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ABSTRAKT

Aronie (Aronia melanocarpa) je bobulovity plod charakteristickych senzorickych vlastnosti,
ktery vykazuje urcité I€Civé ucinky. Hlavnimi bioaktivnimi sloZzkami aronie jsou
polyfenolické latky s vyznamnou skupinou antokyanovych barviv Bioaktivni latky se
z ptirodnich materiali tradicné ziskavaji extrakei, v praci byly porovnany 2 druhy extrakce —
macerace a PHWE. Na zakladé¢ obsahu polyfenolickych latek byla vybrana macerace jako
vhodnéj$i metoda ata byla optimalizovana pomoci statistického modelu planovaného
experimentu.

Optimalni podminky macerace byly stanoveny na teplotu 30 °C, rozpoustédlo — 50% etanol,
navazka 10 g na 50 ml a doba extrakce 30 min. Takto pfipraveny extrakt m¢l vysledny obsah
polyfenoli 1441 + 90 mg/100 g DW, antokyani 943 + 8 mg/100g DW a celkova
antioxida¢ni aktivitu pomoci ABTS 24,78 + 0,09 umolITE/g. T¢kavych latek s obsahem nad
0,5% bylo identifikovano 25 aznich mély nejvétsi zastoupeni aldehydy a estery.
V optimalnim extraktu ptevazoval benzaldehyd s 32,25 % a methylhexanoat s 21,37 %.

ABSTRACT

Aronia (Aronia melanocarpa) is a berry fruit with distinctive sensory characteristics and
health-promoting properties. Polyphenols are the main bioactive compounds found in aronia
including natural pigments — anthocyanins. Bioactive compounds are usually obtained from
natural materials by extraction, in this work, two methods of extraction were compared —
maceration and PHWE. Based on the total phenolic content, maceration was chosen as a more
suitable method and then was optimized with statistical model — Design of Experiment.

Optimal conditions were set to temperature of 30 °C, extraction agent 50 % ethanol, solid-
solvent ratio 10 g per 50 ml and time of extraction for 30 minutes. Extract obtained under
these conditions was characterised by total phenolic content — 1441 + 90 mg/100 g DW, total
anthocyanin content 943 + 8 mg/100 g DW and antioxidation activity by ABTS
24,78 + 0,09 umolTE/g. In total of 25 volatile compounds were indentified in the optimal
extract with content >0,5 %. Major part created aldehydes and esters, with the main
compounds being benzaldehyde (32,25 %) and methyl hexanoate (21,37 %).

KLICOVA SLOVA
aronie, aromatické latky, antioxidanty, antokyaniny, extrakce, PHWE, SPME, GS-MS,

planovany experiment

KLICOVA SLOVA

aronia, aroma compounds, anthocyanins, antioxidants, extraction, PHWE, SPME, GC-MS,
DOE
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1. UVOD

Aronie (Aronia melanocarpa) je jednim z bézné péstovanych bobulovitych plodd u nas. Uz
americti Indiani pozorovali jeji l€¢ivé ucinky na lidsky organismus. Tyto bioaktivni vlastnosti
jsou zalozeny na vysoké antioxidacni aktivit¢ hlavnich chemickych komponent.
Nejaktivnéj$imi slouceninami jsou fenolické latky a zejména jejich podskupina antokyant.
Antokyany zaroven aronii davaji jeji charakteristickou syt¢ rudou az ¢ernou barvu, kterd se
extrahuje i do extrakt. Diky t€émto barviviim se aronie stala popularni v Sovétském svazu, ze
kterého se rozsitila do zbytku Evropy v druhé poloving 20. stoleti. Tam se jako prvni zacala
ve velkém pramyslové vyuzivat jako pfirodni potravinaiské barvivo. Postupné se do
podvédomi dostaly i jeji pozitivni ucinky na lidsky organismus a jako ptidana nutricni
hodnota se zacala ptidavat do ruznych ovocnych §tav a ¢aju. Nyni se vyzkum soustfedi na
prokazani jejich 1é¢ivych t¢ink @ mozné vyuziti v 1ékatské praxi a na zefektivnéni extrakce
jejich bioaktivnich slozek rtiznymi modernimi metodami.

Tato prace se zabyva optimalizaci procesu ziskavani extrakti aronie S cilem dosahnout
maximalniho zisku bioaktivnich sloucenin — polyfenoli. Za timto ucelem je porovnana
konvenéni metoda macerace a nekonven¢ni metoda extrakce horkou vodou. Pro optimalizaci
macerace/extrakce byl vytvofen statisticky model planovaného experimentu. Ktery byl
navrzen na zakladé¢ pfedbéznych stanoveni. Ziskany extrakt byl nasledné charakterizovan
z hlediska obsahu te€kavych latek, polyfenolickych latek, antioxidaéni aktivity
a anthokyanovych barviv. V ramci extrakce horkou vodou byla zkoumana zavislost mnozstvi
tékavych slou¢enin na teploté.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Aronie a jeji vlastnosti

Aronie je kefovitd rostlina, kterd ptivodné pochdzi ze Severni Ameriky, zejména vychodniho
pobfezi USA a Kanady. V priubéhu 19. stoleti se dostala do Ruska, kde ziskala nejvétsi
popularitu v dobach Sovétského svazu, ze kterého se v druhé v poloving 20. stoleti zacala $ifit
do stiedni a severni Evropy [1]. Tyto zemé si také vypéstovaly vlastni odridy, napiiklad
¢eskou je Nero, finskou Viking a danskou je Aron [2]. Jeji produkce byla a stale je spojena
s vyrobou dzust, dzemu, vina a pfirodnich rostlinnych barviv. Kromé toho se také péstuje
jako okrasna rostlina. Tento opadavy ket ma plody temn¢ rudé az Cerné barvy (podle dané
odridy) [1].

Cerstvé bobule jsou charakteristické Kyselou a velmi silnou sviravou a trpkou chuti, podle
které se aronie anglicky nazyva chokeberry au vétSiny lidi neni aronie V syrovém stavu
oblibena a z toho divodu se jako Cista stava spise nepouziva. Na druhou stranu v kombinaci
S jable¢nou, hruskovou nebo rybizovou §tavou jsou jeji neptijemné tony omezeny [2]. Diky
takovémuto zlepSeni senzorickych vlastnosti se aroniova Stava stava zddanou prevenci proti
degenerativnim chorobam.

Obrazek 1 Aronia melanocarpa [3]



Tabulka 1 Taxonomické zarazeni druhii aronie [3]

FiSe rostliny (Plantae)
podriise vys$i rostliny (Cormobionta)

oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)

tiida vys8i dvoudélozné (Rosopsida)

rad rtzotvaré (Rosales)

celed’ ruzovité (Rosaceae)

rod temnoplodec (Aronia)

druh Temnoplodec ¢ernoplody (Aronia melanocarpa)

Temnoplodec planikolisty (Aronia arbutifolia)

v o vw

Temnoplodec tiesiolisty (Aronia prunifolia)

Tento ket patii do Celedi rtizovité (Rosaceae) (viz Tabulka 1), ¢esky se nazyva také Cerny
jetab nebo temnoplodec, a dorista vysky dvou az tfi metrd. Bilé kvéty se objevuji zacatkem
kvétna az Cervna a dozravaji do syté cervenych az ¢ernocervenych plodi-bobuli, které jsou
sbirany v srpnu a zaii [2].

Druhy aronie jsou dva — Aronia melanocarpa, s bobulemi az do ¢erna, a Aronia arbutifolia,
s bobulemi do ¢ervena. Dale se péstuje jejich hybrid (nékterymi odborniky uznavan jako
samostatny rod) Aronia prunifolia [4]. Aronia melanocarpa je nejéastéji péstovanym druhem
a mezi nejdilezit&jsi kultivary patii Viking (Finsko), Nero (Ceska republika), Aron (Dansko),
Kurkumacki (Finsko), Hugin (Svédsko), Fertodi (Madarsko) a Rubina (kiizenec ruskych
a finskych rostlin) [2].

2.2. Chemicky profil aronie

Chemické slozeni plodu je zavislé na nékolika faktorech jako jsou kultivar, hnojeni, lokalita,
uroven zrani, doba sklizné a dalsi [2]

Podle publikace Kulling a Rawel [2] tvoii suSinu 17-29 % a ve vodé rozpustnou ¢ast 5-10 %.
Dale autofi uvadéji aronii jako dobry zdroj vlakniny o obsahu 5,62 g/100 g erstvé vahy (FW,
fresh weight), obsah celuléz, hemiceluléz a ligninu je taktéz vysoky. Nawirska
a Kwasniewska [5] stanovily su$inu V aroniovych vyliscich na 90,83 %, ztoho vlakninu
tvofilo 95,77 % — hemicelulozy v koncentraci 32,1/100 g suché vahy (DM, dry matter),
celulozy v koncentraci 31 g/100 g DM a lignin 23,3 g/100 g DW. Kulling a Rawel [2] uvadéji
nizky obsah pektinu Vv Cerstvych plodech —0,3-0,6 %. Mirn¢ vyS$si obsah pektinu 0,6-0,7 %
uvadi ve své praci Kokotkiewitz a kol. [1]. Kokotkiewitz tento obsah pektinu komentuje jako
vysoky, diky ¢emuz jsou Cerstvé bobule aronie tak vhodné pro produkci dzemi.
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Obsah cukrti se v obou ¢lancich shoduje a to hodnotou 16-18 % [2] a 10-18 % [1]. Dale je
aronie zdrojem sorbitolu a parasorbitolu. Sorbitol byl enzymaticky stanoven na 80 g-I*
a Vv gerstvé vymackané $tavé na 56 g, Toto jsou oproti ostatnim bobulovitym plodim
vysoké koncentrace a je tedy mozné navrhnout, ze se obsah sorbitolu pouzije jako biomarker
pro autenticitu potravin [2].

Tukt abilkovin je v aroniovych bobulich jen malé mnozstvi. Nejvyssi obsah bilkovin byl
vyhodnocen na 3,7 g/100 g DM ovoce [6] [7]. Lipidy tvoii pouze mezi 0,09-0,17 % sloZeni
Cerstvé bobule a jejich nejvyssi koncentrace je Vpeckach aslupkach [7]. Nejvice jsou
zastoupeny kyselina linolova a fosfolipidy (fosfatidylcholin, fosfatidylinositol a fosfatidyl-
ethanolamin) [4].

Z vitamind se V Cerstvych bobulich aronie vyskytuji prakticky vSechny — vitamin C, vitaminy
B skupiny — B1, B2, B6, niacin, dale kyselina pantotenova, listova, vitamin K i tokoferol.
Z mineralt jsou zastoupeny nejcastéjsi stopové prvky Na, K, Ca, Mg, Fe a Zn [2].

Celkovy obsah organickych kyselin je relativné nizky Vv porovnani s jinymi bobulemi, tvofi
okolo 1-1,5%. Zorganickych kyselin se V Cerstvych bobulich nachazi L-malat, citrat
a sukcinat. Vysledné pH Cerstvé $tavy je potom kolem hodnoty 3,3-3,9 [2] [8].

2.2.1. Aromatické latky aronie

Aromatické latky se V rostlinnych materialech tvofi dvéma zpusoby. Prvnim z nich je tvorba
piimo Vrostliné v dobé zréani, jako napiiklad tvorba terpenoidii z izoprenovych jednotek.
Druhym mechanismem je degradace biochemickych sloucenin v pribéhu technologického
zpracovani vlivem teploty a enzymi. Prekurzory jsou Vtomto piipadé vysokomolekularni
latky, jakymi jsou bilkoviny, sacharidy, lipidy [9] [10]. Zajimavou vlastnosti tékavych latek je
fakt, Zze aromaticky aktivni jsou spiSe ty vyskytujici se vV malych koncentracich, nez ty
s vysokym obsahem [9].

Jak bylo zminéno, cCerstvé plody aronie maji velmi vyraznou hoikou chut. Nejaktivnéjsi
aromatickou slozkou je totiz amygdalin. Tento kyanogenni glykosid se v bobuli aronie
vyskytuje v koncentraci 20,1 mg/100 g, v Cerstvé vymackané $tavé dosahuje hodnoty
5,75 mg/100 g a ve vyliscich 52,3 mg/100 g FW [2]. Pro rostliny rodu rizovité je typicka
piitomnost amygdalinu a aronie neni vyjimkou.

Mezi tékavymi latkami, stanovenymi pomoci plynové chromatografie (GC) a hmotnostni
spektrometrie (MS), je zdokumentovan nejvyznamngjsi podil benzaldehyd-kyanohydridu,
kyanovodiku a benzaldehydu [2].

Dalsimi aromatickymi latkami aronie jsou:
benzaldehyd-kyanhydrin
2-methylpropan-1-ol
kyselina octova
2-methylpropanova kyselina
3-penten-2-on
3,9-epoxy-p-menth-1-en
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a derivaty benzenu:

benzylalkohol

2-fenylethanol

fenylacetaldehyd

salicylaldehyd

acetofenon

2-hydroxyacetofenon

4-methoxyacetofenon

fenol

2-methoxyenol

methyl-benzoat [11] [12].
Profilem t&€kavych latek aronie se zabyvali Kraujalyte a kol. [12], Butorova a kol. [13]
a jako prvni t€kavé slouceniny aronie identifikovali Hirvi a Honkanen v roce 1985 [14]. Hirvi
a Honkanen identifikovali 48 t&kavych sloucenin, znichZz hlavni byly benzaldehyd,
benzaldehyd-kyanhydrin a kyanovodik. Mezi derivaty benzenu identifikovali Vv aroniové
stavé benzylakohol, 2-fenyletanol, methyl benzoat adalsi [14]. Butorova akol. [13]
identifikovali v syrovych bobulich aronie 39 tékavych sloucenin. Nejvétsi zastoupeni mély
skupiny alkoholii a aldehydii, v minoritnim mnozstvi ketony, estery, kyseliny a terpeny.
Autofti sledovali vliv odridy a klimatickych podminek na obsah tékavych latek, a zjistili vyssi
obsah alkohold, nez napiiklad autofi Kraujalyte a kol. [12]. Kraujalyte a kol. [12] porovnavali
dva genotypy aronie a dohromady identifikovali 74 tékavych latek, nejvétsi obsah mély 3-
penten-2-on, 3,9-epoxy-p-menth-1-en a benzaldehyd. Pomoci olfaktometrie ze vSech
tékavych latek urcili 22 jako aromaticky aktivni, z nichz nejdilezitéjsi pro celkové aroma
aronie jsou ethyl-2-methyl butanoat, ethyl-3-methyl butanoat, ethyl dekanoat a nonanal [12].

2.2.2. Fenolické latky aronie

Polyfenoly jsou skupina sekundarnich metabolitti, které rostliny tvofi za ¢elem ochrany proti
ultrafialovému zafeni a patogenim [15]. Chemicky patii mezi hydroxyslouceniny
s aromatickych kruhem a jejich biologicka aktivita se odviji od schopnosti lehce se oxidovat.
Nejcastéji se vyskytuji ve velkém mnozstvi vV ovoci, zelenin€, obilninach a napojich a mohou
byt zodpoveédné za hotkou a sviravou chut’. Jejich antioxida¢ni aktivita dokaze neutralizovat
nezadouci kyslikové a dusikové radikaly, které jsou tvofeny jako vedlejsi produkty
metabolickych reakci v téle. Epidemiologové dosli k zavérim, ze aktivita polyfenold je
dostate¢na jako ochrana vici chronickym nemocem, jako jsou kardiovaskularni choroby,
rakovina, cukrovka, infekce adalsi [15]. Fenolické latky jsou syntetizovany pies
metabolismus $ikimatu a malonatu [16] [17].

Polyfenoly jsou ¢asto propojeny s dalsimi slou¢eninami jako karboxylové kyseliny, organické
kyseliny, aminy, lipidy nebo dalsi fenoly. Skupina fenolickych latek se nejcastéji déli do Ctyt
skupin na fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany, a to podle po¢tu fenolt [15] [18].

