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1. UVOD

Oblast doplikt stravy se rychle rozviji, zaujima stale vétsi pozici ve farmaceutickém primyslu a
ziskava ¢im dal vétsi pozornost spotiebitel. Dopliky stravy mohou piedstavovat nejen
prostiedek k obohaceni jidelnicku o cenné latky, ale i vhodny doplnék k zakladni

farmakologické 1€¢b¢ pacienta.

Samoziejms tyto piipravky nelze zaménovat za 1éky. Ridi se zakonnymi normami o potravinach.
Bylo by ale nespravné tvrdit, ze potraviny nedisponuji zdravi prospé$nymi a 1é¢ivymi G¢inky.
Vzdyt od pocatku své existence Clovek vyuziva rostlinné a zivocisné zdroje nejen k obzive,

ziskavani materidlli a energie, ale 1 k objevovani a extrakci 1éc¢ivych latek a vyvijeni novych 1€ki.

Nekteti odptrei doplnku stravy tvrdi, ze nepfedstavuji veétsi piinos nez potraviny samotné. Avsak
Z poznatkli o neuvétitelné rozmanitosti ptirodnich latek, formach jejich vyskytu, proménlivosti
jejich obsahu a o tom, ze na naSe zdravi mohou pisobit pozitivné i negativné je jasné, Ze pravé
doplnky stravy mohou piedstavovat vyhodnou moznost jak co nejlépe vyuzit obrovsky potencial
ptirodnich latek. Ve spojeni s novymi technologiemi ziskavani, analyzy a zpracovani pfirodnich
latek se bude oblast doplnkd stravy bezpochyby dal intenzivné vyvijet. Méla by byt dilezitou

oblasti z4jmu farmaceuta.

PrestoZze jsou dopliky stravy vlastné potravinami, prodavaji se v 1ékarné. Od 1¢kdrnika je tedy
ocekavano, Ze pacientovi poda solidni informace a vhodna doporuceni. Profesiondlni ptistup by
mél znamenat, Ze 1ékarnik vi a rozumi tomu, co pacientovi prodava, ¢i vydava. To je ovSem

S dnesni situaci na trhu s dopliiky stravy velmi tézké.

Situace je neptehledna — zatimco nékteré piipravky jsou dobie charakterizované, u jinych se
tézko hleda piesna a ucelena informace o puvodu a slozeni. Problémem je uvadéni klinicky
neovéfené informace o UCincich obsahovych latek, chybéjici standardizace ptipravkd,

neadekvatni kontrola ze strany tfadd a velky prostor pro klaméani spotiebitele.

Vedouci mé diplomové prace se dlouhodobé zabyva zastupci rodu Vaccinium a vénuje se jejich
vyzkumu. Vybranym taxonem se stal Vaccinium macrocarpon, v ¢eské kotlin¢ spise znamy pod
nespravnym nazvem brusinka. Je jiz dlouho vyuzivany jako prostiedek K podpoie funkce
mocového ustroji, zejména pii infekcich mocovych cest. Plody Vaccinium macrocarpon jsou
bohatym zdrojem flavonoidii. Vyzkum se zaméfil zejména na proanthocyanidiny a praveé tyto

obsahové latky se povazuji za klicové z hlediska u¢innosti.



K fytochemické analyze jsme nepouzili rostlinny material, ale pfipravky s jeho obsahem. Na
¢eském trhu je mnoho doplitkti stravy doporucovanych k pouziti pfi infekcich mocovych cest
s deklarovanym obsahem Vaccinium macrocarpon. Rozhodli jsme se na taxon nahlédnout pravé
skrz problematiku doplikt stravy a zjistit, zda jsou takova doporu¢eni vhodna a zda doplnky

stravy skute¢né obsahuji rostlinny material z Vaccinium macrocarpon.



1. CIL PRACE

Primarnim cilem prace je fytochemicka analyza dopliki stravy, v jejichz slozeni je deklarovana
ptitomnost produkti odvozenych z Vaccinium macrocarpon. A to zejména zhodnoceni obsahu

latek, které se povazuji za klicové z hlediska uc¢innosti.

Dalsi pracovni cile vyplyvajici z potfeby mit uceleny piehled v ramci dané problematiky:
charakteristika vybraného taxonu, vytvoieni pfehledu o obsahovych latkach a metodach jejich
analyzy, vyhleddni divéryhodnych informaci o tucincich na zdravi ¢lovéka a zhodnoceni
opodstatnénosti  existence danych piipravki a jejich doporuovani k1écbé infekci

mocovych cest.



I11l. TEORETICKA CAST

1. Botanicka charakteristika

1.1 Taxonomické zaiazeni druhu

Rodovy nazev Vaccinium L. je latinské pojmenovani pro borivku, odkazuje na farmaceuticky
vyznamnou podceled” Vaccinioideae (boruvkovité) celedi Ericaceae (viesovcovité), ktera
spojuje znamé lesni ketiky poskytujici jedlé bobule - borivky, brusinky a klikvy, druhy
poskytujici Iékopisné suroviny - medvédici 1€katskou, rostliny vyuzivané tradi¢ni

medicinou - vies (Calluna) nebo péstované jako okrasné - pénisnik (Rhododendron). Celed’

patii do fadu Ericales (viesovcotvaré) dvoud&loznych krytosemennych rostlin’. Pro piehlednost
uvadim taxonomické zafazeni druhu ptevzaté z databaze GRIN? a doplnéné o udaje z jinych

zdrojﬁ3’4:

Celed: Ericaceae
Pod¢eled’: Vaccinioideae
Tribus: Vaccinieae
Rod: Vaccinium

Sekce: Oxycoccus Hill

Druhy: Oxycoccus macrocarpus (Ait.) Pers.
Vaccinium macrocarpon Aiton

Sekce: Vitis-idaea W.D.J. Koch
Druhy: Vaccinium vitis-idaea L.

Sekce: Myrtillus Dumortier

Druhy: Vaccinium myrtillus L.

Ziejm¢ prvni nazev predlineovského obdobi, ktery odkazuje na vlastnosti plodi klikvy
(z fectiny oxys = kysely, coccos = bobule) poprvé pouzil némecky botanik a farmaceut
Valerius Cordus (1515 - 1554)°. Tento vseobecné platny synonymni nazev OXycoccus

vvvvvv

samostatném postaveni rodu Oxycoccus Hill. Jak pise Suda®, tento rod se od Vaccinium lisi



zejména plazivym rlstem, hluboce ctyfdilnou kvétni korunou s cipy zahnutymi nazpét,
prasniky bez piivéski, vzdyzelenosti a reprodukénim zptisobem - Vaccinium je autosterilni,

u Oxycoccus je casté samoopyleni.

V moderni botanice, na zaklad¢ genetickych dat je rod Vaccinium pojiman Siroce a Oxycoccus
je do n& zahrnut v podob& samostatné sekce’®. Do této sekce patii Vaccinium macrocarpon
Aiton - klikva velkoploda a Vaccinium oxycoccos L. - klikva maloploda. Dalsi druhy, napiiklad
Oxycoccus palustris Pers. - klikva bahenni §iroce uvadéna evropskymi autory®, se v modernich
databazich ztotoziuji s jiz zminénym Vaccinium oxycoccos L. a jejich jména plati pouze jako
synonymni nazvy. Elisens® pise, ze v Evropé se odliSnym ploidnim trovnim jednoho druhu
nékdy udéluje samostatné taxonomické postaveni, ze vSak neni mozné dusledné rozlisit
hexaploidni rostliny od diploidnich nebo tetraploidnich na zakladé proménlivych
morfologickych znakli. Tato variabilita se naptiklad projevuje odliSnym ochlupenim kvétni
stopky, riznou velikosti listu ¢i riznou barvou plodu, a to v zdvislosti na podminkach stanovisté.
Naproti tomu, Vaccinium macrocarpon se jevi jako druh malo proménlivy, jednoznacéné

charakterizovany a celosvétove uznavany.

1.2 Vyskyt

Klikva je rozsifena od mirného do arktického pasma severni polokoule. Za nejstarsi soucasny
druh je povazovan pravé Vaccinium macrocarpon, ktery je domovem na izemi Severni Ameriky
v oblasti Apalac¢ského pohofi6. Vyskytuje se na vychodé Kanady - zasahuje aZ na Newfoundland,
na severovychodé az jihovychodé USA, i v oblasti pacifického pobiezi - od Britské Kolumbie

az po Kalifornii®. Klikvé velkoplodé se pravem Fika klikva americka”.

Z tohoto puvodniho druhu se zfejmé vyvinul Vaccinium oxycoccos, ktery se rozsifil do
subarktické oblasti - na AljaSku a pfes nejsevernéjsi izemi Kanady az do Gronska. Nakonec
pfes severni Asii migroval 1 do Evropy, kde je dobie znam ve Skandinavii, Pobalti, v evropském
Rusku, v Bélorusku a na Sibifi. Najdeme ho na Kurilskych ostrovech, v Japonsku, v severni Cing
a v Koreji. Tato klikva maloploda, nebo také evropska, se vyskytuje i v alpskych oblastech Italie,

Rakouska a Svycarskaz. V Ceské republice je druh chranény.

Pfirozenym biotopem klikvy jsou raselinisté, podmacené smrciny a mokiady. Euroasijsky druh
roste také na vyvysenéjSich a susSich mistech - v alpinské a arktické tundre. Klikva, jako
vSechny vfesovcovité, Se vyznacuje schopnosti rist za velmi nepfiznivych podminek,

na chudych a kyselych ptidach. Zivotng dileZitou vlastnosti téchto rostlin je symbiotické souziti



s vieckovytrusnymi houbami - mykorhiza, umoziiuje jim Cerpat Ziviny ze zdroju pro jiné rostliny

nedostupnych™®.

1.3 Popis druhu

Klikva velkoploda tvoii vytrvalé, vzdyzelené, poléhavé ketfiky. Hlavni lodyha je dfevnatd,
plaziva, az 2 m dlouha, v pazdi pupeni vyrtstaji adventivni vlaskovité kotfeny, z lodyhy
odstupuji vertikalné rostouci, do vysky asi 15 cm, bohaté¢ olisténé vétve. Listy jsou drobné,
kozovité, kratce tapikaté, elipsovité, s nepatrné podvinutym okrajem cepele. Tyto xeroformni
listy a takzvany erikoidni vzhled se mimo jiné vysvétluje prizptisobenim rostlin k nedostatku

dusiku v pﬁdélo.

Kvéty vyrustaji jednotlivé, z Gzlabi listli, na dlouhych nitovitych kvétnich stopkach. Koruna

Vazccemesern wmarone ' o

ot ad . M i e

Obr. 1 Vyobrazeni Vaccinium macrocarpon. Pievzato z Katalogu rostlin péstovanych
v Kralovské botanické zahradé v Kew™ (William Aiton 1789).
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je ctyicetna, s cipy obracenymi nazpét, barvy bilé az rizové. Ty¢inky maji purpurové, chlupaté
nitky a Zluté zbarvené trubkovité protazené prasniky®®. Ty&inky spolu s pestikem tvoii konicky
utvar obraceny k zemi a kvét je svéSeny dolii. NejspisSe pravé pro podobnost kvétu klikvy
S jefabem - ptakem s dlouhym krkem a ¢ervenavou hlavou, prvni americti osadnici tuto rostlinu
pojmenovali cranberry (anglicky crane - jetab). Diky svym plodim - kulatym az ovalnym jasné

¢ervenym vicesemennym bobulim - je klikva odeddvna velmi cenénou rostlinou.

2. Péstovani - historie a soucasnost

Pivodni severoamerické kmeny znaly a vyuzivaly plody klikvy jako lé¢ivo, pochutinu,
prostiedek ke konzervaci masa a jako barvivo. Da se fict, Ze to byli praveé Indiani, kdo zacali tuto
rostlinu kultivovat. Vypalovali rozsihld tizemi jejiho vyskytu, aby zabranili zalesnéni, obnovili
staré porosty a zvysili irodu. Stala se oblibenou i mezi prvnimi osadniky - je soucasti tradi¢niho
obéda v Den dikuvzdéani. Plody klikvy se sbiraji na podzim az po pfemrznuti, na rostliné
vSak vydrzi i do ptistiho jara. Protoze se daji pomérné dlouho uchovavat ¢erstvé jen ve vodném

nalevu, bezpochyby slouzily mnohym moteplavcim jako prostiedek proti kurdéjimlz.

Za prvniho péstitele klikvy se povazuje Henry Hall, s kultivaci zacal v roce 1816 ve staté
Massachussets'?. Klikva se v té dob& za&ina dovéazet i do Evropy, aviak Britové ji dozajista znali
uz dlouho pted tim. William Aiton ve svém katalogu rostlin péstovanych v Kralovské botanické
zahradé v Kew'™ z roku 1789 popisuje oba druhy - V. oxycoccos jako pivodni britsky

a V.macrocarpon jako ptivodni americky druh.

V moderni Americe je klikva doslova narodnim ovocem a péstuje se ve velkém. Je dilezitou
zemédélskou plodinou ve statech Wisconsin, Massachusetts, New Jersey, Oregon, Washington
a kanadskych provinciich British Columbia, New Brunswick, Quebec. Jen v USA se péstuje
na ploge 16000 hektarti a ro¢ni produkce je 7,5 miliondl bareld - asi 50 miliont tun klikvy®®.
Zajimavy je zpusob sklizné - takzvany ,,mokry*, kdy se plantdZe pomoci specialnich hrazi
zaplni vodou, bobule vyplavou na povrch a za pouziti strojii se utrhnou z vétvicek a shromazdi

k dal§imu sbéru.

Zminky o péstovani klikvy velkoplodé v Evropé nejsou Cetné. Péstuje se ve Skotsku, v severnim
Polsku, Bélorusku, avSak neni jisté, o ktery druh se jedna, a produkovand mnoZstvi
jsou zanedbatelna. Tam, kde neni klikva maloploda ohrozenym druhem (Skandinavie, Rusko)

sbira se divoce rostouci a tradi¢n€ se pouziva jako pochutina a 1écebny prostredek.
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3. Obsahové latky Vaccinium macrocarpon

O vyznamu klikvy jako 1é¢ivé rostliny vypovida skutecnost, ze je soucasti amerického 1ékopisu -
United States Pharmacopeia (USP). Stat™* nazvana Cranberry Liquid Preparation uvadi, Ze se
jedna o jasné Cervenou $tavu z ploda Vaccinium macrocarpon nebo Vaccinium oxycoccos. Zda
se, 7e tyto dva druhy se vyznamng nelisi slozenim®. Aviak kultivovany V. macrocarpon existuje
v ruznych vyselektovanych varietach, naptiklad s vys$s§im obsahem vstiebatelnych antioxidantt.
Je Siroce pouzivan v potravinaistvi a farmacii a tesi se intenzivnimu vyzkumu. Proto v praci

popisuji prave tento druh.

