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Souhrn

Jak ukazuji vyzkumy z posledniho desetileti, ptirodni flavonoidy mohou
efektivné prispivat k prevenci onemocnéni srdce a cév, které se fadi mezi tzv.
civiliza¢ni choroby. Flavonol kvercetin pfedstavuje vyznamnou fenolickou latku, jejiz
obsah zejména v ovoci a zelening je v poméru k ostatnim zastupciim skupiny flavonold
vysoky. Stava se tak kazdodenni soucasti lidského jidelnicku. V nékterych rostlinnych
druzich se kvercetin vyskytuje ve velkém mnozstvi vazany v glykosidu rutinu
(kvercetin-3-O-D-rutinosid). Tato latka, ktera je jiz dlouho farmaceuticky vyuzivana, se

ve velkém mnozstvi nachazi napiiklad v pohance seté.

Prace byla zamétena na kvercetin a rutin jako vyznamné zastupce vyzivove
cennych flavonoidii. Pro zhodnoceni obsahu sledovanych analytii bylo potteba sestavit
spolehlivou analytickou metodu. Pro kvantitativni analyzu kvercetinu a rutinu s
vyuzitim kapilarni elektroforézy bylo optimalizovéano slozeni pracovniho pufru a byl
vypracovan postup hydrolyzy a extrakce rostlinného materialu, po které nasledovaylo
precisténi a zakoncentrovani vzorku pred vlastni analytickou koncovkou. Jako vysledek
optimalizace analytického postupu byly sestaveny tfi samostatné postupy. Metoda pro
stanoveni obsahu celkového kvercetinu v rostlinném materidlu méa mez stanovitelnosti
10 mg/kg lyofilizovaného materialu a je vhodna pro rostlinny material s obsahem
kvercetinu v rozmezi 10-200 mg kvercetinu na kilogram lyofilizovaného materialu.
Metoda pro stanoveni obsahu celkového kvercetinu v napojich ma mez stanovitelnosti
2 mg/1 napoje a je vhodna pro napoje s obsahem kvercetinu v rozmezi 10-200 mg
kvercetinu v litru vyrobku. Metoda pro stanoveni rutinu ma mez stanovitelnosti
10 mg/kg lyofilizovaného materidlu a je vhodna pro rostlinny material s obsahem rutinu
v rozmezi 10-4000 mg rutinu na kilogram lyofilizovaného materialu. Pro vSechny
sestavené metody byla odhadnuta hodnota rozsifené nejistoty méteni, ktera ¢ini 15 %
pro vSechny metody. Tyto metody byly pouzivany pro stanoveni obsahu sledovanych

latek ve vybranych materialech.

Pro stanoveni obsahu celkového kvercetinu byl sestaven soubor 15 druhti
zeleniny a 14 druhti ovoce bézné péstovanych v Ceské republice. Mezi témito vzorky
zeleniny bylo nalezeno sedm druht s obsahem celkového kvercetinu pod mezi

stanovitelnosti metody. Byl stanoven vysoky obsah celkového kvercetinu v ¢ervené



paprice (138 mg/kg), zluté cibuli (359 mg/kg) a Cervené cibuli (610 mg/kg). Mezi
analyzovanymi druhy ovoce byl pouze jeden druh (angrest), ktery mél obsah celkového
kvercetinu pod mezi stanovitelnosti metody. Vysoky obsah celkového kvercetinu byl
nalezen u visni (75,4 mg/kg), jetabu Cerveného (108 mg/kg) a bezinek (307 mg/kg).
Podle srovnani ziskanych vysledkti s obdobnymi daty ziskanymi metodou vyuzivajici

HPLC dosahuje metoda, vyvinuta v ramci této prace, dobré shody.

Pfi analyze obsahu celkového kvercetinu v jednotlivych suknicich cibule
kuchyiniské byl nejvétsi obsah nalezen v suchych suknicich, které se bohuzel kuchynsky

nevyuzivaji. Obsah kvercetinu klesa smérem do stfedu cibule.

Pti dlouhodobém skladovani cibule kuchyiské pti 6 °C a 22 °C trvajicim
6 mésict klesal obsah celkového kvercetinu zhruba na polovinu vychoziho obsahu bez
ohledu na podminky skladovani. Pfi peceni nakrajené cibule po dobu 5, 10 a 15 minut

se obsah celkového kvercetinu nesnizil.

Zpracovani plodii bezu ¢erného na §t'avu pouzitym zpisobem zpusobilo ztratu

obsahu celkového kvercetinu o 50 % z pivodniho obsahu v plodech.

Obsah rutinu byl stanovovan v letech 2001 az 2003 v souboru materidli péti
odrud pohanky seté a v roce 2003 v materialu z pohanky tatarky. Z kazdé odrady byly
ziskany C¢tyt1 druhy vzorki: kvéty, listy, stonky a nazky. Bylo potvrzeno, ze nejvétsi
nalezen v nazkach. Rozdily v obsahu rutinu mezi jednotlivymi odridami pohanky seté a
mezi roky péstovani téchto odrud nebyly statisticky vyznamné. Nazky pohanky tatarky
obsahovaly okolo 20 g rutinu v kg susiny, coz je zhruba stokrat vice nez u nazek

pohanky seté.

Kvétenstvi bezu ¢erného obsahuje jako hlavni flavonoid rutin. V analyzovaném
materialu byl nalezen obsah rutinu dosahujici hodnot 17,7 g v kg v lyofilizované susiny,
coz odpovida publikovanym udajim. Bylo zjiSténo, suseni kvétenstvi pii teploté 22 °C

nesnizilo vyznamnég obsah rutinu ve srovnani S lyofilizovanym materialem.

Pti suSeni kvétenstvi bezu cerného pii tfech riiznych teplotach (22 °C, 30 °C
a 50 °C) doslo k nejvétsimu poklesu obsahu rutinu u nejvyssi pouzité teploté. Pti
dlouhodobém skladovani kvétenstvi bezu suSeného pfi tfech riznych teplotach

dochazelo k poklesu obsahu rutinu ve v§ech ptipadech ptiblizné o 20 %.



Analyza napoju pfipravenych z kvétenstvi bezu ¢erného ptinesla informace o
obsahu volného kvercetinu v téchto materidlech. Volny kvercetin byl pfitomen ve

fermentovanych napojich, nikoliv v ¢aji pfipraveném ze suSeného kvétenstvi.

U vsech analyzovanych druht kiidlatky byl nalezen vysoky obsah celkového
kvercetinu. Nejvyssi obsah obsahovaly kvéty kiidlatky sachalinské (az 19,5 g v kg
susiny). Kfidlatka Ceska méla ze vSech analyzovanych druhii obsah celkového

kvercetinu nejnizsi ve v§ech analyzovanych ¢astech rostliny.

U analyzovanych jablecnych napoji obsah celkového kvercetinu stoupal
S rostoucim obsahem ovocné slozky. U analyzovanych napoji z ¢erného rybizu, u
kterych byl deklarovany obsah ovocné slozky mensi nez 20 %, byl obsah celkového
kvercetinu pod mezi stanovitelnosti metody. Analyzované pivo svétlé vycepni mélo
obsah celkového kvercetinu nizsi (6,5 mg/l) nez svétly lezak (7,9 mg/l). U tmavého piva

byl obsah celkového kvercetinu pod mezi stanovitelnosti metody.

Obsah celkového kvercetinu byl stanoven u ¢ervenych moravskych vin
vyrobenych v rocich 2000 a 2001. U analyzovanych vzorkti byl nalezen volny kvercetin
v mnozstvi 10 % az 49 % celkového obsahu kvercetinu. Obsah celkového kvercetinu

byl vyssi u vin z roku 2000.

Analyzované pravé ¢aje obsahovaly celkovy kvercetin v rozmezi 1360 az
3720 mg celkového kvercetinu v kg ¢aje. Caj roibois mél obsah 2200 mg/kg, bylinny
¢aj 2850 mg/kg a ovocny ¢aj 624 mg/kg. Bylo zjiSténo, ze pii piiprave napoje
obvyklym zpiisobem z ¢ajové davky 1,5 g pteslo do roztoku u pravych ¢ajia 41,6 % az
77,9 % obsahu celkového kvercetinu pritomného v ¢ajové davce. U bylinného a

ovocného cCaje piesel do roztoku veskery kvercetin.



Summary

It has been shown in the last decade that natural flavonoids can effectively
contribute to the prevention of vascular and cardiac diseases. The flavonol quercetin
represents an important fenolic substance with high-level content especially in fruits and
vegetables, compared to the level of other flavonols. Thus quercetin is a part of the
human daily diet. Some plant species contain high amounts of the quercetin bound to
the glycoside rutin (quercetin-3-O-D-rutinoside). Rutin has been used in pharamacology

for a long time and can be found in high amounts in Fagopyrum esculentum.

This thesis orients on analysis of quercetin and rutin as important representatives
of dietary valuable flavonoids. The reliable analytical method to evaluate the content of
the monitored substances had to be developed. Capillary electrophoresis was used to
quantify the amount of quercetin and rutin. The working buffer composition was
optimized and the procedure for hydrolysis and extraction of plant material was
developed. Samples were purified and concentrated before capillary electrophoresis
analysis. Optimization of the whole analytical procedure resulted in the development of
three independent methods. A method for the analysis of the content of total quercetin
in plant material has a detection limit of 10 mg/kg lyophilized material and is suitable
for plant material with quercetin content within 10-200 mg per kilogram of lyophilized
material. A method for the analysis of the content of total quercetin in drinks has a
detection limit of 2mg/ml and is suitable for drinks with quercetin content within
10-200 mg per liter of liquid. A method for the analysis of rutin has a detection limit of
10 mg/kg lyophilized material and is suitable for plant material with rutin content within
10-4000 mg rutin per kilogram of lyophilized material. The measurement uncertainty
was estimated as 15 % for all developed methods. The methods mentioned here were

used to analyze the content of monitored substances in chosen materials.

To analyze the content of total quercetin, a list of 15 species of vegetables and
14 species of fruits commonly produced in Czech republic was made. The content of
total quercetin for seven vegetable species was below detection limit. High content of
total quercetin was found in red paprika (138 mg/kg), yellow onion (359 mg/kg) and red
onion (610 mg/kg). Only one of the analyzed fruit species, goose-berry, had a content of

total quercetin below detection limit. High content of total quercetin was found in sour



cherries (75,4 mg/kg), rowanberries (108 mg/kg) and elder-berries (307 mg/kg). These
results are in a good agreement with previously published data obtained with the HPLC
method.

The content of total quercetin in individual onion layers was analyzed. The
highest content of total quercetin was found in dry layers, which have unfortunately no
culinary use. The content of total quercetin was found to decline towards the middle of

the onion.

The content of total quercetin in onion was analyzed during long-term storage at
6 °C and 22 °C for 6 months and during baking for 5, 10 and 15 minutes. The content of
total quercetin in onion declined to the half of the initial amount regardless of the
storage conditions. No decrease in content of total quercetin was recorded during
baking.

The total quercetin in elder-berries after juice proccesing dropped by 50 % of

that in fresh fruits.

The content of rutin was analyzed in 5 different varieties of Fagopyrum
esculentum during seasons 2001 — 2003 and from Fagopyrum tataricum during season
2003. Samples were obtained from flowers, leaves, stems and achenes of each variety.
The results confirmed that highest content of rutin can be found in leaves and flowers
for each variety. The lowest content of rutin is found in achenes. No statistically
significant differences were found in content of rutin among different varieties of
Fagopyrum esculentum or among seasons. Achenes of tatarka contained around 20 g of
rutin per kg, which is approximately hundred times more than in the achenes of

Fagopyrum esculentum.

Rutin is the main flavonoid in inflorescence of Sambucus nigra. Its content in
the analyzed material reached 17,7 g/kg lyophilized dry mass, which is consistent with
values shown elsewhere. It was found that drying of inflorescence in 22 °C does not

reduce the rutin content compared to the lyophilized material.

The inflorescence was dried using three different temperatures 22 °C, 30 °C and
50 °C. The highest reduction in rutin content was observed using the highest
temperature. The content of rutin declined by approximately 20 % during long-term

storage of inflorescence in all three different temperatures.



Analysis of drinks prepared from inflorescence of Sambucus nigra allowed us to
acquire information about content of free quercetin in such materials. Free quercetin
was found preferably in fermented drinks. The tea prepared from dry inflorescence did

not contain any free quercetin.

High content of total quercetin was found in all analyzed species of Reynoutria.
The flowers of Reynoutria sachalinensis contained the highest content of about
19,5 g/kg of dry mass. The lowest content of total quercetin among Reynoutria species

was found in Reynoutria x bohemica and was low in all analyzed parts.

Content of total quercetin increased together with increasing proportion of fruit
component in analyzed apple drinks. Content of total quercetin was below detection
limit in analyzed elder-berry drinks with a declared proportion of fruit component of
less than 20 %. Content of total quercetin in analyzed light draught beer was lower
(6,5 mg/l) than in analyzed light stock beer (7,9 mg/l). Content of total quercetin in dark
beer was found below detection limit.

Content of total quercetin was analyzed in red Moravian wines produced in
years 2000 and 2001. Amount of free quercetin found in analyzed samples ranging from
10 % to 49 % of the total content of quercetin. Content of total quercetin was higher in

wines produced in year 2000.

Real teas contained total quercetin within range 1360 — 3720 mg of total
quercetin in kg of tea. Values for roibos tea, herb tea and fruit tea were 2200 mg/kg,
2850 mg/kg and 624 mg/kg respectively. The common way of preparing real tea was
found to release from 41,6 % to 77,9 % of total quercetin content present in tea dose
(1,5 g). Herb and fruit teas released all of its quercetin content.
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2. Uvod

Flavonoidy patii mezi ptirodni latky vyhradné rostlinného ptivodu, u kterych
byly objeveny vyznamné biologické ucinky. Tyto latky polyfenolického charakteru
pusobi jako u¢inné antioxidanty, vychytavaji volné radikaly, dovedou vazat prooxidacni
kovové ionty, zejména Zeleza a médi do nereaktivnich chelat. Spole¢né s vitaminem C,
vitaminem E, kyselinou lipoovou, karoteny, glutathionem a dalSimi latkami vytvaieji
antioxidac¢ni kapacitu systému. Uvadi se, ze flavonoidy omezuji rist patogennich

w1

1996).

Funkce flavonoidl jako u¢innych antioxidantl se projevuje pii ochrané€ krevnich
lipidt pfed oxidaci. Pfi oxidaci lipidi vyrazné roste riziko vzniku onemocnéni srdce a
cév, které¢ mize vyustit v infarkt nebo mozkovou mrtvici (Panek et al., 2002). Pokud
potrava obsahuje dostate¢né mnozstvi piirozenych antioxidantd z ovoce a zeleniny, je
urovei oxidace krevnich lipidii snizena. Vyrazny pokles onemocnéni srdce a cév
navzdory vysokému piijmu zivocisnych tukl byl pozorovéan hlavné ve Francii a statech
lezicich kolem Stiedozemniho mote, coz vedlo k oznaceni této vyzivové anomalie jako
»Francouzsky paradox* (Formica a Regelson, 1995, Stanley a Maizer, 1999). Pfimy
vztah mezi pfijmem flavonoidii a omezenim onemocnéni srdce a cév potvrdilo i nékolik

epidemiologickych studii (Hertog et al., 1993a, Hertog et al., 1995).

Flavonoly tvofi pouze jednu skupinu rostlinnych fenold, ale jejich antioxidaéni
schopnosti jsou vzhledem K jejich chemické stavbé lepsi nez u ostatnich skupin
ptirodnich fenolt. Tyto latky jsou béznou soucasti kazdodenniho lidského jidelnicku,
vyskytuji se v ovoci, zelening a ostatnich potravinach rostlinného ptivodu. Primérny
pfijem vsech flavonoidnich latek potravou se odhaduje asi na 1 g za den, z toho

flavonoli asi 23 mg za den (Hollman a Katan, 1998).

Presné tdaje o obsahu jednotlivych flavonoidnich latek jsou cennou informaci,

vzhledem k vyznamnym biologickym funkcim, které flavonoidy zastavaji.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Biosyntéza a vyskyt flavonoidnich latek

Rostliny syntetizuji velké mnozstvi sloucenin, které byvaji déleny podle funkce
na primarni a sekundarni metabolity. Primdrni metabolity, které souvisi bezprostiedné
se zakladnimi funkcemi organismu, jsou hlavné nukleové kyseliny, bilkoviny, lipidy a
sacharidy. Sekundarni metabolity nemaji bezprosttedni dilezitost pro okamzité udrzeni
Zivota organismu, byly difive povazovany za zptisob depozice nepotiebnych ¢i

zasobnich latek a jejich funkce byla neznama. Ukazuje se vSak, ze funkce téchto latek

druhu (Zd'arek, 2002).

Sekundérni metabolity maji funkce informacni, ochranné a ekochemickeé,
funguji jako regulatory ristu a modulatory exprese gentl. Hraji klicové role v odpovédi
rostlin na stresové podminky (zmény intenzity svétla, teplotni zmény, ohrozeni
herbivory a mikrobidlnimi patogeny, vzdjemnd kompetice vice rostlin). Nekteré
sekundarni metabolity fungujici jako pigmenty — hmyzi atraktanty vyznamn¢ ovliviiuji
rozmnozovani rostlin. DlileZita je nove objevovana role sekundarnich metabolit
V procesu piredavani informaci. V neposledni fadé mohou nékteré specifické sekundarni
metabolity slouZit k vysledovani vzdjemné pfibuznosti rostlin (chemotaxonomie),
protoze specifita syntézy urcitych latek mize dosdhnout takové vyse, Ze mize prispét
k rozliSeni rostlinnych druht na zakladé chemotaxonomickém tam, kde klasifikace

podle morfologickych znaki jiz nedostacuje (Svatos, 2002).

Mezi sekundéarni metabolity patii terpenicke latky, alkaloidy, fenolické latky a
polyaminy. Flavonoidy jsou pouze ¢asti z velké skupiny ozna¢ované jako fenolické

latky. Celou skupinu rostlinnych fenold je mozné rozdélit na tyto dilezité podskupiny:
hydroxybenzoové a hydroxyskoficova kyseliny a jejich derivaty
hydroxykumariny
katechiny (flavanoly)

leukoanthokyanidiny a leukoanthokyaniny
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anthokyanidiny a anthokyany
flavony a flavonoly
flavanony a flavanonoly
isoflavony

chalkony a aurony

ligniny a tfisloviny

Posledni uvedend skupina oznacuje komplexni skupinu latek ne zcela jasného
sloZeni, ale se zfejmou piibuznosti s ostatnimi rostlinnymi fenoly. Flavonoidni latky
jsou vyvojove velmi stara skupina latek. Prvni cévnaté rostliny je zacaly syntetizovat

jako filtr proti intenzivnimu UV zafeni (Atwell et al., 1999).

Fenolické latky tvoti pocetné velice rozsahlou a strukturné pestrou skupinu
prirodnich latek. V rostlinné #i$i jsou vSudypfitomné, protoze jenom rostliny a
mikroorganismy maji schopnost syntetizovat aromatické jadro. Biosyntéza fenolickych
latek vychazi ve vétsing ptipadii z aromatickych aminokyselin. Ve srovnani s tim je u
vys8ich rostlin znamo jen malo ptikladi vystavby aromatického jadra pouze
z acetatovych jednotek. Tato, tak zvana polyketidova biosynteticka cesta je vyznamné;si
u hub a prokaryontli a u vysSich rostlin je zastoupena ziidka, 1 kdyZ neni vyloucena

(Kindl a Wober, 1981).

Metabolismus aromatickych sloucenin patii do sekundarniho metabolismu.
Reakéni pochody sekundarniho metabolismu probihaji ve vysoce specifické vazbé na
rostlinné rody a druhy. Vychozi latkou pro syntézu fenolickych latek je kyselina
skoficova, ktera poskytuje tzv. fenylpropanovou strukturu (Ce — C3). Vznika
z aromatické aminokyseliny fenylalaninu odstépenim amoniaku. Enzym fenylalanin-
amoniak-lyasa, ktery katalyzuje tento metabolicky krok, podléha regulaci na mnoha
urovnich (teplota, svétlo, pfitomnost ethylénu, koncentrace cukri, alostericka regulace).
Metabolicka draha je tedy regulovéana na rozhodujicim misté. (Kindl a Wober, 1981).
Vznikajici kyselina skoficova miize byt modifikovana, jak se Casto déje naptiklad pfti
tvorbé ligninu. Obdobné deaminaci aminokyseliny tyrosinu vznika kyselina p-
kumarova. Vedle flavonoidii mize vznikat ze zakladni fenylpropanové struktury

kyseliny skoticové mnoho dalSich sloucenin. Vedle jiz zminéného ligninu, ktery je
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polymerem struktury Cs — C3, jsou produkty syntetickych cest napi. dimerni lignany,

kumariny, chinony a alkaloidy.

Pro biosyntézu zminénych sloucenin je vétsinou k dispozici vice metabolickych
drah. Ktera reak¢ni cesta bude pouzita, zalezi jednak na rostlinném druhu, jednak na
momentalni metabolické situaci (naptiklad dostatek prekursorit). Jednotlivé metabolické

drahy tvoii tedy metabolickou sit’ (Kindl a Wober, 1981).

V dalsich krocich je kyselina skoficova kondenzovéna s ttemi malonylovymi
jednotkami. Z ptivodni struktury Cs — C3 se tak stava struktura difenylpropanova (Ce —
Cs — Ce), jak byvaji schematicky flavonoidni latky né¢kdy oznacovany. Syntéza zacina
chalkonem, ktery nema heterocyklicky kruh uzavien. Cely skelet mtize byt modifikovan

oxida¢nimi a hydroxyla¢nimi reakcemi a tim vznikaji vSechny typy flavonoidnich latek.

Popsanymi metabolickymi cestami vznikajici flavonoidni latky se obvykle
vazou na molekulu sacharidu a vytvaieji tak slou¢eniny obecné oznacované jako
glykosidy. Necukerna soucast je pak nazyvana aglykonem. Nékteré skupiny, napf.
katechiny, glykosidy nevytvaieji nebo se vyskytuji jako estery s kyselinou gallovou.
Mimo flavonoidy se ve form¢ glykosidl vyskytuje mnoho dalsich ptirodnich latek.
Molekula navazaného sacharidu zajist'uje lepsi rozpustnost ve vodé, nezanedbatelna je i
stabilizace molekuly aglykonu vlivem rezonance (Kindl a Wober, 1981). Ke vzristu
koncentrace aglykond v materidlu miZe dojit pii enzymové hydrolyze glykosidi nebo

pii technologickém zpracovani za nevhodnych podminek (Davidek et al., 1983).

3.2. Vlastnosti

Podle poslednich udajt je pocet dosud znamych flavonoidi odhadovan na vice
nez 6000 a stale jsou objevovany dalsi. Flavonoidy jsou bézné zastoupeny ve velmi
Sirokém spektru u krytosemennych rostlin, nahosemenné obsahuji charakteristické
dimerni flavony. U mecht a kaprad’orostl byly nalezeny jednoduché formy flavonoidii.
Rasy a houby flavonoidy neobsahuji. Zivo¢ichové véetné ¢lovéka nevytvareji
flavonoidni skelet vlibec, protoze jim chybi schopnost syntézy aromatickych

aminokyselin.

V rostlinné 1181 jsou flavonoidni pigmenty vSudyptitomné. Podileji se vedle

ostatnich rostlinnych pigmenti (karotenoidy, betalainy, chlorofyly) na vytvareni
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zbarveni rostlin. Maji obvykle Zlutou barvu, jak jiz napovida jejich nazev vytvotreny od
latinského slova flavus, tj. zluty. Jsou nositeli barvy kvéth a pylu, plodd, kiry a dieva.
Nékteré maji sviravou a hotkou chut’ (Velisek, 1999). Vzhledem ke své aromatické
povaze vykazuji absorpci v UV oblasti s absorpénimi maximy kolem vinovych délek

210 a 270 nm. Dalsi absorpéni maximum leZzi jiz ve viditelné oblasti kolem vinové

délky 380 nm.

Anthokyany patfici také do skupiny flavonoidi, maji barvu podle hodnoty pH
¢ervenou az modrou a davaji barvu mnohym kvétim a plodim. Anthokyanova barviva
jsou ve vodé rozpustnd a je znamo asi 300 zastupct. Jsou lokalizovana v bunécnych
vakuolach a stabilizovany interakcemi s organickymi kyselinami. Charakter jejich barvy
zavisi na pH prostfedi. V kyselém prostiedi jsou ¢ervené, v neutralnim az alkalickém
modré. Béhem technologického zpracovani ovoce a zeleniny dochazi obvykle
k ¢asteéné az hlubsi zmén¢ ptivodniho zbarveni (naptiklad konzervované tiesné a
jahody), nékdy vznikaji naopak intenzivnégji zbarvené dimery, napiiklad pti skladovani

cerven¢ho vina. (Velisek, 1999).

Metabolismus flavonoidil u zvitat a loveka se intenzivné zkouma, ale neni jeste
ani zdaleka odhalen. Po poziti flavonoidnich glykosidi dochdzi béhem procesu traveni
pravdépodobné k hydrolyze glykosidovych vazeb a u€inkem stfevni mikrofléry téz ke
Stépeni heterocyklického cyklu flavonoidi. Aglykon je asi z 50% vyloucen stolici. Dale
vzniké vétsi mnozstvi St€pnych produktii (zejména derivaty kyselin benzoové a
skoticové), které jsou nejcastéji jako glukuronidy vyluéovany moci nebo stolici. Pokusy
byly konény nejc€astéji na laboratornich zvitatech (mysi, krysy) nebo se zdravymi
dobrovolniky, testovanymi flavonoidy byly kvercetin nebo rutin jako zastupci
flavonoidi nejcastéji se vyskytujici v pfirodnim materialu (Cook a Samman, 1996).
Podle jinych vyzkumu jsou flavonoidni glykosidy odolné vici procesu traveni a
prechazeji nezménéné do krve prostrednictvim glukézového transportniho mechanismu
(Gee et al., 1998). Velmi zajimavé jsou také farmakokinetické vyzkumy, dokazujici
nékolikandsobné vyssi koncentraci rutinu vstfebaného z ptirodniho materialu
(pohankovy ¢aj) nez z farmaceutického preparatu (Schilcher a Hagels, 1996). Podle
vysledkl nékterych studii byla u né€kterych flavonoidi zjisténa také mutagenni aktivita.
Tato vlastnost byla sporadicky dokazovana na testech s mikroorganismy (Amesuv test)
a n¢kterymi zvitaty (da Silva et al., 2002). Vysledky nebyly jednozna¢né a vzhledem

k experimentalnim podminkam nepienositelné na ¢lovéka (Formica a Regelson, 1995).
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Flavonoidy maji charakter antioxidantii, protoze jsou schopné likvidovat volné
organické radikaly vzniklé napf. pii oxidaci mastnych kyselin a s radikaly kysliku.
Vznikajici fenolické radikaly jsou pomérné stabilni diky rezonanci a nevyvolavaji dalsi
vznik radikala (Velisek et al., 1999). Mohutnost antioxida¢nich schopnosti zavisi na
struktuie molekuly — poloze a poc¢tu hydroxylovych skupin, pfitomnosti a druhu
cukerné slozky glykosidu (Cook a Samman, 1996). Ze vSech flavonoidnich latek jsou za
nejucinnéjsi antioxidanty oznacovany flavonoly, které jsou téz velmi rozsifenou
skupinou flavonoidi v rostlinném materialu viibec (Suschetet et al., 1998). Diky
vzajemnému usporadani hydroxylovych skupin v pozicich 1,2-mohou flavonoidy vazat
prooxidacni kovové ionty, zejména Zeleza a médi do nereaktivnich chelat. Zabranuji
tak vzniku hydroxylovych radikala v systému reakci Zeleza a vitaminu C (Fentonova
reakce - Hassig et al., 1999). Spole¢né s vitaminem C, vitaminem E, kyselinou
lipoovou, karoteny, glutathionem a dalSimi latkami vytvareji antioxida¢ni kapacitu
systému. Flavonoidy ptfedstavuji dilezity ochranny faktor pro vitamin C. Jednak
redukuji kyselinu dehydroaskorbovou zpét na askorbovou, jednak vazbou do chelatt

inaktivuji prooxidacné pusobici kovy.

Funkce flavonoidt jako uc¢innych antioxidantl se projevuje pii ochrané krevnich
lipidd, zejména frakce LDL, pfed oxidaci. V organismu béhem metabolismu zcela
pfirozenou cestou vznika ur¢ité mnozstvi radikall. Za patologickych podminek
(koufeni, znecisténé prosttedi, nevhodna skladba potravy) se mnozstvi volnych radikali
zvétSuje. Pokud antioxidacni kapacita organismu nedostacuje a krevni lipidy jsou
oxidovany, vznikaji z téchto oxidaci pozménénych ¢astic aterosklerdzni plaky, které se
usazuji na vnitinim povrchu cév. Tim roste riziko vzniku onemocnéni srdce a cév, které
muze vyustit v infarkt nebo mozkovou mrtvici (Panek et al., 2002). Pokud potrava
obsahuje dostate¢né mnoZstvi ptirozenych antioxidantll z ovoce a zeleniny, je Uroven
oxidace krevnich lipidi vyrazné sniZzena. Vyrazny pokles onemocnéni srdce a cév
navzdory vysokému piijmu zivociSnych tukli byl pozorovan hlavné ve Francii a statech
lezicich kolem Stfedozemniho mote, coz vedlo k oznaceni této vyzivové anomalie jako
,Francouzsky paradox“ (Frankel et al., 1993, Trichopoulou et al., 1999, Ruidavets et al.,
2000).

U mnohych flavonoidnich latek byla zjiSténa schopnost ovliviiovat aktivitu
mnohych enzym. Flavonoidy mohou pfimo ovliviiovat expresi pfisluSného genu,

Castéji pfimo zvySuji nebo snizuji aktivitu pfislusného enzymu. Pro vyzkum rakoviny je
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zajimavé ovlivnéni aktivity enzymd, figurujicich v jednotlivych fazich d€leni a ristu
protialergické, protivirové a imunomodulacni. Ptirodni flavonoidy také snizuji
nadmérny tonus cév a tim plsobi na snizovani krevniho tlaku, zejména pfti stresovych

stavech (Middleton a Kandaswami, 1993).

Je nutno si uvédomit, ze kazdy material obsahuje vedle fenolickych latek jesté
velké mnozstvi dalSich sloucenin. Da se tedy piedpokladat, ze jednotlivé slozky tak
pestrého komplexu se budou ve svych ucincich ovliviiovat. Vysledny ucinek je
vyslednici synergickych vlivi. Celkovy efekt se projevuje naptiklad v celkové

antioxidac¢ni kapacit¢ materialu.

