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ANOTACE

Tato bakalarska prace se vénuje analyze biologicky aktivnich latek obsazenych v jefabinach.
V Gvodu je uveden popis, zpracovani, vyuziti a chemické slozeni jefabin. Dale je uveden
struény popis pouzivanych separa¢nich metod. Druha polovina prace je vénovana analyze latek
obsazenych v jefabinach se zaméfenim na extrakci, kapalinovou chromatografii a kapilarni

elektroforézu.

KLICOVA SLOVA

jetfabina Cervena, jefabina ¢ernd, extrakce, kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza

TITLE

Analysis of biologically active compounds contained in rowanberry.

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is the analysis of biologically active compounds contained in
rowanberry. The description, processing, utilization and chemical composition of rowanberries
is devoted in introduction. Subsequently, theory of separation methods is mentioned. The
second part of thesis deal with analysis of compounds contained in rowanberries with a focus

on extraction, liquid chromatography and capillary electrophoresis.

KEYWORDS

rowan, black chokeberry, extraction, liquid chromatography, capillary electrophoresis
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1 UVOD

Ve svéte se vyskytuje nékolik desitek druhi jetabin, ale v této praci je vénovana pozornost
jetabing Cervené, pravym nazvem jetab ptaci a jefabin€ ¢erné neboli arénii. Ob¢ jetabiny patii
do celedi ruzovitych a jsou to rostliny s velkou 1é¢ivou silou. Arénii nalezneme nejéastéji jako
kef péstovany na zahradach, kdeZto jefabina ¢ervena se vyskytuje téméf po celé Ceské republice
volné v piirodé a jako potravina byla objevena zcela nahodou pocatkem 19. stoleti. Obé se
hojné vyuzivaji hlavné v potravinafstvi, ale i v IéCitelstvi maji své misto nejen pro své

protizanétlivé a antioxidacni uc€inky.

Cervena i ¢erna jefabina obsahuji velké mnoZstvi biologicky aktivnich latek. Slozeni latek
V obou jefabindch je velmi obdobné. Obsahuji sacharidy, silice, tfisloviny, organické kyseliny,
vitaminy, flavonoidy, anthokyany a mnohé dalii. Cerna jetfabina je pro sviij vysoky obsah
vitaminli nazyvana vitaminovou bombou a je vybornym antioxidantem. Flavonoidni latky,
vyskytujici se v obou jetabinach, jsou rozsédhlou skupinou rostlinnych fenold a jedna se o Zluta
barviva, mezi ktera patfi i anthokyany. Anthokyany jsou polyfenolické latky a jsou také
nejrozsahlejsi skupinou rostlinnych barviv. Svou strukturu a zbarveni méni podle pH prostiedi.

Tato prace se vénuje hlavné analyze flavonoidi.

K analyze biologicky aktivnich latek se vyuzivaji separa¢ni metody. Tato prace je zamétena na
upravu vzorku pred analyzou pomoci extrakce za pouziti riznych rozpoustédel pro ziskani
maximalniho vytéZku. Dale jsou zde popsany separacni techniky v kapalné fazi jako kapalinova

chromatografie a kapilarni elektroforéza a stanoveni latek v jefabinach.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Jerabina ¢ervena

2.1.1 Popis

Jefabina Cervena neboli jetab ptaci, latinsky Sorbus aucuparia L., patii do ¢eledi rizovitych,
latinsky Rosaceae. Radi se mezi stromy nebo kefe, jejichz vétve jsou v mladi plstnaté a pozdéji
olysalé, cervenohnédé barvy. Mlze byt vysoky 5 az 15 metri. Typickym znakem je hladka,
Seda, témeét leskla ktra. Jefabiny maji Ctyf az devitijafmé lichozpetené listy, které maji
podlouhle kopinaté, pilovité listky. Kvétenstvi je latnaté chocholi¢naté, sloZzené z drobnych
kvitkt bilé barvy, které miizeme vidét od kvétna do ¢ervna. Kvéty vyrazné voni. Plodem jetfabin
jsou oranzové az cervené, malé, kulaté malvice (obrazek 1). Plody jefabin se vyuZzivaji

v 1ékarstvil?.

Obrazek 1 — Jetabina ¢ervena®

Diive byla jefabina posvatnym stromem, stafi Germani ji zasvétili bohu hromu Thorovi, ktery

vladl pocasi, rostlinAm a plodnosti.

Jetab ptaci roste ve svétlych listnatych a smisenych lesich, na okrajich kiovin a pasek od nizin
az po horské oblasti. Vyskytuje se téméi v celé Evropé, dale Asii a ve Skandinavii. Casto je

vysazovan jako okrasnd dfevina do aleji, park{i nebo podél silnic*®.

2.1.2 Uprava a vyuZiti
Nejvice vyuzivanou ¢asti jefabin jsou plody, ale pouzivaji se i kvéty, listy nebo semena. Kvéty
jetabin se sbiraji vétsinou v kvétnu pii plném rozkvetu a pouzivaji se k celkové koupeli u déti

trpicich mirnou formou atopického ekzému?.
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Plody se sbiraji pln¢ vyzralé, cervené a nepoSkozené v srpnu a v zafi za suchého pocasi.
Jetabiny by se nemély konzumovat Cerstvé, protoze obsahuji kyselinu parasorbovou, a pfi poziti
vetstho mnozstvi zpusobuji podrazdéni zaludku a stiev. Kyselina parasorbova se susenim nebo
povarenim $tépi na kyselinu sorbovou, ktera neni pro nase télo toxicka. Malvice se nejprve susi
ve stinu a poté teprve na slunci. Vlni jemné pfipominaji jablka a jejich chut’ je nakysla, hotka

a trpkal®.

SuSené jetabiny se vyuzivaji jako slozka Caji nebo maceratu (zdroj vitaminu), diuretikum,
prostiedek pro regulaci stievni ¢innosti — prijem a zacpa. Dale se vyuzivaji plody jako G¢inné
antirevmatikum, podporuji proces traveni ve stievech, protoze ovliviluji vyluovani zluce do
sttev. M protizanétlivé Ui€inky, tudiz se uplatiiuje pti zanétech hornich cest dychacich a dokaze
rozruSovat a vyplavovat drobné¢ kaminky a mocovy pisek v ledvinach. Kromé I€katstvi se

Vyuziva i v potravinaistvi v riiznych podobach — likér, §tava, sirupy, marmelady a kompoty?>>.

2.2 Jerabina ¢erna

2.2.1 Popis

Cerna jefabina neboli temnoplodec &erny, latinsky Aronia melanocarpa, patii také do ¢eledi
ruzovitych. Zatrazuje se mezi kete vysoké kolem dvou metrii. Listy, stejné jako u jefabiny ptaci,
jsou lichozpetené, Ctyf az devitijarmé. Velmi se podobaji listim vi§né. Oproti viSni ma vSak
aronie listy lesklej$i. Kvétenstvi je latnaté chocholi¢naté a sklada se z malych, bilych nebo
nartizovélych kvétt, které mizeme videt zacatkem léta. Ardnie se oproti jefabiné Cervené, jak
uz je patrné z nazvu, lisi barvou plodu, ktera je ¢erna. Plody jsou vétsi malvice velikosti kolem

15 mm rostouci v hroznech (obrazek 2). Plody &erné jefabiny se vyuzivaji v 1ékaistvi®.

Obrazek 2 — Jefabina erna’
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Jetfabina Cernd se v pifirod¢ vyskytuje ojedingle, spiSe se péstuje a Slechti. V dnesni dobé¢ ji

znidme v mnoha kultivarech jako ket, ale i strom®.

2.2.2 Uprava a vyuziti

Nejvice vyuzivanou casti ardnie jsou plody, které se sbiraji koncem 1éta a na podzim, ale
vyuzivaji se 1 listy. Listy se sbiraji od druhé poloviny dubna do konce prvni poloviny kvétna a
pripravuji se kratkym povarenim. Pfidavaji se do ¢aju jako podpora cévniho systému a mohou
se kombinovat s dalsimi bylinkami. Dale snizuji krevni tlak, maji protizanétlivé a zZluCopudné
ucinky, mizou se vyuzivat i v revmatologii, jelikoz podporuji vylu¢ovani nezadoucich soli z

organismu®.

Lze vyuzit u€inné latky plodi i listt dohromady napft. pro doléceni zloutenky, mononukleozy

a podobnych onemocnéni zatézujici jatra, protoze ochraiiuji jaterni parenchym?®.