Klikva velkoploda poskytuje Sirokou Skalu biologicky aktivnich latek. V dnesni dob¢ je urceno
asi 150 z nich'®, Guay ve své praci'’ uvadi az 248 obsahovych latek. Tabulka | shrnuje
nejdulezitéjsi z nich, uvadi funkci latek v rostling, nasledné pak v lidské stravé a potencidlni

ucinky na zdravi ¢lovéka.
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Tabulka |

Piehled obsahovych latek Vaccinium macrocarpon s potencialnimi pozitivnimi G¢inky na zdravi

. o . . Vlastnosti Potencialni
Druh slou¢eniny Priklad latky Funkce v rostling v produktech aginky na zdravi
Flavonoidy:
peonidin-3-O- , y . . PN, AOX, NP,
Anthocyany galaktosid barevny atraktant  Cervené zbarveni PKS
quercetin-3-O- barevny atrakiant, pigment, PN, PZ, AOX,
Flavonoly : reprodukce, UV L
galaktosid antioxidant PKS
protekce
Flavanoly epikatechin obrana proti adstringentni PN, PZ, AOX,
(katechiny) P patogeniim chut’, antioxidant PKS
Proanthocyanidin rocyanidin A2 O:trsn:nﬁm prot adstringentni AAB, AOX, AU,
yanidiny - procy patogentm, chut, antioxidant  AAV, PKS, NP
strukturni
, ., cyanidin- y v
Polyfneml barevné pentosid- barevny atraktant ce_:rvenohnedy AOX, AAB,
slouceniny flavan-3-ol pigment AAV
Neflavonoidni
slouceniny:
o adstringentni
Polyfenoly resveratrol ruzné chut, antioxidant PN, PZ, AOX
, kyselina antioxidant, vonny . . PN, PZ, AOX,
Jednoduché fenoly salicylova atraktant vung, antioxidant PKS
Nefenolické
slouceniny:
Organické kyseliny :Zlfslrlbn:vé antibakterialni  kysela chut PN, AOX
Polysacharidy pektin strukturni gelotvorna latka PN, AOX
Sacharidy fruktosa zasoba energie sladka chut’ AAB, PN

Pouzité zkratky: AAB = antiadhezivni G¢inek na bakterie, AAV = antiadhezivni u¢inek na viry,
AOX = antioxida¢ni, AU = antiulcer6zni, NP = neuroprotektivni, PKS = pozitivn¢ plisobici na

L4

ORI

Nejvetsi skupinou jsou flavonoidy. Tento pojem je vzhledem k rozmanitosti latek k nému

pfitazovanych velice Siroky. Obecné jsou flavonoidy latky se zakladni strukturou C6-C3-C6,

dvé benzenova jadra (kruhy A a B) spojena propanovym mistkem, ktery spolu s fenolickym

kyslikem tvoifi kruh C. Jednd se o derivaty zdkladni struktury - flavanu (nebo také

13



fenylchromanu), chemicky 1-fenyl-2H-benzopyranu. Podle stupné oxidace kruhu C potom
rozliSujeme skupinu flavoni (zahrnuje flavony, flavonoly, flavanony) — bezbarvych az zlutavych
latek (flavus=Zluty), k nimz se fadi citrusovy hesperidin a jiné vyznamné 1éCivé latky jako
kvercetin, rutin, diosmin, a skupinu flavanoli (flavan-3-oli) — bezbarvych az rtzovych
sloucenin, kterda zahrnuje dvojice isomerd katechin a epikatechin, gallokatechin
a epigallokatechin. Kondenzaci téchto jednoduchych katechini vznikaji dimerni, oligomerni
nebo az polymerni slouceniny - proanthocyanidiny, vice znamé pod pojmem kondenzované

tiisloviny, napiiklad jako hlavni slozky &aje'®,

3.1 Jednoduché cukry a polysacharidy

Obsah jednoduchych cukrt (glukosa, fruktosa, sacharosa) je asi 4 g na 100 g Cerstvého ovoce™.

Polysacharidy jsou zastoupeny hlavné pektinem, celulosou a hemicelulosou. Monomerni
jednotky rozpustné polysacharidové frakce jsou nejcastdji arabinosa, glukosa a galaktosa'®.
Tyto cukry se také nejCastéji Gcastni glykosidové vazby s aglykony flavonoidi. Vznikajici
O-glykosidy jsou béznou formou vyskytu flavonoidnich slou¢enin, vyhodnou pro rostlinu

z hlediska rozpustnosti a skladovani®®.

3.2 Nefenolické organické kyseliny

Tvoii 2,67 az 3,65 % vahy cerstvého ovoce. Tti nejvice zastoupené kyseliny — chinova,
citronova a jable¢na jsou pfitomné ve velmi stalém vzajemném poméru (1: 1 : 0,75), ¢ehoz
se vyuziva k hodnoceni kvality a totoZnosti klikvovych produktd, zejména dZusi. Obsah

kyseliny askorbové je primérny, ato 11,5 mgna 100 g plodﬁlG.

3.3 Jednoduché fenoly a benzoaty

Tyto latky jsou v klikvé piitomné v nezvykle velkém mnoZstvi. K charakteristické vuni
Cerstvého ovoce vyznamné piispivaji zejména kyselina benzoova (4,7 mg na 1 g ovoce),
benzylalkohol, benzaldehyd abenzylbenzoat. Z derivati kyseliny hydroxybenzoové jsou ve
znaéném mnozstvi pritomné také kyselina vanilinova (0,05 mg/1 g), 2,4-dihydroxybenzoova
(0,04 mg/1 g), salicylova (0,02 mg na 1 g). Druhou skupinu tvofi kyselina skoficova
(0,02 mg/l g) a jeji derivaty — kyselina p-kumarova (0,25 mg/1 g), sinapova (0,21 mg/1 g),
kavova (0,16 mg/ 1 g).
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Celkovy obsah fenolickych kyselin byl stanoven na 0,57 % vahy Cerstvého ovoce. Jen mala
cast (asi 10 %) se nachazi ve volné form¢ a vétSina je esterifikovana cukry, polysacharidy
bunécné stény a jinymi makromolekulami?®, Napiiklad kyselina chlorogenova v mnozstvi 5,1 mg

na 1 | dzusu byla detekovana az po kyselé hydrolyze vzorku®.

3.4 Polyfenoly neflavonoidni povahy

v

Obsah trans-resveratrolu (bioaktivnéjsi izomer resveratrolu) v ¢erstvém klikvovém dZusu neni
zanedbatelny — pfiblizné 0,2 mg/l. Nedosahuje sice obsahu této cenné latky v Cerveném ving
(kolem 14 mg/l), ale je porovnatelny s obsahem v dzusu grepovém (az 0,5 mg/l). Uvadi se
také obsah celkového resveratrolu (trans- i cis-forma) zjistény v divoce rostoucich
plodech-0,9mg/lg suché vahy. Zajimavy je obsah  lignanu s estrogenni
aktivitou - secoisolariciresinolu (vyskytuje se jako diglukosid, SDG), ktery je v porovnani

S jinymi rostlinnymi zdroji vyznamny, uvadi se 10,54 mg/1 kg suché Véhy16.

3.5 Terpeny a jejich derivaty

Analyzou aromatickych latek obsazenych v klikvé bylo zjisténo 19 rlznych terpenti, naptiklad
nerol, limonen, linalool, myrcen, a- a B-pinen. Pievazujici je o-terpineol?!. Plody klikvy jsou
dobrym zdrojem kyseliny ursolové — obsah se uvadi mezi 60 az 110 mg na 100 g plodd,
coz je mezi jinymi bobulemi rodu Vaccinium (V. vitis-idaea, V. oxycoccus, V. angustifolium)
zcelanejvice. Ve slozeni byly téz identifikovany ziidka se vyskytujici derivaty této

kyseliny - jeji estery s kyselinou cis- a trans-3-O-p-hydroxyskoficovou®.

3.6 Anthocyany

Latky velice roz§ifené v rostlinach, hlavné v plodech a kvétech, jsou zodpovédné za atraktivni
zbarveni. Jako vétSina flavonoidl, nevyskytuji se samostatné jako aglykony (anthocyanidiny),
ale ve form¢ glykosylované — ve spojeni s jednou ¢i vice cukernymi jednotkami. Glykosylovana
forma je stabilngjsi a rozpustnd ve vodé, méni svoje zbarveni podle pH prostfedi. Cerveny
flavylium-kation je stabilni pfi hodnotdich pH 3 a niz§ich®®. Hlavnimi anthocyany jasné

cervenych klikvovych plodu jsou 3-monogalaktosidy, 3-monoarabinosidy a 3-monoglukosidy
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cyanidinu a peonidinu. Ve zpracovanych produktech (dzusy, susené plody) byla identifikovana
fada dalSich. K celkovému poctu 13 riznych anthocyant pfispivaji glykosidy malvidinu,
pelargonidinu, delphinidinu a petunidinu. Tyto vSak tvofi piiblizn€ 1% celkového obsahu
anthocyand a je otazkou, zda nejsou pouze artefakty vzniklymi jednak béhem priamyslového
zpracovani, jednak pfi pfipravé a analyze vzorkd. Celkovy obsah anthocyant kolisa od 13,6
do 140 mg na 100 g cCerstvého ovoce v zavislosti na stupni zralosti a odrid¢é. Zna¢né¢ mensi
mnoZstvi obsahuji dzusy — od 1,2 do 2,5 mg na 100 ml‘®. Mensi obsah v dzusu se dé vysvétlit
mimo jiné tim, ze se anthocyany kumuluji ve slupce (exokarpu) bobule a pii bézném zpracovani

zustava velkd ¢ast z nich ve zbytcich po lisovani.

3.7 Flavonoly

V plodech V. macrocarpon se predpoklada existence az 22 ruznych struktur, 15 z nich jiz bylo
identifikovano. Nejvice zastoupené jsou glykosidy kvercetinu (naptiklad hyperosid v koncentraci
7,04 mg/100 g), myricetinu (myricetin-3-arabinosid v koncentraci 3,75 mg/100 g), a v mensi
mife kemferolu. S celkovym obsahem flavonolti mezi 20 az 40 mg na 100 g cerstvého ovoce je
klikva jednim z nejbohatSich zdroji téchto latek. Ovsem, jako i v pfipad¢ jinych flavonoidd,
obsah latek ve zpracovanych produktech byvéa znaéné mensi. Naptiklad koncentrace hyperosidu
Vv klikvovém dzusu klesa na 2,32 mg/100 ml, tedy vice nez o polovinu ve srovnani s ¢erstvymi

plody™®.

3.8 Flavan-3-oly (katechiny)

Sdili stejnou strukturu s flavonoly, ale postradaji karbonylovou skupinu na C-4 (uhlik ¢islo
4 kruhu C). Na rozdil od jinych flavonoidl se v rostlindch objevuji jako volné aglykony,
protoze jsou ve vod¢ dobfe rozpustné 1 bez glykosylace.

Jednotlivé katechiny (jak se flavan-3-oly souhrnné oznacuji) se rozliSuji podle poctu a poloh
hydroxylovych skupin a podle konfigurace na dvou pfitomnych centrech chirality (C-2 a C-3).
Nejcasteji se vyskytuje dvojice isomerd (—)-epikatechin (stereochemie vazby C2 — C3 je cis)
a (+)-katechin (trans-isomer). Jsou to pentahydroxyflavany, obsahuji 5 hydroxylovych skupin
vV polohach 3, 5, 7, 3" a 4'. Analogicky se vyskytuje dvojice hexahydroxyflavani (3, 5, 7, 3',4,5"),
a to (-)-epigallokatechin a (+)-gallokatechin?*.
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Nejcastéjsim katechinem klikvy je (—)-epicatechin (4,5mg/100 g). Celkovy obsah
monomernich flavan-3-olii je ve srovnani s jinymi druhy ovoce prim&my, a to 7 mg/100 g'®.
Reakcemi katalyzovanymi svétlem, teplem a pisobenim kysliku se flavan-3-oly spojuji s dalSimi
latkami. Napiiklad ester s kyselinou gallovou (-)-epigallokatechin-gallat (EGCG) je vyznamnou
slozkou zeleného ¢aje. V plodech klikvy byly identifikovany (+)-gallokatechin-gallat
(0,4 mg/100 g), (-)-epigallokatechin-gallat (1,9 mg/100 g) a vétsi mnozstvi (+)-katechin-gallatu
(7,9 mg/100 g), ovSem az po hydrolyze vzorku, proto je tfeba existenci a obsah téchto latek
v klikvé ovéfit. Ne zcela potvrzena je také existence oligomernich sloucenin flavanola
s anthocyany (napriklad cyanidin-pentosid-flavan-3-olu)*®.

Monomerni katechiny se také spojuji navzijem a tvoii tak zdklad Siroké skupiny latek

zvanych proanthocyanidiny.

3.9 Proanthocyanidiny

Proanthocyanidiny (PAC) jsou v rostlinach a rostlinnych produktech druhou nejrozsitené;jsi
skupinou flavonoidii. Pravé PAC jsou zodpovédné za sviravou (adstringentni) chut’ ¢erveného
vina, ¢aje nebo Cokolady. Schopnost tvorit komplexy s bilkovinami, polysacharidy, kovy
a alkaloidy se vysvétluje jejich vysokou relativni molekulovou hmotnosti a velkym poctem
volnych  hydroxylovych  skupin. Pro tyto vlastnosti se PAC oznacuji jako
kondenzované tfisloviny  (druhou  strukturné¢  odliSenou  skupinu  tfislovin  tvofi
tiisloviny hydrolyzovatelné - estery kyseliny gallové a ellagové s glukosou?”.

PAC se objevuji jako dimery az polymery vzniklé enzymatickou kondenzaci flavan-3-olovych
jednotek. Spole¢nou vlastnosti proanthocyanidini je to, Ze zahfivanim v kyselém prostiedi
poskytuji anthocyanidiny, odtud jejich nézev. Podle toho, ktery typ flavanolovych jednotek
obsahuji a ktery typ anthocyanidinu nasledné poskytuji, se déli na nékolik skupin. Nejcasté;jsi
jsou procyanidiny (s 3'4'-dihydroxysubstituci kruhu B, tedy sestavajici z katechinu a
epikatechinu) a prodelfinidiny (s 3',4'5-trihydroxysubstituci - z gallokatechinu nebo
epigallokatechinu)?*.

NejcastéjSim typem interflavanovych vazeb jsou C — C vazby mezi C-4 (uhlik ¢islo 4)
jednoho flavanolu (,,horni* jednotka) a C-6 nebo C-8 druhého (,,dolni“ jednotka). Takové PAC
se oznacuji jako tzv. B-typu (dimery) a C-typu (trimery). V ptirodé mén¢ rozsifené PAC typu A
obsahuji kromé vazby C — C jesté navic vazbu typu C — O, a to mezi C-2 horni monomerni

jednotky a kyslikem na C-7 jednotky dolni. Nazvoslovi PAC je analogické jako u polysacharidu.
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V nazvu se uvadi jednotlivé monomery, v zavorce se uvadi typ a smér vazby (4 —),

a konfigurace na C-4 jako o nebo B. U A-typu se v zavorce uvadi ob& dvé vazby?.

Unikatni vlastnosti plodit V. macrocarpon je vysoky obsah a pfitomnost ziidka se vyskytujicich
typll proanthocyanidinti a s nimi spojené prospesné ucinky na zdravi ¢lovéka. Celkovy obsah
PAC v cerstvych plodech klikvy byl stanoven na 418 mg/100 g, pficemz mezi 21 hodnocenymi
druhy ovoce jen plody aronie m¢ly vétsi obsah. V souvislosti s neobycejné velkou strukturni
rozmanitosti PAC a jejich problematickym analytickym hodnocenim jen maléd ¢ast téchto latek
byla piesné definovana. V klikvé byly stanoveny dva dimery: procyanidin A-2 (epikatechin-
(4p—8, 2p—7)-epikatechin) a B-2 (epikatechin-(4p—8)-epikatechin). Dale tii trimery A-typu,
naptiklad epikatechin-(4—6)-epikatechin-(4p—8, 2B—7)-epikatechin. Pocetnéjsi jsou
tetramery a pentamery slozené pievazné z epikatechinovych jednotek, prodlouzené jednotkami
epigallokatechinovymi a katechinovymi a zakoncené pomoci vazby A-typu. Z celkové analyzy
PAC vyplyva, Ze jsou pritomné latky s 10 a vice jednotkami (pramérny stupent polymerizace
je 4,7), az 65 % z nich obsahuje alespon jednu vazbu typu A, ktera vétSinou piipojuje terminalni
jednotku. Koncové vazby typu A jsou pro klikvu velmi ptiznaéné. PAC tohoto typu se naSly ve

velmi malém mnozstvi v aragidech, v 88 jinych druzich ovoce zjistény nebyly™.

4. Utinky na zdravi spojené z konzumaci plodi a produkti z V.macrocarpon

ZvySeny obsah rostlinné slozky v potravé dobfe koreluje se sniZzenym vyskytem
kardiovaskularnich onemocnéni, poklesem rizika vzniku rakoviny a zpomalenim degenerativnich
procest a starnuti organismu. Kromé jiného prameni tyto G¢inky z obsahu latek fenolické
povahy a jejich antioxida¢niho plisobeni. Plody klikvy jsou bezpochyby bohatym zdrojem téchto
latek. In vitro antioxidacni kapacita obsahovych latek plodid V.macrocarpon patii k nejvyssim
ve srovnani sjinym b&zné¢ konzumovanym ovocem Vv USA™. Intenzivnd studovany jsou
a in vivo podporuji to, co je jiz znamo o prospésnosti rostlinnych metaboliti. Obecné se daji tyto

ucinky shrnout v n€kolika bodech:
* pfiznivé piisobeni na kardiovaskularni systém,
* protinadorové pusobeni,

* predchazeni vzniku neurodegenerativnich onemocnénti,
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*  modulace zanétlivych procesti.

Avsak nejznaméjSim tcinkem, ktery je pro plody klikvy charakteristicky a prameni z unikétni
skladby obsahovych latek, je inhibice adheze patogenti na cilovou tkan. Ukazuje se, ze latky
z proanthocyanidinové frakce obsazené v klikvé usnadnuji eradikaci Helicobacter pylori ze
zaludku a jsou vhodnym doplikem k antibiotické 1écbé. Plsobi také proti pfilnavosti a tvorbé
povlakl bakterii Streptococcus mutans a Porphyromonas gingivalis v dutiné ustni a pomahaji
pfedchézet rozvoji zubniho kazu a parodontitidy. Hodnoti se i plsobeni proti nejriznéj$im
virim, napiiklad proti enterovirim a virusu chfipkyzs. Jiz tradi¢ni je pouziti klikvy proti

infekcim mocovych cest.

