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Abstrakt

Obsah hlavnich komponent (anthokyant, kvercetinu, chlorogenové kyseliny,
L-askorbové kyseliny, rutinu, celkovych polyfenold) byl zjistovan v sirupu z ploda
bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) pomoci spektrofotometrie, nebo vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Dale byla zjistovana antioxidacni aktivita tohoto sirupu
pomoci tfi metod: ABTS, FRAP, DPPH. Vysledky méfeni byly statisticky zpracovany
a porovnavany pomoci korelacni analyzy, konkrétné pomoci Pearsonova korela¢niho
koeficientu.

Bylo zjisténo, ze piipraveny vyrobek obsahuje 2160 mg/kg anthokyanut, 201
mg/kg rutinu, 26 mg/kg chlorogenové kyseliny a 679 mg/l celkovych polyfenold.
Volny kvercetin nebyl nalezen. Obsah L-askorbové kyseliny v pivodnich bezinkach
byl pomérné nizky a z tohoto davodu byl sirup pro studijni ucely obohacen touto
latkou v mnozstvi 0,5% (m/m), aby bylo mozno studovat souvislosti jeho obsahu
s ostatnimi latkami.

Ze statistického zpracovani je ziejmé, ze koncentrace chlorogenové kyseliny
koreluje s antioxidacni aktivitou méfenou pomoci metody FRAP a koncentrace

celkovych polyfenolt s antioxidacni aktivitou méfenou pomoci metody DPPH.

Kli¢ova slova: anthokyany; fenolické latky; rutin; kvercetin; chlorogenova
kyselina; L-askorbova Kkyselina; spektrofotometrie; vysokoucinna kapalinova
chromatografie; ABTS; FRAP; DPPH; antioxida¢ni aktivita; bez c¢erny

(Sambucus nigra L.)



Abstract

The content of the main components (anthocyanins, quercetin, chlorogenic
acid, L-ascorbic acid, rutin, total polyphenols) was determined in the syrup of
elderberries (Sambucus nigra L.) by spectrophotometry or high-performanceliquid
chromatography. Furthermore, the antioxidant activity of this syrup was determined
using three methods: ABTS, FRAP, and DPPH. The measurement results were
statistically processed and compared using correlation analysis, specifically using the
Pearson correlation coefficient.

It was found that the prepared product contains 2160 mg/kg anthocyanins,
201 mg/kg rutin, 26 mg/kg chlorogenic acid and 679 mg/l polyphenols. No free
quercetin was found. The content of L-ascorbic acid in the original elderberries was
relatively low and therefore for study purposes, the syrup was enriched with this
substance in the amount of 0.5% (w/w) to study the connection of its content with other
substances.

It is clear from the statistical processing that the concentration of chlorogenic
acid correlates with the antioxidant activity measured by the FRAP method and the
concentration of polyphenols to the antioxidant activity measured by the DPPH

method.

Keywords: anthocyanins; polyphenols; rutin; quercetin; chlorogenic acid; L-
ascorbic acid; spectrophotometry; high-performance liguid chromatography;

ABTS; FRAP; DPPH; antioxidant activity; elderberry (Sambucus nigra L.)
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Seznam pouzitych zkratek

ABTS - 2,2°-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina

ABTS*" - Radikal kationtu ABTS

Da — Unifikovana atomova hmotnostni jednotka dalton

DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

FRAP - Ferric reducing antioxidant power, antioxida¢ni parametr hodnotici silu
redukovat Fe**

pH — Zaporny dekadicky logaritmus &iselné hodnoty koncentrace vodikovych iontl
v roztoku (power of hydrogen)

UV - Ultrafialové spektrum (Ultraviolet)

PBS - Fosfatovy pufr (roztok dihydrogenfosforec¢nanu draselného a 5SmM roztok

dihydrogenfosfore¢nanu sodného)



Uvod

Diplomovou praci jsem rozdélila na dvé ¢asti. Nejprve jsem vytvofila literarni
reSersi. Tato Cast se sklada z charakteristiky bezu Cerného (Sambucus nigra L.) a
latek v ném obsazenych, vlastnosti obsahovych latek a charakteristik vyuzivanych
metod. V praktické casti se veénuji jednotlivym méfenim a statistickému
zpracovani nameétenych dat.

V praktické Casti se zameéftuji na analyzu hlavnich komponentt v sirupu z ploda
bezu Cerného (bezinek). Mezi hlavni komponenty rfadim: anthokyany, celkové
polyfenoly, chlorogenovou kyselinu, rutin, celkovy kvercetin a L-askorbovou
kyselinu. Déle zjistuji antioxidac¢ni aktivitu sirupu. Pfi stanoveni antioxidacni
aktivity vyuzivam tfi odliSné metody: ABTS, DPPH, FRAP.

Stanoveni jsem provadéla pomoci spektrofotometrického méfeni, nebo pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Vysledky méfeni jsem piepocitala na
obsah miligramt v kilogramu modelového vzorku z bezinek.

Poté co jsem dokoncila praci v laboratofi a vyhodnotila méfeni, zaCala jsem se
vénovat statistické Casti. Tuto c¢ast diplomové prace jsem zpracovala ve
statistickém programu Statistica. Ke zpracovani vysledkt jsem pouzila korelacni
analyzu, konkrétné Pearsontiv korelacni koeficient, ktery méfi velikost zavislosti
mezi dvémi veli¢inami. V praci jsem porovnavala obsah hlavnich komponent s

jednotlivymi metodami méteni antioxidacni aktivity.
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2 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit obsahy dulezitych latek a antioxidacni
parametry v modelovém vyrobku, coz je ovocny sirup vyrobeny z ploda ¢erného bezu.
Nasledné zjistit statistické souvislosti mezi obsahy dulezitych latek a antioxidacnimi
parametry. Diplomova prace byla vypracovana jako soucast projektu GAJU
028/2019/Z — Genetika, zdravi zvifat a biologicky a senzoricky aktivni latky jako

zakladni predpoklad kvalitnich potravin a zemédé€lskych surovin.
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3 Literarni reSerse

3.1 Bez cerny (Sambucus nigra L.)

Jedna se o kef, ktery je velmi rozrostly a ve vétsin€ piipadi nepresahuje vysku
6 metra. Charakteristicka barva kary je svétle Seda az hnéda. Kura je svisle
rozpraskana. Uprostied vétvicek se nachazi bila dien. Na vétvich jsou lichozpetené
listy. Jejich tvar je podlouhly. Okraje listd jsou nepravidelné zubaté. Ker kvete
v obdobi jara, konkrétn€ od kvétna do Cervna, drobnymi péticetnymi kvéty zlutobilého
zbarveni, které tvoii ploché rozsahlé vrcholiky o praméru 10 az 25 cm. Kvét bezu
cernc¢ho je charakteristicky intenzivnim aromatem. Plody bezu Cerného se nazyvaji
bezinky (Kubat, 2002).

Bez Cerny se hojné vyskytuje na dvou kontinentech, konkrétné v Pfedni Asii
avcelé Evrope. V Evropé se snim setkame nejCastéji u plotd, na zficeninach,
v kiovinach, ve smiSenych lesich, na rumistich a v hajich (Korbelar a kol., 1973). Ker
se rozséva samovoln€, ale zaroven jsou vysazovany i kulturni odridy do parka,
popiipadé sadi. Slechténé odridy dortstaji nizsiho vzristu a maji rizné zbarvené listy

(Slavik a kol., 1997; Kubat, 2002).

3.1.1 Kvéty bezu ¢erného

Ke konzumaci a jinému pouziti se vyuziva kvét, a to se stopkami i bez stopek,
nebo zralé tepelné upravené plody (Korbelar a kol., 1973).

Kvét pred sbérem musi byt suchy a netplné rozvinuty. Po sbéru se nasledné
povesi ve svazcich na provazky, nebo se poklada na suchy papir. Kvéty je nutno
chranit pfed vlhkosti, zarovenn musi suSeni probihat dostatecné rychle. To z toho
divodu, aby nedochazelo ke zménam zbarveni kvétid, konkrétné hnédnuti. Suché kvéty
se poté¢ odrhnou na sitech. Prosévani se opakuje, ¢imz dochézi k odstrafiovani
nezadoucich pfimési. Po odrhnuti se nechava dosusit na stinném a zarovein teplém
misté, které nepfesahuje teplotu 35 °C, coz plati i pro suSeni v suSickach. Plody se
sbiraji plné zralé nejCastéji v prabéhu zafi. Vrcholiky se susi na pfimém slunci, az do

té doby, nez se bobule scvrknou (Korbelat a kol., 1973).
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Kvéty bezu Cerného obsahuji velké mnozstvi biologicky vyznamnych latek,
mezi které patii: silice, rutin, cholin, glykosid sambunigrin, tfisloviny a fada dalSich

podobnych latek (Korbelat a kol., 1973).

3.1.2 Bezinky

Bezinky jsou plody bezu cerného, které se sklizi v podzimnich meésicich, kdy
dozravaji. Zralé plody maji kulaty tvar velky 5 az 8 milimetrt. Jejich barva je fialova
az Cernofialova. Plody jsou lesklé. V kazdém plodu se nachazi 3 pecky (Grau a kol.,
1996).
prumyslu. Z bezinek se vyrabi marmelady, dzemy, zmrzliny, jogurty, alkoholické
napoje a mnoho dal§ich. Pfed konzumaci bezinek je nutna jejich tepelna tprava. Bez
tepelné upravy bezinky zpusobuji zazivaci problémy spojené se zavratémi
(Dominguez a kol., 2020; Grau a kol., 1996).

Dale se wvyuzivaji v domacim léCitelstvi. Bezinky maji antioxidacni,
antikarciogenni, imunni, antialergické, antivirové a antibakterialni vlastnosti.
Nejhojnéji se bezinky vyuzivaji hlavné z divodu antioxidacnich schopnosti. Diky této
schopnosti se bezinky vyuzivaji jako dopliiky stravy. Napomahaji lidem vyporadat se
s oxidacnim stresem, pii kterém reaktivni druhy kysliku poskozuji biomakromolekuly,
aminokyseliny, DNA, lipidy a bilkoviny. Lécivé ucinky bezinek jsou zplsobeny
vysokym obsahem polyfenolickych sloucenin (Dominguez a kol., 2020). Vyuzivaji se
k 1éCeni chiipky, konkrétné srazi teplotu, podporuji Iécbu rymy, kasle a dychacich cest
(Veberic a kol., 2009).

Mezi vyznamné polyfenolické slouceniny bezu Cerného zarazujeme flavonoidy
(kvercetin-3-rutinosid, kvercetin-3-glukosid) a anthokyany (kyanidin-3-glukosid,
kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid, kyanidin-3-
sambubiosid). VSechny zminéné slouCeniny jsou obecné oznaCovany jako pohlcovace
radikald, které jsou schopny chranit lidské télo pfed oxidacnim stresem a peroxidaci
lipida (Dominguez a kol., 2020; Veberic a kol., 2009).

Mimo tyto latky obsahuji bezinky cukry (fruktoézu, glukézu) a organické
kyseliny (citronovou, Sikimovou, fumarovou) (Dominguez a kol., 2020; Veberic
a kol., 2009). Jsou dobrym zdrojem vitaminu B, mineralnich latek naptiklad: vapniku,
drasliku, zeleza, médi, zinku, fosforu, sodiku a dalSich. Dale obsahuji bilkoviny.
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Bilkoviny jsou slozeny z aminokyselin. Konkrétné z alaninu, asparagové kyseliny,

glutamové kyseliny, leucinu a dalSich méné zastoupenych (Vulic a kol., 2008).

3.2 Vlastnosti obsahovych latek

3.2.1 Anthokyany

Mezi anthokyany patii velké mnozstvi sloucenin, které se stanovuji jako suma,
a to z divodu jejich chemické, fyzikalni i biologické podobnosti. Anthokyany tvofi
podskupinu flavonoidid. Konkrétné se jedna o glykosidy fenolického aglykonu
anthokyanu vazaného na molekulu sacharidu. Chemicka struktura anthokyant je
tvorena dvéma benzenovymi kruhy, které jsou spojeny fetézcem tii uhlikd. Tato
struktura je znazornéna na obrazku 1. Na pozicich R az Rs mohou byt navazany
sacharidy. Mezi nejCastéji navazané sacharidy patfi D-xylosa, L-arabinosa, D-

galaktosa, G-glukosa, L-rhammosa (VeliSek a Hajslova, 2009).