3.3. Vyznam flavonoidi

Flavonoidy a ostatni fenolické latky jsou ptirozenou soucésti vSech vyssich
rostlin. Maji rizné funkce, jak pro vlastni produkéni rostlinu, tak pro bylozrava zvifata a
Vv neposledni fad¢ i pro ¢loveka, ktery konzumuje ovoce, zeleninu a dalsi potraviny
rostlinného ptivodu. Flavonoidy funguji jako latky ochranné, jsou G€inné antioxidanty,
maji schopnost chelatace iontil, reguluji aktivitu mnohych enzymu. Jako barevné latky
slouzi jako hmyzi atraktanty pti opylovani a v neposledni fad¢ je rostliny pouZzivaji

k pfenosu informaci.

Z hlediska vyvojového jsou flavonoidy skupinou latek, které se vyvinuly jako
ochrana proti UV zafeni v dobach, kdy se ozonova vrstva teprve vytvarela. Pro tuto
teorii mluvi vysledky pokust provadénych na Novém Zélandu. Pokusné rostliny
vystavené zvysené intenzit€ dopadajiciho UV zafeni vytvately vétsi mnozstvi
flavonoida (Atwell et al., 1999). I soucasné vyssi rostliny uZzivaji flavonoidni barviva
jako filtr, ktery zabranuje poskozeni zejména mladych pletiv velkou intenzitou

slune¢niho zafeni.

Rostliny se nemohou branit proti vnéjSimu utoku patogent ¢i herbivori aktivnim
pohybem (titok, utek), voli tedy ochranu chemickou. Pravé mnohé latky z velkého
mnozstvi sekundarnich metabolitli, a mezi nimi zejména flavonoidy slouzi rostlindm pro

ochranu proti vnéjSimu napadent.
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Neékteré sekundarni metabolity mohou slouzit produkéni rostling k inhibici riistu
rostliny jiné. Tato situace je oznacovana jako alelopathie (Prochazka et al., 1998,
Berhow a Vaughn, 1999). K vzajemnému ovliviiovani dochazi zejména prostiednictvim
fenolickych latek. Naptiklad flavonoidy jsou vylucovany kotfeny nebo se uvolnuji
Z odumftelych pletiv a inhibuji bud’ kliceni semen nebo rast kofenii konkurencni
rostliny. Velmi Casto je tato situace pozorovana u béznych pleveld, které omezuji
kliceni a rist mnohych kulturnich rostlin, napf. séji, fedkvicek, hoic€ice, cibule, chiestu

(Berhow a Vaughn, 1999).

......

flavonoidni latky vylucované koteny jako chemicky atraktant pro zminéné bakterie.

Tento signdl slouzi baktérii k rozpoznani vhodné hostitelské rostliny (Prochazka et al.,

1998).

Castymi rostlinnymi patogeny jsou mikroorganismy a houby. Také zde rostliny
pouzivaji flavonoidni latky k obrané proti invazi ciziho organismu. Ochranny u¢inek
zde maji flavonoidy, které rostlina syntetizuje béhem celého zivota. Vyhodné&jsi je vSak
syntetizovat ochrannou latku aZ pfi napadeni, protoZe syntéza je vétSinou pro rostlinu
narocna. Podnétem pro spusténi obranné reakce byva specificky metabolit uvoliiovany
pii pocatku interakce bunky s patogenem, takzvany elicitor. Mlize to byt fragment
bunééné stény nebo latka vyluCovana patogenem (Prochazka et al., 1998). Elicitor
pusobi na aktivaci vhodnych genti a tim zplsobi syntézu specifické obranné latky. Ta
byva nazyvana fytoalexin a vedle flavonoli to mohou byt dale terpeny, kumariny nebo
stilbeny. Tyto ochranné latky jsou velmi toxické pro patogen jiZ ve velmi nizkych

koncentracich. Flavonoidni fytoalexiny byly zaznamenany u vojtésky, sdji, brambor,

fazoli, jabloni a dal$ich kulturnich plodin (Berhow a Vaughn, 1999).

Zivo¢ichové, ktefi se Zivi rostlinami, ziskavaji mimo potiebné sloudeniny jestd
nezanedbatelné mnozstvi rostlinnych sekundarnich metaboliti. Konzumace mnohych
z nich se nijak neprojevuje, nékteré vsak maji na metabolismus konzumenta vyrazny
vliv. Nékteré sekundarni metabolity jsou cilen€ syntetizovany k omezeni pozeru
bylozravcem. Sem patii n€které flavonoidy, mezi nimi zejména izoflavony, flavony a
flavonoly, které slouzi rostlinam jako pfirozeny ochranny prostiedek proti bylozravému

hmyzu. Tyto latky funguji bud’ jako metabolické jedy nebo odrazuji hmyz nepiijemnou
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chuti a Casto slouzi rostling také jako chemické ochrana pfed mikrobialnimi patogeny

pfenasenymi hmyzem.

Také ostatni zivoCichové, ktefi se zivi rostlinami, se setkavaji s ucinky
sekundarnich rostlinnych metaboliti. Flavonoidy a ostatni fenolické latky mivaji
sviravou nebo hotkou chut’, ¢imz ovliviiuji mnozstvi rostliny zkonzumované zvitetem.
Lignin, ktery patii mezi latky zpeviiujici rostlinna pletiva, zptisobuje tuhost rostlin a tim
mensi ptitazlivost pro bylozravce. Isoflavony, skupina latek nalezejicich mezi
flavonoidy, maji estrogenni ti¢inky. NaruSuji normalni u¢inky vlastnich estrogenti a

patii mezi prirozené toxické latky zejména pro domaci zvirata (Kala¢ a Mika, 1997).

Flavonoidni latky vykazuji u cloveéka fadu zajimavych fyziologickych tc¢inkd.
Uz od pocatku jejich vyzkumu byla zaznamenana jejich schopnost snizovat fragilitu
cévni stény (Holmann et al., 1996) a zejména rutin a jeho derivaty jsou jiz dlouho
pouzivany pro lé¢bu defektl cév a krvacivych stavll. Velmi vyznamna je antioxidacni
schopnost flavonoidnich latek. Ptitomnost volnych radikali je pro kazdy zivy
organismus rizikova. Volné radikaly jsou velmi reaktivni a mohou zptisobit poskozeni
nejriznéjsich biologickych makromolekul a bunéénych struktur. PoSkozeni DNA mitize
vést ke vzniku nadorii. Do tohoto procesu zasahuji flavonoidy jak svou aktivitou
antioxidacni, tak schopnosti ovliviiovat aktivitu mnohych enzymi a to i téch, které

vystupuji v procesu karcinogeneze (Suschetet et al., 1996).

Ptiznivé schopnosti pfirodnich flavonoidii na omezeni aterosklerozy byly
potvrzeny vysledky n¢kolika epidemiologickych studii. Prikaznou reciprocni zavislost
mezi ptijmem flavonoidi a vyskytem onemocnéni srdce a cév zjistili autofi rozsahlého
sledovéani 805 muzl ve vyzkumu s ndzvem ,,The Zutphen Elderly Study*“‘(Hertog et al.,
1993a). Srovnani zptisobu stravovani v riznych zemich a piijmu flavonoidi a jeho vliv
na imrtnost na onemocnéni srdce a cév provedli autofi v tzv. ,,cross-Cultural® studii
,»The Seven Countries Study* (Hertog et al, 1995). Opét byl potvrzen piiznivy vliv
vyssiho pfijmu flavonoidl na lidské zdravi. Kohortni studie ,, The Caerphilly Study*
sledovala skupinu muzu sttedniho véku a hodnotila incidenci ischemické choroby
srdecni (Hertog et al., 1997). DoSla mimo jiné k zajimavému zavéru, Ze vstiebavani

flavonoidil z Caje zifejme brani pridavek mléka.
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3.4. Vyzivové zdroje flavonoidu

Podle dlouhodobych vysledkll vyzkumu maji flavonoidy pro ¢lovéka velmi
vyznamné vlastnosti. Zejména funkce pii prevenci a 1écbé onemocnéni srdce a cév a
rakoviny, coZ jsou onemocnéni takzvané ,,civilizacni®, ¢ini tuto skupinu latek
z vyzivového hlediska velmi cennou. Pro své vlastnosti jsou flavonoidni latky
Vv posledni dob¢ zafazovany mezi tzv. nutraceutika a potraviny je obsahujici jsou

oznacovany jako funkéni potraviny (Hasler, 2000).

Jak uz bylo uvedeno, jsou flavonoidy latky vyhradné rostlinného ptivodu.
Vyskytuji se tedy nejen v Cerstvém ovoci a zelening, ale také v obilovinach a
potravinach vyrabénych z rostlinnych surovin. Jejich obsah je vSak nejvyssi v Cerstvém
materialu, zpracovanim a skladovanim obvykle klesa. Riizné je téZ rozloZeni celkového
obsahu v ¢astech rostlin. Nejvyssi koncentrace flavonoidnich latek se nachazeji
Vv povrchovych ¢astech plodu (slupky), smérem do stfedu plodu koncentrace klesa

(Davidek et al., 1983). V rostlinné bunce jsou soustfedény ve vakuolach.

Flavonoidy jsou pfitomny v materialu prakticky vzdy jako glykosidy. Obsah
aglykonti mize nékdy vzrust pii technologickém zpracovani (Davidek et al., 1983).
Vzhledem k tomu, ze flavonoidni glykosidy jsou pomérné dobie rozpustné ve vode,
hrozi pfi zpracovani ztraty vyluhovanim. V enzymové aktivnich materialech (Cerstvé
ovoce, zelenina) a pii mechanickém poskozeni pletiv nékteré flavonoidy a ostatni
fenolické latky vstupuji do reakci enzymového a neenzymového hnédnuti (Velisek,
1999). Produkty téchto reakci jsou barevné pigmenty, které nezadoucim zpiisobem
zbarvuji zpracovavany rostlinny materidl a potraviny. Nékdy je tvorba barevnych
pigmentt zadana (fermentace Caje), i v téchto ptipadech se v jejich tvorbé angazuji
nékteré skupiny flavonoidui. Jindy neni vytvarené zbarveni materialu zadouci (hnédnuti
jablek, brambor) a je snahou ho technologicky potla¢it. Anthokyany, které také patii
mezi flavonoidy, podléhaji podle pH prostredi riznym reakcim, které¢ vedou ke zménam

zbarveni materialu nebo az k odbarveni (Velisek, 1999).

Flavonoidy se v materialech obvykle vyskytuji v pestrych smésich, zfidka
pievazuje jedna ¢i nékolik malo sloucenin. Jako aglykony flavonoidnich glykosidl se
vyskytuje pouze pomérné malo latek. Nejrozsifenéjsim je flavonol kvercetin, mezi dalsi
patii flavonoly kemferol a myricetin a dale flavony apigenin a luteolin. Nejbéznéjsim

glykosidem je rutin (kvercetin-3-O-D- rutinosid ). Koncentrace jednotlivych latek
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byvaji nizké (obvykle desitky, vyjimeéné stovky mg v kg susiny), pouze ve ojedinélych

ptipadech dosahuji hodnot jednotek procent (poc€itano na susinu).

3.5. Ovoce a zelenina

Jedl¢ plody a ¢asti nejriznéjSich rostlin jsou v§eobecné oblibenou a hojné
konzumovanou skupinou rostlinnych potravin. Pozivaji se v ¢erstvém stavu,
konzervované ¢i rtizné kuchynisky upravované. Mimo obvyklé a zndmé latky, jako
napiiklad sacharidy, vlakninu a vitamin C, obsahuji riizné mnozstvi flavonoidnich latek.
Barva materialu je obvykle tvofena n€kolika pigmenty (anthokyany a ostatni
flavonoidy, karotenoidy, betalainy, chlorofyl). Vysledna barva byva ovliviiovana viemi

barevnymi slozkami (Velisek, 1999, Forkmann, 1991).

Z flavonoidu se v ovoci a zeleniné nejvice vyskytuji flavonoly a flavony. Jsou to
aglykonem, nasleduji flavonoly kemferol a myricetin a flavony apigenin a luteolin.
V citrusovém ovoci se nachdzeji flavanony naringin, hesperidin a neohesperidin, které
maji hotkou chut’. Zelenina vykazuje oproti ovoci ponékud vétsi obsahu kemferolu
(Hertog et al., 1992b). Ostatni zastupci jsou v§ak mélo vyznamné pro sviij nizky obsah

¢1 sporadicky vyskyt.

Z dalsich flavonoidi jsou nejndpadnéjsi zejména anthokyany. Ve vyznamnych
mnozstvich se vyskytuji v barevném ovoci z n€kolika Celedi. V prvni fad¢ je to celed’
ruzovitych, kam patfi mnoho nejbéznéjsich druhii ovoce, napt. tfesné, jablka, Svestky,
maliny, ostruziny a jiné. Celed’ révovité poskytuje oblibené ovoce i surovinu pro vyrobu
révového vina — hrozny révy vinné. Drobné bobulové ovoce, jako borlivky, brusinky,
klikva patii do ¢eledi viesovcovitych. Také nékteré dalsi celedi maji zastupce mezi
rostlinami bohatymi na anthokyany (lomikamenovité, aj.). Zbarveni ovoce je pomérné
malo stabilni. Hlavnimi faktory ovliviiujicimi jejich barvu a stabilitu jsou struktura
molekuly, pfitomnost n€kterych enzymd, pH prostiedi, teplota, pfitomnost kysliku a
pusobeni zafeni (Velisek, 1999). Z anthokyan mohou vznikat také jinak barevné ¢i
bezbarvé produkty reakcemi s jinymi slozkami potravin, napf. kyselinou askorbovou,

oxidem sifi€itym, jinymi fenoly, kovovymi ionty aj.

Katechiny jsou flavonoidni latky obecné se vyskytujici ve vSech rostlinnych

materialech. Spolu s estery kyseliny gallové jsou nékdy oznacovany jako ttisloviny.
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Jsou nositeli trpké a sviravé chuti, ktera se projevuje zejména v nezralém ovoci. Jejich
koncentrace zranim klesa (Davidek et al., 1983). Flavonoidni latky jsou pfirozenou
Soucasti ovoce a zeleniny a potravin z nich vyrabénych a vyskytuji se v nich nékdy

Vv pomérné vysokych mnozstvich. Pro lidskou vyzivu jsou ovoce a zelenina vyznamnym

zdrojem téchto cennych latek.

3.6. Napoje

Népoje vyrabéné z rostlinného materialu maji pfirozeny obsah flavonoidnich
latek, dany jejich obsahem v suroving. Tento obsah je obvykle niz§i v porovnani
S piivodni surovinou, pfesto muze predstavovat vyznamny zdroj flavonoidnich
slou€enin ve vyzive. Pfi technologickém zpracovani podléhaji fenolické latky mnoha

reakcim (enzymové a neenzymové hnédnuti), které maji za nasledek zménu slozeni.

Velmi bohatym zdrojem piirodnich fenolickych latek je ¢aj (Camellia sinensis
(L.) O. Kuntz), a to jak zeleny, tak fermentovany &erny. Cerstvé listy ¢aje obsahuji az
20% katechinti ve formé¢ estert s kyselinou gallovou, pocitano na susinu (Davidek et al.,
1983). Pti fermentaci uzivané pti vyrobé cerného ¢aje klesa obsah katechintina 3 % a
vznikaji oligomerni barevné pigmenty (teaflaviny a tearubiginy) typické pro barvu a
chut’ ¢erného Caje. Obsah flavonolil, zejména kvercetinu, zlstava ptiblizné staly
(Tijburg et al., 1997). Také kakaové boby a zelend kava obsahuji katechiny, které

behem procesu zpracovani prechazeji na barevné oligomery (Davidek et al., 1983).

Flavonoidy nalezené v pivu pochézeji jak z chmele, tak ze sladu. Jsou to
technologicky vyznamné katechiny a leukoanthokyanidiny a fenolové kyseliny (Whittle
et al., 1999). Hotové pivo obsahuje téZ ur¢ité mnozstvi kvercetinu, fadove jednotky mg

na litr vyrobku (Hertog et al., 1993b).

Bohatym zdrojem anthokyanti a dal$ich flavonoidu jsou plody révy vinné (Vitis
vinifera L.). Plody vinné révy obsahuji flavonoidni latky zejména ve slupce. Obsah
flavonoidii se tedy vyraznym zpiisobem liSi u ¢erveného a bilého révového vina. Také
sloZeni barevnych anthokyanii se méni. B€hem zrani cervenych vin dochazi ke tvorbé
stabilnéjSich dimernich pigmentd. Vino, zejména Cervené, obsahuje také stilben
resveratrol. Je to latka ptibuzna flavonoidiim a podle poslednich vyzkumi vykazuje
zajimavé kardioprotektivni ucCinky (Frankel et al., 1993, Stecher et al., 2001). Révova

vina obsahuji také katechiny, fenolové kyseliny a flavonoly kvercetin a myricetin
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(Ritchey a Waterhouse, 1999). Umirnéna konzumace zejména ¢erveného vina byva
davana do souvislosti se snizovanim umrtnosti na onemocnéni srdce a cév

(tzv. Francouzsky paradox). Také flavonoidy pfitomné v ¢aji maji intenzivni
antioxidac¢ni uc¢inky. V zemich, ve kterych se konzumuje velké mnozstvi Caje, je
zaznamenana niz$i amrtnost na onemocnéni srdce a cév (Tijburn et al., 1997). Pivo
obsahuje piili§ malé mnozstvi flavonoidl na to, aby jejich Gcinky prevazily nepiiznivy
vliv pfijatého alkoholu (Hertog et al., 1993b). Bylo nicméné¢ zji§téno a potvrzeno

epidemiologickymi studiemi (Barefoot et al., 2002), Ze umirnéna konzumace

alkoholickych napojt, zejména révového vina je spojend s lepsSim zdravim.

Jak je vidét, jsou ndpoje vyznamnymi zdroji flavonoidi ve vyZzivé. Doporucenti

konzumace ¢erveného vina by ale nemélo vyznit jako nabadani k alkoholismu.

3.7. Pohanka

V poslednich letech ziskava pohanka vyznamné postaveni jako alternativni
zemédélska plodina a je zaznamenan vyrazny zajem o jeji péstovani a konzumaci.
Z agronomického hlediska je cennd jeji obecnd nendro¢nost na péstitelské podminky,
kratka vegetacni doba a odolnost proti biotickym strestim. Ma vysokou vyzivovou
hodnotu, pro nepiitomnost lepku se hodi pro vyzivu nemocnych celiakii a zejména je
znama jako jedine¢ny zdroj pfirodniho rutinu (Lachman et al., 2000, Holasova et al.,
2002). Pravem je v souCasnosti zafazovana mezi funkéni potraviny. Jeji bilkovina ma
velmi pfiznivé aminokyselinové slozeni a spolu s vysokym obsahem rutinu a katechini

V materialu pasobi na sniZzovani hladiny cholesterolu v krvi (Li a Zhang, 2001).

Pohanka seta (Fagopyrum esculentum Moench.) pochazi z Asie a péstuje se
v n¢kolika odrtidach (Li a Zhang, 2001). Je nejstarsi rostlinou obsahujici rutin, ktera

byla systematicky zkouména (Couch et al., 1946).

3.8. Ostatni zdroje flavonoidi

V lusténinach a ostatnich zastupcich z ¢eledi bobovitych se vyskytuji isoflavony
s hlavnimi zéastupci genistinem, daidzinem a glycitinem. Tyto flavonoidni latky
pfitomné zejména v semenech soji lustinaté (Glycinus max L.) davaji témto potravinam

nahotklou a sviravou chut’ (Aussenac et al., 1998). Bylo zjiSténo, ze isoflavony vykazuji
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estrogenni aktivitu, coZ se mize neptiznive projevit u hospodaiskych zvirat (Kalac a
Mika, 1997). Podle nékterych studii konzumace velkého mnozstvi vyrobku ze sdji

ziejmé prispiva k omezeni nékterych druhti rakoviny (MacDonald, 2005).

Urc¢ity obsah flavonoida byl nalezen také v medu a propolisu (Hilhorst et al.,
1998). Spektrum ptitomnych flavonoidl kopiruje flavonoidy pfitomné v rostlinach, ze
kterych pochazel nektar a pyl zpracovavany véelami. Obsah piitomnych flavonoidu je
vS$ak pfili§ nizky na to, aby byl med vyznamnym zdrojem flavonoidnich latek.
Informace o vyskytu jednotlivych flavonoidu se daji pouzit K ureni ptivodu medu

(Ferreres et al., 1994).

Farmakologicky aktivni flavonoidy byly nalezeny v mnoha lé¢ivych rostlinach a
tradi¢nich 1é¢ivych ptipraveich rostlinného pivodu. Casto zkoumané v tomto sméru
jsou piipravky tradi¢ni ¢inské bylinné mediciny (Pietta et al., 1991, Liang et al., 1996,
Liang et al., 1997). Obsahuji mnoho ¢asto strukturné netypickych flavonoidnich latek a
byvaji jim prisuzovany mimotadné u¢inky. Téz mezi evropskymi lé¢ivkami je fada, ve
kterych byly objeveny flavonoidy. Domaéci 1é¢ivkou se zaznamenanym obsahem
flavonoidnich latek je u nas bézna trezalka teckovana (Hypericum perforatum L.),
znama zatim spiSe svym obsahem fotoaktivniho pigmentu hypericinu (Brolis et al.,
1998). Ttezalka je tradi¢n€ uzivana jako 1éCivka se sedativnimi ucinky. Je velmi
pravdépodobné, Ze 1 ostatni 1éCivé rostliny maji vyznamny obsah flavonoidnich latek.
Na obsah flavonoidnich latek bylo jiZ upozornéno (Korbelat a Endris, 1985), prostor

pro dalsi vyzkum zlstava zcela otevien.

Mnoho z rostlin pouZivanych jako zelena koteni vedle typickych vonnych a
chut'ovych latek obsahuji také flavonoidni slou€eniny. V béznych bylinkach (bazalka,
koriandr, mata, rozmaryna, petrZel, dobromysl a dalsi) byly nalezeny zejména kvercetin,
kemferol, apigenin a luteolin (Justesen a Knuthsen, 2001). Vzhledem k pomérné malym
mnozstvim, ve kterych se zelené kotfeni pouZziva, se asi nestane vyznamnym zdrojem

flavonoidi v potrave.

3.9. Analyza flavonoidi

Ptirodni flavonoidy pfedstavuji velmi bohatou skupinu n¢kolika tisic sloucenin,
ktera je ¢lenéna do sedmi hlavnich podskupin podle stupné nenasycenosti a

oxidovanosti (Cook a Samman, 1996). Analyzované materidly obvykle obsahuji vice
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zastupct Casto z nékolika skupin flavonoida. Vzhledem k fyzikalnim a chemickym
odlisnostem jednotlivych skupin flavonoidi neni dost dobie mozné obsahnout jednim

analytickym postupem vSechny zastoupené latky.

V rostlinnych materidlech zajimavych pro vyzivu ¢lovéka, tj. ovoci, zelening,
obilovinach, 1é¢ivych rostlinach a dalSich zeméd¢lskych plodinach jsou nejvice
zastoupenou skupinou flavonoidt flavonoly, méné jiz flavony. Tyto fenolické latky se
rostlinném materialu vyskytuji hlavné ve formé glykosidii, navazany na néktery cukr.
Glykosidl byva v ptirodnim materialu obvykle zastoupeno vice druhti, kdezto aglykonti
se bézn¢ vyskytuje jen nékolik. Z flavonolil je to zejména kvercetin, kemferol a
myricetin, flavony reprezentuji zejména apigenin a luteolin. Volné aglykony se
vyskytuji minimalné, z glykosidické vazby se uvolnuji pti nékterych technologickych
postupech (Davidek et al., 1983) a ve fermentovanych potravinach (Dadakova et al.,

2003). Jejich obsah byva ve srovnani s prislusnymi glykosidy nizky.

Analytika flavonoidnich slouc¢enin se dé¢li na oblast kvalitativni, ktera se zajima
0 zjisténi zastoupeni vSech flavonoidnich latek v daném materialu a oblast kvantitativni,
kdy je zjistovan obsah bud’ jednotlivych flavonoidd nebo celkové mnozstvi vybranych
latek v testovaném materidlu. Také mtze byt stanovovan celkovy obsah jednotlivych
flavonoidnich aglykonii. Toto stanoveni vyzaduje hydrolyzu vSech pfitomnych
glykosidickych forem jednotlivych aglykont. Vzhledem k tomu, Ze flavonoidy maji
charakter fenolickych latek, jsou zahrnovéany do stanoveni tzv. celkovych fenold.
V posledni dobé se také objevuje snaha postihnout celkové antioxida¢ni schopnosti
materialu (nejcastéji potravin) jednotnym hodnoticim kritériem. Pro tyto ucely bylo
vyvinuto stanoveni tzv. antioxida¢ni aktivity. Protoze flavonoidni latky maji vyrazné
antioxidacni schopnosti, podileji se vyznamnym zpiisobem na zjisténé hodnoté

antioxidac¢ni aktivity.

Se zajmem o flavonoidy jako biologicky aktivni latky se zacala v poloving 20.
stoleti rozvijet jejich analytika. Vzhledem ke komplexnosti testovanych vzorkl bylo
nutno zvolit vhodnou dé¢lici metodu. Prvni kvalitativni a semikvantitativni metody
uzivaly pro d€leni sloupcovou chromatografii, pro detekci zejména chromatografii na
papife a v uspofadani na tenké vrstvé (Davidek et al., 1983). S rozvojem vyzkumu
pfirodnich latek se stale vice pouzivaly kapalinova chromatografie a o néco pozdéji také

kapilarni elektroforéza. Jsou to v podstaté nejpouzivanéjsi metody pro detekci a
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stanoveni flavonoidnich latek. Ostatni metody (metody elektrochemické a

imunologické) se pouzivaji spise ve specialnich piipadech.

VSechny analytické metody maji totozné ¢asti: vzorkovani a tiprava vzorku,
extrakce nebo hydrolyza materialu, zakoncentrovani analytu a analytickou koncovku

s vyhodnocenim vysledkd.

3.9.1. Vzorkovani

At je uz metoda urcena k jakémukoli Gcelu, vzdy ji musi pfedchazet odbér,
predbézné zpracovani a skladovani vzorku. Vzorek tvoii vétSinou rostlinné materialy,
ovoce, zelenina nebo potraviny rostlinného ptivodu. Jsou to vesmés materidly rychle
podléhajici zkaze. Zpracovani musi tedy nésledovat bezprostfedné po sklizni u ovoce a
zeleniny nebo otevieni spotiebitelského obalu u potravin. Pokud je to nezbytné, uklada
se material pfi nizké teploté, vétSinou v chladnicce. Flavonoidy mohou byt sledovany
v primérném vzorku jedlé ¢asti, ¢imz se ziskaji udaje zajimavé pro bézného
konzumenta. Pro specidlni studie miize byt material délen na definované ¢asti, napiiklad
¢asti rostliny — kvét, stonek, listy atd. Z vysledku se tady d4 vysledovat distribuce

sledované latky v materialu. Zptisob vzorkovani je vzdy soucasti metodiky.

Cerstvy rostlinny material ma aktivni enzymové systémy a pii del§im skladovéni
1 pi1 nizsi teploté by mohly probéhnout nezadouci reakce. Ty by vedly ke zménam
Vv zastoupeni a obsahu jednotlivych sledovanych latek. Proto se material obvykle pro
delsi skladovani pfed analyzou zbavuje vody. Nejrozsifengj$im a nejSetrnéjSim
zpusobem je lyofilizace. Lyofilizovany materiadl mé také vhodnou konzistenci pro
homogenizaci. Jeji zafazeni do postupu je naprosto nezbytné, protoze zastoupeni
flavonoidd napt. v jednom ovocném plodu muze byt nerovnomérné. Homogenizace
byva provadéna v tfeci misce, tuzsi vzorky se musi mlit ve specidlnich mlyncich.
Rozdrceny materidl je skladovan ve vzduchotésnych vzorkovnicich obvykle pii teplote
—16° C. Za téchto podminek je vzorek materidlu staly minimalné 1 rok (Hertog et al.,
1992a). Potraviny a napoje rostlinného piivodu jsou skladovany v chladu a temnu, po

otevieni spotiebitelského baleni je zddouci provést analyzu co nejdiive.
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3.9.2. Izolace latek z materialu

Prvnim krokem analytické metody je obvykle izolace sledovanych latek ze
vzorku, jejich vycisténi a zakoncentrovani. Materialy, ve kterych jsou fenolické latky
stanovovany, predstavuji nejcastéji komplexni biologické matrice. Cilem upravy
materialu je ziskat vzorek co mozna nejvice obohaceny o latky, které jsou stanovovany
a s co nejniz$im obsahem balastnich a interferujicich latek. Je Zadouci, aby postup,
vedouci k izolaci analytu, zptisoboval minimalni ztraty latky. Mnoh¢ fenolické latky
mohou podléhat béhem zpracovani materialu napt. oxida¢nim ¢i hydrolytickym
zménam, je tedy tfeba izolacni postup volit tak, aby reakce neprobihaly ¢i aby ztraty
byly definované. Dalsi nezanedbatelné ztraty mize prinést derivatiza¢ni krok, pokud je
v metodice pouzit. Vzhledem ke komplexnosti zpracovavanych matric a narocnosti
izola¢nich postuput je velmi vhodné mit dokonale podchyceny zdroje a velikost

moznych chyb, naptiklad rozborem dil¢ich nejistot.

Dalsi zptisob zpracovani vzorku zavisi na tom, zda cilem préce je zjistit
kvalitativni zastoupeni jednotlivych flavonoidnich slouc¢enin v materialu ¢i se ma urcit
obsah nékterého flavonoidniho aglykonu. Flavonoidy jsou pfitomny v materidlu
vyhradné ve formé glykosidi. Glykosidicka vazba miiZe byt rozStépena bud’ enzymové
¢i v kyselém prostredi. Po provedené hydrolyze vSech glykosidickych forem je mozno
stanovit celkovy obsah flavonoidniho aglykonu. Vzhledem k tomu, Ze obsah volné se
vyskytujicich aglykond je v pfirozeném materialu velmi nizky, reprezentuje celkovy

obsah aglykonu veSkeré glykosidické formy dané latky, pfitomné v materialu.

3.9.3. Analyza glykosidi

Velmi ztidka, pokud to charakter vzorku dovoluje, je vzorek pouzit pfimo
k analyze. Bez Gipravy byvaji analyzovany nejéastéji napoje, které neobsahuji tuhy podil
a lze ptedpokladat nizky obsah doprovodnych balastnich latek. Témto pozadavkim
vyhovuji v podstaté pouze napoje (vino, ¢aj, ovocna §t'ava). Vzorky mohou byt
k analyze pouzivany bez fedéni, pouze upraveny filtraci (Vinas et al., 2000, Lopez et al.,
2001, Shui a Loeng, 2002). V jinych postupech jsou vzorky filtrovany pies
membranové filtry a fedény pouzivanou mobilni fazi pro HPLC (Castellari et al., 2000)
nebo kapilarni elektroforézu (Prasongsidh a Skurray, 1998). Stavy z citrusovych plodi

jsou pied analyzou odstiedény, filtrovany a fedény pracovnim pufrem (Cancalon a
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Bryan, 1993). Da se ale fici, Ze pouzivani vzorku bez Gpravy ¢i predbézné izolace
analytu je postupem omezené pouzivanym, vyuzitelnym pouze pro Gzky okruh vzorka a

zatézujici ptistroj doprovodnymi latkami.

