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Abstrakt

Prace se zabyva obsahem vybranych fenolickych tatelkterych druzich
rodu Amaranthus, v ¢erném bezu Sambucus nigra L.) a v pohance Hagopyrum
esculentum M.). Fenolické sloteniny jsou skupinou ffrodnich latek vyhradn
rostlinného charakteru. Flavonoidyepstavuji pouze jednu skupinu fenolickych
latek. Flavonoidy vykazuji mnohé&ipnivé biologické dinky, zejména fisobi jako
antioxidanty. Firodni flavonoidy fisobi jako prevence proti siem chorobam a
dalSim onemoamim spojené s vysokymékem. Diky jejich biologickym &nkam
se v poslednich letech na vyzkum flavorioabraci ¥tSi zajem.

Pro stanoveni fenolickych latek byly pouzity édwnezavislé analytické
metody. A to metoda vysokoinné kapalinové chromatografie (HPLC) a metoda
micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografdECC). Metoda MECC byla
pouzita pro stanoveni rutinu a volného kvercetiejvyssi obsah rutinu byl nalezen
slupkadch pohanky. NejvysSi obsah rutinu byl pozamow ¢aje z lisfi a kwta
pohanky. Toto mnoZstvi koresponduje s obsahemuwtosazeném ve vice nez dvou
pilulkach Ascorutinu (nejvyhledavajsi flavonoidovy preparat ¢eské republice).

Metoda HPLC byla pouZzita ke kvantitativnimu stan@venolickych kyselin.
Obsah volného kvercetinu byl sledovan ve vSechoizbgaji. Ethanolicky extrakt
z kvétenstvi bezwerného neobsahuje Zadny volny kvercetin. Volny &etn nebyl

nalezen ani v Zzadnyatajich gipravenych popsanymi metodami.

Kli¢ova slova: fenolické latky, flavonoidy, rutin, kyselina chlagenova,
vysokolinna kapalinova chromatografie, micelarni elekinekicka kapilarni

chromatografie, rod Amaranthus, begzny, pohanka seta.



Abstract

The thesis deals with the content of selected pgieecompounds in some
species of the genuBmaranthus, in black elderberry Sambucus nigra L.) and
buckwheat Fagopyrum esculentum M.). Phenolic compounds are a group of natural
compounds exclusively vegetable character. Flawtsnmpresent only one group of
phenolic compounds. Flavonoids show many positisobical effects, in particular
act as antioxidants. Natural flavonoids may cawsprévent from coronary- heard
diseases and other diseases associated with @delrarecent years the increased
attention is paid to flavonoid investigation due it® biologcal effects. For the
determination of phenolic substances there werel twe independent analytical
methods. There are the high-performance liquid mlatography (HPLC) and
micellar electrokinetic capillary chromatographyERIC).

The MECC method was used for determination rutith fi@ee quercetin. The
highest content of rutin was found in leaves of Kweat (76,400 mg/kg of dry
weight) and the lowest content of rutin was detesdiin buckwheat hulls. The
highest content of rutin was observed in teas frbockwheat leaves and
inflorescence. This amount of rutin correspond$wittin content in more than two
pills of Ascorutin (the most favourite flavonoid dieament in the Czech Republic)

The HPLC method was used for quantitative deterimnadf phenolic acids.
The content of free quercetin was monitored insathples. No free quercetin was
found both in plant material and in samples of .tdd® ethanolic extract from the
elderberry inflorescence didn’t contain any freergatin. Free quercetin wasn’t

found in any further samples of teas, which wespgpred by described methods.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, rutin, chlorogerscid, High -
Performance Liquid Chromatography, Micellar Elekinetic Capillary
Chromatography, genus Amaranthus, black elderbeugkwheat.



Il. UVOD

Pohanka setd&@agopyrum esculentum M.), bez¢erny Sambucus nigra L.) a
rod laskavec Amaranthus sp.) jsou velmi bohatym zdrojem flavondgidkteré pat
do velké skupiny fenolickych sléanin, a pouzivaji se takétpnyslow pro jejich
ziskavani. V laickém uziti mohou slouzit Kgraw ¢aju a extrakl. Fenolicke latky,
kterou jsou ve velkém mnoZstvi obsazeny v tomtdlino@m materialu, jsme se
pokusili kvantitativig i kvalitativné stanovit.

Byly zvoleny dw¥ nezdvislé analytické metody. Metoda vysokoba
kapalinova chromatografie (HPLC) a metoda micel&iektrokinetické kapilarni
chromatografie (MECC). Metoda HPLC je pro stanovdanolickych latek
pouzivana ve velké ird. Jeji vyhodou je vysoka citlivostfgsnost a schopnost
analyzovat vzorky ve velmi malé koncentraci. MetddBCC je mén pouZivanou
metodou, jejiz vyhodou je kratka doba analyzy aWgsrozliSovaci schopnost.

Fenolické latky sefadi mezi sekundarni rostlinné metabolity a jsou pro
rostliny zdrojem mnoha specifickych biologickyctinka a vlastnosti.

Flavonoidy jsou vyznamnou skupinou fenolickych katejména z hlediska
jejich pozitivnich @inkt na lidsky organismus. Konzumace potravin obsahujic
vysoké mnozstvi flavonoid pasobi jako prevence proti ateroskleroze,

kardiovaskularnim a nadorovym oneméaim.



I1l. TEORETICKA CAST

1. Rostlinné metabolity

Rostliny syntetizuji velké mnoZstvi skenin, které se di podle funkce na
primarni a sekundarni metabolity. Primarni metapokteré souvisi bezprasdre
se zakladnimi funkcemi organismu, jsou hkawukleové kyseliny, sacharidy, lipidy
a bilkoviny. Tyto slodeniny se podili na stavbburék. Sekundarni metabolity

nejsou bezprosedre daleZité pro udrZzeni Zivota organismu (Zdarek, 2002).

1.1 Charakteristika sekundarnich metabolita

Sekundarni metabolity maji funkce informativni, mimé a ekochemicke.
Funguji jako regulatory a modulatory expresetgédtraji dilezité role v odpogdi
rostliny na stresové vlivy prastdi (nap. teplotni znény, zmeny intenzity s¥tla,
ohrozeni herbivory, kompetice mezi rostlinami a moikalni patogeny). Bkteré
funguji jako pigmenty. Dlezitd je nové objevena role sekundarnich metabolit
v procesu fedavani informaci. Dale mohou slouzikteré specialni sekundarni
metabolity k vysledovani vzajemnélpuznosti rostlin (Svatos, 2002).

Mezi sekundarni metabolity séadi latky terpenické, fenolické latky,
alkaloidy a polyaminy. Flavonoidy jsou pouZasti velké skupiny oziavané jako

fenolické latky (Berhow a Vaughn, 1999).

1.2 Fenolické latky

Fenolické latky jsou rozsahlou skupinou sekundéarmietaboliti, které jsou
syntetizované v cyklu kyseliny Sikimové, neboli toes skdicovych kyselin
(Harmatha, 2002). Rostlinam slouZzi jako stavebrstrakturni slozky, dale jako
ochranné a signélni latky, vonné, c¢buwé a barevné latky kWi a plodi aj.
Zakladnim kléovym meziproduktem biosyntézy je kyselina i$&ova nebo jeji
biogenetické ekvivalenty, tj. hydroxy (i methoxy)ertvaty: kyselina kavova,
ferulova, kumarovd a sinapova. &Mhto klicovych latek pak vznikaji dalSi

meziprodukty druhého stupn



K jejich nejvyznamgjSim a nejpoetndjSim zastupgm pati lignany,
fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a kumarifiartmatha, 2002).
NejbeéznejSi typy rostlinnych fenolickych latek Ize klasifikat napiklad podle poétu

uhlika a jejich vzajemnych vazeb (Harmatha, 2002):

Tabulka 1. Klasifikace fenolickych latek podle p uhlika

Typy fenolicky latek P&et uhlika priklady
jednoduché fenoly, bezochinony 6 katechol, hydnoahi
fenolické kyseliny a aldehydy 7 kyselina salicylova
acetofenony, benzofurany, 8 isobenzofuranon
isobenzofurany
fenylpropanoidy, benzopyranoidy, 9 chromen
kumariny
naftochinony 10 juglon
ageratochromeny, prekoceny 11 prekocen |11
dibenzofurany 12 difenylether
benzofenony a dibenzopyrany 13 difenylmethan
antrachinony a stilbeny 14 emodin
flavonoidy a chalkony 15 kvercetin
lignany a neolignany 18
kondenzované taniny n gallotaniny
ligniny n
katecholmelaniny n rostlinné pigmenty

1.3 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny, jako je n&pkyselina kdvov4, gallova nebo ferulova, se
nachazeji v rostlinach ve fomnesteti, v nichz se vazi karboxylem na hydroxylové
skupiny organickych kyselin nebo sachéridNeiasgjsSi latkou tohoto typu je
kyselina chlorogenova (5—kafeoylchinova kyselirktgra je pitomna v kag, ale

také v ovoci a zelenéna nejazrejSim rostlinném materialu. Kyselina ferulova se



obvykle vaZze na polysacharidy gné stény je tak sowdasti vlakniny. Kyselina
gallova se vyskytuje rowi ve forng estefi, kde nap. v gallotaninech je vazana na
glukosu. VSem fenolickym kyselinam séisuzuji antioxidani a antikarcinogenni

schopnosti (Slanina a Taborska, 2004).