Flavonoidy jsou nejrozsitencjsi skupinou polyfenoll v lidské strave. Jejich zakladni strukturu
tvoii dva aromatické kruhy vzdjemné propojené tfemi uhlikovymi atomy, které s atomem
kysliku tvofi heterocyklus. Jeden z cykli je obvykle tvofen z molekuly resorcinolu a druhy
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ptes biosyntetickou drahu Sikimatu. Flavonoidi bylo identifikovano vice nez 4000 druht
a mnohé z nich jsou rostlinnymi barvivy, které 1ze najit jak v kvétech, tak i plodech a listech.
Flavonoidy se daji dale délit podle variaci Vv zdkladnim heterocyklu, kde jednou
z podkategorii jsou antokyany — barviva zodpovédna za tmavé ¢ervené zbarveni aronie [15].

Obsah polyfenolti neni v radmci jedné rostliny jednotny, obvykle je vyssi ve vnéjsSich castech.
Jejich obsah v potravinach je vyznamné ovlivnén enviromentalnimi i edafickymi faktory jako
jsou puda, slunecni svit, pocet srazek ataké dulezitym faktorem je proces zrani. Pti zrani se
meéni koncentrace a rozlozeni jednotlivych polyfenolii, obecné lze tict, Ze obsah fenolickych
kyselin se sniZuje, a naopak antokyanint roste [15]. NarGst polyfenold je moZzné pozorovat pii
stresu, takze napiiklad pfi infekci se muize jejich obsah zvySovat. V neposledni tadé
koncentrace polyfenolti zavisi na skladovani a zpracovani [15] [18]. Fenolické slouceniny
tvofi nejveétsi a nejdilezitéjsi ¢ast chemického profilu aronie. Celkovy obsah polyfenold, jak
uz bylo feceno, se velmi lisi podle odridy, kultivacnich podminek apod., ale pohybuje se
v rozmezi piiblizné od 700 do 8000 mg/100 g suché vahy [1] [2] [19]. Studii na celkovy
obsah polyfenolti byla napsana cela tada, v poslednich nékolika letech se védci zamétuji
zejména na optimalizaci extrakce, jako Cuji¢ a kol. [20], Rami¢ a kol. [21], nebo na vyzkum
léc¢ivych ucinkti aronie. Naptiklad Kozuka a kol. [22] v letosnim roce publikoval ¢lanek
zamétujici se na izolaci HMG-CoA reduktazy z aroniové Stavy.

2.2.3. Prokyanidiny

Jako nejpodstatnéjsi podskupina fenolickych latek byly v aronii identifikovany prokyanidiny
[1]. Obecné se daji popsat jako oligomerni (2-10 jednotek) a polymerni (vice nez 10 jednotek)
(+)-katechiny a (-)-epikatechiny, jejichz zakladni jednotkou je flavan-3-ol. Tyto podjednotky
jsou v aronii spojeny vyhradn¢ vazbami C4—C8 a C4—CS8, tento typ se znaci jako takzvany
typ B. Stupen polymerizace je u aronie 2-23, s tim Ze jsou dokumentovany i kondenzace nad
30 [1] [2]. Jejich obsah byl stanoven na 5182 mg/100 g suché vahy s kondenzaci 23 [23].

OH

OH
OH

OH

Obrazek 2 Chemicka struktura polymerniho prokyanidinnu s C4—C8 vazbami (upraveno podle [1]).
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2.2.4. Antokyany v aronii

Antokyany jsou pfirodnimi ve vodé rozpustnymi rostlinnymi barvivy. Vyskytuji se v mnoha
rostlinach, zejména jejich kvétech a plodech, které maji modré, Cervené nebo fialové
zabarveni. Chemicky patii do podskupiny polyfenolickych latek — flavonoidi s tim rozdilem,
ze antokyany maji kladny naboj na atomu kysliku Vv klasické cyklické struktute flavonoida
[24]. Jejich stabilita je ovlivnéna zménou pH, pisobenim svétla a tepla. VIiv pH je ziejmy pii
presunu z kyselého do alkalického prostiedi, pigment, ktery se jevil jako ¢erveny, se piesune
do modrych odstinti [24].

Po slouceni antokyanidind s cukry vznikaji antokyany [25]. V Cerveném ovoci je nejéastéji 3-
glukosid, ze kterého vznika nejbéznéjsi kyanidin-3-glukosid. Stabilita je ovlivnéna pH, pti
jeho zmén¢ dochazi k protonaci a deprotonaci, ktera méni rozmisténi elektronti a zaroven tak

Ro
Rs
+
HO 0]
N
-
OR4
OH

kyanidin-3-O-galaktosid R1 = gal R2=0H R3 =0OH
kyanidin-3-O-glukosid R1 =glu R2 = OH R3 =0H
kyanidin-3-O-xylosid R1 =xyl R2 =0OH R3 =0OH
kyanidin-3-O-arabinosid R1 =ara R2 =0OH R3 =OH
pelargonidin-3-O-arabinosid R1 =ara R2=H R3 =OH
pelargonidin-3-O-galaktosid R1 = gal R2=H R3 =OH

Obrazek 3 Chemické struktury antokyaninii v A. melanocarpa (upraveno podle [1]).

méni barvu a absorpéni vinovou délku [25]. Tmavé zbarvené bobule jsou nejvyznamnéjSimi
zdroji dalSich antokyant, jako jsou 3-galaktosid, 3-xylosid, 3-arabinosid, pelargonidin-3-
galaktosid a pelargonidin-3-arabinosid [18].

Bylo pozorovano, ze oproti polyfenolim jejich koncentrace se zranim roste [15]. Zaroven je
zajimavé, Ze ipfesto, ze jejich obsah je zdvisly na odridé€, tmavsi ovoce ho ma vyssi,
zastoupeni jednotlivych antokyanti zlstava stejné [18]. V Cerstvém ovoci je jejich obsah
v rozmezi od 307 do 1480 mg/100 g a v susené formé byly zdokumentovany hodnoty od 641
do 1959 mg/100g [2]. Antokyany vV aronii studovalo mnozstvi autori a velky rozptyl
namétenych hodnot je dan hlavné riznym typem studovaného materidlu — aronie ve formé
stavy, vyliskl, v syrovém nebo suseném stavu. Hudec a kol. [26] analyzovali Cerstvé bobule
(uchované zmrazené po dobu maximalné jednoho tydne do samotného experimentu) 20

14



aroniovych ketti odridy Nero. Antokyany extrahovali okyselenym metanolem a stanovili pH
diferencidlni metodou priimérné na 6408 mg-kg. Oszmianski a Wojdylo [23] studovali aronii
ve form¢ bobuli, stavy a vyliskl,, aby urcili nejen jednotlivé nizko a vysokomolekularni
polyfenoly, ale i jejich antioxida¢ni aktivitu. Pro stanoveni celkového obsahu antokyanii
vyuzili HPLC, ktera je na toto stanoveni pouzivana casto. Dosli k vysledkiim, Zze polymerni
proantokyany, a piedevsim (-)epikatechin, jsou hlavni skupinou polyfenoli v aronii, kde tvoii
66 % vsech polyfenoli. Rozsah namétenych hodnot antokyanti byl od 1878,79 mg/100 g DW
pro aroniovou $tavu, do 8191,58 mg/100 g ve vyliscich. S témito hodnotami korelovala
antioxida¢ni aktivita, ktera byla nejvyssi ve vyliscich a nejnizsi ve stave [23].

2.3. Biologicka aktivita aronie

Jak jiz bylo vy$e zminéno, aronie ma vysoky obsah polyfenolickych latek, ktery se projevuje
vysokou biologickou aktivitou [18]. Protoze chut’ Cerstvé bobule neni nejlakavéjsi, je dulezité
zminit, pro¢ je vlastné¢ aronie pfidavana do potravinaiskych vyrobkl nejen jako barvivo, ale
také jako slozka zvySujici nutricni hodnotu. Aronie neni sice vedena jako léciva latka, ale jeji
pozitivni uc¢inky na lidské zdravi jsou zkoumany uz desitky let, a s kladnymi vysledky.
Ptiznivé plsobi na celou fadu metabolickych systému, které podl€haji vyznamnym

civiliza¢nim chorobam. VSeobecny antioxida¢ni efekt je pfi¢itan polyfenolim a byl potvrzen
v fadé studii [18].

Vyzkum vlivu $§tav a extrakti aronie se zaméiuje hlavné na 1é¢bu metabolického syndromu.
Metabolicky syndrom je I€katsky pojem pro nékolik vzajemné propojenych ptiznaki, které se
obvykle projevuji soucasné. Patii mezi né obezita, hypertenze, dyslipidemie, rezistence viici
inzulinu a glukoéze. Tyto pfiznaky poté piimo zpisobuji civilizacni choroby jako cukrovku
druhého typu, aterosklerozu a dalsi [27].

Biologicka dostupnost

Plody aronie maji velky 1é¢ivy a antioxida¢ni potencial, ale to, jak se v lidském téle vyuziji,
zalezi na biologické dostupnosti jednotlivych slozek. Koncentrace neni vyznamnym
parametrem, vstfebavani latek z potravy zavisi na jejich chemické struktute. Tento fakt byl
popsan diky rozdilnym vysledkim mezi in vitro a in vivo studiemi. Vétsina polyfenolickych
sloucenin z potravin se nevstiebava v nativni formé, ale hydrolyzuji se ve stfevé a pii absorpci
jsou ve velké mife modifikovany. Hydrolyza miize probihat bud’ pomoci enzymi tenkého
stteva, nebo tamni mikroflérou. Modifikace pii absorpci probiha Vv jatrech, kde polyfenoly
podléhaji metylaci, sulfonaci a/nebo glukuridinaci [15] [24].

2.3.1. Antioxida¢ni schopnosti

Vyznam aronie jako rostliny s lé¢ivymi vlastnostmi tedy stoji na antioxida¢nich atributech
fenolickych latek. Tyto sekundarni metabolity chrani ovoce pfed oxidaci svétlem, vzduchem
a mikrobialnimi faktory, a v téle pak ziejmé pusobi proti proliferaci bun€k, anti-diabeticky,
antirakovinné, protizdnétlivé, antivirové aposiluji kardiovaskuldrni systém. Obecny
mechanismus je zalozen na stabilizaci voIného elektronu delokalizaci na aromatickém kruhu
fenolu [25]. Z fenolickych latek aronie jsou nejlepsimi antioxidanty antokyany. Antokyanidin

ma strukturu sloZenou z chalkonové a quinoidalni baze, které podporuji antioxidacni aktivitu
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diky dvojitym vazbam konjugovanym vuéi ketonové skupiné [24]. Tyto dvojité vazby
dokazou vychytavat volné radikaly ,a tim vyrazné snizit jejich negativni oxidacni efekt na
organismus. Stejné tak k této aktivité ptispiva glykosylovany B-cyklus antokyaninu, jehoz
prospésné vlastnosti jsou jesté¢ umocnény ortohydroxylaci a metoxylaci [24]. Dalsi modifikaci
prispivajici ke zvySené antioxida¢ni aktivité je acylace a diacylace antokyaninu fenolickou
kyselinou, naopak 5-glykosylaci se antioxida¢ni aktivita redukuje [24].

Pii porovnani aronie s podobnymi bobulemi na zéklad¢ eliminace kyslikovych radikald,
vychazi toto ovoce jako nejsiln€jsi [1]. Zheng a kol. [28] stanovili antioxida¢ni hodnotu
metodou ORAC na 160,2 umol TE/g, k podobné hodnoté se dostali Wu akol. [29] —
161 pmol TE/g FW. Ti ve své studii porovnavali né€kolik bobuli, z nichz aronie vysla jako
nejaktivnéjsi, napiiklad v angrestu byla absorbancni kapacita kyslikového radikalu pouze
21 umol TE/g FW. Dalsi bobule analyzovali Moyer a kol. [30] ati v ostruziné a ¢erném
rybizu naméfili kolem 56 pumol TE/g.

2.3.2. Preventivni Gc¢inek bioaktivnich latek aronie
Kardiovaskuldarni choroby a zvyseny cholesterol

Ateroskler6za je chronicka zanétlivd choroba cév, kterd miZze zplsobit vazné
kardiovaskularni problémy. Vyskytuje se u lidi s vysokym cholesterolem, vysokym krevnim
tlakem, obezitou ¢i jinymi rizikovymi faktory. Kromé piimého pisobeni polyfenoli na zdravi
cév (vasoaktivni a vasoprotektivni ucinek) je pozitivni G¢inek pozorovan také na obsahu
cholesterolu v krvi. Polyfenoly jsou schopnymi inhibitory oxidace LDL cholesterolu, tato
oxidace je povazovana za kliCovy mechanismus pro vyvolani aterosklerdzy. Také celkovy
obsah triacylglyceroli je snizovan, ale na druhou stranu pokles obsahu HDL cholesterolu
nebyl pozorovan [2] [15] [18]. Pozitivni G¢inek na kardiovaskularni systém c¢lovéka byl
dolozen v mnoha publikacich, napfiklad Skoczynska akol. [31] pozorovali, Ze po
Sestitydennim podavani (experiment provadéli ve 3 kolech, kazdy po 6 tydnech s 6 tydenni
pauzou a vyznamné pozitivnim zmény zaznamenali v druhém kole) aroniové Stavy (250 ml
denn¢) se u muzii s lehce zvySenym cholesterolem vyrazné snizil celkovy cholesterol Vv séru,
LDL cholesterol a uroven triacylgylcerold, pficemz se hladina cholesterolu HDL2 zvysila.
Navic zaznamenali snizeni glukézy Vv Krvi, koncentrace fibrinogenu a homocysteinu. Snizeni
fibrinogenu a homocysteinu a soucasné zvySeni cholesterolové frakce HDL2 mizZe navic
podporovat antitrombotické u¢inky [31].

Antimutagenni a antirakovinna aktivita

Vv

Jednou z nejzakeinéjsich civiliza¢nich chorob je rakovinné bujeni. Jeho 1é¢ba je velmi
invazivni, ndro¢na pro organismus a zaroven velmi ndkladnd. Proto je dilezité najit
alternativni 1écbu jako dopln€k té klasické, anavic 1 podpofit samotnou prevenci.
Antokyaniny, diky vysoké zhasSeci aktivité volnych radikald, vyznamné snizuji mutagenni
procesy V buiice a k tomu i inhibuji promutagenni enzymy [1]. Vyzkumem uc¢inku aronie
proti rakovinnému bujeni V tlustém stievé se zabyva mnoho védeckych skupin, jako napiiklad
Malik a kol. [32], ktefi pozorovali inhibici ristu a zaroven stimulaci apoptozy rakovinnych
bunék tlustého stfeva. Tento inhibicni efekt, ale neplisobil na zdravé bunky tlustého stfeva
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[32]. Jing a kol. [33] se zamétili na vztah mezi strukturou antokyanii a schopnosti inhibice
rustu rakovinnych bunék u nékolika druhli ovoce. Aronie vysla aktivnéjsi nez fialovad mrkev,
hroznové vino, fedkev acerny bez, ajako vyznamné antikarcinogenni se ukazaly
neacetylované monoglykosylované antokyany [33].

Antimikrobialni aktivita

Krom¢ antioxida¢niho efektu maji fenolické slouceniny, vyskytujici se V aroniovych
extraktech, také antibakterialni G¢inek. Pfi in vitro zkouskach pusobily extrakty aronie podle
Valcheva-Kuzmanova aBelcheva [34] bakteriostaticky na Staphylococcus aureus
i Escherichia coli. Toto jsou bé&ézné lidské patogeny, zejména S. aureus, ktery muze
zpusobovat vleklé zdravotni problémy a kviili resistenci na antibiotika je ¢im dal t€zs8i ho
z organismu odstranit. E. coli se ptirozené¢ vyskytuje v mikroflofe tlustého stfeva, ale pfi
oralnim podani mize zpisobovat alimentarni onemocnéni [1].

2.4. Vyuziti plodi aronie

Aronii lze uvést jako ptiklad takzvané ,,super potraviny®, respektive ovoce. Toto je neoficialni
skupina potravin, ktera vznikla primarné jako marketingovy tah, pfi popularizaci zdravého
zivotniho stylu. To, co jednotlivé potraviny spojuje, je vysokd nutricni hodnota, vysoky podil
minerali a vitamint a specifickd bioaktivni vlastnost. Jako dal$i super ovoce se napiiklad
zminuje brusnice (Vaccinium angustifolium), kustovnice (Lycium barbarum L.), klikva
(Vaccinium macrocarpon), acai (Euterpe oleracea) a dalsi [4].

