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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméiena na optimalizaci HPLC metod pro stanoveni
fenolickych latek a vitaminu C ve vzorcich rakytniku fesetldkového. Stanoveni bylo v obou
ptipadech provedeno v systémech s obracenymi fazemi, ale byly vyuzity rtizné analytické
kolony. Dale byly optimalizovany spektrofotometrické metody pro stanoveni antioxida¢ni
kapacity a celkového obsahu fenolickych latek. Zavérem byly vSechny extrakty ptipravené
zraznych  vzorkli  obsahujici  rakytnik  proméfeny  vSemi  optimalizovanymi

chromatografickymi a spektrofotometrickymi metodami.
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TITLE

Analysis of selected biologically active compounds in sea buckthorn

ANNOTATION

This thesis is focused on the optimization of HPLC methods for the determination of
phenolic substances and vitamin C in sea buckthorn samples. The determination was carried
out in both cases in reversed-phase systems, but different analytical columns were used.
Furthermore, spectrophotometric methods were optimized for the determination of
antioxidant activity and the summary of the content of phenolic substances. In conclusion, all
extracts prepared from different samples containing sea buckthorn were measured by all

optimized chromatographic and spectrophotometric methods.
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UvVOD

Rakytnik teSetlakovy (z latinského Hippophae Rhamnoides patiici do celedi
Eleagnaceae) pochazi z velké Casti z Asie, kde je rozsSifen od pobiezi az po horské oblasti
a smérem do severozapadni Evropy. Plody druhu Hippophae jsou nazyvany také jako ovoce
tfeti generace'. Tato rostlina s viestrannymi vlastnostmi byla pouZivana jiz od starovéku
predevsim v tradi¢ni medicin€é a dodnes je v kazdodennim Zzivoté Siroce vyuzivana k vyrobé
potravin a krmiv. Jeho chutové a nutriéni vlastnosti dé€laji z rakytniku spolecné s jeho
léCivymi ucinky také velmi cennou rostlinu pro fadu dalSich pouziti, vcetné 1éCiv ¢i
kosmetickych produktii®. Rakytnik fesetlakovy je dekorativni trnity opadavy kef, odolny viici
chladu a suchu, a tim se fadi mezi vhodné rostliny pro rekultivaci pidy, diky své energické
vegetativni reprodukci a velmi silnému komplexnimu kofenovému systému se schopnosti
vazat dusik®. Tento ket nebo stromek schopny dosahnout vyiky az 10 metrii ma kopinaté
carkovité listy, stiibfité na rubu a Sedozelené na strané licové. Jeho plody jsou kulovité,
stopkaté Servenooranzové bobule*. Prakticky viechny &asti rakytniku, bobule, listy i oleje
z duziny a semen, jsou bohatym zdrojem riiznych Zivin a bioaktivnich latek. Jedna se zejména
o pfirodni antioxidanty, jako je kyselina askorbova (vitamin C), karotenoidy ¢i flavonoidy.
Dale jsou obsazeny bilkoviny, fada vitamint, lipidy (z nichz se pfevazné jedna o nenasycené
mastné kyseliny), mineralni latky, cukry, organické kyseliny nebo fytosteroly’. S timto
vyjimeénym chemickym sloZzenim ma Sirokou Skalu pozitivnich fyziologickych, biologickych
a lécivych ucinkd. Mezi né se fadi ucinky antioxidacni, kardioprotektivni, antiaterogenni,
antivirové a antibakteridlni, imunomodulacni, protirakovinné, antiradiacni, protizanétlivé,
antidiabetické ¢i dermatologické. Mimo to ma také hojivy uinek na akutni a chronické
rany!. VSechny tyto piiznivé G¢inky ukazuji obrovsky potencial plodii rakytniku

fesetlakového jako potravinového zdroje®.

-13 -



1 TEORETICKA CAST

1.1 Historie vyuziti rakytniku fesetldkového

Nazev této zazracné 1&Civé rostliny je odvozen ze dvou feckych slov, a sice Hippos, coz
znamena kin, a Phdo s vyznamem zafrici. Jiz po staleti byl rakytnik, diky svym vSestrannym
vlastnostem, vyuzivan v kazdodennim zivoté ke spousté ucelim. Bohatou historii ma
pfedev§im v oblasti pfirodni mediciny. Jiz kolem roku 900 naseho letopoctu byl rakytnik
vyuzivan jako 1é¢ivy prostiedek v Tibetu’. Zminky o tom byly nalezeny v tibetské 1ékatské
klasice rGyud Bzi®. Pro ty stejné tcely je v tradiéni ¢inské medicing pouzivan vice nez 1000
let, jiz od dynastie Tang’. S pé&stovanim plodii rakytniku pro komeréni vyuziti vak pfisla
Cina pozdgji. V 80. letech minulého stoleti zatala vytvaiet plantaZe a zabyvat se vyzkumem
této rostliny. Déle bylo zalozeno az 150 zpracovatelskych zdvoda vyrabé&jicich obrovské
mnozstvi rakytnikovych produkti.

V Recku byly prvni zminky o rakytniku objeveny ve starovékych feckych spisech od
ucencii Theophrasta a Dioscorida. Tam zacali jednotlivé ¢asti rostliny pouzivat k mnoha
ucelim. Listy a vyhonky pfedstavovaly predev§im krmivo pro zvifata, coz vedlo k lepsi
kvalité jejich srsti, kterd byla jasn¢j$i a jiz na pohled zdravéjsi, a zéroven dochazelo
k rychlému nartstu té€lesné hmotnosti.

V Rusku mél uplatnéni v 1é€bé gastrointestinalniho onemocnéni, koznich onemocnéni,
hepatitidy, astmatu a v prevenci revmatismu. Prvnim podnikem uréenym pro vyvoj
rakytnikovych produktl, pfedevS§im pro potieby ruskych kosmonauti, byla tovarna v Bisku.
Produkty byly vyuZivany kosmonauty ptedevSim ve stravé nebo jako krém chranici pred
kosmickym zafenim. Ve sttedni Asii a Evropé€ lidé vyuzivali prakticky vSechny casti rostliny,
plody, listy, ktiru ¢i kofeny, a to pfedevSim v potravinafstvi a farmaceutickém odvétvi a jako
doplng&k stravy”8.

V severni Americe byl pro svij atraktivni vzhled znamy a vyuZivany pouze jako

okrasny kef, aviak nyni je tam pro své nutriéni a 1é¢ivé hodnoty také zkoumén a pozorovan®?’.

1.2 Botanicky popis
Taxonomicky systém rakytniku feSetldkového, jinym jménem také rakytniku
uzkolistého je nasledujici: Rakytnik spada do fiSe Plantae (rostliny), oddéleni Mangoliophyta

neboli rostliny krytosemenné, déale do tfidy Rosopsida (vyssi dvoudé€lozné rostliny), fadu
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Rosales (riizotvaré), Celedi Elaegnaceae, jinym nazvem hlosovité a konkrétné patii do rodu
Hippophae'®.

Rod Hippophae je velmi rozsifen od severni Evropy az do celé Asie vCetn¢ Himalaji.
Tento rod ma jiz Sest druhii (tabulka 1) a dohromady deset poddruhti, pficemz nejzndmé;jsi
druh Hippophae rhamnoides ma rozsah svého rozsifeni po celé Evropé i Asii'!. Tento druh
se dale deli na 8 poddruhil a sice Hippophae rhamnoides carpatica (Rumunsko a okoli),
fluviatilis (Sttedni Evropa), caucasica (Kavkaz), mongolica (Mongolsko, Rusko), sinensis
(Cina), rhamnoides (Pobalti, Severni Evropa), turcestanica (Indie, Turkmenistan a okoli)
a yunnanensis (Tibet). Zbylych pét druhii je oznaeno Hippophae gyantsensis, ktery je
rozsifen v Tibetu, H. goniocarpa z oblasti Ciny, pii¢emZ tento druh mé i jeden poddruh
litangensis, nebo H. tibetana. Ctvrtym druhem je H. salicifolia a poslednim H. neurocarpa
s jednim poddruhem, a sice stellatopilosa. VSech téchto pét druhil je rozsifeno v asijskych
zemich. Diky kiizeni mezi jednotlivymi poddruhy vzniklo také pomérné velké mnozstvi

odrtid s odlisnymi vlastnostmi'? 13,

Tabulka 1: Charakteristické znaky jednotlivych druhi rakytniku'*

Druh

Hippophae rhamnoides Velikost kete/stromu  Kef; 2 -5m

Listy

Semena

Nadmoiska vyska

Supiny spodniho povrchu listu bez chloupki
Vejcita, ovalna elipticka a protahla, svétle az
tmav¢ hnéda

2000 m

Ovoce Oranzové nebo mirné nacervenalé, kulovité,
vejcité nebo elipsoidni, aromatické
Kdura Hruba, hnéda nebo ¢erna, Sedozelena koruna
Hippophae tibetana Velikost kefe/stromu  Kef; 0,2 - 0,6 m
Listy Alternativni a protilehlé, hlavné ve skupinach
po tfech
Semena Elipticka, matné bila

Nadmoiska vyska
Ovoce

Kira
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5200 m
Plody, obvykle 15—-21 g

Starsi stonky, tmavé Sedé



Tabulka 1: Charakteristické znaky jednotlivych druhi rakytniku'

Hippophae gyantsensis

Hippophae salicifolia

Hippophae neurocarpa

Hippophae litangensis

Velikost kefe/stromu
Listy

Semena

Nadmoiska vyska
Ovoce

Kira

Velikost kefe/stromu
Listy

Semena

Nadmoiska vyska

Ovoce

Kira
Velikost kefe/stromu
Listy

Semena

Nadmoiska vyska

Ovoce

Kira
Velikost kefe/stromu

Listy

Semena
Nadmoiska vyska

Ovoce

Kira
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Ker; 0,2 -0,6 m

Uzké, s bélavym tonem ve spodni ¢asti

Zplostela, elipsoidni
3500 — 5000 m
Elipticky

Vétve hnédé nebo nasedlé

Strom; 4 — 10 m

Vrbové listy

Siroce elipsoidni az vejcita, rovna

1500 — 3200 m

Kulovité, oranzové zluté az zelenohnédé, bez

ryh
Kura neni bila

Ker; 0,6 —3,5m

Okraj plochy a mladé vétve jsou hladké

Valcova, prohnuta, podélné vroubena,

4 — 6 mm
3400 — 4400 m
Hnédé, zakiivené a

neSt’avnaté

valcovité,

témer

Listnaty, hibet vychyleny, stihly, nevétveny

Ket nebo maly strom

Alternativni,

listova cepel

linearni,

bila

Supinata, abaxialn€ chlupatd, okraj toceny

Podéln¢€ ryhovana, rovna

3700 m

Zluté nebo Cervené, valcovité, s 5 — 7 malymi

htebeny, 6 — 8 mm

Mladé vyhonky chlupaté, postranni trny

nevétvené



1.3 Bioaktivni a vyzivové latky v rakytniku feSetlakovém

Vsechny ¢asti rakytniku, bobule, listy 1 kara (obrazek 1), obsahuji velké mnoZzstvi
mineralnich latek, vitaminti, aminokyselin, mastnych kyselin, flavonoida, rostlinnych sterola
a karotenoidnich pigmentl. Diky tomuto unikdtnimu slozeni bioaktivnich latek se fadi mezi
tzv. superpotravinu a je stale vice péstovan na riiznych mistech po celém svét&®. Tyto vysoké
obsahy biochemickych ucinnych latek a celkové chemické slozeni rakytniku jsou poté velmi

prospésné pro zdravi'>.

Obrizek 1: Hippophae rhamnoides — bobule, listy, vétvicka!®

Bobule rakytniku jsou velmi vyzivné, av§ak nedoporucuji se syrové, kvuli jejich velké
kyselosti a sviravosti. To lze nejlépe potlacit smichanim $tavy se S$tavou sladsi, tedy
napt. hroznovou ¢&i jable¢nou?. Nutriéni a chemické sloZeni bobuli (tabulka 2) se znacné lisi
v zé&vislosti na poddruhu, ptivodu, klimatickych podminkach, velikosti, doby sklizn¢ a také
metodach zpracovani. Je potvrzeno, ze diky obrovskému mnozstvi vitamint, se praveé plody
rakytniku fadi mezi nejvyzivnéjsi plody viech znamych rostlin>>. Nachazi se zde vitaminy A,
C, D, E, Ka vitaminy skupiny B (B1, B2 a B6), pficemz nejvice znich je obsaZeno
vitaminu C. Obsah vitaminu C v bobulich rakytniku je udavan dokonce jako 14x vétsi
ve srovnani s pomeran¢i nebo citrony. Mimo to jsou plody bohaté¢ na rtzné esencidlni
aminokyseliny a bilkoviny, jsou dobrym zdrojem mineralnich prvki, pfedevSim drasliku, dale

pak Zeleza, vapniku nebo fosforu™ !’

-17 -



Tabulka 2: Celkové obsahy latek v bobulich rakytniku fesetldkového!®

Atribut g/kg Cerstvé hmotnosti
Vlhkost (%) 53-86
Celkové sacharidy 291
Celkem olej 20-105
Hruby protein 11-31
Hruba vlaknina 47,1
Popel 3-18
Vitamin C 0,25-30
Vitamin E 0,03-0,21
Vitamin K 1.10-2.30
Flavonoidy 1,68-10,0
Fytosteroly 13-20
Celkové karotenoidy 0,01-0,40

Velké mnozstvi bioaktivnich latek a zivin jako jsou bilkoviny, mineralni latky (K, Ca,
Mg), katechiny, vitaminy skupiny B (nejvice B6), esterifikované steroly, triterpenoly
a isoprenoly, je obsaZzeno i v listech> 1°. 1 pres to je pievaznd &ast listi po sklizni bobuli
nevyuzita a je brana jako zemédélsky odpad. Bylo také védecky dokéazano, e Cerstvé listy
rakytniku jsou bohatym zdrojem chlorofylu (98,8 mg/100 g), ktery je ukazatelem kvality
zelené zeleniny”.

Vétvicky jsou rovnéZ vétSinou vyhazovany a povazovany za odpad, i kdyZ by mohly
slouzit jako pomémé cenny zdroj bilkovin, sacharidii, mastnych kyselin a dalgich Zivin'®.
Mimo to mé extrakt z vétvicek vlastnost ménit antikoagulaéni vlastnosti lidské plazmy,
to znamen4, Ze je schopen prodlouzit dobu srazeni'. Diky tomu by se dalo fict, Ze extrakty
z vétviCek a listd rakytniku feSetldkového by bylo moZzné vyuZit jako netoxické zdroje

prosp&snych latek vhodné napt. pro kosmetické produkty ¢i doplitky stravy!.
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1.3.1 Hydrofilni antioxidanty

Kyselina askorbova

Tato mikrozivina zvana také vitamin C (obrazek 2) ma v rakytniku dulezité postaveni
diky svému velkému mnozstvi, které je v rozmezi 1,4 — 30,0 g/kg. Toto velké mnozstvi
vitaminu C je konkrétn¢ udadvano pétkrat az stokrat vyssi oproti ostatnim druhtim ovoce
a zeleniny, a navic je obsazen prakticky v celé rostling, tedy v semenech (1,5 g/kg), ve stave
z bobuli (11,6 — 13,0 g/kg) i v listech (az 3,7 g/kg)'®.

Jsou zde faktory, které ovliviluji mnozstvi obsazené¢ho vitaminu C v jednotlivych
¢astech rakytniku. Jednd se predevSim o plvod, zemépisnou polohu rlstu, odliSnou dobu
sklizng a s tim souvisejici nasledné zpracovani. Jelikoz v bobulich neni obsaZen enzym, ktery
katalyzuje oxidaci kyseliny L-askorbové na kyselinu L-dehydroaskorbovou s rozkladem na
neaktivni slouceniny, tak je v susenych bobulich a vyslednych produktech vitamin C velmi
dobie zachovan. K hlavni ztraté vitaminu C vSak dochazi pfi zpracovani $tav vlivem
aerobnich a anaerobnich chemickych pochodi. Dobrou stabilitu 1 vysokou retenci vitaminu C
pii odstaviiovani a nasledném zpracovani vykazovala rakytnikova §t'ava ve chvili, kdy doslo
ke kratkodobému zahtati, avSak pfi dlouhodobém skladovani za vyssich teplot (kolem 40 °C)
se mnozstvi vitaminu v bobulich snizilo az o polovinu. Pfi kratkodobém skladovani (3 — 14
dni) pfi teploté 5 °C se obsah vitaminu C téméf neménil nebo byl snizen maximalné o 10 %.
Pti teploté okoli, tedy 25 °C, bylo zjisténo, Ze se po 7 dnech mnoZzstvi kyseliny askorbové
snizilo az 0o 20 %. Uplné nejlepsi stabilita byla studiemi potvrzena za dlouhodobého
skladovani (6 — 13 mésici) pii teplot¢ -20 °C. V téchto piipadech nebyly pozorovany

prakticky zadné zmény'® 22,

Obrazek 2: Kyselina askorbova (vitamin C)
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Fenolicke latky

Fenolické latky jsou sekundarni metabolity vyhradné rostlinného charakteru, které jsou
v rakytniku obsazeny ve vsech jeho ¢astech — v plodech, listech i vétvickach. DéEli se na tfi
zakladni podskupiny — flavonoidy, fenolické kyseliny a hydrolyzovatelné taniny. Pievazné

diky nim m4 pravé rakytnik mnohé antioxida¢ni a bioaktivni vlastnosti'®.

vvvvvv

v rakytniku. Jejich koncentrace v plodech je né€kolikandsobné¢ vyssi ve srovnani s koncentraci
v jinych rostlinach, ve kterych je vysoky obsah flavonoidii udavan, kdy se konkrétné jedna
napf. o tfeSenl rohovitou, hloh, ostruzinu evropskou divoce péstovanou ¢i psi razi. Vyjimkou
je ptaci tieSen, ktera obsah flavonoidii v rakytniku jesté prevysuje®®. Flavonoidy se dile déli

na dalsi skupiny, pfi¢emz nejobsédhlejsi je skupina flavonolli mezi které patii kvercetin,

vvvvvv

0 a kvercetinu**. Pravé flavonoly se v piirodnich matricich

poté glykosidy isorhamnetinu?
ptevazné vyskytuji v glykosylovanych formach. Na pfislusny aglykon mutze byt navazana
jedna ¢i vice riznych cukernych jednotek. VéEtSinou se jednd o glukozu, galaktozu €i rutindzu,
v nékterych ptipadech pak o xylézu, rhamnoézu ¢i arabindzu. Bobule jsou konkrétné velkym
zdrojem flavonoidnich glykosidd (rutinosid, glukosid, sorforosid-rhamnosid v riznych
formach) a vSech ¢tyt jiz zminénych aglykonl. Az 15krat vysSi koncentrace flavonoidnich
glykosidi je proti bobulim v listech rakytniku. Mezi zde nejvice obsazené flavonoidy byly
zatazeny rutin, kvercetin, kaempferol a rizné formy galaktosidu a glukosidu. Vyznamné
mnozstvi flavonoidnich glykosidii je mozné najit také v semenech rostliny'®. Uvadi se, Ze Ize
v extraktech dosdhnout zvySeni mnozstvi aglykont, a sice pomoci kysel¢ hydrolyzy pouzité
pii extrakei.

