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Souhrn

V této praci byly studovany anthokyaniny obsazené v plodech brusnice boruvky
(Vaccinium myrtillus L.) a bezu ¢erného (Sambucus nigra L.). Byl hodnocen kvalitativni a
kvantitativni rozdil mezi syrovymi plody a plody tepelné¢ upravenymi do podoby sirupu a
marmelady. Ke studiu anthokyaninti byla vyuzita metoda UPLC/ESI-MS.

V plodech borlivky bylo nalezeno celkem 15 anthokyanini: Cn-3-gal, Cn-3-glu, Cn-3-
ara, Dp-3-gal, Dp-3-glu, Dp-3-ara, Pn-3-gal, Pn-3-glu, Pn-3-ara, Pt-3-gal, Pt-3-glu, Pt-3-ara,
Mv-3-gal, Mv-3-glu a Mv-3-ara. V plodech ¢erné¢ho bezu byly nalezeny 4 anthokyaniny: Cn-
3,5-diglu, Cn-3-sam, Cn-3-Glu a Cn-3-sam-5-glu. Anthokyaninovy profil byl stejny u

syrovych plodi, sirupii i marmelad.

Z kvantitativniho hlediska obsahovaly plody pomémé vysoké koncentrace
anthokyanint (12,46 mg/g v bortivkach, v bezu ¢erném 5,392 mg/g). Tepelnou upravou ovoce
doslo ke snizeni obsahu anthokyaninti ve vyslednych produktech. Marmelady obsahuji o
57 % (bortivkova marmelada) a o 54 % (bezova marmelada) méné anthokyninl nez syrové
plody. U sirupl je obsah anthokyaninii mensi o 59 % (borivkovy sirup) a 57 % (bezovy

sirup) v porovndni se syrovymi plody.



Summary

The subject of this thesis was a study of anthocyanin profile in blueberry (Vaccinium
myrtillus L.) and in elderberry (Sambucus nigra L.). The qualitative and quantitative
difference between fresh fruit and fruit after thermal processing (syrup, jam) was assessed.

The anthocyanins were analysed using UPLC/ESI-MS.

Fifteen anthocyanins were identified in fresh blueberry fruit, namely Cn-3-gal, Cn-3-
glu, Cn-3-ara, Dp-3-gal, Dp-3-glu, Dp-3-ara, Pn-3-gal, Pn-3-glu, Pn-3-ara, Pt-3-gal, Pt-3-glu,
Pt-3-ara, Mv-3-gal, Mv-3-glu and Mv-3-ara. In the fresh elderberry fruit there were
identificated four anthocyanins: Cn-3,5-diglu, Cn-3-sam, Cn-3-Glu a Cn-3-sam-5-glu. The

anthocyanin profile showed no significant difference among fresh fruit, a syrup and a jam.

From the quantitative point of view, the fresh fruit contained relatively high amount of
anthocyanins (12,46 mg/g blueberry, 5,392 mg/g elderberry). It was observed that the
concentration of anthocyanins in products had decreased after the heat-treating process of the
fruit. The blueberry jam contains 57 % less anthocyanins than fresh fruit and the elderberry
jam contains 54 % less anthocyanins than the fresh fruit. The blueberry syrup contains 59 %
less anthocyanins than fresh fruit and the elderberry syrup contains 57 % less anthocyanins

than fresh fruit.
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1. Uvod

Anthokyaniny jsou rostlinnd barviva, ktera jsou bézné ptfitomnd v kvétech, listech a
plodech rostlin. Jsou pfi¢inou rtizového, Cerveného, fialového i modrého zbarveni rliznych
odstin. Maji velice pozitivni vliv na zdravi cloveéka — snizuji riziko vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a dalSich civilizaénich chorob. Potencialni vyuZiti
anthokyanint je také v oblasti potravinaiského priimyslu, kde by mohla slouzit jako nahrada
umélych barviv. Jistou nevyhodou je jejich relativné snadna degradace, jelikoZ jsou stalé

pouze v pomé&rné uzkém rozmezi hodnot pH a teploty.'

Izolace anthokyaninl z rostlinnych materialti se provadi extrakci, extrakt se obvykle
jeste preCisti. Instrumentdlni metoda, ktera byla v této praci pouzita ke studiu
anthokyaninovych barviv, je spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie s

ionizaci elektrosprejem.

Tato prace se zameéfuje na studium anthokyaninii v plodech brusnice boravky
(Vaccinium myrtillus L.) a bezu ¢ern¢ho (Sambucus nigra L.). K analyze byly pouZity jak
syrové plody ve zmrazeném stavu, tak plody tepelné zpracované do podoby dzemu a sirupt.
Cilem této studie bylo identifikovat jednotlivé anthokyaniny, obsaZzené ve vzorcich, a déle
porovnat, nakolik se bude liSit obsah anthokyanini v tepelné¢ neupravenych a v tepelné
zpracovanych plodech. Ze ziskanych dat lze vyvodit zavéry o rozdilné prospéSnosti

konzumace syrovych a tepelné zpracovanych plodi.



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Anthokyaniny

2.1.1. Vyskyt a funkce anthokyanint

Anthokyaniny jsou ve vodé€ rozpustna piirodni barviva, kterd patii do velké skupiny
flavonoidii. Barevnd Skéla, kterou tato barviva poskytuji, za¢ind u lososové riizové, ptes
Cervenou a fialovou, az po temné¢ modrou v zavislosti na pH a struktufe. Anthokyaniny se
vyskytuji v kvétech, plodech a listech krytosemennych rostlin. Nékdy mohou byt pfitomny i
v kotenech, stoncich, semenech nebo hlizdch. Na urovni buiky jsou anthokyaniny

lokalizovany ve vakuolach.'

Anthokyaniny plni v organismu rostliny né€kolik riznych funkci. Je zde jista souvislost
mezi biosyntézou anthokyaninli ve vegetativnich organech a stresem rostliny. Pfedpoklada se,
ze zvySené mnozstvi anthokyaninl je reakci na byloZravce, houbové a virové patogeny,
vykyvy teplot, UV zafeni, sucho, pfizemni ozon nebo herbicidy.1 Souhrnné lze fici, Ze

anthokyaniny poskytuji ochranu pfed mnoha stresovymi faktory.

V kvétech a plodech anthokyaniny navic plni i roli specifického atraktantu. Uéelem je
ptildkat opylovace nebo ptaky ¢i jiné Zivocichy, ktefi by zajistili rozptyl semen. Existuje
dokonce spojitost mezi barvou kvétu a druhem opylovace. Byly porovnavany kvéty kejklitky
Sarlatové (Mimulus cardinalis) a kejklitky Lewisovy (Mimulus lewisii). Kejklitka Sarlatova
obsahuje pfevazné pelargonidinové anthokyaniny a jeji kvéty jsou jasné Cervené. Kejklitka
Lewisova obsahuje navic i cyanidinové anthokyaniny a kvéty maji rizovou barvu. Ackoli
jsou tyto dvé rostliny velmi blizké pfibuzné, barva kvétu zpiisobuje, Ze kejklitka Sarlatova je

opylovana kolibiiky, kdezto kejklitku Lewisovu opyluji ¢melaci.”
2.1.2. Struktura anthokyaninu

Anthokyaniny se skladaji z aglykonii (anthokyanidin®), cukri a v mnoha ptipadech

také z organickych kyselin, které jsou na cukr navazany esterovou vazbou.

Anthokyanidiny jsou tvofeny patndcti-uhlikatou kostrou, ktera ma podobu tii kruht:
dva fenylové kruhy (A a B) jsou spojeny tfi-uhlikatym mostem (C kruh) (Obr. 1). Jednotlivé

anthokyanidiny se pak od sebe 1isi substituenty, které jsou navazané na téchto kruzich.



Obr. 1 Zakladni struktura anthokyanidinu s ¢islovanim

Nejbéznéji se v anthokyaninech vyskytuje téchto 6 zékladnich anthokyanidint:
cyanidin, delphinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin a malvidin (Obr. 2). Celkem je jiz

znamo kolem 30 riiznych anthokyaniding.'

Sacharidovou slozku anthokyanini mohou tvofit jak monosacharidy, tak disacharidy
1 trisacharidy. NejCastéji se vyskytujicim monosacharidem je glukosa, dale pak rhamnosa,
galaktosa, xylosa a arabinosa, nejvzacngj$Sim monosacharidem je glukuronova kyselina.
Z disacharidii se v anthokyaninech nejcastéji vyskytuji sophorosa, rutinosa, sambubiosa,

lathyrosa, robinobiosa a dali.'

Sacharidy jsou na anthokyanidin navazany O-glykosidovou vazbou. Tuto vazbu
nejcastéji najdeme na pozici 3 anthokyanidinu. Dals$i moZzna glykosylace je na pozicich 5, 7,
37, nebo 5°. Velmi vzacné se vyskytuji i anthokyaniny s glykosidovou vazbou na pozici 4°,

které byly identifikovany v &ervené cibuli (4llium cepa).’

Sacharidové casti anthokyaninli byvaji Casto acylovany organickymi kyselinami.
Mohou to byt jak aromatické kyseliny (p-kumarovd, kavova, ferulovd, sinapova
a 3,5-dihydroxyskoficovd kyselina), tak alifatické kyseliny (malonovd, octova, jable¢na,

v I ) . !
Stavelova, jantarova a vinna).
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Obr. 2 Nejhojnéji zastoupené anthokyanidiny v piirodé



2.1.3. Stabilita anthokyanini

Stabilita anthokyanini zavisi na mnoha faktorech: hodnoté pH, teploté, svétle,
pfitomnosti volnych cukrt, kyseliny askorbové nebo enzymi. Podrobnéji pojedname o vlivu

pH a teploty.

Zmény chemické struktury anthokyanini v zavislosti na hodnoté pH je jev, ktery byl
v literatufe popsan mnoha autory.*® V silng kyselém prostiedi (pH<2) prevazuje forma tzv.
flavyliového kationtu, ktery zabarvuje roztok do Cervena. Flavyliovy kation se po deprotonaci
méni na chinoidni bazi. Ve slabé kyselém a neutrdlnim prostiedi dochéazi k hydrataci
flavyliového kationtu za vzniku hemiketalu (t€Z hemiacetal nebo karbinolovd baze).
Hemiketaly jsou bezbarvé. Hemiketal tautomerizuje na chalkon otevienim kruhu, vznikaji 2
izomery (E a Z). Kromé¢ silné kyselych roztoki, ve kterych prevazuje flavyliovy kation, je
chalkonovéa forma koneénym produktem, vyskytujicim se v mimné kyselém, neutralnim a
zésaditém prostiedi.’ Obrazek ukazuje mozné strukturni formy malvidin-3-glukosidu

(Obr. 3).7
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Obr. 3 Zmény ve struktufe malvidin-3-glukosidu: flavyliovy kation (1), chinoidni baze

(2), hemiketal (3), chalkon (4,5)



Potraviny s obsahem anthokyanint byvaji pfed konzumaci ¢asto tepelné¢ zpracovany.
Pouziti vysokych teplot pfi zpracovani je ale spojeno s degradaci anthokyanini. Rozsah
degradace anthokyaninli zavisi na podminkéach procesu tepelného zpracovani (teplota, doba
zahiivani, pH, pfitomnost kovovych iontd, pfitomnost enzymd, atd.). Obecné lze fici, ze se

vzrustajici teplotou a dobou zahtivani klesé obsah anthokyaninli ve vysledném produktu.

Tepelna degradace anthokyanini probiha v n€kolika krocich. Byly popsany dva rtizné
mechanismy degradace. Bud'to je prvnim krokem otevieni kruhu za vzniku glykosidu
chalkonu, nasledné dojde k deglykosylaci chalkonu, ktery je dale pfeménén na konecny
produkt. Druhy mechanismus popisuje jako prvni krok postupnou deglykosylaci az na
anthokyanidin. Nasleduje rozStépeni anthokyanidinu na derivaty benzaldehydu, které mayji
ptivod v A-kruhu, a derivaty kyseliny benzoové, které vznikly z B-kruhu. Mechanismus

degradace zalezi predev§im na hodnot& pH.»’