NejcastéjSimi produkty z aronie jsou stavy, koncentraty, dzemy, zelé, ¢aj a vino. Kvili jejich
vyrazné chuti se Stdva Casto micha s jinymi, aby se docililo mnohem pfijemné;jsi chuti,
napiiklad s Cerstvym jableCnym dzusem. Z Cerstvych bobuli se lisovanim ziskavaji
potravinaiska barviva [4].

Pivodné¢ bylo zintenzivnéni produkce aronie podniceno poptavkou po ptirodnich
potravinaiskych barvivech [2]. V ramci snahy o zpracovani vedlejsich produktu se zjistilo, Ze
metanolové extrakty z mrazem suSenych vyliski dokonce dosahovaly vyssi schopnosti
eliminace kyslikovych radikall, nez metanolové extrakty lyofilizovanych bobuli. Diky
tomuto se z odpadniho produktu — vyliskd, mize vytvofit cenny zdroj antokyanu [1] [21].
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Obrazek 4 Vyrobky z aronie firmy LEROS [70] [71].

2.5.Nezadouci ucinky aronie

Kromé vysokého obsahu fenolickych latek a antokyani, které jsou Zadoucimi slouc¢eninami,
obsahuji aroniové bobule amygdalin. Amygdalin je kyanogenni slouc€enina, vyznacna hotce-
mandlovou chuti, ze které mtize za urcitych podminek vzniknout kyanovodik. Kyanovodik je
pozorovany smrtelny obsah byl stanoven na méné nez 1mg-kg? u dospélého ¢lovéka). Obsah
amygdalinu je 20,1 mg/100 g FW, 5,7 mg/100 ml ve §tavé a v Cerstvych vyliscich je mozno
stanovit az 52,3 mg/100 g [2].

Jinymi moznymi nepfiznivymi U¢inky jsou naptiklad laxativni problémy kviili vysokému
obsahu sorbitolu a pfipadné zhorSené vsttebavani minerall jako je zinek, méd’ a Zelezo, které
by mohlo zpusobit az deficit minerald a anémii. Tento jev nastava z divodu vysokého obsahu
polyfenolickych slou¢enin, které jsou Vv niz§im mnozstvi naopak velmi zadouci [4].

2.6. Metody vhodné pro extrakci ucinnych latek z aronie

Z ptedchoziho textu tedy vyplyva, Ze ptirodni bioaktivni latky jsou velmi perspektivni
a zpusob jejich ziskavani je zakladem pro vyslednou kvalitu 1 kvantitu extraktu. Typ extrakce
se vybira s ohledem hlavné na typ matrice a chemickou povahu aktivni latky. Dal§imi faktory,
které nejvyznamnéji ovlivituji extrakci, jsou rozpoustédlo, teplota, ¢as atlak [16] [35].
Zpusoby ziskavani bioaktivnich extraktl z ovoce a bylin se déli na konvenéni a nekonvenéni.
Ty klasické, konvenéni, jsou zalozeny na starych postupech, které vyzaduji velké objemy
organickych rozpoustédel, vysokou spotiebu energie a dlouhy ¢as extrakce. Mezi konvenéni
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techniky se tadi naptiklad extrakce podle Soxhleta, kterd se stale pouziva jako referencni
technika pro rozvijejici se moderni nekonvenéni techniky.

Nekonvenéni metody se zacaly rozvijet asi ptred 50 lety, jejich vyhody lezi nesporné ve
zkraceni doby extrakce, niz§i spotieb¢é organickych a syntetickych chemikalii a vyssich
a kvalitnéjsich vytézcich [16]. Jsou SetrngjSi jak k extrahovanym slouceninam, tak
k Zivotnimu prostfedi. Nicméné 1 tyto techniky maji své nevyhody aomezeni jak
Vv laboratornich, tak primyslovych podminkach, aproto se neustale optimalizuji jejich
postupy.

2.6.1. Konvenc¢ni techniky

Zakladem konvencnich technik je sila rozpoustédel, plisobeni tepla a michani. K ziskéani
bioaktivnich komponent jsou tradi¢nimi technikami extrakce podle Soxhleta, macerace
a hydrodestilace [16].

2.6.1.1. Extrakce podle Soxhleta

Tato technika byla ptivodné navrzena v roce 1879 F. R. von Soxhletem pro extrakci lipidd.
Od té doby se zacala pouzivat i1 na extrakci bioaktivnich latek z riznych ptirodnich zdroji.
Extrakce podle Soxhleta je zobrazena na nasledujicim obrazku (Obrazek 5). Malé mnozstvi
vzorku (5) se umisti do extrakéni patrony (4), ktera se ptipoji nad varnou banku (2)
s rozpoustédlem a michadlem (1). Rozpoustédlo je odpafovano z banky akondenzuje
Vv patroné se vzorkem, kondenzované rozpoustédlo je odvadéno do sifonu (6). Potom co se
sifon pteplni, rozpoustédlo se vzorkem se vraci do destila¢ni banky. Proces se opakuje, dokud
nedojde ke kompletni extrakci Zzadanych latek do rozpoustédla [16] [36]. Vyhodou
Soxhletovy extrakce je potfeba malého mnoZstvi rozpoustédla. To ale musi dosahovat vysoké
Cistoty (vysoka cena), rozpoustédla jsou hotlava a mohou byt toxicka. Proto se neda zaradit k

»zelenym® metodam. Samotny vzorek je omezen tim, Zze musi byt suchy a najemno namlety
[37] [38].
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Obrdzek 5 Schéma extrakce podle Soxhleta, 1: michadlo, 2: varnd barnka, 3: destilacni cesta par, 4:

extrakcni patrona, 5: pevny vzorek, 6: sifon, 7: odtok sifonu, 8: prechodova viozka, 9: kondenzator, 10:
vystup chladici vody, 11: vstup chladici vody [72].

GD:”. :I-:;j l ) I

2.6.1.2. Macerace

Nejjednodussi extrakéni technikou je macerace. Jeji podstatou je luhovani pevného surového
materialu ve vod¢ nebo rozpoustédle po urcitou dobu. Tato doba zpravidla musi byt dlouha —
v fadu hodin az dni. Prvnim krokem je pfiprava vzorku, ten se musi nadrtit/nasekat/namlit,
aby se zvysil povrch vzorku pro extrakci. Dale nasleduje vlastni extrakce ve spravné
zvoleném rozpoustédle — to ma na povahu vyextrahované latky zdsadni vliv. V pribchu
extrakce se vzorek mize obCas promichat, aby se zvysila U¢innost — podpoii se difuze
a zaroven se nasycené rozpoustédlo oddeli od povrchu vzorku a promiché se s nenasycenym.
Po uplynuti doby extrakce se vyluhovany vzorek od rozpoustédla odd¢li filtraci, nejcastéji za
snizené¢ho tlaku [16] [37]. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost, da se shadno
modifikovat pomoci zmény teploty, navazky, rozpoustédla. Stale je zapotiebi velké mnozstvi
organickych rozpoustédel a samotného materialu [37].

2.6.1.3. Hydrodestilace

Dalsi konven¢ni technikou pro extrakci bioaktivnich latek a esencidlnich oleja je
hydrodestilace. Jak uz napovidd jeji ndzev, jde o destilaci vodou, ma vSak dal§i dvé
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modifikace — destilace vodni parou a vodou a piima destilace vodni parou. Proces destilace
vodou probihd obdobné jako pii Soxhletové extrakci. Vzorek je spolu s vVodou zahiivan
k varu, vodni para obsahujici extrahované latky kondenzuje v chladi¢i, ze kterého se
esencidlni oleje sbiraji ve sbérné nddobé. Pii hydrodestilaci probihaji tyto tfi fyzikalné-
chemické procesy: hydrodifuze, hydrolyza arozklad teplem. Pfi vySSich teplotdich muze
dochazet ke ztratam tékavych latek v termolabilnich vzorcich. Naopak vyhodou je pouziti
levného a ,,zeleného* rozpoustédla — vody [16] [39] [40].

2.6.2. Moderni techniky

Jako tzv. ,,zelené” metody ziskavani bioaktivnich latek z pfirodnich materiali se pouzivaji
naptiklad tyto techniky: ultrazvuk, pulzni elektrické pole, mikrovinny ohiev a extrakce
superkritickymi kapalinami [16] [25].

2.6.2.1. Extrakce stlacenou vodou

V této praci byla jako nekonvencni metoda pouzita extrakce kapalnou stlacenou vodou,
PHWE (Pressurized Hot Water Extraction). Pro tuto techniku se pouzivaji i nazvy Subcritical
Water Extraction (SWE), Pressurized Liquid Extraction (PLE) [41]. Pii vSeobecné snaze
snizit spotfebu organickych rozpoustédel, se pouziti pouze Cisté vody zda jako ,,jasnd volba®.
Samoziejmé je nutné vzit v ivahu, ze pouziti organickych rozpoustédel ma své opodstatnéni.
Jsou potieba na to, aby se vSechny extrahovatelné latky ze vzorku opravdu ziskaly. Téchto
vlastnosti voda za normalnich podminek nedosahuje, a proto se vyuziva pietlaku a vysoké
teploty. Tyto podminky jsou nastaveny nad atmosféricky bod varu vody a pod jeji kriticky
bod [41]. Voda jako chemicka latka ma velmi specifické vlastnosti, které z ni délaji naprosto
jedinecnou a nenahraditelnou latku. Ve stru¢nosti jsou témito charakteristikami napiiklad
vodikové miustky, specificka tepelna kapacita a dalsi. V pripadé, Zze se voda dostane do
vysokych teplot za kontrolovaného pietlaku, jeji polarita se pfiblizi polarité alkoholovych
rozpoustédel. To v praxi znamena, Ze dokaze rozpoustét velky rozsah latek se stfedni a nizkou
polaritou [16] [41] [42] [43].

Pro extrakci antokyanini pouzili Arapitsas a Turner [44] PHWE na rostliné Beassica
oleracea, hroznova seminka byla extrahovdna pro stanoveni katechinu a proantokyaninu
skupinou Marino a kol. [45]. Dale PHWE vyuzZili Pineiro a kol. [46], ktefi stanovili obsah
katechinti a epikatechini v ¢ajovych listcich a v hroznovych semincich a Kim akol. [47],
ktefi stanovili celkovy obsah fenolickych latek ve vyliscich z citrust.

Aplikace PHWE na aronii dosud nebyla publikovana; v experimentu Brazdauskas a kol. [48]
byly bioaktivni latky aronie extrahovany pomoci PLE, ktefi tuto metodu navrhli jako novou
alternativu zpracovani vyliskti aronie po superkritické fluidni extrakci. Pro navrh experimentu
pouzili experimentalni design se 3 proménnymi — teplotou, koncentraci etanolu a kyseliny
mravenci. Sledované vystupy byly celkovy obsah polyfenoli a celkova antioxida¢ni kapacita.
Jako optimalni podminky stanovili 46% etanol s 1,86 % kyseliny mravenc¢i a pii teploté
165°C. Diky tomuto postupu dosli k celkovému obsahu polyfenoli Vv extraktu
236,6 mg GAE-g! s antioxida¢ni aktivitou 4,35 mmol TE-g™.
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Extrakéni mechanismus PHWE probiha v pfiblizné ¢tyfech po sobé jdoucich krocich. Cela
extrakce probiha v extrakéni patroné naplnéné vzorkem a piskem (balotinou) o definované
velikosti ¢astic. Prvnim krokem je desorpce rozpustnych latek z aktivnich mist matrice vlivem
zvySené teploty a tlaku. Druhym krokem mize byt difuze rozpoustédla do matrice vzorku, ze
které se nasledné uvolni rozpusténé latky do rozpoustédla. Poslednim krokem je pievedeni
vyextrahovanych latek z patrony do sbérné vialky [41].
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Obrazek 6 Schéma aparatury pro PFE a PHWE. 1 zasobnik extrahovadla, 2 HPLC pumpa, 3 dusik,
4 predehiivaci jednotka, 5 tlakovy senzor, 6 extrakcni nadoba vtermostatu, 7 a8 termostatické
dekompresni komory, 9 sbérnd vialka, 10 restriktor, 11 kontrolni jednotky [74].

2.6.2.2. Ultrazvukova extrakce

Kromé¢ extrakci natlakovanym rozpoustédlem je oblibenou metodou vyuziti ultrazvuku (UAE
— Ultrasound Assisted Extraction). Ultrazvuk je oblast zvukovych vin v rozmezi 20 kHz az
100 MHz a lidské ucho tyto viny nedokdze zachytit. Podstata extrakce ultrazvukem spociva
ve schopnosti vin prochazet médiem. Pti priichodu zpiisobi stahovani a nasledné roztahovani
atento efekt zplsobuje kavitaci. Kavitace znamena tvofeni bublin, které néasledné rostou
a praskaji. Pfi prasknuti plisobi na materidl nejen zvySenou teplotou, ale i tlakem.
Ultrazvukové viny navic zplsobuji mechanické naruSeni rostlinné matrice — rozpoustédlo
sndze penetruje. Vyhodou ultrazvukové metody je krat$i doba extrakce, niz8§i naroky na
energii a objem rozpoustédla. Navic dochazi k lepsimu promichavani a rychlejsimu pienosu
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hmoty. Nevyhodou miize byt, ze kvuli vysoké teploté v bublinach, dojde k degradaci
termolabilnich sloucenin [16] [21] [43] .

UAE bylo pro extrakci aronie vyuzito ve studii Rami¢ akol. [21], ti ji pouzili Vramci
experimentu, ktery mél za kol optimalizovat extrakci polyfenoli z vedlejSich produktii
vyroby aroniového caje. Ultrazvuk vyuzili, aby zvysili ¢innost extrakce, protoze konvenéni
metody zalozené na extrakci latek do rozpoustédla povazuji za neefektivni. Pro optimalizaci
vyuzili faktorialniho designu a jako faktor s nejvétsim vliv byla ur¢ena teplota, kterou jako
optimalni stanovili na 70 °C.

2.7. Metody vhodné pro stanoveni bioaktivnich latek v aronii

2.7.1. Celkovy obsah fenoli

Stanoveni celkovych polyfenoli podle Folin-Ciocalteua je jednou z nejrozsitenéjSich
a nejoblibenéjSich analytickych technik. Je to kolorimetrickd metoda, jejimz principem je
pienos elektronu mezi Folin-Ciocalteovym (F-C) ¢inidlem a fenolickou slouceninou [49]. F-C
¢inidlo je zalozeno na smési molybdenanu a wolframanu sodného a samotnd metoda probiha
Vv siln¢ alkalickém prostiedi uhli¢itanu sodného (okolo pH 10). Vysledny barevny komplex je
modry a jeho piesny vzorec neni kvuli své slozitosti zcela jasny [49]. Piedpoklada se, Ze
reakce je soustavou jedné nebo dvou redukénich reakei, ve kterych pienos elektronli probiha
mezi redukujicim ¢inidlem a molybdenanem. Zasadité prostfedi je potieba k tomu, aby se
vytvofil fenolicky ion, ktery poté redukuje F-C ¢inidlo [49]. Jako standard se pro tuto metodu
pouziva kyselina gallova a vysledny celkovy obsah polyfenolti se vyjadiuje jako ekvivalent
kyseliny gallové (Gallic Acid Equivalent — GAE). Metodika pouzita v této praci je popsana
V experimentalni ¢asti.

