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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Michaela Bobrikova

Skolitel: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Barbora Smidova

Nézev diplomové prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni obsahu

antokyant v kultivarech ¢erného rybizu.

V této praci byla vyvinuta HPLC-DAD metoda pro soucasné stanoveni
delphinidin-3-glukosidu, delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu v kultivarech ¢erného rybizu a v rybizovych dzusech. Analyza
probihala za podminek gradientové eluce za pouziti methanolu a 2 % kyseliny
mravenéi. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Supelco Analytical, Ascentis
Express C18 2,7 um, 15 cm x 4,6 mm. Analyza probihala pfi teploté 50°C a priitoku

0,8 ml/min. Pro detekci byla zvolena vinova délka 520 mn.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Michaela Bobrikova

Supervisor: doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Consultant: Mgr. Barbora Smidova

Title of diploma thesis: HPLC method development and validation for analysis

of anthocyanins content in black currant cultivars.

A high performance liquid chromatography method with diode array detection
was used and validated to determine delphinidin-3-glucoside, delphinidin-3-rutinoside,
cyanidin-3-glucoside and cyanidin-3-rutinoside in black currant cultivars and black
currant juices. The method used gradient elution with methanol and 2 % formic acid.
Supelco Analytical, Ascentis Express C18 column with particle size 2.7 pum,
15cmx 4.6 mm was used for separation. The analysis was performed using
a temperature 50°C and a flow rate 0.8 ml/min. For detection, the wavelength of 520 nm

was chosen.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

cya-3-glu — cyanidin-3-glukosid

cya-3-rut — cyanidin-3-rutinosid

DAD - diode array detector

del-3-glu - delphinidin-3-glukosid

del-3-rut - delphinidin-3-rutinosid

ESI - ionizace elektrosprejem

GLP-1 - glukagon-like peptid 1

HCI — kyselina chlorovodikova

HCOOH - kyselina mravenci

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
k' — kapacitni faktor

LDL — nizkodenzitni lipoprotein

MeOH - methanol

MF - mobilni faze

min - minuta

MS - hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
OMe - methoxy skupina

R — rozliSeni chromatografickych piki
Re — vytéznost metody

RSD — relativni smérodatna odchylka

Rt — retencni ¢as

SD — smérodatna odchylka

Stl - Myrtillin chlorid (standard)

St2 - Delphinidin-3-rutinosid chlorid (standard)
St3 — Kuromanin chlorid (standard)



St4 — Keracyanin chlorid (standard)

T — asymetrie chromatografickych piki



2 CIL A ZADANI PRACE

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC metodu
pro stanoveni delphinidin-3-glukosidu, delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu. Dalsi cil spocival ve vyuziti vyvinuté separacni metody
pro stanoveni obsahu téchto Ctyf latek v kultivarech ¢erného rybizu. Cilem bylo také

aplikovat tuto metodu pii stanoveni vybranych antokyand v rybizovych dzusech.



3  UVOD

Antokyany jsou rostlinné pigmenty patiici do velké skupiny latek nazyvanych
flavonoidy nebo také bioflavonoidy. Tato pocetna skupina sekundarnich metaboliti
se tvofi v rostlindch a vyskytuje se proto v mnoha druzich ovoce i zeleniny, ale tyto
metabolity 1ze také najit naptiklad v medu, obilovinach a napojich, jako je napt. Cervené
vino. Ze vSech flavonoidi se pravé antokyany daji nejlépe vizudlné rozpoznat, patii
fialové, Cervené, rizové nebo oranzové zbarveni plodl, kvét ¢i listh mnoha cévnatych
rostlin. Antokyany diky své zdravotni nezdvadnosti, mnoha pozitivnim U¢inkim
na lidsky organismus a dobré rozpustnosti ve vodé tvoii velmi zajimavou skupinu
ve vodé rozpustnych ptirodnich pigmentt.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie predstavuje v dnesSni dobé nejcastéji
pouzivanou metodou ke stanoveni antokyantl. V teoretické Casti prace jsou uvedeny

metody stanoveni antokyanti pomoci HPLC.

V této praci je popsana HPLC metoda, ktera byla vyvinuta pro sou€asné stanoveni
delphinidin-3-glukosidu, delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu. Cely proces optimalizace a validace metody popisuje
experimentalni Cast prace. Vyvinutd metoda byla pak pouzita ke stanoveni obsahu
jednotlivych antokyanli v plodech cerného rybizu u kultivard: "Ruben’, "Moravia’,
"Ometa’, 'Lota’, "Ceres’, "Consort’, "‘Ben Connan’,” Ben Lomond’, "Sejanec’, "Tenah’,
"Fokus’. Dand metoda byla dale vyuzita i ke stanoveni obsahu téchto antokyant

vV rybizovych dzusech dostupnych na trhu v CR.
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4 TEORETICKA CAST

4.1 Antokyany

Antokyany jsou rostlinné pigmenty patiici do velké skupiny latek nazyvanych
flavonoidy nebo také bioflavonoidy. Chemicky se jednid o polyfenoly. Tato pocetna
skupina sekundarnich metabolitd se tvofi v rostlinach a vyskytuje se proto v mnoha
druzich ovoce, zeleniny, ale tyto metabolity Ize také najit naptiklad v medu, obilovinach
a napojich, jako je cervené vino [2]. Flavonoidy jsou syntetizovany z phenylalaninu,
tyrosinu a malonatu. Zakladni skelet vSech flavonoidi se nazyva flavan
(2-fenylchroman). Tato struktura je dle specifik konkrétniho rostlinného organismu dale

chemicky obménovana za vzniku antokyant, flavanolt, flavanont, isoflavonti a mnoha

dalsich skupin [3].

Obrazek 1 — Vzorec flavanu [9]

Tyto latky, syntetizované v rostlinach dle jejich specifického sekundarniho
metabolismu, maji rizné biologické funkce. Jednak diky vyraznému zbarveni ¢i vini
mohou pusobit jako atraktanty pro nékterd zvifata, zejména hmyz, savce a ptactvo,
coz napomaha procesu opyleni. Dale poskytuji rostlindm ochranu pted Skodlivymi
ucinky UV-zafeni tim, Zze maji schopnost ho absorbovat [4]. Adstringentni ucinky
nékterych flavanolii zajiStuji rostlindm ochranu ptfed Skodlivym hmyzem. Neméné
dilezitou vlastnost flavonoidii pfedstavuje jejich schopnost vychytavat reaktivni formy
kysliku a chranit tim rostlinné organismy pifed oxidativnim stresem [3]. Nekteré
flavonoidy mohou ovliviiovat symbiézu mezi rostlinami a bakteriemi se schopnosti
diazotrofie (vazba vzduSného dusiku) [5]. Flavonoidy nemaji vyznam jen pro rostliny,

ale ovliviujii lidsky organismus. Proto je o n¢ stale vétsi zdjem kvuli GCinkim
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protizanétlivym, antioxidacnim, hepatoprotektivnim a antikancerogennim. Dale
se uvadi, ze se tyto latky pozitivn¢ uplatnuji v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni.
Nekterym zastupeiim z této skupiny je ptipisovan i ucinek antiviroticky [6].

Ze vsech flavonoidll se daji pravé antokyany vizualné nejlépe rozpoznat, patii
ruznych antokyanti [7]. Tyto pigmenty vytvareji modré, fialové, Cervené, riizové nebo
oranzov¢ zbarveni plodi, kvéth ¢i listh mnoha cévnatych rostlin. Zakladni strukturu
antokyanil tvoii necukerné Casti nazyvané aglykony neboli antokyanidiny. Po navéazani
cukerné ¢asti glykosidickou vazbou se uz hovoii 0 antokyanech [1]. Aglykony ve své
molekule obsahuji chromofory skladajici se z osmi dvojnych vazeb, které pfi nizsich
hodnotach pH maji kladny naboj. Tato struktura pigmentim propijcuje intenzivni
zbarveni, ¢ehoZ se s vyhodou vyuziva pfi jejich detekci. Ve viditelné oblasti dosahuji
antokyany maxima absorpce mezi 465 a 550 nm. Dale se této jejich vlastnosti vyuziva
V potravinaiském pramyslu, protoze antokyany jsou na rozdil od umélych barviv
bezpecné pro lidsky organismus. V posledni dobé je kladen velky daraz prave
na neSkodnost pouzivanych barviv, takze se od syntetickych latek pomalu upousti
a nahrazuji se ptirodnimi barvivy [7]. Antokyany tedy diky své zdravotni nezdvadnosti,
pozitivnim ucinkiim na lidsky organismus, antioxidaénim vlastnostem a dobré
rozpustnosti ve vodé tvofi velmi zajimavou skupinu ve vodé rozpustnych pfirodnich
pigmentl. Té&chto pifinosi by se dalo vyuZit nejen v potravinaiském,
ale i farmaceutickém a kosmetickém priamyslu. Na druhou stranu je pouziti antokyanti
limitovano jejich vysokou nestabilitou, jeZ zavisi na mnoha faktorech, naptiklad
na hodnoté pH (pfi hodnotach > 7 dochazi k degradaci antokyanil), na intenzité svétla,
chemické struktufe, teploté¢ uchovavani, ptfitomnosti kysliku, pfitomnosti enzymi,

proteind, kovil (tvorba komplexit), povaze pouzitého rozpoustédla [1].
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Obrazek 2 — Obecny vzorec antokyanidinii [1]
R=H, OH;R?=H, OH, OMe; R®=H, OH; R*=0H, OMe; R°=H, OH, OMe; R®°=0OH

V plodech ¢erného rybizu se nachazeji ¢tyfi majoritni  antokyany:
delphinidin-3-glukosid, delphinidin-3-rutinosid, cyanidin-3-glukosid
a cyanidin-3-rutinosid [30].