4.1 Infekce mocovych cest

Infekce mocovych cest (IMC) jsou po infekcich cest dychacich druhymi nejcastéjSimi.
V populaci v reprodukénim véku postihuji az 50 krat Castéji zeny nez muze. Uvadi se,
ze az 30 % zen prodéla aspont jednou za zivot infekci mocovych cest. IMC jsou definovany
jako piitomnost vyznamného mnozstvi bakterii ve vyvodnych mocovych cestach, v ledvinovém
parenchymu (pyelonefritis) nebo v prostaté. Az v 90 % piipadu je piivodcem gramnegativni
bakterie Escherichia coli, ktera je béznou soucasti stievni flory a do mocového traktu pronika
vzestupnou cestou?’. Nejdast&ji se vyskytuji infekce dolnich mo&ovych cest - mocové trubice
(urethritis) a mocového méchyie (cystitis). Projevuji se bolesti v podbfisku, fezavym mocenim
a ¢astym nucenim na moceni. Nékdy je prub¢h asymptomaticky. Komplikovana infekce mize
vyustit v akutni pyelonefritidu projevujici se tupou bolesti v bederni krajiné a vysokou teplotou
a vyzadujici neodkladnou I€kafskou péci. Zvlasté nebezpecné jsou IMC u téhotnych Zen.
Nekomplikované IMC maji sklon k recidivam a pfechodu do chronicity. AZ tfetina Zen, které
prodélaly IMC, uvadi, Zze se infekce opakovala v priib&hu pfistich 6 mésici. Tyto opakujici
se IMC jsou pro pacienta obtéZujici, a v neposledni fad¢ jejich 1écba je znacné nékladna. Léky
prvni volby u nekomplikovanych IMC jsou trimetoprim a sulfametoxazol podavané v kombinaci
po dobu tii dnd. Dal§i moznosti jsou nitrofurantoin nebo fluorchinolony. DilezZitou soucasti
lécby by mélo byt zjisténi citlivosti etiologického agens. Od jednordzového ¢i jednodenniho
podani 1ékti se dnes pro malou ucinnost naStésti upousti. Pii recidivujicich infekcich
se antibiotika podavaji dlouhodobé¢ - tydny az mésice. Velkym problémem je vznik rezistentnich

kment bakterii, jeZ prameni z astého &i nespravného pouzivani antibiotik®,
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4.2 Jak pisobi V. macrocarpon proti infekcim?

Plody V. macrocarpon a jejich obsahové latky se jako mozna alternativa v 1é¢bé a prevenci

IMC staly predmétem intenzivniho vyzkumu.
4.2.1 Doklady o ucinnosti

Klinické studie dokladaji, ze po n¢kolikatydenni kazdodenni konzumaci klikvy a jejich produkti
(dzusy, extrakty, suSené prasky) se u sledovanych skupin Zen sniZzuje pocet bakterii v moci
a/nebo snizuje vyskyt IMC. Metaanalyza vybranych randomizovanych placebem kontrolovanych
studii publikovanych do roku 2006 stanovila relativni riziko symptomatickych IMC po 12
mésicich uzivani produktd z klikvy na 0,65, tedy 35 % sniZeni rizika?’. Piehled studii zahrnutych
do metaanalyzy uvadi tabulka Il. Z dat také vyplyva, Zze V. macrocarpon pisobi vyhradné jako
preventivni prostfedek, zabrafiuje vzniku infekce, nepiisobi vSak na jiz rozvinutou IMC. Zda
se také, ze pozitivni ucinek se specificky projevuje u zen. Na skupiny se zvySenym rizikem
vzniku IMC, jako jsou starsi lidé a pacienti vyzadujici katetrizaci, suplementace klikvovymi

produkty neméla Z4dny, nebo jen maly pozitivni uginek 2?2,

Tabulka Il

Piehled klinickych studii zahrnutych do metaanal}'lzy27 Jepsonové a Craiga (2007)
Prevzato z prace®® Shmuely (2012).

Skupina pacientl VéEk pacientil Pocet Typ IMC Uginek

studii  pacientl

Mladi 21 1 319 symptomaticka ne

Dospéli 31-42 3 318 symptomaticka ano

Starsi 81 - 82 2 405 symptomaticka ne
78,5 1 192 pyurie ano

Pacienti s katetrizaci mo¢ového méchyte
Déti 9-18 2 55 symptomaticka ne

Dospéli neupiesnén 2 69 symptomaticka ne
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Vysledky dvou nedavno publikovanych klinickych studii®**

S pediatrickymi pacienty vSak
naznacuji, Zze by klikvové produkty mohly byt bezpecnou a ucinnou terapii u déti s rekurentnimi
IMC. Do prvni studie®® byly zahrnuty déti ve véku od 1 mésice do 13 let, které mély alespon dva
piipady IMC za poslednich 6 meésicti. Hodnotilo se riziko vzniku IMC u pacienti 1é¢enych
trimetoprimem a u pacientll dostavajicich klikvovy sirup. Byla zjiS§téna minimalné stejna
ucinnost (noninferiorita) sirupu ve srovnani s antibiotikem a potvrzena bezpecnost tohoto
klikvového produktu pro déti. Druha studie® porovnavala preventivni uc¢innost klikvového
dzusu bohatého na PAC a klikvového dZzusu neobsahujiciho zadné PAC u déti s rekurentnimi

IMC. Vysledky potvrzuji jednak uc¢innost této terapie u déti (65 % sniZeni rizika onemocnéni),

jednak spojitost mezi touto uc¢innosti a obsahem proanthocyanidini v klikvé.

4.2.2 Mechanismus uéinku

Diive se predpokladalo, ze hlavnim mechanismem ucastnicim se na potlaceni infekce je
acidifikace moci diky zvySené exkreci fenolickych kyselin, naptiklad kyseliny salicylové,
a bakteriostatické ptisobeni kyseliny hippurové - metabolitu kyselin benzoové a chinové. Tento
mechanismus vSak nebyl potvrzen a po konzumaci klikvy nebo jejich produkti nebyly zjistény
vyrazné zmény pH ani dostate¢né hladiny kyseliny hippurové’’. Dnes se piedpoklada,
ze obsahové latky klikvy uc€inkuji hlavné prostiednictvim inhibice adheze bakterii
Escherichia coli na epitel mocovych cest. Klicovym krokem k iniciaci infekce je uchyceni
bakterii osidlujicich periuretralni oblast na epitel mocové trubice a nasledna kolonizace
postupujici nahoru k moc¢ovému méchyfi27. Kmeny E. coli schopné této adheze jsou opatiené
fimbriemi. Jsou to vlasovité proteinové utvary, na nichz bakterie vystavuji adheziny — specifické
struktury, které se selektivné vazi na urcité glykoproteinové nebo glykolipidové slozky bunécné
stény hostitele a umoznuji tak bakteriim pfilnout k epitelu. Uropatogenni kmeny E. coli disponuji
dvéma typy adhezinl. Na fimbriich typu 1 jsou adheziny vaZici manosu (manosa senzitivni

3.3 Tento

adheziny). Pfilnavost bakterii tohoto typu (I-typu) inhibuje fruktosa in vitro
mechanismus pusobeni klikvy proti IMC ale nebyl potvrzen, ani jiné ovoce bohaté na fruktosu
takové plisobeni nevykazuje, fruktosa je v téle metabolizovéana jako zdroj energie'’. Druhy typ
adhezini (manosa rezistentni) je vystaven na P-fimbriich a vaze se na disacharidovou
(a-Gal(1—4)B-Gal) strukturni jednotku bunécné stény hostitele®®. Tento receptor je také
pfitomny na erytrocytech — pfi styku s E. coli opatienymi P-fimbriemi podléhaji erytrocyty
hemaglutinaci. Inhibice hemaglutinace se stala jednou z metod zkouSeni antiadhezivni aktivity

obsahovych latek klikvy. Uropatogenni E. coli s P-fimbriemi jsou zodpovédné za velkou Cast
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IMC a pocetné studie dnes potvrzuji, ze latkami inhibujicimi adhezi téchto bakterii jsou

proanthocyanidiny?.

Pfesny mechanismus pusobeni zatim nebyl definovan, z vyzkumu ale vyplyva, Ze je
adhezin-selektivni a Ze PAC inhibuji E. coli s P-fimbriemi a jsou neu¢inné vaci E. coli s
fimbriemi typu 132, Bakterie p&stované v médiu obsahujicim klikvovy dzus méni svij tvar,
coz muze ovliviiovat jejich schopnost prilnout k epitelu. Je také mozné, ze PAC snizuji
bakteridlni expresi fimbrii a adhezind, a to inhibici enzyml zodpovédnych za jejich syntézu.
Pisobeni PAC muze v bakteriich vyvolavat stresovou odpovéd’ a posunovat je do vyvojového
stadia, kdy geny odpovédné za expresi virulentnich faktori nejsou funkéni®®.
Vsak nejpravdépodobnéjsim mechanismem se zdd byt navozeni konformacnich zmén ve
struktufe fimbrii latkami povahy tfislovin obsazenymi v klikvé. Ve studii®, ktera sledovala
zmény adhezivnich sil P-fimbrii a hodnotila bakterialni povrch E. coli, bylo zjisténo, Ze po tiech
hodinach pisobeni klikvového dzusu se fimbrie zkratily na 1/3 své plivodni délky a snizily se
i adhezivni sily mezi bakteriemi a umélym povrchem. Zkraceni délky a zvySeni hustoty
proteinovych polymerti jsou zfejmé zpUsobeny tfislovinami, které rusi tercidlni strukturu
apisobi denaturaci proteind fimbrii*>. Dimerni a oligomerni proanthocyanidiny vykazuji
vlastnosti tfislovin. Maji dostatecny pocet hydroxylovych skupin (min. 8), aby reagovaly
S hydrofilnimi skupinami proteinli, a vysokou relativni molekulovou hmotnost (nad 600),
aby interagovaly s vétsi plochou bilkovinnych struktur a vyvolavaly konformacni zmény
ve fimbriich™®. Studie® porovnavajici antiadhezivni aktivitu jednotlivych typti PAC z rtiznych
zdroju zjistila, ze PAC A-typu izolované z klikvy tuto aktivitu vykazuji, zatimco PAC typu B
Z jable¢ného dzusu, zeleného Caje a Cokolady nikoliv. Stejné tak ex vivo antiadhezivni ucinky
moce jedinct, kteti konzumovaly potraviny bohaté na proanthocyanidiny, se projevovaly pouze
po konzumaci klikvového dzusu. Konzumace jable¢ného a grepfruitového dzusu, zelen¢ho Caje
ani ¢okolady se na antiadhezivni aktivit¢ moce neprojevovaly. Vyhradni u¢innost PAC A-typu
muze byt vysvétlena povahou pfitomné dvojité vazby, ktera zpiisobuje mensi ohebnost molekuly
a vetsi schopnost vazat se na bilkovinné struktury, nebo hraje roli v tvorbé zatim neznamych

’ e ’ :.031
ucinnych metaboliti.

4.2.3 Biodostupnost proanthocyanidint

V rozporu ucinnosti dolozenou in vitro a ex vivo zistava otazka biodostupnosti PAC, jejich
vstiebatelnosti a metabolismu. Biodostupnost ziejmé¢ zavisi na velikosti molekuly.

O polymernich proanthocyanidinech z riznych zdroji se uvadi, Ze se bud’ nevstfebavaji viibec a
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vylucuji se navazané na slozky potravy, nebo jsou degradovany v kyselém prosttedi zaludku na
krat§i a vstiebatelngjsi oligomery, & rozloZeny stfevni florou na dalsi fenolické produkty®.
O mensich oligomernich PAC bylo in vitro zjisténo, Ze by mohly byt vstiebatelné. Dimerni
procyanidin A2, trimer a tetramer A-typu ziskané z klikvy prochazi ptes vrstvu buné¢k lidského
intestinalniho epitelu, oviem jen v malém mnozstvi (0,6 %, 0,4 % a 0,2 %)*. Osud jednotlivych
typt PAC v organismu mize byt mimo jiného zavisly na pevnosti vazby mezi monomery.
slozeni moci po osmitydennim podéavani klikvového prasku, byly jako hlavni metabolity v moci
detekovany kyselina hippurova, salicylova, dihydroxybenzoové a glukuronid kvercetinu, ovSem
74dné PAC. Jina studie®® zjistila velmi mala mnozstvi PAC v mo¢i zvitat krmenych klikvovymi
produkty. Spatna biodostupnost oviem nemusi znamenat absenci uéinku in vivo. PAC piisobi
antioxidacné ve stfevu, neutralizuji Skodlivé latky a brani jejich vstiebani, Setfi tak endogenni
antioxidanty, které pak mohou ptisobit jinde v téle. Takto nepiimo se da vysvétlit i plisobeni
PAC proti IMC. Je mozné, ze na uropatogenni bakterie ptisobi jiz v tlustém Stievu a ovliviiuji
jejich schopnost kolonizovat v mocovém traktu. Je také mozné, ze antiadhezivni aktivitu v moci

vykazuji zatim neznamé metabolity PAC™,

5. Dopliiky stravy odvozené z Vaccinium macrocarpon

Jak shrnuje ve své prehledové praci®’ Jepson, klikva a klikvové produkty mohou byt doporudeny
k prevenci IMC a snizeni poctu jejich recidiv u zen ve fertilnim véku. Studie zahrnuté do
piehledu hodnotily ucinnost klikvového dzusu (v 6 ptipadech), piipravki ve formé tablet
(ve 3 piipadech), v jednom ptipadé se hodnotily obé formy. Jako ucinnd denni davka uréena
na zékladé davek pouZivanych ve studiich se uvadi 240 az 300 ml dZusu, ktery obsahuje 25 %
ovocné slozky. Vysoké procento vysazeni dZzusu béhem terapie (az 55 %) poukazuje na Spatnou
akceptovatelnost této formy po delSi dobu. Dopliikky stravy se zdaji byt dobrou alternativou.
Neobsahuji cukr a pacienti nemusi ménit svoje stravovaci navyky. Nevyfesenou otazkou zlstaly
délka uzivani a davkovani produktd, a to predevsim pro obtiznou porovnatelnost z hlediska

obsahu Gc¢innych latek.
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5.1 Davkovani

Dnes jiz jsou k dispozici studie zabyvajici se vztahem mezi antiadhezivni aktivitou a t¢innou
koncentraci ¢i davkou PAC. Ve studii®’, ktera sledovala in vitro antiadehzivni aktivitu komeréng
dostupného klikvového extraktu na uropatogenni E. coli, byla zaznamenana linearni zavislost
mezi uéinnosti a koncentraci PAC Vv inkuba¢nim médiu (od 5 do 75 pg/ml) Autofi shrnuji,
ze PAC pusobi jiz ve velmi malé koncentraci a Ze i pies jejich Spatnou biodostupnost by této
ucinné koncentrace mohlo byt dosazeno, pokud by se do moci vyloucilo alespoit 1 % z davky
2,7 mg PAC obsazenych v jedné kapsli testovaného komeréné dostupného ptipravku. Placebem
kontrolovana randomizované studie®, jez hodnotila antiadhezivni vlastnosti moci po podéani
klikvového extraktu (36 nebo 108 mg), zaznamenala vyrazny efekt zavisly na davce.
Ze 4 hodnocenych kmenti uropatogenni E. coli byli ovlivnény vSechny, véetné kmenu

s fimbriemi typu 1 a dvou kment rezistentnich k antibiotikiim.

Dalsi klinicka studie®® hodnotila antiadhezivni pusobeni moc¢i po podani klikvového prasku
standardizovaného na obsah proanthocyanidinii. Opét byl zaznamenan U¢inek zavisly na davce,
pficemz podani 18 mg PAC m¢lo vyrazné mensi efekt ve srovnani s ddvkami 36 a 72 mg. Mo¢
byla hodnocena za 1 az 6 hodin po podani, kdy se ptedpoklada nejvyznamné;jsi eliminace PAC, a
nasledné za 24 hodin ke zhodnoceni zbytkové aktivity. Autofi shrnuji, Ze davka 36 mg PAC
denné¢ je postacujici k dosazeni antiadhezivniho G¢inku na uropatogenni E. coli. Pro dlouhodoby
efekt, ktery pretrvava po 24 hodin, vSak doporucuji 72 mg PAC rozdélenych do dvou dennich
davek.

