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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyrobou koncentratu z extraktu bezovych slupek (bez cerny,
Sambucus nigra L.) astanovenim zakladnich chemickych charakteristik v tomto produktu.

Teoretickd ¢ast pojednava o botanické charakteristice bezu ¢erného a jeho ploda. Dale je
zde shrnuta charakteristika fenolickych latek, pfedev§im anthokyant, vyuziti téchto
piirodnich barviv Vv potravinaistvi a moznost jejich extrakce z bezovych slupek a nasledna
vyroba koncentratu. Dale jsou popsany metody stanoveni anthokyanovych barviv
afenolickych latek.

V experimentalni ¢asti byl nejprve optimalizovan postup vyroby extraktu z bezovych
slupek, které po vylisovani stavy obsahuji stale dostate¢né mnozstvi anthokyanovych barviv.
Jako nejvhodnéjsi postup byla zvolena piiprava extraktu bezovych slupek pomoci
rozpoustédla o slozeni 1:1 ethanol/voda (V/V) v poméru vylisky/rozpoustédlo 1:2 (m/V).

Nasledné byl pfipraveny extrakt zahustovan. Béhem koncentrace na vakuové odparce byla
pozorovana degradace barviv. Degradace byla nizs§i pfi pouziti nizSich teplot odpafovani.
Vysledny koncentrat byl ziskan zakoncentrovanim extraktu na vakuové odparce pii 45 °C po
dobu 15 minut. Tento produkt mél 7krat mensi objem nez vychozi extrakt.

Finalni koncentrat byl charakterizovan stanovenim jeho vybranych chemickych vlastnosti.
Metodou HPLC byly stanoveny majoritni pigmenty: kyanidin-3-sambubiosid (C3S)
akyanidin-3-glukosid (C3G). Jejich celkovy obsah byl 34,9 g-I"! koncentratu. Celkovy obsah
anthokyanti v koncentratu stanoveny pH-diferencialni metodou jako ekvivalent kyanidu-3-
glukosidu ¢inil 7,1 g-I"t. Dale byl Folin-Ciocalteuovou metodou stanoven obsah fenolickych
latek: 27,1 gl1?, jako ekvivalent kyseliny gallové. Pomoci elektronové paramagnetické
rezonance byla pozorovana zvySujici se antioxida¢ni aktivita bezového extraktu pii zvySujici
koncentraci anthokyand. Celkem az 42 rGznych aromatickych latek bylo identifikovano
metodou GC-MS-SPME v bezovych vyliscich a v extraktu a koncentratu z téchto vylisku.

KLICOVA SLOVA

Vylisky bezu ¢erného (Sambucus nigra L.), extrakce barviv, celkové anthokyany, celkové
fenolické latky, aromaticky aktivni latky, celkova antioxidac¢ni aktivita



ABSTRACT

This Diploma thesis deals with the production of the concentrate from the Elderberry marc
extract (Sambucus nigra L.). The basic chemica characteristics in this concentrate were
determined.

The theoretical part of the thesis deal with the botanic characteristic of the Elderberry and
its berries. The characteristic of the phenolic compounds, mainly anhocyanins was
summarized. The use of the anthocyanin pigments in the food industry, the possibilities of
their extraction and the concentrate production was discussed. Thereafter the methods of the
anthocyanin content and the phenolic content determination were described.

In the experimental part of study, the production of the anthocyanin rich extract from
Elderberry marc was optimized. The extraction of the marc by the 1:1 ethanol/water (V/V)
solvent with the ratio marc/solvent 1:2 (w/V) showed the most convenient.

The production of the concentrate followed. During the concentration on the rotary
evaporator the pigment degradation was investigated. The degradation decreased with the
decrease of the temperature. The final concentrate was prepared from the extract on the rotary
evaporator by 45 °C for 15 minutes. This product had the 7times lower volume compared to
theinitial extract.

In the final concentrate come of the chemical characteristic were determined. By liquid
chromatography (HPLC) the major pigments cyanidin-3-sambubiosid and cyanidin-3-
glucosid were determined. Their total content was determined to 34,9 gl The total
anthocyanin content was determined by pH differential method to 7,1 g/I* (expressed as
cyanidin-3-glucoside equivalent). The total phenolic content was determined to 27,1 g-1?
(expressed as galic acid equivalent) by Folin-Ciocalteu method. By electron paramagnetic
resonance the increase in antioxidant activity with the increase in concentration was found.
Up to 42 aromatic compounds was determined in Elderberry marc, its extract and the final
concentrate.

KEY WORDS

Elderberry pomace (Sambucus nigra L.), extraction of pigments, total anthocyanins, total
phenolics, aromatic active compounds, total antioxidant activity.
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UvVOD

Plody bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) jsou bohatym zdrojem fenolickych latek, kterym je
dnes v mnoha studiich v€novana pozornost. Jednim z divodu je, Ze jsou témto latkam
pfisuzovany antioxida¢ni vlastnosti. Mezi fenolické¢ latky patfi, mimo jiné, skupina
anthokyanovych pigmentt. Tyto latky jsou zodpovédné za Cerno-fialové zbarveni bezovych
plodi. Anthokyany jsou v potravinaiském primyslu vyuzivany jako barviva. Diky svému
ptirodnimu ptivodu jsou tak Casto preferovana spotiebiteli, pred barvivy syntetickymi. Dal$im
faktorem je pozitivni vliv anthokyanovych barviv na lidské zdravi.

Bezova st'ava, vyuzivana jako soucast potravin, ptfedevsim pro svoji vysokou barvivost, je
ziskdvana z bezinek lisovanim. Jako vedlejsi produkt této vyroby tak vznikaji vylisky, které
stale obsahuji velky podil barviv. Proto je v zajmu producenti §t'avy promeénit tento vedlejsi
produkt ve vyuzitelny zdroj pfirodniho barviva. Toho lze docilit extrakci vhodnymi
potravinarskymi rozpoustédly.

Cilem této prace bylo vytvofit postup pro u¢innou extrakei anthokyanli z bezovych slupek
apro naslednou vyrobu koncentratu pomoci vakuové odparky.

Népln této prace byla formovana na zaklad¢ spoluprace se zadavatelem a postupy byly
uzpisobeny jeho pozadavkiim a moznostem.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Bez ¢erny

Bez cerny (Sambucus nigra L.), je opadavy ket a vzacnéji strom vyrlstajici do vysky az
6 metrii. Vétve maji Sedozelenou az Sedohnédou rozpraskanou kiru a uvnitt bilou dfen.
Z vétvicek bezu vyrustaji slozené lichozpefené listy se dvéma ¢i tfemi jafmy. Jafma tvofi
dvojice podlouhle vej¢itych listkd, jez jsou na okraji nestejné pilovité a 5-10 cm dlouhé.
Drobné smetanové bilé kvéty se zlutymi praSniky tvoii bohaté ploché vrcholiky. Kazdy ket
muze ro¢n¢ vyplodit az 15 kg plodi, které rostou v trsech a fadime je mezi bobulovité ovoce.
Jsou to kulaté peckovicky rozméru 6-8 mm, ktera obsahujici tfi semena. Zralé jsou Cerno-
fialové az ¢erné s purpurové Cervenou Stavnatou duzinou. Obdobi sklizné plodd nastava od
poloviny srpna do poloviny zafi. [1] [2]

1.1.1 Taxonomické zaFazeni bezu ¢erného [3]

Rige: rostliny (Plantae)

Podiise: cévnaté rostliny (Tracheobiota)
Nadoddéleni: semenné rostliny (Spermatophyta)
Oddéleni: rostliny krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: niz$i dvoudeélozné rostliny (Magnoliopsida)
Podtrida: Asteridae

Rad: Stétkotvaré (Dipsacal es)

Celed”: zimolezovité (Caprifoliaceae)

Rod: bez (Sambucus L.)

Druh: bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

1.1.2 Vyskyt bezu ¢erného

Cerny bez ma sviij ptivod v Evropé. Postupem &asu se viak rozsitil po celém svété a jeho
dne$ni izemi vyskytu je rozsahlé a rozprostira se mimo Evropu také v Australii, Jizni
Americe, v zapadni a stfedni Asii ¢i v Severni Africe. [4]

Bez Cerny ptirozené roste na stranich, mezich, rumistich, podél cest a potokti, na okrajich
lesti, v kifovinach a parcich. Je také velmi hojny u zdi, plotl a staveni, dokonce 1 na skladkach
akompostech ¢i podél sloupt elektrického vedeni. Je nenaroény na pudni prostiedi, mimo
zastinénych stanovis§t’ se mu dafi témét vSude. Snasi zneciSténé ovzdusi a bézné roste 1 na
chudych a devastovanych ptidach a dobfe snasi vyssi obsah dusiku v ptid¢, ktery mu dokonce
prospiva. Ptes to vSe jsou vSak idealni podminky pro jeho rist kypré a vlhké humozni ptdy.

[2] [3]

1.1.3 Péstovani Slechténych odrud bezu ¢erného

Zvysujici se zajem o potravindiské vyuZiti bezu ¢erného vedl na konci 20. stoleti k poc¢atkliim
kulturniho péstovani této rostliny. Do té doby byly bézZnym zdrojem pro vyrobu §t'av bobule
Z volné rostoucich ketti. Nejvétsimi evropskymi producenty ploda vyslechténych odrid jsou
dnes Rakousko, Némecko, Dansko, Nizozemi a Svédsko. Bezové plantaze lze ale nalézt také
ve Svycarsku, Italii, Polsku, Velké Britanii &i v severnim Portugalsku. [4]



Bez Cerny, jemuz je vénovana tato prace, ma mnoho kulturnich odrtid. Je to napt. Albida,
Alless, Aurea, Bohatka, Dana, Haschberg, Heidegg 13, Korser, Mammut, Pregarten, Riese
aus VopPloch, Sambo, Sambu, Samdal, Sampo, Samyl a Weihenstephan. Pfiblizn¢ pted deseti
lety vznikly prvni bezové sady také v CR.

1.1.4 Vyuziti bezu ¢erného v potravinarstvi

Po sklizni mohou byt plody bezu konzumovany v Cerstvé nebo susené form¢, zamrazeny pro
vyrobu zmrzlin €1 zpracovavany za ucelem produkce $t'dv, nektarii, vin, dZemil, marmelad,
sirupt, likért, ¢aje a kompotu. Jelikoz je bezova §tava vyznamnym zdrojem barviv, je také
mozné ji pouzit pro barveni dzust z jiného ovoce a k barveni dalSich vyrobki, nejéastéji
cukrovinek.

Obrazek 1: Plody bezu ¢erného [6]

Drobné plody, jako i bez Cerny, maji kratké obdobi sklizné, po kterém mohou byt pouze
nekolik tydnh skladovany v mrazeném stavu. Proto je nezbytné jejich dal$i zpracovani pro
prodlouzeni trvanlivosti. [7]

Jak uvadi Maskan a kol. v ¢lanku zroku 2002, jednou znejvyznamnéj$ich metod
konzervace potravin je tepelné zpracovani, které vede k inaktivaci enzymu, nezadoucich
mikroorganismti a snizuje vodni aktivitu v potraviné. Toho se vyuziva pii zpracovavani
Stavnich koncentratil, které¢ jsou produkovany ze $tav jejich zahusténim neboli koncentraci.
(8]

Ta musi byt provedena Setrn€, bez vétSich zmén v obsahu cukrii, mineralii a vitamindg.
Dalsim dulezitym aspektem uspésného zpracovani ovoce je zachovani jeho barvy, jenz je
jednou ze zékladnich senzorickych vlastnosti urcujicich kvalitu produktu. K nezaddoucim
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zménam zbarveni vede jak degradace piitomnych barviv, tak naptiklad neenzymatické
hnédnuti. [7]

1.15 Koncentrovani ovocnych §t’av

Primérnim krokem k zakoncentrovani vylisovanych ovocnych §tav je sniZzeni obsahu vody.
Mezi zplsoby odstranéni vody z materidli patii jak konvencni zahfivani, tak naptiklad
membranova koncentrace ¢i mikrovlnny zahifev. Membranova koncentrace, ipfes svoji
Setrnost, neni bézné¢ vyuzivana. Divodem jsou vysoké naklady a limity v obsahu ziskaného
produktu. Mikrovinné zareni zahtiva materidl ptimo, bez kontaktu s horkym povrchem a cas
zahiivani je u této techniky kratsi nez u konven¢niho zahtivani. Konven¢ni zahtivani je poté
nejméné Setrnou, avSak jednoduchou technikou. [7]

Rotacéni vakuova odparka patii mezi zpisoby koncentrace konvencnim zahtivanim. Pracuje
za snizeného tlaku a zvysené teploty. Jednd se o techniku jednoduse ovladatelnou
adostupnou. Fazaeli a kol. (2013) provedli porovnani vakuové odparky a mikrovinného
zafeni a jejich vlivu na materidl pii produkci koncentratu. Dosli k zavéru, ze mira degradace
anthokyanti byla pifi pouziti vakuové odparky vyssi nez pii pouziti mikrovinného zareni.
Zaroven zjistili zvysujici se degradaci barviv se zvySujicim se pouzitym tlakem a teplotou. [7]
Setrny postup pro zisk koncentratu z extrakt ¢i §tav je tak stale otdzkou optimalizace a je ji
vénovana pozornost v experimentalni ¢asti této prace.

