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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se vénuje analyze biologicky aktivnich slouCenin obsazenych
v rakytniku fesetlakovém. Na zacatku je uveden popis, vyuziti, zpracovani a chemické slozeni
rakytniku. Ddle jsou zminény jeho pozitivni G¢inky na lidsky organismus a stru¢né popsany
teoretické zaklady separa¢nich technik v kapalné fazi a metod sledujici antioxidaéni aktivitu
latek. Dalsi ¢ast prace je vénovana analyze bioaktivnich latek rakytniku feSetlakového pomoci

kapalinové chromatografie a kapilarni elektroforézy.
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TITLE

Analysis of biologically active compounds in sea buckthorn

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the analysis of biologically active compounds contained in sea
buckthorn. The description, usage, processing and chemical composition of sea buckthorn
is given in the beginning of the thesis. In addition, its positive effects on the human organism
are mentioned and theoretical basics of liquid phase separation techniques and methods
for antioxidant activity of the substances are briefly described. The other part of the thesis
is devoted to the analysis of bioactive substances of sea buckthorn by liquid chromatography

and capillary electrophoresis.
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1 UVOD

Rakytnik fesetldkovy patii do Celedi hloSinovitych a piirozené se vyskytuje na uzemi
v tradi¢ni lidové mediciné a v dnesni dob¢ je pravem fazen mezi superpotraviny. Pfi uzivani
rakytniku a jeho extrakti byly zaznamenany pozitivni 1€Civé Gc¢inky na lidsky organismus.
Vyuziva se piedevs§im pro jeho antioxida¢ni vlastnosti a pro ochranu ktize a sliznic.

Rakytnik je opravdu bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek. Kazdé ¢ast rostliny
(plody, semena, listy, ...) je vyuzitelna a néCim cenna. Jeho casti v rizném zastoupeni
obsahuji vitaminy, tokoferoly a tokotrienoly, karotenoidy, flavonoidy, mastné kyseliny,
fytosteroly, sacharidy, organické kyseliny, mineraly a dal$i latky. Mnozstvi téchto latek
semize ujednotlivych rostlin liSit, jelikoz je =zavislé na mnoha faktorech,
jako jsou klimatické podminky, poddruh rostliny, doba sklizn¢ a zralost plodu.

| pies jejich kyselou chut’ se bobule rakytniku zpracovavaji a vyrabi se z nich mnoho
produktt: sirupy, dzusy, dzemy, a ptidavaji se do cukrovinek. Listy slouzi k vyrobé caji
a velice cenny je rakytnikovy olej ziskany z plodi (ze semen i duziny). Rakytnik nasel diky
atraktivnimu slozeni Siroké vyuziti nejen ve farmaceutickém a v potravinaiském pramyslu,

ale také v kosmetickém, a to napt. pti vyrobé Samponu, krému ¢i mydel.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rakytnik reSetlakovy

Rakytnik (latinsky Hippophae) se fadi do celedi hlosinovitych (lat. Elacagnaceae).
RozliSujeme ¢tyfi zakladni druhy rakytniku: rakytnik teSetldkovy (lat. Hippophae
rhamnoides L.), rakytnik vrbolisty, rakytnik tibetsky a rakytnik Zebrovity. Jednotlivé druhy
rakytniku se li$i naptiklad vyskou vzristu, naroky na ptidu ¢i rastem v jinych nadmotskych
vyskach [1].

Rakytnik teSetlakovy se fadi mezi kefe nebo stromy vysoké obvykle 0,5-6 m,
ale miize dosahovat vysky az 15 m, zejména u asijskych populaci, a jeho typickym znakem
jsou trny (obrazek 1) na vétvich, jejichz mnozstvi je vSak velmi proménlivé [1; 2]. U mladych
vyhonki je ktra svétla, hladkd a zelenosedd, dvouleté vyhony maji kiiru Sedou az hnédou.
S pfibyvajicim veékem rostliny tmavne a méni se v rozpukanou odlupujici se borku [1; 3].
Uzce linearni, celokrajné, stiibiité, Supinaté listy (obrazek 1) jsou na ostnatych vétévkach
usporadany stiidavé. Rostlina je dvoudoma. Malé, zelenozluté saméi (prasnikové) a samici
(pestikové) kvéty jsou tedy umistény na odd€lenych rostlinach [1; 4]. Plodem rakytniku
je neprava bobule nebo neprava peckovice. Zbarveni ovalnych ploda (obrazek 2) je zavislé

na obsahu karotenoidli, proto se miZzeme setkat s plody bélozlutymi, zlutymi, oranZovymi

az Cervenymi (Obrazek 2) [1].

Obrazek 1 — Trny a listy rakytniku [Fotoautor: Ilona Chalupova]
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Obrazek 2 — Plody rakytniku [Fotoautor: Ilona Chalupova]

Pfirozeny aredl vyskytu rakytniku je pomérmné rozlehly. Zahrnuje zapadni a jiZni
Evropu, Skandinavii, Alpy, Apeniny i Karpaty, dale Malou Asii, Kavkaz, pohoti Stfedni Asie
a jizni Sibife, také Mongolsko, Himaldje, Tibetskou plosinu a Severo¢inskou hornatinu.
Rakytnik je velmi odolnou dievinou s nitrogennimi bakteriemi na kofenech, ktera snasi i silné
mrazy a neni naro¢na na pudu [2; 5].

Védecky nazev rostliny (Hippophae rhamnoides L.) je odvozen od ,hippos* — kin
a,,phaes — lesk, nebot’ ve starovékém Recku krmili rakytnikem kong a ti méli poté lesklou

srst [1; 6].

2.1.1 Zpracovani a vyuziti

Diky vysokému obsahu vitamint, mineralnich a dal$ich cennych latek byl rakytnik
uz v 8. stol. n. 1. vyuZivan jako 1é¢ivo, cemuz je tak dodnes. V dnesni dobé¢ je na trhu velké
mnozstvi produktil z rakytnikovych plodi. Piipravuji se z nich dZzemy, §tavy, likéry, dezerty,
vino, dzusy, kompoty a dalsi. Plody jsou sice zaCerstva kyselé, ovsem kdyZ se dosladi, maji
prijemnou ovocnou chut’. K 1é¢ivym ucelim se vyuzivaji také masti vyrobené z rakytniku,
Caje ze suSenych listd, které maji hlavné protivirové ucinky, nebo odvar z vysusené kury,
ktery obsahuje zajimavé mnozstvi serotoninu, vapniku a manganu [1; 2; 7].

Vyznaénym produktem je rakytnikovy olej, ktery je pro své zadouci fyzikalni
vlastnosti vyuzivan i pti vyrobé kosmetiky a potravinovych dopliki [8]. Olej je predevsim

Rakytnik se vyuziva také jako okrasnd dievina a diky svému kofenovému systému

navic zpeviuje pudu. Ze dieva se diive vyrabély kule¢nikové koule, hilky i dymky [2].
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2.2 Chemické slozeni

Vegetativni ¢asti rakytniku feSetlakového maji jedine¢né chemické slozeni. VSechny
Casti rostliny (listy, vétve, vyhonky, kiira, kofeny a plody) jsou povazovany za dobry zdroj
biologicky aktivnich latek [9; 10]. Koncentrace latek se li§i v zavislosti na pivodu, klimatu,
zpusobu extrakce, doby sklizn¢ [9; 11], poddruhu, zralosti a velikosti ploda [12]. Vyzkum
a zpracovani rakytniku se zamétuje piedev§im na plody, ale také na semena a jejich olej [9].
Rakytnik je znamy pro svou nutriéni hodnotu a pfiznivy G¢inek nalidsky organismus.
Mezi nejvyznamnéji zastoupené latky patii flavonoidy, karotenoidy, vitaminy (C, B a K),
tokoferoly atrienoly, mastné kyseliny, organické kyseliny (kys.), aminokyseliny, steroly
a dalsi [13].

2.2.1 Vitamin C a dalsi vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekuldrni organické slouceniny, ptfedevSim piirodni slozky
potravin, ve kterych jsou pfitomny v malém mnozstvi. JelikoZz je ¢loveék az na vyjimky
nedokaze syntetizovat, je potieba pro spravnou funkci organismu vitaminy télu dodavat. Diky
svym funkcim byvaji ozna¢ovany za exogenni esencialni biokatalyzatory [14; 15].

Pfitomnost vitamint v téle je zasadni, a proto v ptipad¢ jejich nedostatku dochazi
k porucham fyziologickych funkci, jako je rast, vyvoj atd. Nedostatek vitaminu v téle
je oznacovan jako hypovitaminéza, kdy neni vitamin dodavan v dostatetném mnoZstvi,
a muze dojit az k avitamindze, coz znaci Giplny nedostatek vitaminu. Naopak hypervitaminéza
predstavuje stav vyvolany nadbyteénym piijmem lipofilnich vitamind [14; 15]. Vitaminy
délime do dvou kategorii: na hydrofilni (rozpustné ve vode) a lipofilni (rozpustné v tucich).
Mezi vitaminy rozpustné v tucich fadime vitamin A, D, E a K, do skupiny vitamind
rozpustnych ve vodé spadaji vitaminy B-komplexu a vitamin C [14; 15]

Vitamin C je oznaCeni pro vSechny slouceniny vykazujici biologickou aktivitu
kyseliny askorbové. Jednd se o hlavni hydrofilni antioxidant v plazmé a tkéanich. Pfilisny
nedostatek se projevuje syndromem zvanym skorbut neboli kurdéje [14; 15]. Rakytnik
je znamy pravé diky neobycejné vysokému obsahu vitaminu C v plodech [13],
jehoz koncentrace zavisi samoziejmé na odridé ¢i piirodnich podminkach [16] a pohybuje se
v rozmezi od 360 mg/100 g dokonce az do 2500 mg/100 g [13]. Koncentrace vitaminu C
je znacné vyssi nez v plodech ¢erného rybizu, malinach [17], pomeranéich nebo kiwi [13].

Vitamin K hraje vyznamnou roli pfi srazeni krve a formovani kosti [15].
Jeho nedostatek mitize vést k porucham hemokoagulace [14]. Bobule rakytniku

jsou na vitamin K také bohaté [18].
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Do skupiny vitamini B-komplexu spada thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin,
pyridoxin (Bs), kyselina pantothenova (Bs), biotin, kyselina listova (folacin) a kobalamin
(B12) [15]. V rakytnikovych plodech se z této skupiny vitamind nachazi vitamin By a B [13;
16].

