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Abstrakt

Diplomova prace se zabyvéa sledovanim vybranych biologicky aktivnich latek
V drobném ovoci béhem jeho zpracovani. Modelovym druhem drobného ovoce byl
zvolen bez Cerny (Sambucus nigra L.), ktery je v lidovém IécCitelstvi znamy svymi

1é¢ivymi Gcinky a znaénym obsahem ucinnych biologicky aktivnich latek.

Plody bezu cerného byly upraveny modelovymi kuchafskymi upravami.
U wvyslednych produkti byl zjistovan obsah vybranych fenolickych latek
(chlorogenova kyselina, kvercetin, rutin, anthokyany). V dopliikovém stanoveni byl

stanoven obsah askorbové kyseliny.

Na zéklad¢ experimentalniho stanoveni bylo zjisténo, Ze nejvice jsou ve
vyrobcich bezinek zastoupena anthokyanova barviva a rutin. VSechny analyty ve
vychozich surovinach i vyrobcich z bezu s postupnymi upravami a dlouhodobym
skladovanim ubyvaly. Naopak obsah kvercetinu se s postupnymi upravami

a skladovanim zvySoval. Nejvétsi pokles hodnot byl zaznamenan u vitaminu C.

cvwr
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Summary

This master’s thesis focuses at bioactive compounds in edible berries during its
culinary processing.  Elderberries (Sambucus nigra L.) were selected as a
representative of edible berries variety. Elderberry is known for presence of significant

bioactive compound content and usage in traditional medicine.

Elderberries were processed acording to common culinary recipes. Amount od
selected bioactive polyphenolic compounds (chlorogenic acid, quercetin, rutin,
anthocyanes) was detected accordingly. Additionally content of ascorbic acid was

determined.

On the basis of the experimental determination, it was found that anthocyanes
and rutin are the most common compounds found in elderberries. All analytes in juices
and sirups gradually decreased during the culinary treatments and long-term storage.
On the contrary, the content of quercetin increased with gradual modifications and
storage. The highest decrease was observed for vitamin C content. The lowest values
in the elderberries products were reached by two monitored compounds - quercetin

and ascorbic acid.
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1 Uvod

Ovoce, tedy jedlé plody ovocnych rostlin, se V dnesni dob¢ tési velké oblibé.
Ma vyznam narodohospodaisky, esteticky a ptredevsim zdravotni. Nej¢astéji je ovoce
vyuzivano ke konzumaci v rozli¢nych forméch jako potravina. Péstovano je v podobé
ovocnych stromi ¢i kef. Pomologicky jsou ovocné druhy rostlin déleny na nékolik

skupin - jadroviny, peckoviny, skofapkaté ovoce a drobné ovoce.

Pravé drobné ovoce je zastoupeno uréitym mnozstvim botanickych celedi
a rodu. Zpravidla se jedna o plody majici podobu malych bobuli, souplodi ¢i
plodenstvi. Diky své senzoricky piijemné barvé, chuti a vini nam ¢asto zpestiuji

jidelni¢ek. Nutricn€ jsou velmi vyznamnym zdrojem zdravi prospéSnych latek.

Konzumace ovoce je vseobecné vnimana jako zdravi prospésna a prispiva ke
snizeni rizika vyskytu mnoha onemocnéni. V ovoci jsou zastoupeny sacharidy,
bilkoviny, tuky, vitaminy, aromatické latky, mineralni latky, tfisloviny a jiné zdravi
prospésné latky. Drobné ovoce je bohaté na obsah biologicky aktivnich fenolickych
latek, flavonoidu, vitaminu C a antokyand. Vyse zminéné latky jsou pro metabolismus

clovéka vyznamné, jelikoz tyto latky neumime na rozdil od rostlin syntetizovat.

Piikladnym zastupcem drobného ovoce z ¢eledi Adoxaceae je bez Cerny

(Sambucus nigra, L.), ktery je v Ceské republice velmi hojné rozsiten jako volné

rostouci rostlina a je péstovan i v podobé kulturnich odrid.

Drobné ovoce je bohuzel sezonni zaleZitosti, kterd neumoziuje celoroc¢né
konzumovat ovoce pouze vV cCerstvé a syrové podobé, kdy obsahuje nejvice
prospésnych latek. Nastava tedy nutnost zpracovat ¢erstvé ovoce do produkta s delsi
trvanlivosti umoznujici skladovani. Sezénni ovoce zpracovava do §tav, sirupt,

kompoti, dzemu ¢i jinych domdcich polokonzerv.

Pti kuchyfiskych tpravach drobného ovoce maji spravny postup pfi ptiprave
polokonzerv, ptidané ingredience, konzervanty a délka skladovani vliv na rychlost

ubytku prospésnych latek.
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2 Literarni prehled
2.1 Biologicky aktivni fenolické latky

Biologicky aktivnimi latkami jsou oznacovany takové chemické slouceniny,
které ptisobi na zivotni funkce organismt.. Mohou pusobit na biochemické pochody
v organismech, ovlivigji prinik latek bufikami a mohou mit vliv na koordina¢ni
funkce zivych organismi (Waisser, 2004). V §irSim slova smyslu bychom za tyto latky
mohli povazovat vSechny slouc¢eniny od vody po aminokyseliny. Dtiraz je vSak kladen
na slovo aktivni, coz znamend, Ze jde o latky vykonavajici, respektive podnécujici
urcitou ¢innost organismu (Diimalova, 2005).

Clovek pfijima biologicky aktivni sloudeniny v potravé. Kromé zakladnich
zivin, jako jsou sacharidy (cukry), proteiny (bilkoviny) a lipidy (tuky) jsou potraviny
nutri¢né vyznamné i z hlediska jinych obsahovych latek (Kastnerova, 2014).

Mnoho latek a sloucenin musi byt pfijiméno v potrave, jelikoz je lidsky
organismus neni schopen syntetizovat. Fenolické latky jsou rostlinného
pivodu, vyskytuji se tedy v potravinach rostlinného ptivodu pfirozené. V potravinach
se uplatiuji jako barviva nebo jinak senzoricky vyznamné latky. Nékteré fenolické
latky ovliviiuji redoxni d€je v organismu a fadime je tudiz mezi antioxidanty (Velisek,

2002a).

2.1.1 Fenolické latky Vv rostlinach — charakteristika a vyskyt

Fenolické ¢i polyfenolické rostlinné latky nalezi do rtznorodé skupiny
sekundarnich metabolitd rostlin (Fresco, 2006). Jsou to slou¢eniny obsahujici jednu
nebo nékolik hydroxylovych funkénich skupin vazanych na aromatické jadro, ¢i vice
aromatickych jader (Harmatha, 2005). Rostlinné polyfenoly lze délit do nékolika
skupin - fenolické kyseliny a jejich analogy, stilbeny, flavonoidy a jejich analogy
a ostatni polyfenoly (Fresco, 2006). Nejbéznéji zastoupenymi rostlinnymi polyfenoly

jsou flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany (Slanina, 2004).

Rostliny vytvaii fadu sekundarnich metabolitli, které je chrani pied stresem
rizného plvodu. Stresovymi faktory mohou byt naptiklad predace, mikrobidlni
infekce ¢i ultrafialové zafeni. Dle biosyntetickych drah vzniku a struktury mtizeme
sekundarni metabolity rostlin d€lit na tfi skupiny. Terpenoidy, alkaloidy a fenolické

slouceniny (Ioannou, 2012). Rostlinné fenolické latky se vytvaii jednou ze dvou
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klicovych drah, které vedou k tvorbé aromatickych sloucenin a to bézn¢ ptes Sikimaty

¢i méng¢ Casto polyacetatovou biosyntézou (Mika, 2001).

Rostlinné fenoly vytvaii velmi pestrou skupinu slouéenin, jez je z chemického
hlediska velice heterogenni (Fresco et al., 2006). V rostlinach se flavonoidy vyskytuji
vétsinou v podobé B-glykosidu. Sacharidovou slozkou je nejcastéji glukosa ci
rhamnosa. Nej¢astéji je pripojen jeden glykosyl, jindy ma polyfenol substituovany dva
nebo tii hydroxyly. Sacharidova slozka ¢i aglykon mohou byt jesté substituovany
nékterou hydroxykyselinou, napf. kyselinou jable¢nou nebo galovou (Slanina

a Taborska, 2004).

Pro nékteré druhy potravin byly naméfeny primérné hodnoty celkového
obsahu polyfenolt. Tyto hodnoty vSak nemohou byt brany jako smérodatné. Obsah
polyfenold se mezi odriidami jednoho druhu ovoce, naptiklad jablek, miize zna¢né
rozchazet (Hammerstone et al., 2000). Distribuce fenolickych latek se Vv rGznych
Castech rostlin a jejich ploda také znacné 1isi. Zpracovani ¢i odd€lovani ¢asti potravin
muze vést k ochuzeni nebo naopak obohaceni o urcité fenolické latky. Naptiklad
jable¢nd slupka obsahuje kvercetin (Img/g Cerstvé vahy), oloupané jablko pak

neobsahuje zadné dalsi flavonoly (Burda et al., 1990).

2.1.2 Prijem rostlinnych fenolickych latek

Rostlinné polyfenoly jsou nejrozsifencjSimi slouceninami v nasi stravé, které
vstupuji do redoxnich dé€ja. Jejich denni pfijem byl odhadnut azna 1 g a je tedy vyrazné
vyS$8i, nez je piijem antioxida¢nich vitamint, jako jsou tokoferoly, karoteny nebo
askorbova kyselina. Z jedné tfetiny je denni pfijem tvofen fenolickymi kyselinami

a zbyvajici dvé tretiny pfipadaji na flavonoidy (Scalbert a Williamson, 2000).