Obrazek 2: Rotacni vakuova odparka
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1.1.6 Slupky jako vedlejsi produkt a jejich vyuZiti

Primyslova vyroba §tav sestava z celé série krok, kdy jednim z nich je proces lisovani. Pro
lisovani plodii jsou vyuzivany hydraulické ¢i pneumatické lisy riiznych rozméri, v zavislosti
navelikosti provozu. [9] [10]

Vedlejsim produktem lisovani jsou slupky plodi neboli vylisky. Diky latkam v nich
obsazenych se dnes slupky stavaji cennou druhotnou surovinou, kterou je mozné vyuzit
arecyklovat. Mimo dalsi zptusoby vyuziti, napiiklad jako adsorbenty kovii z odpadnich vod,
je mozné vylisky vyuzit jako zdroj barviv a dalSich fenolickych latek pro potravinarské ucely.
Latky mohou byt ze slupek ziskavany extrakci do rozpoustédla a naslednym zahusSténim
takového extraktu lze ziskat koncentrat. Pokud je recyklace vedlejSich surovin soucasti
vyroby, lze produkty této recyklace kombinovat s primarnimi produkty a ziskat tak novy
findlni produkt. Je mozné koncentrat extraktu z vylisek ptiddvat ke Stdvnimu koncentratu
azvysit tak jeho barevnost a celkovy obsah zdravi prosp&$nych latek. [9] [10] Polaskova
akol. uvadi, ze prevladajici mnozstvi barviv (az do 90 %) je obsazeno ve slupce bezu, oproti
duzing. [11]

1.1.7 Extrakce

Extrakce je fyzikalni proces, pti kterém dochézi k ptechodu extrahované latky z jedné faze do
druhé. Muze se jednat o extrakci kapalina-kapalina nebo kapalina-pevna latka, jako v pfipadé¢
extrakce anthokyanti z rostlinného materialu. Navzdory novym technologiim, jako je
superkriticka fluidni extrakce, extrakce s pouzitim ultrazvuku ¢i mikrovinného zareni, nebo
zrychlend extrakce rozpoustédlem, klasickd macerace je stale jednou z nejstudovangjSich
metod zisku bioaktivnich latek z rostlinnych materiald. [12] [13]

Extrakce anthokyant je Ui€innd za pouZiti organickych rozpoustédel. Ethanol je, diky své
ne-toxicit¢ a nizké cené, nejvhodnéjsim rozpoustédlem z hlediska vyuziti extrakti
Vv potravinafstvi. [14] Nalezeni spravnych extrak¢énich podminek pro extrakci anthokyant je
velmi dualezitym krokem vcelém procesu. Jednd se o pomér mezi materidlem
arozpoustédlem, o koncentraci samotného rozpoustédla a teplotu extrakce. VSechny tyto
parametry ovliviiuji rozpustnost extrahovanych latek. [15]

Cacace a Mazza (2003) jako nejvyznamnéjsi ze vSech studovanych faktorii na vytézky
anthokyanli uvadéji prav€é pomér mnoZstvi rozpousStédla a extrahovaného materialu. Se
zvySujicim se pomérem rozpoustédla ku materidlu se zvysuji vytézky anthokyant i fenoli.
[15] Se stejnym zavérem prichazi i Pompeu a kol. (2009). [16]

Cacace a Mazza (2003) se dale vénuji vlivu koncentrace rozpoustédla. Zjistili, Ze vytézky
fenolickych latek i1 anthokyant se zvySuji az do koncentrace ethanolu 67 %, ale nasledn¢ jsou
niz8i pii koncentraci ethanolu 95 %, kdy se snizuje jejich difusni koeficient. [15] Nour a kol.
(2013) uvadi rozdilné chovani pro fenolické latky a anthokyany. V pfipadé anthokyant se
vytézky zvysuji az do koncentrace ethanolu 60 % a klesaji pii 96 %. U fenolickych latek
vytézek nepatrné stoupa az do koncentrace 96 %. [13]

1.1.8 Chemické sloZeni a obsah u¢innych latek v bezu ¢erném

Plody bezu obsahuji 18,4 % sacharidl, pficemz cukry, pfedev§im glukosa a fruktosa,
predstavuji  6,8-11,5%. Dale plody obsahuji tfisloviny (3 %), proteiny (2,7-2,9 %),
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flavonoidy, anthokyany (0,2-1 %), kyanogenni glykosidy (sambunigrin), organické kyseliny,
silice (0,01 %), vitaminy skupiny B, skupiny A, tokoferoly a vitamin C (0,006—0,03 %). Dale
obsahuji mineralni latky (0,99 %) tohoto slozeni: K, Ca, Fe, Mg, P, Na, Zn, Cu, Mn, Se, Cr,
Ni aCd. [17] [18]

Kvéty obsahuji proteiny (2,4 %), slice (0,03-0,14 %), flavonoidy (1,8 %; rutin,
isokvarcetin, hyperosid), fenolkarboxylové kyseliny (chlorogenovou, p-kumarovou, kavovou,
ferulovou), triterpeny (alfa-amyrin a beta-amyrin, ursolovou a oleanovou kyselinu), tfisloviny
a sliz. Semena plodii obsahuji nenasycené mastné kyseliny, jmenovité linolenovou, linolovou
aolgovou. [17]

1.2 Fenolické latky

Fenolické latky jsou sekundarni metabolity rostlin, odvozené od aminokyselin fenylaaninu
nebo tyrosinu, ze kterych vznikaji fenylpropanoidovou drahou. Jsou to latky témét
vSudypiitomné v potravinach rostlinného ptvodu a zahrnuji $iroké spektrum molekul. [19]

Obecné obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader, na nichz je navdzana nejméné jedna
hydroxylové skupina. Déale mlze byt vdzano rizné mnozstvi glykosylovych a methylovych
skupin. Struktury svice aromatickymi jadry nazyvame polyfenoly. Fenolické latky obsazené
v bobulovitém ovoci v zdkladu rozd€lujeme na flavonoidy, fenolické kyseliny, tanniny
astilbeny. [20]

1.2.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny je mozné rozd¢lit mezi derivaty kyseliny skoficové a kyseliny benzoové.
Latky odvozené od kyseliny skoficové byvaji obvykle esterifikovany, zatimco latky odvozené
od kyseliny benzoové byvaji vétSinou glykosylovany. Volné fenolické kyseliny se jen
vyjimeéné vyskytuji v ovoci v mnozstvi vysSim nez 5 %. [20]

V bobulovitych plodech se ze skupiny hydroxyderivati kyseliny skoficové vyskytuji
nejéastéji kyselina ferulova, kavova, p-kumarova a chlorogenova. Nejcastéjsimi derivaty
kyseliny benzoové v téchto plodech jsou potom kyselina gallova, salicylova,
p-hydroxybenzoova a ellagova. [20]

1.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou rostlinnych fenold, jenZ zahrnuji tisice struktur. Zakladni
strukturu tvofi flavan, ktery obsahuje dva aromatické kruhy, propojené kyslikatym
heterocyklem se tfemi uhlikatymi atomy. Podle stupné oxidace centralniho C3 fetézce je
rozeznadvano sedm zdékladnich struktur flavonoidl: anthokyanidiny, flavony, flavanony,
flavonoly, flavanonoly, flavan-3-oly (katechiny) aisoflavony. [21]

Zakladni strukturu vSech anthokyanidint tvofi flavyliovy (2-fenylbenzopyryliovy) kation.
Z hlediska chemie potravin ma vyznam Sest hlavnich anthokyanidini s hydroxylovou
skupinou v poloze C-3. Jsou to kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin
amalvidin. [19] Zbarveni jednotlivych anthokyanidinii se li§i podle poétu navazanych
hydroxylovych skupin na aromatickém kruhu B. Se zvySujicim se poctem hydroxylovych
skupin se barva molekuly posunuje na $kale od oranzové k modré. [22] Anthokyany neboli
anthokyanova barvivajsou O-glykosidy anthokyanidind. [23]
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1.3 Anthokyanova barviva

Anthokyany jsou O-glykosidy anthokyanidint a osahuji navazanu jednu, dvé nebo tii cukerné
jednotky. Nejcastéji jsou to glukosa, galaktosa, rutinosa, arabinosa, rhamnosa, sambubiosa
asophorosa. [25]

1.3.1 FunkcevV rostlinach

v %

Anthokyany jsou vitbec nejrozsifenéjSi skupinou rostlinnych barviv. Hraji roli pfi vabeni
opylovacli a roznaseCli semen a uUcastni se na obrannych mechanismech rostliny proti
biotickym a abiotickym stresovym faktorim. [26] Jsou to ve vodé rozpustné Cervené,
purpurové, nachové a modré pigmenty, které udavaji barvu kvéti a plodi mnoha rostlin.
Nachdzeji se ve vakuolach rostlinnych buné¢k ve formé rtzné velikych granuli, zatimco
vV bunécénych sténach a ostatnich bunéénych organelach rostlin nejsou obsazené prakticky
vibec. [26]
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1.3.2 Vyuziti v potravinaiském primyslu

Anthokyany jsou vyuzivany v potravinaiském primyslu jako pfirodni alternativa
k syntetickym potravinaiskym barviviim. Nejcastéji se vyuzivaji k barveni ovocnych dzusd,
stav ale 1 cukrovinek a jogurtl. Ziskavaji se ze zeméd¢€lskych plodin, péstovanych ptimo pro
tyto ucely a také z odpadd po zpracovani jinych plodin. Jelikoz profil obsazenych barviv je
pro riizné plody charakteristicky, je vyuzivan také pii odhalovani pancovani ovocnych $tav
avina. Zatimco n¢které plody, jako Cerveny rybiz nebo ¢erny bez, obsahuji pouze derivaty
jednoho druhu anthokyanu, jiné plody, jako brusinka, borivka a ¢erny rybiz obsahuji Siroké
spektrum téchto pigmentd. V Evropské Unii se vSechna anthokyanové barviva vyskytuji ve
vyrobcich pod ozna¢enim aditiva E163. [27] [10]

1.3.3 Stabilita anthokyanovych barviv

Vyuzitelnost anthokyanovych barviv je limitovana nékterymi jejich vlastnostmi. Jsou to
ptedevsim nestabilita pfi vysokych teplotach, v pfitomnosti svétla a kysliku. Dale je jejich
pouziti omezeno na kyselé potraviny do pH 4,0, nad nimz jsou jiz barevné nestabilni. [15]
[28]

Inami a kol. provedli studii teplotni a svételné stability anthokyanti v modelovych napojich
ptipravenych z bezu ¢erného. Po 30 dnech skladovani v temnu pii teploté¢ 50 °C koncentrace
pigmentl klesla na 50 %. Pfi sledovani svételné stability byly napoje vystaveny piimym
sluneénim paprskim a koncentrace pigmentt poklesla na 20 % po vystaveni zafeni o celkové
hodnoté 60 MJ-m™. Provedli sou¢asné porovnani se stabilitou napojii z bezu kanadského,
které se ukézaly byt proti vlivu tepla i svétla stabilngj$i. Divodem miize byt struktura
odlisnych anthokyant nachazejicich se v téchto dvou druzich. [29]

