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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace sledovala obsah bioaktivnich latek a antioxida¢ni aktivitu v dzemech
ptipravenych z plodu Sipkové rize (Rosa canina L.). Dzemy byly slazeny riznymi sladidly,
titinovym cukrem, fepnym cukrem, erythritolem a stévii. Také byly stanoveny reologické
vlastnosti dzemu. Vlastnosti doméacich Sipkovych dzemt byly porovnany s komercénim.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda mohou vedlejsi produkty ziskané po vyrobé dzemi slouzit
jako prospésné zdroje bioaktivnich latek po piipravé vodnych extrakti.

Obsah sacharidu, polyfenolt, flavonoidil a antioxida¢ni aktivita byly stanoveny v dzemech
a vodnych extraktech spektrofotometricky. Dale byla provedena spektrofotometricka detekce
pektinu, chemicka charakterizace dzemti  pomoci infraervené  spektrometrie
a spektrofotometrické stanoveni barvy dzemu. Byl zjisténo, Ze koncentrace bioaktivnich latek
v dzemech byla ovlivnéna geografickou lokalitou, Casovymi a povétrnostnimi podminkami pfi
sklizni. Reologické vlastnosti a obsah pektinu v dZzemech byli ovlivnény typem pouzitého
sladidla.

Hodnoceni extraktl ptipravenych z vedlejSich produktii po vyrobé dzemi a ze susenych
plodu Sipku ukézalo vysoky obsah bioaktivnich latek a vysokou antioxida¢ni aktivitu ve vSech
testovanych vodnych extraktech. Bakalatska prace poukazuje na to, ze z plodu $ipkl je mozné
ptipravit dzemy a nasledné vodné extrakty s vlastnostmi superpotravin.

KLICOVA SLOVA

Ruze Sipkova, dzemy, bioaktivni latky, sladidla, pektin, antioxidac¢ni aktivita



ABSTRACT

This bachelor's thesis monitored the content of bioactive substances and antioxidant activity
in the jams made of the fruit of rose hips (Rosa canina L.). The jams were sweetened with
various sweeteners such as cane sugar, beet sugar, erythritol and stevia. Moreover,
the rheological properties of jams were determined. The properties of home-made jams
prepared from rosehip fruit were compared with the commercial jam.

Another aim was to determine whether the by-products received after the production of jams
could serve as beneficial sources of bioactive substances after the preparation of water extracts.

The content of carbohydrates, polyphenols, flavonoids, and antioxidant activity were
determined in jams and extracts spectrophotometrically. Next, the spectrophotometric detection
of pectin, the chemical characterization of jams by infrared spectrometry,
and the spectrophotometric determination of the jam colour were performed. The concentration
of bioactive substances in jams was influenced by the geographical location and the time and
weather conditions of harvest. The rheological properties and pectin content of the jams
depended on the type of the used sweetener.

The assessment of the water extracts prepared from the by-products after jam production and
from the dried fruits of rosehip showed the high content of bioactive substances and high
antioxidant activity in all tested extracts. The presented work points out that it is possible
to prepare jams with superfood properties from the fruit of rose hips and extracts with high
antioxidant activity.

KEYWORDS

Rosehip, jams, bioactive compounds, sweeteners, pectin, antioxidant activity
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1 UVOD

Potrava ¢lovéka je velmi komplexni. V Cerstvych pozivatinach miizeme nalézt kolem pul
milionu rtiznych chemickych sloucenin. Dalsi latky vznikaji pii skladovani, kulindrnim nebo
pfirozenou latkou z potravin jsou Ziviny s vyzivovou a energetickou hodnotou. Mezi né patii
bilkoviny, tuky, cukry a voda, také vitaminy a mineralni latky, které jsou z vyzivového pohledu
Casto esencialni a musime je tedy pfijimat potravou [1].

S ristem svétové populace souvisi ubyvani ptfirodnich zdroji. Diky tomu maji az dvé
miliardy obyvatel celého svéta chronické nedostatky mikrozivin. Hledaji se tedy nové ptirodni
zdroje potravy. V prabéhu let byly nalezeny dosud nevyuzité zdroje, které maji potencial
fungovat jako funkéni potravina, tedy potravina se schopnosti vyZzivovat, nebot’ obsahuje
mnozstvi bioaktivnich latek s pozitivnim vlivem na lidské zdravi. Pravé jednim z maéla
vyuzivanych nutri¢nich zdroju je rize Sipkova [2].

Sipky jsou znamy bohatym obsahem fenolickych latek, také dileZitym zdrojem vitaminu C.
Pouzivaji se diky tomu jako pomocné 1éCivo pfi chiipce, infekcich, zapalovych onemocnénich
a chronickych bolestech. Nachdzeji uplatnéni také v kosmetickém primyslu diky benefitnim
ucinkiim na plet’. V potravinafském priimyslu se zpracovavaji do potravin a népoji, t€émi jsou
nejcastéji Caje, marmelady a dzemy [3].

Sladidla maji v potravinach mnoho funkci. Nejvyznamnéjsi je vytvareni sladké chuti, také
se podileji na Maillardové reakci a ovliviiuji kvalitu potravin. Podle smérnice WHO by cukr
nemél pfedstavovat vice nez 10 % denniho kalorického pfijmu. DZemy a marmelady obsahuji
asi 60 % cukru, ktery do zna¢né miry ovliviiuje jejich vlastnosti. Jeho uplné vynechani
z hlediska konzervace i1 senzorickych vlastnosti je omezené. Nahrazeni cukru jinymi sladidly
mozné je, avSak vyrobky mohou vykazovat odlisné vlastnosti, jako napiiklad niZsi kyselost
a vyrazn¢jsi synerezi.

Tato bakalaiska prace si klade za cil stanovit koncentraci sacharidl, fenolickych latek,
pektinu, vitaminu C a antioxida¢ni vlastnosti v doma vyrobenych dZzemech a tyto vlastnosti
porovnat s dzemem koupenym. DalSimi cili je u jednotlivych druht dZemu zjistit, zdali ma
na vysledky vliv druh pouZitého sladidla a zptisob vyroby. Snahou bylo také vyuzit Sipky celé,
proto byly porovnany extrakty z odpadniho produktu z vyroby dzemu a ze susenych Sipku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Riize Sipkova

2.1.1 Obecna charakteristika

Ruize §ipkova, lat. Rosa canina L., je plany ket z &eledi rizovitych (Rosaceae). Celed’ Rosaceae
obsahuje zhruba 150 zaznamenanych druhtl, z nichz vSechny rostou na severni polokouli. Rtize
$ipkova roste divoce v Evropé, severozapadni Africe a zapadni Asii. Casto ji mizeme nalézt
na lesnich okrajich, svazich a mezich, spise na slunnych nebo polostinnych mistech [4, 5].

Jedna se o rozlozity, bohaté vétveny trnity kef, ktery muze dortstat az do vysky 3 m. Listy
ruze Sipkové jsou lichozpetfené, palistnaté a ostfe pilovité. Kvéty jsou bilé nebo rizové
s banikovitou ¢iSkou a s péti kaliSnimi listy, se kterymi se stfida pét dvoulalo¢natych opadavych
korunnich platkt. Doba kveteni se pohybuje od ¢ervna do ¢ervence [6].

Plodem jsou Sarlatové Cervené Sipky lat. Fructus cynosbati. Z morfologického hlediska je
povazujeme za nepravy plod, protoze se na jeho stavbé podileji jak jednotlivé plody (nazky),
tak i ¢esule kvétu a kvétni lizko. Sipky jsou lysé, maji vejéity az kulovity tvar a uvniti jsou
chlupaté. Ke sbéru dochéazi v dobé dokonalé zralosti, to je na pielomu zéfi a fijna. Pro vyuZiti
ve fytoterapii je nejlepsi sbirat dosud nezméklé Sipky pred prvnim mrazem [4, 7, 8].

2.1.2 Slozeni plodu

Sipky se skladaji z 30-35 % ze semen, zbylych 65-70 % je tvoieno duZinou. V porovnani
s ostatnimi druhy ovoce i zeleniny maji vysoky obsah vitaminu C. Jeho mnozstvi se v extraktu
ze S$ipkl pohybuje mezi 0,56 a 3,73 mg na 1 g suSiny. Bylo prokézéano, Ze nejvice vitaminu C
je obsazeno v pln¢ uzrdlych plodech. V nich mize byt jeho mnozZstvi az Sestkrat vyssi nez
u ploda nezralych. Obsah vitaminu C v duziné ovliviiuje dale nadmotska vyska [5, 9].

Sipek obsahuje nékolik skupin biologicky aktivnich latek. Témi jsou sacharidy, organické
kyseliny, pektiny, vitaminy, mastné kyseliny a tfisloviny. Plod je bohaty na obsah fenolickych
latek vcetné flavonoida (antokyany, prokyanidiny, katechin, quercentin) a fenolovych kyselin,
jako je kyselina gallova a ellagova. Také karotenoidy (vCetné lykopenu, B-karotenu,
zeaxantinu) a tokoferoly. Je cennym zdrojem mineralnich latek, prevazné vapniku, drasliku
a fosforu. Obsah zakladnich slozek, mineralnich latek a vitaminl zobrazuje tabulka 1 [5, 10].

Semena §ipktl jsou bohata na olej a mineralni latky. Z mastnych kyselin v nich nalezneme

hlavné kyselinu linolovou, olejovou, linolenovou, palmitovou, stearovou a arachidonovou [11].



Tabulka 1: Nutriéni hodnoty Sipku [12]

Zakladni slozKky [g-kg™]
Voda Susina  Bilkoviny Lipidy Sacharidy Popeloviny Vlaknina
490,00 510,00 36,00 4,40 220,00 30,00 224,00
Mineralni latky [mg-kg?]
Ca Fe Na Mg P Cl K
1800,00 180,00 140,00 550,00 540,00 63,00 3200,00
Vitaminy [mg-kg?]
A Bl B2 B6 B9 C E P a bioflavonoidy
40,00 0,46 0,50 0,05 0,02 3500,00 10,00 200,00

2.1.3 Vyuziti Sipki

Sipky se pouzivaji k ptipravé pokrmii po celém svété. Maji své uplatnéni i v tradiéni medicing.
Nejcastéji byvaji konzumovény jako caje. Pouzivaji se k pfipravé tfady potravinaiskych
produktti, jimiz mohou byt omacky, marmelady, dzemy, sirupy, vina, likéry, ale i nealkoholické
napoje. Trendem posledni doby je uzivat Sipek jako ingredienci do probiotickych napoja,
jogurtd a polévek. Diky obsahu vysokého mnozstvi u¢innych latek jsou Sipky také potencialnim
kandidatem pro vyrobu funkénich potravin a pfirodnich 1é¢iv [5, 9].

2.1.3.1 Caj

Caj se pripravuje ze sudenych plodii riize ipkové, které se zaliji horkou vodou. Tepelnou
Gipravou se viak ztraci znaéné mnozstvi vitaminu C. Caj mé kviili obsahu pektinu povzbuzujici
¢inek na &innost stfev, reguluje tak jejich funkci. Sipky miizeme nalézt v urologickych
¢ajovych smeésich a Cajich proti chiipce. Da se také pouzit ¢aj ze Sipkovych jader, ktery pomaha
pii 1é¢bé ledvinovych kament, dny a revmatu [4].

2.1.3.2 Sipkovy prisek
Jde o suseny a nasledné drceny plod Sipkové rize. Muize se pouzit bud’ za tepla k vateni Caje,
nebo za studena do vody, ovocnych §t'av, nebo smoothie. V nékterych zemich Evropy je fazen

-----

studii pomaha redukovat osteoartritidu kolene nebo kycle. Je také pouzivan k 1é€b¢€ revmatoidni
artritidy a zanéta [5].

2.1.3.3 Sipkovy olej

Za studena lisovany olej ze semen riiZe Sipkové se pouziva kvili svym potencidlnim u¢inkiim
na léCeni koznich problému (jizvy, dermatitida, akné, ekzém a popaleniny). Je téZz cennou
surovinou pro vyrobu pfirodni kosmetiky a produktii péce o plet’, kvili obsahu esencialnich
mastnych kyselin, karotenoidt a vitaminu A [5].
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2.1.3.4 Tinktura

Jedna se o slazeny alkoholicky napoj vyrabény ochucenim ethanolu bylinkami, ovocem, kvéty,
nebo koteny rostlin. Nevyrabi se pouze pro své senzorické vlastnosti, ale také kviili pozitivnimu
efektu na zdravi. V pribéhu macerace se do findlniho produktu vylouci cenné bioaktivni
slouceniny a antioxidacni latky. Tinktura pfipravena ze Sipkl obsahuje téchto latek celou fadu,
hlavn¢ fenolické latky a vitamin C.

TabaszeSska a Najgebauer-Lejko ve své studii [10] sledovali vliv technik zpracovani
auchovavani Sipkii na koncentraci fenolickych latek, vitaminu C a antioxidacni aktivity
pripravenych tinktur. Autofii studie zjistili, ze odstranéni seminek z plodi riize Sipkové zvysSuje
antioxidac¢ni aktivitu pfipravenych tinktur. U Cerstvy S$ipkll s odstranénymi seminky se ziska
vetsi mnozstvi celkovych polyfenolti a vitaminu C v porovnani s celym plodem Sipkii. Jako
nejvhodnéjsi a nejSetrnéjsi postup pro uchovavani Sipkti bylo vyhodnoceno zamrazovani [10].
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2.2 Bioaktivni latky

Rostliny a jejich plody mohou byt cennymi zdroji chemickych latek, které maji mnoho vyuziti.
Naptiklad pti vyrob¢ 1€¢iv (steroidy a alkaloidy) nebo pfi pouziti v potravinarském primyslu
jako ptidavné latky (pfirodni aromata a barviva). Diky jejich farmaceutickym nebo
toxikologickym uc¢inkiim byvaji tyto slouceniny oznacovany jako bioaktivni latky. Patfi mezi
né¢ sulfidy, polyfenoly, flavonoidy, fenolové kyseliny, glukaraty, karotenoidy, kumariny,
monoterpeny, triterpeny, ftalidy, isothiokyanaty, lignany, polyacetyleny a dalsi. Najdeme je
v kostalove, tykvovité a lilkovité zelenin€, ¢esneku, kienu, v citrusovych plodech i v dalSim
ovoci, zeleném Caji, v obilovinach a sgji. Jejich Gcinek je tézce nahraditelny uméle vyrobenymi
suplementy a preparaty [11, 13].

P#irodni materialy a rostliny obecné maji velkou chemodiverzitu. Casto obsahuji struktury,
které neni mozno syntetizovat kvuli strukturni slozitosti nebo stereospecifité. V rostlinadch
byvaji tyto bioaktivni slouc¢eniny produkovany jako sekundarni metabolity. Vznikaji riznymi
biologickymi cestami, jejich podstatou je ochrana rostlin pfed biotickym nebo abiotickym
stresem a hraji dulezitou roli v pfirozeném rustu a obrangé rostlin [11, 14].