Castgjsi zptisob upravy materialu je predb&né extrakce, piipadng
zkoncentrovani a precisténi analyzované latky vhodnym extrakénim postupem. Pro
extrakci flavonoidnich glykosidl je tfeba z materidlu extrakci ziskat sledované latky bez
uvolnéni aglykonti z glykosidickych vazeb. Kapalné vzorky jsou extrahovany pomoci
nemisitelného rozpoustédla. Pti ziskdvani flavonoidnich latek ze suseného rostlinného
materidlu je homogenizovany material podroben extrakci zvolenym vhodnym

rozpoustédlem ¢i jejich smési za tepla.

Extrakce byva provadéna v Soxhletové extraktoru, ve varné baiice pod zpétnym
chladi¢em ¢i za pomoci ultrazvuku. Extrakce nemisitelnym rozpoustédlem se realizuje
v menSich nddobach. Zbytky vyextrahovaného rostlinného materialu jsou odstraiovany
nejcastéji filtraci ¢i odstfedénim. Hotovy extrakt je bud’ ptfimo pouzit k analyze nebo je
jesté podroben precisténi. Jako Cistici a koncentracni metoda se pouziva SPE. Nékdy je
extrakéni ¢inidlo odpafeno do sucha a odparek je rozpoustén v methanolu ¢i vhodném
pufru. Vzhledem k velkému sortimentu zpracovavaného materialu a Siroké paleté

studovanych latek neexistuje jednotny postup extrakce a stale se objevuji dalsi varianty.

Flavonoidni latky obsazené v ervenych vinech byvaji extrahovany do
diethyletheru (Garcia-Viguera a Bridle, 1995, Gil et al.,1995, Rodriguez-Delgado et al.,
2000, Rodriguez-Delgado et al., 2002,). Etherovy extrakt je vysuSen nejcastéji proudem
dusiku a odparek je poté rozpustén v methanolu. Vyhodou je snadna tekavost
diethyletheru pfi odpafovani, nevyhodou pak urcita rozpustnost rozpoustédla v matrici.
Nekteré kapalné vzorky, zejména jablecna §t'ava, mohou byt extrahovany ethylacetatem
(Picinelli et al., 1997). Také zde je organické faze odpatena a odparek se rozpousti

v methanolu.

Velmi ¢asto volenym extrakénim ¢inidlem jsou alkoholy (methanol, ethanol).
Casto se pouziva ¢isty methanol, kterym se extrahuje iroké spektrum fenolickych latek
Z rybizu Cerného (Fernandez et al., 1996), 1é¢ivych rostlin (Cao et al., 2002, Urbanek et
al., 2002, Hawryl et al., 2002, Cheung et al., 2003). Extrak¢ni ¢inidlo vytvoiené smési
methanolu nebo ethanolu a vody v rizném poméru se objevuje v mnoha pracech. Je

vhodnym extrakénim ¢inidlem pro napoje (Kulomaa et al., 1997), 1éCivé rostliny
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(Pastene et al., 2000, Cao et al., 2001, Cao et al., 2002,), ovoce nebo zeleninu (Hertog et
al., 1992a) nebo ostatni rostlinny nebo jiny material (Lachman a Pivec, 1996, Lachman
et al., 2000). Pro izolaci flavonoidnich glykosidu z jablek je methanol michan s vodou a
kyselinou octovou a extrakt je piecistén na sloupci polyamidu (Price et al., 1999).
Precisténi na sloupci sorbentu umozni zbavit se balastnich doprovodnych latek, zejména

polarnich.

Dalsimi pouzivanymi rozpoustédly jsou aceton, ktery slouzi pro extrakci
Sirokého spektra fenolickych kyselin a flavonoidnich glykosidia zejména z jablek a
broskvi (Schieber et al., 2001).

Specialni postupy postupné extrakce nékolika extrakénimi ¢inidly byly zvoleny
u propolisu a medu (Hilhorst et al., 1998, Ferreres et al., 1994) nebo nékterych 1é¢ivek
(Kolesnikov a Gins, 2001). Pro analyzu propolisu byl navrzen extrakéni postup, kterym
dojde k rozdéleni obsahovych latek na frakci rozpustnou ve vodé (zejména derivaty
fenolickych kyselin) a frakci rozpustnou ve zfedéném ethanolu (hlavné flavonoidy).
Postup navrzeny pro 1é¢ivky slouzi k identifikaci vSech fenolickych latek pritomnych

V materialu.

V poslednich letech se objevuje pouziti superkritické fluidni extrakce jako velmi
efektivniho a Setrného zplisobu izolace analytu ze zkoumaného materidlu (Kulomaa et
al., 1997). Tato metoda je ale instrumentalné ndkladné a nedosla v analytice flavonoida

vétSiho rozsifeni.

Zvlastni postaveni mezi flavonoidnimi glykosidy ma rutin (kvercetin-O-D-
rutinosid). Byva pfed analyzou extrahovan do roztoku v Soxhletové extraktoru ¢i ve
varné bance pod zpétnym chladi¢em, zbytky rostlinného materialu jsou odstranény
odstfedénim nebo filtraci. Jako extrakéni ¢inidla slouzi obvykle ethanol Cisty
(Watanabe, 1998, Dietrych-Szostak a Oleszek, 1999) ¢i v roztoku s vodou (Lachman et
al., 2000, Chen et al., 2001), methanol (Minami et al., 1998) ¢i smési rozpoustédel
(Kreft et al.,1999).

3.9.4. Analyza aglykonii

Spektrum flavonoidnich glykosida pfitomnych v rostlinném materidlu je

obvykle velké a obsahy jednotlivych latek byvaji zaroven nizké. To znesnadiiuje
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zejména kvantitativni analyzu téchto latek, protoze standardy vétSiny glykosidt nejsou
obvykle snadno dostupné. Na druhou stranu pocet aglykonti, vytvarejicich tyto
glykosidy, je pomérné omezeny, pricemz dominujicich aglykont je pouze nékolik.
Vzhledem k tomu, Ze flavonoidy se v materialu vyskytuji vyhradné jako glykosidy, je
vyhodné provést hydrolyzu ptitomnych glykosidu a stanovit celkovy obsah vybranych
aglykont. Tato informace je dobrym ukazatelem o celkovém obsahu vsech

glykosidickych forem sledované latky.

Hydrolyza glykosidickych vazeb mezi aglykonem a sacharidickou ¢asti

molekuly mize byt provedena pomoci kyseliny nebo v alkalickém prostfedi.

Metodika kyselé hydrolyzy byla rozpracovéna jiz v poloving 60. let 20. stoleti
(Harborne, 1965), ale metoda byla optimalizovana Hertogem et al., (1992a) a stala se
standardni metodou, na kterou navazuji ostatni pracovisté (Crozier et al.,1997,
Hakinnen et al, 1998, Justesen et al., 1998, Karakaya a El Nehir, 1999, Careri et al.,
2000, Dadakova et al., 2001, Tsanova-Savova a Rybarova, 2002, Sakakibara et al.,
2003). Pti kyselé hydrolyze dochézi ke spolehlivému uvolnéni aglykonti, agresivni
prostfedi v§ak zplisobuje ¢astecnou degradaci analytl (zejména kemferolu), takze je
vhodné pracovat napt. metodou standardnich ptidavki (Hakinnen et al., 1999,
Dadakova et al., 2001), aby bylo mozno spravné vyhodnotit skute¢nou koncentraci
stanovovan¢ latky. Provedeni kyselé hydrolyzy vSak nevyzaduje zvlastni vybaveni, je
provadéna obvykle za tepla vafenim materialu ve zfedéném methanolu pod zpétnym

chladi¢em.

Pti hydrolyzéach byva obvykle pouzivan pfidavek antioxidantu k zamezeni
ztratdm analytu béhem procesu. Jako antioxidac¢ni ¢inidlo je pouZivan
t-butylhydrochinon (Hertog et al., 1992a, Karakaya a El Nehir, 1999, Hékinen et al.,
1998, Merken a Beecher, 2000), butylhydroxyanizol (Justesen et al., 1998),
butylhydroxytoluen (Careri et al., 2000), diethyldithiokarbamat (Crozier et al., 1997,
Tsanova-Savova a Rybarova, 2002) nebo kyselina askorbova (Hakkinen et al., 1998,
Picinelli et al., 1997, Daddkova et al., 2001).

V piivodni préaci (Hertog et al., 1992a) bylo testovano pouziti kyselin
chlorovodikové a sirové v riznych koncentracich. Pro kompletni hydrolyzu glykosida
dostacuje dvouhodinova hydrolyza pomoci HCI o koncentraci 1,2 mol.I"%. Tyto

podminky byly pouZity pti analyze flavonoidnich aglykonl v ovoci a zelenin€ (Hertog
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et al., 1992b, Justesen et al., 1998, Sakakibara et al., 2003, Crozier et al., 1997),
napojich (Hertog et al., 1993b, Sakakibara et al., 2003, Justesen et al., 1998), v drobném
bobulovém ovoci (Hékkinen et al., 1999), vinech (Tsanova-Savova a Rybarova, 2002,
McDonald et al., 1998) a dal$im rostlinném materialu (Karakaya a El Nehir, 1999,
Trichopoulou et al., 2000, Merken a Beecher, 2000).

Alkalicka hydrolyza je pouzivana podstatné mén¢ nez kysela (Kader et al.,

1996), zejména pii analyze fenolickych kyselin.

Po hydrolyze je vzorek zfiltrovan, aby byly odstranény mechanické Casti
materidlu. Jako filtra¢ni material je obvykle pouzit membranovy filtr. Pfebytek
rozpoustédla, pokud rusi pii stanoveni, byva odparen na rota¢ni vakuové odparce.
Zbytky materialu mohou byt také odstiedény. Piefiltrovany hydrolyzat je obvykle

pouzit ptimo k analyze nebo mulize byt pted analytickou koncovkou jeste ¢iStén a analyt

zakoncentrovan.

3.9.5. Analyticka koncovka

Ptedchozi metodicky krok slouzil ve vSech ptipadech k ptrevedeni analytu do
roztoku a byl ziskéan roztok, ktery pfedstavuje velmi komplikovanou smés nejriznéjSich
latek. Pfi kvalitativni 1 kvantitativni analyze je tedy potieba zvolit takovou metodu,
ktera disponuje dostate¢nou rozliSovaci schopnosti. PoZzadavkiim vyhovuje zejména
kapalinova chromatografie a kapilarni elektroforéza, ostatni analytické metody jsou
vyuzivany velmi mélo. Obé hlavni metody jsou vyuZivany jak v oblasti kvantitativni,

tak kvalitativni analyzy flavonoidu.

3.9.5.1. HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie byla pro analyzu flavonoidd pouzita
uz v 70. letech 20. stoleti a v soucasnosti je nejpouzivanéjsi analytickou metodou
Vv oblasti ptirodnich latek. Je to metoda, kterd je vzhledem ke své robustnosti,
propracovanosti a mnohostrannosti nejvice pouzivana i pro kvalitativni 1 kvantitativni

analytiku flavonoidnich latek.

Pouzivané kolony jsou téméi vyhradné typu reverzni faze, se stacionarni

zakotvenou fazi C18, méné Casto C8. Elu¢ni systém je nejcastéji binarni, s jednou fazi
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vodnou a okyselenou (octova, trifluoroctova, fosforeéna, mravenci kyselina). Druhou
fazi byva organické rozpoustédlo methanol ¢i acetonitril. Derivatizace analyt neni
zapotiebi, protoze vSechny zakladni skupiny flavonoida absorbuji v oblasti vinovych
délek kolem 210 nm. Dalsi absorpni maxima jsou charakteristicka pro jednotlivé
skupiny, napft. flavonoly maji dvé maxima kolem 260 a 380 nm, anthokyanidiny
vzhledem ke své barevnosti dobie absorbuji v oblasti kolem 520 nm, atd. Vyjimkou

jsou katechiny, které mimo absorpci v oblasti kolem 210 nm dale prakticky neabsorbuji.

Jako detektor je nejcasteji pouzivany spektrofotometr. V provedeni DAD
umoznuje snadné promeéteni spektra sledované latky v UV i viditelné oblasti. Pro ucely
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy se s vyhodou vyuziva citlivéjsi fluorimetricky

detektor nebo hmotnostni spektrometr.

Metodami vyuzivajicimi HPLC byly analyzovany nejriznéjsi pfirodni matrice.
Byl stanovovan obsah flavonoidnich glykosida a aglykonii ve ving, pive, ¢ajich a
ovocnych a zeleninovych §t'avach (Gamache et al., 1993, Hertog et al., 1993b,
McDonald et al., 1998, Goldberg et al., 1999, Ritchey a Waterhouse, 1999, Whittle et
al., 1999, Chen et al., 2001, Careri et al., 2000, Tsanova-Savova a Rybarova, 2002).
Analyze byly podrobeny rizné druhy drobného bobulovitého ovoce (Kader et al., 1996,
Hékkinen et al., 1998, Hakkinen et al.,1999). Flavonoidni aglykony a glykosidy byly
analyzovany a stanovovany také v dalsi zelenin€ a ovoci (Hertog et al., 1992b, Crozier
etal., 1997, Justesen et al., 1998, Karakaya a EI Nehir, 1999, Merken a Beecher, 2000,
Sakakibara et al., 2003) a 1é¢ivych a jinych rostlinach (Liang et al., 1996, Trichopoulou
et al., 2000, Justesen a Knuthsen, 2001).

3.952. CZEaMECC

Dalsi separa¢ni metodou, ktera se v soucasnosti ¢asto vyuziva v analytice
ptirodnich latek, je kapilarni elektroforéza. Je to separacni metoda, zaloZena na pohybu
latek nesoucich elektricky naboj v stejnosmérném elektrickém poli. Déleni se realizuje
Vv kapilate o priméru 25 — 75 um a délce do 1 metru, vyrobené nejcastéji z kiemene a
pokryté vnéjsi ochrannou polyamidovou vrstvou. Vnesené latky se rozdéluji
Vv pracovnim pufru podle své elektroforetické mobility. Proces je mozno ovlivnit napft.
zménou pH pracovniho pufru, pracovni teplotou, velikosti vlozené¢ho napéti a pouzitim

ptidavku nevodného rozpoustédla do pracovniho pufru (de Simon et al., 1995). U
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flavonoidi je elektroforetickd mobilita ovlivnéna mimo tyto vlivy také druhem a

poc¢tem navazanych sacharidii (Mc Ghie a Markham, 1994).

Kapilarni elektroforéza umoziuje déleni i malo ionizovanych sloucenin, pokud
je pouzita varianta elektroforézy, tzv. micelarni elektrokinetickd chromatografie. V této
metod¢ se do pracovniho pufru ptidava povrchové aktivni latka, kterd od urcité kritické
koncentrace vytvaii micelarni tzv. pseudostacionarni fazi. K déleni latek dochazi pak
podle hodnoty rozdélovaciho koeficientu mezi pufrem a touto micelarni fazi, takze
metoda svym délicim principem spiSe pfipominéd chromatografii (Dolnik, 1994,

Rodriguez-Delgado et al., 2000).

Nejpouzivangj$im detektorem je spektrofotometricky UV- VIS. V kvalitativni

analyze se jako detektor stale vice objevuje hmotnostni spektrometr.

Kapilarni elektroforéza ma velkou rozliSovaci schopnost (pocet teoretickych
pater az 10°), proto se hodi k déleni pestrych smési podobnych latek jako alternativni
metodika k HPLC.

Casto analyzovanym vzorkem jsou vina. Zde byla s vyhodou pouZita délici
mohutnost elektroforézy (Gil et al., 1995, Garcia-Viguera a Bridle, 1995, Kulomaa et
al., 1997, Prasongsidh a Skurray, 1998, Castellari et al., 2000, Dadakova et al., 2003).

V citrusové §tave slouzila CZE k urceni charakteristickych flavonoidnich
zastupct (Cancalon a Bryan, 1993). Velmi Casto se kapilarni elektroforéza pouziva
Kk urceni spektra flavonoidnich latek v extraktech a ptipravcich z 1é¢ivych rostlin (Pietta
etal., 1991, Liang et al,. 1996, Kulomaa et al 1997, Liang et al, 1997, Liebich et al.,
1998, Pastene et al., 2000, Cao et al., 2001, Cao et al., 2002). Metoda CZE nebo MEKC
byla také pouzita pro analyzu flavonoidnich latek v ovoci a zelenin€. Podle zastoupeni
jednotlivych flavonoidd je mozno urcit ptivod medu (Ferreres et al., 1994) a propolisu
(Hilhorst et al., 1998). Izoflavony, flavonoidy pochazejici ze soji a majici estrogenni
ucinky, byly po rozdéleni pomoci kapilarni elektroforézou detegovany bud’ absorbci
v UV oblasti (Shihabi et al., 1994, Aussenac et al., 1998) nebo pomoci hmotové
spektrometrie (Aramedia et al., 1995). Celkové plati, ze kapilarni elektroforéza je
perspektivni analytickou metodou. Ma malou spotiebu pracovnich roztok, doba
analyzy je obvykle kratka (do 20 minut) a metoda ma velkou rozliSovaci schopnost.

Ptistroj pouziva k nastiiku pomérné malé mnozstvi vzorku (fddové nl). Je vhodné, aby
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vzorek, ktery ma byt analyzovan kapilarni elektroforézou, neobsahoval ptili§ mnoho
iontovych doprovodnych latek. Zde se hodi vhodna metoda zkoncentrovani a precisténi

vzorku pted analyzou, napt. metoda SPE nebo extrakce nemisitelnym rozpoustédlem.

3.9.5.3. Ostatni metody

Pied rozsifenim technik HPLC a CZE/MEKC se jako jednoducha kvantitativni a
semi-kvalitativni metoda uzivala chromatografie na papife nebo na tenké vrstve.
| v soucasnosti neni tato technika zcela zavrzena, nebot’ je jednoduchd, levna a rychla
(Soczewinski et al., 2001, Kolesnikov a Gins, 2001, Pereira et al., 2004). Komplexni

smési umoznuje délit dvou- rozmérné usporaddani TLC (Hawryl et al., 2002).

Velmi zfidka se pro analyzu, zejména kvantitativni, pouZivaji imunologické
metody (Lapcik et al., 1999). Flavonoidy vesmés nevyvolavaji tvorbu specifickych
protilatek. Tento fakt se obchazi vazbou flavonoidu na nékterou bilkovinu, zejména

hovézi sérovy albumin.
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4. Cile prace

Z provedené literarni reSerse vyplynulo, Ze béZznou souc¢asti kazdodenniho
jidelnicku jsou fenolické latky flavonoidy. Mezi nimi svymi biologickymi vlastnostmi
vynikaji flavonoly s hlavnim zastupcem kvercetinem. Tato latka ma zejména vyrazné
antioxidacéni u¢inky a mlize ptsobit pfi prevenci vzniku onemocnéni srdce a cév. Rutin
(kvercetin-3-O-D-rutinosid) je nejznaméjsim glykosidem kvercetinu. Je majoritnim

flavonoidnim glykosidem v nékterych rostlinach, napi. pohance.

Pro stanoveni obsahu rutinu a kvercetinu byla jako vhodné analytickd metoda
zvolena kapilarni elektroforéza. Z rozdilného charakteru obou téchto latek (rutin je
glykosid kvercetinu) a s ohledem na vyskyt jednotlivych analyti vyplynula potieba

vyvinout pro stanoveni kazdé latky samostatnou metodu.
Reseni bylo zaméfeno na nésledujici cile:

vyvinout metodu stanoveni obsahu celkového kvercetinu vychazejici z kyselé
hydrolyzy vzorku, pfecisténi a zakoncentrovani hydrolyzatu a analytické koncovky

vyuzivajici kapilarni elektroforézu,

vyvinout metodu stanoveni obsahu rutinu, ktera bude zahrnovat extrakei,
precisténi a zakoncentrovani hydrolyzatu a analytické koncovky vyuzivajici kapilarni

elektroforézu,

stanovit obsah celkového kvercetinu v souboru vhodnych rostlinnych materiala

(ovoce, zelenina, napoje a 1é¢ivé rostliny),

stanovit obsah rutinu v materialu né€kolika odrid pohanky seté.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Vzorkovani

5.1.1. Ovoce a zelenina

Celkovy obsah kvercetinu byl stanovovan v souboru ovoce a zeleniny. Byly
vybrany takové druhy, které se b&Zné konzumuji v Ceské republice. Vzorky byly
ziskavany nakupem v obchodni siti nebo u drobnych péstitelti. Celkem bylo ziskano 14
druhii ovoce a 15 druhti zeleniny. Vzorky byly odebirany v konzumni zralosti. Pro
pfevoz vzorkil na pracovi$té byla pouzivana termoizolaéni tagka. Cerstvé vzorky se
uchovéavaly pfi teploté 6 °C v chladnicce nejdéle 48 hodin. Pokud bylo tfeba, provedlo
se povrchové ocisténi vodou a odstranéni vody filtra¢nim papirem. Ze vzorki byly
odstranény nejedlé ¢asti (stopky, pecky, slupky) a vzorky byly nakrajeny na kousky o
tloust’ce maximalné 0,5 cm. Takto bylo zpracovano 0,5 kg vzorku. Pfipraveny material
byl zmraZen v mikroténovych saccich a uchovan pii teploté —16 °C. Vzorek byl
lyofilizovan do 1 mésice po odbéru. K lyofilizaci bylo odebrano ptiblizné 200 g

nakrajeného materialu.

5.1.2. Vliv vybranych kuchyiiskych uprav na obsah kvercetinu v cibuli

Cibule kuchynska (Allium cepa L.) je oblibenym druhem zeleniny, ¢asto
pouzivanym v ¢eské kuchyni. Je to dvouleta rostlina, v prvnim roce rastu produkuje
jako zasobni orgén cibuli ze zduzZnatélych listi. Ve stfedni Evropé se péstuje hlavné
cibule kuchynska, jejiz odridy maji riizné tvary a barvy cibuli. Zejména v zépadni
Evropé je oblibena cibule $alotka (Allium ascalonicum L.), ktera tvoii shluky cibuli
mensich rozméra. Cibule byla vybrana jako modelovy material pro testovani vlivu
kuchyiniskych tprav na obsah kvercetinu. Je to vSeobecné pouzivany a oblibeny druh
zeleniny a vzhledem k vysokému obsahu kvercetinu je vhodnym zdrojem flavonoidi

V potrave.
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5.1.2.1.  Obsah kvercetinu v zakladnich odridach cibule kuchynské

Pro stanoveni obsahu celkového kvercetinu byly vybrany dvé odrtidy cibule
kuchynské — zluta VSetana a cervena Karmen, a cibule Salotka (odriida neurcena).
Vzorky byly potizeny v roce 2002 u soukromého péstitele. Porosty béhem vegetace
byly oSetfovany béznym mechanickym zplisobem a nebyly pouzity zadné chemické
ochranné prostiedky. Cibule byly zbaveny nejedlych ¢asti a rozkrajeny na kousky

maximaln¢ 0,5 cm velké. Rozkrajeny material (cca 150 g) byl zmraZen a lyofilizovan.

Pro testovani vlivu kuchynskych uprav na obsah kvercetinu bylo v roce 2003
V obchodni siti zakoupeno 15 kg cibule kuchynské urcené ke skladovani. Odriida nebyla
vyrobcem deklarovéana. Ze zakladniho vzorku bylo odebrano asi 500 g cibuli, které byly
zbaveny nejedlych ¢asti (slupky a podpuci), rozkrajeny na kousky maximalné 0,5 cm
velké a po zmrazeni lyofilizovany. Lyofilizovany material byl rozdrcen a pouzivan jako

zakladni srovnavaci material.

5.1.2.2. Vzorkovani suknic cibule

Vzorky pro tento experiment byly pofizeny z jednoho velkého exemplaie cibule
kuchynské, kterd vazila 237 g. Z cibule bylo potizeno 7 vzorki. V prvnim vzorku byly
soustiedény vSechny suché slupky, dalsi vzorky byly vzdy jednotlivé suknice. Podpuci
bylo odstranéno. VSechny vzorky byly po rozkrajeni a zmrazZeni lyofilizovany a

rozemlety.

5.1.2.3. Skladovani cibule

Ze zakoupené cibule byly odebrany dva vzorky po Sesti kilogramech cibuli
pfiblizné stejné velikosti za ucelem skladovani. Testované skladovaci podminky
ptredstavovaly prostiedi béZzné pouzivané pro skladovani zeleniny v domacnostech.
Skladovani probihalo pii 6 °C v lednici a pti 22 °C v temné mistnosti. Kazdy mésic
bylo odebirdno asi 500 g cibuli. Cibule byly zbaveny nejedlych ¢asti, rozkrajeny na
kousky maximaln¢ 0,5 cm velké a po zmrazeni lyofilizovany do jednoho mésice od

odbéru. Pokus trval Sest mésicu.
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5.1.2.4. Tepelné upravy cibule

V roce 2004 byly zakoupeny v obchodni siti 2 kg cibule kuchyiské (odrida
nebyla prodejcem deklarovana). VSechny cibule byly zbaveny nejedlych casti a
rozkrajeny na kousky maximalné 0,5 cm velké a rozkrajeny material byl promichan.

Ptiblizné 100 g bylo lyofilizovéano, ¢imz byl ziskam zékladni srovnavaci material.

Tti davky po 35 g rozkrajeného materialu byly peceny na teflonové panvi bez
ptidani tuku po dobu 5, 10 a 15 minut. Tim byly ziskany vzorky ptiblizné¢ odpovidajici
kulinafskym standardim ,,sklovitd, zlata a Cervena®. Upraveny materidl byl zvazen,

lyofilizovan, opét zvaZen a rozdrcen ve tfeci misce.

5.1.3. Vliv vybranych kuchyiiskych uprav na obsah kvercetinu v plodech bezu
¢erného
Pro studium zmén obsahu kvercetinu béhem nékterych kuchyniskych tprav
ovoce byly vybrany plody bezu ¢erného — bezinky. Toto drobné bobulové divoce
rostouci ovoce obsahuje pomérné velké mnozstvi kvercetinu a u nas se vyuziva spise
jako lécivka pro terapii nachlazeni a onemocnéni periferniho nervstva. V zapadni
Evropé se plody bezu ¢erného povazuji za cenny zdroj vitaminu C a flavonoidi a péstuji

se Slechténé odrudy (Kaack a Austed, 1998).

Z obvyklych kuchyniskych uprav byla vybrana ptiprava §tavy a dzemu s 50 %
sacharosy. Podle obvyklych receptur pro zpracovani ovoce je doporucovano okyseleni
materidlu, nejCastéji pfidavkem kyseliny citrénové. Pro zjisténi vlivu okyseleni na
stabilitu kvercetinu byly vytvofeny dv¢ varianty (bez okyseleni a s pfidavkem 0,5 %

kyseliny citrénové).

V roce 2004 byly z nékolika volné rostoucich porostdl v jiznich Cechach
odebrany plné vyzralé plody bezu Cerného a vytvofen smésny vzorek. Z plodenstvi byly
odstranény vSechny stopky a z bobuli byly vytvotfeny dva vzorky o hmotnosti 500 g.
Dalsich asi 100 g bobuli bylo odebrano pro lyofilizaci a ziskani zakladniho

srovnavaciho materialu.
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5.1.3.1.  Priprava §tavy a okyselené §t'avy.

Bezinkova §t'ava byla ptipravovana bez ptidavku kyseliny citrénové a
s ptidavkem 0,5 % (m/m) kyseliny citronové potravinaiské. Vzdy 500 g bobuli bylo
smichano s 500 g vody, resp. 495 g vody a 5 g kyseliny citrénové a bylo rozmixovano 5
minut ponornym mixérem v plastové kddince. Ziskana homogenni smés byla
prolisovana ptes potravinaiské plastové sito, aby byly odstranény slupky a semena.
Ziskana $t'ava byla zvazena. Pti zpracovani 500 g bobuli spole¢né s 500 g vody, resp.
495 g vody a 5 g kyseliny citronové, bylo ziskano 755 g neokyselené stavy a 747 g
okyselené stavy. Zbytek byl odpad, ktery tvotily slupky a semena. Z vyrobkt byly
odebrany vzorky k analyze, které byly okamzit€¢ zmrazeny. Zpracovani bobuli na §tavu

probéhlo béhem jedné hodiny.

5.1.3.2.  Priprava dZemu a okyseleného dZemu

Dzem byl ptfipravovan z obou variant stavy podle obvyklé receptury. Do
sklenéné kadinky bylo odvazeno 200 g st'avy a ptidano 200 g sachar6zy. Smés byla za
stalého michédni zahfivana na sit'ce a od pocatku varu vafena 20 minut. Poté byla
ochlazena ve vodni 1azni a rozdélena do dvou sklenénych uzaviratelnych nadob. Po
ochlazeni ptipravené¢ho dZzemu byl také odebran vzorek k zékladni analyze a zmrazen

pro pozdéjsi souCasnou analyzu.

5.1.4. Skladovani dZemu

Podminky skladovani vyrobki byly zvoleny tak, aby odpovidaly skladovacim
podminkam nejc€astéji pouzivanym v domécnostech. Kazd4 varianta dzemu byla
skladovana 2 mésice v lednici pfi teploté 6 °C a ve skladu pti 22 °C. Odbér vzorki pro
analyzu byl provadén kazdych 14 dnli a odebrané vzorky byly okamzité¢ zmrazeny, aby

posléze mohly byt analyzovany soucasné.

5.15. Priprava kontrolniho materialu

V obchodni siti byly v roce 2001 potizeny loupané plody pohanky seté (odriida
neudéna). Ptiblizné€ 250 g vzorku bylo lyofilizovano, rozemleto v laboratornim mlynku

a uchovavano v uzaviené plastové vzorkovnici pii -16 °C. V tomto materialu byl
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Vv pravidelnych dvoumésicnich intervalech stanovovan obsah kvercetinu a rutinu.

Vysledky analyz slouzily ke kontrole stability obou metod.

5.1.6. Obsah rutinu v nékolika odriidach pohanky seté a pohanky tatarky
(Fagopyrum esculentum Moench, Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.)

Pohanka set4 a pohanka tatarka patii do ¢eledi rdesnovitych a pochazi ze Stredni
Asie. Jsou to staré kulturni plodiny, péstované v soucasnosti zejména v Japonsku,
Koreji, Cing, Rusku, Koreji a Kanadg. Vyrobky z pohanky maji vysokou nutriéni a
dietetickou hodnotu. Z agronomického hlediska je cenéna obecna nenaro¢nost na
péstitelské podminky a kratka vegetacni doba. U nds v soucasnosti stoupa zajem o jeji
péstovani v souvislosti s vhodnosti pohankovych produktd pro alternativni zptisoby

VYZivy.

