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Vliv riznych zpiisobiu skladovani na stabilitu anthokyant

v plodech boruvek (Vaccinium myrtillus L.)

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva vlivem rtznych zpiisobt skladovani na stabilitu
anthokyanu v plodech bortavek. V teoretické casti prace byla na zakladé nastudované
literatury popsana brusnice borivka (Vaccinium myrtillus L.), anthokyanova barviva a jejich
stabilita, je zde také zpracovan ptehled nejpouzivangjSich metod jejich stanoveni
v rostlinnych materidlech. V metodické ¢asti prace jsou popsany metody stanoveni obsahu
a miry degradace anthokyanua v bortvkach pii riznych zptsobech skladovani. Anthokyanova
barviva obsazena v bortvkach byla podrobena kyselé hydrolyze, jejich obsah byl vyjadien ve
formé¢ volnych aglykonti — anthokyanidinti. Pfi prvni analyze bylo provedeno méfeni obsahu
anthokyanidini v Cerstvych bortvkach, dale probé&hla ptiprava vzorkt do rtznych variant
skladovani. Byly testovany tfi varianty skladovani — vzorky usuSené pii 80 °C, vzorky
lyofilizované a mrazené. V prubéhu osmimési¢niho skladovani bylo provedeno pét dalSich
méfeni miry degradace anthokyani v Case. Vzorky byly analyzovany vzdy ve tfech
paralelnich opakovanich. Pro analyzu byl pouZit hmotnostni spektrometr 3200 QTRAP
s trojitym kvadrupolem s ESI ionizaci spojeny s kapalinovym chromatografem typu UHPLC.
Hodnoty byly nasledné zprimérovany a vyhodnoceny pomoci grafii a tabulek. Vysledky
diplomové prace ukézaly, ze nejSetrnéjs$i variantou uchovéani vzorku byla lyofilizace, a to
zejména pro prvni dva mésice skladovani. V tomto obdobi mnozstvi anthokyani v této
varianté témé&f nekleslo. Varianta mrazeni byla také vhodnou metodou pro uchovani vzorku.
Mrazeni bylo vyhodnoceno jako vyhodnd metoda uchovani vzorku spiSe pro dlouhodobéjsi
skladovani, jelikoz hodnoty klesaly v zavislosti na ¢ase pozvolnéji a pii poslednim odbéru
vykazovaly vyss§i hodnoty neZ varianta boriivek lyofilizovanych. Varianta bortivek suSenych
byla oproti pfedchozim variantdm nejméné stabilni. K rapidnimu poklesu vSech anthokyant
doslo jiz samotnym suSenim, v zavislosti na ¢ase hodnoty klesaly i nadale. Ve varianté suSeni
byl jako nejstabilnéjsi anthokyanidin vyhodnocen petunidin, naopak jako nejmén¢ stabilni
byly vyhodnoceny kyanidin a delfinidin. Ve variantich mrazeni a lyofilizace byl jako
nejstabilnéjsi vyhodnocen delfinidin, jako nejméné stabilni petunidin ve variant¢ mrazeni

a kyanidin ve variant¢ lyofilizace.
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The influence of various storage conditions on the stability
of anthocyanins in blueberries (Vaccinium myrtillus L.)

Summary

This diploma thesis deals with the influence of different storage methods on the
stability of anthocyanins in the fruits of blueberries. The theoretical part describes blueberry
(Vaccinium myrtillus L.), anthocyanin pigments and their stability based on the studied
literature. Moreover, an overview of the most common methods for their determination in
plant materials is given. The methodical part depicts the methods of determining the content
and the extent of the degradation of anthocyanins in blueberries using the different ways of
storage. Anthocyanin dyes contained in the blueberries were subjected to acid hydrolysis and
their content was expressed in the form of free aglycones - anthocyanidins. During the initial
analysis, the measurement of the content of anthocyanidins in the fresh blueberries was done.
Furthermore, a sample preparation was carried out applying the different storage methods.
Three storage variants were tested — dried samples at 80 ° C, lyophilized and frozen samples.
During the eight-month storage, five further measuring of the degradation rate of
anthocyanins in time was performed. All samples were analyzed in triplicates. A mass
spectrometer 3200 QTRAP with triple quadrupole and ESI ionization, coupled with a liquid
chromatograph, type UHPLC was used for the analysis. Afterward, the values were averaged
and presented using graphs and tables. The results of the thesis pointed out that the least
intrusive variant of preserving the sample was lyophilisation, especially than for the first two
months of storage. The amount of the anthocyanins did not changed during this period.
Moreover, also the freezing variant was a suitable method for preserving the sample. Freezing
was assessed as the favorable method for preserving the sample for longer periods since the
value has decreased in the relation to time more gradually and during the final collection have
shown higher values than the variant of the lyophilized blueberries. The variant of dried
blueberries was the least stable compared to the previous variants. The rapid decline of
anthocyanins occurred already during drying, depending on the time the values continued to
decline In the variant of drying, petunidin was evaluated as the most stable anthocyanidin,
while kyanidin and delphinidin were determined as the least stable. Delphinidin was
determined to be the most stable anthocyanin in the variant of both freezing and lyophilization
whilst the least stable the anthocyanins were petunidin in the variant of freezing and cyanidin

in the variant of lyophilization.
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1 Uvod

Strava mé ¢loveéku chutnat a sytit ho, podporovat a upeviiovat jeho zdravi, nadale by
méla byt prevenci pro zdravi a pokud mozno by méla 1é¢ivym ¢i hojivym ucinkem vracet

zdravi poSkozené (Farnworth, 2004).

Vyvoj vyzivy lze rozdé€lit na né¢kolik obdobi. Prvnim obdobim je ,,V&k potravy pro
preziti“. V tomto obdobi, které trvalo az do 20. stoleti, bylo pro vyrobce i pro stravniky
Casto se stavalo, Ze hrozil katastrofalni nedostatek potravin. Tento stav je viak bohuzel
k nalezeni na zemi jesté dnes. DalSim vyvojovym obdobim pro vyzivu byl ,,VEk pohodIného
stravovani“. Pro toto obdobi byla charakteristickd pohodlnost. Vznikaly piedpfipravené
potraviny, polotovary. Stravovani mélo €lovéku zabrat co nejméné casu. V tomto obdobi
vznikly také fetézce rychlého stravovani. Rozvoj byl i ve vyndlezech, které¢ se tykaly vybavy
kuchyni. Zavratnym zafizenim byla mikrovlnna trouba. Ve tfetim tisicileti se vyvoj posunul
opét dal. Obdobi, které praveé probiha, je ,,Vek funkéni potravy a funkéniho stravovani®.
Spotiebitele nezajima pouze uspokojeni smysli, dalezitou vlastnosti je 1 funk¢nost.
Spottebitel pozaduje nutraceutické ucinky stravy (G¢inky, které maji podpofit, zachovat ¢i
ptiznivé ovlivnit navraceni zdravi) (Petr et al., 2004). | v této moderni dob¢ jsme ve shodé
s Hippokratem, ktery uz za davnych Casu tikal: ,, Potrava je Tvym lékem .

Bortivky lze =zafadit mezi tzv. funkéni potraviny, potraviny, které obsahuji
nutraceuticky vyznamné latky pro ¢lovéka. Zejména anthokyany jsou fazeny mezi nejcenng;jsi
slozky, které borivky vyzdvihuji. Anthokyany mohou mit pozitivni vliv pii 1é¢bé
kardiovaskularnich onemocnéni, pfi diabetu mellitu a fadé dalSich onemocnéni. Mohou také
hrat roli pfi pomalejSim starnuti organismu (prevence padt, udrzovani paméti). Anthokyany
jsou vSak také latky s kolisavou stabilitou. Mnoho faktori jako je pH, teplota, svétlo aj. jejich

stabilitu ovliviiuje. Clovék viak jejich zpracovanim miize obsazené mnozstvi v nich ovlivnit.



2 Cil prace

2.1 Stanovené hypotézy

1. Brusnice bortuvka je kvalitativné i kvantitativné bohatym zdrojem anthokyanovych
barviv.

2. Zpusob skladovani vyznamné ovliviiuje retenci anthokyant v plodech bortvek.

2.2 Cile prace

1. Optimalizovat metodu stanoveni jednotlivych anthokyanti pomoci HPLC.
2. Stanovit obsah a sloZeni majoritnich anthokyanti v ¢erstvych bortuvkach.

3. Stanovit miru degradace anthokyanu pii riznych zptisobech skladovani.
4

Ze ziskanych vysledki urcit nejSetrnéjsi zpisob uchovani vzorki boriivek.



3 Literarni ¢ast
3.1 Brusnice boruvka

Brusnice bortivka (Vaccinium myrtillus L.) patii mezi vSem dobfe znamou rostlinu.

Nejvyznamnéjsi jsou jeji plody, které se vyznacuji jak specifickou chuti, tak i specifickym

zabarvenim.

3.1.1 Botanicka charakteristika

vvvvvv

Na svét& je znamo mnoho druhii bortivek. Pro oblast Sumavy je nejtypiét&jsi brusnice
bortavka (Vaccinium myrtillus L.). Pochazi ze Severni Ameriky. Brusnice borivka patii mezi
ketovité rostliny, ¢eledi viesovcovité. Je to nizky keftik, ktery ma poléhavy difevnaty kminek,
bohat¢ vétveny, se vzpiimenymi, trojhrannymi zelenymi vétévkami. Listy brusnice borlivky
jsou vejcitého tvaru, mirné zaspicatélé, velmi kratce fapikaté a na zimu opadavé. Jednotlivé
kvéty vyrlstaji v uzlabi listh na 3 — 5 mm dlouhych stopkach. Jsou ¢tyf nebo péticetné.
Zabarveni kvétl je nazelenalé, narizovélé az nafialovélé. Plodem brusnice jsou modrocerné
bobule, asi 10 mm velké, ojinéné, Cervené nebo modie barvici, s vytrvalym kalichem na
vrcholu. Boriivky hojné rostou ve svétlych jehli€natych lesich, nékde i1 v listnatych lesich a na
raSelinistich, pfedev§im na kyprych, vlhkych a kyselych piidach. Do kvétu se dostavaji
Vv kvétnu a v Cervnu. Sbér plodi probihd zejména v Cervenci, i kdyz ponejvice zélezi na
prirodnich podminkach, tudiz v ¢ervnu a v srpnu miize byt sklizen také hojna (Jablonsky et

Bajer, 2007; Haragsim, 2013).

3.1.2 Chemické sloZeni ploda boriivek

Plod brusnice bortivky se skladd ze dvou hlavnich slozek, z vody a sacharida
(Tabulka 1). Ostatni slozky jsou v nizkém procentualnim zastoupeni. Kvalitativni zastoupeni
latek, které bortivka obsahuje, je vsak velice Siroké. Zahrnuje 1 rozmanité druhy
anthokyanovych barviv (anthokyany odvozené od kyanidinu, petunidinu, malvidinu,
delfinidinu, peonidinu, pelargonidinu), aromat (3-metylbutyraldehyd, hexanal, pentanal)
a plynt (dusik, kyslik, oxid uhli¢ity) (Kennedy, 2014).



Tabulka 1 Slozeni plodu brusnice borivky

Obsahovana latka Obsah (%)
Voda 84
Cukry 10
Fruktoza 48
Glukéza 40
Sacharoza 2
Aminokyseliny <1
Kyselina glutamova 23
Kyselina aspartova 18
Leucin 17
Arginin 8
Alanin 4
Mastné kyseliny <1
Kyselina linolova 30
Kyselina linoleova 19
Kyselina olejova 18
Kyselina palmitova 6
Barviva

Aroma

Plyny

(Kennedy, 2014)

3.1.3 Moznosti vyuziti plodi boriivek

Brusnice bortivka ma Siroké vyuziti. Nejcastéji se vyuzivaji jeji bobule, které lze
konzumovat Cerstvé, susené, zmrazené nNebo tepelné opracované. Mohou se jist zcela samotné
jako osvézujici ovoce nebo jako soucast dezertu. Nékdy vSak mize byt bortivka klicovou ¢asti
hlavniho jidla. Timto pokrmem jsou vSem dobie znamé jihoCeské boruvkové knedliky
a oblibeny bortivkovy kolac. Stonky a listy brusnice bortivky vsak také nejsou zanedbatelné.
Jsou Castou soucésti 1é¢ivych tinktur ¢i cajovych smési.