2.2.2 Tokoferoly a trienoly

Vitamin E zahrnuje osm zékladnich derivatd benzopyran-6-olu, jejichZz spole¢nym
zakladem jsou tokol a tokotrienol. Ctyfi derivaty odvozeny od tokolu jsou oznaGovany
jako tokoferoly (obrazek 3) a ¢tyfi formy odvozené od tokotrienolu se nazyvaji tokotrienoly.
Vzajemné se lisi po¢tem a polohou methylovych skupin v chromanovém cyklu, strukturou
postranniho fetézce (nenasyceny u tokotrienol, nasyceny U tokoferol), a biologickou
aktivitou [14].
ktery chrani nenasycené lipidy pfed poskozenim reaktivnimi druhy kysliku [14]. Ve vyssich
davkach neni v zasadé¢ toxicky, naopak plsobi piiznivé, a to napiiklad snizovanim oxidace
nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL), coz vede k sniZeni rizika vzniku aterosklerozy [15].

Dobrym zdrojem tokoferold jsou semena i duzina plodt rakytniku [19].

Obriazek 3 — Tokoferoly [vytvoteno v ChemSketch]

(RY2% = CHj3 a-tokoferol; R*® = CH; a R? = H B-tokoferol;

R! = H a R?3 = CHj; y-tokoferol; R2 = H a R = CHj; 3-tokoferol)
2.2.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou prevazné lipofilni zIuté, oranzové az cervené pigmenty produkované

rostlinami. Strukturou se fadi mezi tetraterpeny, které¢ obsahuji osm izoprenovych jednotek.
Jsou rozdéleny na dvé zakladni skupiny: karoteny (uhlovodiky) a xanthofyly (kyslikaté
slouc¢eniny odvozené od karotenti) [15; 20; 21]. Nékteré z nich vykazuji aktivitu vitaminu A
anazyvaji se provitaminy A. Diky fetézci konjugovanych dvojnych vazeb ziskavaji svoji
barvu, kterd je vyuzivana rostlinou pro pfijem svétla za ucelem fotosyntézy, a urcité

karotenoidy, jako naptiklad lykopen, astaxanthin ¢i p-karoten, jsou schopny zhaset volné
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radikaly, tudiz vykazuji silné antioxidacni schopnosti [15; 20]. Hodnoty antioxida¢ni kapacity
karotenoidl jsou zavislé na jejich strukturnich vlastnostech (napi. pocéet dvojnych vazeb,
navazané funk¢éni skupiny) [22]. Mezi nejvice zastoupené karotenoidy v plodech rakytniku
patii B-karoten (obrazek 4), a-karoten, y-karoten, dihydroxy-p-karoten, lykopen, zeaxanthin
a dalsi [19].

Obrazek 4 — B-karoten [vytvoteno v ChemSketch]

2.2.4 Flavonoidy

Tato obsahla skupina rostlinnych fenolti obsahuje ve své struktufe dva benzenové
kruhy propojené tiiuhlikovym fetézcem. Flavonoidy jsou odvozeny od 2H-chromenu
(kyslikata heterocyklicka sloucenina), ktery je substituovan fenylovou skupinou a nese nazev
flavan (obrazek 5). RozliSujeme tyto zakladni flavonoidni latky: katechiny,
leukoanthokyanidiny, anthokyany, flavanony, flavanonoly, flavony a flavonoly. Jednotlivé
struktury se od sebe lisi stupném oxidace a substituce, kdy jsou substituovany
hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami. Pocet a poloha hydroxyskupin ve struktufe
flavonoidd urcuje silu antioxidacni aktivity. NejCastéji se vyskytuji ve formé glykosidii.
Nekteré flavonoidy vystupuji jako pfirodni barviva, jiné maji charakteristickou chut’ (hotkeé
a trpké latky) nebo biologické uCinky. Nejvyznamnéjsi flavonoidni pigmenty jsou flavony
a flavonoly zbarvené Zluté a také anthokyany, hlavné Cervené, fialové a modré barvy [23].
Primérny obsah flavonoida se pohybuje okolo 354 mg/100 g Cerstvych plodu [13]. Nejvice
se jich nachazi v listech, kvétech a plodech, ale ur¢ité mnozstvi nalezneme také ve vétvich
a kafe rakytniku [9; 10]. Hlavnimi flavonoidy jsou kvercetin, kaempferol, isorhamnetin,

myricetin a jejich glykosidy [9; 24].

Obrazek 5 — Flavan [vytvoifeno v ChemSketch]
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2.2.5 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou nejpodstatnéjsi slozkou lipidi a strukturné se jedna
pfevazné o karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Podle nasyceni
fetézce se deli na nasycené mastné kyseliny, nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou
vazbou (monoenové¢), nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami (polyenové)
a na mastné kyseliny s trojnymi vazbami a S riiznymi substituenty [14].

Nasycené (saturované) MK maji vétSinou linearni nerozvétveny fetézec. Lipidy
potravin  obsahuji pfedev§im kyselinu palmitovou, stearovou nebo myristovou.
Mezi monoenové MK patii naptiklad kyselina palmitoolejova ¢&i olejova. Kyseliny
arachidonova, linolova, a-linolenovéa spadaji pod polyenové MK, které jsou velmi dilezité
z hlediska vyzivy [14].

V semenném oleji rakytniku dominuje kyselina linolova a a-linolenova, dalsimi
hlavnimi kyselinami jsou kyselina olejova, palmitova ¢i stearova. Duzina se slupkou ploda
ma odlisné slozeni, které¢ je charakteristické vysokou hladinou kyseliny palmitoolejové, dale

také vy$$im mnozstvim kyseliny palmitové a olejové [19].

2.2.6 Fytosteroly

Fytosteroly jsou rostlinné lipofilni latky patiici mezi steroidy. Zakladnim sterolem
je cholesterol (Cz7), od n¢hoz se dalsi fytosteroly odlisuji pfedev§im uspoiadanim postranniho
fetézce na24. atomu uhliku, napt. B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol. V organismu
jsou slozkou tukovych membran a lipoproteind, uplatiuji se pfi transportu lipidd,
z cholesterolu se dale syntetizuji zlu¢ové kyseliny a steroidni hormony. [14]. Hladina sterolti
u rakytniku se pohybuje kolem 0,1-0,2% v semenech a kolem 0,02-0,04 % v mékkych
castech u Cerstvych plod, celkovy obsah u nékterych druhtt  spada do rozsahu
350-500 mg/kg [19]. Na fytosteroly je bohaty ptedevsim rostlinny olej [14].

2.2.7 Sacharidy

Sacharidy neboli polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony se déli podle poctu
atoml uhliku nachézejicich se ve struktufe (triosy, tetrosy, pentosy, hexosy atd.), podle
funk¢ni skupiny pritomné v molekule (aldosy nebo ketosy) a dle poctu cukernych jednotek
vazanych v molekule (monosacharidy, oligosacharidy, polysacharidy a slozené
sacharidy) [14]. V bobulich rakytniku je pfitomna zejména glukéza, fruktoza a xyloza, dale
byly zaznamenany nizké koncentrace cukernych alkohold a to mannitolu, sorbitolu

a xylitolu [13]. Glukoza a fruktdza tvoii pres 90 % cukrl nachazejicich se v rakytniku [25].
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2.2.8 Organické kyseliny

Mezi vyznamné organické kyseliny obsazené v plodech patii kyselina jablecna se svou
charakteristickou kyselou chuti a kyselina chinova [13; 20; 26]. Kyselina jable¢na a chinova
predstavuji 90 % vSech kyselin rakytniku. Trpkd chut’ bobuli rakytniku je ddna pomérem
cukru a kyselin (1 : 1), ktery je ve srovnani s jinymi jedlymi druhy ovoce nizky [25].

2.2.9 Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou stavebni jednotkou vSech peptidi, bilkovin a jsou soucasti také
dal$ich slou¢enin, navic se mohou v potravinach nachazet voln¢ [14]. Uvadi se, Ze napiiklad

Vv listech se nachazi 13 aminokyselin a v dfevnatych ¢astech dokonce 17 [9].

2.2.10 Mineraly a dalsi latky

V rakytnikovych plodech, §tavé, semenech i listech se vyskytuje nékolik chemickych
prvki. Nekteré poddruhy maji zajimavé hladiny hotciku, drasliku, fosforu nebo vépniku. Déle
se mizeme setkat i s urcitym mnozstvim Na, Fe, Cu, Zn, Mn a As [10; 13]. Listy obsahuji

také davku tanind, pfedevsim kyseliny ellagové, a kumarint [12; 16].

2.2.11 Olej

Pravé oleje jsou nejuznavangjSimi produkty rakytniku. VéEtSinou se obsah oleje
v semenech pohybuje okolo 10 %, ale mize dosahovat az 16 %. Také mnozstvi oleje
v mekkych ¢astech (duzina a slupka plodu) je vysoké, ale na rozdil od semenného je jeho
obsah ovlivnén nékolika faktory (poddruh, zralost plodu, velikost plodi atd.). Mnozstvi oleje
ziskavaného z téchto Cerstvych ¢asti rakytniku se pohybuje od 1,4 % do 13,7 %, ze suSené
duziny u n¢kterych poddruhi dokonce kolem 30-34 % [19].

Semenny olej je bohaty na esencialni mastné kyseliny omega-3 (a-linolenova)
aomega-6 (linolova), zatimco olej ziskany z duziny plodu obsahuje zna¢né mnozstvi
omega-7 mastnych kyselin. Rakytnikovy olej je jediny olej, ktery pfirozené poskytuje
omega-3 MK a omega-6 MK v poméru 1 : 1 [12; 13].

Typické hodnoty sterolti jsou 2 % v semenném oleji a 1-3 % Vv oleji z m&kkych ¢asti
plodu. Zna¢ny obsah zaujima p-sitosterol [12; 13; 27], v semenném oleji také A°-avenasterol
a kampesterol [27]. Pro olej ziskany zduziny je charakteristicka vyssi koncentrace
karotenoidl, které udavaji oranzovocervenou barvu plodd, a flavonoidi [27]. Obvyklé
mnozstvi B-karotenu v duzinovém oleji je cca 100-500 mg/100 g a 20-100 mg/100 g v oleji

ziskaného ze semen [19]. V olejich je dale pfitomna vysoka koncentrace tokoferold
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(o-tokoferolu, y-tokoferolu) a tokotrienolti, mensi je obsah vitamind C, K, B1, B2 a Be [17;
27].