Obsah flavonoll je v bobulich zavisly na jejich velikosti, zralosti, kultivaru, klimatu
a lokalité péstovani'®. Je zndmo, Ze i v ptipadé listii hraji tyto faktory diileZitou roli, pii¢emz
zasadni je mimo to také poloha listli na rostling.

Tyto vSechny obsazené fenolické latky maji poté pro lidské télo antioxidacni funkci,
jsou mikrobidlné aktivni k vybranym patogennim mikroorganismiim a maji vysokou
protizanétlivou a protinadorovou aktivitu?’,

Extrakty z vétvicek maji podobné, ale spiSe niz§i mnozstvi fenolickych latek nez
extrakty z listl. Vyjimku vSak délali dvé slouceniny, a sice katechin a kyselina gallova, ktera

spada do fenolickych kyselin, kdy obsah katechinu byl v extraktu z vétvicek 7krat vyssi nez
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v extraktu z listd a kyseliny gallové asi 1,3krat vyssi oproti extraktu z listd!®. Diky vysoké
koncentraci proanthokyanidintt (PAC), dalsi skupiny rostlinnych fenold, jsou vétvicky
rakytniku povazovany za cenny zdroj latek v oblasti vyzivy a mediciny se slibnou
antimikrobidlni,  antidiabetickou,  protizanétlivou,  antioxidacni,  kardioprotektivni
&i protirakovinnou aktivitou®> 2°, Ve srovnani s extrakty z listd maji vétvicky koncentraci této
konkrétni skupiny fenolfi 83krat vyssi*’.

Fenolické kyseliny jsou dulezitou skupinou organickych kyselin, které jsou zapojené do
imunitniho systému rostlin. V rostlinach se vyskytuji v rtiznych formach, bud’ jako volné nebo
vazané na cukry, jiné kyseliny ¢i jiné molekuly. Celkem bylo v bobulich rakytniku
identifikovano az sedmnéct fenolovych kyselin, avSak volné kyseliny pouze v omezeném
mnozstvi (1,3 — 2,3 %). Nejvice zastoupenou fenolovou kyselinou je kyselina gallova
(obrazek 3), kterd se v bobulich a listech vyskytuje 1 ve volné formé. V plodech rakytniku je
dale vhojné mife obsazena kyselina salicylova (obrazek 4) s obsahem v rozmezi
21 — 47 mg/kg.

HO
OH
OH
Obriazek 3: Kyselina gallova

HO

HG

Obriazek 4: Kyselina salicylova

V mens$im mnozstvi jsou pak v rostliné obsazeny dalsi fenolické kyseliny, jako kyselina
p-kumarovd, o-kumarovd, ferulovd, vanilova a kavova. Metodou GC/MS byly zjistény
vSechny obsazené fenolické kyseliny ve vice druzich rakytniku, jejichZ celkové mnozstvi
se pak dohromady pohybovalo v rozmezi hodnot 3570 + 282 az 4440 + 405 mg/kg suSenych

bobulovin'® 28
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Trisloviny (taniny) jsou déleny na dva druhy: kondenzované a hydrolyzovatelné.
Nejvice se vyskytujici podskupinou hydrolyzovatelnych taninii jsou monomerni typy gallo —
a ellagitanind, mezi néz patii casuarinin, casuarictin, stachyurin, strictinin, isostriktinin nebo
hippophaenin B. Kondenzované taniny uz nejsou pouze monomerni, ale bézn¢ jsou slozeny
alespont ze dvou a vice monomernich katechinovych nebo epikatechinovych jednotek, jinak
nazyvanych prokyanidiny. Druhd skupina je slozena =z jednotek galokatechinovych
¢i epigalokatechinovych a nazyvaji se prodelfinidiny'®.

Nejvyssi mnozstvi kondenzovanych tanintt mé podle studii extrakt ze semen rakytniku.
v extraktu z listli. Vysoké antioxidacni aktivita méfend u extraktu ze semen byla poté pfipsana

pravé kondenzovanému taninu, ktery je ve vysokém mnozstvi obsazen v této ¢asti rostliny?’.

1.3.2 Lipofilni antioxidanty, vitaminy a provitaminy

Karotenoidy

Karotenoidy jsou nejvice obsazeny v plodech rakytniku. Vyskyt jednotlivych
karotenoidii a jejich mnozstvi jsou zavislé na analyzované ¢asti bobule, podminkach
pestovani, klimatickych podminkach, dobé sklizné, genetickém ptivodu nebo metodach
analyzy. V riznych kultivarech rakytniku fesetldkového bylo zjisténo az 41 derivath
karotenoidl, pficemZz mezi hlavni karotenoidy patii P-karoten, zeaxantin, B-kryptoxantin,
lutein, y-karoten a lykopen®® 3% 313233 Dal§i derivaty, jako jsou estery zeaxantinu, luteinu
a B-kryptoxantinu s riznymi mastnymi kyselinami, byly pfitomny v menSim mnoZstvi.
Celkové mnozstvi karotenoidii v bobulich bylo 115 — 185 mg/kg cerstvé hmotnosti,
coz odpovidalo 120 — 1425 mg/kg susiny®’, pti¢emz bylo zjisténo, Ze hodnota z velké miry
zavisi na kultivaru. Napfiklad v odridé Mara z Rumunska byl stanoven obsah karotenoida
pouze 172 mg/kg susiny®*. Mimo plody rakytniku byly karotenoidy nalezeny i v listech
s celkovych obsahem 26,3 mg/100 g susiny'’.

Karotenoidy jsou obsazeny pfevazné v oleji z duziny Cerstvych bobuli, pficemz jejich
mnozstvi se pohybuje v rozmezi hodnot 692 — 3420 mg/kg. Celkem bylo v oleji zjisténo
az 18 karotenoidli, pficemz lutein tvofil 14 % =z celkového mnozstvi karotenoidi
v rakytniku'. Pravé diky vysokému obsahu karotenoidii je rakytnikovy olej cenénym
komer¢nim produktem. Obecné je znamo, ze duZnaté a ovocné oleje jsou nejbohatSim

zdrojem karotenoidd (5 — 10 g/kg oleje).

-22 -



Vitamin E

Vitamin E neboli tokochromanoly se déli na tokoferoly a tokotrienoly. Tyto bioaktivni
latky jsou rozpustné v tucich a maji velky antioxidacni Gcinek a jsou tedy velmi dilezité
v ochran¢ pied oxidacnim stresem organismu. Jejich nedostatek zaptiCinuje postizeni fady
tkani, jako napf. hemolyza nebo defekty ve vyvijejicim se nervovém systému u déti'®.
Vitamin E se vyskytuje celkem v osmi formach, z nichz jsou c¢tyfi tokoferoly a zbylé Ctyfi
tokotrienoly®>. Jednou z té&chto forem je o-tokoferol, ktery se uklada v tukové tkani, stejné
jako dalsi lipofilni slouceniny (vitaminy A, D ¢i karotenoidy), a dale ovliviiuje jeho distribuci
do jinych tkéani a jejich koncentraci v krvi. a-tokoferol je povazovan za biologicky nejvice
Nejcastéji je zabudovavan v tenkém stievé do chylomikront a pfes lymfovod dodavan do
jater, kde je selektivné¢ zabudovan na lipoproteiny s velmi nizkou a lipoproteiny s nizkou
hustotou (VLDL, LDL)*. Tuto formu tokoferolu Ize v malé mite nalézt i ve vétvickach!.

Celkové obsahy tokochromanolt v celé rostliné u dvou métenych druhiti rakytniku byly
56 — 140 mg/kg a 1,5 — 8,1 mg/kg>®. Jejich mnoZstvi v plodech, jak je tedy vidét, je ovlivnéné
odrtdou, déle ptivodem, dobou zrani a obdobim sklizn€. Pfi srovnéni s ostatnimi druhy ovoce
a zeleniny je rakytnik povazovan za bohaty zdroj tokochromanoll, konkrétné prave
a-tokoferolu. Dal$im znacnym zdrojem z ovoce a zeleniny je rajcatovy protlak (50 mg/kg),
mrazeny Spenat (42 mg/kg), zelené lahvové olivy (38 mg/kg), avokado, maliny ¢i ostruZiny.
Jako jesté lepsi zdroj a-tokoferolu oproti rakytniku jsou brana nékterd semena a otfechy, jako
napf. slune¢nicovd seminka (350 mg/kg), mandle (250 mg/kg) nebo liskové ofechy
(150 mg/kg)*’.

Celkovy obsah tokoferoll v oleji pfipraveném z celych bobuli rakytniku feSetlakového
se pohyboval vrozmezi 1014 — 1283 mg/kg, pficemz 62 — 68 % ztoho byly o-tokoferoly
azbylych 32 — 38 % O&-tokoferoly®®. Oleje se lisi slozenim a obsahem volnych
tokochromanolii v zavislosti na ptipravé z rtiznych ¢asti bobuli rakytniku. Studiemi bylo
potvrzeno, Ze bezsemenné &asti bobuli jsou lepsimi zdroji a-tokoferolli oproti sementim'®.

Ani v pfipadé semenného oleje tomu neni jinak a je v ném nejvice ze vSech izomerl
obsazen a-tokoferol. Extrahované mnozstvi tohoto izomeru bylo v oleji ze semen 43 — 53 %
z celkového mnozZstvi tokoferold. I v oleji z duziny je ze vSech izomert tokoferolu obsazen
v nejvétsim mnoZstvi, a to v mnozstvi 74-85 % z celkového mnozstvi tokoferold*®.

Dalsi formu vitaminu E jsou B-tokoferol, ktery ma antioxidacni aktivitu v rozmezi
25 —50 % kapacity a-tokoferolu, v rozmezi 10 — 35 % antioxidaéni kapacity y-tokoferolu

a okolo 30 % kapacity a-tokotrienolu*’.
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Tokoferoly je doporuc¢eno konzumovat zhlediska lidského zdravi predevsim

z ptirodnich zdroji, jako je pravé napt. rakytnik neZ jejich uzivani ve formé syntetické!'®.

1.3.3 Hlavni Ziviny

Sacharidy a jejich derivaty

Sacharidy se tadi mezi hlavni slozky suSiny bobuli, jejich celkovy obsah je
400 — 600 g/kg suSiny. Obsazené polysacharidy jsou piedevsim neSkrobového typu. Jedna
se konkrétn€ o hemicelulozu, celulézu, pektin a hydrokoloidy, které jsou spolecné s ligninem
hlavnimi slozkami vlakniny!'®,

Obsazené monosacharidy uvnitt bobuli rakytniku feSetldkového jsou kolisavé
v pomérné velkém rozmezi (27 — 58 g/kg) a béhem zrani bobuli se obsah obecné zvySuje.
Ve zralych bobulich patfi mezi hlavni obsazené monosacharidy fruktdza, glukoza a xyloza,
v ptipadé¢ disacharidi je pak v malém mnozstvi obsaZena sacharéza (tabulka 3). Tyto
monosacharidy hraji i velkou roli pfi urovani sladkosti rakytnikovych $tav. Obsah glukozy
a fruktozy v rakytnikovych §tavach a dzusech je velmi odlisSny a pohybuje se v rozmezi
0,6 — 24,2 g/100 ml*!'. Prakticky ve viech p¥ipadech, byl obsah glukézy vyrazné vyssi nez
fruktozy (prakticky dvojnasobny). Kromé glukézy a fruktéozy byla detekovan
i ethyl-B-D-glukopyranosid*?. Celkovy obsah i zde zavisi na riiznych faktorech, jako je piivod,
druh, doba sklizné ¢i genetické pozadi rostliny. Napf. v bobulich piivodem z Ruska nebo Ciny
je obsaZena glukoza a fruktdéza az z 90 % celkového obsahu cukrii, zatimco v bobulich
pochézejicich z Finska pouze z cca 60 %. Mimo to je obsah cukrii jiny u kazdého poddruhu,
kdy poddruhem s nejvétSim mnozstvim celkovych cukri ve s$tavé je H. rhamnoides

sinensis'®.

Tabulka 3: Vybrané cukry ve §tavé &i bobulich rakytniku (g/1 &erstvé hmotnosti)*! 43 44
Komponenty H. rhamnoides H. mongolica H. sinensis
Glukoéza 7-21 37-69 39-77
Fruktoza 2-4 12-36 2864
Sacharoza 0,1-1,1 0,7-1,4 0,3-1,8
Xyléza 13-100 ; i
Celkovy cukr 9-25 6094 69-141
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Rakytnik je také diky rtiznému slozeni derivati sacharidli povazovén za zajimavé
nutraceutikum. Plody jsou rovnéz zdrojem cukernych alkoholl, konkrétné mannitolu,
sorbitolu, xylitolu nebo také methyl inositolu*!*.

Obsah vlakniny v bobulich se pohybuje v rozmezi hodnot (60 — 100 g/kg). Timto
vysokym obsahem se vlaknina fadi mezi velmi dilezité a zdravi prospésné slozky v bobulich.
Vlaknina je dle studii rozdélena v plodech rakytniku na neutralni detergentni vlakninu
(160 — 200 g/kg), kyselou detergentni vlakninu (120 — 145 g/kg), dale kysely detergentni
lignin (50 — 70 g/kg), celuldzu (60 — 75 g/kg) a hemiceluldozu (45 — 55 g/kg)*. Pro
ptiklad je primérna hodnota obsazené neutralni detergentni vlakniny v rakytniku srovnatelna
s obsahem v zelenin¢. Kysela detergentni vldknina je pak v obsahu podobné kiwi, vodnimu
melounu ¢&i bortivee®S.

Dalsim polysacharidem je vySe zminény pektin, ktery byl nalezen v duzin€¢ bobuli
v mnozstvi 15 g/kg susiny a také v jejich slupce s obsahem 5 g/kg suSiny.

Krom¢ polysacharidi neSkrobového typu je v rakytniku obsazen také dietni

polysacharid Skrob, ktery je zndmy svou vysokou stravitelnosti v tenkém stfevé cloveka.

V rakytniku ho obsahuji pouze semena, a to v mnozstvi 49 g/kg susiny*’.

Lipidy a mastné kyseliny

Lipidy se vyskytuji prakticky ve vSech €astech plodu rakytniku, nejvice v semenech
(100 — 160 g/kg), poté v duzin€ a ve slupce (cca 20 — 105 g/kg). UsuSené mekké Casti
vybranych poddruhti rakytniku mohou mit obsah lipidi pomérné vyssi (160 — 350 g/kg
susiny)*, v ptipadé n&kterych odriid rakytniku fesetlakového az 440 g/kg suSiny®. JelikoZ
jsou nejvice obsaZeny v semenech a duziné plodi, tak pravé znich se nejcastéji vyrabi
rakytnikovy olej. Zatimco u zralych semen je mozné ziskat 8 — 20 % oleje, z ususené duZiny
je mozné ziskat az 20 — 25 % oleje™®.

Olej ze semen obsahuje v nejvétSim mnozstvi dv€ esencidlni nenasycené mastné
kyseliny, a to kyselinu linolovou (omega-6-mastna kyselina) a kyselinu linolenovou (omega-
3-mastna kyselina), které jsou nezbytné pro lidské zdravi. Podil téchto dvou kyselin
v semenech se pohybuje vrozmezi 3040 % a proto je olej ze semen rakytniku casto
vyhleddvanym zdrojem t&chto kyselin'®.

Rakytnikovy olej z duZiny obsahuje asi 52 % nenasycenych mastnych kyselin (kyselina
palmitoolejova — 29 %, olejova — 18 %, linolova — 4 % a linolenova — 2 %) a zbytek tvori
)

nasycen¢ mastné kyseliny, jako je kyselina palmitova (tabulka 4)°". Vysoky obsah zminéné
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kyseliny palmitoolejové (omega-7 mastné kyselina, obrazek 5) je pro duzinu typicky, avsak
zvelké Casti zavisi na plvodu rostliny. Tato mastnd kyselina vytvari rozsdhlou cast
epidermalnich lipidt v kiizi ¢lovéka, a proto je duzinovy olej Casto vyuzivan v kosmetickych
emulzich’!, protoze hydratuje pokozku a dodava ji pfirozenou pruznost, takze redukuje tvorbu
vrasek'®. Dale je vhodny pfi mistnich aplikacich na hojeni ran, opruzenin, zanétd a dal3ich
koznich zmén, jako jsou popaleniny nebo dokonce dermatitida zpiisobena ozafenim’!.
Kyselina palmitoolejova je piizniva k epitelialnim tkanim vcetné dychacich ¢i travicich
organt, zenskych genitalii a vnitiku oka (syndrom suchého oka). Napomaha i k prevenci
a pripadné 1écbe zaludecnich viedd. Dale zabranuje inzulinové rezistenci spojené s obezitou
azvySuje hladinu HDL cholesterolu pii soufasném snizeni hladiny LDL cholesterolu’?.
Studiemi bylo dokazéano, Ze rakytnikovy olej je schopny zlepsit u Zen integritu vaginalniho

epitelu po menopauze>’.

