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Abstrakt

Obsah anthokyanti byl zjistovan v plodech bezu ¢erného (Sambucus nigra L.)
tfemi metodami: metodou uvedenou v Ceském lékopisu 2017 a dodatku 2019, pH
diferencidlni metodou, kterou uvadi ve své diplomové praci uvadi Bc. Katefina
Javorskd a metodou kalibracni, kterou uvadi ve své diplomové praci Bc. Markéta
Matéjkova. V bakalarské praci jsou shrnuty vysledky jednotlivych metod a jejich
porovnani.

Z vysledki je zfejmé, Ze nejvhodnéjSi metoda pro zjistovani obsahu
anthokyanti v plodech bezu ¢erného je metoda Iékopisnd, ze které byl zjistén nejvyssi
a zaroven s literaturou se nejvice shodujici obsah anthokyant. U metody 1ékopisné se

obsah anthokyant pfepocitaval na majoritni kyanidin-3—glukosid.

Klic¢ova slova: anthokyany; bez ¢erny (Sambucus nigra L.); kyanidin-3-glukosid

Abstract

The content of anthocyanins in elderberry (Sambucus nigra L.) was
determined by three methods: the method described in the Czech Pharmacopoeia 2017
and its Appendix 2019, the pH differential method, which was used in the bachelor
thesis of Bc. Kateina Javorska and the calibration method, which was used in the
bachelor thesis of Bc. Markéta Matéjkova. The results of these methods and their
comparison are summarized in this thesis.

According to the results, the most suitable method to determine the content
of anthocyanins in elderberry is the pharmacopoeia method. This method showed the
highest anthocyanin content, which at the same time corresponded the most with the
literature. In the pharmacopoeia method, the anthocyanins content was recalculated to
the majority of cyanidine-3-glucoside.

Keywords: anthocyanins; elderberry (Sambucus nigra L.); cyanidine-3-glucoside
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Seznam pouzitych zkratek

HPLC - Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

pH — Zéaporny dekadicky logaritmus ¢iselné hodnoty koncentrace vodikovych iontd
v roztoku (power of hydrogen)

UV — Ultrafialové spektrum (Ultraviolet)

SD — Smérodatna odchylka (Standard deviation)



1. Uvod

Ve své bakalarské praci se zabyvam stanovenim obsahu anthokyant v plodech
bezu ¢erného. Plody bezu ¢erného se nazyvaji bezinky a jsou velmi bohaté na
obsah anthokyant. Anthokyany maji pozitivni G¢inky na zdravi. V Cechach se bez
Cerny vyskytuje nejCastéji voln€ rostouci na vlhkych a stinnych mistech.
V kuchyni se vyuzivaji jak kvéty bezu, tak i bezinky. Z bezinek se vyrabi §tavy,
marmelady, ¢aje a dalsi. Své uplatnéni maji také jako potravinarska barviva.

Bakalatskou praci jsem rozd¢lila na dvé ¢asti. Prvni ¢ast tvoii literarni reserse,
ve které rozebiram polyfenolické latky, anthokyany, charakteristiku bezu ¢erného.
Popisuji ~ zpisoby  méfeni  obsahu  anthokyanti  spektrofotometricky
a chromatograficky. Dale uvadim principy jednotlivych metod. Ve druhé praktické
¢asti porovnavam Vysledky zjisténé z jednotlivych metod, které jsem pouzila pro
uréeni obsahu anthokyanti. Pfepocet jsem provadéla u lékopisné metody a pH
diferencialni metody na kyanidin-3-glukosid. U metody, ktera je zaloZzena na
kalibra¢ni zavislosti, jsem pfepocet provadéla na méné dominantni kyanin

hydrochlorid.



2. Cile prace

Cilem této bakalaiské prace bylo otestovat vhodnost n€kolika metod pro
stanoveni obsahu anthokyani v plodech bezu cerného a nasledné jednotlivé
metody porovnat a vybrat nejvhodnéjsi metodu. Pro stanoveni obsahu anthokyant
byl vzdy k méfeni pouzit spektrofotometr a obsah vyjadien v gramech na
1 kilogram bezinek.



3. Literarni reSerse

3.1 Rostlinné polyfenoly

Pro rostlinné polyfenoly je charakteristické, ze obsahuji vice nez jednu
fenolovou skupinu. Nejvyznamnéjsi polyfenoly jsou flavonoidy. Jde o nejvice

zastoupené antioxidanty v potravé (Watson a kol., 2014).

3.1.1 Flavonoidy

Nejvyznamnéj$i a nejobsahlejsi skupinu polyfenoli tvoii flavonoidy.
Flavonoidy obsahuji ve své molekule dva benzenové kruhy (na obrazku znazornény
jako kruhy A a B), které jsou spojeny tfi-uhlikatym fetézcem. Kruh A se spole¢né s ti-
uhlikatym fetézcem se nazyva jako 2H-chromen. Kompletni struktura tvofici
flavonoidy se nazyva flavan. Struktury jsou znazornény na nasledujicim obrazku

1 (Velisek a Hajslova, 2009).

Obrazek 1: Znazorneni flavanu a 2H-chromenu (Velisek a Hajslova, 2009)

Toto je pouze zakladni struktura flavonoidd. V pfirod€ jsou substituovany
hydroxy nebo methoxy skupinami. Objevuji se jako monomery, ale také jako
polymery. Mnozstvi vSech flavonoidnich latek se odhaduje pfes 5000 a stile se
v rostlinach objevuji nové. Podle stupné oxidace, substituce a spojeni kruht se
flavonoidy déli na zakladni struktury (tabulka 1) (Velisek a Hajslova, 2009).
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Tabulka 1. Zdkladni struktury flavonoidi (Velisek a Hajslova, 2009)

Ziakladni struktury flavonoidi
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Isoflavonoidy

Neoflavonoidy

Zakladni struktury jsou také odlisné stupném oxidace a uhlikatym fetézcem
spojujicim benzenové kruhy. Chalkony, dihydrochalkony a aurony maji benzenové
kruhy spojeny fetézcem, ktery tvoii 3 uhliky. Isoflavonoidy a neoflavonoidy jsou
spojeny pyranovym kruhem v poloze C-3 nebo C-4 (Velisek a Hajslova, 2009).

Nékteré flavonoidy jsou vyznamnymi piirodnimi barvivy nebo dochucovadly.
Jejich chut’ je trpka a hoika. Anthokyany se diive délily na dvé skupiny podle barvy:
na Cervené az modré a Zluté. Dnes uz se toto déleni nepouziva. Katechiny
a leukoanthokyanidiny tvoti hnédé pigmenty, které vznikaji pfi enzymovém hnédnuti

(Velisek a Hajilova, 2009).

3.2 Anthokyany

3.2.1 Chemicka podstata

Anthokyany jsou slouceniny, které jsou velmi dobfe rozpustné v polarnich
rozpoustédlech. Nejcastéji jsou z rostlinnych materialti extrahovany do methanolu,
ktery obsahuje malé mnozstvi chlorovodikové kyseliny nebo mravenci kyseliny.
Okyseleny methanol se pouziva ztoho didvodu, ze kyseliny snizuji hodnotu pH
roztoku a zabranuji rozkladu neacylovaného anthokyanového pigmentu. Dale se jako
extrakéni ¢inidlo mize pouzivat i aceton (Kong a kol., 2003). Jedna se o pigmenty
s velmi Sirokou barevnou skalou, a to od Sarlatové ptes purpurovou po modrou barvu

(Glover a Martin, 2012).

3.2.2 Struktura

Anthokyany tvofi podtiidu fenolickych slouCenin, které se nazyvaji

flavonoidy. Jsou to glykosidy fenolickych aglykond anthokyanidind a nékterého
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sacharidu. Anthokyanidinovou strukturu tvofi dva benzenové kruhy spojené linearnim
tii-uhlikatym fetézcem. Tato struktura se taky nazyva jako Ce — C3— Ceg systém a je
znazornéna na obrazku 2. Na zakladni sktrukturu maji anthokyany navazané sacharidy
substituované hydroxylovou (-OH), nebo methoxylovou (-OCHz3) skupinu. Jednotlivé
anthokyany jsou rozdilné hlavné v poc¢tu cukernych jednotek, které jsou ptipojené na
Ce — C3 — Cs systém (Yi a kol., 2010). V molekulach anthokyant bylo nalezeno
nejCastéji 5 sacharidi a to: D-glukosa, L-rhamnosa, D-galaktosa, D-xylosa, a L-
arabinosa (Velisek a Hajslova, 2009).