Obrazek 1.Vzorce fenolickych kyselin

HO 0

HO OH /

OH

kyselina kdvova kyselina skicova

CH,0 )

HO OH
kyselina ferulova

2. Kyselina chlorogenova

Tato kyselina je znama jako nejhggi derivat kyseliny skiacové v lidské
strak. Je to ester kyseliny kdvové a chinové. Byva degzena svym izomerem,
kyselinou neochlorogenovou. Nedavné vyzkumy zjisté ma antioxidai a
antikarcinogenni &inky. Dale ma antianalgeticky, antipyreticky, pedtietlivy a
protiplisiovy (€inek. Na protiznagtlivy ucinek byl proveden experiment pomoci
karagenanem indukovaného #tankrys. Jasny dinek zatim stanoven nebyl.

Kyselina chlorogenova ma kladnéiriky proti septické artritiél zpisobenou

kvasinkou Candida albicans. Pokus byl dlan na mySich. MySi s artritidou byly



léceny injekci CRA (1mg/davka/mys) intraperitoneal®tok se snizil o 40% oproti
skupirg, které CRA podavana nebyla. Tentonék CRA dosahuje blokaci produkce
oxidu dusnatého produkovaného makrofagy a pojgataké @ist kvasinkyCandida
albicans. Na zéklad analyzy bylo zji&no, Zze 20Qug/ml CRA téngi znicilo rast této
kvasinky (Lee et al., 2008).

Obrazek 2.Vzorec kyseliny chlorogenové

Obrazek 3.Vzorec kyseliny neochlorogenoveé
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3. Flavonoidy
3.1 Vyskyt

Flavonoidni latky, neboli flavonoidy jsou skupinqolyfenolickych latek,
rozdilnych ve své strukta a vlastnostech, které se nachazi v rostlinacv.oRbidy
jsou EZnou sodasti lidské stravy, protoze lidé nejsou schopmjnstjako zviata,
syntetizovat aromatické sldeniny s benzenovym kruhem z alifatickych prekuiizor
(Hassig et al., 1999).

Flavonoidy se vyskytuji zejména u krytosemennyclstlig obzviast

v listech, ke¥tech a pylu, mén v plodech, semenechile a kdenech. Nejvice

10



flavonoidi je v nadzemnicktastech rostliny, v podzemniatéstech byla obvykle
nalezena pouze stopova mnozstvi (Hertog et al2)199

3.2 Struktura
Flavonoidy obsahuji v molekule dva benzenové krsjpgjené itiuhlikovym
rettzcem. Jedna se o uspdani G — G — G U vétSiny flavonoidi je G fetézec

souwasti heterocyklické sl@eniny H — chromenu, substituovaného v poloze C — 2
fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan (Veli{SEX99).

Obrazek 4.Vzorec flavanu

Flavanovy skelet se tedy sklada ze dvou benzenowcimi a kruhu
odvozeného od BB — pyranu. BZzr¢ byvaji vSechny it kruhy substituované
hydroxyskupinami anebo methoxyskupinami. Jednotlderivaty se liSi pouze
stuprém oxidace. Vyskytuji se jako volné latky nebo jajtgkosidy (VeliSek, 1999).

11



Podle stup#é oxidace G ftettzce rozeznavame nasledujici zakladni struktury
flavonoidi:
Flavony (obr. 3a)
Chalkony (obr. 3b)
Flavonoly (obr. 3c)
Flavanony (obr. 3d)
Anthokyaniny (obr. 3e)
Taniny
Aurony (obr. 3f)
Isoflavonoidy (obr. 3g)
Stilbeny

© © N o g~ W DdhPRE

Obrazek 5.Chemické struktury ¢kterych skupin flavonoidl

a) Flavony b) Chalkony
0 OH
o] o]
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c) Flavonony d) Flavanoly

OH
HO I o ‘ 0]
OH
OH o] o

e) Anthokyaniny g) Aurony
OH
HO 8
9@
0,
me,‘ Y
OH

f) Isoflavonoidy
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Flavonoidy se vyskytuji obvykle jako O — glykosidsteré obsahuji ve své
molekule necukerno&ast (aglykon) a cukernou sloZku. Cukernou sloZzkdderbyt
nagikladD — glukosa, D — galaktosa, L — rhamnosa,drabinosa, D — glukuronova
kyseliny a D — xylosa. V rostlinach bylo nalezenitev nez 80 trznych cuki
vazanych na flavonoidy (Hollman et al., 1996). Bénsechny hlavni glykosidy jsou
substituovany v pozici 3, nejvice je derivdtvercetinu (Rhodes a Price, 1997).
Nejcastji je ptipojen jeden sacharidgkdy jsou substituovany dua tii hydroxyly
polyfenolu (Slanina a Taborska, 2004). Flavonoidye volné formi vyskytuji jen
velmi omezen a jako glykosidy jsou také stabijgi (VeliSek, 1999). U volného
kvercetinu byla prokdzana dokonceiitdé mutagenni aktivita (MacGregor, 1986,
Stavric, 1994, da Silva et al., 2002).

3.3 Vlastnosti

Flavonoidy jsou silné antioxidanty, chelatory kowunhibitory peroxidace
lipidu a zachycuji volné radikaly. Strukturni naroky mtsobeni &chto latek jako
antioxidanty a likvidatory radikal zahrnuji hydroxylovou skupiny v poziciit
dvojnou vazbu mezi uhliky v pozici dva &, tkarbonylovou skupinu na uhliku
Vv pozicictyii a polyhydroxylaci aromatickych krihA a B (Cook a Samman, 1996).

Jednotlivé skupiny flavonoid nemaji v rostlindch stejnou fyziologickou
funkci. Mohou isobit nap. jako inhibitory nebo stimulatoryistu (Berlow a Vauhn,
1999).

3.3.1 Role flavonoidh v rostlinach

V cévnatych rostlinAch bylo dosud identifikovan@kaolik tisic druha
flavonoidnich slotenin. Z divodu rozdilnosti vistu rostliny, podminek a zralosti
se liSi v typu a mnozstvi. Rostliny si vyvinuly sgmost produkovat flavonoidy, aby
se mohly branit proti houbovym parasit, byloZravém, patogefim a oxidativhimu
poraréni buiky. Dale pomahaji ip opylovani a navagi hmyz k jeho zdroji potravy
(Cook a Samman, 1996).

3.3.2 Vliv flavonoidi na zdravi ¢lovéka

Flavonoidy inhibuji peroxidaci lipoprotein kapilarni permeabilitu a snizuji

kiehkost vlasénic a tlumi aktivitu enzymovych systém zahrnujicich

14



cyklooxygenazu a lipoxygenazu (Cook a Samman, 19P@&p dva enzymy hraji
rozhodujici roli pi oxidaci krevnich lipid. Kvercetin, hlavni pedstavitel flavonail
je silny antioxidant, fedchazi oxidaci lipoproteins nizkou hustotou. Lipoproteiny
S nizkou hustotou (LDL) se povaZzuji za rozhodujpiostedniky v utvéeni
aterosklerotického plaku. Mnoho epidemiologickydhds ukazuje opé&y vztah
mezi @ijmem flavonoidi v potraw a umrtnosti na srdei onemocani (Cook a
Samman, 1996).

Nekteré studie nazwiaji, Zze gFijem potravin obsahujici flavonoidy ke
chranit organismus ifpd rékterymi formami rakoviny, fedevSim plic, traviciho
traktu, rakoviny prsu u Zen a prostaty u ruada experimefitna laboratornich
zviratech a nadorovych hkach prokazala antikarcinogenntinky rostlinnych
polyfenoli. Flavonoidy mohou {sobit proti vzniku krevnich srazenin a timto
zpasobem sniZit riziko infarktu myokardii mozkové mrtvice (Slanina a Taborska,
2004, Hertog et al., 1993, Hertog et al., 1995téteet al., 1997).

Rada studii ukazala, Ze flavonoidy mohou inhibovetyenové systémy. Byly
popsany dinky hlavnich flavoli a flavonoti na 24 #znych enzymi nebo
enzymovych systéin Mnohé zé&ch to enzym jsou zapojeny do ideZitych
biochemickych drah, které reguluji kgné dtleni a fist, agregaci krevnich desk,
detoxikaci a zatlivé ¢i imunitni reakce. Takze flavonoidy maji vliv na umtni

systém a na homeostazu (Hollman et al., 1996).

3.4 Vyuziti flavonoida

VyuZziti je v terapii mnohostranné. Nejvice se ateifivaji jako léky proti
kornatni tepen a jako pragtdky proti nepravidelnostem krevniho é&bb.
Flavonoidy podporuji odolnost krevnich vidsi. Jsou to latky upravujicifiznivé
metabolismus lidi ve vysokémegku, a proto byvaji saiasti &tSiny geriatrickych
preparai. Nekteré flavonoidni latky vykazuji iffznivy matopudny a antisepticky
Ucinek, pisobi proti kKe¢im a regeneruji poSkozenou jaternittiedd. (Jirasek a Stary,
1986).
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4. Flavonoidy v rostlinach

Rostliny jsou vyuzivany jako zdroj potravy i prkééské &ely uz po staleti.
Byliny hraji vyznamnou roli v udrZzovani zdratlbvéka a zlepSovani kvality Zivota
jako kaeni, barviv, 1€k, kosmetiky a cenné slozky napojSiroka 3kala bylingi
dnes velmi popularnich bylinnych prepdrabbsahuje slateniny s biologickou
aktivitou, které poskytuji pomocfipbéznych onemodatnich, jakymi jsou kaSel,
zacpa, nachlazeni, héka, nespavost, igvni potize atd. Zajem je soteskn na
rostliny majici vlastnosti, které snizuji riziko rkgovaskularnich onemoéni a
rakoviny a které stimulujii posiluji imunitni systém. K aktivnim sléaninam
identifikovanym v Sirokém mnozstvi rostlin paflavonoidy, které svymi &nky
vytvari ochranu proti chronickym onemagrim.