Pii mapovani ,,borivkovych“ vyrobku lze tvrdit, ze je bortivka oblibenou surovinou,
nebot’ bortivkova piichut, barva ¢i aroma jsou velmi vyhleddvana komponenta potravin.
Existuje mnoho vyrobkd, jejichz jsou soucasti. I ¢esky trh je toho dikazem. Téméf v kazdém
obchodé¢ lze zakoupit mrazené borivkové knedliky, borivkové jogurty, népoje, suSenky,

cerealie, ale 1 Caje nebo Zvykacky.



3.2 Anthokyanova barviva

3.2.1 Zakladni charakteristika anthokyanovych barviv

vvvvvv

fazené mezi ve vod¢ rozpustné flavonoidy, které spadaji do velké skupiny latek nazyvanych
polyfenoly. Jiz bylo identifikovano pies 600 druht téchto barviv. Anthokyanova barviva se
nachazeji hojné v ovoci a zelening, v kvétinach a dalSich rostlinach. Jsou velice napadna,
nebot’ davaji barvu okvétnim platkim, plodim, ptipadné¢ 1 listim (Cervené zeli).
Anthokyanova barviva zabarvuji rostlinu modie, fialoveé, rizove, ¢ervené ¢i oranzové (Pojer
etal., 2013).

Dnes jsou anthokyanova barviva zkoumana piedev§im pro pozitivni u¢inek na lidské
zdravi. Zajem vzbuzuji zvlasté jejich antioxida¢ni Géinky, které mohou hrat roli v prevenci

riznych onemocnéni souvisejicich s oxida¢nim stresem (Wallace et al., 2013).

3.2.2 Struktura anthokyani

Molekula anthokyanid se sklada z anthokyanidinu (necukerna ¢ast molekuly —
aglykon) a zjednoho nebo vice glykosidicky vazanych cukernych zbytkd (D-glukosa,
L-rhammosa, D-galaktosa a L-arabinosa) (Bartl et al., 2013a; Bartl et al., 2013b).
Anthokyanidin je slozen z aromatického jadra (A) pfipojeného k heterocyklickému kruhu (C),
ktery obsahuje kyslik, a je navazan vazbou C-C na tieti aromatické jadro (B) (Obrazek 1). Na
aglykon se O-glykosidickou vazbou vaze jeden nebo vice sacharidovych zbytki, nejcastéji na
pozice C3, C5 nebo C7. Pro glykosylovanou formu anthokyanidinu je pouzivan termin

anthokyan.
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Obrazek 1 Chemicka struktura anthokyanidinu (http://www.food-

info.net/uk/colour/antocyanin.htm).



Mezi nejznaméjsi a nejcastéjsi aglykony tvorici 90 % vsech anthokyanu jsou fazeny
kyanidin, pelargonidin, peonidin, petunidin, delfinidin a malvidin (Obrazek 2). Téchto Sest lze
pozorovat Vv ptirodé nejcastéji (Wallace et al., 2013). Podle poétu vazanych molekul sacharid
se rozlisuje 19 skupin anthokyani (Tanaka et al., 2008). Anthokyany byvaji ¢asto acetylovany
organickymi kyselinami (octovou, p-kumarovou, jantarovou, stavelovou, kavovou, ferulovou,
aj.) (Tesoriere et al., 2002).

Pelargonidin Cyanidin Peonidin Delphinidin Petunidin Malvidin

Obrazek 2 Chemicka struktura a zabarveni Sesti hlavnich anthokyanidini (Anaga et al.,
2013).

3.2.3 Biosyntéza, metabolismus anthokyani

Biosyntéza anthokyani je velmi slozity proces katalyzovany fadou enzymi, ktery je
rozdéleny do dvou hlavnich c¢asti: A — syntéza prekurzori fenylpropanovych derivati
a B — vlastni syntéza anthokyani. Schéma obou casti je uvedeno na Obrazku 3 (Delvago-
Vargas et al., 2000).

V prvni ¢asti (Cast A) je aminokyselina fenylalanin (Phe) pfeménéna na aktivovanou
4-hydroxyskoficovou kyselinu (p-kumaryl-CoA) za soucinnosti tii ruznych enzymd:
fenylalanin-amoniak lyazy (PAL), cinnamat-4-hydroxylazy (C4H) a 4-kumaryl-CoA ligazy
(4CL). Vysledny p-kumaryl-CoA je hlavnim prekurzorem ftady fenolickych sloucenin,
kterymi jsou flavonoidy, lignany a dal$i fenylpropanové derivaty (Delvago-Vargas et al.,
2000; Harbone, 1988; Holton et Cornish, 1995).

V druhé casti (¢ast B) dochazi ke kondenzaci p-kumaryl-CoA se tfemi molekulami
aktivované¢ malonové kyseliny (malonyl-CoA) za vzniku molekuly chalkonoidu. Klicovym

enzymem této syntézy je chalkon syntdza (CHS), kterd umoziuje realizaci této slozité



a energeticky narocné reakce. V dalsim kroku dochdzi ke stereospecifické izomeraci
chalkonoidu na naringenin za pomoci enzymu chalkon izomerdzy (CHI). Naringenin je
obecnym prekurzorem flavonoidu a isoflavonoidi a je dale pfeménén na dihydrokampferol za
soucinnosti enzymu dioxygenaz nebo monooxygenaz v zavislosti na druhu rostliny.
Dihydrokampferol nasledné podléha preméné na bezbarvé leukoanthokyanidiny za pomoci
enzymu dihydroflavonol-4-reduktazy, které jsou poté transformovany na barevné
anthokyanidiny. Pfeména bezbarvé formy na barevnou neni dosud piesné charakterizovana,
zatim je pouze zndmo, ze premeéna zahrnuje sled oxidacnich a dehydratacnich reakci.
V poslednim kroku jsou anthokyanidiny glykosylovany na anthokyany enzymem UDP-
glukoza:flavonoid 3-O-glukosyl transferazou (Delvago-Vargas et al., 2000; Harbone, 1988;
Holton et Cornish, 1995).

O

O
(@) (@]
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NH HO HO S

Fenylalanin (Phe) p-kumaryl-CoA Malonyl-CoA

Fenylalanin:amoniak lyiza (PAL) Chalkon syntiza (CHS)
Cinnamit-4-hydroxylazy (C4H)

4-kumaryl-CoA ligdza (4CL)
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p-kumaryl-CoA Chalkonoid

l l Chalkon izomeraza (CHI)
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Obrazek 3 Biosyntéza anthokyanti (Delvago-Vargas et al., 2000).



V poslednich letech vzristd zajem o biologickou aktivitu anthokyani a stim
souvisejici metabolismus, ktery jesté neni zcela prozkouman. Anthokyany i ostatni flavonoidy
jsou prokazané antioxidanty, dale jsou zkoumany na mozné antiaterosklerotické,
antikarcinogenni a protizanétlivé ucinky. Uvadi se, Ze denni pramérny piijem anthokyanu se
pohybuje vrozmezi 180 — 250 mg/den. S potencialné prospé€Snymi ucinky fenolickych
sloucenin souvisi jejich biologickd dostupnost a metabolicka pfeména v téle. Laboratornimi
studiemi bylo prokazano, ze pouze 0,016 — 0,11 % anthokyani je vylou¢eno z téla
V nezménéném stavu, coZ svéd¢i o rapidni metabolické pfeméné. V krevni plazmé byly ve
velmi nizkych koncentracich detekovany methyl-derivaty anthokyand, v moci byly nalezeny
nizké koncentrace konjugatt s kyselinou glukuronovou (Keppler et al., 2005).

Anthokyany jsou stabilni vii¢i chemickym reakcim, ale ptisobenim stievni mikroflory
dochazi k odstépeni molekuly sacharidu, tzv. bakterialni deglykosylaci, a uvolnéni volného
aglykonu. Anthokyanidiny jsou stabilni v kyselém pH, ale velmi nestabilni v neutralnim pH,
kde dochazi k otevieni chromanového cyklu a vzniku velmi reaktivniho a-diketonu, ktery se
dale rozpadd na fenolovou kyselinu a fenolicky aldehyd. Obecné schéma degradace
anthokyanidinu je uvedeno na Obrazku 4. Mezi nejvyznamngéjsi metabolity anthokyant patii
fenolické slouceniny s antioxida¢nimi ucinky: kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, kyselina
syringov4, kyselina vanilova, kyselina gallova, kyselina floroglucinolova a aldehyd

floroglucinolu (Keppler et al., 2005).
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Obrazek 4 Degradace anthokyant (Keppler, 2005).



3.2.4 Funkce anthokyanii v rostlinach

Piitomnost anthokyani v rostlinach je znatelna na prvni pohled. Davaji barvu kvétim
a plodiim rostlin. K nalezeni jsou vSak i1 v jinych ¢astech rostliny, jako jsou kofeny, stonky
a listy. V kvétech a plodech maji funkci lakadla pro opylovaée nebo pro jiné zivocichy, jez
zajiStuji rozmnozovani rostliny. V ostatnich ¢astech je lze povazovat za ochrance rostliny
proti nadmérnému svétlu, potlacuji fotoinhibici a fotooxidativni poskozeni bunék listu
(Cooper-Driver, 2001).

Biosyntéza anthokyant je pro rostlinu velice naro¢ny proces. Energie, kterou rostlina
vyda pro jejich syntézu, je vSak imérna pozitivnim funkcim anthokyand v rostliné. Kromé
ptedchozich uvedenych pozitiv pravdépodobné pomahaji anthokyany rostlin¢ zvladat nizké
teploty prosttedi, ptekonavat obdobi sucha, diky svym antioxida¢nim vlastnostem také chrani
rostliny proti oxidativnimu puasobeni pfizemniho ozonu. Nékteré studie také poukazuji na

antimikrobialni a antimykotické vlastnosti anthokyana (Chalker-Scott, 1999).

3.2.5 Vliv anthokyanu v bortivkach na lidské zdravi

Jiz v davné minulosti byly bortvky zatfazovany do lidské stravy. Byly soucasti tradi¢ni
piirodni mediciny pouzivané Indiany v Severni Americe, Evropany a Cinany (Konczak et
Zhang, 2004).

Anthokyany jsou latky, které nejvice zodpovidaji za pfiznivé u€inky bortvek na lidské
zdravi. Ne jedna studie poukazuje na piiznivy vliv anthokyant obsazenych v boravkach (Liu
et al., 2014; Konczak et Zhang, 2004; Ware, 2016). Napt. vyzkumny tym farmakologického
pracovisté v Ceskych Budgjovicich prokazal, Ze jiz 120 ml boriivek dokaZe zajistit optimalni
ptivod polyfenolii do lidského organismu, jehoZ pozitivni dopad na lidsky organismus je

dokazan (Kalova et al., 2012).

Anthokyany vykazuji silné antioxidac¢ni vlastnosti. Tyto vlastnosti maji diky fenolické
struktufe, kterd napomaha preménovat vysoce reaktivni formy kysliku (peroxidy, peroxidy
vodiku, hydroxylové radikaly) na formy méné reaktivni nebo nereaktivni. Plsobenim
reaktivnich forem kysliku vznika tzv. oxidativni stres (Wang et Stoner, 2008). Oxidativni
stres v organismu je spojen se vznikem a rozvojem mnoha chorobnych stavi. Patii k nim

kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus, nadorové bujeni, Sedy zakal, zanét, nékteré



neurologické choroby aj. Oxidativni stres a volné radikaly s nim spojené urychluji i celkové

starnuti organismu (Vokurka, 2014).