Obrazek 2: Zakladni struktura anthokyanii (Velisek a Hajslova, 2009)

3.2.3 Vyskyt

V ptirod¢ bylo identifikovano vice nez 400 jednotlivych druhii anthokyand.
Anthokyany se vyskytuji ve ving, a to hlavné v ¢erveném (Yi a kol., 2010). Pigmenty
zabarvuji ovoce a kvéty mnoha rostlin. Za nasledek maji i Cervené zbarveni
podzimniho listi. Velmi bohaté, co se obsahu anthokyani tyce, jsou bortivky, brusinky,
jahody, maliny, ¢erny rybiz, ¢ervené hrozny, ostruZiny, tfesné, Svestky, Cervené zeli,
cervena cibule, lilek, brokolice a fialovy kvétak. Potraviny bohaté na anthokyany jsou
velmi snadno rozeznatelné pouhym okem, diky své vyrazné Cervené, nebo modré
barvé (Glover a Martin, 2012). V jedlych casti rostlin jsou nejéastéji obsazeny
anthokyanidiny: kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinin, petunidin a malvidin.
Celkové nejvice rozsitenym glykosidem anthokyanem je kyanidin-3-glukosid (Kong
a kol., 2003).
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3.2.4 Vlastnosti

Anthokyany vznikaji metabolismem fenylpropanoidid z fenylalaninu. Za
kyselych podminek jsou intenzivné zbarveny. Absorpcniho maxima ve viditelném
spektru dosahuji mezi 465 az 550 nm. Absorbuji i UV zéfeni, a to v rozmezi 270-280
nm. Velmi intenzivni modré barvy vznikaji ve spojeni s mineralnim hlinikem, ktery je
vice dostupn&jsi v kyselych piadach, ze kterych je rostlinami piijiman. Cervené
zbarveni rostliny ziskavaji na pudach neutralnich, ve kterych se namisto hliniku
vyskytuje Zelezo. Nékteré rostliny jsou schopny ménit své zbarveni bud’to zménou pH
ve vakuolach, nebo regulovanim mnozstvi produkovanych anthokyant. Napiiklad
delfinin je charakteristicky tmavé modrym az fialovym zabarvenim, Kyanidin syté
razovym a pelargonidin ¢ervenym (Glover a Martin, 2012).

Rostliny obsahuji komplexni soubor anthokyant (Glover a Martin, 2012).
Nékdy také slouzi jako prirodni pH indikatory (Jackman a kol., 1987). Na vlastnosti
anthokyanti nema skoro zadny vliv sacharid, ktery je na anthokyany navazan (Velisek

a Hajslova, 2009).

3.3 Biologické ucinky polyfenolt

Polyfenoly maji pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Nachazeji se v potravé
I v napojich rostlinného ptivodu. V potravé konkrétné v ovoci, zelening a cokolade.
V népojich je lze nalézt v ¢erném a zeleném caji, kavé a cerveném ving. Bohaty na
obsah polyfenoli je také extra panensky olivovy olej (Watson a kol., 2014; Hoensch
a Qertel, 2015).

Vyzkumy se zabyvaly ucinky polyfenolii na zdravi €loveka a dospély k nékolika
zaveéram. Polyfenoly maji pozitivni Gi¢inky na tfech irovnich, a to na Grovni primérni,
sekundarni a terciarni, kde primarni Groven pasobi preventivné proti nemoci nebo
zhorseni zdravotniho stavu jedince. Sekundarni Giroven ma za ukol snizovat a tlumit
pfiznaky nemoci a snazit se o co nejrychlej$i uzdraveni. Terciarni uroven tlumi
zdravotni poSkozeni z uplynulé nemoci, které zplsobila trvalé néasledky a pomahaji
organismu vypotadat se z prodélané nemoci (Watson a kol., 2014).

Nekteré plody ovoce nebo zeleniny obsahuji az 200-300 mg polyfenoli ve 100 g
Zerstvé hmotnosti. Salek ¢aje nebo 2 dcl vina obsahuje pfiblizné 100 mg polyfenolt

(Watson a kol., 2014).
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Vyzkumy na lidech, na zvitatech a vyzkumy in vitro prokazaly, ze potraviny
obsahujici polyfenoly mohou usnadnit hubnuti a zaroven zabranit nardastu hmotnosti
a redukovat obsah lipida v krvi (Watson a kol., 2014). Maji pozitivni G¢inek na sniZeni
rizika cukrovky druhého typu (Irina a Mohame, 2012), schopnost snizovat
neurologické potize (napt. Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc a dalsi),
kardiovaskularni choroby (Watson a kol., 2014). Bylo prokazano, ze polyfenoly diky
své chemické povaze piispivaji k prevenci aterosklerdzy a rakoviny (Hollman a Katan,
1999). Zaroven existuje velké mnozstvi studii, které tvrdi, Ze polyfenoly maji pozitivni
vliv také na urologické potize a imunitu. Podporuji 1é€bu prijmovych chorob, udrzuji
sttevni mikrofloru (Hoensch a Oertel, 2015). Polyfenoly obsazeny v bobulovitém
ovoci posiluji imunitu a maji velky vliv proti nakazeni jedince chiipkou. Védci zjistili,
ze polyfenoly maji pfimy vliv na virus, zabrani, zkrati a snizi zavaznost symptomu
chiipky u lidi (Gramza-Michatowska a kol., 2017). Ve vétSiné vyzkumu se pouzivaly
pouze nékteré potraviny, nejcastéji bortivky, jahody a ¢okolada (Watson a kol., 2014;
Hoensch a Oertel, 2015). V nasledujici tabulce 2 jsou zaznamenany potraviny bohaté
na polyfenoly.

Tabulka 2: Obsah polyfenolit ve vybranych potravindach (Kruger a kol., 2014)

Potravina Obsah polyfenoli [mg/100g]
Syrové bortivky 176,49

Brusinky 418,77

Kakaové boby (Theobroma cacao) 9481,75

Mandle 184,02

Liskové ofechy 500,66

Skofice mleta 8108,14

(Cinnamomum zeylanicum)

Rybiz cerny 200,00

Polyfenoly obsazeny v napojich maji velmi podobné ucinky jako polyfenoly
obsazené V ovoci a zelenin€. Napftiklad uzivani zeleného Caje, ktery je velmi bohaty
na polyfenoly, spole¢né se zvySenim energetického vydeje, ma pozitivni vliv na snahu
0 snizeni télesné¢ho a biisniho tuku (Watson a kol., 2014). Zelené caje obsahujici

polyfenoly jsou také pouzivany jako prevence proti rakoviné ktize, jater, plic, traviciho
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traktu, slinivky bfisni, prsu a prostaty (Irina a Mohame, 2012). Konzumace vina se
naopak spojuje s niz§im rizikem infarktu myokardu, nebo demenci. Konkrétné ¢ervené
vino omezuje rast nadord a je velmi pfinosné pro 1é¢bu rakoviny prsu (Kruger a kol.,
2014; Kong a kol., 2003). Obsah polyfenolickych slou¢enin ve vybranych napojich je

uveden v nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3: Obsah polyfenolickych sloucenin ve vybranych napojich (Kruger a kol., 2014)

Napoj Obsah polyfenoli [mg/100g]
Caj erny 3,30

Caj zeleny 12,20

Cervené vino (Cabernet Sauvignon) 35,59

Cervené vino (Syrah) 152,96

Ruzové vino 2,20

Bil¢é vino (Sherry) 8,18

Pivo 2,03

VétSina studii se zamétuje na biologické ucinky konkrétnich potravin, nebo na
polyfenoly komplexné, ale nedokdzou ptesn¢ definovat jaky konkrétni polyfenol

vyvolava pozitivni G¢inky na lidské télo (Kruger a kol., 2014).

