Jiho&eska univerzita v C. Bud&jovicich
Zemé&dg&lska fakulta
katedra aplikované chemie a ugitelstvi chemie

Zaznam

z védecké rozpravy pii obhajobé disertaéni priace Ing. Evy DADAKOVE
dne 22. ¢ervna 2006

V avodu seznamil pfedseda komise prof. Kalag pritomné s jedinou doslou odezvou na

rozeslané autoreferaty disertatni prace: Dr. D. Elhottova z Ustavu piidni biologie AV CR v C.
Bud¢jovicich piizniv€ hodnotila praci a poloZila dotaz na porovnani analytickych postupd
stanoveni flavonoidii kapilarni elektroforézou a HPLC. Tato problematika byla podrobné
zodpovézena v pfedchozich odpovédich doktorandky oponentovi doc. Klejdusovi.

Zapsal: doc. J. Spitka

Vlastni rozprava:

prof. Kalag: jsou v literatufe k dispozici udaje o biologické vyuZitelnosti kvercetinu a
rutinu z potravy ?

Odpovéd: tyto udaje jsou zatim jen ojedindlé a lidi se. Je uvadéna velmi nizka
vyuZitelnost, ale jiné daje uvad€ji uspokojivou. Shoda je vtom, Ze zbiologickych
materidlli (ovoce a zeleniny) je vyuZitelnost vyS§i nez z&istych preparati ve formd
potravnich doplikd.

Reakce prof. Kalace: ano, to je vsouladu se zjisténimi u &etnych dalich biologicky
vyznamnych latek.

prof. Kala¢: existuje vysvétleni, pro¢ je pravé v pohance tak vysoky obsah rutinu ?
Odpoveéd: S vysvétlenim jsem se v literatufe nesetkala.
Rovnéz ¢lenové komise tuto zaleZitost nedokazali vysvétlit.

prof. Kuban: jaké jsou moZnosti identifikace daldich latek, které se objevuji
v elektroforetickém zaznamu?

Odpovéd: k tomuto ucelu by bylo vyhodné vyuZiti metod MS. V soudasnosti probiha
spoluprace s pracovistém AV CR, které je vybaveno pfistrojem LC/MS.

doc. Klejdus: bylo by mozné vyuZit pro identifikaci latek jejich UV/VIS spektra?
Odpoved’: kvalitativni informa¢ni hodnota t&chto spekter je pomé&me mala a jejich vyuziti
v oblasti identifikace latek je jen velmi omezené.

doc. Safatik: jaké jsou mozné pfi€iny rozdili v obsahu sledovanych flavonoidi ve
svétlém a tmavém pivu?

Odpoved’: mozna pti¢ina miZe byt hledana v odli§nostech v technologickém postupu pti
vyrobé€, naptiklad pfi pfipravé sladu.

V nasledné Zivé diskusi zminil doc Klejdus pokusy o vyrobu piva z pohanky a zajimavou
mozZnost vyuZiti takového napoje jako zdroje rutinu.
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VzorKkovani rostlinného materialu

VSechny vzorky proly procesem zmraZeni pii -16°C , potom v rozmezi 2 aZ 4 tydni byly
lyofilizovéany za popsanych podminek, bezprostiedn po lyofilizaci homogenizovany a az do
analyzy uchovavéany v uzavienych vzorkovnicich pfi -16°C (naméfena teplota v pouZitém
mrazicim boxu). Rozdil zhruba 2 tydni podle mého nazoru by nemél mit vyrazny vliv na
obsah flavonoidu.

Presny popis analyzovaného ovoce a zeleniny

Soubor ovoce a zeleniny byl sestaven tak, aby predstavoval bé#né konzumované druhy.
Vysledky by mély laickému spotiebiteli dat piedstavu o obsahu kvercetinu.

Informace o odrid¢ prodavaného ovoce a zeleniny Sasto v obchod chybéla a snaha ziskat
tento udaj nardZela na hrubé nepochopeni ze strany zaméstnanci prodejny (,,Vy jste

z Obchodni inspekce? Ale to musite dat predem vedeét!«),

Odrtda a péstitelské podminky maji na obsah flavonoidi vliv. Obsah fenolickych latek b&hem
zrani se méni, obsah n&kterych (katechiny) béhem zrani klesd, u jinych se obsah b&hem
dozravani zvysuje (anthokyany,). U flavonold je obsah v ramci Jednoho plodu nerovnomémy
(vice ve slupce, smérem do stfedu plodu se obsah snizuje, Davidek, 1983). -

Souhlasim s tim, Ze ovoce a zelenina z obchodni sité nebyvé vzdy v nejlepsim stavu, ale je to
zejména pro méstského Elovéka vyhradni zpiisob ziskani téchto potravin.

Analyza obsahu kvercetinu v jednotlivych suknicich cibule
Myslim, Ze nerovnomérné rozloZeni obsahu kvercetinu je pro cibuli typické, zavéry potvrzuji
jiZ dfive publikované tidaje (Patil a Pike, 1995).