4.1.1 Delphinidin-3-glukosid
Sumarni vzorec: Co1Hz1015"
Molarni hmotnost: 465,38 g/mol [11]

Delphinidin-3-glukosid patii mezi nejznaméjsi antokyany a v piirodé ma Siroké
zastoupeni. Stejné jako dalsi antokyany vykazuje mnoho pozitivnich G€inkl na lidsky
organismus [1]. Nedavné studie naptiklad prokazaly snizeni $kodlivého ucinku
oxidované formy LDL na vaskularni endothelialni bunky diky potla¢eni oxidativniho

stresu, mitochondrialni dysfunkce a apoptdzy (in vitro studie) [39].

OH

HO

OH

Obrazek 3 — Vzorec delphinidin-3-glukosidu [12]
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4.1.2 Delphinidin-3-rutinosid

Suméarni vzorec: Co7H3016"
Molarni hmotnost: 611,53 g/mol [15]

Delphinidin-3-rutinosid je dal$im vyznamnym bioflavonoidem. Tato latka ma
mimo jiné i antidiabeticky potencidl. Bylo prokazano, ze delphinidin-3-rutinosid
stimuluje sekreci GLP-1, a tak by mohl vyrazn¢ pfispivat k prevenci a 1é¢bé diabetu
[42].

SN

Obrazek 4 — Vzorec delphinidin-3-rutinosidu [15]

4.1.3 Cyanidin-3-glukosid

Sumarni vzorec: CoH»1011"
Molarni hmotnost: 449,38 [13]

Cyanidin-3-glukosid také patii mezi hojné rozsifené¢ antokyany, lze ho nalézt
napiiklad v jahodach nebo cerném rybizu. Tato latka je zajimava naptiklad tim,
Ze napomaha regeneraci rhodopsinu. Stejny  ucinek byl prokazan
I u cyanidin-3-rutinosidu. U 3-O-glykosyl derivati delphinidinu tento G¢inek prokazan
nebyl [41].
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Obrdzek 5 — Vzorec cyanidin-3-glukosidu [13]

4.1.4 Cyanidin-3-rutinosid
Sumarni vzorec: Co7H31015"
Molarni hmotnost: 595,53 g/mol [14]
Cyanidin-3-rutinosid je diky svym vlastnostem a biologickym ucinkdm také Casto
zkoumanou latkou. Bylo naptiklad prokazéno, ze tento v pfirodé se vyskytujici

antioxidant ma destrukéni ucinky na leukemické buniky bez toho, aby poskozoval bunky

zdravé [40].

OH

Obrazek 6 — Vzorec cyanidin-3-rutinosidu [14]
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4.1.5 Metody stanoveni antokyani
V této ¢asti prace je uveden piehled nékterych doposud provedenych stanoveni

antokyant.

A) HPLC-DAD

testovany material: plody ¢erného rybizu

kolona: Hypersil ODS 60 mm x 4.6 mm, 3 um, vyrobce: Agilent

MF: roztok 1: 5% HCOOH ve vodé, roztok 2: acetonitril

hodnocené antokyany: cya-3-glu, cya-3-rut, del-3-glu, del-3-rut [33]

B) HPLC-DAD

testovany materidal: vice druhti ovoce a zeleniny, zpracované plody (napoje, dzemy)

kolona: LiChroCART Purospher RP-18¢ 125 x 3 mm, 5 um, vyrobce: Merck; 4 x 4 mm
HP 1100 series HPLC, vyrobce: Waldbronn

MF: roztok 1: 8.5% HCOOH ve vodé¢, roztok 2: acetonitril:MeOH (85:15), 2 programy

gradientové eluce

hodnocené latky: derivaty pelargonidinu, peonidinu, cyanidinu, delphinidinu,

malvidinu, petunidinu [35]
C) HPLC-DAD

testovany material: vice druhll zeleniny, ovoce, komeréné zpracované plody (dzusy,

vino)
kolona: Inertsil ODS-3 C18 150 x 4,6mm, 3 um, GL Sciences

MF: roztok 1: voda:acetonitril:HCOOH (85:10:5), roztok 2: voda:acetonitri:HCOOH
(35:10:55); pH obou roztokli bylo upraveno pomoci HCI na hodnotu 2

hodnocené latky: pelargonidin-3-glukosid, cya-3-glu, peonidin-3-glukosid, del-3-glu,
petunidin-3-glukosid, malvinidin-3-glukosid [36].

D) HPLC-DAD-ESI-MS/MS
testovany materidl: zelenina, ofechy, obilniny

kolona: Zorbax Stablebond Analytical SB-C18 column 250 x 4,6mm, 5 um,
vyrobce: Agilent

MF: roztok 1: 5% HCOOH ve vodé, roztok 2: MeOH

16



Byla analyzovana Siroka Skala sloucenin, vcetn€ antokyanl, aromatickych kyselin,

monosacharidi, disacharidii apod. [34.]

E) HPLC-DAD

testovany materidal: jahody

kolona: C18 250 x 4.6 mm, 4.0 um, vyrobce: Phenomenex

MF: roztok 1: voda, roztok 2: methanol; ob¢ slozky okyselené (0,0037 % HCI)
Testované latky: cya-3,5-diglukosid, cya-3-glu, malvinidin-3-glu,
pelargonidin-3-glukosid, delphinidin, cyanidin, pelargonidin, malvinidin [37].

F) HPLC-MS

testovany material: plody ¢erveného vina

kolona: Nova-Pak C18 250 x 4.6 mm, 5 um, Nova-Pak C18 20 x 3.9 mm, vyrobce:
Waters

MF: roztok 1: voda:acetonitril (95:5), roztok 2: voda:acetonitril (50:50), obé slozky

mobilni faze upraveny pomoci kyseliny trifluoroctové na pH 1.3
Celkem bylo hodnoceno 14 antokyand [31]

G) HPLC-DAD

testovany material: jahody, ¢erny rybiz

kolona 1 : Zorbax Eclipse XDB-C18 250 mm x 4,6 mm, 5 um; XDB-C18

12,5 mm x 4,6 mm

MF 1: roztok 1: 2% kyselina octovd ve vodég, roztok 2: 2% trifluoroctova kyselina

v methanolu

kolona 2: Alltech Allsphere ODS-1 250 mm x 4,6 mm, 5 um; Alltech, Allsphere ODS-1

7.5 mm x 4,6 mm

MF 2: roztok 1: 1% kyselina fosfore¢na s 10% kyselinou octovou ve vod¢, roztok 2:

acetonitril
Kazda kolona byla testovana s obéma mobilnimi fazemi

testované antokyany: Ctyfi majoritné obsazené v cerném rybizu, v jahodach pak:

cya-3-glu, pelargonidin-3-glukosid, derivaty pelargonidinu [30].
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H) HPLC-UV-MS

testovany material: bortivky

kolona: XTerra MS C18 150 x 3 mm, 5 um

MF: roztok 1: 5% HCOOH ve vodg, roztok 2: MeOH

Celkem bylo stanoveno 13 antokyanti a 7 volnych fenolickych latek [32].
CH) HPLC-DAD

testovany material: plody ¢erného rybizu

kolona: Alltech Allosphere ODS-1 250 x 4.6 mm, 5 um, Alltech Allsphere ODS-1
7,5 mm x 4,6 mm, vyrobce: Alltech

MF: roztok 1: 2.5% acetonitril a 5% HCOOH ve vodg¢, roztok 2: acetonitril

hodnocené antokyany: cya-3-glu, cya-3-rut, del-3-glu, del-3-rut [38].
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4.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatogratie neboli HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) je Siroce vyuzivana analyticka metoda, ktera slouzi k separaci
jednotlivych komponent smési s moznosti stanoveni jejich mnozstvi nebo jen k urceni
pfitomnosti analytu ve vzorku. Jednd se tedy o metodu kvantitativni i kvalitativni.
Oproti ostatnim separa¢nim metodim ma HPLC mnoho vyhod: dostate¢na piesnost
metody (pouzivané detektory maji vysokou citlivost), velky rozsah pouzitelnosti (lze
aplikovat na Siroké spektrum riznych latek). Diky neustile vzristajicimu poctu
pouzivanych materiali a dostupnosti piistrojového vybaveni je dnes vysokoucinna
kapalinova chromatografie nejvice pouzivanou separa¢ni metodou [16]. Zna¢né vyhody
pfedstavuji minimalni spotfeba vzorku, rychlost a automatizace analyzy. Na rozdil
od sloupcové kapalinové chromatografie se u HPLC pouzivaji kolony s velmi malymi
casticemi, jez kladou prochazejici mobilni fazi velky odpor, proto je nutné analyzu
provadét za vysokého tlaku. Tim je zajiSténa ucinnd a rychla separace jednotlivych
slozek smési [8] [17].