Obrazek 1: Zakladni struktura anthokyami (VeliSek a Hajslovd, 2009)

Anthokyany jsou rozmanité rozsifeny po celé rostlinné fisi. Zpusobuji ¢ervené
nebo fialové zbarveni bobuli, ovoce a zeleniny. Od flavonoidi se odlisuji tim, Ze jsou
v potravé zastoupeny ve vysSich koncentracich. Dulezitou vlastnosti anthokyanu je
preventivni ucinek proti rakoviné. Studie prokazaly, zZe zvySena konzumace
anthokyanti slouzi jako prevence proti rakoving prsu a snizeni rizika srdecnich chorob.
Dale maji anthokyany pozitivni G¢inek na nervovy systém a dalsi (Cooke, a kol.,
2005).

Anthokyany jsou velmi dobfe rozpustné ve vodé a vyskytuji se v raznych

konformacich, které jsou zavislé na pH prostredi. Jednotlivé konformace se odlisuji
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riznym zbarvenim (Cervené, fialové, modré nebo i oranzové), nebo riznou intenzitou

zminénych barev (Cooke, a kol., 2005).

3.2.2 Polyfenoly

Mezi polyfenolické latky patii jednoduché fenoly, fenolové kyseliny (derivaty
benzoové a skoticové kyseliny) dale kumariny, flavonoidy, stilbeny, hydrolyzované a
kondenzované taniny, lignany a ligniny. Tyto slou€eniny patii mezi nejrozsifené)si
sekundarni metabolity rostlin. Pfispivaji napiiklad k pigmentaci rostlin, maji
antioxidac¢ni vlastnosti a ochranné schopnosti proti zatfeni UV (Blainski a kol., 2013).

Potraviny bohaté na polyfenoly jsou bobulové plody (Cerny rybiz, boravky,
ostruziny), jablka, hroznové vino, kava, ze zeleniny napt. cibule, mrkev, artyCoky.
Polyfenoly patfi mezi nejrozSifenéj§i a nejstudovanéjsi skupinu rostlinnych
sekundarnich polyfenolt vzhledem k velkému mnozstvi jejich zdravi prospésnych
ucinkd (Scarano a kol., 2020).

Biologické vlastnosti polyfenolt zahrnuji protirakovinné, antioxidacni
a protizanétlivé ucinky. Dale také maji antimikrobialni vlastnosti. Jsou pro lidi velmi

dilezitym zdrojem protivirovych latek (Watson a kol., 2014).

Vlastnosti polyfenola:
e Omezen¢ rozpustné ve vodé
e Jejich molekulova hmotnost je od 500 do 4000 Da
e Vétsina polyfenold ma 5 az 7 aromatickych jader v 1000 Da (Abdel-Shafty
a kol., 2017).

Polyfenoly jsou molekuly, které dobie absorbuji zafeni UV oblasti. Tuto
schopnost maji diky své chemické strukture. Konkrétné pritomnosti aromatickych
jader v molekule. Tyto jadra jsou charakteristické konjugovanymi systémy m-
elektroni. Mimo to maji také fluorescencni vlastnosti (Abdel-Shafy a kol., 2017).

Nekteré polyfenoly se vyuzivaji jako barviva. Napftiklad v Indii se pfi barveni
latek z pfirodnich vlaken vyuziva slupka, nebo $tava z granatového jablka, ktera
obsahuje vysoké mnozstvi tfislovin a jinych polyfenolt. K barveni a Cinéni kize se
dfive velmi Casto vyuzivaly rostlinné kury (napf. dubova) s vysokym obsahem
polyfenolt. Dnes se polyfenoly stale vyuzivaji jako prekursory v chemii pfirodnich
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latek. Cilem takové chemie je vyuziti zbytkd z oliv, hroznd, pekanovych ofechu
a dalSich, které zlstavaji po zpracovani jako odpad (Abdel-Shafy a kol., 2017).

Pfirozena ochrana a konzervace dieva proti hnilobé se také vysvétluje vysokou
koncentraci polyfenoli v nékterych drevinach. Polyfenoly se miZzou vyskytovat
i u zvirat (Shilpi, a kol., 2019).

L-askorbovéa kyselina, neboli vitamin C, je latka s antioxida¢nimi vlastnostmi
a ma uplatnéni v fadé biologickych procestu v lidském téle. Funguje jako kofaktor
enzymu potfebného pfi syntéze kolagenu a dalSich enzymu. Vitamin C ma vlastnosti
vyznamné pro lidské té€lo. Tyto vlastnosti jsou antibakterialni, antivirové, zvysujici
imunitu, detoxikac¢ni a dal§i. M4 schopnost inhibovat mnozeni rakovinnych bunék.
Protinddorové ucinky vitaminu C jsou zavislé na jeho koncentraci v lidském
organismu (Shilpi, a kol., 2019).

Existuji dvé chemické struktury L-askorbové kyseliny. Jedna se o redukovanou
formu znazornéna na obrazku cislo 2 a oxidovana forma znazornéna na obrazku ¢islo

3 (Shilpi, a kol., 2019).

Obrdzek 2: Redukovand forma L-askorbové kyseliny

HO H

HO
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Obrdzek 3: Oxidovana forma L-askorbové kyseliny

Redukovana forma je prevladajici strukturou v lidském téle. L-askorbova
kyselina je vynikajici reduk¢ni Cinidlo, které po dvou nasledujicich oxidaci tvori
radikal askorbatu. Radikal neni reaktivni a nepokracuje v radikalové reakci. L-
askorbova kyselina je syntetizovana rostlinami a je nezbytnou zivinou, fungujici jako
antioxidant, ktery se podili na tvorbé nové tkané. Funkce mnoha enzymd je zavisla na
vitaminu-C (L-askorbové kyselin€) (Shilpi, a kol., 2019).

L-askorbova kyselina je ve vodé rozpustna sloucenina, charakteristicka jako
antioxidacni enzymovy kofaktor, pfitomny v rostlindch a nékterych zvifatech. Na
rozdil od vétSiny savcu lidé nedokazi tuto latku syntetizovat, a tak ji musi pfijimat
v potravé. L-askorbova kyselina je primarni antioxidant, ktery zustava v krevni
plazmé. Vyzkumy prokazaly, ze tento antioxidant je schopen reagovat s kyslikovymi,
hydroxylovymi a superoxidovymi radikaly (Shilpi, a kol., 2019).

Biologické funkce L-askorbové kyseliny vychazi z jeji schopnosti vystupovat
jako ucinny antioxidant. Diky redukéni schopnosti redukuje fyziologicky reaktivni
formy kysliku. V kombinaci s protinadorovymi léky zlepsSuje imunitu, podporuje
tvorbu tkani a ma detoxikacni ucinky. Dulezitou roli ma také pii tvorbé kolagenu. L-
askorbova kyselina primarné funguje jako kofaktor enzymu katalyzujicich vznik
nativniho kolagenu. Kolagen nésledné€ tvofi nepropustnou vrstvu pro nadory, ve
kterych se nachazi. Nadoru je zabranéno naslednému metastazovani (Shilpi, a kol.,

2019).
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3.2.3 Rutin

Rutin, jehoz struktura je znazornéna na obrdzku cislo 4, byl objeven ve
Spanélsku v 19. stoleti. Tam se vyuzival v 1ékafstvi k 1éb& cévnich poruch, konkrétné
pii problémech s propustnosti a kiehkosti kapilar. Je hojné€ obsazen v riznych druzich
ovoce i zeleniny. Vyskytovat se maze v kufe, listech, kvétech, ale i kofenech, nebo
duzing. Je syntetizovan ve vysSich rostlinach, kde méa ochranou funkci proti UV zateni
a chorobam. Nejbohatsi potravina na rutin je pohanka. Obsah rutinu v pohance se méni
v zavislosti na druhu. Mimo druh se obsah rutinu v pohance lisi i v riznych Castech
rostliny. Nejvétsi koncentrace je ve slupkach semen. Niz§i koncentraci nalezneme poté

v zelenych Castech rostlin (Nabavi a Silva, 2019).

Obrazek 4: Chemicka struktura rutinu
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Tabulka 1: Obsah rutinu v danych rostlindch a jejich castech (Nabavi a Silva, 2019;
Kalinova a Dadadkova, 2013)

Rostlina Slupka Stonky Semeno Listy
(mg / 100 g|(mg / 100 g| (mg / 100 g | (mg / 100 g
susiny) suSiny) suSiny) suSiny)
Pohanka obecna | 3,250 235 10 7175
Pohanka tatarska | Nebylo 1637 1250 6425
stanovovano
Cibule 6 nebylo nebylo nebylo
kuchytiska stanovovano | stanovovano | stanovovano
Rakytnik nebylo nebylo nebylo 377
stanovovano | stanovovano | stanovovano
Chrest nebylo 670 nebylo nebylo
stanovovano stanovovano | stanovovano
Jablka 800 nebylo nebylo Nebylo

stanovovano stanovovano stanovovano

Jedna se o glykosidovou formu kvercetinu. Podobné jako ostatni flavonoidy,
ma rutin diky své struktufe antioxidacni vlastnosti souvisejici s pfiznivym vlivem na
lidské zdravi. Rutin (kvercetin-3-0-rutinosid) je také znamy jako vitamin P. Pfi
hydrolyze rutinu dochazi k uvolnéni kvercetinu a rutindzy. Z toho divodu se témér
vzdy vyskytuje rutin spolecné s kvercetinem. Stejné jako ostatni flavonoidy, slouzi
i rutin jako pfirodni pohlcovac volnych radikalti. Rutin lze kvantitativné analyzovat
pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie (Nabavi a Silva, 2019).

Rutin mize reagovat s ostatnimi polyfenolickymi slou¢eninami, kovovymi
ionty hofecnatymi, zelezitymi, nebo kyslikem. Témto reakcim je nutné pii praci
s rutinem zamezit, aby se snizovalo riziko oxidace rutinu. Kopigmentacni reakce
rutinu s kyanidinem-3-diglukosid-5-glukosidem vede ke zvySeni antioxidacnich
ucinkd komplexd. V momenté, kdy se rutin dostane do tlustého stfeva je

metabolizovan probiotiky. Tento proces vede ktvorbé metaboliti. Konkrétne
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kvercetinu a rutinu, ty maji nasledné antioxidacni a protizanétlivé ucinky (Nabavi
a Silva, 2019).

Nizka rozpustnost rutinu ve vodé zpusobuje komplikace pfi zaclenéni rutinu
do potravin a dopliikti stravy. Vyhodou rutinu je jeho pomémé dobra stabilita
ve Stavach diky kopigmentacnim reakcim, protoze komplexy jsou stabilni do 100 °C.
Konkrétné u pohanky dochazi pfi zahtfivani na 150 °C ke zvySeni obsahu rutinu,
zatimco pii varu ve vodé k vysokym ztratdm této vyznamné latky (Nabavi a Silva,
2019).

Vyzkumy ukazaly, Zze se rutin muaze vyuzivat k prevenci leukemie
a osteoporozy. Podporuje tvorbu kosti. Je nejvice studovany flavonoid z divodu
ucinkd na neurologické poruchy a mozkové patologie. Konkrétné mozek je velmi
citlivy na oxidacni poSkozeni a jeho nizké hladiny antioxidac¢ni ochrany pfeménu;i
flavonoidy na potencialni farmakologické latky diky jejim antioxida¢nim vlastnostem.
Neuroprotektivni Gcinek rutinu byl hodnocen pomoci vyzkumi na zvifatech a na
raznych burikach. Bylo prokazano, ze rutin mize zabranit kognitivnimu poskozent,
neurozanétu a oxida¢nimu stresu. Také bylo prokazano potlaceni subarachnoidalniho
krvaceni, které vznika pfi poranéni mozku. VSechny vyzkumy dosly ke konkrétnimu
zaveéru. Rutin slouzi jako ochranné latka proti neurologickym porucham (Nabavi
a Silva, 2019).

Zvyseny pfijem rutinu z pohanky, nebo funkénich potravin ma dobry vliv na
prevenci proti riznym nemocim. Lidé Casto vyfazuji nékteré Casti rostlin, které jsou
bohatym zdrojem rutinu z potravy. Tyto ¢asti by mohly slouzit jako zdroj rutinu pro

vyrobu extraktl, prisad, €kt a dopliika stravy (Nabavi a Silva, 2019).