3.4 Biologické ucinky anthokyant

Existuje nékolik ditkazl, Ze konzumace anthokyand ma pozitivni vliv na zdravi
¢loveéka. Velky ohlas byl na konci 80. let minulého stoleti. Tehdy byla definovana
vyzivova anomalie ,,Francouzsky paradox“. Z vyzkumu vys$lo, ze Francouzi maji
mnohem mén¢ infarktd v porovnani s Americany i presto, ze konzumuji vice tuki
amaji vyssi obsah cholesterolu v krvi spolu s vyssim krevnim tlakem (Glover
a Martin, 2012). Vysvétlovano to bylo tim, Zze ve Francii Se mnohem vice konzumuje
cervené vino, a konzumace cerven¢ho vina je hlavni pfi¢inou ochrany proti
kardiovaskularnim porucham (Kruger a kol., 2014). Pfi konkrétnim vyzkumu bylo
prokdzano, Ze pifi kazdodennim uzivani anthokyani v podobé cerveného vina
(Cabernet) vyrazné poklesla koncentrace cukru v moci a krevnim séru (Kong a kol.,
2003).
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Na tento popud se anthokyany zacaly mnohem vice zkoumat. Rizné vyzkumy
prokdzaly, Ze tyto latky zmirnuji pribeh rakoviny a zaroven slouzi i jako prevence
k nékterym druhtim rakoviny. Konkrétné rakovinu tlustého stieva a zaludku (Kong
a kol., 2003). Podporuji ubytek tuku a redukci hmotnosti, chrani pfed chronickym
onemocnénim, jako je naptiklad kardiovaskularni onemocnéni. Prodluzuji tak zivot
jedince. Pro pozitivni vliv na lidské télo je dilezité, aby anthokyany byly uzivany
kazdy den v rizném ovoci nebo zeleniné (Glover a Martin, 2012).

I velmi nepatrnd zména ve struktuie anthokyant (oxidace, substituce), miize
mit vyznamny ucinek na lidsky organismus. Konkrétné na buiky cévniho endotelu (Yi

a kol., 2010).
3.4.1 Vyuziti v potravinafstvi a farmaceutické vyuziti

Anthokyany se v potravinafstvi vyuzivaji jako barviva, a to uz vice nez 100 let.
Nevyhoda vyuziti anthokyanovych barviv je, Ze jsou pouzitelné pouze v kyselém
prostiedi (Velisek a Hajslova, 2009). Z tohoto divodu maji nejvétsi uplatnéni
u barveni kyselych potravin, naptiklad vin, dzust, dale v népojich, které obsahuji
konzervant oxid uhli¢ity, v dezertech, jogurtech, mléénych vyrobcich, zmrzlinach
a dalSich. Toto barvivo v potravinach najdeme pod kédem E163, které nema zadné
nezddouci vedlejsi ucéinky. V Ceské republice je povoleno kuzivani ve vsech
potravinaich kromé détské vyzivy. V USA je povoleno i v détské potraveé
(https://www.ferpotravina.cz/seznam-ecek/E163).

Anthokyany se ve farmacii pouzivaji jako prevence proti zdnétu mocovych
cest. Podporuji funkci o¢i a mozku. Své uplatnéni maji i pii 16¢bé kieCovych zil.
Anthokyany dokazou absorbovat volné radikaly vtéle a zneSkodnit je
(https://www.celostnimedicina.cz/antokyany-prirodni-lecivo-v-te-nejcistsi-
podobe.htm).

3.5 Drobné ovoce vynikajici obsahem anthokyani

3.5.1 Sambucus nigra L.— bez ¢erny

Charakteristika botanického druhu

Bez cCerny je kef, ktery se vyskytuje podél zdi a plotl, ve svétlych listnatych
a luznich lesich, na zbofeniStich, sklddkéach, zahradach, okoli potokl. Spise na
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stinnych mistech. Jeho odridy jsou sazeny do parkt a sadii, kde se péstuji hlavné kete
s nizkym vzriistem a riiznym zbarvenim listii. V Ceské republice se vyskytuje témét
na celé rozloze mimo oblasti s vysokou nadmotskou vyskou, pfiblizn€ od 1100 metrii
nad motem. Daii se mu hlavné na vlhkych mistech s vysokym obsahem dusiku v pudé.
Keft je rozsifen i po celém nasem svétadilu, krom¢ Finska, Skandinavie a ¢asti Ruska.
S timto kefem se mizeme setkat i mimo Evropsky kontinent naptiklad v Africe, na
Krété, nebo na Kypru (Slavik a kol., 1997; Kubat, 2002).

Tento listnaty kef nejéastéji dorusta do vysky 1,5-5 metrt. Jeho koruna je
bohat¢ vétvend. Vétve jsou u mladych keit lysé, nebo mirn€ chlupaté. Zbarvené do
zelené az Sedozelené barvy s ¢ocinkami. Starsi kefe jsou charakteristické Sedozelenym
az Sedohnédym zbarvenim vétvi se svisle popraskanou nepiijemné pachnouci karou.
Dien vétvi ma bilé zbarveni a je pomérné Siroka. Bezové dievo je velmi tvrdé
a nazloutlé barvy (Slavik a kol., 1997; Kubat, 2002).

Pro ket jsou charakteristické vstficné lichozpefené listy nejcastéji slozené
z péti podlouhlych listt, které maji na okraji pilovité zubeni. Jejich délka je v rozmezi
péti az deseti centimetrd. Z vrchni strany jsou zelené, ze spodni Sedavé (Grau a kol.,
1996).

Béhem cervna a Cervence kvete bilymi kvéty v praméru 10 az 25 cm. Kvéty
jsou uspofadany do deStnikovitého kvétenstvi nejcastéji s 5 dominantnimi paprsky.

Kvéty jsou ptijemné vonici (Grau a kol., 1996). Obrazek 3.
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Obrdzek 3: Rozkvetly ker bezu cerného (http://lwww.vysnenazahrada.cz/2012/05/cerny-
bez.html)

http: //botanika.wendys.cz

Plody znamé¢ jako bezinky dozravaji na podzim a jsou charakteristické kulatym
tvarem o velikosti 5-8 milimetrti. Jsou lesklé ¢erné az cernofialové barvy. Kazdy plod
obsahuje 3 pecky (Grau a kol., 1996). Obrazek 4.

Obrazek 4: Plody bezu cerného — bezinky ( https://vitalplus.org/cerny-bez/)
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3.5.1.1 Obsahoveé latky

V kvétenstvi

Kvétenstvi je bohaté na polyfenolické slouceniny. Nejvice zastoupen je rutin.
Obsah rutinu v kvétenstvi bezu ¢erného je 20 mg v 1 g kvétu suseném na vzduchu.
Diky tomuto obsahu je spolecné s pohankou povazovan za nejbohatsi rostlinny zdroj

rutinu (Vrchotova a kol., 2017).

V plodech

Bezinky obsahuji cukry, organické kyseliny, anthokyany a flavonoidy. Nejvice
zastoupeny jsou anthokyany, ze kterych jsou v bezinkach nejvice obsazeny kyanidin-
3-sambubiosid a kyanidin-3-glukosid. V mensi mife jsou zastoupeny také kyanidin-
3,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid. Z cukri je to pifedevsim
fruktoza a glukdza. Sachardza piedstavuje pouze stopové mnozstvi. Dale bezinky
obsahuji organické kyseliny. Nejvice zastoupena je citronova kyselina. Ve stopovém
mnozstvi se v bezinkach vyskytuje i Sikimova kyselina a fumarova Kkyselina.
Z flavonoidu byl v bezinkach nalezen kvercetin, ale pfedev§im kvercetin-3-rutinosid
spolu s kvercetinem-3-glukosidem (Veberic a kol., 2009).

Bezinky dale obsahuji vitaminy C, Bi, B2, Bs, 0,01% éterického oleje
(http://cms.herbalgram.org/press/files/elderberry-scr.pdf). Dale se v nich vyskytuji
mineralni latky jako draslik, fosfor, vapnik, sodik, hot¢ik, mangan, Zelezo, zinek, méd’.
Maji vysoky obsah bilkovin. Pfiblizn€¢ kolem 3 g ve 100 ml. Nejcastéjsi
aminokyseliny, které tvofi bilkoviny jsou alanin, leucin, asparagova kyselina,
glutamova kyselina, spole¢né s dal§imi mén¢ zastoupenymi. Obsahuji také vysoky

podil celulézovych vlaken (Vulic a kol., 2008).

