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Abstrakt

Prace se zabyva problematikou stability rutinu v kvétenstvi bezu ¢erného pii
zpracovani.

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je 1é¢iva bylina, ktera se k medicinskym tcelim
pouzivala jiz ve stfedovéku. Kvéty (Flos Sambuci) a plody (Fructus Sambuci) jsou na
seznamu oficialnich 1é¢ivych piipravkia Statniho Gstavu pro kontrolu lé¢iv. Hlavni jeho
ucinnou fenolickou latkou je flavonoid rutin.

Cerny bez je listnaty ket nékdy strom, ktery roste na slunnych mistech. Patfi do
¢eledi zimolezovitych (Caprifoliaceae). Malé a bélavé kvéty tvoii bohata soukvéti,
ktera maji v dob¢ kvétu velmi intenzivni viini. Jeho plody jsou malé ¢ervenofialové az
¢erné peckovice.

Flavonoidy jsou fenolické latky rostlinného puvodu. V poslednich letech roste
zajem o studium téchto biologicky aktivnich latek, protoze maji pozitivni G¢inky na
lidsky organismus. Hlavnimi zdroji téchto latek jsou ovoce, zelenina a 1é¢ivé byliny.

Jejich nejznamé;jsi vlastnosti je antioxida¢ni piisobeni. Chrani krevni lipoproteiny o
nizké hustoté pred oxida¢ni modifikaci, ktera je pfi¢inou rozvoje aterosklerozy a
hypertenze. Reguluji hladinu cholesterolu v krvi. Plisobi proti vzniku krevnich srazenin
a tim pomahaji pfedchéazet infarktu myokardu a mozkové mrtvici. Maji pozitivni G¢inky
na elasticitu cév, snizuji jejich fragilitu. Také posiluji imunitni systém. Rovnéz maji
antikarcinogenni vlastnosti. Uméji blokovat iniciaci nadorového procesu, zastavit
bunécny cyklus a indukovat bunécnou smrt prednostné v rakovinnych bunikach. Témito
mechanismy chrani organismus pfed nékterymi formami rakoviny, predevs§im pied
rakovinou plic, traviciho traktu, prsu a prostaty. Vykazuji fadu dalSich biologickych
ovoce a zeleniny obohacuje stravu o biologicky cenné latky. Podle doporuceni WHO
bychom méli denné zkonzumovat 400 g ovoce a zeleniny. Dal$im zdrojem vyzivove

cennych slou¢enin mohou byt léCivky.



Bez Cerny jako 1é¢ivka se poziva hlavné pro ptipravu léivého népoje. Zndmé je
také jeho vyuziti jako materialu pro piipravu sirupu. Tento vyrobek poskytuje
osvezujici a chutny napoj a v posledni dob¢ se objevuje 1 v obchodni siti.

Pro srovnani bylo v obchodni siti potfizeno pét jednodruhovych sirupti z kvétt bezu
cerného, vyrobenych riznymi vyrobci. Byl navrzen postup ptipravy sirupu z bezového
kvétu, ktery vychazel jednak z mrazeného kvétenstvi bezu, jednak ze suseného
kvétenstvi. Rostlinny material pochézel z volné rostoucich ket a byl pofizen v Cervnu
2013.

V laboratofti bylo ptipraveno celkem osm sirupd, Ctyfi z Cerstvého materialu a ¢tyii
ze suseného. Byly pouzity dva postupy. Prvnim postupem byla extrakce cukernym
roztokem, druhym postupem extrakce vodnym roztokem, kam byl cukr pfidan az
posléze. Dalsi ptidavanou latkou byl ethanol.

Metoda stanoveni rutinu ve vzorcich spocivala v kombinaci dvou extrakénich
krokd. Prvnim krokem byla klasicka extrakce vodnym methanolem a druhym krokem
extrakce pevnym sorbentem (SPE).

Meéfteni vSech vzorkil bylo provedeno na kapalinovém chromatografu Agilent 1200
Series Rapid Resolution LC System (Agilent Technologies, USA). Pro vyhodnoceni a
zpracovani vysledki byly pouzity programy ChemStation 3D (Agilent Technologies) a
MS Office Excel (Microsoft).

Analyzou Cerstvého a suSeného materidlu bylo zjisténo, ze susené kvéty bezu
¢erného obsahuji mnohonasobné vice rutinu nez Cerstvy cerny bez. Z komeréné
vyrabénych sirupi nejvice rutinu obsahoval Kitl Syrob Bezovy, o néco mén¢ Hamé
Bylinny sirup Bezovy kvét. Koncentrace rutinu v sirupech pfipravenych v laboratoti
byla daleko vyssi v porovnani s komer¢nimi produkty. Rozdilnymi zpisoby ptipravy
sirupil a naslednou analyzou bylo zjisténo, ze sirupy pfipravené ze susené¢ho kvétenstvi
obsahuji vétsi mnoZzstvi rutinu, nez sirupy vyrobené stejnym postupem, ale z materidlu
mrazeného. Pfidavek malého mnoZzstvi etanolu nemél na extrakci rutinu z kvétenstvi
vliv. V zadném z ptipravenych sirupl se neobjevil volny kvercetin, ktery by svédcil o

rozkladu rutinu.



Ptipravené sirupy byly pouzity k piipravé népoje a pouzity pro senzorickou
analyzu. Vysledky parového preferencniho oboustranného testu ukazaly, ze u
predlozenych dvojic napoje tvofenych vzdy vyrobkem z Cerstvého a suSené¢ho bezu
hodnotitelé preferovali ve dvou ptipadech sirupy ze susenych kvétt ¢erného bezu a u
dvou posuzovanych pari vysledky nebyly statisticky prokazatelné. Ve vSech ptipadech
posuzovatelé nejcastéji vnimali malé a stfedni rozdily.

Ze ziskanych vysledkl plyne, ze nejlepsi zplisob piipravy sirupu je s pouzitim
suSeného rostlinného materialu a sachar6zového roztoku jako extrakéniho ¢inidla. Takto
pfipraveny sirup obsahoval nejvice rutinu a zadroven vykazoval nejmensi ztraty této
zdravi prospésné latky. Navic v porovnani se stejné piipravenym sirupem z ¢erstvého

materidlu 1épe chutnal.
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Abstact

This thesis examines the stability of rutin in the inflorescences of the elder during
processing.

Elder (Sambucus nigra L.) is a medicinal plant that was used for medical purposes
as early as in the Middle Ages. Both flowers (Flos Sambuci) and fruit (Fructus
Sambuci) of the elder are on the list of official medicinal products of the State Institute
for Drug Control. The main active phenolic substance is flavonoid rutin.

The elder is a deciduous shrub, sometimes a tree, which grows in sunny places. It
belongs to the honeysuckle family (Caprifoliaceae). Its small and ivory white flowers
create rich inflorescences with a very intensive smell during the blossoming period. Its
fruit is small purple-black to black drupes.

Flavonoids are phenolic substances of plant origin. In recent years, there has been
an increased interest in the study of these biologically active substances because of their
positive influence on the human organism. The main sources of these substances are
fruit, vegetables and medicinal plants.

Among the best known properties of these substances is their antioxidant activity.
They protect the low density blood lipoproteins from the oxidation modifications that
cause the development of arteriosclerosis and hypertension; they regulate the level of
cholesterol in the blood; and they act against the creation of blood clots, thus helping to
prevent myocardial infarction and stroke. They have positive influence on the elasticity
of veins and decrease their fragility and they also strengthen the immune system.
Furthermore, they act as anticarcinogens. They can block the initiation of the tumour
process, stop the cell cycle and induce cell death preferentially in cancer cells. Thanks
to these mechanisms, they protect the organism from some forms of cancer, especially
lung cancer, cancer of the digestive tract and breast and prostate cancer. They show
many other biological effects, including anti-allergic, antibacterial, antiviral and anti-
inflammatory effects. Fruit and vegetable consumption enrich food with biologically

valuable components. According to a WHO recommendation, everyone should eat



400 g of fruit and vegetables per day. Another source of nutritionally valuable
components could be medical plants.

As a medical plant, the elder is used especially for the preparation of a medicinal
drink. It is also commonly used as a material for the preparation of syrup. This product
serves as a basis for a refreshing and tasty drink and lately is has also started to be sold
in shops.

For comparison, five single-flower syrups from the elderflower by different
producers were bought. A method of preparation of the elderflower syrup was devised,
based in one case on frozen elder inflorescences and in the other on dried
inflorescences. The plant material came from wildly growing shrubs and it was
collected in June 2013.

Altogether, 8 syrups were prepared in the laboratory, 4 of them from fresh material
and 4 from dried material. Two different methods were used. The first one was based on
extraction using sugar solution, the second one on extraction using water solution where
sugar was added afterwards. Another added substance was ethanol.

The method for measuring the amount of rutin in the samples was a combination of
two extraction steps. The first step was the usual exraction using aqueous methanol and
the second step was extraction using a solid sorbent (SPE).

The measurement of all samples was done on the Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC System liquid chromatograph (Agilent Technologies, USA). For the
evaluation and processing of the results, the ChemStation 3D (Agilent Technologies)
and MS Office Excel (Microsoft) programmes were used.