Fazaeli a kol. ve své studii z roku 2013 sledovali degradaci anthokyani §tavy z moruse
cerné b&hem jeji koncentrace pomoci rotacni vakuové odparky. Vysledkem byla zvySujici se
degradace pigmentl pii zvySujici se teploté a tlaku. Nejvyraznéjsi degradace probihala pti
odparovani za atmosférického tlaku (100 kPa). [7]

Stabilita anthokyanovych barviv v bezovych extraktech pii skladovani v chladu byla
pozorovana ve studii z roku 2017. Vyplyva z ni, Ze degradace pigmentl pii skladovani po
dobu 14 dnti pti 2 °C nebyla vyznamna. [30]

1.3.4 Obsah anthokyanovych barviv v bezu ¢erném

Bobule bezu cerného jsou bohatym zdrojem anthokyanovych barviv i1 nebarevnych
fenolickych latek, dokonce bohatSim neZ nékteré dal$i druhy ovoce, jako je Cerny rybiz,
aronie nebo slupky hroznii ¢ervené vinné révy. [31]

V plodech bezu cerného je obsazeno pét anthokyanovych barviv, odvozenych od
kyanidinu. Jejich soucasti jsou cukerné jednotky glukosy, sambubiosy a rutinosy. Jsou to dva
majoritni glykosidy kyanidin-3-glukosid (C3G) a kyanidin-3-sambubiosid (C3S) a tii
minoritni  glykosidy kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid (C3S5G), kyanidin-3,5-diglukosid
(C3,5-DIG) akyanidin-3-rutinosid (C3R). [19] [23]

V dosavadnich studiich jiz bylo analyzovano zastoupeni jednotlivych anthokyant
V kulturnich odridach bezu ¢erného. Tyto hodnoty se vSak 1i$i i v ramci jednoho kultivaru.
Koncentrace pigmentu kyanidin-3-glukosidu v odriadé Haschberg je dle dvou rtznych studii
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204,6 mg CGE-100 g ploda [32] a 331,13 mg CGE-100 g plodi. [23] Jeho koncentrace
vodradé Korser ¢&ini dle dvou riznych studii 258,6 mg CGE-100 gt ploda [30]
a481,4 mg CGE-100 g plodd. [32]

Pigment kyanidin-3-rutinosid neni v nékterych ptipadech v plodech bezu viibec detekovan,
popiipadé¢ ve stopovém mnozstvi. [32] Veberic a kol. (2009) wuvadi hodnotu
9,63 mg CGE-100 g plodt. [23]

Mezi odridami ale i v ramci jedné odrady se 1isi i druh kyanidinu, ktery je v plodech
majoritni. Lee a Finn (2007) 1 Kaack a kol. (2008) uvadi u odridy Haschberg pigment
kyanidin-3-glukosid jako majoritni a kyanidin-3-sambubiosid jako druhy nejobsahlejsi. [32]
[33] Naproti tomu Veberic akol. ve studii z roku 2008 uvadi jako majoritni pigment u odriudy
Haschberg kyanidin-3-sambubiosid. [23]

Obsah anthokyanti v plodech bezu je proménlivy a zélezi jak na jeho odrudé, tak na
konkrétni sezoné a fazi zrani ve které byly sklizeny. [33] [34] Lee a Finn (2007) mimo jiné
zjistili rozdil v mnozstvi obsaZzenych pigmenti v zavislosti na roku sklizné. [32]

OH
OH
®
HO O
~
Pz OH
O O

OH HO OH
HO

Obrazek 4: Struktura pigmentu kyanidin-3-glukosidu [35]

1.3.5 Antioxidac¢ni aktivita anthokyanovych barviv

Anthokyanova barviva jsou povazovéna za latky 1€¢ivé a prospé€sné lidskému zdravi a jejich
konzumace za prevenci proti mnoha nemocem. Jsou jim pifisuzovany zdravi prospésné ucinky
jako je sniZzeni rizik kardiovaskuldrnich onemocnéni, antimikrobidlni, protizanétlivé
aprotirakovinné ucinky, prevence obesity a diabetu nebo zlepSovani zraku. VSechny tyto
ucinky jsou vice ¢i méné€ spojovany s antioxidacnimi vlastnostmi téchto latek. Pti procesu
glykosilace anthokyanidind, jejimz vysledkem je struktura anthokyant, dochédzi soucasné ke
zméné nekterych vlastnosti. ZvySuje se jejich stabilita a rozpustnost, ale miize dochazet

k nepatrnému poklesu jejich antioxidaéni kapacity. [36] [37] [38]
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Na celkovou biologickou aktivitu anthokyanti ma vliv pocet a pozice vazanych cukri
adruh navazané cukerné jednotky, které se od sebe lisi orientaci hydroxylové skupiny na
pyranovém kruhu a tim i svymi vlastnostmi. [36]

14 Aromaticky aktivni latky

Jako aromatické (vonné) latky jsou oznaCovany latky, které plisobi na Cichové receptory
avyvolavaji dojem vin¢. Pokud soucasné¢ plisobi na chutové receptory, jsou zaroven
chutovymi latkami. Viné€ potravin je Casto komplexnim vjemem vyvolanym kombinaci
velkého poctu aromatickych latek. Pouze ve vyjime¢nych ptipadech Ize typickou vini
potraviny spojovat s vini jediné nebo nékolika malo sloucenin, tzv. klicovych slozek viiné.
[39]

Jensen akol. (2001) rozdélili nejvyznamnéjsi aromatické latky bezu do Sesti tiid. Za hlavni
slozky bezové vuné je povazovan beta-damascenon a dihydroedulan. Latky (2)- a (E)-rose
oxid, nerol oxid, nonanal a hotrienol jsou hlavni zastupci kvétinové viiné. Ovocna viné je
pfedevsim piisuzovana obsazenym alkoholim, aldehydim a esterim nizsich karboxylovych
kyselin a nizsich alkohold, jako jsou: 2-metylpropan-1-ol, 2- a 3-methyl butan-1-ol, pentan-1-
ol, pentanal, heptanal, oktanal a metyl- a etyl benzoat. Do skupiny ¢erstvych a travnatych vini
patii predevsim: 1-hexanal, trans-2-hexenal, cis-3-hexenol, trans-2-hexenol a trans-2-oktenal.
Charakteristickou viini po houbach piedstavuji latky: 1-okten-3-ol a 1-okten-3-on. [40]

1.5 Metody stanoveni chemickych parametri extraktu a koncentratu

Pro stanoveni obsahu anthokyanovych barviv, fenolickych latek, antioxidacni aktivity
aobsahu tékavych aromatickych latek v extraktech, popfipadé jejich koncentratech byly
vyuzity spektrometrické a chromatografické metody.

151 pH-diferencialni metoda stanoveni celkovych anthokyanu

Koncept stanoveni celkovych anthokyanli v materialu méfenim zmény absorbance pii dvou
rozdilnych hodnotach pH pfedstavili v roce 1948 Sondheimer a Kertesz. Pozdéji byla hodnota
téchto pH upfesnéna na 1,0 a4,5. [41]

Monomerni anthokyany podléhaji reverzibilni zméné struktury v zavislosti na pH. Barevna
oxoniova forma pii pH 1,0 stfid4 bezbarvou hemiketalovou formu pii pH 4,5. Pravé tak lze
zrozdilli absorbance pii téchto dvou pH stanovit koncentraci pigmentu. Absorbance je
méfena v absorpénim maximu anthokyant, které se pohybuje mezi 510-520 nm. Vzorek je
nasledné prométen jesté pii vlnové délce 700 nm. Dlvodem je korekce chyby v méfeni,
zpisobené zdkalem. Hodnoty namétfené pfi této vinové délce jsou od téch prvnich odecitany.
Touto metodou jsou stanoveny pouze monomerni pigmenty, polymerni absorbuji pii obou
hodnotach pH, a tedy nejsou touto metodou zjistény. [41]

Obsah pigmentu je nasledné spocitan pouzitim namétené absorbance pifi Amax, molekulové
hmotnosti pigmentu a molarnitho absorpéniho koeficientu majoritniho anthokyanu
V materialu. [41]
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Obrazek 5: Vzorky extraktu a koncentratu smichané s ¢inidly pro pH-diferencialni (nalevo)
a Folin-Ciocalteuovu metodu (napravo)

1.5.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua

V roce 1912 predstavili Folin a Denis spektrofotometrickou metodu stanoveni fenolickych
latek. Tato byla pozdé¢ji upravena Folinem a Ciocalteuem do dneSni podoby. Metoda je
zalozena na reakci molybdenanu sodného a wolframanu sodného s fenolickymi latkami
v alkalickém prostiedi. Vysledkem reakce je modie zbarveny komplex, jehoz intenzitu lze
méfit spektrofotometricky pfi vlnové délce 750 nm. [42] Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo se
pfipravuje smichdnim danych mnozstvi wolframanu sodného, molybdenanu sodného,
koncentrované kyseliny chlorovodikové, destilované vody, kyseliny fosfore¢né a siranu
sodného. Principem zmény zbarveni je oxidacné-redukéni rekce mezi fenolickou skupinou,
ktera je oxidovana a Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, kde je kov redukovan.

Ve védeckych ¢lancich vénujicich se stanoveni polyfenold touto metodou se znacné lisi
mnozstvi a pomé&r pouzitych €inidel a vzorku, stejné jako doba, po kterou je nutné nechat
latky reagovat. [43]

153 Chromatografické techniky

Chromatografie je technika, jenZ je v analytické chemii vyuZzivana k separaci smési za Gc¢elem
stanoveni jejiho slozeni. Principem je separace latek mezi stacionarni a mobilni fazi na
zaklad¢ afinity ke staciondrni fazi. Z toho vyplyva odliSnd retence jednotlivych latek
Vsystému, a tedy jejich rozdéleni na frakce putujici kolonou k detektoru. Pomoci
chromatografie Ize provadét kvalitativni i kvantitativni analyzu. Dle skupenstvi fazi
rozliSujeme dvé nejuzivané;jsi chromatografické techniky — kapalinovou a plynovou.

Vystupem z chromatografické analyzy je chromatogram, obsahujici piky, kdy kazdy pik
piedstavuje jednu latku obsazenou ve vzorku. Dobu, kterou latka stravi v systému, nazyvame
retencni C¢as a pfi porovnani retencnich cCast standardid a analyzovanych latek ziskdme
informace o slozeni smési. Plocha piku, pti porovnani plochy piku standardu, udava informaci
o mnozstvi dané latky.

Kombinaci spravnych podminek pro separaci urcitych latek nazyvame metoda. Pfi potiebé
analyzy urcitych vzorkl je mozné vytvofit si vlastni metodu stejné tak, jako pouzit a ptipadné
poupravit metodu jiz ovéfenou a publikovanou.
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1.5.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie se vyvinula v 70. letech minulého stoleti jako
modernéj$i nastupce do té doby vyuzivanych chromatografickych technik — papirové,
tenkovrstvé a sloupcové. [44]

Kapalinova chromatografie je metoda slouzici k separaci latek ve vzorku mezi dvé faze na
zéklad¢ odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Stacionarni faze je umisténa v kolon¢ ve
formé sorbentu a mobilni faze, kterou je kapalina, protéka timto prostorem. Faze jsou
vzajemné nemisitelné. Dnes zname tadu variant provedeni kapalinové chromatografie. Podle
podstaty interakce analytu se stacionarni fazi rozliSujeme tyto zékladni separacni
mechanismy: adsorpce, rozdélovani, sitovy efekt, vyména iontli a afinitni chromatografie.
[44] [45] Pro spravny pribéh analyzy je dilezita volba vhodné kolony a slozeni mobilni faze,
kdy se maximalné vyuziva interakci mezi vzorkem, mobilni a stacionarni fazi.