WHO odhaduje, Zeijblizné 80% obyvatel sita spoléha na traghi Iékastvi
VvV p&i 0 své zdravi, ale &Sina z échto I&ebnych proces zahrnuje pouzivani
rostlinnych extrakt, nebo jejich aktivnich sloZzek. Kramoho mnoho zapadnich
|é¢iv ma v rostlinnych extraktech gyptuvod (Craig, 1999).

Je dilezité také zdraznit, Ze pouze spravnécaeni a pouzivani bylin je
bezpéné a niize poskytovat vyhody, zatimco nespravné nebo sawmuzivani
muze byt riskantni. Je znamo, Ze mnoho rostlisgbi jako lék v mensSich

mnozstvich, ale ve vysokych davkach mohou byt takic

4.1 Bezéerny (Sambucus nigra L.)

4.1.1 Charakteristika druhu

Radi se daseledi zimolezovité Caprifoliaceae). Bez ¢erny je ke, ridéeji i
mensi strom, v obrysu mailgulovity tvar. Kira mladych ¥tvicek je hladka a
zelena, stard je Seda a rozpraskana. Listy jsbodm#ené. K¢ty jsou uspéadané
v chocholénatém vrcholiku. Jednotlivé &ty jsou ticetné, korunni listky Zluté a
kalich zeleny, trubkovity. Plodem jeernofialova kulovita peckovice. Kvete od

zatatku kwtna do polovinykervna (Randuska et al., 1983).
4.1.2 Vyuziti

Jako I€iva cast se pouziva Rtenstvi. Obsahuje velké mnoZstvi rutinu a

chlorogenové kyseliny. Rutinipobi iznivé na sénu zil a vlasenic a zvySuje jejich
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odolnost w¢i ldmavosti. U kyseliny chlorogenové byla objevengrazna
protinddorova aktivita a vyrazné antioxéda (€inky.

Bez ¢erny je oblibenou a trathi lé&ivkou zaazenou doCeského lékopisu
(Randuska et al., 1983).

Obrazek 6. Bezéerny(Sambucusnigra L.)

4.2 Pohanka setdFagopyrum esculentum M.)

4.2.1 Charakteristika

Pohanka je dvoutbZzna rostlina, kter4d pét do celed rdesnovitych
(Polygonaceae). Tahle jednoleta bylina, jejiz kolénkaty stonek duga vysky 50 —
120 cm. Listy jsodapikaté a swté, po usuSeni stale zelené. Drobggdgtné listky
jsou biléci narizowlé, uspdadané do kitenstvi, kterym je lichoklas. Objevuje se tu
tvorba dvou tyf kvéta podle délkyénélek, tento jev se nazyv&iznainéleénost
(heterostylie) a pro opyleni to nema zvlastni vyznam. Plodem ¢gbtkad nazka,

ktera gipomina bukvici.

4.2.2 Vyuziti

PozZivala se kifjpraw kaSi z krup, které jsou lépe stravitelné nez @bkaSe.
Pohanka séadi k dietnim potravinam proto, Ze obsahia@u vitamiri (B1, B2, PP,
P), rutin, mineralni i organickeé latky. ( Petr adka, 1997).
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Obrazek 7.Pohanka setd&agopyrum esculentum M.)

4.3 Rod laskaveqAmaranthus sp.)

4.3.1 Charakteristika

Laskavec pdt do celedi laskavcovitych Amaranthaceae) a fadi se
k pseudocerealiim. Rod laskavec ma asi 60 idramichz ¥tSina roste plah Tato
bylina pati k jednoletym, Sirokolistym rostlinam. Je to hlgkbokdenici rostlina,
kterd vytvdi hlavni Kilovy koren s¢etnym postrannimavenim. Roste do vySky 90
— 180 cm. Ma jednodotn mnohomanzelné Kty se suchomazdym okwvétim
nahloweny v klubka, ktera sedi bud v pazdidistebo skladaji klasy. Plodem je
tobolka (Rosypal et al, 2003).

4.3.2 Vyuziti

Semena laskavce se vyuziva tknpg konzumaci, je s@asti mnoha
potravin&skych vyrobk a nachazi uplatmi také v krmivéstvi. Semena se pouZzivaji
jako ingredienceif@devSim § vyrobé riznych pek#skych vyrobki, téstovin, dtské
vyZivy, instantnich nap@j Laskavec je vhodny pro bezlepkovou dietu. Amarait
Zrno ma, v porovnani s ostatnimi obilovinami, vygoBbsah dusikatych latek.
Bilkoviny maji vy3Si biologickou hodnotu, obsahw§tSi mnoZzstvi lysinu a sirnych
aminokyselin. Tuk je sloZenigvazr z nenasycenych mastnych kyselin. Sxsti

tukové slozky je skvalen, kteryipobi jako antioxidant, dale také obsahuje rutin,
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ktery taktéZ pat mezi antioxidanty. Ma i vysSi obsah vapniku a&zal Z vitamin
obsahuji zrna &tSi mnoZzstvi riboflavinu a vitaminu E (Barba d&lasa et al., 2009).

4.3.3 Druhy

4.3.3.1 Laskave&ervenoklasy(Amaranthus hypochondriacus)
Roste u nas jako plevel na rumistich, u cest aati@lp Lodyha
dosahuje vysky azips 2 metryRapikaté, sidavé listy jsou kopinaté, celokrajné a
¢asto tmavonach@wzbarveny. Kétenstvim je lata sloZzené z kiaa plodem tobolka.
Jako hospodéké plodina je gstovan zvlas ve Vychodni Indii (Mack a Krega,
1988).

4.3.3.2 Laskavec krvavy(Amaranthus cruentus)
Jednolety druh stpmou, lysou az Gtle gitou lodyhou. Ma vejité
az vegitokopinaté listy a kdtenstvim je lata slozena z kiasPochazi z Vychodni
Indie a kvete v letnich #ésicich (Mack a Krega, 1988).

Obrazek 8.Rod laskave¢Amaranthus sp.)

19



5. Analytické metody

5.1 Vysoko®&inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je analyticka sep&ma metoda, ktera vyuzivagkni mezi
dvéma fazemi. Tato metoda umunje identifikovat a stanovit velké mnozstvi
anorganickych i organickych latek. Faze pohybliydyr{ nebo kapalina), ktera
prochazi kolonou, se oztwge jako faze mobilni a faze nepohybliva (staciafama
velmi rozdilnou formu. Pro jednoduchost se uzivaadseni sorbent pro jakoukoli
formu stacionarni faze. Sorbentem je napénkolona, pes kterou ufitou rychlosti
postupuje mobilni faze. fPstyku mobilni a stacionarni faze &ehymi latkami
vzorku dochazi ke vzajemnym interakcim, které mmaghodujici vliv na pibéh
separaniho procesu.

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny chrografické zpmisoby
separace, kdy je mobilni faze kapalna. S ohledenmexperimentalni usgadani
mluvime o kapalinové chromatografii v ofemém systému (papirova a tenkovrstva
chromatografie) a v uzéném systému (vysokémna kapalinova chromatografie
HPLC).

Mobilni faze je pi isokratické eluci vedena ze zasobnikagodplyiova® do
vysokotlakéhocerpadla. B gradientové eluci jsou jednotlivé komponenty nhobi
faze givedeny ze zasobniku do &sovae, kde se pak programbvmisi ve
zvoleném poréru a poté se dostavaji derpadla. Odtud je mobilni faze vederra®
tlumi¢ pulzi ¢erpadla do kolony. Kolona je obvykle z nerez o¢efipecialniho skla
a je gipojena na detektor. Pouzivaji se kolony rovnégtrel 10 az 20 s viitim
pramérem od 0,2 do 2 cm. Utppodnich vzork se ged vlastni kolonu jidava jest
piedkolonka, ktera zabiiaje prediasnému znehodnoceni kolony.

Jakocerpadla se hofnvyuzivaly tzv. linearni davkove. Jednéa se o valcovou
komoru, kde se pist pohybuje podeljako v injekni stikacce. Davkovat vzorky
lze perforaci pryZzového septa mikidsackou. V sodastnosti je zcelaipvazujicim
zpisobem ndasiku vzorku pouZiti tzv. Sesticestného ventilu skdaxaci smykou.
Smytka, ktera ma zndmy konstantni objem, se naplnikeroy pak se kohoutr@pne
do druhé polohy. Eluent prag smykou a vnese vzorek do kolony (Drbal &€k,
1999).
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Obrazek 9. Schéma HPLC sestavy
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Pro detekci se n&jstji pouziva piitokovy fotometrickyéi fluorimetricky
detektor. Eluat protéka dmou celou malého objemu s velkou optickou délRéu=(
5-10ul, I = 10 mm). Bi vhodre zvolené vinové délce se registruje absorbanceielua
Moderni gFistroje jsou vybaveny detektory s prémtivou a programo¥ meénitelnou
vinovou délkou nebo tzv. detektorem s diodovym ppl&tery je schopny pro#it
ve zvoleném okamziku celé UV/VIS spektrum slozkyiskdna informace je
dulezitym kvalitativnim udajem o sledované sloZce.