V chromatografii s normalnimi fazemi se pouzivaji méné polarni rozpoustédla
a stacionarni faze jsou polarni vice, naptiklad oxid kiemicity. K vétSiné HPLC analyz
se ale vyuzivad chromatografie s obracenymi fazemi, v niz se uplatituji rizné druhy
chemicky modifikovanych stacionarnich fazi (naptiklad modifikované faze s C-18

fetézci). Mobilni fazi v tomto pfipadé byva polarngjsi rozpoustédlo [10].

4.2.1 Popis HPLC aparatury

Chromatograf se skladd z nckolika na sebe navazujicich c¢asti, které jsou
popsany na obrazku 7. Mobilni faze je po odvzdu$néni [18] Cerpana ze zasobniku
do Cerpadla. Pokud se jedna o gradientovou eluci, aparatura obsahuje zasobniky s vice
kapalinami a tzv. smé&Sovaci zafizeni, jeZ urcuje vysledné sloZeni mobilni féze.
Z Cerpadla protékd mobilni faze do davkovaciho zafizeni umisténého pted vstupem
do kolony. Je ovladano bud ru¢n€, nebo automaticky. Preferuje se pouziti
autosamplerti, ato zejména diky menS$i naro¢nosti, vyS$i pfesnosti a automatizaci
metody. Po vystupu z kolony jsou jednotlivé separované slozky vzorku piivadény
do detektoru [8]. V dnesni dobé se pouziva velké mnozstvi detektorti, naptiklad
detektory  fluorescencni,  refraktometrické, spektrofotometrické, = hmotnostni,
chemiluminiscen¢ni, elektrochemické apod. [16]. Informace ziskané detektorem jsou
ptivadény do vyhodnocovaciho zafizeni a to je zpracuje (napiiklad pocitac) [19].
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SCHEME OF A HPLC SYSTEM

Solvents

D HPLC column

Data integration
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(Injection valve) “
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(recycling)

Obrazek T — Schéma HPLC systéemu [20]
A — zasobniky mobilni faze, B — vysokotlaké cerpadlo, C — davkovaci zarizeni,

D — kolona, E — detektor, F — vyhodnocovaci zarizeni, G — odpad

4.2.2 Charakteristika chromatografického procesu

Chromatograficky proces je zaloZen na rozdilné distribuci délenych latek ve smési
mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze: nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou (mobilni)
fazi. V  HPLC pfedstavuje mobilni fazi kapalina, kterd je pfivadéna
do chromatografického systému pomoci Cerpadla za vysokého tlaku. Stacionarni fazi
byva tuhd latka, ptipadné kapalina ukotvena na tuhém nosi¢i. Pfi déleni jednotlivych
komponent smési dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi
staciondrni a mobilni fazi. Distribuci sloZzek mezi tyto dvé faze Ize popsat distribucni

konstantou [43].

Pokud je eluce provedena mobilni f4zi o neménném sloZeni, jednd se o eluci
isokratickou. Pfi eluci gradientové se slozeni mobilni faze programové meéni
ve prospéch silnéjsi elucni slozky. Tento typ eluce je vhodny pro separaci slozek smési,
které maji odliSné fyzikalné-chemické vlastnosti a isokratické eluce by byla nevhodna

Z hlediska velké ¢asové narocnosti [43].
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4.2.3 Zakladni veli¢iny charakterizujici chromatograficky proces
A) Reten¢ni ¢as

Elu¢ni (retencni) cas tg je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku na kolonu
do dosazeni maxima chromatografického piku [21]. Jedna se tedy o kvalitativni

vyhodnoceni nejéastéji slouzici k dikazu totoznosti latek [19].
B) Retenc¢ni objem

Elu¢ni (retencni) objem Vg je objem mobilni faze, jenz protece kolonou

od nastiiku vzorku na kolonu do dosazeni maxima chromatografického piku [21].
C) Kapacitni faktor

Kapacitni faktor (téz kapacitni pomér) udava pomér latkového mnozZstvi
rozpusténé latky ve stacionarni fazi k jejimu latkovému mnoZzstvi v mobilni fazi.
Kapacitni faktor ur¢uje miru zadrzovani solutu v koloné. Se zvySujicim se kapacitnim
faktorem tedy stoupa i afinita latky ke stacionarni fazi [22].

_ (mA)s

ki = (nd) m

Obrazek 8 — Vzorec pro kapacitni faktor [22]

k' — kapacitni faktor, (nd) s — latkové mnoZstvi rozpustené latky ve fazi staciondrni,

(NA) m — latkové mnoZstvi rozpustené latky ve fazi mobilni

Pti gradientové eluci je ménéno sloZeni mobilni faze a elu¢ni sila v pribéhu
separace roste. VySe uvedeny vzorec pro vypocet neni v tomto ptipad¢ vhodny, protoze
retencni faktor pro vSechny slozky smési postupné s Casem klesa [43]. Pro vypocet

kapacitniho faktoru pfi gradientové eluci plati:

kK =

23b

Obrazek 9 — Vzorec pro kapacitni faktor pri eluci gradientové [43]

k' — kapacitni pomeér, b — strmost gradientu
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D) Distribu¢ni konstanta

Distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta Kp udédva pomér rovnovaznych koncentraci
solutu ve fazi stacionarni a fazi mobilni. Pfi separaénim procesu dochdzi k neustalému

vytvafeni rovnovaznych stavi separovanych latek mezi dvéma fazemi [23].

[‘q]s _ (ﬂﬂjs V_m
[Al,,  (nom V.

K-D:

Obrazek 10 — Vzorec pro distribucni konstantu [23]

Kp — distribucni konstanta, (np)s — ldtkové mnozstvi slozky A ve fazi staciondrni,

(na)m — latkové mnozstvi slozky A ve fazi mobilni, Vs — objem faze staciondrni,

Vm — objem faze mobilni [23]

4.2.4 Validace chromatografické metody

Validace dané metody je proces, ktery ma prokézat, zda je vypracovand metoda
vhodna pro pozadovanou analyzu. Pfi tomto procesu se zjist'uji zakladni charakteristiky
metody. Hlavnim zdmérem validace je stanovit presné podminky, za nichz je analyza

proveditelna, a zajistit stejnou spolehlivost metody pii jejim opakovaném pouziti [19].

4.2.4.1 Validacni parametry

A) Ptesnost (precision)

Pfesnost analytické metody udavd miru tésnosti shody mezi vzajemné
nezavislymi vysledky zkousek za pfedem urcenych podminek. Piesnost se vyjadiuje

jako smérodatna odchylka ¢i relativni smérodatna odchylka ziskanych vysledka [24].
B) Spravnost (accuracy)

Spravnost analytické metody uddva tésnost shody ziskané hodnoty s pfijatou
referenéni hodnotou [25]. Spravnost se vyjadiuje obvykle jako vytéznost (recovery)

[19].

o nalezena hodnota
Vytéznost [%] = — X 100
spravna hodnota

Obrazek 11 —Vzorec vyteznosti [19]
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C) Opakovatelnost (repeatability)

Opakovatelnost analytické metody udava tésnost shody mezi navzajem
nezavislymi vysledky zkouSek opakované ziskanych méfenim s jednim homogennim

vzorkem [26] [19].
D) Linearita (linearity)

Linearita vyjadiuje pfimkovou zavislost mezi odezvou piistroje a koncentraci

hodnoceného analytu. Tésnost této linearni zavislosti stanovi korela¢ni koeficient [27].

4.2.4.2 Test vhodnosti chromatografického systému

Test vhodnosti chromatografického systému uruje pozadavky, jez musi byt
splnény. Provadéji se za Gicelem zajisténi pfimétené Gi¢innosti analytické metody [19].
A) RozliSeni chromatografickych pik

RozliSeni (resolution) R udava miru kvality separace dvou sousednich, po sobé
eluovanych, latek. Se vzriistajici hodnotou R se kvalita separace dvou sousednich eluatt
zvySuje [28]. Pii volbé vhodnych separacnich podminek jde o dosazeni praveé
potiebného rozliseni, vétsSinou R > 1,5, kdy dochazi k 0,1 % ptekryvu dvou separujicich
se piki [43].

