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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zabývá výrobou koncentrátu z extraktu bezových slupek Ěbez černý, 
Sambucus nigra L.) a stanovením základních chemických charakteristik v tomto produktu.  
 Teoretická část pojednává o botanické charakteristice bezu černého a jeho plodĤ. Dále je 
zde shrnuta charakteristika fenolických látek, pĜedevším anthokyanĤ, využití tČchto 
pĜírodních barviv v potravináĜství a možnost jejich extrakce z bezových slupek a následná 
výroba koncentrátu. Dále jsou popsány metody stanovení anthokyanových barviv 
a fenolických látek. 
 V experimentální části byl nejprve optimalizován postup výroby extraktu z bezových 
slupek, které po vylisování šĢávy obsahují stále dostatečné množství anthokyanových barviv. 
Jako nejvhodnČjší postup byla zvolena pĜíprava extraktu bezových slupek pomocí 
rozpouštČdla o složení 1:1 ethanol/voda ĚV/Vě v pomČru výlisky/rozpouštČdlo 1:2 (m/V).  
 NáslednČ byl pĜipravený extrakt zahušĢován. BČhem koncentrace na vakuové odparce byla 
pozorována degradace barviv. Degradace byla nižší pĜi použití nižších teplot odpaĜování. 
Výsledný koncentrát byl získán zakoncentrováním extraktu na vakuové odparce pĜi 45 °C po 
dobu 15 minut. Tento produkt mČl 7krát menší objem než výchozí extrakt.  
 Finální koncentrát byl charakterizován stanovením jeho vybraných chemických vlastností. 
Metodou HPLC byly stanoveny majoritní pigmenty: kyanidin-3-sambubiosid (C3S) 
a kyanidin-3-glukosid ĚCγGě. Jejich celkový obsah byl γ4,ř g∙l-1 koncentrátu. Celkový obsah 
anthokyanĤ v koncentrátu stanovený pH-diferenciální metodou jako ekvivalent kyanidu-3-
glukosidu činil 7,1 g∙l-1. Dále byl Folin-Ciocalteuovou metodou stanoven obsah fenolických 
látek: β7,1 g∙l-1, jako ekvivalent kyseliny gallové. Pomocí elektronové paramagnetické 
rezonance byla pozorována zvyšující se antioxidační aktivita bezového extraktu pĜi zvyšující 
koncentraci anthokyanĤ. Celkem až 4β rĤzných aromatických látek bylo identifikováno 
metodou GC-MS-SPME v bezových výliscích a v extraktu a koncentrátu z tČchto výliskĤ. 

 

 

 

 

 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Výlisky bezu černého (Sambucus nigra L.), extrakce barviv, celkové anthokyany, celkové 
fenolické látky, aromaticky aktivní látky, celková antioxidační aktivita 
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ABSTRACT 

This Diploma thesis deals with the production of the concentrate from the Elderberry marc 
extract (Sambucus nigra L.). The basic chemical 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 
the initial 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 g∙l-1. The total 
anthocyanin content was determined by pH differential method to 7,1 g∙l-1 (expressed as 
cyanidin-3-glucoside equivalent). The total phenolic content was determined to 27,1 g∙l-1 
(expressed as gallic 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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 ÚVOD  
 
Plody bezu černého (Sambucus nigra L.) jsou bohatým zdrojem fenolických látek, kterým je 
dnes v mnoha studiích vČnována pozornost. Jedním z dĤvodĤ je, že jsou tČmto látkám 
pĜisuzovány antioxidační vlastnosti. Mezi fenolické látky patĜí, mimo jiné, skupina 
anthokyanových pigmentĤ. Tyto látky jsou zodpovČdné za černo-fialové zbarvení bezových 
plodĤ. ůnthokyany jsou v potravináĜském prĤmyslu využívány jako barviva. Díky svému 
pĜírodnímu pĤvodu jsou tak často preferována spotĜebiteli, pĜed barvivy syntetickými. Dalším 
faktorem je pozitivní vliv anthokyanových barviv na lidské zdraví. 
 Bezová šĢáva, využívaná jako součást potravin, pĜedevším pro svoji vysokou barvivost, je 
získávána z bezinek lisováním. Jako vedlejší produkt této výroby tak vznikají výlisky, které 
stále obsahují velký podíl barviv. Proto je v zájmu producentĤ šĢávy promČnit tento vedlejší 
produkt ve využitelný zdroj pĜírodního barviva. Toho lze docílit extrakcí vhodnými 
potravináĜskými rozpouštČdly. 
 Cílem této práce bylo vytvoĜit postup pro účinnou extrakci anthokyanĤ z bezových slupek 
a pro následnou výrobu koncentrátu pomocí vakuové odparky.  
 NáplĖ této práce byla formována na základČ spolupráce se zadavatelem a postupy byly 
uzpĤsobeny jeho požadavkĤm a možnostem. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Bez černý 