Vysoké uc€innosti této techniky bylo dosazeno zmenSenim c¢astic stacionarni faze
vypliyjicich kolonu na dnes$ni rozméry 3-5um. To vede k celkovému zvétSeni aktivniho
povrchu pro separaci a zvyseni separa¢ni ucinnosti. Toto se promitlo v celkovém zmenseni
praméru kolon a snizeni pritoku mobilni faze, a tedy k jeji uspote. Je ovSem potieba pouzivat
vysokotlaka ¢erpadla, pro zajisténi pfimétenych prutokd a reten¢nich Cast. [44] [46]

Pro analyzu anthokyanovych barviv je vhodné pouzit systém HPLC vybaveny detektorem
Sdiodovym polem (DAD) pro kvantifikaci a hmotnostnim spektrometrem (MS) pro
identifikaci pigment. Absorpéni maximum anthokyant se nachézi v rozmezi 510-520 nm.
Vyuziva se kolona Ciga pracuje se v systému obracenych fazi. [32]

1.5.3.2 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MYS)

Plynovéa chromatografie je urcend k déleni a stanoveni latek, které jsou tékavé, a soufasné
teplotné stabilni. Mobilni f4zi zde ptedstavuje nosny plyn, jenZz je inertni vii¢i stacionarni fazi.
Stacionarni faze u napliovych kolon mize byt pevna latka, u kapilarnich kolon je nanesena
v tenké vrstvé pfimo na vnitini sténu kapilary. Vyuziva se zde teplotni gradient, tedy
zvySovani teploty kolony v prib¢hu analyzy. To vede k ucinnéjsi separaci vysokovroucich
latek. Plynovd chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) se v posledni dobé Siroce
pouzivéa jako vykonna technika plynové chromatografie. V hmotnostnim spektrometru je
vzorek ionizovan a vzniklé ionty jsou separovany podle hodnoty podilu jejich hmotnosti
anaboje. BéZny MS se sklada z nékolika ¢asti: vstupu, iontového zdroje, separatoru iontd,
detektoru se zesilova¢em a zdznamovym zatizenim a vakuového systému. Soucasti zatizeni je
déli¢ na vystupu z kolony, ktery déli proud nosného plynu do dvou vétvi, aby nedoslo
k poruseni vakua ve spektrometru. [47]

Solid-Phase Microextraction (SPME; mikroextrakce tuhou fazi) je sorp&né-desorpéni
metoda zkoncentrovani analytu. Principem je pouZiti nadbytku vzorku vi¢i malému mnozstvi
sorbentu. Analyt je extrahovéan ze vzorku pouze do dosazeni rovnovazného stavu. Rovnovéha
se ustanovuje mezi koncentraci anaytu ve vzorku, headspace prostorem nad vzorkem
apolymerni vrstvou na kiemenném vldkné. Metoda umoziiuje provadet dva zplisoby extrakce.
Prvni zpiisob je pfima extrakce (DI-SPME), pfi které dochazi k ponofeni vldkna piimo do
vzorku. Druhym zptsobem je headspace extrakce (HS-SPME), kdy je vlakno umisténo
v prostoru nad vzorkem. [48]

19



SPME je jako alternativni technika extrakce vyuzitelna pro GC analyzu tékavych
acastecné tékavych latek v mnoha produktech, véetné ovoce aovocnych napoji. Jedna se
o rychlou, levnou a nedestruktivni kvantitativni vzorkovaci techniku. Analyzu tékavych latek
V bezové stavé pomoci GC-MS provedli Jensen a kol. (2000). Z celkovych vice nez 50 pikta
bylo 40latek ve vyznamnéj$i koncentraci. Jednalo se pfedev§im o aromatické produkty
degradace mastnych kyselin — alkoholy, aldehydy a ketony. [40]

15.4 Elektronova paramagneticka rezonance (EPR)

Elektronova paramagneticka rezonance je spektroskopickd technika detekujici ptitomnost
neparovych elektronii v systému. Je to technika méfici absorpci mikrovinného zareni
odpovidajiciho Stépeni energetické hladiny neparového elektronu, ktery je umistén do silného
magnetického pole. Spin neparového elektronu je tak orientovan ve stejném nebo opacném
sméru vnéjSiho magnetického pole. Tyto rozdilné orientace maji rozdilné hodnoty energie,
které pfimo imérné odpovidaji aplikovanému magnetickému poli. Tento jev oznacujeme jako
Zeemanovo $tépeni. [49]

Vyuziti EPR pro studium antioxida¢nich vlastnosti latek bylo jiz diive publikovano. [50]
[51] Pro proméfovani antioxidaéni aktivity je EPR spektroskopie, na rozdil od UV-VIS
spektrometrie, vyuzitelna pro vzorky, které nejsou prithledné a souc¢asné nehrozi interference
Sostatnimi barevnymi latkami v systému. Postup je zaloZzen na ubytku stabilnich volnych
radikall pfi interakei s latkami s antioxidacnimi vlastnostmi ve vzorku. Pro Gcely experimentt
JSOuU nejcastéji pouzivany stabilni radikaly 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-
bis-3-ethylbenzothizolin-6sulfonova kyselina (ABTS) a 4-hydroxy-2,2,6,-tetramethyl-1-
piperidinyloxyl (TEMPOL). Méfeni probiha pti konstantni frekvenci zdroje zéfeni, pficemz
se plynule méni indukce magnetického pole, dokud nedojde k rezonanci. [49] Vysledkem
méfeni jsou hodnoty procentudlniho ubytku radikalu ve smési antioxidant-radikél v zavislosti
na c¢ase.

Me¢fteni antioxidacni aktivity extrakt z riznych ¢asti bezu s pouzitim radikalu DPPH se ve
studii vénoval Dawidowicz s kol. (2006). Mnozstvi polyfenolli a antioxida¢ni aktivity
stoupalo v extraktech od listd pied plody az po kvéty s nejvyssim obsahem. [36] Pliszka
(2017) provadéla méfeni antioxidacni aktivity bezovych extraktl také s radikalem DPPH,
a po 30 minutach stanovila inhibici radikalu na hodnotu 88,17 — 88,50 %. [30]

Otazce korelace mezi obsahem fenolickych latek a antioxidacni aktivitou rostlinnych
extraktl se vénovali ve svych studiich Dawidowicz s kol. (2006) a Moure a kol. (2001) a dosli
k zavéru, Ze neexistuje piima korelace mezi obsahem fenoli a celkovou antioxida¢ni
aktivitou. Zatimco je mozné zjistit pfimou korelaci mezi antioxida¢ni aktivitou a obsahem
fenolt u ¢istych latek, neni tomu tak u rostlinnych extraktt. [36] [52]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pivod rostlinného materialu a jeho skladovani

Pro piipravu extrakti byly pouzity vylisky z plodi bezu ¢erného odridy Haschberg, jenz

pochazely z biosadu druzstva Agrofrukt Hustopece a byly sklizeny v 1été roku 2017. Byly

vylisovany ve firmé¢ Réva Rakvice a vylisky byly pfevezeny na Fakultu chemickou VUT
v Brné¢, kde byly v igelitovych saccich zamraZeny a uchovéavany pfi teploté -18 °C.

2.2 Laboratorni vybaveni

221

222

Pristroje
ledni¢ka s mraznic¢kou (Liebherr, Némecko)
analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)
trepacka Unimax (Heidolph Instruments, Némecko)
rotaéni vakuova odparka IKA® WERKE RV 06-ML (IKA WERKE, Némecko)
pH metr inoLab pH 720 (WTW, Némecko)
UV/VIS spektrofotometr Helios y (ThermoSpectronic, Velka Britanie)
laboratorni michacka vortex Yellow Line TTS 2 (IKA-Works, USA)
EPR spektroskop EPR MiniScope 300 (Magnettech, Némecko)
piistroj na piipravu vody pro HPLC (Labicom, CR)
ultrazvukova vana (Kraintek s.r.o., SR)
GC-MS systém (Thermo Fisher Scientific, USA)
o plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem
o hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole
o PC se softwarem Xcalibur®
o knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, USA)
HPLC systém (Shimadzu, Japonsko)
o kapalinovy chromatograf LC-10
gradientova pumpa LC-10AD
DAD detektor SPD-M10AVP,
davkovaci ventil Rheodyne, Model 7725i (ThermoFisher Scientific, USA)
PC se softwarem pro fizeni a sbér dat CLASS-LC10

o O O O

Pomiicky

bézné laboratorni sklo, Biichnerova nalevka, mikrozkumavky, plastové nadoby
filtracni papir, parafilm, MCE Syringe mikrofiltr (pory: 0,45 um, pramér: 25 mm)
laboratorni stojan, stojan na zkumavky, teplomér

automaticka pipeta Sartorius Proline 100—1000 ul (Biohit, Finsko)

sklenéna kyveta, plocha kiemenna kyveta EPR 500 ul (Magnettech, Némecko)
lihomér 20-96 % (Femér KFT, Mad’arsko)

injek¢ni stiikacka 2 ml (Chirana Injecta, SR)

kolona Kinetex® 5 um EVO C18 100 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

SPME vlakno DVB/CAR//PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA)
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— vialky 10 ml se Sroubovacim magnetickym uzavérem

2.2.3 Chemikalie a plyny

— destilovana voda a redestilovana voda (FCH VUT, Ceska Republika)

—  Ethanol 96% (Sigma Aldrich, Svycarsko)

— chlorid draselny p.a. (Lachema, Cesk4 Republika)

— koncentrovana kyselina chlorovodikova (ONEX, Ceska Republika)

— sodna st kyseliny octové p.a. (Lachema, Ceska Republika)

— bezvody uhli¢itan sodny (Lachema a.s., Ceska Republika)

— Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

— kyselina gallova (Penta, Ceska Republika)

—  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), (Sigma-Aldrich, Némecko)

— acetonitril Chromasolv, HPLC grade (Sigma Aldrich, Némecko)

—  kyselina mravenéi, 98% p.a. (Lach-ner s.r.o., Ceska Republika)

— standardy kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-sambubiosid (Polyphenols, Norsko)
—  helium (Gistota 4.8) v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceské republika)

2.3 Priprava extrakti z bezovych vylisku

Na analytickych vahéach byly do Erlenmeyerovy baiky navazeny bezové vylisky a ty byly
zality presnym mnozstvim rozpoustédla. Byly testovany poméry 1:1,6, 1:2, 1:2.4 a 1:3,2.
Hrdlo banky bylo pfetazeno parafilmem, alobalem a bafika byla umisténa na tiepacku. Po
ub¢hnuti daného Casu, byl extrakt prefiltrovan ptes Biichnerovu nalevku a do mikrozkumavky
byl odebran vzorek pro analyzu. Byl zméfen objem ziskaného extraktu a extrakt byl dale
vyuzit pro vyrobu koncentratu.

2.4 Priprava koncentrata extrakta z bezovych vyliski

Bezovy extrakt byl nalit do baiiky s kulatym dnem a se zdbrusem a tato byla nasazena na
zébrusové hrdlo vakuové odparky. Byla spusSténa vodni vyvéva a voda tekouci do chladice.
Zaroven bylo zapnuto zahfivani vody v hrnci, jejiZz teplota byla kontrolovana teplomérem
umisténym V laboratornim stojanu. Pomoci ventilu bylo zafizeni odvzdusnéno a plocha
shrncem svodni lazni byla vysunuta tak, aby baika byla ponofena. Bylo spusténo otaceni
hlavy s bankou.

Po skonceni odpafovani bylo zafizeni zavzdu$néno a byly vypnuty piivody vody
akoncentrat 1 kondenzat byly po zméfeni objemu ve valci pielity do pfipravenych
uzaviratelnych nadob pro néaslednou analyzu. Maximalni vakuum u pouzité sklenéné vodni
vyvévy je vyrobcem udavano jako 100 mmHg (13,3 kPa).
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2.5 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH-diferencialni metodou

25.1 Priprava roztoki

2.5.1.1 pufr o koncentraci 0,025 mol-I'* chloridu draselného a pH 1,0

Na analytickych vahach bylo navdzeno 1,86 g KCI a navazka byla kvantitativné pfevedena
destilovanou vodou do kadinky na 1000 ml. Do kadinky bylo piidano 980 ml vody. Kadinka
byla umisténa na magnetickou michacku a do roztoku byl ponofen pH metr. Do roztoku byla
postupné piidavana koncentrovana kyselina chlorovodikova az do hodnoty pH 1,0. Pufr byl
nasledné pieveden do odmérné banky na 1000 ml a doplnén destilovanou vodou po znacku.