Na rozdil od jefabu ptac¢iho se mohou plody aronie konzumovat Cerstvé, protoze nemaji zadné
nezadouci ucinky ani kontraindikace, ale jejich chut’ je velmi trpka. VéEtSinou se pouzivaji na
ptipravu kompott, pfirodnich §t'av, sirupi, marmelad, vin a mnoha dal$ich, ale mohou se také

pouzivat susené jako pridavek do ¢ajovych smési®®.

Plody se vyuzivaji k regulaci a harmonizaci §titné zlazy jak pfi snizené, tak i zvySené funkci.
Stava z plodii napomaha ke snizovéani hladiny cholesterolu v krvi u lidi trpicich aterosklerézou.
Dale zpeviiuji kapilary, ovliviluji pruznost a propustnost cév, zvySuji rychlost proudéni krve,
coz se vyuziva pii 1ébé vysokého krevniho tlaku neboli hypertenze. Uplatiuji se i
v kardiologii, protoze s vhodnou kombinaci vitaminu C a pektini pisobi protiskleroticky.
Pouzivaji se 1 jako detoxikacni prostfedek na podporu funkei jater a ledvin. DelSim pozivanim
plodi a $t4v ardnie se sniZzuje emociondlni nerovnovaha a vyrovnavaji procesy utlumu a

vzruchu v mozku®®8.

2.3 Chemické sloZeni jefrabin

Cervena a &erna jefabina maji obdobné slozeni. Plody jefabiny pta¢i obsahuji velké mnoZstvi
ucinnych latek. Témito latkami jsou cukry (hlavné glukoza a sorboza), cukerné alkoholy
(sorbitol), pektiny, tfisloviny, silice, karotenoidy (sorbusin), hoi¢iny, flavonoidy (rutin a
kvercetin), v malé¢ mife i anthokyany. Dale obsahuji fadu organickych kyselin — sorbovou,
parasorbovou, vinnou, citronovou, jablecnou a askorbovou (az 0,2%). Kyselina parasorbova se

vyskytuje pouze Vv nezralych plodech. Kvéty jefabiny pta¢i obsahuji téméf stejné latky jako
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plody, ale sbiraji se hlavné z jediného divodu, a tim je pfitomnost latek, které se podobaji

zenskym hormontim?°.

Jefabina ¢ernd obsahuje obrovské mmnozstvi vitamini jako vitamin P, C, PP (kyselina
nikotinova), E a vitaminy skupiny B, a proto se ¢asto nazyva vitaminovou bombou. Ve vétSim
mnozstvi obsahuje anthokyany, dale pak katechiny, karoten, flavonoidy, organické kyseliny,
pektiny, tiisloviny, cukry — sorb6za (az 3,5%), mikroelementy, prvky jako brom, fluor, Zelezo,

méd’, vétsi mnozstvi jodu a dalsi®8?®,

2.3.1 Sacharidy a pektiny

Sacharidy jsou velmi rozsifené organické slouceniny, oznacuji se jako polyhydroxyaldehydy
(aldosy) a polyhydroxyketony (ketosy), které¢ maji v molekule minimaln¢ tfi alifaticky vazané
atomy uhliku. D€lime je dle po¢tu cukernych jednotek vazanych v molekule na monosacharidy,
oligosacharidy, polysacharidy (glykany) a konjugované (slozené) sacharidy. SlouZzi hlavné jako
zdroj energie (glukdza, fruktéza), zakladni stavebni jednotky (celuldza, chitin) a jsou zasobni
funkci pro rostliny (3krob) a Zivocichy (glykogen)!®l. V jefabinich se nejvice vyskytuje

glukoza patiici mezi aldosy a sorboza, ktera patii mezi ketosy”.

Pektinové latky jsou vysokomolekuldrni polysacharidy, které se vyskytuji v rostlindch ve form¢e
pektocelulos a protopektint, coz jsou komplexy pektinu s celulosou nebo jinymi polysacharidy.
Pisobenim zfedénych kyselin vznikd pektin, coz je methylovany ester kyseliny D-
galakturonové. Tyto latky se pouZzivaji v potravinaiském priamyslu napt. k pfipravé marmelad

a v soucasnosti pti 16¢bé& cévnich chorob?,

2.3.2 Organické kyseliny
Mezi organické kyseliny fadime karboxylové a hydroxykarboxylové kyseliny, oxokyseliny a

aromatické kyseliny. Viechny jsou souéasti rostlinnych a zivoé¢isnych potravin?®,

2.3.2.1 Karboxylové kyseliny

Karboxylové kyseliny jsou vyznamné slozky produkti rostlinného piivodu, které ovliviuji
prabéh enzymatickych a chemickych reakci, mikrobiologickou stabilitu potravin béhem
zpracovani a skladovani atd. Podle poc¢tu karboxylovych skupin se déli na monokarboxylové a

polykarboxylové kyseliny*?.

Mezi monokarboxylové, nenasycené kyseliny patiéi kyselina sorbova, ktera se vyskytuje

V jefabiné ptaci a vznika zde otevienim kruhu a dehydrataci kyseliny parasorbové. Pouziva se
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jako konzervac¢ni €inidlo, protoze ma antimikrobni ucinky. Kyselina parasorbova, ktera se

vyskytuje v nezralych jefabinach, vykazuje karcinogenni a mutagenni téinky*2,

2.3.2.2 Hydroxykyseliny
Hydroxykyseliny jsou netékavé, polarni slouceniny a nékteré z nich jsou nejvyznamnéjSimi
nositeli kyselé chuti ovoce a zeleniny. V jefabinach se vyskytuje kyselina citronova, jable¢na a

vinnal?,

Kyselina citronova se vyskytuje v mnoha druzich ovoce, hlavné v citronech. Ziskava se
Z citronové §tavy a je pouzivana jako prisada do potravinaiskych vyrobkt a nealkoholickych
napoju. Kyselina jable¢na je ve formé L-(-)-isomeru a vznika jako meziprodukt v citratovém
cyklu. Nalezneme ji v ovoci a zelenin¢ a Vv potravinarstvi slouzi jako potravinarské aditivum.
Kyselina vinna se v ptirod¢ vyskytuje jako L-(+)-isomer a je dulezitym zastupcem aldarovych

kyselin2.

2.3.3 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou velmi rozsdhlou skupinou rostlinnych fenold, které ve své molekule
obsahuji dva benzenové kruhy spojené tiiuhlikatym fetézcem. Jejich struktura je odvozena od
2H-chromenu (kyslikata heterocyklicka sloucenina), ktery je substituovan v poloze C-2
fenylem za vzniku uspofadani Ce-C3-Cs flavan (obrazek 3). Jedna se o zluta barviva, ktera se
velmi Casto vyskytuji v rostlinach volné€ nebo jako aglykony rostlinnych heteroglykosidu, dale

jako vonné latky*t12,

Obrazek 3 — Struktura flavanu

Flavonoidy délime na katechiny, leukoanthokyany, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly,
anthokyany, aurony, chalkony a dihydrochalkony. Jejich vyznam je odlisny, nékteré jsou
pfirodni rostlinnd barviva, jiné jsou dtilezité svou chuti — vétSinou hotké a trpké latky, nebo se
jedna o biologicky ucinné latky. Dfive se tyto latky de€lily podle barev na dvé skupiny —
anthokyany (Cervené az modré) a anthoxanthiny (Zluté). V jefabinach se vyskytuje hlavné
kvercetin a rutin. Rutin ma antioxidac¢ni ucinky, ovliviiuje permeabilitu a pruznost cév, a proto

se pouzivé ve farmaceutickych piipravcich a potravinovych dopliicich®?,
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2.3.3.1 Katechiny

Katechiny jsou bezbarvé slouceniny, které se vyskytuji v rostlindch. Pouzivaji se jako barviva
fady potravin, protoze Z nich vznikaji hnédé pigmenty pii reakcich enzymového hnédnuti.
Nejznaméjs$im je katechin a nékteré z nich vykazuji vysokou aktivitu vitaminu P napf.
epikatechin. Radime je mezi kondenzované tiisloviny, protoze velmi snadno tvoii polymerni

latky, které jsou jejich zakladem?!'12,

2.3.3.2 Anthokyany

Anthokyany neboli anthokyaniny patii do nejrozsifenéjsi skupiny rostlinnych barviv
rozpustnych ve vodé. Jedna se hlavné o fialovéa a Cervena zbarveni listl, kvéti a plodd. Svou
strukturu a zbarveni méni podle pH prostfedi, kdy v kyselém prostfedi jsou cCervené,
Vv neutralnim fialové a v zasaditém modré. Tato barviva jsou glykosidy obsahujici aglykon
anthokyanidiny, které jsou strukturné odvozené od flavyliového kationtu (obrazek 4). Soucasti

molekuly anthokyanii jsou dale i sacharidy (glukéza, galaktdza, xyldza atd.) vazany v poloze

C_311,12
o O
N
9@

Obrazek 4 — Struktura flavyliového kationtu (anthokyanidiny)
Vyskytuji se v riznych rostlinach celedi révovitych, rizovitych, lilkovitych, srstkovitych,
viesovcovitych a dalSich. Jsou lokalizovany v bunéénych vakuoldch a stabilizovany
interakcemi typu ion-ion s organickymi kyselinami. V arénii se vyskytuji tato anthokyanova
barviva: kyanidin-3-galaktosid (65-69 %), kyanidin-3-arabinosid (28-29 %), kyanidin-3-
glukosid (1-2 %) a kyanidin-3-xylosid (2-4 %)*2.

