alkoholu,¢imz se znasobi analgetick&nky ploda. [1]

Listy bezucerného jsou vicre rapikaté a lichozgené se 3 az 7 listky. Na okraji jsou
pilovité a na vrcholu Spate. [2]
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Obr. 2 Kwtenstvi bezwerného — slozeny okolik [4]
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Obr. 3 Plody¢erného bezu — bobulovité peckovice [4]

2.1.2 Lé&ivé (inky

Cerny bez je univerzalni d&a rostlina. Svou k&vou funkci maji jak kéty a plody,
tak i listy a Kira. Kazda zé&chto ¢asti byla pouzivana na specificka onengoén Zrejme
z tohoto divodu plati staréigslovi ,,Pred hémankem smekni —pd bezinkou klekni*.

Kvéty se pouzivaji na stimulaci krevnihodbio, pisobi antikatardky potopuds a
protizaretlive. Proto se hoj vyuzivaji na |ébu horénatych onemoaii proti nachlazeni
a proti chtipce.[5] Kwtni droga se da pouzivat i kipraw riznych obklad nebo tinktur
k 1é¢eni chorob dutiny Ustni, k inhalacti pymé, zarétech pftidusek, bolestech hlavy a usi
nebo jako obklad natr&toveé Zily. V kwtech jsou obsazeny flavonoidy (hlavinutin viz
kapitola 2.2.5),iisloviny, glykosid sambunigrin (jedovaty), orgargédkyseliny, cholin, cukry,
malé mnozstvi silice a vitamin C. [6]

Plody jsou téz potopudné, navic i diuretické aipmayé. Jejich hlavnifpdnosti je
vysoky obsahirznych vitamir dilezitych pro lidské zdravi, jedna se o vitaminyB2, B2,
B6, B12. [5] V plodech jsou obsazeny stejné latdyoj v kwtech. Samazjm¢ maji plody i
nekteré latky navic jako ndip anthokyanova barviva, cukr, pektin, pry8&g ¢i kyselinu
panthotenovou.[6] V lidovéem ¢éelstvi je zmign analgeticky dinek plodi bezucerného
poméhajici proti migrén neuralgii a fi bolesti trojklaného nervu, p&tenebo kloub. Lze je
také pouzit p kiecich traviciho Ustroji aipnadymani. [2]

Listy se pouzivaly na vyrobu ,zelené masti‘, kter&la hojivé &inky na
pohmozdniny, rany, vyrony a hemeroidy. Své vyuzitélen v minulosti i Kira pgi zacg
a artritick, jelikoz ma zakvaci &inky a je silé projimava. Je takécinna jako jaterni
stimulant. [5]

Dnes jsou BZr¢ vyuzivany pouze kity a plody k pipraw raznych sirug, likéni,
Caji atd., protoZe ip pouzivani lisk a kiry k pripraw lécivych prostedki se zjistily casté
negativni dinky zpisobené otravou toxinem sambunigrinem, ktery jeéckito castech
rostliny obsazen. Jak bylo znéto vySe, sambunigrin je obsazen v malém mnozZstvi
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i v kvétenstvi. Ve zralych plodech dosuditpmnost toxického sambunigrinu prokazana
nebyla. [6]

Bez ¢erny samoiejmé neni vyuzivan pouze v domacnostech a v lidovétielétvi.
Slouzi také jako zdroj surovin na vyrobtiznych lektval, &av i vina v potravin&gkém
pramyslu. [6]

Tato rostlina ma tedy velmi Sirokou Skaledénych dinkt a pedpoklada se, Ze za
vétsSinu z nich véci pritomnosti flavonoid.

2.2 Flavonoidy
2.2.1 Struktura

Flavonoidy jsou sloteniny skladajici se z 15 uhlikaté kostry ioe déma
fenylovymi kruhy spojenymi tfuhlikatym mistkem (viz Obr. 4.). Jde o derivaty
difenylpropanu vznikajici jako sekundarni metalyoptevazré u rostlin. V roce 1936 byly
identifikovany prvni flavonoidy a doposud jiz bytmlezeno v firod pies 4000 idznych
druhi. Jejich biosyntézy jsou obetrschopné pouze rostliny, Zigichové a houby nikoli.
Existuje vSak #kolik vyjimek jako nap. marsky koral Echinophora lamellosa vidknité
houbyAspergilus candidua Phallus impudicus

ra s
8 1
: O~ot ¢
C |
[ 3 6 g

Obr. 4 Flavanovy skelet [7]

V rostlinach se flavonoidy vyskytuji fadé druhi jako anthokyanidiny, flavony,
flavonoly, flavanony, katechiny, dihydroflavonoly,chalkony, aurony, flavany,
proantokyanidiny, isoflavonoidy, biflavonoidy at®¢zné¢ se tyto slotieniny neobjevuji
samostat& ale maji navazanowjakou substitini skupinu - hydroxylovou, methoxylovou,
methylovou nebo glykosilovou. ©as se k flavonoidovému jadru a jejich glykdsid
piipojuji jeS€ navic aromatické nebo alifatické kyseliny, sulfatgethylendioxidy nebo
isoprenove skupiny. V podehiéchto slozitych molekul je GZeme najit ve vSecbastech
rostlin (v kaenech, listech, Ktech i stonku). Flavonoidové aglykony byly dokorajgtené
v podol& vosku na listech, ke, pupenech a nebo jako krystalky wkach kaktus. [8][9]

2.2.2 Vyznam

Flavonoidy jako hlavni¢ervené, modré a purpurové pigmenty rostlin poskytu;
nadhernou barevnost &, ovoce, semen, lista diky tomu hraji kliové role v signalizaci
mezi rostlinami a mikroby, v muzské ferllinekterych druli ¢i v ochrarg proti Skidcam.
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Pasobi tedy jako antimikrobialni agenty a tzv. ,krindetergenty” zabtaijici nezadoucimu
ozirani rostlin. Poskytuji také UV ochranu.[10]

Mezi piirodni zdroje flavonoit@l pro lidskou vyzivu pat zeleninan a ovoce. Diky
jejich farmakologickym a biochemickymg¢inkim je stale vySSi zajem ofiem ®chto
slowenin. Flavonoidy jsou povazovany za protirakovirlatky, protoZe se jedna o silné
antioxidanty a tzv. ,zachytaga“ volnych radikah (praw volné radikaly jsou v organismu
hlavni gicinou vzniku nadorovych onemasm). Do skupiny antioxidaidt pati nagiklad
i vitaminy C a E, u kterychifiomnost flavonoid vyvolava zvySeny antioxidai (inek,
pusobi spolu synergicky.[8][9]

Kromé vychytdvani volnych radikd) aktivace antioxid&nich enzymi a inhibice
oxidaz jsou flavonoidy schopné vazat do komplenty p‘echodnych kotr. Tim meni jejich
dostupnost jako katalyzatorv oxidané-redukénich reakcich. Danym sléenindm jsou
pripisovany i dalSi farmakologicky vyznamneécinky, jako nap. protizartlive,
protibakterialni, antivirové, antialergické a amtinbotické — zabtaujici shluku krevnich
desttek. Flavonoidy také uvalji hladké svalstvo a snizuji permeabilitu Bémych membran
u kapilér.[7]
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2.2.3 Biosyntéza
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Obr. 5 Zakladni ¥tve syntézy flavonoiil CHS - chalkon syntéza;
C4H-cinnamate4-hydroxyldza; CHI-chalkon izomeradza;CHR-chalkon reduktaza;
CHS-chalkon syntaza; 4CL-4-koumaroyl:CoA-ligaza; D¥dihydroflavonol 4-reduktaza;
DMID-7,2"-dihydroxy, 4" -methoxyisoflavanol dehydi@a; F3H-flavanon 3-hydroxylaza;
FSI a FSlI-flakon syntéza; F3"H-flavonoid 3 hydroxyza nebo flavonoid 35 hydroxylaza;
IOMT-O-methyltransferdza; IFR-isoflavon reduktaza;l2 H-isoflavon 2 -hydroxylaza;
IFS-isoflavon syntéza; LDOX-leukoantokyanidin dioggnyza; LCR-leokoantokyanidin
reduktdza; OMT-O-methyltransferdza; PAL-Phe amoniulyéza; RT-rhamnosyl
transferaza; STS-stilben syntéza; UFGT-UDPG-flavado glukosy transferaza a
VR-vestiton reduktaza [10]
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Na Obr. 5 jsou schematicky znazémg hlavni tve biosyntézy flavonoitl ktera
zatina fenylpropanoidovym metabolismem a déle se &omje za vzniku deviti trznych
podskupin. Tyto podskupiny jsou bargvmnozliSené. V Sedych rarmeich jsou umisineé
chalkony, aurony, isoflavonoidy, flavony, flavonody flavandioly. V barevnych rardeich
jsou vickt anthokyaniny, kondenzované tanniny a flobafenpiugmenty. Biosyntéza se
realizuje diky pitomnosti iznym enzyni (viz Obr. 5) katalizujicich dil reakce.

Nasledujicicast se bude zabyvat pouze flavonoidy kvercetinemutenem. Tyto
sloweniny budou extrahovany #Ziky bezu ¢erného a kvantitativh stanovovany pomoci
HPLC. Jsou to latky s vyznamnymi farmakologickyrsinky. [10]

2.2.4 Kvercetin

2.2.4.1 Chemicka struktura a pirodni zdroje

Kvercetin je jednim z nejvice se vyskytujicich Bhaweidi v zelenig a ovoci, kde se
nachazicasto v podob glykosidi nebo aglykofi. V nich je vazana jedna nebo vice
sacharidickych skupin na fenolickou skupinu pomglykosidické vazby. Neépstji jde o
glukézu, ale ve flavonoidech nalezneme i galaktéthemnoézu a dalSi. Kvercetinovée
glykosidy obsahuji sacharidické skupinydaejgji vazané veiteti poloze (vyjimkou je cibule,
ktera je nej#tSim zdrojem kvercetinu). Vifsodk je popsano skoro 18@zanych glykosid
kvercetinu vyskytujicich se napjako kvercetin- 4"-glykosid v cibuli, kvercetinrf8tinosid
(rutin viz. kap. 2.2.5) vraptech a kvercetin-3-galaktosid v jablcich. [11][1ejwtSi
mnoZzstvi kvercetinu bylo stanovené cervené cibuli 45+21 mg/100g, Zluté cibuli
3417 mg/100 g, brusinkach 21 mg/100 g a kap@tt2 mg/100 g.[13] Jiné studie zabyvajici
se mnozstvimiznych flavonoid v ovoci a zelenié zjistily vyznamné mnozstvi kvercetinu
nag. v cherry rajatech, hlavkovém salt paZitce,cervenych hroznech¢erném rybizu,
brokolici, botivkach, bezinkach, jablcich. [14][15]

Kvercetin

2.2.4.2 Farmakologické @&inky

Flavonol kvercetin pat mezi fytochemikalie, coz jsou latky rostlinnéhivpdu, které
vykazuji ochranné nebo preventivni vlastnosti prinym onemocenim. [16] Kvercetin se
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vyznauje mnoha zdravi proggnymi &inky zahrnujicimi zlepSeni kardiovaskularniho
systému, sniZeni nebezperakoviny a ochranu proti osteoporbéze. Ma protétdare,
antialergické a antioxidai inky. Jedna se o silny antioxidant, ktery je schyopazat do
komplexi kovy (tvait chelaty), vychytavat volné radikaly kysliku abraiovat oxidaci LDL
(low density lipoprotein) in vitro. Kvercetin dalevliviiuje expresi specifickych enzym
navozuje apoptdzu a ma vliv na signalni cesty prkieazy a lipidkinazy. [17][18]

Velmi vyznamna je jeho schopnost tlumit alergickékce, protoze brani uvalvani
histaminu z buék (stejré jako I€k proti alergiim cromolyn, ktery ma velmogobnou
chemickou strukturu). Kvercetin také redukuje hhadiglukdzy v krvi a zlepSuje hladinu
inzulinu. Proto je vhodnou prevenci proti nemocemojenym s obezitou, kdéé
kardiovaskularnich onemo&mi u pacient s Diabetes mellitus nebo pacigntrpicich
ur¢itymi dychacimi obtizemi. Bylo zji8ho zlepSeni funkce plic a snizeni rizika hastmatu
nebo bronchitidy u lidi s vysokyntipmem jablek, ktera jsou bohata na kvercetin. [18][