2.5.1.2 pufr octanu sodného koncentraci 0,4 mol-lI'* apH 4,5

Na analytickych vahach bylo navazeno 54,43 g CH3COONa a navazka byla kvantitativné
prevedena destilovanou vodou do kadinky na 1000 ml. Do kadinky bylo piidano 980 ml vody.
Kéadinka byla umisténa na magnetickou micha¢ku a do roztoku byl ponotfen pH metr. Do
roztoku byla postupné piiddvana koncentrovand kyselina chlorovodikovd az do hodnoty
pH 4,5. Pufr byl néasledn¢é pteveden do odmérné baitkky na 1000 ml a doplnén destilovanou
vodou po znacku.

2.5.2 Priprava vzorku a samotné méreni

Vzorky bezového extraktu a jeho koncentratu byly ve zkumavkach nafedény destilovanou
vodou podle intenzity zabarveni. Do zkumavky bylo napipetovano 2,5 ml pufru chloridu
draselného (0,025 mol-1'Y) @ 0,5 ml nafedéného vzorku. Do dalsi zkumavky bylo napipetovano
2,5ml pufru octanu sodného (0,4 mol'l?) a 0,5ml nafedéného vzorku. Zkumavky byly
promichany na vortexu. Kazdy z ptipravenych roztokd byl prométen na spektrofotometru pti
vinovych délkach 510 nm a 700 nm. Jako slepy vzorek byla pouZita destilovana voda. Méfeni
byla opakovana tiikrat a pro vypocet byla pouzita primérnad hodnota ze tii méteni.

Vypocet

Majoritnim anthokyanovym barvivem v bezu ¢erném je kyanidin-3-glukosid a proto je ve
vypoctu pouzita jeho molekulovd hmotnost a molarni absorpéni koeficient. Celkova
koncentrace anthokyanti, vyjadiena jako ekvivalent kyanidin-3-glukosidu (CGE) byla
vypoctena z nasledujiciho vzorce (Rov. 1):

A-M -F -10° .
:—mg|

e-l

(1)

MP

A= (AS10 - A7oo) pH10 — (A510 - A7oo) pH4,5

Cyp --- Vysledna koncentrace monomerniho pigmentu ve vzorku mg-1?

A... vysledné hodnota absorbance

M ... molekulova hmotnost pro kyanidin-3-glukosid (449,2 g'mol™?)

F ... faktor fedéni (-)

¢ ... molarni absorpéni koeficient pro kyanidin-3-glukosid (26 900 I-mol™*-cm™)
| ... délka drahy prichodu svétla vzorkem = délka kyvety (cm)
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Celkova koncentrace anthokyant byla nasledné piepoctena na obsah anthokyana ve vzorku
v mg na 100 g vyliski.

2.6 Stanoveni celkovych fenolickych latek metodou podle Folin-Ciocalteua

2.6.1 Priprava roztoki

2.6.1.1 standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-I'*

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,1 g kyseliny gallové. Navazka byla rozpusténa
v 90 ml destilované vody a kvantitativné pfevedena do odmérné banky na 100 ml. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou po rysku.

2.6.1.2 7,5% roztok uhli¢itanu sodného

Na analytickych vahach bylo navdZeno 7,5 g uhli¢itanu sodného. Navazka byla rozpusténa
v 90 ml destilované vody a kvantitativné pfevedena do odmérné barnky na 100 ml. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou po rysku.

2.6.1.3 kalibraéni ifada

Byla nachystana fada Sesti kalibra¢nich roztoki o koncentraci 12,5; 25, 100, 200 a 400 mg-l'l.
Do Sesti 10ml odmérnych banék bylo postupné napipetovano 0,125; 0,25; 1,0; 2,0; a 4,0 ml
standardniho roztoku kyseliny gallové a doplnéno destilovanou vodou po znacku.

Pro vlastni meéfeni bylo do zkumavek napipetovano vzdy O0,1ml zifedéného
Folin-Ciocalteuova ¢inidla (¢inidlo ku vodé v poméru 1:9), dale 1,8 ml destilované vody
a0,1ml nachystaného kalibraéniho standardu. Roztoky byly promichdny na vortexu
aponechany stat 5 minut. Nasledné byl do kazdé zkumavky ptidan 1,0 ml 7,5% roztoku
uhli¢itanu sodného a obsah byl opét promichédn na vortexu. Roztoky byly ponechany stat
2 hodiny ve tm¢ a poté byly prométfeny na spektrofotometru pii vinové délce 750 nm. Slepy
vzorek byl pfipraven stejné, jako kalibracni fada, avSak misto kalibracniho standardu byl
pfidan stejny objem destilované vody.

2.6.2 Priprava vzorku a vlastni méreni

Vzorky bezového extraktu byly ve zkumavkach natedény destilovanou vodou v poméru 1:40
a vzorky jeho koncentratu v poméru 1:100.

Pro méteni kazdého vzorku bylo do tfi zkumavek napipetovano vzdy 0,1 ml zfedéného
Folin-Ciocalteuova ¢inidla (¢inidlo ku vodé v poméru 1:9), 1,8 ml destilované vody a 0,1 ml
zfedéného vzorku. Roztoky byly promichany na vortexu a ponechany stat 5 minut. Nasledné
byl do kazdé zkumavky piidan 1,0 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a obsah byl opét
promichédn na vortexu. Roztoky byly ponechany stat 2 hodiny ve tmé a poté byly proméfeny
na spektrofotometru pti vinové délce 750 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejné, jako roztok
vzorku, av§ak misto vzorku byl pfidan stejny objem destilované vody.

Vypocet
Z rovnice regrese kalibracni kiivky byl vypocitdn celkovy obsah fenolickych latek ve
vzorcich jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v mg-1™L.
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2.7 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci EPR

Stanoveni antioxidacnich vlastnosti bezovych extraktii bylo provedeno na EPR spektrometru
Magnettech MiniScope 300. Jako radikal byl pouzit roztok DPPH v methanolu.

2.7.1 Priprava roztoku radikalu, vzorku a vlastni méieni

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,01971 g DPPH a rozpusténo ve 100 ml methanolu.
Odmeérna banka s roztokem radikdlu byla obalena alobalem a ulozena na 24 hodin do
chladnicky.

Na roztoku ¢istétho DPPH byly nastaveny parametry (tabulka 1) pro naslednou analyzu
abyla ovéiena stabilita referenniho reakéniho systému voda a roztok DPPH (1:1). Nasledn¢
byla spusténa samotna analyza, pro kterou byla jako slepy vzorek byla pouzita smés roztoku
DPPH a vody (1:1). Nafedény vzorek byl smichén s roztokem DPPH (1:1) a smés byla nasata
do kyvety, ktera byla vlozena do spektrometru. Pomoci programu Miniscope Control byla
snimana spektra s postupné se snizujici amplitudou, kterd odpovidd postupnému ubytku
DPPH v systému. Kazdy vzorek byl proméien tfikrat. Srovnani antioxidacnich vlastnosti
extrakti bylo provedeno vyhodnocenim relativniho ubytku koncentrace DPPH v case
24 minut po zacatku experimentu.

Tabulka 1: Parametry métfeni na EPR spektrometru

magnetické pole (G 3360
modulace (mG) 5000
mikrovinné tlumeni (db) 8
¢ascyklu (9 10
pocet skent v cyklu - 6
pocet snimanych spekter - 8

2.8 Analyza sloZeni kondenzatu pro tcely recyklace extrakéniho ¢inidla

Obsah ethanolu ve smési ethanol-voda (1:1) pouzivaného pro extrakce byl stanoven pomoci
lihoméru pii 20 °C. Smés byla nalita do odmérného valce o objemu 100 ml a do valce byl
vloZzen lihomér. Po ustdleni lihoméru byla odectena hodnota na stupnici, odpovidajici
hmotnostnim procentim ethanolu ve smési. Obsah ethanolu v kondenzatu ziskaného
Vv pribéhu koncentrace extraktu na vakuové odparce byl stanoven stejnym zptsobem.

2.9 Stanoveni anthokyanovych barviv za pouziti HPLC

2.9.1 Priprava mobilnich fazi (MF)

Pro separaci anthokyanovych barviv byly pouzity dvé mobilni faze. MF A byla pfipravena
smichanim redestilované vody a acetonitrilu v poméru 97:3 a pH mobilni faze bylo upraveno
na hodnotu 1,8 kyselinou mravenci. MF B byla pfipravena smichanim vody a acetonitrilu
v pomgéru 40:60 a jeji pH bylo opét upraveno na hodnotu 1,8 kyselinou mravenci. Poté byly
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ob¢ mobilni faze odplynény po dobu 10 minut v ultrazvukové lazni. Tyto MF aj€jich poméry
byly zvoleny na zakladé diive publikované diplomové prace. [53]

2.9.2 HPLC analyza vzorku a kalibra¢ni kiivka

Realn¢ vzorky i standardy byly eluovany izokratickou eluci s pouzitim MF A a MF B, které
byly namichany do pozadovaného poméru pomoci sméSovace. Parametry pouzité pro separaci
jsou uvedeny v tabulce 2. Vzorky koncentratu byly nafedény vodou. Vzorky i standardy byly
davkovany manualn¢ davkovacim Sesticestnym kohoutem. Postupné byly analyzovany vzorky
extraktu a koncentratu a vS§echny body kalibra¢ni fady. Kazdy vzorek byl naddvkovan ttikrat.

Tabulka 2: Parametry separace anthokyanti

koncentrace MF B (%) 14
prutok MF (A+B) (ml'min™Y) 0,5
objem nastiiku (ul) 5
teplota na koloné (°C) 26
tlak na koloné (MPa) 6
rozsah snimaného spektra (nm) 200-600

Kalibraéni krivka

Pro ptipravu kalibra¢ni kiivky byly pouzity standardni roztoky kyanidin-3-glukosidu
akyanidin-3-sambubiosidu. Barvivo o hmotnosti 10 mg bylo kvantitativné preneseno do
10ml odmérné banky a ta byla dopinéna redestilovanou vodou po rysku. Takto byl ziskan
z4sobni roztok o koncentraci 1 mg-ml?, ze kterého byly fedénim ziskany koncentrace pro
sestrojeni kalibraéni kiivky 0,005 mg-ml™, 0,01 mg-ml?, 0,02 mg-ml?, 0,05 mg-ml*a0,10
mg-ml™,
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Obrazek 6: Pristroj HPLC Shimadzu

2.10 Stanoveni aromaticky aktivnich latek pomoci GC-M S

K analyze tekavych aromatickych slozek obsazenych ve slupkach z bezinek byl pouzit
plynovy chromatograf TRACE 1310 v kombinaci Smikroextrakéni technikou SPME.
K identifikaci jednotlivych sloucenin byl pouzit hmotnostni spektrometr (MS).

2.10.1 Priprava vzorki a GC-MS analyza

Do tiech vialek pro SPME extrakci byly zvlast nadavkovany vzorky — 1 g rozmraZenych
bezovych vyliskd, 1 ml extraktu a 1 ml koncentratu. Vialky byly umistény do plata
automatického davkovace a byla spusténa analyza. Byl ziskdn chromatogram a hmotnostni
spektrum, pticemz vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwaru XCalibur®.

Podminky SPME extrakce:

* doba inkubace (temperovani) 10 min, doba extrakce 20 min, teplota extrakce a inkubace
(teplota agitatoru) 40 °C

* agitator zapnuty 5 s, vypnuty 60 s

» mnozstvi vzorku 1 ml, hloubka ponoteni vlakna do vialky 20 mm

Podminky GC-MS analyzy:

* kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)

* teplota injektoru (desorpce) 240 °C, doba desorpce 20 min, davkovani splitless, ventil
uzavieny 10 min, hloubka ponofeni vldkna do injektoru 40 mm, nosny plyn hélium, ptitok 1
ml-min*?

* teplotni program: 40 °C s vydrzi 1 min., vzestupny gradient 1 °C/min do 50 °C s vydrzi 1
min, vzestupny gradient 5 °C-min™t do 200 °C s vydrzi 5 min, celkové doba analyzy 47 min
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* hmotnostni detektor v modé EI, energie ioniza¢nich elektroni 70 eV, teplota iontového
zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30-370 amu, rychlost skenovani 0,2 s

Obrazek 7: Ptistroj GC-MS Thermo Fisher Scientific

2.11 Statistické zpracovani namérenych dat

Ziskanad namétena data byla dale statisticky zpracovana. Pro vSechna méfeni byl pocitan
prumér, smérodatna odchylka ainterval spolehlivosti. Zpracovani bylo provedeno pomoci
pocitacového programu Microsoft Excel.