3.5.1.2 Potravinarské a farmaceutické vyuziti

Bez Cerny se vyuziva v lécCitelstvi a farmaceutickém priimyslu. Lécivé ucinky
maji kvéty i plody. Z kvéti se vyrabi napoje, nebo se pojidaji jako takzvané kosmatice,
coz jsou smazené kvéty v tésticku a podavané pocukrované. Bezinky v syrovém stavu
jsou jedovaté a nejedlé. Zpisobuji zaZivaci potize (prijem, nevolnost, zvraceni, kiece
v bfise) a nékdy se mlzou objevit 1 zadvraté. Z tohoto ditvodu je nutné tepelna uprava

bezinek pied pozitim. Bezinky zpracovavané do zavatenin, na povidla, §tavy, sirupy,
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a kol., 1996; Slavik a kol., 1997). Stava z bezinek ma vyuziti i jako piirodni barvivo
(Vrchotova a kol., 2017).

Bezinky se vyuzivaji v posledni dobé jako 1€k, nebo jako doplnék stravy.
Bezinky jsou charakteristické vysokym obsahem anthokyant. Bezinky podporuji
imunitu, maji antibakteridlni a antivirové vlastnosti. Uzivani bezinek podporuje
prevenci proti nemoci kardiovaskularniho systému, sniZuje cholesterol a obezitu,
podporuji 1é¢bu rakoviny, zanétliva onemocnéni a cukrovku. Anthokyany také
dokazou velmi dobie vychytavat volné radikaly v organismu ¢lovéka (Veberic a kol.,
2009). Dale se pouzivaji k1é¢bé nachlazeni (ryma, kasel), ptiznakim chiipky,
k prevenci a 1é¢bé dychacich cest, 1é¢b¢ infekce traktu, pii horeckach. Léc¢eni pomoci
bezinek je popularni hlavné v USA. Také se vyuZzivaji pro odvodnéni organismu
v podobé &aje nebo dzusu. Stava z bezinek se pouziva k potladeni replikace virt

v lidském organismu (http://cms.herbalgram.org/press/files/elderberry-scr.pdf).

3.6 Stanoveni anthokyant

Anthokyany se stanovuji pomoci dvou metod a to spektrofotometricky, nebo
pomoci HPLC. Stanoveni pomoci spektrofotometrie se vyuziva hlavné diky své
jednoduchosti, nenaro¢nosti a rychlosti. Tato metoda ale ma i nevyhody. Anthokyany
se touto metodou stanovuji jako suma ptibuznych latek na zaklad¢ jejich podobného
chovani. HPLC metoda pfi kvantifikaci anthokyanti dokaZe kvantifikovat koncentrace

jednotlivych anthokyant, tato metoda je oproti spektrofotometrické metod¢ Casové

vvvvvvvvvvvv

a Giusti, 2016).

3.6.1 Spektrofotometrie — analytické techniky pro kvalitativni a kvantitativni

analyzu pfirodnich latek

Spektrometrie oznaCuje méfeni, pii kterém dochazi k interakci mezi
monochromatickém zafenim a zkoumanou latkou. Pomoci meétfeni se ziskava
informace o identit¢ vzorku, nebo koncentrace analytli ve vzorku. V minulosti své
uplatnéni nasla pti objeveni novych prvkil. Spektrofotometrie se rozdéluje na emisni,

luminiscencni a absorpcni. Toto dé€leni je odliSné vyslednym métfenim. Pii emisnich
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a luminiscen¢nich metodach spektrofotometrie se méii elektromagnetické zateni,
které je vyzafovano pii navratu analytu z excitovan¢ho stavu do zakladniho stavu.
U absorpcnich metod se méfi elektromagnetické zareni, které je pohlcovano pii
excitaci. Pii vSech méfeni dochazi k excitaci n€kterych ¢astic zkoumaného vzorku
(analytu), ze zékladniho stavu do stavu excitovaného (tento stav je pro analyt méné
vyhodny, nez stav zakladni). Analyt se do excitovaného stavu dostane dodanim
tepelné, nebo elektrické energie, poptipadé chemickou reakci (Skoog a kol., 2019).

Vysledkem méfeni je grafické vyjadreni, které vyjadiuje zavislost
excitovaného zarivého toku na frekvenci, nebo vlnovou délku. Absorp¢ni
spektrofotometrie byla pouzita v této praci k méfeni absorbance u kazdé ze
zkoumanych metod (Skoog a kol., 2019).

Pti absorpcéni spektrofotometrii se méii mnozstvi absorbovaného zareni
analytem ze svételného zdroje. Poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace
0 obsazenych latkach ve vzorku (Ktizek a Sima, 2015).

Absorpéni  spektrofotometrie je vyuzivana v biochemii, biologii ale
I K potravinaiské nebo zemédélské analyze. Pii této metodé se vyuziva poznatkl
z Lambert-Beertova zakona. Analyt pohlcuje monochromatické zafeni pouze
v ur€itych, pro néj charakteristickych frekvenci. Pti pohlceni zafeni analytem klesne
svételny tok, ktery vychdzi ze svételného zdroje. Pokles svételného zdroje je zavisly

na koncentraci analytu (Skoog a kol., 2019).

Lambert-Beeriv zakon

Detailné popisuje kvantitativni analyzu, pii které zohlednuje koncentraci
pohlcujici latky a tloustku analytu, kterym paprsek prochazi. Koncentrace analytu je
nepiimo Umérna K zafivému toku pfi konstantni tloust’ce analytu. Pro obsah
pohlceného zafeni se vyuziva veli¢ina transmitance. Vyjadiuje se v procentech a znaci
pismenem T. Udava poméf mezi zafivymi toky, které do analytu vstupuji a zafivymi
toky, ktery z analytu vystupuji. Na transmitanci navazuje dalsi veli¢ina, které je
spojena se spektrofotometrii a tou je absorbance, které se znaci A. Jedna se o veli¢inu,
kterou ur¢ime jako zaporn€ vzaty logaritmus transmitance. Na rozdil od transmitance
je absorbance bezrozmérna veli¢ina (Skoog a kol., 2019; Ktizek a Sima, 2015).

Meéteni probiha ve specialnich nadobach, které se oznacuji kyveta pro vyrobu

kyvet se pouziva optické a kiemenné sklo, nebo plast. Z diivodu, Ze kyvety mohou
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zareni rozptylit, nebo odrazit, pouziva se pred vlastnim stanovenim analytu referen¢ni
meéfeni. Pfi méfeni se porovnava zativy tok, ktery propusti referencni kyveta se
zairivym tokem, ktery propusti kyveta s analytem. Referencni kyveta obsahuje blank,
coZ je oznaceni pro slepy vzorek, ktery je tvofen rozpoustédlem ptislusSného analytu.
Lambert-Beertiv zdkon zahrnuje do urceni vysledku tloustku absorpéni vrstvy (I),
koncentraci absorpéni slozky (C), vstupni (@0) i vystupni (@) svételny tok a molarni
absorp¢ni koeficient pro vinové délce 4. Kompletni vzorec pro vypocet absorbance je
uveden na obrazku 5 (Skoog a kol., 2019; KiiZek a Sima, 2015).

Obrazek 5: Vztah pro vypocet absorbance (Skoog a kol., 2019)

P
A= —log% = —logT = ¢;cl

3.6.2 HPLC

Chromatografie

Chromatografie je nejvyznamng;jsi separacni analytickou metodou, umoziuje
déleni, identifikaci ale 1 stanoveni jak organickych, tak anorganickych latek (Kiizek
a Sima, 2015).

Chromatografie se d¢li dle pouzité pohyblivé faze na plynovou, kapalinovou,
fluidni a plazmovou. Vyuziva déleni mezi dvéma fazemi. Fazi pohyblivou, ktera je
také oznaCovdna jako faze mobilni. Fazi nepohyblivou oznacovanou jako fazi
stacionarni, kterd ma velmi rozdilnou formu napf. ¢astecky tuhé faze, kapalina
umisténa na povrchu inertniho nosice, film kapaliny na vnitfni stén€ kapilary.
Jakdkoliv stacionarni faze se pro ptehlednost oznauje jako sorbent. Kolona je
naplnéna sorbentem a prochéazi pres n¢j urcitou rychlosti mobilni faze. Pfi styku
staciondrni fdze S mobilni fazi obsahujici zkoumanou latku dochdzi k vzajemnym
interakcim. Podle druhu reakce dale chromatografické metody délime na absorpcni,
rozdélovaci, iontové vymeénné a gelové chromatografie. Smés zkoumané latky se do
chromatografické kolony zavadi nastfikem. Po néstfiku se jednotlivé slozky smési
nechaji unaSet mobilni fazi v kolon& naplnéné sorbetem a dochazi k oddéleni. Smés
latek opousti kolonu ptes detektor, ktery zaznamenava piky, které jsou oddélené. Pocet

pikii je stejny jako poet latek, ze které je smés slozena (K¥izek a Sima, 2015).
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Kapalinova chromatografie

Chromatografii kapalinovou objevil na pocatku 20. stoleti rusky botanik
Michail Tsvet, ktery rozd¢lil listova barviva na tenkovrstvé chromatografii (Ktizek
a Sima, 2015). Vysokotlaka chromatografie se vyvinula v 70. letech postupné
z chromatografie plynové (Stulik a kol., 2005).