DalSi studie ukazuji, Zze kvercetin redukuje rizilaoviny prostaty, vajaiku, prsu,
Zaludenich a gtevnich bugk. Je povaZzovan za jednu z nejgjfiich protirakovinnych latek.
In vitro byla zjiS&na schopnost kvercetinu igobit apoptézu rakovinnych b&kpies fizné
mechanismy. [17][18]

2.2.4.3 Absorpce v organismu

| pres vyznamné benefity pro lidi, kfekonzumuji vysSi mnoZstvi kvercetinu
V potraw, existuje stale nejistota tykajici serestavani vyznamného antioxidantu v lidském
organismu. Farmakokineticka data zabyvajici se iapsoblémem jsou velmi vzacn&asto
i protichidna. Civodem pré se dci domnivaly, Ze k vitbavani v lidském organismu
nedochazi, byla odolnost L-glykosidické vazby mesgiharidem a flavonolem proti hydrolyze
pankreatickymi enzymy. AvSakiipstudiich zabyvajicich se d&fenim fekalniho kvercetinu,
bylo zjiS€no, Ze kabsorpci vorganismu dochazi. Bylo &t vstebavani
kvercetin-L-glykosidu z cibule 52 %. Za stejnychdpdnek byla absorpce kvercetinu bez
cukernych zbytk (aglykony) a kvercetin-L-rutinosidu okolo 20 %. tdyvysledky ukazuji
vliv cukernych zbytk na vstebavani kvercetinu v lidském organismu. [19]

2.2.5 Rutin

2.2.5.1 Chemicka struktura a pirodni zdroje

Rutin nebo-li kvercetin-3-rutinosid je flavonoidefftavonového typu. Sklada se
z flavonoidu kvercetinu, na ktery je vieti pozici navazan disacharid rutinéza. Rutin6za se
sklada z rhamnoézy a glukézy. Tento flavonol se yhgk steji jako ostatni flavonoidy
v rostlinach a jeho hlavnim zdrojem je pohankalk@atEerny¢aj a dalSi. [20] MnoZstvi rutinu
v rostlinach je velmi zavislé na UV ighi.Cim je vice UV z#eni, tim vice rutinu se nachazi
v danych rostlinnych zdrojich. [21] Ke srovnavannabstvi rutinu dochézi ifmo meazi
urcitymi druhy rostlin. Bylo srovnavano i mnoZzstvi ini v riznych druzich pohanky.
Nejvétsi mnozstvi rutinu, 81 g/kg, bylo stanoveno v Fagam tartaricum (L) Gaertn nebo-li
J[artary“ pohance, coz je asi 300krat vice nez byl&Zzném druhu pohanky [22] Jingdci
zjistovali rozdily v mnoZzstvi rutinu v gitych ¢astech pohanky (Fagopyrum esculentum
Moench). Dochéazelo ke srovnavani obsahu rutinudlicli vyrobenych z pohanky, v tmavé
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mouce a v mouce z listpohanky. Nejvice rutinu (celych 2700 mg/kg suclay bylo
obsaZzeno v mouce z listV tmavé mouce se mnoZstvi pohybovalo okolo 218kgig23]

K nejvyznamgjSim zdrofim rutinu pati (jak uz bylo zmitno) pohanka, dale pak i&st,
slupky ragat a jablek, broskve, nektarinky, lesni plody, kiwanany, vyluh zeleného a
cernéhcocaje atd. [24]

OH OH OH

Rutin (kvercetin — 3 — rutinosid)

2.2.5.2 Biologicka a farmakologicka aktivita

Rutin, podobn jako kvercetin, vykazuje protizétive, antioxid&ni, protialergické
a protikarcinogenni dinky. Je znamy svou antitrombotickou aktivitou, &mir buiky i cévy
pomoci zvysujici se sily kapilar a redukci jejicrmpeability. Rutin se pouziva jako dogin
stravy kuili prevenci krvaceni a praskani v kapilarach i yoyé tkani. Déle je @ezity pri
lé¢eni chronického cévniho selhani, krvaceni a epitg9] Jako antioxidant ma rutin
schopnost vychytavat OH radikaly, superoxidovékalgia peroxy radikaly. Krogtoho také
pusobi proti bakteriim a vim. Je schopny stabilizace vitaminu &mz podporuje jeho
aktivitu. [25][26] Rutin ma oblasti vyuziti i mim&armaceuticky pimysl. Je pouZivan jako
ptirodni pigment, antioxidant, stabilizator, potraws konzervani prostedek a UV
absorbent v potravindch, krmivech pro iatd@, kosmetice a chemickémupryslu. [27]
Nevyhodou molekuly rutinu je jeho slaba rozpustnastvodnych mediich, a to jeidodem
jeho horSi pirodni dostupnosti. [25]
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2.3PSE - pressurized solvent extraction

Technika PSE je znama od roku 1996, kdy s&alaahojé vyuZivat v fiznych
oblastech vyzkumu a &ala nahrazovat traghi extrakni techniky. PSE, z anglického
pressurized solvent extraction, je extrakce rozgoigm za zvySeného tlaku a teploty, proto
setfadi do skupiny extrakci kapalinou spoilé nag. se Soxhletovou extrakci, se kterou je
¢asto i srovnavana. V literatl mizeme najit tuto techniku podiznymi nazvy jako je
zrychlena extrakce rozpoddtem (ASE), kapalinova extrakce za zvySeného tIGREE),
tlakova kapalinova extrakce (PLE), tlakova extrakoekym rozpousdlem (PHSE), extrakce
rozpoustdlem za vysokého tlaku (HPSE), extrakce rozpmliétn za zvySeného tlaku
a teploty (HPHTSE) a subkriticka extrakce rozpsdi&im (SSE). [28]

PSE extrakni metoda byla spateosti EPA vyvinuta a potvrzena jako vyuZzitelny,
automaticky extradni systém a pojmenovana jako EPA metoda 3545. Bgtarzena pro
extrakci vzorku z pevnych matric, proto se pouzmeaziskavani latek nerozpustnych nebo
casté&n¢ rozpustnych ve vag jako jsou gkteré tkavé organické slaeniny soli, jib,
sediment, blata a pevnych kestot. [28]

2.3.1 Princip metody

Principem metody je zvySeni extiak kinetiky pomoci zvySené teploty organického
rozpoustdla, k¢emuz patebujeme zvysSeny tlak, aby se rozpédki udrzelo v kapalném
stavu a nejffechazelo do stavu plynnéhai Birechodu rozpouétila do plynného stavu klesa
extrakeni vykonnost na nulu, coz je nezadouci. Pouzivd technice PSE rozpousiio
o vysSi teplat, protozecim vySSi teplotu kapalina ma, tingt8i ma solvatéeni innost
nebo-li rozpou&ici schopnost.

V tradicnich metodach bez upobeni tlaku na extraki rozpoustdlo dosahuje
extrakeni vykonnost wittho maxima, coz odpovida bodu varu rozp&lat Ri dosazeni
bodu varu se rozpoustio meni v plyn a extraéni (€innost klesa na nulu, coz je znazaré
na grafu zavislosti extrgki vykonnosti na teplét rozpoustdla, kdetl je teplota varu
rozpoustdla (viz Obr. 6). [28]
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Teplota rozpoustédla t1

Obr. 6 Graf zavislosti extratni vykonnosti na teplat rozpousédla, kifivka extrakéni
vykonnosti bez pouZziti techniky PSE [28]

Jakym zpisobem je zavisla teplota na tlaku je ukdzano ngamovém diagramu na
Obr. 7, 8 a 9. Na prvnim z nich je ¥idrojfazovy diagram, vém je bod znazaiujici latku
v kapalném stavuipuréitém tlakupl a teplog t1.
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Obr. 7 Trojfazovy diagram, zakreslena latka v kapéin stavu [28]

Pri zahivani dané latky v kapalném stavu se jeji teplotgaje, az dosahne teploty
varu, coz v trojfazovém grafu zna#aje kiivka odclujici kapalinu a plyn. Pofgkraieni této
hodnoty teploty se kapalinaémi na plyn (viz Obr. 8), a to jak uz bylo zraié vySe neniip
extrakci zadouci. Z tohotoudodu je poteba zvysit tlak psobici na danou latku, aby se
zmenila opét z plynného stavu na kapalny. Tuto&m znazoiuje Obr. 9.
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Obr. 8 Trojfazovy diagram, zvySovani teploty latkkyl na t2 [28]
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Obr. 9 Trojfazovy diagram, zvySovani tlakeégobiciho na latku z p1 na p2 [28]
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U metody PLE vypada graf zavislosti exttak vykonnosti na teplétrozpoustdla
porgkud jinak a to pra¥ diky pisobeni vySSich tldk na rozpou&dla. Rozpou&dlo je
napumpovano do extrakich nadob naptmych vzorkem, je zahté a udrzované pod tlakem,
tim urychluje extraéni proces a zvySuje rozpustnost analytu v rozgdiest Dochazi
k lepSimu pronikani rozpoustia do matrice vzorku. Tim se také zvySuje kineticikchlost
desorpce analytu z matrice vzorku. Cekkdedy extrakni vykonnost stoupa se zvysujici se
teplotou varu rozpoudtla. Tato zavislost je znazama na Obr. 10. [28]

Extralcénd vwkonnost

Teplota rozpoustédla t1 t2

Obr. 10 Zavislost extra#ni vykonnosti na teplatextrakéni vykonnost s pouzitim PSE [28]

2.3.2 One PSE a Fast PSE

Systéem PSE je automatizovany a je vyroben ve dvoangth provedenich. Prvnim
z nich, jak uz je poznat z ndzvu, byl One PSE ykt@racovava pouze jeden vzorek v daném
extrakenim cyklu. Naopak pozji na zakazku vyrobeny Fast PSEInumoznit rychlejsi
vyzkum pomoci této techniky. [28]

2.3.2.1 One PSE [28]

Jak uz bylo zmigno, jedn& se oifstroj, ktery byl pouzivany a sestaveny jako prvni
pro extrakci zaloZzenou na principu PSE. Je autamadiny a schopny extrakce pouze
jednoho vzorku v daném cyklu. U One PSE je komamykladani vzorku seshora, coz je
vidét na Obr. 11. Naiedni stras je umisény hlavni panel s nabidkou naprogramovanych
metod, ze kterych si zvolime tu, ktera je pro daeximahovanou latku nejvhogsi.

25



|
»
P ey e,
.-'l-'-.-._r- -
bdidy 5 |

Obr. 11 Fistroj One PSE - rozwfry — Sika 31,75 cm, vySka 48,90 cm a tlek& 45,09 cm

Extrakce na fistroji je jednoducha. Do nerezovych ocelovych madpatron) se
piipravi vzorek matrice. Patrony jsou dznych velikostech 11, 22, 33 az 40 ml. Vzorkem
naplrena patrona se nasletimlozi do fFistroje, na jehozifstrojové desce je navolena jedna
z prednastavenych metod extrakce. Safepa musi byt v zasobnikuistroji potebné
rozpoustdlo a nadobka, do které je shrordaZana vyextrahovana latkaé¢mto nadobkam
sefika vialky (p‘evzato z angltiny). Jsou bzn¢ ve velikostech od 40 do 60 ml. Po sgn$t
pristroje se mohouifpravovat dalSi vzorky zatimcoriptroj k&zi. Doba extrakce se¢hn¢
pohybuje okolo 10 minut, alei®e trvat od 1 az po 99 minut.

Kapalina je do koriirky se vzorkem davkovana pomoci vyso¢maé pumpy, ktera je
schopna dosahnout tlaku az 15 MPa, tok rozpdlasie typicky 10 ml/min. Samégjmg je
potreba zakivani okoli vzorku, takZze extrakim modulem je pec, ktera je schopna dosahnout
teploty od 50 do 200 °C.

Velmi dilezitou roli hraje pecisténi vzorku ged extrakci, které se provadi pomoci
inertniho plynu, naip dusiku. Tento plyn musi byt natlakovanytac@tény, odstrauje ze
vzorku zbytky kysliku, které by mohly ovhevat pabéh metody.

Samotné extrakciipdchazi mnohem slogj§i krok, a tim je nalezeni n&janéjSiho
zpasobu extrakce, tedy optimalizace metody, coz zaarnalezeni vhodného extkakho
rozpoustdla, zvoleni si vhodné teploty extrakce, velikdistku a doby psobeni rozpouétlla
na matrici.