Na zaklad¢ téchto a jinych klinickych studii francouzsky ufad pro bezpecnost potravin (AFSSA)
schvalil, ze uzivani 36 mg PAC denn¢ ve formé¢ 6 raznych klikvovych produktii ptispiva
k omezeni adheze nékterych uropatogennich kment E. coli ke sliznici mocového traktu®®,
Evropska komise a Evropsky utad pro bezpecnost potravin (EFSA) vSak zadné takové zdravotni

tvrzeni zatim neschvélily40.

5.2 Hodnoceni ucinnosti dopliiki stravy

Zajimava je klinicka studie™, ktera hodnotila u¢innost dlouhodobého podavani dopliku stravy
z klikvy (500 mg klikvového extraktu dvakrat denné) ve srovnani s poddvanim antibiotik
(kombinace trimetoprimu a sulfametoxazolu, 480 mg) v profylaxi recidivujicich IMC u Zen
ve fertilnim véku. Béhem 12 mésicli podavani se alesponi jeden piipad IMC objevil u 78 % Zen

ve skupiné uzivajici dopln€k stravy a u 71 % ve skupin€ uzivajici antibiotikum. Po 1 mésici
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terapie se také hodnotil vznik rezistence uropatogennich E. coli k antibiotiku — rezistentnich bylo
28 % bakterii izolovanych z moce zen uzivajicich dopln€k stravy a 91 % ze skupiny
s antibiotikem. Ucinnost podavani doplitku stravy byla mens$i, ale tato terapie nepfispivala

ke vzniku rezistentnich kment bakterii.

Autofi jiné studie®, ktera hodnotila preventivni u¢innost klikvového dzusu a tablet s obsahem
klikvy, ptedpokladaji, ze tento alternativni pfistup k prevenci IMC je ekonomicky vyhodné&jsi
nez konvenéni 1écba antibiotiky, zvlasté pak v pfipadé, Ze pacienti trpi infekcemi castéji nez

dvakrat ro¢né.

5.3 Bezpecnost uzivani dopliiku stravy

Klikva a klikvové produkty jsou bezpecné, pokud se uzivaji doporucenym zpisobem a
V pfiméfeném mnozstvi. Jako bezpecny pro déti se uvadi pouze klikvovy dzus. Terapeutické
pouzivani v thotenstvi a b&hem laktace se pro nedostatek informaci nedoporuduje®.
To je tieba zvazit s ohledem na riziko uzivani antibiotik v t€hotenstvi. IMC jsou v téhotenstvi
nebezpecné — antibiotika se nasazuji i pfi asymptomatické infekci. Pokud by klikvové produkty
snizovali Cetnost IMC u t¢hotnych Zen k témto infekcim nachylnych, mohlo by to znamenat

omezeni uzivani chemoterapeutik.

5.4 Nezadouci ucinky spojené s uzivanim

Klikvové produkty jsou dobie tolerovany. Pfi nadmérné konzumaci dzusu (nad 3 litry) se mohou
objevit nevolnost, zvraceni nebo prijem. Uvadi se také, ze dlouhodoby piijem vice nez 1 litru
dZusu denné¢ miiZze zvySovat riziko tvorby uratovych kamend, a to kvili snizovani pH mo¢i®.
Ve dvou studiich**, které sledovaly vliv klikvového dzusu na sloZeni moci, byly zjistény jen
nepatrné zmény pH, avSak zvySené koncentrace vapniku (az o 20 %) a vyrazné zvySeni
koncentrace oxalatu (az o 50 %). Autofi shrnuji, Ze klikvovy dZus a pravdépodobné i1 dopliky

stravy obsahujici klikvu mohou zvySovat riziko tvorby oxalatovych kament a proto by nemély

byt doporucovany pacientiim s prodélanou nefrolithidzou nebo snizenou funkcei ledvin.

5.5 Lékové interakce V. macrocarpon

Na zakladé in vitro studii a studii na zvifatech se predpoklada, ze by obsahové latky mohly
ovliviiovat isoenzymy cytochromu P450 a kinetiku nékterych lé¢iv, naptiklad flurbiprofenu

(CYP2C9) nebo nifedipinu (CYP3A4)*. Za inhibitory CYP3A4 z lidskych intestinalnich
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mikrosomi byly oznaGeny triterpeny izolované z klikvy (kyselina ursolova)*’. Studie in vivo

vSak neprokdzaly, Ze by tyto interakce byly klinicky vyznamné.

Nékteré kazuistiky spojuji uzivani klikvového dzusu se zvySenim INR (International normalized
ratio) a zvySenym rizikem krvaceni u warfarinizovanych pacientii. Mechanismus této interakce
neni znam. Predpoklada se, Ze by nékteré obsahové latky klikvy mohly inhibovat metabolismus
warfarinu prostfednictvim CYP2C9 a zvysovat jeho dostupnost v organismu. Mozné je také
farmakodynamické vysvétleni interakce. Kyselina salicylova obsazena v klikvé muze
zpusobovat hypoprotrombinémii. Britsky tfad pro kontrolu 1é¢iv (CSM/MHRA) na zakladé
zna¢ného poctu kazuistik (12) a nedostatku dat z klinickych studii vydal v roce 2004 doporucenti,
ze pacienti uzivajici warfarin by se méli vyhnout konzumaci dzusu a dalSich klikvovych

produkti, vietn& doplitkd stravy™®.

5.6 Zdravotni tvrzeni uvadéna v souvislosti s dopliiky stravy

Dopliikky stravy (DS) jsou definovany zédkonem o potravinach a tabakovych vyrobcich®.
Pozadavky na sloZeni DS, jejich oznacovani a zplisob pouziti dale upravuje Vyhlééka49. Podle
této vyhlasky se doplnkiim stravy nesmi pfisuzovat vlastnosti tykajici se prevence, 1écby nebo
vyléCeni lidskych onemocnéni nebo na tyto vlastnosti odkazovat. V otdzce zdravotnich tvrzeni
viak vyhlaska dale odkazuje na pfimo pouZitelné natizeni®® Evropského parlamentu a Rady.
Na zaklad€ tohoto nafizeni se maji postupné posoudit, schvalit a sjednotit vSechna tvrzeni, ktera
uvadi, naznacuji nebo ze kterych vyplyva, Ze existuje souvislost mezi kategorii potravin,
potravinou nebo nékterou z jejich slozek a zdravim™. Evropsky tfad pro bezpecnost potravin
(EFSA) ke dnesnimu dni posoudil zhruba polovinu piedlozenych zdravotnich tvrzeni. Seznam

schvalenych a zamitnutych tvrzeni zvetejiiuje Evropskéd komise v registru40.

Z celkového poctu 2037 posouzenych zdravotnich tvrzeni bylo schvaleno 241 tvrzeni, ktera se
tykaji zejména vitaminli, mineralnich a n¢kterych dalSich latek. Ostatni tvrzeni byla zamitnuta.
Jsou mezi nimi 1 tvrzeni spojujici uzivani V. macrocarpon a odvozenych produkti (dzust,
extraktl atd.) s takovymi ucinky na zdravi, jako je antioxidacni plsobeni, pfiznivé ptisobeni na
zdravi srdce a cév, podpora imunitniho systému nebo ochrana dadsni a Zaludec¢ni sliznice. Taktéz
nebyla schvalena obecnd tvrzeni tykajici se pfiznivého piisobeni na zdravi mocového Ustroji,
ani tvrzeni pfimo poukazujici na preventivni ucinek V. macrocarpon proti infekcim mocovych

cest.
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Ptikladem mize byt zadost spolecnosti Ocean Spray International Services (UK) Ltd. o vydani
stanoviska ke zdravotnimu tvrzeni tykajicimu se U¢inkd Ocean Spray Cranberry Products® na
infekci mocCovych cest u zZen. Navrhované tvrzeni zformuloval Zadatel takto: ,,Pravidelna
spotfeba dvou porci vyrobku obsahujiciho obvyklé mnozstvi 80 mg proanthocyanidinti z klikvy
pomaha snizovat riziko infekce mocovych cest u Zen tim, Ze potlacuje schopnost urcitych
bakterii ulpivat v mocovém traktu®. Na zéklad¢ predlozenych udaji dospél ufad k zavéru, ze
nebyl zjistén pricinny vztah mezi spotfebou Ocean Spray Cranberry Products® a uvadénym
ucinkem. Vzhledem k tomu, ze zdravotni tvrzeni neodpovidd pozadavkiim stanovenym

w50 < , (1 51
V nafizeni’", nemélo by byt schvaleno™".

Naftizeni se opira o stanovisko EFSA, které je zvefejnéno v registru. Ve stanovisku jsou uvedeny
podklady pripojené zadatelem, vcetné charakteristiky vyrobkli a obsahovych latek a védecky
podlozenych odivodnéni piedkladaného tvrzeni. EFSA se sice domnivd, Ze uvedeny Ucinek
(snizovani rizika IMC) je prospeéSny pro lidské zdravi, dospéla ale k zavéru, ze nemiize byt
prokazana pfi¢innd souvislost mezi uzivanim danych klikvovych produktii a timto U¢inkem.
Podle EFSA ani jedna z piedlozenych studii (8 in vitro/ex vivo studii, 12 studii na lidech a dvou
metaanalyz) nedokazuje opodstatnénost daného zdravotniho tvrzeni. Mezi uvedenymi divody
jsou napiiklad nemoznost prokazani in vivo u¢inkl na zakladé poznatkl ziskanych in vitro. Dale
nedostate¢na vypovédni hodnota vysledkl lidskych studii, a to pro maly pocet subjektt, vysoké
procento vysazeni terapie, kratké trvani studie, ¢i Spatnou specifikaci pouzitého klikvového

produktu a pro dalsi nedostatky v navrhu a provedeni studii.

At uz jsou dostupné védecké poznatky o ucinku V. macrocarpon skute¢né nedostacujici, nebo
jsou kritéria hodnoceni téchto poznatki ptili§ ptisna, je zfejmé, ze v dohledné dobé jiz nebude
mozné pouzivat formulace, jako jsou ,,ma pfiznivy vliv na zdravi mocového ustroji “, ,, plisobi
proti rozmnozovani bakterii®, ,, ptisobi v mocovych cestach jako silny antioxidant nebo ,,
zvySuje odolnost vii¢i bakteridlni infekci®. Tato tvrzeni jsou dnes Siroce pouZivana vyrobci
hodnocenych dopliikii stravy k popisu a propagaci. Zistava otdzkou, jak s nadchéazejicim

omezenim vyrobci nalozi a jak to ovlivni spotiebitele, pro néz jsou dopliiky stravy urceny.
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6. Faktory, které ho ovliviiuji sloZeni klikvovych produkti

Plody klikvy jsou vyjimecné svou dlouhou trvanlivosti - pfi pokojové teploté vydrzi Cerstvé
i nékolik tydnd. Pro svou kyselou chut’ jsou ale v Cerstvém stavu pro vétSinu konzumentt

nepfijatelné. Velka ¢ast ovoce se zpracovava do dzust, dzemu, susenych praskt a extrakta.

Podminky pfi skladovani a zpracovani maji znany vliv na obsahov¢ latky. Vyzkum se soustiedil
zejména na zmény obsahu anthocyand, protoze jsou zodpovédné za atraktivni zbarveni
klikvovych produkti. Bylo zjisténo, ze skladovani pii teplot¢ 15 °C je optimalni pro
poskliziiovou biosyntézu v ovoci - obsah anthocyanti se miZe az zdvojnasobit. Siroce
pouzivanym postupem zpracovavani je technika zmrazovani a rozmrazovani, pii které krystaly
ledu poskodi buné¢nou sténu a uvolni anthocyany z bunéénych kompartmentu. Extrakce je pak
mnohem ucinngj$i - ziska se az 50 % obsazenych anthocyant, zatimco z neupraveného ovoce
jen7 %. Je pravdépodobné, ze tento postup vede k vétsi dostupnosti i dalSich flavonoidnich

sloucenin.

Vliv na obsah cennych latek ve zpracovanych produktech maji zvySend teplota, zvySené pH,
pasobeni svétla a rozpusténého kysliku, reakce katalyzované rostlinnymi enzymy. Anthocyany
zahtivanim v kyselém prostiedi (pfi pH < 4 a teplot¢ 100 °C) podléhaji hydrolyze, uvoliuji
reaktivni aglykon, ktery rychle degraduje na bezbarvé produkty. Pii zvySeném pH (3 az 4)
pfechazi anthocyany do rovnovazné formy mezi barevnym flavylium-kationem a bezbarvym
chromenolem, kdy jsou nachylnéjsi k oxidaci a dal$i degradaci. pH klikvového dZusu
se pohybuje kolem 2,7, zatimco optimalni pH pro anthocyany je o néco nizsi - 2,2. Obsah
kyseliny askorbové je negativné ovlivnén teplotou, oxida¢nimi reakcemi 1 pfitomnosti kovovych
iontli. Vyrobci jsou nuceni ztraty této latky v hotovém produktu dopliiovat. AvSak kyselina
askorbova muze paradoxné plsobit prooxidacné na dalsi obsahové latky. V pfitomnosti kysliku
produkuje superoxidové aniony, peroxid a hydroxidové radikaly, které reaguji s dal$imi latkami,

zejména anthocyany, a ptsobi jejich rozklad®®.

Kyslik také katalyzuje ptisobeni oxida¢nich enzymi pfitomnych v rostlinném pletivu. Plisobenim
polyfenolové oxidasy na jednoduché fenoly vznikaji 0-difenoly a nasledné chinony, které mohou
reagovat s dalsimi fenolickymi a flavonoidnimi latkami za vzniku hnédé zbarvenych
polymernich produktil, coZ se ve vyrobku projevuje jako starnuti, ztrata ptivodni barvy a tvorba
sedliny. Tyto polymerni produkty tvoifi frakci o vysoké molekulové hmotnosti a nékdy se
oznacuji jako NDM (cranberry nondialyzable material). Je to slozita smés tiislovinné povahy,

rozpustna ve vodé, slozend z kondenzovanych fenolii a flavonoidi. N&kteti autofi uvadi, ze je
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265 % tvorena proanthocyanidiny. Neni zcela jasné, zda se v Kklikvé vyskytuje pfirozené,
nebo vznika az béhem zpracovani. Jsou ale doklady o tom, ze NDM je bioaktivni a podili se
na ptriznivych ucincich klikvovych plodi na zdravi ¢lovéka, véetné prevence IMC?*. Rostlinné
enzymy (oxidasy a glykosidasy) se pii vyrob¢é deaktivuji ptisobenim tepla béhem blansirovani

ovocné hmoty (40 az 80 °C), jinak by mohly zna&né sniZovat obsah cennych latek®%.

Proanthocyanidiny jsou mnohem stabilnéj$i nez anthocyany vic¢i pasobeni tepla, ale velmi
rychle podléhaji polymerizaci zplsobenou svétlem. Proto by klikvové vyrobky mély byt
skladovany za nepfistupu svétla. Podil monomernich, dimernich a trimernich PAC v odvozenych
produktech je ve srovnani s ovocem vétsi, a to na ukor PAC polymernich. To miize byt
zpusobeno hydrolyzou polymernich PAC na oligomerni, nebo jejich vazbou na celulosu a pektin
v plodech a horsi dostupnosti pro extrakci®®. Standardnim krokem pii vyrobé& dzusii je pridani
pektinasy, kterd naruSuje matrix a uvoliiuje obsahové latky z rostlinnych bunék. V ovocnych
vyliscich pfesto zustava kolem 26 % oligomernich a 47 % polymernich procyanidind, takze

do dZzusu ptechazi piiblizné 60 % celkového obsahu PAC™.

Flavonoly jsou pomérné stabilni a dobie extrahovatelné. Do dzusu jich pfechazi az 70 %.
Na rozdil od cerstvého ovoce, byl v odvozenych produktech zjistén znacny obsah (25 %)

volnych aglykonu flavonoll, coz se vysvétluje ptisobenim kombinace nizkého pH a vysoké

teploty™.

6.1 SloZeni extrakt z Vaccinium macrocarpon

Uvedené informace o zmé&néch sloZeni se tykaji pfedevsim dzust a da se predpokladat, Ze mohou
platit 1 pro takové produkty, jako je koncentrovana suSena St'ava. SloZeni extraktli se ale mlize
od slozeni dZusu podstatné lisit. Protoze se extrakt Casto vyrabi z celého ovoce a s vyuZzitim
rozpoustédel, mohly bychom ptedpokladat lepSi dostupnost obsahovych latek v kone¢ném

vyrobku.