Déli se na uzavieny a otevieny systém. Papirova a tenkovrstva chromatografie
je oznacovana za otevieny systém neboli nizkotlaky, a tzv. HPLC je charakterizovana
uzavienym systémem neboli vysokotlakym. U obou chromatografii tvoii mobilni fazi
kapalina (Ktizek a Sima, 2015).

Mobilni faze je vedena ze zasobniku do vysokotlakého ¢erpadla. Vysokotlaké
Cerpadlo pouziva tlaky v rozmezi 1-60 MPa. Dale je vedena do tlumice pulst
a nasledné¢ do kolony, ktera je vyrobena z nerez oceli, nebo skla. Jeji délka je 10-100
cm a primér 0,2-2 cm. Za kolonou je pritokovy fotometricky, nebo fluorimetricky
citlivy detektor, ktery umoznuje nepietrzité monitorovani latek na vystupu z kolony.
Zaroven je spojeny se zapisovacem. Dnes nejCastéji jako zapisovac pouzivame pocitac
s prislusnym softwarem (Kiizek a Sima, 2015).

Mobilni a stacionarni faze jako naplii vyuziva silikagel, aluminia (krystalicka
forma oxidu hlinitého), nebo florisil. U vétsiny chromatografii se vyuziva nejcastéji
pro mobilni fazi polarni neinertni slou€eniny, coZ jsou: binarni, nebo terndrni smeési
vody, methanolu, tetrahydrofuranu, dioxanu a acetonitrilu a pro stacionarni fazi
nepolarni hydrofobizovany silikagel. Tento systém se nazyva chromatografie na
reverzi fazi (Kiizek a Sima, 2015). Vzorek se do HPLC davkuje pomoci vsttiki
0 velmi malych objemech v fadech mikrolitréi (Stulik a kol., 2005).

Vyuziti HPLC

Pomoci HPLC Ize analyzovat ionty, jak polarni, tak i nepolarni latky, latky
malo t&kavé, tepelné nestabilni, latky nizkomolekularni a polymerni (Stulik a kol.,

2005).
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3.7 Charakteristika metod vhodnych pro analyzu anthokyant

3.7.1 L¢€kopisnd metoda

Lékopisnad metoda je zaloZena na extrakci anthokyant, které jsou obsazeny
Vv biologickém materidlu do extrakéniho Cinidla (okyseleného methanolu). Po extrakci
je u vzorku zmétfena absorbance ve spektrofotometru pii vinové délce 528nm.
Nasledn¢ podle navodu v dopliku k ceském 1ékopisu zroku vypocitdn obsah

anthokyant (Zdravotnictvi, 2017).

3.7.2 pH diferencialni metoda

Princip této metody je zalozen na vlastnostech anthokyant, které méni svou
barvu podle hodnoty pH. Spoleéné se zménou zbarveni se méni i absorbance pigmentt
pii vinové délce 520 nm a 700 nm, pii které je absorbance svételného zareni
anthokyanti nejvétsi. Zavislost absorbance na vinové délce pfi daném pH je
znazornéna na obrazku 6. U vlnové délky 700 nm je dulezité, aby ve extraktu nebyl

zadny zakal. Méfeni by poté bylo neptesné (Lee a kol., 2005).

Obrdazek 6: Priklad zavislosti absorbance k vinové délce pri pH 1 a pH 4,5 pro anthokyany
(Beckova, 2012)

2019
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U této metody se anthokyany extrahuji do destilované vody. Tato metoda je

vhodna pro stanoveni ovocnych §t'av a napoji, nikoliv celych ploda (Lee a kol., 2005).
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3.7.3 Stanovené podle kalibra¢ni zavislosti

Kalibra¢ni metoda je zalozena na extrakci anthokyanidii do okyseleného
methanolu. Jako standart u této metody se pouziva kyanin hydrochlorid. Pfipraveny
vzorek je proméien na spektrofotometru. Pro vypocet obsahu kyanin hydrochloridu ve
vzorku se pouziva rovnice kalibra¢ni kiivky kyanin hydrochloridu. Tato kiivka je

sestrojena z koncentraci od 1 az 20 pg v 1 ml (Maté&jkova, 2011).
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4. Prakticka Cast

4.1 Piistroje a pomiicky

Analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

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

Filtry ze sklenénych vldken GF/C (Whatman, Velka Britanie)

Homogenizator (Moulinex, Francie)

Kombinovana lednic¢ka s chladni¢kou (Bosch Cooler, Némecko)

Magnetické michadlo (Heidolph, Némecko)

Odstredivka Sigma 2-5 (Sigma Laborzentrifugen, Némecko)

pH — metr Inolab-1, s elektrodou SenTix 61 (WTW, Némecko)

Sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, Pardubice, CR)

Sklenéné filtracni zafizeni (Sigma Aldrich)

Spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave 11 UV/Visible (WPA Biochrom, UK)
Tiepacka LT2, Kavalier Sazava, CR

TyCovy mixér (Bosch, Némecko)

4.2 Pouzité chemikalie

Destilovana voda (ZF JCU, CR), pfipravovana na zaiizeni firmy Premier (USA)
Chlorid draselny (p.a Lachema, CR)

Kyselina chlorovodikové (35%, Lachema, CR)

Methanol (p.a. LiChrosovl Reag. Ph. EUR, Merck)

Trihydrat octanu sodného (p.a. Lachema, CR)

4.3  Pouzity material

Pro praktickou ¢ast byl biologicky materidl (oznaceni pro plody bezu c¢erného)
nasbiran na voln¢ rostoucich kefich bezu ¢erného v lokalité Lhenicko (49.0365689 N,
14.1072628 E) na podzim roku 2018 v mnozstvi 1000 g. Nasledn¢ byly z materialu
oddéleny cisté bobule, které byly pouzity pro experimentalni praci. Nasledné byly
plody bezu ¢erného zmrazeny a uchovavany ve zmrzlém stavu pii -16°do stanoveni.

27



4.4 Postupy pro stanoveni obsahu anthokyant v biologickém materialu

Ve vSech zvolenych postupech byl stanovovany obsah anthokyanti neboli
polyfenolickych barviv v plodech bezu ¢erného, zaloZzen na extrakci anthokyant do
extrakéniho Cinidla. Extrakéni ¢inidla tvotily dvé chemicky odlisné kapaliny, a to
destilovana voda, nebo okyseleny methanol. Vyextrahovany obsah anthokyanu byl

nasledn¢ méten pomoci spektrofotometru.

4.4.1 Postup podle principu v ¢eském lékopisu 2017

Stanoveni obsahu anthokyanti bylo provadéno podle postupu uvedeném
v Ceském 1ékopisu 2017 a dodatku z roku 2019 podle kapitoly Myrtilli fructus recens
(Zdravotnictvi, 2017). Stanoveni se provadélo na péti navazkach vzorku. Postup byl

oproti literarnimu mirné¢ obménén.

Piiprava vzorku k méfeni

Reprezentativni vzorek byl pfipraven ze zmrzlého biologického materilu.
Bylo navézeno asi 50 g bezinek, které se nasledné¢ zhomogenizovaly. Ze
zhomogenizovaného materialu se odvazilo asi 5 g. Toto mnozstvi se smichalo s 95 ml
okyseleného methanolu v plastové kyveté, ktera se dala na 30 minut do tfepacky. Po
uplynuti doby se vzorek zfiltroval do 100 ml odmérné banky. Filtr se promyl
okyselenym methanolem. Filtrat se nafedil okyselenym materialem na objem 100ml.
Nésledné byl vzorek promichan a 50x zfedén okyselenym methanolem do 50 ml

odmérné banky. (1 ml vzorku se smichalo s 49 ml okyseleného methanolu).