Metoda HPLC se pouziva pro stanoveni flavofipidiale se Siroce pouziva
v pramyslu, zdravotnictvi, farmacii a v mnoha dalSichozh (Drbal a KZzek,
1999).

5.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Tato analyticka metoda je zaloZzena na separadk kieem elektrického
pole, ktera se uskutguje v kemenné kapil@. Sklada se ze dvou elektrod, které
jsou umistny do rezervodr elektrolytu (obvykle tlumivého roztoku). Oba tyto
rezervoary jsou vodivspojené médiem napegiym elektrolytem. Jako medium se
pouziva velmi tenkda kapilara, @apgji z kiemenného skla. Konstantni intenzitu
elektrického pole zaji%ije vodivé spojeni mezi anodou a katodou. Katioaty
anionty se daji do pohybu afseymi sneéry riznou rychlosti a rozdi se na skvrny a
zbny. Na distalnim konci kapilary je detektor.
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Pro analyzu flavonoiilje kapilarni elektroforéza pouzivana v menSienmiez
kapalinova chromatografie. Jejimigainostmi je kratka doba analyzy, menSi sy

pufrd, rozpoustdel a vysoka rozliSovaci schopnost (Pieta et 8b,1).

5.2.1 Varianty kapilarni elektroforézy

RozliSujeme ¢tyii varianty kapilarni elekroforézy. Jedna se o zanov
kapilarni elektroforézu, izotachoforézu, micel&tdktrokinetickou chromatografii a
izolektrickou fokusaci. V3chny tyto metody mohou t bprovozovany také
v makrongtitku, kapilarni formét je zde jednoticim prvkem kami elektroforézy.
Separani principy u jednotlivych variant jsou dost odiSrv zonové elektroforéze a
izotachoforéze dochazi Kleni na zaklagl rozdilnych pohyblivosti a
v elektrokinetické micelarni chromatografii na z&kl rozdiki rozclovacich
koeficienti mezi mobilni a pseudostacionarni fazi. V izoelek& fokusaci jsou
separanty od sebe adéeny na zakla#l rozdili v isoelektrickych bodech (Dolnik,
1994).

5.2.2 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Pro zonovou elektroforézu je charakteristické pougdiného pracovniho
elektrolytu. V disledku toho je v celé sepam kapilde konstantni elektrické pole
(Dolnik, 1994).

Pri kapilarni zonové elektroforéze jsou rezervoarjjusiivym roztokem
propojeny kapilarou vypknou také tlumivym roztokem. Kapilary jsou vyrobers
syntetického kemene a i#®d mechanickym poSkozenim jsou chran
polyimidovym pokryvem.

Hlavni vyhodou CZE je mozZnost zvySovat svorkoveé étiapristroje az
k hodnotam 30 kV. #téchto hodnotach n&fi je generované teplo odveden&nsiu
kapilary do okolniho termostatového prostoru.

Dalsi vyznamnou vlastnosti fémennych kapilar je existence
elektroosmotického toku kapaliny kapilarou. \¥nitkapilarni povrch se chova jako
slak® kysely katex. R pH > 2 dochéazi se vastem pH k nahrazovani vodikového

protonu na vninim kapilarnim povrchu za jiné ionty, které jsoazélou tlumivého
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roztoku. Kationty migruji ke kat@da strhavaji s sebou roztok v kapdaProudni
kapaliny kapiladrou, které je vyvolané timto jevetikdme elektroosmoticky tok
(EOT). Ri pH =2 je EOT nulovy a se vistem pH se zvySuje. Vidledku existence
EOT se vSechnyastice v dlené sndsi pohybuji jednim sgrem.

Pt separaci se kapilary na jejim anodovém konci davezorek (1-10 nl).
Davkované mnozstvi je asi 1000x menSi, nez u chimgnafickych metod. Oba
konce kapilary se potiodo vhodného tlumivého roztoku & @0 — 30 kV dojde
v kapilae k EOT, kterym jsou kationty i anionty transpoday k detektoru.

Pristroj pro CZE se sklada z analyzatoru, dvou ebektkapilary, dale musi
byt pritomny rezervoér s tlumivym roztokem a detektor.ahmator pro CZE se
sklada ze zdroje stabilizovaného vysokéhoétiage zdroje vychazi dvelektrody a
kazda je umigha do rezervoaru s tlumivym roztokem. Pufrem jgglréna kapilara
piemosujici oba rezervoary. Délka kapilary je 15 — 100. dobliz katodoveho
konce je odstram jeji vrgjSi polyimidovy pokryv v délce &kolika milimetri. Timto
se vytvdi na kapilde okénko, kterymifiéné prochazi ultrafialovéi viditelné zé&eni
ze zdroje kapilarou do detektoru. Fotometricka kimtepodob# jako u HPLC, je tu
nejobvyklejsi (Drbal a Kzek, 1999).

Obrazek 10.Schéma aparatury pro kapilarni zénovou elektraio(€ZE)
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Metoda KZE m& uplatmi pfi separacich organickych kyselin,
amini,alkoholi, aminokyselin, vitamiin, cukii, fenoli, alkaloidi a mnoha dalSich
latek (Drbal a Kizek, 1999).

Kapilarni elektroforéza s&éasto pouziva pro analyzu flavondig extraktech
z |&ivych rostlin (Pietta et al., 1991) i pro analyautinu v pohance (Kreft et al.,
1991). Dale se také pouziva pro stanoveni fenatickgitek véerveném vin (Gil et
al., 1995)

5.2.3 Micelarni elektrokinetick&a kapilarni chromatografie (MECC)

Pfi micelarni elektrokinetické chromatografii (MEC@psahuje pracovni
elektrolyt ionogenni sné@dlo v takové koncentraci, kdy vznikaji micely (DiK,
1994).

Technika MECC umaiuje pouZzit KZE pro separaci elektroneutralnichiate
V tlumivém roztoku p MECC je rozpusdina povrchog-aktivni latka (tenzid)
v nadkritcké koncentracCasto se pouziva dodecylsulfat sodngisébenim tenzidu
v roztoku dochézi ke tvokbmicel. Nenabité organické latky mohou interagovat
s micelami podob¥ jako v kapalinové chromatografii interaguji sacgnarni fazi.
Praw polarita latky rozhodne, jak dlouho se bude ddoZks vzorku v hydrofobnim
jadie micely zdrzovat.

Jestlize se latka ocitne mimo micelu, bude una%e@a. TakZe separace
latek probiha na zakladhestejn&etnosti a nie interakci dlenych nenabitych latek
se systémem micel v tlumivém roztoku. Pro svou podst s chromatografickymi
metodami je tento systém nazyvan jako pseudost@ciorfaze (Drbal a Kzek,
1999).
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Obrazek 11.Separace na MECC
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V. CILE PRACE

Z provedené literarni reSerSe vyplynulo, Ze mné&&é rostliny jsou bohaté
na fenolické latky, flavonoidy. 8Si mnoZstvi flavonoil mohou obsahovat i mnohé
zemedelské rostliny. Tyto latky vykazuji mnohéipnivé biologické dinky, zejména
funguji jako &inné antioxidanty. Podle poslednich vyzkuse ukazuje, Zeipodni
flavonoidy mohou vyznamnym #pobem psobit @ prevenci tzv. civilizénich
chorob (ateroskler6za, kardiovaskularni a nAdommé&mocsini). Nékteré materialy
(pohankagerny bez, laskavec) jsou velmi bohatym zdrojéahto latek a pouzivaji
se také prmyslow pro jejich ziskavani. V laickém uziti mohou slduiipripraw
¢aji a extraki.

Pro stanoveni celkového rutinu byla zvolena jakodrté analyticka metoda
kapilarni elektroforéza. Pro stanove@tmych fenolickych latek byla pouzita metoda
HPLC.

Reseni bylo zaiteno na nasleduijici cile:

o Zjistit optimalni postupy k ziskani extrakinebo ¢aja s vysokym
obsahem fenolickych antioxidant miznych materidl.

» Navrhnoutéi ovéfit podminky skladovani ziskanych extnakt

o Zjistit zastoupeni fenolickych latek vdigych rostlinach metodou
kapalinové chromatografie (HPLC) a kapilarni elefdarézy (CZE).

