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Abstrakt

Prace se zabyva obsahem rutinu (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) a kvercetinu ve
vybranych vzorcich pohanky seté (Fagopyrum esculentum moench L.), bezu cerného
(Sambucus nigra L.) a laskavce (Amaranthus sp.) a jejich chovanim v prostiedi zaludku. Tyto
vzorky jsou bohaté na obsah flavonoidl, které jsou v dnesni dobé piijimany velice kladné
kvili jejich antioxidacnim ucinktm a jejich mozné schopnosti prevence civilizacnich chorob.

Pro stanoveni latek byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) a metoda micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie (MECC). Ob¢ dvé
metody byly pouzity nezéavisle na sobé. Metoda MECC byla pouzita ke stanoveni rutinu a
kvercetinu. Nejvyssi obsah rutinu byl zjistén v listech pohanky seté (Fagopyrum esculentum
moench L.) (63350 mg/kg) a nejméné u laskavce cervenoklasého (A. hypochodriacus)
(7590 mg/kg).

Metoda HPLC byla pouzita ke kvantitativnimu stanoveni fenolickych kyselin.

V zadném vzorku nebyl nalezen volny kvercetin.

Kli¢ova slova: Flavonoidy, rutin, volny kvercetin, zaludek, vysokou¢inna kapalinova
chromatografie, micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie, rod Amaranthus,

pohanka seta, bez cerny.



Abstract

The work is focused on the content of rutin (quercetin-3-O-rhamnoglukosid) and
quercetin in selected samples, buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench L.), black
elderberry (Sambucus nigra L.) and amaranth (Amaranthus sp.), and their behavior in stomach
environment. Samples listed above are rich in flavonoids, which are nowadays very positively
accepted due to their antioxidant effects and their potential ability to prevent lifestyle
diseases.

High performance liquid chromatography (HPLC) method, and micellar electrokinetic
capillary chromatography (MECC) have been used for the determination of substances. Both
methods were used independently. MECC method was used for the determination of rutin and
quercetin. The highest content of rutin was found in the leaves of buckwheat (Fagopyrum
esculentum Moench L.) (63350 mg / kg) and the least in amaranth (A. hypochodriacus)
(7590 mg / kg).

The HPLC method was used for the quantitative determination of phenolic acids. Free

quercetin wasn’t found in any samples.

Keywords: Flavonoids, rutin, free quercetin, stomach, high performance liquid
chromatography, micellar electrokinetic capillary chromatography, genus Amaranthus,
buckwheat, black elderberr.



1 Uvod

Nejnovejsi vyzkumy odkryly v novém svétle ur€ité nové informace ohledné ucinka
flavonoidt na lidsky organismus. Ty piasobi na lidsky organismus v pozitivni mife a velice
mu vypomahaji pfi vnitifni ochran€, ktera je dulezita k deaktivaci radikall, jez mohou zpusobit
poskozeni zivotn¢ dulezitych latek. Témito latkami jsou bilkoviny, lipidy nebo DNA, s nimiz
radikaly reaguji a nic¢i je. Tyto latky jsou obsazeny ve zna¢ném mnozstvi druhu zeleniny i
ovoce a podle novych studii se objevuji také v ¢erveném ving.

U flavonoida byl prokdzan blahodarny vliv na lidské zdravi, svymi antioxida¢nimi
ucinky zabranuji arterioskler6ze, kardiovaskuldrnim a nddorovym onemocnénim.

Pohanka seta (Fagopyrum esculentum moench L.), bez ¢erny (Sambucus nigra L.) a
laskavec (Amaranthus sp.) obsahuji ve velké mife flavonoidy, které spadaji do fenolickych
slou¢enin. Tyto rostliny se mohou pouzivat pii primyslovém zpracovani pro ziskavani téchto
fenolickych latek, které jsou zdravi prosp&$né. Zatim neni ptili§ znamo, zda se flavonoidy
méni v dobé, kdy na né plsobi prostiedi zaludku.

Hlavni mistem resorpce polyfenold v travicim traktu je tenké a tlusté stfevo, ale
existuji také dukazy, Ze nckteré polyfenoly pfijimané v napojich se mohou casteéné
resorbovat v dutiné tstni (Slanina, Taborska, 2004).

Diive se pifedpokladalo, Ze flavonoidy, které jsou pievdzné piijimany ve formé
glykosidl, jsou prakticky neabsorbovatelné a ze pres intestindlni st€énu mohou proniknout
pouze méné polarni volné aglykony. Glykosidy flavonoidli se pliisobenim mikroorganismu
V tlustém stfevé $tépi v misté pyronového jadra a vznikaji produkty jako fenyloctova a
fenylpropionové kyselina (Trna, Taborska, 2002).

Toto $tépeni v tlustém stfevé skuteéné probihd, bylo vsak zjisténo, ze aglykony
polyfenolt mohou byt uvoliiovany z jejich matefskych slouc¢enin i glykosidasami pfitomnymi
Vv tenkém stieve (Trna, Taborska, 2002).

Dalsi modifikace resorbovanych polyfenolii cestou konjugacnich reakci probiha
Vv jatrech a pfipadné v ledvinach. Vzhledem k tomu, Ze ¢ast polyfenolu je vyluCovana Zluci,
mohou se tyto jiz zmetabolizované polyfenoly dale zapojit do pfemén v tenkém stfeve a
podléhat enterohepatalnimu ob&hu (Trna, Taborska, 2002).

Byly zvoleny dvé nezavislé analytické metody. Metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) a kapilarni zonové elektroforézy (CZE). Metoda HPLC se pouziva
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pii urCovani fenolickych latek ve velké mife. Je vyuzivana pro jeji velkou citlivost na
organické latky, snadnost a rychlost. Metoda CZE se hojné uziva pfi separaci organickych

kyselin a je pfi separaci ucinnéjsi a citlivéjsi nez HPLC.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Fenolické kyseliny
2.1.1 Vyznamné fenolické kyseliny a jejich vyznam

Fenolické kyseliny jsou piitomné v ifad¢ potravin. Tvoii pfiblizné jednu tfetinu
polyfenoll ve stravé. V nasi potravé jsou fenolické kyseliny zastoupeny predevSim
hydroxyskoficovymi kyselinami, pfevazné ve formé esterti. Nejcastéji je to kavova kyselina a

jeji estery, dale pak ferulova kyselina (Trna, Taborska, 2002).

Obr 1: Struktura fenolickych kyselin
0 HO 0

o / OH o / /DH

N/ 0N/

skoticova kyselina kavova kyselina
OH4C O

/
o / OH

HD\/

ferulova kyselina
2.1.2 Ferulova kyselina

Ferulova kyselina je spojena s potravinovou vlakninou, v niZ je esterovou vazbou

vazana k hemicelulose. Jednim z hlavnich zdroji jsou napf. pSeni¢né otruby (5 mg/g)

(Trna, Taborska, 2002).
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2.1.3 Chlorogenova kyselina

Nejbéznéjsim esterem kavové kyseliny je chlorogenova kyselina (obr. 4), , ktera je
Vv této diplomové praci sledovana ve vybranych vzorcich a jejim chovanim v prostiedi
zaludku. Chlorogenova kyselina je pfitomna v fadé druhti ovoce a zeleniny a v kavé. Salek
kavy obsahuje 50-150 mg kyseliny chlorogenové. Kromé kavy jsou bohatym zdrojem
brambory, jablka, hrusky, meruiky a broskve. Vyznamny obsah kyseliny chlorogenové a

jejich derivati je obsazen Vv arty¢oku (Trna, Taborska, 2002).

Obr 2: Chlorogenova kyselina
HyC, aCH4

2.1.4 Vlastnosti fenolickych kyselin

Bylo prokéazano, ze chlorogenova kyselina brani Escherichia coli pomoci kyseliny
chlorné pted baktericidnim u¢inkem. Kyselina chlorna rychle reaguje s chlorogenovou
kyselinou pomoci sdileni jednoho ¢i dvou elektront pii oxidaci produktd prostfednictvim
reakce typu peroxidace a fenolazi. Hlavnim produktem je o-chinon, ktery je uvolnén
z chlorogenové kyseliny, meziproduktem je o-semichinon. Chinonova forma reaguje
s kyselinou chlornou za vzniku nestabilnich produkt (Kono et al., 1995).

Nitrosaminy, které jsou produkovany dusitany v kyselém prostfedi, byly inhibovany
pomoci polyfenolti; chlorogenové kyseliny, coz je ester kyseliny kavové, a kyseliny
chinonové. Kavova kyselina napomaha inhibici nitrosamind, ale chinonova Kyselina neni
schopna této inhibice. Kyseliny kavova a chlorogenova jsou schopné vyhledat stabilni volné

radikaly (Kono et al., 1995).
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Chlorogenova kyselina neni u¢inna jen pii ochrané, ke které dochazi pii oxida¢nim
poskozeni, ale je také schopna zastavit potencionalni mutagenni a karcinogenni reakce (Kono
etal., 1995).

Chlorogenova kyselina u¢inn¢ inhibovala zelezem indukovanou lipidovou peroxidaci

Vv jatrech skotu (Kono et al., 1998).

2.1.5 Dalsi fenolické derivaty

Do této skupiny jsou fazeny kondenzované taniny. Fenolické kyseliny jsou v nich
esterifikovany polyhydroxyslou¢eninami, nejcastéji glukosou. Fenolickymi kyselinami jsou
jednak kyselina galova v galotaninech (mango), jednak ostatni fenolické kyseliny odvozené
oxidaci galoylovych zbytkd v ellagotaninech (bortvky, maliny, rybiz). Vysoké hladiny

kondenzovanych taninti obsahuje ¢ervené vino (Trna, Taborska, 2002).

2.2 Flavonoidy

2.2.1 Struktura

Flavonoidy tvofi rozsahlou skupinu pfirodnich latek. Maji dva benzenové kruhy A, B
a pyranovy kruh C je kondenzovan s kruhem A. Jedna se o uspotadani Cs-C3-Cg (0Obr. 3)
(Trna, Taborska, 2002).

Obr. 3: Vzorec katechinu
HC
B oH
HiO @] .

HO
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U vétSiny flavonoidll je Cs fetézec soucasti heterocyklického (pyranového) kruhu.
Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklick¢ slouceniny 2H-chromenu,
substituovaného v poloze C-2 fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan (Velisek, 1999).

Obr. 4: VVzorec 2H-chromenu Obr. 5: Vzorec flavanu
e
2 4
a B
0.2 e B
9] 7 1"
. 1 -
i
2] e
L
5 4

Flavanovy skelet se sklad4a ze dvou benzenovych kruhil (A a B) a kruhu odvozeného
od 2H-pyranu (C). Kruh B je spojen s pyranovym kruhem (C) v poloze C-2. VSechny 3 kruhy
byvaji substituovany hydroxy skupinami (-OH) nebo methoxy skupinami (-OCHj) a
jednotlivé derivaty se 1isi pouze stupném substituce a oxidace. Vyskytuji se jako volné latky
nebo Castéji jako glykosidy. U glykosidli byva navazany cukr glukosa, rhamnosa, mén¢ Casto
galaktosa, arabinosa, xylosa, glukoronova kyselina a dalsi sacharidy. Obvykle je navazana

jedna cukernéd jednotka, ale mohou byt i dvé, tfi ¢i vice (Velisek, 1999).

Dalsi klasifikace flavonoidi je dana stupni oxidace pyranového kruhu (Cj fetézce) a
podle této oxidace rozlisujeme (obr. 6):
1) flavanoly (obr. 6a),
2) flavanony(obr. 6b),
3) flavony (obr. 6¢),
4) flavonoly (obr 6f),
5) proanthokyanidiny (obr. 6g),
6) kyanidiny (obr, 6d),
7) isoflavonoidy (obr. 6e).

14



Obr. 6: Chemické struktury flavonoida

a) Flavanoly b) Flavanony
e OH
P
HO O .y
O oy m
OH HO )
c) Flavony d) Kyanidiny
CH
e g 3
O +
. H5C D‘\ S
= 0H
0) CH,
e) Isoflavonoidy f) Flavonoly
P

HO 0.
O .
@ @
HO 0 -
= 0H o
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g) Proanthokyanidiny

o

0 x&‘
OH /“‘
© SN
L

Strukturné¢ piibuzné slouceniny (vesmés produkty biosyntézy a katabolismu
flavonoidil), u kterych jsou kruhy A a B spojeny alifatickym Cj; fetézcem nebo fetézcem,
ktery je Castené soucasti furanového cyklu, se dale rozpoznavaji chalkony a

dihydrochalkony, aurony (Velisek, 1999).