Jednim ze zajimavych poznatkli je, ze Se V mozku nachazi receptory, které jsou
schopny na sebe vazat polyfenolové slouceniny. Tato skute¢nost se uvadi jako podklad pro
pozitivni G¢inek polyfenoli na mozek a celou nervovou soustavu. Pfiznivé G¢inky byly
pozorovany i u clovéka. Zejména neurologické poruchy, okularni degenerace, mozkova
mrtvice nebo demence, které vzriistaji se stoupajicim vékem, mohou byt adekvatnim piijmem
polyfenolti pozitivné ovlivnény (Kalova et al., 2012). Mezi tyto polyfenolové latky patii
I anthokyany. Na jejich pozitivni pisobeni poukazuje napi. studie, do niz byla zafazena
skupina lidi s primérnym vékem 76 let, kterd méla mimo jiné zhorSenou pamét’. Testované
skupiné lidi byl po dobu 12 tydni podavan dzus z borivek a byl zjistovan jeho vliv na
mozkové funkce. Po ukonceni vyzkumu bylo zjisténo, ze se u skupiny lidi uzivajici
bortivkovy dzus vyrazné zlepSily pamétové funkce. Dal§im pozitivem byl naznak snizeni
ptiznakt deprese a také pokles glykémie (Krikorian et al., 2010).

Udrzeni rovnovahy a tim schopnost piedejit padim patii mezi zédvazny problém
zvlasté u star$i populace. Riziko padia lze posoudit podle diagnostického nastroje pani
Tinettiové. Tento néstroj (diagnosticka skorovaci tabulka) je rozSiten po celém svété a 1ze ho
aplikovat i v ¢eské verzi (JaneCkova et al., 2012). Pozitivni vliv pfijmu borivek na rovnovahu
je zfejm¢ podminén nejen jejich plisobenim na nervovou tkan, ale i pfiznivym ovlivnénim
paméti a prostorové predstavivosti. Pro dokazani téchto skute¢nosti probéhl vyzkum, jehoz
pfedmétem byly specialné vytvoiené krysy, tzv. Fisherovy krysy. Zvifatim byla podavana
davka boriivek, jez by odpovidala u ¢loveéka davece 120 ml bortivek. ZjiSténi bylo pozitivni.
Krysy konzumujici davky bortivek na tom byly znatelné 1épe. Cely pokus lze s prepoétenym
vékem a davkou bortvek aplikovat i na ¢lovéka (Kalova et al., 2012). Polyfenoly, které jsou
pfitomné v bortavkach, jsou povzbuzujicimi latkami pro neuronélni funkce a celkovou ¢innost

mozku. Do popiedi miizeme postavit pozitivni ovlivnéni paméti (Beattie et al., 2005).

Problematika pfiznivého vlivu boriivek na zrak ma za sebou dlouhou historii. JiZz po
druhé svétové valce piisli anglicti letci s tvrzenim, Ze konzumace bortvek jim zlepSuje nocni
vidéni (James, 2011). A¢ vSechny podklady nebyly védecky ovéfeny, lze se domnivat, Ze
konzumace borGivek mlze ptirodni cestou potlacit degenerativni pochody u zraku. Bortivku
lze zatadit jako podplrnou latku pti 1€cbé onemocnéni sitnice a jako prevenci proti Sedému

zakalu (Jablonsky et Bajer, 2007; James, 2011).
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Pozitivni dopad anthokyan na lidsky zrak dokazuje také napt. studie, které se
ztcastnilo 12 respondentt, jimz byla podavana davka 50 mg anthokyand v podobé dzusu
¢erné¢ho bezu. U zucastnénych respondentl se velmi snizila prahova hodnota adaptace oka na
tmu. V této studii byl proveden jest¢ dalsi pokus, kde bylo zkoumano 21 respondentt, kteti
byli mirn€¢ kratkozraci. U respondenti byla sledovdna funkce oka po dvouhodinovém
pouzivani pocitace. Pii namaze oka (sledovani pocitace) dochazi na kratkou dobu ke zhorSeni
zaostfovani. Respondenti, jimz byl podan dzus zcerného rybizu s obsahem 50 mg
anthokyant, méli hodnoty dioptrii pied i po pokusu stejné. Respondenti, jimZ bylo podano

pouze placebo, zaostiovali hiife, pocet dioptrii byl navysen (Nakaishi, 2000).

Pozitivni Uc¢inky polyfenolli na cévni onemocnéni jsou znadméjsi spiSe ve spojeni
s vinnou révou. Borlvky vSak nejsou, co se tykd ucinku, nikterak v pozadi (Balik, 2008;
Basu, 2010). Fenolické slouceniny obsazené v borivkach podporuji cévni systém a zlepSuji
obéh krve po celém téle (Kasparova, 2009; Ware, 2016). Bylo provedeno mnoho studii, které
se touto problematikou zabyvaly. Lze vyvodit zavér, Ze jiz pii konzumaci 120 ml bortvek
jedenkrat tydné dojde ke znaénému poklesu rizika pro kardiovaskuldrni systém. Po
konzumaci bortivek je sniZzen oxidativni stres, je zvySena kapacita pro antioxidanty a je
snizena oxidace LDL tukt, které se ukladaji do stén tepen a zpusobuji tzv. ateriosklerdézu

(Kalova et al., 2012).

Borivky a anthokyany obsazené v nich maji pozitivni vliv i na metabolismus. Snizuji
hladinu cholesterolu v krvi a napomahaji k optimalizaci krevniho cukru. UZivanim bordvek
vSak nelze u diabetiki nahradit jejich dietu, boriivky mohou uZivat jako latky podplrné
(Kasparova, 2009; Kalova et al, 2012). Polyfenoly ovliviiuji také metabolismus kostni tkang.
Prirastek kostni tkané je vyS$i diky zvySené Cinnosti osteoblasti za soucasného ztlumeni
¢innosti osteoklasti. Konzumace bortvek stimuluje 1 odbourdvani latek pro télo cizich.
Karcinogeny jsou odbourdvany rychleji a i jejich vylu¢ovani z téla je rychlejsi (Kalova et al.,

2012).

Boriivky jsou pfedmétem zajmu nejen ve spojitosti s prevenci rakoviny prostaty
u muzd, ale i v souvislosti s jinymi druhy nadorového bujeni (Kasparova, 2009). Vitamin C,
prekurzory vitaminu A, anthokyany a dalsi slozky, jez bortivky obsahuji, pomahaji diky své

antioxidacni kapacité chranit buniky pted poskozenim volnymi radikaly. Tyto antioxidanty
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zpomaluji rist nadorovych bunék, snizuji zanét v téle a zabranuji uréitym druhtim rakoviny

(jicen, Usta, slinivka bfisni, stievo aj.) (Kalova et al., 2012).
3.2.6 Stabilita anthokyanu

Izolované anthokyany jsou vysoce nestabilni a velmi citlivé k degradaci. Je cela fada
faktorti, které jejich stabilitu ovliviiuji. Mezi hlavni faktory se fadi struktura molekuly,
pfitomnost enzymu, pH prostiedi, pfitomnost kysliku, jejich koncentrace, teplota, pfitomnost
flavonoidud, bilkovin a kovovych iontd. Po reakci s nékterymi témito faktory dochazi ke

zméné barvy, nebo K Gplnému odbarveni (Hellstrom et al., 2013).

3.2.6.1 Vliv struktury

Jiz samotna struktura urcitych anthokyant ovliviiuje jejich stabilitu. Vliv ma
predevsim druh vazanych skupin (hydroxylové, methoxylové, acylové skupiny) a pocet ¢i
druh véazanych cukri (monosidy, biosidy aj.) (Neradova et al., 2016). Barviva s vétSim
poctem hydroxylovych skupin vykazuji spiSe modry odstin a jsou i mén¢ stabilni. Derivaty
s methoxy- skupinami maji Cerveny odstin, metylace reaktivni hydroxy- skupiny vede ke
zvySeni stability téchto sloucenin. Anthokyanidiny, které obsahuji methoxy- skupiny, jsou
peonidin, petunidin a malvidin. Glykosidy jsou stabilngjsi nez piislusné aglykony. Acylaci
anthokyani se zvysuje rozpustnost ve vodé a tim je snizena citlivost na zmény pH prostiedi.
Touto reakei jsou rovnéz chranény cukerné jednotky proti degradaci glukosidazami (Peprna,

2011).

3.2.6.2 Vliv pH

Anthokyany se mohou nachazet v rozdilné chemické formé, ktera zavisi na pH
prostiedi (Obrazek 3). Pii pH 1 pfevlada flavyliovy kationt (A), ktery vykazuje Cervené az
fialové zabarveni. V této form¢ jsou anthokyany nejstabilnéjsi. V rozmezi pH 2-4 pigmentim
dominuje chinonicka forma (B-D), ktera disponuje modrym zabarvenim. Pokud se pH jesté
zvysi (5-6), chinoidni baze se zméni v bezbarvou karbinolovou bazi (E), nebo v bezbarvy
chalkon (F). Pii pH vys$sim nez 7 jsou anthokyany degradovany v zavislosti na substituované
skuping¢ (Castenedo-Ovando et al., 2009).
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Obrazek 5 VIiv pH na strukturu anthokyant (Casteniedo-Ovando et al., 2009).

3.2.6.3 Kopigmentacni efekt

Kopigmentace je chemicky proces, pii kterém tvoii pigmenty komplexy s dal$imi
organickymi slou¢eninami nebo S kovovymi ionty. Kopigmentace zplsobuje zménu barvy
pigmentu nebo zménu intenzity zabarveni. Anthokyany tvoii komplexy napf. s flavonoidy,
alkaloidy, aminokyselinami, kovy ¢i jinymi anthokyany. Zajimavé jsou predevsim
komplexy tvofené s bilkovinami, polysacharidy a flavonoidy.

Obvykle je v tomto uskupeni zastoupen anthokyan a né&jaka bezbarva latka. Vznik
komplexu ¢i jiného produktu s anthokyany zvysuje stabilitu zbarveni. Zvlaste
v potravinafstvi je tento jev cenén, nebot’ barevnost je jeden z hlavnich pozadavki, jez jsou
na produktech vyzadovany (Syamaladevi et al., 2011).

Kopigmenty jsou bohaté na © elektrony, které jsou schopny vazat flavyliovy iont,
ktery ma méné elektronti. Kopigmentace tedy chrani anthokyany pied nukleofilnim atakem
vody a jinymi slouceninami (peroxidy a oxid sifi¢ity), ty se vazou ve flavyliovém iontu do
polohy 4. Voda se vaze do polohy 2 a ma za nasledek vznik karbinolové pseudobaze

a naslednou ztratu barvy. Komplexy anthokyanu se strukturou o-difenola s kovy (Al, K,
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Fe, Cu, Ca, Sn aj.) mohou stabilizovat barvu produkti, ale také zpasobit nezaddouci zménu
zbarveni. Napf. komplex anthokyan a cin, ktery lze nalézt v konzervach, méni ¢ervenou
barvu plodu na fialovou (jahody) (Cooper-Driver, 2000; Syamaladevi et al., 2011).

Reakce anthokyani s kopigmenty se muze uskute¢nit nékolika riznymi zpisoby
v zavislosti na interagujici slouc¢eniné (Obrazek 6). Prvnim zptsobem je asociace (Obrazek
6, A), druhym je intramolekularni kopigmentace (Obrazek 6, B), tietim je kovovy komplex
(Obrazek 6, C), ctvrtym je intermolekularni kopigmentace (Obrazek 6, D). Dalsi varianta
muze vzniknout tehdy, pokud je kopigmentem anthokyan. V tomto ptipad¢ se jedna
o asociaci nebo intramolekularni kopigmentaci (Obrazek 6, A nebo B). Pii interakci
s kovem vznika komplexotvorna reakce (Obrazek 6, C). V piipad¢ reakce kopigmentu

s volnymi elektronovymi pary probiha intermolekularni kopigmentace (Obrazek 6, D).
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Obrazek 6 Interakce anthokyanu s kopigmenty (Castefiedo-Ovando et al., 2009).