* Porovnat vyskyt fenolickych latek v jednotlivych stbnnych

materialech.
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V. EXPERIMENTALNI CAST

1. Pouzité chemikalie a standardy

VSechny pouzivané chemikaliesty analytickoucistotu. Pro vSechny prace
byla pouzivana demineralizovana voda, ktera byiargvena na zZdézeni firmy
Premier (USA).
tetraboritan sodny (borax) (Sigma Chemicals, USA)
laurylsiran sodny (Sigma Chemicals, USA)
kyselina chlorovodikovéa (Lachem@r)
kyselina borita (Lachem&R)
hydrogenuhiitan sodny (Lachema;R)
hydroxid sodny (Lachem&R)
kyselina 1 — naftyloctova ( Lachen@R)
kyselina L — askorbova (Merck,éshecko)
rutin (Sigma Chemicals, USA)
kvercetin (Aldrich Chemie, Bimecko)
acetonitril (LiChrosolo Merck, Bmecko)
kyselina o . fosforéna (Aldrich Chemie, Bmecko)
methanol (Penta Chrudir@R)

kyselina kadvova (Sigma Chemicals, USA)

2. Laboratorni sklo a pfistroje

sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, PardyliBg

analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

technické vahy Kern (8imecko)

odstedivka Sigma 2 — 5 (Sigma Laborzentrifugegpiécko)

davkova kapalin 5 ml (Sklo Union(R)

pipety automatické, objem 20 — 2@0a 100 — 100Qul Transferpette (Treff AG,
Svycarsko)

vodni lazé termostatovana michana EL — 20 R (Kavali#R)

kapilarni elektroforéza SpectraPhoresis 2000 (The®eparation Product, USA)
SPE izolani jednotka (vyvojové dilny JWR)
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filtry ze sklerénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
filtracni papir Filtrak (Filtrak GmbH, &mecko)

ultrazvukova laze Sonorex RK 31 (Bmecko)

SPE kolonky Strata — X (Phenomenex Inc., USA)

SPE kolonky RP- 18, RP — 18E, CN, SI, NH2 (Merckmécko)
pH — metr Inolab — 1, s elektrodou SenTix 61 (WTN¥mecko)
kapalinovy chromatograf (Hewlett Packard T — 1038A)
detektor Agilent 1100 DAD G1315B

kolona: Phenomenex Luna C18 (2ui8, 2 x 150 mm
centrifuga (Hettich Universal 32 R ¢hhecko)

laboratorni mlynek (Grindomix GM 200 ¢hecko)

lyofilizator Alpha 1-2 (Christ, Nmecko)

kombinovana ledika s chladrikou (Bosch Cooler, Bmecko)
teplovzdusna susarna ULM (Memmergriecko)

3. Odbér a uprava rostlinného materialu

Analyzovali jsme dva druhy rodAmaranthus, bezc¢erny a pohanku setou.
Amaranty a pohanka gatmezi gstované druhy, pouze bé&erny je vol& rostouci
v Ceské republice.

Tabulka 2. Odebrané vzorky

bezcerny Sambucus nigra L.

pohanka seta Fagopyrum esculentum M.

laskaveciervenoklasy | Amaranthus hypochondriacus L.

laskavec krvavy Amaranthus cruentus L.

Material poskytla doc. Jana Kalinova z katedry Inmsé vyroby a
agroekologie a byly vygstovany na pokusném pozemku Zekiské fakulty v roce
2010.

Bezcerny se odebiral ¥#ervnu 2010, kde byla pouzita polorozvit&tenstvi
bez hmyzu a zpracovana podieského Iékopisu 2009. Pohanka a laskavce byly

odebrany Wervenci 2010, jednotlivéasti rostliny (listy a k¥tenstvi) byly okamzé
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po odkEru zamrazeny v polyethylenovém obaliti 18 °C. Do ndsice po odéru byl
zmrazeny material lyofilizovan za nésledujicich mpdaek: po dobu 24 hodin tip
teplog -60 °C a tlaku 0,02 mbar . Suchy material byl hgemwzovan na
laboratornim mlynku (umlety material). V umletém ter@alu se stanovil zakladni

obsah rutinu a dalSich fenolickych latek.

4. Navrh experimenti

Cilem bylo zjistit optimalni podminkytfpravy ¢aje. Nejprve byla testovana
doba patebna pro fipravu ¢aje. Jako pokusny material jsme zvolili béarny
(Sambucus nigra L.). Méla jsem 15 vzork homogenniho materidluipmavazce 1,5
g, které byly zality 150 ml vrouci vody (teplotadyobyla 95 °C). Vzorky se nechali
postupr louhovat 2 — 30 minut.

Stejny postup byl aplikovan na ostataje, jen testovana doba byla 5, 10 a 15

minut.

4.1 Postup Fipravy ¢aje

Navézka (1,5 g) suSeného homogenniho materiadluzafiea 150 ml vrouci
vody (95 °C) ve skletné nadob (Siroka kadinka 600 ml). Po uplynuti dané doby
byla kapalina slita igs mlynéské sito do odiného valce, objem byl oden a
zaznamendn. Ziskany vzorek byl po vychlazeni tedst 10 minut pi 3500
ot&kach za minutu. Kapalny vzorek byl uschovan v PBrkavnici v mrazaku do
analyzy.

Déale byl testovan vliv kyseliny askorbové, tentdidpvek byl pidan

k materialu ped zalitim horkou vodou. DalSi postupigravy byl stejny.
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Tabulka 3. Identifikace vzork

Oznaeni Kéd
1. Koniz L
Koniz K

Amar L
Amar K

Pyra L

Pyra K

Pyra SI-m
Pyra Sl-t
Bez K (2010)

© © N o o A WD

4.2 Friprava extraktu

Materialem pro ziskani extraktu byl &vbezuéerného CL 2009). Riblizng
10 g této byliny jsme smichali s 200 ml absolutnétivanolu a 200 ml destilované
vody. Snés byliny a rozpoustlel byla zakivana 2 hodiny ve vodni lazni (85 °C)
pod zgtnym chladéem. Red uchovanim ve sklénych uzavenych obalech byl
piipraveny extrakt odgtdn (3500 otéek za minutu, po dobu 10 minut). Extrakty
byly ptipravovany ve dvou opakovanich a byly ziskany duaa&ty. Extrakty jsme
skladovali veitech Gznych podminkach: lednice (5 °C), sklad (22 °Cyapat okna
(22 °C). Celkova doba uchovani byla @siwi a kthem této doby jsme provéd
odkery po 1. ngsici, dale 3. résici a na konci skladovani. Cilem bylo zjistit chav/

rutinu @i raznych skladovacich podminkach gelSim skladovani.

Pro analyzu vzork ziskanych fi feSeni diplomové prace byly pouzity&dv
analytické metody. Metoda HPLC byla pouzita prolyana fenolickych kyselin a
nékterych dalSich fenolickych latek ve vzorcich riosdh metoda MECC slouzila ke

kvantitativnimu stanoveni rutinu a volného kvenceti
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5. Metodika stanoveni rutinu a volného kvercetinu pp MECC

Pro stanoveni obsahu volného kvercetinu a rutinup@eZila analytick&
metoda, ktera byla vyvinuta na pracovisti 2etbské fakulty Jihdeské univerzity,
na katede aplikované chemie, kde jsem takeé tuto diplomopraci zpracovavala.
Metoda vychazela z publikované prace (Dadakovalméia, 2010).

Pouzivana metoda se sklada z extrakce veSkerydlositht piitomnych ve
vzorku. Déle n4sleduje Uprava vzorku @edinim, filtraci aredénim. Sorpce analytu
se provadi na kolonkach SPE a analyticka koncovttmaou kapilarni elektroforézy

v uspdadani s micelovou latkou (MECC).

5.1 Postup stanoveni

vvvvvv

glykosidem a vyskytuje se v mnoha rostlinnych drbziRi jeho stanoveni sta
extrakce z rostlinného materialu pomoci organickébppoustdla. Ve stejném
extraktu je mozné stanovit volny kvercetin, pokegiitomen.

Do 100 ml varné hi&y byla vloZzena navéazka asi 0,25 g lyofilizovaného
homogenizovaného vzorku, vazeného na analytickgttaeh s fesnosti na 0,1 mg,
dale pak 12,5 ml methanolu, 12,5 ml vody a 80 mgekgy askorbové. Tato s®
byla extrahovana 1 hodinu podéapym chladéem v termostatované vodni lazrti p
teplo€ 90 °C. Extrahovany vzorek byl po vychlazereyeden kvantitativh do
odsted’ovaci kyvety a odseden (15 minut, 3500 otk za minutu). Sediment byl
resuspendovan pomoci 7,5 ml methanolu a vody d@emtistza stejnych podminek.
Postup odsedovani byl opakovan jeSjednou, odsed’ovani vzorku probihalo tedy
celkem fikrat. Spojené supernatanty se shromazdily v 60@adince a doplnily se
vodou na 200 ml. Dale bylo zifené pH vzorku a upravilo se na hodnotu pH = 3
pomoci roztoku HCI o koncentraci 1 mol/l.

Roztok byl gefiltrovan za snizeného tlakugs filtr ze sklesnych viaken
GF/C (Whatman, Velk& Britanie). Filtr byl dale prghrza normalniho tlaku 5 mi
methanolu. Filtrat byl kvantitativnpieveden do 500 ml od¥mé baiky, doplren po
rysku a promichan. Tento roztok se pouzil pro SBEKalonkach. Zachycené latky

byly eluovany pomoci 1,4 ml methanolu dérme vialky. Do vialky se fidalo 0,1
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ml roztoku vnitniho standardu (methanolicky roztok kyseliny 1 -ftylactoveé o
koncentraci 2 mg/ml). Taktofipraveny vzorek je i@d analyzou mozno skladovat
v lednici (5 °C) po dobu 4 tydin

5.2 Stanoveni rutinu a volného kvercetinu v kapalngh vzorcich gaje,
extrakty)

Do 600 ml k&dinky bylo odteno 200 ml destilované vody, 25 ml ethanolu
a déle seiidalo 80 mg kyseliny askorbové. Automatickou pipese gipetovalo 2,5
ml kapalného vzorku. Poté setfiho pH této smdsi a Fipadré se upravilo na pH = 3
pomoci 1 M HCI. Déale se sfa pefiltrovala gres filtr ze sklednych viaken na
vakuovém filtr&nim zd&izeni a filtrat se kvantitativnprevedl do 500 m | od#mné
baiky, doplréen po rysku a promichan. Baedni se roztok aplikoval na SPE
kolonky. Zachycené latky byly eluovany pomoci 1,4methanolu do @rné vialky.
Do vialky se pidalo 0,1 ml rozkoku vnihiho standardu (methanolicky roztok
kyseliny 1 — naftyloctové o koncentraci 2 mg/mlaKio gipraveny vzorek je f@d
analyzou mozno skladovat v lednici (5 °C) po dokydha.

