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ABSTRAKT

PredloZend prace se zabyva studiem antioxidacnich a radikal-zhaSejicich vlastnosti a
dalSich charakteristik vybranych ekologickych a konvencnich potravin (vina, Spaldové
mouky), jako moZnych markert vhodnych pro jejich jednoznaénou diferenciaci. Cést préce je
vénovana studiu stability vybranych ovocnych $tdv v pribéhu skladovani v zdvislosti na
ruznych technologickych postupech.

V obou piipadech byla ke studiu stability a antioxidacnich vlastnosti prioritné vyuZita
kombinace metod EPR a UV/VIS spektroskopie. Kde to bylo ucelné, byla vyuzZita také AAS,
HPLC a elektroforéza. Statistické metody, zejména metody vicerozmérné statistiky byly
aplikovany s cilem komplexné zpracovat vSechna experimentélni data, a také posoudit vliv
produkénich a technologicko-zpracovatelskych operaci na antioxidacni status potravin.

Kvalitativni analyza slovenskych a zahrani¢nich biovin a konvencnich vin prokazala, ze
antioxida¢ni vlastnosti vin jsou ovliviiovany zpisobem produkce, ale i ro¢nikem a odriidou.
Jako nejvhodnéj§i markery vyuZitelné na diferenciaci slovenskych vin lze na zédkladé
statistické analyzy oznacit parametry AAE, kreppor @ %RS. Ijspé§nost diferenciace biovin a
konven¢nich vin dosdhla v piipadé bilych vin 100%, u Cervenych pak 95.2%. S vysokou
uspesnosti byla také provedena diferenciace slovenskych vin od vin zahrani¢ni produkce.

Sledované parametry $paldovych mouk jsou rtiznou mérou ovliviiovany rokem produkce,
ale i pivodem, odriidou, produkénim systémem a zpiisobem oSetfeni pSenice Spaldy, i kdyz
tento vliv se na zdklad¢ ziskanych udaji jevi jako mdlo vyznamny. RovnéZ bylo prokédzano,
Ze druh extrak¢niho Cinidla vyrazné ovliviuje slozeni extraktd, véetné koncentrace polyfenoli
a flavonoidl (tzv. funk¢nich sloZek). Jako nejicinngjsi extrahovalo lze oznacit smés 50%
etanol/voda.

I kdyZz vysledky jednotlivych spektroskopickych analyz odhalily zna¢nou variabilitu a
casto nejednoznacné rozdily mezi jednotlivymi vzorky vin, resp. mouk, zjisténé rozdily jsou
dostacujici pro jejich tspéSnou diferenciaci podle zvolenych kritérii.

Soucasti prace bylo i studium vlivu zmén ve vyrobnich postupech (aplikace dusikové
atmosféry ve vybranych ¢astech vyrobniho procesu v kombinaci s vyuzitim uzavéri na bazi
zhaSeCt kysliku) na antioxidacni a radikdl-zhéasejici vlastnosti 100% ananasovych Stéav s
kousky ananasu a 100% pomerancovych §tav s duZinou. Vysledky prokdzaly, Ze antioxida¢ni
aktivita Stdv se vyrazné¢ méni v zdvislosti na podminkdch skladovani (teplota, doba
skladovani, svételny rezim), ale je ovlivnéna i regiondlnim plivodem, odrtidou nebo kvalitou
pouzitého ovoce. Z dosazenych vysledkt vyplyva, Ze ani aplikace dusikové atmosféry v
kombinaci s aktivnimi obalovymi materidly nemusi byt schopna oxida¢ni zmény probihajici
ve S$tavach eliminovat, avSak u takto vyrobenych Stav lze 1épe predikovat zmény
antioxidacnich vlastnosti v pribéhu skladovani.

Na zdkladé vysledkt prace lze konstatovat, Ze metodu EPR spektroskopie l1ze vyuZit na
rozliSovani potravin podle zptsobu produkce bud’ samostatné, nebo v kombinaci s UV/VIS
spektroskopii s vyuzitim metod multivariacni statistiky. Kombinace téchto metod miiZze byt
také pouZita na posouzeni stability ovocnych $tdv, jako tucelné se ukazuje komplexni
hodnoceni vlastnosti studovanych vzork také jinymi analytickymi metodami.

ABSTRACT

Antioxidant properties and some other characteristics of selected organic and conventional
products (wine, spelt flours) were evaluated in view of their potential utilization as markers
suitable for food unambiguous differentiation according to the affiliation to production



system. Beside these, study of fruit juices stability during storage in dependence on different
technological procedures of juice processing was performed.

In both cases, combination of dominantly EPR and UV/VIS spectroscopy but also other
methods (e.g., HPLC, AAS, electrophoresis) was applied to evaluate the stability and
antioxidant properties of selected samples. Statistical methods, especially methods of
multivariate statistics were used to assess the influence of production and technological-
processing operations on antioxidant status of foods and their selected characteristics.

Qualitative analysis of Slovak and foreign organic and conventional wines proved that
their antioxidant properties are influenced by production system, vintage and variety. On the
basis of statistical analysis, descriptors of AAE, krgmpor and %RS were selected as the most
powerful markers for Slovak organic and conventional wines discrimination. The
discrimination of white and red organic and conventional wines possessed 100% and 95.2%
correctness, respectively. High correctness of differentiation of Slovak and foreign wines was
also achieved.

Monitored descriptors of antioxidant activity of spelt flours varied in dependence on
season, origin, variety, production system and depend also on way of spelt treatment, although
this effect is not so significant. It was also confirmed that the type of extraction agent
substantially affects the composition of extracts including polyphenols and flavonoids
concentration, affecting thus also their antioxidant activity. Mixture of 50% ethanol/water was
selected as the most promising extraction system.

Although the results of individual spectroscopic assays revealed high variability and often
ambiguous trends, the differences found were sufficient for successful differentiation of both
wines and spelt flour samples according to the selected criteria by multivariate statistical
processing of the data.

Influence of changes in technological procedures of fruit juice processing (nitrogen
atmosphere application, utilization of caps with oxygen scavengers) on radical-scavenging
properties of 100% pineapples juices with pieces of pineapple and 100% orange juices with
pulp was assessed as well. Results obtained proved that antioxidant activity of juices varied in
dependence on storage conditions (temperature, storage time, light exposure) and depends
also on origin, variety and quality of fruit used. However, the application of nitrogen
atmosphere and active packaging materials is not sufficient enough to eliminate the oxidation
reactions in juices, but changes in antioxidant activity are better predictable.

It can be concluded that EPR spectroscopy could be effectively applied for wines and spelt
flours differentiation according to the way of production and to assess the stability of food
products, either alone or in combination of UV/VIS spectroscopy and the other methods,
utilizing multivariate statistics for processing of experimental data.
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1. UVOD

BezpecCnost a kvalita potravin je jednou z hlavnich priorit evropského vyzkumu, jehoz
hlavnim cilem je snaha o maximdlni ochranu spotiebitele pfed potenciondlnim rizikem
plynoucim z konzumace potravin. Rostouci pozadavky spotiebitel po zdravych, vyZivnych a
pestrych potravindch vedou k neustdlym inovacim potravinafskych technologii a k vyvoji
novych technologickych postupti s dirazem na kvalitu, bezpecnost a atraktivitu
potravindiskych vyrobkt. S tim je spojeny i rozvoj ekologického zemédé€lstvi a zvySujici se
poptavka po ekologickych potravindch. Nezanedbatelny vyznam pii hodnoceni bezpecnosti
potravin ma také rozvoj progresivnich analytickych metod stanoveni ptivodu potravin a jejich
druhové a geografické autenticity. Hodnoceni autenticity a originality potravin je spolecnym
atributem jak pro konvenéni potraviny, tak i pro potraviny ziskané ekologickymi vyrobnimi
postupy.

Jednim z hlavnich témat spojenych s kvalitou potravin, bez ohledu na to, zda byly
produkovany konvencnimi anebo ekologickymi postupy, jsou jejich antioxidacni vlastnosti.
Vseobecné se doporucuje konzumace potravin bohatych na vitaminy, flavonoidy a jiné zdravi
prospésné latky, které jsou ve své podstaté¢ antioxidanty a funguji jako lapace volnych
radikali. Mnohé studie potvrzuji, Ze fada nezadoucich procesii v potravindch a nipojich (napf.
oxidace zptisobujici kazeni potravin a zkracovani jejich trvanlivosti) probiha radikdlovym
mechanismem a antioxidanty, jako pfirozené sloZky potravin, pomdhaji eliminovat anebo
zpomalovat tyto procesy. Z toho diivodu se antioxida¢ni aktivité, jako jednomu z moznych
parametrd k hodnoceni stability a autenticity potravin, vénuje stale vétSi pozornost.

Ke zjistovani kvalitativnich parametrli a autenticity potravin se pouziva Sirokd Skdla metod
od téch nejjednodussich (senzorické hodnoceni) az po sloZit€ instrumentdlni metody
vyzadujici nejmoderné€js$i piistroje (chromatografické a separacni techniky, biochemické,
molekuldrné biochemické metody, apod). Pfi studiu antioxidacnich vlastnosti a procesi
oxida¢niho poskozeni potravin probihajicich radikdlovym mechanismem se efektivné
vyuzivaji spektroskopické metody.

Predkladand dizertaCni prace sumarizuje parcidlni vysledky projekti zaméfenych na
studium kvality a autenticity potravin realizovanych na pracovis§ti Vyzkumného ustavu
potravinaiského v Bratislavé. Tématicky je prace rozd€lena na dvé ¢asti.

Prvni ¢ast se zabyvd posouzenim antioxidacnich vlastnosti a dalSich spektralnich
charakteristik vybranych potravin, ziskanych ekologickymi a konvencnimi péstitelskymi a
vyrobnimi postupy (vina, Spaldovd mouka), jako moznych markerd vhodnych pro jejich
jednoznacnou diferenciaci. Druhd Cast se zabyvd sledovanim stability rGznych druhi
ovocnych §tdv v pribéhu skladovani v zdvislosti na riznych technologickych postupech
(inovaci v samotném vyrobnim postupu, aplikace aktivnich obalovych materidlti s cilem
prodlouZit trvanlivost vyrobku). V obou piipadech byla ke studiu stability a antioxidacnich
vlastnosti vyuZzita jako nosnd kombinace metod EPR a UV/VIS spektroskopie.

Price vznikla na pracovistich Oddéleni chemie a analyzy potravin VUP v rdmci feSeni
projekti:

e (. 2/PVV ,Sledovanie georeferencnych a environmentdlnych markerov slovenskych
biovin s cielom ich autentifikdcie a vypracovanie postupov pre ich odlisenie od vin
vyrdabanych klasickymi postupmi‘;



e CEX I (Vybudovanie ,,HiTech* centra pre vyskum vzniku, elimindciu a hodnotenie
pritomnosti kontaminantov v potravindch — ITMS 26240120013);

e CEXII (Centrum excelentnosti pre kontaminujiice ldatky a mikroorganizmy v
potravindch — ITMS 2624010024),

e  CEXIII (Stratéga elimindcie akrylamidu v technologickom procese vyroby potravin
—ITMS 26240220050),

e HUSK (HUSK - 0901/1.2.1/0010 ,,VyuZitie regiondlnych zdrojov na produkciu
funkcnych potravin®), McCarter (ZlepSenie vyZivovych a senzorickych parametrov
ovocnych a zeleninovych ndpojov aplikdciou inertnych plynov - ITMS
26220220175 ),

ale 1 uloh v ramci projektu mezindrodni védecko-technické spoluprace SK-CZ (SK-CZ-
0161-11 ,Izoldcia a charakterizdcia prirodnych antioxidantov zo spaldovych a
pohdnkovych miik s potencidlnym vyuZitim pri priprave funkcnych potravin®).



2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Urcovani autenticity a stability potravin pfedstavuje dalezity problém v procesu kontroly
kvality a bezpeCnosti potravin nejen vyrobkil ziskanych konvenc¢nimi, ale i ekologickymi
vyrobnimi postupy. Vyvoj novych sofistikovanych technik, ve spojeni s vétSimi néaroky
konzumentti, ddva velmi silny impuls praveé v oblasti kontroly potravin.

Rozvoj ekologického zemédélstvi (EZ) v poslednich desetiletich a zvysujici se preference
konzumentl biopotravin vedl ke vzniku opravnénych pozadavki kontroly kvality a autenticity
téchto potravin. Doposud vSak neexistuji validované metody vhodné na autentifikaci
ekologickych vyrobkd a hledaji se znaky — markery indikujici pfislusnost potravin
k uvedenym produk¢énim systémuam.

2.1 Autenticita ekologickych produkti

Béhem poslednich 20 let dosSlo k vyraznému rozvoji ekologického zemé&d€lstvi (Obr. 1),
které v soucasnosti predstavuje uzndvanou alternativu k intenzivnimu (konvencnimu)
zem&délstvi, a to jak v Evropé, tak i celosvétové. Ze statistickych udajii zpracovanych
organizacemi FiBL (Research Institute of Organic Agriculture) a IFOAM (International
Federation of Organic Agriculture Movement) vyplyva, Ze na konci roku 2011 pfedstavovala
rozloha ekologicky obhospodafované piidy v Evropé 10.6 miliont ha, coz odpovida asi 2.2 %
celkové zem&délské pidy. Nejvétsimi ekologickymi producenty jsou pfitom Spanélsko, Itélie,
Némecko a Francie. Celosvétoveé nejvice péstovanymi ekologickymi produkty jsou obilniny,
kéva, olivy, olejniny, ofechy, hrozny a rizné druhy zeleniny a ovoce [1-3].
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4.0x10° =
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1986 1989 1

|
2004 2007 2010

Obr. 1: Vyvoj ekologického zemédélstvi v Evropé v letech 1985-2011 [4].

Ekologické zeméd¢lstvi prispiva k ochrané Zivotniho prostfedi a jeho jednotlivych slozek
tim, Ze stanovuje omezeni ¢i zdkazy pouzivani litek a postupd, které ho zatéZuji nebo zvysuji
rizika kontaminace potravinového fetézce jako je tomu u zeméd€lstvi konvecniho, jehoz
hlavnim cilem je vynos a ekonomicka rentabilita. K ochrané rostlin se v konvenénim
zemédelstvi pouziva celé spektrum pesticidil, které zahrnuje vysoce uc¢inné insekticidy proti
Sktidcim, herbicidy na hubeni plevele a fungicidy proti houbovym chorobam [4, 5], zatimco
v EZ je preferovano vyuziti jinych prostfedki biologické ochrany, v omezeném mnoZstvi
nékteré piipravky na bazi elementdrni Cu nebo S [2, 3].

2.1.1 Legislativa a certifikace ekologickych potravin

Pro zajisténi bezpecnosti vSech potravin, konvenc¢nich i biopotravin, je kontrolovan cely
vyrobni proces, od pudy a osiv, pfes hnojiva, krmiva, kontrolu chovii hospodéiskych zvitat,
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zpracovani a prodej potravin zivociSného puvodu, aZ po zpracovani a prodej rostlinné
produkce. Pfi vyrobé biopotravin jsou aplikovana mnohem piisnéjsi pravidla nez je tomu u
konven¢nich potravin [6].

Ekologické zemédélstvi, produkce a zpracovani potravin je podiizeno normdm a zasadam,
které jsou zdvazné pro vSechny zeméd¢€lce a zpracovatele biopotravin. Jejich zafazeni do
Kontrolou EZ jsou povéfeny organizace, které kontroluji plnéni a dodrzovani pravidel a
smérnic EZ, zakotvenych v legislativé Evropské unie (EU) i ndrodnich pfedpisech [6].
Zakladnimi pravnimi predpisy pro ekologické zeméd€lstvi v EU jsou:

= Nafizeni Rady (ES) ¢. 834/2007 o ekologické produkci a oznacovani ekologickych
produktd, v platném znéni — stanovuje pravni rdmec pro vSechny trovné vyroby,
distribuce, kontroly a oznafovani ekologickych produktti, které mohou byt
nabizeny a s nimiZ je mozné obchodovat v EU [2].

= Nafizeni Komise (ES) ¢. 889/2008, v platném znéni - stanovujici pravidla pro
produkci, oznaovani a kontrolu ekologickych produktli, ve kterych jsou upraveny
vSechny udrovné rostlinné a ZivocisSné vyrobce pocinaje obdélavanim pudy a
chovem zvitfat aZ po zpracovani a distribuci ekologickych potravin a jejich
kontrolu. Piilohy k nafizeni Komise zahrnuji napf. vyrobky povolené v EZ
(hnojiva, pudni Ccinidla), neekologické slozky, seznam povolenych postupt,
materidli a pfidavnych latek pii zpracovani a skladovani biopotravin, stejné jako
pozadavky na logo Spolecéenstvi (Obr. 2) [3].

Obr. 2: Logo EU pro ekologickou produkci [7].

Dal$imi vyznamnymi piedpisy EZ jsou smérnice IFOAM (tzv. basic standards), které
musi byt vclenény do soukromych smérnic certifikaCnich organizaci jednotlivych stati,
poskytujici rdmec pro certifikacni orgdny ¢i standardizacni organizace pro vytvoieni jejich
vlastnich certifikacnich norem. Jsou-li vyrobky proddvané na trhu oznacené logem EZ, pak
vyrobce i zpracovatel musi pracovat pod dohledem certifikatnich orgdni a musi byt
certifikovani témito organy podle norem, které spliuji zdkladni normy IFOAM [8]. V CR
vykondvaji certifikaéni a kontrolni ¢innost spole¢nosti KEZ, o.p.s., ABCERT, GmbH a
Biokont CZm s.r.o. [6, 9. VSR vykonava piimou kontrolu vyrobcti a zpracovateli
evidovanych v systému EZ organizace NATURALIS SK [10].

2.1.2 Ekologicka produkce vina

Jeden z nejvice rozSitfujicich se sektorti ekologického zemédélstvi predstavuje ekologické
vinafstvi. Na konci roku 2011 se v Evrop€ nachdzelo vice nez 260 000 ekologickych
vinohradii, coz pfedstavuje asi 3.7 % celkové vymeéry evropskych vinohradl, piicemz
nejvét§imi evropskymi producenty jsou Spané&lsko, Francie a Italie [1].

Ekologickd produkce hroznii a stim spojend vyroba biovina vychazi ze smérnic C.
834/2007 a ¢. 889/2009. Nicméné v legislativé neexistovala definice biovina, na etiketé bylo
mozné pouze oznaceni ,,vino vyrobené z ekologickych hroznt“. V roce 2012 vSak veslo
v platnost nové Provadéci nafizeni Komise (EU) ¢. 203/2012 o ekologické produkci vina [11].
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Toto nafizeni stanovuje, Ze biovino lze vyrdbét vylucné z certifikovanych, ekologicky
vyprodukovanych hroznt na zdkladé smérnice ¢. 834/2007. Zpracovani hroznii musi probihat
bez pouziti Slechténych kvasinek, enzymii a dalSich syntetickych c¢ificich a stabilizacnich
latek. Vysledkem mé byt piirodni vino bez syntetickych rezidui, jehoZ vyroba probéhla od
zacCatku do konce s maximélnim ohledem na Zivotni prostiedi.

V provadécim nafizeni Komise (EU) €. 203/2012 jsou uvedeny seznamy povolenych
postupt a latek pokryvajicich cely proces vyroby biovina, enologickych postupli a oSetfeni
povolenych za specifickych podminek, a stejné tak i postupy pii vyrobé biovina zakdzané. Je
zde rovnéz stanoven maximalni obsah sifi¢itanti v biovin¢ (Tab. 1), ktery musi byt nejméné o
30-50 mg.I" niz& neZ u konvenénich vin, pfi¢emZ je povolena uréitd odchylka (pruZnost)
v zavislosti na typu vina a klimatickych oblastech severni a stfedni Evropy. Tato odchylka je
30 mg.1", jestlize obsah zbytkového cukru je vy$si nez 2 g.I" [11, 12].

Tab. 1: Porovndni obsahu SO, v organickych a konvencnich vinech [11-13].

Typ vina Organické vino [mg.l''] Konvencnich vino [mg.l']
Cervené vino 100 150
bilé vino 150 200
riiZové vino 150 200

2.1.2.1 Vyroba biovina

V roce 2009 byl vydan Code of good organic viticulture, jako soudst projektu ORWINE
probihajiciho v rdmci EU v letech 2002 — 2006, v kterém jsou uvedeny zdsady ekologického
vinohradnictvi a vinafstvi. Hlavni zdsady uvedené v Kodexu, které by mély byt dodrzovany
pii ekologickém péstovani révy vinné a nasledné vyrobé biovina lze shrnout [14, 15]:

= doporuceny jsou interspecifické odrudy révy vinné odolnéjsi vici houbovym
chorobam;

= vyziva vinice je zaloZena na pfirozené urodnosti pidy; ozelenéni zlepSuje pudni
strukturu, zabezpe€uje Ziviny pro pidni mikroorganismy i rust révy; v piipadé
nedostatecného zdsobovani pudy a révy Zivinami lze pouzit certifikovana organicka
hnojiva;

= ochranu proti plevelim pfedstavuje mechanickd a manudlni kultivace, nebo vysev
madlo vzrstovych druht bylin; proti plisnim a chorobam se pouZivaji povolené
piipravky na béazi siry a médi (Cu max. 3 kg/rok); proti Skiidcim Ize vyuzit
antagonisty Skodlivych organisml (napt. dravy rozto¢ Typhlodromus pyri, ktery
napada svilusky a vinikovce);

= vkazdé fazi vyroby biovina je tfeba eliminovat oxidaci aromatickych latek a
mikrobidlni znecisténi mostu (limitovany piistup kysliku, nizka teplota, v ptipad¢
mikrobidlniho znecisténi pecliva hygiena);

= pii sklizni je upfednostiiovdna ru¢ni sklizen, kterd umoZziuje i tfidéni hroznu a
odstranéni listu;

= ijhned po pfijeti hrozny zpracovat na hroznovou drt’ (rmut), rmut bilych vin se
nechd naleZet 5-10 hodin (umoZnuje vyluhovani odriadové typickych aromatickych
latek, sacharidd, minerdlni latek a rostlinnych sterolll), doba macerace zavisi na
vyzrélosti hroznt a teploté rmutu; pii vyrobé ¢erveného vina se musi hrozny nechat
fermentovat (doba nakvaseni byva 8-10 dnf a fidi se vyzralosti hroznl);

= lisoviani slouzi k oddéleni moStu od pevnych Casti; nejCastéji se pouZzivaji
pneumatické lisy (bilé hrozny se lisuji cca po 10 hodinach leZeni bez pfistupu

12



vzduchu, zatimco hrozny modrych odrid az po nakvaSeni), most pro bild vina je
nutné pied zahdjenim kvasného procesu odkalit, ¢imZ se odstrani mechanické
necistoty (zdkaly);

= pii kvaSeni je zakdzano pouZzivat geneticky modifikované kvasinky, ale v moStu se
nechaji vyvinout piirodni kvasinky, které pti kvaSeni pievladnou, nebo je most
naockovan vlastnimi selektovanymi kvasinkami;

= po skonceni kvaseni nésleduje stai¢eni mladého vina, pficemz se db4, aby nedoslo k
nadmérnému kontaktu vina se vzduchem (ztrat¢ kvality vina brani skladovéani pfi
nizkych teplotach, iplné naplnéni sudli a nddob a naplnéni stropu nddoby inertnim
plynem, pfip. aplikace SO»);

= na konci zrdni je posledni moznost oSetfeni vina k zajisténi vycisténi a stabilizovani
vzdjemného poméru slozek vina tak, aby se v lahvich netvorily zakaly, Cifeni se
vyuziva k zajisténi Cistoty a Cirosti vina a k urychleni sedimentace pevnych castic
rozptylenych ve vin€, nejcastéji se pouziva bentonit;

= filtrace a lahvovani jsou findlnimi kroky vyroby vin. Pfi lahvovéni biovina jsou
kladeny nejvétsi ndroky na hygienické podminky a zabezpeceni absolutni
mikrobidlni Cistoty lahvi, zatek a celého mista lahvovani.

2.1.2.2 Biovino vs. konvenéni vino

V souvislosti s rozvojem ekologického zemédélstvi a vét§imu zastoupeni bioproduktd na
trhu s potravinami, se fada védeckych studii zaméiuje pravé na komparaci ekologickych
a konvencnich plodin a produktd, a to z riznych aspektd.

Studie biovin a konvenc¢nich vin se nejCastéji zamétuji na jejich porovnani z hlediska
obsahu polyfenolickych latek, tj. sekunddrnich metabolithi rostlin, kterym jsou pfipisovany
ruzné protektivni G¢inky na lidsky organismus [16-19]. Zastoupeni a mnozZstvi jednotlivych
polyfenolickych litek v hroznech, a tedy i viné, je ovlivilovdno jak odridovymi rozdily,
zralosti hroznovych bobuli, geografickym ptuvodem, tak i podminkami péstovani a odliSnymi
pfistupy v procesu vyroby vina [16, 20, 21].

Prestoze se ftada studii zabyvd sledovanim faktorti, které ovliviuji zastoupeni
polyfenolickych latek v hroznech, pouze nckteré z nich byly zaméfeny na posouzeni vlivu
ekologickych a konvencnich péstitelskych a enologickych postupli na zastoupeni
polyfenolickych latek, a s tim spojenou antioxida¢ni aktivitu hroznl a vin. VétSina téchto
studii prokazala, ze jak ekologické hrozny, tak i biovina byly charakterizovany vyssi
antioxida¢ni aktivitou a vyS$$§im obsahem polyfenolli néZ jejich konvenéni analogy [22-28],
pficemZ tyto dva parametry navzajem velice dobie korelovaly [25, 26, 29, 30]. V biovinech
byly zjiStény vys§i Kkoncentrace trans-resveratrolu, kvercetinu a katechinu [24, 26, 31],
kondenzovanych tanini [24], ddle pak hydroxybenzoovych (kyselina gallovad)
a hydroxycinamovych kyselin (kyselina chlorogenovd, kdvovd, kumarova, ferulova) [24-26],
ale i kyseliny askorbové [23]. Nékteti autofi rovnéz poukdzali na vySs$i obsah anthokyanu
v ekologickych  vinech, pfedev§im malvidin-3-glukosidu [23, 25]. Vys§i obsah
polyfenolickych latek v rostlinnych materidlech je obecné pfipisovan absenci syntetickych
pesticidlii a hnojiv v ekologickém zemé&dé€lstvi, coZ md za ndsledek vyssi expozici stresovym
situacim a tim i vysS§i produkci sekundarnim metabolitti jako sou¢dst obranného mechanismu
[19, 32, 33]. Pfesto nékteré studie poukdzaly na to, Ze hrozny péstované konven¢nimi postupy,
a tedy i klasicky vyrdbénd vina, byly charakterizovany vyssim obsahem celkovych polyfenoli
a vySSi antioxidaCni aktivitou, nebo byly rozdily mezi konvencnimi viny a bioviny
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nejednoznacné, prevazné ovliviiované odradovou skladbou, zralosti hroznli nebo rokem sbéru
[23, 25, 27, 31, 34-37]. Mulero et. al. stanovili v biohroznech obsah polyfenold a antioxida¢ni
aktivitu vysSi mésic pfed vinobranim, avSak tyto rozdily b&hem vinobrani zanikly.
V biovinech zjistili mirn€ zvySeny obsah polyfenold, pficemz jejich obsah se vyrazné neménil
v prubéhu skladovani [25]. Corrales et. al. stanovili vyS$§i koncentrace prokyanidinu BI,
epikatechinu a katechinu v konvenc¢nich extraktech hroznovych slupek, ale vyssi obsah
kvercetinu a kaempferolu v extraktech slupek z biohroznu [36]. Podle studie autord Vian et.
al. hrozny péstované v reZimu konvencniho zemédé€lstvi byly charakterizovidny jednoznacné
vyS$im obsahem anthokyant, zejména delfinidinu, petunidinu a malvidinu [38]. Mimoto, v
ekologickych a konvencnich vinech byly zjiStény nejednoznacné rozdily 1 v obsahu nékterych
karotenoidd, pfedevsim B-karotenu a luteinu [22].

Co se tyCe porovnani chemického sloZeni vin, nejednoznacné rozdily se ukédzaly predevS§im
v obsahu alkoholu, pH, celkové kyselosti nebo obsahu tékavych kyselin [25, 29, 37, 39, 40].
Ekologickd vina vSak obsahovala niz$i koncentrace celkového SO, v porovnani
s konven¢nimi viny [31, 40], pfi¢emz koncentrace SO, ve studovanych biovinech nepiekrocila
povolené limity dané evropskou legislativou [40].

Vétsina faktort ovliviiujicich obsah polyfenolickych latek v hroznech a vinech, predevsim
ale zptsob kultivace hroznt, pouziti hnojiv a prostfedkii na ochranu rostlin, miZe rovnéz
zpusobit odliSnosti v zastoupeni minerdlnich a stopovych prvkli v uvedenych komoditach.
Komparaci biovin a konvencnich vin z tohoto hlediska je vénovdno pouze nékolik praci,
pricemz vyssi koncentrace Na, K a P, v nékterych piipadech i Ca, Fe a Cu byly zjiStény ve
vinech z ekologickych hrozna [26, 28, 41, 42].

V souvislosti se zdkazem pouZivani syntetickych pesticidi v ekologickém zemédélstvi, se
nekteré prace zamefily 1 na porovnani biovin a konvencnich vin na zdkladé obsahu rezidui
pesticidu. Tyto studie potvrdily rezidua pesticidi pfedev§im v konvenénich vinech [43], ale
1 stopovd mnoZstvi diuronu, metalaxylu, carbendazinu a tebuconazolu v ekologickych vinech
[36, 44]. Podle nékterych studii obsahovala biovina vyssi koncentrace biogennich amint, ale i
porovnatelné koncentrace s viny konvencnimi, pficemzZ nejcastéji zastoupenymi biogennimi
aminy byly putrescin, histamin, kadaverin a etylamin [34, 45-48].

V souvislosti se zpiisobem ekologického péstovani hroznil (hrozny bez fungicidni ochrany)
lze v biovinech ocekdvat zvysSené koncentrace ochratoxinu A (OTA), predev§im u vin
piivlastkovych a Cervenych vin s delSim Casem extrakce barviv ze slupek hroznli do mostu,
¢imZ se zvySuje riziko kontaminace vina ochratoxinem. Naproti tomu, tvorba mykotoxinil je
redukovdna niZ§im obsahem dusiku ve vyzZivé révy vinné a vyS§im obsahem polyfenoli
v biohroznech [49]. Zatimco v komparacni studii autori Micelli et. al. byl zjiStény tiikrat
vyssi obsah OTA v konvenénich vinech [49], Comuzzo et. al. a Remiro et. al. zjistily v obou
typech vin porovnatelné koncentrace OTA [40, 50].

Vzhledem k Sirokému mnoZstvi metod pouZivanych ve zmifiovanych studiich zaméfenych
na charakterizaci a klasifikaci vin z riiznych hledisek, ziskana experimentalni data predstavuji
komplexni soubor proménnych. Z toho diivodu se pro komplexni zhodnoceni vyuZily metody
multivariacni statistiky s cilem identifikovat a klasifikovat hrozny a vina nejen podle odriidy a
geografického plivodu, ale i z hlediska produkéniho systému. Tinttunen a Lehtonen se na
zéklad¢ vysledkti stanoveni polyfenolickych latek, ve spojeni s dalSimi enologickymi
charakteristikami (napf. pH, celkové kyseliny, obsah SO,) pokusily, avSak netdspcSné,
diferencovat francouzskd a némeckd biovina a konvencni vina statickou metodou hlavnich
komponent [31]. Naproti tomu, metody AAS, ICP a spektroskopie ve stiedni IC oblasti
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v kombinaci s metodami multivariani statistiky byly uspéSné vyuzity pii diferenciaci
ekologicky a konvenéné produkovanych vin [26, 39, 41, 42].

2.1.3 Ekologicka produkce obilnin

Ekologicka produkce obilnin, s vice nez 2.5 miliony ha, predstavuje nejrozsitenéjsi sektor
ekologického zemédélstvi. Uspéch pii péstovani jednotlivych druhti obilnin do znaéné miry
zéavisi na obecném dodrzovani hlavnich zdsad rostlinné produkce v ekologickém zemédélstvi
daném legislativou [2, 3, 51]. Hlavni zdsadou pii vybéru druht a odrid je ur€eni vhodnosti
plodiny pro dané stanoviste. Stejné tak i dikladnd znalost pozadavki jednotlivych rostlinnych
druhil na prostiedi, ale i vlastnosti (ranost, rychlost ristu, odolnost proti chorobam, sktidctim,
konkurence proti pleveliim) je nezbytnou podminkou pro vybér druhu a odrudy [51].

Nejvétsimi evropskymi producenty ekologicky péstovanych obilnin jsou Némecko, Italie a
Spanélsko, piiem? nejéastéji péstovanymi obilninami jsou pSenice setd, pSenice $palda,
je¢men a oves [1]. PSenice Spalda je vzhledem ke zna¢né odolnosti proti Skiidctim, chorobam
a nepiiznivym klimatickym podminkdm vhodnou a ¢asto vyuzivanou plodinou v ekologickém
zemé&d¢lstvi [52].

Obiloviny jsou, krom¢ zdroje energie, bohatym zdrojem tady biologicky aktivnich latek.
Z toho diivodu se obiloviny nebo jejich sloZky vyuZivaji pfi vyrobé tzv. funkénich potravin.
Potravina miiZe byt oznacena jako funk¢ni, pokud je dostate¢né prokdzano, Ze krom¢ bézné
vyZivové hodnoty piiznivé ovliviiuje jednu ¢i vice cilovych funkci organismu,a to tak, Ze bud’
zlepSuje zdravotni stav anebo sniZuje riziko nemoci. Musi zlistat potravinou a jeji piiznivy
tcéinek se musi projevit pii konzumaci obvyklych mnozstvi daného typu potraviny [53].

2.1.3.1 Psenice Spalda v ekologickém zemédélstvi

Psenice Spalda (Triticum spelta L.) vznikla sekundarn¢€ z pSenice seté (Triticum aestivum
L.) ve vysSich nadmotskych vySkach. Je to hexaploidni pluchata pSenice se 42 chromozémy
[51, 52, 54, 55]. Z vyZivového hlediska je $palda zndma vysokou nutriéni hodnotou, lehkou
stravitelnosti a typickou ofiS8kovou chuti. Od pSenice seté se odliSuje vySSim obsahem
bilkovin (15.6 %, resp. 14.9 %), vyssim obsahem tukt (2.5 %, resp. 2.1 %), niz§im obsahem
nerozpustné vldkniny (9.3 %, resp. 11.2 %) a niz§im obsahem celkové vlakniny (10.9 %, resp.
14.9 %). Rozdily v obsahu Skrobu a sacharidi rozpustné vlakniny jsou nevyznamné [55].
Z minerélnich latek je vyznamny obsah Ca, K, Fe, Zn, Mg a P [52, 56]. Spalda je bohatym
zdrojem vitamint skupiny B, pfedev§im thiaminu, riboflavinu, ale i niacinu [52].

Péstovani $paldy se rozsifuje predeviim v Némecku, Svycarsku, Rakousku, Ceské
republice nebo v Mad’arsku [57, 58]. Na strankach Directorate General for Health &
Consumers EU jsou uvedeny jednotlivé odridy Spaldy registrované v jednotlivych stitech
EU. VCR je jedinou registrovanou odriidou Rubiota, v Mad’arsku pak Lajta a Oko-10,
zatimco na Slovensku neni doposud registrovana zadna odruda $paldy [59].

Prednosti Spaldy je celkovd vhodnost pro ekologické zemédé€lstvi. Vzhledem ke své

Vev s

s s

zpracované. Je mén¢ ndro¢nd na podminky prostfedi (dobie sndsi i extrémni vlhkostni
podminky, ma nizké ndroky na teplotu) nez pSenice setd [51, 52].

PsSenice Spalda je charakteristickd mohutnou kofenovou soustavou umoziujicich ziskat
Ziviny z hlubsich vrstev pady. Oproti pSenici seté ma Spalda pomalejsi po¢atecni rast i vyvoj.
Vzhledem k vys$Simu vzristu mad dobrou konkurenceschopnost vic¢i plevelim, nicméné
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v ptipad¢ Spatného piezimovani porostu je u ozimych Spald riziko zapleveleni vyssi.
Z ptimych zdsahi se béZné pouziva k regulaci zapleveleni vlaceni [51, 52].

Prestoze je Spalda napaddna stejnymi Sktidci jako pSenice setd, je celkoveé odolnéjsi. Mezi
nejrozsitenéjSi choroby Spaldy patii pat stébel (Gaeumennomyces graminis) a padli travni
(Erisyphe graminis). V ramci povolenych pravidel ochrany rostlin v EZ neni nutné provadét
74dné ptimé zdsahy proti chorobam a Skidctim. Vzhledem k vysoké odolnosti pSenice Spaldy
pln¢ postacuje dodrZzovéani zasad spravné zemédé€lské praxe (stfidani plodin, neptfehnojeni
porostu, apod.) [51, 52].

2.1.3.2 Ekologické vs. konvencni obilniny

Vzhledem k tomu, Ze ekologickd produkce obilnin piedstavuje nejrozsiienéjsi sektor
ekologického zemédélstvi, fada studii se zamé&fuje 1 na porovnavani ekologicky a konvencné
pestovanych obilnin. Studie se pfevdzné zaméfuji na vzdjemnou komparaci raznych druha
ekologickych obilnin (pSenice, Spalda, jeCmen), pfip. porovnani ekologicky a konvencné
pestované pSenice a jeCmene, zatimco Spaldé se doposud nevénovala fadna pozornost.

Vétsina studii porovnavajici ekologické a konvencni obilniny je zaméfena predevS§im na
jejich porovnani z hlediska obsahu mykotoxinti, napi. ochratoxin A (OTA), deoxynivalenol
(DON), zearalenol (ZEA) atd. Tyto studie ve vétSin¢ piipadi potvrdily statisticky
nevyznamné rozdily mezi obilninami a ceredlnimi vyrobky vyprodukovanych riznymi
péstitelskymi postupy, ale i statisticky vyznamny sezénni a regiondlni vliv na sledované
parametry [60-63]. Autofi Solarska et. al. ve své studii potvrdili v ekologické Spaldé a z ni
pfipravenych vyrobcich piitomnost vSech studovanych mykotoxinti kromé aflatoxind,
piicemz v obilné zrn¢ byly pfitomny DON a T-2 toxin, zatimco ve Spaldovych vyrobcich
DON, ZEA a OTA. Deoxynivalenol byl nejcastéji vyskytujicim se mykotoxinem, i kdyz
v malych koncentracich (200-310 pgkg'). Podle autori je zastoupeni jednotlivych
mykotoxini ovliviilovdno klimatickymi podminkami v pribéhu vegetacnitho obdobi
a kultivaru Spaldy [64]. Suchowilska et. al. stanovili celkem 11 mykotoxind v obilnych zrnech
Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum spelta a Triticum aestivum, priCemzZ
DON byl opét nejcastéji zastoupenym mykotoxinem. Mezi jednotlivymi kultivary byly
nalezeny statisticky vyznamné rozdily. Zastoupeni mykotoxinti v Triticum spelta bylo
porovnatelné s Triticum dicoccum [65].

DalSim z pfistupti komparace ekologickych a konvencnich obilnin je studium celé fady
metabolith. Zorb et. al. vroce 2006 zkoumali profil 52 metabolitd (aminokyselin,
organickych kyselin, sacharidd, nebo nukleotidil) v zrnech pSenice péstované ekologickymi,
integrovanymi a konven¢nimi postupy, pifiCemz autofi dospéli k zdvéru, Ze rozdilné
zem¢&dé€lské postupy maji maly, resp. zanedbatelny vyznam na zastoupeni jednotlivych
metaboliti [66]. V naslednych studiich autofi rozsifili skupinu sledovanych metabolitt
v pSeni¢nych klasech a zrnech o tuky, karotenoidy, Skroby a bilkoviny, pficemz dosédhli
srovnatelnych vysledki s pfedchozimi studiemi [67, 68].

Porovnani profilu minerdlnich a stopovych prvkid je dal§im z pfistupi komparace
ekologicky a konven¢n¢ péstovanych obilnin, vétSina praci je vSak zaméfena na komparaci
pSenice seté nebo jeCmene, zatimco Spald¢ se doposud nevénovala fddnd pozornost. Ryan et.
al. zjistili u biopSenice vyssi obsah Zn a Cu, ale nizsi obsah Mn a P ve srovnani s pSenici
konven¢ni [69]. Laursen et al. studovali potencidl multi-elementdrniho profilu pfi autentifikaci
ekologické pSenice a jecmene. Autoii demonstrovali, Ze na diskriminaci téchto ekologickych
a konvenc¢nich plodin je potfeba vice nez jeden parametr [70]. Vréek a Vrcek na zakladé
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multi-elementarniho porovnani pseni¢né bio- a konvencni mouky zjistili statisticky vyznamné
rozdily v obsahu As, Cd, Cr, Fe, Mg, Mo, Ni a V, pfi¢emZ v biomouce byly stanoveny vyssi
koncentrace V, Cr, Mg, Ni a Mo, zatimco v konven¢nich moukéch vyssi obsah As, Cd a Fe
[71].

2.2 Stabilita ovocnych st’av (dZusii)

Ovocné dzusy (St'avy) hraji vyznamnou roli ve vyzivé ¢lovéka. Jsou bohatym zdrojem fady
biologicky aktivnich litek, vcetné latek polyfenolickych, které jsou, jak uz bylo uvedeno
v predchozich ¢astech, charakteristické vyraznymi antioxidacnimi vlastnostmi. Kromé¢ jejich
antioxida¢niho pisobeni mohou také pozitivn¢ ovliviiovat barvu a chut’ ovoce, a tim pfispivat
ke zlepsSeni senzorické jakosti ovocnych St'av.

V platné smérnici Rady 2001/112/ES o ovocnych $t'dvach je ovocnd Stdva definovéana jako
zkvasitelny, ale nezkvaseny produkt ziskany =z jednoho nebo vice druhi ovoce,
s charakteristickou barvou, vini a chuti, které jsou typické pro Stdvu pochdzejici
z ptisluSného ovoce nebo smési. Aroma, duZina a bunky ze Stdvy, které jsou oddéleny
v pribéhu zpracovani, mohou byt do téZe $tdvy vraceny. Ovocnd Stdva z koncentritu je
produkt ziskany z koncentrované ovocné $tdvy opétovnym doplnénim vody, kterd byla
odstranéna pii zahustovani §tdvy, a obnovenim aromatu, a popf. ztracené duZiny a buncek,
které byly zachyceny pii procesu vyroby [72].

100% ovocné dzusy obsahuji ¢istou ovocnou $tavu, bez ptidavku cukru, vody, barviv nebo
konzervaénich litek. Casto obsahuji pouze pfirozené se vyskytujici cukry. Podle obsahu
duziny se ovocné $tavy déli na St'dvy Ciré (bez diené) a dienové Stdvy. Nové trendy ve vyrobé
predstavuje piidavani kouskli ovoce do ovocnych S$tédv, scilem uspokojit pozadavky
spottebitell a zlepsit kvalitu a organoleptické vlastnosti vyrobku [73].

2.2.1 Baleni ovocnych $t'av

Kvalita ovocnych $t'dv, vyrobenych bez piisad, je uréena kvalitou surovin. Obecné plati, Ze
kyselé a Stavnaté ovoce s vyS$Sim obsahem cukru a vyraznym aroma, je vhodné pravé pro
vyrobu ovocnych $§tdv. Zralost ovoce ma zasadni vyznam, nebot’ vyzradlé plody maji optimalni
pomér cukru/kyseliny a obsahuji Zddouci chutové a aromatické latky. Zpracovani by mélo byt
rychlé a Setrné, aby se predeslo ztratdm zplsobenych pievazné oxidaci.

Kvalita dZusu je v pribéhu zpracovéani, plnéni a nakonec béhem pfepravy a skladovani
ovlivilovan nékolika faktory, napt. hygienou béhem plnéni a baleni, skladovaci teplotou,
pusobenim kysliku a svétla nebo interakci obalového materidlu. Pravé kontakt s kyslikem
muze vést k degradaci vitamint a dalSich latek antioxida¢ni povahy, vyvolat barevné zmény a
miZe vést k chutovym zméndm. Kyslik mize byt pfitomny jak v dZusu, tak i v horni ¢asti
obalu (headspace). Kyslik obsazeny v dzusu miiZe byt zredukovdn b&hem zpracovani,
pficemz k jeho odstranéni z horni ¢4sti obalu se pouzivé proplachovani dusikem béhem plnéni
[73].

Cilenou zménou sloZeni okolni atmosféry lze zpomalit nebo i Gplné zastavit nezadouci
zmény v potravindch a tim prodlouZit jejich trvanlivost. Na tomto principu je zaloZeno baleni
(plnéni) v modifikované atmosféfe, které patii k béZn¢ pouZivanym postupiim chrinicim
skladované potraviny pfed nezadoucimi oxido-redukénimi reakcemi, ale i zménami vlhkosti
a mikrobiologickymi procesy. Praktické provedeni téchto baleni zahrnuje vakuové balené
potraviny (zdkladem je odstranéni vSech plyna pifitomnych v okoli potraviny tak, Ze obsah
kysliku v okolf produktu klesne pod 1 % plvodniho mnoZstvi) a baleni v ochranné atmosféie
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(zdkladem je odstranéni vzduchu z obalu a jeho nahrazeni smési plynti schvélenych v EU:
kyslik, dusik, oxid uhli¢ity) [74, 75].

Alternativou jak prodlouzit trvanlivost vyrobku je také pouZziti modifikovanych obalovych
materidlii — aktivnich oball. Aktivni obalové materidly jsou schopné ménit své vlastnosti
v reakci na zmény podminek vné a uvnitt obalu tak, Ze eliminuji (tzv. absorbéry — odstrani
nezddouci slouceniny jako kyslik, oxid uhli€ity, etylen) nebo zmirnuji (tzv. emitéry — uvoliuji
do balené potraviny stabilizacni Cinidla, napt. emitéry CO,, organickych kyselin — kyseliny
benzoové nebo emitéry SO,) jejich nepfiznivy dopad na kvalitu vyrobku prodlouzenim
trvanlivosti nebo organoleptickych vlastnosti [75]. Nejvyznamnéj$i skupinou pouZivanych
systémil aktivniho baleni predstavuji tzv. absorbéry (zhdSece) kysliku (oxygen scavengers).
Absorbéry kysliku jsou aplikovany ve formé sackli obsahujicich slozky absorbujici kyslik,
které se vklddaji do obalu nebo jsou pfipevnény na vnitini sténu obalu, v pfipad€ baleni
ovocnych §tdv byvaji inkorporovany do uzavérti, do obalového materidlu rozpusténim,
dispergaci v plastu nebo imobilizaci oxida¢nich enzymi v obalovém materidlu. Technologie
vychytavani kysliku vyuziva oxidaci Zelezitého prasku, oxidaci barviva citlivého na svétlo,
enzymové oxidace, nebo kombinaci téchto postupti [74-77]. Aktivni baleni na principu
absorbért kysliku umoZziuji Gc¢inn€js$i odstranéni jak kysliku rozpusténého v potraving, tak i
pritomného v horni ¢asti obalu (headspace) nez v piipad€ baleni v modifikované atmosfére
[73, 78].

2.2.2 Studium stability ovocnych $t’av

Stabilita ovocnych §tdv je ve vétSin€ dostupnych studii posuzovdna na zdklad¢ stability
barvy, zmén koncentrace kyseliny askorbové, a s tim spojenych zmén antioxidacni aktivity.
Zmeény téchto parametri jsou nejCastéji sledovany v zdvislosti na rdznych pfistupech
technologického zpracovani ovoce a vyrobniho postupu, napt. termalniho oSetfeni, zpracovani
za vysokého tlaku nebo pulznim elektrickym polem [79-83].

V souvislosti s rozvojem aktivniho baleni ovocnych $tdv na bazi absorbéri kysliku se
nckteré studie zamétuji na posouzeni vlivu téchto obalovych materidlii na stabilitu Stav,
piicemz nejCastéji sledovanym parametrem jsou zmeény koncentrace kyseliny askorbové.
Ztéchto studii vyplyvd, Ze pii aplikaci zhasSect kysliku sniZujicich obsah kysliku
rozpusténého ve S$taveé je degradace kyseliny askorbové piiblizné o 20 % nizSi nez
u klasickych obalt [84-87]. Aplikace absorbéru kysliku a CO2 prodlouzila trvanlivost
jahodové §tavy a kvalitu zpracovaného ovoce [87, 88]. Piesto v soucasnosti neexistuji studie
monitorujici stabilitu ovocnych §t'dv, které byly obohaceny kousky ovoce, a jsou baleny za
pouziti systému aktivniho baleni na bazi absorbért kysliku.
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3. POUZITE EXPERIMENTALNI TECHNIKY

K zjistovani autenticity se vyuZziva Sirokd Skdla metod od téch nejjednodussich, jako jsou
senzorické metody (posouzeni chuté, viiné nebo barvy), pfes klasické chemické a fyzikdln{
metody postihujici zdkladni sloZky potravin (stanoveni suSiny/vlhkosti, dusiku/bilkovin,
popela, pH) aZz po instrumentdlni metody vyZadujici nejmodernéjSi pfistroje
(chromatografické a separani techniky, spektroskopické nebo molekularné-biologické
metody, apod.) [89].

Celkovy ptehled o potenciondlnich markerech a analytickych metodach pouzivanych na
autentifikaci ekologickych produktti ptedstavuje studie Capuana etr. al. [19], ktefi misto
jednoduchych markertt doporucuji vice pocetné markery anebo celé kompozi¢ni profily
v kombinaci s multivariaéni statistickou analyzou, kdy se miiZze vyuZit velka variabilita dat
zahrnujicich informace tykajici se odrid, agrotechnickych podminek, geografickych,
klimatickych a jinych ¢initeld. Navic je nepravdépodobné, Ze by jeden typ analytické strategie
hodnoceni autenticity mohl byt vhodny pro ovéieni riiznych bio- a konvencnich potravin.

Jednim z piistupit hodnoceni autenticity potravin a jejich stability je i stanoveni obsahu
polyfenolickych liatek a charakterizace jejich antioxidacnich vlastnosti. K urcovani
antioxidaéni aktivity potravin, séra a biologickych tekutin se efektivné vyuZzivaji techniky
elektronové paramagnetické rezonance (EPR) nebo UV/VIS spektroskopie, které byly vyuZzity
i v této préci pifi porovnavani antioxidacnich charakteristik organickych a konven¢nich vzorkt
vin a Spaldovych mouk, a pfi studiu stability vybranych ovocnych §t'av.

3.1 Elektronova paramagneticka rezonance (EPR)

Tato technika patii do skupiny magnetickych rezonan¢nich metod, z nichZ vice zndma je
nukledrni magnetickd rezonance zabyvajici se studiem chovani jadernych spina
v magnetickém poli.

Pouziti EPR je naproti tomu omezeno jen na systémy, které maji paramagnetickou povahu,
tj. latek s jednim nebo vice nepdrovymi elektrony, jako organické nebo anorganické volné
radikdly, malé paramagnetické molekuly (kyslikové radikaly, ‘NO), anorganické komplexy
obsahujici prechodné kovy. Kromé toho se uplatiiuje pii studiu procesu fotosyntézy nebo
degradace organické hmoty. Déle se vyuziva ke studiu grafitu, ropy, asfaltu nebo dehtu,
paramagnetickych iontti a vad minerald a kamena [90, 91].

3.1.1  Zakladni princip EPR

Elektronova paramagnetickd rezonance vychazi z popisu vlastnosti elektronu. Elektron 1ze
popsat jako rotujici, negativné nabitou Castici. ProtoZe se jednd o nabitou ¢€éstici, chovd se
elektron jako magnet a miiZe tedy interagovat s okolnim polem a je moZzno mu pfifadit
magneticky dipélovy moment 2. Magneticky moment jakéhokoliv elektronu lze vyjadfit

vztahem [90-94]:

A==8¢ Pe Mg (D

kde: g je g-faktor volného elektronu (g. = 2,0023192778)
B. piedstavuje Bohriiv magneton (B = 9,2732-10* J.T™)
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Kazdy elektron ma tedy magneticky moment a spinové kvantové Cislo § = Va.
V piitomnosti silného vnéjSitho magnetického pole, se uplatiiuje magnetické kvantové cislo
M= + Y2 (stav o) nebo M, = - ¥2 (stav ). Magnetické kvantové ¢islo je projekci spinového
kvantového c¢isla do sméru silocar vnéjsiho magnetického pole a celkem mtiZe nabyvat hodnot
[90-93]:

Mg=2-s+1 (2)

Spin tedy v magnetickém poli zaujima jen urcité diskrétni orientace, a to bud’ paralelné,
nebo antiparalelné se smérem vnéjSiho magnetického pole.

Ve vnéjsim magnetickém poli dochdzi k rozstépeni pivodni hladiny elektronu na 2 hladiny
o riznych energetickych hodnotdch. Tyto dvé energetické hladiny se nazyvaji Zeemanovy
hladiny (Obr. 3) a jejich vytvofeni v magnetickém poli byvd oznacovdno Zeemaniv jev
(Zeemanovo Stépeni). Zeemanovy hladiny jsou vysledkem vzdjemné interakce mezi vnéjSim
magnetickym polem o indukci By a magnetickym momentem elektronu . Energie této
interakce je vyjadfena vztahem [90, 91, 94]:

E=-ii,-B 3)

kde: @, pfedstavuje projekci magnetického momentu elektronu do sméru pole.
Pro energii elektronu v magnetickém poli tedy plati vztah:
E=+V)-g-p-By )

kde:  Byje hodnota indukce magnetického pole.

E
E(M, = 1/2) = g B.B/2

0 AE = g.BB, = hv,
E(M, = —1/2) = —g,B,B/2

B=0 B

Obr. 3: Zeemanovo $tépent jako funkce magnetické indukce [90].

Vzdalenost mezi vytvofenymi Zeemanovymi hladinami je [91, 92]:

AE:(geﬁe%j_(_geﬁe%):geﬂeB:hv 5)

kde: h je Planckova konstanta a v je frekvence zdroje zareni.

Tato rovnice je zdroven rovnici rezonancni podminky v EPR spektroskopii, kterou lze
splnit dvéma zplisoby. Bud’ se méteni uskuteciiuje pfi konstantni frekvenci v, pii které se
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plynule méni indukce magnetického pole B az do dosaZeni rezonance; nebo druhym
zpisobem, vyuZivanym vV pulzni EPR spektroskopii, kdy se pii konstantni hodnoté
magnetického pole méni frekvence. Castéji je vyuZivan prvni zptisob. Pro hodnoty indukce
magnetického pole okolo 0.35 T je rezonan¢ni podminka splnénd pfiblizné pii frekvenci
1v=9.5 GHz, tedy mikrovInné oblasti pii vlnové délce 3 cm (pro tzv. X-pdsmové spektrometry)
[90-94].

V zavislosti na frekvenci s jakou EPR spektrometr pracuje, je mozné EPR spektroskopii
rozdélit na nékolik pasem. Kazdé pasmo (frekvence) umoziuje ziskat specifické informace o
struktufe vzorku, a proto se na jeji lepsi identifikaci ¢asto vyuziva kombinace vice pasem [90,
91, 94, 95].

3.1.2  Charakteristika spinovych systému

g-faktor

V kazdém vzorku miize mimo vnégjStho magnetického pole o indukci B, existovat
i lokdlni magnetické pole By,., jehoZ vektorovym s¢itanim s B.,; se ziska tzv. celkové efektivni
magnetické pole B,y [90, 91]:

Beﬁ‘ =Byt + By (6)

Lokalni pole mohou byt bud’ indukované vnéj$im magnetickym polem,které jsou zavislé

vvvvv

kdy se lokalni magnetické pole v latce indukuje. Pro takovéto latky plati:

BeﬁczB-(I—a)z(%ej-B (7)

Vztah (I-0) = (g/g.) je obdobou stinici konstanty, bézné¢ pouzivané v NMR spektroskopii.
Parametr g je tzv. efektivni Zeemanuv g-faktor. Kazdd paramagnetickd litka ma svoji
charakteristickou hodnotu g-faktoru, ktera slouzi k charakterizaci polohy signidlu. Odchyleni g
od g, zavisi na schopnosti vnéjSitho magnetického pole B,,, indukovat v paramagnetické latce
lokalni magnetické pole.

Charakteristickym rysem mnohych volnych radikélti a n¢kterych ptechodnych kovt je, Ze
jejich hodnota g je velmi blizkd hodnoté g,. Naproti tomu mnohé systémy (i nékteré
prechodné kovy) vykazuji od této teoretické hodnoty znac¢né odchylky a ve vyjimecnych
piipadech byly pozorovény i zaporné hodnoty g-faktoru. U anizotropnich systémt je potiebné
uvazovat o zavislosti hodnoty g-faktoru na orientaci latky v magnetickém poli. Hodnoty g se
v takovychto ptipadech uddvaji v maticovém tvaru. Systémy s izotropnimi vlastnostmi, mezi
které patii 1 roztoky s nizkou viskozitou, maji hodnotu g-faktoru nezavislou na orientaci
vzorku v magnetickém poli, tedy:

ge=8y=8; ®)

Udavana hodnota g predstavuje v téchto systémech tzv. efektivni hodnotu g-faktort ze
vSech moznych orientaci liatky v magnetickém poli. V izotropnich systémech je g-faktor
zaroven identicky se stfedem spektra [90-93].
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Hyperjemné Stépeni EPR spekter

Jestlize neparovy elektron reaguje pouze s vnéjSim magnetickym polem, tak ve spektru
pozorujeme pouze jednu Caru. To je nejjednodussi piipad. Chemické slouceniny vSak byvaji
sloZeny z atomt, jeZ maji nenulovy spinovy moment a z toho vyplyvajici Clenitost spekter,
pak pfinasi informace o vlastnostech a struktufe radikdld. Elektron je tedy ovliviiovdn
magnetickym polem vnéjsiho pole a zarovenn magnetickym polem jednotlivych jader. A prave
ovlivnéni magnetickym momentem jader zpusobuje hyperjemnou interakci a ndsledné
roz§tépeni Car v EPR spektru (hyperjemnad struktura) [90-93].

Jaderné spiny se v magnetickém poli chovaji analogicky jako spiny elektroni, coZ
znamen4, Ze zaujmou jednu z (27 + 1) orientaci popsanych jadernym spinovym cCislem M,.

Ke vzdjemné interakci mezi spinem jadra a elektronu miZe dojit dvéma zptisoby, a to [90,
91]:

e dipdl-dipdlovou interakci — ma anizotropni charakter, jeji velikost a charakter
zavisi na orientaci elektronu vzhledem k vnéjSimu magnetickému poli. Tuto
interakci lze pozorovat pouze u radikdlll v tuhych latkdch nebo viskéznéjSich
kapalinach, v kapalné fazi zanika v disledku neuspotddaného pohybu molekul.

e Fermiho kontaktni interakci — izotropni povahy, jeji velikost tedy nezdvisi na
orientaci radikdlu v magnetickém poli. Projevuje se pouze za ptredpokladu, Ze
alespon ¢ast elektronové hustoty volnych ¢4stic se nachazi na orbitalu s.

Hyperjemné Stépeni vede ke vzniku hyperjemné struktury EPR spekter. Kazdé jadro je
zdrojem magnetického pole, které v zavislosti na orientaci jaderného spinu zvysSuje (zesiluje)
nebo naopak sniZuje (zeslabuje) lokédlni magnetické pole:

By, =B, +o-m; )
kde: «je konstanta hyperjemné interakce (Stépici konstanta),
m; je magnetické jaderné kvantové Cislo (1, I-1, ...-I),
B, je indukce magnetického pole, pti které je splnénd rezonan¢ni podminka.
Vseobecné piitomnost ,n‘ chemicky ekvivalentnich jader se spinem ,/° vede ke Stépeni

vSech Car v EPR spektru na (2-n-I+1) rezonan¢nich ¢ar. Hodnoty spinti n¢kterych ¢asto se
vyskytujicich jader jsou spolu s jejich zakladnimi charakteristikami uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Vybrané charakteristiky nékterych jader [90].

Jddro Piirozeny vyskyt (%) Spin I* Magneticky moment ,M;*

H 99.9850 12 +1/2

Bc 1.11 12 £1/2

1N 99.63 1 0, +1

70 0.038 5/2 £5/2, £3/2, £1/2

Mn 100 5/2 £5/2, £3/2, £1/2

TFe 2.15 12 +1/2

¥Co 100 72 +7/2, +5/2, £3/2, £1/2

Velikost Stépici konstanty o zavisi na rozlozeni elektronové hustoty v blizkosti
interagujicich jader. Pocet rezonanc¢nich €ar v EPR spektru spolu shodnotami Sté€picich
konstant a poloha spektra charakterizovana hodnotou indukce magnetického pole B, resp.
hodnotou g-faktoru, jsou duilezitymi charakteristikami, které umoZiuji spolehlivou
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identifikaci radikdlu v systému. S ur¢enim koncentrace, resp. mnozstvi radikall pfitomnych
ve vzorku je spojend plocha EPR spektra. Za urCitych podminek (pokud se neméni Sitka
spektralni ¢ary) je mirou koncentrace radikald v systému i intenzita (vySka) EPR signalu [90-
93].

3.1.3  EPR spektroskopie v kapalné fazi

V EPR spektru pozorované hyperjemné Stépeni vzorkl v kapalné fazi umoziiuje posoudit
strukturu a distribuci elektronu v molekuldch zkoumanych paramagnetickych sloucenin.
Metoda EPR je omezend pouze na systémy obsahujici neparovy elektron, jeji citlivost vSak
umoziuje studovat 1 radikdlové meziprodukty s kridtkou dobou Zivota v chemickych
a biochemickych systémech. Vzhledem k Casté labilité téchto sloucenin jsou kladeny vysoké
néaroky pfedevs§im na vybér vhodnych rozpoustédel, ale i dalsim reak¢nich ¢inidel [90, 93].

Piimé metody detekce nizkych hladin volnych radikala, které se bézné pouZzivaji pii studiu
fyziologickych procest, jsou limitovdny spodnim prahem detekovatelnosti EPR spektroskopie
(10® mol.dm™). S pomoci vypocetni techniky Ize uskuteénit vicendsobnou akumulaci spekter,
¢imZ se potlaci velikost Sumu. V téchto piipadech je mozné detekovat radikaly pti koncentraci
kolem 10° mol.dm™. Vzhledem k tomu, Ze radikdlové procesy probihaji p¥i jesté niZzii
koncentraci, hranice detekce lze v takovych piipadech posunout pomoci metod nepiimé
detekce, napt. metody spinovych lapaci [93, 96, 97].

3.1.4  Spinové znacky a spinové lapace

3.1.4.1 Spinové znacky

Ve vseobecnosti je 1ze definovat jako stabilni radikdly pfiddvané zdmérné do reakéniho
systému. Prostiednictvim fyzikalnéchemickych vlastnosti sytému v pfitomnosti spinové
znacky je mozné urCit rtizné kvalitativni i kvantitativni parametry reak¢niho systému —
umoziuje napt. sledovédni kinetiky radikdlovych reakci, resp. na zdkladé¢ zmén konstant
hyperjemné interakce a hodnot g-faktoru spinovych znacek je mozné ziskat cenné informace
o okoli spinové znacky v experimentalnim systému.

Jejich vyhody jsou:

= citlivost na vlastnosti lokalniho okoli;

= schopnost méfit rychly pohyb molekul;

= EPR signdl neni ovlivnény diamagnetickym okolim;

= velkd variabilita dostupnych spinovych znacek (vybér spinové znacky je podminén
hlavng vlastnostmi studovaného systému).

EPR spektrum, které pozorujeme pro spinové znacky vyznamné zdvisi na dvou
parametrech:
= relativni lehkost, kterou se nitroxylovy konec molekuly mtze pohybovat a
neorientovat;
= stupenl hydrofobicity nebo hydrofility okoli.

Velikost konstanty hyperjemného St€peni (an) a hodnota g-faktoru nitroxylovych
spinovych znacek je zavisld na vlastnostech rozpoustédla. Konstanta hyperjemného Stépeni je
obvykle o 0.1 az 0.2 mT mens$i v nepolarnich rozpoustédlech nez v polarnich, pficemz
hodnota g-faktoru stoupa v poldrnich rozpoustédlech piiblizné¢ o 0.0005. To znamend, Ze
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hodnoty téchto parametrti nitroxylovych spinovych znacek ptinasi informace o okoli spinové
znacky v experimentalnim systému [98].

Metoda spinovych znacek se v soucasnosti pouziva hlavné pii studiu biologickych systémt
(enzymy, lipidy, membréany) a polymernich materiald [98, 99].

Volba spinové znacky zavisi na charakteru prostiedi a vlastnostech reakéniho systému. Pfi
vybéru vhodné spinové znacky jsou dulezitym kritériem strukturni vlastnosti spinovych
znaCek a jejich vliv na reaktivitu. BéZzn¢ se vyuzivaji napf. derivaty kyseliny stearové [100],
derivaty  3-karbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-N-oxyl (PROXYL), anebo derivéty
spinové znacky 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-N-oxyl (TEMPO) [98].