Ve dvou studiich byly porovnavany mechanismy tepelné degradace pelargonidinovych
a cyanidinovych anthokyanind pfi riznych hodnotdch pH. V prvnim pfipad¢, pifi pH = 1,
doslo nejprve k deglykosylaci anthokyaninii a poté ke Stépeni aglykonu na kone¢né produkty.
Cyanidin poskytl 2,4,6-trihydroxybenzaldehyd a 3,4-dihydroxybenzoovou kyselinu.
Pelargonidin se degradoval na 2,4,6-trihydroxybenzaldehyd a 4-hydroxybenzoovou kyselinu.®
Ve druhém piipadé byl studovan mechanismus degradace pii pH = 3,5 u stejnych
anthokyanint jako v prvni studii. Tady ale prvnim krokem nebyla deglykosylace, nybrz
otevieni kruhu za vzniku glykosylovaného chalkonu. Teprve poté doslo k deglykosylaci a

vznikly chalkon se roztdpil na stejné produkty jako v prvni studii.”

Rychlost tepelné degradace anthokyaninii 1ze vyjadfit jako t;, tedy polocas rozkladu.
Na rychlost degradace ma opét vliv pH. Se zvySujicim se pH, hodnoty t;» klesaji, tedy
rychlost degradace roste.'® Také struktura anthokyaninu ma vliv na rychlost degradace. Zalezi
na typu aglykonu, druhu a mnozstvi navazanych cukri a na ptipadné acylaci. Bylo zjisténo, ze
acylované anthokyaniny se degradovaly pomaleji neZ neacylované, pficemZ hodnoty t;» u

acylovanych anthokyanini zavisi na druhu navazané kyseliny.®



2.1.4. Barevnost anthokyanint

Barevna paleta, kterou anthokyaniny v pfirod¢ vytvéfeji, je pomérné Sirokd. Vznik
velkého mnozstvi odstinli nékolika barev umoziuje jev nazyvany ko-pigmentace. Ko-
pigmentace spociva v interakci mezi anthokyaninem a ko-pigmentem za vzniku
molekulového nebo komplexniho asociatu. Dusledkem ko-pigmentace je zména nebo nartst
intenzity zabarveni. Pfedpoklada se, ze ko-pigmentace je hlavnim mechanismem stabilizace

barvy v rostlinach.'"-"?

Ko-pigmenty jsou takové systémy, které jsou bohaté na m-elektrony. Ty mohou
asociovat s flavyliovym kationtem, ktery je na elektrony pomérné chudy. Takova asociace
poskytuje ochranu pied navdzadnim peroxidli nebo oxidu sifi¢itého na flavyliovy kation. Ko-
pigmenty jsou samy o sobé bezbarvé, ale pifi interakci s anthokyaniny dochézi
k batochromnimu posunu, tedy posunu v absorpci svétla smérem k vys$§im vinovym délkam.
Ko-pigmenty mohou byt flavonoidy, alkaloidy, aminokyseliny, organické kyseliny,
nukleotidy, polysacharidy, kovy nebo dalii anthokyaniny.''

Ko-pigmentace muze probihat riznymi zpisoby. V piipadé€, Ze ko-pigment je dalsi
anthokyanin, jedna se o vlastni asociaci (self association) nebo o intramolekularni ko-
pigmentaci. Pokud je ko-pigmentem kov, jde o komplexaci. Jestlize je ko-pigmentem

sloucenina s volnymi elektronovymi pary, mluvime o intermolekularni ko-pigmentaci.

Vyznam ko-pigmentace je patrny u skladovani anthokyanini ve vakuolach. Ve
vakuolach bunék se pH pohybuje v rozmezi od 4 do 6, je zde tedy slabé kyselé prostiedi.
Anthokyaniny se v takovém prostiedi vyskytuji ve svych bezbarvych formach. Pravé diky
interakcim mezi anthokyaniny a ko-pigmenty se barevné formy anthokyanini stabilizuji a

nedochazi k hydrataci flavyliového kationtu za vzniku bezbarvych forem anthokyaning.' "2

2.1.5. Biosyntéza anthokyaninu

Biosyntéza anthokyanint je slozity, nékolikastupiiovy proces (Obr. 4)"°. P¥i syntéze se
nejprve vytvareji meziprodukty, které pak mohou byt dale preménény na anthokyaniny nebo
jiné flavonoidy. Prvnim krokem biosyntézy je kondenzace tfi molekul malonyl koenzymu A
s kumaroyl koenzymem A. Reakci katalyzuje enzym chalkonsynthasa, vznikd prvni
meziprodukt, kterym je 2°,4°,6",4-tetrahydroxychalkon. Enzym chalkonisomerasa katalyzuje

isomeraci tetrahydroxychalkonu na flavanon (dihydroflavon). Flavanony jsou klicovym



meziproduktem pii syntéze flavont, isoflavonti nebo dihydroflavonold. Syntéza anthokyanint
dale pokracuje pfeménou flavanonu na dihydroflavonol enzymem flavanon-3-hydroxylasou.
Nasleduje redukce dihydroflavonolu na flavan-3,4-diol, katalyzovana enzymem

dihydroflavonol-3-reduktasou. Flavan-3,4-diol je poté oxidovan, dehydratovan a nakonec

glykosylovéan aZ na anthokyanin."*
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Obr. 4 Biosyntéza anthokyanidinu (zjednoduseng¢)



2.1.6. Vliv anthokyanini na lidské zdravi

Anthokyaniny maji na zdravi ¢lovéka velmi pozitivni vliv. V lidském téle se chovaji
jako antioxidanty, jejich antioxidac¢ni aktivita je dokonce vy$si nez u vitaminu E, vitaminu C

nebo beta karotenu.'’

Pravidelnd konzumace anthokyanini snizuje riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni, jako je arteriosklerdza, ktera vznikaji ukladanim cholesterolu
na vnitinich sténach cév'® Z mnoha vyzkumi také vyplynulo, Ze anthokyaniny vykazuji

protirakovinné vlastnosti."’

Ptikladem je studie, zaméfena na protirakovinné vlastnosti anthokyanini, obsazenych
v malindch a ostruZinidch. Anthokyaniny byly extrahovany do hexanu a byl zkouman jejich
protirakovinny ucinek vici lidskym nadorovym buiikdm plic, tlustého stfeva, prsu a zaludku.

Extrakty anthokyanini prokazatelné inhibovaly proliferaci nadorovych bungk.'®

Anthokyaniny maji pfiznivy vliv také na nervovou soustavu ¢lovéka. Mohou sloZit
jako prevence proti Alzheimerové chorobé. U starSich lidi dochazi casto k postupnému
zhorSovani paméti. Skupiné starSich lidi se zhorSenou paméti byly po dobu 12 tydnii
podavany dopliiky stravy obsahujici bortivkovou §tavu. Po 12 tydnech bylo pozorovano
zlepSeni nékterych pamétovych funkci, coZ dokazuje pozitivni plisobeni anthokyanini na
mozkové neurony. Dopliiky stravy s obsahem bortivek byly doporuceny jako prevence proti
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degradaci neuront nebo ke zmirnéni ptiznakt neurodegradace.'’

Anthokyaniny jsou také G€inné proti virovym chorobam. Tyto Uc¢inky byly zkoumany
na skupiné pacientll, kteti byli nakaZeni virem chfipky typu A nebo B. Pacientim byl jako
medikament podavan sirup z c¢erného bezu, jehoz ucinnou slozkou byly anthokyaniny
cyanidin-3-glukosid a cyanidin-3-sambubiosid. Skupina pacientt, ktera tento 1€k uzivala, se
uzdravila dfive (3 — 4 dny) neZ pacienti, kterym bylo podavano placebo (uzdraveni nejdiive za
6 dni). Vyzkum potvrdil u¢innost anthokyaninii proti virim chfipky a poukazuje na tradici

uzivani sirupu z erného bezu v lidovém 1é¢itelstvi. >
2.1.7. Brusnice boruvka a jeji anthokyaniny

Brusnice boruvka (Vaccinium myrtillus L.) je znama rostlina z ¢eledi viesovcovitych.
Je to ketik, vysoky asi do 50 cm, s pfimymi, bohaté¢ vétvenymi zelenymi a hranatymi vétvemi.
Listy jsou stfidavé, vej¢it¢ okrouhlé, Spicaté, na okraji jemné zubaté, opadavé. Kvéty jsou

nejcastéji nartizovelé. Kalich méa 4 — 5 tupych lalokti. Koruna je kulovité bankovita,



s kratickymi zoubky. Plodem jsou ¢erné, modfe ojinéné a mnohosemenné bobule. Kvete od
poloviny kvétna do konce Cervna. Plody zraji od Cervence do srpna. Borlivka je rozsifena
v Evropé, vseverni Asii a v Severni Americe. U nas je hojnd ve svétlych, obzvlasté

jehli¢natych lesich, na humozni, nepfili§ suché ptidé od niZin do alpinského pasma.?!

V lidovém léCitelstvi se pouzivaji piedevsim listy a plody borGvky, které obsahuji
velké mnozstvi tfislovin. V listech jsou také obsazeny glukokininy, které snizuji hladinu
cukru v krvi. Caj ze suenych listll se proto pouzival jako 16k pii cukrovee. Vytazky z plodi
se téz uzivaly pfi prijmovych onemocnénich, ke zpevnéni cévnich stén a ke zlepSeni ostrosti

zraku.?

Kromé lidového 1écitelstvi potvrzuje pozitivni ucinky bortvek i soucasnd medicina.
V plodech brusnice borivky byl prokdzan vysoky obsah fenolickych sloucenin, jako jsou
fenolické kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a skoficove), ttisloviny, stilbeny a flavonoidy
(anthokyaniny, flavonoly a flavanoly). Dale obsahuji men§i mnoZstvi karotenoidii a vitaminu
C. Tyto slouceniny jsou znamé svymi skvélymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Anthokyaniny
obsazen¢ v bortivkach maji pozitivni vliv na obéhovou soustavu, kuptikladu zlepSuji
prokrveni o¢ni bulvy a umoznuji lepsi vidéni za Sera a ve tmé. Konzumace bortivek je proto

- « ;23
velmi doporucovana.

Identifikaci jednotlivych anthokyaninii v plodech borivky se zabyvalo mnoho
autort.”*?” Obecné lze Fici, Ze anthokyaniny vyskytujici se v boriivkach jsou neacylované
monoglykosidy. Z Sesti bézné se vyskytujicich anthokyanidini se v boriivkach nenachazi
pouze pelargonidin. Konkrétné byly identifikovany tyto anthokyaniny: delphinidin-3-
glukosid, delphinidin-3-galaktosid, delphinidin-3-arabinosid, cyanidin-3-glukosid, cyanidin-
3-galaktosid, cyanidin-3-arabinosid, peonidin-3-glukosid, peonidin-3-galaktosid, peonidin-3-
arabinosid, petunidin-3-glukosid, petunidin-3-galakatosid, petunidin-3-arabinosid, malvidin-
3-glukosid, malvidin-3-galaktosid a malvidin-3-arabinosid. Doposud bylo identifikovano
téchto 15 anthokyanin, nicméné vyskyt a mnoZstvi jednotlivych anthokyanini se mize liSit
v zéavislosti na odriidé bortivek. Porovnanim boriivek s ostatnim drobnym ovocem mulZeme

konstatovat, Ze borivky maji velmi Siroky anthokyaninovy profil.
2.1.8. Bez Cerny a jeho anthokyaniny

Bez cerny (Sambucus nigra L.) je ket nebo strom z Celedi bezovitych. Dortista vysky

az 6 m. Ve kmenech a vétvich se uvnitf nachazi silnd, bild dfeni. Kira mladych vétvicek je
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zelend, s Cetnymi bradavickami vzduSnych otvort. Stard kira je rozpukand, hnédavé siva.
Listy jsou lichozpetené, ovalné nebo vejcité, na okraji ostie pilovité, na rubu husté pokryté
hvézdicovitymi chlupy. Drobné pétipaprsCité zlutobilé kvéty tvofi ploché, bohaté
chocholikaté vrcholiky. Kalich je zeleny, trubkovity. Kvete od zacatku kvétna do poloviny
cervna. Plody jsou kulovité bobule (peckovicky) az 6 mm velké a v dobé zralosti ¢erné. Jejich
Stdva ma krvavé Cervenou barvu. Bez cerny se vyskytuje v Evropé a Predni Asii. U nas je
velmi ¢astym druhem od niZin aZz do podhorského stupné. Casto roste u plotdl, na rumistich,

’ sy Mot 21
v lesich, hajich a kifovinach.

