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Souhrn

Jednim ze zpisobi jak pozitivné ovliviiovat své zdravi je bezesporu konzumace
potravin s obsahem anthokyanini. Piedlozend diplomova prace se zaméiuje na studium
anthokyanint v riznych kultivarech boriivek metodou UPLC/ESI-MS. V jejim ramci byly
extrahovany a analyzovany plody plané rostoucich lesnich bortvek (Vaccinium myrtillus L.)
aplody deseti Slechténych kultivart kanadskych boravek (Vaccinium corymbosum L.),
pficemz byl charakterizovan anthokyaninovy profil a celkovy obsah anthokyanin(
jednotlivych odrid. Ve vzorcich bylo identifikovano celkem patnact monoglykosidll a devét
acyl derivati anthokyaninll. Ze ziskanych dat vyplynulo, ze existuje vyznamny rozdil mezi
plan¢ rostoucimi borivkami a Slechténymi kanadskymi bortivkami. Celkovy obsah
anthokyaninl v plan¢ rostoucich bortiivkach dosahoval hodnot 11,7 mg/g, zatimco maximalni
obsah v bortivkach kanadskych €inil jen 3,3 mg/g. Zkoumané kultivary kanadskych borivek
se rovn¢z vyznamné liSily v anthokyaninovych profilech. Kultivary Berkeley, Duke a
Goldtraube neobsahovaly stejn¢ jako v ptipad¢ lesni odridy acylované anthokyaniny, zatimco
u ostatnich kultivari byly acylované anthokyaniny jednozna¢né prokdzany. Taktéz byl
pozorovan rozdil v poméru mezi glukosidy a galaktosidy anthokyaninii. U kultivart Berkeley,
Darrow, Duke a Goldtraube, kde byla silné€ preferovana syntéza glukosidl, vznikalo jen velmi
malé mnozstvi galaktosidi (pod LOQ). U zbyvajicich kultivarti byl pomér mezi glukosidy a

galaktosidy spiSe vyrovnany nebo posunuty ve prospéch galaktosidu.



Summary

One of the positive ways how to influence the human health is by consummation of
products rich in anthocyanins. This diploma thesis is focused on a study of anthocyanins in
different cultivars of blueberries using UPLC/ESI-MS method. In this framework, the fruits of
wild forest berries (Vaccinium myrtillus L.) and ten cultivars of highbush blueberries
(Vaccinium corymbosum L.) were extracted and analyzed. The anthocyanin profile and the
total anthocyanin content were characterized for each of the cultivars. The number of
identified anthocyanins was fifteen monoglycosides and nine acyl derivatives in total. The
obtained data showed that there is a significant difference between the wild forest berries and
the highbush cultivars. The total anthocyanin content of wild forest berries reached the values
of 11,7 mg/g, while the maximal content in the highbush berries was only 3,3 mg/g. The
studied cultivars of highbush berries also significantly differed in their anthocyanin profiles.
Berkeley, Duke and Goldtraube, just like wild forest blueberries, did not contain the acylated
anthocyanins, which were, however, unambiguously confirmed in the remaining cultivars.
Also, a difference in a ratio between glucosides and galactosides of anthocyanins was
observed. Berkeley, Darrow, Duke and Goldtraube cultivars preferred synthesis of glucosides
with a minimal amount of galactosides observed (below LOQ), while the remaining cultivars

had this ratio balanced or shifted in favor of the galactosides.
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1. Uvod

Anthokyaniny jsou pfirodni, ve vodé rozpustna barviva. Nachdzeji se predevSim
v ovoci, zeleniné a barevnych kvétech, kterym propijcuji vyrazné Cervené, razové, fialové
nebo modré zbarveni. Uz samotné pojmenovani téchto latek naznacuje jejich barevné
vlastnosti — slovo anthokyaniny pochazi ze dvou feckych slov, athos (kvét) a cyanos (tmavé
modry). Z chemického hlediska je fadime do velké skupiny polyfenolickych latek,
nazyvanych flavonoidy, které jsou produkovany vySSimi rostlinami jako sekundarni
metabolity. Anthokyaniny upoutdvaji pozornost védcu 1 laické vefejnosti piredevsim diky
jejich Siroké skale pozitivnich G¢inki na zdravi ¢lovéka.

V této praci byly studovany anthokyaniny, obsaZené v brusnici borGvce (Vaccinium
myrtillus L.) a v deseti kultivarech brusnice chocholi¢naté (Vaccinium corymbosum L.). Byl
sledovan jak anthokyaninovy profil, tak koncentrace jednotlivych anthokyanind. Byly
hodnoceny rozdily jak mezi jednotlivymi kultivary brusnice chocholi¢naté, tak mezi brusnici
chocholi¢natou a brusnici bortivkou, jakoZzto zéastupci Slechténého a planého druhu boravek.

K analyze byla zvolena metoda UPLC/ESI-MS.



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Struktura anthokyanini

Zékladem kazdého anthokyaninu je tzv. anthokyanidin (téZ aglykon). Anthokyanidin
je tvofen celkem tfemi kruhy: aromatickym kruhem (A), ktery je navazan na heterocyklicky
kruh (C) obsahujici kyslik, kruh C je pak navazan vazbou uhlik-uhlik na aromaticky kruh (B).
Obecn4 struktura anthokyanidinu je patrna z obrazku (Obr. 1).' Jednotlivé anthokyanidiny se
od sebe liSi substituenty, navazanymi na tomto zékladnim skeletu. V tabulce je uveden

piehled anthokyanidin s konkrétnim obsazenim substituentt na zakladnim skeletu (Tab. I)."

Obr. 1 Obecna struktura anthokyanidinu



Tab. I Piehled anthokyanidint, jejich zkratky a obsazeni substituentii

Nazev Zkratka

anthokyanidinu anthokyanidinu | R, R, R; Ry Rs Rg R,
Apigeninidin Ap H OH H OH H OH H
Arrabidin Ab H H OH OH H OH OMe
Aurantinidin Au OH OH OH OH H OH H
Capensinidin Cp OH OMe |H OH OMe |OH OMe
Carajurin Cj H H OH OH H OMe |OMe
Cyanidin Cy OH OH H OH OH OH H
Delphinidin Dp OH OH H OH OH OH OH
Europinidin Eu OH OMe |H OH OMe |OH OH
Hirsutidin Hs OH OH H OMe |OMe |OH OMe
3’-HydroxyAb 3’'OHAD H H OH OH OH OH OMe
6-HydrxyCy 60HCy OH OH OH OH OH OH H
6-HydroxyDp 60HDp OH OH OH OH OH OH OH
6-HydroxyPg 60HPg OH OH OH OH H OH H
Luteolin Lt H OH H OH OH OH H
Malvidin Mv OH OH H OH OMe |OH OMe
5-MethylCy 5-MCy OH OMe |H OH OH OH H
Pelargonidin Pg OH OH H OH H OH H
Peonidin Pn OH OH H OH OMe |OH H
Petunidin Pt OH OH H OH OMe |OH OH
Pulchellidin Pl OH OMe |H OH OH OH OH
Riccionidin A RiA OH H OH OH H OH H
Rosinidin Rs OH OH H OMe |OMe |OH H
Tricetinidin Hs H OH H OH OH OH OH

Ackoli nové anthokyanidiny jsou stdle objevovany, pfiblizné¢ 95% vSech znamych

anthokyaninll jsou derivaty téchto Sesti anthokyanidinli: cyanidinu, delphinidinu, malvidinu,

pelargonidinu, peonidinu a petunidinu. Zastoupeni téchto Sesti nejbézné¢jSich aglykont

v ovoci a zelenin€ je: cyanidin 50%, delphinidin 12%, pelargonidin 12%, peonidin 12%,

petunidin 7% a malvidin 7%.*

Vyskyt volnych anthokyanidinli je v pifirodé velmi vzacny kvili jejich Spatné

stabilité.* Naptiklad volny tricetinidin byl nalezen v &erném &aji, kde vznikal béhem procesu

oxidativni degallace (-)-epigallocatechin gallatu.**

Obvykle je vSak nékterd z hydroxylovych skupin anthokyanidinu glykosylovana

cukernou slozkou, na cukr se miize ptipojit glykosidovou vazbou dalsi cukr nebo esterovou

vazbou alifatickd ¢i aromatickd kyselina. Glykosylace i acylace vyznamné ovliviiuji




fyzikéalné-chemické vlastnosti vzniklého anthokyaninu — glykosylace zvySuje rozpustnost ve
vodé, zatimco acylace ji naopak snizuje. Glykosylace také zvySuje stabilitu anthokyanini

vytvatenim sité intramolekularnich vodikovych vazeb uvniti molekuly anthokyaninu.’

Nejcastéji je cukernd slozka anthokyaninu tvofena glukosou, galaktosou, rhamnosou,
arabinosou, xylosou, rutinosou, soforosou a sambubiosou. Tyto cukry jsou obvykle vazany
jako 3-monosidy, 3-biosidy, 3,5-diglykosidy a 3,7-diglykosidy. V pfirod¢ nejrozsitené;si

anthokyanin je cyanidin-3-glukosid.”

Acylované anthokyaniny maji navic na n¢které hydroxylové skupiné cukru navazanou
alifatickou nebo aromatickou kyselinu. Bézn€¢ se vyskytujici aromatické kyseliny jsou
derivaty kyseliny skoficové: kyselina kdvova, p-kumarova, ferulova a sinapova. Alifatické
kyseliny jsou zastoupeny kyselinou octovou, jable¢nou, malonovou, stavelovou a jantarovou.
Acylované anthokyaniny, které obsahuji vice nez dv€ aromatické kyseliny, se nazyvaji
polyacylované anthokyaniny.® Diky pfitomnosti aromatickych kyselin jsou polyacylované
anthokyaniny schopny absorbovat UV-B slozku slune¢niho zafeni mnohem efektivnéji nez

neacylované anthokyaniny, a tim chrani rostliny pfed poskozenim DNA.’
2.2 Stabilita anthokyanint

Stabilita anthokyaninti je ovlivilovana mnoha faktory: pH, teplotou, jejich chemickou
strukturou a koncentraci, svétlem, kyslikem, pifitomnosti flavonoidli, proteinti a kovovych
jontd.®

Jeden z faktord, ktery zdsadné ovliviiyje stabilitu anthokyanint, je pH. V kyselych
vodnych roztocich dochazi k ustaveni rovnovahy mezi ¢tyfmi formami anthokyanind:

chinoidalni bazi, flavyliovym kationtem, karbinolovou bézi (anhydrobazi) a chalkonem

(Obr. 2).®

Ve velmi kyselém prostiedi existuji anthokyaniny pouze ve formé flavyliového
kationtu, ktery je Cerveny. Se zvySovanim pH dochazi k poklesu koncentrace flavyliového
kationtu a tim 1 ke snizovani intenzity zbarveni roztoku. Hydrataci flavyliového kationtu
nukleofilnimi molekulami vody vzniké karbinolovéa forma, ktera je bezbarva. Se zvySujicim
se pH vznika z flavyliového kationtu také barevna chinoidalni baze, a to ztratou protonu.
Pokud se pH jesté zvysi, chinoidalni baze se otevienim kruhu zméni v bezbarvy chalkon.

Relativni mnozstvi jednotlivych forem zavisi na hodnoté pH a také na strukture konkrétniho



anthokyaninu.”'® Obr. 3 znazortiuje distribuci &tyf forem malvidin-3-glukosidu v zavislosti na

pH 11
Ry Ry
OH e CH
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flavyliovy kation chinoidélni baze
W L+ H,0 R, R
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Obr. 2 Ctyii formy anthokyanidinu vyskytujici se ve vodnych roztocich®
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Obr. 3 Distribuce c¢tyt forem malvidin-3-glukosidu v zéavislosti na pH.

AH' - flavyliovy kation, A — chinoidalni baze, B — karbinolova baze, C — chalkon'!



Stabilita anthokyanina je velmi vyznamné ovliviiovana teplotou. Rychlost degradace
anthokyaninti béhem zpracovavani a skladovani vzrista se zvysujici se teplotou.'” Rozsah
tepelné degradace ale nezavisi jen na teploté a délce jejiho piisobeni, nybrz je ovliviiovan také
dal§imi faktory, jako je druh anthokyanidinu, glykosylace, acylace, kopigmentace nebo

hodnota pH. Tyto faktory mohou vyznamné podpoftit nebo zpomalit degradaci anthokyanini.

Mechanismus degradace anthokyaninli neni jeSté zcela objasnén. Adams navrhl
schéma, pfi kterém dochdzi nejprve ke Stépeni vazby mezi aglykonem a cukrem. Aglykon
poté piijme chalkonovou strukturu; vyslednym produktem bude derivat kumarin glykosidu,
ktery vznikne ztratou B-kruhu.'? B&Zn& byvaji jako produkty degradace detekovany derivaty
kyseliny benzoové (4-hydroxybenzoova, protokatechova, 2,4-dihydroxybenzoova, 2.4,6-

trihydroxybenzoova) a aldehydy (floroglucinaldehyd).'*'?

Dale bylo zjisténo, ze degradace
anthokyaninti se fidi kinetikou prvniho fadu. Rovnéz byl potvrzen ptedpoklad, Ze neacylované
anthokyaniny degraduji rychleji nez acylované; proméfenim extraktu z cerné mrkve byly
ziskany hodnoty polo¢asu rozpadu ptritomnych anthokyaninti. Acylované anthokyaniny mély

polo¢asy rozpadu vice nez dvojnasobné oproti neacylovanym.'*
2.3 Funkce anthokyanini v rostlinach

Pfitomnost anthokyanini je na prvni pohled zfejma v barevnych kvétech a plodech
rostlin, vyskytuji se ale i v jinych rostlinnych tkanich jako jsou kofeny, stonky nebo listy.
Vyznam anthokyanint pro rostlinu je dosti Siroky. V kvétech a plodech plni funkci atraktantu;
lakaji bud’ opylovace, nebo jiné zivocCichy, kteti mohou zajistit rozptyl semen rostliny.
Anthokyaniny se ale vyskytuji i v ¢astech rostlin, které se na reprodukci nepodileji, musi tudiz
existovat 1 jiné divody pro jejich akumulaci v téchto tkanich. Piedpokladalo se, Ze
anthokyaniny ochranuji rostlinné tkané¢ pired UV-B zafenim, nicméné absorpce téchto
vinovych délek jsou schopny pouze anthokyaniny, které jsou acylovany hydroxyskotficovymi
kyselinami. Neacylované¢ anthokyaniny tuto schopnost nemaji. Pfesto ale plni jistou
ochrannou funkci ptfed svétlem. Bylo prokdzano, ze anthokyaniny ochraniuji chloroplasty pred

vrey v . . p v e g1 - 16
ptiliSnou svételnou intenzitou, a tim zabrafiuji fotoinhibici.

V podzimnim cervené
zbarveném listi béhem rozpadu chlorofylu anthokyaniny pravdépodobné chrani list pred
nadmérnym slune¢nim svitem, a tim zabranuji foto-oxidativnimu poskozeni bunck listu.
Strom tak mtize pted shozenim z listu odCerpat Ziviny, které na jafe pouzije ke stavbé novych
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listh.”" Pro pfitomnost anthokyaninli v podzimnim opadajicim listi bylo navrZzeno i jiné



vysvétleni. Cervena barva listd by mohla byt vysledkem procesu koevoluce mezi hmyzem a

stromy. Cervené zbarveni slouZi jako varovny signal, ktery mé odradit hmyzi parazity.'®

Biosyntéza anthokyaninil je pro rostlinu energeticky ndro¢na. Tato metabolickd cena
je vyvéazena jejich ptfinosem pro rostlinu. Kromé vyse uvedenych funkci anthokyaniny
pravdépodobné pomahaji rostlindm odolavat nizkym teplotdm prostfedi, prekonat obdobi
sucha, chovaji se jako antioxidanty, napiiklad pokud je rostlina vystavena oxidativnimu
plusobeni ptizemniho ozonu a podle nékterych teorii maji také antimikrobidlni a

antimykotické vlastnosti.'
2.4 Vliv anthokyanintu na lidské zdravi

Anthokyaniny maji na zdravi ¢lovéka jednoznaéné kladny vliv. Jejich pozitivni u¢inky
jsou velmi Siroké, pocinaje silnymi antioxida¢nimi vlastnostmi, pfes ochranu obé&hové
soustavy a protirakovinnymi u¢inky konce. Tyto a mnohé dal$i pozitivni ucinky na lidské
zdravi d¢€laji z anthokyanini velmi popularni skupinu latek, kterou je tieba pravidelné

zatazovat do jidelnicku.