Stabilni radikdl 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (TEMPOL, Obr. 4). Jedna
se o ve vod¢ rozpustny hydroxy-derivat spinové znacky TEMPO a pfedstavuje jeden
z nejCastéji pouzivanych nitroxidovych radikalt [98, 99]. Vyuziva se v kvantitativni EPR
spektroskopii, jejiz hlavni dkol spocivd v pfesném urceni poctu EPR aktivnich Ccastic

v experimentalnim systému [95, 101].
OH

H,C™ ™ CH,
H,C c|> . CH,

Obr. 4: Radikdl TEMPOL[98].

TEMPOL reaguje s kyselinou askorbovou (AH;) za vzniku kyseliny dehydroaskorbové
(DHA) a diamagnetického hydroxylaminu, podle schématu [101-103]:

AH, > AH +H" (10)
AH™ +RNO" - R—-NOH +A™ (11)
2A" +H,0 - AH + DHA (12)

TEMPOL byl oznacen jako inhibitor oxidaci katalyzovanych kovy. Oxiduje Zeleznaté
ionty na Zelezitou formu, a proto zabrafuje reakci Zeleznatych iontt s peroxidy [99, 104-107],
je schopny zhaset superoxidovy anion radikal [99, 105] nebo hydroxylovy radikal [108, 109].
Podle studie Abdallah er. al. poskytuje TEMPOL ochranu pied Zalude¢ni ischémii,
pravdépodobné v dusledku snizovani koncentrace superoxidového anion radikdlu [110].
TEMPOL chrani mitochondrie pfed oxidaénim poSkozenim a zlepSuje okysli¢eni tkani [105],
snizuje rozsah peroxidace membranovych lipidi zpusobené gama zafenim [111]. Podle
nékterych praci mize TEMPOL pusobit jako prooxidant, ale i antioxidant [105, 112, 113].
Stabilni volny radikdl 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl ("DPPH). ‘DPPH je jednim z nejcast&ji
vyuzivanych volnych radikdld v EPR experimentech. Poprvé bylo jeho EPR spektrum
zmétené v roce 1950, a v pribéhu nékolika let se zacal vyuZivat jako standardni latka
v kvantitativni EPR spektroskopii [95, 114-118].

o O
ON Q N—N
o )
Obr. 5: Radikdl "DPPH[114].

24



‘DPPH je stabilni volny radikal (charakteristické tmavé fialové zbarveni), ktery miZe byt
diky své struktuie nejen akceptorem atomu vodiku, a piejit tak do formy stabilni
diamagnetické molekuly, ale i donorem. Pfi reakci testované latky s radikdlem "DPPH dochdzi
k jeho redukci za vzniku diamagnetického DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) [113, 118-124]:

‘DPPH + HA— DPPH —H + A (13)
‘DPPH + A~ - DPPH + A (14)
A"+ X" — produkty terminace (15)

KaZzd4 latka, kterd ma H-donorovou aktivitu (antioxidant), miZe redukovat stabilni volny
radikdl "DPPH, a v disledku toho dochézi také k zméné barvy roztoku z fialové aZ na svétle
Zlutou (napt. reakce 'DPPH a minerdlnimi kyselinami ve vodé vede krychlé ztraté
charakteristického zbarveni). Rychlost téchto reakci je mozné ovlivnit vybérem vhodného
rozpoustédla [95, 114, 123, 125, 126], napi. reakce je rychlejsi v alkoholu nez etylacetatu,
béZné¢ pouzivaném pii testovani antioxidacnich vlastnosti nepoldrnich vzorkl, napf.
rostlinnych oleju [127]. Rychlost a mira odbarveni jsou imérné antioxidaéni aktivité vzorku
[128].

V UV/VIS spektru ‘DPPH se nachdzi dva absorpéni pasy — pfi 520 nm a 320 nm. Na
spolehlivou identifikaci ‘DPPH se pouZivd absorpéni pds pfi 520 nm. Pii této vlnové délce se
Casto uskuteChiuji i rizné Gasové-zavislé experimenty. Absorpce ‘DPPH je také ovliviiovdna
interakcemi s rozpoustédlem, stejné tak je mohou ovlivilovat i rizné kontaminanty pifitomné
v roztoku [125, 126, 129, 130].

Kation-radikdl 2,2 “-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzthiazol)-6-sulfondt (ABTS™*). ABTS™
je dusikem-centrovany radikal s charakteristickym modro-zelenym zbarvenim.

H,C
,\? S SO3H
L=
HOS S N
4 ABTS
+€e 1 L —e" CH3
H3c> H@>
N S SOH N’ s SOH
Ol Y
HO,S S N HO,S S N
4 ABTS+ 4
CH, CH,

Obr. 6: Struktura ABTS a ABTS™" [131].

Jako prekurzor radikalu se pouZivd ABTS. V reakéni smési se kation-radikdl ABTS™ (siln4
absorbance v rozsahu vinovych délek 600-750 nm) generuje oxidaci ABTS [121]. Pfevazné
se pouziva systétm ABTS/H,O./peroxidaza [132, 133], ABTS/methmyoglobin/H,O, [134]
nebo reakci ABTS-H,0, katalyzované umélym enzymem G-quadruplex DNAzym, pficemZz
takto pfipraveny kation radikél byl stabilizovdan pomoci adenosintrifosfatu (ATP) [135]. Je
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vSak moznd 1ioxidace pomoci jednodusSich anorganickych oxidac¢nich Ccinidel, napf.
peroxodisiranu draselného [136-138] nebo oxidu manganiéitého [124, 139, 140].

V piitomnosti antioxidacné aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku potraviny se tento
kation-radikdl redukuje, a tim odbarvuje. Vysledna antioxidacni aktivita vzorku se hodnoti
parametrem TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ktery oznacuje antioxidacni
kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnoZstvi syntetického, ve vodé rozpustného
derivétu vitaminu E — Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8.tetrametylchroman-2-karboxylovd kyselina)
[123, 124, 136, 137, 141].

3.1.4.2 Spinové lapace

Metoda spinovych lapact je zaloZena na adici kyslikatych a organickych radikali s kratkou
dobou Zivota na molekuly vhodné struktury za vzniku aduktd vyznacujicich se vlastnostmi
stabilnich radikalq, tj. maji del$i dobu Zivota. Slou€eniny, na néz se radikaly aduji, se nazyvaji
spin trapy (spinové lapace), nejCastéji na bazi nitrond, pyrolinoxidi nebo nitrososloucenin
Z puvodné diamagnetickych lapach se tak stavaji paramagnetické slouceniny. Analyza hodnot
Stépnych konstant a g-faktoru umoZziiuje nédslednou charakterizaci (identifikaci) zachyceného
radikdl. Tato metoda se nazyva spin trapping [91, 94, 142-146)].

Spinové lapace na bdzi nitroni. Spinové lapace na bazi citront reaguji s volnymi radikaly
prostiednictvim atomu uhliku, ktery se nachédzi v a poloze vzhledem k atomu dusiku:

X
. ..R2 R2
X'+ RITTINT R1/}\N/
Ho H o
o o}

Obr. 7: Vznik stabilniho nitroxylového radikdlu reakci radikdlu X" a nitronu [142].

Vysledkem adice radikdlu X' na dvojnou vazbu fragmentu —CH=N'O"R, je vznik
stabilniho nitroxylového radikdlu. Na rozdil od aplikace nitrososloucenin se v EPR spektru
tohoto radikdlu krom¢& zdkladniho dusikového Stépeni a piipadného Sté€peni od substituentu R,
pozoruje jesté dodatecné Stépeni od vodikového atomu —CH skupiny.

NejvyznamnéjSim spin trapem na bdzi nitronll je o-fenyl-N-terc-butyl-nitron (PBN, Obr.
8a), ktery ma lipofilni charakter, coz omezuje jeho rozpustnost a také pouZziti ve vodném
prostfedi. Na druhou stranu ho tato vlastnost pfedurCuje k vyuziti jako spin-trapu napf.
v ptipad¢ radikdlt vznikajicich pfi oxidacnich procesech lipidi v bunécénych sténach. Ke
studiu radikdlovych procesti probihajicich ve vodném prostiedi se vyuZziva hydrofiln€jsiho o-
(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butyl-nitronu (POBN, Obr. 8b), ktery se vyuziva ke spin trappingu
kyslikem centrovanych radikala [90, 91, 94, 143, 147, 148]. Gonzélez et. al. vyuzily PBN
i POBN k detekci lipidovych radikdli v moiskych organismech za tvorby stabilnich
spinovych aduktt, které nejsou ovlivitovany svétlem, teplem ani piitomnosti kysliku [94].

(0]
| o

N=C(CH,) o, [
O 0N _)g-t-icny

H H
Obr. 8: a) a-fenyl-N-terc-butyl-nitron  b) o-(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butyl-nitronu [91].
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Spinové lapace na bdzi pyrolinoxidii. NejvyznamnéjSim predstavitelem této skupiny je 5,5-
dimethyl-1-pyrolin-N-oxid (DMPO, Obr. 9).

Molekula DMPO ma4 labilni dvojnou vazbu v heterocyklickém pyrolinovém kruhu, ktera
umoziuje adici radikdla s kratkou Zivotnosti. Jeho velkou vyhodou je rozpustnost v poldrnich
i nepoléarnich rozpoustédlech a pufrovych roztocich, coz umoziuje jeho vyuziti i pii sledovani
radikalovych reakci za fyziologickych podminek [143, 145, 148-150].

HC—L v
H,C ’}‘_ H
o)

Obr. 9: 5,5-dimethyl-1-pyrolin-N-oxid [91].

Nejcastéji se pouzivd na identifikaci radikdld ‘OH, HOO’, RO’, RO,  a rtznych typu
uhlikem centrovanych radikél, ve vSeobecnosti R’. PfestoZze je DMPO nejpouZivangj$im
spinovym lapacem kyslikem-centrovanych radikala, jeho schopnost zachytit hydroperoxylovy
radikdl (HOO") ma svd omezeni. Jednim z hlavnich problému je kritkd Zivotnost ‘'DMPO-
OOH aduktu, piedev§sim ve vodnich roztocich a biologickych systémech, jehoz rozkladem
vznikd ‘DMPO-OH adukt. MoZn4 je také oxidace DMPO na kationovy radikal, ktery se reakc{
s vodou transformuje na ‘'DMPO-OH spinovy adukt [143, 149-152].

3.2 UV-VIS-NIR spektroskopie

UV-VIS-NIR spektroskopie se pouzivd na charakterizaci elektronové struktury a
analytické stanoveni riiznych anorganickych a organickych slouCenin, napf. na studium
barevnych sloucenin, organickych a anorganickych barviv a pigmentti, komplexnich
slouc¢enin pfechodnych kovli apod. Obecné ji lze povazovat za velmi citlivou metodu na
kontrolu ¢istoty latek [153-155].

3.2.1 Zakladni princip UV-VIS-NIR

Technika UV-VIS-NIR se zabyvad sledovianim absorpce elektromagnetického zafeni
v rozsahu vinovych délek mezi A = 200-400 nm (UV) a A =400-700 nm (VIS), oblast nad
700 nm se nazyva infracervena (IR) [155-157]. NIR oblast pokryva ptechod od viditelné do
sttedni infracervené oblasti spektra (MIR), tedy 700-2500 nm. Infracervené zafeni ma vEtsi
vlnovou délku a mensi energii nez ultrafialové a viditelné zafeni [158, 159].
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Obr. 10: Elektromagnetické spektrum [159].
Molekula se za béznych podminek nachdzi na zdkladni vibra¢ni hladin€ a jeji elektrony

nejsou excitovany. Absorpci fotonu piijme energii, kterd vede k pfechodu elektronu na
excitovanou hladinu a molekula pfejde na jednu z mnoha vibracnich a rota¢nich hladin.
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Dostatecnou energii nesou fotony z ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Fotony
infracervené oblasti maji niZ$i energii, proto jejich absorpce jiZ nemiiZe vést ke zménam
elektronovych stavli molekul, dochdzi ale k zméndm rota¢niho a vibra¢niho stavu molekuly.
Z tohoto diivodu jsou infracervena spektra oznacovéna jako vibraéné-rotaéni [160)].

NIR spektroskopie nevyzaduje narocné piipravy vzorka k rozborim, v zdsadé lze piimo
analyzovat téméf vSechny roztoky, suspenze, emulze, praSky s nerovnym a nepravidelnym
povrchem i siln¢€ absorbujici latky. Podstatné je, aby vzorek obsahoval vazby C-H, N-H, S-H
nebo O-H a koncentrace litky v ném byla v&t3i nez 1 g.kg™ [158].

Latky, které absorbuji jen zafeni s vilnovou délkou mensSi nez 380 nm, se jevi jako
bezbarvé, latky absorbujici z bilého slune¢niho zafeni vlnové délky v rozsahu 380 — 770 nm
se jevi jako barevné [161].

Pti dopadu zafeni na povrch télesa miiZze dojit k odrazu zéfeni, k jeho pohlceni, nebo také
k prichodu zifeni objektem. Pokud dand liatka absorbuje zéafeni, dochdzi ke snizeni jeho
intenzity. Pomér intenzity zafeni s urcitou vlnovou délkou po priichodu latkou /; a intenzity
dopadajiciho zafeni Iy se nazyva transmitance T, neboli propustnost [155, 160]:

_I[
T= /0 (16)

Hodnota transmitance nabyva hodnot 0—1 a zavisi na vlastnostech absorbujici latky, vinové
délce prochazejiciho svétla a mnozstvi absorbujici latky, tj. na jeji koncentraci v roztoku a na
tloust’ce kyvety. Zavislost transmitance na téchto veli¢indch Ize definovat vztahem:

T=10"*" (17)

kde &£ je molarni absorp¢ni koeficient, / je optickd délka kyvety a ¢ je koncentrace latky
v roztoku.

Velikost absorpce Ize definovat také pomoci absorbance A. Tato veli¢ina udava
logaritmicky pomér intenzity zafeni dopadajictho a intenzity zafeni proSlého vzorkem:

Azlog(loI jz—logT (18)
t

Algebraickymi dpravami rovnic (17) a (18) se ziskd vztah oznacovany jako Lambert-
Beeriv zdkon, ktery vyjadiuje vztah mezi absorbanci a koncentraci zkoumané latky:

A=g.l-c (19)

Lambert- Beeriv zdkon je zdkonem limitnim. Plati pouze za nésledujicich podminek:
zateni musi byt monochromatické; roztoky musi byt velmi ztedéné (¢ < 10? mol.l™");
absorbujici prosttedi nesmi podléhat Zadnym zméndm; v roztoku musi byt jen jedna
absorbujici sloZzka. Pokud je ve vzorku pfitomno vice sloZek, je absorbance sumou absorbanci
jednotlivych slozek [162].

Interakci svétla a latky se mtize vyjadrit dalsi spektrofotometrickou veli€inou, absorptanci
a, ktera udava, kolik % zareni dana latka absorbovala (rovnice 20), nebo reflaktanci, ktera
vyjadiuje mnozstvi zafeni, které se odrazilo od povrchu latky (rovnice 21) [163]:
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a=100-T(%) (20)
1,
R= A 21)

kde I; je intenzita svételného toku odrazeného. V piipadé reflektance je pak absorbance

definovana vztahem:
1
A:log(%j:—logR (22)

Pfi absorpci ultrafialového a viditelného zareni latkou dochézi k elektronovym prechodiim.
Energie fotonu odpovidd zméné energie molekuly ze zdkladniho stavu Ej do excitovaného
stavu s energii E;. Zména energii molekuly je pfimo umérnd frekvenci zafeni (v) a nepifimo
umérnd vlnové délce zareni (1) podle vztahu:

AEzEl—Eozh-v=h-% (23)

kde h=6,626.10"*J.s je Planckova konstanta a ¢=3.10° m.s™ je rychlost svétla ve vakuu.

Po uskute¢néni elektronového prechodu jsou jadra v molekule pod vlivem rozli¢nych sil,
na které mize molekula zareagovat tak, Ze zaCne vibrovat. Vibra¢ni struktura elektronového
prechodu se vysvétluje Franck-Condonovym principem. Hmotnost atomovych jader je
o nékolik fadi vétsi nez hmotnost elektronu a z toho divodu je rychlost vzajemného pohybu
jader atomii v molekule (1072 s) pomalejsi nez rychlost prechodu elektronu (10" ). PH
ptechodu elektronu ze zdkladniho do excitovaného stavu proto zlstane zachovana ptvodni
vzdalenost mezi jadry atomu; tato vzdalenost vSak nemusi odpovidat optimédlni E molekuly
v excitovaném stavu, a proto jadra atomil zaujmou nejvyhodnéjsi vzdalenost az dodatecné, po
prechodu elektronu [164].

Skupiny s charakteristickou optickou absorpci se nazyvaji chromofory a jejich pfitomnost
vysvétluje barvu latek. Létka, kterd neobsahuje chromofor, je transparentni. Ve vétSing
sloucenin se vyskytuje vice chromofort soucasn¢. To zpiisobuje existenci vice elektronovych
prechodii a pozorované absorpéni spektrum je tvofené véEtSim poctem vzdjemné se
prekryvajicich pésa.

Tab. 3: Priklady energetickych prechodii v UV/VIS oblasti[165].

Piechod Rozsah vinovych délek (nm) Piiklad
650 <200 C-C, C-H
n-50 160-260 H,0, CH;OH, CH;Cl
T 200-500 C=C, C=0, C=N, C=C
no>m 250-600 C=0, C=N, N=N, N=0

Vv

Intenzita absorpce souvisi s pravdépodobnosti piechodu do vys§i energetické hladiny. Cim
je pravdépodobnéjsi dany ptechod, tim ochotnéji se absorbuje zédfeni odpovidajici energie.
Kvantova chemie rozliSuje piechody [160]:
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e piechody dovolené — vyvoldvaji velmi intenzivni pasy (Emax>10* dm’.mol™'.cm™),
patii sem piechod © — T

e piechody symetricky zakdzané — pifechody, pii kterych nedojde ke zméné
dipélového momentu molekuly; maji malou intenzitu (€n,x se pohybuje okolo
10> dm’.mol™.cm™), prechod n — T je symetricky zakdzan, a proto je pas slaby

e prechody spinové zakdzané — pfechody do stavu s jinym spinem. Maji nepatrnou
intenzitu (€yax jsou fadove v jednotkach dm3.mol'1.cm'1).

Zména energie mimo prechodit mezi elektronovymi stavy zahrnuje i zmény mezi rotacnimi
a vibracnimi stavy molekuly. Energetické zmény v diisledku rotacnich a vibra¢nich stavii jsou
vSak podstatné mensi a pro spektroskopii v UV/VIS oblasti Casto zanedbatelné

3.3 Metody studia antioxida¢nich vlastnosti potravin

Pro vzdjemné porovndvani antioxidac¢nich uc¢inkd rtiznych smési byl zaveden pojem
celkova antioxida¢ni kapacita (TAC, total antioxidant capacity), oznacovany také celkova
antioxidacni aktivita (TAA, fotal antioxidant activity), kterd kvantifikuje kapacitu vzorku
biologického materidlu eliminovat radikaly [128, 166]. Rozmanitost publikovanych metod
vyuzivanych ke studiu antioxida¢nich vlastnosti potravin vyplyvd ze skuteCnosti, Ze
nizkomolekularni antioxidanty mohou ptlisobit riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o piimou
reakci s radikdly (zhaSeni, vychytavani) nebo reakci s pfechodnymi kovy. Pfesnéjsi chemické
vymezeni mechanismu jejich uUcinku je vSak Casto problematické. Proto také postupy
hodnotici miru antioxidacniho pilisobeni jsou zaloZeny na riznych principech. Obecné mohou
byt kategorizovany do dvou skupin — na metody hodnotici schopnost eliminovat radikdly a
déle na metody posuzujici redukujici vlastnosti latek [167].

Metoda vyuZivajici radikdl ABTS™, oznaCovani jako metoda TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity), je jedna z nej€astéji pouzivanych metod hodnoceni antioxida¢nich a
radikdl-zhasejicich vlastnosti potravin. Je zaloZena na iniciaci ABTS, prekurzoru radikélu,
v radikdlovou formu, kterd se v pfitomnosti antioxidantii redukuje, a tim odbarvuje. Vysledna
hodnota TEAC vyjadiuje antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi
derivatu vitaminu E — Troloxu. Pro cisté latky je TEAC definovdna jako milimolarni
koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antioxidacni aktivitu jako testovand latka pii
koncentraci 1 mmol.dm™. Pro smé&i TEAC uddvéa koncentraci Troloxu (mmol.1'3), ktera je
rovna antioxida¢ni aktivité vzorku [121, 124, 136].

Metody vyuzivajici radikdl ‘DPPH je jedna z nejstar$i metodik posouzeni radikal-zhasejici
aktivity potravin. ‘DPPH test byl navrZen ve dvou provedenich, dynamickém nebo statickém.
Zatimco v prvnim piipadé se mé& rychlost dbytku ‘DPPH pozorovand po pfiddni vzorku
obsahujicitho fenolické latky, ve statickém provedeni se stanovuje mnoZstvi vychytaného
‘DPPH testovanym vzorkem. Dynamicky test charakterizuje reaktivitu, staticky uréuje
stechiometrii pro reakci ‘DPPH a donorem H-atomi pro jednotlivé latky nebo mnoZstvi
aktivnich OH-skupin v komplexni smési. V dynamickém provedeni je reaktivita
charakterizovéna jako pocateni rychlost rozkladu "DPPH [113, 124, 168, 169]. Pfi pouZiti
spektroskopické metody lze tuc€innost antioxidantu vyjadfit jako hodnotu ECsy urcujici
koncentraci substrétu, kterd zpisobuje 50% pokles absorbance (aktivity) ‘'DPPH [169, 170].

Uréeni hodnoty TEAC pomoci stabilniho radikalu (nejéast&ji ABTS™"/'DPPH) pfestavuje
standardni a akceptovanou experimentdlni techniku porovnani antioxidacni ucinnosti.
Vyhodou této metody je jednoduchost, nebot’ v laboratornich podminkiach Ize pokles
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koncentrace radikdlt ABTS™/'DPPH po piidéni studované latky sledovat spektrofotometricky
[171]. Vyhodou EPR spektroskopie pii studiu terminace ABTS™/'DPPH je skute¢nost, Ze se
monitoruje EPR signdl radikdlu i ve vzorcich, které nejsou pruhledné, a u nichZ nedochazi
k interferenci s ostatnimi barevnymi latkami v systému [113, 172].

Nejvyznamnéj$im zdastupcem skupiny metod hodnoticich schopnost vzorka eliminovat
kyslikové radikdly je ORAC (Oxygen radical absorbance capacity), pticemz kyslikové
radikdly se generuji pfimo v experimentdlnim systému. Peroxylovy radikdl je generovan
pomoci AAPH (2,2 -azobis-(-(2-amidinopropan-dihydrochlorid), pti generaci hydroxylovych
radikdlt se vyuZivd systém H,0,/Cu®*. M&H se zména rychlosti poklesu fluorescence
zpusobena reakci antioxidantu s fluorescenénim ¢inidlem B-fykoerytrinem. Vzhledem
k citlivosti B-fykoerytrinenu, je chodnéjsi pouZiti stabilngjSich a méné reaktivnich ¢inidel,
napf. fluorescein nebo dichlorofluorescein [106, 124, 171].

U metod zaloZenych na eliminaci hydroxylovych a superoxidovych radikéli, jsou tyto
radikdly generovdny riznymi postupy, napi. Fentonovou reakci nebo UV fotolyzou peroxidu
vodiku [173]. Detekce je zaloZena na vychytavani radikald latkami, jejichZ reakéni produkty
1ze snadno stanovit. Jednim z piistupil je pouZiti spinovych lapact, napi. DMPO, jehoZ adukty
1ze kvantifikovat pomoci EPR [172, 174].

Neenzymové antioxidanty jsou redukéni ¢inidla, kterd mohou redukovat radikdly, a tim je
inaktivovat. Z tohoto divodu, Ize aktivitu antioxidantl vyjadfit na zdklad¢ jejich redoxnich
vlastnosti. Metoda FRAP (Ferric reducing antioxidant power) je zaloZena na redukci Fe?*
komplext (napt. TPTZ - 2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) antioxidanty pfitomnymi v systému
na barevnou Zeleznatou formu. Nevyhodou metody je, Ze stanoveni probiha pii nizkém pH,
nezachycuje pomalu reagujici latky a navic Fe** je jednim z produktt Fentonovy reakce [124,
175]. Metoda CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity), varianta metody FRAP,
je zaloZena na redukci iontd Cu®* na Cu* antioxidanty v systému. Jako &inidlo se vyuZivé
neokuproin (2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin), ktery s Cu” tvoii komplexy, které absorbuji pii
vinové délce 450 mn [175, 176]. Metoda stanoveni redukujici sily (Reducing power) je
zaloZeny na principu ristu absorbance reakéniho smési (ndrtist absorbance poukazuje na
reduk¢éni schopnost vzorkll), coZ znamend zvySeni antioxidacni aktivity. Pii pouZiti této
metody tvoii antioxidant barevny komplex s hexakyanoZelezitanem draselnym, kyselinou
trichloroctovou a chloridem Zelezitym, pficemZz absorbance se méfi pii 700 nm [124, 177,
178].  Fosfomolybdénovd  metoda  (Phosphomolybdenum  method)  ptedstavuje
spektroskopickou metodu pro kvantitativni stanoveni antioxida¢ni aktivity prostfednictvim
tvorby fosfomolybdénového komplexu. Metoda je zaloZena na redukci Mo(VI) na Mo (V)
antioxidanty piitomnymi ve vzorku a ndsledné tvorb¢ zelen¢ komplexu pfi kyselém pH, jehoz
absorbance je méfena pfi 695 nm. Reakéni ¢inidlo tvofi smés kyseliny sirové, fosfore¢nanu
sodného a molybdenanu amonného. Pro vzorky nezndmého slozeni muze byt antioxidacni
aktivity vyjadiena jako a-tokoferol ekvivalent [124, 178].

Vzhledem k tomu, Ze antioxidaCni aktivita souvisi s obsahem polyfenolickych latek,
stanoveni polyfenold s vyuzitim Folin-Ciocalteuova (F-C) ¢inidla se stalo rutinni metodou
vyuzivanou na sledovani polyfenolii v raznych biologickych systémech. Princip spociva
vredukci F-C ¢inidla polyfenoly pfitomnymi ve vzorky za vzniku modrého zbarveni
s absorpénim maximem pii 765 nm. Tato metoda kvantifikuje celkové polyfenoly nebo
redukéni schopnost vzhledem ke standardu fenolové kyseliny. Nejcast€ji pouZivanym
standardem pfi stanoveni TPC je kyselina gallovd, vysledna koncentrace polyfenoli se pak
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vyjadiuje jako GAE (ekvivalent kyseliny gallové) [116, 176, 178, 179]. Piipadné lze vyuzit i
kyselinu chlorogenovou [180].

Stanoveni celkového obsahu flavonoidl, jakoZto skupiny polyfenolii, se rovnéz stalo
rutinni metodou charakterizujici antioxidacni vlastnosti potravin. Pfi stanoveni obsahu
flavonoidi kolorimetrickymi metodami se nejCastéji pouziva bud’ stabilni komplex chloridu
hlinitého (specificky pro flakony a flavanoly) nebo 2,4-nitrofenylhydrazin (specificky pro
flavanony). Pfi pouziti komplexu chloridu hlinit¢ého se jako standard vyuzivd katechin
(absorbance se méii pii 510 nm) vysledky se vyjadii jako CEQ (katechin ekvivalent) [179],
kvercetin/isokvercetin (absorbance se méfi pii 415 nm) — QE (iso/kvercetin ekvivalent) [180,
181] nebo rutin — RE (rutin ekvivalent, absorbance se méii pii 510 nm). Jako referen¢ni
495 nm [182]. Lze vyuzit 2-aminoetyl-difenylborat jako reakéni ¢inidlo, vysledky se pak
vyjadii jako RE [183]. K identifikaci jednotlivych flavonoidu se efektivné vyuziva kapalinova
chromatografie LC a HPLC [184-187].

Taniny (tfisloviny) jsou rostlinné polyfenoly trpké, sviravé a hotké chuti, které srazi
proteiny. Rozdéluji se na kondenzované taniny (polymery flavonovych jednotek) a
hydrolyzovatelné taniny (estery kyseliny gallové a glukézy nebo jinych cukri). Metody
stanoveni kondenzovanych tanind je zaloZeny na jejich reakci s aldehydy (napf. vanilin, p-
dimetylaminocinnamaldehyd) v kyselém prostiedi za vzniku barevnych sloucenin méfenych
spektrofotometricky pti 500 nm [188-190], resp. 640 nm [189, 190]. Hydrolyzovatelné tanniny
jsou nejCastéji stanovovany po kyselé hydrolyze, kterd vede k uvolnéni piislusné kyseliny
(napf. kyseliny gallové), kterd je méfena pomoci HPLC-DAD, HPLC-MS nebo GC. Tyto
metody se vyuZzivaji ptfi identifikaci jednotlivych kondenzovanych tanninli, napf.
proantokyanidint [188, 190, 191]. Je mozné i vyuziti NMR spektroskopie pii identifikaci
jednotlivych tanind [188, 192].

Stanoveni celkového obsahu anthokyanti, pfirozené se vyskytujicich fenolickych latek, je
nejcastéji realizovano spektroskopickou pH-diferen¢ni metodou, kterd je zaloZena na zméné
absorp¢niho spektra anthokyanti v zavislosti na pH. Mé&ii se absorbance smési extraktu vzorku
a pufru o hodnoté pH=1.0 a pH=4.5 pfi vlnové délce 510 nm a 700 nm. Forma vyjadieni
vysledki pro jednotlivé druhy vzorkii je volena sohledem na dominantni anthokyanin
v daném vzorku, napi. kyanidin-3-glukosid (nejCastéji se vyskytujici anthokyanin v ovoci)
[193-195], malvidin-3-glukosid (bortvky, rizové hrozny), pelargonidin-3-glukosid (jahody)
[196]. Dalsim zptuisobem vyjadieni celkového obsahu anthokyant je metoda zaloZend na jejich
extrakci ve vzorku smési metanolu okyseleného HCI, a méii se absorbance takto ptipravené
smési pii 535 nm, pii¢emz vysledky se vyjadii jako kyanidin-3-glukosid [197] nebo kumarin
ekvivalent [198]. Identifikace jednotlivych anthokyani je realizovdna pomoci HPLC
s UV/VIS detekci [197, 199] nebo detekci v diodovém poli [195, 200].

V rdmci hodnoceni antioxidacni aktivity potravin je ve vzorcich Casto sledovan i celkovy
obsah karotenoidu. Zakladem spektroskopického stanoveni karotenoidl je jejich extrakce ze
vzorku, saponifikace a ndsledné zméfeni absorbance pti 450 nm, vysledky se vyjadii jako B-
karoten ekvivalent [201, 202]. Ke stanoveni jednotlivych karotenoida (napi. B-karoten, lutein,
zeaxantin) se vyuZzivaji metody HPLC s UV/VIS detekci [202, 203] nebo HPLC-DAD-APCI-
MS [204, 205], s vyuzitim B-karotenu, luteinu nebo chlorofylu jako standardd.
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3.4 Dalsi experimentalni techniky vyuzité na charakterizaci vzorku

V riamci vy3e uvedenych projektt feSenych na Oddéleni chemie a analyzy potravin VUP,
se na komplexni charakterizaci studovanych vzorki mimo EPR a UV/VIS spektroskopie
vyuzily i metody atomové absorpcni spektroskopie, kapilarni izotachoforézy, HPLC a GC
analyzy. Timto d€kuji za spoluprdci vSem kolegiim podilejicich se na realizaci téchto
experimentt.

Atomovy absorp¢ni spektrometer ,,PERKIN ELMER 4100 s HGA 700 nebo s hofdkem a
autosamplerem AS 70 (Perkin ,Elmer, USA) byl vyuzit pfi stanoveni mikro- (Ag, Ba, Cd, Hg,
Pb, Rb, Sr) a makroprvki (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Zn) v ekologickych a konvencnich
hroznech a vinech. Tyto prvky byly rovnéz stanoveny i v pudich vinohradl v rezimu
ekologického (Pustatina, Natural Alimentaria, Velky Krti§) a konvenéniho (BuSnice, Agro-
Movino, Velky Krti§) zemédélstvi. Metoda AAS se také vyuzila pii stanoveni makroprvki
v bio- a konvencnich pSeni¢nych, Zitnych a Spaldovych moukéch.

Kapilarni elektroforeticky analyzator EA 202M (VILLA s.r.o., Spisskd Nova Ves, SR) byl
vyuZzit na stanoveni kyselin v biovinech a konvencnich vinech metodu anionické kapildrni
izotachoforézy. Ve vinech se stanovily aniony kyseliny S$tavelové, fosforecné, vinné,
citrénové, jablecné, asparagové, jantarové, octové, maleinové, glykolové, glukonové,
malonové a sirové.

LC/ESI-MS-MS analyza kvantitativniho stanoveni volnych aminokyselin v studovanych
vinech a moukdch byly realizovdna pomoci HPLC systému Agilent 1200 (Agilent
Technologies, USA) sklddajictho se z bindrni pumpy, autosampleru a termostatu koldn,
spojeného s hmotnostnim detektorem Agilent 6410 Triple Quad a ESI i6énovym.

Systém HPLC Agilent 1210 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) s gradientovym
cerpadlem, autosamplerem a DAD detektorem se vyuZil na stanoveni vybranych fenolickych
kyselin (napf. kyselina gallovd, 4-hydroxybenzoova, kofeinova, ferulovd, sinapovd,
salycilovd) v ekologickych a konven¢nich vinech, dile pak na stanoveni 5-
hydroxymetylfurfuralu (HMF) v ovocnych S§tdvach. Systém HPLC Agilent 1100 s DAD
detektorem byl vyuZit na stanoveni polyfenolt ve vinech, pfedevsSim (+)-katechinu a (-)-
epikatechinu ze skupiny flavanold, rutinu a kvercetinu ze skupiny flavonold, hesperidinu ze
skupiny flavanont a resveratrolu ze skupiny stilbénii, v neposledni fad¢ pak ke stanoveni
koncentrace kyseliny askorbové. Systém HPLC Agilent 1100 s RID detektorem byl vyuzit ke
stanoveni sacharida (glukdza, fruktéza a sachar6za) a glycerolu ve vinech. Uvedené sacharidy
byly rovnéz stanoveny ve vzorcich pSeni¢nych, Zitnych a Spaldovych mouk.

Plynovy chromatograf HP 5890 II (Hewlett Packard, USA) s FID detektorem byl vyuzit na
analyzu prchavych aromatickych latek ve vin¢ a 100% S$tdv z Cerstvé lisovanych pomeranci
s duzinou. Jednotlivé sloucCeniny byly identifikovany hmotnosti spektrometrii pomoci
plynového chromatograf Agilent 6890N (Agilent Technologies, USA), kombinovaného s MS
detektorem Agilent 5973.

Uvedené metody byly akreditovany v rdmci jejich vyuZivani v podminkach akreditované
laboratofe VUP Bratislava.
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CILE PRACE

Cile dizertacni prace je mozné ramcové definovat nasledovné:

Vypracovani, resp. adaptace objektivnich kritérii na posouzeni a hodnoceni kvality
ruznych potravin a ndpojl, z hlediska jejich antioxida¢ni aktivity.

Zpracovani komplexni studie vlivu produk¢nich a technologicko-zpracovatelskych
operaci na antioxida¢ni status vybranych potravin resp. obsah tzv. funk¢nich slozek
na vlastnosti funk¢nich potravin.

Sledovéani georeferenCnich a environmentdlnich markert slovenskych biovin za
ucelem jejich autentifikace a vypracovani objektivnich postupti pro jejich
diferenciaci od vin vyrdbénych klasickymi péstitelsko-zpracovatelskymi postupy.
Komplexni charakterizace antioxidacnich vlastnosti ekologickych a konvencnich
mouk s cilem diferencovat je podle zvolenych kritérii (sezéna, produkéni systém,
puvod, odriida).

Studium stability ananasovych a pomerancovych §tdv v prubéhu skladovani
v zavislosti na riznych technologickych postupech (inovaci v samotném vyrobnim
postupu, aplikace aktivnich obalovych materidlii s cilem prodlouzit trvanlivost
vyrobku).

Uvedenych cilid bude dosazeno zejména nasledovnymi postupy:

Pomoci kombinace modernich analytickych, spektroskopickych a statistickych
metod (zejména EPR, UV-VIS-NIR, HPLC a metod multivariani statistiky)
prostudovat a vzdjemné korelovat vSechny relevantni parametry - charakteristiky
vybranych modelovych systémii, s hlavnim dirazem na jejich antioxidacni
vlastnosti.

Sledovéni obsahu jednotlivych potencidlné zajimavych (funkénich) slozek a zmén
v jejich sloZeni v dusledku technologické tupravy, skladovéni, termického nebo
svételného namdhani, resp. expozice oxidacnimu stresu, a to jak z kvalitativniho,
tak i kvantitativniho hlediska vybranych komodit potravin.



5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material

5.1.1 Vzorky biovin a konven¢nich vin

Slovenské biovina a konven¢ni odriidova vina byla vyprodukovédna ve stfedoslovenské
vinohradnické oblasti Modry Kamen. Geografickd pfibuznost komparovanych vin vyrazné
redukuje efekt padnich a klimatickych podminek na kvalitu hroznii a klade vétsi predpoklady
na objektivnéjsi porovnavani kompozice vin podle zptisobu péstovani vinné révy.

Detailni popis analyzovanych vzorkl vin je uveden v Tab. 4.

Tab. 4: Seznam analyzovanych slovenskych a zahranic¢nich biovin a konvencnich vin.

ID Odrida Rocnik Charakteristika

Slovenska vina
Biovina - bild vina
BWI Chardonnay 2009 Suché, 11.5% alk.
BW2 Chardonnay 2002 Suché, Vybér z hroznt, 13% alk.
BW3 Tramin Cerveny 2003 Suché, Kabinet, 12.5% alk.
BW4 Ryzlink vla$sky 2002 Polosuché, Kabinet, 11.5% alk.
BW5 Ryzlink rynsky 2002 Suché, Pozdni sbér, 12% alk.
BW6 Chardonnay 2008 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
BW7 Rulandské bilé 2008 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
BWS8 Tramin Cerveny 2008 Suché, Pozdni sbér, 12.5% alk.
BW9 Rulandské bilé 2008 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
BWI0 Rulandské bilé 2007 Polosuché, Pozdni sbér, 13.5% alk.
BWII1 Rulandské bilé 2009 Suché, Vybér z hroznti, 13.5% alk.
BWI2 Chardonnay 2009 Suché, Pozdni sbér, Mesni, 13% alk.
BWI3 Chardonnay 2006 Polosuché, Vybér z hroznd, 12.5% alk.
BWIi4 Rulandské bilé 2007 Polosuché, Vybér z hroznd, 13.5% alk.
BWI5 Cabernet Sauvignon 2007 Suché, Pozdni sbér, Ruzové, 12% alk.
BWI16 Rulandské Sedé 2010 Suché, Pozdni sbér, 12.7% alk.
BW17 Tramin cerveny 2009 Suché, Vybér z hroznt, 11.5% alk.
BWIS8 Chardonnay 2011 Suché, Vybér z hroznt, 14.2% alk.
BWI9 Rulandské bilé 2011 Suché
Biovina - ¢ervend vina
BR20 Frankovka modra 2003 Suché, Pozdni sbér, 12.8% alk.
BR21 Rulandské modré 2007 Suché, Vybér z hroznt, 13% alk.
BR22 Cabernet Sauvignon 2008 Suché, Pozdni sbér, 12.5% alk.
BR23 Rulandské modré 2007 Suché, Vybér z hrozntl, 13% alk.
BR24 Cabernet Sauvignon 2008 Suché, Pozdni sbér, 12.5% alk.
BR25 Rulandské modré 2009 Suché, Vybér z hroznti, 11.5% alk.
BR26 Cabernet Sauvignon 2009 Suché, Vybér z hroznt, 14.2% alk.
BR27 Cabernet Sauvignon 2011 Suché
Konvendni vina - bild vina
CwWI Chardonnay 2003 Suché, 12.5% alk.
cw2 Chardonnay 2004 Suché, 11.5"% alk.
CW3 Tramin Cerveny 2003 Suché, Vybér z hroznt, 11% alk.
CW4 Ryzlink vlassky 2003 Suché, 11% alk.
CW5 Ryzlink rynsky 2003 Suché, Vybér z hroznt, 12.5% alk.
cwe Tramin Cerveny 2006 Polosladké, Bobulovy vybér, 12.5% alk.
CcwW7 Rulandské bilé 2008 Suché, Pozdni sbér, 12.5% alk.
CcwW8 Chardonnay 2008 Suché, Pozdni sbér, 9.5% alk.
Ccw9 Rulandské bilé 2008 Suché, 11% alk.
CwWIi0 Ryzlink rynsky 2008 Suché, 11.5% alk.
CWili Rulandské bilé 2009 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
CWI2 Chardonnay 2009 Polosuché, Pozdni sbér, 13.5% alk.
CWi3 Chardonnay 2008 Suché, Pozdni sbér, 11.5% alk.
CWi4 Rulandské bilé 2008 Suché, 13% alk.
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Tab. 4 (pokr.): Seznam analyzovanych slovenskych a zahranic¢nich biovin a konvencnich vin.

ID QOdrida Rocénik Charakteristika

CWi5 Rulandské bilé 2009 Sladké, Bobulovy vybér, 11% alk.
CwWi6 Tramin Cerveny 2008 Suché, 12% alk.

Cwi7 Tramin Cerveny 2008 Polosladké, Vybér z hrozni, 12% alk.
CwWis8 Chardonnay 2009 Suché, Vybér z hroznt, 14.5% alk.
CWI9 Rulandské bilé 2009 Suché, Vybeér z hrozni, 13% alk.
CW20 Tramin cerveny 2009 Suché, 12% alk.

CW21 Chardonnay 2011 Suché, Pozdni sbér, 12% alk.
Ccw22 Tramin cerveny 2011 Suché, 11.5% alk.

cw23 Rulandské bilé 2008 Suché, 12% alk.

Konvencni vina- Cervend vina

CR24 Frankovka modrd 2003 Suché, Vybér z hroznt, 12.5% alk.
CR25 Frankovka modra 2004 Suché, 11% alk.

CR26 Frankovka modra 2008 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
CR27 Frankovka modra 2008 Suché, 11% alk.

CR28 Cabernet Sauvignon 2008 Suché, Vybér z hroznt, 13% alk.
CR29 Frankovka modra 2008 Suché, Pozdni sbér, 12.5% alk.
CR30 Cabernet Sauvignon 2008 Suché, Pozdni sbér, 13% alk.
CR31 Cabernet Sauvignon 2008 Suché, Vybér z hroznt, 12% alk.
CR32 Rulandské modré 2008 Suché, 12% alk.

CR33 Rulandské modré 2009 Polosladké, Bobulovy vybér, 13.5% alk.
CR34 Cabernet Sauvignon 2009 Suché, 12% alk.

CR35 Rulandské modré 2009 Suché, Jakostni vino, 11.5% alk.

Zahrani¢ni vina
Biovina - bild vina

BWI-IT Chardonnay 2010 Suché, 12% alk.

BW2-CZ Rulandské bilé 2009 Polosladké, Pozdni sbér, 11.5% alk., Cejkovice
BW3-CZ Tramin Cerveny 2009 Polosladké, Pozdni sbér, 13% alk., Cejkovice
BW4-A Veltlin zeleny 2011 Suché, 12.5% alk., NiederGstereich

Biovina — ervend vina

BR5-CZ Rulandské modré 2009 Suché, Pozdni sbér, 12.5% al., Cejkovice
BR6-CZ Cabernet Sauvignon 2007 Suché, 12.5% alk., Paulov

Konvendni vina - bild vina

CWI-H Chardonnay 2010 Suché, 11% alk., Szekszard

CW2-CZ Tramin cerveny 2011 Suché, 12% alk., Cejkovice

CW3-A Veltlin zeleny 2011 Suché, 12.5% alk., NiederGstereich
Konvendni vina — Cervend vina

CR4-A Rulandské modré 2010 Suché, 13% alk., Burgenland

CR5-CZ Rulandské modré 2010 Suché, 11.5% alk., Cejkovice

CR6-H Cabernet Sauvignon 2009 Suché, 12% alk., Hajés-Bajai

Slovenskd biovina byla doddna spoleCnosti Natural Alimentaria, kterd je jedinym
certifikovanym producentem biovin na Slovensku. Tyto vina jsou certifikované Inspek¢ni
sluzbou Naturalis SK. Producentem slovenskych konven¢nich odridovych vin
modrokamenského vinohradnického regionu byla spolecnost Agro-Movino, s.r.o. Kromé
slovenskych biovin byla Cast studie zaméfena 1 na charakterizaci komeréné dostupnych biovin
z Ceské republiky (CZ), Rakouska (A), Itdlie (IT) a Mad’arska (HU), jejichz pocet je znacné
limitovan vzhledem k jejich dostupnosti v slovenské maloobchodni siti. Cilem bylo ndsledné
provést test schopnosti pouzitych modelti diferencovat vzorky vin podle geografické
piislusnosti. Celkové bylo analyzovdno 33 biovin (27 SK, 4 CZ, 1 AT, 1 IT) a 41
konvencnich vin (35 SK, 2 CZ, 2 AT, 2 HU) rtznych rocniki, od roku 2002 do 2011, pficemz
dominantnimi odridami byly Chardonnay, Tramin ¢erveny, Rulandské bilé, Rulandské modré
a Cabernet Sauvignon. Pievazné se jednalo o odridové suchd vina s pfivlastkem, vybér z
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hroznli nebo pozdni sbér. Z celé skupiny bylo pouze 14 vzorkl parovych vin, tj. vin stejného
ro¢niku a odriidy, ale odliSného produkcniho systému.

5.1.2 Vzorky mouk

Optimalizace extrakcnich podminek byla realizovdna na souboru 20 komer¢né dostupnych
slovenskych a mad’arskych mouk ziskanych ekologickymi a konvencnimi zemédélskymi
postupy, jejichZ seznam je uveden v Tab. 5. Extrak¢ni Cinidlo s nejvys$si ucinnosti bylo
nasledné pouzito pro pfipravu extrakti Spaldovych mouk pfipravenych z pSenice Spaldy
z redlnych polnich pokust realizovanych v ramci feSeni projekti, které s danou problematikou
souvisely.

Tab. 5: Seznam vzorkii slovenskych a madarskych mouk pouZitych pro optimalizaci extrakcnich podminek.

ID Druh mouky Piavod ID Druh mouky Puvod
Fl Bio pSenic¢nd celozrnnd hladkd SK F11  Bio Zitné celozrnnd kamen HU
F2 Bio pSeni¢né celozrnna HU Fi2 Bio zitnd bila (svétla) HU
F3 Bio pSeni¢na celozrnna kamen HU F13  Konv. Zitnd celozrnnd hladka SK
F4 Bio pSeni¢na bild (svétla) HU F14  Bio $paldova celozrnna hladka SK
F5 Konv. pSeni¢nd celozrnna hladkd SK F15  Bio $paldova celozrnna HU
F6 Konv. pSeni¢nd polohrubd vybérova SK F16  Bio Spaldovd celozrnnd kamen HU
F7 Konv. pseni¢nd hrubd SK F17  Bio Spaldovd bil4 (svétld) HU
F8 Konv. pseni¢nd hladkd specidl SK F18  Konv. $paldovd celozrnnd hladka SK
F9 Bio Zitnd celozrnnd hladka SK F19  Bio Spaldovd hladka SK
F10  Bio Zitnd celozrnna HU F20  Bio $paldové celozrnna hruba SK

Redlné vzorky $paldovych mouk byly pfipraveny ze dvou odrid $paldy, OKO-10 a Lajta,
pestovanych za podminek ekologického a konven¢niho zemédélstvi v letech 2010/2011
a2011/2012 na tzemi Slovenska a Mad’arska. V roce 2011 byly analyzoviny pouze vzorky
mad’arskych mouk z regionii Rébcakapi (polni pokusy realizované v reZimu ekologického
zeméd€lstvi), Mosonmagyardvar a Sopronkodvesd (v reZimu konvencniho zemédé€lstvi), v roce
2012 pak byla skupina vzorek rozsifena i o vzorky slovenskych mouk péstovanych v oblasti
Sladkovicovo (ekologické zemédélstvi) a Lehnice (konvencni zemédé&lstvi). PSenice Spalda
(OKO-10 i Lajta) byla péstovdna na celkové vyméie 120x48 m, pficemZ byla oSetfena
ptipravky (pfihnojovdna) podle schématu na Obr. 11. Zplsob oSetfeni byl identicky pro
mad’arskou i slovenskou stranu. V Tab. 6 je uveden seznam analyzovanych vzorku
Spaldovych mouk.

120 m

O6KO-10

Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3 Parcela 4 Parcela 5
Kontrola/ Azoter NPK / Biokal 01 Greensoil £
reference Vinasz (BIO) PK+Ca+S <
N

Na jafe |[neosetfeno Biokalemh (10 I/ha)
E
Na jafe o3etfeno Biokalem (10 I/ha) M
24 m 24 m 24 m 24 m 24 m

Charakteristika oSetreni psenice Spaldy pfi polnich pokusech na Gzemi Madarska a
Slovenska

MnozZstvi pripravku na osetreni

Parcela Osetreni Podzim Jaro Jednotka
1 Kontrola/reference (0] o] -
2 Azoter 10 o] I/ha
3 NPK/ Vinasz (BIO) 200 50 kg/ha
4 Biokal 01 10 10 I/ha
5 Greensoil PK+Ca+S 200 [0} kg/ha

Obr. 11: Pldn polnich pokusit na tizemi Madarska a Slovenska a charakteristika jednotlivych zpiisobii oSetieni

pSenice Spaldy.
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Tab. 6: Seznam analyzovanych vzorkii Spaldovych mouk pripravenych z odriid pSenice spaldy OKO-10 a Lajta

ziskanych z polnich pokusii realizovanych na vizemi Madarska a Slovenska.

ID Odrida Ofsetieni  Piivod  ID Odrida Ofsetieni  Piivod

Region Mosonmagyardvdar 2011
Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

30  Lajta, konv. 1 HU 34 OKO-10, bio 4 HU
31 OKO-10, konv. 1 HU 35  OKO-10, konv. 4 HU
32 OKO-10, bio 1 HU 36  OKO-10, konv 3 HU
33 OKO-10, bio 1 HU 37 OKO-10, konv 1 HU
40  OKO-10, konv. 3 HU 38 OKO-10, konv. 5 HU
41 OKO-10, konv. 4 HU 39 OKO-10, konv. 2 HU
42 OKO-10, konv. 1 HU 45 Lajta, konv. 2 HU
43 OKO-10, konv. 5 HU 46  Laijta, konv. 3 HU
44  OKO-10, konv. 2 HU 47 Laijta, konv. 4 HU
50 Lajta, konv. 2 HU 48 Lajta, konv. 5 HU
51 Lajta, konv. 4 HU 49 Lajta, konv. 1 HU
52 Lajta, konv. 5 HU

53 Lajta, konv. 3 HU

54 Lajta, konv. 1 HU

Region Soprokdvesd 2011

Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

56 Lajta, konv. 1 HU 60 Lajta, konv. 4 HU
57 Lajta, konv. 5 HU 63 Lajta, konv. 3 HU
58 Lajta, konv. 4 HU 64 Lajta, konv. 1 HU
59 Lajta, konv. 2 HU 67 Lajta, konv. 2 HU
69 Lajta, konv. 3 HU 70 Lajta, konv. 5 HU
Region Rabcakapi 2011

Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

65 Lajta, bio 5 HU 61 Lajta, bio 2 HU
72 Lajta, bio 1 HU 68 Lajta, bio 1 HU
82 Lajta, bio 2 HU 81 Lajta, bio 4 HU
91 Lajta, bio 3 HU 84 Lajta, bio 5 HU
92 Lajta, bio 4 HU 90 Lajta, bio 3 HU
62 OKO-10, bio 4 HU 80 OKO-10, bio 1 HU
66  OKO-10, bio 3 HU 71 OKO-10, bio 3 HU
83 OKO-10, bio 5 HU 85 OKO-10, bio 5 HU
87  OKO-10, bio 1 HU 86 OKO-10, bio 4 HU
89  OKO-10, bio 2 HU 88 OKO-10, bio 2 HU
Region Soprokdvesd 2012

Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

96  OKO-10, konv. 1 HU 101 OKO-10, konv. 1 HU
97  OKO-10, konv. 2 HU 102 OKO-10, konv. 2 HU
98  OKO-10, konv. 3 HU 103 OKO-10, konv. 3 HU
99  OKO-10, konv. 4 HU 104  OKO-10, konv. 4 HU
100 OKO-10, konv. 5 HU 105 OKO-10, konv. 5 HU
111  Lajta, konv. 2 HU 106  Lajta, konv. 2 HU
112 Lajta, konv. 4 HU 107 Lajta, konv. 4 HU
113 Lajta, konv. 5 HU 108  Lajta, konv. 5 HU
114  Lajta, konv. 1 HU 109  Lajta, konv. 1 HU
115 Lajta, konv. 3 HU 110  Lajta, konv. 3 HU
Region Mosonmagyarévdr 2012

Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

121 OKO-10, konv. 2 HU 116  OKO-10, konv. 1 HU
122 OKO-10, konv. 4 HU 117 OKO-10, konv. 2 HU
123 OKO-10, konv. 5 HU 118  OKO-10, konv. 3 HU
124 OKO-10, konv. 1 HU 119 OKO-10, konv. 4 HU
125  OKO-10, konv. 3 HU 120 OKO-10, konv. 5 HU
131  Lajta, konv. 2 HU 126  Lajta, konv. 1 HU
132 Lajta, konv. 4 HU 127 Lajta, konv. 2 HU
133 Lajta, konv. 5 HU 128  Lajta, konv. 3 HU
134  Lajta, konv. 1 HU 129  Lajta, konv. 4 HU

38



Tab. 6 (pokr.): Seznam analyzovanych vzorkii spaldovych mouk pripravenych z odriid pSenice $paldy OKO-10 a

Lajta ziskanych z polnich pokusii realizovanych na vizemi Madarska a Slovenska.

ID Odrida Ofsetieni  Piivod  ID Odrida Ofsetieni  Piivod

135 Lajta, konv. 3 HU 130  Lajta, konv. 5 HU

Region Rabcakapi 2012
Na jafe neoSetfeno Biokdlem Na jate oSetfeno Biokdlem

141  Lajta, bio 1 HU 136  Lajta, bio 1 HU
142 Lajta, bio 2 HU 137 Lajta, bio 2 HU
143 Lajta, bio 3 HU 138  Lajta, bio 3 HU
144 Lajta, bio 4 HU 139  Lajta, bio 4 HU
145  Lajta, bio 5 HU 140  Lajta, bio 5 HU
151  OKO-10, bio 2 HU 146  OKO-10, bio 2 HU
152 OKO-10, bio 4 HU 147 OKO-10, bio 4 HU
153 OKO-10, bio 5 HU 148 OKO-10, bio 5 HU
154  OKO-10, bio 1 HU 149 OKO-10, bio 1 HU
155  OKO-10, bio 3 HU 150  OKO-10, bio 3 HU
Region Slddkovicovo 2012

Na jafe neosetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

157 OKO-10, bio 1 SK 156  OKO-10, bio 1 SK
162 OKO-10, bio 2 SK 163 OKO-10, bio 2 SK
165  OKO-10, bio 3 SK 164  OKO-10, bio 3 SK
170 OKO-10, bio 4 SK 171 OKO-10, bio 4 SK
173 OKO-10, bio 5 SK 172 OKO-10, bio 5 SK
159  Lajta, bio 1 SK 158  Lajta, bio 1 SK
160 Lajta, bio 2 SK 161  Lajta, bio 2 SK
167 Lajta, bio 3 SK 166  Lajta, bio 3 SK
168  Lajta, bio 4 SK 169  Lajta, bio 5 SK
175  Lajta, bio 5 SK 174 Lajta, bio 4 SK
Region Lehnice 2012

Na jafe neosetfeno Biokdlem Na jafe oSetfeno Biokdlem

177 OKO-10, konv. 5 SK 176 OKO-10, konv. 5 SK
179  OKO-10, konv. 4 SK 178  OKO-10, konv. 4 SK
181  OKO-10, konv. 3 SK 180  OKO-10, konv. 3 SK
183  OKO-10, konv. 2 SK 182 OKO-10, konv. 2 SK
185  OKO-10, konv. 1 SK 184  OKO-10, konv. 1 SK
195 Lajta, konv. 5 SK 186  Lajta, konv. 5 SK
188 Lajta, konv. 4 SK 187  Lajta, konv. 4 SK
190  Lajta, konv. 3 SK 189  Lajta, konv. 3 SK
192 Lajta, konv. 2 SK 191  Lajta, konv. 2 SK
194  Lajta, konv. 1 SK 193  Lajta, konv. 1 SK

5.1.2.1 Priprava extrakti Spaldovych mouk:

Presné 1 g pfisluSného vzorku mouky se smichalo s20 ml roztoku pfisluSného
rozpoustédla (50% etanol/voda (v/v), 50% aceton/voda (v/v) a voda). Po 1 hodiné
protfepavani na laboratorni tfepacce pii rychlosti 150 rpm se smés zcentrifugovala pii 20 °C
rychlosti 9 200 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl Setrné¢ oddélen a mezi jednotlivymi
experimenty skladovan v temnu pfi laboratorni teplot¢.

5.1.3 Vzorky ovocnych §t'av

Zmény antioxidac¢ni aktivity v pribéhu skladovani byly sledovany u 100% Stévy
pfipravené z Cerstvé lisovanych pomeranci s duZinou a 100% Stdvy z Cerstvé lisovanych
ananasu s kousky ananasu, oba typy vzorkl byly dodany firmou McCarter a. s.

Pii vyrobé Stav byly pouZity dvé odlisné technologie. V prvnim piipad¢ byly vzorky
pripraveny klasickou technologii, a po Setrné pasterizaci (95 °C, 20 s) a aseptickém plnéni,
byly PET ldhve uzavieny klasickym Sroubovym uzédvérem (SK38/16; BeriCap, Budenheim,
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Némecko). V druhém piipad¢€ byla ve vybranych fazich vyroby (skladovaci tank, michaci
tank) aplikovédna dusikova atmosféra a PET ldhve byly opatfeny Sroubovym uzdvérem na bazi
zhdsedt (absorbéri) kysliku (SK38/16-0,S; BeriCap, Budenheim, Némecko). Stavy pak byly
skladovany pii 7 °C v chladnicce.

Vyrobcem deklarované tdaje o sloZeni jednotlivych analyzovanych $tav:
e 100% st'dva z Cerstvé lisovanych pomerancii s duZinou

SloZeni: 100% pomerancova St'dva lisovand za studena. OSetfeno Setrnou
pasterizaci. Bez pfidavku cukru. Obsahuje pfirozené se vyskytujici cukry
Primeérné vyZivové hodnoty ve 100 ml:

Energetickd hodnota: 188 kJ/45 kcal

Bilkoviny: mén¢ jak 1.0 g

Sacharidy: 10.4 g, z toho cukry 10.4 g

Tuky: méné jak 0.5 g, z toho nasycené mastné kyseliny méné jak 0.5 g
Vldknina: méné jak 3 g

Sodik: méné jak 0.025 g

Vitamin C: 36 mg — 45 % DDD

o 100% st’dva z Cerstyé lisovanych ananasii, s kousky ananasu

SloZeni: 100% ananasova Stédva lisovand za studena, s kousky ananasu
(7 % hmot.). Osetfeno Setrnou pasterizaci. Bez pfidavku cukru. Obsahuje
pfirozené se vyskytujici cukry.

Priimérné vyZivové hodnoty ve 100 mi:

Energeticka hodnota: 216 kJ/51 kcal

Bilkoviny: méné jak 0.4 g

Sacharidy: 11.6 g, z toho cukry 11.6 g

Tuky: méné jak 0.1 g, z toho nasycené mastné kyseliny méné jak 0.1 g
Vlédknina: méné jak 1 g

Sodik: méné jak 0.05 g

5.1.3.1 Priprava ovocné st’davy

Ptislusny vzorek ovocné §t'dvy byl pied analyzou centrifugovén pii rychlosti 10 000 rpm
pii 5°C po dobu 10 min. Supernatant byl od tuhého podilu Setrné¢ oddélen a mezi
jednotlivymi méfenimi se uchovaval v chladnicce.

5.2 Laboratorni vybaveni

5.2.1 Pomiucky

Bylo vyuZito b&zné laboratorni sklo Simax (Kavalier, CR); automatické pipety (Eppendorf,
USA); kifemenné kyvety pro UV/VIS oblast (Hellman, Némecko); ploché kiemenné kyvety
pro EPR (Bruker, Némecko), plastové vialky (Fisher, SK).

5.2.2 Chemikalie

Pfi experimentech byl pouzit hydroxid sodny, p.a. (NaOH, Mikrochem, SK);
hydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (KH,PO4, Mikrochem, SK); kyselina gallovd (C7H¢Os,
Merck, Némecko); Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo (Sigma Aldrich Ltd, Némecko); kyselina
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tiobarbiturova p.a. (C4H4N,O,S, Sigma Aldrich Ltd, Némecko); kyselina trichloroctova, p.a.
(C,HC130,, Merck, Némecko); hexakyanoZelezitan draselny, p.a. (K;[Fe(CN)g], Sigma
Aldrich Ltd, Némecko); chlorid Zelezity, p.a. (FeCls, Merck, Némecko); uhli¢itan sodny, p.a.
(Na,COs, Lachema, CR); kyselina L-askorbov4, p.a. (Lachema, CR); peroxodisiran draselny,
p.a. (K,S,0s, FLuka, §V}’/carsk0); etanol (AFT, SK); stabilni volny radikal 2,2-diphenyl-1-
pikrylhydrazyl (‘DPPH, Fluka, Svycarsko), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenthiazoline-6-sulfonic
acid) salt (ABTS, Polysciences, Inc., Velkd Britdnie); 4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-N-oxyl (TEMPOL, Sigma Aldrich Ltd, Némecko); 5,5-dimethyl-1-
pyrroline-N-oxide (DMPO, Sigma Aldrich Ltd, Némecko), 2-aminotyl-difenylborat (Sigma
Aldrich Ltd, Némecko) a deionizovand voda (Rodem 6, primérné vodivost do lpS.cm'l).

5.2.3 Piistroje

Priprava vzorki: analytické vdhy AP-110 (Ohaus, Svycarsko); laboratorni centrifuga
s moznosti chlazeni 2-16 KC (Sigma, Némecko); laboratorni tfepacka Innova 2000 Platform
Shaker (New Brunswick Scientific, USA).

Charakterizace vzorku: UV-VIS-NIR spektrofotometr Schimadzu 3600 s piislusenstvim
(Schimadzu, Japonsko); portable X-band EPR spektrometr e-scan (Bruker, Némecko).

5.3 Metody

Mimo EPR a UV/VIS spektroskopie, se na charakterizaci mouk ve spolupréci s ostatnimi
pracoviiti VUP Bratislava vyuZily atomovy absorpéni spektrometer ,,PERKIN ELMER 4100
s HGA 700 nebo s hofdkem a autosamplerem AS 70 (Perkin ,Elmer, USA) pro stanoveni
kovti (Ca, Cu, Na, K, Mg, Fe, Zn) v moukach, HPLC/MS/MS kapalinovy chromatograf 1200
série (Agilent Technologies, USA) s hmotnostnim detektorem Agilent 6410 Triple Quad
s ESI i6novym zdrojem ke stanoveni aminokyselin, HPLC-RID kapalinovy chromatograf
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) pro stanoveni sacharidli (glukéza, fruktéza a
sacharéza), plynovy chromatograf GC-6890 N (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko)
pro stanoveni profilu mastnych kyselin. Ddle byl stanoven obsah popela, suSiny (pomoci
suSinovych vah IR120, Denver Instrument GmbH, Némecko), dusiku (Kjeldahlova metoda),
hrubé vldkniny (ANKOM Fiber Analyzer A200,USA), ptipadné dalsi reologické vlastnosti
(Mixolab, Chopin Technologies, Francie). Nicméné nasledujici C€asti jsou zamcéifeny
predev§im na charakterizaci antioxidacnich vlastnosti a radikdl-zhasejicich vlastnosti
studovanych komod.

5.3.1 UV/VIS experimenty

Vsechny UV/VIS experimenty byly realizovany pomoci UV-VIS-NIR spektrofotometru
Schimadzu 3600 s piisluSenstvim.

5.3.1.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenolit (TPC)

Celkovy obsah polyfenoll v analyzovanych vzorcich byl stanoven modifikovanou
metodou s vyuzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla [206]. Pfesné 200 pl vzorku (podle potieby
ziedéného 12% etanolem — vina, extrakty mouk nefedéné) se smichalo s 15.8 ml destilované
vody a 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 3 min se ptidaly 3 ml 20% uhlic¢itanu sodného a
smes byla dikladné promichdna. Po dobu 60 min se nechala vyvijet barevnd reakce
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a nasledné byla zméfena absorbance pii 765 nm oproti referenci (vina — 12% etanol, extrakty

mouk — 50% etanol, ovocné §tdvy — voda).