V piipadé, ze je kopigmentem dalsi fenolicka sloucenina, jedna se o interakci
pfechodnou — kviili nedostatku chemickych vazeb. Prechodna interakce je disledkem
tzv. n-m interakce. Diky m-m interakci v kruzich spojenych slabou vazbou je elektronova

hustota ptfevedena z kruhu obsahujiciho vice elektronti na kruh s mensim pocétem elektront,
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tak jako je flavyliovy iont, ktery je v anthokyanech pozitivné nabit a je pak vhodnym
kandidatem pro tvorbu komplexi, diky pfenosu naboje, s elekton-bohatymi substraty.

Vysledna kopigmentace je zaloZena na dvou efektech:

1) Tvorbé m-n komplexu (dasledkem je zména spektralnich vlastnosti molekul
flavyliového iontu, zvySeni absorpcni intenzity a vinové délky).

2) Stabilizace flavyliové struktury n-m komplexem (dusledkem je pfesun rovnovahy

takovym zpuisobem, Ze se zvySuje intenzita ¢ervené barvy (Obrazek 7)).

flavylium ion H

(red)
+ OHy pseudobase carbinol
(colorless)
OH
OH
pyrocatechol
electron-rich

charge-transfer complex on OH
(red) H

Obrazek 7 Stabilizace anthokyanu tvorbou komplexu s fenolovou slouceninou (Castefiedo-
Ovando et al., 2009).

Rozsah kopigmenta¢niho efektu je tedy zavisly na pH, nebot’ pfi nizkych hodnotach
pH jsou vSechny anthokyany ve flavyliové formé a pii vys$ich hodnotach pH je anthokyan ve
form¢ karbinolové pseudobaze, kterd je bezbarva. Kopigmentacni efekt je patrny u slabé
kyselého prostiedi (pH 4-6), kde anthokyany existuji ve svych bezbarvych formach
(Casteiedo-Ovando et al., 2009; Cooper-Driver, 2000).
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3.2.6.4 Teplota a svétlo

Anthokyany vykazuji vysokou reaktivitu, a proto jsou i snadno degradovany
pusobenim riznych faktord. Svétlo a teplota patii mezi vlivy, které zptisobuji jejich rozklad.
Teplota zpusobuje logaritmickou destrukci barviv s dobou zahtivani. Rozkladné reakce vSak
neovliviluje pouze teplota. Patficnou roli v tomto piipadé¢ hraje 1 struktura samotné
slouceniny. Pfi pusobeni teploty na 3-glykosidy dochazi k otevieni struktury a vzniku
chalkonu, ktery se nasledné pfeménuje na hnédé zabarvené produkty. Pti degradaci 3-5-
diglykosidti vznikaji v prvni fadé diglykosidy kumarin.

Skladovani v temnu a chladu je pro anthokyany nejvyhodnéjsi a nejsetrnéjsi. Barviva
mohou byt Gspésné skladovana po né€kolik tydna pii teploté 2 — 4 °C. Acylaci anthokyant
dochazi ke zvyseni stability vici ptisobeni teploty a svétla. Ochranny efekt vykazuji rovnéz
nékteré slozky systému. Tyto slozky reaguji s barvivy a vznikaji tak stabilnéjsi oligomerni

pigmenty, jejichz mnozstvi se zvySuje s dobou skladovani (Peprna, 2011).

3.2.6.5 Kiyslik, peroxidy, enzymy

Vzdusny kyslik zpasobuje oxidaci anthokyant. Barevné anthokyany pifeménuje na
bezbarvé, ptipadné hnéd¢ zabarvené latky. Vzdusny kyslik mize pisobit ptimo na samotné
anthokyany a nebo miize ptsobit pies jiné k oxidaci nachylné&jsi slouceniny.

| reakce senzymy mize zapfiCinit ztratu barvy anthokyant. Napt. glykosidazy
hydrolyzuji glykosidové vazby anthokyand za vzniku piislusného cukru a aglykonu. Ten je
nestabilni a samovolné se rozklada na bezbarvé derivaty. Polyfenoloxidazy se uplatiuji
v reakcich enzymového hnédnuti. Tyto enzymy se pfirozené vyskytuji v rostlinach, jsou
ulozeny v plastidech rostlinnych bunék. Aktivita enzymi zavisi na druhu, odridé a stafi
rostlinného materialu, podminkach kultivace a na zpusobu zpracovani. Samotné
polyfenoloxidazy nemohou rozkladat anthokyanova barviva. Vzdy vyzaduji pfitomnost jiného
substratu (kyselina kavova, chlorogenova). Tyto o-difenolové kyseliny poté podlehnou
oxidaci katalyzované polyfenoloxidazami. Zoxiduji na pfislusné o-chinony a jejich
prostiednictvim oxiduji anthokyany, které ptechazi v hnédé zabarveni. Tvorba chinonu je pii
oxidac¢ni degradaci barviv pomoci polyfenoloxidazy nezbytna. Jejich redukci muze byt
tomuto procesu zabranéno. Jako redukcni ¢inidlo miize ptsobit kyselina askorbova, ktera je
donorem vodiku a pieménuje tak chinony zpét na jejich hydroxyformu. Nicméné

v pritomnosti kysliku ptsobi vitamin C spise jako prooxidant a dochazi tak k destrukci obou
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sloucenin. Aktivita polyfenoloxidazy muze byt inhibovana pfidavkem oxidu sifi¢itého nebo

tepelnym oSetfenim produktu (Peprna, 2011).

3.2.7 Metody stanoveni anthokyani

Mnozstvi anthokyanovych barviv v ovoci a zelening vypovida o barve a kvalité plodu.
Jelikoz maji anthokyany velice podobné vlastnosti jako ostatni flavonoidy, neni jejich izolace
z matrice jednoducha.

Pro stanoveni anthokyant existuje né€kolik variant metod. Mezi star§i metody se fadi
separacni techniky, jako je papirova chromatografie (PC) a tenkovrstva chromatografie
(TLC). Tyto dvé techniky vSak uz ustoupily do pozadi. V soucasné dobé se bézné pouzivaji
vysokou¢inné chromatografické techniky (HPLC, UHPLC), které se casto spojuji
s detek¢énimi metodami spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (UV/VIS),
hmotnostni spektrometrie (MS), nebo nuklearni magnetickd rezonance (NMR). Dalsi
metodou pro stanoveni anthokyani muze byt také kapilarni elektroforéza (CE) (Castefiedo-
Ovando et al., 2009).

3.2.7.1 Extrakéni techniky

Anthokyany jsou slouceniny, které maji diky navazanym substituentim polarni
povahu, ktera je dulezita pro jejich extrakci z biologické matrice. Pro jejich vyssi polaritu jsou
nejbeéznéji extrahovany za pomoci vodné smési etanolu, metanolu nebo acetonu. Tyto smési
zpusobuji Ko-extrakci nefenolickych latek, jako jsou cukry, organické kyseliny a proteiny,
a proto vyzaduji tyto extrakty jesté nasledné purifikace.

Jelikoz jsou anthokyany nejstabilnéjsi v kyselém prostiedi, tak se do extrak¢nich
smési pridavaji okyselujici komponenty. Nejb&znéji je pouzivana zifedénd kyselina
chlorovodikova nebo mravenci v metanolu. Metody, u nichz je pouzit metanol, byvaji
nejucinnéjsi. Diky své toxicité je vSak v potravinaiském pramyslu upfednostiiovan etanol.
Smés etanolu a vody v poméru 80:20 by méla byt stejné t¢inna jako za pouziti metanolu.

Pii okyselovani extrakénich rozpoustédel je nutné vyhnout se silnym kyselinam, nebot’
acetylované anthokyany by mohly byt degradovany a glykosidicka vazba by mohla byt
narusena. Pokud bychom chtéli docilit siln€jsi extrakce, 1ze pridat oxid sifi¢ity. Anthokyany
reaguji s HSO3™ ionty, tim se zvySuje jejich rozpustnost a difuze skrz bunéénou membranu

(Castetiedo-Ovando et al., 2009; Delgando-Vargas, 2000).
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3.2.7.2 Separacni techniky

Pocate¢ni pokusy separace anthokyant byly zalozeny na zakladé¢ adsorpce na
chromatograficky papir (papirovd chromatografie) nebo na jiny vhodny adsorbent
(tenkovrstva chromatografie). I dnes je tenkovrstva chromatografie Siroce vyuzivana, nebot
tato technika ma nepietrzité inovace a stale vykazuje jisté vyhody, jako je jednoduchost
a financni nendrocnost. AvSak nepochybné¢ hlavnim pokrokem v poslednich letech ve
vyzkumu anthokyani (separace a kvantifikace) predstavuje vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC) (Delgando-Vargas, 2000).

Vysokoudinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) se fadi mezi nejcastéji pouzivané separa¢ni metody. HPLC ma vysokou
ucinnost, dobrou opakovatelnost a robustnost. Tato metoda ma Siroké uplatnéni. Je vhodna
pro déleni organickych méné tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné ve
vode¢, v organickych rozpoustédlech nebo zfedénych kyselinach.

HPLC je zaloZena na separaci analytti na zakladé jejich distribuce mezi staciondrni
a mobilni fazi. Jak uz z nazvu vyplyva, mobilni fazi je vzdy kapalina. Stacionarni faze je
zakotvena v chromatografické koloné. Béhem separace dochazi k mnoha typim interakei.
Uplatnuji se interakce analyti s mobilni fazi, interakce mobilni faze se stacionarni fazi
a interakce analytd se stacionarni fazi.

Konkrétni analyza probiha tak, Zze chromatograf davkuje vzorky pomoci davkovaciho
ventilu do mobilni faze. Ta unas$i jednotlivé slozky vzorku na kolonu, kde dochazi
k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci analytt dle
fyzikélné-chemickych vlastnosti. Po prichodu separacni kolonou jsou analyty v mobilni fazi
detekovany v pritokové cele detektoru. Mefenou veliCinou mize byt fluorescence,
absorbance, index lomu, elektricka vodivost aj. Vystupnim krokem analyzy je chromatogram,
jenz  zaznamenava tzv. piky. VySka a plocha piku potom slouzi ke
kvantitativnimu vyhodnoceni. Kvantitativni analyza se provadi na principu odecteni vysledku

z kalibra¢ni kiivky.

Jako napln kolon (stacionarni faze) se pouzivaji polarni nemodifikované adsorbenty

(silikagel, méné Casto oxid hlinity) nebo napln€ s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi na
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silikagelovém nosi¢i. Jako mobilni faze se vétSinou uzivd voda, organickd rozpoustédla

a jejich smési (Coufal, 1996; Dousa, 1999-2016; http://labmet.zshk.cz/vyuka/hplc.aspx).

Hojn¢ zastoupenou a Vtéto praci vyuzitou metodou je rozd€lovaci kapalinova
chromatografie (LLC). Je to druh kapalinové chromatografie, pfi niz se analyty rozd¢luji mezi
dv¢ nemisitelné kapalné faze. Mobilni faze unasi analyty pies stacionarni fazi, kterou je téz
kapalina, zakotvena na pevném nosici. Retenéni ¢asy analytd jsou dany tim, jak jsou analyty
rozpustné v kazdé z obou féazi rozdilné polarity. Nejdiive byla v LLC pouzivdna polarni
stacionarni faze, zatimco mobilni faze byla nepolarni. V tomto pfipadé se jedna
o chromatografii na normalnich fazich (Normal-Phase Chromatography — NPC). Normalni se
nazyva jen ztoho divodu, Ze byla pouzivana dfive nez druhy pfipad, chromatografie na
obracenych fazich (Reversed-Phase Chromatogrphy — RPC). U RPC je stacionarni faze
nepolarni kapalina a mobilni faze je polarni kapalina. U NPC je nejméné polarni analyt
eluovan jako prvni, nejvice polarni analyt je eluovéan jako posledni. U RPC je tomu piesné

naopak (Klouda, 2003).

Instrumentace vysokoudéinné kapalinové chromatografie

CHRCOMAIOSREA M
Z o
=2
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pumpa ]E N piky
. . o
mobﬂm[ﬁ B T
faze [ eEnind Eae [min]
[ ==
déwlzovac pocitac
kohout se o
smyclon separadéni 0

kolona detelctor =

Obrazek 8 Instrumentace HPLC (Coufal, 1996)

Kapalinovd chromatografie se obvykle skladd z Cerpaciho systému, davkovaciho
zafizeni, chromatografické kolony, detektoru a zatizeni na zpracovani dat.