Mnoho klinickych i epidemiologickych studii jasné prokazalo existenci vztahu mezi stravou
a zdravim Cloveéka. Tato zjisténi vedla ke zvySeni z4jmu o potraviny, které¢ by nebyly pouhym
zdrojem Zzivin, ale byly by rovnéz schopny pisobit proti spousté nemoci, jako jsou rakovina,
kardiovaskularni poruchy a cukrovka, nebo by uméli posilit imunitu. Pravé proto je potfebné
vyty€it potencialni zdravotni vyhody potravin rostlinného pivodu jako bohaty zdroj
bioaktivnich latek a detailné charakterizovat jejich fytonutrienty a biologickou aktivitu [9].

2.2.1 VitaminC

Kyselina askorbova je zékladni biologicky aktivni sloucenina. Ze ctyf moznych izomera
vykazuje aktivitu jen L-askorbova kyselina, ta se také mize oznaCovat jako vitamin C.
Askorbova kyselina je syntetizovana vSemi zelenymi fotoautotrofnimi rostlinami. Esencialni je
pouze pro lidi, primaty, morcata a nékteré dalsi Zivocichy, ktefi ji nedokazou syntetizovat
(absence enzymu gulonolaktonoxidasy) [1][15].

Tvoti bezbarvé, ve vodé rozpustné krystaly, jeho chut’ je kysela. Vykazuje malou odolnost
vuci teplu a oxidaci, jeho obsah se tedy sniZuje tepelnym zpracovanim nebo za ptistupu kysliku.
Ke snizeni obsahu dochazi zvlaste¢ za ptitomnosti kovil, pozor bychom si tedy méli davat
na pouzivani kovového nadobi a noza [15].

Funkce askorbové kyseliny souvisi hlavné s jejimi redoxnimi vlastnostmi. Jejim
oxidovanym produktem je mén¢ ucinny dehydroaskorbat, se kterym tvofi vyznamny
oxidoreduk¢ni systém. Jako vitamin C se n€kdy mize oznacovat cely oxidoredukéni systém
kyselina L-askorbova < kyselina L-monodehydroaskorbova < kyselina L-dehydroaskorbova,
ktery je schopny poskytnou protony H™ a fungovat jako antioxidant. Ptsobi jako ochrana proti
volnym radikaltim, mize chranit ostatni antioxidanty (tokoferol a retinol) pted oxidaci [1, 15].

Kurdéje jsou projevem deficience kyseliny L-askorbové. Jejich primdrnim ptiznakem je
otok sliznic a vypadavani zubi. Nespecifickymi pfiznaky nedostatku vitaminu C miZou byt
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unava nebo snizend imunita. Vitamin C najdeme v hojném mnozstvi v ovoci a zelening, hlavné
cerném rybizu, Sipkach, jahodach a citrusovych plodech. Ze zeleniny pak v kapusté, paprice,
brokolici a $penatu [15].

2.2.2 Fenolické slou¢eniny

Fenolické slouCeniny nazyvané také polyfenoly pfispivaji k antioxida¢nim vlastnostem ovoce,
zeleniny a rostlin. Jako antioxidanty mohou fungovat diky své struktuie, chovaji se jako
reduk¢ni Cinidla, donory vodiku, ¢i chelata¢ni Cinidla kovt. Také oddaluji degradaci tukt
zpusobenou oxidaci, ¢imz zlepSuji kvalitu a vyzivovou hodnotu potravin [16].

Skladaji se z aromatického kruhu, ktery nese jednu nebo vice hydroxylovych skupin.
Strukturné se velmi 1i$i od jednoduchych molekul az po slozité¢ vysokomolekuldrni polymery.
Mohou se délit do téchto zékladnich skupin: flavonoidy, fenolové kyseliny, stilbeny, lignany
a taniny [17].

2.2.2.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou skupinou sekundarnich metabolitti rostlin, skladaji se z jednoho
substituované¢ho fenolového kruhu. V rostlinach mohou existovat v riznych formach (volné
glykosidy, rozpustné estery) [18].

Mezi zastupce patii kyselina kavova, ferulova, gallovd nebo chlorogenova, ta je z nich

v

Vv potravé nejhojnéjsi. Nachazeji se v kave, bramborach a dalsich druzich ovoce a zeleniny [19].

2.2.2.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou rostlinné fenoly rozpustné ve vod¢. Nalezneme je v ovoci, zelening,
zrninach, listech a v klife stromi jako barviva. Ty, které vykazuji biologickou aktivitu, jsou
oznacovany jako bioflavonoidy. Nékteré z nich mohou vykazovat az 50krat vétsi antioxidacni
aktivitu ve srovnani s vitaminy C a E [20, 21].

Vykazuji strukturni rozmanitost, ktera je zplisobena riznymi stupni hydrogenace,
hydroxylace, metylace a sulfonace molekul. Maji béznou C6—C3—-C6 strukturu, skladajici se
ze dvou aromatickych kruhti, spojenych tifuhlikovym fetézcem, navic maji centralni pyranovy
kruh. Flavonoidy se déli na nékolik dalsich podskupin. Nejdilezitéjsi jsou uvedeny v tabulce 2,
spole¢né se svymi zastupci a jejich vyskytem v béznych potravinach [21, 22].

Katechiny patii mezi jejich zastupce, maji schopnost snizit hladinu LDL cholesterolu v krvi.
Snizuji pravdépodobnost vyskytu zubniho kazu a krvaceni ddsni. Najdeme je v zeleném caji,
hroznech a cerveném viné. Dal§im zastupcem je resveratrol, ktery také omezuje tvorbu LDL
cholesterolu. Nachazi se ve slupce a jadrech hroznti, souc¢asné cervenym hroznim dodava
barvu. Protatokyanidiny a antokyanidiny posiluji kolagenni vazivo §lach a kloubt. Ziskavaji se
z jader hroznt, v malé mife jsou také obsazeny v listech a kiife riiznych rostlin [20].
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Tabulka 2: Zdkladni skupiny flavonoidii, zastupci a zdroje vyskytu [22]

BéZny potravinovy zdroj (celkovy obsah

Flavonoid Zastupci .
flavonoidi [mg-kg?])
Flavonoly Ovace: jablka (34), Svestky (12), brusinky (170),
jahody (39), hrozny (31)
Kvercetin Zelenina: kapusta (35-321), cibule (0,2-1096),
Kemferol brokolice (36-231), rajcata (3-191)
Myricetin Napoje: Cervené vino (13 mg-17), zeleny ¢aj
(39 mg'1?), Cerny ¢aj (30 mg-1™), hroznova $t'ava
(4 mg1™)
Apigenin Zelenina: celer (130), zelené olivy (142), sladka
Luteolin paprika (11)
Katechin

OH

Anthokyany

+
HO o
N
P
OH

Isoflavony

Rg

OH

O OH
Rq

OH
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Epigallokatechin
Epigallokatechin
gallat

Hesperetin
Naringetin

Kyanidin
Delfinin

Genistein
Daidzein

Ovaoce: jablka (84), svestky (23)
Napoje: zeleny a ¢erny ¢aj, Cervené vino (110),

hroznova §tava (5 mg-17?)

Ovoce: pomeranc (577), citron (219)

Napoje: hroznova $tava (2 mg-17)

Ovaoce: Cervené hrozny (92)
Napoje: Cervené vino (2 mg-1?), hroznova $tava
(2 mg-1%)

Lus$téniny: s6ja (373-1403), cizrna (11-36)



2.2.2.3 Stilbeny

Stilbeny jsou substituované sekundarni metabolity rostlin se strukturou Ce—C>—Cs. Nachazeji
se v malych mnozstvich v n¢kolika druzich rostlin. Zastupcem s antioxida¢nimi G¢inky je
trans-resveratrol, fungicidné pusobici latka, kterou produkuji nékteré rostliny jako reakci
na bioticky a abioticky stres. Miizeme jej nalézt v lusténinach, hroznech (pfedevsim
ve slupkach cervenych hroznt). DalSim zdstupcem je rhapontigenin (hydroxysubstituovany
stilben), je obsazen v reveni Cetité (pfibuzna rebarbote), ktera se pouziva pro své homeostatické
ucinky [21].

2.2.2.4 Lignany

Jedna se o dimery typu (Ce—Cs)2, které vznikaji spojenim dvou fenylpropanovych jednotek.
V rostlinach plni funkci ochrany proti patogentim, uplatiiuji se jako fytoestrogeny, antioxidanty
i jako antikarcinogenni latky. Zastupct existuje nékolik stovek. Z potravin se lignany nachazeji
Vv celozrnnych vyrobcich, ryzi, luSténinach, ofesich a také v zelenin€, ovoci a semenech.
Napiiklad v sezamovém seminku najdeme sesamin, ktery ma jak vyborné antioxidacni, tak
I insekticidni G¢inky [21].

2.2.2.5 Taniny

Termin tanin se pouziva pro biomolekulu skladajici se z polyfenolti, obsahuji dostate¢né
mnozstvi hydroxylovych skupin a karboxylovych skupin pro tvorbu komplexii
s makromolekulami. V rostlinach jsou produkovany organelami odvozenymi z chloroplastd,
nachazeji se ve vakuolach a povrchovém vosku rostlin, kde plsobi jako ochrana proti
predatoriim. D¢li se na dvé kategorie, kondenzovatelné a hydrolyzovatelné. Kondenzovatelné
taniny maji své vyuziti hlavné v primyslovych vyrobach (kozeluzstvi), jako antikorozivni
a balici material i ve vyrob¢ potravy pro zvifata. Plisobi proti parazitim gastrointestinalniho
traktu, jsou také schopny zvysit produkci mléénych bilkovin u krav. Hydrolyzovatelné taniny
maji biologickou aktivitu, jsou u nich potvrzeny pozitivni t€inky na lidské zdravi. Mohou se
tak pouzivat jako medikace, maji antimutagenni, antikarcinogenni a antioxida¢ni G¢inky [23].

15



2.2.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou slouCeniny s antioxida¢nimi uc¢inky, které jsou Siroce rozsifené v piirodé,
zvlasté v ovoci, zelenin€ a kvétinach, jimz davaji Cervené, oranzové a zluté zbarveni. Jsou
podtifidou isoprenoidnich metaboliti produkovanych fotosyntetizujicimi rostlinami, fasami,
cyanobakteriemi, nékterymi houbami a prokaryotnimi zivocichy. Nejsou vSak produkovéany
zivoCichy, az na nékteré vyjimky, ty je musi pfijimat potravou [24].

Bylo identifikovano vice nez 1000 karotenoidli, vSechny obsahuji ve své struktuie
polyenovy fetézec s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Tato specificka struktura zptsobuje
jejich barevnost. Jejich vlastnosti, jako reaktivita s volnymi radikaly, je uéinily nezbytnymi
slozkami lidské stravy. Tyto slouceniny maji podil na zmirnéni nebo prevenci chronickych
nemoci u clovéka (rakovina prsu, diabetes mellitus, ocni choroby a kardiovaskularni
onemocnéni) [21, 22].

Nékteré karotenoidy jsou prekurzory vitaminu A (retinolu), jenz ovliviiuje kvalitu vidéni,
reakce imunitniho systému a reprodukci. Nedostatek tohoto vitaminu je jednim ze zadvaznych
svétovych problému. Postihuje kolem 250 miliont déti ptedskolniho véku a velky pocet
t€hotnych Zen. Jako prekurzory vitaminu A funguji ty, které ve své struktuie obsahuji B-kruh
(o-, B-, y-karoteny a B-kryptoxantin) [24].

2.2.4 Utinky §ipku na zdravi

Historie pouzivani plodu Sipkové rize ve fytoterapii saha az do starovéku. Hippokrates
doporucoval smés razi s olejem na 1é€eni onemocnéni délohy. Ajurvédsti 1€kafi pouzivali
platky riizi jako obklady povrchovych ran a zanétl, také véfili, Ze okvétni platky rizi mohou
pusobit jako mirné laxativum. Ve 12. stoleti bylinarka Hildegarda z Bingenu doporucovala
Sipkovy €aj jako pocatecni 1écbu pro témét vSechny choroby. Ve stiedovéku slouzily k 1é¢eni
jaternich a plicnich onemocnéni. Postupem Casu zacaly byt ¢aje ze susenych okvétnich listki
ruZe doporucovany evropskymi bylinafi proti bolestem hlavy, mdlobam a také oparim. K 1écbé
se vSak pouzivaly prevazné¢ okvétni listky. Duzina plodd se pouzivala pouze jako zaklad
K ptipravé 1ékd. Ve se vSak zménilo ve 30. letech 20. stoleti objevem vitaminu C. Pro jeho
vysoky obsah jsou tyto plody doporucovéany fytoterapeuty pii mnoha typech onemocnéni,
hlavné nachlazeni a chiipkach [26].

Pouzivani Sipkua jiz v lidovém Iécitelstvi je diikazem jejich pfiznivych G¢inkl na zdravi.
Kwvli jeho bohatému slozeni naSel Sipek mnoho uplatnéni v prevenci a 1é¢eni riiznych neduhi.
antibakterialni a antimutagenni efekt, je schopen regulovat mnozstvi lipidt a glukosy v Krvi.
Pisobi proti béZznému nachlazeni, infekénim onemocnénim, porucham gastrointestinalniho
traktu, nemocem mocového ustroji a zanétlivym onemocnénim [10, 27].
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2.3 Marmelady a dZzemy

Podle smérnice rady 2001/113/ES se ovocem rozumi ovoce cerstvé, zdravé a ocisténé. Ovocnou
pulpou se rozumi jedla ¢ast celého plodu, ktera byla nakrajena nebo rozdrcena. Ovocnou dieni
je jedla ¢ast celého plodu, jez byla rozmélnéna na dien propasirovanim. Dzemem je podle této
smérnice vyrobek obsahujici smés cukrt, pulpy nebo dien¢ jednoho nebo vice druhli ovoce
a vody o vhodné rosolovité konzistenci. Mnozstvi pulpy nebo diené pouzité k vyrobé 1000 g
dzemu nesmi byt u Sipkii mensi nez 250 g. DZzem vybérovy Sipkovy lze vyrdbét vyluéné
ze Sipk. Nemtize byt smisen sjinymi druhy (jablka, hrusky apod.). K vyrobé dzemu
vybérového nesmi byt pozito méné nez 350 g pulpy Sipki na 1000 g konecného vyrobku.
Marmeladou je smés vody, cukri a vyrobku z citrusovych plodii (pulpa, dfen, §tava, vodny
extrakt, nebo kiira), zpracovana do vhodné rosolovité konzistence [28].