2.3 Pozitivni ucinky na lidsky organismus

Rakytnik feSetlakovy lze oznacit za fascinujici rostlinu, jejiz plody byly pouzivany
k 1é¢ivym a nutriénim uéelam v Rusku, Evropé a hlavné v Ciné fadu staleti [13]. Bobuloviny
vyuzivali obyvatelé Stifedni Asie jako pfirodni 1é¢ivo predevsim k 1éCeni koznich
onemocnéni, hypertenze, poruch travici soustavy, v Rusku a Himal4jich také k 1é¢bé astmatu
arevmatu [28]. Vyuzivani plodd ma dlouhou historii v tibetské a mongolské mediciné
pti 1é¢bé kasle, chiipky, zalude¢nich viedl, poruch sliznic, pro zlepSeni krevniho obéhu a také
pro stimulaci funkce traviciho systému [9; 19]. V padesatych letech v Rusku prob&hly prvni
klinické studie o 1ékaiském pouziti plodi rakytniku, ale Cina byla prvni zemi, ktera uznala
rakytnik feSetlakovy jako 1é¢ivou rostlinu, a to v roce 1977 [28].

Diky svému fytochemickému slozeni, které ma biologickou a terapeutickou aktivitu,
vykazuje rakytnik nékolik pozitivnich u¢inkti na zdravi lidského organismu. Jedna se
pfedev§im o antioxidacni, kardioprotektivni, anti-aterogenni, antibakteridlni, antivirovou,
imunomodulaéni a antikarcinogenni aktivitu [29]. Dale jsou vyznamné hepatoprotektivni

ucinky a vliv na ochranu ktze [30].

2.3.1 Ochrana kuZe a ucinek na sliznice

Jak bylo zminéno vySe, semenny olej rakytniku obsahuje mastné kyseliny
a je charakteristicky predev§im vysokymi hladinami nenasycené linolové a linolenové
kyseliny. Pokud jsou tyto esencialni mastné kyseliny uzivany v odpovidajicim mnozstvi,
tak vyzivuji pokozku, zmirfiuji atopicky ekzém, 1é¢i dermatitidy a udrzuji pokozku zdravou
[8; 29]. Pii uzivani potravinovych doplikid s obsahem oleje ze semen a duZinatych ¢asti plodt
ziskaného extrakci nadkritickou tekutinou bylo pozorovano zlepSeni symptomu atopické
dermatitidy [19].

Olej rakytniku ma tedy regeneracni a protizanétlivé ucinky a napomaha pii hojeni ran,
popalenin a dermatitid zapfi¢inénych ozarenim [19]. Diky pfitomnosti flavonoidi jsou listy
také vyuzitelné pii 16Cbé ran a popalenin zpusobenych chemikaliemi [9].

Extrakty rakytniku jsou vyuzivany kvtli pozitivnimu piisobeni na plet’, a to predevsim
pii boji proti vraskam, vysusené pokozce a jinym pfiznakiim pied¢asné starnouci pleti [29].
Jsou soucésti fady kosmetickych produktl, naptiklad pletovych krémd, télovych mlék

¢i vlasovych sampont [28].
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Ochranné a 1éCivé ucinky rostlinného oleje byly pomoci studii na zvifatech
I klinickych studii prokazany pfti riznych poskozenich slizni¢énich membran. Podle vysledki
pokusii na zvifecich modelech s zalude¢nimi viedy je ziejmé, ze olej prospiva pii klinické
1ébe a prevenci viedl Ustni a gastro-duodenalni sliznice. Olej ziskany z duzinaté ¢asti plodu
projevil vétsi efektivitu nez olej ze semen plodu. Vysledky nékolika studii ukazuji, Ze latkami,

které puisobi proti viedtim, jsou steroly a steryl-glykosidy [19].

2.3.2 Antioxidacni ucinky

Karotenoidy, tokoferoly, steroly, lipidy, kyselina askorbova, flavonoidy a triterpeny
jsou soucasti duziny plodt rakytniku a vykazuji antioxidac¢ni aktivitu, kterd bude popsana nize
Vv textu véetné jejiho stanoveni [31].

Béhem laboratornich studii na zvifecich modelech byl dokazan antioxida¢ni efekt,
tedy zpomaleni oxida¢niho procesu tim, Ze pii podavani rakytnikového oleje do krmiva zvifat
doslo ke snizeni hladiny malondialdehydu, zvySeni aktivity superoxid dismutazy a glutathion
peroxidazy vjatrech a Kudrzeni normalni hladiny aspartataminostransferazy
a alaninaminotransferazy [19]. Rakytnikovy olej miZe aktivovat superoxid dismutazu,

ktera vychytava volné radikaly a snizuje oxidaci lipida [29].

2.3.3 Antibakteridlni, antivirové uc¢inky a vliv na imunitni funkci

Také antibakterialni ucinky byly u rakytnikovych oleji a extraktli prokazany,
a to n€kolika studiemi. Esencidlni oleje ziskané hydrodestilaci z riznych c¢asti rostliny
rakytniku, konkrétn¢ z duziny, semen a listd, potlacuji rdst bakterii, které kontaminuji
potraviny: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Staphylococcus aureus
a Escherichia coli. Nejvyssi inhibi¢ni u¢inky byly pozorovany pii pouziti oleje z duZziny
ploda. U Staphylococcus aureus byla minimalni inhibi¢ni koncentrace vSech tii esencialnich
oleju témér stejna. U Escherichia coli dosahovaly hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace
oleje ziskaného z duziny a listi dvojnasobné hodnoty proti oleji semennému [31].

Jina studie porovnavala antibakterialni G€inky vodnych a hydroalkoholickych extrakti
zlistt  rakytniku na péti bakteriich:  Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Escherichia coli. Nejvétsi inhibi¢ni zéna
pii pouziti vodnych extraktii byla pozorovana u Pseudomonas aeruginosa, naopak nejmensi
u Escherichia coli (tzn. je vice rezistentni nez Pseudomonas aeruginosa). Hydroalkoholicky
extrakt zlistt mél maximalni zonu inhibice u Bacilluscereus a minimalni

u Escherichia coli [32].
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Vodné a ethanolové extrakty z casti rakytniku feSetldkového maji antibakterilni
a antimykotickou aktivitu. Extrakty dokazaly svoji Uc¢innost proti gram pozitivnhim
(napi. Bacillus cereus, Enterococcus durans a Staphylococcus aureus), gram negativnim
(napi. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens a Yersinia.
enterolitica) bakteriim a kvasinkam (Candisa albicans) [9].

Pii studiich aktivnich frakci z listd rakytniku feSetldkového doslo k objeveni
fytochemického 1é¢iva — Hiporaminu. Extrakt z listd obsahujici hydrolyzovatelné taniny
vykazuje velmi silnou antivirovou aktivitu [12]. Uginek byl dokézan vaéi virim chiipky
a herpetickym viram [29].

Utinek semenného oleje na imunitni funkce byl zkouman piedev§im
na experimentalnich mysich [19]. Po aplikaci oleje jehlou do dutiny bfisni byla u mysi
zdokonalena imunitni funkce. Bioaktivni latky v plodech a listech rakytniku posiluji odolnost

proti onemocnénim, obnovuji naruseny imunitni systém a urychluji zotaveni [29].

2.3.4  VIliv na kardiovaskularni systém

Ditlezitou roli, kterou maji riizné bioaktivni slouceniny v rakytnikovych plodech,
listech, olejich na kardiovaskularni systém a kardioprotektivni aktivitu, popsala fada in vitro
ain vivo studii [17]. Pozitivni u¢inek na kardiovaskularni systém je pfipisovan predevsim
piitomnosti flavonoidd, antioxidantt a vitamint v rakytniku [33]. Kvercetin a izorhamnetin

Ochranné pusobeni rakytniku proti kardiovaskularnim onemocnénim zahrnuje snizeni
krevniho tlaku, inhibici agregace krevnich desti¢ek, inhibici oxidativniho stresu a ovlivnéni
metabolismu lipidt [17]. Flavonoidy vykazuji kladny vliv na silu kontrakce srde¢niho svalu
a srde¢ni rytmus [16].

Semenny rakytnikovy olej diky nenasycenym mastnym kyselindm, karotenoidiim
a flavonoidiim plsobi v prevenci a 1écb¢ aterosklerdzy a dyslipidémie, kdy podstatné snizuje
hladinu tukti v krvi. To zahrnuje snizeni cholesterolu, regulaci krevniho tlaku a rozpusténi
nahromadéného tuku [29]. Konzumace oleje muze snizit hladinu celkového cholesterolu
a hladiny LDL v plazmé¢, zvysit mnozstvi vysokodenzitniho lipoproteinu (HDL), inhibovat
tvorbu trombti, zpomalovat oxidaci LDL, a tim celkové snizit riziko kardiovaskularnich

onemocnéni [19].

2.3.5 Hepatoprotektivni u¢inky
PfedevS§im nenasycené mastné kyseliny, o-tokoferol a B-karoten, latky obsazené

v rakytniku, chrani jaterni bunku proti poSkozeni hepatotoxiny, jako je alkohol,
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tetrachlormethan nebo acetaminofen, které zpisobuji onemocnéni jater. Rakytnik fesetlakovy
by mohl byt také uzitecny pti prevenci fibrozy jater [16].

Utinky rakytnikového oleje byly zkoumany na mysich s poskozenymi jatry vlivem
chloridu uhli¢itého. Vysledkem experimentu pii peroralnim podavani oleje bylo snizeni
sérové hladiny cholesterolu, triacylglycerolt, alkalické fosfatdzy, alaninaminotransferazy
a aspartataminotransferazy [28].

Alkoholovy extrakt zlisth a olej ze semen rakytniku zlepSuji poskozeni jater
zpusobené chloridem uhli¢itym. Frakce z listd bohata na fenolické latky, jako je kyselina
gallova, myricetin, kaempferol ¢i izorhamnetin, zvySuje hladinu antioxidantt, které zabranuji

poskozeni jater oxidaci [12].

