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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se věnuje analýze biologicky aktivních látek obsažených v jeřabinách. 

V úvodu je uveden popis, zpracování, využití a chemické složení jeřabin. Dále je uveden 

stručný popis používaných separačních metod. Druhá polovina práce je věnována analýze látek 

obsažených v jeřabinách se zaměřením na extrakci, kapalinovou chromatografii a kapilární 

elektroforézu. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

jeřabina červená, jeřabina černá, extrakce, kapalinová chromatografie, kapilární 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. 
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1 ÚVOD 

Ve světě se vyskytuje několik desítek druhů jeřabin, ale v této práci je věnována pozornost 

jeřabině červené, pravým názvem jeřáb ptačí a jeřabině černé neboli arónii. Obě jeřabiny patří 

do čeledi růžovitých a jsou to rostliny s velkou léčivou silou. Arónii nalezneme nejčastěji jako 

keř pěstovaný na zahradách, kdežto jeřabina červená se vyskytuje téměř po celé České republice 

volně v přírodě a jako potravina byla objevena zcela náhodou počátkem 19. století. Obě se 

hojně využívají hlavně v potravinářství, ale i v léčitelství mají své místo nejen pro své 

protizánětlivé a antioxidační účinky. 

Červená i černá jeřabina obsahují velké množství biologicky aktivních látek. Složení látek 

v obou jeřabinách je velmi obdobné. Obsahují sacharidy, silice, třísloviny, organické kyseliny, 

vitamíny, flavonoidy, anthokyany a mnohé další. Černá jeřabina je pro svůj vysoký obsah 

vitamínů nazývána vitamínovou bombou a je výborným antioxidantem. Flavonoidní látky, 

vyskytující se v obou jeřabinách, jsou rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů a jedná se o žlutá 

barviva, mezi která patří i anthokyany. Anthokyany jsou polyfenolické látky a jsou také 

nejrozsáhlejší skupinou rostlinných barviv. Svou strukturu a zbarvení mění podle pH prostředí. 

Tato práce se věnuje hlavně analýze flavonoidů. 

K analýze biologicky aktivních látek se využívají separační metody. Tato práce je zaměřena na 

úpravu vzorku před analýzou pomocí extrakce za použití různých rozpouštědel pro získání 

maximálního výtěžku. Dále jsou zde popsány separační techniky v kapalné fázi jako kapalinová 

chromatografie a kapilární elektroforéza a stanovení látek v jeřabinách. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Jeřabina červená 

2.1.1 Popis 

Jeřabina červená neboli jeřáb ptačí, latinsky Sorbus aucuparia L., patří do čeledi růžovitých, 

latinsky Rosaceae. Řadí se mezi stromy nebo keře, jejichž větve jsou v mládí plstnaté a později 

olysalé, červenohnědé barvy. Může být vysoký 5 až 15 metrů. Typickým znakem je hladká, 

šedá, téměř lesklá kůra. Jeřabiny mají čtyř až devítijařmé lichozpeřené listy, které mají 

podlouhle kopinaté, pilovité lístky. Květenství je latnatě chocholičnaté, složené z drobných 

kvítků bílé barvy, které můžeme vidět od května do června. Květy výrazně voní. Plodem jeřabin 

jsou oranžové až červené, malé, kulaté malvice (obrázek 1). Plody jeřabin se využívají 

v lékařství1,2. 

 

Obrázek 1 – Jeřabina červená3 

Dříve byla jeřabina posvátným stromem, staří Germáni ji zasvětili bohu hromu Thorovi, který 

vládl počasí, rostlinám a plodnosti4. 

Jeřáb ptačí roste ve světlých listnatých a smíšených lesích, na okrajích křovin a pasek od nížin 

až po horské oblasti. Vyskytuje se téměř v celé Evropě, dále Asii a ve Skandinávii. Často je 

vysazován jako okrasná dřevina do alejí, parků nebo podél silnic4,5. 

2.1.2 Úprava a využití 

Nejvíce využívanou částí jeřabin jsou plody, ale používají se i květy, listy nebo semena. Květy 

jeřabin se sbírají většinou v květnu při plném rozkvětu a používají se k celkové koupeli u dětí 

trpících mírnou formou atopického ekzému2. 
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Plody se sbírají plně vyzrálé, červené a nepoškozené v srpnu a v září za suchého počasí. 

Jeřabiny by se neměly konzumovat čerstvé, protože obsahují kyselinu parasorbovou, a při požití 

většího množství způsobují podráždění žaludku a střev. Kyselina parasorbová se sušením nebo 

povařením štěpí na kyselinu sorbovou, která není pro naše tělo toxická. Malvice se nejprve suší 

ve stínu a poté teprve na slunci. Vůní jemně připomínají jablka a jejich chuť je nakyslá, hořká 

a trpká1,5. 

Sušené jeřabiny se využívají jako složka čajů nebo macerátu (zdroj vitamínů), diuretikum, 

prostředek pro regulaci střevní činnosti – průjem a zácpa. Dále se využívají plody jako účinné 

antirevmatikum, podporují proces trávení ve střevech, protože ovlivňují vylučování žluče do 

střev. Má protizánětlivé účinky, tudíž se uplatňuje při zánětech horních cest dýchacích a dokáže 

rozrušovat a vyplavovat drobné kamínky a močový písek v ledvinách. Kromě lékařství se 

využívá i v potravinářství v různých podobách – likér, šťáva, sirupy, marmelády a kompoty2,5. 

2.2 Jeřabina černá 

2.2.1 Popis 

Černá jeřabina neboli temnoplodec černý, latinsky Aronia melanocarpa, patří také do čeledi 

růžovitých. Zařazuje se mezi keře vysoké kolem dvou metrů. Listy, stejně jako u jeřabiny ptačí, 

jsou lichozpeřené, čtyř až devítijařmé. Velmi se podobají listům višně. Oproti višni má však 

arónie listy lesklejší. Květenství je latnatě chocholičnaté a skládá se z malých, bílých nebo 

narůžovělých květů, které můžeme vidět začátkem léta. Arónie se oproti jeřabině červené, jak 

už je patrné z názvu, liší barvou plodu, která je černá. Plody jsou větší malvice velikosti kolem 

15 mm rostoucí v hroznech (obrázek 2). Plody černé jeřabiny se využívají v lékařství6. 

 

Obrázek 2 – Jeřabina černá7 
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Jeřabina černá se v přírodě vyskytuje ojediněle, spíše se pěstuje a šlechtí. V dnešní době ji 

známe v mnoha kultivarech jako keř, ale i strom6.  

2.2.2 Úprava a využití 

Nejvíce využívanou částí arónie jsou plody, které se sbírají koncem léta a na podzim, ale 

využívají se i listy. Listy se sbírají od druhé poloviny dubna do konce první poloviny května a 

připravují se krátkým povařením. Přidávají se do čajů jako podpora cévního systému a mohou 

se kombinovat s dalšími bylinkami. Dále snižují krevní tlak, mají protizánětlivé a žlučopudné 

účinky, můžou se využívat i v revmatologii, jelikož podporují vylučování nežádoucích solí z 

organismu6. 

Lze využít účinné látky plodů i listů dohromady např. pro doléčení žloutenky, mononukleózy 

a podobných onemocnění zatěžující játra, protože ochraňují jaterní parenchym6. 

Na rozdíl od jeřábu ptačího se mohou plody arónie konzumovat čerstvé, protože nemají žádné 

nežádoucí účinky ani kontraindikace, ale jejich chuť je velmi trpká. Většinou se používají na 

přípravu kompotů, přírodních šťáv, sirupů, marmelád, vín a mnoha dalších, ale mohou se také 

používat sušené jako přídavek do čajových směsí6,8. 