Meéreni absorbance

Vzorek byl proméfen pomoci spektrofotometru pii vinové délce 528 nm, kde
byla méfena absorbance vzorku. Jako blank se zde pouzil okyseleny methanol.
Nasledné ptipraveny vzorek byl zméfen 3krat. Z naméfenych hodnot byl vypocten
obsah anthokyani v g/100 g. Vysledky této metody jsou zaznamenany v tabulce 5.

Vzorec pro vypocet obsahu anthokyant

A+ 5000

T 18em
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X...obsah anthokyant [g/100 g]

A...absorbance pii 528 nm

718...specificka absorbance pro kyanidin-3-O-glukosid-chlorid pii 528nm
m...hmotnost navazeného vzorku [g]

z...fedéni vzorku

4.4.2 Postup podle pH diferencialni metody

Stanoveni obsahu anthokyanii bylo provadéno podle diplomové prace obhéjené
na Vysokém uceni technickém v Brn¢ v roce 2014 (Javorska, 2014). Stanoveni se

provadélo na péti navazkach vzorku.

Priprava KCI pufru: 0,025 mol/l roztok chloridu draselného o pH 1

Na analytickych véhach bylo navaZzeno 1,864 g KCI a navéazka kvantitativné
prevedena do kadinky, ve které byla rozpusténa v destilované vodé o objemu 980 ml.
Nasledné probihala tprava hodnoty pH pomoci elektrody. Daného pH bylo dosazeno
pfidanim koncentrované HCI. Poté byl pufr pfeveden do 1000 ml odmérné banky.

Hodnota pH vysledného pufru byla 1,00.

Priprava acetatového pufru: 0,4 mol/l roztoku octanu sodného o pH 4,5

Na analytickych vahach bylo navazeno 54,432 g trihydratu octanu sodného.
Navazka poté kvantitativné pfevedena do kadinky, ve které byla rozpusténa v 960 ml
destilované vody. Hodnota pH byla upravena pomoci koncentrované HCI pfidanim
ptiblizn¢ 40 ml na vyslednou hodnotu 4,47. Poté byl roztok pieveden do odmérné

banky o objemu 1000 ml.

Piiprava vzorku k méreni

Na analytickych vahach bylo navéazeno pfiblizné 2,5-5 g zmrazenych plodi
bezinek. K navazce pfidano 20 ml destilované vody. Smés byla zhomogenizovana
tyCovym mixérem. Poté mixér i pouzité nadobi bylo omyto destilovanou vodou pro
minimalizovani ztrat. Obsah kadinky byl preveden do 50 ml odmérné banky, banka po
rysku doplnéna destilovanou vodou a dana do lednice na 1 hodinu. Po uplynuti doby

byl vzorek pieveden do odstfed’'ovaci kyvety o objemu 50 ml a odstfedén 10 minut pii

29



3500 otackach za minutu. Poté byl vzorek zfiltrovan za snizeného tlaku pres filtr ze

sklenénych vlaken filtrat o objemu pfiblizn¢ 10 ml. Dale bylo pipetovano 0,5 ml

filtratu automatickou pipetou do 6 zkumavek. Do tiech z nich bylo napipetovano 2,5

ml pufru o pH hodnoté¢ 1. Do dalSich tfech byl napipetovan stejny objem pufru

0 hodnoté pH 4,5.

Meéreni absorbance

Vzorek byl prométen pomoci spektrofotometru pii vinovych délkach 700 nm

a 510 nm, kde byla méfena absorbance vzorku. Jako blank byla pouzita destilovana

voda. Piipravené vzorky byly méteny kazdou vinovou délkou jednou. Z naméfenych

hodnot byl vypocten obsah anthokyant v mg/100 g. Vysledky této metody jsou

zaznamenany v tabulce 7.

Vzorec pro vypocet obsahu anthokyant

_eypxV 01
B m
c...obsah anthokyant [mg/100 g]

V... objem ve kterém se vzorek extrahoval [ml]
m...hmotnost navazky [g]

cwp...koncentrace monomerniho pigmentu [mg/l]

Vzorec pro vypocet koncentrace monomerniho pigmentu

AxMW %= DF = 1000
CMP: S*l *x Z

Cmp. .. koncentrace monomerniho pigmentu [mg/1]

MW...molekulova hmotnost pro kyanidin-3-glukosid = 449,2 g/mol
DF...faktor fedéni

€...molarni absorp¢ni koeficient pro kyanidin-3-glukosid = 26900 I/cm*mol
1...d¢élka optické drahy

A...absorbance [cm]

Vzorec pro vypocet absorbance

A = (As10 — A700 )pH 1~ (As10 — A700 )pH 4,5
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4.4.3 Postup podle kalibra¢ni zavislosti

Postup prace odpovidal diplomové praci obhajené na Vysokém uceni
technickém v Brné¢ vroce 2011 (Matéjkova, 2011). Mg¢feni se provadélo na

Ctyfech navazkach vzorku.

Piiprava vzorku k méreni

Na analytickych vahach bylo navdzeno asi 50 g biologického materidlu.
Navéazka byla nasledn¢ rozmrazena v mikrovinné troubé a tyCovym mixérem
homogenizovana. Z homogenizovaného materidlu bylo odvazeno 2,5 g do plastové
kyvety. Dale bylo do kyvety ptidano asi 40 ml okyseleného methanolu. Nasledovala
extrakce po dobu 30 minut za tmy v tfepacce. Poté byl vzorek odstifedén v centrifuze
po dobu 10 minut pii otackach 3500 za minutu. Dale byl odstiedény supernatant
preveden do 50 ml odmérné bainky a byl doplnén na dany objem okyselenym
methanolem. Poté zfiltrovan za snizeného tlaku ptes filtr ze sklenénych vladken. Filtrat
byl natedén 10x do 50 ml odmérné bariky (5 ml filtratu smichano s 45 ml okyseleného

methanolu). Redéni probéhlo z diivodu vysoké absorbance ptivodniho vzorku.

Méreni absorbance

Vzorek byl proméfen pomoci spektrofotometru pii vinové délce 528 nm, kde
byla méfena absorbance vzorku. Jako blank se zde pouzil okyseleny methanol.
Nasledné ptipraveny vzorek byl zméfen tiikrat. Z naméfenych hodnot byl vypocten

obsah anthokyant v g/100 g.

Postup pro vypocet obsahu anthokyanu

Vypocet byl proveden pomoci kalibra¢ni kiivky. Kvantifikace byla provedena
podle kalibra¢ni zavislosti se standardem kyanin hydrochlorid. Kalibra¢ni fada pro
kyanin hydrochlorid s pracovnim rozsahem 0,5-20 ug/ml je zapsana v tabulce 4, kde
X je koncentrace kyanin hydrochlorid [ug/ml], y je analyticka odezva. Po ur¢eni obsahu
latky byl proveden jesté pfepocet na zfedéni, ve kterém se vzorek zedil 10x. Vysledky

této metody jsou zaznamenany v tabulce 9.
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Tabulka 4. Kalibracni Fada pro kyanin hydrochlorid

X y
0 0
0,5 0,033
1 0,079
2 0,136
5 0,260
10 0,522
20 0,880
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Obrazek 1: Kalibracni kiiivka pro kyanin hydrochlorid s rovnici regrese

Kalibracni zavislost kyanin hydrochlorid

0,9 y=0,0439x+0,0315 _.-g

Analyticka odezva
o
(9]

R I R
=N W

o
o -

0 5 10 15 20

Koncentrace [pg/ml]

25
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5. Vysledky a diskuze

V bakaléiské praci byly srovndny tii metody, které slouzily ke zjisténi obsahu
anthokyanti v plodech bezu ¢erného. Metody se ve svém principu odliSovaly. U dvou
metod byl obsah anthokyanl pfepocitdvan na majoritni anthokyan kyanidin—3—
glukosid. U posledni metody byl obsah anthokyani pfepoclitavan na kyanin
hydrochlorid.