Ovoce je vétSinou dostatecné kyselé a obsahuje dostatecné mnozstvi pektinu k zajisténi
pozadované konzistence, avSak v nekterych piipadech jsou pfidavany kyseliny a pektin
k dosazeni potfebného pH 3,0 a minimalniho mnozstvi pektinu 1 %. Pravé v téchto podminkach
dochazi k tvorbé gelovitosti. Dale se gelova sit’ mezi pektinem a cukry tvoii zahfivanim. Timto
procesem vSak muze dojit k degradaci zivin obsazenych ve vyrobku z diivodu termolability
bioaktivni latek v ovoci. Ztrata bioaktivnich latek mutze byt zpuisobena dale koncentraci
a druhem sladidla, vliv mé i obsah pektinu. Pektin stabilizuje vysoce reaktivni slouceniny, jako
jsou antokyany, vodikem nebo hydrofobni vazbou. Vznik téchto interakci zavisi na mnozstvi
a stupni esterifikace obsazeného pektinu. Nizky stupen esterifikace pektinu minimalizuje ztratu
bioaktivnich sloucenin. Na stabilitu funkénich sloucenin ma také vliv druh ovoce a zplisob
skladovani [29].

Dtvodem k vyrobé téchto konzervovanych vyrobki je omezena trvanlivost ¢erstvého ovoce.
Diky konzervaci se stavaji neomezen¢ dostupné. DZemy a marmelddy mohou byt vyrobeny
ze vSech jedlych plodi. Druhy plodi k vyrobé se 1iSi v zavislosti na geografické poloze.
V naSich obchodech nej¢astéji nalezneme vyrobky z plodid u néds dostupnych. Témi byvaji
jahody, maliny, boriivky, meruniky, erny a Cerveny rybiz, visné a Svestky. Ztidka objevime
také vyrobky z citrusi, angreitu a broskvi. Sipkovy dzem je ve velkych obchodnich Fetézcich
jen tézko k nalezeni, ale mohli bychom jej hledat ve zdravych vyZivach a obchodech, které
prodavaji regionalni vyrobky od malovyrobcii. Velkovyrobny se produkci Sipkového dzemu
nezabyvaji pravdépodobné z diivodu casové naroéného sbéru plodl, nizké vytéznosti a tim

zpusobeného niz§iho profitu.
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2.3.1 Alternativni sladidla v potravinarstvi

Cukr je obvyklou surovinou, kterou nalezneme téméf v kazdé domadacnosti. Je to pravé
sacharosa, ktera je lehce dostupna a lidmi nejbéznéji konzumovana. V soucasnosti lidska
populace zkonzumuje ptiblizné¢ 165 miliona tun cukru, coz odpovida 23 kilogramim na osobu
za rok. Existuji jisté obavy o zdravi, které souvisi s vysokym mnozstvim piijimaného cukru.
Mezi né€ patii vétsi pravdépodobnost vyskytu obezity, metabolického syndromu nebo cukrovky.
Diky tomu roste zajem o potraviny s redukovanym mnoZzstvim cukru, proto je snaha vyrabét
potravinaiské produkty s pouzitim sladidel jinych nez cukr [30, 31].

Pravé zdravotni, ale také vyzivové a ekonomické aspekty vedly k zavedeni nahradnich
sladidel. Jejich fyzikalni, chemické i organoleptické vlastnosti jsou odlisné, coz vede
K problémim pii tvorbé novych vyrobkiu. Aby bylo sladidlo schopno uspé$né nahradit
sacharosu pfi vyrob¢ potravin, musi byt nejprve stanovena koncentrace sladidla, ktera bude mit
sladkost ekvivalentni se sacharosou. Je téz potieba, aby pouziti sladidla nebylo v rozporu
s legislativnimi normami, bylo slucitelné s konkrétni potravinou a bylo co nejvice chutove
podobné puvodnimu produktu (s pouzitim sacharosy) [1, 30].

Jako nahradni sladidla se mohou pouzivat pouze latky uvedené v tabulce 3. Tyto slou¢eniny
neovliviiji hladinu glukosy v krvi, jelikoz nejsou zdrojem zadné energie. Jejich vyhodou je
také to, ze nejsou kariogenni. Za ndhradni sladidla se nepovazuji v potravinach se pfirozené
vyskytujici sacharidy (glukosa, fruktosa, sacharosa, laktosa a jiné) a v¢eli med [1, 32].

Nevyzivova sladidla jsou ta, kterd nejsou zdrojem energie a nemaji tak vyzivovou hodnotu.
VétSina z nich je syntetizovana chemicky a jejich sladivost je velmi siln4, jsou tedy ekonomicky
vyhodné;jsi, protoze jich staci mensi mnozstvi. Patii mezi né aspartam, sacharin, acesulfam-K,
cyklamat, neohesperidin DC, sukralosa, thaumatin, také glykosidy steviolu a pfirodni extrakt
ze stévie (Stevia rebaudiana). Diky své nizké kalorické hodnoté se stala velmi oblibenymi.
Paradoxné ale existuje velmi malo dikazl, které by dokazaly, jestli maji pozitivni nebo
negativni vliv na obezitu a cukrovku. Jednim z omezeni nevyZzivovych sladidel je to, ze
neposkytuji stejnou fyziologickou odezvu jako ta vyzivova. Pfedpoklada se, Ze spoustéji jakysi
nejednoznaény psychobiologicky signal, ktery vede ke zvySeni chuti k jidlu, coz mize byt
kontraproduktivni pifi pouziti v dietnich produktech. PfestoZze byla schvalend sladidla
podrobena piisnym regulacnim ptedpisim, existuji obavy ohledné jejich bezpecnosti
pti dlouhodobém pouzivani [31].

Vyzivova sladidla jsou zdrojem energie a maji tak vyZivovou hodnotu. Patifi mezi né
monosacharidy, disacharidy a cukerné alkoholy. Nejbéznéjsimi sladidly jsou v soucasnosti
kukuti¢ny sirup (glukosa a fruktosa) a stolni cukr (sacharosa). Patii mezi né¢ také polyoly,
derivaty sacharidi, které se bézné vyskytuji v ovoci, zeleniné a fermentovanych potravinach,
ale daji se také vyrabét chemickou cestou. V porovnani s cukry jsou Vv lidském téle Spatné
absorbovany, a tak poskytuji mén¢ kalorii a niz8i glykemickou odpoveéd’. Tyto vlastnosti je
ucinily popularnimi jako sladidla pro lidi trpici cukrovkou [31].
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Tabulka 3: Ndahradni sladidla povolend v CR [1]

Cislo E Nazev
E420 Sorbitol, (i) sorbitol, (ii) sorbitol sirup
E421 Mannitol
E950 Acesulfam K
E951 Asparatm
E953 Isomalt
E954 Sacharin, jeho sodna, draselnd, vapenata sil
E957 Thaumatin
E959 Neohesperidindihydrochalkon
E965 Maltitol, (i) maltitol, (ii) maltitol sirup
E966 Laktitol
E967 Xylitol

2.3.1.1 Stévie

V listech stévie sladké (Stevia rebaudiana), ktera pochazi z tropt Jizni Ameriky, nalezneme
sladkou latku steviosid (Obrazek 1), ktera je zde zastoupena az 6 %. Sladivost této latky je az
300krat vys$si nez u bézného cukru. Jedna se o glykosid, ktery obsahuje B-D-glukosu
a a-soforosu jako cukerné slozky. Toto sladidlo neni kalorické, je vhodné jak pro diabetiky, tak
i pro osoby trpici fenylketonurii [1].

Stévie obsahuje kromé steviosidu celou fadu dalSich slozek. Velké mnozstvi bilkovin,
vapniku, fosforu a dalsich dilezitych zivin. Dal$imi latkami ve stévii obsazenymi jsou steroly,
triterpeny, flavonoidy a taniny. Diky tomu bylo navrzeno, Ze extraktivni sladidla z této rostliny
maji priznivy U¢inek na lidské zdravi, plsobi antihypertenzné, antihyperglykemicky a
antikariogenn¢ [33].

Obrazek 1: Struktura steviosidu
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2.3.1.2 Erythritol

Jedna se o alkoholicky cukr, ktery se piirozené vyskytuje ve fermentovanych potravinach
(hroznech, hruskach, melounech). Jeho struktura je vyobrazena na obrazku 2. Komercné je
nejcastéji dostupny pod nazvem Truvia. Piestoze je zhruba Sedesatkrat sladsi nez sacharosa,
ve srovnani s ni obsahuje jen zhruba 6 % kalorii. TéZce se vSak vstfebava ve stievé, a proto
mize ve vétSim mnozstvi vyvolavat stievni potize [32].

Komeréné se erythritol vyrabi mikrobidlnimi procesy. Hlavnimi zdroji uhliku pro
mikrobialni syntézu jsou sacharidy (glukosa, fruktosa nebo sacharosa) a glycerol. Tyto zdroje
uhliku se na erythritol pfeméni za vysokého osmotického tlaku pentosofosfatovym cyklem
pomoci hub rodi Moniliella, Pseudozyma, Candida nebo Yarrowia [34].

OH

HO

OH

Ot
T

Obrazek 2: Struktura erythritolu
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2.4 Superpotraviny

Koncept funk¢nich potravin byl poprvé piedstaven v 80. letech minulého stoleti. Existuji razné
definice tohoto terminu. Obecné jsou to potraviny, které maji v porovnani s béznymi
potravinami ptiznivé fyziologické ucinky nebo jsou schopny snizovat riziko rozvoje chorob
diky pfitomnosti, nebo naopak absenci ur€itych zivin. Postupem ¢asu se pro popis potravin
se specidlnim ucinkem na lidské zdravi vyvinul termin superpotraviny. Avsak tento termin je
pouzivan jako marketingova strategie a neexistuje zadna obecn¢ akceptovana definice.
O spoustd tdchto superpotravin se tvrdi, Ze maji §irokou §kalu zdravi prosp&snych uéinki. Casto
tato tvrzeni bohuzel nejsou podpofena védeckymi dikazy. Piesto mitize konzumace
superpotravin stale piedchazet vyvoji nékterych chorob diky potencialnimu obsahu
bioaktivnich latek [35].

pozitivni u¢inek na lidské zdravi, patii polynenasycené mastné kyseliny (©o—3, ©—6), vitaminy,
minerdly, antioxidanty, polysacharidy a rizné enzymy. V superpotravinach také mizeme nalézt
probiotické mikroorganismy. Antioxidaéni aktivita je zakladni vlastnosti, je zptisobena hlavné
vitaminy A, C a E, flavonoidy, selenem, B-karoteny, zinkem, lykopenem, alouminem, kyselinou
mocovou, bilirubinem, koenzymem Q10 a polyfenoly [36].

Superpotraviny muzeme brat jako hranici mezi béZznou potravinou a lé¢ivem. Cilem
konzumace neni choroby 1€Cit, ale spiSe jim pfedchéazet. Pusobi preventivng, jejich tcinek tak
neni okamZzity, ale pfiznivé U€inky se mohou objevit az po desetiletich pravidelné konzumace.
VétSina nemoci, proti kterym maji superpotraviny clovéka ochrafovat, patfi mezi
tzv. civilizaéni choroby, tedy nemoci, na jejichZ vzniku a rozvoji maji podil vn&jsi faktory,
naptiklad vyziva [37].

Seznam potravin, které 1ze oznacit jako superpotravina je nejednotny, pravé diky chybéjici
definici tohoto pojmu. Muzeme mezi né zatadit napiiklad plody (rakytnik, granatové jablko,
bobuloviny), fasy (spirulina, chlorela), kofen zazvoru, ginko bilobu, ¢aj a mnoho dalsich [36].

2.4.1 Rakytnik FeSetlakovy

Rakytnik je ket vysoky asi 0,5 metru, vyskytuje se jak v Evropé, tak v Cing. Plod se konzumuje
bud’ Cerstvy, nebo suSeny. Studie ukdzaly, Ze rakytnik ma ve svych listech, kofenech, semenech
a plodech obrovsky repertoar bioaktivnich sloucenin. Témi jsou flavonoidy, lykopen,
karotenoidy, organické kyseliny fytosteroly, polynenasycené mastné kyseliny a razné
esencialni aminokyseliny. Je také bohaty na vitaminy A, B1, B12, C, E a K. Prav¢ flavonoidy
obsazené ve vSech Castech rakytniku jsou odpovédné za antioxidacni a protirakovinné G¢inky,
protoze chrani bunky pied oxidacnim poskozenim a ndslednou genetickou mutaci. Bylo také
zjisténo, Ze vytazky z rakytniku jsou G€inné proti buitkam lidské rakoviny prsu, tlustého stfeva
a délozniho ¢ipku [36, 38].
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2.4.2 Spirulina

Spirulina také znama jako Arthrospira, patéi do rodu sinic z ftadu Oscillatoriales a tadi se
K nejstar§Sim organismim na Zemi. Jedna se o vlaknitou fasu sloZzenou z buiiek o délce
200-500 um a Sifce 5-10 um. Roste pievazné v tropickych a subtropickych oblastech,
alkalickych jezerech a extrémnich prostfedich, jako jsou antarktickd ledova jezera. Ve svété
bylo nalezeno vice nez 50 druhti, pouzivaji se vSak jen dva, a to Spirulina maxima a Spirulina
platensis [39].

In vivo a in vitro experimenty bylo zjisténo, Zze dlouhodoba suplementace spiruliny nema
zadné toxicke a vedlejsi u€inky. Obsah bilkovin ve spiruliné dosahuje 60—70 % (v susing) a je
také bohata na vitaminy, nenasycené mastné kyseliny, pigmenty a dal$i bioaktivni slouceniny.
Diky vysoké nutri¢ni hodnot¢ je spirulina podle WHO a Organizace pro vyzivu a zemé&d¢lstvi
OSN jednim z nejlepsich dopliiki stravy a potravin pro lidské zdravi v 21. stoleti. Pouziva se
Siroce ve farmaceutickém a potravinaiském primyslu a k vyrobé biopaliv. V poslednich letech

w1

a zlep$uji imunitu [39].

2.4.3 Boriivky

Borivky jsou plodem kefe brusnice boruvky (Vaccinium myrtillus L.) nebo brusnice
chocholi¢naté (Vaccinium corymbosum), téZ znamé jako kanadska bortivka, oba kefe patii
do ¢eledi viesovcovitych (Ericaceae). Jsou cenény pro svou chut’ a bohaty obsah prospésnych
bioaktivnich latek. Je prokézano, Ze maji pfirozené vysoky obsah antokyant a dalSich
fytochemikalii, jako jsou napiiklad fenolové kyseliny a quercentin. Lze je tak pouzit k regulaci
hladiny glukosy v krvi, redukci krevniho tlaku a v boji proti nékterym typtim rakoviny.
Predpoklada se také, Zze by mohly zlepsit kognitivni vyvoj u déti a regulovat slozeni stfevni
mikroflory. Maji také piimy efekt na nékteré parametry metabolického syndromu. Ten je
charakterizovany soucasnou piitomnosti kardiovaskuldrnich rizikovych faktorti, obezity,
arterialni hypertenze a inzulinové rezistence [40, 41].