Plody se využívají k regulaci a harmonizaci štítné žlázy jak při snížené, tak i zvýšené funkci. 

Šťáva z plodů napomáhá ke snižování hladiny cholesterolu v krvi u lidí trpících aterosklerózou. 

Dále zpevňují kapiláry, ovlivňují pružnost a propustnost cév, zvyšují rychlost proudění krve, 

což se využívá při léčbě vysokého krevního tlaku neboli hypertenze. Uplatňují se i 

v kardiologii, protože s vhodnou kombinací vitamínu C a pektinů působí protiskleroticky. 

Používají se i jako detoxikační prostředek na podporu funkcí jater a ledvin. Delším požíváním 

plodů a šťáv arónie se snižuje emocionální nerovnováha a vyrovnávají procesy útlumu a 

vzruchu v mozku6,8. 

2.3 Chemické složení jeřabin 

Červená a černá jeřabina mají obdobné složení. Plody jeřabiny ptačí obsahují velké množství 

účinných látek. Těmito látkami jsou cukry (hlavně glukóza a sorbóza), cukerné alkoholy 

(sorbitol), pektiny, třísloviny, silice, karotenoidy (sorbusin), hořčiny, flavonoidy (rutin a 

kvercetin), v malé míře i anthokyany. Dále obsahují řadu organických kyselin – sorbovou, 

parasorbovou, vinnou, citronovou, jablečnou a askorbovou (až 0,2%). Kyselina parasorbová se 

vyskytuje pouze v nezralých plodech. Květy jeřabiny ptačí obsahují téměř stejné látky jako 
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plody, ale sbírají se hlavně z jediného důvodu, a tím je přítomnost látek, které se podobají 

ženským hormonům2,5. 

Jeřabina černá obsahuje obrovské množství vitamínů jako vitamín P, C, PP (kyselina 

nikotinová), E a vitamíny skupiny B, a proto se často nazývá vitamínovou bombou. Ve větším 

množství obsahuje anthokyany, dále pak katechiny, karoten, flavonoidy, organické kyseliny, 

pektiny, třísloviny, cukry – sorbóza (až 3,5%), mikroelementy, prvky jako brom, fluor, železo, 

měď, větší množství jódu a další6,8,9. 

2.3.1 Sacharidy a pektiny 

Sacharidy jsou velmi rozšířené organické sloučeniny, označují se jako polyhydroxyaldehydy 

(aldosy) a polyhydroxyketony (ketosy), které mají v molekule minimálně tři alifaticky vázané 

atomy uhlíku. Dělíme je dle počtu cukerných jednotek vázaných v molekule na monosacharidy, 

oligosacharidy, polysacharidy (glykany) a konjugované (složené) sacharidy. Slouží hlavně jako 

zdroj energie (glukóza, fruktóza), základní stavební jednotky (celulóza, chitin) a jsou zásobní 

funkcí pro rostliny (škrob) a živočichy (glykogen)10,11. V jeřabinách se nejvíce vyskytuje 

glukóza patřící mezi aldosy a sorbóza, která patří mezi ketosy5. 

Pektinové látky jsou vysokomolekulární polysacharidy, které se vyskytují v rostlinách ve formě 

pektocelulos a protopektinů, což jsou komplexy pektinu s celulosou nebo jinými polysacharidy. 

Působením zředěných kyselin vzniká pektin, což je methylovaný ester kyseliny D-

galakturonové. Tyto látky se používají v potravinářském průmyslu např. k přípravě marmelád 

a v současnosti při léčbě cévních chorob11. 

2.3.2 Organické kyseliny 

Mezi organické kyseliny řadíme karboxylové a hydroxykarboxylové kyseliny, oxokyseliny a 

aromatické kyseliny. Všechny jsou součástí rostlinných a živočišných potravin10. 

2.3.2.1 Karboxylové kyseliny 

Karboxylové kyseliny jsou významné složky produktů rostlinného původu, které ovlivňují 

průběh enzymatických a chemických reakcí, mikrobiologickou stabilitu potravin během 

zpracování a skladování atd. Podle počtu karboxylových skupin se dělí na monokarboxylové a 

polykarboxylové kyseliny12. 

Mezi monokarboxylové, nenasycené kyseliny patří kyselina sorbová, která se vyskytuje 

v jeřabině ptačí a vzniká zde otevřením kruhu a dehydratací kyseliny parasorbové. Používá se 
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jako konzervační činidlo, protože má antimikrobní účinky. Kyselina parasorbová, která se 

vyskytuje v nezralých jeřabinách, vykazuje karcinogenní a mutagenní účinky12. 

2.3.2.2 Hydroxykyseliny 

Hydroxykyseliny jsou netěkavé, polární sloučeniny a některé z nich jsou nejvýznamnějšími 

nositeli kyselé chuti ovoce a zeleniny. V jeřabinách se vyskytuje kyselina citronová, jablečná a 

vinná12. 

Kyselina citronová se vyskytuje v mnoha druzích ovoce, hlavně v citronech. Získává se 

z citronové šťávy a je používána jako přísada do potravinářských výrobků a nealkoholických 

nápojů. Kyselina jablečná je ve formě L-(-)-isomeru a vzniká jako meziprodukt v citrátovém 

cyklu. Nalezneme ji v ovoci a zelenině a v potravinářství slouží jako potravinářské aditivum. 

Kyselina vinná se v přírodě vyskytuje jako L-(+)-isomer a je důležitým zástupcem aldarových 

kyselin12. 

2.3.3 Flavonoidy 

Flavonoidní látky jsou velmi rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů, které ve své molekule 

obsahují dva benzenové kruhy spojené tříuhlíkatým řetězcem. Jejich struktura je odvozena od 

2H-chromenu (kyslíkatá heterocyklická sloučenina), který je substituován v poloze C-2 

fenylem za vzniku uspořádání C6-C3-C6 flavan (obrázek 3). Jedná se o žlutá barviva, která se 

velmi často vyskytují v rostlinách volně nebo jako aglykony rostlinných heteroglykosidů, dále 

jako vonné látky11,12. 

O

 

Obrázek 3 – Struktura flavanu 

Flavonoidy dělíme na katechiny, leukoanthokyany, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, 

anthokyany, aurony, chalkony a dihydrochalkony. Jejich význam je odlišný, některé jsou 

přírodní rostlinná barviva, jiné jsou důležité svou chutí – většinou hořké a trpké látky, nebo se 

jedná o biologicky účinné látky. Dříve se tyto látky dělily podle barev na dvě skupiny – 

anthokyany (červené až modré) a anthoxanthiny (žluté). V jeřabinách se vyskytuje hlavně 

kvercetin a rutin. Rutin má antioxidační účinky, ovlivňuje permeabilitu a pružnost cév, a proto 

se používá ve farmaceutických přípravcích a potravinových doplňcích12. 



18 

 

2.3.3.1 Katechiny 

Katechiny jsou bezbarvé sloučeniny, které se vyskytují v rostlinách. Používají se jako barviva 

řady potravin, protože z nich vznikají hnědé pigmenty při reakcích enzymového hnědnutí. 

Nejznámějším je katechin a některé z nich vykazují vysokou aktivitu vitamínu P např. 

epikatechin. Řadíme je mezi kondenzované třísloviny, protože velmi snadno tvoří polymerní 

látky, které jsou jejich základem11,12. 

2.3.3.2 Anthokyany 

Anthokyany neboli anthokyaniny patří do nejrozšířenější skupiny rostlinných barviv 

rozpustných ve vodě. Jedná se hlavně o fialová a červená zbarvení listů, květů a plodů. Svou 

strukturu a zbarvení mění podle pH prostředí, kdy v kyselém prostředí jsou červené, 

v neutrálním fialové a v zásaditém modré. Tato barviva jsou glykosidy obsahující aglykon 

anthokyanidiny, které jsou strukturně odvozené od flavyliového kationtu (obrázek 4). Součástí 

molekuly anthokyanů jsou dále i sacharidy (glukóza, galaktóza, xylóza atd.) vázány v poloze 

C-311,12. 