Stejnym postupem byla piipravena kalibra¢ni kfivka s pouZzitim standardnich roztokt
kyseliny gallové v koncentraénim rozmezi 0-1000 mg.1"". Vysledky byly vyjadieny jako GAE
(mg.I'"). Pro kazdou studovanou komoditu byla pfipravena vidy novd kalibraéni kiivka.
Typickd kalibra¢ni kiivka vyuzitd pro charakterizaci vin je zndzornéna na Obr. 12.

Linear Regression:
10 LY-A+B"X

Parameter Value Error

A -0.02042  0.01263
08B 0.00101  2.23596E-5
| R SD N P
0.6 [~
0.99878 0.02019 7 <0.0001
€
c
g 0.4
< T
0.2
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Obr. 12: Kalibracni kiivka standardnich roztokit kyseliny
gallové — zavislost absorbance p¥i 765 nm na koncentraci

(vyuZitd pro charakterizaci vina).

5.3.1.2 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi (TFC)

Celkovy obsah flavonoidl v piislusnych vzorcich (extrakty Spaldovych mouk) byl
stanoven modifikovanou metodou s vyuzitim ¢inidla 2-aminoetyl-difenylborat [183]. Piesné
100 ul 1% roztoku cinidla 2-aminoetyl-difenylbordtu v 50% smési etanol/voda (v/v) se
smichalo s 2 ml extraktu Spaldové mouky piimo v kfemenné UV kyveté. Smés se diukladné
promichala a po 2 minutach se zméfila absorbance roztoku pii 404 nm proti referenci (50%

etanol ve vode¢).

Identickym postupem byla piipravena kalibra¢ni kfivka s vyuZzitim standardnich roztoki
rutinu v 50% etanole v koncentraénim rozmezi 0-100 mg.l" (Obr. 13). Vysledky byly

vyjadieny jako RE (mg.kg™).

Linear Regression:
o5 [ Y=A+B"X
Parameter Value Error
A -0.00555  0.0055
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Obr. 13: Kalibracni krivka standardnich roztokii rutinu —
zdvislost absorbance roztoku pri 404 nm na koncentraci

rutinu.



5.3.1.3 Stanoveni oxidacnich produktii (TBARS)

Tvorba oxida¢nich reak¢nich produktl vin byla stanovena podle modifikované metody Zin
et al. a vysledky byly vyjadieny jako TBARS (tiobarbituric acid reactive substances) [207].
Presné 2 ml 20% kyseliny trichloroctové a 2 ml 0.67% kyseliny tiobarbiturové se piidaly
k 1 ml vzorku vina. Smés se umistila do vodni 14zn& zaht4té na teplotu 952 °C po dobé 10
min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés centrifugovana pfi rychlosti 3 000rpm po
dobu 20 min. Absorbance supernatantu byla zmétena pii 532 nm. Jako reference byl pouZit
12% etanol.

5.3.1.4 Stanoveni schopnosti vzorkii redukovat Zelezo (FRP)

Schopnost vin redukovat Fe™* na Fe** byla testovana metodou podle Chyau et al. [208].
Ptislusny vzorek vina (2 ml) se smichal s 2 ml 0.2 mol.I"" sodno-fosfatového pufru (pH 6.6) a
2 ml 1% hexakyanoZelezitanu draselného, a smés se inkubovala 20 min. ve vodni ldzni o
teplot¢ 50+2 °C. Ke smeési se nasledné ptidaly 2 ml 10% kyselina trichloroctové a takto
piipravena smés se centrifugovala 10 min pfi rychlosti 3 000 rpm. 500 pl supernatantu bylo
smichano s 2.5 ml destilované vody a 100 pl 0.1% chloridu Zelezitého (bild vina) pfimo
v kiemenné kyveté. V piipad€ Cervenych vin se smichalo 100 pl supernatantu, 2.9 ml dest.
vody a 20 pl chloridu Zelezitého. Absorbance smési byla métena pii 700 nm po dobu 100 s.

5.3.1.5 Stanoveni ABTS"*/DPPH radikdl-zhdSejici aktivity

Radikal-zhasejici aktivita vzorkli vin/extraktli Spaldovych mouk byla testovdna pomoci
roztoku stabilniho volného radikalu ‘DPPH, resp. kation radikdlu ABTS™, pfipraveného podle
Re et al. [209]. V kiemenné kyveté se smichalo ptesné 900 pl vzorku (podle potieby
ziedéného 12% etanolem (vzorky vina), resp. 50% etanolem (vzorky mouk) s 2.1 ml 0.1
mmol.I"" roztoku "DPPH v etanole, respektive 0.1 mmol.I"" roztoku ABTS™. Smés byla
dikladné promichana a béhem 10 s po ptfidavku radikdlu se zacala monitorovat absorbance
roztoku pfi 515 nm (‘DPPH) a 730 nm (ABTS™) po dobu 15 min. Jako reference byl pouZit
12% etanol (vina) a 50% etanol (extrakty mouk). Méfeni absorbance roztoku ABTS™, resp.
‘DPPH pfi pfislusné vinové délce bylo vyuZiti také pro kontrolu koncentrace téchto roztoku
pii jejich vyuziti v EPR experimentech. Na vypocet pfesné koncentrace byly vyuzity molarni
extinkéni koeficienty €aprse=1.47 mmoll'.cm™ [209, 210], e.pppry=1.16 mmol.l".cm™
[211].

5.3.2 EPR experimenty

VSsechny EPR experimenty byly realizovany pomoci portable X-band EPR spektrometru e-
scan (Bruker, Némecko) s piislusenstvim. Kazdé meéieni bylo provedeno ve dvou
opakovénich.

5.3.2.1 Monitorovdni radikdl-zhdSejici aktivity

Vina. Ptesn& 300 ul pfislu§eného vzorku vina bylo smich4no se 700 ul roztoku ABTS™ ve
vodeé (pocdteéni koncentrace coaprse+) = 0.1 mmol.l'l) nebo roztoku ‘DPPH v etanolu
(pocatecni koncentrace coepppry = 0.1 mmol.l'l) [212]. V ptipad¢ TEMPOL testu se smichalo
piesné 300 pl roztoku radikdlu TEMPOL (poc¢étecni koncentrace corempor) = 0.1 mmol.l'l) se
700 ul vzorku vina. V ptipad¢ referencniho systému byl do reakéni smési pridan 12% etanol
namisto piisluSného vzorku.
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Extrakty $paldovych mouk. Postup stanoveni ABTS™/'DPPH radikal-zh4Sejici aktivity
extraktii Spaldovych mouk v 50% etanole byl shodny s postupem popsanym vyse pro vina.
Jako reference byl u téchto experimentli pouzit 50% etanol.

Ovocné §tdvy. Schopnosti ovocnych §t'av terminovat ABTS™ kation radikal byla testovéna
identickym postupem jako v piipadé vin a extrakti Spaldovych mouk. V ptipad¢ TEMPOL
testu se smichalo ptesné 200 ul piislusné ovocné stavy s 900 ul roztoku radikdlu TEMPOL
(pocatecni koncentrace cocrempor) = 0.01 mmol.l'l). Jako reference byla pouzita destilovana
voda.

Smés piislusného radikdlu a vzorky byla ndsledn¢€ promichana 2 ml vzduchu a umisténa do
ploché EPR kyvety. Méfeni zacalo pfesn€¢ 3 min po piidavku volného radikalu do systému
a sledoval se Casovy vyvoj 10 EPR spekter béhem 15 min. Kazdé spektrum piedstavuje
akumulaci 30 individudlnich scantl.

5.3.2.2 Technika spinovych lapacit v pritomnosti DMPO/K>S,0s

Presné 100 pl roztoku DMPO (25 pl DMPO/840 ul vody) ve vodé se smichalo s 200 ul
pufru (pH = 7), 300 pl ptisluSného vina a 250ul 0.1 mol.I" K5S,0s. Stejné jako v ptipadé
predchozich testli, byla smés ndsledné¢ promichdna 2 ml vzduchu a umisténa do ploché
kiemenné EPR kyvety. Méfeni zaCalo piesn€ 3 min po piidavku K,S,0s, pficemz se sledoval
casovy vyvoj 15 EPR spekter béhem 30 min. Kazdé spektrum piedstavuje akumulaci 30
individudlnich scantl. Pti pouZziti tohoto sytému sledujeme antioxidacni aktivitu jako vysledek
konkurencnich reakci mezi spinovym lapacem DMPO a antioxidanty pfitomnymi ve vzorku
prostfednictvim tvorby spinovych duktd, dominantné "DMPO-OH, pokud neni v ndsledujicich
¢astech uvedeno jinak.

5.3.2.3 Podminky EPR méieni

VSechna méfeni byla realizovdna pomoci ploché kifemenné kyvety, vhodné pro EPR
meéfeni. Kyveta s vnitinim objemem 500 pl byla opatfena injekéni stifkackou s objemem 2 ml
pro ulehceni plnéni métenym vzorkem.

Kyveta byla umistnéna do dutiny EPR spektrometru a po nastaveni parametri méfeni se
zacal sledovat ¢asovy vyvoj 10 EPR spekter béhem 15 min (DPPH, ABTS™, TEMPOL) resp.
15 EPR spekter po dobu 30 min (DMPO/K,S,0g), a to pfesné¢ 3 min po piidavku radikdlu
('DPPH, ABTS™, TEMPOL) resp. K,S,05 do systému.

Typické parametry — nastaveni EPR spektrometru:

= stfed pole — central field (CF) 346.5 mT (DPPH,ABTS™);
346.1 mT (TEMPOL);
346 mT (DMPO)
10 mT (DMPO, 9 mT)
0.05 mT (DMPO, 0.15 mT)
3.99-10°, (DMPO, 2-10%)

= §itka pole — sweep width (SW)
= modulace — modulation amplitude
= zesileni — reciever gain
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vykon mikrovlnného zdroje
frekvence mikrovinného zareni
casovy rozdil mezi spektry

¢asova konstanta

délka 1 scanu

pocet scanil — numer of scanes (NS)
pocet snimanych spekter

6 mW

9.71 GHz

At = 1.5 min (DMPO, At = 2 min)
10.24 ms

2.62s

30

10 (DMPO, 15)



5.3.2.4 Zpracovdni experimentdlnich dat

Pro vSechny experimentdlni systémy se realizovala série 2 identickych experimenti, a to
pro kazdy vzorek. Namétend EPR spektra byla zpracovdna v programech ORIGIN
(MicroCalc®), WinEPR (Bruker®) a pomoci programu SCIENTIST (MicroMath®).

Pro kvalitativni porovnani radikal-zhésejici aktivity jednotlivych sloZek byly zvoleny dva
pristupy. V prvnim piipad¢, radikdl-zhasSejici aktivita vin, resp. extraktii Spaldovych mouk
oproti radikdlim ‘DPPH nebo ABTS™ charakterizovana jak UV/VIS, tak i EPR spektroskopii,
byla vyjadiena jako hodnota TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Hodnoty TEAC
byly vypoéitdny pro hodnoty koncentrace DPPH/ABTS™ (dvojity integrdl EPR spektra) nebo
absorbance roztoku (UV/VIS experimenty) naméiené v ¢ase 10.5 min po ptidani piislusného
radikdlu do systému, podle vztahu:

(c

*

. . —C . . V. .

(" DPPH/ABTS™) o DPPH/ABTS*)) ('DPPH/ABTS™) 4 7 24
DPPH/ABTS™ v (24)

TEAC.

(vzorku)

kde:  coeppPH/ABTS-+) j€ po&dtecni koncentrace/absorbance roztoku ‘DPPH (ABTS™);
Cy+DPPH/ABTS++) j€ koncentrace/absorbance roztoku "DPPH (ABTS™) po jejich piidavku
do systému ve zvoleném case ¢ (t = 10.5 min);
V .pppH/ABTS++) j€ Objem "DPPH (ABTS™) pfidaného do systému;
V (vzorku) j€ objem vzorku pfidaného do systému;
v je stechiometricky koeficient reakce ‘DPPH (ABTS™) a TROLOX (v obou
piipadech, v = 1/2);
Z je faktor zfedéni.

Schopnost vin terminovat radikdl TEMPOL byla vyjadiena jako hodnota AAE (Ascorbic
acid equivalent). Prepocet koncentrace TEMPOL (dvojity integrdl EPR spektra v ¢ase 10.5
min po jeho piiddni do systému) byl realizovdn pomoci kalibra¢ni kiivky sestrojené ze
standardnich roztokl kyseliny askorbové v koncentraénim rozmezi caa) = 0-8.5- 10 mol.l"!
(charakterizace vina, Obr. 14) a c(aa) = 0-1.8- 107 mol.I"! (charakterizace ovocnych $t'av).

11

- Equation: y = A1*exp(-x/t1) + yO
10 |
L Chi*2/DoF =0.00104
09 L Rt = 099225
0.8 -_ yo 0.00554 +0.02075
: Al 0.97891 +0.02742
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o2 L Obr. 14: Kalibracni krivka standardnich roztoku kyseliny
01k askorbové — zdvislost relativni intenzity EPR spektra
00 L b (dvojity integrdl v case t = 10.5 min po priddni TEMPOL
otbr 0L . do systému) na koncentraci (vyuZitd pri charakterizaci

00 30x10* 6.0x10" 9.0x10* 1.2x10° 1.5x10° .
p vin).
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V druhém piistupu, pro odhad schopnosti jednotlivych vin terminovat radikdly ‘DPPH,
ABTS™ a TEMPOL byla zdvislost koncentrace piislu$ného radikdlu na Case popsdna
kinetickou rovnici prvniho fddu a v programu SCIENTIST pomoci nelinedrni regrese
pouzitim Newtonové relaxované iteracni metody vypocitané formalni rychlostni konstanty k’,
podle vztahu:

In (gpg ) =In A50) +k'*t (25)

kde: Igpr jedvojity integrdl EPR spektra;
k’ je formdlni rychlostn{ konstanta (min™);
t je ¢as po ptiddni "DPPH/ABTS™*/TEMPOL do systému (min).

Antioxidac¢ni aktivita vzorkli testovdna technikou spinovych lapaci v pfitomnosti
DMPO/K;S,05 byla vyjadiena jako hodnota %RS (Radical scavenged, % zhaSenych radikali)
[213, 214], kterd ptimo vyjadiuje antioxidacni schopnost piislusného vzorku, resp. jeho
schopnost eliminovat radikdly vznikajici v experimentdlnim systému. Hodnota %RS se
vypocitala podle rovnice:

1 -1
%RS =[1—Mj*100 (26)
Iref(lS) - Iref(l)

kde:  Iefis ) piedstavuje intenzitu 15. spektra piisluSného vzorku, resp. reference
Lipref1) piedstavuje intenzitu 1. spektra ptisluSného vzorku, resp. reference.

Tento vztah zohlediiuje také proménlivou intenzitu spektra (koncentraci spinovych aduktl)
na zacatku méteni. Hodnoty %RS byly nasledné piepocitiny na hodnoty TEACpympo podobné
jako v praci Zalibera et. al. [214, 215], pomoci kalibra¢ni kfivky sestrojené ze standardnich
roztokd Troloxu v koncentraénim rozmezi 0-9.4- 107 mol.I"' v sytému K,S,0s/DMPO.

1.2
1.0 |
08 |
)
T 06|
8
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O 04} Model: ExpGro1
T Equation: y = A1*exp(x/t1) + y0
Chi*2/DoF =0.00538
02 | RA2 = 0.95983
I o 097448 1004142 Obr. 15: Kalibracni kiivka standardnich roztokii Trolox
At -0.8705 +0.05939 . .
0k o H 000006  £0.00001 v systéemu  K,S,0yDMPO — zdvislost hodnot RS
R Y Y Y vypoctenych podle rovnice 26 na koncentraci Trolox.
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5.3.3 Statistické zpracovani dat

Na statistické porovnani experimentdlnich dat byla primdrn¢ pouzito multivariani
porovndvani metodou ANOVA - procedura Tukey-HSD (Unistat v. 6.0) pro porovndni
vyznamnosti rozdili skupinovych priméra, kterému predchazelo ovéfeni normality dat podle
Studentova rozdé€leni. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily s hodnotou P < 0.05.
Pfi porovnavéani statistickych rozdila kinetickych zdvislosti jednotlivych parametri
antioxida¢ni aktivity v zdvislosti na odliSnych technologickych postupech vyroby ovocnych
Stav byla pouzita metoda ANOVA - test shody regresnich piimek, ktery ovéiuje
signifikantnost rozdila regresnich konstant.

Experimentalni charakteristiky byly pro velky soubor vzorkl zpracovany také metodami
vicerozmérné statistiky.

Metoda hlavnich komponent (PCA, Principal component analysis) patii do skupiny
multivariacnich metod vyuZivanych pfi analyze skrytych vztahi mezi proménnymi tak, Ze se
transformuje velky pocet potencidlné¢ korelujicich experimentdlné zjiSténych parametri —
proménnych — na mensi pocet nekorelujicich a vzajemné nezdvislych hlavnich komponent.
Komponenty jsou konstruovany tak, Ze prvni hlavni komponenta popisuje maximum
variability studovaného systému (vlastnosti studovanych vzorkil) a kazda dal$i komponenta
maximum zustatkové variability. Jednotlivé plivodni proménné maji v prislusné komponenté
svoji vdhu — vlastni vektory — pomoci nichz miZeme usuzovat vliv piislusné proménné na
variabilitu v rdmci dané komponenty.

Diskrimina¢ni analyza zkouma zéakonitosti v rozdéleni do skupin (diskriminacni funkce) a
formuluje pravidlo (klasifikacni funkce), které umozni zatfadit novy objekt do konkrétni
skupiny. Kanonicka diskriminaéni analyza (CDA — Canonical discrimination analysis) hleda
a vypocitava diskriminacni funkce, pfi¢emz bere do tvahy vSechny nezavislé proménné. Do
diskrimina¢ni funkce vstupuji proménné postupné a vybird se vzdy ta, kterd ma pro
diskriminaci nejvétsi pifnos. Diskriminace metodou K-tého souseda (K™ nearest neighbour)
nepocitd klasifikacni funkce, ale zatazuje vzorky podle piislusnosti k ni nejbliZz§imu sousedu.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Komplexni studium antioxidacnich a radikal-zhasejicich vlastnosti biovin a
konven¢nich vin

Charakterizace antioxidaCnich a radikdl-zhasejicich vlastnosti slovenskych biovin a
konvencnich vin byla realizovdna jako soucast projektu ¢.2/PVV | Sledovanie
georeferencnych a environmentdlnych markerov slovenskych biovin s cielom ich
autentifikdcie a vypracovanie postupov pre ich odliSenie od vin vyrdbanych klasickymi
postupmi‘‘ feSeného na pracovisti Vyzkumného dstavu potravinarského v letech 2010-2012.

V pribéhu feseni projektu se na 33 vzorcich biovin (z toho 6 zahrani¢nich) a 41 vzorcich
konvencnich vin (6 zahrani¢nich), sledovalo celkem 15 parametrii — deskriptori antioxidacni
aktivity: celkovy obsah polyfenolti (TPC), tiobarbiturové c¢&islo (TBARS), schopnost
redukovat Zelezité ionty (FRP), % schopnost terminovat radikaly (%ABTS™) a (% DPPH),
schopnost terminovat radikdly ABTS™ a "DPPH vyjadfené jako hodnoty TEAC stanovené
z UV/VIS a EPR méreni (TEACABT3.+(UV), TEAC.DPPH (UV)s TEACABT5.+ (EPR)»
TEAC.pppu(EPR)), schopnost zhaset radikdl TEMPOL (AAE), hodnoty formalnich rychlostnich
konstant poklesu koncentrace pouzitych radikali (kagrse+, k-pppm, krEMPOL) @ schopnost vin
terminovat radikaly generované v systému chemickou reakci v pfitomnosti spinového lapace
DMPO (%RS, ndsledné¢ piepoctena na TEACpmpo). Vysledky jednotlivych UV/VIS
experimentl jsou uvedeny v Tab. 7, v Tab. 8 pak vysledky EPR experimentd.

Vsechny deskriptory antioxidacni aktivity studovanych vin byly statisticky zpracovany
metodami ANOVA a vybranymi metodami multivaria¢ni analyzy v rdmci hodnoceni rozdilt
mezi bioviny a viny konven¢nimi.

6.1.1 UV/VIS experimenty

6.1.1.1 Obsah polyfenolickych ldtek ve vzorcich biovin a konvencnich vin

Védecké studie potvrdily, Ze antioxidacni aktivita pozitivné koreluje s obsahem TPC,
jejichZz zastoupeni a koncentrace muze byt ovliviiovdna jak kultiva¢nimi, tak i riznymi
enologickymi postupy vyroby vina [22, 24, 26]. Lze tedy uvazovat o vyuZziti parametru TPC
jako potenciondlniho markeru pro diferenciaci ekologicky a konvenéné produkovanych vin.

Obsah TPC v souboru analyzovanych vin byl stanoven Folin-Ciocalteuovou metodou,
kvantifikace byla provedena na zdklad¢ kalibracni kiivky sestrojené ze standardd kyseliny
gallové. Vysledné hodnoty TPC, vyjadiené jako GAE, jsou uvedeny v Tab. 7.

Z prezentovanych udaji jsou zfejmé vyrazné rozdily v obsahu polyfenold mezi
jednotlivymi vzorky vin. Potvrdil se ocekdavany, faddové nizsi obsah TPC ve vzorcich bilych
vin v porovnéni s viny ¢ervenymi, piicemz z namétenych ddajii neni zfejma piima souvislost
mezi obsahem polyfenolickych latek a zptisobem produkce vina.

Pti vzdjemné komparaci ekologickych a konvencnich vin, priimérny obsah polyfenold byl
vy§§i v konvenénich vinech, ve kterych se pohyboval v rozmezi 200 mg.I"' (CW2) az 661
mg.l'1 (CW21) pro bila vina, resp. 1161 mg.l'1 (CR28) az 3430 mg.l' (CR33) pro vina
ervend. Zatimco v bilych biovinech se TPC pohyboval v rozmezi 176 mg.l" (BWS) az 335
mg.l'1 (BW15), u &ervenych biovin pak od 1588 mg.I"' (BR20) po 3187 mg.I"" (BR26).
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Tab. 7: UV/VIS experimentdlni charakteristiky slovenskych a zahranicnich ekologickych a konvencnich vin.

TPC TEAC sgrse+ TEAC.pppy

ID (GAE,mg.I 1) TBARS FRP %ABTS %DPPH (mmol.T") (mmol.T")
Slovenskd biovina
BWI 225.0£13.9 0.420.0 0.5+0.0 93.4+4.7 38.2+1.9 0.3£0.0 0.21£0.0
BW2 255.847.5 0.240.0 0.6£.0 78.3+£39  48.44+24 0.7£0.0 0.320.0
BW3 183.6%7.5 0.120.0 0.620.0  75.3£3.8 41.9+2.1 0.3£0.0 0.21£0.0
BW4 185.7£1.6 0.240.0 0.420.0 64332  55.6£2.8 0.3£0.0 0.210.0
BW5 236.316.1 0.4+0.0 0.51£0.0 90.634.5 70.31£3.5 0.810.0 0.310.0
BW6 3229+1.9 0.1£0.0 0.7£0.0 91.624.6  59.843.0 0.7£0.0 0.71£0.0
BW7 225.0%13.9 0.1£0.0 0.6x0.0 88.8t4.4  59.843.0 0.71£0.0 0.71£0.0
BWS 176.620.1 0.1£0.0 0.7£0.0 95.444.8 57.412.9 0.8%£0.0 0.1£0.0
BW9 209.9+1.6 0.210.0 0.7£0.0 86.7+4.3 59.943.0 0.710.0 0.310.0
BWI0 227.149.0 0.6x0.1 1.0+£0.0 89.0+4.4  72.8%3.6 0.4+0.0 0.810.0
BWI1I 223.630.1 0.510.0 0.8%£0.0 90.244.5 54.942.7 0.4+0.0 0.4+0.0
BWI2 301.3+7.4 0.6x0.0 0.9+0.0 76.7£3.8 71.213.6 0.6x0.0 0.4+0.0
BWI3 238.9£1.8 1.840.0 0.810.0 83.444.2 772439 0.310.0 0.12£0.0
BWIi4 304.512.9 0.810.0 0.9+0.0 72.0£36 67.8434 0.6x0.0 0.320.0
BWI5 335.247.6 0.240.0 0.9+0.03 97.744.9 84.244.2 0.8%£0.0 0.41£0.0
BWI6 265.246.0 0.120.0 0.720.0 72,5836 57.129 0.6x0.0 0.320.0
BWI17 247.4+1.7 0.4+£0.0 0.9+0.0 72.843.6  59.5£3.0 0.3£0.0 0.1£0.0
BWIS8 288.7+2.2 0.5£0.0 0.8+0.0 81.544.1 63.243.4 0.3£0.0 0.1£0.0
BWI9 288.812.4 0.5+0.0 0.810.0 81.544.1 63.213.4 0.41£0.0 0.11£0.0
BR20 1588.1£32.2 2.0+0.0 9.340.1 83.144.2  66.4%3.3 4.440.2 2.110.1
BR21 2041.4%25.0 1.310.0 5.510.3 85.1+4.3 80.414.0 6.910.3 4.440.2
BR22 2254.743.5 4.010.1 7.240.6 91.3+4.6 88.6+4.4 7.510.4 4.9140.2
BR23 1393.7429.7 1.1+0.1 5.540.0 79.6x4.0 66.3%3.3 6.510.3 3.410.2
BR24 1626.2430.1 3.310.0 5.1£0.4 93.344.7 80.0+4.0 7.6x0.4 4.110.2
BR25 1763.3£10.3 2.0%0.1 4.310.0 83.8t4.2  61.8%3.1 5.240.3 2.940.1
BR26 3187.4452.2 4.010.1 4.440.3 83.7+4.2 689134 10.620.5 8.710.4
BR27 3131.4+16.6  3.6910.07 5.38+0.04 90.1+4.5 81.944.1 9.35+0.47 5.1020.26
Slovenskd konvencni vina
CWI 279.7£7.8 0.1£0.0 1.1+0.1 86.31+4.3 73.143.7 1.240.1 0.51£0.0
CcwW2 200.7£10.0 0.1£0.0 0.71£0.0 61.44+3.1 48.8+24 0.8%£0.0 0.31£0.0
CW3 269.448.5 0.1£0.0 1.0+£0.0 83.3+4.2 84.7+4.2 1.240.1 0.31£0.0
CW4 271.5%1.6 0.110.0 1.1+0.1 78.613.9 64.313.2 1.1£0.1 0.51£0.0
CW5 242.240.5 0.110.0 1.0+£0.0 84.6+4.2 55.842.8 0.910.0 0.4+0.0
CcWo6 218.512.1 1.740.1 0.8+0.1 70.243.5 53.612.7 0.610.0 0.610.0
Ccw7 257.182.3 0.910.0 1.0+£0.0 87.0t4.4 63.013.1 0.7£0.0 0.71£0.0
CW8 271.120.5 0.840.2 1.0+0.0 94.0+4.7 75.5£3.8 0.8%£0.0 0.8%£0.0
CcW9 261.3+4.1 0.120.0 1.120.1 95.614.8 76.6£3.8 0.8%£0.0 0.8%£0.0
CWI10 255.546.9 0.210.0 1.0+0.0 92.0+4.6 70.5£3.5 0.8%£0.0 0.8%£0.0
CWIil1 333.749.7 0.120.0 0.840.0  76.5£3.8 80.814.0 1.3£0.0 0.6x0.0
CWI2 324.6%1.5 0.5+0.0 0.840.0  72.5%£3.6 68.913.4 1.210.1 0.51£0.0
CWI13 248.2+1.4 1.240.1 0.720.0  71.1£3.6 81.944.1 0.6x0.0 0.320.0
CWi4 335.62£3.5 0.240.0 0.920.0 84.244.2 67.213.4 1.410.1 0.51£0.0
CWI15 478.944.6 1.610.0 0.920.0 90.544.5 71.0£3.5 1.510.1 0.51£0.0
CWI16 260.1£7.9 0.240.0 1.0+0.0 61.943.1 49.6£2.5 1.0£0.0 0.51£0.0
CWI17 255.8%11.3 2.1%0.1 0.8%£0.0 88.0+4.4 74.613.7 0.71£0.0 0.4+0.0
CWIS8 429.742.7 0.310.1 1.0+£0.0 85.2+4.3 85.1+4.3 1.410.1 0.4+0.0
CWI9 439.630.2 0.31£0.0 1.0£0.1 89.1+4.5 73.843.7 1.110.1 0.71£0.0
CW20 351.9+0.7 0.12£0.0 1.0+£0.0 90.1+4.5 74.843.7 0.71£0.0 0.31£0.0
CW21 661.4+0.5 0.3+0.0 1.3£0.0 80.1+4.0 65.843.3 1.7+0.1 0.8+0.0
CW22 419.9+1.3 0.4+0.0 1.240.0 83.4+4.2 65.0£3.2 1.0£0.1 0.5+0.0
CWw23 400.4%2.2 0.71£0.0 1.240.0 81.7+4.1 62.613.1 1.0£0.1 0.5+0.0
CR24 1560.4423.6 1.740.0 6.410.0 86.5+4.3 84.4+4.2 6.11£0.3 2.740.1
CR25 1552.6£16.9 1.940.0 6.310.2 95.4+4.8 80.514.0 6.910.3 3.11£0.2
CR26 1078.0£5.9 2.320.0 45+1.6 794440 67.1£34 4.9140.2 3.740.2

CR27 1577.516.3 3.620.0 59403  94.0+4.7  75.2%3.8 7.710.4 6.2+0.3




Tab. 7 (pokr.): UV/VIS experimentdlni charakteristiky slovenskych a zahranicnich ekologickych a konvencnich

vin.

) TPC TBARS FRP  %ABTS %pppH  PACwrses  TEACwrm
(GAE,mg.l") (mmol.I'’) (mmol.I'’)

CR28 1161.0£16.3 2.4+0.0 5.4404 90.744.5 86.614.3 5.620.3 4.840.2
CR29 1939.2+47.2 29+0.0 5.0%20.1 93.444.7 73.8%£3.7 7.810.4 3.840.2
CR30 1932.1424.9 3.6£0.1 5.1+0.1 95.5%4.8 73.31£3.7 8.0£0.4 3.840.2
CR31 2048.9458.3 4.0£0.0 5.440.2 87.0+4.4 87.9+4.4 14.6x0.7 4.610.2
CR32 2601.0£31.0 2.240.1 5.320.0 87.0+4.4 83.444.2 14.7%0.7 5.440.3
CR33 3430.3£1.8  4.510.1 5.720.1 93.6%4.7 51.0£2.6 15.2+0.8 7.910.4
CR34 2241.04£22.1  3.1£0.0 4.920.0 73.7£3.7 76.5£3.8 6.210.3 3.840.2
CR35 2786.0£1.1 1.720.1 4.5%0.0 93.244.7 64.513.2 7.7£0.4 4.5+0.2
Zahranicni biovina

BWI-IT 289.3%1.5 0.3+0.0 1.1£0.0 83.74£3.2 71.3£3.3 0.720.0 0.310.0
BW2-CZ 396.240.3 3.120.1 1.120.0 90.944.5 76.7£3.9 0.810.0 0.310.0
BW3-CZ 290.840.2 0.840.0 1.0£0.0 75.243.8 77.3£3.2 0.620.0 0.310.0
BW4-A 277.242.2 0.240.0 0.9+0.0 73.5%3.7 66.14£3.3 0.620.0 0.310.0
BR5-CZ 2527.6£88.2  1.60.1 5440.2 93.444.7 65.0£3.8 7.8£0.4 3.240.2
BR6-CZ 12424492 1.120.0 5.10.0 72.243.6 63.213.6 3.0+0.2 1.5%0.1
Zahranicni konvencni vina

CWI-H 284.02.5 0.240.0 1.0£0.0 71.4£3.6 61.0£3.1 0.620.0 0.310.0
CW2-CZ 275.5x1.4 0.320.0 1.1£0.0 82.3+4.1 62.0£3.1 0.720.0 0.310.0
CW3-A 373.7£3.7 0.240.0 1.1£0.0 85.9+4.3 59.243.1 1.120.1 0.5+0.0
CR4-A 3195.5£16.3 2.940.1 5.740.0 94.6x4.7 76.7£3.8 9.8%0.5 4.840.2
CR5-CZ 1816.3£18.7 1.840.0 6.120.1 89.7#4.5 69.243.5 5.6%£0.3 2.940.1
CR6-H 1959.7£2.5 2.440.1 5.630.1 88.5+4.4 68.613.4 5.5%0.3 2.940.1

Variabilita vysledkt je zfejma i z porovnani hodnot TPC odpovidajicich parovych vzorkt
vin, tj. vin stejné odriidy a roc¢niku, ale odliSného systému produkce (Obr. 16), ptficemZ
vyrazn€j$i rozdily jsou patrné u Cervenych vin. I v tomto piipadé se zde uplatiiuje vliv
ruznych rocnikii na obsah polyfenolickych litek, napf. Rulandské bilé BW9IY/CWI4 a
BWII1/CWI9 nebo Cabernet Sauvignon BR22/CR28 a BR26/CR34. OvSem tyto rozdily
mohou také souviset s rozdilnym obsahem zbytkového cukru nebo obsahem alkoholu.
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Celkovy obsah polyfenoli ve vzorcich zahrani¢nich vin je porovnatelny
slovenskymi, bez ohledu na produkéni systém nebo typ vina (bilé vs. Cervené).
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Vzijemné korelace experimentélnich charakteristik obou skupin studovanych vin potvrdily
vysokou korelaci radikdl-zhasejicich vlastnosti s obsahem polyfenol. V piipadé¢ hodnot
TEACwuvy) a TEACgEpr), bez ohledu na typ pouZitého radikdlu, se hodnoty korelac¢nich
koeficientl pohybuji rozmezi 0.917-0.980.

Prestoze se potvrdilo, Ze riizné kultivacni a enologické postupy mohou ovliviiovat obsah
polyfenolickych latek ve ving, vysledky méteni prokazaly, Ze parametr TPC nelze samostatné
pouzit na jednoznac¢nou diferenciaci ekologickych a konven¢nich vin.

6.1.1.2 Tvorba oxidacnich produktii a schopnost vin redukovat Zelezité ionty

Oxidac¢ni zmény ve vinech byly vyjaddfeny jako hodnoty TBARS. Opét se potvrdil
ocekdvany jednoznacny rozdil mezi Cervenymi a bilymi viny. Ve vétSin¢ piipadi, v bilych
biovinech hodnoty TBARS nepiesahovaly hodnotu 0.6, u bilych konvencnich vin je zfejma
vetsi variabilita (TBARS v rozmezi 0.1-2.1). U cCervenych vin, bez ohledu na zpusob
produkce, jsou hodnoty TBARS porovnatelné.
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Pokud se porovnaji hodnoty TBARS parovych vzorkil (Obr. 17) je ztejmé, Ze ve vEétSiné
piipadli jsou cCervend biovina charakterizovdna vys$S§imi hodnotami TBARS, coZ miZe
souviset i s niz§imi davkami aplikovaného SO, pii vyrobé biovina, ¢imz se vino stiava
nachylnéjsi k oxidaci. Z tohoto divodu bychom ocekdvaly podobny trend i mezi vzorky
bilych vin. Nicméné z grafu je ziejmé, Ze hodnoty TBARS konvencnich vin jsou
porovnatelné, v n¢kterych piipadech dokonce nékolikandsobné vyssi nez u vin ekologickych,
napt. Chardonnay BW6/CW13 nebo Tramin ¢erveny BWS/CW17.

Na zdklad¢ uvedenych skutecnosti 1ze konstatovat, Ze stejné jako obsah TPC, i tvorba
oxidaCnich produkti je ovliviiovdna nejen zplisobem produkce vina, ale i rocnikem,
odridovou skladbou, pfip. i sloZenim vina (tj. obsah alkoholu a zbytkového cukru). Hodnoty
TBARS zahrani¢nich vin, stejn¢ jako obsah polyfenolti, jsou porovnatelnd s hodnotami
zjiSténymi pro slovenskd vina, bez ohledu na produk¢ni systém a barvu vina.

Vyrazny rozdil mezi bilymi a Cervenymi viny byl potvrzen 1 v piipad€é schopnosti vin
redukovat zelezité ionty, pfiCemz je ziejmé, Ze pouze na zaklad¢ tohoto parametru neni mozné
jednoznacné odlisit biovina od vin konvenc¢nich, coZz je ziejmé i1 z komparace parovych
vzorkli (Obr. 18), kdy konven¢ni vina jsou charakterizovdna jak vyS$imi (napf. vzorky

51



Rulandské bilé BW7/CW7 a BW9/CWI4, Cabernet Sauvignon BR26/CR34, Chardonnay
BWI8/CW21, Tramin ¢erveny BW3/CW3 a BWI17/CW20), tak i vyrazn¢ niZ§imi hodnotami
FRP (vzorky Frankovka modrd BR20/CR24 nebo Cabernet Sauvignon BR22/CR28) neZ vina
ekologickd, tzn. hodnoty nevykazuji jednozna¢ny trend.
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Ze vzajemné korelace (Tab. 9) experimentdlnich charakteristik je zfejma pozitivni korelace
hodnot FRP s obsahem polyfenolt (Rg = 0.829 pro biovina, resp. Rc = 0.869 pro vina
konvencni), ale i s hodnotami TBARS (Rg = 0.769, resp. Rc = 0.822), ptiCemZ je zifejmé, Ze
hodnoty korela¢nich koeficientl konven¢nich vin jsou vySsi nez u vin ekologickych.

6.1.1.3 ABTS™/DPPH radikdl-zhdsejici aktivita vin

Spektroskopické stanoveni antioxidacnich a radikél-zhasejicich vlastnosti pomoci radikala
ABTS™ a ‘DPPH patii mezi jedny z nejéast&ji pouZzivanych metod hodnoceni antioxidaéniho
statutu potravin.

Schopnost analyzovanych ekologickych a konvenénich vin terminovat radikdly
ABTS™/'DPPH testovani pomoci UV/VIS byla vyjidiena jako procentudlni pokles
koncentrace daného radikdlll v experimentdlnim systému (Tab. 7). Vzhledem k tomu, Ze toto
vyjadieni nezohlediuje pifpadné zfedéni vzorksi vin, ABTS™/'DPPH radikél-zhasejici aktivita
byla pfepocitina i na hodnoty Trolox-ekvivalent (TEAC), coZ umoziuje objektivnéjsi
porovnani is vysledky EPR méfeni. Z tohoto divodu se dile zaméiime piedevSim na
porovnani vyslednych hodnot TEAC.

Hodnoty TEAC byly vypocitany podle rovnice 24 pro hodnoty absorbance smési, kterd
obsahovala pfislusny vzorek a roztok radikdlu ABTS™/'DPPH, v ¢ase 10.5 min po pfidani
prislusného radikalu do systému.

Z udaji prezentovanych v Tab. 7 je ziejmé, Ze vSechny vzorky vin projevuji vyrazné
radikdl-zhasejici vlastnosti v obou sledovanych systémech, pfi¢emz z tabulky je ziejma jejich
velkd variabilita i v rdmci jednotlivych skupin (bild vs. ¢ervend vina, biovina vs. konvencni
vina, odridy). Opét se potvrdil trend niZs$ich radikdl-zhéasejicich vlastnosti vin bilych
v porovndni s i viny ¢ervenymi, pfi¢emz vSak neni moZzné jednoduchou komparaci, z ditvodi
uvedenych vyse, potvrdit, zda jsou vyraznéjsi radikédl-zhasejici vlastnosti zavislé na zplisobu
péstovani hroznti, resp. vyroby vina. Nicméné bild konvencni vina byla ve vétSiné piipadi
charakterizovdana vys$S§imi hodnotami TEAC v porovnani s bioviny, zatimco hodnoty
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cervenych vin jsou porovnatelné, predevSim u hodnot TEACagts.. Toto plati i v piipadé
porovnani parovych vzorka vin (Obr. 19a), s vyjimkou ¢ervenych odrid Cabernet Sauvignon
BR22/CR28 a BR26/CR34, kdy hodnoty TEAC agrs.+ biovin jsou vyssi o pfiblizné 25%, resp.
42% nez u konvencnich vin.
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Obr. 19: Hodnoty Trolox equivalent antioxidant capacity a) TEACprse+, b) TEACepppy (mmol. I ) stanovené pro

vybrané vzorky pdrovych ekologickych a konvencnich vin.

Variabilita hodnot TEAC.pppy studovanych vin naznacuje, Ze tento parametr nemiiZe byt
samostatn¢ vyuZzit jako marker pro rozliSeni biovin od konvencnich vin, coz potvrzuje
porovndni hodnot TEAC.pppy parovych vin (Obr. 19b), kde je ziejma vétSi variabilita
vysledkti neZ tomu bylo v ptipadé¢ hodnot TEACxgts.:. Nejveétsi rozdily hodnot TEAC.pppy
parovych ekologickych a konven¢nich vin byly zjistény pro odridy Chardonnay BW6/CW13
a BWI8/CW21, Rulandské bilé BWI1/CWI19 a Cabernet Sauvignon BR26/CR34, piicemzZ tyto
rozdily 1ze na zdklad€ analyzy ANOV A oznacit za statisticky vyznamné (P > 0.05).

Co se tyc¢e porovnani slovenskych a zahrani¢nich vin, oba parametry TEAC, jsou
porovnatelné, bez ohledu na produk¢ni systém ¢i barvu vina.

Na zdklad¢ téchto skuteCnosti lze konstatovat, zZe schopnost vin terminovat radikaly
ABTS™, resp. ‘DPPH miiZe byt ovlivnéna kultivaénimi a enologickymi postupy vyroby vina,
nicmén¢ z naméfenych udaji je ziejmy vyraznéjsi vliv ro¢nikti a druhové skladby na
monitorované charakteristiky.

6.1.2 EPR experimenty
Pomoci EPR spektroskopie byly realizovany testy radikél-zhaSejici aktivity studovanych

ot o

vin pomoci radikdli ABTS ™, DPPH a TEMPOL, resp. antioxida¢ni aktivity vzorkl vici in-
situ generovanym "OH radikalim.

6.1.2.1 ABTS™/DPPH radikdl-zhdsejici aktivita vin

Z prabéhu EPR spekter vybranych vzorkGi pdrovych vin je zfejmd dobrd stabilita
referen¢niho systému (12% etanol). Prakticky okamZit& po piidéani radikald ABTS™ (Obr. 20),
resp. DPPH (Obr. 21) do systému obsahujiciho pifslusny vzorek studovaného vina dochdzi
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k vyraznému poklesu intenzity EPR spektra. Z porovnani vybranych vzorka parovych vin
(obr. 20) je ziejmé, Ze pokles intenzity ABTS™ je vyraznéjii u biovin, bez ohledu na typ vina.

Reference - 12% etanol BW15
el it i Obr. 20: Casovy vyvoj EPR spekter naméeny
v systému obsahujicim 12% etanol (reference) a
prislusny vzorek ekologického a konvencniho
BW6 CW13
vina (Cabernet  Sauvignon-Rosé  BWIS5,
Madadalntatatatas WW/“WP’L’ Chardonnay ~BW6/CWI13, Rulandské  bilé
BW7/CW7, Cabernet Sauvignon BR22/CR2S,
BW?7 Cw7
Rulandské modré BR25/CR35) v pritomnosti
o PV ' radikdlu ~ ABTS™.  Detailni informace o
BR22 CR28 Jjednotlivych vzorcich vin jsou uvedeny v Tab. 4.
T e ol o et
BR25 CR35
|l e e ma ey o o s it e
('i é é 1‘2 1‘5 1‘8 é é 5') 1‘2 1‘5 1‘8

Cas po pfidani ABTS™ do systému (min)

Cas po pfidani ABTS™ do systému (min)

Podobné jako tomu bylo v pifpadé ABTS™, po pfidavku radikdlu ‘DPPH do systému
studovaného vina pozorujeme vyrazny pokles intenzity spekter, pfi¢emz tento pokles je
vyrazné&jsi u konvenénich vin. Z Obr. 21 je ziejmé, Ze pokles intenzity ‘DPPH je ovliviiovan
odridovou skladbou a ro¢nikem.

Reference - 12% etanol BW15
N T Ao
Obr. 21: Casovy vyvoj EPR spekter naméieny L.
v systému obsahujicim 12% etanol (reference)
a prislusny vzorek ekologického a konvencniho BW3 cws
vina (Cabernet Sauvignon-Rosé BW15, Tramin JMW%MV%MWMW *’”WMWWWWWWNWW

cerveny BW3/CW3, Chardonnay BW6/CWI3,
Frankovka modrd BR20/CR24, Cabernet BW6 CwW13
Sauvignon BR22/CR28)) v pritomnosti radikdlu
‘DPPH. Detailni informace o jednotlivych

vzorcich jsou uvedeny v Tab. 4. BR20 CR24
BR22 CR28
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Pro kvalitativni porovnani radikdl-zhasejici aktivity jednotlivych vin byly zvoleny dva
piistupy. V prvnim piipadé€, byla radikdl-zhaSejici aktivita studovanych vin oproti radikalim
‘DPPH nebo ABTS™ vyjddiena jako hodnota TEAC podle postupu uvedeného
v experimentalni Casti.

Pro odhad schopnosti jednotlivych vin terminovat radikdly ‘DPPH, ABTS™, ale
1 TEMPOL, byla zavislost koncentrace ptisluSného radikdlu na c¢ase popsdna kinetickou
rovnici prvniho fadu podle rovnice 25.

Z vysledkli méfeni je zfejmé (Tab. 8), Ze vétSina hodnot TEAC gpr) kopiruje vySe popsané
trendy pro hodnoty TEAC«yyv), pfedev§im ve vztahu k rozdilim mezi Cervenymi a bilymi
viny, ale i bioviny a konven¢nimi viny. Shodu vysledki TEACgpry/TEACv) podporuji
i hodnoty vzdajemnych korelacnich koeficientd, které se pohybuji v rozmezi 0.999-1.000 pro
TEACaBTS-+, resp. 0.952-0.962 pro TEAC.pppy (Tab. 9).

Na zdkladé porovnani ekologickych a konvencnich vin, zvlast pro Cervend a bild vina, Ize
konstatovat, Ze cCervend konvencni vina byla charakterizovdna vys$§imi primérnymi
hodnotami TEACaprs.+ (11.4 mmol.I"") i TEAC.pppn (6.3 mmol.1") neZ biovina (9.3 mmol.I",
resp. 5.4 mmol.I'"), bez ohledu na roénik nebo odrtidu. Stejny trend byl pozorovan i u bilych
vin.

a) b)
15 HXZ Biovino
| I Konv. vino

12

B Biovino
- I Konv. vino

9 |-

9 0aav

XK

R

SR%

X3
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; P Rt B aBe D
FEEEE ST FSF FESESE
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FEEES S

Vzorky vin Vzorky vin

Obr. 22: Hodnoty Trolox equivalent antioxidant capacity a) TEACprse+, b) TEACepppy (mmol. I ) stanovené pro

vybrané vzorky pdrovych ekologickych a konvencnich vin

Stejny trend byl také pozorovan pii komparaci parovych vzorkl vin (Obr. 22), a to pro oba
parametry TEAC. Z prezentovanych vysledkl je ziejmé, Ze zatimco hodnoty TEACapts.+
i TEAC.pppy pro ekologickd a konvencni vina jsou u vzorkd Rulandské bilé BW7/CW7 a
Cabernet Sauvignon BR24/CR30 porovnatelné, ve zbyvajicich ptipadech se rozdily mezi
bioviny a konven¢nimi viny pohybuji v rozmezi 20-100%. U biovin 1 konvencnich vin bylo
prokdzéno, Ze vysledné hodnoty Trolox-ekvivalent jsou ovliviiovany nejen odridovou
skladbou, ale i ro¢nikem, kdy se rozdily v hodnotich TEAC stejnych odrid, ale riznych
ro¢niktli, pohybuji mezi 50-100%, napt. bio Cabernet Sauvignon BR24/BR26 nebo konvencni
vina Chardonnay CW13/CWI12/CW21 a Tramin ¢erveny CW3/CW17.
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Pozorované rozdily v hodnotdch TEAC pro ABTS™ a ‘DPPH, ziejmé i z UV/VIS méient,
souvisi s velkou pravdépodobnosti také s odliSnymi redoxnimi potencidly, a tedy i reaktivitou
jednotlivych radikala se slozkami vin, ale i skladbou polyfenola pfitomnych ve vzorku [167,
212,213, 216].

Popis pozorovaného poklesu EPR signdlu pfisluSného radikdlu pomoci kinetického modelu
(jako nejefektivnéjsi, tj. nejlépe vystihujici experimentdlné pozorovany pokles intenzity EPR
spektra se ukazuje byt kineticky model platny pro reakce prvniho fadu) poskytuje dalsi
charakteristiky radikdl-zhésejicich vlastnosti ptislusného systému, k.pppy, resp. kaprs.+, jejichz
fyzikélni interpretaci je hodnota formalni rychlostni konstanty zaniku piislusného radikélu.
Z Tab. 8 je zfejmé, Ze hodnoty rychlostnich konstant k4prs.+ a k.pppy biovin a konvenénich vin
jsou porovnatelné, bez ohledu na odridu, ronik nebo typ vina. Vypocitané parametry
popisujici kinetiku terminace ptisluSného radikalu sloZzkami studované vzorky, se na zakladé
nizkych korela¢nich koeficienti (Tab. 9) s dalSimi experimentdlnimi charakteristikami jevi
jako vhodné deskriptory pro Ttucely odliSeni biovin od konven¢nich vin pomoci
vicerozmérnych statistickych metod.

Tab. 8: EPR experimentdlni charakteristiky slovenskych a zahranicnich ekologickych a konvencnich vin.

D TEAC prse+  kaprse+ TEAC.pppy k.pprn AAE k TEMPOL %RS TEACpypo
(mmol.I'') (min’™) (mmol.I') (min)  (mmol.l')  (min”) (umol.I")
Slovenskd biovina
BWI 0.5+0.0 0.240.1 0.440.0 0.1+0.0 0.240.0 0.1+0.0 56.012.8 46.7£2.4
BW2 1.020.1 0.120.0 0.5+0.0 0.1+0.0 0.5£0.0 0.1+0.0 74.8%3.7 86.4+4 4
BW3 0.520.0 0.210.0 0.240.0 0.240.0 0.5£0.0 0.1+0.0 63.0+£3.2 59.5+£3.0
BW4 0.440.0 0.120.0 0.240.0 0.1£0.0 0.2£0.0 0.1+0.0 61.843.1 60.6£3.0
BWS5 0.810.0 0.2+0.0 0.420.0 0.240.0 0.8£0.0 0.120.0 55.442.8 46.7+2.3
BW6 1.020.1 0.110.0 0.610.0 0.1+0.0 0.3£0.0 0.120.0 59.913.0 53.9+2.7
BW7 1.020.1 0.210.0 0.420.0 0.120.0 0.2+ 0.0 0.240.0 60.913.0 55.6+2.8
BWS8 0.720.0 0.110.0 0.320.0 0.240.0 0.2+ 0.0 0.020.0 52.012.6 41.7+2.1
BW9 1.020.1 0.210.0 0.5+0.0 0.120.0 0.2£0.0 0.020.0 58.242.9 51.0£2.6
BWI10 1.020.1 0.310.1 0.620.0 0.1£0.0 0.1£0.0 0.020.0 56.612.8 48.4+2.4
BWI11 0.520.0 0.110.0 0.320.0 0.120.0 0.120.0 0.120.0 77.1x1.2 95.9+4.8
BWI2 0.810.0 0.1£0.0 0.420.0 0.240.0 0.120.0 0.020.0 79.243.2 92.6+4.6
BWI3 0.5+0.0 0.120.0 0.240.0 0.240.0 0.1+0.0 0.0+0.0 74.2+0.6 91.4+4.6
BWI14 0.840.0 0.120.0 0.440.0 0.240.0 0.1+0.0 0.0+0.0 71.5£0.3 85.9+4.3
BWI5 0.940.1 0.120.0 0.5+0.0 0.1+0.0 0.240.0 0.1+0.0 74923 211.3£10.6
BWI6 0.840.0 0.120.0 0.440.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.0+0.0 80.320.5 103.1+5.2
BWI17 0.310.0 0.120.0 0.240.0 0.240.0 0.240.0 0.1+0.0 68.4%1.0 72.0£3.6
BWIS 0.440.0 0.120.0 0.240.0 0.1+0.0 0.310.0 0.1+0.0 64.916.6 54.5+£2.7
BWI19 0.440.0 0.120.0 0.240.0 0.1+0.0 0.320.0 0.120.0 64.916.6 41.4£2.1
BR20 5.8410.2 0.120.0 5.240.3 0.240.0 0.5£0.0 0.240.0 91.3+4.6 170.1+8.5
BR21 9.1£0.5 0.240.0 4.3140.2 0.240.0 0.1£0.0 0.020.0 85.04.2 124.6+6.2
BR22 10.320.5 0.210.0 5.010.3 0.320.0 0.1£0.0 0.020.0 88.8+4.4 148.0+£7.4
BR23 8.410.4 0.1£0.0 2.620.1 0.210.1 0.2+ 0.0 0.020.0 74.1%3.7 84.2+4.2
BR24 9.940.5 0.1£0.0 6.5%0.3 0.120.0 0.2£0.0 0.020.0 76.113.8 90.1+4.5
BR25 7.510.4 0.110.0 4.240.2 0.120.0 0.120.0 0.020.0 91.240.0 77.1£3.9
BR26 14.1+£0.7 0.110.0 10.320.5 0.210.0 0.240.0 0.020.0 94.5+0.4 168.9+8.4
BR27 12.0£0.3 0.110.0 6.7£0.2 0.210.0 0.1£0.0 0.0£0.0 92.240.7 186.5+9.3
Slovenskd konvencni vina
CWI 1.620.1 0.240.1 1.1£0.1 0.210.1 0.4£0.0 0.1£0.0 38.7£1.9 25.2+1.3
CcwW2 0.840.0 0.110.0 0.8+0.0 0.120.0 0.8%0.0 0.3%£0.0 39.112.0 25.6x1.3
CW3 1.620.1 0.110.0 0.620.0 0.120.0 0.7£0.0 0.1£0.0 487124 37.1£1.9
CW4 1.440.1 0.110.0 1.0£0.1 0.310.1 0.8%0.0 0.1£0.0 52.012.6 41.6+2.1
CW5 1.240.1 0.110.0 0.910.0 0.120.0 1.310.1 0.2+0.0 57.7+2.9 50.2+2.5
CcwWe 0.720.0 0.110.0 0.520.0 0.120.0 0.1£0.0 0.0£0.0 -8.110.4 -12.3+0.6
cw7 0.910.1 0.1£0.0 0.620.0 0.110.0 0.2+0.0 0.0£0.0 12.5+0.6 1.60.1
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Tab. 8 (pokr.): EPR experimentdlni charakteristiky slovenskych a zahranicnich ekologickych a
konvencnich vin.

D TEAC prse+  kaprs-+ TEAC.pppy kODPPfI AAE , kTEMP?L %RS TEACDM]PO
(mmol.I') (min™) (mmol.l') (min”)  (mmoll’) (min™) (umol.I")
CW8 1.0£0.1 0.1£0.0 0.7£0.0 0.12£0.0 1.110.1 0.210.0 41.0£2.0 27.7+1.4
CW9 1.0£0.1 0.0£0.0 0.6x0.0 0.12£0.0 0.210.0 0.0£0.0 87.5t4.4 139.2+7.0
CWI0 1.0£0.1 0.210.0 0.6x0.0 0.210.0 0.210.0 0.0£0.0 48.842.4 37.3+£1.9
CWIil 1.710.1 0.1£0.0 0.8%£0.0 0.12£0.0 0.410.0 0.210.0 24.5+1.2 11.4+0.6
CWI2 1.6x0.1 0.1£0.0 0.8%£0.0 0.12£0.0 1.0£0.1 0.210.0 35.8%1.8 22.1+1.1
CWI3 0.7£0.0 0.110.1 0.41£0.0 0.12£0.0 1.440.1 0.210.0 27.0£1.3 13.5+£0.7
CWi4 1.8%0.1 0.1£0.0 0.8+0.0 0.12£0.0 1.440.1 0.2+0.0 52.312.6 42.0+2.1
CWI5 1.910.1 0.1£0.0 0.810.0 0.210.0 0.2+0.0 0.0+0.0 8.810.4 -1.2+0.1
CWI6 1.310.1 0.1£0.0 0.810.0 0.210.0 0.310.0 0.1£0.0 10.8+0.5 0.3+0.0
CW17 0.910.1 0.240.1 0.4+0.0 0.2+0.0 1.010.1 0.410.0 9.310.5 -0.8+0.0
CWI8 1.910.1 0.110.1 0.6x0.0 0.310.0 0.320.0 0.0+0.0 78.1%£1.8 100.845.0
CWI19 1.510.1 0.1+0.1 1.020.1 0.1+0.0 0.2+0.0 0.0+0.0 75.1£1.2 89.6+4.5
CW20 1.010.1 0.110.1 0.510.0 0.2+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 67.613.6 165.848.3
CW21 2.320.0 0.1£0.0 1.020.1 0.1+0.0 0.8+0.0 0.1+0.0 84.5+0.5 120.1£6.0
CW22 1.210.0 0.01£0.0 0.720.0 0.1+0.0 1.410.0 0.2+0.0 88.5+0.7 142.04£7.1
CW23 1.3+0.0 0.210.0 0.720.0 0.420.0 1.00.0 0.2+0.0 80.6+3.2 114.3£5.7
CR24 8.0+0.4 0.1£0.0 4.240.2 0.12£0.0 0.910.0 0.1£0.0 89.714.5 154.9+7.7
CR25 9.210.5 0.210.1 5.910.3 0.21£0.0 1.710.1 0.310.0 84.514.2 121.346.1
CR26 6.11£0.3 0.110.1 3.310.2 0.12£0.0 0.3120.0 0.0£0.0 65.1£3.3 63.5+£3.2
CR27 10.120.5 0.1£0.0 5.910.3 0.210.0 0.7£0.0 0.1£0.0 81.214.1 107.7+£5.4
CR28 7.1£0.4 0.210.0 4.240.1 0.21£0.0 0.7£0.0 0.210.0 65.0£3.2 63.2+3.2
CR29 10.410.5 0.210.0 6.11£0.3 0.210.0 0.51£0.0 0.1£0.0 79.244.0 100.3+5.0
CR30 10.410.5 0.210.1 6.210.3 0.12£0.0 0.6x0.0 0.210.0 73.843.7 83.6+4.2
CR31 18.8+0.9 0.1+0.0 7.0x0.4 0.21£0.0 1.3£0.0 0.2+0.0 83.714.2 118.245.9
CR32 19.4£1.0 0.1+0.0 7.120.4 0.2+0.0 1.020.1 0.2+0.0 74.7%£3.7 86.0+4.3
CR33 19.8£1.0 0.2+0.0 13.410.7 0.2+0.0 0.420.0 0.1+0.0 87.614.4 139.5 £7.0
CR34 8.110.4 0.1£0.0 5.9+0.3 0.2+0.0 0.720.0 0.1+0.0 92.0%1.6 63.4+£3.2
CR35 9.620.5 0.240.1 6.910.4 0.1+0.0 0.420.0 0.1+0.0 91.9«1.1 187.1£9.4

Zahranicni biovina

BWI-IT 0.8%£0.0 0.110.1 0.420.0 0.120.0 0.720.0 0.1+0.0 78.7%4.1 89.3+4.5
BW2-CZ 0.910.0 0.1+0.0 0.4+0.0 0.2+£0.0 1.320.1 0.2+0.0 77.843.4 103.6+5.2
BW3-CZ 0.8+0.1 0.1+0.0 0.4+0.0 0.1£0.0 0.910.1 0.2+0.0 75.7+4.0 97.944.9
BW4-A 0.71£0.0 0.1+0.0 0.4+0.0 0.1£0.0 0.7£0.0 0.2+0.0 57.1%£1.7 51.242.6
BR5-CZ 9.1+0.2 0.1+0.0 4.240.0 0.1£0.0 0.8+0.1 0.1+0.0 72.740.2 81.0+4.1
BR6-CZ 3.740.2 0.0+0.0 2.0%0.1 0.21£0.0 0.6x0.0 0.1+0.0 90.7+0.8 169.548.5

Zahranicni konvencni vina

CWI-H 0.6x0.0 0.0+0.0 0.3+0.0 0.1+0.0 0.7+0.0 0.210.0 79.813.5 112.1+5.6
CW2-CZ 0.8£0.0 0.0+0.0 0.4+0.0 0.1+0.0 1.5+0.0 0.320.0 89.6t1.2 147.2+7.4
CW3-A 1.2+0.0 0.120.0 0.7+0.0 0.1£0.0 0.7£0.1 0.1£0.0 70.1+2.9 69.5+£3.5
CR4-A 12.6+0,1 0.2+0.1 6.310.1 0.2£0.0 0.9£0.0 0.1£0.0 87.210.7 140.4+7.0
CR5-CZ 6.8+0.1 0.0+0.0 4.1£0.0 0.2£0.0 1.320.0 0.210.0 82.614.0 102.1+5.1
CR6-H 6.7+0.0 0.1+0.0 4.0£0.0 0.2+0.0 0.8£0.0 0.10.0 85.413.2 140.3+7.0

6.1.2.2 Radikdl-zhdSejici aktivita vin oproti radikdlu TEMPOL

Casovy vyvoj EPR spekter vybranych vzorkii parovych vin po pfidani radikilu TEMPOL
do systému je zndzornén na Obr. 23. Zatimco je signdl reference stabilni, piidavek
piislusného vzorku vina do systému vede k vyraznému poklesu signdlu. Vzhledem k tomu, Ze
po piidavku konvenc¢nich vin byl pozorovin okamzity zanik signdlu TEMPOL, byly tyto
vzorky ziedény 12% etanolem — v poméru 1:1. Z tohoto faktu Ize vyvodit predbéZzny zéaver,
Ze vyraznéjsi antioxidacni vlastnosti v tomto systému projevuji konvencni vina.

Schopnost vin terminovat radikil TEMPOL byla vyjadfena jako hodnota AAE z diivodu,
Ze neexistuje pifimy stechiometricky pfepocet mezi reaktivitou tohoto radikdlu a Troloxem,
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ktery slouZi jako porovndvaci standard pro vypocet hodnoty TEAC. Je vSak zndmda velmi
citlivd odezva volného radikdlu TEMPOL na pfitomnost kyseliny askorbové a dalSich kyselin
s podobnych redoxnim potencidlem v reakénim systému. Prepocet koncentrace TEMPOL
(dvojity integrdl EPR spektra v ¢ase 10.5 min po jeho pfiddni do systému) byl realizovdn
pomoci kalibraéni kiivky sestrojené ze standardnich roztokli kyseliny askorbové
v koncentraénim rozmezi ¢ ax) = 0-8.5- 10" mol.I"" (R* = 0.993).

Reference - 12% etanol BW15
I 11 T T VR
Obr. 23: Casovy vyvoj EPR spekter naméreny
v systému obsahujicim 12% etanol (reference)
BW3 cw3

a prislusny vzorek ekologického a konvencniho
vina (Cabernet Sauvignon-Rosé BWI15, Tramin
cerveny BW3/CW3, Chardonnay BWI12/CWI2,

Frankovka modrd BR20/CR24, Cabernet
Sauvignon BR22/CR28) v pritomnosti radikdlu
BR20 CR24 TEMPOL. Detailni informace o jednotlivych

- vzorcich vin jsou uvedeny v Tab. 4.

r T T T T J r T T T T J
3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18
Cas po pfidani TEMPOL do systému (min) Cas po pridani TEMPOL do systému (min)

Z Tab. 8je ziejmé, Ze mezi vzorky vin jsou znacné rozdily, pfi¢emZ na rozdil od
predchazejicich systémt, rozdil v AAE mezi bilymi a ¢ervenymi viny neni jednoznacny, a
mezi hodnotami pro jednotlivé vzorky je velka variabilita. Nicmén¢ primérné hodnoty AAE
cervenych vin jsou piiblizné tfikrat vysS$i nez hodnoty vypoctené pro bila vina, bez ohledu na
to, zda je se jednd o biovina nebo konvencni vina. Naproti tomu, z komparace parovych
vzorkll vin (Obr. 24) jasné vyplyva, Ze hodnoty AAE jsou vyznamné ovlivnény piislu§nosti
daného vzorku k produkénimu systému. Konvencni vina byla charakterizovana vysSimi
hodnotami AAE neZ biovina, vyjimkou byly péarové vzorky Rulandské bilé BW7/CW7 a
Tramin Cerveny BWI17/CW20, u kterych byl pozorovan opacny trend, avSak je potiebné
op¢tovné vzit v ivahu nutnost fedéni vzorkll konvencnich vin. Z Tab. 8 i z Obr. 24 je zfejma
vysokd variabilita hodnot AAE u vin stejné odrudy, ale riiznych roc¢niki, bez ohledu na
produkéni systém, napt. Chardonnay BW6/BW12/BW18, resp. CW13/CWI12/CW21.

Zatimco u ptfedchozich systémt byly hodnoty TEAC zahrani¢nich a slovenskych vin
porovnatelné, v pfipadé¢ hodnot AAE, byla zahrani¢ni vina charakterizoviana vysSSimi
hodnotami AAE neZ slovenska vina, bez ohledu na druh vina (Cervené vs. bilé, bio- vs.
konven¢ni vino).