The analysis of fresh and dried material concluded that dried elderflowers contain
many times more rutin than fresh elder. Among the commercially produced syrups, the
“Kitl Syrob Bezovy” contained most rutin; a little less rutin was found in “Hamé
Bylinny sirup Bezovy kvét”. The concentration of rutin in the syrups prepared in the
laboratory was much higher than in the commercial products. By using different
methods of syrup preparation and their subsequent analysis, it was found that the syrups
prepared from the dried inflorescences contained a higher amount of rutin than the

syrups produced in the same way, but from frozen material. Addition of a small amount



of ethanol had no effect on extraction of rutin from inflorescences. Free quercetin,
which indicate a decomposition of rutin, wasn’t found in any of produced syrups.

The produced syrups were used for the preparation of a drink and then underwent
sensory analysis. The paired two-sided preference test included pairs of drinks
consisting of a fresh elder drink and dried elder drink. The results showed that the
evaluators preferred syrups from dried elderflowers in two of the cases, while in the
other two evaluated pairs, the results were not statistically significant. In all cases, the
evaluators most often found small and middle differences.

The gained results show that the best method of syrup preparation uses dried plant
material and sucrose solution as the extraction agent. The syrup prepared in this way
contained most rutin and at the same time showed the smallest losses of this substance,
which is beneficial to human health. Furthermore, it also tasted better in comparison

with syrup prepared in the same way, but from fresh material.
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Seznam pouzitych zkratek

WHO — Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)

ROS — Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

RNS — Reaktivni formy dusiku (Reactive Nitrogen Species)

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou (Low-Density Lipoproteins)

TPA — tkanovy polypeptidicky antigen (Tissue Polypeptide Antigen)

HIV — virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)

AIDS — Syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome)
H1N1 virus — virus mexické/praseci chiipky

SUKL — Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

HPLC — Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

SPE — Extrakce pevnym sorbentem (Solid-Phase Extraction)

LOQ — Mez stanovitelnosti (Limit of Quantification)
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Uvod

Bez cerny (Sambucus nigra L.) je bohatym zdrojem flavonoidi. Flavonoidy jsou
rozsahlou skupinou rostlinnych fenolti. Nachazeji se v potravé rostlinného ptvodu,
Vv zelening, ovoci, vlakning, ¢aji, vin€, chmelu a 1é¢ivych rostlinach. (11,18)

V poslednich letech roste zajem o studium téchto ptirodnich latek, nebot’ maji
pfiznivé Gcinky na lidsky organismus. Flavonoidy jsou znamé piedevs§im pro své
antioxidacni vlastnosti. Brani krevni lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) pted oxidacni
modifikaci, ktera mtze byt pfi¢inou rozvoje ateroskler6zy. Rovnéz maji
chemopreventivni tllohu v organismu. Maji schopnost blokovat iniciaci nadorového
procesu, zastavit bunécny cyklus a indukovat bunécnou smrt ptednostné v rakovinnych
bunkach. Vykazuji i fadu jinych biologickych uc¢inkl jako napt. antialergické,
antibakterialni, antivirové a protizanétlivé pisobeni, ¢imz zabranuji vzniku chronického
Zansty, 6 10.11,12,15)

Jednim z nejvice studovanych flavonoidi je rutin (kvercetin 3-rutinosid). Stejné
jako ostatni flavonoidy plisobi blahodarné€ na zdravi ¢lovéka. Diky antioxidacnim
vlastnostem pozitivné ptisobi proti hypertenzi a aterosklerdze. ZvySuje elasticitu cév a
zaroven snizuje jejich fragilitu. Posiluje imunitni systém. Reguluje sraZeni krve a
hladinu cholesterolu v krvi. 2

Cilem ptedkladané bakalarské prace je podat prehled informaci o vlivu a plisobeni
flavonoidl na lidsky organismus. Dalsim cilem je seznameni se s metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), ktera se pro stanoveni fenolickych
latek pouziva ve velké mife. Mezi jeji vyhody patii Sirokd oblast pouzitelnosti a
schopnost analyzovat vzorky 1 ve velmi nizké koncentraci. (7:8.12) prostiednictvim této
metody stanovit obsah rutinu v rostlinnych vzorcich pfi riizném zpracovani kveétd bezu
cerného. V ramci prace byly navrZeny rizné zpisoby ptipravy sirupu z kvéti bezu
¢erného a sirupy byly ptipraveny. Dal§im cilem bylo ohodnotit chut’ jednotlivych

bezovych sirupti. K tomuto ucelu poslouzil senzoricky preferencni test. A na zavér bylo
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vybrano nejvhodnéjsi zpracovani bezového vzorku jak z hlediska senzorického, tak i

obsahu rutinu.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rostlinné fenolické latky

Fenoly jsou rozsahlou a riiznorodou skupinou sekundarnich metabolitti.
V nékterych rostlinach se nachazeji ve vysokych koncentracich. Jsou slozeny z jednoho
nebo vice aromatickych nebo heterocyklickych jader, které jsou kondenzované nebo
spojen¢ alifatickym fetézcem. Maji jednu nebo vice hydroxylovych (nebo
methoxylovych) skupin (polyfenoly). Maji redukéni, oxidaéni a chelata¢ni vlastnosti.
Doposud bylo izolovano pies 5000 prirodnich latek s chemopreventivnim uéinkem,

jednalo se prevazné o latky fenolické a polyfenolické povahy. (4.9.20.26)

1.1.1 Skupiny rostlinnych fenolu
e fenolové kyseliny a jejich derivaty
e tiisloviny

e derivaty kumarinu

e flavonoidy

e isoflavonoidy

e prenylované flavonoidy

e  derivaty stilbenu

e ostatni fenolové latky )

YWV _ WV

1.1.2 Nejbéznési rostlinné fenoly

Nejbéznéjsimi rostlinnymi polyfenoly jsou flavonoidy a fenolové kyseliny, které
povazujeme za dileZité biologické aktivni latky. Na celkovém piijmu polyfenolid se
flavonoidy podili ptiblizné ze dvou tietin, fenolové kyseliny asi jednou tietinou a ostatni

polyfenoly tvofi minoritni ¢ast. (5,22)

1.1.3 Fenolové kyseliny
Nejcastéji se vyskytuji ve forme esterti. V této formée se vazi karboxylem na

hydroxylové skupiny sacharidi. Nejznaméjsi a nejbéznéjsi fenolovou kyselinou je
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kyselina chlorogenova, ktera se hojné vyskytuje v kaveé. V jednom Salku kavy je
priblizné 50-150 mg této kyseliny. MiiZe se stat, ze velci konzumenti kdvy mohou
pfijimat vice fenolovych kyselin nez flavonoidt. Vyskytuje se také v bramboréach a
v dal$ich druzich zeleniny a ovoce. Dalsi zastupci fenolovych kyselin jsou kyselina

ferulova, jez je soucasti vlakniny, kyselina gallova a v neposledni fad¢ kyselina kavova.
®)

1.1.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych polyfenold. Jsou izolovany
z cévnatych rostlin. V molekule obsahuji dva benzenové kruhy, které jsou spojené
tifuhlikovym fetézcem. Tato struktura se oznacuje jako usporadani Ce-C3-Cs. Vyskytuji
se V potravé rostlinného ptivodu. Zivo&ichové nejsou schopni syntetizovat aromatické
slouceniny s benzenovym kruhem. Z tohoto diivodu musi tyto organické antioxidanty
prijimat v potrave, ¢
V rostlinach se z velké ¢asti flavonoidy vyskytuji jako B-glykosidy a sacharidovou

sloZku tvofi nejcastéji glukdza, rhamnoza, galaktéza anebo kyselina glukuronova.

Jednotlivé flavonoidy se od sebe 1i8i chemickou strukturou a vlastnostmi. Zakladni
(5.6)

struktura flavonoidnich latek je zndzornéna na obr 1.