Fenolickd struktura proptjcuje anthokyaninim silné antioxidac¢ni vlastnosti, tj.
schopnost prevadét reaktivni formy kysliku (ROS) na méné reaktivni nebo nereaktivni formy.
Mezi ROS patii zejména peroxidy, superoxidy, peroxid vodiku, hydroxylové radikaly a dalsi.
Piisobeni téchto reaktivnich forem kysliku zptisobuje oxidativni stres, ktery byva spojovan se
vznikem rakoviny nebo kardiovaskularnich chorob. Anthokyaniny maji schopnost ROS
odstraiiovat a tim predchazet vzniku téchto onemocnéni. Antioxida¢ni vlastnosti
anthokyanint jsou dany pfedevsim piitomnosti hydroxylovych skupin v pozici 3 na C kruhu a
také v pozicich 3',4’a 5'na B kruhu. Anthokyanidiny maji vyssi antioxida¢ni aktivitu nez
ptislusné anthokyaniny (glykosidy), pfi¢emz s rostoucim poctem cukernych jednotek

v molekule anthokyaninu klesaji antioxida¢ni G¢inky.”

Dalo by se s nadsazkou fici, ze kardiovaskularni choroby jsou znamenim nasi doby.
Kardiovaskuldrni choroby jsou onemocnéni srdce a cév, zahrnuji takové nemoci, jako jsou
vysoky krevni tlak, srde¢ni infarkty, mozkové mrtvice, srde¢ni selhdni a mnohé dalsi. Jako
hlavni pfi¢ina téchto onemocnéni se uvadi pfedevsim kouieni, nezdravé strava a nedostatek

pohybu. V roce 2008 zemielo po celém svété na kardiovaskularni choroby asi 17,3 miliont



lidi, coz tvoii 30% vSech umrti. Pokud bude pokracovat soucasny trend, tak v roce 2030

zemie témé&F 25 miliond lidi, a to pfedev§im na srdeéni infarkt a mrtvice.”!

Vyznamnym zdravotnim problémem je ukladéni lipidd na sténach tepen, tzv.
arteriosklerdza. Postupné zachycovani a ukladani lipidd (pfedev§im cholesterolu) ve sténdch
tepen vede kjejich zazeni nebo dokonce uzavéru. Anthokyaniny prokazatelné reguluji
distribuci cholesterolu a ochraiiuji bunky endotelu, ktery vystyla vnitini povrch cév, a tim
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zabraniuji omezeni prichodnosti cév.

Cévy postizené arterioskler6zou mohou vyvolat dalSi zdravotni problémy. Béznou
komplikaci byva tvorba krevnich srazenin, tzv. trombi. Tyto krevni sraZzeniny pak zabranuji
pruchodu krve cévou a mohou vést az k Zivot ohrozujicim staviim, jako jsou infarkt myokardu
nebo cévni mozkova piihoda. Tvorba krevnich srazenin je zplsobena aktivaci krevnich
desticek a jejich naslednym shlukovanim za vzniku srazeniny. Anthokyaniny a metabolické
produkty polyfenolti (pfedevsim fenolické kyseliny), hraji vyznamnou roli v ovliviiovani
funkce krevnich desticek. Antitrombicky efekt byl zkoumdn na 4 anthokyaninech:
delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu, cyanidin-3-rutinosidu a malvidin-3-glukosidu
a na 4 fenolickych kyselinach: dihydroferulové, 3-(3-hydroxyfenyl)propionové,
3-hydroxyfenyloctové a 3-methoxy-4-hydroxyfenyloctové. Antitrombotické vlastnosti byly
prokazany u delphinidin-3-rutinosidu v koncentraci 1 pmol/l a u kyselin dihydroferulové a 3-
(3-hydroxyfenyl)propionové v koncentraci 10 pmol/l. Aktivitu krevnich desti¢ek takeé
snizovala smés vSech testovanych sloucenin, ackoli jednotlivé testované slouceniny tuto
vlastnost nevykazovaly. To ukazuje na synergicky efekt mezi fenolickymi kyselinami a

anthokyaniny.”

Cisté anthokyaniny nebo extrakty anthokyaninii z ovoce maji schopnost inhibovat
proliferaci riznych typt nadorovych bunc¢k. Bunécna proliferace byla inhibovana ptisobenim
anthokyanintll na proteiny regulujici bunécny cyklus. Inhibice ristu je navic vysoce selektivni
k nadorovym buitkim, s miniméalnimi nebo vibec zadnymi u¢inky na buitky normalni.**
Vyzkumy na mysich naddorovych bunkach naznacuji, ze ze 6 zkoumanych anthokyanidint
(delphinidin, cyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin, malvidin) inhibovaly vznik tumoru
pouze ty anthokyanidiny, které mély ortho-dihydroxyfenylovou strukturu na B kruhu, tedy

delphinidin, petunidin a cyanidin, ostatni anthokyanidiny byly nea¢inné.”



Kromé¢ inhibice bunétné proliferace mohou anthokyaniny vyvolat také apoptdzu
nadorovych bun¢k. Apoptdza je programovana bunécénd smrt, ktera hraje kliCovou roli ve
vyvoji a regulaci rdstu normalnich bunc¢k. Nadorové bunky obvykle ztraci schopnost
apoptézy, naopak podléhaji rychlé a nekontrolované proliferaci. V in vitro experimentech
vykazovaly anthokyaniny proapoptotické ucinky vici rdznym typim nadorovych bunék.
Apoptdza nadorovych bun€k pisobenim anthokyaninii byla uskutecnéna jak vnitini cestou

(smrt mitochondrie v buiice), tak vnéjsi cestou (pomoci FAS ligandu a receptoru).”**’

Také in vivo experimenty na zvifatech potvrzuji G¢innost anthokyaninli v boji proti
riznym typtim nadorovych onemocnéni. Studie se uskuteCnily na mysich a krysach, kterym
byly zplisobeny nadory v jicnu, stfevech, plicich a na k0zi. Zvifatim byly podéavany
anthokyaniny (poptipad¢ extrakty zovoce bohaté na anthokyaniny) a vysledky byly
srovnavany s kontrolni skupinou, ktera anthokyaniny nedostdvala. U zvifat, kterym byly
podavany anthokyaniny, byl pozorovan mensi pocet nadorii nez u kontrolni skupiny, nebot’
anthokyaniny predchéazely rozvoji tumorti a redukovaly jejich pocet. Na rozdil od in vivo
studii provadénych na zvifatech, epidemiologické studie u lidi bohuzel neposkytly
ptesvédCivé dikazy o protirakovinnych ucincich anthokyanintl, spiSe se pfiklanély k nazoru,
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e podavani anthokyanint onkologickym pacientim nep¥inasi pozorovatelny efekt.”

Diabetes melitus II. typu je onemocnéni, které postihuje ¢im dal vice lidi. Slinivka
btisni sice produkuje nadmérné mnozstvi inzulinu, ale télo si na inzulin vytvari rezistenci.
Hlavnim projevem je zvySend hladina glukosy v krvi. Anthokyaniny se zdaji byt u¢innymi
pomocniky v boji proti diabetu. Pfi vznikajici rezistenci na inzulin mohou B-buiky tuto
rezistenci kompenzovat vytvafenim vét§tho mnozstvi inzulinu. Nedostate¢na kompenzace se
projevi hyperglykemii, kterd vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). B-buiiky velmi
snadno podléhaji oxidativnimu stresu a dochézi k jejich apoptoze. Protoze anthokyaniny
vykazuji silné antioxidacni vlastnosti, mohou B-buiikky pfed oxidativnim stresem ucinné
ochranit a tim poméhat v 16¢bé& diabetu.*® Extrakt z plodii bortvek navic zvy$oval proliferaci a

snizoval apoptozu B-bungk, které byly vystaveny vysokym koncentracim glukosy.*

Diabetes jde c¢asto ruku vruce sobezitou. Tukové bunky diabetikii podléhaji
vyznamnym zménam v metabolickych aktivitich. Adipocytokiny jsou signalni molekuly,
produkované tukovymi buikami. ZvySené mnozstvi néckterych adipocitokini (MCP-1,

TNF-a) s nejvetsi pravdépodobnosti prispiva k vytvareni rezistence na inzulin. Vin vivo



studii, provadéné na mySich, se snizila hladina cukru vkrvi a koncentrace TNF-a
z adipdznich tkéni pfi podavani anthokyanini (cyanidin-3-glukosid), coz je spojeno se

v s . . - 30
sniZenim rezistence na inzulin.

Ze vsech pozitivnich G€inkl na lidské zdravi, kterymi se anthokyaniny pysSni, byl jako
prvni zaznamenan vliv na lidsky zrak. Uz béhem druhé svétové vélky piloti britského letectva
jedli pravideln& bortivkovy dzem, aby si zlepsili no¢ni vidéni.*' Studie provadéna na 12
dobrovolnicich ukdzala, Ze po podani 50 mg anthokyaninli z ¢erného rybizu se vyznamné
snizila prahova hodnota adaptace oka na tmu. Anthokyaniny tedy zlepsuji funkci oka ve
tm&.> Tento jev je vysvétlen tim, Ze anthokyaniny zlepsuji regeneraci rodopsinu. Rodopsin je
svétlocitlivy transmembranovy protein, ktery pii styku se svétlem vyvolava v o¢ni buiice sled
déja, vedoucich ke vzniku nervovych impulzii. Predstavuje tak molekularni princip vidéni.
V ptitomnosti cyanidin-3-glukosidu a cyanidin-3-rutinosidu byla zaznamenana zvySena

regenerace rodopsinu na vnéjsich &astech ty¢inek v sitnici zab.”

Studie, provadéna na 21 dobrovolnicich, ktefi trpéli mirnou kratkozrakosti, zkoumala
vliv anthokyaninii na funkci oka po dvouhodinové praci s pocitatem. Pokud je oko
namahdno, napiiklad sledovdnim obrazovky pocitace, dochazi nasledné ke kratkodobému
zhorSeni zaostfovaci schopnosti oka. Dobrovolnikiim byl podan dzus z ¢erného rybizu, ktery
obsahoval 50 mg anthokyaninti. Poté byli vystaveni dvouhodinovému zéfeni pocitatovych
obrazovek. Méfenou veli¢inou byl pocet dioptrii oka pfed podanim dzusu a po praci
s po¢itaem. Dobrovolnici, kterym byl podédn dzus s anthokyaniny, méli hodnoty dioptrii
totozné pred 1 po namahani oka. Skupina, které bylo podano placebo, vykazovala po
namahani oka vyS$si hodnotu kratkozrakosti (vyssi pocet dioptrii), nez pfed namahanim oka.
Anthokyaniny tak zfejmé pomahaji chranit o¢i pted zhorSovanim kratkozrakosti pii namahani

oka, jako je napiiklad prace s poéitadem.

Se zvySujicim se vékem dochazi k postupnému poklesu funkce mozku. Nékolik studii
potvrdilo, Ze anthokyaniny pomahaji zlepSit mozkové funkce nebo alespoit zpomalit
neurodegenerativni procesy. Skupiné starSich lidi (primémy v&k 76 let) s mirn¢ zhorSenou
paméti byl denné podavan dzus zdivoce rostoucich bortivek. Po 12 tydnech podavani
bortivkového dzusu byl testovan vliv na mozkovou c¢innost. Pamétové funkce pacientd se
vyrazné zlepSily, navic byl patrny trend naznacujici pokles symptomu deprese a také pokles

hladiny glukosy v krvi.**
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Experiment, provadény na krysach, zkoumal uCinky stravy na funkce mozku. Starsi
krysy ve v€ku 19 mésici byly krmeny po dobu 8 tydni stravou s obsahem Spenatu, bortivek
nebo jahod. Tato strava se ukézala jako efektivni, protoze zlepSovala kognitivni funkce
mozku, pricemz nejefektivnéjsi se ukazala byt strava s obsahem boriivek. Navic, skupina
krys, krmena bortivkami vykazovala déale zlepSeni dalSich mozkovych funkci, jako jsou

rozpoznavani objektll, udrzovani rovnovéhy, koordinace pohybii nebo prostorové vnimani.*

Nadmérna konzumace alkoholu je pro lidsky organismus Skodliva, miize zpusobit
poskozeni jater, mozku, srdce, slinivky, plic, endokrinniho a imunitniho systému, kosti nebo
svall. Centralni nervova soustava (CNS) je nejvice nachylné k poskozeni ethanolem. Ethanol
rychle pronika pfes krevné-mozkovou bariéru a v mozku je metabolizovan katalasami,
alkoholdehydrogenasou a cytochromem P450. Metabolickymi reakcemi vznikaji v mozku
reaktivni formy kysliku, které vyvolavaji oxidativni stres, coz vede k poSkozeni nervovych
bun¢k. CNS velmi snadno podléha oxidativnimu stresu, pravdépodobné z diivodu vysoké
rychlosti spotifeby kysliku, zvySenému mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin a
relativnd malému mnoZstvi antioxidatnich enzymi.’® Protoze alkohol poskozuje CNS
mechanismem oxidativniho stresu, zda se byt vhodné zmirnovat tyto nezddouci dopady
podavanim antioxidantd, napiiklad anthokyanint. Podle vyzkumi, provadénych in vitro a in
vivo na zvifatech, jsou anthokyaniny schopné zabranovat poskozeni mozkovych bunck
etanolem. Studie, provadéna na dospé€lych krysach, zjistila, ze pravidelny dlouhodoby piijem
flavonoidd, obsazenych v cerveném ving, plisobi proti peroxidaci lipidii a predchazi redukci
glutathionu a antioxida¢nich enzymu v oblasti hippokampu. Hippokampus je kromé jiného
zodpovédny za prostorovou orientaci. Anthokyaniny, obsazené v Cerveném viné, byly

schopny zmirnit zhor$eni prostorové orientace, kterou piisobeni alkoholu vyvolava.*’
2.5 Bio-dostupnost, vstfebavani a  metabolismus
anthokyaninu

Definic bio-dostupnosti existuje nékolik. Casto se bio-dostupnost charakterizuje jako
koncentrace dané slouceniny v krevni plazmé. Z tidaji o podané dévce pak lze procentualné

vyjadrit, jaka ¢ast podané davky se vsttebala do krve.

Po poziti potravy s obsahem anthokyanin dochézi k jejich vstiebavani a metabolizaci.