Ptijem polyfenolil zavisi na stravovacich nadvycich a osobnich preferencich pii
vybéru potravin. To se tykd nejen celkového piijmu polyfenoll, riznych tiid
polyfenold, ale i jednotlivych fenolickych sloucenin (Hertog et al. 1993). Nejpiesnéjsi
vyzkum ohledné denniho pfijmu polyfenolt byl proveden pro flavonoly, flavony
(Hertog et al. 1992, a 1993) a isoflavony (Reinli a Block, 1996). Pfijem flavonola
(jmenovité kvercetinu) a flavont v holandské populaci byl stanoven na 2 — 21 mg

za den (Hertog et al. 1993). Pro Japonce ¢ini denni pfijem isoflavonoida 30 - 40 mg
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(Kimira et al. 1998, Wakai et al. 1999). Dana spotteba v zapadnich zemich je znacné

nizsi kvili omezené konzumaci soéjovych produkti (Kirk et al. 1999).

2.1.3 Aktivita rostlinnych fenolickych latek v metabolismu

V biologickych testech s tkanovymi kulturami bylo prokazano, ze fenoly
nemaji pouze aditivni, ale ¢asto synergistické¢ ucinky. Klinické studie, pokusy na
zvitatech a testovani s lidskymi dobrovolniky tyto vysledky opakované prokazuji
(Bors a Michel, 2002). Casto se projevuji antioxidaéni aktivitou, ktera pievysuje
celkovou antioxidacni kapacitu vitaminu C a E a karotenoidi vyskytujicich se

v identické potraving (Zloch, 2003).

V zivych biologickych systémech jsou oxida¢ni pochody nezbytné pro ziskavani
energie. Avsak ptilis rychla oxidace, nebo oxidace pfili§ velkého rozsahu je nezadouci.
Latky, které takové oxidacni pochody v metabolizmu zpomaluji, se oznacuji jako
antioxidanty (Kala¢, 2001). Obecné maji antioxidanty schopnost odbourdvat volné
radikaly. Antioxida¢ni vlastnosti polyfenoli se odviji od jejich redukénich
chemickych vlastnosti. Mohou se chovat jako donor elektronu nebo vodikového
protonu, reagovat s dal§imi antioxidanty nebo mit potencial k chelataci ionti
ptechodnych kovl (zejména Zeleza a médi) (Rice-Evans, 1997). Antioxidaéni aktivita
mize byt dale ovlivnéna vyslednym odvozenym radikdlem, ktery ma schopnost

stabilizovat a delokalizovat neparovy elektron (Shahidi a Wanasunadra, 1992).

Dosud bylo izolovéno a strukturné identifikovano pies 5000 piirodnich latek
s chemopreventivnim G¢inkem a pfevazné fenolické a polyfenolické povahy (Zloch,
2003). V 80. letech 20. stoleti byla v americkém Narodnim ustavu pro rakovinu byl
zahdjen vyzkum zdravotniho efektu rostlinnych fenoll. V soucasnosti se pii aplikaci
téchto latek v prevenci 1 pfi terapii nadorovych onemocnéni se dosahuje ptiznivych
vysledkt (Marchland, 2002). Postupné bylo vybrano 40 sloucenin, které v pokusech
na zvitatech ispésné funguji jako blokatory iniciace nadorového procesu zptisobeného
chemickymi latkami jako supresory bunétné proliferace a progrese nadori a jako
inhibitory endogenni tvorby karcinogend. V nynéj§i ¢asti vyzkumu jsou tyto
slouceniny toxikologicky testovany. V dohledné dobé¢ se piedpoklada jejich uplatnéni
v biomedicinské praxi (Lee a Park, 2003). Nejslibngjsi vysledky byly ziskany se
skupinou katechinti (obsazeny v ¢aji a ovoci), nékterych flavonola (morin a naringenin

z citrustl) a resveratrolt (z révovych hrozntt) (Kinghorn et al., 2003; Arai et al., 2002).
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Polyfenoly vykazuji i fadu dalSich zdravotnich benefiti. ZvySuji odolnost
cervenych krvinek proti oxidativnimu stresu (Youdim et al., 2000), udrzuji normalni
cévni propustnost (Detre et al.,, 1986) a podileji se na vasoprotektivnich
krevnich srazenin a snizuji tak riziko infarktu myokardu nebo mozkové mrtvice.
Ochranou lipoproteint o nizké hustoté pied oxida¢ni modifikaci brani casnému rozvoji

aterosklerdzy (Matéjkova, 2000).

2.2 Rozdéleni rostlinnych fenolickych latek

Rostlinné polyfenoly zastoupené ve stravé muzeme podle Fresca a kolektivu
(2006) délit nasledujicim zptisobem:

o fenolické kyseliny a jejich analogy

e stilbeny

¢ flavonoidy a jejich analogy

e ostatni fenoly

Dalsim zptsobem klasifikace fenolickych sloucenin je rozdéleni na zaklad¢ jejich

uhlikaté kostry na nasledujici skupiny (loannou a Ghoul, 2012):

e fenolické kyseliny (C6-C1)
¢ fenylpropanoidy (C6-C3)

e polymery ligninu (C6-C3)n
e kumariny (cyklické C6-C3)
o flavonoidy (C6-C3-C6)

2.3 Charakteristika vybranych zastupci biologicky aktivnich a fenolickych
latek

2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy, jsou zna¢né rozsahlou skupinou rostlinnych fenold. Vyjma
chalkonii, auronti a isoflavont, sdileji stejnou uhlikovou kostru (viz Obr. 1). Struktura
flavonoidu je tvofena dvéma benzenovymi jadry (A a B) propojenymi heterocyklem

C tvofenym tfemi atomy uhliku a atomem kysliku (Ioannou a Ghoul, 2012).
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Piirozené se flavonoidy vyskytuji ve volné & vazané formé. Casto jsou
esterové vazané na jednu ¢i dvé molekuly cukru pies O-glykosidickou vazbu (Fresco
et al., 2006).

Obr. 1 Obecna struktura flavonoidd.

K flavonoidim fadime nasledujici skupiny sloucenin: flavonoly, flavony,
isoflavony, flavanony, anthokyanidiny a favanoly. Vsechny tyto skupiny vykazuji

vyznamnou biologickou aktivitu v Zivych organismech.

2.3.1.1 Anthokyany

Antokyany jsou rozsahlou podskupinou flavonoidi. Jedna se o glykosidy
polyhydroxy a polymethoxy derivata odvozenych od 2-fenylbenzopyryliového
kationtu, nebo flavylium soli (viz Obr. 2). Anthokyany jsou jinak také nazyvany
anthokyaniny. Rozdily mezi jednotlivymi anthokyany jsou dany rtiznou mirou
hydroxylace, vlastnostmi, mnozstvim a polohou pfipojenych sacharidii ¢i kyselin

(Kong, 2003).

Obr. 2 Obecna struktura anthokyant.

Anthokyany jsou velmi vyznamna rostlinna barviva. Jejich barva je nejcastéji
Cervend az modra, a je dana typem pfitomnych antokyand, mnozstvim obsaZenych
dalSich pigmentli v materidlu a méni se pisobenim vnéj$ich podminek (teplota, pH,

pritomnost enzymii) (VelisSek, 2002b). Nejcastéji se u vyssich rostlin setkame
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s kyanidinem, pelargonidinem, peonidinem, malvidinem, petunidinem ¢i
delphinidinem (Kong, 2003).

Anthokyany Vv rostlinach zastavaji mnoho funkci. Podileji se na pigmentaci
rostlin a jejich plodd, puasobi jako antioxidanty, hmyzi repelenty a antibakteridlni
¢inidla. Zastavaji také roli atraktanti pro zvifata zprostfedkovavajicich zoochorii ¢i

opyleni (Kong, 2003).

2.3.2 Flavonoly

Flavonoly jsou dal$i vyznamnou skupinou flavonoida s obecnou strukturou
(viz Obr. 3). Nejvyznamnéjsi flavonoly vyskytujici se v potravinach jsou
substituovany hydroxylovou skupinou v polohach R3, R4 a RS a odlisuji se substituci
v poloze R1 a R2 (Velisek, 2002b).

Ry
o8
Ry 0 i R
| )
oH

R, O
Obr. 3 Obecna struktura flavonolt.

Flavonoly se vyskytuji zejména ve formé glykosidi. V rostlinach se ¢asto
nachazi jako kopigmenty, které doprovazeji anthokyany a maji nejcastéji zlutou
barvu (Velisek, 2002b). Mezi nejcastéji se vyskytujici flavonolické aglykony fadime

kemferol, myricetin, kvercetin. Nejvice se vyskytujicim glykosidem je rutin.

2.3.2.1 Kvercetin
Kvercetin (3, 5, 7, 3', 4'-pentahydroxyflavon) se v rostlinach nachazi v mnoha
riznych glykosidickych formach (Kghnau, 1976). Kuptikladu aglykon kvercetinu

spojeny s rutinosou, tvorici 3-O-glykosid, nazyvame rutin (Formica, 1995).
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Obr. 4 Kvercetin.

Kvercetin (viz Obr. 4) se vyskytuje v rizném ovoci a zeleniné. Jmenovité
v ¢erném rybizu, ¢erveném vin¢, tmavé ¢okolade¢, erném bezu, pomerancové Stave,
jablkach a cibuli, ve které se nachazi v nejvyssi koncentraci. Kvercetin je nejbéznéjsim

flavonolem ve stravé (Erlund, 2004; loannou, 2012).

Denni pfijem kvercetinu byl stanoven na 3 az 38 mg ve Studii sedmi zemi
(Hertog, 1995). Kvercetin zvySuje odolnost organismu proti osteopordze, plicnim
onemocnénim, nékterym typiim rakoviny a také proti procesiim spojenym se starnutim
(Boots a kol., 2008). Ma vyznamny pozitivni vliv na nemoci spojené se srdcem, ptisobi
proti vysokému tlaku, srde¢ni arytmii, arteroskleroze, vyrovnava hladinu cholesterolu

v krvi a také pusobi proti hepatotoxicky (Formica, 1995).

2.3.2.2 Rutin
Rutin je flavonol odvozeny od kvercetinu, pfesnéji se jedna o 3,3°,4",5,7-
pentahydroxyflavon-3-rhamnoglukosid (Hosseinzadeh a Nassiri-Asl, 2014). Rutin je

také znamy pod nazvem vitamin P (Khan, 2009).