Tarascou ve své pré.ci53 uvadi postup vyroby klikvového extraktu poskytnutého firmou Ocean
Spray Cranberries (Lakeville-Middleboro, MA, USA). Cerstvé zmrazené ovoce bylo rozemleto
v tekutém dusiku a extrahovano 80% okyselenym acetonem. Aceton byl odpafen, vodny zbytek
byl pfenesen na Biotage Flash40i C18 kolonu a postupné promyvan vodou, 15% methanolem
a1% okyselenym acetonem. Methanol byl odpafen, zbytek doplnén vodou, pienesen
na Sephandex LH-20 kolonu a promyvan vodou, 25% ethanolem a 70% acetonem. Acetonova

frakce byla po odpafeni rozpoustédla lyofilizovana, suchy zbytek tvotil 0,58 g z pivodnich
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100 g ovoce. Extrakty se ziskavaji nejen z celého ovoce, ale i z ovocnych vyliskli. Harrison ve
své praci’* hodnotila biologickou aktivitu a slozeni pragkil ziskanych suSenim klikvové §tavy
apraski ziskanych extrakci ovocnych vyliskli, které po vyrobé s§tavy zuastavaji. Ethanolické
extrakty ovocnych vyliskii obsahovaly tfikrat vice fenolickych kyselin, pétkrat vice flavonolda,

desetkrat vice anthocyant a vykazovaly vétsi antioxidacni aktivitu.

Informace o presném slozeni komer¢né dostupnych extrakti a o postupu jejich vyroby jsou
ruznorodé. Zatimco nékteré jsou registrované a chranéné obchodni zndmkou, ptivod jinych je jen

obtizn¢ zjistitelny.

7. Pirehled metod pouzZivanych ke stanoveni PAC

7.1 Metody kvantitativni

Ke kvantitativnimu stanoveni PAC se vyuzivd metod kolorimetrickych, gravimetrickych,

chromatografickych a hmotnostné spektrometrickych.

Proanthocyanidin assay nebo také acid butanol asaay je stanoveni vyuzivajici autooxida¢niho
Stépeni PAC a vzniku barevnych anthocyanidini. Nevyhodou stanoveni je velkéd citlivost
k podminkam reakce - rizny stupein polymerizace analyzovanych latek, obsah vody v reakéni
smési, teplota a pouzité rozpoustédlo, piitomnost antioxida¢nich latek. Reprodukovatelnych
vysledki mize byt dosazeno jen u Cistych proanthocyanidinovych frakci, bez piimési rusivych

latek a za pouziti odpovidajici kalibrace™.

Dalsi klasickou metodou je vanilin assay — reakce s vanilinem v kyselém prostfedi probiha
v poloze 6 nebo 8 kruhu A kazdé flavanolové podjednotky a vede ke vzniku barevnych
produktli. Metoda je také velmi citliva k reakénim podminkam. RusSivé plsobi anthocyanidiny
a kyselina askorbova. Pouziti katechinu jako standardu vede az k dvojnasobnému nadhodnoceni

obsahu PAC™.
Metoda zaloZenou na podobném principu - DMAC assay, je popsana v kapitole 6 experimentalni

Casti.

7.2 Metody kvalitativni

K identifikaci jednotlivych PAC se vyuzivd HPLC metod. Chromatografie na normalni fazi

umoziuje rozdéleni smési v zavislosti na stupni polymerizace, vétSinou do velikosti dekamert.
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Problémem byvéa vyznamné rozSifovani a prekryvani pikl, které vedou k posunu zékladni linie
chromatogramu. K oddéleni skupin oligomerd a rozliSeni procyanidini typu A a B lze vyuzit
specidlni staciondrni fazi a detekci fluorescen¢ni nebo hmotnostné spektrometrickou (MS).
Nevyhodou metody je nemoznost kvantitativniho stanoveni celkového mnozstvi PAC,

a to pro nedostatek standardii a zhageni fluorescence polymernimi PAC™.

Kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) poskytuje rozdé€leni jednotlivych
oligomernich PAC az do velikosti tetramerd. Pro kvantifikaci 1ze pouzit diode array detektor.

Pro RP-HPLC vsak plati podobna omezeni jako pro HPLC na normalni fazi®’.

Proanthocyanidiny lze také stanovovat pomoci RP-HPLC na C-18 kolonich po thiolyze
benzylmerkaptanem. Thiolyza uvoliiuje jen koncové monomerni jednotky jako flavan-3-oly,
dal§i podjednotky PAC jsou nésledné oddéleny ve formé& benzyletherli a kvantiﬁkovény24.
Metoda byla vyuzivana ke stanoveni PAC pro sestaveni databaze potravin USDA National Food
and Nutrition Analysis Program.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

1. Piehled hodnocenych dopliikii stravy

Ke zhodnoceni bylo zakoupeno 7 riznych ptipravkl dostupnych v jedné 1ékarné. Vybér se tidil
obsahem V. macrocarpon a doporu¢enym pouzitim ke zlepSeni zdravi mocovych cest. VSechny
piipravky byly registrovany jako dopliky stravy. Tabulka Ill shrnuje nazvy ptipravki, jejich

formu a obsah aktivnich latek.

Tabulka 11l
Stru¢ny ptehled hodnocenych dopliki stravy

Nazev Forma Obsah aktivni latky Denni davka
1 Cys Control®  rozpustny prasek s obsahem 0,648 g/sacek 2 sacky
" Arkopharma koncentrovaného vytazku 18 mg PAC/sacek 36 mg PAC
Ma_x brusinky tablety s obsahem 250 mg/tableta 2 tablety
2. Swiss Herbal extraktu Cran Max® (34:1) ekvivalent 8,5 g ovoce 500 my
Remedies Ltd. ' Y extraktu
3 Cran Urin™ tekutina s obsahem  extraktu . mg/10 ml égoml mg
' 1 ™
Barnys® CranRichPAC extraktu
Urinal tobolky s obsahem az 6 tobolek
4 Wallmark koncentrované suSené Stavy 200 mgftobolka 1200 mg
Uroval® biotic az 6 tobolek
5. Valosun® tobolky s obsahem extraktu 130 mg/tobolka 780 mg
GS Triurin 250 mg/tableta a3 4 tablet
6. Green-Swan tablety s obsahem extraktu (25:1) ekvivalent 6,25 ¢ y
. 1000 mg
Pharmaceuticals ovoce
Apo-Brusinky 2 kapsle
7 Profarma- kapsle  sobsahem  extraktu 500 mg/kapsle 1000

Produkt CranRich™ (36:1) ekvivalent 18 g ovoce
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Pripravek cislo 1 - Cys Control® (Arkopharma, Francie) obsahuje 20 sackt s praskem
K rozpusténi ve vodé. Jeden sacek (5 g prasku) obsahuje koncentrovany vytazek
z V. macrocarpon s deklarovanym obsahem 18 mg proanthocyanidinii stanovené¢ho pomoci
DMAC. Doporucena denni davka jsou 2 sacky, tedy 36 mg PAC denné. Dale je uveden obsah
18,1 mg kyseliny ursolové v 1 saCku. Doporu¢end doba pouzivani je 20 dni. Pomocnymi

latkami jsou maltodextrin, hydroxid hofecnaty, kyselina citronové a malinové aroma.

Ptipravek c¢islo 2 - Max Brusinky (Swiss Herbal Remedies Ltd, Kanada) je ve form¢ tablet
S obsahem extraktu Cran Max® (250 mg v 1 tablet€) deklarovanym obsahem minimalné 5 %
anthocyanii. Vyrobce extraktu (Proprietary Nutritionals, Inc., USA) uvadi, ze extrakt je ziskan
z celého ovoce (V. macrocarpon) patentovanou technologii BioShield®, kterd vyuziva ovocnou
vlakninu k ochran¢ obsahovych latek pied kyselym prostiedim v zaludku a umoznuje jejich
pomalé uvoliiovéani ve stievech. Udaj o sile extraktu (34:1) oznaduje pomér mezi vychozi vahou
ovoce a konecnou vdhou ziskaného extraktu (8500 mg : 250 mg). Proto je na vyrobku uvedeno,
ze 1 tableta je ekvivalentni 8500 mg Cerstvého ovoce. Uveden je 1 obsah ovocné vlakniny (130
mg/tableta). Doporucend davka jsou 2 tablety denn€, po dobu minimalné 4 tydnt. Uzivani
se doporucuje i détem od tii let (1 tableta denné). Pomocné latky jsou fosfore¢nan vapenaty,

celulosa, oxid kiemicity a stearan hofecnaty.

Ptipravek &islo 3 — Cran Urin™ Brusinky Forte (Barnys®, Ceské republika) je tekuty piipravek
s obsahem extraktu z V. macrocarpon v mnozstvi 800 mg/20 ml ptipravku, jako doporucované
denni davce. Presnéj$i popis extraktu chybi, jen je uvedeno, ze je vyroben technologii
BioShield®. Muzeme piedpokladat, ze se jedna o stejny extrakt, jaky obsahuje ptipravek 2.

Pomocnymi latkami jsou voda, sorban draselny a disificitan draselny.

Piipravek &islo 4 — Urinal (Walmark, Ceska republika) je piipravek ve formé Zelatinovych
tobolek s obsahem koncentrované suSené §tavy NutriCran® z V. macrocarpon. Vyrobce
uveden¢ho koncentratu Decas Botanical Synergies (USA) poskytuje informace o jeho slozeni.
Koncentrat je pfipraven sprejovym suSenim a obsahuje 35 % organickych kyselin (9 % kyseliny
chinové), 2 az 3.8 % celkovych fenolickych sloucenin, 0,15 az 1 % anthocyani, 0,95 % PAC,
300 az 435 pg/g kvercetinu a 200 az 415 pg/g kyseliny ellagové (DBS 2009). Doporucovana
denni davka ptipravku je 2 az 6 tobolek denné¢ (az 1200 mg koncentratu), kterd by podle
dostupnych informaci méla obsahovat pfiblizné¢ 12 mg PAC. Piipravek je doporucovan pro

dlouhodobé¢ uzivani. V ptibalové informaci je uvedeno, ze mize byt uzivan béhem téhotenstvi

33



a kojeni. Pomocnymi latkami jsou sojovy olej, Zelatina, glycerol, lecithin, v¢eli vosk a oxid

zelezity.

Piipravek ¢islo 5 — Uroval® biotic (Valosun®, Ceské republika) je kombinovany pripravek
ve formé tobolek. 1 tobolka obsahuje 130 mg extraktu V. macrocarpon standardizovany na 10 %
PAC. Denni davka je 6 tobolek. Pfipravek dale obsahuje D-manosu (200 mg/tobolka),
probioticky komplex (1 x 10° CFU/tobolka) a inulin (80 mg) Doporuduje se i dlouhodobé
uzivani 4 tobolek denné. V piibalové informaci je také uvedeno, Ze piipravek mohou uzivat déti
od 3 let a t€hotné a kojici zeny. Pomocnymi latkami jsou stearan hoiecnaty, zelatina a oxid

titanicity.

Piipravek ¢islo 6 — GS Triurin (Green-Swan Pharmaceuticals, Ceské republika) je kombinovany
ptipravek. 1 tobolka obsahuje 250 mg extraktu V. macrocarpon (25:1, odpovida 6250 mg plodit).
Dale obsahuje 25 mg extraktu z kopfivy (4:1, odpovidd 100 mg suSen¢ho kotene), 25 mg
extraktu z listu medvédice 1ékaiské (s obsahem10 % arbutinu) a 25 mg extraktu z Echinacea
purpurea (4:1, odpovida 100 mg suseného kofene). Doporuc¢ena denni davka jsou 2 az 4 tobolky
denné pii kratkodobém uzivani a 1 tobolka denné pti uzivani dlouhodobém. Pomocnymi latkami
jsou fosfore¢nan vépenaty, celuldéza, sodnd stl karboxycelulozy, stearan hotecnaty, kyselina

stearova, hydroxypropylmetylceluloza a oxid titanicity.

Piipravek ¢&islo 7 — Apo-Brusinky (Profarma-Produkt s. r. o., Ceska republika) jsou kapsle
S obsahem 500 mg extraktu CranRich™. Vyrobce extraktu InovoBiologic Inc. (Kanada) uvadi,
ze extrakt je vyroben z celého ovoce, vcetné slupek, seminek, Stavy a vlakniny V. macrocarpon.
1 g extraktu odpovida 36 g ovoce (extrakt 36:1). Doporucené davkovani je 1 az 2 kapsle denné.

Ptipravek mohou uzivat 1 déti od 3 let. Pomocnymi latkami jsou Zelatina, voda a oxid titaniity.

2. Hodnoceni informaci doprovazejicich dopliiky stravy

Informace uvedené na vnéjSim obalu a/nebo v ptibalovém letdku byly zhodnoceny z né€kolika
ruznych hledisek, s ohledem na poznatky ziskané o V. macrocarpon a infekcich mocovych cest

a s ohledem na pravni pfedpisy vztahujici se k doplikim stravy.

2.1 Povinné vidaje vztahujici se k dopliikim stravy

Byla zhodnocena pfitomnost Udaji a upozornéni na obalu/v piibalovém letdku DS podle

v o ’ / 49 . v v s . r v ’ .
pozadavka upravenych zakonem . jako naptiklad oznaceni, ze se jedna o doplnék stravy, udaje
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0 slozeni, upozornéni, ze ptipravek neni nadhradou pestré stravy, nebo Ze ma byt ulozen mimo

dosah déti. Vsechny hodnocené pripravky jsou oznaceny v souladu s témito pozadavky.

2.2 Nepovinné udaje vztahujici se k dopliikkiim stravy

Nékteré informace uvadéné na obalu/v piibalovém letdku DS sice nejsou pozadovany zédkonem,
ale s ptihlédnutim k tomu, ze DS maji hlavné piispivat k upeviiovani zdravi a navozeni fyzické

pohody pacienta, jsou tyto informace na misté a zadouci.

V prvni fad¢ je tfeba vzit v ivahu zdravotni stav jedince, ktery DS bude uzivat. Hodnocené
ptipravky jsou vesmés doporucovany ,pii obtizich s moCovym ustrojim“. Muzeme tedy
predpokladat, ze budou uzivany jedincem, ktery prave trpi infekei mocovych cest, nebo se u néj
tyto infekce objevuji ve zvySené mife. S ohledem na Casty ptechod IMC do chronicity a rizika
spojend s komplikovanymi infekcemi by mély informace uvadéné na DS obsahovat vhodné
upozornéni na tato rizika a doporuceni o navstéveé lékare. Takové upozornéni je uvedeno u
5 hodnocenych DS (pfipravky ¢. 1, 4, 5, 6, 7). Z hlediska mechanismu vzniku infekce se velmi
vhodné zda byt upozornéni na dileZitost dostatecného piijmu tekutin a dodrzovani spravnych
hygienickych navykl. Zminka o pitném rezimu je uvedend u 3 hodnocenych piipravki
(¢.1,5,6). Na vyznam spravnych hygienickych navykl upozoriiuje piibalova informace

jednoho piipravku (€. 6).

Dulezité se zda byt i upozornéni pacientim, ktefi maji zvySené riziko tvorby ledvinovych
kament o tom, Ze by dané DS m¢li uzivat s opatrnosti. Takové upozornéni nedoprovazi zadny

Z hodnocenych ptipravk.

2.3 Doporucené davkovani a délka uzivani

Jak bylo uvedeno, vysledky klinickych studii naznacuji a autofi metaanalyz vyzdvihuji
preventivni uCinnost, tedy snizeni frekvence IMC jako dusledek dlouhodobého uZzivani
V. macrocarpon. Proto je bezpochyby dutlezité piedlozit spotiebiteli informaci o
predpokladaném preventivnim plsobeni a doporucit dlouhodobé uzivani, zvlast¢ pokud se jedna

o chronické infekce. Takové doporuceni je uvedeno u 2 hodnocenych ptipravki (¢. 4 a 5).
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2.4 Uvadéni botanického pivodu extrakti

Zatimco latinské oznaceni rostliny, jez je zdrojem pouzitych extraktd, je u vSech pfipravki
uvadéno jako Vaccinium macrocarpon, nebo synonymni OXxycoccus macrocarpus, Ceské
oznaceni zdroje mize ptivadét do rozpakli. Nejen Ze ndzvy jako ,brusinka kanadska“,
,brusinka velkoploda“ nebo ,,brusnice velkoploda® v ¢eské botanické nomenklatuie neexistuji,
odkazuji také na zcela jiny druh — brusinku obecnou, Vaccinium vitis-idaea L. Brusinkovy list
se pro obsah antimikrobn¢ pusobiciho arbutinu muize pouzit pfi zanétech mocovych cest,
obdobn¢ jako medvédice Iékaiskd, ktera je 1€kopisnou soucasti urologickych cajovych smeési
(Uvae ursi folium)'. ProtoZe jsou dané extrakty dodavany zahraniénimi vyrobei, je velmi
pravdépodobné, ze piivodni latinské oznaceni zdroje je zachovano a ze timto zdrojem je skutecné
V. macrocarpon - klikva velkoploda, jak je popsana v odstavci 1 (botanicka charakteristika
druhu). Zistava otazkou, zda nespravné uvadéni rostlinného zdroje je zamérné, a to pro veEtsi
popularitu brusinky mezi spotiebiteli, nebo prameni z neznalosti a nedostate¢ného zdjmu

vyrobct a dovozet dopliki stravy o to, co ve skute¢nosti nabizi a prodavaji.