Obr.1 Zakladni struktura flavonoidu:
Flavanovy skelet je slozen ze dvou benzenovych kruhti (A a B) a kruhu, ktery je
odvozen od 2H-pyranu (C). V poloze C-2 je kruh B spojen s kruhem C. ©

1.1.4.1 Biosyntéza flavonoidu
Flavonoidy jsou syntetizovany z aromatickych aminokyselin fenylalaninu a

tyrozinu, které jsou trasformovany na kyselinu skoficovou a parahydroxyskoticovou.
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Dulezitym krokem je vznik p-kumaroyl-CoA, jenz je odvozeny od L-fenylalaninu. P-
kumaroyl-CoA vstupuje do kondenzaéni reakce se tfemi molekulami malonyl-CoA.
Touto reakei vznika kli¢ovy meziprodukt - tetrahydroxychalkon. Jednotlivé podskupiny

flavonoidl vznikaji sérii metabolickych pfemén z této zékladni slouceniny. (16, 26)
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Obr. 2 Biosyntéza flavonoidi
PAL - fenylalaninamonium lyasa, C4H — cinnamat-4-hydroxylasa, 4CL — 4-kumaroyl-
CoA ligasa, CHS — chalkon synthasa, CHI — chalkon isomerasa, IFS — isoflavon
synthasa, FS2 — flavon synthasa 2, F3H — flavanon-3-hydroxylasa, FLS — flavonol
synthasa, DFR — dyhydroflavonol reduktasa, LAR — leukoanthokyanidin reduktasa,

ANS — anthokyanidin synthasa, 3-GT — flavonoid-3-glukosyltransferasa. ¢ 2%

1.1.4.2 Klasifikace flavonoidii

Podle stupné oxidace C3 fetézné rozliSujeme 11 strukturnich tfid flavonoidu:
e katechiny

e leukoanthokyanidiny

e anthokyany

e flavanony

e flavanonoly

e flavony
e flavonoly
e chalkony

e dihydrochalkony
e aurony

e isoflavony
(6)

11421 Katechiny
Pfijiméame je ptfedevs§im v ¢aji, ovoci a cokolad&. Jsou to bezbarvé slouceniny, ale

Vv rakcich enzymového hnédnuti se z nich tvoii hnédé pigmenty. 6.6
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Obr.3 Obecna struktura katechinti
11422 Leukoanthokyanidiny
Opét jde o bezbarvé slouceniny, jejichz hnédé pigmenty vznikaji v procesu

enzymového hnédnuti. Pfi zpracovavéani ovoce a zeleniny v kyselém prostfedi miizeme

Z bezbarvych leukoanthokyanidinii ziskat pfislusné barevné anthokyanidiny. ©
O O

OH
OH

Obr. 4 Obecna struktura leukoanthokyanidint

1.14.23 Anthokyany (anthokyaniny)

Anthokyany jsou glykosidy anthokyanidini. Jedna se o nejrozsifenéjsi rostlinna
barviva, ktera jsou rozpustna ve vodé. Existuje asi 300 druhti anthokyant., Cerven,
fialova a modra barva ovoce, zeleniny 1 kvétin je dana praveé témito flavonoidy.
Hlavnimi zdroji anthokyant jsou hrozny vinné révy, Svestky, maliny, jahody, ostruZiny,
jablka, hrusky, bortivky, brusinky, lilek, ¢erny a Cerveny rybiz a Cervené zeli. Denni

prijem je individudlni, ale mize dosahovat az 200 mg. (4.5.6)

Obr. 5 Obecna struktura anthokyanti
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11424 Flavanony
Vyskutuji se v citrusovém ovoci. Jsou bezbarvé az svétle zluté. V dennim piijmu

tvori nékolik desitek miligramd. ©©

o)

Obr. 6 Obecna struktura flavanont

1.14.25 Flavanonoly

V rostlinach se nenachazeji ve vysSich koncentracich, proto nejsou tolik vyznamné.
(6)

|| OH
@)

Obr. 7 Obecna struktura flavanonolu

1.14.2.6 Flavony

Spolu s flavonoly to jsou nejrozsitenéjsi zluté pigmenty rostlin. Apigenin a luteolin
jsou flavony, se kterymi se setkame nejcastéji. Flavony mliZzeme izolovat z nékterych
druhti mandarinek, maty, fiku, z list jinanu dvoulalo¢ného ( Ginko biloba) a jinych

rostlin. ©

Obr. 8 Obecna struktura flavona
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11427 Flavonoly

Opét se jedna o zZluta barviva. Znamymi zastupci flavonolt jsou kemferol, kvercetin
a myricetin. Kemferol je napt. vyuZzivan v tradi¢ni medicin€ pro prevenci a 1écbu
chorob. Nachazime je hlavné v ovoci a zeleniné (pfedevsim v cibuli), ale i v napojich
jako je €aj. Kvercetin a jeho derivaty jako napf. rutin patii k nejvice studovanym

flavonoidam. & &2V

Obr. 9 Obecna struktura flavonolu

11428 Chalkony
V potravinaisky vyznamnych rostlinach se vyskytuji v minimalnich koncentracich.

Maji vyznam jako barviva kvéti pro velké mnozstvi rostlin. ©)

o M
(L

(0]
Obr. 10 Obecna struktura chalkonu

1.14.29 Dihydrochalkony
Ani chalkony se nenechazeji ve velkém mnozstvi v potravindisky vyznamnych
materidlech. NejzndmnégjSim zastupcem je floretin a jeho glykosidy, které zpisobuyji

hotkou chut’. Vyskytuji se u jabloni. ©)
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Obr. 11 Obecna struktura dihydrochalkont

1.1.4.2.10 Aurony
Aurony patii mezi nejvyznamnéjsi pigmenty kvéti. Nachazi se v sdjovych bobech,

ale jinak se v potravinach piilis nevyskytuji. ©

o/
g

o)

Obr. 12 Obecna struktura auronu

114211 Isoflavony
Ve vysSich koncentracich byly prokazany pouze v rostlinach celedi bobovitych
(Fabaceae). Jsou soucasti soji a fadime je mezi fytoestrogeny. Piijem je pfiblizné¢ 30-40

mg/den. ©:©)

Obr. 13 Obecna struktura isoflavonu
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1.1.5 Prijem polyfenolii z potravy

Hlavnimi zdroji téchto latek jsou zelenina, ovoce, vlaknina, ¢aj, vino, chmel,
aromatické a 1é¢ivé rostliny a dalsi. Mezidruhové rozdily v obsahu téchto latek jsou
dosti vyrazné. Pfesto neni vhodné preferovat jeden druh potravy s vysokym obsahem
fenolickych latek. Vhodnéjsi je pravidelna konzumace rtizného sotimentu rostlinné
stravy. Podle doporuceni WHO by pramérny denni piijem mél obsahovat 3 porce

zeleniny (cca 250 g) a 2 porce ovoce (cca 150 g). &2

1.1.6 Fenolické latky a jejich vyznam

V soucasnosti roste zajem o studium téchto ptirodnich latek, nebot je dan do
souvislosti jejich pfijem v potravé se snizenim vyskyti nékterych nemoci jako napf.
rakovina a kardiovaskularni choroby. V mnohé literatute si mizeme piecist o tzv.
»francouzského paradoxu* tedy o nizké mortalité na kardiovaskuldrni onemocnéni ve
Francii vzhledem K relativné vysokému obsahu tuki ve stravé. Jednim
z pravdépodobnych vysvétleni je zvySeny piijem Cerveného vina, které je bohaté na
polyfenoly. ©

V biologickych testech s tkanovymi kulturami, nebo v pokusech na zvifatech a
s lidskymi dobrovolniky se prokazuji jejich synergické Gi€inky jako napf. antioxida¢ni
aktivita, kterd prevySuje antioxida¢ni kapacitu vitaminu C a E. (20)

V néekterych klinickych studiich je naznaceno, Ze piijem potravin obsahujicich
urcité polyfenoly mliZze chranit organismus pfed nékterymi formami rakoviny. Jedna se
predevsim o rakoviny plic, traviciho traktu, prsu a prostaty. Byla provedena fada
experimentll na zvitatech a nadorovych buiikach a byly prokdzany antikarcinogenni
ucinky. Fenolické latky piisobi jako blokatory iniciace nadorového procesu, supresory
bunécné proliferace a progrese nadort a jako inhibitory endogenni tvorby karcinogend.
Proto miZzeme polyfenoly povazovat za chemopreventivni prosttedky. Tyto studie v§ak
nejsou tolik zfeymé, a proto nejsou akceptovany Sirokou odbornou vetejnosti. (5:20, 26)

Ptedpoklada se, ze za protektivni G¢inky rostlinnych fenolti jsou zodpovédné jejich
schopnosti zhaSet reaktivni kyslikové radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci ionti

pfechodnych kovi, pfedevs§im kationtl Zeleza. Chrani krevni lipoproteiny o nizké
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hustoté (LDL) pted oxidacni modifikaci. Tato oxidacni modifikace je pti¢inou rozvoje
aterosklerdzy. ©)

Piisobi proti vzniku krevnich srazenin a tim piedchazi infarktu myokardu nebo
mozkové mrtvici. Maji i fadu jinych G€inkt pisobicich na trovni pienosu signalt a tim

se uplatnuji se pti kontrole bunééného cyklu poptipadné pii apoptoze. ©)

1.1.7 Vstiebavabi a metabolismus fenolickych latek

Hlavnim mistem pro vstiebavani fenolickych latek v travicim traktu je tenké a
tlusté stfevo. OvSem nékteré fenolické latky piijimané v napojich jsou castecné
resorbovany jiz v duting Gstni. ©)
V tenkém stievée je malé ¢ast glykosidi fenolickych latek hydrolyzovana, aglykony

a ostatni nedotcené glykosidy se zde vstiebavaji aktivnim 1 pasivnim transportem. (20)

vvvvvv

napiiklad flavonoidy se zde §tépi na mensi fragmenty. Cast vzniklych metabolitt se
vylouci z téla stolici a ¢ast se zpétné vstiebava do enterohepatalniho ob&hu. (20)

Pouze maly podil fenolil je v jatrech biotransformovan a vylucuje se zluci do stolice
nebo ledvinami. @