Ke stanoveni rutinu bylo vybrano pét odrid pohanky seté : Pyra (Ceska
republika), Emka (Polsko), Hruszowska (Polsko), Kora (Polsko), Krupinka (Rusko) a
jedna odruda pohanky tatarky (Z51-0014). Rostliny byly péstovany v rocich 2001 az
2003 na pokusnych pozemcich ZF JU v Ceskych Budgjovicich (380 m n.m., kambizem
kysela, oglejena, piscitohlinitd). Vysev byl proveden do tadki Sirokych 12,5 cm pii
hustoté porostu 200 rostlin na metr ¢tverecni ve ¢tyfech opakovanich. Osivo bylo
vysévano ve vSech experimentalnich rocich zhruba v poloving kvétna. Béhem vegetace

nebylo provedeno zadné mechanické ani chemické oSetieni.

Rostlinny materidl byl odebiran v plném kvétu kolem zacatku Cervence, plody
V plné zralosti v zafi. Od kazdé odriidy bylo odebrano po péti rostlinach z kazdého ze
Ctyt opakovani. Bezprostfedné po odbéru byly rostliny rozdéleny na ¢asti uréené
k analyze (kvéty, listy, stonky), zmrazeny pii -16°C a lyofilizovany do 1 mésice po
odbéru. Plody téchto odrtd byly sklizeny na podzim stejného roku v optimalni zralosti a

po lyofilizaci byly rozdrceny v laboratornim mlynku.

5.1.7. Lécivé a jiné uzitkové rostliny

Pouzivani 1é€ivych rostlin hralo vyznamnou roli v zachovani lidského zdravi po
tisice let. Dodnes tradi¢ni 1é¢ebné preparaty na rostlinné bazi vhodné doplituji

v

pouZzivana synteticka léciva. Podrobné&j$i informace o zastoupeni zajimavych
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fytochemikalii vSak vétSinou chybi. Mezi u€inné slozky mnoha Ié¢ivek patii i

flavonoidy.

5.1.7.1.  Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je pivodni v kontinentalni Evropé a na Britskych
ostrovech, chybi v jiznich oblastech Spanélska, severnim Skotsku, Islandu a severnich
oblastech skandinavskych stati. V Asii se vyskytuje v Turecku a oblastech kolem
Cerného mote. V Africe je rozsifen v nejseverndjsich oblastech AlZirska a Maroka. Bez
¢erny byl zanesen do dalSich oblasti v Asii, Severni Americe, Nového Zélandu a

Australie (Atkinson a Atkinson, 2002).

Bez &erny je oficialni 1é¢ivkou zatazenou do Ceského lékopisu a v lidovém
1écitelstvi se pouziva pii nemocech z nachlazeni a onemocnéni dychacich cest. Je to
rozlozity kef, hojné€ rostouci u plotl, na rumistich, v lesich, hdjich a kiovinach. Kvete
v kvétnu az cervnu. Bohatéd kvétenstvi jsou smetanové bilé a intenzivné voni (Korbelat a

Endris, 1985). Plody jsou tmavofialové bobule a dozravaji v zafi az fijnu.

Utinné latky kvétu zahrnuji tékavé terpenické latky, flavonoidni glykosidy
(hlavné rutin), sambunigrin, fenolické kyseliny, cholin a tfisloviny. V plodech bylo
nalezeno zna¢né mnoZzstvi organickych kyselin a anthokyanti, vyznamny je téZ obsah
vitaminti A a C. Data o obsahu fenolickych latek jsou nepfesna a informace o zménach

obsahu téchto latek béhem béZného kuchynského zpracovani materialu chybi.

Vzorky kvétenstvi erného bezu ke stanoveni kvercetinu a rutinu byly odebrany
z volné rostouciho bezu ¢erného v kvétnu 2003. Lokalita sbéru se nachéazela
v intravilanu mésta Ceské Budgjovice asi 500 m od nejblizsi frekventované
komunikace. Material byl sbiran za slune¢ného dne, kvétenstvi obsahovala asi 50 %
rozvitych kvitkl. Byly odebrany dva kilogramy kvétenstvi. Bezprosttedné po sbéru byl
material zbaven nejtlustsich stopek, které se farmaceuticky nevyuzivaji. Cast materialu
byla usuSena volné na filtraénim papiru pfi laboratorni teploté 22 °C a uchovavana
Vv uzaviené vzorkovnici pii -16 °C. Cast Eerstvého materialu byla bezprostiedné
zmrazena a lyofilizovana do jednoho meésice po sbéru. Z Cerstvého materialu byly
ptipraveny kvasené napoje (Sumivy ndpoj, vino) podle tradi¢ni receptury, z volné

suSeného kvétu ¢aj, ktery je nejbéznéjsi farmaceuticky pouzivanou formou.
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5.1.7.2.  Priprava napoju z kvétenstvi bezu ¢erného

Z Cerstvého materidlu kvétu bezu ¢erného byly pfipraveny fermentované napoje
a Caj ve form¢ nalevu. VSechny népoje byly piipravovany podle obvyklych postupt

S pouzitim bézné pitné vody.

5.1.7.2.1. Priprava Sumivého napoje

Do sklenéné nadoby o obsahu 3,5 1 bylo vlozeno 3000 ml ptfevarené pitné vody,
350 g sacharozy, 100 g citronu bez kiiry nakrajeného na platky, 50 g Cerstvych
bezovych kvétd, 2,5 g kyseliny citronové, 0,5 g fosfore¢nanu draselného a 0,3 g
suSenych vinnych kvasinek. Smés byla ponechana pfi laboratorni teploté 22 °C sedm
dnti pod prodysnym uzavérem z dvojité vrstvy gazy, poté zfiltrovana ptes filtr ze
sklenénych vldken. Bylo ziskdno 2190 ml produktu. Vzorek filtratu byl uchovavan pfi

teploté —16 °C do analyzy v plastové vzorkovnici.

5.1.7.2.2. Ptiprava vina

Do sklenéné nadoby o obsahu 3,5 1 bylo vlozeno 2800 ml pfevatené pitné vody,
700 g sachardzy, 100 g citronu bez kiry nakrajeného na platky, 50 g Cerstvych
bezovych kvétd, 2,5 g kyseliny citronové, 1,0 g fosfore¢nanu draselného, 0,6 g
suSenych vinnych kvasinek. Smés byla ponechana pfi teploté 22 °© C ¢trnact dnd pod
kvasnym uzavérem, poté zfiltrovana ptes filtr ze sklenénych vlaken. Bylo ziskano
2106 ml produktu. Vzorek filtratu byl uchovavan pii teploté¢ —16 °C do analyzy

Vv plastové vzorkovnici.

5.1.7.2.3. Priprava ¢aje

Pro pfipravu ¢aje byla zvolena davka materidlu obvykle pouZzivana pro pfipravu
napoje z 1é¢ivych rostlin, ktera ¢ini 1,5 az 2,5 g. Bylo navaZeno 2,1 g voln¢ suSené¢ho
nehomogenizovaného kvétu bezu ¢erného, zalito 250 ml prave vrouci vody a ponechéano
louhovat 15 minut. Po této dobé byl ¢aj zfiltrovan pfes filtr ze sklenénych vlaken a
ochlazen béhem 5 minut studenou vodou. Bylo ziskano 205 ml filtratu pro stanoveni

fenolickych latek. Vzorek filtratu byl do analyzy uchovavan pfi teploté -16 °C.

42



5.1.7.3. Rozdéleni kvétenstvi na jednotlivé ¢asti

250 g kvétenstvi zbaveného nejtlustSich stopek bylo volné suseno 5 dnti pii
teploté 22 °C na podlozce z filtracniho papiru. Poté byly oddéleny jednotlivé kvéty
(40,22 g, 81,9 %), tenké stopky (7,81 g, 15,9 %) a pyl (1,06 g, 2,20 %) a tyto Casti

kvétenstvi byly rozdrceny v laboratornim mlynku.

5.1.7.4.  SuSeni ¢erného bezu pf¥i riznych podminkach

V kvétnu 2004 bylo z volné rostoucich ket bezu &erného v okoli Ceskych
Budéjovic odebrano asi 4,5 kg kvétenstvi bezu ¢erného. Material byl odebiran v dobg,
kdy kvétenstvi obsahovala ptiblizné 50 % rozvitych kvéth za suchého dne a byl do
3 hodin po odbéru zpracovan. Z kvétenstvi byly odstranény nejtlustsi stopky.

Z Cerstvého materidlu byl odebran vzorek asi 150 g, ktery byl po bezprostiednim
zmrazeni lyofilizovan. Ze zbyvajiciho materidl byly oddéleny tii ¢asti po 500 g, z nichz
kazda byla susena pii jiném rezimu suSeni. Byly zvoleny nasledujici rezimy: suseni za
laboratorni teploty (22 °C) a suSeni v susarné pti 30 °C a 50 °C. B&hem suseni byl
material vdZen a po dosazeni konstantni hmotnosti bylo suseni ukonceno. Suseni pfi
teploté 22 °C trvalo 5 dntl a pfedstavuje nejrozsitfenéjsi zplsob suseni lé¢ivek. Ziskany
suchy material mél zachovanou piivodni barvu s béZovym podténem. Suseni v susarné
pii teploté 30 °C je doporu€enym rezimem suseni pro tuto znacné choulostivou lé¢ivku
a trvalo 15 hodin. Suchy material mél pivodni smetanovou barvu. SuSeni pfi teploté

50 °C trvalo 8 hodin a materidl pfi ném ziskal siln€ okrovou barvu. UsuSeny material

byl rozemlet a do analyzy uchovavan v uzavienych vzorkovnicich.

5.1.7.5. Dlouhodobé skladovani bezu ¢erného

Material z ¢erného bezu suSeny pfi tiech rtiznych teplotach byl pouzit na
dlouhodobou skladovaci studii. Homogenni material byl umistén do uzavienych
plastovych vzorkovnic, které byly skladovany 1 rok v temnu pii teploté 22 °C. Vzorky

k analyze obsahu rutinu byly odebirany po uplynuti 1,5; 3, 6 a 12 mésici skladovani.
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5.1.7.6.  Kridlatka (Reynoutria ssp.)

Rostlina kiidlatka (Reynoutria ssp.) je invaznim druhem, ktery se §ifi do Ceské
republiky z Asie. U nas rostou druhy: kiidlatka japonska (Reynoutria japonica Houtt.),
kiidlatka sachalinska (Reynoutria sachalinensis (F.Schmidt.) Nakai) a k¥izenec

predeslych dvou druht - kiidlatka ¢eska (Reynoutria x bohemica (Chrtek et Chrtkova)).

Ususeny material kiidlatky byl poskytnut RNDr. Nadézdou Vrchotovou, CSc.
z Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR v Ceskych Budgjovicich.

Tyto vzorky byly odebrany z voln¢ rostoucich rostlin jednotlivych druhi
ktidlatky v jiznich Cechach v roce 2003. Byl odebran &erstvy material z péti exemplait
kazdého druhu kiidlatky, rozdélen na ¢asti k analyze (kvét, stonek, list) a ususen za
laboratorni teploty do konstantni hmotnosti. UsuSeny material byl homogenizovan na
laboratornim mlynku. Vysledny vzorek k analyze byl ziskan smichanim stejnych
hmotnostnich dilti materidlu z jednotlivych exemplaia kiidlatky a byl skladovan do

analyzy pii—16 °C.

5.1.8. Napoje

Analyzované vzorky pfedstavuji bézn€ konzumované druhy népojti. Mezi
analyzované vzorky byly zafazeny tii zakladni typy ¢eskych piv, napoje s obsahem
jable¢né §tavy a Stavy z Cerné¢ho rybizu a ¢ervené vino. Dal§im materialem bylo osm
druhil ¢aji, zahrnujicich ¢aje pravé Cerné a zelené, ¢aj roibos, bylinnou smés proti

nachlazeni a jeden druh ¢aje ovocného.

51.8.1.  Caje

Vzorky sypanych ¢aji riznych znacek byly ziskany z obchodni sité. Byly
analyzovany tfi druhy ¢erného, dva druhy zeleného ¢aje a €aj roibos, ktery se vyrabi
z ¢ajovnikovce kapského (Aspalthus linearis (Burm.F.) R.Dahlgren). Bylinna ¢ajova
sm¢s proti nachlazeni byla zakoupena v 1ékarn€ a predstavuje smes oblibenych 1é¢ivych
bylin s kvétem lipy a ¢erného bezu. Ovocné ¢aje obsahuji podle slozeni deklarovaného
vyrobci nejéastéji plod Sipku, kvét ibisku a velmi malé mnozstvi suSeného ovoce.
Ptichut’ je vytvafena pfidavkem aromatickych latek, které obsah flavonoidl neovlivni.

Z velkého mnozstvi nabizenych ovocnych ¢ajti byl vybran druh Lesni plody.
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Pro stanoveni celkového obsahu kvercetinu byla ¢ast vzorku rozdrcena ve tieci
misce a uchovavan do analyzy v uzaviené vzorkovnici pti -16 °C. Na ptipravu nalevi z
¢aju bylo pouzito 1,5 g (obvykle doporucovana davka) sypaného ¢aje nebo 1 sacek
porcovaného ¢aje. Caj byl zalit 250 ml vrouci pitné vody a 5 minut vyluhovan.
Vylouhovany ¢aj byl scezen ptes husté plastové sitko do 400 ml kadinky a ochlazen ve
vodni lazni na teplotu asi 22 °C. Objem napoje byl zméfen. Vzorek o objemu asi 100 ml

byl uchovavan pfi teploté¢ —16 °C v plastové vzorkovnici do analyzy.

5.1.8.2. Ostatni napoje

Komer¢né dostupné napoje (dzusy, pivo) byly pofizovany vV obchodni siti,
vzorky &erveného vina byly ziskany od vyrobce ve spolupréci s Ustavem systémové
biologie a ekologie AV CR. Pokud bylo potieba, po otevieni originalniho obalu byl
odebran vzorek o objemu 50 ml, ktery byl uchovavan do analyzy pii teploté -16 °C v
plastové vzorkovnici. Vzorky piva byly zbaveny oxidu uhli¢it¢ého 10 minut trvajicim

odplynénim na ultrazvukové lazni.

5.2. Lyofilizace a homogenizace

Cerstvy rostlinny material se nedal dlouho skladovat a bylo nutno ho zbavit
vody. Jako vhodny zplisob suseni byla vybrana lyofilizace. Lyofilizace probihala u
viech vzorki pfi teploté —46 °C a tlaku 25 Pa po dobu 24 hodin. Cast vody nicméné
materidl lyofilizaci neztraci (voda vazana). Susit rostlinny material pii vysSich teplotach
vSak pro ucely metody neni vhodné, protoze probihaji nezddouci chemické zmény
materidlu. VSechny vzorky (s vyjimkou napojii a §tav) ur¢ené ke stanoveni rutinu a
kvercetinu byly zbaveny vody lyofilizaci a vysledky jsou tedy udavany v mg analytu na
1 kg lyofilizované suSiny nebo po piepoctu na 1 kg cerstvého materialu. Pro tcely

vypoctu susiny vzorku byl material vazen pted lyofilizaci a po ni.

5.3. Uchovavani vzorku

Lyofilizované materialy byly rozdrceny v laboratornim mlynku Grindomix

(20 s, 7500 otacek za minutu) a do analyzy uchovavany v uzavienych plastovych
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vzorkovnicich pfi teploté -16 °C. Podle literatury (Hertog et al.,1992a) je takto upraveny

material minimalné 1 rok stabilni.

5.4. Pouzité analytické metody

Pro stanoveni celkového obsahu kvercetinu v rostlinném materidlu a v napojich
a stanoveni obsahu rutinu v rostlinném materialu byly sestaveny a optimalizovany
analytické metody. Pracovni postupy jsou uvedeny v kapitole 6.1.5. Optimalizované

pracovni postupy.

5.5. Pouzité statistické metody

Ke zpracovani vysledkl byly pouzity bézné statistické metody. Pro vypocet
pramérnych hodnot, hodnot smérodatnych odchylek a linearizace kalibra¢nich zavislosti
metodou nejmensich ¢tvercl byly pouzity nastroje programu MS Excel. Test linearity
byl proveden podle p¥islusné normy (CSN ISO 8466-1, 1993). Nastroje programu MS

Excel byly pouzity pro analyzu rozptylu s porovnanim pomoci t-testu.

5.6. Pouzité chemikalie

5.6.1. Pouzité chemikalie a material

Vsechny pouzité chemikalie jsou Cistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.

sada laboratorniho skla, Fisher Scientic, Pardubice, CR
tetraboritan sodny, Sigma Chemicals, USA

laurylsiran sodny Sigma Chemicals, USA

kyselina borita, Lachema, CR

kyselina chlorovodikova, Lachema, CR

hydroxid sodny, Lachema, CR

hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema, CR

1-naftyloctové kyselina, Lachema, CR

kyselina L-askorbova Merck, Némecko

kvercetin Aldrich Chemie, Némecko

rutin Sigma Chemicals, USA
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methanol p.a. Penta Chrudim, CR

5.6.2. Pouzité pristroje a zarizeni

analytické vahy AB 204, Mettler Toledo, Svycarsko

technické vahy Kern, Némecko

lyofilizator Alpha 1-2, Christ, Némecko

kombinovana lednic¢ka s chladni¢kou Bosch Cooler, Némecko

suSarna Memmert, Némecko

SPE izolaéni jednotka, vyvojové dilny JU, Ceska republika

laboratorni mlynek Grindomix GM 20, Retsch, Némecko

zatizeni na upravu deionizované vody Premier WM-50-R.O.A., Premier System,
USA

kapilarni elektroforéza SpectraPhoresis 2000, Thermo Separation Product, USA
vodni l4zef termostatovana michana EL-20 R, Kavalier, CR

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

digitalni pipeta Finnpipette Biocontrol, Thermo Labsystem, Finsko
davkovag kapalin 5 ml, Sklo Union, CR

odstiedivka Sigma 2-5, Sigma Laborzentrifugen, Némecko

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

SPE kolonky RP-18, RP-18E, CN, SI, NH2, Merck, Némecko

SPE kolonky Strata-X, Phenomenex Inc., USA

ultrazvukova lazen Sonorex RK 31, Némecko

filtra¢ni papir Filtrak, Filtrak GmbH, Némecko

filtry ze sklenénych vlaken GF/C, Whatman, Velka Britanie

5.7. Pracovni podminky SpectraPhoresis 2000

Pro analyzu rutinu a kvercetinu v pfistroji pro kapilarni elektroforézu
SpectraPhoresis 2000 byla ve vSech ptipadech pouzivana kiemenna kapilara (CElest
FS75, Supelco, USA) celkové délky 70 cm, efektivni délky k detektoru 67 cm, o
vnitinim praméru 75 um. Nové kapilara byla podrobena mycimu procesu v trvani
5 minut pomoci 1 mol.I" roztoku NaOH pii 45 °C, 5 minut 0,1 mol.I*! roztoku NaOH

pii 45 °C a 20 minut deionizovanou vodou pii 25 °C. Veskeré analyzy probihaly pfi
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nasledujicich pracovnich podminkéch: napéti 20 kV a teplota 25 °C. Nasttik byl
hydrodynamicky a trval 2 sekundy.

5.7.1. Udrzba kapilary

Pomérné velka péce byla vzdy vénovana udrzbé kapilary. Délici proces je
zavisly na &-potencidlu, jehoz zdrojem jsou volné silanolové skupiny na vnitinim
povrchu kapilary. Pokud dojde k sorpci uvniti kapilary, neni elektroosmoticky tok
vyvolany &-potencidlem podél celé kapilary konstantni a vysledkem byva snizeni
reprodukovatelnosti retencnich ¢asti, projevujici se zejména jejich prodluzovanim.
Tento problém se objevoval hlavné u vzorkli barevného ovoce a musel byt feSen

zatazenim vhodného myciho procesu mezi jednotlivé analyzy.

Ukézalo se, Ze mezi jednotlivymi analyzami je vhodné vkladat myti pomoci
0,1 mol.I"t roztoku HCI. Typicky myci proces, pouzivany pii analyzich, zahrnoval myti
nésledujicimi roztoky: 2 minuty 0,1 mol.I"* HCI pii 45 °C, 2 minuty 0,1 mol.I'! NaOH
pti 45 °C a 5 minut vodou pfi 25 °C. Pokud i pfi tomto rezimu myti se retencni casy
prodluzovaly, bylo zatazeno razantn&j$i myti pomoci jednomolarnich roztoki HCI a

NaOH pti teploté 60 °C.

5.7.2. Piiprava pracovnich pufri

Pro ptipravu 1 litru zdkladniho boratového pufru bylo na analytickych vahach
navazeno 0,618 g kyseliny borité a 3,81 g tetraboritanu sodného. Navazené chemikalie
byly rozpustény ve vodé€ a kvantitativné prevedeny do odmérné banky o objemu 1 litr.

Hodnota pH tohoto roztoku byla 9,2.

Pro ptipravu 1 litru zakladniho boratového pufru s 15 % methanolu (v/v) bylo na
analytickych vahach navazeno 0,618 g kyseliny borité, 3,81 g tetraboritanu sodného a
150 ml methanolu. Chemikalie byly rozpustény ve vod¢ a kvantitativné pfevedeny do

odmérné banky o objemu 1 litr.

Pro ptipravu 0,25 litru zékladniho boratového pufru s 15 % methanolu (v/v) a
20 mmol.I"?! laurylsiranu sodného (SDS) bylo na analytickych vahach navazeno 0,155 g
kyseliny borité, 0,953 g tetraboritanu sodného, 1,44 g SDS a 37,5 ml methanolu.
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Chemikalie byly rozpustény ve vod¢ a kvantitativné ptevedeny do odmérné banky o

objemu 0,25 litru. Hodnota pH tohoto roztoku byla 9,2.

5.7.3. Stanoveni a uprava pH

Roztoky, u kterych bylo potieba upravit hodnotu pH, byly umistény do
pfimétené velké kadinky a za michani na elektromagnetické michacce a stanoveni
hodnoty pH potenciometricky byla hodnota pH upravena pomoci 1 mol.I*! roztoku
NaOH nebo 1 mol.I* roztoku HCI.
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6. Vysledky a diskuse

6.1. Vyvoj metody

Cilem této Casti prace bylo vyvinout analytickou metodu vhodnou pro analyzu
flavonoidu kvercetinu a rutinu v riiznych typech rostlinného materialu (potraviny,
zemédelské plodiny). Z rozdilného charakteru obou téchto latek (rutin je glykosid
kvercetinu) vyplyva jejich rozdilny vyskyt a rozdilné zachazeni se vzorky. Kvercetin se
Vv rostlinném materialu vyskytuje témét vyhradné vazany na molekulu sacharidu
v riznych glykosidech. Vyskyt volného kvercetinu (nenavazaného na sacharid
Vv libovolném glykosidu) je méné Casty, ale mozny. Rostlinny material obsahuje zaroven
zpravidla vétsi pocet glykosidu, ale jejich koncentrace jsou nizké. Proto je ucelné

provést hydrolyzu téchto glykosida a stanovit obsah celkového kvercetinu.

Rutin (kvercetin-3-O-D-rutinosid) je nejznaméjsim glykosidem kvercetinu. Je

majoritnim flavonoidnim glykosidem v nékterych rostlinach, napt. pohance.

Z uvedenych charakteristik analyzovanych latek vyplynula nutnost vyvinout pro
kaZdou z nich samostatny postup zpracovani analyzovaného rostlinného materialu.
Nékteré ¢asti postupu jsou vSak pro obé metody stejné. Pro lepsi piehlednost byly

zakladni kroky obou metod graficky znazornény v nasledujicim schématu (obrazek 1).
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Obrazek 1. Schéma navrhu metod stanoveni kvercetinu a rutinu

Stanoveni rutinu

Stanoveni kvercetinu

Kapalny vzorek

Rostlinny vzorek

\ 4

Lyofilizace,
homogenizace

A 4 l
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Extrakce

\ 4

Hydr

olyza

\ 4

Neutralizace

A 4

Pfecisténi a

A

zakoncentrovani

\ 4

A 4

Analyticka koncovka

Vypocet obsahu rutinu
ve vzorku

\ 4

kvercetinu

Vypocet obsahu

ve vzorku

Z navrzeného schématu je ziejmé, ze obéma metodam je spole¢na uprava

vzorku, preciSténi extraktu, resp. hydrolyzatu a analytickd koncovka. Rozdilné kroky

zahrnuji extrakei pfi stanoveni rutinu a hydrolyzu a neutralizaci pfi stanoveni

kvercetinu.
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6.1.1. Vybér a optimalizace analytické koncovky

Podle vysledk literarni reserse jsou ptirodni polyfenolické latky nejcastéji
extrahovany organickym rozpoustédlem ze vzorku a jako analyticka koncovka je
pouzita metoda s dostatecnou délici schopnosti, vhodna pro déleni smési latek
podobnych vlastnosti. To je nejéastéji kapalinova chromatografie (HPLC), ale postupné

se diky nékterym vyhodam stéle vice prosazuje kapilarni elektroforéza.

6.1.1.1.  Volba pristroje

Jako analyticka koncovka byla zvolena kapilarni zonova elektroforéza (CZE).
Tato moderni separa¢ni metoda se s vyhodou pouziva pro analyzy ptirodnich vzorku,
kde se uplatiuje jeji vysoka rozliSovaci schopnost. Vyhodou je téZ malé spotfeba
pracovnich roztokt. Piistroj SpectraPhoresis 2000, vybrany pro praci, byl jiZ na katedte

chemie JU s Gispéchem pouzit pro analyzu biogennich amind.

6.1.1.2.  Volba a optimalizace pracovniho elektrolytu

V prvé fadé bylo potieba zvolit optimalni sloZeni pracovniho pufru a ovéfit
chovani rutinu a kvercetinu v tomto systému. Pro analyzu polyfenoli se jako

nejvhodnéjsim pracovnim elektrolytem jevil alkalicky pufr.

Jako vychozi elektrolyt byl zvolen boratovy pufr o sloZeni 10 mmol.I*
tetraboritanu sodného a 10 mmol.1" kyseliny borité. Tento zakladni roztok byl dale
modifikovan Upravou hodnoty pH, pfidavkem nevodného rozpoustédla a pridavkem

povrchové aktivni latky.

6.1.1.2.1. Nastaveni hodnoty pH zikladniho pufru

Hodnota pH je v kapilarni elektroforéze dillezitym parametrem pracovniho
elektrolytu. Pufry s hodnotou pH vétsi nez 7 poskytuji dostate¢nou velikost

elektroosmotického toku, vhodnou pro déleni slozitych ptirodnich smési.

Z4kladni boratovy pufr o slozeni 10 mmol.I"? tetraboritanu sodného a
10 mmol.I* kyseliny borité ma hodnotu pH 9,2. Pii pouziti tohoto pufru doglo

k dobrému rozdéleni rutinu i kvercetinu. Pokud byla ke standardim ptidana kyselina
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1-naftyloctova jako vnitini standard, ukazala se potieba dalsi optimalizace slozeni
pufru. Pii vyvoji metodiky byl testovan vliv riznych hodnot pH na chovani analytt pii
analyze. Byly piipraveny pufry se stejnym slozenim 10 mmol.I* kyseliny borité a

10 mmol.I"* tetraboritanu sodného, ale s rozdilnou hodnotou pH, ktera se pohybovala od
8,8 po 9.4. Celkovéa doba analyzy smésného vzorku, obsahujiciho koncentraci rutinu
100 pg/ml, kvercetinu 50 pg/ml a vnitiniho standardu kyseliny 1-naftyloctové

200 pg/ml, byla kratsi nez 10 minut. Bylo zjiSténo, ze zvySujici se pH pufru zptisobuje
prodluzovani reten¢niho ¢asu obou analytii. Nejkratsi retencni ¢asy poskytuje analyza

v pufru o pH 8,8, analyzou v pufru o0 pH 9.4 se reten¢ni Casy prodlouZi nejvice.

(viz obrazek 2, respektive tabulka 1).

Obrazek 2. Zavislost délky reten¢niho ¢asu rutinu (R), kvercetinu (Q) a vnitiniho
standardu (VS) na pH pracovniho pufru
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Tabulkal  Zavislost délky reten¢niho ¢asu na pH pracovniho pufru

reten¢ni ¢as (min)
pH pufru rutin vnitini standard kvercetin
8,8 7,038 7,281 8,645
9,0 7,377 7,591 9,132
9,2 7,514 7,703 9,576
94 7,711 7,904 10,093

Vzhledem k tomu, Ze tiprava pH neméla vyrazny vliv na rozdé€leni pika rutinu a

vnitiniho standardu, nebylo pH pufru upravovano a bylo ponechdno na vychozi hodnoté
9,2.

Rozdily v reten¢nich ¢asech rutinu a vnitiniho standardu byly pomérné€ malé.
Vzhledem k tomu, ze realné vzorky mohou obsahovat dal$i neznamé piky (obrazek 3),
které by s analyty mohly interferovat a znemozinovat tak odecet, byla dale testovana
moznost prodlouzeni reten¢nich ¢ast analyti, a to pfidavkem nevodného rozpoustédla

do zékladniho pufru. Pro dal$i optimalizace byl pouzivan pufr s hodnotou pH =9,2.

Obrazek 3. E-gram vzorku pochazejiciho ze stonku pohanky seté, odriida Aelita
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6.1.1.2.2. Pridavek nevodného rozpoustédla do zakladniho pufru

Pro ovlivnéni elektroforetické separace je béznym postupem piidavek
nevodného rozpoustédla. Zména solvatace separovanych latek ovliviiuje jejich

pohyblivosti a tak mize prispét k jejich tspéSnému déleni.

Jako nevodné rozpoustédlo byl zvolen methanol. Pti vyvoji metodik byl testovan
zakladni boratovy pufr bez ptidavku methanolu, dale pak s 5, 10 a 15 % (v/v)
methanolu. Ukézalo se, ze vlivem piidavku této latky do zdkladniho elektrolytu doslo
k mnohem vyraznéj§im zménam retencnich ¢asi nez pti zmén¢ pH (obrazek 4,
respektive tabulka 2). Pti obsahu methanolu 15 % (v/v) jiz doslo k dostate¢nému
oddaleni piku rutinu a vnitfniho standardu. Dalsi zvySovani obsahu methanolu by vedlo

k prilisnému prodlouzeni délky analyzy.