2.4.4 Kaustovnice cizi

Kustovnice cizi (Lycium barbarum L.) je 1é¢ivy ket s Cervenymi jedlymi plody. Rostlina je ve
sveété velmi popularni diky zdravi prospéSnym ucinkiim. Plody kustovnice jsou jednim
z nejbohatsich piirodnich zdroju zivin, jako jsou B-karoten, vitamin C, E, B1 a B2, mineraly
a antioxidanty. Jsou také bohatym zdrojem volnych aminokyselin (prolinu a kyseliny
glutamové), obsahuje také nékteré neproteinogenni aminokyseliny jako taurin. Taurin pochazi
pievazné z zivo¢isné potravy, takze jeho zdroje pro vegetariany jsou omezené. Diky svému
slozeni jsou plody benefitni pro lidsky organismus. Mnoho studii podpofilo jejich silnou
antioxida¢ni ochranu pted Skodlivymi volnymi radikaly ptitomnymi v lidském téle. Mohou tak
pfispivat k prevenci nemoci, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni a cukrovka[36, 42].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych pristroji a vyhodnocovacich programi

Spektrofotometr — UV/VIS SPEKOL 1300 — Analytik Jena, Némecko
Analytické vahy — Ohaus, Svycarsko

Ostatni bézné laboratorni pomiicky

Magnetickd michacka s ohfevem — LAVAT, MM7, Ceska republika
Stolni centrifuga (EBA 200) — Hettich, Némecko

X-rite I1 odrazovy spektrofotometr, USA

Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc — FTIR spektrometr
OriginPro2019b software — vyhodnoceni a analyza dat

HPLC/PDA (Photo-diode Array Detector)

Reometr Discovery HR-2 — TA instruments, USA

Trios software — TA instruments

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

Destilovana voda

Ethanol 99,9% p.a., Merck

Hydroxid sodny p.a., Penta

5% Folin-Ciocalteovo ¢inidlo, Penta
Uhli¢itan sodny bezvody p.a., Lach-ner
Kyselina gallovda monohydrat, Penta

Dusitan sodny, Penta

Chlorid hlinity bezvody p.a., Lach-ner
Katechin hydrat p.a., Sigma Aldrich
Kyselina askorbova, Sigma Aldrich
2,6-dichlorfenolindofenol sodna sul hydrat, Sigma Aldrich
Monohydroxofosfore¢na kyselina, VWR Prolabo Chemicals
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a., Lach-ner
Tetraboritan sodny, Lachema

Kyselina sirova 96% p.a., Lach-ner
m-hydroxydifenyl, Sigma Aldrich

Kyselina sulfamova p.a., Penta

Tetraboritan sodny dekahydrat, Lachema
Hydroxid draselny, Lachema

Pektin jable¢ny, Sigma Aldrich

ABTS, Sigma Aldrich

Trolox, Sigma Aldrich

Peroxodisiran draselny, Sigma Aldrich
UV-VIS ethanol 96%. Penta



D-glukosa monohydrat p.a., Lach-ner
Hydrogenuhli¢itan sodny p.a., Lach-ner

Siran sodny bezvody p.a., Lach-ner

Vinan sodno-draselny p.a., Lachema

Siran méd’naty pentahydrat p.a., Penta
Molybdenan amonny p.a., Lach-ner
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat — Lachema
Methanol p.a., Penta

Chloroform stabilizovany v 1% ethanolu, Penta
Ethylacetat 99,7% p.a., Penta

Acetoitril p.a., Penta
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3.3 Analyzované vzorky

V této bakalaiské praci bylo pouzito pét vzorkt Sipkovych dzemi. Ctyii byly vyrobeny podle
nize uvedeného receptu. Kazdy obsahoval jiny druh sladidla, t€émi jsou fepny cukr, titinovy
cukr, stévie a erythritol. Paty vzorek byl zakoupen, jednalo se o bio Sipkovou zavareninu
z prodejny dm drogerie markt. Dalsimi méfenymi vzorky byly ¢tyfi vodné extrakty, zpisob
jejich pripravy je uveden v kapitole 3. 3. 2.

3.3.1 Priprava dZemi

Na vyrobu dzemt byly plody sbirany ve dvou oblastech. Prvni varka byla nasbirdna koncem
zati 2020 za slune¢ného pocasi v oblasti Brno-Medlanky. Druha varka byla sbirana zac¢atkem
fijna téhoz roku za destivého pocasi ve vesnici Pist’, okres Opava. Po sbéru byly Sipky omyty,
osuseny a do zpracovani na dZzem byly uchovény v lednicce.

500 g sipku bylo ocisténo tak, Ze jim byly vzdy odkrojeny zbytky kvétu a stopky, popiipadé
viditelné vady na plodech. Seschl¢, mékké nebo jinak vadné plody byly vyrazeny. Ptekrajené
plody byly vaifeny domé&kka pfi teploté 110 °C zhruba 30 minut a nasledné rozmixovany
ty¢ovym mixérem. Do piepasirované hmoty bylo pfidano jedno ze sladidel a to bud’ 60 g
titinového cukru, 60 g fepného cukru, 40 kapek stévie nebo 78 g erythritolu. Mnozstvi sladidel
bylo pfepocitano dle sladivosti uvedené na obalu vyrobku. DZemy byly plnény do vyvafenych
sklenic a sterilovany 20 minut pii 80 °C.

3.3.2 Priprava vodnych extrakti
Celkem byly pfipraveny Ctyfi extrakty. Prvni z nich z celych suSenych Sipkt, které byly
rozdrceny v mixéru. Do 50 ml destilované vody o laboratorni teploté bylo navazeno 10 ¢
drcenych Sipki, smés se nechala odstat 24 hodin. Druhy extrakt byl také ptipraven z 10 ¢
stejnych drcenych $ipkt, k nim se piidalo 50 ml destilované vody o teploté 80 °C, louhovalo se
30 minut.

Po pfepasirovani na sitku zbyly kousky duZiny a seminka, tato smés se susila v troub¢ pii
teplot¢ 80 °C do uplného vysuSeni. Z tohoto odpadniho produktu z vyroby dzemi byly
vytvoreny dal$i dva extrakty stejnym zptisobem, jako je uveden vyse.
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3.4 Analyzy

3.4.1 Piiprava vzorkia dZemi pro jednotliva stanoveni

Nejprve byla vazkovou metodou stanovena hustota vzorku. Nasledné bylo navazeno takové
mnozstvi, aby odpovidalo 2 ml. K tomuto mnozstvi vzorku bylo ptidano 9 ml ethanolu a 9 ml
destilované vody. Takto nafedény vzorek byl 10 minut vafen a dalSich 20 minut zahfivan na
60 °C za soucasné¢ho michani na magnetické michacce. Nasledovala filtrace za snizené¢ho tlaku
na Biichnerové nalevce, aby doslo k odstranéni zbylé duziny Sipkii. Vzorky byly mezi métenimi
skladovany v chladniéce, pii del$im nepouzivani byly ulozeny v mraznicce.

3.4.2 Stanoveni obsahu sacharida

Obsah sacharidii byl stanoven metodou podle Somogyi-Nelsona, kterd je zalozena na
schopnosti redukujicich sacharidii oxidovat se. Pouziva méd’naté ionty k redukci komplexu
arsenomolybdenanu, vzniklého reakci molybdenanu amonného s arzeni¢nanem sodnym,
za vzniku molybdenové modii [43].

Pro provedeni této metody byly namichdny tfi roztoky.

e Roztok 1 se skladal z 24 g bezvodého NaxCOs, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého
NA2SO4, 12 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného a v$e bylo rozpusténo v 800 ml
destilované vody.

e Roztok 2 obsahoval 4 g CuSO4-5 H20 a 24 g bezvodého NaxSO4, obé soli byly
rozpus$tény v 200 ml destilované vody.

e Roztok 3 vznikl rozpusSténim 25 g molybdenanu amonného v 450 ml destilované
vody, pfidal se roztok vznikly rozpusténim 3 g NaHAsO47 H2O ve 25 ml
destilované vody a nakonec 21 ml koncentrované kyseliny sirové. Takto vznikly
roztok se nechal odstat 48 hodin pii laboratorni teploté.

Pro zjisténi koncentrace sacharidii v analyzovanych vzorcich byl postup nasledujici. K 1 ml
vzorku se ptidalo 0,5 ml roztoku 1 a 0,5 ml roztoku 2. Zkumavky se vatily 10 minut ve vrouci
vodni lazni. Varem se podpoii redukce siranu médnatého za vzniku oxidu médného. Po
ochlazeni se do smési napipetovalo 0,5 ml roztoku 3, aby se oxid médny uplné rozpustil.
Vznikly modry roztok se poté destilovanou vodou nafedil na objem 10 ml a nasledné se méfila
absorbance pii 720 nm proti slepému vzorku[44].

Kalibra¢ni p¥imka byla vytvofena na roztok glukosy o koncentraci 0,01-0,06 g-I* a m4
nasledujici rovnici:

A=189476-c 1)
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3.4.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Metoda pouzivajici Folin-Ciocalteovo ¢inidlo je Siroce pouzivana pro kvantifikaci celkovych
fenolickych latek v riznych extraktech. Tato kolorimetrickd metoda umoziuje analyzu
organickych sloucenin, které maji hydroxylované aromatické kruhy. Aktivita reakce je pfimo
umérna koncentraci OH skupin vyskytujicich se na aromatickém kruhu, ty ovliviuji redukéni
potencial. Fenolické latky reaguji s reagentem za vzniku modrého zbarveni [45].

Pracovalo se s 1 ml Folin-Ciocalteova ¢inidla ziedéného desetkrat. K nému se ptidal 1 ml
destilované vody a 0,1 ml vzorku (pro vytvofeni kalibra¢ni pifimky se pouzily roztoky kyseliny
gallové o koncentracich 0,02-0,2 g-1"!). Po promichani se vie nechalo 5 minut odstat pfi
laboratorni teploté. Nasledné se piidal 1 ml nasyceného roztoku Na,COs3 a roztok se promichal.
Po 15 minutach byla méfena absorbance pii 750 nm. Vznikla kalibra¢ni rovnice mé nasledujici
tvar:

A=41357-¢ )

3.4.4 Stanoveni celkovych flavonoidi

Struktura flavonoidi je vyznamna pro jejich antioxida¢ni aktivitu. Diky pfitomnym
karbonylovym a hydroxylovym skupinam mohou vytvafet koordinac¢ni vazby s mnoha kovy
atim tvoftit barevné komplexy. Po pfidani chloridu hlinitého vznik4 komplex stabilni v kyselém
prostiedi [46].

Smichalo se 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml NaNOz. Pro vytvofeni
kalibra¢ni piimky se pouzil roztok katechinu o koncentracich 0,05-0,3 g-1™%. Ve se ponechalo
5 minut pfi laboratorni teploté stat a poté se piidalo 0,2 ml AIClz, promichalo se a nechalo se
odstat dalsich 5 minut. Dale se pfidalo 1,5 ml NaOH a 1 ml destilované vody. Po promichani
a stani po dobu 15 minut se prométila absorbance pii 510 nm [47].

Vznikla kalibra¢ni rovnice je nasledujici:

A=33057c ©)

3.4.5 Stanoveni antioxida¢nich vlastnosti

Stanoveni pomoci ABTS (2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)) je
povazovano za jednu z nejcitlivéjSich technik ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity, protoze
kinetika reakce je rychlejsi. Na vygenerovani ABTS radikdlu se pouzije peroxodisiran draselny
za vzniku zelenomodrého chromoforu. Pfidanim antioxidantu k takto vygenerovanému
radikdlu je mozno sledovat pienos elektronti, ktera je viditelny jako zména zbarveni
odpovidajici redukci ABTS radikalu antioxidantem, tato redukce je znazornéna na obrazku 3
[48].
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Obrazek 3: Princip redukce ABTS radikalu

Doslo k rozpusténi ABTS v destilované vodé na koncentraci 7 mmol-1?. Smichanim
s 2,45mmol-1" peroxodisiranem draselnym se ziskal radikalovy kation ABTS*. Po minimalng
12 hodinach ve tmé se roztok nafedil pomoci ethanolu, aby vykazoval absorbanci
0,70 £0,02 pti 734 nm.

Do zkumavek bylo pipetovano vzdy 2 ml roztoku ATBS™ a 0,02 ml vzorku. Vse se
promichalo, zkumavka se ulozila do tmy a byl zaznamenan pokles absorbance v 10. minutg.
Hodnota absorbance se ode¢itd od absorbance substratu v nulté minuté (2 ml ABTS*a 0,02 ml
destilované vody). Jako slepy vzorek byl pouzit ethanol a pro vytvofeni kalibra¢ni rovnice
roztok troloxu o koncentracich 50400 mg-1*. Kalibra¢ni rovnice je tvaru:

A=0,0013-c ()

3.4.6 Stanoveni vitaminu C

3.4.6.1 Titracné s pomoci 2,6-dichlorfenolindofenolem

Vitamin C se vkyselém prosttedi oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou
2,6- dichlorfenolindofenolem, reakce uvedena na obrazku 4 [49].

Standardizoval se roztok 2,6-dichlorfenolindofenolu. K 1 ml standardniho roztoku kyseliny
askorbové (100 mg rozpusténo v kyselin€é monohydrogenfosforecné, kterou se také doplnila
odmérna barka na 100 ml) bylo pfidano 10 ml 2% roztoku kyseliny monohydroxyfosforecné
a titrovalo se odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu do dosazeni rizového zbarveni.

HO // N QN 0§ // N

HO o

HO cl cl
HO OH cl cl OH
OH

OH

Obrdzek 4. Princip stanoveni vitaminu C s 2,6-dichlorfenolindofenolem
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3.4.6.2 Redoxni titrace pomoci jodicnanu

Po piidani 103" iontd ke kyselému roztoku obsahujicimu I" ionty dojde k oxidaé¢né-redukéni
reakci. Jodi¢nanové ionty se redukuji za vzniku jodu i jodidové ionty jsou redukovany
zavzniku jodu. Vznikly jod nésledné oxiduje kyselinu askorbovou na kyselinu
dehydroaskorbovou. Jakmile je veSkera kyselina askorbova oxidovana, nadbytek jodu volné
reaguje se Skrobovym indikatorem za tvorby tmavé modrého komplexu, ktery indikuje bod
ekvivalence titrace [50].

Do 250ml Erlenmayerovy barky se napipetovalo 20 ml vzorku a pfidalo se zhruba 150 ml
destilované vody, 5ml Imol-1* kyseliny chlorovodikové a 1 ml krobového indikatoru.
Titrovalo se odmérnym roztokem 0,002mol 17 jodi¢nanu draselného. Koncovym bodem titrace
je prvni trvald zména zbarveni do tmavé modré barvy.