Vstiebavani anthokyaninii se odliSuje od ostatnich flavonoidi. U vétSiny flavonoidi dochazi
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pied absorpci nejprve k hydrolyze glykosidové vazby pomoci glykosidas. K absorpci
anthokyanini vSak dochazi ve form¢ glykosidi, vstfebavani probiha v Zaludku a tenkém
sttevu, nejvice pak v ¢asti tenkého stfeva, kterd se nazyva lacnik (jejunum). K pfechodu do
krevniho obéhu dochézi velmi rychle, u testovanych krys 15 minut po ustnim podani doséhla
koncentrace anthokyaninli v plazmé vrcholu a pak prudce klesala béhen nasledujicich dvou

hodin.*®

Vétsina autorli potvrzuje velmi nizkou bio-dostupnost anthokyaninti. Koncentrace
anthokyaninli a jejich metabolitl naméfené v moci po ustnim podani se pohybuji v fadech
desetin procent, nejvyssi zaznamenana koncentrace anthokyanini v moci byla 1,80% po
podani 200 g jahod (obsah pelargonidin-3-glukosidu byl 179 pmol).*” Bio-dostupnost velmi
pravdépodobné zalezi na konkrétnim typu anthokyaninu. Uéinnost vstiebavéani také zna¢né
zavisi na potravinové matrici.* Vétsina studii, které zkoumaly bio-dostupnost a absorpci
anthokyaninli pouzivaji detek¢ni metody, které jsou zaloZeny na méieni cCerveného
flavyliového kationtu. V in vivo podminkéch ale neni pravdépodobné existence flavyliového
kationtu, anthokyaniny se budou vyskytovat spiSe ve formé¢ hemiketalu nebo chalkonu, a tyto
formy se budou podilet na absorpci a metabolickych reakcich. Anthokyaniny, které podlehly
metabolickym reakcim a modifikacim, uz nepifijmou v kyselém prostiedi strukturu
flavyliového kationtu a nebudou tak detekovany metodami HPLC s detekci pii 530 nm.
Pokrokem v méfeni bio-dostupnosti by bylo vyvinuti selektivni a citlivé metody detekce

alternativnich forem anthokyanint (chinoidni baze, hemiketaly, chalkony).*!

Anthokyaniny mohou byt z téla vylouceny v moci v nezménéné podobé, tedy jako
glykosidy. V moci byly ale také nalezeny metabolické produkty anthokyanini, a to
glukuronidy a methylované derivaty, coz naznacuje, ze anthokyaniny, stejn¢ jako ostatni

flavonoidy, podléhaji v in vivo prosttedi konjugaci.*’

ProtoZe pouze mala ¢ast pfijimanych anthokyanini je vylou¢ena moci, zistava vétSina
v gastrointestindlnim traktu. Jakmile anthokyaniny projdou zaludkem a tenkym stievem, kde
se mald cast vstteba do krve, doputuji se do tlustého stfeva, které je osidleno stievni
mikroflorou. Pisobenim téchto bakterii dojde nejprve k hydrolyze glykosidové vazby a
samostatny aglykon je degradovan na fenolické kyseliny, které se nasledné vstiebavaji do
krve. Tato teorie byla podpoiena sledovanim koncentrace protokatechové kyseliny v krevni

plazmé po podani anthokyanini. Koncentrace protokatechové kyseliny byla osmkrat vyssi nez
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koncentrace anthokyanint.** Protokatechova kyselina a dalii fenolické kyseliny a aldehydy
jsou béznymi produkty degradace anthokyanini. Ackoli védecké clanky o nizké bio-
dostupnosti anthokyaninll jsou Casté, ukazuje se, Ze nékteré pozitivni vlivy anthokyaninli na
zdravi Clovéka, mohou byt spojeny spiSe s produkty jejich metabolizmu, jako je praveé
protokatechova kyselina. Fenolické kyseliny diky své chemické a mikrobialni odolnosti tak
mohou byt zodpovédné za antioxidacni a dal$i pozitivni efekty, pozorované po konzumaci

.o 43,44
anthokyanint.™

2.6 Anthokyaniny jako alternativa k umélym barviviim
v potravinarstvi

Pouzivani umélych barviv k vylepSovani vzhledu potravin je snahou kazdého vyrobce.
Potraviny, lékajici sytymi barvami, jsou pfedevS§im pro déti velice atraktivni. O bezpecnosti
konzumace umélych barviv Ize ale pochybovat. Moznou spojitost mezi konzumaci umélych
barviv a hyperaktivitou déti naznacila Southamptonskd studie. Této studie se Ucastnilo 153
tiiletych déti a 144 osmi- nebo devitiletych déti. Tyto déti konzumovaly smés umélych
barviv: Zlut SY (E110), Karmoisin (E122), Tartrazin (E102), Ponceau 4R (E124),
Chinolinova zlut (E104) a cerven Allura AC (E129) v kombinaci s konzervantem benzoanem
sodnym (E211). Vysledky této studie ukazuji statisticky vyznamny nartist hyperaktivity u
d&ti, které tuto smés konzumovaly.*® Zvyseny zajem o bezpeénost umélych barviv pomalu

vytvaii tlak na vyrobce, aby nahrazovali umélé barviva ptfirodnimi.

Anthokyaniny jako pfirodni barviva by z hlediska svych pozitivnich u¢inkti na lidské
zdravi byla vynikajici ndhradou umélych barviv. Toxikologické studie, provedené organizaci
JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), zkoumaly mutagenitu,
toxicitu pro reprodukci, teratogenitu, akutni a chronickou toxicitu, potvrdily, Ze
anthokyaninové extrakty maji velmi nizkou toxicitu.** NOEL (davka, ktera nezpiisobi zadny
pozorovatelny efekt) u mladych krys byla stanovena na 225 mg/kg hmotnosti. ADI (piijatelna

denni davka) pro lovéka tvoii setinu tohoto mnozstvi, tedy 2,5 mg/kg hmotnosti.*’

MasovéjSimu pouzivani extraktli anthokyaninli jako barviv v potravinafstvi brani
jejich mala stabilita. Anthokyaniny podléhaji strukturnim zméndm v zavislosti na pH. Pfi
pH=1 se anthokyaniny vyskytuji pouze ve form¢ Cerveného flavyliového kationtu. Toto pH

ovSem neni typické pro potraviny. Jak se pH bude zvySovat az hodnoté 3,5, bude intenzita
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zabarveni anthokyanini klesat, ale potad si udrzi svou ¢ervenou barvu. Pti dalSim zvySovani
pH budou anthokyaniny ptechéazet ve své namodralé a bezbarvé formy, a budou tak z hlediska
obarveni potraviny nepouzitelné. Nicméné stabilita anthokyaninli zavisi na konkrétnim
slozeni. Acylované anthokyaniny, vyskytujici se naptiklad v ¢erné mrkvi, fedkvickach nebo
cerveném zeli, poskytuji pfijatelné¢ zabarveni jesté pti pH 4,5 nebo dokonce 5. Stabilitu
anthokyaninti dale negativné ovliviiuji faktory, jako jsou zvySena teplota, vystaveni svétlu,
atd. Kvili témto omezenim jsou anthokyaniny jako potravindiska barviva malo vyuzivana.
Nejcastéji se anthokyaninovymi extrakty obarvuji napoje, které maji pH kolem 3,5 (obvykle

dzusy) a zajistuji tak vyskyt anthokyanint ve form& ¢erveného flavyliového kationtu.*®
2.7 Brusnice borivka (Vaccinium myrtillus L.)

Boriivka je znamou lesni plodinou, pouziva se v kuchyni i v lidovém lé€itelstvi. Je to
opadavy ketik, 15 — 60 cm vysoky, s vystoupavymi nebo piimymi vétvemi. Listy jsou vejcité
az vejciteé kopinaté, na vrcholu zaSpicatélé, na bazi zaokrouhlené, na okrajich zoubkaté az
pilovité. Kvéty vyrtstaji v uzlabi listd, kalich je mélce az neznatelné vykrojeny, koruna
kulovité bankovita, bila nebo narGzovéla. Brusnice bortivka kvete od dubna do Cervna.
Plodem jsou kulovité bobule, vétSinou modrocerné, duznaté. Druh je znaéné variabilni ve
velikosti, tvaru listd 1 barvé plodd, rozeznava se fada variet a forem. Brusnice boriivka je
rozSitena po Evropé, Kavkazu, Sibifi i v Mongolsku. U nas se vyskytuje hojn¢ v horach, ve
sttednich polohach roztrousené, v teplych oblastech vzacné. Roste v jehli¢natych i listnatych

’ v v IR EPR TN o Jae r r Ve e r 4
lesich, na viesovistich a raelinistich, pidy vyhledavé kyselé, chudé na Ziviny, nevysychavé.*

Obr. 4 Brusnice bortivka (Vaccinnium myrtillus L.) s dozravajicimi plody™
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Bortivky obsahuji Sirokou Skalu polyfenolickych sloucenin, jako jsou flavonoly
(kvercetin, katechiny), taniny, ellagitaniny, fenolické kyseliny a anthokyaniny. Praveé
anthokyaniny tvofi z hlediska koncentrace nejvyznamnégjsi slozku téchto polyfenolickych
latek. Mnozstvi anthokyaninli v borivkach se pohybuje vrozmezi 300 — 700 mg/100 g
cerstvého ovoce, nicméné mnozstvi anthokyanini siln€ zavisi na kultivaru, klimatickych

podminkach a na stupni zralosti.”’

Autofi, zabyvajici se studiem anthokyaninového profilu v lesnich bortivkach
(Vaccinium myrtillus L.), uvadéji vysledky, které jsou navzijem v dobré shodé€. V plodech
bortivky bylo identifikovano 15 majoritnich anthokyaninii: delphinidin-3-galaktosid,
delphinidin-3-glukosid, delphinidin-3-arabinosid, cyanidin-3-galaktosid, cyanidin-3-glukosid,
cyanidin-3-arabinosid, petunidin-3-galaktosid, petunidin-3-glukosid, petunidin-3-arabinosid,
malvidin-3-galaktosid, malvidin-3-glukosid, malvidin-3-arabinosid, peonidin-3-galaktosid,

d ' Identifikované anthokyaniny jsou

peonidin-3-glukosid a peonidin-3-arabinosi
neacylované monoglykosidy. Ze Sesti hlavnich anthokyanidinii nalezneme v lesnich
borlivkach vSechny kromé pelargonidinu. Kromé vyse uvedenych anthokyaninii byly
v lesnich bortivkach identifikovany dal$i anthokyaniny, které vSak byly pfitomny ve velmi
nizkych koncentracich. Tyto minoritni anthokyaniny byly acetylované formy vyse uvedenych
monoglykosidi.”* Koncentrace t&chto acetylovanych anthokyanind jsou ale tak nizké, Ze je

vétSina autorti v lesnich bortivkach vitbec nedetekuje.

Celkova koncentrace anthokyanini i koncentrace jednotlivych anthokyaninti v lesnich
bortivkach se muize vyznamné liSit u jednotlivych autord. Zalezi na oblasti sbéru ploda,
klimatickych podminkach, které¢ panovaly v prib¢hu riistu a zrani plodi, na stupni zralosti
jednotlivych plodi a samoziejmé na postupu prace pii identifikaci a kvantifikaci
anthokyanint (extrakce, precisténi, separace a detek¢ni systém,...). Dokonce ani poméry mezi
jednotlivymi anthokyaniny zdaleka nemusi byt konstantni. Studie, provadéna na finskych
divoce rostoucich bortvkach, poskytla v tomto ohledu zajimavé vysledky. Vzorky plodi
zemé&. Ve vSech vzorcich bylo identifikovano 15 majoritnich anthokyanin. Nicméné
koncentrace a poméry mezi jednotlivymi anthokyaniny se vyznamné liSily. Jednalo se
predevsim o vzdjemny pomér delphinidinu a cyanidinu, ktery je fizen geneticky. Navic tfi
vzorky vykazovaly oproti ostatnim velmi nizké koncentrace glykosidi. Co je divodem pro

tyto rozdily mezi jednotlivymi vzorky (vlastné mezi jednotlivymi oblastmi sbéru), neni jesté
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zcela jasné. Autofi navrhuji, ze tyto rozdily by mohly mit geneticky ptavod (rozdilné
genotypy), zaroven ale pripoustéji 1 moznost ovlivnéni prostiedim, protoze bortvky jsou
velmi pfizpusobivé zméndm okolniho prostfedi, aniz by doslo k jakymkoli genetickym

zménam.”!
2.8 Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum L.)

Brusnice chocholi¢nata je znamé&jsi pod lidovym nazvem kanadskad borivka. Je to
opadavy kef se vzpfimenym rastem, 60 — 150 cm vysoky (vyjime¢né az do 2 metri),
s oblymi, lysymi nebo trochu chlupatymi, zlutozelenymi letorosty. Listy jsou stfidavé, kratce
rapikaté, vejcité az vejcit¢ kopinaté nebo uzce eliptické, 3 — 8 cm dlouhé, jemné pilovité az
celokrajné, svrchu lysé a svéZze zelené, na spodu zilky trochu chlupaté. Na podzim jsou listy
zbarveny oranzové az Sarlatove. Kvéty jsou bilé, nékdy lehce nacervenalé, uzce bankovité, ve
svazeccich, dlouhé okolo 1 cm. Koruna je trubkovité bankovitd az tizce vejcovita, kalich je
modravy. Kvete v kvétnu. Plody jsou velké 0,7 — 2 cm, modrocerné, silné ojinéné, sladké a

o . . 55
mirné nakyslé chuti.

Obr. 5 Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum L.), kultivar Bluecrop™

Hlavnim rozdilem mezi brusnici bortivkou a kanadskou bortvkou je v jejich ptivodu a
lokalitach, kde se péstuji. Evropa je doménou brusnice borlivky. VSechny potravinaiské
produkty, obsahujici borivky, se vyrabi pravé z brusnice boriivky. Proto je nékdy nazyvana

evropskou boriivkou. V Severni Americe existuji tfi druhy komeréné dostupnych bortvek:
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brusnice chocholi¢natd (Vaccinium corymbosum L.), brusnice uzkolista (Vaccinium
augustifolium Aiton) a brusnice Asheova (Vaccinium ashei Reade). Evropska brusnice
borlivka neni §lechténd, roste divoce, a proto jeji plody, které jsou komeréné dostupné, jsou
heterogenni smési riznych genotypl. Kanadska bortivka vznikla umélym vybérem, tedy
Slechténim, a péstuje se jako jednotlivé, dobfe definované kultivary. Z hlediska anthokyaninti
je vyznamny jest¢ jeden rozdil. Zatimco brusnice boriivka obsahuje anthokyaniny v celém
objemu plodu, tedy jak ve slupce, tak v duzin€, kanadsk4 bortivka obsahuje anthokyaniny

pouze ve slupce plodi, duZina je spiSe naZloutlé barvy a anthokyaniny neobsahuje.>

2.9 Vybrané kultivary brusnice chocholi¢naté

2.9.1 Berkeley

»Berkeley* je stitedn¢ pozdni odrida, davé svétle modré plody dobré kvality a chuti.
Kultivar je bujny, koSaty a produktivni. Poskytuje jedny znejvétSich bobuli ze vSech

kanadskych bortivek, coz velmi usnadiiuje ruéni sbér.”’

Co se tyce anthokyanint, je o tomto kultivaru v literatufe n€kolik zminek. Studie,
zabyvajici se srovnanim mnozstvi anthokyanint v celém plodu borivky a v jeji slupce, uvadi,
ze plod odrudy ,,Berkeley* obsahuje 0,22% anthokyaninti (2,2 mg/g plodu — vyjadifeno jako
Cn-3-glu), zatimco slupka obsahuje 1,43% anthokyaninii (14,3 mg/g slupky). Tento vysledek
podporuje tvrzeni, Ze kanadské bortivky skladuji anthokyaniny ptredevsim ve slupkach, nikoli
v duzin¢. Dale bylo zjiSténo, ze odrida ,,.Berkeley* obsahuje pét anthokyanidind, které se
obvykle v boriivkach vyskytuji, pfi¢emz nejvice je zastoupen anthokyanidin malvidin.>® Jina
studie uvadi pro odriidu ,,.Berkeley* celkovou koncentraci anthokyaninti 1,54 mg/g Cerstvych

ploda (vyjadfeno jako Cn-3-glu).”
2.9.2 Bluecrop

»Bluecrop je stiredné rana odrida, poskytuje sttedné¢ velké az velké, svétle modré
plody dobré kvality. Bobule jsou pevné, odolné k popraskani, sttedné¢ sladké s lehkou
kyselosti. Tento kultivar je odolngjsi a rezistentnéj$i na sucho nez vétSina ostatnich, dobfe se

adaptuje na riizné typy pad.”’