2.3.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou Zluta, oranzova a Cervena barviva, ktera se vyskytuji u rostlin, zivo¢ichu,
mikroorganism@ a hub. Jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustddlech. Casto se oznaéuji jako
retinoidy, protoze n¢které vykazuji aktivitu vitaminu A. Skladaji se z isoprenoidnich jednotek,
takZe se zafazuji mezi tetraterpeny. DéEli se na karoteny (bezkyslikaté slouCeniny) a xanthofyly
(kyslikaté slouceniny — alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy a kyseliny). Mezi nejznamé;jsi patii

karoteny, které obsahuji 40 uhliki a skladaji se z osmi isoprenoidnich jednotek2,
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2.3.5 Silice a trisloviny

Silice (etherické oleje) jsou obsazeny v prirodnich materidlech a jedna se o slozité smeési
tékavych latek, které se ziskavaji z ¢asti rostlin — kvéty (jasmin), stonky a kvetouci stonky
(mata), plody nebo semena (kmin, jalovec), oplodi plodu (citrusy), listy (bobkovy list), cibuli,
oddenk a kotenti (hotec). Nejcasteji se ziskavaji destilaci materidlli s vodni parou a odd€élenim
vrstvy silice z destilatu, extrakci nepolarnimi rozpoustédly (benzen, petrolether), lisovanim a

oddélenim vrstvy silice. Vé&tsina silic jesté obsahuje podil terpenovych uhlovodikal?.

Ttisloviny neboli taniny patii mezi fenolové slouceniny, které interaguji s proteiny. Vyskytuji
se V potravinach rostlinného ptivodu a jsou zodpovédné za trpkou, sviravou a stahujici chut’.
Déli se na hydrolyzovatelné a kondenzované tfisloviny. Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou
vétSinou estery D-glukézy a kyselina gallova, zatimco kondenzované jsou odvozeny od
hydroxyskoticovych kyselin. Ovliviiuji chut'ové vlastnosti potravin jako trpkost kavy, piva a

gervenych vin.1h12,

2.3.6 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekuldrni organické slouceniny, casto nazyvané jako exogenni
esencialni biokatalyzatory. Jsou to latky nezbytné pro zivot, které musi byt do organismu
dodavany, protoze si je nedokaze sdm syntetizovat. Doporuc¢ena davka vitamint v téle pro
zajiSténi normalnich fyziologickych funkci se 1i$i vékem, pohlavim, zdravotnim stavem,
Zivotnim stylem atd. Pti nedostate¢ném mnozstvi vitaminu v t€le mize dojit k hypovitaminose,
Vv horSich ptipadech dochazi k avitaminose, coz je Uplny nedostatek vitaminu v téle. Existuje i
predavkovani vitaminem (nadmérné mnozstvi Vtéle), které se oznafuje jako

hypervitaminosa'®,

Délime je na vitaminy rozpustné ve vodé¢ (hydrofilni) a v tucich (lipofilni). Mezi vitaminy
rozpustné v tucich patii A, D, E, K a maji rizné funkce. Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ patti

vitaminy skupiny B a vitamin C, jejich funkce je hlavné katalyticka®®.

Jak uz bylo zminéno vySe, jetabina ¢ernéd obsahuje velké mnozstvi vitamint jako vitamin C, P,

PP (kyselina nikotinovd), E a vitaminy skupiny B°.

Vitamin C neboli kyselina askorbova se vyuziva jako potravinaiské aditivum a ma antioxidacni
ucinky. Nejbohat§im zdrojem tohoto vitaminu je ovoce a zelenina, dale jatra. Nedostatek se

projevuje onemocnénim kurdgje (skorbut)!®1!,
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Vitamin PP neboli kyselina nikotinova je dalezita pro vznik koenzymi NAD" A NADP".
Nejvétsim zdrojem jsou kvasnice, maso, jatra a vejce. Méné ho obsahuji ovoce, zelenina, mléko

a lusténiny. Nedostatek m4 za nasledek onemocnéni pelagra®*?.

Vitamin E neboli tokoferol se vyskytuje hlavné v potravinach rostlinného ptivodu, v mensi mife
I V potravinach zivocisného ptivodu. Nachazi se v rostlinném oleji, v mase, vejcich, jatrech a
bohatym zdrojem na tento vitamin je olej z obilnych klicki. Pouziva se hlavné pro své
antioxida¢ni ucCinky. Nedostatek se miize projevit Spatnou funkci pohlavnich Zlaz,

neurologickymi potizemi a chudokrevnosti®!!,

Vitaminy skupiny B (B-komplex) jsou dulezité prekursory kofaktorti enzymatickych reakci. Do
této skupiny patfi thiamin (B1), riboflavin (B2), pyridoxin (Bs), niacin, pantothenova kyselina,

biotin (H), kyselina listova, kobalamin (B12) a kyselina lipooval®?,

Thiamin se nachazi ve vSech tkanich a pletivech. Zdrojem tohoto vitaminu jsou pivovarské
kvasnice, obilna zrna, lusténiny, jatra, ledviny a srdce. Nedostatek se projevuje jako

onemocnéni beri-berit®1,

Riboflavin se vyskytuje v rostlinnych i zivo¢isnych organismech. Je soucasti flavinovych
kofaktorit FMN a FAD. Jeho zdrojem je maso, vnitfnosti, mléko a zelenina. Nedostatek se

projevuje zanétlivymi zménami sliznic a kize!%!!,

Pyridoxin se také nachazi v rostlinnych i zivo¢isnych organismech. Vyskytuje se v obilovinach,
mase, vnitinostech, drozdi, mléce, vejcich, lusténinach, ovoci a zelenin¢. Nedostatek se

projevuje nervovymi onemocnénimi®?,

Kobalamin se nevyskytuje v rostlinnych organismech, ale pouze v zivocisnych. Nepiidava se
do potravin, ale je soucasti farmaceutickych ptipravkll. Zdrojem je maso, mléko, mlécné

vyrobky a vejce. Avitamindza je velmi vazna a oznacuje se jako tzv. zhoubna anémie®*!,

2.4 Extrakce

Extrakce je délici metoda, kdy jedna slozka ptechédzi fazovym rozhranim mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi kapalinami nebo tuhou a kapalnou fazi. Pfi této metod€ se vyuzivd rGzné
rozpustnosti jednotlivych sloZzek v riznych rozpoustédlech. Volba vhodného rozpoustédla
zavisi na znalosti interakci molekul rozpoustédla s molekulami rozpusténé latky. Mezi tyto
interakce patii disperzni interakce, interakce dip6l-dipdl, indukéni interakce a tvorba
vodikovych mustkl. Volba rozpoustédla je diilezitd jak pro extrakéni déleni, tak pozdéji pro

vybér stacionarni a mobilni faze v rozdélovaci chromatografii. Extrakci délime podle
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skupenstvi fazi na extrakci z pevné faze do kapaliny, z kapaliny do kapaliny, z kapaliny na

pevnou fizi a z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi'3!,

2.4.1 Extrakce z pevné faze do kapaliny

Tato metoda se nejcasteji pouziva k déleni organickych latek, k izolaci jedné nebo vice slozek
Z ptirodniho materidlu nebo z technickych produkti. Ve vhodném rozpoustédle se z pevného
materialu (vzorku) rozpusti poZzadovana slozka. NejCastéji se pouziva extraktor podle
Twisselmana nebo Soxhletiiv extraktor (obrazek 5). Ve stfedni ¢asti extraktoru se nachazi
patrona, ktera se plni rozmélnénym vzorkem. Pod stfedni ¢asti se nachdzi batika, do které se
nalije vhodné zvolené rozpoustédlo a zahiiva se k jeho bodu varu. Po zahiati zaénou pary
rozpoustédla stoupat postranni trubici do zpétného chladice, kdy pary kondenzuji a kapou na
vzorek v patroné a rozpousStédlo extrahuje latku ve vzorku. KdyZz se stfedni ¢ast naplni
kondenzatem, tak roztok ptetece prepadovou trubickou do baiiky a cely proces se opakuje.
Jedna se o opakovanou neboli kontinualni extrakci pro zisk vétsiho vytézku. Po tomto
opakovaném procesu je V bance jedna nebo vice slozek a rozpoustédlo, které se odstrani

destilaci. Poté v batice ziistane pouze izolovana latkal*1°,

J
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Obrazek 5 — Soxhletiv extraktor'®