3.4.7 Stanoveni pektinu

Pektin je komplexni smés polysacharidii obsahujicich jako hlavni slouceninu jednotky
galakturonové kyseliny. Stanoveni je obtizné diky interferenci s jinymi sacharidy. Metoda
s m-hydroxydifenylem se pouziva hojné diky vyssi citlivosti a specifité pfi obsahu neutralnich
cukr a fenolickych latek. Kolorimetrickd metod je zaloZena na Uplném rozkladu pektinu
na kyselinu galakturovovou, pentézy a hexdzy, ty pak reaguji se sulfamovou kyselinou
za vzniku derivatd, které po reakci s m-hydroxydifenylem vytvaii barevné komplexy [51].

20 g vzorku dzemu se navazilo do 250ml Erlenmayerovy banky a vzorek se rozpustil
ve 100 ml 0,2mol 1" kyseliné chlorovodikové. Baiiky se nasledné extrahovaly ve vodni 14zni
na 80 °C po dobu 90 minut. Po vytaZeni zl4zn€ se obsah jeSt¢ za horka filtroval pfes
Biichnerovu nalevku. Filtra¢ni kola¢ se promyl horkou vodou a filtrat se doplnil na 200 ml
vV odmérné baiice. Kazdy extrahovany vzorek byl jesté¢ dale potfebné nafedén destilovanou
vodou.

Na spektrofotometrické stanoveni se do kazdé zkumavky pipetovalo vzdy 0,4 ml vzorku.
Nasledné se pridalo 0,04 ml roztoku 4mol-1? kyseliny sulfamové. Po promichani se piidalo
2,4 ml 75mmol-1? roztoku tetraboritanu sodného v koncentrované kyseling sirové. Zkumavky
se promichaly a nasledné zahiivaly ve vrouci lazni 20 minut. Po ochlazeni pod tekouci vodou
se ptidalo 0,08 ml roztoku m-hydroxydifenylu. Smés se nechala odlezet 20 minut a v mezicase
byla dvakrat promichéna. Absorbance byla métena proti slepému vzorku pii 525 nm.

Kalibraéni rovnice je vytvofena z nafedéného roztoku pektinu a ma tento tvar:

A =1354,1454 - ¢ (5)
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3.4.8 Stanoveni celkovych karotenoidi pomoci HPLC

Zhruba 15 mg lyofilizovanych dZzemut bylo navazeno do Sroubovacich 2ml Eppendorf
zkumavek. Pfidal se 1 ml destilované vody, vSe se nechalo spoleéné¢ 30 minut hydratovat,
po uplynuti této doby se zkumavky zvortexovaly. Nasledovala centrifugace pti 14000 ot-mit™
trvajici 2 minuty. Supernatant se slil, pfidaly se sklenéné kulicky do vysky sedimentu a 1 ml
methanolu. Zkumavky se umistily do desintegratoru na rychlost 3000 ot-min po dobu 30 s.

Vznikly roztok byl kvantitativné preveden 2 ml chloroformu do centrifugacni zkumavky.
Smés se vortexovala 15 minut. Pfidal se 1 ml dest. vody, smés se protfepala a zkumavky se
zcentrifugovaly pii 1500 ot-min™ 1 minutu. Organicka fize se odpipetovala do sklenénych
zkumavek. Roztok se poté odpafil na odparce v dusikaté atmosféie pii 45 °C. Po odpateni se
pridal 1 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu v poméru 2:1. Zkumavky se zvortexovaly a pies
PTFE sttikackovy filtr se roztok zfiltroval do vialek.

3.4.9 Kolorimetrie

Kolorimetrie je metoda pouzivajici se k objektivnimi popisu barev. Abychom mohli barevnost
objektll vyhodnocovat, potiebujeme definovat zdroj svétla, pozorovany objekt a pozorovatele.
Objekt je definovan pomoci reflexniho spektra R(1), zdroj pomoci spektralni intenzity
vyzafovani Me(/) a pozorovatel diky trichromatickym ¢initelim %, y a z. Diky témto
parametrum se nasledné mohou vypodist kolorimetrické parametry [52].

Na zjisténi kolorimetrickych parametri se pouzil odrazovy spektrofotometr X-rite 1.
Na ¢isté podlozni sklicko se polozil té€snici krouzek. Do jeho vnitiniho priméru se nanesl
vzorek dZemu a ten se pfikryl folii tak, aby se piebyte¢ny dzem vytlacil. Bylo tak dosazeno
stejné tloustky vrstvy pro vSechny vzorky. Na povrch folie se nasledné poloZil ptistroj a bylo
zmé&feno reflexni spektrum proti bilé kachlicce. Spektralni intenzita vyzafovani zdroje byla
nastavena na D50, pozorovatel byl pouzit dvoustupniovy. Spektrofotometr zméftil také
soutadnice barvového prostoru CIE L*a"b". L je parametr mérné svétlosti (zjistime z ngj, zda
se jedna o barvu tmavou, nebo svétlou), na ose @ se nachazeji barvy od zelené po &ervenou,
na ose b” barvy od modré po Zlutou. Z piistroje se také ziskaly parametr C* chroma vyjadtujici
pestrost barvy a odstin h*, ktery je uréen tihlem. Nakonec byly ziskany také hodnoty RGB pro
jednotlivé druhy dzemu [52].

Vsem barvam, které mize pozorovatel vnimat lze pftifadit soufadnice v prostoru. Pro
porovnani barev doma vyrobenych dzemii Sdzemem koupenym byla pouzita barvova
odchylka, vzdalenost v tomto prostoru, ktera se vypocita podle rovnice [52]:

AE* 4, = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (6)
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3.4.10 Méreni FTIR spekter dZemi

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci byla pouzita k ziskani informaci
0 pritomnosti, struktufe a povaze jednotlivych funk¢énich skupin. Jednotlivé vzorky dzemi byly
méieny na FTIR spektrometru Nicolet iS50 s diamantovym ATR nastavcem. Na ATR nastavec
se rovnomé&rné nanesla asi 2mm vrstva zhomogenizovaného vzorku a nechala se vyschnout pro
vytvofeni filmu. FTIR spektrum bylo méfeno v rozmezi vinoéti 4000—-400 cm™L, spektralni
rozliSeni bylo 4 cm™ s poétem akumulovanych zaznamii 128.

3.4.11 Reologicka méreni

Vzorky dzemu byly méfeny na reometru Discovery HR-2 (TA Instruments) v rotacnim
¢1 oscilaénim médu. Naméfend data byla zaznamenavéana do softwaru TRIOS (TA Instruments)
a nasledn¢ zpracovana v programech Microsoft Excel a OriginPro2019b.

Pro méfeni byla jako senzor pouzita ocelova geometrie typu deska/deska, kdy obé desky
byly definované zdrsnény (0,2 mm) o priméru 20 mm. Na spodni desku se nadavkoval vzorek
tak, aby deska byla pokryta celd. Horni senzor byl umistén do méfici polohy, mezera byla
nastavena na 500 um. Piebytek vzorku byl vytlaten a pfed méfenim bylo okoli senzorl
o¢isténo. Pii stlaCovani vzorku byla pouzita maximalni normalova sila 3 N tak, aby nebyl
vzorek pfed méfenim zdeformovan. Takto se vzorek nanasel pred kazdym méfenim. Kazdy
vzorek byl proméfen dvakrat.

Mg¢tila se zavislost smykového napéti na smykové rychlosti (tzv. tokové testy) pii teploté
20 °C. Pied spusténim kazdého méteni byl vzorek ponechan v klidu po dobu 60 s pii konstantni
teploté odpovidajici méteni (20 °C), to slouzi k relaxaci vzorku pfed méfenim a také jako
temperacni krok. Méfeni tokovych kiivek probihalo ve vzestupném trendu smykové rychlosti
v intervalu 0,05-200 s, v logaritmickém modu, zaznamenavalo se 10 bodi na dekadu.

Z namé&fenych zavislosti byla vyhodnocovana mez toku (70). Jedna se o napéti, které je tieba
prekonat, aby vzorek zacal téct. Tokové kiivky jednotlivych vzorkl byly analyzovany pomoci
Herschel-Bulkley modelu:

T=1Ty+K-y" )

kde 7 je te¢né napéti [Pa], 70 je mez toku [Pa], y je smykova rychlost [Pa-s], K je index
konzistence [Pa-s"] a n je index chovani toku [—], ktery oznacuje odchylku od newtonovského
chovani kapaliny [53].

3. 4. 12 Statisticka analyza

Vysledky byly vyjadieny jako primérna hodnota + smérodatna odchylka. Rozdily mezi vzorky
byly hodnoceny pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) a Tukeyho metody
k nalezeni statisticky odlisSnych hodnot (p < 0,05).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vlastnosti dZemua

Pfedmétem zkoumani byly ¢tyfi druhy doma vyrobenych Sipkovych dzemit, kazdy s obsahem
jiného druhu sladidla, a jeden zakoupeny produkt. Oznaceni dzemu bylo nasledujici: KM
(kupovany dZzem), E (doméci dZem slazeny erythritolem), RC (doméci dZem slazeny fepnym
cukrem), S (domaci dzem slazeny stévii), TC (domaci dzem slazeny titinovym cukrem).

Cile pfi analyze téchto vzorki byly nasledujici: Sstanoveni obsahu bioaktivnich latek,
konkrétn¢ polyfenold a flavonoidu, také obsahu sacharidii a antioxidacni aktivity. U dzemut
navic stanoveni vitaminu C, karotenoidu a pektinu, také reologicka a kolorimetrickd méteni a
Vv neposledni fad¢ infracervena spektroskopie.

4.1.1 Obsah sacharidu

Obsah sacharidi byl stanoven pomoci metody Somogyi-Nelsona spektrofotometricky pti
vinové délce 720 nm. K vytvoreni kalibraéni piimky byla pouzita D-glukosa. Extrakt z kazdého
dzemu byl pfipraven pouze jeden, v kazdém extraktu byla absorbance proméfena trikrat.
Koncentrace redukujicich sacharidi v analyzovanych extraktech z dZemu byla vypoétena podle
kalibra¢ni rovnice (1). Primérna hodnota koncentrace a vypoétena smérodatna odchylka jsou
uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Naméiené koncentrace sacharidii v jednotlivych druzich dzemii

vzorek ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] ¢ [mg/g] | smérodatna odchylka [mg/g]
KM | 200,0253 | 200,0253 | 199,4976 | 199,8494 | 240,0191 0,3660
E 41,9578 | 37,7356 | 37,7356 39,1430 41,7656 2,6010
RC | 1219152 | 108,7209 | 107,1376 | 112,5912 | 118,1082 8,5111
S 44,8606 | 46,7078 | 46,1800 45,9161 48,3497 1,0019
TC 70,1936 | 74,9435 | 71,2491 72,1287 77,9712 2,6962

Koncentrace byly naméfeny v jednotkach mg/ml dzemu a na jednotky mg/g dzemu byly
prevedeny pomoci vazkove stanovenych hustot. Smérodatna odchylka byla uréena z hodnot
jednotlivych koncentraci [mg/g] pomoci programu Origin.

Na obrazku 5 lze vidét grafické porovnani jednotlivych koncentraci sacharidi v dzemech.
Nameétené hodnoty byly podrobeny statistické analyze ANOVA. Porovnavany byly vzdy dva
rizné dzemy a zjistilo se, ze vSechny se od sebe signifikantné 1isi. Pouze dzem slazeny stévii a
dZem slazeny erythritolem jsou porovnatelné.

Také ve sladidlech, stévii a erythritolu, byla metodou SN stanovena koncentrace
redukujicich sacharidti. Naméfené hodnoty byly velmi malé diky struktufe obou molekul. Pro
stévii bylo naméfeno 0,5178 + 0,0380 mg/g dZemu a pro erythritol 7,9917-107 + 0,0278 mg/g
dZemu. Koncentrace redukujicich sacharidli pro dZemy s erythritolem a stévii ndm tikaji, Ze
tyto redukujici sacharidy pochdzeji ze samotného Sipku, proto mezi t€émito dvéma vzorky
(E a S) nebyl zjistén signifikantni rozdil. Piesto je zde rozdil asi 6,0671 mg/g dZzemu. Ten je
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zpisoben pravdépodobné tim, ze sbirané plody nejsou standardné homogenni, nékteré mohou
obsahovat vice seminek a jiné vice duziny. Dzem se stévii tak mohl byt pfipraven z vétsiho
mnozstvi duziny, nebo mohl byt pfi pfipraveé 1épe propasirovan. Odecteme-li koncentraci téchto
dvou sladidel od celkového obsahu sacharidi v pfisluSnych dZzemech a tyto dvé hodnoty
zprimérujeme, dostaneme, ze obsah redukujicich sacharidi ze Sipk v dzemech je
44,7983 + 4,2901 mg/g dzemu. Problémem vsak je, Ze ne vSechny dzemy byly pfipraveny ze
stejnych plodi, ale ze dvou varek, TC a RC z prvni varky, E a S z varky druhé. Plody byly
sbirany v jiné geografické oblasti, za rizného pocasi a v riznou ro¢ni dobu, coz mohlo mit vliv
na obsah sacharidt, proto jsou dzemy z téchto dvou varek tézko porovnatelné.

Dzemy RC a TC byly pfipraveny z cukru fepného a titinového. Do kazdého bylo pfidano
60 g obou cukri na 400 ml dZzemu. V jednom gramu dzemu bychom tak piedpokladali
koncentraci redukujicich sacharidéi 157,35 mg/g dzemu v RC a 162,15 mg/g dzemu v TC.
Nameétené hodnoty jsou vSak mensi, navic musime vzit v potaz ptitomnost redukujicich
sacharidii ze samotného plodu. Je mozné, ze se veskera sacharosa ze sladidel nerozstépila
na redukujici cukry, tedy fruktosu a glukosu a tedy vysledné hodnoty jsou nizs§i nez se
ocekavalo.

Etiketa na kupovaném dZzemu (KM) udava obsah cukrii v koncentraci 51 g na 100 g dzemu,
To by odpovidalo 510 mg na 1 g dzemu. Jako sladidlo zde byl pouzit fepny cukr. Nami
namétena hodnota v KM je 240,0191+ 0,3660 mg/g dzemu, je tedy 2,12krat mensi nez hodnota
uvadéna na obalu vyrobku. Vzhledem k tomu, ze nevime, jakou metodou byl obsah sacharidi
na etiketé stanoven, nelze tyto hodnoty porovnavat, avSak da se fict, Ze metody budou mit
odlisnou citlivost. Vétsi hodnota namétena pro etiketu dzemu by odpovidala pouziti naptiklad
metody HPLC, diky niz by se dala stanovit koncentrace nejen redukujicich sacharidu, ale i
sacharosy.
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4.1.2 Obsah celkovych polyfenolu

Obsah celkovych polyfenolti v dZzemech se stanovil metodou pouzivajici Folin-Ciocalteovo
¢inidlo. Metoda je spektrofotometricka a méfi se absorbance pti 750 nm. Absorbance byla
méfena vzdy tiikrat v jednou extraktu z kazdého dzemu. K vytvofeni kalibra¢ni rovnice (2)
byla pouzita kyselina gallova. Vypoctena koncentrace je vztazena na mg kyseliny gallové v 1 ¢
dzemu (mg GAE/Q). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Koncentrace byly naméteny v jednotkach mg GAE/ml dzemu a na jednotky mg GAE/g
dzemu byly prevedeny pomoci vazkove stanovenych hustot. Smérodatna odchylka byla uréena
Z hodnot koncentraci v mg GAE/g dzemu pomoci programu Origin.