2.3.2.2 Fast PSE [28]

VylepSeny pistroj Fast PSE (viz Obr. 12) byl sestaveny na zikkaaby metoda
extrakce byla jesto krok dale. Dochazi k rychlejSimu vyzkumu dikioténetod, protoze se
muze naraz extrahovat az 6 vzork je mozné pouzit az 4ana rozpousdla.

Pti extrakci se vlozi 6 nerezovych nadob n&plch vzorkem a 6 vialek na extrakt.
Metoda se nastavi sté&nako u one PSE z hlavniho panelu ristpoji nebo je vybrana
z nabidky na ppojeném stolnim p#itaci. Pristroj je schopny zaznamenavat data i ukladat
nové metody do své paitn Extrakéni nddobky maji velky vnihi primér pro snadné pbmi
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matrici. Steji jako One PSE jeifstroj gizpusobivy a jsou pouzivana rozpotdit jiz diive
aplikovana v tradinich metodach.

S
E
‘ | 27

Obr. 12 Fast PSE, rozémy - Sikka 63,5 cm, vySka 67,3 cm a tlatia 43,2 cm

Velky rozdil oproti One PSE je v davkawarozpoustdla, protoze u Fast PSE je
moznost nadavkovat az 4 rozpauih, ktera se automaticky ratido extraknich nadob.
Paadi a mnoZstvi rozpougtla se stava seéasti aplikace, ktera se uklada do mikroprocesoru
nebo pimo do gipojeného poitace. Diky programovému vybaveni vt je mozné
v redlnémcéase sledovat fibéh extrakce, operace pumpy, stav kazdé pozice uem¢iplotu
zahratych nadob a individualni tlak v kazdé z 6 nadob.

Pristroj je vybaveny slySitelnym alarmem s automatickzastavenim choduigtroje.
Alarm upozorni pracovnika na nezadouci situacio jek chykEjici nadobka v zasobniku na
vzorky, chykgjici vialka na sbr extrakfi, anik rozpoustdla do ovzduSi nebo préGwené
nadoby.

Pro spravnou praci nd&iptroji je poteba i dalsi fislusenstvi, jako je nejméni8 kus
nerezovych ocelovych nadobek na vzorek, stejrdgpuaialek a police naipnos extraki do
laboratdi pro dalSi analyzu.

2.4PHWE - extrakce horkou vodou za zvySeného tlaku

Metoda PHWE (viz Obr. 13) je principi@rpodobna extrakci pomoci PSE. Hlavni
rozdil je v pouzivaném extrakim rozpoustdle. Jak uZz napovida nazev, u extrakce pomoci
techniky PHWE se latky z matrice eluuji vodou, &tena velmi rozdilné vlastnosti oproti
organickym rozpoustlim pouzivanym v PSE. Voda ma vysokou dielektrickondtantu i
pokojové teplat a atmosferickém tlaku, a to j&wbdem, pré nebyla povazovana za vhodné
extrakéni rozpoustdlo. KdyZz je zvySena teplota vody, dojde k poklgsji permeability,
viskozity, povrchového nafi, a tim k fistu jeji schopnosti pronikat do matrice. [29]

Extrakini mechanismus uskutgujici se uvnit extrakini nadoby napkné materialem
vzorku miZze byt rozdleny do 4 krok [29]:
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* 1) desorpce latek Ziznych aktivnich mist v matrixu vzorku pod zvySenym
tlakem a teplotou

» 2) difuze extrakni kapaliny do matrixu

» 3) v zavislosti na matrixu se latky vzajetnmozcli mezi matrix vzorku a
extrakeni kapalinu

» 4) latky jsou eluovany z extraki nadoby do kolekce vialek

Predehitvac
crvka

Termostat Chladice

LN
e DRDZpDuitédlD
" : Extrakt
o Extrakéni
S
Plynova cela
= lahew )
Vialks
Plvnova lahev g dusileem 1alkca |
s heliem

Obr. 13 Instrumentace PHWE

2.5 SPE - solid phase extraction (extrakce pevnou fazi)

Extrakce pevnou fazi je dostupna preparativni téehmpro gipravu vzork.
Principem SPE je zachyceni latek na sorbent @mjist SPE kolonce ip pratoku vzorku
kolonkou. Existuji d¢ moznosti preparace vzorku pomoci SPE kolonek.Wiipt giipact se
na kolonce zachyti latky ze vzorku pro stanovemiladtni latky projdou kolonkou bez
zadrZeni, poté jsou deoisté zkumavky eluovany zachycené latky. Druhou mos#inje
zachyceni balastnich latek na pevné fazi. Latky stemoveni tak projdou kolonkou a jsou
zachycovany do zkumavky. [30]

SPE kolonky se roztLiji podle pouZzité pevné faze na SPE na reverzij 8E na
normalni fazi, SPE iont@vvyménné a SPE adsafpi. VEtSinou jsou pouzivané na Upravu
kapalnych vzork, extrakci¢ast&né tékavych a netkavych analyi. Daji se ale pouZit i na
Upravu pevné matrice, ktera jgepgextrahovana v rozpoédte.

28



Postup pi Upraw vzorki pomoci SPE kolonky je zndzémna Obr. 14. V prvniact
se vybere SPE kolonka se sorbentem vhodnym prosdiprzorku, ktery je analyzovan. Poté
se kolonka musi kondicionovat vhodnym rozpsdim, a tim dojde k tzv. aktivaci skupin
navazanych na povrchu sorbentu. Po aktivaci je viad@n vzorek, jsou vymyty balastni
latky a nakonec jsou dfisté zkumavky eluovany zachycené latky. [30]

Obr. 14 Postup pro Upravu vzoiék 1-kondicionovani kolonky, 2-nadavkovani vzorku,
3-promyti kolonky, 4-eluce latek [30]

2.6 HPLC Flavonoidi
2.6.1 Princip vysoce &inné kapalinové chromatografie (HPLC)

Vysoce @&inna kapalinova chromatografie (viz Obr. 15) se Zoé gevazi pro
déleni polarnich a vysokomolekularnich organickydieka Pouziva se kapalina jako mobilni
faze, eluent. Stacionarni fazi je pevna latka neborbent, ktery je usgadany do trubice
(kolony). Vzorek se davkuje pomoci mikropipety divkiovaci smyky s kohoutem, odkud je
potom unaSen mobilni fazi na povrch stacionarné tAzdéle prochaziigs kolonu. V kolo#
dochézi k rozéleni latek (viz Obr. 16) ve vzorku na zakdadterakci se sorbetem. Vétgine
piipadi se pouziva technika chromatografie na obracerigr@zersni fazi), kde je mobilni
faze polarni a stacionarni faze nepolarni. Takpagiva chromatografie na normalni fazi,
kde je naopak stacionarni faze polarni a mobilné féepolarni. [31][32]
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Obr. 15 Instrumentace HPLC [33]
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Obr. 16 Nakres separace lateKigrizchodu kolonou HPLC [33]

2.6.2 Pouziti pii analyze flavonoidi

Metoda HPLC byla zjigha jako selektivni a jednoduchd metoda préowani
flavonoidi z miznych zdroji. Pouziva se ve spojeni s detektory jakoingfy-VIS (detekce
ultrafialovym a viditelnym z&nim), DAD (detektor diodovym polem), PDA (detekce
fotodiodovym polem), MS (hmotnostni spektrometri§tudie se zabyvaji &wvanim
flavonoidi rutinu a kvercetinu v plazén kvili zjisténi jejich vstebatelnosti v lidském
organismu. Dale jsou n&pstanovovany viznych druzich ovoce a zeleniny, coz jsou diky
obsahu flavonoiil vyznamné zdroje antioxidantz hlediska vyZivy. Pro vyuZiti do
farmaceutického nebo potravis&ého pimyslu je zji§ovano mnozstvi flavonoidhlavre
v bylinich [34][35][36]

Pti separaci a kvantifikaci flavonaidpomoci HPLC se pouZzivaji kolony C8, kde
naph kolony obsahuje oktanové skupiny, nebo C18, verykte jsou navazané
oktandodecylové skupiny na povrchu stacionarni,fggénz zakladem je silikagel. Podle
druhu kolony a separovanych latek (didlavonoidi) se utuje vhodna mobilni faze, ktera je
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slozena z organické faze, anorganické faze a kyselpravujici pH. Organickou fazi pro
flavonoidy byva methanol nebo acetonitrikigadreé jejich kombinace ve sé&si, ktera je
doplnéna fazi anorganickou v poddlbedestilované vody. K okyselovani mohou byt pouZzit
kyseliny organické jako napkyselina octova, kyselina mrawdmebo je mozné pouzit i
kyseliny anorganické jako nagkyselinu fosforénou.

Pontry organické a anorganické faze v eluenttujira ovliviiuji reteréni ¢asy a tvary
piki danych separovanych latek. Acetonitriispiva k rychléemu snizovani retariho casu
stejre jako methanol. Vy3Si obsah kyseliny pozitivovliviiuje tvary piki, protoZze dochazi
k jejich zuzovani na zaklgdsnizeni pH a také snizuje dobuighmodu latky kolonou, coz
celkow zkracuje dobu analyzy. Musi se vSak pro kazdyekar pro kazdou analyzovanou
latku optimalizovat sprawnpodminky HPLC, aby nedoSlo rapgke slodeni dvou pik
v jeden a tedy ke Spatné separacic@nirdanych latek. [35]

Pti optimalizaci se upravuji po¥ry organické a anorganické faze, hodnota pH, taplot
na kolorg a pfitok mobilni faze kolonou. Podle dosavadnich stymfiitok mobilni faze
kolonou a teplota neovliwji tvary pilki nijak zasad# reterni casy jsou vSakémito
zménami ovlivreny. NejdilezitéjSi je Uprava pH a stim souviseji i p&y slowienin
v mobilni fazi.

VSechny parametry se musdit podminkami, které mohouipobit na kolonu, coz je
vyrobci uceno. Nap. hodnota pH rize byt pouze v rozmezi 2-9, vysSi i nizSi hodnagta b
kolonu znéila.

Souhrny s doposud vyuzivanymi podminkami pro analg#inu a kvercetinu jsou
zmineny v nasledujicickiastech.

2.6.2.1 HPLC podminky pro rutin

V Tab. 1 jsou uvedenyiiklady podminek pro HPLC k stanoveni flavonoidumut
které byly pouzity v skolika studiich. B porovnani zjistime, Ze pro separaci byly ve vSech
piipadech pouzity kolony C18. Rozm danych kolon, jejich vnihi priméry, délka
a velikosti ¢astic sorbentu, kterym jsou naphy, se v3ak patkud liSi. Stim souvisi i
nastavenitznych piitoki danou kolonou, aby do3lo k spravné separaci Mgekzorku.Cim
kratSi kolona je pouzita, tim nizSi musi byt i rigst piitoku eluentu, aby doSlo k dostaté
separaci latekipprachodu kolonou.

Pokud byl pro detekci pouzit UV-VIS detektor, hotlme@lnové délky byla nastavena
okolo 360-370 nm, protoZefiptéto vinové délce ma rutin své absorp maximum.

V pripadech mobilni faze se jako organi@ést vice vyskytuje acetonitril nez methanol a na
okyselovani je pouzita ngjstji kyselina octova.

Hodnoty teplot nejsou v tabulce uvedeny, protoEmstako rekteré pfitoky nebyly
ve vSech studiich uvedeny. Pokud byly teploty ungdelo o teploty okoli a maximalni
uvedené teploty se pouzivaly do 40 °C.