3.24 Kvercetin

Kvercetin je flavonoid patfici do skupiny flavonoll. Jedna se o svétle zlutou
latku, ktera se nachazi pfiblizné v 80 % vSech vysSich rostlinnych kvétech, listech
a dalsich casti. Kvercetin se také vyskytuje jako O-glykosid v nejriznéjsSich
potravinach, coz je jeho nejbéznéjsi forma. VétSina vlastnosti kvercetinu pochazi ze
stavby molekuly 2-fenylchromen-4-onu. VSechny formy vyskytu zahrnuji
kvercetinové glykosidy, ve kterych je kvercetin spojen s nékolika sacharidovymi
jednotkami, nejcastéji glukozou, nebo rutindzou. Nejvétsi mnozstvi kvercetinu je

obsazeno v rajcatech, cibuli, paprikach, brusinkach, jablkach, hroznech a mnoha
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dalSich materialech. Obsah kvercetinu zavisi na podminkach rtstu konkrétni rostliny

(Nabavi a Silva, 2019).

Tabulka 2: Obsah kvercetinu v rostlindach (Nabavi a Silva, 2019)

Potravina Obsah kvercetinu (mg/100 g)
Kapary (bez tepelné upravy) 233,84
Papriky (palivé, zluté, bez tepelné upravy) 50,73
Paprika (Cervena bez tepelné tpravy) 39,21
Chfest (vafeny) 15,16
Brusinky (bez tepelné upravy) 14,84
Papriky (palivé, zelené, bez tepelné upravy) 14,70
Bortuvky 7,67
Salat (Cervené listy, bez tepelné tpravy) 7,61
Cibule (bila, bez tepelné tpravy) 6,17
Rajcata (konzervovanad) 4,12
Jablka (s karou) 3.80
Vinna réva (bilé bobule) 0,04

Kvercetin ma blahodarné ucinky na lidské zdravi. Bylo prokazano, ze vyziva
bohata na kvercetin ma preventivni uCinky proti rakoviné a zplsobuje snizeni
oxida¢niho poskozeni lymfocytového DNA. Podle vyzkumi ma kvercetin
predchazejici ucinky rozkladu endotelu a zaroven ochrany myokard pred ischemickym
poskozenim (Nabavi a Silva, 2019).

Byl studovan vliv kvercetinu na obezitu. Pfi vyzkumu, ktery se provadél na
mysich bylo zji§téno, ze kvercetin ma blahodarny vliv na snizovani hmotnosti.
U pozorovaného vzorku doslo k poklesu hmotnosti bilého tuku v jatrech a zaroven ke
snizeni hladiny cholesterolu. Kvercetin snizuje schopnost jater rozkladat cyklosporin.
Jedna se o negativni vliv, pii kterém dochazi k potlaceni a¢inku ur€itych 1éka (Nabavi
a Silva, 2019).

Kvercetin ma Siroky rozsah pozitivnich G€inka na fyzické i dusevni zdravi, ale

také ma obrannou funkci v organismu (Nabavi a Silva, 2019).
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Obrazek 5: Chemicka struktura kvercetinu
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Chemicka struktura kvercetinu, kterd je zndzornéna na obrazku cislo 5, ma
zéasadni vliv na jeho antioxida¢ni vlastnosti. Kvercetin ma navazanou hydroxylovou
skupina na tfetim uhliku, dvojnou vazbu mezi druhym a tfetim uhlikem, karbonylovou
skupinu na uhliku ¢tvrtém a polyhydroxylovana a aromaticka jadra (Ozgen a kol.,
2016).

Kvercetin je jednou z piirodnich flavonoidnich latek nejcastéji se vyskytujici
jako sekundarni metabolit ve vysSich rostlinach. Vyroba syntetického kvercetinu zatim
nebyla praktikovana, proto jsou rostliny jedinym zdrojem kvercetinu. Bylo testovano
velké mnozstvi zeleniny a ovoce a nejbohatsi zeleninou na kvercetin je jednoznacné
cibule. Kvercetin ma antikarciogenni a protizanétlivé vlastnosti, pohlcuje volné

radikéaly (Ozgen a kol., 2016)

3.2.5 Chlorogenova kyselina

Chlorogenova kyselina, jejiz sktruktura je znazornéna na obrazku ¢islo 6, je
prirozené se vyskytujici sloucenina ze skupiny fenolickych kyselin, ktera se vyskytuje
v raznych rostlinach. V soucasné dobé je velmi vyznamna z divodu pfiznivych
zdravotnich ucinkd. Vyzkumy dokazaly, Ze je G€inna proti obezit€ a jako prevence
rakoviny. Z chemického hlediska tvoii chlorogenova kyselina skupinu estert, které
jsou vytvoreny chinonovou kyselinu spole¢né s jednim, nebo vice derivaty trans-

hydroxyskoficové kyseliny (Gil a Wianowska, 2017).
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Obrazek 6: Chemicka struktura chlorogenové kyseliny
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Hlavni vlastnosti chlorogenové kyseliny je chemicka nestabilita a degradace
na jiné slouCeniny, véetné jinych izomert. K degradaci mize dochazet pti zahfivani
kyseliny ve vod¢, pti hydrolyze, esterifikaci, ale napfiklad 1 pfi izolaci chlorogenové
kyseliny z rostlinnych materialti. Z tohoto diivodu se dnes hledaji moznosti, jak
vyextrahovat chlorogenovou kyselinu bez degradace na jiné latky, aby dochazelo
k extrakci s vysokym vytézkem chlorogenové kyseliny (Gil a Wianowska, 2017).

Chlorogenova kyselina patii k béznym slozkam rostlin. Je pfitomna napiiklad
v jablkach, broskvich, nektarinkach, Svestkach, li¢i, mangu, tfeSnich, bortvkach,
cerném rybizu, ostruzinach, bezinkach, zeli, kapusté, celeru, mrkvi, kminu, koriandru
a tad¢ dalSich. Je obsazena ve vSech castech rostlin (semena, kotfeny, hlizy, listy,
kvéty). Také ve vSech vyrobcich vyrobenych ztéchto surovin, hlavné v napojich
(ké&va, Cerny, zeleny Caj, dzus, §tava, vino). Obsah chlorogenové kyseliny v rostling je
zavisly na Castech rostlin, ale také na fyziologickém stadiu rostliny, skladovani
a zpracovani, nejvétsi rozdily jsou u tepelné zpracovanych rostlin. Jednim
z nejbohatsich dietnich zdroja chlorogenové kyseliny je kava (Gil a Wianowska,
2017).

Prvni zminka o chlorogenové kyselin€é pochazi z 19. stoleti. Tuto kyselinu
objevili v kavovych zrnech. Nasledné¢ byla zkoumana chemicka struktura
chlorogenové kyseliny a byl navrzen empiricky vzorec. Chlorogenova kyselina, tak
jak ji zname v dnesni podobé, byla predstavena zacatkem 20. stoleti (Gil a Wianowska,
2017).

Chlorogenova kyselina méa blahodarné ucCinky na lidské zdravi. Jedna se
o hepatoprotektivni a choleretické ucinky, antioxidacni, antivirové, antibakterialni,

protirakovinné a protizanétlivé vlastnosti. Také snizuje riziko kardiovaskularnich
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nemoci a snizuje relativni rizika cukrovky typu dva a Alzheimerovy choroby. Nékteré
z téchto vlastnosti jsou jiz dlouhou dobu testovany, jiné zatim nejsou potvrzeny a jsou
detailn¢ zkoumany. Mezi zkoumané patii naptiklad vliv chlorogenové kyseliny na
obezitu a metabolismus glukozy, nebo zamezeni replikace HIV (Gil a Wianowska,

2017).

3.3 Vyuzivané metody

3.31 HPLC

HPLC, neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie, je dnes hojné
vyuzivanou analytickou metodu, kterd ma univerzalni pouziti pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu velkého mnozstvi latek. Tato metoda dokaze identifikovat latky
anorganického i organického pivodu (Kfizek a Sima, 2015). Mimo neutralni
slouCeniny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie mizeme stanovovat
velké mnozstvi slouCenin, jako jsou nabité slouceniny, polymerni latky, tepelné
nestabilni slouCeniny, omezené tékavé, nizkomolekularni, nepolarni 1 polarni latky
(Stulik a kol., 2005)

Chromatografie vyuziva rizné pohyblivé faze. Podle vyuzité pohyblivé faze se
rozliSuje plazmova, fluidni, plynova a kapalinova chromatografie. Pfi chromatografii
dochazi k déleni vzorku mezi pohyblivou a nepohyblivou fazi. Pohybliva faze se také
oznacuje jako faze mobilni. Pro nepohyblivou fazi se pouziva oznaCeni stacionarni.
Pfi HPLC dochazi nejprve k naplnéni kolony stacionarni fazi, kterou nasledné
prochazi mobilni faze. Mobilni faze prochazi riznou rychlosti. K déleni slozek vzorku
dochazi podle interakci mezi obéma fazemi.

Dalsi déleni HPLC je zalozeno podle druhu interakce na rozdélovaci, gelovou,
iontové vymeénnou a absorpcni chromatografii. Nejprve se vzorek pomoci nastfiku
aplikuje do kolony chromatografie. Nasledn¢ konkrétni slozky vzorku putuji s mobilni
fazi riznymi rychlostmi v koloné, ktera je predem naplnéna stacionarni fazi.
Jednotlivé slozky opousti kolonu pres detektor, ktery deteguje jaké slouceniny
a v jakém mnozstvi jsou ve vzorku obsazeny a interpretuje je pomoci tzv. pika.
Mnozstvi slouCenin obsazenych ve vzorku je totozny s poctem pikil po dokonceni

detekce (Kiizek a Sima, 2015).
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Obrazek 7: Schéma kapalinového chromatografu (Krizek a Sima 2015)
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3.3.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie se fadi mezi jednoduché, nenarocné a rychlé analytické
metody. Za nevyhody je povazovana mensi citlivost metody oprotit HPLC metod¢. Pri
spektrofotometrii dochéazi k interakci mezi vzorkem a monochromatickym zateni
a jeho absorpci. Pfi méfeni se ziskavaji informace o slozeni vzorku, popiipadé o urcité
koncentraci stanovované latky ve vzorku. Spektrofotometrické metody se déli podle
vysledného méfeni na ti kapitoly:

e Emisni spektrofotometrie
e Luminiscencni spektrofotometrie
e AbsorpCni spektrofotometrie

U luminiscenéni a emisni spektrofotometrie analyzovany vzorek pohlcuje
zafeni, ¢imz se analyzovany vzorek dostava do excitovaného stavu. Pfi prechodu
vzorku z excitovaného stavu do zakladniho vyzatuje analyzovany vzorek zafeni. Toto
zafeni je méfeno. Naopak u absorpCni spektrofotometrie se zaznamenava
elektromagnetické zareni, které je pohlcovano. Vysledné meéfeni je zaznamenano
pomoci grafického znazornéni, kde je vyjadiena zavislost toku na frekvenci, nebo

zavislost toku na vinové délce (Skoog a kol., 2019; Kiizek a Sima, 2015).
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Pii spektrofotometrii lze ziskat vysledky, které poskytuji informaci
o kvantitativnim i kvalitativnim sloZenim zkoumaného vzorku. (Kiizek a Sima, 2015).

Tato metoda se vyuziva v ruznych oblastech (biochemie, biologie,
potravinarsky pramysl, zemédélsky pramysl). Metoda vychazi z Lambert-Bertova
zéakona, ktery fika, ze mnozstvi pohlceného zafeni zavisi na koncentraci sledované
latky ve vzorku. Pti pohlceni monochromatického zareni dochazi k poklesu svételného
proudu, ktery vychazi ze zdroje. Pokles svételného toku je zavisly na koncentraci

daného vzorku. (Skoog a kol., 2019).

