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Obsah biologicky aktivnich latek v péstovanych druzich rodu

brusnice (Vaccinium)

Abstrakt

Tato bakalafska prace zahrnuje poznatky o obsahu biologickych latek u nejéastéjSich
druhti rodu brusnice (Vaccinium) péstovanych na uzemi Ceské republiky. Aktivni latky
byly analyzované v druhu brusnice brusinka Vaccinium vitis-idaea v odridach Koralle,
Runo bielawskie, Sanna, Sussi, Linnea a Ida.

Polyfenoly jsou biomolekuly nachazejici se v produktech rostlin a byly u nich
prokazany antioxidac¢ni a protizanétlivé ucinky in vivo i in vitro (Chiva-Blanch, 2017).
V pribehu evoluce se u rostlin vyvinuly schopnosti ke tvorbé sekundarnich fenolickych
metabolitd, které nijak nezasahovaly do jejich rustu a vyvoje, ale byly Zivotné dulezité
pro interakci s okolnim prostiedim, pro reprodukéni strategii a ochranné mechanismy
(Cheynier, 2013). Mezi polyfenoly patii napiiklad flavonoidy, napf. kvercetin,
a anthokyany, které jsou svym charakterem spiSe ko-pigmenty.

Dalsi analyzovanou slou¢eninou je vitamin C neboli tzv. askorbova kyselina. Tato
slouc¢enina je jednoduchym nizkomolekuldrnim karbohydratem. Jeho syntéza probiha,
jak u rostlin, tak u veétsiny zivocichu (Lykkesfeldt, 2014). Vitamin C je skvélym
antioxidantem, ktery chrani organismus pied reaktivnimi formami kysliku a stimuluje
imunitni systém.

Cilem tohoto vyzkumu bylo zjistit mnozstvi kvercetinu, celkovych anthokyan
a askorbové kyseliny v Sesti vybranych odridach brusnice (viz vyse). Samotné stanoveni
probéhlo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a stanoveni
celkovych anthokyanti bylo provedeno na spektrofotometru pro uréeni jejich koncentrace,
vypocitané pomoci namétené absorbance ve vzorku. Podafilo se stanovit vSechny tii
zminéné skupiny latky.

Nejvyssich hodnot u celkovych anthokyant bylo analyzovano u druhu Sussi ato 617,
+ 8,7 mg/kg. U druhu Sanna askorbova kyselina dosahovala hodnot 110, + 1,4 mg/kg

a byl zde také naméfen obsah kvercetinu v hodnoté 1019 + 36 mg/kg v susiné.

Klic¢ova slova: polyfenoly, askorbova kyselina; Vaccinium;, HPLC;

spektrofotometrie;



Content of biologically active phenolic compounds in cultived species

of Vaccinium genus
Abstract

This bachelor’s thesis includes a knowledge about active biologic compounds from
the most common grown species of cranberry (Vaccinium) in the Czech Republic. Active
substances have been analyzed in varieties of Vaccinium vitis-idaea like Koralle, Runo
bielawskie, Sanna, Sussi, Linnea and Ida.

Polyphenols are biomolecules, which are founded in products of plants and there
have been proved an antioxidant and anti-inflammatory effects in vivo and in vitro
(Chiva-Blanch, 2017). In during of evolution, in plants evolved an ability to produce of
secondary polyphenolic metabolites, which weren’t intervened to their growth
and development but they are very important for environment, for reproduction strategy
and mechanism of protection (Cheynier, 2013). Between polyphenols belong to for
examples flavonoids and anthocyanins, which are co-pigment of their property.

Next analyzed compound was vitamin C alias ascorbic acid. This substance is simple
low-molecular-weight carbohydrate. Synthesis of vitamin C is localized of plants and
some species of animal, (Lykkesfeldt, 2014). Ascorbic acid is a good antioxidant, which
save organism before ROS (reactive oxygen form) and stimulated immune system.

The aim of this study was analyzed the content of quercetin, ascorbic acid and the
content of total anthocyanin in six selected varieties of cranberry. The determination
as such was performed using high performance liquid chromatography (HPLC) and
determination of content of anthocyanin were analyzed by use spectrophotometer for
define concentration from absorbance of valid sample. We analyzed all of three
mentioned kinds of compounds.

The higher results of anthocyanin were analyzed from kind Sussi. Concentration was
617 + 8.7 mg/kg. In kind of Sanna, the ascorbic acid amount to 110 + 1.4 mg/kg and there

were measured the content of quercetin 1019 + 36 mg/kg in freeze-dryied material.

Keywords: polyphenols; ascorbic acid; Vaccinium; HPLC; spectrophotometry
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1. Uvod

Rod brusnice obsahuje pomérné velké mnozstvi zdravi podporujicich latek, jako jsou
napiiklad fenolicka barviva, polyfenoly (kvercetin, katechiny), tfisloviny nebo také
vitamin C. V této bakalatrské praci byly analyzovany odridy druhu brusnice brusinka
(Vaccinium vitis-idaea).

Polyfenoly jsou biomolekuly nachazejici se v produktech rostlin a byly u nich
prokazany antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky (Chiva-Blanch a Badimon, 2017).
V rostlin€ tyto slouceniny poskytuji ochranu pted UV zafeni, radiaci, patogeny (Velisek
a Hajslova, 2009). Mezi polyfenoly patii naptiklad flavonoidy a anthokyany, které jsou
svym charakterem spiSe kopigmenty. Ze zastupci flavonoidii se u brusnic nejvice
vyskytuje slou¢enina zvana kvercetin.

Anthokyany reprezentuji bohaty zdroj biologicky aktivnich latek v plodech brusnice
(Benvenuti et al., 2018). Tyto slouceniny zpusobuji zbarveni rostlinnych casti. Dale
pusobi 1 jako aktivni antioxidanty a chrani rostlinu pfed reaktivnimi produkty
metabolismu.

Dalsi analyzovanou slouceninou je vitamin C neboli tzv. askorbova kyselina.
Tato sloucenina je jednoduchy nizkomolekularni karbohydrat (Lykkesfeldt et al., 2014).
Kyselinu askorbovou jsou schopny syntetizovat vSechny zelené rostliny a vétSina
zivocichu (Velisek a Hajslova, 2009).

Cilem této bakalaiské prace bylo identifikovat obsah kvercetinu, celkovych
anthokyanti a askorbové kyseliny v $esti vybranych kulturnich odridach rodu brusnice.
Samotné stanoveni obsahu sloucenin probéhlo s vyuzitim vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) a stanoveni celkovych anthokyani bylo provedeno na
spektrofotometru s naslednym urcenim jejich koncentrace pomoci kalibra¢ni zavislosti.

Podatilo se stanovit vS§echny tii zminéné skupiny latek.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Historie - Vacciniaceae; celed’: Brusnicovité

Bylo objeveno vice nez 450 druhti z rodu Vaccinium (Ericaceae), volné rostoucich
v Evrop¢, Severni a Stiedni Americe, dale v Africe, Japonsku a Asii (Brown et al., 2012).

Rod brusnice (Vaccinium) vzhledové piedstavuji drobné ketiky, jejichz
charakteristickymi plody jsou bobule. Bobule se lisi jak velikosti, tak i barvou. Patii sem
mimo jiné druhy brusinka, klikva a bortiivka. Rod brusinek a rod klikvy maji zabarveni
bobuli od svétle ¢ervené do rudé, nacez bobule borlivek maji modrofialové vzezieni
(Dufek a Slavik, 2013). Plodem brusnic jsou tedy bobule o riizném zbarveni, ale existuji
i bobule nepigmentované, jako tfeba u rodu brusnice boravka, V. myrtilus L (Donno
et al., 2013).

V soucasné dobg je trendem a cilem spolecnosti v§eobecna podpora zdravi, a tim
padem se zkoumaji chemické vlastnosti a ekonomicka dulezitost rodu brusnic. Jsou jim
piisuzované vysoké koncentrace latek s antioxida¢nimi vlastnostmi v podobé polyfenoli
a CasteCné i1 anthokyand, které jsou jedny z nejvyznamnéjSich sloucenin v plodech
brusnic. Brusnice a jejich produkty jsou celosvétove oblibené a reprezentuji bohaty zdroj
antioxidantti v potrave, a tedy souvisi i se zdravim populace (Donno et al., 2013).

U rodu brusnice byly zjistény ptiznivé zdravotni G¢inky na organismus. Kromé
vyuziti tohoto rodu k pokrmu, se také Siroce pouzivaji k vyrobé prostiedki ke zlepSeni
no¢niho vidéni a ke snizeni vaskularni permeability nebo kapildrni kiehkosti. Nejveétsi
védecky zajem je o jejich antioxida¢ni ucinky tzce spjatych s obsahem anthokyant
(Donno et al., 2013).

Existuje sice mnoho studii o anthokyanech a jejich u¢inkd na zdravi, piesto je jich
vzacné o rodu brusnice samotnych. Najdeme spise studie o stavach ¢i vytazcich bohatych
na anthokyany. Brusnice jsou v USA klasifikovany jako bylina tfidy prvni, to znamena,
Ze jsou povazovany za kvalitni zdroj aktivnich latek a nepfedpokladad se u nich zadné
riziko ohroZeni zdravi, a tudiz je vhodna pro spotiebu (Brown et al., 2012).

Brusnice se prodavaji éerstvé, zmrazené anebo jako susina, tedy plody zbavené vody.
Dale je najdeme ve formé konzerv, dZemi a dzusi. Obsahuji pomérné velké mnozstvi
latek napft. fenolické slouceniny, flavonoly (kvercetin, katechiny), tfisloviny, ellagitaniny
nebo také fenolové kyseliny (Velisek a HajSlova, 2009).

Botanicky pravé brusnice jsou duznaté plodiny s chrupavc¢itym endokarpem plnym
semen. Brusnice mohou byt také definovany jako falesné bobule, které jsou tvoieny
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I jinymi ¢astmi kvétu nez je pestik, jako je tieba kvétni luzko (Colak et al., 2018). Tyto
rostliny maji tendenci se v podminkach mlznych horskych lest chovat jako epifyty, coz
vyjadiuje biologicky druh, ktery pro své potfeby vyuziva stromt a okolniho prostfedi
jako opory pro rust, nikoli v§ak k parazitovani (Grulich a Hochmanova, 2017).

Bézné se péstuji dva druhy rodu brusnice, a to brusnice brusinka (Vaccinium L.) a

klikva (Oxycoccus).
2.2 Puvod a rozsiteni
2.2.1 Botanické zarazeni brusnice

Rige: rostliny (Plantae) Ttida: vyssi dvoudélozné
PodfiSe: cévnaté rostliny (Rosopsida)

Rad: viesovcotvaré (Ericales)
(Tracheobionta)

Celed”: viesovcovité (Ericaceae)
Oddéleni: krytosemenné

Rod: Brusnice (Vaccinium L.)
(Magnoliophyta)

2.2.1.1 Brusinka (brusnice brusinka); Vaccinium vitis-idaea

Brusnice brusinka, (Vaccinium vitis-idaea L.) je bézné rozsifeny druh. Tento druh
brusnice ma obvykle bobule zbarvené do syté Cervené, viz Obrdzek 1, ale vzacné se
mohou vyskytovat 1 bilého anebo i mirn¢ nazloutlého vzhledu. Vzhledové rostlina
predstavuje nizky kefik se zelenymi neopadavymi listy, na nichz naspod vedou hnédé
zlazky. Kvétenstvi ketiku brusinky jsou tii az deseti-kvété hrozny, obcas se vyskytne az
patnacti-kvété. Koruna kvétu byva bila az narizovéla. Tato rostlina kvéte na pocatku nebo

az v pribéhu 1éta, coz pfedstavuje mésice kvéten az cervenec (Velisek a Hajslova, 2009).

Rostliny s timto rozsifeni rostou prevazn¢ na severni polokouli od mirné¢ho pasu po
chladngjsi oblasti (Grulich a Hochmanova, 2017). Brusnice brusinka roste vétSinou v
oblastech s kyselejSimi plidami svétlych lesii, uprostied viesovist’ a raSelinist, ale lze ji
najit 1 v pis€inach ¢i na skéalach. Roste od niZin zhruba od dvou set metri, oznacovanych
jako planarni stupné, az nad tisic tfi sta metrii nad mofem, oznaCovanych jako subalpinské

lu¢iny. Roste roztrousen¢ v hojném mnozstvi, i kdyZ v nizinach skoro vzacné (Kubat et
al., 2002).
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Jedl¢ a chutové mirné natrpklé plody se nejcastéji konzervuji jako dopln€k k masu.
Brusnice brusinka ma také v podstaté velké uplatnéni v Ié€itelstvi nebo i farmacii, kde se

pouzivaji predevsim susené listy (Dufek a Slavik, 2003).
2.2.1.2 Boriwvka (brusnice borivka); Vaccinium myrtillus L.