B) Asymetrie chromatografickych piki

Asymetrii chromatografického piku lze vyjadfit jako T (tailing faktor) nebo jako
faktor asymetrie As. Asymetrie je nezadouci a souvisi s G¢innosti kolony [29]. Pokud
se Asrovna 1, pak je pik symetricky. Celni asymetrii piku (,,frontovani*) lze pozorovat,

kdyz As < 1,0. Pokud je tato hodnota naopak vétsi nez 1, dochazi ke chvostovani piku

[10].
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5  EXPERIMENTALNI{ CAST

5.1 Pouzité pristroje, chemikalie a pomiicky
5.1.1 Pristroje

Kolona: Supelco Analytical, Ascentis Express C18 2,7 um, 15 cm x 4,6 mm
Chromatograficka sestava: Shimadzu LC — 10
Pumpy: LC — 10 AC VP

Degasser: DGU — 14 A

Autosampler: SIL — HTA

Termostat: CTO — 10 AC VP

Detektor: DAD, SPD — M10A VP

Chromatograficky software: LC Solution
Ultrazvukova ldzen: Tescon 1, Tesla, CR

Analytické vahy: Sartorius Genius, SRN

5.1.2 Pomiicky

Kuchynsky tyCovy mixér

PTFE filtry, velikost port: 0,45 um

Pipety automatické: Brand

Plastové uzaviratelné zkumavky o objemu 15 a 50 ml

Zakladni laboratorni sklo

5.1.3 Chemikalie
Methanol (Cistota Gradient grade) — Sigma-Aldrich

Kyselina mravenc¢i bezvoda R — Sigma-Aldrich

Ultracista voda
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5.2 Podminky separace

Nastrik: 10 pl

Teplota: 50°C

Detekce: VIS pii 520 nm

Mobilni faze: 2% kyselina mravenci (vodna faze) a methanol (organicka faze)
Rezim: gradientova eluce

Pumpa A: organicka faze — methanol

Pumpa B: vodna faze — 2% HCOOH

Priitok: 0,8 ml/min

Tabulka 1 — Podminky gradientové eluce

¢as [min.] koncentrace vodné faze [%]
0,01 spinac start
4,00 pumpa B 80
8,00 pumpa B 75
10,00 pumpa B 10
10,15 pumpa B 10
10,30 pumpa B 95
13,00 spinac stop

5.3  Pouzity materiil, jeho uchovavani

5.3.1 Standardy
Vsechny standardy antokyant pochazeji z francouzské firmy Extrasynthese a byly

uchovavany v mrazicim boxu pfi -18°C.

Myrtillin chlorid (=delphinidin-3-glukosid chlorid), ¢istota > 95%
Delphinidin-3-rutinosid chlorid, Cistota > 95%

Kuromanin chlorid (=cyanidin-3-glukosid chlorid), ¢istota > 96%

Keracyanin chlorid (=cyanidin-3-rutinosid chlorid), ¢istota > 96%
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5.3.2 Plody ¢erného rybizu
Vsechny plody cerného rybizu poskytl Vyzkumny a Slechtitelsky ustav
ovocnarsky Holovousy s.r.0. Rok sbéru ploda byl 2014.

Pro optimalizaci a validaci metody se pouzila smés plodu ziskana vice sbéry,
plody byly odebrany v plné zralosti ze tfi keii od kazdé nize jmenované odrudy.

Stanoveni obsahu se provedlo u odrud: 'Ruben’, "Moravia’, ‘Ometa’, "Lota’,
"Ceres’, "Consort’, ‘Ben Connan’,” Ben Lomond’, "Sejanec’, "Tenah’, "Fokus".

Plody byly uchovavany v mrazicim boxu pii -18°C.

5.3.3 Rybizové dzusy

Obsah antokyant se stanovil v rybizovych dzusech od Sesti riznych vyrobci:
Happy Day — Cerny rybiz, 21, Rauch s.r.o.
Granini ¢erny rybiz, Nektar z cerného rybizu, 11 — Karlovarské mineralni vody a.s.
Rio — Cerny rybiz, Sipek, 11, McCarter, a.s.
Cappy — Cerny rybiz, nektar z ¢erného rybizu, 11— The Coca-Cola Company
Nektar z éerného rybizu 11 — Tesco Stores CR, a.s.

BIO nektar ¢erny rybiz — Hollinger

5.4  Priprava roztoki, uprava materialu — validace metody

5.4.1 Priprava roztoki standardu

Roztoky jednotlivych standardd o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny
samostatné. Pokazdé se navazil 1 mg standardu (delphinidin-3-glukosid chloridu,
delphinidin-3-rutinosid chloridu, cyanidin-3-glukosid chloridu, cyanidin-3-rutinosid
chloridu) a poté rozpustil v 1 ml methanolu. Takto pfipravené roztoky byly uchovavany

Vv mrazicim boxu pii -18°C.

5.4.2 Priprava roztoku pro kalibraci

Zasobni roztok o objemu 500 pl vznikl smisenim vSech ¢tyt zminénych roztoka
standardli. Z kazdého roztoku standardu se odebralo 125 pl a ptevedlo do jedné vialky.
Z tohoto zasobniho roztoku byly dale fedénim methanolem pfipraveny kalibracni

roztoky podle tabulky 2.
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Tabulka 2 — Priprava kalibracnich roztokii v koncentracnim rozmezi 10 — 250 mg/|

koncentrace objem zasobniho roztoku objem
¢islo vialky standardt standardt methanolu
[mg/1] [p1] [n1]
1 250 125 0
2 200 80 20
3 150 60 40
4 100 40 60
5 75 30 70
6 50 20 80
7 20 8 92
8 10 4 96

Do dalsich dvou vialek byly smiseny pouze dva a dva roztoky standardi ve

stejném pomeru dle nasledujici tabulky pro dosazeni nejvyssi koncentrace 500 mg/I:

Tabulka 3 - Priprava kalibracnich roztokii o koncentraci standardit 500 mg/!

¢islo vialky koncentrace standarda objemy p ouz1tyc1°1 roztokil
standardi
9 500 [mg/l] SO plSel
50 pl St 2
10 500 [mg/l] S0 plSt3
50 ul St4

5.4.3 Presnost

Plody ¢erného rybizu (cca 80 — 100 g) byly v kadince o objemu 250 ml
rozmé&lnény sklenénou ty€inkou a nasledné zhomogenizovany kuchynskym mixérem.
Do 8 zkumavek bylo odvazeno po 5 g této smési a bylo ptidano vzdy 25 ml methanolu
a 400 ul HCOOH. Zkumavky se nasledn¢ protiepaly a vloZzily do ultrazvuku. Po 10 min
byly opét protfepany a vlozeny do ultrazvuku na dalSich 10 min. Z kazdé¢ zkumavky

se dale 10 ml extraktu ptefiltrovalo piimo do vialky pies 0,45 um PTFE filtr.
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5.4.4 Spravnost

Plody ¢erného rybizu byly v kadince o objemu 250 ml rozmélnény sklenénou
ty¢inkou a nasledn¢ zhomogenizovany kuchynskym mixérem. Tato smés se protlacila
pies kuchyniské sito, kviili odstranéni pevnych zrni¢ek. Do 2 zkumavek bylo navazeno
po 0,1 g homogenizatu a byly pfidany 3 ml roztoku tvofeného 320 ul HCOOH ve 25 ml
methanolu. Do dal$ich 6 zkumavek bylo odvazeno také 0,1 g vzorku, a dale byl pfidan
roztok tvofeny smisenim 0,1 mg kazdého standardu, 320 pl kyseliny mravenci
a doplnény methanolem do 25 ml. Nasledoval proces s ultrazvukem popsany vyse.

Z kazdé zkumavky se dale 10 ml extraktu ptefiltrovalo do vialky.

Tabulka 4 — Spravnost metody — priprava pracovnich roztoki

o navazka %gﬁ mnozstvi jednotlivych standarda
vialky vzorku a HCOOH | obsazenych v roztoku HCOOH a MeOH [mg]
[a] [ml] St1 St2 St3 St4

1 0,1 3 X X X X
2 0,1 3 X X X X
3 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1
4 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1
5 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1
6 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1
7 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1
8 0,1 3 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabulka popisuje mnozZstvi jednotlivych komponent obsazenych ve zkumavkach véetné

uvedenych mnozstvi pridanych standardii v roztoku methanolu a kyseliny mravenci

5.5  Priprava roztoki, uprava materialu — stanoveni obsahu antokyanii

5.5.1 Plody ¢erného rybizu
Vsechny testované odriidy rybizu prosly stejnou upravou. Plody zmrzlého
¢erného rybizu se po vyndani z mraziciho boxu nechaly stat pii pokojové teploté

cca 15 minut. Kazda odrida zvlast se pievedla do kadinky o objemu 250 mi
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a rozmélnila se sklenénou tyc¢inkou. Kviili lep$i homogenizaci materialu byla rybizova
hmota dale rozmixovana kuchyiiskym mixérem.

Z kazdé odridy rybizu byly pfipraveny tii navazky. Do zkumavky bylo
odvazeno vzdy po 2 g homogenizatu z jedné odridy a pfidano 10 ml MeOH a 160 pl
HCOOH. Zkumavky se nasledné uzaviely, protiepaly a vlozily do ultrazvuku.
Po 10 min byly opét protfepany a vlozeny do ultrazvuku na dalSich 10 min. Z kazdé

zkumavky se dale injek¢ni stiikackou odmétilo 10 ml extraktu a piefiltrovalo do vialky.