2.7.2. Celkovy obsah antokyanovych barviv

Pro stanoveni celkovych antokyanli ve vzorku se nejcastéji pouziva pH diferencialni metoda.
Je zaloZena na UV-VIS spektrofotometrii a strukturalnich zménach, ke kterym dochazi pii
zméné pH. Pfi zméné pH zaroven dochdzi k vratné zméné barvy, pti pH 1,0 je oxoniovy ion
barevny a pii pH 4,5 se méni na bezbarvy hemiketal. Rozdil absorbanci pfi 520 nm je ptimo
umeérny koncentraci pigmentu. Vysledna koncentrace se vyjadiuje jako ekvivalent kyanidin-3-
glukosidu. Degradované antokyaniny V polymerni formé jsou vii¢i zméné barvy zménou pH
rezistentni, do vysledné koncentrace se ale nezapocitdvaji, protoze absorbuji pifi obou
hodnotach pH [50].
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Obrazek T Reakce probihajici pri pH diferencidlni metode [47]

2.7.3. Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci ABTS™

NejcastéjSimi metodami pro urceni antioxidacni aktivity jsou ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), a ABTS*. V této praci
byla antioxida¢ni aktivita stanovena pomoci metody pouzivajici ABTS (oznacovana také jako
metoda TEAC) [51]. ABTS je zkratka pro 2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat (viz Obrazek 8) a jako TEAC se také nazyva podle Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity — protoze vysledna antioxida¢ni aktivita se vyjadiuje jako ekvivalent Troloxu (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina). Jde tedy o schopnost vzorku
zhaset radikal ABTS™. Ten se pfipravuje oxidaci ABTS peroxylovym radikalem (napf.
peroxidisiran draselny nebo oxidem mangani¢itym) na ABTS™. Tento radikél je intenzivné
zbarveny, po reakci s antioxidanty ve vzorku se tato intenzita snizuje a podle toho se poté urci
ekvivalent Troloxu v umol-It. Absorbance se méii pomoci UV/VIS spektrofotometru pii
vinové délce 734 nm. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost a rychlost, samotné méfeni
trva maximaln¢ 30 minut pro jeden vzorek a da se vyuzit v Sirokém rozpéti pH. Navic je
ABTS"™ rozpustné jak ve vodnych, tak organickych rozpoustédlech a neni ovlivnéno iontovou
silou, miZe byt pouZzito pro hydrofilni i lipofilni vzorky. Jedinym omezenim je krok pifipravy
samotného radikélu, naptiklad pii vyuziti peroxidu je nutné nechat reakci probéhnout po dobu
alespon 16 hodin [51] [52].
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Obrazek 8 Struktura ABTS a ABTS™ [73]

2.7.4. UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je zakladni technikou pro stanoveni bioaktivnich latek aronie,
Vv této praci byla aplikovana v ramci vSech tii vySe uvedenych stanoveni (kap. 1.7.1-1.7.3).
UV-VIS spektrometrie je zalozena na absorpci elektromagnetického zafeni v oblasti UV/VIS.
Tato oblast je ohrani¢ena vinovymi délkami 200-400 nm pro ultrafialovou (UV) oblast a 400-
800 nm pro viditelnou oblast (VIS). V téchto oblastech je absorbovana energie dostate¢na pro
pfechody m nebo nevazebnych elektroni mezi energetickymi hladinami [53] [54].
Koncentrace latky schopné absorbovat zafeni je pak tmérna absorbanci podle Lambert-
Beerova zékona:

A= ¢e-c-l, (1)
kde a je naméfena absorbance, ¢ — molarni absorp¢ni koeficient, ¢ — koncentrace, | — délka
kyvety.
2.7.5. Stanoveni tékavych latek

Pro stanoveni tékavych latek v extraktu aronie byla pouzita kombinace instrumentalnich
technik SPME-GC-MS (viz Obrazek 9 a Obrazek 10).

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME - Solid-Phase Microextraction) je velmi efektivni
vzorkovaci metodou, které nevyuziva rozpoustédla a v jednom kroku kombinuje vzorkovani,
extrakci, predkoncentrovani a injekci vzorku do analytického pfistroje [55]. Je zalozena na
extrakci pomoci vladkna potazeného Cistym polymerem nebo adsorpcnimi ¢asticemi. Témito
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polymery jsou pro nepolarni slouceniny polydimethylsiloxany (PDMS) apro polarni
polyakrylat (PA) nebo polyetylen glykol (CARBOWAX™). Adsorb¢ni Castice jsou porovité
a tvori je napfiklad smés Carboxen®/PDMS, nebo PDMS/divynylbenzen (DVB) [56]. Vzorek
miize byt jak v kapalném, tak i plynném a pevném skupenstvi, velkou vyhodou této extrakéni
techniky je, Ze nedochazi k destrukci vzorku. Proces probiha ve dvou krocich — adsorpce
a nasledna desorpce sloucenin s afinitou k vlaknu [55]. Nasledné je mozné vzorek zhodnotit
jak kvantitativng, tak kvalitativné [55].

Vzorkovani Desorpce
Vytazeni Dosazeni na
Drzak vlakna GC injektor
SPME > >
GC injektor
Vlikno — OO
[ [ W\ \\
Vzorek [ lf / “] \
i
N \ ‘
\ \ \\ } | ms
Sl L >
Kolona (GC)

Obrdzek 9 Schéma propojeni SPME s GC-MS (upraveno podle [76]).

Po extrakci vzorku z vialky pomoci SPME v headspace modu (HS), byly vzorky dale
analyzovany pomoci plynové chromatografie (GC) shmotnostnim spektrometrem (MS).
Plynova chromatografie je separacni a analyticka instrumentélni technika zalozena na d€leni
slozek mezi stacionarni a mobilni fazi. Separované slouceniny jsou z kolony eluovany
mobilni fazi v riznych (jim vlastnich) reten¢nich ¢asech. V ptipad¢€ plynové chromatografie je
stacionarni faze kapalnd nebo pevna. Plynovy chromatograf se sklada ze systému nosné¢ho
plynu, injektoru, chromatografické kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni. Velkou
vyhodou této metody je potifeba velmi malého mnoZstvi vzorku, anebo ve velmi malé
koncentraci. Na druhou stranu, mnoho slouéenin neni termostabilnich, a tudiz nemohou byt
pomoci GC stanoveny [57].

Pro identifikaci slouc¢enin rozdélenych chromatografii se pouziva hmotnostni spektrometrie.
Sloucenina je ionizovana a fragmentovéana, nabité Castice jsou pak rozdéleny na zakladné
fyzikalni separace ionti podle poméru hmotnosti k naboji (m/z) [58]. Vystupem MS je
hmotnostni spektrum, které s vysokou ptesnosti ur¢uje danou slouc¢eninu. Kombinace GC-MS
je idedlni v tom, Ze latky jsou rozdéleny pomoci GC a nasledné jedna po druhé analyzovany
a porovnany s knihovnou spekter. Spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. Iontovym zdrojem muiZe byt elektrosprej (ESI), indukéné vazané
plazma (ICP), chemicka (Cl) nebo elektronova ionizace (El). Hmotnostni analyzatory jsou
naptiklad cas letu (TOF), kvadrupol, iontova past a dalsi [59].
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Obrdazek 10 Schéma spojeni GC-MS s kvadrupolovym analyzdtorem (upraveno podle [75]).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Laboratorni vybaveni

Elektricky mlynek (Bosch, Némecko)

Spektrofotometr (Helios Gamma & Delta Spectronic Unicam, USA)

Analytické digitalni vahy (GR-202-EC, HELAGQO, Italie)

Vodni lazen (Julabo TW 2, Némecko)

Plynovy chromatograf Trace TM 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Gaithesburg, Maryland, USA

Vyhodnocovaci systém Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
PFE extrakéni aparatura Ustavu analytické chemie AVCR v Brng

Bézné laboratorni vybaveni a sklo

Chemikalie

Etanol 96 % p.a. (Penta)

Folin-Ciocalteho ¢inidlo (Sigma — Aldrich, USA)
Uhli¢itan sodny (Lachema, CR)

Kyselina gallova (Sigma — Aldrich, USA)

ABTS (Sigma-Aldrich, USA)

3.2. Analyzované vzorky

Aronie byla zakoupena v bézné trzni siti jako suSené plody (firma Bylinné caje [60]) a pied
extrakci byly plody namlety elektrickym mlynkem na jemnou drt. Na Obrazek 11 je vyfocena
etiketa obalu, ve kterém byly susené plody aronie zabaleny.

Obrazek 11 Zakoupené baleni aronie
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3.3. Zisk extraktua aronie

Pro zisk extraktli aronie Vramci této prace byly pouzity a porovnany macerace a PHWE.
Optimalizace téchto postupti je hlavnim cilem prace abude podrobnéji popsana ve
vysledkové ¢asti prace.

3.3.1. Extrakce/macerace

Do Erlenmeyrovy banky bylo vzdy navdzeno dané mnozstvi namletého vzorku a doplnéno na
objem 50 ml rozpoustédlem (voda/etanol). Extrakce/macerace probihala ve vodni lazni pfi
zvolené teploté, po uplynuti doby extrakce byl obsah kvantitativné pfeveden na Biichnerovu
nalevku a zfiltrovan za nizkého tlaku (viz Obrazek 12). Jako rychld metoda stanoveni
efektivity extrakce bylo vybrano stanoveni celkovych polyfenoli podle Folin-Ciocalteua (F-
C), metoda je popsana dale. VSechna stanoveni byla provadéna paralelné. Ziskané filtraty
byly uchovany v mrazni¢ce. Pro optimalizaci macerace byla aplikovana statisticka metoda
Design of Experiment (DOE) (viz kap. 4.1.2).

Obrazek 12 Drcena aronie po extrakci a filtraci (vlevo) a vysledny filtrat po extrakci

3.3.2. Extrakce horkou vodou

Vzorek byl pro pietlakovou extrakci piipravovan nasledovné. Do 11 ml patrony byl navazen
vzorek askelny pisek (o priméru 600-800 pm) v poméru 1:10. VSechny vzorky byly
extrahovany pod tlakem 15 MPa. Do patrony bylo kvantitativné pievedeno dané mnoZstvi
vzorku smichaného se skelnym piskem (balotinou, aby vysledna navazka byla 10 g) a patrona
byla upevnéna do pfistroje. Nasledovalo tlakovani pfiistroje, poté Sminutova extrakce
a vypusténi extraktu. Po samotné extrakci je potieba pfistroj proplachnout pfed dalSim
vzorkem 1 ml vody. Pro optimalizaci extrakce bylo opét pouzito stanoveni celkovych
polyfenoli podle F-C a tékavych latek pomoci HS-SPME-GC-MS.

29



3.4. Pouzité metody stanoveni jednotlivych charakteristik

3.4.1. Stanoveni celkového obsahu fenoli podle Folin-Ciocalteua

Nejprve byly ptipraveny Cerstvé roztoky nasyceného uhli¢itanu sodného (7,5 g na 100 ml)
a Folin-Ciocalteua (zfedén v poméru 1:9). Do zkumavek byl postupné ptidan 1 ml destilované
vody, 100 pl vzorku a1 ml Folin-Ciocalteova roztoku. Zkumavky byly promichany na
vortexu a po 5 minutach stani se do kazdé pridal 1 ml roztoku uhli¢itanu sodné¢ho. Zkumavky
byly opét promichany a poté byly ponechany ve tmé na nejméné 45 minut. Veskeré vzorky
aroniového extraktu byly fedény 100x, a méfeny pii vinové délce 750 nm proti slepému
vzorku. Vysledna koncentrace celkovych fenolickych latek byla vypocitana jako ekvivalent
kyseliny gallové v mg na 100 grami DW (mgeae/100 g DW). Kalibra¢ni ktivka byla
sestrojena v rozmezi 10-250 mg-I* kyseliny gallové a vysledna kiivka a rovnice pouzita pro
vypocet je zaznamenana v Graf 1.
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Graf 1 Kalibracni krivka kyseliny gallové

3.4.2. Stanoveni obsahu antokyanovych barviv pH diferencialni metodou

3.4.2.1. Priprava tlumivych roztoki

Pufr o pH 1 a koncentraci 0,025 mol-I* chloridu draselného byl piipraven v objemu 200 ml
navazenim 0,372 g chloridu draselného na analytickych vahach a rozpusténim ve 190 ml
destilované vody Vv kadince. Kadinka sroztokem byla michana na magnetické michaéce
a zaroven do ni byla zavedena kombinovana elektroda. Pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodikové bylo pH upraveno na hodnotu 1. Roztok byl poté pieveden do 200 ml
odmérné banky a dopInén po rysku.

Pufr o pH 4,5 a koncentraci 0,4 mol-I"t octanu sodného byl ptipraven obdobné jako predchozi
tlumivy roztok. Navazka octanu draselného byla 10,886 g a po upraveni pH na hodnotu 4,5
byl roztok doplnén po rysku v 200 ml odmeérné bance.
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3.4.2.2. Samotné méieni a vypocet koncentrace

Do zkumavek bylo napipetovano 2,5 ml tlumivého roztoku chloridu draselného a 0,5 ml
vzorku, do dalSich zkumavek bylo napipetovano stejné mnozstvi roztoku octanu sodného
avzorku. Zkumavky byly poté zamichany na vortexu akazda zkumavka byla nasledné
preméfena pii vinové délce 510 nm a 700 nm.

Koncentrace antokyanovych barviv se stanovi podle nasledujiciho vzorce jako ekvivalent
kyanidin-3-glukosidu (CGE):

_A-M-F-1000 (2)
Cmp = el )
kde celkova absorbance je dana vztahem:
A= (A510 - A700)pH 1 (A510 - A700)pH 4,5, ®3)

cmp — vyslednd koncentrace monomerniho pigmentu [mg:I?]

A — celkova absorbance

F — faktor fedéni

M — molekulova hmotnost pigmentu kyanidin-3-glukosidu [449,2 g-mol™]

| — délka kyvety [cm]

& — molarni absorpéni koeficient pro kyanidin-3-glukosid [26 900 I-mol™-cm™]

3.4.3. Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity pomoci ABTS* radikalu

Radikal ABTS™ byl pfipraven rozpusSténim ve vodé s peroxidem. Roztok byl pies noc
ponechan ve tmé pii pokojové teploté a samotné méieni vzorkl bylo provedeno druhy den.
Roztok radikalu ABTS™ byl natedén 60% etanolem na absorbanci 0,7+-0,02 pii vinové délce
734 nm. 1 ml takto ziedéného roztoku byl v kyveté smichan s 10 pl destilované vody a na
spektrofotometru byl zmétfen Cas t=0. Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity vzorku byl do
kyvety napipetovan 1 ml ABTS a 10 pl. Obsah byl promichan a na 10 minut odlozen do tmy.
Po 10 minutach byla zmétena absorbance t=10.

Vysledna absorbance byla stanovena jako:

A=A4,—A4,, 4)

a dosazena do kalibraéni kiivky, ktera byla sestrojena v rozmezi koncentraci 50-400 ug-ml
Troloxu rozpusténého v 60% etanolu. Vysledna koncentrace pak byla stanovena jako
ekvivalentni mnozstvi Troloxu creac'ml™. Kalibra¢ni kiivka je znazornéna v Graf 2.
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Graf 2 Kalibracni kifivka Troloxu

3.4.4. Stanoveni tékavych latek

Pro stanoveni té€kavych latek byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS. Do vialky (o objemu
4 ml) bylo navazeno 0,5 g suSené aronie a pii analyze extraktd byly do vialky napipetovany
3 ml vzorku.

Vialky byly uzavieny Sroubovacim uzavérem se vzduchotésnym kaucuk-teflonovym septem.
Poté byly postaveny do drzaku a analyza byla spusténa programem Xcalibur 2.2, parametry
analyzy jsou uvedeny Vv Tabulka 2. K identifikaci latek byly pouzity knihovny hmotnostnich
spekter NIST/EPA/NIH Gaithesburg, Maryland, USA ainterni knihovha se standardy
alergennich latek. Obsah latek identifikovanych Vv bobulich a extraktech byl vyjadien
semikvantitativné na zaklad¢ plochy pikt.