U rodu brusnice bortivka byvaji bobule zpravidla modie zbarvené, viz Obrdzek 2,
I kdyz se vzacné vyskytuji i bobule bélavé ¢i Cervenavé barvy. Listy rostliny jsou opadavé
a oproti rodu brusinka i tenké a ¢asto na povrchu ojinéné, coz znac¢i tenkou voskovou
vrstvu mirn€ sivé barvy a naspodu nevybihaji zadné zlazky. Vétve anebo letorosty jsou
vétSinou hranatého tvaru a jasné zelené barvy. Svétle zelené listy maji na okrajich zubaté
zakonCeni a na rubu nepatrné vyniklé zilnatiny (Velisek a Hajslova, 2009).

Kvéty rostou jednotlivé ¢i ve dvou nebo ¢tyi-kvétych hroznech a jsou vzdy rostouci
jednotlivé v pazdi listd. Koruna kvétu byva obvykle bila, ale 1 s nddechem zelenavého
zbarveni nebo je i nartizovéla. Doba kveteni rostliny pfichazi zacatkem jara, a to
v mésicich duben az kvéten. Bortivka, podobné jako brusinka, roste spiSe v kyselejSich
jehliénatych nebo méné Casto i v listnatych lesich, v oblastech pastvin a suti. Hojné k

nalezeni je ve vSech vySkovych stupnich, zato zfidkakdy v nizinach (Kubat et al., 2002).

Obrdzek 1 Brusnice brusinka Obrazek 2 Brusnice borivka
Zdroj: www.priroda.cz Zdroj: bylinkopedie.cz

Vyuziti rodu brusnice borivky ma vyznam jak v pfimém konzumu Cerstvych ¢&i
zpracovanych bobuli, tak pti vyrobé stav. Dalsi dilezitou roli ma také v I€katstvi, kde se
zuzitkuji naptiklad suSené plody, listy, a to tiecba na ¢aj ¢i rizné vyluhy (Dufek a Slavik,
2003).
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Ovsem sbér tohoto druhu musi byt koordinovan, jelikoz dochazi k ni¢eni porostu
boriivek i jeho okoli (Grulich a Hochmanova, 2017). V Ceské republice se hojné
vyskytuje v horach a ve stfednich polohach. Za to v teplych oblastech se nachazi velmi

vzacné.
2.2.1.3 Viochyné (vlochyné bahenni); Vaccinium uliginosum L.

Vlochyné bahenni je nizka kefikovita rostlina, ktera se velice napadné podoba
brusnici bortivee, 1 barva bobuli je totozna, tedy modrofialova, viz Obrdzek 3.

Obvykle je to vcelku vysoka rostlina, zhruba od dvaceti do osmdesati centimetrq.
Vétve jsou oblé a vétSinové v barvé nahnédlé az Cervenohnédé. Listy mivaji mirné
sivozelené a tvarem celokrajné. Kvéty jsou jednotlivé anebo rostou v dvou az Ctyi-
kvétych hroznech (Kubat et al., 2002).

Rostlina kvete pii béznych podminkach v obdobi kvétna az Cervna. Rozsiteni je
podobné jako u piedeslych druhi. V Americe se druh objevuje v oblasti Skalistych hor,
zatimco v Evropé zasahuje od Alp, Karpat az po hory Balkanského poloostrova (Dufek a
Slavik, 2003). Dosti hojné rostou, i kdyz vétsinou roztrouSeng, v pohrani¢nich pohotich
a vzacné v pahorkatinach. V teplych oblastech zcela tato volné rostouci rostlina chybi
(Kubat et al., 2002).

Plody tohoto rodu nejsou jedl¢é a byvaji i mirn¢ jedovaté a pti vétsi konzumaci mohou
vyvolat reakci zvraceni, hlavné u citlivéjSich jedinct. V nékterych oblastech vyskytu se
vlochyné v minulosti pouzivaly jako cenny zdroj halucinogenti pti jakychsi ritualnich
obfadech (Dufek a Slavik, 2003). U nas tento druh lze najit ojedinéle v horskych
oblastech. V Ceské republice tato rostlina neni na seznamu ohroZenych druhtl, ale na
Slovenském uzemi jiz mezi ohrozené druhy fazena je (Velisek a Hajslova, 2009).

Vlochyné je zndma také pro to, Ze je jedinou zivnou rostlinou housenek zdkonem
chranéného motyla Zlutaska bortuvkového (Colias palaeno) i ohrozeného modraska
stiibroskvrného (Vacciniina optilete), ktery je pojmenovan po rodu brusnice (Grulich a
Hochmanova, 2017).

Podoba bobuli brusnice vlochyné a brusnice bortivka je vyrazna, proto lIze lehce oba

druhy zaménit.
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Dale bych rada zminila i dal$i druh brusnice a to tzv. klikvu (Oxycoccus), ktera je
vzhledov¢ i slozenim velmi podobna druhu brusnice brusinka, ale pro tuto bakalaiskou
nebyla pouzita. Je dilezita jako nadhrada plodii brusnice brusinky.

Mezi nejznaméjsi péstované druhy patii klikva bahenni (Oxycoccus palustris pers),
klikva maloploda, (Oxycoccus microcarpus turcz. ex rupr.) aklikva velkoploda
(Oxycoccus macrocarpus (ait.) pursh), (Velisek a Hajslova, 2009).

Klikva bahenni (Oxycoccus palustris pers) je nejvice rozsitenym druhem na Dalném
vychodu, Japonsku a Severni Americe. V CR hlavni oblast vyskytu je napi. Tiebotisko
nebo Dokesko. U nas a na Slovensku tento druh pfedstavuje potencialné ohrozeny druh a
je tedy chranény dle zakona (Grulich a Hochmanova, 2017).

Klikva maloploda (Oxycoccus microcarpus turcz. ex rupr.) ma vyskyt hlavné v
Severni Americe a roste v celé oblasti Severni Evropy a Asie. V Evropé je centrum druhu
hlavné ve Skandindvském poloostrové, poloostrové Kola a v evropské ¢asti Ruska a
Béloruska. Velmi vzacné se objevuje na Islandu, na severu Britskych ostrovil, v Alpské
oblasti a Pobalti (Grulich a Hochmanova, 2017).

V Ceské republice se tento druh vyskytuje velmi malo, a to pouze v horskych
oblastech a na Slovensku pouze v Sesti lokalitaich. Determinace tohoto druhu je vcelku
obtizna, jelikoZ ma velmi podobny fenotyp s druhem klikva velkoploda. Lze tedy dany
druh ovéfit pouze karyologicky (Grulich a Hochmanova, 2017).

Klikva velkoploda (Oxycoccus macrocarpus (ait.) pursh) se vyskytuje v
severovychodni ¢asti Severni Ameriky (vychodni oblast Kanady a USA), ovSem velmi
vzéacné u Pacifického pobtezi (od tzemi Kalifornie az po Aljasku). Na Novém Z¢élandu a

v Evropé ma vyznam v péstovani kulturnich odrtid. Plody tohoto druhu se prodavaji pod

Obrazek 3 Vlochyné bahennni
Zdroj: botany.cz
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nazvem brusnice, tedy jako suSené a konzervované plody pro ryze konzumni tcely

(Grulich a Hochmanova, 2017).

2.3 Biologicky aktivni latky

Bobule jako drobné ovoce obsahuji velkou $kalu sloucenin, naptiklad vitaminy
a mineraly. Ve vysledku to jsou latky, které pomahaji ke zdravi ¢lovéka tieba tim, ze

pusobi proti chronickym onemocnénim a srde¢nich nedostatecnosti (Yeung et al., 2019).
2.3.1 Vitamin C
2.3.1.1 Obecnd charakteristika

Pojem vitamin C se obecné pouziva pro soubor vSech sloucenin vyjadiujicich
biologickou aktivitu L-askorbové kyseliny, ale také celého reversibilniho redoxniho
systému (Velisek a Hajslova, 2009). Biologicky aktivni slouc¢enina, chemicky nazyvana
jako askorbova kyselina, je jedna z dulezitych slozek antioxidantt plodu brusnice.

Pojem antioxidant je oznaceni latky, ktera je schopna svymi molekulami omezit
tvorbu a aktivitu kyslikovych radikalt v organismech.

Askorbova kyselina je zdkladni biologicky aktivni forma, ale dehydroaskorbova
kyselina rovnéz projevuje biologickou aktivitu tim, Ze se dokdze v lidském téle pfemenit
na formu aktivni askorbové kyseliny. Z tohoto divodu je podstatné zméfit obé dvé
kyseliny (Donno et al., 2013). V lidském téle je tato sloucenina nepostradatelna pro
spravnou funkci pojivovych tkani a kosti (Yeung et al., 2019).

Kyselinu askorbovou jsou schopny syntetizovat vSechny zelené rostliny. Naopak u
zivocichil je tato schopnost omezena jen na nékteré zivocCichy, proto chybi naptiklad u
hmyzu, bezobratlych nebo u nékterych druhti ptakt i savet (Velisek a Hajslova, 2009).
Mezi zivo&ichy, ktefi akutné potiebuji vitamin C pro vlastni potiebu a nejsou schopni si
je syntetizovat, patii napiiklad vy$s$i primati, morcata, netopyii, ryby anebo ptactvo
(Lykkesfeldt et al., 2014). Clovék ve svém téle neni schopen syntetizovat vitamin C
z divodu mutace genu, ktery byl dilezity pro kodovani gulonolakto-oxidazy, a ta je
prekurzorem pro vytvaieni struktury askorbové kyseliny (Hlubik, 2002).

U Zivocichil se vitamin C podili na tzv. hydroxylacnich reakcich d&jii organismu. U
vétSiny zivoCichll je vitamin C pfirozenym metabolitem jater a tvoii ho predevSim pfi

stresovych situacich, jako napiiklad, potkani (Tuharsky, 2014). Rostliny si mohou
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askorbovou kyselinu vyrobit, odborné fe¢eno syntetizovat z aktivni formy D-mannosy
(GDP-D-mannosa), zatimco u savct je zakladem slou¢enina UDP-D-glukosa.

Funkce této kyseliny se odvijeji od jejich redoxnich vlastnosti (Velisek a Hajslova,
2009). Vitamin C je vysoce efektivni antioxidant v lidském téle, ktery fidi snizeni
oxida¢niho stresu, jako substrat askorbatové peroxidazy. Dale je dalezity pro mnoho
zasadnich biochemickych biosyntéz jako enzymovy kofaktor, jelikoz piisobi jako donor
elektront pro osm rtiznych enzymut (Donno et al., 2013).

V plodech zaujima celkovy obsah askorbové kyseliny (KA) a dehydroaskorboveé
kyseliny (KDHA). Tyto dvé substance jsou snadno oxidovany, obzvlasté pak pii
vystaveni vysokym teplotam, né¢kterym divalentnim kationtim, nap¥. médi a zelezu, nebo
vystaveni kysliku, alkalickému pH, svétlu nebo degrada¢nim enzymum (Donno et al.,
2013).

Askorbova kyselina je nezbytné slou€enina pro lidsky organismus a jeji biologické
funkce jsou zaméfené na antioxidantni charakter biologického systému. Kromé toho
zabranuje béznym degenerativnim procesim (Smirnoff, 2000). Askorbova kyselina ma
dale vyznam jako acidulant, coz vyjadiuje pomocnou okyselujici latku. Vitamin C ptisobi
také jako redukéni a chelatacni ¢inidlo (Velisek a Hajslova, 2009).

U rostlin ma obrovsky vyznam pii fotosyntéze, jelikoz reguluje mnozstvi aktivniho
kysliku a jeho forem. Stépenim askorbové kyseliny vznikaji metabolity, které obstaravaji
dil¢i funkce, jako napt. L-threonovd, L-vinnd, L- glycerova a dalsi. Dale je jeji
pritomnost podstatna u biosyntézy mukopolysacharidl, prostaglandinl, prekurzoru
tokoferolii a plastochinonti. Pomoci ni dochazi k absorpci Zeleza v iontové formé a jeho

naslednému transportu (Velisek a Hajslova, 2009).
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2.3.1.2 Struktura a nazvoslovi

Askorbova kyselina je sloZzend ze Ctyf stereoisomerti, coZ naznacuje asymetrické
vazby na uhlicich C-4 a C-5. Je to sloucenina slozena ze Sesti uhlikti a strukturou atomu
je uzce piibuzna glukoze, viz Obrdazek 4. L-forma askorbové kyseliny (L-xylo-
askorbova) vykazuje jako jedina aktivitu vitaminu C. Jeji isomer kyselina D-askorbova
(D-xylo-askorbova) a dalsi par enantiomerti (L- a D-isoaskorbova) zadnou aktivitu
vitaminu C nevykazuji. Askorbovou kyselinu nejcastéji lze najit v roztocich s

fyziologickym pH ve form¢ aniontu. Askorbova kyselina je ve vod¢ rozpustny vitamin
H—r—OH
O

HO OH

Obrdazek 4 Kyselina L-askorbova
Zdroj: viastni

(C), (Velisek a Hajslova, 2009).