Obr. 7: Ptibuzné slouceniny flavonoidii

a) Chalkony b) dihydrochalkony
T o
OH e OH e
O 0
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c) Aurony

2.2.2 Vyskyt

2.2.2.1 Flavanoly

Hlavnimi flavanoly jsou katechiny. Patii k nim napt. katechin (obr. 8), epikatechin,
epigallokatechin a jejich estery s kyselinou galovou. Nachazeji se v ¢aji. Nalev ze zeleného
Caje obsahuje kolem 1g katechint/lI-napoje. Dalsi zdroje jsou Cervené vino (270 mg/l) a

¢okolada (Trna, Taborska, 2002).

Obr. 8: Vzorec katechinu

HO
. OH
HO 0 S

HO

2.2.2.1.1 Kvercetin

Flavonol kvercetin (obr. 13) je dominantni flavonoid ve vyzivé ¢loveéka. Kvercetin se
nachazi ve vysokych koncentracich v bézné pfijimanych potravinach jako je cibule
(300 mg/kg &erstvé vahy), jablko (21-72 mg/kg), kapusta (100 mg/kg), &ervené vino

(4-16 mg/l) a zeleny a Cerny ¢aj (10-25 mg/l). V téchto zdrojich se nachazi ve formé volné,
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jednak  vazan  scukernymi  jednotkami, napf. jako  kvercetin-3-O-glukosid,
kvercetin-4°-O-glukosid,  kvercetin-3-O-rhamnosid  (Trna, Taborska, 2002). Rutin
(kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) je soucasti 1ékti pouzivanych jako venofarmaka. Snizuje
permeabilitu a fragilitu kapilar (Trna, Taborska, 2002).

Kvercetin je jednim ze skupiny vice nez 4000 pfirozené se vyskytujicich rostlinnych
fenolickych latek, jejichz izolace a biologické identifikace byly nejprve popsané Szent-

Gyorgyi v roce 1936 (Harborne, 1986b).

2.2.2.1.1.1 Vlastnosti kvercetinu

Laboratorni vysledky poukazaly na vyznamné vyssi poskozeni DNA a také na vyssi
mnozivost ¢i narust jadérek (micronucleus) v kostni dieni mysi (de Silva, 2002). Genotoxicita
kvercetinu byla vysvétlena jako diisledek vzniku reaktivnich forem kysliku (Sahu a Gray,
1996). Kvercetin a dalsi fenolické slou¢eniny podléhaji auto-oxidaci, ktera vede ke vzniku
superoxidu, coz mize vést ke vzniku H;0, (Gaspar et al., 1993) a néaslednému poskozeni
DNA. Toto poskozeni DNA bylo zjisténo jen pii vysokych davkéach kvercetinu, ktery neni

navazan na zadnou jinou latku a jedna se o tzv. volny kvercetin (Anderson et al., 1994).

Obr. 9: Vzorec kvercetinu

HO

HO ] .

OH
OH Q0

2.2.2.1.2 Rutin

Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) je nejznaméjsim glykosidem odvozenym od
kvercetinu. Ten ma pozitivni vliv na pruznost cévnich stén a snizuje jejich kiehkost. Proto se

rutin pouziva k 1€¢bé zilnych onemocnéni. Stejné jako ostatni flavonoidy, rutin ma piiznivy
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ucinek na hypertenzi a arteriosklerézu kvili svym intenzivnim antioxidaénim schopnostem
(Santos et al, 1999). Vyznamna mnozstvi rutinu lze nalézt pouze v omezeném mnozstvi
rostlin napt. jerlin japonsky (Sophora japonica L.), routa vonna (Ruta graveolens L.) a kapara
trnita (Capparis spinosa L.), ale nejdalezitéjSim mistnim zdrojem rutinu je pohanka seta
(Fagopyrum esculentum Moench) (Lachman et al, 2000). Rutin ma dalsi cenné vlastnosti,
jako je naptiklad zvySeny ucinek na imunitni systém, zvySeni pruznosti u cévnich stén,
regulace srazeni krve a regulace mnozstvi cholesterolu v krvi (Si-quan Li, Zhang 2001;
Holasova et al 2002) (Dadakova, Kalinova 2010).

Obr. 10: Vzorec rutinu

OH
.// ‘
HO © X
o HO OH o
HO O ©
0
H4C
HO N
HO
OH

2.2.2.1.2.1 Vlastnosti rutinu

Pti pokusu na mysich se testoval rutin v riznych davkach. Bylo prokazéano, ze nedoslo
k nartistu jadérek (mikronukleus) v kostni dieni a ani nedoslo k poskozeni DNA u danych
subjektt. Jen u davky 2x1250 mg/kg doslo k vyznamné vysSimu poskozeni. V duchu téchto
zaveéru se rutin ukazuje jako sloucenina s negativnim charakterem vychazejici z jeho
mutagenity (de Silva, 2002).

Tento nedostatek mohou eliminovat pfirodni flavonoidy, které jsou pfitomny
Vv glykosylované formé a které jsou pravdépodobné nepiimo absorbovany (Manach et al.,
1995). Jejich absorbce je zdvisla na plsobeni travicich glykosiddzach. Jiz diive bylo
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prokdzéano, Ze rutin mtize byt hydrolyzovan na sviij aglykon kvercetin v mikroflote hlodavct
(Brown a Dietrich, 1979). Zatim je, ale nejasné v jakém rozsahu je aglykon uvolnén
mikrobialnimi glykosiddazami, aby mohl byt absorbovan v dolni ¢asti stfeva pfed tim, nez je

dale degradovan do nemutagenni aromatické kyseliny a CO, (Crebelli et al., 1987).

2.2.2.2 Flavanony

Flavanony jsou také nazyvany ,citrusové“ flavonoidy. Jsou to latky typicky se
vyskytujici v pomerancich a grapefruitech. K hlavnim se fadi naringenin, hesperetin (obr. 14)
a jejich glykosidy (Trna, Taborska, 2002).

Obr. 11: Vzorec hesperetinu
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2.2.2.3 Proantokyanidiny

Proantokyanidiny (obr. 12) jsou polymerni flavanoly. Jsou pfitomny v rostlinach jako
komplexni smési polymert s primérnym stupném polymerace 4-11. Vyskytuji se také vazany
esterové s kyselinou galovou nebo ve formé dvojité spojenych dimert. Jejich struktura je
velmi slozita, presto ale v posledni dobé dochazi ve vyzkumu téchto latek k strmému rozvoji
Vv souvislosti se zdokonalovanim separacnich a identifika¢nich metod. BéZnym zdrojem jsou

jablka, hruSky, hrozny, ¢ervené vino, ¢aj, Cokolada a kakao (Trna, Téborska, 2002).
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2.2.2.4 Antokyanidiny

Antokyanidiny jsou ¢ervena barviva napf. v tfeSnich, Svestkach, rybizu. Obsah kolisa
v rozmezi 0,15-4,5 mg/g Cerstvého ovoce. Primérny obsah ve vinu se udava 26 mg/l
(Trna, Taborska, 2002).

Obr. 12: Vzorce antokyanidint

a) Proantokyanidin A b) Antokyanidin
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2.2.2.5 Isoflavonoidy
Mezi isoflavonoidy patii pfedevsim isoflavony daidzein a genistein (obr. 13). Nachazi
se hlavné v lusténinach, vydatnym zdrojem je soja (1-3mg/g) a veSkeré produkty z ni.

Pramérny piijem v Japonsku je 30—40 mg/den, zatimco v Evropé jen 1-9 mg/den (Trna,
Taborska, 2002).

Obr. 13: Vzorec genisteinu

HO O
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2.2.2.6 Stilbeny

Tato zvlastni skupina polyfenold by méla byt zminéna zvlasté kvuli
tzv. Francouzskému paradoxu, ktery je vysvétlen dale. V rostlinné fiSi nemaji stilbeny takové
zastoupeni, ale jeden z nich se stal ptesto velice zajimavym a to resveratrol. V jedné oblasti ve
Francii byl zjistén nizky vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni a tato skuteCnost byla
vysvétlena zvySenou konzumaci Cerveného vina, za jehoz ucinnou slozku byl povazovan
resveratrol. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace resveratrolu ve vét§ing vin je podstatné nizsi ve
srovnani s ostatnimi polyfenoly, zdd se byt jeho pfispévek k antioxida¢nim vlastnostem
cerveného vina nevyznamny. Je mu vSak vénovana pozornost kvili moznym

antikancerogennim u¢inkdm (Trna, Taborska, 2002).

Obr. 14: VVzorec resveratrolu
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HO
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2.2.2.7 Vyskyt polyfenolii v urcitych typech potravin

Tabulka 1: Orienta¢ni obsah polyfenoll v bézné konzumovaném mnozstvi nékterych

potravin a napoju.

Potravina MnoZzstvi Obsah Polyfenoli Hlavni

potraviny HPLC Folinovo ¢inidlo® | polyfenoly
Brambory 200 g 30 mg 60 mg chlorogenova k.
Rajcata 100 g 10 mg 40 mg fenolova k.
Jablka 200¢ 240 mg 460 mg proantokyanidiny
Visné 50¢g 280 mg 280 mg" antokyanidiny
Pienitna mouka 100 g 75 mg 75 mg° ferulova k.
Horka ¢okolada 209 100 mg 170 mg proantokyanidiny
Cervené vino 100 ml 100 mg 200 mg proantokyanidiny
Kava 200 ml 150 mg 180 mg chlorogenova k.
Cerny ¢aj 200 ml 140 mg 200 mg katechiny

% Stanoveno spektrofotometricky pomoci Folinova ¢inidla na zikladé redukénich
vlastnosti polyfenolli. Obsahy polyfenolli jsou nadhodnoceny u vzorkdl obsahujicich
askorbovou kyselinu, ptipadné jiné redukujici latky, napft. sificitany (vino).

® Hodnoty stanovené pomoci Folinova ¢inidla chybi, proto jsou nahrazeny hodnotami

ziskanymi pomoci HPLC (Slanina, Téborska, 2004).
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2.2.3 Vlastnosti

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny, které nemohou byt syntetizovany
Vv zivoc¢isném organismu. Nicméné jsou Siroce rozsifeny V rostlinach jako ochranné latky proti
skodlivym vnégjsim vlivam (Volf, Andrs, 2008).
Zvitata a lidé nejsou schopni syntetizovat aromatické slouceniny s benzenovymi cykly
z alifatickych prekurzord. Z tohoto diivodu jsou zavisli na exogenni stravé a ptijmu z rostlin,
které je obsahuji (Volf, Andrs, 2008).
V anglosaské literatuie jsou flavonoidy znamé jako piirodni latky, které se vyskytuji
V potrave, a ¢lovek je nedokaze syntetizovat, ackoli mizou byt podle definice zatazeny do
skupin vitamina (Linder, 1991). Z mnoha polyfenolickych latek je pouze jedna latka
Vv soucasné dob¢ pfijimana jako vitamin, a to vitamin E. V némecké literatuie se flavonoidy
oznacuji jako sekundarni rostlinné latky (Hésing et al, 1999).
Hlavni znamé Gcinky flavonoidi:
1) inhibice peroxidace lipida (LPO)
2) cisténi od kyslikovych radikalt
3) vazani a inaktivace pro-oxida¢nich kovu jako Fe a Cu
Nejcastéji  se  vyskytujici pfirodni flavonoidy maji vétSinou antialergické,
Antioxidac¢ni ucinek ovliviiuje tvorbu radikalti i neptfimo aktivaci nebo deaktivaci
antioxidacnich enzymu podilejicich se na vzniku riznych radikald. Jejich antioxidaéni aktivita
vychazi ze schopnosti vytvafet chelatové vazby s Zelezem a S jinymi redox-aktivnimi a
elektron-ptechodnymi kovy, kvili velkému mnozstvi hydroxylovych skupin (-OH) v jejich
molekule (Puodziunene et al, 2009).
prostaglandint a leukotrient (Puodziunene et al, 2009).
Podileji se na aktivaci nékolika typti bunck, a to basofildi, neutrofilli, eosinofild,
T- a B- lymfocytid, makrofagu atd. (Puodziunene et al, 2009).
Flavonoidy jsou také znamé svymi mocopudnymi vlastnostmi. Mocopudny efekt byl
pozorovan u kvercetinu, kempferolu, morinu, rutinu aj. (Puodziunene et al, 2009).
Zaroven pusobi na rGzné transdukéni, signalni cesty v buiice a ovliviluji tak

napf. extraceluldrni signal regulujici kindzy nebo jiné transkripéni faktory. Je znamo
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i fyziologické pusobeni flavonoidi, jejich ovliviiovani kardiovaskularnich chorob nebo
nadort, ¢i jejich vliv na neurologické nemoci (Hertog et al. 1995).