Tabulka 2 Nastaveni SPME podminek HS-SPME-GC-MS analyzy

Podminky HS- extrakce

Doba inkubace (temperace) 10 minut
Teplota extrakce a inkubace (teplota agitatoru) 40 °C
Agitator zapnuty 5 sekund
Agitator vypnuty 60 sekund
Podminky GC-MS analyzy

Kapilarni kolona TG-WaxM$S
Rozméry kolony 30 mx 0,25 mm x 0,5 um
Teplota injektoru (desorpce) 240 °C
Doba desorpce 20 minut
Davkovani splitless, ventil uzavreny 10 minut

Nosny plyn hélium
Prttok nosného plynu 1 ml-mint
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Podminky GC-MS analyzy

Teplotni program 40 °C po dobu 1 min., vzestupny gradient
5 °C-min*tdo 220 °C po dobu 22 minut

Celkova doba analyzy 60 minut
Hmotnostni detektor v modu EI

Energie ioniza¢nich elektroni 70 eV
Teplota iontového zdroje 200 °C
Skenovaci rozsah m-z* 30-370 amu
Rychlost skenovani 0,2s

3.5. Statistické zpracovani vysledkii

Vysledky  byly zpracovany avyhodnoceny pomoci programi  MS Excel 2016
a STATISTICA 13 ajsou vyjadifeny ve tvaru primér + smérodatna odchylka. Planovany
experiment byl navrhnut a vygenerovan pomoci statistického programu STATISTICA 13.
Statistické rozdily mezi vzorky byly stanoveny pomoci parametrické jednofaktorové analyzy
rozptylu (ANOVA — Analysis of Variance) s vyuzitim Tukeyho HSD testu. Veskeré
statistické testy byly nastaveny na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Podstatou této prace bylo optimalizovat extrakci biologicky aktivnich latek aronie (Aronia
melanocarpa), tak aby byly zrostlinného materialu ziskdny co mozna nejSetrnéji
a nejefektivnéji. Ziskany optimalni extrakt byl charakterizovan celkovym mnozstvim
polyfenoli, stanovenim antioxidacni aktivity, obsahem antokyanovych barviv a profilem
tékavych (aromatickych) latek.

4.1. Optimalizace extrakce/macerace

Experiment extrakci se tradicné planuje jako tzv. jednorozmérova analyza dat (one-factor-at-
a-time, OFAT). To znamen4, Ze se zkoumané faktory méni jeden po druhém v samostatnych
experimentech. Vysledky OFAT analyz nezahrnuji moZné interakce mezi jednotlivymi
faktory, navic jde o Casové naro¢ny proces s velkou spotfebou materialu. Alternativou
k jednorozmérové analyze je multifaktorialni analyza dat — tzv. planovany experiment
(Design of Experiment, DOE) [61]. Pfi planovaném experimentu se stanovi sledovana
odezva, vtomto piipadé byl zvolen celkovy obsah polyfenoli, sledované faktory a jejich
variabilita (rozmezi hodnot, ve kterém je odezva sledovana). Na rozdil od OFAT, planovany
experiment umoznuje studovat vliv vice nezavislych proménnych a jejich interakci na
zavislou proménnou (celkovy obsah polyfenolt) [21].

Metoda DOE byla pro extrakci polyfenola z aronie pouzita v nékolika studiich. Cuji¢ a Kol.
[20] optimalizovali extrakci susené aronie. Extrak¢éni metodou byla také macerace a zkoumali
vliv: rozpoustédla, poméru navazka-rozpoustédlo, doby extrakce a velikosti ¢astic. DOE se 4
faktory poté nastavili jako full factorial design 2*. Rami¢ a kol. [21] ve své praci pouzili
pokrocilejsi verzi planovaného experimentu — Response Surface Methodology (RSM). Autofi
optimalizovali metodu pro vyuziti vedlejSich produkti z vyroby filtrovaného aroniového caje.
Jejich vybranou metodou extrakce byl ultrazvuk (UAE) azkoumanymi faktory sila
ultrazvuku, teplota a doba extrakce. Planovany experiment byl aplikovan i pfi stanoveni
nejlepSich extrakénich podminek pro zisk polyfenolt z Vitis vinifera autory Moldovan a kol.
[62]. Ti sledovali extrakéni podminky pro tfi typy matrice — Cervené vylisky, bilé vylisky
a stopky. Vstupni proménné byly teplota a pomér etanolu, odezvou celkovy obsah polyfenolt.
Vysledné optimalni podminky pro extrakci polyfenoli byly stanoveny na teplotu 80 °C a 50%
etanol.

Extrakce je fyzikalné-chemicky proces pfenosu hmoty, pii kterém hraje vyznamnou roli
mnozstvi faktort [20], v této praci byly vybrany a sledovany 4: teplota, rozpoustédlo, navazka
a doba extrakce.

4.1.1. Uvodni screening faktora

Extrakce, resp. macerace, byla optimalizovana na zaklad¢é &ty vySe zminénych faktort —
Casu, teploty, navazky arozpoustédla. Cas byl Vv pfedbézném méfeni zkouméan V rozmezi
30 minut az 24 hodin. Teplota byla nastavena ve vodni lazni na minimalné¢ 20 °C
a maximaln¢ 60 °C, navazka byla mezi 2,5 g a 15 g na 50 ml a jako rozpoustédlo byl vybran
etanol/voda, ktery byl namichan od 0 % do 70 %. Rozpoustédlo bylo pro méteni teploty, ¢asu
a navazky pouzito 50%, teplota byla pro méfeni ¢asu, navazky arozpoustédla laboratorni,
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navazka byla pro stanoveni Casu, teploty a rozpoustédla 10 g na 50 ml, a extrakce probihala
60 minut. Tyto podminky jsou piehledné shrnuty v Tabulka 3.

Tabulka 3 Podminky extrakce pro predbézna stanoveni (testované faktory)

navazka rozpoustédlo — etanol teplota doba

50% EtOH 3g 20°C 0% 50% EtOH 20°C 50% EtOH 30 min 240 min
20 °C 59 6¢ 30% 69 30°C 64¢ 90 min 360 min
50 ml 10g 30ml 50% 30 mi 40°C 30 ml 120 min 600 min
60 min 15g 60 min 70% 60 min 60°C 20 °C 180 min 1440 min

Piedbézné experimenty byly navrzeny na zakladé publikaci Cuji¢ a kol. [20], ktefi svou praci
zalozili na optimalizaci extrakce polyfenoll ze susené aronie pomoci macerace a podle Ramic¢
a kol. [21], kteti se zamé&tuji na modelovani a optimalizaci extrakce polyfenolii aronie pomoci
ultrazvuku.

Faktory byly podrobeny prvotnimu screeningu, kdy byl u kazdého sledovan trend nartstu
celkového obsahu polyfenolti v ziskaném extraktu. Kazda extrakce byla provedena ve tfech
paralelnich maceracich, a kazdy macerat byl tiikrat proméfen na spektrofotometru (n=9).
Vysledkem téchto piedbéznych stanoveni byly minimalni a maximalni hodnoty (Vv textu
oznaéené jako -1 a +1) pro vygenerovani modelu DOE (viz Tabulka 9).

Kazdy faktor byl statisticky popsan zakladni analyzou dat — byla uréena normalita dat podle
Shapiro-Wilkova testu a pokud data vyhovovala Levencho testu homogenniho rozptylu dat,
byla dale vyhodnocena analyzou rozptylu (ANOVA). Nakonec byly sledované hodnoty
proménnych rozdéleny do skupin podle toho, jestli je mezi nimi statisticky vyznamny rozdil.
Na toto dé€leni do skupin byl pouzit Tukeyho HSD test. Statistické testy jsou postaveny na
dvou zakladnich hypotézach. Tzv. nulova hypotéza Ho ptedpokladda, Ze rozdily mezi daty
nejsou statisticky vyznamné, alternativni hypotéza H: piedpoklada opak. Pii intervalu
spolehlivosti nastaveném na 95 %, plati Ho pokud je p>0,05 aH: V ptipadé p <0,05
a F > Fiit. [63].

4.1.1.1. VIV navazky na celkovy obsah polyfenolii

Podminky pti sledovani vlivu navazky jsou uvedeny v Tabulka 3. Pro ptedb&zna stanoveni
byly vybrany navazky 3, 5, 10 a 15 g na 50 ml rozpoustédla (50% etanol). Ziskané hodnoty
celkového mnozstvi polyfenolti byly zprumérovany (n=9) a jsou v rozmezi od 827,2 + 107,9
do 2068,4 + 234,5 mgga/100 g DW. Hodnoty jsou zapsany v Graf 3 a Tabulka 4 Celkovy
obsah polyfenoli pfi sledovani vlivu navazky a jejich rozdéleni podle statistického rozptylu
Tukeyho HSD testem (3, °).

Naméfené hodnoty jsou podle statistického zhodnoceni normélni (Shapiro-Wilklv test,
p > 0,05), s homogennim rozptylem (Levencho test, p > 0,05). Podle Tukeyho HSD testu
rozptylu spadaji navazky do dvou skupin, v Tabulka 4 Celkovy obsah polyfenolti pii
sledovani vlivu navazky a jejich rozdéleni podle statistického rozptylu Tukeyho HSD testem
(3, P) oznacené jako 2 a®. Toto rozdéleni je ziejmé i z Graf 3, kdy skupina ° (5 a 10 g na 50 ml)
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ma vyrazné vyssi obsah polyfenolli, a proto byly tyto hodnoty vybrany jako krajni body (5 g
(-1) a10 g (+1)) pro planovany experiment. Toto pozorovani je v souladu s vysledky Rami¢
akol. [21], ktefi ve svych experimentech pouzili jako zékladni navazku 20 g na 100 ml
rozpoustédla. Cujic a kol [20], dosli k jinym zavéram, testovali poméry navazka:rozpoustédlo
1:10, 1:20 a 1:30 a jako hranice pro faktorialni experiment ziskali 1:20(-1) a1:30 (+1) a
vysledné pomér 1:20 jako nejoptimalnéjsi. Trend, ktery pozorovali, lze vysvétlit tim, ze diky
vétsSimu poméru navazka:rozpoustédlo, je k dispozici vice rozpoustédla pro extrakci
polyfenoli a tim padem se jich vyextrahuje veét$i mnozstvi. V této praci se tento jev, ale
neprokazal a jako hrani¢ni body byly nastaveny poméry 1:10 (-1) a 1:5 (+1).

Tabulka 4 Celkovy obsah polyfenolii pri sledovani viivu navazky a jejich rozdéleni podle statistického
rozptylu Tukeyho HSD testem (3, ©)

navazka [g]

v 50 ml Cpolyfeno|y[mggae/100 g DVV] mln [mggaelloo g DW] max [mggaelloo g DW]
3 1120,3%+ 198,2 876,8 1376,8
5 2068,4b +2345 1739,1 2279,0
10 2051,2°+715 1960,87 2102,9
15 827,22+ 107,9 700,7 975,5
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Graf 3 Grafické znazornéni viivu navazky na celkovou koncentraci polyfenolii

4.1.1.2. Vliv teploty na celkovy obsah polyfenolii

Dalsim zkoumanym faktorem byl vliv teploty v rozmezi 20 az 60 °C, ostatni faktory byly
konstantni a jsou zaznamenany V Tabulka 3. Vyextrahované hodnoty polyfenola byly
zprimérovany (n=9) a pohybovaly se od 655,0+ 68,2 do 1467,2 + 119,5 mggs/100 g DW.
Koncentrace celkovych polyfenoli pii jednotlivych teplotach jsou zapsany v Tabulka 5
a zobrazeny v Graf 4.
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Statistickou analyzou byla stanovena normalnost dat, homogenita rozptylu a pomoci Tukeyho
testu bylo zjiSténo, jestli jsou mezi jednotlivymi teplotami statisticky vyznamné rozdily
(p < 0,05). Tukeyho HSD test rozdg¢lil teploty do dvou skupin rozptylu, v Tabulka 5Tabulka 5
Celkovy obsah polyfenoli pii sledovani vlivu teploty a jejich rozdéleni podle statistického
rozptylu Tukeyho HSD testem (2, ) oznadeny jako 2 a °. Teploty 20, 30 a 40 °C patii do jedné
skupiny a teplota 60 °C do druhé. Z tohoto méfeni lze konstatovat, Ze teplota ma na extrakci
vyznamny vliv. Pro planovany experiment DOE byla vybrana hodnota 30 °C jako (-1),
protoze pfi ni byla ze skupiny 2 nejvyssi koncentrace polyfenolickych latek, a 60 °C (+1).

Tabulka 5 Celkovy obsah polyfenolii pri sledovani viivu teploty a jejich rozdéleni podle statistického
rozptylu Tukeyho HSD testem (3, ©)

teplota [°C]  Cpolyfenoly[MJgae/100 g DW] min [Mgga/100 g DW] max [MQga/100 g DW]

20 670,0°%+ 96,7 570,5 766,0
30 725,54+ 109,2 578,5 837,0
40 655,0%+ 68,2 600,3 781,7
60 1467,2° £ 1195 1325,9 1650,0
1800
1600
1400 @
2
[a)
g 1200
g 1000
800 BN
400
20 30 40 60
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Graf 4 Grafické zndazornéni viivu teploty na celkovou koncentraci polyfenolii

4.1.1.3. VIiv rozpoustédla na celkovy obsah polyfenolii

Jako rozpoustédlo se pro extrakci polyfenoll ¢asto pouziva kombinace etanol-voda v riznych
pomérech. Pro tento proces je voda zasadni tim, Ze diky ni rostlinny material nabyde, a etanol
svou schopnosti rozrusit vazby mezi rostlinnou matrici a rozpustnymi latkami [20]. Pro tuto
Cast experimentu byly vybrany koncentrace etanolu o 30,50 a 70 % a destilovana voda.
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Hodnoty byly vybrany na zéklad¢ experimentu Rami¢ a kol. [21]. Vysledné zprimérované
(n=9) hodnoty extrahovanych polyfenolt byly naméfeny mezi 320,0 £ 37,3
a1706,5 + 219,0 mggae/100 g DW a jsou zaznamenany v Tabulka 6 a Graf 5.

Data byla opét statisticky charakterizovana jako normalni (Shapiro-Wilkuv test, p > 0,05)
s homogennim rozptylem (Leveneho test, p > 0,05). Analyza rozptylu rozd¢lila koncentrace
do 4 skupin. V tomto ptipadé byla kazda hodnota pridélena do své vlastni skupiny ato
potvrzuje, ze rozpoustédlo ma vyznamny vliv na prubéh extrakce. Jako nejicinnéjsi
extrahovadlo se prokazal 50% etanol. Tento zavér je v souladu, S jiz zminovanymi vyzkumy
v ¢lancich autort Cuji¢ a kol. [20] a Rami¢ a kol. [21]. Pro planovany experiment byly jako
hrani¢ni hodnoty vybrany 30% (-1), protoZe vykazoval druhy nejvyssi extrakéni potencial,
a 50% etanol (+1).

Tabulka 6 Celkovy obsah polyfenoli pri sledovini viivu rozpoustédla ajejich rozdéleni podle
statistického rozptylu Tukeyho HSD testem (a, b, c, d)

stédlo .
ot otanolu] Coeewy[M0e/100 g DW]  min [Mgas/100 g DW]  max [/ 100 g DW]
0 320,0%+ 37,3 279,8 374,5
30 1044,4° + 76,3 954,3 1126,1
50 1706,5° + 219,0 1568,2 1959,0
70 618,19+ 141.4 436,9 867,4
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[©]
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——
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rozpoustédlo [% etanol]

Graf 5 Grafické zndzornéni vlivu rozpoustédla na celkovou koncentraci polyfenolii
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4.1.1.4. Vliv doby extrakce na celkovy obsah polyfenolii

Poslednim sledovanym faktorem byla doba extrakce v rozmezi od 30 do 1440 minut. Data
byla statisticky popsana Shapiro-Wilkovym testem normality (p > 0,05), Leveneho testem
homogenniho rozptylu (p > 0,05) a nasledn¢ Tukeyho HSD testem. Z tabulky priamérnych
hodnot (n=9) (Tabulka 7),Graf 6 a Tukeyho testu lze vyvodit zavér, ze doba extrakce nema na
celkovy obsah polyfenolti vyznamny vliv. Nicméng, mezi dobou extrakce 30 a 120 min, Ize
sledovat nartist koncentrace polyfenolti, proto byly jako hrani¢ni hodnoty pro planovany
experiment vybrany 30 min (-1) a 120 min (+1). Navic ma hodnota 120 min mensi odchylku
a da se tak fict, Ze namétené hodnoty jsou presn¢jsi, nez pro 90 min, které by se také nabizely.
Cuji¢ a kol. [20] ve svém experimentu pozorovali prvotni narist polyfenoltt (do 60. minuty)
a poté pouze pomaly proces extrakce, s nejvysSim obsahem polyfenold v 90. minuté [20].
Z vysledkt vyplyva, ze extrakce je pomérné rychla, coZ lze vysvétlit tim, Ze aronie byla
namleta na jemny prasek, tim padem byla plocha extrakce takika maximalni, a proto stacilo
pouze 30 minut na extrakci vétSiny latek. S delsi dobou macerace se vytézek prakticky
nemenil.