Po resorpci v travicim traktu jsou fenolické latky dale metabolizovany. Pifemény
jsou uskute¢novany prostiednictvim enzymu ptitomnych ve tkanich a jsou velice

podobné metabolismu 1é&iv & jinych xenobiotik. ©

7y rwe

1.1.8 Biologické ucinky flavonoidu

Flavonoidy vykazuji fadu biologickych ucinkd, které zahrnuji antialergické,

-----

. v N . . PR o (1
je vSak vénovana antioxidacni aktivité. (10)

1.1.8.1 Antioxidacni ptasobeni (vychytavani volnych radikali)

Jednou z moznosti, jak chranit organismus pfed volnymi radikaly, je pisobeni
antioxidantli. Antioxidanty jsou molekuly, jeZ mohou omezovat anebo dokonce
zabranovat oxidacni destrukci latek. Tento ucinek flavonoidl je zaloZen na vychytavani

reaktivnich forem kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS), také na vytvareni
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chelatl s ionty pfechodnych kovi a na inhibici enzymovych systémi, které vytvari
volné radikaly. %18

Zvyseni reaktivnich forem kysliku v organizmu zptsobuje oxidacni stres, ktery
nasledné vede k poskozenim mnohych biomakromolekul jako jsou proteiny, DNA a
lipidy. ®©

Peroxidace lipidu piedstavuje fetézovou reakei, pti které vznikaji hyperoxidy, které
stimuluji vaskularni buiiky k tvorbé chemotaktickych monocyt a faktort
podminujicich vznik makrofagu, které nasledné vedou ke vzniku pénovych bunék a
aterosklerotickych plakt. Peroxidace lipid rovnéz zplisobuje oxidaci lipoproteint
s nizkou hustotou (LDL), coz ma vliv na rozsifovani trombt, protoze v endotelovych
buiikdch a monocytech je stimulovéna prokoagulaéni aktivita, a také brani rozsifovani

cév, nebot’ je sniZzena exprese endotelidlni NO syntazy. (16)

1.1.8.2 Antimutagenni ucinek

Chemopreventivni ptisobeni flavonidt je dano souhrou tfi mechanismi: (1)
prevence karcinogenni aktivace, (2) prevence proliferace nadorovych bunék pomoci
inaktivac¢nich nebo regulacnich enzymi a signala a (3) indukci bunééné smrti
(apoptozy). @)

Flavonoidy umi ovliviiovat déje, které hraji svou tlohu pti vziku rakoviny. Ve
vétSiné piipadl se prokazalo, Ze maji inhibiléni u€inek na enzymy ptfitomné pii vzniku
rakoviny. Ptiklady téchto enzymi jsou proteintyrozin kindza, TPA-dependentni ornitin

dekarboxyldaza a DNA-topoizomeraza. (16)

1.1.8.3 Antimikrobialni uc¢inek

Jiz na pocatku 80. let bylo zjisténo, Ze nékteré rostliny syntetizuji flavonoidy jako
odpovéd’ na bakterialni infekci. Napft. v jedné némecké studii zkoumali jaky vliv maji
fytochemické slouceniny pfitomné v koncentratech z ¢erného rybizu a ¢erného bezu na
rust mikroorganismui. Koncentrat z ¢erného rybizu inhiboval rlst grampozitivni bakterie
Staphylococcus aureus a koncentrat z cerného bezu inhiboval rist grampozitivni

bakterie Enterococcus faecium. ¢ %)
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1.1.8.4 Antivirovy ucinek
Flavonoidy maji téz antivirovy G¢inek. Vyznamnymi 1éky pro 1é¢bu AIDS jsou
inhibitory HIV reverzni transkriptazy. Je znamo, ze ¢im vétsi je poCet navazanych
v (16)
Antivirovy G¢inek byl rovnéz prokazan na in vitro pokusu s bezinkovym extraktem.
Identifikované flavonoidy se pfimo navazaly na lidsky Influezavirus A (HINT1). Tato
piima vazba zpiisobila neschopnost HIN1 viru vstoupit do hostitelské buiiky a tim

zastavit virovou infekci. ¥

1.1.9 Kvercetin
Jak jiz bylo fe¢eno kvercetin je nejcastéjsi flavonoid, ktery zatfazujeme do
podskupiny flavonoll. Nachézi v Siroké skdle ovoce, zeleniny a napojich. @5 v

ptirodnich materidlech se nicméné vyskytuje hlavné vdzany ve formé glykosida.

1.1.9.1 Kvercetin a toxicita

Neni karcinogenni, ov§em pfi uzivani vysokych davek byly odhaleny neptiznivé
ucinky pro lidsky organismus. Vysokych davka jakou je naptiklad 2 g/kg vahy/den
muze zpusobit chronickou nefropatii. Nizsi davky 50-500 mg/kg/den nemaji vyrazné
vedlejsi G€inky na lidské zdravi. U davek vysSich nez 50 mg/kg/den byla prokazana
rendlni toxicita, ale bez znamek nefropatie. A tak tedy doporucena davka kvercetinu ¢ini

35-36 mg/kg/den.

1.1.9.2 Kvercetin a kardiovaskularni onemocnéni

Srdecni choroby jsou v dnes$ni dobé nejcastéj$i onemocnéni. Hlavni rizikove
faktory téchto civiliza¢nich onemocnénich jsou koufeni, alkohol, obezita, hypertenze,
nespravné nutriéni ndvyky, nizka fyzicka aktivita aj. (16)

Jeho preventivni role je spojovana s jeho protizdnétlivymi a antioxida¢nimi
schopnostmi. Nizsi vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni spojeny s 50 krat vy$Sim
pfijmem kvercetinu byl prokézan pomoci epidemiologickych studii. Kardioprotektivni
ucinek kvercetinu je zprostiedkovan inhibici oxidace lipoproteint s nizkou hustotou

(LDL), €¢imZ chrani LDL pted oxidacnim poSkozenim. Dale sniZzuje schopnost krevnich

o . C o N " Coo 15,1
desticek vytvaret krevni srazeniny a rovnéz zvysuje koronarni krevni pratok. (15, 16)
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1.1.9.3 Rutin

Rutin (kvercetin 3-rutinosid) je nejznamnéjsi derivat kvercetinu. Ma pozitivni
ucinky na elasticitu cév a snizuje jejich fragilitu. Proto se vyuziva pii poruchéach cév.
Diky antioxidaéni schopnosti zamezuje vniku hypertenze a aterosklerozy. Také posiluje

imunitni systém. Reguluje srazeni krve a hladinu cholesterolu v Krvi. (12)
1.2 Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

1.2.1 Obecné znaky

Je to listnaty 2-7 m vysoky ket nebo strom se Sedohnédou borkou a bilou porézni
dreni. Patii do ¢eledi zimolezovitych (Caprifoliaceae). Jeho listy jsou 2-3 jaimé,
vstiicné postavené, lichozpetené, na bazi jsou celokrajné, pak nestejné pilovité.
Kvétenstvi tvoii bohaté, ploché a pétihramenné chocholiky. Kvéty jsou malé, bélave,
péticetné a viceméng pravidelné. Maji velmi intenzivni viini. Kvétenstvi je téZ znamé
jako tzv. kosmatice. Plodenstvi je pfevislé s Cervenofialovymi stopkami a s kulovitymi
plody. Plody jsou peckovice se tiemi seminky, ¢ervenofialové az tmavé, zndmé jako
bezinky. Maji mékkou a inkoustové barvici duzinu. (1.2)

Bez Cerny patii od nepaméti k vysoce cenénym lécivkam. Drogou jsou predevs§im
kvéty (Flos sambuci), sbiraji se v kvétnu az Cervnu, nejlépe kolem poledne. Plody
(Fructus sambuci) jsou sbirany v zaii a fijnu. Nékdy se sbiraji i list a mlada kutra. Listy
na jafe a kiira se sbiraji po cely rok. Od sbéru kotene se upustilo. Ziidka se pouziva
Kk ptimé konzumaci, spise se zracovava na potravinové dopliky a extrakty slouzi
k vyrob& napoju. (.3)
1.2.2 Vyskyt

Cerny bez je velmi roz$ifeny druh rostliny. Roste na slunnych mistech ve vétsiné

casti Evropy, Asie, severni Afriky a ve Spojenych statech americkych. @)

1.2.3 Obsazené latky
Vsechny odridy ¢erného bezu obsahuji v plodech vysoké mnozstvi anthokyant a
organickych kyselin. Kvéty jsou vybornym zdrojem flavonoida a fenolovych kyselin,

nebot’ obsahuji tyto latky ve vysokych koncentracich. &2
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V plodech bezu se nachazi také cukry. Nejhojnéji zastoupeny jsou fruktdza a
glukoza. Naopak sachardza se vyskutuje pouze v malém mnozstvi. Z organickych
kyselin obsahuje pfedevsim kyselinu citronovou, jable¢nou, fumarovou a shikimovou.
Mezi nejcastéjsi anthokyany patfi kyanidin 3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin 3,5-
diglukosid, kyanidin 3-sambubiosid, kyanidin 3-glukosid a kyanidin 3-rutinosid.
Skupina kvercetini zahrnuje kvercetin, kvercetin 3-rutinosid, kvercetin 3-glukosid a

hlavné kvercetin 3-rutinosid neboli rutin. ©

1.2.4 Pouziti v 1é¢itelstvi

Prvi zminky o uzivani kvétt bezu ¢erného pro medicinské ucely v Evropé pochazi
ze sttedovéku. Podle stfedovekych herbait se uzivaly pii nachlazeni a proti otoktim.
Kvéty i plody této 1é&ivé rostliny jsou na seznamu oficialnich 1é¢ivych piipravki SUKL
(Statni ustav pro kontrolu 1é€iv). @3)