Obrazek 4. Zavislost délky retencniho ¢asu rutinu (R), kvercetinu (Q) a vnitiniho
standardu (VS) na ptidavku methanolu k zakladnimu pufru
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Tabulka2  Zavislost délky reten¢niho ¢asu na obsahu methanolu v pracovniho pufru

bez SDS
retencni ¢as (min)
obsah . e, .
methanolu (%) rutin vnitini standard kvercetin

0 7,514 7,703 9,596
5 9,034 9,375 11,808
10 10,375 10,913 14,149
15 11,931 12,752 16,328

6.1.1.2.3. SDS v pracovnim elektrolytu

Laurylsiran sodny (sodium dodecyl sulfat, SDS) je povrchové aktivni latka,
ktera je schopna od urcité koncentrace vytvaret v roztoku micely. Micely maji
hydrofobni vnitfek, avs§ak jejich povrch je polarni. Analyzované latky vstupuji do
micely podle svého rozdélovaciho koeficientu. Metoda kapilarni elektroforézy
vyuzivajici ptfidavek micelotvorné latky k pracovnimu pufru je oznaovéna jako

micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC).

Byl testovan pridavek 20 mmol.I* SDS k zékladnimu boratovému pufru
S riznym obsahem methanolu. Bylo zjiSténo, Ze piidavek SDS vede k dal§imu mirnému

prodlouzeni retencnich €asti u vSech sledovanych latek u vSech koncentraci methanolu
(tabulka 3).

Vyznamnym disledkem ptidavku SDS do pracovniho pufru byla zvysena
reprodukovatelnost retencnich ¢asti. Bylo provedeno 15 méfeni standardu kvercetinu
Vv boratovém pufru s 15 % (v/v) methanolu s ptidavkem, resp. bez pridavku 20 mmol.I*
SDS. V prvém piipad¢ (bez SDS) byla relativni smérodatna odchylka (RSD) reten¢niho
Casu kvercetinu 5,4 %. Ve druhém ptipad¢, po ptidavku SDS, hodnota RSD retenéniho

Casu klesla na 0,55 %.
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Tabulka3  Zavislost délky reten¢niho ¢asu na obsahu methanolu v pracovnim pufru

s SDS
retencni ¢as (min)
obsah . e, .
methanolu (%) rutin vnitini standard kvercetin

0 7,920 8,232 10,031
5 9,383 9,907 12,425
10 10,815 11,540 14,316
15 13,121 14,298 17,800

6.1.1.3.  Volba optimalni pracovni vinové délky detektoru

K nalezeni optimalnich podminek UV detektoru (absorpéni maximum) pro
detekci sledovanych latek byla vyuzita mozZnost piistroje SpectraPhoresis 2000

zaznamenavat v pribéhu analytického méteni kompletni absorpcni spektrum.

K testovacim analyzam byly pouzity roztoky sledovanych latek v methanolu
(kvercetin 50 pg/ml, rutin 100 pg/ml a kyselina 1-naftyloctova 200 pg/ml). Méfeni bylo
provedeno za standardnich podminek (boratovy pufr, 15 % (v/v) methanolu,

20 mmol.I"t SDS, pH 9,2, napéti 20 kV, teplota 25°C). Byla sledovéana absorpce
v rozmezi vinovych délek 200-380 nm (obrazky 5, 6 a 7).

Obrazek 5. Absorp¢ni spektrum kvercetinu

winova délka (nrm)
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Obrazek 6. Absorp¢ni spektrum rutinu
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Obrazek 7. Absorp¢ni spektrum kyseliny 1-naftyloctové

200 20 2] ' 220
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V tomto oboru vinovych délek oba analyty 1 vnitini standard vykézaly lokalni
absorp¢ni maximum pii vlnovych délkach 220 a 270 nm. Protoze pii vinové délce
220 nm byla pozorovana vétsi Groven Sumu, byla pro dalsi méteni vybrana vinova délka

270 nm.

6.1.1.4. Volba vnitiniho standardu

Béznym zpiisobem davkovani vzorku v kapilarni elektroforéze je
hydrodynamické ddvkovani. Tento zplsob je pouzivan ve vSech vyvinutych metodach,
protoze je instrumentalné nejjednodussi. Nevyhodou u tohoto zplisobu davkovani je
spiSe niZsi reprodukovatelnost naddvkovaného objemu. Tento nedostatek je mozno

korigovat piidavkem vnitiniho standardu k analyzovanému roztoku.
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Latka pouzivana jako vnitini standard by méla mit podobné chemické a
analytické vlastnosti jako analyty. Testovany byly kyselina salicylova, acetylsalicylova,

benzoova a 1-naftyloctova (obrazek 8).

Obrazek 8. Testovani latek vhodnych pro pouziti jako vnitini standard
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Vsechny z testovanych latek vykazaly vhodné elektroforetické chovani pii
analyze v boratovém pufru, modifikovaném piidavkem 15 % methanolu (v/v) a
20 mmol.I* SDS. Kyselina benzoova byla vyfazena, protoze se vyskytuje v nékterych
druzich drobného ovoce a jeji retencni Cas je prakticky totozny s reten¢nim Casem
kvercetinu. Ze stejnych diivodil se nehodila ani kyselina salicylova. Kyselina
acetylsalicylova, ackoliv jeji retencni ¢as vyhovuje, mé podstatné niZz8i absorpci pfi
vlnové délce 270 nm. Jako vhodny vnitini standard byla vybrana kyselina

1-naftyloctova. Tato latka se hodi jako vnitini standard také pfi analyze rutinu.

Analyticka odezva je pii pouziti vnitiniho standardu pocitana jako pomér plochy
piku kvercetinu nebo rutinu a plochy piku vnitiniho standardu. RSD ploch piki
kvercetinu pocitana ze souboru 11 nezavislych méfeni ¢ini 36 % a u rutinu 41 %. RSD

relativnich analytickych odezev, po€itana ze souboru 11 nezavislych méteni, ¢ini pro

59



kvercetin 2,6 % a pro rutin 2,4 %. Pouziti vnitiniho standardu vede tedy k vyraznému

zlepSeni reprodukovatelnosti analytického méfeni.

6.1.2. Hydrolyza

Kvercetin vytvari ve flavonoidnich glykosidech necukernou ¢ast molekuly, tzv.
aglykon. Ke stanoveni celkového obsahu kvercetinu je potieba provést hydrolyzu
veskerych ptitomnych flavonoidnich glykosidt. Hydrolyza byva nejcastéji provadéna
pomoci kyseliny chlorovodikové (Hertog et al., 1992a, Hiakkinen et al., 1998, Karakaya
a El Nehir, 1999, Tsanova-Savova a Rybarova, 2002).

V hydrolytickém kroku vychazi metoda stanoveni celkového obsahu kvercetinu
Z prace Hertoga et al., (1992a). Lyofilizovany materiél je podroben kyselé hydrolyze
Vv prostiedi 50 % methanolu. Hydrolyzu zajistuje ptidavek HCl v konecné koncentraci
1,2 mol.I"t. Podle téZe prace (Hertog et al., 1992a) je hydrolyza trvajici 2 hodiny

dostate¢na pro kompletni hydrolyzu veskerych glykosidi kvercetinu.

Pro hydrolyzu vzorku pro stanoveni celkového obsahu kvercetinu

Vv lyofilizovaném rostlinném materidlu byl pouzivan nasledujici postup.

Navazka zhruba 0,5 g lyofilizovaného zhomogenizovaného materialu, vazeného
na analytickych vahach s ptesnosti na 0,1 mg, byla vlozena do 100 ml varné banky s
12,5 ml methanolu, 7,5 ml vody a 5 ml 6 mmol.I" HCI. Koneén4 koncentrace HCI ve
smési byla 1,2 mol.I"Y. Tato smés byla hydrolyzovana 2 hodiny pod zp&tnym chladi¢em
v termostatované vodni lazni pfti teploté 90 °C. Poté byla smés ochlazena pod chladi¢em
na laboratorni teplotu a dale zpracovavana. Ziskany hydrolyzat je velmi kysely a pfed
dal$imi postupy je neutralizovéan pfidavkem vypocteného mnozstvi NaHCO3 (2g) ptimo

do varné banky.

Hydrolyza vzorkl népojl, napf. vina, byla provadéna metodou popsanou
Vv literatuie (Hertog et al., 1993b) u¢inkem HCI v prostiedi 50 % methanolu. Pipetované
mnozstvi 2,5 ml népoje bylo smichano s 12,5 ml methanolu, 5 ml vody a 5 ml 6 mol.I"
HCl v 100 ml varné baiice. Smés byla hydrolyzovana 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em
Vv termostatované vodni lazni pfi teploté 90 °C. Po ochlazeni byla provedena
neutralizace neutralizovan pfidavkem vypocteného mnozstvi NaHCO3 (2g) pfimo do

varné banky.
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6.1.2.1. Pouziti antioxidantu

V piivodni préaci (Hertog et al., 1992a) a v pracich navazujicich autoti Hékkinen
et al. (1998), Karakaya a El Nehir, (1999), pouzivaji ptidavek t-butylhydrochinonu
(TBHC) jako antioxidant k zamezeni ztrat kvercetinu pifi hydrolytickém kroku. Tato
latka byla testovana také ve vyvijené metodé. Bylo zjisténo, ze TBHCH nevyhovuje,
protoze pfi analyze vzorku kapilarni elektroforézou pik TBHC koliduje s pikem
kvercetinu a zcela znemoznuje jeho odecet. Podle literatury (Hakkinen et al., 1998) byl
vyzkousen jako antioxidant piidavek kyseliny askorbové v mnozstvi 80 mg na navazku
0,5 g lyofilizovaného vzorku. Kyselina askorbova se piidava do smési pted hydrolyzou.
Tato latka vzhledem ke své vyborné rozpustnosti ve vodé¢ necini zadné problémy

V izola¢nim ani v analytickém kroku.

6.1.3. Vyvoj a optimalizace extrakéniho procesu

Metodika extrakce byla vyvijena pro analyzu glykosidu rutinu, ktery je
majoritnim flavonoidem ve vSech ¢astech rostliny pohanky. Pro stanoveni obsahu rutinu

je tfeba uvolnit analyt z rostlinného pletiva a vhodn¢ ho z extraktu izolovat.

Pohanka seta poskytuje Ctyfi odlisné ¢asti — kvéty, listy, stonky a plody. Pii
optimalizaci extrakce byl postup testovan na vSech ctyfech typech materidlu. Jako
extrakéni €inidlo byl zvolen 50 % methanol a stejné jako pfi stanoveni kvercetinu byla
pouzivéana kyselina askorbova jako antioxidant v mnozstvi 80 mg na vzorek. Navazka
zhruba 0,5 g lyofilizovaného zhomogenizovaného materialu, vaZzeného na analytickych
vahach s piesnosti na 0,1 mg, byla vlozena do 100 ml varné barnky s 80 mg kyseliny
askorbové, 12,5 ml methanolu a 12,5 ml vody. Tato smés byla extrahovana pod
zpétnym chladi¢em v termostatované vodni lazni pii teploté 90 °C. Poté byla smés

ochlazena na laboratorni teplotu a dale zpracovavana.

6.1.3.1.  Optimalizace délky doby extrakce

Délka extrakce byla testovana pro vSechny Ctyfi rostlinné ¢asti pohanky
oddélené. Pro ovéteni byla vybrana odrtida Aelita, ziskana na pokusnych pozemcich ZF

JU. Byla posuzovana extrakce trvajici 15, 30, 60 a 120 minut.
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Obrazek 9. Zavislost koncentrace rutinu v listu pohanky seté na délce doby extrakce
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Obrazek 10. Zavislost koncentrace rutinu v Kvétu pohanky seté na délce doby

extrakce
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Obrazek 11. Zavislost koncentrace rutinu ve stonku pohanky seté na délce doby
extrakce
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Obrazek 12. Zavislost koncentrace rutinu v nazkach pohanky seté na délce doby
extrakce

0,170

= 0168 —
2
2 0,165
S 0,163
o]
: /

0,160 ; . .

0 30 60 90 120

Cas (min)

Maximalni koncentrace rutinu byla u vSech typli materidlu nalezena pfi extrakci
trvajici 60 minut, po del§i dobé dochazelo k velmi mirnému poklesu koncentrace
(obrazky 9, 10, 11 a 12). Pro extrakci rutinu z rostlinnych lyofilizovanych vzorki byla

proto za optimalni povaZovana doba 60 minut.

6.1.4. Zakoncentrovani a preciSténi

Vzorek po ukonceni hydrolyzy ¢i extrakce obsahoval zbytky rostlinného

materialu a mnoZstvi balastnich latek a vodivych iontd, které znemoziuji pfimou
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analyzu na kapilarni elektroforéze. Proto bylo nutno vzorek pied analyzou piecistit,
zakoncentrovat a pievést do méné vodivého prostiedi. Pfi vyvoji piecisténi vzorku se
postupovalo tak, aby tato technika byla pouzitelna pii stanoveni obou sledovanych

latek, kvercetinu 1 rutinu.

Napoje a stavy odstted’ovani nevyzaduji, nebot’ podil mechanickych castic

V nich je velmi nizky.

Pti optimalizaci byla testovana moznost filtrace zbytkli vzorku, extrakce analytt
nemisitelnou kapalinou a postup sklédajici se z odstfedéni zbytki vzorku a extrakce

analyti metodou SPE.

6.1.4.1.  Filtrace zbytka vzorku

Pti dalsi aprave hydrolyzatu bylo zjisténo, ze se neda bez Gpravy zfiltrovat ani
ptes filtraéni papir, ani ptes filtr ze sklenénych vlaken za snizeného tlaku. Z literatury je
vSak znamo, Ze filtrovatelnost biologickych vzorki se dé zlepSit pouzitim sraZedel
(Davidek, 1981). Z bézn¢ pouzivanych srazedel bylo otestovano pouziti kyseliny
fosfowolframové a Carrezova Cinidla. Gel vznikly pfi pouziti Carrezova ¢inidla vSak
neni filtrovatelny ani za sniZzeného tlaku ptes filtr ze sklenénych vlaken. Pfi pouziti
kyseliny fosfowolframové bylo mozno zbytky vzorku odfiltrovat za snizeného tlaku
pres filtr ze sklenénych vldken. Pouziti kyseliny fosfowolframové vSak snizuje
vytéznost kvercetinu piiblizné o 20 % (Dadakova et al., 2001) a proto tento postup

nebyl dale pouzivan.

6.1.4.2.  Extrakce nemisitelnou kapalinou.

Extrakce nemisitelnou kapalinou byla pouZivana zejména pfi analyze flavonoidi
ve vzorcich napoji (Rodriguez-Delgado et al., 2000, Garcia-Viguera a Bridle, 1995) a

jako extrakéni kapalina byl pouzivan diethylether.

Postup extrakce nemisitelnou kapalinou byl testovan na hydrolyzatu ¢erveného
vina. K 25 ml hydrolyzatu v 50 ml zabrusové zkumavce bylo pfidano 10 ml
diethyletheru a smés byla 5 minut extrahovana pfevracenim. Za téchto podminek vSak
diethylether vytvarel s hydrolyzovanym vzorkem homogenni smé&s, ktera se velmi

Spatné rozd¢€lovala a proto bylo od tohoto postupu upusteéno.
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6.1.4.3. Odstred’ovani

Dalsi testovanou moznosti odstranéni zbytki vzorku z roztoku je odstiedéni.
Postup byl ovéfen jak pro stanoveni kvercetinu, tak pro stanoveni rutinu. Jako modelové
vzorky byly pouzity jednak hydrolyzat kontrolniho vzorku plodii pohanky, déale pak
extrakt vzorku plodt pohanky odriidy Aelita. Tento metodicky krok byl optimalizovan
spole¢né s dalsi etapou — vyvojem postupu SPE (kapitola 6.1.4.5.).

Modelové vzorky byly odsttedény (15 minut, 3500 otacek za minutu) a

supernatant byl opatrné odebran a pieveden do odmérné banky o objemu 250 ml.

Vzhledem k moznym ztratam analytl ve zbytcich vzorkt bylo dale ovéfeno

opakované promyti sedimentu s naslednym odstfedénim za stejnych podminek.

Sediment byl po prvnim odstfedéni resuspendovan v 12,5 ml methanolu a 25 ml
vody a poté byl znovu odstfedén. Suprenatanty z prvniho a druhého odstfed’ovani byly
spojeny. Celkovy obsah methanolu je v tomto piipad¢ 25 ml a vysledny roztok je tfeba
nafedit na objem 500 ml, aby byla zachovana vysledné koncentrace methanolu 5 %.
Tteti a ¢tvrté odstfedéni bylo pak opakovano pokazdé s pouzitim 37,5 ml vody.
Methanol nebyl jiz do extrakéniho Cinidla pfidavan, aby jeho obsah ve spojenych

supernatantech, doplnénych do 500 ml, nepfesahl obsah 5 %.

S obéma modelovymi vzorky byly provedeny ¢tyfi pokusy lisici se poctem
odstfed’ovani. Upravené supernatanty ze vSech experimentl byly filtrovany (kapitola
6.1.4.4.), zakoncentrovany metodou SPE (kapitola 6.1.4.5.) a analyzovany na kapilarni
elektroforéze. Ziskané vysledky byly vyneseny do grafii (obrazky 13 a 14).
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Obrazek 13. Obsah rutinu v plodech pohanky Aelity pii rizném poctu odstiedéni
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Obrazek 14. Obsah kvercetinu v kontrolnim vzorku plodti pohanky pii rizném pocétu
odstied’ovani
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Z méteni vyplynulo, Ze tfikrat opakované odstfedeéni je dostatecné a dalsi
opakovani nepfinasi vyznamné zlepSeni vytéznosti tohoto kroku.
6.1.4.4.  Filtrace

Spojené supernatanty ziskané pii odstfed’ovani obsahuji jesté rozptylené jemné
¢astice vzorku. Ty je nutno odstranit filtraci, protoze jinak dochéazelo k ucpavani SPE

kolon. Bylo téZ nutno ovéfit, zda nedochazi k ztraté analytl sorpci na material filtru.
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K testovani byly pouzity ¢tyfi modelové roztoky o objemu 500 ml, obsahujici
5 a 100 pg kvercetinu, respektive 5 a 2000 pg rutinu (5% (v/v) methanolu, 80 mg
kyseliny askorbové, pH = 3,5). Jako filtracni materialy byly pouzity filtry ze sklenénych
vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie) a filtra¢ni papir Filtrak 389 (Filtrak GmbH,
Némecko). Filtrace byla realizovana na sklenéném vakuovém filtracnim zafizeni
(Sigma). Filtrat byl sorbovan na kolonkach RP-18 (Merck) a analyzovan kapilarni
elektroforézou. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce (tabulka 4).

Tabulka4  Vytéznost rutinu a kvercetinu pii filtraci

Sklenéné vlakno Filra¢ni papir
GF/C Filtrak 389
] S5ug 99,9 53
kvercetin

100 pg 100 54,5

] S5ug 100 87

rutin

2000 pg 99,8 81

Jako filtra¢ni material byl pro oba analyty zvolen filtr ze sklenénych vlaken, kde

ubytek analytii nebyl pozorovan.

6.1.4.5.  Optimalizace metody SPE

Jako metoda pro zakoncentrovani analytl byla testovdna extrakce na tuh¢ fazi
(SPE). Pi1 SPE je vzorek prosavan ptes kolonku, obsahujici sorbent zakotveny na
pevném nosici, kterym byva zpravidla SiOz. Sledovany analyt se zachyti na sorbentu, ze
kterého je nasledné eluovan vhodnym rozpoustédlem. Kolonky se 1i8i typem a
mnozstvim sorbentu. Pro studium sorpce kvercetinu a rutinu byly pouzivany modelové
roztoky, obsahujici rizné koncentrace standardu rutinu a kvercetinu. Tato metoda byla
ur¢ena pro izolaci a zakoncentrovani analytl z hydrolyzatu ¢i extraktu, ziskaném

v predchozim kroku (kapitola 6.1.2.).

V této Casti prace byl vybran nejvhodnéjsi typ SPE kolonky a byla
optimalizovana uprava extrak¢ni (respektive hydrolytické) smési z hlediska nejvyssi

vytéznosti sledovanych analyti.
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Vsechny typy kolonek byly pted aplikaci vzorku ptipraveny kondicionaci
prosatim 10 ml methanolu a 10 ml vody. Vzorky pak byly kolonkou prosavany za
pouziti vakua rychlosti 500 ml za 30 minut. Kolonky byly poté 15 minut suSeny
prochazejicim vzduchem podle doporuceni vyrobce. Zachycené latky byly eluovany 1,4
ml methanolu do mérné vialky. K roztoku ve vialce bylo pfidano 100 ul roztoku
vnitifniho standardu kyseliny 1-naftyloctové v koncentraci 2 mg/ml v methanolu. Eluat

byl analyzovén na kapilarni elektroforéze.

6.1.4.5.1. Volba typu SPE kolonek

Byly testovany kolonky firmy MERCK typt LiChrolut RP-18 (500 mg),
LiChrolut RP-18E (500 mg), LiChrolut NH2 (500 mg), LiChrolut CN (500 mg) a
LiChrolut Si (200 mg). Testovaci roztoky obsahovaly kvercetin v mnozstvi 5, 10, 30,
50, 70 a 100 pg, respektive rutin v mnozstvi 5, 10, 50, 100, 500, 1000 a 2000 pg.

Vzorky mély objem 500 ml, obsah methanolu 5 % (v/v) a pH bylo upraveno
1 mol.I't HCI na hodnotu 3,5. Ziskané vysledky byly piepodéteny na vytéznost vzhledem
K piivodnimu obsahu obou analytl. Vysledné hodnoty vytéznosti se pro vSechny

testované obsahy pfiili$ nelisily a proto byly zprumériiovany (tabulka 5).

Tabulka5  Vytéznost kvercetinu a rutinu na riznych typech SPE kolonek.

Vytéznost (%)
typ kolonek kvercetin rutin
NH2 0 0
CN 3 2
Sl 0 0
RP-18 E 33 11
RP-18 99 100

Na kolonkach s chemicky modifikovanou oktadecylovou fazi (NH2, CN), stejné
jako na kolonce s cistym silikagelem (Si) byla vytéznost prakticky nulova. Naproti tomu

na nepolarni zakotvené fazi Cis (kolonka RP-18) se vytéznost blizila 100 %.

Pro dal$i optimalizaci byly proto vybrany kolonky RP-18.
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6.1.4.5.2. Obsah methanolu

Podle pouzitého postupu vychazejiciho z prace Hertoga et al. (1992a) jsou
vzorky rostlinného materidlu hydrolyzovany ¢i extrahovany v roztoku obsahujicim
50 % methanolu. Pro piimé pouziti roztoku pro metodu SPE je tato koncentrace
methanolu pfili§ vysokd. Cilem optimalizace bylo zjistit, jaka maximalni koncentrace

methanolu jesté neovlivni sorpci na vybrané kolon¢ RP-18.

Pro testovani byly pouzity modelové roztoky obsahujici kvercetin (5 a 100 pg)
a rutin (5 a 2000 pg). Obsah methanolu ¢inil 1, 2,5, 5 a 10 % (v/v). Testovaci roztoky
byly prosaty ptes kolonky, zachycené analyty eluovany a eluaty méteny na kapilarni
elektroforéze. Vysledky byly vyjadieny jako procentudalni vytéZnost vneseného obsahu

analytu. Pro grafické vyjadieni byl pouzit primér vytéznosti pro oba testované obsahy
(obrazky 15 a 16).

Obrazek 15. Vytéznost kvercetinu na kolonkach RP-18 (Merck) pfi riizném obsahu
methanolu v roztoku.
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Obrazek 16. Vytéznost rutinu na kolonkach RP-18 (Merck) pii rizném obsahu
methanolu v roztoku.
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Bylo zjisténo, Ze vytéZnost zacne vyznamné klesat az pii obsahu methanolu
vétsim nez 5 % (v/v). Roztok ziskany Gpravou hydrolyzatu ¢i extraktu vzorku, urceny
pro zakoncentrovani metodou SPE, musi byt proto zfedén na obsah 5 % methanolu.
Redéni na niz8i koncentraci methanolu by vedlo k prodlouZeni postupu a nepfineslo by

vyrazné zlepSeni vytéznosti.

6.1.4.5.3. Hodnota pH

Oba analyty jsou fenolicke latky, jejichZ rozpustnost ve vodé€ je zavisla na pH.
V ramci optimalizace SPE metody byl proto testovan vliv hodnoty pH roztoku na

vytéznost SPE sorpce.

Pro optimalizaci byly pouzity kolonky RP-18 (Merck) a modelové roztoky
(500 ml) obsahujici kvercetin (5 a 100 pg) a rutin (5 a 2000 pg). Obsah methanolu
V téchto roztocich byl 5 % (v/v). Kyselost roztoki byla nastavovana pomoci 1 mol.I*
NaOH a 1 mol.I* HCI na hodnoty pH 3, 4, 5 a 7. Nizsi hodnoty pH nedoporuduje
vyrobce kolonek. Namétené vysledky byly vyjadieny jako procentualni vytéznost

vnesen¢ho obsahu analytu, zprimérovany pro oba obsahy a vyneseny do grafi (obrazky
17 a 18).
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Obrazek 17. Vytéznost kvercetinu na kolonkach RP-18 (Merck) pii rizném pH
roztoku.
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Obrazek 18. Vytéznost rutinu na kolonkach RP-18 (Merck) pfi rizném pH roztoku.
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Z grafu je zfejme, ze vytéZnost sorpce na SPE klesa se zvySujicim se pH.

Optimalni hodnota pH pro sorpci obou analyti je 3.

6.1.4.5.4. Testovani kolonek Strata-X (Phenomenex Inc., USA)

Pro sorpci kvercetinu byly testovany jako alternativni material kolonky Strata-X
(60 mg, Phenomenex, USA). Sorbent v tomto typu kolonek je povrchové modifikovany
styren-divinylbenzenovy polymer. Vyrobce uvadi vyborné vytéznosti pro fenoly a

vysokou sorpcni kapacitu.
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Kolonky byly testovany modelovym roztokem obsahujicim kvercetin v mnozstvi
5a 100 pg (500 ml, obsah methanolu 5 % (v/v), pH 3,5). Déle byly kolonky pouzity pro
stanoveni celkového obsahu kvercetinu kontrolnim vzorku (mleté plody pohanky seté).
Roztoky byly prosaty pies testovaci kolonky, eluovany methanolem a zméfeny na

kapilarni elektroforéze.

Tabulka 6 Vytéznost kvercetinu na kolonkach Strata-X

Vzorek Obsah kvercetinu Stanoveno kaot ﬁfﬁfena
modelovy roztok (ng) (ng) (%)
5 4,85 97
100 96,3 96,3
e ety (mg/kg) (mg/kg) (%)
72,2 78,2 108
69,9 96,8
77,4 107
70,0 96,9
61,6 94,7

Z vysledkd je ziejmé (tabulka 6), ze vysledky dosazené pomoci kolon Strata-X
pIné odpovidaji vysledkim dosazenym za vyuziti kolon RP-18 (Merck) a kolonky
Strata-X mohou byt pouzivany pfi analyze celkového kvercetinu v rostlinném materialu.
6.1.5. Optimalizované pracovni postupy

Z vyse popsanych experimentii vyplynuly kone¢né podoby pracovnich postupii
pro analyzu kvercetinu a rutinu.

6.1.5.1. Stanoveni obsahu celkového kvercetinu

Navazka zhruba 0,5 g lyofilizovaného zhomogenizovaného materidlu, vazeného

na analytickych vahéch s pfesnosti na 0,1 mg, byla vloZzena do 100 ml varné baiiky s
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12,5 ml methanolu, 7,5 ml vody, 80 mg kyseliny askorbové a 5 ml 6 mol.I"* HCI. Tato
smés byla hydrolyzovéna 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em v termostatované vodni
lazni pfti teploté 90 °C. Hydrolyzovany vzorek byl po vychlazeni neutralizovan 2 g
NaHCOs, pfeveden do odstfed’ovaci kyvety a odstiedén (15 minut, 3500 otacek za
minutu). Sediment byl resuspendovan pomoci 12,5 ml methanolu a 25 ml vody a
odstiedén za stejnych podminek. Postup byl opakovan jesté jednou s pouzitim 37,5 ml
vody. Spojené supernatanty byly shromazd’ovany v 600 ml kédince, doplnény do

200 ml vodou a kyselost roztoku byla upravena na hodnotu pH = 3 nasycenym
roztokem NaHCOz. Roztok byl piefiltrovan za sniZzeného tlaku pies filtr ze sklenénych
vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie) a filtrat byl poté kvantitativné pteveden do
500 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku. Tento roztok byl pouzit pro SPE na
kolonkach. Zachycené latky byly eluovany pomoci 1,4 ml methanolu do mérné vialky.
Do vialky byl pfidan roztok vnitiniho standardu kyseliny 1-naftyloctové v methanolu

(objem 0,1 ml, koncentrace 2 mg/ml v methanolu).

Ptipraveny roztok byl méfen na kapilarni elektroforéze s pouzitim boratového
pracovniho pufru o slozeni 10 mmol.1* tetraboritanu sodného, 10 mmol.I kyseliny
borité, 20 mmol.I" SDS a 15 % (v/v) methanolu, pH 9,2. Pracovni napéti piistroje bylo
20 kV a pracovni teplota 25 °C.

6.1.5.2. Stanoveni obsahu celkového kvercetinu v napojich

Objem 2,5 ml napoje byl pipetovan do 100 ml varné banky s 12,5 ml methanolu,
5 ml vody, 80 mg kyseliny askorbové a 5 ml 6 mol.I'* HCI. Tato smés byla
hydrolyzovana 2 hodiny pod zpétnym chladi¢em v termostatované vodni 14zni pii
teploté 90 °C. Hydrolyzovany vzorek byl po vychlazeni neutralizovan 2 g NaHCO3 a
preveden do 600 ml kddinky. Varné banka byla vyplachnuta 12,5 ml methanolu a vodou
k zamezeni ztrat analytu. Roztoky v kadince byly doplnény do 200 ml vodou a kyselost
roztoku byla upravena na hodnotu pH = 3 nasycenym roztokem NaHCOz. Roztok byl
kvantitativné preveden do 500 ml odmérné baiiky a doplnén po rysku. Tento roztok byl
pouzit pro SPE na kolonkach. Zachycené latky byly eluovany 1,4 ml methanolu do
meérné vialky. Do vialky byl pfidan roztok vnitfniho standardu kyseliny 1-naftyloctové

v methanolu (objem 0,1 ml, koncentrace 2 mg/ml v methanolu).
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Ptipraveny roztok byl métfen na kapilarni elektroforéze s pouzitim boratového
pracovniho pufru o slozeni 10 mmol.l"! tetraboritanu sodného, 10 mmol.1*t kyseliny
borité, 20 mmol.I"t SDS a 15 % (v/v) methanolu, pH 9,2. Pracovni napéti piistroje bylo
20 kV a pracovni teplota 25 °C.