S antioxida¢nimi vlastnostmi vitaminu souviseji také reakce s riznymi aktivnimi
formami kysliku nebo i s jeho volnymi radikaly. Podstatnd reakce kyseliny askorbové
s oxidovanou formou vitaminu E zajiS§tuje jistou ochranu jiz zminéného vitaminu
funkci inhibitoru tvorby nitrosaminti a dokaze pusobit jako modulator mutageneze
a karcinogeneze (Velisek a Hajslova, 2009).

Tato latka pisobi proti bakteridlnim infekcim, a pomaha pfi tvorbé kolagenu ve
vlaknitych tkanich, jako jsou tieba vazivo, kosti, kapilary apod. Dulezity je i z hlediska
své vlastnosti jako uc¢inného redukéniho a antioxidantniho ¢inidla. Vitamin C se neda
v lidském organismu skladovat ¢i syntetizovat, a proto je nutny jeho piijem v potrave.
Dalsi aktivity vitaminu C nejsou prozatim zcela objasnény, anebo vibec (Velisek a

Hajslova, 2009).
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2.3.1.3 Fyziologie a vyZiva

Podle védeckych studii askorbova kyselina podporuje funkénost neuronti a posiluje
synaptické transmise pro spravnou vazbu mezi neurotransmitery a receptory, protoze
moduluji jejich uvolnéni a zpétné vychytavani. Dulezitou roli vykonava i v souvislosti se
syntézou transmiterti. Vitamin C je nezbytnou soucasti pro formovani pro-kolagenu, ktery
ovliviuje stavbu cév a jejich pruznost. Nedostatek tedy zpasobuje redukci v siti cév anebo
i dysfunkci (Travica et al., 2017).

Zasadni roli askorbova kyselina zastdvd v mozkové tkéni, kde pomaha
homeostatickym mechanismim. Ve zdravém mozku je obsah této slouceniny
v cerebrospinalni tekutin¢ (CSF) mnohem vyS$$i v porovnani s plazmou, kde je
koncentrace v rozmezi sto padesat az ¢tyfi sta pmol/L. CSF obsahuje jeden az dva mmol.
Vitamin C v krevni plazmé s koncentraci pod jedenact umol/l je povazovano za vazny
deficit, vrozmezi mezi jedenacti a osmadvaceti pmol/L je oznaCovan za hrani¢ni
a sniZzeny obsah, u hodnot osmadvacet az Ctyficet pmol/L je adekvatni.

Optimalni obsah vitaminu C Vv krevni plazmé¢ je vyssi nez Ctyficet pmol/L. PeroraIné
podany vitamin C projde ve stfevni sténé pouze v nizkém mnozstvi, tedy jeden gram této
latky se do krevni plazmy dostane v koncentraci o 0,085 mmol. Intravenoznim podanim
se do ob&hu dostane vyssi mnozstvi. Takze doporucena denni davka je dvé sté mg, coz
odpovida optimalnimu mnozstvi pro koncentraci v Krvi. Vliv ma i na produkci hormonii
Stitné zlazy, vstiebavani zeleza a vyznamné se podili na tvorb¢ bunék a jejich funkénosti
V imunitnim systému (Kostiuk, 2012 a Travica et al., 2017).

Pti vy$Sim piijmu askorbové kyseliny, nez je stfevni sliznice schopna pfijmout,
dochazi u ¢lovéka k obranné reakci téla a vyplyne z toho onemocnéni zazivani a prijmy
(Tuharsky, 2014).

Jak uZ bylo feceno, vitamin C se piedevSim do lidského organismu dostava s
potravou. Hlavnim zdrojem pro jeho zisk jsou brambory (mezi dvaceti/tficeti procenty),
rizné druhy zeleniny (od tticeti po Ctyficet procent) a ovoce (zhruba pétatiicet procent
ptijmu) a mléko, které se na pokryti potieb organismu podili pouze z necelych deseti
procent. Deficience, jinak feceno jako nedostatek vitaminu C nebo pouha hypovitamindza
se mize projevit fadou nemoci a nespecifickych pfiznaki. Nejcastéji mezi né patii mimo
jiné 1 “jarni tnava” (Kostiuk, 2012).

Nejlépe popsanym piiznakem avitaminozy, coz vyjadiuje akutni nedostatek, anebo

uplné chybéni vitaminu se projevuje chorobou, ktera je nazyvana jako kurdgje (skorbut).
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Pficemz minimalni denni davka vitaminu C postacujici k prevenci této nemoci je pouhych
deset miligramui. Na ztratach askorbové kyseliny se v organismu zivocichti a rostlin podili

nejcastéji enzymy oxidoreduktazy (Velisek a Hajslova, 2009).
2.3.1.4 Vyuziti

Diky svym vlastnostem ma vitamin C Siroké uplatnéni v potravinaiském pramyslu
jako potravinaiské aditivum pii konzervaci €1 pii kvasné technologii. Déle se vyuziva
Vv technologii masa, tukil a také v ceredlni technologii. Jako antioxidant je askorbova

kyselina pouzitelna ve formé rozpustné soli, tzv. askorbatu sodného (Velisek a HajSlova,
2009).

2.3.2 Flavonoidy
2.3.2.1 Obecna charakteristika

Flavonoidy patii do skupiny ptirodnich sloucenin, a jesté¢ pfed nedavnem byly
predmétem védeckého a terapeutického vyzkumu. Flavonoidy jsou vSudypiitomné latky
objeveny v riznych rodech zelenych rostlin, u kterych probiha fotosyntéza (Mladénka et
al., 2010).

Jak se zda, tak tyto latky hraji velmi dulezitou roli v tspésné 1écbé infekénich
onemocnéni, protoze podporuji antibakterialni imunitu. Dale jejich dostatkem dokaze télo
piedejit nékterym neurogenerativnim onemocnénim, napi. Alzheimerové a Parkinsonoveé
chorobé. Také podporuji prevenci kardiovaskularnich poruch, nadorového bujeni, nebo
I riznym metabolickym rozvratim (Havsteen, 2002).

Tento poznatek je zndmy uz od dob antiky a jejich uzivani se ptfeneslo az do
soucasnosti. Novodoby z4jem o vlastnosti flavonoidiit ma mnoho riznych konvergujicich
vysvétleni.

Vzhledem k tomu, ze flavonoidy maji charakter pigment, které lze nalézt hlavné
u bun€k zelenych rostlin. Jsou také vysoce riznorodé, a velmi dobie je 1ze separovat
pomoci modernich chromatografickych metod (Havsteen, 2002).

Dalsim z diivodi pro vzristajici zajem o flavonoidy je neustale se rozvijejici obor
farmacie. Jelikoz u flavonoidu byly objeveny velmi zajimavé biologické vlastnosti, tim
padem jsme schopni zaradit je mezi latky prospésné pro organismus. Divodem
analyzovani téchto sloucenin je rostouci aktivita na poli biochemie, kde ptevlada trvaly

nazor na flavonoidy, jako na latky stzv. benefitnimi efekty, které prispivaji k
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1é¢bé raznych onemocnéni. Trendem je vyuziti pfirodnich produkt namisto téch umeéle
nasyntetizovanych. Z lékarského stanoviska je efektivni 1é¢ba pomoci flavonoidu i ve
zviteci biochemii (Havsteen, 2002).

Denni davka skupiny latek, nazyvané jako flavonoidy, pfedstavuje hodnotu od tii po
sedmdesat miligramid a to v zavislosti na stravovacich navycich kazdého jedince

(Mladénka et al., 2010).
2.3.2.2 Antioxidacni ucinky

Flavonoidy patii mezi skupinu latek, které maji vyssi nachylnost k oxidaci na
chinony, coz jsou biologicky vyznamné slouceniny, ze kterych muze vznikat dilezity
vitamin K nebo ubichinon, tedy koenzym Q10. Proces, diky némuz se mize dochazet ke
zméné v fetézci na uhliku C1, podobné jako se to d&je u anthokyani (Havsteen, 2002).

Zasadni vlastnosti flavonoid{l, jako antioxidacnich ¢inidel je obrana proti reaktivnim
formam kysliku (ROS), které mohou zptsobit oxidaci bunéénych proteint, nukleovych
kyselin a lipidli, coZz miize poSkozovat tkdn¢ a nasledné¢ 1 cely organismus, a proto je
piijem flavonoidu k jejich eliminaci tak zasadni (Kumar a Pandey, 2010).

Mnoho flavonoidti prokazuje jistou antioxidacni aktivitu, znamenajici schopnost
pracovat s volnou radikalovou kapacitou, pomoci ¢ehoz latky ptsobi i v prevenci proti
nemocim cév a srdce a pied poskozovanim riznych tkani. Nékterym flavonoidim je
piipisovana i potencialni antivirova aktivita. V rostlinném systému dokézi tyto slouceniny
pomahat pii obran¢ proti oxidacnimu stresu a pusobi i1 jako regulatory rastu. Flavonoidy
jsou syntetizovany fenyl-propanoidovou cestou (Havsteen, 2002).

Protektivni role téch latek v lidské stravé jsou popsany v mnoha studiich. Naptiklad
vysoky obsah flavonoidl v krevni plazmé pravdépodobné snizuje tmrti, jak z pfi¢iny
korondrnich srde¢nich onemocnéni, tak iz hlediska vyskytu infarktu myokardu u starSich

muzd. Zmensi se také riziko srde¢nich nemoci az o tficet osm procent u zen (Havsteen,

2002).
2.3.2.3 Chemicka struktura

Existuje n¢kolik tisic identifikovanych druht flavonoidi, které jsou si strukturou
velmi podobné, viz obrdazek 5. Termin flavonoidy je kolektivni nazev pro rostlinné
pigmenty, odvozeny od chemického vzorce benzo-y-pyrolu, ktery je synonymem pro

chroman (Velisek a Hajslova, 2009).
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V roce 1930 byla poprvé vyizolovana nezndma substance z pomerancl. Nejdiive se
myslelo, ze se jedna o novou tfidu vitamind, a proto byl flavonoidim ptidélen nazev
vitamin P, ovSem pozd¢ji byla slouc¢enina pojmenovana jako flavonoid (rutin) a dnes
zndme vice nez Ctyfi tisice variant flavonoidii. Chemicky jsou tyto slouceniny patnacti-
uhlikaté fetézce sestavené do dvou benzenovych jader (Kumar a Pandey, 2010).

Flavonoidy jsou rozsitena skupina latek s nizkou molekularni hmotnosti. V rostliné
tyto slou¢eniny poskytuji ochranu pted UV zateni, radiaci, patogeny (VeliSek a Hajslova,
2009).

Flavonoidy se rozdéluji dle umisténi hydroxylovych kationth OH* na uhlicich

benzenovych jader a podle stupné oxidace, viz Obrazek 5 (Havsteen, 2002).

0

Obrazek 5 Obecna struktura flavonoidii,
Zdroj: viastni

Chemicka struktura flavonoida zavisi na mitfe hydroxylace a oxidace, tedy navazani
hydroxylovych skupin na uhlikovy fetézec, dalSich substitucich a konjugacich ¢i na
stupni polymerace. Funk¢ni hydroxylova skupina ve flavonoidech plisobi svymi
antioxida¢nimi efekty pro snazsi likvidaci volnych radikali nebo chelataci kovovych
iontt. Flavonoidy jsou lokalizované v jadie mezofylnich bun¢k rostlin a v ramci ROS
generacnich center (Kumar a Pandey, 2010).

Nejvice zdravi prospé$nymi vlastnostmi flavonoidu, které jim byvaji ptisuzované,
jsou silné antioxidacni a chelatacni schopnosti. Na zakladé¢ jejich schopnosti a struktury,
dokazi inhibovat LDL oxidaci a prokazuji unikatni kardioprotektivni efekty. Testy na
mysich prokazaly snizeni myokardialni postischemické destrukce tkané, a tyto vlastnosti

Ize vyuzit ve vyrobé 1é¢iv (Kumar a Pandey, 2010).
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Flavonoidy se rozd€luji podle struktury a umisténi hydroxylovych skupin na tyto
druhy latek:

Flavony

U této skupiny flavonoidi nedochazi k oxidaci na ttetim uhliku (3C). Vyskytuji se
ve forme 7- O- glykosidu (Volf a Anders, 2015). Mezi flavony patii naptiklad luteolin
nebo chrysin. Tyto latky se nejvice vyskytuji v kiife ovoce, petrzele, ¢erveném vinu a v
kafe rajcat (Cejpek a Velisek, 2008). Existuji i tzv. polymethoxylované flavony, ale ty
Ize nalézt pouze u citrust (Volf a Anders, 2015).