Mobilni faze je do systému pfivadéna z jednoho nebo vice zasobnikli mobilni faze
a protékd obvykle konstantni rychlosti chromatografickou kolonou a poté detektorem.
Na zasobnik mobilni faze je piipojen Cerpaci systém, ktery ma za kol zajistit ptivod mobilni

faze kontrolovanou pritokovou rychlosti, bez kolisani tlaku a bez pfimési vzduchovych
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bublin. Mobilni faze je pfivadéna s konstantnim slozenim (izokraticka eluce) a nebo se
sloZzenim, které je dano podle pfedem nastavené¢ho programu (gradientova eluce). Dalsi ¢asti
kapalinové chromatografie je davkovaci zafizeni, které davkuje roztok vzorku do protékajici
mobilni faze na horni konec kolony nebo blizko n¢j. Davkovaci zafizeni musi byt schopno
pracovat pti vysokém tlaku. Pouzivaji se zafizeni, kterd jsou vybavena davkovaci smyckou
o konstantnim nebo proménném objemu pro ru¢ni nebo automatické davkovace (Ministerstvo
zdravotnictvi CR, 2015). K separaci latek dochazi na chromatografické kolong. PouZivaji se
kolony napliové. Jsou to uzké dlouhé trubice rizné délky a pramért. Pro bézné analyzy jsou
kolony zhotoveny z nerezové oceli. Obvykle byvaji pomérné kratké (10 — 25 cm). Vnitini
primér kolony byva 2,1 mm do 5 mm. B&Zny pritok eluentu je 1 ml/min. Naplhovy material
pro analytické metody ma pramér 1 — 10 um (Klouda, 2003). Na kolonu poté navazuje
detektor. Detektor je zatizeni, které monitoruje zmény ve sloZzeni mobilni faze méfenim
fyzikalnich nebo chemickych veli¢in. Na detektory jsou kladeny mnohé pozadavky. Ve
skuteCnosti vSak nelze vSem pozadavkim vyhovét. Kazdy detektor se tomu ,,idealnimu‘
ptiblizuje pouze nckterymi vlastnostmi. Mezi dulezité pozadavky, jez jsou na detektor
kladeny, je moznost detekce vSech pritomnych latek (univerzalnost), aby odezva detektoru
citlivost a nizka troven Sumu. Pozadavek je kladen i na robustnost vi¢i zménam tlaku,
prutoku mobilni faze, teploty a dalsi (DouSa, 1999 — 2016). Nejbézn&ji pouzivanymi
detektory jsou spektrofotometry pro méteni v ultrafialové a viditelné oblasti (UV/VIS), véetné
detektort s diodovym polem (Ministerstvo zdravotnictvi CR, 2015). Tyto detektory se bézné
vyuzivaji pro analyzu anthokyant (Delgando-Vargas, 2000). Spektrofotometry jsou
fotometrické detektory, které méefi absorbanci eluatu vychézejiciho z kolony. Pro spravnou
citlivost detektoru musi byt zajiSténa dostatecna absorpcni draha pritocné kyvety, jiz prochézi
paprsek. Jednodussi spektrofotometry méti pii jedné vinové délce v ultrafialové oblasti,
s diodovym polem se fadi mezi ty slozitéjs$i. Tyto detektory jsou schopny proméfit celé
absorp¢ni spektrum v definované oblasti vinovych délek a ulozit ho do paméti. (Klouda,
2003). Dalsimi hojn¢ vyuzivanymi detektory jsou také fluorescencni spektrofotometry,
diferen¢ni refraktometry (RI), elektrochemické detektory (ECD), detektory na bazi rozptylu
svétla, aerosolové detektory nabitych ¢astic (CAD), hmotnostni spektrometry (MS), detektory
pro méfeni radioaktivity nebo jiné specialni detektory (Ministerstvo zdravotnictvi CR, 2015).
Hmotnostni spektrometrie je zptsob detekce, ktery se v dneSni dobé také hojné vyuziva pfi

analyze anthokyani (Castefieda-Ovando et al., 2009). Hmotnostni spektrometrie (Mass
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Spectrometry — MS) je technika, ktera pievadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi
a vytvorené ionty odd€luje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje (m/z). Prvnim
krokem pii této technice je tedy odpaieni vzorku, dale nasleduje ionizace, akcelerace iont do
hmotnostniho analyzatoru (kvadrupdlovy analyzator, iontova past, hmotnostni analyzator FT-
ICR, hmotnostni spektrometr TOF-MS, aj.), separace iontii hmotnostnim filtrem a poslednim

krokem je samotna detekce iontl. (Klouda, 2013).

Kapalinova chromatografie a stanoveni anthokyanu

Kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) je nejpouzivangjsi
metodou pro stanoveni anthokyand. V RP-HPLC se vyuziva opaéného sledu fazi. Pevna faze
kolony je naplnéna polymerem, na jehoz povrchu jsou navazany nepolarni, nejéastéji
oktadecylové fetézce. Velikost ¢astic vazanych ve stacionarni fazi se bézné pohybuje od 3 do
5 um. Pohybliva faze je polarni, tvofena z vodné a organické faze (napf. metanol) a dale
z malého mnozstvi kyseliny (kyselina fosfore¢na, chlorista, octova, mravenéi). Kyseliny je
zapotiebi kvili zachovani nizkého pH prostfedi, kdy se pigmenty vyskytuji ve formé
stabilniho flavinového kationtu. V tomto typu chromatografie se retencni ¢asy snizuji podle
toho, jak roste polarita, ktera stoupa s rostoucim poétem —OH skupin v molekule anthokyanu.
Barviva jsou eluovana z kolony v potadi: delfidin, kyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin
a malvidin (Peprna, 2011).

HPLC byva spojovana s UV/VIS/DAD detektorem. Veskeré flavonoidy vykazuji
vysokou absorpci v rozmezi vinovych délek 250 — 270 nm. Anthokyany vykazuji vysokou
absorpci ve viditelné oblasti spektra v rozmezi vinovych délek 520 — 560 nm (Delgando-
Vargas, 2000).

Mladsi metodou je HPLC spojovana s hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni detekce
je velmi citliva metoda, ktera umoziuje jak identifikaci, tak kvantifikaci neznamych sloucenin
ze vzorku.

Pro spravny pribéh analyzy je dulezity vyb&r vhodné ionizaéni techniky a typ
analyzatoru. Pro ionizaci anthokyani je vhodna ESI ionizace (ionizace elektrosprejem) nebo
APCI ionizace (chemickd ionizace za atmosférického tlaku). Oba dva zpiisoby jsou vysoce
citlivé a vykazuji dobrou ioniza¢ni stabilitu. Jako analyzator se vyuZziva priletovy analyzator
(TOF), kvadrupodlovy analyzator (Q; QQqQ) a iontova past (IT) (Castefieda-Ovando et al.,
2009; Peprna, 2011).
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Vyhodné je i spojeni NMR (nuklearni magnetické rezonance) s HPLC. Toto spojeni
vysvétluje 1épe strukturu nezndmych sloucenin v surovém rostlinném extraktu (Castefieda-

Ovando et al., 2009).

3.2.7.3 Dalsi metody stanoveni anthokyanu

Dalsi metodou pro stanoveni anthokyanti mutze byt pH diferencialni metoda. Tato
metoda slouzi pro urCeni celkovych monomernich anthokyani. Pomoci spektralnich
charakteristik anthokyani 1lze =ziskat dilezité informace o slozeni (kvalitativnim
i kvantitativnim). pH diferencidlni metoda vyuziva schopnosti anthokyanu podléhat
strukturalni transformaci anthokyanového chromatoforu v zavislosti na zméné pH prostiedi.
Zmény transformace jsou mefeny pomoci optické spektrofotometrie. pH diferencialni metoda
je rychla a jednoducha metoda vhodna pro kvantifikaci monomernich anthokyant (Giusti et
Wrolstad, 2001).

Ztejmé nejmladsi metodou stanoveni anthokyand je kapilarni elektroforéza (prvni
analyza pomoci kapilarni elektroforézy 1996). Kapilarni elektroforéza je vhodnou metodou
pro separaci, identifikaci a kvantifikaci anthokyani (Castefieda-Ovando et al., 2009).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Rostlinny material

Vzorek pro tuto praci byl potizen v srpnu 2015 v Sumavském lese ve Vcelné pod
Boubinem. Borivky byly nasbirany ruéné do plastové misky (asi 1200 g). Nasledné byly
prevezeny do laboratoie CZU v Praze.

V laboratofi byl Cerstvé dovezeny vzorek rozd€len na Ctyfi Casti (varianty). Prvni
variantu tvorily cerstvé boravky, které byly ihned pouzity pro stanoveni obsahu
anthokyanidint v ¢erstvych bortvkach. Druhou variantu tvotily borivky, které byly nasledné
usuSeny. Treti variantu tvotily boruvky, které byly zamrazeny, boruvky ve ¢tvrté varianté

byly nejprve zamrazeny a poté lyofilizovany.

4.2 Popis skladovacich a konzervacnich podminek

Boriivky v prvni varianté¢ byly pouzity pro okamzité stanoveni vychozi hodnoty
anthokyanidinti obsazenych v Cerstvych bortvkach. Druha varianta byla susena pii 80 °C po
dobu 24 hodin a nasledné byla uchovavana v plastovych uzaviratelnych saccich v exikatoru.
Tteti varianta byla zamrazena pii -18 °C a po celou dobu pokusu byla skladovana v mrazicim
boxu. Ctvrta varianta byla nejprve zamraZena pii -18 °C, nasledné byla lyofilizovana (100
hodin, za temna). Lyofilizované bortvky byly vloZeny do plastovych uzaviratelnych sacku
a po celou dobu pokusu byly skladovany v exikatoru.

Cely pokus trval 8 mésict (srpen 2015 — biezen 2016). V pribéhu pokusu bylo
provedeno celkem Sest méfeni v riznych Casovych intervalech (zhruba po dvou mésicich).
Prvni méfeni bylo provedeno 18. 8. 2015, kdy byl zméfen obsah anthokyanidint v ¢erstvych
plodech bortivek a kdy probéhla ptiprava dalSich variant vzorkii. Prvni méfeni prokézalo
absenci pelargonidinu ve vzorcich, a proto jiz nebyl v dal§ich méfenich zkouman.

Druhé méteni probéhlo 31. 8. 2015, kdy byly analyze podrobeny tii varianty rizného
skladovani vzorkd. Varianta boriivek susenych pti 80 °C, varianta borivek lyofilizovanych
a varianta bortivek mrazenych, vSechny varianty rizného skladovani byly analyzovany ve
ttech opakovanich. Dal§i méfeni probehla 7. 10. 2015, 15. 12. 2015, 10. 2. 2016 a 23. 3. 2016.