Vzhledem k tomu, Ze pro hodnoty AAE byly zjiStény velmi nizké korelace s dal$imi
deskriptory antioxidacni aktivity, v pfipad€¢ biovin dokonce zdporné (Tab. 9), lze tento
parametr potencidlné vyuzit jako marker pro diferenciaci vin podle produkéniho systému.
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Co se tyCe porovnani formadlnich rychlostnich konstant krgypor, stejné jako v ptipadé
kaprse+ @ kpppe, byla zjiSténa jen nevyznamnd zdvislost hodnot rychlostnich konstant
terminace TEMPOL na produkénim systému, typu vina, ale i odrad¢ a ro¢niku. Na zakladé
nizkych hodnot korela¢nich koeficienti (Tab. 9) se zbyvajicim experimentalnimi
charakteristikami lze parametr krgypor povazovat za vhodny deskriptor pro ucely diferenciace
vin.

I BRXXJ Biovino
1.4 |- Konv. vino

AAE (mmol.I")

Obr. 24: Antioxidacni aktivita vybranych

vzorkii pdrovych ekologickych a konvencnich

vin vyjddrend jako AAE (mmol. I ).

Vzorky vin

6.1.2.3 Antioxidacni aktivita oproti "OH radikdliim v p¥itomnosti DMPO

Termickym rozkladem radikdlového inicidtoru K,S,Og pifimo v experimentdlnim systému
vznikaji nestabilni siranové anion radikaly (SO, ", rov. 27), které mohou ndsledné reagovat
piimo s antioxidantem (rov. 28), spinovym lapa¢em DMPO (rov. 29) nebo s vodou (rov. 30)
[213, 214, 217].

S,0;” ——2S80;" (27)
SO, + AH —— HSO; + A’ (28)
SO, + DMPO——SO;” + DMPO™ (29)
SO; +H,0—— OH +H" +S0;” (30)

Vznikly hydroxylovy radikél (rov. 30) je schopny reagovat s antioxidantem, ale i s dal$imi
slozkami systému a iniciovat tak ve vzorku oxidacni stres za tvorby dalSich radikélti podle

schématu [213, 217]:

RH +'OH —>R +H,0 (31)
CH,OH + 'OH —>('CH,)OH + H,0 (32)
('CH,)OH + AH —> R+ H,0 (33)
‘R,"OH,('CH,)OH + DMPO——> 'DMPO(-R,—OH,—(CH,)OH) (34)

Typicky vyvoj EPR spektra vybranych vzorkd vin, v systému, ve kterém byly reaktivni
radikdly generovany termdlnim rozkladem radikdlového inicidtoru K,S;Og v piitomnosti
spinového lapace DMPO je zobrazen na Obr. 25. Pozorované rozdily, stejn€ jako charakter
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EPR spektra je vsouladu s pfedpoklddanym mechanismem tvorby radikéli
v experimentdlnim systému a publikovanymi pracemi [212, 213]. Roztok 12% etanolu
(referencni systém) byl charakterizovan maximélni amplitudou EPR spektra, a odrazi tak
maximdlni koncentrace spinovych aduktl,, pfi¢emZ ve spektru, sohledem na vysokou
koncentraci vody dominuji spinové adukty ‘'DMPO-OH (ax=1.49 mT, ay=1.51 mT, g=2.0059,
Obr. 26). Po pfidani vzorku vina do experimentalniho systému dochézi k zretelnému poklesu
relativni intenzity EPR spektra, coz odrazi pokles ‘DMPO-OH adukti v disledku
kompetitivni reakce mezi slozkami vina a spinovym lapatéem DMPO. Z Obr. 25 je ziejmé, Ze
pokles relativni intenzity spektra je vyraznéjsi u vzorkl Cervenych vin v porovndni s viny. Na
zéklad¢ komparace ekologickych akonven¢nich vin Ize konstatovat, Ze ekologickd vina
projevuji vyrazng¢jsi radikal-zhasejici vlastnosti nez vina konvencni, pfiCemz v piipad¢ biovin,
neni patrny jednozna¢ny rozdil mezi bilymi a Cervenymi viny.

. Reference - 12% etanol BW15
Obr. 25: Casovy vyvoj EPR spektra

namérdného v systému obsahujicim prislusné
objemy 12% etanolu (reference), resp.

prislusné vzorky ekologického a konvencniho B3 CW3

vina (Cabernet Sauvignon-Rosé BW15, Tramin
cerveny BW3/CW3, Chardonnay BWI2/CW12, WWMWMWMM
Frankovka modrd BR20/CR24, Cabernet
Sauvignon  BR22/CR28), K,S,0s, pufru

(pH=7) a spinového lapace DMPO. Detailni
informace o jednotlivych vzorcich vin je

BW12 CW12

uveden v Tab. 4. BR20 CR24
BR21 CR28

Experiment

S S e S S e e s I A S S S S e s
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Cas po pfidani K,S,0, do systému (min) Cas po pridani K,S,0, do systému (min)

Simulace

Obr. 26: Experimentdlni (—) a simulované (—) EPR spektrum

nameérené v systému obsahujicim prislusné objemy vzorky
BWS (Tramin cerveny 2008), K,S;,0s, DMPO a pufru
(pH = 7). EPR spektrum bylo zméreno za podminek popsanych

v experimentdlni cdsti.

S cilem kvantifikace antioxidacni aktivity byla vyjaddfena hodnota %RS (Radical
scavenged, % zhasenych radikalt) [213, 214], kterd pfimo vyjadiuje antioxida¢ni schopnost

60



prislusného vzorku, resp. jeho schopnost eliminovat radikdly vznikajici v experimentalnim
systému. Hodnota %RS se vypocitala podle rovnice 26.

Stejné jako tomu bylo u piedchozich testovacich systémit, i v ptipadé¢ hodnot %RS se
potvrdil ocekavany rozdil mezi Cervenymi a bilymi viny. Na zdkladé porovnani obou
produkénich systému, je mozné konstatovat, Ze hodnoty %RS biovin byly vySs$i nez u vin
vyrobenych konvencénimi postupy. Bez ohledu na odridu nebo ro¢nik, primérné hodnoty
%RS cervenych konvencnich vin dosahovaly piiblizn¢ 80 %, zatimco v biovinech 86 %.
Primérné hodnoty %RS bilych vin dosahovaly hodnot 42 % pro konven¢ni vina, resp. 66 %
pro biovina. Tyto vysledky byly potvrzeny i pro parové vzorky vin (Obr. 27), s vyjimkou
odrid Rulandské modré BR25/CR35 s porovnatelnymi hodnotami %RS a Chardonnay
BWI8/CW21, kde hodnota %RS konvencniho vina byla piiblizn¢ o 23 % vyssi nez
u odpovidajiciho parového vzorku biovina. Variabilita vysledkii je rovnéZ ovlivnéna
ro¢nikem, napi. konvencni vino Chardonnay CW13/CWI12/CW21.
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Obr. 27: Antioxidacni aktivita pdrovych vzorkii
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Hodnoty %RS zahrani¢nich biovin jsou porovnatelné se slovenskymi vzorky, zatimco
u konvencnich zahrani¢nich vin jsou hodnoty %RS nepatrné vyssi nez u vin slovenskych, bez
ohledu na typ vina nebo odrtidu.

Vzijemné korelace (Tab. 9) experimentdlnich dat potvrdily primérné korelace hodnot
%RS se zbyvajicimi charakteristikami, s vyjimkou hodnot AAE a krgypor, ptiCemz korelacni
koeficienty vypocitané pro biovina (R = 0.270-0.777) byly vys§i neZ pro vina konvencni
(R=0.032-0.608).

Hodnoty %RS byly prepoCteny na hodnoty TEACpmpo pomoci kalibraéni kiivky
sestrojené za standardnich roztok Trolox v koncentraénim rozmezi ¢ = 0-9.4-10* mol.l”
(R*=0.992) v sytému K,S,05/DMPO.

Z udaji prezentovanych v Tab. 8 je ziejmé, Ze mezi vzorky vin jsou znacné rozdily,
pficemz stejné jako v piipadé€ radikal-zhasejici aktivity vin vyjadfené jako AAE, rozdil v
hodnotach TEACppmpo mezi bilymi a cervenymi viny neni jednoznacny. S tim jsou spojeny i
nejednoznacné rozdily mezi bioviny a konven¢nimi viny. Nicméné bez ohledu na odridu
nebo ro¢nik, primérné hodnoty bilych biovin jsou pfiblizné o 30 % vysSs$i nez hodnoty
vypoctené pro bild konvencni vina, zatimco u ¢ervenych vin €ini tento rozdil 20 %. Avsak,
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vzhledem k vysoké variabilit¢ vysledkii mezi jednotlivymi vzorky, lze na zdkladé analyzy
ANOVA oznacit tyto rozdily za statisticky nevyznamné (P = 0.1593, resp. P = 0.2034).

Vysoka variabilita TEACpwmpo je ziejma i z porovnani parovych vzorkl bio- a konvencnich
vin, které je zndzornéno na Obr. 28. Ve vétSin¢ piipadii byla bild konvencni vina
charakterizovana nizSimi hodnotami TEACppmpo v porovndni s bioviny, s vyjimkou parovych
vzorkli Tramin cerveny BWI17/CW20, kde jsou hodnoty konven¢niho vina o cca 50 % vySsi
nez u odpovidajicitho biovina. Podobné trendy byly zjistény i pro parové vzorky Cervenych
vin. Z prezentovanych vysledkl jsou mezi bioviny i konvenénimi viny patrné i rozdily nejen
v ramci odrud, ale i ro¢niki, napt. Chardonnay BW6/BW12, Tramin ¢erveny BWI11/BW17,
resp. CW19/CW20 nebo Cabernet Sauvignon BR24/BR26.

Z tabulky vzdajemnych korelaci (Tab. 9) jsou zifejmé, stejné jako v piipadé hodnot %RS,
primérné korelace s vétSinou experimentdlnich charakteristik, s vyjimkou hodnot AAE,
krempor, kaprse+ a k.pppm, pficemz korelacni koeficienty vypocitané pro biovina jsou vyssi
v porovnani s konvenénimi viny.
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Z udajii prezentovanych v Tabulce 8 vyplyvd, Ze zatimco u piedchozich systémi byly
hodnoty TEAC zahrani¢nich a slovenskych vin porovnatelné, v tomto pfipad€ byla zahrani¢ni
vina charakterizovdna vys$Simi primérnymi hodnotami TEACpypo nez slovenskd vina, bez
ohledu na typ vina nebo produkéni systém. Nicméné, ze statistického hlediska lze tento rozdil
oznacit za nevyznamny (P = 0.0801).

6.1.3 Statistické zpracovani experimentalnich dat

Vzhledem k uvedenym skute¢nostem a faktu, Ze ani jeden deskriptor antioxidacni aktivity
neni mozné samostatné pouzit na diferenciaci a klasifikaci vin podle zpiisobu produkce,
vysledky experimentti byly zpracovany pomoci vicerozmérnych statistickych metod.
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Tab. 9: Korelacni matice antioxidacnich charakteristik ve vzorcich biovin a konvencnich vin

Biovino TPC  TBARS FRP %ABTS™ %' DPPH  TEACusrsswv) TEAC.ppprwy)  TEACprseierr)  kaprsw  TEAC.pppuepr)  Keppp AAE krempo.  %RS — TEACpupo
TPC 1.000

TBARS 0.900 1.000

FRP 0.829 0.769 1.000

%ABTS™ 0201 0225  0.175 1.000

% DPPH 0.510 0.586 0.494 0.302 1.000

TEACaprse+uv) 0.978 0.890 0.834 0.226 0.517 1.000

TEAC.pprruv) 0.961 0.878 0.750 0.203 0.482 0.973 1.000

TEACgrseverr)  ().980 0.896 0.837 0.219 0.513 0.999 0.976 1.000

Kaprs+ 0.117 0.130 0.195 0.353 0.130 0.141 0.189 0.163 1.000

TEAC.ppprerr) 0.958 0.909 0.809 0.219 0.458 0.957 0.961 0.960 0.138 1.000

k.pppr 0.368 0.506 0.421 0.235 0.444 0.345 0.318 0.343 0.143 0.297 1.000

AAE -0.186  -0.235  -0.033 -0.011 -0.307 -0.181 -0.205 -0.194 0.070 -0.118 0.027 1.000

krempor -0.274 -0372 -0.142 0.053 -0.415 -0.306 -0.295 -0.316 -0.043 -0.220 -0.311 0.686 1.000

%oRS 0.777 0718  0.724  -0.032 0.436 0.729 0.706 0.738 -0.112 0.741 0270  -0218 -0.171  1.000
TEACpupo 0.662 0.600 0.607 0.201 0.566 0.606 0.592 0.600 -0.068 0.629 0.308 -0.140 -0.037 0.801 1.000
f””; vencni TPC  TBARS  FRP  %ABTS® % DPPH TEACusrswwvy TEAComrmwv) TEACissweery  kaprse  TEAC.oppugpry  keppen AAE kzepor  %RS  TEACopuro
TPC 1.000

TBARS 0.835 1.000

FRP 0.869 0.822 1.000

%ABTS™ 0.367 0343 0414  1.000

%" DPPH 0.160 0169  0.315 0.414 1.000

TEACaprse+uv) 0.959 0.831 0.861 0.364 0.217 1.000

TEAC.pprruy) 0917 0.872 0.909 0.412 0.147 0.920 1.000

TEACuprseverr)  0.957 0.830 0.862 0.367 0.222 1.000 0919 1.000

Kaprs+ 0.254 0.318 0.343 0.289 0.033 0.229 0.286 0.233 1.000

TEAC.ppprerr) 0.964 0.852 0.878 0.393 0.080 0.943 0.952 0.943 0.338 1.000

kepppr 0.183 0.188 0.165 0.133 0.247 0.237 0.178 0.240 0.297 0.189 1.000

AAE 0.081 0.052 0.146 -0.058 0.176 0.139 0.007 0.140 -0.014 0.058 -0.034 1.000

krempor 0.012 0.074 0.071 -0.137 0.087 0.067 -0.030 0.067 0.237 0.023 0.040 0.774 1.000

9oRS 0.596 0.321 0.608 0.458 0.283 0.530 0.545 0.530 0.045 0.557 0.032 0.202 -0.058  1.000

TEACpuro 0.550 0.262 0.522 0.500 0.190 0.470 0.472 0.467 0.018 0.501 -0.022 0.071 -0.122  0.893 1.000
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6.1.3.1 Statisticky vyznamné deskriptory antioxidacni aktivity pro komparaci slovenskych
biovin a konvencnich vin — jednorozmérnd analyza

Za ucelem zjisténi specifickych a statisticky vyznamnych markeri na identifikaci
arozliSeni biovin od konvencnich vin, byly sledované deskriptory antioxidacni aktivity
podrobeny statistickému porovnani (metodou ANOVA - procedura Tukey-HSD) pro
porovnani skupinovych priméri, Unistat v. 6.0) na signifikantnost rozdilti v komparovanych
vinech, pficemz se hodnotil rozdil mezi produkénimi systémy (organicka vs. konvencni),
odriidami, ro¢niky a typem vin (bild vs. ¢ervend). Za statisticky vyznamné jsou povaZoviny
rozdily, u kterych je P < 0.05.

Pti porovnani slovenskych biovin a konvenénich vin (Tab. 10), v némz byly zahrnuty
vSechny ro¢niky, odridy a barva, se zjistili statisticky vyznamné rozdily v parametrech AAE,
krempor @ %RS. V pripadé parametrit AAE a krgypor se zjistily kvantitativné vySsi hodnoty
téchto ukazovatel v konvencnich vinech, zatimco v piipad€ biovin byly vyssi hodnoty %RS.

Tab. 10: Statisticky vyznamné rozdily antioxidacnich charakteristik mezi bioviny a konvencnimi viny.

Porovndvand Rozdil mezi Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba (P<0.05)

Biovina (B) vs. konvenéni (C) vina

(zahrnuje vSechny ro¢niky, odriidy a barvu vin)

Prvek

AAE C-B 0.4760 0.0895 0.0000
krempor, C-B 0.0757 0.0212 0.0007
%RS B-C 13.6732 5.9920 0.0261

Rozdily mezi Slovenskymi a zahrani¢nimi bioviny
(zahrnuje vSechny ro¢niky, odriidy, barvu vina a zem ptvodu
AAE B-CZ-B 0.5842 0.1001 0.0000

Biovina (B) vs. konvenéni (C) vina — bil4 vina
(zahrnuje vSechny ro¢niky a odridy)

TPC C-B 78.0709 26.7073 0.0057
FRP C-B 0.2639 0.0516 0.0000
%DPPH C-B 8.6652 3.2652 0.0115
TEAC sg7s-+uv) C-B 0.5043 0.0841 0.0000
TEAC.pppuuy) C-B 0.2266 0.0591 0.0004
TEAC prs-+(gpr) C-B 0.6396 0.1120 0.0000
TEAC.pppriEpR) C-B 0.3671 0.0553 0.0000
AAE C-B 0.4297 0.1146 0.0006
krempoL C-B 0.0635 0.0283 0.0306
%RS B-C 18.6839 7.0098 0.0111
Biovina (B) vs. konven¢ni (C) vina — Cervend vina

(zahrnuje vSechny ro¢niky a odrtdy)

AAE C-B 0.5662 0.1456 0.0010
krempoL C-B 0.0997 0.0302 0.0038

Po rozSiteni databdze slovenskych biovin o vzorky biovin zahrani¢nich, statisticky
vyznamné rozdily se zjistily pouze mezi slovenskymi a ¢eskymi (B-CZ) viny v hodnotiach
AAE, které byly vyssi u zahrani¢nich vin (Tab. 10).

V piipad€ samostatné komparace bilych bio- a konvencnich vin, se zjistily signifikantni
rozdily v obsahu TPC, hodnotiach FRP, % DPPH, TEAC, AAE a kreypor, které byly vyssi ve
vinech konvenénich, zatimco hodnoty %RS byly vyssi v ekologickych vinech. V €ervenych
vinech se projevily signifikantni rozdily v deskriptorech AAE a krgypor, opét vyssich
v konvencnich vinech (Tab. 10).
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Pti testovani rozdili mezi slovenskymi ¢ervenymi a bilymi viny, které zahrnovalo vSechny
ro¢niky, odridy a typ produkce, se ukdzaly statisticky vyznamné rozdily u vétSiny deskriptorti
antioxida¢ni aktivity, s vyjimkou hodnot AAE a formadlnich rychlostnich konstant zaniku
vSech sledovanych radikald.

V ptipad¢ porovnani ro¢niki vin, bez ohledu na odridu, barvu vina a typ produkce,
vyznamné rozdily se zjistily pfedev§im v parametrech % DPPH, AAE a krempor.

Vv s

Nejvyznamnéj$i rozdil se ukdzal mezi rocnikem 2004 a v§emi dal$imi ro¢niky.

6.1.3.2 Diskriminace slovenskych ekologickych a konvencnich vin s vyuZitim deskriptorii
antioxidacni aktivity — vicerozmérnd analyza

Vhledem k velké variabilit¢ dat a nejednoznaénym rozdilim mezi ekologickymi
a konven¢nimi viny byl soubor experimentélnich charakteristik — 15 deskriptorii — statisticky
zpracovan pomoci multivariacni analyzy za ucelem metodou PCA vizualizovat rozdily mezi
bioviny a konven¢nimi viny a metodou diskriminani analyzy navic tyto rozdily i
kvantifikovat.

Metodou hlavnich komponent (PCA) bylo puvodnich 15 antioxidac¢nich deskriptort
transformovano na nové proménné — hlavni komponenty, pficemz prvni 3 komponenty, bez
ohledu na charakteristiky vzorka (pivod, odriida, rocnik, typ, ...), uspokojivé vysvétluji 72 %
variability celého systému, pficemz vezmou-li se do uvahy vlastni vektory s vdhou > 1, na
popis vlastnosti sytému je nutno pouzit 4 komponenty, které vysvétluji variabilitu dat na
80 %. Zhlediska vahy jednotlivych parametri pro konstrukci komponent se jako
nejvyznamng&j$i ukdzaly byt v 1. komponenté hodnoty TPC, TEAC vy a TEACgpr), zatimco
u druhé komponenty hodnoty AAE, kreypor, %RS a TEACpwmpo, ve 3. komponenté pak
hOanty kABTS-+, k-DPPH a %RS.
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Obr. 29: Diferenciace slovenskych biovin

Factor 2

(B) a konvencnich vin (C) na zdklade

CR31
—

faktorové  analyzy 15  deskriptorii

antioxidacni aktivity — graf faktorovych

skore.

Factor 1

Faktorovd analyza srotaci varimax (PCF), i kdyZ ne dtplné, odd¢lila biovina od
konvenc¢nich vzorkl tim, Ze je lokalizovala do dolni poloviny grafu faktorovych skére (Obr.
29) PCF selektovala hodnoty %RS a TEACpmpo, ale i hodnoty AAE a formadlnich
rychlostnich konstant zdniku radikala ABTS™, ‘DPPH a TEMPOL jako markery
diskriminujici biovina a konvencni vina s nejveétsim ucinkem (Obr. 30).

Pti diskriminaci vzorkl vin podle zplisobu produkce pomoci CDA se vyuZil soubor vSech
experimentalnich charakteristik jako diskriminac¢nich parametrii, dspéSnost klasifikace vzorkt
vin do odpovidajici skupiny biovin, resp. konvencnich vin dosédhla 85.5 %, kdy 3 ekologicka a
6 konvencnich vin bylo nespravné zafazeno. CDA vymezila hodnoty TEACprs.+ z UV/VIS i
EPR méteni, AAE, TEAC.pppuEpr) @ %RS jako parametry s nejveétSim diskriminujicim
ucinkem.
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Factor 1

Pro ucely diferenciace a klasifikace ekologickych a konvencnich vin byla pouZita i metoda
K-tého nejblizsiho souseda (pro k=1, k=2 a k=3), ktera rozliSila biovina od konvencnich vin se
100% spréavnosti (k=1) a pti hodnoté k=2 a k=3 klesla na 85.5 %, resp. 82.3 %.

Pokud je pii klasifikaci vin brdn do dvahy i typ vina (Cervend vs. bild), tj. vzorky jsou
klasifikovany do 4 podskupin (bio-bilé, konvencni-bilé, bio-Cervené, konvencni-Cervené),
musi byt konstruovany 3 diskrimina¢ni funkce, pficemZ dominantni roli pro jejich konstrukci
maji hodnoty TEACagts.+ z UV/VIS 1 EPR méfeni, ddle pak %RS, TPC, TEACpmpo a AAE.
Uspésnost klasifikace v tomto piipadé dosahuje 90.4 %, pii¢em? &ervené biovino BR24 a bila
biovina BW5 a BWI5 byla zatazena jako konvencni Cervend, resp. bild vina, zatimco 3 bild
konven¢ni vina (CW2, CWI8 a CWI19) byla zafazena mezi bild ekologicka vina. Vysledky
vsech diskriminac¢nich a klasifikacnich postupti jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: Uspésnost diferenciace slovenskych biovin a konvencnich vin metodami kanonické diskriminacni

vy

analyzy a K-tého nejblizsiho souseda

VSechna vina

Metoda Vsedz,’;‘; vina (4 skupiny — BW vs. CW vs. Bll;lqv)ma ‘f’;fl;v‘;;‘;
° BR vs. CR) (%) i i
Kano/mcka diskriminacni 855 90 4 100 952
analyza
K-ty nejblizsi k=1 100.0 100.0 100.0 100.0
soused k=2 85.5 83.9 85.4 90.5
k=3 82.2 75.8 90.2 100

Prestoze uvedené vysledky jsou velmi slibné, variabilita systému a uUspéSnost
klasifikovanych vzorkt (klasifikani skére) je ovliviiovdano skutecnosti, Ze klasifikace byla
provedena spolecné pro bild a Cervend ekologickd a konvencni vina. V dalSim kroku, byla
proto vina diferencovand zvlasté pro bild vina a ¢ervend vina. Vysledky diskriminace pro bild
i Cervend vina jsou uvedeny v Tab. 11.

Z vysledkit PCA bilych vin vyplyvd, Ze prvni 3 hlavni komponenty vysvétluji piiblizné
60 % variability pivodnich dat. Toto niz§i % naznacuje, Ze pavodni parametry antioxidacni
aktivity mezi sebou prakticky nekoreluji a prevazna vétSina z nich je ma velkou véhu na
plnou charakterizaci antioxidacnich vlastnosti biovin a konvencnich vin. Graf hlavnich
komponent (Obr. 31) velmi vyrazné rozclenil bild vina nejen do statisticky odliSnych
kvadrantli, ale pfedev§Sim do dvou shlukt, v kterych jsou jasné¢ diferencované biovina od
konvencnich vin. V prvni komponenté nejvétsi diskriminacni schopnost prokazali deskriptory
TEAC.pppuEpr) @ TEACapTs.+ z UV/VIS 1 EPR méfeni, zatimco v druhé komponenté¢ %RS,

66



TEACpmpo, AAE, a krgmpor, ve tteti komponenté pak hodnoty AAE a kreypor. Ijspé§n0st
klasifikace bilych bio- a konvencnich vin metodou CDA doséhla 97.4 %.
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15 deskriptorii antioxidacni aktivity.

&

Component 1

U cCervenych vin byla dosaZena podobna efektivita diskriminace jako v piipad¢ bilych vin.
Metoda PCA prokézala, Ze 1 ervend biovina vina mohou byt rozliSeny od konvenc¢nich vin.
Na Obr. 32 (graf faktorovych skére) jsou ziejmé dva shluky vektort, i kdyZ ne jednoznacné
oddélené. Prvni 3 hlavni komponenty kumulativné vysvétluji cca 64 % variability celého
souboru dat. Nejvétsi vahu pro konstrukci komponent maji, vedle hodnot TPC a TEACapts.+
z UV/VIS 1 EPR méfeni, hodnoty AAE, krgmpor, %RS a TEACpwmpo. Ijspéénost klasifikace
cervenych vin podle produkéniho systému dosdhla 94.7 %, pfiemZ nejvétsi vdhu pro
diskriminaci opét prokdzaly hodnoty TEACagrs.+ z UV/VIS 1 EPR méfeni, AAE
a TEACDMPQ.

Obr. 32: Diferenciace slovenskych % N
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Component 1

Prestoze jsme méli k dispozici limitovany pocet zahrani¢nich vzorkl biovin (4 Ceska, 1
italské a rakouské), pokusili jsme se o jejich diferenciaci od vin slovenskych. Metoda PCF
vyselektovala jako nejvhodnéjsi parametr pro diskriminaci hodnoty AAE, pficemz CDA
analyza prokdzala 97% tuspéSnost klasifikace biovin do skupin podle zemé& ptivodu (Obr. 33).
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Function 1
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Kromé diskriminace slovenskych a zahrani¢nich biovin, byla provedena i klasifikace vin
podle piislusnosti k produkénimu systému a krajiny pavodu, opét oddélen¢ pro bild a Cervena
vina. Z vysledkit CDA vyplyva, Ze bild vina byla klasifikovdna na 95.8 % podle produkéniho
systému a krajiny piivodu, pficemz 2 vzorky slovenskych vin byly nesprdvné zatazeny do
skupiny rakouskych konvencnich vin. Co se tyce diferenciace cervenych vin podle zvoleného
kritéria, klasifikacni skére dosdhlo 80.8 % spravné zatazenych vzorkd, pficemz ze vSech
vzorkl ¢ervenych vin bylo 5 slovenskych vzorkl chybné zatfazeno do skupiny ¢eskych vin, at’
uz ekologickych nebo konvencnich.

Z vysledkii analyz vyplyvd, Ze antioxida¢ni a radikél-zhaSejici vlastnosti vin jsou
ovlivitovany nékolika faktory, a to zpasobem produkce (ekologické vs. konvencni), roénikem
a odridovou skladbou. I kdyz vysledky jednotlivych spektroskopickych analyz odhalily
znacnou variabilitu a ¢asto nejednoznacné rozdily mezi jednotlivymi skupinami vin, zjisténé
rozdily jsou vSak dostacujici pro uspéSnou diferenciaci a klasifikaci vin podle zpisobu
produkce s vyuzitim metod vicerozmérné statistiky. Navic se ukazuje, Ze uvedené deskriptory
antioxidacnich vlastnosti jsou vyuZitelné i na regiondlni diferenciaci vzorkl vin, i kdyz
s ohledem na limitovany pocet vzorkii zahrani¢nich vin jsou tyto zavéry jen predbézné.

Na zdklad¢ vysledkt této studie 1ze konstatovat, Ze metodu EPR spektroskopie lze vyuzit
na rozliSovani vin podle zptisobu produkce bud’ samostatné, nebo v kombinaci EPR s UV/VIS
spektroskopii s vyuzitim metod multivariacni statistické analyzy pro zpracovani
experimentalnich dat.

Vysledky dosaZené v oblasti charakterizace vin a jejich diferenciace podle zpusobu
péstovani byly podkladem pro vznik nékolika rukopisii odbornych ¢lankti zaslanych nebo
piipravenych do zahrani¢nich odbornych casopisii, ddle jsou podkladem pro vznik nékolika
odbornych studif, abstraktii pfispévkii na domécich a zahrani¢nich konferencich, kde byli
prezentovany bud’ ve form¢ odbornych pfednaSek nebo posterti. Detaily jsou uvedeny
v dalSich ¢4astech dizertacni price.
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6.2 Studium antioxida¢nich a radikal-zhaSejicich vlastnosti ekologickych a
konvencnich Spaldovych mouk

Charakterizace antioxida¢nich a radikél-zhaSejicich vlastnosti ekologickych a konvencnich
Spaldovych mouk byla realizovdna vramci fteSeni projektu HUSK - 0901/1.2.1/0010
»VyuZitie regiondlnych zdrojov na produkciu funkcnych potravin®, ktery byl podpofeny
z prostiedkd Evropského fondu regiondlniho rozvoje v rdmci programu piihrani¢ni spoluprace
Mad’arskd republika-Slovenska republika 2007-2013, a byla feSena i vrdmci projektu
bilateralni spoluprice mezi VUT Brno a VUP Bratislava SK-CZ-0161 11.

Vzhledem ktomu, Ze se zastoupeni hlavnich slozek (napf. obsah minerdlnich latek,
vitaminti, vldkniny, ale také polyfenolickych latek, resp. dalSich sloZek s potencidlnim
antioxida¢nim ucinkem) v zrn¢ pfislusné odridy méni jen statisticky, zna¢ny vliv na
chemickou skladbu zrna maji pidni, klimatické, agrotechnické technické, a v neposledni rade
i technologické postupy jeho néasledného zpracovani [168]. VSechny uvedené faktory mohou
vyrazn¢ ovlivnit vlastnosti zrna a obsah potencidlné zajimavych sloZzek z hlediska jejich
dalSitho vyuziti, napt. pfi vyrobé funkénich potravin. Z toho divodu je tieba zabyvat se
problematikou izolace funk¢nich sloZek z mouk (polyfenoly, flavonoidy, organické kyseliny),
pfedevSim vztahem mezi podminkami extrakce a obsahem téchto sloZek v pfipravenych
extraktech, jejich stabilitou, a je potfebné realizovat i komplexni charakterizaci vlastnosti
takto ziskanych latek (naptf. u polyfenolti z antioxidacniho hlediska) a posoudit jejich
vhodnost pro dalsi vyuziti v potravinafském primyslu.

Celkové se sledovalo 8 parametri — deskriptorti antioxidacni aktivity: celkovy obsah
polyfenold, celkovy obsah flavonoidd, schopnost terminovat radikdly ABTS™ a ‘DPPH
stanovené z UV/VIS a EPR méfeni. S ohledem na velké mnozstvi a variabilitu ziskanych
experimentdlnich ddajii byla vSechna data zpracovdna metodou ANOVA a vicerozmérnymi
statistickymi metodami — metodou hlavnich komponent a kanonickou diskrimina¢ni analyzou,
obdobné¢ jako u vzorki vin, s cilem diferencovat mouky podle ptislusnych kritérii — ptivod,
podminky péstovani, odrtida.

6.2.1 Vliv extrakénich podminek na antioxidaéni a radikal-zhasejici vlastnosti
ekologickych a konvenc¢nich mouk

Ptfed analyzou vzorkli Spaldovych mouk, které byly pfipraveny ze zrn odridy pSenice
$palda OKO-10 aLajta pochézejicich ze spole¢né realizovanych polnich pokust, se
posuzoval vliv extrakénich podminek na obsah funkcénich sloZek v extraktech komercné
dostupnych ekologickych a konven¢nich mouk slovenského a mad’arského pivodu s cilem
optimalizovat podminky extrakce a vSech ndslednych experimentl. Jednalo se o mouky
pSenicné, Zitné a Spaldové, z hlediska technologického zpracovéani o mouky celozrnné, hrubé,
hladké a celozrnné hladké.

Pomoci UV/VIS a EPR spektroskopie se posuzoval vztah mezi druhem pouZitého
extrak¢éniho Cinidla (50% etanol/voda (v/v), 50% aceton/voda (v/v) a voda) a antioxida¢nimi
vlastnostmi pfipravenych extrakttli, s cilem vybrat nejvhodnéjsi extrakéni systém pro izolaci
tzv. funkénich sloZzek z mouk (polyfenoly a flavonoidil), které 1ze potencidlné vyuzit jako
ptidavné latky v potravindiském primyslu. Pfi klasifikaci a diskriminaci testovacich vzorkl
se pro vSechny extrakcni systémy vyuzily nejen deskriptory antioxida¢ni aktivity, ale i obsah
minerdlnich latek (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Zn) stanoveny metodou AAS.
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6.2.1.1 UV/VIS experimenty

Celkovy obsah polyfenoli byl stanoven identickym postupem jako ve vzorcich vin.
7 0br. 34 je ztejmé, Ze hodnoty TPC jsou vyrazné ovliviiovany volbou rozpoustédla. Bez
ohledu na druh mouky, zpiisob technologického zpracovani (mleti), zplisob pestovani nebo
puvod se koncentrace polyfenolli v etanolovych extraktech pohybovala vrozmezi od
833 mgkg! (FI2) do 1964 mg.kg"' (FI5), v acetonovych extraktech od 1176 mgkg" (FI12)
do 2018 mg.kg "' (F15), zatimco ve vodnych extraktech od 309 mg.kg” (F8) do 1427 mg.kg"
(F10).
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Obr. 34: Obsah polyfenolii v extraktech analyzovanych mouk vyjddieny jako hodnoty GAE (mg.kg"). Detailni

informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 5.

Nejvyssi primérné hodnoty TPC se dosdhly u extraktl v 50% acetonu a 50% etanolu,
pficemz tyto dvé rozpoustédla jsou pii zohlednéni chyby méfeni z hlediska efektivity
porovnatelné. Z vysledkli méfeni dale vyplyva, Ze relativné nejvyssi byl obsah polyfenola
stanoven v acetonovych extraktech ze Spaldovych mouk, nasledovanych pSeni¢nymi a
zitnymi moukami. U etanolovych extrakti je primérny obsah TPC z hlediska druhové
skladby nejvyssi u pSenic¢nych > Spaldovych > Zitnych mouk, zatimco u vodnych extraktl byl
relativné nejvyssi obsah TPC u vzorka ptipravenych z zitnych mouk. Z Obr. 34 neni zifejma
souvislost mezi obsahem polyfenoli a zptsobem technologického zpracovani, coz je
v souladu se studii autorG Sedej et al., ktefi porovndvali obsah TPC v pSeni¢nych
a pohankovych moukdch s riznym stupném mleti [218].

Celkovy obsah flavonoidl v pfipravenych extraktech byl stanoven pomoci 2-aminoetyl-
difenylboratu a vysledky byly vyjaddfeny jako rutin ekvivalent (Obr. 35). Obsah flavonoidi nebyl
stanoven u vodnych extrakt, z divodu tvorby zdkalu, ktery rusil vlastni spektrofotometrické
stanovent.

Z vysledkit méfeni vyplyvd, Ze koncentrace flavonoidl je rovnéZz zdvisld na druhu
pouzitého extrak¢niho ¢inidla. Na rozdil od polyfenold, nejvyssi koncentrace TFC byly
stanovené v etanolovych extraktech Zitnych mouk (c ~ 531+144 mgkg'), ndsledovanych
extrakty pSenicnych a Spaldovych mouk s primérnym obsahem TFC na trovni

176460 mg.kg"'. Naproti tomu, nejniz&i obsah TFC byl stanoveny v acetonovych extraktech
pSeni¢nych mouk F6, F7 a F8.
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Z vysledkit méfeni na zdklad¢ vzdjemnych korelaci neni ziejma souvislost mezi obsahem
polyfenold, resp. flavonoidli a charakteristikami studovanych mouk (ptivod, druh, zptsob
péstovani, zplisob zpracovani), anebo jsou tyto korelace statisticky médlo vyznamné. Z hodnot
korelac¢nich koeficienti je také ziejma nizkd korelace obsahu polyfenolli a flavonoidi
(R*< 0.281), coZ miZe souviset s odlisnosti pouZzitych metod, a v neposledni fadé moZnosti
zatizeni vysledkl rusivymi vlivy (napt. v piipad¢ polyfenold, piitomnost redukujicich latek
nebo vitamind) [170]. AvSak s ohledem na tyto skute¢nosti je mozné oéekavat, ze jak TPC,
tak 1 TFC bude mozZné efektivné vyuzit pro ucely diskriminace vzorki pomoci multivaria¢ni
statistiky.
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Obr. 35: Obsah flavonoidii v etanolovych a acetonovych extraktech analyzovanych mouk vyjddreny jako hodnoty

RE(mg.kg™'). Detailni informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 5.

Antioxida¢ni a radikdl-zhéasejici aktivita extraktl mouk ve vSech tfech rozpoustédlech
charakterizovand metodou UV/VIS spektroskopie s vyuZitim radikdld ABTS™ a "DPPH byla
vyjadiena jako procentudlni pokles koncentrace pfislusného radikdlu, v dasledku jeho
terminace sloZkami piislu§ného extraktu.

Schopnost vétsiny extraktl terminovat kation-radikdl ABTS™ se pohybovala v rozmezi
70-80 %, s vyjimkou vodnych extraktd psSeniénych mouk F6 a F7, jejichz kapacita
terminovat tento radikdl dosahovala pouze 20 %. Schopnost etanolovych a acetonovych
extraktd terminovat radikdl ‘DPPH dosahovala ve vétSing pifpadit max. 40 %, vyjimku opét
tvofily vzorky bilych mouk (F6, F7, F8 a FI12) u kterych pokles koncentrace ‘DPPH
v experimentdlnim systému nepiekrocil hodnotu 20 %. Ve vodnych extraktech bylo
monitorovani poklesu koncentrace ‘DPPH znesnadné&no tvorbou zakalu.

Vzhledem k tomu, Ze na zdkladé tohoto vyjadieni neni porovndni extrakénich systémil
objektivni, pfedevsim z divodu odlisSného fedéni piisluSnych extrakti mouk, radikéal-zhasejici
aktivita extraktll byla rovnéZ kvantifikovdna pfepoctem absorbance roztoku v definovaném
case (t=10.5 min od zacatku terminac¢ni reakce) na hodnoty TEAC podle rovnice 24. Hodnoty
TEACapTs.+ Vvypocitané pro vSechny extrakty mouk ze skupiny testovacich vzorkll jsou
znazornény na Obr. 36. Stejné jako v piipadé celkového obsahu polyfenolli a flavonoidi,
radikdl-zhasejici aktivita extraktl je vyrazné zavisld na druhové skladbég, pticemz jsou ziejmé
rozdily i v rdmci druhové ptibuznych vzorkl, coz je mozné dat do souvislosti se zplisobem
mleti.
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Vv s

Z Obr. 36 je rovnéz zfejmé, Ze celozrnné mouky jsou charakterizovany vysSimi hodnotami
TEACagTse+, S vVyjimkou pSenicné a Spaldové celozrnné mouky F5, resp. FIS8
s porovnatelnymi hodnotami TEAC bilych mouk. Nejvy$si primérmé hodnoty TEAC byly
stanoveny v etanolovych a acetonovych extraktech zitnych mouk s porovnatelnymi
hodnotami (4.6 mmol.kg'l, resp. 4.7 mmol.kg"). Naproti tomu, vodné extrakty pSeni¢nych a
$paldovych mouk byly charakterizovany nejniz$imi hodnotami TEAC ggrs.+ (~1.6 mmol.kg™).

| N 50% EtOH
N 50% Ac
¢ rezzH 0

T
=
ANV WA

ANAANANNNNNNNNNNANANANRNNNNANNNNY
il
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN

-
!
ANANNNNNNANNNNNNNNNNNNN
ANNUANNNNNNNNANRANNNANNNNNY
ANNANNNNNNNNNNNNNNNANNNNNN

ANNANNNNNANNNNY
ANNNNNNNNANNNNN
ANNANNNNNNNN|
ANNNNNNNNNNNNNN
ANNNNNNANANNNNN
ANNNNNNNNNNANNNNNY
ANNNNNNNNNNNNNAN
ANNNNNNANNNNNN
ANNNNNNNNNNANNNNY
INANNNNNANNNNNNN

AN

7| Z
F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F2

Vzorky mouk

S RN

F

Obr. 36: Radikdl-zhdsejici kapacita extraktii v piitomnosti kation-radikdlu ABTS™ vyjddiend jako TEAC sgrs.+
vyhodnocena z UV/VIS méfeni (mmol.kg”). Detailni informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 5.

Naproti tomu, schopnost etanolovych a acetonovych extrakti mouk terminovat radikal
‘DPPH vyjadfena jako hodnoty TEAC.pppy neni vyrazné ovlivilovdna volbou rozpoustédia,
druhovou skladbou ani produkénim systémem. Nejvyrazn€ji se uplatiuje vliv
technologického zpracovani, kdy bilé mouky jsou charakterizovany pfiblizné o 50 % nizSimi
hodnotami TEAC.pppy nezZ mouky celozrnné. Hodnoty TEAC v etanolovych extraktech se
pohybovaly v rozmezi 0.2 mmol.kg" — 0.9 mmol.kg", zatimco v acetonovych extraktech od
0.1 mmolkg" — 1.0 mmol.kg"'. Vzorek mouky F7 byl charakterizovan nejniz§i hodnotou
TEAC.pppy, zatimco vzorek F10 nejvyssi, bez ohledu na pouzity extrakéni systém.

Zatimco u komparace ekologickych a konvenc¢nich vin se potvrdily vysoké korelace
obsahu polyfenoll s antioxidac¢ni aktivitou, v pfipad¢ testovanych vzorkt mouk byly zjiStény
primérné, resp. velmi nizké hodnoty korelacnich koeficienti mezi obsahem polyfenoli a
flavonoidu a antioxida¢ni aktivitou (R < 0.528, resp. R< 0.130) [219-221].

6.2.1.2 EPR experimenty

Hodnoty TEACagrs.+ vypocitané pro extrakty mouk ve vSech rozpoustédlech jsou
znazornény na Obr. 37. Z prezentovanych tudaju vyplyvd, Ze i kdyZ vSechny extrakty
vykazovaly radikdl-zhédSejici vlastnosti, vyraznéj$i jsou pro extrakty pfipravené do 50%
etanolu a 50% acetonu.

Jsou zfejmé rozdily mezi ekologickymi a konvenénimi moukami v zavislosti na volbé
rozpoustédla, kdy hodnoty TEACagts.+ biomouk jsou piiblizné¢ o 30-40% vyssi nez hodnoty
stanovené v moukdch konvencnich (napf. acetonové a vodné extrakty pSenicné a Spaldové
celozrnné mouky hladké FI/F5, resp. F14/F18).

Radikal-zhasejici aktivita extraktli mouk je v souladu s nasim ocekdvanim vyrazné zdvisla
na druhové skladbé (v poradi pSeni¢nd > Spaldovd > Zitnd), avSak i mezi extrakty ze vzorki
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identického druhu se projevily vyrazné rozdily. Tento jev miiZe souviset se zpusobem
technologického zpracovani (zejména mleti). Pfi porovnani vzorkt druhove¢ identickych mouk
s odliSnym zptisobem mleti je zfejmé, Ze ve vétSiné piipadl celozrnné mouky projevuji vyssi
antioxidac¢ni vlastnosti neZ mouky bilé (hladké).

Na zdklad¢ vysledkii méfeni se ukazuje i souvislost mezi radikal-zhasSejici aktivitou mouk
a zpusobem péstovani, resp. ptivodem vzorku, avSak tyto rozdily jsou vétSinou ovliviiovany
nejen volbou rozpoustédla, ale predevsim zpiisobem technologického zpracovani.
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Obr. 37: Radikdl-zhdsejici kapacita extraktii v piitomnosti kation radikdlu ABTS™" vyjddiend jako TEACgrs..

(mmol.kg” )vyhodnocena z EPR méfeni. Detailni informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 5.

Stejny trend byl pozorovan pro hodnoty TEAC.pppy (Obr. 38), pfi¢emz v souladu s naSimi
pfedchdzejicimi zkuSenostmi, jsou hodnoty TEACapts.+ pfiblizné 4x vyS§i neZ hodnoty
TEAC.pppuy [212, 216]. Nejnizs§i hodnoty TEAC.pppy byly zjiStény pro vzorky bilych
pSeni¢nych mouk, naopak nejvyssi TEAC.pppy hodnoty vykazovaly extrakty Zitnych mouk,

bez ohledu na pouZité rozpoustédlo.
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Obr. 38: Radikdl-zhdSejici kapacita extraktii v pritomnosti radikdlu "DPPH vyjddiend jako TEAC.pppy

(mmol.kg"') vyhodnocena z EPR méfeni. Detailni informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v Tab. 5.
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Opét se potvrdila vysokd korelace mezi hodnotami TEACwyy) a TEACgpr). Hodnoty
korela¢nich koeficientll se pohybuji v rozmezi R ~ 0.900-0.982. Ackoli se v ptipadé ABTS™ a
‘DPPH test zjistila primérnd, resp. nizkd korelace hodnot TEAC s obsahem polyfenold,
ukazuje se, ze hodnoty TEAC jsou v obou piipadech vyrazné¢ zavislé na druhu pouzitého
rozpousStédla.

6.2.1.3 Statistické zpracovdni vysledkit

Soubor vSech experimentédlnich charakteristik byl zpracovany metodami vicerozmérné
statistiky, metodou hlavnich komponent a kanonickou diskrimina¢ni analyzou, s cilem
realizovat komplexni hodnoceni vSech experimentdlnich charakteristik studovanych mouk
v jednom kroku a zhodnotit vzijemné korelace experimentalnich parametrii a jejich vliv na
vlastnosti celého souboru.

Pro kazdé rozpoustédlo byly vzorky klasifikovany a diferencovany podle 4 kritérii: pivod
vzorku (SK/HU - slovensky/madarsky), zptisob péstovani (B/K — ekologické/konvencni),
druh mouky (W/R/S - pseni¢nd/Zitnd/Spaldovd) a zpusob technologického zpracovéani
(R/S/G/Ggs — hladka/hrubé/celozrnné/celozrnna hladka).

Vysledky statistické analyzy pro etanolové extrakty mouk jsou zndzornéné na Obr. 39 az
Obr. 41. Pti klasifikaci a diskriminaci testovacich vzork byly vyuzité jak deskriptory
antioxidaéni aktivity, tak i obsah minerdlnich prvkd (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Zn), s cilem
zakomponovat do klasifika¢ni procedury maximum proménnych, u kterych lze predpokladat
ovlivnéni variability, a tim zvySit korektnost klasifika¢ni procedury. Diferenciace etanolovych
extrakt podle ptivodu (SK vs. HU) pomoci analyzy hlavnich komponent je zndzornéna na
Obr. 39. Zobriazku je zfejmé, Ze vzorky mouk se podafilo jen casteCné klasifikovat.
Z variacni tabulky vyplyva, zZe prvni 3 hlavni komponenty popisuji kumulativné 77 % celkové
variability systému. Na klasifikaci vzorkil podle zvoleného kritéria maji nejvyraznéjsi vliv
antioxidaéni charakteristiky, pfedev§im schopnost terminovat ‘DPPH (hodnoty vlastnich
vektorti > 0.302), ale i obsah minerdlnich latek (pfedevsim Ca, Cu, K, Mg, Fe)

Obr. 39: Klasifikace etanolovych extraktii

Component 2

mouk podle geografického puvodu (S —
SK vs. H— HU) pomoci analyzy hlavnich

4 komponent.

Component 1

Obdobné vysledky byly dosazeny i pii diskriminaci téchto extrakti podle zpisobu
péstovani. Zatimco pii klasifikaci podle druhové skladby maji nejvétSi vahu antioxidacni
charakteristiky a obsah Cu, Ca a Zn, pii diskriminaci podle zpisobu technologického
zpracovéani pak dominantni vdhu maji vysledky EPR a UV/VIS experimentd s ABTS™.
Ukazuje se, Ze vliv rozpoustédla na popis variability systému je prakticky zanedbatelny, ale
vdha jednotlivych proménnych pro konstrukci hlavnich komponent je vyrazné zdvisla na
druhu extrakéniho Cinidla, coz je logickym disledkem zavislosti jednotlivych
experimentalnich charakteristik na pouzitém extrakénim ¢inidle, jak je diskutovéno vyse.
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Na Obr. 40 a Obr. 41 jsou zndzornény vysledky kanonické diskriminacni analyzy
etanolovych extrakt mouk podle druhové skladby, resp. zpusobu technologického
zpracovéni. Z obrazki je ziejmé, Ze v piipadé diskriminace podle druhové skladby se dosdhla
100% tspésnost klasifikace mouk, zatimco v piipadé diferenciace mouk podle zplsobu
technologického zpracovani 3 vzorky mouk (FI, F8 a F20) byli nesprdvné zafazené mezi
celozrnné a hrubé mouky, ¢imz dspésnost klasifikace klesla na 93%.
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Vliv extrakéniho c¢inidla pouZitého na pfipravu extraktii na dspéSnost diskriminace vzorkt
mouk podle sledovanych kritérii je zfejmy z Tab. 12. Z prezentovanych udaju je zietelna
vysokad uspésnost klasifikace vzorkli mouk pro vSechny extrakéni systémy a zvolend kritéria
(> 85 %), pticemz pii klasifikaci mouk podle druhové skladby se ve vSech 3 pfipadech
dosdhla 100% spravna klasifikace.

Tab. 12: Vysledky kanonické diskriminacni analyzy vzorkii mouk, resp. jejich extraktii v riiznych rozpoustédlech

podle riuznych diskriminacnich kritérii.

Y - ) UspéSnost Pocet nesprdvné
Parametr Extrakéni systém klasifikace (%) klasifikovanych vzorkii
Krajina puvodu 50% etanol/voda 95.0 2
50% aceton/voda 95.0 2
Voda 87.5 5
Zpuisob péstovdni 50% etanol/voda 90.0 4
50% aceton/voda 87.5 5
Voda 95.0 2
Druhovd skladba 50% etanol/voda 100.0 0
50% aceton/voda 100.0 0
Voda 100.0 0
Technologické 50% etanol/voda 93.0 3
zpracovani 50% aceton/voda 95.0 2
Voda 87.5 5
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Z porovnani vysledki pro jednotlivé extrakéni systémy je ziejmé, Ze klasifikacni skére pro
extrakty v 50% etanolu a 50% acetonu je porovnatelné, resp. vyssi ve prospéch 50% etanolu.
Pouze v ptipad¢ klasifikace podle zptsobu technologického zpracovani se u acetonovych
extrakti dosdhlo lepsi klasifikacni skére. Vodné extrakty jsou charakteristické nejlepSim
klasifikacnim skdre podle zpisobu péstovani (~ 95 %), zatimco klasifikacni skére podle
krajiny ptivodu a zptisobu technologického zpracovani je v porovnani s ostatnimi systémy
nejnizsi, cca 88 %.

Na zédklad¢ vysledkt EPR a UV/VIS méfeni Ize konstatovat, Ze druh extrakéniho Cinidla
vyrazné ovliviiuje sloZeni extraktl, vcetné koncentrace polyfenoli a flavonoidl, a tedy
i vyslednou antioxida¢ni aktivitu extraktd mouk. Z hlediska vytéznosti tzv. funk¢nich slozek
(polyfenolli a flavonoidl), je nejicinnéjsim extrahovadlem 50% etanol/voda a 50%
aceton/voda, jejichz extrak¢ni Gcinnost je porovnatelnd. Z praktickych divodt, a z divodi
dalstho potenciondlniho vyuZiti izolatd jako ptidavnych latek v potravindiském primyslu, byl
pro izolaci polyfenolickych latek z mouk ziskanych ze spoleénych polnich pokusa
realizovanych v rocich 2010-2012 zvoleny 50% etanol/voda jako nejvhodnégjsi extrakcni
systém.

6.2.2 Charakterizace antioxida¢nich a radikal-zhasejicich vlastnosti ekologickych a
konven¢nich Spaldovych mouk z polnich pokust

Vzorky $paldovych mouk byly piipraveny ze dvou odriid psenice $paldy, OKO-10 a Lajta,
pestovanych v rezimu ekologického a konvencniho zeméd€lstvi v produkénim obdobi
201072011 a2011/2012 na tzemi Slovenska a Mad’arska. Polni pokusy byly realizované
v mad’arskych regionech Rabcakapi (R, ekologické), Mosonmagyarévar (M, konvencni)
a Sopronkovesd (So, konvencni), a to pro ob¢ produkéni sezony. V roce 2011/2012 byly polni
pokusy realizované také na uzemi Slovenska v oblasti Sladkovicovo (SI, ekologické)
a Lehnice (L, konven¢ni).

Ze Spaldovych mouk byly pfipraveny extrakty do 50% etanolu. Pomoci UV/VIS a EPR
spektroskopie se monitorovaly radikdl-zhaSejici vlastnosti pfipravenych extrakti
v ptitomnosti radikdltit ABTS™ a "DPPH, stejné tak i celkovy obsah polyfenoli a flavonoidil.

Vsechny deskriptory antioxidacni aktivity studovanych extraktli Spaldovych mouk byly
zpracovany metodami ANOVA a multivariacni statistické analyzy s cilem posoudit vliv
ruznych faktorti, napt. rok produkce, zplisob péstovani, odrudy Spaldy nebo geografického
ptivodu, na monitorované charakteristiky Spaldovych mouk.

6.2.2.1 Obsah polyfenolu a flavonoidii ve vzorcich Spaldovych mouk

Primérny obsah polyfenolii v etanolovych extraktech Spaldovych mouk analyzovanych
vroce 2011 a 2012 je zndzornén na Obr. 42, ptfiCemZ vzorky jsou rozdéleny podle roku
produkce, odrudy a regionu.

Z prezentovanych udaji je zfejmy jednoznac¢ny sezénni vliv na obsah TPC v extraktech
Spaldovych mouk (P = 0.0000), pficemz mouky roku 2012 byly charakterizovany vysSim
obsahem polyfenolli neZ vzorky z roku 2011. Bez ohledu na ro¢nik, odridu nebo region,
konven¢ni vzorky byly charakterizovany pfiblizn€ o 15 % vyssim obsahem TPC neZ vzorky
ekologické. Tyto vysledky jsou v dobré shodé s vysledky studie Zuchowski er al., kteif
porovnavali obsah polyfenoli a fenolickych kyselin v ekologicky a konvencné péstované
ozimé pSenici seté [222]. Nejvyssi a nejnizs$i pramérné koncentrace polyfenolt byly zjistény
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v extraktech mouk pfipravenych z pSenice Spaldy vypéstované v regionu Sopronkdvesd
(29154233 mg.kg™"), resp. Sladkovicovo (1566+117 mg.kg™).

Z prezentovanych vysledki je také ziejmé, Ze obsah TPC v extraktech $paldovych mouk
analyzovanych vroce 2011 neni vyrazné ovlivnén zplsobem produkce, regionem, ani
odriidovou skladbou. Naproti tomu, obsah TPC v roce 2012 je ovliviiovdn jak kultiva¢nimi
postupy, tak i ptivodem (SK vs. HU). PiestoZe je rozdil mezi odridami v roce 2012 statisticky

nevyznamny (P ~ 0.2419), extrakty z odridy OKO-10 byly charakterizovany vy$§im obsahem
TPC ve srovnéni s odriidou Lajta (23584509 mg.kg™', resp. 2186+492 mg.kg™).
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Obr. 42: Prumeérny obsah polyfenolii v etanolovych extraktech spaldovych mouk pripravenych z odrid pSenice

Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riiznych oblastech Madarska a Slovenska (R —

Rdbcakapi, M — Mosonmagyarovdr, So — Sopronkovesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice) vyjddreny jako hodnoty

GAE (mg.kg™). Detaily vzorkii jsou uvedeny v Tab. 6.

Na Obr. 43 je zndzornén pramérny obsah flavonoida v etanolovych extraktech Spaldovych
mouk vyjadieny jako hodnoty rutin ekvivalent. Z vysledkii métfeni vyplyva, Ze koncentrace
flavonoidi je pfiblizn€ o 50 % vyssi ve vzorcich mouk analyzovanych v roce 2012. Vyjimku
predstavuji vzorky z regionu Sopronkodvesd s obsahem flavonoidii na drovni 225+79 mg.kg'l,
coz je porovnatelnd hodnota s primérnym obsahem TFC ve vzorcich roku 2011. Bez ohledu
na ro¢nik, odriidu nebo region, vyssi koncentrace flavonoidi byly zjiStény v extraktech mouk
piipravenych z pSenice Spaldy péstované v rezimu ekologického zemédé€lstvi, a to pfiblizné
020 %.
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Obr. 43: Prumeérny obsah flavonoidii v etanolovych extraktech Spaldovych mouk pripravenych z odriid pSenice
Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riiznych oblastech Madarska a Slovenska (R —
Rdbcakapi, M — Mosonmagyarovdr, So — Sopronkovesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice) vyjddreny jako hodnoty
RE (mg.kg™). Detaily vzorkii jsou uvedeny v Tab. 6.
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Z vysledkli méfeni vSak neni zfejma souvislost mezi obsahem flavonoidil a riznymi typy
oSetfeni pSenice Spaldy béhem vegetacniho obdobi. Slovenské vzorky byly charakterizovany
vy$§im obsahem TFC ve srovnani s madarskymi vzorky, pfiCemZ nejvyS$i primérné
koncentrace flavonoidi (507+62 mg.kg') byly zjistény v extraktech mouk pfipravenych
z pSenice Spaldy vypéstované v oblasti Sladkovic¢ovo. Zatimco pii porovnani vzorkil sezény
2010/2011 plati stejné trendy jako tomu bylo u celkového obsahu polyfenoli, pti komparaci
vzorkil z roku 2012 se zjistil, ptiblizné o 6 %, vy$§i obsah TFC v extraktech odriidy OKO-10
v porovnani s odriidou Lajta, tento rozdil je vSak ze statistického hlediska zanedbatelny.

Rozdily obsahu polyfenoli a flavonoidii mohou souviset s nerovhomérnym pomletim
obilnych zrn, ale i s adaptabilitou jednotlivych odriid, nebo riznym zptisobem oSetieni. Toto
muze souviset i s tim, Ze vroce 2012 byly, na zdklad¢ analyzy pid vykonanych v ramci
spole¢nych polnich pokust, do pidy pfiddvany mikro- a makronutrienty, zejména komplexy
Cu®* a Zn**, co? do jisté miry miZe ovlivnit obsah sekunddrnich metabolitii v studovanych
plodindch. Ze vzajemnych korelaci presto neni zfejmd piimd souvislost mezi obsahem
polyfenold, resp. flavonoidii a zplisobem oSetieni béhem kultivaéniho obdobi, coz je v dobré
shod¢ se studiemi Langenkdmpera er. al. a Konopky et. al, ktefi posuzovaly vliv
ekologickych a minerdlnich hnojiv na obsah polyfenolii a antioxidacni aktivitu pSenice seté
[220, 221]. Stejné jako v piipadé¢ testovacich vzorku, z hodnot korela¢nich koeficientt jsou
ziejmé velmi nizké korelace obsahu polyfenolii a flavonoidil (R < 0.065), a to bez ohledu na
ro¢nik, odrudu, region nebo pavod [219].

6.2.2.2 ABTS""/DPPH radikdl-zhdsejici aktivity Spaldovych mouk charakterizovand pomoci
UV/VIS spektroskopie

Antioxidacni a radikdl-zhdSejici aktivita etanolovych extraktli Spaldovych mouk
charakterizovand metodou UV/VIS spektroskopie s vyuZitim radikdl ABTS™ a ‘DPPH se
vyjadiila jako procentudlni pokles koncentrace piisluSného radikdlu. Schopnost vétSiny
extraktl terminovat kation-radikdl ABTS™ se pohybovala v rozmezi 65-90 % bez ohledu na
ro¢nik, odridu nebo piivod. Z vysledki méfeni rovnéZ vyplyvd, Ze konvencni vzorky byly
charakterizovany vé&t§i ABTS™ radikél-zhaSejici aktivitou neZ vzorky pfipravené z pSenice
Spaldy péstované v rezimu ekologického zemédé€lstvi. Rozdily se zjistily 1 mezi roky 2011 a
2012, kdy se schopnost extraktdl terminovat ABTS™ pohybovala na trovni 84 %, resp. 70 %.

‘DPPH radikél-zhd3ejici aktivita extraktl se pohybovala v rozmezi 20-50 %, pfi¢emz
nejnizs§i hodnoty byly zjistény u ekologickych vzorka bez ohledu na roc¢nik nebo ptivod.
Mimoto, schopnost extrakti Spaldovych mouk ptipravenych z odridy Lajta byla o cca 10%
vys$$i neZ u odrady OKO-10.

Pro objektivni porovnéni s vysledky EPR méfeni, a pro eliminaci rozdili vyplyvajicich
z odlisného fedéni vzorkl, byl procentudlni pokles koncentrace daného radikdlu v systému
prepocitin na hodnotu TEAC.

Z Obr. 44, na kterém jsou zndzornény prumérné hodnoty TEACxpts.+, je ziejmy sezénni
vliv. Co se tyce rozdili mezi ekologickymi a konvenénimi vzorky, a rozdili mezi odridami,
plati podobné trendy jako v piipadé celkového obsahu polyfenolt a flavonoidul, tzn. vyssi
hodnoty TEAC sgts.+ konven¢nich mouk, a mouk pfipravenych z odrady OKO-10. Statisticky
vyznamné rozdily byly zjiStény mezi madarskymi a slovenskymi moukami s hodnotami
TEAC na trovni 3.8+1.2 mmol.kg™, resp. 5.4+0.3 mmol.kg™.
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Zatimco jsou hodnoty TEACxprs.+ extrakt mouk v roce 2011 porovnatelné pro regiony
s rezimem konvencniho zemédélstvi (Mosonmagyarévar vs. Sopronkodvesd), rozdily mezi
regiony s rezimem ekologického (Rabcakapi) a konvencniho zemédé€lstvi jsou ze statistického
hlediska vyznamné (P =0.0008). Vroce 2012 jsou porovnatelné primérné hodnoty
TEACagTs.+ vSech regiontll, s vyjimkou regionu Sopronkovesd. PiestoZe je rozdil mezi
ekologickymi a konven¢nimi vzorky roku 2012 zanedbatelny, ekologické vzorky Spaldovych
mouky byly charakterizovany vy$§imi hodnotami TEACapts.+ (~ 5.1+0.2 mmol.kg'l).
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Obr. 44: Primérné hodnoty TEACgrs., (mmol.kg”) etanolovych extrakni Spaldovych mouk pripravenych
z odriid pSenice Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riznych oblastech Madarska a
Slovenska (R — Rabcakapi, M — Mosonmagyarévdr, So — Sopronkovesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice). Detaily

vzorkii jsou uvedeny v Tab. 6.

Schopnost etanolovych extraktti Spaldovych mouk analyzovanych v roce 2011 a 2012
terminovat radikal ‘DPPH vyjddfend jako TEAC.pppy je zndzornén na Obr. 45. Pfestoze
z grafu neni ziejmy jednoznacny rozdil mezi roky 2011 a 2012, ze statistického porovnani
vyplyva, Ze Spaldové mouky analyzované vroce 2011 jsou charakteristické vySSimi
hodnotami TEAC.pppy nez vzorky roku 2012, a to piiblizn€ o 14 %. V souladu s ptedchozimi
testy, vyS$i hodnoty TEAC byly zjistény v konvenénich vzorkéch.