Anthokyaninovy profil odridy ,,Bluecrop® je pomérné Siroky. V plodech této odrady

autofi identifikovali celkem 25 anthokyaninti, a to 15 bézné se vyskytujicich anthokyaninii
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(neacylované monoglykosidy) a dalSich 10 anthokyaninl, coz byly acetylované formy
nékterych monoglykosidil. Nejvys$i koncentrace byla zjisténa u malvidin-3-galaktosidu.™
Celkova koncentrace anthokyaninli uvadéna v literatufe se pohybuje v rozmezi 0,42 mg/g

erstvych ploda® az po 1,82 mg/g &erstvych plodi (vyjadieno jako Cn-3-glu).”’
2.9.3 Bluegold

,»Bluegold je stfedné pozdni kultivar. Poskytuje stiedné velké plody vytecné chuti a
bohaté na antioxidanty. Prodej cerstvych plodi je usnadnén piedevsim atraktivni barvou

ploda, perfektné kulatym tvarem bobuli a dlouhou dobou skladovatelnosti.”’

Kompletni anthokyaninovy profil kultivaru ,,Bluegold“ zatim nebyl v literatuie
popsan. Dostupné tdaje poskytuji informaci o celkové koncentraci anthokyaninti, ktera se
pohybuje v rozmezi 1,40 — 2,69 mg/g &erstvych ploda (vyjadfeno jako Cn-3-glu).®! Nejvice

zastoupenym anthokyanidinem je delphinidin.®
2.9.4 Darrow

,Darrow* je pozdni odrida se stfedné silnym ristem do 1,6 m. Plody jsou velké,

pevné a odolné vi&i popraskani. Chutové jsou velmi dobré, po dozrani kyselejsi.”

Anthokyaninovy profil kultivaru ,,Darrow* neni zndm. Jediny udaj, ktery Ize
v literatuie v souvislosti s anthokyaniny nalézt, je celkova koncentrace anthokyanint, které
byla 2,07 mg/g &erstvych plodi (vyjadieno jako Cn-3-glu).” Dalii studie o tomto kultivaru

prozatim nejsou k dispozici.
2.9.5 Duke

,Duke*“ je velmi rana odrida. Bobule jsou stfedn¢ velké, pevné, primérné chuti.
Rostou ve volnych trsech na dlouhych stopkéach, takze se dobie sbiraji. U péstitelll je tato

odrtida velmi popularni.’’

Odruda ,,Duke” je pomérné znama a rozsifend, proto i udaje v literatuie poskytuji
dostatek informaci. V plodech bylo detekovano celkem 12 anthokyaninli, v nejvyssi
koncentraci byl pfitomen malvidin-3-galaktosid.®® Koncentrace anthokyanini v plodech
tohoto kultivaru se uvadi v rozmezi od 0,84 mg/g &erstvych ploda® do 2,78 mg/g Eerstvych

ploda® (vyjadieno jako Cn-3-glu).
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2.9.6 Elliot

»Elliot” je velmi pozdni odriida, poskytuje velmi vysoké vytézky ploda. Pti dozravani
prvnich plodi mize byt chut’ pomérné kyseld, pti pozdéjSim sbéru se meéni na vice sladkou.
Plody jsou pevné, vyborn€ se hodi se pro skladovani pifi kontrolované atmosféie, coz

M ERERT .. ’ vee 5
umozituje jejich prodej i v obdobi ,,po sezon&“.”’

V literatufe je o tomto kultivaru nékolik dostupnych tudaji. V plodech kultivaru
»Elliot“ bylo detekovano celkem 7 anthokyaninii, v nejvy$si koncentraci byl pfitomen
peonidin-3-galaktosid.** Koncentrace anthokyanint v plodech se udava v rozmezi od 1,63

mg/g Cerstvych ploda® do 4,07 mg/g &erstvych plodi® (vyjadieno jako Cn-3-glu).
2.9.7 Goldtraube

»Goldtraube® je velmi rand az rand odrida. Kultivar je velmi trodny, s brzkym

nastupem plodnosti. Bobule jsou malé aZ stfedni, pevné, kulaté a velmi sladké.®

O anthokyaninovém profilu v kultivaru ,,Goldtraube® nejsou dostupné Zadné
informace. Celkova koncentrace anthokyanini v tomto kultivaru byla podle studie, provadéné

na Slovensku, 2,9 mg/g plodi.®
2.9.8 Hardyblue

,Hardyblue® je sttedné rand, vzristna a vzpiimena odriida. Dobie snasi rizné typy pud
véetné t¢z8ich, jilovitych. Vyznacuje se mimofadné sladkymi plody stfedni velikosti.

Urodnost je velka s brzkym nastupem plodnosti.*®

Anthokyaninovy profil tohoto kultivaru zatim nebyl v literatute popsan. Celkovy
obsah anthokyanini v kultivaru ,,Hardyblue® byl podle autorii stanoven na 1,74 mg/g

Gerstvych ploda (vyjadieno jako Cn-3-glu).”
2.9.9 Herbert

»Herbert je stfedné¢ pozdni odriida. Poskytuje stfedné velké az velké bobule. Plody

jsou sladké a aromatické. Kultivar je doporugen pro ruéni sbér a pro domaci p&stovani.”’

U kultivaru ,,Herbert* bylo provedena srovnani koncentrace anthokyaninti v plodech a
ve slupce plodii. V plodech bylo nalezeno 0,13% anthokyanint, tj. 1,3 mg/g plodd, zatimco
slupka plodl obsahovala 0,67% anthokyanint, tedy 6,7 mg/g slupky. Nejvice zastoupenym
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anthokyanidinem v odridé ,Herbert“ je malvidin.’®

Ve studii, srovnavajici jednotlivé
kultivary kanadskych bortGvek, byla vtomto kultivaru namétena celkova koncentrace

anthokyanini 2,12 mg/g &erstvych plodi (vyjadieno jako Cn-3-glu).”
2.9.10 Patriot

,Patriot je sttedné rand odrtida. Kvéty se objevuji brzy na jate, je vhodné je chranit
pfed mrazem. Odrida je velice odolna a zvlasté rezistentni vici nemocem. Poskytuje velké

plody, vhodné pro ruéni sbér. Plody jsou sladké, s dobfe vyvazenou kyselosti.>’

Autofi uvadeji, ze anthokyaninovy profil odridy ,Patriot“ obsahoval vSech 15
anthokyaninti, které se bézné v bortivkach vyskytuji. Nejvice zastoupenych anthokyaninem
byl delphinidin-3-glukosid.®” Koncentrace celkovych anthokyanini se udava v rozmezi od

1,04 mg/g erstvych ploda® do 1,91 mg/g &erstvych plodi (vyjadieno jako Cn-3-glu).®!
2.10 Metody analyzy anthokyanint

Analyza anthokyaninti je spojena s n¢kolika uskalimi. MiZzeme jmenovat napiiklad
nachylnost ke strukturdlnim zméndm a komplexa¢nim reakcim. Dale je tieba mit na zieteli, ze
anthokyaniny lze velmi Spatn¢ analyzovat oddélené od ostatnich flavonoidd, protoze maji
podobnou strukturu a reakéni vlastnosti. V neposledni fadé¢, Cisté standardy anthokyanind,
které jsou nezbytné pro presnou kvantifikaci, nejsou na trhu snadno dostupné. Jejich izolace
z rostlinnych materiali je sice moznd, problémem je ale ziskat produkt pozadované Cistoty,

coZ je &astednd zpusobeno také nestabilitou anthokyanint.®®

Mezi nejjednodussi separa¢ni metody, pouzivané v analyze anthokyanini patii plosné
chromatografické techniky: papirova (PC) a tenkovrstva (TLC) chromatografie. Tyto techniky
se pouzivaly predevsim v pocatcich chromatografie a s nastupem vysokouc¢innych technik
ustoupily do pozadi. Papirova chromatografie byla jedna z prvnich metod, pouzivanych pfti
izolaci a cisSténi jednotlivych anthokyaninii. V zavislosti na typu vzorku a pouZitych
mobilnich fazich poskytovala papirova chromatografie dobré rozliSeni pro nékteré smési
barviv. Nicmén¢ tato metoda neumoziovala ziskani vétstho mnozstvi Cistych anthokyanini a
obecné bylo potieba delsi doby vyvijeni. Zavedeni TLC pfineslo oproti PC nékteré vyhody.
TLC vyZaduje mensi mnozstvi vzorku anthokyanind, kratsi ¢asy pro eluci a dosahuje lepsiho
rozliSeni. I kdyzZ to byl jisty pokrok v analyze anthokyanind, je tfeba fici, ze TLC poskytovala

vysledky srovnatelné s PC, a tak jako PC, neumoznovala ziskat vét§i mnozstvi Cistych
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anthokyaninli. Navzdory témto nedostatkiim se tyto techniky v praxi stale jest¢ pouZzivaji,
predev§im kvili nizké cend a neustalému vyvoji lepsich nosi¢t a mobilnich fazi.*

V soucasné dobé jsou nejpouzivangj§imi technikami pro analyzu anthokyanint
vysokoucinné chromatografické techniky (HPLC, UHPLC). Ty se Casto spojuji s detekénimi
metodami, jako jsou UV/VIS spektrometrie, hmotnostni spektrometrie (MS) nebo nuklearni
magnetickd rezonance (NMR). Dalsi technikou, béZn¢ uzivanou pro separaci anthokyaninii ze

surovych rostlinnych extrakti, je kapilarni elektroforéza (CE).
2.10.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza separuje analyty na zéklad¢ jejich rlznych elektroforetickych
mobilit. Vyhodou této techniky je vysoka citlivost, rozliSeni, mald spotfeba vzorku a
minimalni produkce odpadu z rozpoustédel. Instrumentace u CE sestava ze dvou rezervoara
zakladniho elektrolytu, kapildry ztaveného kiemene, kterd je naplnéna pracovnim
elektrolytem, a ze zdroje vysokého napéti. Pro separaci anthokyanint se obvykle pouziva
kapilarni zénova elektroforéza (CZE), kde migrace jednotlivych analytli zavisi na poméru

jejich naboje a velikosti analytu.®®

Casto uzivanou metodou pro elektroforetickou separaci anthokyaninil je pouziti
bazického media, kdy se separace provadi pfi pozitivnim elektroosmotickém toku s migraci
analyti od anody ke katod¢. Anthokyaniny se detekuji jako namodralé chinoidalni baze
pomoci UV/VIS detektoru pii 599 nm. Casto se zaznamenava celé spektrum v rozsahu od 200
do 599 nm pro kazdy pik.”’ Pouzitelnost metody s bazickym mediem je oviem limitovana
nestabilitou anthokyaninii v bazickém prostiedi. Pro separaci anthokyaninti z rostlinnych
extraktl Ize vyuzit kyselého media, které zajisti vyskyt anthokyaninti ve form¢ flavyliového
kationtu. Migrace anthokyanini bude probihat smérem kanod¢ s obracenym
elektroosmotickym tokem. Separace v kyselém prostiedi pfinasi jiny problém: vznik interakci
mezi flavyliovymi kationty a anionty silanolovych skupin, které pokryvaji stény kapilary.
Tento problém je fesitelny pridanim kationového tenzidu. Cetyltrimethylammonium bromid
(CTAB) interaguje s negativn¢ nabitymi silanolovymi skupinami a zajistuje volny pruchod
flavyliovym kationtim. Koncentrace CTAB musi byt udrZzovana pod hodnotou kritické
micelarni koncentrace, coz umoziuje efektivni separaci analytl s vyuzitim obraceného

elektroosmotického toku, ktery se pohybuje od katody kanod¢. Tento experiment byl
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proveden ve fosfatovém pufru pii pH = 2,1 a poskytoval skvélou separaci pikli anthokyanina

s UV/VIS detekei pii 520 nm.”!

NejbéznéjsSim detektorem pro kapilarni elektroforézu je UV/VIS detektor, pokud ale
spojime CE s hmotnostni spektrometrii (MS), pfinese nam toto spojeni mnoho vyhod. CE
prinasi Siroké separani moznosti a MS je mocnym nastrojem pro identifikaci latek. Piestoze
existuje mnoho ionizacnich technik, pro spojeni CE/MS se pouziva vyhradné elektrosprej
(ESI). Je tteba vzit v avahu, Ze v elektrospreji vznikaji plynné ionty z vysoce nabitych
kapicek, ale vétSina pufrl, pouzivanych pii separaci kapilarni elektroforézou, jsou netékavé
latky. S timto omezenim je tieba pocitat pii volb& pracovniho elektrolytu.”” Tento problém se
Casto fesi pouzitim tzv. pomocné sprejovaci kapaliny, ktera obsahuje tékavé soli. Tim je

zajistén jak dostatedny pritok, tak tékavost pracovniho elektrolytu.”

Vyhody kapilarni elektroforézy spocivaji pfedev§im v malé spotiebé vzorkil a
rozpoustédel, vysoké separacni ucinnosti a kratké dob¢ analyzy. Na druhou stranu znac¢nou
nevyhodou mutze byt nizkd citlivost, ktera souvisi s davkovanim velice malych

(nanolitrovych) objemi vzorku.
2.10.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je jedna znejzndméjSich a nejpouzivangjsich
analytickych technik. Obecny princip chromatografie je pomérn¢ jednoduchy. Zakladem je
distribuce slozek mezi stacionarni a mobilni fazi. Srdcem kapalinového chromatografu je
kolona. Kolona je naplnéna Céasticemi stacionarni faze, na kterou se rizné velkymi silami
poutaji analyty obsazené ve vzorku. Vzorek je unaSen kolonou proudem mobilni faze. Jak
vzorek prochdzi ptes kolonu, interaguji slozky vzorku se stacionarni fazi, pfiCemz sila
interakce je pro rizné slozky riizna. Tim dochazi k separaci jednotlivych slozek. Po separaci

slozek uz zbyva pouze jejich detekce (ptipadné kvantifikace) pomoci vhodného detektoru.

Asi nejvice pouZzivanou variantou kapalinové chromatografie je vysokolUc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC se vyznacuje pouzitim Castic stacionarni faze,
jejichz velikost je mensi nez 10 um (v soucasnosti obvykle 5 um a mén¢), tim je dosazeno
efektivni separace. Takto malé castice ale kladou znaény odpor pfi prichodu mobilni faze,

proto je tfeba pouzivat vykonné cerpadlo, které zajistuje pozadovany pritok. Pouzivaji se
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Cerpadla, schopna vyvinout tlak az 400 barti (40 MPa). Cely systém je proto konstruovan tak,
aby odolal takto vysokym tlaktim.”