Tabulka 7 Celkovy obsah polyfenolii pri sledovani viivu doby extrakce a jejich rozdéleni podle
Statistického rozptylu Tukeyho HSD testem (?)

doba extrakce [Min]  Cpolytenoly[MJga/200 g DW]  min [Mggee/100 g DW] Q\j‘\’/‘][mggae/ 100
30 600,5°% 52,2 512.8 657,7
60 6392+ 89,4 570,5 7403
90 654,47+ 26,3 621,1 690,1
120 630,7°+ 9.4 614,6 636.4
180 655,3° 59,6 587,6 7303
240 690,34 43,5 631,9 737,0
360 660,0° 74,4 563,2 7246
600 653,0° 65,6 607,0 7478
1440 649,3°+ 44,3 593,3 697.4
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Graf 6 Grafické zndzornéni vlivu doby extrakce na celkovou koncentraci polyfenolii

4.1.2. Planovany experiment (DOE)

Po screeningu vstupnich faktorti byl v programu STATISTICA 13 vygenerovan planovany
experiment (DOE). Jako zavisla proménna byl zvolen celkovy obsah polyfenolickych latek,
méfeny metodou podle Folin-Ciocalteua.

V této praci byl vybran plny faktorovy design S poctem nezavislych proménnych (faktori)
k=4, jmenovité byl sledovan vliv teploty, navazky, koncentrace rozpoustédla (etanolu) a doby
macerace. Podet méfeni se vypoéita jako 2%, coz vtomto piipadé déla 2°, respektive 16
méfeni. K témto 16 méfenim byly pfidany 2 centralni body (oznaceny 0) pro minimalizaci
Sumu. Hranicni body jednotlivych faktori byly vybrany na zdklad¢ analyzy rozptylu
predbéznych méfeni (kap. 4.1.1) a jsou shrnuty v Tabulka 8. Vysledny experimentalni plan
zahrnoval 18 maceraci (viz Tabulka 9), které byly v nahodném potadi rozdéleny do dvou
blokli a samotné méfeni bylo provedeno ve dvou po sobé ndsledujicich dnech. Timto se mélo
ptredejit jakykoliv jinym vliviim (zejména prostiedi) pfi provadéni experimentu.

Z téchto vysledki byly vybrany statisticky nejvyhodnéjSi podminky macerace pro zisk
optimalniho extraktu. Postup pfipravy vzorku a samotné extrakce byly provedeny stejné jako
u ptedbéznych stanoveni.

Tabulka 8 Hranicni hodnoty jednotlivych faktori pro plny faktoridlni design

Faktor Spodni hladina (-1) Horni hladina (+1)
Navazka (na 50 ml) 5¢g 10¢g

Teplota macerace 30 °C 60 °C

Koncentrace etanolu 30 % 50 %

Doba macerace 30 min 120 min
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Hlavnim vystupem planovaného experimentu (DOE) je vliv jednotlivych faktor na vystupni
hodnotu — celkovy obsah polyfenolickych latek. Pozorované a piedpovidané hodnoty
(vypocitané algoritmem) jsou zapsany Vv Tabulka 9. Hodnoty jsou dale zobrazeny v Paretové
grafu (viz Graf 7), ktery zobrazuje nejen vliv jednotlivych faktort, ale i jejich vzajemné
kombinace.

Tabulka 9 Plinovany experiment 24 véetné pozorovanych a predpovidanych koncentraci
polyfenolickych latek

celkovy obsah polyfenolickych latek

navazka [g] teplota [°C] [MQga/100 g DW]

blok etanol [%] ¢as [min]

(na 50 ml)

pozorované predpovidané

1 30 (-1) 120 (1) 5(-1) 30 (-1) 1207,921 1044,288
1 50(1) 120 (1) 10(1) 30 (-1) 767,1234 875,710

1 50 (1) 30(-1) 5(-1) 30 (-1) 1143,176 1298,224
1 40(0) 75 (0) 7,5 (0) 45 (0) 1035,554 1088,580
1 30(1) 120 (1) 10(1) 60 (1) 1158,004 1082,922
1 30(1) 30(-1) 5(1) 60 (1) 1287,02 1258,398
1 50(1) 30(-1) 10(1) 60 (1) 609,4477 853,047

1 50 (1) 120 (1) 5(-1) 60 (1) 1276,513 1185,597
1 30(1) 30(-1) 10(1) 30 (-1) 939,572 1110,454
2 40(0) 75 (0) 7,5 (0) 45 (0) 876,8097 1088,580
2 30(-1) 30(-1) 5(1) 30 (-1) 1303,169 1243,215
2 50(1) 120 (1) 10(1) 60 (1) 972,3826 886,172

2 30(-1) 120(1) 5(-1) 60 (1) 1140,26 1326,270
2 50(1) 120(1) 5(-1) 30 (-1) 1103,296 1105,636
2 30(-1) 30(-1) 10 (1) 60 (1) 1204,642 1056,137
2 30(-1) 120 (1) 10(1) 30 (-1) 883,9333 870,440

2 50(1) 30(-1) 10 (1) 30 (-1) 1441,558 1109,384
2 50(1) 30(-1) 5(1) 60 (1) 1244,057 1111,386

Paretav graf (Graf 7) ukazal, Ze Zadny z faktor neni vyznamny — nepiesahuje Cervenou caru,
ktera zobrazuje uroven vyznamnost p < 0,05. Coz znamena, Ze zadny z faktori, nebo jejich
kombinace, nema na celkovy zisk polyfenolickych latek vyznamny vliv. Proto byly jako
optimalni podminky vybrany ty, které pii DOE experimentu déavaly nejvys$i obsah
polyfenolickych latek. Tyto podminky byly 50% etanol, 30 minut, 10 g na 50 ml a 30 °C
av Tabulka 9 jsou zvyraznény tuéné. Pfi tomto vybéru bylo piihlédnuto k vysledkim
predbéznych stanoveni, pii kterych 50% etanol vySel jako vyznamné nejlepsi rozpoustédlo.
Doba extrakce pfi screeningu nebyla vyznamna, a je tedy nasnad¢ vybrat tu nejkratsi, kdyz po
delsi dob¢ nedojde k vyrazné vys$im vytézkim. Navazky 5a10 g byly v pfedbéznych
stanovenich Tukyeho testem ptidéleny do stejné skupiny statistické vyznamnosti, ale navazka
10 g m¢la vyrazné mensi chybu (viz Graf 3).

V predbéznych stanovenich byl sice ziskdn vyznamné nejvyssi vytézek pii 60 °C, DOE ale
vyznamny vliv teploty nepotvrdil, a proto byla vybrana nizsi teplota 30 °C, ktera je zaroven
ekonomi¢téjsi. Cuji¢ akol. [20] dosli pomoci DOE k zavéru, ze z faktorti velikost ¢astic,
rizna rozpoustédla, navazka a doba extrakce, pouze Cas nema na extrakci vyznamny vliv
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a jejich vysledné optimalni podminky byly stanoveny na 50% etanol, ¢astice velikosti
0,75 mm a navazka v pomeru k rozpoustédlu 1:20.

Podminky optimalni extrakce byly vybrany na zéklad¢ predbéznych stanoveni a navazujiciho
vicefaktorového planovaného experimentu DOE a byly stanoveny na:

navazka: 10 g/ 50 ml

teplota: 30 °C

rozpoustédlo: 50% etanol

doba extrakce: 30 minut

Takto ziskany extrakt/macerat byl tedy vybran jako optimalni a jeho charakterizace je
uvedena v kapitole 4.4,

Navazka(3) -1,78723

24 1,103296

14 -,83542

Doba extrakce (2) -,685643

Rozpoustedlo(1) -,586149

34 -,287401

13 -,231899

23 -,169905

Teplota(4) ,1060479

12 ,026218

p=,05
Graf 7 Paretiv graf zobrazujici vyznamnost jednotlivych parametrii a jejich
kombinaci. Hladina spolehlivosti je nastavena na 95 %.

4.2. Hodnoceni extrakce stlacenou horkou vodou (PHWE)

Jako nekonvenéni metoda byla v této praci pouzita extrakce horkou vodou, ktera byla
provadéna na Ustavu analytické chemie AV CR v Brné. Pii této metodé byl zkouméan vliv
teploty na kvalitu extrakce a jako rozpoustédlo byla pouzita deionizovana voda. Pro stanoveni
optimalnich podminek byl extrakt charakterizovan opét pomoci Folin-Ciocalteua a tékavé
latky byly stanoveny pomoci HS-SPME-GC-MS.

Extrakce stlatenou vodou byla provedena ve dvou sériich experimentd a tentokrat byl
aplikovan jednoduchy ptistup OFAT. Vv prvni sérii byl zkouman vliv teploty na extrakci pii
fixni navazce a dob¢ extrakce. Teploty byly nastaveny od 40 do 180 °C s krokem 20 °C.
Z tohoto experimentu byla vybrana teplota, pii které¢ byla extrakce nejucinnéjsi a pii té se
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v druhém kole pokracovalo s porovnanim tii navazek (0,5; 0,75 a1 g) a s extrakei v cyklech.
Podminky extrakei jsou piehledné uvedeny v Tabulka 10.

Tabulka 10 Podminky extrakci stlacenou horkou vodou (testované faktory)

teplota navazka cykly
19 40 °C 120 °C 5 min 054 5 min/1 cyklus 6 cykla
5 min 60 °C 140 °C 15 MPa 0,75¢g 120 °C

15 MPa 80 °C 160 °C 120 °C 19
100 °C 180 °C

4.2.1. Stanoveni optimalni teploty pro PHWE

V prvnim kole experimentli byl zkoumam vliv teploty na zisk fenolickych latek. Extrakce
byla provedena deionizovnaou vodou pfi teplotach 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 a 180 °C.
Ziskané extrakty byly hodnoceny na zakladé celkového mnozstvi polyfenoli. U naméfenych
hodnot byl pro kazdou teplotu stanoven pramér (n=3), smérodatna odchylka a byly zobrazeny
v krabicovém grafu (viz Graf 8 a Tabulka 11). Data byla podle Shapiro-Wilkova testu
normalni (p >0,05). Koncentrace polyfenoli se pohybovala od 626,1 do 3135,7
MQgae/100 g DW a data byla rozdélena Tukeyho HSD testem do tii skupin, do jedné skupiny
(3) byly zatazeny teploty 40-100 °C, zbytek teplot 120-180 °C do skupiny ¢ a do skupiny ®
prinik obou skupin — teploty 60-140 °C.

Za optimalni teplotu bylo vybrano 120 °C (1653,9 + 310,1 mgg/100 g DW). Z vysledku je
sice patrné, ze nejvyssi obsah celkovych polyfenol byl pii 160 a 180 °C, ale bylo ptihlédnuto
k dalsim faktorim. Na obrazku (viz Obrazek 13) lze vidét, ze pii téchto vyssich teplotach uz
barva extraktu prechdzela z tmavé ¢ervené do hnédocervené barvy a samotné extrakty vonély
lehce po spaleniné. Protoze cilem této prace je ziskat idealni extrakt pro mozné zapracovani
do potravinaiského produktu, tyto senzorické vlastnosti by nebyly zadouci. Jako dalsi se
nabizela teplota 140 °C, ta ale také uz lehce nabyvala nahnédlou barvu a pfi statistickém
porovnani s teplotou 120 °C nevykazovala vyznamny rozdil. Z tohoto divodu byla nakonec
pro dalsi experimenty vybrana teplota 120 °C.

Tabulka 11 Celkovy obsah polyfenolii pro faktor teploty a jejich rozdéleni podle statistického rozptylu
Tukeyho HSD testem (3, ®, €

teplota [°C]  Cpolyfenoly[MQgae/100 g DW] min [MQga/100 g DW] max [Mgga/100 g DW]

40 683,5 + 82,2° 626,1 777,4

60 967,0 + 266,0% 746,1 1262,6
80 1173,9 + 240,1%° 986,1 1445,2
100 1038,3 + 122,3% 960,0 1179,1
120 1653,9 + 310,1" 1299,1 1873,0
140 1733,9 + 166,8"™ 1544,3 1857,4
160 2373,9 + 668,2° 1883,5 3135,7
180 2504,3 + 323,4° 2139,1 2754,8
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Graf 8 Grafické zndzorneéni viivu teploty pri PHWE na celkovy obsah polyfenolii

Obrazek 13 Extrakty ziskané metodou PHWE, 40-180 °C (zleva doprava).

4.2.2. Sledovani vlivu navazky pii PHWE

VIliv navazky na mnozstvi extrahovanych latek byl sledovan u navazek 0,59, 0,759 alg.
Data jsou podle Shapiro-Wilkova testu normalni (p >0,05) apodle Leveneho testu
homogenni (p > 0,05), diky tomu byla dale pouzita ANOVA. Po aplikaci Tukeyho HSD testu
na data vyslo, ze mezi navazkami neni vyznamny statisticky rozdil. Z tohoto se da vyvodit
zavér, ze pro PHWE extrakci by byla navazka 0,5 g dostate¢na. V Tabulka 12 jsou zazna-
menany priméry Koncentraci, které se pohybovaly od 1356,5 do 1653,9 mggse/100 g DW.

Tabulka 12 Celkovy obsah polyfenolii pro faktor navizky ajejich rozdéleni podle statistického
rozptylu Tukeyho HSD testem (%)

navazka|g] Cpolyfenoly[MQgae/100 g DW] min [Mggae/100 g DW] max [Mggae/100 g DW]
0,5 14435 + 230,1% 1189,6 1638,3
0,75 1356,5 + 393,52 1335,7 1760,0
1 1653,9 + 310,1% 1299,1 1873,0
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Graf 9 Grafické zndzorneéni celkového obsahu polyfenolii pri riiznych navizkach po PHWE

4.2.3. Porovnani extrakénich cykli

N¢ékolikandsobna extrakce se pouziva pro zjisténi, kolik extrakci jednoho vzorku umoziuje co
nejvyssi vyuziti jeho extrakéniho potencialu. Navazka 1 g byla extrahovana pi#i 120 °C v Sesti
cyklech po dvou minutach. Obsah polyfenolt v jednotlivych cyklech je zobrazen v Tabulka
13 a Graf 10 Sledovani vyznamnosti cyklické extrakce pti PHWE. Nejvyssi obsah polyfenoli
byl podle oéekavani naméfen v prvnim cyklu (1078,3 + 204,4 mgg./100 g DW) a nejnizsi
V poslednim, Sestém, cyklu (21,2 + 1,9 mgge/100 g DW).

Pro zhodnoceni toho, jestli se vyplati n€kolikanasobnou extrakci provadét, byla mnozstvi
polyfenolti postupné s¢itana a poté zhodnocena statistickymi metodami. U dat byla potvrzena
jak normalita, tak homogennost a po aplikaci Tukeyho HSD testu bylo zji§téno, ze mezi
kumulativnimi hodnotami neni statisticky vyznamny rozdil. N¢kolikanasobna extrakce tedy
V tomto piipadé neni vyznamna a staci provést pouze jeden cyklus.