Ve 3 uvedenychijkladech z 5 byly pouzité izokratické podminky [@@paraci, coz
zjednoduSuje analyzu. Naopak Vett a paté uvedené studii byl pouzity gradientrkie
pripravit minimalré 2 mobilni faze a samégmé musi pouzity fistroj HPLC dovolovat
nastaveni gradientu.
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Tab. 1 Riklady HPLC podminek pro stanoveni rutinu
rozmery o
¢. | typ kolony kcv)llon_y mobilni faze deli;/kce (r?]rll/lrt:il:]) gradient
acastic
1 Zorbax 150x4,6 methanol: voda
[37'] Extend- | mm, Sum (2:1), (pH 2,8) | 360 nm 1
C18 RP vel.c. kys. fosforéna
Acetonitril: 20mM
ammonium acetat
2. 150x2,1 MM ¢ 300mm EDTA:
Luna C18 , . 370 nm 0,3
[38] 5 um velz ledova kys.octova
' (16,5:82,5:1)
(pH 3,8)
A-acetonitril: meth
3 anol (1:2) 100-40% B (20 min
[3é] RP-C18 | 250x4 mm| B-75% vodny | 380 nm | neuveden 40-0% B (20 min)
roztok kys. 100% B (10 min)
fosforeiné
4. Octovy
[40] E(L:J;(;sgesre 250x4,6 mm  pufr(pH 4,8): nggié:r? neuveder
acetonitril (80:20)
Phenomex Eluent A — 90-26% A (16 min)
5 C18 150x3.0 2% k. octova, 26-0% A (2 min),
[41'] Synergidu mm ’ Eluent B — 358 nm | neuveden 0% A (5 min),
Hydro-RP ’ 0,5% kys. octova 0-90% A (1 min),
80A acetonitrilu (50:50 90% A (6 min)

2.6.2.2 HPLC podminky pro kvercetin

Pro podminky analyzy kvercetinu pomoci HPLC plasady dosti podobné jako tomu
bylo u rutinu (viz kap. 2.6.2.1). Ve vSech uveddnyxikladech zabyvajicich se stanovenim
kvercetinu byly pouzity kolony C18 diznych délkach, vnitich ptiimérech a velikostéastic
sorbentu. Tim padem se liSi iposky mobilni faze danou kolonou.

Z davodi podobnosti rutinu a kvercetinu maji absorp maximum oba okolo
360-370 nm, coz ve&Sine postuf bylo také nastaveno. Velkou absorpci vSak vykazuje
kvercetin i i 260 nm, coz bylo pouZito ve studii uvedené v Taha 5. pozici.

Stanovovani kvercetinu bylo provaw jak gradientovou, tak izokratickou eluci,
stejreé jako @i separaci rutinu. Neda se zobecnit, kterd z dangchnik je pro kvantifikaci
kvercetinu lepSi, protoZze vzdy zalezi i na zdrtgdy realném vzorku, ze kterého je latka

ziskavana.

Mobilni faze se také velmi odliSuji.fiPporovnavani studii je viditelné pouze
negastjsi uzivani kyseliny fosfotmé na Upravu pH. Obsah a sloZeni organické fazeuvayl
vSech studiich dosti odliSné.
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Tab

. 2 Fiklady HPLC podminek pro stanoveni kvercetinu

typ kolony

rozmery
kolony a
céastic

mobilni faze

uv
detekce

pratok
(ml/min)

gradient

C 18
lichrosphere
100 kolona

250x4,6 mm
5um vel.¢.

Eluent A — 0,5%
orthofosforgéna
kys. ve vod
Eluent B —
methanol

370 nm

40-60% B(10 min),
60% B (11 min),
60-40% B (2 min),
40% B (3 min),
40%B(4min,equil.)

Jones
Genesis C1¢

150x4,6 mm
3 4 um vel.¢.

Eluent A —
trifluoroctova
kys. ve vod
(pH 2,5)
Eluent B —
acetonitril

fluoresc.
detektor
excitace-
420 nm,
emise-
480 nm

0,75

85% A (2 min),
85-60%A (6 min),
60-80% A (4 min),

80% A (5 min),
80-10% A (8 min),
10-85% A (10 min)

Platinum
EPS C18
100A

250x4,6 mm
5um vel.¢.

fosfatovy pufr
(pH=2):
tetrahydrofuran
methanol:
isopropanol
(70:15:10:20)

380 nm

0,7

Luna C18

150x2,0 mm
5um vel.¢.

acetonitril:
10mM
ammonium
acetatu 0,3 mM
EDTA: ledova
kys. octova
(29:70:1)
(pH 3,8) plazma,
(26:73:1)
(pH=3,9) ma@

370 nm

0,3

Separon
SGX C18

150x3 mm

acetonitril ve
vod (0,05%):
orthofosforgéna

kys. (40:60)

260 nm

0,5

Luna C18

250x4,1 mm

Eluent A-25mM
fosfatovy pufr
(pH 2,5)
Eluent B —
methanol

DAD

22-100% B (33 min
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2.6.2.3 HPLC podminky pro kvercetin a rutin ve s¥si

Porovnavanim podminek pro HPL@ peparaci rutinu a kvercetinu ve &nse data
liSi, ale je mozné najit dité podobnosti (viz Tab. 3). Ve 3 studiich z 5 bgta okyselovani
mobilni faze pouZita kyselina octova. Jako orgahichozka byl ve 4 fikladech pouZzit
methanol, z toho jen v jednontipad z nich je v kombinaci s acetonitrilem. Kolony jsou
opét jako v gredchazejicich tabulkach (Tab. 1 a Tab. 2 ) poudiawné C18 s vyjimkou
jediné C8 kolony uvedené v fadku tab. 3.
Byla pouZzita bd’ gradientova eluce nebo jednoducha izokraticka geparaci.
Detekce pomoci UV-VIS byla nastavernayinové délce okolo 360 nm.

Tab. 3 Riklady HPLC podminek pro stanoveni kvercetinu ainu ve snési

) rozmery o uv priitok .
¢. typ kolony kgg)sr;iyca mobilni faze detekce | (mi/min) gradient
Agilent kys. octova:
[jé] Eclipse 1553;;4\,/66|er methanol: voda] 360 nm 0,8
XDB-C8 o (5:40:55)
methanol: 257 n.m
2. HIQ SIL | 250x4,6 mm| acetonitril: voda p:;g8rutln, 1
[47]| C18VRP | 5umvel.c. | (40:15:45) obs. nm
1% kys. octové pro
kvercetin
Waters YMC Eluent A — 20% UV
ODS-AQ methanol a 0,5% spektra 90-30% A (20 min)
3 RP-18 250x4,6 mm| TFA ve vod pomoc 30-10% A (5 min)
[45] Protected | 5um vel.¢., | Eluent B — 10 % PAD 1 10-0% A (5 min)
Waters 1204 methanol a 0,59 o(fotodiodo 0% A (30 min)
Delta-Pak TFA vého pole 0-90% (5 min)
RP-18 v acetonitrilu
C18 150x3,9 mm
Symmetry +| 5 um vel.¢., | Acetonitril ve
4. ochranng ochrannd | vod upraveny 365 nm 1 15-35% acetonitrily
[49] | kolona C18 kolona kys. fosforénou ve voct (20 min)
Symmetry | 20x3,9 mm, napH 2,5
(Waters) 5um
Econosil C18 ?g;r:n/;
: An0 ,
[556] oig;;né 250x4,6 mm  kys. o.ctové 350 nm neuvedensgoé(l)o/g(ﬁ) ((:;Omr?r'];])
kolona (95:5)
Eluent B-voda
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Obecr vesSkeré podminky pro kvantifikaci latek veé&sinzalezi nejen na rozirech
kolony, pongrech organické a anorganické faze, pH a rychlogtogu mobilni faze kolonou,
ale separace je vyznagavlivnéni i slozenim realného vzorku, ze kterého danéylabiceme
uréovat. Risobi zde doprovodné latky, které mohu byt ruSivygtementy. Mohou mit
retertni ¢asy podobné nebo dokonce stejné jako stanovovaméesina a v tom ipack
dochazi k pekryvani nebo slaieni piki a nepesné analyze. Tyto vSechny vlivy musi byt
odstragny pii optimalizaci metody a nebofipapravach vzorku jeStpied nadavkovanim
vzorku do kolony.
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3 Experimentalni ¢ast

Experimentalnitast této diplomové prace byla zéena na identifikaci a kvantifikaci
vybranych flavonoid, rutinu a kvercetinu, viznych druzich suSenych lista Wtvi bezu
cerného. Zjistné mnozstvi flavonoitlse porovnavalo meziznymi druhySambucus nigra
také s obsahemédhto latek stanovenych ve vyznamnych zdrojich. Brovnani bylo
k dispozici 6 druli bezucerného, z toho 5 otid bylo Slechinych a 1 pla& rostouci.

VSechny odiidy byly extrahovany 2 technikami, a to PSE a PHWWBté byly
precisteny pres SPE kolonky a analyzovany na HPLC s DAD detekioru kterého byla pro
detekci latek vyuzita pouze jedna vinova délka (861

3.1 Pomicky

Bé&zné laboratorni sklo

Celul6zové mikrofiltry 0,45um (ChromservisCR)

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

Treci miska s tlotkem

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

3.2 Pristroje
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Analytické vahy (Helago, Japonsko)
Chladntka s mraznikou (Amica, Polsko)
HPLC chromatograf LC-10AD (Schimadzu, Japonsko)
o Pumpa GT-104 (Schimadzu, Japonsko)
Odplynovat FCV-10AL (Schimadzu, Japonsko)
DAD detektor SPD-M10AVP (Schimadzu, Japonsko)
Pec CTO-10A (Schimadzu, Japonsko)
Kolona:
= SUPELCOSI™ LC-8DB; 5um; 250x 4, 6 mm (Supelco, USA)
Laboratorni vahy (Kern KB, &necko)
Mlynek na kavu (Danesc@eska republika)
One PSE (Aplied Separation, USA)iggtuSenstvim pro PSE
PHWE (Vyvinuté na Ustavu analytické chemie, Akademid Brno,
Ceska republika)
Paitac Acer
Software pro HPLC CLASS-LC10
Ultrazvukova laze (Kraintek, Slovenska republika)

o
o
o
o



3.3Chemikalie

Acetonitril, supragradient HPLC grade (Scharlaui@@s.A., Spagisko)
« Kyselina mraveti, 98% (Lach-ner s.r.0., Neratovigéeska republika)
» Kyselina octova, 99% (ONEX, Roznov pod RadkostCeska republika)
* Methanol CHROMASOLV pro HPLC, min. 99,9% (SIGMA-ALIRICH,
Steinheim, Nmecko)
* Methanol pro HPLC super Gradient, min. 99,9% (Laeh-s.r.0., Neratovice,
Ceska republika)
» Redestilovana voda (FCH VUT BrnOeska republika)
« Standardy:
o Rutin hydrat, min. 95% (Sigma Aldrich, Steinheingnecko)
o Kvercetin dihydrat (Sigma Aldrich, Steinheim¢mecko)
* Vzorky bezucerného

o Listy: odridy Sambucus nigraAlbida, Bohatka, Dana, Haschberg,
Korsor (Vyzkumny a Slechticky Ustav ovoéslédy Holovousy s.r.o.,
Holovousy,Ceskéa republika)

o Listy plané odiidy (Velké PavloviceCeskéa republika)

o Vétve: odhidy Sambucus nigraAlbida, Bohatka, Dana, Haschberg,
Korsor (Vyzkumny a Slechticky Ustav ovoésiédy Holovousy s.r.o.,
Holovousy,Ceskéa republika)

o Vétve plané odidy (Kitiny, Ceskéa republika)

3.4 Optimalizace sepamiho systému na standardech
3.4.1 Priprava mobilni faze

» voda: methanol: kyselina octova Bt MeOH: CHCOOH) v pongrech:
0 55:40:5
o 75:20:5
o 60:35:5
» voda: methanol: kyselina mravgr{H,O: MeOH: HCOOH) v porérech:
o0 61,5:36:25
o 57,4:40:2,6
0 52,4:45:2,6
o 47,4:50:2,6
e acetonitril: methanol: voda @E3N: MeOH: HO) + kyselina octova
(CH3COOH) v pongrech:
o 15:40:45+ 1 % CKCOOH, pH 3,175
0 15:40: 45 okyseleno GEOOH na pH 2,33
Pt zméné mobilni faze muselo vzdy dojit k ustaleni pouz&&olony. VSechny tyto
mobilni faze byly testovany na kokoSUPELCOSII™ LC-8DB o rozngrech 4,6x250 mm,
velikost castic sorbetu byla 5 pum. Pro ustédleni kolony bylatigba kolonu promyt
56,7-170,1 ml mobilni faze.iPnastaveni prtoku mobilni f4&ze na 0,7 ml/min bylo geba
kolonu promyvat 81-243 minut, aby doSlo k ustakhptsobicich v koloa.
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3.4.2 Priprava roztoki standardi pro optimalizaci separani metody

Na zkuSebni standard rutinu byla navazka 0,0124 gnalytickych vahach rozpeagé
ve 100% methanolu a doglma na 100 ml v odamné baice. Vysledna koncentrace rutinu
byla 0,1240 mg/ml.