3.4 Metody stanovujici antioxida¢ni parametry

Tyto metody hodnoti, do jaké miry je schopna zkoumana latka na sebe vazat
volné radikaly. Metodou se stanovi vSechny latky pfitomné ve vzorku, které jsou
schopny s danym ¢inidlem reagovat za podminek metody. Volné radikaly jsou bud’to
kyslikové (hydroxyl, peroxyd), nebo slozité organické radikaly (DPPH, ABTS™).
Do reak¢ni smési jsou radikaly piidavany, nebo je jejich obsah v prubéhu analyzy
generovan. Metody vyuzivaji vyrazné barevné zmény cCinidla po reakci
k fotometrickému vyhodnoceni. Vysledek je vyjadfovan jako ekvivalent L-askorbové,

nebo gallové kyseliny na jednotku vzorku (Paulova a kol., 2004).

3.4.1 Metoda DPPH

Tato metoda vyuziva stabilni volny radikal 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)
hydrazyl. Jedna se o slouCeninu, ktera vykazuje siln€ absorp¢ni vlastnosti pii 517 nm
v etanolu. Zaroven pH musi byt udrzovano pii hodnotach 5 - 6,5. Pro udrzeni pH se
doporucuje vyuzivat acetatové pufry. Pfi reakci dochazi k oxidaci 1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazinu, ktery se redukuje na DPPH-H (difenylpikrylhydrazin).
Reakci doprovazi barevna zména, pfi které dochazi k odbarveni pavodni fialové latky.

Reakce se vyhodnocuje spektrofotometricky, kde se méfi pokles absorbance

pii 517 nm. Taktéz se mize vyuzit HPLC (Paulova a kol., 2004).

3.4.2 Metoda FRAP

Tato metoda je zalozena na charakteristické redukcni schopnosti antioxidantu.

Antioxidanty patii mezi reduk¢ni Cinidla, to znamena, ze reaguji s latkami, které
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podléhaji redukci. Tyto latky jsou pfi redukci inaktivovany. Diky tomu lze méfit
antioxidac¢ni aktivitu v zavislosti na ochotnosti latky redukovat (Paulova a kol., 2004).

Pii metodé FRAP dochazi k redukci pomoci antioxidantt zelezitého komplexu
na komplex zeleznaty. V prabéhu reakce také dochazi k rastu absorbance. Absorbance
se méfi pii vinové délce 593 nm. Rust absorbance je totozny s mirou antioxidacni
aktivity. Pti této metodé je nutné dodrzovat stabilni pH na hodnoté 3,6 (Paulova a kol.,

2004).

3.4.3 Metoda ABTS

Tato metoda se nejcastéji vyuziva pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity.
Meéfi se schopnost latky, popiipadé zkoumaného vzorku, pohlcovat kation radikalu
ABTS** (2,2°-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Pohlcovani
radikalti se méfi pomoci spektrofotometru nejcastéji pii absorbanci 734 nm. Metoda
ABTS ma S§iroké spektrum uplatnéni pro méfeni celkové antioxidacni aktivity

(Paulova a kol., 2004).

3.4.4 Stanoveni celkovych polyfenolu

Komplexni stanoveni polyfenolti komplikuje strukturni rozmanitost a slozitost
jednotlivych skupin. Jako nejvhodnéj§i metoda je spoleCna reakce s Cinidlem
a spektrofotometrie (Blainski a kol., 2013).

Ke stanoveni se vyuziva kolorimetrické reakce. Pii téchto reakcich reaguji
rostlinné polyfenoly se specifickymi redoxnimi cCinidly. Konkrétné Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo, za vzniku modrého komplexu (chromofor), ktery lze
kvantifikovat spektrofotometricky. Chromofor je tvofen fosfowolframovym
komplexem fosfomolybdenu, kde maximalni absorbance zavisi na koncentraci
fenolickych sloucCenin v zasaditém roztoku. Vzhledem ktomu, ze se Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo velmi rychle rozklada v zasaditych roztocich, musi se pouzit

velky piebytek €inidla k dosazeni uplné reakce (Blainski a kol., 2013).
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4 Prakticka c¢ast

4.1 Pristroje a pomucky

Analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

Automatické pipety, objem 20-200 pl a 100-1000 ul Transferpette (Treff AG,
Svycarsko)

Kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC System (Agilent)
Technologies, USA), detektor DAD UV/VIS (Agilent Technologies, USA)

Kolona Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, zrnitost Castic stacionarni faze 5 um) (Agilent
Technologies, USA) SB C18 (4,6 x 50 mm, zrnitost ¢astic stacionarni faze 1,8 pm)
Kombinovana lednicka s chladni¢kou (Bosch Cooler, Némecko)

Magnetické michadlo (Heidolph, Némecko)

Nerezovy ocelovy hrnec

Oasis SPE kolonky (Water, USA)

Odstredivka Sigma 2-5 (Sigma Laborzentrifugen, Némecko)

pH — metr Inolab-1, s elektrodou SenTix 61 (WTW Némecko)

Plastové kyvety

Sklenéné vialky 1,8 ml

Sklenéné pipety

Sada laboratorniho skla (Fisher Scientice, Pardubice, CR)

Sada zavarovacich sklenic

Silonova tkanina

Sitko

Sklenéné filtracni zafizeni (Sigma Aldrich)

SPE kolonky RP-18 (Merck, Némecko)

Spektrofotometr Biochrom WPA Lightwave II UV/Visible (WPA Biochrom, UK)
Spektrofotometr Thermo electron corporation BioMate 5 (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Teplovzdus$na susarna ULM (Memmert, Némecko)

Ttepacka LT2, (Kavalier Sazava, CR)

TyCovy mixér (Bosch, Némecko)

Varna indukéni deska
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Varecky
Vysokorychlostni tfepacka Vortex Genie 2 Scientific Industries (IKA-Werke,
Neémecko)

Zkumavky s vickem a teflonovym té€snénim

4.2 Pouzité chemikalie

2 - naftyloctova kyselina (25 g — Roth-Czech s.r.o., CR)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl — (100 mg - Sigma-Aldrich, USA)
2,4,6- Tris(2-pytidyl)-s-triazine (10 g — Sigma-Aldrich, USA)
ABTS — (100 ml - Sigma Aldrich, USA)

Acetatovy pufr Ph = 3,6 (1000 ml — Honeywell, CR)
Acetonitril (100 ml - PENTA s.r.0., CR)

Citronova kyselina (1000 g — Lach:ner, CR)

Destilovana voda (ZF JCU, CR), piipravovana na zafizeni firmy Premier (USA)
Dihydrogenfosforeénan draselny (1000 g — Lach:ner, CR)
Dihydrogenfosforeénan sodny (1000 g — PENTA s.r.0., CR)
EDTA (1000 g — Sigma-Aldrich, USA)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo vodny roztok (1000 ml PENTA s.r.o., CR)
Chelaton III (500 g — Lachema, CR)

Chlorid Zelezity bezvody (100 g - PENTA s.r.0., CR)

Kyselina chlorovodikova (IN - 1000 ml - PENTA s.r.0., CR)
L-askorbova kyselina (1000 g — Lach:ner, CR)

Methanol (M=0,1 — PENTA s.r.0., CR)

Mravenéi kyselina 85% (1000 ml — PENTA s.r.0., CR)

Oxid manganicity - (500 g - Sigma-Aldrich, USA)

Pitna voda

Sachar6za (cukr krystal korunni, CR)

Stavelové kyselina dihydrat — (1000 g - PENTA s.r.0., CR)
Uhligitan sodny bezvody p.a.(1000 g - PENTA s.r.0., CR)
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4.3 Pouzity material

V praktické casti diplomové prace byly pouzity bezinky — plody bezu ¢erného,
jako modelovy biologicky material. Bezinky byly nasbirany na volné rostoucich kefich
bezu Cerného na podzim roku 2018. Tyto plody byly nasbirany v lokalit¢ Lhenicko
(49.0365689 N, 14.1072628 E). Po sbéru byly oddéleny cisté bobule, které byly
zmrazeny a uchovany ve zmrzlém stavu -16 °C. Ve zmrzlém stavu byly uchovany az
do zimy 2021, kdy probihalo zpracovani bezinek nejprve do formy modelového

vyrobku - sirupu a v ném probihalo nasledné stanoveni dilezitych obsahovych latek

4.4 Priprava sirupu

Pro stanoveni vSech latek byl pouzit sirup, ktery byl uvafen z plodd bezu
cerného. Tento sirup budeme nazyvat jako modelovy vzorek. Nejprve bylo navazeno
pfiblizné asi 1 kg zmrzlého biologického materialu, ktery se nechal rozmrznout. Po
rozmrznuti byl biologicky material homogenizovan po dobu 5 minut pomoci ty¢ového
mixéru. Zhomogenizovany material byl pomoci silonové tkaniny a sitka prolisovan.
Z vylisované $tavy bylo odebrano 800 g pro vyrobu sirupu. Sirup byl obohacen
pridavkem vitaminu C, protoze z piedchozich analyz je znamo, ze bezinky maji jen
maly obsah L-askorbové kyseliny (Kratochvilova, 2020).

Sirup byl uvaren z 800 g vylisované §tavy, 800 g sachardzy, 16 g citronové
kyseliny a 8 g L-askorbové kyseliny. Tato smés byla 5 minut povafena a nasledné
rozplnéna do zavarovacich lahvicek, které byly pfed plnénim sterilovany 30 minut
v susarné pfti teploté 100 °C. Po naplnéni nasledovalo opatieni zavarovacich lahvicek
Sroubovacim vickem, oplachnutym vrouci vodou. Po vychladnuti byl modelovy

vzorek uchovavan v lednici pfi teploté 5 °C.

4.5 Stanoveni celkovych anthokyanu

Pro stanoveni obsahu anthokyanti byl pouZivan postup podle Ceského Iékopisu
2017 a jeho dodatku z roku 2019 (Zdravotnictvi, 2017).
Nejprve byly z modelového vzorku pfipraveny dvé navazky. Jedna o hmotnosti

2,5 ga druhd o hmotnosti 5 g. U téchto dvou navazek bylo nasledné postupovano podle
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Ceského 1ékopisu 2017 a jeho dodatku z roku 2019. Poté byla zméfena absorbance
a proveden vypocet obsahu celkovych anthokyanud. Vysledky z 5 g navazky mély nizsi
smeérodatnou odchylku. Z tohoto divodu bylo rozhodnuto, Ze stanovovani anthokyant
z 5 g navazky bude poskytovat presnéjsi vysledky.

Z jedné lahvicky modelového vzorku bylo odebrano 10 navazek a z druhé
lahvicky modelového vzorku dalSich 10 navazek o hmotnosti 5 g. Nasledné bylo
s navazkami nakladano totoznym zptisobem.

5 gramu bylo navazeno do plastové kyvety a smichano se 40 ml methanolu.
Plastova kyveta byla umisténa na 30 minut do tfepacky. Poté byla kyveta pfendana do
centrifugy na 10 minut, kde byla odstfed’ovana pii 3500 otackach za minutu. Nésledné
byl supernatant oddélen do 50 ml odmérmé baiiky a doplnén na pozadovany objem
methanolem. Z této odmérné bariky byl nasledné odebran 1 ml vzorku, ktery byl
odpipetovan do dalsi odmérné bariky o objemu 50 ml a objem doplnén okyselenym
methanolem kyselinou chlorovodikovou (0,1%). Takto pfipraveny vzorek byl
nasledné jest¢ zfiltrovan pres filtr ze sklenénych vldken a filtrat zméfen na
spektrofotometru pii vinové délce 528 nm. Pfi méfeni byl pouzit jako slepy vzorek
okyseleny methanol. Me¢feni bylo opakovano tfikrat. Z naméfenych hodnot byl

vypocten obsah anthokyant pomoci vzorce:

A x 5000

=————x
T8 xm

718...specifickéa absorbance pro kyanidin-3-O-glukosid-chlorid pii 528 nm
A...absorbance pii 528 nm

m...hmotnost navazeného vzorku [g]

X...obsah anthokyanii [g/100 g]

z...fedéni vzorku

Vysledky tohoto méfeni jsou zapsany v Tabulka 6: Obsah anthokyand.
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4.6 Stanoveni L-askorbové kyseliny

Stanoveni obsahu L-askorbové kyseliny bylo provadéno podle postupu pro
chromatografické stanoveni vitaminu C z diplomové prace obhdjené na JihoCeské
univerzité v Ceskych Budgjovicich v roce 2017 (Laxova, 2017).