5.5.2 Rybizové dZusy

Z kazdého originalniho baleni se odebralo 500 pl dzusu a promichalo s 500 pl
roztoku tvotfeného 320 pl HCOOH ve 25 ml methanolu. Vznikly roztok byl prefiltrovan
do vialky.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace metody

Cil optimalizace chromatografické metody spocival v nalezeni nejvhodnéjsSich
podminek pro stanoveni ¢ty majoritné se vyskytujicich antokyant v plodech ¢erné¢ho
rybizu:  delphinidin-3-glukosidu,  delphinidin-3-rutinosidu,  cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu. Tato metoda byla poté pouzita ipro stanoveni téchto Ctyf
antokyanii v rybizovych dzusech. Mezi pozadavky analyzy patfila nejen dostateCna
separace analyzovanych latek a s ni dostatecné rozliSeni chromatografickych pikt, ale

také co nejkratsi ¢as celého procesu.

6.1.1 Volba vinové délky
Dle dostupné literatury byla zvolena vinova délka 520 nm, ktera méla byt
vhodna pro detekci vSech Ctyr latek soucasné. Pomoci detektoru se ziskala absorpéni

spektra analyzovanych latek:

Delphinidin-3-glukosid dosahoval absorpéniho maxima ve 242, 276 a 524 nm.
Delphinidin-3-rutinosid dosahoval absorp¢niho maxima pii 242, 276 a 526 nm.
Cyanidin-3-glukosid dosahoval absorp¢niho maxima pii 242, 279 a 516 nm.
Cyanidin-3-rutinosid dosahoval absorp¢niho maxima pii 242, 280 a 519 nm.

Zvolena vinova délka 520 nm se tedy ukazala jako vhodna pro soucasnou analyzu

vSech Ctyt latek.
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6.1.1.1 Absorpcni spektrum delphinidin-3-glukosidu
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Obrdazek 12 — Absorpcni spektrum delphinidin-3-glukosidu

6.1.1.2 Absorpcni spektrum delphinidin-3-rutinosidu
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Obrdazek 13 — Absorpcni spektrum delphinidin-3-rutinosidu
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6.1.1.3 Absorpcni spektrum cyanidin-3-glukosidu
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Obrdzek 14 — Absorpcni spektrum cyanidin-3-glukosidu

6.1.1.4 Absorpéni spektrum cyanidin-3-rutinosidu
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Obrazek 15 — Absorpcni spektrum cyanidin-3-rutinosidu
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6.1.2 Volba kolony

K detekci antokyanti se casto vyuzivaji klasické kolony s reverzni fazi
(kapitola 4.1.5), nejcastéji vSak chemicky modifikované faze s C-18 fetézci. Z téchto
divodii byla zvolena kolona Supelco Analytical, Ascentis Express C18 2,7 um,

15cm x 4,6 mm.

6.1.3 Volba mobilni faze a teploty

Jako nezbytné€ nutné se jevilo zvolit vhodnou mobilni fazi, k dosazeni dostate¢né
separace vSech testovanych antokyant, piky by mély byt zaroven dostatecné
symetrické. Dale byla volena vhodna teplota, aby analyza probihala v piijatelném case,
ale zaroven nedochézelo k rozkladu latek ¢i poSkozeni stacionarni faze vlivem pfili§
vysoké teploty.

Volba mobilni faze a teploty probihala za gradientovych podminek uvedenych

Vv nasledujici tabulce:

Tabulka 5 — Program gradientové eluce

¢as [min.] koncentrace vodné faze [%]
0,01 spinac start
4,00 pumpa B 80
8,00 pumpa B 75
10,00 pumpa B 10
10,15 pumpa B 10
10,30 pumpa B 95
13,00 spinac stop

Pumpa B privadéla do systéemu fazi vodnou (2% HCOOH); organicka faze pak byla

tvorena MeOH nebo acetonitrilem, dle zaznamii uvedenych nizZe.
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6.1.3.1 Mobilni faze methanol — kyselina mravenci 2%, 35°C

mAU
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Obrdzek 16 — Chromatogram za pouziti MF o slozeni: 2% HCOOH/MeOH, 35°C

Zde byly latky separovéany dostatecné, posledni analyt se eluoval ve 12. minuté.

6.1.3.2 Mobilni faze acetonitril — kyselina mravenci 2%, 35°C
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Obrazek 17 — Chromatogram za pouziti MF o slozeni: 2% HCOOH/acetonitril, 35°C

V tomto piipadé doslo k nedokonalé separaci latek, acetonitril pii dané teploté

neni vhodnou mobilni fazi.
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6.1.3.3 Mobilni faze acetonitril — kyselina mravenci 2%, 50°C

mAU
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Obrazek 18 — Chromatogram za pouziti MF o slozZeni: 2% HCOOH/acetonitril, 50°C

Pti 50°C dojde k lepsi separaci latek, nez pti nizsi teploté, ale stale neni
dostate¢na. Vyssi teplota analyzy by uz nebyla vhodna, vyrobce kolony sice uvadi
maximum pouZitelnosti do 60°C, ale pti vySSich teplotach jiz dochéazi k rozkladu

antokyand.

6.1.3.4 Mobilni faze methanol — kyselina mravenci 2%, 50°C
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Obrazek 19 — Chromatogram za pouziti MF o slozZeni: 2% HCOOH/MeOH, 50°C

Pti pouziti methanolu jako mobilni fize probihd separace vSech Ctyi analyt
rychleji pfi 50°C, nez pii 30°C. Posledni latka se eluovala jiz po deviti minutach.

Pouziti této mobilni faze za teploty 50°C se jevilo jako nejvhodné;si.
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Tabulka 6 — Retencni casy [min.] eluatu pri teplotach 35°C a 50°C.

Nazev antokyanu teplota 35°C teplota 50°C
delphinidin-3-glukosid 9.346 7.424
delphinidin-3-rutinosid 10.012 7.924

cyanidin-3-glukosid 10.822 8.565
cyanidin-3-rutinosid 11.699 9.304

6.1.4 Identifikace jednotlivych antokyant

Identifikace jednotlivych antokyanii byla provedena na zdkladé porovnani
retennich casii eluati vzorku cerného rybizu a retencnich c¢ast jednotlivych
standardnich latek. Separace probihala za teploty 35 °C s pouzitim mobilni fize tvofené

2 % HCOOH a MeOH a vyuzitim gradientu uvedeného Vv tabulce 5.
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Obrazek 20 — Chromatograficky zaznam smési standardnich latek
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Obrazek 21 — Chromatograficky zaznam cerného rybizu
6.1.5 Optimalni podminky pro HPLC analyzu antokyanu
Kolona: Supelco Analytical, Ascentis Express C18 2,7 um, 15 cm X 4,6 mm
Chromatograficka sestava: Shimadzu LC — 10
Detektor: DAD , SPD — M10A VP
Nastrik: 10 ul
Teplota: 50°C
Detekce: VIS pti 520 nm
Prutok: 0,8 ml/min
Mobilni faze: 2% kyselina mravenci (vodna faze) — methanol (organicka faze)
Rezim: gradientova eluce
Tabulka 7 — Optimalni podminky gradientové eluce
¢as [min.] koncentrace vodné faze [%]
0,01 spinac start
4,00 pumpa B 80
8,00 pumpa B 75
10,00 pumpa B 10
10,15 pumpa B 10
10,30 pumpa B 95
13,00 spina¢ stop
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Obrazek 22 — Chromatogram za optimdalnich separacnich podminek

6.1.6 Volba vnitiniho standardu

Cil spocival v nalezeni latky, jeZ by se eluovala pred vSemi ¢tyfmi antokyany.
Bylo testovano osm potravinarskych barviv a pét indikatorti. Retencni Casy vétSiny
testovanych barviv a indikator vykazovaly znac¢nou délku, u barviva PonX doslo
k rozmyti latky na koloné a Rt nesel ur¢it. Pouze Amaranth mél piijatelny retenéni cCas,
avSak symetrie piku (3,67) se ukazala jako nedostate¢na pro jeho piesnou kvantfikaci.
Indigo Carmin se eluoval tésné pies pikem delphinidin-3-glukosidu a jeho

symetrie (2,49) nebyla z hlediska ptipadné koeluce s delphinidinem pfijatelna.

Tabulka 8 — Retencni casy testovanych indikatori

Testovana latka Rt [min.]
Cerven Kongo 16,56
Violet’ krystal 16,39
Methyl oranz 15,61

Cerveti fenol 15,94
Cerveii methyl 16.57
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Tabulka 9 — Retencni casy testovanych potravinarskych barviv

Testovana latka Rt [min.]
Amaranth 4.53
Ponc 4R 6.98
Red 2G 12.89
Alrac 12.24

PonX nelze urcit
Bunset Yellow 10.22
Indigo Carmin 5.97
Rhodamin B 16.43

mAU
520nm4nm (1.00)

325
300

275

amaranth

250

225

200

175

150

125

100

75

50

25

rRT1 784/1.784
—

0

-25

-50
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 min

Obrazek 23 — Chromatogram potravinarského barviva Amaranth
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Obrazek 24 — Chromatogram potravinarského barviva Indigo Carmin
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6.2 Validace analytické metody

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Pouzité hodnoty byly ziskany z kalibrace pii koncentraci roztokd 100 mg/I.