Separace anthokyaninli nejcastéji probihd v systému reverznich fazi (oktadecylova,
styrenova nebo fenylovd stacionarni faze). Slozeni mobilni faze zahrnuje budto smés
acetonitril-voda nebo metanol-voda, ptfedev§im kvili kompatibilité téchto rozpoustédel
s ruznymi detek¢nimi technikami. Pro ziskani reprodukovatelnych vysledka se pH mobilni
faze pohybuje pod 2,0. Tim je zajiStén vyskyt anthokyanini ve formé flavyliového kationtu.
Taktéz teplota kolony je zdivodu niz$i termdlni stability anthokyaninG kontrolovana.
V systému reverznich fazi plati pravidlo, ze ¢im méné polarni je dana latka, tim pozdéji se
eluuje z kolony. V pfipadé¢ Sesti zdkladnich anthokyanidinii je tedy potadi eluce: delphinidin,
cyanidin, petunidin, pelargonidin, peonidin a malvidin. Neacylované anthokyaniny eluuji
diive nez acylované anthokyaniny. Po separaci anthokyanintl je tfeba provést detekcei, coz lze
realizovat riznymi detek¢énimi technikami. Vyuziva se UV/VIS detektor, hmotnostni

spektrometr nebo nuklearni magneticka rezonance.®®

HPLC s UV/VIS detektorem je hojné¢ pouZivand metoda pii studiu anthokyanint.
Pokud pracujeme v siln¢ kyselém prostiedi, vyskytuji se anthokyaniny ve formé flavyliového
kationtu, ktery je Cerveny, s absorpénim maximem okolo 520 nm. Pfi této vinové délce
nedochazi k interferencim s ostatnimi flavonoidy, které mohou byt v rostlinnych extraktech
také ptitomny. Absorpni maximum se pro rizné anthokyanidiny 1isi v zavislosti na poctu
kyslikt, které se vyskytuji ve funkénich skupinach, vazanych na B-kruhu. Pelargonidin, ktery
ma na B-kruhu jednu hydroxylovou skupinu, davéa absorpéni maximum pii 520 nm. Cyanidin
a peonidin, které maji na B-kruhu 2 substituenty obsahujici kyslik, davaji absorpéni maximum
pti 535 nm. Delphinidin, petunidin a malvidin, jejichz B-kruh je substituovan tfemi funkénimi
skupinami s kyslikem, davaji absorpéni maximum pfi 535 nm. Také rozliSeni 3-glykosidu a
3,5-diglykosidii pomoci UV/VIS detektoru je mozné, a to sledovanim poméru absorbanci pii

440 nm a pii Amax. Tento pomér je u 3-glykosidii dvojnasobnd vétsi nez u 3,5-diglykosida.”

Spojeni HPLC s hmotnostnim detektorem nabizi separa¢ni moZnosti kapalinové
chromatografie a identifikacni moznosti hmotnostni spektrometrie. MS je citlivda metoda
s dobrou selektivitou a hlavné s moznosti identifikace jednotlivych slozek ve smési sloucenin.
Protoze neexistuje zcela univerzalni iontovy zdroj, vyzaduje analyza specifickych typt

sloucenin pouziti vhodného iontového zdroje, ktery umozni vznik pozadovanych ionti.

23



Ionizac¢ni techniky vhodné pro analyzu anthokyaninii jsou MALDI (ionizace laserem za ucasti
matrice), APCI (chemicka ionizace za atmosférického tlaku) a ESI (elektrosprej). Co se tyce
hmotnostnich analyzétord, pouzivaji se TOF (analyzator doby letu), kvadrupdl, iontova past,
linearni iontova past, sektorové analyzatory nebo iontové cyklotronova rezonance; obvykle se
vybira podle vhodnosti spojeni s iontovym zdrojem (coz ovSem neni jediné kritérium vybéru).
TOF se casto spojuje s MALDI, kvadrupdl a iontova past jsou béznymi typy analyzator pii
ionizaci elektrosprejem. Pro identifikaci jednotlivych anthokyaninii lze vyuzit tandemovou
hmotnostni spektrometrii (MS-MS nebo také MS"). Principem je sledovani hmotnosti
(kvazi)molekularniho iontu, jeho fragmentd a neutralnich ztrat. Z téchto udaji Ize odvodit

strukturu studovaného analytu.®®

NMR jakozto néstroj pro identifikaci a objasnéni struktury pfed¢i vSechny ostatni
jmenované techniky. Ve svych pocatcich se spojeni LC/NMR potykalo s nizkou citlivosti, ale
postupem c¢asu, kdy dochdzelo ke zlepSovani v podobé zavadéni silnéjSich magnetu,
technologie sondy nebo pulzniho méfeni, se tato technika stala velmi popularni. Problémem
této techniky také bylo nalezeni signalu analytu v pfitomnosti nedeuterovanych rozpoustédel.
Tento problém byl vyfesen zavedenim technik suprese rozpoustédel. Obvykle se méii 'H-
NMR spektra nebo mén& ¢asto *C-NMR spektra. Agkoli je NMR nejdokonalejsi technikou
v oblasti strukturni charakterizace latek, nepatfi mezi rutinné pouzivané, a to predevsSim

z divodu vysokych pofizovacich i provoznich nakladi.®®
2.10.3 UPLC/ESI-MS

Vtéto praci byla jako separacni technika pouzita ultrad¢inna kapalinova
chromatografie (UHPLC). Detektorem byl hmotnostni spektrometr s hybridnim Q-TOF

analyzatorem, jako iontovy zdroj byl pouzit elektrospre;.

UHPLC lze zjednoduSené popsat jako HPLC systém, zkonstruovany pro praci
s vyssimi tlaky. Od HPLC se lisi predevsim velikosti ¢astic stacionarni faze. Zatimco v HPLC
je kolona naplnéna ¢asticemi o rozmérech 3 — 10 um, UHPLC vyuZziva ¢astice mensi nez
2 pm (vétSinou 1,7 pm). Zpétny tlak na kolon¢ je ale nepfimo umérny velikosti ¢astic a je
proto vyznamn¢ vétsi nez u HPLC. Tim vyvstava potieba pouziti vykonnéjsiho cerpadla,
schopného vyvinout tlak az 1000 bara (100 MPa). Cely systém proto musi byt uzptisoben tak,
aby odolal takto vysokym tlakiim.”
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vyjadiena jako vyska teoretického patra H, je podle Van Deemterovy rovnice zavisla na
priméru ¢asteéek naplng. Cim mensi je primér Gastetek, tim mensi je H, jinak feceno,
ucinnost separace je vyssi diky mensim casteCckam néplné. Ruku v ruce s vyssi ucinnosti jde
také lepsi rozliSeni. Dosahuje se také vyssi citlivosti a nizSich mezi detekce. V neposledni
fad¢ je tfeba zminit vyrazné zkraceni doby analyzy a niz§i spotfebu rozpoustédel (nizsi

naklady).”®

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, pouzivand k méfeni molekulovych
hmotnosti, studiu izotopickych profilt a také ke studiu struktury latek. Prvnim krokem celého
procesu je tvorba iontl z elektroneutralni molekuly. K ionizaci molekul dochazi v iontovém
zdroji. Tontovych zdroji existuje mnoho druhd, blize bude popsan elektrosprej, pouzivany

v této praci.

Elektrosprej je jedna ztechnik ionizace za atmosférického tlaku. Je vhodny pro
ionizaci stfedné polarnich az velmi polarnich latek ve velmi Sirokém rozsahu m/z, vyuziva se
s vyhodou ke studiu vysokomolekuldrnich latek jako jsou proteiny nebo polymery. Vzorek je
pfivadén do kovové kapiléry, na kterou je vlozeno vysoké napéti (1,5 — 5 kV). Na vystupu
z kapilary dochézi ke ,,sprejovani: za pomoci zmlzujiciho plynu se vytvaii malé kapicky
s vysokou hustotou povrchové naboje. Protiproud suSiciho plynu napoméha odpatrovani
rozpoustédla, ¢imZ se kapicky zmenSuji a zvySuje se hustota povrchového napéti. V urcitém
okamziku dochdzi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpad kapi¢ky na nékolik jeSt€¢ menSich
kapicek, které se budou dale zmensSovat. Tento proces se opakuje, dokud se z kapicky
neuvolni plynny ion. Vzniklé ionty jsou poté skrz iontovou optiku vedeny z prostoru

s atmosférickym tlakem do vakuovaného prostoru.
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Obr. 6 Prifez elektrosprejem

Tento zplsob ionizace je povazovan za velice Setrny (mé&kké ionizacni technika),
neposkytuje spektrum bohaté na fragmenty. Vznikajici ionty mohou byt vicendsobné nabité.
ESI je kompatibilni s typy rozpoustédel, pouzivanych v systému reverznich fazi, na rozdil od
systému normalnich fazi. V elektrospreji vznikaji primarné ionty se sudym poctem elektronti

— protonované molekuly pfi praci v kladném modu, adukty se sodikem, draslikem, a dalsi.

Ionty se nasledné d€li v hmotnostnim analyzatoru podle poméru m/z (hmotnost ku
naboji). V této praci byl pouzit hybridni analyzator Q-TOF. Tento analyzator se sklada ze
dvou kvadrupolt a analyzatoru doby letu, pficemz druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela.
Protoze v elektrospreji neziskdme fragmenty studovanych iontli, umoznuje praveé tento
analyzator tandemovou hmotnostni spektrometrii. Pomoci prvniho kvadrupolu dojde
k oddéleni studovaného iontu, poté se v kolizni cele rozpadne tento (kvazi)molekuldrni ion na
fragmenty, tyto fragmenty jsou pak oddéleny podle m/z v analyzatoru doby letu. TOF
analyzator s reflektronem umozituje méfeni s vysokym rozliSenim, které lze vyuzit pro urceni

ptesné molekulové hmotnosti (kvazi)molekulérnich iontl i fragmenti.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Sbér vzorki

3.1.1 Brusnice boriavka

Vzorky plodii brusnice bortivky (Vaccinium myrtillus L.) byly ziskdny ru¢nim sbérem
z divoce rostoucich ketikll v ervenci roku 2012 v Moravskoslezskych Beskydech. Plody byly
odebrany do sklenénych vzorkovacich nadob a byly skladovany pii teploté -60°C v mrazicim

boxu az do doby analyzy.
3.1.2 Brusnice chocholi¢nata

Plody kanadskych bortivek byly odebrany z deseti riiznych kultivarti Slechténych
borGvkovych ket (Vaccinium corymbosum L.) v ¢ervenci roku 2012. Byly odebrany vzorky
z kultivarti: Berkeley, Bluecrop, Bluegold, Darrow, Duke, Elliot, Goldtraube, Hardyblue,
Herbert a Patriot. Plody byly odebrany do sklenénych vzorkovacich nadob a byly skladovany
pii teploté -60°C v mrazicim boxu az do doby analyzy. Vzorky plodi poskytl soukromy

Skolkat a péstitel pan Jan Holub.

3.2 Chemikalie

Acetonitril, gradient grade, MERCK (Némecko)
Deionizovana voda, Lab Water Purification Systems, Merck Millipore (Némecko)
Kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a., LACH-NER, s.r.o. (CR)
Kyselina mravenéi, 98 %, p.a., SIGMA-ALDRICH (CR)
Kyselina trifluoroctova, 99 %, p.a., FLUKA (CR)
Methanol, gradient grade, BioSolve B.V. (Nizozemsko)
Standardy anthokyanini, CARL ROTH (Némecko):
Malvidin-3-galaktosid (primulin)

Pelargonidin-3,5-diglukosid (pelargonin)
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3.3 Pristroje, vybaveni, podminky méreni
UPLC, Waters ACQUITY ™ UPLC System (Milford, USA)
Kolona: Waters ACQUITY UPLC BEH C18, 1,7 um (2,1 x 50 mm)
Chromatografické podminky méteni:

Slozeni mobilnich fazi - A: 5% FA ve vodé (v/v)
- B: 5% FA v acetonitrilu (v/v)

Tab. II Profil gradientu:

Cas (min) Podil MF A (%) Podil MF B (%)
0,0 95 5

7,0 75 25

9,0 10 90

9,1 95 5

10,0 95 5

Prutok mobilni faze: 0,3 ml/min
Teplota kolony: 35°C

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
Teplota desolvata¢niho plynu: 150°C
Pritok desolvata¢niho plynu:450 1/hod
Kolizni energie pro MS experiment: 5 eV
Kolizni energie pro MS/MS experiment: rampa 15-50 eV

Kolizni energie pro MS s vyssi kolizni energii: rampa 15-50 eV
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SPE kolonky (styren-divinylbenzen), Strata SDB-L, Phenomenex (USA)
Centrifuga, Denver Instrument (Némecko)
Ultrazvukova lazen, Merci, s.r.0. (Némecko)

Odparka, EVATERM (CR)
3.4 Uprava vzorki pro UPLC/MS

Byl ptfesné navazen asi 1 g plodt bortivek. Plody byly rozetifeny na kasi v tfeci misce a
zality 5 ml extrakéniho ¢inidla (70 % methanolu, 30 % vody a 1 % trifluoroctové kyseliny;
v/v/v)"". Smés byla vloZzena do ultrazvukové lazng, kde byla sonifikovana po dobu 10 minut.
Poté byl extrakt odebran, k tuhému podilu bylo znovu pifidano 5 ml extrakéniho ¢inidla a
smés byla vlozena na 10 minut do ultrazvukové lazn€. Prvni a druhy extrakéni podil byly
spojeny a vloZzeny na 5 minut do centrifugy (1200 rpm). Supernatant byl poté piecistén

pomoci SPE.

Na SPE kolonky byly naneseny 3 ml 0,01 % (v/v) roztoku HCI] v metanolu a poté 3 ml
0,01 % (v/v) roztoku HCIl ve vodé. Nasledné bylo na kolonku opatrné naneseno 100 pl
supernatantu. Kolonka byla promyta 3 ml 0,01 % roztoku HCl ve vodé¢ kvuli odstranéni
balastnich latek. Anthokyaniny byly z kolonky vymyty 3 ml 0,01 % roztoku HCI v metanolu.

Ziskany extrakt byl v odparce pod proudem vzduchu odpaten do sucha.

Pfed samotnou UPLC/MS analyzou byly vysuSené extrakty rozpustény v 300 pl

mobilni faze A (5 % roztok kyseliny mravenci ve vode¢; v/v).

Stejnym zplisobem byly pfipraveny duplicitni vzorky, ke kterym bylo na SPE kolonku
piidano 60 ul standardniho roztoku pelargonidin-3,5-diglukosidu o koncentraci 0,1 mg/ml.
Kolonka byla promyta 3 ml 0,01 % roztoku HCIl ve vodé kviili odstranéni balastnich latek.
Anthokyaniny byly z kolonky vymyty 3 ml 0,01 % roztoku HCI v metanolu. Ziskany extrakt
byl v odparce pod proudem vzduchu odpaifen do sucha. Pfed UPLC/MS analyzou byly
vysusené extrakty rozpuStény v 300 pl mobilni fize A, tak aby vyslednd koncentrace
pelargonidin-3,5-diglukosidu byla 20 mg/l. Tyto vzorky byly pfipraveny k uréeni vytéznosti
SPE.
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3.5 Priprava standardua a mobilnich fazi

Standard pelargonidin-3,5-diglukosid byl piesné¢ navazen a rozpustén v methanolu na
koncentraci 1 mg/ml. Tento zasobni roztok byl nafedén mobilni fdzi A na koncentraci

0,1 mg/ml a byl pouZit ke stanoveni vytéznosti SPE (viz kap. Uprava vzorki pro UPLC/MS).

Standard malvidin-3-galaktosid byl pfesné¢ navadZen a rozpus$tén v methanolu na
koncentraci 1 mg/ml. Poté byl zisobni roztok standardu nafedén mobilni fazi A na
koncentrace 1, 30, 70, 110 a 150 mg/I. Tyto nafedéné roztoky standardu pak byly pouzity jako

kalibracni roztoky pro kvantitativni vyhodnoceni.

Byla pfipravena mobilni fdze pro UPLC. Mobilni fdze A byl 5% roztok kyseliny

mravenci ve vodé (v/v). Mobilni faze B byl 5% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu (v/v).