5.3 Méieni na kapilarni elektroforéze

Pripravené vzorky byly mieny na kapilarni elektroforéze (SpectraPhoresis
2000) s pouzitim boratového pufru o sloZzeni 10 nelaboritanu sodného, 10 mM
kyseliny borité, 20 mM SDS a 15 % (v/v) methanobH (= 9,2). Doba analyzy
vzorku byla 25 minut. Pracovni n#ppiistroje bylo 20 kV a teplota 25 °C. Rutin i
kvercetin se odstaly pii 270 nm. Mez stanovitelnosti byla 10 mg/kg proinub
mg/kg pro kvercetin. Obsah obou flavonbidyl vyhodnocen pomoci kalib¥ai

zavislosti.
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6. Metodika stanoveni ostatnich fenolickych slaienin metodou
HPLC

Kromé obsahu rutinu a volného kvercetinu bylyajich sledovany ¢které
dalSi fenolické sloteniny. Jednalo se hla¥no kyselinu chlorogenovou a
neochlorogenovou a dalSi derivaty kyseliny kdvo&xéalyza byla provedena na
pracovisti Centra vyzkumu globalni Zny AV CR v.v.i., v laboratti metabolomiky

a izotopovych analyz pod vedenim RNDr. Vrchotov8cC

6.1 ldentifikace vybranych fenolickych sloé#enin metodou HPLC

Ziskané ¢aje byly @gimo analyzovany na kapalinovém chromatografu
Hewlett—Packard (HP 1050 HPLC, USA) s detektoren815B DAD a kolonou
Luna C18 (2) (150 x 2 mm, 3 um) (Phenomenex, USA).

Jako mobilni faze byla pouzita 8s:voda, acetonitril, kyselina fosf@re.
Jednotlivé mobilni faze @&y slozeni :

Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0,1% k. fosfaea

Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1% k. fosféreé

6.2 Schéma pouzitého gradientu

Byl pouzit gradient od 5% B do 35% B po dobu 55 umipri pratoku 0,25
ml/min a pracovni tepl¢t25°C. BEhem analyzy bylo gfeno spektrum vSech latek
v rozsahu 190 — 600 nm, detekce latek probih#l220 nm. Sledované fenolické
latky byly identifikovany srovnanim ret&niho ¢asu a nagteného spektra se
standardem. Jako standardy pro kvantifikaci bylyzpy: kyselina chlorogenova,
kyselina kavova (Sigma) a jejich obsah byl vyhodmocpodle kalibrénich
zAavislosti.

Obsah kyseliny neochlorogenové byl vyhodnocen p&édldraini zavislosti
kyseliny chlorogenové. Obsah neznamych deiikgseliny kavoveé byl vyhodnocen

sumarr jako kyselina kavova.
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VI. DISKUSE A ZAVER

1. Diskuse

Flavonoidy jsou latky rostlinnéhoipodu. Vyzkumy v této oblasti potvrzuji
piiznivé (&inky na lidsky organismus. Maji vyrazné antioXida vlastnosti,
zabrauji peroxidaci lipidi, dale pak likviduji volné radikaly kysliku vazbalo
chelafi a inaktivuji rekteré prooxidani kovové ionty. Diky dmto vlastnostem se
muze sniZzovat riziko civilizénich chorob. Flavonoidy se mohottijimat pouze
V potrag.

Flavonoidy pedstavuji velkou skupinu sléenin, tudiz Ize fedpokladat, ze
kazdy girodni material bude obsahovat&mekolika druhi téchto latek. Stanoveni
kazdé z nich by bylo velmi n&fmoé, zejména diky nedostupnosti standard

Pro ziskani experimentalnich dat o obsahu fenatichgitek byly pouzity d¥
nezavislé analytické metody a to metoda micelanektmkinetické kapilarni
chromatografie (MECC) a metoda kapalinové chronatfog (HPLC).

Tato prace byla za#rena na stanoveni obsahu rutinu a obsahu volného
kvercetinu v rostlinném materialu & vyuzivanych Ceské republice. Pro
stanoveni byla pouzita metoda MECC, jejiz vyhodmuwZg je zapdéebi pouze malé
mnoZstvi rozpoustlel a na organickou analyzu je p&me jednoducha. Pro
stanoveni obsahu dalSich fenolickych latek v nes@im materialu byla pouZita
metoda HPLC.

Material, pouzity pro tento vyzkum, byl v§gtovan na pokusném pozemku

Zemedélské fakulty v roce 2010 nebo ziskarésm z volré rostoucich rostlin.

1.1 Stanoveni optimalnich podminekiaje metodou MECC

NejbézrejSim glykosidem kvercetinu je rutin (kvercetin ——30 — D -
rutinosid). Vyskytuje se v mnohém rostlinném maditeri ale zdaleka neni tolik

rozsieny jako kvercetin. Rutin byl zji& pouze v Bkolika l&ivkach.
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Tabulka 4. Prehledpouzitého materialu

Ozn&eni Rostlina Kéd Odebrangast
1. amarant Koniz Koniz L listy
2. amarant Koniz Koniz K lKitenstvi
3. amarant Amar Amar L listy
4. amarant Amar Amar K ktenstvi
5. pohanka Pyra Pyra L listy
6. pohanka Pyra Pyra K &y
7. pohanka Pyra Pyra SI-m slupky, mechanicky
8. pohanka Pyra Pyra Sl-t slupky, termicky
9. bezéerny Bez K kétenstvi

Analyzou homogenniho materialu byl ziskan obsamuutBylo zjiS€no, Ze

nejvyssi obsah rutinu je v pohance seté (v lis@dhwtech) a dale rizeme najit

vysoké mnoZzstvi této latky derném bezu. Stanoveny obsah rutinu odpovida také

hodnotam uvedenym v literaai(Dawidowicz et al., 2003). Zatimco mnoZstvi rutin

ve slupkach pohanky bylo pod mezi stanovitelndgfisledky byly sestaveny do
tabulky (tab. 5.).

Tabulka 5. Obsah rutinu v gkterych rostlinnych materialech

Oznaeni Kod Obsah rutinu (mg/kg susiny)
1. Koniz L 16400
2. Koniz K 9930
3. Amar L 20000
4, Amar K 9850
5. Pyra L 76400
6. Pyra K 74000
7. Pyra SI-m 296
8. Pyra SI-t 263
9. Bez K 23600
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1.1.1 Riprava ¢aje z bezuéerného

Pro zjiséni optimalnich podminekifpravy ¢aje byl zvolen jako pokusny
material bezc¢erny Gambucus nigra L.). Pouzila jsem 15 vzotk homogenniho
materialu pi navazce 1,5 g, které jsem zalila 150 ml vrouaiywteplota vody byla
95 °C). Vzorky jsem nechala post@douhovat 2 — 30 minut.

Tabulka 6. Zavislost na délce extrakce

Cas (min) Obsah rutinu (mg/kg)
2 211
4 244
6 255
8 257
10 267
12 265
14 264
16 251
18 240
20 228
22 240
24 223
26 216
28 214
30 223
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Graf 1. Zavislost na délce extrakce
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Jak je patrné z tabulky 6. a grafu 1., nejvhgg&indoba extrakce se blizi
desaté mingt Obsah rutinu je maximalnitipextrakci trvajici 10 — 15 minut. Tato
doba je také vSeobetrdoporiovana jako optimalni proifpravu bylinnychéaju
(Korbel& a Endris, 1985).

1.1.2 Fiprava ¢aja z ostatnich rostlinnych materiak

Na zéklad vysledki experimentuCaje 1, kde byl vyuZit pouze beerny
jako modelovy materidl, byl proveden dalSi pokymszitim veSkerého rostlinného
materialu. Z kazdého vzorku byla odebrana navazkaglktera byla zalita 150 ml
vrouci vody (95 °C) ve skleéné nadob (Siroka kadinka 600 ml). Po uplynuti dané
doby byla kapalina slitarps mlyndské sito do od#mného valce, objem byl odien
a zaznamenan (tab. 7). Doba extrakce byla zvolend, 10 a 15 minutach. Git
jsme potvrdit, zda doba 10 minut je vhodna a de&tdtpro extrakci rutinu i z jinych

materiat.
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Tabulka 7. Zavislost obsahu rutinu na délce extrakce

Obsah
rutinu Cas | KoncentraceNavazka) Davka | Objem| \Eaji %
(mg/kg) | (min) (mgl) ) (mg) (ml) (mg)
KonizL | 16400 5 187 1,5 24,6 134 25,1 1020
10 203 1,53 25,1 120 24,3 96,8
15 216 1,49 244 120 25,9 106,10
Koniz K | 9930 5 109 1,5 14,9 126 13,7 91,9
10 116 15 14,9 118 13,7 91,9
15 128 1,51 15 122 15,6 104,0
Amar L | 20000 5 264 1,5 30 108 28,5 95,0
10 270 1,49 29,8 112 30,2 101,83
15 266 15 30 118 31,4 104,
Amar K 9850 5 128 1,5 14,8 124 15,9 107/4
10 124 1,51 14,9 118 14,6 98,d
15 130 15 14,8 116 15,1 102,0
Pyra L 76400 5 398 1,49 113,8 118 47 413
10 436 15 114,6 118 51,4 449
15 458 15 114,6 107 49 42.8
Pyra K 74000 5 427 1,49 110,3 104 44, 40)3
10 538 15 111 102 54,9 49,5
15 384 1,51 111,7 106 40,7 36,4
Pyra SL
M 296 5 2,16 1,49 0,44 140 0,3 68,1
10 1,94 1,51 0,45 134 0,26 57,8
15 2,16 1,5 0,45 132 0,29 64,4
Pyra SL
T 256 5 1,29 1,5 0,38 138 0,18 47,4
10 1,26 1,5 0,38 134 0,17 4471
15 1,43 1,5 0,38 134 0,19 50,d
BezK | 23600 5 238 1,5 35,4 120 28,4 80,8
10 263 1,5 35,4 124 32,6 92,1
15 271 1,5 35,4 122 33 93,2




Opet se potvrdilo, Ze nejvhodjsi ¢as extrakce se pohybuje kolem 10 minut.