HO
W

Obrazek 5: Kyselina palmitoolejova

Tabulka 4: Mastné kyseliny obsazené v oleji ze semen a duziny rakytniku (%)

Komponenty Olej ze semen Olej z duziny
Kyselina palmitova 6—-11 1540
Kyselina palmitolejova (omega-7) | <0,8 - 5 15-50
Kyselina stearova 2,6 0,55-1,5
Kyselina olejova (omega-9) 15-26 10-26
Kyselina linolova (omega-6) 35-40 4,515
Kyselina linolenova (omega-3) 17-35 2,5-10

Kromé mastnych kyselin bylo v olejich z rakytniku déale identifikovano minimalné
17 riznych typu steroll, jejichz obsah se pohybuje vrozmezi 1,3 — 2 % v zavislosti
na odradé. NejvyznamnéjSim z obsazenych sterolii je B-sitosterol, ktery se v semenech

vyskytuje z57 — 76 % a v duzing ze 61 — 83 %°*. Spoleéné se steroidnimi hormony
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a cholesterolem jsou steroly v duziné obsazeny v mnozstvi 240 — 400 mg/kg bobuli, zatimco
v semenech se pohybuji v hodnotdch 1200 — 1800 mg/kg bobuli*’. Oleje z rakytniku jsou
lepSim zdrojem  B-sitosterolu v porovnani s jinymi rostlinnymi oleji, jako napi. panenskym
olivovym olejem nebo slune¢nicovym olejem®. Fytosteroly hraji podstatnou roli v piipadé
kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou zpisobené vysokou hladinou cholesterolu
(hypercholesterolemii), dale snizuji vyskyt rakoviny, konkrétné rakoviny prostaty, tlustého

stieva a prsu’.

Proteiny a aminokyseliny

Obsah bilkovin se opét 1isi v zavislosti na druhu rakytniku. Napt. v Indii byl zjistén
obsah bilkovin v bobulich v $irokém rozmezi 46 — 129 g/kg susiny'®, v piipadé polskych
odrtid pak 93 g/kg susiny®.

Distribuce bilkovin v jednotlivych ¢astech plodu je znaéné odlisnd. Za nejvyssi zdroj
bilkovin jsou povazovana semena, avSak jeSté vysSi obsah maji ostatni ¢asti rostliny (listy,
kiira, vétve, dievitd zelel)®>. Naptiklad listy rakytniku jsou povazovany za cenny zdroj
bilkovin v krmivu pro zvifata, ale je mozné je vyuzit i pro vyzivu lidskou'®.

Stava z duziny rakytniku obsahuje 18 volnych aminokyselin, pfi¢emz &ast znich,
konkrétné 8, je nezbytna a dilezitd pro vyZzivu ¢lovéka (lysin, leucin, isoleucin, valin,
methionin, threonin, tryptofan a fenylalanin)®®. V listech rakytniku z{stava i po jejich ususeni
velké mnoZstvi bioaktivnich latek, které je slozenim podobné bézn¢ konzumované zelening.
I listy rakytniku obsahuji mnozstvi aminokyselin, pficemz jsou, ve srovnani s ostatnimi
rostlinnymi materidly, velmi bohaté na arginin a lysin. Proto jsou pravé extrakty z listl
rakytniku vyznamnym zdrojem té€chto aminokyselin. Ve vétvickach jsou pak v menSim
méfitku obsazeny aminokyseliny arginin, prolin a histidin'®.

V plodech rakytniku je nejvice obsaZenou volnou aminokyselinou kyselina asparagova,
a dale obsahuji prolin, threonin, serin, lysin, valin a dalsi (tabulka 5)'®. Rakytnik je tedy diky
vysokému obsahu esencialnich a proteinogennich aminokyselin, velmi kvalitni rostlinny zdroj

bilkovin®>.
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Tabulka 5: Obsah jednotlivych aminokyselin v plodech rakytniku (mg/kg
hmotnosti)*’
Aminokyselina Hippophae Aminokyselina Hippophae
rhamnoides rhamnoides
Kyselina 4266 Glycin 167
asparagova
Proline 452 Histidin 137
Threonin 368 Tyrosin 134
Serine 281 Arginin 113
Lysin 272 Cystein 33
Valin 218 Methionin 23
Alanin 212 Leucin 19
Fenylalanin 200 Tryptofan 5
Glutamin 194 Celkovy 7244
Isoleucin 174
Organické kyseliny

Cerstvé

Obsah organickych kyselin, alifatickych 1 alicyklickych, ve velké mife zavisi na

podminkach pé&stovéni rakytniku (odriida, klimatické podminky)®. Nejvice rakytnik obsahuje

kyselinu jableénou, chinovou, citronovou a jantarovou (tabulka 6)'%. U kyseliny jable¢né bylo

dok4zano, Ze je schopna chrénit kofeny pred napadenim patogeny>’. V plodech rakytniku jsou

nejvice zastoupené kyseliny citrénova, vinna, jable¢nd, $tavelova a chinova’.

Tabulka 6: ObsaZené organické kyseliny v rakytnikové §tavé (mg/l §tavy)'s

Sloucenina Stava
Kyselina jable¢na 11-60
Kyselina chinova 7-49
Kyselina citronova (% vSech kyselin) | 0,04-0,3
Kyselina jantarova (% vSech kyselin) | 0,2-0,6
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Mineralni prvky

Koncentrace mineralnich prvkli v rakytniku je opét zna¢né odlisnd v zavislosti na
odridé, druhu, misté péstovani, slozeni ptidy, pouziti hnojiv nebo konkrétni ¢asti rostliny!'®.

Vyznamny piispévek k celkovému obsahu mineralnich latek maji alkalické kovy, kovy
alkalickych zemin a fosfor. Jejich obsah klesa v potadi draslik > vapnik > fosfor > hot¢ik =
sodik®. Mimo tyto prvky je mozné v rakytniku nalézt uréité mnozstvi médi, Zeleza, zinku,
arsenu nebo manganu. Jejich obsah je vSak zavisly predevSim na Casti rostliny a jejim
zpracovanim®.

Nejvice obsazenym prvkem v bobulich i §tévach zrakytniku je tedy draslik, jehoz
koncentrace se béhem vyroby $tavy dokonce zvysila, a to asi o 20 %. Naproti tomu je pii
vyrob& Stavy snizen obsah jinych prvki, jako je méd’, Zelezo, chrom a molybden, a to
minimalné o 50 %°!.

Obsah toxickych prvka je velmi nizky. Starsi studie odhalily pouze stopové mnozstvi
kadmia v suSenych bobulich. Jednalo se o vzorky zRuska a Ciny s obsahy
0,044 — 0,105 mg/kg a 0,016 — 0,055 mg/kg®. Nedavno analyzované rakytnikové $tavy
pochazejici ze Slovenska vykazovaly pouze velmi nizké obsahy arsenu a olova, a extrémné

nizké mnozstvi kadmia, az 0,0004 — 0,003 mg/kg'®.

1.4 Analyza bioaktivnich a vyzivovych latek v rakytniku

Zdrojem biologicky aktivnich latek jsou prakticky vSechny c¢asti rakytniku (plody,
semena, vétve, listy, kiira, kofeny). I pfesto, ze vSechny ¢asti rostliny obsahuji mnoho
biologicky aktivnich latek, dale zpracovavany jsou pouze semena a slupky. Vétve, listy a kiira
jsou povazovany za odpadni produkty, a 1 pies vysoky obsah vyznamnych bioaktivnich latek
se dale nevyuzivaji>.

Z bioaktivnich latek obsazenych v rakytniku jsou nejvice =zastoupeny, a tedy
analyzovény nejcastéji flavonoidy jako kvercetin, isorhamnetin, kaempferol, katechin, rutin®,
myricetin a resveratrol®. pficemz vétSinou se vyskytuji derivaty pravé kvercetinu
a isorhamnetinu s jednou nebo vice cukernymi jednotkami®*.

DalS§imi hojné zastoupenymi, a tedy 1 analyzovanymi latkami jsou karotenoidy, které
se v rakytniku vyskytuji jako volné nebo esterifikované mastné kyseliny, coz je v piipadé
xantofyld stabiln¢j$i forma. Z volnych karotenoidli jsou nejvice zastoupené zeaxanthin

a B-karoten a z esterifikovanych xantofyl{i je to zeaxanthin, B-kryptoxanthin a lutein®. Dalsi

-29-



skupinou ¢asto analyzovanych latek pfitomnych v rakytniku jsou tokoferoly, konkrétné a-, -,

v- a o tokoferoly.

1.4.1 Preduprava vzorku

Uprava samotného vzorku je velmi dalezitym krokem v celém analytickém procesu,
protoze ovliviiuje kvalitu izolace sledované skupiny analytti od ruSivych latek v matrici. Pied
vlastni analyzou je nutné pevné vzorky néjakym zplisobem zhomogenizovat a zvétsit tak
jejich povrch pro extrakci stanovovanych latek. NejCastéji se pevné vzorky homogenizuji
rozdrcenim, nakrdjenim nebo rozmélnénim. Po extrakci se pevny podil izoluje filtraci
¢i centrifugaci®.

V nékterych ptipadech je nutné vzorek pied analyzou vysusit. PouZzita suSici metoda ma
také velky vliv na obsah extrahovanych latek, proto je nutné vybrat tu nejSetrngjsi, aby
nedoslo k degradaci sledovanych latek. SuSeni lze provadét pii riznych teplotach, nejcastéji
pii pokojové® & mirné zvysené teplots. Dale je mozné vyuzit lyofilizaci ¢i mikrovinného

suseni, pfic¢emz mikrovinné suseni je cenové i ¢asové méné narocné nez lyofilizace®’.

1.4.2 Extrakce

Extrakce je obecné podstatnym krokem upravy pifed samotnou analyzou, jejimz cilem je
ziskani co nejvyssiho vytézku sledovanych latek®. Pro vyssi uginnost a co nejnizsi spotiebu
organickych rozpoustédel jsou pouzivany techniky tzv. zelené chemie®. Mezi techniky zelené
chemie spadd mikrovinna extrakce®’, SFE — extrakce nadkritickou tekutinou, SWE — extrakce

nadkritickou vodou®®,%, popiipadé ultrazvukova extrakce®.

Extrakce pevnou fazi

Extrakce pevnou fazi (SPE) je vhodna piedev§im pro selektivni a zaroven rychlou
ptipravu vzorku. Jedna se o zachyceni molekul analytu na tuhém sorbentu, pfes ktery vzorek
protékd. Poté je vzorek eluovan vhodnym rozpousStédlem. Pomoci SPE je mozné nejen
izolovat a precistit sledované latky, ale muize dojit 1 k zakoncentrovani ¢i vyméné
rozpoustédel. Metoda je vyhodnd v porovnani s extrakci kapalina-kapalina diky nizké
spotiebe€ vzorku a organickych rozpoustédel, dobré selektivité, rychlosti a jednoduchosti.

Pro extrakci se pouzivaji extrakéni kolonky plnéné riiznymi sorbenty vétSinou na bazi
chemicky modifikovanych &astic silikagelu. Castice jsou uzavieny fritami nejGastdji

z polyethylenu, polytetrafluorethylenu nebo oceli.
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Postup SPE extrakce se sklada z péti krokti (obrazek 6), a sice kondicionace kolonky,
aplikace vzorku, promyti vzorku pro odstranéni matri¢nich latek, suseni vzduchem/inertnim

plynem a eluce analytu vhodnym rozpoustédlem’’.

Kondicionace Aplikace vzorku Promyti Eluce

Obrizek 6: SPE-extrakce pevnou fazi’®

Extrakce kapalina-kapalina

Jedna se o techniku, kterd je zaloZena na piechodu rozpusténé latky z jedné kapalné faze
do druhé, pricemz tyto dv¢ kapalné faze jsou vzajemné nemisitelné. Nejcastéji se pouziva pro
odd¢leni rusicich latek od stanovovaného analytu.

Pro extrakci se vybira rozpoustédlo pfiblizn€ stejné polarity jako extrahované latky.
Dale musi byt rozpustnost extrahované latky v kapalin€, do niZ chceme extrahovat vyznamné
vys§i ve srovnani s kapalinou, ze které ji ziskdvame. Ve vétSiné piipadi se extrahuje
z vodnych roztokti do organickych rozpoustédel s vodou nemisitelnych’'. P¥i volb& vhodného
extrakéniho rozpoustédla je potfeba brat v uvahu Cistotu rozpoustédla, finanéni naklady, ale

i objem vhodny pro extrakci, a to predevsim z ekologického hlediska’.

1.4.3 Priklady studii extrakce bioaktivnich latek v rakytniku

Rozpoustédla pro extrakci jsou vybirdna v zavislosti na chemické povaze a polarité
antioxidantli, které jsou extrahovany. Antioxidanty, které jsou rozpustné ve vodé¢ (vétSina
fenolickych latek, flavonoidl a antokyantl) jsou extrahovany za pomoci polarnich ¢i stiedné
polarnich rozpoustédel. Nejcastéji se pouziva methanol, ethanol, propanol, acetonitril, aceton
¢i jejich vodné roztoky®® ®°. Naopak pro extrakci lipofilnich antioxidanti (karotenoidi),
neboli latek rozpustnych v tucich, je nej€astéji jako rozpoustédlo vyuZivan hexan ve smési
sacetonem ¢&i ethanolem’” nebo miZe byt pouzita smés ethylacetitu s ethanolem
¢i acetonem’®.

Pro extrakci fenolickych latek obsaZenych v semenech rakytniku lze vyuzit i1 extrakci

nadkritickou vodou (SWE)®. Nejvétsi vliv na t¢innost této extrakce ma teplota, pii¢emz
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vytézek byl také ovlivnén dobou extrakce a pomérem latky a rozpoustédla. Optimalni
parametry pro extrakci byly nasledujici: extrak¢ni teplota 120 °C, doba extrakce 36 minut
a pomeér pevna latka:voda 20:80.

Mikrovinna extrakce ethanolem z duziny rakytniku se také jevi jako pomérné¢ vhodna
technika pro izolaci fenolickych latek’®. Extrakce byla provedena pii teploté 80 °C a jeji
vytéznost byla v tomto ptipadé 78,4 %. Déle lze flavonoidy jednoduSe, rychle a ucinné
extrahovat pomoci ultrazvukové extrakce, kdy bylo u extrakce susenych listi rakytniku
dosazeno stejnych vysledkti jako u Soxhletovy extrakce, ktera je vSak ¢asové mnohem vice

%563

Pti stanoveni lipofilnich antioxidantti, konkrétné karotenoidli v mrazenych semenech
i listech rakytniku se jako vhodné extrakéni ¢inidlo ukazala smés petrolether, ethylacetat,
methanol v poméru 1:1:1%. Vjiné studii®’, byla dosazena vytéZznost az 99,9 %
tokochromanolll za pouziti zmydelnéni a nasledné extrakce smési hexan, ethylacetat v poméru
1:1. Tokoferoly a karotenoidy je téZ mozné extrahovat metodou vyuzivajici nadkriticky COo.
S ptidavkem ethanolu, methanolu nebo 2-propanolu k nadkritickému CO; je mozné uspésné
extrahovat tyto latky zoleje ziskaného zprasku bobuli rakytniku. Pfidavek daného
rozpoustédla ovlivnil polaritu extrakéniho €inidla a tim i vytézek extrakce, ktery byl nejvyssi

v piipadé piidavku methanolu (85,1 % tokoferolti a 71,7 % karotenoidi)’®.

1.4.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni metoda, ktera déli
slozky smési na zakladé€ jejich rozdilné afinity ke stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni fazi
je nejcastéji tuhd latka a mobilni fazi je kapalina.

V zéavislosti na polarit€¢ stacionarni a mobilni faze rozliSujeme dva zékladni
chromatografické systémy, a to chromatografie v systétmu snormalnimi fazemi (NP)
a chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP). Zatimco v NP-HPLC je stacionarni
faze vice polarni nez faze mobilni, u RP-HPLC je tomu naopak a vyuzivd se nepolarni
staciondrni faze a poladrni mobilni faze. RP-HPLC je daleko jednodussi a je pii ni dosahovano
reprodukovatelnych vysledki, a proto se pouzivd mnohem vice nez NP-HPLC. Jako mobilni
faze obvykle se vétSinou vyuziva smés acetonitril/methanol/dichlormethan’’, n-hexan s 1,4-
dioxanem®’ nebo hexan s 2-propanolem™.

Pro analyzu bioaktivnich sloucenin v pfirodnich matricich, a tedy i v rakytniku je HPLC

nejvice pouzivanou technikou. VétSina latek obsazenych v rakytniku ¢i jejich metabolitd je
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separovana s vyuzitim RP-HPLC®, aviak pro né&které latky lze vyuzit i NP-HPLC®
¢i chromatografii hydrofilnich interakci (HILIC)”. V soucasné dobé se stale &astéji vyuziva
i ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)'>, kde se pro separaci pouZivaji
Castice o velikosti mensi nez 2 um. V zavislosti na pouzitém chromatografickém systému poté
vybirame vhodnou mobilni fazi pro separaci cilovych latek. V RP-HPLC se jako mobilni faze
zpravidla vyuzivd kombinace organického rozpoustédla jako je methanol, ethanol
¢i acetonitril s vodou, do které se pfidava kyselina mravenci, octova ¢i fosforecna pro
potlaceni disociace kyselin obsazenych ve vzorku®’.

Mezi hlavni ¢asti chromatografického systému (obrazek 7) patii vysokotlaké cerpadlo,
které Cerpa mobilni fazi umisténou v zasobniku. Déle je mobilni faze vedena pies davkovaci
zafizeni na kolonu, kde dochazi k separaci stanovovanych latek a rozdélené latky jsou
detekovany vhodnym detektorem. V neposledni fad€ je chromatograf vybaven programem
pro zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat.

Staciondrni faze umisténd v koloné je zpravidla tvofena pravidelnymi kulovymi
Casticemi s nizkou distribuci ve velikosti. Cim mensi jsou pouzité Eastice tim roste Gi¢innost
separace a jsou pozorovany uzké piky. V RP-HPLC se nejcastéji pouZziva jako stacionarni
faze chemicky modifikovany silikagel, popfipad¢ zesiténé kopolymery styrenu
a divinylbenzenu.