2.3.6 Antikarcinogenni u¢inek

Dal$im pozitivnim efektem rakytniku na lidsky organismus je také antikarcinogenni
aktivita. Jednou ze sloucenin, které vykazuji tuto aktivitu, je kvercetin, ktery vyvolava
apoptozu v rakovinovych bunkach. Pozitivni ucinek byl zaregistrovan pii 1é€bé u pacientt
s karcinomem tlustého stfeva, prostaty a S leukémii [16]. Diky obsahu vitamint, pfedevsim
vitamini A a E, ap-karotenu mutize mit rakytnikovy olej ochranné Géinky proti rakoviné
délozniho ¢ipku [28]. Béhem jiné studie byly vyuzity vytazky z klry rakytniku fesetlakového,
které projevily protinadorovou aktivitu potlatenim procesi v nadorovych tkanich [9]. Diky
vysokému obsahu karotenoidii absorbuje rakytnikovy olej UV-B zafeni (v rozmezi

290-320 nm), a proto miize byt vyuzit jako pfirodni absorbent slune¢niho zafeni [8].

2.4 Extrakce

Extrakce je separa¢ni metodou, béhem které jsou v kontaktu dvé vzajemné nemisitelné
faze. Analyt ptechdzi z jedné faze do druhé na zdkladé odlisné rozpustnosti v pouzitém
rozpoustédle a dojde k ustaveni fazové rovnovahy [34]. Podle zptsobu provedeni lze extrakci
rozdélit na jednostupnovou, vicestupfiovou nebo kontinualni. Béhem jednostupniové extrakce
dojde k wustaveni jedné fazové rovnovahy (napf. protfepanim roztoku s nemisitelnym
rozpoustédlem v delici nalevee), U vicestupnového provedeni extrakce se ustaveni rovnovahy
nekolikrat opakuje v samostatnych krocich. Pti kontinudlni extrakci jsou faze v neptetrzitém
kontaktu (napf. Soxhletova extrakce) [35; 36]. Kontinualni postupy jsou Géinnéjsi,
ale zaroven ¢asoveé naro¢néjsi a je potieba vétsiho objemu rozpoustédla [37].

Dle skupenstvi fazi, mezi kterymi analyt prechazi, rozliSujeme extrakci z pevné faze

do kapaliny, z kapaliny do kapaliny a zkapaliny (nebo plynu) na pevnou fazi [37].
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Pii extrakci z pevné faze do kapaliny prevadime Stanovovanou latku z pevného vzorku
do kapalné faze. Béhem extrakce kapalina — kapalina piechazi rozpustény analyt z jedné
kapalné faze do druhé, kdy jsou obé faze nemisitelné. Zakladnim principem extrakce na pevné
fazi je zachyceni analyzované latky pii priachodu roztoku pies pevnou fazi [35; 36].

Utinnost extrakce zavisi predev§im na polarité stanovované latky a obou fazi, déle
také na stupni ionizace nebo na piitomnosti vodikovych vazeb ¢i jinych elektrostatickych

interakci [34].

2.4.1 Extrakce tuhé latky kapalinou

Tato metoda zavisi na rozpustnosti analytu v rozpoustédle a da se vyuzit k pfedbézné
upravé vzorku, kdy se do vhodného rozpoustédla extrahuje slozka, kterou potfebujeme
analyzovat, nebo k ocisténi vzorku, kdy se do rozpoustédla extrahuje nezadouci slozka,
ktera je timto z analyzované¢ho vzorku odstranéna [38]. Nejéast&ji se vyuziva pii analyze
biologickych a ptirodnich vzorka [39].

Zejména pro extrakci organickych latek se vyuziva kontinudlni zpisob extrakce
pomoci Soxhletova extraktoru (Obrazek 6). Varna banka Soxhletova extraktoru se naplni
rozpoustédlem, které se piivede k varu a jehoz pary postupuji postranni trubickou do chladice,
kde zkondenzuji a stékaji do stfedové Casti extraktoru, v niz se nachdzi vhodné upraveny
vzorek a probiha extrakce. Jakmile stoupne hladina rozpoustédla v extrakénim prostoru,
pfepadne roztok pomoci trubky zpét do varné banky a cely proces se opakuje. Po ukonceni

extrakce je rozpoustédlo vydestilovano a v barce zustane pouze pozadovana slozka [38; 40].
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Obriazek 6 — Soxhletlv extraktor [41]
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Extrahovat pevny vzorek lze také extrakci nadkritickou tekutinou (SFE), obvykle
oxidem uhli¢itym. Extrakéni tekutina je ve stavu nad kritickou teplotou i tlakem. Tento typ
extrakce ma tfadu vyhod. Je to metoda rychld a oxid uhli¢ity neni toxicky, nebezpecny

ani drahy, navic lze jeho kritického bodu dosdhnout snadno [37].

2.4.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny se vyuziva k pfedbézné upravé vzorku a k odstranéni
latek, které by mohly rusit stanoveni [34]. Jedna se o separa¢ni metodu, Ktera je zaloZena
na ustaveni fazové rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Musi byt splnéna
podminka, Ze rozpustnost extrahované slozky v kapalingé, do které se extrahuje, musi byt
daleko vétsi nez jeji rozpustnost v kapaling, ze které ji chceme ziskat. Pfi volbé rozpoustédla
bereme ohled na jeho spotiebu a ¢istotu, na bezpecnost prace, finan¢ni nakladnost, stranku
ekologie a predevsim na to, abychom ziskali co nejvice extrahované latky. Elektroneutralni
organické latky a anorganické ionty prevedené na extrahovatelnou formu chelatli nejcastéji
extrahujeme pomoci tfepani v délici nalevce, kdy je zajistén dobry kontakt mezi

fazemi [37-40].

2.4.3 Extrakce na pevné fazi

Béhem extrakce na pevné fazi prechazi roztok se sledovanym analytem pies pevnou
fazi, na které dochazi k zachyceni. Tuhymi stacionarnimi fazemi (sorbenty) jsou faze polarni
(napt. silikagel a oxid hlinity), nepolarni (napf. nepolarné¢ modifikovany silikagel Cis)
nebo iontomenice (katex a anex). Obecné probiha metoda extrakce na pevné fazi ve Ctyfech
krocich: kondicionace, aplikace vzorku, promyti aeluce analytu. Pfi kondicionaci
je pripravena kolonka, poté je zaveden roztok vzorku a analyt je zachycen na tuhé fazi.
Nasleduje odstranéni interferentli pomoci promyti kolonky a na zavér je sledovany analyt

vhodnym rozpoustédlem vymyt z pevné faze [35-37].

2.5 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni metoda, ktera k déleni slozek smési vyuziva
rozdilné afinity jednotlivych slozek ke dvéma fazim — mobilni a stacionarni. Mobilni fazi
je kapalina a stacionarni fazi je tuha latka nebo kapalina zakotvena na nosici [37; 39; 42].

Kapalinovy chromatograf je sloZzen ze zadsobniku mobilni faze, ddvkovaciho zafizeni,
kolony, detektoru systému pro zpracovani dat (obrazek 7). Mobilni faze je u vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC) erpana vysokotlakym &erpadlem [34; 39]. Cerpadla musi

byt vyrobena zchemicky a mechanicky odolného materidlu (napf. z nerezové oceli
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nebo titanu) a musi zaji§fovat konstantni priitok mobilni fize. Cerpadla pohani mobilni fazi
do davkovaciho zatizeni umisténého pied kolonou, do kterého se davkuje vzorek. Je mozné
k davkovani vyuzit také automatické davkovace, tzv.autosamplery. Objemy kapalného
vzorku analyzovaného pomoci HPLC se pohybuji v rozmezi od 0,5 do 20 ul. Vzorek spolu
s mobilni fazi nasledné migruje do kolony, kde dochazi k vlastni separaci [34; 39; 42]
Nejcastéji jsou kolony vyrobeny z nerezové oceli, ale mohou byt vyrobeny i ze skla
nebo plastu. Vnitini pramér analytickych kolon je obvykle do 4,6 mm, délka zpravidla
do 25 cm. K docileni co nejvétsi Gi¢innosti separace musi byt kolona vyplnéna stacionarni fazi
homogenné a ¢astice naplné musi mit pravidelny, kulovy tvar. Velikost Castic je nepfimo
umérna ucinnosti separace a primo imeérna délce kolony. Stacionarni fazi u HPLC je obvykle
chemicky modifikovany silikagel nebo zesiténé kopolymery styrenu a divinylbenzenu. Eluat
je dale veden do detektoru, ktery by mél byt selektivni pro analyzované slozky a naopak
€0 nejméng citlivy na mobilni fazi. Vyuziva se specifickych vlastnosti, kterymi se separované
analyzované latky 1liSi od mobilni faze. Mezi bézné pouzivané detektory patii
spektrofotometrické, refraktometrické, fluorescen¢ni a elektrochemické. Nasledny signal

je zpracovan a vyhodnocen pocitacem [34; 39; 42].

‘ isample
HPLC 3
pump Injector
HPLC column

]

Detector

HPLC
solvent

Data aquisition

waste

Obrazek 7 — Schéma HPLC [43]

Analyzované latky jsou charakterizovany délkou casu, ktery stravi priichodem
kolonou neboli reten¢nim casem, a jejich pfitomnost je zobrazena pomoci piku [34].

Podle polarity mobilni a staciondrni faze rozliSujeme dva zékladni systémy kapalinové
chromatografie. V pfipadé, Ze je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni, hovofime
0 chromatografii v systému S normalnimi fazemi (NP), je-li naopak stacionarni faze méné
polarni nez mobilni, jedna se o chromatografii v systému s obracenymi fazemi (RP).
Chromatografie v systému s obracenymi fazemi se vyuziva témét v 85 % vsech aplikaci diky

vyssi rychlosti, jednoduchosti a reprodukovatelnosti [34; 39].
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K vyhoddm HPLC patii pfedevSim Sirokd oblast pouzitelnosti, dale také moznost
ovlivnéni separace pomoci slozeni mobilni faze. HPLC je ovSem v porovnani s plynovou

chromatografii slozit&jsi, pomalejsi a méné Gc¢inna [39].