Kvéty bezu obsahuji glykosidy, silice a tiisloviny. Odvar z kvéth se pouziva ke snizeni
horecky, podporuje poceni, poddva se pii nachlazeni k uvolnéni dychacich cest. Plody
obsahuji silice, barviva, vitaminy A a C. Plody c¢erného bezu jsou velice U¢inné pfi

bolestivych zanétech nervil (trojklany nerv).**

Védecké studie také potvrzuji pozitivni uinky cerného bezu na zdravi clovéka.
V plodech ¢erného bezu bylo nalezeno velké mnoZstvi flavonoidi, pfedev§im anthokyanin,
dale vitaminy B, a B¢, vitamin C, kyselina listova, beta karoten, biotin a nikotinamid.
Vysledky mnoha studii dokladaji antioxida¢ni a antivirové vlastnosti ¢erného bezu (je velmi

rowe ;oo v ’ v v ;e . . rorwe 28
ucinny pii chiipkovych onemocnénich), pravdépodobny je i protirakovinny tc¢inek.

Anthokyaniny obsazené v plodech ¢erného bezu se od anthokyaninG v bortvkach
vyrazné li$i. Predev§im, vSechny identifikované anthokyaniny v ¢erném bezu byly derivaty

cyanidinu, 74dné dal$i anthokyanidiny nebyly identifikovany.”"'

Déle pak anthokyaniny
neobsahuji pouze monosacharidy, ale i disacharidy (sambubiosa). Autofi udavaji ptitomnost
cyanidin-3-sambubiosidu, cyanidin-3-glukosidu a cyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu.

Neékteti autofi také identifikovali malé mnozstvi cyanidin-3,5-diglukosidu.’’

2.1.9. Anthokyaniny v dZemech a sirupech

V lidské stravé se stepelné¢ zpracovanym ovocem setkdme piedevSim ve formé
dzemt, marmeladd, kompotti a sirupt. Jelikoz pii procesech tepelného zpracovani ovoce
dochézi k degradaci anthokyaninll, neni konzumace téchto vyrobkl v porovnani s Cerstvym
ovocem uZz tak vyhodna. Proto je tfeba hledat takové podminky zpracovani ovoce, pfi kterych

by zlstalo zachovano co nejvetsi mnozstvi anthokyanind.
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Obsah anthokyaninl v pfipraveném dZemu zavisi na druhu a odriidé pouzitého ovoce.
Byly porovnavany dzemy, pfipravené za stejnych podminek z malin, Svestek a visni. Nejprve
byl proméfen obsah anthokyaninli v ¢erstvém ovoci. Nejvyssi obsah byl naméfen u visni
(odrada Kroeker), nejnizsi u Svestek (odrtida Methley). Poté byl z ovoce pfipraven dzem. Ve
vysledném produktu byl pak proméfen obsah anthokyaninli. Piekvapiveé, nejvice
anthokyanint obsahoval malinovy dzem, u n¢hoz doslo k degradaci pouze 11 % z celkového
mnozstvi anthokyaninli, ve srovnani se Svestkovym dzemem (odriida Balaton), u néhoz
degradovalo 79 % anthokyanini. Je ziejmé, Ze rizné druhy anthokyaninii vykazuji rGznou

stabilitu viigi teplots.™

Velmi zajimavy je vliv cukru na stabilitu anthokyaninti pfi pfipravé dZemu. Na tento
problém se zaméfila neddvnd studie, kterd zkoumala rozdily v degradaci anthokyanin
v pfitomnosti cukru a bez ptitomnosti cukru. Byly pfipraveny dva rozdilné vzorky. Prvnim
vzorkem byly rozmackané bortivky, k nimZ byla pfidana voda. Druhy vzorek byly bortvky,
k nimz byl pfidan cukr, pro vytvoteni dzemu. Tyto vzorky byly zahtivany po dobu 15, 20 a 25
minut. Nasledn¢ byla provedena extrakce a stanoveni anthokyanini u vSech vzorkt. Vysledky
ukazuji, Ze u vzorkl, které byly zahfivany 15 a 20 minut, méla pfitomnost cukru pozitivni
vliv, tedy degradace anthokyanint byla nizsi, nez u vzorku bez pfitomnosti cukru. Vzorky,
které byly zahtivany 25 minut, vSak vykazuji opac¢ny efekt, tedy ptitomnost cukru zplsobila
zvySenou degradaci anthokyaninli oproti vzorklim bez cukru. Pfi zahfivani po dobu 25 minut
doslo k zahusténi dZemu a tim 1 zkoncentrovani cukru aZ na hodnotu 80 g cukru/100 g dzemu.
Lze tedy vyvodit zavér, Ze ¢im je obsahu cukru v dzemu vyssi, tim jsou anthokyaniny vice

nachylné k degradaci.”

Podobna studie se zamétila na stanoveni anthokyanini v klasickém dZemu a v dZemu
bez ptidaného cukru. Anthokyaniny byly stanovovany ihned po pfipravé dzemt a pak
v pribéhu skladovéani po dobu 6 mésicti. Po zhotoveni dzemu bylo mnozstvi anthokyaninti
v obou vzorcich velmi podobné. V pribéhu skladovani pak dochézelo k postupné degradaci
anthokyanini u obou druhli dZemt, ale dzem s pfidanym cukrem vykazoval vétsi Ubytky
v obsahu anthokyaninii nez dzem bez pfidaného cukru. I vtomto piipadé byl prokazan

negativni vliv cukru na stabilitu anthokyaning.**

Podminky skladovani tepelné zpracovaného ovoce maji na stabilitu anthokyanind

vyznamny vliv. Zasadni jsou predevsim teplota pii skladovani a doba skladovani. Malinovy
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dzem byl skladovan po dobu 6 mésict pfi teplotach 20°C, 30°C a 37°C. Pii teploté 30°C a
37°C doslo k vysokym poklesiim obsahu anthokyanint jiz béhem prvniho mésice. Pfi teploté
20°C dochazelo béhem prvnich 3 mésicti k rovnomémému poklesu v obsahu anthokyanini.>
Vliv teploty skladovani na degradaci anthokyaninti doklada také studie borivkovych extrakta.
Extrakty byly skladovany po dobu 60 dnt pii teplotach -20°C, 6°C, 23°C a 35°C. Nejvice
anthokyanint (78 %) zlstalo zachovéano u vzorku, ktery byl skladovany pii -20°C, kdezto
vzorek, skladovany pfi 35°C, obsahoval 50 % piivodniho mnoZstvi anthokyanint.’® Lze
vyvodit zavér, Ze pro zachovani co nejvétSiho mnozstvi anthokyanini by mély byt ovocné

produkty skladovany pii nizkych teplotach a co nejkratsi dobu.

U vlastnoruéné vyrobenych dZzemu a sirupll si miizeme zajistit optimalni podminky
skladovani. Problém ale nastavd u komeréné dostupnych vyrobkl. Zakaznik neni schopen
zjistit, jak dlouho a pfi jakych podminkach byl vyrobek skladovan. Proto se mize stat, ze
zakoupeny vyrobek je z hlediska obsahu anthokyanini bezcenny. Studie, provedend na 5
riznych komeréné dostupnych jahodovych dzemech, ptedkladd pro spotiebitele velmi
neptiznivé vysledky. U tii z téchto dZzeml nebyly anthokyaniny vibec detekovany, u dvou

vzorki byly nalezeny jen v malém mnozstvi.”’

2.2. Metody studia anthokyanint

2.2.1. Princip metody UPLC/ESI-MS

Chromatografie je jedna znejpouzivangjSich separanich metod. Spocivd v déleni
smési latek mezi dvéma fazemi — stacionarni a mobilni. Mechanismus déleni spociva
v rozdilné retenci slozek na stacionarni fazi. Malo zadrZzované latky jsou mobilni fazi unaSeny
rychleji nez slozky, které se na stacionarni fazi poutaji siln€ji, a tim se opozduji. U
vysokoucinnych kapalinovych chromatografickych technik (HPLC, UHPLC) je mobilni fazi

kapalina, ktera prochazi kolonou, naplné&nou stacionarni fazi, pomoci vysokého tlaku.*®

HPLC a UPLC jsou dvé podobné chromatografické techniky. Rozdil mezi nimi
spociva predevS§im ve velikosti Castic stacionarni faze. Velikost Castic stacionarni faze je u
UPLC mensi (1,7 um) nez u HPLC. Cim jsou &astice mensi, tim vétsi zpétny tlak na koloné

[ 24

mobilni faze pfes kolonu (pracuje se s tlaky kolem 100 MPa). Nicméné potieba specialniho
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technického vybaveni (Cerpadlo, kolona) je asi jedinou nevyhodou. Vyhody, které¢ UPLC
pfinasi, jsou: krats$i doba analyzy, mensi spotieba mobilni faze, zvySeni u¢innosti (vEtsi pocet

teoretickych pater), lepsi rozliSeni, zvyseni citlivosti.”*°

V soucasnosti patii mezi nejbézné€jsi kapalinovd chromatografie s obracenymi fazemi
(RP), kterd se vyznacuje pouzitim nepolarni staciondrni faze a polarni fdze mobilni. Vyuziva
se rozdéleni mezi tyto dvé faze na zakladé riizné rozpustnosti. Kapalnd stacionarni faze je
fyzikdln¢ nebo chemicky navdzdna na nosi¢i. Nosi¢em byva obvykle silikagel, jehoz
modifikace se provadi navazanim funkénich skupin (-Cig, -Cg, -CHs, -NH,, -CN,...). Mobilni
tazi byvaji vodné roztoky methanolu, acetonitrilu, dioxanu, diethyletheru a tetrahydrofuranu.
Analyt je na stacionarni fazi vétSinou poutan jen slabsimi disperznimi silami, rozhodujici je

polarita mobilni faze.*®

Hmotnostni spektrometrie je metoda ur€ovani hmotnosti atomi, molekul a jejich ¢asti,
po jejich pfevedeni na ionty. Kli¢ovou operaci je tedy ionizace vzorku. Pro kombinaci technik
LC a MS se ionizace Casto provadi elektrosprejem. Kapalna faze je pfivedena do kovové
kapilary, na niz je vlozeno napéti (obvykle jednotky kilovolti). Z konce kapilary jsou pak
sprejovany velmi drobné kapicky kapalné faze, které maji vysokou hustotu povrchového
naboje. Proud horkého inertniho plynu (obvykle dusiku) kapic¢ky vysusuje, ¢cimz dochazi ke
zvySovani hustoty povrchového naboje, rozpadu na stdle mensi kapicky, aZ nakonec vznikne

plynny ion, ktery je veden dale do hmotnostniho analyzatoru.
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V hmotnostnim analyzatoru dojde k rozd¢€leni iontii podle poméru jejich hmotnosti a

ZmlZovaci plyn
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t = 20-350°C

Obr. 5 Elektrospre;j

naboje (m/z). Hmotnostnim analyzatorem muze byt kvadrupolovy analyzator, priletovy
analyzator (TOF), iontova past, iontova cyklotronova rezonance a dalsi. Rozd¢lené ionty pak
putuji k detektoru. Vysledkem je hmotnostni spektrum, z néhoz miZzeme vy¢ist informace o

v o v v . I ’ o 41
kvalité, kvantité, struktufe a izotopovém zastoupeni analytt.