3.6 Sbér a vyhodnocovani dat

Naméfend data byla interpretovdna s vyuzitim programu MassLynx 4.1., Waters

Software, USA. Statistické testovani bylo provedeno v programu Statistica 9, StatSoft, USA.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Identifikace anthokyanint

Optimalizace metodiky zde nebude podrobné popisovéana, jelikoz byla naplni

predchozi bakalatské prace” a do diplomové prace byla prevzata.

Ve vSech vzorcich plodi bortivek byly identifikovany nalezené anthokyaniny.
Identifikace byla provedena vyhodnocenim MS spekter, MS/MS spekter, MS spekter s vyssi
kolizni energii a pomoci métfeni presnych hmotnosti. Pro nazornost bude podrobné popsan

proces identifikace jednotlivych anthokyanini v jednom z kultivart (Bluegold).

V kultivaru Bluegold bylo identifikovano téchto 15 zakladnich anthokyanint:
delphinidin-3-galaktosid, delphinidin-3-glukosid, delphinidin-3-arabinosid,
cyanidin-3-galaktosid, cyanidin-3-glukosid, cyanidin-3-arabinosid, petunidin-3-galaktosid,
petunidin-3-glukosid, petunidin-3-arabinosid, peonidin-3-galaktosid, peonidin-3-glukosid,
peonidin-3-arabinosid, malvidin-3-galaktosid, malvidin-3-glukosid a malvidin-3-arabinosid.
Déle byly identifikovany také acylované anthokyaniny: delphinidin-3-(6""-acetyl)glukosid,
cyanidin-3-(6""-acetyl)glukosid, petunidin-3-(6""-acetyl)glukosid,
peonidin-3-(6""-acetyl)glukosid a malvidin-3-(6""-acetyl)glukosid.

Na obrazku (Obr. 7) je chromatogram rekonstruovany pro hmoty nalezenych
anthokyaninti. V tabulce (Tab. III) je uveden vycet vSech anthokyanint, identifikovanych

v tomto kultivaru, a data, pouzita pro jejich identifikaci.
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Obr. 7 Chromatogram rekonstruovany pro hmoty nalezenych anthokyaninii ve vzorku

kultivaru Bluegold

Tab. III Jednotlivé anthokyaniny identifikované v kultivaru Bluegold

?ik ret: cas anthokyanin m/z v MS m/vzvye spektru s elelvnerrlt. chyba
¢. (min) spektru | vysSi kol. energii | sloZeni (ppm)
1 2,3 | Dp-3-gal 465,1050 303,0519 | C21H21012 3,7
2 2,5 | Dp-3-glu 465,1030 303,0506 | C21H21012 -0,6
3 2,78 | Dp-3-ara 435,0927 303,0499 | C20H 1901 -0,5
3 2,81 | Cn-3-gal 449,1080 287,0542 | C51H21014 -0,9
4 3,06 | Cn-3-glu 449,1071 287,0550 | C21H21014 -2,9
5 3,16 | Pt-3-gal 479,1172 317,0678 | C2oH23012 -3.,8
6 3,31 | Cn-3-ara 419,0991 287,0549 | C2o0H 19010 3,1
6 3,39 | Pt-3-glu 479,1187 317,0685 | C2oH23012 -0,6
7 3,67 | Pn-3-gal 463,1234 301,0697 | C2oH2301; -1,3
7 3,7 | Pt-3-ara 449,1082 317,0675 | C21H2:1014 -0,4
8 3,96 | Pn-3-glu 463,1249 301,0704 | C2H23014 1,9
8 3,98 | Mv-3-gal 493,1359 331,0804 | C23H25012 2,6
9 4,21 | Pn-3-ara 433,1136 301,0704 | C21H21040 0,2
9 4,21 | Mv-3-glu 493,1358 331,0810 | C23H25012 2,4
10 4,44 | Dp-3-(6""-acetyl)glu | 507,1121 303,0498 | C23H23013 -3,5
10 4,51 | Mv-3-ara 463,1225 331,0812 | CxoH23014 -3,2
11 5,09 | Cn-3-(6""-acetyl)glu | 491,1189 287,0553 | C23H23012 -0,2
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pik |ret. ¢as . m/zv MS | m/z ve spektrus |element. chyba

X . anthokyanin v . v .

¢. (min) spektru | vyssi kol. energii | sloZeni (ppm)
12 5,35 | Pt-3-(6""-acetyl)glu 521,1282 317,0683 | C24H25013 -2,5
13 6,02 | Pn-3-(6""-acetyl)glu 505,1327 301,0705 | C24H2504, -3.8
14 6,19 | Mv-3-(6""-acetyl)glu | 535,1448 331,0791 | C,5H,7043 -0,7

Z chromatogramu a tabulky je vidét, Zze pocet pikii neodpovidd poctu nalezenych
anthokyaninli. To je zplisobeno casteCnou anebo Uplnou koeluci nékterych anthokyanini

s blizkymi reten¢nimi Casy.

Podrobna identifikace 15 majoritnich anthokyanini byla provedena v ptedchozi
praci’®, proto zde byla jejich struktura pouze ovéfena, a to pomoci méfeni presnych hmot a

prohlédnutim MS spekter a spekter s vyssi kolizni energii.

V kultivaru Bluegold bylo kromé vySe uvedenych 15 majoritnich anthokyanint déle
nalezeno pé¢t acylovanych anthokyanint delphinidinu, cyanidinu, petunidinu, peonidinu a
malvidinu. Cukernou slozkou byla glukosa a organickd kyselina byla ve vSech piipadech
zastoupena kyselinou octovou. Tyto acylované anthokyaniny byly identifikovany pomoci m/z
daného anthokyaninu v MS spektru, m/z fragmentu ve spektru s vyssi kolizni energii,

méfenim piesnych hmot, popiipad¢ podle retencniho Casu.

Pro ilustraci bude popsdna identifikace jednoho acylovaného anthokyaninu:
malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu. Na chromatografickém zaznamu (Obr. 7) odpovida tomuto
anthokyaninu pik s retenénim ¢asem 6,19 min. Zprimérovanim MS spekter pies tento pik
bylo ziskédno spektrum, v némz je patrny ion s m/z =1535,1448 (Obr. 8). Pro tuto pfesné
zméfenou hmotnost byla navrzena struktura s elementarnim slozenim C,;sH»70,3 s chybou
0,7 ppm. Zprimérovanim MS spekter s vysSi kolizni energii pfes tento pik dostaneme
spektrum s fragmentovym iontem o m/z = 331,0791 (Obr. 9). Elementarni slozeni tohoto
fragmentu je C;7H;s07 (chyba 8,2 ppm). Tento fragment je tedy malvidin (tento fragment
odpovidd samotnému anthokyanidinu, protoze pii fragmentaci acylovanych anthokyanini
dochazi ke Stépeni glykosidové vazby mezi anthokyanidinem a cukrem; Stépeni esterové

vazby mezi cukrem a kyselinou nebyva pozorovano).
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Obr. 8 MS spektrum malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu
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Obr. 9 Spektrum s vyssi kolizni energii malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu, na némz je

patrny fragment o m/z = 331

Neutrdlni ztradta mezi rodiCovskym iontem a fragmentem je 204. Z bézné se
vyskytujicich cukrii a organickych kyselin miize tato hmotnost ukazovat na ztratu
acetylglukosy nebo acetylgalaktosy. Jelikoz glukosa a galaktosa jsou izomery se stejnou

molekulovou hmotnosti, nemiizeme z hmotnostniho spektra urcit, o ktery cukr se v tomto
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piipad¢ jednd. Pomoci si mizeme srovnanim retenc¢nich ¢ast glukosidl a galaktosidi. Dva
izomerni anthokyaniny se stejnou molekulovou hmotnosti, li§ici se pouze pfitomnym cukrem
(glukosa nebo galaktosa), budou na pouzité kolon¢ C18 za danych podminek eluovat v potadi
galaktosidy, glukosidy.”® Potiebujeme tedy najit vzorek, ve kterém se vyskytuji

acetylglukosidy a acetylgalaktosidy vedle sebe a porovnat jejich retenéni Casy.

Vyskyt acetylglukosidii a acetylgalaktosidi v jednom vzorku byl zaznamenan
v kultivaru Elliot. Chromatogram, rekonstruovany pro hmotu 535
(malvidin-3-(6""-acetyl)glukosid nebo galaktosid) ukazal dva piky, jejichZ reten¢ni Casy byly
5,60 minut a 6,19 minut (Obr. 10). Jejich hmotnostni spektra a spektra s vyssi kolizni energii
jsou stejnd (Obr. 11, Obr. 12) a nemtizeme proto odlisit glukosidy od galaktosidi. Zname
vSak reten¢ni Casy. JelikoZ byly vSechny vzorky proméfeny na stejné koloné za stejnych
podminek, miizeme tvrdit, Ze anthokyanin sniz§im retenénim casem (5,60 min) je
malvidin-3-(6""-acetyl)galaktosid a anthokyanin s vyS§im retenénim Casem (6,19 min) je

malvidin-3-(6""-acetyl)glukosid.
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Obr. 10 Chromatogram rekonstruovany pro m/z = 535; je zde vidét pik galaktosidu

(retencni Cas 5,60 min) a pik glukosidu (reten¢ni Cas 6,19 min)
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Obr. 12 MS spektrum a spektrum s Vyssi kolizni energii

malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (taktéz fragment 331) - odliSnost pouze v ret. Casech

Timto zptisobem byly identifikovany vSechny acylované anthokyaniny, které byly ve

vzorcich nalezeny. Nameétend spektra a chromatogramy jednotlivych kultivart jsou piiloZzeny
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v kapitole Ptilohy. Ptehled anthokyanint, vyskytujicich se v jednotlivych kultivarech, je
uveden v tabulce (Tab. IV).

Tab. IV Ptehled anthokyanintl, nalezenych v jednotlivych kultivarech bortivek

Kultivar

Anthokyanin

Berkeley

Bluecrop

Bluegold

Darrow

Duke

Elliot

Dp-3-gal

v

v

v

AN

<

AN

Dp-3-glu

Cn-3-gal

Dp-3-ara

Cn-3-glu

Pt-3-gal

Cn-3-ara

Pt-3-glu

Pn-3-gal

Pt-3-ara

Pn-3-glu

Myv-3-gal

Pn-3-ara

Mv-3-glu

Myv-3-ara

Dp-3-(6""-acetyl)gal

Cn-3-(6""-acetyl)gal

Pt-3-(6""-acetyl)gal

Mv-3-(6""-acetyl)gal

Dp-3-(6""-acetyl)glu

Cn-3-(6""-acetyl)glu

Pt-3-(6""-acetyl)glu

Pn-3-(6""-acetyl)glu

ANANER NN NER NER NI NI NER NER NI NI NI N NI NI NN NN AN

ANEANEANERNER SR SR A A I NN NI NEANEANE VAN NI NI NI NN I

LR IR IR S I N N NI N NEANE N S YA N VAR NI NI N NI N N RN

Mv-3-(6""-acetyl)glu

x| x| x| x x| x) kx| xS NN NN NN KX

<\

AN

(\

x| x| x| x| x| %) % x| x| ]SS NN NN NXNNN NN

ANEANEANEANIE NI NI NI NI NIENEANENEENENENE Y VNI N NI NI NN

V= anthokyanin byl ve vzorku detekovan; ¥ = anthokyanin nebyl ve vzorku detekovan
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Tab. IV Prehled anthokyaninti, nalezenych v jednotlivych kultivarech borivek

(pokracovani)

Kultivar

Anthokyanin Goldtraube | Hardyblue Herbert Patriot Lesni

AN

v

<
<
<

Dp-3-gal

Dp-3-glu

Cn-3-gal

Dp-3-ara

Cn-3-glu

Pt-3-gal

Cn-3-ara

Pt-3-glu

Pn-3-gal

Pt-3-ara

Pn-3-glu

Mv-3-gal

Pn-3-ara

Mv-3-glu

Myv-3-ara

Dp-3-(6""-acetyl)gal

Cn-3-(6""-acetyl)gal

Pt-3-(6""-acetyl)gal

Mv-3-(6""-acetyl)gal

Dp-3-(6""-acetyl)glu

Cn-3-(6""-acetyl)glu

Pt-3-(6""-acetyl)glu

Pn-3-(6""-acetyl)glu

x| x| x| x| % x| %) x| N NSNNNN NN A
ANEANEA NI NERNER SR S A NI NI NI NI NI NN NI NI NI NN NN
AR IR IR NI N NER R A BN NI NI NI NN I NI NI NI NN NN

ANERNER NER NI NI NI NERNEE B NI NI N AR NER N NI NI NI NI NI NI NI NI
LR IR IR R R A AR R IR N A NI NI NI NI NI NI NEENENE S YN NN

Mv-3-(6""-acetyl)glu
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4.2 Kvantifikace anthokyanini

4.2.1 LOD, LOQ, vytéZnost

Pro kvantifikaci anthokyanind bylo nutné urc¢it hodnotu limity detekce (LOD), limity
kvantifikace (LOQ) a vytéznost (recovery).

LOD a LOQ jsou hodnoty, které udavaji koncentra¢ni hranici, od které je mozné
analyt detekovat nebo kvantifikovat. Pro LOD plati, ze pomér signalu analytu k Sumu musi

signal signal

byt roven 3: =3, pro LOQ je tento pomér roven 10: — =10.

Sum Sum

Vytéznost (recovery) udava koncentracni pomér mnozstvi analytu ziskaného danou
analytickou metodou k pftijaté referen¢ni hodnoté. Ke ztratam dochazi pfedevsim pii Gprave
vzorku k analyze, napf. pfi izolaci, CiSténi apod. V této praci byla zjiStovana vytéznost
extrakce tuhou fazi (SPE), které byly vzorky pted analyzou podrobeny. Podrobny postup
prace pro uréeni vytéznosti je uveden v kapitole Uprava vzorkti pro UPLC/MS. Vytéznost
byla vypocitana jako pfedpokladana koncentrace analytu (tato koncentrace analytu by byla ve

vzorku zjisténa, kdyby nedoslo k zadnym ztratdm) ku zmétené koncentraci analytu, prevedend

Cpr adand
na procenta: —predpollidand » 10(). Ziskané hodnoty LOD a LOQ byly ziskany ze tii

Czmeérend
opakovani pro anthokyanin malvidin-3-galaktosid, hodnota vytéZznosti pro standard
pelargonidin-3,5-diglukosid taktéz ze tifi opakovanych méfeni. Hodnoty jsou uvedeny

v tabulce (Tab. V).

Tab. V: Hodnoty LOD, LOQ a vytéznosti

LOD (mg/l) LOQ (mg/) Vyt&znost(%)

Primérna hodnota 0,069 0,23 120%

Hodnota vytéznosti je vétsi nez 100%, coz nevypovida o ztratdch analytu, ale naopak
o nadhodnoceni koncentrace analytu. Vysvétlenim pro takto vysokou hodnotu vytéznosti
mohou byt jednak nepiesnosti pii pipetovani, spiSe ale mizeme ptedpokladat, Ze je to
zpusobeno matri¢nimi efekty. Znacna Cast matrice byla sice ze vzorku odstranéna izolaci
analytu a precisténim SPE, nicméné zbytek matrice, ktery se nepodafilo odstranit, by mohl

byt zodpoveédny za zesileni signalu analytu, a tim také za zvySenou hodnotu vytéznosti.