ZkuSebni standard kvercetinu byigraven ve 100ml od#mné bace rozpu&nim
0,0116 g kvercetinu ve 100 ml methanolu. Vysledmackentrace tedy byla 0,116 mg/ml.

Tyto pripravené standardy bylyfipoptimalizaci tvaru pik fedny vodou, ktera byla
do standandl piidavana postugnpo 5 %, a to od 5 % objemu vody v roztoku vzorkue@ %.

3.5Uprava rostlinnych matric

Jako rostlinné matrice se analyzovaly listyétvitky bezuéerného, které musely byt
pied extrakci rozdrceny, aby vznikla co nejvice hoemog matrice.

Listy byly podrceny v misce tlakem. Poté byly navazeny na laboratornich vahach
2 g vzorku s fesnosti na 2 desetinna mista. Vzorek se vloZiletezovych nadob, které byly
nejprve ug¢srené fritkou. Byl do nich nasypan inertni materigbadol® sklerenych kulicek
o velikosti 500-70Qum (tzv. Balotina). Poté byly na inert davany 2 gnk promichané s
kulickami. Po napléni patrony vzorkem byly nakonec nasypany inertnlicky a takto
pripravena patrona se vlozila do PSE extraktoru.

Ziskany extrakt byl kvantitativn preveden do 50ml odémé baiky a doplrn
methanolem nebo vodou (podle exthaiho rozpousidla) po rysku. Naslednse musel
procistit pires SPE kolonku, ze které se ziskaly 2 ml vzordEného oproti pvodnimu
vzorku methanolem v patru 1:3. Davkovalo se totiz 0,5 ml vzorku extraktelaovalo se
2 ml methanolu. Vzorek pro stanoveni rutinu byleddled®n vodou v poréru 2:3. Tento
vysledny roztok byl fefiltrovan es mikrofiltr a poté nadavkovan do HPLC systému.

U vétvicek bezucerného bylo pdeba na rozdrceni pouzit mlynek na kavu. Vznikla
homogenni sis se upravovala podobjako u vzork lista. Navazeny byly 2 g matrice, které
byly vyextrahovany. Extrakt byl naslegidoplnen na 50 ml v od@rné bace. Déale doslo k
precisteni pres SPE kolonku, ziskany vzorek sefftroval pres mikrofiltr a nadavkoval do
HPLC smyky (pro stanoveni kvercetinu). Pro stanoveni ruirextraktu ¥tvi¢ek byl vzorek
po pecisteni pres SPE kolonku itadn s vodou v porru 2:3 (MeOH: HO).

3.6 Metody
3.6.1 PSE a PHWE

Navazka vzork lista i kary bezucéerného byla 2 g. Jako exttaid rozpoustdio byl
pouzit methanol nebo vodaiipouZziti methanolu byly pro extrakci lispouzity 3 cykly po
5 minutach, teplota 120 °C pro rutin a tlak 15QibdPokud byla pouzita voda, exteak
podminky byly nastaveny na 3 cykly po 5 minutatdik .50 baii, teplota pro extrakci rutinu
byla 80 °C. Pro ziskani flavondid \&tvicek byla teplota pro extrakci methanolem u rutinu i
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kvercetinu 120 °C, u extrakce vodou pro rutin 120 pro kvercetin 100 °C, ostatni
podminky byly nastaveny stejrtlak 150 baik a 3 cykly po 5 minutach.

3.6.2 SPE-solid phase extraction (extrakce na pevné fazi)

Pred nastkem vzorku do HPLC smiky musel byt extrakt upraven na SPE kolonce.
Kolonka se aktivovala promytim 2 ml methanolu, edat 2 ml vody. Po aktivaci se
nadavkovalo na kolonku 0,5 ml extraktuia grichodu doslo k zachyceni zkoumanych latek,
které byly nasledhze sorbetu eluovany 2 ml methanoludigté zkumavky. Tento postup je
podle navodu vyrobce.

3.6.3 HPLC

Separace vzorku probihala na kald®UPELCOSII™ LC-8DB, ktera nila rozmery
250x4,6 mm. Velikostcastic sorbetu byla pm. Jako mobilni faze se pouzivala é&m
MeOH: H,O: HCOOH v pondru 36: 61,5: 2,5. Hodnota pH byla v rozmezi 2,1272 Pfitok
eluentu kolonou byl nastaven na 0,7 ml/min a tepload kolow byla 30 °C. Velikost
davkovaci smgky pro vzorek byla 1@l. Latky se detekovaly pomoci detektoru diodovym
polem, kde byla nastavena pouze jedna vinova d8Ranm.

3.6.4 Priprava kalibra ¢ni kiivky

3.6.4.1 Rutin

Pro @ipravu kalibr&ni kiivky byl pripraven standardni roztok rutinu rozpimgho ve
100% methanolu. Naffpravu tohoto roztoku bylo na analytickych vahaeka¥eno 0,0100 g
rutinu, kvantitativié prevedeno do 100 ml odimé baiky a dopl@no methanolem po rysku.
Vysledna koncentrace standardniho roztoku byla §/inin

Kalibracni fada byla pipravena napipetovanim 0,2; 1; 2; 5; 10 ml roztoku25ml
odnernych bagk a doplgna methanolem po rysku. Poté byly z kazdého roztudebrany
2 ml vzorku a ngediny 3 ml vody tedni 2:3, methanol: voda). Vysledné koncentrace pro
kalibratni kifivku byly 0,00032; 0,0016; 0,0048; 0,008 a 0,016/migKazda koncentrace
byla prontiena tikrat a z ptmérnych hodnot velikosti ploch pik byl sestrojen graf
zavislosti plochy piku na koncentraci rutinu. Zmme regrese byla vygdana koncentrace
rutinu v realnych vzorcich.

3.6.4.2 Kvercetin

Pro gipravu kalibréni kiivky kvercetinu se fipravil standardni roztok o koncentraci
0,1 mg/ml, ze kterého se napipetovalo 3, 4, 618 el do 25ml odrérnych bagk, které byly
doplrtné methanolem po rysku. Vysledné koncentrace laghiich roztok byly 0, 012;
0,016; 0,024; 0,032 a 0,04 mg/ml. Kazda koncenttada prongrena tikrat a z pameéru
ploch piki byla sestrojena kalibéai kiivka pro kvercetin. Z rovnice regrese se poté
vypccitaly koncentrace kvercetinu v realnych vzorcich.
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3.6.4.3 Piepa’et koncentrace latek na 1 gramu vzorku

Koncentrace rutinu ziskana z regresni rovnice jec&otrace v 5 ml vzorku rutinu
ziedkkného 2:3, MeOH: bD. U kvercetinu je koncentrace ve 2 ml vzorku ke&ra
rozpuséného v methanolu. Proto z koncentrace wW@mme mnoZstvi rutinu v 5 ml,
kvercetinu ve 2 ml, podle rovnice (1), kde zalosadime vyp#itanou hodnotu koncentrace
z regresni rovnice a 2ddosadime 5 ml pro rutin a 2 ml pro kvercetin.

va,SmI[mg] = c[mg/ml] EV[mI] 1)

Zjisténa hmotnost rutinu a kvercetinu byla ziskdna znfl,5ealného vzorku. Musime
tuto hodnotu vynasobit 100, protoZze realného vzdoklo 50 ml (viz rovnice (2)). Dale
hodnotu vydlime dwma (viz rovnice (3)), protoZze 50 ml vzorku jsmekaisz 2 grani lista
bezucerného. Vyslednou hodnotu dostaneme v mg ruting naorku. Jednotky upravime
dale podle uteného mnoZstvi rutinu na mikrogramy nebo gramy.

dmg/ g] = Mg [M] 3
rrl/zorku[g] ( )
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace podminek pro extrakcimetodou PSE

Pro extrakce byly vybrany podminky na zakidderatury [51], kde se pro ziskani
flavonoidi pouzivaly 3 extraéni cykly po 5 minutach. Jako extkak rozpou&tdlo byl pouzit
methanol. Teplota extrakce byla optimalizovana poémim mnoZstvi vyextrahovanych
latek. Bylo srovnavdno mnozstvi latek ziskamiétgplotdch 40, 60, 80, 100 a 120 °C a tlak
byl nastaven na 150 bar

Stejné podminky byly nastaveny i pro optimalizadirakce vodou. Srovnavané byly
téZ teploty 40, 60, 80, 100 a 120 °C.

4.1.1 Listy

Pro optimalizaci podminek pro HPLC metodu byly ptauiisty plané odidy bezu
cerného. B porovnani vysledk extrakci methanolemipraznych teplotach bylo analyzovano
nejetSi mnozstvi rutinu i pouZiti teploty 120 °C. V Grafu 1 je Wt] Ze mnoZstvi rutinuip
jinych teplotach je tégt o polovinu niZsi. Proto byla tato teplota zvolgako nejvhodgjsi
pro extrakci rutinu methanolem z ligdhezucerného.

Stejné podminky byly testovany i pro extrakci vodBo srovnavani teplot se ziskalo
nejvySsi mnozstvi rutinuipteplot 80 °C, proto byla dale pouzita tato teplota prtahovani
rutinu z odfd bezu cerného. MnoZstvi rutinu ziskaného extrakci vodouo byySsi
Vv porovnani s mnozstvim ziskanym extrakci methamgb& 120 °C (viz Tab. 4). Z tohoto
hlediska by byla voda vhodj$i pro ziskani nejesrgjSich vysledk.

Bylo srovhdvano pouze mnoZstvi rutinu, protoZze &etn nebyl v extraktu lit
detekovan. Pokud se kvercetin vlistech nachazk pmo pouzivanou metodu jde
o koncentraci, ktera je pod mezi detekce kvercefwia kap. 4.3). Nasledujici tabulka
porovnava zji&né mnozstvi rutinu ziskanéhdi paznych teplotach extrakce &ippouziti
raznych extraknich rozpou&tdel

Tab. 4 Koncentrace rutinu v listech plané aitty bezuferného

teplota extrakce methanolem extrakce vodou
extrakce ¢ (mg/qg) ¢ (mg/g)
40°C 1,73 4,31
60°C 1,99 3,50
80°C 2,00 5,58
100°C 2,00 4,94
120°C 4,09 4,47
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MnoZstvi vyextrahovaného rutinu z list pi raznych teplotacr

¢ (mg/g)
w

1 | I
0 ‘ ‘ ‘ ‘
40°C 60°C 80°C 100°C 120°C

teplota extrakce

O voda® methano

Graf 1 Srovnani ziskaného mnozstvi rutinu z digh# riiznych teplotach extrakce

4.1.2 Vétvicky

Optimalizace metody PSE byla pro¢ad na ¥tvickach plané odidy bezuc¢erného.

Z Grafu 2 je viditelné, Ze zavislost koncentracén na extrakni teplo€ je stejna jako b
extrakci rutinu z lisi bezucerného. Teplota 120 °C byla n&jiingjSi u extrakce methanolem

i vodou. Z toho vyplyva, Zetpextrakci methanolem sloZeni matrice neodlije extrakni
G¢innost. Vodou bylo nejvy$Si mnozstvi rutinu &w ziskano i 120 °C, coz je odliSna
hodnota nez ip optimalizaci pro listy. Lze tedyipdpokladat, Ze u extrakce vodou je slozeni
matrice rozhodujici pro extraéki (¢innost metody.