6.1.5.3. Stanoveni rutinu

Navazka zhruba 0,5 g lyofilizovaného zhomogenizovaného materialu, vazené¢ho
na analytickych vahach s piesnosti na 0,1 mg, byla vlozena do 100 ml varné baiky s
12,5 ml methanolu, 12,5 ml vody a 80 mg kyseliny askorbové. Tato smés byla
extrahovana 1 hodinu pod zpétnym chladi¢em v termostatované vodni 1azni pii teplote
90 °C. Extrahovany vzorek byl po vychlazeni pfeveden do odstied’ovaci kyvety a
odstfedén (15 minut, 3500 otacek za minutu). Sediment byl resuspendovan pomoci
12,5 ml methanolu a 25 ml vody a odstfedén za stejnych podminek. Postup byl
opakovan jesté jednou s pouzitim 37,5 ml vody. Spojené supernatanty byly
shromazd’ovany v 600 ml kaddince, doplnény do 200 ml vodou a kyselost roztoku byla
upravena na hodnotu pH = 3 pomoci roztoku HCI o koncentraci 1 mol.I"t. Roztok byl
ptefiltrovan za snizeného tlaku pfes filtr ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka
Britanie) a filtrat byl poté kvantitativné pteveden do 500 ml odmérné banky a doplnén
vodou po rysku. Tento roztok byl pouzit pro SPE na kolonkach. Zachycené latky byly
eluovany pomoci 1,4 ml methanolu do mérné vialky. Do vialky byl pfidan roztok
vnitiniho standardu kyseliny 1-naftyloctové v methanolu (objem 0,1 ml, koncentrace

2 mg/ml v methanolu).

Ptipraveny roztok byl méfen na kapilarni elektroforéze s pouZzitim boratového
pracovniho pufru o slozeni 10 mM tetraboritanu sodného, 10 mM kyseliny borité,
20 mM SDS a 15 % (v/v) methanolu, pH 9,2. Pracovni napéti piistroje byl 20 kV a
pracovni teplota 25 °C.

6.1.6. Zpisob vyhodnoceni

Vysledkem déleni extraktu vzorku byl zaznam, ktery ptedstavoval zavislost
absorbance analytl na Case, tzv. elektroforegram. Plocha piki byla vypoctena pomoci
programového vybaveni pro obsluhu pfistroje. Jako analyticka odezva byl bran pomér

plochy piku stanovované latky ku plose piku vnitiniho standardu. Tento postup byl
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zvolen z ditvodu korekce nizsi reprodukovatelnosti objemu nastiiku. Stanovované latky
byly identifikovany pomoci relativnich reten¢nich ¢asii (podil retenéniho ¢asu
sledované latky a reten¢niho Casu vnitiniho standardu) srovnanim s kalibra¢nimi
standardy. K bezpe¢nému potvrzeni identity piku poslouZila také metoda standardniho

pridavku.

Kalibrace byla provadéna proméienim fady kalibrac¢nich roztokt, obsahujicich
kvercetin v mnozstvi 5 az 100 pg nebo rutin v mnozstvi 5 az 2000 pg. VSechny
kalibra¢ni roztoky obsahovaly vnitini standard v mnozstvi 200 pg. Zavislost analytické
odezvy na obsahu analytu ve vialce byla prolozena piimkou metodou nejmensich
¢tvercl. Z rovnice piimky, analytické odezvy ziskané z méfeni neznamého vzorku a
navazky vzorku byl vypocitan obsah analytu ve vzorku. Kone¢ny vysledek byl ziskan
metodou standardniho pfidavku. Velikost piidavku byla zvolena ptiblizné€ ve vysi 100 a
200% prvniho méteni obsahu analytu ve vzorku. Analyt se ptidaval ke vzorku na
zacatku zpracovani ve formé& methanolického roztoku. Standardni ptidavek umoznil
zahrnout do kone¢ného vysledku vytéZznost celého postupu. Standardni ptidavek
umoznil také bezpecné identifikovat analyt. Pfiklad zdznamu analyz vzorku ¢erveného

vina bez ptidavku a s obéma standardnimi pridavky je na nasledujicim obrazku (obrazek

19).

Obrazek 19. Zaznamy analyzy ¢erveného vina se standardnim piidavkem kvercetinu
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Z obrazku je zifejmé, ze metoda standardniho ptidavku vyznamné usnadni

identifikaci piku kvercetinu.

6.1.7. Stanoveni zakladnich statistickych parametri metody

Mezi zékladni statistické parametry metody patii linearita pracovniho rozsahu,

mez detekce, mez stanovitelnosti a rozsifena nejistota méteni.

Pro odhad meze detekce a stanovitelnosti celkového kvercetinu v rostlinném
materidlu byl pouzit vzorek ¢erveného vina Frankovka. Tento materiél pfedstavuje
dostatecné komplexni matrici a obsahuje i vétSinu rusivych vlivi, se kterymi je mozno
se setkat pfi stanoveni kvercetinu. Pfirozeny obsah kvercetinu je velmi maly a vzorek je
homogenni. Metoda pouzitd pro stanoveni obsahu kvercetinu ve ving je zkracend, bez
odstfedéni a filtrace. Mez detekce byla odhadnuta jako trojnadsobek smérodatné
odchylky deseti paralelnich méteni obsahu celkového kvercetinu ve vzorku vina a ¢ini
0,43 mg/l. Mez stanovitelnosti byla odhadnuta jako desetinasobek smérodatné odchylky
deseti paralelnich méfeni obsahu celkového kvercetinu ve vzorku vina. Ziskany

vysledek 1,44 mg/1 byl zaokrouhlen na 2 mg/I.

Nameétené hodnoty byly zobecnény také pro odhad meze detekce a
stanovitelnosti celkového kvercetinu v lyofilizovaném rostlinném materialu s obvyklou
navazkou 0,5 g. Mez detekce Cinila 4 mg/kg a pro mez stanovitelnosti byla vypoctena

hodnota 7,22 mg/kg lyofilizované susiny zaokrouhlena na 10 mg/kg.

Zobecnéni mohlo byt pouzito, protoze oba typy vzorki jsou zpracovavany
metodou se stejnym principem. Matrice Cerveného vina poskytuje stejnou nebo 1 veétsi
uroven Sumu ve srovnani s obvyklymi matricemi lyofilizovaného rostlinného materialu.
Odhadnuta rozsifend nejistota je pro obé metody totozna (15 %). Hlavni pfispévky
celkové nejistoty tvoii prispévek nejistoty hydrolyzy a prispévek nejistoty analytické

koncovky.

Pro odhad meze stanovitelnosti rutinu byl pouzit material lyofilizovaného
kvétaku bez obsahu vlastniho rutinu obohaceny standardem rutinu v mnozstvi
10 mg/kg. Vzorky byly zpracovany metodou vyvinutou pro stanoveni obsahu rutinu.
Mez detekce byla odhadnuta jako trojnadsobek smérodatné odchylky deseti paralelnich

meéfeni a ¢ini 2,31 mg/kg. Mez stanovitelnosti byla odhadnuta jako desetinasobek
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smérodatné odchylky deseti paralelnich métfeni téhoz materialu. Ziskany vysledek

7,7 mg/kg byl zaokrouhlen na 10 mg/kg.

Horni mez pracovniho rozsahu je dana jednak linearnim rozsahem detektoru a
také sorpcnimi vlastnostmi pouzivanych SPE kolonek. Linearita detektoru byla ovérena
pfimo méfenymi modelovymi roztoky, obsahujicimi kvercetin v mnozstvi 5 az 100 pg,
resp. rutin v mnozstvi 5 az 2000 pg. Z vypoctu vyplynulo, ze odezva detektoru pro oba

analyty v uvedenych pracovnich rozsazich je linearni.

Sorpéni vlastnosti pouzivanych kolonek SPE byly ovéfeny zméfenim vytéznosti
V celém pracovnim rozsahu. Vytéznost byla testovana modelovymi roztoky
obsahujicimi kvercetin v mnozstvi 5 az 100 pg, resp. rutin v mnozstvi 5 az 2000 pg.
Nameétené vytéznosti pro riizné obsahy kvercetinu a rutinu ve vzorcich byly vyneseny

do grafu (obrazky 20 a 21).

Obrazek 20. Vytéznost rutinu na kolonkach RP-18 (Merck)
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Obrazek 21. Vytéznost kvercetinu na kolonkach RP-18 (Merck)
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Z grafii je zfejmé, Ze v ramci pracovnich rozsahi jednotlivych analytd je

vytéznost kolonek konstantni a pohybuje se v rozmezi 98 az 101%.

Metoda pro stanoveni celkového kvercetinu mize byt tedy pouzita pro materialy
s obsahem kvercetinu v rozmezi 10 az 200 mg/kg lyofilizovaného rostlinného materialu
pti obvyklé navazce 0,5 g. Metoda pro stanoveni rutinu je vhodna pro méteni s obsahem
analytu v rozmezi 10 az 4000 mg/kg lyofilizovaného materidlu. U materiali, u nichz je

stanovena vys$$i koncentrace, musi byt snizena navazka nebo provedeno fedéni extraktu

pied provedenim SPE.

6.1.7.1.  Nejistota méfeni

Odhad kombinované nejistoty metody byl proveden podle postupu uvedeného
v priruc¢ce Kvalimetrie (Suchanek, 2001). Pro identifikaci vSech zdroju nejistoty byl
sestaven diagram pficin a nasledka (Ishikaviiv diagram). V jednotlivych krocich byly
kvantifikovany prispévky dil¢ich nejistot a z nich byla vy¢islena kombinovana nejistota.
Rozsifena nejistota je vypoctena Z kombinované nejistoty vyndsobenim koeficientem

rozsifeni (zde zvolen koeficient 2).

Hodnota rozsifené nejistoty pro stanoveni celkového obsahu kvercetinu
v lyofilizovaném rostlinném materialu byla vypoctena na 12,8 % a zaokrouhlena na
15 %. Pro stanoveni celkového obsahu kvercetinu v napojich byla hodnota rozsifené

nejistoty vypoctena na 12,9 % a zaokrouhlena na 15 %. Pro stanoveni obsahu rutinu
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Vv lyofilizovaném rostlinném materialu byla hodnota rozsifené nejistoty vypoctena na
11,4 % a zaokrouhlena na 15 %. Z rozboru dil¢ich nejistot vyplynulo, Ze nejveétsi
ptispévky celkové nejistoty tvoti ve vSech metodach prispévek nejistoty hydrolyzy nebo

extrakce a prispévek analytické koncovky.

6.1.7.2. Hodnoceni dlouhodobé stability analytického systému

Pro hodnoceni stability metody stanoveni rutinu i kvercetinu byl pouzivan pro
tento ucel pripraveny kontrolni material. Jednalo se o loupané plody pohanky seté
zakoupené¢ v obchodni siti. Material byl lyofilizovan, rozdrcen na laboratornim mlynku
a skladovan za stejnych podminek jako vSechny analyzované vzorky. S kaZdou sérii
meétenych vzorkl (zhruba Sestkrat do roka) byl celou metodou zpracovan i kontrolni
vzorek a vyhodnocen podle aktualni kalibrace. Metodou standardnich ptidavku byla

uréena skutecnd koncentrace analytu. Vysledky byly vynaseny do grafii (obrazky 22 a
23).

Obrazek 22. Dlouhodoby pribéh analyz obsahu rutinu v kontrolnich vzorcich
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Obrazek 23. Dlouhodoby priibéh analyz obsahu kvercetinu v kontrolnich vzorcich
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V obou grafech vyznac¢ené meze predstavuji hranici koncentraci analytu
vymezenou rozsifenou nejistotou, ktera ¢ini u obou analytti 15%. V dlouhodobém
prubéhu je vidét, ze vysledky opakovanych analyz se u obou analyti pohybovaly
v ramci odhadnuté velikosti nejistoty. Obé metody tedy poskytuji dlouhodobé stabilni a

reprodukovatelné vysledky.

6.1.7.3. Mezilaboratorni srovnani

V roce 2001 byla provedena srovnéavaci analyza kontrolniho materialu
(lyofilizované a mleté plody pohanky) v laboratoii katedry chemie CZU v Praze
Suchdole. V materialu byl stanoven rutin metodou kapalinové chromatografie po
extrakci v Soxhletové extraktoru (Lachman et al., 2000). Hodnota obsahu rutinu zjisténa
touto metodou byla 75 mg/kg. Z dlouhodobych méteni obsahu rutinu v kontrolnim
vzorku vyvinutou metodou byla ziskana primérna hodnota 115 mg/kg. Vzhledem

Kk principialni odlisnosti obou metod Ize tyto vysledky povaZzovat za dostateéné shodné.

6.2. Méfieni obsahu kvercetinu a rutinu v riznych rostlinnych
materialech

Optimalizované pracovni postupy byly pouzity pro analyzu kvercetinu a rutinu

Vv pfipravenych vzorcich.
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6.2.1. Obsah celkového kvercetinu v souboru ovoce a zeleniny

Soubor 15 druhil zeleniny a 14 druhi ovoce byl pofizen béhem roku 2001.

Piedstavuje bézné konzumované druhy ovoce a zeleniny v Ceské republice.

Informace o celkovém obsahu kvercetinu v ovoci a zelenin€ jsou pomérné
vzacné. Publikované prace se vétsinou vénuji pouze nékolika vybranym druhtim, napf.
drobné bobulové ovoce (Hékkinen et al., 1999), jablka (Price et al., 1999), cibule (Patil
et al.,1995). Dosazené vysledky je mozno srovnat pouze s obdobnymi soubory dat,
které byly ziskany zahrani¢nich pracovistich v Holandsku (Hertog et al., 1992b) a
Dansku (Justesen et al., 1998). Zatim nebyla publikovéna prace, kterd by k analyze
celkového obsahu kvercetinu v rozsahlej$im souboru ovoce a zeleniny pouzila

analytickou metodu vyuzivajici kapilarni elektroforézu.

V literatute byly obvyklé zdroje flavonoidl rozdélovany podle obsahu
sledovanych latek na tfi kategorie (Hollman et al., 1996). Materidly podle tohoto d€leni
maji nizky obsah flavonoida (mén¢ nez 10 mg/kg), stfedni obsah (do 50 mg/kg) nebo
vysoky obsah (vice nez 50 mg/kg).

Naméfené hodnoty obsahu celkového kvercetinu v souboru ovoce a zeleniny
shrnuji tabulky 7 a 8. Vysledky jsou srovnany s diive publikovanymi obsahy celkového
kvercetinu, méfenymi v obdobnych souborech ovoce a zeleniny. Z vysledki porovnani
je vidét, Ze pouzita metoda vyuzivajici kapilarni elektroforézu jako analytickou

koncovku dosahuje dobré shody s obvykle pouzivanymi postupy s koncovkou HPLC.
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Tabulka 7 Obsah celkového kvercetinu v zeleniné

obsah celkového kvercetinu
(mg/kg Cerstvé hmoty)
Material stanoveno Hertog (1992) Justesen (1998)
kvétak <0,79 <1 *
zeli bilé <0,85 <1 *
mrkev <1,38 * *
brambory <1,66 * *
fepa Cervena <2,41 <1 *
¢esnek <3,75 * *
hrasek zeleny <3,76 <4,3 *
zeli Gervené 6,95 41 *
rajce Cervené 9,62 8 14
fazolky zluté 17,6 17-39 *
fazolky zelené 18,7 * 16
brokolice 36,9 30 37
paprika Cervena 138 * *
cibule zluta 359 347 340
cibule Cervena 610 * 450

* material nebyl analyzovan

Hodnota meze stanovitelnosti u kvétaku, zeli bilého, mrkve, brambor, ¢ervené
fepy, ¢esneku a zeleného hrasku byla vypoctena pomoci hodnoty susiny daného vzorku

a hodnoty meze stanovitelnosti pro lyofilizovany material, ktera ¢ini 10 mg/kg.

Z analyzovanych druhti zeleniny maji brokolice a fazolky zelené i ZIuté stfedni
obsah kvercetinu. Paprika, cibule zlutd a ¢ervend predstavuji nejbohatsi zdroje

kvercetinu v nasi stravé vibec.
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Tabulka 8 Obsah celkového kvercetinu v ovoci

obsah celkového kvercetinu
(mg/kg Cerstvé hmoty)
Material stanoveno Hertog (1992) Justesen (1998)
angrest zluty <3,66 * *
tieSné 9,68 15 10
jablko letni 11,8 * *
josta 13,2 * *
jahody 13,6 8,6 6
jablko podzimni 16,2 21-72 20
rybiz bily 19,9 * *
hruska 28,8 3,3-10 *
Svestky 35,3 9 15
rybiz ¢erny 35,6 * 37
rybiz Cerveny 37,3 13 8
visné 75,4 * *
jetab Cerveny 108 * *
bezinky Vf)ll’lé 307 * «
rostouci
*

material nebyl analyzovan

Z analyzovaného ovoce maji stiedni obsah celkového kvercetinu
(do 50 mg/kg materialu) vSechny druhy rybizu, jahody, josta (kiiZzenec angrestu a
¢erného rybizu), Svestky, hruSky a jablka. Zejména jablka mohou byt vyznamnym
zdrojem kvercetinu vzhledem k tomu, Ze jejich spotieba je z uvedenych druhi ovoce
nejvetsi. U visni a jetabu Cerveného (varieta Moravsky sladky) byl nalezen vysoky

obsah celkového kvercetinu. Jefab je vSak ovoce konzumované spise ziidka.

Nejvetsi obsah celkového kvercetinu byl nalezen u ploda volné rostouciho bezu

¢erného. Toto ovoce, pouzivané pro vyrobu Stav a dzemd, slouzi spise jako léCivka.
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6.2.2. Kuchyiiské upravy zeleniny

Cibule kuchyiiskd je oblibenym druhem zeleniny, ¢asto pouzivanym v ¢eské
kuchyni. Obsah celkového kvercetinu je ve vSech odriidach cibule velmi vysoky a tak se

cibule da povazovat za dulezity zdroj kvercetinu v potrave.

6.2.2.1. Obsah celkového kvercetinu ve vybranych odridach cibule

Pro analyzu byly vybrany odrady Vsetana (zlutd), Karmen (Cervend) a Salotka
(bez odrudy). VSechny druhy byly ziskany od soukromého péstitele v roce 2002.
Z testovanych odriid méla nejvétsi obsah celkového kvercetinu cibule Salotka
(tabulka 9). Obsah celkového kvercetinu ve zluté a cervené odrudé cibule odpovida
publikovanym vysledktum (Hertog et al., (1992b), Justesen et al., (1998), Trichopoulou
et al., (2000)). Patil et al., (1995) uvadi koncentrace pohybujici se od 117 do 207 mg
celkového kvercetinu v kilogramu Cerstvého materialu u vSech analyzovanych
¢ervenych i zlutych odrid. Podle jeho metodiky byly ale analyzovany prosttedni
suknice z cibuli. Obsah kvercetinu v cibuli Salotce je v porovnani s ostatnimi dvéma
odridami dvojnasobny. Publikované tidaje o obsahu celkového kvercetinu v Salotce

nebyly nalezeny.

Tabulka9  Obsah celkového kvercetinu ve vybranych odridach cibule

Obsah celkového kvercetinu susina v susiné v Cerstvém
(%) (mg/kg sus.) (mg/kg)
Karmen 13,6 3390 461
Vsetana 15,3 3170 485
Salotka 18,4 6100 1120

6.2.2.2.  Obsah kvercetinu v jednotlivych suknicich cibule

Ve vSech vzorcich ziskanych z jednotlivych suknic cibule (suché, prvni az Sesta)
byl analyzovan obsah celkového kvercetinu a vysledek byl piepocitan na obsah

celkového kvercetinu v ¢erstvém materialu.
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Tabulka 10 Hmotnost a susiny jednotlivych suknic cibule

Suknice | cerstva IyOﬁI,izova susina Cast 2 cell.<.
na hmotnosti

(9) (9) (%) (%)

sucha 12,32 4,94 40,1 5,20
prvni 41,56 5,85 14,1 17,55
druha 42,75 5,88 13,8 18,05
tieti 39,62 5,42 13,7 16,73
ctvrta 32,2 4,55 14,1 13,59
pata 24,05 33 13,7 10,15
Sestd 44,37 6,27 14,1 18,73

Tabulka 11  Obsah kvercetinu v jednotlivych suknicich cibule

podil z

Suknice obsah kvercetinu kveortci?ir:]u Ceglgg;ﬁlo

kvercetinu
(mg/kg sus.) (mg/kg Cerst.) (%)
sucha 5732 2299 28,3
prvni 3510 494 20,5
druha 3082 424 18,1
tieti 2553 349 13,8
ctvrta 1880 266 8,6
pata 1490 204 4,9
Sesta 1003 142 6,3

Na kvercetin jsou nejbohatsi suché suknice cibule, které se bohuzel kulinaisky
nevyuzivaji. Pfedstavuji sice nejmensi podil celkové hmotnosti cibule (5,2 %), ale jejich
oloupanim se ztraci 28,3 % celkového obsahu kvercetinu v cibuli. Obsah kvercetinu
Vv jednotlivych suknicich klesa smérem do stifedu cibule (tabulky 10 a 11). Obdobné
vysledky uvedl Patil a Pike (1995), kteti ale v suchych suknicich analyzovanych Zlutych
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odrid cibule nalezli koncentrace celkového kvercetinu podstatné vyssi (10-30,6 g/kg

cerstvé hmoty).

6.2.2.3. Dlouhodobé skladovani cibule

Vzorky zakoupené cibule Zluté byly dlouhodob¢ po dobu Sesti mésict
skladovany pfti podminkach odpovidajicich co nejvice moznostem domacnosti. Kazdy

mesic byl odebran vzorek ke stanoveni celkového obsahu kvercetinu.

Obrazek 24. Pokles obsahu celkového kvercetinu pii dlouhodobém skladovani cibule

800
: ~~
.% B 400 _ sklad
S g \%se —=— lednice
D >0
< 200 :
L =~
x
-8 ~ 0 T T T T T

doba skladovani (mésice)

Tabulka 12 Obsah celkového kvercetinu v cibuli b&hem skladovani

Obsah kvercetinu (mg/kg)
meésic _
skladovani sklad lednice
0 588 588
1 578 594
2 564 594
3 541 475
4 505 503
S 314 358
6 230 290
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Podle vysledkl analyz klesa obsah celkového kvercetinu béhem skladovani
trvajictho 6 mésictl zhruba na polovinu pocatecni hodnoty (obrazek 24 a tabulka 12).
K poklesu dochazi pfti skladovani cibule v obou testovanych podminkach a vzhledem

K nejistoté metody neni rozdil mezi podminkami uskladnéni.

6.2.2.4. Tepelné tpravy cibule

Cibule zluta pouzita pro tepelné upravy meéla obsah celkového kvercetinu
4890 mg/kg lyofilizované suSiny. Pfi hodnoté susiny 13,5 % je obsah celkového
kvercetinu v ¢erstvém materialu 660 mg. Rozkrajena cibule byla upecena, a byly

ziskany tfi vzorky, u kterych byl analyzovéan obsah celkového kvercetinu.

Tabulka 13  Obsah celkového kvercetinu v tepelné upravené cibuli

Obsah kvercetinu
doba peceni susSina V peceném a lyofilizovaném
vzorku
(%) (mg/kg )
5 21,8 4770
10 28,3 5260
15 50,1 4990

Béhem peceni cibule ztracela vodu a jeji suSina vzrostla béhem 15 minut tepelné
upravy z puvodnich 13,5 % aZ na kone¢nych 50,1 %. Bylo zjisténo, ze rozdily mezi
jednotlivymi materidly, li§icimi se dobou peceni, nevybocuji z ramce nejistoty méteni.
Tepelnou upravou trvajici 15 minut se obsah celkového kvercetinu v cibuli neméni

(tabulka 13).

6.2.3. Kuchyiiské upravy ovoce

Obsah celkového kvercetinu, stanoveny ve lyofilizovaném smésném vzorku
bobuli bezu ¢erného v roce 2004, ¢inil 3140 mg/kg Cerstvého materidlu. Lyofilizovana
suSina tohoto vzorku méla hodnotu 20,33 %, takze obsah celkového kvercetinu
v Cerstvych bobulich byl 638 mg/kg. Ve srovnani s publikovanymi informacemi o

obsahu kvercetinu ve tfinacti kulturnich odridach bezu ¢erného byl tento obsah
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nejvyssi. Obsah kvercetinu v testovanych odradéach bezu cerného se pohyboval od 290

do 600 mg/kg Cerstvého ovoce (Kaack a Austed, 1998).

6.2.3.1. Zmény obsahu celkového kvercetinu pri kuchyiiskych apravach

Kuchyiiské upravy bezinek zahrnovaly ptipravu §tavy ve dvou variantach —
neokyselené a okyselené ptidavkem 0,5 % kyseliny citronové, ptipravu dzemti s 50%
sachar6zy z obou puivodnich §t’av a skladovani vyrobenych dzemi pti dvojich

skladovacich podminkach: 6 °C a 22 °C po dobu 2 mésicii (tabulka 14).

Pii pfipraveé dzemt vafenim v oteviené nadob¢ na sit’ce doSlo béhem varu
k vypafeni vody. Vysledky analyzy byly pro ucely srovnani pfepocteny na pivodni

hmotnost pted vafenim (400g).

Tabulka 14 Zmény obsahu celkového kvercetinu béhem kuchynskych uprav

obsah celkového kvercetinu (mg/kg vyrobku)
Material varianta neokyselena varianta okyselena
bobule 638 638
stava 173 164
cerstvy dzem 83 86,3
dzem po skladovéani pii 6°C 60,9 65,2
dzem po skladovani pii 22°C 58,3 64,4

Z tabulky je ziejmé, ze pridavek kyseliny citronové nema vliv na obsah

celkového kvercetinu pfi zpracovani plodii bezu.

Zajimavé bylo procentudlni vyjadieni obsahu celkového kvercetinu
Vv jednotlivych vyrobcich, kdyz za zaklad se vzal obsah celkového kvercetinu
Vv ptivodnich bobulich bezu. Pti tomto pfepoctu se eliminoval vliv fedéni vodou pfi

ptipraveé $tavy a cukrem pii pfipravé dZzemu (tabulka 15).
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Tabulka 15 Procentudlni vyjadieni zmén obsahu celkového kvercetinu béhem

kuchynskych uprav
% obsahu ptvodniho celkového
kvercetinu
s varianta varianta
Material , .
neokyselena okyselena
cerstvé bezinky 100 100
Stava 54 52
Cerstvy dzem 52 56
dzem skladovany pii 6 °C 40 40
dzem skladovany pii 22 °C 36 40

Z vysledku je vidét, Ze k nejvétsimu poklesu obsahu celkového kvercetinu
dochdzi jiz pti prvnim kroku zpracovani bobuli — pfi piipravé §tavy. Pfi zvoleném
zpusobu ptipravy $tavy byly slupky se semeny ihned po vylisovani odstranény.
Vzhledem k tomu, Ze se da predpokladat maximalni obsah flavonoidnich latek
v povrchovych vrstvach plodu (Davidek et al., 1983, Velisek, 1999), zhruba 50 %
puvodniho obsahu kvercetinu v bobulich bylo ztraceno s odpadem. Pii skladovani
dzemu byl pozorovan mirny pokles obsahu kvercetinu. Rozdily v obsahu celkového
kvercetinu pti skladovani pti 6 °C a 22 °C jsou v ramci nejistoty metody a neni tedy

rozdil mezi podminkami skladovani.

6.2.4. Stanoveni obsahu rutinu v pohance

Material pohanky seté a pohanky tatarky k analyze obsahu rutinu byl poskytnut
katedrou rostlinné vyroby JU v Ceskych Budg&jovicich.

Ke stanoveni rutinu bylo vybrano pét odriid pohanky seté : Pyra (CR), Emka
(Polsko), Hruszowska (Polsko), Kora (Polsko), Krupinka (Rusko) a jedna odrida
pohanky tatarky (Z51-0014). Péstovani vSech odrud pohanky seté bylo opakovano
Vv letech 2001 az 2003, pohanka tatarka byla analyzovana pouze v roce 2003.
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Tabulka 16  Obsah rutinu v jednotlivych ¢astech rostliny u péti odrid pohanky seté

obsah rutinu
(9/kg lyofilizované susiny)
Rok 2001 Rok 2002 Rok 2003
Kvéty
Krupinka 94,2 87,2 95,5
Emka 95,3 85,3 91,2
Kora 110 82,7 98,8
Hruszowska 102 102 71,7
Pyra 96,7 73,0 87,4
Listy
Krupinka 98,7 83,5 105
Emka 75,0 79,4 74,8
Kora 100 85,4 80,9
Hruszowska 77,8 87,8 88,7
Pyra 79,9 85,5 88,7
Stonky
Krupinka 13,9 13,8 14,2
Emka 12,9 14,2 12,2
Kora 15,9 13,7 11,2
Hruszowska 13,1 13,5 12,7
Pyra 13,8 11,0 11,1
Nazky
Krupinka 0,238 0,276 0,318
Emka 0,260 0,331 0,394
Kora 0,351 0,377 0,320
Hruszowska 0,321 0,276 0,277
Pyra 0,215 0,280 0,297
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Tabulka 17  Obsah rutinu v jednotlivych ¢astech rostliny pohanky tatarky

Rutin (mg/kg lyofilizované susiny)
Rok 2003
kvéty 126
listy 87,9
stonky 17,3
plody 20,2

Publikované udaje od riznych autorii o obsahu rutinu v jednotlivych ¢astech
pohanky jsou velice rozdilné. Kreft et al. (1999) uvedl rozmezi 0,138 az 0,654 g/kg
v listech a 36,2 — 58,9 g/kg v kvétech odrud Siva a Petra, Minami et al. (1998) stanovil
v listech neuvedené odridy obsah rutinu 32,3 g/kg. Lachman et al. (2000) uvedlI ve
smési listd a stonkd neuvedené odridy obsah rutinu 64,5 g/kg. Rozdil mtize byt

zpisoben také rozdilnym izola¢nim postupem rutinu pfi stanoveni.

Nejvyssi obsah rutinu byl nalezen u vSech odrtd v listech a ve kvétech (tabulka
rutinu dosahuje maximalné hodnot kolem 0,400 g/kg lyofilizovaného materialu u vSech

testovanych odrud, nejcastéji vsak mezi 0,200 a 0,300 g/kg.

Obsah rutinu v pohance tatarce je nejvyssi v kvétech a listech tak, jako u vSech
odrud pohanky seté (tabulka 17). Vyssi obsah rutinu u pohanky tatarky byl nalezen ve

stoncich a v nazkéch je obsah rutinu né€kolikanasobné vyssi.

Byla provedena statisticka analyza namétenych dat (t-test), jejiz cilem bylo
zjistit, zda existuji statisticky vyznamné rozdily v obsahu rutinu v jednotlivych
odridach pohanky, resp. v obsahu rutinu v pohance ve tifech sledovanych letech.
Z vypoctu vyplynulo, Ze neni rozdil mezi odriidami pohanky seté, ani mezi roky

pestovani.

6.2.5. Stanoveni obsahu hlavnich fenolickych latek kvétu bezu ¢erného

Kvét bezu €erného je velmi bohaty na fenolicke latky. Podle literatury (Korbelaf

a Endris (1985)) je obsazen hlavn¢ flavonoid rutin a fenolické kyseliny. Presné
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informace o obsahu u¢innych latek jsou pomérné zastaralé. Informace o zménach

obsahu fenolickych latek béhem rizného zpracovani kvétu bezu ¢erného nejsou znamé.