2.4.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Tato metoda se nejcasteji pouziva k déleni anorganickych latek a je zaloZena na ustaveni fazové
rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Témito kapalinami jsou vzorek s analytem
a rozpoustédlo, do kterého se analyt prevadi. Anorganické latky jsou ve vodé disociovany ve
form¢ iontl, které nelze extrahovat. Musi se pfeménit na neutrdlni komplexni slouceniny
chelatového typu, které se mizou prevést do organické faze. K extrakci z kapaliny do kapaliny

se pouzivaji dé€lici ndlevky s kratkym stonkem a jaddro kohoutu a zatku maji zhotovenou
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z plastu. Jsou vhodné pro extrakci rozpoustédlem t¢zs§i nez voda, pokud je leh¢i nez voda,
pouziva Se zabrousend zkumavka, u které se organickd cast odsaje pipetou. Nalevky se
promichavaji pfevracenim a zkumavky rotaci. Vytiepavani neni vhodné, protoze néktera
rozpoustédla tvoii Spatné¢ odstranitelnou emulzi. Tato metoda extrakce se miize provadét

jednorazové nebo mnohostupiove!3 1415,

2.5 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda pouzivana k déleni, stanoveni a identifikaci anorganickych
a organickych latek. Je zaloZena na fyzikaln¢ chemickych principech, kdy pii rozdélovani smési
dochazi k mnohondsobnému ustaveni rovnovahy mezi vzdjemné nemisitelnymi fazemi. Té€mito
fazemi jsou faze stacionarni (nepohyblivd) a mobilni (pohybliva). Stacionarni faze muize byt
oznacovana jako sorbent, protoze se vyskytuje v riznych forméch jako ¢astice tuhé faze nebo

kapalina na vnitini strané kapilary'®15%,

Slozky vzorku jsou separovany na zakladg jejich afinity ke stacionarni fazi. Cim je afinita vysi,
tim je del$i 1 reten¢ni Cas a slozky se eluuji pozdé&ji. Timto zpltisobem jsou od sebe slozky

oddéleny™14,

Chromatografické metody se déli podle nékolika hledisek:

e Podle mobilni faze:
o plynova chromatografie (GC),
o kapalinova chromatografie (LC).
e Podle usporadani stacionarni faze:
o sloupcové (kolonova) chromatografie,
o chromatografické techniky v ploSném uspotadani.
e Podle separa¢niho principu:
o adsorp¢ni,
o rozdélovaci,
o iontové vyménné,
o gelové,
o afinitni.
Mezi chromatografické techniky v ploSném uspotfaddani se fadi papirova a tenkovrstva

chromatografie!31s,
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2.5.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je fyzikaln¢ chemicka metoda liSici se od dalSich druhti chromatografie
mobilni fazi, kterou je plyn. Separované slozky jsou také v plynném stavu. Pokud jsou vzorky
kapalné, musi se zvolit teplota takova, aby délené slozky ptesly do pary. Staciondrni fazi miize
byt tuha latka nebo kapalina. Podle toho rozliSujeme chromatografii na systém plyn-tuha latka
(GSC), pii které se slozky déli mezi nosny plyn a tuhy sorbent, a dile na systém plyn-kapalina

(GLC), pfi které se slozky déli mezi nosny plyn a stacionarni kapalnou fazi'>*8,

Schéma instrumentalniho uspofadani je uvedeno na obrazku 6. Vzorek se vnasi do davkovaciho
zatizeni vyhfivaného na urcitou teplotu a je unasen proudem nosného plynu kolonou. V koloné
je ptitomna stacionarni faze a podle vzajemnych interakci dochazi k rozdéleni neboli retenci

slozek a jejich rozdilné eluci. Slozky vystupujici z kolony jsou zaznamenéavany detektorem,

ktery uréuje mnozstvi slozek jako funkci ¢asu nebo objemu proteklého nosného plynut®°,

davkovaé vzorku zesileni signalu
4 S ZprRCAvARL chromatogram
regulator e
- nastrik vzorku

pritoku . U
a nosnéeho plynu
ya ' = A{ m n A ’JA
n

detektor
\ jednotlivych slozek

| pec
N\_(v¥hiivani kolony)

X

\cln'omatogj aficka kolona

zdroj nosneho plynu

Obrazek 6 — Schéma plynového chromatografu'®

Tlakova lahev s redukénim ventilem je zdrojem nosného plynu, ktery musi byt inertni. Volba
plynu velmi zavisi na typu detektoru, dale na toxicité a cené. NejCasté€ji pouzivanymi plyny jsou
helium, dusik, vodik, argon, oxid uhli¢ity a dalsi. Priitok nosného plynu je regulovan ventilem,

ktery je umistény hned za tlakovou lahvi*®*8,

Déavkovaci zatizeni slouzi k nasttiku vzorku do kolony, které musi byt co nejrychlejsi. Kapalné
vzorky se davkuji pomoci mikrostiikacky opatiené jehlou a davkova¢ je vyhiivan. Plyny

vyuzivaji vétsi injekéni stitkacky o objemu az nékolik milimetra®>8,

V termostatu je umistén davkovac, kolona i detektor, a zajisStuje takovou teplotu, aby byl po

celou dobu vzorek v plynném stavu. Stacionarni faze se nachazi v kolon¢, ve které dochazi
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k separaci slozek. Pouzivaji se 2 druhy kolon — napliiova a kapilarni. Naplnové kolony jsou
tvofené trubici ze skla nebo oceli o délce 1 az 3 metry a maji vyssi kapacitu nez kapildrni
kolony. Trubice jsou naplnéné granulovanym materialem nebo nosic¢i pokrytymi kapalnou fazi.
Kapilarni kolony jsou vyrobené vétSinou z taveného kiemene, ale i z oceli nebo skla. Jejich
délka je 10 az 100 metra a jsou sto¢ené do Sroubovice. Vyuzivaji své vnitini stény jako nosi¢

stacionarni faze®18,

Na konci kolony se nachazi detektor, ktery reaguje na ptitomnost latek v nosném plynu. Vysila
signaly, které jsou zaznamendvany v zavislosti na ¢ase. Detektor musi byt citlivy, selektivni a
musi rychle reagovat na zménu slozeni. NejCastéji pouzivanymi detektory jsou tepelné-

vodivostni a plamenovy ionizaéni detektor!>8,

2.5.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinové chromatografie se od plynové chromatografie 1i§1 mobilni fazi, kterou je kapalina.
Dale o separaci sloZzek nerozhoduje pouze stacionarni faze, ale i mobilni faze. Dochazi
Kk rozd€leni vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi. Vyuziva se k déleni organickych méné
tékavych kapalin i tuhych latek, které se rozpoustéji ve vodé, ziedénych mineralnich kyselinach
a v organickych rozpoustédlech. Kapalinovou chromatografii muzeme délit na chromatografii
v otevieném systému (klasickd kapalinovd chromatografie) nebo v uzavieném systému

(vysokou¢inna kapalinova chromatografie, HPLC)*15,

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie HPLC (obrazek 7) se od klasické kapalinové
chromatografie lisi vy$si uc¢innosti. Kolona je naplnéna sorbentem s malymi ¢asticemi (3 — 5
um), které kladou protékajici kapaliné¢ odpor. Prutok mobilni faze kolonou zajistuje
vysokotlaké erpadlo. Cerpadla musi byt zhotovena z odolného materialu (napf. nerezova ocel),
aby mobilni fdze nebyla zneciSténa nebo nedochazelo ke korozi ¢asti Cerpadla. Lze je rozdélit
na pulsni a bezpulsni. Mezi pulsni ¢erpadla patii pistovad nebo membranova a mnozstvi dodané
mobilni faze zalezi na vySce zdvihu pistu nebo membrany. Jejich vyhoda je v nepfetrzitém
dodavani eluatu, ale nevyhodou je pulsujici tok, ktery Ize omezit pouzitim zafizeni, které se
nazyva tlumic pulst. Bezpulsni ¢erpadla se pouzivaji méné, protoze maji omezenou Kapacitu.