Z jedné lahvicky modelového vzorku bylo odebrano 10 navazek o hmotnosti
5 g. Z druhé lahvicky modelového vzorku bylo odebrano také 10 navazek o hmotnosti
5 g. Nasledné bylo s navazkami nakladano totoznym zpisobem

Z modelového vzorku §tavy bylo navazeno priblizné€ asi 5 g vzorku do 50 ml
odmérné barky. K navazce nasledné pridana stavelova kyseliny (0,02 mol/l) spole¢né
s EDTA (0,5mmol/l), ktera slouzila jako extrakcni Cinidlo. Timto extrakénim ¢inidlem
byl vzorek doplnén na dany objem 50 ml. Toto extrakéni ¢inidlo bylo zvoleno z toho
divodu, ze L-askorbova kyselina velmi rychle podléha oxidaci a toho extrak¢ni Cinidlo
tomu zabraniuje. Kazdy vzorek byl nasledné zfiltrovan pres filtr ze sklenénych vlaken
do dvou vialek. Thned po ptipravé byl vzorek zanalyzovan pomoci HPLC.

Chromatografie byla provedena na pfistroji: UHPLC Agilent 1200 Series
Rapid Resolution LC Systém na koloné Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, zrnitost 5 pm).
Pti této analyze byla pouzita jako mobilni faze §tavelova kyselina (0,02 M). Objem
nastiikovaného vzorku byl Sul. Teplota pii analyze byla 25 °C a absorbance vzorku se
odecitala pti vinové délce 254 nm. Kvantifikace byla provedena pomoci standardu L-
askorbové kyseliny v pracovnim rozsahu 5-200 pg/ml. Kalibra¢ni fada je zapsana
v tabulce €. 3, kde x je koncentrace standardu a y je analytickd odezva. Vysledky této
metody jsou zaznamenany v tabulce ¢.7.

Tabulka 3: Kalibracni Fada pro L-askorbovou kyselinu

Koncentrace (ug/ml) Odezva
0 0

5 60,613
10 127,231
20 255,998
50 722,313
100 1401,35
200 2749,18
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Obrazek 8: Kalibracni kiiivka pro L-askorbovou kyselinu s rovnici regrese
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4.7 Stanoveni celkovych polyfenoli

Nejprve byl modelovy vzorek 10x nafedén destilovanou vodou. Vzorek
k méfeni byl pfipraven smichanim 4 slozek: 20 pg zfedéného sirupu, 100 pg Folin —
Ciocalteauv roztoku, 1980 pg destilované vody a 300 ug 20% roztoku uhlicitanu
sodného. Tuto smés jsem piipravila 20x. Kazdy vzorek byl smichan v plastové vialce
a nechan reagovat pti 20 °C po dobé& 120 minut. Nasledné byl kazdy vzorek méren na
spektrofotometru pti vinové délce 765 nm proti slepému vzorku (destilovana voda).
Kazdy vzorek byl pomoci spektrofotometru prométen 3x. Vysledky byly vyjadieny
jako ekvivalenty L-askorbové kyseliny pomoci kalibracni fady, ze které vychazela
kalibracni rovnice:

y = (1201,3157x) — 58,3836

4.8 Stanoveni obsahu rutinu, kvercetinu a chlorogenové kyseliny

Priprava vzorku

1 g modelového vzorku byl zfedén v 500 ml kadince vodou na 200 ml a bylo
ptfidano 80 mg L-askorbové kyseliny jako antioxidant a 12,5 ml methanolu. Pomoci
pH-metru byla nastavena hodnota pH na 3. Roztok byl zfiltrovan na vakuové filtracni
aparatufe pres filtr ze sklenénych vlaken a k promyti zbytkl na filtru bylo pouzito
12,5 ml methanolu. Filtrat byl pfeveden kvantitativné do 500 ml odmérné banky
a doplnén po rysku.
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Pro SPE byly pouzity kombinované kolonky OASIS, které jsou schopny
zachycovat polarni 1 nepolarni slouceniny zaroven. Kolonky byly kondicionovany
promytim 10 ml methanolu, poté 10 ml 5% roztoku methanolu. K izolaci sledovanych
slouc¢enin metodou (SPE) byl pouzit cely objem roztoku. Po aplikaci vzorku byla
kolonka suSena 20 minut prochazejicim vzduchem.

Zachycené latky byly zkolony vymyty pomoci 1,4 ml methanolu.
K ziskanému vzorku bylo pfidano 200 pug a-naftyloctové kyseliny v methanolickém

roztoku jako vnitini standard.

Méreni a vypocet

Pripravené vzorky byly analyzovany metodou HPLC. Chromatograficka
separace byla provedena na piistroji Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC System
na koloné Zorbax SB-C18 (4,6 x 50 mm, zrnitost 1,8 pm). Separacni podminky
odpovidaly publikované praci (Dadakova a Kalinova., 2010).

Jako mobilni faze byly pouzity roztoky A: 5% acetonitril, 0,1% mravenci kyselina ve
vode a B: 0,1% mravenci kyselina v acetonitrilu. Byl pouzit linearni gradient z O na
100% slozky B béhem 15 minut. Nasttikovalo se 5 pul vzorku, teplota pfi analyze byla
25 °C a absorbance vzorku se odecitala pii vinovych délkach 270 (rutin, kvercetin
a vnitini standard) a 330 nm (chlorogenova kyselina). Jako analytické odezva byl pozit
pomér ploch piku analytu a vnitiniho standardu. Kvantifikace byla provedena pomoci
standardu rutinu v rozsahu 10-500 mg/kg a chlorogenové kyseliny a kvercetinu

v pracovnim rozsahu 5-100 mg/kg Cerstvého materialu.

Tabulka 4: Kalibracni Fada pro rutin

Koncentrace Odezva wvnitfniho | Odezva rutinu
(ug/ml) standardu

5 1461,3 28,4

10 1420,3 58,9

20 1405,3 113,3

50 1419,7 256,1

100 1461,0 701,0
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200

1440,7

1335,0

500

1429,7

31723

Obrazek 9: Kalibracni k¥ivka pro rutin s rovnici regrese
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Tabulka 5: Kalibracni Fada pro chlorogenovou kyselinu

600

Koncentrace Odezva wvnitiniho | Odezva
(ug/ml) standardu

0 1466,9 0

5 1425,0 65,5

10 1435,6 134,9
30 1382,1 404

50 1421,0 689

70 1405,8 945,1
100 1385,9 1338,6
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Obrazek 10: Kalibracni krivka pro chlorogenovou kyselinu s rovnici regrese
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4.9 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu.
0,025g radikalu bylo rozpusténo v methanolu. Roztok byl doplnén na objem 100 ml.
Poté byla upravena koncentrace roztoku na spektrofotometru na absorbanci A-500 pfti
vinové délce 515 nm.

Modelovy vzorek byl nafedén 10x destilovanou vodou.

Poté bylo smichano 0,975 ml zasobniho roztoku obsahujici radikal s 0,025 ml
nafedéného vzorku do plastové vialky. Takto pfipraveny vzorek byl promichan
pomoci vysokorychlostni tfepacky. Vzorek k méteni byl pfipraven 20x.

Poté byl vzorek k métfeni nechan reagovat po dobu 30 minut pfi teploté 20 °C.
Nasledné byla métena absorbance ve spektrofotometru. Kazdy ze vzorku byl proméfen
3x v plastové kyveté pii vinové délce 515 nm. Slepy vzorek tvortila destilovana voda.

Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalenty L-askorbové kyseliny pomoci

kalibra¢ni fady, ze které vychazela kalibra¢ni rovnice:

y = 596,9202 — 1213,339x
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4.10 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP

Nejprve byl pfipraven cCerstvy (vzhledem k velmi rychlé oxidaci roztoku
chloridu zelezitého je Cerstvost dulezita) 20 mN roztok chloridu Zelezitého, acetatovy
pufr o pH=3,6 a roztok radikalu. Roztok radikalu byl pfipraven smichanim 96 ml
destilované vody s 4 ml 1 molarni kyselinou chlorovodikovou a 312 g radikalu (2,4,6
— Tris(2-pytidyl)-s-triazine).

Smichanim 5ml 20nM roztoku chloridu Zelezitého s 5 ml roztoku obsahujici
radikél a 50 ml acetatového pufru vznikla smér pfipravena pro nasledné méteni. 900
ul této smési bylo smichano s 30 pl 50x nafedéného vzorku. Nasledné smés reagovala
po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Poté byl vzorek méfen na spektrofotometru pfi
vinové délce 593nm.

Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalenty L-askorbové kyseliny pomoci

kalibra¢ni fady, ze které vychazela kalibra¢ni rovnice:

y = 497,8549x — 94,1715

4.11 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Nejprve byl pfipraven PBS z 5mM roztoku dihydrogenfosfore¢nanu
draselného a SmM roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Nasledné bylo upraveno
pHna74.

Nasledné byl pfipraven radikal smichanim 54,8 mg ABTS s1 g oxidu
mangani¢itétho a 20 ml destilované vody. Takto pfipravena smés byla michana
magnetickym michadlem po dobu 20 minut pii pokojové teploté. Poté pomoci 5 um
filtr byla smeés zfiltrovana do kadinky. Do filtratu byl pfidavan pufr PBS, az byla
absorbance pii vinové délce 734 A=0,8(+0,02). Vzhledem k tomu, Ze je radikal velmi
nestabilni musela byt absorbance upravovana v prubéhu celého méfeni.

Aby byl modelovy vzorek pfipraven k méfeni musel byt 800x ziedén
destilovanou vodou. Redéni bylo provadéno ve 2 stupnich nejprve 100x a nasledng 8x.

V poslednim kroku bylo smichano 100 pl zfedéného vzorku s 1 ml radikalu.
Tato smés reagovala po dobu 1 minuty. Poté byla méfena na spektrofotometru pfi

absorbanci 734. Slepy vzorek byl tvofen destilovanou vodou.
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Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalenty L-askorbové kyseliny pomoci

kalibra¢ni fady, ze které vychazela kalibra¢ni rovnice:

y = 51,4829 — 68,3952«
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S Vysledky a diskuze

V diplomové praci byly stanovovany hlavni

komponenty obsazeny

v modelovém vzorku (L-askorbové kyselina, chlorogenova kyselina, anthokyany,

celkové polyfenoly, kvercetin a rutin). Nasledné byla méfena antioxidacni aktivita

modelového vzorku pomoci metody: ABTS, FRAP, DPPH. Poté byly zjistovany

korelace mezi hlavnimi komponenty a jednotlivymi metodami méficimi antioxidacni

aktivitu.

5.1 Obsah celkovych anthokyanii v modelovém vzorku

Tabulka 6: Obsah anthokyanii

Hmotnost Absorbance [-] Obsah Aritmeticky
navazky [g] anthokyanu prumér +SD
[mg/kg] [mg/kg]
5,03 0,160 2250 2160+139
0,160 2220
0,159 2200
5,00 0,160 2230
0,158 2200
0,155 2160
5,00 0,157 2190
0,160 2230
0,160 2230
5,00 0,150 2090
0,149 2080
0,153 2130
5,00 0,174 2420
0,173 2410
0,182 2530
5,03 0,155 2150
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0,152 2100
0,154 2130
5,01 0,166 2310
0,159 2210
0,159 2210
5,00 0,149 2080
0,146 2030
0,150 2090
5,03 0,159 2200
0,159 2200
0,158 2190
5,02 0,159 2210
0,159 2210
0,159 2210
5,03 0,136 1880
0,135 1870
0,136 1880
5,03 0,147 2040
0,141 1950
0,144 1990
5,07 0,151 2070
0,153 2100
0,155 2130
5,07 0,205 2820
0,146 2010
0,151 2070
5,07 0,148 2030
0,150 2060
0,146 2010
5,03 0,150 2080
0,151 2090
0,157 2170
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5,10 0,160 2180
0,158 2160
0,161 2200
5,06 0,164 2300
0,162 2230
0,153 2240
5,08 0,138 1890
0,141 1930
0,138 1890
5,05 0,170 2340
0,172 2370
0,175 2410

Obsah anthokyan® v plodech bezu podle Ceského 1ékopisu 2017 stanovovala
i Lenka Kratochvilovd ve své bakalarské praci. Stanoveni provadéla ze
syrovych plodi bezu cerného (bezinek). V praci zjistila, Ze obsah anthokyanu
v bezinkach je podle 1ékopisné metody 7948 mg/kg (Kratochvilova 2020). Coz je
priblizné 4x vys§i obsah, nez byl obsah naméfen v modelovém vzorku. Toto porovnani
dokazuje, ze béhem tepelného zpracovani bezinek dochazi k poklesu koncentrace
anthokyant. Vliv ma také slozeni modelového vzorku. Modelovy sirup byl uvafen
a z 50% tvoten piidanou sachardzu. Toto slozeni také negativné ovliviiuje zavérecny
obsah anthokyanii v modelovém vzorku.