Analyza lyofilizovaného materialu a materialu susené¢ho pii 22 °C (tabulka 18)
ziskaného z kvétenstvi bezu ¢erného pfinesla zdkladni informace o obsahu hlavnich
fenolickych latek tohoto materidlu. Hlavnim flavonoidem je rutin, jeho obsah dosahuje
hodnot kolem 18 g/kg suSiny. Tato hodnota odpovida maximalnim hodnotam,
uvadénym v literatute (19 g/kg susiny-Tomko et al., 1989). Vysledky byly doplnény
0 informaci o obsahu volného kvercetinu, ktery byl stanoven metodou HPLC z ptimého
nastiiku vzorku nebo methanolického extraktu. Toto stanoveni bylo provedeno RNDr.
Nadé&zdou Vrchotovou, CSc. z Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR v ramci

spole¢ného grantového projektu.

Wach et al., (2005) stanovovala obsah kvercetinu v kvétu bezu ¢erného po
hydrolyze v prosttedi HCI. Nalezla v kvétu bezu ¢erného jen 7,9 mg kvercetinu
v kilogramu suchého materialu. Tyto udaje jsou velmi nizké, coz mize byt zptisobeno

pouze 20 minut trvajici hydrolyzou pouzitou v praci Wach et al., (2005).

Dawidowitz et al., (2003) extrahoval suseny kvét bezu cerného pomoci 80 %
methanolu v rezimu zrychlené extrakce rozpoustédlem a nalezl 2,87 % (m/m) rutinu.
Podle této prace obsahuje materidl z kvétu bezu ¢erného jesté glykosid kvercitrin

(kvercetin-3-D-glukosid) v mnozstvi kolem 0,16 % (m/m).

Tabulka 18 Obsah hlavnich fenolickych latek v lyofilizovaném a suSeném kvétenstvi

bezu ¢erného

Kvétenstvi rutin celkm{y volny kvercetin
kvercetin
(9/kg)
lyofilizované 17,6 9,33 <0,002
susené pii 22 °C 17,7 8,96 <0,002

Ani v lyofilizovaném a ani v kvétenstvi suseném pii teploté 22 °C nebyl nalezen
Zadny volny kvercetin. Svéd¢i to o tom, Ze pii téchto podminkach suseni nedochdzi

k rozpadu flavonoidnich glykosidl a aglykony se neuvoliuji. Bézn€ pouzivany zpiisob
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suSeni kvétu bezu ¢erného je tedy vhodnym zptisobem pro zachovéani obsahu

fenolickych latek.

6.2.5.1.  Distribuce hlavnich fenolickych latek v jednotlivych ¢astech kvétenstvi

Obsah rutinu a celkového kvercetinu byl stanoven v jednotlivych ¢astech
kvétenstvi, tedy v pylu, kvétech a tenkych stoncich. Obsah sledovanych latek

Vv nejtlustsich stoncich, které se farmaceuticky nevyuzivaji, nebyl stanoven.

Tabulka 19 Obsah vybranych fenolickych latek v jednotlivych ¢astech kvétenstvi

bezu ¢erného

5 Obsah rutinu Obsah celkového kvercetinu
Cast kvétenstvi )
(g/kg susiny) (g/kg susiny)
Stonky 19,8 9,74
Kvéty 16,3 8,85
Pyl 4,5 3,58

Z analyzovanych c¢asti kvétenstvi bezu ¢erného maji nejvyssi obsah rutinu

stonky, pyl obsahuje rutinu nejméné (tabulka 19).

Tabulka 20 Piispévky jednotlivych ¢asti kvétenstvi k celkovému obsahu vybranych

fenolickych latek
y % Rutin Kvercetin
Cast .,
kvétenstvi hmOt”S’St' cel’e % z celého obsahu % z celého obsahu v
ho kvétenstvi v kvétenstvi kvétenstvi
Stonky 15,89 18,94 17,42
Kveéty 81,91 80,50 81,74
Pyl 2,20 0,56 0,56

Hlavni ¢asti kvétenstvi jsou jednotlivé kvéty, které pfedstavuji vice nez 80 %
celkové hmotnosti kvétenstvi. Jejich piispévek k celkovému obsahu rutinu je nejvetsi

(tabulka 20). Piipadné ztraty hlavnich fenolickych latek pii odbéru odkvétajicich
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kvétenstvi, kdy jednotlivé kvitky jiz zaCinaji opadéavat, by byly velké. Ztraty
fenolickych latek vypadanim pylu z kvéta jsou vzhledem k jeho velmi nizkému obsahu

V kvétenstvi minimalni.

6.2.5.2. Obsah fenolickych latek v napojich z bezu ¢erného

Zakladnimi zvolenymi typy népojti byl ¢aj, Sumivy napoj a vino. Sumivy napoj a
vino se bézn¢ pripravuji a jsou oblibené pro svoji osvézujici chut’, ¢aj je zakladni

formou terapeutického vyuziti.

Obsah vsech sledovanych fenolickych latek v Sumivém napoji a ve viné je
srovnatelny. Fermentaci je ¢ast kvercetinu uvolnéna z glykosidickych vazeb a vyskytuje
se V napoji ve volné formé. Podobna skutecnost byla pozorovéana také u ervenych
révovych vin (McDonald et al., 1998, Tsanova-Savova a Rybarova, 2002, Dadakova et
al., 2003).

Tabulka 21  Obsah vybranych fenolickych latek v napojich z bezu ¢erného

Obsah rutinu Obsah celkového Obsah volného
Vzorek kvercetinu kvercetinu
(mfl) (mg/l) (mg/l)
Sumivy napoj 28,9 16,5 5,45
vino 25,1 14,5 4.87
¢aj 75,9 39,9 <0,2

Z testovanych napojl je nejveétsi mnozstvi vSech fenolickych latek obsazeno
v &aji. Caj neobsahuje méfitelné mnozstvi volného kvercetinu. Flavonoidni glykosidy se
tedy pii pfipravé ¢aje béznym zpisobem nerozpadaji (tabulka 21).

6.2.5.3.  SuSeni bezu p¥i riznych podminkach a dlouhodobé skladovani

Cerstvy material z kvétenstvi bezu &erného byl ususen tfemi riiznymi zpisoby.
Material suseny pii 22 °C a 30 °C si zachoval ptivodni smetanovou barvu, pii suseni pfi
50 °C jiz doslo ke zménég barvy na okrovou. Obsah rutinu byl stanoven ve vzorcich

vzapéti po ususeni a poté v priibéhu dlouhodobého skladovani.
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Tabulka 22 Zmény obsahu rutinu béhem dlouhodobého skladovani suseného kvétu

rezim suseni
cas 22 °C 30 °C 50 °C
(mésice) obsah rutinu (g/kg sus.)
0 19,9 19,1 16,0
1,5 18,2 17,3 15,5
3 17,2 16,3 14,4
6 17,4 16,3 13,8
12 15,8 15,8 13,3

Pro srovnani vysledkl byl obsah rutinu stanoven ve vzorku kvétenstvi, ktery byl
ususen lyofilizaci. Obsah rutinu v ném byl 19,8 g/kg lyofilizovaného materialu. Pti
porovnavani ziskanych dat byla pouzita analyza rozptylu s naslednym porovnanim
pomoci t-testu. Vysledky analyzu rozptylu ukazaly vyznamné rozdily mezi vSemi
teplotami suSeni. Nejvétsi rozdil byl nalezen pii suSenim pii 22 °C a 50 °C. Vysledky
pokusu potvrdily doporuceni susit bez cerny pii teplotach nepiesahujicich 35 °C

(Korbelat a Endris, 1985).

Obriazek 25. Zmény obsahu rutinu béhem dlouhodobého skladovani suSeného kvétu

20000 g——
18000 _ 422°C
16000 $ep i

14000 | °30°C
12000 m50°C
10000 ‘ ‘ ‘

0 3 6 9 12

obsah rutinu (mg/kg sus.)

doba skladovani (mésice)

K nejvétsimu ubytku obsahu rutinu doslo k suseni pti 50 °C. Béhem
dlouhodobého skladovani suseného materialu dochazelo k poklesu obsahu rutinu ve

vSech typech materialu (tabulka 22 a obrazek 25).
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6.2.6. Obsah celkového kvercetinu v kfidlatce

Vsechny druhy rodu kiidlatka jsou bohaté na fenolické latky. V tomto materialu
byly jiz stanovovan obsah né€kterych z nich, napi. resveratrol a piceid (Chu et al., 2005)
a antrachinonovych derivati (Matsuda et al., 2001). Obsah celkového kvercetinu zatim

nebyl nikdy stanovovan.

Tabulka 23  Obsah celkového kvercetinu v riznych druzich rodu kiidlatka

obsah celkového kvercetinu (g/kg sus.)

kvét stonek list
kridlatka ¢eska 11,1 0,105 0,640
kiidlatka japonska 16,6 0,548 4,90
kiidlatka sachalinska 19,5 0,195 470

Ze vsech analyzovanych vzorki kiidlatky maji nejvétsi obsah kvercetinu kvéty a

nejmensi obsah stonky u vSech tfi druhi. Ktidlatka ¢eskd méa v porovnani s ostatnimi

cvwvr

(tabulka 23).

Ackoliv je kiidlatka pocitdna mezi invazni rostliny, v oblasti vyzkumu

biologicky aktivnich fenolickych latek je to material velmi slibny.

6.2.7. Obsah celkového kvercetinu v napojich

Obsah celkového kvercetinu byl stanoven v nékolika béZzn¢ konzumovanych
druzich napoji. Zatazeny byly napoje s obsahem §t'avy z ¢erného rybizu a jablek,

¢ervené vino, pivo, ¢erné, zelené ¢aje a bylinné Caje.

Ovocné napoje byly nakoupeny s ohledem na obsah ovocného podilu. Pro
srovnani byla analyzovana domaci jable¢na St'dva ziskana lisovanim smési jablek a

Stava z ¢erného rybizu.
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Tabulka 24  Obsah celkového kvercetinu v napojich s obsahem jable¢né §tavy

Népoj ovocny podil (%) k(\)/ziiilticriljk(on‘;gﬁ;)
kupovany

12,5 <2

30 <2

50 4,9

100 8,7

domaci Stava
100 11

Tabulka 25 Obsah celkového kvercetinu v napojich s obsahem $tavy z ¢erného

rybizu
N | oo | Sy
kupovany
12,5 <2
20 <2
25 10
25 57
domaci Stava
50 17

U jable¢nych napoji obsah celkového kvercetinu roste s rostoucim obsahem
ovocné slozky (tabulka 24). Obsah kvercetinu bude ale zaviset na odrid¢ jablek pouzité
k vyrobé mostu, protoze rtizné odrudy jablek maji rizny obsah celkového kvercetinu
(Hertog et al., 1992b). Né4poje s obsahem ¢erné¢ho rybizu obsahuji maximaln¢ 25 %
ovocné slozky, protoze ¢erny rybiz je chutové velmi vyrazny. Podle vysledki analyz se
zda, ze v téch napojich z cerného rybizu, u kterych vyrobce deklaruje pouziti vice druhti

ovocnych slozek a jednak dobarveni syntetickymi potravinarskymi barvivy, nebyl
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kvercetin nalezen v méfitelném mnozstvi a tudiz obsahuji §tavy z ¢erného rybizu

naprosté minimum (tabulka 25).

Pro analyzu obsahu celkového kvercetinu v pivu byly zakoupeny tii druhy piv:
svétlé vycepni (10°) Budvar, svétly lezak (12°) Budvar a tmavé vycepni Samson jako

reprezentanti typt piva, které se konzumuje v Ceské republice nejvice.

Tabulka 26  Obsah celkového obsahu kvercetinu v zakladnich typech ¢eskych piv

Vzorek obsah celkového kvercetinu
(mgl/l)
svétlé vycepni Budvar 6,5
svétly lezak Budvar 7,9
tmavé vyCepni Samson <2

Zjisténé hodnoty jsou znacné vyssi, nez urcil ve své praci Hertog et al., (1993b).
V pavodni praci se koncentrace kvercetinu u piva znacky Heineken pohybovala pod

mezi stanovitelnosti metody (0,5 mg/1).

6.2.8. Obsah kvercetinu v éerveném viné.

Zajem o obsah ptirodnich fenolll ve ving, zejména Cerveném, je v poslednich
zhruba deseti letech podminén rozsahlym rozvojem vyzkumu polyfenolickych latek
s biologickymi uc€inky. Zajimavost potencuje také existence tzv. Francouzského
paradoxu, vyzivové anomalie, kterd spojuje nizkou incidenci onemocnéni srdce a cév
S umirnénou konzumaci ¢erveného vina. Révova vina jsou dlouholetou soucasti lidské
vyzivy. Hrozny a napoje z nich vyrobené obsahuji Sirokou paletu fenolickych latek,
hlavné flavonoidd, v koncentracich az nékolik tisic mg/1 produktu. Tyto velké obsahy
vytvareji hlavné barevné anthokyany, z ostatnich se ve vinech nachazeji fenolické

kyseliny, katechiny a flavonoly. Z flavanolti nejvyssich koncentraci dosahuje kvercetin.

Obsah kvercetinu byl stanovovan Vv roce 2003 v 14 vzorcich ¢ervenych vin
vyrobenych v Ceské republice. Vina predstavovala vina péti odriid péstovanych
Vv moravské vinaiské oblasti (Zweigeltriebe, Svatovaviinecké, Frankovka, André a

Rulandské modré) od péti vyrobet. Vina byla vyrobena v letech 2000 a 2001. Vysledky
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byly doplnény o informaci o obsahu volného kvercetinu, ktery byl stanoven metodou
HPLC z ptimého nastfiku vzorku. Toto stanoveni bylo provedeno RNDr. Nadézdou
Vrchotovou, CSc. z Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR v ramci spoleéného

projektu.

Tabulka 27  Obsah celkového a volného kvercetinu v moravskych ¢ervenych vinech

obsah kvercetinu
odrtda producent volny celkovy volny | celkovy
mg/l
2000 2001
Zweigeltrebe Révovin 5,0 15,8 1,23 4,49
Svatovaviinecké Révovin 4.4 9,61 1,27 459
Frankovka Révovin 3,1 12,0 1,59 5,16
Svatovaviinecké Baloun <0,2 2,42 <0,2 2,73
Frankovka Baloun <0,2 2,54 <0,2 <2
Zweigeltrebe Blatel * * 0,25 2,25
André Blatel * * 0,98 4,90
Svatovaviinecké Blatel * * 0,99 6,81
Rulandské modré Blatel 5,34 15,2 1,37 6,86
Svatovaviinecké Vin.skl.Lech. <0,2 * 1,17 3,26
Frankovka Vin.skl.Lech. <0,2 1,81 0,98 5,61
Rulandské modré Forman 1,30 7,74 * *
Frankovka Forman 3,95 7,91 1,45 5,29
Svatovaviinecké Forman 1,30 9,33 0,53 2,34
* vzorky nebyly dodany

Bylo zjisténo, Ze moravska cervena vina obsahuji vedle glykosidicky vazaného
kvercetinu také nezanedbatelné mnozstvi kvercetinu volného. Toto zjisténi je v souladu
s vysledky dfive publikovanymi (McDonald et al., 1998, Tsanova-Savova a Rybarova,
2002). Srovnani s ostatnimi publikovanymi informacemi komplikuje skute¢nost, ze
vétSina autorti stanovuje kvercetin v pivodnim vzorku a vzorek nepodrobuje hydrolyze,
takZe ignoruje obsah glykosidicky vazaného kvercetinu a stanovuje jen kvercetin volny.
Obsah volného kvercetinu se pohybuje v analyzovaném souboru vin od 10 % u

Zweigeltriebe, vyrobce Blatel, z roku 2001 az k 49 % celkového mnozstvi kvercetinu u
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Frankovky, vyrobce Forman z roku 2000. Obsah celkového i1 volného kvercetinu byl
vy$$i u vzorkil vin pochézejicich z roku 2000. Podle meteorologickych pozorovani

z roku 2000 byl tento rok bohatsi na slune¢ni zafeni (27. svétovy kongres o ving, udaje
z USBE AV CR). Podle srovnani s udaji z literatury, obsahuji moravské ¢ervena vina
vice kvercetinu nez bulharska (Tsanova-Savova a Rybarova, 2002), ale méné&, nez vina
analyzovana McDonaldem et al., (1998), ktera pfedstavovala rozséhly soubor italskych,
Spanélskych, francouzskych a americkych vin. Obsah celkového kvercetinu

v moravskych vinech je zavisly na ro¢niku, coz je zfejmé z tabulky (tabulka 27).

6.2.9. Obsah celkového kvercetinu v ¢aji

Obsah celkového kvercetinu byl stanoven nejprve v pivodnim materialu ¢aje.
Tabulka obsahuje vysledek analyzy obsahu celkového kvercetinu a ptepoctem ziskany
obsah celkového kvercetinu v davce obvyklé pro ptipravu ¢aje (zde 1,5 g). Jedna davka

ovocného Caje vazila 1,75 g.

Tabulka 28 Obsah celkového kvercetinu v nékterych druzich ¢aju

druh caje obsah celkového kvercetinu
(mg/kg) (mg/Cajova davka)
cerny ¢aj C(t'aa}\/rllcr);lag))range Pekoe 2380 3,57
¢erny ¢aj Darjeeling SFTGFOPI1 1360 2,04
zeleny ¢aj Vietnam Che Thai 1860 2,79
Nguyen

zeleny ¢aj Darjeeling SFTGFOP 3720 5,58
Pu-Er (Oxalis) 1720 2,58
roibos (Vito Tea Board) 2200 3,30
bylinny ¢aj - smés (Megafyt) 2850 4,28
ovocny ¢aj Lesni plody (Leros) 624 1,09

Obsah celkového kvercetinu se v analyzovanych vzorcich ¢aji pohyboval od
1360 do 2380 mg/kg u ¢aju ¢ernych a od 1860 do 3720 mg/kg u ¢aju zelenych. Obsah

celkového kvercetinu V ¢aji Pu-Er nebyl ve srovnani s ostatnimi ¢aji nijak vyjimecény.
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Zelené 1 Cerné typy pravého ¢aje obsahuji kvercetin v pomérné Sirokém rozmezi
(tabulka 28). K obdobnym vysledktim dospéli Wang a Helliwell (2001). Bylinny ¢aj
proti nachlazeni ma obsah kvercetinu srovnatelny s pravymi ¢aji. U tohoto druhu caje je
vysoky obsah kvercetinu dan obsahem kvétu bezu ¢erného, ktery je vyrobcem

deklarovan. Ovocny ¢aj ma ve srovnani s €aji pravymi obsah kvercetinu pomérné nizky.

Z testovanych ¢aji byl obvyklym zplisobem ptipraven ¢aj formou nalevu.
Objem nalevu byl odméien a v napoji stanoven obsah celkového kvercetinu. Pro
srovnani bylo vypocteno, jaka ¢ast celkového kvercetinu piesla pfi ptipravé napoje do

roztoku.

Tabulka 29  Obsah celkového kvercetinu v napojich ptipravenych z analyzovanych

caju
.. obsah objem obsgh z materialu

druh ¢aje . . kvercetinu v . .

kvercetinu napoje L pteslo
napoji
(mg/l) (ml) (mg/népoj) (%)
cerny ¢aj Ceylon Orange
Pekoe (Ahmad) 12,2 228 2,78 77,9
cerny ¢aj Darjeeling

SETGEOP1 4.8 230 1,10 54,1
zeleny ¢aj Vietnam Che 71 298 162 58.0

Thai Nguyen ' ' ’

zeleny ¢aj Darjeeling
SETGEOP 10 232 2,32 41,6
Pu-Er (Oxalis) 8,1 230 1,86 72,2
Roibos (Vito Tea Board) 6,9 228 1,57 47,7
bylinny ¢aj - smés

(Megafyt) 19,9 225 4,48 104,7
ovocny ¢aj Lesni plody 51 230 117 1074

(Leros) ' ’ ’

Nejvetsi obsah celkového kvercetinu vV népoji byl nalezen u bylinného ¢aje
(19,9 mg/1), napoje ptipravené z pravych ¢aji obsahovaly od 4,8 do 12,2 mg kvercetinu

na litr ndpoje. Napoje ptipravené z pravych ¢aji obsahovaly kvercetin v rozmezi 41,6 az
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77,9 % z obsahu kvercetinu pfitomného v pouzité ¢ajové davce. U bylinného a
ovocného caje presel do roztoku veskery kvercetin ptitomny v ¢aji pouzitém k ptipraveé

napoje, coz je ziejmé z vysledku v tabulce 29.
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1. Z.aveér

Zavery vyplyvajici z feSeni zadané diSertacni prace Ize shrnout do nésledujicich

bodu:

Byly sestaveny a optimalizovany analytické postupy vhodné pro stanoveni
obsahu celkového kvercetinu v rostlinném materialu, obsahu celkového kvercetinu v
napojich a obsahu rutinu v rostlinném materialu. Pro vSechny sestavené metody byly
stanoveny zakladni statistické parametry, mezi které patii pracovni rozsah metody, mez

detekce a stanovitelnosti a byla odhadnuta hodnota rozsifené nejistoty méteni.

Obsah celkového kvercetinu byl stanoven v souboru 15 druhti zeleniny a
14 druht ovoce. V tomto souboru bylo 7 druhti zeleniny (kvétak, zeli bilé, mrkev,
brambory, fepa ¢ervend, ¢esnek a zeleny hrasek), u nichZ byl nalezen obsah kvercetinu
pod mezi stanovitelnosti metody. Byl nalezen vysoky obsah celkového kvercetinu
v ¢ervené paprice (138 mg/kg), zluté cibuli (359 mg/kg) a Cervené cibuli (610 mg/kg).
Mezi analyzovanymi druhy ovoce byl pouze angrest, ktery mél obsah celkového
kvercetinu pod mezi stanovitelnosti metody. Vysoky obsah byl nalezen u visni
(75,4 mg/kg), jetabu Cerveného (108 mg/kg) a bezinek (307 mg/kg). Ziskany soubor
piedstavuje jediné vysledky o obsahu celkového kvercetinu v rozsahlejsim souboru
ovoce a zeleniny, ktery byl ziskdn metodou vyuzivajici kapilarni elektroforézu. Podle
srovnani ziskanych vysledki s obdobnymi daty ziskanymi metodou vyuzivajici HPLC

dosahuje sestavena metoda dobré shody.

Obsah celkového kvercetinu byl stanoven ve dvou odriiddach cibule kuchyniské
(Vsetana, Karmen) a cibuli Salotce. Nejvyssi obsah celkového kvercetinu byl nalezen u
Salotky (1120 mg/kg). Pti analyze jednotlivych suknic cibule byl nejvétsi obsah
celkového kvercetinu nalezen v suchych suknicich a v dalSich suknicich se obsah
kvercetinu sniZoval smérem do stfedu cibule. Pti dlouhodobém skladovani cibule pti
teplotach 6 °Ca 22 °C klesl obsah celkového kvercetinu zhruba na polovinu pocate¢ni
koncentrace bez ohledu na podminky skladovani. Pfi tepelné Gipravé nakrajené cibule

pecenim trvajici 15 minut se obsah celkového kvercetinu nesnizil.

Pti piiprave stavy z plodl volné rostouciho bezu ¢erného popsanym zptisobem

se obsah celkového kvercetinu snizil z pivodni hodnoty 638 mg v kg ¢erstvych plodi
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na 173 mg/kg vyrobku bez kyseliny citronové a 164 mg/kg vyrobku s kyselinou
citronovou. Pfidavek okyselujici latky ziejmé nemél vliv na obsah celkového
kvercetinu. Obsah celkového kvercetinu pfi zpracovani bezinek na dzem se snizil

zhruba na 10% ptivodniho mnoZstvi.

Obsah rutinu v jednotlivych ¢astech rostliny pohanky (kvéty, listy, stonky,
nazky) je velice rozdilny. Nejvice rutinu, az 10 g/kg suSiny, obsahuji kvéty a listy,
nazky maji obsah rutinu maximaln¢ kolem 400 mg/kg lyofilizované suSiny. Pohanka
tatarka ma obsah rutinu v kvétech a listech srovnatelny s péti odridami pohanky seté,

obsah rutinu v nazkach je asi stokrat vetsi.

Bylo zjisténo, ze kvétenstvi bezu cerného obsahuje jako hlavni flavonoid rutin.
Obsah rutinu v materialu suSeném pii 22 °C se nelisil od obsahu rutinu v materialu
lyofilizovaném a dosahoval hodnot 17,6, resp. 17,7 g/kg lyofilizované suSiny. Ani
V jednom materidlu nebyl nalezen zZadny volny kvercetin. Po rozdéleni kvétenstvi na
jednotlivé ¢asti (kvéty, stonky a pyl) byl nejvétsi obsah rutinu (19,8 g/kg lyofilizované
obsahovaly 16,3 g rutinu v kg lyofilizované susiny. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé
kvéty vytvareji hlavni ¢ast kvétenstvi (81,9 % susiny), tvoii jejich piispévek
k celkovému obsahu rutinu v kvétenstvi také nejvétsi cast (80,5 %). Fermentované
napoje piipravené z erstvého kvétenstvi bezu obsahovaly volny kvercetin, ktery se
zfejmé uvolnil z pfitomného rutinu mikrobialni ¢innosti. Caj pfipraveny ze suseného
kvétenstvi mél obsah rutinu 75,9 mg v litru vyrobku. V tomto ¢aji nebyl nalezen Zadny
volny kvercetin. Pfi suSeni kvétenstvi bezu pii teploté 50 °C doslo k vyznamnému
poklesu obsahu rutinu. Pti skladovéani suseného kvétenstvi po dobu jednoho roku obsah

rutinu dale klesal.

Vsechny analyzované druhy ktidlatky maji vysoky obsah celkového kvercetinu.
Nejvyssi obsah byl nalezen v kvétech kiidlatky sachalinské (19,5 g/kg suSiny).

Kiidlatka ¢eskd ma ze vSech analyzovanych druhii obsah celkového kvercetinu nejniZzsi.

U analyzovanych jable¢nych napojli obsah celkového kvercetinu stoupal
S rostoucim obsahem ovocné slozky. U analyzované népoje z ¢erného rybizu, u kterych
byl deklarovany obsah ovocné slozky mensi nez 20 %, byl obsah celkového kvercetinu

pod mezi stanovitelnosti metody. Analyzované pivo svétlé vyCepni mélo obsah
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celkového kvercetinu nizsi (6,5 mg/1) nez svétly lezak (7,9 mg/l). U tmavého piva byl

obsah celkového kvercetinu pod mezi stanovitelnosti metody.

Vzorky Cervenych révovych vin pochazely od péti tuzemskych vyrobcei a
ptfedstavovaly vina vyrobend v rocich 2000 a 2001. Obsah celkového kvercetinu
Vv analyzovanych vinech se pohyboval v rozmezi od hodnoty pod mezi stanovitelnosti
(2mg/l) po asi 15 mg/l. Obsah celkového kvercetinu byl vy$si u vzorkt pochazejicich
z roku 2000. U analyzovanych vzorkti byl nalezen volny kvercetin v mnozstvi 10 % az

49 % celkového obsahu kvercetinu.

Analyzované vzorky ¢ernych a zelenych ¢ajia mély obsah celkového kvercetinu
Vv rozmezi 1360 aZ 3720 mg celkového kvercetinu v kg Gaje. Caj roibois mél obsah
2200 mg/kg, bylinny ¢aj 2850 mg/kg a ovocny ¢aj 624 mg/kg. U ndpoju pripravenych
z uvedenych ¢ajii popsanym zptsobem se obsah celkového kvercetinu pohyboval
v rozmezi 4,8 az 12,2 mg v litru napoje. V napoji z ¢aje roibos bylo nalezeno 6,9 mg
kvercetinu/l. Nejvétsi obsah celkového kvercetinu mél bylinny ¢aj proti nachlazeni
(19,9 mg/l), nejnizsi obsah byl stanoven v ovocném ¢aji (5,1 mg/1). Bylo vypocteno, ze
u pravych ¢ajl a ¢aje roibos prechazi do nalevu 41,6 % az 77,9 % celkového kvercetinu
Z pouzité ¢ajové davky. U €aje bylinného a ovocného je to prakticky veskery celkovy

kvercetin, ktery je pfitomen v materidlu pouZzitém pro ptipravu Caje.
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Application of micellar electrokinetic capillary
chromatography for quantitative analysis of
quercetin in plant materials

A simple method for the routine determination of quercetin in biological samples was
developed. The method consists of hydrolysis of bonded quercetin, its isolation and
preconcentration on solid-phase extraction (SPE) column and a final analytical step
using micellar electrokinetic capillary chromatography. The working range, linear
range, the limit of quantification, and the measurement uncertainty were tested in
validation. The method is suitable for quercetin determination in fruit and vegetable
samples.
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material

1 Introduction

Flavonoids represent a large group of plant phenols. Cur-
rently more than 4000 flavonoid compounds are known
and new ones are being found. Flavonoids are derived
from heterocyclic 2-phenylbenzopyrone. Commonly all
three cycles are substituted by hydroxyl groups or meth-
oxy groups and discrete derivatives differ in the stage of
substitution and oxidation. Natural flavonoids occur
usually in the O-glycosidic form. Free aglycones are sel-
dom found. Hydrolysis of glycosides resulting in the
increase of aglycone’s concentration can occur espe-
cially during the technological treatment of foods, at
higher temperatures and under acidic conditions [1].

Flavonols, the subgroup of flavonoids represented mainly
by quercetin (Fig. 1) and kaempferol, are abundant in
fruits and vegetables [2-4]. Flavonoids act as an impor-
tant component of antioxidative systems preventing from
the formation of lipid peroxiradicals, eliminating free oxy-
gen radicals, binding and inactivating some metal cations
(iron, copper) [5, 6]. The antioxidative activity of flavonoids
depends on the number and the position of hydroxyl
groups as well as their glycosylation in the molecule.

Optimum radical-scavenging activities have been found
for an o-dihydroxy structure in the B-ring, 2,3 double
bond, 4-oxo function in the C-ring, and 3- and 5-OH
groups in the A- and C-rings [7]. Flavonols combine these
features. Showing these properties, flavonoids can pre-
vent diseases originating in oxidative damage of biologi-
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Figure 1. Structure of quercetin

cal structures (cardiovascular diseases, atherosclerosis)
[7]. Appropriate structure of alimentation with elevated
contents of flavonoids could help in the prevention and in
combating these diseases [5]. For the flavonoids analysis,
methods enabling separation of complex mixtures of
similar compounds should be used. Usually HPLC is
being applied [8]. The use of capillary zone electrophor-
esis (CZE) is frequent [9]. Prior to HPLC or CZE analysis
flavonoids are either extracted from samples using an
organic solvent [10] or hydrolysed [4, 11]. Acid hydrolysis
enables the liberation of all aglycones from respective fla-
vonoid glycosides.