Kvét mé potopudné, ale i mocopudné ucinky. Také ptizniveé ovlivituje cévni stény —
pomaha pii nemocech cév. Podava se pfi nachlazeni, zejména hornich cest dychacich —
rozpousti hleny, klidni zanicenou sliznici a tim podporuje vykaslavani. Kromé toho ma i
protikiecovy ucinek pii nemocech mocového méchyte a strev. Pozitivné ovliviluje
tvorbu matetského mléka a kontaktni ekzémy. Plody plsobi jako u¢inné analgetikum
pii bolestech. Je prokédzan 1 protizanétlivy efekt. Navic maji mirné projimavé ucinky a
mirng snizuji krevni tlak. O listech je znamo, Ze Cisti krev a pokozku. Pomahaji proti

akné a proti nepfijemnému télesnému pachu. (1.2)
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Obr. 14 Cerny bez

1.3 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC se vyvinula v 70. letech z plynové chromatografie. Pouziva se pro separaci
komplikovanych smési latek. Jeji vysoké ui€innosti se dosahuje pouzitim stacionarnich
fazi, které obsahuji malé a pravidelné ¢astice jednotného tvaru a velikosti, které
homogenné vypliuji kolonu. Mobilni faze je kapalna a pratok této mobilni faze je
zajistén vysokym tlakem (az desitky MPa). Davkuji se mala mnoZstvi vzorku (fadové
mikrolitry). K detekci jsou nezbytné citlivé detektory umoziujici kontinualni
monitorovani slozek na vystupu z kolony. Signal detektoru zpracovava pocitac. Z vyse

uvedenych informaci je ziejmé, ze HPLC vyzaduje pomérné nadro¢nou instrumentaci. ®)
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Velkou vyhodou HPLC je Siroka oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, polarni
1 nepolarni latky, malo tékavé, tepelné nestabilni 1 vysokomolekularni slozky. Mezi
dalsi vyhody patfi, ze slozenim mobilni fAize mizeme ovliviiovat separaci. Nevyhodou

je, Zze vyzaduje narocnou instrumentaci a komplikaci je i slozity mechanismus separace.
®)

1.3.1 Principy separace latek v kapalinové chromatografii

Pro separace se vyuziva adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zéklad¢ rizné
rozpustnosti, iontova vymeéna, biospecificka interakce (molekulové rozpoznavani) a
sitovy efekt. ®)

Pokud pouzijeme polarni stacionarni fazi, jsou kolonou nejméné zadrzovany
nepolarni komponenty vzorku a naopak, pfi pouZziti nepolarni staciondrni faze jsou
nejmén¢ zadrzovany polarni latky. (19)

Pti nastiiku vzorku do kolony se utvaii zona, ktera obsahuje vSechny latky ze
vzorku. Poté jsou tyto latky unaSeny mobilni fazi a nasledné na kolené, kterd je
naplnéna sorbentem dochazi k jejeich separaci. Po vystupu prvni latky z kolony detektor
detekuje jeji pfitomnost v eluatu a zaznamena elucni pik. Takto to probiha i pii vystupu

ostatnich latek z kolony a na gromatografu obdrzime nékolik oddélenych elu¢nich piki.
™

1.3.2 Kbvalitativni analyza

Klicovym bodem je znalost reten¢nich dat chromatografovanych latek. Identifikace
se provadi porovnanim retencniho Casu stanovované latky a standardu, ktery byl
separovan za stejnych podminek. Jeden z nejlepSich zptisobti identifikace je pomoci

hmotnostniho spektrometru . )

1.3.3 Kbvantitativni analyza
Zakladem pro kvantitativniho vyhodnoceni je plocha pod elu¢ni kiivkou. Nejcastéji
se pro kvantitativni stanoveni pouziva soucin vysky piku s Sitkou piku v poloving vysky

piku. VétSinou vSak chromatografy byvaji vybaveny integratorem plochy piki. )
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1.3.4 Pristroje pro HPLC

Mobilni faze je béhem isokratické eluce vedena ze zadsobniku ptes odplynovac do
vysokotlakého Cerpadla. Pti gradientové eluci se komponenty mobilni faze ze zasobniku
privadéji do sméSovace, kde se programove v zvoleném poméru misi a nasledné
postupuji do Cerpadla. Z ¢erpadla je mobilni faze vedena ptes tlumic pulzi ¢erpadla do
kolony. Bezprostfedn¢ za kolonou je piipojen detektor. Vyhodnoceni naméfenych dat

zajistuje prislusné obsluzné software. @)

1.3.4.1 Cerpadla pro HPLC

Cerpadla zajist'uji pritok mobilni fize. Musi byt vyrobeny z materialti odolnych
vuci korozi. Nejvice se pracuje s tlaky od 1 do 60 MPa, pii pritocich mobilni faze od
0,1 do 10 ml.min™. Proto je davana piednost kontinualn& pracujicim pulzujicim
¢erpadlim pistovym anebo membranovym. Pfi kazdém pohybu pistu nebo membrany
vpied dochazi k vytlaéeni malého objemu mobilni faze. Pulzace je tltumena bud’ pomoci
dalsiho cerpadla pracujiciho v opaéné fazi anebo pomoci tlumice pulzi. Moderni
cerpadla jsou doplnéna elektronicky fizenymi zpétnovazebnymi systémy, rezidualni

tlakové pulzace pfimo ovladaji otdcky motoru. (7.17.19)

1.3.4.2 Davkovani vzorki

Ustupujicim zpisobem je nastfik mikrostiikackou pomoci tzv. ,,stop flow* ventilu.
Tento ventil umozni kratkodobé rozpojeni systému cerpadlo — kolona a po nastiiku
dojde opét ke spojeni téchto Casti. Pfevazujicim zpisobem néstiiku vzorku je pouzitim
Sesticestného kohoutu s davkovaci smyckou. Smycka o zndmém a konstantnim objemu
se naplni vzorkem, potom se kohout pfepne do druhé polohy a eluent protéka smyckou
a vnese vzorek do kolony. )

Je tfeba dbat na to, aby vzorky byly pii ddvkovani dokonale rozpusStény nejlépe
Vv rozpoustédle o stejném sloZeni jako mé& mobilni faze. Popt.pokud se ve vzorku

nachazeji tuhé ¢astecky, tak je odfiltrovat. ()

1.3.4.3 Kolony pro HPLC
Volba vhodné kolony ma rozhodujici vyznam, nebot’ vysledek analyzy je urovan

pfedevsim kvalitou kolony a jeji ndplni. Separaéni kolony musi odolat vysokému tlaku
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mobilni faze. Pouzivaji se rovné kolony o délce 10-100 cm, nejcastéji 10-20cm
0 vnitinim pruméru 0,2-2 cm. Obvykle byvaji vyrobeny z nerez oceli nebo specialniho
skla. (7+17.19)

Ptirodni vzorky, které obsahuji mnoho balastnich latek, mohou pfed¢asné
znehodnotit kolony. Proto se ¢asto pted vlastni kolonu zatazuje ochranné ptedkolona,
ktera je levnéjsi a chrani separa¢ni kolonu. @

Kolony pro HPLC jsou plnény profesionalné. Velikost zrn sorbentu se pohybuje

mezi 3-50 um, nejdastéji mezi 5-10 pm. )

1.3.4.4 Naplné a eluenty

e Silikagel je polarni adsorbent. Ma slabé kyselé vlastnosti a siln¢ zadrzuje bazické
latky. Obvykle byva amorfni struktury, snadno pfijima vodu. Jeho béZzna aktivace je pfi
180 °C.

e Alumina je krystalicka forma Al,O3. Povrch zrn je bazicky. Pouziva se k oddéleni
slabé kyselych slozek vzorku. Aktivuje se zahtatim na 400 °C po dobu 6-16 hodin.

e  Florisil (ktemicitan hofe¢naty) je slabé kysely polarni adsorbent. )

Povrch adsorbentu je obsazovdm molekulami eluentu. Poté co je vzorek vnesen do
kolony, musi molekula slozky vytésnit z povrchu adsorbentu odpovidajici pocet
molekul eluentu. Velky vliv na tento stav ma adsorb¢ni energie eluentu, ktera je dana
velikosti interakce mezi eluentem a povrchem adsorbentu. Velikost interakce mezi
eluentem a povrchem adsorbentu se nazyva elucni sila. Interakce mezi slozkou a
eluentem nejsou tak vyznamné. @)

Z béznych rozpoustédel méa nejvyssi eluéni silu voda a nejmensi pentan. Cim vétsi
je elucni sila rozpoustédla, tim pevnéji je eluent adsorbovan a tedy slozka je

e (7
adsorbovana méng.