Cervené vino je povazovano za G&inny zdroj flavonoid. Jeho pravidelné uZivani
v malych davkach by mohlo snizit kardiovaskularni choroby az o 40 % diky jeho
antioxida¢nim vlastnostem (Hertog et al. 1995).

Flavonoidy, napt. extrakt ginkgo biloby, se rovnéZz mohou podilet na 1é¢bé nebo
prevenci ruznych neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba, Huntingtonova choroba aj.) ve smyslu neuroprotektivni ochrany. To je dano jejich
konven¢nimi antioxida¢nimi schopnostmi, tj. schopnosti reagovat piednostné s oxida¢nimi
¢inidly nebo ovlivnénim napt. signalni kaskady bunky, ovlivnénim exprese genu a potlaceni
cest vedoucich k zaniku neuront (Volf, Andrs, 2008).

Prevladd nazor, Ze flavonoidy jsou netoxické, absorbovatelné¢ a biologicky aktivni
V zivém organismu, zabranuji Sifeni volnych radikald, které jsou Skodlivé pro buiiky a LPO a
které ptimo souvisi se starnutim bun¢k a chronickymi onemocnénimi, jako je arterioskleroza

(Cook, Samman. 1996).
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2.3 Distribuce a funkce flavonoida v rostlinach

V cévnatych rostlinach bylo identifikovano pies 4000 druhti flavonoidt. Toto ¢islo
U rznych druht kolisé v disledku riistovych zmén, zralosti rostliny a v zavislosti na dalSich
podminkach. V souvislosti s obsahem flavonoidi byl prozkouman zatim jen maly pocet
rostlin. Proto neni jasné, jaké mnozstvi flavonoidii je konzumovano ¢lovékem. Flavonoidy
byly produkovany rostlinami, které se tak vyvinuly, aby se chrénily pfed houbovitymi
parazity, bylozravci, patogeny a oxidacnim bunénym zranénim. Flavonoidy vSak nasledné
zaCaly byt zdrojem podnéti napomahajicich opylovani a zacaly fungovat jako atraktanty
hmyzu, které¢ jej pfivadéji ke zdrojim potravy. Jako piiklad mizeme uvést antokyany
produkujici rizové, cervené, fialové a modré barvy kvétin, plodi a zeleniny
(Cook, Samman, 1996).

26



3 Zkoumané vzorky a jejich charakteristika

3.1 Rod Laskavec (Amaranthus Sp.) — ¢eled’: laskavcovité

(Amaranthacae)

3.1.1 Charakteristika druhu

Jsou vétSinou jednoleté byliny s vice kambialnimi kruhy ve stonku; listy jsou
jednoduché, rapikaté, Casto srstnaté. Kvéty jsou drobné, oboupohlavné nebo jednopohlavné,
anemofilni; okvéti je suchomazdiité, zpravidla péticetné¢ (redukovany kvét), se stejnym
poctem tycCinek jako okvétnich platkd. Plod je blanitd tobolka nebo nazka. V slozitych
bohatych latovitych kvétenstvich jsou Stétinovité, nékdy napadné zbarvené listeny.
Metabolismus laskavcovitych je nespecializovany. K laskavcovitym patii mnoho druhd
ruderalnich, kosmopoliticky rozsifenych. Laskavcovité jsou rozsifeny hlavné v tropech. U nés
rostou na rumistich a jako polni plevele, hlavné v teplejSich oblastech. Né&které cizi se péstuji

jako okrasné (Vancurova et al, 1966).

3.1.2 Vyuziti

Semena laskavce se vyuziva k pfimé konzumaci, je soucasti mnoha potravinarskych
vyrobkll a nachazi uplatnéni také v krmivaistvi. Semena se pouzivaji jako ingredience
predevsim pti vyrobé ruznych pekatskych vyrobku, téstovin, détské vyzivy, instantnich
napoji. Laskavec je vhodny pro bezlepkovou dietu. Amarantové zrmo md, v porovnani s
ostatnimi obilovinami, vysoky obsah dusikatych latek. Bilkoviny maji vy$si biologickou
hodnotu, obsahuji vétSi mnoZstvi lysinu a sirnych aminokyselin. Tuk je sloZen pievazné z
nenasycenych mastnych kyselin. Soucasti tukové slozky je skvalen, ktery plsobi jako
antioxidant, dale také obsahuje rutin, ktery taktéz patiéi mezi antioxidanty. Ma i vyssi obsah
vapniku a zeleza. Z vitaminQ obsahuji zrna vét§i mnoZzstvi riboflavinu a vitaminu E (Barba de

la Rosa et al., 2009).
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3.1.3 Druhy

3.1.3.1 Laskavec ¢ervenoklasy (Amaranthus hypochondriacus)

Roste u nas jako plevel na rumistich, u cest a na polich. Lodyha dosahuje vysky az
pfes 2 metry. Rapikaté, stiidavé listy jsou kopinaté, celokrajné a Gasto tmavonachové
zbarveny. Kvétenstvim je lata slozena z klasti a plodem tobolka. Jako hospodaiska plodina je

péstovan zvlasté ve Vychodni Indii (Mackt a Krejéa, 1988).

3.1.3.2 Laskavec krvavy (Amaranthus cruentus)

Jednolety druh s ptimou, lysou az utle pyfitou lodyhou. Ma vej¢ité aZ vejcitokopinaté
listy a kvétenstvim je lata slozend z klasti. Pochazi z Vychodni Indie a kvete v letnich

meésicich (Macku a Krejca, 1988).

Obr. 15: Laskavec (Amaranthus)
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3.2 Pohanka seta (Fagopyrum esculentum moench) — celed’:

Rdesnovité (Polygonacae)

3.2.1 Charakteristika

Je jednoletd bylina az 70 cm vysoka, Stavnata, s vétvenymi nacervenalymi lodyhami
a srdcit¢ hralovitymi az stfelovitymi listy. Kvéty v chocholi¢natych latach vyrtstaji v uzlabi
listi. Kvéty jsou nartizovélé nebo bil€, fidceji cervené; maji jednoduché peticetné okvéti a 8
tyCinek stfidajicich se s medniky. Pestik ma 3 hlavickovité blizny, plod je trojboka nazka,
zpravidla tmavohnéda, s hladkymi hranami (Vanc¢urova et al, 1966).

Kvéty maji zajimavou stavbu: pocet tyCinek neodpovidd poctu okvétnich listki.
V kvétech je patrnd heterostylie a bylo zjisténo, Ze blizny kratko¢néle¢nych kvétd jsou
oplozeny pylem kvéti dlouhocnélaénych a opacné. Pii opyleni z kvétu téhoz typu vznika
méné plodu; jesté nizsi plodnost je pii opyleni pylem z vlastniho kvétu (Vancurova et al,

1966).

3.2.2 Vyuziti

Pohanka se péstuje jako picnina i jako obilnina; semena se zpracovavaji na kroupy
a krupici. Mouka z pohanky se pouziva pfi vyrobé cokolady. Jako picnina ma dobrou
vyzivovou hodnotu, ale je-li zkrmovéna vyhradné (bez pfimési), zvlasté¢ v dobé kvétu, mize
zpusobit onemocnéni zvané fagopyrismus (Vanéurova et al, 1966).

Pohanka ma kratkou vegeta¢ni dobu (1012 tydni), a proto ji lze péstovat i ve vyssich
polohéch; v teplejSich polohach se péstuje jako strniskova plodina po obili nebo fepce. Roste
i na chudych pudach, na pis€itych 1épe nez na vapencovitych a slinovitych. Lze ji péstovat
i na raselinnych pudach. Jako picnina se sklizi bud’ na zeleno, nebo az v dob¢& zralosti. Za
zelena v dobé kvétu ma krmnou hodnotu stejnou jako kukufice. Pohanka je také kvalitni
medonosna rostlina. U nds se v sou¢asné dobé malo péstuje, a¢ diive bylo péstovani bézné

(Vancurova et al, 1966).
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Obr. 16: Pohanka seta (Fagopyrum esculentum moench)

3.3 Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) — ¢eled’: Bezovité (Sambucacae)

3.3.1 Charakteristika

Je statny ket se silnymi hranatymi vétvemi s tlustou dfeni tzv. bezovou dusi,
S napadnymi lenticelami v ktfe. Kvétenstvi jsou bohatd, slozend znékolika ramennych
vrcholikll, plody ¢erné peckovice. Cela rostlina charakteristicky pachne, obsahuje koniin.
Kvéty a plody se pouzivaji v 1ékafstvi, plody téZz k aromatizovani octa. Bez ¢erny roste na
lesnich okrajich a na pasekach jako bufen, v luznich hajich a kolem lidskych obydli, kde je
péstovan nebo se samovoln¢ rozsifuje. V zahradnické kultufe se uplatituji vzristové a listové
formy. Ma lichozpetené listy. V pletivu se nachazeji nadrzky se silicemi (Vancurova et al,
1966).

3.3.2 Vyuziti

Jako 1éCiva cast se pouziva kvétenstvi. Obsahuje velké mnozstvi rutinu a chlorogenové
kyseliny. Rutin pisobi pfiznivé na sténu Zil a vlaseCnic a zvySuje jejich odolnost vici
lamavosti. U chlorogenové kyseliny byla objevena vyrazna protinadorova aktivita a vyrazné
antioxida¢ni ucinky (Randuska et al., 1983). Bez Cerny je oblibenou a tradi¢ni lé¢ivkou
zafazenou do Ceského lékopisu (Cesky lékopis, 1997).
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Obr. 17: Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)
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4 Fyziologie traveni a vstiebavani

Ptijem potravy ze zevniho prostiedi je nezbytny pro udrzovani zivotnich funkci. Zevni

prostfedi je zdrojem mineralnich latek, zivin a dalSich latek a je také mistem, kam jsou

odstrannovany produkty metabolismu. Organy, které se podileji na pfipravé potravy

Kk pfeneseni (vstiebavani) do krve, lymfy a na vlastnim vstfebavani, jsou soucasti traviciho

ustroji. Travici systém je ve velmi zjednoduSené ptedstavé trubici prochazejici télem, tedy

traktem. Je rozdélen na urcité prostory, jimiz musi potrava projit, a zbytky jsou vylouceny

mimo télo. Tyto prostory lze pro zjednoduseni dé€lit na tii ¢asti (Kittnar et al, 2011):

1)
2)
3)
4)

horni (Usta, jicen, zaludek) gastrointestinalni trakt (GIT),

stiedni (tenké sttevo) GIT,

dolni (tlusté stfevo) GIT.

Jako ctvrta ¢ast jsou uvadény akcesorni organy podilejici se na funkci
GIT, ale lezi mimo vlastni travici trubici — slinné zlazy, jatra a slinivka

bfisni.

4.1 GIT (gastrointestinalni trakt)

GIT ma tyto hlavni tkoly:
1) mechanické a chemické zpracovani potravy — traveni
2) prestup selektovanych latek sténou GIT — vstiebavani
3) vyrovnavani narazovitého piijmu potravy — skladovani
4) vlastni imunitni systém a traveni likviduji mikroorganismy a rozrusuje
se antigenni struktura latek — ochrana
5) pfi zpracovani a vstifebavani potravy uvolituje endokrinng aktivni latky

Pro ucel mé diplomové prace se budeme zajimat jen o horni Cast (Usta, jicen, Zaludek)
GIT (Kittnar et al, 2011).