3. Analyza extraktu Vaccinium macrocarpon pomoci chromatografie na tenké vrstvé
3.1 Pouzité materialy

3.1.1 Rozpoustédla, chemikalie a pomicky

Aceton p.a.

Ethanol absolutni p.a. (EtOH)
Chloroform p.a.

Isopropanol p.a.

Kyselina chlorovodikova p.p. 37%
Kyselina mravenci p.a. 98%
Kyselina octova ledova p.a. 99,8%
Kyselina fosforecna 96%
Methanol p.a. 99,8% (MeOH)
Toluen p.a.

Voda z Millipore systému (Millipore, Molsheim, Francie)
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3.1.2 Referencni latky

p-Arbutin Rotichrom® HPLC (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Némecko), delfinidin.

3.1.3 Detekéni Cinidla

Vanilinové ¢inidlo (detekce procyanidint, podle Wagnera 2001) - 1 g vanilinu rozpustény

ve 100 ml 50% kyseliny fosfore¢né.

Detekce arbutinu: cCerstvé ptipraveny roztok 10 g chloridu Zelezittho a 0,5 g
hexakyanozelezitanu draselného ve 100 ml vody (FeCls/K3Fe(CN)g).

3.1.4 Rostlinny material

Extrakt z V. macrocarpon, poskytnuty spole¢nosti Valosun®. Extrakt predstavuje hnédocerveny
jemny prasek s charakteristickou vini a trpkou chuti. Podle pftilozené specifikace, obsahuje
minimalné¢ 10 % PAC, extrakénim rozpoustédlem byla smés ethanolu a vody v nezndmém
poméru. Extrakéni pomér je uveden jako 25 az 30:1, coz v analogii s jiz uvedenymi extrakty

ziejmée predstavuje pomér Cerstvé vahy ovoce a vahy ziskaného extraktu.

Extrakt z Vaccinium myrtillus (z plodi boravky) dostupny na pracovisti, standardizovany

na obsah anthocyant (25 %).

3.2 Priprava vzorki

Extrakty byly rozpoustény Vraznych rozpoustédlech. Ve smési EtOH a vody
(1:1 v/V) - rozpoustédlo 1, nebo MeOH a vody (1:1 v/v) - rozpoustédlo 2, nebo ve smési vody
a 7% HCI (9:1 v/v) — rozpoustédlo 3. Slozeni jednotlivych vzorki je uvedeno u pfislusného
chromatogramu. Referenéni latky byly rozpustény ve smési EtOH a vody (1:1 v/v).

Jednotlivé koncentrace: A —arbutin 0,5 mg/1 ml, D — delfinidin 0,5 mg/1 ml.

3.3 Popis metody

Stacionarni faze: hlinikové folie Silikagel 60 Fzsq (Merck, Darmstadt, Némecko)

s tloustkou vrstvy 0,2 mm, o velikosti 7 az 10 X 16 cm (podle poctu vzorki).

Vzorky byly nanaSeny pomoci sklenéné kapilary jako lem Cary. Vyvijeni se provadélo

vzestupné, v komote nasycené¢ parami mobilni faze, pii laboratorni teploté. Chromatogramy
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byly hodnoceny ve viditelné oblasti svétla, pied a po naneseni detekéniho ¢inidla, nebo pod
UV lampou pii 254 nm. Byly vyzkouSeny riizné mobilni faze, koncentrace nanaSenych vzorkt a

zpusoby detekce. Metody, které poskytly vysledky, jsou uvedeny nize.

331TLC-1

Mobilni faze: ethylacetat/voda/kys. mravenéi (10:3:2 v/v/v, po protiepani pouzita horni faze)
(rozd&leni anthocyant podle prace™ Krenna). Vzorky: Vi - 100 mg extraktu Valosun na 1 ml
rozpoustédla 1, V, - 200 mg extraktu na 1 ml rozpoustédla 1, detekce pod UV lampou
pfi 254 nm.

3.3.3TLC-2

Mobilni faze: toluen/aceton/kys. mravenci (3:3:1 v/v/v). Vzorky V; - 200 mg extraktu
Valosunna 1 ml rozpoustédla 2, V, - 200 mg extraktu Valosun na 1 ml rozpoustédla 3,

M - 1 mg extraktu V. myrtillus v 1 ml rozpoustédla 2, detekce vanilinovym ¢inidlem.

3.34TLC-3

Mobilni faze: ethylacetat/kys. mravenéi/kys. octova/voda (75:3:2:20 v/v/v/v, pouzita horni faze),

(rozdéleni oligomernich procyanidint podle prace®® Svedstrdm). Vzorky: Vi - 100 mg extraktu
Valosun na 1 ml rozpoustédla 1, V, - 200 mg extraktu na 1 ml rozpoustédla 1, A - arbutin
5mg/lml, D — delfinidin 5mg/1 ml. Detekce ve viditelné oblasti, detekce pii 254 nm,

detekce vanilinovym ¢inidlem.

3.35TLC-4

Mobilni faze: chloroform/methanol (7:3 v/v). Vzorky: V - 200 mg extraktu na 1 ml rozpoustédla
1, A - arbutin 5 mg/1 ml, detekce pomoci ¢inidla pro arbutin - postiik desky 8 ml roztoku,

hodnoceni ve viditelné oblasti.

3.4 Vysledky

Chromatogram 1 - obr. 2. Jednotlivé zony patrné jako temna mista na Zlutozeleném podkladu
chromatografické¢ desky. Po detekci vanilinovym ¢inidlem - postiik ¢inidlem a zahfivani

10 min. pti 100 °C — jednotlivé zony patrné jako cervenohnédé skvrny. Na chromatogramu
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1 je patrné, Ze vyssi koncentrace vzorku poskytuje jednu zonu navic oproti koncentraci niZsi.
Detekce ve viditelné oblasti je obtizna, objevuje se jen Cervend zéna s Ry < 0,1 a vétsi Cast
nanasky zastava na startu. Pti detekci pii 254 nm se ukazuji dvé zony jako tmavé skvrny. Nelze
vsak urcit, o které frakce extraktu se jednd, protoze zhaseni fluorescen¢niho podkladu vykazuji
vSechny flavonoidy. Pfi detekci vanilinovym c¢inidlem vanilin reaguje v kyselém prostiedi
s m-difenolem kruhu A flavan-3-olu za vzniku ¢erveného chromoforu. Vznik ¢ervenohnédych
z6n ukazuje na piitomnost skupin procyanidini. Podle R kolem 0,3 a 0,5 se da odhadnout,
zesejedna o tetra- az hexamery (odhad na zdkladé¢ chromatogramu  procyanidini

z Crataegi folium®).

Chromatogram 2 - obr. 3. Jednotlivé zony patrné jako cervenohnédé skvrny. K vyvijeni
chromatogramu 3 byla pouzita méné polarni mobilni faze. I kdyz anthocyanové frakce extraktu

V. myrtillus byly oddéleny pomérné dobie, tato mobilni faze neposlouzila k rozdé€leni extraktu V.

macrocarpon.
- -
-
Vi V> Vi Va M

Obr. 2 Chromatogram 1 Obr. 3 Chromatogram 2
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>
S
Ar V> Vi D Ar \Y
Obr. 4 Chromatogram 3 Obr. 5 Chromatogram 4

Chromatogram 3 - obr. 4. Detekce ve viditelné oblasti — delfinidin patrny jako fialova skvrna. Na
chromatogramu 4 je patrnd jiz dfive popsana zéna s Rs < 0,1, dale zony s R 0,2 a 0,75 u vice
koncentrovaného vzorku a zény s R¢ 0,5 a 0,8 u vzorku méné koncentrovaného. Je mozné, ze
veétsi koncentrace vzorku zplsobuje vetsi matrix efekt a latky jsou vice zadrzovany na
staciondrni fazi. D4 se proto jen pfiblizné odhadovat, kterym oligomerim tyto zony pfislusi.

\Y prélci58 Svedstrom, odkud bylo pievzato sloZeni mobilni faze, R¢0,7 pfisluSel dimerim.

Detekce pii 254 nm — delfinidin, arbutin a Vi, patrné jako temné skvrny na Zlutozeleném

podkladu. Detekce vanilinovym ¢inidlem - V17 jako ¢ervenohnédé skvrny.

Chromatogram 4 - obr. 5. Arbutin se objevuje jako modra skvrna. Vzorek V arbutin neobsahuje.
Z chromatogramu 5 vyplyvd, Ze nas extrakt neobsahuje detekovatelné mnoZstvi arbutinu.

Miuzeme tedy fict, Ze se nejedna o extrakt z plodi brusinky. Klikva arbutin neobsahuje.
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4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC metoda byla pievzata zprace®™® Svedstrom, kde se kvantitativnd hodnotily

oligomerni procyanidiny z rodu Crataegus.

4.1 Pouzité materialy

4.1.1 Rozpoustédla, chemikalie a pomiicky

Voda z Millipore systému

Acetonitril HPLC Far UV/gradient grade

Kyselina octova ledova p.a. 99,8 %

Methanol HPLC gradient grade J.T.Baker®

Analytické vahy Kern ALJ 220-4NM (Kern & sohn GmbH., Balingen, Némecko)
Centrifuga

Mikropipety Acura® 825 (Socorex Isba S.A., Svycarsko)

Stiikackové filtry

Ultrazvukova lazen

4.1.2 Referencni latky

Kyselina kavova, kyselina chlorogenova, hyperosid Rotichrom® HPLC
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Némecko).

4.1.3 Rostlinny material

Extrakt z V. macrocarpon, poskytnuty spole¢nosti Valosun®. Hodnocené dopliiky stravy
(tabulka I1T).

4.2 Priprava vzorki

Pro rozpousténi vzorkli byla pouzita smés methanolu a vody (50:50 v/v). Jednotlivé formy
ptipravki byly pro optimalni rozpusténi upraveny naslednym zpusobem: tablety byly rozdrceny
ve tfeci misce k ziskani jemného praSku, obsah tobolek byl vysypan a taktéz rozdrcen, Zelatinové

tobolky byly roziiznuty a jejich obsah byl vymyt rozpoustédlem.

41



Navazky jednotlivych piipravkii a extraktu (vSechny 500 mg) byly rozpustény v5 ml
rozpoustédla (smé€s methanolu a vody 50:50 v/v), smési byly podrobeny ultrazvuku
(20 min. pii 30 °C) a odstiedény (10 min. pii 3500 rpm). Vzorky byly odebrany ze supernatantni

tekutiny. Vzorky se vzdy ptipravovaly bezprostiedné pred analyzou.

4.3 Popis HPLC metody

Pouzita HPLC sestava: kapalinovy chromatograf Philips PU 4100 s UV/VIS detektorem Philips
PU 4021 (Pye Unicam Ltd., Cambridge, Britanie); kolona Purospher® RP-18 encapped (napli
silikagel), 250 x 4 mm (velikost castic 5 um) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko); software

Eurochrom® Preparative Version 2,5 for Windows NT (Knauer, Berlin, Némecko).

HPLC metoda: kvantitativni hodnoceni oligomernich procyanidini na reverzni fazi
s gradientovou eluci. Slozky mobilni faze: slozka A. 2,5% kyselina octova, slozka B.
methanol/2,5% kyselina octova (80:20 v/v). Slozeni mobilni faze V zavislosti na CcCase

je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka IV
Profil gradientu pii HPLC analyze

¢as slozka A slozka B
0 min. 93 % 7%

50 min. 80 % 20 %

60 min. 60 % 40 %

65 min. 0% 100 %

Kolona byla po kazdé analyze proplachnuta a naplnéna acetonitrilem. Mobilni faze byly
odplynény. Rychlost toku mobilni faze - 1 ml/min. Nastiikovy objem vzorku ¢inil 10 ul. Detekce

byla provadéna pti 279 nm. Analyza probihala za laboratorni teploty.
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4.4 Vysledky

Obrazek 6 piedstavuje spektrum naméfené pro extrakt Valosun.
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Obr. 6 HPLC spektrum extraktu Valosun

5. Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Ke zhodnoceni antioxida¢ni aktivity vzorkl byla vyuZita metoda® dostupna na pracovisti. Je to
kolorimetricka metoda zaloZena na zhaseni DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového) radikalu
- relative DPPH’ scavenging capacity (RDSC) assay. Tmavé fialové zbarveny DPPH  radikal
reakci s antioxidaénimi (redukujicimi) latkami poskytuje bezbarvy ¢i lehce naZloutly
produkt difenylpikrylhydrazin. Antioxida¢ni aktivita se stanovuje na zakladé poklesu

absorbance meéfeného roztoku.
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5.1 Pouzité materialy

5.1.1 Rozpoustédla, chemikalie a pomucky

Voda z Millipore systému (Millipore, Molsheim, Francie)

Ethanol absolutni p.a. 99,8% (EtOH)

2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl (Sigma, St Louis, MO, USA. EC 217-591-8)
Hyperosid Rotichrom® HPLC (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Némecko)
Kvercetin HPLC (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Némecko)

5.1.2 Rostlinny material

Extrakt z V. macrocarpon (Valosun®). Hodnocené dopliky stravy (tabulka III) byly

pro optimalni rozpous$téni upraveny zpisobem popsanym v kapitole 4.2,

5.2 Postup stanoveni

Navazky jednotlivych ptipravki (vSechny 500 mg) byly rozpustény v 5 ml rozpoustédla (smés
ethanolu a vody 50:50 v/v). Byly podrobeny ultrazvuku (20 min. pfi 30 °C) a odstfedény
(10 min. pfi 3500 rpm). Vzorky byly odebrany ze supernatantni tekutiny. Roztok extraktu
Valosun byl pfipraven v koncentraci 1 mg/ml, roztok standardu kvercetinu - 0,5 mg/ml
a hyperosidu — 1 mg/ml. Do jamek mikrotitracni destiCky byly vpraveny vzorky, roztoky
extraktu Valosun a roztoky standardt v postupném fedéni 1 : 1 az 1 : 9 v mnozstvi 100 pl.
Do kazdé jamky bylo nasledné piidano 100 ul 0,2mM roztoku DPPHe v 50% ethanolu (w/w).
Slepé vzorky byly tvofeny 200 pl 50% ethanolu, kontrolni vzorky byly tvofeny smési 100 pl
50% ethanolu a 100 pl 0,2mM roztoku DPPHe v 50% ethanolu. Absorbance byla méfena

pii vinové délce 525 nm a teploté 37 °C po 40 minutach od pridani ¢inidla.

5.3 Vypocet

I kdyz se vysledky pouzit¢ metody vyjadiuji S pouzitim hodnot AUC (plocha pod kiivkou)
vypocitané z vyneseni zavislosti mezi ¢asem reakce a mnoZzstvim redukovanych radikala

v procentech:
% redukovan}'fch DPPH- = [1 - (szorku - Aslepého VZ.) / (Akontrola - Aslepého VZ.)] x 100

kde A jsou hodnoty absorbance,

44



pro nase ucely byly vysledky vyjadfeny jako ECsy — efektivni koncentrace latky ve vzorku
pottebné ke zhaseni 50 % radikalli vypocitané ze zavislosti mnozstvi redukovanych DPPHe

na koncentracich vzorku.

Nasledné¢ bylo pro kazdy vzorek vypocitano, kolik procent DDD (denni doporucené davky)

ptipravku tvoii 500 mg vzorku.

5.4 Vysledky

Vysledky méfeni antioxidaéni aktivity jsou shrnuty v tabulce V.

Tabulka V
Vysledky méfeni antioxidacni aktivity

Standardy: ECso (umol) ast DDD (%)
kvercetin 94,08 £ 0,51 -
hyperosid 89,2+0,1 -
Vzorky:

extrakt Valosun 90,94 + 0,79 -
vzorek 1 94,78 £ 0,11 50
vzorek 2 67,27 £ 1,39 40,3
vzorek 3 27,08 £ 0,75 2,5
vzorek 4 82,84 + 1,92 19,3
vzorek 5 8891+ 0 6,5
vzorek 6 93,82 + 0,21 46,0
vzorek 7 93,92+ 0,11 53,4

Nejveétsi antioxidacni aktivitu vztaZzenou na DDD vykazoval ptipravek ¢. 3 — ECso = 27,08 pmol,
500 mg tvoii jen 2,5 % DDD. Nejmensi antioxidaéni aktivitu vykazoval
pripravek ¢. 7 - EC50 = 93,92 umol, 500 mg tvoti az 53,4 % DDD.