O
+

 

Obrázek 4 – Struktura flavyliového kationtu (anthokyanidiny) 

Vyskytují se v různých rostlinách čeledi révovitých, růžovitých, lilkovitých, srstkovitých, 

vřesovcovitých a dalších. Jsou lokalizovány v buněčných vakuolách a stabilizovány 

interakcemi typu ion-ion s organickými kyselinami. V arónii se vyskytují tato anthokyanová 

barviva: kyanidin-3-galaktosid (65-69 %), kyanidin-3-arabinosid (28-29 %), kyanidin-3-

glukosid (1-2 %) a kyanidin-3-xylosid (2-4 %)12.  

2.3.4 Karotenoidy 

Karotenoidy jsou žlutá, oranžová a červená barviva, která se vyskytují u rostlin, živočichů, 

mikroorganismů a hub. Jsou rozpustné v nepolárních rozpouštědlech. Často se označují jako 

retinoidy, protože některé vykazují aktivitu vitamínu A. Skládají se z isoprenoidních jednotek, 

takže se zařazují mezi tetraterpeny. Dělí se na karoteny (bezkyslíkaté sloučeniny) a xanthofyly 

(kyslíkaté sloučeniny – alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy a kyseliny). Mezi nejznámější patří 

karoteny, které obsahují 40 uhlíků a skládají se z osmi isoprenoidních jednotek11,12. 
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2.3.5 Silice a třísloviny 

Silice (etherické oleje) jsou obsaženy v přírodních materiálech a jedná se o složité směsi 

těkavých látek, které se získávají z částí rostlin – květy (jasmín), stonky a kvetoucí stonky 

(máta), plody nebo semena (kmín, jalovec), oplodí plodů (citrusy), listy (bobkový list), cibulí, 

oddenků a kořenů (hořec). Nejčastěji se získávají destilací materiálů s vodní párou a oddělením 

vrstvy silice z destilátu, extrakcí nepolárními rozpouštědly (benzen, petrolether), lisováním a 

oddělením vrstvy silice. Většina silic ještě obsahuje podíl terpenových uhlovodíků12. 

Třísloviny neboli taniny patří mezi fenolové sloučeniny, které interagují s proteiny. Vyskytují 

se v potravinách rostlinného původu a jsou zodpovědné za trpkou, svíravou a stahující chuť. 

Dělí se na hydrolyzovatelné a kondenzované třísloviny. Hydrolyzovatelné třísloviny jsou 

většinou estery D-glukózy a kyselina gallová, zatímco kondenzované jsou odvozeny od 

hydroxyskořicových kyselin. Ovlivňují chuťové vlastnosti potravin jako trpkost kávy, piva a 

červených vín.11,12. 

2.3.6 Vitamíny 

Vitamíny jsou nízkomolekulární organické sloučeniny, často nazývané jako exogenní 

esenciální biokatalyzátory. Jsou to látky nezbytné pro život, které musí být do organismu 

dodávány, protože si je nedokáže sám syntetizovat. Doporučená dávka vitamínů v těle pro 

zajištění normálních fyziologických funkcí se liší věkem, pohlavím, zdravotním stavem, 

životním stylem atd. Při nedostatečném množství vitamínu v těle může dojít k hypovitaminose, 

v horších případech dochází k avitaminose, což je úplný nedostatek vitamínu v těle. Existuje i 

předávkování vitamínem (nadměrné množství v těle), které se označuje jako 

hypervitaminosa10,11. 

Dělíme je na vitamíny rozpustné ve vodě (hydrofilní) a v tucích (lipofilní). Mezi vitamíny 

rozpustné v tucích patří A, D, E, K a mají různé funkce. Mezi vitamíny rozpustné ve vodě patří 

vitamíny skupiny B a vitamin C, jejich funkce je hlavně katalytická10. 

Jak už bylo zmíněno výše, jeřabina černá obsahuje velké množství vitamínů jako vitamín C, P, 

PP (kyselina nikotinová), E a vitamíny skupiny B6. 

Vitamín C neboli kyselina askorbová se využívá jako potravinářské aditivum a má antioxidační 

účinky. Nejbohatším zdrojem tohoto vitamínu je ovoce a zelenina, dále játra. Nedostatek se 

projevuje onemocněním kurděje (skorbut)10,11. 
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Vitamín PP neboli kyselina nikotinová je důležitá pro vznik koenzymů NAD+ A NADP+. 

Největším zdrojem jsou kvasnice, maso, játra a vejce. Méně ho obsahují ovoce, zelenina, mléko 

a luštěniny. Nedostatek má za následek onemocnění pelagra10,11. 

Vitamín E neboli tokoferol se vyskytuje hlavně v potravinách rostlinného původu, v menší míře 

i v potravinách živočišného původu. Nachází se v rostlinném oleji, v mase, vejcích, játrech a 

bohatým zdrojem na tento vitamín je olej z obilných klíčků. Používá se hlavně pro své 

antioxidační účinky. Nedostatek se může projevit špatnou funkcí pohlavních žláz, 

neurologickými potížemi a chudokrevností10,11. 

Vitamíny skupiny B (B-komplex) jsou důležité prekursory kofaktorů enzymatických reakcí. Do 

této skupiny patří thiamin (B1), riboflavin (B2), pyridoxin (B6), niacin, pantothenová kyselina, 

biotin (H), kyselina listová, kobalamin (B12) a kyselina lipoová10,11.  

Thiamin se nachází ve všech tkáních a pletivech. Zdrojem tohoto vitamínu jsou pivovarské 

kvasnice, obilná zrna, luštěniny, játra, ledviny a srdce. Nedostatek se projevuje jako 

onemocnění beri-beri10,11. 

Riboflavin se vyskytuje v rostlinných i živočišných organismech. Je součástí flavinových 

kofaktorů FMN a FAD. Jeho zdrojem je maso, vnitřnosti, mléko a zelenina. Nedostatek se 

projevuje zánětlivými změnami sliznic a kůže10,11. 

Pyridoxin se také nachází v rostlinných i živočišných organismech. Vyskytuje se v obilovinách, 

mase, vnitřnostech, droždí, mléce, vejcích, luštěninách, ovoci a zelenině. Nedostatek se 

projevuje nervovými onemocněními10,11. 

Kobalamin se nevyskytuje v rostlinných organismech, ale pouze v živočišných. Nepřidává se 

do potravin, ale je součástí farmaceutických přípravků. Zdrojem je maso, mléko, mléčné 

výrobky a vejce. Avitaminóza je velmi vážná a označuje se jako tzv. zhoubná anémie10,11. 

2.4 Extrakce 

Extrakce je dělicí metoda, kdy jedna složka přechází fázovým rozhraním mezi dvěma vzájemně 

nemísitelnými kapalinami nebo tuhou a kapalnou fází. Při této metodě se využívá různé 

rozpustnosti jednotlivých složek v různých rozpouštědlech. Volba vhodného rozpouštědla 

závisí na znalosti interakcí molekul rozpouštědla s molekulami rozpuštěné látky. Mezi tyto 

interakce patří disperzní interakce, interakce dipól-dipól, indukční interakce a tvorba 

vodíkových můstků. Volba rozpouštědla je důležitá jak pro extrakční dělení, tak později pro 

výběr stacionární a mobilní fáze v rozdělovací chromatografii. Extrakci dělíme podle 
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skupenství fází na extrakci z pevné fáze do kapaliny, z kapaliny do kapaliny, z kapaliny na 

pevnou fázi a z kapaliny nebo plynu na pevnou fázi13,14. 