OH

Obr. 5 Rutin.
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Rutin (viz Obr. 5) se vyskytuje v mnoha jedlych rostlinach, napiiklad v ¢erném

¢aji, pohance, mucence, jablkach (Hosseinzadeh a Nassiri-Asl, 2014).

-----

protivirové a protirakovinotvorné ucinky (La Casa et al., 2006). Byva uzivan jako

soudast b&Zné dostupnych terapeutik pro posileni Zilni stény (Cesky 1ékopis, 2009).

2.3.3 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny délime do dvou hlavnich skupin, a to fenolické kyseliny
odvozené od kyseliny benzoové (obsahujici sedm atomti uhliku) a kyseliny odvozené
od kyseliny skoticové (obsahujici devét atomd uhliku) (viz Obr. 6 a Obr. 7.). Tyto
slouCeniny existuji prevazné hydroxylované formé¢, tudiz je zpravidla oznacujeme
jako hydroxybenzoové a hydroxyskoticové kyseliny. Nékteré druhy ptirodnich
fenolickych kyselin se bézné vyskytuji ve straveé. Zastoupeny jsou jak ve volné formé,

tak ve vazané formée jako estery a amidy (Fiuza et al., 2004; Gomes et al., 2003).

COOH
COOH
$ $
e e
Obr. 6 Benzoova kyselina. Obr. 7 Skoticova kyselina.

Derivaty kyseliny skoficové se v rostlinnych materidlech vyskytuji pomérné
Castéji nez derivaty kyseliny benzoové. Fenolické kyseliny se v rostlinnych
materialech nachazeji vazané na sacharidy ¢i se estericky vazou s kyselinou chinovou,
Sikimovou a vinnou. Ve volné formé se fenolické kyseliny vyskytuji jen ziidka

(Ondrejovic, 2009).
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2.3.3.1 Chlorogenova kyselina
Chlorogenova kyselina (5-O-kafeoylchinova kyselina) je nejbéznéjsim esterem
kavové a chinové Kkyseliny. Radime ji k derivatim hydroxyskoficové kyseliny

(Santana-Galvez et al., 2017).

HO COOH

HO

HO

Obr. 8 Chlorogenova kyselina.

Chlorogenova kyselina (viz Obr. 8) je hlavni polyfenolickou slouéeninou
v zrnkové kave a syrovych bramborach (Lachman, 2005). Dale je pfitomna v rizném
ovoci a zelening, jmenovité V jablkach, arty¢oku, mrkvi, hroznech, rajc¢atech, kiwi,

Svestkach, lilku a dalsich (Santana-Galvez et al., 2017).

V metabolismu ma chlorogenova kyselina mnoho zdravi prospésnych
poruchy metabolismu lipidd a diabetes (Santana-Galvez et al., 2017; Meng et al.,
2013).

2.3.4 Vitamin C

Vitamin C neboli kyselina askorbova se vyskytuje ve ¢tyfech stereoizomerech
(prostorovych izomerech). Biologicky aktivni je vSak pouze L-askorbova kyselina
(y- lakton L-threo-hex-2-enové kyseliny). V organismu oznacujeme nazvem vitamin
C cely redoxni systétm (viz Obr. 9), ktery zahrnuje L-askorbovou
kyselinu, L- monodehydroaskorbovou kyselinu a L-dehydroaskorbovou kyselinu
(Velisek, 2002a).
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L-askorbova kyselina L-monodehydroaskorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina

Obr. 9 Formy vitaminu C v organizmu (pfevzato z Chemie potravin)

Kyselina askorbova je vyznamnym ve vodé rozpustnym vitaminem. Ma
vyznamné reduk¢ni vlastnosti, které se podileji na likvidaci volnych radikalt a dalsich
aktivnich forem kysliku. Je povaZzovana za indikator vyzivové kvality potraviny po
dobu jejiho zpracovani a skladovani. V piipadé, Ze je v potraviné zachovan vysoky
obsah askorbové kyseliny, je ztrata ostatnich zivin rovnéz minimalni. Pokles obsahu

askorbové kyseliny zavisi také na typu kultivaru (Koyuncu a Dilmagiinal, 2010).

2.4  Drobné ovoce charakteristika a zastoupeni

Jako drobné ovoce je oznaCovana skupina ovoce plodicich rostlin S drobnymi
plody. Zpravidla se jedna o plody majici podobu malych bobuli, souplodi ¢i
plodenstvi. Jako drobné ovoce jsou nejcastéji oznacovany bobuloviny (Blazek a kol.,
2001). Bobulovité ovoce nalezi do nékolika ¢eledi. Za obvyklé zastupce bobulovitého
ovoce jsou povazovany ¢eled’ Rosaceae (jahody, maliny, ostruziny), ¢eled’ Ericaceae
(boriivky, brusinky) a ¢eled” Grossulariaceae (Cerny a cerveny rybiz) (Skrovankova et
al., 2015).

Mezi méné znamé druhy drobného ovoce fadime bezinky (Sambucus spp.),
angre$t (Ribes uva-crispa), mochyni peruanskou (Physalis peruviana), stiemchu
virzinskou (Prunus virginiana), ostruzinik morusku (Rubus chamaemorus), sichu
¢ernou (Empetrum nigrum), zimolez modry (Lonicera caeulea L.), muchovnik
olsolisty (Amelanchier alnifolia), jefab (Sorbus spp.), maqui (Aristotelia chilensis)

a rakytnik fesetlakovy (Hippophae rhamnoides) (Skrovankova et al., 2015).

2.5 Vyznam konzumace ovoce
Ovoce je dulezitou soucasti lidské stravy. Je vyznamnym zdrojem zivin,

vlakniny a fytochemikalii (Boeing, 2012). Duznaté ovocné plody obsahuji pfiblizné
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79-87% vody. Z dalsich latek jsou v ovoci nejvice zastoupeny sacharidy, organické
kyseliny, tfisloviny, aromatické latky, dusikaté latky, lipidy, vitaminy a mineralni
latky (Blazek et al, 2001). Drobné ovoce je nadto velmi chutné, nizkokalorické a je
¢asto konzumované v Cerstvém stavu, coz zajiStuje vysokou koncentraci a u¢innost

ptitomnych biologicky aktivnich latek (Skrovankova et al., 2015).

Biologicky aktivni slou¢eniny jsou v ovoci piitomny v idealni formé a jako
takové jsou nenahraditelné syntetizovanymi produkty (Blazek a kol., 2001).
V drobném ovoci do skupiny biologicky aktivnich latek fadime antioxidanty, které
zahrnuji fenolické slouceniny (fenolické kyseliny, flavonoidy) a rostlinnd barviva
(anthokyany a karotenoidy). Mezi dalsimi antioxidanty Vv drobném ovoci jsou
vyznamné naptiklad vitaminy (vitamin C) a mineraly s antioxida¢nimi vlastnostmi

(Skrovankova et al., 2015).

Konzumace ovoce zajistuje piisun vyse zminénych latek a zvySuje odolnost
organismu proti onemocnénim (Blazek et al., 2001). Podle doporuceni Svétové
zdravotnické organizace by jejich primérny denni pfijem mél byt zajistén tfemi
porcemi zeleniny (pfiblizng 250 g) a dvéma porcemi ovoce (150 g). V Ceské republice,
podobné jako v celé poloving ostatnich evropskych stati, je spotfeba ovoce a zeleniny
hluboko pod touto doporudenou davkou (v CR méné nez 200 kg/ osoba/ rok)
( Zloch, 2003).

2.6 Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

Jednim z pomérné opomijeného ovoce na uzemi Ceské republiky je bez ¢erny
(Sambucus nigra L.) patiici do ¢eledi pizmovkovité (Adoxaceae). Rod Sambucus ¢ita
piiblizné pétadvacet druht bezu. V Ceské republice je bez &erny prakticky jediny

piirozené rozsiteny zastupce s jedlymi plody (Matéjicek et al., 2013).

Kvéty a plody bezu ¢erného obsahuji mnozstvi riznych 1é¢ivych a zdravi velmi
prospésnych latek. Presto nejsou produkty z plodti bezu ¢erného na ¢eském trhu bézné
dostupné a jsou vice méné vysadou domaciho zpracovani. Zpravidla se ke zpracovani

sbiraji plody z plané rostoucich keit (Sisak, 2006).
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2.6.1 Botanicka charakteristika

Bez Cerny je ket ¢i strom S husté olisténou korunou. Kef se dorasta 1,5 az 5 m
vysky, strom az 10 m vysky. Kmen je pokryty svétle hnédou az Sedou vras¢itou borkou
(ktirou) s co¢inkami (lenticely). VEtve jsou v mladi zelené a pozdéji postupné Sednou,
jsou lysé a tvarem hranaté. Dien vétvi je Cisté bild. Listy rasi brzy, jsou vstficné,
lichozpetené, vejcité, zaspicatélé, pétiCetné s vétsim koncovym listem. Okraj listi je
jemné pilovity, jsou téméf prisedlé a na rubu jsou svétlejsi nez na lici, kde jsou vice
zelené. Palisty jsou drobné a opadavé. Borka a listy po rozemnuti neptijemné
zapachaji. (Slavik et al., 2011; Bollinger, 1998)

Kveteni bezu ¢erného probiha v obdobi kvétna az ¢ervence. Kvéty (viz Obr.
10) jsou malé, drobné, péticetné bilé az nazloutlé barvy. Jsou siln€ vonné, usporadané
jsou v destnikovitych vrcholi¢natych latach s péti hlavnimi paprsky. V praméru maji
vrcholiky deset az dvacet centimetrti. Plody (viz Obr. 11) dozravaji v srpnu az zafi.

Jedna se o lesklé ¢erné kulaté peckovice 0 velikosti Sest az osm milimetrd. Plody bezu

jsou lidové nazyvany bezinky. (Slavik et al., 2011; Bollinger, 1998)

Obr. 10 Bez cerny — kvet. Obr. 11 Bez cerny — plod.