Tabulka 5: Naméiené koncentrace GAE v jednotlivych druzich dzZemii

vzorek ¢ [mg GAE/m] (g GAE/mI] | [my GAE/G] Smér[(;r?gtgioég]]ylka
KM | 11,6304 | 11,8239 | 11,3886 | 11,6143 13,0488 0,1512

E | 97444 | 97202 | 91157 | 95268 10,1651 0,2194
RC | 12,7911 | 143144 | 14,4353 | 13,8469 14,5254 0,5550

S | 102764 | 10,6149 | 11,5821 | 10,8244 11,3981 0,4120

TC | 14,7254 | 15.4750 | 137824 | 14,6610 15,8485 0,5293

Nameétené hodnoty jsou graficky porovnany na obrazku 5. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze ANOVA. Z ni vyplyva, Ze signifikantné odli§né nejsou pouze dvojice RC
aKM; SaE; TC a RC. Dvojice RC a TC; S a E byly pfipraveny kazda z jiné varky. To, Ze se
od sebe jednotlivé varky dzemt v obsahu polyfenoli 1i$i, mize byt zptisobeno odlisnou dobou
sbirani plodl, mistem a pocasim, za kterého byly sbirany. OdlisSnost hodnot v rdmci jedné varky
by se dala vysvétlit pouzitym sladidlem, avSak fepny cukr i titinovy cukr maji stejné chemické
slozeni, s polyfenoly by tak mély reagovat stejné. Rozdily tedy budou spiSe zplsobeny
nehomogenitou plodi, kdy nékteré mohou obsahovat vice seminek a nékteré vice duziny.

Ve studii [9] z roku 2016 byla mimo analyzu rtiznych druhti extraktd z ¢erstvych i suSenych
plodu rize Sipkové provedena analyza dzemu. Ke stanoveni celkového obsahu polyfenoli byla
pouzita metoda s Folin-Ciocalteovym ¢inidlem, jako standard také pouzili kyselinu gallovou.
Celkovy obsah polyfenolli byl vyjadien jako mg ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) na
(dw). V extraktu obsah
11,9 + 0,84 mg GAE/g dw. Tato hodnota je vyrazn€ niz§i nez hodnoty naméfené v Sipkovych

1 g suSiny zdzemu byl polyfenoli  stanoven na
extraktech. Autofi usuzuji, Ze je to zpusobeno teplotni degradaci polymerickych polyfenoli
Vv pritbéhu vateni.

Abychom mohly nami naméfené hodnoty porovnat, musime je nejdiive pfevést na jednotky
mg GAE/g dw. Toho dosahneme tak, ze se zvazi Sipky pied a po vysuseni a z jejich podilu se
vyjadii prevodni vztah. Pocitame také stim, ze 400 ml dzemu bylo pfipraveno z 500 g
cerstvych Sipktl a zjistime, ze 1 ml dzemu byl pfipraven z 2,918 g suchych Sipkt. Pokud
zprumérujeme namétfené hodnoty ve vSech druzich dzemi, po pfevedeni na 1 g suSiny
dostaneme hodnotu 4,1449 +0,7289 mg GA/g dw. Vysledky by se nemély signifikantné

odliSovat, protoze druh extrakcniho ¢inidla pouzitého autory nema na obsah polyfenola vyrazny
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vliv, ale mezi nami naméfenou hodnotu a hodnotou ze studie, tedy 11,9 + 0,84 mg GAE/g dw,
je rozdil 7,7551 mg GAE/g dw. To by mohlo byt zptisobeno odlisnym zplsobem piipravy
dzemt a znamenalo by to, ze v nami pfipravenych dzemech doslo k vétsi teplotni degradaci
polyfenola v pribéhu vateni. Dalsi moznosti je, Ze Cerstvé plody Sipkl pro pfipravu dzemii,
obsahovaly polyfenoli méng¢.

4.1.3 Obsah celkovych flavonoidi

Celkové flavonoidy byly stanoveny spektrofotometricky metodou s pouzitim AlCIls, kde byl
jako standard pouzit roztok katechinu. K vypoctu koncentrace byla pouzita rovnice (3),
absorbance byla méfena tfikrat, vzdy v jednom extraktu z kazdého dzemu. Koncentrace byly
naméfeny v jednotkdch mg/ml dZzemu a na jednotky mg/g dzemu byly pievedeny pomoci
vazkové stanovenych hustot. Smérodatnd odchylka byla urcena z hodnot koncentraci v mg/g
dzemu pomoci programu Origin. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Namérené koncentrace katechinu v jednotlivych druzich dzemii

vzorek ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] ¢ [ma/g] smérodatna odchylka [mg/g]
KM | 5,2334 | 5,9493 | 5,6065 5,5964 6,7213 0,4301
E 5,4250 | 5,8989 | 6,3829 5,9023 6,2977 0,5111
RC 6,2518 | 7,1795 | 6,8568 6,7627 7,0941 0,4940
S 4,6385 | 5,3040 | 5,5157 5,1527 5,4258 0,4820
TC 7,1795 | 7,9459 | 8,1677 7,7644 8,3933 0,5605

Nameétené hodnoty byly také podrobeny statistické analyze ANOVA, diky ni bylo zjisténo,
Ze statisticky vyznamny rozdil je pouze mezi dvojicemi S a RC; TC a KM; TC a E; TC a S.
Grafické porovnani namétenych hodnot je k vidéni na obrazku 5. Porovname-li obsah
polyfenoltl a flavonoidii v jednotlivych vzorcich, zjistime, Ze pokud je sefadime podle mnoZstvi
latek v nich obsaZenych, pofadi neni v obou pfipadech stejné, jak bychom predpokladali.
Predpoklad je zalozen na skutecnosti, Ze flavonoidy jsou podskupinou polyfenolt. Z vysledk
1ze zase vycist, podobné jako u polyfenold, Ze zalezi na varce, z jaké byly dzemy piipraveny.
V dzemech S a E, vyrobenych z varky, kterd byla sbirdna za deStivého pocasi a pozdéji, se
vyskytuje flavonoidii méné.
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4.1.4 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidac¢ni aktivita v nasich vzorcich dzemi byla stanovena pomoci ABTS (2,2'-azinobis-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyseliny)). K vytvoreni kalibra¢ni rovnice (4) byl pouzit roztok
troloxu. Koncentrace byly naméteny v jednotkach mg/ml dzemu a na jednotky pmol TE v 1 ml
dzemu byly pfevedeny s pomoci molarni hmotnosti troloxu, kde TE znamené ekvivalent
troloxu. Smérodatna odchylka byla ur¢ena z hodnot koncentraci v umol TE v 1 ml dzemu

pomoci programu Origin. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Namérené antioxidacni aktivity jednotlivych druhii dzemii

g g g5 | 8
E g S g z =
> N = Qo Q
= > 8% | 2 5
2 E E St | 2T | =B
Q m m g o m £ o0
N = = = B3 =0
E z 25 | T g,
3 El £E | 2 ©
[} lo = lo
KM | 77,3301 | 93,9231 | 83,5916 | 84,94827 | 8,37932 | 29,1120 | 25,5353
E 70,7554 | 54,1623 | 62,9285 | 62,61543 | 8,30097 | 21,4585 | 16,7220
RC | 107,0724 | 103,3155 | 108,9508 | 106,44623 | 2,8694 | 36,4794 | 27,9479
S 54,7885 | 63,5547 | 53,5362 | 57,29312 | 5,45869 | 19,6345 | 15,0999
TC | 95,4885 | 95,4885 | 96,7408 | 95,90597 | 0,72302 | 33,2964 | 26,2875

Pomoci statistické analyzy ANOVA byly porovnany jednotlivé dZemy mezi sebou. Bylo
zjisténo, Ze statisticky vyznamny rozdil nevykazuji pouze dvojice S a E; TC a KM; RC a TC.
Porovnani vysledkd Ize pozorovat na obrazku 5. Jsou zde uvedeny hodnoty v pmol TE/ml
dzemu. Pro porovnani s literaturou jsou v tabulce 7 uvedeny také hodnoty koncentrace
v umol TE/g dw (dry weight = suSiny) a pro porovnani s ostatnimi métenimi provedenymi
V této praci jsou uvedeny také hodnoty v mg/g dZemu.

Antioxidanty v potravé mohou zabranit nebo zpomalit oxidacni stres vyvolany volnymi
radikaly. Sipky lze povaZzovat za zdroj piirodnich antioxidaénich latek, protoze vykazovaly
antioxidacni aktivitu. Je uvadéno, Ze existuje korelace mezi obsahem fenolickych latek
a antioxidac¢ni aktivitou. Tento vztah vSak zavisi na mnoha faktorech. Témi jsou chemicka
struktura jednotlivych fenolickych sloucenin, jejich vzijemné interakce a také analytické
podminky testli antioxidacni aktivity. Je také uvadéno, ze obsah flavonoidl, vitaminu C
a dalSich bioaktivnich slouc¢enin mize mit silny aditivni a synergicky ucinek. Tento fakt
vysvétluje, pro¢ antioxidacni aktivita [mg/g dZemu] vysla vyssi, nez koncentrace celkovych
polyfenolti [mg GAE/g dzemu] [9].
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Autoti Demir a kol. (2014) pouzili stejnou metodu pro urceni antioxidac¢ni aktivity, kterou
porovnavali mezi vice druhy $ipki v methanolovych extraktech z lyofilizovanych plodd. Pro
plod rize Sipkové naméfili hodnotu 35,51 =£0,00 umol TE/g dw. Tato hodnota se pfili$
neodliduje od ndmi naméfenych koncentraci v jednotkach pmol TE/g suchych $ipkt. Od RC
a TC se li$i jen minimalné. Srovname-li v této studii naméfenou hodnotu se vzorky S a E,
dostaneme vetsi rozdil. Ten bude stejn¢ jako u obsahu polyfenolii a flavonoidii zptisoben
rozdilem ve zralosti plodl, ro¢ni dobou a pocasim, ve kterém byly sbirany, nachdzime tedy
znovu rozdil mezi dvéma varkami, ze kterych byly dzemy ptipraveny [3].
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Obrdzek 5: Namérené koncentrace jednotlivych latek v dZzemech, a) sacharidy, b) polyfenoly, ¢) flavonoidy a
d) antioxidacni viastnosti
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4.1.5 Obsah pektinu

Pektin byl ve vzorcich dzemt stanoven pomoci metody s m-hydroxydifenylem. Jedna se
o spektrofotometrickou metodu, k vytvoreni kalibra¢ni rovnice (5) se pouzil roztok jable¢ného
pektinu. Koncentrace byly naméfeny v jednotkach mg/ml dzemu a na jednotky mg/g dzemu
byly pfevedeny podle hustot zjisténych vazkovou metodou. Smérodatna odchylka byla urcena
z hodnot koncentraci v jednotkdch mg/g dzemu pomoci programu Origin. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 8, jejich grafické porovnani je viditelné na obrazku 6.

Tabulka 8: Stanovené koncentrace pektinu v jednotlivych vzorcich dzemu

vzorek ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] | ©[mg/g] | smérodatna odchylka [mg/g]
KM | 18,1006 | 17,1603 | 15,5932 | 16,9514 20,3586 15213
E 10,0298 | 10,1865 | 9,4421 9,8861 10,5485 0,4187
RC | 13,0074 | 16,1417 | 13,8693 | 14,3394 15,0421 1,6985
S 14,8879 | 14,6137 | 12,8507 | 14,1174 14,8657 1,1642
TC | 13,7126 | 13,7126 | 17,2387 | 14,8618 16,0939 2,2007

Jednotlivé koncentrace pektinu byly porovnany pomoci statistické analyzy ANOVA. Podle
ni jsou porovnatelné pouze dvojice S a RC; TC a RC; S a TC. Toto jde vidét také na Obrazek
6. U KM jsou koncentrace pektinu vyssi, protoze pfi jeji pripravé byl pouzit i aditivni pektin.
Do domacich dzemi se zadny pektin neptidaval, a tedy jeho naméfena koncentrace odpovida
mnozstvi pektinu obsazenim v plodech Sipkové ruze. Nejmensi koncentrace pektinu byla
zjisténa v dzemu E. Pfedpokladem bylo, Ze domaci dZemy budou mit vSechny stejny obsah
pektinu. Vysvétlenim niz8iho obsahu pektinu v dzemu E mliZe byt odlisna struktura erythritolu,
tedy to, 7e sloucenina je cukernym alkoholem. Cast obsahu uronové kyseliny (stanovovana
metodou s m-hydroxydifenylem) tedy bude nejspiSe reagovat s erythritolem za vzniku neznamé
slouceniny, ktera nebude touto metodou detekovana, proto bude obsah pektinu v dzemu E nizsi.
V potaz bychom mohli vzit také mikrobidlni rozklad. V dobé méfeni obsahu pektinu byl
dZzem E jako jediny napaden plisni. Okem pozorovana tuhost dZemu nekoreluje s naméfenymi
hodnotami pektinu. DZem S byl nejvice tekuty, KM a TC mély podobnou tuhost, nasledoval
RC a druhy nejtekutgjsi byl E. To, ze dzem S vypadal nejvice tekuté by mohlo byt zptisobeno
tim, Ze sice obsahoval pektin, jak bylo zjisténo, ale vzhledem ke struktufe steviosidu, by
nemusel tvofit s pektinem pevné sité, které by vytvareli tuhost vzorku.

Ognyanov a kol. ve své studii (2016) izolovali a objasnili strukturu pektinu v Sipkach. Pektin
ziskali extrakci plodt s 1% kyselinou citronovou. Zjistili, Zze polysacharidova frakce se sklddala
prevazné z kyseliny galakturonové (45,5 %), galaktozy (5,5 %) a arabindzy (4,7 %). Pektin
Vv Sipku ma relativné vysoky stupen methylesterifikace (62 %) a acetylace (10 %) a sklada se
z molekul o molekulové hmotnosti v rozmezi 10 — 100 kDa. Mnozstvi pektinu zavisi pfevazné
na extrak¢nich podminkach (teploté, pH, dobé a poméru extrahované latky a extrahovadla) [54].
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Obrazek 6. Namérené koncentrace pektinu v jednotlivych vzorcich dzemii

4.1.6 Reologické vlastnosti

Byly zméteny tokové testy jednotlivych dZzemi (zavislost smykové rychlosti na te€ném napéti).
Podle Herschel-Bulkley modelu, rovnice (7), byla vyjadiena mez toku (z0). Jeji porovnani je
uvedeno v tabulce 9. Vyjadiena mez toku ma souvislost se senzorickymi vlastnostmi dzemt,
jedna se o napéti, které je tieba prekonat, aby vzorek zacal téct. D4 se fict, ze ¢im vétsi je toto
napéti, tim hife se bude marmeldada Zvykat. Mensi meze toku tedy souviseji s lepsi
pozivatelnosti dZemu.