Jsou konstruovany jako linearni davkovaée nebo pneumatické zesilovace!?8,
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Obrazek 7 — Schéma kapalinového chromatografu?®

Pred Cerpadlem se vyskytuje sméSovaci zatizeni, které umoziuje béhem procesu ménit slozeni
mobilni faze'®. Davkovani vzorku se provadi bez zastaveni toku mobilni fize pomoci
Sesticestného davkovaciho ventilu se smyckou o rizném objemu. Ddle je mozné vyuzit

automatického ddvkovani tzv. autosampleru®38,

Nejdulezitéjsi casti kapalinového chromatografu je kolona, na které dochazi k samotné
separaci. Vyuzivaji se napliové kolony rizné délky, praméru a velikosti ¢astic. V piipadé
analytické chromatografie se délka pohybuje do 250 mm a pramér do 4.6 mm. Kolony jsou
naplnéné sorbentem o velikosti Castic nejcastéji 3 — 5 pm. V soucasné dob¢ jsou kolony
dodavany nékolika vyrobci, protoze v bézné zatizené laboratofi neni mozné vyrobit kvalitni

kolonu, kter4 by poskytovala opakovatelné analyzy>18,

Po prichodu kolonou latka prochazi detektorem. Detektor by mél byt malo citlivy na zménu
slozeni mobilni faze a velmi citlivy na analyzované slozky. Mezi nejéastéji pouzivané patii

spektrofotometrické, fluorimetrické a elektrochemické detektory®18,

2.6 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii mezi kapilarni elektromigracni separaéni metody zaloZené na
pohybu ionti v elektrickém poli. Tato metoda vyuziva elektroforetické migrace iontd a
elektroosmotického toku kapaliny kapildrou. Separace latek se provadi v kapilafe z taveného
kfemene, kterd je na vnéjSim povrchu pokryta vrstvou polyimidu. Ten snizuje kiehkost a
kapilara se da ohybat, aniz by se zlomila. Ptistroj pro kapilarni elektroforézu (obrazek 8) se
sklada ze vstupni a vystupni nadoby a kapilary, vSechny tyto Casti se naplni zakladnim
elektrolytem. V nadobach jsou platinové elektrody a mezi n¢€ je vlozeno napéti asi 10 — 30 kV
po kratkou dobu, aby se stabilizoval elektroosmoticky tok. Do kapilary se vzorek davkuje tak,

ze se vyméni vstupni nddoba za nadobu se vzorkem a na elektrody se opét ptipoji napéti na
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velmi kratkou dobu, aby doslo vlivem elektroosmotického tlaku k nasati malého mnozstvi
vzorku do kapilary. K separaci latek dochazi vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku,
kdy dochézi ke vzniku zén jednotlivych slozek — kladné nabité, neutralni a zaporné nabité.
Kapilédra prochazi pies detektor, kam se zony dostanou v riznych migracnich ¢asech. Nejcastéji
se pouziva spektrofotometricky detektor, ktery pracuje v UV/VIS oblasti a méfi absorbanci
roztoku uvniti kapilary o dané vinové délce. Na zaznamu, ktery se oznacuje jako

elektroferogram, se objevi jako pik!>?2,

zdro) vysokého
napeti

e
i

separacni kapilara

uzZemnéna
eleltroda

vetuprd  weorek vystupnd
nadobla nado

Obrazek 8 — Piistroj pro kapilarni elektroforézu®

2.7 Analyza biologicky aktivnich latek v jerabinach

Jefabiny jsou velice bohatym zdrojem polyfenolti, mezi které se fadi flavonoidy, flavan-3-oly,
prokyanidiny a fenolové kyseliny?*. Dale piedstavuji jednu z nejbohatsich rostlin na obsah
anthokyani®. Vyznacuji se protizanétlivymi®® a hlavné antioxida¢nimi uéinky?’. Piiznivé
ovlivituji kardiovaskularni systém, pouzivaji se k prevenci vaznych onemocnéni jako rakovina
a cukrovka®*?’. Nejéastéji se vyuzivaji plody jefabin, ale pro jejich nezddouci trpkou chut’ se
nekonzumuyji Cerstvé. Zpracovavaji se lisovanim na vyrobu ovocnych vin a §t'av, susi se a vyrabi
se z nich marmelddy a zavateniny. Kromé plodl se vyuZivaji i listy a bohuzel se vyhazuji
vylisky obohacené o hodnotné latky, které se ziskavaji vétSinou pii lisovani plodi. VSechny
tyto latky se ziskavaji a zpracovavaji pomoci vySe popsanych metod jako extrakce,

chromatografie a dal§i®.

2.7.1 Extrakce latek obsazenych v jefabinach
Extrakce je jeden z prvnich a velmi dulezitych kroki v izolaci a ¢isténi biologicky aktivnich
latek z rostlinnych materialii. PouZzivaji se rzné druhy extrakce, které mizeme rozdélit na

tradiéni a moderni metody extrakce. Mezi tradi¢ni metody fadime extrakce z kapaliny do
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kapaliny, z pevné faze do kapaliny s pouZitim Soxhletova extraktoru, macerace a mnohé dalsi®*,
Mezi moderni metody se fadi ultrazvukova extrakce (UAE), mikrovinna extrakce (MAE),
nadkritické fluidni extrakce (SFE), subkriticka extrakce vodou (SWE) a dalsi?®. Kazda z téchto
technik ma své vyhody a nevyhody, ale hlavnim cilem je dosazeni GipIné extrakce, tedy dosazeni
nejvétsiho mozného vytézku. Udinnost mize byt ovlivnéna druhem a koncentraci rozpoustédla,

pomérem rozpoustédla k vzorku, ¢asem, teplotou a pH?*.

Jetabiny se daji extrahovat riznymi rozpoustédly, zalezi na tom, jaké latky se z nich extrahuji.
Jak uz bylo zminéno vyse, jefabiny obsahuji velké mnozstvi flavonoidd. Flavonoidy jsou
vysoce biologicky aktivni slou¢eniny, které se nejcastéji extrahuji methanolem?>%,
ethanolem®, acetonem?®, vodou nebo smési téchto rozpoustédel?®. Extrakce rozpoustédlem je
nejéast&jsi metodou pouzivanou k extrakci flavonoidt?®. Extrakci lze provést z plodii, vyliskd

1 list jetabin.

Methanol byl pouzit jako extrakéni ¢inidlo u zmrzlych malvic, které byly nejprve rozetfeny v
tfeci misce na jemnou pastu chlazenou kapalnym dusikem®*?’. Extrakce byla provedena v
chlazené ultrazvukové lazni s piidavkem 3% kyseliny mravenci a 1% 2,6-di-tert-butyl-4-
methylfenolu (BHT). BHT se k methanolu pfidava proto, aby béhem extrakce nedochazelo k
oxidaci®’. Obdobna extrakce se vyuziva i pro susené vzorky, ke kterym se piidal 62,5%
methanol obsahujici malé mnozstvi 2,3-tert-butyl-4-hydroxyanisolu (BHA) a nechal se
extrahovat pomoci ultrazvuku®’. Smés methanolu svodou spfidavkem kyseliny
chlorovodikové byla vyuzita pro extrakci fenolickych latek z plodii jefabin®*3438, Ptidavek
kyseliny urychluje extrakci. Dale je mozné pridat 0,04% kyselinu askorbovou k zabranéni
oxidace®*. Takto pripravené extrakty se ddle centrifuguji a filtruji za snizeného tlaku3"%,
Methanol miize byt nahrazen pfi extrakci plodi smési ethanolu s vodou (70:30 v/v)*! nebo
acetonu s vodou®>?, Lze uzit rizné metody extrakce napf. extrakce za pouziti ethanolu mize
probihat pod refluxem nebo v Soxhletové extraktoru. Tyto metody se 1isi extrakénim Casem,

kdy zahtivani pod refluxem je téméf o polovinu krati®.

Vylisky jetabin, které obsahuji velké mnozstvi polyfenolt, se mohou extrahovat vychlazenou
smési acetonu svodou (60:40 VAV)¥, methanolem okyselenym 0,1% kyselinou
chlorovodikovou®® nebo kyselinou mravenéi*! v ultrazvukové lazni. Extrakt je poté zfiltrovan,

centrifugovan a pfipraven k analyze®4!.