Vsechna méteni byla provedena obdobné jako méfeni prvni.
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4.3 Pomiicky a chemikalie

e Kadinky

e Uzaviratelné sklenéné lahvicky
e Varné kaminky

e  Odmeérné banky

e Jednorazové rukavice

e Ochranné bryle

o Stiikacky

e PVDF mikrofiltry

e Pipety
e Vialky
e Metanol

e Kyselina chlorovodikova

e Standardy anthokyanidind (pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin,
malvidin)

e Kyselina mravenci

e Acetonitril

4.4 Pristroje

e Lyofilizator (Lyovac GT2, Steris)

e Laboratorni mlynek (A1l basic, IKA)

e Pfistroj na pfipravu deionizované vody (Simplicity UV, EMD Millipore)

e Susicka (Venticell 111, BMT)

e Ultrazvukova lazen (PS 04, Powersonic- Notus)

e UV/VIS spektrofotometr (Hehios y, Thermo Spectronic)

e Hmotnostni spektrometr (Hybridni trojity kvadrup6l s linearni iontovou pasti, 3200
QTRAP AB Sciex, ESI ionizace)

e Kapalinovy chromatograf (UHPLC, UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific)

e Analytické vahy (770-14, KERN)

e Kombinovana ledni¢ka s mrazicim boxem (LCv 4010 MedLine, LIEBHERR)
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e Ponorny mixér (4191, BRAUN)
e Software (Analyst 1.4, AB Sciex; Chromeleon 6.8, Thermo Fisher Scientific; Excel
2007, Microsoft)

4.5 Priprava vzorki

Vzorky Cerstvych boriivek byly umistény do kadinky a pomoci ponorného mixéru
byly homogenizovany. Po homogenizaci bortivek byly na analytickych vahach navazeny
vzorky do sklenénych uzaviratelnych lahvi¢ek, navazky se pohybovaly kolem 150 mg.
K navéazenym vzorkim bylo pfidano 50 ml 2,7 M HCI v metanolu. Pfed uzavienim lahvi¢ek
byl pfidan do kazdé z nich varny kaminek. Takto pfipravené vzorky byly vloZeny na 10 minut
do ultrazvukové lazné, kterd byla ndpomocna k jest¢ dikladnéjsi dezintegraci matrice
a extrakci anthokyanidinti. Po ultrazvukové lazni byly lahvic¢ky peclivé dotazeny a poté byly
umistény do laboratorni susicky, kde byly hydrolyzovany po dobu 2 hodin pii 90 °C.
Po ohfati vzorkt bylo nutné jesté znovu dotahnout uzavéry lahvic¢ek. Po uplynuti dvou hodin
byly vzorky vlozeny do chladici vodni ldzn€. Po ochlazeni jim byly opatrné¢ povoleny
uzavéry. Vychlazené vzorky byly kvantitativné pievedeny pomoci metanolu do 100ml
odmérnych banék. Nasledné byla banika metanolem doplnéna po rysku a vzorek byl peclivé
promichan. Cast hydrolyzatu byla pievedena do kadinek a poté byla prefiltrovana pres 0,22
pum PVDF mikrofiltr. Vzorek byl nafedén 2:3 pomoci 1M HCI do tmavych sklenénych vialek
(400 pl vzorku + 600 pl 1M HCI). Takto pfipravené vzorky byly pouzity pro analyzu
anthokyanidintt metodou UHPLC/MS/MS.

Piiprava vzorkl pii dalSich méfenich v Case byla realizovana obdobnym zplsobem.
Jedinym rozdilem bylo vyuziti laboratorntho mlynku k homogenizaci suSenych
a lyofilizovanych bortivek. V ptipadé mrazenych bortivek byl stejné jako u Cerstvych borivek
pouzit ponorny mixér. Navazka mrazenych bortvek Cinila pfiblizné¢ 150 mg. U suSenych

a lyofilizovanych bortivek bylo navaZovano pfiblizné€ 20 mg.

4.6 Stanoveni suSiny vzorki

Procento suSiny bylo stanoveno z rozdilu hmotnosti ¢erstvého a usuSeného vzorku.
Pro stanoveni susiny bylo pouzito 30 g vzorku, které bylo suseno pti 105 °C po dobu 48 hodin

do konstantni hmotnosti. Obsah suSiny ¢inil 14,52 %.
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4.7 Tvorba kalibrace a spektrofotometrické stanoveni presné koncentrace
standardid anthokyanidinu

Na zacatku pokusu byly pfipraveny zasobni roztoky vSech standardl o koncentraci 50
ug/ml. Standardy anthokyanidinti byly pfipraveny v 1M HCI v metanolu. Zasobni roztoky
poté byly ulozeny do ledni¢ky (4 °C), nebot’ byly pouzivany i pfi dalSich métenich. Ze
zasobnich roztoki byl pfed kazdym méfenim pfipraven pracovni smésny standard
o koncentraci 2 ug/ml. Z tohoto standardu byla vytvofena kalibra¢ni fada o koncentracich

0,01 -2 pg/ml.

Standardy anthokyanidinti vykazuji jistou nestabilitu v Case, proto bylo nutné pied
kazdou analyzou zméfit presnou koncentraci téchto standardii. Samotné méteni probihalo na
UV/VIS spektrofotometru. Pro méfeni absorbance a nasledného stanoveni piesné koncentrace
standardi musel byt vzdy pfipraven roztok kazdého standardu o koncentraci 1 pg/ml. Do
10ml odmérnych ban¢k bylo odpipetovano 200 pl od kazdého ze zasobnich roztoki
a nasledné byly baiky doplnény po rysku 0,1% HCI v metanolu. Pfesna koncentrace byla
dopocitana pomoci molarnich extink¢nich koeficienti (EC; Tabulka 2) jednotlivych analyti

Vv ptislusném rozpoustédle po zmeteni absorbance pii vinové délce maxima absorpce (Amax).

Tabulka 2 Extinkéni koeficienty anthokyanidint

Analyt MW EC Amax Rozpoustédlo
Pelargonidin 306,7 32400 523 0,1% HCI: metanol
Kyanidin 322,7 34500 538 0,1% HCI: metanol
Peonidin 336,7 36600 536 0,1% HCI: metanol
Delfinidin 338,7 38800 548 0,1% HCI: metanol
Petunidin 352,8 36200 547 0,1% HCI: metanol
Malvidin 366,8 38750 546 0,1% HCI: metanol
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4.8 UHPLC/MS/MS analyza anthokyanidini

Chromatografické podminky separace

Chromatograficka kolona: Kinetex C18 (2,1 x 30 mm; 1,7 um; Phenomenex)

Mobilni faze: A: 1% kyselina mravenci ve vodé, B: 1% kyselina mravenci v acetonitrilu
Nasttik vzorku: 1ul

Teplota kolony: 25 °C

Teplota autosampleru: 10 °C

Celkovy ¢as analyzy: 7 minut

Eluce: gradientova

Gradient: 0—1min10% B, 1-5min50 % B, 5-5,1min 10 % B, 5,1 — 7 min 10 % B

Prttok: 350 pl/min

Parametry MS metody detekce
Parametry MS metody detekce jednotlivych analytti jsou uvedeny v samostatné
Tabulce 3.
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Tabulka 3 Parametry zdroje a parametry MS metody stanoveni jednotlivych analytt

Parametry zdroje Parametry analytt
Analyt Retencni Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP
cas [Da] [Da] N N N N N
[min]
Ochranny plyn 20 Kyanidin 287,1 137,2 73,5 100 19,9 510 3,5
[psi] 2,42
Kolizni plyn sttedni ' 287,1 213,0 79,6 10,0 19,9 35,0 35
[psi]
Napéti zdroje 1500 Peonidin 301,0 201,1 62,3 10,0 19,9 43,0 35
V] 2,86
Teplota 700 ' 301,1 286,2 55,4 10,0 19,9 43,0 3,5
[°C]
Zmlzovaci plyn 20 Delfinidin 303,1 229,1 69,1 10,0 20,3 51,0 35
[psi] 1,74
Turboplyn 40 ' 303,1 173,3 69,1 10,0 20,3 39,0 3,5
[psi]
Petunidin 317,1 245,1 56,8 10,0 20,7 43,0 3,5
2:54 3171 3021 627 100 207 450 35
Malvidin 331,1 315,3 55,3 10,0 19,5 47,0 3,5
2,91

331,1 287,1 53,9 100 195 420 3,5

DP — deklasteracni potencial

EP — vstupni potencial

CEP — vstupni potencial do cely
CE — kolizni energie

CXP — vystupni potencial z cely

4.9 Vysledky

Cilem prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni jednotlivych anthokyani pomoci
HPLC, stanovit obsah a sloZzeni majoritnich anthokyani v Cerstvych bortvkach, stanovit miru
degradace anthokyant pii riznych zptsobech skladovani a nadale ze ziskanych vysledkl urcit

nejSetrnéjsi zpuisob uchovani vzorka bortivek.

4.9.1 Optimalizace metody pro stanoveni jednotlivych anthokyanidini pomoci HPLC

V této praci byly analyzovany jednotlivé anthokyanidiny obsazené v plodech
bortivek. Cela analyza probihala pomoci hmotnostniho spektrometru 3200 QTRAP s trojitym
kvadrupolem s ESI ionizaci spojeného s kapalinovym chromatografem typu UHPLC. Blizsi

popis optimalizované metody a podminek prub&hu analyzy je jiz popsany v kapitole 4.8.

Tato metoda byla zvolena na zaklad¢ patficnych divoda. Jednim z hlavnich divodi

byla velkd experimentalni narocnost stanoveni celé fady vSech anthokyant pfitomnych
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V bortivkéch spojena s velmi komplikovanou identifikaci vSech téchto rizné glykosylovanych
a acetylovanych anthokyand. Neopomenutelnym divodem volby byla i velka finan¢ni
naro¢nost pofizeni vSech potfebnych standardt anthokyant. Z vyse zminénych divodi byla
zvolena metoda stanoveni aglykoni — anthokyanidint, které byly pomoci kyselé hydrolyzy
uvolnény z jejich glykosylovanych a acetylovanych forem. Hmotnostni detekce byla zvolena
z diivodu velmi dobré ionizace analyti v podminkach ESI a také, protoze oproti UV/VIS
detekci (HPLC/DAD) vykazovala podstatné vyssi citlivost pro jednotlivé analyty.

4.9.2 Obsah a sloZeni anthokyanidini v ¢erstvych boravkach

Pii analyzach byly ve vzorcich bortivek identifikovany anthokyanidiny: kyanidin,
peonidin, delfinidin, petunidin a malvidin. Pelargonidin, jeden ze Sesti bézné se vyskytujicich
anthokyanidin,, nebyl ve vzorcich borivek identifikovan. Na Obrazku 9 je znazornéno
procentualni zastoupeni anthokyanidinti v ¢erstvém vzorku bortvek. Tabulka 4 uvadi jejich
pramérny obsah, ktery byl vyjadfen v pg/g susiny. Z obrazku i tabulky je viditelné, ze
dominantnim anthokyanidinem bortvek je delfinidin, ktery tvoii 33,0 % z celkového
mnozstvi. Petunidin, kyanidin a malvidin se vyskytuji v mnozstvi menS§im
(21,0 %, 24,0 % a 15,0 %). Peonidin tvofi minoritni slozku anthokyanidinového profilu
bortvek (7,0 %).

m kyanidin
M peonidin
21% m delfinidin

petunidin

B malvidin

Obrazek 9 Procentudlni zastoupeni anthokyanidint v ¢erstvém vzorku
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Tabulka 4 Obsah anthokyanidint v ¢erstvém vzorku

Anthokyanidin  kyanidin ~ peonidin  delfinidin  petunidin  malvidin

Obsah
ug/g sus.

6002 1687 8239 5155 3787

4.9.3 Mira degradace anthokyanidinu p¥i riznych zpisobech skladovani

V této diplomové préci byl sledovan vliv tfech rtiznych zptisobl skladovani na obsah
a zastoupeni anthokyanidinti v bortvkach. SuSeni pii 80 °C, mrazeni a lyofilizace. Odlisné
zpusoby skladovani mély rtuzny vliv na retenci jednotlivych anthokyanidini v boruvkach.
Nasledujici obrazky (Obrazek 10 — Obrazek 14) zobrazuji zmény hladin jednotlivych
anthokyanidinti v zavislosti na zpisobu skladovani a Case.

Pro vSechny primérné hodnoty stanovené ze tfech paralelnich opakovani byly

vypocteny smérodatné odchylky, které byly do grafu zaneseny jako chybové usecky.
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Obrazek 10 Degradace kyanidinu v zavislosti na zpusobu skladovani a case
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Obrazek 11 Degradace peonidinu v zavislosti na zpusobu skladovani a case
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Z Obrazku 10 az z Obrazku 14 je patrné, ze téméf vSechny anthokyanidiny reagovaly
na dobu a zpusob skladovani obdobng.