Zatimco slovenské vzorky byly charakterizovany vysSimi hodnotami TEACagrs.. nez
vzorky madarské, v ptipadé TEAC.pppy byl pozorovan opacny trend. Schopnost extraktil
Spaldovych mouk terminovat radikdl ‘DPPH je rovnéZ ovliviiovdna odriidovou skladbou.
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Obr. 45: Primérné hodnoty TEAC.pppy (mmol.kg”) etanolovych extrakni Spaldovych mouk pripravenych
z odriid pSenice Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riiznych oblastech Madarska a
Slovenska (R — Rdabcakapi, M — Mosonmagyardévdr, So — Sopronkdvesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice). Detaily

vzorki jsou uvedeny v Tab. 6.
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Pti detailnéjSim porovnani vzorki Spaldovych mouk analyzovanych v roce 2011 je ziejmé,
Zze hodnoty TEAC.pppy nejsou nijak vyrazné ovliviiovdny produkénim systémem, ani
regionem puvodu. Naproti tomu, vyrazn¢ se zde uplatiiuje vliv odridové skladby, pric¢emz
odriida Lajta byla charakterizovdna mirné vys$$imi praimérnymi hodnotami TEAC.pppy nez
odrida OKO-10 (0.7+0.1 mmol.kg", resp. 0.6+0.3 mmolkg"). Stejny trend, co se tyde
rozdili mezi dvéma odrtidami, byl pozorovan i v pfipadé extrakti Spaldovych mouk roku
2012, pticemzZ tyto hodnoty TEAC.pppy, jsou piiblizn€¢ o 15 % nizsi nez u vzorka 2011.
Statisticky vyznamné rozdily byly zjiSt€ny 1 mezi produkénimi systémy a jednotlivymi
regiony.

6.2.2.3 ABTS""/DPPH radikdl-zhdSejici aktivity Spaldovych mouk charakterizovand pomoci
EPR spektroskopie

Antioxidacni a radikdl-zhésejici aktivita etanolovych extraktl Spaldovych mouk testovana
pomoci EPR spektroskopie s vyuZitim radikdld ABTS™, resp. ‘DPPH byla stanovena
identickym postupem jako v piipad¢ testovacich vzorkid mouk. Sledoval se zanik signdlu
ABTS™ v disledku pfidavku extraktu pfislusné §paldové mouky do systému. Na Obr. 46 je
znizornén ¢asovy vyvoj EPR spekter v systému obsahujicim roztok kation-radikdlu ABTS™ a
50% etanol (reference), resp. vzorek §paldové mouky piipravené z odriid OKO-10 (a)) a Lajta
(b)), které byly vypéestovany v sezon¢ 2011/2012 v raznych oblastech Mad’arska a Slovenska,
bez chemického oSetteni (v schématu na Obr. 11 vzorky oznacené jako kontrola).

a) b)
12% etanol (reference) Soprondkvesd 12% etanol (reference) Sopronkévesd
Mosonmagyarévar Rabcakapi Mosonmagyarévar Rabcakapi
Lehnice Sladkovi¢ovo Lehnice Sladkovigovo

e e e S o R e

r T T T T 1 r T T T T 1 r T T T T 1 r T T T T 1
3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18

Cas po pridani ABTS™ do systému (min)  Cas po pfidani ABTS™ do systému (min) Cas po pridani ABTS™ do systému (min) Cas po pidani ABTS™ do systému (min)

Obr. 46: Casovy vyvoj EPR spekter naméreny v systému obsahujicim 50% etanol (reference), resp. vzorek
Spaldové mouky pripravené z odriidy pSenice Spaldy a) OKO-10, b) Lajta péstované v letech 2011/2012
v riiznych regionech Slovenska a Madarska v reZimu ekologického (Rabcakapi, Sladkovicovo) a konvencniho

(Sopronkivesd, Mosonmagyarévdr, Lehnice) zemédélstvi, v pFitomnosti radikdlu ABTS™.

Z pribéhu EPR spekter je zfejmd velmi dobrd stabilita referen¢niho systému (50% etanol).
Podle o¢ekavani, obé odrudy vykazuji velmi dobré radikdl-zhasejici vlastnosti, kdyz okamzité
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po pfiddni pfislusného extraktu dochdzi k poklesu koncentrace ABTS™ v zdvislosti na
schopnosti extrakti terminovat uvedeny kation-radikal. Z Obr. 46 vyplyva, Ze pokles intenzity
je porovnatelny pro obé odriidy. Nicméné odrida OKO-10 zoblasti Lehnice vykazuje
vyrazn¢j$i radikal-zhasejici vlastnosti v porovndni s ostatnimi regiony, zatimco v piipadé
odridy Lajta byl vyraznéjsi pokles intenzity zaznamendn pro vzorek pochdzejici z oblasti
Sladkovi¢ovo, coZz ukazuje na piedpoklddané rozdily radikél-zhaSejicich vlastnosti v
souvislosti s odliSnymi produkénimi systémy a regiony.

Hodnoty TEACagTs.+, resp. ndsledny prepocet na tyto hodnoty byl realizovan pro hodnoty
koncentrace ABTS™ v ¢ase t = 10.5 min od jeho pfiddni od systému podle rovnice 24.
Primérmé hodnoty TEACaprs.:+ etanolovych extraktd Spaldovych mouk pfipravenych
z ruznych odrid pSenice Spaldy, péstovanych v riznych regionech a za podminek odlisnych
produkcnich systémil jsou zndzornény na Obr. 47. V souladu s ocekdvanim, se potvrdil
vyrazny sezénni vliv na sledovany parametr. Bez ohledu na ro¢nik, primérné hodnoty
TEACagpts.+ slovenskych mouk byly pfiblizné o 30 % vyss$i ve srovndni s moukami
mad’arskymi, s ¢imZ jsou spojeny i zjisténé rozdily mezi jednotlivymi regiony. Primérné
hodnoty TEAC sgts.+ pSenice Spaldy vypéstované v raznych regionech v sezénach 2010/2011
a 2011/2012 klesaji v poradi Lehnice > Sladkovicovo > Mosonmagyarévar > Rabcakapi >
Sopronkovesd. Bez ohledu na rocnik, odridu nebo region, schopnost extrakti Spaldovych
mouk terminovat tento kation-radikal neni vyrazn€ ovlivitovdna volbou produk¢niho systému
(prumérné TEACagts.+ hodnoty ekologickych a konvencnich mouk se pohybuji na drovni
6.1+1.8 mmol kg™, resp. 5.8+2.1 mmol.kg™"), ani odridovym zastoupenim.

Na zdklad¢ komparace produkénich ro¢nikl lze konstatovat, Ze hodnoty TEACagpts.+
stanovené pro vzorky Spaldovych mouk sezény 2010/2011 jsou porovnatelné z hlediska
odridového zastoupeni a zplusobu péstovani. Stejny trend byl pozorovan i pro vzorky
produkéniho roku 2011/2012. Zatimco v roce 2011 je regionélni vliv na TEACagrs.+ hodnoty
zanedbatelny, vroce 2012 je rozdil mezi regiony ze statistického hlediska vyznamny
(P =0.0000), ptredevsim mezi slovenskymi a mad’arskymi regiony.

L ajta Rok 2012

L Rok 2011

.. (mmol.kg )
o » N ®© © o
T
g

ABTS

TEAC

R M So SI L R M So SI L

Region

Obr. 47: Primérné hodnoty TEAC,prs., (mmol.kg”) etanolovych extraktii Spaldovych mouk pripravenych
z odriid pSenice Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riznych oblastech Madarska a
Slovenska (R — Rabcakapi, M — Mosonmagyarévdr, So — Sopronkovesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice). Detaily

vzorkii jsou uvedeny v Tab. 6.
Radikal-zhasejici aktivita etanolovych extraktii Spaldovych mouk testovand pomoci EPR

spektroskopie s vyuZitim radikdlu "DPPH byla stanovena identickym postupem jako v pifpadé
testovacich vzorkli mouk, a ekologickych a konvencnich vin. Sledoval se zéanik signélu
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‘DPPH v dusledku pifdavku extraktu pfisluiné $paldové mouky do systému. Na Obr. 48 je
znazornén Casovy vyvoj EPR spekter v systému, ktery obsahoval roztok tohoto radikdlu
a50% etanol (reference), resp. vzorek $paldové mouky piipravené z odrid OKO-10 (a)) a
Lajta (b)), které byly vypéstovany v sezéné¢ 2011/2012 v riznych oblastech Mad’arska
a Slovenska bez aplikace chemického oSetfeni (v schématu na Obr. 11 vzorky oznacené jako
kontrola).

Z Obr. 48 je zfeymé, Ze po pifidani piisluSného extraktu Spaldové mouky do systému
pozorujeme jen mirny pokles intenzity spektra, bez ohledu na odridu nebo region.
Z porovnani radikél-zhasejici aktivity odriid OKO-10 a Lajta vyplyv4, Ze pokles koncentrace
‘DPPH je vyraznéjsi v pfipadé vzorkl mouk pfipravenych z odridy Lajta, pficemz radikal-
zhésejici aktivita téchto vzorkil je porovnatelnd pro vSechny regiony. Naproti tomu, vzorky
pfipravené z odridy OKO-10 péstované vreZzimu ekologického zemédélstvi (region
Rabcakapi a Sladkovicovo) jsou charakterizovany niZ8i schopnosti terminovat radikdl ‘DPPH
nez vzorky ziskané konvencnimi péstitelskymi postupy. V piipadé zbyvajicich systému
(zptisobll) osetieni (schéma na Obr. 11) byl pro obé odridy pozorovan podobny trend.

a) 12% etanol (reference) Sopronkévesd b ) 12% etanol (reference) Sopronkévesd
Mosonmagyarévar Rabcakapi Mosonmagyarévar Rabcakapi
Lehnice Sladkovi¢ovo Lehnice Sladkovi¢ovo
r T T T T . r T T T T . T T T T T , T T T T T .
3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18 3 6 9 12 15 18
Cas po pfidani ‘DPPH do systému (min) Cas po pfidani ‘DPPH do systému (min) Cas po pfidani ‘DPPH do systému (min) Cas po pfidani ‘DPPH do systému (min)

Obr. 48: Casovy vyvoj EPR spekter naméreny v systému obsahujicim 50% etanol (reference), resp. vzorek
Spaldové mouky pripravené z odridy pSenice $paldy a) OKO-10, b) Lajta péstované v letech 2011/2012
v riznych regionech Slovenska a Madarska v reZimu ekologického (Rabcakapi, Sladkovicovo) a konvencniho

(Sopronkdovesd, Mosonmagyardvdr, Lehnice) zemédélstvi, v pritomnosti radikdlu "DPPH.

Primérné hodnoty TEAC.pppy etanolovych extraktlh Spaldovych mouk jsou zndzornény na
Obr. 49. I timto postupem se jednoznacné potvrdila vyssi antioxida¢ni kapacita vzorkd sezény
2011/2012, s hodnotami TEAC na trovni 1.0+0.2 mmol.kg'l.

Zatimco v ptipadé hodnot TEACagTs.+ byl vliv produkéniho systému na uvedeny parametr
zanedbatelny, v tomto pifipad¢ jsou rozdily mezi ekologickymi a konven¢nimi moukami

Vv,

statisticky vyznamné (P =0.0000), pficemZ primémé vyssi hodnoty byly zjistény
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u konvencnich vzorkli. Kromé¢ toho, primérné hodnoty TEAC.pppy pSenice Spaldy ze
slovenskych regionti Lehnice a Sladkovicovo byly piiblizn¢ o 10 % vyss$i neZ u vzorkl
mad’arskych mouk. Co se tyfe porovnani regiondlnich rozdill, radikdl- zhéaSejici kapacita
klesa v poradi Lehnice > Mosonmagyarévar > Sopronkovesd > Sladkovicovo > Rabcakapi.
Stejné jako pii ABTS™, radikdl-zhaSejici aktivita extraktdi Spaldovych mouk
analyzovanych v roce 2011 neni prakticky ovliviiovdna produkénim systémem, ani
odridovou skladbou, zatimco v piipadé vzorkii sezény 2011/2012 byla radikél-zhasejici
kapacita vyssi u vzorkii Spaldy péstované v rezimu konvencéniho zemédélstvi. RovnéZz se

Vv,

potvrdily vy$si hodnoty TEAC.pppy odridy Lajta v porovnani s odridou OKO-10.
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Obr. 49: Priimérné hodnoty TEAC.pppy (mmol.kg™) etanolovych extraktii Spaldovych mouk pripravenych z odriid
psenice Spaldy OKO-10 a Lajta, sklizenych v letech 2011 a 2012 v riiznych oblastech Madarska a Slovenska (R
— Rdbcakapi, M — Mosonmagyardvdr, So — Sopronkidvesd, Sl — Slddkovicovo, L — Lehnice). Detaily vzorkii jsou
uvedeny v Tab. 6.

Hodnoty korelacnich koeficienti potvrdily vysoké pozitivni korelace mezi hodnotami
TEACgpry a TEACv), pfiCemz vySs§i korelace byly zjiSt€ny pro hodnoty TEACagpts.:
(R >0.980). Zatimco z hodnot vzdjemnych korelacnich koeficientl je zfejmad velmi nizka
korelace obsahu polyfenolt s hodnotami TEAC pro oba radikély, celkovy obsah flavonoidii
velice dobfe koreluje s hodnotami TEACagts.+ (R > 0.815).

Samotné rozdily v hodnotidch TEACspts.+ a TEAC.pppy mezi jednotlivymi vzorky mohou
byt vedle odridovych a regiondlnich vlivli ovlivnény odliSnym zpiisobem oSetfeni pSenice
Spaldy béhem rastu, ale i ristovymi podminkami, napf. mnozstvim srazek. Guo et. al. ve své
studii potvrdily, Ze rustové podminky (napf. mnoZzstvi srdZek, primérna teplota) mohou
vyznamn¢ ovlivnit celkovy obsah polyfenold, flavonoidi a tedy i celkovou antioxidacni
aktivitu pohanky [223]. V naSem piipadé, byly oba roky (2010/2011, 2011/2012)
charakteristické nedostatkem srdZzek. Na zdkladé¢ meteorologickych udaji, které méame
k dispozici, v oblasti Mosonmagyarévar bylo v roce 2011 dhrnné mnoZzstvi srazek 446.3 mm
a v roce 2012 do konce fijna 406.7 mm, pfic¢emz 50-lety primér je 594 mm. Velice podobny
byl vyvoj srdzek i v slovenskych produkcnich oblastech. Mimoto, sezéna 2010=2011 byla
charakteristickd velkymi vykyvy teplot, zejména v zimnim obdobi, a neobvykle nizkymi
teplotami kolem -20 °C, coz do jisté miry mohlo ovlivnit kvalitu produkce.

Kromé vySe uvedeného, ze vzdjemnych korelaci neni zfejmd piiméd souvislost mezi
antioxida¢ni aktivitou a zpasobem oSetieni Spaldy (rozdily statisticky nevyznamné,
P >0.7744), coz potvrdily 1 predchozi studie Langenkdmpera ef. al. a Konopky et. al.,
zamefené na posouzeni vlivu ekologickych a minerdlnich hnojiv na obsah polyfenolt
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a antioxidaéni aktivitu pSenice seté [220, 221]. Opét plati, Ze tyto rozdily mohou souviset i
s obohacenim pudy mikronutrienty (pfedevsim Cu, Zn) [224].

6.2.2.4 Statistické zpracovdni dat

Za ucelem zjisténi specifickych a statisticky vyznamnych markerG na identifikaci
arozliSeni analyzovanych Spaldovych mouk byly, obdobné jako u vzorka vin, sledované
deskriptory antioxida¢ni aktivity podrobeny statistickému porovnini (metodou ANOVA)
s cilem komplexn¢ posoudit signifikantnost rozdili v komparovanych moukéch, pficemz se
hodnotily rozdily mezi sezénou, produkénimi systémy, plivodem, odriidami, ale i regiondlni
rozdily a rozdily spojené s odliSnym oSetfenim vzork béhem péstovani.

Tab. 13: Statisticky vyznamné rozdily antioxidacnich charakteristik mezi vzorky Spaldovych mouk pripravenych
zodriid pSenice $paldy OKO-10 a Lajta sklizenych v letech 2011 a 2012 v riiznych oblastech Madarska a

Slovenska.

Prvek Porovndvand Rozdil mezi Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba (P<0.05)
Rok 2011 (1) vs. rok 2012 (2)

(zahrnuje produkéni systémy, odridy, regiony, systémy osetieni)

TPC 2-1 455.8573 77.8291 0.0000
TFC 2-1 222.6711 15.8761 0.0000
%ABTS™ 1-2 13.7697 1.3559 0.0000
% DPPH 1-2 4.1389 1.0336 0.0001
TEAC sg7se+vv) 2-1 2.1252 0.1388 0.0000
TEAC.pppruv) 2-1 0.0801 0.0165 0.0000
TEAC sprs.+ (EPR) 2-1 3.3019 0.2047 0.0000
TEAC.pppr(EPR) 2-1 0.1093 0.0289 0.0002

Slovenské (SK) vs. mad’arské (HU) mouky
(zahrnuje ro¢niky, produkéni systémy, odridy, regiony, systémy oSetieni)

TPC HU - SK 604.0067 80.5108 0.0000
%ABTS™ HU - SK 10.8155 1.7074 0.0000
% DPPH HU - SK 4.6979 1.1256 0.0001
TEAC sg7s.+vv) SK - HU 1.6773 0.1999 0.0000
TEAC.pppruv) HU - SK 0.0782 0.0183 0.0000
TEACprse+ (EPR) SK - HU 2.6247 0.3005 0.0000
TEAC.pppuierr) SK - HU 0.0821 0.0324 0.0122

Biomouky (B) vs. konven¢ni (K) mouky
(zahrnuje ro¢niky, odridy, regiony, systémy oSetieni)

TPC K-B 304.1577 80.4290 0.0002
%ABTS™ K-B 7.5716 1.6003 0.0000
% DPPH K-B 6.3619 0.9280 0.0000
TEAC.ppprwv) K-B 0.0801 0.0161 0.0000
TEAC.pppuierr) K-B 0.1527 0.0268 0.0000

OKO-10 (O) vs. Lajta (L)
(zahrnuje ro¢niky, produkéni systémy, regiony, zptisoby oSetfeni)

% DPPH L-0O 4.7031 0.9695 0.0000
TEAC.pppruv) L-0 0.0720 0.0160 0.0000
TEAC.ppprerr) L-0 0.0934 0.0280 0.0011

Pfi porovnani produkénich rokd 2011 vs. 2012 (Tab. 13) vnémz byly zahrnuty oba
produkéni systémy, obé odridy, regiony i systémy oSetfeni, se zjistily statisticky vyznamné
rozdily ve vSech deskriptorech antioxidac¢ni aktivity. Kvantitativné vys$si hodnoty vSech
ukazovatelii byly zjistény ve vzorcich ziskanych v roce 2012, s vyjimkou %ABTS™ a
% DPPH. Stejnych vysledkd bylo dosaZeno i pii porovndni mouk z hlediska jejich pivodu,
kdy se zjistily signifikantni rozdily v hodnotdich TPC, %ABTS™, % DPPH, TEAC.pppuuv)
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Vv,

vy$Sich u madarskych mouk, zatimco hodnoty TEACagts.. z UV/VIS a EPR méfeni a
TEAC.pppuEpr) byly vyssi ve slovenskych vzorcich. V ptipadé komparace bio- a konvencnich
Spaldovych mouk se ukdzaly vyznamné rozdily ve vSech sledovanych parametrech,
s vyjimkou hodnotic TFC a TEACagts.+wv/epr), pfiemz kvantitativné vysSi hodnoty vSech
ukazovatelil se zjistily u mouk konvencnich.

Pii testovani rozdila mezi odradami OKO-10 a Lajta, které zahrnovalo oba roc¢niky,
produkéni systémy, ptivod/region i systémy oSetfeni, se ukdzaly signifikantni rozdily ve vSech
deskriptorech charakterizujicich schopnost Spaldovych mouk terminovat radikdl ‘DPPH
a v obsahu polyfenolii (Tab. 13). Kvantitativné¢ vys$si hodnoty téchto ukazovatelll se zjistily
v moukdch odridy Lajta, vyjimkou byl obsah TPC vyssi v odriidé OKO-10.

Podle ocekavani, zjistily se statisticky vyznamné rozdily u vSech deskriptor antioxidacni
aktivity v zavislosti na regionu ptivodu, pficemz tyto rozdily jsou ovliviiovany nejen rokem
produkce, ale i odriidovou skladbou a zptisobem péstovani.

Co se tyCe porovnani ruznych systémil oSetfeni, zjiSténé rozdily lze ze statistického
hlediska oznacit jako nevyznamné, pfi¢emz se neprokdzal vyrazny vliv jak jarniho oSetfeni
pomoci Biokdlu, tak i zbyvajicich zptsobli oSetieni (schéma na Obr. 11) na sledované
parametry.

Prestoze vysledky analyzy ANOVA poskytly rtiznorodé informace, které je obtizné pro
jejich rozsah a pocet vzorkl vzdjemné porovnat a vyhodnotit, vSechny experimentdlnich
charakteristiky studovanych mouk byly zpracovany metodami vicerozmérné statistiky,
metodou hlavnich komponent a kanonickou diskriminaéni analyzou. Vzorky byly
klasifikovany a diferencovany podle nékolika kritérii.

Vysledky PCA analyzy pro etanolové extrakty Spaldovych mouk podle roku produkce jsou
zndzornéné na Obr. 50. Graf hlavnich komponent jasn¢ vymezuje dva vyrazné shluky vzorka
Spaldovych mouk separovanych podle produkcéniho roku 2011 vs. 2012. Nicméné¢, vzorky se
nepodatilo uplné klasifikovat, kdy vzorky roku 2012 piisluSejici k regionu Sopron byly
¢astecn¢ zarazeny mezi vzorky roku 2011.

Obr. 50: Klasifikace etanolovych extraktii

Componernt 2
o

Spaldovych mouk podle roku produkce

(2011 vs. 2012) pomoct analyzy hlavnich

\_e-T komponent.

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Component 1

Z variacni tabulky vyplyva, Ze prvni 3 hlavni komponenty popisuji kumulativné¢ 87 %
celkové variability systému, pficemZz tyto komponenty maji vlastni hodnoty (eigenvalue) > 1.
Z hlediska vahy jednotlivych parametri pro konstrukci komponent se jako nejvyznamnéjsi
ukézaly b}/’t v 1. komponenté hOdIlOty %ABTSH—, TEAC ABTS++(UV) A TEAC ABTSe+(EPR)» zatimco
u druhé komponenty hodnoty % DPPH a TEAC.pppupr), ve 3 komponenté pak hodnoty TFC.
Obdobné vysledky byly dosaZeny i pii diskriminaci téchto extrakti podle zplisobu péstovani,
i druhové skladby. Faktorova analyza (Obr. 51) potvrdila, Ze — s ohledem na rozptyl vektori —
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vSechny deskriptory antioxidacni aktivity maji svou vdhu pfti diskriminaci $paldovych mouk
podle zvoleného kritéria.
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Pti diskriminaci vzorkl Spaldovych mouk podle roku produkce (2011 vs. 2012) pomoci
CDA se dosdhla 96.8% uspésnost klasifikace vzorkii do odpovidajici skupiny, pfi¢emZz
5 vzorkl Spaldovych mouk roku 2012 (odrida Lajta pochézejici z regionu Sopron) bylo
zafazeno do skupiny vzorek pfisluSejicich k produkénimu roku 2011. Kanonicka
diskriminaéni analyza selektovala TPC, TEAC.pppuepry @ % DPPH jako markery
diskriminujici Spaldové mouky roku 2011 a 2012 s nejvétsi vahou.

V piipad¢ klasifikace vzorkt podle krajiny pivodu nejvyssi diskrimina¢ni vdhu maji
deskriptory TEACagrs.+-pppu Z EPR méfeni a TPC, ptficemz uspésSnost diskriminace dosdhla
98.7 %, se dvémi nespravné klasifikovanymi madarskymi vzorky. Vysledky kanonické

diskriminac¢ni analyzy Spaldovych mouk podle riznych kritérii jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 14: Vysledky kanonické diskriminacni analyzy vzorkii Spaldovych mouk, resp. jejich extraktii v 50% etanole

podle riiznych diskriminacnich kritérii.

Parametr Uspé&nost klasifikace Pocet nesprdavné
(%) klasifikovanych vzorkii

Roc¢nik (2011 vs. 2012) 96.8 5

Produkcni systém (B vs. K) 83.9 23
Krajina pivodu (SK vs. HU) 98.7 2

Odrida (O vs. L) 75.5 38
Region (M vs. S vs. Rvs. Slvs. L) 76.8 36
OSetreni 25.8 113
Produkcni systém+rocnik 83.2 26
Krajina pivodu + rocnik 994 1

Odruda + rocnik 80.0 31
Region + rocnik 85.8 22

Uspé&snost klasifikace vzorkil $paldovych mouk, resp. jejich extraktdl v 50% etanole podle
regiondlniho plvodu dosdhla 76.8 %, ptficemz % spravné klasifikovanych vzorkli pro
jednotlivé regiony klesa v potadi Lehnice/Sladkovicovo (90 %) > Rabca (80 %) > Sopron
(70 %) > Moson (65.1 %). Toto nizsi procento spravné klasifikovanych vzorkli mize souviset
i s relativni blizkosti mad’arskych regionll. (vzddlenost Mosonmagyarévar — Rabcakapi cca
30 km, Mosonmagyarévar — Sopronkovesd cca 60 km).

Co se tyce klasifikace vzorkll podle zpiisobu oSetfeni, diskrimina¢ni skére dosdhlo pouze
25.8 % spravné Kklasifikovanych vzorkli, coz v souladu s vysledky ANOVA analyzy
potvrzuje, Ze rizné zpisoby oSetfeni pSenice Spaldy vyrazné neovliviiuji jeji antioxidacni
a radikal-zhasejici vlastnosti.
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Pokud je pfi diskriminaci vzorkli podle produkéniho systému, krajiny ptivodu nebo
odridové skladby bran do uvahu i rocnik, ve vétSiné piipadl se zvySi % spravné
klasifikovanych vzorkd. Na Obr. 52 a Obr. 53 jsou zndzornény vysledky kanonické
diskrimina¢ni analyzy etanolovych extrakti mouk podle roku ve spojeni se produkénim
systémem, resp. krajinou pivodu. Z obrazki je ziejmé, Ze v ptipad¢ diskriminace podle prve
zminovaného kritéria se nepodafilo vzorky jednoznacné klasifikovat, nicméné z grafu jsou
zfejmé 4 skupiny vzorkt, v kterych jsou pomérné jasné diferencované vzorky ekologickych
a konvencnich mouk podle roku 2011, resp. 2012. V piipad¢ diferenciace mouk podle krajiny
puvodu, pfi niZ se zohlediioval i produkéni rok, dspésnost klasifikace dosdhla 99.4 %.
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Kombinace EPR a UV/VIS spektroskopie byla vyuZita pii studiu antioxidacnich vlastnosti
Spaldovych mouk, resp. jejich extraktli v 50% etanolu, s cilem posoudit vliv n¢kolika faktort,
véetné¢ sezény nebo odriidové skladby na sledované parametry. V rdmci realizovanych
polnich pokusti se také sledoval vliv regiondlnich rozdili a odliSnych rezimt péstovani
(ekologické vs. konven¢ni, rizné zplisoby oSetfeni pSenice Spaldy).

Z prezentovanych vysledki je zfejmé, Ze antioxidacni a radikdl-zhaSejici vlastnosti
Spaldovych mouk byly vyrazné€ ovliviiovany produk¢nimi roky charakteristickych odliSnymi
environmentdlni podminkami (mnoZstvi sraZek, primérna teplota, nadmotska vyska). Toto je
v souladu s publikovanymi pracemi, které potvrzuji, Ze environmentdlni faktory ovliviuji
koncentraci polyfenolickych latek, a tedy i celkovou antioxidacni aktivitu v obilnindch
vyraznéji nez napf. produkéni systémy nebo odrudové zastoupeni [225-227]. V naSem
piipad€, jak uz bylo uvedeno vySe, mohou rozdily mezi jednotlivymi produkénimi roky
rovnéZ souviset i s dodatecnou aplikaci komplexnich piipravkil obsahujicich mikronutrienty
Zn a Cu vroce 2012, jejichz piitomnost miiZe zvysSit obsah nékterych sekundarnich
metaboliti [224]. Nicméné z jednoduchych korelaci neni ziejma pifmd souvislost mezi
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obsahem polyfenoli a flavonoidl a zvySenym obsahem Zn a Cu v analyzovanych Spaldovych
moukéch roku 2012.

Podle oc¢ekdvani se sledované parametry méni i v zavislosti na pivodu vzorkd, pfi¢emZ na
zéklad¢ vysledkl neni ziejmy jednoznacny rozdil mezi mad’arskymi a slovenskymi moukami.
Avsak ve vétsing piipadii byly mad’arské vzorky charakterizovany nepatrné vyssi antioxidacni
aktivitou nez vzorky slovenské. Tyto rozdily mohou byt spojeny jak s odliSnostmi mezi
produkénimi roky, tak i s vy$$im poctem vzorkli mad’arskych mouk, vzhledem k tomu, Ze
slovenské vzorky se analyzovaly pouze v roce 2012, coZ miiZze ovlivnit vysledné porovnani
experimentdlnich dat. Na zdkladé vysledkii se ukdzala i podobnost mezi regiony, a to jak
mad’arskymi, tak i slovenskymi, coZ mize souviset s relativni blizkosti jednotlivych regionti
(podobnd nadmoftska vyska, porovnatelné mnoZzstvi srdzek nebo primérna teplota). Pokud se
u n¢kterého monitorovaného parametru ukazaly vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi regiony,
tyto rozdily byly vétSinou spjaty s odliSnymi produkénimi systémy.

Z vysledkii méfeni déle vyplyvda, Ze volba produkéniho systému (ekologické vs.
konven¢ni) rovné€Zz ovliviiuje sledované parametry antioxidaCnich vlastnosti Spaldovych
mouk, avsak tento vliv je vyrazné nizsi v porovnani se sezénnim nebo regiondlnim vlivem.
Z prezentovanych udajli neni zfejmy jednozna¢ny trend mezi moukami pfipravenymi
z pSenice Spaldy péstované v reZimu ekologického, resp. konvencéniho zeméd¢lstvi. Nicméné
na zdklad€¢ analyzy ANOVA lze konstatovat, Ze mouky pfipravené ze Spaldy péstované
v rezimu konven¢niho zemédélstvi vykazovaly mirné vyssi antioxidacni a radikal-zhasejici
vlastnosti nezZ biomouky, pficemZ tyto rozdily se méni v zdvislosti na ro¢niku, odridové
skladb€ nebo ptivodu. Sledované parametry se prakticky neméni ani v zavislosti na odliSném
zpusobu oSetfeni pSenice Spaldy. Bez ohledu na rok, odridu nebo piivod, byly pro kazdy
systém oSetfeni (schéma na Obr. 11) ziskany porovnatelné hodnoty jak celkovych polyfenola
a flavonoidd, tak i antioxidacni aktivity. Zanedbatelny vliv aplikovanych hnojiv na podpoteni
rustu pSenice Spaldy v obdobi vegetace potvrdily nejen vysledky analyzy ANOVA na
signifikantnost rozdilli mezi jednotlivymi systémy oSetieni, ale i vicerozmérnych statistickych
analyz s priblizn€ 25 % spravné klasifikovanych vzorkii podle tohoto kritéria.

Podobnost vysledkli se ukdzala i co se tyce odridovych rozdili. Bez ohledu na produkéni
rok, obé odrady byly charakterizovany podobnymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Nicméné,
rozdily mezi odridami se méni v zdvislosti na sledovaném parametru, ale i v souvislosti
s rokem produkce, ptivodem vzorky nebo volbou produkéniho systému.

Na zédklad¢ uvedenych skutecnosti Ize konstatovat, Ze sledované parametry antioxidacni
aktivity Spaldovych mouk jsou riznou mérou ovliviiovdny nejen environmentdlnimi faktory
(sez6nni rozdily), ale i piivodem, odridovou skladbou, volbou produkéniho systému, ale i
zpusobem oSetfeni pSenice Spaldy béhem vegetace, i kdyZ tento vliv se na zdkladé ziskanych
udaju jevi jako nevyznamny. I kdyz vysledky jednotlivych spektroskopickych analyz odhalily
znac¢nou variabilitu a ¢asto nejednoznacné rozdily mezi jednotlivymi skupinami vzorkd mouk,
zjisténé rozdily jsou vSak dostacujici pro uspéSnou diferenciaci a klasifikaci mouk podle
zvolenych kritérii s vyuZitim metod vicerozmérné statistiky.

Navic se ukazuje, Zze uvedené deskriptory antioxidacnich vlastnosti jsou vyuzitelné i na
regiondlni diferenciaci vzorki Spaldovych mouk.

Vysledky dosaZené v oblasti charakterizace rtznych aspektii Spaldovych mouk byly
pokladem pro vznik nékolika rukopisit odbornych ¢lankti zaslanych nebo pfipravenych

88



k zaslani do zahrani¢nich odbornych casopisi. Déle jsou podkladem pro vznik nékolika
odbornych studii, abstrakti piispévkii na domécich a zahrani¢nich konferencich, kde byli
prezentovany bud’ ve formé¢ odbornych piedndSek nebo posterti. Detaily jsou uvedeny v dalsi
¢asti dizertacni price a vétSina z publikovanych vystuptl souvisejici s projektem HUSK 0901-
121-0010 také na webové strance projektu, http://www.husk-cbc.webnode.sk.
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6.3  Studium stability ovocnych stav

Studium stability ovocnych S$tdv z hlediska jejich antioxida¢nich vlastnosti bylo
realizovano jako soucdst komplexniho vyzkumu zaméfeného na posouzeni vlivu zmén ve
vyrobnich postupech na vybrané fyzikalné-chemické parametry Cerstvych ovocnych §tav,
ktery je realizovan v uzké spoluprdci sjejich vyrobcem (projekt McCarter (ITMS
26220220175) ,,ZlepSenie vyZivovych a senzorickych parametrov ovocnych a zeleninovych
ndpojov aplikdciou inertnych plynov*) na pracovisti VUP.

Ve spoluprédci s firmou McCarter, a. s. se realizovaly dlouhodobé skladovaci pokusy
s ananasovymi a pomerancovymi Stdvami, s cilem charakterizovat zmény antioxidacnich
vlastnosti v pribéhu skladovani. Antioxida¢ni a radikél-zhasejici aktivita $t4v byla testovdna
metodou EPR s vyuzitim radikalid ABTS™ a TEMPOL. Metodou UV/VIS spektroskopie byl
stanoven celkovy obsah polyfenoli. Vysledky byly vyjadieny identickym postupem jako
v predchozich ¢éstech. V rdmci feseného projektu se stabilita uvedenych $tdv posuzovala
1z hlediska barevnych zmén (barevné soutfadnice v systému CIE L*a*b), koncentrace
kyseliny askorbové a HMF, v pomeranCovych Staviach byl navic stanovovdn i obsah
hesperidinu, nejvyznamnéjsiho flavonoidu vyskytujiciho se v citrusovych §t'dvach.

6.3.1 Vliv teploty a svételnych podminek na vybrané parametry ovocnych st’av

Prvotni experimenty s ovocnymi Stdvami byly zaméfeny na posouzeni vlivu raznych
skladovacich teplot (20 °C, 7 °C a 2 °C) a svételnych podminek (svétlo/tma) na vySe uvedené
parametry. Jak u pomerancovych $tdv s duZinou, tak i ananasovych $tédv s kousky ananasu
bylo prokdzano, Ze obsah polyfenoll a celkova antioxida¢ni aktivita se meni v zavislosti na
teplotnich a svételnych podminkiach, pificemZz je tfeba vzit vidvahu 1 vznik
nizkomolekuldrnich latek vznikajicich rozkladem slozek stav v dusledku skladovani, které
mohou ovliviiovat selektivitu F-C ¢inidla. Pii objektivnim posuzovéni je tieba zohlednit i
heterogenitu vzorky, ale i pfitomnost nékterych stopovych prvkd.

Co se tyce dalSich sledovanych parametrti, rovnéz koncentrace kyseliny askorbové nebo
celkové barevné zmény se v priibéhu skladovani méni v zdvislosti na teploté, ale i svételnych
podminkach. Podle ocekédvani, k nejvyraznéjSimu zhorsSeni sledovanych parametrti doslo u
Stdv skladovanych pfi svételnych podminkach simulujicich denni svétlo a pii teploté 20 °C,
zatimco rozdily mezi teplotami skladovéani 7 °C a 2 °C Ize povazovat za nevyznamné.

Parcidlni vysledky pro ananasovou $tdvu byly publikovany v ¢asopise Journal of Food and
Nutrition Research pod nazvem Effect of light conditions on physico-chemical properties of
pineapple juice with addition of small pineapple pieces during storage (viz Piiloha 1).
Nicmén¢ ndsledujici casti jsou zaméfeny predevSim na posouzeni vlivu zmén
technologickych postupii vyroby ananasovych a pomerancovych S§tav z hlediska jejich
antioxidacnich a radikal-zhésejicich vlastnosti.

6.3.2 Vliv modifikovanych vyrobnich podminek na vybrané parametry ovocnych st'av
Analyzované §tdvy byly pfipraveny dvéma odliSnymi technologiemi. V prvnim piipadé
byly vzorky pfipraveny klasickym vyrobnim postupem firmy McCarter, a po Setrné
pasterizaci a aseptickém plnéni, byly ldhve uzavieny klasickym Sroubovym uzavérem
(SK38/16, BeriCap, Budenheim, Némecko), v dalSich ¢astech oznacena jako stard (klasickd)
technologie. V druhém piipad¢ byla ve vybranych fazich vyroby (skladovaci a michaci tank)
aplikovana dusikova atmosféra, a ldhve byly opatieny Sroubovym uzdvérem na bazi zhaSect
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kysliku (SK38/16-0,S; BeriCap, Budenheim, Némecko), oznacena jako novd technologie.
Vybrané parametry byly monitorovany od zacatku vyroby, tj. v€etn¢ vstupni suroviny pied
pasterizaci (100% $t'avy z Cerstvé lisovaného ovoce, vZdy oznacena jako ,,0“), nasledné pak,
po obohaceni §tdvy duzinou (pomerancova Stdva), resp. kousky ovoce (ananasova St'dva) a
Setrné pasterizaci, v pfislusnych ¢asovych intervalech. Zmény vlastnosti vzorkli ananasové,
resp. pomerancové Stavy, popsané nize, jsou vzdy vztahovany na vlastnosti findlniho
produktu po pasterizaci.

Pozorované zmény jednotlivych parametri v analyzovanych $t'dvach v prabéhu skladovani
byly popsdny kinetickou rovnici prvniho fadu, kterd na zdkladé vykonané analyzy nejlépe
vystihuje dané trendy. Formdlni rychlostni konstanty byly vypocitany podle rovnice 25,
vysledky byly z praktickych divodi vyjadieny jako reciproky den (den™).

6.3.2.1 Stabilita 100% St'avy 7 Cerstvé lisovanych ananasii s kousky ananasu

100% stéavy z Cerstve lisovanych ananasu s kousky ananasu byly analyzovany po dobu 26
tydni pro oba typy vyroby. Deklarovana doba trvanlivosti je 18 tydnii (resp. 119 dni),
pficemz podle pozadavkii vyrobce se vybrané parametry monitorovaly i v nésledujicich 2
mesicich po jejim skonceni. Vyroba obou typll §tdv probihala s odstupem cca 10 mésicu,
vzhledem k tomu, Ze nova technologie se zavad¢la do vyroby postupné v pribé¢hu roku 2012.
Vysledky ziskané pro ananasové §tdvy pfi jejichZ vyrobé byla pouzita kombinace dusikové
atmosféry a aktivnich obalovych materidlii jsou porovnavany s vysledky ziskanymi pro
ananasovou $tdvu z prvotnich experimenti, tj. vyrobenou klasickou technologii, kterd byla
skladovana ve tmé pti 7 °C, nebot’ vyrobce nebyl schopen dodat paraleln¢ ananasovou $t'avu
vyrobenou klasickou i novou technologii, tak aby se pokrylo celé monitorovaci obdobi 26
tydnii. Pfi méfeni se vzdy analyzovaly vzorky dvou PET ldhvi ananasové Stdvy, aby se
posoudil i pfipadny vliv ananasovych kouskt piiddvanych ke $t'avé pred pasterizaci.

Celkovy obsah polyfenoli

Zmény v obsahu polyfenolli v analyzovanych ananasovych S$tdvach v zdavislosti na
odliSnych vyrobnich postupech jsou zobrazeny na Obr. 54. Vzhledem k tomu, Ze u prvni série
ananasovych $tdv (stard technologie) byly experimenty zaméteny predevSim na posouzeni
zmeén sledovanych parametri v zavislosti na rtiznych teplotnich a svételnych podminkach, a
vyrobcem dodané vzorky stdv byly analyzovdny aZ po pasterizaci, nebylo mozné posoudit
vliv pasterizace samotné, stejné tak ani piidavku ananasovych kouskl ke $tdvé, na obsah
polyfenoli oproti vstupni surovin€. Z Obr. 54 je ziejmé, Ze v ndsledujicich dnech po
pasterizaci dochdzi u obou typii $§tdv k postupnému poklesu obsahu polyfenolil, pficemZ u
klasicky vyrobenych $t'dv je po 8 tydnech skladovani dosaZeno minimalni koncentrace TPC
(613 mgl"), a ndsledné dochdzi k jejich op&tovnému ndrGstu. Tyto vyrazné rozdily lze
vysvétlit tim, Ze vdusledku skladovani dochdzi krozkladu S§tdavy za vzniku
nizkomolekuldrnich polyfenolickych ldtek, které mohou reagovat nebo naopak nereagovat
s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem, které neni specifické, a tim mohou vyznamn¢ ovlivnit
stanoveni celkovych polyfenolii. Rovnéz je tfeba vzit v dvahu reaktivitu sloZek F-C ¢inidla,
kterd je negativné ovliviiovana piitomnosti tiolt, redukujicich cukrii nebo vitaminu C [228,
229]. Z vysledkti naméfenych pro vzorky vyrobené starou technologii a na zdkladé analyzy
ANOVA vyplyva, Ze jak na konci expiracni doby, tak v ndsledujicich 2 mésicich po jejim
skonceni byl pozorovan statisticky vyznamny pokles TPC (P = 0.0187, resp. P =0.0118)
oproti pasterizovanému vzorku (1. den). Pro pozorovany, v pribéhu skladovani ménici se
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obsah polyfenold, byla vypogitina rychlostni konstanta kzpc = 0.064+0.029 den™ (R*=0.899).
Nicméné v tomto piipad¢ je objektivni kinetické zhodnoceni zmén polyfenolti limitovano
nejen mnoZstvi naméfenych dat, ale predev§im pomérné velkou variabilitou naméfenych
hodnot, do jisté miry souvisejici s heterogenitou analyzovanych vzorki.
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Zatimco u klasicky vyrobenych $tdv nebylo mozné posoudit vliv pfidavku ananasovych
kouskt na obsah polyfenolii, u druhého typu §t'av, pfi jejichZ vyrobé byla vyuZita kombinace
dusikové atmosféry a uzdvéri na bazi zhasecu kysliku, je ziejmy narist TPC u vzorku po
pasterizaci o cca 13 % v porovnani se vstupni surovinou. Zde se pravdépodobné jednd o
vysledek extrakce aktivnich slozek z ananasovych kouski do roztoku $tdavy Na zdkladé toho
Ize ptedpoklddat, Ze ptidavek a také mnoZstvi ovocnych kouskll miize mit pozitivni vliv nejen
na obsah polyfenoli, ale i celkovou antioxida&ni aktivitu. Minimélni koncentrace (526 mg.I™")
bylo dosazeno na konci monitorovaciho obdobi, tedy po 26 tydnech skladovéni, coZ
prestavuje piiblizn¢ 22% pokles v porovnani s vzorkem po pasterizaci (1. den). Pfestoze je
v tomto piipad¢ celkovy pokles koncentrace polyfenold vyraznéjsi, na zdkladé hodnoty
rychlostni konstanty kzpc = 0.026+0.003 den™ (R*= 0.988) lIze konstatovat, 7e tento pokles je
pomalej$i (rovnomérngjsi) v porovndni s klasicky vyrobenou ananasovou $tdvou, coZ je
ziejmé i z prabehu kiivek zobrazenych na Obr. 54. Na zdklad¢ vysledki, resp. pomérné
nizkého rozptylu naméfenych hodnot, je mozZné 1épe predikovat zmény TPC ve vzorcich $tav
vyrobenych pomoci nové technologie, ke kterym dochézi v pribéhu skladovani. Nicméné, pti
objektivnim posuzovéni odlisnych technologickych postupt je tfeba zohlednit i koncentraéni
rozdily mezi vzorky obou typll ananasovych $tdv, které predstavuji jakysi handicap nejen
kinetického porovndni, vzhledem k tomu, Ze rychlost reakce pifimo zdvisi na koncentraci
vzorku. S ohledem na faktory, které vyrobce nedokdzal ovlivnit, jako je identickd kvalita
vstupni suroviny (s ohledem na c¢asovy odstup a rizny ptvod vzorkd v staré a nové
technologii) je prakticky nemozné, v absolutnim méfitku, hodnotit jakymkoliv zptisobem vliv
zavedené nové technologie na sledovany parametr.

ABTS" radikdl-zhdSejici aktivita

Zmény ABTS'™ radikél-zh4Sejici aktivity ananasovych $tav s kousky ananasu vyjadiené
jako hodnoty TEACagrs.+ jsou zndzornény na Obr. 55. U obou typll ananasovych $tav
dochdzi v prib¢hu skladovéani k postupnému poklesu antioxidacni aktivity. Byl pozorovéan
podobny trend jako v piipad€ stanoveni celkového obsahu polyfenold, piedevs§im u S$tav
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Vv,

vyrobenych novou technologii, coZ potvrzuji i vys§i hodnoty korela¢nich koeficientl mezi
TPC a TEACagts.+ pro novou technologii (R = 0.875) v porovnani s klasickou technologii
(R=0.668).

Opét, z divoda uvedenych vySe, nebylo mozné posoudit vliv pfidani kouskli ananasu a
ndsledné pasterizace na ABTS™ radikal-zhaSejici aktivitu klasicky vyrobenych ananasovych
Stav.

Z prezentovanych udajl je zfejmé, Ze u S§tdv vyrobenych pomoci staré technologie doslo
v 11 tydnu skladovani k nejvyraznéjsimu, piiblizné¢ 38% poklesu TEACaprs.+ vV porovnani
s pasterizovanym vzorkem (1. den). U tohoto typu $t'dv nasledn¢ doslo k postupnému nértistu
antioxidacni aktivity, vysledky popisuji podobné trendy jako v piipadé stanoveni TPC. Na
zdklad¢ samotného pribehu kiivky se dd usuzovat, Ze rychlost poklesu antioxidacni aktivity
klasicky vyrobenych $t'dv bude porovnatelnd s rychlosti poklesu obsahu polyfenolt u tohoto
typu $tav. Coz se i nasledné¢ potvrdilo, nebot’ hodnota rychlostni konstanty charakterizujici
pozorované zmeny antioxidacni aktivity dosdhla hodnoty kpgrs.. = 0.069+0.027 den’!
(R2 =0.904), kde velkou mérou ptispiva cca 29% pokles TEAC prs.+ béhem prvnich 4 tydna
skladovani. NizS§i hodnota koeficientu determinace je predevSim vysledkem znac¢ného
rozptylu naméfenych hodnot, ktery se navzdory opakovani méfeni nepodafilo eliminovat.
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V souladu s vysledky stanoveni TPC, u S$tdv pfi jejichz vyrobé byla vyuzita kombinace
dusikové atmosféry a uzdverii obsahujicich zhdSece kysliku, vedl ptidavek ananasovych
kouskii k piiblizné 8% zvySeni antioxidacni aktivity oproti vstupni suroving, coZ opét
potvrzuje ocekdvané zlepSeni antioxidaCnich vlastnosti ananasovych S§tdv v dasledku
predpokladané extrakce aktivnich slozek z ovocnych kouskii do §tavy. U tohoto typu
ananasovych S§tdv poklesla antioxidacni aktivita na konci expiraéni doby o cca 35 %
v porovnani s pasterizovanym vzorkem (1. den), pficemZz zmény TEACagts.+ Vv prubéhu
skladovani jsou rovnomérnéj$i v porovnani s klasickou technologii. B€hem nésledujicich 2
mésicit po skonceni deklarované doby trvanlivosti byly pozorované jen statisticky
nevyznamné zmeény tohoto parametru. PrestoZze byl na konci monitorovaciho obdobi
pozorovan vyrazn¢j$i pokles TEACaprs., u ananasovych s$tdv vyrobenych pomoci nové
technologie, zmény antioxidacni aktivity v téchto Stdvach byly charakterizovdny pfiiblizné
3 krat niz§i hodnotou rychlostni konstanty kaprs., = 0.022+0.002 den’ (R*=0.992)
v porovndni s klasicky vyrobenymi Stdvami. Nicméné¢ znovu je tfeba vzit v dvahu
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koncentra¢ni rozdily (a dal$i faktory ovlivaujici kvalitu vstupni suroviny uvedené vyse) mezi
vzorky ananasovych S$tdv, a stim spojené problémy objektivniho hodnoceni uvedenych
kinetickych modelt.

Co se tyCe pozorovaného snizeni antioxidacni aktivity, zejména nejednoznacny trend u
§tdv vyrobenych klasickou technologii, ale i mirné fluktuace TEAC sprs.+ U nové technologie,
tyto rozdily mohou souviset s obsahem ananasovych kouskt, vzhledem k tomu, Ze kousky
ananasu jsou k $tave pridavany pred pasterizaci a pfi plnéni neni mozné zarucit, Ze v kazdém
baleni $tdvy bude stejné mnozstvi kouskd. Z ndmi vykonané analyzy tuhého podilu
v redlnych vzorcich ovocnych §t'dv po vysuSeni vyplyva, Ze rozdily mezi jednotlivymi PET
ldhvemi se pohybuji v rozmezi 15-60 %.

Antioxidac¢ni aktivita mlze byt rovnéZz ovliviiovana piitomnosti nékterych stopovych
prvkl, napt. Mn, Fe nebo Cu, které se bud’ pfirozené vyskytuji v ovoci, nebo se dostavaji do
Stdvy béhem zpracovani ovoce (fezani, lisovani), a které hraji roli v nékterych pro-oxida¢nich
procesech jako Haber-Weissova nebo Fentonova reakce, ¢imz mohou ovliviiovat celkovou
stabilitu $tav [230, 231]. V Tab. 15 je uveden prumérny obsah vybranych prvka v
analyzovanych ananasovych Stédvach stanovenych metodou AAS a ICP/MS. Z vysledkl je
zfejmé, Ze zastoupeni jednotlivych prvkll se méni i v zdvislosti zda se jednd o Cistou
ananasovou S$tdvu nebo Stdvu s kousky ananasu. Uvedené vysledky jsou vSak pouze
screeningové, zaloZené na (opakované) analyze 1 ldhve vzorku Cisté $tdvy a Stavy s kousky
ovoce. Pii posuzovani antioxidacni aktivity ovocnych $tdv je tfeba vzit v dvahu i moZné
interakce sloZzek ovocnych §tdv a obalovymi materidly [232, 233]. Dalsi fenomén, ktery
vyplyva ze ziskanych vysledki, a pro ktery (mimo ziskanou reprezentativnost hodnot)
v soucasnosti nemame uspokojivé vysvétleni, je niZ$i obsah vétSiny sledovanych kova ve
vzorcich s kousky ovoce v porovnani s t€émi bez kouskii.

Tab. 15: Primémy obsah vybranych prvkii v ananasovych §tdvdch s kousky ananasu [mg.kg™'].

ID Fe Ni Zn Mn Cu Cd Cr Mo Pb

Ananasova §tdva s kousky ananasu 1220 0.063 2580 8240 0.037 7.10* 0016 0.005 0.030

;I;i‘ii““tavab“k"“““ 1460 0081 2980 7.380 0.041 8.10% 0014 0.003 0.036

Radikadl-zhadsejici aktivita oproti radikdlu TEMPOL

Schopnost ananasovych §tdv terminovat radikdl TEMPOL byla vyjddfena jako hodnoty
AAE. Prepocet koncentrace TEMPOL (dvojity integrdl EPR spektra v ¢ase 10.5 min po jeho
pfidani do systému) byl realizovdn pomoci kalibracni kfivky sestrojené ze standardnich
roztoki kyseliny askorbové v koncentraénim rozmezi 0—1.8- 10~ mol.I"". Zm&ny hodnot AAE,
které vyjadfuji schopnost §tdv terminovat radikdl TEMPOL, jsou znidzornény na Obr. 56.
Z prezentovanych udaji je zfejmy jednozna¢ny rozdil hodnot AAE obou typl ananasovych
§tdv, pticemz tyto rozdily mohou do velké miry souviset jak s koncentraénimi rozdily Cistych
ananasovych $tdv (vstupni suroviny), tak i s jejich odliSnou kvalitou, vzhledem k vyse
uvedenym divodim.

Jak bylo uvedeno vyse, ani v tomto pfipad¢ nebylo mozné posoudit vliv piidani ovocnych
kouskll a pasterizace na schopnost klasicky vyrobenych §t'dv terminovat radikdl TEMPOL.
Z vysledki méteni vykonanych se vzorky pfipravenymi starou technologii vyplyva, Ze béhem
prvnich 8 tydnii skladovani se méni hodnoty AAE jen nevyznamnég. K vyraznéjSimu poklesu
dochdzi az v 11 tydnu skladovani, nicméné ani v tomto piipad¢ se nejednd o statisticky
vyznamny pokles ve srovnani s pasterizovanym vzorkem (1. den skladovéani, P = 0.3024).
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Béhem deklarovanych 18 tydnii doby trvanlivosti, doSlo k pfiblizn¢ 30% poklesu hodnot
AAE, pficemz béhem ndsledujicich 2 mésicii po jejim skonceni se hodnoty AAE prakticky
nezménily. Nicmén€ objektivni zhodnoceni je limitovdno omezenym poctem
experimentdlnich udaji. Rovnéz zde neni patrnd vyraznd variabilita dat v porovnani
s predchozimi testy, coZ potvrzuje 1 vysSi hodnota koeficientu determinace zvoleného
kinetického modelu popisujiciho celkové zmény hodnot AAE v pribéhu 26 tydnii skladovéni,
které byly charakterizovédny rychlostni konstantou krgypor = 0.010£0.005 den! (R2: 0.938).
U $tav pii jejichz vyrobé byla vyuzita kombinace dusikové atmosféry a aktivnich obalovych
materidli doSlo po pfiddni kouskll a ndsledné pasterizaci k oCekdvanému, piiblizné 23%
naristu hodnot AAE. Toto je pravdépodobné vysledek extrakce kyseliny askorbové a dalSich
ovocnych kyselin nebo latek s podobnym redoxnim potencidlem z ananasovych kouskt do
ovocné Stavy, vzhledem ktomu, Ze podle dostupnych literdrnich zdroji je primérna
koncentrace kyseliny askorbové v duZing ananasu (0.15 mg.g”" &erstvého ovoce) vys§i ne
v ananasové §t4vé (0.11 mg.g™' Serstvého ovoce) [234].
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Ve dnech nasledujicich po pasterizaci dochdzi k postupnému poklesu AAE, ktery je
nejvyraznéjsi v prvnich 2 mésicich skladovani. Behem zbyvajicich 4 mésicii monitorovaného
obdobi dochazi pouze k nepatrnym zménadm AAE, které jsou po zohlednéni chyby méfent,
nevyznamné. Celkovy pokles AAE na konci expiracni doby piedstavuje u tohoto typu Stav
cca 26 % v porovnani s pasterizovanym vzorkem, ktery byl analyzovan v 1. dni skladovéni.
Pokles schopnosti stdv terminovat radikdl TEMPOL je vtomto piipad¢ pfiblizn¢ 3krat
rychlej$i v porovndni s klasicky vyrobenymi Stdvami. Rychlostni konstanta charakterizujici
pozorované zmény AAE doséhla hodnoty kzempor = 0.036+0.005 den™ (R*=0.979), z &eho?
vyplyva, Ze u takto pfipravenych §tdv dochdzi pravdépodobné k rychlejsi degradaci kyseliny
askorbové, a tim i rychlejSimu poklesu hodnot AAE v porovnani s klasicky vyrobenymi
Stdvami. Pozorované rozdily mezi obéma typy S$tdv mohou také souviset s existenci
dynamickych procesi ve Stavach vedouci k tvorbé/eliminaci sloucenin s anti- a/nebo
prooxida¢nimi vlastnostmi. Nicméné opét plati, Ze objektivni porovnani kinetickych modelt
je limitovdno koncentracnimi a kvalitativnimi rozdily analyzovanych vzorkl, v ptipadé
klasicky vyrobenych $tdv i niZ§im poctem experimentdlnich dat. Pfi posuzovani vysledki je
tteba rovnéZ zohlednit, stejn¢ jako v piipadé ABTS testu, heterogenitu vzorkl, stejné tak i
kvalitu vstupni suroviny a ananasovych kouskil, poptipadé i moZzné interakce slozek ovocnych
Stav s obalovymi materidly.
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Tab. 16: Korelacni matice experimentdlnich charakteristik 100% stdv z Cerstvé lisovanych ananasii s kousky

anandasu.

Stard technologie Novd technologie
TPC TEAC prs.. AAE TPC TEAC prs.. AAE
TPC 1.000 TPC 1.000
TEAC sprses 0.668 1.000 TEAC prs.+ 0.875 1.000
AAE 0.177 0.589 1.000 AAE 0.977 0.823 1.000

Z tabulky vzdjemnych korelaci (Tab. 16) jsou ziejmé silné korelace jak s hodnotami TPC,
tak i TEACapts.. predevsim u S§tdv vyrobenych novou technologii., zatimco u klasicky
vyrobenych $tav byly potvrzeny nizké, resp. prumérné korelace AAE s TPC a TEACagrs.+,
podobné jako tomu bylo u analyzy biovin a konven¢nich vin. Na tomto se pravdépodobné
ukazuje vyrazny vliv odliSnych technologickych postupii vyroby ananasovych S§tdv na
stabilitu jejich antioxidacnich vlastnosti v pribéhu skladovani, do jist€ miry vSak jsou tyto
vysledky ovlivnény i variabilitou (rozptylem) namétenych hodnot.

Celkové zhodnoceni 100% st’dv z Cerstvé lisovanych ananasiu s kousky ananasu

Z prezentovanych ddajii je zfejmé, Ze sledované parametry antioxidacni aktivity 100%
Stav z Cerstvé lisovanych ananasi s kousky ananasu jsou ovlivilovany né¢kolika faktory.
V prvni fad¢ je tieba vzit v tivahu kvalitu vstupnich surovin (¢istd ananasova §t'dva, kousky
ananasu), kterd se miZe odliSovat v zavislosti na ptivodu ovoce, jeho odrtd¢, stupni zralosti a
pfipadném mechanickém posSkozeni (i kdyz takovéto ovoce by nemélo byt pii vyrobé viibec
zpracovano). DalSim vyznamnym faktorem, ktery miZe ovliviiovat sledované vlastnosti je
heterogenita vzorky, tzn. pfedev§im obsah kouskl piiddvaného ovoce. Ziskané tdaje
potvrdily, Ze béhem plnéni neni mozné zarucit, Ze v kazdém baleni §tdvy bude stejny obsah
ananasovych kousk, z ¢ehoZ pak mohou vyplyvat vySe zmiflované rozdily mezi sledovanymi
parametry v pritb¢hu jednotlivych tydna skladovani. Pti posuzovani antioxidacnich vlastnosti
je tieba rovnéz zohlednit i pfitomnost nckterych stopovych prvkia (Fe, Mn, Cu), které se
piirozen¢ se vyskytuji v ovoci nebo se dostdvaji do Stdvy béhem zpracovani ovoce (fezani,
lisovéni), a které hraji roli v n€kterych pro-oxidac¢nich procesech.

Na zdklad¢ vysledkii méfeni 1ze rovnéz predpokladat vliv odlisSnych technologickych
postupll vyroby na sledované parametry. Z piedchozich, ale i v souasnosti probihajicich
experimentll se potvrdil pozitivni vliv piidavku ovocnych kouskl ke Stave, coz ve vétsing
ptipadd vedlo k nértstu celkové antioxida¢ni aktivity ovocnych §tdv. Co se tyce samotného
porovnani klasické vyroby ananasovych $tdv a vyroby, pii které byla aplikovana kombinace
dusikové atmosféry (skladovaci a michaci tank) a aktivnich obalovych materidl na bazi
zhasecl kysliku (Tab. 17), ve vétsin€ piipada byl celkovy pokles sledovanych parametra (4c)
na konci expira¢ni doby (18 tydnll) vyrazngjsi u §tav vyrobenych pomoci nové technologie.
Avsak vypocitané kinetické parametry charakterizujici rychlost poklesu jejich antioxida¢nich
vlastnosti v pribéhu skladovani byly ve vétSin¢ piipadii niz$i v porovndni s klasicky
vyrobenymi §tdvami, tzn. Ze by mélo dochézet k pozvolnéjsimu (rovnomérnéjSimu) poklesu
testovanych parametrii antioxida¢ni aktivity ananasovych S§tdv. Avsak, hodnoceni
sledovanych zmén antioxidacni aktivity ananasovych $tav je u klasické technologie,
s ohledem na znacny rozptyl experimentalnich dat, ktery se i navzdory opakovini méfeni
nepodafilo eliminovat, problematické. Jak uz bylo nékolikrdt zminéno, pozorované zmény
jsou predevsim vysledkem koncentracnich rozdili mezi vzorky, které je musi byt vzaty v
uvahu pii objektivnim zhodnoceni odlisnych technologickych postupti. Toto plati i v piipadé
ovéfeni signifikantnosti rozdilll mezi monitorovanymi parametry antioxidacni aktivity.
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Tab. 17: Hodnoty rychlostnich konstant charakterizujici zmeény vybranych parametrii ananasovych Sstdav
vypocitanych podle kinetické rovnice platné pro reakce 1. 7ddu, spolu s celkovymi zménami vybranych

parametrii (Ac) antioxidacni aktivity ananasovych stdv na konci expiracni doby.

. k (den’) R Ac (%)
Parametr/Technologie Stard Novd Stard Novd Stard Novd
TPC 0.064+0.029 0.027+0.003 0.899 0.988 7.2 18.3
TEACsprs.+ 0.069+0.027 0.022+0.002 0.904 0.983 29.1 35.1
AAE 0.010+0.005 0.036+0.005 0.938 0.979 29.7 25.5

Vyznamnost rozdili mezi jednotlivymi parametry antioxidac¢ni aktivity v zdvislosti na
odliSnych technologickych postupech byla ovéfena metodou ANOVA - testem shody
regresnich piimek, ktery ovéfuje signifikantnost rozdili regresnich konstant, které piimo
vyjadiuji rozdily mezi hodnotami TPC, TEACagrs.+ a AAE jednotlivych technologickych
postupil vyroby ananasovych $tdv. Z udaji prezentovanych v Tab. 18 je ziejmé, Ze v piipadé
TPC i AAE byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi klasickou a novou technologii
vyroby, zatimco v pifipadé TEACagts.+ se tyto rozdily ukdzaly jako statisticky nevyznamné.

Tab. 18: Statisticky vyznamné rozdily antioxidacnich charakteristik ananasovych stdav v zdavislosti na odlisnych

technologiich vyroby (P < 0.05 statisticky vyznamny rozdil).

Parametr Porovndvand Rozdil mezi Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba (P <0.05)
TPC Stara t. — Nova t. 103.8135 6.5609 0.0000
TEAC sp7se+ Stara t. — Nova t. 0.0400 0.0487 0.5641
AAE Nova t. — Stara t. 0.0998 0.0038 0.0000

Na zdklad¢ téchto vysledki nelze tedy jednoznacné potvrdit, ani vyvratit, ze Stavy
vyrobené novou technologii jsou stabilngj$i, pokud jde o jejich antioxidacni vlastnosti
v porovnani s klasicky vyrobenymi Stdvami, tj. Ze jsou tyto vlastnosti lepsi. Nicmén¢, podle
pribéhu zmén jednotlivych parametrii antioxidacni aktivity ananasovych S§tdv u nové
technologie 1ze 1épe predikovat zmény jejich antioxidacnich vlastnosti, ke kterym dochazi
v prub¢hu skladovéni. Piestoze v prub¢hu skladovani dochdzi u obou typt $tdv k oxida¢nim
reakcim, v obou piipadech si ananasové S§tavy zachovdvaji vice jak 34 plvodnich
antioxidac¢nich vlastnosti, a to i v obdobi 2 mésicii po skonceni expirac¢ni doby.

Sledované zmény antioxidacnich vlastnosti jsou v dobrém souladu s vysledky stanoveni
kyseliny askorbové pomoci HPLC, kdy opét nelze potvrdit, Ze pokles jeji koncentrace
v prubéhu skladovani je vyraznéjsi u klasicky vyrobenych $tdv. Stejné tak se neméni ani
koncentrace hydroxymetylfurfuralu (HMF), ktery byl sledovan jako parametr ,,potravinové
bezpecnosti“. Rozdily mezi jednotlivymi tydny skladovani lze povazovat, po zohlednéni
chyby méfeni, za nevyznamné, bez ohledu na typ pouZité technologie. Predpokladany
pozitivni vliv kombinace dusikové atmosféry a aktivnich obalovych materidli se ukazal
v pfipad€ hodnoceni celkovych barevnych zmén. Nicméné i v tomto piipad¢ je tfeba zohlednit
vyse uvedené faktory, které ovliviiuji antioxidacni vlastnosti ananasovych $t'av.