V hornich ¢éastech GIT (usta a zaludek) se potrava mechanicky rozméliuje a

rozpoustéji se zde nekteré jeji soucasti. Enzymatické St€peni potravy by mohlo zacinat jiz
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Vv astech, sousta Vv nich vSak jsou obvykle velmi kratce, a proto nejvétsi ¢ast chemického
Stépeni Skrobli a-amylasou slin probéhne az v zaludku. Po promiseni se zalude¢nim obsahem
zde pusobi silnd kyselina chlorovodikovad, kterd ukonc¢i Stépeni Skrobt (pH az okolo 1)
a rozbiha se intenzivni enzymaticky rozklad bilkovin pepsinem, pokracujici v tenkém steveé
skladbou jinych enzymu (Kittnar et al, 2011).

Cinnost GIT je fizena nervové (parasympatikem), humoralné (hlavné hormony
produkované v travicim traktu) a pfimym mechanickym a chemickym piisobenim obsahu

(Kittnar et al, 2011).

4.2 Traveni v ustech

Usta jsou mistem, kde se potrava dostava do prvniho kontaktu s travicim traktem.
Probiha zde hrubé mechanické zpracovani (zvykani) a zaroven je chuti, ¢ichem a dotykem
ziskdvana informace o jejich kvalitach. Tato informace na jedné strané slouzi pro ptipravu
dalSich casti traviciho systému na pfijem a dal$i zpracovani piijatych latek a na stran¢ druhé
miuize zabranit polknuti a spustit i ochranné mechanismy vcetné zvraceni (Kittnar et al, 2011).

Mechanické zpracovani potravy spo¢iva v jejim rozméliiovani pomoci zubi a jazyka a
tvorbé soust, ktera jsou obalovana do ochranné vrstvy mucinu. Potrava se zde Céastecné

rozpousti ve slinach a za¢ina vyrovnavani jeji teploty s teplotou téla (Kittnar et al, 2011).

4.3 Sliny

Sliny jsou produktem tii part velkych slinnych Zlaz a mnozstvi drobnych Zlazek
rozesetych po celych ustech. Jsou vyznamné pro spravnou funkci dutiny Ustni, jicnu a
zaludku. Jejich sekrece je stala (bazalni sekrece: cca 0,7 ml/min); maze vSak vyrazné
stoupnout (vyvolana sekrece: maximaln¢ 4-7 ml/min). Pfi nedostatku vody tvorba slin klesa a
vysychaji usta a hitan. To pfispiva k pocitu zizn&. Zizef je dilezitym signalem, ktery spousti
chovani zajistujici rovnovaznou bilanci tekutin v téle — piti (Kittnar et al, 2011).

Primérné se tvoii do 2 litrt slin za den. Jejich pH je pfiblizné neutralni. V porovnani
S plazmou maji sliny niz8i osmoticky tlak — jsou hypotonické. Obsahuji cca 99, 4 % vody,
organické latky (mucin, a-amylasu, lysozym, imunoglobulin A) a anorganické latky ( HCOs,

I, K', CI, Na', Ca2+, fosfaty, mald mnozstvi dalSich latek). Sliny vylucované pti bazalni
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sekreci maji vys§i obsah drasliku a fosforu a jsou vuéi plazmé hypotonické (Kittnar et al,
2011).
a) mechanismus sekre¢ni, je unavitelny (del$i nez 20—40 min. vede
ke snizovani obsahu bilkovin, pozd¢ji fosforu a nakonec i drasliku a
slozeni slin se pak blizi slozeni plazmy)

b) mechanismus filtra¢ni je neunavitelny, vyuziva prokrveni zlaz.

4.3.1 Slinné Zlazy:

1) Zlazy podjazykové vymésuiji slinu vazkou, bohatou na mucin —
oznacovany jako zlazy mucindzni.

2) V piiusnich zldzach se tvoii sliny fidké — serézni s vét§Sim obsahem
enzymu a-amylasy, ktery $tépi Skroby, dokud neni inaktivovan kyselym

zalude¢nim obsahem.

3) Podcelistni zlazy jsou smiSené — seromuciozni.
4) Sekret malych Zlazek obsahuje hlavné mucin.
4.4 Jicen

Pti manometrickém méfeni tlaku v jednotlivych ¢astech jicnu v klidu, bylo zjisténo, Ze
na jeho pocatku a konci je vyssi tlak nez ve zbyvajici ¢asti, kde se blizi nule. Mista vysSiho
tlaku odpovidaji anatomické lokalizaci horniho esofagedlniho svérate (HES) a dolniho
esofagealniho svérace (DES). HES je tvofen pfevazné zesilenim pti¢né pruhované svaloviny a

DES je tvofen hladkou svalovinou a neni anatomicky lokalizovany (Kittnar et al, 2011).

4.5 Zaludek

Zaludek je vakovity organ, kde je potrava skladovana, mechanicky zpracovana a
travena; vstfebavani je minimalni. Vstup do zaludku je ovladan DES a také anatomickym
uspotfadanim jeho kardialni oblasti (Kittnar et al, 2011).

Sliznice je kryta cylindrickym epitelem s Cetnymi charakteristickymi bunkami

produkujici mucin (Kittnar et al, 2011).
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4.5.1 Sliznice zaludku:

1) Tubularni zlazy — tam, kde vystupuji, se povrchovy epitel sliznice méni
na tzv. buniky kréku s mensim obsahem mucinu (sekretuji smés
mukoproteint, HCO® a jeden typ pepsinogenil).

2) V samotnych tubularnich zldzach jsou bunky parietalni (eozinofilni;

produkce HCI) a hlavni (produkujici pepsinogen).

4.5.2 Zaludeéni sekrece

Zaludek vytvoii v tubularnich Zlazach sliznice za den 2-3 litry §tavy s nizkym pH,
proteolytickymi enzymy a mucin. Soucasti zaludecni §tavy jsou produkovany riznymi
bunkami. Pro zménu sekrece je hlavnim signalem slozeni zalude¢niho obsahu. Jsou-li
Vv trdveniné bilkoviny ve vEétSim mnozstvi, uvolni Zaludek gastrin a ten zhruba umérné
mnozstvi pfitomného proteinu zvysi produkci HCI. Cukry a tuky pH Zaludku neméni (Kittnar
et al, 2011).

V pomérné malé kardialni ¢asti zaludku jsou bohaté vétvené tubularni zlazy. Fundus a
télo predstavuji % Zaludku. Jsou zde jen lehce stocené Zlazky, ve kterych jsou mucindzni
buiiky produkujici mucin, buniky hlavni (pepsinogeny) a bunky parietalni (kryci), tvotici HCL
Pyloricka oblast (15-20 % zaludku) obsahuje jednoduché tubularni zlazy tvofici hlavné hlen.
Jsou zde 1 buiky G tvofici gastrin. Ve sliznici vSech tii oblasti jsou mucindzni bunky,

sekrenujici smé&s mukoproteind, HCOj3™ a jeden typ pepsinogenu (Kittnar et al, 2011).

4.5.3 Tvorba a sekrece HCI

Rychlost sekrece ovliviiuje iontové slozeni zalude&nich §tavy. Cim je vyssi, tim vyssi
je obsah H*, pfi niz8i rychlosti jej nahrazuje Na®. Koncentrace K je zde vzdy vyssi nez
V plazm¢. Hlavnim aniontem je zde CI. Pii vysokych rychlostech se stava podoba
izotonickému roztoku HCI a pfi nizkych rychlostech je spiSe hypotonicka. Pti bazalni sekreci
je tvofeno 2 mmol HCl/h., pfi maximalni 50 mmol HCl/h. Kofein a aminokyseliny
pravdépodobné pisobi na G- nebo parietalni buiiky a zvysuji sekreci HCI 1 v obdobi, kdy je
zpétnévazebné tlumen nizkym pH (Kittnar et al, 2011).
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4.5.3.1 Kyselina chlorovodikova:

1) je tvofena parietalnimi buitkami,
2) konvertuje pepsinogeny na pepsin a tim je aktivuje,
3) zajistuje kyselé pH, které je optimalni pro ¢innost pepsint,
4) zajistuje kyselé pH, které chrani nékteré vitaminy (napi. C),
5) zabiji vétsinu spolykanych bakterii,
6) prevadi tézko rozpustny CaCO3 na rozpustny CaCly,
7) pomaha redukei Fe** na vstiebatelny Fe?*, kterou udrZuje v roztoku,
8) koaguluje bilkoviny (poruseni jejich prostorového uspotadani), coz
usnadiiuje jejich enzymaticky rozklad.
4.5.4 Pepsiny

Pepsiny jsou endopeptidazy tvoiené a vylucované hlavnimi buitkami v podob& smési

neaktivnich proenzymt — pepsinogeni. Pepsinogeny se v kyselém prostiedi autokatalyticky

pfeménuji na pepsiny. Optimalni pH pro jejich funkci se pohybuje mezi 1,8-3,5. Pokud pH

stoupne nad 5, jejich proteolytickd aktivita rychle klesa, a je-li pH dokonce zasadité, jsou

dokonce ireverzibiln¢ inaktivovany. Pepsiny mohou rozlozit pfiblizné 20 % proteini bézné

potravy (Kittnar et al, 2011).

455 Hlen

Viskézni a lepkavé sekrety obsahujici glykoprotein mucin jsou souhrnné oznacovany

jako hlen. Vazky hlen vytvafi nad povrchem sliznice vrstvu asi 0,6 mm silnou, kterd chrani

sliznici pfed mechanickymi a chemickymi G¢inky Zaludeéniho obsahu (Kittnar et al, 2011).
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5 Analytické metody

Pro analyzu flavonoidl se nejcastéji pouziva kapilarni zénova elektroforéza (CZE) ¢i
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), které¢ dokdzou provést separaci podobnych

sloucenin.

Flavonoidy jsou skupinou mnoha latek a lze fici, Ze v pfirodnich materidlech se budou
vyskytovat v riznych smésich. Stanoveni vSech jednotlivych slozek by bylo velice obtizné.
Naproti tomu flavonoidy obsahuji jen nékolik typti aglykonii. Nejvice rozsifen je kvercetin.
Nejlepsi metodou je prevedeni glykosidii na aglykony kyselou hydrolyzou. Poté je mozné
izolovat aglykony z roztoku metodou SPE na kolonce s naplni RP-18 a jejich naslednou eluci
¢istym methanolem. Mnozstvi aglykonti vyjadiuje celkovy obsah této latky ve vSech formach

vyskytu v daném materidlu (Dadakova et al, 2001).

5.1 Elektroforéza

Zatizeni pro klasickou elektroforézu se skladd ze dvou elektrod umisténych do
rezervoaru elektrolytu (obvykle tlumivého roztoku). Oba rezervoary jsou vodivé spojeny
vhodnym médiem napusténym elektrolytem. Cely systém je uzavien ve schrance, aby

nedochazelo k odparu roztoku elektrolytu z porézniho média (Drbal a Kiizek, 1999).

Volba elektrolytu i porézniho média zavisi na charakteru separovanych latek. Jako
médium se pouziva specialni filtracni papir napojeny elektrolytem nebo sklenénd deska
s vrstvou celulosy ¢i gelu. Vodivé spojeni mezi katodou a anodou zajistuje konstantni
intenzitu elektrického pole v celém systému. Schéma zatizeni pro elektroforézu je uvedeno na

obr. €. 18 (Drbal a Ktizek, 1999).
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Obr. 18: zatizeni pro elektroforézu
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Do stiedu papiru ¢i gelu se davkuje malé mnozstvi vzorku ve formé tecky ¢&i carky
kolmé na smér pohybu iontl. Na svorky se pfipojuje napéti obvykle velikosti stovek volta.
Kationty a anionty se daji do pohybu opa¢nymi sméry rtiznou rychlosti a rozdéli se na
oddé¢lené skvrny ¢i zony. Detekce se provadi obdobné jako v TLC chromatografii (Drbal a
Kiizek, 1999).