Chromatograf byva vétsinou vybaven spektrofotometrickym detektorem, ale v zavislosti
na aplikacich se mize vyuzit fluorescenéni, refraktometricky nebo elektrochemicky detektor.
Detektor se vybira na zaklad¢ selektivity pro studované analyty. K detekci latek obsazenych
v rakytniku se zpravidla pouziva spektrofotometricky detektor*? ¢ hmotnostni spektrometr
(MS) s ionizaci elektrosprejem (ESI)**®!, poptipadé s ionizaci za atmosférického tlaku®*5*
Konkrétné pro fenolické latky, tokoferoly a vitamin C se téméf vyhradné vyuzivda HPLC
se spektrofotometrickou detekci (UV)% 78 8- 3% P¥j yyuziti spektrofotometrického detektoru
s diodovym polem je umoznén zaznam celych spekter a zaroven kvantifikace pii raznych
vlnovych délkach, odpovidajicich absorpénimu maximu sledovanych latek. Vyhodou spojeni
s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS) je moznost identifikace na zdkladé hmotnostnich
spekter sledovanych latek!> 784, Pro analyzu flavonoidi a fenolickych latek se také ukazala
jako velmi vhodna elektrochemicka®®, nebo fluorimetricka detekce'’, které maji lepsi citlivost
nez UV detekce. Z elektrochemickych detektorli je nejvice vyuZivanym coulometricky

detektor®® 83 % ktery dosahuje vysoké citlivosti a selektivity analyzy.
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Obrazek 7: Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

V rakytniku jsou i latky, které je mozné stanovit metodou plynové chromatografie
(GC). Jedna se naptiklad o stanoveni cukrd, organickych kyselin, vitaminu C* nebo
mastnych kyselin®> 2, Vétsinou je v t&chto piipadech nutna derivatizace pro zvyseni tékavosti
analyzovanych latek. Metoda GC se ukézala jako vhodna a spolehlivd predev§im pro
stanoveni kyselin a cukrt, hlavné diky uSetfeni ¢asu béhem piipravy vzorku. Mimo to staci
malé mnozstvi vzorku a tim je mozné provadét i screening velkého mnozstvi vzorki.

V ptipad¢ vitaminu C se vSak vysledky ukazaly byt mén¢ spolehlivé.

1.4.5 Priklady studii separace latek v rakytniku metodou HPLC

Jednoduchou RP-HPLC metodou s UV detekci zaloZenou na gradientové eluci byly
v extraktech z listh rakytniku Usp&$né identifikovany a kvantifikovany tfi fenolické latky
(kaempferol, isorhamnetin a kvercetin-3-galaktosid) s vysokou antioxida¢ni aktivitou.
Nejvétsich vytézka bylo dosaZeno s vyuzitim SWE pfi teploté 150 °C. S touto extrakci bylo
dosazeno vétSich vytézka nez s vyuZitim Soxhletovy extrakce ¢i macerace, navic se jedna
o jednoduchou a rychlou metodu s nizkou spotiebou rozpoustédel. Stacionarni faze byla
kolona C18 s nastavenou gradientovou eluci a pratokem mobilni faze 0,75 ml/min. Jako
vhodnd mobilni faze byla pouzita smés tvofena vodou s 0,3% kyseliny fosforecné
a acetonitrilem s methanolem. Pro detekci latek byla vybrana vinova délka 370 nm. Tento
systém se osveédCil pro umoznéni separace maxim jednotlivych sloucenin zaroveni s dobrym
rozlisenim®®.

V dalsi studii byly analyzovany flavonoidy v listech rakytniku metodou HPLC-UV.

Jako mobilni faze byla tentokrat vybrana a pouzita smés acetonitrilu a vody s kyselinou
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mravenc¢i. S touto mobilni fazi bylo dosazeno lepSiho rozliSeni oproti smési methanol:voda
s kyselinou mravenci. Na zéklad¢ absorpénich maxim pozorovanych flavonoidd byla pro
detekci zvolena vinova délka 360 nm. Celkem bylo identifikovano sedm flavonoidnich latek,
a to rutin, isoquercetin, isorhamnetin-3-glukosid, kvercetin, kaempferol a isorhamnetin®!.

V dalsim  zexperimenti  bylo pomoci HPLC se  spektrofotometrickou
a elektrochemickou detekci analyzovano slozeni fenolickych latek ve stave z ploda rakytniku.
Bylo zjisténo, ze pievladajicimi fenolickymi latkami jsou flavonoly, kdezto fenolové kyseliny
a katechiny jsou obsazeny ve zna¢n¢ menSim mnozstvi. Dale bylo potvrzeno, Ze obsazené
fenolické latky v rakytnikové Staveé tvoifi pouze malé procento antioxidacni kapacity (cca
15 %). Hlavnim antioxidantem je kyselina askorbova (vitamin C), kterd vzhledem ke své
velmi vysoké koncentraci ovliviiuje antioxida¢ni aktivitu plodt az ze 75 %°%°.

Metodou RP-HPLC byl také stanoven obsah karotenoidli v rliznych ovocnych
a zeleninovych stavach (mrkvova, rajcatova, pomeranc¢ova a rakytnikova). Nejvyssi mnozstvi
karotenoidl bylo zjisténo pravé ve staveé z ploda rakytniku, pfiC¢emz nejvice byl obsazen
lutein (33 %), nasledovany zeaxanthinem (27 %), B-karotenem (23 %) a lykopenem (13 %)%’.

NP-HPLC s fluorescenéni detekci byla oproti tomu vyuZita pii analyze tokoferolt
v semenech riiznych poddruht rakytniku. Mobilni fazi byla smés hexanu a diisopropyletheru
s vhodnym gradientem. U vSech poddruhti byly identifikovany Ctyfi izomery tokoferolu,
pfitom a-tokoferol a o-tokoferol byly obsazeny v nejvy$$sim mnozZstvi, cca (20 — 50 %).
Nejbohats§i na tokoferoly byly z analyzovanych poddruhli rakytniku poddruh Rhamnoides

a Mongolica’®.

1.4.6 Kapilarni elektroforéza (CE)

Tato elektromigracni separacni technika je zalozend na rozdilné pohyblivosti nabitych
castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Délka separacni kapilary je vétSinou v rozmezi
25 — 100 cm a jeji vnitini pramér je 25 — 100 um. Kapiléra je nej€astéji vyrobena z tavené¢ho
kfemene s ochrannou vrstvou polyimidu, kterd dodava kapilate ohebnost.

Oba konce separacni kapilary jsou ponofeny do zasobniku s elektrolytem, do kterého
jsou vloZeny elektrody a aplikovano napéti 10-30 kV. Diky elektroosmotickému toku jsou
vSechny nabité Castice neseny ke katod¢, kde je umistén detektor. Kladné castice jsou
elektroosmotickym tokem urychlovany, zatimco zéporné castice se pohybuji proti sméru
elektroosmotického toku a jsou tedy pomalejsi. I pfes mensi citlivost je tato metoda cCasto

vyuzivana pro malou spotfebu vzorku a pomérné vysokou rychlost’! 72,
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Obrazek 8: Kapilarni elektroforéza

Tato technika se suspéchem mize vyuzit pfi stanoveni bioaktivnich sloucenin
v riznych pfirodnich matricich. NejcastéjSim pufrem je bordtovy pufr s koncentraci

25-200 mM apH 8 — 1154 8,

1.4.7 Priklady studii separace latek v rakytniku kapilarni elektroforézou

V piipad¢ separace latek obsazenych v rakytniku si kapilarni elektroforéza ziskala
Siroky zajem. Jedna studie byla vénovana separaci a identifikaci fenolickych latek
v extraktech z rostlinnych materiali. Rostlinnym materidlem byly tii rizné rostliny, jednou
z nich prave rakytnik fesetlakovy, kdy byla pouzita metoda kapilarni elektroforézy (CE) s UV
detekci. V experimentu byla pouzita nepokryta kapildra o délce 75 cm s primérem 50 pm.
Kapilara byla pfed pouZitim promyta 1M NaOH, vodou, methanolem a separacnim médiem.
V této studii byla zkoumdna separace polyfenolii ve vodném pufru i nevodnych roztocich.
Pouzitym elektrolytem pro vodné prostiedi byl tetraboritan sodny a modifikatorem ethanol,
diky kterému byl zvySen obsah fenolickych latek, pro nevodné prosttedi byla jako pufr
pouzita smés methanolu s acetonitrilem. Pro dé€leni téchto piirodnich latek rozpustnych
ve vodé se ukdzalo jako vhodnégjsi vyuzit metody CE v nevodném prostiedi, tedy ve smési
methanolu s acetonitrilem®.

Dale byly pomoci CE analyzovany fenolické slou¢eniny ve dvou extraktech ziskanych
z rozmélnénych a zmrazenych ploda rakytniku. Pro separaci byla vyuZita kapilara z tavené¢ho
kfemene rtizné délky. Pro porovnani byly stejné extrakty analyzovéany také metodou HPLC
a obé metody poskytovaly srovnatelné vysledky. Kapilarni elektroforéza je tedy pti stanoveni

a identifikaci latek v rostlinnych extraktech vhodnou alternativou k HPLC®,
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1.5 Antioxida¢ni aktivita

Za antioxidanty jsou povazovany latky ovlivitujici riznymi mechanismy proces oxidace
lipidii a dalSich sloucenin. Reaguji s volnymi radikéaly ptimo ¢i redukuji hydroperoxidy, které
vznikly. Dale jsou schopné navazat do komplexd katalyticky ptsobici kovy nebo odstranit
pritomny kyslik. Antioxidanty mizou byt bud’ syntetické nebo pfirodni. V soucasné dob¢ je
trendem nahrazovat syntetické antioxidanty pouZzivané v potravindistvi za piirodni
antioxidanty, které jsou ziskavany z rostlinnych materiali, a to pfedevsim z divodu ochrany
zdravi®,

Jak jiz bylo uvedeno vySe, latky vykazujici antioxida¢ni uc¢inky jsou v rakytniku
rozdeleny do dvou zékladnich skupin — hydrofilni a lipofilni antioxidanty. Mezi hydrofilni
patii kyselina askorbova (vitamin C) a fenolické latky, konkrétn€ flavonoidy, fenolické
kyseliny a taniny. Do lipofilnich antioxidanti patii karotenoidy a tokochromanoly (vitamin

E)*.

1.5.1 Metody pro stanoveni antioxida¢ni kapacity

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity je mozné v literatuie nalézt velké mnozstvi metod.
Jejich Siroka Skala je dana tim, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou ptisobit kazdy jinym
mechanismem. Obecné jsou ale rozdeleny do dvou zakladnich skupin, a sice na metody
zalozené¢ na eliminaci radikalti, a metody, které posuzuji redoxni vlastnosti latek. Pro
eliminaci radikalii jsou pouZivany metody ABTS, ORAC nebo DPPH a pro posouzeni
redoxnich vlastnosti latek to je metoda FRAP®.

Druhou moznosti rozdéleni téchto metod je dle jejich mechanismu, kdy prvnim typem
jsou metody zaloZené na prenosu atomu vodiku, a druhym typem metody zaloZené na pienosu

elektronu®’.

Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC)

Metoda vyuzivajici ABTS radikal je jedna z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni
celkoveé antioxidacni kapacity (TAA). Je zaloZena na testovani schopnosti latek nebo celého
vzorku zhasSet kation-radikdl ABTS [2,2’-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat)]”. Zhaseni ABTS* je méfeno spektrofotometricky pii 734 nm, kdy vlivem ptisobeni

antioxidantu dochazi k poklesu absorbance piivodné modrozeleného roztoku®.
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Existuji dva postupy, které je mozné vyuzit pfi experimentdlnim meétfeni. Bud' je
antioxidant pridavan do reakéni smeési s jiz obsazenym vygenerovanym ABTS*, nebo je
antioxidant pfitomen v reak¢éni smési jiz béhem procesu generovani radikalu. Radikal je bézné
generovan chemickou oxidaci ABTS pomoci peroxodisiranu draselného ¢i oxidem
mangani¢itym, nebo oxidaci systémem methmyoglobinu s H>O> nebo peroxidazy s H0,%*°.

Antioxidacni aktivita vzorku je poté porovndna s antioxida¢ni aktivitou syntetické latky
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), coz je ve vodé
rozpustny analog vitaminu E*°.

Tato metoda stanoveni je vyhodna diky své jednoduchosti a rychlosti provedeni. Je
mozné pomoci ni stanovit TAA smésnych vzorki i latek rizného ptivodu, tedy hydrofilni
nebo lipofilni antioxidanty®®. ABTS metoda byla rovn&z s uspéchem vyuzita pii pfimém
spojeni s HPLC zahrnutim postkolonové reakce pravé s radikdlovym kationtem ABTS pro
usnadnénou identifikaci antioxidant( ve smési’’.

Pravé metodou ABTS byla v jedné ze studii stanovena antioxida¢ni kapacita oleji ze
semen a z duziny rakytniku. Vysledky testu byly v rozmezi 611 — 799 pmol Troloxu/100 g

cvwr

nejvyssi pak u oleje z duziny®2.

Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda vyuziva ke zjiSténi antioxidacni kapacity Cistych latek 1 smési reakci
se stabilnim dusikovym radikdlem DPPH" [1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl]. Tento
stabilni organicky radikal ma tmavé¢ fialovou barvu a béhem reakce s antioxidanty dochazi
k jeho redukci a vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin)®’, coz se projevi odbarvenim
roztoku. Mira odbarveni se mé&ii spektrofotometricky pfi vlnové délce 515 nm®.

Metoda DPPH je vhodnd pro stanoveni antioxidantli v zeleninovych a ovocnych
stavach nebo extraktii. Oproti ABTS testu je radikal DPPH komeréné dostupny a neni tfeba
ho ptfed stanovenim generovat. Nevyhodou této metody je vSak pomald reakce ¢i inertnost
¢inidla u n&kterych antioxidant®*.

Metodou DPPH byla stanovena antioxida¢ni kapacita lyofilizovanych bobuli rakytniku,
ktera byla v rozmezi 13,1 — 86,3 mg Troloxu/g, pficemzZ antioxida¢ni kapacita zavisela na

odridé, lokalité, ale i na teplot&®

. Déle bylo prokazano, ze suSeni vzorku lyofilizaci je
vhodnym zplsobem pro zachovani jeho antioxidac¢ni kapacity. V jiné studii byla zjisténa
antioxidacni kapacita extrakt z bobuli v rozmezi hodnot 1,1 — 4,7 g Troloxu/kg Cerstvé

hmotnosti, v zavislosti na jednotlivych odrtidach®. V piipadé extraktl z listd byl rozsah
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naméfenych hodnot odridy Hippophae rhamnoides 19,6 — 54,2 g Trolox/kg. Mezi témito
hodnotami se pak pohyboval zbytek odrid, kdy nejvice byly ovliviiovany nejspisSe dobou
zrani — ¢im delsi doba, tim vysS§i hodnota. Pfi zkoumani listh a nezpracovanych
a zpracovanych vétvi rakytniku byla pozorovéna antioxida¢ni kapacita rGzné pfipravenych
extraktll v rozmezi hodnot 41,9 — 89,6 mg Trolox/g, pficemz nejvyssi hodnotu 89,6 mg
Trolox/g mély listy a nejnizs§i mély vétve. Ethanolovy extrakt listh mél vyssi kapacitu nez
vetvi, stejné to platilo i pro extrakt vodny. Obecné se vodné extrakty ukazaly jako vyhodnéjsi

pro zachovani kapacity antioxidant®’.

Metoda pouzivajici galvinoxyl
Metoda pouzivajici galvinoxyl je zaloZena na velmi podobném principu jako DPPH
metoda. Latky poskytujici vodik redukuji stabilni radikal galvinoxyl a zména zbarveni je

monitorovéana spektrofotometricky pti vinové délce 428 nm®°.

Metoda ORAC

U metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se v testovaném systému
generuji kyslikové radikaly a méfi se schopnost antioxidantd ve vzorku zpomalit nebo az
zastavit radikalovou reakci. Detekce je zalozena na monitorovani ubytku fluorescence
B-fykoerytrinu po napadeni radikaly.

Jedné se o rychly, pfesny a velmi citlivy test, avSak ma jistd omezeni pfi stanoveni
antioxidaéni kapacity polyfenol, v disledku nespecifické vazby na protein. Zavedenim jiné
fluorescenéni latky, konkrétné fluoresceinu, se tato metoda stala piesngjsi®®.

Metodou ORAC byla stanovena antioxida¢ni kapacita extraktll ze suSenych bobuli ¢tyt
rtiznych poddruhii rakytniku®®. Vysledky se pohybovaly v rozsahu 266 — 369 pumol Trolox/g
susiny, pficemZ nejvyssi hodnota antioxida¢ni kapacity byla naméfena u poddruhu Sinensis
kapacity rakytnikovych oleji®>. Vysledky ukazaly, e nejvyssi hodnoty, a tedy lepsi
antioxidacni vlastnosti, vykazoval olej ze semen s hodnotami v rozmezi 7931 — 8509 pumol

Trolox/100 g oproti oleji z duziny s rozmezim hodnot 1548 — 1818 umol Trolox/100 g.

Metoda FRAP
Metodou FRAP (Ferric reducing antioxidant potential) se méti redukéni schopnosti
antioxidantii p¥itomnych ve vzorku. Principem stanoveni je redukce komplexu Fe*" s TPTZ

(2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)) v kyselém prostfedi (pH 3,6). Mira modrého zbarveni
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roztoku odpovidajici vzniku Fe**-TPTZ komplexu se méii spektrofotometricky pii 593 nm
69,90

Tato metoda je vhodna prfedevSim pro antioxidanty srychlymi reakcemi
(cca 4 — 6 minut). Konkrétné se jedna o kyselinu mocovou nebo kyselinu askorbovou. Bylo
ale zjisténo, ze narlst absorbance nékterych fenolickych latek v MeOH a ve vodé, jako
v piipadé kyseliny kavové se zvySovaly aZ po del§im ¢ase (v fadu hodin)!®.

Metoda FRAP byla pouzita pro zjisténi antioxidacni kapacity odpadniho produktu pii
vyrobé §tavy z rakytniku, ktera se pohybovala v rozmezi 101,4 — 416,7 mg Fe*'/g, vyjadfena
jako FeSO47H>O ekvivalent. Nejvyssi antioxidacni kapacitu vykazoval vzorek, ktery byl
extrahovan pomoci ultrazvukové extrakce'’!. Tato metoda byla dile vyuZita pro stanoveni
antioxidacni kapacity ethanolovych extrakti pfipravenych zrtznych casti rostliny, a to
z kofene, semen, listd i stonku®’. Bylo zjisténo, Ze aktivita extraktd klesa v potfadi semena >
koten > list > stonek. Konkrétni hodnoty byly vyjadieny jako mg Troloxu na gram suSiny
a vysledky byly nasledujici: semena 454 + 82 mg Troloxu/g, kofeny 311 + 31 mg Troloxu/g,
listy 171 = 19 mg Troloxu/g a stonek 137 = 9 mg Troloxu/g. V jiném experimentu byla

stanovena antioxidacni kapacita extraktl z listl rakytniku, pfi€emZz vzorek byl extrahovan

ttemi rdznymi zpusoby. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno u vzorku extrahovaného pomoci

v

dosaZeno maceraci®.

Metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) je principialné velmi podobna
metodé FRAP. Vlivem antioxidantli dochézi k redukei chelatu Cu(Il)-neocuproninu na chelét
Cu(I)-neocuproninu s charakteristickym oranZovocervenym zbarvenim, ktery je stabilni po
delsi dobu. Vysledna absorbance roztoku je méfena pii vinové délce 450 nm po 30 minutéch.

Vyhodou tohoto testu v porovnani s FRAP je, ze probiha pii pH 7, tedy pii
fyziologickém pH. Obecné je tato metoda vhodnd pro stanoveni lipofilnich i1 hydrofilnich
antioxidanti, a to z divodu rozpustnosti Cu(Il)-neocuproninu v organickém i1 vodném
prostiedi®®, 1%,

Antioxida¢ni kapacita odpadniho produktu pii vyrobé §tavy byla také mefena metodou
CUPRAC a vyjadfena jako ekvivalent Troloxu na gram suSeného vzorku. Vysledky
se pohybovaly vrozmezi 89 — 439 mg Troloxu/g suSiny, pficemZ nejvyssi hodnotu opét
poskytl vzorek ptipraveny pomoci ultrazvukové extrakce, stejn¢ jako tomu bylo u metody

FRAP!!. Déile byla tato metoda vyuzita pro méfeni antioxidaéni kapacity extrakti
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pfipravenych z listli a neopracovanych a opracovanych vétvi rakytniku. Vysledné hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 129 — 538 mg Troloxu/g, pfiCemz u listG byla vys$i aktivita
pozorovana u ethanolového extraktu oproti vodnému, zatimco v pfipad¢ vétvi byla aktivita

vy$§i u vodného extraktu®’.

Metoda Folin-Ciocalteuova

Tato metoda slouzi pro stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin (TPC) a pro
svou jednoduchost je dnes rutinné pouzivanym testem pro stanoveni antioxidanti obsazenych
v zelening a ovoci®®. Principem je pfenos elektronu v alkalickém prostiedi. V reakéni smési
dochazi v pripadé¢ piitomnosti fenolickych sloucenin k redukeci Zzluté¢ zbarvené smési
fosfomolybdenanu s fosfowolframem na modie zbarveny produkt. Intenzita zbarveni se
monitoruje spektrofotometricky pfi vinové délce 700 — 760 nm!'®. Vysledky se udavaji
zpravidla jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové jako standardu (GAE).

TPC byl stanoven u odpadniho produktu pii vyrobé stavy, kde dosahoval hodnot
32,6 mg GAE/g susiny!”!. U lyofilizovanych bobuli riiznych odriid rakytniku se hodnoty TPC
pohybovaly v rozmezi 11,8 — 33,5 mg GAE/g'%. Tato variabilita mohla byt zptisobena vlivem
genetiky a pivodem, nejvyssi hodnoty poskytly divoce rostouci bobule, nizs$i hodnoty pak
bobule §lechténé. Casteéné mohly byt vysledky ovlivnény i riznymi extrakénimi postupy®”.
V bobulich bylo dalsi studii zjiS§téno mnoZzstvi fenolickych latek v rozmezi 0,70 — 3,62 g
GAE/kg, pfiemZ tato variabilita vysledkii byla zpiisobena rGznymi kultivary. V listech
riznych kultivard pak bylo zji§téno trochu vy$§i mnozstvi, a to 1,88 — 3,72 g GAE/kg’®.
Pravdépodobné byly rozdily v hodnotach zplsobeny rozdilnymi lokalitami péstovani, dobou

sklizng¢ a také klimatickymi podminkami®.

Pfi méteni TPC listi a opracovanych
1 neopracovanych vétvi byla zjisténa hodnota v rozmezi 25,8 — 75,9 mg GAE/g. Vysledky
byly zavislé na extrakéni technice. V piipadé listd byla ucinnéjsi technikou extrakce

ethanolem, zatimco v piipadé vétvi byla vyssi antioxidaéni kapacita u vodného extraktu®’.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Piistroje a zafizeni

Pro méfeni a stanoveni antioxidacni kapacity v jednotlivych vzorcich rakytniku, byl
pouzit UV/VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko) a kyveta S/G/10
s optickou délkou 10 mm (Fisher Scientific, Némecko).

Analyza fenolickych latek a vitaminu C byla provedena s vyuzitim kapalinového
chromatografu Shimadzu, ktery se sklddal ze dvou vysokotlakych cerpadel LC-20AD,
ze sméSovace mobilni faze, autosampleru SIL-20A, detektoru s diodovym polem (vSe Kyoto,
Japonsko) a kolonového termostatu LCO 102 (Ecom, Praha). Pro separaci a identifikaci latek
byly pouzity dvé¢ kolony:

e Ascentis Express C18, rozméry 150 x 3 mm, 2,7 um ¢&éstice (Supelco, USA)
e Kinetex Polar C18, rozméry 150 x 3 mm, 2,6 um ¢astice (Phenomenex, USA)

Pii piipravé extraktl byl pouzivan homogenizdtor ULTRA TURRAX T 18 (IKA,
Némecko), centrifuga Centrifuge 5424 Eppendorf (Hamburg, Némecko), centrifuga
(ThermoFisher Scientific, Némecko), tfepacka (Heidolph, Némecko), ultrazvukové lazen
(Kraintek 12, Slovensko), digitalni analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem) a pH metr
(Metrohm 827, Svycarsko). Deionizovana voda byla upravena pies &istici zafizeni Mili Q
(Merck, Némecko).

Vzorky byly pipetovany pomoci automatickych mikropipet s nastavitelnymi objemy
(Biohit, Finsko). Pro pteciSténi vzorkd byl pouzit skladany filtracni papir a pted HPLC
analyzou byly vyuzity stiikackové filtry s PTFE nebo Nylon membranou a s velikosti port
0,45 um, nebo 0,22 pm (Labicom, CR).

2.2 Pouzité chemikalie

2.2.1 Chemikalie a rozpousStédla

Pti stanoveni antioxidacni kapacity a celkového obsahu fenolickych latek byl pouZit
radikal DPPH, ABTS diamonna stl, TPTZ, 2M Folin-Ciocalteteauvo ¢inidlo, octan amonny,
methanol, Trolox a kyselina gallova (vSe Sigma Aldrich, USA), Na,COs, HCI, FeCls, K2S>0s
(Lach-Ner, CR).

Jako mobilni faze pro separaci kapalinovou chromatografii byl pouZzit methanol Cistoty

pro HPLC (gradient grade) nebo pro HPLC/MS (Sigma Aldrich, USA) a redestilovana voda,
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ktera byla upravena pies Cistici zatizeni Mili-Q (Merck, Némecko). Pfi stanoveni fenolickych
latek byla voda okyselena kyselinou mravenci na pH 2,5 a pii stanoveni vitaminu C byla do

vodné mobilni faze piidavana kyselina fosforecna (pH 2,8).

2.2.2 Standardy

Ke spektrofotometrickému stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek byla jako
standard pouzita kyselina gallova a pro stanoveni antioxidac¢ni kapacity metodami ABTS,
DPPH a FRAP byl pouzit standard Troloxu.

Pro identifikaci a kvantifikaci vitaminu C byla pouzita jako standard kyselina askorbova
a pro identifikaci fenolickych latek byly pouzity standardy kyseliny ferulové, gallové,
salicylové, p-hydroxybenzoové, protokatechuové, p-kumarové, chlorogenové, kéavové
a vanilové, dale byl pouzit katechin, epikatechin, rutin, kvercetin, kvercetin-3-glukosid,
kaempferol, kaempferol-3-glukosid, kaempferol-3-rutinosid, isorhamnetin-3-O-rutinosid

a myricetin.
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2.2.3 Vzorky rakytniku

Pro diplomovou praci bylo analyzovano 14 vzorkt rakytniku ¢i s obsahem rakytniku.

Konkrétni vzorky a jejich podrobné informace jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Seznam analyzovanych vzork

Oznaceni Vzorek Vyrobce Obsah rakytniku [%]

R1 Rakytnik ovocnd pomazanka = Rakyt — stalé zdravi 40

R2 Rakytnik v medu Rakyt — stalé zdravi 15

R3 Rakytnik v medu MADAMI s.r.0. 30

R4 Rakytnik do jogurtu — extra Rakyt— stalé zdravi 53
husty

El Organic sea berry powder Energy a.s. 100

S1 Bio rakytnikova §tava MO — Mount Berry 100

Ml Mrazené bobule Varnsdorf, CR 100

C1 Susené bobule — ¢aj Milota 100

C2 Rakytnik  suSeny — ¢aj SEVAKstars.r.o. 50
s citronovou travou

C3 Rakytnikovy ¢aj saCkovy Apotheke 20

C4 Détsky rakytnikovy caj LEROS 10

B1 Bylinné kapky rakytnik — Valdemar Gresik 10
doplngk stravy

B2 Bylinny elixir rakytnik + Maxi Vita HERBAL 0,8
vitamin C

Gl Rakytnicek+, Terezia 3

Multivitaminové Zelatinky s

rakytnikem
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava a extrakce vzorki

U pevnych vzorki (M1, C1, R1-R4) byl navazeny vzorek smichdn se 40 ml 70%
methanolu a za pomoci mixeru (M1, C1) nebo tfepacky (R1-R4) probihala extrakce 15 minut.
Navazka se lisila podle typu analyzovaného vzorku. U mrazenych bobuli (M1) byla navazka
5 g, u susenych bobuli (C1) 1 g, u rakytnikovych marmeldd a medu (R1-R3) to bylo 20 g
aurakytniku do jogurtu (R4) byla navazka 10 g. Po extrakci byly vSechny smési
prefiltrovany pfes filtracni papir a pfed chromatografickou analyzou navic pies stiikackovy
filtr.

U kapalnych vzorkl a pevnych vzorkil nerozpustnych v organickém rozpoustédle byla
testovana extrakce pomoci ethylacetditu. 10 ml plvodniho vzorku (B2), odstiedéné
rakytnikové $tavy (S1) ¢i vodného roztoku vzorku (E1, C1-C4, R3 a G1) bylo smichano se
30 ml ethylacetditu a po 15 minutové extrakci byla smés oddélena s vyuzitim centrifugy
(5 min/8000 otacek). Horni organicka vrstva byla oddélena a rozpoustédlo bylo vysuseno
pomoci dusiku. Poté byly ke kazdému vzorku pfidany 2 ml 50% methanolu a odparek byl
rozpustén.

V extrahovanych 10 ml byla navazka vzorku E1 0,313 g, vzorku R3 to bylo 15 g
avzorku G1 0,9 g. Vzorky C1 — C4 byly pfipraveny navdzenim 2 g Caje a zalitim 250 ml
vrouci vody. Po 10 minutach byly piefiltrovany pfes filtrani papir a extrahovany.

Vzorek Bl byl analyzovéan bez Gpravy. VSechny extrakty byly pied chromatografickou
analyzou ptefiltrovany ptes stfikackovy PTFE filtr.

Pii ptipravé extrakti vzorkti M1, C1, R1-R4 pro stanoveni vitaminu C byla extrakce
provedena podobnym zpiisobem, pouze pomoci jin¢ho extrakéniho €inidla, kterym byl 3%
roztok kyseliny metafosfore¢né. Vzorky S1, B1 a B2 byly pouze 10x nafedény extrak¢énim
¢inidlem a vzorky G1 (0,9 g) a E1 (0,313 g) byly rozpustény v 10 ml extrakéniho Cinidla.
VSechny vzorky byly i v tomto ptipad¢ pted analyzou piefiltrovany pies 0,45 pum stiikackovy
PTFE filtr a podle potfeby natedény.
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2.3.2 Spektrofotometrické metody

2.3.2.1 Optimalizace metody

Pro stanoveni antioxidacni kapacity extrakti pfipravenych z rakytnikovych produktii
byla optimalizace provedena s vyuzitim vzorku E1 (Organic sea berry powder). U kazdé
metody byly optimalizované parametry mnozstvi vzorku a doba reakce. Pomoci
optimalizovanych metod byly stanoveny antioxida¢ni kapacity vSech pfipravenych extraktd.

Nekteré extrakty bylo, kviili velmi vysoké antioxidacni kapacité, nutné naredit.

2.3.2.2 Pftiprava standardt

Pro kvantifikaci TPC metody byla ze zasobniho roztoku kyseliny gallové (¢ = 1 g/l
v methanolu) vhodnym natfedénim pfipravena kalibra¢ni fada s obsahem 0,005 — 0,035 mg
kyseliny gallové v ddvkovaném objemu (50 pl).

Standardni roztok Troloxu byl pro metody ABTS, DPPH a FRAP pfipraven
v koncentraci ¢ = 0,01 mol/l a vhodnym nafedéni tohoto zasobniho roztoku byla pfipravena

kalibra¢ni fada v rozmezi 0,05 — 0,1 pmol Troloxu v davkovaném objemu (50 pl).

2.3.2.3 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek byl pfipraven pracovni roztok
smichanim 2 M Folin-Ciocalteauova c¢inidla s destilovanou vodou v poméru 1:20. Byly
odebrany 2 ml tohoto nafedéného ¢inidla a pfiddno 50 pl vzorku. Tato reakéni smés byla
promichéna a po 5 minutach k ni byl ptfidan jest¢ 1 ml 7,5 % Na>COs. Po 30 minutach byl
zméten narlst absorbance pii 750 nm a pomoci naméfené kalibra¢ni kiivky byl pfepocitan na

ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.

2.3.2.4 Metoda ABTS

10 mg ABTS bylo rozpusténo v 5 ml destilované vody (¢ = 3,6 mmol/l) a bylo ptidano
100 pl K2S20s5 (¢ = 0,064 mol/l). Takto pfipraveny roztok byl promichdn a uschovan v lednici
za nepfistupu svétla asi 18 hodin. Poté bylo odpipetovano 2,5 ml do 100ml odmérné banky
a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Z této reakéni smési byly dale pipetovany 3 ml,
k nim pfidano 50 pl vzorku a promichano. Pii méfeni rychlosti reakce byl pii vlnové délce
734 nm méfen Ubytek absorbance po 2 minutach do 10 minut, po 5 minutach do 30 minut, po
10 minutach do 60 minut, po 30 minutach do 120 minut a po 60 minutach do 180 minut. Pro

zmeéteni kalibracni kiivky a nasledné zjisténi celkové antioxidacni kapacity vzork byl
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stanoven &as méfeni ubytku absorbance po 60 minutach. Ubytek absorbance vyjadieny v %

byl za pomoci kalibrac¢ni kiivky pfepocitan na ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu.

2.3.2.5 Metoda DPPH

Do odmérné baiiky o objemu 50 ml bylo navazeno 0,0043 g radikalu DPPH a doplnéno
po rysku methanolem. Dale byl roztok methanolem nafedén jesté v poméru 1:2 a diakladné
promichan. Z takto ptipravené reakcni smési byly odebrany 3 ml, ptidano 50 pl vzorku a opét
promichano Pfi méfeni rychlosti reakce byl méfen Ubytek absorbance pii vinové délce
515 nm po 2 minutach do 10 minut, po 5 minutach do 30 minut, po 10 minutach do 60 minut,
po 30 minutach do 120 minut a po 60 minutdch do 180 minut. Pro zméteni kalibracni kiivky
a zjisténi celkové antioxidacni kapacity vzorkli byl stanoven ¢as méfeni ubytku absorbance
60 minut. Ubytek absorbance byl vyjadieny v % a pomoci kalibraéni kiivky piepoéitan na

ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu.

2.3.2.6 Metoda FRAP

Pro pfipravu reakéni smési byly pouzity vodné roztoky FeCls o koncentraci 20 mmol/l,
TPTZ o koncentraci 10 mmol/l, ktery obsahoval ptfidavek HCl o koncentraci 40 mmol/l
a octanovy pufr, jehoz koncentrace byla 0,3 mol/l a pH 3,6. Roztoky byly smichany v poméru
FeCls:TPTZ:octanovy pufr - 1:1:10. Z této reakéni smési byly odebrany 3 ml a ptidano 50 pl
vzorku. Pfi vlnové délce 593 nm byl na spektrofotometru méfen narlst absorbance po
15 minutach od zac¢atku reakce. Za pomoci naméiené kalibraéni kfivky byl nartist absorbance

pfepocitan na ekvivalentni mnoZstvi standardu Troloxu.
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2.3.3 HPLC analyza

2.3.3.1 Optimalizace metody

Optimalizace separace fenolickych latek byla provedena na extraktu piipravené¢ho ze
vzorku bio §tavy a optimalizace separace vitaminu C byla provedena s vyuzitim extraktu
pfipravené¢ho ze vzorku mraZzenych bobuli. Pro stanoveni vitaminu C bylo nutné pfipravit
extrak¢ni ¢inidlo, konkrétné 3% roztok kyseliny metafosforecné.

Mezi optimalizované parametry patiil vybér vhodné kolony, mobilni faze, doba

analyzy, gradient a v neposledni fad¢ fedéni vzorkt pro kvantifikaci vitaminu C.

2.3.3.2 Priprava standardi

Roztoky standardi pro HPLC analyzu fenolickych latek byly pfipraveny vzdy
smichanim 40 pl ptislusného standardu (c = 1 g/l) s 1 ml rozpoustédla, v naSem piipade s 50%
methanolem.

U vitaminu C byl nejdiive pfipraven zasobni roztok kyseliny askorbové (¢ = 1 g/l).
Postupnym ftedénim byla pfipravena kalibraéni fada deseti standardnich roztoki
v koncentraénim rozmezi 0,005 — 0,6 mg/ml zasobniho roztoku doplnéného do 10 ml

extrakénim ¢inidlem.

2.3.3.3 Podminky pro méfeni

Pro separaci fenolickych latek byla vybrana kolona Ascentis Express C18 a jako
mobilni faze byla pouzita smés methanolu a vody okyselené kyselinou mravenci na pH 2,5.
Separace probihala gradientovou eluci s programem uvedenym v tabulce 8. Pritok mobilni
faze byl udrZzovén na 0,4 ml/min a teplota kolony na 30 °C. Davkované mnozstvi vzorku bylo
2 ul. Pro monitorovani separovanych fenolickych latek byla vybrana vinova délka 280 a 320
nm.