1.3.4.5 Detektory
Nejcastéjsimi typy detektorti jsou pttokovy fotometricky a fluorimetricky detektor.

Eluat protéka tzv. mérnou celou malého objemu s velkou optickou délkou, ¢asto 5-10 pl

vvvvv

absorb¢nich maximech Moderni detoktory umoziuji proménlivé a programové ménit
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vlnovou délku. Tzv. diode array detektor je schopny proméfit ve zvoleném okamziku
celé UV/VIS spektrum dané slozky. Ziskava kvalitativni idaje o sledované slozce.
Mén¢ béznyn je refraktometricky detektor. Ten registruje zmény indexu lomu eluétu a

pouziva se pro latky, které nemaji potiebnou absorbci. 9

1.4 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza je védecky obor, ktery seozvijel v pribéhu druhé poloviny 20.
stoleti. Jedna se o hodnoceni zalozené bezprostiedné na nasich smyslech. Vysledky
analyzy jsou zpracovavany lidskym centralnim nervovym systémem. Musi probihat za

takovych podminek, aby bylo zajisténo objektivni, piesné a reprodukovatelné méfeni.
(14, 30)

1.4.1 Smyslové vnimani

Pti senzorické analyze potravin vnéjsi popud vyvola podrazdéni receptoru a vznika
vzruch. Vzruchem zpravidla byva tok iont. Vzruch vychdazejici z receptoru se nazyva
vnitini podnét. Vnitini podnét je veden pomoci dostiedivého (centripetadlniho) nervu od
receptoru do centralni nervové soustavy. V centralni nervové soustave prichazi tento
vzruch nejdiiv do primarnich senzorickych oblasti. Informace se dale zpracovavaji

v asocia¢nich oblastech. %

1.4.2 Parova porovnavaci zkouska

Metoda spociva v porovnani dvou vzorki a stanoveni rozdilu mezi nimi podle
preference jednoho z nich. V pfipad¢ preferen¢ni zkousky se ptame, kterému vzorku
Z této dvojice davate piednost. Pokud se navic jedna o oboustrany test, tak zjiStujeme
zda existuje rozdil v preferenci. ¥
Pro interpretaci vysledku je tfeba si pripravit dotaznik (test). Otazky které jsou

v ném kladeny nesmi ovliviiovat odpovédi posuzovatele. (13)
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2 Cile prace a predpokladané hypotézy

Hlavnim cilem této prace bylo podat dostupné informace o tcincich flavonoidii na
lidsky organismus.
Dalsimi cili je:

e Navrhnout rtizné postupy piipravy sirupt z kvéti Cerného bezu a tyto sirupy
pfipravit.

e Seznameni se s metodou vysokoucinné plynové chromatografie a
prostfednictvim této metody stanovit obsah rutinu v ¢erstvych a susenych
kvétech ¢erného bezu, v sirupech z obchodni sité a v sirupech ptipravenych
Vv laboratofi.

e Pomoci preferen¢niho testu ohodnotit, ktery typ sirupu je chutnéjsi a jak velké
jsou mezi nimi chutové rozdily.

e Doporucit takovou ptipravu bezového sirupu, ktery by obsahoval zna¢ny podil
rutinu a zéroven dobfe chutnal.

e Na zaklad¢ obdrzenych vysledkii dat do souvislosti vliv zpracovani vzorki na

stabilitu rutinu.

Existuje pfedpoklad, Ze pfidavek malého mnozstvi ethanolu by mohl usnadnit
extrakei fenolickych sloucenin z rostlinného materidlu. Dale pfedpokladame, Ze nebude

jednoznacna preference mezi vzorky z Cerstvého a suseného bezu.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a standardy

kyselina mravenéi (Lachema, CR)
acetonitril (Merck, Némecko)

kyselina 1 — naftyloctovéa ( Lachema, CR)
kyselina L — askorbova (Merck, Némecko)
rutin (Aldrich Chemie, Némecko)

Vsechny pouzivané chemikalie mély analytickou Cistotu. Pro vSechny préce byla

pouzivana demineralizovana voda, ktera byla pfipravena na zatizeni firmy Premier

(USA).

3.2 Laboratorni sklo a pristroje

sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, Pardubice, CR)
analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

technické vahy Kern (Némecko)

odstiedivka Sigma 2 — 5 (Sigma Laborzentrifugen, Némecko)
davkova¢ kapalin 5 ml (Sklo Union, CR)

pipety automatické, objem 20 — 200 pl a 100 — 1000 pl Transferpette (Treff AG,
Svycarsko)

vodni lazefi termostatovana michana EL — 20 R (Kavalier, CR)
SPE izolaéni jednotka (vyvojové dilny JU, CR)

filtry ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
SPE kolonky RP- 18 (Merck, Némecko)

pH — metr Inolab — 1, s elektrodou SenTix 61 (WTW, Némecko)
centrifuga (Hettich Universal 32 R, Némecko)

laboratorni mlynek (Grindomix GM 200, Némecko)
kombinovana lednicka s chladni¢kou (Bosch Cooler, Némecko)

teplovzdusna suSarna ULM (Memmert, Némecko)

37



e pristroj pro kapalinovou chromatografii (RRLC) Agilent Technologies, USA,
pouzita kolona: Agilent SB C18 (50 mm x 4,6 mm, 1,8 pm velikost ¢astic

mobilni faze

3.3 Material

Bezové kvéty pro analyzu byly nasbirdny v ¢ervnu 2013. Material pochazel z volné
rostoucich keit bezu derného. Cést byla volné susena pii 25 °C a zpracovana podle
Ceského 1ékopisu 2009. Druha &ast materialu byla zmrazena pfi -16 °C. Takto ziskany
material byl pouzit pro laboratorni ptipravu sirupd.

Tab. 1 Rostlinny material

suseny kvét z cerného bezu mlety (CL 2009)

cerstvy kvét z cerného bezu zmrazeny

Dale bylo vybrano pét komercné vyrabénych sirupti z obchodni sité. Podle

deklarace vyrobce nebyl pro vyrobu téchto sirupli pouzit jen kvét z Cerného bezu.

Tab. 2 Sirupy z obchodni sité

Obsah vybranych slozek na 100 ml
extrakt z bezovych z toho
sirup kvéti sacharidy cukry
YO sirup z bezovych kvéta neuvedeno neuvedeno
JUPI sirup ¢erny bez 0,1% 829 80g
GLOBUS sirup bezovy kvét 0,04% neuvedeno
Hamé Bylinny sirup Bezovy kvét neuvedeno 69,79 68,3 ¢
Kitl Syrob bezovy neuvedeno neuvedeno
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Byl stanoven obsah rutinu v obou materialech kvétu bezu ¢erného a ve vSech

zakoupenych sirupech.

Tab. 3 Piehled ptipravenych sirupii

ethanol objem
) voda | cukr celkem
Sirup bez (9) ) % cukru | ziskaného
@ | 9 (9) :

sirupu (ml)
1| cerstvy sach 50,31 80 120 250,31 48 150
2 | Gerstvy sach + EtOH | 50,15 | 80 | 120 1 250,15 48 152
3 | Cerstvy voda 49,49 | 80 | 120 249,49 48 164

Cerstvy voda + 1

4 | EtOH 50,07 | 80 | 120 250,07 48 168
5| suseny sach 10 120 | 120 250 48 162
6 | suSeny sach + EtOH 10 120 | 120 1 250 48 162
7 | suSeny voda 10 120 | 120 250 48 172
8 | suseny voda + EtOH 10 120 | 120 1 250 48 172

3.4 Priprava sirupi z bezovych kvéti

Pracovni postup vychézel z publikované studie (Kaack, 2008). Tento postup byl
modifikovan podle moznosti a potieb vyzkumu. V ptivodni publikaci byla pouzita
kyselina sorbova jako konzervacni ¢inidlo a tento pfidavek byla zachovan.

Sirup byl pfipravovan dvéma hlavnimi zplsoby. Prvni cestou byla pifima extrakce
cukernym roztokem. Druhou cestou byla extrakce vodou, kdy byl sirup ptipraven az ze
ziskaného vodného extraktu. Dale byla testovana moznost, zda malé mnozstvi ethanolu

nezvysi vyznamnym zplisobem mnozstvi rutinu v sirupu.

3.4.1 Extrakce cukernym roztokem

Extrakénim ¢inidlem byl 60% sacharézovy roztok. Potfebnych 1000 g extrakéniho
¢inidla bylo ptipraveno smési 600 g sacharozy, 10 g 1% kyseliny citronoveé, 1 g 0,1%
kyseliny sorbové a 389 g vody. Takto pfipraveny roztok byl rozdélen na dvé poloviny.

Do jedné poloviny se ptridaly 3 ml absolutniho ethanolu.

39



3.4.2 Extrakce vodou

V tomto piipad¢ se jedna o vodny extrakt. Pozadovanych 1000 g extrakéniho
¢inidla vzniklo smisenim 10g 1% kyseliny citrénové, 1 g 0,1% kyseliny sorbové a 989 g
vody. Jako v ptredeslém piipadé toto ¢inidlo bylo nasledné rozdéleno na dvé poloviny.

Do jedné poloviny byly ptfidany 3 ml absolutniho ethanolu.