2.4.1 Extrakce z pevné fáze do kapaliny 

Tato metoda se nejčastěji používá k dělení organických látek, k izolaci jedné nebo více složek 

z přírodního materiálu nebo z technických produktů. Ve vhodném rozpouštědle se z pevného 

materiálu (vzorku) rozpustí požadovaná složka. Nejčastěji se používá extraktor podle 

Twisselmana nebo Soxhletův extraktor (obrázek 5). Ve střední části extraktoru se nachází 

patrona, která se plní rozmělněným vzorkem. Pod střední částí se nachází baňka, do které se 

nalije vhodně zvolené rozpouštědlo a zahřívá se k jeho bodu varu. Po zahřátí začnou páry 

rozpouštědla stoupat postranní trubicí do zpětného chladiče, kdy páry kondenzují a kapou na 

vzorek v patroně a rozpouštědlo extrahuje látku ve vzorku. Když se střední část naplní 

kondenzátem, tak roztok přeteče přepadovou trubičkou do baňky a celý proces se opakuje. 

Jedná se o opakovanou neboli kontinuální extrakci pro zisk většího výtěžku. Po tomto 

opakovaném procesu je v baňce jedna nebo více složek a rozpouštědlo, které se odstraní 

destilací. Poté v baňce zůstane pouze izolovaná látka14,15. 

 

Obrázek 5 – Soxhletův extraktor16 

2.4.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny 

Tato metoda se nejčastěji používá k dělení anorganických látek a je založena na ustavení fázové 

rovnováhy mezi dvěma nemísitelnými kapalinami. Těmito kapalinami jsou vzorek s analytem 

a rozpouštědlo, do kterého se analyt převádí. Anorganické látky jsou ve vodě disociovány ve 

formě iontů, které nelze extrahovat. Musí se přeměnit na neutrální komplexní sloučeniny 

chelátového typu, které se můžou převést do organické fáze. K extrakci z kapaliny do kapaliny 

se používají dělicí nálevky s krátkým stonkem a jádro kohoutu a zátku mají zhotovenou 
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z plastu. Jsou vhodné pro extrakci rozpouštědlem těžší než voda, pokud je lehčí než voda, 

používá se zabroušená zkumavka, u které se organická část odsaje pipetou. Nálevky se 

promíchávají převracením a zkumavky rotací. Vytřepávání není vhodné, protože některá 

rozpouštědla tvoří špatně odstranitelnou emulzi. Tato metoda extrakce se může provádět 

jednorázově nebo mnohostupňově13,14,15. 

2.5 Chromatografie 

Chromatografie je separační metoda používaná k dělení, stanovení a identifikaci anorganických 

a organických látek. Je založena na fyzikálně chemických principech, kdy při rozdělování směsi 

dochází k mnohonásobnému ustavení rovnováhy mezi vzájemně nemísitelnými fázemi. Těmito 

fázemi jsou fáze stacionární (nepohyblivá) a mobilní (pohyblivá). Stacionární fáze může být 

označována jako sorbent, protože se vyskytuje v různých formách jako částice tuhé fáze nebo 

kapalina na vnitřní straně kapiláry13,15,17. 

Složky vzorku jsou separovány na základě jejich afinity ke stacionární fázi. Čím je afinita vyšší, 

tím je delší i retenční čas a složky se eluují později. Tímto způsobem jsou od sebe složky 

odděleny13,14. 

Chromatografické metody se dělí podle několika hledisek: 

• Podle mobilní fáze: 

o plynová chromatografie (GC), 

o kapalinová chromatografie (LC). 

• Podle uspořádání stacionární fáze: 

o sloupcová (kolonová) chromatografie, 

o chromatografické techniky v plošném uspořádání. 

• Podle separačního principu: 

o adsorpční, 

o rozdělovací, 

o iontově výměnné, 

o gelové, 

o afinitní. 

Mezi chromatografické techniky v plošném uspořádání se řadí papírová a tenkovrstvá 

chromatografie13,15. 
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2.5.1 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie je fyzikálně chemická metoda lišící se od dalších druhů chromatografie 

mobilní fází, kterou je plyn. Separované složky jsou také v plynném stavu. Pokud jsou vzorky 

kapalné, musí se zvolit teplota taková, aby dělené složky přešly do páry. Stacionární fází může 

být tuhá látka nebo kapalina. Podle toho rozlišujeme chromatografii na systém plyn-tuhá látka 

(GSC), při které se složky dělí mezi nosný plyn a tuhý sorbent, a dále na systém plyn-kapalina 

(GLC), při které se složky dělí mezi nosný plyn a stacionární kapalnou fázi15,18. 

Schéma instrumentálního uspořádání je uvedeno na obrázku 6. Vzorek se vnáší do dávkovacího 

zařízení vyhřívaného na určitou teplotu a je unášen proudem nosného plynu kolonou. V koloně 

je přítomna stacionární fáze a podle vzájemných interakcí dochází k rozdělení neboli retenci 

složek a jejich rozdílné eluci. Složky vystupující z kolony jsou zaznamenávány detektorem, 

který určuje množství složek jako funkci času nebo objemu proteklého nosného plynu13,15. 

 

Obrázek 6 – Schéma plynového chromatografu19 

Tlaková lahev s redukčním ventilem je zdrojem nosného plynu, který musí být inertní. Volba 

plynu velmi závisí na typu detektoru, dále na toxicitě a ceně. Nejčastěji používanými plyny jsou 

helium, dusík, vodík, argon, oxid uhličitý a další. Průtok nosného plynu je regulován ventilem, 

který je umístěný hned za tlakovou lahví13,18. 

Dávkovací zařízení slouží k nástřiku vzorku do kolony, které musí být co nejrychlejší. Kapalné 

vzorky se dávkují pomocí mikrostříkačky opatřené jehlou a dávkovač je vyhříván. Plyny 

využívají větší injekční stříkačky o objemu až několik milimetrů15,18. 

V termostatu je umístěn dávkovač, kolona i detektor, a zajišťuje takovou teplotu, aby byl po 

celou dobu vzorek v plynném stavu. Stacionární fáze se nachází v koloně, ve které dochází 
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k separaci složek. Používají se 2 druhy kolon – náplňová a kapilární. Náplňové kolony jsou 

tvořené trubicí ze skla nebo oceli o délce 1 až 3 metry a mají vyšší kapacitu než kapilární 

kolony. Trubice jsou naplněné granulovaným materiálem nebo nosiči pokrytými kapalnou fází. 

Kapilární kolony jsou vyrobené většinou z taveného křemene, ale i z oceli nebo skla. Jejich 

délka je 10 až 100 metrů a jsou stočené do šroubovice. Využívají své vnitřní stěny jako nosič 

stacionární fáze13,18. 

Na konci kolony se nachází detektor, který reaguje na přítomnost látek v nosném plynu. Vysílá 

signály, které jsou zaznamenávány v závislosti na čase. Detektor musí být citlivý, selektivní a 

musí rychle reagovat na změnu složení. Nejčastěji používanými detektory jsou tepelně-

vodivostní a plamenový ionizační detektor13,18. 

2.5.2 Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie se od plynové chromatografie liší mobilní fází, kterou je kapalina. 