2.2.2. Metody analyzy anthokyanint

Jedna znejjednodusSich a nejlevnéjSich metod pro studium anthokyaninii je
chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Pti pouZiti této metody se obvykle postupovalo tak, ze
se anthokyaniny nejprve podrobily hydrolyze, a pak se jednotlivé slozky (aglykokony, cukry)
identifikovaly metodou TLC pomoci standardi. V dnesni dobé se TLC pro studium
anthokyaninil nepouziva samostatné, ale spolu s dal$imi analytickymi technikami (HPLC,

MS, NMR).>"*?

Mezi pon¢kud méné standardni instrumentélni techniky, které 1ze pouzit pro analyze

anthokyanint patii kapilarni elektroforéza (CE). Tato separacni metoda je vhodna pro
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slouceniny s nabojem, jako jsou napiiklad anthokyaniny. Autofi uvadéji dosaZeni lepsi
separace, krat$i dobu analyzy a mensi spotfebu vzorku nez u HPLC. Experiment se obvykle
provadi jako kapilarni zénové elektroforéza s detektorem diodového pole (CZE-DAD).
Kapildra z kfemenného skla mtze byt naplnéna kyselym elektrolytem (anthokyaniny se
vyskytuji ve formé flavyliového kationtu) nebo bazickym elektrolytem (anthokyaniny jsou ve
formé chinoidni baze). Anthokyaniny se separuji podle naboje a podle poméru naboje a
velikosti. Spojenim kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie (CE/MS) vznika velmi
vhodna technika pro studium anthokyanind, ktera je alternativou k HPLC/MS.* Pouziti
CE/MS pro analyzu anthokyaninii bylo popsano mnoha autory, naptiklad pfi identifikaci
anthokyanintl z ibisku sudanského (Hibiscus sabdariffa L.)* nebo pfi studiu anthokyanini ve

vinech.*’

Pro studium struktury anthokyaninli je nejlepSim nastrojem nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Tato technika je ale pomérné draha, proto se nepouziva pro rutinni praci,
ale obvykle jen v ptipadech, kdy je tieba objasnit nebo potvrdit strukturu anthokyaninu.
Meéieni se realizuje jako H-1 NMR nebo C-13 NMR. Pro provedeni méteni se vyzaduje

. ’ Ve . 4
isolovany a vysoce &isty vzorek anthokyaninu.*®

2.2.3. Vyuziti LC/MS pro analyzu anthokyanini

Chromatografie na reverznich fazich je nejbéznéj$i metodou, pouzivanou k separaci
anthokyaninﬁ.47 Separace se provadi na C;s kolonach (oktadecylovany silikagel), n¢kdy se
pouzivaji také polystyrenové kolony. Mobilni fazi je smé&s vody a organického rozpoustédla
(methanol nebo acetonitril), pficemz pomér vody a organické slozky se v pribéhu separace
méni (separace s gradientovou eluci). Hodnota pH mobilni faze je udrZzovéana pod 2, aby byly
zajiStény optimalni podminky pro existenci flavyliového kationtu. K okyseleni mobilni faze

se obvykle pouziva kyselina octova, mravenci nebo trifluoroctova.

Poradi vystupu jednotlivych anthokyanini z kolony zavisi predevsim na jejich slozeni.
Anthokyanidiny eluuji v pofadi: delphinidin, cyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin,
malvidin. Toto pofadi je urceno polaritou jednotlivych anthokyanidinli. Nejpolarné;si
delphinidin vychazi z kolony jako prvni, nejméné polarni malvidin jako posledni. Pfitomnost
cukri zvySuje retenci anthokyaninti, diglukosidy eluuji pfed monoglykosidy. Acylace
anthokyaninu se také podili na zvySeni retence. Acylované anthokyaniny maji ve srovnani

s neacylovanymi anthokyaniny vyssi retencni ¢asy.
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K detekci se pouzivd DAD (diode-array detector), absorbance anthokyaninl se
obvykle méfi pii vinové délce 520 — 546 nm, pii niz nedochézi k absorpci jinych

polyfenolickych slougenin.**°

Kromé¢ vyse uvedeného DAD detektoru je spojeni kapalinové chromatografie
vsobé kombinuje separaci kapalinové chromatografie se selektivitou a citlivosti
hmotnostniho spektrometru. Hmotnostni spektrometrie nabizi mnozstvi riznych zptlisobu
ionizace vzorku. Pro studium anthokyaninli byly pouzity naptiklad ionizace elektrosprejem
(ESI),”" ionizace za atmosférického tlaku (API),”* bombardovani urychlenymi atomy (FAB),>
chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI),> ionizace laserem za pfitomnosti matrice

(MALDI),” a dal3i.

Jako iontovy zdroj byl v této praci pouzivan elektrosprej. Pro analyzu anthokyanini je
mozné pracovat jak v pozitivnim (ESI+), tak vnegativnim (ESI-) modu. Pii praci
v negativnim modu je na kapilaru vloZeno napéti zaporné polarity. Mobilni faze mize mit
mirné bazické pH, pfi kterém se anthokyaniny vyskytuji ve formé nesouci bud’ zadny a nebo
zaporny naboj (deprotonizace nestabilni fenoladtové formy). Anthokyaniny jsou ale v
alkalickém prostfedi nestabilni a rozkladaji se (viz kapitola Stabilita anthokyanini) a proto se
tato metodika béZzné nepouziva. V pozitivnim moéddu je na kapilaru vlozeno napéti kladné
polarity. Mobilni fdze ma silné kyselé pH (< 2), anthokyaniny jsou pfitomny ve stabilni formé
flavyliového kationtu. Jistou nevyhodu tohoto systému piedstavuje pravé vyuziti agresivni,
siln¢ kyselé mobilni faze, kterd ma vyrazné korozivni Uc¢inky. I pfes tento nedostatek se v
drtivé vétsSiné pripadd vyuziva této metodiky a to z divodu mnohem vyssi citlivosti nez u

ESI-.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Vzorky

3.1.1. Syrové plody

Plody brusnice boriivky byly posbirdny z divoce rostoucich ketikli v jehli¢natych
lesich Moravskoslezskych Beskyd v srpnu 2010. Borivky byly zbaveny hrubych necistot
(listy, vétvicky) a ¢ast byla vlozena do sklenénych vzorkovnic. Po naplnéni byly vzorkovnice
az do doby analyzy skladovany ve zmrazeném stavu. Zbytek nasbiranych plodd byl pouzit

k vyrobé marmelddy a sirupu.

Plody bezu cern¢ho byly sesbirany z kefi plané rostoucich v lesich a na mezich
v lokalité¢ Bruzovic u Frydku-Mistku. Plody byly zbaveny hrubych necistot, byly odstranény
nezralé plody. Cast nasbiranych plodii byla vloZena do sklenénych vzorkovnic. Po naplnéni
byly vzorkovnice az do doby analyzy skladovdny ve zmraZeném stavu. Zbytek nasbiranych

plodt byl pouzit k vyrobé marmelady a sirupu.
3.1.2. Marmelady

Jeden kilogram borivek (bezu) byl rozmixovadn ruénim mixérem na kasi.
K rozmixovanému ovoci bylo ptidano 500 g piipravku Zelirovaci cukr sporny 2:1 (vyrabi
Labeta a.s., slozeni: cukr, guar, xanthan, pektin, kyselina askorbovd, kyselina citronova,
sorban draselny) a smés byla dobfe promichana. Smés byla pfivedena k varu a vafila se po
dobu péti minut. Do vzniklé marmelddy byly vmichdny 2 IZicky kyseliny citronové a
marmeldda byla nalita do sklenénych vzorkovnic. Po vychladnuti byly vzorkovnice ulozeny

do mraznicky, kde byly skladovany aZ do doby analyzy.
3.1.3. Sirupy

Jeden kilogram ovoce byl rozmixovan ru¢nim mixérem na kasi. Rozmixované ovoce
se nechalo odlezet v chladnu po dobu 48 hodin. Poté bylo ovoce vylisovano, k dalsimu
postupu byla pouzita ziskana §tava. Stava byla zah¥ata na teplotu 85 °C, odstavena ze zdroje
tepla, do $tavy byl nasypan jeden kilogram cukru a smés byla intenzivné michéna az do

uplného rozpusténi cukru. Roztok byl znovu zahtat na 85 °C, odstaven ze zdroje tepla a
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vznikly sirup byl po zchladnuti nalit do sklenénych vzorkovnic. Vzorkovnice byly skladovany

v mrazni¢ce az do doby analyzy.

3.2. Chemikalie

Kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a., LACH-NER, s.r.o.

Methanol, gradient grade, BioSolve B.V.

Deionizovana voda, Lab Water Purification Systems, Millipore

Kyselina mravenci, 98 %, p.a., SIGMA-ALDRICH

Kyselina trifluoroctova, 99 %, p.a., FLUKA

Acetonitril, gradient grade, MERK

Standardy anthokyanini, CARL ROTH:
Malvidin-3-galaktosid (primulin)
Malvidin-3-glukosid (oenin)
Delphinidin-3-galaktosid

Cyanidin-3-galaktosid
3.3. Pristroje a vybaveni

UPLC, Waters ACQUITY ™ UPLC System (Milford, USA)
Kolona: Waters ACQUITY UPLC BEH C-18, 1,7 pm (2,1 x 50 mm)

Chromatografické podminky méteni: uvedeny v kapitole Optimalizace separace (kap.

4.1)

Hybridni hmotnostni spektrometr Q-TOF Premier, Waters Corporation (Milford,
USA)

Ionizac¢ni technika: ESI+ (Z-spray)
Podminky méfeni na hmotnostnim spektrometru:
Napéti na kapilate: +3,2 kV

Teplota zdroje: 120°C
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Teplota desolvata¢niho plynu: 150°C

Prutok desolvata¢niho plynu:450 1/hod

Kolizni energie pro MS experiment: 5 eV

Kolizni energie pro MS/MS experiment: rampa 15-50 eV
SPE kolonky, styrene-divinylbenzene, Strata SDB-L, phenomenex, USA
Centrifuga, Denver Instrument, Némecko
Ultrazvukova lazen, Merci, s.r.o., Némecko

Odparka, EVATERM, Cesk4 republika
3.4. Uprava vzorku k analyze

Uprava sirupu spoivala v piedisténi pomoci SPE. SPE kolonky byly nejprve
aktivovany 3 ml 0,01 % (v/v) roztoku HCl v methanolu, poté promyty 3 ml 0,01 % (v/v)
roztoku HCI ve vodé. Na kolonku bylo naneseno 250 pl sirupu. Kolonka byla promyta 3 ml
0,01 % roztoku HCl ve vodég, ¢imz byly odstranény balastni latky. Anthokyaniny byly
z kolonky vymyty 3 ml 0,01 % roztoku HCI v metanolu (byl ziskdn objem 2,9 ml). Ze
ziskaného extraktu anthokyanint bylo odebrano 250 pl a tento podil byl v odparce odpaien do

sucha.

K analyze ploda byl odebran asi 1 g plodu bortivek (bezu), ktery byl pfesné zvazen.
Plody byly rozetieny v tfeci misce a zality 5 ml extrakéniho ¢inidla (70 % methanolu, 30 %
vody a 1 % trifluoroctové kyseliny; v/v/v)*. Extrakéni smés byla vlozena na 10 minut do
ultrazvukové 1azné. Extrakt byl odebran a tuhy podil byl znovu extrahovan 5 ml extrakéniho
¢inidla a vloZen na 10 minut do ultrazvukové lazn€. Prvni a druhy extrakt byly smichany a
vlozeny na 5 minut do centrifugy (1200 rpm). Po centrifugaci bylo odebrano 250 pl
supernatantu, ktery byl odparen témér do sucha. 250 pl supernatantu bylo dale odebrano pro
precisténi pomoci SPE, a to za stejnych podminek, jaké jsou popsany u precisténi sirupu. Cely

objem extraktu ziskaného po SPE byl odpaten do sucha.