6.3.2.2 Stabilita 100% $t'avy 7z Cerstvé lisovanych pomerancii s duZinou

100% s$téavy z cerstvé lisovanych pomerancii s duZinou vyrobené za pouZiti staré a nové
technologie byly analyzovany v prib¢hu 22 tydnti skladovani. Deklarovand doba trvanlivosti
pomerancové §tavy je 18 tydnil (resp. 119 dni). Zmeny stability se tedy posuzovaly nejen po
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celou dobu expirace, ale 1 po dobu cca 1 mésice po jejim skonCeni, v zdvislosti na
pozadavcich vyrobce.

Zatimco u klasicky vyrobenych ananasovych $tdv nebylo moZzné posoudit vliv piidavku
ovocnych kouskt ke vstupni suroving, tento problém byl u pomeranc¢ovych $§tav eliminovan.
Pti méfeni se vZdy analyzovaly dvé PET ldhve pomerancové §tavy.

Celkovy obsah polyfenoli

Zmeény v obsahu polyfenolll v analyzovanych St'dvach v zavislosti na odliSnych vyrobnich
postupech jsou zobrazeny na Obr. 57. Z prezentovanych udajii je zfejmy jednoznacny,
piiblizné¢ 40% rozdil v obsahu polyfenolii ve vstupnich suroviniach, které byly pouZity
k vyrob¢ $tdvy pomoci staré a nové technologie. S tim jsou spojeny i pozorované rozdily
v prubéhu skladovéni, kdy primérny obsah polyfenolll za pouziti staré technologie byl
pfiblizné o 25 % vys$si. Nicméné, tento rozdil 1ze vysvétlit kvalitativnimi rozdily vstupnich
surovin (odlisSné SarZe). Vzhledem k tomu, Ze nova technologie se zavadéla do vyroby
postupné v pribé¢hu roku 2012, uplynul mezi vyrobou uvedenych $tdv, stejné¢ jako u
ananasovych $tdv, téméef jeden rok, a vyrobce nebyl ztéchto diavodii schopen zajistit
identicky vzorek vstupni suroviny.
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Po pfidani duZiny ke vstupni suroving a Setrné pasterizaci doslo v obou piipadech k nértistu
obsahu TPC, pfi¢emz pii pouZiti staré technologie je tento rozdil zanedbatelny, coz je
v souladu s publikovanymi studiemi posuzujicimi rozdily mezi pasterizovanymi a
nepasterizovanymi pomeran¢ovymi S$tdvami [83, 235]. Naproti tomu, v piipadé nové
technologie je rozdil v obsahu TPC mezi vstupni surovinou a vzorkem po pasterizaci
pfiblizné 22 %. Tento rozdil mize byt vysvétlen piidavkem duZiny do pomerancové Stavy
pred pasterizaci. AvSak, vzhledem k tomu, Ze jeji piidavek do Stdv vyrdbénych klasickou
technologii vedl jen k nepatrnym zméndm hodnot TPC, tento vyrazn€j$i ndrdst u nové
technologie 1ze pravdépodobné spojit jak s aplikaci dusikové atmosféry v predpasteriza¢nich
fazich vyroby, tak i aplikaci uzavéri na bazi zhasect kysliku, které byly vyuzity s cilem
prodlouzit trvanlivost vyrobku.

V pribéhu skladovéani dochdzi k ocekdvanému poklesu TPC, pficemZ u staré technologie
je ztejma vyssi variabilita naméfenych hodnot, kterd miiZe souviset, jak uz bylo uvedeno
vySe, s vznikem nizkomolekuldrnich polyfenolickych litek v disledku oxidacné-redukénich
zmén, ale i omezenou selektivitou F-C ¢inidla [228, 229]. U §tdv vyrobenych pomoci nové
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technologie je tento problém pravdépodobné eliminovan aplikaci dusikové atmosféry
v kombinaci s aktivnimi obalovymi materidly, které mohou do jist€ miry eliminovat procesy
vedouci k zméné kvality §tdvy balené v tomto typii obalti.

Jak je patrné z Obr. 57, na konci expirace (18. tyden) poklesla koncentrace TPC u staré
technologie piiblizné o 12 %, u nové technologie byl pozorovidn pokles o cca 20 %
v porovnani s pasterizovanym vzorkem (1. den). Zatimco u S$tdv vyrobenych klasickou
technologii nedoSlo v ndsledujicich 4 tydnech k vyraznym zménam TPC, a vysledny pokles
po 22 tydnech skladovani pomerancové S$tavy je srovnatelny s obsahem TPC na konci
expiracni doby, u §t'dv vyrobenych novou technologii dochazi dédle k poklesu aZ na hodnotu
470 mg.I" (hodnota porovnatelnd se vstupni surovinou pred pasterizaci, P = 0.0578), co
pfedstavuje piiblizné 23% pokles v porovnéni s pasterizovanym vzorkem (1. den). Tento
vyraznéj$i pokles muze souviset s kvalitou vstupni suroviny, pfipadné i problémy ve vyrobg¢,
vzhledem k tomu, Ze se jednalo o nové zavddény vyrobni postup.

Pozorované zmény obsahu TPC v zdvislosti na dobé skladovéani byly popsany kinetickou
rovnici prvniho fddu. Vypocitand rychlostni konstanta pomerancovych §t'dvach vyrobenych
klasickou technologii dosdhla mirné vy3§i hodnoty kzpc = 0.019+0.006 den™ (R* = 0.844).
Niz§i hodnota koeficientu determinace u klasické technologie je vysledkem vétSiho rozptylu
naméfenych dat v porovnani s novou technologii, kde pozorované zmény TPC byly
charakterizovany rychlostni konstantou k7pc = 0.017+0.002 den! (R2 = 0.969). Prestoze je
mezi piisluSnymi rychlostnimi konstantami pfiblizné 11% rozdil, ze statistického hlediska je
po zohlednéni chyby regresniho modelu (chyby odhadu hodnoty k) zanedbatelny. Nicméné,
pii objektivnim zhodnoceni zvolenych kinetickych modelt je opét nezbytné vzit v dvahu
koncentracni rozdily mezi vzorky, stejné jako tomu bylo u ananasovych §t'av.

Na zéklad¢ vysledkt je tedy moZzné konstatovat, Ze obsah TPC v pomerancovych $t'dvach
muZe byt ovliviiovdn zvolenym technologickym postupem vyroby, avSak z porovnani
rychlostnich konstant je zfejmé, Ze rychlost zmén obsahu polyfenolti u vyrobki ziskanych
novou technologif je srovnatelnd s klasicky vyrobenymi §tdvami.

ABTS" radikdl-zhdSejici aktivita

Vysledky ABTS™ radikél-zh4Sejici aktivity pomeranéovych $tav, které byly vyjadieny
jako hodnoty Trolox-ekvivalent, jsou zndzornény na Obr. 58. Je zfejmé, Ze v prubéhu
skladovani dochazi k postupnému poklesu antioxidacni kapacity pomerancovych Stav,
pfiCemz tento trend je vyrazngjSi u Stdv pfi jejichz vyrobé byla aplikovdna dusikova
atmosféra a uzaveéry obsahujici zhasece kysliku.

Podle o¢ekdvani, a v souladu s vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoli, je ziejmy
jednoznacny rozdil v hodnotdch TEAC aprts.+ vstupnich surovin (0 — ¢istd pomerancova $t'dva)
uréenych k vyrobé 100% S$tédv s Cerstvé lisovanych pomerancli pomoci dvou odlisnych
technologii. Primérné hodnoty TEACagpts.. pomerancovych S§tdv vyrobenych klasickou
technologif jsou pfiblizné o 30 % vyssi nez u §tav pfipravenych novou technologii, pfi¢emz
na zdklad¢ vysledkt analyzy ANOVA se jednd o statisticky vyznamny rozdil (P = 0.0000).
Tento rozdil je vysledkem ocekdvanych koncentra¢nich rozdili mezi vzorky vstupnich
surovin, které byly pouzity pfi vyrobé analyzovanych pomerancovych $tav s duZinou, s tim
jsou spojeny i dal$i pozorované rozdily mezi obéma typy $t'av.

Po smichéni ¢isté pomerancové stavy s duzinou a nésledné pasterizaci, doslo u klasicky
vyrobenych $tdv k poklesu antioxidacni aktivity o cca 22 %. Pokles antioxidacni aktivity po
pasterizaci pomerancovych $tdv byl potvrzen i v publikovanych studiich, nicméné v téchto
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ptipadech se rozdily mezi nepasterizovanymi a pasterizovanymi pomerancovymi Stdvami
povazovaly, po zohlednéni chyby méfeni, za nevyznamné [83]. U druhého typu
analyzovanych $tdv doslo po pifidavku duZiny a pasterizaci k ndristu antioxidacni aktivity
piiblizné o 15 % v porovnani s Cistou pomeranCovou Stédvou. V tomto piipadé se
pravdépodobné uplatiuje pozitivni vliv aplikace dusikové atmosféry v kombinaci s uzavéry
na bazi zhaSecl kysliku, s cilem minimalizovat obsah kysliku ve S§tavé, a tim zpomalit
barevné zmény, pokles koncentrace kyseliny askorbové nebo antioxidac¢ni aktivity.
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U klasicky vyrobenych $tdv poklesla antioxidacni aktivita na konci expirani doby o cca
31 % v porovnani s vzorkem analyzovanym 1. den po pasterizaci, pfiCemz v nasledujicim
mésici doslo jen k nepatrnym zméndm. Rychlostni konstanta popisujici tento pokles dosdhla
hodnoty kaprs.. = 0.028+0.006 den” (R*=0.842). V souladu s vysledky stanoveni TPC, i
v tomto piipad€é je ziejmad niZ$i hodnota koeficientu determinace, kterd je vysledkem
pozorované variability naméfenych hodnot TEACapts... U S$tdv, pfi jejichz vyrobé byla
v predpasterizacnich fazich pouzita dusikova atmosféra, a PET ldhve byly uzavieny uzavéry
obsahujici zhaSeCe kysliku, doSlo béhem prvnich 14 tydnii skladovani k nejvyraznéjSimu
poklesu TEACaprts.+, 0 cca 45 % oproti pasterizovanému vzorku (1. den skladovéni), pti¢emz
v nésledujicich 6 tydnech se hodnoty TEACspts.+ vyrazné nemeénily, pohybovaly se na trovni
0.8 mmol.I". Rychlostni konstanta charakterizujici zm&ny antioxidaéni aktivity u druhého
typu pomerancové stavy skladované v rozmezi 1-22 tydnti dosahla nizsi hodnoty ve srovnani
s ptedchozim typem pomerancové $téavy, a to kaprs.. = 0.022+0.001 den! (R2:0.982).
Nicméné rozdily mezi uvedenymi rychlostnimi konstantami jsou, po zohlednéni chyby
odhadu hodnoty k, nevyznamné.

Kromé koncentra¢nich rozdili, které jsou jednim z hlavnich faktort ovliviujicich zmény
antioxida¢ni aktivity obou typti pomerancovych s§tav v prubéhu skladovéni, pozorované
rozdily v radikdl-zhaSejici aktivit€¢ mohou souviset i s rozdilnym obsahem duZiny, vzhledem
k tomu, Ze rozdil v obsahu duZiny mezi jednotlivymi PET ldhvemi analyzovanych $tdvach se
pohyboval vrozmezi 10-40 %. M¢énici se obsah duZiny také ovliviiuje koncentraci
hesperidinu, nejvyznamnéjsiho flavonoidu vyskytujiciho se v duZing citrusovych plodd, ktery
vyraznou mérou piispiva k celkové antioxida¢ni aktivité téchto ovocnych §tav [236, 237].
Stejné jako v piipad€ ananasovych §t'av je tieba vzit v Gvahu i pfitomnost stopovych prvka ve
Stavach (Tab. 19), jejichZz zastoupeni se méni i v zdvislosti zda se jednd o Ccistou
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pomerancovou $tdvu nebo $tdvu s duzinou, nicméné opét se jednd pouze o screeningové
stanoveni prvka zaloZené na analyze, i kdyZ opakované, 1 ldhve Cisté Stavy a stavy s duzinou.

Tab. 19: Primémy obsah vybranych prvkii v pomerancovych §tdvdch s duZinou [mg.kg™'].

ID Fe Ni Zn Mn Cu Cd Cr Mo Pb
Pomerancova $t'dva s duzinou 0.986 0.020 1.850 0.379 0.051 1.10* 0.015 0.003 0.028
Pomeranc¢ovad St'dva bez duZiny 1.110  0.031 1710 0389 0.030 3.10* 0.011 0.003 0.022

Pozorované zmény hodnot TEACagrs.. dobie koreluji se zménami obsahu celkovych
polyfenoltd (Tab. 20). Opét se potvrdila vyssi korelace hodnot TEACpts. a TPC u nové
technologie (R =0.835) v porovnéni s klasickou technologii (R = 0.798). U pomerancovych
Stdv vyrobenych pomoci nové technologie se rovnéZ podafilo eliminovat rozptyl namétenych
hodnot, ktery byl ziejmy u klasicky vyrobenych stdv. Podobn¢ jako tomu bylo v piipadé
ananasovych $t'dv, na zdkladé pribé¢hu zmén jednotlivych parametri antioxidacni aktivity u
pomerancovych S$tdv, pifi jejichz vyrobé byly pouzZita kombinace dusikové atmosféry
v pfedpasterizacnich fazich vyroby a aktivni obalové materidly, 1ze 1épe predikovat zmény
jejich antioxidac¢nich vlastnosti, ke kterym dochdzi v prubéhu skladovani.

Radikadl-zhasejici aktivita oproti radikdlu TEMPOL

Zmény hodnot AAE pomerancovych $tav v pribéhu 22 tydnt skladovéni, které byly
vypocteny pomoci kalibra¢ni kiivky sestrojené ze standardnich roztoka kyseliny askorbové
v koncentraénim rozmezi 0-1.8-10” molL.I'' (R? = 0.996) jsou zndzornény na Obr. 59.

Zatimco v ptipadé TPC a TEACagrs.+ jsou tyto hodnoty pro vstupni surovinu odli$né
v zavislosti na pouZité technologii (na zdklad¢ vysledkd analyzy ANOVA lze tyto rozdily
oznacit za statisticky vyznamné — P = 0.0000 pro TPC, resp. P =0.0236 pro TEACgrts.+),
v piipad€ hodnot AAE je tento rozdil zanedbatelny (P = 0.6254).

V souladu s o¢ekdvanim a vysledky pfedchozich experimentti, u klasicky vyrobenych $tav
doslo po pfidani duZiny a nésledné pasterizaci k poklesu hodnot AAE, nicméné pozorované
rozdily jsou nevyznamné. Naproti tomu, u §tdv vyrobenych pomoci nové technologie doslo
k pfiblizn€ 20% nértGstu hodnot AAE, ¢imZ se op¢t potvrdil predpoklddany pozitivni vliv
pridani duziny ve spojeni s aplikaci dusikové atmosféry a aktivnich obalovych materidld.
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V nésledujicich dnech po pasterizaci dochdzi u obou typll pomeranCovych S§t'édv
k postupnému poklesu AAE. U klasicky vyrobenych $t'dv doslo na konci expira¢ni doby k cca
44% poklesu AAE, zatimco u $tdv vyrobenych pomoci nové technologie klesla schopnost
pomerancovych S$tdv terminovat radikdl TEMPOL téméf o 65 % v porovnani
s pasterizovanym vzorkem, ktery byl analyzovdni v 1. dni skladovdni. V souladu
s ocekdvanim, se u klasicky vyrobenych §tav potvrdila zifejma variabilita namétenych dat,
pravdépodobné v duasledku kolisajictho obsahu duZiny v jednotlivych PET ldhvich, a s tim
spojenych rozdili koncentrace kyseliny askorbové (a dalSich slozek) ve Stdvach. Naproti
tomu u S$t'dv, pfi jejichz vyrob¢ byly pouzita dusikovd atmosféra v kombinaci s uzavéry na
bazi zhasech kysliku, se tento problém podafilo vyrazné eliminovat.

Pro pozorované zmény hodnot AAE byla u klasicky vyrobenych $§tdv stanovena hodnota
rychlostni konstanty zdniku TEMPOL krgypor = 0.01620.005 den™! (R2= 0.856), v piipad¢
§tdv vyrobenych novou technologii je pak hodnota & nizsi, krgmpor = 0.011£0.002 den’!
(R*=0.972). Pfestoze je rychlostni konstanta charakterizujici zmény AAE v prab&hu
skladovéani pomerancovych §tav vyrobenych pomoci nové technologie ptiblizné o 30% nizsi
v porovnani s klasicky vyrobenymi S$tdvami, nelze tento rozdil oznacit za statisticky
vyznamny, nebot’ uvedené rychlostni konstanty Ize povaZovat, po zohlednéni chyby odhadu
hodnot &, za zanedbatelné. Mimoto, hodnoty rychlostnich konstant jsou rovnéz ovliviiovany
variabilitou naméfenych dat, kterd je staré technologie vyroby vySSi. Nicméné, objektivni
zhodnoceni rozdili mezi odliSnymi technologickymi postupy vyroby neni mozné, vzhledem
k odliSnym koncentracim vstupnich surovin, které byly pouZzity k vyrobé pomerancovych §t'av
s duzinou, jak uz bylo n¢kolikrat uvedeno.

Tab. 20: Korelacni matice experimentdlnich charakteristik 100% S$tdv z cerstvé lisovanych pomerancii

s duZinou.
Stard technologie Novd technologie
TPC TEAC prs.. AAE TPC TEAC prs.. AAE
TPC 1.000 TPC 1.000
TEAC sprs., 0.798 1.000 TEACprses 0.835 1.000
AAE 0.927 0.744 1.000 AAE 0.835 0.974 1.000

Z Tabulky 20, ve které jsou uvedeny vzdjemné korelani koeficienty jednotlivych
experimentdlnich charakteristik pomerancovych $t'av, je zfejma velmi dobra korelace hodnot
AAE jak obsahem polyfenol, tak i radikal-zhaSejici aktivitou oproti radikdlu ABTS™ pro obg&
pouzité technologie. Pfi¢emz, mirn¢ vyssi korelace byly zjiStény pro $tavy pfi jejichz vyrobé
byla pouZzita kombinace dusikové atmosféry a aktivnich obalovych materidlii, podobné jako
tomu bylo u ananasovych $t'av.

Celkové zhodnoceni 100% $t'dv z Cerstvé lisovanych pomerancit s duZinou

Na zdklad¢ prezentovanych tdaji Ize konstatovat, Ze sledované parametry antioxidacni
aktivity 100% s$tav z Cerstvé lisovanych pomerancii s duzZinou jsou, stejn¢ jako v piipadé
ananasovych Stdv, ovliviioviany nékolika faktory. V prvni fad¢é je tfeba vzit v dvahu
koncentracni rozdily mezi vstupnimi surovinami (¢istd pomerancova Stava), pficemz kvalita
vstupnich surovin se mize odliSovat v zdvislosti na regiondlnim ptivodu nebo odrade¢, ale i
mnoZzstvi duZiny ve Stave.

Opét se potvrdilo, Ze rozdily v obsahu duziny v jednotlivych balenich §tdv se pohybuji
v rozmezi 1040 %, z ¢ehoZ pak mohou vyplyvat pozorované rozdily sledovanych parametrt
v pribéhu jednotlivych tydnt skladovani. Jak bylo uvedeno vyse, rovnéz je tieba vzit v ivahu
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pfitomnost nékterych stopovych prvka (Fe, Mn, Cu), které hraji roli v nékterych pro-
oxidacnich procesech.

Z vysledkii méteni 1ze také predpoklddat vliv odlisnych technologickych postupti vyroby
na sledované parametry. V souladu s vysledky ziskanymi pro ananasové §tavy, i v tomto
ptipad¢ dochdzi u §tdv vyrobenych pomoci nové technologie po pfiddni duZiny a pasterizaci
k nértstu jejich antioxidacnich vlastnosti, zatimco u klasicky vyrobenych $tav neni ziejmy
jednoznacny trend.

Tab. 21: Hodnoty rychlostnich konstant charakterizujici zmeny vybranych parametrii pomerancovych Stdv
vypocitanych podle kinetické rovnice platmé pro reakce 1. vddu, spolu s celkovymi zmenami vybranych

parametrii (Ac) antioxidacni aktivity pomerancovych stdv na konci expiracni doby.

. k (den™) R’ Ac (%)
Parametr/Technologie Stard Novd Stard Novd Stard Novd
TPC 0.019+0.006 0.017£0.002 0.844 0.969 11.8 19.8
TEAC sprs.+ 0.028+0.006 0.022+0.001 0.842 0.982 30.8 44.9
AAE 0.01620.005 0.011+0.002 0.856 0.972 43.4 64.5

Co se tyc¢e samotného porovnani klasické vyroby pomerancovych §t'dv a vyroby, pti které
byla aplikovdna dusikovd atmosféra v pfedpasterizacnich fazich vyrobniho postupu
(skladovaci a michaci tank), a PET ldhve byly uzavfeny pomoci aktivnich uzdvéri na bazi
zhasecl kysliku, opét se potvrdil vyraznéjsi celkovy pokles sledovanych parametrti u Stav
vyrobenych pomoci nové technologie, v piipad¢ hodnot AAE je rozdil nova t.—stard t. vice jak
20 %. Vyraznéjsi pokles antioxida¢nich vlastnosti pomerancovych $tav pii jejichZ vyrobé
byla vyuzita kombinace dusikové atmosféry a uzavért na bazi unasect kysliku mize do jisté
miry souviset i s piipadnymi problémy pii vyrob¢ (pasterizace, plnéni), vzhledem k tomu, Ze
se jednalo o nové zavadeény postup piimo do vyroby.

Nicméné vypocitané kinetické parametry (Tab. 21) charakterizujici rychlost poklesu
antioxidacnich vlastnosti téchto §tdv v pribc¢hu skladovani byly niZs§i v porovnani s klasicky
vyrobenymi S$tdvami, avSak zjisténé rozdily mezi rychlostnimi konstantami jsou, po
zohlednéni chyby odhadu hodnoty k, nevyznamné.

Stejné jako v piipad¢ ananasovych $t'dv, vyznamnost rozdilii mezi jednotlivymi parametry
antioxidacni aktivity pomerancovych S§tdv v zdvislosti na odliSnych technologickych
postupech (Tab. 22) byla ovéfena metodou ANOVA — testem shody regresnich ptimek, ktery
ovétfuje signifikantnost rozdilli regresnich konstant, které piimo vyjadiuji rozdily mezi
hodnotami TPC, TEACagts.+ a AAE jednotlivych technologickych postupli vyroby. Podle
ocekdvani byly u vSech parametrt antioxida¢ni aktivity zjiStény statisticky vyznamné rozdily
mezi klasickou a novou technologii vyroby, avSak opét je tfeba vzit v dvahu koncentracni
rozdily vstupnich surovin.

Tab. 22: Statisticky vyznamné rozdily antioxidacnich charakteristik pomerancovych §tdv v zdvislosti na

odlisnych technologiich vyroby (P < 0.05 statisticky vyznamny rozdil).

Parametr Porovndvand Rozdil mezi Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba (P <0.05)
TPC Stara t. — Nova t. 180.0566 3.4037 0.0000
TEACprs.+ Stara t. - Nova t. 0.3634 0.0191 0.0000
AAE Stara t. — Nova t. 0.0250 0.0043 0.0001

Na zédkladé dosaZenych vysledkii nelze tedy jednoznacné€ potvrdit, ani vyvritit, stejn¢ jako
tomu bylo u ananasovych $tdv, ze aplikace dusikové atmosféry v skladovacim a michacim
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tanku v predpasterizacnich fazich vyroby, stejné jako vyuZziti aktivnich obalovych materidld,
pomiiZe zlepsit stabilitu pomerancovych $t'dv, a tim prodlouZit jejich trvanlivost v porovnani
s klasicky vyrobenymi S$tdvami. Naopak, pokud bychom méli posuzovat vliv nové
technologie vyroby pomerancovych $tdv na jejich stabilitu, a to pouze na zdkladé¢ zmén
jednotlivych parametrii antioxidacni aktivity na konci expiracni doby, z dosaZzenych vysledkt
je ziejmé, Ze jako vhodnéjsi se ukazuje klasicka technologie vyroby.

Sledované zmény antioxidacnich vlastnosti jsou v dobrém souladu s vysledky stanoveni
kyseliny askorbové pomoci HPLC, kdy se potvrdil jeji vyraznéj$i pokles ve Stavach
vyrobenych pomoci nové technologie. Pfedpokladany pozitivni vliv kombinace dusikové
atmosféry a aktivnich obalovych materidlti se nepotvrdil ani v piipad¢ celkovych barevnych
zmén pomerancovych S$tdv, pficemZ parametr Zluté barvy (+b*) se méni nejvyrazngji
v zavislosti na odliSnych technologiich vyroby. Nicméné i v tomto piipadé je tfeba zohlednit
vySe uvedené faktory, které mohou ovliviiovat antioxidacni vlastnosti 100% S$tav z Cerstveé
lisovanych pomerancii s duzinou, zejména odliSnou kvalitu a piivod vstupnich surovin..

Na zédklad¢ vysledk této studie, zaméfené na posouzeni vlivu zmén ve vyrobnich
postupech na vybrané, v tomto piipadé€ antioxidacni vlastnosti ananasovych a pomerancovych
Stav, se prokazaly urcité odlisnosti sledovanych parametrii v zavislosti na zvoleném vyrobnim
postupu ovocné $tavy.

Ve vétsin¢ piipada se potvrdil pozitivni vliv pfidavku ovocnych kouskt nebo duZiny na
sledované antioxidacni vlastnosti ovocnych §tdv, predevSim u nové technologie, ¢imZ se
muze vyrobek stit vice atraktivnim pro spotiebitele.

Bez ohledu na pouZitou technologii vyroby, dochdzi v prib¢hu skladovéani k oxidacnim
reakcim, avSak ani aplikace dusikové atmosféry v predpasterizacnich fazich vyroby
v kombinaci s uzdvéry na bazi zhaSect kysliku nemusi byt schopnd jednoznacné tyto oxidacni
zmény eliminovat, avSak u takto vyrobenych §tav Ize 1épe predikovat zmény antioxidacnich
vlastnosti v pribéhu skladovéni.

Z vysledkli méfeni vyplyvd, Ze antioxidacni aktivita ovocnych $tdv se méni v zavislosti na
podminkach skladovani (teplota, doba skladovani), ale i regiondlnim ptivodu, odridé a kvalité
sklizeného ovoce. Pro objektivni zhodnoceni vlivu odliSnych vyrobnich postupt na stabilitu
ovocnych §t'av je rovnéZ potfebné piipravit Stavy z jednoho vzorku vstupni suroviny, ¢imZ by
se eliminovaly koncentra¢ni rozdily, které v nasem piipad¢ toto objektivni zhodnoceni
znesnadnuji. Toto v8ak vyrobce neni schopen zajistit.

Vysledky dosazené v oblasti charakterizace vlivu zmén technologie vyroby, resp. vlivu
zmén skladovaciho rezimu (teplota, svételny reZzim) prezentované v této Casti prace byly
podkladem pro vznik nékolika odbornych ¢lankti, odbornych studii, abstraktii piispévki na
domaécich a zahrani¢nich konferencich, kde byly prezentoviany bud’ ve formé¢ odbornych
prednéasek nebo posteril. Detaily jsou uvedeny v dalsi ¢asti dizertacni prace.
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7. ZAVERY

Pomoci kombinace metod EPR a UV/VIS spektroskopie, podle potieby s dalSimi
analytickymi metodami (HPLC, AAS, elektroforéza) byly charakterizovdny antioxidacni a
radikél-zhasejici vlastnosti a dalSi parametry vybranych potravin. Tematicky je prace
rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast se zabyvala posouzenim vhodnosti vyuZiti antioxidacnich
vlastnosti a dalSich, dominantn¢ spektralnich, charakteristik vybranych potravin ziskanych
ekologickymi a konvencnimi péstitelskymi a vyrobnimi postupy (vina, Spaldova mouka), jako
markert vhodnych pro jejich jednoznacnou diferenciaci. V druhé ¢asti pak byla posuzovéna
stabilita ananasovych a pomeran¢ovych §tdv v zdvislosti na riznych technologickych
postupech vyroby, které byly aplikovany s cilem prodlouzit trvanlivost vyrobku.

Zaméteni prace je dusledkem feSeni projektd védy a vyzkumu zaméfenych na
problematiku charakterizace kvality a autentifikaci potravin na pracovisti spektroskopickych
metod Vyzkumného tstavu potravinatského, jejichZ vysledky byli podkladem pro vznik této
dizertacni prace.

Vysledky dizertacni prace je mozné shrnout nasledovné:

1. Komplexni studium antioxida¢nich a radikal-zhasejicich vlastnosti biovin a
konven¢nich vin. Studovalo se celkem 15 parametrii — deskriptorii antioxidacni aktivity
biovin a konvencnich vin, vyprodukovanych v sttedoslovenské vinohradnické oblasti Modry
Kamen, jako potencidlnich markert pro autentifikaci a jednoznac¢nou diferenciaci ekologicky
a konvencné produkovanych vin. Kromé& slovenskych biovin byly analyzovany i komer¢né
dostupna biovina z Ceské republiky, Rakouska, Mad’arska a Itélie s cilem otestovat nasledné
regiondlni diferenciaci vin na zdklad€ jejich spektralnich charakteristik. Na posouzeni vlivu
produk¢énich a technologicko-zpracovatelskych operaci na antioxidacni status vin byla
vSechna experimentdlni data zpracovana metodou ANOVA, a dile metodami vicerozmérné
statistiky.

Z vysledki analyz vyplyvd, Ze antioxidacni a radikdl-zhasejici vlastnosti slovenskych vin
jsou ovlivitovany jak zplsobem produkce (ekologické vs. konvencni), tak i ro¢nikem a
odridovou skladbou. PiestoZe konzumenti asto povazuji biopotraviny, vcetné vin, za
praci jsou v tomto sméru Casto protichlidné a nejednoznacné. I v naSem piipad¢, co se tyce
celkového zhodnoceni antioxidacnich vlastnosti studovanych komodit, se ani v piipadé
komparace ekologickych a konvencnich vin nepodafilo jednoznacné prokazat, Ze by vina
ziskand ekologickymi péstitelskymi a vyrobnimi postupy obsahovala vyssi koncentrace
polyfenold, a tedy byla charakterizovdna vyssi antioxida¢ni aktivitou. PfestoZe byly pro oba
parametry potvrzeny vysoké korelace obsahu polyfenolii a antioxidacni aktivity, ve vétSing
ptipadli mirn€ vyssi pro biovina, dosazené vysledky hovoii spiSe ve prospéch konvencnich

Vv

vin, u kterych byl na zdklad¢ statistickych analyz potvrzen nejen vyssi obsah polyfenold, ale i
vyS8i antioxida¢ni aktivita charakterizovédna jako metodami EPR, tak 1 UV/VIS spektroskopie.

I kdyz vysledky jednotlivych spektroskopickych analyz odhalily zna¢nou variabilitu a
Casto nejednoznacné rozdily mezi jednotlivymi skupinami vin, zjiSténé rozdily jsou
dostacujici pro uspésnou diferenciaci a klasifikaci vin podle zptisobu produkce s vyuzitim
metod vicerozmérné statistiky. Jako nejvhodnéj$i markery vyuZzitelné na diferenciaci biovin
od vin konvencnich lze na zdklad¢ statistické analyzy oznacit parametry AAE a krgympor,

Vv, 4

jejichz hodnoty byly vyssi v konvencnich vinech, avSak v biovinech byly vySsi hodnoty %RS.
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Bez ohledu na charakter vzorkl (typ vina, ro¢nik, odriida) se podafilo diferencovat oba typy
vin na vice jak 85 %. Ptestoze uvedené vysledky jsou velmi slibné, variabilita systému a
uspéSnost klasifikace vzorkl (klasifikacni skdre) jsou ovliviiovany skuteCnosti, Ze
diferenciace byla provedena spolecné pro bild a cCervend ekologickd a konvencni vina.
Efektivngjsi se ukdzala oddélend diferenciace bilych a Cervenych vin, kdy bylo dosaZeno
100%, resp. 95.2 % spravné klasifikovanych vzork.

Navic se ukazuje, Ze uvedené deskriptory antioxidacnich vlastnosti jsou vyuZzitelné i na
regiondlni diferenciaci vzorka vin, i kdyZ s ohledem na limitovany pocet vzorkia zahrani¢nich
vin jsou tyto zavéry jen predb&zné a vyzaduyji si dalsi studium.

Na zaklad¢ vysledku této studie Ize tedy konstatovat, ze metodu EPR spektroskopie, resp.
charakteristiky antioxidacnich vlastnosti je mozné efektivné vyuZit na rozliSovani vin podle
zpusobu produkce bud’ samostatn€, nebo v kombinaci s UV/VIS spektroskopii a jinymi
analytickymi metodami (zejména HPLC, AAS a elektroforézy) s vyuzitim metod
multivariacnf statistické analyzy pro ndsledné zpracovani experimentdlnich dat.

2. Studium antioxida¢nich a radikal-zhasejicich vlastnosti ekologickych a
konvenénich Spaldovych mouk. Posuzoval se vliv extrakénich podminek (druh pouzitého
extrak¢niho ¢inidla — 50% etanol/voda (v/v), 50% aceton/voda (v/v) a voda) na antioxidacni
aktivitou extraktli komeréné dostupnych ekologickych a konvencnich pSeni¢nych, Zitnych a
Spaldovych mouk slovenského a mad’arského ptivodu s cilem vybrat nejvhodnéjsi extrakéni
systém pro izolaci tzv. funkénich slozek z mouk (dominantné polyfenoly a flavonoidy), které
1ze potencidlné vyuZzit jako piidavné latky v potravindiském primyslu. Na zdklad¢ vysledkt
meéteni 1ze konstatovat, Ze druh extrak¢éniho ¢inidla vyrazn€ ovliviiuje sloZeni extraktl, vcetné
koncentrace polyfenoli a flavonoidi, a tedy i vyslednou antioxidac¢ni aktivitu extraktii mouk.
Jako nejucinnéjsi extrahovalo, z hlediska vytéZnosti funkénich slozek, 1ze oznacit 50%
etanol/voda a 50% aceton/voda, jejichz extrak¢ni G¢innost je porovnatelna.

Z praktickych divodi, a z divodu dalsiho potencidlniho vyuZiti izolatd jako piidavnych
latek v potravinach, byl nésledné zvoleny 50% etanol/voda jako nejvhodnéjsi extrakéni
systém pro izolaci polyfenolickych l4tek z mouk pfipravenych ze dvou odriid pSenice $paldy,
OKO-10 a Lajta, péstovanych v reZimu ekologického a konvenéniho zemédélstvi v letech
2010-2012 na tzemi Slovenska (regiony Slddkovicovo a Lehnice) a Madarska (regiony
Mosonmagyarévar, Rabcakapi a Sopronkovesd). V tomto piipade se posuzoval vliv nékolika
faktoril, v€etné sezény, odriadové skladby, regiondlnich rozdilli a odliSnych rezimii péstovani
na sledované parametry Spaldovych mouk, resp. jejich extraktt.

Na zaklad¢é uvedenych skuteCnosti 1ze konstatovat, Ze sledované deskriptory antioxidacni
aktivity Spaldovych mouk jsou riznou mérou ovliviiovany nejen environmentdlnimi faktory
(sezénni rozdily), ale i piivodem, odridovou skladbou, volbou produkéniho systému, ale i
zpusobem oSetfeni pSenice Spaldy béhem vegetace, i kdyZ tento vliv se na zakladé ziskanych
udajti jevi jako nevyznamny.

Prestoze vysledky jednotlivych spektroskopickych analyz odhalily ¢asto nejednoznacné
rozdily mezi jednotlivymi skupinami vzorkl mouk, zjisténé rozdily jsou dostacujici pro jejich
uspeésnou diferenciaci a klasifikaci podle zvolenych kritérii s vyuZzitim metod vicerozmérné
statistiky. Bez ohledu na produkéni systém, krajinu pivodu nebo odridu, bylo dspéSné
klasifikovdno témet 97 % Spaldovych mouk podle roku produkce. Naproti tomu v piipadé
diferenciace mouk podle jejich pfislusnosti k produkénimu systému, klasifika¢ni skoére
dosahlo piiblizn¢ 84 %. Mimoto se ukazuje, Ze uvedené deskriptory antioxida¢nich vlastnosti
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jsou vyuZitelné i na regiondlni diferenciaci vzorkli Spaldovych mouk, kdy spravnost
klasifikace slovenskych a mad’arskych mouk dosédhla vice nez 98 %, zatimco pfti diferenciaci
mouk podle jednotlivych region (2 slovenské, 3 madarské regiony) diskriminacni skore
kleslo na cca 77 %. Prestoze tyto vysledky jsou velmi slibné, uspésnost klasifikace se jeste
zvysi, pokud pfi diskriminaci mouk podle produkéniho systému, krajiny ptivodu, ale i odrady
nebo regionu zohlednime i produk¢ni rok.

Podobné jako tomu bylo v pfipadé porovnani ekologickych a konvencnich vin, ani
v piipad¢ Spaldovych mouk nelze na zdkladé¢ jednoduchd komparace potvrdit vyssi
antioxidacni vlastnosti ekologickych mouk. V souladu s vysledky statistické analyzy
zam¢efené na posouzeni signifikantnosti rozdili jednotlivych parametrii Spaldovych mouk
v zéavislosti na produkénim systému se lze priklonit k ndzoru, Ze konvencni mouky byly
charakterizovany vyssim obsahem polyfenolil, a s tim spojenou vyssi antioxidacni aktivitou.
Nicméné, tyto analyzy také prokdzaly, Ze sledované deskriptory antioxida¢nich vlastnosti
Spaldovych mouk jsou vyraznéji ovliviiovany sezénnimi a regiondlnimi vlivy neZ volbou
produk¢éniho systému.

3. Studium stability ovocnych $t'av. Posuzoval se vliv zmén ve vyrobnich postupech
(klasicka  technologie  vyroby vs. technologie s aplikaci dusikové atmosféry
v predpasteriza¢nich fazich vyroby v kombinaci s vyuZitim aktivnich oballl a uzavéra na bazi
zhaSeC€l kysliku) na antioxidacni a radikdl-zhé&sejici vlastnosti dvou typli ovocnich $téav -
100% stavy z cerstvé lisovanych ananasi s kousky ananasu a 100% S$tavy z Cerstve
lisovanych pomeranct s duzinou. V prvotni fazi bylo studium zamétfeno na posouzeni vlivu
ruznych teplotnich a svételnych rezimti skladovani na dynamiku zmén vybranych parametra
ovocnych $tav vyrdbénych klasickym technologickym postupem. Déle se studium zaméfilo
na posouzeni dynamiky téchto zmén po zavedeni inovaci ve vyrobnim postupu — aplikaci
inertni atmosféry ve vybranych technologickych operacich a vyuZziti obalovych materidli na
bazi aktivnich filtri a scavengert kysliku.

Z vysledkli méfeni vyplyvd, Ze antioxidaCni aktivita ovocnych S$tdv se vyrazné meéni
v zdvislosti na podminkidch skladovani (teplota, doba skladovéni, svételny rezim), ale i
regiondlnim ptivodu, odriad¢ a kvalité sklizeného ovoce. Potvrdil se negativni vliv teploty na
sledované kvalitativni parametry, ptfi¢emz se ukazuje Ze z technologického a ekonomického
hlediska jsou zmény vyvolané ve vzorcich skladovanych pii 2 °C a 7 °C pii stejnych
svételnych podminkdch srovnatelné, a tedy skladovaci teplota 7 °C je postaCujici pro
zachovani vlastnosti vzorkl po dobu jeji expirace.

Prokdzaly se rovnéZ urcCité odliSnosti sledovanych parametri v zdvislosti na zvoleném
vyrobnim postupu ovocné $tavy, napt. piidavek ovocnych kousk nebo duziny vedl ve
vétsing piipadd k nardstu antioxidacni aktivity pomerancovych i ananasovych §tdv, pficemZ
tento trend byl vyrazné&jsi u Stdv vyrobenych novou technologii.

Nicméné, 1 kdyZ neni mozné vysledky pro klasicky a inovovany technologicky postup
srovnat na absolutni bazi z divodu odlisSné kvality vstupni suroviny (disledek casového
odstupu v souvislosti se zavadénim novych technologickych prvkl), ukazuje se, Ze samotna
aplikace dusikové atmosféry (pouze) v predpasterizacnich fazich vyroby v kombinaci
s aktivnimi obalovymi materidly nemusi byt schopnd oxida¢ni zmény probihajici ve Stavach
eliminovat. Vysledky statistickych analyz zamétfenych na posouzeni signifikantnosti rozdili
jednotlivych parametrii v zdvislosti na odliSnych technologickych postupech vyroby
potvrdily, Ze jako ucelnéjsi se ukazuje aplikace klasické technologie vyroby, piedev§im u
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pomerancovych §tdv, zatimco u ananasovych $t'dv jsou tyto rozdily nejednoznacné. Piestoze
byl u $tdv vyrobenych novou technologii také potvrzen vyraznéjsi pokles jejich
antioxidacnich vlastnosti v pribéhu skladovéni, tyto zmény byly popsdny nizZ§imi hodnotami
rychlostnich konstant. Mimoto, na zdkladé¢ pozorovaného pribéhu zmén jednotlivych
parametr a nizStho rozptylu a variability dat, 1ze u takto vyrobenych $tdv 1épe predikovat
zmény antioxidacnich vlastnosti v pribéhu skladovéani a tedy lépe odhadnout optimalni
skladovaci podminky a dobu expirace.
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9. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

AAPH 2,2%-azinobis(2-aminopropan)dihydrochlorid

AAS Atomovd absorpcni spektroskopie

ABTS™ Kation-radikal 2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol)-6-sulfonat

ANOVA Analyza rozptylu

BIO, EKO, ORGANIC Oznaceni ekologickych potravin

BR/BW Cervené/Bilé ekologické vino

CDA Kanonick4 diskrimina¢n{ analyza

CEQ Katechin ekvivalent

CIE L*a*b Barevny prostorovy model, trichromatické soufadnice

CR/CW Cervené/Bilé konvenéni vino

CUPRAC Metoda zalozend na redukci Cu®** komplexti-Cupric ion reducting antioxidant
capacity

DAD/PAD Detektory diodového pole

DDD Doprucend dennf ddvka

DMPO 5,5-dimethyl-1-pyrolin-N-oxid

DON Deoxynivalenol

‘DPPH Radikal 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

DPPH-H Difenylpikrylhydrazin

ECsy Koncentrace substratu zptisobujici 50% pokles absorbance

EPR Elektronova paramagnetickd rezonance

ESI Elektrosprejovd ionizace

EZ Ekologické zeméd¢lstvi

FiBL Vyzkumny tistav ekologického zemédelstvi

FID Plamenoioniza¢ni detektor

FRAP/FRP Metody zaloZené na redukci Fe®* komplexi

F-C Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo

GAE Ekvivalent kyseliny gallové

GC(GC-MS) Plynova chromatografie (Plynova chromatografie s hmotnostni detekci)

HMF Hydroxymetylfurfural

HO," /'OH Hydroperoxylovy radikal / Hydroxylovy radikal

HPLC Vysokotlakd kapalinovd chromatografie

HPLC-DAD Vysokotlakd kapalinova chromatografie s detekci v diodovém poli

HPLC-DAD-APCI-MS Vysoklaka kapalinova chromatografie spojend s atmosférickou chemickou ionizaci a
vicendsobnou hmotnostni detekci

HPLC-MS Vysokotlakd kapainova chromatografie s hmotnostn{ detekci

HPLC/MS/MS Vysokotlakd kapainova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekc{

HPLC-RID Vysokotlakd kapalinovad chromatografie s refraktometrickou detekc{

ICP Indukéné vdzané plazma

IFOAM Mezindrodni federace hnuti ekologického zemédeélstvi

IR/MIR InfraCervend oblast/ Stfedni infracervend oblast

k Formaln{ rychlostni konstanta

LC Kapalinova chromatografie

LC/ESI-MS-MS Kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hm. detekci

ORAC Oxygen radical absorbance capacity

OTA Ochratoxin A

PBN o-fenyl-N-terc-butyl-nitron

PCA Analyza hlavnich komponent

PCF Faktorova analyza

PET Polyetylentereftalat

POBN 0-(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butylnitron

PROXYL 3-karbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-N-oxyl

QE Kvercetin ekvivalent

RE Rutin ekvivalent

RO/ROO’ Alkoxylovy radikal/Peroxylovy radikal

TAA/TAC Celkova antioxidacni aktivita/Celkova antioxidacni kapacita

TBARS Latky reagujici s kyselinou tiobarbiturovou

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity

TEMPO 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-N-oxyl

TEMPOL 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-N-oxyl

TFC/TPC Celkovy obsah flavonoidi/Celkovy obsah polyfenolickych latek

TPTZ 2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)

Trolox 6-hydroxy-2,5,7,8.tetrametylchroman-2-karboxylov4 kyselina

UV/VIS-NIR Spektroskopie v ultrafialové, viditelné a blizké infraervené oblasti

ZEA Zearalenol
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Introduction

Besides the traditional role of cereals as a source of
nutrients, in the recent years, their growing utilization in so
called “functional foods™ has been noticed, utilizing either
whole cereals or some their components. The conventional
definition of functional foods is that it is a food where
a new ingredient (or more of an existing ingredient) has
been added and the new so-prepared product has a new
function, frequently related e.g.., to health-promotion or
disease prevention. Functional foods must have the charac-
ter of foods and their positive impact will be reflected al-

Brno, ch Republic ready in the consumption quantity corresponding to nor-
polovka@vup.sk mal food. They are not pills or other form of medication or
supplementsl‘ One type of cereals with high potential in
functional foods preparation represents spelt (Triticum
Summary spelta, L.) — a hexaploid species of wheat, being in the past

Complex analysis of the influence of growing and
technological processing conditions on selected properties
of group of commercial samples of Slovak and Hungarian
wheat, spelt and rye tlours prepared following organically
and conventional production practices was performed.
Solid flour samples were analyzed to ash and dry matter
content as well as to minerals and trace elements content.
Extracts of flours in 50% ethanol were treated by EPR and
UWV-VIS spectroscopy to determine the total polyphenols
and flavonoids content as well as some other characteris-
tics of antioxidant properties, including ABTS™
and DPPH tests. Multivariate statistical analysis was sub-
sequently applied on the whole dataset of experimental
characteristics in order to assess the influence of way of
production (organic vs. conventional) and technological
processing (grinding) on sample properties. Besides that.
the possibility of flours differentiation according to the
previously mentioned characteristics as well as their origin
was tested. By means of canonical discrimination analysis,
flour samples were with > 95% correctness discriminated
according to their country of origin. Taking into account
the way of production. organically grown samples were
with ~ 92% discrimination score differentiated from that
produced by conventional production practices. Classifica-
tion of samples according to the way of technological pro-
cessing (grinding) reached ~ 96% and according to varietal
composition. 100% correct classification. As the most

an important staple in parts of Europe. Nowadays, it has
again found a growing importance in market as a health
food or a component of health beneficial foods, due to its
agronomic, compositional and medical characteristics.
This cereal has similar chemical composition as common
wheat but its content of nutritionally important compounds
is higher. According to some previously published analyti-
cal data. 1t contains about 57.9 % carbohydrates (excluding
9.2 % fibre), 17.0 % protein and 3.0 % fat, as well as die-
tary minerals and vitamins®. Due to its moderate amount of
gluten, it is suitable for baking purposes. Spelt is most fre-
quently available in several forms (products) e.g., as coarse
pale bread. biscuits, crackers or as spelt pasta. Besides that,
arain of spelt is used in brewing industry and/or as feeding™.
Comparison of some characteristics of wheat, spelt and rye
whole meal flours is presented in Table I (ref.57).

For the preparation of functional foods containing
cereals or its components, it is necessary to consider sever-
al factors. Although the content of the main components in
the grain changes within the respective variety only statis-
tically, significant effect on the chemical composition of
grain could have soil composition, climatic and agro-
technical conditions, and last but not least. the technologi-

Table I
Comparison of selected averaged characteristics of wheat,
spelt and rye whole meal flours

significant expe1_‘ime11tal1 c_haract?risrics for the purposes of Paramocter Wheat  Spelt’ Rye®
flour samples differentiation, minerals and trace elements — - - S e
content, as well as flavonoids content and radical- Proteins (2/100g) 11.55 12.8 11.27
scavenging activity of extracts were recognized. The pre- Saccharides (g/100g) 71.03 62 71.76
diction ability of the statistical models was in all cases > Dietary fiber (g/100g) 9.1 11.4 133
0 o o ) o ‘ : i

92%. in case of varietal composition, even 100%. Minerals (as ash, g/100g) 162 18 172

Riboflavin (mg/100g) 0.11 0.15 0.14
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cal procedures/processes used 1n subsequent post-
harvesting treatment®. All these factors can significantly
affect the properties of grains/flours and the content of
potentially interesting constituents, predetermining thus
their use in functional foods production. In this context,
procedures for the isolation of individual components of
interest from cereal are of great importance, as well
Therefore, it is necessary to deal in details with the prob-
lems of the isolation of functional components from flour
and aspects of their stability. Besides that, it is also im-
portant to deal with the effects of isolation/extraction con-
ditions on the content of functional components (e.g..
polyphenols, flavonoids, organic acids).

This contribution, as a part of a complex study, fo-
cused on potential of some cereals to serve as functional
foods components themselves, or after their additivation /
doping by mixing with some other components of natural
origin with known antioxidant potential and health benefi-
cial effects (e.g., anthocyanins, flour or medical herbs ex-
tracts). As an input information for fiwther processing, the
mfluence of the origin & growing condition (organic vs.
conventional farming practices), technological processing
(degree of grinding) as well as varietal composition on
selected properties of group of 24 commercial wheat. spelt
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and rye commercial flour samples of Slovak and Hungari-
an origin was performed. The basic characteristics of solid
samples, 1.e., dry matter and ash content, but also minerals
and trace elements content was evaluated. Besides that.
antioxidant properties of flours extracts were assessed by
means of UV-VIS and EPR spectroscopy, involving sever-
al assays. Amino acids profile was determined by HPLC-
MS system. Results obtained were correlated via simple
correlations with total polyphenols and flavonoids content.
Besides that. the multivariate statistical analysis was used
to evaluate the influence of origin, varietal composition.
way of production and technological processing on sample
properties. In addition. the possibilities of some flour prop-
erties (ash, dry matter content) prediction from spectral
characteristics, was tested.

Experimental

Samples

For the purposes of this study., 24 commercial sam-
ples of Slovak and Hungarian organic and conventional
smooth, semi-smooth, rough and whole meal wheat, spelt
and rye flours were selected. Detailed description of sam-
ples is given in Table II.

Table 1T
Basic characteristics of the samples of Slovak and Hungarian organic (O) and conventional (C) flours under study
D Sample Country of Way of D Sample Country of Way of
characterisation origin* production®* characterisation origin* production®*
F1 ‘Wheat, whole meal, SK (6] F13 Rye, whole meal, SK C
smooth smooth
F2 Wheat, whole meal HU (0] Fl4 Spelt, whole meal, SK 0
smooth
F3 Wheat, whole meal, HU (0] F15 Spelt, whole meal HU 0
stone mill
F4 Wheat, smooth HU (0] Fl6 Spelt, whole meal. HU 0
stone mill
F5 Wheat, whole meal, SK C F17 Spelt, smooth HU 0
smooth
F6 Wheat, semi-smooth SK C Fl18 Spelt, whole meal, SK C
smooth
F7 Wheat. rough SK C F19 Spelt. smooth SK 0
F8 Wheat, smooth SK C F20 Spelt, whole meal, SK 0
rough
F9 Rye, whole meal, SK O F21 Spelt, smooth HU 0
smooth
F10  Rye. whole meal HU (0] F22 Spelt, whole meal HU 0
Fl11 Rye. whole meal, HU (0] F23 Spelt, whole meal HU 0
stone mull
F12 Rye, smooth HU (0] F24 Spelt. HU 0

semi-smooth

* HU — Hungary, SK- Slovak Republic:** O — organic. C — conventional
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Basic characteristics of solid flours

Solid flour samples were evaluated to dry matter and
ash content using the standard AOAC methods™’, Mine-
rals and trace elements content (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na and
7Zn) was determined using the atomic absorption spectrom-
etry — AAS. For these purposes, Perkin Elmer 4100
(Perkin Elmer, USA) spectrometer, equipped with a deu-
terium lamp background-correction system was employed.
using an air/acetylene flame and the flame-ionization de-
tector’. Besides that. total nitrogen content was deter-
mined using the routine Kjeldahl method*>.

Extracts preparation

For EPR and UV-VIS experiments, exactly 50 ml of
50% ethanol/water solution (v/v) was poured over 2.5 g of
respective flour sample and the extraction was performed
at ambient temperature. The mixture was shaken on labor-
atory shaker (Innova 2000, USA) for 1h at 150 rpm. Sub-
sequently, the supernatant was separated from the solid
matter using the laboratory ultracentrifuge (SciQuip., UK)
at 9200 rpm at ambient temperature during 10 min. The so
prepared extracts were stored at ambient temperature in
darkness between the experiments. For HPLC analysis, 1 g
of flour sample was mixed with 20 ml of acetic acid solu-
tion in water (0.1 M) and the aliquot of internal standard
d3-Glu (50 ul) was added. The mixture was shaken at
150 rpm for 30 min in laboratory shaker at ambient tem-
perature and centrifuged at 10 000 rpm for 10 min at the
temperature of 0 °C. After the filtration, the supernatant
(200 pl) was mixed with 100 pl of isotopically labelled
internal standard and 800 pl 0.1% solution of acetic acid
(in water., v/v) and used in analysis.

HPLC-MS, UV-VIS and EPR spectral characteristics

Amino acids (AA)profile and their quantification was
performed by HPLC-MS-MS with positive electrospray
ionization using an Agilent 6410 Triple Quad detector
(Agilent Technologies. Palo Alto. USA) coupled to
a HPLC system Agilent 1200 series (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, USA) consisting of a binary pump. a vacu-
um degasser, a autosampler, and a thermostated column
compartment. The analytical separation was performed on
an a Purospher® STAR RP-8ec (150 mm x 4.6 mm. 3 pum)
(Merck. Darmstadt, Germany) using an isocratic mixture
of 100 ml acetonitrile and 500 ml of water solution of per-
fluorooctanoic acid (PFOA) (0.05 mM) at the flow-rate of
0.5 ml min™ at temperature of 25 °C. Free individual ami-
no acids was quantified using linear calibration curve es-
tablished with standard solution using the T-amino acids
kit containing the 98% purity standards of 20 amino acids
(Sigma — Aldrich). As an internal standards, a lyophilised
mixture of isotopically labelled L-amino acids
(ChromSystems, Miinchen, Germany) and standard of d3-
glutamic acid (d3-Glu, 97%. Cambridge Isotope Laborato-
ries, Andover., USA) were used. Quantification was per-
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formed by comparison of the peak area ratio of selected
amino acids with relevant internal standard monitored
using the MRM transitions. The following instrumental
(ion source) parameters were used for amino acids analy-
sis: drying gas (N2) flow, 8 L min™: gas temperature,
320 °C: nebulizer pressure 350 psi: capillary voltage,
3.0 kKV: fragmentor voltage, 50-100 V (depending on ana-
Ivte):; collision energy., 2-30 eV (depending on analyte):
dwell time, 50 ms. All the samples were analysed in two
parallel repetitions. The determined concentrations of 21
free amino acids were counted together and the result was
presented as total amino acids content.

UV-VIS experiments were carried out with both, ex-
tracts and solid samples, using a UV-VIS-NIR spectropho-
tometer Shimadzu 3600 with accessory. The experiments
with solid samples were performed in attenuated reflec-
tance mode using the Large Integrating Sphere Assembly
LISR 3100 (Shimadzu, Kyoto, Japan) employing quartz
cell enabling reflection measurements from the surface of
defined upper layer of flours samples. The reflectance
spectrum of the respective flour sample was recorded in
triplicates in the spectral range from 200 to 2500 nm and
averaged for use in the data analysis. Flours reflectance
spectra visualisation and comparison was performed using
the spectroscopic data evaluation environment of Panora-
ma 3.1 (Labcognition GmbH & Co. KG) enabling the mul-
tivariate transformation of spectra by the method of princi-
pal component factoring (PCF). Before the PCF all the
spectra were smoothed by the Savitzky-Golay method to
remove baseline shifts and superimposed peaks and nor-
malised by data scaling and centering techniques. Radical-
scavenging activity of solid samples was characterized by
UV-VIS, employing the modified Quencher method". The
content of total polyphenols (TPC) expressed as Gallic
acid equivalents™ and of flavonoids (TFC) expressed as
Rutine equivalents was determined in the extracts. Besides
that. radical-scavenging activities of extracts were evaluat-
ed using the solution of 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
('DPPH) free radical and 2.2 -azino-bis(3-ethylbenz-
thiazoline-6-sulfonic acid) cation-radical (ABTS™), re-
spectively'. All the experiments were performed in dupli-
cates.

The entire EPR experiments were performed in dupli-
cates, using a portable X-band EPR spectrometer e-scan
(Bruker Biospin, GmbH. Karlsruhe, Germany) with acces-
sory. The ability of flour extracts to terminate DPPH and
ABTS" radicals was evaluated. The ABTS™/'DPPH radi-
cal-scavenging activities were expressed as Trolox equiva-
lents (TEAC azts-/-peprs) .

Multivariate statistical methods were used to distin-
guish the samples according to selected characteristic, i.e..
origin, way of production, varietal composition, way of
technological processing. employing methods of principal
component analysis, principal component factoring, ca-
nonical, and k™ neighbour discriminant analysis and classi-
fication. These calculation were performed by means of
Unistat®.1 (Unistat, London, United Kingdom) statistical
software, taking into consideration all the experimental
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data obtained from HPLC-MS, AAS, UV-VIS and EPR
experiments. The recognizability of discriminant model
was determined as the percentage of the correctly classi-
fied samples in the training data set. The prediction ability
was tested, as the percentage of the samples cormrectly clas-
sified in the leave-multiple-out cross-validation ap-
proach®.

Results and discussion

As the basic parameters of the studied flour samples,
ash and dry matter content were determined. Results ob-
tained indicated. that there is not a clear difference be-
tween the samples following neither from their origin, way
of production, nor varietal composition, as the results
within the common groups are statistically distributed.

Regarding the total nitrogen content, it is obvious that
samples from Hungary reveal in average its slightly higher
contents than the Slovak ones. exception for some case,
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where practically either none or only statistically negligi-
ble differences were found. There is also not clear relation-
ship between the nitrogen content and the varietal compo-
sition of flours, the same for the way of production. For
the later mentioned, with respect to presupposed much
more intensive fertilization in conventional farming, one
could expect at least slightly higher content of nitrogen.
but this expectation was not supported by the results. Re-
sults presented in Table III also indicate that there exist
some relationship between the amino acids content and the
way of sample processing (grinding), which is most proba-
bly the result of modified extraction ability of amino acids
from respective flours in dependence on the degree of
grain micronization. Practically the same. unambiguous
trends and relationships were obtained also for other eva-
Inated parameters of flours and their extracts, as was also
observed for the results of Quencher assay, content of
polyphenols or flavonoids.

Table III
Averaged results (meanz SD, n=2) of some characteristics of solid flour samples and their extracts in 50% EtOH (v/v)
D Ash Dry matter [%] Total nitrogen Total AA content  Quencher TPC TEC
[24] content [%o] [mg kg’l] [mg kg’lj [mg kg'l] [mg kg_l]
F1 1.9+0.0 89.2+0.0 1.8=0.1 919.3=0.9 11.3=1.0 1433.2£16.6 310.3=43.2
F2 1.6+0.0 89.2+0.0 2.3+0.1 1473.6+5.3 12.7+2.3 1734.7£70.4 163.8+2.5
F3 1.9+0.4 89.4+0.1 2.3=0.1 1448.1+3.5 11.8+14 1719.2+£55.6 185.8+3.8
F4 0.8£0.0 89.0£0.0 2.3=0.1 989.0+6.5 10.8£2.0 1548.2+£51.2 560.9£19.3
F5 1.9+0.0 88.7+0.1 1.9+0.1 1273.1+8.5 14.2+1.7 1580.6+29.5 127.5+1.8
F6 0.6£0.4 88.5x0.1 1.6=0.1 503.0£6.7 8.3+3.1 1492.7+3.7 441.529.6
F7 0.4£0.0 89.4£0.0 1.7=0.1 482.4=8.0 8.0£1.7 1273.5£55.2 294.7£15.7
F8 0.5£0.0 88.5£0.0 1.7=0.1 526.9£2.9 10.9+2.4 1330.0+£394 182.5+6.1
Fo 1.6£0.0 89.4£0.1 1.3=0.1 2173.9£1.3 11.0£1.3 1376.3£3.4 432.9£6.6
F10 1.7£0.0 89.5£0.3 1.6=0.1 2488.8£12.8 14.6+0.2 1395.6£15.6 558.5=4.4
Fl1l 1.9£0.0 89.0+0.1 1.2=0.1 1736.2+£28.5 12.9£0.9 1677.5£71.2 480.9+15.9
F12 0.7£0.0 88.2£0.8 0.8=0.0 1168.9£7.5 10.2+1.2 833.1x12.9 417.0£4.3
Fl13 1.6£0.0 89.2+0.0 1.320.1 1733.9£32 13.2+1.6 1328.3+81.3 770.5£12.1
Fl14 2.1£0.0 89.7+0.1 2.3=0.1 1495.8+30.7 12.4+2.0 1825.8+221.4  271.8+£37.8
F15 2.2+0.0 89.8£0.0 2.6=0.1 1488.1=5.9 13.9£3.1 1964.9+427.5  214.8£25.7
F16 2.1£0.0 89.8+£0.0 2.6=0.1 1428.9+18.2 12.0+3.2 1569.8+3.5 182.7£0.6
F17 1.0+0.0 89.3£0.0 2.4+0.1 818.6+2.1 9.5+3.4 1392.3+0.8 114.9+13.4
F18 2.5£0.0 90.3£0.0 2.2=0.1 1521.9+194 12.1£3.3 1411.5£74.6 274.9+6.9
F19 1.1£0.0 89.4£0.0 2.3=0.1 1002.2£6.6 13.0£3.2 1390.9+44.4 143.5=14.8
F20 1.4+0.0 89.8+0.0 2.1+0.1 1263.5+£38.9 9.6+2.0 1433.0+54.6 129.8+4.5
F21 0.8£0.0 89.7£0.0 2.1=0.1 771.0=6.6 10.8+0.1 1339.3+64.5 187.8+6.7
F22 2.1£0.0 90.1£0.1 2.2=0.1 1379.1£17.3 12.8+1.2 1728.2+£28.6 181.2=13.1
F23 1.1+0.0 88.4+0.1 1.5+0.1 810.1£7.9 10.2+1.1 1276.8426.5 143.5+3.4
F24 1.1£0.0 89.0=0.3 1.3=0.1 722.0£0.2 9.8+0.6 1110.1£57.8 95.0=6.1
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Fig. 1. Wheat, rye and spelt flours spectral reflection data
projection by principal component factoring (each point repre-
sents a reflection spectrum of sample in VIS spectral region). For
the differentiation purposes. flour samples were classified into
two sub-groups as graham (whole meal) and white (the rest)

Correlation matrix of all determined characteristics
(data not presented) indicates moderate correlations of
majority of determined characteristics, revealing R? values
within the range of <0.4-0.6>; however, in some cases,
strong correlations were confirmed e.g. between the total
amino acids content and TEAC values evaluated both from
UV-VIS and EPR measurements with ABTS™ and "DPPH
radicals.

However, considering the results of all methods
and assays used, it can be concluded, that any single ana-
lytical method or their combination and/or simple mutual
correlation do not offer an unambiguous answer on the
topics of the similarities/differences between the samples
from their origin, way of production, processing or varietal
composition points of view. Thus, multivariate statistical
analysis was employed to find the similarities and difte-
rences within the group of samples of common character-
1stics and between the individual groups and to perform
the differentiation and classification of individual flour
samples.

By the method of principal component factoring
(PCF), the whole UV-VIS-NIR reflection spectra were

Table IV
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processed. separately for respective spectral regions (UV,
Visible and NIR). While the spectra from UV and NIR
regions do not offer clear differentiation of samples into
subgroups by any of chosen criteria (origin, way of pro-
duction, varietal composition, way of grinding & pro-
cessing), this is not the case of VIS-spectra (part of complex
reflection spectra recorded in the spectral range 330-780
nm). As is clearly indicated on Fig. 1. from the UV-VIS-
NIR reflection measurements of flours the data obtained in
the visible spectral range, it is possible to differentiate the
wheat flours according to way of grinding. From practical
reasons, samples were classified only into two sub-groups
— one for whole meal flours (labelled as graham) and the
2% for the remaining samples (refer to Table II for further
details).

Very promusing results offered the processing of the
entire group of experimental characteristics by the me-
thods of principal component analysis, canonical discrimi-
nation analysis and k™ nearest neighbour classification.
Principle component analysis was able to explain in all
studied cases the variability of the dataset by 78 % and
83 9% of the variability of the dataset (taking into consider-
ation the cumulative % of variance of first 3 and 4 princi-
pal components. respectively). Eigenvalues indicates that
in the differentiation by PCA, very important role have the
total nitrogen content. content of amino acids and total
polyphenols. The other characteristics contributed to prin-
cipal components construction by various. but usually
lower significance.