Dále o separaci složek nerozhoduje pouze stacionární fáze, ale i mobilní fáze. Dochází 

k rozdělení vzorku mezi mobilní a stacionární fázi. Využívá se k dělení organických méně 

těkavých kapalin i tuhých látek, které se rozpouštějí ve vodě, zředěných minerálních kyselinách 

a v organických rozpouštědlech. Kapalinovou chromatografii můžeme dělit na chromatografii 

v otevřeném systému (klasická kapalinová chromatografie) nebo v uzavřeném systému 

(vysokoúčinná kapalinová chromatografie, HPLC)13,15. 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie HPLC (obrázek 7) se od klasické kapalinové 

chromatografie liší vyšší účinností. Kolona je naplněna sorbentem s malými částicemi (3 – 5 

µm), které kladou protékající kapalině odpor. Průtok mobilní fáze kolonou zajišťuje 

vysokotlaké čerpadlo. Čerpadla musí být zhotovena z odolného materiálu (např. nerezová ocel), 

aby mobilní fáze nebyla znečištěna nebo nedocházelo ke korozi částí čerpadla. Lze je rozdělit 

na pulsní a bezpulsní. Mezi pulsní čerpadla patří pístová nebo membránová a množství dodané 

mobilní fáze záleží na výšce zdvihu pístu nebo membrány. Jejich výhoda je v nepřetržitém 

dodávání eluátu, ale nevýhodou je pulsující tok, který lze omezit použitím zařízení, které se 

nazývá tlumič pulsů. Bezpulsní čerpadla se používají méně, protože mají omezenou kapacitu. 

Jsou konstruovány jako lineární dávkovače nebo pneumatické zesilovače13,18.  
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Obrázek 7 – Schéma kapalinového chromatografu20 

Před čerpadlem se vyskytuje směšovací zařízení, které umožňuje během procesu měnit složení 

mobilní fáze18. Dávkování vzorku se provádí bez zastavení toku mobilní fáze pomocí 

šesticestného dávkovacího ventilu se smyčkou o různém objemu. Dále je možné využít 

automatického dávkování tzv. autosampleru13,18. 

Nejdůležitější částí kapalinového chromatografu je kolona, na které dochází k samotné 

separaci. Využívají se náplňové kolony různé délky, průměru a velikosti částic. V případě 

analytické chromatografie se délka pohybuje do 250 mm a průměr do 4.6 mm. Kolony jsou 

naplněné sorbentem o velikosti částic nejčastěji 3 – 5 µm. V současné době jsou kolony 

dodávány několika výrobci, protože v běžně zařízené laboratoři není možné vyrobit kvalitní 

kolonu, která by poskytovala opakovatelné analýzy15,18. 

Po průchodu kolonou látka prochází detektorem. Detektor by měl být málo citlivý na změnu 

složení mobilní fáze a velmi citlivý na analyzované složky. Mezi nejčastěji používané patří 

spektrofotometrické, fluorimetrické a elektrochemické detektory13,18. 

2.6 Kapilární elektroforéza 

 Kapilární elektroforéza patří mezi kapilární elektromigrační separační metody založené na 

pohybu iontů v elektrickém poli. Tato metoda využívá elektroforetické migrace iontů a 

elektroosmotického toku kapaliny kapilárou. Separace látek se provádí v kapiláře z taveného 

křemene, která je na vnějším povrchu pokryta vrstvou polyimidu. Ten snižuje křehkost a 

kapilára se dá ohýbat, aniž by se zlomila. Přístroj pro kapilární elektroforézu (obrázek 8) se 

skládá ze vstupní a výstupní nádoby a kapiláry, všechny tyto části se naplní základním 

elektrolytem. V nádobách jsou platinové elektrody a mezi ně je vloženo napětí asi 10 – 30 kV 

po krátkou dobu, aby se stabilizoval elektroosmotický tok. Do kapiláry se vzorek dávkuje tak, 

že se vymění vstupní nádoba za nádobu se vzorkem a na elektrody se opět připojí napětí na 
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velmi krátkou dobu, aby došlo vlivem elektroosmotického tlaku k nasátí malého množství 

vzorku do kapiláry. K separaci látek dochází vlivem odlišné rychlosti migrace složek vzorku, 

kdy dochází ke vzniku zón jednotlivých složek – kladně nabité, neutrální a záporně nabité. 

Kapilára prochází přes detektor, kam se zóny dostanou v různých migračních časech. Nejčastěji 

se používá spektrofotometrický detektor, který pracuje v UV/VIS oblasti a měří absorbanci 

roztoku uvnitř kapiláry o dané vlnové délce. Na záznamu, který se označuje jako 

elektroferogram, se objeví jako pík13,22. 

 

Obrázek 8 – Přístroj pro kapilární elektroforézu21 

2.7 Analýza biologicky aktivních látek v jeřabinách 

Jeřabiny jsou velice bohatým zdrojem polyfenolů, mezi které se řadí flavonoidy, flavan-3-oly, 

prokyanidiny a fenolové kyseliny24. Dále představují jednu z nejbohatších rostlin na obsah 

anthokyanů25. Vyznačují se protizánětlivými26 a hlavně antioxidačními účinky27. Příznivě 

ovlivňují kardiovaskulární systém, používají se k prevenci vážných onemocnění jako rakovina 

a cukrovka24,27. Nejčastěji se využívají plody jeřabin, ale pro jejich nežádoucí trpkou chuť se 

nekonzumují čerstvé. Zpracovávají se lisováním na výrobu ovocných vín a šťáv, suší se a vyrábí 

se z nich marmelády a zavařeniny. Kromě plodů se využívají i listy a bohužel se vyhazují 

výlisky obohacené o hodnotné látky, které se získávají většinou při lisování plodů. Všechny 

tyto látky se získávají a zpracovávají pomocí výše popsaných metod jako extrakce, 

chromatografie a další23. 

2.7.1 Extrakce látek obsažených v jeřabinách 

Extrakce je jeden z prvních a velmi důležitých kroků v izolaci a čištění biologicky aktivních 

látek z rostlinných materiálů. Používají se různé druhy extrakce, které můžeme rozdělit na 

tradiční a moderní metody extrakce. Mezi tradiční metody řadíme extrakce z kapaliny do 
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kapaliny, z pevné fáze do kapaliny s použitím Soxhletova extraktoru, macerace a mnohé další24. 

Mezi moderní metody se řadí ultrazvuková extrakce (UAE), mikrovlnná extrakce (MAE), 

nadkritická fluidní extrakce (SFE), subkritická extrakce vodou (SWE) a další28. Každá z těchto 

technik má své výhody a nevýhody, ale hlavním cílem je dosažení úplné extrakce, tedy dosažení 

největšího možného výtěžku. Účinnost může být ovlivněna druhem a koncentrací rozpouštědla, 

poměrem rozpouštědla k vzorku, časem, teplotou a pH24. 

Jeřabiny se dají extrahovat různými rozpouštědly, záleží na tom, jaké látky se z nich extrahují. 

Jak už bylo zmíněno výše, jeřabiny obsahují velké množství flavonoidů. Flavonoidy jsou 

vysoce biologicky aktivní sloučeniny, které se nejčastěji extrahují methanolem29,30, 

ethanolem31, acetonem29, vodou nebo směsí těchto rozpouštědel28. Extrakce rozpouštědlem je 

nejčastější metodou používanou k extrakci flavonoidů29. Extrakci lze provést z plodů, výlisků 

i listů jeřabin. 

Methanol byl použit jako extrakční činidlo u zmrzlých malvic, které byly nejprve rozetřeny v 

třecí misce na jemnou pastu chlazenou kapalným dusíkem32,37. Extrakce byla provedena v 

chlazené ultrazvukové lázni s přídavkem 3% kyseliny mravenčí a 1% 2,6-di-tert-butyl-4-

methylfenolu (BHT). BHT se k methanolu přidává proto, aby během extrakce nedocházelo k 

oxidaci37. Obdobná extrakce se využívá i pro sušené vzorky, ke kterým se přidal 62,5% 

methanol obsahující malé množství 2,3-tert-butyl-4-hydroxyanisolu (BHA) a nechal se 

extrahovat pomocí ultrazvuku32. Směs methanolu s vodou s přídavkem kyseliny 

chlorovodíkové byla využita pro extrakci fenolických látek z plodů jeřabin33,34,38. Přídavek 

kyseliny urychluje extrakci. Dále je možné přidat 0,04% kyselinu askorbovou k zabránění 

oxidace34. Takto připravené extrakty se dále centrifugují a filtrují za sníženého tlaku37,38. 