Pro separaci vitaminu C byla vybrana kolona Kinetex Polar C18 a jako mobilni faze
byla pouzita smés methanolu a vody okyselené kyselinou fosfore¢nou na pH 2,8. Separace
probihala pomoci gradientové eluce s programem uvedenym v tabulce 9. Teplota kolony byla
udrzovana na 30 °C, pritok mobilni faze 0,5 ml/min a davkované mnozstvi bylo 2 pl a

separace byla méfena pti vlnové délce 244 nm.
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Tabulka 8: Optimalizovany gradientovy program pro separaci fenolickych latek

Cas [min] Methanol [%]
0 10
7 41
13 43
19 70
20 80

Tabulka 9: Optimalizovany gradientovy program pro separaci vitaminu C

Cas [min] Methanol [%]
0 0

0,5 0

3 80

5 0
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Pro optimalizaci metod pro stanoveni antioxida¢ni kapacity rakytnikovych extrakta byl
zvolen vzorek El ,,Organic sea berry powder®. Proces optimalizace zahrnoval pfipravu
reakéni smési, zjiSt€éni mnozstvi vzorku potiebné k analyze a dobu analyzy. Jednotlivymi
optimalizovanymi metodami byla nésledné¢ stanovena antioxidacni kapacita vSech
pripravenych extraktt.

Nejdiive byla provedena optimalizace metod ABTS, DPPH a FRAP. Davkovany objem
reakéni smési byl vzdy 3 ml a objem davkovaného vzorku do pfipravené reakéni smési byl
zvolen u vSech tfi metod 50 pl. Mnozstvi reakéni smési bylo urceno na zéklad¢ limitujiciho
objemu kyvety pouzité pro méteni.

Ubytek absorbance u metod ABTS a DPPH byl vypo¢itan dle rovnice:

Ao

ubytek A (%) = * 100

0

kde Ao je pocatecni absorbance v ¢ase t = 0 min a A je absorbance v ¢ase t = 1 hodina
od pocatku reakce.
Mira neboli hodnota celkové antioxidacni kapacity, byla vzdy vztazena na jednotku

konkrétniho vzorku, u pevnych vzorklina 1 g, u vodnych na 1 ml podle rovnice:

umol) _aktivita vzorku (umol Trolox)
ml )~ V (ml) R

TEAC (
pfi¢emz Fr je faktor zahrnujici davkované mnoZzstvi a fedéni (u pevnych vzorkl je

misto objemu navazka v gramech — vysledek TEAC je poté v umol/g).

3.1.1 Optimalizace metody ABTS

Nejprve byl zasobni roztok ABTS™" vhodné nafedén, aby absorbance byla okolo hodnoty 0,8.
Dale byl ptidan vzorek a pti vinové délce 734 nm byl sledovan Ubytek absorbance v diisledku
reakce radikalu se vzorkem. Ubytek byl sledovan v danych ¢asovych intervalech po dobu
2 hodin: po 2 minutach do 10 minut, po 5 minutach do 30 minut, po 10 minutach do 90 minut

a po 30 minutach do 180 minut. Ze zéavislosti ubytku absorbance na Case byla stanovena
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vhodn4 doba reakce, pfi kterém jiz nebyl pozorovan strmy pokles absorbance, ale doslo
k ustaleni pozorované hodnoty. Bylo zjisténo, Ze pro stanoveni antioxidacni kapacity vzorku

metodou ABTS je vhodny ¢as méfeni 1 hodina.

70

65 A Y

[e2)

o
L1

[ J

ubytek A [%]

(9]
(6]
1

50 A

45 —T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

t [min]

Obrazek 9: Zavislost ibytku absorbance na ¢ase — metoda ABTS

Aby bylo mozné ziskané vysledky porovnavat v rdmci studii 1 pouzitych metod, prevadi
se ubytek absorbance pomoci kalibra¢ni kiivky na ekvivalentni mnoZzstvi standardu Troloxu.
Kalibrace byla provedena na osmi koncentra¢nich hladinach a kazdd koncentrace byla
prométena Ctyfikrat. V programu QC Expert byla provedena regresni diagnostika a pomoci
grafickych metod byly odstranény vSechny vlivné body. Vyznamnost absolutniho clenu
linearni z&vislosti byla testovana pomoci Studentova T-testu, a ten se ukazal jako vyznamny.

Vysledny koeficient determinace, Gsek a smérnice piimky jsou uvedeny na obrazku 10.
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Obrazek 10: Kalibracni kiivka — zavislost bytku absorbance na mnoZzstvi standardu Troloxu
v davkovaném objemu — metoda ABTS

3.1.2 Méreni antioxida¢ni kapacity metodou ABTS

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity bylo pouzito celkem 20 piipravenych extrakti ze
vzorkli obsahujicich rakytnik feSetldkovy. Piiprava jednotlivych extrakti je uvedena
v kapitole 2.3.1. Méfeni jednotlivych vzorkli bylo provedeno pétkrat a jednotlivé ubytky
absorbance byly pomoci rovnice kalibracni pfimky pfepocteny na ekvivalentni mnozstvi
standardu Trolox (TEAC) v jednom gramu vzorku nebo v jednom mililitru. Hodnoty TEAC
pro vSechny extrakty jsou uvedeny na obrazku 11 a v tabulce P1 v pfiloze. Kapalné vzorky
byly extrahované ethylacetdtem, jsou doplnéné zkratkou EtAc, pevné vzorky extrahované
70% methanolem maji zkratku doplnénou MeOH. U vzorku ¢aji (C1 — C4) byly ptipraveny
dva typy extraktli. Nejprve byly zality horkou vodou a poté byl vodny vyluh extrahovan
ethylacetatem nebo byly rovnou extrahovany 70% methanolem. Vzorek Bl byl v tomto
pfipad¢ proméfen bez jakékoliv extrakce. U vzorku suSenych bobuli (C1) byla navic
u extrakce methanolem testovana Uprava vzorku pied extrakci. SuSené bobule byly
extrahovany celé¢ bez upravy za pomoci tfepacky (Cla MeOH) nebo byly extrahovany za
pomoci homogenizatoru (Clb MeOH). Takto oznacené vzorky byly proméfeny 1 ostatnimi

metodami.
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Obriazek 11: Antioxida¢ni aktivita fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda ABTS

Nejvyssi antioxidacni kapacitu vykazoval détsky rakytnikovy ¢aj po extrakci
methanolem, a také suSené bobule, které byly extrahovany methanolem po piedchozi
homogenizaci mixérem (Clb MeOH). Jak je mozné si vSimnout, vzorky Cl1 a C2 maji
prakticky srovnatelné hodnoty antioxidacni kapacity po extrakci ethylacetitem jako po
extrakci methanolem. Jiné je to v piipadé sackovych caji (C3 a C4), kdy jejich methanolové
extrakty poskytly mnohem vys$§i hodnoty TEAC. Pravdépodobné caje obsahuji latky
s antioxidaénimi UC€inky, které se snadnéji extrahuji vodnym roztokem methanolu. Pfi
porovnani extraktii pfipravenych ze suSenych bobuli (C1) je jasné patrné, ze u¢innost extrakce
se zvySuje pii homogenizaci vzorku mixérem, kdy se zvy$i povrch vzorku a pfistup
rozpoustédla k extrahovanym latkdm, a tedy 1 antioxidacni kapacita takového extraktu je
vyssi. Kromé rakytnikovych ¢aji mél pomérné vysokou antioxidacni kapacitu i extrakt
pfipraveny z mraZenych bobuli (M1), kde je nutné brat v Gvahu, Ze vysledek je vztazen
k jednomu gramu vzorku bez piepoctu na susinu. Obsah vody je vétSinou u bobuli cca 80 %,
pokud by se tedy uvazovala pouze suSina, byly by vysledky srovnatelné¢ se suSenymi

bobulemi.

3.1.3 Méreni antioxidac¢ni kapacity vitaminu C metodou ABTS

Vitamin C je silny antioxidant, ale jeho rozpustnost v organickych rozpoustédlech je

minimalni nebo znatné¢ omezena. Proto pro posouzeni antioxidacni kapacity rakytnikovych
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produktli byly rovnéz testovany extrakty pfipravené pomoci horké vody, nebo pomoci 3%
kyseliny metafosforecné, kterd stabilizuje kyselinu askorbovou. Pfipravené extrakty byly
proméieny stejnym zptisobem jako extrakty do organickych rozpoustédel a z namétenych
hodnot byly vypocteny hodnoty TEAC, které jsou zobrazeny v obrazku 12 a v tabulce P5
v ptiloze. U vzorkli ¢aji byla pro porovnani extrakce provedena jednak horkou vodou

(C1 —C3 voda) a jednak extrak¢nim ¢inidlem (C1 — C3).
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Obrazek 12: Antioxidacni aktivita vitaminu C ve vzorcich rakytniku — metoda ABTS

Dle vysledki mél zde vyznamné nejvyssi antioxidacni kapacitu vzorek B2, ktery
v ptipad¢ extrakce do ethylacetatu mél antioxidacni kapacitu 100x mensi (obrazek 11). To
znamena, ze hlavnim antioxidantem v tomto produktu je pravé vitamin C, ktery dle oznaceni
produktu je k rakytniku pfidavan. Pomémé vysoké hodnoty TEAC vykazoval i rakytnikovy
¢aj (C3) extrahovany pouze do vody ¢i rakytnikovy extrakt (E1), u kterého byla rovnéz
pozorovana velmi nizkd antioxidac¢ni kapacita pii extrakci do organického rozpoustédla
(obrazek 11). Pti porovnani antioxidacni kapacity €ajl je zajimavé, ze u suSenych bobuli (C1)
je vyssi antioxidac¢ni kapacita pii extrakci cinidlem, zatimco u rakytnikového caje
s citrébnovou travou (C2) je vyssi TEAC pii extrakci vodou, a to vice nez dvojndsobné.
Pravdépodobné opét z ditvodu obsahu latek, které jsou vice rozpustné v horké vod¢. U vzorki

S1 (8tavy) a M1 (mrazenych bobuli) jsou vysledky antioxida¢ni kapacity prakticky stejné.
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3.1.4 Optimalizace metody DPPH

Podle jiz popsaného postupu byl nejdiive pfipraven stabilni roztok radikalu DPPH
astejné¢ jako v pfipadé metody ABTS byl méfen vhodny cas reakce postupnym
monitorovanim ubytku absorbance po 2 minutdch do 10 minut, po 5 minutdch do 30 minut,
po 10 minutach do 60 minut, po 30 minutich do 120 minut a po 60 minutach do 180 minut.
Me¢éieni probihalo opét az do chvile, kdy byly ubytky absorbance ustaleny. Pro stanoveni

antioxidac¢ni kapacity extrakti metodou DPPH byl zvolen ¢as méfeni 1 hodina, stejné jako u

metody ABTS.
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Obriazek 13: Zavislost ubytku absorbance na ¢ase — metoda DPPH

Pro porovnani vysledkil byla opét provedena kalibrace pomoci standardu Troloxu. Bylo
ptipraveno devét kalibracnich roztokd, které byly proméfeny celkem &tyfikrat. V programu
QC Expert byla provedena regresni diagnostika a pomoci grafickych metod byly odstranény
vSechny vlivné body. Pomoci Studentova T-testu byla otestovana vyznamnost jednotlivych
parametrii linearni regrese, kdy usek byl shledan nevyznamnym.

Vysledny usek, smérnice a koeficient determinace piimky jsou uvedeny na obrazku 14.
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Obrazek 14: Kalibracni kiivka — zavislost bytku absorbance na mnoZzstvi standardu Troloxu
v davkovaném objemu — metoda DPPH

3.1.5 Méreni antioxidacni kapacity metodou DPPH

Vsechny pfipravené extrakty byly proméfeny pomoci optimalizované DPPH metody
celkem pétkrat. Jednotlivé tbytky byly pfepocteny pomoci kalibracni zavislosti (obrazek 14)
na ekvivalentni mnozstvi Troloxu v 1 g nebo v 1 ml vzorku. Vypoctené hodnoty TEAC jsou

uvedeny na obrazku 15 a v ptiloze v tabulce P2.
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Obrazek 15: Antioxidaéni aktivita fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda DPPH
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U této metody mél nejvyssi antioxidacni kapacitu extrakt pfipraveny ze vzorku
suSenych bobuli (C1) po homogenizaci pomoci mixéru. Opét méely vSechny vzorky caji
(C1 — C4) vyssi antioxidacni kapacitu ve srovnani se zbytkem testovanych vzorkt. I zde je
patrné, ze antioxidanty piitomné ve vzorcich se 1épe extrahuji do vodného roztoku methanolu
oproti ethylacetdtu, protoze methanolové extrakty vykazuji vyssi antioxidacni kapacitu.

Kromé caju byl testovan i vzorek R3 (rakytnik v medu), kde byla opét vyssi hodnota TEAC

pozorovana u methanolového extraktu.

3.1.6 Méreni antioxidacni kapacity vitaminu C metodou DPPH

Extrakty pfipravené pro stanoveni vitaminu C byly rovnéz podrobeny testovani
antioxidacni kapacity pomoci metody DPPH. Vzorky byly pii dané vinové délce proméfeny
petkrat. Z namétenych hodnot byly vypocteny hodnoty TEAC, které jsou uvedeny na obrazku
16 a v priloze v tabulce P6. Protoze radikal DPPH se rozpousti v methanolu a celé méfeni
tedy probihd v methanolickém roztoku, nebylo mozné proméfit extrakt vzorku Gl

(multivitaminové Zelatinky) z dvodu jeho vysrazeni.
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Obrazek 16: Antioxidacni aktivita vitaminu C ve vzorcich rakytniku — metoda DPPH

Op¢ét je zde pozorovana vysoka hodnota TEAC u vzorku B2, ktery byl jiz diskutovan
umetody ABTS a jeho vysoka antioxida¢ni kapacita je zpisobena pfidanym vitaminem C.
Stejné je tomu i u vodného vyluhu rakytnikového caje (C3). Rakytnikovy extrakt (E1) ma

hodnotu TEAC o trochu niz§i ve srovnani u metody ABTS, coz je pravdépodobné zplisobeno
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obsahem antioxidanti, kter¢é sDPPH nereaguji. Stejnd situace nastala ziejmé
i u rakytnikového caje s citronovou travou (C2), kde je u DPPH pozorovéana nizsi hodnota

TEAC u vodného vyluhu oproti ABTS.

3.1.7 Optimalizace metody FRAP

Nejprve byl jiz popsanym postupem v experimentalni ¢asti pfipraven reakéni komplex
Fe**-TPTZ. K reakéni smési bylo poté ptidano 50 ul vzorku a na rozdil od predchozich metod
(ABTS a DPPH) byl méfen nariist absorbance pfi vinové délce 593 nm po 15 minutach!'%,

Pro stanoveni antioxidacni kapacity byla méfenim stanovena vhodna doba reakce
komplexu se vzorkem 15 minut.

Nartst absorbance byl vypocitan dle rovnice:

AA = A — A

kde Ao je pocatecni absorbance v ¢ase t = 0 min, a A je zméfend absorbance v Case
t =15 min od pocatku reakce.

Pro porovnani vzorkli byl narast absorbance ptepocitdn pomoci kalibra¢ni kiivky na
ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu. Kalibrace byla provedena na deviti koncentra¢nich
hladinach a kazd4 koncentrace byla proméfena ttikrat. V programu QC Expert byla opét
provedena regresni diagnostika, indikace vlivnych bodl a testovani vyznamnosti parametri
linedrni regrese. Absolutni ¢len se ukdzal jako nevyznamny a piimka tedy prochazi pocatkem.
Regresni rovnice spolu se smérodatnymi odchylkami smérnice a useku a koeficientem

determinace je zobrazena na obrazku 17.

- 58 -



1,6
14 1 y = 14,78 (0,05) x + 0,005 (0,003)
T R%=0,9997 .0
1,2 1 N
-~ 14 e
X 1 .
2. .._.-
<08 ]
Z] ] &
OE ]
B i .
= 0,6 A X )
0,4 -0
e
0214  _..-
=
1] @&
0 ——————
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Trolox [umol]

Obrazek 17: Kalibraéni kiivka — zavislost narustu absorbance na mnozstvi standardu Troloxu
v ddvkovaném objemu — metoda FRAP

3.1.8 Méreni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP

Vsechny pfipravené extrakty byly celkem pétkrat proméfeny pomoci optimalizované
metody FRAP. Vysledné vypoctené hodnoty TEAC jsou uvedeny na obrazku 18 a v ptiloze
v tabulce P3.
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Obrazek 18: Antioxidacni aktivita fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda FRAP
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Jak je z obrazkd 11, 15 a 18 patrné, namétené hodnoty pomoci FRAP metody koreluji
s hodnotami TEAC méfenymi metodami ABTS a DPPH. Vysoké hodnoty TEAC byly opét
pozorovany u vzorku rakytnikového caje (C4 MeOH) a susenych bobuli (C1b MeOH). Oproti
tomu jsou zde pozorované vétsi rozdily mezi  extrakty provedenymi methanolem
a ethylacetatem, pfedevSim pak u vzorkl C3 a C4, kde je rozdil vice nez dvojnésobny.
ProtoZe se jedna o metodu s odliSnym principem a reaguji predevSim latky s redukénimi
schopnostmi, muze byt tento rozdil pravé zpisobem jinym obsahem latek schopnych

redukovat zelezity ion.

3.1.9 Méreni antioxidac¢ni kapacity vitaminu C metodou FRAP

Postup méfeni extraktll ptfipravenych pro méfeni obsahu vitaminu C byl stejny jako
u extraktli pfipravenych pomoci organickych rozpoustédel. Vzorky byly opét proméieny
pétkrat a znamétenych hodnot byly vypocteny hodnoty TEAC, pomoci rovnice linedrni
regrese znazornéné na obrazku 17. Vysledky jsou prezentovany na obrazku 19 a uvedeny

v ptiloze v tabulce P7.
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Obrazek 19: Antioxidac¢ni aktivita vitaminu C ve vzorcich rakytniku— metoda FRAP

Nejvyssi antioxidacni kapacitu mél jako v predchozich méfenich extrakt vzorku B2
(bylinny elixir), ktery obsahoval ptidany vitamin C. U vodného vyluhu vzorku ¢aje (C3) je
hodnota TEAC v porovnani s hodnotami u ABTS a DPPH metod daleko vyssi. Vzorek C1 ma
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opét vyssi kapacitu u extrakce ¢inidlem nez u vodného vyluhu. U vzorku C2 je rozdil mezi
extrakty pfiblizné¢ dvojnasobny, stejné¢ jako u ABTS metody. Vyssi antioxidacni kapacity
dosahuje 1 rakytnikovy extrakt (E1).