K pfesné¢ zvazenému vzorku marmelddy (asi 1 g) bylo pfidano 15 ml extrakéniho
¢inidla (70 % methanolu, 30 % vody a 1 % trifluoroctové kyseliny; v/v/v). Extrakéni smés

byla vloZzena na 10 minut do ultrazvukové ldzné, pticemz doSlo k uplnému rozpusténi
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marmelddy v roztoku ¢inidla. Roztok byl vlozen na 5 minut do centrifugy (1200 rpm). Ze
supernatantu bylo odebrano 250 pl a odpatfeno do sucha. 250 pl supernatantu bylo dale
odebrano pro piecisténi pomoci SPE, a to za stejnych podminek, jaké jsou popsany u

ptecisténi sirupu. Cely objem extraktu ziskaného po SPE byl odpaten do sucha.

Pted samotnou LC/MS analyzou byly vysuSené extrakty rozpustény v 250 pl mobilni

taze (5 % roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu; v/v).
3.5. Priprava standardu

Standardy anthokyaninti (malvidin-3-galaktosid, cyanidin-3-galaktosid a delphinidin-
3-galaktosid) byly pfesné navaZeny a natedény roztokem 0,12 % trifluoroctové kyseliny, 5 %
acetonitrilu ve vodé (v/v/v) na vysledné koncentrace roztokli anthokyaninu 1 mg/ml. Poté
byla pfipravena smés téchto tii anthokyaninii tak, aby koncentrace kazdého anthokyaninu ve

smési byla 25 mg/l. Tato smés byla pouzita k testovani mobilnich fazi.

Z roztokli anthokyaninli o koncentraci 1 mg/l byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky
jednotlivych anthokyanint. Kalibraéni roztoky mély koncentraci 5 mg/l; 40 mg/l; 70 mg/l;
100 mg/1.

3.6. Priprava mobilnich fazi

Testovani byly podrobeny dvé rizné mobilni faze: mobilni faze obsahujici kyselinu

mravenci a mobilni faze obsahujici kyselinu trifluoroctovou.

Byly pfipraveny mobilni fdze A a B sobsahem kyseliny trifluoroctové. Byla
pfipravena mobilni faze A o slozeni 0,12 % TFA, 5 % ACN ve vodé. Nasledné byla

piipravena mobilni faze B o sloZeni 0,12 % TFA v acetonitrilu.

Byly pfipraveny mobilni faze A a B s obsahem kyseliny mravenci. Byla pfipravena
mobilni faze A o sloZeni 5 % FA ve vod¢ (v/v). Nasledné byla pfipravena mobilni faze B o

slozeni 5 % FA v acetonitrilu (v/v).
3.7. Sbér a vyhodnocovani dat

Name¢fend data byla interpretovana s vyuzitim programu MassLynx 4.1., Waters

Software, USA.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Optimalizace separace

Pro optimalizaci metodiky analyzy anthokyaninovych barviv jsem vychazela z jiz
pouzivaného postupu vyuzivajiciho kyselinu trifluoroctovou jako ion-parovaci ¢inidlo, které

zvySuje retenci anthokyanind na koloné.

Tato metodika byla testovana na modelové smési tii anthokyanini: cyanidin-3-
galaktosidu, delphinidin-3-galaktosidu a malvidin-3-galaktosidu. Na chromatografickém
zdznamu byla sledovdna pfedevS§im Uc€innost separace, vyjadiend hodnotou rozliSeni, déle
kapacitni faktor a retencni Casy anthokyanint. Tabulka (Tab. I) shrnuje profil gradientu a
parametry pika. Obrazek (Obr. 6) ukazuje chromatogram modelové smeési za téchto

podminek.

Tab. I Profil gardientu + parametry pikli na chromatogramu

¢as (min) | mob. faze A (%) | mob. faze B (%) | anthokyanin | ret. ¢as (min) | rozliseni | kapacitni f.
0 100 0| Dp-3-gal 2,12 7,56
4 90 10 2,88
7 55 45 (| Cn-3-gal 2,58 9,40
9 10 90 4,98
91 100 0 Mv-3-gal 3,64 13,68
10 100 0
tR,Z _tR,l

RozliSeni bylo spocitano podle vzorce: R, = kde tr; a tr jsou

0,5x (Y, +Y,)

retenéni ¢asy dvou sousednich pikd; Y; a Y3 jsou $itky pikti na tirovni nulové linie.

t,,—t
Kapacitni faktor byl spocitdn podle vzorce: k, = ALY kde tg; je retenéni &as i-té
tM

slozky; ty je mrtvy Cas.
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Obr. 6 Chromatogram modelové smési, mobilni faze s obsahem TFA
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Vysledky ukazuji, ze separace standarda v tomto systému je dostacujici, nicméné bylo

nezbytné prozkoumat riziko suprese ionizace v iontovém zdroji tvorbou iontovych pard.

Z tohoto diivodu byla na misto kyseliny trifluoroctové testovana kyselina mravenci.

Po provedeni néckolika experimentlii sFA byly nalezeny optimalni podminky

gradientové eluce a teploty kolony. Tabulka (Tab II) shrnuje profil gradientu a parametry

pikt. Tento gradientovy profil byl vyhodnocen jako vyhovujici pro analyzu anthokyanini a

byl pouzivan pii vSech dalSich analyzach anthokyaninli v této praci. Obrazek (Obr. 7)

pfedstavuje chromatogram modelové smési pii optimalnich podminkéch.

Tab. II Optimalni profil gradientu + parametry pikli na chromatogramu

v

cas ret. ¢as
(min) | mob. faze A (%) | mob. faze B (%) || anthokyanin | (min) rozliSeni | kapacitni f.
0 100 0|( Dp-3-gal 2,52 9,08
4 90 10 5,29
7 55 45| Cn-3-gal 2,97 10,88
9 10 90 11,82
9,1 100 0| Mv-3-gal 4,30 16,20
10 100 0
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Obr. 7 Chromatogram modelové smési pii optimalnim profilu gradientu, mobilni faze

s FA

Dale byly provadény testy s riiznou teplotou kolony. Z testovanych teplot 30°C, 35°C,
40°C a 45°C byla vybrana z divodu mensiho zpétného tlaku na kolon¢ jako optimélni teplota
35°C, pii které nasledné probihaly vSechny dal$i analyzy provadéné v této praci. Obecné
teplota kolony méla na separaci anthokyanini zanedbatelny efekt, pouze se zvySujici se

teplotou dochazelo ke snizovani reten¢nich €asti anthokyanini.

Zde jsou shrnuté chromatografické podminky zoptimalizované metody pro analyzu

anthokyaninti:
Slozeni mobilni faze:
mob. faze. A: 5% FA ve vodé;
mob. faze B: 5% FA v acetonitrilu
Profil gradientu: viz Tab. II
Teplota kolony: 35°C

Pritok: 0,6 ml/min
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Takto zoptimalizovand metoda mohla byt porovndna smetodou az doposud
pouzivanou pii analyze anthokyaninll — tedy metodou, kterd pouziva mobilni f4zi s kyselinou

trifluoroctovou.

Srovnanim téchto dvou riznych mobilnich fazi byl potvrzen ptedpoklad, ze pouzitim
mobilni faze s kyselinou mravenci se dosahuje lepSich vysledkli, nez u mobilni faze
s kyselinou trifluoroctovou. Dva chromatogramy (Obr. 8) ukazuji piky delphinidin-3-
galaktosidu, cyanidin-3-galaktosidu a malvidin-3-galaktosidu. Ze zaznamu je vidét zlepSeni
chromatografického rozliSeni pikli a z hmotnostné-spektrometrického hlediska téz zvySeni

odstupu signal/Sum.

1. TOF M3 ES+
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100 453
Area
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364 AR5+440+1 93

100 29 161
Area
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Obr. 8 Chromatogramy smési delphinidin-3-galaktosidu, cyanidin-3-galaktosidu a
malvidin-3-galaktosidu pii pouziti mobilni faze s FA (horni spektrum) a mobilni faze s TFA

(spodni spektrum)

V tabulce (Tab. III) je vyhodnocen rozdil ploch pikG pfi pouziti mobilni faze
s kyselinou mraven¢i oproti mobilni fazi s kyselinou trifluoroctovou. Z tabulek vyplyva, Ze
pfi pouziti mobilni faze s FA doSlo k primérnému zvétSeni plochy piku o 135,5 % ve
srovnani s mobilni fazi s TFA. Nejvétsi zvétSeni bylo zjisténo u delphinidin-3-galaktosidu,

nejmensi u cyanidin-3-galaktosidu.
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Tab. III Nartst hodnot ploch pikl pfi pouziti mobilni faze s FA

FA
zvétseni plochy piku |zvétseniv % | prim. zvétseni (%)
delphinidin-3-galaktosid 15,8 158,3
cyanidin-3-galaktosid 12,8 122,4 135,5
malvidin-3-galaktosid 27,6 125,7

Ziskané vysledky naznacuji, Ze pro pouzity systém (kolona BEH C-18) je vhodnéjsi
pouzivat mobilni fazi s pfidavkem kyseliny mravenc¢i. Bylo zjisténo, ze ptidavek kyseliny
trifluoroctové sice také umoznuje kvalitni separaci na reverzni fazi odolné proti nizkému pH,

nicmén¢ hodnoty rozliSeni a kapacitniho faktoru jsou ve vSech piipadech nizsi.

Zaroven bylo pozorovéano, Zze metoda s TFA méla v priméru o 14 % niz§i retenci
analyta. Tento jev svéd¢i o tom, ze TFA v pritbéhu separacniho déje netvori efektivni iontové

pary, nicmén¢ jeji pfitomnost v iontovém zdroji vyznamné potlacuje ionizaci.
4.2. Kbvalitativni vyhodnoceni

Ziskané¢ extrakty zplodd, marmelad a sirupi byly proméfeny s vyuzitim
optimalizované metodiky UPLC/MS. Jednotlivé anthokyaniny byly identifikovany na zéklad¢

retencnich €ast, produktl cilené fragmentace izolovanych iontl a méteni pfesnych hmotnosti.
4.2.1. Borivky

Chromatogram (Obr. 9) extraktu plodl bortivek ukazuje na zaznamu z DAD pii 500
nm 10 vyraznych pikd. Ztvaru nékterych pikti je patrné, Ze dochazelo ke koeluci
anthokyanint s blizkymi reten¢nimi casy. Prozkoumanim hmotnostniho spektra bylo nalezeno

celkem 15 anthokyanind (Tab. IV).
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Obr. 9 Chromatogram rekonstruovany pro hmoty nalezenych anthokyaninii

Tab. IV Anthokyaniny identifikované v extraktu z bortivek

pik | ret. ¢as | m/zv MS | m/z v MS/MS vypoctena element.
¢. |(min) spektru | spektru (100%) |anthokyanin molek. hmotnost | ppm | sloZeni
1 2,35 465,1016 303 | Dp-3-gal 465,1033| 3,7 |Cy;H»,04,
2 2,62 | 465,1005 303 | Dp-3-glu 465,1033 6 | C;1H2:01
3 2,82 | 449,1042 287 | Cn-3-gal 449,1084| 9,4|CyH»:04;
4|  2,86]435,0916 303 | Dp-3-ara (xyI?) 435,0927| 2,5 CyoH1011
5 3,14 | 449,1086 287 | Cn-3-glu 449,1084| 0,4 |CyH»:04;
6 3,3|479,1197 317 | Pt-3-gal 479,1190| 1,5|Cy;H»304;
7 3,3|419,0959 287 | Cn-3-ara (xyI?) 419,0978 | 4,5 | CyH15010
8 3,56 |479,1175 317 | Pt-3-glu 479,1190| 3,1|CyH»304;
9 3,78 |463,1233 301 | Pn-3-gal 463,1240| 1,5|CyH»304;
10 3,78 | 449,1100 317 | Pt-3-ara (xyl?) 449,1084 | 3,6|CyH,.044
11 4,11 463,1220 301 | Pn-3-glu 463,1240| 4,3 |CyH»304;
12 4,11 493,1353 331 | Mv-3-gal 493,1346| 1,4|Cy;3Hys04,
13|  4,281433,1145 301 | Pn-3-ara (xyl?) 433,1135| 2,3|Cy;H21010
14 4,43 | 493,1339 331 | Mv-3-glu 493,1346| 1,4|Cy;3Hys04,
15 4,58 | 463,1230 331 | Mv-3-ara (xyl?) 463,1240| 2,2 | CyH»304;
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Priklad postupu identifikace ionti bude demonstrovdn na 3 objevenych derivatech
delphinidinu. Ve spektru byly identifikovany 3 derivaty delphinidinu: delphinidin-3-
galaktosid (pik €. 1; m/z = 465; ret. ¢as = 2,35 min), delphinidin-3-glukosid (pik €. 2; m/z =
465; ret. Cas = 2,62 min) a delphinidin-3-arabinosid (pik €. 4; m/z = 435; ret. Cas = 2,86 min).