Pouze u pohanky, ve srovnani s ostatnim rostlinmaterialem, je vyzek extrakce
velmi nizky, pohybuje se okolo 50 %. Tak nizky egitk niize byt pravépodobré

zpisoben pitomnosti ruSivych latek (ve formnslizu), které stzovaly pfibéh celé

extrakce. Také filtrace napoje ziskaného z pohabiha ponérné obtizné. B

analyze vysledk bylinnych extraki bylo také zjino, Zze se nikde nevyskytoval

volny kvercetin.

Metodou HPLC byly zjiSovany dalSi fenolické latkyifiomné v bylinnych

extraktech. Vysledky byly zaznamenény do tabulky 8.

Tabulka 8. Obsah kyseliny chlorogenové, neochlorogenové avalérikyseliny

S

kavoveé.
derivaty |neochlorogenovgchlororogenovs
kyseliny kyselina kyselina
kavové (mg/l) (mg/l)
vzorky | (mg/l)
Koniz K| 36,93
KonizL| 16,12
Amar K| 37,00
Amar L 12,99
Pyra K 92,93
Pyra L 38,67 2,94
Pyra sl
M
Pyra sl
T 0,25
Bez K 18,06 8,78 56,76

V ¢erném bezu byla nalezen&tpmnost derivat kyseliny kavove, kyselina

neochlorogenova a kyselina chlorogenova.

Zatimco shepkach pohanky

(mechanicky) se neobjevila ani jednaéat to latek. Velmi vysoké mnoZstvi

39



kyseliny chlorogenové obsahuji &y pohanky seté. Nikde nebyl nalezen volny

kvercetin.

1.1.3 Vliv pridavku kyseliny askorbové na extrakci rutinu z byln

Pri pripraw experimentuCaje 2 byl postup stejny jako u experimetiaje 1.

Pro gipravucaje bylo pouzito 1,5 g vzorku &igalo se 50 mg kyseliny askorbové.

Tato smés byla zalita 150 ml vrouci vody (95 °C) ve skie@ nadob (Siroka

kadinka 600 ml). Po uplynuti 10 minut byla kapalsiaa ges mlynéské sito do

odnmerného valce, objem byl odieen a zaznamenan (tab. 8.).

Tabulka 9. Vliv kyseliny askorboveé na extrakci rutinu

Obsah
Vzorek | rutinu | Vzorek| KoncentragdNavazkg Davka | Objem| \Kaji %
(mg/kg) (mg/l) (9) (mg) (mli) (mg)
KonizL| 16400 | 1-AA 199 1,5 24,6 124 24,7 100
Koniz K| 9930 2-AA 123 1,5 14,9 124 15,3 102,7
Amar L | 20000 | 3-AA 256 1,5 30 118 30,2 100,/7
Amar K| 9850 4-AA 118 1,5 14,8 123 14,5 98
PyraL | 76400 5-AA 729 1,5 114,6 104 75,8 66
PyraK | 74000 6-AA 649 15 111 109 70,7 63,7
Pyra SL
M 296 7-AA 2,35 1,51 0,45 139 0,33 73,3
Pyra SL
T 256 8-AA 1,86 1,5 0,38 135 0,25 65,8
BezK | 23600| 9-AA 266 15 35,4 127 33,¢ 95,6
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Pridavkem kyseliny askorbové nedoslo keémthu ¢erného bezu, ktery
poskytl ot vysoky vyEzek extrakce, coz ideme pozorovat v poslednim sloupci
tabulky 9., totéZ je mozné sledovat u amarabt pohanky jsou vysledky vyssSi diky
tomuto gidavku, coz mze byt zg@sobeno snizenim obsahu ruSivych latek. V jedné
tablet ascorutinu je 20 mg rutinu, podle vyslédi tabulce 9. a sloupdiaje si
muzeme vSimnout, Ze mnozstvi rutinaji z ¢erného bezu odpovida jedné & p
tablet ascorutinu, zatimco &aji z pohanky (listy a kity) toto mnoZzstvi odpovida
vice nezitem tabletdm ascorutinu. Nikde nebyl objeven volngrketin.

Dale byla provedena analyz&itpmnych fenolickych slatenin metodou
HPLC. FRidavkem kyseliny askorbové se hodnoty ¢&mezngnily. Vysledky jsou

patrné v tabulce 10.

Tabulka 10. VIiv kyseliny askorbové na obsah kyseliny chlonoges,
neochlorogenové a derivakyseliny kavové

vzorky | derivaty | neochlorogenova
kyseliny | kyselina (mg/l) chlorogfenova
KEvOVE kyselina
(mall) (mag/l)
Koniz K| 35,95
KonizL| 13,27
Amar K| 37,64
AmarL| 12,99
Pyra K 1,57 99,45
Pyra L 36,86 1,42
Pyra sl
M 1,47
Pyra sl
T 0,69
Bez K 56,95 22,18 138,42

Pridavek kyseliny askorboveé dnpozitivni vliv na ¢erny bez a ve slupkach

pohanky (mechanicky), kde se hodnota zvySila mwaaspiitomnych latek.
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1.2 Zmény obsahu rutinu pii skladovani ethanolického extraktu

Materidlem pro ziskani extraktu byl &vcerného bezu, zpracovany jako
farmaceuticka surovinaC( 2009). Odvazené mnozstvi 10 g této byliny bylo
smichano s 200 ml absolutniho ethanolu a 200 nilloleané vody. Srés byliny a
rozpoustdel byla zakvana ve vodni lazni 2 hodiny, po této dobyla sngs
chlazena a od&tdna. Extrakty byly skladovany veetch fiznych podminkach:
lednice (5 °C), sklad (22 °C), parapet okna (22 S®Kladovaci podminky se vyrazn
liSily teplotou a osdtlenim. Celkova doba uchovani byla &sioi a kthem této doby
byly provagny odkEry po 1. n&sici, dale 3. msici a na konci skladovani. Cilem
bylo zjistit chovani rutinu # riznych skladovacich podminkachii pdelSim
skladovani. Pro vyg®t byl pouzit objem pro vzorek A i B 400 ml. VSepatrné
Z tabulky 10.

Tabulka 11. Vychozi hodnoty obsahu rutinu v extraktu A a B

Koncentrace v 400
Vzorek | (mg/kg) ml %
1A 458 183,2 100,0
1B 454 181,6 100,0

Timto byly ziskany 100% hodnoty, podle kterych se/savaly idaje ziskané
pii riznych skladovacich podminkach.
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Tabulka 12. Obsah rutinu ve skladovacich extraktech

(mg/kg
Extrakt 1A | (mg/kg) (mg/kg)| (mg/kg)| Extrakt 1B (mg/kg) ) (mg/kg)
okno sklad | lednice okno sklagd lednice
0 458 458 458 0 454 454 454
1 424 450 437 1 409 413 443
3 348 408 490 3 357 394 476
6 188 249 416 6 199 251 432

V tabulce 12. je procentické vyhodnoceni vysiedk skladovani extrakta
pro lepSi znazowmi jsou tytéZ vysledky zpracovany graficky.

Tabulka 13. Relativni obsahy ze skladovani extfakt

Extrakt Extrakt
1A % % % 1B % % %
okno sklad lednice okno sklad lednice
0 100,0 100,0 100,0 0 100,0 100/0  10Q,0
1 92,6 98,3 95,4 1 90,1 91,0 97,6
3 76,0 89,1 107,0 3 78,6 86,4 104|8
6 41,0 54,4 90,8 6 43,8 55,3 95,2
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Graf 2. Obsah rutinu $ dlouhodobém skladovani ethanolického extraktu
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Z vysledki pokusu je Pejmé, Ze ethanolicky extrakt je nejvhefi
skladovat v lednici, kde je teplota 5 °C. Podminkgu nejSetr§§Si a nedochazi
k vyrazrejSim zménam obsahu rutinu. Skladovat vzorky ve sklakide je tma a
laboratorni teplota 22 °C, Ize pouze kratkou daba.po 3 mdsicich obsah rutinu
vyrazre klesal.

Parapet okna &h napodobit prosedi s velkymi vykyvy teplot a ostleni
v podobnych podminkach. Tento t®pb skladovani je nevhodny pro jakykoliv
biologicky material.
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2. Zawr

Obsah rutinu a dalSich fenolickych latek (kyselctyorogenové, kyseliny
neochlorogenové a derivatkyseliny k&vové) byl stanoven v rostlinach rodu
Amaranthus, ¢erném bezu a v pohance seté. Analyzovardasimi rostlin byly listy,

kvéty a kwtenstvi.

NejvysSi obsah rutinu v lyofilizovaném materialul bhyamsien v listech
(76 400 mg/kg suSiny) a ktech (74 000 mg/kg suSiny) pohanky seté a déle
v ¢erném bezu (23 600 mg/kg susiny).