5.1 Obsah anthokyanii v plodech bezu ¢ern¢ho

5.1.1 Obsah anthokyanii podle ¢eského 1ékopisu 2017

Vzhledem k tomu ze piesny postup, ktery je uveden v 1ékopisu se mi nepodafil
zrealizovat musela jsem si postup upravit a vzorek jsem pfipravovala s nasledujicim
rozdily. Lékopisnd metoda uvadi odebrat 5 grami vzorku, ale spektrofotometr
nedokazal zmé&fit absorbanci. Z tohoto divodu bylo odebirano 2,5 g materialu. Pied
filtraci byl vzorek odstiedén po dobu 10 minut na centrifuze, aby bylo mozné
zrealizovat filtraci.

U lékopisné metody bylo zabranéno ztratdm na navazce pii homogenizaci tim,
ze material byl nejprve zhomogenizovan a az poté byl odvazen vzorek se kterym se
dale pracovalo. Homogenizovala jsem padesati gramovou navazkou, ze které bylo
nasledné odebréano 2,5 g pro jednotlivé méfeni. Pracovala jsem s polovi¢nimi objemy
a hmotnostmi oproti 1ékopisu, toto mnozstvi mi pro zkoumani stacilo. Primérna
koncentrace obsahu anthokyanti je 7,948 g/kg a smérodatna odchylka 0,25.

U vyhodnocovéni této metody jsem vyloucila hrubou chybu, kterd vznikla
U navazky o hmotnosti 2,71 g. U této hmotnosti byly nameéfeny relativné¢ vysoké
absorbance oproti ostatnim navazkam. K chybé mohlo dojit pfi odebirani vzorku.
Bobule bezu cerného byly velmi rozmanité od nedozralych plodi az k plodim
pfezralym. Chyba také mohla vzniknout na zaklad¢ lidského faktoru pii ptipravé
vzorku, praci S nepfesnymi objemy, nebo pfi vyhodnocovani chybou pfistroje. Po
vylouceni hrubé chyby byly naméteny a nédsledné dopocitany koncentrace, které jsou
velmi blizko ke koncentracim obsahu anthokyanti v plodech bezu ¢erného, které uvadi
literarni zdroje. Vzhledem Kk naméfenému obsahu anthokyanti a relativné nizké

smérodatné odchylky povazuji tuto metodu za naprosto vhodnou pro uréovani obsahu
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anthokyanii v plodech bezu cerného. Vhodnost metody potvrzuje 1 relativni
smérodatna odchylka, ktera se pohybuje kolem 3 %.
Tabulka 5. Obsah anthokyanii podle ceského lékopisu 2017

Hmotnost Absorbance [-] Obsah anthokyani | Aritmeticky
navazky [g] [a/kq] priamér+SD
2,59 0,298 8,012 7,948+0,25
0,299 8,039
0,300 8,066
2,92 0,324 7,783
0,326 7,775
0,329 7,846
2,58 0,283 7,639
0,285 7,693
0,287 1,747
2,75 0,329 8,331
0,326 8,255
0,326 8,255
2,71 0,450 11,563
0,409 10,510
0,408 10,484

Obsah anthokyanli v bezu cerném stanovovala podle postupu uvedeném
v Ceském 1ékopisu i Eva Leharova ve dvé diplomové praci. Stanoveni provadéla
u deseti odrud. V praci zjistila, Ze obsah anthokyanti se v jednotlivych odradach velmi
li8i, a to aZ na dvojnasobek. Nejniz8i obsah naméfika u odridy Allesdé a nejvyssi
u odridy Samyl (Leharova, 2014).

Ferreira a kol. uskute¢nili v letech 2012-2014 tiilety vyzkum, pfi kterém
porovnavali mimo jiné také obsah kyanidin-3—glukosidu v bezinkach péstovanych na
polich v Portugalsku. Kazdy rok byly kefe péstovany na stejném misté a ve stejnych
podminkach. Obsah anthokyanti porovnavali u tfech odrid. Kvantifikaci provadéli
pomoci HPLC (Ferreira a kol., 2020). Vysledky zobrazené v tabulce 6 jsou relativné

podobné vysledkiim zjisténym pomoci Iékopisné metody.
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Tabulka 6: Vysledky tiiletého vyzkumu v Portugalsku obsah anthokyanii (Ferreira a kol.,

2020)
1. rok [g/kg] £ | 2. rok [g/kg] = | 3. rok [g/kg] +
SD SD SD

1. odruda (Sabugueiro) | 5,10+0,55 8,20+1,30 7,44+1,54

2. odruda (Sabugueira) | 6,21+0,82 8,35+1,91 7,22+1,47

3. odrida (Bastardeira) | 7,01+0,56 9,53+1,87 8,82+1,53

Pti porovnani vysledk je zfejmé, ze velmi zalezi na pocasi, které je dany rok.
Jednotlivé roky se obsahem anthokyant v plodech velmi lisi.

Obsahem anthokyani v plodech bezu ¢erného se zabyvali i védci z Danska
v 90. letech 20. stoleti. Obsah anthokyanti méfili ve zhomogenizovanych plodech bezu
cern¢ho u tfinacti odrid. Anthokyany identifikovali pomoci HPLC. Naméfili obsah
kyanidin-3—glukosidu v rozmezi od 3,61-12,66 g/kg. I pies velmi rozdilné obsahy
U jednotlivych odrid je primérny obsah kyanidin-3—glukosidu 7,21 g/kg (Kaack
a Austed, 1998). Tento naméteny obsah se také shoduje s naméfenymi hodnotami
lIékopisnou metodou.

V diplomové praci obhédjené na Univerzit¢ Karlové v Praze se K. Dostalova
zaobirala stanovenim anthokyand pomoci HPLC v kanadskych bortvkach. Obsah
stanovovala v n¢kolika odridach a zjistila, ze pruméma koncentrace kyanid-3—
glukosidu je 1,52 mg ve 100 gramech syrovych bortvek, coz dokazuje ze kanadské

borlivky jsou na anthokyany chudsi oproti bezinkdm (Dostalova, 2016).

5.1.2 Obsah anthokyanti podle pH diferencialni metody

U pH diferencialni metody doslo pii realizaci k nékolika problémtm, které
zpisobily chyby pti uréovani celkové koncentrace. Biologicky material nebylo mozné
dokonale homogenizovat i pies to, ze jsem pracovala s vétsim mnozstvi, nez uvadél
zdroj. Dochazelo ke ztratdm biologického materiadlu. Z homogenizatoru nebylo mozné
vzorek prevést kvantitativne, ani prevést do odmérné banky o objemu 25 ml. Musela
byt pouzita baiitka o objemu 50 ml. Dalsi ztraty vznikly pfi velmi ¢astém prelévani
vzorku a nekvantitativnim pfevadénim do jednotlivych odmérnych nadob. Chyby

a ztraty materidlu jsme se u jednotlivych méfeni snaZila minimalizovat. Primérna
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koncentrace anthokyant v plodech bezu ¢erného je 4,589 g/kg a smérodatna odchylka
0,30.
Tabulka 7: Obsah anthokyanii podle pH diferencidalni metody

Hmotnost Absorbance [-] Obsah anthokyani | Aritmeticky
navazky [g] [a/kg] priamér+SD
5,08 2,073 1,678
2,095 1,696
2,061 1,668
2,59 1,442 4,497 4,589+0,30
1,489 4,644
1,425 4,444
2,59 1,317 4,101
1,376 4,285
1,371 4,269
2,61 1,638 5,011
1,619 4,953
1,637 5,008
2,60 1,449 4,478
1,524 4,709
1,508 4,660

U tohoto méteni jsem vyloucila navazku o hmotnosti 5,089, a to z toho divodu,
Ze tato prvni navazka byla filtrovana ptes papirovy filtr a na vysledcich se ukéazalo, Ze
tento filtr siln¢ zachytava anthokyany. V porovnani s ostatnimi navazkami, kde byl
pouzit filtr ze sklenénych vlaken je obsah anthokyanti podstatné nizsi.

Pro uréovani obsahu anthokyanti v plodech bezu cerného povazuji pH
diferencialni metodu za naprosto nevhodnou, a to z n¢kolika diivoda. U této metody
se pouzivalo rozpoustédlo voda. Ve vod¢ se anthokyany neuvolni ze slupky bobuli, ve
které jich je nejvice. Zaroven se anthokyany v neutralnim prostiedi rychle rozkladaji
a u této metody, byly bezinky ve vod¢é minimaln¢ 60 minut pii kterych mélo dochazet
k extrakci ve vod¢. S jinym rozpoustédlem pH diferencialni metoda neni mozna,

protoze nelze upravit pH rozpoustédla (napt. u methanolu nebo okyselené¢ho
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methanolu). Z téchto divodi je metoda nevhodna i pro dalsi plody obsahujici
anthokyany jako je angrest, hroznové vino, tfesné€, ¢erny rybiz, boriivky a dalsi.