Methanol může být nahrazen při extrakci plodů směsí ethanolu s vodou (70:30 v/v)31 nebo 

acetonu s vodou35,36. Lze užít různé metody extrakce např. extrakce za použití ethanolu může 

probíhat pod refluxem nebo v Soxhletově extraktoru. Tyto metody se liší extrakčním časem, 

kdy zahřívání pod refluxem je téměř o polovinu kratší31. 

Výlisky jeřabin, které obsahují velké množství polyfenolů, se mohou extrahovat vychlazenou 

směsí acetonu s vodou (60:40 v/v)39, methanolem okyseleným 0,1% kyselinou 

chlorovodíkovou40 nebo kyselinou mravenčí41 v ultrazvukové lázni. Extrakt je poté zfiltrován, 

centrifugován a připraven k analýze39,41. 

Pro srovnání výtěžků při extrakci výlisků (tabulka 1) lze použít dvě metody – tlakovou 

kapalinovou extrakci (PLE) a extrakci v Soxhletově extraktoru (obrázek 10). Tlaková 
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kapalinová extrakce se provádí postupně při tlaku 10,3 MPa za použití čistých rozpouštědel 

různé polarity – hexan, methanol, voda. Dále jsou použity i směsi rozpouštědel – methanol 

s vodou a aceton s vodou. Pomocí hexanu se odstraní lipofilní látky, které nejsou potřeba při 

další analýze. Největšího výtěžku, asi 45%, je dosaženo za použití čistého methanolu a jeho 

směsi s vodou. Čistá voda je nejméně účinná, získá se asi 20% látek. Při extrakci v Soxhletově 

extraktoru se využívají jiná rozpouštědla – hexan, aceton a ethanol. Ethanol je nejvíce účinný 

a použití acetonu s vodou je asi 3 krát účinnější při metodě PLE než samotný aceton při extrakci 

v Soxhletově extraktoru23. 

Tabulka 1 – Srovnání výtěžků při extrakci PLE a Soxhletově extrakci23 

Soxhlet Výtěžek (g/100 g)  PLE Výtěžek (g/100 g) 

Hexan 5,30 ± 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 jeřabin jsou mírně kyselé a sladké, dokonce se mladé lístky využívají v Severní Koreji 

jako salát. Lyofilizované listy se extrahují ve vodném roztoku methanolu. Dále je extrakt 

zfiltrován za sníženého tlaku, odstředěn a takto připraven k analýze42. 

Jak už bylo zmíněno výše, je velmi důležité volit vhodné podmínky extrakce pro zisk 

maximálního výtěžku, což dokazuje i následující studie. Při extrakci polyfenolů z černé 

jeřabiny pomocí macerace byl studován efekt čtyř faktorů na účinnost extrakce. Mezi tyto 

faktory patřil čas, poměr pevné látky a rozpouštědla, druh rozpouštědla a velikost částic. Čas 

extrakce byl studován za použití 50% ethanolu, poměru pevné látky a rozpouštědla 1:20 a 

velikosti částic 2 mm. Vzorky byly odebrány v časech 15 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 2,5 

h, 5 h, 10 h a 18 h. Doba extrakce delší než 90 minut neměla vliv na množství fenolických látek, 

proto při dalším studování faktorů byla extrakce sledována při 15, 30, 60 a 90 minutách. Pro 

zjištění vhodnosti rozpouštědla byla použita destilovaná voda, 50%, 70% a 90% směs ethanolu 

a vody. Byly zkoumány tři úrovně poměru pevné látky a rozpouštědla (1:10, 1:20 a 1:30) a pět 

úrovní tříd částic ke zjištění optimální velikosti částic (6, 3, 2, 1 a 0,75 mm). Výsledky pokusu 

můžete vidět níže na obrázku 924. 
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Obrázek 9 – Vliv každé úrovně faktoru na obsah fenolů a anthokyanů v černé jeřabině24 

Vliv doby extrakce na obsah fenolů je vidět na obrázku 9-A a na obsah anthokyanů na obrázku 

9-B. Účinnost extrakce se zlepšila s prodloužením trvání extrakce, kdy maximálního výtěžku 

obou látek se dosáhlo za 90 minut, ale mezi 60 a 90 minutami nebyly pozorovány žádné velké 
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rozdíly. Lze pozorovat dva stupně extrakce, kdy na počátku procesu došlo ke zvýšení 

koncentrace polyfenolů, které bylo následované pomalou extrakcí (po 60 minutách) 

charakterizovanou nízkým zvýšením koncentrace polyfenolů s průběhem extrakce24. 

Na obrázku 9-C a 9-D je vyhodnocen účinek objemu rozpouštědla na výtěžek extrakce fenolů 

a anthokyanů. Výtěžek fenolů (obrázek 9-C) se postupně zvyšoval z poměru 1:10 pevné látky 

a rozpouštědla a nejvyšší hodnoty dosáhl při poměru 1:30. Rozdíl byl zaznamenán u výtěžku 

anthokyanů (obrázek 9-D), kde byl získán největší výtěžek při poměru 1:20 a poté následovalo 

malé snížení24. 

Vliv rozpouštědla na účinnost extrakce je vidět na obrázku 9-E a 9-F. Největšího výtěžku u 

fenolů i anthokyanů bylo dosaženo za použití 50% ethanolu. Následně výtěžnost se zvyšující 

se koncentrací rozpouštědla klesala, kdy nejmenšího výtěžku bylo dosaženo za použití 96% 

ethanolu a vody24. 

Na obrázku 9-G a 9-H je zaznamenán vliv velikosti částic na výtěžek polyfenolů. U fenolů bylo 

dosaženo největšího výtěžku za použití velikosti částic 0,75 a 1 mm, než za užití větších 

velikostí částic jako 2, 3 a 6 mm. U anthokyanů byl výsledek velmi podobný, kdy nejmenší 

výtěžek byl získán za použití velikosti částic 6 mm a největší při 0,75 mm24. 

Z této studie plyne, že faktory jako rozpouštědlo, poměr pevné látky a rozpouštědla a velikost 

částic patří mezi významné, zatímco čas není tak podstatným faktorem ovlivňující celkový 

obsah fenolů a anthokyanů. Optimální podmínky pro získání vysokých výtěžků polyfenolů činí 

50% ethanol, poměr pevné látky a rozpouštědla 1:20 a velikost částic 0,75 mm24. 

Jeřabiny dále obsahují velké množství anthokyanů. Anthokyany patří mezi nejběžnější 

pigmenty v přírodě, které mohou být extrahovány okyselenými rozpouštědly jako je aceton s 

vodou43, ethanol s vodou45,46, methanol s voudou23,39,43,45,48 a voda45,46. Kromě těchto běžných 

rozpouštědel lze použít i dichlormethan s ethanolem25. K rozpouštědlům se tedy přidává 

kyselina chlorovodíková23,43,46 nebo mravenčí39,44,48. Anthokyany jsou více stabilní v kyselém 

prostředí při nízkých hodnotách pH než v alkalických roztocích při vyšším pH47. V kyselém 

prostředí se lépe uvolňují, a navíc je zabráněno degradaci neacylovaných anthokyanových 

barviv28,44. 