2.6 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je separacni elektromigracni metoda zalozena na odlisné
migraci Castic, které nesou elektricky naboj, v elektrickém stejnosmérném poli. Kapilara,
V niz probiha separace, je nejcastéji vyrobena z taveného kiemene s polyimidovym povlakem.
Ochrannd vrstva polyimidu zajiStuje zna¢nou ohebnost kapilary a také odstranuje jeji
kiehkost. Délka kapilar se obycejné pohybuje v rozmezi od 25 do 100 cm S vnitinim
priamérem 25, 50, 75 nebo 100 um [37-39].

Oba konce kapilary jsou ponofeny do zasobniku elektrolytu, kterym je naplnéna
I samotna kapilara. Mezi elektrody, které jsou také vlozeny do elektrolytu, se aplikuje napéti
10-30 kV, a tim vznikne elektroosmoticky tok kapaliny kapilarou. Analyzovany vzorek
se davkuje o objemu 10-100 nl do jednoho konce kapilary, na druhém konci je umistén
detektor. lonty migruji v separa¢nim elektrolytu smérem k detektoru. Kladné nabité Castice
se pohybuji rychleji, nez je rychlost elektroosmotického toku, anionty pomaleji, a tim
se vytvaii v kapilafe zony. Na vysledném zaznamu (elektroforegramu) je na zakladé
migra¢nich ¢asti pomoci pikd zobrazena kvalita i kvantita analytd. K vyhodam této techniky

patii jeji rychlost a mala spotfeba vzorku, naopak nevyhodou je mensi citlivost [37—39].

2.7 Antioxidacni aktivita

V soucasné dobé¢ je télo vystaveno cigaretovému koufi, zafeni nebo jinym toxindm,
coz zpusobuje produkci reaktivnich druhii kysliku a dusiku, a mohlo by dojit k poSkozeni
DNA akoxidaci lipidi a bilkovin v bunkach, coz by piipadn¢ vedlo az Kk chronickym
¢i degenerativnim onemocnénim [29; 44]. Jako antioxidanty oznac¢ujeme latky, které ovliviuji
proces oxidace lipidii a jinych sloucenin riznymi mechanismy. Bud’ s volnymi radikaly
zreaguji, nebo redukuji vzniklé hydroperoxidy, navazuji do komplexti katalyticky pisobici
kovy nebo odstranuji ptitomny kyslik [20]. Antioxidanty nezastavuji oxidaci uplné, ale pouze
snizuji jeji rychlost, tim padem zamezi pribéh oxidacni reakce jako napf. pfeménu
polynenasycenych mastnych kyselin na hydroperoxidy mastnych kyselin [14; 15].
Rozeznavame antioxidanty ptirodni (pochazejici z rostlinnych materialti) a syntetické [20].

Jak bylo zminéno vysSe v textu, n¢kolik karotenoidl, napt. B-karoten, lykopen

nebo zeaxanthin, vykazuje antioxidaéni aktivitu tim, Ze zhasi singletovy kyslik nebo volné
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radikaly (v lipidovych membréanach), a to diky systému konjugovanych vazeb, ktery obsahuji
ve své struktufe. Také vitamin E je zhlediska ochrany membran téméf vSech bunck
vyznamny, jelikoz redukuje volné radikaly. Mezi antioxidanty fadime 1 kyselinu askorbovou,
ktera muze snizovat aktivitu kyslikovych radikali, a flavonoidy, které maji naptiklad
schopnost vychytavat dvojmocné kovové kationty kovli (napt. Cu?*, Fe?*) [15].

Mezi latky vykazujici antioxida¢ni uCinky tedy fadime vitamin C, E, karotenoidy
a polyfenolické slouceniny (napf. flavonoidy a katechiny). Pravé antioxidacni aktivita
rostlinnych fenolickych sloucenin je podle nékolika studii vy$$i nez u antioxidacnich
vitamind [45]. Koncentrace hydrofilnich antioxida¢nich sloucenin (fenolické latky a vitamin
C) vplodu klesa zaroven sjeho dozravanim. Naopak lipofilni antioxidanty (karotenoidy

a tokoferoly) se béhem dozravani v plodech kumuluji [22].

2.7.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byly vyvinuty hodnotici testy, které rozdélujeme
na metody zalozené na eliminaci radikald (ABTS, ORAC a DPPH) a metody, jez posuzuji
redoxni vlastnosti latek (FRAP) [45]. Podle mechanismu miZzeme metody klasifikovat
do dvou skupin na metody, kde je zakladnim principem pienos atomu vodiku, nebo metody,
pii kterych dochazi k pienosu jednoho elektronu [44].
2.7.1.1 Metoda ABTS

Tato metoda testuje schopnost antioxidantu ptitomného ve vzorku zhaSet radikalovy
kation ABTS™ [2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)]. Zhaseni radikalu
seméii  spektrofotometricky na  zdkladé zmén absorbance. Radikdl ABTS™
ma charakteristickou modrozelenou barvu s maximem absorbance pii 734 nm. V piipadé,
ze se nachazi ve vzorku antioxidant, dochazi diky zhaSeni radikalli ke zméné barvy a sniZeni
absorbance, ¢imz lze kvantifikovat koncentraci pritomného antioxidantu [22; 45; 46].
Antioxidacni aktivita vzorku se srovndva s antioxidacni aktivitou syntetické latky Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [45].

Pfi experimentalnim méfeni lze vyuzit dva postupy. Antioxidant se ptidava do reakéni
smési, ktera jiz obsahuje vygenerovany ABTS™ [45; 46]. ABTS™ milize byt generovan
s vyuzitim peroxodisiranu draselného (K2S20s), MnO2, peroxidazou s H20: nebo také
methmyoglobinem s H.O> [45]. Pomoci této metody Ize detekovat antioxidacni aktivitu

hydrofilnich i lipofilnich antioxidantt [44].
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2.7.1.2 Metoda pouZivajici DPPH

Ke zjisténi antioxidacni aktivity se také vyuziva stabilni dusikovy radikdl DPPH"
[1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl]. Radikal DPPH ma typickou tmavé purpurovou
barvu s absorpénim maximem pii vinové délce 515 nm. Antioxidanty redukuji radikal
za vzniku difenylpikrylhydarzylu (DPPH-H) a dochazi ke ztraté¢ zbarveni, coz je detekovano
spektrofotometricky. Vyhodou této metody oproti ABTS je naptiklad lepSi dostupnost
radikalu, ktery nemusi byt generovan ptred stanovenim. Na druhou stranu ma i sva omezeni,
mezi né patii napiiklad fakt, ze nékteré antioxidanty reaguji s DPPH pomalu
nebo jsou dokonce vuci nému inertni. Test DPPH je casto vyuzivan pro sledovani
antioxidacni aktivity ovocnych a zeleninovych dzust a st'av [44; 45].
2.7.1.3 Metoda poZivajici galvinoxyl

Dalsi spektrofotometrickou metodou, ktera je zaloZzend na podobném principu
jako metoda DPPH, je metoda vyuzivajici stabilni radikal galvinoxyl. Latky redukuji radikal
galvinoxyl tim, ze poskytuji vodik, a reakce je sledovana pii vinové délce 428 nm [45].
2.71.1.4 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Testuji se inhibi¢ni u€inky antioxidantu na lipidovou peroxidaci, kterd patii mezi
patologické déje v organismu. Principem metod je eliminace kyslikovych radikala. Testy
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lipidové peroxidace na LDL ¢&asticich. Vyuziva se spektrofotometrické detekce [45].
2.7.1.5 Metoda ORAC

Béhem testu dochdzi v reakéni smési ke generovani kyslikovych radikalti a metoda
ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) meéfi schopnost antioxidantu zpomalit
nebo zastavit radikalovou reakci, resp. schopnost chranit protein pied oxida¢nim poskozenim
zpusobenym peroxylovymi radikaly. Detekuje se ubytek fluorescence PB-fykoerytrinu
po napadeni radikaly. Protein B-fykoerytrin byl pro své nevyhody, zejména kvuli omezeni
pfi stanoveni antioxidaéni aktivity polyfenoli, nahrazen jinou fluorescenéni latkou,
a to fluoresceinem, ¢imz se metoda ORAC zpiesnila [45; 46]
2.7.1.6 Metoda FRAP

Nekteré antioxidanty se chovaji jako redukcni Cinidla, kterda oxidanty inaktivuji,
a metoda FRAP (Ferric reducing antioxidant potential) méfi redukéni schopnost antioxidantu.
Zakladnim principem této metody je redukce komplexu Fe**-2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
(Fe**-TPTZ) ze vzorku na komplex Fe?*-TPTZ, ktery je zbarveny modfe a ma absorpéni

maximum pii 593 nm. Zvyseni absorbance pfi 593 nm odpovida mnozstvi Fe?*-TPTZ
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a je mirou antioxidaéni aktivity stanovovaného vzorku. Test FRAP probiha pii hodnoté¢ pH
3,6 a je vhodny pro antioxidanty, které zreaguji rychle (do 6 minut), jako je kyselina
askorbova, aleda se pouzit i u nckolika polyfenoli (napfi. kys. tfislova), ovSem zde
absorbance nartistda az po né¢kolika hodinach. Pomoci metody FRAP nelze detekovat
antioxidacni aktivitu latek, jejichz mechanismus zhaseni radikalu je zalozen na pfenosu atomu
vodiku [44; 45; 47].
2.7.1.7 Metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) se podoba metodé¢ FRAP.
Po smichani chelatu Cu(Il)-neocuproninu s antioxidantem dochazi k redoxni reakci a k tvorbé
tmavé oranzovocerveného chelatu Cu(I)-neocuproninu. Nartst absorbance se prométuje
pfi vinové délce 450 nm. Oproti FRAP probiha metoda pii fyziologickém pH 7. CUPRAC lze
aplikovat pfi stanoveni antioxida¢ni aktivity hydrofilnich i lipofilnich antioxidantd [44].
2.7.1.8 Stanoveni celkového obsahu fenolickych litek

Metoda TPC (Total phenolic content) slouzi ke kvantitativnimu stanoveni fenolickych
slouc¢enin. Mechanismem metody je pienos elektronu a reakce probiha v alkalickém roztoku
(pti pH 10). Za ptitomnosti fenolickych latek v reakéni smési dochazi k pfeméné zlutého
molybdotungsto-fosfore¢ného heteropolyaniontového ¢inidla na modry

molybdotungsto-fosfat, ktery ma maximalni absorpci v rozmezi 700—760 nm [44].