Flavanoly
Tento typ slouceniny nalezneme ve formé flavan-3-
olu piedevsim Vv zelenych listech rostliny Cajovniku (Camellia sinensis), kde

jsou flavanoly nejdominantnéjs$i skupinou polyfenoli. Nejvyznamnéjsi zastupci této

skupiny jsou katechiny a epikatechiny (Volf a Anders, 2015).
Flavonoly

NejvyznamnéjSimi aktivnimi latkami jsou kvercetin, kemferol a myricetin. Tyto
latky se od sebe liSi pouze konfiguraci hydroxylovych skupin (Volf a Anders,
2015). Nejbéznéji jsou v potravinach jako je brokolice, grep fruit, cibule, ¢erny ¢aj a v
neposledni fad¢ i v drobném ovoci (brusnice, apod). V rodech brusnice je nejvyssi obsah
latek zvané myricetin (Cejpek a Velisek, 2008).

Flavonoly se v rostlinich nachazeji piedevs§im jako flavonolové, popi. kvercetinové
konjugaty cukrd, tzv. glykosidy. Jejich mnozstvi se podnebné méni (Volf a Anders,
2015).

Kvercetin

Kvercetin patii mezi vyznamné slouceniny, které byvaji obsazeny v fad¢ zelenych
rostlin. Vysoky obsah této latky maji napt. cibule a cesnek.

Z hlediska chemického vzorce se vyjadiuje jako 3,3",4°5,7- pentahydroxyflavonol.
Patfi mezi hojné¢ se vyskytujici polyfenoly obsaZzené v potravé. Nachazi se jako
sekundarni rostlinny metabolit piedev§im ve formé glykosidu, coZ je konjugovana

molekula kvercetinu se zbytkem sacharidu (Haddad a Eid, 2017).
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V této formé kvercetin tvoii béznou slozku v lidské potravé, a to nejvice
prostfednictvim zeleniny a ovoce. Naopak, dopliiky stravy s kvercetinem obsahuji vice
volné formy kvercetinu, tzv. aglykony (Andres et al., 2018).

Téma biologickych efektt této latky byly popsany v fad¢ experimentl, jak ve
studiich zvifat, tak studiich ¢lovéka. Uginky kvercetinu jsou piedeviim antioxida¢ni,
protizanétlivé, v ochrané imunitniho systému, a dokonce ptisobi i proti metabolickym
rozvratim (Andres et al., 2018).

Navzdory hojnosti in vitro a invivo, byl u kvercetinu ve vysledku zkouman
jeho antidiabeticky potencial a jeho G¢innost u diabetickych lidi se musi jesté nadale

prozkoumavat (Haddad a Eid, 2017).

Kemferol

o U

Nejdulezitéjsi roli kemferol zastava v protizanétlivé imunité. V kombinaci
s kvercetinem se zvySuje Sance na obranu organismu proti vzniku rakoviny. Dokaze tedy

blokovat rozpad kvercetinu a tim zvysit jeho i svou ucinnost (Devi et al., 2015).
Flavanony

Systematickym nazvem jsou oznac¢ovany jako dihydroflavony. Do této skupiny patii
naptiklad latky jako naringenin, taxifolin a hesperidin. Nejvice je jich v citrusovych
plodech (Cejpek a Velisek, 2008). Je prokazano, Ze pomerancova §tava pusobi kladné

na kardiovaskularni nemoci a n€které druhy nadora (Volf a Anders, 2015).
Anthokyany

Latky, které tadime mezi anthokyaniny, se nazyvaji apigenidin a yanidin.
Anthokyaniny se nachézeji v barevném ovoci, jako jsou tfe$Sn€, maliny, jahody a brusinky

(Cejpek a Velisek, 2008).
Isoflavonoidy

Tyto slouceniny patii mezi nejlépe se absorbujici flavonoidy, zvlasté kdyz jsou
navazany na kyselinu galovou, dale s katechininy, flavanony a kvercetinem (Mojzer et
al., 2016). Zahrnuji slouceniny jako je genistin, genistein a daidzein. Tyto latky v sobé
obsahuje napfiklad s6ja (Heim et al., 2002). Pusobeni isoflavonoida se velmi podoba
stereoidnimu hormonu estradiolu a kopiruje jejich vazbu na receptory bunék a jsou

schopny potlacovat rist nadort prsou a prostaty (Volf a Anders, 2015).
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Aurony

Aurony se fadi mezi malou ¢ast rostlinnych flavonoidt. Byvaji ve formé glykosidi

a zpusobuji zIuté zbarveni kvéta Antirrhium majus (Cejpek a Velisek, 2008).
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Obrazek 6 Vzorce riznych skupin flavonoidi

Zdroj: viastni
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2.3.3 Anthokyany
2.3.3.1 Obecna charakteristika

Néazev tato skupina latek ziskala plivodem z fectiny ze slov ,,anthos®, znamenajici
kvét a ,,cyaneos tedy modry. Brusnice (Vaccinium myrtillus L.) obsahuje anthokyany,
které se lisi ve funk¢éni skupiné aglykonu a vazaného cukru, takze brusnicové extrakty
predstavuji Siroké spektrum anthokyani oproti ostatnim plodiim a extraktim. Konkrétné
rod brusnic obsahuje na patnact riznych anthokyant, které se 1isi ve struktufe a funkci,
coz z brusnic déla reprezentanty Siroké Skaly biologicky aktivnich latek (Mueller et al.,
2017).

V soucasné¢ dob¢ je znamo vice jak sedm set strukturné odliSnych derivath
anthokyant z dvaceti sedmi aglykonii identifikovanych v ptirod¢, nazyvanych jako
anthokyanidiny. Anthokyany jsou jen zfidka pfitomny ve form¢ aglykonti. Existuji témét
vyhradné v glykosylované formé. V ptirodé prevlada Sest typt anthokyanidini a zastupuji
devadesat procent vSech anthokyanti, které byly prozatim objeveny. Tyto latky nejsou
esencidlnimi Zivinami a nebyva s nimi spojovana zadna porucha z nedostatku jejich
piijma (Wallace a Giusti, 2015).

Anthokyany reprezentuji bohaty zdroj bioaktivnich sloucenin v plodech brusnice
(Vaccinium myrtillus L.) a ud¢€luji tak jejich plodim vlastnosti dulezité pro podporu
zdravi. Obsah téchto latek v produktech brusnic mohou byt ovlivnény fadou parametr,
coz je podstatou studia jejich slozeni (Benvenuti et al., 2018). Tyto latky jsou
polyfenolické pigmenty pattici do skupiny flavonoidu, které zodpovidaji za ptitomnost
mnoha barev, které se projevi dle pH prostiedi od cerveno-oranzové po modro-fialové v
rostlinnych organech, jako jsou plody, kvéty nebo listy. Polyfenoly z brusnic maji
vyznam jako silné antioxidanty, zvlasté anthokyany s potencidlem k prevenci proti
oxidativnimu poskozeni zpisobenym reaktivnimi formami kysliku (ROS), (Wallace a
Giusti, 2015).

Modr4 barva korunnich listkt kvétu je zpisobena anthokyanem delfinidinem. A¢koli
je delfinidin glykosid lehce nafialovély, prezentuje se tu jako kopigment. Cervené
zbarveni je vétSinou projevem dal$iho rostlinného barviva z fad anthokyanti tzv. kyanidin
(Harborne a Williams, 2000).

Bobule rodu brusnic obsahuji nejvice z fenolovych sloucenin pravé anthokyany.
Diky jejich vysoké polarité jsou snadno extrahovatelné pomoci okyselenych polarnich

rozpoustédel, napiiklad vodou, acetonem anebo ethanolem (EtOH), methanolem (MeOH)

25



a smési hydrofilnich rozpoustédel. Methanol byva v laboratorni praxi nejpouzivanéj$im
a nejefektivnéjSim rozpoustédlem pro extrakci anthokyani. Obvykle se okyseluje
kyselinou chlorovodikovovu nebo mravenci pro kvalitni extrahovani téchto sloucenin ve

formé flavyliové soli (Renato et al., 2014).
2.3.3.2 U¢inné latky

V rostlinach se nejcastéji objevuji tii typy aglykont: skupina pelargonidind,
kyaidint/peonidini a dalsi skupiny anthokyanu (Fang, 2015). Stupen absorpce
anthokyanii do krevni cirkulace v lidském téle vysoce zavisi na jejich struktufe.

Anthokyany se dostavaji do cirkulace hlavn¢ jako glukuronidy (Wallace a Giusti, 2015).

Vyssi mnozstvi degradacnich latek (fenolové kyseliny, fenylaldehydy, apod.) nez
samotnych anthokyant jsou nalézany v cirkulaci krevniho ob€hu i po ptijmu brusinek v
obou podrodech (Mueller et al., 2017). Anthokyany mohou byt absorbovany uz
v zaludku, ale stejné tak v intestinu. Tyto slouCeniny se nejlépe vstiebavaji ve formé

kyanidin-3-glukosidu a pelargonidin-3-glukosidu (Fang, 2014).

Antokyanidiny nejsou pfili§ stabilnimi slou¢eninami, a tudiz se vyznacuji mensi
rozpustnosti ve vod¢ oproti anthokyanim. Mezi anthokyany a ostatnimi latkami vznika
interakce typu ion- ion. Nejcastéji probihd reakce s organickymi kyselinami, jako je
kyselina malonova, citronova nebo jablecnd. Tyto kyseliny stabilizuji strukturu

anthokyant (VeliSek a Hajslova, 2009).
2.3.3.3 Pouiti

Piijmem téchto latek v potravinach na né€ bohaté, se predpoklada jejich vyuziti v celé
fad€¢ zdravi prospéSnych procest, véetné vlivu na kardiovaskularni systém, nervovy
systém, zlepSeni zrakovych vjemid. Dale je tato skupina latek zndmd pro své
antidiabetické vlastnosti anebo pomaha i proti obezité a proti tvorbé zanéta (Wallace a
Giusti, 2015).

Navzdory tradi¢nimu medicinskému vyuziti, pfimo anthokyany nejsou momentalné
v zépadni medicin€ hojné uzivany pro terapii. Naopak ve vychodni Evropé€ a Asii se bézné
podavaji pro 1é€bu aterosklerdézy a dalSich cévnich onemocnéni. FAO/WHO spolecny
expertni vybor ur¢il pfijatelné mnozstvi anthokyanti na dva a ptl mg/ kg na den (Wallace
a Giusti, 2015).
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Anthokyany z vytazkl plodl z rodu brusnice ptisobi jako silné antioxidanty, a proto
jsou vhodné jako hepatoprotektiva (Popovic et al., 2016). Antokyany jsou povazovany za
vyznamna rostlinna barviva dobfe rozpustna ve vod¢ a alkoholu (Zanotti et al., 2015).

Balené potraviny maji tyto barviva vedeny pod kédem E163 (Velisek a Hajslova, 2009).

2.4 Metody analyzy
2.4.1 HPLC (Vysokoucinnd kapalinova chromatografie)
2.4.1.1 Princip separace

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, z anglického high-performance liquid
chromatography, predstavuje jednu z analytickych metod zaloZzenych na principu
separace a vyuziva se k analyze Siroké Skaly biologicky aktivnich latek, a také pro
stanoveni fenolickych slou¢enin, viz Obrdazek 7 (Kiizek a Sima, 2015).

Tato metoda ma své klady ve vysoké Gi¢innosti separace, dobré opakovatelnosti a v
robustnosti analyzy.

Zasadnim momentem této metody je distribuce analytu mezi dvéma fazemi, a to
mezi mobilni a stacionarni fazi. Doba zdrZzeni bud’ v jedné, nebo druhé fazi ma vzdy
zé4vislost na afinité vzorku k dané fazi, a proto je vhodna pro déleni netékavych polarnich
latek. Jestlize analyt stravi del$i ¢as ve stacionarni neboli pevné fazi, nejspis bude mit
pozd¢jsi dobu eluce, coZ oznacuje vymyvani.