39




4.2.2 Kalibracni zavislost a stanoveni anthokyaninii

Kvantifikace anthokyanini byla provedena metodou kalibra¢ni pfimky. Pro vSechny
nalezené anthokyaniny nebyly k dispozici ptislusné standardy, proto byl pro stanoveni vSech
anthokyanint zvolen jeden standard: malvidin-3-galaktosid. Tento anthokyanin byl vybran
jako standard proto, ze ve vétSing testovanych vzorkl byl pravé malvidin-3-galaktosid nejvice
zastoupenym anthokyaninem. Koncentrace kalibra¢nich roztokt malvidin-3-galaktosidu byly

1, 30, 70, 110 a 150 mg/l. Na obr. 13 je zobrazena kalibra¢ni ptimka, ktera je linearni v celém

rozsahu.
Kalibracni pfimka
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Obr. 13 Kalibra¢ni ptimka standardu malvidin-3-galaktosidu

Nasledné byly anthokyaniny, nalezené ve vzorcich bortvek, kvantifikovany. Kazdy
vzorek byl proméfen tiikrat. Koncentrace anthokyanini, ziskané z kalibra¢ni pfimky, byly
prepocteny na fedéni a navazku vzorku a byly vyjadieny jako mg Mv-3-gal/g vzorku bortivek
(Tab. VI). V nékterych kultivarech byly detekovany anthokyaniny, jejichz kvantifikace ovSem
nebyla za danych podminek moznd, protoze jejich koncentrace lezely pod limitou

kvantifikace. Diivodem byl pfedevs$im Siroky rozsah koncentraci ptfitomnych anthokyanind:
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nekteré byly pfitomny ve velmi vysokych koncentracich, jiné ve velmi nizkych koncentracich.
V takovych piipadech by bylo nutné tyto vzorky ptfed analyzou vice zakoncentrovat, napf.
pomoci SPE a znovu proméfit. V tabulce neni uveden kultivar Herbert. V tomto kultivaru
nebylo moZzno anthokyaniny vibec kvantifikovat, protoze jejich koncentrace lezely pod
limitou detekce. Moznych vysvétleni se nabizi nékolik. V prvé tad¢ je nutné podotknout, ze
vSechny vzorky byly odebrany najednou (v jednom dni). Plody rtznych kultivara ale
dozravaji v riiznych obdobich - nékteré jsou rané, jiné pozdni. Je zde proto opravnény
predpoklad, ze plody kultivaru Herbert (pozdni kultivar) jesté nemusely byt plné¢ zral¢ a
mnozstvi anthokyaninl proto mohlo byt niz$i, nez by bylo nalezeno u plodi v plné zralosti.
Dalsi moznosti je, ze pti odbéru vzorku doSlo k mechanickému poskozeni plodi a béhem
doby, nez byl vzorek zamrazen (tj. pfi pfepravé) mohlo dojit k aktivaci enzymatickych

procesi, které¢ vedou k degradaci anthokyanind.
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Tab. VI: Koncentrace jednotlivych anthokyanina ve zkoumanych kultivarech bortivek

Koncentrace anthokyaninii v jednotlivych kultivarech (mg/g)

Anthokyanin Berkeley | Bluecrop | Bluegold | Darrow Duke Elliot
Dp-3-gal 0,253 0,094 0,187 0,268 0,309 0,251
Dp-3-glu pod LOQ 0,119 0,271 pod LOQ | pod LOQ | 0,096
Cn-3-gal 0,086 0,112 0,146 0,070 0,254 0,079
Dp-3-ara 0,191 0,089 0,141 0,180 0,166 0,198
Cn-3-glu pod LOQ 0,166 0,212 pod LOQ | pod LOQ | 0,051
Pt-3-gal 0,181 0,074 0,128 0,186 0,305 0,187
Cn-3-ara 0,059 0,121 0,110 0,047 0,129 0,064
Pt-3-glu pod LOQ 0,118 0,359 pod LOQ | pod LOQ | 0,122
Pn-3-gal 0,034 0,045 0,046 0,023 0,095 0,029
Pt-3-ara 0,109 0,063 0,091 0,108 0,146 0,135
Pn-3-glu pod LOQ 0,127 0,120 pod LOQ | pod LOQ | 0,034
Mv-3-gal 0,278 0,160 0,192 0,288 0,793 0,314
Pn-3-ara pod LOQ 0,044 0,031 pod LOQ 0,049 | pod LOQ
Mv-3-glu pod LOQ 0,315 0,635 pod LOQ | pod LOQ | 0,224
Mv-3-ara 0,160 0,123 0,119 0,168 0,346 0,216

Dp-3-(6""-acetyl)gal nedetek. | pod LOQ | nedetek. 0,029 nedetek. 0,043
Cn-3-(6""-acetyl)gal | nedetek. | pod LOQ | nedetek. | pod LOQ | nedetek. | pod LOQ
Pt-3-(6""-acetyl)gal | nedetek. | pod LOQ | nedetek. 0,025 nedetek. 0,038
Mv-3-(6""-acetyl)gal | nedetek. 0,039 nedetek. 0,073 nedetek. 0,115
Dp-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,067 0,066 nedetek. | nedetek. 0,036
Cn-3-(6"-acetyl)glu | nedetek. 0,151 0,155 nedetek. | nedetek. | pod LOQ
Pt-3-(6""-acetyl)glu | nedetek. 0,089 0,091 nedetek. | nedetek. 0,051
Pn-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,127 0,084 nedetek. | nedetek. | pod LOQ
Mv-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,233 0,129 nedetek. nedetek. 0,117
pM 1,35+0,06 | 2,48+0,09 | 3,31+0,13 | 1,47+0,06 | 2,59+0,11 | 2,40%+0,10
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Tab. VI Koncentrace jednotlivych anthokyaninti ve zkoumanych kultivarech bortvek

(pokracCovani)
Koncentrace anthokyanini v jednotlivych kultivarech (mg/g)
Anthokyanin Goldtraube Hardyblue Patriot Lesni
Dp-3-gal 0,068 0,484 0,041 1,574
Dp-3-glu pod LOQ 0,330 0,046 1,495
Cn-3-gal 0,076 0,112 0,061 1,318
Dp-3-ara 0,062 0,420 0,028 0,593
Cn-3-glu pod LOQ 0,100 0,085 1,450
Pt-3-gal 0,080 0,212 0,028 0,524
Cn-3-ara 0,052 0,103 0,047 0,663
Pt-3-glu pod LOQ 0,235 0,046 1,031
Pn-3-gal 0,049 0,028 pod LOQ 0,173
Pt-3-ara 0,062 0,167 pod LOQ 0,195
Pn-3-glu pod LOQ 0,039 0,048 0,849
Mv-3-gal 0,347 0,209 0,044 0,407
Pn-3-ara 0,031 pod LOQ pod LOQ 0,075
Mv-3-glu pod LOQ 0,273 0,083 1,199
Myv-3-ara 0,238 0,162 0,031 0,170
Dp-3-(6""-acetyl)gal nedetek. pod LOQ nedetek. nedetek.
Cn-3-(6""-acetyl)gal nedetek. nedetek. pod LOQ nedetek.
Pt-3-(6""-acetyl)gal nedetek. nedetek. pod LOQ nedetek.
Myv-3-(6""-acetyl)gal nedetek. nedetek. pod LOQ nedetek.
Dp-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,070 pod LOQ nedetek.
Cn-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,041 0,098 nedetek.
Pt-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,055 0,041 nedetek.
Pn-3-(6""-acetyl)glu nedetek. pod LOQ 0,060 nedetek.
Mv-3-(6""-acetyl)glu nedetek. 0,036 0,080 nedetek.
X 1,0610,06 3,08+0,14 0,86+0,04 11,72+0,31
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Pro lepsi ptehlednost jsou ziskana data zobrazena v grafu celkové koncentrace
anthokyaninli ve zkoumanych kultivarech (Obr. 14). Podobnosti a rozdily mezi jednotlivymi
kultivary bortvek budou podrobnéji zkoumény v nasledujici kapitole Statistické hodnoceni

kultivart bortavek.

Celkova koncentrace anthokyaninii ve zkoumanych
kultivarech

14.00

12.00 T

[Eny
o % o
o o o
o o o

4.00

2.00 I
0.00 _j .
&

Y anthokyanini (mg/g)

Obr. 14 Celkova koncentrace anthokyaninl v jednotlivych kultivarech boriivek
4.2.3 Statistické hodnoceni kultivari borivek

Statistické testovani zkoumanych vzorkl bylo provedeno v softwaru Statistica 9. Byly
pouzity metody prizkumové analyzy vicerozmérnych dat (EDA), analyza hlavnich

komponent (PCA) a shlukova analyza (CLU).

EDA poskytuje tfadu grafl, kde jsou jednotlivé proménné (zde koncentrace
jednotlivych anthokyanintl) ptfevedeny do symbold. Zkoumané objekty (kultivary bortvek)
jsou pak zndzornény jako obrazce, které se skladaji z t€chto symbolt. Na zékladé vizualnich
rozdilti mezi obrazci Ize posoudit podobnosti a odliSnosti mezi objekty. Na obrazku (Obr. 15)
je graf Chernoffovych tvafi, kde kazda tvar pfedstavuje jeden kultivar borivek a jednotlivé

prvky obliceje (tvar tvare, o€i, oboci,...) jsou koncentrace anthokyanintl, pfevedené do téchto
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symbolll. Z obrazku je na prvni pohled vidét, Ze posledni tvar (Iesni boravky) je velmi odlisna
od ostatnich. Dalsi rozdily a podobnosti uz nejsou tak ocividné, nicméné Ize si vSimnout
podobnosti tvaii kultivaru Berkeley, Duke a Goldtraube. Dale jsou si podobné tvare kultivart

Darrow a Elliot.

[konowy graf

Tabulkal 24v*10¢
Berkeley Bluecrop Bluegold Darrow

— tvar/sir = Dp-3-gal
p ’ — ucho/iroy = Dp-3-glu
— polovina tvaredys = Cn-3-gal

— hormni tvarfexc = Dp-3-ara

Elliot  Goldtraube  Hardyblue —— dolni tvarfexc = Cn-3-glu
— nosfdel = PE3-gal

— ldaldr= Cn-3-ara

— Ugaizakr = Pt-3-glu

] — ugaldél = Pn-3-gal
ocifvys = PE3-ara

—— ocifodd = Pn-3-glu

acifSikm = My-3-gal

Lesni - ogifexc = Pn-3-ara

ocifdél = My-3-glu
— panenkpoz = My-3-ara
— obocifvys = Dp-3-(6"-acetyl gal
— ohocifihel = Cn-3-(6-acetyligal
— obocifdél = Pt-3-(6"-acetyl)gal
— ucho/pol = My-3-(6 -acetyllgal
— nosiEir= Op-3-16"~acetyliglu
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-
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Obr. 15 Ikonovy graf - Chernoffovy tvare

Analyza hlavnich komponent nahrazuje puvodni korelované proménné (koncentrace
anthokyaninll) novymi proménnymi = hlavnimi komponentami, které zjednoduSuji a
zptehlednuji data, umoziiuji najit korelace mezi proménnymi a identifikovat podobné objekty

(shluky) a objekty odlisné (osamostatnélé body).

V grafu komponentnich skore (Obr. 16) je na prvni pohled vidét, Ze lesni bortivky jsou
znacn¢ vzdalené od ostatnich vzorkii a miZeme je proto oznacCit za nepodobné ostatnim
kultivarim. Dale v obrazku miZeme identifikovat shluk, ktery naznacuje podobnost mezi
vzorky. Ve shluku se ocitly kultivary Darrow, Goldtraube, Berkeley a Elliot. Pomérné blizko

sebe jsou také kultivary Bluecrop a Bluegold, coz by také ukazovalo na jistou podobnost.
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Projekce piipadi do faktorove roviny (1% 2)
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Obr. 16 Graf komponentnich skore - kultivary jsou ve shlucich nebo osamostatnélé

Metoda analyzy shluki spojuje objekty do shlukii podle jejich vzdalenosti. Cim blize
jsou si objekty, tim jsou si podobné&jsi a vytvoii shluk. Shuky se nasledné spojuji do vétsich

shlukt az do okamziku, dokud vSechny objekty nejsou zatazeny do jediného shluku.

Na obrazku (Obr. 17) je dendrogram objektd, tzv. vyvojovy strom, ktery na ose y
zobrazuje jednotlivé kultivary, na ose x pak vzdalenost mezi témito kultivary, kterd je
urcujicim faktorem pro jejich shlukovéni. Z dendrogramu je opét vidét, Zze nejodlisnéjsi je
vzorek lesnich bortivek. Nejmensi vzdalenost je mezi kultivary Berkeley a Darrow, které jsou
nasledn¢ spojeny do shluku s kultivary Goldtraube a Elliot, coz vytvaii skupinu stejnych

kultivart, kterou ukézala jiz analyza hlavnich komponent.
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Strodiagram pro 10 piipadi
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Obr. 17 Dendrogram objektt

Analyza shlukt s hierarchickym shlukovéanim je citliva na ptitomnost odlehlych bodi.
Protoze vzorek lesnich bortivek se chové jako odlehly bod, miiZze ovliviiovat vysledky analyzy
a zakryvat souvislosti mezi ostatnimi kultivary. Obrazek (Obr. 18) zachycuje dendrogram po
vylouceni vzorku lesnich borivek. Na obrazku je opét mozné rozeznat shluk kultivart

Berkeley, Darrow, Goldtraube a Elliot, a také shluk tvoteny kultivary Bluecrop a Patriot.
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Str diagram pro 9 piipadn
Wardova metoda
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Obr. 18 Dendrogram objektti po vylouceni vzorku lesnich bortivek

Vysledky statistické analyzy dat mizeme shrnout do tvrzeni, ze Slechténé kultivary
kanadskych bortivek se zna¢né liSi od neSlechténych lesnich bortvek, coz potvrzuje graf
Chernoffovych tvafi, analyza hlavnich komponent i analyza shlukl. Ve skupiné Slechténych
kultivart jsou pak navzajem podobné kultivary Berkeley, Darrow, Goldtraube a Elliot. V ¢em

spociva podobnost mezi témito kultivary se bohuzel nepodatilo vyhodnotit.

Problémi pii statistickém vyhodnocovani bylo nékolik. Zkoumanych objektti bylo 10,
kdezto proménnych bylo 24 (celkem 24 identifikovanych anthokyaninil); obecné Ize tedy fict,
ze bylo pfili§ mnoho proménnych a malo objekt. Dal§im problémem byla nutnost uvadét u
vSech kultivarti hodnoty koncentrace kazdého anthokyaninu, pfestoze realn€ tyto koncentrace
nebyly znamy (napft. koncentrace anthokyaninu byla pod limitou kvantifikace a proto nebyla
stanovena). Tento problém byl vyfeSen tim, Zze misto hesla ,,pod LOQ“ byla zad4vana
polovi¢ni hodnota LOQ (LOQ = 0,23 mg/1; 1/2LOQ = 0,115 mg/1). Tato hodnota byla zadana
pro vSechny anthokyaniny, které byly ve vzorku detekovany, ale nebyly stanoveny, coz

samoziejm¢ vnasi do dat chybu a mohlo byt pfi¢inou zkreslenych zavéru pii hodnoceni
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podobnosti mezi kultivary. Re$enim by bylo vzorky zakoncentrovat, tak aby mohly byt

stanoveny 1 anthokyaniny, které byly ve vzorku v pfili§ nizkych koncentracich.