Porovname-li naméfené hodnoty, zjistime, ze KM a TC maji pro mez toku hodnoty
blizké nule, to je zplisobeno tim, Ze hodnoty jsou pfistrojem nedetekovatelné. Po zahrnuti
uvahy, ze KM a TC maji mez toku blizké nule bude, mez toku stoupa v fade nasledovné: KM a
TC < E < RC < S. Lze tedy usuzovat, ze dzem se stévii bude nejhiite pozivatelny, nejlepsi
senzorické vlastnosti bude mit dzem KM a TC.

Tabulka 9: Meze toku jednotlivych dzemui, tucné jsou oznaceny primérné hodnoty (danym pristrojem
nedetekovatelné hodnoty)

vzorek mez toku [Pa] smérodatna odchylka [Pa]
KM n n
E 32,2495 0,4786
E 25,8286 0,7944
E 29,0391 0,6365
RC 42,4519 0,8065
RC 39,6717 0,9635
RC 41,0618 0,8850
S 57,1659 2,3930
S 61,3201 1,8215
S 59,2430 2,1072
TC n n
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4.1.7 Barva

Kalorimetrické parametry ur¢ené odrazovym spektrofotometrem X-rite I1 1 vypoctena barvova
odchylka doma pripravenych dzemi od kupovaného dzemu (KM) jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Namérené a vypoctené hodnoty pro kolorimetrické stanoveni

vzorek L" a b Cc” h™[°] R |G| B barva AE"a
KM | 255733 | 22,7400 | 24,4833 | 33,4167 | 47,1167 | 102 | 50 | 25 | DD | -

E | 27,5767 | 20,0900 | 23,1533 | 49,0500 | 30,6533 | 99 | 52 | 30 | [ | 35784
RC | 33,4900 | 22,2200 | 27,9967 | 51,5633 | 35,7400 | 116 | 63 | 34 | [ | 8.6768
S | 31,5167 | 20,4400 | 27,9400 | 53,7267 | 34,6267 | 110 | 61 | 31 | [ | 7.2499
TC | 28,3933 | 19,2867 | 23,3067 | 50,3933 | 30,2500 | 100 | 54 | 32 | [ | 46111

Barvové odchylka slouzi k porovnavani barev mezi sebou, fekne nam, jak jsou mezi sebou
jednotlivé barvy vzdaleny v prostoru. To, jestli jsou svétlej$i nebo tmavsi nam fekne odstin h”.
Byly porovnavany doméci dZemy s kupovanym a bylo zjisténo, Ze vSechny doma vyrobené
dzemy jsou svétlejii nez kupovany. Barvou nejpodobné;jii je E, nasleduje TC, S a nakonec RC.
Rozdil maze byt zplisoben druhem pouzitého sladidla i pdvodni barvou plodi. Bylo
predpokladano, ze dzem z TC bude nejtmavsi, z divodu obsahu titinového cukru, ktery je
zabarveny do hnéda, tato teorie vSak vysledky nebyla potvrzena. Barva dzemu pozorovatelna
okem byla spiSe oranzZova, barevny odstin uréeny pomoci RGB proti bilému podkladu se jevi

spiSe hnédy.
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4.1.8 Chemické sloZzeni

Pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci byly ziskany informace
0 pritomnosti, struktufe a povaze jednotlivych funkcnich skupin. FTIR spektra dzemt jsou
zobrazena na obrazku 7. Tabulka 11 zobrazuje vinocet piki FTIR spekter dzemu.

Ul

1:5:

v

Domaci dZzem - S

0.9

1 Domaci dZzem - TC
0.6 -

Doméci dzem - RC N

Y
J i
0.3 _M

. Kupovany dzem / \\‘
0.0 _-__/\k Jv\/ N

I 1 1 ' I ) I % I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Absorbance

Vlnocet (cm™)
Obrazek 1: Infracervena spektra dzemii

V zavislosti na pouzitém sladidlu se spektra dzemi lisi v ur¢itych picich. Pik 1616 cm™ je
ukoupeného dZzemu méné vyrazny, coZ miiZe souviset s povahou a koncentraci pouzitych plodi.
Rozdily mezi sladidly jsou detekovatelné ve vice picich. Nejvice se podobaji dZemy koupeny
a domaci s titinovym cukrem, obsahuji stejné charakteristické piky, v nékterych ptipadech
s rozdilnou intenzitou. S témito dvéma dZemy je porovnatelny ten s fepnym cukrem, oproti nim
mu ale chybi pik 1364 cm™ a 997 cm™. DZem slazeny stévii se lisi u pikii 1042 a 997 cmL, které
jsou sice shodné s dzemem koupenym a tim slazenym fepnym nebo titinovym cukrem, ale
odliuji se intenzitou. Nejvice se odliSuje dZem s erythritolem, kterému chybi piky 1105 a
928 cm, vSechny ostatni dzemy je obsahuji. Stejné jako u dzemu s fepnym cukrem postrada
ten s erythritolem piky 1364 a 997 cm™, oproti ostatnim ma navic piky 1232, 1076 a 886 cm™.
Z téchto rozdilt vyplyva predpoklad, ze dZzemy budou diky obsahu raznych sladidel vytvaret
odli$né struktury a tim padem mohou vykazovat rizné reologické vlastnosti. Z reologickych
vlastnosti byly zkoumany pouze tokové testy uvedené v kapitole 4. 1. 6.
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Tabulka 11: Vinocet pikit zaznamenany pro dzZemy s riiznymi sladidly

Vinocet pikt | Charakteristicka | Kupovany | Domaci Domaci Domaci Domaci
[cm-1] skupina dzem dzem - RC | dzem-TC | dZem - S dzem - E
) -OH stretching
1 v v v v v
3332 cm vibrace
CHj stretching
2930 cm™ | asymetricka v v v v v
vibrace
CHj stretching
2887 cm™t | symetricka v v v v v
vibrace
1724 cm-t C=0 stretching v v % % %
vibrace
1616 cm™® | C=C vibrace 4 v v v v
1495 ot C-H stretching v v % % %
vibrace
1364 cm C_—H symetricka v " v v N
vibrace
1332 cmt C-O stretching v N v % N
vibrace
1251 cmt C-O stretching v v % % N
vibrace
1932 omt | C-O stretching x « « « %
vibrace
1105 em- Vibrace typicka v v v v N
pro laktony
stretching
1076 cmt | Vibrace C-0 x x x x v
skupiny -
erythritol
stretching
1042 cm™* | vibrace C-O v v v v v
skupiny
1 rocking vibrace v " v % N
997 cm C—Hzskupiny
C-H deformacni
928 cm* | vibrace v v v v x
(karbohydraty)
886 cm C-H vibrace x X x x v

42




4.2 Vlastnosti vodnych extrakti

Mimo dzemu byly v této praci zkoumany také vyluhy neboli vodné extrakty, proto, aby se
maximalné vyuzil material. Béhem ptipravy dzemu ziistavaly po pasirovani na sitku zbytky
seminek a také duziny. Ty byly vysuSeny v troub& na 80 °C. Snahou bylo zjistit, zdali extrak
pfipraveny z téchto zbytkd a extrakt pfipraven ze susenych Sipkti maji porovnatelny obsah
bioaktivnich latek. V extraktech, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 3. 3. 2, byl tedy stanoven
obsah sacharidd, polyfenoli, flavonoidi a antioxidac¢ni aktivita.

Byl ptipraven vzdy jen jeden extrakt z kazdého druhu, v kazdém byla absorbance prométena
tiikrat. Koncentrace byly vypocteny podle pfislusnych kalibra¢nich rovnic. Koncentrace jsou
uvedeny Vv jednotkach mg/ml vyluhu, kdy kazdy extrakt byl piipraven z 10 g Sipka ve 100 ml
vody. Smérodatna odchylka byla ur¢ena z hodnot jednotlivych koncentraci pomoci programu
Origin. Nasledn¢ byly pomoci statistické analyzy ANOVA porovnany jednotlivé extrakty
v ramci kazdého stanoveni mezi sebou, aby se urcily signifikantni rozdily (p>0,05). Grafické
porovnani vSech stanoveni je uvedeno na obrazku 8.

4.2.1 Obsah sacharidu

Obsah sacharidii byl stejné jako u dzemu stanoven pomoci metody Somogyi-Nelsona
spektrofotometricky pii vinové délce 720 nm. Primérnd hodnota koncentrace a vypoctena
smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Namérené koncentrace sacharidii v jednotlivych extraktech

. smérodatna
vzorek popis vzorku ¢ [mg/mi] ¢ [mg/ml]
odchylka [mg/ml]
.| odpad z dzemu pii
LT z§ | O TP 122179 | 122707 | 124554 | 12,3147 0,1247
- odpad dzem pfi
80-ZS 80 °C 9,6846 9,6318 | 9,6582 9,6582 0,0264
. drcené suSené
LT-DS , 6,4916 6,6763 | 6,4916 6,5532 0,1067
Sipky pii LT
y drcené susené
80-DS . 15,2526 14,2498 | 14,1179 | 14,5401 0,6206
Sipky pii 80 °C

Podle ANOVY se od sebe vSechny hodnoty signifikantné lisi. U extraktu ze zbytka z dZzemu
vidime opaé¢ny trend nez u vyluhu z drcenych susenych $ipkt. U ZS vyluh obsahuje pfi
laboratorni teploté vice sacharidti nez vyluh ptipraveny pii 80 °C, o¢ekavali bychom ale opacny
vysledek, protoZe pii vyssi teploté dochazi ke Stépeni oligo a polysacharidi a do vzorku se tak
dostava vice redukujicich sacharidu, které je mozné stanovit SN metodou. Tomuto predpokladu
odpovidaji extrakty pfipraveny zdrcenych suSenych Sipkt. Vyluh pii LT obsahuje
6,5532+ 0,1067 mg/ml extraktu redukujicich sacharidd a vyluh pti 80 °C obsahuje
14,5401+ 0,6206 mg/ml extraktu redukujicich sacharidd, coz je zhruba 2,22krat vice.
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Rozdil v obsahu sacharidit mezi extrakty je tedy obtizn¢ porovnatelny prave kvuli tomu, ze
oba druhy vykazuji jiny trend v obsahu sacharidl pfi riiznych teplotach. Rozdil byl zpiisoben
tim, Ze k piipravé extraktu ZS bylo navazeno 10 g $ipki (vzorek ZS vypadal jako shluk seminek
a duziny, které od sebe byly t&zce oddélitelné), ale nebral se zietel na homogenitu v LT-ZS tak
bylo nejspise vice duziny a v 80-ZS vice seminek, protoze seminka obsahuji sacharidi méné
(proto mensi koncentrace redukujicich sacharidii). Drcené susené Sipky byly vice homogenni
proto, ze byly v praskové formé.

4.2.2 Obsah celkovych polyfenolu

Celkovy obsah polyfenoli byl stanoven stejné jako u dzemd metodou pouzivajici Folin-
Ciocalteovo cinidlo spektrofotometricky. Primérna hodnota koncentrace a vypoctena
smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Namérené koncentrace polyfenolii v jednotlivych extraktech

vzorek ¢ [mg GAE/ml] ¢ [mg GAE/mI] | smérodatna odchylka [mg GAE/ml]
LT-ZS | 25727 2,7662 2,8145 2,7178 0,1280
80-Z8 1,7845 1,8715 1,7893 1,8151 0,0489
LT-DS | 2,6453 2,6308 2,8871 2,7210 0,1440
80-DS 2,3406 2,6598 2,4953 2,4986 0,1596

Podle statistické analyzy ANOVA se od sebe signifikantné neodliduji vzorky LT-ZS,
LT-DS a 80-DS. Odliny je tak pouze vzorek 80-ZS. V naméfenych datech lze pozorovat
termolabilitu polyfenold, u extraktl pfipravenych pii vyssi teploté nalezneme polyfenolit mensi
mnoZstvi nez u téch ptipravenych pti LT. Mezi LT-ZS a 80-ZS viak pozorujeme vé&tsi rozdil
nez u LT-DS a 80-DS. To by mohlo byt zpiisobeno charakterem §ipkii, ze kterych byly vyluhy
ptipraveny. Jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole, mohl by mit vliv pomér duziny a seminek.

Porovname-li obsah polyfenolti mezi jednotlivymi dvojicemi ZS a DS, zjistime, Ze pii LT
obsahovaly oba vyluhy polyfenolti velmi podobné mnozstvi. U extraktd piipravenych pii 80 °C
pozorujeme rozdil v obsahu polyfenolti zhruba 0,6835 mg/ml extraktu. Z toho se da usuzovat,
ze pokud pfipravujeme extrakt pii LT, daji se oba druhy Sipkd porovnavat. Pokud ale
pfipravujeme horky extrakt, v DS nalezneme polyfenoli vice.

Ve studii [9] naméfili autofi, metodou také pouzivajici Folin-Ciocalteovo ¢inidlo s mirnymi
modifikacemi, celkovy obsah polyfenold ve vodnych extraktech ze suSenych Sipku
v koncentraci 61,0 £3,37 mg GAE/g dw. Ve vodném extraktu z Cerstvych §ipka v koncentraci
74,6 £3,37mg GAE/g dw. Tyto hodnoty byly vyss§i nez koncentrace naméfené
v methanolovych extraktech, lze tedy pozorovat, Ze tepelna uprava Sipkl i druh extrakéniho
¢inidla maji na obsah polyfenolli vyrazny vliv. Vodné extrakty v této studii byly pfipraveny
maceraci $ipkd ve vafici vodé. Prepocteme-li ndmi naméfené koncentrace na gram dw,
dostaneme rozptyl koncentraci od 9,0755 do 13,6051 mg GAE/g dw. V nami ptipravenych
extraktech tedy byla koncentrace zna¢né niz§i, coz mohlo byt zplisobeno tim, Ze extrakty
pouzité ve studii [9] byly pii pfipraveé nepietrzité promichavany.
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4.2.3 Obsah celkovych flavonoidi

Koncentrace flavonoidi v extraktech byla stanovena stejné jako v pfipadé dZzemu. Primérné
hodnoty naméfenych koncentraci a vypoctena smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Namérené koncentrace flavonoidii v jednotlivych extraktech

vzorek ¢ [mg/ml] ¢ [mg/ml] smérodatna odchylka [mg/ml]
LT-ZS | 08724 0,9156 0,9156 0,9012 0,0250
80-ZS 0,5747 0,5683 0,5731 0,5720 0,0033
LT-DS | 0,8628 0,8708 0,8948 0,8762 0,0167
80-DS | 0,7107 | 0,7187 | 0,7235 0,7177 0,0065

Statistickou analyzou ANOVA byly porovnany vSechny dvojice vzorki mezi sebou. Bylo
zjidténo, ze se podobaji pouze vzorky LT-ZS a LT-DS. U ostatnich dvojic byl zjiitén
signifikantni rozdil. Stejné jako v pfipadé polyfenoli mizeme pozorovat teplotni degradaci
flavonoidd v porovnani se vzorky pfipravenymi pii LT, teplotni degradace bude ale na rozdil
od polyfenolii vétsi. Na grafickém porovnani na obrazku 8 lze u flavonoidi mezi vzorky
LT-ZS a 80-ZS a mezi vzorky LT-DS a 80-DS pozorovat vétsi propad nez u polyfenoli

Pti porovnavani obsahu flavonoidi mezi jednotlivymi druhy pouzitych $ipkt piijdeme na to,
ze stejné jako v pripadé polyfenoli neexistuje vyrazny rozdil mezi extrakty pfipravenymi pfi
LT, to nam potvrzuje také ANOVA. Na rozdil od polyfenolli je koncentrace flavonoidi
ve vyluzich v pfipadé drcenych duSenych Sipki mensi. Stejné jako u polyfenoll je rozdil mezi
vyluhy pfipravenymi za horka, tento rozdil je signifikantni.