Zpramérovanim MS spekter pies pik ¢. 1 a korekci na pozadi bylo ziskdno MS
spektrum s iontem m/z = 465. Byla provedena cilena fragmentace tohoto iontu a v MS/MS
spektru se objevil fragment o m/z = 303 (Obr. 10). Mizeme tedy fici, Ze anthokyanidinem
tohoto anthokyaninu byl delphinidin, coz potvrzuje 1 méfeni presné hmoty tohoto fragmentu.
Zmé&fend molekulovd hmotnost fragmentu byla 303,0499; vypoctend molekulovd hmotnost
delphinidinu je 303,0505; chyba ¢ini 2,0 ppm.
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Obr. 10 MS spektrum piku €. 1 (spodni obrazek) a MS/MS spektrum piku €. 1 (horni

obrazek).

Pik ¢. 2 (m/z = 465) a pik ¢. 1 (m/z = 465) jsou dva izomerni anthokyaniny, protoze
maji totozné m/z. Cilenou fragmentaci poskytuji oba anthokyaniny stejné fragmenty o m/z =
303, tedy delphinidin (Obr. 11). Molekulov4d hmotnost fragmentu (m/z = 303) a rodicovského
iontu (m/z = 465) se od sebe liSi o 162. Tato hodnota muize byt piisouzena dvéma
monosacharidim: glukose nebo galaktose. Pik ¢.1 (m/z = 465) byl identifikovan jako
delphinidin-3-galaktosid, pik ¢.2 (m/z = 465) jako delphinidin-3-glukosid. Identifikace

cukerné slozky anthokyaninu se opirad o provedeny experiment se standardy anthokyaninil.
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Obr. 11 MS spektrum piku €. 2 (spodni obrazek) a MS/MS spektrum piku €. 2 (horni

obrazek); spektra jsou totozna jako u piku ¢.1

Odliseni glukosidil a galaktosidi bylo provedeno na zékladé experimentu se standardy
primulinem (malvidin-3-galaktosid) a oeninem (malvidin-3-glukosid). Na chromatografickou
kolonu byl nejprve nastiiknut roztok standardu primulinu. Chromatogram primulinu ukazuje
pik vretennim case 4,15 min. Poté byl na kolonu nastfiknut roztok standardu oeninu.

Chromatogram oeninu ukazuje pik v reten¢nim ¢ase 4,44 min (Obr. 12).
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Obr. 12 Chromatogram primulinu (spodni obrazek) a chromatogram oeninu (horni

obrazek) pii vinové délce 500 nm

Z téchto dat lze vyvodit zavér, ze na koloné, pouzivané v této praci, dochazi pfi
vyskytu galaktosidu a glukosidu téhoz anthokyanindinu k separaci téchto dvou izomerda,
pfi¢emz galaktosidy maji niZsi retencni ¢as nez glukosidy. Na zékladé¢ retencnich casi je tedy
mozné galaktosidy a glukosidy téhoz anthokyanidinu od sebe odlisit. V extraktu z bortivek je
tedy pik ¢.1 (m/z = 465) delphinidin-3-galaktosid, pik ¢.2 (m/z = 465) je delphinidin-3-

glukosid, coz dokazuji reten¢ni €asy téchto dvou izomernich anthokyanind.

V extraktu  zborGivek byl identifikovan jeSté jeden anthokyanin, jehoz
anthokyanidinem byl delphinidin. Je to pik ¢. 4. Tento pik ma m/z = 435. Na MS spektru je
rovnéz vidét i mensi pik o m/z = 449, coz je zptisobeno koeluci dvou anthokyaninti. Izolaci
daného iontu 435 a jeho naslednou fragmentaci v kolizni cele byl eliminovan vliv koelujicich
slozek. Na MS/MS spektru je vidét pik o m/z = 303, tedy delphinidin (Obr. 13). Rozdil
molekulovych hmotnosti mezi rodicovskym iontem a fragmentem je 132. Tato molekulova
hmotnost odpovida ztrat€ jedné pentosy — arabinosy nebo xylosy. Jelikoz dal$i nastroje
k identifikaci (NMR, standardy anthokyaninll) této pentosy nebyly k dispozici, mize byt pik
¢. 4 vyhodnocen jako delphinidin-3-pentosid. S ohledem na autory, ktefi se zabyvali
identifikaci anthokyaninii v boriivkach®*™?’, je pravdépodobné, e diskutovana pentosa je

arabinosa. Xylosa doposud v anthokyaninech z bortivek identifikovana nebyla. Nicmén¢ tento
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ptedpoklad nelze za danych podminek dokézat. Tato Gvaha plati pro vSechny anthokyaniny

oznacené v tabulce jako arabinosidy.
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Obr. 13 MS spektrum piku €. 4 (spodni obrazek) a MS/MS spektrum piku €. 4 (horni
obrazek)

Dals§i nalezené anthokyaniny byly identifikovany analogickym zpisobem jako
derivaty delphinidinu. Souhrnné lze fici, Ze anthokyaniny, identifikované ve vzorku bortivek
jsou monoglykosidy delphinidinu, cyanidinu, peonidinu, petunidinu a malvidinu. Cukernd
slozka je reprezentovdna glukosou, galaktosou a snejvétsi pravdépodobnosti arabinosou.
Acylace organickymi kyselinami nebyla u patnacti majoritnich anthokyaninii zjiSténa,
nicméné na chromatogramu jsou za piky majoritnich anthokyaninii pozorovatelné i malé piky
minoritnich anthokyanint, které by vzhledem k vy$§imu reten¢nimu casu mohly byt

acylované. Identifikace téchto minoritnich anthokyaninti bude pfedmétem dalsiho vyzkumu.

Prezentované vysledky jsou ve shodé¢ se souCasné dostupnymi literarnimi
prameny.***" Anthokyaninovy profil popsany pro plod borivky je totozny také u dzemu a
sirupu z boriivek. Chemicka pfeména vlivem vysoké teploty ani Uplny rozklad nékterého
z derivatd nebyl pozorovan. V piipad¢ tepeln¢ upraveného ovoce byly ale nalezeny volné
anthokyanidiny, vzniklé ptisobenim vysokych teplot, které se v syrovém ovoci nevyskytuji.
Na obrazku (Obr. 14) je vidét pik volného malvidinu pouze u vzorku marmelady a sirupu,

nikoli u syrového plodu.
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Obr. 14 Vyskyt volného malvidinu u tepelné zpracovanych bortivek

4.2.2. Cerny bez

Analyzou extraktu z plodi ¢erného bezu je mozné na chromatogramu pii 500 nm vidét

dva piky, pficemz u druhého piku je patrnd nedokonala separace dvou anthokyanina (Obr.

15). Prozkoumanim hmotnostniho spektra byly objeveny celkem 4 anthokyaniny (Tab. V).
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Obr. 15 Chromatogram extraktu z cerného bezu pti 500 nm.
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Tab. V Anthokyaniny identifikované v extraktu z bezu ¢erného

pik |ret. cas | m/zv MS | m/zv MS/MS vypoctena element.

¢. |(min) |spektru |spektru anthokyanin molek. hmotnost | ppm | sloZeni
1 2,61|611,1591 287; 449 | Cn-3,5-diglu (gal?) 611,1612| 3,4|CyH3.046
2 2,61 | 743,2024 | 287; 449; 581 | Cn-3-sam-5-glu (gal?) 743,2035| 1,5 C3;H39050
3 3,13 | 449,1078 287 | Cn-3-glu 449,1084| 1,3|CyH»01;
4| 3,17|581,1521 287 | Cn-3-sam 581,1506 | 1,5 |CyeHy901s

Zpramérovanim MS spekter pies pik ¢. 1 a korekci na pozadi bylo ziskdno MS
spektrum s ionty m/z 611 a 743 (koeluce). Po izolaci iontu 611 a fragmentaci v kolizni cele
byly v MS/MS spektru pozorovany dva fragmenty o m/z 449 a 287 (Obr. 16). Z téchto
fragmentt lze vycist, ze rozdil molekulovych hmotnosti mezi rodi€ovskym iontem a prvnim
fragmentem je 162. Stejné 1 rozdil molekulovych hmotnosti mezi prvnim a druhym
fragmentem je 162. Ztrata molekulové hmotnosti 162 odpovida ztrat¢ glukosy nebo
galaktosy. Fragment o m/z = 287 je anthokyanidin cyanidin (potvrzeno méfenim piesné
hmoty). Prvnim anthokyaninem ¢erného bezu je tedy cyanidin-3,5-dihexosid. Jelikoz dalsi
nastroje k identifikaci (NMR, standardy anthokyaninll) nebyly k dispozici, nelze urcit, zda
dané hexosy jsou glukosy nebo galaktosy. S ohledem na autory, kteti se zabyvali identifikaci

anthokyanini v ¢erném bezu™'

, je pravdépodobné, ze diskutované hexosy jsou glukosy.
Galaktosa doposud v anthokyaninech z ¢erného bezu identifikovana nebyla. Nicméné tento

pfedpoklad nelze za danych podminek dokazat.
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Obr. 16 MS spektrum piku €. 1 (spodni obrazek) a MS/MS spektrum piku €. 1 (horni

obrazek)

Ion o m/z = 743 poskytl po izolaci a cilené fragmentaci v MS/MS spektru nékolik
fragmentt (Obr. 17). Je zde patrny rodiCovsky ion o m/z = 743, fragment o m/z = 581,
fragment o0 m/z = 449 a fragment o m/z = 287. Rozdil molekulové hmotnosti mezi
rodicovskym iontem (m/z = 743) a prvnim fragmentem (m/z = 581) je 162, coz odpovida
ztraté hexosy (glukosy). Rozdil molekulové hmotnosti mezi rodi¢ovskym iontem (m/z = 743)
a druhym fragmentem (m/z = 449) je 294. Tento rozdil odpovida ztrat¢ disacharidu
sambubiosy. Poslednim fragmentem o m/z = 287 je anthokyanidin cyanidin. Z prizkumu
fragmentl tedy vyplyva, ze anthokyanin o m/z = 743 je cyanidinovy derivat, ktery je
glykosylovan sambubiosou a glukosou (galaktosou). Z literatury*’ ™' Ize predpokladat, Ze se
jedna o cyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, nicméné potvrzeni tohoto piedpokladu by

vyzadovalo pouziti vhodné metody, napi. NMR.
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Obr. 17 MS spektrum piku €. 2 (spodni spektrum) a MS/MS spektrum piku €. 2 (horni
spektrum)

Zprimérovanim MS spekter pfes pik €. 3 a korekci na pozadi bylo ziskano MS

spektrum s ionty m/z 449 a 581 (nedokonald separace). Po cilené fragmentaci iontu 449 se

v MS/MS spektru zobrazil pik o m/z = 287 (Obr. 18). Tato molekulova hmotnost odpovida

anthokyanidinu cyanidinu. Rozdil molekulové hmotnosti mezi rodiCovskym iontem a

fragmentem je 162, coz odpovida ztrat¢ glukosy nebo galaktosy. Jelikoz byly cyanidin-3-

glukosid 1 cyanidin-3-galaktosid identifikovany uz v extraktu z borlivek, miizeme pik ¢. 3

identifikovat porovnanim retenc¢nich ¢asti (viz Tab. IV). Pik €. 3 je cyanidin-3-glukosid.
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Obr. 18 MS spektrum piku ¢. 3 (horni spektrum) a MS/MS spektrum (spodni
spektrum)

Zprimérovanim MS spekter pfes pik €. 4 a korekci na pozadi bylo ziskano MS
spektrum s ionty m/z 581 a 449 (nedokonala separace). Po cilené fragmentaci iontu 581 se v
MS/MS spektru objevil pik o m/z = 287 (Obr. 19). Mlzeme tedy konstatovat, ze i Ctvrty
anthokyanin obsahuje anthokyanidin cyanidin. Rozdil molekulovych hmotnosti mezi
rodiCovskym iontem a fragmentem je 294. Tato molekulovd hmotnost odpovidd ztraté

disacharidu sambubiosy. Pik €. 4 je tedy cyanidin-3-sambubiosid.
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Obr. 19 MS spektrum piku €. 4 (horni obrazek), MS/MS spektrum piku ¢. 4 (spodni

obrazek)

Byla popsana identifikace 4 anthokyanind, nalezenych v ¢erném bezu. VSechny
nalezené anthokyaniny jsou derivaty cyanidinu, cukernou slozku tvofi jak monosacharidy (s
nejveétsi pravdépodobnosti glukosa), tak disacharidy (sambubiosa). Acylace organickymi
kyselinami nebyla zjiSténa. Tyto vysledky jsou ve shod¢ sveédeckymi clanky, které se
zabyvaji identifikaci anthokyaninu v &erném bezu.*”>' Anthokyaninovy profil je shodny pro
plody, marmelddu i sirup. Chemickd pifeména vlivem vysoké teploty ani Uplny rozklad

nékterého z derivatl nebyl pozorovan.