Interpretaci dat lze rovnéz provést na zdkladé porovnani ziskanych hodnot
v tabulkach, uvadégjicich koncentrace anthokyanind (Tab. VI), respektive na zakladé¢
chromatogrami jednotlivych kultivarti (viz Ptilohy). Jednozna¢né lze souhlasit se zavérem, ze
lesni neslechténé bortivky jsou vyrazné odlisné od Slechténych kanadskych bortivek. Rozdil je
predevsim ve znacné vysSich koncentracich anthokyanind - lesni bortivky obsahovaly vice
nez Ctyfndsobné vyssi koncentrace anthokyaninli nez bortivky kanadské. PfiCina je ziejmé
pfedevsim ve vyskytu anthokyanini v plodu borGvky. Zatimco u lesnich borivek se
anthokyaniny vyskytuji jak ve slupce, tak v duzin€ plodu, u kanadskych borivek jsou
anthokyaniny pfitomny pouze ve slupce plodu (modra slupka x nazloutld duzina), proto je
koncentrace anthokyanind v kanadskych boriivkach vyznamné nizsi. Co se tedy tyce mnozstvi

anthokyanint, jednoznacné je ,,zdravejsi“ konzumovat plan€ rostouci neslechténé plody.

Mezi S$lechténymi kultivary lze déale vypozorovat skupinu kultivard, které viibec
neobsahuji acylované anthokyaniny (Berkeley, Duke, a Goldtraube), coz je dobie patrné i
z chromatogramii téchto kultivart, a zbytek kultivart, které acylované anthokyaniny v rtizné
mife obsahuji. Také se nabizi rozdily v poméru koncentraci glukosidii a galaktosida. U
kultivarti Berkeley, Darrow, Duke a Goldtraube je z chromatograml na prvni pohled vidét
absence piki galaktosidi. Tyto kultivary jednoduse upiednostiiuji syntézu glukosidii pred
galaktosidy, zatimco u ostatnich kultivarti jsou piky galaktosidii dobfe patrné a mnohdy je

jejich koncentrace 1 vys$si nez koncentrace galaktosidi.

Koncentrace anthokyaninil v jednotlivych kultivarech se také zna¢né liily. Nejméné
anthokyanint obsahoval kultivar Herbert, u né¢hoz byly koncentrace anthokyaninii pod limitou
kvantifikace. Nejmens$i stanovené mnozstvi anthokyaninti obsahoval kultivar Patriot
(0,86 mg/g plodil), nejvyssi koncentrace anthokyaninii byla zjiSténa u kultivaru Bluegold
(3,31 mg/g vzorku). K témto hodnotam je vSak tfeba dodat, Ze rtizné kultivary dozravaji
v riznych obdobich roku podle toho, zda jsou rané ¢i pozdni. Proto by bylo piesnéjsi

porovnavat vzorky plodd, sebranych v plné zralosti daného kultivaru.
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5. Zavér

Tato diplomova prace se vénovala studiu anthokyanini v rdznych kultivarech bortivek
metodou UPLC/ESI-MS. Koncentrace jednotlivych anthokyanini ve vzorcich byly
vyhodnoceny metodou kalibra¢ni pfimky na standard malvidin-3-galaktosid. Bylo studovano
celkem deset kultivarii Slechténych kanadskych bortivek a jeden vzorek neslechténych lesnich
bortivek. Hlavnim cilem prace bylo ziskat anthokyaninové profily jednotlivych kultivarg,
stanovit nalezené anthokyaniny a na zéklad¢ téchto informaci porovnat jednotlivé kultivary

boravek.

Ve vzorcich boriivek bylo identifikovano celkem 24 anthokyaninli, ztoho 15
zakladnich neacylovanych monoglykosidii (tyto byly nalezeny ve vSech zkoumanych
kultivarech) a 9 acetylovanych anthokyanint. Kultivary Berkeley, Duke, Goldtraube a lesni
bortivky obsahovaly pouze 15 zakladnich neacylovanych anthokyanini. Ostatni kultivary
obsahovaly kromé 15 zakladnich anthokyanini 1 nékteré acetylované anthokyaniny. V
kultivarech Bluegold a Darrow bylo detekovdno po dvaceti anthokyaninech, v kultivaru
Hardyblue 21 anthokyanint, v kultivaru Herbert 18 anthokyaninii, kultivar Patriot obsahoval

23 anthokyaninti. V kultivarech Bluecrop a Elliot bylo detekovano vSech 24 anthokyaninti a

vvvvv

Vysledky byly podrobeny statistickému testovani, ze kterého jasné vyplynulo, ze lesni
borlivky se vyznamné li§i od Slechténych kanadskych borivek. Tento vyznamny rozdil
spoc¢iva pfedevS§im v koncentracich pfitomnych anthokyaninti. Celkovd koncentrace
anthokyanini byla v lesnich borGvkach vice nez Ctyfnasobnd (11,7 mg/g) ve srovnani
s primérnymi hodnotami celkovych koncentraci v bortivkach kanadskych (nejvyssi celkova
koncentrace anthokyaninti 3,31 mg/g v kultivaru Bluegold). Proto jsou ke konzumaci

vhodnéjsi lesni bortivky nez bortivky kanadské.

Jednotlivé kultivary Slechténych kanadskych bortvek se od sebe znacné lisi jak
v anthokyaninovém profilu, tak v koncentracich anthokyaninii. Vzorky Ilze podle
anthokyaninového profilu rozdélit na dvé skupiny: kultivary, které neobsahuji acylované
anthokyaniny (Berkeley, Duke, Goldtraube) a kultivary, u nichz byla pozorovana pfitomnost

acylovanych anthokyaninii (Bluecrop, Bluegold, Darrow, Elliot, Hardyblue, Herbert, Patriot).
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Zajimavou odliSnosti mezi kultivary jsou také poméry glukosidl a galaktosidi. U kultivara
Berkeley, Darrow, Duke a Goldtraube znac¢né ptevazovaly glukosidy; byly pozorovany jen
velmi mald mnoZstvi galaktosidl (pod LOQ), zatimco u zbyvajicich kultivari byl pomér mezi

glukosidy a galaktosidy spiSe vyrovnany nebo posunuty ve prospéch galaktosidu.

Z hlediska celkové koncentrace anthokyanintl, nejmensi mnozstvi obsahoval kultivar
Herbert, u néhoz byly koncentrace anthokyanini pod limitou kvantifikace. Nejmensi
mnozstvi anthokyaninli bylo stanoveno v kultivaru Patriot (0,86 mg/g plodii), nasledovaly
kultivary v poradi: Goldtraube, Berkeley, Darrow, Elliot, Bluecrop, Duke, Hardyblue a
Bluegold - tento kultivar obsahoval ze vSech kultivari nejvétsi mnozstvi anthokyanint

(3,31 mg/g vzorku).
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7. Seznam pouzitych zkratek

U(H)PLC ultraucinnd kapalinova chromatografie
ESI ionizace elektrosprejem

MS hmotnostni spektrometrie

OMe methoxy skupina

ROS reaktivni formy kysliku

CNS centralni nervova soustava

HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
(E110) Zlut SY

(E122) Karmoisin

(E102) Tartrazin

(E124) Ponceau 4R

(E104) Chinolinova Zlut

(E129) Cerveti Allura AC

(E211) Benzoan sodny

FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
WHO Svétova zdravotnicka organizace
NOEL davka, kterd nezpisobi Zadny pozorovatelny efekt
ADI ptijatelna denni davka

PC papirova chromatografie

TLC chromatografie na tenké vrstvé
UV/VIS ultrafialové/viditelné zareni

LC kapalinova chromatografie

NMR nuklearni magnetickd rezonance
C(Z2)E kapilarni (zonova) elektroforéza
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CTAB
MALDI
APCI
TOF
MS"
Q-TOF
FA
SPE
Dp

Cn

Pt

Pn

Pg
Glu
Gal
Ara
LOD
LOQ
EDA
PCA

CLU

cetyltrimethylamonium bromid
ionizace laserem za ¢asti matrice
chemicka ionizace za atmosférického tlaku
analyzator doby letu

tandemova hmotnostni spektrometrie
hybridni analyzator, spojujici kvadrupdl s analyzatorem doby letu
kyselina mravenci

extrakce tuhou fazi

delphinidin

cyanidin

petunidin

peonidin

malvidin

pelargonidin

glukosid

galaktosid

arabinosid

limita detekce

limita kvantifikace

priazkumova analyza dat

analyza hlavnich komponent

analyza shlukt
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8. Piilohy

8.1 Chromatogramy, rekonstruované pro  hmoty

nalezenych anthokyanini v jednotlivych kultivarech

berkeley_2 3
berkeley 2 1 1: TOF MS ES+
280 Sum 0.050a
100+ 335
230
7
356
4
315
" 6
367 9
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5
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8
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245
8] T+ Time
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200 225 260 275 300 325 360 375 400 425 450 475 500 529 550 575 600 6259 650

Obr. 19 Kultivar Berkeley: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu
+ Pt-3-gal; 5 = Cn-3-ara + Pt-3-glu; 6 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 7 = Pn-3-glu + Mv-3-gal; 8 = Pn-3-ara +
Mv-3-glu; 9 = Mv-3-ara



blue_crop 10
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Obr. 20 Kultivar Bluecrop: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 =

Cn-3-glu; 5 = Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara; 7 = Pt-3-glu; 8 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 9 = Dp-3-(6""-acetyl)gal +
Pn-3-glu + Mv-3-gal; 10 = Pn-3-ara + Mv-3-glu; 11 = Dp-3-(6""-acetyl)glu + Cn-3-(6""-acetyl)gal +
Myv-3-ara; 12 = Pt-3-(6""-acetyl)gal; 13 = Cn-3-(6""-acetyl)glu; 14 =
15 = Mv-3-(6""-acetyl)gal; 16 = Pn-3-(6""-acetyl)glu; 17 = Mv-3-(6""-acetyl)glu

Pt-3-(6""-acetyl)glu;

darow 1
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Obr. 21 Kultivar Darrow: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal;
4 = Cn-3-glu + Pt-3-gal; 5 = Cn-3-ara + Pt-3-glu; 6 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 7 = Pn-3-glu + Mv-3-gal;
8 = Dp-3-(6""-acetyl)gal + Pn-3-ara + Mv-3-glu; 9 = Cn-3-(6""-acetyl)gal + Mv-3-ara;
10 = Pt-3-(6""-acetyl)gal; 11 = Mv-3-(6""-acetyl)gal; 12 = 11 = Mv-3-(6""-acetyl)glu



duke_2

duke_2 7 1: TOF MS ES+
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Obr. 22 Kultivar Duke: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu +
Pt-3-gal; 5 = Cn-3-ara + Pt-3-glu; 6 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 7 = Pn-3-glu + Mv-3-gal; 8 = Pn-3-ara +
Mv-3-glu; 9 = Mv-3-ara
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Obr. 23 Kultivar Elliot: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu;
5 = Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara; 7 = Pt-3-glu; 8 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 9 = Dp-3-(6""-acetyl)gal + Pn-3-glu
+ Mv-3-gal; 10 = Pn-3-ara + Mv-3-glu; 11 = Dp-3-(6""-acetyl)glu + Cn-3-(6""-acetyl)gal + Mv-3-ara;
12 = Pt-3-(6""-acetyl)gal; 13 = Cn-3-(6""-acetyl)glu; 14 = Pt-3-(6""-acetyl)glu;
15 = Mv-3-(6""-acetyl)gal; 16 = Pn-3-(6""-acetyl)glu; 17 = Mv-3-(6""-acetyl)glu



gold_traube 9

gold_traube 2 1: TOF MS ES+
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Obr. 24 Kultivar Goldtraube: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal;
4 = Cn-3-glu; 5 = Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara; 7 = Pt-3-glu; 8 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 9 = Pn-3-glu +
Myv-3-gal; 10 = Pn-3-ara + Mv-3-glu; 11 = Mv-3-ara

hardy_blue_2 3
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Obr. 25 Kultivar Hardyblue: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal;
4 = Cn-3-glu; 5 = Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara; 7 = Pt-3-glu; 8 = Pn-3-gal + Pt-3-ara;
9 = Dp-3-(6""-acetyl)gal + Pn-3-glu + Mv-3-gal; 10 = Pn-3-ara + Mv-3-glu; 11 = Dp-3-(6""-acetyl)glu
+ My-3-ara; 12 = Cn-3-(6""-acetyl)glu; 13 = Pt-3-(6""-acetyl)glu; 14 = Pn-3-(6""-acetyl)glu;

15 = Mv-3-(6""-acetyl)glu
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Obr. 26 Kultivar Herbert: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu;
5 =Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara + Pt-3-glu; 7 = Pt-3-ara; 8 = Pn-3-glu + Mv-3-gal; 9 = Pn-3-ara + Mv-3-glu;
10 = Dp-3-(6""-acetyl)glu + Mv-3-ara; 11 = Mv-3-(6""-acetyl)gal; 12 = Mv-3-(6""-acetyl)glu
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Obr. 27 Kultivar Patriot: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu;
5 = Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara + Pt-3-glu; 7 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 8 = Pn-3-glu + Mv-3-gal; 9 = Pn-3-ara
+ Mv-3-glu; 10 = Dp-3-(6""-acetyl)glu + Cn-3-(6""-acetyl)gal + Mv-3-ara; 11 = Pt-3-(6""-acetyl)gal;
12 = Cn-3-(6""-acetyl)glu; 13 = Pt-3-(6""-acetyl)glu; 14 = Mv-3-(6""-acetyl)gal;
15 =Pn-3-(6""-acetyl)glu; 16 = Mv-3-(6""-acetyl)glu
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Obr. 28 Lesni bortivky: 1 = Dp-3-gal; 2 = Dp-3-glu; 3 = Dp-3-ara + Cn-3-gal; 4 = Cn-3-glu;
Pt-3-gal; 6 = Cn-3-ara; 7 = Pt-3-glu; 8 = Pn-3-gal + Pt-3-ara; 9 = Pn-3-glu + Mv-3-gal;
Pn-3-ara + Mv-3-glu; 11 = Mv-3-ara
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Obr. 29 MS spektrum cyanidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (m/z = 491)
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Obr. 30 Spektrum s vyssi kolizni energii cyanidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (fragment

s m/z = 287)
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Obr. 31 MS spektrum delphinidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (m/z = 507)
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Obr. 32 Spektrum svyssi kolizni energii delphinidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu
(fragment s m/z = 303)
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Obr. 33 MS spektrum malvidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (m/z = 535)
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Obr. 34 Spektrum s vyssi kolizni energii malvidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (fragment
sm/z=331)
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Obr. 35 MS spektrum petunidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (m/z = 521)
darow
darow 283 (4.794) 2: TOF MS ES+
100 317.0672 172
318.8026
=
314.8489
9
3409815
%?1.8232 310.8851 368110 353.?918
5?5.81?? 295 8575 §D1 1403 ;20.?694 348 7480 ;55.0829 ;74.8238 §85.0883 ;95.7849 4/08.?4??
[283.0426 ;28.2203 ;?5 3N ;9.'-" B985 A0R0539
0- iz
. 270 280 290 300 310 320 330 340 380 360 370 380 380 400 410 420 430
Obr. 36 Spektrum s vyssi kolizni energii petunidin-3-(6""-acetyl)galaktosidu (fragment
sm/z=2317)
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Obr. 37 MS spektrum cyanidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (m/z = 491)
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Obr. 38 Spektrum s vyssi kolizni energii cyanidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (fragment
s m/z = 287)
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Obr. 39 MS spektrum delphinidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (m/z = 507)
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Obr. 40 Spektrum svy“ kolizm energu delph1n1d1n-3-(6”-acetyl)glukosidu

(fragment s m/z = 303)
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Obr. 41 MS spektrum malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (m/z = 535)
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Obr. 42 Spektrum s vyssi kolizni energii malvidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (fragment
sm/z=331)
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Obr. 43 MS spektrum peonidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (m/z = 505)
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Obr. 44 Spektrum s vyssi kolizni energii peonidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (fragment
sm/z=2301)
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Obr. 45 MS spektrum petunidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (m/z = 521)
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Obr. 46 Spektrum s vyssi kolizni energii petunidin-3-(6""-acetyl)glukosidu (fragment
sm/z=317)
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