6.2.1.1 Rozliseni chromatografickych piki

Tabulka 10 — Hodnoty rozliseni chromatografickych piki

Hodnocené antokyany R
del-3-glu — del-3-rut 2.089
del-3-rut — cya-3-glu 2.056
cya-3-glu — cya-3-rut 3.043

Rozliseni dvou sousednich pikti vzdy dosahovalo hodnoty > 1,5.

6.2.1.2 Asymetrie pikit — Tailing F

Tabulka 11 — Hodnoty asymetrie pikii

Hodnocena latka F
del-3-glu 1.008
del-3-rut 1.037
cya-3-glu 1.126
cya-3-rut 1.119

Hodnoty asymetrie pikd dosahovaly od 1.008 do 1.126.
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6.2.1.3 Kapacitni faktor

Tabulka 12 — Hodnoty kapacitnich faktorii jednotlivych analytii

Hodnocena latka K'
del-3-glu 3.182
del-3-rut 3.498
cya-3-glu 3.813
cya-3-rut 4,273

6.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity byly pouzity kalibra¢ni roztoky o téchto koncentracich: 10,
20, 50, 75, 100, 150, 200, 250 a 500 mg/l (viz kapitola) 5.4.2 Pfiprava roztoku
pro kalibraci. U kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu. Ze tfi takto
ziskanych ploch piku se vzdy stanovila primérna hodnota. Nakonec byla vyhodnocena

zavislost ploch pikl na koncentraci latky metodou linedrni regrese.

6.2.2.1 Kalibracni zavislost pro delphinidin-3-glukosid

Pro urceni kalibra¢ni zavislosti byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci
delphinidin-3-glukosidu: 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l, 150 mg/l,
200 mg/l, 250 mg/l a 500 mg/I.
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Obrazek 25 — Kalibracni zavislost pro delphinidin-3-glukosid
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Tabulka 13 — Parametry pro linedrni regresi delphinidin-3-glukosidu

Statistické parametry pro regresi: y =k X + q

Pocet bodi n=9 Odhad chyby
Smérnice k= 39940 + 300
Abs. €len q= -114379 + 62849
Korelaéni koef. r= 0,9998

Rezidualni odch. s= 130865

V koncentraénim rozmezi od 10 do 500 mg/l dosahoval korela¢ni koeficient
hodnoty 0,9998.

6.2.2.2 Kalibracni zavislost pro delphinidin-3-rutinosid

Pro urceni kalibra¢ni zavislosti byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci
delphinidin-3-rutinosidu: 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l, 150 mg/l,
200 mg/l, 250 mg/l a 500 mg/I.
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Obrdzek 26 — Kalibracni zavislost pro delphinidin-3-rutinosid
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Tabulka 14 — Parametry pro linedrni regresi delphinidin-3-rutinosidu

Statistické parametry pro regresi: y =k X + q

Pocet bodi n=9 Odhad chyby
Smérnice k= 30169 + 471
Abs. ¢len q= 59272 + 98482
Korelaéni koef. r= 0,9991

Rezidualni odch. s= 205061

V koncentraénim rozmezi od 10 do 500 mg/l dosahoval korela¢ni koeficient

hodnoty 0,9991.

6.2.2.3 Kalibracni zavislost pro cyanidin-3-glukosid

Pro urceni kalibra¢ni zavislosti byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci
cyanidin-3-glukosidu: 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/I, 150 mg/l, 200 mg/I,
250 mg/l a 500 mg/I.
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Obrazek 27 — Kalibracni zavislost pro cyanidin-3-glukosid

44



Tabulka 15 — Parametry pro linearni regresi cyanidin-3-glukosidu

Statistické parametry pro regresi: y =k X + q

Pocet bodu
Smérnice

Abs. ¢len
Korela¢ni koef.

Rezidualni odch.

n= 9

k= 41745
q= 134283
r=0,9990
s= 311842

Odhad chyby
+ 716
+ 149765

V koncentraénim rozmezi od 10 do 500 mg/l dosahoval korela¢éni koeficient

hodnoty 0,9990.

6.2.2.4 Kalibracni zavislost pro cyanidin-3-rutinosid

Pro urceni kalibracni zavislosti byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci
cyanidin-3-rutinosidu: 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l, 150 mg/l,
200 mg/l, 250 mg/l a 500 mg/I.
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Obrazek 28 — Kalibracni zavislost pro cyanidin-3-rutinosid

45

600



Tabulka 16 — Parametry pro linedrni regresi cyanidin-3-rutinosidu

Statistické parametry pro regresi: y=k x +q

Pocet bodi n=9 Odhad chyby
Smérnice k= 32305 + 337
Abs. €len q= 716 + 70411
Korelaéni koef. r= 0,9996

Rezidualni odch. s= 146611

V koncentraénim rozmezi od 10 do 500 mg/l dosahoval korela¢ni koeficient

hodnoty 0,9996.

6.2.3 Opakovatelnost

Ke stanoveni opakovatelnosti byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentracich
250, 100 a 20 mg/l. Ptipravu téchto roztokli uvadi kapitola 5.4.2. U kazdého roztoku
bylo provedeno sedm nastiikti na kolonu. Z ploch piku jednotlivych antokyantd byly

vypocteny smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky.

Tabulka 17 — Opakovatelnost analyzy jednotlivych roztokii o koncentraci 20 mg/l

koncentracni uroven 20 mg/1

nastiik: del-3-glu del-3-rut cya-3-glu cya-3-rut

1. 723915 580474 831003 622039

2 724049 581425 831236 622817

3 724344 581877 830377 621696

4. 726424 581392 837281 627931

5 735126 582474 842363 629540

6 726754 581996 832970 625308

7 728389 583342 836275 626375

pramér 727000 581854 834501 625101
SD 3950 906 4377 3043
RSD [%] 0,54 0,16 0,52 0,49

Relativni smérodatna odchylka pro koncentracni uroven 20 mg/l dosahovala
hodnot v rozmezi od 0,16 % do 0,54 %, ¢imZ byl splnén pozadavek, aby RSD

dosahovala hodnoty < 1 %.
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Tabulka 18 — Opakovatelnost analyzy jednotlivych roztokii o koncentraci 100 mg/I

koncentrac¢ni uroven 100 mg/1

nastiik: del-3-glu del-3-rut cya-3-glu cya-3-rut
1. 4106837 3275526 4651855 3477461
2 4109313 3282374 4666342 3474641
3 4171224 3291454 4665647 3503700
4, 4194980 3289908 4671303 3526628
5 4116998 3290889 4666195 3484243
6 4124397 3296647 4676807 3494612
7 4134795 3306446 4696075 3512726
pramér 4136935 3290463 4670603 3496287
SD 33598 9863 13549 19221
RSD [%)] 0,81 0,30 0,29 0,55

Relativni smérodatnd odchylka pro koncentra¢ni uroven 100 mg/l dosahovala

hodnot v rozmezi od 0,29 % do 0,81 %, ¢imz byl splnén pozadavek, aby RSD

dosahovala hodnoty < 1 %.

Tabulka 19 — Opakovatelnost analyzy jednotlivych roztokii o koncentraci 250 mg/I

koncentrac¢ni uroven 250 mg/1

nastiik: del-3-glu del-3-rut cya-3-glu cya-3-rut
1. 9302379 7462869 10521912 7867872
2 9330068 7478826 10554838 7896480
3 9376666 7565350 10557275 7904795
4, 9345197 7471411 10546716 7891939
5 9284483 7468443 10511364 7890361
6 9275161 7439372 10502900 7869477
7 9217059 7393134 10505556 7823185
pramér 9304430 7468486 10528652 7877730
SD 52329 51729 23707 27646
RSD [%] 0,56 0,69 0,23 0,35
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Relativni smérodatnd odchylka pro koncentracni utrovein 250 mg/l dosahovala
hodnot v rozmezi od 0,23 % do 0,69 %, ¢imz byl splnén pozadavek, aby RSD

dosahovala hodnoty < 1 %.

6.2.4 Presnost

K urceni parametru piesnosti bylo pouzito celkem osm roztok, jejichz ptiprava
je popséna v kapitole: 5.4.3 Ptesnost. U kazdého roztoku byly provedeny dva nastiiky
na kolonu. Z téchto dvou nastiikl byl ziskan primér a byl pfepocten na navazku 5 g
(viz vzorec). Nakonec se z takto ziskanych primért urcily relativni smérodatné

odchylky stanoveni jednotlivych antokyant ve vzorku rybizu.