Tabulka 13 Celkovy obsah polyfenolii vV jednotlivych cyklech a jejich rozdéleni podle statistického
rozptylu Tukeyho HSD testem (2, b)

cyklus [°C]  Cpolyfenoly[MQgae/ 100 g DW] min [MQga/100 g DW] max [Mgga/100 g DW]

1. 1078,3 + 204,42 855,7 1257,4
2. 144,7 + 45,9° 91,8 174,3
3. 107,5 +53,1° 68,9 168

4, 37,1+05" 36,6 375

5. 27,7+2,3" 25,9 30,3

6. 212+1,9 19,7 23,3
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Graf 10 Sledovani vyznamnosti cyklické extrakce pri PHWE

4.3.Stanoveni tékavych latek v PHWE extraktech pri riznych teplotach

Tékavé latky byly stanoveny metodou HS-SPME-GC-MS, identifikovany byly pomoci
hmotnostnich spekter a knihovny spekter a jejich obsah byl semikvantitativné stanoven na
zakladé plochy pikia. Podminky, za kterych byla analyza provadéna, jsou uvedeny
Vv experimentalni ¢asti (3.4.4). Uz podle barvy extraktu (viz Obrazek 13) bylo ziejmé, Ze
teplota ma na extrakci aronic pomoci PHWE zna¢ny vliv. v Graf 8 je zobrazeno celkové
mnozstvi polyfenolickych latek v extraktech pti danych teplotach, které stoupa se vzristajici
teplotou. Pfi stanoveni t€kavych latek se tento jev potvrdil, z chromatogramu pii 40 °C bylo
identifikovano 17 tékavych latek, ztoho pouze 6 s obsahem nad 0,5 % celkového obsahu.
Naproti tomu pii nejvyssi teploté 180 °C bylo identifikovano 91 sloucenin a z toho 27 nad
0,5 % obsahu. Pro teplotu 120 °C, kterd byla stanovena jako idealni pro extrakci pomoci
PHWE, bylo identifikovano 27 slou¢enin, z toho 19 nad 0,5 %. Vyssi teploty sice obsahovaly
vétsi pocet tekavych latek, tyto extrakty ale ptfechazely Vv zabarveni ze syté rudé do
cervenohnéd¢€ a extrakty vonély po spéalening. V této praci byly identifikované slouceniny
(nad 0,5 %) rozdéleny do piislusnych chemickych skupin a podle nich porovnany, co se poctu
a procentualniho zastoupeni tyce (viz Tabulka 14). Vzorovy chromatogram je uveden
v Ptiloha 1.

PHWE se pouziva zejména na relativné polarni bioaktivni slouceniny (polyfenolické latky).
Obvykle jsou parametry extrakce polyfenolickych latek nastaveny mezi 80-150 °C a doba
extrakce mezi 1-60 minutami. v mnoha vyzkumech (napt. Kim a kol. [47], Plaza a kol. [64]
[65]) bylo popséano, Ze vyssi teplota (nad 175 °C) je ptinosna pro antioxidacni aktivitu, tyto
prace ale vychazely pouze z vysledkl stanoveni antioxidacni aktivity a celkového obsahu
polyfenolli bez ptihlédnuti k dal§im faktorim, jako je naptiklad hnédnuti v dasledku
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degradace termolabilnich sloucenin [42]. Vyssi teplota zvySuje antioxidacni aktivitu tim, ze
dochazi ke vzniku novych slou€enin s antioxidacnimi vlastnostmi. Tyto slouceniny se tvofi
karamelizaci, Maillardovou reakci a termo-oxida¢nimi procesy [65] .Plaza akol. [42]
optimalizovali metodu PHWE pro extrakci flavonold s piihlédnutim k tomu, aby antioxidacni
aktivita byla co nejvyssi, ale hnédé zbarveni co nejmensi. Dosli k podminkam 120 °C po dobu
3 minut ataké pozorovali vznik novych sloucenin s antioxida¢ni kapacitou pii vys$Sich
teplotach [42] [64].

Optimalni podminky extrakce samoziejmé zavisi na zadané extrahované slouceniné. Pfi
extrakci antokyani, které jsou termolabilni, se teplota zpravidla nastavuje na nizsi teploty
mezi 80-120 °C [66]. Pii extrakci jak antokyand, tak flavonoli byla optimalni teplota
stanovena az na 140 °C [67]. Zadny z jmenovanych autori zatim nezkoumal vliv tlakové
extrakce na profil t€kavych latek.
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Tabulka 14 Tekavé slouceniny identifikované v PHWE extraktech p7i teplotach 40-180 °C, jejich procentudlni zastoupeni a prislusné retencni casy. Stopové

mnozstvi (st) <0,5 %.

seskviterpeny, L: laktony, M: monoterpeny, MA.: mastné alkoholy, S: seskviterpeny.

sk. — chemickd skupina, A: aldehydy, AC: aromaticky cyklus, E: estery, K: ketony, KM: kyslikaté monoterpeny, KS: kyslikaté

RT (min) slou¢enina 40 °C 60 °C 80 °C 100°C  120°C 140°C 160°C 180°C sk.
5,68 3-penten-2-on - - - - - 093% 080% 119% K
7,16 £0,01  hexanal st 065% - 090% 167% 128% 119% 083% A
8,43+0,01 trans-3-penten-2-on 380% 301% 462% 828% 1293% 1656% 21,17% 19,78% K
9,81+0,02 heptanal st - - st 091% 09 % 061% st A
12,62 +0,02 oktanal st - - st 092% 0,95% st st A
15,42+ 0,01 nonanal st 0,69% st 1,04% 248% 198% 183% 144% A
17,31 +0,01 isomenthon 499% 6,79% 874% 1069% 1220% 1168% 6,77% 4,95% KM
18,49 furfural - - - - - - 317% 1039% A
18,51 acetylfuran - - - - - - - 0,73% K
19,02+ 0,01 benzaldehyd 84,47 % 80,78% 77,17% 62,77% 48,16% 3597% 17,09% 10,85% A
19,69+ 0,01 menthyl acetat - - - - - - 053% 0,73% E
20,22 5-methyl-furfural - - - - - - - 1,11% A
20,53 levomenthol - st - 086% 0,73% 0,89% st st KM
21,27 +0,01 p-cyclocitral - - - - 087% 074% 065% 059% M
21,56 +0,01 p-menthan-1-ol 224% 216% 3,03% 381% 412% 349% 273% 207% KM
21,88 2-isopropyliden-3-methylhexa-3,5-dienal - - - - - - - 060% A
21,88 3-p-menthen-7-al - - - - 061% - - - KM
22,42 +0,01 estragol st 069% 111% 154% 206% 1,74% 129% 102% KM
23,23 isoleden - - - - - - - 057% S
23,54 o-muurolen - - - - - - st 069% S
23,94 +0,01 L-karvon 209% 264% 316% 342% 437% 25% 199% 135% KM
24,28 kadina-1(10)-4-dien - - - - - 261% 631% 659% S
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RT (min) slou¢enina 40 °C 60 °C 80 °C 100°C  120°C 140°C 160°C 180°C sk.
24,87 it,ﬁ;/?;;lr,]iigl-gﬁxahydro-l,6-d|methyl-4-(1-methyl- i i i i i 081% 164% AC
25,39 tridekan-2-on - - - 0,68% - - - - K
26,01 kalamenen - - - - - - 083% 159% S
26,34 +0,01 dihydro-3-methylen-5-methyl-2-furanon 062% 057% 078% 109% 185% 254% 236% 300% L
26,65 isoshyobunon - - - - 138% 894% 1311% 458% S
27,83 a-kalakoren - - - - - - st 0,72% S
28,28 B-ionon - - st st 0,70% 0,71% 063% 054% K
28,65+0,01 dodekanol - - - st 055% - - st MA
30,66 1-epi-kubenol - - - - - st 0,57% st KS
30,77 4,5,9,10-dehydro- isolongifolen - - - - - - - 152% KM
30,79 di-epi-1,10-kubenol - - - - - 065% 135% - AC
33,06 thymol - - - 058% 059% st - - KM
34,91 cypera-2,4-dien - - - - - 192% 376% 6,20% KS
36,27 £ 0,01 hexyl cinnamal - 1,72% 067% 073% 0,75% 050% st st A
36,92 9,10 dehydro- isolongifolen - - - - 059% - 055% 092% KM
Celkem 98,21% 99,70% 99,28% 96,39% 98,44% 97,59% 90,10% 86,19 %
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4.3.1. Zména sloZeni identifikovanych tékavych latek p¥i se vzristajici teplotou

Jak jiz bylo zminéno, pocet i obsah extrahovanych tékavych latek se lisil v zavislosti na
pouzité¢ teplot¢ pii PHWE (viz Tabulka 14). V této kapitole je diskutovano zastoupeni
jednotlivych skupin t€kavych latek, z pohledu poc¢tu a obsahu — viz grafy 11-13. V Graf 11 je
znazornén pocet jednotlivych identifikovanych latek podle chemické skupiny, obsah
jednotlivych skupin je zaznamenan v Graf 13 a jejich relativni obsah (pomér obsahu dané
skupiny ku celkovému obsahu identifikovanych tékavych latek v daném extraktu) v Graf 12.
Do grafii byly zahrnuty pouze slouceniny ve vétSim nez stopovém mnozstvi.

Z celkového obsahu tékavych latek bylo identifikovano nad stopové mnozstvi nejvice
99,70 % (pro 80 °C) anejméné 86,19 % pro teplotu 180 °C. V Tabulka 14 jsou jednotlivé
slouceniny vypsany.

Terpeny

Hlavni nartst poctu identifikovanych slou¢enin byl od teploty 120 °C a spocival zejména ve
zvySujicim se poctu aldehydu a terpenovych uhlovodikl. Seskviterpeny se Vv extraktech zacaly
objevovat az pii této teploté a byly identifikovany slouceniny isoshyobunon, kadina-1(10)-4-
dien, cypera-2,4-dien, a-muurolene a a-kalakoren a pouze pfi teploté 180 °C se vyskytujici
isoleden. Kyslikaté seskviterpeny byly ve vzorcich 140 a 160 °C, v obou se nachazel 1-epi-
kubenol a ve vyssi teploté navic di-epi-1,10-kubenol.

Z monoterpent byl identifikovan pouze B-cyclocitral ve vzorcich od 120 do 180 °C. Naopak
kyslikaté monoterpeny byly identifikovany ve vSech extraktech s minimalnim poctem pii
40 °C (3 slouceniny) a maximalnim pii teplotach 120 °C (9 sloucenin). Ve vSech byly
identifikovany isomenthon, L-karvon, p-menthan-1-ol a estragol (pfi teploté 40 °C pouze ve
st) ve vétSin€ extraktd se nachazel levomenthol, P#i teplotach 100 a 120 °C byl navic
identifikovan thymol, dalsi terpeny jsou vyjmenovany v Tabulka 14.

V teplotaich 160 a 180 °C byl identifikovan jediny ester (zaroven monocyklicky terpen)
menthylacetat. Levomenthol, isomenthon a menthylacetat jsou piibuznymi slou¢eninami
mentholu. Menthol je senzoricky aktivni latka s ptichuti a viini peprmintu, ktera se pouziva
jako ochucovadlo v potravinairskych a farmaceutickych vyrobcich [68].

Co se tyce relativniho obsahu terpent (viz), ty tvofily nejmensi ¢ast vSech sloucenin pfti
teploté 40 °C — necelych 10 % a nejvétsi pii teploté 160 °C — 44 %.

Aldehydy

Pocet aldehydu byl vrozmezi od 1 do 6. Nejvyznamnéjsi slouceninou byl v extraktech
identifikovan benzaldehyd, ktery byl =zastoupen Vkazdém vzorku ve vyrazn€ vyssi
koncentraci nez jakakoliv jina sloucenina, a s teplotou jeho koncentrace klesala. Ve 40 °C
tvotil az 84,47 %, dale jeho koncentrace klesala a pfi 180 °C tvofil 10,85 %. Tento trend je
mozné vysvétlit tim, Ze pfi 180 °C bylo celkové identifikovano piiblizné 5x vice sloucenin
a zaroven mohlo dochazet k jeho degradaci. Z Graf 12 lze vy¢ist, ze relativni obsah aldehydt
klesal se zvySujicim se poctem identifikovanych slou¢enin. Benzaldehyd je aromatickou
slouc¢eninou, ktera ma hoikou mandlovou chut' apouziva se Vchemickém primyslu na
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vyrobu anilinovych barev, parfémt, ochucovadel i jako denaturant v kosmetice [68]. Dalsi
identifikované aldehydy byly hexanal a nonanal, pfitomné ve vSech vzorcich kromé& 40
a 80 °C. Heptanal byl identifikovan pfi teplotach 60 °C a 120-160 °C, ve vétSin¢ vzorki (60-
140 °C) se nachazel hexyl cinnamal. Ve dvou nejvyssich teplotach se navic vyskytoval
furfural, ktery se tvoii Maillardovou reakci @ ma velmi pronikavy pach [68]. Ten byl nejspis
jednim z divodi, pro¢ tyto extrakty vonély po spalenin€. Ostatni aldehydy se pak vyskytovaly
vzdy pouze jednotlivée.

Ketony

Nartst ketoni byl z 1 (teploty 40-80 °C) na 2 pro teploty 100-160 °C a pro nejvyssi teplotu
byly identifikovany 3 slouceniny skupiny ketont. Ketony tvofily Vv relativnim zastoupeni
skupin od 3 % (60 °C) do necelych 26 % (180 °C). Ve vsech vzorcich byl pfitomen trans-3-
penten-2-on. V teploté 100 °C byl jako Vv jediné identifikovan tridecan-2-on, od 120 do
180 °C byl idenfitikovan B-ionon. Jako tieti keton byl piiteploté 180 °C identifikovan
acetylfuran (methylovany keton). Acetylfuran je senzoricky aktivni sloucenina, kterou lze
najit v mnoha ovocnych potravinach a napojich, jako napiiklad v alkoholickych napojich,
vafenych jablkach, hroznovém ving, jahodach a aroma tvoii v mnoha dalsich [68]. Jako jediny
alkohol byl identifikovan mastny alkohol dodecylalkohol v teploté pii 120 °C. Naopak ve
vsech extraktech byl identifikovan lakton dihydro-3-methylen-5-methyl-2-furanon.
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Graf 11 Grafické porovnadni zastoupeni jednotlivych skupin (s obsahem > st) v PHWE extraktech a jejich
rozdelent do prislusnych skupin.
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Graf 13 Obsah jednotlivych identifikovanych skupin v PHWE extraktech pri teplotach 40-180 °C
(s obsahem > st).
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Graf 12 Relativni obsah jednotlivych identifikovanych skupin v PHWE extraktech pri teplotdch 40-180 °C
(s obsahem > st).
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4.4. Charakterizace optimalniho extraktu

Pti metodé¢ PHWE se prokézalo, ze se voda za ur¢itych podminek chova jako rozpoustédlo
stejné ucinné jako 50% etanol. Vyuziti vody jako levného a ,zeleného* rozpoustédla je
patrony se vejde pouze omezené mnozstvi vzorku, ptiprava je delsi a zvétSeni obejmu procesu
je z divodu pozadavku na udrZeni vysokého tlaku drahy.

Macerace byla pfti stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek v ramci smérodatnych
odchylek srovnatelna s metodou PHWE, navic je jednoducha a levna, proto byla vybrana jako
vhodnéjsi pro zisk ,,optimalniho* extraktu. Extrakt ziskany za podminek uvedenych v kapitole
4.1.2. byl charakterizovan z hlediska obsahu polyfenold, antokyanti a antioxida¢ni aktivity,
a tékavych latek.

4.4.1. Celkovy obsah polyfenoli, antokyanii a antioxida¢ni aktivita

Celkovy obsah bioaktivnich latek v bobulich aronie zavisi na odrid¢, podminkéch kultivace
(ptda, vlhkost, slune¢ni svit a dalsi) a také na typu vzorku — jestli jde o stanoveni Vv Cerstvych
bobulich, aroniové §tave, vyliscich nebo Vv susenych bobulich [23], jako vtomto piipadé.
Proto se naméfené hodnoty Vv riznych studiich velmi li$i. V nasledujici Tabulka 15 jsou
vysledné hodnoty piehledn¢ zaznamenany.