Latky, jejichz afinita ke staciondrni fazi ma nulovou hodnotu, se v chromatografické
koloné nezadrzuji a byvaji eluovany v tzv. “mrtvém objemu”. Naopak u latek s vysokou
afinitou k pevné fazi dochazi k dlouhému zadrzovani v misté kolony a nemusi byt
Z ni eluovany vlibec. Nejvyznamnéj$im mechanismem pro funkci separacniho procesu je
opakovana absorpce analytu mezi obéma fazemi (Dohnal a Kadle¢kova, 2013).

Proces kapalinové chromatografie lze vyjadtit vztahem, kdy ptechod analytu mezi
fazemi, mobilni a stacionarni, se blizi k rovnovaznému stavu. Pro tento stav je popsana
distribu¢ni konstanta vyjadiena jako Kp. V rovnici symbol [A]s oznacuje rovnovaznou
koncentraci analyzované slouceniny ve stacionarni fazi, zatimco [A]m vyjadiuje

koncentraci ve fazi mobilni.

_ 1Al

Kn =
D™ a1,
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Metodou HPLC jsme schopni provést veskeré mozné separace a rozdélovani podle
riznych vlastnosti analytli, napt. dle odlisné rozpustnosti latek, riznych interakei v
afinitni chromatografii nebo na zaklad¢ iontové vymény (Dohnal a Kadleckova, 2013).

Kapalinovou chromatografii 1ze rozdélit na metodu v otevieném systému, napf.
papirovou ¢i tenkovrstvou, a na metodu v uzaviené syst¢ému, HPLC. V porovnani s
plynovou chromatografii je kapalinova forma o poznani slozitéjsi a jeji nevyhoda plyne

Dale neni kapalinova chromatografie zdaleka tak Uc¢inn4, a navic je 1 daleko vice
finan¢né nakladnéj$i. Naopak vyhodou této metody je separace a analyza az 80 %
analytl (Stulik a Juldkova, 2006) i z velmi malé koncentrace (Kiizek a Sima, 2015).
Dulezitym pojmem je i gradientova eluce, coz je pojem oznacujici miseni rozpoustédel
pfed samotnou separaci. U nizkotlakého gradientu dochazi k miseni rozpoustédel za
nizkého tlaku, kdy k tomu dochézi jest¢ pied vstupem do cCerpadla, a naopak u
vysokotlakého gradientu tento proces probiha az za Cerpadly (Dohnal a Kadleckova,
2013).

Vysledkem chromatografické analyzy je graf, tzv. chromatogram, jehoZ soucasti je
pik, ktery vlastn¢ oznacuje elucni ki'ivku nebo vinu zaznamenavajici odezvu detektoru na
analyt nebo na jeho slozky. DalSim diilezitym pojmem je retencni (elucni) cas vyjadiujici
dobu, kdy dochazi k dosazeni maximu elu¢ni viny slozky analytu (Dohnal a Kadle¢kova,
2013).

Retencni Cas se znaci jako tr a je méfen v minutach. Existuje i oznaeni mrtvy elucni
Cas tm, ktery se méfi v minutach, ktery se zhruba rovna celkovému objemu faze mobilni
reagujici v koloné. Podle vysky nebo podle plochy (Sitky) piku Ize stanovit obsazené latky

a posléze dochdzi k odecteni odpovidajici koncentrace z dané kalibra¢ni kiivky.

Schéma, HPLC se sklada ze Ctyr casti:
e Vysokotlaké ¢erpadlo pro ptesun mobilni faze
e Misto davkovani vzorku
o Chromatografick4 kolona a termostat (separace latek)

e Zatizeni pro detekci molekul analyti
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2.4.1.2 Staciondrni faze

Oznacovana jako tzv. pevna faze nebo pro jednoduchost, i jako sorbent. Ve vétsing
ptipadl byva tato faze lokalizovana na néjakém pevném nosic¢i umisténého uvnitt kolony
chromatografie. Kolona obsahuje sorbent, pies ktery béhem procesu piechazi mobilni
faze (Dohnal a Kadle¢kova, 2013, Kiizek a Sima, 2015).

Timto pevnym nosi¢em jsou nejcastéji kiemenné kulicky o rozmérech v jednotkéch
mikrometri (um). Na povrchu téchto kuliek jsou navazané silanolové skupiny
stacionarni faze. Nejbéznéjsi slouceninou je napf. oktadecylovy zbytek (C18)
a ¢ast oktylového zbytku (C8). Diky modifikaci C18 a C8 na povrchu nosice ziskava jeho
polarni sloZeni hydrofobni vlastnosti (Dohnal a Kadleckova, 2013).

Uskupeni stacionarni faze na C18 (C8) se proto nazyva jako tzv. reverzni, zatimco
polarni povrch nosi¢e bez modifikace jako “normalni”. Kromé zmény C18/8 existuje
I modifikace s aminoskupinou vyuzivana pro separaci sacharidud, s fenylem pro separaci
uréitych aromatickych latek anebo s pentafluorfenylem (PFP), (Kiizek a Sima, 2015).

Mohou se specialné pouzivat i stacionarni nosi¢e s neporéznim jadrem, ¢imz
nedochazi k difizi analytu do nosice a nerozmyva se jeho zona.

V prubéhu separace dochazi k rozdé¢leni latek v chromatografické kolon¢ podle
vlastnosti molekul v analytu. Dle rozdilu distribu¢ni konstanty, lze zjistit miru zadrzovani
analytu v koloné. Rozdil se porovnava pomoci reten¢nich faktord k (Dohnal

a Kadleckova, 2013).

k= &tm
tm

Vztah, kde tr znamena tzv. retenéni ¢as analytu (coz vyjadiuje dobu od davkovani
vzorku po ¢as detekovani maxima piku), tm se oznacuje jako mrtvy €as (tj. retencni cas
latky, ktera uz nereaguje se stacionarni fazi), (Kiizek a Sima, 2015).

Lze vypoclist parametr pro posouzeni kvality “kolony”, z jeho vySkového
ekvivalentu teoretického patra H: H=L/n, kde L ptedstavuje délku kolony. V neposledni
fadé miZeme ziskat i parametr k posouzeni tvaru piku, jenZ se nazyvd symetrii

piku (Dohnal a Kadleckova, 2013).
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2.4.1.3 Mobilni faze

Mobilni neboli pohybliva faze je vzdy kapalina, ktera je pomoci vysokého tlaku
tlacena kolonou. Tlak je vytvafen vysokotlakou pumpou. Mobilni faze je vedena pfes tzv.
odplynova¢ smérem ze zasobniku do vysokotlakého cerpadla (Dohnal a Kadleckova,
2013).

Jednotlivé slozky mobilni faze se béhem procesu dostavaji do sméSovace, kde se
misi v ur€itém poméru. Z cCerpadla pfechazi kapalina do kolony, ktera je obvykle
vyrobena z nerez oceli anebo specialniho skla a je pfimo ptipojena na detektor (K#izek
a Sima, 2015).

Kapalinou muze byt jak voda, tak naptiklad i vodny roztok soli anorganické nebo
organické, nebo i nékteré z kyselin, pufrt, ¢i smési vody nebo vodného roztoku
a rozpoustédel organického charakteru (Dohnal a Kadleckova, 2013).

Ve specialnich ptipadech 1ze dodat do roztoku modifikatory pro separace chiralni a k
chromatografii micel. Mezi zasobniky mobilni faze patii nadoby o objemu 0,1-2,5 |,
u kterych najdeme rysky a uzavér predevsim z inertniho plastu s otvory pro teflonové
hadic¢ky (Dohnal a Kadleckova, 2013).

Mobilni faze je opatiena filtry, jimiz dochazi k odstranéni necistot. Velikost poru je
od dvou az po dvacet mikrometrt. Cerpadla této fiaze mohou byt oznatend
jako ¢erpadla UHPLC, pistova anebo stiikatkova na bazi injekéni stiikacky (Nollet
a Toldra, 2012).

2.4.1.4 Davkovace

U kapalinové chromatografie se nejbéZnéji pouzivaji automatické davkovace.
Vzorky jsou kvantitativné ptevedeny do jakychsi mikronadobek zvanych vialky, které se
nasledné uloZi do vytemperovaného prostoru. Pomoci fizené¢ho programu se automaticky
vybere pozadovana vialkaa poté provede nastiik za pomoci smyckového ventilu.
Tyto vialky jsou vlastné takové vzorkovnice o objemu zhruba 1,5 ml se Sroubovacim
vickem se septem uprostfed, kde dochazi k propichnuti mista jehlou a k provedeni

nastiiku (Nollet a Toldra, 2012).
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Obrazek 7 HPLC
Zdroj: viastni

2.4.1.5 Kolona

HPLC kolona je vyrabéna hlavné z kovu, skla, kiemene anebo lze i z plastu. Uvnitf
kolona obsahuje stacionarni fazi. Lze kolonu specifikovat dle typu faze, rozméru kolony,
velikosti Castic a také dle velikosti pora. Dilezitou soucasti kolon je 1 termostat, ktery
napomahd a ovliviluje separaci aktivnich latek. Pfi zvySené teploté je mozno urychlit
analyzu vzorku a tim padem dosahuje 1 vyssi Gi¢innosti.

V soucasné dobe¢ teplota uvnitt kolony je vytemperovana na 0-50 °C a byva chranéna
pied svétlem. Diky kontrole teploty termostatem se reprodukovatelnost retencnich cast

muze vyrazné zlepsit (Cvacka, 2010).
2.4.1.6 Detektor

Detektory jsou zafizeni, které analyzuji zmény ve slozeni mobilni faze tim, Ze méeti
jeji fyzikalni a chemické parametry.

Dalsi rozdéleni detektorl je na nedestruktivni, kdy se neméni struktura latky a na
destruktivni, kdy se analyt reverzné¢ méni (Cvacka, 2010).

Nejb&znéji uzivané detektory jsou UV/VIS a fluorescenéni. UV/VIS detektory jsou
zalozené na principu spektrofotometrie, kde dochazi k absorpci zafeni v rozmezi
vlnovych délek od 190 az po 800 nm. Tento princip je zaloZen na zadkoné Lambert-
Beerové, ktery je vyjadien vztahem mezi tloustkou absorpcni vrstvy (1), koncentraci
roztoku (c) a vlastni absorpci (A) znacenou jako absorbance, kde je € tzv. molarni
absorp¢ni koeficient v jednotkach na I, mol anebo v centimetrech (Dohnal a Kadleckova,
2013).
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A=¢c.|

Lze rozdélit UV/VIS na detektory s fixni vinovou délkou nejcastéji stanoveni
v 253,7 nanometri, na detektory s ménitelnou vinovou délkou, detektory s
programovanou vinovou délkou s rozmezim pravé mezi sto devadesat a sedm set
nanometrt. V posledni fadé existuji i tzv. detektory diodového pole (PDA, DAD),
(Dohnal a Kadleckova, 2013).

U fluorescen¢nich HPLC detektorti dochazi k méfeni emisniho sekundarniho zareni,
kdy je latka zasazena pomoci primarniho excita¢niho elektromagnetického zéteni a po
jeho absorpci vydava emisni zéatfeni. Silnou detekéni techniku zahrnuje hmotnostni

spektrometrie a coulometricka elektrodova array detekce (Dohnal a Kadleckova, 2013).
2.4.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie pifedstavuje optickou analytickou metodu zalozenou na
absorbanci svétla. Metoda je zalozend na vzajemné reakci elektromagnetického zafeni
a zkoumanym analytem, kdy ¢astice obsazené ve vzorku absorbuji dané zafeni. Béhem
absorpce fotonu Gasticemi dochazi ke zméné energie molekul a dojde k excitaci. Cast
zéfeni, kterd nebyla absorbovana, roztokem projde a tato Cast je pak nasledné detekovana
piistrojem, tedy spektrofotometrem (Dohnal a Kadleckova, 2013).

Z chemicko-fyzikalni stranky je intenzita pros§lého zaieni zavisla na koncentraci
Castic v analytu. Plati zde, stejné¢ jako u kapalinové chromatografie, Lambert- Beerav
zakon. Analyt je umistén do tzv. kyvet, skrz které prochazi zateni (Rosina, 2013).

Dale je nutné znat i vztah mezi intenzitou proslého zateni (Io), kterd je vzdy podstatné
mensi nez intenzita dopadajiciho zafeni na latku (I). Podilem obou intenzit zafeni lze

vypocitat tzv. transmitanci (T), kterd zaznamenava hodnotu tohoto zeslabeni.
T=1/I,

U spektrofotometrie je pro ziskdvani zafeni pouzita vlastnost monochromatického
svazku a to rozkladem na hranolového nebo miizkového monochromatoru, na rozdil od
fotometrie, kde se svétlo ziskava pomoci barevnych filtrii (Kiizek a Sima, 2015).
Vysledkem spektrofotometrického méfeni je tzv. absorpéni spektrum, diky némuz
zjiStujeme absorpéni maximum zkoumané latky.