5
x=A—
m

Obrazek 29 — Vypocet pouzity k prepoctu na navazku

A — priimérna plocha pikii jedné latky, m — hmotnost navazeného vzorku

Tabulka 20 — Hodnoty pro vypocet presnosti analytické metody

nazev latky del-3-glu del-3-rut cya-3-glu cya-3-rut

1965873 9819480 482355 4686676

3 2030924 9954066 491901 4759443

§ 1988996 9751165 485393 4677071

“% 2057416 10120229 496072 4850926

& 1992982 9823720 482541 4701183

Z, 1984671 9712900 481783 4672192

8 1938418 9633286 478202 4575000

1942427 9563756 475773 4583997

pramér 1987713 9797325 484252 4688311
SD 40922 177581 6768 89266

RSD [%] 2,06 1,81 1,40 1,90

U kazdé latky dosahovala relativni smérodatna odchylka hodnoty < 2,1 %.
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6.2.5 Spravnost

Spravnost byla vyjadiena jako vytéznost.

6.2.5.1 VytéZnost analytické metody

K ur€eni vytéznosti byly pouzity roztoky, jejichz piipravu popisuje kapitola
5.4.4 Spravnost. U kazdého roztoku byly provedeny dva nastiiky na kolonu a vypoctena
primérna plocha piku, kterd byla nasledné prepoctena na navazku 0,1 g.

0,1
m

y=A4

Obrazek 30 — Vypocet pouZity k prepoctu na navazku

A — priimérna plocha pikii jedné latky, m — hmotnost navazeného vzorku

Vytéznost byla vypocitana jako rozdil priméru ploch pikti s piidavkem
standardnich latek a priméru ploch bez standardi ku priméru ploch piki samotnych

standarda.

__ALStV=-AV=

R
g AEt

Obrazek 30 — Vypocet pro vytéznost

Byla provedena korekce ziskanych hodnot vytéznosti na objem navazky vzorku.

Kazd4 hodnota se vynésobila 3,1 a tento nasobek vyd¢lil 3 (viz ptiprava roztokit).
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Tabulka 21 — Vyteznost analytické metody

nazev latky del-3-glu del-3-rut cya-3-glu cya-3-rut

91,92 89,05 91,82 91,07
s 95,35 94,34 92,63 94,45
gi 92,46 87,23 90,98 87,67

Q
a 94,03 92,69 91,79 93,71
= 95,23 94,64 90,86 94,00
86,81 82,62 88,35 84,35
pramér 92,63 90,10 91,07 90,88
SD 3,17 4,70 1,48 4,08
RSD [%] 3,43 5,22 1,63 4,50

Primémé hodnoty vytéZnosti stanovovanych latek se pohybovaly od 90,10
do 92,63. Hodnoty relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi 1,63 az
5,22 %.
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6.3 Stanoveni obsahu antokyanii

Popsana analytickdA metoda byla pouzita pro soucasné stanoveni obsahu
delphinidin-3-glukosidu, delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu v rybizovych dzusech a v plodech kultivard ¢erného rybizu.

Stanoveni obsahu se provedlo metodou kalibracni kiivky.

6.3.1 Stanoveni obsahu antokyanu v plodech ¢erného rybizu

Ke stanoveni obsahu antokyana v plodech ¢erného rybizu bylo pouzito celkem
tfiatficet roztoku (tfi navazky od kazdé odrady), jejichz ptiprava je popsana v kapitole:
5.5.1. Z kazdého roztoku se uskutecnily dva nastiiky na kolonu a stanovil se pramér
ze ziskanych ploch elucnich kiivek. Poté byla spoctena primérnd plocha piku
jednotlivych antokyanti ze tfi navazek (pro kazdou odridu). Z takto ziskanych hodnot
bylo metodou kalibra¢ni kiivky ureno mnozstvi jednotlivych antokyani v mg/l.
Mnozstvi antokyanti se nakonec urcilo v mg/100 g plodi nésledovné: Nejprve byl
spocten obsah jednotlivych antokyani v objemu vzorku 10,160 ml (10 ml MeOH
+ 160 pul HCOOH, viz kapitola 5.5.1). Tato hodnota byla poté vyd¢lena 2 (navazka byla
2 g), tim se spocetlo mnozstvi antokyan v 1 g. Vysledek se nakonec vynasobil 100

pro ziskani mnozstvi jednotlivych antokyant ve 100 g ovoce.
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Obrazek 31 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanit v kultivaru

‘Ruben’
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Tabulka 22 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "'Ruben’

RUBEN A [mg/l] [mg/100g]
del-3-glu 2375196 62,33 31,17
del-3-rut 6231774 204,60 102,30
cya-3-glu 800727 15,97 7,98
cya-3-rut 4108316 127,15 63,58

205,02 mg na 100 g ploda.

6.3.1.2 'BEN LOMOND"

A — priimeérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyanti v odrdé "Ruben” dosahovalo

mAU

7504

5004

2501

520nm,4nm (1.00)

o
@
&
I
(=
(=1

ni-¢-12a

A

o

n-g-eLD

oo 25

Obrazek 32 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanit v kultivaru

Tabulka 23 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru ‘Ben Lomond’

ECE

‘Ben Lomond’

100

" 450 min

BEN LOMOND A ¢ [mg/1] [Mg/100g]
del-3-glu 1375859 37,31 18,66
del-3-rut 7204986 236,86 118,43
cya-3-glu 497674 8,71 4,35
cya-3-rut 4686004 145,03 72,52

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyant v odridé ‘Ben Lomond” bylo

213,95 mg na 100 g plodu.
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6.3.1.3 'BEN CONNAN"
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Obrazek 33 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru 'Ben

Connan’

Tabulka 24 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Ben Connan’

BEN CONAN A c [mg/1] [mg/100g]
del-3-glu 816520 23,31 11,65
del-3-rut 2445069 79,08 39,54
cya-3-glu 268117 3,21 1,60
cya-3-rut 1639613 50,73 25,37

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku
Celkové mnozstvi hodnocenych antokyani v odridé ‘Ben Connan” bylo

78,16 mg na 100 g plodii
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Obrazek 34 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanut v kultivaru

‘Ceres’

53



Tabulka 25 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Ceres’

CERES A ¢ [mo/l] [mg/100g]
del-3-glu 3204993 83,11 41,55
del-3-rut 5824561 191,10 95,55
cya-3-glu 1844976 40,98 20,49
cya-3-rut 6468506 200,21 100,11

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyant v odriidé ‘Ceres” bylo 257,70

mg na 100 g plodut.

6.3.1.5 'MORAVIA”
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Obrdazek 35 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanu v kultivaru

'Moravia’

Tabulka 26 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Moravia’

MORAVIA A ¢ [mg/1] [mg/100g]
del-3-glu 499184 15,36 7,68
del-3-rut 4471610 146,26 73,13
cya-3-glu 181771 1,14 0,57
cya-3-rut 3377381 104,53 52,26

A — primeérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyani v odridé ‘Moravia” bylo

133,64 mg na 100 g plodu.
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6.3.1.6 'OMETA”
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Obrazek 36 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanit v kultivaru

Tabulka 27 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru '‘Ometa’

‘Ometa’

OMETA A c [ma/l] [mg/100g]
del-3-glu 2175294 57,33 28,66
del-3-rut 7755299 255,10 127,55
cya-3-glu 1165222 24,70 12,35
cya-3-rut 7735441 239,43 119,71

A — prumérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyanti v odriidé "Ometa’” bylo 288,28

mg na 100 g plodi.
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Obrazek 37 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanu v kultivaru 'Lota’
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Tabulka 28 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Lota’

LOTA A ¢ [mg/1] [mg/100g]
del-3-glu 2134593 56,31 28,15
del-3-rut 7537226 247,87 123,94
cya-3-glu 520198 9,25 4,62
cya-3-rut 3862551 119,54 59,77

A — primeérna plocha pikii po prepoctu na navazku

Celkové mnozstvi hodnocenych antokyani v odridé ‘Lota” bylo

216,48 mg na 100 g plodua

6.3.1.8 TENAH’
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Obrazek 38 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v odridé "Tenah’

Tabulka 29 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Tenah’

TENAH A ¢ [mg/l] [mg/100g]
del-3-glu 1951717 51,73 25,86
del-3-rut 4589952 150,18 75,09
cya-3-glu 848143 17,10 8,55
cya-3-rut 4529342 140,18 70,09

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku
Celkové mnozstvi hodnocenych antokyanti v odradé "Tenah” bylo 179,60

mg na 100 g plodii.
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6.3.1.9 'SEJANEC”
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Obrdzek 39 — Chromatograficky zdznam stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru

‘Sejanec’

Tabulka 30 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Sejanec’

SEJANEC A ¢ [mo/l] [mg/100g]
del-3-glu 2086656 55,11 27,55
del-3-rut 4790421 156,82 78,41
cya-3-glu 1247976 26,68 13,34
cya-3-rut 4897584 151,58 75,79

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku
Celkové mnozstvi hodnocenych antokyanii v odriidé "Sejanec” bylo 195,10
mg na 100 g plodi.