Mnozstvi anthokyanid v modelovém vzorku bylo 2160 mg/kg. Hodnoty jsou
vys$$i, nez uvadi studie (Garcia-Herrera a kol., 2016), kde méfili koncentrat z bezinek
a anthokyany stanovovali pomoci HPLC metody. Naméfili 1582 mg/kg nejvice
zastoupeného anthokyanu.

Studie (Neves a kol., 2021), ve které se zaméfili na obsah primyslového
koncentratu z bezinek, naméfili nizsi obsah anthokyani, nez u modelového vzorku.
Obsah anthokyanu dle studie byl 1580 mg/kg. Tento vysledek se shoduje se studii
provadénou (Garcia-Herrera a kol., 2016).

Ve studii porovnavali (Du a Myracle, 2018) obsah anthokyant a polyfenola
v kefiru z Cerstvé §tavy z bezinek. Hodnoty, které naméfili, jsou v kefiru obsahujici

mléko velmi nizké oproti hodnotam namétenych v modelovém vzorku. 186,7 mg/kg.
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Hodnotam, které byly naméfeny v modelovém vzorku se blizi hodnoty, které v této

studii naméfili u vychoziho sirupu 2756,4 mg/kg. Tento vychozi sirup pouzivali pro

vyrobu kefiru.

5.2 Obsah L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Podminky, které byly pro analyzu pouzity, zpuasobily s nejvetsi
pravdépodobnosti to, ze koeluuji vSechny formy L-askorbové kyseliny.
Tabulka 7: Obsah L-askorbové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Obsah Aritmeticky
navazky [g] L- askorbové prumér £SD
kyseliny [mg/kg] | [mg/kg]
1,02 1390 4930 4970+44,9
1380 4930
1,01 1390 4980
1400 5010
1,02 1390 4920
1400, 4970
1,02 1380 4890
1400 4960
1,04 1440 5020
1440 5000
1,07 1450 4890
1460 4920
1,04 1430 4980
1420 4930
1,04 1420 4940
1420 4940
1,07 1450 4900
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1470 4960
1,03 1420 4990
1420 4990
1,03 1410 4950
1410 4960
1,00 1360 4920
1380 4980
1,00 1380 4990
1400 5070
1,00 1380 5000
1390 5010
1,03 1420 4990
1420 5000
1,04 1440 5010
1420 4940
1,06 1450 4950
1450 4960
1,05 1460 5040
1470 5070
1,05 1450 5000
1440 4970
1,10 1450 4930
1480 4870

Ve studii (Sadilova a kol., 2009) stanovovali obsah L-askorbové kyseliny
v prumyslové vyrabéné bezové S§tave. Tuto S§tavu vyrabi némecka spolecnost
Emnteband Fruchtsaft GmbH. Stava byla vyrobena pomoci piidavkd glukozy,
fruktozy, nebo sacharozy. A nasledné pfidanou L-askorbovou kyselinou. Studie byla
provadéna za zvySené teploty. Koncentrace L-askorbové kyseliny v bezové §tavé byla
1,11 mg/l. Tato velmi nizka hodnota byla naméfena ve stavé s piidavkem sacharidu
a L-askorbové kyseliny v mnozstvi, které studie neuvadi. Jedna se o velmi nizky obsah

L-askorbové kyseliny, oproti obsahu v modelovém vzorku (4970 mg/kg) VySe
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naméfené L-askorbové kyseliny nelze srovnavat z divodu neznamého obsahu L-
askorbové kyseliny ve stave.

Pro studii pouzivali (Netzel a kol., 2002) ovocny sirup slozeny z: 30 % $tavy
z bilych hrozny, 25 % ¢erného rybizu, 15 % cCerného bezu, 10 % visni, 10 % ostruzin
a 10 % aronie. Tento sirup obsahoval 103 mg/l L-askorbové kyseliny. Sirup nebyl o L-
askorbovou kyselinu obohacen. Je to obsah nizsi, nez u modelového vzorku, coz je
opét zpusobeno obohacenim modelového vzorku o L-askorbovou kyselinu.

Dle studie (Kabasakalis a kol., 2000) se obsah L-askorbové kyseliny
v prumyslové vyrabénych dzusech pohybuje v rozmezi 24 — 430 mg/1000 ml §tavy.
Studie se vice zabyvala stalosti L-askorbové kyseliny. B€hem ¢ty meésica pii této
studii ztratily dzusy obsah L-askorbové kyseliny o 29 — 41 % pfii pokojové teploté.
V lednici stanovili ztratu béhem 31 dnt 60 — 67 % L-askorbové kyseliny. Tato studie
potvrzuje ztratu L-askorbové kyseliny v zavislosti na case. Coz se potvrdilo
i v modelovém vzorku, ktery bylo nutné obohatit L-askorbovou kyselinu.

Na obsah L-askorbové kyseliny se zaméfili ve studii (Varming a kol., 2013),
ktera zkoumala obsah kyseliny L-askorbové v primyslové vyrabénych jablkovych
dzusech. Celkem k analyze pouzili 18 vozka. Z nichz ve 14 vzorcich byl obsah L-
askorbové kyseliny niz§i nez 10 mg/l. Nejvys§i naméfeny obsah byl 26 mg/l.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi nizké obsahy, miZzeme povazovat vysledky za
velmi podobné modelovému vzorku za predpokladu, ze by nebyl obohacen o L-
askorbovou kyselinu. Tato studie také prokéazala nestabilitu L-askorbové kyseliny pfi

jakékoli uprave Cerstvého ovoce.

5.3 Obsah celkovych polyfenoli v modelovém vzorku

Tabulka 8: Obsah celkovych polyfenolit vyjddien jako ekvivalent L-askorbové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Obsah celkovych | Aritmeticky
navazky [mg] polyfenolii [mg/l] | pramér £ SD
[mg/l]
10 0,650 722 679 £ 115
0,491 531

44



0,464 499
10 0,518 564
0,457 491
0,608 672
10 0,532 581
0,485 524
0,696 778
10 0,694 678
0,650 722
0,651 724
10 0,613 653
0,469 505
0,471 507
10 0,592 740
0,658 732
0,474 511
10 0,665 684
0,640 710
0,699 781
10 0,681 732
0,655 728
0,757 851
10 0,658 632
0,640 710
0,688 768
10 0,575 814
0,663 738
0,802 905
10 0,726 731
0,644 715
0,629 697
10 0,657 380
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0,705 789
0,550 602
10 0,365 571
0,495 536
0,522 569
10 0,524 769
0,704 787
0,601 664
10 0,689 731
0,503 546
0,636 706
10 0,657 731
0,637 707
0,606 669
10 0,659 733
0,694 775
0,688 768
10 0,621 688
0,787 887
0,725 813
10 0,560 614
0,631 700
0,356 370
10 0,588 648
0,727 815
0,694 775

Mnozstvi celkovych polyfenolti v modelovém vzorku bylo 679 mg/l. Velmi
odlisné hodnoty naméfili 1 (Neves a kol., 2021) ve své studii, kde méfili obsah
vyznamnych latek v pramyslové vyrabénych koncentrati z bezinek. V jejich studii
namefili hodnoty pro celkové polyfenoly 54700 mg/kg. Vzhledem k tomu, ze ve své

studii neuvadi sloZeni koncentratu, nelze tato odlisnost oduvodnit.
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Ve studii (Du a Myracle, 2018) méfili obsah polyfenoli v kefiru. Tento kefir
vyrobili z bezinkové stavy. Kefir vyroben z primyslové §tavy obsahoval 201,3 mg/1
celkovych polyfenold, kefir vyroben z erstvé §tavy obsahoval 435,0 mg/l. Cerstva
Stava, ktera byla pouzita pro vyrobu kefiru, obsahovala 36947,5 mg/l celkovych
polyfenold. Oba produkty v podobé kefiru obsahuji fadove stejné mnozstvi polyfenolt
v porovnani s modelovym vzorkem (679 mg/l). Naopak cCerstva §tava obsahuje
mnohonasobné vyssi obsah polyfenolt.

Ve studii (Che Malek a kol., 2019) pouzili 5 odlisnych vzorkti prumyslove
vyrabénych koncentratu z granatovych jablek. Obsah celkovych polyfenolt se
v koncentratu pohyboval od 183 — 32600 mg/l. Do této velmi Siroké Skaly se radi
i modelovy vzorek, ktery obsahuje 679 mg/l celkovych polyfenola.

5.4 Obsah rutinu v modelovém vzorku

Tabulka 9: Obsah rutinu

Hmotnost Odezva [-] Obsah rutinu | Aritmeticky

navazky [g] [mg/kg] prumér = SD
[mg/kg]

1,13 1180 207 201 + 0,950

1,12 1210 212

1,03 1040 187

1,03 1120 206

1,01 9580 186

1,05 1070 197

1,01 1000 192

1,08 1130 203

1,05 1062 204

1,08 1130 202

1,11 1150 215

1,04 1150 196

1,02 1070 208
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1,07 1140 205
1,01 1050 201
1,03 1030 196
1,06 1120 201
1,04 1110 203
1,00 1060 201
1,04 1050 195

Stanovenim rutinu se zabyvali ve studii (En-Nakra a kol., 2021), kde zakoupili
pomerancovou §tavu na trhu a nasledné ji analyzovali. V této pomerancové §tave
naméfili obsah rutinu 0,105 mmol/l. Pfi pfepoctu analyzovaného vzorku obsahuje
0,344 mmol/l. z ¢ehoz vyplyva, ze modelovy vzorek obsahuje veétsi mnozstvi rutinu.

Obsah rutinu stanovovali ve studii (Memon a kol., 2017), kde se zamérili na
komer¢ni jablecny a pomerancovy dzus. Obsah rutinu v jable¢ném i1 pomerancovém
dzusu byl pod mezi stanovitelnosti. Obsah v Cerstvé pomerancové stave byl také pod

vvvvv

oproti obsahu rutinu v modelovém vzorku zanedbatelné mnozstvi.

5.5 Obsah kvercetinu v modelovém vzorku

V zadném ze vzorkl nebyl obsah volného kvercetinu vyssi nez 5 mg/kg, coz
predstavuje mez stanovitelnosti pouzité metody. Znamena to tedy, ze za podminek
ptipravy modelového sirupu je rutin stabilni a nedochazi k jeho rozkladu a uvolnéni

volného kvercetinu.

48



5.6 Obsah chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Tabulka 10: Obsah chlorogenové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Obsah Aritmeticky
navazky [g] chlorogenové prumér = SD
kyseliny [mg/kg] | [mg/kg]

1,13 301 24,4 26,0 £ 0,265
1,12 306 248

1,03 286 23,9

1,03 308 26,2

1,01 294 26,5

1,05 316 26,9

1,01 304 27,0

1,08 323 27,0

1,05 301 26,9

1,08 301 25,0

1,11 314 27,1

1,04 310 28,2

1,02 293 26,9

1,07 312 24,4

1,01 318 25,7

1,03 305 26,1

1,06 293 26,0

1,04 304 1090

1,00 298 1110

1,04 300 1070

Obsahové latky méfili ve studii u koncentratu z bezu. (Neves a kol., 2021)

pouzili pro analyzu dva vzorky odebrané ze stejné bezové stavy. Pricemz v jednom

koncentratu byl nameéten obsah chlorogenové kyseliny 750 mg/kg. U druhého vzorku

byl obsah vyssi a to o 111 mg/kg. Tyto vysledky jsou mnohonasobné vyssi nez
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naméfené hodnoty v modelovém vzorku. Coz muze byt zpusobeno obsahem 50 %

sacharozy v modelovém vzorku.