Bez černý ĚSambucus nigra L.ě, je opadavý keĜ a vzácnČji strom vyrĤstající do výšky až 
6 metrĤ. VČtve mají šedozelenou až šedohnČdou rozpraskanou kĤru a uvnitĜ bílou dĜeĖ. 
Z vČtviček bezu vyrĤstají složené lichozpeĜené listy se dvČma či tĜemi jaĜmy. JaĜma tvoĜí 
dvojice podlouhle vejčitých lístkĤ, jež jsou na okraji nestejnČ pilovité a 5–10 cm dlouhé. 
Drobné smetanovČ bílé kvČty se žlutými prašníky tvoĜí bohaté ploché vrcholíky. Každý keĜ 
mĤže ročnČ vyplodit až 15 kg plodĤ, které rostou v trsech a Ĝadíme je mezi bobulovité ovoce. 
Jsou to kulaté peckovičky rozmČru 6–8 mm, která obsahující tĜi semena. Zralé jsou černo-
fialové až černé s purpurovČ červenou šĢavnatou dužinou. Období skliznČ plodĤ nastává od 
poloviny srpna do poloviny záĜí. [1] [2] 

1.1.1 Taxonomické zaĜazení bezu černého [3] 

ěíše:  rostliny (Plantae)  
PodĜíše:  cévnaté rostliny ĚTracheobiota)  
NadoddČlení:  semenné rostliny (Spermatophyta)  
OddČlení:  rostliny krytosemenné ĚMagnoliophyta)  
TĜída:  nižší dvoudČložné rostliny ĚMagnoliopsida)  
PodtĜída:  Asteridae  
ěád:  štČtkotvaré ĚDipsacales)  
Čeleć:  zimolezovité ĚCaprifoliaceae)  
Rod:  bez (Sambucus L.)  
Druh:  bez černý ĚSambucus nigra L.) 

1.1.2 Výskyt bezu černého 

Černý bez má svĤj pĤvod v EvropČ. Postupem času se však rozšíĜil po celém svČtČ a jeho 
dnešní území výskytu je rozsáhlé a rozprostírá se mimo Evropu také v ůustrálii, Jižní 
ůmerice, v západní a stĜední ůsii či v Severní ůfrice. [4] 
 Bez černý pĜirozenČ roste na stráních, mezích, rumištích, podél cest a potokĤ, na okrajích 
lesĤ, v kĜovinách a parcích. Je také velmi hojný u zdí, plotĤ a stavení, dokonce i na skládkách 
a kompostech či podél sloupĤ elektrického vedení. Je nenáročný na pĤdní prostĜedí, mimo 
zastínČných stanovišĢ se mu daĜí témČĜ všude. Snáší znečištČné ovzduší a bČžnČ roste i na 
chudých a devastovaných pĤdách a dobĜe snáší vyšší obsah dusíku v pĤdČ, který mu dokonce 
prospívá. PĜes to vše jsou však ideální podmínky pro jeho rĤst kypré a vlhké humózní pĤdy. 
[2] [5] 

1.1.3 PČstování šlechtČných odrĤd bezu černého 

Zvyšující se zájem o potravináĜské využití bezu černého vedl na konci β0. století k počátkĤm 
kulturního pČstování této rostliny. Do té doby byly bČžným zdrojem pro výrobu šĢáv bobule 
z volnČ rostoucích keĜĤ. NejvČtšími evropskými producenty plodĤ vyšlechtČných odrĤd jsou 
dnes Rakousko, NČmecko, Dánsko, Nizozemí a Švédsko. Bezové plantáže lze ale nalézt také 
ve Švýcarsku, Itálii, Polsku, Velké Británii či v severním Portugalsku. [4] 
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 Bez černý, jemuž je vČnována tato práce, má mnoho kulturních odrĤd. Je to napĜ. ůlbida, 
Allesø, Aurea, Bohatka, Dana, Haschberg, Heidegg 13, Korsør, Mammut, Pregarten, Riese 
aus Voȕloch, Sambo, Sambu, Samdal, Sampo, Samyl a Weihenstephan. PĜibližnČ pĜed deseti 
lety vznikly první bezové sady také v ČR. 