2.8 Analyza biologicky aktivnich latek v rakytniku

Jak bylo zminéno vySe v textu, vSechny casti rakytniku (plody, semena, listy, vétve,
kura, kvéty, stonky, hlizy i kofeny) jsou zdrojem biologicky aktivnich latek [10]. Také
semena, slupky 1 vylisky se zpracovavaji pro svd znacnd mnozstvi cennych latek, pfedevsim
antioxidantt [48]. Listy, vétve a ktra jsou brany jako odpadni produkty sklizné, ale tento
rostlinny material obsahuje slouceniny, jako jsou flavonoidy, karotenoidy nebo nenasycené

MK, které by mohly byt potencionalné vyuzity (napt. jako dopliky stravy) [10].

2.8.1 Uprava vzorku a extrakce latek obsaZenych v rakytniku

Nejcastéji jsou vyuzivany, extrahovany a analyzovany bioaktivni latky z ploda [18;
24; 25; 49-52], semen [18; 48; 53; 54] a listd [11; 24; 47; 55; 56] rakytniku. Rostlinny
material je vétSinou nutné pred samotnou extrakci upravit, abychom zvétsili jeho povrch a tim
usnadnili extrakci. Vzorek Ize nakrajet, rozdrtit ¢i jinak rozmélnit [18; 27; 51; 52; 55].

Na kvalitu obsahu extrahovanych latek mize mit také vliv pouzita susici metoda [47].

Suseni vzorkii mizeme provadét pii pokojové teploté [55], za zvySené teploty, pomoci
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lyofilizace [47; 53] ¢i suSeni mikrovinného [47]. V piipadé extrakce lipofilnich latek z listt
rakytniku se jako nejvhodnéjsi jevila metoda mikrovinného suSeni nebo lyofilizace,
kdy bylo dosazeno nejmensich ztrat. Suseni mrazem (pii -51 °C, pod vakuem) je vSak oproti
se teplota béhem klasického suseni negativni G¢inek [47].

Extrakce je velice dilezita z hlediska piipravy vzorku pied jeho analyzou. Cilem
je ziskat co nejvetsi vytézek, jehoz mnozstvi mize byt ovlivnéno extrakéni teplotou, tlakem,
dobou extrakce, pomérem pevnych latek ku rozpoustédlu a dalSimi faktory [48].

Pro zvySeni ucinnosti extrakce a snizeni Spotfeby organickych rozpoustédel
se k extrakci rostlinnych materiald  vyuzivaji  techniky tzv. zelené chemie [44],
jako je napf. ultrazvukova extrakce [47; 56], mikrovinna extrakce [18; 56], extrakce
nadkritickou tekutinou (SFE) [18; 27; 44; 53; 55; 57] ¢i pomérné nova metoda extrakce
nadkritickou vodou (SWE) [48]. U metody SFE hraje dilezitou roli také hustota CO:
a povaha i koncentrace pouzitého piidavku (org. rozpoustédla) [58].

Antioxidanty rozpustné ve vodé¢ se extrahuji pomoci vody [25; 48; 51; 52],
ethanolu [48; 53; 56], methanolu [11; 48; 52; 54], acetonu [24; 25; 51], acetonitrilu a jejich
kombinaci [44]. Pti extrakci lipofilnich antioxidantli se pouziva jako rozpoustédlo naptiklad
hexan [18; 27; 47; 48], petrolejovy ether [18; 21; 22; 59], benzen a dalsi [44].
2.8.1.1 Extrakce polyfenolickych latek

Metoda SWE byla vyuzita pii extrakci polyfenoli ze zbytkli semen rakytniku.
Byl zkouman vliv extrakéni teploty, doby extrakce a poméru vody k pevné sloZce
na vytéznost extraktu [48]. Pfi analyze semennych zbytkd se nejprve provadi odtuénéni
pomoci SFE nebo pomoci hexanu v Soxhletové extraktoru [24; 48]. Po zbaveni oleje
byl prasek extrahovan metodou SWE [48].

Bylo zjisténo, Ze kliCovym parametrem pii extrakci je teplota. Pfi vyssi teploté
jsou rozruseny vazby, které existuji v rostlinné tkani mezi polyfenoly a proteiny
¢i polysacharidy, nebo je poskozena bunéfna sténa rostliny, ¢imz se zajistuje lepsi
rozpustnost polyfenoli v rozpoustédle. AvSak nékteré polyfenoly jsou tepelné nestabilni
a pti velmi vysoké teploté mize dojit k polymeraci a vytézek se pak snizuje. Vytéznost reakce
je ovlivnéna také dobou extrakce i pomérem pevné latky a rozpoustédla. Tlak hraje roli
Vv udrzovani vody v kapalném stavu, aby jeji pary nezpusobily korozi zatizeni. Podle vysledkl
experimentu (tabulka 1) lze fici, Ze metoda SWE je vysoce ucinna pii extrakci polyfenold.
Jako nejucinnéjsi se jevila extrakce pii extrakcni teploté 120 °C s dobou extrakce 36 min

a v poméru voda/pevna latka 30 v/m [48].
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Tabulka 1 — Vliv riznych faktorti pii SWE na vytézek [48]

SWE
Faktor Vytézek [mg GAE/g]
Teplota [°C] 80 33,17 £ 0,30
100 40,06 + 0,46
120 4451 + 0,44
140 33,46 £ 0,22
160 15,84 + 0,40
180 11,24 £ 0,24
Doba [min.] 15 17,36 + 0,37
30 27,69+ 0,12
45 36,45 + 0,32
60 25,18 + 0,46
75 10,37 = 0,06
90 6,04 £ 0,75
Pomér voda / pev. |. 10 33,71+ 0,64
20 37,39 + 0,09
30 41,04 £0,31
40 31,53 +0,10
50 19,87 + 0,02

Odtuénény prasek byl také extrahovan v béznych rozpoustédlech, jako je voda,
methanol ¢i ethanol, v tfepacce pii 45 °C po dobu 1 hod. Nejvyssich vytézkl bylo dosazeno
za pouziti methanolu, naopak voda jako rozpoustédlo byla nejméné ucinna (tabulka 2).
Podle kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové (GA) byl vypocten celkovy obsah fenold a vyjadien
jako ekvivalent kyseliny gallové (mg GAE) na 1 g vzorku [48].

Tabulka 2 — Srovnani vytézka pii pouziti riznych rozpoustédel u bézné extrakce [48]

Bézna extrakce

Rozpoustédlo | Vytézek [mg GAE/g]|
Voda 8,72 +0,29
Methanol 46,30 + 0,25
Ethanol 35,60 + 0,50

U vzorkt vysusenych listd rakytniku byl porovnavan vliv pouzité metody extrakce
(Soxhletova, ultrazvukova a zahfivani pod refluxem) nacelkovy obsah flavonoidi

(obrazek 8), s pouzitim 75% ethanolu. Jak je patrné z obrazku, zahfivanim pod refluxem bylo

32




podobna, ale rychlejsi je extrakce ultrazvukem [56].
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Obrazek 8 — Srovnani vytézki flavonoidu ziskanych riznymi typy extrakce [56]

2.8.1.2 Extrakce nepoldarnich latek

Lipofilni slou¢eniny (karotenoidy, tokoferoly) jsou nejcastéji extrahovany n-hexanem
[18; 27; 48], ale mizeme vyuzit také petrolejovy ether [18; 21; 22; 59] s ptidavkem
butylhydroxytoluenu (BHT) [21; 59]. Byly pozorovany hodnoty vytézka ziskané
ultrazvukovou extrakci ethanolem a extrakci n-hexanu s ptidavkem ethylacetatu z listi
rakytniku. Po porovnani mizeme konstatovat, ze extrakce lipofilnich sloucenin ve vodném

roztoku ethanolu je moZna, ovSem kvuli lipofilni struktufe bylo dosaZeno niZSich koncentraci

nez pii vyuziti extrakce n-hexanem [47].

Dalsi moderni ,zelenou“ metodou je extrakce vyuzivajici nadkriticky COg,
ktera byla vyuzita pii analyze obsahu tokoferolti a karotenoidu v oleji ziskaného z vysuseného
prasku celych bobuli rakytniku. S pfidavkem methanolu, ethanolu nebo 2-propanolu
k nepolarnimu nadkritickému CO> se méni jeho polarita, ¢imz je ovliviiovan vytézek reakce.

Vytézky byly nejvyssi za pouziti pridavku methanolu [18].

2.8.1.3 Extrakce vice sloucenin rozdilné povahy

Metodu SFE lze vyuzit také pii analyze MK, tokoferoll/tokotrienoli, fytosterolt,

flavonoidul, karotenoidi a polyfenold ze semenného a duzinového oleje rakytniku. Kromé
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nejCastéji pouzivaného CO: lze jako nadkritickou tekutinu vyuzit naptiklad butan
nebo propan. Po srovnani vytézka lze fici, ze SFE vyuzivajici CO2 nebo butan maji téméef
shodné vysledky [27]. Pti extrakci B-sitosterolu [18] ¢i celkového obsahu fytosterold [27]
pomoci SFE je dosahovano mnohem vétSich vytézkt oproti klasickym metodam extrakce

(napf. hexanem).

Pro extrakci vétStho mmnozstvi rtznych latek lze vyuzit postupnou extrakci.
Tristupiiova extrakce byla aplikovana na lyofilizované vzorky vyliskii a semen rakytniku.
Nejdiive byla provedena extrakce pomoci SFE, poté tlakova kapalinova extrakce (PLE)
ethanolem a nakonec enzymaticky asistovana extrakce (EAE) s vyuzitim celulolytického
nebo xylanolytického enzymu. Pomoci SFE byla ziskana lipofilni frakce obsahujici
tokoferoly, PLE poskytla extrakt polarnich slozek (organické kyseliny, derivaty cukru,
derivaty terpend, flavonoidni glykosidy) a aplikaci metody EAE byly z vyliskii a semen
uvolnény hydrofilni slozky (glukoéza, fruktdza a maltdza). Pravé diky vyuziti enzyma byla

koncentrace cukri v extraktu vyssi [53].