I u Cerného bezu se ve vzorcich sirupu a marmelady vyskytl volny anthokyanidin.
Aglykon cyanidin byl nalezen pouze u sirupu a marmelady, ve vzorcich plodu nalezen nebyl

(Obr. 20).
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Obr. 20 Volny cyanidin ve vzorcich ¢erného bezu

V souvislosti s identifikaci anthokyaninli v ¢erném bezu bych chtéla zminit podezieni
na vyskyt dal§iho anthokyaninu, ktery v piehledové tabulce neni uveden. Ve spektru byl
objeven druhy pik o m/z = 611, ktery by mohl byt delphinidovym derivatem, pravdépodobné
glykosylovany rutinosou, nicméné ziskand data nebyl dostate¢né priikazna. Potvrzeni této

domnénky bude vyzadovat dal$i doplnujici analyzy.
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4.3. Kvantitativni vyhodnoceni

Po identifikaci nalezenych anthokyaninii bylo provedeno kvantitativni vyhodnoceni.
Na obrazku (Obr. 21) jsou kalibra¢ni ptimky, které vznikly prométenim kalibracnich roztoka
tfi standardl anthokyaninti: cyanidin-3-galaktosidu, delphinidin-3-galaktosidu a malvidin-3-
galaktosidu. Kalibracni roztoky mély koncentraci 5 mg/l, 40 mg/l, 70 mg/l a 100 mg/l. Ze
ziskanych rovnic piimek pak byly metodou linearni regrese spocitany koncentrace

jednotlivych anthokyanina ve vzorcich.

r wr
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Obr. 21 Kalibra¢ni piimky standardt anthokyanint

Jak je vidét zobrazku, stejné¢ koncentrované roztoky standardii anthokyanini
nevyvolavaly stejnou odezvu. Pro stanoveni anthokyaninu ve vzorku proto byla vzdy pouzita
rovnice pfimky, kterd méla se stanovovanym anthokyaninem stejny anthokyanidin (napf.
vSechny identifikované anthokyaniny odvozené od delphinidinu byly vztahovany k rovnici

piimky y = 1,0218x + 1,5263).
4.3.1. Borivky

U vSech pikli anthokyanini byl na zidkladé tfech opakovanych méfeni zjiStén

primérny obsah plochy pod pikem a zrovnice pfimky byla vypoctena koncentrace
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anthokyaninu, kterd byla jest¢ piepoctena na pfislusné zfedéni vzorku. Jelikoz v extraktu
z bortivek byly nalezeny také peonidinové a petunidinové anthokyaniny, u nichZ nebyla
provedena kalibrace na piislusné standardy, byla koncentrace téchto anthokyanina stanovena

z rovnice piimky standardu malvidin-3-galaktosidu: y = 1,4502x + 0,201.

V tabulkach (Tab. VI, Tab. VII) jsou shrnuty obsahy koncentrace anthokyanini
vypoctené linearni regresi z rovnice piimky a vysledné koncentrace anthokyanini v mg/g

vzorku.

Tab. VI Koncentrace anthokyaninl vypoctena z rovnice piimky

koncentrace anthokyaninu mg/|
anthokyanin | plod plod SPE sirup marmeldada | marmeldda SPE
Dp-3-gal 101,942,6| 109,943,2| 65,06%+3,77| 57,32+0,60 56,25+3,77
Dp-3-glu 73,37+6,00| 78,27+1,46| 93,05+6,91| 49,6910,79 54,39+0,37
Cn-3-gal 25,15+3,00| 27,61+2,08| 18,72+5,10| 19,27+0,65 21,93+2,09
Dp-3-ara 88,35+5,81|88,74+11,22| 37,75%7,21| 27,87+1,14 33,54+1,01
Cn-3-glu 21,04+4,68| 22,48+1,33(43,01+14,40| 20,71+2,76 23,80+2,69
Pt-3-gal 38,27+2,34 | 42,89+0,48| 28,69+4,30| 18,13%1,76 19,17+1,57
Cn-3-ara 18,08+3,10| 20,75%+1,52| 17,49+3,08| 11,44+1,09 13,34+0,97
Pt-3-glu 51,44+6,81| 61,37+2,60| 77,64+4,99| 31,17%0,36 37,37+2,82
Pn-3-gal 7,378+1,270| 10,00+1,21|8,757+2,510|5,516+0,410 5,447+0,840
Pt-3-ara 24,82+2,21| 31,72+0,27 | 15,79+1,94|8,481+0,230 8,481+1,090
Pn-3-glu 20,82+0,46 | 22,82+1,82| 51,51+7,39| 18,07+0,04 21,51+2,55
Mv-3-gal 51,16+0,44 | 56,47+2,93| 48,96+5,93| 19,38+1,93 21,7240,22
Pn-3-ara 4,688+0,690 | 5,102+0,220 | 4,895+0,750 | 2,137+0,160 2,20610,150
Mv-3-glu 92,40+1,88| 103,6%5,4| 150,7+17,0| 54,06%5,25 56,27+0,88
Mv-3-ara 38,75+1,33 | 44,61+4,45| 27,37+2,38|8,688+0,220 9,860+1,720
suma 657,6+30,1| 726,3+28,0| 689,4+87,7| 351,9+11,3 385,315,9
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Tab. VII Vysledna koncentrace anthokyaninii uvedend v mg/g vzorku

koncentrace anthokyaninu (mg/g)

anthokyanin | plod plod SPE sirup marmelada marmelada SPE
Dp-3-gal 1,930+0,049| 2,082+0,061|0,4776+0,0714|0,8740+0,0114 | 0,8576+0,0714
Dp-3-glu 1,3904+0,114| 1,483+0,028|0,6831+0,1309|0,7576+0,0150| 0,8293+0,0070
Cn-3-gal 0,4766%0,0569 | 0,5231+0,0394 | 0,1374+0,0966 | 0,2938+0,0123 | 0,3344+0,0396
Dp-3-ara 1,674+0,110| 1,682+0,213|0,2772+0,1366 |0,4249+0,0216 | 0,5114+0,0191
Cn-3-glu 0,3988+0,0887 | 0,4261+0,0252 | 0,3158+0,2729 | 0,3157+0,0523 | 0,3628+0,0510
Pt-3-gal 0,7252+0,0443 | 0,8128+0,0091 | 0,2106+0,0815 | 0,2765+0,0334 | 0,2923+0,0298
Cn-3-ara 0,3427+0,0587 | 0,3932+0,0288 | 0,1284+0,0584 | 0,1744+0,0207 | 0,2034+0,0184
Pt-3-glu 0,9748+0,1291| 1,16340,049 |0,5700+0,0946 |0,4752+0,0068 | 0,5698+0,0534
Pn-3-gal 0,1398+0,0241 | 0,1895+0,0229 | 0,0643+0,0476 | 0,0841+0,0078 | 0,0830+0,0159
Pt-3-ara 0,4704+0,0419 | 0,6011+0,0051 | 0,1159+0,0368 | 0,1293+0,0044 | 0,1293+0,0207
Pn-3-glu 0,3946+0,0087 | 0,4325+0,0345 | 0,3782+0,1400 | 0,2754+0,0008 | 0,3280+0,0483
Mv-3-gal 0,9696+0,0083 | 1,070+0,055 | 0,3594+0,1124 | 0,2954+0,0366 | 0,3312+0,0042
Pn-3-ara 0,0888+0,0131 | 0,0967+0,0042 | 0,0359+0,0142 | 0,0326+0,0030 | 0,0336+0,0028
Mv-3-glu 1,751+0,036| 1,963%0,102 1,106+0,322 | 0,8243+0,0995 | 0,8579+0,0167
Mv-3-ara 0,7344+0,0252 | 0,8454+0,0843 | 0,2010+0,0451 | 0,1325+0,0042 | 0,1503+0,0326
suma 12,4610,57 13,76+0,53| 5,061+1,662| 5,366%0,214 5,874+0,112

Vypocet vysledné koncentrace je uveden na piikladech:

101,9

[g¢ X250x40

= = 1,93 mg/g (pro vzorky plodu
c 05277 Zg y plodu)

Koncentrace anthokyanind, ziskana z kalibra¢ni pfimky (101,9 mg/1), byla piepoctena
na objem 250 pl, ndsobena ctyficeti (z 10 ml extraktu byly odebirdno 250 pl) a d€lend
navazkou vzorku (0,5277 g).

65,06 <250 2,9

6
c= 10 355 0,25 _ 0,4776 mg/g (pro vzorky sirupu)

Koncentrace anthokyanind, ziskana z kalibra¢ni pfimky (65,06 mg/1), byla pifepoctena
2.9

na objem 250 pl, ndsobena (z 2,9 ml extraktu byly odebirdano 250 pl a odparfeno do

>

sucha) a délend navazkou vzorku (objem sirupu k analyze byl 0,250 ml = 0,395 g).
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57,32

06

0,9838

x250x 60

Koncentrace anthokyanind, ziskana z kalibra¢ni pfimky (57,32 mg/1), byla piepoctena
na objem 250 pl, nisobena Sedesati (z 15 ml extraktu byly odebirdno 250 pl) a d€lend
navazkou vzorku (0,9838g).

Z tabulek mizeme vycist nékolik dilezitych udaji. Nejvice zastoupenym
anthokyaninem v bortivkach je delphinidin-3-galaktosid, nejmensi mnoZzstvi bylo zjiSténo u
peonidin-3-arabinosidu. Celkové mnozstvi anthokyaninli v plodech borivky je 12,46 mg/g
(13,76 mg/g v ptipad¢ precisténi extraktu pomoci SPE).

V ptipadé bortivkové marmelddy mizeme pozorovat pokles koncentrace u vsech
marmelady. Z rozdilu sumérnich koncentraci anthokyaninii mezi plody a marmeladou lze
vypocitat, ze marmeladda obsahuje o 57 % mén¢€ anthokyaninti nez syrové plody. Z hlediska
marmelady ¢asto obsahuji 1 znaéné mnozstvi ptidaného cukru, coZ pro lidsky organismus také
neni pfili§ vhodné.

V ptipadé¢ sirupu byla zjisténa koncentrace anthokyaninti 5,061 mg/g. Porovnanim se
syrovymi plody zjistime, Ze koncentrace anthokyaninti poklesla o 59 %. U sirupu tedy také
doslo k tepelné degradaci anthokyaninti. Konzumace sirupu je méné vhodna nez konzumace
syrového ovoce, jelikoz v sirupu je obsaZeno znacné mnozstvi pfidaného cukru. Porovnani
sirupu a marmelady naznacuje, ze sirup obsahuje méné anthokyaninti a vice pridané¢ho cukru
nez marmelada (1 kg cukru na 0,75 1 bortivkové stavy u sirupu; 0,5 kg cukru na 1 kg bortavek

u marmelady). Sirup je tedy ke konzumaci nejméné vhodny.