Bc. Eliska Beckova (Beckova, 2012) se ve své diplomové praci zabyvala také
pH diferencialni metodou a zjistovala obsah anthokyanii ve stave, kterou vymackala
z riznych odrid bezu cerného a vinné révy. Obsah piepocitdvala na mg anthokyant
obsazenych v 1 litru $tavy. Zjistila, ze v jednotlivych odridach se obsah anthokyant
velmi lisi.

Tuto metodu pouzila ve své diplomové praci i Be. Katefina Javorska (Javorska,
2014), ktera zkoumala obsah anthokyani v riznych odriidach angrestu. Plody
rozdélila na nékolik urovni podle zbarveni. Obsahy anthokyant jsou u jednotlivych
odrid velmi rozdilné. Nejniz§i obsah naméfila u odrudy Krasnoslawjankij:
0,67 mg/100 g naopak nejvice u odrudy Karmen V: 22,81 mg/100 g.

Americti védci zkoumali obsah anthokyanti ve dvou odridach bezu ¢erného
(Sambucus nigra L.), ktery péstovali v USA. Tento vyzkum probihal v prabéhu dvou
let, konkrétné v letech 2004 a 2005. Tabulka 8 obsahuje vysledky, s obsahy
anthokyanti, které byly v této studii ziskdny pomoci HPLC a pH diferencidlni metody.
V Tabulce 8 je uveden obsah nejvice zastoupeného anthokyanu kyanidin—3-glukosidu
(Lee a Finn, 2007).

Tabulka 8: Porovndni obsahii anthokyami pomoci metody pH diferencidlni a HPLC (Lee,
Finn, 2007)

2004 [g/kg] 2005 [g/kg]
Odrida HPLC 2.53+0,04 4.81+0,24
Korser pH diferencialni | 1,76+0,04 3,43+0,11
Odruda HPLC 2,04+0,17 3,09+0,183
Haschberg | pH diferencialni | 1,70+0,12 2,68+0,16

Autofi tohoto vyzkumu bohuZel neuvadi, zjakého divodu jsou vysledky
naméefeny pomoci HPLC 2,0-2,3x vyS$i, nez obsahy naméfeny pomoci pH
diferencialni metody (Lee a Finn, 2007).

Obsahy naméfené v mé préaci jsou podobné hlavné s obsahy, které védci

naméfili v roce 2005.
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5.1.3 Obsah anthokyanii podle kalibracni zavislosti

Mg¢éteni vzorku probihalo velmi podobné jako u 1ékopisné metody. Vzorky byly
vyhodnocovéany podle kalibra¢ni zévislosti, kterd byla méfena pomoci standardu
kyanin hydrochloridu. Zté jsem nasledné¢ vypocitala rovnici regrese a obsah
anthokyant. Primérna koncentrace anthokyant je 5,317g/kg a smérodatna odchylka
0,47.

Mensi obsah anthokyani v bezinkdch u této metody vysSel pravdépodobné
z divodu, Ze se anthokyany pfepocitavaly na jiny anthokyan nez u 1ékopisné metody,
a to na kyanin hydrochlorid. A z tohoto divodu ani tato metoda neni pfili§ vhodna.

Kyanin hydrochlorid nema v bezinkach dominantni zastoupeni.

Tabulka 9: Obsah anthokyanii podle kalibracni zavislosti

Hmotnost Absorbance [-] Obsah anthokyanu | Aritmeticky
navazky [g] [a/kg] prumér£SD
2,52 1,432 6,330 5,317+0,47
1,350 5,959
1,347 5,956
2,46 1,133 5,099
1,131 5,091
1,133 5,099
2,59 1,171 5,011
1,170 5,007
1,173 5,020
2,6 1,190 5,075
1,187 5,062
1,197 5,106

V porovnani s bezinkami, které testovala v diplomové praci Be. Lenka Laxova
(Laxova, 2017) stejnou metodou, jsem v priméru naméfila téméf jednou tolik
anthokyanu ve 1 kg bezinek. Laxova naméfila v plodech bezu ¢erného 2,790 g/kg
anthokyani.

V porovnani S ovocem, které testovala Bc. Markéta Matéjkova (Matéjkova,
2011) doslo ke zjisténi, Ze v bortivkach je ptiblizn€ 3x vice anthokyanii nez v bezinéch,
pfiblizné stejny obsah jako v bezinkach se vyskytuje v ¢erném rybizu. Mnohem mén¢é

téchto latek se potom vyskytuje v malinach, jahodach a ¢erveném rybizu, kde obsah
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anthokyanti je v rozmezi od 0,85 g/kg do 1,47 g/kg, kde Matéjkova prepocitavala
obsah anthokyanti na kg susiny.

Tabulka 10: Porovnani jednotlivych metod pro stanoveni obsahu anthokyanii v g/kg

Obsah Obsah obsah
anthokyanu anthokyant anthokyant
podle ¢eského podle pH podle kalibra¢ni
lékopisu 2017 diferencialni zavislosti
metody
Aritmeticky 7,948+0,25 4,589+0,30 5,317+0,47
priumér + SD

Obrazek 8: Souhrnné porovnani namérenych obsahi

Porovnani jednotlivych metod

S B N W B~ U1 O N 00

Obsah anthokyan( podle Obsah anthokyant podle pH Obsah anthokyant podle
Ceského lékopisu diferencidlni metody kalibraéni zavislosti

W Koncentrace g/kg

Stanoveni anthokyanii pomoci metody HPLC nebylo v bakalaiské praci

realizovano z divodu vysoké instrumentdlni néaroCnosti a absenci analytického
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standardu. Tuto metodu jsem chtéla realizovat podle prace obhajené roku 2016 na

Univerzité¢ Karlové v Praze (Dostalova, 2016).
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6. Zavér

Cilem mé bakalarské prace bylo porovnat riizné metody pro stanoveni obsahu
anthokyanti v plodech bezu ¢erného. Zvolila jsem si tfi metody, které jsem nésledné
porovnavala a zjist'ovala jejich vyhody a nevyhody.

V literarni resSerSi jsem se zabyvala teorii, kde jsou popsany latky vyskytujici se
Vv plodech bezu ¢erného. Jedna se o polyfenolické latky a anthokyany. Dale jsem se
zabyvala charakteristickymi vlastnostmi bezu ¢erného jako botanického druhu. Kratce
jsem se vénovala jednotlivym metodam z pohledu teorie. V teoretické cCasti se
zabyvam také optickou metodou spektrofotometrii, tu jsem vyuzivala u vSech
predstavenych metod a chromatografii, ktera se také Casto pouzivd ke stanoveni
anthokyanti. V praktické Casti se vénuji zpracovani vysledkd a diskuzi k danému
tématu.

Biologicky material, ktery jsem pouzila, byl nasbiran z volné rostoucich kefd
z lokality Lhenicko. Stanoveni obsahu anthokyant probihalo na zeméd¢lské fakulté
pod katedrou aplikované chemie.

Obsah anthokyanii stanovenych jednotlivymi metodami se vyrazné liSil. Nejvetsi
obsah byl zaznamenan u 1ékopisné metody, a to v pruméru 7,498 g anthokyant ve 1 kg
bezinek. Ve srovnani s literaturou dosahuje tento tdaj nejvétsi shody. Podobné
vysledky dosahuji i vyzkumy, které pro kvantifikaci pouzivaji HPLC. Metoda pH
diferencialni se pro stanovovani obsahu anthokyani V bezinkdch ukézala jako
naprosto nevhodnd, uplatnéni této metody bych naSla pii stanovovani obsahu
anthokyanti ve §t'avach, nikoli celych plodech. Metoda, kterou uvadi ve své praci
Bc. Markéta Matéjkova, nemizu srovnavat s predeSlymi, protoZze piepocet
u kalibra¢ni zavislosti se provadi na kyanin hydrochlorid, ktery neni v bezinkach

dominantni.
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