5.1.1 Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE)

Pii kapilarni zonové elektroforéze jsou rezervoary s tlumivym roztokem propojeny
kapilarou vyplnénou rovnéz tlumivym roztokem. Fakt, Ze separace probihd v uzaviené tenké
kapilafe, ud€luje elektroforéze vtomto provedeni kvalitativné zcela nové vlastnosti.
V kapilarni zonové elektroforéze 1ze pouzivat stejné kapildry s jakymi pracuje kapilarni
plynova chromatografie. Bézné kapilary maji vnitini primér 25-75 um a jejich povrch neni
nijak upravovan. Kapilary jsou vyrobeny ze syntetického kiemene a pied mechanickym

poskozenim jsou chranény polyiminovym pokryvem (Drbal a KtiZzek, 1999).
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5.1.2 Specifika kapilarni zonové elektroforézy

Hlavni vyhodou elektroforézy v kapilarnim provedeni je moznost zvySovat svorkové
napéti pristroje az k hodnotam 30 kV. U bézné elektroforézy by pfi takovychto hodnotach
napéti doslo k znaénému ohfevu tlumivého roztoku. Nésledné zvyseni difuze a turbulence
V roztoku by analyzy zcela znehodnotilo. V kapilarni zonové elektroforéze je vsak i pfi téchto
hodnotach vlozeného napéti generované teplo odvedeno sténou kapilary do okolniho

termostatovaného prostoru (Drbal a Kiizek, 1999).

Dalsi vyznamnou vlastnosti kiemennych kapilar je existence elektroosmotického toku
kapaliny (pufru) kapilarou. Vnitini kapilarni povrch se chova jako slabé zasadity katex

(Drbal a Ktizek, 1999).

Obr 19: Vnitini kapilarni povrch
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Pii pH > 2 dochazi k riistu pH K stéle vyznamnéj$imu nahrazovani H' iontl na vnitini
Kapilarnim povrchu za jiné (nejéastéji Na') ionty, které jsou bé&znou slozkou tlumivého
roztoku. Kationty Na* migruji ke katodé a vzhledem ke své hydrataci strhavaji s sebou roztok
v kapilafe. Proudéni kapaliny kapildrou vyvolanému timto jevem fikame elektroosmoticky
tok. Tento tok je pii pH = 2 téméf nulovy, svzristem pH se zvySuje. Regulace
elektroosmotického toku je jednim z dulezitych klict k uspésné separaci (Drbal a Kiizek,

1999).

V béznych elektroforetickych systémech je ve srovnani s rychlosti béznych ionth
rychlost elektroosmotického toku dominantni. Jak kationty, tak anionty jsou tedy b&éhem
analyzy unasSeny ke katod¢, nebot’ vysledna rychlost pohybu anionti i kationti je dana
vektorovym souctem jejich migracnich rychlosti a rychlosti pohybu elektroosmotického toku

obr. ¢. 20 (Drbal a Ktizek, 1999).
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Obr. 20: Migra¢ni poméry v kapilate
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EOT - elektroosmoticky tok, K* - kationty, A anionty

5.1.3 Separace metodou kapilarni zonové elektroforézy

Do kapilary je na jejim anodovém konci zaveden vzorek. Oba konce kapilary jsou
ponofeny do vhodného tlumivého roztoku a pifi 10-30 kV dochazi v kapilare
k elektroosmotickému toku, kterym jsou jak kationty, tak anionty transportovany smérem
k detektoru. Béhem této cesty vSak dochazi k jejich vzajemné separaci. O kvalité déleni
rozhoduje zejména délka kapilary, rychlost elektroosmotického toku, pohyblivost délenych
iontd, jez je u protolyti zavisla na pH roztoku a teploté, pfi niz separace probiha (Drbal a

Kiizek, 1999).

5.1.4 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC)

Pouzivd se k separaci elektroneutralnich latek. Pf1i MECC se rozpusti v tlumivém
roztoku povrchové aktivni latky v tzv. nadkritické koncentraci. Pfi této koncentraci dochéazi
v roztoku k tvorbé micel. Nenabité organické latky mohou interagovat s micelami. Zejména
polarita vazby rozhodne, jak dlouho se bude pfislusna slozka vzorku v hydrofobnim jadie
micely zdrzovat. K separaci tedy dochazi diky nestejné Cetnosti a mife interakce délenych

elektroneutralnich latek se systémem micel v tlumivém roztoku (Drbal a Ktizek, 1999).

5.1.5 Pristroje pro kapilarni zénovou elektroforézu

Analyzator pro CZE se sklada ze zdroje stabilizovaného vysokého napéti. Z n€ho jsou

vyvedeny dvé elektrody, kazd4a je umisténa do rezervoaru s tlumivym roztokem, jimz je
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vyplnéna 1 kapilara pfemost’ujici oba rezervoary (obr. 21). Délka kapilary se pohybuje
0d 15 cm do 100 cm. Pobliz katodového konce kapilary je odstranén jeji vnéjsi polyiminovy
pokryv v délce n€kolika milimetrt. Tim vznika na kapilafe okénko, kterym pficné prochazi

ultrafialové ¢i viditelné zareni ze zdroje kapilarou do detektoru (Drbal a Ktizek, 1999).

Obr. 21: Schéma kapilarni zéonové elektroforézy
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K - kapilara, Z - zdroj zafeni, D - detektor

5.1.6 Vyuziti kapilarni elektroforézy

Metoda CZE nachazi uplatnéni pfi separacich organickych kyselin, aminokyselin,
amint, cukrd, alkohold, fenoli, vitaminti, drog a mnohych dalSich, zvlasté organickych latek
(Drbal a Ktizek, 1999).

Stanoveni volného kvercetinu a glykosidi odvozenych od kvercetinu v kvétu, listech,
lodyze a nazkach v ptipad¢é pohanky bylo analyticky stanoveno metodou MECC. Nejvétsi
obsah rutinu byl objeven u obou typt pohanky: 99 400 mg/kg u pohanky obecné (Fagopyrum
esculentum), 108 000 mg/kg u pohanky tatarky (Fagopyrum tataricum). Volny kvercetin se
vyskytuje v kvétech a nazkach pohanky obecné (Fagopyrum esculentum), zatimco kvéty a
nazky pohanky tatarky (Fagopyrum tataricum) obsahovaly kvercetin (Dadakova, Kalinova,
2010).

Bylo prokazano, ze flavonoidy rutin a kvercetin hraji svou roli pfi u€incich skodlivych
volnych radikali u cirhotickych mysi. Pro pokus, ktery pojednava o zmeéné jejich DNA a
tudiz o Skodlivosti rutinu a kvercetinu v organismu, byly zvoleny tyto davky pro obé dvé
slouceniny: 2 x 2500 mg/kg, 2 x 1250 mg/kg a 2 x 625mg/kg (da Silva et al, 2002). K ovéieni
byla pouzita laboratorni technika ,,DNA comets® (zvana téz ,,single cell gell assay* — SCG),
coz je relativné jednoducha metoda sledovani poSkozeni DNA s mnohocetnymi aplikacemi,

jejiz podstatou je elektroforéza DNA lyzovanych bunék v tenké vrstvé agarézového gelu.
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Vyhodou je relativni rychlost metody, snadny postup a také nizké naklady. Jelikoz jsou
sledovany jednotlivé buiiky, staci k provedeni testu velmi malé mnozstvi bunék i testované
latky. Pro vysokou senzitivitu pfi méné rozsdhlém poSkozeni DNA je technika hojné
vyuzivana k odliSeni genotoxické a cytotoxické kancerogenity a jako zadkladni vySetieni
kancerogenity novych latek (Hruda, 2010). Dalsi ovéfujici laboratorni technikou byl
jadérkovy test kostni dfen¢, ktery prokazal, ze rutin nezptsobuje poskozeni DNA v kostni
dfeni, ale hlubsi rozbor pomoci SCG prokazal poskozeni pii davce 2 x 1250 mg/kg. Naopak u
kvercetinu bylo prokdzadno vyssi poSkozeni organismu pomoci metody SCG pii vSech

zminovanych davkach (de Silva, 2002).

5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny chromatografické zptisoby separace, kdy
je mobilni faze kapalna. S ohledem na experimentalni uspoiadani hovofime o kapalinové
chromatografii v otevieném systému (papirova a tenkovrstevna chromatografie) a
V uzavieném systému (dnes zejména vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC) (Drbal

a Kiizek, 1999).

5.2.1 Pristroje pro kapalinovou chromatografii

Mezi plynovym a kapalinovym chromatografem existuje jista podobnost. Mobilni faze
je pii isokratické eluci vedena ze zasobniku pies odplynova¢ do vysokotlakového Cerpadla,
pfi gradientové eluci se komponenty mobilni faze ptfivadéji do ze zasobniku do sméSovace,
kde se programové misi ve zvoleném poméru a teprve pak postupuji do Cerpadla. Odtud je
mobilni faze vedena pies tlumi¢ pulzii do kolony. Kolona byva obvykle vyrobena z nerez
oceli ¢i specidlniho skla a bezprostfedné za ni je pfipojen detektor a ten je spojen se zatizenim

pro registraci prub¢hu analyzy (Drbal a Ktizek, 1999).
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Obr. 22: Schéma isokratického kapalinového chromatografu
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5.2.2 Cerpadla u HPLC a davkovani vzorki

Bézné se u HPLC pracuje stlaky od 1 do 60 MPa, pii pritocich mobilni faze
vrozsahu od 0,1 do 10 ml.min?. V dnesni dob& se u HPLC vice pouzivaji kontinualné
pulzujici Cerpadla pistova ¢i membranova. Pii kazdém pohybu membrany ¢i pistu vpied
dochazi k vytlaceni malého objemu mobilni faze do systému. Pulzace je tlumena zafazenim
dalsiho cerpadla pracujiciho v opacné fazi a/nebo zatazenim tlumice pulzi (Drbal a Kiizek,
1999).

Nejvice prevazujicim zpisobem nastiiku vzorki je pouziti tzv. Sesticestného kohoutu
s davkovaci smyckou. Smycka o znamém konstantnim objemu se nejprve naplni vzorkem,
poté se kohout ptepne do druhé polohy, kdy eluent protéka smyckou a vnese roztok do kolony

(Drbal a Ktizek, 1999).
5.2.3 Kolony pro HPLC

Pro HPLC se pouzivaji kolony o délce 10-100 cm, nejcastéji 10-20 cm S vnitinim
pramérem od 0, 2 do 2 cm. Pfti déleni smési se kolony fadi za sebou. U pfirodnich vzorkd, jez
obsahuji mnoho balastnich latek, které by mohly vyvolat pfed¢asné znehodnoceni kolony, se
Casto pred vlastni kolonou zafazuje ochranna predkolonka. Kolony pro HPLC jsou dnes
plnény profesionalné a velikost zrn sorbentu se pohybuje mezi 3-50 pm, ale nejcastéji mezi

5—10 um (Drbal a KftiZek, 1999).
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5.2.4 Rozdéleni HPLC podle pouziti adsorbentu

5.2.4.1 Kapalinova adsorp¢ni chromatografie (LSC)

U LSC se poziva nékolik typt adsorbenti, kterymi jsou silikagel, alumina a florosil.
Silikagel je polarnim adsorbentem slabé kyselych vlastnosti. Z toho divodu siln€ retarduje
bazické latky. Byva obvykle amorfni struktury, snadno pfijima vodu a pred pouzitim je bézna
aktivace pfi 180 °C. Alumina je krystalickd forma Al;Os. Na rozdil od silikagelu je povrch
zrn bazicky, ¢ehoz lze vyuzit k odd¢€leni slabé kyselych slozek vzorku. Aktivuje se obvykle
zahifivanim na 400 °C po dobu 6-16 hodin. Florosil je kiemicitan hotecnaty, ktery je slabym
kyselym polarnim absorbentem (Drbal a K#izek, 1999).

Pti LSC je povrch adsorbentu obsazen molekulami eluentu, po vneseni vzorku do
kolony musi molekula slozky vytésnit z povrchu adsorbentu odpovidajici pocet molekul
eluentu. Velky vliv ma velikost interakce mezi eluentem a povrchem adsorbentu, tato
pentan a nejvy$si voda. Cim je eluéni sila rozpoustddla vyssi, tim pevnéji je eluent

adsorbovan a slozka je adsorbovédna méné (Drbal a Ktizek, 1999).