VIliv riznych podminek na pribéh extrakce byl testovan také u vzorku listi rakytniku.
Pouzité listy byly usuSeny pii pokojové teploté a poté byly rozmélnény. K extrakci lipofilnich
vitamintt (o-tokoferolu, y-tokoferolu, vitaminu Ki) a rostlinnych pigmentd (j-karotenu,
lykopenu a luteinu) byla vyuzita metoda SFE s pfidavkem ethanolu, jehoz koncentrace
se v CO2 pohybovala v rozmezi 0-6,9 %. Navic bylo do ethanolu piidano malé mnozstvi
syntetického antioxidantu BHT, a to z divodu ochrany slou¢enin vic¢i degradaci [55].

Z tabulky 3 lze vyc¢ist vliv mnozstvi ptidavku ethanolu na extrakci polarnich
slou¢enin (lutein). Vytéznost nepolarnich vitamini ovlivnéna nebyla. K mirnému zvyseni
vytézku doslo pii extrakci pii 60 °C a 20 MPa u vSech vitamind. Snizeny tlak pusobil
negativné na vytézek B-karotenu. V ptipadé vytézkt lykopenu byla i ptes jeho nepolarni
charakter vykazovana silna spojitost s koncentracemi ethanolu v CO- [55].
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Tabulka 3 — Vliv extrakénich podminek na vytézky jednotlivych slozek rakytniku [55]

Podminky extrakce
Tlak [MPa] 28 28 28 28 28 20
Teplota [°C] 40 40 40 40 60 40
Ethanol v CO2 [hm. %] 0 1,5 4,3 6,9 4,3 4,3
Vytézky [mg/g listi]
Extrakt 746 774 80,1 91,1 86,7 88,9
B-karoten 0,16 0,2 0,18 0,16 0,18 0,14
Lykopen 0,019 0,026 0,040 0,041 0,034 0,036
Lutein 0,025 0,040 0,054 0,063 0,043 0,042
a-tokoferol 3,12 349 290 309 381 342
y-tokoferol 015 0,19 @ 0,18 0,06° 0,21 0,10"
Vitamin Ki 0,085 0,083 0,073 0,094 0,100 0,086

“Prilis nizka hodnota pravdepodobné kviili analytické chybé.

2.8.2 Separace a stanoveni liatek obsaZenych v rakytniku

Mezi nejbéznéjsi metody, které se vyuzivaji ke stanoveni chemickych sloucenin
rakytniku, patii kapalinova chromatografie. Nejcastéji je pouzivana vysokoucinna kapalinova
chromatografie v systému s normalnimi i obracenymi fazemi [25; 26; 50], ultra-vysokouc¢inna
(UHPLC) [49] ¢i kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) [51]. K detekci
se nejcastéji vyuziva spektrofotometricky detektor [25] nebo hmotnostni spektrometr (MS)
s ionizaci elektrosprejem (ESI) [11; 24]. Ze separacnich technik v kapalné fazi lze také vyuzit
kapilarni elektroforézu [52; 58]. N¢které z bioaktivnich latek 1ze rovnéz stanovit s vyuzitim
plynové chromatografie, vétSinou s vyuzitim derivatizace ke zvySeni tékavosti studovanych
latek. Byly popsany experimenty zabyvajici se stanovenim napiiklad MK [21; 59], cukr,
organickych kyselin i vitaminu C pomoci plynové chromatografie [25].
2.8.2.1 Analyza polyfenolickych a jinych polarnich latek

Polyfenolické slouceniny jsou velkou skupinou bioaktivnich latek hojné obsazenou
Vv rakytniku. Analyza se nejcastéji provadi metodou HPLC v systému s obracenymi fazemi
[11; 24; 51; 54; 56], UHPLC [11; 24; 49; 51] nebo HILIC [51] ve spojeni s detektorem
s diodovym polem (DAD) [11; 49; 51; 54; 56] nebo také s hmotnostnim spektrometrem [11;
24; 49; 51]. Mizeme také vyuzit fluorescencni detekci [49]. Mezi nejpouzivanéjsi mobilni
faze patii methanol [51; 54], acetonitril [11; 24; 49; 51; 56], aceton [49], ethanol [56]

nebo jejich smési a vodné roztoky [11; 51]. Jako dalsi slozku lze piidat kyselinu octovou [24;
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49; 51; 56], kyselinu mravenci [49; 11; 51] nebo fosforecnou [54]. Nejcastéji vyuzivanou
stacionarni fazi je chemicky vazany oktadecylsilikagel (C18) [11; 24; 49; 54; 56].

Dominantné jsou v rakytniku zastoupeny flavonoidy, jako je isorhamnetin (IS) [24;
49; 54; 56], kvercetin (QU) [24; 49; 52; 54; 56], kaempferol [49; 54; 56], rutin [11; 54; 56],
katechin [51; 52; 56] resveratrol [52] a myricetin [52]. Nejobvyklej$imi flavonoly jsou
derivaty isorhamnetinu [24; 49] a kvercetinu [24] s mono-, di- a triglykosidovymi strukturami
[49; 24], napiiklad 1S-3-sophorosid-7-rhamnosid, QU-3-glukosid, QU-3-rutinosid,
IS-3-rutinosid, IS-3-rutinosid-7-glukosid [24], IS-3-O-glukosid-7-O-rhamnosid,
QU-3-O-glukosid nebo kaempferol-3-O-glukosid-7-O-rhamnosid [11].

Pét antioxida¢nich slou¢enin s podobnou strukturou: Kys. protokatechova (PR),
rutin (RU), kvercetin (QU), kaempferol (KA), isorhamnetin (IS); bylo analyzovano pomoci
RP-HPLC-DAD z extraktd ziskanych z duziny a ze semen rakytniku (obrazek 9 a 10). Béhem
chromatografie byla vyuzivana mobilni faze methanol/voda s ptidavkem 0,4% kys. fosfore¢né
a prométovano bylo pii vinové délce 280 nm [54].

75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

PR

A/mAu

1 I T I T I I 1 T 1 T T 1 1

o o
e T
m%

t/min

Obrazek 9 — Chromatogram a UV spektra vzorku duziny rakytniku [54]
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Obrazek 10 — Chromatogram a UV spektra vzorku semen rakytniku [54]

Béhem jiného experimentu byly analyzovany metodou HPLC-DAD flavonoidy
v listech rakytniku [11; 56]. Pti analyze byla pouzita jako mobilni faze smés methanol/voda
a acetonitril/voda, obsahujici kys. mraven¢i. Pfi pouziti eluéniho systému acetonitril/voda
bylo dosazeno lepsiho rozliseni pikti slou¢enin. Vinova délka 360 nm byla nejvhodnéjsi
k detekci. Testovanim rozdilné teploty kolony bylo zjisténo, Ze pii teploté 30 ° C byla

separace analyzovanych slozek nejuc¢inngjsi [11].

Pii analyze RP-HPLC skupiny flavonoidu (katechin — CA, RU, QU, KA, IS)
byla pouzita jako mobilni faze smés ethanol/acetonitril/voda. Piky CA a RU od sebe
ale nebyly separovany, proto byl testovan vliv pfidavku ruznych koncentraci kys. octové
(obrazek  11). Optimalizaci  byla  nalezena  nejvhodnéj§i  mobilni  féze:
methanol/acetonitril/voda s ptidavkem 1% Kkys. octové, kdy od sebe byly jednotlivé
slouCeniny separovany [56]. Pfidavek kyseliny mravenéi do mobilni faze acetonitril/voda
muze také zlepSit tvar pika latek. Pii pouziti 0,1%, 0,2% a 0,3% kyseliny mravenci bylo
zvysledku patrné, Ze piidavkem 0,1%kyseliny dosdhneme lepSich tvarti eluovanych

piké [11].
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Obrazek 11 — Vliv piidavku kyseliny octové na reten¢ni koeficient [56]

Ve vyznamném mnozstvi (az 250 mg/100 g) se v plodech rakytniku nachazi také
proanthokyanidiny, coZ jsou velmi slozité¢ oligomerni a polymerni slouceniny obsahujici
podjednotky flavan-3-olu, a tudiz ani jejich analyza neni jednoducha [49; 51]. Analyza téchto
latek byla provedena metodou HPLC v systému Snormalnimi fazemi (stacionarni faze:
silikagel), HPLC v systému s obracenymi fazemi (stacionarni faze — C18), UHPLC a HILIC.
Pro rozdéleni proanthokyanidinii podle velikosti je efektivni metoda NP-HPLC, podle
izomerd RP-HPLC a podle stupné polymerace HILIC. PAC byly pro rozliSeni podle
molekulovych hmotnosti analyzovany pomoci NP-UPLC-ESI-MS a HILIC-ESI-MS a podle
izomerd prostfednictvim RP-HPLC-ESI-MS. Metoda HILIC-ESI-MS zajistila kvantifikaci
dimert, trimer a polymeru. Chromatogramy byly zaznamenavany pii 280 nm pro fenolické
slouceniny a pii 360 nm pro flavonolové glykosidy. Jako jeden z mnoha vysledki byl

zaznamenan obsah vice nez 60 kombinaci (epi)katechint a (epi)galokatechini [51].

K separaci latek obsazenych v rakytniku lze vyuzit také kapilarni elektroforézu.
Kapilarni elektroforéza se vyznacuje svoji vétsi rychlosti a nizsi potfebou vzorku ve srovnani
s kapalinovou chromatografii [52; 58]. Kapilaru je nutné pfed méfenim stabilizovat roztokem
NaOH a vodou a po kazdém cyklu analyzy je tieba povrch kapilary timto roztokem
zregenerovat [52]. Nejcastéji vyuzivanym elektrolytem je boratovy pufr (pH 8-11,
o koncentraci 25-200 mM). Zakladni princip separace v piipad¢ stanoveni polyfenold
je zalozen na rozdilech v poméru naboje k hmotnosti polyfenoli a na tvorbé komplexi
s molekulami tetrabordtu. Boraty tedy usnadiiuji separaci tim, Ze vytvaifi komplexy
s ortho-dihydroxylovymi skupinami flavonoidi nebo s Cis-dihydroxylovymi skupinami
cukrt [52; 58].
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Pii analyze polyfenoli byl prvni extrakt ziskany zrozmélnénych plodi s pomoci
methanolu a KH2PO4 pufru pouzit pii kvantitativni analyze vzorku. Systém CE byl vybaven
kapilarou z taveného kemene o délce 70 cm (s t€innou délkou 35 cm) a vnitinim primérem
50 um. Druhy extrakt ze zmrazenych plodii zhotoveny s pouzitim smési methanol/voda byl
pouzit pii kvalifikaci jednotlivych slozek vzorku. Druhy systém pouzival 60 cm dlouhou
kapilaru s vnitinim primérem 50 um [52]. Po porovnani vysledkt ziskanych CE a HPLC byla
zaznamenana jen mala, ne piiliS§ vyznamna odchylka v rovnich méfenych analyti.
Pro analyzu chemickych sloucenin rtznych odrid rostlinnych extrakti piedstavuje CE

rozumnou alternativu k HPLC [52].