5.7 Antioxidaéni aktivita naméfrena pomoci DPPH

Tabulka 11: Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH vyjadiené jako ekvivalent

L-askorbové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Stanoveni Aritmeticky
navazky [ml] antioxidacni prumér +SD
aktivity metodou | [mg/l]
DPPH [mg/1]
10 0,403 108 100 + 6,93
0,406 104
0,404 107
10 0,411 98,2
0,408 102
0,411 98,2
10 0,411 98,2
0,411 98,2
0,411 98,2
10 0,405 105
0,410 99,5
0,413 95,8
10 0,403 108
0,402 109
0,407 103
10 0,413 95,8
0,414 94,6
0,413 95,8
10 0,418 89,7
0,411 98,2
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0,417 103
10 0,418 89,7
0,415 93,4
0,416 92,2
10 0,414 94,6
0,416 92,2
0,413 95,8
10 0,421 86,1
0,416 92,2
0,418 89,7
10 0,422 84,9
0,411 98,2
0,412 97,0
10 0,411 98,2
0,417 91,0
0,417 91,0
10 0,401 110
0,400 112
0,406 104
10 0,406 104
0,406 104
0,408 102
10 0,411 98,2
0,409 101
0,405 106
10 0,405 106
0,404 108
0,402 109
10 0,402 109
0,404 107
0,400 112
10 0,406 104
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0,409 101
0,411 98,2
10 0,410 99,5
0,408 102
0,396 116
10 0,403 108
0,403 108
0,406 104

Primérna hodnota antioxidacni aktivity stanovena metodou DPPH ¢inila 100
mg/l L-askorbové kyseliny, coz je 0,568 mmol/l L-askorbové kyseliny

Ve své studii méfili antioxidacéni aktivitu i (Du a Myracle, 2018), kde vyrabéli
kefir z bezinkového primyslového sirupu a Cerstvé $tavy bezinek. Antioxidacni
aktivita naméfena u kefirového produktu z primyslové stavy byla 61650 mg/l.
V kefiru vyrobeného z Cerstvé Stavy 20860 mg/l a v Cerstvé staveé 1540. Z tohoto
vyzkumu vyplyva, ze celkovy kefir obsahoval jesté dalsi latky vykazujici antioxidacni
aktivitu. Slozeni prumyslové $tavy ani Cerstvého sirupu studie neuvadi. Ani nejnizsi
hodnota neodpovida fadové hodnotam, které byly stanoveny v této praci (100 mg/l)
coz je zpusobeno stafim pouzitych bezinek a slozenim modelového vzorku, ktery
obsahuje 50% sacharozy.

Ve studii stanovovali (Jakobek a kol., 2007) obsah vyznamnych latek
v nékolika druzich koncentratd. Mezi vzorky byl i koncentrat z bezinek. Pomoci
metody DPPH stanovili, ze v koncentratu je obsazeno 6,214 mmol/ml. Coz je
v prepoctu mnohonasobné vyssi antioxidacni aktivita nez aktivita modelového vzorku.
Tento rozdil je zpusoben nafedénim koncentratu.

Antioxida¢ni aktivita byla méfena i1 ve studii (Nowak a kol., 2017) pomoci
metody DPPH, kde byly pouzity primyslové stavy. U stavy z bezinek byla naméfena
antioxidacni aktivita 2744 mg/l. Tato hodnota je mnohonasobné vyssi nez hodnota
nametfena u modelového vzorku. V této studii byla naméfena nejnizsi antioxidacni

aktivita u §tavy z brusinek (962 mg/l), naopak nejvyssi u aronie (5281 mg/l).
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5.8 Antioxidaéni aktivita namérena pomoci FRAP

Tabulka 12: Stanoveni antioxidacni aktivity metodou I'RAP vyjadrené jako ekvivalent

L-askorbové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Stanoveni Aritmeticky
navazky [mg] antioxidacni prumér =+ SD
aktivity metodou | [mg/l]
FRAP [mg/1]
2 1,39 15000 13200 + 1810
1,48 16000
1,37 14700
2 1,25 13300
1,34 14300
1,46 15800
2 1,34 14300
1,32 14100
1,38 14800
2 1,13 11700
1,02 10400
1,20 12500
2 1,23 12900
1,25 13200
1,16 12100
2 1,48 16100
1,32 14100
1,37 14700
2 1,27 13400
1,19 12500
1,20 12600
2 1,22 12800
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1,24 13000
1,27 13400
1,21 12700
1,16 12100
1,19 12400
1,57 17200
1,60 17600
1,43 15500
1,08 11100
1,12 11500
1,07 11000
1,37 14700
1,30 13900
1,38 14800
1,44 15500
1,11 11400
1,43 15400
1,19 12500
1,10 11300
1,18 12300
1,08 11100
1,11 11400
1,18 12300
1,16 12100
1,02 10400
1,14 11900
1,19 12400
1,30 13800
1,33 14200
1,32 14100
1,19 12500
1,20 12600
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2 0,97 9730
0,94 9320
0,96 9540

2 1,44 15500
1,23 12900
1,29 13700

Primérna hodnota antioxidacni aktivity stanovena metodou FRAP C¢inila
13200 mg/1 L-askorbové kyseliny, coz je 75 mmol/l L-askorbové kyseliny.

Védci (Codofier-Franch a kol., 2008) se zaméfili na meéfeni antioxidacni
aktivity u 100% $tavy z mandarinek péstovanych ve Spanélsku. Pomoci metody
FRAP naméfili (1190 mmol/l). Tato hodnota je mnohonasobné vyssi, nez prepocet
u modelového vzorku (75 mmol/l). Tento rapidni rozdil je zpusoben odlisnosti ovoce,
ze kterého byla stava vyrobena, dale nafedénim modelového vzorku, pfidanim
sacharozy a nasledné pouziti neCerstvych bezinek.

Na stanoveni antioxidacni aktivity se zaméfili 1 ve studii (Wern a kol., 2016),
antioxidac¢ni aktivita v Cerstvé stave byla naméfena u kvajajové stavy (7700 mmol/l).
Naopak nejniz§i mnozstvi u Cerstvé §tavy z granatového jablka (2677 mmol/l).
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o Cerstvé stavy je pochopitelné, ze antioxidacni aktivita
je mnohonasobné vyssi, nez u modelového vzorku. U 100% komercni $tavy byla
nejvyssi antioxidacni aktivita namétfena u vyrobku z grepu (27050 mmol/l). Naopak
nejniz§i u Stavy zjablka (1094 mmol/l). Vzhledem ktomu kolikrat je wvyssi
antioxidac¢ni aktivita u grepové komercni §tavy je zfejmé, ze tato §tava musela byt pri
vyrobé obohacena. V ovocném népoji vykazuje nejnizsi antioxidacni aktivitu grepovy
napoj (133 mmol/l). Naopak nejvyssi antioxidacni aktivitu kvajajovy napoj (2057

mmol/l).
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5.9 Antioxidaé¢ni aktivita namérena pomoci ABTS

Tabulka 13: Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS vyjadiené jako ekvivalent
L-askorbové kyseliny

Hmotnost Odezva [-] Stanoveni Aritmeticky
navazky [ml] antioxidacni prumér £SD [mg/1]
aktivity metodou
FRAP [mg/1]
1 0,502 13700 13700 £1610
0,499 13900
0,498 13900
1 0,538 11700
0,538 11700
0,545 11400
1 0,517 12900
0,526 12400
0,521 12700
1 0,510 13300
0,489 14400
0,499 13800
1 0,466 15700
0,469 15500
0,471 15400
1 0,532 12100
0,531 12100
0,528 12300
1 0,504 13600
0,533 12000
0,532 12100
1 0,544 11400
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0,541 11600
0,547 11300
0,459 16100
0,427 17800
0,426 17900
0,473 15300
0,479 15000
0,493 14200
0,522 12600
0,555 10800
0,519 12800
0,472 15400
0,462 15900
0,471 15400
0,511 13200
0,542 11500
0,487 14500
0,488 14500
0,485 14600
0,474 15300
0,504 13600
0,512 13200
0,500 13800
0,502 13700
0,537 11800
0,498 13900
0,470 15400
0,467 15600
0,467 15600
0,528 12300
0,528 12300
0,530 12200
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1 0,480 14900
0,489 14400
0,482 14800
1 0,502 13700
0,509 13300
0,506 13500

Primérna hodnota antioxidacni aktivity stanovena metodou ABTS ¢inila
13700 mg/1 L-askorbové kyseliny, coz je 77 mmol/l L-askorbové kyseliny.

Védci (Codofier-Franch a kol., 2008) se zaméfili na meéfeni antioxidacni
aktivity u 100% $tavy z mandarinek péstovanych ve Spanélsku. Pomoci metody
ABTS naméfili 22,6 mmol/l. Tato hodnota je mnohonasobné niz§i, nez prepocet
u modelového vzorku (77 mmol/l). Tento rapidni rozdil je zptsoben odlisnosti ovoce,
ze kterého byla §tava vyrobena.

Antioxidacni aktivitu méfila studie (Juranovi¢ Cindri¢ a kol., 2011) u 5 druht
jable¢nych dzust. Naméfené hodnoty se pohybovaly od 1,33 mmol/l do 1,60 mmol/I.
Pfi pfepoCtu na stanovovany vzorek, byla antioxida¢ni aktivita mnohonasobné nizsi,
nez u modelového vzorku.

Antioxidacni schopnosti pomoci metody ABTS méfili ve studii (Pliszka, 2017),
kde stanovovali antioxidacni aktivitu u §tavy ze 4 druhd bezu Cerného, primérma
antioxidacni aktivita byla 2,75 mmol/l. Tato hodnota je mnohonasobné nizsi, nez

antioxidacni aktivita u modelového vzorku (77 mmol/l).
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5.10 Souhrnné porovnani

Tabulka 14: Souhrnné zobrazeni obsahu stanovovanych obsahovych Idtek

v modelovém vzorku

Aritmeticky pramér £SD

Obsah L-askorbové kyseliny [mg/kg] 4970+44.,9
Obsah chlorogenové kyseliny [mg/kg] 26,0+0,265
Obsah anthokyanu [mg/kg] 2160+139
Obsah kvercetinu [mg/kg] -
Obsah rutinu [mg/kg] 201+0,950
Obsah celkovych polyfenolu [mg/l] 679£115

Obsahové latky 1 antioxidacni aktivita s porovnanim s ostatnimi produkty se

velmi li§i. Tyto odliS§nosti jsou zpusobeny porovnavanim riznych druhi ovoce,

odlisného fedéni a slozeni ovocnych vyrobkd. VIiv ma i stafi pouZzitého ovoce pro

vyrobu produkti a také tepelné, nebo jiné zpracovani produktu.
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6 Statistické zpracovani

Pii statistickém zpracovani naméfenych dat byl vyuzit Pearsontv korelacni
koeficient. U kazdé naméfené metody bylo k dispozici 20 vysledkd, se kterymi se
nasledné pracovalo. Méfeno bylo na hladin€ vyznamnosti 0,05. Vzdy byla testovana
nulova hypotéza proti alternativni. Nulova hypotéza predpokladala, ze nameérené
vysledky jsou na sobé nezavislé. Naopak alternativni hypotéza predpokladala, ze
naméiené vysledky jsou na sob¢ zavislé.

Statistika byla zpracovavana v programu STATISTICA. Nejprve se ovéfila
normalita dat pomoci bodového grafu. Po ovéfeni normality dat se pokracovalo ke
konkrétni analyze pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu. Vysledkem tohoto
testu bylo p-value, kde jsou mozné dvé varianty:

1. p-value > 0,05 pfiCemz neni zamitnuta nulova hypotéza, protoze test
neprokazal platnost alternativni hypotézy
2. p-value < 0,05 nulova hypotéza je zamitnuta a pfechazi v platnost alternativni

hypotéza
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6.1 Zavislost FRAP na anthokyanech

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku

Obrazek 11: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody FRAP a koncentraci

anthokyanu v modelovém vzorku
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Obrazek 12: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody FRAP na

koncentraci anthokyanu v modelovém vzorku

) Korelace (Tabulka1)

' Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,05000
1 MN=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Froménna Prom1 | PromZ

Prom1 [ 1.0000 ,3030
p=— p=194

Prom2 30300 1,0000
p=.194 i

Zavér: p-value = 0,194> 0,05 hypotézu HO nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.2 Zavislost DPPH na anthokyanech

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

nezavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku

Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku

Obrazek 13: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody DPPH a koncentraci

anthokyanu v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkal 10v*20c
Prom2 = 75,1539+0,01167
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Obrazek 14:0véreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody DPPH na

koncentraci anthokyanut v modelovém vzorku

3 Korelace (Tabulkal)
Dznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000

MN=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 2607
i p=— p=.267
Prom?2 2607 1.0000
p=.267 = —

Zavér p-value = 0,267> 0,05 hypotézu HO nezamita. Korelacni analyza neprokéazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.3 Zavislost ABTS na anthokyanech

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci anthokyanti v modelovém vzorku

Obrazek 15: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody ABTS a koncentraci

anthokyanu v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkat 10v*20c
Promz = 11678,7543+0,9391"x
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Obrazek 16:0vérent nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody ABTS na

koncentraci anthokyanu v modelovém vzorku

Korelace (Tabulka)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
M=20 (Celé pfipady vynechany u ChD}

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 | 1,[][][][]_ 08a7
p=-— p=.713
Promz JB857 1.0000
p=.719 = —

Zavér: p-value = 0,719> 0,05 hypotézu HO nezamita. Korelacni analyza neprokéazala,

ze vysledky obou testli na sobé& zavisi.