42



Ve sloupcovém grafu (Obr. 22) je zachycen rozdil mezi obsahy anthokyaninl ve

vzorcich plodu, sirupu a marmelady z boravek.

Obsahy anthokyanin(i ve vzorcich
boruvek
16,00
14,00 T
12,00
10,00
c(mg/g) 8,00
6,00 T
B R
2,00
0,00 : : : :
plod plod SPE sirup marmelada marmelada
SPE

Obr. 22 Sloupcovy graf — porovnani obsahu anthokyaninu v jednotlivych vzorcich

borivek

Co se tyce porovnani mezi vzorky ptecisténymi SPE a nepteciSténymi SPE, vychazeji
u precisténych vzorkd vyss$i koncentrace anthokyaninli. Tyto vysledky potvrzuji, Ze pfi
precisténi vzorku pomoci SPE dojde k odstranéni balastnich latek, které jinak mohou

v pripad¢ koeluce sniZzovat ionizaci.
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4.3.2. Bez Cerny

Koncentrace anthokyanint identifikovanych v bezu ¢erném byly také stanovovany
pomoci kalibraéni piimky. Jelikoz vSechny identifikované anthokyaniny jsou odvozeny od
cyanidinu, byla pouzita rovnice pifimky standardu cyanidin-3-galaktosidu: y = 2,3625x —

9,0187. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach (Tab. VIII, Tab. IX).

Tab. VIII Koncentrace anthokyaninil vypoctena z rovnice ptimky

koncentrace anthokyaninu v mg/I
anthokyanin plod plod SPE sirup marmelada | marmelada SPE
Cn-3,5-diglu 6,442+0,281 | 6,442+0,042 | 7,966+0,721 | 8,177+0,133 7,966+0,121
Cn-3-sam-5-glu | 9,913+1,070|9,913+0,242 | 12,49+2,04 | 12,24+0,91 12,58+0,08
Cn-3-glu 76,83+15,05 | 86,10+18,09 | 45,47+22,59| 70,36+0,41 75,44+8,23
Cn-3-sam 69,17+3,18 | 77,26+7,34|54,82+23,16| 73,96%7,26 79,97+0,11
suma 162,4+19,0| 179,7+£25,6| 120,8+44,4| 164,7+6,6 175,948,3

Tab. IX Vysledna koncentrace anthokyanini uvedena v mg/g vzorku

koncentrace anthokyaninu v (mg/g)
anthokyanin plod plod SPE sirup marmelada marmelada SPE
Cn-3,5-diglu 0,2139+0,0053 | 0,2139+0,0008 | 0,1529+0,0137 | 0,1236+0,0025 | 0,1204+0,0023
Cn-3-sam-5-glu | 0,3292+0,0203 | 0,3292+0,0046 | 0,2399+0,0387 | 0,1851+0,0172 | 0,1902+0,0015
Cn-3-glu 2,552+0,285| 2,860+0,343|0,8732+0,4281| 1,064+0,008 1,140+0,156
Cn-3-sam 2,297+0,060| 2,566+0,139| 1,052+0,439| 1,118%0,138 1,209+0,002
suma 5,392+0,360| 5,969+0,485| 2,319+0,841| 2,490+0,125 2,660+0,157

Pro vypocet koncentraci anthokyaninti ve vzorcich ¢erného bezu bylo vyuzito stejnych
vzorci jako u vzorkl bortvek.

V plodech cerného bezu byly nalezeny dva anthokyaniny majoritni: cyanidin-3-
glukosid a cyanidin-3-sambubiosid a dva anthokyaniny minoritni: cyanidin-3,5-diglukosid
(galaktosid?) a cyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid (galaktosid?). Nejvétsi koncentrace byla
vSech anthokyaninti v ¢erném bezu je 5,392 mg/g (5,969 mg/g v ptipadé piecisténi vzorku

pomoci SPE).

U vzorkli marmelady byl pozorovéan ubytek anthokyanint vlivem zahtivani bezu pfi
vyrobé marmelady. V piipadé¢ marmelady z ¢erného bezu se koncentrace anthokyanint snizila

0 54 %.
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U sirupu z ¢erného bezu doslo rovnéz k degradaci anthokyaninl vlivem zahtivani.

Koncentrace anthokyaninti v sirupu byla o 57% niz§i nez u syrového ovoce.

Nicméné v ptipad¢ ¢erného bezu nezbyva nez konzumovat plody tepelné upravené do
podoby marmelady nebo sirupu, protoze bobule v syrovém stavu jsou pomérné trpké a nehodi

se k pfimé konzumaci.

Obrazek (Obr. 23) zachycuje srovnani obsahu anthokyanini v jednotlivych vzorcich

¢erného bezu.

Obsahy anthokyanint ve vzorcich
cerného bezu

7,000
6,000
5,000
4,000
c¢(mg/g) 3,000 -
2,000
1,000
0,000 T T T T
plod plod SPE sirup marmelada marmelada
SPE

Obr. 23 Sloupcovy graf — porovnani obsahu anthokyaninu v jednotlivych vzorcich

¢erného bezu
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5. Zavér

Anthokyaniny jsou piredmétem zajmu mnoha védcu, jelikoz bylo prokazano jejich
pozitivni pisobeni na zdravi ¢loveéka. Tato prace se zamétovala na identifikaci a kvantifikaci
anthokyanint ve vzorcich plodu, sirupti a marmeldd z brusnice boravky (Vaccinium myrtillus

L.) a bezu ¢erného (Sambucus nigra L.).

Pro analyzu anthokyaninti byla pouzita metoda UPLC/ESI-MS. Tato metoda je pro
analyzu anthokyanint stale ¢ast&ji vyuzivana. Mobilni faze pro UPLC obsahuje kyselinu, aby
se zajistil vyskyt anthokyaninli ve stabilni flavyliové formé&. V této praci jsem se zabyvala
optimalizaci metody, pii niz se mobilni faze okyseluje kyselinou mravenéi. Tato metoda pii
srovnani s metodou, ktera vyuziva kyselinu trifluoroctovou, dosahuje z hlediska kvalitativnich
parametr jednoznaéné lepSich vysledkli. Zavedeni metody s kyselinou mravenc¢i v analyze
anthokyaninl s sebou pifindsi zna¢né vyhody, predev§im zvySeni citlivosti pro piipadnou

detekci minoritnich anthokyanint.

V brusnici bortivce bylo identifikovdno 15 anthokyanin. Tyto anthokyaniny jsou
monoglykosidy delphinidinu, cyanidinu, malvidinu, petunidinu a peonidinu. Cukerna slozka
je zastoupena glukosou, galaktosou a pravdépodobné arabinosou. Anthokyaniny obsazené
v bortivkach nejsou acylovany organickymi kyselinami. V ¢erném bezu byly nalezeny Ctyii
anthokyaniny, vSechny zalozené na anthokyanidinu cyanidinu. Cukernou slozku zde
reprezentuje monosacharid glukosa a disacharid sambubiosa, acylace organickymi kyselinami

taktéZ nebyla zjiSténa.

Sumarni obsah anthokyanini v plodech bortivky byl 12,46 mg/g, v bezu ¢erném 5,392
mg/g. Plody borGvky tedy obsahovaly jak SirSi profil anthokyaninl, tak celkoveé vétsi
mnozstvi anthokyaninti. Pfi tepelném zpracovani plodi doslo ke snizeni obsahu anthokyaninti
ve vyslednych produktech (marmelddach a sirupech). Marmeldady obsahovaly o 57 %
(borivkova marmelada) a o 54 % (bezovd marmeldda) méné anthokyaninli nez syrové plody.
Sirupy obsahuji o 59 % (bortvkovy sirup) a 57 % (bezovy sirup) méné anthokyanind, nez
syrové plody. Z vysledki této prace lze vyvodit zavér, ze borivky jsou vhodnéjsi ke
konzumaci v syrovém stavu, jelikoZ obsahuji vyrazn€é vyss$i mnozstvi anthokyanini neZ
marmelddy ¢i sirupy. Konzumaci sirupu nebo marmelad bych doporucila pouze v ptipadé, ze

neni k dostani Cerstvé ovoce, naptiklad v zimnich mésicich Totéz doporuceni lze aplikovat i
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na plody cern¢ho bezu, ale vtomto ptipadé bude konzument pravdépodobné odrazen od
konzumace syrovych plodd jejich trpkou chuti. Nicméné cerny bez je cenny zdroj
anthokyaninli a proto v tomto ptipadé piipadd v ivahu konzumace bezu v chutové lepsich

upravach, jako jsou marmelady nebo sirupy.
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7. Seznam pouzitych zkratek

UHPLC, UPLC ultraucinna kapalinova chromatografie

ESI
MS
HPLC
RP
LC
TOF
TLC
NMR
C(Z)E
DAD
API
APCI
FAB
MALDI
ESI+(-)
SPE
TFA
FA
ACN
Cn
Dp
Pn

Pt

ionizace elektrosprejem

hmotnostni spektrometrie

vysokoucinna kapalinova chromatografie
chromatografie na reveznich fazich
kapalinova chromatografie

analyzator doby letu

chromatografie na tenké vrstvé

nukledrni magnetické rezonance
kapilarni (zonova) elektroforéza

detektor diodového pole

ionizace za atmosférického tlaku
chemicka ionizace za atmosférického tlaku
bombardovani urychlenymi atomy
desorpce laserem za Ucasti matrice
elektrosprej v pozitivnim (negativnim) médu
extrakce tuhou fazi

kyselina trifluoroctova

kyselina mravenci

acetonitril

cyanidin

delphinidin

peonidin

petunidin
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Ara
Gal
Glu
Xyl

Sam

malvidin
arabinosid
galaktosid
glukosid
xylosid

sambubiosid
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8. Piilohy

Ptilohy obsahuji MS spektra a MS/MS spektra zbyvajicich 12 anthokyanint,
identifikovanych v bortivkach, kterd nebyla zafazena do kapitoly Kvalitativni vyhodnoceni

anthokyanint v bortavkach.

4: TOF MSME 449.00ES+
580

i, 257 0522
gt
880133
il
111 .0085 213 061 s b 566.99 805674641
D T T ¥ T x T ¥ | Rl T T L | T T T | WL T LI | T T. T T Fr T T L3 | 7 1
1: TOF MS ES+
Fi 4421084 18183
BQ_
4501307
b=1.1152
7aazon VTBEEIY 0nn qugr 2OTOSED  py g ML am s B01.0557 7183274 7461121 8972220 9832183
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 il 700 800 a00 1000

Obr. 24 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) cyanidin-3-galaktosidu
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Obr. 25 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) cyanidin-3-glukosidu
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Obr. 26 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) petunidin-3galaktosidu
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Obr. 27 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) cyanidin-3-arabinosidu
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Obr. 28 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (spodni) petunidin-3-glukosidu
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Obr. 29 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) peonidin-3-galaktosidu



4 TOF MSME 449 00ES+

e 17.0604 79.5
W
3020450 B18A16T
o7 05852?4.0429 cRER=r=kel ]
o 81027 e Cappprgy 58985 4707V sog.sarg ool T30 593 9962
T £ T T L P T T T T T X T ¥ T T L | T T Frs T T L2 | T 1
1:TOF MSES+
e 4491085 e
&
] hs01405
s 1289921 oo 084004 3431012 7307 02398 67098 7140056%025 204 1700 126140 955.59?;13r
T T T T T t t iy T T T = T 1 ITVE
100 200 300 400 500 500 700 800 900 1000
Obr. 30 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) petunidin-3-arabinosidu
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Obr. 31 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) peonidin-3-glukosidu
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Obr. 32 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) malvidin-3-galaktosidu
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Obr. 33 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) peonidin-3-arabinosidu
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Obr. 34 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) malvidin-3-glukosidu
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Obr. 35 MS spektrum (spodni) a MS/MS spektrum (horni) malvidin-3-arabinosidu