CDA, in dependence on the selected discrimination
criterion, possessed very high recognition scores, reflect-
ing the successfulness of the discrimination of the samples
into respective groups on the basis of their experimental
characteristics, as clearly indicated in Table IV. The low-
est recognition was obtained in classification of samples
according the way of production (farming), in which 3
organically and 1 conventionally produced sample were
misclassified. As regards the importance of individual
characteristics for the discrimination, it should be noted
here that it vary with the selected criterion, however, im-
portant role of individual minerals and trace elements,
followed by TPC/TFC and last but not least, individual

Results of canonical discrimination analysis, k™ nearest neighbour classification and prediction tests by means of CDA, of
flour samples under study and their extracts according to various discrimination parameters. The whole dataset of experi-
mental characteristics was taken for the discrimination and classification. Results are expressed as % of correctly classified

samples
Method Origin [%] Way of farming Varietal Technological processing
[%0] composition [%o] (grinding) [%e]

Canonical discrimination 95.8 91.7 100 95.8
K™ nearest nei ghbour k=1 100 100 100 100

k=2 95.8 100 100 95.8
Prediction ability by CDA 92.9 97.7 100 97.7
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Fig. 2. Plot of factors (Varimax rotation) indicating the im-
portance of individual experimental characteristics of flour
samples and their extracts for the purposes of samples differ-
entiation according to chosen criteria

characteristics of antioxidant properties. Similar results
give also processing of the data by the principal compo-
nent factoring in varimax rotation. As follows from the
plot of factors depicted on Fig. 2. 4 vectors are lying in
different sectors of the plot than those of rest of the group,
corresponding to the content of nitrogen. total flavonoid
content, as well as sodium content and ABTS™ radical-
scavenging ability assessed by UV-VIS.

Prediction ability is one of the most important charac-
teristics of the classification model/procedure, reflecting
the ability of the statistical model to correctly classify the
unknown samples (samples of unknown affiliation), just
on the basis of comparison of its characteristics with those
of already classified samples. For the purposes of this
study. the prediction ability was tested by CDA in leave-
multiple-out approach, assigning in turn up to 20 % of the
samples as unknown. Percentage of correctly predicted
samples reached in each cases high value, as indicated in
Table II, the lowest in prediction of sample origin and the
highest in the prediction of sample varietal composition.

Conclusion

The spectral characteristics of 24 commercial flour
samples and their extracts in 50% EtOH were studied by
UV-VIS-NIR, EPR. AAS and HPLC-MS methods. in or-
der to assess the influence of several factors, i.e.. origin of
sample, growing conditions, varietal composition and
technological processing on their properties. As follows
from the results, besides the antioxidant properties, the
content of minerals and trace elements. but also the total
nitrogen and amino acids content is significantly influ-
enced by the above-mentioned conditions. Additional ex-
periments with samples of identical origin but various
growing conditions are in progress, in order to specify the
most proper conditions for grain production and pro-
cessing, from functional components content and health-
beneficial properties maintenance points of view.
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Effect of light conditions on physico-chemical properties
of pineapple juice with addition of small pineapple pieces
during storage

BLANKA TOBOLKOVA - JAN DUREC - ELENA BELAJOVA — MARIA MIHALIKOVA —
MARTIN POLOVKA — MILAN SUHAJ - LUBOMIR DASKO - PETER SIMKO

Summary

Antioxidant status, ascorbic acid concentration, 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) formation and total colour
changes in a pineapple juice with the addition of small pieces of pineapple stored up to 26 weeks at 7 "C at different
light conditions (darkness. day light) were characterized. Ascorbic acid losses reached after 26 weeks approximately
23% (day light) and 37% (darkness) of the original concentration. These trends were confirmed also by comparison of
kinetic constant values. The impact of light and time on HMF formation was negligible, when maximum concentration
of HMF at a level of 2 mg-l-! was found. Slight decrease of total polyphenolic compounds concentration without respect
on storing conditions was noticed, with minimum after 8 weeks of storage. Decomposition of sample components and
the formation of low-molecular weight phenolic fractions are supposed. Gradual decrease of antioxidant capacity of the
Juice was also noticed. more apparent for the samples stored at day light with fluctuations caused by samples hetero-
genity and metal ions content. Juice yellowness was most significantly influenced by the processing and storage under
given conditions, change of which was the most intensive during 4th week of the storage. Long-term storage for up to
26 weeks resulted in a significantly increased yellowness for both storage variants.

Keywords
pineapple juice with pieces: storage: electron paramagnetic resonance: ultraviolet—visible spectroscopy: ascorbic acid:
5-hydroxymethyl-2-furaldehyde; polyphenols; colour

Pineapple (4nanas cosmosus) belongs to tropi-
cal and sub-tropical fruits native to Central and
South America, which have, in general, unique
flavours, being also excellent sources of vitamins,
minerals, phytonutrients and also polyphenols
revealing thus also a substantial antioxidant ac-
tivity. As known, pineapple is one of the lowest-
caloric fruits and a valuable source of ascorbic
acid. Ripped and matured pineapple flesh con-
tains on average about 85% water, 0.7% ciftric

acid, and saccharides at a level of approximately
14 °Brix, with pH 3.4. Dominant saccharides are
saccharose (6.5-7%), glucose (1.7%) and fruc-
tose (2.2%). It is also a rich source of various or-
ganic and inorganic acids, such as malic, oxalic
and phosphoric acid. Fresh pineapple juice con-
tains suspended solids (112-162 g-kgl), fructose
(17.2-47.5 g'I-1), glucose (12.1-45.2 g-I-1) and sac-
charose (24.5-97.3 g'I'1), with total acidity (report-
ed as citric acid) 4.6-12.1 g-I'1.
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As mentioned above, pineapple is a rich
source of vitamins, especially of ascorbic acid,
content of which may vary between 360 mg-kg!
and 500 mgkg! of fruit, depending on pineap-
ple variety [1]. Its content may differ even within
the same species [2]. Ascorbic acid is the most un-
stable vitamin, being also extremely heat-sensitive
and oxygen-labile nutrient [3], readily oxidized by
many non-enzymatic processes. Maintaining its
original concentration in fruit juices during their
processing or storage is, in general, complicated
by many factors contributing to its decomposition
(e.g., pH, oxygen presence, metal ions, reducing
agents, light conditions, storage temperature, en-
zyme activity) [4, 5]. In bottled juice, it is mostly
decomposed due to the progressive oxidation in-
duced by residual oxygen in the head space, aero-
bic decomposition, and/or the effect of light [6].

Complex characterization of the properties of
fruit juices comprises also the characterization of
their antioxidant status, or their changes during
the processing and/or storage. Although the in-
formation on antioxidant and radical-scavenging
properties of many kinds of fruits and vegetables
are published, the information on pineapple, or
pineapple juice, is limited. Also, the information
on composition changes (in polyphenols and/or
organic acids) and subsequently, changes in anti-
oxidant activity upon the various treatments, stor-
ing conditions or sterilization techniques are prac-
tically missing. Only scarce relevant information
on antioxidant properties of some fruits and vege-
tables in shots and their changes upon the storage
conditions at different concentrations evaluated
either by electron paramagnetic resonance (EPR)
or ultraviolet-visible (UV-VIS) spectroscopy are
available [7]. In this context, no studies have dealt
with the storage quality of thermally pasteurized
pineapple juice with small pieces of fruit in terms
of their antioxidant activity changes, changes in to-
tal polyphenols or colour characteristics induced
by storage at different thermal and light condi-
tions, although these changes can be supposed
(taking into account quite well described compo-
sition of other fruit juices and limited stability of
their components) [8-12].

Besides the vitamins and antioxidant content,
for the consumer safety it is important to monitor
also either the concentration of compounds with
potential toxicity, or their formation during the
declared shelf life of any food products including
fruit juices. One of the most frequently monitored
compounds in fruit juice is 5-hydroxymethyl-2-
furaldehyde (HMF). In general, it is not naturally
present in foodstuffs but it is being formed by the
degradation of hexoses undergoing the transfor-
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mation to fructose, which is prone to form HME,
in particular in the presence of organic acids.
Usually, transformation of fructose into HMF is
accelerated by elevated temperature and certain
type of acids in the solution. The lower is the pK;
value (negative logarithm of the acid dissocia-
tion constant) of the present acid and the higher
the temperature, the higher is the yield of HMF
formed from fructose [13]. By metabolic processes,
HMF may be transformed to allylic sulphuric acid
esters, which are supposed to be the ultimate me-
tabolite in toxification of the parent compound
in vivo, i.e. HMF as non-toxic compound trans-
forms in the presence of specific chemical sub-
stances into a toxic compound. Strong mutagenic-
ity of sulphuric acid esters was confirmed [14]. In
spite of fact that the toxic effect of HMF on hu-
man health has not been confirmed, HMF con-
cenfration is already regulated in honey [15] and
it is considered also as one of the qualitative pa-
rameters for fruit juices [16, 17]; for apple juice, its
limit was set to 20 mg-l-! and for orange juice to
10 mg'I-1 [18].

New trends in pineapple juice market have
led to the development of a new type of product,
which is based on the addition of fruit pulp/fibres
[19] or enrichment of juice by discrete fruit pieces
to satisfy current consumer demands. As clearly
follows from the above-presented data, the infor-
mation on stability of flesh pineapple juice and
its stability upon different storage conditions are
limited. Moreover, there is hardly any information
about the changes in physico-chemical parameters
of pineapple juices, in particular of those with ad-
dition of small pineapple pieces.

Therefore, the aim of this work was to study
the changes in ascorbic acid concentration, total
polyphenolic compounds concentration, antioxi-
dant activity and related colour changes and the
process of HMF formation in the juice with small
pieces of fruit during the storage at 7 °C under
the different light conditions, i.e. stored in dark-
ness in tight bottles or under the conditions that
simulated the day light exposure. High-perform-
ance liquid chromatography (HPLC) was used for
HMEF determination [17, 20] and also for the study
of changes in ascorbic acid concentration. Antioxi-
dant status as well as changes in the concentration
of polyphenols or colour changes were monitored
by EPR and UV-VIS spectroscopy, respectively.
This study is a part of a complex proceeding re-
search focused on the influence of modification of
production practices on selected physico-chemical
parameters of fresh juices.
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MATERIALS AND METHODS

The samples of pineapple juice with small
pieces of pineapple fruit were provided by
McCarter Company (Dunajskd Streda, Slovakia).
The company imports both pineapple juice and
pineapple pieces (diameter of approx. 3mm)
in frozen state from suppliers operating in
Costa Rica. After defrosting, juice and pieces are
mixed together and immediately thermally treated
by pasteurization up to 95 °C during 20 s. Then,
the product is filled aseptically into the polyvethyl-
ene terephthalate (PET) bottles with the volume
of 200ml. After the production, the samples of the
same batch were split into 3 sub-groups, reference
samples were delivered immediately into the labo-
ratory and the remaining 2 groups, in a number of
bottles corresponding to the chosen experimental
setup multiplied by 2 (as due to replications), were
stored at 7 °C under the different light conditions.
One group was stored in the darkness in a closed
box with temperature regulation, while the other
was stored under the conditions that simulated
the day light exposure. Samples from both these
groups were delivered for analyses in regular time
intervals during subsequent 26 weeks. Altogether,
approx. 200 bottles of pineapple juices underwent
the analysis described bellow. The temperature of
7 °C was chosen in order to simulate the storage
conditions recommended by juice producer.

Chemlcals

All chemicals used in HPLC experiments were
of analytical or HPLC purity. For ascorbic acid
determination, ascorbic acid (99% purity, Fluka
Chemie, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) was
used as external standard to generate a calibration
curve. Ortho-phosphoric acid (85% purity, Lache-
ma, Brno, Czech Republic) was used for prepa-
ration of mobile phase. For the determination of
5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF), HMF
standard (99% < purity), phosphoric acid, metha-
nol and acetonitrile — all of gradient purity grade
(Sigma-Aldrich), were used. In EPR and UV-VIS
experiments, 2,2-azino-bis(3-ethylbenthiazoline-
6-sulfonic acid) salt (ABTS, Polysciences,
Warrington, Pennsylvania, USA); 4-hydroxy-
2,2,0,0-tetramethylpiperidine-N-oxyl  (Tempol),
Folin-Ciocalteu's phenol reagent, gallic acid of
analytical grade purity (Sigma Aldrich); K2520s
(Merck, Darmstadt, Germany), and sodium car-
bonate (Lachema) were used. In all experiments,
water of HPLC grade purity freshly prepared in
the laboratory (Rodem 6; Ecotest, Zemné, Slo-
vakia) with an average resistance of 18.5 MQ was
utilized.
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Ascorblc acld determination

Sample preparation

The samples were prepared immediately prior
to analysis in a way avoiding losses of ascorbic acid
due to the light and air oxygen exposure. Just be-
fore the analysis, juices were diluted tenfold and
twenty-fold for two concentration levels, and sub-
sequently filtered through a 0.45 um syringe filter.

Experimental setup

Ascorbic acid concentration was determined by
a HPLC-DAD chromatograph Agilent 1100 (Agi-
lent Technologies, Waldbron, Germany) equipped
with quaternary pump, degasser, column thermo-
stat and autosampler. The analytical column Zor-
bax SB-CI18, 250mm x 4.6mm with the sorbent
particle size 5 pwm, and the precolumn Zorbax
SB-C18, 12.5mm x 4.6mm with the same particle
size (Agilent Technologies) were used. The mobile
phase of 0.01 mol'l-! phosphoric acid in deionized
water was pumped at a flow rate of 0.7 ml-min-.
The sample was injected in 50 ul volume. The
analysis was performed at ambient temperature.
For the detection, diode array detector set at
240 nm was used. The identification was based on
the retention time evaluation and on the compari-
son of UV-spectra (spectral range, 210-360 nm)
of the respective sample and pure standard. For
the purposes of calibration, the linear regression
diagnostics was carried out by the Excel soft-
ware (Microsoft Office XP, Microsoft, Redmond,
Washington, USA).

Method validation

For the validation of the described method,
detection and quantification limit (1.4 mgl-! and
1.8 mgl-l, respectively), linearity range (from
1.80 mgl!l to 60 mgll), precision, and accu-
racy were assessed. The precision was evaluated
as intra-day repeatability (» = 8) using control
standard solution of ascorbic acid (concentra-
tion 60 mgl-! and 3 mgll). The obtained rela-
tive standard deviation (RSD) was 2.7% and
36.0%, respectively. Accuracy of the method was
confirmed by the addition of a known amount of
ascorbic acid to a juice sample that resulted in
84-90% recovery. In general, the accuracy tended
to be worsening when the lower concentrations
of ascorbic acid in pineapple juice were analysed.
The calibration measurements were carried out
with standard solutions of ascorbic acid, which
covered six points linear range (from 0.725 mg-1-1
to 60.0 mgll), providing the correlation coeffi-
cient of R2 = 0.99978.
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Tab. 1. HPLC gradient separation conditions (mobile
phase composition) used for HMF determination.

. Volume of component in mobile phase [%)]
Time
[min] | Methanol (.01 mvg\c-‘lt'?rHsPDq) Acetonitrile
0 0 100 0
1.5 2 a5 3
21 2 a5 3
3 8 86 6
11 8 86 6
115 94 0 6
20 94 0 6
201 2 95 3
30 2 a5 3

HMF determination

Sample preparation

Juice sample was filtered through the folded
filtration paper (diameter, 185mm; Whatman
Grade 004; Sigma Aldrich) and subsequently uti-
lized.

Experimental setup

The instrument HPLC-PDA Agilent 1200
(Agilent Technologies) equipped with quater-
nary gradient pump at a flow rate of 0.8 ml'min-!,
autosampler and photo-diode detector set to
280 nm was used for separation and quantification
of HMF in pineapple juice. Separation was per-
formed on C18 SB column (Agilent Technologies),
particle size S5um, 250 x 4.6mm. Triple gradient
elution was used, as indicated in Tab. 1.

HMF standard for external calibration was di-
luted in water and stored at 4 °C. Limit of detec-
tion of the applied procedure was 0.4 mg-1-! and
limit of quantification was 1.2 mg-1-l. Uncertainty
at a concentration level of 1.61 mgl-! reached =
0.3 mg-1-1 [21].

EPR and UV-VIS measurements

Sample preparation

Immediately prior to the experiments, solid
matters of pineapple juices were separated using
a laboratory centrifuge (SciQuip, London, Unit-
ed Kingdom) at 10000xg at 5 °C (EPR measure-
ments) or 20 °C (UV-VIS measurements) during
10 min. Supernatants were stored at 7 °C in dark-
ness between the experiments.

The entire EPR experiments were performed
in duplicates, using a portable X-band EPR spec-
trometer e-scan (Bruker Biospin, Karlsruhe, Ger-
many) with accessory. The ability of pineapple
juice samples to terminate ABTS*+ and Tempol
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free radicals was examined. The spectra were
evaluated and ABTS'* radical-scavenging ac-
tivities were expressed as 6-hydroxy-2,5,7.8-tetra-
methylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) equiva-
lents (TEACaBTs*+) as previously described by
Porovka et al. [22]. In case of Tempol assay, the
results were recalculated to ascorbic acid equiva-
lents (AAE), using the calibration curve of the
standard solutions of ascorbic acid, and expressed
in millimoles of ascorbic acid per litre.

All the UV-VIS experiments were carried out
using UV-VIS-NIR spectrophotometer Shimadzu
3600 (Shimadzu, Tokyo, Japan) with accessory.
The measurements were performed in duplicates,
using the following setup: spectral range, 380 nm
to 780 nm; sampling interval, 2 nm; slit width,
0.1 nm; in the quartz cell 100-QS-Suprasil (Hell-
ma, Sigma Aldrich; optical path, 1 cm) against
distilled water as a blank. Total polyphenolic com-
pounds (TPC) concentration was estimated by Fo-
lin-Ciocalteu modified method, using a standard
solution of gallic acid for calibration curve con-
struction. Results were expressed as gallic acid
equivalent (GAE) per litre [22].

Colour changes evaluation

Colour model CIE L*a*b* determined by CIE
(Commission Internationale de I'Eclairage) classi-
fies colour of any object in three dimensions; L*,
indicating lightness from 0 (black) to 100 (white);
coordinates ¢* and b* represent greenness (—a*),
redness (+a*). blueness (-b*) and yellowness
(+b%), respectively. Their calculations were per-
formed directly from the measured UV-VIS spec-
tra by means of ColourLite Panorama Shimadzu
software (LabCognition Analytical Software,
Koéln, Germany) using the D65 day light illumi-
nant and 10° standard observer angle.

CIE L*a*b* values were used to calculate total
colour difference according to the formula:

AE = (AL *Y +(8a* +(ab (1)

expressing the magnitude of difference between
the initial (reference) and stored pineapple juice
samples [23]. The obtained colour differences
were subsequently classified analytically as not no-
ticeable (0 to 0.5), slightly noticeable (0.5 to 1.5),
noticeable (1.5 to 3.0), well visible (3.0 to 0.0), and
great (6.0 to 12.0) [24].

Statlstlcal analysls

Measurements were performed in two repli-
cations with 2 repetitions each (thus » = 2) if not
specified otherwise. The data obtained by indi-
vidual methods/assays were statistically compared
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on the basis of means, taking into account the
values of standard deviations. Scientist software
(MicroMath, St. Louis, Missouri, USA) was uli-
lized for kinetic parameters calculation of ascorbic
acid degradation.

RESULTS AND DISCUSSION

Ascorblc acld

In order to evaluate the changes in ascorbic
acid concentration resulting from different light
conditions of storage at 7 °C, pineapple juice was
analysed in approx. two-week time intervals. As
expected, the presence or absence of the light
represented the principal factor significantly af-
fecting the stability of ascorbic acid. Fig. 1 shows
a gradual decrease of ascorbic acid concentration
during the monitored time of storage. In accord-
ance with expectations, concentration of ascorbic
acid gradually decreased with the time of storage
in dependence on light conditions. It is apparent
that under the given experimental conditions, juice
stored in darkness exhibited lower deviations in
ascorbic acid concentration levels within the tested
juice batch. Also, the dynamics of its decomposi-
tion was lower than that of samples exposed to the
day light. Such behaviour was previously observed
also for other types of fruit juices [4].

As also follows from the results (taking into
account their trend lines), at the end of the moni-
tored period, i.e., after 26 weeks, ascorbic acid
concentration fell to 20% (day light) and 25%
(darkness) of its original concentration.

It should be noted here, that when the decrease
of ascorbic acid concentration at the end of juices
shelf life declared by the producer (16 weeks) and
at the end of the storage period (26 weeks) were
contemplated, the respective differences following
from different storage conditions reached approx.
50% and 59% for samples stored at day light and
in darkness, respectively.

The observed decrease in ascorbic acid concen-
trations in juice stored at different light conditions
were evaluated also by fitting the experimental
data to the model of Ist order kinetic equation in
the integral shape

¢ =g exp(—kt) (2)

where ¢;=0 and ¢; represent an original concentra-
tion of ascorbic acid (+ = 0) and the concentration
at chosen time ¢ of storage, respectively. k is the
formal Ist-order rate constant of ascorbic acid deg-
radation expressed as reciprocal day.

The calculated values of I1st-order rate
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Flg. 1. Effect of storage time on ascorbic acid con-
centration in pineapple juice stored in darkness and
at day light conditions.

Lines represent ths fit of experimental valuss to the model of
1storder kinstics.

constant of ascorbic acid degradation for
juice samples stored in darkness reached
(0.0077 £ 0.0006) d-! and for those stored at day
light (0.0091 £0.0009) d-l. When compared on
absolute basis, it is apparent that the difference
between the respective rate constants achieved
approx. 16%.

The findings are in good agreement with
some previously published data. SHaw et al. [25]
assumed for citrus juice that, if the retention of
their initial ascorbic acid concentration decreased
to approx. 50%, it might indicate the end of their
shelf life. In this context, CHIA et al. [26] proved
that, in pineapple juice pasteurized at 80 °C for
10 min and then stored at a temperature of 4 °C
for 13 weeks, ascorbic acid concentration fell
down to 50% after 8 weeks. As follows from the
presented results, the initial concentration of
ascorbic acid in pineapple juice before storage,
ie. (298+14) mgl! (100%), decreased to 50%
after 10 and 13 weeks of storage at day light and in
darkness, respectively.

The effect of juice thermal processing on
ascorbic acid concentration is widely known. The
rate of its decomposition is also influenced by the
form, into which the respective fruit is processed.
UCcKIAH et al. [27] pointed out that, after thermal
processing of three pineapple products (juice,
jam and sorbet) and their storage at 8 °C within
nine days, the highest decomposition of ascorbic
acid was noticed in pineapple juice, with a loss of
38.5% immediately after the processing and with
continuous losses of approx. 0.6 mg per day during
the storage period.
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Tab. 2. Effects of storage and light conditions on the formation of HMF
in pineapple juice with small pineapple pieces.

Time of storage [week] 0 2 4 8 12 14 16 18 20 26
HMF concentration | Darkness 09 0.6 1.1 1.6* 1.2 1.5 21 1.1 2.3 2.0
[mg-] Day light | 0.9 0.8 1.6* 1.6* 1.3 1.4 1.8 1.1 24 1.9

* — uncertainty at a concentration level of 1.61 mg-l! was = 0.3 mg-I-1.

HMF formation

Concentration of HMF was determined in
pineapple juice stored under the described condi-
tions, and its formation was found to be influenced
mostly by the presence of hexoses, environmental
conditions and the concentration of organic acids
and/or final acidity. The determined concentra-
tions of HMF in pineapple juice are presented in
Tab. 2.

Very low concentration of HMF in the begin-
ning of experiments confirmed just reasonable
pasteurization process, which was also reflected
by a very slight increase in the concentration of
HMF in juice stored at 7 °C during the long time
period of up to 26 weeks. The impact of light at
this temperature of storage on HMF formation
could be neglected as statistically non-significant
(p = 0.8003). In view of the high saccharides con-
tent of pineapple juice, as well as the above men-
tioned crucial impact of organic acids on HMF
formation, the results confirmed correct tech-
nological procedures including pasteurization.
Storage temperature could not be underestimated
as well, as the elevated temperature could influ-
ence transformation of hexoses to fructose or sup-
port Maillard reactions progress leading to the
generation of acids with lower pK, values. Taking
into account all these factors, the chosen storage
temperature of 7 °C and also the exposure of sam-

ples to day light/darkness were safe from the point
of view of HMF formation in pineapple juice with
small pineapple pieces.

Antloxldant characterlstics monltored
by EPR and UV-VIS

Results of all experimental characteristics de-
termined by EPR and UV-VIS spectroscopy and
their changes in pineapple juice stored at constant
temperature and different light conditions are
summarized in Tab. 3.

Regarding the changes in TPC concentra-
tion, it is obvious that without respect to storage
conditions, their concentration in juice slightly
decreased during storage until reaching a mini-
mum after 8 weeks in both cases. Subsequently,
their concentration increased and reached values
almost as high as in the respective reference sam-
ples. The changes in TPC concentration were, in
accordance with expectations, much more sig-
nificant for samples stored under day light. Not
enough information is available on pineapple juice
to properly discuss all the observed phenomena.
For orange juice, a gradual decay in TPC concen-
tration of fresh juice resulting from storage, ac-
celerated by the increased temperature, was pro-
posed [28]. On the basis of our results, we can only
suppose that, as a result of storage, decomposition
occured, during which the low-molecular-weight

Tab. 3. Antioxidant characteristics of pineapple juice with small pineapple pieces stored at constant temperature
(T = 7 °C) and different light conditions, determined by UV-VIS and EPR spectroscopy.

32‘:2909* TPC [mg-1] TEACagrs*+ [mmol-1] AAE [mmol-]
[wesk] Darkness Day light Darkness Day light Darkness Day light
0 731.5+£52 731552 26=00 26x00 0.16 £0.01 0.16 £0.01
2 718.0+6.6 731.4x863 23zx00 21+0.1 017 x0.02 0.15+0.01
4 692.1£3.3 655940 1.9+£01 2.2+00 0.16 £0.01 0.15+0.01
8 613.8+£5.0 604147 20zx02 1.8+0.0 017 +£0.01 0.16 £0.01
11 641.8+81 612607 1601 19+00 0.13x0.01 0.13+0.01
14 696.7 £19.8 679.7x11.5 20=00 2.3+0.1 0.13+0.01 0.15+0.00
26 692.2+5.7 7149x3.6 1.9£0.0 1500 0.12£0.01 0.08£0.00
Values are presented as mean = standard deviation (n = 2).
TPC - total polyphenolic compounds, TEACagTs"+ — Trolox equivalents, AAE — ascorbic acid equivalents.
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phenolic compounds were formed. Another as-
pect that should be taken into account is a known
non-specificity of the Folin-Ciocalteu test, as the
reactivity of Folin-Ciocalteu reagent components
is negatively influenced by the presence of thiols,
reducing saccharides and other compounds [29].

Results of ABTS"* tests are depicted on Fig. 2.
It is obvious that upon the time of the isothermal
storage, a gradual worsening of antioxidant capa-
city of juice occured. In accordance with expecta-
tions, the decay of TEACagTs*+ values was much
more evident in juice stored under the day light,
although some fluctuations in values are obvious,
probably caused by juice inhomogeneity resulting
from the presence of fruit pieces. The observed
decrease of antioxidant capacity of the investi-
gated juice as well as effect of light conditions on
the decrease was most probably influenced also
by the presence of some trace metals, e.g. Mn, Fe
and Cu, determined by microwave plasma-atomic
emission spectrometer (data not presented).
These metals are either present naturally in fruit
juices or their presence results from the processing
(cutting, pressurization) and can actively influence
the stability of juices via their role in some pro-
oxidant processes, e.g. well known Haber-Weiss
and Fenton (or Fenton-like) reactions [30, 31].
Even their active role in photo-oxidation processes
should not be underestimated.

Tempol assay was selected because of the
known sensitive reaction/response of this stable
free radical to the presence of, in particular, ascor-
bic acid and also to other organic acids with a simi-
lar redox potential [32-34]. However, in spite of
the expectations and losses of ascorbic acid con-
centration determined by HPLC, the effect of
storage conditions on Tempol concentration was
quite ambiguous, as in both cases, slight, statisti-
cally non-significant decrease upon the time of
storage was noticed. Only at the end of the storage
period, a significant, 50% and 23% decrease in
AAE was confirmed for samples stored under day
light conditions and in darkness, respectively. The
observed effect can, on the other hand, indicate
the existence of dynamic processes in juice, lead-
ing to the formation/elimination of compounds/in-
termediates with anti- and/or pro-oxidant proper-
ties. This assumption follows also from the above
discussed trends in TPC concentration. As is also
already indicated, the homogeneity and composi-
tion of the juice could play a key role in changes of
the investigated parameters.

Colour characteristics

Colour of fruit and vegetable juices has been
traditionally used as an indicator of their physio-
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Flg. 2. Average ABTS*+ radical-scavenging ability of
pineapple juice with pineapple pieces stored at con-
stant temperature (T = 7 °C) and different light condi-
tions characterized by EPR spectroscopy expressed
as Trolox-equivalent antioxidant capacity.

Values are presented as mean =+ standard deviation (n = 2).

logical state, organoleptic and nutritional quality
during the preservation/processing treatment and
subsequent storage, as it is connected with the
perception of some characteristics that seem to be
representative of the quality of processed juices
[9]. Some authors suggest that the change in pine-
apple juice colour is influenced by both non-enzy-
matic browning and pigment destruction, and the
phenomena that occur during heating and storage
of pineapple juice can be described by a com-
bined model [35]. As indicated in the experimen-
tal part, pineapple juice under study was thermally
processed, packaged and stored at different light
conditions. All these operations could partially
affect colour characteristics of the final product.

In order to quantify the colour changes in pine-
apple juices caused either by the preparation or
their subsequent storage at a temperature of 7 °C
under the different light conditions, total colour
difference (AE) was evaluated from trichromatic
CIE L*a*b* values. The obtained AE values as
well as trichromatic parameters of pineapple juic-
es are summarized in Tab. 4.

Relatively non-significant changes in L* values
during the storage of pasteurized pineapple juice
containing the small pieces of pineapple are ap-
parent from the presented data. In opposite to
our findings, the L* value of thermally pasteur-
ized conventional pineapple or other types of fruit
juices decreased significantly upon the storage
period [26]. Slight increase of this value was ob-
served in the pasteurized orange juice as a result
of partial precipitation of the particles suspended
in juice [36]. Juice matrix with addition of small
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Tab. 4. Effects of storage of pineapple juice with small pineapple pieces at constant temperature (T = 7 °C)
and different light conditions on changes in CIE colour parameters and of colour difference.

Time of Storage conditions AE

storage Darkness Day light (darkness—

[week] L 2 e AE L 2 B AE day light)
0 97.7x0.05 | 0.05x0.02 | 478x0.32 - 97.7=0.05 | 0.05x0.02 | 478=0.34 - -
2 97.8x0.06 | -099x0.04 | 539044 | 1.08 | 97.8x0.04 | -049+0.03 | 485=0.37 | 1.01 -0.07
4 97.7x005 | -1.98x0.03 | 462 =0.37 | 0.41 | 97.8x0.06 | 249002 | 3.48=x0.24 | 1.37 +0.96
8 978006 | -1.49x005 | 557 £0.50 | 1.15 | 97.7x0.04 | -0.49x£0.04 | 637041 | 0.97 -0.18
11 97.7x003 |-1.14=0.001 | 6.20£0.28 | 0.89 | 97.6x0.02 | -049x0.02 | 6.74=0.18 | 1.56 +0.67
14 97.7+004 | 025002 | 897£0.18 | 254 | 974003 | -1.49x£0.03 | 11.6 £0.27 | 5.09 +2.55
16 97.5x0.06 | 0.49 =0.04 10.1+£025 | 3.78 | 97.6x0.05 | -0.19+£0.02 | 766+0.19 | 2.01 -1.77
17 97.7+004 | -0.04x002 | 9.07£047 | 260 | 975003 | 1.34x0.04 | 10.8x0.22 4.8 +1.58
19 978006 | -1.39+x003 | 841+033 | 243 | 974004 |-1.44+£0.001 | 11.9+£0.17 | 5.27 +1.84
26 97.7x0.05 | 099=x0.04 | 874017 | 291 | 97.7=x0.04 | -1.49x£0.002 | 9.57£0.20 | 4.92 +2.01

Values are presented as mean + standard dsviation (n = 2).

pieces of fruit showed a positive effect in main-
taining the lightness of pineapple juices during the
storage.

The values of a* and b*, or their combined
form (parameter chroma [26]), are often report-
ed as criteria for the characterization of colour
changes in fruit juices. As follows from the pre-
viously published papers, chroma parameter re-
vealed the decreasing tendency for fruit juices
treated by thermal treatment or stored at defined
conditions [26]. In pineapple juice, a slight de-
crease of @* value during the storage was observed
compared to the reference sample. Similar shift
of a* value to slightly negative direction was ob-
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Flg. 3. Dependence of average total colour difference
(AE) of pineapple juice with small pieces of pineapple
on time of storage at constant temperature (T = 7 °C)
and different light conditions.

Values are presented as mean + standard deviation (n = 2).
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served by LEE and COATES [24] and CSERHALMI
et al. [30] after thermal treatment of orange juice.
Most important changes in colour charac-
teristics of pineapple juice induced by their ther-
mal processing and/or storage were found for the
yellowness parameter b*. In good agreement with
observations of CHIA et al. [26], a slight decrease
of this value was observed during the 4th week of
storage under both light conditions (Tab. 4), but
the continuous long-term storage up to 26 weeks
after the production led to a significant increase
of b* for both storage conditions. Significantly
higher values of yellowness were found for pine-
apple juice samples stored in the day light condi-
tions in comparison to these stored in darkness.
The described changes of b* significantly affected
the values of total colour differences AL so that
during storage, its gradual increase was found for
both storage conditions, although some alterations
appeared during the storage interval, as is also ob-
vious from the data depicted on Fig. 3. As expect-
ed, the increase in AE is more intensive for juices
stored under the conditions of day light. Although
the approach is not fully appropriate in view of the
variability of the evaluated AE, calculation of total
colour differences using the linear regression data
or taking into calculation only the colour charac-
teristics determined for pineapple juice imme-
diately after its preparation and at the end of the
storage at chosen temperature, resulted in approx.
60% difference in this parameter between the
samples stored in darkness and at day light.
According to classification of colour changes
used by CSERHALMI et al [24], both pasteuri-
zation of pineapple juice with small pineap-
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ple pieces as well as the next short-term storage
during 6 weeks caused only slightly noticeable
changes (AE ~ 1.01). On the other hand, long
term storage (up to 26 weeks) induced notice-
able colour changes in the juice stored in darkness
(AE from 0.4 to 3.8), while for the juice stored at
day light, well visible differences with AE above 6
were observed. These values are practically com-
parable to those reported previously for orange
juice pasteurized and stored for 6 weeks at 2 °C
(AE = 11.35), canned strawberries after 24 weeks
of storage at ambient conditions (AE from 13 to
20) or for orange juice gently treated by high-in-
tensity pulsed electric fields technology and stored
for 6 weeks at 2 °C (AE = 9.7) [10].

CONCLUSION

Complex characterization of pineapple juices
with addition of small pieces of pineapple fruit
from the point of the losses of ascorbic acid,
changes in antioxidant status and colour percep-
tion as well as the formation of HMF resulting
from the storage at constant temperature and
different light conditions upon 26 weeks was per-
formed. This information is rather new as only
limited information on the properties of fresh
juice was available and information regarding the
juice with addition of small fruit pieces was fully
missing. Original results obtained clearly show
that sample composition, processing but also stor-
age conditions have significant effects on the juice
shelf life as well as on its quality and other proper-
ties important for decision-making process of their
potential consumers.
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Abstract

Possibilities of the application of EPR and UV-VIS spectroscopy for the purposes of differentiation and authentication of
group of 33 conventional and 25 organic Slovak wines and 12 grape musts were tested utilizing several assays including total
phenolic compounds content, thiobarbituric acid reactive substances number, ferric reducing power, ABTS™ and DPPH’,
employed both by UV-VIS and EPR. In the later, also TEMPOL radical assay and ‘OH-radical generating system was
involved in antioxidant activity tests. On the basis of spectral characteristics, successful differentiation of white and red wine
samples was achieved according to the way of production by means of canonical discrimination, reaching 97.4% and 94.7%
correctness, respectively. The prediction ability proved 97.2 and 90% correctly classified samples, respectively. Also k™
nearest neighbor classification of white and red wines according to the way of production possessed very promising results
(100% for k=1, 87.2%/84.2% for k=2 and 92.3%/73.7% for k=3). Successful differentiation was also obtained for grape
musts, reaching in all assays more than 80% correctness.

Highlights
e  EPR for the first time applied for wines differentiation according to the way of production
e  Unique combination of EPR,UV-VIS and multivariate statistics for wine classification
e High classification correctness on the basis of spectral characteristics

Key words
Organic wines; conventional wines; grape musts; differentiation; EPR spectroscopy; UV-VIS spectroscopy; multivariate
statistics.

1. Introduction

Organic farming practices are of growing interests of both scientific community and consumers, as the result of
consumers’ demands on high-quality product from microbiological, nutritional and health-beneficial points of view
(Dangour, Dodhia, Hayter, Allen, Lock, & Uauy, 2009; Lairon, 2011; Matt, Rembiatkowska, Luik, Peetsmann, & Pehme,
2011; Stolz, Stolze, Hamm, Janssen, & Ruto, 2011). Quite widely spread sector of organic agriculture represents viticulture,
with its primary aim to improve the wine quality including the development of intensive and balanced flavor (Gladstones,
2011; Rombough, 2002).

It is widely accepted that grape berries and wines offer many health benefits and pharmacological effects, at the
same time slowing down the progress of some neurological degenerative disorders. These effects have been traditionally
attributed especially to the content of polyphenolic compounds (e.g., resveratrol, catechin or anthocyanins), revealing also
biological effects including antioxidant activity (Basli, Soulet, Chaher, Mérillon, Chibane, Monti, et al., 2012; Ebrahimi &
Schluesener, 2012; Ferndndez-Mar, Mateos, Garcia-Parrilla, Puertas, & Cantos-Villar, 2012; Li, Gong, Dong, & Shi, 2012).
The quantities and composition of phenolic compounds vary with varietal differences, level of ripening of grape berries,
geographical region of origin or growing conditions. Last but not least, the differences in winemaking practices may
represent also determining factor in modulation of polyphenols composition (Basli, et al., 2012; Callejona, Clavijob,
Ortigueirac, Troncosoa, Panequeb, & Morales, 2010; Kontoudakis, Esteruelas, Fort, Canals, & de Freitas, 2011; Mulero,
Pardo, & Zafrilla, 2009; Mulero, Zafrilla, Cayuela, Martinez-Cachd, & Pardo, 2011; Pérez-Magarifio & Gonzalez-San José,
2006; Villaino, Fernandez-Pachén, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2006).

Although the factors affecting polyphenolic composition of wine have been discussed in numerous papers, there are
only few studies focused on how organic cultivation practices influence the phenolics composition and total antioxidant
activity of grapes and related products, including wines and musts. Most of the published data confirmed that both organic
grapes and wines possessed higher antioxidant activity than their conventional counterparts, and this activity positively
correlate with total polyphenols content (Bunea, Pop, Babes, Matea, Dulf, & Bunea, 2012; Dani, Oliboni, Vanderlinde,
Bonatto, Salvador, & Henriques, 2007; Machado, dos Santos Montagner, Boligon, Athayde, da Rocha, Lera, et al., 2011;
Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2009; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2010; Vréek, Boji¢, Zuntar, Menda$, & Medi¢-Sari¢, 2011;
Yildirim, Akgay, Giiveng, Altundisli, & S6zmen, 2005). On the other hand, also negative correlation between these two
parameters was confirmed by Corrales et al. (Corrales, Fernandez, Pinto, Butz, Franz, Schuele, et al., 2010). Some authors
pointed that organic grapes and wines were characterized by higher anthocyanins and resveratrol contents (Dani, Oliboni,
Vanderlinde, Bonatto, Salvador, & Henriques, 2007; Machado, et al., 2011; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2010; Vréek, Boji¢,
Zuntar, Mendag, & Medié-Sari¢, 2011), while organic grape juices exhibited the lower caloric and carbohydrates value, but
the higher ascorbic acid content as compared to conventional juices (Dani, Oliboni, Vanderlinde, Bonatto, Salvador, &
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Henriques, 2007). Ambivalent trend was observed in the chemical composition of wines (i.e., ethanol content, pH value, total
acidity or volatile acidity), in relationship to the system (way) of grape’s cultivation (Cozzolino, Holdstock, Dambergs,
Cynkar, & Smith, 2009; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2009; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2010).

Apart from polyphenols, also minerals and essential elements concentration may be affected by the way of grapes
cultivation. However, only few studies were focused on the discrimination of organic and conventional wines on the basis of
differences in multi-elemental composition. (Korenovskd & Suhaj, 2012; Provenzano, El Bilali, Simeone, Baser, Mondelli, &
Cesari, 2010; Vréek, Boji¢, Zuntar, Mendas, & Medi¢-Sari¢, 2011).

Limited number of studies focused on the differences in organic and conventional grapes and wines from residues
of pesticides as well as biogenic amines content points of view, reaching an expected result that pesticide residues were
detected only in conventional wines, which possessed also the higher concentration of some biogenic amines (Corrales, et al.,
2010; Henriquez-Aedo, Vega, Prieto-Rodriguez, & Aranda, 2012; Soufleros, Bouloumpasi, Zotou, & Loukou, 2007; Turgut,
Ornek, & Cutright, 2011; Yafiez, Saavedra, Martinez, Cérdova, & Ganga, 2012; Yildirim, Uren, & Yiicel, 2007).

In connection with organic viticulture development, the legitimate demands on quality control and authenticity
verification of organic grapes and wines have arisen. Several methods have been introduced to monitor differences between
the organically and conventionally produced wines. However, up to the present, none of them has been validated neither as
authentication method nor method applicable for differentiation of wines according to the way of production. Therefore, there
is an urgent need to find objective markers allowing clear distinction of both types of wines.

Due to a wider scale of methods that are usually involved in the studies aimed on wines characterization and
classification from various aspects, the obtained experimental characteristics typically represent a complex matrix of
variables. Thus, multivariate statistical analysis is effectively utilized for the purposes of wine identification or classification,
mainly in terms of variety and geographical region of origin.

Methods of AAS, ICP and mid-infrared (MIR) spectroscopy in combination with multivariate statistical analysis
were previously successfully applied for the discrimination of organically and conventionally produced wines by several
authors (Cozzolino, Holdstock, Dambergs, Cynkar, & Smith, 2009; Korenovskd & Suhaj, 2012; Provenzano, El Bilali,
Simeone, Baser, Mondelli, & Cesari, 2010; Vréek, Bojic, Zuntar, Mendag, & Medi¢-Sari¢, 2011).

Quite frequent is the application of different chromatographic systems, based on the screening of the presence and
concentrations of individual phenolic compounds and/or their fractions or monitoring of the biogenic amines presence. Most
frequently, high performance liquid chromatography (HPLC) is being applied (Bunea, Pop, Babes, Matea, Dulf, & Bunea,
2012; Corrales, et al., 2010; Dani, Oliboni, Vanderlinde, Bonatto, Salvador, & Henriques, 2007; Henriquez-Aedo, Vega,
Prieto-Rodriguez, & Aranda, 2012; Machado, et al., 2011; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2010; Rastija, Sre¢nik, & Marica-
Medié¢-Sari¢, 2009; Soufleros, Bouloumpasi, Zotou, & Loukou, 2007; Vrcek, Bojié, Zuntar, Menda§, & Medi¢-Sari¢, 2011;
Yaiiez, Saavedra, Martinez, Cérdova, & Ganga, 2012). Besides that, gas chromatography (GC) was also effectively involved
in measurement of pesticide residues in organic wines (Corrales, et al., 2010; Turgut, Ornek, & Cutright, 2011).

The most promising results in terms of wine differentiation were achieved by examining the differences in some
chemical compounds content, e.g. minerals or phenolic compounds, using various spectroscopic methods including atomic
absorption spectroscopy (AAS), inductively coupled plasma (ICP), infrared (IR) and ultraviolet-visible spectroscopy (UV-
VIS), or mass spectrometry (MS) (Cozzolino, Holdstock, Dambergs, Cynkar, & Smith, 2009; de Villiers, Alberts, Tredoux,
& Nieuwoudt, 2012; Koretniovskd & Suhaj, 2012; Vréek, Boji¢, Zuntar, Mendag, & Medié—garic', 2011).

In connection with changes in chemical composition, antioxidant properties of wines are often taken as a parameter
of classification. For these purposes, UV-VIS are frequently used (Bunea, Pop, Babes, Matea, Dulf, & Bunea, 2012; Corrales,
et al., 2010; Dani, Oliboni, Vanderlinde, Bonatto, Salvador, & Henriques, 2007; Machado, et al., 2011; Mulero, Pardo, &
Zafrilla, 2010; Vrcek, Boji¢, Zuntar, Menda§, & Medi¢-Sari¢, 201 1). Besides the UV-VIS, electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy is considered to be one of the most efficient tools in terms of wine’s radical-scavenging or antioxidant
activity characterization. Although numerous papers have dealt with comparison of antioxidant characteristics of grapes and
wines by means of EPR, to the best of our knowledge, no report was found about the discrimination of organic and
conventional wines using EPR spectroscopy.

In this study, the differentiation of Slovak organic and conventional red and white wines and grape musts on the
basis of assessment their antioxidant characteristics and other spectral parameters was performed. For the first time EPR
spectroscopy in combination with UV-VIS was used to possess markers for wines and musts discrimination. The entire
dataset of the so-obtained experimental characteristics was subsequently processed by multivariate statistical methods,
involving principal component analysis (PCA), principal component factoring (PCF), as well as canonical and k" neighbor
discrimination and classification in order to test the possibilities of organic and conventional wines and grape musts
differentiation with very promising results.

2. Material and methods

2.1 Samples characterization

Properties of 33 conventional (C) and 25 organic (B) red (R) and white (W) wine samples of the Slovak origin from
neighboring wine production regions Velky Krti§ and Modry Kamen located on the mid-south part of the Slovak territory
were evaluated. Wines are of different vintages, from 2002 to 2011 (collected from the cooperating producers in a way to
obtain as much representative samples as even possible); for comparison of their properties, samples of the same variety and
vintage (here-in referred as pair samples) were used; it should be noted here that wherever possible, also the type of wine was
taken into consideration.

Besides that, properties of 12 samples of grape musts (6 conventional, MC and 6 organic, MB) prepared from the
organically and conventionally grown grapes harvested in 2010 and 2011 from the identical producers as in case of wines
were assessed. Detailed description of all the samples under study is presented in Table 1 together with their basic
characteristics (year of production, type, character). As due to the diverse variety of samples, not only the effect of farming
condition, but also effect of year of vintage was evaluated.
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2.2 Chemicals

In the experiments, 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO), freshly distilled before use and stored at —18 °C under
argon (Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ('DPPH, Fluka, Buchs,
Switzerland), 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (Tempol, Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), 2,2"-azino-
bis(3-ethylbenthiazoline-6-sulfonic acid) salt (ABTS, Polysciences, Inc., Warrington, PA), K,S,0g (Merck GmbH,
Darmstadt, Germany), Folin-Ciocalteau ‘s phenol reagent (Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), gallic acid of analytical grade
purity (Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), thiobarbituric acid (Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), trichloracetic acid
(Merck, Hohenburn, Germany), potassium hexacyanoferrate(IIl) p.a. (Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI) ferric chloride p.a.
(Merck, Hohenburn, Germany), sodium carbonate (Lachema, Brno, Czech Republic), ascorbic acid of analytical grade purity
(Lachema, Brno, Czech Republic), phosphate buffer (prepared by mixing 4 ml of 0.0667M KH,PO, with 6 ml 0.0667M
Na,HPO,, pH= 6.98) as well as ethanol of spectroscopic grade purity (AFT, Bratislava, Slovak Republic), and deionized
water were used.

2.3 UV-VIS experiments
The entire UV-VIS experiments were performed using UV-VIS-NIR spectrophotometer Shimadzu 3600 with accessory.
The experiments were performed in duplicates.

2.3.1 ABTS™/°'DPPH radical-scavenging assay

Radical-scavenging activities of wine samples were determined using the solutions of stable free radical 2,2-diphenly-1-
pickrylhydrazyl (DPPH) and 2,2°-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) cation radical (ABTS™), respectively,
prepared according to the modified method of Re et al. (Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang, & Rice-Evans, 1999).
Briefly, 900 pl of wine sample was mixed directly in quartz cuvette with exactly 2.1 ml of 0.1 mM solution of ‘DPPH in
ethanol and 0.1 mM solution of ABTS™, respectively, purged with air to mix the solution properly, and within 3 s after the
radical addition, the measurement started, recording the absorbance of the solution at 515 nm ('DPPH) and 730 nm (ABTS™)
for 15 min in 1 cm quartz cuvette. As a reference, 12% ethanol aqueous solution and distilled water was used, for wines and
grape musts, respectively.

2.3.2 Total phenolic compounds (TPC) content

Total phenolic compounds content was determined applying Folin-Ciocalteau modified method (Chaovanalikit &
Wrolstad, 2004). 200 pl of wine sample diluted by 12% ethanol aqueous solution, 15.8 ml of distilled water and 1 ml of
Folin-Ciocalteau reagent were mixed. After 10 min, 3 ml of 20% sodium carbonate was added and after 60 min, the
absorbance of final solution was measured at 765 nm in lcm quartz cuvette. Standard solutions of Gallic acid were used for
calibration curve construction and the results were expressed as gallic acid equivalents (GAE, mg.I'").

2.3.3 Thiobarbituric acid number

The formation of oxidative reaction products was monitored according to the modified method of Zin et al. and results
obtained were expressed as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) number (Zin, Hamid, Osman, & Saari, 2006).
Briefly, 20 % trichloracetic acid (2 ml) and 0.67% thiobarbituric acid (2 ml) were added to 1 ml of respective wine sample.
This mixture was then placed into a water bath heated at temperature 95+2 °C for 10 min. After cooling to room temperature,
the suspension was centrifuged at 3000 rpm for 20 min. Absorbance of supernatant was then measured at 532 nm. As
reference, 12% ethanol aqueous solution and distilled water was used, for both wines and grape musts.

2.3.4 Ferric reducing power

The capability of wine samples to reduce Fe** to Fe>* was determined according to the method of Chyau et al.(Chyau,
Tsai, Ko, & Mau, 2002). Respective wine sample (2 ml) was mixed with 2 ml of 0.2 M sodium phosphate buffer (pH 6.6)
and 2 ml of 1% potassium hexacyanoferrate(Ill), and the mixture was incubated at 50 °C for 20 min. Then, 2 ml of 10%
trichloracetic acid was added and the mixture was centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Upper layer (500 pl) was mixed with
2.5 ml of distilled water and 100 pl of 0.1% ferric chloride (for white wines and grape musts) directly in quartz cuvette. In
case of red wines, 100 pl of supernatant, 2.9 ml of distilled water and 20 pl of ferric chloride were mixed. The absorbance at
700 nm was measured after 100 s.

2.4. EPR experiments

All experiments were performed using a portable X-band EPR spectrometer e-scan (Bruker Biospin, GmbH, Karlsruhe,
Germany) with accessory. The experiments were performed in duplicates. The experimental EPR spectra processing,
evaluation and simulation was carried out using WIN EPR and SimFonia programs (Bruker) as described e.g., in (Polovka &
Suhaj, 2010; Polovka, Stavikovd, Hohnov4, Kardsek, & Roth, 2010). Numerical values obtained were expressed as mean +
SD (n=2).

2.4.1 Radical-scavenging activity assays

Exactly 300 pl of respective sample was mixed either with 700 ul of "DPPH solution in ethanol (initial concentration,
Coepppuy=0.1 mmol.dm™), or the solution of ABTS™ in water (initial concentration, CoaBTs++=0.1 mmol.dm™). The mixture
was purged with 2 ml of air and immediately transferred into the EPR flat cell. EPR measurements started exactly 3 min.
after the ‘DPPH or ABTS™ addition and a set of 10 EPR spectra was recorded in time domain during 15 min. In case of
TEMPOL assay, exactly 700 pl of sample was mixed with 300 pl of TEMPOL solution in water (initial concentration,
cOrempor=0.1mmol.dm™) and the identical procedure as described above was used. Every EPR spectrum represents an
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average of 30 individual scans. The experiments were performed in duplicates. As a reference, 12% ethanol aqueous solution
and distilled water was used.

2.4.2 Antioxidant activity assay

To test the antioxidant activity of wine samples, hydroxyl radicals were generated by chemical reaction directly in the
experimental system. For these purposes, thermal decomposition of K,S,0g radical initiator was used as previously suggested
by Stasko et al. (Stasko, Brezova, Liptiakova, & Savel, 2000; Stasko, Polovka, Brezovd, Biskupi¢, & Malik, 2006). As the so-
formed radicals have limited stability to be detected directly, spin trapping method was used, employing 5,5-dimethyl-1-
pyrroline-N-oxide (DMPO) as spin trap. Aqueous solutions of 100 ul DMPO (25 ul/840 ul distilled water), 200 ul 0.1 M
sodium phosphate buffer (pH = 7), 250 pl 0.1 M K,S,0g and 300 pl of respective wine/grape must sample were mixed
together, then purged with 2 ml of air and immediately transferred into the EPR flat cell. The time course of EPR spectra was
monitored for 30 min. As reference, 12% ethanol aqueous solution and distilled water was used, for wines and grape musts,
respectively.

2.5 Processing of experimental data

To compare the results of different assays, radical-scavenging properties of wine monitored either by UV-VIS or EPR in
the presence of 'DPPH and ABTS™ radicals were expressed as Trolox-equivalents (TEACs), in the same manners as
previously described e.g. by Polovka, et al. (Polovka, Stavikova, Hohnova, Kardsek, & Roth, 2010)

Results of TEMPOL assay are presented as Ascorbic acid equivalents (AAE, mmolL.I""). Re-calculation was performed by
means of calibration curve constructed from standard solutions of ascorbic acid within the concentration range of c(aa= 0 -
8.5 10 mol.l", taking into consideration the intensity of EPR spectrum recorded exactly 10.5 min after mixing the TEMPOL
with sample or standard.

It should be noted here, that for the purposes of quantification of the antioxidant and radical-scavenging activity of
wines and musts samples in ABTS, DPPH and TEMPOL assay, two approaches were used — in the first, TEACs and AAE
values were evaluated as described above, and in the 2™ the observed decrease in respective EPR signal was fitted to the
model of first-order kinetics and formal first-order rate constants, kagrs.., K.pppn, and krgvpor. Were evaluated, reflecting the
ability of wine samples/musts to terminate either ABTS™, "DPPH or TEMPOL radicals (Polovka & Suhaj, 2010). These
parameters were also used for the purposes of wines and musts differentiation.

In case of ‘OH radicals generating system, the relative value of radicals scavenged (% RS) was calculated. For these
purposes, the intensity of 1** and 15™ EPR spectrum recorded exactly 30 min after K,S,0g addition into experimental system
was taken into account, using the following equation:

%RS = 1_M #100 3)
ref (15) ~ “‘ref (1)

where Lipref15) represents an intensity of 15" EPR spectrum of sample or reference;

Lipres1) TEPrEsents an intensity of 1*' EPR spectrum of sample or reference.

2.6 Multivariate statistical analysis

For the purposes of distinguishing the organic and conventional wines as well as grape musts, discriminant procedure
was realized by means of Unistat® statistical package (Unistat, London, United Kingdom) using the entire dataset of
experimental characteristics determined by EPR and UV-VIS, involving methods of principal component analysis (PCA),
principal component factoring (PCF), canonical discrimination analysis (CDA) as well as k™ nearest neighbor classification,
the last mentioned especially in case when experimental data matrix singularity was barrier for CDA discrimination. The
convergence criteria of discriminant analysis were chosen for a standardized proximity matrix with maximum number of
iterations, 50. The following stepwise selection criteria were used: tolerance — 0.001, F statistic: F to enter — 3.8416, F to
remove — 2.7056. The recognition ability of discriminant model was determined as the percentage of the correctly classified
samples in the training data set. In addition, the predictability was tested, as the percentage of the samples correctly classified
in the leave-multiple-out cross-validation approach as suggested by Berrueta et al. (Berrueta, Alonso-Salces, & Héberger,
2007).

3. Results and Discussion

3.1 Basic characteristics of wines and grape musts

3.1.1 Wines

With respect to presupposed influence of grapes growing conditions on the content of polyphenolic compounds, as part of
the study, the total content of polyphenols in both, wines and grape musts was evaluated and the results were expressed as
gallic acid equivalents (GAE). The obtained TPC values are presented in Table 2. As expected, great variability of the values
is obvious. In accord with anticipation, clear difference in the content of total polyphenols was confirmed between the red
and white wines, dependent also on grape variety.

Comparison of the results for organic and conventional wines without respect on variety showed that generally higher
averaged TPC content was confirmed in conventional samples, with exception for Blaufrinkisch; for which organic wines
possessed slightly higher averaged content of polyphenols. It should be noted that this trend is also influenced by samples
collection, i.e., availability and variability of samples of individual varieties; however, the above-described effects of
winemaking practices may also influence polyphenols composition and concentration.

Looking on TPC content of corresponding pair samples (samples of identical varietal composition and vintage belonging
to different production system), the differences between the organic and conventional samples have not a clear trend, as
ambivalent results were obtained.
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The effect of different vintage on TPC content is also obvious — e.g., for Pinot Blanc BW9/CW14 and BW11/CW19, and
Cabernet Sauvignon BR2I1/CR26 and BR25/CR32. Of course, these findings should be related to wine composition
(especially to residual sugar and alcohol content).

Variability in TPC content is also obvious when wines of the same variety and vintage but of different batches are
compared (i.e., BR21 & BR23 for Cabernet Sauvignon, BW7 & BW9 for Pinot Blanc and BR20 & BR22 for Pinot Noir
samples). Clear differences in TPC values of wines of different batches confirm an important role of processing and post-
processing operations with wines, including fining, stabilization and storage on their properties.

Regarding the TBARS values, again clear difference between the red and white wines is obvious, more evident for
samples of organic ones. For white organic wines, typically lower TBARS values (in most cases up to 0.6) were determined,
as clearly follows from data present in Table 2, while for red ones values up to 4.0 were found. In addition, in case of
conventional white wines, the higher variability in TBARS values was observed, in some cases, the values were even
comparable to that belonging to red wines.

Comparison of pair samples indicated that for red organic wines, in majority of cases increased TBARS values
were found; while in case of white wines, the difference between the organic and conventional wines either disappeared or
the reversed trend was observed. Again, these results are influenced by the samples variability. Obvious is also the effect of
different vintage and composition of wine (alcohol and sugar content) on TBARS values.

Clear difference between the red and white wines was also confirmed for the values of ferric reducing power,
reflecting the reduction capability of the investigated samples. In view of fact, that the differences between the conventional
and organic wines are only minimal or negligible, it can be concluded that this parameter do not allow clear differentiation of
samples according to the way of production.

Pair wine samples are characterized either by higher FRP values found for conventional wines (e.g., Pinot Blanc
BW7/CW7 & BW9/CWI4, Cabernet Sauvignon BR25/CR32, Chardonnay BWI8/CW21, Roter Traminer BW3/CW3 &
BWI17/CW20), or the differences are only minimal. In some cases, even the reverse trend was observed (e.g..for
Blaufriankisch BR19/CR22 and Cabernet Sauvignon BR21/CR26).

The influence of vintage is ambivalent. It should be noted here that identical wine samples of different batches
revealed practically identical FRP values, exception for Cabernet Sauvignon samples BR21/BR23, for which also the
significant difference of TPC content was found as pointed above.

3.1.2 Grape musts

Although the number of must samples is limited, in fact 5 pairs could be taken for comparison from varietal differences,
way of production as well as vintage concerns. Comparison of values of TPC as well as TBARS values of musts from
organic and conventionally grown grapes (Table 2) indicates that there is obvious tendency, as except for pair samples
MBO04/MC04 typically higher TPC content in musts from organically grown grapes was found, the same for TBARS values.
FRP values of musts samples revealed higher variability, as in 2 cases either comparable values or higher reducing power of
conventional must samples was determined. As is also obvious, musts from the same grape variety, i.e., Cabernet Sauvignon
and Pinot Noir exhibited significant differences in all three parameters, in some cases, the differences reached even approx.
100%. Differences in FRP for the same grape variety of different vintage are much higher than the differences between the
samples of organic and conventional origin of identical vintage and variety.

The above- presented results fully confirmed important effect of season of production on grapes properties. It could

at the same time significantly affect the differentiation of organic and conventional musts and wines on the basis of TPC,
TBARS or FRP values, if taken as markers of origin.

3.2 Antioxidant characteristics of grape musts and wines assessed by UV-VIS

It is generally accepted fact that the content of polyphenols in samples directly affects also their antioxidant or radical-
scavenging ability (Bunea, Pop, Babes, Matea, Dulf, & Bunea, 2012; Machado, et al., 2011; Mulero, Pardo, & Zafrilla, 2010;
Vréek, Boji¢, Zuntar, Mendas, & Medi¢-Sari¢, 2011).

As already indicated in the experimental part, for the purposes of easier comparison of properties of wine and must
samples, their radical-scavenging ability towards "DPPH and ABTS™ radicals was expressed in terms of Trolox-equivalents
(TEACsS).

3.2.1 Wine samples

As expected, TEAC values evaluated from both, ABTS™ and ‘DPPH clearly demonstrated the difference between
the red and white wines, without respect on whether organic or conventional, revealing better radical-scavenging properties
of red wines.

Interesting is the comparison of TEAC values from affiliation of wine to production system point of view. As is
obvious from the comparison of data present in Table 2, conventional white wines are characterized in general by slightly
higher TEAC sprs., values than the organic ones, whereas for red wines, their values are practically comparable.

Looking on TEACpTs.; values of pair wine samples, the trend discussed above is practically confirmed. While for same
pair samples similar TEAC values were found, in majority of cases wines of conventional production revealed the better
radical scavengers then their organic counterparts. As is also obvious from the presented data, TEAC,prs., values are
significantly dependent on vintage, which is much more evident in case of conventional wines.

In case of ‘DPPH test performed by UV-VIS, diversity of TEAC values indicates that this parameter alone could not be
used as a marker for differentiation of organic and conventional wines. Similarly like in cases of TEACprs., described
above, pair samples possessed ambiguous trends. For majority of them, either comparable TEAC values were obtained, or the
differences were significant, but the trends vary even within the wines of the same variety. Seasoning effect is also obvious
from these results.

143



3.2.2 Grape musts

For majority of grape musts, the ability of organic musts to scavenge the ABTS™ and ‘DPPH radical was just slightly
higher than that of conventional ones, exception for MB02/MCO02 and MB04/MC04 samples for which the reverse trend was
observed in both assays. As follows from the data presented in Table 2, significant influence of vintage on radical-scavenging
capability of must samples was proved. Generally, musts prepared from grapes harvested in 2011 revealed higher TEAC
value compared to those from 2010, exception for TEAC.pppy and TEAC zprs., values of MBOI/MB02 and for TEAC.pppy of
MBO03/MBO4.

As follows from pair correlations of experimental characteristics in correlation matrix (data not presented), very strong
positive correlation between all the characteristics determined by UV-VIS spectroscopy with the content of polyphenols for
both musts and wines is obvious, without respect on whether samples are of organic or conventional production. It is
apparent, that although the TPC content could not be due to reasons described above used as a discrimination marker, in case
of antioxidant characteristics some clear trends described above are obvious. It is also noticeable, that for both, organic wines
and musts, slightly higher correlation coefficients were determined for all UV-VIS characteristics, exception for ferric
reducing power.

3.3 Antioxidant and radical-scavenging activity of wines and grape musts assessed by EPR

3.3.1 Wine samples

Radical-scavenging and antioxidant activities of selected wines and grape musts were monitored using ‘DPPH, ABTS™
and TEMPOL assays as well as by means of ‘OH radicals generated directly in the experimental system in the presence of
DMPO spin trap. Similarly like in case of UV-VIS, radical-scavenging properties of wines and musts in the presence of
ABTS™ and ‘DPPH radicals were expressed in terms of TEAC values. This approach enables also the comparison of data
obtained by UV-VIS and EPR.

As is also indicated in the previous section, radical-scavenging activity of samples towards TEMPOL free radical was
expressed as Ascorbic acid equivalent, as there is not a direct re-calculation formula, or relationship reflecting the reactivity
of this radical and Trolox that serves as reference standard for evaluation of TEAC values.

In accord with expectation, all wine and must samples revealed significant radical-scavenging and antioxidant activity,
confirming thus their generally accepted behavior as source of antioxidants. General comparison of the data indicates that
again, clear difference in all antioxidant characteristics is obvious between the red and white wines — the former are typical of
higher TEACs. These results are also consistent with trends in UV-VIS characteristics described above.

When organic and conventional wines are considered, separately red and white ones, in spite of high variability of the
results within the individual groups, some trends are also obvious: it can be concluded that red conventional wines are
characterized by slightly higher averaged values of both, TEAC zprs., and TEAC.pppy than their organic counterparts, without
respect on vintage or variety. The same trend was observed also for white wines.