Pro srovnani vytézk pfi extrakci vyliskt (tabulka 1) Ize pouzit dvé metody — tlakovou

kapalinovou extrakci (PLE) a extrakci v Soxhletové extraktoru (obrazek 10). Tlakova
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kapalinové extrakce se provadi postupné pii tlaku 10,3 MPa za pouziti Cistych rozpoustédel
rizné polarity — hexan, methanol, voda. Dale jsou pouzity i smési rozpoustédel — methanol
s vodou a aceton s vodou. Pomoci hexanu se odstrani lipofilni latky, které nejsou potieba pfi
dalsi analyze. Nejvétsiho vytézku, asi 45%, je dosazeno za pouziti ¢ist¢ho methanolu a jeho
smési s vodou. Cista voda je nejméné ucinna, ziska se asi 20% latek. Pi extrakci v Soxhletové
extraktoru se vyuzivaji jina rozpoustédla — hexan, aceton a ethanol. Ethanol je nejvice ucinny
a pouziti acetonu s vodou je asi 3 krat u¢inné;jsi pti metodé PLE nez samotny aceton pii extrakei

v Soxhletové extraktoru?®,

Tabulka 1 — Srovnéani vyt&zki pti extrakci PLE a Soxhletové extrakci?®

Soxhlet | Vytézek (g/100 g) PLE Vytézek (g/100 g)
Hexan 530+1,23 Hexan 40 °C 4,26 +£1,13
Aceton 8,35+2,73 Methanol 40 °C 34,11 +£1,25
Ethanol 25,92 +1,12 Methanol 130 °C 48,13 £ 0,81
Voda 40 °C 21,38+1,12
Voda 130 °C 17,67 +1,31
Aceton/voda 130 °C 28,29 +1,99
Methanol/voda 130 °C |45,55 + 2,21

Listy jefabin jsou mirn¢€ kyselé a sladké, dokonce se mladé listky vyuzivaji v Severni Koreji
jako salat. Lyofilizované listy se extrahuji ve vodném roztoku methanolu. Dale je extrakt

zfiltrovan za snizeného tlaku, odstfedén a takto piipraven k analyze*2.

Jak uz bylo zminéno vyse, je velmi dulezité volit vhodné podminky extrakce pro zisk
maximalniho vytézku, coz dokazuje i1 nasledujici studie. Pfi extrakci polyfenoll z cerné
jetabiny pomoci macerace byl studovan efekt ¢tyit faktort na téinnost extrakce. Mezi tyto
faktory patfil ¢as, pomér pevné latky a rozpoustédla, druh rozpoustédla a velikost ¢astic. Cas
extrakce byl studovan za pouziti 50% ethanolu, poméru pevné latky a rozpoustédla 1:20 a
velikosti ¢astic 2 mm. Vzorky byly odebrany v ¢asech 15 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 2,5
h, 5h, 10 ha 18 h. Doba extrakce del$i nez 90 minut neméla vliv na mnozstvi fenolickych latek,
proto pfi dalSim studovani faktorli byla extrakce sledovéana pfi 15, 30, 60 a 90 minutach. Pro
zjisténi vhodnosti rozpoustédla byla pouzita destilovana voda, 50%, 70% a 90% sm¢s ethanolu
a vody. Byly zkoumany tfi irovn¢€ poméru pevné latky a rozpoustédla (1:10, 1:20 a 1:30) a pét
urovni tiid ¢astic ke zjisténi optimalni velikosti ¢astic (6, 3, 2, 1 a 0,75 mm). Vysledky pokusu

miZete vidét nize na obrazku 9%,

28



2 2 024 02¢
o) 2 022 B 022
1 18 020 020
018 018
16 15 " s
£ a s 018 b /’_‘}P‘{ 016
au ab - E T s c
£
s b Tou },/’% 018
é 12 2
z 012 012
10 10
010 010
3 8 008 008
6 L Q06 008
4 ] 004 004
15 W 60 ® 15 ") ] w0
Teme [min] Time [mn]
2 024 024
0 2 o2z D 022
18 18 020 02
018 0.18
18 19 .
£ 018 b 018
a
5 " b “og b
: b < 0 0.14
é 12 7 IE
r 012 012
10 10
010 0.10
8 8 008 0ce
6 8 008 0
4 s 004 004
110 120 130 110 120 130
Sclg-sohert o Sosd-sohent o
2 2 024 024
2 20 022 F a a 0z
a
1 b i 020 L
018 018
18 %
& 018 016
§ 14 1% z
< oM 014
E 12 ” e
5 [ 012 012
10 0 b
010 010
<
] 8 008 008
d
4 e 003 006
4 4 00s 004
50% ExOnt Tirs ExOH 96% E10H Water S0t Ex00t 0% E10H 96% Ex0m Waler
Sovest type Sohert tipe
22 22 024 024
2 20 022 H 022
18 18 020 5 020
018 011
1% %
g [
016 b b 018
g " " z
k < 01 8 o4
g 12 2
y 012 012
(3
10 10
010 010
H 8 008 0ce
° 8 008 006
4 Rl 004 o
6 3 2 1 075 6 3 2 1 07s
Sl [mm| Seawe e

Obrazek 9 — Vliv kazdé urovné faktoru na obsah fenolfi a anthokyanti v ¢erné jefabing?*

Vliv doby extrakce na obsah fenoli je vidét na obrazku 9-A a na obsah anthokyanti na obrazku
9-B. Ucinnost extrakce se zlepsila s prodlouzenim trvani extrakce, kdy maximalniho vytézku

obou latek se dosahlo za 90 minut, ale mezi 60 a 90 minutami nebyly pozorovany zadné velké
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rozdily. Lze pozorovat dva stupné extrakce, kdy na pocatku procesu doSlo ke zvySeni
koncentrace polyfenold, které bylo nasledované pomalou extrakci (po 60 minutich)

charakterizovanou nizkym zvysenim koncentrace polyfenoli s pribshem extrakce®*.

Na obrazku 9-C a 9-D je vyhodnocen ucinek objemu rozpoustédla na vytézek extrakce fenolt
a anthokyanti. Vytézek fenold (obrazek 9-C) se postupné zvySoval z poméru 1:10 pevné latky
a rozpoustédla a nejvyssi hodnoty dosahl pii poméru 1:30. Rozdil byl zaznamenan u vytézku
anthokyanu (obrazek 9-D), kde byl ziskan nejvétsi vytézek pii poméru 1:20 a poté nasledovalo

malé snizeni?,

Vliv rozpoustédla na ucinnost extrakce je vidét na obrazku 9-E a 9-F. Nejvétsiho vytézku u
fenolt 1 anthokyanti bylo dosazeno za pouziti 50% ethanolu. Nasledné vytéznost se zvySujici
se koncentraci rozpoustédla klesala, kdy nejmensiho vytézku bylo dosazeno za pouziti 96%

ethanolu a vody?*.

Na obrazku 9-G a 9-H je zaznamenan vliv velikosti ¢astic na vytézek polyfenolt. U fenolt bylo
dosazeno nejvétsiho vytézku za pouziti velikosti castic 0,75 a 1 mm, nez za uziti vétSich
velikosti ¢astic jako 2, 3 a 6 mm. U anthokyant byl vysledek velmi podobny, kdy nejmensi

vytézek byl ziskan za pouziti velikosti ¢astic 6 mm a nejvétsi pti 0,75 mm?.