3.2 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Podle postupu bylo pro reakci ptipraveno Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo a po nadavkovani
50 ul vzorku a piidani uhli¢itanu sodného byl monitorovan nardst absorbance pii vinové délce
750 nm. Narust absorbance byl vypocitan dle rovnice:
AA = A - A
kde Ao je pocatecni absorbance v Case t = 0 min, a A je zméfend absorbance v Case
t =35 min od pocatku reakce.
Pro kalibraci metody bylo pouzito sedm kalibracnich roztokli kyseliny gallové
v rozmezi koncentraci 0,005 — 0,03 mg v ddvkovaném objemu. Jednotlivé kalibracni body
byly prométeny ctyiikrat. V programu QC Expert byla opét provedena regresni diagnostika
stejnym zpiisobem jako u vSech pfedchozich metod. Pomoci kalibra¢ni kiivky (obrazek 20)
byl narast absorbance u vSech pfipravenych extrakti pfepocitdn na ekvivalentni mnozstvi

kyseliny gallové (GAE) v jednom gramu nebo v jednom mililitru vzorku.
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Obrazek 20: Kalibra¢ni kiivka — zavislost nartstu absorbance na mnozstvi kyseliny gallové
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3.2.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek ve vzorcich rakytniku

Extrakty pfipravené pomoci ruznych organickych rozpoustédel byly proméieny
optimalizovanou metodou. Kazdy vzorek byl prométen pétkrat. Vysledné hodnoty GAE jsou

uvedeny na obrazku 21 a v pfiloze v tabulce P4.
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Obriazek 21: Celkovy obsah fenolickych latek v rakytnikovych extraktech pfipravenych pro
stanoveni fenolickych latek
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Celkovy obsah fenolickych latek kopiruje vysledky ziskané pomoci metod pro
stanoveni antioxidacni kapacity. Nejvyssich hodnot bylo pozorovano u susenych bobuli (C1),
které se extrahovaly methanolem po homogenizaci (C1b MeOH) a poté rakytnikovy €aj téz
extrahovany methanolem (C3 MeOH). U ¢ajit C1, C2 a C4 Ize dle grafu usoudit, ze extrakce

methanolem nebo ethylacetaitem neméla az tak vyznamny vliv na mnoZzstvi fenolickych latek.

Kromé extraktli piipravenych organickymi rozpoustédly, byly proméieny i vodné
vyluhy ¢aji a extrakty pro stanoveni obsahu vitaminu C (s vyuzitim 3% kyseliny
metafosforecné). Vysledné hodnoty GAE jsou uvedeny na obrazku 22 a v tabulce P8

v ptiloze.
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Obrazek 22: Celkovy obsah fenolickych latek v rakytnikovych extraktech pro stanoveni
vitaminu C

V téchto extraktech byl stanoven vyssi celkovy obsah fenolickych latek oproti extraktim
s organickym rozpoustédlem, coz opét koreluje s antioxida¢ni kapacitou. Vitamin C, ktery je
v nejvyssim mnozstvi pfitomen ve vzorku B2 opét ovliviiuje vysledky této metody, protoze
rovnéz reaguje s Folin-Ciocalteauovym cinidlem. Vysoké hodnoty GAE pak vykazoval

1 vodny vyluh ¢aje C3, ¢i rakytnikovy extrakt E1.

3.3 HPLC stanoveni fenolickych latek ve vzorcich rakytniku

3.3.1 Optimalizace separace fenolickych latek

Separace fenolickych latek byla optimalizovana na extraktu pfipraveném z rakytnikove

t83, proto byl vyuzit

stavy (S1). K extrakci kapalnych vzorkl se zpravidla vyuziva ethylaceta
1 v této praci. Krome ethylacetatu byl testovan také diethylether ¢i jejich smés 1:1. Na zakladé
chromatografickych zaznamt (obrazek P1 — P3) byl pro extrakci vybran samotny ethylacetat,
ktery poskytoval nejvyssi vytéznost sledovanych fenolickych latek. Déle byly testovany
vzorky mraZenych ¢i suSenych bobuli, které po extrakci 70% methanolem vSak neobsahovaly
velké mnozstvi flavonoidnich fenolickych latek jako tomu bylo u §tavy z rakytniku (obrazek
P6). Extrakci fenolickych latek nepodpofilo ani okyseleni extrakéniho rozpoustédla kyselinou

mravenci (0,3 %) jak je vidét na obrazcich P4 — P5 uvedenych v ptiloze.
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V ramci optimalizace byly testovany dvé kolony, a to Kinetex Polar C18 plnéna
modifikovanou oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi a Ascentis Express C18 s klasickou
oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi. Optimalizovanymi parametry byly dale sloZeni
mobilni faze (methanol a voda s pfidavkem 0,1 % ¢i 0,3 % kyseliny mravenci), pocatecni
koncentrace organické slozky mobilni faze (v nasem ptipadé 10 % methanol) a gradientovy
program. Teplota kolony, priitok mobilni faze a objem nastiiku vzorku, zlstaly v ramci
optimalizace neménné. VInové délky pro monitorovani fenolickych latek byly 280 nm
a 320 nm.

Na koloné Kinetex Polar CI8 se, i pies vyzkouSeni velkého mnozstvi gradienti
(priklady uvedeny na obrazcich P6 — P8), nepodafilo optimalizovat separaci sledovanych
fenolickych latek s pozadovanym rozliSenim hlavnich flavonoidi. Na kolon& Ascentis
Express C18 jiz bylo pozorovano lepsi rozliSeni sledovanych fenolickych latek a vhodnou
volbou gradientového programu se podafilo separovat hlavni flavonoidy obsazené
v rakytnikové S$tavé. Optimalizovana separace je zobrazena na obrazku 23, nckteré
chromatogramy s testovanymi gradientovymi programy jsou poté vyobrazeny v pfiloze

(obrazek P9 — P11).
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Obrazek 23: Optimalizovand separace fenolickych latek — vzorek BIO rakytnikové Stavy
(S1), kolona Ascentis Express CI8 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: O min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C,
detekce pii 280 nm
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3.3.2 Identifikace fenolickych latek obsaZenych ve vzorcich rakytniku

Identifikace fenolickych latek byla provedena ¢aste€né porovnanim retencnich casi
se standardy, které byly k dispozici, avSak ptesnd identifikace byla pak provedena s vyuzitim
spojeni s hmotnostnim spektrometrem s ionizaci elektrosprejem pii sniméani kladnych
¢1 zapornych iontl. Diky zjiSténi protonovanych ¢i deprotonovanych molekul u jednotlivych
eluovanych pikt byly ureny molarni hmotnosti sledovanych fenolickych latek a na zakladé

106,

porovnani s literaturou* 107 bylo identifikovano 12 fenolickych latek obsaZenych

v extraktu z rakytnikové st'avy (tabulka 10).

Tabulka 10: Nalezené latky ve vzorku BIO rakytnikové stavy (S1) v optimalizovaném
chromatogramu (obrazek 23 a obrazek v ptiloze P12)

Oznaceni  Latka

1 Kyselina kavova

Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova
Katechin

Epikatechin

Rutin

Isorhamnetin-3-rutinosid
Kvercetin-3-glukosid

Kvercetin

O 0 3 O »n A~ WD

Kaempferol-3-glukosid

—
o

Isorhamnetin-3-glukosid

—
—

Isorhamnetin-3-rhamnosylglukosid

—_
\S)

Isorhamnetin-3-acylo-glukosid-glukosid-7-

rhamnosid

Pomoci optimalizované metody pak byly proméfeny vSechny pfipravené extrakty
a vysledné chromatogramy jsou i s vyznacenymi identifikovanymi latkami uvedeny v ptiloze
(obrazek P12 — P30). Pfi porovnani je jiz na prvni pohled vidét, Ze sloZeni kazdého vzorku je
velmi odliSné. Vzorek Stavy (S1, obrazek P12), na kterém probéhla optimalizace gradientu,
obsahoval fenolické latky v pomérné velkém mnozstvi. To vSak nelze fici o dalSich vzorcich,

jako byl extrakt z rakytniku (E1, obrazek P13), kde je obsah hlavnich flavonoidnich latek
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velmi nizky. Pfi porovnani bylinnych kapek (B1 a B2, obrazek P14 a P15) je ihned vidét, Ze
bylinné kapky B1 obsahuji rozhodné vice fenolickych latek (prakticky vSechny, které byly
hledany) a také v mnohem vys$§im mnozstvi, nez tomu je u vzorku B2. Ten je vSak obohacen
o vitamin C, takze ma vy$si antioxidacni kapacitu. U multivitaminové Zelatinového bonbonu
(G1, obrazek P16) je mozné pozorovat také vétSinu hledanych latek, avsSak jejich obsah je
velmi nizky, protoze obsah rakytniku je zde pouhé 3 %. V ptipadé vSech ¢tyi druhti ¢aji bylo
mozné nalézt vzdy vétSinu hledanych latek. U susenych bobuli (C1) neni znatelny rozdil mezi
extrakty provedenymi ethylacetatem nebo methanolem (obrazek P17 — P18). U ¢aje C2 byly u
obou extraktli (obrazek P19 — P20) nalezeny vSechny hledané latky, ale pfi jejich srovnani
bylo vétsi mnozstvi latek vyextrahovano methanolem. To stejné plati i pro ¢aj C3 (obrazek
P21 — P22), kdy vétsi mnozstvi latek poskytl methanolovy extrakt. Pro porovnani byl jesté
pfidan chromatograficky zdznam separace latek obsaZenych ve vodném vyluhu ¢aje C3, avSak
zde je pozorovano velmi malé mnozstvi fenolickych latek (obrazek P23). Na rozdil od
ostatnich c¢aji bylo u vzorku C4 vétsi mnozstvi latek vyextrahovano pii extrakcei
ethylacetatem (obrazek P24 — P25). I zde bylo mozné nalézt vSechny hledané latky. Vzorky
rakytnikovych pomazanek (R1 a R2) obsahovaly pouze velmi malé mnoZzstvi latek (obrazek
P26 — P27), a proto nebyla mozna piesnd identifikace. Ze vzorki rakytniku v medu (R2 a R3)
dopadl 1épe vzorek R3 (obrazek P28), ktery obsahoval vétsi mnozstvi sledovanych latek.
Kvalitnim produktem byl i rakytnik do jogurtu (R4, obrazek P29), kde bylo opé&t nalezeno
témeét vSech 12 sledovanych latek, dokonce i ve srovnatelném mnoZstvi s mraZzenymi
bobulemi (M1, obrazek P30).

Cela tato identifikace prob&hla pouze na zékladé shody retenénich Casti, mohlo tedy
dojit i k uritym neptfesnostem. Tato studie bude dale rozSifend o HPLC/MS analyzu
a pfesnou kvantifikaci vyznamnych fenolickych latek, coz v rdmci této diplomové prace

z ¢asovych diivodu jiz nebylo provedeno.
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3.4 Stanoveni kyseliny askorbové (vitaminu C) ve vzorcich rakytniku

3.4.1 Optimalizace separace

Optimalizace separace byla provedena u extraktu piipraveného z mrazenych bobuli
(M1). Pro separaci byla nejprve zvolena klasicka oktadecylsilikagelova (C18) staciondrni faze
(Ascentis Express C18) a mobilni fiaze tvorend methanolem a vodou okyselenou kyselinou
fosforecnou na pH 2,8. U klasické C18 stacionarni faze nelze vyuzit k separaci mobilni fazi,
kterd by obsahovala mén¢ organického rozpoustédla nez 5 %, protoze by jinak doSlo ke
zhrouceni oktadecylovych fetézcti. Pokud byla zvolena na zaCatku gradientu mobilni faze
obsahujici 5 % methanolu ve vodé, nedochazelo k dostate¢nému oddé€leni vitaminu C od
matri¢nich latek. Proto byla vybrana modifikovand C18 staciondrni faze pro separaci
polarnich latek (Kinetex Polar C18), kde lze pro separaci pouzivat i Cistou vodu. S touto
stacionarni fazi pii eluci Cistou (okyselenou) vodou jiz bylo moZzné odd¢lit vitamin C od
ostatnich polarnich latek obsazenych v extraktu. Optimalizovany gradientovy program je
uvedeny v experimentalni ¢asti a vysledna separace u extraktu ze vzorku M1 je zobrazena na
obrazku 24.

Tento extrakt byl pfipraven jesté spolecné se vzorkem extrahovanych suSenych bobuli
(Cl1), avsak ten neposkytoval vhodné mnozstvi vitaminu C pro vytvofeni kalibra¢ni fady
(obrazek P31). U obou vzorki byla vyzkouSena extrakce se 40 ml pfipraveného extrakéniho
¢inidla.

Zvolena optimalni vinova délka pro méfeni vitaminu C ve vSech vzorcich byla 244 nm.
Nakonec byl zvySen 1 pritok z pfedchozich nastavenych 0,4 ml/min na 0,5 ml/min. Teplota

kolony a objem nastiiku vzorku ztstaly stejné, tedy 30°C a 2 ul davkovaci objem.
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Obrazek 24: Optimalizovand chromatograficka separace vitaminu C — vzorek mrazenych
bobuli (M1), kolona Kinetex Polar CI8 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze
MeOH/voda+H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min — 0
% MeOH, davkovani: 2 pl, pratok: 0,5 ml/min, teplota kolony 30°C, detekce pii 244 nm

3.5 Kovantifikace kyseliny askorbové ve vzorcich rakytniku

Optimalizovand separace byla dale vyuZita pro stanoveni mnozstvi vitaminu C
v jednotlivych extraktech ptipravenych pomoci 3% kyseliny metafosforecné. Na obrazku 25
je uvedena ukéazka chromatografické separace pii stanoveni vitaminu C ve vzorku
rakytnikového ¢aje Apotheke (C3). VSechny zbylé chromatografické zaznamy extrakti jsou
zobrazeny v ptiloze (obrazek P32 — P42).

Pfi porovnani zdznamu je mozné vidét, ze vSechny vzorky rakytniku obsahuji vitamin
C, avSak jeho mnozstvi se znacné lisi. Obsah vitaminu C zalezi na mnoha faktorech,
pfedev§im na tom, zda se jednd o 100 % rakytnikovy produkt, nebo produkt s obsahem
rakytniku. U jiz zmiflovaného vzorku bylinnych kapek (B2) je vitaminu C k produktu

pfidavan, a proto je jeho obsah velmi vysoky.
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Obrazek 25: Separace vitaminu C — vzorek rakytnikovy ¢aj (C3), kolona Kinetex Polar C18
(150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze MeOH/voda+H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %, 0,5
min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pritok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pii 244 nm

Kvantifikace vitaminu C v jednotlivych extraktech byla provedena metodou kalibracni
ktivky (obrazek 26). Kalibrace byla provedena na osmi koncentra¢nich hladinach a kazdy
kalibragni roztok byl proméfen téikrat. V programu QC Expert 2.9 (TriloByte, CR) byla poté
provedena regresni diagnostika a za pomoci grafickych testd byly odstranény vSechny vlivné
body. Dale byla testovana vyznamnost jednotlivych regresnich parametri pomoci Studentova
T-testu, pfi¢emzZ absolutni ¢len byl vyhodnocen jako vyznamny (p < 0,05).

Limit detekce a stanoveni byl testovan jako trojndsobek ¢i desetinasobek odstupu
signalu od Sumu a jejich hodnota byla 0,02 mg/l a 0,07 mg/I.

Spravnost metody byla také jednou z provedenych valida¢nich parametrt. Ta poukazuje
na blizkost shody mezi vysledky nezavislych testli a referen¢nimi hodnotami a poté je
hodnocena jako ndavratnost. Pro toto ovéfeni bylo provedeno meéfeni trfech rliznych
koncentraci (2, 8 a 45 mg/l), kdy kazda byla prométena tfikrat. Kritérium pfijatelnosti je zde

108

v rozmezi 80 — 110 %, coz je v souladu s validacnimi parametry *°. Vypoctené hodnoty jsou

uvedeny v tabulce 11.
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Tabulka 11: Navratnost metody testovana na tfech koncentra¢nich hladinach

Koncentrace kyseliny askorbové Navratnost [%]
[ng/ml]

2 106,70

8 102,39

45 99,96

800000 7
y =14 834 (63) x - 5 430 (1328) °

700000 1 R*=1,00

600000 1 P

500000 1

plocha

400000 -
300000 P
200000 1

100000 1

o-l‘

0 10 40 50 60

20 0
koncentrace fug/ml]

Obriazek 26: Kalibra¢ni kfivka — zavislost plochy piku na koncentraci vitaminu C

Na zékladé rovnice linearni regrese uvedené na obrazku 26 byla vypocitana koncentrace

vitaminu C v jednotlivych vzorcich, ktera je uvedena v tabulce 12.
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Tabulka 2: Mnozstvi kyseliny askorbové v jednotlivych vzorcich rakytniku

Vzorek — oznaceni Kyselina askorbova [pg/ml],
[ng/g]

R1 0,874 + 0,003

R2 3,84 £ 0,03

R4 7,55 + 0,05

E1l 116 £2,9

S1 192 £0,6

M1 157+0,2

C1 voda 125+1,2

C2 voda 111 +0,03

C2 80,9 +£0,9

C3 voda 331 +£8,7

B1 0,647 + 0,003

B2 1655+ 17

Gl 51,03 +£4,72

Podle vypoctenych hodnot obsazen¢ho vitaminu C ve vsSech vzorcich lze usoudit,
ze absolutné nejvice vitaminu C bylo ve vzorku bylinnych kapek (B2). U tohoto vzorku se to
pfedpokladalo vzhledem k tomu, Ze v tomto bylinném elixiru byl extra ptfidany samotny
vitamin C. Vysoky obsah, ktery se vice liSil od ostatnich, poskytl také vzorek caje C3
extrahovany horkou vodou. Caje Cl a C2 jsou pak obsahem vitaminu C prakticky
srovnatelné, a k nim Ize dale pfirovnat i vzorek E1 — extrakt z rakytniku. Pfi srovnani vzorku
C2 extrahovaného vodou a extrakénim ¢inidlem je mozné si vSimnout, Ze vEtsi G€innosti
extrakce (dvojnasobné) bylo dosazeno horkou vodou. Extrakty vzorkti S1 a M1 se od sebe
svym mnozstvim vitaminu také 1i8i minimaln¢€. To by odpovidalo vzhledem k tomu, Ze bio
naméfeno ve vzorcich R1 a R2, které byly jiz starSiho data a nebyly oteviené tésné pied

méfenim.
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4 ZAVER

V této diplomové préci byla nejprve optimalizovana HPLC separace fenolickych latek
v rakytniku feSetlakovém. Optimalni separace bylo dosaZeno na koloné Ascentis Express C18
plnéné povrchoveé poréznimi ¢asticemi pomoci mobilni faze skladajici se z methanolu a vody
okyselené kyselinou mravenci na pH 2,3. Pomoci optimalizované metody byly prométeny
extrakty pfipravené zrtznych vzorkli obsahujicich rakytnik. Fenolické latky byly
identifikovany pomoci dostupnych standardi a pomoci spojeni s hmotnostnim
spektrometrem.