6. Kvantitativni stanoveni PAC s vyuzitim reakce s DMAC

DMAC (4-dimethylaminocinnamaldehyd) jako reakéni ¢inidlo pro stanoveni flavanoli poprvé
pouzili jiz v roce 1978 McMurrough a McDowell®2. Od té doby byl princip n&kolikrat aplikovan
na riiznd méfeni — stanoveni flavanoli v pivu, viné, plasmé, okolade™, a s vyuzitim raznych
technik — detekce po HPLC separaci hrubych extraktd®, derivatizaéni metoda pro
denzitometrické stanoveni®, kolorimetrické stanoveni po kyselé hydrolyze®™. Byla téz

vyvinuta metoda®® k analyze proanthocyanidini v klikvovych produktech.
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6.1 Mechanismus a specifita reakce

DMAC poskytuje s flavanoly kondensa¢ni reakci za vzniku barevnych produkti. Presny
mechanismus reakce neni zatim piesné popsan, ale je znamo, ze reakce je podminéna nékolika
strukturnimi rysy stanovovaného flavanolu: (1) meta-substituce dihydroxybenzenového kruhu,
jako je tomu u Kkatechinu a epikatechinu s 5,7-dihydroxysubstituovanym kruhem A,
(2) jednoducha vazba mezi uhliky C-2 a C-3 a (3) absence karbonylu na C-4°°.

Z vyhodnoceni specifity reakce provedené nékolika autory vyplyva, ze reakce je specificka pro
flavanoly, jejich gallaty a nékteré indoly Naopak stilbeny, fenolické kyseliny, flavony, flavanony
ani flavonoly s DMAC nereaguji. Anthocyanidiny (cyanidin, delfinidin) poskytuji jen slabou
odpovéd’56. Detekce reak¢éniho produktu se navic provadi pii vinové délce 640 nm,

coz minimalizuje interference s jinymi latkami flavonoidni povahy pfitomnymi ve vzorku.

6.2 Vybér standardu

Zporovnani reakcéni selektivity ve skupiné flavanoli vyplyva, Ze stejné koncentrace
monomernich katechinu a epikatechinu poskytuji ptiblizné stejnou odpovéd’, zatimco oligomerni
procyanidiny (dimer B-2, trimery a tetramery) poskytuji odpovéd niz&i>°. Napiiklad dimer
B - 3 poskytuje za stejnych reakénich podminek o 50 % mensi barevny vytézek nez katechin®.
Pouziti katechinu nebo epikatechinu jako standardu pro stanoveni tedy vede k podhodnoceni
celkového mnoZstvi PAC ve vzorku. Vyhodnéji se daji pouzit na trhu dostupné procyanidiny

B-1, B-2, A-2%,

Omezenim metody je sniZzend citlivost vii¢i polymernim PAC. Piedpoklada, ze DMAC reaguje
jen sjednou monomerni jednotkou v molekule proanthocyanidinu, nebylo to vSak zatim
spolehlivé zdokumentovéno. Je ale ziejmé, ze vytézek reakce s velkymi molekulami zavisi
na jejich strukturni konfiguraci a citlivost stanoveni polymernich PAC neni tak vysoka jako

pfi stanoveni PAC oligomemich%.

6.3 Reak¢ni podminky

Pribéh reakce s DMAC zavisi hlavné na dvou parametrech: (1) pouzity pomér rozpoustédla
a kyseliny ke zfedéni vzorku, (2) teplota. Voda zpomaluje reakci, proto se jako rozpoustédlo
pouzivd methanol nebo ethanol. K okyseleni se pouziva kyselina chlorovodikova,

a to v koncentraci kolem 10 %, niz§i koncentrace zpomaluji reakci.
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6.4 Piesnost stanoveni

Na zaklad¢ né¢kolika praci, kde se provadélo stanoveni PAC soucasné¢ né¢kolika zptisoby,
se da zhodnotit korelace DMAC stanoveni a n¢kterych dalSich metod. Gravimetrické stanoveni
po izolaci proanthocyanidinové frakce na Sephadex LH-20 koloné ukazalo ve srovnani s DMAC
stanovenim vy3§i mnozstvi celkovych PAC ve vzorcich s v&t§im mnoZstvim polymernich PAC®.
Stanoveni zalozené na kysele katalyzovaném S§tépeni interflavanovych vazeb v butanolu
(acid butanol assay) za pouziti cyanidinu jako standardu vykazovalo vét$i vynosnost ve srovnani
s DMAC metodou. Anthocyany pfirozené se vyskytujici ve vzorcich interferuji se stanovenim a
nadhodnocuji vysledky. Autofi zdiraznuji, ze DMAC metoda je sice presnéjsi pro stanoveni
monomernich a oligomernich, ale podhodnocuje obsah polymernich PAC. Déle zduraziuji,
ze vysledek reakce je silné ovlivnén pomérem mono/oligo/polymerti ve vzorku, proto DMAC
metoda neposlouzi k porovnavani obsahu PAC ve vzorcich z riznych rostlinnych zdroji, které
se vyrazné li§i timto pomérem67. V ptipadé¢ méfeni obsahu PAC v ¢okoladovych produktech
pomoci kapalinové chromatografie byly vysledky srovnatelné s DMAC metodou. Autofi vSak
zdaraziuji, ze standardizace LC metody je obtiznd pro nedostupnost standardd jednotlivych

PAC®.

6.5 Vlastni stanoveni

Byla vyuzita standardni metoda pro stanoveni proanthocyanidinti v klikvovych produktech
popsana v praci Ronalda L. Priora a kol. Multi-laboratory validation of a standard method
for quantifying proanthocyanidins in cranberry powders. Metoda byla modifikovana

laboratofemi Brunswick Labs (Norton, MA, USA) a validovana v 6 laboratoftich.

6.5.1 Rozpoustédla, chemikalie a pomiicky

Voda z Millipore systému (Millipore, Molsheim, Francie)

Methanol HPLC gradient grade J.T.Baker® (Avantor™, Center Valley, U.S.A)

Ethanol (91%) HPLC grade

Aceton HPLC grade

Kyselina chlorovodikova p.p. 37% (HCI)

Kyselina octova ledové p.a. 99,8% (Penta, Praha, CR)

4-Dimethylaminocinnamaldehyd, ¢istota > 98 % (Sigma, St Louis, MO, USA. EC 228-267-0)
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6.5.2 Referen¢ni latky

Procyanidin A2, Cistota > 99 % (Extrasynthese, Genay Cedex, Francie. Katalog No. 0985 S)

6.5.3 Rostlinny material

Extrakt z V. macrocarpon, poskytnuty spole¢nosti Valosun®. Hodnocené dopliky stravy
uvedené v tabulce III. Jako vzorky 9 a 10 byly navic analyzovany dal$i dva pfipravky uvedené

v tabulce VI.

Tabulka VI
Struc¢né charakteristika hodnocenych dopliku stravy

Nazev Forma Obsah aktivni latky Denni davka
Apo-Brusinky
9 Strong kapsle s obsahem  extraktu 500 mg/kapsle 2 kapsle
" Profarma- CranRich™ (36:1) ekvivalent 18 g ovoce 1000 mg
Produkt
. 90 mg /tableta
10. Urinal Akut tablety  sobsahem  extraktu 40 % PAC 1 tableta

Walmark CystiCran® ekvivalent 423g ovoce

6.5.4 Pracovni roztoky a jejich sloZeni

Rozpoustédlo pro extrakci PAC: aceton 75 ml, deionizovand voda 24,5 ml,

kyselina octova ledova 0,5 ml.
Okyseleny ethanol: koncentrovand HCI 12,5 ml, voda destilovana 12,5 ml, ethanol 75 ml.

Redici roztok: ethanol 80 ml, voda deionizovana 20 ml.

DMAC ¢inidlo 0,1%: DMAC 0,05 g byl rozpustén v 50 ml okyselen¢ho ethanolu.

6.5.4.1 Priprava pracovniho a kontrolniho roztoku standardu

Procyanidin A2 (2 mg) byl zvaZen a kvantitativné pifeveden do 20ml odmérné batiky. Obsah
byl doplnén ethanolem (91%). Vysledna koncentrace pracovniho roztoku A2 byla 100 pg/ml.
Kontrolni roztok A2 byl pfipraven z 1 ml pracovniho roztoku A2 ptfiddnim 250 pl ethanolu

(91%) a promichanim. Vysledna koncentrace kontrolniho roztoku A2 byla 80 pg/ml.
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6.5.5 Extrakce PAC a priprava vzorki

Jednotlivé 1ékové formy hodnocenych pripravki byly k usnadnéni rozpousténi upraveny
zpusobem jiz popsanym v Kapitole 4.2. Vzorky byly odvazeny (v mnozstvich 20 — 1000 mg)
aprevedeny do 50ml odmérnych ban¢k. Ke vzorkim bylo pfidano 20 ml rozpoustédla
pro extrakci PAC. Obsah byl promichan a podroben ultrazvuku po dobu 30 min. pii pokojové
teploté. Banky byly nasledné protiepavany po dobu 1 hod. Obsah byl pfeveden do plastovych
zkumavek a centrifugovan pii zrychleni 2000 X g po dobu 10 min. pii teplot¢ 20 °C.

Supernatantni tekutina byla odebrana k analyze.

6.5.6 Provedeni analyzy

Do jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano 70 pl jednoho z nésledujicich roztoki:
pracovni roztoky standardu A2 ve ziedéni 1 : 1, 1:2,1:4,1:8,1:16a1l: 32,
roztoky zkouSenych vzorkii ve zfedéni 1 : 1,1:2,1: 4,

kontrolni roztok standardu A2,

slepy vzorek (ethanol 80%).

Do kazdé jamky bylo pfidano 210 pl DMAC ¢inidla. Vysledny objem kazdé jamky ¢inil 280 pl.
Meéfeni se zahdjilo neprodlené po pfidani ¢inidla a promichani, pfi vinové délce 640 nm a teploté

25 °C. Absorbance se odecitala kazdou minutu po dobu 30 min.

Méteni bylo provedeno tfikrat a se dv€éma riznymi navazkami. Pti kazdém méfeni byl vzorek
V jednotlivém ziedéni pipetovan dvakrat do dvou sousednich jamek, a to pro eliminaci

nahodnych chyb pfii pipetovani a odchylek méteni.

Nasledujici obrazky znazoriiuji barevny prechod na mikrotitra¢ni desti¢ce béhem analyzy.
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Obr. 9 Zbaveni reakéniho prostfedi po 30 minutach analyzy
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6.6 Vypocet a vysledky

K vypoctu byly pouzity maximalni hodnoty absorbance pro jednotlivé jamky. Objevovaly se

V rizném Case v zavislosti na ziedéni vzorku. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce VII.

Tabulka V11
Maximalni naméiené hodnoty absorbanci jednotlivych roztoki v riiznych zifedénich
(méfeni 2)

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

>
RO

1,637 1,75 |1,008 |1,005 |0,606 |0,562 {0,35 |0,336 {0,212 |0,189 |0,128 | 0,121

3,542 13,532 1291 |2,964 |1,752 | 1,738 |- - - - - -

0,338 | 0,407 | 0,203 {0,205 {0,134 | 0,135 |- - - - - -

0,078 10,083 | 0,071 | 0,071 | 0,053 | 0,054 |- - - - - -

0,73 0,737 |0,449 10,454 | 0,252 | 0,261 |- - - - - -

1,488 | 1,547 10,82 {0,838 |0,445 /0,492 |- - - - - -

0,866 0,795 0,465 0,5 0,296 |0,329 |- - - - - -

0,977 (0,972 |0,514 {0,521 | 0,277 | 0,284 |- - - - - -

3,015 {3,275 1,948 | 1,896 | 1,099 | 1,175 |- - - - - -

OO |INO|OIA~WDNF

0,86 |0,879 0,535 (0,549 |0,27 |0,305 |- - - - - -

zadné ziedéni

kontrola [ 1,444 11,496 | 1,491 | 1,562 | 1,485 |- - - - - - -

blank 0,047 | 0,044 | 0,045 | 0,045 | 0,042 |- - - - - - -

A2 — roztok standardu, kontrola — kontrolni roztok standardu, blank — slepy vzorek.

Z duplikatnich hodnot absorbance pro jednotliva zfedéni byl vypocitan primér. Hodnoty byly
dal upraveny odeétenim absorbance slepych vzorkid. Z vyslednych absorbanci roztokt standardu
A2 byla vynesena kalibra¢ni kiivka (Obr. 10). Koncentrace PAC ve zkouSenych roztocich byly
vypocitany na zakladé regresni analyzy (y = kx + q) mezi koncentracemi standardu A2 (y) v

pg/ml a ptislusnymi hodnotami absorbance (x).

Vysledky analyzy pro méfeni 2. jsou uvedeny v tabulce VIII. Do tadku predikce byla vloZena
primérna hodnota absorbance kontrolniho vzorku (kontrola). Namétené koncentrace kontrolniho
vzorku vysly 88,0 pg/ml (méfeni 1.) a 88,6 pg/ml (méfeni 2), misto predpokladané koncentrace

80 ug/ml.
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Tabulka VI1II
Regresni analyza

Linearni regrese

x(exper) |y(exper) |y(teor) Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

100,000 |1,649 1,695 Pocet bodu n= 6,000 Odhad chyby
50,000 0,962 0,891 Smérnice k= 0,016 =+ 0,001
25,000 0,539 0,488 Abs. ¢len q= 0,086 + 0,034
12,500 10,298 0,287 Korelaéni koef. r= 0,996

6,250 0,156 0,187 Rezidualni odch. s = 0,059

3,125 0,080 0,136 Predikce y= 1511 x= 88,576

X je koncentrace procyanidinu A2 v pg/ml, y je piislusnéa absorbance.

Y
OO =MN )00
I T O R R R |

Obrazek 10
Kalibraéni kiivka z méteni 2
Na ose x jsou koncentrace procyanidinu A2 v pg/ml, na ose y piisluSné absorbance.

Koncentrace PAC ve zkousenych vzorcich byly vypocitany jako celkové PAC v mg ekvivalentl

procyanidinu A2 na 1 g vzorku podle rovnice:

C (mg/ml) x D XV (ml)
S(9)

c(mg/g9) =

kde C znaci koncentraci PAC ve zkouseném roztoku vzorku vypocitanou z rovnice regrese (v
mg/ml), D znaéi ziedéni roztoku (D = 1, 2 nebo 4), V zna¢i objem extrakéniho roztoku
vml(vzdy 20ml) a Sje navazka vzorku v g. Z koncentraci vypocitanych pro jednotliva

zfedéni byl ur¢en primér.

Vysledky jednotlivych méfeni, primérné hodnoty ze tfi méfeni, smérodatné odchylky a relativni

smeérodatné odchylky jsou uvedeny v tabulce IX.
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Tabulka IX
Vysledné koncentrace PAC ve vzorcich

vzorek rlnerem 5 3 primér sD RSD (%)
1 4.088 4738 6,555 5427 0,804 14,819
2 0,559 0,260 0,115 0,311 0,185 59,456
3 0,0005 0,0000 0,0003 0,0003 0,0002 81,1143
4 2,079 1,468 1,905 1,817 0,257 14.146
5 2.945 2.387 2.720 2,684 0,229 8,542

6 2.030 1,659 1,364 1,684 0,273 16,179
7 5,006 3,851 4,597 4515 0,511 11,325
extrakt 46,258 39,283 45,133 43,558 3,058 7,020
Valosun

9 5385 4415 5281 5027 0,435 8,651
10 - - 9,138 9,138 ] .
kontrola | 87,983 88,576 - 88,280 0,296 0,336

Koncentrace jsou vyjadieny v mg/g suché hmotnosti vzorku, s vyjimkou
vzorku 3, kde je koncentrace uvedena v mg/ml tekutého piipravku.

SD je smérodatnd odchylka,

RSD je relativni smérodatna odchylka.

Z pramérnych koncentraci ve vzorcich a hmotnosti jednotlivych 1ékovych forem byl vypocitan

obsah PAC v doporucované denni davce ptipravki.. Vysledky shrnuje tabulka X.

Tabulka X
Obsah PAC ve vztahu k 1ékové formé pfipravku

vzorek koncentrace hmotnost 1ékové mnozstvi v 1ékové mnozstvi PAC
(mg/q) formy (Q) formé (mg) v DDD (mg)

1 5,427 5,000 27,135 54,270

2 0,311 0,621 1,193 2,386

3 0,0003 mg/ml 20 ml 0,006 0,006

4 1,817 0,432 0,785 4,710

5 2,684 1,277 3,427 20,565

6 1,684 0,639 1,076 4,304

7 4,515 0,468 2,113 4,226

9 5,027 0,500 2,514 5,027

10 9,138 0,544 4,971 4971

DDD je doporucena denni davka.
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Vysledné naméfené koncentrace PAC v komercné dostupnych ptipravcich se pohybovaly
v rozsahu 0,311 az 9,138 mg/g suché¢ hmotnosti ptipravku. U tekutého piipravku byla zjisténa
koncentrace 0,0003 mg/ml. Koncentrace PAC v extraktu z V. macrocarpon poskytnutém
spolecnosti Valosun® byla stanovena na 43,558 mg/g. Podle ptilozené specifikace obsahuje

minimalné 10 % PAC. Métenim byl zjistén obsah 4,3 %.