Capillary electrophoresis and especially micellar electro-
kinetic capillary chromatography (MEKC) are methods
suitable for analysis of complex mixtures of natural
organic substances having a similar chemical structure.
As flavonoids and their aglycones are weakly polar com-
pounds, MEKC seems to be a more convenient method
for the determination. This method enables optimum
determination of flavonoid compounds in food samples
or drugs. Filtered liquid samples are sometimes applied
directly to the analyser [12]. Vine samples [13] as well as
solid samples [14] can be extracted by diethyl ether or
methanol, respectively. Ferreres et al. [15] proposed an
analysis of honey by preseparation of flavonoids on
Amberlite. Solid-phase extraction (SPE) on C-18 columns
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followed by elution of preconcentrated flavonoids by
methanol is probably the most acceptable way of prese-
paration [8].

Due to the fact that there exists a plethora of flavonoid
compounds, it is very likely, that most of natural samples
would contain a characteristic flavonoid pattern. The
determination of each component of such mixture would
be difficult, especially with respect to the standard com-
pounds availability. As flavonoids contain only several
kinds of aglycones, there might be a solution of this task
by converting glycosides to the respective aglycones by
acid hydrolysis followed by the determination of the agly-
cones by MEKC. The total amount of aglycones would
correspond to the total amount of all kinds of flavonoids
in given material. The aim of this work was to examine the
possibilities of the determination of quercetin in natural
samples. The method is based on the acid hydrolysis of
sample followed by the MEKC determination.

2 Materials and methods

2.1 Chemicals

All chemicals were of analytical grade. Quercetin (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany); sodium tetraborate,
t-butylhydroquinone (TBHCH) (Fluka, Buchs, Switzer-
land); acetylsalicylic acid, boric acid, phosphoric acid,
benzoic acid, tungstophosphoric acid, methanol, sodium
hydroxide (Lachema, Brno, Czech Republic); 1-naphthy-
lacetic acid (Spolana, Neratovice, Czech Republic); sal-
icylic acid (Merck, Darmstadt, Germany); sodium dodecyl
sulfate (SDS) (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA).
Deionized water was prepared with Premier (Premier Sys-
tems, Phoenix, AZ, USA). For pH measurements a LogR-
meter m.370 (Orion Res. Inc., Boston, MA, USA) was
used. Glas filters Nr. S7 were by Filpap (Hostiné, Czech
Republic). The SPE columns LiChrolut RP-18, RP-18
end-capped, NH,, CN, Si (Merck), LC-Ph (Supelco, Belle-
fonte, PA, USA) were flushed with 3 x 2.5 mL methanol
and 4 x 2.5 mL water prior to use.

2.2 Standard solutions

Solutions of quercetin standard (1 mg/mL) and of the
internal standard 1-naphthylacetic acid (2 mg/mL) were
prepared by dissolving the substance in 100% methanol.
These stock solutions were stored in the refrigerator (4°C)
and were used after appropriate dilution. The stability of
standard solutions was tested by their spectra measure-
ments (200-350 nm) every week. It was found, that under
above-mentioned conditions the solutions are stable at
least for 6 months.
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2.3 Samples

Samples of fruits and vegetables were obtained from a
private producer from central Bohemia. We used apples
(variety “Prusvitne letni”), early white cabbage, and cauli-
flower. Natural products were not chemically treated, fer-
tilized only with natural fertilizers, and harvested at matur-
ity optimal for consumption. Material for analysis was
washed and uneatable parts (stalks, cores etc.) were dis-
carded. Samples were cut to 5 mm thick pieces and
freeze-dried (24 h, —46°C, 0.25 mbar). The dried material
was stored in the freezing box (-18°C) in closed contain-
ers.

2.4 Apparatus

Analyses were carried out on Spectraphoresis 2000, a
fully automated system for CZE equipped with a multi-
wavelength UV-Vis scanning detector (Thermo Separa-
tion Products, Fremont, CA, USA). Separations were
achieved in plain fused-silica capillary of 70 cm length
(67 cm effective length to the detector) x 75 um ID (CElect
FS75 CE column; Supelco). Data processing was per-
formed using Spectacle and PC 1000 CE software Ver-
sion 3.0. Injection of the samples was achieved by a2 s
vacuum application. Approximative volume of the sample
injected was 12 nL. The applied voltage (+20 kV) resulted
in an electrophoretic current of 30 pA and the temperature
around the capillary was maintained constant by the
Peltier system at 25 + 0.01°C. The wavelength of detec-
tion was set at 270 nm. The separation buffer consisted
of 10 mm boric acid, 10 mm sodium tetraborate, 20 mm
SDS, 15% methanol, pH 9.2. A new capillary was washed
for 5 min with 1 m NaOH at 45°C, 5 min with 0.1 m NaOH
at 45°C, and 20 min with water at 25°C. After each sample
injection the capillary was postwashed for 2 min with
0.1 M HzPO, at 45°C, 2 min with 0.1 m NaOH at 45°C,
and 5 min with water at 25°C.

2.5 Sample preparation

The method of hydrolysis is based on literature [3]. For
hydrolysis, 0.5 g of grinded freeze-dried sample in a flask
is mixed with ascorbic acid solution (80 mg in 7.5 mL
water). When the sample is imbibed with the liquid, 12.5
mL of methanol and 5 mL of 6 m HCI are added. Samples
are boiled in a water bath under reflux cooler for 2 h, the
temperature of the water bath is maintained on 90°C.
After 10 min of cooling to the room temperature, the
hydrolysed sample is neutralized by the addition of 2 g
NaHCO; and transferred to a beaker by 7.5 mL of metha-
nol and 100 mL of water. The volume in the beaker is
made up to 200 mL by water and pH of the mixture is
adjusted to pH 3.0 by the saturated NaHCO; solution. To
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Figure 2. Electropherogram of
four tested internal standards
and quercetin. Separation con-
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this sample 2 mL of 5% m/m tungstophosphoric acid
solution are added. After 15 min the mixture is filtered
through glass fibre filters. The cake is rinsed with 5 mL of
methanol. The filtrate is made up to 500 mL by water. SPE
columns (RP-18) were used for isolation of quercetin.
Before use each column was washed with 4 x 2.5 mL of
methanol and 4 x 2.5 mL of water. The flow rate of the
sample through the column was set to 15 mL/min. Sam-
ple was applied onto the column, then the column was
washed with 4 x 2.5 mL of water and dried for 15 min by
air aspiration. The SPE column was eluted by 2 x 0.7 mL
of methanol. The resulting solution on the vial is spiked
with 0.1 mL of the internal standard solution (1-naphthyl-
acetic acid, 2 mg/mL in methanol). This solution repre-
sents the sample for MEKC analysis.

3 Results and discussion

3.1 Optimization of the determination

In capillary electrophoresis, the hydrodynamic injection is
probably the most frequently used way of sample intro-
duction. The reproducibility of this kind of injection is
sometimes not satisfactory. The use of internal standard
helps to overcome the above-mentioned problems.
Among compounds possessing similar chemical and ana-
lytical properties as quercetin in selected systems, the
benzoic, salicylic and 1-naphthylacetic acids seemed to
be the most promising. Further experiments showed that
the 1-naphthylacetic acid has optimal properties (Fig. 2).

For the quercetin determination the borate buffer (pH 9.2)
was chosen. When real samples were analyzed in this
plain borate buffer, interference of the analyte and other

injection, 2 s.

constituents of the sample was observed. For improving
the partition effect, the organic modifier is sometimes
beneficial [15, 16]. Four different concentrations (0, 5, 10
and 15%) of methanol were tested. The addition of
methanol (15% v/v) to the borate buffer improved the
resolution. The total analysis time does not exceed
20 min. The hydrolysis of the total flavonoid glycosides
results in the liberation of quercetin which is further iso-
lated and preconcentrated on SPE columns. The sample
is then ready for MEKC determination.

3.2 Optimization of the sample preparation

The sample subdued to hydrolysis should be spiked with
an antioxidant to prevent the analyte from the oxidative
degradation. We tested the antioxidative properties of
TBHCH [3] and ascorbic acid [17]. TBHCH was excluded
due to its interference with the analyte in MEKC. The
ascorbic acid did not show any negative properties in the
MEKC system. The hydrolysed sample contains an abun-
dance of colloid particles. These substances are not
removed by filtration and in further step they clog SPE
columns. Colloid particles must be precipitated by the
proper agent and together with unsoluble fraction
removed by filtration. For this purpose, we examined the
effect of the Carres reagent and tungstophosphoric acid
[18] followed by vacuum filtration through paper filter or
glass fibre filters. The Carres reagent was suitable for fil-
tration through paper filters, but the recovery of quercetin
was poor, probably due to quercetin adsorption on paper.
Samples treated with the Carres reagent clogged the
glass fibre filters. The best results were obtained with
tungstophosphoric acid and filtration through glass fibre
filters. Six types of SPE columns were proved (LiChrolut
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RP-18, RP-18 end-capped, NH,, CN, Si (Merck), LC-Ph
(Supelco)). The best recovery of quercetin was achieved
on RP-18 columns. Table 1 describes the recovery of
quercetin on several types of SPE column.

Table 1. Recovery of quercetin on six SPE columns

SPE column RP-18 RP-18E NH, CN SI Ph

Recovery (%) 79 33 0 3 0 62

Columns: RP-18, LiChrolut RP-18 Merck; RP-18 E,
LiChrolut RP-18 end-capped Merck; NH,, LiChrolut
RP-18 Merck; CN, LiChrolut RP-18 Merck; Si, LiChrolut
RP-18 Merck; Ph LC-Ph Supelco

3.3 Method validation

3.3.1 Working range

One of the important objectives was to confirm the suit-
ability of the method for the intended purposes. In this
part of our work, the following parameters were taken
into consideration: working range, linear range, limit of
quantification, and measurement uncertainty. The work-
ing range was proposed for the concentration range of
3-100 pg/mL according to the expected quercetin con-
tents in samples [4, 11]. The ratio of quercetin peak area
and the peak area of the internal standard was consid-
ered as analytical response. Conformably to CSN ISO
8466-1, the values of residuals of the standard deviation
for linear (sy; = 0.0159) and nonlinear (s,, = 0.0167) cali-
bration functions do not significantly differ. Moreover, the
non linear function does not represent an important
improvement in data fitness; the use of the linear function
is acceptable.

3.3.2 Limit of detection

The limit of detection was determined by triplication of the
average standard deviation of ten independent determi-
nations of samples with quercetin content approaching
the expected detection limit. For the assessment of the
quantification limit the average standard deviation was
decupled. The assessment of the detection limit and the
quantification limit are 0.5 ug/mL and 1.5 pg/mL, espec-
tively. For practical use, the quantification limit is consid-
ered to be 2 pg/mL.

3.3.3 Measurement uncertainty

The measurement uncertainty was calculated as dupli-
cate of the relative standard deviation of ten independent
determinations of samples with quercetin contents
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approaching the lower (3 pg/mL) and the upper (100 g/
mL) limit of the working range. The measurement uncer-
tainty was 5.3 and 4.5% for the lower and the upper limit
of working range, respectively. From these values the
measurement uncertainty was totalized and considered
to be 10% [19].

3.3.4 Recovery

Due to the number of steps preceding analysis it is very
likely, that some losses of analyte during the sample pre-
paration may occur. For the recovery calculation the
spiked matrix samples were used. According to literature
data [11] confirmed by our observations, homogenized
cauliflower samples contained the quercetin content
below the detection limit. Samples of 0,5 g of freeze-dried
cauliflower were spiked with quercetin standard in con-
centrations covering the whole working range of the
method. Spiked samples were processed by the same
way as other natural samples. The average value of the
40 samples recovery was 75% with the an RSD value of
4.4%. We did not observe any relation between the
amount of the added quercetin and the recovery. When
searching the reasons for the losses of quercetin in the
sample preparation steps, we found that approximately
8% of quercetin were not eluted from the SPE column by
methanol. The next 17% is not probably sorbed on the
SPE column. The sorption on the walls was not observed.
Due to the fact, that the recovery is constant over the
whole calibration range, the constant recovery of 75% is
taken in to consideration in all calculations.

3.3.5 Robustness

The method is robust enough if small differences in the
standard method do not significantly affect the results.
Based on the practical experience with the method
development, the following parameters were assessed
as critical: the time of column drying, sample pH before
precipitation and filtration, the volume of solution used
for precipitation, and the shelf life of the extract prior
analysis.

() Residual moisture: Model samples were analyzed by
standard way. The water content was determined by
gravimetric analysis after 5, 10, 15 and 20 min of drying.
After 10 min of drying, the column contains about 40 mg
of water. It was proved that this amount had no significant
influence on the quercetin recovery. The 15 min drying
time in the standard method is sufficiently long.

(ii) Shelf life of the extract: Extracted quercetin was stable
in the refrigerator (4°C). No decrease of analyte was
observed in four weeks.
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(iiiy The sample pH value: Before precipitation, the pH
value is set to 3.0. The experiments revealed that fluctua-
tions of pH within 2.8-3.2 do not exercise apparent influ-
ence over the quercetin recovery. The precision of pH
meters enables easily to maintain pH within that safe
range.

(iv) The coagulant volume: The coagulant volume might
affect the analysis results. The + 0.1 mL volume varia-
tions of this additive did not affect the quercetin recovery.
As the pipette error is less than + 0.02 mL, we suppose
this method to be robust enough to the fluctuation of the
coagulant solution.

3.4 Determination of quercetin in real samples

Biological material (fruits, vegetables) processed by the
described method gave extracts, which were analyzed
by the MEKC method. The quercetin content was calcu-
lated from the analytical response and the equation of the
calibration function. The calibration curve is periodically
updated for each series of samples. Data for calibration
were acquired from analyses of methanolic solutions con-
taining quercetin in concentrations of 0, 3, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 pg/mL. Each solution con-
tained 200 pg/mL of internal standard. The ratio of quer-
cetin peak area and the peak area of the internal standard
was the relative analytical response. For the measured
data the least squares line (y = a + bx) was calculated (y,
analytical response; x, concentration of quercetin in the
extract).

The concentration of quercetin in the extract was calcu-
lated as follows:

x = (Po/Pis—a)/b (1)

where a, b are the coefficients of the calibration line,
Pq is the peak area of quercetin, Pjs is the peak area of
internal standard, and x is the concentration of quercetin
in the extract (ug/mL). This concentration was recalcu-
lated with respect to the dry matter content in the
sample:

¢ =x-V/m-100/z ()

where c is the quercetin content in the sample (mg/kg of
dry matter), x is the concentration of quercetin in the
extract calculated from the calibration curve (ug/mL), Vis
the volume of the extract (mL), m is the mass of the
freeze-dried sample (g), and z is the recovery (75% con-
sidered) (%). The results are easily convertible to the fresh
weight values. Two examples of electropherograms of
biological samples are shown in Figs. 3 and 4.

The method described in this paper was used for samples
of apples, cabbage, and cauliflower. The cauliflower sam-
ples did not contain detectable amounts of quercetin,
which is consistent with literature data [11]. This was
the well-founded reason for using cauliflower as matrix
sample. The quercetin content in apples was found to
be 33 + 3 mgkg™ of fresh weight, which is in accor-
dance with literature data (36 + 19 mgkg™ [11]). The
quercetin content in cabbage was 7 + 1 mgkg™. The
higher value of 110 mgkg™ in literature [11] can be
explained by the difference between the growing season
of cabbage samples. Contrary to Hertog et al. [11], our
samples of cabbage were cultivated in early spring in
greenhouse. The method will further be used for a large-
scale study of quercetin content in fruits and vegetables
in the human diet with respect to the importance of
flavonoids for human nutrition.
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4 Concluding remarks

A method for the determination of quercetin in biological
samples was developed. The method consists of hydro-
lysis of bonded quercetin, its isolation and preconcentra-
tion on SPE column and a final analytical step using
MEKC. The working range, linear range, the limit of quan-
tification and the measurement uncertainty were tested in
validation. It was proved that the method has a sufficient
robustness for the quercetin determination in plant sam-
ples.

The work was done and financially supported by CEZ JO6/
98:122200002 and COST 917.
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Uvod

Flavonoidy jsou pocetné bohatou a pestrou skupinou pri-
rodnich polyfenolickych ldtek vyhradné rostlinného piivodu.
Podle struktury se délf na nékolika skupin a mezi nejzndmé;jsi
zastupce patif flavonoly, katechiny a anthokyany. Vyskytuji
se pfirozené v ovoci, zelenin€, ofechdach a semenech, a tak jsou
nedilnou slozkou lidské potravy. Flavonoidy vykazuji mnoho
pozoruhodnych a pro ¢lovéka zajimavych biologickych dcin-
ka. V prvé fadé funguji jako dcinné antioxidanty a jsou schop-
ny zachytdvat reaktivni radikdly. Mohou vytvéret chelaty
s dvojvaznymi prooxidacné pdsobicimi ionty kovd, zejména
Fe a Cu. Nezanedbatelné jsou také jejich tcinky antibak-

oxidac¢né puisobici flavonoidy ochraiuji krevni lipidy, ze-
jména frakci LDL, pred oxidaci a zabranuji tak vzniku ate-
rosklerézy a trombotickych onemocnéni'. Je prokizano, Ze
dostatecny prijem flavonoidi a ostatnich polyfenold vyvaze-
nou stravou je spojen s niz§im vyskytem onemocnéni srdce
acév.

Z velkého poctu pifrodnich flavonoida se ve vyznamnéj-
$ich koncentracich v pfirodnim materidlu vyskytuje jen néko-
lik. Mezi né patii flavonol kvercetin (obr. 1). Jeho antioxida¢n{
schopnosti jsou diky jeho chemické struktuie mimofddné’ a je
uc¢innéj$im antioxidantem neZ vitaminy C a E. Na druhé strané
je nutno fici, Ze nékteré flavonoidy, a mezi nimi i kvercetin,
vykazuji nejen antioxidacni aktivitu, ale v nékterych piipa-
dech i aktivitu prooxidacni. Podle nejnovéjsich vyzkumi se
zd4, Ze alkylace hydroxyskupiny v poloze 7 zvysuje zachyt
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radikdlt a naopak kvercetin a jeho derivéty s volnymi hydro-
xyskupinami majici v ¢dsti molekuly strukturu pyrokatechi-
nolu a navic s volnou hydroxyskupinou v poloze 3 mohou za
uréitych okolnosti vykazovat prooxida¢ni aktivitu*. Pro za-
blokovani této aktivity by neméla byt posledné zminéna hy-
droxyskupina volnd, jako je tomu napf. u rutinu, jehoz kon-
zumace by tedy byla vyhodnéjsi. Otdzkou také je, kolik vol-
ného kvercetinu zdstdva napf. v krevni plazmé po jeho pfijeti
potravou ¢i ndpoji. Ve studii publikované v posledni dobé
zjistili autofi', Ze po podani kvercetinu jako pidavku do bilého
vina a ovocného, nebo zeleninového dzusu pokusnym osobdm
v ddvce 25 mg na 70 kg vdhy, se maximum obsahu konjugati
kvercetinu objevilo v krevni plazmé jiZ 30 min po poddni,
pricemz podil volného kvercetinu ¢inil cca 20 %. Kvercetin je
v rostlinném materidlu obvykle vdzdn na néktery sacharid
a vytvéii tak glykosidy, které jsou rozpustnéjsi ve vod¢ a sta-
bilngjsi. Volny kvercetin se miiZe vyskytovat v potravindach po
nékterych technologickych udpravéch, jako je naptiklad kon-
zervace v kyselém prostiedi a mikrobidlni postupy”.

Cervené vino je bohatym zdrojem flavonoidi a ostatnich
polyfenolickych ldtek a jejich obsah zdvisi na odriadé révy,
podminkach péstovani révy a technologii vyroby vina. V Cer-
veném viné se vyskytuji zejména anthokyany vytvarejici ty-
pickou barvu vina, katechiny, kvercetin ve volné a glykosidic-
ky vdzané formé a pfibuzny derivdt stilbenu, resveratrol. Pravé
tyto latky jsou z hlediska svych antioxida¢nich schopnosti
hodnoceny jako nejcennéjsi. Alkohol, kterého vino obsahuje
v priméru 12 %, byvd také spojovdn s kladnymi dcinky vina
na lidsky organismus6. VyZiva, kterd je bohatd na pfirodni
antioxidanty, ptsobi piiznivé pii prevenci tzv. civiliza¢nich
chorob jako jsou napt. onemocnéni srdce a cév. Ta jsou jednou
z nejcastéjsich piicin imrti. Umirnénd konzumace vina, ze-
jména Cerveného, je spojovana s poklesem vyskytu onemoc-
néni srdce a cév. Je zfejmé, Ze za tento efekt je odpovédny
souhrn fenolickych latek obsazenych ve viné. Z biologicky
aktivnich flavonoidi ¢erveného vina byly dosud zkoumdny
zejména katechiny a resveratrol, idaji o obsahu kvercetinu ve
viné je méné. Vyzkum fenolickych latek v ¢ervenych vinech
probihd zejména ve stitech s dlouhou tradici vgfroby vina.
U nds byla sledovdna moravskd Cervend vina' ' mén& pak
vina ceské proveniences’1 'a vétinou byl mé&fen obsah resvera-
trolu, u nékterych pak obsah katechinu, epikatechinu a gallové
kyseliny'o. Data o obsahu kvercetinu v ¢eskych a moravskych
vinech chybi zcela.

Obr. 1. Strukturni vzorec kvercetinu
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Experimentalni ¢ast
Material

Vsechna vina pochdzela ze Ctyf vinatskych oblasti morav-
ského regionu a méla jakostni stupné: jakostni, pozdni sbér
a vybér z hroznti. Obsah volného a celkového kvercetinu byl
stanovovdn v 10 vzorcich 5 odrid z roku 2000 a v 13 vzorcich
8 odrdd z roku 2001.

Pouzité chemikadlie

Acetonitril a methanol (LiChrosolv, Merck), trifluorocto-
va kyselina (TFA) a 1-naftyloctovd kyselina (Fluka), SPE
kolonky RP-18 (LiChrolut, Merck), borax a SDS (Sigma),
kyselina boritd, HCl a NaHCO; (Lachema Brno), kyselina
L-askorbovd (Merck), kvercetin (Aldrich).

Piistroje

HPLC: kapalinovy chromatograf HP 1050 (Hewlett-Pa-
ckard, USA), kolona C18, 3 um, 2x150 mm (Luna Phenome-
nex, USA), detektor s diodovym polem (HP 1040, Hewlett-
-Packard, USA). Nastfikovany objem byl 5 pl.

Kapildrni elektroforéza: Spectra Phoresis 2000 (Thermo
Separation Product, Fremont, USA), kfemennd kapildra Celest
FS 75,70 cm x 75 um (Supelco).

Metodika
Stanoveni celkového obsahu kvercetinu ve viné
Smés 2,5 ml vzorku, 12,5 ml methanolu, 5 ml 6 M-HCI,

5 ml redestilované vody a 80 mg kyseliny askorbové byla

Tabulka I
Obsah kvercetinu v ¢ervenych moravskych vinech
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Obr. 2. Typicky elektroforeogram hydrolyzatu ¢erveného vina; / —
vnitini standard, 2 — kvercetin

hydrolyzovdna pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny na vodni{
ldzni pri teploté 90 °C. Po ochlazeni byl hydrolyzét zneutrali-
zovdn 2 g NaHCO; a pfeveden 12,5 ml methanolu a 100 ml
vody do kddinky na 600 ml. Kyselost hydrolyzatu byla upra-
vena roztokem NaHCO; na hodnotu pH 3. Hydrolyzdt byl
doplnén vodou na objem 500 ml a prolit kolonkou (pfedem
kondicionovanou 10 ml methanolu a 10 ml vody) rychlost{
zhruba 15 ml za minutu. Poté byla kolonka promyta 10 ml
vody a susSena 15 minut prochdzejicim vzduchem. Kvercetin
byl z kolonky eluovén 1,4 ml methanolu. K eludtu bylo ptida-
no 0,1 ml roztoku vnitfniho standardu (2 mg.ml™" 1-naftyloc-
tové kyseliny v methanolu). Vzorky byly méfeny na kapildrn{
elektroforéze (obr. 2). Pracovni pufr: 10 mM boraxu, 10 mM
kyseliny borité, 20 mm SDS, 15% (v/v) methanolu, pH 9,2.
Podminky analyzy: 25 °C, 20 kV, detekce analytu pti 270 nm,
hydrodynamicky nastiik 2 s.

Jako analytickd odezva byl bran pomér ploch piki kver-

Vzorek Odrida Jakostni Oblast Producent Obsah kvercetinu [mg.l’l]
stupen 2000 2001
volny celkovy volny  celkovy
1 Zweigeltrebe jakostni velkopavlov. Révovin 5,02 15,79 1,23 4,49
2 Svatovaviinecké jakostn{ velkopavlov. Révovin 4,40 9,60 1,27 4,59
3 Frankovka jakostni velkopavlov. Révovin 3,08 12,00 1,59 5,16
8 Svatovaviinecké pozdni sbér velkopavlov. Baloun n.d.* 2,40 n.d.? 2,73
9 Frankovka vybér z hrozni velkopavlov.  Baloun n.d.? 2,53 n.d.? 1,39
10 Zweigeltrebe jakostni strdznickd Blatel b b 0,25 2,25
11 André jakostni straznickd Blatel b b 0,98 4,90
12 Svatovaviinecké  jakostni straznickd Blatel b b 0,99 6,81
13 Rulandské modré  jakostni straznicka Blatel 5,34 15,18 1,37 6,86
15 Svatovaviinecké vybér z hroznt znojemskd Vin. skl. Lech. n.d.? b 1,17 3,26
16 Frankovka pozdni sbér znojemskd Vin. skl. Lech. n.d.? 1,77 0,98 5,61
17 Rulandské modré  jakostn{ znojemskd Forman 1,30 7,71 b b
18 Frankovka jakostni brnénska Forman 3,95 7,96 1,45 5,29
19 Svatovaviinecké jakostn{ brnénska Forman 1,30 9,32 0,53 2,34

“n.d. — pod mezi detekce, ° vzorek nebylo mozno ziskat
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Tabulka II

Laboratornf pfistroje a postupy

Hodnoty publikovanych obsahil volného a celkového kvercetinu ve vinech

Druh vina Zemé pavodu Kvercetin [mg.1™] Lit.
volny celkovy
Cervené 1990 nestanoveno 4,1-16 2
]?ilé 1990 nestanoveno <0,5 2
(;ervenéa 0,1-15,8 1,2-21,8 15
Cervené ]§ulharsk0 0,7-4,5 2,1-7,7 16
1995, 1997 §panélsko 12,6-43,1° nestanoveno 12
1999 Spanélsko (Kandrské ostr.) 8,45-25,57 nestanoveno 13

2 Dosud nejrozsdhlejii publikovany soubor, ° nejvyssi publikovand hodnota

cetinu a vnitintho standardu. Kvantifikace obsahu byla
provedena kalibraci. VytéZnost kvercetinu z materidlu se
pohybovala pro rizné typy vzorkd v rozmezi 64 az 96 %
a byla stanovena pro kazdy vzorek zvlast metodou stand-
ardniho piidavku. Detekéni limit byl 0,3 mg.1”". Roziifend
nejistota postupu s koeficientem rozsifeni 2 byla odhadnu-
ta z rozboru dil¢ich nejistot jednotlivych krok metody a ¢i-
nila 15 %.

Stanoveni volného kvercetinu

Volny kvercetin byl stanoven pomoci HPLC, vzorek vi-
na byl aplikovén bez jakychkoli dprav. Byla pouzita gradien-
tovd eluce (Mobilni fdze A: 5% acetonitril + 0,15% TFA.
Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,15% TFA, voda do 100 %.
Gradient: 25% B —50% B, 20 min. Priitok: 2 ml.min"". Detekce
pfi 250 nm (zdznam snimdn v rozsahu 190-600 nm). Detekéni
limit 0,1 mg.1™Y).

Vysledky a diskuse

Naméfené obsahy volného a celkového kvercetinu jsou
uvedeny v tabulce 1. Z této tabulky je zfejmé, Ze obsah volného
kvercetinu se u méfeného souboru vzorkd vin pohybuje v roz-
mezi od 0,25 mg.l’1 do 5,34 mg.l’l, obsah celkového kverce-
tinu pak od 1,39 mg.1"! do 15,79 mg.I"". Uvedené hodnoty
mizZeme porovnat s hodnotami publikovanymi v literatufe,
jejichz prehled je uveden v tabulce II. Porovndnim ndami
namétenych hodnot s dosud nejvétsim naméfenym souborem
65 vzorkd vin uvedenym v fddku 3 tabulky IT midzeme fici, Ze
se moravskd vina nachdzeji asi v prvni poloviné hodnot tohoto
souboru a nijak vyznamné nevybocuji z fady. Na druhé strané
jsou zietelné ponékud vyssi hodnoty u Spanélskych vin'>13,
Z hlediska ro¢niku pak mizeme konstatovat, Ze s vyjimkou
dvou vzorkd je u ostatnich hodnot obsahu jak volného tak
celkového kvercetinu zcela patrnd tendence k vyS$$im hodno-
tdm u ro¢niku 2000. Autofi zabyvajici se vlivem slunec¢niho
zafeni na obsah nékterych fenolickych latek v hroznech a ve
ving prokdzali', Ze intenzita slune¢niho zafeni je urcujicim
faktorem pro obsah jak glykosylovaného, tak volného kverce-
tinu. Z ndmi sebranych klimatologickych dat pro vystoupe-
ni na XXVIIth World Congress of Vine and Wine ° vyply-
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vd, Ze rok 2000 byl bohatsi na sluneéni zdfen{ a tento fakt mze
byt tedy jeden z divodl vyssiho obsahu obou forem kverce-
tinu.

Tato studie byla vypracovdna v ramci projektu NAZV QD
1155 ,, Vliv suroviny a technologie zpracovdni na obsah zdra-
votné prospésnych polyfenolickych ldtek v révovych vinech*
a MSM 122200002/2. Autori dékuji ddle RNDr. J. Totuskovi,
CSc., Ing. J. Veverkovi a Ing. J. Balikovi, PhD. za zajisténi
vzorkii mérenych vin.
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E. Dadikova®, N. Vrchotova”, J. Tiska®, and M. Ky-
selakova® (“Department of Chemistry, Faculty of Agriculture,
University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, bInstitute of

Laboratornf pfistroje a postupy

Landscape Ecology, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Ceské Budéjovice, “Department of Postharvest Tech-
nology of Horticultural Products, Faculty of Horticulture,
Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno, Led-
nice): Determination of Free and Conjugated Quercetin in
Moravian Red Wines

Free and conjugated quercetin in Moravian red wines were
determined after acid hydrolysis. The measured concentrati-
ons are in agreement with most published data in the literature.
The comparison of vintage years 2000 and 2001 revealed
increased concentrations of both quercetin types in 2000,
which could be a consequence of a longer sunshine period in
that year.
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