Déle byla optimalizovana HPLC separace vitaminu C. V tomto piipadé byla pro
separaci vybrana kolona Kinetex Polar C18, u které je mozné pro separaci vyuzivat 100 %
vodné faze. Pomoci optimalizované separace byly proméfeny vSechny pfipravené extrakty
a poté byl vitamin C kvantifikovan metodou kalibraéni kiivky.

Velka cast prace byla zaméfena také na pfipravu extrakti z jednotlivych vzorkl
obsahujici rakytnik. Experimenty bylo zjisténo, Zze pro extrakci fenolickych latek je
nevhodnéjsi ethylacetat nebo 70% methanol. Pro extrakci vitaminu C je vSak nutné pouzit
vodu, ve které je nejvice rozpustny nebo 3% roztok kyseliny metafosforecné, ktera vitamin C
stabilizuje.

Kromé chromatografické analyzy byly pro charakterizaci pfipravenych extrakti pouzity
spektrofotometrické metody pro meéfeni antioxidacni kapacity (ABTS, DPPH a FRAP)
¢i celkového obsahu fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteauova cinidla. Antioxidacni
kapacita jednotlivych extraktli byla zna¢né rozdilnd v zavislosti na cerstvosti, pfedchozi
upravé, na celkovém obsahu rakytniku ve vzorcich nebo na zplsobu extrakce. Stejné¢ tomu

bylo 1 u celkového obsahu fenolickych latek.
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6 PRILOHY

6.1 Tabulky

Tabulka P1: Primérné hodnoty TEAC fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda
ABTS

Oznaceni TEAC Oznaceni TEAC
[pmol/ml(g)] [pmol/ml(g)]
S1 EtAc 1,132 +£0,038 C3 MeOH 86,441 + 1,265
E1 EtAc 0,802 + 0,008 C4 EtAc 48,597 +£ 0,205
B1 1,135+0,011 C4 MeOH 188,923 +3,184
B2 EtAc 6,805+ 0,123 R1 MeOH 0,389 +0,013
G1 EtAc 0,038 + 0,0006 R2MeOH 1,376 +0,018
C1 EtAc 5,358 £0,352 R3 EtAc 0,124 +£0,0015
Cl1 MeOH 5,805+0,239 R3 MeOH 2,145+0,018
C2 EtAc 21,228 £0,203 R4 MeOH 2,225 +0,026
C2MeOH 21,078 £0,110 M1 MeOH 22,194 + 0,341
C3 EtAc 37,510 £ 0,271 Cl1 MeOH 241,804 + 3,549

Tabulka P2: Primérné hodnoty TEAC fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda

DPPH
Oznacdeni TEAC Oznaceni TEAC
[pmol/ml(g)] [pmol/mi(g)]
S1 EtAc 0,904 + 0,019 C3MeOH 36,960 + 0,280
E1l EtAc 0,538 + 0,009 C4 EtAc 33,057 + 5,605
Bl 0,851 + 0,064 C4MeOH 50,668 + 0,214
B2 EtAc 3,126 + 0,022 R1 MeOH  0,465+0,013
G1 EtAc 0,041 + 0,0004 R2 MeOH 0,986 + 0,022
C1 EtAc 1,341 £ 0,275 R3 EtAc 0,023 + 0,0002
C1MeOH 3435+0,219 R3MeOH 1,661 +0,029
C2 EtAc 9,906 + 0,158 R4 MeOH 2095+ 0,071
C2MeOH 16,419+ 1,158 M1 MeOH 26,556 + 0,955
C3 EtAc 24,507 + 0,461 C1MeOH 177,708 + 4,773



Tabulka P3: Primérné hodnoty TEAC fenolickych latek ve vzorcich rakytniku — metoda

FRAP
Oznaceni TEAC Oznacdeni TEAC
[pmol/ml(g)] [pmol/mi(g)]
S1 EtAc 0,650 + 0,006 C3MeOH 69,836 +2,366
El EtAc 0,515+ 0,029 C4 EtAc 23,318 + 1,037
B1 0,981+ 0,010 C4MeOH 149,889 + 1,124
B2 EtAc 2,634+ 0,139 R1 MeOH 0,326 + 0,042
G1 EtAc 0,034 + 0,0006 R2 MeOH 0,957 + 0,006
C1 EtAc 0,879 + 0,069 R3 EtAc 0,038 + 0,0009
C1MeOH 1335+ 0,064 R3MeOH 2269 + 0,022
C2 EtAc 8,829 + 0,183 R4MeOH  1712+0,217
C2MeOH 1792+ 0,877 M1 MeOH 14,685 + 0,460
C3 EtAc 22,837 + 0,232 C1MeOH 133,324 +2,300

Tabulka P4: Primérné hodnoty celkového obsahu fenolickych latek v extrahovanych vzorcich
pro stanoveni fenolickych latek

Oznaceni Kys. gallova [mg/ml (g)] Oznaceni Kys. gallova [mg/ml (g)]
S1 EtAc 0,289 + 0,014 C3MeOH 21,713+ 1,573
El EtAc 0,125 + 0,0008 C4 EtAc 5,911 + 0,061
B1 0,371 + 0,004 C4MeOH  7.859+0,103
B2 EtAc 0,526 + 0,006 R1 MeOH 0,289 + 0,005
G1 EtAc 0,009 + 0,0004 R2MeOH 0,735 + 0,004
C1 EtAc 1,942 + 0,062 R3 EtAc 0,016 + 0,0003
C1 MeOH 1,583 + 0,050 R3MeOH 0,837+ 0,005
C2 EtAc 2,958 + 0,130 R4 MeOH  1,0001 + 0,010
C2MeOH 4577 + 0,063 M1 MeOH 7,698 + 0,544
C3 EtAc 5,123 + 0,061 C1 MeOH 43416+ 0,731

Tabulka PS: Primérné hodnoty TEAC vitaminu C ve vzorcich rakytniku — metoda ABTS

Oznaceni TEAC [pmol/ml(g)] Oznaceni TEAC [pmol/ml(g)]
S1 21,601 £ 0,743 C2 27,283 +0,198

E1 137,823 + 1,522 C2voda 94,162 + 1,086

B1 1,565 + 0,089 C3voda 234,466 +2,507

B2 1416,108 £ 0 R1 0,605 + 0,069

G1 3,789 + 0,085 R2 1,318 £ 0,022

C1 102,303 £+ 1,455 R4 2,027 +£ 0,090
Clvoda 23,120+ 1,578 M1 22,126 + 0,440



Tabulka P6: Primérné hodnoty TEAC vitaminu C v extraktech z rakytniku — metoda DPPH
Oznaceni TEAC [pmol/ml(g)] Oznadeni TEAC [pmol/ml(g)]

S1 21,477+ 0,812 C2 20,826 + 0,297
El 78,400 + 4,750 C2 voda 23,438 +£3,075
B1 1,054 £ 0,061 C3voda 227,256 + 0,985
B2 1460,254 + 46,048 R1 0,264 £ 0,014
Gl R2 0,792 + 0,072
C1 100,596 + 2,460 R4 1,117+0,014
Clvoda 37,065 + 0,853 M1 19,554 + 1,444

Tabulka P7: Primérné hodnoty TEAC vitaminu C v extraktech z rakytniku — metoda FRAP

Oznaceni TEAC [pmol/ml(g)] Oznaceni TEAC [pmol/mli(g)]

S1 15,973 + 0,63 C2 28,735 + 0,08
E1l 91,575+ 0,51 C2voda  65258+0,53
B1 1,212 + 0,02 C3voda  325,452+0,96
B2 1397,402 + 32,88 R1 0,930+ 0,15
Gl 5,154 +0,13 R2 1,666 + 0,06
C1 41,901 + 1,59 R4 1,460 + 0,03
Clvoda 19,197 + 0,69 M1 13,405 + 0,26

Tabulka P8: Primérné hodnoty celkového obsahu fenolickych latek v extrahovanych vzorcich
pro stanoveni vitaminu C

Oznaceni Kys. gallova [mg/ml (g)] Oznaceni Kys. gallova [mg/ml (g)]

S1 9,241 £ 0,717 C2 7,322 + 0,305
E1l 38,861 + 0,584 C2voda 17,159+0,311
B1 0,914 £ 0,044 C3voda 56,198 + 1,661
B2 446,223 + 8,226 R1 0,454 £0,010
Gl 2,773 £ 0,154 R2 0,911 £0,017
C1 25,421 + 0,633 R4 1,034 + 0,010

Clvoda 8,364 £0,229 M1 7,448 £ 0,332



6.2 Obrazky
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Obrazek P1: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové st'avy (S1)
extrahované ethylacetdtem, kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 10 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4
ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pti 280 nm — vybrany zplsob extrakce
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Obrazek P2: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové §tavy (S1)
extrahované smési ethylacetat/diethylether, kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm),
mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 10 min - 80 % MeOH,

pratok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pti 280 nm
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Obrazek P3: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové st'avy (S1)
extrahované diethyletherem, kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pum), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 10 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4
ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pfi 280 nm
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Obrazek P4: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku mraZenych bobuli (M1)
extrahovanych 70 % methanolem, kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni
faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 10 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4
ml/min, dadvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P5: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku mrazenych bobuli (M1)
extrahovanych 70 % methanolem s pfidanymi 120 pl HCOOH, kolona Kinetex Polar C18 (150
x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 10 min
- 80 % MeOH, prutok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P6: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové §tavy (S1),
kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fdze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %),
testovany gradient ¢.3: 0 min - 10 %, 8 min - 42 %, 16 min - 50 %, 18 min - 60 %, 20 min -
80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P7: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové §tavy (S1),
kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fdze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %),
testovany gradient ¢.9: 0 min - 10 %, 5 min — 30 %, 7 min - 46 %, 13 min - 46 %, 15 min - 60
%, 17 min - 80 % MeOH, prutok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii
280 nm
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Obrazek P8: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové Stavy (S1),
kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %),
testovany gradient ¢.20: 0 min - 10 %, 7 min - 45 %, 13 min - 46 %, 20 min - 80 % MeOH,
pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P9: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové $tavy (S1),
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), testovany gradient ¢.1: 0 min - 10 %, 20 min - 80 % MeOH, priitok: 0,4 ml/min, ddvkovani
2 ul, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P10: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové §tavy (S1),
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni fdze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), testovany gradient ¢.2: 0 min - 10 %, 9 min - 45 %, 14 min - 50 %, 20 min - 70 %, 22 min
— 80 % MeOH, pruatok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P11: Optimalizace separace fenolickych latek na vzorku BIO rakytnikové stavy (S1),
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), testovany gradient ¢.8: 0 min - 10 %, 9 min - 45 %, 13 min - 45 %, 17 min — 70 %, 20
min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280
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Obrazek P12: Separace fenolickych latek — vzorek BIO rakytnikova $§tava (S1) extrahovana
EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH
(0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 %
MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pti 280 nm
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Obrazek P13: Separace fenolickych latek — vzorek Organic sea berry powder (E1) extrahovany
EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH
(0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 %
MeOH, prutok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pul, teplota kolony 30°C, detekce pti 280 nm
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Obrazek P14: Separace fenolickych latek — vzorek bylinné kapky rakytnik (B1) extrahované
MeOH, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pratok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce
pii 280 nm
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Obrazek P15: Separace fenolickych latek — vzorek bylinny elixir rakytnik (B2) extrahovany
EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH
(0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 %
MeOH, pritok: 0,4 ml/min, dadvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pti 320 nm
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Obrazek P16: Separace fenolickych latek — vzorek multivitaminové Zelatinky s rakytnikem
(G1) extrahované EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pratok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pul, teplota kolony 30°C, detekce
pii 320 nm
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Obrazek P17: Separace fenolickych latek — vzorek susené bobule — ¢aj (C1) extrahované EtAc,
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pratok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P18: Separace fenolickych latek — vzorek susené bobule — ¢aj (C1) extrahované
MeOH, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce
pii 280 nm



mAU
10 1
5
2 6
5
8 11
12
1 4 7
! f
0
I L T
0 5 10 15 20

t [min]
Obrazek P19: Separace fenolickych latek — vzorek rakytnik suseny — ¢aj s citronovou travou
(C2) extrahovany EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pul, teplota kolony 30°C, detekce
pii 280 nm
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Obrazek P20: Separace fenolickych latek — vzorek rakytnik suSeny — €aj s citronovou travou
(C2) extrahovany MeOH, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce
pfi 280 nm
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Obrazek P21: Separace fenolickych latek — vzorek rakytnikovy ¢aj saCkovy — Apotheke (C3)
extrahovany EtAc, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce

pfi 280 nm
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Obrazek P22: Separace fenolickych latek — vzorek rakytnikovy ¢aj saickovy — Apotheke (C3)
extrahovany MeOH, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce

pfi 320 nm
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Obrazek P23: Separace fenolickych latek — vzorek rakytnikovy ¢aj sackovy — Apotheke (C3)
extrahovany horkou vodou, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, prutok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce
pfi 280 nm
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Obrazek P24: Separace fenolickych latek — détsky rakytnikovy €aj (C4) extrahovany EtAc,
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pritok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P25: Separace fenolickych latek — détsky rakytnikovy ¢aj (C4) extrahovany MeOH,
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pratok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 320 nm
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Obrazek P26: Separace fenolickych latek — rakytnik ovocnd pomazanka (R1) extrahovana
MeOH, kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pm), mobilni faze:
MeOH/voda+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min -
70 %, 20 min - 80 % MeOH, pritok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pul, teplota kolony 30°C, detekce
pii 320 nm

mAU

125+

100 1

75

50 1

25+

t [min]



mAU

40 -

30 1

20 1

10 1

t [min]

Obrazek P27: Separace fenolickych latek — rakytnik v medu (R2) extrahovany MeOH, kolona
Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 pum), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %),
gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pratok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 320 nm
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Obrazek P28: Separace fenolickych latek — rakytnik v medu novy (R3) extrahovany EtAc,
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pritok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 320 nm
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Obrazek P29: Separace fenolickych latek — rakytnik do jogurtu (R4) extrahovany MeOH,
kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3
%), gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
pratok: 0,4 ml/min, davkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm
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Obrazek P30: Separace fenolickych latek — mrazené bobule (M1) extrahované MeOH, kolona
Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni faze: MeOH/voda+HCOOH (0,3 %),
gradient: 0 min - 10 %, 7 min - 41 %, 13 min - 43 %, 19 min - 70 %, 20 min - 80 % MeOH,
prutok: 0,4 ml/min, ddvkovani 2 pl, teplota kolony 30°C, detekce pti 280 nm
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Obrazek P31: Optimalizace separace vitaminu C — vzorek suSenych bobuli (C1), kolona
Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze MeOH/voda+H3PO4 (pH 2,8), gradient:
0 min - 0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, prutok: 0,5 ml/min, davkovani:
2 ul, teplota kolony 30°C, detekce pii 280 nm.

mAU-

201

151

10

vitamin C

0

0 0,5 1 1.5 2 25
t [min]

Obrazek P32: Separace vitaminu C — vzorek rakytnik ovocnd pomazanka (R1), kolona Kinetex
Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni fize MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min
-0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pratok: 0,5 ml/min,
teplota kolony 30°C, detekce pti 244 nm
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Obrazek P33: Separace vitaminu C — vzorek rakytnik v medu (R2), kolona Kinetex Polar C18
(150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni fize MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %, 0,5
min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pritok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pii 244 nm
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Obrazek P34: Separace vitaminu C — vzorek rakytnik do jogurtu (R4), kolona Kinetex Polar
C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fAze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %,
0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 ul, pritok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pfi 244 nm
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Obrazek P35: Separace vitaminu C — vzorek Organic sea berry powder (E1), kolona Kinetex
Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fize MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min
-0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pratok: 0,5 ml/min,
teplota kolony 30°C, detekce pfi 244 nm
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Obrazek P36: Separace vitaminu C — vzorek BIO rakytnikova §t'ava (S1) fedénd, kolona
Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni fize MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient:
0 min - 0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 ul, prutok: 0,5
ml/min, teplota kolony 30°C, detekce pti 244 nm
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Obrazek P37: Separace vitaminu C — vzorek mrazené bobule (M1), kolona Kinetex Polar C18
(150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %, 0,5
min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pratok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pti 244 nm
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Obrazek P38: Separace vitaminu C — vzorek suSené bobule — ¢aj (C1), kolona Kinetex Polar
C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %,
0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 ul, pritok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pfi 244 nm
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Obrazek P39: Separace vitaminu C — vzorek rakytnik suSeny — ¢aj s citronovou travou (C2),
kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8),
gradient: 0 min - 0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pritok:
0,5 ml/min, teplota kolony 30°C, detekce pti 244 nm
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Obrazek P40: Separace vitaminu C — vzorek bylinné kapky rakytnik (B1), kolona Kinetex
Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni fize MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min
-0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pratok: 0,5 ml/min,
teplota kolony 30°C, detekce pii 244 nm
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Obrazek P41: Separace vitaminu C — vzorek bylinny elixir rakytnik (B2), kolona Kinetex Polar
C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni fAze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2,8), gradient: 0 min - 0 %,
0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 pl, pritok: 0,5 ml/min, teplota
kolony 30°C, detekce pii 244 nm
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Obrazek P42: Separace vitaminu C — vzorek multivitaminové Zelatinky s rakytnikem (G1),
kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faze MeOH/voda+ H3PO4 (pH 2.8),
gradient: 0 min - 0 %, 0,5 min - 0 %, 3 min - 80 %, 5 min - 0 % MeOH, davkovani: 2 ul, prutok:
0,5 ml/min, teplota kolony 30°C, detekce pii 244 nm
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