Pfi extrahovani kvercetinu byla zj&ta jako nejvhod¥jSi teplota pro extrakci
methanolem teplota 120 °C (jako u rutinu). Vodouobyyextrahovano neptSi mnoZzstvi
kvercetinu z vtvicek pi teplot 100 °C. Steja jako u rutinu se jednalo o mnozZstvi vysSi nez
bylo ziskano i extrakci methanolem (viz Graf 3 a Tab. 5). Prbyda voda pouzita jako
extrakeni rozpoustdlo pro ziskani kvercetinu ztwvi Slechtnych odid bezu
cerného.V nasledujici tabulce je srovnano &jiétmnozZstvi rutinu a kvercetinu ziskang p

raznych teplotach extrakce & pouZiti tiznych extraknich rozpougdel
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Tab. 5 Koncentrace rutinu a kvercetinu vetvickach

teplota extrakce methanolem extrakce vodou
extrakce kvercetin (mg/g) rutin (mg/q) kvercetin (mg/g) m{mg/qg)
40°C 0,17 0,05 0,10 0,03
60°C 0,16 0,04 0,15 0,04
80°C 0,18 0,06 0,18 0,09
100°C 0,18 0,07 0,25 0,07
120°C 0,18 0,07 0,23 0,10

Mnozstvi vyextrahovaného rutinu z \&tviéek pi riznych teplotach

40°C

60°C 80°C

teplota extrakce

100°C

120°C

O voda® methano

Graf 2 Srovnani ziskaného mnozstvi rutinu &wi¢ek p‘i rizznych teplotach extrakce
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Mnozstvi vyextrahovaného kvercetinu z ¥tvi¢ek p¥i riznych
teplotach
0,3
0,25
~ 02
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0
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teplota extrakce
O voda®@ methano

Graf 3 Srovnani ziskaného mnozstvi kvercetinueicek pi riiznych teplotach extrakce

4.2 Optimalizace sepawmiho systému HPLC

Pro stanoveni optimalnich podminek analyzy pomdeLE&l byly pouzity standardy
rutinu a kvercetinu, které se fipravily rozpus¢nim navazky dchto latek v
methanolu.(viz kap. 3.4.2)

4.2.1 Testovani ponéru MeOH v mobilni fazi

V prvnitad byl testovan vliv obsahu methanolu, tedy organidze, na retemi casy
rutinu a kvercetinu. Jako mobilni faze byla poustas MeOH: HO: CH;COOH v fizném
pongru. Jako prvni byl vyzkouSen na zakddderatury [46] pondr mobilni faze 40: 55: 5.
Hodnota pH byla 2,6. Piky obou stmnin rutinu i kvercetinu byly neforemné, zdvojené a
mely velmi maly pa@et teoretickych pateréinnost separace tedy nebyla vysoka. Déale byla
vyzkouSena mobilni faze v panu 20: 75: 5 (pH 2,3), kde se piky jeSte vice hdysSa
retertni ¢asy se prodlouzily. Kvercetin vychazel z kolony @60. minué. Proto byl
vyzkouSen porr 35:60: 5 (pH 2,6), ktery byl nejlepsi vzhledemdé&lce analyzy. Tato
mobilni faze byla tedy pouzivana. Zma koncentrace methanolu vSak g&vliv na tvary
pika.

4.2.2 Pridavek vody do standardi

K apraw tvaru piki bylo na zaklad literatury [52] pouZzitoiedini vzorku vodou.
ZkuSebni vzorky rutinu a kvercetinu byly rozping ve 100% methanolu. Vzhledem k tomu,
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Ze se ma mobilni faze a roztok vzorku co nejvicgopat, byla postupnpridavana ke vzorku
voda, anorganicka faze, a tim se sniZzoval §rofdze organické. DoSlo ke zlepSovani tvaru
piki. V Tab. 6 jsou uvedené vysledky teoretickych patiéai rutinu a kvercetinu a jejich
vyhodnoceni je v Grafu 4.

Z grafu je vidt rast patu teoretickych pater obou giks zavislosti na fidané vod
do roztoku vzorku. Bylo zkouméano pougekni do 60 % obsahu vody, protoZé& pedini
65 % dochazelo k vypadavani krystalkzorku a nebylo mozné ho davkovat do HPLC
systému. Pro dalSi Upravu fiike tedy pouzival vzorekiedknim 2:3, MeOH: HO. Z grafu je
vidét, Ze kvercetin vykazoval nejvysSi qab teoretickych paterip45% pridavku vody. Pik
kvercetinu v3ak i viditelny ,tailing“, ktery sniZzoval jeho p&et teoretickych pater. , Tailing*
bylo poteba odstranit okyselenim mobilni faze.

Tab.6 Paet teoretickych pater rutinu a kvercetinu

nastik standard rutinu a kvercetinu
rutin kvercetin
obsah vody reten:rn cas teoreticka patra retercrl ' cas teoreticka patra
Vv roztoku (min) (min)

0% 7,4 1491 15,6 2015
5% 7,4 1578 14,9 2215
10% 7,4 1619 15,2 3017
15% 7,4 1726 15,2 2979
20% 7,3 2034 15,3 3771
25% 7,3 2467 15,1 4068
30% 7,2 3454 14,9 4704
35% 7,2 3747 14,7 4964
40% 7,4 5290 14,7 5152
45% 7,5 5894 15,9 5390
50% 7,6 6403 15,9 5150
55% 7,5 6483 15,7 5347
60% 7,5 6556 15,5 4911

nastik smésného standardu

rutin kvercetin

obsah vody reteréni ¢as teoreticka patrg obsah vody retertni ¢as
v roztoku v roztoku

60% 7,5 6683 15,4 4281
60% 7,5 6555 15,4 4186
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Zavislost paitu teoretickych pater na mnozstvi vody ve
vzorku

teoreticka patrs
N w N
o o o
o o o
o o o
\k\k

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
obsah vody (%)

—e— rutin —m— kvercetin

Graf 4 Rist paitu teoretickych pater v zavislosti na&igavku vody do vzorku

4.2.3 Zména kyseliny octové na kyselinu mraveé

Kvili ,tailing” piku kvercetinu bylo pateba snizit hodnotu pH. Proto byla kyselina
octova nahrazena kyselinou mraverktera je silgjSi. Kolona dovolovala pH od 2 do 9,
proto @ Upravach neswio pH klesnout pod hodnotu 2. Pro zachovani stengbntru
methanolu a vody jako u mobilni faze s kyselinotowou byl vysledny porr 36: 61,5: 2,5
(MeOH: H,O: HCOOH). Hodnota pH byla 2,2, et teoretickych pater rutinu byl okolo 8000
a kvercetinu okolo 5500. Ret@ni ¢asy se pohybovaly pro rutin v rozmezi 9,3-9,4 mapto
kvercetin v rozmezi 21,7 — 21,9 minut.

Kvili zkraceni doby analyzy bylo experimentovano s gi@m methanolu v mobilni
fazi, protoZze vysSi poén organické faze zkracuje retam c¢asy slodenin (viz kap. 2. 6. 2).
Hodnoty teoretickych pater jsou uvedeny v Tab. ylyBestovany mobilni faze s pamem
methanolu 40 %, 45 %, 50 %. Faze byly okyseleny92,&yseliny mrave&i a voda byla
dophiovana do 100 %.
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Tab. 7 Vliv ponéru methanolu v mobilni fazi a hodnoty pH na teorekia patra

obsah pritok sislo rutin kvercetin
Sty | (miminy | PP mateni | 194683 | yer par, | 191685 | teor
1 9,4 8031 21,9 5517,
36% 2,193 2 9,3 7812 21,8 5443
Pramér 9,4 7922 21,9 5480
1 8,2 7580 18,1 6082
40% 2,255 2 8,2 7624 17,9 5969
07 Prizmér 8,2 7602 18,0 6026
’ 1 6,0 6274 10,5 6309
45% 2,296 2 6,0 6352 10,5 6305
Prizmér 6,0 6313 10,5 6307
1 5,3 6322 8,0 6470
50% 2,285 2 5,3 6246 8,0 6381
Prameér 5,3 6284 8,0 6426

Primérné hodnoty teoretickych

pater u rutinu a kveraetibyly v zavislosti
na mnozstvi methanolu v mobilni fazi vyneseny dafigr Na Grafu 5 je viét, Ze pdet
teoretickych pater u rutinu klesa 8gavkem methanolu a naopakcépb teoretickych pater
u kvercetinu stoupa. Retém ¢asy se v zavislosti na mnozstvi methanolu véssisnizovaly.
ProtoZze rutin a kvercetin &y protichidné chovani v zavislosti na zvySovani pom
methanolu, bylo paééba vyzkouSet realny vzorek a nebo jinou mobilri. fa

8500
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7500

7000

6500

teoreticka patra

6000

5500

5000

pater

Vliv obsahu methanolu v mobilni fazi na péet teoretickych

35.0%

37.0%

39.0%

41.0%

43.0%

45.0%

obsah methanolu v MF (%)

—e— rutin —m— kvercetin

47.0%

49.0%

51.

Graf 5 Zme¢ny paitu teoretickych pater sifidavkem methanolu do mobilni faze
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4.2.4 Mobilni faze se snési AcCN a MeOH

Na zaklad studie [47] byla na separaci rutinu a kvercetiouzta jako mobilni faze
smés ACCN : MeOH : HO v pongru 15: 40: 45, okyselena 1 % kyseliny octové. Vgake
pH bylo 3,175. Vzhledem k malé kyselosti mobildddylo gidano vice kyseliny octové pro
dosazeni pH okolo 2,2 — 2,4. Vysledné pH bylo 2,330 pouziti takto okyselené mobilni
faze se teoreticka patra u rutinu pohybovala ok@62 a u kvercetinu okolo 5306. Rateh
¢as pro rutin byl 4,4 minuty a pro kvercetin 5,3 otin Tedy oba piky byly blizko sebe, ale
Uplré odseparované. Tato mobilni faze by byla vyhodidediska délky analyzy i g@tu
teoretickych pater obou latek. AvSak vzhledem kKasti obou pil bylo poteba zjistit, zda
se latky v realném vzorku od sebe dostatedseparuji.

4.2.5 Nastrik zkuSebniho realného vzorku

Pro rozhodnuti o vhodnosti mobilni faze pro separaorku musely byt vyzkouSené
realné vzorky. B pouzivani mobilni faze AcCN : MeOH:,B: CH;COOH (pH 2,3) nedoslo
k separaci slatenin v realném vzorku, proto byla tato faze nevidodn

Pfi pouziti mobilni faze MeOH: kO: HCOOH v pondru 50: 47,5: 2,5 (pH 2,3) také
nedoSlo k Uplné separaci latek vrealném vzorkwtdPibyla vyzkouSena mobilni faze
MeOH: H,O: HCOOH v pordru 36: 61,5: 2,5 (pH 2,2), kde doSlo k separacirkaoa
identifikaci piki rutinu, ktery n&l v blizkosti dalSi piky neznamych latek. ilivdoprovodnym
latkdm ve vzorcich nemohly byt pouzité mobilni f&2eySSim porrem methanolu v mobilni
fazi nez 36 %, aby nedochazelo na zaklad/chleni analyzy (zkraceni retarich ¢asi) ke
slwovani piki doprovodnych latek se stanovovanym rutinémkvercetinem. Z tohoto
divodu byla mobilni faze MeOH: #: HCOOH (v pomdru 36: 61,5: 2,5) vybrana jako
optimalni pro ueni rutinu a kvercetinu z reédlnych vzorista a Wtvicek bezuerného.

4.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti
4.3.1 Rutin

Mez detekce se tmje jako trojnasobek maximalniho kolisani zakladme slepého
pokusu a odpovida koncentraci, pro kterou je amiytsignal statisticky vyznannodliSny
od Sumu. Odezva signalu se sleduje po dobu, kieraks jako dvacetinasobek polanu
Sitky piku. [53]

Sitka piku rutinu byla wena na 0,6 minut, takZze odezva signalu byla sletova
po dobu 12 minut. Maximalni kolisani zakladni lifednotav viz Obr. 17) slepého vzorku
bylo 44 strojovych jednotek.fPpiepaitu na koncentaci se odezva signalu vynasobi 3 &ivyd
smernici (b) kalibr&ni kiivky (Graf 6) sestrojené jako zavislost vySky pika koncentraci
latky v 5 ml vzorkured®ného vodou 2: 3 (MeOH: 1OD).
kalibracni kiivky pro ziskani koncentrace (mez stanovitelnog3]

Pro rutin byla mez detekce &@na na 6l0°mg/ml a mez stanovitelnosti
na 210* mg/ml.
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Obr. 17 Odezva signalu slepého pokusu sledovananirft
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Graf 6 Kalibragni k#ivka rutinu

4.3.2 Kvercetin

Sitka piku kvercetinu byla tena na 5 minut, takZze odezva signalu byla sledopéna
dobu 100 minut. Maximalni kolisani zékladni linieegeho vzorku bylo 70 strojovych
jednotek (viz Obr. 18). i® pifepatu na koncentaci se odezva signalu vynasobi 3 &livyd
smernici (b) kalibr&ni kiivky (Graf 7.) sestrojené jako zavislost vySky pika koncentraci
latky ve vzorku kvercetinu rozp@$tem v methanolu.