NejvhodrgjSi doba pro fipravu bylinnych extrakitodpovida 10 minutam.

Pri extrakci ¢aju byl nejvysSi obsah rutinu naben v amarantech a &p
v ¢erném bezu. Zjistilo se, zerigavek kyseliny askorbové ma pozitivni vliv na
pohanku setou, ve které se naSlo vysSi mnoZstviurua ostatni bylinné extrakty
nenel pridavek kyseliny askorbové Zadny vliv. Nikde neblyjeven volny kvercetin.

Pri skladovani bylinnych extraktje lednice jako nejvhodysi skladovaci

prostor, kde je teplota 5 °C a tma.

Metodou HPLC byly zjiBovany dalSi ftomné fenolické slouSeniny
(derivaty kyseliny kavove, kyselina chlorogenovaysddina neochlorogenova).
VSechny tyto latky byly objeveny derném bezu, jidavkem kyseliny askoroboveé

nedoslo k Zadné ziné. Volny kvercetin nebyl nalezen.

Vysledky analyz dvou nezavislych metod MECC a HHkGQuU ve shod a

vzajemr se dophuji.

45



VIl. SEZNAM LITERATURY

BARBA DE LA ROSA A. P., FOMSGAARD I. S., LAURSEN BMORTENSEN
A. G., OLVERA — MARTINEZ L., SILVA — SANCHEZ C., MEDOZA -
HERRERA A., GONZALEZ — CASTANEDA J., DE LEON — RODBUEZ A.
(2009):Amaranth Amaranthus hypochondiacus) as an alternative crop for
sustainable food production: Phenolic acids andoftaids with potential impact on
its nutraceutical quality. Journal of Cereal Sceen€ontents lists avaible at
ScinceDirect. 49, s. 117 — 121.

BERLOW M. A., VAUGHN S. F. (1999): Higher plant fadnoids: Biosynthesis and
chemical ekology. Prinipales and Practises of PkEkdlogy. CrC Press. lllinois,
USA, s. 423 — 438.

DADAKOVA E., KALINOVA J. (2010): Journal of sepaiah sience. 33, s. 1633 —
1638.

DA SILVA J., HERRMANN S. M., HEUSER V., PERES W.OBSA MARRONI
N., GONZALEZ — GALLEGO J., ERDTMANN B. (2002): Ewvation of the
genotoxic effect of rutin and quercetin by cometagsand micronucleus test. Food
Chem. Toxicol., 40, s. 941 — 947.

DAWIDOWITZ A. L., WIANOWSKA D., GAWDZIK J., SMOLARZD. H. (2003):
Optimization of ASE Conditions for the HPLC detenmation of rutin and
Isoquercitin inSambucu nigra L. J. Lig. Chromatogr. Rel. Tech., 26 (14), 2381 —
2397.

DOLNIK V. (1994): Uvod do kapilarni elektroforézyistav analytické chemie AV
CR, Brno, s. 3 — 30.

CRAIG W. J. (1999): Health — promoting propertiéscommon herbs. Am. J. Clin.
Nut., 70, s. 491 — 499.

46



DRBAL K., KRIZEK M. (1999): Analyticka chemie. ZF JCUOeské Budjovice.
ISBN 80-7040-352-7.

GIL M. I., GARCIA-VIGUERA C., BRIDLE P., TOMAS-BABRAN F.A. (1995):
Analysis of phenolic compunds in Spanish red wineg capillary zone
electrophoresis. Z. Lebens. Unter. Forsch. 20078.— 281.

HASSIG A., LIANG W.X., SCHWABL H., STAMPFLI K. (199): Flavonoids and
tannins: plant — based antioxidants with vitamiarakter. Med. Hypothese, 52 (5),
S. 479 — 481.

HARMATHA J. (2002): Fenylpropanoidy, lignany a j&ji biologické dinky.
Chemie a biochemietjpodnik latek, UOCHB, Praha, s. 117 — 143.

HERTOG M. G. L., HOLLMAN P. C. H., VEMENA D. P. (B2a): Optomization of
a gquantitative HPLC determination of potentiallytiearcinogenic flavonoids in
vegetables and fruits. J. Agric. Food Chem., 40491591 — 1598.

HERTOG M. G. L., HOLLMAN P. C. H., KATAN M. B. (198b): Content of
potentially anticarcinogenic flavonoids of 28 veajgés and 9 fruits commonly
consumed in the Netherlands. J. Agric. Food Ché@.s. 2379 — 2383.

HERTOG M. G. L., FESKENS E. J. M., HOLLMAN P. C. HKATAN M. B.,
KROMHOUT D. (1993): Dietary antioxidant flavonoidsd risk of coronary heart
disease: the Zutphen elderly study. Lancet, 34P0@7 — 1011.

HERTOG M. G. L., KROMHOUT D., ARAVANIS CH., BLACKB®RN H.,
BUZINA R., FIDANZA F., GIAMPAOLI S., JANSEN A., MENDTTI A,
NEDELJKOVIC S., PEKKARINEN M., SIMIC B., TOSHIMA M. (1995):
Flavonoid intable and long — term rick of coron&wgart disease and cancer in the
Seven country study. Arch. Intern. Med., 155, 4 3&886.

HERTOG M. G. L., SWEETNAM P. M., FENIKY A. M., ELWOD P. C,,
KROMHOUT D. (1997): Antioxidant flavonoids and isahic heart diseasein a

a7



Welsh population of men: the Caerphilly study. Am.Clin. Nutr. 65, s. 1489 —
1494,

HOLLMAN P.C.H., HERTOG M. G .L., KATAN M. B. (1996)Analysis and healt
effects of flavonoids. Food Chem., 57 (1), s. 4%

JIRASEK V., STARY F. (1986): Atlas t&vych rostlin, SPN Praha, s. 368.

KORBELAR J., ENDRIS Z. (1985): Na3e rostliny v Iéktvi. Avicenum. Praha, s.
492.

KREFT S., KNAPP M., KREFT I. (1999): Extraction ofitin from buckwheat
(Fagopyrum esculentum Moench) Seeds and Determination by capillary
electrophoresis. J. Agric. Food Chem., 47 (11364.9-4652.

MACGREGOR J. T. (1986): Mutagenic and carcinogezffects of flavonoids. In:
Plant Flavonoids in Biology and Medicine. A. R.4isic., New York, s. 411 — 424.

MACKU J., KREZA J. (1988): Atlas ligivych rastlin. VEDA, VSAV, Bratislava, s.
120.

LEE J. H., PARK J. H., KIM Y. S., HAN Y. (2008): @rogenic acid, polyphenolic
compound, treats mice with septic arhtritis caudeg Candida albicans.

Internatiolnal Imunnopharmakology 8, s. 1681 — 1685

PETR J., HUSKA J. (1997): Specialni produkce rosti— 1. Agronomicka fakulta
CZU v Praze, s. 25, 185 — 188.

PIETA P. G., MAURI P. L., RAVA A., SABBATINY G. (191): Application of
micelar electrokinetic capillary chromatographyth® determination of flavonoid
drugs. J. Chrom., 549, s. 367-373.

RANDUSKA D., SOMSAK L., HABEROVA I. (1983): Obzon. p., Bratislava, s.
190.

48



RHODES M. C. J., PRICE K. R. (1997): Identificati@and analysis of plants

phenolic antioxidants. Eur. J. Cancer Prev., 618.— 521.

ROSYPAL S., DOSKAR J., FRYNTA D., HOMOLA J., HORAEK I., HURKA

K., KALINA T., KUBISTA V., KVA CEK Z., LINC R., LOSOS B., MAZURA |,
MLADA J., MLADY F., NEDVIDEK J., NOVOTNY I., PAVLOVA L., PIKALEK

P., PRASIL K., PSOTA V., ROEK Z., SLAVIKOVA J., SLAVIKOVA Z., SMRZ

J., SASEK V., SEBANEK J., SMARDA J., STYS P., ZRZXVJ. (2003): Novy
piehled biologie. Scientia, spol. s.r.o., pedagogitddadatelstvi, Praha, s. 287.

SLANINA J., TABORKA E. (2004): Fjem, biologicka dostupnost a metabolismus
rostlinnych polyfenal u ¢lovéka. Chem. Listy98, s. 239 — 245.

STAVRIC B. (1994): Quercetin in our diet: from potemutagen to probable
anticarcinogen. Clin. Biochem. 27 (4), s. 245 —.248

SVATOS A. (2002): Uvod do chemiefippdnich latek. In: Chemie a biochemie
piirodnich latek, UOCHB, Praha, s. 1 — 24.

VELISEK J. (1999): Chemie potravin 3. OSSIS, Riettov. ISBN — 80 — 902391 — 5
—3,s.19-35.

ZDAREK J. (2002): Fyziologické a ekologické funkaérodnich latek. In: Chemie a
biochemie pirodnich latek, UOCHB, Praha, s. 25 — 78.

49



VIIl. PRILOHY
Obrazek v piloze 1. ilustruje zfisob gipravy ¢aje. Navazka 1,5 g suseného

materialu byla zalita 150 ml vrouci vody (95 °C)slderené nadob (Siroka kadinka

600 ml). Ritom byl sledovan stanoveras (10 minut).

Ziskany vzorek byl po ochlazeni ofigtn 10 minut pi 3500 oté&kach za

minutu, coZ je patrné na obrazku vilgze 2..
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Priloha 1.Pripravacaju

Priloha 2.Odsted’ovani kapalnych vzork
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