Statistické hodnoceni dat
Pro statistické hodnoceni jsem pouZila nastroje programu MS Excel jako nejbéznéjsi dostupny
nastroj. Program Statistica b&Zné nepouzivam a nemam s nim zkuSenosti.

Volba délky extrakce u pohanky
Stejnd doba extrakce (60 minut) byla zvolena z divodit zjednoduseni metody pro vSechny

typy vzorkii pohanky. Pokles obsahu rutinu v nazkich pii extrakei trvajici 60 minut je velmi
nizky, zhruba 1% (viz obr. 12, str. 63).

Stabilitni studie

Meze na grafech 22 a 23 predstavuji hranice 26 a 36 (o = kombinovana nejistota odhadnuta
rozborem dil&ich nejistot).



Kuchyiiské iipravy ovoce

Pro tuto studii byly jako modelovy material vybrany plodu bezu &erného (bezinky). D4 se
pfedpokladat, Ze ostatni ovoce se bude pfi kuchytiskych tpravach chovat podobng.
Kapitola 6.2.5. se tyk4 kvétu bezu &erného.

Obsah celkového kvercetinu v kiidlatce

vzorky tii druht k¥idlatky byly odebrany v okoli Ceského Krumlova, vzorky pofizoval
kolektiv analytické laboratote Ustavu systémové biologie a ekologie. Nizky obsah celkového
kvercetinu v kiidlatce Eeské je ziejmé& druhovym znakem.
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Zastoupeni flavonoidii v erném a zeleném ¢aji

Zeleny ¢aj obsahuje hlavné katechiny (epikatechingallt, epigallokatechingallat), piiblizné
20% v susin€. B&hem fermentace dochéazi k enzymové oxidaci piisobenim polyfenoloxidasy a
peroxidasy. Obsah katechind klesa na asi 3%. Tvofi se teaflavin (dimer) a tearubigin.
(Davidek, 1983). Pojem ,,teasinensin® se mi nepodafilo najit.

Struéné srovnani parametri metod HPLC a CZE
Ob¢ metody se hodi pro analyzu smési latek podobnych vlastnosti, protoZe maji vysokou
rozliSovaci schopnost, u obou technik je mozné propojeni s hmotnostnim spektrometrem.

CZE umoziiuje obvykle krat$i dobu analyzy, ma velmi nizkou spotiebu rozpoustédel. Na
druhé strang vyZaduje prediipravu elektricky vodivych vzorkd pred analyzou. Zvl4stni
pozornost je tfeba vénovat stavu kapildry, na kterém zavisi kvalita d&liciho procesu.

U HPLC je nékladn&jsi provoz (v&tsi spotieba velmi Cistych rozpoustédel, drazsi kolony).
Metoda pouZiva vétsi objem nastiku (fadove pl oproti nl u CZE), z &ehoZ vyplyva i moZnost
dosaZeni vyssi citlivosti. Je to roz§ifen¢j$i metoda.

Pokles obsahu celkového kvercetinu béhem skladovani

Béhem dlouhodobého skladovani se glykosidy kvercetinu mohou rozpadat a uvoltiovat volny
kvercetin. Kvercetin miize byt oxidovan na chinony a tim muZe klesat obsah celkového
kvercetinu. Biosyntézu kvercetinu béhem skladovani nepfedpokladam.

Anthokyany jsou ve srovnani s ostatnimi skupinami flavonoidt méné stabilni, takZe pokles
jejich koncentrace je pravdépodobny.

Nirist koncentrace kvercetinu b&hem peceni (Lombard, 2005)

Autofi v této praci konstatovali nartist obsahu glukosidii kvercetinu v priib&hu pecent a
smazeni cibule. Mechanismus syntézy kvercetinu se zda pfilis sloZity na to, aby dochazelo
k pomérné vysokému pfirtistku (25%) behem peeni nebo smazeni.

Tendence v meziodridovych a meziroénich rozdilech v obsahu kvercetinu v cibuli
Vzhledem k tomu, z¢'vzorky cibule pouzité pro stanoveni obsahu celkového kvercetinu
v letech 2001 a 2002 nebyla shodna odrtida, netroufém si z vysledkil vyvozovat zddné zavéry.

Pokles obsahu rutinu p¥i suSeni
Nejvetsi ubytek obsahu rutinu pfi sugeni kvétenstvi bezu Cerného byl pozorovan pti suseni p¥i
50°C. Pii sudeni zfejmé& dochazi k rozpadu glykosidu a uvolnéni kvercetinu. Jeho obsah viak

vzhledem k obsahu rutinu bude nizky. Volny kvercetin viak mtze podléhat dal§im reakcim,
napf. oxidaci.
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Obsah flavonoidi v ¥asich a houbach.

Informaci jsem nalezla v knize : Kindl H., Wober B.: Biochemie rostlin, str. 289, 1981.
Uznavam, Ze zdroj informace je ponékud starsi. Nicméné pfitomnosti flavonoidd v fasach a
houbéch jsem déle nevénovala pozornost, protoZe nebyly pfedmétem mého zkoumani.