Zdroj: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sambucus_nigra_4.jpg Zdroj: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sambucus_nigra-fruit001.jpg

Stanovisté typicka pro bez cerny jsou lesni okraje, nivni lesy, vlhké a smiSené
lesy, kfoviny, pastviny a rumisté. Roste na ptidach bohatych na dusik s humusovou
vrstvou. Vyskytuje se az do vysek alpskych tidoli, tzn. 1600 metrii. Casto se bez &erny
vyskytuje i v méstské zastavbe, okolich zahrad na rumistich. Je pouzivan jako soucast
parkové vysadby. RozSifovan miiZze byt i semenoZravymi ptaky. (Slavik et al., 2011,

Bollinger, 1998; Grau et al., 1996)
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Bez ¢erny je ptivodnim druhem v Evropé, Britskych ostrovech a v oblasti
kolem Cerného mote. Neni viak rozsifen v jiznim Spanélsku, severnim Skotsku,

v severni Skandinavii a na Islandu (Atkinson a Atkinson, 2002).

2.6.2 Péstovani, kulturni odriady, plané odriady

V evropskych zemich s vyspélym ovocnarstvim je kulturni péstovani bezu
¢erného pomérné rozsifenou zalezitosti. PoCatky intenzivni vystavby bezu ¢erného se
datuji do sedmdesatych let 20. stoleti (Mezey et al., 2006). Z hlediska pé&stebni
naroc¢nosti ¢i naroklim na stanoviste je bez Cerny pomérné nendrocnou plodinou (Kral,
1998). Po ekonomické strance muzeme bez Cerny rovnéZz zatadit k vyhodnym
plodindm pro vysadbu. Oproti béznym komerénim ovocnym druhtim je velmi vyhodné
rychlé vegetativni mnozeni (fizkovanim klesaji naklady), dlouhovékost dieviny, bez
nutnosti oplocovani péstebnich ploch (proti okusu zvéfi) a odolnost proti mrazu.
U vysadeb v plné plodnosti jsou pfiznivé vysoké hektarové vynosy od 15 do 22 tun
na hektar (Sansdrap, 2000). Krom ovocnaiského vyuziti bezu nabizi tato dievina i jiné
moznosti vyuziti V jinych smérech jako je sklizenn kvéti ¢i produkce lignifikované

dendromasy (Matgjicek et al., 2013).

V ovocnaiské praxi se pro vysadbu vyuzivaji kulturni odriidy bezu ¢erného.
Tyto kulturni odridy vsak ptivodné vznikaly zdmérnou selekci z plané rostoucich
rostlin v ptirozenych piirodnich podminkach. Na zaklad¢ téchto selekci bylo uznano
nékolik desitek kulturnich odriid. Ty byly pozdé&ji zavedeny do ovocnaiské praxe
a intenzivniho péstitelstvi. Oproti planym odridam maji plody kulturnich odrud vyssi
vynosovost plodl a niz§i obsah potravinairsky nezadoucich alkaloidt (Matéjicek et al.,

2013).

2.6.3 Obsahové latky v bezu ¢erném

Kvéty a plody bezu ¢erného maji velmi vysoké obsahy biologicky aktivnich
latek (Matg&jicek et al., 2013). Kvéty bezu cerného obsahuji organické kyseliny,
glykosid rutin, alkaloid sambunigrin, silice, tfisloviny, mineralni latky a fadu

flavonoidu.
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Plody bezu (bezinky) obsahuji organické kyseliny, glykosid rutin, sacharidy,
mineralni latky, aminokyseliny, karoteny, antokyany, alkaloidy (sambunigrin,
sambucin) a vitaminy (B1, B2, C) (Dolejsi et al., 1991; Kintlerova et al., 1993).

2.6.4 Tradi¢ni pouziti a kuchynské apravy

Drobné ovoce se konzumuje nejen v Cerstvé a mrazené podobé, ale také
v podobé¢ zpracovanych vyrobkt, jako jsou susené ovoce, ovocné konzervy, jogurty,
napoje a dzemy (Shivraj a Se Won, 2014). Extrakty z bezu se rovnéz pouzivaji jako
pfirodni ochucovadlo alkoholickych i1 nealkoholickych napojt, ovocnych kotalek

a lihovin, Sumivého vina a zmrzliny (Kaack et al. 2006).

Bézné manipulace s potravinami rostlinného ptivodu, jako je chlazeni
a zmrazovani, pasterace a kuchyiiské upravy pravdépodobné obsah biologicky
aktivnich forem téchto latek podstatné neovliviiuji (Dragland et al., 2003). Domaci
zpracovani sezonniho ovoce, jako jsou pravé bezinky, je tedy béznou a oblibenou
zalezitosti. Dokladem je mnozstvi receptd na zpracovani ovoce ¢i zaznamy z lidového
1¢écitelstvi.
V tradi¢nim lidovém lé€itelstvi ma bez nezastupitelnou ulohu. Prvni zaznamy
(¢aje a odvary) se pouzivaly k lécbé nachlazeni, dychacim onemocnéni a otoki
(Dadakova et al., 2011). Bez ma mocopudné a potopudné ucinky a uzivan je k 1écbé
vodnatosti (Macki a Krejéa, 1987). Stava z bezinek je prostiedkem proti bolestem,
zvlasté ischiasu, revmatismu a zanétu trojklanného nervu (Grau et al., 1996).
V Cechach je kvét (Flos sambuci) i plod (Fructus sambuci) evidovan jako oficialni

1é¢ivy preparat, listy (Folium sambuci) se sbiraji zfidka (Dadakova et al., 2011).

Krom lé¢ivych ucinkl nabizi bez Cerny i Siroké kulinafské uziti. Kvéty se
konzumuji osmazené v téstiCku, v podobé teplych polévek, kosmaticového octa,
domacich limonad nebo ¢ajovych nalevi. Plody bezu - bezinky slouzi k piipravé
zavafenin (Cistych ¢i kombinovanych s dal§imi druhy ovoce), marmelad, povidel,
dzemt, kompoti, rosolli, $tav, sirupl, omacek, ¢aji, teplych ¢i studenych polévek,
bezinkového vina a riznych bezinkovych likéra (Dostal a Opichal, 1991). Bezinky se

konzumuji zpravidla povafené, jelikoz syrové bezinky mohou vyvolat nevolnosti
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(buseni srdce, prijmy, plynatost) (Dostal a Opichal, 1991). Tyto nezadouci ucinky jsou

zpusobeny obsahem termolabilnich glykosidii, které se varem rozkladaji.

2.7 Analytické metody

Fenolické slou¢eniny jsou vyznamné sekundarni metabolity rostlin s pfiznivymi
biologickymi uc€inky. Pro dostatecné citlivé a selektivni stanoveni fenolickych
sloucenin V rostlinném materialu se vyuziva hlavné kapalinova chromatografie (Ignat

etal., 2011).

V ramci této diplomové prace probéhlo stanoveni chlorogenové kyseliny,
rutinu a kvercetinu metodou extrakce na pevné fazi (SPE) a nasledné kapalinovou
chromatografii (HPLC). Antokyany byly stanoveny spektrofotometricky.
V dopliikovém stanoveni byl stanoven obsah askorbové kyseliny, rovnéz metodou

kapalinové chromatografie.

2.7.1 Extrakce na pevné fazi (SPE)
Pti stanoveni slozky ve smési je ¢asto dané stanoveni ruseno ptitomnosti
dalsich slozek ve smési. Pro spolehlivé stanoveni vybranych slozek je nutné ze smési

odstranit rusici slou¢eniny, nebo extrakci oddé€lit vybranou stanovovanou slozku

(Ktizek a Sima, 2015).

Jednou z nejjednodussich presto nejefektivnéjsich metod je extrakce na pevné
fazi (SPE). Je Casto uzivana k extrakci flavonoidi z vodnych vzorkd. Tato metoda je
zalozena na selektivni extrakci molekul vybrané latky ze vzorku na pevném sorbentu
v kolonce. Kolonky pro SPE jsou jednorazové, piedpfipravené a finan¢né dostupné.
Sorbentem je nejcastéji 18 uhlikaty silikatovy fetézec. Rozpoustédlo, respektive vodny
roztok se vzorkem je obvykle okyseleny, aby se zabranilo ionizaci flavonoidd, ktera
by sniZovala jejich retenci na sorbentu (Liu, 2008). Davkovani vzorku mize probihat
manualné. Zachycené latky na sorbentu mohou byt nasledné promyty vhodnym

rozpoustédlem a dale analyzovany metodou HPLC.
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2.7.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jednou z nejvyznamnéjsSich analytickych separacnich metod je chromatografie.
Umoziuje oddéleni a stanoveni Sirokého mnozstvi organickych latek. Principem
chromatografické separace je nestejné rozdéleni a retence slozek aplikované smési na

koloné mezi dvéma fazemi (mobilni a stacionarni fazi) (K¥izek a Sima, 2015).

Metoda HPLC vyuziva kapalnou mobilni fazi. S ohledem na experimentalni
uspotradani probihd vysokoucinna kapalinova chromatografie v uzavieném systému.
Bézné se pracuje s tlaky od 1 do 60 MPa, pfi¢emz jsou upfednostiiovana kontinualné
pracujici pulzujici erpadla (Kiizek a Sima, 2015). Pro analyzu flavonoidil jsou
nejéastéji pouzivanymi mobilnimi fazemi acetonitril a/nebo methanol v kombinaci
s vodnym roztokem acetdtu nebo mravencanového pufru (Liu, 2008). Davkovani
vzorkl probiha perforaci pryzového septa, mikrostiikackou flow stop ventilem nebo
Sesticestnym kohoutem s davkovaci smyckou. Pro HPLC se uzivaji profesionalné
plnéné rovné kolony (Kiizek a Sima, 2015). Sorbentem (stacionarni fazi) pro analyzu
flavonoidi jsou nejcastéji zrnka polymeru s 18 ¢i 8 uhlikatym fetézcem. Preferovanym
zpusobem detekce flavonoidi je v dnesni dobé UV-VIS spektrofotometr zafeni (Liu,
2008) nebo hmotnostni spektrometr. Detektor je zpravidla napojen na zafizeni pro

registraci prib&hu analyzy-pocita¢ se softwarem.