Velmi důležitý je výběr rozpouštědla při extrakci přírodních pigmentů, kdy médium by mělo 

extrahovat maximum pigmentu s minimálním množstvím dalších látek a se změnou cílového 

produktu46. Methanol patří mezi nejběžnější a nejúčinnější rozpouštědla při extrakci 
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anthokyanů. Obsah anthokyanů za použití okyseleného methanolu je v průměru o 59% vyšší 

než za použití vodného roztoku acetonu43. I když je methanol velmi efektivní, jeho nevýhodou 

je toxicita, tudíž je nevhodný při extrakci potravin. Aceton také není preferován, protože 

vyžaduje odstranění chloroformu, při kterém hrozí nebezpečí výbuchu a je škodlivý pro zdraví. 

Mezi přijatelná rozpouštědla při extrakci potravin je možné zařadit vodu a ethanol. Na obrázku 

10 je vidět účinnost extrakce za použití čisté a okyselené vody, kdy okyselená voda je mnohem 

účinnější, protože kyselina stabilizuje pigmenty a snižuje pH. Obsah anthokyanů roste se 

zvýšením koncentrace kyseliny chlorovodíkové ve vodě, ale při extrakci potravin se doporučuje 

nižší koncentrace (1%)46. 

 

Obrázek 10 – Účinnost extrakce na obsah anthokyanů za použití vody46 

Na obrázku 11 lze sledovat vliv různě koncentrovaného ethanolu s vodou na obsah anthokyanů. 

100% ethanol není preferován jako dobré rozpouštědlo, protože pro extrakci anthokyanů je 

zapotřebí malé množství vody. Obsah anthokyanů se zvyšuje s rostoucí koncentrací ethanolu, 

kdy největšího výtěžku je dosaženo při použití 50% ethanolu s vodou. Dále se se zvyšující 

koncentrací ethanolu výtěžek zmenšuje46. 

 

Obrázek 11 – Účinnost extrakce na obsah anthokyanů za použití ethanolu a vody46 
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Při použití ethanolu s okyselenou vodou (obrázek 12) lze pozorovat menší změnu. Zpočátku se 

zvyšováním koncentrace ethanolu je výtěžek anthokyanů oproti předchozímu případu o něco 

menší. Největšího výtěžku je opět dosaženo za použití 50% ethanolu a dále se výtěžek zmenšuje 

s rostoucí koncentrací pomaleji, než tomu bylo pouze u ethanolu s neokyselenou vodou46. 

 

Obrázek 12 – Účinnost extrakce na obsah anthokyanů za použití ethanolu, vody a HCl46 

Jeřabiny obsahují kromě flavonoidů a anthokyanů i kyselinu askorbovou, sacharidy a organické 

kyseliny. Redukovaná kyselina askorbová se z jeřabin získává extrakcí vodou38,60 nebo 

kyselinou metafosforečnou s kyselinou octovou59. Výlisky se také extrahují vodou pro zisk 

organických kyselin41, ale i sacharidů23,41. K extraktu se navíc přidává uhličitan vápenatý, 

suspenze se zahřívá k bodu varu, následně je ochlazena, zfiltrována a připravena k analýze41. 

2.7.2 Separace a stanovení látek obsažených v jeřabinách 

Kapalinová chromatografie patří mezi nejběžnější metody používané k identifikaci, 

charakterizaci a stanovení fenolických látek49. Můžeme se setkat s vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií (HPLC) nebo s ultra – vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií (UHPLC). 

UHPLC je modernější metoda, která je oproti HPLC rychlejší, účinnější a spotřeba 

rozpouštědel je menší.  HPLC se využívá jak pro kvantitativní, tak i pro kvalitativní analýzu od 

roku 197050. Využívá se k separaci přírodních látek v rostlinných materiálech ve spojení se 

spektrofotometrickou detekcí nebo hmotnostní spektrometrií (MS)51. Vhodný výběr kolony je 

jeden z důležitých faktorů při identifikaci fenolických látek28. Kapalinová chromatografie 

flavonoidů je obvykle prováděna v systémech s obrácenými fázemi (RP) na oktadecyl nebo 

oktyl silikagelových kolonách při pokojové teplotě, ale občas je doporučeno i při vyšší teplotě 

do 40 °C kvůli snížení doby analýzy52. 

Fenolické sloučeniny v jeřabinách jsou nejčastěji analyzovány pomocí metody HPLC 

s využitím hmotnostního spektrometru s ionizací elektrosprejem (ESI). Jejich přítomnost se 

zjišťuje porovnáním retenčních časů a jejich spekter se standardními vzorky37,41. Koncentrace 
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těchto látek je určována z ploch píků vzorku a odpovídajících standardů37,41 nebo vypočítána 

pomocí kalibrační křivky24. Mezi nejpoužívanější mobilní fáze patří acetonitril24,37,40,41,53, 

methanol42,54,58 a jejich vodné roztoky28, ale lze využívat i ethanol55, tetrahydrofuran56 a 2-

propanol57. Další složkou mobilní fáze je kyselina mravenčí37,41,42, která může být nahrazena 

kyselinou octovou40 nebo kyselinou fosforečnou24,58. Černá i červená jeřabina obsahuje velké 

množství flavonoidů37. 

V obou jeřabinách se vyskytuje kvercetin24,37,40,41,42,58, myricetin37, kaempferol37,42,58 a pouze 

v černé jeřabině isorhamnetin37,42. Černá jeřabina obsahuje velké množství glykosidů 

kvercetinu (Q). Mezi dominantně zastoupené glykosidy patří Q-3-galaktosid24,37,40,41, Q-3-

glukosid24,37,40,41,42 a Q-3-rutinosid24,37,40,41,42 (obrázek 13, 14). Dále v menší míře obsahuje i Q-

3-robinobiosid37,41, Q-3-vicianosid37,41,42, Q-3-glukuronid37, Q-3-xylosid37 a Q-3-

arabinopyranosid37. Červená jeřabina také obsahuje glykosidy kvercetinu, ale v menším 

množství než černá jeřabina. Oproti černé jeřabině, ale obsahuje větší množství dvou glykosidů 

– kvercetin dihexosid 1 a 237. 

 

Obrázek 13 – HPLC chromatogram fenolických sloučenin černé jeřabiny: 

(1) kyselina kávová, (2) kyselina kávová, (3) Q-3-galaktosid, (4) Q-3-glukosid35 
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Obrázek 14 – Struktura glykosidů kvercetinu 

Obsah myricetinu (M) je v obou jeřabinách oproti kvercetinu velmi malý, a navíc obsahují 

pouze dva glykosidy M-3-galaktosid a M-3-glukosid. Podobné je to i s obsahem glykosidů 

kaempferolu (K) v obou jeřabinách, kdy červená jeřabina obsahuje K-3-glukosid, K-3-

rutinosid, K-3-soforosid, K-3-(6-acetyl)galaktosid a černá jeřabina pouze jeden glykosid K-3-

galaktosid. Glykosidy isorhamnetinu Iso-3-galaktosid a Iso-3-glukosid obsahuje pouze černá 

jeřabina taktéž v malém množství37. 

Anthokyany tvoří v jeřabinách druhou největší skupinu fenolických látek, které se také 

nejčastěji analyzují pomocí techniky HPLC25. Při této metodě se velmi často využívá 

hmotnostní spektrometr25,36,41 nebo DAD detektor24,40,48. Jejich přítomnost ve vzorku se také 

identifikuje pomocí retenčních časů a jejich porovnáním se standardními vzorky40,41. 

Koncentrace je určena výpočtem z kalibračních křivek24. Jako mobilní fáze se používá 

acetonitril24,35,36,40,41 a methanol25,48. Při analýze anthokyanů se k mobilní fázi přidávají více 

koncentrované kyseliny kvůli snížení pH roztoku, čímž se zvýší stabilita anthokyanů51. 