étépem’ glukosidické vazby pomoci enzymi

Glukosidasy katalyzuji §t&peni glukosidt (glykosidii majicim jako cukernou slozku glukosu)
riznych typl. Mezi nimi jsou dtleZité B-glukosidasy. Tyto enzymy jsou substratové
specifické, idastni se mnoha biochemickych pochodii v rostling. Napiiklad §t€pi latky, které
Jsou zdsobnimi glykosidickymi formami latek obranného systému (kyanogenni glykosidy
St€pi enzym emulsin a uvoliiuje se kyanovodik, glukosinol4ty Stépi myrosinasa).
Glukosidasy jsou odpovédné za hydrolyzu konjugati flavonoidi.

Str. 28

Omlouvam se za neobratnou formulaci. Véta méla postihnout rizné instrumentalni moZnosti
provadeéni extrakce. Ziejmé lépe by bylo vyjadfent: ...extrakce mize byt provedena bud’

v Soxhletové extraktoru, nebo ve varné batice pod zpétnym chladi¢em, pfipadné za pomoci
ultrazvuku.

Vliv teploty na $tépeni glukosidické vazby
Se vzristajici teplotou bude rychlost reakce rist, po dosazeni teplotniho optima enzymu bude
rychlost klesat aZ k denaturaci enzymu.

SFE

Principem superkritické fluidni extrakce Je extrakce materialu pomoci kapalného CO,.
Piedstavuje velmi Setrny zptisob extrakce pfirodnich latek (nizka teplota). Nevyhodou je
naro¢né technické vybaveni, ve srovnani s napi. extrakei v Soxhletové extraktoru.

PouZiti 50% methanolu jako extrakéniho ¢inidla

Metodika vychazi z d¥ive publikovanych praci (Hertog, Kreft), ve kterych je pouZivana
koncentrace alkoholu 50, resp. 60%. Koncentrace rozpoustédla nebyla optimalizovana.
Rozpustnost rutinu v riiznych vodné-methanolickych roztocich nebyla testovéana. Pro 50%
methanol je rozpustnost 0,4% a tedy pfedpokladam plnou rozpustnost v rdmci pracovniho
rozsahu. P¥ipadn4 nedostatedns rozpustnost rutinu by se projevila pti vyhodnoceni
standardniho piidavku.



Pokles obsahu rutinu p¥Fi delSich extrakénich &asech
Pokles je vzhledem k celkovému obsahu rutinu maly. Rozklad rutinu pfi del§ich extrakénich
Casech je moZny. Pfipadny ubytek analytu je korigovén pomoci standardniho pfidavku.

Testované typy SPE kolon

Uvedené typy SPE kolon byly pracovisti k dispozici. V ramei experimentu bylo se viemi
kolonkami zachazeno stejnym zptsobem. »Chemicky modifikovana oktadecylova faze* je
chybny termin. Tyto kolonky nemaji zakotveny fetézec C18, ale krat3i, pravdépodobng C3.

Typ interakce na vytypovanych sorbentech

Na sorbentech typii NH2, CN a Si nedochazelo k zachycent sledovanych latek. Pro kolonky
RP-18 je typicka nepolarni interakce. Analyty jsou sorbovény z kyselého roztoku, v kterém je
potlacena disociace fenolickych skupin.

Testovani kolonek STRATA-X

Extrakce kvercetinu ze vzorku pro pouiti kolon Strata byla provedena stejnym zptsobem
jako u kolonek RP-18. Roztok aplikovany na kolonky Strata mé] stejné parametry (pH, obsah
methanolu, objem).

Kolonky Strata pouZivaji jako sorbent povrchové modifikovany styren-divinylbenzenovy
polymer. Uvadéné mechanismy retence zahrnuji hydrofobni a aromatické interakce a H-
mistky (podle aplikaéniho listu firmy Phenomenex).

Vyrobee uvadi u kolonek Strata znatnou robustnost ve vztahu k hodnotim pH, obsahu
rozpoustédel a dekondicionaci.
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Vyhovél (a) Nevyhovél(a)

Komise:
- JMENO .~ PODPIS
 Pfedseda: prof. Ing. Pavel Kala&, CSc., ZF JU v Cesk_ﬁch Budg¢jovicich I W ~ &sfhﬁ_{;,\

[ . . . ] o

_Clenové: doc. Ing. Vladislav Curn, Ph.D., ZF JU v C. Budgjovicich (oponent) . '“/ —
‘__dgc; Mgr. Bofivoj Klejdus, Ph.D., UCHB AF MZLU (oponent) _\ ¢
prof. RNDr. Vlastimil Kubaii, DrSc., MZLU Brno

prof. Ing. Jaromir Lachman, CSc., CZU Praha (oponent)
doc. Ing. Ivo Safafik, DrSc., USBE AV CR ) |
doc. Ing. Jifi Spitka, CSc., ZF JU v Ceskych Bud&jovicich

Skolitel: |doc. Ing. Martin K¥iZek, CSc., ZF JU v Ceskych Bud&jovicich

V Ceskych Budgjovicich dne 22.6.2006
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