49



,,,,,

kalibraéni kiivky pro ziskani koncentrace.
Mez detekce pro kvercetin byladena na 19.0° mg/ml a mez stanovitelnosti na

63-10° mg/ml.
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10 20 20 40 friin

Obr. 18 Odezva signalu slepého pokusu

Kalibra ¢ni krivka kvercetinu

y = 1106132,18x - 78,34
R® = 0,9992

vySka piku

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Graf 7 Kalibracni kFivka kvercetinu
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4.4 Kalibraéni kifivky
4.4.1 Rutin

Pro sestrojeni kalibtai kfivky byly promgtovany hodnoty koncentraci 0,00032;
0,0016; 0,0048; 0,008 a 0,016 mg/ml. Vysledné ratetasy, plochy a vysky pikpro rutin
jsou uvedené v Tab. 8. Zipnérnych hodnot ploch pikbyla sestrojena kalib&ai kiivka jako
graf zavoslosti plochy ptkna koncentraci. Koncentrace rutinu je uvedenamil5s/zorku
fed€ného vodou v pogtu 2:3 (MeOH: HO). Rovnice regrese pro vyget koncentrace rutinu
jey =38 323 718,30x + 1 144 4%z Graf 8)

Tab. 8 Pimérné hodnoty pro kalibr&ni kifivku rutinu

Crutinu (Mg/ml) retedni cas (min) plocha piku vySka piku
0,00032 10,1 12742 744
0,0016 10,2 69928 4041
0,0048 10,1 162096 9278
0,008 10,1 330094 18988
0,016 10,1 609311 34605

Kalibra ¢éni krivka rutinu

800000
y =38 323 718,30x + 1 144,45

% 600000 R = 0.9960

S 400000

3

. 200000

0 | |
0 0,005 0,01 0,015 0,02
¢ (mg/ml)

Graf 8 Kalibra¢ni kiivka pro rutin

4.4.2 Kvercetin

Pro sestrojeni kalibtai kiivky kvercetinu musel byt pouZit vzorek standardu
rozpusény ve 100% methanolu rexkny vodou. B prometovani vzork fedénych vodou
nebylo moZné dosahnout poZzadované linearity priboeghi kiivku. Ziejmeé totiz dochazelo
k degradaci kvercetinu Wipomnosti vody, proto byl pouZit vzorek rozpirsf ve 100%
methanolu, kde kmto problénim nedochazelo.
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Koncentrace progtované na kalibrni kiivku kvercetinu byly 0,012; 0,016; 0,024;

0,032 a 0,04 mg/ml. Tyto koncentrace jsou uvedery zorky kvercetinu rozpuité ve
100% methanolu. Vysledné hodnoty reteich ¢asi, ploch a vySek pik pro kvercetin jsou
uvedeny v Tab. 9. Graf zavislosti ploch {pika koncentraci byl sestrojen Ziprrnych
hodnot a vysledna rovnice regrese byla 99 064 484 15x - 57 321, 23 (viz Graf 9.) AvSak
z divoda velké Siky piku kvercetinu byla pro stanoveni koncentraaealnych vzorcich
pouzita kalibrani kiivka sestrojena jako zavislost vysky piku na kom@em kvercetinu ve
vzorku, kde rovnice regrese bya 1106132,18x — 78,3%iz kap. 4.3.2, Graf 7)

Tab. 9 Kalibrani kiivka kvercetinu

Ckvercetinu(Mg/ml) retekini ¢as (min) plocha piku vySka piku
0,012 23,7 9035 216
0,016 23,8 79259 1425
0,024 23,9 184557 3387
0,032 23,8 272609 5469
0,040 23,8 740592 17157

Kalibra ¢éni krivka kvercetinu

5000000+
_ 4000000+
= y = 99064484,15x - 57321,23
2 3000000 5
a R*=0,9978
8 2000000
S 1000000-

0 T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
c (mg/g)

Graf 9 Kalibra¢ni kiivka pro kvercetin

4 .50bsah latek v listech bezterného
45.1 Rutinv listech

Rutin se stanovoval &fi Slech&nych odfidach bez@erného a v jedné plané. Listy se
extrahovaly pomoci PSE methanolem za podminek unetiev kap. 3.6.1. Poté byly
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analyzovany vysocecinnou kapalinovou chromatografii a detekovary v 360 nm. Na
Obr. 19 je uveden vysledny chromatogram vzorku ddtan bezu cerného, kde bylo
analyzovano neptSi mnozstvi rutinu. V planém bezZarném, kde bylo stanoveno 4,09 mg/qg,
se nachézelo o dvtietiny vice tohoto flavonoidu nez ve Slesihich odfidach. Ze
Slechtenych drutii bylo nejvice rutinu v odidé Haschberg, a to 1,41 mg/g, nejmémitinu
bylo v odfidé Korsor, a to pouhych 0,13 mg/g.

b
40 it

204

korercetin

l

Obr.19 Chromatogram vzorku listu planého beZerného vyextrahovaného methanolem

VSechny vzorky byly extrahovany také pomoci PHWEm™a aby vysledné hodnoty
mohly byt porovnany. Chromatogram ziskany pro vkagtrahovany vodou je uveden na
Obr. 20. Je srovnatelny s chromatogramem vzorkuakavaného methanolem.

Stanovené hodnoty u extrakce vodou byly u planébkaulierného 5,58 mg/g,

e

extrakce methanolem, pouze 0,13 mg/g.
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koretcetin
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Obr. 20 Chromatogram vzorku listu planého beZerného vyextrahovaného vodou

Vysledné koncentrace byly vypitané pomoci regresni rovnicecené z kalibrani
kiivky rutinu (kap. 4.4.1) aiepcitané na mnozstvi rutinu obsazeného v jednom gramu
vzorku podle postupu uvedeného v kap. 3.6.4.3. Miwbzrutinu ve vSech oddach i
extrakci vodou nebo methanolem je uvedeno v Tala Goafu 10.

Pfi porovnani dinnosti extrakce pomoci PSE a PHWE, bytdSv mnoZstvi ziskano
pii extrakci vodou (PHWE) u odd Albida, Dana, Haschberg a u planého b&ewmého.

U Sambucus nigr&drsor byla vysledna koncentrace stejitagxtrakci vodou i methanolem
a uSambucus nigrdBohatka byla dokonce hodnota rutinu niZ$i @xtrakci vodou. Tyto
rozporuplné vysledky mohly byt #pobeny pouzivanim ne glrautomatizovanéhoifstroje
PHWE, kdy dochazelo ¢hs ke Spatnému odtoku extraktu z extrak cely. Voda
zpisobovala bobtnéni ligtv extrakni cele a dochazelo k vytkgni hife propustné vrstvy,
pies kterou se extrakt Spatdostaval z extraini cely do vialky. | pesto pro ziskani vysledk
vice odpovidajicim skut@ému mnoZzstvi rutinu v rostlinach je vhegi extrakce vodou.

Obsah rutinu v listech mohl byt také ovldmvegeténim obdobim, ve kterém byly
vzorky sbirany. Slechhé odfidy byly sbirany na konci vegetiho obdobi naopak plana
odrida byla shirana o 2 ¢sice dive. To mize byt divod, pr& obsahovala &Si mnoZstvi
rutinu nez ostatni. Podl&lanku [21] je obsah rutinu v rostlinach ovldm pisobenim UV
z&weni, proto by bylo nejvyhod§si vyuZivat rostliny na vrcholu vegétdho obdobi.

Mnozstvi rutinu v listech bezterného je v porovnani s vyznamnymi zdroji tohoto
flavonoidu vysoké (viz kap.2.2.5.1). Podle studan¥renych na stanoveni rutinu ve
vyzmanych zdrojich bylo neft§i mnozstvi ziskano z ,tartary“pohanky (Fagopyrum
tataricum (L) Gaertn) a Slo o 81 mg/g. Bylo vSaledeno, Ze jde o mnoZzstvi 300x vySSi nez
bylo stanoveno udinych odtd. Proto Ize listy bezderného povaZovat za potencioraln
vyznamny zdroj rutinu. [22] Rutin by bylo moZné pdupro vyrobu dopiku stravy. Ripadré
by bylo mozné ho izolovat Zpodnich zdra} a dodavat do potravin pro jejich obohaceni o
vyznamny antioxidant a latku podporujici permeéalidi pruznost kapilar.
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Tab. 10 Nangené hodnoty pro rutin

extrakce methanolem extrakce vodou
odridy | plocha piku ¢ (mg/g)| plocha piku| ¢ (mg/g)
Dana 48384 0,31 183564 1,19
Bohatka 52957 0,34 36859 0,31
Albida 48206 0,31 71368 0,77
Haschberg 217601 1,41 337759 2,28
Korsor 21250 0,13 20362 0,13
plany 627585 4,09 856136 5,58
MnoZstvi rutinu v listech riznych druhi bezuéemého
6,0
5,0 _|
= 40
(@)
E 30
[&]
2,0
1,04
0,0 -
Albida Bohatka Dana Haschberg Korsor plany
odridy I voda® methano

Graf 10 Porovnani obsahu rutinu v listechiznych druhi bezuéerného

4.5.2 Kvercetin v listech

Flavonoid kvercetin nebyl v listech detekovan peaabu metodou HPLC s DAD,
ato ani pi extrakci vzorki listi pomoci methanolu anifipextrakci vodou. Pokud se v listech
kvercetin vyskytoval, jeho mnozstvi bylo pod meetakce pro danou metodu. Musela by se
tedy pro jeho detekci vyuzit citbysi metoda, kterd by moZznourifpmnost kvercetinu
potvrdila. Nebo fipadré je mozné, Ze obsah kvercetinu, stejako u rutinu, zavisi na
veget&nim obdobi rostliny. Kvercetin by mohl byt v listewbsaZzen v detekovatelném
mnoZstvi na vrcholu vegetaiho stadia rostliny.
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4.6 Obsah latek veédtvickach bezuferného

Po optimalizaci podminek pro extrakci kvercetindabyybrana idealni teplota pro
extrakci vodou 100 °C a pro extrakci methanolem 420Pro rutin byla teplota pro extrakci
vodou i methanolem shodna, a to 120 °C. Bohuze&l kvalému mnoZstvi dostupnych vzdrk
Slechtnych odfid musely byt zvoleny pouze jedny podminky pro ekdraétvicek.

Pfi srovnani vyextrahovaného mnoZstvi kvercetinu fint byla jako vhodsi
extrakéni rozpou&tdlo zvolena voda, coZ je viditelné itfipporovnani velikosti pik
v chromatogramech na Obr. 21 a Obr. 22. Optimdploty pro extrakci vodou se u obou
latek liSily. Proto musela byt vybrana latka, kténgda ve tvickach ve ¥tSim mnozZstvi.
Vzhledem k vyextrahovanému mnoZstvi rutinu a kvémce byl vybran jako sZejni
stanovovanou latkou veitwich kvercetin, kterého bylo detekovano z plangdg 0,25 mg/g.
Rutinu bylo v planém bezterném pouze 0,07 mg/qg.

Vzorky Slechénych odfid Sambucus nigradyly ziskany z mladych rostlinek, proto
nebylo k dispozici $Si mnozstvi vzorku pro extrakci vhodnou zvlgFo kvercetin a pro
rutin.

mdbs

154

104

10 20 min

Obr. 21 Chromatogram vzorkuéwicky planého bezuéerného, extrakce methanolem
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Obr. 22 Chromatogram vzorkuéic¢ky planého bezwéerného, extrakce vodou

4.6.1 Kvercetin ve wtviékach

Po extrakci vodouip 100 °C byl v @ti extraktech ¥tvicek Slechénych odfid bezu
cerného stanovovan kvercetin, u kterého salpokladalo, Ze je ¥¢hto ¢astech rostliny ve
vySSim mnoZstvi nez rutin. Po analyze bylo vSakkiarych odid zjiS€no nedetekovatelné
mnozstvi kvercetinu. U odd Albida, Dana a Haschberg nebyl kvercetitbec stanoven
pouzivanou metodou HPLC. Qdiy Bohatka a Korsér obsahovaly kvercetin v mnoZzZstvi
mensim nez 0,05 mg/g vzorku. V porovnani s obsaiodwio flavonoidu v plané otide, kde
se nachazelo 0,25 mg/g, jde 0 mnozstvi nefnmnizsi. (viz Graf 11)

Tyto vysledné hodnoty (viziflohy Tab. 1) by mohly byt Zsobeny #iznym stéim
rostlin, ze kterych byly vzorky ziskavany. U plandbezucerného byl vzorek odebran zike
ktery byl jiz vzrostly do vysky cca. 3 m.. NaopaKlechtnych odifid byly vzorky odebrany
z mladych rostlin vstupujicich do druhého vegetho roku. \&tvicky mladych rostlin byly
kieh¢i a barvu ndly trochu nazelenalou. U plané ddy byly pouZzité jiz pevesi veétvicky
s barvou tma¥ Sedou. Lze tedyipdpokladat, Ze stérostliny ma také vliv na obsah latek
Vv rostlirg.