V grafické podob¢ se jedna o zavislost absorbance na vinové délce. V UV/VIS

spektrofotometrii a fotometrii se vyuziva svétla v UV oblasti zhruba v rozmezi vinové
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délky od 190 nm do 390 nm, ve VIS v rozmezi od 390 nm do 790 nm a v infra¢ervené

oblasti 0 vinovych délkach od 770 nm po 1 mm (Rosina, 2013).
2.4.2.1 Zdroje zaieni

Zdroje svétla musi vysilat v riiznych intervalech vinovych délek urcity svazek zatreni
o dané intenzité. Pro analyzu v UV oblasti jsou nejvhodnéjs$i zdroje vodikové anebo
deuteriové vybojky. Pro rozmezi viditeIného svétla maji vyuziti zarovky s wolframovou
spiralou, které jsou plnéné né&jaky ze vzacnych plynt, jako je napiiklad Ar a Kr (Rosina,
2013).

2.4.2.2 Optické filtry a monochromdtory

S monochromatory souvisi i ¢o¢ky a zrcadla, které jsou v ptistroji nastavené tak, aby
dokézali usmérnit paprsek. NejCastéji se pro zachytavani polychromatického zéteni
pouzivaji sklenéné barevné filtry, diky nimz se ziskava spektrum o §iii t¥icet az osmdesat
nm, coz je soucasti pouze nejjednodussich pfistrojii. V modernich spektrofotometrech
jsou uz monochromatory k ziskani monochromatického zéatreni. U drazSich ptistroji se
dava ptednost miizkovym monochromatortim s odraznou miizkou, kde je mozné dospét

ke spektralni §ifi 0 0,5 az 5 nm (Ktizek a Sima, 2015).
2.4.2.3 Kyvety

Kyvety jsou malé nadobky, viz 0brdzek 8, ve kterych dochazi k méfeni absorpce
v roztoku. V UV oblasti se pouzivaji kiemenné kyvety a ve VIS sklenéné nebo i kyvety
z plastu. Nejbéznéji se jako rozpoustédlo pouziva voda, u které nedochazi k absorpci
zafeni a oznacuje se jako tzv. blank, tedy slepy vzorek, diky némuz se kalibruje ptistroj

(Ktizek a Sima, 2015).
2.4.2.4 Detektory zdieni

Pro detekci prochazejicitho zafeni se pouZivaji fotoelektrické detektory. U téch
jednodussich piistroju je to piedevs§im selenovy hradlovy fotoélanek, zatimco u téch
drazSich a citliv§jSich jsou to fotonky nebo castéji fotonasobiCe. V pfistroji vznika
fotoelektricky proud po dopadu zafeni na detektor a Ize zméfit digitalnim

mikroampérmetrem (Rosina, 2013).
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Mg#i se absorbance nebo transmitance (Kiizek a Sima, 2015). V soudasné dobé se
také pouzivaji tzv. CCD kamery nebo fotodiody. Po detekci se vysledek stanovovani

pievede do software pro dalsi analyzu dat (Rosina, 2013).
2.4.2.5 Vyuziti

Vyuziva se jak pro stanoveni latek, které jsou schopny absorbovat zateni, tak i pro
identifikaci latek bez této schopnosti. Tyto slouCeniny lze ptevést na latky absorbujici
zateni reakci s jinou slozkou, naptiklad pti stanoveni iontti kovi, které vytvari s ostatnimi
ligandy komplexy s barevnou zménou. Spektrofotometrie je uréena k analyze latek
v malych koncentracich (Kiizek a Sima, 2015).

V lékaistvi ma tato metoda vyuziti ke stanoveni mozkomisniho moku pro urceni
diagn6zy néhlych cévnich mozkovych piihod a pro podezieni pro mistni krvaceni. Urcuje
se stafi krvaceni a jeho rozsah. Stanovuje se ve viditelném spektru, a dle toho dokazeme
uréit vznik oxyhemoglobinu, methemoglobinu a bilirubinu (Kiizek a Sima, 2015).

Spektrofotometrie je jedna z metod, kde nedochazi k destrukci analyzované latky a
proto je vyhodnou analytickou metodou pro experimentalni biochemii, kde se stanovuje

DNA nebo RNA a ruzné proteiny (Rosina, 2013).

Obrazek 8 Davkovace (Vialky)
Zdroj: viastni
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Cile prace

Vypracovani podrobné literarni reserSe o biologicky aktivnich fenolickych latkach
obsaZzenych plodech v péstovanych odrudach ovoce z rodu brusnice (Vaccinium),
jejich ti¢incich na zdravi ¢lovéka a zobrazeni metod jejich stanoveni.

Seznameni s analytickou metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a s jeji
pomoci analyzovat vybrané biologicky aktivni latky.

Zpracovani vzorkll ploddl péstovanych kulturnich CR odrid rodu brusnice. StéZejni

je stanoveni obsahu vybranych aktivni sloucenin a zpracovani dat.
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4. Prakticka ¢ast

V této bakalarské praci byly ke zpracovani vzorkt a analyze dat pouzity dvé metody,

a to HPLC a spektrofotometrie.

4.1 Materidal

Pro stanoveni biologicky aktivnich sloucenin (fenolické latky, vitamin C) bylo
zpracovano Sest odrid z rodu brusnice (Vaccinium) péstovanych v Ceské republice.
Vsech Sest odrud je druhu brusnice brusinka (Vaccinium vitis-idaea). Viz tabulka 1.

Tabulka 1: Analyzované odriidy rodu Brusnice

Oznaceni vzorku Odriada
BR-1 Ida
BR-2 Koral
BR-3 Linnea
BR-4 Runo bielawske
BR-5 Sanna
BR-6 Sussi

Zdroj: viastni

Cerstvé plody brusnic byly poskytnuty panem Ing. AleSem Matgjickem
Z Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnatského v Holovousich v srpnu 2018. Pred
samotnou analyzou byly vzorky ptipraveny vbudové katedry aplikované chemie
zemédélské fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich, a to pro praktickou
cast této bakalarské prace. Ptiprava vzorkil zapocala zamrazenim za teploty - 16 °C
a naslednému lyofilizovani, tedy metodou suSeni mrazem, kdy plody byly zbaveny
prebytku vody, aby byla poskytnuta kvalitngjsi analyza. Naslednym procesem bylo

skladovani brusnic. Nékteré latky byly stanoveny ptimo v Cerstvych plodech.
4.2 Priprava vzorkit pro samotnou analyzu

Pro analyzu obsahu biologicky aktivnich latek v plodech brusnice (Vaccinium) bylo
nutné rozmrazeni bobuli a nasledné se provedla tzv. lyofilizace, desikace neboli suseni

mrazem vlhkych anebo vodnatych materiali. Provadi se pro zachovani aktivnich latek
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V potravinach v ptivodnim stavu, jako jsou napiiklad vitaminy. Je to proces odpatfovani
vody ze zmrazeného vzorku pod vakuem. Pfi procesu nedochazi ovSem k zadnému
zahfivani, coz znamena, Ze nedochazi k ptimé pfeméné vody z kapalného skupenstvi do
plynného, jelikoz ta pfeména byva divodem k destrukci aktivnich slouc¢enin.

Vysledny material se nazyva tzv. lyofilizatem. U nékterych metod se pracuje pouze
se zmrazenym ovocem, kdy se odvazi na analytickych vahach zhruba dva a ptl gramu
plodi a nasledné se pomoci tfeci misky a tlou¢ku brusnice rozemelou a vytvofi se roztok,

jenz se analyzuje na ptistrojich.

4.3 Pouzité chemikdlie a piistroje
4.3.1 Seznam chemikalii

kyselina §tavelova a EDTA (chelata¢ni ¢inidlo)

6 M kyselina chlorovodikova (HCI), 5 % methanol (Lachema, Brno)
Destilovana voda — demineralizace (Premier, USA)

L-Askorbova kyselina (Merck, Némecko)

5% kyselina mraven¢i (Lachema, Brno)
4.3.2 Seznam pomiicek a pristrojit

sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, Pardubice, CR)

tteci miska a tloucek

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

analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

vahy Kern (Némecko)

centrifuga/odstfedivka (Eppedorf)

lyofilizator (Alpha 1-4, Christ, Némecko)

termostastovana vodni lazeti (EL — 20 R; Kavalier, CR)

filtracni zatizeni (Sigma- Aldrich)

specialni filtry ze sklenénych vlaken (Z27) (GF/C Whatman, VB)
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Vialky

SPE extrakce — kolonky znacené jako RP-18 (Merck, Némecko)
kapalinovy chromatograf (HPLC) Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC
Systém (Agilent Technologies, USA)

HPLC kolona Zorbax SB-C18 (4,6 x 50 mm, zrnitost 1,8 um)

(Agilent Technologies, USA)

Spektrofotometr (WPA Biochrom, CR)

Kombinovana lednic¢ka a chladni¢ka (Bosh Cooler, Némecko)
4.4 Metodika stanoveni biologicky aktivnich latek
4.4.1 Stanoveni obsahu Vitaminu C

Ke stanoveni obsahu vitaminu C bylo zapotiebi izolovat L-askorbovou kyselinu a ji
chemicky piibuzné latky, jako napi. L- dehydroaskorbova kyselina. Pti procesu extrakce
vzorku slouceniny doslo k vyuziti extrakéniho ¢inidla pro chromatografické stanoveni.
U slouceniny jako je L-askorbova kyselina, muze dochazet pii zpracovavani materialu
K jeji rychlé oxidaci a nasledné i jejim hmotnym ztratam.

Lze tomuto procesu zabranit pouzitim roztoku obsahujici Stavelovou kyselinu
a chelata¢ni ¢inidlo (0,02 mol/l §tavelové kyseliny a 0,5 mmol/l EDTA), které mohou
pusobit jako extrakéni ¢inidla. Tento postup ma vychodisko z publikované prace
A. Begum and S. Harikrishna (2010) a podminky pro vykonavani chromatografické

separace byly stanoveny na pracovisti katedry aplikované chemie.
4.4.1.1 Stanoveni 7 Cerstvého ovoce

Ze vzorku viceméné homogenniho vzorku (tedy jednotlivé odriidy) se na vahach
navazilo + 2,5 g a po pfidani 25 ml extrakéniho ¢inidla se vzorek minimalné pét az deset
minut homogenizoval. Zhomogenizovana smés se pievedla do odstied'ovaci kyvety
a nechala se 10 minut odstfed’ovat v centrifuze pti 3500 otackach.

Pti odstedéni dochazelo k oddéleni supernatantu, ktery se odebral do 50 ml odmérné
banky. Zbytek vzorku v kyveté se dale resuspenduval s 25 ml Cerstvého extrakéniho

¢inidla a opét doslo ke vlozeni do centrifugy a dalSimu odstfedéni za stejnych podminek.
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Druhy supernatant se oddélil do stejné 50 ml odmérné banky, kde se supernatanty
spojily. Roztok se doplnil po rysku a dukladné se promichal. Pfed samotnym méfenim
dochazelo jest¢ k filtrovani vzorku pies specialni filtry ze sklenénych vlaken (Z7).
Spravné prefiltrované vzorky ve vialkach o 1 ml se okamzit¢ méfily na kapalinové
chromatografii (HPLC).

Chromatograficka separace materialu byla provedena na ptistroji UHPLC Agilent
1200 Series Rapid Resolution LC Systém na koloné¢ Zorbax SB-C (4,6 x 150 mm, zrnitost
5 um).

V tomto ptipade byl pouzit roztok 0,02 M kyseliny $tavelové jako mobilni faze.
Nasttiklo se pét pl vzorku, pfi¢emz teplota pii procesu analyzy se pohybovala okolo
pétadvaceti stupni celsia a absorbance vzorku se odecitala pfi vinové délce 254 nm.
Za takto stanovenych podminek eluovaly vSechny formy tohoto vitaminu jako jeden pik.
Kvantifikace byla provedena za uziti standardu kyseliny L-askorbové v rozpéti pét az sto

mg/ kg Cerstvého vzorku.
4.4.2 Stanoveni obsahu celkovych anthokyanii

Postup ke stanoveni anthokyani vychazi ptredevSim z metodiky publikované
v diplomové praci od Matéjkové z roku 2011 (DP VUT v Brné). Zbarveni rodu brusnice
je spojeno s polyfenolickymi barvivy anthokyany, kde nejvyznamnéj$im barvivem je
napt. kyanin. V procesu stanoveni daného barviva dochazelo k jejich extrakci do
extrak¢éniho ¢inidla, coZ pfedstavovalo okyseleny methanol pomoci 0,1 % HCI. Hotovy

vzorek se piefiltroval a z ného bylo mozné namétit jeho absorbanci pii 528 nm.
4.4.2.1 Stanoveni v Cerstvém ovoci

Podobné jako u stanoveni obsahu vitaminu C se nejdiive navazilo zhruba dva
a pal gramu primérného homogenniho vzorku, ktery dale prochazelo fazi homogenizace
po dobu péti minut s dvaceti ml extrakéniho ¢inidla (methanol + 0,1 % HCI). Dale se
smés prevedla do odstied’'ovaci kyvety a nechala se v centrifuze pti 3500 otackach po
deset minut odstiedit.