Z této studie plyne, Ze faktory jako rozpoustédlo, pomér pevné latky a rozpoustédla a velikost
¢astic patfi mezi vyznamné, zatimco ¢as neni tak podstatnym faktorem ovlivitujici celkovy
obsah fenolti a anthokyant. Optimalni podminky pro ziskani vysokych vytézki polyfenolt ¢ini

50% ethanol, pomér pevné latky a rozpoustédla 1:20 a velikost astic 0,75 mm?,

Jetfabiny dale obsahuji velké mnozstvi anthokyani. Anthokyany patii mezi nejbéZznéjsi
pigmenty v ptirodé, které mohou byt extrahovany okyselenymi rozpoustédly jako je aceton S
vodou®, ethanol s vodou*>*®, methanol s voudou?339434548 3 yoda* ¢, Kromé téchto béznych
rozpoustédel lze pouzit i dichlormethan s ethanolem?. K rozpoustédlim se tedy pridava

234346 nebo mravenci*®4+48, Anthokyany jsou vice stabilni v kyselém

kyselina chlorovodikova
prostiedi pti nizkych hodnotach pH neZ v alkalickych roztocich pii vys§im pH*. V kyselém
prostiedi se 1épe uvoliluji, a navic je zabranéno degradaci neacylovanych anthokyanovych

barvivZ®44,

Velmi dilezity je vybér rozpoustédla pii extrakei pfirodnich pigmentl, kdy médium by mélo
extrahovat maximum pigmentu s minimalnim mnozstvim dalSich latek a se zménou cilového

produktu’®. Methanol patii mezi nejb&zngjsi a nejucinngjsi rozpoustédla pii extrakci
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anthokyanti. Obsah anthokyanti za pouziti okyseleného methanolu je v priméru o 59% vyssi
nez za pouziti vodného roztoku acetonu®®. I kdyz je methanol velmi efektivni, jeho nevyhodou
je toxicita, tudiz je nevhodny pii extrakci potravin. Aceton také neni preferovan, protoze
vyzaduje odstranéni chloroformu, pti kterém hrozi nebezpeci vybuchu a je Skodlivy pro zdravi.
Mezi ptijatelna rozpoustédla pfi extrakcei potravin je mozné zatadit vodu a ethanol. Na obrazku
10 je vidét uc¢innost extrakce za pouziti Cisté a okyselené vody, kdy okyselena voda je mnohem
ucinngjsi, protoze kyselina stabilizuje pigmenty a snizuje pH. Obsah anthokyani roste se
zvySenim koncentrace kyseliny chlorovodikové ve vodg, ale pti extrakci potravin se doporucuje

niz§i koncentrace (1%)*.
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Obrazek 10 — Uginnost extrakce na obsah anthokyani za pouziti vody*®

Na obrazku 11 lze sledovat vliv riizné koncentrovaného ethanolu s vodou na obsah anthokyanti.
100% ethanol neni preferovan jako dobré rozpoustédlo, protoze pro extrakci anthokyant je
zapotiebi malé mnoZstvi vody. Obsah anthokyanil se zvySuje s rostouci koncentraci ethanolu,
kdy nejvétsiho vytézku je dosaZeno pii pouziti 50% ethanolu s vodou. Dale se se zvySujici

koncentraci ethanolu vytézek zmensuje®.

@ alcohol + water

15-
10-
5v_
0 20 " a0 ' s0 | e | 80

alcohol (%) in water

8 & &

NN
[
4 1

Anthocyanin content
(mg/100ml)

Obriazek 11 — Uginnost extrakce na obsah anthokyant za pouZiti ethanolu a vody*®
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Pti pouziti ethanolu s okyselenou vodou (obrazek 12) 1ze pozorovat mensi zménu. Zpocatku se
zvySovanim koncentrace ethanolu je vytézek anthokyant oproti piedchozimu ptipadu o néco
mensi. Nejvétsiho vytézku je opet dosazeno za pouziti 50% ethanolu a dale se vytézek zmensuje

s rostouci koncentraci pomaleji, nez tomu bylo pouze u ethanolu s neokyselenou vodou®.

40

@ alchol + water + 1% HCI -
- 35 = .
s . i "
£ 30 L
= =
3 t 5= n
==
s g 20 +— |
e 15+ L
3E
£ 10 1L
c
< 51| u

0 T T T
0 20 40 50 60 80

alcohol (%) in acidified water

Obriazek 12 — Uginnost extrakce na obsah anthokyani za pouziti ethanolu, vody a HCI*®

Jetabiny obsahuji kromé flavonoidl a anthokyanti i kyselinu askorbovou, sacharidy a organické
kyseliny. Redukovana kyselina askorbova se z jefabin ziskava extrakci vodou®®®® nebo
kyselinou metafosfore¢nou s Kyselinou octovou®®. Vylisky se také extrahuji vodou pro zisk

41

organickych kyselin®, ale i sacharidt®®*. K extraktu se navic pfidava uhli¢itan vapenaty,

suspenze se zahtiva k bodu varu, nasledné je ochlazena, zfiltrovana a p¥ipravena k analyze*!.

2.7.2 Separace a stanoveni latek obsaZenych v jerabinach

Kapalinova chromatografie patfi mezi nejbéznéjsi metody pouzivané k identifikaci,
charakterizaci a stanoveni fenolickych latek*®. Miizeme se setkat s vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) nebo s ultra — vysokotc¢innou kapalinovou chromatografii (UHPLC).
UHPLC je moderngj§i metoda, ktera je oprotti HPLC rychlejsi, U¢inn€j$i a spotieba
rozpoustédel je mensi. HPLC se vyuziva jak pro kvantitativni, tak i pro kvalitativni analyzu od
roku 1970%. Vyuziva se k separaci pfirodnich latek v rostlinnych materidlech ve spojeni se
spektrofotometrickou detekci nebo hmotnostni spektrometrii (MS)®!. Vhodny vybér kolony je
jeden z dilezitych faktor pii identifikaci fenolickych latek?®. Kapalinovd chromatografie
flavonoidu je obvykle provadéna v systémech s obracenymi fazemi (RP) na oktadecyl nebo
oktyl silikagelovych kolonach pti pokojové teploté, ale obcas je doporuceno i pii vyssi teploté

do 40 °C kviili snizeni doby analyzy>2.
Fenolické slouceniny v jefabinach jsou nejCastéji analyzovany pomoci metody HPLC

s vyuzitim hmotnostniho spektrometru S ionizaci elektrosprejem (ESI). Jejich pfitomnost se

zjistuje porovnanim retenénich ¢asti a jejich spekter se standardnimi vzorky®’*!. Koncentrace
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t&chto latek je uréovana z ploch pikii vzorku a odpovidajicich standardf®#

nebo vypocitana
pomoci kalibra¢ni kiivky?*. Mezi nejpouzivanéjsi mobilni fize patii acetonitril®4374041.53
methanol*?°4%8 3 jejich vodné roztoky?, ale lze vyuzivat i ethanol®®, tetrahydrofuran®® a 2-
propanol®’. Dalsi slozkou mobilni faze je kyselina mravendi®’#42, ktera mize byt nahrazena
kyselinou octovou*® nebo kyselinou fosfore¢nou?*%8. Cerna i ¢ervena jefabina obsahuje velké

mnozstvi flavonoida®’.

V obou jefabinach se vyskytuje kvercetin?437:40:41.42.58

, myricetin®’, kaempferol*”#>°8 a pouze
v éerné jefabing isorhamnetin®#2, Cernd jefabina obsahuje velké mnoZstvi glykosidd
kvercetinu (Q). Mezi dominantn& zastoupené glykosidy patii Q-3-galaktosid?4374041 Q-3-
glukosid?*37404142 3 Q-3-rutinosid?*37404142 (obrazek 13, 14). Dale v mensi mife obsahuje i Q-
3-robinobiosid®*,  Q-3-vicianosid® 42 Q-3-glukuronid®’, Q-3-xylosid®” a Q-3-
arabinopyranosid®”. Cervena jefabina také obsahuje glykosidy kvercetinu, ale v men$im
mnozstvi nez ¢ernd jetabina. Oproti ¢erné jetabing, ale obsahuje vétsi mnozstvi dvou glykosida

— kvercetin dihexosid 1 a 2%,

F 2 350nm

0.2 /

Obrazek 13 — HPLC chromatogram fenolickych sloucenin &erné jefabiny:

(1) kyselina kavova, (2) kyselina kavova, (3) Q-3-galaktosid, (4) Q-3-glukosid®
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Q-3-galaktosid Q-3-glukosid OH Q-3-rutinosid

Obrazek 14 — Struktura glykosida kvercetinu

Obsah myricetinu (M) je v obou jetabinach oproti kvercetinu velmi maly, a navic obsahuji
pouze dva glykosidy M-3-galaktosid a M-3-glukosid. Podobné je to i s obsahem glykosidi
kaempferolu (K) v obou jefabinach, kdy cervena jetabina obsahuje K-3-glukosid, K-3-
rutinosid, K-3-soforosid, K-3-(6-acetyl)galaktosid a ¢erna jetabina pouze jeden glykosid K-3-
galaktosid. Glykosidy isorhamnetinu Iso-3-galaktosid a 1so-3-glukosid obsahuje pouze ¢erna

jefabina taktéz v malém mnozstvi®’.