63



6.4 Zavislost FRAP na L-askorbové kyseliné

Ho: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

nezavisla na koncentraci L-askorbové kyseliné v modelovém vzorku

Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci L-askorbové kyseliné v modelovém vzorku

Obrazek 17: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody FRAP a koncentraci L-

askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1 j
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Obrazek 18: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody FRAP na

koncentraci L-askorbové kyselinu v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
N=20 (Celé pfipady wynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 [ 1.0000 - 1474
p=— p=535
Prom2 -1474) 11,0000
p=.535 p= -—

Zavér: p-value = 0,535> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokéazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.

64



6.5 Zavislost FRAP na chlorogenové kyseliné

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci kyseliny chlorogenové modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci kyseliny chlorogenové v modelovém vzorku

Obrazek 19:0véreni normality dat u antioxidacni metody FRAP a koncentraci

chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 prati Prom1
Tabulka1 10v*20c
Promz2 = 31,0879-0,0004°x
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Obrazek 20:0véreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody FRAP na

koncentraci chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou wyznamné na hlad. p < ,05000
[N=20 (Celé pfipady wynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 - 6623
p=-—| p=.010
Prom2 - 5623 1.0000
p:[j‘][j =

Zavér: p-value = 0,01< 0,05 hypotézu Ho zamitd. Korelacni analyza prokazala, ze

vysledky obou testi na sob€ zavisi
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6.6 Zavislost FRAP na rutinu

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci rutinu modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Obrazek 2 1:0vérent normality dat u antioxidacni metody FRAP a koncentraci rutinu

v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulka1 10v*20c
Promz2 = 206,484-0,0004"x
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Obrazek 22: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody FRAP na

koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznaf. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
M=20 (Celé pfipady wynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 - 0968
p=-— p=.685
Prom?2 -, 0968 1.0000
p=,685 p= -—

Zavér: p-value = 0,685> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.7 Zavislost L-askorbové kyseliny na DPPH

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentrace L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku
Hi: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentrace L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Obrazek 23:0véreni normality dat u antioxidacni metody DPPH a koncentraci L-

askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkal 10v*20c
Prom2 =-84,126+0,0371*x
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Obrazek 24: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody DPPH na

koncentraci L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
MN=20 (Celé pfipady vynechany u ChO)

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 | 1,[][]{]{]_ 2378
=-—  p=313
Prom2 2379 11,0000
p=.313 = -

Zavér: p-value = 0,313> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.8 Zavislost L-askorbové kyseliny na ABTS

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentrace L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentrace L-askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Obrazek 25:0vérent normality dat u antioxidacni metody ABTS a koncentraci L-

askorbové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkat 10v*20c
Prom2 = 19932,8214-1,2544*x
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Obrazek 26: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody ABTS na

koncentraci L-askorové kyseliny v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
MN=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 | 1,[][][][]_ - 0327
p=-— p=.891
Prom2 - 0327 1.0000
p=.891 p= —

Zavér: p-value = 0,891> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokéazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.9 Zavislost chlorogenové kyseliny na DPPH

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci chlorogenové kyseliné v modelovém vzorku
Hi: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci chlorogenové kyseliné v modelovém vzorku

Obrazek 27:0véreni normality dat u antioxidacni metody DPPH a koncentrace

chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulka1 10v=20¢
Promz = 115,138-0,5722"
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Obrazek 28: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody DPPH na

koncentraci chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)

Oznaé. korelace jsou wvyznamné na hlad. p < 05000
=20 (Celé pripady vynechany u ChO)

Proménna Prom1 | Prom2

Prom1 [ 1.0000 -, 1044
=— p=.661

Prom?2 - 1044 1,0000
p=.661 p=—

Zavér: p-value = 0,661> 0,05 hypotézu Honezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.10 Zavislost chlorogenové kyseliny na ABTS

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Obrazek 29:0véreni normality dat u antioxidacni metody ABTS a koncentrace

chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkat 10v*20c
Prom2 =19350,8544-217,1563"x
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Obrazek 30: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody ABTS na

koncentraci chlorogenové kyseliny v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou wwznamné na hlad. p < ,05000
MN=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 [ 1.0000 -, 1614
=—| p=497
Prom?2 - 1614 1.0000
p=4497 p=—

Zavér: p-value = 0,497> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.11 Zavislost rutinu na DPPH

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci rutinu v modelovém vzorku
Hi: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Obrazek 31: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody DPPH a koncentrace rutinu

v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkal 10v*20c
Prom2 = 113,2438-0,0646*x
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Obrazek 32: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody DPPH na

koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznaé. korelace jsou vyznamné na hlad. p = ,05000
N=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 -,0753
p=-- p=.i52
Prom2 - 0753 1.,0000
p=.752 p= —

Zavér: p-value = 0,752> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.12 Zavislost rutinu na ABTS

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je

nezavisla na koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Hi: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci rutinu v modelovém vzorku

Obrazek 33: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody ABTS a koncentraci rutinu

v modelovém vzorku

220

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
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Obrazek 34: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody ABTS na

koncentraci rutinu v modelovéem vzorku

Korelace (Tabulkal)

M=20 (Celé pripady vynechany u ChD)

Oznat. korelace jsou wyznamné na hlad. p < ,05000

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 -, 1928
p=— p=416
Prom?2 -,1928 1.0000
p=416 p=—

Zavér: p-value = 0,416> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.13 Zavislost FRAP na TPP

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

nezavisla na koncentraci celkovych polyfenolti v modelovém vzorku

Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody FRAP v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci celkovych polyfenoli v modelovém vzorku

Obrazek 35: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody FRAP a koncentraci

celkovych polyfenolii v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkat 10v*20c
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Obrazek 36: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody FRAP na

koncentraci celkovych polyfenolit v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)

M=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Oznat. korelace jsou wyznamné na hlad. p < 065000

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 [ 1.0000 -.0371
p=— p=877
Prom2 -,0371 1,0000
p=.877 p= —

Zavér: p-value = 0,877> 0,05 hypotézu Hp nezamita. Korelacni analyza neprokéazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.14 zavislost DPPH na TPP

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci celkovych polyfenolti v modelovém vzorku
Hi: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody DPPH v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci celkovych polyfenoli v modelovém vzorku

Obrazek 37: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody DPPH a koncentraci

celkovych polyfenolii v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom1
Tabulkal 10v=20c
Prom2 =1295,0713-6,1479"x
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Obrazek 38: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody DPPH na

koncentraci celkovych polyfenolit v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou wyznamné na hlad. p < 05000
=20 (Celé pripady wwnechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom2
Prom1 [ 1.0000 - 4571
p=-— p=.043
Prom?2 - 4571 1.0000
p=.043 =

Zavér: p-value = 0,043 > 0,05 hypotézu Ho zamita. Korela¢ni analyza prokazala, ze

vysledky obou testii na sobé zavisi.
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6.15 zavislost ABTS na TPP

Ho: Antioxida¢ni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je
nezavisla na koncentraci celkovych polyfenolt v modelovém vzorku
Hi: Antioxidacni aktivita naméfena pomoci metody ABTS v modelovém vzorku je

zavisla na koncentraci celkovych polyfenoli v modelovém vzorku

Obrazek 39: Ovéreni normality dat u antioxidacni metody ABTS a koncentraci

celkovych polyfenolii v modelovém vzorku

Bodovy graf z Prom2 proti Prom
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Obrazek 40: Ovéreni nulové hypotézy o nezavislosti antioxidacni metody ABTS na

koncentraci celkovych polyfenolit v modelovém vzorku

Korelace (Tabulkal)
Oznat. korelace jsou wwznamné na hlad. p < 05000
MW=20 (Celé pfipady vynechany u ChD)

Proménna Prom1 Prom?2
Prom1 | 1,0[][][]_ 0264
= p=.912
Prom?2 L0264 1,0000
p=.912 p= —

Zavér: p-value = 0,912 > 0,05 hypotézu Ho nezamita. Korelacni analyza neprokazala,

ze vysledky obou testll na sobé zavisi.
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6.16 Souhrnna statistika

Tabulka 15: Souhrnné vysledky korelacni analyzy

FRAP DPPH ABTS

Chlorogenova 0,010 0,661 0,497
kyselina

Rutin 0,685 0,752 0,416

Anthokyany 0,194 0,267 0,719

L-askorbova kyselina 0,535 0,313 0,891

Celkové polyfenoly 0,877 0,043 0,912

V tabulce ¢. 14 jsou shrnuty vysledky korelacni analyzy a zaroven Cervenou

barvou vyznaCeny zavislé parametry. Nejvys§i korelace byla stanovena mezi

koncentraci chlorogenové kyseliny a antioxidacni aktivitou, ktera byla stanovena

metodou FRAP v modelovém vzorku. O néco niz$i korelace byla zaznamenana také

mezi koncentraci celkovych polyfenolt a antioxidacni aktivitou naméfenou pomoci

metody DPPD v modelovém vzorku.
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7 Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit zékladni biologicky aktivni
komponenty obsazené v modelovém vzorku (sirup z plodi bezu Cerného). Nasledné
stanovit antioxidacni aktivitu pomoci tfi odliSnych metod.

V literarni reSersi jsem se zabyvala teorii, kde je popsana charakteristika
botanického druhu, latky, které jsou vbezu cCerném obsazeny a jejich
charakteristikami. Kratce jsem vénovala pozornost jednotlivym metodam, které jsem
nasledné vyuzila v praktické ¢asti.

Biologicky material, ktery jsem pouzila, byl nasbiran z volné rostoucich kett.
Stanoveni hlavnich komponent probihalo na katedfe aplikované chemie na Fakulté
zemédélské a technologické. Stanoveni antioxidacni aktivity probihalo na katedfe
rostlinné vyroby na Fakulté zemedélské a technologické.

Obsahy jednotlivych hlavnich komponent se vyrazné liily. Nejvyssi obsah byl
naméfen u L-askorbové kyseliny 4970 mg/kg, nasledné obsah anthokyanii 2160
mg/kg, obsah celkovych fenolt 679 mg/l, obsah rutinu 201 mg/kg, nejnizsi obsah nad
mirou stanoveni byl stanoven u chlorogenové kyseliny 26 mg/kg. Kvercetin nebyl
v modelovém vzorku obsazen vibec.

Na zakladné diskuze se prokézalo, ze na vétSinu hlavnich komponent ma
negativni vliv doba 1 podminky skladovani a nasledné zpracovani biologického
materialu. Statistické vyhodnoceni ukazalo, ze koreluje stanoveni chlorogenové
kyseliny s antioxidacni aktivitou méfenou pomoci metody FRAP a obsah celkovych
polyfenolt s antioxidacni aktivitou naméfenou pomoci metody DPPH.

V diskuzi naméfené hodnoty nekoresponduji s ostatnimi studiemi. Tyto
odlisnosti jsou zpusobeny porovnavanim rtiznych druhti produktd, které jsou tvoreny
odlisSnym ovocem. Ruznou tepelnou upravou pii zpracovani produktd. OdliSnym
slozenim jednotlivych §tav a dzust. Velmi velky vliv na naméfena data ma i staii

pouzitého ovoce pro vyrobu jednotlivych produktt.
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