3.4.3 Postup
Zmrazeny cerny bez byl rychle homogenizovan a zality extrak¢nim ¢inidlem

zah¥atym na 70 °C. ©Y

Cerstvy Gerny bez ma susinu asi 20%. Proto k susenému materialu bylo piidano 40
g vody, aby byl v pokusu zachovan celkovy obsah vody. Tato smés byla rovnéz zalita
extrak¢nim Cinidlem o teploté 70 °C.

Po tydnu extrakce byl zbytek rostlinného materialu odstranén filtraci pies hustou
silonovou tkaninu. Byl odméten objem ziskanych sirupti a z vodnych extraktt byl
pfipraven sirup smichanim s potfebnym mnozstvim cukru. U hotovych sirupi byl

stanoven obsah rutinu a byly dale pouzivany pro senzorickou analyzu.

3.5 Metodika stanoveni rutinu

Publikované prace (Dadakova, 2008) a (Dadakova & Kalinova, 2010) byly inspiraci
pro stanoveni nejbéznéjsiho glykosidu kvercetinu-rutinu.

Extrakce a izolace jsou nezbytné prvni kroky, které je tieba udélat, nez se pustime
do chromatografické HPLC detekce. Selektivni izolaci/extrakci je nutné zvolit podle
matrice, kterou chceme oddélit. (32)

Tato metoda urcend k analyze flavonoidi ma dva hlavni izola¢ni kroky, prvnim je

klasicka izolace vodnym methanolem a druhym krokem je extrakce pevnym sorbentem
(SPE). ¢

3.5.1 Stanoveni rutinu v suSeném a ¢erstvém materiilu
Smés presné asi 0,25 g (na analytickych vahach) homogenniho rostlinného
materidlu, 80 mg kyseliny askorbové, 12,5 ml destilované vody a 12,5 ml methanolu se

extrahovala pod zpétnym chladi¢em 1 hodinu na vodni 1azni pfi teploté 90° C.
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Po vychlazeni se obsah batky kvantitativné prevedl do odstfed’ovaci kyvety a
odstiedil se. Pomoci 7,5 ml methanolu a vody se varna barika vyplachla do kyvety a
tento obsah se opét odstiedil (15 min pii 3500 otackach). Na zavér se sediment promyl
vodou a odstfedil za stejnych podminek.

Spojené supernatanty v 600 ml kadince se doplnily vodou na 200 ml a pH se
upravilo na hodnotu 3 pomoci 1 M HCI. Takto upraveny roztok se filtroval pies filtr ze
sklenénych vlédken za snizeného tlaku. Filtrat byl kvantitativné pieveden do 500 ml
odmérné banky.

Podle potieby byl tento roztok nafedén pomoci ptipraveného 5% roztoku
methanolu o hodnoté pH 3,5. Pokud byly pouzity susené kvéty, roztok byl zfedén 50x.
V ptipad€ pouziti Cerstvého materidlu roztok se fedil 10x. fedéni bylo nutné kvuli
spravné sorpci na SPE kolonkach.

Takto ptipraveny roztok byl pouzit pro sorpci na tuhé fazi (SPE). Byly pouzity
kolonky RP-18 (Merck), kondicionované promytim 10 ml methanolu a 10 ml vody. Po
aplikaci vzorku byla kolonka promyta 10 ml vody a suSena 15 minut prochazejicim
vzduchem.

Zachycené latky byly eluovany 1,4 ml methanolu do mérné vialky. K eluatu ve
vialce se pfidal roztok vnitfniho standardu (kyselina a-naftyloctova. 2mg/ml)

v mnozstvi 100 pl. Takto ptipravené vzorky byly chromatograficky analyzovany.

3.5.2 Metodika stanoveni rutinu v kapalnych vzorcich

Smés 1 ml sirupu, 80 mg askorbové kyseliny a 25 ml methanolu v 600 ml kadince
byla doplnéna destilovanou vodou na 200 ml.

Hodnota pH této smési se upravila na 3 pomoci 1M roztoku HCI. Roztok byl
pfeveden do 500 ml odmé&rné banky. Ziskany roztok ma sloZeni stejné jako extrakt v
pfedchozi metodice a vhodné pro praci s SPE kolonkami. Déle se s roztokem pracovalo

stejné jako v pfedchozim ptipadé.

3.5.3 ldentifikace rutinu metodou HPLC
Vzorky byly méfeny na kapalinovém chromatografu Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC System (Agilent Technologies, USA), byla pouzita kolona Zorbax SB-
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C18 (4,6x50 mm, 1,8 um). Pro analyzu byl pouzit linearni gradient (A: 5% acetonitril,

0,1% kyselina mravenci, B: 0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu). Schéma gradientu:

A/B 0/100 ve 30 minutach. Byl udrzovan pritok mobilni faze 1 ml/min, objem néstiiku

byl 5 ul a detekce byla provedena pii 270 nm.

Jako analytickd odezva je pouzit pomér ploch pikl rutinu a vnitiniho standardu.

Kvantifikace obsahu rutinu, se provadi pomoci kalibrac¢ni zavislosti. Roztoky pro

sestaveni kalibracni zavislosti se pfipravuji ze zasobnich roztoki podle predpisu.

Detekéni limit (LOQ) je 5 mg/kg. VSechny vzorky byly analyzovany dvakrat,

uvedené vysledky predstavuji primér z obou méfeni s uvedenou odchylkou.

mAl

500 —

300 —

200 —

100 —

rutin
3.699

vnitfni standard
a.281

Obr. 15 Chromatograficky zaznam standardu
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Obr. 16 Chromatograficky zaznam jednoho z méfenych vzorka

3.6 Metodika senzorického hodnoceni

Senzorické hodnoceni bylo provedeno podle podminek a zasad senzorického
hodnoceni (CSN ISO 56 0032) ve skupiné progkolenych studentii (dale jen
posuzovatelé), kteti byli sezndmeni se zdsadami 1 postupem hodnoceni. Pocet

posuzovatelil je zndzornén v tabulce €. 4.

Tab. 4 Pocet posuzovateli pii parové preferencni zkousce

Zeny muZzi celkem
n % n % n %
23 57,5 17 42,5 40 100
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3.6.1 Postup provedeni

Ptedevsim bylo tfeba zajistit dostate¢né mnozstvi vzorku pro vSechny
posuzovatele. Testované vzorky byly vytvofeny z ptfipravenych sirupti zfedénim
nesycenou stolni vodou v poméru 1:10.

Dvojice vzroki se predkladala soucasné ve stejném mnozstvi, ve stejné nadob¢ a
jejich teplota musela byt pokudmozno stejna, aby posuzovatelé nemohli ¢init zavéry o
vlastnostech vzorkl ze zptisobu jejich piekladani (13)

Posuzovatelé méli za tkol podle zasad normy (CSN 56 0032) vybrat vzdy
z predlozené dvojice jeden vzorek, ktery preferuji. Jedna se o techniku tzv. ,,nucené
volby.“ M¢li také napsat, jak velky rozdil vnimaji mezi obéma ptredlozenymi vzorky.
Ptedlozenou dvojici vzdy tvofil jeden sirup pfipraveny z ¢erstvého cerného bezu a jeden
vyrobeny ze susenych kvéti cerného bezu.

Vysledky parového preferencéniho oboustranného testu byly zpracovany pomoci

normy CSN 56 0032 upravujici parovou porovnavaci zkousku.

3.7 Pouzité programy
Nameétena data byla vyhodnocena pomoci programi ChemStation 3D (Agilent

Technologies) a MS Office Excel (Microsoft) a jeho statistické nastroje.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Obsah rutinu v suseném a ¢erstvém materialu

Jak uz z ndzvu vyplyva k analyze byla ur¢ena medika stanoveni rutinu v suSeném a

¢erstvém materialu.

Tab. 5 Namétené hodnoty koncentrace v ¢erstvém a suseném bezu

navazka koncentrace
odchylka
(9) (mg/kg)
0,2811
Cerstvy bez 3210 28
0,2638
0,2538
suSeny bez 23350 71
0,2502

Nékolikanasobné vyssi obsah rutinu byl naméfen v suseném cerném bezu.
V pribéhu skladovani doslo ke zménam obsahu rutinu. V Cerstvém materialu byl rutin
degradovan daleko rychleji nez v suseném.

Pro srovnani obdrzena koncentrace rutinu v suSeném cerném koresponduje
s vysledky (Dadakova, 2011), naméfena koncentrace ¢inila 19800 mg/kg. Podminky
suSeni byly podobné.

4.2 Obsah rutinu v sirupech

Pro analyzu sirupti byla pouzita metodika stanoveni rutinu v kapalnych vzorcich.
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Tab. 6 Namétena koncentrace rutinu v komerénich bezovych produktech

. navazka
sirup koncentrace (mg/l) |odchylka
(ml)
YO sirup z bezovych kvéta 1 < LOQ* -
JUPI sirup erny bez 1 <LOQ -
GLOBUS sirup bezovy kvét 1 <LOQ -
Hamé Bylinny sirup Bezovy kvét 1 38,3 2
Kitl Syrob bezovy 1 167 8

Z komercnich produkti nejlépe dopadl Kitl Syrob bezovy s koncentraci rutinu 167

mg/l. Za nim nasledoval Hamé Bylinny sirup Bezovy kvét. U ostatnich sirupl bylo

mnozstvi rutinu pod mezi stanovitelnosti metody.