V posledni dekade¢ se zacaly vyuzivat kolony s velikosti zrna pod 2 um. Kolony
téchto vlastnosti umoziuji vyznamné zkraceni doby analyzy pii zachovéani vysokeé
rozliSovaci schopnosti. Ptikladem je vyvoj a uplatnéni metody pro soucasnou
determinaci 15 flavonoida v 1é¢ivé rostliné Skornici (Epimedium spp.) na koloné
s velikosti zrna 1.7 um ( Cheng et al., 2008). Metoda HPLC byla také pouzita pro
izolaci fenolickych sloucenin z pohanky (Hung a Morita, 2008), rutinu a trans-
resveratrolu z vina a hroznu (Careri et al., 2003) a také antioxidacni aktivitu

fenolickych sloucenin v ¢erném a zeleném caji (De Carvalho Rodrigues et al., 2015).

2.7.3  Spektrofotometrie UV/ VIS
Metody absorp¢ni spektrofotometrie Vv oblasti UV/VIS jsou zalozeny na
absorpci zafeni roztokem v rozmezi vinovych délek 190-800 nm. Latky, které

absorbuji uréité vinové délky, se jevi lidskému oku jako barevné (Kiizek a Sima,
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2015). Anthokyany maji ¢ervené az modré zabarveni a jsou vyznamnymi rostlinnymi

barvivy (Velisek, 2002b).

V piistrojich pro absorpéni spektrofotometrii je monochromatické zareni
vytvareno rozkladem bilého svétla na monochromatoru (hranolu ¢i miizce). Roztok
vzorku s vybranym analytem je ru¢né¢ davkovan do kyvet, které jsou zaroven
absorpénim prostiedim. Kyvety a optika v pfistroji jsou pro méteni ve viditelné oblasti
sklenéné. Antokyany, respektive kyanidin je méfen pii 528 nm, tedy v oblasti
viditelného zafeni. Pti stanovovani urcitych analyti je podstatné urcit vhodny standart.
Vyhodnocovani vysledkid se provadi porovnanim hodnoty absorbance vzorku
s absorbanci standartniho roztoku. Dnesni moderni spektrofotometry umoziuji po
kalibraci standartnimi roztoky odegitat hodnoty koncentrace ptimo (K¥izek a Sima,
2015). Pro svou jednoduchost a nizké naklady se ke stanoveni celkovych polyfenolt

pouzivaji spektrofotometrické metody velmi casto.
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3 Cile prace

Drobné ovoce je oblibenou sezénni potravinou, ktera zpestiuje beézny
jidelnicek. Nejcastéji je ovoce konzumovano v Cerstvém stavu nebo se vyuziva jako
surovina pro ptipravu domécich ovocnych konzerv (§tava, sirup, marmelada).

Diky obsahu biologicky aktivnich sloucenin pfedstavuje bobulovité ovoce
vyzivové cenny prispévek k potraveé. (Nékteré obsahové latky, zejména rostlinné
polyfenoly, maji vyznamné antioxida¢ni ucinky a pfispivaji k prevenci civiliza¢nich
chorob.)

Cilem této diplomové prace je zpracovat plody drobného ovoce (bezu ¢erného)
péstovaného v Ceské republice modelovymi kuchyiiskymi Gpravami. Ve
zpracovanych vzorcich stanovit vybrané fenolické a biologicky aktivni latky.
Stanovovany jsou chlorogenova kyselina, askorbova kyselina, celkovy obsah
antokyant a rutin. Stanoveni prob&hlo metodou SPE, HPLC a spektrofotometricky

opakovan¢ v ramci ¢asového intervalu n¢kolika mésict.
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4 Material a metody

4.1 Material

Drobné ovoce je Casto vyuzivano jako vychozi surovina pro ziskani stavy, ktera
se miize dale zpracovat na odvozené vyrobky. Stava se ziskava lisovanim ovoce nebo
lisovanim smési ovoce svodou. Ziskame tak koncentrovanou ¢i zfedénou $tavu
V rizném pomeéru. K druhému postupu se pristupuje v pripade, Ze samotné ovoce je
velmi aromatické nebo zna¢né barevné. Lisovanim bez piidavku vody by se neziskaly

veskeré obsahové latky ovocného materialu.

Stava z drobného ovoce se lisuje ihned po sklizni, nebo uréité Gasové prodlevé.
V pfipadé, Ze se podrcené ovoce necha pied lisovanim odlezet, zajistime tak navySeni
vytézku aromatickych a barevnych latek ve vylisované staveé. Dany postup je zpravidla
uzivany pii zpracovani modrych hroznl vinné révy. Dal§im piipadnym krokem pii
zpracovani ovoce je okyseleni ovocného materidlu pfed zpracovanim. Nejcastéji se

V potravinafstvi vyuziva citronova kyselina.

Pti navrhu experimentti pro tuto praci byly tyto postupy pfti zpracovani ovoce
zohlednény. Experimentalné byl ovéfovan vliv 1% (hmot.) okyseleni citronovou
kyselinou a jednodenniho odleZeni ovocného materialu pred lisovanim $tavy pro
zjisténi obsahu sledovanych sloucenin. Déle byl u vyrobkt ze $tavy sledovan vliv
pasterace a dlouhodobého skladovani po dobu nékolika mésicii. Experimenty probéhly

u dvou fad vyrobkt, u §t'av (50% obsah vody) a sirupti (50% sachardzy).

4.1.1 Odbér vzorkia bezu ¢erného

Odbér vzorkll probéhl v lokalité Lhenicko (49.0365689 N, 14.1072628 E)
v zati 2016. Zralé plody bezu ¢erného o hmotnosti 3159 g byly sklizeny ru¢né.
Z celkového sklizeného materidlu byly odd€leny bobule o hmotnosti 2777 g, které

byly déle zpracovany jako vychozi surovina pro vSechny experimenty.
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4.1.1.1 Surovina pro ziskani stavy

Vychozi surovinou byla smés bobuli a pitné vody vV poméru 1:1. Smés byla po
dobu 5 minut dikladn¢ homogenizovana ponornym mixérem. Poté byla homogenni
smeés rozdélena na Ctyfi casti po 1300 g. Tyto Ctyfi Casti slouzily jako vychozi varianty

materialu, které byly oznaceny nasledujicim zptisobem:

e 0-0: surovina je bez okyseleni, §t’ava bude lisovana ihned

e 0-K: surovina je okyselena 1% citronovou kyselinou, stava bude lisovana
ihned

e D-0: surovina je bez okyseleni, $tava bude lisovana po 24 hodinach

e D-K: surovina je okyselena 1% citronovou kyselinou, st'ava bude lisovana po
24 hodinéach

4.1.1.2 Lisovani stavy

Vychozi homogenizovany material byl lisovan ihned nebo po uplynuti casové
prodlevy 24 hodin pies silonovou tkaninu. Vylisovana §t'dva a odpad byly zvazeny.
Poté byla ziskana §t'ava pouzita pro ptipravu dvou fad vyrobku ($t'av a siruplr), které
byly nésledn¢ dlouhodobé skladovany po dobu nékolika mésict. Oba typy vyrobkl

obsahovaly stejné mnozstvi ovocné slozky.
Byly zvoleny dva typy vyrobku s nésledujicim znacenim:

e J: DZus — sm¢s vylisované §tavy se stejnou hmotnosti vody

e S: Sirup — smés vylisované $tavy se stejnou hmotnosti sacharozy

V této fazi bylo pro zajisténi dlouhodobé&jsi trvanlivosti ptidano 0,1 % (hmot.)
sorbové kyseliny. Nasledné byly pfipravené vyrobky rozdéleny do novych, sklenénych
oballl opatfenych vickem a pasterovany po dobu 30 minut ve vrouci vodni lazni.

Pasterované vyrobky byly dlouhodobé skladovany v chladu pti 6 °C a temnu (lednice).

Obsah sledovanych latek byl stanoven po kazdém vyznamném kroku pfipravy:
ziskéani st'avy, michani s vodou ¢i sachar6zou, po pasteraci a pii skladovani kazdé tii

mésice ve vSech ptipravenych vzorcich.
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4.2 Chemikalie a pristroje

4.2.1 Chemikalie

redestilovana voda (Premier, USA)
a-naftyloctova kyselina (Lachema, CR)
L-askorbova kyselina (Merck, Némecko)
Chlorovodikova kyselina (Lachema, CR)
methanol (LiChrosovl Reag. Ph. Eur, Merck)
acetonitril (LiChrosovl Reag. Ph. Eur, Merck)
$tavelova kyselina (Penta, CR)

sorbova kyselina (Penta, CR)

EDTA (LachNer, CR)

mravenéi kyselina (Penta, CR)
kyanin-chlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)
sachar6za (Cukr krystal Korunni)

pitnd voda

4.2.2 Pristroje a pomiicky

Sada laboratorniho skla: (Fisher Scientic, Pardubice, CR)
Sklenéné filtra¢ni zatizeni (Sigma Aldrich)
Zkumavky s vickem s teflonovym tésnénim

Analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)
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Technické vahy Kern (Némecko)

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

Kombinovana lednicka s chladnickou (Bosch Cooler, Némecko)
Teplovzdu$na susarna ULM (Memmert, Némecko)

Ph-metr Inolab-1, s elektrodou SenTix 61 (WTW, Némecko)
Magnetické michadlo (Heidolph, Némecko)

SPE kolonky RP-18 (Merck, Némecko)

Dévkova¢ kapalin 5 ml (Sklo Union, CR)

SPE izolaéni jednotka (vyvojové dilny JU, CR)

Filtry ze sklenénych vladken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
Filtra¢ni papir Filtrak (Filtrak GmbH, Némecko)

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

Kolona Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, zrnitost ¢astic stacionarni faze 5 um) (Agilent
Technologies, USA)

Kolona Zorbax SB-C18 (4,6 x 50 mm, zrnitost ¢astic stacionarni faze 1,8 um) (Agilent
Technologies, USA)

Biochrom WPA Lightwave 11 spektrofotometr (WPA Biochrom, UK)
Sklenéné ty¢inky

Silonova tkanina a sitko

Nerezové ocelové hrnce
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Varecky

Nalevky

Sada zavarovacich sklenic s vicky

Varna indukéni deska Petriho misky

Lzicky

4.3 Metody

4.3.1 Stanoveni obsahu celkovych anthokyani

Zvoleny postup pro stanoveni anthokyanovych barviv vychédzi zjiz
publikované metodiky v diplomové praci Matéjkova 2011 (DP VUT v Brn¢€). Zbarveni
bezinek je zptsobeno polyfenolickymi barvivy — anthokyany. Nejvice zastoupenym
barvivem je kyanin. Pfi stanoveni se barviva oddéli pomoci extrakce do extrakéniho
¢inidla, kterym je roztok okyseleného methanolu 0,1% kyselinou chlorovodikovou.