Kazdé meéteni vzorku bylo provedeno tiikrat. Z téchto tii méfeni byl pro dalsi vypocet
vypoéten primér, pouzitim funkce PRUMER. Odlehlé hodnoty vysledki byly piipadné
vylouceny. Dale byla v programu Microsoft Excel z vysledki méfeni vypoctena smerodatna
odchylka pouzitim funkce SMODCH. Nasledné byla pouzitim funkce CONFIDENCE
odchylka rozsifena pro interval spolehlivosti 95 %. Tato hodnota nejistoty méteni pak byla
spolu s primérnou hodnotou uvedena ve vysledcich.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Naplni praktické ¢asti diplomové prace byla extrakce vyliska z plodd bezu ¢erného, bezinek
za ucelem ziskani co nejvetsiho mnozstvi zbylych anthokyanovych barviv. Bylo proto nutné
optimalizovat samotny proceS extrakce zjak z chemického hlediska, tak i s ptihlédnutim
k hledisku ekonomickému. Ziskany extrakt bylo nutno stabilizovat, zakoncentrovat, aby jej
bylo mozno uchovavat. V ziskaném extraktu i koncentratu pak byly stanoveny vybrané
chemické vlastnosti, vyznamné pro dalsi vyuziti produktii v potravindiském primyslu.

V ptipraveném koncentratu, piipadné extraktu ¢i vyliscich z bezinek byly stanoveny tyto
parametry:

e obsah anthokyanovych barviv kapalinovou chromatografii pH-diferencialni metodou

e stanoveni fenolickych latek Folin-Ciocalteuovou metodou

e stanoveni antioxidac¢ni aktivity extraktu pomoci EPR

e analyza t€kavych aromatickych latek.

3.1 Optimalizace poméru materialu a rozpoustédla

Byla provedena série extrakci s cilem zjistit nejvhodnéj$i pomér material/rozpoustédlo. Pro
vSechny provedené extrakce byl zvolen stejny postup pfipravy, avSak rizné pomeéry
material/rozpoustédlo. K extrakci byla tedy zvolena smés 50 % ethanol/voda (V/V). Stejny
pomér pouzili ve studii z roku 2009 i Pompeu a kol. [16] Ethanol, jako rozpoustédlo, je pro
pouziti v potravinatském primyslu vhodny a povoleny.

Celkem byly testovany ¢étyfi ruzné poméry vyliskl a rozpoustédla (hmota m ku objemu V).
Podle kapitoly 2.3 byla navazka 25,0 g vyliskd postupné extrahovana 80 ml, 60 ml, 50 ml
a40 ml rozpoustéla, které mélo vzdy slozeni 50 % ethanol a 50 % voda(V/V). Vsechny
extrakce trvaly 10 hodin. Tento Cas i pomér ethanol/voda vychazi z vysledkt diive
vypracované bakalarské prace. [55] Vytéznost extrakce byla hodnocena na zakladé stanoveni
celkového obsahu anthokyanovych barviv.

Vysledky méfeni obsahu anthokyanovych barviv v jednotlivych extraktech v ¢ase 10 hodin
jsou uvedeny v tabulce 3. Hodnoty jsou dale i s chybovymi useckami vyneseny do grafu 1.
Obsah celkovych anthokyanovych barviv v tabulce je vyjadien jako ekvivalent monomerniho
pigmentu kyanidin-3-glukosidu v mg-100 g? vyliski (mg CGE-100 g1). Vyté&zky jsou
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti 0,05.

Tabulka 3: Obsah celkovych anthokyanovych barviv v extraktech v mg CGE-100 g v ¢ase 10 h

m vyliskt (Q) V rozpoustédla (ml) vylisky/rozpoustédlo (m/V) CGE (mg-100 g*)
25,0 80,0 1:3,2 141,3+ 1,3
25,0 60,0 1:24 1432+ 2,3
25,0 50,0 1:2,0 1392+ 14
25,0 40,0 1:1,6 1270+ 1,2
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Z hodnot v tabulce 3 a grafu 1 vyplyva, ze mnozstvi vyextrahovanych barviv se zvySuje se
snizujicim se pomérem vylisky/rozpoustélo. Narist je patrny mezi poméry 1:1,6 a 1:2
(vylisky/rozpoustédlo). Poté vytézky stagnuji kolem hodnoty 141,2 + 1,6 mg CGE-100 g pro
pomeéry 1:2, 1:2,4 a 1:3,2. Pompeu a kol. ve své studii z roku 2009 dosli ke stejnému zavéru.
A to, ze se snizujicim poméerem materidl/rozpoustédlo se zvySuje mnoZzstvi vyextrahovanych
barviv vlivem vétsiho koncentracniho gradientu, a tedy i rychlosti difuze. AvSak pfi ur€itém
objemu uz knarustu nedochazi. [16] Vysledky se 1iSi i mezi jednotlivymi autory.
Cacae aMazza ve studii zroku 2003 uvadi nejvhodnéjsi pomér rozpoustédlo/material
ptiblizné pétkrat vyssi nez Pompeu a kol. [15]

Z vysledku vyplyva, Zze je pro zisk extraktu Snejvyssim obsahem barviv vhodné pouzit
pomér vylisky/rozpoustédlo 1:2 (m/V). Pii tomto poméru je pouzito nejmensi mnozstvi
rozpoustédla s maximalnim vytézkem. V primyslovém méfitku to odpovida pouziti 200 litr
extrakéni smési na 100 kilograma vylisku.
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Graf 1: Koncentrace celkovych anthokyanil v zavislosti na objemu extrakéniho ¢inidla

Doba extrakce byla, po konzultaci se zadavatelem, prodlouzena na 12,0 hodiny a aplikovana
pro vyrobu vSech dalSich extraktd. Po tuto dobu ¢i déle bude v praxi extrakce probihat, pokud
se neché bézet pres noc.

3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity bezového extraktu

Byly porovnany antioxidacni aktivity bezovych extraktd o rizné koncentraci anthokyand. Pro
métfeni byly pouzZity vzorky o tfech riznych koncentracich. Mé&feni bylo provedeno na
pfistroji EPR dle postupu uvedeného v kapitole 2.5.3. Jako stabilni radikal byl pouzit roztok
DPPH. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Inhibice radikalu DPPH v (%) v zavislosti na koncentraci barviv ve vzorku

CGE (g1 inhibice DPPH (%)
04 15,5
06 25,1
08 452

Z vysledkl vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci anthokyanii v extraktu stoupa antioxida¢ni
aktivita. Inhibice DPPH pii koncentraci barviv 0,8 g1 byla 2,9krat vétsi nez pii polovi¢ni
koncentraci. Podle literatury vSak mezi obsahem anthokyanovych barviv a antioxidacni
aktivitou neexistuje piima korelace. Jakkoli je mozné zjistit pfimou korelaci mezi koncentraci
Cistych latek a antioxida¢nimi vlastnostmi jejich roztoku, neni to jednoduché u rostlinnych
extraktu. [36]

3.3 Recyklace rozpoustédla

Potravinatfsky ethanol, nutny pro extrakce anthokyanovych barviv, je pomémné naro¢na
surovina jak zfinanéniho, tak i z administrativniho hlediska. Proto bylo cilem tohoto
experimentu posoudit, zda a jak je mozné snizit financni naro¢nost extrakce.

Pted extrakci barviv byla kalibrovanym lihomérem ovéfena hodnota objemovych procent
ethanolu v pfipravené extrakéni smési 50 % ethanol/voda (V/V) (extrakéni smés A). Dale
byla stanovena hodnota objemovych procent ethanolu v kondenzitu ziskaném po
koncentrovani extraktu na vakuové odparce. Kondenzat byl nasledné pouzit jako extrakcni
¢inidlo pro novou extrakci (extrakéni smés B). Tento krok byl nazvan recyklace (op&tovné
pouziti) extrakéniho c¢inidla. V obou piipadech byl pouzit pomér vylisky/rozpoustédlo
1:2(m/V). V obou extraktech byla vytéZnost extrakci (obsah anthokyanovych barviv)
stanovena pomoci pH-diferencidlni metody. Obsah ethanolu ve smésich A a B a vytézky
barviv z jednotlivych extrakci spolu s hodnotou intervalu spolehlivosti na hlading statistické
vyznamnosti 0,05 jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Obsah ethanolu ve smési A a B a obsah barviv ziskanych extrakcemi vyjadieny v CGE

Ceron (a) (Obj. %) 53

Ceion (8) (0Obj. %) 42
CGE (a) (mg-100 g?) 1980+ 1,2
CGE (g) (mg-100 g1) 168,9+ 2,4

Rozdil mezi objemovou koncentraci ethanolu v pivodni smési (A) a kondenzatu (B) byl
stanoven pomoci lihoméru na 11 % (tabulka 5). Tento pokles mohl byt zpisoben vytékanim
ethanolu béhem manipulace s extraktem, predevSim pfii filtraci extraktu pfes Biichnerovu
nalevku a dale béhem odpafovéani, kdy jsou pary ethanolu ¢astecné strhavany do mista

31



vystupu vyveévy. Soucasné neni zndmo, kolik ethanolu a vody ziistalo obsazeno v ziskaném
koncentratu barviv.

Byly provedeny extrakce s pouzitim smési A i B po dobu 12 hodin. S pouzitim kondenzatu
jako rozpoustédla (smés B) byl ziskan, dle ocekéavani, o 14,7 % niz8i vytézek barviv nez
Spouzitim Cerstveé piipravené extrakéni smési. Vyuziti kondenzatu jako rozpoustédla pro dalsi
extrakci je tedy mozné. Bylo by vSak vhodné doplnit do takto ziskané smési takové mnozstvi
ethanolu, aby byl pomér opét 50 % ethanol/voda (V/V).

3.4 Degradace barviv pri pripravé koncentratu na vakuové odparce

Déle byl zjistovan vliv teploty vodni lazn¢ vakuové odparky na uroven degradace
anthokyanovych barviv v koncentratu.

Byly pfipraveny 3 extrakty bezovych vyliskl podle kapitoly 2.3. Tyto extrakty byly poté
zakoncentrovany pii tfech rlznych teplotach vodni 1dzné odparky: 65 °C, 60 °C a 45 °C.
Koncentrovani extrakt trvalo ve vSech ptfipadech 15 minut. Po této dobé doslo ve vsech
ptipadech k zadoucimu zahusténi extraktu.

K posouzeni miry degradace byla opét vyuzita pH-diferencidlni metoda. Byl stanoven
obsah anthokyant v extraktu (E) a v pfislusném koncentratu (K). Rozdil ziskanych ¢isel byl
vyhodnocen jako mnozstvi barviv, ktera podlehla degradaci a byl vyjadien v procentech Viz
tabulka 6, v niZ je uveden interval spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti 0,05. Kazda
hodnota je primérem ze 3 opakovani.

Tabulka 6: Degradace barviv v procentech pro rtizné teploty vodni lazné vakuové odparky

T (°C) CGE (g - CGE () (%)
65 16,5+ 2,6
60 6,3+ 0,4
45 1,6+23

CGE g — celkovy obsah anthokyanii v extraktu vyjadieny jako kyanidin-3-glukosid ekvivalent
CGE (k) — celkovy obsah anthokyanl v koncentratu vyjadreny jako kyanidin-3-glukosid ekvivalent

Procentualni tibytek barviv pro tfi teploty je graficky znazornén v grafu 2 spole¢né s intervaly
spolehlivosti, které jsou vyneseny jako chybové tsecky. Z grafu 2 je patrné, ze stupen
degradace barviv klesa, dle ocekavani, s klesajici teplotou odpatfovani. Pii teploté 65 °C byl
pozorovan ubytek barviv o 16,5+ 2,6 % a pro 45°C 01,6+ 2,3 % 2z celkového obsahu v
extraktu. Také Fazaeli a kol. ve své studii z roku 2013 pozorovali zvySujici se degradaci
anthokyanovych barviv pii zvysujici se teploté pii odparovani. [7] Zahfivani na nizsi teplotu
je soucasné¢ mén¢ energeticky narocné, proto byla teplota 45 °C vyhodnocena jako
nejvhodné;jsi teplota pro ziskani koncentratu vakuovou odparkou.
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Graf 2: Obsah anthokyanti pted a po odpafovani extraktu vyjadieny v procentech

3.5 Stanoveni vlastnosti vysledného produktu

Podle vySe optimalizovaného postupu byl pfipraven vysledny produkt, bezovy koncentrat.
Extrakt pfipraveny v poméru vylisky/rozpoustédlo 1:2 (m/V) byl zahus§tén na vakuové
odparce 15 minut pii teploté 45 °C na 7,4krat mensi objem. Byl stanoven obsah barviv
Vv koncentratu pomoci HPLC analyzy a porovnan s vysledky z pH-diferencidlni metody.