Pripravek 5 obsahuje pravé uvedeny extrakt Valosun® v deklarovaném mnozstvi 130 mg
v 1 tobolce. Z méteni vyplyva, ze v jedné tobolce je obsazeno 3,427 mg PAC, to by znamenalo
2,6% obsah PAC v daném extraktu.

Pripravek 4 (Urinal, Wallmark) obsahuje koncentrovanou susenou S$tavu NutriCran®
s deklarovanym obsahem 0,95 % PAC v mnozstvi 200 mg, tedy 1,9 mg PAC v 1 tobolce.

Nasim méfenim bylo zjisténo 0,785 mg PAC v tobolce.

Piipravek 10 (Urinal Akut, Wallmark) obsahuje extrakt CystiCran® s deklarovanym obsahem
40 % PAC, a to v mnozstvi 90 mg v 1 tableté, tedy 36 mg PAC v 1 tableté. Nasim méfenim
bylo zjisténo 4,971 mg.

Piipravky 7 a 9 (Apo-Brusinky a Apo-Brusinky Strong, Profarma Product) jsou vlastné totozné
ptipravky s riznymi nazvy. Kazdy s obsahem 500 mg extraktu CranRich™ v 1 kapsli. Méfenim

byly zjistény podobné koncentrace 4,515 a 5,027 mg/g suché hmotnosti ptipravku.

Pro odliSnost formulaci pfipravkii a jejich davkovani neni mozné porovnavat piipravky
na zékladé koncentrace. Proto byl vypocten obsah PAC v doporucenych dennich davkach.
Pohyboval se mezi 0,006 a 54,27 mg. Jediné dva pfipravky, které se timto obsahem pfiblizily
doporucené denni davce 36 PAC, byl ptipravek 1 - Cys Control® Arkopharma (54 mg)

a pripravek 5 - Uroval® biotic Valosun (21 mg).
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V. DISKUSE

1. Analyza extraktu Vaccinium macrocarpon pomoci TLC

Pro nedostupnost standardnich latek ze skupiny proanthocyanidinti jsme pfi TLC analyze vyuzili
extrakt poskytnuty spoleCnosti Valosun. Pii ptipravé vzorkli bylo pro stanoveni optimalni
rozpustnosti daného extraktu vyzkouSeno nékolik rozpoustédel. PC se Casto extrahuji vodnymi
organickymi rozpoustddly. Jak uvadi rizné zdroje®>’, 60% methanol se zda byt nejlepsim
rozpoustédlem pro oligomerni procyanidiny, zatimco 70% aceton nejlépe extrahuje zejména
polymerni PC. Extrakt Valosun, podle piedpoklada tvofeny nejen PC, ale i dalsimi flavonoidy,
se dobfe rozpoustél v 50% methanolu a 50% ethanolu, ovSem do urcité koncentrace
(100 mg/ml). Ve vzorku se po odstati tvofila sedlina, zfejmé& obsahujici polymery o vysoké
molekulové hmotnosti. Vzorek ponechany po nékolik dni na laboratornim stole postupné
hnédnul. To potvrzuje jiz zmitiované intenzivni oxidacni reakce v klikvovych produktech a vznik
polymernich pigmentl. Ve vodé se extrakt rozpoustél velmi nepatrné, za vzniku rizové tekutiny
s vyraznou sedlinou. Po okyseleni roztokli se vyrazngji projevila ¢ervena barva, coz ukazuje na
pfitomnost anthocyant. Extrakt V. myrtillus s vysokym obsahem anthocyanti jsme pii TLC
analyze vyuzili k porovnani. Vyzkouseli jsme rizné mobilni fiaze a snazili se najit metodu

vhodnou k dostate¢nému rozdéleni slozek extraktu Valosun.

Technika TLC se zejména hodi pro hrubé rozdéleni smési oligomernich procyanidinii podle
stupné polymerizace a molekulové hmotnosti, a to az do velikosti hexamerti. Vétsi molekuly
maji mensi Ry, monomery (katechin) mohou mit Rs az 0,8°"°%*°. Oviem velmi Zadouci je
nejdiive oddélit procyanidinovou frakci od ostatnich flavonoidi a také hydrofobnich
kontaminant (tuky, terpeny) ptfitomnych v celkovém extraktu. V opaéném piipadé milZeme
ocekavat nadbytecné zadrZzovani polarnich latek na startu (matrix efekt), nejednotnou migraci
odd¢lovanych zon a $patnou vypovédni hodnotu chromatogrami, s ¢imz jsme se setkali v nasi
analyze. K rozdéleni extrakti by bylo vhodné pouzit sloupcovou chromatografii na
polyamidovych nebo Sephandex-LH kolonach, kdy methanolovy/ethanolovy eluat obsahuje
flavonoidni frakce, eluat ziskany vodnym methanolem obsahuje dimerni a oligomerni PAC a
eluat ziskany smési acetonu a vody (7:3) obsahuje PAC polymerni57’59’60. V takovém piipadé by
TLC mohla piedstavovat vhodnou techniku k porovnani klikvovych extraktti na zakladé profilt

mono/oligo/polymernich PAC.
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2. Analyza extraktu pomoci HPLC

Ziskané chromatogramy poskytly jen hrubou pifedstavu o slozeni vzorkd. V mrtvém objemu se

nejspise eluovaly slouceniny polymerniho charakteru.

3. Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity pFipravki

Protoze koncentrace hyperosidu a kvercetinu ve vzorcich nejsou zndmé¢, nemlizeme porovnavat
hodnoty ECsg standardii a vzorkt. MiZzeme ale porovnat vzorky mezi sebou. Vyssi antioxidaéni
aktivita ptipravku ¢. 3 mlze byt vysvétlena obsahem antioxidacné ptisobicich pomocnych latek

sorbanu draselného a disifi¢itan draselného.

3. Kvantitativni stanoveni PAC s vyuZitim reakce s DMAC

Stejng jako v piedchozich pracich®®® byla zji§téna linearni zéavislost mezi absorbanci
a koncentraci standardu — proanthocyanidinu A2 — vrozmezi 3,125 az 100 pg/ml.

Korelaéni koeficienty zdvislosti zjisténych v jednotlivych méfenich byly 0,999, 0,996 a 0,998.

Autofi metody66 ve své praci analyzovali komeréné¢ dostupné suché extrakty ziskané
z Vaccinium macrocarpon, nikoliv dopliiky stravy s jejich obsahem. Namétené koncentrace byly
v rozsahu 0,63 az 177 mg/g suché hmotnosti extraktu. S timto vysledkem miizeme porovnat
jeding extrakt z V. macrocarpon poskytnuty spolec¢nosti Valosun®, kde byla koncentrace

stanovena na 43,558 mg/g.

Autofi jiné prace®’ analyzovali dopliiky stravy s obsahem Vaccinium macrocarpon pomoci stejné
metody a zjistili koncentrace v rozsahu 0,3 az 73 mg/g ptipravku, coz je rovnéz fadové

porovnatelné s nasimi vysledky - 0,311 az 9,138 mg/g.

Variabilita vysledkd zjiSt€na ze tfi métfeni vyjadfend jako relativni standardni odchylka byla
v rozmezi 0,3 az 16 %. Hodnoty RSD vysledkl pro vzorky 2 a 3 byly pfili§ vysoké - 59 a 81 %.
Také naméfené koncentrace PAC byly u téchto vzorkli nejmensi. Navazka vzorkd nebyla
upravend tak, aby vyslednd koncentrace spadala do linedrniho rozmezi kalibra¢ni kiivky.
Hodnoty absorbanci pouzitych k vypoctu byly pfili§ nizké - v rozsahu 0,365 az 0,095 a 0,078
az 0,054, pricemz dobré opakovatelnosti méfeni se dosahuje v rozmezi 0,2 az 0,8. Vysledky
pro vzorky 2 a 3 nemizeme povazovat za smérodatné. Bylo by tieba provést jejich analyzu jeste

jednou a s vétsimi navazkami.
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Nedostatkem naseho méfeni je doba pouzitelnosti piipravki, kterd byla v dobé analyzy
ptekrocena. Pripravky byly uchovavané v lednici a nebyly vystavovany zafeni. Ale jak jiz bylo
feCeno, proanthocyanidiny snadno podléhaji oxidaci. Musime proto pfi interpretaci vysledka
s timto faktem pocitat. Zajimavé je potom srovnani se dvéma nov¢ zakoupenymi piipravky
9a 10, u kterych byla doba pouzitelnosti v pofadku. Stary vzorek 7 a novy vzorek 9 jsou dva
totozné pripravky se stejnym slozenim a formulaci, li§i se jen v nazvech (Apo-Brusinky
a Apo-Brusinky Strong, Profarma Product). Meéfenim byly zjistény podobné koncentrace
4,515 a 5,027 mg/g, coz vypovida bud’ o dobré¢ stabilité¢ produktu, nebo o tom, ze vyrobce méni
slozeni v prib¢hu casu a slozeni pfipravkil z riiznych Sarzi neni konstantni. U dals§i dvojice
produktid — 4 a 10 (Urinal a Urinal Akut, Wallmark) byl obsah PAC v denni doporucené davce
stanoven na 4,710 mg (6 tablet) a 4,971 mg (1 tableta). Denni davky téchto ptipravki se tedy

shoduji, jen se lisi formulaci — ptipravek 10 je v koncentrovanéjsi forme.

Obecné k metodé je treba zdlraznit, Ze namétfené koncentrace PAC se tykaji nejen
proanthocyanidini typu A, které jsou pifedpokladanymi ucinnymi slozkami piipravkd,
ale i typu B. NemuiZzeme tak s jistotou fict, ze PAC zjisténé ve vzorcich pochazi ze stejného

zdroje a ze timto zdrojem je skute¢né Vaccinium macrocarpon.

Metoda také podhodnocuje obsah polymernich PAC, protoze ¢inidlo DMAC pravdépodobné
reaguje jen s koncovou jednotkou polymeru. Procentualni zastoupeni polymernich PAC v naSich
vzorcich nezname - miZe se liSit podle typu pouzitého extraktu a formulace ptipravku.

To ponékud ztézuje objektivni porovnani vzorkai.

Avsak jediny vztah mezi mnozstvim PAC a tUc¢inkem proti infekcim mocovych cest, ktery je
klinicky podloZeny a schvaleny zdravotnickou autoritou, vychazi z davky 36 mg PAC stanovené
pravé pomoci této metody. Byla pouZita k dolozeni pritkkaznosti zdravotnich tvrzeni souvisejicich
s klikvovymi  produkty pfedloZzenych francouzskému tfadu pro kontrolu potravin
(kapitola 5.1 teoretické ¢asti).

Je specificka, rychla a snadno proveditelna. Autofi doporucuji celosvétové pouziti metody pro

snadno reprodukovatelné vysledky a moznost uniformni standardizace klikvovych produkti.
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VI. ZAVER

Byl vytvofen uceleny piehled o problematice doplnkd stravy s obsahem Vaccinium
macrocarpon. Na zéklad¢ reSerSe dostupnych informaci bylo zji§téno, ze proanthocyanidiny

z Vaccinium macrocarpon skute¢né disponuji potencialem potla¢ovat infekce mocovych cest.

Hlavni u¢innou skupinou jsou proanthocyanidiny typu A, které jsou v plodech V. macrocarpon
pritomné v nezvykle velkém mnozstvi. Mechanismus pasobeni téchto latek zatim neni
dostate¢né vysvétlen. Pravdépodobné ovliviiuji schopnost bakterii E.coli pfilnout k epitelu

mocovych cest.

Toto pusobeni je predev§im preventivni, a to pfi pravidelném uzivani. Davka doporucend na

zakladé¢ nékolika klinickych studii je 36 mg proanthocyanidinti denn¢.

Doplnky stravy byly analyzovany s cilem najit a vyhodnotit obsah uc¢innych proanthocyanidint.
Hlavnim problémem pii analyze proanthocyanidini byla komplexnost jejich smési v rostlinném
materialu, velkd strukturni rozmanitost, rizny stupefl polymerizace a nedostatek komercné

dostupnych standardd.

K analyze bylo vyzkouSeno nckolik technik. PouZzit¢ metody HPLC a TLC sice umoZnily
vytvofit si hrubou pfedstavu o vlastnostech a sloZzeni rostlinného materialu, nevedly ale

k dosaZeni hlavniho cile prace.

Byla vyzkousena metoda kolorimetrického stanoveni na zakladé reakce s ¢inidlem DMAC.
Umoznila nam stanovit koncentrace proanthocyanidini ve vzorcich. Pies nékteré nedostatky

se tato metoda dobie hodi k posouzeni obsahu proanthocyanidinil v dopliicich stravy.

Mezi hodnocenymi piipravky byly zjistény velké rozdily nejen v obsahu u€innych latek, ale
i v povaze doprovodnych informaci. Je tfeba zddraznit chybné uvadéni botanického ptuvodu

pouzitého materialu.

Doplnky stravy sobsahem Vaccinium macrocarpon dostupné na ¢eském trhu by mohly
predstavovat vhodnou alternativni moznost 1écby pro pacienty s infekcemi mocovych cest.
Je ovSem nutné, aby byly dobfe a jednotné charakterizované s hlediska obsahu ucinnych latek,

a aby byly doprovazeny adekvatnimi informacemi o spravném uzivani.
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Nazev diplomové prace: Fytochemickd studie vybraného rostlinného taxonu.

Procyanidiny Vaccinium macrocarpon v doplicich stravy.

Cil: Hlavnim cilem prace byla analyza dopliki stravy s obsahem Vaccinium macrocarpon,
a to zejména zhodnoceni obsahu latek, které se povazuji za kli¢ové z hlediska Gc¢innosti proti

infekcim mocovych cest.

Metody: K analyze pfipravkil byly pouzity techniky TLC, HPLC, stanoveni antioxidacni
aktivity zalozené na zhaseni DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového) radikalu. Obsah
proanthocyanidinli byl stanoven S vyuzitim reakce s DMAC

(4-dimethylaminocinnamaldehydem).

Vysledky: Byl vytvofen piehled o problematice doplikd stravy s obsahem
Vaccinium macrocarpon. V piipravcich byly stanoveny koncentrace proanthocyanidind. Zjistény

obsah v doporucované denni davce ptipravkil byl v rozmezi 4,2 mg az 54,3 mg.

Zavér: Proanthocyanidiny Vaccinium macrocarpon ovlivituji schopnost bakterii pfilnout
K epitelu mocovych cest. Vhodnou metodu jejich stanoveni piedstavuje stanoveni s vyuzitim
reakce s DMAC. Dopliiky stravy dostupné na Ceském trhu se vyznamné li$i obsahem téchto
ucinnych latek. Nékteré z nich by mohly pfedstavovat vhodnou alternativni moznost 1éCby

pro pacienty s infekcemi mocovych cest.

Klicova slova: Vaccinium macrocarpon, dopliky stravy, infekce mocovych cest,

proanthocyanidiny, DMAC (4-dimethylaminocinnamaldehyd).
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Procyanidins of Vaccinium macrocarpon in food supplements.

Backround: The main objective of this work was to analyze food supplements containing
Vaccinium macrocarpon, especially to evaluate the content of substances that are considered to
be effective against urinary tract infections.

Methods: Preparations were analyzed by TLC and HPLC techniques, tested for antioxidant
activity by method utilizing DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging.
Proanthocyanidins content was determined by using method based on the reaction with DMAC

(4-dimethylaminocinnamaldehyde).

Results: An overview of the issue of food supplements containing Vaccinium macrocarpon was
created. Concentrations of proanthocyanidins in samples were determined. The content in
recommended daily dose of preparations ranged from 4,2 mg to 54,3 mg.

Conclusions: Proanthocyanidins from Vaccinium macrocarpon affect the ability of bacteria to
adhere to epithelium of the urinary tract. Suitable method of their determination is method based
on reaction with DMAC. Results revealed that supplements available in the Czech market widely
differe in content of these active substance. Some of them could be appropriate alternative
treatment option for patients with urinary tract infections.

Keywords:  Vaccinium  macrocarpon, food supplements, urinary tract infections,

proanthocyanidins, DMAC (4-dimethylaminocinnamaldehyde).
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