Anthokyany tvofi v jefabinach druhou nejvétsi skupinu fenolickych latek, které se také
nejéast&ji analyzuji pomoci techniky HPLC?. Pfi této metodé se velmi Gasto vyuziva
hmotnostni spektrometr?®>*%4! nebo DAD detektor?*4%48, Jejich ptitomnost ve vzorku se také
identifikuje pomoci retencnich &asii a jejich porovnanim se standardnimi vzorky*®4L,
Koncentrace je uréena vypoétem z kalibra¢nich kiivek?®. Jako mobilni fize se pouziva
acetonitril?435364041 3 methanol?>*®, P¥i analyze anthokyant se k mobilni fizi piidavaji vice
koncentrované kyseliny kvili snizeni pH roztoku, ¢imZ se zvysi stabilita anthokyani®.

Nejéast&ji se pouziva 5% nebo 10% kyselina mravenci?#?5354148 Dale 1ze pouzit i kyselinu

octovou®.

Jetabiny obsahuji velké mnozstvi anthokyanti a jsou hlavné smési étyi glykosida®®. Mezi
nejvice zastoupené patii kyanidin-3-galaktosid a kyanidin-3-arabinosid, v mensim mnozstvi se
vV jefabinach vyskytuje kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-xylosid?4253536404148 (ghrazek 15,
16).
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Obrazek 15 — HPLC chromatogram anthokyanii ¢erné jefabiny:

(5) kyanidin-3-galaktosid, (6) kyanidin-3-glukosid, (7) kyanidin-3-arabinosid, (8) kyanidin-3-xylosid*®
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Obrazek 16 — Struktura anthokyant

Kromé hojné zastoupenych flavonoidii a anthokyant obsahuji jefabiny i kyselinu askorbovou,
tokoferoly, organické kyseliny a sacharidy. Kyselina askorbova je analyzovana pomoci
techniky HPLC s vyuzitim DAD detektoru®®°. Mobilni faze je slozena z methanolu*®® nebo
oktylaminu salicylatu®®. Obsah askorbové kyseliny se uréuje porovnanim jejich piki
s retencnim Casem a UV spektrem standardu. Jetabiny obsahuji velké mnoZstvi kyseliny
askorbové a jsou dobrym piirodnim zdrojem antioxidanti®®. Kromé metody HPLC lze kyselinu

askorbovou analyzovat i pomoci jodometrické titrace®:.

Metoda HPLC se pouziva i k separaci tokoferoll v jetabinach, ale misto silikagelové kolony se

vyuziva kolona RP-C30 a fluorescen¢ni detektor. Mobilni faze se sklada z acetonitrilu,
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methanolu a dichlormethanu. Identifikace tokoferolti se provadi porovnanim retencnich casu se

standardy. V jefabiné se vyskytuje a-tokoferol, p-tokoferol, y-tokoferol a §-tokoferol?3,

Vyskyt organickych kyselin v jefabinach lze také analyzovat pomoci techniky HPLC za pouziti
dihydrogenfosfore¢nanu draselného jako mobilni faze. V jetabinach se nejvice vyskytuje
kyselina galakturonova, dale kyselina jable¢na a kyselina citronova. Obsah kyselin ve vyliskach

je mnohem mensi nez v duzing*.

Sacharidy se separuji také pomoci metody HPLC s vyuzitim kalciové kolony a vody jako
mobilni faze. Ke kvantifikaci se pouzivaji standardy sacharidi jako glukoza, fruktoza,
sachar6za a sorbitol. Vylisky se vyznacuji nizkym obsahem cukernych slozek na rozdil od

duziny. Jefabiny nejvice obsahuji sorbitol, dile fruktézu, glukdzu a sachardézu*!.

Kapilarni elektroforéza (CE) je dalsi diilleZitou separacni technikou, kterd se vyuziva k analyze
fenolickych slougenin®. CE separuje slouceniny zaloZené na rozdilech v jejich elektroforetické
mobilit&®. Jedna se tedy o alternativni metodu nahrazujici techniku HPLC. Oproti HPLC ma
fadu vyhod jako nizkou spotiebu vzorku, vysokou ucinnost, vysoké rozliSeni, kratsi Cas
analyzy, niz§i cenu a pouziti malého nebo zadného mnoZstvi organického rozpoustédla®?.
Existuji rizné rezimy CE, mezi které patii zonova kapildrni elektroforéza (CZE) a micelarni
elektrokineticka chromatografie (MEKC)®. Metoda CZE je nejbéznéji pouzivanou k separaci
anthokyanti a migrace konkrétnich sloucenin zavisi na poméru naboje k velikosti. Celkovy Cas
migrace kladné¢ nabitych mensich molekul je del$i neZ u molekul s niZ§im ndbojem nebo s vétsi
velikosti®!. Dilezitou soucasti CE je kapilara, ktera je nejcast&ji vyrobena z taveného oxidu
kiemigitého**°1623 Kapilaru je nutné pted analyzou stabilizovat roztokem hydroxidu sodného
a vodou a po kazdé analyze ji timto roztokem regenerovat®. Detektor, pies ktery prochazi

4951526263 nebo se pouziva i MS*2

kapilara, je nejCastgji spektrofotometricky detektor
Elektrolytem v CE je nejéastéji boratovy pufr (tetraboritan sodny) obsahujici methanol#9-51:5262

nebo fosfatovy pufr.
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3 ZAVER

Tato prace se vénuje analyze biologicky aktivnich latek v jetfabinach. Mezi tyto latky patii
hlavné flavonoidy, které se vyskytuji v obou jefabindch. Pfed samotnou analyzou je nutné latky
ze vzorku izolovat pomoci extrakce. Nejdulezitéjsi je dosazeni maximalniho vytézku a zvoleni
vhodnych podminek jako druh a koncentrace rozpoustédla, cas, teplota, pH, pomér
rozpoustédla ke vzorku a velikost ¢astic. Optimalni podminky pro ziskani vysokych vytézkl
polyfenoll jsou za pouziti 50% ethanolu, poméru pevné latky a rozpoustédla 1:20 a velikosti
¢astic 0,75 mm. Pii extrakci fenolickych latek v jetabinach se nejcastéji pouziva vodna smés
methanolu, ethanolu nebo acetonu s ptidavkem Kkyseliny mraven¢i nebo Kkyseliny
chlorovodikové. Pii extrakei anthokyanti se pouzivaji okyselena rozpoustédla jako je aceton,
ethanol a methanol ve smési s vodou. Pouzivaji se vice koncentrované kyseliny, protoze jsou
anthokyany v kyselém prostiedi stabilngjsi a 1épe se uvoltiuji. Pti extrakci ostatnich latek jako

jsou organické kyseliny, sacharidy nebo kyselina askorbové se pouZzivé voda.

Flavonoidy se stanovuji separacnimi technikami v kapalné fazi, mezi které patii kapalinova
chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforéza (CE). Flavonoidy v jetabinach se nejéastéji
analyzuji pomoci metody HPLC s hmotnostnim spektrometrem a ionizaci elektrosprejem. Pro
separaci se voli systémy s obracenymi fazemi. Mobilni faze je nejcastéji sloZzena z acetonitrilu
nebo methanolu ve spojeni s kyselinou mravenci. U analyzy anthokyantl se pouziva vice
koncentrovana kyselina mraven¢i nebo silngjsi kyselina octova. Dalsi dilezitou metodou ke
stanoveni je i metoda CE, kterd se nejvice vyuziva k analyze fenolickych sloucenin. CE
separuje slouceniny zalozené na rozdilech v jejich elektroforetické mobilité a je nejéastéji
spojena se spektrofotometrickym detektorem. Kapilara je zhotovena z taveného kiemene a jako

elektrolyt se pouziva boratovy pufr s ptidavkem methanolu nebo fosfatovy puft.

Cervena i erna jefabina obsahuje velké mnozstvi flavonoidil. V obou jefabinach lze nalézt
kvercetin, myricetin, kaempferol a jejich glykosidy. Mezi nejvice zastoupené patii Q-3-
galaktosid, Q-3-glukosid a Q-3-rutinosid. V arénii se navic vyskytuje i VvV mensi mife
isorhamnetin. Ob¢ jetabiny obsahuji i velké mnozstvi anthokyant a jsou hlavné smési Ctyt
glykosidi. Mezi nejvice zastoupené patii kyanidin-3-galaktosid a kyanidin-3-arabinosid,
v mensi mife kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-xylosid. Dale 1ze nalézt v ¢erné jefabiné velké
mnozstvi kyseliny askorbové a tokoferoly. V obou jefabinach se vyskytuji i organické kyseliny
jako jable¢na, citronové a galakturonovd, dale sacharidy jako glukoéza, fruktoza, sachardza a

sorbitol.
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