Tabulka 7: Podminky vyroby vysledného koncentratu

Ve (ml) 148,0
Vi (ml) 20,0
T (°C) 45
t (min) 15

3.5.1 HPLC analyza anthokyanovych barviv

Anthokyanova barviva obsazend v koncentratu byla separovdna na koloné¢ Kinetex® EVO
C18 Core-Shell zapojené do kapalinového chromatografu Shimadzu. Byla vyhodnocovana
detektorem sdiodovym polem pii vinové délce 520 nm. Barviva byla kvantifikovana
srovnanim se standardy. Jako standardy byly pouZity majoritni barviva bezinek: kyanidin-3-
gluosid (C3G) a kyanidin-3-sambubiosid (C3S); kap. 2.9.
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3.5.1.1 Kalibraéni kiivka

Kalibraéni zavislost tvofi pét riznych koncentraci kazdého ze dvou standardt — kyanidin-3-
gluosidu a kyanidin-3-sambubiosidu. Tyto byly pfipraveny zptisobem popsanym v kapitole
2.7.3. Kazdy standard byl nadavkovan samostatn¢, pro ovéteni retencniho Casu, ktery mu byl
nasledn¢ pfifazen v pfipadé nastiiku smési. V tabulce 8 jsou uvedeny vysledné koncentrace,
prumérné hodnoty retenCnich cast aplochy pikii jednotlivych kalibracnich bodi.
Z uvedenych hodnot byla sestrojena zavislost plochy piku na koncentraci barviva v roztoku
pro kazdy standard a vynesena do grafu 3 a 4 (viz ptiloha).

Tabulka 8: Primérné hodnoty kalibra¢nich bodu standardt

kyanidin-3-sambubiosid kyanidin-3-glukosid
koncentrace (mg'ml™) tr (Min) plocha piku tr (Min) plocha piku
0,005 75 78571 7,9 152396
0,010 73 169772 7,6 226493
0,020 7,6 305880 8,0 634944
0,050 7,6 929677 8,0 1144822
0,100 7,6 1859355 8,0 2354870

Z regresnich rovnic kalibra¢nich ktivek (viz ptiloha graf 3 a 4) jednotlivych standardi bylo
prepocitano mnozstvi téchto barviv v koncentratu (tabulka 9).

3.5.1.2 Stanoveni obsahu majoritnich barviv v koncentrdtu

Ve vysledném produktu — bezovém koncentratu — byla provedena separace obsaZenych barviv
a kvantifikace pomoci externich standardti majoritnich barviv. Parametry a provedeni HPLC
analyzy byly popsany vySe v kapitole 2.7.4. Detekce probéhla pii 520 nm. Hodnoty obsahu
dvou analyzovanych barviv jsou uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hlading
statistické vyznamnosti 0,05 v tabulce 9.

Tabulka 9: Plochy piki a koncentrace anthokyant stanovené HPLC ve vysledném koncentratu

glykosid plocha piku (mAu-min) C (mg1?)
kyanidin-3-sambubiosid 4523455 22727,7 + 346,9
kyanidin-3-glukosid 2467426 12140,8 + 167,2
suma 34868,5

Celkova koncentrace dvou majoritnich pigment v koncentratu byla stanovena na hodnotu
349 g-l'l.
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Obrazek 8: HPLC chromatogram bezového koncentratu pti 520 nm
1: mrtvy objem; 2: kyanidin-3-sambubiosid; 3: kyanidin-3-glukosid
3.5.2 Stanoveni celkového obsahu monomerniho pigmentu

Vevysledném koncentratu byl stanoven celkovy obsah barviv pH-diferencialni metodou dle
postupu v kapitole 2.3.3. Obsah barviv je uveden v tabulce 10 v¢etné intervalu spolehlivosti
na hladinég statistické vyznamnosti 0,05.

Tabulka 10: Celkova koncentrace anthokyant v koncentratu

CGE (mg-l?) 7067,0+ 1,2

Celkovy obsah barviv, stanoveny chromatograficky (HPLC) a ziskany jako soucet dvou
méfenych majoritnich barviv, byl stanoven na hodnotu 34,9 gl Ve stejném vysledném
koncentratu byl pH-diferencialni metodou stanoven celkovy obsah anthokyanovych barviv na
hodnotu 7,1 g1,

Celkovy obsah anthokyant stanoveny HPLC je mnohem vys§i nez hodnota ziskana pH-
diferencialni metodou. Pro vypocet koncentrace v piipadé pH-diferencialni metody byl pouzit
molarni absorpcni koeficient (¢) pro kyanidin-3-glukosid. Z HPLC analyzy vsak vyplyva
jako majoritni barvivo ve vzorku kyanidin-3-sambubiosid. Pro tento glykosid nebyla
dohledana hodnota ¢. Pro jednotlivé glykosidy se vSak hodnoty ¢ lisi a je tedy potieba brat
V tvahu nepfesnost vypoctu pti pouziti ¢ barviva, jenz neni ve vzorku majoritni.

Zasobni roztoky standardii byly uchovavany v lednici po dobu tfi tydn pfed samotnym
meéfenim bodl kalibra¢ni fady. D4 se tedy oc€ekéavat, ze koncentrace zéasobnich roztokl
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Vv pribéhu uchovavani poklesla, avSak pro vypocet kalibra¢nich bodl byla pouzita piivodni
vychozi koncentrace. D4 se tedy piedpokladat, ze naméfené plochy pikli ve skute¢nosti
odpovidaji nizSim hodnotdm koncentrace, a tedy i vypoctené¢ koncentrace vzorkll jsou
nadhodnocené. Celkoveé lze tedy usoudit, ze rozdil mezi vysledky jednotlivych metod je
Zatizen vyse zminénymi chybami.

Vyssi hodnoty ziskané z HPLC oproti pH-diferencialni metodé vSak uvadi také literatura.
Lee a Finn (2007) stanovili pomoci HPLC 2krat vyssi hodnoty, Lee a kol. (2008) dokonce az
7krat vys$§i hodnoty obsahu anthokyand. [32] [56]

3.5.3 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Ke stanoveni celkovych fenolickych latek ve vysledném koncentratu bylo vyuzito Folin-
Ciocalteuovy metody dle postupu v kapitole 2.4.3. Ze standardu kyseliny gallové byly
namichany roztoky rtiznych koncentraci a sestrojena kalibra¢ni kiivka (viz ptiloha graf 5),
podle které byly kvantifikovany fenolické latky koncentratu. Celkovy obsah fenolickych latek
je uveden v tabulce 11.jako ekvivalent kysdiny gallové (GAE) v mg-1t s hodnotou intervalu
spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti 0,05.

Tabulka 11: Celkovy obsah fenolickych latek v koncentratu

GAE (mgil™) 27060,2 + 784,0

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven na hodnotu 27,1 g-I'%, coZ je hodnota 3,8krat
vyS$§i nez obsah celkovych anthokyanii naméteny pH-diferencidlni metodou. Kromé
anthokyantl je v bezu Cerném dle literatury obsazeno vétSi mnozstvi kyseliny chlorogenové
arutinu, jenz mohou tvofit velkou ¢ast celkového obsahu fenolickych latek. [56]

3.54 Stanoveni aromaticky aktivnich latek pomoci GC-M S

Na zakladé porovnani s literaturou bylo vybrano 35 aromatickych latek, které se v bezu
vyskytuji nejcastéji. [57] Piitomnost téchto latek byla sledovana ve vzorku vyliski bezinek
jakozto vychozim materialu (B), v extraktu z vyliskd (E) a v samotném koncentratu z tohoto
extraktu (K). Seznam sledovanych latek je uveden v tabulce 12 a v ptipad¢ identifikace latky
ve vzorku je uveden jeji retencni ¢as pro dany vzorek. Nékteré piky byly identifikovany jako
siloxany, které se uvolnily z SPME vlakna. Tyto nebyly uvedeny do tabulek 12 a 13.
Jednotlivé chromatogramy ziskané jako vysledek analyzy jsou uvedeny V pfiloze a souhrnné
jako obrazek 9.

Tabulka 12: Identifikované aromatické latky s retenénimi ¢asy tr (min)

B E K ) B E K
aromatickd litka [ (miny |t (min) | t (min) | 2romatickd latka = g m i Tee (min)
alkoholy aldehydy
benzyl alkohol 36,23 | 36,23 | 36,23 benzaldehyd 27,95 | 2796 | 27,96

fenylethyl alkohol | 36,96 36,96 | 36,96 | fenylacetaldehyd - - -
geraniol - - - nonana 24,04 | 24,05 24,05

36



o B E K S B E K
aromatickd latka '\ 1t (miny | ta (min) aromaticld litka (min) | t= (min) | ts (min)
alkoholy aldehydy
hotrienol - - - 2-oktenal - - -
hexan-1-ol 22,77 22,77 22,79 ketony
2-hexen-1-ol - - - beta-damascenon - - -
3-hexen-1-ol 23,77 - 23,80 uhlovodiky
linalool 28,30 28,30 - o-cimen 19,79 - -
2-metylbutan-1-ol - - - limonen 16,69 16,62 16,69
3-metylbutan-1-ol | 17,55 17,53 17,54 estery
oktan-1-ol - 28,55 - etyl acetat - - -
1-okten-3-ol 25,69 - - etyl butyrat 35,98 - 35,99
pentan-1-ol - - - etyl decanoat 30,56 30,56 30,56
dfaterpineol 29,80 - - etyl oktanoat 25,20 - 25,19
aldehydy - butyl acetat - - -
heptanal - - - metyl acetat - - -
hexand - - 10,66 heter ocykly
(E)-2-hexenal - - - (2)-linalool oxid - - -
oktanal - 20,61 - nerol oxid - - -
pentanal - - - (2)-rose oxid - - -

Celkem 15 latek bylo detekovano ve vzorku vyliskt, 11 latek v extraktu vyliskd a 12 latek
v koncentratu tohoto extraktu.

V plodech bezu byly identifikovany také dalsi latky, které nebyly stanoveny jako nejcastéji
se vyskytujici. Tyto jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Identifikované aromatické latky s retenénimi ¢asy tr (min)

. B E K . B E K
aromaticka latka tr (M) |t (Min) | = (Min) aromaticka latka tr (Min) | ta (min) | t (min)
alkoholy estery
2,3-butandiol 28,17 28,18 | 28,17 etyl hexanoat 18,48 18,47 -
i sobutanol 11,88 - - etyl laurat 3524 | 3524 -
levomentol 30,68 | 30,68 - etyl myristat 39,47 - 39,48
1-nonanol 31,09 | 31,08 - etyl non-3-enoét 29,36
1-oktanol - - 28,55 etyl palmitat 43,47 - 43,47
ketony fenetyl acetat 3490 | 34,90 -
acetoin 20,59 - 20,61 hexyl acetat 20,00 | 20,00 -
afa-ceton - - 35,61 hexyl isovalerat 25,45 25,45 -
2-nonanon 23,89 23,89 - isobutyl acetat 7,39 - -
uhlovodiky isoamyl isovalerat - 20,69 -
beta-myrcen 15,15 15,17 - isopentyl acetat 13,10 13,11 -
gamma-terpinen 18,74 - - metyl benzoat 30,44 30,43 -
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B E K B E K
aromaticka latka aromaticka latka
tr (Min) | tr (min) | tr (Min) tr (Min) | tr (Min) | tg (MiN)
uhlovodiky estery
trichlormetan 7,84 - 7,85 metyl salicylat 34,12 34,13 -
estery Kyseliny
benzyl acetat 32,94 32,95 - hexanova kyselina | 35,66 35,72 -
3-metylbutanova
etyl benzoat 31,50 31,50 - ) 31,58 31,71 31,72
kyselina
2-metylpropanova
etyl fenylacetat 34,22 34,23 - . 29,20
kysdlina
etyl heptanoat - 22,08 - octova kyselina 25,84 26,12 25,99

Dalsich 27 latek bylo detekovano ve vzorku vyliskl, 22 latek v extraktu vyliskii a 9 latek

v koncentratu tohoto extraktu (tabulkal3).