Vzorek se nasledné zfiltruje a neprodlené se méti absorbance pii vinové délce 528 nm.

Do odmérmé baiky o objemu 50 ml byl navazen 1 g homogenniho materialu,
barika se doplnila extrakénim ¢inidlem a obsah se dukladné promichal. Pfed méfenim
byl vzorek ptefiltrovan ptes filtr ze sklenénych vlaken (Z7). Piefiltrované vzorky byly
neprodlené méfeny na UV/VIS spektrofotometru. Vzorky byly méfeny proti ¢istému
extrakénimu ¢inidlu pti vlnové délce 528 nm. Pro vytvoreni kalibra¢ni tady
v pracovnim rozsahu 0,5 — 1000 mg/kg Cerstvé hmoty, byly za stejnych podminek
naméfeny standardy kyanin-chloridu. Obsah celkovych anthokyanti byl vyjadien jako
obsah kyanin-chloridu v mg/ kg vyrobku.

4.3.2 Stanoveni obsahu vitaminu C.

Pro stanoveni obsahu vitaminu C je zjiStovan obsah L-askorbové kyseliny
a ji ptibuznych latek (pravdépodobné L-dehydroaskorbova kyselina). Po extrakci
materialu extrakénim cCinidlem probéhne stanoveni vitaminu C chromatograficky
pomoci metody HPLC. L-askorbova kyselina ma pii zpracovani vzorku tendenci

rychle oxidovat. Aby se této nezadouci oxidaci zabranilo, byl jako extrakéni Cinidlo
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pouzit roztok obsahujici $tavelovou kyselinu a chelata¢ni cCinidlo (0,02 mol/l

Stavelové kyseliny a 0,5 mmol/l EDTA).

Do odmérné banky o objemu 100 ml byl navazen kapalny material o hmotnosti
2,5 g. Odmérnd barika se doplnila extrak¢nim ¢inidlem a obsah se dikladné promichal.
Pted chromatografickou separaci byl vzorek filtrovan ptes filtr ze sklenénych vlaken

(Z7). Vzorky byly méfeny bezprostiedné po ukonceni piipravy.

Postup pro chromatografické stanoveni vitaminu C vychazi z publikované
praice ABIDA BEGUM and S. HARIKRISHNA (2010) a podminky pro
chromatografickou separaci byly sestaveny na pracovisti katedry aplikované chemie
ZF.

Chromatograficka separace byla provedena na ptistroji UHPLC Agilent 1200
Series Rapid Resolution LC System na koloné Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, zrnitost
5 wm). Mobilni fazi byl 0,02 M roztok stavelové kyseliny. Objem nastfikovaného
vzorku byl 5 ul a teplota pfi analyze byla 25°C. Absorbance vzorku byla odecitana pii
vlnové délce 254 nm. Zvolené podminky umoznily koeluci vSech forem vitaminu C.
Kvantifikace byla provedena s pouzitim standardu L-askorbové kyseliny v pracovnim

rozsahu 5-100 mg/kg Cerstvého materialu.

4.3.3 Stanoveni obsahu rutinu, kvercetinu a chlorogenové kyseliny.

Na zakladé ptedchozich studii (Daddkova a kol., 2011) je zfejmé, Ze v ovocné
surovin€ z bezu ¢erné¢ho jsou prevazujicimi latkami flavonoid rutin a chlorogenova
kyselina jako nejvice zastoupena fenolickd kyselina. U materiald bohatych na
flavonoidni glykosidy se muze pfi tepelném zpracovani uvoliiovat volny kvercetin.
VSechny jmenované latky byly v ramci této prace stanoveny ve vSech ovocnych

materialech.

Vybrany postup chromatografického stanoveni je zaloZen na publikované praci
(Dadakova a Kalinova, 2010) a upraven pro soucasnou analyzu chlorogenové

kyseliny.

Byl navaZen 1 g vzorku $tavy nebo sirupu a natedil se v 500 ml kéddince vodou

na 200 ml a byl pfidan antioxidant - 80 mg askorbové kyseliny. Hodnota pH vzniklého
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roztoku byla upravena s pouzitim pH-metru na hodnotu 3. Poté byl roztok zfiltrovan
ptes filtr ze sklenénych vldken na vakuové filtrani aparature. K promyvani ulpélych
zbytkt analyti na filtru bylo pouzito 25 ml methanolu. Nasledné byl filtrat pfeveden

kvantitativné do 500 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku.

Pro extrakci na pevné fazi (SPE) byly pouzity kombinované kolonky OASIS,
které jsou schopny zachycovat polarni i nepolarni slou¢eniny souc¢asné. Kolonky byly
nejprve kondicionovany promytim 10 ml methanolu, poté promytim 10 ml 5% roztoku
methanolu. K izolaci sledovanych sloucenin extrakéni metodou (SPE) byl pouzit cely
objem piipraveného roztoku. Po skonceni aplikace vzorku byla kolonka OASIS susena

prochazejicim vzduchem po dobu 20 minut.

Zachycené latky na kolonce byly vymyty s pouzitim 1,4 ml methanolu. K takto
ziskanému vzorku bylo pfiddno 200 pg a-naftyloctové kyseliny v methanolickém

roztoku jako vnitini standard.

Vzorky ziskané extrakci na pevnou fazi (SPE) byly nasledné analyzovany
metodou HPLC. Chromatograficka separace byla provedena na pfistroji Agilent 1200
Series Rapid Resolution LC System na chromatografické kolon¢ Zorbax SB-C18
(4,6 x 50 mm, zrnitost 1,8 um). Separa¢ni podminky odpovidaly publikované praci
(Dadakova a Kalinova, 2010).

Pfi chromatografickém stanoveni byly pouZity dva roztoky jako mobilni faze.
Prvni roztok byl A: 5% acetonitril, 0,1% mraven¢i kyselina ve vodé a druhy roztok B:
0,1% mravenc¢i kyselina v acetonitrilu. Byl pouzit linearni gradient z 0 na 100% slozky
B béhem 15 minut. Nasttikovalo se 5 pl vzorku, teplota pfi analyze byla 25 °C.
Absorbance vzorku byla odecitana pti vinovych délkach 270 nm pro rutin, kvercetin
a vnitini standard a pti 330 nm pro chlorogenovou kyselinu. Jako analyticka odezva
byl poZit pomér ploch pod pikem analytu a vnitiniho standardu. Kvantifikace byla
provedena prostfednictvim standardu rutinu v rozsahu 10-500 mg/kg a pro
chlorogenovou kyselinu a kvercetin v pracovnim rozsahu 5-100 mg/kg cerstvého
materialu. Mez stanovitelnosti byla pro kvercetin a chlorogenovou kyselinu 5 mg/kg a

pro rutin 10 mg/kg materialu.
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5 Vysledky a diskuze

Sklizené plody bezu cerného byly zpracovany béznymi kuchyiiskymi tpravami
na dva finalni typy vyrobki - sirupy a §t'avy. Zpusob zpracovani vychozi suroviny je
popsan v kapitole 4.1.1.1 a 4.1.1.2. Obsah sledovanych analytti byl stanoven po
kazdém dualezitém kroku ptipravy. Nasledné byly sledovany zmény obsahu vybranych
biologicky aktivnich latek pii dlouhodobém skladovani po 3 mési¢nich intervalech.

Pro piehlednost je shrnuto oznaceni a zpiisob upravy dil¢ich vyrobki do tabulky ¢. 1.

Tabulka & 1 Oznaceni vzorkii a jejich zpiisob vupravy

oznaceni | typ zpusob upravy
B - Cisté bobule
0-0 'E ihned lisovana §t'ava, bez okyseleni
]
0-K Z ihned lisovana §t'ava, okyselena 1% citronovou kyselinou
D-0 i $tava lisovana po 24 hodinach, bez okyseleni
D-K g St'ava lisovana po 24 hodinach, okyselena 1% citronovou kyselinou
0-0-J smés ihned lisované §tavy s vodou 1:1
0-K-J s smés ihned lisované a okyselené §tavy s vodou 1:1
=
D-0-J 82 smés odlezené lisované §tavy s vodou 1:1
D-K-J smés odlezené lisované a okyselené §tavy s vodou 1:1
0-0-S smes ihned lisované §tavy se sachar6zou 1:1
0-K-S = smés ihned lisované a okyselené Stavy se sachardzou 1:1
D-0-S = smés odlezené lisované $tavy se sacharézou 1:1
D-K-S smes odlezené lisované a okyselené $tavy se sachardzou 1:1
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5.1 Stanoveni obsahu celkovych anthokyani
Stanoveni celkového obsahu anthokyanti probéhlo spektrofotometricky na
pfistroji Biochrom WPA Lightwave II pfi 528 nm. Vzorky byly stanovovany oproti

standartu kyanin-chloridu. Analyza prob¢hla nejdtive pro vychozi suroviny.