K nejvétsimu poklesu mnozstvi anthokyanidint doslo ve varianté suseni, a to ihned po
ususeni vzorku. Obsah kyanidinu klesl o 79,0 %, peonidinu o 83,2 %, delfinidinu o 80,5 %,
petunidinu o 83,1 % a malvidinu 0 83,0 % z pivodni hodnoty. Pfi druhém odbéru se obsah
vSech anthokyanidinti o néco zménil (kyanidin +2,7 %, peonidin +0,7 %, delfinidin +5,0 %,
petunidin -3,1 % a malvidinin -9,5 %). Pii tfetim odbéru zafal obsah anthokyanidini
pozvolna klesat. Obsah kyanidinu klesl na 13,0 %, peonidinu na 17,2 %, delfinidinu na 10,7
%, petunidinu na 7,3 % a malvidinu na 5,7 %. Pti dalsim odbéru se hodnoty opét snizovaly.
Pfi poslednim odbéru doslo k celkovému poklesu u kyanidinu na 6,7 % (403 pg/g susiny)
z puvodni hodnoty, u peonidinu na 6,3 % (107 pg/g susiny) u delfinidinu na 5,0 % (412 pg/g
susiny), u petunidinu 6,1 % (314 pg/g susiny) a u malvidinu 3,5% (131 ug/g susiny).

Ve variantaich mrazeni a lyofilizace byl prubéh degradace anthokyanidini v Case

odli$ny. Jejich pokles nebyl tak rapidni. ZvIasté v prvnich dvou mésicich uskladnéni.

Obsah kyanidinu u cCerstvé zmrazené¢ho vzorku klesl na 89,0 %, u lyofilizovaného
vzorku dokonce zastoupeni kyanidinu stouplo nad hodnoty ¢erstvych boriavek (na 107,4 %).
V cerstvych bortivkach tedy bylo naméteno 6002 pg/g suSiny, V Cerstvé zamrazenych 5342
ug/g susiny a Vv lyofilizovanych 6448 pg/g susiny. Peonidin v zamrazenych bordvkach Klesl
na 61,4 %, v lyofilizovanych na 81,1 %. Hodnoty delfinidinu dosahovaly jak u cerstvé
zamrazenych, tak u Cerstvé lyofilizovanych vice jak 90,0 % (zamrazené 91,0 %, lyofilizované
98,1 %). I v ptipadé petunidinu doSlo pouze k mirnému poklesu. Zamrazené borivky
vykazovaly hodnotu 82,1 %, lyofilizované 94,0 %. Obdobné na tom byl malvidin, jeho obsah
v zamrazenych bortvkach poklesl na 82,0 % a v lyofilizovanych na 92,0 %.

Druhy odbér vykazoval podobné, piipadné jeste¢ vySsi hodnoty nez odbér prvni
(kyanidin: zamrazeny vzorek: 90,8 %, lyofiliovany vzorek: 119,6 %; peonidin: zamrazeny
vzorek: 71,0 %, lyofilizovany vzorek: 84,0 %; delfinidin: zamrazeny vzorek: 108,6 %,
lyofilizovany vzorek: 111,6 %; petunidin: zamrazeny vzorek: 92,0 %, lyofilizovany vzorek:
99,3 %; malvidin: zamrazeny vzorek: 55,0 %, lyofilizovany vzorek: 55,6 %). Pti porovnani
hodnot po druhém odbéru je patrné, ze malvidin reagoval jinak nez ostatni anthokyanidiny,
jejichz hodnoty mély tendenci se zvedat nebo klesat pouze nepatrné. Jediné hodnoty
malvidinu klesly jiz po druhém odbéru na 55,0 %, coz tedy vypovida o jeho nizké stabilité

s ohledem na dobu skladovani. Ve tfetim odbéru doSlo ke znac¢né degradaci i u vSech
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ostatnich anthokyanidinti. U zamrazenych vzorkt klesaly hodnoty takto: kyanidin na 51,2 %,
peonidin na 39,1 %, delfinidin na 51,6 %, petunidin na 42,2 %, malvidin na 29,0 %. Naproti
tomu u lyofilizovanych vzorkl klesaly hodnoty o néco pozvolnéji: kyanidin na 60,1 %,
peonidin na 47,9 %, delfinidin na 65,4 %, petunidin na 51,7 %, malvidin na 33,1 %. Pfti
¢tvrtém odbéru jesté hodnoty poklesly a pti poslednim odbéru se hodnoty zacaly podobat
hodnotdm vzork susenych.

V zamrazenych vzorcich doslo v poslednim odbéru k poklesu kyanidinu na 28,4 %
(1702 pg/g susiny) z puvodni hodnoty. Peonidin poklesl na 21,8 % (367 pg/g susiny),
delfinidin poklesl na 35,6 % (2931 ug/g susiny), petunidin poklesl na 21,6 % (1116 ug/g
susiny) a malvidin poklesl na 26,1 % (988 ng/g susiny). Lyofilizované vzorky (posledni
odbér) vykazovaly tyto hodnoty: kyanidin poklesl na 29,0 % (1742 pg/g susiny), peonidin
poklesl na 14,1 % (238 pg/g susiny), delfinidin poklesl na 27,6 % (2272 ng/g susiny),
petunidin poklesl na 24,1 % (1244 pg/g susiny) a malvidin poklesl na 19,3 % (729 ng/g
susiny).

Nasledujici obrazky poukazuji na zmény profili jednotlivych anthokyanidini béhem

ruznych variant skladovani.

Cerstvy vzorek

M kyanidin
M peonidin
= delfinidin
M petunidin

H malvidin

Cerstvé ususeny vzorek Suseny vzorek (posledni odbér)

M kyanidin M kyanidin
M peonidin M peonidin
= delfinidin ® delfinidin
M petunidin M petunidin
= malvidin  malvidin

Obrazek 15 Zména anthokyanidinového profilu u varianty suseného vzorku
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Pfi pohledu na Obrazek 15, ktery znazoriiuje anthokyanidinovy profil v Cerstvych
boravkach, v Cerstvé usuSenych bortivkach a v usuSenych bortvkach (posledni odbér), lIze
vidét, ze se anthokyanidinové profily o trochu zménily. Pfi porovnani anthokyanidinového
profilu Cerstvych bortvek a bortivek Cerstvé ususenych je patrné, Ze nejveétsi zmeéna probehla
u kyanidinu, jehoz procentualni zastoupeni stouplo o 3,0 %, a u petunidinu, jehoz
procentualni zastoupeni naopak o 2,0 % kleslo. Tyto tdaje vypovidaji o tom, Ze kyanidin
vykazuje nejvyssi stabilitu viaci vyssim teplotdm (susSeni pii 80 °C), naopak petunidin se jevi
jako nejmén¢ stabilni anthokyanidin, co se vyssich teplot tyka. U ostatnich anthokyanidint
nebyly rozdily procentudlniho zastoupeni znatelné rozdilné, vzdy se jednalo o +1,0 % nebo o
-1,0 %.

Pii porovnani obrazkl boriivek Cerstvé usuSenych a usuSenych (posledni odbér) je
znatelné, Zze stouplo procentualni zastoupeni petunidinu a peonidinu. Naopak kleslo
zastoupeni delfinidinu, Kyanidinu a malvidinu. Tyto udaje vypovidaji o tom, jakou stabilitu
vykazovaly anthokyanidiny v usuSenych bortivkach s ohledem na dobu skladovani. Petunidin
a peonidin, u nichz se procentualni zastoupeni zvedlo, vykazuji tedy vyssi stabilitu s dobou
skladovani nez ostatni, u nichZ procentualni zastoupeni kleslo.

Delfinidin byl vsak i pfes svou nizsi stabilitu vii¢i dob€ skladovani v prubéhu celé

analyzy v suseném vzorku dominantnim anthokyanidinem.
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Cerstvy vzorek

M kyanidin
M peonidin
= delfinidin
M petunidin

® malvidin

Cerstvé zamrazeny vzorek Zamrazeny vzorek (posledni odbér)

® kyanidin o kyanidin
M peonidin M peonidin
® delfinidin = delfinidin
M petunidin M petunidin
 malvidin  malvidin

Obrazek 16 Zména anthokyanidinového profilu u varianty zamrazeného vzorku

Pii pohledu na Obrazek 16, ktery znazorfiuje anthokyanidinovy profil v cerstvych
bortivkach, v Cerstvé zamrazenych borGvkach a v boriivkach zamrazenych (posledni odbér)
lze vidét, ze 1 v tomto ptipad¢ se anthokyanidinové profily o trochu zménily. Pfi porovnani
anthokyanidinového profilu Cerstvych borivek a bortuvek Cerstvé zamrazenych je patrné, ze
nejvetsi zména probéhla u delfinidinu, jehoz procentudlni zastoupeni stouplo o 2,0 %,
a u peonidinu, jehoz procentualni zastoupeni naopak o 2,0 % kleslo. Tyto udaje vypovidaji
o tom, ze delfinidin vykazuje nejvyssi stabilitu vic¢i nizkym teplotdm v porovnani s ostatnimi
anthokyanidiny, naopak peonidin se jevi jako nejméné stabilni anthokyanidin. U ostatnich
anthokyanidinti nebyly rozdily procentualniho zastoupeni znatelné rozdilné, vzdy se jednalo
0 +1,0 % nebo 0 -1,0 %, hodnoty malvidinu se dokonce nijak nezménily.

Pfi porovnéni obrazka bortivek Cerstvé zamrazenych a zamrazenych (posledni odbér)
je na prvni pohled patrné, Ze se nejvice zménilo procentudlni zastoupeni delfinidinu, které
stouplo 0 6,0 %, a profil petunidinu, jehoz procentudlni zastoupeni naopak o 4,0 % Kkleslo.

Z tohoto obrazku lIze tedy usoudit, ze petunidin vykazuje nizkou stabilitu pfi nizkych
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teplotach s prodluzujici se dobou skladovani. U delfinidinu je tomu naopak. Pfi nizkych
teplotach za prodluzujici se doby skladovéani vykazuje stabilitu o hodné vyssi nez ostatni

anthokyanidiny.

Cerstvy vzorek

M kyanidin
M peonidin
i delfinidin
M petunidin

M malvidin

Cerstvé lyofilizovany vzorek Lyofilizovany vzorek (posledni odbér)

M kyanidin M kyanidin
M peonidin M peonidin
1 delfinidin = delfinidin
H petunidin M petunidin
M malvidin H malvidin

Obrazek 17 Zména anthokyanidinového profilu u varianty lyofilizovaného vzorku

Pii pohledu na Obrazek 17, ktery znazorfiuje anthokyanidinovy profil v cerstvych
bortivkéach, v cerstvé lyofilizovanych borivkach a v bortvkach lyofilizovanych (posledni
odbér), lze vidét, ze i v tomto piipadé se anthokyanidinové profily o trochu zménily. Pti
porovnani anthokyanidinového profilu ¢erstvych bortivek a bortvek Eerstvé lyofilizovanych
je ziejmé, Ze nejvetsi zmeéna probéhla u Kyanidinu, jehoz procentualni zastoupeni stouplo
0 3,0 %, a u petunidinu a peonidinu, jejichZ procentualni zastoupeni naopak o 2,0 % Kleslo.
Tyto hodnoty svéd¢i o tom, ze kyanidin vykazuje nejvyssi stabilitu vuci lyofilizaci
V porovnani s ostatnimi anthokyanidiny, naopak petunidin a peonidin se jevi jako nejméné
stabilni anthokyanidiny wvuci lyofilizaci. U ostatnich anthokyanidind nebyly rozdily
procentudlniho zastoupeni znateln€ rozdilné. Procentualni zastoupeni delfinidinu stouplo o 1,0

% a hodnoty malvidinu zGstaly stejné.
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Pti vzajemném porovnani obrazka bortivek cerstvé lyofilizovanych a lyofilizovanych
(posledni odbér) nezaznamendme zadné vyrazné zmény. U téchto vzorkl se
anthokyanidinovy profil zménil nejméné. Zastoupeni malvidinu kleslo o 3,0 %, naopak
delfinidinu stouplo 0 2,0 %. Ostatni anthokyanidiny zistaly ve stejném zastoupeni nebo se

jejich relativni zastoupeni zménilo jen nepatrné.