Vzorky byly také sbirany v jiném &im obdobi, tedy v jiné fazi vegétdho obdobi
rostliny. Plana odrda byla odebrana na konci vegetiino obdobi a Slecéné odfidy na jeho
zatatku, coz by samaejme také mohlo mit vliv na obsah kvercetinu vé&wckach bezu
¢erného.

V porovnani s vyznamnymi zdroji jako je cibule nghblka je obsah kvercetinu ve
vétvickach ¢erného bezu celkem v nevyznamné mnozstvi. V uvedteradrojich je ale
zminovan celkovy obsah kvercetinu, tedy i molekuly vézas jeho glykosidech. Obsah
kvercetinu vazaného v glykosidech nebyl v této alipbvé praci kvantifikovan, protoze
samotnd molekula kvercetinu je toxicka pro lidskygamismus. Do éla je WtSinou
vstrebavdna prév v podokt nekterého z glykositl a poté se projevuje svymi zdravi
prosgEsnymi &inky.

Skute&nost vyskytu volné molekuly kvercetinu veétvich bezuc¢erného by se dala
vyuzit spiSe v zemulstvi treba na vyrobu biopoku proti Skidcam. Flavonoidy, vetné
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kvercetinu, chrani rostlinyipd napadenim viry, bakteriemi a plemn (viz kap. 2.2.2). R
extrakci pomoci metody PHWE se jako rozpédkt pouziva voda, kterd neni proinpdu
Skodliva v porovnani s organickymi rozpaidly. Ziskal by se tedy extrakt, u kterého se
piedpoklada ekologicka nezavadnost. Tento extrakblisahoval kvercetin a dalSi ziskané
flavonoidy chranici rostliny igd napadenim pligmi, bakteriemi nebo viry. Dalo by se tedy
uvazovat o jeho vyuziti jako ekologického pdat na hospod&ké plodiny. Samdejme by

se musela provézt studie, ktera by tuto skutet potvrdila.

Mnozstvi kvercetinu ve ¥tvi¢kach riznych druha bezuéemeého

0,30
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0,15 I
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0,00

Albida Bohatka Dana Haschberg Korsor plany
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Graf 11 Porovnani obsahu kvercetinu vétvickach niznych druhi bezu¢erného

4.6.2 Rutin ve vétviékach

| pfes stanoveny maly obsah rutinu v planém b&mmém bylo zji&no vyznamné
mnozstvi rutinu ve Slecttych odfidachSambucus nigraObsah rutinu v extraktu Ztwicek
Slechtnych drulii bezuc¢erného (viz pilohy Tab. 1) je uveden v Grafu 12. N&§i mnoZstvi
bylo detekované @&ambucus nigraAlbida, kde se ziskalo 2,33 mg/g. V porovnani
s vyznamnymi zdroji rutinu viz kap. 2.2.5.1 se dajivicky bezucerného stejt jako listy
mezi r¢ zaadit. Samoiejme, jak jiz bylo zmigno v kap. 4.5.1, obsah rutinu je ovlém
pusobenim UV zéeni na rostlinu. Dalo by seqedpokladat, Ze mnoZstvi rutinu by bylo fest
vySsi, kdyby se vzorky&vi sbiraly na vrcholu vegetaiho obdobi u rostliny.

Po izolaci rutinu z 8tvicek a jeho pecisténi by mohl byt vyuZit pro potravitigkeé
Gcely jako vyznamnd farmakologicky a biologickyiind latka. Byla by tu tedy moZnost
vyuziti odpadniho materialu ze z&aIstvi na vyrobu zdravi progpnych dopiki stravy.
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MnoZstvi rutinu ve vétviékach riznych druha be zu¢emého

2,5

2,0

1,54

1,04

diRRN

0,0 \ \ \ =

Albida Bohatka Dana Haschberg Korsor plany

odridy

¢ (mg/g)

Graf 12 Porovnéni obsahu rutinu veéwickach riznych druhi bezu¢erného

59



5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanovit mnozstybranych flavonoid, rutinu a
kvercetinu, ve Slechhych odfidach bezu ¢erného a porovnat vysledné hodnoty
s vyznamnymi zdroji &hto latek. Srovnavaly se Sle¢hé bezycerné z dvodi snahy
zakladat sady se Sleé¢hymi odifidami této rostliny pro potraviigké vyuZziti plod, kvéta,
piipadre i ostatnichiasti rostliny.

Flavonoidy byly ziskavany a ¢éovany v mén pouzivanychtastech rostliny, v listech
a Wtvickach bezucerného. Byly vybrany kidi snaze vyuZzit odpadni material jako zdroj
zdravi prospdnych latek.V potraviigdkém ptimyslu by mohl byt rutin idavan nap do
dophku stravy. Naopak kvercetin by bylo mozné vyuZzit mzeklstvi jako postik proti
mikrobim, protoZze se projevuje antimikrobidlniméinky. Obs tyto latky jsou silnymi
antioxida&nimi ¢inidly, proto by bylo mozné je dale studovat i pn@zné vyuZziti v boji proti
rakovirg.

V experimentalnicasti musely byt prwh optimalizované podminky pro extrakci fist
a Wtvi pomoci PSE a PHWE. JakeiinéjSi metoda extrakce byla celkbPHWE, kterou se
ve WtSine pripadi ziskalo (v porovnani s extrakci pomoci PSE) viggnu i kvercetinu.
Extrakce horkou vodou nebyla plrmautomatizovana, proto dochazelo vyjiiné& k mensim
problémim s odtokem extraktu z cely do vialky. Tento problgastal u list bezucerného,
bylo proto poteba vzorek prokladat inertnimi kéliami, aby nedoSlo k vyt¥eni
nepropustné vrstvy z nabobtnanychulisDptimalni podminky pro extrakci rutinu z matrice
listd bezucerného byly stanovené na 3 cykly po 5 minutach, 1B0 baii a teplota u extrakce
vodou 80 °C, u extrakce methanolem 120 °C. Proakgirtvicek bezucerného byla
optimalni teplota u PSE methanolem 120 °C pro rukivercetin, u PHWE vodou 100 °C pro
kvercetin a 120 °C pro rutin.

Podminky pro analyzu pomoci HPLC s DAD bylo iebia také optimalizovat. Jako
mobilni faze se pouzila st8 MeOH: HO: HCOOH v pomdru 36: 61,5: 2,5 (pH v rozmezi
2,17-2,27), pitok eluentu byl nastaven na 0,7 ml/min. PouZival&alona SUPELCOSIM
LC-8DB o rozngrech 250 x 4,6 mm s velikostastic sorbentu im. Nastavena teplota na
kolor¢ byla 30°C.

Byl srovnavan obsah rutinu a kvercetinu &ti glechénych odfidach bezwerného
Albida, Bohatka, Dana, Haschberg, Korsor a v jeglaéé odide.

V listech bezuerného byl stanoven pouze rutin, kvercetin nebtekta/an. @inngjsi
byla extrakce vodou, kterou se ziskalo vy$Si mmbZstinu, proto dale uvedené hodnoty jsou
pro vzorky extrahované vodou. NejvysSSi mnoZstvinwtbylo v planém bezu, kde se
stanovilo 5,58 mg/g. Ze&htnych odfid byl nejbohatsi na ruti8ambucus nigrélaschberg,
ktery obsahoval 2,28 mg/g. NejmenSi mnoZstvi tolilaeonoidu se nachazeloSambucus
nigra Korsor, kde bylo pouhych 0,13 mg/g.

Ve tvickach bezucerného se stanovily ¢btyto latky. Extrakce vodou byla také
acinngjSi nez extrakce methanolem. Vzhledem k malému strdZostupnych vzotk na
extrakci musely byt vybrany nejvhogai podminky. Optimalizace byla provedena na planém
bezu ¢erném, kterého bylo k dispozici nejvice. Ze ziskdnyysledk byly pro extrakci
vybrané optimalni podminky pro extrakci kvercetinodou, protoZze kvercetin byl ve
vétvickach planého bezu obsaZzen ve vySSim mnoZstvi niZ o prondieni vzorki
Slechtnych odfid bylo zjis€no minimalni mnoZstvi kvercetinu u ddr Sambucus nigra
Bohatka a Korsor. USambucus nigraAlbida, Dana a Haschberg nebyl kvercetiibec
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detekovan. Ziskané hodnoty ukazuji, Ze nejvySSi zsind kvercetinu bylo tedy v plané
odridé bezucerného, kde bylo 0,25 mg/g. Naopak rutin, ktery bplané odiidé v setinach
miligrami, se ve Sleckhych bezech nachazel ve vyznamném mnozstvi. Néjvgaszstvi
rutinu bylo detekovano 8ambucus nigrdlbida, kde byly 2,33 mg/g. Nejnizsi mnozstvi ze
Slech&nych druli bylo v druhu Kérsor, 0,87 mg/g.

Po srovnani s vyznamnymi zdrofichto flavonoidi by se daly ¥tve i listy z&adit
mezi ré, protoZze stanovené mnozstvi je térsrovnatelné. Dokonce by se d#lot, Ze bez
cerny by mohl byt jednim z nejvyznagsich zdroji téchto latek, kdyby se mnozstwichto
latek zji¥ovalo na vrcholu vegetaiho obdobi rostliny, kdy by &b byt zastoupeniéthto
latek nejvyssi. Rutin 2thto zdrofi by se dal vyuZit v potravitigkém ptimyslu na vyrobu
dopliku stravy nebo jako latka obohacujici potraviny onginny antioxidant. .

Kvercetin se podle dosavadnich studii projevuje j&rmakologicky a biologicky
velmi &inna latka, ktera je povaZzovana za jednu z nejSiloh protirakovinnych latek.
Rostliny si kvercetin samy vytydji, protoZe je chraniipd napadeni mikroflérou. Bylo by
zajimavé provézt studii, jakapobi extrakt ziskany pomoci PHWE obsahujici kvancea
mikroby. Pokud by byl na mikroby ¢inny, zpisoboval jejich Uhyn a zaroienijak
neovliviioval rist rostliny, dal by se vyuZzit jako péi&tv ekologickém zerdglstvi.
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POUZITE ZKRATKY

AcCN —acetonitril

CH3COOH —kyselina octova

CZE - capillary zone electrophoresis, kapilarni zénelektroforéza

DAD - diode array detection, detekce diodovym polem

HCOOC —kyselina mrave#i

H»0 -voda

MeOH —methanol

MS — mass spectrophotometry, hmotnostni spektrometrie

PSE - pressurized solvent extraction, extrakce rozggdilgim za zvySeného tlaku a teploty

PHWE - pressurized hot water extraction, extrakce horkodou za zvySeného tlaku a
teploty

RP-HPLC - reverze phase high performance liquid chromafagy, vysoce d&nna
kapalinova chromatografie na obracené fazi

SPE - solid phase extraction, extrakce na pevné fazi

UV-VIS — ultrafialové a viditelné stlo
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P 1 Obsah rutinu a kvercetinu viiznych druzich bezderného

odridy Sambucus nigré rutin (mg/g) | kvercetin (mg/qg)
Albida 2.33 nd
Bohatka 1.35 0,02
Dana 1.02 nd
Haschberg 1.99 nd
Korsor 0.87 0.03
plany 0.07 0.25

P 2 Chromatogram Sambucus nigra Haschberg z lisggdtfrakce methanolem

mibsg

40

204

10

15
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P 3 Chromatogram Sambucus nigra Korsor z lisextrakce methanolem

mbhs
304

20+

104

5 10 15 min

P 4 Chromatogram Sambucus nigra Haschberg z listufrakce vodou

mébs

100+

504

5 10 15 min
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P 5 Chromatogram Sambucus nigra Korsor z lisextrakce vodou

mébs

&0+

5 10 15 min

P 6 Chromatogram Sambucus nigra Albida zny, extrakce vodou

mbbs

a0

20

kretcetin

|
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P 7 Chromatogram Sambucus nigra Korsor irl, extrakce vodou

mébs

40

204

Ioretcetin

|
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