5.2.4.2 Kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)

Jako adsorbenty pfi tomto typu chromatografie se dnes vyhradné pouZivaji stacionarni
faze chemicky védzané na reaktivnim nosici. Zdkladem t&€chto naplni je silikagel, jehoZ povrch
je derivatizaci upraven tak, Ze na fadzovém rozhrani stacionarni a mobilni faze jsou fixovany
skupiny:

nepolérni: C8H17-, C18H37-, fenyl

sttedné polarni az polarni: -C = N, -NH,

Dnes pievazuje pouZiti nepolarnich, oktadecylovych skupin. Chromatografii na téchto

typech oznacujeme jako chromatografii na reverzni fazi (Drbal a Ktizek, 1999).
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5.2.4.3 Chromatografie na reverzni fazi

U klasické chromatografie se pouziva polarni silikagel jako stacionarni faze a
nepolarni rozpoustédlo jako mobilni faze, ale u reverzni chromatografie je to pfesné naopak
jako nepolarni (hydrofobizovany) silikagel je pouzit pro stacionarni fazi a polarni latky pro
mobilni fazi. Jako mobilni faze se nejCastéji pouzivaji bindrni ¢i terndrni smeési vody,
methanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu & dioxanu. Upravou pH mobilni fize miZeme
meénit retencni parametry mnohych latek. ZvySenim pH se zvysi retencni Casy bazickych
slozek a snizi retenéni Casy slozek kyselych. Opacného efektu docilime snizenim pH mobilni
faze. Chromatografie Sreverznimi fazemi se dnes pouzivda u 80 % aplikaci HPLC

(Drbal a Ktizek, 1999).

5.2.5 Detektory pro HPLC

Nejvice je rozsiten u HPLC pritokovy fotometricky ¢i fluorometricky detektor. Eluat
protéka mérnou celou malého objemu s velkou optickou délkou (obvykle V = 5-10 pl,
I = 10 mm). Pii vhodné zvolené vinové délce je registrovana absorbance eluatu. Moderni
ptistroje jsou vybaveny detektory s proménlivou a programové ménitelnou vinovou délkou
Citzv. diode array detektorem, schopnym proméfit ve zvoleném okamziku celé UV/VIS
spektrum slozky. Ziskana informace je dilezitym kvalitativnim tdajem o sledované slozce.
Méné béznym detektorem je refraktometricky detektor registrujici zmény indexu lomu eluéatu

(Drbal a Ktizek, 1999).

5.2.6 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Zakladni zptsob kvalitativniho vyhodnoceni chromatogrami je zaloZen na znalosti
retencnich dat délenych latek. Identifikace spocivd v porovnani reten¢niho €asu nezndmé

latky a standartu separovanych za stejnych podminek (Drbal a KtiZek, 1999).

Kvantitativnim tdajem detektorti je plocha pod elu¢ni kiivkou. Plochu je mozno méfit
fadou zptsobii. Nejb€znéji se postupuje ndsobenim vysky piku Sitkou v poloviné vysky piku.
Moderni chromatografy jsou vSak pravidelné vybaveny integratorem plochy piki, jenz je dnes

Casto soucasti fidiciho pocitace chromatografu (Drbal a Kiizek, 1999).
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5.2.7 Vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie

Vyhodou kapalinové chromatografie oproti plynové chromatografii, kdy s latkami
pracuje obvykle za zvySené teploty, je Setrnj$i stanovovani nejruznéjSich, zejména
organickych latek. Vyhodné&jsi je pouziti HPLC zejména kvili tékavym latkam tam, kde
vznikaji potize s plynovou chromatografii. Ob¢ techniky se tak vhodn¢ dopliuji. Slozky, jez
béznymi detektory pro HPLC nelze dobfe detekovat, se pfevadéji na snadno detekovatelné
derivaty (Drbal a K#izek, 1999).

Kwvalitativni a kvantitativni analyzy flavonoidi u Desmodium canadense (L.) DC byly
provedeny pomoci pouziti techniky HPLC. Z celkového poctu 15 flavonoidi byly
identifikovany aglykony a glykosidy vcetné apigeninu, apigenin-7-O-glykosidu, luteolinu,
rutinu, viceninu-2, vitexinu, isovitexinu, vitexin rhamnosidu, orientinu, homoorientinu,
kvercetinu, kvercitrinu, hyperosidu, astragalinu a kaempferolu. Maximalni mnoZstvi
identifikovanych flavonoidi (13573,83 pg/g) bylo pozorovano v puéici fazi. Flavonoidy,
které ptevazovaly: orientin a homoorientin (6236,24 ng/g), vicenin-2 (2044,25 pg/g), vitexin
(1717,12 pg/g) a rutin (925,72 ng/g) (Puodziunene et al, 2009).

Fenolické kyseliny a flavonoly byly izolovany z tée$ni a analyzovany pomoci HPLC.
Mezi nejvice zastoupené fenolické kyseliny patii neochlorogenova kyselina (15-20 mg/kg),
chlorogenova kyselina (19-62 mg/kg) a derivaty kyseliny p-kumarové (15-125 mg/kg).
Kvercetin-3-rutinosid (8-37 mg/kg) byl také analyticky identifikovany. Obsah fenolickych
kyselin a flavonolt je také zavisly na typech vegetativnich podnoZzi. Bylo prokazéano, ze vyssi
obsah kyseliny chlorogenové, kyseliny neochlorogenové, derivatl kyseliny p-kumarové a
kvercetinu-3-rutinosid byl u podnozi typu Weiroot 13 a PiKu 1. Obsah fenolickych kyselin a
flavonolu byl nizsi u jinych typt podnozi (Jakobek et al, 2009).
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6. Cile prace

Z literarni reserse vyslo najevo, ze mnohé rostliny, které se pouzivaji jako kazdodenni
strava, obsahuji mnoho fenolickych latek ¢i flavonoidt. Tyto latky jsou v urcitych ohledech
pro organismus piiznivé. Jejich nejvétsi kladnou vlastnosti je schopnost navazovat na sebe
Skodlivé radikaly, ¢imz se stavaji i€innymi antioxidanty v lidském téle.
ucinnym nastrojem proti nékterym civilizaénim chorobam (arterioskler6éze, nadorovym a
kardiovaskularnim onemocnénim).

Cilem této prace je zjistit zmény a chovani flavonoidii v lidském travicim traktu,
presnéji v lidském Zzaludku, a to rutinu, kvercetinu a fenolické kyseliny chlorogenové. Jako
vzorky pro tuto praci byly vybrany: laskavec (Amaranthus), pohanka seta (Fagopyrum
esculentum moench L.) a bez ¢erny (Sambucus nigra L.).

Nejvice zkoumanymi latkami byly rutin a kvercetin, které svym chovanim mohou
ménit ¢i dokonce ni¢it DNA v kostni dfeni. Proto nasim cilem bylo zjistit, jak se tyto latky
zméni po urCitém casovém pusobeni kyseliny chlorovodikové pii konstantni lidské teploté
37°C.

Latky byly analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy a kapalinové chromatografie.

Reseni bylo zaméfeno na nasledujici cile:

. Zjistit a zapsat do literarni reSerSe vyskyt fenolickych latek a
popsat jejich dilezitost ve vyzive a jejich chovani v procesu traveni.

. Naucit se postup pro upravy vzorku rostlinného materialu pro
ucely analyzy a postup pii stanoveni obsahu vybranych fenolickych latek
metodou kapildrni elektroforézy (CZE) a kapalinové chromatogratie (HPLC).

. Navrhnout sérii pokusii, modelujicich proces traveni v Zaludku a
stanoveni zdkladniho obsahu pomoci kapilarni elektroforézy (CZE) a
kapalinové chromatografie (HPLC).

o Vyhodnotit zmény latek, které nastaly po simulaci traveni

V zaludku.
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7. Experimentalni ¢ast

7.1 Pouzité chemikalie a standardy

Vsechny pouzité chemikalie mély analytickou Cistotu. Pro vSechny prace byla pouzita

demineralizovand voda, ktera byla pifipravena na zafizeni firmy Premier (USA).

tetraboritan sodny (borax) (Sigma Chemicals, USA)
kyselina chlorovodikova (Lachema, CR)
hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, CR)
laurylsiran sodny (Sigma Chemicals, USA)
kyselina boritd (Lachema, CR)

hydroxid sodny (Lachema, CR)

rutin (Sigma Chemicals, USA)

kyselina 1 — naftyloctova (Lachema, CR)
kyselina L — askorbova (Merck, Némecko)
kvercetin (Aldrich Chemie, Némecko)
acetonitril (LiChrosolo Merck, Némecko)

methanol (Penta Chrudim, CR)

7.2 Laboratorni sklo a pFistroje

sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, Pardubice, CR)

analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

technické vahy Kern (Némecko)

odstiedivka Sigma 2 — 5 (Sigma Laborzentrifugen, Némecko)

davkovag kapalin 5 ml (Sklo Union, CR)

pipety automatické, objem 20 — 200 ul a 100 — 1000 pl Transferpette (Treff AG,
Svycarsko)

vodni lazefi termostatovana michana EL- 20 R (Kavalier, CR)

kapilarni elektroforéza SpectraPhoresis 2000 (Thermo Separation Product, USA)

SPE izolaé¢ni jednotka (vyvojové dilny JU, CR)
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filtry ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
filtra¢ni papir Filtrak (Filtrak GmbH, Némecko)

ultrazvukova lazen Sonorex RK 31 (Némecko)

SPE kolonky RP — 18 (Merck, Némecko)

pH — metr Inolab — 1, s elektrodou SenTix 61 (WTW, Némecko)
Systém Hewlett-Packard (HP 1050 HPLC, USA)

G1315B DAD detektor (Agilent)

Kolona: Luna C18 (2) (150x2 mm, 3 um) (Phenomenex USA)

7.3 Odbér a uprava rostlinného materialu

Pro experimenty byly vybrany druhy rostlin, které jsou prokazatelné bohaté na
flavonoidy, a jiné fenolické latky, které jsou pouzitelné pii stravovani. Mezi tyto zkoumané
druhy patii dva druhy z rodu Amaranthus, pohanka seta a bez ¢erny. Z téchto vybranych
vzorki se laskavec a pohanka péstuji, bez &erny je volné rostouci v piirodé Ceské republiky.
Daji se vyuzit jako listova zelenina (jako salat ¢i pro tepelnou piipravu) nebo jako material

pro ptipravu ¢ajil.

Druhy:

Laskavec ¢ervenoklasy (A. hypochodriacus), odrida Koniz.
Laskavec krvavy (A. cruentus), odrida Amar.

Pohanka seta (Fagopyrum esculentum), odriida Pyra.

Bez ¢erny, Sambucus nigra

Vzorky pohanky a laskavci byly vypéstovany v roce 2010 na pokusném pozemku ZF
(Ceské Budgjovice, kampus Jihogeské univerzity, N 48°58°29.528°, E 14°26°52,057°°) a
ziskany ve spolupraci s doc. Pexovou Kalinovou z katedry rostlinné vyroby a agroekologie.
Vzorek bezu &erného byl ziskan zvolné rostoucich porosti v katastru obce Zitna (N
49°2°40,218°“, E 14°7°29,720°).

Kvétenstvi bezu ¢erného bylo odebrano v ¢ervnu 2010 v dobé kvétu daného druhu.
Péstované druhy nebyly béhem rlstu ani hnojeny, ani nijak oSetfovany. Vzorky listd a

kvétenstvi byly odebrany v cervenci 2010.
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Veskery rostlinny material byl vzapéti po odbéru zmrazen (-16°C) a do jednoho
meésice od odbéru lyofilizovan (0,1 mbar, -50°C, 24 hodin). Lyofilizovany material byl
homogenizovan na laboratornim mlynku a homogenni material byl uchovavan v uzaviené

sklenéné vzorkovnici v mrazicim boxu (-18°C).

7.4 Usporadani a aprava rostlinného materialu

7.4.1 Navrh experimentu zZaludku

Hlavnim ukolem bylo navrhnout experiment, ktery by mohl simulovat trédveni
Vv lidském Zaludku. Zakladem pro tento experiment byla kyselina chlorovodikova, kterd je
soucasti zaludecnich 714z a je produkovana bunikami zaludku. Jeji kyselost se pohybuje okolo
2 pH, coz odpovida koncentraci 0,02 mol/l. Vnitini prostfedi tedy bylo simulovano pomoci
roztoku Kyseliny chlorovodikové a teploty pohybujici se okolo 37°C, coz je teplota lidského
téla, jez byla simulovana pomoci vodni l4zné€. Poté bylo dilezité nasimulovat udrzeni daného
vzorku v Zaludku po dobu dvou, étyt a Sesti hodin. Zdrzeni potravy v zaludku je rizné dlouhé
a zaleZi na prevazujici ziviné v konzumované potrave. Sacharidy se zdrzi v zaludku po dobu

dvou hodin, bilkoviny po dobu ¢tyf hodin a tuky po dobu Sesti hodin.