Tabulka 15 Vyslednd charakterizace optimadlniho extraktu, TP — celkovy obsah polyfenolickych latek,
TA — celkovy obsah antokyanui, ABTS — celkova antioxidacni aktivita

TP  1441,56 + 90 mg/100 g DW
TA 943 % 8,35mg/100 g DW
ABTS 24 + 0,09 umolTE/g

Celkovy obsah polyfenolu

Celkovy obsah polyfenoli byl v této praci pouzivan jako rychla metoda stanoveni Gi¢innosti
extrakce. Podle ¢lanku, které studovaly celkovy obsah polyfenoli v susenych bobulich aronie,
je jejich koncentrace v rozmezi od 719 do 8192 mg/ 100 g DW. Ke spodni hodnoté dosli
Jakobek a kol. [19], ktefi analyzovali n¢kolik druhti bobulovitych plodti a mezi nimi také
aronii. Plody byly v ¢erstvém stavu zmrazené az do samotné analyzy, ktera byla provedena
HPLC. Hudec a kol. [26] stanovili celkovou koncentraci polyfenolickych latek na 3760 mg/
100 g DW, coz byl primér mezi 60 analyzovanymi vzorky. Jednu z nejvysSich hodnot
zaznamenal Oszmianski a Wojdylo [23], ktefi ve vyliscich aronie uréili az 8192 mg/ 100 g
DW, naopak vestavé stanovili jako pramérnou koncentraci celkovych polyfenold
1578,79 mg/100 g DW. V nasem optimalnim extraktu bylo stanoveno celkové mnozstvi
polyfenolickych latek na 1441,56 + 90 mg/100 g DW (viz Tabulka 15), coz je hodnota
v ramci koncentraci danych literaturou.

Celkovy obsah antokyanii

Celkovy obsah antokyanti byl stanoven pomoci pH diferencidlni metody. Primérny obsah
antokyana v aronii je podle Kulling a kol. [2] pfi vyjadfeni pro ¢erstvou vahu (FW) mezi 307-
1480 mg/ 100 g a pro suchou vahu (DW) mezi 770-1959 mg/ 100 g. Z toho jmenovité Hudec
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a kol. [26] stanovili primérny obsah na 641 mg/ 100 g, Jakobek a kol. [19] stanovili celkovy
obsah antokyani na 357 mg/ 100 g a Wu akol. [29] na 1480 mg/ 100 g FW. V nasem
optimalnim extraktu byl celkovy obsah antokyant stanoven na 943 + 8,35 mg/100 g DW (viz
Tabulka 15), tato hodnota je v ramci rozmezi hodnot danych literaturou.

Antioxidacni aktivita

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena pomoci metody pouzivajici ABTS. Jeji vyhodou oproti
ostatnim metodam (DPPH, ORAC a FRAP) je, Ze je velmi rychla, mize se aplikovat na
Siroké rozpéti pH a analyzuje jak hydrofilni, tak lipofilni slou¢eniny. Metoda DPPH je taktéz
rychla, a navic velmi levnd, ale hlavni nevyhodou je, Ze pouZiti se omezuje pouze na lipofilni
antioxidanty a zaroven je omezeno uUzkym rozpétim pH. Hlavni nevyhodou ABTS je, Ze
reakce je rychld, ale zaroven je velmi citlivd na reakéni dobu a je nutné kazdy experiment
peclivé Casovat. Jinak mize dochazet k nepresnym vysledkim. Dal$i nevyhodou je nutnost
pracovat v temném prostiedi, protoze radikal ABTSe<* je citlivy na svétlo a rychle se rozklada
[25].

V literatufe je antioxidacni aktivita zaznamenana V rozmezi 65-70 umolTE/ml v aroniové
Staveé [2]. Stanoveni pomoci ABTS provedli i Oszmianski a Wojdylo, ktefi aktivitu stanovili
na 31,4-77,9 umolTE/g [23] aJakobek akol. na 79 umolITE/g [19]. V této praci byla
antioxida¢ni aktivita pomoci ABTS stanovena na 24 +0,09 umolTE/g. Nase naméfena
hodnota je nizsi, nejspis z toho dtivodu, Ze vySe zminéni autofi ve svém vyzkumu pro extrakci
antioxida¢nich sloufenin pouzili metanol [19] [23]. Metanol je sice ucinngj$im
extrahovadlem, ale neni GRAS (Generally Recognized As Safe) latkou, takze Vramci
potravinaiského vyzkumu neni jeho pouziti mozné.

4.4.2. Tékavé latky v optimalnim extraktu

Aronie je velmi aromaticka rostlina. V Cerstvém stavu ma vyrazné charakteristické vlastnosti,
zejména co se tyCe chuti. Stejné jako V pifipadé extraktt ziskanych PHWE, byly 1 zde
sledovany tékavé latky.

Ziskany optimalni extrakt a susena aronie, ze které se ptipravoval, byly analyzovany pomoci
HS-SPME-GC-MS. Podminky analyzy jsou uvedeny V experimentalni ¢asti (kap. 3.4.4).
V optimalnim extraktu bylo identifikovano 40 sloucenin, ale pouze 26 s obsahem vy$$im nez
stopové mnozstvi (st <0,5%). V susenych bobulich aronie (SB) bylo identifikovano 50
slouéenin a z nich pouze 16 nad stopové mnozstvi. V nasledujici tabulce (Tabulka 16) je
optimalni extrakt porovnan se suSenou aronii av Graf 14 je pfimé srovnani jednotlivych
skupin. Celkov¢ bylo identifikovano 84,94 % obsahu susenych bobuli a 95,19 % optimalniho
extraktu s obsahem vys$§im neZ stopové mnozstvi, tzn. vyssi nez 0,5 %. Pii porovnani vyslo,
7ze 5 slouéenin se vyskytuje v obou formach aronie s vy$§im obsahem, nez je stopové
mnozstvi. Témito slouCeninami jsou hexanal, trans-3-penten-2-on, D-limonen, karvon
a dihydro-3-methylen-5-methyl-2-furanon.

54



Tabulka 16 Tekavé Slouceniny identifikované Vv optimalnim extraktu av suSenych bobulich aronie,
Jejich procentualni zastoupeni @ prislusné retencni casy. Stopové mnozstvi (st) < 0,5 %.

RT . . optimalni  suSené .

(min) UGS extrakt bobule Sl

4,12  etanol - 1,50 % alkoholy

7,29  hexanal 0,67 % 1,26 % aldehydy

8,14  2-pentanol - 0,86 % alkoholy

8,49  trans-3-penten-2-on 5,48 % 40,73 % ketony

9,17  dimethyl chloroacetal 0,50 % - estery

9,83  methyl hexanoat 21,37 % - estery

10,34 D-limonen 0,72 % 1,33% monoterpeny
10,57 eukalyptol - 0,76 % monoterpeny
13,04 acetoin - 1,20 % ketony

11,04 ethyl hexanoat 1,03 % - estery

12,52 methyl heptanoat 0,66 % - estery

15,24  methyl oktanoat 5,52 % - estery

15,98 nonanal 3,06 % st aldehydy

16,37 ethyl oktanoat 0,71 % - estery

17,25 4-hydroxy-2-pentanon 1,24 % - ketony

17,81 kyselina octova - 2,38 % organicka kyselina
18,02 isomenthon - 15,18 %  kyslikové monoterpeny
17,47 furfural 1,47 % - aldehydy

17,77 2-ethyl-1-hexanol 2,00 % - alkoholy

19,51 (+)-2-bornanon 0,64 % ketony

19,83 benzaldehyd 32,25 % st aldehydy

19,93 [R-(R*,R*)]-2,3-butandiol - 2,77 % alkoholy

20,03 linalool - 1,72 % kyslikové monoterpeny
21,53 E;g‘ke)tr:g!;'éﬁ'mahy'e”‘e”y')' 2,17 % i ketony

21,65 4-hydroxy-butyrat 0,74 % - mastna kyselina
22,51 levomenthol - 451 % kyslikové monoterpeny
22,69 butyrolakton 1,33 % laktony

25,11 (-)-karvon 1,93 % 3,58 % monoterpeny
27,70 ?J?;’ggg'&methy'e”e's'methy"z' 7,01 % 623% laktony

26,46 kapronova kyselina 0,70 % - mastna kyselina
27,00 benzylalkohol 1,95 % - alkoholy

27,73 fenylethanol 0,52 % st alkoholy

28,25 B-lonone 0,74 % st ketony

30,79 kyselina kaprylova 0,65 % - mastna kyselina
33,02 thymol 0,52 % - monoterpeny
36,23 hexyl cinnamal 0,86 % - aldehydy
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RT optimalni  suSené

(min) slouCenina extrakt bobule Sl
40,26 decyl dekanoat 0,72 % - estery
Celkem 95,19 % 84,94 %
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® suiené bobule optimalni extrakt

Graf 14 Grafické porovndni sloucenin V optimdlnim extraktu a susenych bobulich

Aromatické slouCeniny aronie se tvofi nejen V procesu zrani, ale také enzymatickou degradaci
zakladnich slozek, zejména mastnych kyselin [12]. Z toho vychazi, ze nejvice zastoupenymi
slouceninami byly aldehydy, ketony a estery. Dale degradaci mastnych kyselin vznikaji
alkoholy, ty ale dohromady tvofily necelych 10 % vSech zastoupenych sloucenin (viz Graf
14), nejvice zastoupenym alkoholem byl 2-ethyl-1-hexanol (2 % v optimalnim extraktu)
a 2,3-buten-diol (2,77 % v susenych bobulich). Nejvice byly zastoupeny ketony, slou¢eniny
trans-3-penten-2-on Vv susenych bobulich tvotily az 40,73 % a v optimalnim extraktu 5,48 %.
Dalsimi ketony byly acetoin, 2-bornanon, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)- cyklohexanon a -
ionon. Acetoin a 3-penten-2-on byly identifikovany i v praci Kraujalyte a kol. [12]. Estery
byly identifikovany pouze v etanolovém extraktu a byly to methyl hexanoat, methyl oktanoat,
ethyl hexanoat, ethyl oktanoat, methyl heptanoat a decyl dekanoat. Methyl a ethyl hexanoat
byly identifikovany i v praci Kraujalyte a kol. [12].

Aldehydy byly druhou nejvétsi skupinou, dohromady jak v extraktu, tak bobulich tvofily
téméf 40 % veskerého obsahu. Benzaldehyd je s 3-penten-2-onem stanovovan jako hlavni
tékava slozka v mnoha studiich, k podobnym zavérim dosli Kraujalyte a kol. [12], Butorova
a kol. [13], Romani a kol. [69] a dalsi. V optimalnim extraktu tvofil 32,25 %, ale Vv suSené
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aronii byl pouze ve stopovém mnozstvi. Benzaldehyd se varonii formuje degradaci
aminokyselin a kyanogennich prekurzoru [12].

Monoterpeny a kyslikové monoterpeny pievazovaly V bobulich aronie. Terpenoidy jsou
syntetizovany V rostlin¢ z izoprenoidovych jednotek. Prekurzorem monoterpenoida se zda byt
methylerythritol [12]. Z monoterpenti tvofily nejvétsi ¢ast isomenthon (15,18 % v SB)
a levomentol (4,51 % v SB), pfibuzné slouc¢eniny mentholu. V obou formach se vysytoval D-
limonen a karvon, v optimalnim extraktu byl nejvice pravé karvon (1,93 %).

Z ostatnich slou¢enin byly dale zastoupeny 2 laktony — butyrolakton a dihydro-3-methylene-
5-methyl-2-furanon, oba se vyskytovaly vsusenych bobulich (6,23 % al,29 %),
Vv optimalnim extraktu byl pouze druhy jmenovany vobsahu 7,01 %. ana zavér byla
Vv optimalnim extraktu jedna mastna kyselina — Kyselina kaprylova a v suSenych bobulich
kyselina octova. Kyselina octova byla také identifikovana v praci Kraujalyte a kol. [12].
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5. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo nalézt optimdlni metodu extrakce susené aronie a vysledny
extrakt komplexné charakterizovat. Vzorek aronie byl zakoupen z bézného internetového
obchodu. Optimalizace byla zalozena na maximalni extrakci bioaktivnich sloucenin —
polyfenoll a charakterizace navic zahrnovala celkovy obsah antokyanovych barviv, stanoveni
antioxidacni aktivity a t€kavych latek.

Pti vybéru typu extrakce byly srovnany metody klasické macerace a moderni techniky
PHWE. Pro zisk optimalniho extraktu byla vybrana macerace, protoze jeji G¢innost vV ramci
extrakce polyfenolickych latek byla srovnatelna s PHWE a zarovenn byla vyhodnéjsi hlavné
z pohledu jednoduchosti a ceny. Pfi maceraci neni potfeba specialniho zatizeni, vzorky se
velmi snadno pfipravuji a lze ji provést prakticky v jakékoliv laboratofi i pfip. V praktickém
provozu. Vyhodou PHWE je, Ze doba extrakce je vyrazné niz$i a jako rozpoustédlo se
osvédcila Cista voda jako srovnatelna s 50 % etanolem.

Metoda PHWE byla provedena na Ustavu analytické chemie AV CR v Brn&. Extrakce
pomoci PHWE byla dale vyuzita pro identifikace tékavych latek extrahovanych pfi teplotach
40-180 °C. Pocet identifikovanych latek stoupal se zvySujici se teplotou. Pfi vSech teplotach
byly identifikovany trans-3-penten-2-on, nonanal, isomenthon, benzaldehyd, p-menthan-1-ol,
estragol, L-karvon, dihydro-3-methylen-5-methyl-2-furanon a hexyl cinnamal. Jako idealni
podminky pro PHWE extrakci byla stanovena teplota 120 °C, navazka 0,59 (do 11 ml
patrony) a extrakce v pouze jednom cyklu.

Podminky macerace byly navrZzeny statistickou metodou planovaného experimentu.
Vystupem tohoto experimentu bylo, ze Zadny ze zkoumanych faktort (navazka, rozpoustédlo,
doba extrakce ateplota) nema samostatné ani vV kombinaci statisticky vyznamny vliv na
uc¢innost extrakce. Jako optimalni podminky byly vybrany ty, které¢ v DOE vysly s nejvétSim
vynosem celkovych polyfenolt, tj. navazka 10 g/ 50 ml, teplota 30 °C, rozpoustédlo 50%
etanol, doba extrakce 30 minut. Obsah polyfenolu Vv takto ziskaném extraktu byl stanoven na
1441,56 + 90 mg/100 g DW, dale byl v extraktu stanoven celkovy obsah antokyanti pomoci
pH diferencialni metody na 943 + 8,35 mg/100 g DW. Tyto hodnoty se shodovaly se
studovanou literaturou. Antioxida¢ni aktivita byla v extraktu stanovena pomoci metody ABTS
na 24 + 0,09 umolTE/g, tato hodnota byla nizsi nez v literatufe, moznym diivodem je pouziti
jiného rozpoustédla. Na zavér byly v extraktu a susenych bobulich stanoveny tékavé latky, ze
kterych v optimalnim extraktu nejvétsi mnozstvi tvofil methyl hexanoat a benzaldehyd.

Vzhledem k tomu, Ze zadny z faktort, zkoumanych v této praci, nemél podle DOE vyznamny
vliv na uc¢innost extrakce, vV navazujicich experimentech bude zkouman vliv dalsich faktoru,
napf. Cerstvy material, velikost ¢astic aj.
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7. POUZITE ZKRATKY

ABTS — 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

DPPH — 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical

DW — dry weight, sucha vaha

FW — fresh weight, Cerstva vaha

GA — gallic acid, kyselina gallova

GAE - gallic acid equivalents, ekvivalent kyseliny gallové

GRAS — Generally Recognised As Safe, Vseobecné povazovan za bezpe¢ny

HPLC — high performance liquid chromatography, vysokoucinna kapalinova chromatografie
MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

ORAC - oxygen radical absorbance capacity, kapacita zhaseni kyslikového radikalu

PLE — pressurized liquid extraction, extrakce tlakovanou kapalinou

SFE- supercritical fluid extraction, superkriticka fluidni extrakce

TA — total anthocyanin content, celkovy obsah antokyaninti

TEAC — Trolox equivalent antioxidant capacity, ekvivalent antioxida¢ni kapacity Troloxu
TE — Trolox equivalent, ekvivalent Troloxu

TP —total phenolic content, celkovy obsah polyfenold

UAE — ultrasound assisted extraction, ultrazvukova extrakce
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8. PRILOHY

Priloha 1 Chromatogram tekavych latek v PHWE extraktu pri teploté 180 °C; identifikace sloucenin viz Tabulka 14.
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