Autofi studie [9] studovali také obsah flavonoidt ve vyluzich z plodu rize Sipkové. Pouzita
metoda stanoveni byla zaloZzena na stejném principu jako ndmi pouzZita, s mirnymi
modifikacemi. Ve vodném vyluhu pfipraveném ze suSenych Sipkti namétili mnozstvi celkovych
flavonoidu v koncentraci 1,14 +0,04 mg QE/g dw, ve vodném vyluhu z celych Sipkut zjistili
koncentraci 1,22 £0,02 mg QE/g dw. Koncentrace flavonoidi v methanolovych extraktech
byly opét nizsi nez v t€ch vodnych. Po pfepocteni nami naméfenych koncentraci flavonoida
ve vyluzich na gram dw dostaneme rozptyl od 2,86005 do 4,5052 mg/g dw. Flavonoida tedy
bylo v nasich vyluzich naméfeno vice nez ve zminované studii. To ale bude zptisobeno tim, ze
oni jako standard pouZili kvercentin, kdeZto v této praci byl pouzit katechin.
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4.2.4 Antioxida¢ni aktivita

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity bylo stejné jako u vzorkii dZzemua provedeno pomoci ABTS.

Koncentrace naméfeny v jednotkdich mg/ml extraktu byly pifevedeny na jednotky
umol TEv 1 gdw. Pramérné hodnoty naméfenych koncentraci a vypoctena smérodatna
odchylka jsou uvedeny v tabulce 15 spole¢né s koncentraci v mg/ml extraktu pro porovnani

S ostatnimi stanovenimi.

Tabulka 15: Namérené antioxidacni aktivity jednotlivych extraktii

vzorek ¢ [umol TE v 1 g dw] [umol TEv1 g dw] s[nﬁzgﬁtgavof Cgh(}ll\lzlv(]a [mgclml]
LT-Zz$ | 110,2032 | 117,4039 | 113,3339 113,6470 3,6106 5,6889
80-7S | 67,6247 | 70,7554 | 78,2693 72,2165 5,4706 3,6150
LT-DS | 114,8993 | 114,8993 | 127,1093 118,9693 7,0495 5,9554
80-DS | 82,0262 | 85,1570 | 57,6062 74,9298 15,0841 3,7508

Pomoci statistické analyzy ANOVA byly porovnany vzdy dvojice extrakti, zjistilo se, ze
dvojice LT-ZS a LT-DS; 80-ZS a 80-DS nevykazuji signifikantni rozdil. Ani v ptipadé
antioxidacni aktivity neexistuje velky rozdil mezi druhem pouzitého Sipku na ptipravu extraktu.

Pozorujeme také snizeni antioxidacni aktivity po zéhtivani, coz souvisi s termolabilitou latek

antioxidacéni aktivitu zplisobujicich.
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4.3 Obsah karotenoidu vV dZemech a vodném extraktu

Karotenoidy ve vybranych vzorcich byly stanoveny pomoci HPLC metody. Ke stanoveni pouze
ve Ctyfech vzorcich doslo diky ¢asové narocnosti ptipravy vzorki a tim zptisobené nemoznosti
méfeni opakovat. Pro lepsi pfehlednost byl obsah karotenoidti v dzemech sloucen se vzorkem
vodniho extraktu pfipraveného za tepla. Stanovené koncentrace betakarotenu, luteinu
a celkovych karotenoidi jsou uvedeny v tabulce 16, grafické porovnani 1ze vidét na obrazku 9.

Tabulka 16: Koncentrace betakarotenu, luteinu a celkovych karotenoidit ve vybranych vzorcich

vzorek | betakaroten [mg/g dw] | lutein [mg/g dw] | celkové karotenoidy [mg/g dw]
80-DS - - 0,0560
RC 0,0757 0,0039 0,2331
TC 0,0432 0,0032 0,2000
S 0,0765 0,0036 0,2458

Porovname-li namétené druhy karotenoidt v extraktu a v dzemech, zjistime, Ze v extraktu
bylo naméfeno celkovych karotenoidli nejméné, betakaroten ani lutein nebyly vlbec
zaznamenany. Mezi dzemy obsahoval nejvice karotenoidti dzem slazeny stévii, nejméné dzem
slazeny titinovym cukrem. TC a RC byly vyrobeny ze stejné varky $ipka, ve S ale bylo nalezeno
karotenoidd vice, na rozdil od bioaktivnich latek. To nam tikda, ze v ptipadé této prace nemél
na obsah karotenoidli v dzemech vliv stav plodi (pocasi, doba, misto, kde byly sbirany). Obsah
karotenoidl bude spiSe souviset s mnozstvim duZiny, ktera se pfi pasirovani do dZemu dostala.

Niz8i obsah karotenoidti v extraktu se da vysvétlit kratkou dobou luhovani (30 minut).
030 T

020 +

0.10 +

0.05 +

0.00 1

80-DS RC TC S

Obetakaroten [mg/g dw]  BEcelkové karotenoidy [mg/g dw]  Olutein [mg/g dw]
Obrazek 9: Koncentrace betakarotenu, luteinu a celkovych karotenoidii ve vybranych vzorcich
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4.4 Obsah vitamina v dZemech a vodnych extraktech

4.4.1 Obsah vitaminu C

Obsah vitaminu C byl ve vzorcich stanovovan pomoci dvou metod. Prvni metodou byla titrace
s kyselinou monohydroxyfosfore¢nou a odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu.
Problém pii tomto stanovovani nastal pti uréovani bodu ekvivalence, ten nastava pii barevném
ptechodu do riizova. Analyzované vzorky vSak nebyly Ciré. mély oranzové zabarveni. UrCeni
bodu ekvivalence tak nebylo ptesné z diivodu nejasného barevného ptechodu, ten lze vidét na
obrazku 10. Tato metoda nakonec pro stanoveni vitaminu C pouzita nebyla. Aby bylo
vyhodnoceni koncentrace vitaminu C ve vzorku piesné, muselo by probihat napiiklad pomoci
potenciometrie.

Obrdazek 10: Faze titrace s 2,6-dichlorfenolindofenolem, vievo barva vzorku pred titraci, uprostied
pravdepodobny bod ekvivalence, vpravo barva po pretitrovani
Druhou pouzitou metodou byla titrace pomoci jodicnanu. Bod ekvivalence mél byt
indikovan prvnim zbarvenim vzorku do modra. Vzhledem k vySe zminénému zabarveni
vzorku, v§ak byl bod ekvivalence opét nejasny (Obrazek 11) a k jeho ptesnému ureni by
pomohla potenciometrickd titrace. Tato metoda bez potenciometrické indikace nebyla také
pouzita.

Obrazek 11: Faze titrace s jodicnanem, vlevo barva vzorku pred titraci, uprostred prvni zména
zbarveni, pravdépodobny bod ekvivalence, vpravo barva po pretitrovani
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Byla snaha stanovit koncentraci vitaminu C také pomoci HPLC. Ve spektrech dzemi byly
identifikovany vitamin C i vitaminy skupiny B. AvSak matrice obsahovala velké mnozstvi
sacharidi 1 proteind, proto nebylo mozné tyto vitaminy identifikovat kvantitativné. Pfi
kvantifikaci by vznikla velké chyba. Vzorky by bylo mozno pfedupravit a odstranit sacharidy
a proteiny ze vzorku, to by vsak bylo ¢asové narocné a nebylo to predmétem této prace. Vyuzila
by se série SPE kolonek pro extrakci vySe zminénych polutantii a nasledna vicenasobna
extrakce polarnimi rozpoustédly (ethanol, methanol, IPA atd.). Diky této technice je mozné
ve vzorku zachovat maximalni koncentraci aktivnich forem vitamindg.

Nojavan a kol (2008) zjistili, ze rtize Sipkova obsahuje nejvice vitaminu C v plné zralém
stavu, koncentrace byla Sestkrat vyssi nez u Sipki oranzovych. Piedpokladali bychom tedy, ze
obsah vitaminu C v jednotlivych dzemech se bude lisit, protoze byly vafeny ze dvou varek
a $ipky nebyly sbirany ve stejnou dobu [55].

4. 4.2 Obsah cholekalciferolu

Spolecné s karotenoidy byl pomoci HPLC ve vybranych vzorcich stanoven také
cholekalciferol. Byla snaha jej stanovit ve vSech vzorcich, zjistén byl vSak pouze ve Ctyfech a
diky ¢asové narocnosti extrakce se méteni nepovedlo zopakovat. Koncentrace cholekalciferolu
zjisténa ve vzorcich je uvedena v tabulce 17. Vysledky jsou uvedeny v jednotkach mg/g dw.
Grafické porovnani je k vidéni na obrazku 12.

Cholekalciferol (jedna z forem vitaminu D3) je lipofilni vitamin nezbytny pro lidské zdravi.
Plsobi jako hormon, fidi homeostazu vapniku, hraje kliCovou roli pii tvorbé kosti a hojeni
zlomenin [56].

Tabulka 17: Koncentrace cholekalciferolu ve vybranych vzorcich

vzorek cholekalciferol [mg/g dw]
80-DS 0,5223
RC 0,2003
TC 0,2211
S 0,2098

Z vysledku je viditelné, ze nejvyssi obsah cholekalciferolu mél vyluh, dzemy mély obsah
cholekalciferolu podobny s rozdilem nejvice 0,0208 mg/g dw. Nejvyssi obsah cholekalciferolu
ve vyluhu souvisi s tim, Ze Sipky na jeho ptipravu neprosly pti Upravé tolika teplotnimi zdkroky
jako dzemy.
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Obrazek 12: Koncentrace cholekalciferolu v jednotlivych vzorcich

4.4.3 Obsah ostatnich vitaminu

Plody Sipkové rize obsahuje dale jesté rutin (vitamin P), vitaminy skupiny B (pfevazné
thiamin, riboflavin), vitaminy A, E a K. Pro jejich stanoveni by bylo tieba vyvinout metodu
extrakce a purifikace vzorkti pro HPLC, coz nebylo pfedmétem této prace [57].
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5 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnat obsah studovanych latek v péti druzich Sipkovych
dzemt. Ctyii dzemy byly vyrobeny doma, kazdy s pouzitim jiného druhu sladidla, paty dzem
byl koupeny. Uplné vynechani cukru pii piipravé dzemt je omezené z hlediska konzervace
a senzorickych vlastnosti. Snahou bylo nahradit obvykle pouzivana sladidla (fepny a titinovy
cukr), sladidly nekalorickymi a také vhodnymi pro diabetiky (erythritol a stévie) a zjistit, zdali
ma druh pouzitého sladidla vliv na obsah studovanych latek, barvu a reologické vlastnosti.
Snahou také bylo vyuzit odpad z pripravy dzemi (zbytky Sipkt) k pripravé vodného extraktu
(¢aje), proto byl obsah studovanych latek z tohoto vyluhu porovnan s obsahem latek ve vyluhu
Z Sipkt celych drcenych.

U dzemi byl stanovovan obsah sacharidi, polyfenold, flavonoidii a antioxidacni vlastnosti.
Témito stanovenimi bylo zjiSténo, Ze na obsah bioaktivnich latek v dZemech mé druh sladidla
zanedbatelny vliv. Obsah téchto latek ovliviiuje pfevazné stav plodd, ze kterych byly dzemy
ptipraveny. Domdci dzemy byly pfipravovany ze dvou varek a ve varce, ktera byla sbirana za
slune¢ného pocasi a diive byl obsah bioaktivnich latek signifikantné¢ vyssi. Dale byl stanoven
obsah pektinu, kde uZ druh sladidla ovliviioval jeho koncentraci. V dZemu, ve kterém byl jako
strukturou tohoto sladidla. V kupovaném dzemu byl obsah pektinu naopak nejvyssi, to diky
tomu, Ze pii jeho vyrobé byl pridavan pektin navic. V ramci reologie byly méteny tokové testy
s cilem ziskat informace o senzorickych vlastnostech potravin. Bylo zjiSténo, nejlépe
poZivatelny by byl kupovany dZem a dZem s titinovych cukrem, nejméné naopak ten se stévii.
Kolorimetrickym stanovenim byl porovnan kupovany dZem s domacimi. Barva kupovaného
dZemu byla tmavsi neZ barva domacich. Barvy vSech dzemt se pomoci RGB jevily hnédé, pti
pozorovani okem vypadali oranzové. Pomoci FTIR byly ziskany informace o ptfitomnosti,
struktufe a povaze jednotlivych funkénich skupin. Nejvétsi odlisnosti ve chemické strukture byly
zjistény u dzemu s erythritolem.

Ve vodnych extraktech byly provedeny nasledujici stanoveni. Obsah sacharidi byl nejvice
ovlivnén homogenitou vzorku. Protoze polyfenoly jsou termolabilni, jejich obsah byl ve vyluzich
pfipravenych za tepla mensi, stejné tak v piipadé flavonoidu a antioxidacnich vlastnosti. Extrakty
pfipraveny z odpadu pfi pfipravé dzemi se od druhého typu vyluhu v obsahu studovanych latek
ligily jen minimaln€. Obsah téchto latek v nich byl sice nizsi, ale porovnatelny. Odpad z plodu
Sipkové rize pii vyrobé marmelad je tedy dobie vyuzitelny na ptipravu vodnych extrakti

s antioxida¢nimi vlastnostmi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HPLC
PDA
p.a.
ABTS
FTIR
PTFE
GAE
dw
TE
LT

QE

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

detektor s diodovym polem

pro analysi (lat.), chemikalie analytickym G¢elim
2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)
infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
polytetrafluorethylen

ekvivalent kyseliny gallové

susina (dry weight)

ekvivalent troloxu

laboratorni teplota

ekvivalent kvercentinu

S7