Looking in details on TEAC values of respective 14 pair wine samples, it is obvious that for TEAC zprs., and TEAC.pppy
in approx. 5 cases, organic wines proved better radical-scavenging properties; while in the remaining cases, the reversed
trend was revealed. Regarding the observed differences between the TEAC values of organic and conventional pair samples
assessed by both ABTS™ and "“DPPH assays it should be noted, that for pair samples of Pinot Blanc BW7/CW7 and Roter
Traminer BWS/CW17 comparable results were obtained, while in the remaining cases, the differences reached from 20% to
100%.

While the effect of wine variety is apparent, results for the samples of the same batch are comparable. Again, significant
seasoning effect was noticed - in some cases the differences in TEAC values of the same samples of different vintage reached
approx. 50-100%.

As follows from the presented data, good correlation between the results of ABTS™ and ‘DPPH radical-scavenging
assays performed by UV-VIS and EPR were obtained. High positive correlations are also obvious from single-pair
correlation matrices constructed separately for organic and conventional wines (data not presented). Regarding the
differences in radical scavenging ability between these two assays found for both assays, they correspond well with our
previous results (Polovka, Stavikovd, Hohnovd, Kardsek, & Roth, 2010; Stasko, Polovka, Brezovd, Biskupi¢, & Malik,
2006). These differences follows from differences in redox potential of both radicals and reflects also their different reaction
mechanisms — in case of ABTS™ hydrogen donating ability while in case of ‘DPPH, electron-transfer dominates. Also,
different reaction kinetics between phenolic compounds present in the samples and respective radicals contribute to the
observed differences in overall radical-scavenging ability (Wiseman, Balentine, & Frei, 1997).

In case of AAE values of wines, the differences between the red and white wines are not so apparent. Anyway, rather
than by wine type, AAE values are significantly influenced by the affiliation of wine samples to the respective production
system. In general, conventional wines are typical of higher AAE values than the organic ones, exception for pair samples of
Pinot Blanc BW11/CWI19 and BW7/CW7 with practically comparable AAE values; and Roter Traminer BWI17/CW20 for
which the reversed was observed. Again, high variability in AAE values between wines of the same variety and of different
vintage is obvious, reaching in some cases the difference higher than 100% (e.g., for Blaufrankisch CR23 & CR25, Roter
Traminer CWI16 & CW20, Table 2).

It should be noted, that values of single-pair correlation coefficients indicates very weak correlations of AAE with all
evaluated characteristics; in case of organic wines even negative correlations were found. In addition, in spite of the
described variability, on the basis of dissimilarities described above, and weak correlations with the other experimental
characteristics, it can be partially concluded that AAE values can be effectively used for the purposes of wines
differentiation, as is discussed below.

Typical time evolutions of EPR spectra of selected wine samples in the experimental system in which reactive free
radicals were produced directly via the thermal decomposition of K,S,0g radical initiator in the presence of DMPO spin trap
are depicted on Figure 1. The observed dependences, as well as character of EPR spectra are in accord with presupposed
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mechanism of radicals formation in the experimental system and is also coherent with already published data (Polovka,
§t’avﬂ(ové, Hohnovd, Kardsek, & Roth, 2010; Polyakov, Kruppa, Leshina, Konovalova, & Kispert, 2001; Stasko, Polovka,
Brezova, Biskupi¢, & Malik, 2006). It is obvious, that the decrease of relative spectral intensity is dependent on wine type
(red vs. white). Some differences between the depicted EPR spectra of selected organic and conventional wines are evident as
well. To evaluate correctly the antioxidant properties of wine samples, the %RS effective values were calculated as indicated
in the previous section.

Results obtained confirmed the observed and expected differences between the red and white wines. Besides that, certain
trends were confirmed also for conventional and organic wines. Without respect on wine variety or vintage, averaged %RS
values of red conventional wines reached approx. 80%, whereas that of organic wines 86%. For white conventional and
organic wines, 42% and 66 % RS were found, respectively. Taking into consideration pair wine samples, the above-
mentioned trend was fully confirmed, with an exception for Chardonnay BWI18/CW21 and Pinot Noir BR24/CR33 pairs,
which revealed the reversed trend and similar values, respectively. The variability of the results is again influenced by the
vintage. Moderate single-pair correlations were confirmed between the %RS parameters and all the remaining characteristics,
exception for AAE values. It is also noticeable that these correlation coefficients calculated are in case of organic wines
slightly higher than those calculated for conventional wines.

3.3.2 Grape musts

Some clear trends are obvious from TEAC.pppy/apts.s Values of grape musts summarized in Table 2. For both assays, the
differences in TEACs between the red and white grape musts are noticeable, but they are not as distinct as in case of wines.
Organic musts are characterized by generally higher averaged TEAC,prs., values than the conventional ones. This
phenomenon is confirmed also for respective pair must samples, with an exception for MB04/MC04, for which the reversed
trend was observed. For TEAC.pppy, three pair samples are characterized by practically identical values, while for the
remaining ones, the ambivalent trend is obvious. Although significant seasoning and varietal effects are obvious from the
data presented, it is apparent that these parameters do not allow clear differentiation of conventional and organic samples.
Practically the same, ambivalent trend between the red and white grape musts as well as between the organic and
conventional ones is noticeable also for AAE and %RS values. Regarding the last mentioned, comparison of samples from
different seasons indicated that musts prepared from grapes harvested in 2011 possessed higher %RS values comparing to
that collected in 2010, exception for Roter Traminer sample MB0O1/MBO?2.

As also follows from the %RS values, in case of Cabernet Sauvignon samples of 2010 season MB03 and MCO3 even the
negative %RS values were noticed. Although the interpretation of this fact is not a simple task, we do presuppose that the
“pro-oxidant” action of the prepared grape musts are influenced by the increased concentration of some transition metal ions,
mostly Cu and Fe capable of pro-oxidant action if present in proper oxidation state (e.g., via Fenton reaction). This
assumption is also supported by the results of AAS analysis performed on wine and must samples under study (data not
presented).

Taking into consideration values of mutual correlation coefficients of individual characteristics of grape musts (data not
presented), it can be partially concluded that the correlations between most of them are comparable to these of wine.
However, some differences were also found. Organic musts are characterized by lower correlations between the TPC and
TEAC agts.+ then either the conventional ones or wine samples. Higher, although still low correlations of AAE of organic
musts with all the parameters and, in the contrary, moderate correlations in case of conventional musts are evident, as well.
Diversity of values as well as moderate or low mutual correlations of antioxidant characteristics of grape musts indicates that
they could be effectively used for the purposes of musts differentiation by multivariate statistics.

3.4 Processing of spectral data by multivariate statistics

From the information given above, it is clear that practically none of the investigated spectral or physico-chemical
parameter could alone serve as a marker for the purposes of wines/musts differentiation according to the way of their
production. Thus, multivariate statistics represents a method of choice, as the results of various analytical techniques/assays
can be effectively used for the discrimination of samples.

The whole dataset of experimental characteristics, all together 12 parameters, were statistically evaluated by
multivariate statistics, involving the methods of PCA, PCF and discriminant analysis, using the model suitable for the
visualization, classification and prediction of affiliation of samples under study to the respective production system.

3.4.1 Wine samples

First of all, the entire group of wine sample characteristics was processed by PCA, without respect on wine variety, type
of wine or its origin, in order to test the grouping tendency of wine samples and to describe the variability of the dataset of
experimental characteristics. From the original 12, potentially correlating experimental characteristics, the set of non-
correlating principal components were constructed in a way to reflect the maximum of the variability of the system. As
follows from the results obtained (data not presented), first 3 principal components cumulatively explain more than 80% of
the whole system variability. Table of Eigen values indicates, that for the construction of the 1st principal component, TPC
content as well as all TEACs characteristics had the most significant weight, whereas in the 2nd, AAE and krgypor and %RS
and in the 3rd one, kaprs., and k.pppy played the dominant role. From the plot of eigenvectors (data not depicted) it is
apparent that 4 groups of vectors corresponding to individual samples are present, corresponding well with the wine type (red
vs. white) and origin (organic vs. conventional), laying in different sectors of the graph. Although the groups are not clearly
separated, the grouping tendency indicates that used descriptors can be used for the purposes of wine discrimination.

The discrimination of samples according the way of their production by means of CDA using the whole dataset of
experimental characteristics as discriminators possessed 84% correctness, as from the group of altogether 25 organic and 33
conventional wines, 3 organic and 6 conventional samples were misclassified, respectively. As regards the influence of
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individual experimental characteristics on the discrimination score, TEACs values followed by AAE and %RS values had
also the dominant role in discrimination function construction. Results of stepwise discriminant analysis as well as principal
component factoring proved the key role of AAE in discrimination, followed by %RS and TEAC.pppy evaluated from EPR
measurements. These three parameters revealed the highest Wilkes‘Lambda scores.

For the purposes of wines differentiation and classification, also the k™-nearest neighbor method was used in k=1, k=2
and k=3 approach, i.e., comparing the properties (experimental characteristics) of classified object (wines) to these of 1, 2
and 3 nearest neighboring object/s (samples) respectively. Results of all discrimination and classification procedures are
summarized in Table 3. As expected, for k=1 100% correct classification was reached. In addition, for both k=2 and k=3
approaches, approx. 86% correctness with totally 8 incorrectly classified samples was achieved, respectively.

If the classification of the entire group is performed in a manner considering the wine type (red and white, conventional
and organic), i.e., samples are classified into four sub-groups (organic-white, conventional-white, organic-red, conventional-
red), three discrimination functions must be constructed. In such a case, the dominant role for their construction have the
values of FRP, TEAC.pppyuv.vis), AAE and %RS, revealing also the highest Wilkes’ Lambdas.

Plot of factors (varimax rotation) indicating the importance of individual descriptors for the purposes of wine
classification under above-mentioned conditions are depicted on Figure 2a and the results of canonical discrimination
analysis on Figure 2b. In accord with our expectations, four partially divided groups of samples are present. Classification by
groups led to approx. 91.4 % correctness, as all the organic white and conventional red wines were classified correctly, while
4 and 1 wine sample was misclassified as organic white and conventional red ones, respectively. Result of kX nearest
neighbor classification gives again 100% score for k=1 while for k=2 and k=3, the classification score reached 86%, with 5
incorrectly classified wine samples.

Although the above presented results are quite promising, the classification scores are influenced by the fact, that the
classification procedures were performed on the whole group of analyzed wines, i.e., red and white ones were classified
altogether. Thus, the next approach was to test the applicability of the proposed classification and discrimination methods
separately on groups of red and white wines.

For white wines, it is apparent that lowering the absolute number of considered samples caused relative worsening of the
description of the system variability by principal components: results of PCA showed that under these conditions, first three
principal components (PC) cumulatively described approx. 65% of the whole system variability, and that to reach the score of
cumulative variance described above for the whole dataset, it would be necessary to use 5 principal components. It should be
noted here that the decreased % of cumulative variability of the dataset of experimental characteristics of white wines is the
result of weak mutual correlations of some of the descriptors. Eigen values indicated that the importance of individual
characteristics changed, as in the 1** PC, values of all TEACs, but also FRP and TPC; in the 2™ PC, AAE and krgypor, and
%RS, and in the 3" PC, TBARS and k.pppy had the dominant role. However, plot of eigenvectors (data not presented)
showed two groups, which are practically differentiated one from each other, although the distribution of individual vectors
throughout the graph sectors is higher.

Importance of TEAC values (especially TEAC.pppy from EPR measurements), but also %RS, AAE and FRP revealed
also the stepwise analysis. It should be noted here that in the CDA, especially high canonical standardized coefficient of %RS
values was calculated, reaching 0.85. Classification by case (white organic vs. white conventional wines) possessed very high
classification score of 97.4% as in fact from totally 37 white wine samples under study, only 1 sample, CW20 was classified
to the group of organic wines. Results of canonical discriminant analysis of white wines are depicted on Figure 2c. Although
not clearly differentiated (due to 2D-projection of 3D vectors), two groups of vectors are obvious, confirming thus the above-
presented results. K™ nearest neighbor classification (Table 3) revealed expected 100% correct classification of white wines if
k=1, and in case of k=2 and k=3, 87.2% and 92.3%, indicating thus slightly higher classification scores comparing to the
results of the entire dataset classification, with 5 and 3 non-properly classified samples, respectively.

For red wines differentiation and classification, practically identical conclusions could be done. PCA proved that also red
wines could be differentiated, as two clusters of vectors, again not clearly differentiated, are obvious on plot of vector scores.
First three and five PC described cumulatively approx. 72% and 89% of the whole system variability, respectively. Identical
characteristics as in case of white wines are also dominant in PCs construction for red wines; as the most important, AAE and
FRP values were identified. In the construction of discriminant function and subsequent samples discrimination by CDA,
UV-VIS characteristics, i.e., TPC, TBARS and FRP as well as %RS revealed the highest discrimination power. From totally
21 red wine samples, 12 conventional wines were absolutely correctly classified, and only 1 organic wine sample BR23 was
classified between the conventional ones. Thus, the averaged classification score of approx. 95% was achieved. K™ nearest
classification scores for k=1 (100%), k=2 (approx. 84%) and k=3 (approx. 74%) indicates slightly worsen classifications than
in case of white wines, influenced probably by the variability of individual experimental characteristics of samples, described
above.

The prediction ability of the discrimination of red and white wines was tested, as well, using the leave-multiple-out
approach, i.e., repeated classification of 25% of samples assigned for this purpose as unknown in 5 turns was performed.

Results obtained indicated that in case of white wines, very high, 97.2% and in case of red wines, promising, 90%
correctness was achieved. In details, from totally 37 white wines samples and 21 red wines, 1 and 2 samples were incorrectly
classified into respective groups.

3.4.2 Grape musts

Results of PCA analysis of grape musts are depicted on Figure 3. Clear differentiation of eigenvectors into groups
according the year of production is obvious, confirming thus above-discussed importance of season on samples
characteristics. First 3 PCs cumulatively explain more than 80% of the whole variability of the dataset of experimental
characteristic, with dominant role of FRAP, TBARS, AAE and k.pppy values in PCs construction. CDA of musts according
the year of production possessed 100% correct classification of samples, considering the musts altogether without respect on
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variety or way of production. As the most significant discriminators, values of TBARS, TEACgts., and AAE were
identified.

When the way of production is taken as the discrimination criterion, the correctness of classification is approx. 83%
(Table 3). Partially successful discrimination probably follows from the above-discussed ambivalent results/trends in
individual characteristics of pair samples.

Recognition ability tests performed by k™ nearest neighbor classification demonstrated 100% differentiation of musts
samples for k=1, whereas in case of k=2 approx. 92% and k=3, approx. 83% classification correctness was achieved, with 1
and 2 incorrectly classified must samples, respectively. Prediction ability tests possessed very high correctness as well. In
case of k=1, 1 sample of conventional musts, MC02, was classified as organic; for k=2 and k=3, identical classification score
of 83% was obtained, indicating 2 classification errors for MC02 & MC03 and MB06 & MCO?2, respectively.

Thus, regarding the discrimination and classification results described above, it can be concluded that the observed
differences between the organic and conventional musts of different years of production are lower, than the variability
(differences) in individual antioxidant characteristics. These results are also influenced by the limited number of grape must
samples determined by their availability. Therefore, 100% correctness of musts differentiation and classification according to
the year of production and at the same time, lower but quite promising discrimination and classification of must samples
according to their affiliation into respective production system was achieved.

4. Conclusion

Wine and grape musts revealed significant antioxidant and radical-scavenging properties influenced by several factors,
beside the others way of their production (organic vs. conventional), season, and/or wine/must variety. Although the results
of individual spectroscopic assays revealed high variability and often ambiguous trends, the differences found were sufficient
for successful differentiation and classification of wine and must samples according to the way of production by the methods
of multivariate statistics.
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Tables & Figures captions
Table 1. List of conventional and organic wines and grape musts and their basic characteristics.

Table 2. Experimental characteristics of conventional and organic wines and grape musts determined by UV-VIS and
EPR spectroscopy.

Table 3. Results of canonical discrimination analysis and k™ nearest neighbor classification of wine and grape must
samples under study according to the way of production. The whole dataset of experimental characteristics was taken for the
discrimination and classification. Results are expressed as % of correctly classified samples.

Figure 1. Time evolution of EPR spectra recorded in system containing 12% ethanol solution (reference) and selected
organic (B) and conventional (C) white and red wines in the presence of DMPO spin trap. Detailed description of samples is
given in Table 1.

Figure 2. a) Plot of factors (varimax rotation) indicating the importance of individual descriptors for the purposes
of organic and conventional red and white wines differentiation on the basis of correlations of descriptor vectors with
individual samples vectors.

b) Canonical discriminant analysis of studied wine samples according to type (white (W) vs. red (R)
wines) and production system (organic (B) vs. conventional (C)). The entire dataset of experimental characteristics was used
for discrimination.

c¢) Differentiation of Slovak organic and conventional white and red wines on the basis of principal
component analysis of 12 descriptors of antioxidant and radical-scavenging activity (CW/CR — conventional white/red wines,
BW/BR — organic white/red wines).

Detailed description of samples is given in Table 1.

Figure 3. Principal component analysis of Slovak organic (MB) and conventional (MC) grape musts. All

experimental data were used as variables for principal components construction. Detailed description of samples is given in
Table 1. Dash-dot line separates musts of different vintage.
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Table 1. List of conventional and organic wines and grape musts and their basic characteristics

Conventional wines Organic wines

ID Variety Year Characteristics ID Variety Year Characteristics
White wines

cwi Chardonnay 2003 Dry, 12.5% alc. BWI Chardonnay 2009 Dry, 11.5% alc.
cw2 Chardonnay 2004 Dry, 11.5"% alc. BW2 Chardonnay 2002 Dry, Grapes selection, 13% alc.
Ccw3 Roter Traminer 2003 Dry, Grapes selection, 11% alc. BW3 Roter Traminer 2003 Dry, Kabinett, 12.5% alc.
Ccw4 Welsh Riesling 2003 Dry, 11% alc. BW4 Welsh Riesling 2002 Semi-dry, Kabinett, 11.5% alc.
CWwW5 Rhein Riesling 2003 Dry, Grapes selection, 12.5% alc. BW5 Rhein Riesling 2002 Dry, Last harvest, 12% alc.
cwe Roter Traminer 2006 Semi-sweet, Berry selection, 12.5% alc. BW6 Chardonnay 2008 Dry, Last harvest, 13% alc.
cw7 Pinot Blanc 2008 Dry, Last harvest, 12.5% alc. BW7 Pinot Blanc 2008 Dry, Last harvest, 13% alc.
CwW8 Chardonnay 2008 Dry, Last harvest, 9.5% alc. BWS Roter Traminer 2008 Dry, Last harvest, 12.5% alc.
Ccw9 Pinot Blanc 2008 Dry, 11% alc. BW9 Pinot Blanc 2008 Dry, Last harvest, 13% alc.
CwW10 Rhein Riesling 2008 Dry, 11.5% alc. BWI10 Pinot Blanc 2007 Semi-dry, Last harvest, 13.5% alc.
CwWl11 Pinot Blanc 2009 Dry, Last harvest, 13% alc. BWI11 Pinot Blanc 2009 Dry, Grapes selection, 13.5% alc.
CwWi2 Chardonnay 2009 Semi-dry, Last harvest, 13.5% alc. BWI12 Chardonnay 2009 Dry, Last harvest, Altar wine, 13% alc.
Ccwi3 Chardonnay 2008 Dry, Last harvest, 11.5% alc. BW13 Chardonnay 2006 Semi-dry, Grapes selection, 12.5% alc.
CwWi4 Pinot Blanc 2008 Dry, 13% alc. BWIi4 Pinot Blanc 2007 Semi-dry, Grapes selection, 13.5% alc.
CwWI15 Pinot Blanc 2009 Sweet, Berry selection, 11% alc. BWI5 Cabernet Sauvignon 2007 Dry, Last harvest, Rosé, 12% alc.
CwWlie6 Roter Traminer 2008 Dry, 12% alc. BWI6 Pinot Gris 2010 Dry, Last harvest, 12.7% alc.
cwi7 Roter Traminer 2008 Semi-sweet, Grapes selection, 12% alc. BWI17 Roter Traminer 2009 Dry, Grapes selection, 11.5% alc.
Cwig Chardonnay 2009 Dry, Grapes selection, 14.5% alc. BWIS Chardonnay 2011 Dry, Grapes selection, 14.2% alc.
cwi9 Pinot Blanc 2009 Dry, Grapes selection, 13% alc.
CW20 Roter Traminer 2009 Dry, 12% alc.
cw2i Chardonnay 2011 Dry, Last harvest, 12% alc.
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Table 1 (cont).. List of conventional and organic wines and grape musts and their basic characteristics

ID Variety Year Characteristics ID Variety Year Characteristics
Red wines
CR22 Blaufrinkisch 2003 Dry, Grapes selection, 12.5% alc. BR19 Blaufrinkisch 2003 Dry, Last harvest, 12.8% alc.
CR23 Blaufrinkisch 2004 Dry, 11% alc. BR20 Pinot Noir 2007 Dry, Grapes selection, 13% alc.
CR24 Blaufrinkisch 2008 Dry, Last harvest, 13% alc. BR21 Cabernet Sauvignon 2008 Dry, Last harvest, 12.5% alc.
CR25 Blaufrinkisch 2008 Dry, 11% alc. BR22 Pinot Noir 2007 Dry, Grapes selection, 13% alc.
CR26 Cabernet Sauvignon 2008 Dry, Grapes selection, 13% alc. BR23 Cabernet Sauvignon 2008 Dry, Last harvest, 12.5% alc.
CR27 Blaufrinkisch 2008 Dry, Last harvest, 12.5% alc. BR24 Pinot Noir 2009 Dry, Grapes selection, 11.5% alc.
CR28 Cabernet Sauvignon 2008 Dry, Last harvest, 13% alc. BR25 Cabernet Sauvignon 2009 Dry, Grapes selection, 14.2% alc.
CR29 Cabernet Sauvignon 2008 Dry, Grapes selection, 12% alc.
R30 Pinot Noir 2008 Dry, 12% alc.
CR31 Pinot Noir 2009 Semi-sweet, Berry selection, 13.5% alc.
CR32 Cabernet Sauvignon 2009 Dry, 12% alc.
CR33 Pinot Noir 2009 Dry, Quality wine, 11.5% alc.
Conventional grape musts Organic grape musts

1D Variety Year  Characteristic ID Variety Year Characteristics

MCOo1 Roter Traminer 2010 White MBO01 Roter Traminer; 2010  White

MC02  Chardonnay 2011  White MB02 Roter Traminer 2011  White

MC03  Cabernet Sauvignon 2010  Red MB03 Cabernet Sauvignon 2010  Red

MC04  Cabernet Sauvignon 2011  Red MBO04 Cabernet Sauvignon 2011  Red

MC05  Pinot Noir 2010  Red MBO05 Pinot Noir 2010  Red

MCO06  Pinot Noir 2011  Red MBO06 Pinot Noir 2011  Red
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Table 2. Experimental characteristics of conventional and organic wines and grape musts determined by UV-VIS and EPR spectroscopy.

Comventional wines Orpanic wines
TV-vis EFR UV-VIS EFR
o TBARS FRFP TEAC  jrre., TEAC pypn TEAC ren AAF W RS o TRC {GAE, TBARS FRP TEAC , yrse. TEAC ppm TEAC yyrse: TEAC ppm AAF % RS
(mmoll") (mmoll") (mmoll) (mmoll™) mgl) (mmall'} (mmell") (mmell"} {mmoll") (mmoll™)

CHI 0100 12401 05500 11501 04:0.0 3§70 BW1 125.0£13.9 04200 054500 0300 02800 04400 0410 02400 50228
Cw2 0100 0800 03200 DEHID 0.8:0.0 30120 BW1 1538475 0.2:0.0 06E0 N 03800 1.040.0 0.4+0.0 0.540.0 748437
w3 2604485 01200 12501 0.350.0 0.650.0 07500 BW3 G615 01:0 0600 0300 02400 05500 03500 05500 30232
cwy 271 5416 01200 L1101 0.550.0 L0501 0.850.0 BWY  1857£16 0200 0400 0300 02400 0.440.0 0.2:40.0 0.240.0 L8531
[a:57 H11H05 0100 08400 04400 08500 13501 ] EW3 136.3446.1 0.420.0 0.540.0 0.840.0 0340 0.740.0 0.4+0.0 0.8+0.0 554275
CWE 21g5121 17401 0.620.0 0.6:0.0 05500 0100 B1H04 EWeE 1o 0.120.0 0.740.0 0.740.0 0.740.0 10400 0.650.0 03500 00230
w7 57.1123 0.9:0.0 0.7:0.0 0.750.0 0500 0200 125505 BW7 125.0£13.9 0100 06400 07100 0750 1.040.0 0.4+0.0 0.240.0 600530
CHE 711405 0802 0800 08500 0.7HID 11201 41,0220 BWE 176.6£0.1 0100 0.750.0 08100 01800 0.740.0 0.340.0 0.240.0 0226
cwy 261 341 01200 08200 0.8:0.0 0.650.0 02500 grsesa | BWY  agegrrg 0200 07H0 0700 03£0.0 0.840.0 0.540.0 0.240.0 582420
CWID 2555559 02200 08200 0.8:0.0 0.650.0 02500 sggng | BRI aaypagg  0EH01 10%0 04300 0.850.0 1000 0.640.0 0.140.0 56,6428
CWi 333787 0100 13500 0.640.0 02500 03500 14.5+1.2 BWis 173 6401 0.540.0 0.8+0.0 04400 0440 0.540.0 03400 0.140.0 771512
CHi2 FM6HL5 0.540.0 12501 0.540.0 02500 10500 358+ 8 BWiz2 3013474 0600 0.8+0.0 0.650.0 0440 0.840.0 0.4+0.0 0.140.0 02512
CHI3 MB2E14 1241 0600 03500 04+ 0 14501 17013 BWi3 138.0+1 8 13500 03500 0300 01800 05400 03D 010 43406
CHIS 333.643.5 0.2:0.0 1201 0.550.0 DEHID 14201 313826 EWid 0.8:0.0 0.6400 0.6£0.0 0.340.0 0.840.0 0.420.0 01500 7153403
CWIs 4786126 15400 15201 058200 0.EHLD 0100 2804 BWis 0200 0.0H0.03 08000 04400 0.840.0 0540 0340 749313
CWIE 250178 02200 L0200 0.550.0 0.850.0 0350.0 0g:0s | BWIE 2852150 01x0 070 0600 03£00 05200 04200 01500 503205
w7 255EEILS 11=01 07200 02200 04500 10£0.1 03£05 BWIT 2474217 D400 0800 03200 0100 03400 02400 02400 68,4210
Cwis 40787 03201 La=0l 02200 06500 03£0.0 71zl | BWIE apmgana 05200 08200 03200 0100 04400 02400 03400 640266
CWig 4306402 03300 11401 07300 10501 0200 75.1+1.3 BRi§ 1588.14322 2000 031 44102 11801 543 53+ 0.5H0 0] 3246
CWI 3516407 0100 07500 03500 05500 01E0.0 576535 BRI W1 42350 13500 55403 683 44802 0.1+05 4303 0100 250442
CH21 661.420.5 03200 17201 0800 10801 08200 345x05 | BRM 18aT:S 0 4l T8 754 48502 103203 50403 0.1H0 88844
CR12 15604523 6 17400 61303 27401 43402 0.950.0 207145 BR2 13037307 11401 35400 6.500.3 34402 34404 1601 0.240.0 74157
CR3 155265169 19200 59403 31402 5.0803 17201 245841 ERI3 162624301 33400 51404 76004 41402 0.040 5 6.510.3 02400 751438
CRM 107810250 213300 292 37402 33802 0.320.0 631433 BRM 1763 32103 10401 434100 5103 10401 75004 42402 01100 012300
CRIS 15775463 346400 17404 62403 50503 0.7450.0 81.2+41 BRI5 31874#522 40201 44403 106405 87H4 141207 103205 0.240.0 045204
CR 1161.0+16.3 14400 58403 48401 43402 0.7450.0 65,0432
CRIT 193925472 18400 T8H4 38402 61503 0.5:0.0 TR0
CR1E 183212249 346401 2004 38402 6.2 3 0.640.0 73T
CRY 048 2E38 3 40200 14.620.7 4.650.2 188110 T.oEb4 13201
CR30 2601.0£31.0 12401 14.740.7 54203 184210 7104 1L0£0.1
CR3I 3430318 45201 15.140.8 18504 188510 13.440.7 0.4£0.0
CRi2 4105221 31400 52403 38402 2104 50503 0.7450.0
CR¥3 1786.051.1 17401 7704 45401 26405 60503 04400
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Table 2 (cont). Experimental characteristics of conventional and organic wines and grape musts determined by UV-VIS and EPR spectroscopy.

Convendonal grape musts Orpanic grape muss
TW-VIs EFR TV-VIE EFR
m m
TPC (GAE, TBARS ERP TEAC,ro.  TEAC.umy | TEAC,qe.  TEACumm AAE w%RS TPC(GAE,  TBARS TRP TEAC, .. TEAC e TEAC, 1. TEAC AAE % RS
me 1) (mmol ') (mmoll") (mmoll') (mmol17) {mmaol ) me 1) (mmol 1) (mmall) {mmaoll) (mmoll") (mmal 1)
Mcar 15083287 1.3:0.0 11200 0.70.0 0.2:0.0 0500 1100 0.00.0 Q4203 MEM 531107 14=0.1 1.8:0.0 13201 0.7:0.0 1.720.1 11201 0.1=0.0 81.0=40
Moy  %9TE=54 2600 1.8=0.1 1.6=0.1 0.8=0.0 1.20.0 2400 0.1=0.0 MBO2 546.8=16.5 15200 18200 0800 0.4=0.0 0.7<0.0 13201 0,100 56.3<3.6
MO9S 4485251 15500 14200 13201 07500 L6201 L1=01 01200 MBO3  §864154 21202 1600 1§01 16201 10201 L1s01 00500 195214
Mo 1509.7=1.1 34=01 2000 5603 11=01 2303 111203 0.1=00 56.0=]1 MBO 0B2.0=10.2 2700 1200 1801 1201 1.8<0.0 40=03 0.1=00 54060
MCos 381.5=1000 1.8=02 13200 0.7=0.0 0400 0.0=0.1 1.8=0.0 0.1=0.0 55.0=07 MEd5 1111855 26201 2100 3802 L1=01 5103 1.94=01 0.1=040 75.0=38
MC06 1684 5=5.6 1701 2001 TE04 1201 2000 11401 0.1=00 §7.6=0.7 MBO§ 1B447=114 38=01 1102 2604 3402 4703 13.8=01 0.1=00 88413
Table 3. Results of canonical discrimination analysis and k" nearest neighbor classification of wine and grape must samples under study according to the way of production. The whole

dataset of experimental characteristics was taken for the discrimination and classification. Results are expressed as % of correctly classified samples.

Method Wine samples Grape musts
All wines All wines (4 groups - BW White Red All musts (%)
(%)* vs. CW vs. BR vs. CR) (%) wines (%)  wines (%)
Canonical discrimination 84.5 91.4 974 94.7 83.2
K™ nearest k=1 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
neighbour k=2 86.2 86.2 87.2 84.2 91.7
k=3 86.2 86.2 92.3 73.7 83.3

* The entire dataset was used for classification, without assignation of the wine origin, vintage, variety or type. Classification criterion was the way of wine production (O/C).
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Figure 2. a) Plot of factors (varimax rotation) indicating the importance of individual descriptors for the purposes
of organic and conventional red and white wines differentiation on the basis of correlations of descriptor vectors with
individual samples vectors.

b) Canonical discriminant analysis of studied wine samples according to type (white (W) vs. red (R)
wines) and production system (organic (B) vs. conventional (C)). The entire dataset of experimental characteristics was used
for discrimination.

¢) Differentiation of Slovak organic and conventional white and red wines on the basis of principal
component analysis of 12 descriptors of antioxidant and radical-scavenging activity (CW/CR — conventional white/red wines,
BWI/BR — organic white/red wines).

Detailed description of samples is given in Table 1.
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Figure 3. Principal component analysis of Slovak organic (MB) and conventional (MC) grape musts. All
experimental data were used as variables for principal components construction. Detailed description of samples is given in
Table 1. Dash-dot line separates musts of different vintage.
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Abstract

Proving of affiliation of wine sample to either organic or conventional production system and of its geographical origin
although important both for consumer safety and food control authorities is still problematic. Characteristics of Slovak and
some European wines obtained by spectroscopic methods including AAS, EPR and UV-VIS in combination with HPLC and
isotachophoresis processed subsequently by multivariate statistics were successfully used to differentiate Slovak organic and
conventional wines according to their affiliation to production system and, at the same time, to differentiate the Slovak
organic and conventional wine samples from those, produced in other European countries. From totally 74 determined
experimental characteristics, Fe, Cu, FRP, TEAC.pppuepr), AAE, %RS, citric acid, catechin, epicatechin, color values a* and
chromaticity were identified by ANOVA Tukey-HSD multiple comparison and stepwise discrimination tests as the most
promising characteristics for white wines differentiation, whereas Fe content and AAE for the differentiation of red wines.
Recognition and prediction ability tests of the Slovak white organic and conventional wines reached 100%, whereas in case
of red wines, correctness of recognition reached 90.5% and of the prediction ability, 90%. High correctness of differentiation
of organic and conventional samples according to the origin of wine was obtained, reaching 95.8% for white wines and
80.7% for red wines, with 2 Slovak wines misclassified as wines of Czech origin.

Key words: organic wine, conventional wine, regional differentiation, ANOVA, canonical discrimination, spectroscopic
methods

Introduction

In the recent years, several new organic farming techniques have been developed in order to improve the quality of
plant and animal products but also to meet the safety standards and requirements of consumers and to reduce an impact on
environment (Rosen 2010). However, still some controversy remains regarding the dilemma whether or not organic foods
have a nutritional and/or sensory advantages in comparison to their conventionally produced counterparts (Vrcek et al. 2011;
Tassoni et al. 2013). In the last decade, research has demonstrated the effect of organic production system on several aspects
of foods, including compositional changes which could serve subsequently as corresponding markers of production system
(Capuano et al. 2013).

Organic viticulture is one of the most intensively developing sectors of organic agriculture. By the end of 2011
more than 260 000 hectares of vineyards (approx. 3.7 % of the entire vineyards area in the Europe) were managed
organically. Countries as Spain, Italy and France were recognized as the biggest organic wines producers (Willer & Lernoud
2013). To the best of knowledge, in the Slovak republic, nowadays only one organic wines producer is registered and
certified, offering grapes and wines of different varieties, e.g., Chardonnay, Cabernet Sauvignon, Pinot blanc, Pinot noir,
Riesling or Traminer, all on the area of approx. 40 ha in the south-central part of Slovakia.

Regarding the comparison of organic and conventional wines, the diverse information can be found in the literature,
focusing also on various economic or qualitative aspects. Some most-frequently reported compositional differences between
the organic and conventional wines are summarized in Table 1. A majority of the published data confirmed that both organic
grapes and wines possessed higher antioxidant activity than their conventional counterparts, and this activity positively
correlates with total polyphenols content (Yildirim et al. 2005; Dani et al. 2007; Mulero et al. 2009; Mulero et al. 2010;
Machado et al. 2011; Vréek et al. 2011; Bunea et al. 2012).

In the light of current knowledge, it is apparent, that the authentication of organic products can not be attained by the
measurement of a single marker. Utilization of elemental data and multivariate statistical processing for wine identification or
classification, mainly in terms of their variety, geographical and environmental origin has noticed increasing attention in the
recent years. Analytical approaches based on the measurement of multiple markers and/or complex chemical or physical
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profiles/fingerprints supported by subsequent multivariate statistical analysis of the obtained characteristics seem to be more
promising in this respect (Capuano et al. 2013).

Multi-elemental composition of wines reflects not only the geochemistry of provenance soil, but also other factors such
as environmental contamination, agricultural practices, climatic changes and vinification processes which can significantly
affect the composition of wine (Pohl 2007; Vréek et al. 2011).

Some strategies for characterization and differentiation of wines using their compositional profiles (e.g., contents of low
molecular organic acids, volatile species, polyphenols, amino acids, biogenic amines, color and inorganic species, etc.) in
combination with chemometrics were previously summarized by Saurina (Saurina 2010).

Chemometric multivariate methods were used previously to discriminate organic and conventional wines. Based on
selected enological parameters, Tinttunen & Lehtonen tested without success the application of principal components
analysis (PCA). Other discriminant models were based on MIR spectra and were developed using the PCA, discriminant
partial least squares (DPLS) regression and linear discriminant analysis (LDA) (Cozzolino et al. 2009). As they proved, LDA
models based on the PCA scores correctly classified more than 75% while the DPLS models more than 85% of the wine
samples according to their affiliation to organic or conventional production system.

The present study is focused on comparison and chemometric differentiation of group of selected commercial Slovak
conventional and organic white and red wines originating from two neighboring wine making regions on the basis of
spectroscopic data obtained by EPR, UV-VIS an AAS in combination with isotachophoresis and HPLC utilized for
quantification of selected polyphenols. In addition, to test the proposed chemometric models, regional differentiation was
performed between the Slovak and European (Czech, Austrian, Italian, Hungarian) organic and conventional wine samples.

Materials and methods

Wine samples

Twenty seven Slovak certified organic varietal dry wines (18 white and 9 red) and thirty five conventional wines (23
white and 12 red) with alcohol concentration range of 11-13% (vol.) were sourced from three white wine varieties
(Chardonnay, Pinot blanc, Traminer red, Rhein Riesling, Welsch Riesling and Pinot Grey) and two red wine varieties (Pinot
noir, Cabernet Sauvignon and Blaufridnkisch). All the samples originated from sub-region Modry Kameil located in the
Central-South Slovak wine-producing region. Majority of the Slovak wines under study have gained the protected
designation of origin (PDO) label and were collected during the vintage periods 2007-2011 in cooperation with two
producers, one for organic wines and the other for conventional ones. Organic vineyards and products were under certified
organic management for more than 6 years controlled by the respective state authority according to the Council Regulation
(EC) No 834/2007 and the Slovak Regulation No. 189/2009 on organic production (Commission 2007; Ministry of
Agriculture of the Slovak Republic 2009). Vineyards of both producers are located in very close neighborhood, thus the
distance between them varied within a radius of few kilometers. In such setup, the effects of differences in climate and soil
composition on wines quality should be minimal.

For the purposes of regional differentiation 1 Italian (Chardonnay, organic), 6 Czech (Pinot Blanc, Pinot Noir, Roter
Traminer, Cabernet Sauvignon, of which 4 were organic and 2 conventional), 2 Austrian (Griiner Veltliner, 1 organic and 1
conventional) and 2 Hungarian (Chardonnay, Cabernet Sauvignon, both conventional) were examined. Bottles were stored in
darkness in storing chamber at the temperature of 10+1°C. After opening, the air was removed from the sample by purging
with nitrogen, tightly bunged up with a cork cap and sealed with the teflon tape to avoid the oxidation.

Chemicals

The following chemicals of analytical grade purity were used: nitric acid (HNO;, Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI),
orthophosphoric acid (H;PO,, Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) salt
(ABTS, Polysciences, Inc., Warrington, PA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl stable free radical ('DPPH, Fluka, Buchs,
Switzerland), 1-oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidine (TEMPOL, Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), potassium
persulfate (K,S,05, Merck GmbH, Darmstadt, Germany), ferric chloride (FeCl;, Merck, Hohenburn, Germany), sodium
carbonate (Na,COj3;, Lachema, Brno, Czech Republic), phosphate buffer (prepared by mixing 4 ml of 66.7 mmol/l KH,PO,
with 6 ml 66.7 mol/l Na,HPO,, pH = 6.98, Merck, Hohenburn, Germany, both), potassium hexacyanoferrate(IIl) (K;Fe(CN)g,
Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI), trichloracetic acid (CCl;COOH, Merck, Hohenburn, Germany). Besides, 5,5-dimethyl-
1-pyrroline-N-oxide (DMPO, Sigma Aldrich Ltd, Milwaukee, WI) freshly distilled before use and stored at —18 °C under
argon was used in spin trapping experiments. Deionized water was used as solvent if it is not specified otherwise. Ethanol
and methanol (AFT, Bratislava, Slovak Republic, both) of spectroscopic grade purity were also utilized.

Experimental procedures

Elemental composition study by AAS

Wine samples were analyzed to the concentration of Ag, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, K, Na, Pb, Rb, Sr and Zn, which
were selected as potential markers on the basis of to their increased variability in soils of Slovak vineyard regions indicated
by geochemical composition atlas (Curlik & Sef&ik 1999). Sample of respective wine (2 ml) was mixed with 1 ml HNO; (1
mol/l) and the mixture was diluted in deionized water to get the final volume of 10 ml. A Perkin Elmer 4100 atomic
absorption spectrometer (Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut, USA) equipped with a deuterium lamp background-correction
system and HGA 700 graphite tube atomizer with pyrolytically coated graphite tubes and flame was used for metal
determination. Metals Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn and Cu were determined from atomic absorption spectrometry using an
air/acetylene flame. Sr was determined using an acetylene/nitrous oxide flame. Metals Ag, Ba, Cd, Pb and Rb were measured
on graphite tube atomizer. For the determination of mercury, atomic absorption spectrometer AMA 254 (Altech, Prague,
Czech Republic) was used. The accuracy of the results was verified by the standard addition method. Recovery of the method
was assessed by analysis of fortified samples at two concentration levels using standard solution of selected elements.
Fortification of samples was performed before the microwave digestion. The mean recoveries of elements were 93—108%.
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HPLC analysis

HPLC analysis was used to quantify selected wine phenolic constituents (+) catechin, (-)-epicatechin, hesperidin,
rutin, quercetin and trans-resveratrol. The separation was performed using a Agilent Technologies 1100 Series LC
instrument, equipped with a diode array detector (DAD), quartenary pump, degasser, column thermostat and autosampler
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Chromatographic separations were performed on a Purospher STAR RP-18e
column (250x4.6 mm; i.d., 5 um (Merck)) at 30 °C. The following linear gradient programme was used: 100% B, 0—1 min;
80% B, 1-5 min; 75% B, 5-10 min; 65% B, 10-12 min; 50% B, 12-18 min; 50% B, 18-26 min; 100% B, 26-28 min.
Solvent A was 100% methanol and solvent B was the mixture of 0.01 mol/l orthophosphoric acid with methanol (volume
ratio: 95:5, v+v, respectively). The flow rate of the mobile phase was set to 1.3 ml/min and the volume of wine sample
injected in one run was 20 pl. Wine samples were analyzed without any previous preparation except of microfiltration.

Detection of flavonoids was carried out by DAD detector simultaneously at 256, 280, and 305 nm. The method was
partly validated for white and red wines, with the following characteristics: detection limit, 0.016-0.80 mg/l; quantification
limit, 0.02-1.34 mg/l; linearity - coefficient of determination, > 0.999; precision - maximum coefficient of variation,
5.69%; accuracy (recovery rate), 77-110%.

UV-VIS and EPR measurements

The entire UV-VIS experiments were performed using UV-VIS-NIR spectrophotometer Shimadzu 3600 with
accessory. The experiments were performed in duplicates.

ABTS'™™ radical-scavenging assay: Cation radical of 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™)
was prepared as previously suggested by Re et al. (Re et al. 1999). To test the radical-scavenging ability, 900 pl of wine
sample was mixed directly in quartz cuvette with exactly 2.1 ml of 0.1 mmol/l ABTS™ solution, purged with air to mix the
solution properly, and within 3 s after the radical addition, the measurement started, recording the absorbance of the solution
at 730 nm for 15 min. As a reference, 12% ethanol aqueous solution was used.

Ferric reducing power: The capability of samples to reduce Fe** to Fe** was determined according to the method
of Chyau et al. (Chyau et al. 2002). Respective wine sample (2 ml) was mixed with 2 ml of 0.2 mol/l sodium phosphate
buffer (pH = 6.6) and 2 ml of 1% potassium hexacyanoferrate(IlI), and the mixture was incubated at 50 °C for 20 min. Then,
2 ml of 10% trichloracetic acid was added and the mixture was centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Upper layer (500 pl) was
mixed with 2.5 ml of deionized water and 100 pl of 0.1% ferric chloride (for white wines) directly in quartz cuvette. In case
of red wines, 100 pl of supernatant, 2.9 ml of distilled water and 20 pl of ferric chloride were mixed. The absorbance at 700
nm was measured after 100 s.

All EPR measurements were performed using portable X-band EPR spectrometer e-scan (Bruker Biospin, GmbH,
Karlsruhe, Germany) with accessory. The experiments were performed in duplicates.

‘DPPH an ABTS™ Radical-scavenging activity assays: Exactly 300 ul of respective sample of wine was mixed
either with the solution of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in ethanol (initial concentration, co.ppps=0.1 mmol/l), or
the solution of ABTS™ in water (initial concentration, Coaprs.+=0.1 mmol/l). The mixture was purged with 2 ml of air and
immediately transferred into the EPR flat cell. EPR measurements started exactly 3 min. after the 'DPPH or ABTS™ addition
and a set of 10 EPR spectra was recorded in time domain during 15 min. In case of 1-oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-
hydroxypiperidine (TEMPOL) assay, exactly 700 pl of sample was mixed with 300 pl of TEMPOL solution in water (initial
concentration, cyrgmpoL=0.1mmol/l) and the identical procedure as described above was used. Every EPR spectrum
represents an average of 30 individual scans. As a reference, 12% ethanol aqueous solution was used.

Antioxidant activity assay: Antioxidant activity of wine samples was tested as their capability to terminate the
hydroxyl radicals (OH) generated by chemical reaction directly in the experimental system via thermal decomposition of
K,S,04 radical initiator in the presence of 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO) as spin trap (Stasko et al. 2000; Stasko
et al. 2006). The reaction mixture was prepared by mixing 100 ul DMPO aq. solution (25 ul DMPO/840 pl deionized water),
200 pl 0.1 mol/l sodium phosphate buffer (pH = 7), 250 ul 0.1 mol/l K,S,0g and 300 pl of respective wine sample, purged
with 2 ml of air and immediately transferred into the EPR flat cell. The time course of EPR spectra was monitored for 30
min. As reference, 12% ethanol aqueous solution was used.

Processing of experimental data: The experimental EPR spectra processing, evaluation and simulation was carried
out using WIN EPR and SimFonia programs (Bruker) as described previously by Polovka et al. (Polovka & Suhaj 2010).
Numerical values obtained were expressed as mean + SD (n = 2).

Radical scavenging ability of samples in the presence of ‘DPPH/ABTS™ both for UV-VIS and EPR experiments
was evaluated as previously described by Polovka et al., i.e., by evaluation the 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox) equivalent antioxidant capacity (TEAC) taking into consideration the absorbance/spectrum intensity
exactly at time t = 10.5 min after the wine sample addition into the experimental system (Polovka et al. 2010). In case of
TEMPOL assay, the results were recalculated to ascorbic acid equivalents (AAE) as previously described by Tobolkova et al.
(Tobolkova et al. 2013).

In case of ‘OH radicals generating system, the relative value of radicals scavenged (%RS) was calculated by
modified procedure of Stasko et al. (Stasko et al. 2000). For these purposes, the intensity of 1% and 15™ EPR spectrum
recorded exactly 30 min after K,S,0g addition into experimental system was taken into account, using the following
equation:

I .. -1
%RS =| 1-—212 D _ 110 1)
ref (15) _Irel'(l)

where Lprefasy TEpresents an intensity of 15" EPR spectrum of sample or reference; Liprer(1y Tepresents an
intensity of 1** EPR spectrum of sample or reference.
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Organic acids determination by capillary isotachophoresis

Capillary isotachophoretic determination of organic acids was performed following the procedure developed by Saddeckd
et al. by means of EA 202M electrophoretic analyser (Villa Labeco, Spisskd Novd Ves, Slovakia) equipped with ITP Pro 32
(v. 1.0.5) software package for data processing (Sadecka et al. 2008). The separation was performed on pre-separation
capillary, 80 mm x 0.8 mm i.d. and analytical capillary, 160 mm x 0.3 mm i.d., both made from fluorinated ethylene-
propylene copolymer. As the leading electrolyte, 5 mmol/l HCI with addition of 0.1% (v/v) methyl-hydroxyethylcellulose
adjusted to pH = 3.5 with B-alanine was used; as the terminating electrolyte served Smmol/l caproic acid solution in water.
The following separation conditions were used: sample injection volume, 30 pl; driving current in pre-separation capillary,
200 pA; current in analytical capillary, 20 pA. Conductometric detection was employed. Analyses were performed in
duplicates. Quantification of organic and inorganic anions was carried out by using an external standard calibration method.
Calibration curves for individual anions were performed in the linear range of concentrations from 0.5 to 10 mg/l. From the
calibration data, limit of detection and limit of quantification were determined. The method was validated also through the
participation in FAPAS inter-laboratory testing.

Color evaluation

Calculation of CIE L*a*b* color parameters were performed directly from the measured UV-VIS spectra by means

of ColourLite Panorama Shimadzu software (LabCognition Analytical Software GmbH, Germany) using the D65 day light
illuminant and 10° standard observer angle. All the UV-VIS measurements for colour analysis were carried out using a UV-
VIS-NIR spectrophotometer Shimadzu 3600 with accessory. The measurements were performed in duplicates, in the quartz
cell (100-QS-Suprasil, Hellma, thickness, 1cm) against deionized water as a blank using the following setup: spectral range,
380 nm to 780 nm; sampling interval, 2 nm; slit width, 0.1 nm.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the statistical package Unistat v. 6.0 (Unistat, London, United Kingdom).
ANOVA and multivariate statistics were used to perform complex evaluation of the dataset of the obtained experimental
characteristics. Multiple comparisons was performed by ANOV A Tukey-HSD test at the level of significance of P < 0.05 and
the differences in means of individual compared characteristics were recognized as highly significant at P < 0.001. Stepwise
discriminant analysis was used for selection of the best subset of markers to run a discriminant analysis and classification.
From multidimensional pattern recognition techniques, the principal component analysis (PCA) and canonical discriminant
analysis (CDA) were used in order to define the most appropriate wine biomarkers and to interpret and visualize the
differences between the compared wines. In order to find possible tendencies in the samples and the discriminant power of
individual variables, principal component factoring (PCF) with varimax rotation was applied. Using the CDA the recognition
ability was calculated as the percentage of correctly classified samples in the original data set in which all the samples were
of known properties for the classification model. In addition, the prediction ability was tested, as the percentage of the
samples correctly classified in the k-fold cross-validation (jack-knife method) approach as suggested by Berrueta et
al.(Berrueta et al. 2007).

Results and discussion

As indicated in the previous parts, for the purposes of wines differentiation, a complex matrix of 74 variables —
individual experimental characteristics of totally 62 wine samples was obtained, comprising 14 micro- and macroelements
concentrations, 14 antioxidant descriptors, 20 amino acids, 7 organic acids, 10 phenolic compounds content, 3 saccharides
and glycerol content and, last but not least, 5 descriptors of color characteristics. Statistical significance of individual markers
from the point of their difference/similarity for organic and conventional wines was tested using the ANOVA Tukey-HSD
multiple comparison, separately for red and white wines. As clearly follows from Table 2, in case of white wine samples,
statistically significant differences (significance level, P < 0.05) in the mean values of 11 biomarkers (Cu, Fe, FRP, TEAC,
AAE, %RS, citric acid, b*, chromaticity, catechin and epicatechin), while for red wines in the values of 2 characteristics (Fe
and AAE) were assigned as significant for the differentiation.

To test the relevance of individual markers for the purposes of organic and conventional wines differentiation, the
dataset of experimental characteristics was processed also by the stepwise discriminant analysis, results of which are
presented in Table 3. For red wines, only two markers, Fe and AAE, were identified as relevant, in good accordance with the
results of ANOVA analysis, whereas for white wines, the number of relevant variables was reduced to the content of Fe,
TEAC-DPPH(EPR)’ FRP and %RS.

From the results of summary statistics presented in Table 4 and reporting the variation and comparison of biomarkers in
examined wines, it is apparent that organic wines exhibited typically significantly (P < 0.05) higher content of lactic acid,
color values b* (blue-yellow color coordinate in CIE L*a*b color system), chromaticity and radical-scavenging activity
(expressed in terms of %RS). On the other hand, for red organic wines, the lowered content of Fe and AAE compared to
conventional counterparts was confirmed. For the latter higher content of Fe, Cu, FRP, TEAC.pppyrpr), AAE, citric acid,
catechin and epicatechin was found.

The entire group of biomarkers identified as relevant for wines differentiation, i.e., Fe, Cu, FRP, TEAC.pppypr), AAE,
%RS, citric acid, catechin, epicatechin, color values a* and chromaticity, were subsequently used to discriminate and classify
wines according to system of production (organic vs. conventional) using the pattern recognition multivariate statistical
techniques.

Further statistical analysis was performed separately for white and red wines, respecting the above-presented results
of ANOVA analysis in markers selection.
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White wines

First of all, method of PCA was applied in order to reduce the dimensionality of the data set of experimental
characteristics, to study main sources of its variability and to detect the differences/similarities and clustering tendency
among the wine samples without respect on affiliation to either organic or conventional production system.

When applying PCA to the marker matrix of white wines, four principal components (PC) with eigenvalues > 1 were
extracted explaining 77.8% of the cumulative variance of data set of 11 original biomarkers. The separation of white wine
samples into two main clusters corresponding to organic and conventional way of their production can be clearly identified
from plot of principal components, depicted on Figure 1a. As clearly follows from the eigenvalues table (data not presented),
biomarkers catechin and chromaticity revealed their dominant role in the 1* PC construction, thus it can be concluded that
these two parameters describes the maximum of the dataset variability. The 2™ principal component is influenced mostly by
Cu and %RS variables. Principle component factoring with varimax rotation resulted in a plot of factors which was very
similar to PCA data projection with the same significance of catechin, epicatechin, Cu and %RS in the factor loadings.

Multiple discriminant analysis using the stepwise procedure showed, in ascending order, that the Fe ions
concentration, TEAC.pppy(epr), FRP and %RS variables are the most discriminating biomarkers (P < 0.05; Wilks” Lambda
0.37-0.14) for distinguishing the white organic wines from their conventional counterparts.

Canonical discriminant analysis with one discriminant function (Eigenvalue 8.81; Wilks” Lambda 0.10; P < 0.05;
correlation 0.9477) identified b* color value, Fe and FRP as the most discriminating biomarkers. CDA in recognition ability
tests resulted in the correct classification of 100% of samples into the groups of organic and conventional wines. Cross-
validation (Jack-knife method) in prediction ability tests (with 20% of anonymous white wine samples) resulted also in 100%
of correctly classified wines according to their affiliation to compared winemaking procedures.

Red wines

As depicted on Figure 1b, PCA based on two most significant biomarkers (Fe content and AAE) selected for
organic and conventional red wines differentiation by ANOVA analysis resulted in grouping of all the red wine samples
under study according to their affiliation to production system, exception for two conventional samples displayed in the
cluster of organic wines in the left quadrants of PCA plot. The first principal component explained cumulatively 78.5% of the
total variance of the dataset and the second one, 21.5% of the remaining variability.

When CDA is applied on dataset of experimental characteristics of red wines to perform the classification
according to their affiliation to organic or conventional enological procedures, 90.5% correct categorization of the samples in
recognition ability test was reached. Jack-knife prediction ability test labeling in turns 20% of wine samples as being
unknown for the classification model resulted in 90% correctness of wines classification. In fact, only one sample from the
collection was misclassified.

Recognition of wines according to the way of production and country of origin

Applying the identical approach as described above, experimental characteristics of a group of Slovak and group of
commercially available European organic and conventional wines were compared by multivariate statistics, again separately
for white and red wines.

Plot of principal components depicted on Figure 2a shows partial differentiation of white organic and conventional
wines originated from Slovakia, Austria, Italy, Czech and Hungary. However, although some grouping tendencies of
eigenvectors (samples) according to the country of wine origin is obvious, wines are more-likely differentiate according to
their affiliation to the respective production system, but separation of wines seems to be more successful according to their
geographical origin, as generally, the vectors could be separated into two individual regions in dependence on whether the
wine is of organic or conventional type. Table of Eigenvalues indicated that first three PCs explained cumulatively more than
76% of the variability of whole dataset of experimental characteristics, maximum of which is in 1* PC explained by catechin
content and TEAC. In the 2™ and 3™ PC, the dominant role in variability explanation (PC construction) played Cu content
with %RS values and chromacity with AAE parameter, respectively.

Stepwise discrimination analysis of white wines clearly indicated that for segregation of wines according to the
type and geographical origin, Fe content and FRP values could be effectively used, while for canonical discrimination
analysis b* and chroma values were identified as the best recognition markers. CDA correctly classified all white wine
samples according to country of origin.

Results of classification procedure of white wines according to their origin and affiliation to the production system
performed by CDA clearly indicated that all the organic and conventional white wines were correctly classified by their type
and country of origin, exception for two misclassified Slovak conventional wines which were misclassified between the
Austrian conventional wines. For this reason, recognition ability altogether resulted in 95.8% of correctly classified white
wine samples.

As regards red wines classification, canonical discrimination according to type of production and country of origin
led to only 80.8% of correctly recognized samples. Results are depicted on Figure 2b. This score is the result of fact, that
from all red wine samples, totally 5 Slovak ones were misclassified and were consider as being of Czech origin, either of
organic or conventional type. For the purposes of red wines discrimination, Fe content was identified as the best
discriminating biomarker.

However, it could be noted here, that both white and red wines of the foreign production were classified absolutely
correctly according to their origin as well as affiliation to production system.

Conclusions

The results obtained demonstrate high potential to use multicompositional data obtained by various experimental
methods and chemometrics for differentiation and classification of wines according to their affiliation to organic and
conventional production system and, at the same time, enable their differentiation according to wines geographical origin.
ANOVA and stepwise discrimination procedure represent effective tool to select from the whole dataset of originally 74
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variables 11 and 2 the most discriminating experimental characteristic (biomarker) for the purposes of white and red wines
differentiation. High classification scores in recognition and prediction ability evaluation of indicate that there exist some
significant differences between the organically and conventionally produced wines, which can be effectively used for their
differentiation both according to the way of their production and region of origin. As is obvious, these characteristics are
rather influenced by wine production system, wine type and/or locality of production then its variety. Further studies are
desirable to test the prediction and classification power of experimental characteristics on larger data set of both domestic and
foreign organic and conventional wine samples.
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Figure 1.Plot of principal components of white (a)) and red (b)) organic (O) and conventional (C) wines. In case of white
wines diferentiation, all 11 biomarkers: Cu, Fe, FRP, TEAC, AAE, RS, citric acid, b*, chromaticity, catechin and
epicatechin) were used for principal components construction, while for red wines, first two principal components were

constructed using Fe and AAE as biomarkers.
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Figure 2. a) Principal component analysis of Slovak (S) and middle-European (A - Austrian, T- Italian, C- Czech,

H- Hungarian) organic (o) and conventional (c) white wines.

Biomarkers Cu, Fe, FRP, TEAC, AAE, RS, citric acid, b*, chromaticity, catechin and epicatechin content were used for

principal components construction.

b) Canonical discriminant analysis of Slovak (S) and middle-European (A - Austrian, T- Italian, C-

Czech, H- Hungarian) organic (0) and conventional (c) red wines. Descriptors Fe and AAE were used for red wines

differentiation.
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Table 1. Differences between the organic and conventional wines.

Reported differences (organic vs. conventional wines)

Increase antioxidant activity (Micelli et al. 2003; Yildirim et al. 2004;
Otreba et al. 2006; Vréek et al. 2011)(Micelli A. et al. 2003;
Yildirim et al. 2004; Otreba et al. 2006; 2007; Vréek et al.
2011)(Micelli A. et al. 2003; Yildirim et al. 2004; Otreba et al.
2006; Vrcek et al. 2011)
enzyme polyphenol oxidase concentration and antioxidant
activity in grape (Nuifez-Delicado et al. 2005)
content of biogenic amines (putrescine) (Yildirim et al. 2007)
phenolics, polyphenols and resveratrol content in grape (Malusa
et al. 2004; Dani et al. 2007)

No differences content of trans-resveratrol and a p-coumaric acid (Lante et al.
2004)
content of biogenic amines (Tassoni et al. 2013)

Decrease content of p-coumaric and vanilic acid (Yildirim et al. 2004)

total antocyanins content in grapes (Vian et al. 2006)

Table 2. Statistically significant markers suitable for Slovak conventional (C) and organic (O) wines recognition obtained by

ANOVA Tukey-HSD statistical evaluation.

q Probability
Marker Comparisons* Difference Standard Error q Table
Stat P <0.05
White wines
Cu C-0 0.5430 0.1407 54561  2.8605  0.0004
Fe C-0 3.8729 0.4788 11.4394 2.8605  0.0000
FRP C-0 0.2639 0.0516 72372 2.8605  0.0000
TEACFSII:PH Cc-0 0.3671 0.0553 9.3799  2.8605  0.0000
AAE C-0 0.4297 0.1146 5.3008  2.8605  0.0006
% RS 0-C 18.6839 7.0098 37695  2.8605  0.0111
Citric acid Cc-0 379.6092 78.5159 6.8375  2.8605  0.0000
b* 0-C 1.1745 0.4387 3.7864  2.8605  0.0108
chromaticity O-C 1.2198 0.4591 37571 2.8605  0.0114
Catechin C-0 6.6558 1.3507 6.9687  2.8605  0.0000
Epicatechin C-0O 4.2766 1.0747 5.6277  2.8605  0.0003
Red Wines
Fe C-0 2.5495 0.5698 6.3278  2.9600  0.0003
AAE Cc-0 0.5662 0.1456 54996  2.9600  0.0010

* C-O - higher marker content in conventional wines, O-C - higher marker content in organic wines).
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Table 3. Stepwise discriminant marker selection to differentiate Slovak organic and conventional wines (Tolerance: 0.001; F-

to-Enter: 3.8416 (5.0%); F-to-Remove: 2.7056 (10.0%).

Marker  Entered at Step F-to-Enter Probability Wilks' Lambda

P <0.05
White wines
Fe 1 65.4301 0.0000 0.3735
TEACHS 2 31.4656 0.0000 0.2043
FRP 3 9.9053 0.0033 0.1612
% RS 6 4.5949 0.0395 0.0951
Red wines

Fe 1 20.0208 0.0003 0.4869
AAE 2 4.5663 0.0474 0.3884

Table 4. Biomarkers content variation in organic and conventional white and red Slovak wines.

Biomarkers Wine Valid Unit Mean Median St. Coeff.  Min. Max. Range
typeb) cases dev. var.
White wines
Cu 0 18 mg.I” 0.19 0.13 0.16 0.86 0.02 0.47 0.45
Cu C 23 mg.l’! 0.73 0.65 0.58 0.79 0.03 1.97 1.94
Fe 0 18 mg.I"! 1.37 1.31 0.52 0.38 0.60 2.68 2.08
Fe C 23 mg.l’! 5.24 5.03 1.97 0.38 1.30 10.57 9.27
FRP 0 18 AU 0.72 0.73 0.16 0.23 0.36 0.96 0.59
FRP C 23 AU 0.98 1.00 0.17 0.17 0.66 1.30 0.65
TEAC ¥ 0 18 mmollI"  0.35 0.36 0.14 0.40 0.17 0.64 0.47
TEAC" C 23 mmoll'  0.72 0.68 0.20 0.28 0.37 1.08 0.71
AAE 0 18 mmol.I"  0.24 0.17 0.18 0.75 0.06 0.77 0.71
AAE C 23 mmoll'  0.67 0.73 0.46 0.69 0.09 1.42 1.32
RS 0 18 % 64.80 62.41 9.40 0.15 52.00 80.34 28.35
RS C 23 % 46.12 48.67 28.48 0.62 -8.06 88.46 96.52
Catechin 0 18 mg.I"! 1.76 0.97 1.40 0.79 0.97 5.52 4.55
Catechin C 23 mg.l’! 8.42 7.88 5.58 0.66 1.61 26.55 24.94
Epicatechin 0 18 mg.I"! 1.77 0.96 1.84 1.04 0.36 6.16 5.80
Epicatechin C 23 mg.l’! 6.04 6.47 4.25 0.70 0.36 18.77 18.41
b 0 18 AU 3.08 2.92 1.95 0.63 1.17 9.11 7.93
b* C 23 AU 1.91 1.89 0.69 0.36 0.88 3.98 3.10
Chroma 0 18 AU 3.15 2.95 2.06 0.65 1.20 9.71 8.51
Chroma C 23 AU 1.93 1.90 0.69 0.36 0.89 4.01 3.12
Citric acid 0 18 mgl'  168.88  151.05  93.06 0.55 4.60 48550  480.90
Citric acid C 23 mgl' 54849 55450 32196 059 12730 130590  1178.60
Red wines

Fe 0 9 mg.1” 1.76 1.62 0.48 0.27 1.17 2.42 1.24
Fe C 12 mg.I"! 431 4.59 1.65 0.38 1.00 6.43 5.43
AAE 0 9 mmoll'  0.19 0.18 0.13 0.72 0.08 0.52 0.44
AAE C 12 mmollI"  0.75 0.67 0.42 0.56 0.26 1.69 1.43

3 TEAC.pppreepr) (O- organic); R TEAC.ppprEpr) (C- conventional)
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