4.9.4 NejSetrnéjsi zpisob skladovani

Po vyhodnoceni vysledku jak jednotlivych anthokyanidind, tak celkového obsahu
zkoumanych anthokyanidinti v analyzovanych vzorcich lze ur€it jako nejméné Setrnou
metodu skladovani suseni. VSechny analyzované anthokyanidiny rapidné poklesly (Obrazek 8
— Obrazek 12). Tudiz i celkovy obsah analyzovanych anthokyanidint klesl nejvice (Obrazek
18).

Na Obrazku 18 jsou hodnoty vzorkd cerstvych bortivek brany jako vychozi pro

porovnani s ostatnimi variantami.
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Obrazek 18 Celkovy obsah anthokyanidind v zévislosti na zptisobu skladovani a Case
Lyofilizaci 1ze celkové vyhodnotit jako nejSetrnéjsi zptisob konzervace (uchovani

vzorku). Z Obrazku 18 je patrné, Ze zejména pro kratkodobé skladovani (cca 2 mésice) je

lyofilizace velmi vhodny zplsob skladovani. Hodnoty pii prvni a druhé analyze byly
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srovnatelné s hodnotami bortivek Cerstvych, s dobou skladovani v§ak zacaly hodnoty i v této
variant€ klesat.

Mrazeni lze také vyhodnotit jako vhodny zptsob uchovavani vzorku. Sice ihned po
zamrazeni klesly hodnoty o néco vice nez v bortvkach lyofilizovanych, pii dlouhodobé&jsim
skladovani se vsak hodnoty zacaly srovnavat, a jak znazornuje Obrazek 18, tak v mrazenych
vzorcich probihala degradace anthokyanidinii pozvolnéji. V posledni analyze byl dokonce

naméfeny obsah anthokyanidind v této varianté vysS§i nez ve varianté lyofilizace.
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5 Diskuze

Potraviny nutriéné vyznamné se dostavaji do poptedi zajmu vyzkumnych tyma, nebot’
dne$ni doba se zadina o tyto potraviny vice zajimat. Anthokyany, latky, které jsou velice
vyzdvihovany pro své pozitivni u¢inky na lidsky organismus, se stavaji predmétem zdjmu
mnoha studii (Kalova et al., 2012; Krikorian et al., 2010; Matsumoto et al., 2003; Priscilla et
al., 2013). Bortuvky vsak nejsou jedinym zdrojem téchto latek. Dobrym zdrojem anthokyana
je napft. 1 vinnd réva, bez Cerny, tfesné, visné a dalsi ovoce. Po zorientovani se v patficné
literatufe lze tvrdit, Ze borivky a anthokyany v nich obsaZené nejsou zatim dikladné
prozkoumanym tématem. Velké mnozstvi studii se zabyva anthokyany/anthokyanidiny, jejich
stabilitou a metabolismem v souvislosti s né&jakou jinou rostlinou, anebo konkrétnim
produktem — Cerny rybiz (Nakaishi et al., 2000), jahody (Syamaladevi et al., 2011), lotus
(Chen et al., 2013), ovocné dzusy (Hellstrom et al., 2013) a dalsi. Dal§im pfedmétem z4jmu
byva i celkova antioxidacni kapacita, v niz je zminéna i problematika anthokyani (Priscilla et
al.,, 2013). Vtéto praci byl sledovan vliv uskladnéni vzorkd borivek na retenci
anthokyanidinti v nich obsazenych. Studie, které by se vSak zabyvaly obdobnym tématem,
zatim nejsou, anebo nejsou dostupné z nam piistupnych zdroji informaci.

Jednim z cilu této prace bylo urcit slozeni anthokyant ve vzorcich bortivek. V nasich
vzorcich bylo identifikovano 5 dominantnich anthokyanidint (kyanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin a malvidin). Pelargonidin, Sesty zakladni anthokyanidin, nebyl ve vzorcich
ptitomen. Jako majoritni anthokyanidin byl stanoven delfinidin, jehoz obsah ¢inil 33 %.
| vjiné studii byl delfinidin stanoven jako majoritni anthokyanidin (Priscilla et al., 2013),
zastoupeni ostatnich anthokyanidini vsak jiz uplné totozné nebylo. Naptiklad nami
neidentifikovany pelargonidin byl v praci Priscilla et al. (2013) identifikovan a naopak nami
identifikovany petunidin a peonidin v této praci neni vibec zahrnuty. Skutecnosti, Ze mize
byt zastoupeni anthokyani odlisné, je i prace, ktera se zabyva fytochemickym potencialem
polyfenolli obsaZenych v bobulovitych plodech (Krumphanzlovéd, 2014). I tato prace
zahrnovala stanoveni obsahu anthokyand v bortivkach. Jako dominantni anthokyan byl vSak
urcen malvidin. Ve shod¢ s nasi praci pelargonidin také neni zminovan. Neni vSak zmifiovan
ani peonidin, ktery v nasi praci zastoupeni ma.

Bortivky se viak nekonzumuji pouze jako Gerstvé bobule. Casto jsou zafazeny do
jidelnicku 1 po tepelné Upravé. Nejcastéji se borivky konzervuji mraZzenim a zahfivanim.
Mezi dalsi moderni metody patii lyofilizace. DnesSni doba casto vyuziva lyofilizované ovoce

jako soucast rGznych ceredlnich vyrobkli a smési. Dalsi Castou Upravou je také peceni
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(bortivkovy kola¢) nebo suseni (Cajové smési). A na zakladé téchto tivah byly zvoleny dané
zpusoby konzervace pro nasSe vzorky borivek. Lyofilizaci a zamrazeni lze vyhodnotit jako
vhodné zvolené metody, u kterych se lze domnivat, Ze jsou vyuzitelné pro bézny zivot
(zamrazovani sezonniho ovoce, lyofilizace ovoce do ceredlnich smési). Co se vSak tyka
konzervace za vysSich teplot, 1ze se domnivat, Ze mohly byt zvoleny adekvatnéjsi teploty.
Suseni pii 80 °C po dobu 24 hodin ziejmé nebylo upln¢ optimalnim zptisobem. Teplota, ktera
patfi¢né ovliviiuje stabilitu anthokyand, byla moc vysoka a pusobila po dlouhou dobu. Proto
pokud bychom chtéli tento vyzkum opakovat, méli bychom zvolit vhodnéjsi teploty
a kalkulovat i s podminkami, které ¢lovék konzumujici borivky ma ve svych domacnostech.
Lze se domnivat, Ze pokud by byly zvoleny niZsi teploty pro suseni (cca 50 °C), tak by i obsah
anthokyanidint byl o néco vyssi, nedochazelo by k tak rapidni degradaci pii suseni vzork.
Pokles anthokyanidini v zavislosti na dobé skladovani se dal predpokladat u vSech
variant vzorkd (diky poznatkim o vlastnostech a stabilit¢ anthokyant/anthokyanidini).
Vysledky, které vSak bortuvky vykazovaly ve varianté lyofilizace a mrazeni pfi druhém
a tretim odbéru, byly velice zajimavé. NejpozoruhodnéjSim jevem bylo, ze mnozstvi
anthokyanidinu stouplo s ur¢itou dobou skladovani. Ve varianté lyofilizace pii prvnim odbéru
vykazovaly nékteré anthokyanidiny dokonce vyss$i hodnoty nez borivky Cerstvé a pii dalSim
odbéru se namétfené hodnoty jesté o néco zvysily. Ne jinak tomu bylo i v odbéru mrazenych
bortivek. V této varianté sice nepiesahlo mnozstvi anthokyanidinti borivky Cerstvé, ale druhy
odbér vykazoval u nékterych anthokyanidini vys$si hodnoty nez odbér prvni. Tento jev si Ize
vysvétlit tak, Ze se anthokyany po probéhlé lyofilizaci a zamrazeni sndze extrahovaly
z matrice, a proto vykazovaly nasledn¢ vyssi hodnoty. Pfi téchto procesech ziejmé doslo
K naru$eni pletiv a buné€k, diky kterému se anthokyany z matrice snaze uvoliovaly. Podobny
jev lze zaznamenat i v praci Krumphanzlové (2014), ve které byl sestavovan jidelnicek
s urcitym obsahem polyfenolovych latek. V této praci byl stanoven malvidin jako majoritni
latka, s niz bylo kalkulovano. Obsah malvidinu v borGvkach chlazenych byl polozen jako
rovny jedné a ostatni vzorky a vyrobky byly vyjadieny jako podil nebo nésobek vii¢i tomuto
obsahu. Napfiklad obsah u bortivek mrazenych se rovnal 3,12, coz tedy svéd¢i o tom, ze
obsah malvidinu byl v téchto vzorcich jednoznac¢né vyssi nez u bortivek chlazenych. Cilem
prace vSak bylo sestavit urcité jidelnicky a tato skuteCnost v praci neni nijak objasnéna
a zhodnocena.
Borivky, jakozto dobry zdroj anthokyant a dalSich zdravi prospésnych latek, bychom proto
meli zafazovat do naseho jidelnicku. Po zpracovani vysledka této prace vSak vyplyvaji pro

spotiebitele bortvek jistd doporuceni. Konzumace cerstvych boriivek je zdravi prospésna.
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Nicméné sklizen tohoto ovoce probihd jen jednou do roka, a proto je dobré si boruvky
vhodnym zpuisobem konzervovat a uskladnit. Pro kratkodoby zpusob skladovani je tedy
nejvhodnéjsi lyofilizace. Lyofilizované boruvky si zachovaji pii kratké dob¢ skladovani téméf
vSechny zdravi prospé$né anthokyanidiny. Pro dlouhodobé skladovani se potom o néco
vyhodnéji jevi zamrazovani. A¢ je hned po zamrazeni pokles anthokyanidinii o néco patrnéjsi
nez v pripad¢ borivek lyofilizovanych, tak s prodlouzenim doby skladovani se hodnoty
zac¢nou vyrovnavat a dle obrazku (Obrazek 18) lze vidét, Ze nasledné obsah anthokyanidina
v mrazenych boravkach piesahl obsah anthokyanidini v boravkach lyofilizovanych.
V piipadé¢ konzervace suSenim je potfeba brat v potaz vlastnosti anthokyanidint
a nevystavovat borivky pfili§ vysokym teplotam, nebot” vysoké teploty znaéné urychluji
degradaci anthokyanidinti. Proto by bylo vhodné pti konzervaci suSenim vyuzit nizich teplot
a prodlouzit dobu suseni, aby bylo dosazeno stejného efektu, ale zachovalo se vice

prospésnych latek.
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6 Zavér

Tato prace si kladla n€kolik cilti. Prvnim cilem bylo optimalizovat metodu stanoveni
jednotlivych anthokyanti pomoci HPLC. Dal$im cilem bylo stanovit obsah a slozeni
majoritnich anthokyani v Cerstvych boravkach, stanovit miru degenerace anthokyanu pii
ruznych zplsobech skladovéani a ze ziskanych vysledkii urcit nejSetrnéj$i zpiisob uchovani
vzorkl bortvek.

V souladu s prvnim cilem byla optimalizovana metoda UHPLC/MS/MS, pomoci niz
bylo ve vzorcich identifikovano 5 dominantnich anthokyanidint (kyanidin, peonidin,
delfinidin, petunidin a malvidin). Pelargonidin, Sesty zakladni anthokyanidin, nebyl ve
vzorcich pfitomen. Majoritnim anthokyanidinem byl stanoven delfinidin. Po vyhodnoceni
vysledku byla zvolena jako nejSetrnéj$i metoda pro kratkodobé uskladnéni vzorku lyofilizace
(cca 2 mésice). Pro dlouhodobé skladovani vSak lze doporudit jako zpiisob uskladnéni
mrazeni, nebot’ V téchto vzorcich klesaly anthokyanidiny pozvolngji a pti poslednim odbéru
vykazovaly dokonce vyssi hodnoty nez vzorky lyofilizované. Zptisob uchovani vzorku suseni

byl vyhodnocen jako metoda nejméné Setrna.
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