Po odstfedéni se provedlo oddéleni supernatantu a prevedeni do 50 ml odmérné
banky, pfiCemz se zbytek, ktery zlstal v kyveté, resuspendoval s 20 ml cerstvého
extrak¢niho Cinidla a opétovné se nechal odstiedit za stejnych laboratornich podminek.

Po druhém odstfedéni se supernatanty spojily v 50 ml odmérné bance, roztok se

doplnil po rysku a dikladn€ se promichal. Pfed samotnym méfenim absorbance muselo
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dojit k odstranénim necistot roztoku pomoci filtrace. Vzorek se opét filtroval za vyuziti
filtrti ze sklenénych vldken (Z7). Prefiltrované vzorky se co nejdiive musely zmétit na
fotometru pii vinové délce 528 nm proti slepému vzorku, tzv. blanku, coz predstavuje
Cisté extrakeni Cinidlo.

Za stejnych podminek lze také zméfit standardy kyanin-chloridu pro tucely
sestavovani kalibra¢ni fady v rozmezi 0,5-1000 mg/kg Cerstvé hmoty. Obsah celkovych

anthokyanti byl vyjadien v mg/kg ovoce.
4.4.3 Stanoveni obsahu celkového kvercetinu

BéZné se vyskytujici latkou v rostlinnych materialech, tedy v ovoci a zelening je
dominantni flavonoidni aglykon kvercetin. V rostlinach se nejcastéji vyskytuje ve forme
glykosidi, kdy je molekula kvercetinu navazana na néktery ze sacharidi. K rozstépeni
glykosidické vazby je zapotiebi podminek metody kyselé hydrolyzy, coz je rozhodujici
pro stanoveni obsahu celkového kvercetinu. Tento postup stanoveni je zaloZen na
publikované praci Dadakové et al. (2001). Je tedy piizptisoben pro provedeni analytickou
koncovku HPLC.

4.4.3.1 Priprava vzorku 7 lyofilizovaného ovoce

Jako u pfedchozich metod se nejdiive navazilo zhruba 0,25 g lyofilizovaného
materialu a pievedlo se to do 100 ml varné banky. Déle se postupné pridavaly dalsi latky
80 mg kyseliny askorbové, 12,5 ml methanolu, 7,5 ml vody a 5 ml 6 M HCL.

Vse se odméfovalo pomoci odmérného valce. Nasledné se smés pomalu zahiivala
pod zpétnym chladi¢em po dobu 2 hodin ve vodni lazni pii teploté¢ 90 °C. Po uplynuti
tohoto Casu se po ochlazeni vzorku jeho obsah zneutralizoval pomoci 2 g NaHCO3
a kvantitativné se ptevedl do odstfed’ovaci kyvety a vlozil se do centrifugy pro odstiedéni
materidlu po dobu 15 minut pii 3500 otackéach.

Po odstfedovani vzorku se musela baika vyplachnout 7,5 ml methanolu a poté
i destilovanou vodou, aby nedoslo ke ztratam vzorku. Odstiedéni se jesté 2x zopakovalo,
pfi¢emz podruhé uz bez vyplachnuti methanolem. Diky tomu se spojené supernatanty
ziedily v 500 ml kadince pomoci vody na 200 ml. Diky pH-metru se hodnota nastavila
na pH 3.

Po nastaveni pH se roztok musel zfiltrovat na vakuové filtraéni aparatuie pres

specialni filtr ze sklenénych vlaken a nasledné i k promyti zbytkl uviznutych na filtru se
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pouzilo pét mililitri methanolu. Ziskany filtrat se kvantitativné pievedl do 500 ml
odmérné banky a ta se doplnil po rysku.

Pro SPE se pouzily kolonky znacené jako RP-18 pro zakoncentrovani kvercetinu
a ptipadného odstranéni polarnich latek. Kolonky se ptipravily promytim deseti ml
methanolu a deseti ml vody. Pouzil se spravné nafedény vzorek, aby mohlo dojit
k izolovani nami sledovanych slouc¢enin pomoci této metody (SPE).

Nasledné byva pouzit pro fedéni roztoku piedem piipraveny péti procentni roztok
methanolu s pH hodnotou tii a pul. Poslednim krokem po aplikaci vzorku do kolonky
bylo jejich suseni po dvacet minut prochazejicim vzduchem. Ty latky, které se zachytily
Vv kolonce, se diky 1,4 ml methanolu vymyly a ziskali jsme vzorek, ke kterému se poté
jesté pridal 200 ug kyseliny a-naftyloctové v roztoku methanolu, coz se potom vyuzilo

jako vnitini standard.

Obrazek 9 Filtracni zarizent

Zdroj: viastni

4.4.3.2 Méieni a vypocet

Analyza ptipravenych vzorkl se uskute¢nil metodou HPLC. Pro separaci
chromatografii se pouzil piistroj Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC Systém
a kolona Zorbax SB-C18 (4,6 x 50 mm, zrnitost 1,8 um).

Pro stanoveni obsahu celkové kvercetinu se jako mobilni faze v praxi pouzil roztok
A: 5% acetonitril, 0,1% mravenéi kyselina ve vodé a B: 0,1 % kyselina mraven¢i pfimo

v acetonitrilu. Znazornéni tzv. gradientové eluce (schéma, viz Tabulka 2):
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Tabulka 2 Schéma méreni

¢as (min) % B
0 20
1 25
5 30
7 50
9 20
15 20

Zdroj: viastni

Do pftistroje se nastiikovalo pét mikrolitri vzorku a analyza probé&hla za teploty
pétadvacet stupni celsia. Absorbance vzorku byla odecitana pii vinové délce 270 nm.
Kombinaci poméru ploch piku vzorku a vnitiniho standardu jsme dostali tzv. analytickou
odezvu metody. Kvantifikace analytu byla provedena s pomoci kvercetinového standardu

v pracovnim rozmezi pét az sto mg/kg na Cerstvy material.
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5. Vysledky a diskuze

Pro analyzu vzorkii byla pouzita metoda kapalinové chromatografie HPLC
a spektrofotometrie. Byly naméfeny hodnoty askorbové kyseliny, aglykont flavonoidi
(kvercetin) a celkovych anthokyani ve vzorcich. Vysledky ztéchto méfeni byly
zaznamenany a pomoci programu MS Office Excel byly provedeny vypocty a jejich
grafické zndzornéni. Bylo provedeno dvoji métfeni a zprimérovani vyslednych hodnot,
z ¢ehoz se posléze vypocetla smérodatna odchylka (viz tabulky). Z plochy piku
a vnitiniho standardu se vypocetla odezva. Dale byla pfepoctena suSina na cCerstvy
materidl. K vypoctim byly pouzity kalibracni kiivky dle obsahu jednotlivych
analyzovanych latek. Ve bylo pfepocteno na mg/kg.

5.1 Stanoveni aglykonii flavonoidu

mAl

250 o

Vs

200 1

150

100

50 - K
MO Q
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0 - L/\ L Y

T T T T T T T
2 4 5] g 10 12 14 min

Obrazek 10 Zaznam aglykonzi flavonoidii; Zdroj: viastni

Mgefeni flavonoidnich aglykonti probihalo podle chromatografickych standardu:

Schéma aglykonu dle piki:

a) MY — Myricetin e) A — Apigenin
b) MO — Morin f) K- Kemferol
c) L — Luteolin g) VS — Vnitini Standard

d) Q — Kvercetin
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Po zpracovani dat v analytické metodé kapalinové chromatografie vznikl tzv.

chromatograficky profil, kde se prokazaly hodnoty kvercetinu, viz Obrdzek 11.

Vyznamna je plocha piku kvercetinu (Q), ktera byla analyzovana na ¢ase 3,48 minut.

Q

CJ CAC1 A, Sig=270,2 Ref—off (FLAVONOIDTY Lecs OMOIDT 201880

TP S

5302 3

FAZ01E BR AGLTHONT 20718 12-12 07 53 17416,

VS

VI

A0=01

B

T
a

Obrazek 11 Stanoveni obsahu celkového kvercetinu; Zdroj: viastni

Z hodnot su$iny jsem tedy mohla piepocitat obsah kvercetinu na hodnotu ¢erstvého

materidlu. VSe vyjadieno v jednotkach mg/kg.

V této analyze byly zjistény rizné hodnoty obsahu kvercetinu v plodech péstovanych

Vw7

u druhu zvaného Runo bielawske (BR-4) o koncentraci 251 + 30 mg/kg a druhu Sussi

(BR-6) 0 obsahu 273 + 4,3 mg/kg. V piepoctu na ¢erstvy material u vzorku odridy Runo

bielawskese jednalo o prumérnou hodnotu 59,1 + 7,04 mg/kg a u Sussi to bylo 61,0 = 1

mg/Kkg.

Stfednich hodnot dosahly druhy Ida (BR-1), Koral (BR-2) a Linnea (BR-3) u obsahu
Vv suSing, a jedna se o hodnoty 467 + 4,0 mg/kg, 330 + 12 mg/kg a 676 + 6,5 mg/kg.

V cerstvém ovoci jsem vypoctem stanovila hodnoty jako 70,5 + 0,6 mg/kg, 55,2 + 1,9

mg/kg a 141 + 1,4 mg/kg.
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Nejbohat$im druhem na flavonoidni aglykony se ukazal v plodech druhu Sanny
(BR5), kde byl naméten obsah kvercetinu v susin¢ o hodnot¢ 1019 + 36 mg/kg
a Vv Cerstvém materialu je to 242 + 8,6 mg/kg.Veskeré naméiené koncentrace kvercetinu
i se smérodatnou odchylkou v susing lze najit v Tabulka 3, i s grafickym znazornénim

rozdilt obsaht, viz Obrdzek 12.

Tabulka 3 Stanoveni kvercetinu (susina)

Omaten Eoncentrace u Priimé Smérodatna
nacent susiny (mg'ke) TUmer odchylka
483
Bi-1 4187 40
: I ’
319
_ﬂ 2 3
Bi-2 EYh) 330 12
i
Br-3 676 (]
= 532 ’
Br-4 2l 251 30
: 281 .
982
Br-3 1019 36
. 1053
5
Br6 ?g 273 43

Zdroj: viastni

Stanoveni kvercetinu v susiné

1200
1019
1000
800
676
600
467
400 330
251 273
) I I
0
BR-1 BR-2 BR-3 BR-4 BR-5 BR-6

Obrdazek 12 Graf kvercetinu v susiné
Zdroj: viastni
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Z grafu je jasn€ znazornéna prevaha v obsahu kvercetinu ve vzorku BR-5, tedy druhu
Sanna, nad ostatnimi druhy rodu brusnice.

V Tabulka 4 je znazornéna koncentrace kvercetinu v Cerstvém materialu. Dalsi
soucasti analyzy je vytvoreni sloupcového grafu pro lepsi orientaci ve vysledkach. Graf,
viz Obrazek 13, znazoriuje rozdily v obsahu kvercetinu u jednotlivych vybranych druht

brusnic.

Tabulka 4 Kvercetin v cerstvém ovoci

Omaeni Kﬂ;il:::: ’ Primér Smérodatnd
materialu (mg/kg) odchylka
Brl ??51' 70,5 0.6
Br2 ggi 532 19
Br3 :ig 141 14
Brd ;ﬁ; 59,1 70
=
Br-3 ,_;1 242 36
Br6 g?g 610 1.0

Zdroj: viastni

Stanoveni kvercetinu v cerstvém materialu

141

mg kg

55,2 591 61,0

DGR

Obrazek 13 Graf kvercetinu v cerstvém ovoci
Zdroj: viastni
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Obsah kvercetinu u ¢erného bezu v praci Carusa et al.(2015) v této studii dosahuje
hodnota u rodu brusnic, kde byla koncentrace kvercetinu analyzovana v rozmezi od 55,2
+ 1,9 mg/kg po 242 + 8,6 mg/kg.