Celkové bylo tedy

Zrozmrazenych bezovych

vyliski,
a 21 aromatickych latek ve vysledném produktu — koncentratu. Nejvice zastoupenou skupinou

identifikovano 42 aromatickych latek extrahovanych piimo

33 aromatickych latek v extraktu

detekovanych latek byly estery. Nékteré latky stanovené v extraktu nebo koncentratu dokonce

nebyly stanoveny ve vzorku vyliskil. Byly tak uvolnény z materidlu az néslednou extrakci

adalSimi kroky.
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Obrazek 9: GC chromatogramy analyzovanych vzorkd, shora postupné bezové vylisky, extrakt
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Z chromatogramu (obrdzek 9) atabulek 12 a 13 je patrné, Ze pocet identifikovanych latek
se snizoval v pribéhu vyroby koncentratu. Ve vysledném produktu bylo stanoveno 2krat
mén¢ latek nez ve vychozim materialu. Lze pfedpokladat, ze vétSina aromatickych latek byla
extrakci vyluhovana do rozpoustédla, piesto 9 z puvodnich 42 latek nebylo v extraktu
detekovano. Vysvétlenim muze byt, ze v pribéhu extrakce mohla Cast latek vyprchat do
prostoru Erlenmayerovy barky, ve které probihala extrakce. Dale se snizil pocet téchto latek
pii odpafovani na vakuové odparce, jelikoz jsou t€kavé a byly tak spolecné s plyny strhavany
pry¢ vodni vyvévou Ve vysledném produktu tak bylo stanoveno 21 tékavych latek oproti 42
latkdm ve vychozim materialu.
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4 ZAVER
Cilem této diplomové prace byla piiprava koncentratu extraktu zbezovych vyliskl
adefinovani jeho charakteristickych vlastnosti, pfedevsim obsahu barviv.

Vylisky z bezinek byly extrahovany rozpoustédlem o slozeni 1:1 ethanol/voda (V/V).
Slozeni extrakéniho Cinidla bylo pfevzato z bakaldiské prace [55], zaméfené na obdobnou
problematiku.

V Gvodnich experimentech této diplomové prace byl hledan optimalni pomér mezi
navazkou vyliski a objemem pouzitého extrakéniho ¢inidla. Byly zkoumany nésledujici
pomeéry vylisky/rozpoustédlo 1:1,6; 1:2,0; 1:2,4; 1:3,2; (m/V). VytéZnost extrakci byla
hodnocena na zakladé stanoveni celkového obsahu anthokyanovych barviv pH-diferencialni
metodou. Obsah barviv v jednotlivych extraktech byl stanoven jako ekvivalent majoritniho
pigmentu kyanidin-3-glukosidu. Pomér 1:2 se ukazal byt provedenim s nejvy$sim vytézkem
asoucasn¢ nejmensi spotfebou rozpoustédla.

Dale byla elektronovou paramagnetickou rezonanci zkouméana mira antioxidac¢nich
vlastnosti pfipravenych extrakti. K tomu byly pouzity 3 extrakty srtiznou koncentraci
anthokyant. Jejich celkova antioxida¢ni aktivita byla vyjadfena v procentech jako ubytek
stabilniho radikdlu DPPH po smichani s extrakty. Z vysledkG vyplyva, Ze s rostouci
koncentraci bezového extraktu (potazmo koncentratu) roste i jeho antioxidacni aktivita. Tato
skuteCnost je uvadéna také v literatufe, ackoli piimé korelace mezi koncentraci
aantioxida¢nimi vlastnostmi nebyla prokazana.

Byl rovnéZ hodnocen vliv teploty vodni 1azné vakuové odparky na uroven degradace
anthokyanovych barviv v koncentratu. 3 extrakty byly zakoncentrovany pii tfech riznych
teplotach vodni lazné odparky: 65 °C, 60 °C a 45 °C. Zahustovani extraktl trvalo ve vSech 3
ptipadech 15 minut. pH-diferencialni metodou byl stanoven obsah barviv vychoziho extraktu
a vysledného koncentratu. Z téchto hodnot byl vypocten rozdil, ktery byl posouzen jako
ubytek barviv vlivem jejich degradace. S klesgjici teplotou byla zjisténa nizsi mira degradace.
Pii teploté 65 °C byla zjisténa degradace 16,5+ 2,6 % z ptivodni hodnoty, pii 45 °C to bylo
1,6 £ 2,3 %.

Kvili sniZzeni finan¢ni naroc¢nosti celého procesu byla zkouméana moznost opétovného
pouziti kondenzatu zvakuové odparky k extrahovani vyliskd. Zachyceny kondenzat
z odparky obsahoval 42 objemovych % ecthanolu. K extrakci vyliski byl pouzit ve stejném
pomeéru jako vychozi €inidlo, tj. vylisky/rozpoustédlo 1:2 (m/V). Pii niz§im obsahu ethanolu
byl, dle ocekavani, ziskan niz§i obsah barviv. Rozpoustédlo by tak v ptipadé opétovného
pouziti bylo potieba doplnit na piivodni obsah alkoholové slozky.

Vysledny produkt byl tedy ziskan koncentraci extraktu na vakuové odparce pii teploté
lazné 45 °C, délce odpatfovani 15 minut a za pfedpokladu maximalniho vykonu vodni vyvévy,
tj. 2,67 kPa. Tento produkt mél 7krat mensi objem nez vychozi extrakt.

Findlni produkt byl charakterizovan stanovenim majoritnich anthokyanti kapalinovou
chromatografii, stanovenim celkovych anthokyant pH-diferencidlni metodou, stanovenim
celkovych fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua a identifikaci hlavnich aromatickych latek
plynovou chromatografii.
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Majoritni anthokyany byly separovany na univerzalni kolon¢ Kinetex® EVO C18 Core-
Shell. Byly eluovany v potadi kyanidin-3-sambubiosid (C3S) a kyanidin-3-glukosid (C3G).
Jejich celkovy obsah byl stanoven na hodnotu 34,9 g1t koncentratu.

Celkovy obsah anthokyani ve finalnim produktu ¢inil 7,1 gl a byl vypoéitan jako
ekvivaent kyanidu-3-glukosidu.

Obsah fenolickych latek v koncentratu byl 27,1 g, vyjadieno jako ekvivalent kyseliny
gallové. Vyssi obsah fenolickych latek oproti anthokyaniim znamena, Ze jsou v koncentratu
extraktu z bezovych slupek obsazeny vyrazné také jiné fenolické latky. Podle literatury
predevsim kyselina chlorogenova a rutin.

K identifikaci aromatickych latek vyuzita kombinace GC-MS a SPME. Ve vzorku
bezovych vyliskl bylo stanoveno celkem 42 aromatickych latek, 33 aromatickych latek bylo
stanoveno v extraktu z vyliskid a 21 aromatickych latek ve vysledném produktu — koncentratu.
Nejvice zastoupenou skupinou detekovanych latek byly estery. Identifikované aromatické
latky vyrazné ptispivaji k typické viini bezové $t'avy a dalSich produkti.

Vysledky této prace by mély poslouzit jako podklad pro producenty vyrobki z bezovych
plodi. M¢ly by upozornit na moznost vyuziti vyliskii po lisovani bezové stavy k dalSimu
zpracovani a zisku barviv pfirodniho ptivodu s antioxida¢nimi vlastnostmi a pozitivnim
pusobenim na lidské zdravi. Laboratorné pfipraveny koncentrat se vSemi jeho atributy by byl
vhodny pro pouziti v potravinaistvi. V dalSich studiich by bylo mozné se zaméfit na vyuziti
jinych, SetrnéjSich zplsobl koncentrace, jako je napfiklad pouziti mikrovinného zateni ¢i
lyofilizace.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC
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CGE
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vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
detektor s diodovym polem

elektronova paramagnetické rezonance
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
2,2-azino-bis-3-ethylbenzothizolin-6sulfonova kyselina
4-hydroxy-2,2,6,-tetramethyl- 1-piperidinyloxyl
koncentrace monomerniho pigmentu
ekvivalent kyanidin-3-glukosidu

ekvivalent kyseliny gallové

plynové chromatografie

hmotnostni spektrometrie

mikroextrakce tuhou fazi



7 SEZNAM PRILOH

Tabulka 14 Primérné hodnoty pro vypocet koncentraci extraktd pii riznych pomérech v/r
Tabulka 15 Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odpafovani pii 45 °C
Tabulka 16 Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odparovani pti 60 °C
Tabulka 17 Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odpafovani pti 65 °C
Tabulka 18 Naméiené hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky fenolickych latek

Graf 3: Kalibra¢ni kiivka kyanidin-3-sambubiosidu

Graf 4: Kalibra¢ni kiivka kyanidin-3-glukosidu

Graf 5: Kalibra¢ni kiivka fenolickych latek

Obrazek 10: GC chromatogram tékavych latek v bezovych vyliscich

Obrazek 11: GC chromatogram tékavych latek v extraktu bezovych vylisk

Obrazek 12: GC chromatogram tékavych latek v koncentratu z extraktu bezovych vyliski

49



8 PRILOHY

Tabulka 14: Primérné hodnoty pro vypocet koncentraci extraktl pfi riznych pomérech v/r

Vy'“Sky/(mnj\lj‘)’““édlo CGE (mg) @ CGE (mg'1) CGE (mg'100 g')

4418

132 437,0 4416 1413+ 13
4459
608,1

124 592,2 596,6 1432423
589,5
701,9

1:2 687,7 696,0 139214
698,4
796,3

116 784,6 7938 127,0+12
8005

Tabulka 15: Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odpatrovani pii 45 °C

CGE g (mg-100 g% 198,0 200,4 173,9

CGE ) (mg-100 g*) 200,4 194,0 169,1
CGE g - CGE (k) (mg-100 g*) 2,4 6,4 4,9

CGE (g - CGE () (%) 1,2 3,2 2,8
priamér CGE ) - CGE () (%) 1,623

CGEg; CGEk — koncentrace anthokyant v extraktu; v koncentratu (vyjadiené jako C3G ekvivalent)

Tabulka 16: Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odpafovani pii 60 °C

CGE 5 (mg-100 g 173,9 174,2 165,9

CGE (k) (mg-100 g*) 163,0 164,0 154,6
CGE (g - CGE () (mg-100 g9 10,9 10,2 11,3

CGE (g - CGE () (%) 63 59 6,8
prumér CGE ) - CGE ) (%) 6,3+0,4

CGEg; CGEk — koncentrace anthokyantl v extraktu; v koncentratu (vyjadirené jako C3G ekvivalent)
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Tabulka 17: Parametry pro vypocet degradace anthokyanti béhem odpatovani pii 65 °C

CGE g (mg-100 g%) 154,2 121,3 127,0

CGE (k) (mg-100 g*) 126,9 98,7 110,0
CGE (g - CGE (k) (mg-100 g*) 27,2 22,6 17,0

CGE (g - CGE k) (%) 17,7 18,6 134
prumér CGE ) - CGE ) (%) 16,5+2,6

CGEg; CGEk — koncentrace anthokyant v extraktu; v koncentratu (vyjadiené jako C3G ekvivalent)

Tabulka 18: Namétené hodnoty pro sestrojeni kalibracni kiivky fenolickych latek

C (mg'?)

A (750 nm)

0 A (750 nm)

12,5

0,052

0,042

0,075

0,056

25,0

0,111

0,099

0,093

0,101

100,0

0,338

0,384

0,341

0,354

200,0

0,713

0,726

0,732

0,724
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plocha piku (mAU-min)

plocha piku (mAU-min)
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Obrazek 10: GC chromatogram teékavych latek v bezovych vyliscich
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Obrazek 11: GC chromatogram té¢kavych latek v extraktu bezovych vyliskt
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