Jiny experiment popisuje vyuziti CE sUV detekci pro separaci a identifikaci
polyfenolickych sloucenin z extraktl rostlinnych materidlli ze tii rlznych rostlin, z nichz
jednou byl prave rakytnik feSetlakovy. Nepokryta kapilara s délkou 75 cm (5 cm pro detektor)
a primérem 50 pm byla proplachnuta 1M NaOH, vodou, methanolem a separac¢nim médiem.
Jako elektrolyt byl pouzit tetraboritan sodny a jako modifikator ethanol, ktery zvySuje
vytéznost sloucenin. K dé€leni pfirodnich slou¢enin, které jsou ve vodé€ rozpustné, se vyuziva
také metoda CE v nevodném prostiedi. Rozpoustédlem je v tomto piipadé obvykle smés

acetonitrilu a methanolu [58].

Rakytnik je bohaty na vitamin C, ktery lze stanovit pomoci HPLC v systémech
s obracenymi fazemi, kde se jako mobilni faze vyuziva methanol s fosfatovym pufrem [25;
26] nebo kyselina fosfore¢na [49]. Pro redukci dehydroxyaskorbové kyseliny na askorbovou
se pouziva dithiothreitol [25; 50] nebo L-cystein [26]. Pro analyzu ve vodé rozpustnych
vitaminu lze jako eluent pouzit smés acetonitril / voda / kys. octova [10]. Jako stacionarni
faze se nejcastéji vyuziva C18 kolona [25; 26; 49; 50]. Vitamin C je mozné analyzovat také
pomoci kapilarni elektroforézy [52].
2.8.2.2 Analyza nepoldarnich ldtek

Kromé hydrofilnich slouc¢enin je rakytnik bohaty také na lipofilni bioaktivni latky,
jako jsou karotenoidy, fytosteroly a dalsi [49]. Karotenoidy jsou nejcastéji analyzovany
metodou HPLC [21; 22; 59; 60] nebo UHPLC [59] s DAD [21; 22; 59; 60] i hmotnostnim
spektrometrem [21; 59]. Slouceniny jsou nejcastéji separovany S vyuzitim stacionarni faze
C18 [59] nebo C30 [21; 22; 60]. Jako mobilni fazi lze vyuzit ethylacetat, acetonitril
s ptidavkem  kys. mravenc¢i  ¢itriethylaminu  [59], methanol [21] nebo smés
methanol/terc-butyl(ethyl)ether/voda [22].
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Karotenoidy muzeme v rakytniku najit ve form¢ volné nebo ve stabilngjsi formée
esterifikované MK (v ptipadé xantofyli). Nejvice zastoupenymi volnymi karotenoidy
jsou podle studie [59] p-karoten a zeaxanthin. Hlavnimi esterifikovanymi xantofyly
jsou zeaxanthin, lutein a B-kryptoxanthin [21; 22; 59]. Identifikaci a kvantifikaci metodami
RP-HPLC-PAD [22; 59] a UHPLC-PAD-ESI-MS bylo zjisténo, Ze v plodech v rakytniku

se nevyskytuji esterifikované karotenoidy a listy zase neobsahuji chlorofyly [59].

Pomoci metody RP-HPLC byl stanovovan celkovy obsah karotenoidi ve vzorcich
§tav (rajcatova, mrkvova, pomerancova a z plodi rakytniku) (obrazek 12). Nejvétsi mnozstvi
karotenoida bylo zaznamenano u stavy z plodt rakytniku
(15,8 + 0,8 pmolkarotenoidi/100 g), kde byl dominantné zastoupen lutein (33 %), zeaxanthin
(27 %), p-karoten (23 %) a lykopen (13 %) [60].
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1 B -Kryptoxantin
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0 - :
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stava §tava  z plodu stava
rakytniku

Obrazek 12 — Obsah karotenoidu v riznych §t'avach [60]

Pfi analyze a-, B-, y-, a &-tokoferold pomoci HPLC lze jako mobilni fazi vyuzit
acetonitril/methanol/dichlormethan [53] nebo napt. hexan/2-propanol [22] ¢i smés n-hexanu
a l,4-dioxanu [47]. U HPLC separace Vv systému s normalnimi fazemi je stacionarni fazi
kolony silikagel [22; 60].
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2.8.3 Priklady stanoveni antioxidac¢ni aktivity latek obsaZenych v rakytniku

Cilem studie [60] bylo porovnat hodnoty antioxida¢nich aktivit ziskanych riznymi
metodami (FRAP, ABTS, DPPH a LPSC) u n¢kolika karotenti a xantofylti. Béhem metody
LPSC byly generovany peroxylové radikaly a jako chemiluminiscen¢ni latka byl vyuzit
luminol Byly testovany ¢tyfi vzorky S§tav: rajcatova, mrkvova, pomerancova a z plodu
rakytniku. Za pouziti n-hexanu byly pfipraveny lipofilni extrakty téchto druhd stav. Jako
standard byl vyuzit a-tokoferol (a-T) a antioxida¢ni kapacita byla vyjadiena v pmol o-T

ekvivalent (a-TE) na 100 g pro vzorky stav.

800 — Raicatod §04
.ﬁ 600 - , ] ajcatova Stava
g 400 -
£ § 200 M 77 Mrkvova §t’ava
g L']_J > St lodt rakytniku
Z 3 50 | My Stava z plodu rakytni
e o
£ g
= 75 |
<3 Pomerancova $t'ava

0 Wﬁ N |F § L

DPPH FRAP ABTS LPSC

Obrazek 13 — Hodnoceni antioxidaéni aktivity u riznych druhd §tav [60]

Jak lze vidét na obrazku 13, pro stanoveni antioxidacni kapacity karotenoidd
ve vzorcich §tav byla nejméné vhodna metoda DPPH, naopak nejvyssich hodnot dosahovaly
vzorky testované metodou LPSC. U metod ABTS a FRAP lze pozorovat podobné vysledky.
NejvysSich hodnot antioxidaéni aktivity dosahoval u kazdé metody lipofilni extrakt ziskany
ze stavy plodi rakytniku fteSetldkového, pii analyze vzorku metodou LPSC dosahoval

az 738 umol a-TE/100 g [60].

Antioxida¢ni aktivita byla pomoci metody DPPH hodnocena i u extrakti z plodu
rakytniku. Extrakty byly pfipraveny z vysuSenych a rozemletych bobuli extrakei nadkritickym
COz. Antioxidac¢ni aktivita byla vyjadfena jako ECso (DPPH), coz vyjadfuje koncentraci
extraktu, ktera zptsobila 50% sniZeni absorbance DPPH. V prici byla testovana ucinnost
extraktu v zavislosti na organickém modifikatoru pouzitém pii extrakci (methanol, ethanol,
2-propanol). Nejvyssi antioxidacni aktivita byla pozorovana pii pouziti 30% methanolu,

kdy doslo ke snizeni ECso z 29,0,2 + 1,34 mg/ml na 18,85 + 1,84 mg/ml [18].
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Schopnost rakytnikového oleje vychytdvat volné radikaly byla hodnocena cEtyimi
metodami (ABTS, ORAC, FRAP a DPPH). Diky slozeni (vyssi obsah tokoferoli/tokotrienoltl
a fytosteroli) semenny olej vykazoval lepsi antioxida¢ni vlastnosti, pokud se jednalo
0 hodnoty testu ORAC, FRAP a DPPH. Olej ziskany z duziny plodd (vy$$i mnozstvi
polyfenold, flavonoida a karotenoidtl) ve vysledku ukazoval lepsi hodnoty pii pouziti metody

ABTS oproti semennému oleji [27].
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3 ZAVER

Tato prace je zaméfena na analyzu biologicky aktivnich latek v rakytniku
feSetldkovém. Mezi nejvice zastoupené ucinné latky v rakytniku patii vitamin C, flavonoidy,
karotenoidy, tokoferoly a mastné kyseliny. Nejdiive je nutné pfed samotnou analyzou
izolovat stanovované latky v maximalnim mnozstvi ze vzorku, a to formou extrakce. Nejvice
vyuzivanymi metodami extrakce vzorku rakytniku jsou extrakce nadkritickou tekutinou,
Soxhletova a ultrazvukova extrakce. Extrakce mtize byt ovlivnéna pouzitym rozpoustédlem,
teplotou extrakce, extrakéni dobou a tlakem, velikosti Castic vzorku nebo pomérem pevné
latky arozpoustédla. Latky hydrofilni povahy jsou nejcastéji extrahovany methanolem
a ethanolem. U latek lipofilni povahy se vyuzivaji rozpoustédla jako hexan a petrolejovy
ether. Pro ziskani co nejvyssich vytézki jsou tvofeny extrakéni smeési.

Kapalinova chromatografie, u vétSiny latek pouzita v systému s obracenymi fazemi,
je Siroce vyuzivana k analyze chemickych sloucenin obsazenych v rakytniku nejcastéji
ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem.
Pti analyze polyfenolickych a jinych polarnich latek lze vyuzit i metodu kapalinové
chromatografie hydrofilnich interakci nebo kapilarni elektroforézu. Pouzivanymi mobilnimi
fazemi je napf. acetonitril ¢i methanol s pfidavkem kyseliny octové nebo mravenci.
Dominantné zastoupenymi polyfenoly jsou isorhamnetin, kvercetin a jejich glykosidy.
V ptipad€é analyzy nepolarnich latek je kromé C18 kolony vyuzivand také kolona
se stacionarni fazi C30. Jako mobilni faze se pouZiva acetonitril, ethylacetat a dalsi.

U latek s antioxidaénimi vlastnostmi, jako jsou karotenoidy, muizeme vyuzit
spektrofotometrické metody, jako je DPPH, ABTS, FRAP ¢i ORAC. Uvedené metody
nejsou selektivni, ale je mozné je vyuzit pfi porovnani antioxidaénich vlastnosti vzorki stejné

povahy.
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