U studie Brasanac-Vukanovic et al. (2018) je hlavnim tématem chemické slozeni
u rostlin rodu brusnice, které byly vypéstovany v Cerné Hofe. Nejvyznamnéjsi pro mou
praci jsou hodnoty obsahu kvercetinu v ¢erstvych plodech brusnice.

Hladina tohoto flavonoidu byla detekovéana pii vinové délce 325 nm a koncentrace
urCena jako 0,36 mg/ml, coZ znamena zhruba 360 mg/kg, coZ je o trochu vyssi
koncentrace kvercetinu neZ v mé bakalarské praci.

V publikaci autora Milivojevic et al. (2012) se jedna o porovnani profilti biologicky
aktivnich latek, predevsim u flavonoida, konkrétné kvercetinu, ve druzich rodu brusnice.
V druhu Vaccinium myrtillus, kde byl analyzovan nejvyssi obsah kvercetinu a nasledné
vyjadien jako 7,10 £ 0,4 mg/kg. U rodu V. corymbosum byla zjisténa koncentrace
kvercetinu jako 9,11 + 0,6 mg/kg.

5.3 Stanoveni obsahu vitaminu C (askorbové kyseliny)
Stanovovani askorbové kyseliny probihalo pomoci analytické metody formou

HPLC. Po vytvoteni chromatografického profilu byl urcen reten¢ni ¢as vitaminu C jako

2,52.

T DADT A, 5ig=245.B Ref=off (FLAWDNOID'MFLAVONDIDY Z01B\DATAZD1E BR 1 AA 2018-10-18 09-46-0401 AA-D101.D)

~
@
i
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Obrazek 14 Chromatograficky profil askorbové kyseliny (AA),; Zdroj: viastni
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Pro analyzu askorbové kyseliny, zna¢ené jako AA (z angl. Ascorbic Acid), bylo
nutné provést dvojité méteni od jednoho vzorku. Z téchto hodnot se vypocitala primérna
koncentrace ve vzorcich jednoho druhu. Koncentrace askorbové kyseliny se jevi jako

rozdilna napti¢ druhy tohoto rodu.

A4

v v

koncentraci 63,0 = 8,0 mg/kg.

Stfednich hodnot v obsahu vitaminu C se projevily odridy Koral (BR-2) a Runo
bielawske (BR-3) a to s hodnotami 73,5 + 1,2 mg/kg a 67,6 + 1,7 mg/kg.

Naopak snejvétsi hojnosti vitaminu C byl analyzovan druh Sanna (Br- 5)
0 primérné analyzované hodnoté 110 + 1,4 mg/kg, ktery jako jediny z méfenych druht
pfesahl hranici 100 mg/kg. Druhym nejvyrazné€jSim obsahem disponuje druh Linnea
(BR- 3) o celkovém obsahu 90,7 + 3,3 mg/kg. VSechna data o koncentraci v rodech

brusnice se nalézaji, viz Tabulka 5 a v grafu viz obrazek 15.

Tabulka 4 Stanoveni obsahu vitaminu C

Vzorky Primérna Smérodatna odchylka
koncentrace (mg/kg)
Br-1 63,0 7,8
Br -2 73,5 1,2
Br -3 90,7 3,3
Br -4 67,6 1,7
Br -5 110 1,4
Br -6 47,9 5,3

Zdroj: viastni
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Stanoveni obsahu vitaminu C

120 110,13

100 90,67

80 73,54
62,99

60 47,91

67,67

mg/kg

40

20

Br-1 Br-2 Br-3 Br-4 Br-5 Br-6
vzorky

Obrazek 15 Graf stanoveni vitaminu C; Zdroj: viastni

Ve studii od Celik et al.(2018) se porovnavaji biologicky aktivni latky mezi druhy
brusnice brusinka a brusnice borivka (V. myrtillus) volné rostoucich v severovychodnim
Turecku. Jednim z analyzovanych sloucenin je pravé vitamin C. Extrakty se dostavaji
piimo z Cerstvych plodu. Plody obsahovaly minimalné tfi mg askorbové kyseliny a tii mg
kvercetinu ve sto gramech extraktu.

Ovsem brusnice bortivka obsahovala vyssi mnozstvi (zhruba 39,10 mg/kg) vitaminu
C nez brusnice brusinka, ktera méla koncentraci této latky v rozmezi mezi Ctyfi az
osm mg/100 g Cerstvého ovoce.

V porovnani s analyzou Ochian et al. (2009), kde dosli ke zjisténi, Ze koncentrace
vitaminu C v brusinkach je 7 mg/kg a v borivkach 34 mg/kg.

Analyza plodi od Milivojevic et al. (2012) zaznamenava porovnani profil
biologicky aktivnich latek, jako je vitamin C v druzich rodu brusnice. V druhu Vaccinium
myrtillus, kde byla analyzovana nejvyssi hodnota koncentrace askorbové kyseliny jako
25,8+1,9 g/ kg. U rodu V. corymbosum byla zjisténa koncentrace vitaminu C jako 9,69
+ 0,1 mg/100g.

V porovnani s mou analyzou jsou to nizké hodnoty. Vysledné hladiny vitaminu C

jsou srovnatelné s mou analyzou.

49



5.3 Stanoveni obsahu anthokyanii

Analyzovani obsahu anthokyanti bylo provedeno na spektrofotometru, kdy jsem
pomoci méteni absorbance vzorku snadno dopocitala koncentrace anthokyanti ve
vzorku. Obsah celkovych anthokyant byl vyjadien pomoci standardu kyanin chloridu,
viz Tabulka 6.

Meéfteni probihalo pfi vlnové délce 528 nm. Stanovovala jsem celkovy obsah
anthokyanti, kdy nejnizsi obsah ve vzorku piedstavoval druh Runo bielawske (BR-4)
0 namé&fené absorbanci 0,70 a spocitané koncentraci anthokyanti o 306 + 19 mg/kg, ktery

se taktéz projevil nizkym obsahem flavonoida a vitaminu C ve vzorku.

Tabulka 5 Stanoveni obsahu celkovych anthokyanii

s . Prumérna
Prumérma Y .
Oznaceni abzorbance (3 koncentrace Smérodatna
mé&feni) anthokyann odchylka
(mglkg)

Br-1 1.09 4686 26
Br-2 095 410 29
Br-3 1.27 mr T a3
Br-4 0.70 306 19
Br-3 1.19 489 13
Br-o 1.30 al7 2.7

Zdroj: viastni

Dal$im druhem s nizkymi vysledky je druh brusnic, a to konkrétné¢ druh Koral
(BR- 2) s absorbanci 0,95 a obsahu uréované latky s hodnotou 410 + 2,9 mg/kg, ktery ma
stitedni hodnoty obsahu flavonoidi i vitaminu C.

Nejvyssich hodnot dosahla analyza vzorku BR-6 u druhu Sussi a vzorku BR-3 druhu
Linea. U brusnic s nazvem Linea byla naméfena absorbance o 1,27 a koncentrace o 546
+ 53 mg/kg a u rodu Sussi 0 absorbanci 1,50 a odvozené koncentraci 617, + 8,7 mg/Kkg.

Zjistili jsme, Ze nejbohat§im zdrojem ze zkoumanych odriid rodu brusnice je odriida
Sussi.

Na tomto grafu, viz Obrdzek 16, je patrné, ze zkoumané rody brusnice vykazuji

vysoké hodnoty anthokyaninti a to V rozmezi koncentrace od 306 mg/kg po 617 mg/kg.

50



Studie od Colak et al. (2018) se zabyva analyzou riznych forem slouc¢enin
anthokyant, a to hlavné u druhu brusnice bortivka (Vaccinium myrtillus L) a porovnava
je s dalsimi drobnymi plody, jako jsou divoce rostouci rody brusnice, ale i s plody
ostruziny, maliny a bilymi jahodami.

Plody pochazely z uzemi Finska, které patii do prirozené flory této zemé. Bobule
byly sebrany v Iété¢ roku 2007 ze Sesti riznych lokalit. Vzorky byly zamrazeny az na
- 25°C predtim, nez se pied analyzou provedla lyofilizace.

Ve Finsku divoce roste pét druhtt rodu Vaccinium, a to V. oxycoccus,

V. microcarpum, V. vitis-idaea, V. uliginosum a V. myrtillus.

Stanoveni obsahu anthokyan(

700

617,03

600 545,65

o0 466,1 489,34

409,5
400
306,37

£ 300

200

100

0
BR-1 BR-2 BR-3 BR-4 BR-5 BR-6
znacenf vzorkd

Obrazek 16 Graf stanoveni celkovych anthokyanii, zdroj: viastni

Nejvyssi hodnoty celkového obsahu anthokyanti dosahl druh bobuli s modrofialovou
pigmentaci bobuli, a to hodnotou 868 =+ 4,5 mg/kg, coz oznaCuje vysoky obsah
anthokyant.

Ostatné plody s nardzov€lou barvou ve finské studii mély primérnou hodnotu
206 + 6,8 mg/kg, v porovnani s celkovym obsahem anthokyanti v plodech analyzovaného
rodu brusnice brusinky, které maji rozmezi koncentrace 306 az 617 mg/kg, byly finské
plody shledany jako chudsi na celkové anthoykany nez nami analyzované.

Veédecka prace Carusa et al. (2015) je zalozena na analyze anthokyani v plodech
rodu Bez ¢erny (Sambucus nigra) a Ostruziniku (Rubus). V porovnani s plody rodu
brusnice se hodnoty anthokyant jevi jako srovnatelné. Pfi¢emz u brusnic se hladina

hodnot pohybuje v rozmezi od 306 po 617 mg/kg, u druhti bezu je nejvyssi koncentraci
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339 mg/kg a u plodi ostruzin dosahuji hodnoty pouze do koncentrace 152 mg/kg.

V praci Ancilloti et al. (2015) byly zpracované data analyzovanych polyfenolt
a celkovych anthokyand v druzich Vaccinium myrtillus a tzv. faleSnych brusnicich
(V. uliginosum, podrod gaultherioides Bigelow). Tento rod brusnic rostl divoce
v Italskych horach, konkrétné v Toskansku. Bylo zjisténo, ze pravé brusnice obsahuji
desetkrat vétsi koncentraci kvercetinu nez nepravé. Obsah anthokyant u V. myrtilus
dosahoval hodnoty koncentrace 230 mg/ kg, pfi¢emz u V. uliginosum dvojnasobny

mnozstvi a tedy 471 mg/kg.
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6. Zavér

Principem této bakalafské prace bylo vypracovani resSerSe z odborné literatury a co
nejvice priblizit tématiku biologicky aktivnich latek obsazenych v rodu brusnice
(Vaccinium). Mezi tyto aktivni slouCeniny patii napiiklad vitamin C, flavonoidy
(kvercetin) a barviva anthokyany.

Zpracovano a analyzovano bylo vcelku Sest riznych odrid z druhu brusnice
brusinka, které byly dodany z Vyzkumného a S$lechtitelského ustavu ovocnaiského
v Holovousich v srpnu roku 2018, a to panem Ing. AleSem Maté&jickem.

Samotna analyza prob¢hla metodou kapalinové chromatografie HPLC, kde se
detekovaly hladiny obsahu vitaminu C a kvercetinu, zatimco anthokyany se méfily
pomoci spektrofotometru a jejich koncentrace se urcila diky namétené absorbanci.

Ze ziskanych dat tohoto vyzkumu bylo zjisténo, ze v plodech brusnice
analyzovanych odrid Koralle, Runo bielawskie, Sanna, Sussi, Linnea and Ida, jsou
nejvice zastoupeny biologicky aktivni latky v podobé¢ flavonoidd, s hlavni slou¢eninou
zvanou kvercetin, a pigmentt anthokyant. Nejvyssi celkovy obsah kvercetinu byl
analyzovan V Cerstvém materialu odridy Sanna a to s koncentraci 242 + 8,6 mg/kg.
Maximalni obsah anthokyanti byl zjistén u odrudy Sussi jako 617 + 8,7 mg/kg.

Vitamin C neboli askorbova kyselina byla detekovana u odridy Sanna S nejvyssi
nameétenou koncentraci o hodnoté 110 + 1,4 mg/kg. Takze mizeme pokladat brusnice za
plody bohaté na tuto latku.

Tato bakalafska prace se snazi poukazat na latky télu prospésnych a na vyznamnost

rodu brusnice, které je obsahuji.
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10. Seznam zkratek
CSF — Cerebralspinal Fluid (mozkomi$ni mok)
FAQO — Organizace OSN pro vyzivu a zemédélstvi

HPLC - Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high performance

chromatography)

ROS - reaktivni kyslikaté formy

SPE — extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)
UV — oblast ultrafialového spektra

VIS — oblast viditelného spektra

WHO - svétova zdravotnicka organizace

liguid
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