7.4.1.1 Simulace traveni v zaludku

Do varné bariky o objemu 100 ml jsme navazili 1 g materialu a nasledné piidali 50 ml
ptipravené kyseliny chlorovodikové o pH 2 a koncentraci 0,02 mol/l. Varnou baiku jsme
umistili do vodni 1azn¢ pfi teploté 37°C na dve¢, Ctyfi a Sest hodin. Po této dobé jsme obsah
prevedli do odstfed’ovacich kyvet a odstied’ovali jej rychlosti 3500 otacek za minutu po dobu
10 minut. Kapalny podil jsme pfefiltrovali pfes buni¢inu a nasledné slili do plastovych
uzaviratelnych zkumavek a zmrazili pro dalsi analyzy na kapalinovém chromatografu (HPLC)

a kapilarni elektroforéze (SPE).
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Tabulka 2: Identifikace vzorku

Oznaceni Rostlina Kod Pouzita cast
1. amarant Koniz Koniz K kvétenstvi
2. amarant Koniz Koniz L listy
3. amarant Amar Amar K kvétenstvi
4. amarant Amar Amar L listy
5. pohanka Pyra Pyra K kvétenstvi
6. pohanka Pyra Pyra L listy
7. bez erny Bez K kvétenstvi

7.4.2 Metodika stanoveni pro MECC

Pro stanoveni volného kvercetinu a rutinu byla zvolena analytickd metoda, kterd byla
vyvinuta na Katedie aplikované chemie Zemédé€lské fakulty Jihoceské univerzity. Tato
metoda vychazela z prace, ktera se vénovala stanoveni glykosidi kvercetinu (Dadakova,

Kalinova, 2010).

7.4.2.1 Stanoveni rutinu a volného kvercetinu Vv rostlinnych vzorcich

metodou MECC

Cilem této analyzy bylo zjistit obsah rutinu v zakladnim rostlinném vzorku, ktery jsme
pak dale pouzili pti simulaci procesu traveni v zaludku. Také bylo mozné zjistit obsah
volného kvercetinu.

Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) je nejbéznéjsim glykosidem kvercetinu a
vyskytuje se u mnoha rostlinnych zastupci. Pro stanoveni rutinu je dostatecna extrakce
Z rostlinného materialu pomoci organického rozpoustédla.

Do varné banky o objemu 100 ml se vlozila navazka 0,25 g lyofilizovaného
homogenizovaného rostlinného vzorku, ktery jsme navazili na analytickych vahach
S presnosti na 0,1 mg. Poté jsme ptidali 80 mg kyseliny askorbové, 12,5 ml methanolu a 12,5
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ml vody. Vznikla smés byla zahiivana po dobu jedné hodiny ve vodni lazni pod zpétnym
chladi¢em pfi teploté 90°C. Nasledné jsme dany vzorek nechali chladnout po dobu deseti
minut mimo lazen, ale stidle pod zpétnym chladicem. Extrahovany vzorek jsme prevedli
kvantitativné do odstfed’ovaci kyvety a nasledné odstiedili (15 minut, 3500 otacek za minutu).
K sedimentu jsme ptidali 7,5 ml methanolu a vody a odstfedili za stejnych podminek. Poté byl
vzorek odstfedén jesté jednou za stejnych podminek. Odstied’ovani vzorku probihalo celkem
tiikrat. Spojené supernatanty jsme shromazdily v kadince 0 objemu 600 ml a doplnili je vodou
na 200 ml. Nasledn¢ jsme zméfili pH vzorku a upravili jej na hodnotu pH = 3 pomoci roztoku
kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1 mol/I.

Vzorek jsme nasledné prefiltrovali pies filtr ze sklenénych vldken za snizeného tlaku.
Filtr byl poté promyt 5 ml methanolu za normalniho tlaku. Filtrat byl kvantitativné pfeveden
do odmérné banky o objemu 500 ml, doplnén po rysku a promichan. Tento roztok jsme
pouzili pro kapilarni elektroforézu (SPE) na kolonkach. Zachycené latky byly eluovany
pomoci 1,4 ml methanolu do mérmé vialky. Do vialky jsme pfidali 0,1 ml roztoku vnitiniho

standardu (methanolicky roztok kyseliny 1 — naftyloctové o koncentraci 2 mg/ml).

7.4.2.2 Stanoveni rutinu a volného kvercetinu v kapalnych vzorcich

Cilem této analyzy bylo zjistit obsah rutinu ve vzorku, ktery ptfesel za podminek
pokusu do roztoku. Dalsi sloucenina, ktera byla sledovana, byl volny kvercetin, jenz by se

béhem procesu traveni mohl uvolnit z rutinu nebo dalsich jeho glykosidu.

Do kadinky o objemu 600 ml jsme odméfili a piidali 200 ml destilované vody, 80 mg
kyseliny askorbové a 25 ml ethanolu. Automatickou pipetou jsme piidali 2,5 ml kapalného
vzorku. Poté jsme zmétili pH a upravili jeho hodnotu na pH = 3 pomoci jednomolarni
kyseliny chlorovodikové. Nasledné jsme smés prefiltrovali pies filtr ze sklenénych vlaken na
vakuovém filtracnim zatizeni a filtrat kvantitativné pievedli do odmérné banky o objemu 500
ml, doplnili po rysku a promichali. Bez fedéni jsme vzorek aplikovali na SPE kolonky.
Zachycené latky byly eluovany pomoci 1,4 ml methanolu do odmérné vialky. Do vialky jsme
pridali 0,1 ml roztoku vnitiniho standardu (methanolicky roztok kyseliny 1 — naftyloctové o

koncentraci 2 mg/ml).
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Vzorky jsme zm¢éfili na kapilarni elektroforéze. Pracovni pufr: 10 mM boraxu, 10 mM
kyseliny borité, 20 mM SDS, 15% (v/v) methanolu, pH = 9,2. Podminky analyzy: 25°C, 20
kV, detekce analytu pii 270 nm, hydrodynamicky nastiik 2s. Analyza trvala 20 minut.

Jako analyticka odezva byl bran pomér ploch pikli analyzované latky a vnitiniho
standardu. Kvantifikace obsahu kvercetinu a rutinu byla provedena pomoci kalibracnich

zavislosti. Pro vypocty byl pouzit program Microsoft Excel.

7.4.3 Metodika stanoveni pro HPLC

Pfi stanoveni pomoci kapalinové chromatografie (HPLC) jsme sledovali rutin, volny
kvercetin a dal$i fenolické slouceniny. Mezi tyto fenolické slouceniny patii také kyselina
chlorogenova a derivaty kyseliny kdvové. Tato analyza byla provedena na pracovisti Centra
vyzkumu globalni zmény AV CR v.v.i., v laboratofi metobolimiky a izotopovych analyz pod
vedeni RNDr. Vrchotové, CSc.

7.4.3.1 Extrakce pro stanoveni HPLC

Pro tuto extrakci jsme pouzili 70% methanol (v/v) o objemu 70 ml. Poté jsme piidali
0,25 g dané zkoumané latky a 3 ml 70% methanolu. Tato smés byla protfepavana na Vortexu
po dobu 30 minut. Po vyjmuti jsme smés protiepavali po dobu 5 minut pti pokojové teploté.
Nasledné se zkumavky odstfedili na dobu 10 minut pfi otdckadch 3000 za minutu. Po
odstfedéni jsme odebrali supernatant. K sedimentu jsme ptidali 1 ml 70% methanolu a po
dobu 15 minut jsme smé&s nechali protfepavat. Po uplynulé dobé byla smés znovu
centrifugovana za stejnych podminek a nasledné jsme odebrali sediment. K nému jsme ptidali
1 ml 70% metanolu, protiepali smés a pak ji odstted’ovali po dobu 10 minut pii otackach 3000

Za minutu.

7.4.3.2 Identifikace fenolickych latek pomoci HPLC

Piipravené vzorky jsme proméfili na kapalinovém chromatografu Hewlett-Packard

(HP 1050 HPLC, USA) s detektorem G11315B DAD (Agilent) a kolonou Luna C18 (2)
(150x2 mm, 3 um) (Phenomenex, USA).
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Mobilni faze byly pouzity voda, acetonitril a s piidavkem kyseliny fosforecné.

Slozeni jednotlivych mobilnich fazich:
Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0,1% kyseliny fosforecné

Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1% kyseliny fosforecné

7.4.3.3 Pouzity gradient

Prvni gradient, ktery byl pouzit, byl v rozsahu 95% A a 5% B hned na zacatku méfeni
tedy od 0. minuty. Druhy gradient byl v rozsahu 65% A a 35% B v ¢asovém useku 55 minut
po zacatku analyzy. Jako tieti gradient byl pouZzit 40% A a 60% B v dobé 60 minut od zacatku
analyzy. VSechny gradienty mély prutok 0,25 ml/min pti pracovni teploté¢ 25°C. Béhem
analyzy byly vSechny latky méfeny v rozsahu spektra od 190 nm do 600 nm.
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8 Vysledky

Flavonoidy jsou latky pfirodniho charakteru, jez jsou obsazeny ve vSech typech
rostlinné flory. Maji pozitivni i negativni vlastnosti. Mezi ty pozitivni patii zejména prevence
proti civilizaénim chorobam a antioxida¢ni ucinky. Negativnimi vlastnostmi, které byly
zjistény, jsou poskozeni DNA a jadérek v kostni dieni pii vysSi koncentraci volného
kvercetinu.

Kwvili velkému mnozstvi sloucenin flavonoidi v rostlindich mizeme ptedpokladat, ze
existuje vice smési téchto latek. Stanoveni kazdé z latek bylo velice naro¢né kvili nedostatku
standardi.

K ziskani experimentalnich dat byly pozity dvé na sob¢ nezavislé metody, a to metoda
micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie (MECC) a metoda kapalinové
chromatografie (HPLC).

Tato prace byla zamétena na stanoveni rutinu a volného kvercetinu a jejich zmény pfi
piisobeni prostiedi zaludku na rostlinny material b&zné pouzivany v Ceské republice. Pro
stanoveni byla pouzita metoda MECC, ktera pro nas byla vyhodna, protoze vyzaduje jen malé
mnozstvi rozpoustédel a na organickou analyzu je pomérné jednoduchd. Pro dal$i stanoveni
latek byla pouzita metoda HPLC.

Material, ktery byl pouzit pro dany experiment, byl vypéstovin na pozemcich

Zemédelské fakulty v roce 2010 nebo byl ziskan sbérem z volné rostoucich rostlin.

8.1 Zakladni obsah rutinu ve vybranych rostlinach

Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid), ktery je nejb&ézné&jsim glykosidem kvercetinu,

se vyskytuje v mnoha druzich rostlin, ale neni rozsiten tolik jako kvercetin.