Tabulka ¢& 2 Naméreny obsah celkovych anthokyanii ve vychozich surovindach a

bobulich

typ bobule surovina | surovina surovina surovina
suroviny B 0-0 0-K D-0 D-K
celkové
anthokyany 2790 1320 1410 1210 1300
(mg/kg) +51 +12 +6,6 +10 + 24
+SD

Nejvyssi mnozstvi anthokyan obsahoval zaklad z bobuli (viz Tab. ¢. 2).
Nésledné probéhlo stanoveni anthokyand po tepelnych upravach a dlouhodobém
skladovani v intervalu 3 a 6 mésict. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat ve dvou

opakovanich. Vyrobky byly skladovany v chladu a temnu.

Tabulka & 3 Naméreny obsah celkovych anthokyanii ve stave a sirupu po upravach a

dlouhodobem skladovani

obsah celkovych anthokyanti (mg/kg)
. po 3 mésicich | po 6 mésicich
vyrobek var = SD pas:'l[:eggace skladovani skladovani
+SD +SD
0-0-J 672 + 17 613+ 13 537 + 28 475+ 6,7
0-0-S 687 + 11 613 +12 545 + 34 553+7,3
0-K-J 795+ 12 648 + 21 532 + 92 587 + 16
0-K-S 812+ 12 648 + 49 588 + 49 584 + 10
D-0-J 604 + 14 464 + 13 417 + 16 387 +16
D-0-S 573+31 466 + 35 472 £ 30 457 £12
D-K-J 672+ 17 539+4,0 452 £ 12 465+ 7,1
D-K-S 687 + 11 563 + 13 517+ 25 496 + 34

37



Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat ve dvou opakovanich, vysledné hodnoty
jsou pramérnymi hodnotami tii paralelnich stanoveni. Pro piehled o ubytku ¢i nartstu
celkového obsahu anthokyand byl sestrojen graf (viz Obr. 12). Celkovy obsah
anthokyanti se po tepelnych Gpravach s prodluzujici dobou skladovéni snizoval. Tento
trend se s drobnymi vychylkami uplatnil u v§ech typt vyrobkt. U vyrobki 0-0-S (smés
ihned lisované §tavy se sachardzou 1:1), 0-K-J (smés ihned lisované a okyselené stavy
svodou 1:1) a D-K-J (smés odlezené lisované a okyselené §tavy se sacharozou 1:1)

byl v 6 mésici skladovani zaznamenan zvySeny obsah celkovych anthokyant.

Zmeény v obsahu anthokyant ve §tave a sirupu
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Obr. 12 Zmény obsahu anthokyanii ve vyrobcich z bezinek

NavySeni obsahu anthokyani mohl zpasobit vznik barevnych oligomera
z pivodnich anthokyanovych barviv Vv dusledku dlouhodobého skladovani.
V bezinkach se nachéazeji fenolické kyseliny, coZz u téchto konkrétnich vzorki
potvrzuje stanoveni chlorogenové kyseliny (viz kap. 5.5). Anthokyany a fenolické
kyseliny se mohou chovat jako kopigmenty. V jiz publikované praci (Eiro a Heinonen,
2002) byly barevné kopigmenty prokazatelné¢ stanoveny a studovany rovnéz z hlediska

dlouhodobého skladovani po dobu 6 mésicu.

Pro zachovéani vysSiho obsahu anthokyanii se jevi okyseleni vyrobkl

a okamzité lisovani suroviny jako vhodné opatieni pro Stavy i sirupy.
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5.2 Stanoveni obsahu vitaminu C.

Obsah vitaminu C byl sledovan ve vychozich surovinach a vyrobcich z bezinek
metodou HPLC. Jako vitamin C byl stanovovan obsah L-askorbové kyseliny.
Na chromatografickém zaznamu (viz Obr. 13), je viditelny zietelny pik reprezentujici

L-askorbovou kyselinu.
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Obr. 13 Chromatograficky profil bezinek

Nemétené hodnoty vitaminu C v bezinkach a vychozich surovinach jsou
shrnuty v tabulce ¢. 4. Nejvice vitaminu C bylo obsazeno v Cerstvém ovocném

zakladu z bobuli.

Tabulka ¢ 4 Namereny obsah vitaminu C ve vychozich surovindch a bobulich

typ bobule surovina surovina surovina surovina
suroviny B 0-0 0-K D-0 D-K
V‘(t;“;:(“)c 175 55,8 63,2 25,0 64,1

¢95Dg +8,1 +0,79 +1,7 +0,50 +0,40
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Nasledn¢ byl obsah vitaminu C stanovovan u vyrobku z bezinek. Stanoveni
probéhlo pro vyrobky, které prosly tepelnou upravou a pro vyrobky, které byly
dlouhodobé¢ skladovany po 3 a 6 mésicich. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat ve
v tabulce (viz Tab. 5)

dvou opakovanich. Vysledné hodnoty uvedené

jsou prumérnymi hodnotami dvou paralelnich stanoveni.

Tabulka ¢& 5 Naméreny obsah vitaminu C ve stavé a sirupu po upravich a

dlouhodobém skiadovani

obsah vitaminu C (mg/kg)
. po 3 mésicich po 6 mésicich
vyrobek var £SD pasiegll:z)ace skladovani skladovani
+=SD +=SD
0-0-J 8,67 +0,87 <LOQ <LOQ <LOQ
0-0-S 9,60+1,8 8,76 +2,4 5,66 + 0,62 518+1,1
0-K-J 110+1,1 7,53+ 1,7 5,44 + 0,43 5,32+0,41
0-K-S 19,0+1,3 12,0+ 3,5 8,93 +0,49 6,80 += 0,98
D-0-J <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
D-0-S 9,83+0,79 8,34 + 0,53 547+15 517+1,2
D-K-J 5,43 +0,53 5,15+ 0,68 <LOQ <LOQ
D-K-S 8,32+ 0,39 8,77+12 8,42 + 0,38 7,01+0,82

Naméfené hodnoty vitaminu C mensi nez 5 mg/kg jsou v tabulce €. 5 oznaceny
jako < LOQ. Z grafu je patrny trend postupného ubytku vitaminu C. Nejvyssi zjisténé
hodnoty obsahu vitaminu C byly stanoveny pro vyrobek 0-K-S (smés ihned lisované
a okyselené stavy se sacharézou 1:1). Naopak u vyrobku D-0-J (smés odlezené
lisované st'avy s vodou 1:1) byly vSechny namétené hodnoty vitaminu C pod mezi

stanovitelnosti.
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Z hlediska dlouhodobého skladovani klesl obsah vitaminu C pod 5 mg/kg u tii
vyrobku 0-0-J (smés ihned lisované §tavy s vodou 1:1), D-0-J (smé&s odlezené lisované

Stavy s vodou 1:1) a D-K-J (smés odlezené lisované a okyselené $t'avy s vodou 1:1).

Zmeény v obsahu vitaminu C ve stavé a sirupu
20,00
17,50
15,00
12,50

o

—
% 10,00

0-0-1 0-0-8 0-K-J 0-K-8 D-0-1 D-0-8 D-K-J D-K-S
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Obr. 14 Zmény obsahu vitaminu C ve vyrobcich z bezinek

Vitamin C je jednim z nejméné Stabilnich vitamind, ktery velmi ochotné reaguje
s volnymi radikaly (Velisek, 2002a). Nejvice vitaminu C obsahuje Cerstvé ovoce-
v nasem piipadé bezinky. Ubytek vitaminu C u produktd s prodluzujicimi se
tepelnymi Upravami a skladovdnim, je tedy predpokladanym jevem. V kyselém
prostiedi je vitamin C stabilngj$i (Velisek, 2002a), také ptidavek sachardzy plsobi

pozitivné (sniZeni vodni aktivity).
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5.3 Sledované fenolické latky
Chromatograficky profil sirupu z bezinek ukazuje zastoupeni vSech vybranych
analyti — chlorogenové kyseliny, rutinu a kvercetinu. Nejvyssi pik vykazuje sorbova

kyselina, tedy aditivum slouzici k prodlouzeni trvanlivosti vyrobki.
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Obr. 18 Chromatograficky profil bezinkového sirupu

Nejvice zastoupenym analytem ve vzorcich stanovenym metodou HPLC je
flavonol rutin (viz oznaceni R na Obr. 18). Nasleduje chlorogenova kyselina (CHA)
a flavonol kvercetin (Q).
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5.4 Stanoveni obsahu rutinu.

Stanoveni obsahu rutinu u vyrobki zplodi bezu cerného probehlo
chromatografickou metodou HPLC. Obsah rutinu byl zjistovan u vyrobki z bezinek
po tepelnych tpravach a dlouhodobém skladovani. Uvedené hodnoty jsou primérnymi

hodnotami dvou paralelnich stanoveni, ve kterych byl vzorek analyzovan dvakrat.

Tabulka & 6 Nameéreny obsah rutinu ve Stavé a sirupu po tepelnych upravach a

dlouhodobém skladovani

obsah rutinu (mg/kg)
. po 3 mésicich po 6 mésicich
vyrobek var + SD pas;c:egll:z)ace skladovani skladovani
+SD +SD
0-0-J 291+9,9 289+ 6,7 280+ 3,4 260 + 3,3
0-0-S 291+3,8 277+1,0 274 +3,5 256 +11
0-K-J 287 +0,5 281+5,8 272+2,9 267 +5,0
0-K-S 291+55 290+ 2,5 284 +5,6 262 +13
D-0-J 215+7,8 211+ 4,7 213+4,9 193+4,0
D-0-S 205+4,9 197+£21 193+0,0 183+1,0
D-K-J 251+5,2 229+1,5 235+ 4,6 233+5,9
D-K-S 254 +5,9 246 +4,4 245+9,1 220+ 11

Z grafického znazornéni na Obr. 14 je patrné, Ze u dvou variant vyrobkt D-0- J
a D-0-S (smés odlezené lisované §t'avy s vodou 1:1 a smés odlezené lisované §t'avy se
obsah rutinu ve vSech fazich uprav a skladovani také vykazovaly vyrobky D-K-J
a D-K-S (smés odlezené lisované a okyselené §tavy s vodou a smés odlezené

lisované a okyselené §tavy se sacharozou 1:1).
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Zmény v obsahu rutinu ve §t'ave a sirupu
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Obr. 15 Zmény obsahu rutinu ve vyrobcich z bezinek

Na sniZeny obsah rutinu ve S§tavach a sirupech s oznacenim D mélo nejspiSe
vliv jednodenni odlezeni pied lisovanim. Glykosid rutin pravdépodobné béhem
dané doby podléhal enzymové hydrolyze. Okyseleni u den odlezelych vyrobku

(D- K-Ja D-K-S) dle naméfenych dat umoznilo zachovani vyssi hladiny rutinu.