Tab. 7 Obsah a vytéznost rutinu v pfipravenych sirupech

) objem koncentrace rutin v bezu rutin v sirupu
sirup %
(ml) (mg/l) (mg) (mg)
1 150 458 161 69 42
2 152 368 161 56 35
3 164 467 159 7 48
4 168 367 161 62 38
5 162 934 234 151 65
6 162 920 234 149 64
7 172 729 234 125 54
8 172 740 234 127 55

Nejvétsi koncentrace rutinu byly zjistény u sirupti piipravenych z kvéti suseného

cerného bezu metodou extrakce cukernym roztokem. Déle se umistily sirupy vyrobené

cvwr

naméfeny u vzorku sirupl pfipravenych z erstvého ¢erného bezu. Z tabulky dale

vyplyva, ze ptidavany ethanol (sirupy €. 2, 4, 6 a 8) nemél vyznamny vliv na obsazené

mnozstvi rutinu v sirupech.

1 LOQ (limit of quantification) — mez stanovitelnosti, 2mg/I
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Porovname-li vysledky z tabulky €. 6 a €. 7, zjistime, ze sirupy piipravené

Vv laboratofi obsahovaly jednoznacné vEétsi mnozstvi rutinu nez sirupy, které pochazely

Z obchodni sité.

V zadném ze zakoupenych ani pfipravenych sirupii nebyl nalezen volny kvercetin.

Tab. 8 Ztraty rutinu pfi zpracovani sirupi v laboratofi

sirup | ztraty (mg) %
1 93 58
2 105 65
3 82 52
4 99 61
5 82 35
6 85 36
7 108 46
8 106 45

Sirupy 1-4 byly vyrobeny z ¢erstvého ¢erného bezu, ztraty rutinu se pohybovaly

V rozmezi 52-65%. Sirupy 5-8 ze susené¢ho ¢erného bezu mély pomérné nizsi ztraty

rutinu pii zpracovani, pohybovaly se v rozmezi 35-46%. Z tabulky plyne, Ze suSeny

cerny bez byl pfi zpracovani stabilné;jsi.

4.3 Vysledky senzorické analyzy

Tab. 9 Senzorické hodnoceni preference

Dvojice 1-5 Dvojice 2-6 | Dvojice 3-7 | Dvojice 4-8
Sirup | Sirup | Sirup | Sirup | Sirup | Sirup | Sirup | Sirup
1 5 2 6 3 7 4 8
Pocet preferen¢nich 16 24 18 22 7 33 13 27
hodnoceni 40% | 60% | 45% | 55% |17,5% |82,5% |32,5% |67,5%
Pocet hodnoceni celkem 40 40 40 40
100% 100% 100% 100%
Hladina vyznamnosti > 0,05 > 0,05 < 0,05 < 0,05
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Vzhledem k tomu, Ze poc¢et minimalné kladnych odpovédi u zkousenych dvojic 1-5
a 2-6 byl mensi nez 27, nebyla zjisténa statisticky vyznamna preference sirupt ze
suSenych bezovych kvéti pred Cerstvym bezem. Naproti tomu pocet preferenci sirupu €.
7 u zkousené dvojice 3-7 byl vétsi nez 27, a pocet kladnych odpovédi u sirupu €. 8 byl
roven 27. U téchto dvou dvojic byla zjisténa statisticky vyznamna prednost sirupi ze

suSeného ¢erného bezu.
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Obr. 17 Vnimané rozdily mezi sirupy 1 a 5
Z grafu je patrné, Ze mezi vzorky 1 a 5 existuji jisté rozdily. Nejéastéjsi odpovedi

hodnotiteld byla volba sttednich rozdilt.
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Obr. 18 Vnimané rozdily mezi sirupy 2 a 6
Mezi sirupy 2 a 6 se dle nazoru hodnotiteli vyskytovaly pfevazné malé rozdily

Vv chuti analyzovanych vzorkda.
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Obr. 19 Vnimané rozdily mezi sirupy 3 a 7
Pfi posuzovani rozdilu mezi vzorky 3 a 7 hodnotitelé nejcastéji uvedli, Ze rozdily

mezi hodnocenymi vzorky jsou malé.
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Obr. 20 Vnimané rozdily mezi sirupy 4 a 8
Z grafu vyplyva, ze posuzovatelé vnimali mezi sirupy 4 a 8 stfedni az malé rozdily.

Avsak nejcastéjsi odpovédi byly stfedni rozdily.
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5 Zavér

Zavery vyplyvajici z této bakalaiské prace lze shrnout takto:

Obsah rutinu byl méfen v Cerstvém a suseném kvétenstvi cerného bezu, déle v péti
bezovych sirupech, které pochézeli z obchodni sit€ a v osmi sirupech pfipravenych
Vv laboratofi. Na zavér byla provedena senzoricka analyza sirupti pfipravenych
V laboratofi. Jejimz tikolem bylo z piedlozené dvojice vzorkl vybrat jeden, ktery
preferuji a zaznamenat jak velké chutové rozdily mezi danymi vzorky vnimaji.

Primérna koncentrace rutinu v ¢erstvém rostlinném materilu ¢inila 3 210 mg/kg.
Suseny rostlinny material obsahoval v priméru 23 350 mg/kg rutinu.

Z komer¢nich sirupti nejvice rutinu obsahoval Kitl Syrob Bezovy (167 mg/l) a
Hamé Bylinny sirup Bezovy kvét (38,3 mg/l). Mnozstvi rutinu u ostatnich sirupt bylo
pod mezi stanovitelnosti.

Sirupy pfipravené v laboratofi obsahovaly daleko vice rutinu. Koncentrace rutinu
Vv sirupech vyrobenych z Cerstvého bezu se pohybovala v rozmezi 367-458 mg/l. U
sirupt prichystanych ze suSenych kvéti se koncentrace rutinu nachazela v intervalu
729-934 mg/I.

Z hlediska stability pro zpracovani je vhodné&jsi suSeny material, nebot’ vykazoval
mensi ztraty rutinu (35-46%) nez Cerstvy Cerny bez (52-65%). NejnizSich ztrat bylo
dosazeno u sirupd, kde jako extrakéni ¢inidlo byl pouzit 60% sachar6zovy roztok.

Vysledky parového preferencniho oboustranného testu ukézaly, Ze u ptedlozenych
dvojic tvofenych vzdy Cerstvym a suSenym bezem posuzovatelé preferovali ve dvou
ptipadech sirupy ze suSenych kvéti cerného bezu a u dvou hodnocenych part vysledky
nebyly statisticky prikazné.

Neprtkazné rozdily byly zjiStény u sirupt piipravenych extrakci cukernym
roztokem, kde posuzovatelé vnimali pfevazné stedni a malé rozdily v chuti u
ptedlozenych vzorkl. U sirupii vyrobenych pomoci extrakce vodou byla zjisténa
preference vzorkl pfipravenych ze susenych kvétl ¢erného bezu. Posuzovatelé opét

pocitovali malé a stfedni rozdily.

51



Z vyse shrnutych vysledkt vyplyva, ze pro vyrobu sirupti je lepsi pouzit susené
kvéty ¢erného bezu. Sirupy pfipravené ze suseného materidlu obsahovaly vyssi podil
rutinu, byly stabilnéj$i pfi zpracovani a 1épe chutnaly. Jako extrakéni ¢inidlo je vhodné
pouzit 60% sachar6zovy roztok, nebot’ pti jeho pouziti bylo dosazeno nejnizsich ztrat
rutinu. Zda-li se pfida etanol, neni podstatné, nebot’ nemél zasadni vliv na stabilitu
rutinu.

Volny kvercetin nebyl nalezen v zddném z analyzovanych sirupti, at’ uz komercné

vyrabénych nebo ptipravovanych v laboratofi.
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7 Prilohy

Piiloha €. 1 Senzorické hodnoceni sirupti z kvéti cerného bezu

SENZORICKE HODNOCENI BYLINNYCH SIRUPU
Jméno : Datum :

Ro¢nik a skupina :

Ukol : Hodnoceni sirupu parovym preferenénim testem

Ochutnejte prvni predlozeny vzorek, vyplachnéte si usta a po 30 s ochutnejte stejné
mnozstvi druhého vzorku. Rozhodnéte potom, kterému vzorku davate prednost (ktery
vzorek je chutnéjsi) a vysledek zapiste do tabulky. Ochutnavani se miize opakovat

vy

ochutnavek.

ZkouSena dvojice 1-5:

Preferuji vzorek ¢. Mezi vzorky jsou rozdily:

velké
stfedni
malé
nepatrné

Vv v

témer zadné
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Zkousena dvojice 2-6:

Preferuji vzorek ¢.

Mezi vzorky jsou rozdily:

velké
stfedni
malé
nepatrné

témet zadné

ZkouSena dvojice 3-7:

Preferuji vzorek ¢.

Mezi vzorky jsou rozdily:

velké
stiedni

malé

ZkouSena dvojice 4-8:

Preferuji vzorek ¢.

Mezi vzorky jsou rozdily:

velké
stfedni
malé
nepatrné

témet Zadné
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