Nejčastěji se používá 5% nebo 10% kyselina mravenčí24,25,35,41,48. Dále lze použít i kyselinu 

octovou40. 

Jeřabiny obsahují velké množství anthokyanů a jsou hlavně směsí čtyř glykosidů25. Mezi 

nejvíce zastoupené patří kyanidin-3-galaktosid a kyanidin-3-arabinosid, v menším množství se 

v jeřabinách vyskytuje kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-xylosid24,25,35,36,40,41,48 (obrázek 15, 

16). 
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Obrázek 15 – HPLC chromatogram anthokyanů černé jeřabiny: 

(5) kyanidin-3-galaktosid, (6) kyanidin-3-glukosid, (7) kyanidin-3-arabinosid, (8) kyanidin-3-xylosid35 

 

Obrázek 16 –  Struktura anthokyanů 

Kromě hojně zastoupených flavonoidů a anthokyanů obsahují jeřabiny i kyselinu askorbovou, 

tokoferoly, organické kyseliny a sacharidy. Kyselina askorbová je analyzována pomocí 

techniky HPLC s využitím DAD detektoru38,60. Mobilní fáze je složena z methanolu48,60 nebo 

oktylaminu salicylátu38. Obsah askorbové kyseliny se určuje porovnáním jejích píků 

s retenčním časem a UV spektrem standardu. Jeřabiny obsahují velké množství kyseliny 

askorbové a jsou dobrým přírodním zdrojem antioxidantů38. Kromě metody HPLC lze kyselinu 

askorbovou analyzovat i pomocí jodometrické titrace61. 

Metoda HPLC se používá i k separaci tokoferolů v jeřabinách, ale místo silikagelové kolony se 

využívá kolona RP-C30 a fluorescenční detektor. Mobilní fáze se skládá z acetonitrilu, 
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methanolu a dichlormethanu. Identifikace tokoferolů se provádí porovnáním retenčních časů se 

standardy. V jeřabině se vyskytuje α-tokoferol, β-tokoferol, γ-tokoferol a δ-tokoferol23. 

Výskyt organických kyselin v jeřabinách lze také analyzovat pomocí techniky HPLC za použití 

dihydrogenfosforečnanu draselného jako mobilní fáze. V jeřabinách se nejvíce vyskytuje 

kyselina galakturonová, dále kyselina jablečná a kyselina citronová. Obsah kyselin ve výliskách 

je mnohem menší než v dužině41. 

Sacharidy se separují také pomocí metody HPLC s využitím kalciové kolony a vody jako 

mobilní fáze. Ke kvantifikaci se používají standardy sacharidů jako glukóza, fruktóza, 

sacharóza a sorbitol. Výlisky se vyznačují nízkým obsahem cukerných složek na rozdíl od 

dužiny. Jeřabiny nejvíce obsahují sorbitol, dále fruktózu, glukózu a sacharózu41. 

Kapilární elektroforéza (CE) je další důležitou separační technikou, která se využívá k analýze 

fenolických sloučenin62. CE separuje sloučeniny založené na rozdílech v jejich elektroforetické 

mobilitě51. Jedná se tedy o alternativní metodu nahrazující techniku HPLC. Oproti HPLC má 

řadu výhod jako nízkou spotřebu vzorku, vysokou účinnost, vysoké rozlišení, kratší čas 

analýzy, nižší cenu a použití malého nebo žádného množství organického rozpouštědla62. 

Existují různé režimy CE, mezi které patří zónová kapilární elektroforéza (CZE) a micelární 

elektrokinetická chromatografie (MEKC)52. Metoda CZE je nejběžněji používanou k separaci 

anthokyanů a migrace konkrétních sloučenin závisí na poměru náboje k velikosti. Celkový čas 

migrace kladně nabitých menších molekul je delší než u molekul s nižším nábojem nebo s větší 

velikostí51. Důležitou součástí CE je kapilára, která je nejčastěji vyrobena z taveného oxidu 

křemičitého49,51,62,63. Kapiláru je nutné před analýzou stabilizovat roztokem hydroxidu sodného 

a vodou a po každé analýze ji tímto roztokem regenerovat63. Detektor, přes který prochází 

kapilára, je nejčastěji spektrofotometrický detektor49,51,52,62,63 nebo se používá i MS52. 

Elektrolytem v CE je nejčastěji borátový pufr (tetraboritan sodný) obsahující methanol49,51,52,62 

nebo fosfátový pufr52. 

 

  



37 

 

3 ZÁVĚR 

Tato práce se věnuje analýze biologicky aktivních látek v jeřabinách. Mezi tyto látky patří 

hlavně flavonoidy, které se vyskytují v obou jeřabinách. Před samotnou analýzou je nutné látky 

ze vzorku izolovat pomocí extrakce. Nejdůležitější je dosažení maximálního výtěžku a zvolení 

vhodných podmínek jako druh a koncentrace rozpouštědla, čas, teplota, pH, poměr 

rozpouštědla ke vzorku a velikost částic. Optimální podmínky pro získání vysokých výtěžků 

polyfenolů jsou za použití 50% ethanolu, poměru pevné látky a rozpouštědla 1:20 a velikosti 

částic 0,75 mm. Při extrakci fenolických látek v jeřabinách se nejčastěji používá vodná směs 

methanolu, ethanolu nebo acetonu s přídavkem kyseliny mravenčí nebo kyseliny 

chlorovodíkové. Při extrakci anthokyanů se používají okyselená rozpouštědla jako je aceton, 

ethanol a methanol ve směsi s vodou. Používají se více koncentrované kyseliny, protože jsou 

anthokyany v kyselém prostředí stabilnější a lépe se uvolňují. Při extrakci ostatních látek jako 

jsou organické kyseliny, sacharidy nebo kyselina askorbová se používá voda. 

Flavonoidy se stanovují separačními technikami v kapalné fázi, mezi které patří kapalinová 

chromatografie (HPLC) a kapilární elektroforéza (CE). Flavonoidy v jeřabinách se nejčastěji 

analyzují pomocí metody HPLC s hmotnostním spektrometrem a ionizací elektrosprejem. Pro 

separaci se volí systémy s obrácenými fázemi. Mobilní fáze je nejčastěji složena z acetonitrilu 

nebo methanolu ve spojení s kyselinou mravenčí. U analýzy anthokyanů se používá více 

koncentrovaná kyselina mravenčí nebo silnější kyselina octová. Další důležitou metodou ke 

stanovení je i metoda CE, která se nejvíce využívá k analýze fenolických sloučenin. CE 

separuje sloučeniny založené na rozdílech v jejich elektroforetické mobilitě a je nejčastěji 

spojena se spektrofotometrickým detektorem. Kapilára je zhotovena z taveného křemene a jako 

elektrolyt se používá borátový pufr s přídavkem methanolu nebo fosfátový pufr. 

Červená i černá jeřabina obsahuje velké množství flavonoidů. V obou jeřabinách lze nalézt 

kvercetin, myricetin, kaempferol a jejich glykosidy. Mezi nejvíce zastoupené patří Q-3-

galaktosid, Q-3-glukosid a Q-3-rutinosid. V arónii se navíc vyskytuje i v menší míře 

isorhamnetin. Obě jeřabiny obsahují i velké množství anthokyanů a jsou hlavně směsí čtyř 

glykosidů. Mezi nejvíce zastoupené patří kyanidin-3-galaktosid a kyanidin-3-arabinosid, 

v menší míře kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-xylosid. Dále lze nalézt v černé jeřabině velké 

množství kyseliny askorbové a tokoferoly. V obou jeřabinách se vyskytují i organické kyseliny 

jako jablečná, citronová a galakturonová, dále sacharidy jako glukóza, fruktóza, sacharóza a 

sorbitol.  
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