44



5.5 Stanoveni obsahu kvercetinu.

Obsah kvercetinu byl stanovovan u vyrobku z bezinek metodou HPLC.
Stanoveni prob¢hlo pro vyrobky, které prosly tepelnou tipravou a pro vyrobky, které
byly dlouhodobé¢ skladovéany po 3 a 6 mésicich. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat
ve dvou opakovanich, vysledné hodnoty jsou priimérnymi hodnotami dvou paralelnich
stanoveni. U stanoveni, které maji hodnoty kvercetinu niz8i nez 5 mg/kg jsou v tabulce

¢. 7 oznaceny jako < LOQ.

Tabulka & 7 Naméreny obsah kvercetinu ve stavé a sirupu po tepelnych upravich a

dlouhodobém skladovani

obsah kvercetinu (mg/kg)

, var pasterizace po3 méSi,dc,h po 6 méSi,Cic,h
vyrobek +SD +SD skladovani skladovani
+SD +=SD
0-0-J <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
0-0-S <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
0-K-J <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
0-K-S <LOQ <LOQ 5,03+ 0,24 5,28 +0,01
D-0-J 16,4 + 0,05 18,4 £2,5 19,8 £ 0,64 20,8+ 1,7
D-0-S 17,6+0,12 18,0+0,29 21,2+0,17 22,3+0,82
D-K-J 10,1+0,41 13,1+0,69 13,6 £0,26 14,1+ 0,84
D-K-S 11,3+0,26 13,9+0,62 14,2 +£0,26 14,4+ 0,34

Z grafického zpracovani dat je patrné, Ze u vyrobka 0-0-J (smés ihned lisované
Stavy s vodou 1:1), 0-0-S (smés ihned lisované §t'avy se sachardzou 1:1) a 0-K-J (smés
ihned lisované a okyselené stavy s vodou 1:1) byl obsah kvercetinu pod mezi
stanovitelnosti. U vyrobku 0-K-S (smés ihned lisované a okyselené $tavy se
sachardzou 1:1) byl kvercetin nad mezi stanovitelnosti zaznamenan az po 3 a 6
mésicich skladovani. Nejvice kvercetinu obsahovaly 24 hodin odlezené vyrobky bez
okyseleni — D-0-J a D-0-S (smés odlezené lisované §tavy s vodou 1:1 a smés odlezené

lisované $tavy se sacharozou 1:1).
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Zmény v obsahu kvercetinu ve Stave a sirupu
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Obr. 16 Zmény obsahu kvercetinu ve vyrobcich z bezinek

Obsah kvercetinu se u vsech typi vyrobki s prodluzujici se dobou
teplen¢ho zpracovani a skladovani navysil. NavySovani obsahu kvercetinu prob&hlo
I u vyrobkd, které nepiesahly hodnoty Smg/kg za celou dobu skladovani. Tento trend

nariistu stanovované slozky je oproti vS§em ostatnim analyti opacny.

Navysenym hodnotam celkového kvercetinu nejspise odpovida vznikly volny
kvercetin, ktery se uvolnil ze svych puvodnich glykosidicky vazanych forem.
Jednodenni odlezeni §t'av a sirupti umoznilo ¢innost enzymd, které $t€peni realizovaly.
Vzhledem k vysledkiim u vyrobkt D-0-J a D-0-S, preferuji enzymy - hydrolazy ziejmé

pouze slabé kyselé prostiredi.
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5.6 Stanoveni obsahu chlorogenové kyseliny.

Stanoveni  chlorogenové kyseliny probéhlo u vyrobkl z bezinek
chromatograficky metodou HPLC. Stanoveni prob&hlo pro vyrobky, které prosly
tepelnou Gpravou a pro vyrobky, které byly dlouhodobé¢ skladovany po 3 a 6 mésicich.
Kazdy ovocny vyrobek byl analyzovan dvakrat ve dvou opakovénich, vysledné

hodnoty jsou primérnymi hodnotami dvou paralelnich stanoveni.

Tabulka & 8 Nameéreny obsah chlorogenové Kyseliny ve stave a sirupu po tepelnych

upravach a dlouhodobém skladovani

obsah chlorogenové kyseliny (mg/kg)
. po 3 mésicich po 6 mésicich
vyrobek var = SD paslegltz)ace skladovani skladovani
+SD +SD
0-0-J 16,9+ 0,13 149+0,75 14,1+0,48 11,2+0,28
0-0-S 17,0+ 0,05 14,8+0,31 14,1+0,70 11,4 +0,38
0-K-J 15,4+ 1,00 15,0+ 0,17 140+1,3 12,2+0,61
0-K-S | 15,9+0,13 15,5+ 0,59 14,7+0,92 11,9+0,26
D-0-J 16,0 + 0,24 15,7+ 0,46 15,4 +0,39 152+1,1
D-0-S 16,7 + 0,26 15,8 £0,29 14,7+0,75 14,0+ 0,41
D-K-J | 152+0,22 14,8 +0,60 14,5+0,39 13,9+ 0,56
D-K-S | 16,4+0,41 16,2+0,78 15,7+ 0,65 14,6 +£0,32

Zmény v obsahu chlorogenové Kyseliny jsou pomérné ekvivalentni napfic
vSemi variantami vyrobkd. Obsah chlorogenové kyseliny se po tepelnych tpravach
s prodluzujici dobou skladovani mirn€ snizoval. Nejvyssi obsah chlorogenové
kyseliny byl zjistén u dvou variant vyrobku 0-0-J (smés ihned lisované st'avy s vodou

1:1) a 0-0-S (smés ihned lisované §t'avy se sachardzou 1:1) po varu.
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Zmény v obsahu chlorogenové kyseliny ve §tave a sirupu
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Obr. 17 Zmény obsahu chlorogenové kyseliny ve vyrobcich z bezinek.

Nejvétsi pokles v obsahu chlorogenové Kyseliny nastal u dvou vyrobku
z bezinek (0-0-J a 0-0-S). Obecné byl nizsi pokles obsahu chlorogenové kyseliny

zaznamenan u den odlezenych §t'av a sirupa.
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6 Zavér

V ramci této diplomové prace byly pro potiebu experimentl zpracovavany
a vyuzity plody plané rostouciho bezu &erného v Ceské republice z lokality Lhenicko.
Jako modelové kuchyiiské tipravy byly zvoleny postupy na piipravu §tavy lisovanim

bezinek a postup na piipravu ovocného sirupu slazeného sachar6zou.

Ve zpracovavanych vzorcich byly stanoveny vybrané fenolické a biologicky
aktivni latky vzhledem K riznym fazim tpravy suroviny a hotovych vyrobki. Byly
testovany postupy zpracovavajici material ihned a po jednodennim odlezeni a testoval
se také vliv pfidavku vody a sacharézy ve stejném mnozstvi. Stanovovany byly
chlorogenova kyselina, askorbova kyselina, celkovy obsah antokyand a rutin.

Stanoveni prob¢hlo metodou SPE, HPLC a spektrofotometricky.

Nejvyssi hodnoty dosahl celkovy obsah anthokyant v sirupu 812 mg/kg,
konkrétné¢ vyrobku vyrobeného =z okamzit¢ vylisované S$tavy. Z hlediska
dlouhodobého skladovani celkovy obsah anthokyani ve vSech dil¢ich vyrobcich

klesal.

Obsah vitaminu C byl také nejvyssi u sirupu vyrobeného z okamzité vylisované
§tavy po varu, tedy 19,0 mg/kg. Oproti ostatnim variantam vyrobku vykazoval tento
sirup celkové vyssi hodnoty vitaminu C. Z hlediska dlouhodobého skladovéani obsah

vitaminu C klesal pod mez stanovitelnosti, tedy 5 mg/kg.

Rutin byl v nejvy$$im mnozstvi stanoven U Sirupu vyrobeného z okamzité
vylisované Stavy v okyselené varianté. Koncentrace namétfen¢ho rutinu byla
291 mg/kg vyrobku po varu na zacatku stanoveni. S prodluzujicim se skladovanim

obsah rutinu u vSech §t'av a sirupti rovnéz klesal.

Obsah kvercetinu se u vSech vyrobkl s prodluzujici se dobou tepleného
zpracovani a skladovani zvySoval. Vyrazny rozdil ve zvySeném obsahu kvercetinu
vykazovaly dva vyrobky, Stdva a sirup s oznacenim vyrobené z odlezeného materialu
V neokyselené varianté. Nejvice kvercetinu bylo naméfeno u tohoto sirupu v Sestém
mesici skladovani 22,3 mg/kg. Oproti ihned lisovanym $tavam a siruptiim vykazovaly
vyrobky z materialu den odlezelého vyssi hladinu kvercetinu. Okyseleni vSak u den

odlezelych vyrobkii mélo vliv na snizeni hladiny kvercetinu.
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Obsah chlorogenové kyseliny byl nejvyssi u sirupu vyrobeného bez odlezeni a
v nekyselé varianté po varu, tedy 17,0 mg/kg. S postupnymi tepelnymi upravami

a dlouhodobym skladovanim obsah chlorogenové kyseliny mirné klesal, avSak

vvvvv
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8 Ptilohy

8.1 Pouzité zkratky

HPLC (high-performance liquid chromatography) vysokoué¢inna
chromatografie

UV (ultraviolet) ultrafialové zareni

VIS (visible) viditelné zafeni

SPE (solid phase extraction) extrakce na pevné fazi
LOQ (limit of quantification) mez stanovitelnosti
CHA (chlorogenic acid) chlorogenova kyselina

Q (quercetin) kvercetin

R (rutin) rutin
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