6.3.1.10 'FOKUS”
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Obrazek 40 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru

"Fokus’
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Tabulka 31 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru "Fokus’

FOKUS A ¢ [mg/l] [mg/100g]
del-3-glu 1118562 30,87 15,43
del-3-rut 3864880 126,14 63,07
cya-3-glu 474978 8,16 4,08
cya-3-rut 3658055 113,21 56,61

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku
Celkové mnozstvi hodnocenych antokyani v odriadé ‘Fokus” bylo

139,19mg na 100 g plodt.

6.3.1.11 ‘CONSORT"
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Obrdazek 40 — Chromatograficky zdznam stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru

‘Consort’

Tabulka 32 — Stanoveni obsahu antokyanii v kultivaru 'Consort’

CONSORT A ¢ [mg/l] [mg/100g]
del-3-glu 1363726 37,01 18,50
del-3-rut 5017950 164,36 82,18
cya-3-glu 490935 8,54 4,27
cya-3-rut 3467094 107,30 53,65

A — primérna plocha pikii po prepoctu na navazku
Celkové mnozstvi hodnocenych antokyanti v odradé ‘Consort” bylo

158,61 mg na 100 g ploda.
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6.3.2 Stanoveni obsahu antokyanii v rybizovych dZusech

Ke stanoveni obsahu antokyanl v rybizovych dzusech se pouzily roztoky,
jejichz ptipravu popisuje kapitola 5.5.2. Z kazdého roztoku (dva od kazdého druhu
dzusu) byly provedeny dva nastiiky na kolonu. Kazda ziskana plocha elu¢ni kiivky
se nasobila dvéma, kvili postupu pfi pripravé roztoku dzusa (500 pl dzusu + 500 pl
roztoku MeOH s HCOOH). Nakonec byl spoéten primér ploch kazdého antokyanu

a metodou kalibracni kiivky se zjistil obsah jednotlivych antokyanti v mg/I.

6.3.2.1 HAPPY DAY
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Obrazek 41 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v rybizovém

dzusu Happy Day

Tabulka 33 — Stanovené mnozstvi antokyanii v rybizovém dzusu Happy Day

nazev antokyanu A c [mg/l]
del-3-glu 424346 13,49
del-3-rut 1707106 54,62
cya-3-glu 168966 3,96
cya-3-rut 1101660 34,08

A — plochy jednotlivych antokyanii vynasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych antokyant v rybizovém dzusu Happy

Day dosahovalo 106,15 mg/I.
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6.3.2.2 GRANINI
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Obrazek 42 — Chromatograficky zdaznam stanoveni obsahu antokyanit v rybizovéem

dzusu Granini

Tabulka 34 — Stanovené mnozstvi antokyanii v rybizovém dzusu Granini

nazev antokyanu A ¢ [mg/l]
del-3-glu 72145 4,67
del-3-rut 322293 8,72
cya-3-glu 38015 0,89
cya-3-rut 226018 6,97

A — plochy jednotlivych antokyanii vyndasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych antokyant v rybizovém dzusu Granini

dosahovalo 21,25 mg/l.

6.3.2.3 RIO
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Obrazek 43 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v rybizovém

dZusu Rio
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Tabulka 35 — Stanovené mnozstvi antokyanii v rybizovém dzusu Rio

nazev antokyanu A ¢ [mg/l]
del-3-glu 151734 6,66
del-3-rut 536212 15,81
cya-3-glu 76209 1,79
cya-3-rut 347742 10,74

A — plochy jednotlivych antokyanii vyndasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych ¢tyf antokyant v dzusu Rio bylo

35,00 mg/l

6.3.2.4 CAPPY
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Obrazek 44 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v rybizovém

dzusu Cappy

Tabulka 36 — Stanovené mnozstvi antokyanit v rybizovém dzusu Cappy

nazev antokyanu A ¢ [mg/l]
del-3-glu 436725 13,80
del-3-rut 1638291 52,34
cya-3-glu 206698 4,84
cya-3-rut 1386277 42,89

A — plochy jednotlivych antokyanii vynasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych ¢étyf antokyantt v dzusu Cappy bylo

113,87 mg/l.
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6.3.2.5 TESCO
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Obrazek 45 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v rybizovém

dzusu Tesco

Tabulka 37 — Stanovené mnozstvi antokyanii v rybizovém dzusu Tesco

nazev antokyanu A ¢ [mg/1]
del-3-glu 412379 13,19
del-3-rut 1736470 55,59
cya-3-glu 141360 3,31
cya-3-rut 1076072 33,29

A — plochy jednotlivych antokyanii vynasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych Ctyf antokyani v dzusu Tesco bylo

105,38 mg/I.

6.3.2.6 HOLLINGER
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Obrdzek 46 — Chromatograficky zaznam stanoveni obsahu antokyanii v rybizovém

dzusu Hollinger
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Tabulka 38 — Stanovené mnozstvi antokyanut v rybizovém dzusu Hollinger

nazev antokyanu A ¢ [mg/l]
del-3-glu 71754 4,66
del-3-rut 265745 6,84
cya-3-glu 31349 0,73
cya-3-rut 216697 6,69

A — plochy jednotlivych antokyanii vynasobené dvema

Celkové zjisténé mnozstvi hodnocenych Ctyt antokyanii v dzusu Hollinger bylo

18,92mg/l.
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7  ZAVER

V této diplomové praci je popsana HPLC metoda pro soucasné stanoveni
delphinidin-3-glukosidu, delphinidin-3-rutinosidu, cyanidin-3-glukosidu
a cyanidin-3-rutinosidu. Pro danou metodu byly stanoveny nasledujici optimalni
podminky. Byla zvolena kolona Supelco Analytical, Ascentis Express C18 2,7 um,
15cm x 4,6 mm. Jako mobilni faze byl pouzit roztok methanolu a 2% kyselina
mravenc¢i, analyza probihala za podminek gradientové eluce, které jsou uvedeny
Vv kapitole 5.2 Podminky separace. Byl zvolen prutok 0,8 ml/min a teplota 50°C. Dle
dostupné literatury a hodnot absorpcnich maxim jednotlivych antokyanii se pro detekci

s vyuzitim DAD detektoru zvolila vinova délka 520 nm.

Retenéni ¢as delphinidin-3-glukosidu byl 7.424 minut, delphinidin-3-rutinosidu
7.924, cyanidin-3-glukosidu 8.565 a cyanidin-3-rutinosidu 9.304.

Pfi volbé vnitiniho standardu nebyla nalezena vhodna latka. Zjisténim linearity
v daném koncentra¢nim rozmezi 10-500 mg/l byly dosazeny tyto hodnoty korelacnich
koeficientt. Pro delphinidin-3-glukosid 0,99980, pro delphinidin-3-rutinosid 0,99915,
pro cyanidin-3-glukosid 0,99897 a pro cyanidin-3-rutinosid 0,99962. Opakovatelnost
zjisténa na koncentracnich hladinach 250, 100 a 20 mg/l byla vyjadiena jako relativni
smérodatnd odchylka. Hodnoty RSD jednotlivych analytd pfi vSech danych
koncentracich nabyvaly hodnot < 1 %. Pfesnost metody vyjadfena jako relativni
smérodatnd odchylka dosahovala pro kazdou analyzovanou latku hodnoty <2,1 %.
Spravnost byla vyjadiena jako vytéznost. Primérné hodnoty vytéznosti stanovovanych
latek se pohybovaly od 90,09 do 92,63 % a hodnoty relativni smérodatné¢ odchylky
pro kazdy analyt se pohybovaly v rozmezi 1,63 az 5,22 %. RozliSeni mezi dvéma
sousednimi piky vZdy dosahovalo hodnoty > 1,5. Hodnoty faktoru asymetrie piki

nabyvaly hodnot od 1.008 do 1.126.

Zjistény obsah celkového mnozstvi hodnocenych antokyanii ¢erného rybizu
dosahoval hodnot 205,02 mg/100 g pro odradu "Ruben’, 78,16 mg/100 pro odridu ‘Ben
Connan’, 133,64 mg/100 g pro odridu "Moravia’, 179,60 mg/100 g pro odrtidu "Tenah’,
195,10 mg/100 g pro odriidu "Sejanec’, 139,19 mg/100 g pro odridu Fokus, 158,61
mg/100 g pro odridu "Consort’, 213,95 mg/100 g pro odrudu ‘Ben Lomond’. Nejvyssi

celkové zastoupeni antokyant bylo zjisténo v téchto tiech kultivarech: 288,28 mg/100 g
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pro odridu "Ometa’, 257,70 mg/100 g pro odridu "Ceres’, a 216,48 mg/100 g pro
odridu "Lota’.

Zjistény celkovy obsah antokyanii v rybizovych dzusech je uveden v mg/l:

Happy Day 106,15; Granini 21,25; Cappy 113,8; Tesco 105,38; Hollinger 18,92 a Rio
35,00.
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