Analyzou homogenizovaného materidlu byl zjiStén obsah rutinu v danych vzorcich.
Nejvétsi obsah rutinu byl zjistén v pohance (listy 1 kvéty) a také vySSi mnoZstvi bylo
stanoveno v piipadé¢ bezu Cerného. Stanoveny obsah rutinu je srovnatelny s hodnotami

nalezenymi v literatuie (Dawidowicz et al., 2003). Vysledky jsou uvedeny v tabulce Cislo 3.
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Tabulka 3: Obsah rutinu

Oznaceni Kod obsah rutinu (mg/kg)
1. Koniz K 7625
2. Koniz L 13450
3. Amar K 7590
4. Amar L 17150
5. Pyra K 60700
6. Pyra L 63350
7. Bez K 22750

8.1.1 Vysledky experimentii

Pro dany pokus byla zvolena metoda, pii které jsme dany material umistili do barnky

o objemu 100 ml, do niz jsme vlozili homogenizovany materidl a 1M kyseliny

chlorovodikové. Tuto smés se i S baitkou umistila do vodni 1azn¢ pii konstantni teploté 37°C

na dobu dvou, ¢tyf a Sesti hodin. Toto ¢asové zdrzeni je dilezité, protoze v lidském zaludku

se udrzuji ur€ité latky po riizna ¢asova obdobi (sacharidy po dobu dvou hodin, bilkoviny po

dobu ¢tyf hodin a tuky pod dobu Sesti hodin). Vysledky jsou v tabulkach 4 az 6, kde byl

sledovan obsah rutinu a obsah volného kvercetinu.
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Tabulka 4: Zdrzeni dvé hodiny

Oznaceni Kod obsah rutinu (mg/kg)
1. koniz-k-2 144
2. koniz-1-2 271
3. amar-k-2 136
4. amar-I-2 304
5. pyra-k-2 414
6. pyra-1-2 157
7. bez-k-2 297
Tabulka 5: Zdrzeni ¢tyfi hodiny
Oznaceni Kod obsah rutinu (mg/kg)
1. amar-k-4 115
2. amar-1-4 252
3. koniz-k-4 137
4, koniz-1-4 245
5. pyra-k-4 304
6. pyra-1-4 159
7. bez 4 263
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Tabulka 6: ZdrZeni $est hodin

Oznaceni Kod obsah rutinu (mg/kg)
1. amar k 6 110
2. amar | 6 219
3. koniz k 6 122
4. koniz | 6 247
5. pyrak 6 296
6. pyral 6 155
7. bez k 6 267

Podle ziskanych vysledkd jsme zjistili, Zze u laskavce cCervenoklasého (A.
hypochodriacus) obsah rutinu klesa ve vSech zminénych ¢asovych intervalech, kde nejvyssi
hodnoty dociluje po dvou hodinach a nejnizsi po Sesti hodinach. Tuto tendenci sledujeme jak
u kvéti, tak i u listh. Tyka se jak relativnich, tak i absolutnich hodnot. U laskavce krvavého
(A. cruentus) bylo zjisténo, ze obsah rutinu u kvéti je konstantni po dobu dvou a ¢tyt hodin,
ale po Sesti hodinach se jeho obsah snizuje u absolutnich hodnot. U listi je tento jev opaény.
Po dvou hodinach je hodnota obsahu nejvyssi a poté klesa na konstantni hodnotu. Po ¢tyfech
a Sesti hodinach se tento jev tyka absolutnich hodnot. U relativnich hodnot je v ptipadé listd i
kvéti zietelna tendence snizovat obsah rutinu. U pohanky seté (Fagopyrum esculentum)
obsah rutinu klesa jen u kvétl, u listl zistava viceméné nezménén. Plati jak pro absolutni
hodnoty, tak i pro ty relativni. U bezu ¢erného (Sambucus nigra) je nejvyssi obsah rutinu po
dvou hodinach a poté klesa. Na stejné hodnoté je pak i po ¢tyfech a Sesti hodinach jak u
absolutnich, tak i relativnich hodnot. Tyto vysledky jsou reprodukovany v tabulce 7 a grafu 1

jako absolutni hodnoty a tabulce 8 a grafu 2 jako relativni hodnoty.
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Tabulka 7: Srovnani v absolutnich hodnotach

Oznaceni Kod 2 hodiny/rutin | 4 hodiny/rutin 6 hodiny/rutin
(mg/kg)
1. koniz-k 144 115 110
2. koniz-I 271 252 219
3. amar-k 136 137 122
4. amar-I 304 245 247
5. pyra-k 414 304 296
6. pyra-1 157 159 155
7. bez-k 297 263 267

Z tabulky ¢islo 8 je vidét, ze u pohanky dochazi k mens$imu uvolfiovani rutinu v

prostiedi zaludku. Pii tGpravé vzorku pohanky se tento material choval Spatné a to pii

filtrovani, které bylo velice obtizné, protoze meél Spatnou konzistenci, takze je mozné, ze

pohanka obsahuje latky, které tento jev zpisobuji. Témito latkami by mohly byt nejspise

polysacharidy.

Tabulka 8: Srovnani v relativnich hodnotach

Oznaceni Kod 2 hodiny/rutin | 4 hodiny/rutin 6 hodiny/rutin
(%)
1. koniz-k 94,4 89 79,2
2. koniz-1 99,8 90,2 90,9
3. amar-k 89,6 75,8 72,5
4. amar-I 88,6 73,5 63,9
5. pyra-k 34,1 24,8 24,1
6. pyra-1 12,4 12,4 12,2
7. bez-k 65,3 57,8 58,7
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Graf 1: Srovnani v absolutnich hodnotach
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Graf 2: Srovnani v relativnich hodnotach
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Jak je mozno vidét, rutin skoro ve vSech pfipadech sniZzuje svou koncentraci. Rutin
jako glykosid kvercetinu by mohl uvoliiovat volny kvercetin, ale ze vSech analyz, které byly
provedeny, nebyl zjistén zadny volny kvercetin. Pokles obsahu rutinu mize byt vysvétlen

jeho oxidaci na jiné produkty. Pokles je ale vzhledem k obsahu rutinu pomérné nizky. Pokles
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rutinu oproti pivodnimu mnozstvi se pohyboval od 0,2%, ktery je u amarantu Koniz aZz po
87,8%, ktery je u pohanky.
Nejvice rutinu se uvolni z amarantu Koniz a to 99,8 % a nejméné se uvolnilo rutinu

z pohanky 12,2 %.

8.1.2 Vysledky z HPLC

Analyza byla provedena na systému Hewlett-Packard (HP 1050 HPLC, USA) pfi
pouziti G1315B DAD detektorem (Agilent) na kolon¢ Luna C18 (2) (150 x 2 mm, um)
(Phenomenex, USA), pii pouZzitém spektru 190 — 600 nm. Mobilni faze A byla 5% acetonitril

+ 0,1% kyseliny fosfore¢né a mobilni faze B 80% acetonitrilu s 0,1% kyseliny fosfore¢né.

Vsechny vzorky byly proméfeny na kapalinovém chromatografu a nejdiive byl
prométen vzorek, ktery nebyl posléze podroben experimentu. Poté byly proméfeny vSechny
vzorky, které byly podrobeny experimentu. Zakladni obsah sledovanych latek byl zjistén
zZ extraktli pivodniho materialu.

Ze ziskanych chromatogrami bylo zjisténo, ze dané latky se skoro viibec neméni a
nejsou tedy ovlivnény pusobenim zaludku. Mezi hlavnimi zkoumanymi latkami byl rutin a
chlorogenové kyselina. V zadném vzorku nebyl nalezen volny kvercetin.

Jako ptiklad je uvedena analyza cerného bezu. Dalsi vzorky byly umistény do ptilohy.

Tabulka 11: Oznadeni vzorku

Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni BezK O
bez ¢erny po ptisobeni dvou hodin BezK 2
bez cerny po pusobeni ¢tyfech hodin Bez K4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Bez K6
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Chromatogram 1: Bez K 0
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Chromatogram 1 ukazuje pfitomnost kyseliny chlorogenové, rutinu a latek, které bylo
tézkeé urcit a které nebyly pfedmétem hledéani. Identifikace sloucenin byla provedena podle
absorp¢nich spekter. Latky byly rozdéleny do skupin derivati kyseliny kdvové a flavonoli
podle charakteristickych znakii zméfenych spekter.

Obrazky 23 a 24 ukazuji absorpcni spektra rutinu jako piedstavitele flavonolll a

kyseliny chlorogenové jako zastupce derivati kyseliny kavové.

Obr. 23: Spektrum rutinu
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Obr. 24: Spektrum kyseliny chlorogenové
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Chromatogram 3: Bez K 4
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Z chromatogramu je vidét, ze k velkym zménam u téchto latek nedoslo. Nejsou tedy
do tak velké miry ovliviiovany prostiedim zaludku. Jejich mnozstvi po dvou, ¢tyfech a Sesti

hodinach je konstantni a nedochazi u nich k zadnym radikalnim zménam.
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9 Zavér

Experiment se zabyval chovanim polyfenoll v prostiedi zaludku. Je zndmo, ze potrava
setrvava v zaludku rizné dlouhou dobu podle toho, jaka zékladni zivina v ni prevlada.
Sacharidy se travi priblizné 2 hodiny, bilkoviny 4 hodiny a tuky 6 hodin, nez zaludek opusti.
Stejné Casové useky byly testovany v praci. Jako testovany material byly zvoleny rostliny,
které se mohou pouzit jako zdroj polyfenol v potraveé. Zelené Casti laskavce a pohanky se
mohou konzumovat zasyrova jako salat a také kvétenstvi cerného bezu se ob¢as konzumuje
jako zelenina.

Hlavnim polyfenolem byl rutin a fenolické kyseliny jako kyselina chlorogenova,
kavova a ferulova. Rutin se vyskytoval ve vSech zkoumanych vzorka. Chlorogenova kKyselina
se vyskytovala skoro ve vsech ptipadech, jak je mozné vidét na chromatogramech v piiloze.
U nékterych vzorkl byl také nalezen epikatechin.

Bylo zjisténo, Ze nejvetsi mnozstvi rutinu se z materidlu uvolnilo pfi dvouhodinovém
setrvani v zaludku. Pii delsi prodlevé obsah stanoveného rutinu klesal. Nicmén¢ se v zadném
experimentu neobjevil volny kvercetin, coz by mélo znamenat, Ze rutin Se jakoZzto
kvercetinovy glykosid rozklada jiz v prostfedi zaludku. To se zfejmé nestava. Pokles obsahu
rutinu by mohl byt vysvétlen n€kterymi dal§imi reakcemi. Pokles obsahu rutinu je ale
pomérné nizky, pohybuje se od 0,2 % do 87,8%.

Nejvetsi mnozstvi rutinu se uvolnilo z amarantu obou odrtd a to jak z lista (99,8%),
tak z kvétenstvi (94,4%).

Ptekvapivé nizké mnoZstvi rutinu se uvolnilo z obou vzorkli pohanky seté, jen kolem
12%. Pohanka neuvoliluje rutin snadno diky obsahu dal$ich doprovodnych latek.

U metody HPLC byly analyzovany vSechny vzorky. Jak je moZné vidét
Z chromatogramt, jejich mnozstvi se skoro viilbec nezménilo. Tedy podle danych zavéra se
rutin ani dal$i fenolické kyseliny v zaludku viibec neméni (tedy v ur¢ité nepatrné mife, ktera
je zanedbatelnd). Jak bylo napsano vyse, K jejich hlavnim zménam dochazi az v tenkém

stfeve.
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11 Prilohy

Mezi ptilohy jsou zafazeny chromatogramy zbylych vzorku:

Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni Amar K0
bez cerny po pusobeni dvou hodin Amar K 2
bez cerny po pusobeni ¢tyfech hodin Amar K 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Amar K 6

Chromatogram 1: Amar K 0
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Chromatogram 2: Amar K 2
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Chromatogram 3: Amar K 6
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Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni Amar L0
bez cerny po pusobeni dvou hodin Amar L 2
bez ¢erny po puisobeni ¢tyiech hodin AmarL 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Amar L 6
Chromatogram 4: Amar L 0
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Chromatogram 5: Amar L 2
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Chromatogram 6: Amar L 6
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Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni Koniz K0
bez ¢erny po pusobeni dvou hodin Koniz K 2
bez ¢erny po puisobeni ¢tyiech hodin Koniz K 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Koniz K 6
Chromatogram 7: Koniz K 0
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Chromatogram 8: Koniz K 2
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Chromatogram 9: Koniz K 6
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Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni KonizL 0
bez ¢erny po pusobeni dvou hodin Koniz L 2
bez ¢erny po puisobeni ¢tyiech hodin Koniz L 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Koniz L 6

Chromatogram 10: Koniz L 0
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Chromatogram 11: Koniz L 2
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Chromatogram 12: Koniz L 6
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Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni Pyra K0
bez cerny po pusobeni dvou hodin PyraK 2
bez ¢erny po puisobeni ¢tyiech hodin Pyra K 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin Pyra K 6

Chromatogram 13: Pyra K 0

mAH
rutin

140 / flavonal

1900 chlorogenavakyselina

160

100l epikatechin

&0 /

600

Zﬁ fin

80




Chromatogram 14: Pyra K 2
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Chromatogram 15: Pyra K 6
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Oznaceni Kod
bez ¢erny bez plsobeni PyraL 0
bez cerny po pusobeni dvou hodin PyraL 2
bez Cerny po pusobeni ¢tyfech hodin PyralL 4
bez ¢erny po plisobeni Sesti hodin PyralL 6

Chromatogram 16: Pyra L 0
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Chromatogram 17: Pyra L 2
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Chromatogram 18: Pyra L 6

mA

304

40

g

1450

10d

5l

derivat kyseliny kavové

/

epikatechin

T

rutin

h T T T T T T T T T T T

83