1.1.4 Využití bezu černého v potravináĜství 

Po sklizni mohou být plody bezu konzumovány v čerstvé nebo sušené formČ, zamraženy pro 
výrobu zmrzlin či zpracovávány za účelem produkce šĢáv, nektarĤ, vín, džemĤ, marmelád, 
sirupĤ, likérĤ, čaje a kompotu. Jelikož je bezová šĢáva významným zdrojem barviv, je také 
možné ji použít pro barvení džusĤ z jiného ovoce a k barvení dalších výrobkĤ, nejčastČji 
cukrovinek. 
 

 

Obrázek 1: Plody bezu černého [6] 

Drobné plody, jako i bez černý, mají krátké období skliznČ, po kterém mohou být pouze 
nČkolik týdnĤ skladovány v mraženém stavu. Proto je nezbytné jejich další zpracování pro 
prodloužení trvanlivosti. [7] 
 Jak uvádí Maskan a kol. v článku z roku 2002, jednou z nejvýznamnČjších metod 
konzervace potravin je tepelné zpracování, které vede k inaktivaci enzymĤ, nežádoucích 
mikroorganismĤ a snižuje vodní aktivitu v potravinČ. Toho se využívá pĜi zpracovávání 
šĢávních koncentrátĤ, které jsou produkovány ze šĢáv jejich zahuštČním neboli koncentrací. 
[8] 
 Ta musí být provedena šetrnČ, bez vČtších zmČn v obsahu cukrĤ, minerálĤ a vitamínĤ. 
Dalším dĤležitým aspektem úspČšného zpracování ovoce je zachování jeho barvy, jenž je 
jednou ze základních senzorických vlastností určujících kvalitu produktu. K nežádoucím 



11 
 

zmČnám zbarvení vede jak degradace pĜítomných barviv, tak napĜíklad neenzymatické 
hnČdnutí. [7] 

1.1.5 Koncentrování ovocných šĢáv 

Primárním krokem k zakoncentrování vylisovaných ovocných šĢáv je snížení obsahu vody. 
Mezi zpĤsoby odstranČní vody z materiálĤ patĜí jak konvenční zahĜívání, tak napĜíklad 
membránová koncentrace či mikrovlnný záhĜev. Membránová koncentrace, i pĜes svoji 
šetrnost, není bČžnČ využívaná. DĤvodem jsou vysoké náklady a limity v obsahu získaného 
produktu. Mikrovlnné záĜení zahĜívá materiál pĜímo, bez kontaktu s horkým povrchem a čas 
zahĜívání je u této techniky kratší než u konvenčního zahĜívání. Konvenční zahĜívání je poté 
nejménČ šetrnou, avšak jednoduchou technikou. [7] 
 Rotační vakuová odparka patĜí mezi zpĤsoby koncentrace konvenčním zahĜíváním. Pracuje 
za sníženého tlaku a zvýšené teploty. Jedná se o techniku jednoduše ovladatelnou 
a dostupnou. Fazaeli a kol. Ěβ01γě provedli porovnání vakuové odparky a mikrovlnného 
záĜení a jejich vlivu na materiál pĜi produkci koncentrátu. Došli k závČru, že míra degradace 
anthokyanĤ byla pĜi použití vakuové odparky vyšší než pĜi použití mikrovlnného záĜení. 
ZároveĖ zjistili zvyšující se degradaci barviv se zvyšujícím se použitým tlakem a teplotou. [7] 
Šetrný postup pro zisk koncentrátu z extraktĤ či šĢáv je tak stále otázkou optimalizace a je jí 
vČnována pozornost v experimentální části této práce. 
 

 

Obrázek β: Rotační vakuová odparka 
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1.1.6 Slupky jako vedlejší produkt a jejich využití 

PrĤmyslová výroba šĢáv sestává z celé série krokĤ, kdy jedním z nich je proces lisování. Pro 
lisování plodĤ jsou využívány hydraulické či pneumatické lisy rĤzných rozmČrĤ, v závislosti 
na velikosti provozu. [9] [10] 
 Vedlejším produktem lisování jsou slupky plodĤ neboli výlisky. Díky látkám v nich 
obsažených se dnes slupky stávají cennou druhotnou surovinou, kterou je možné využít 
a recyklovat. Mimo další zpĤsoby využití, napĜíklad jako adsorbenty kovĤ z odpadních vod, 
je možné výlisky využít jako zdroj barviv a dalších fenolických látek pro potravináĜské účely. 
Látky mohou být ze slupek získávány extrakcí do rozpouštČdla a následným zahuštČním 
takového extraktu lze získat koncentrát. Pokud je recyklace vedlejších surovin součástí 
výroby, lze produkty této recyklace kombinovat s primárními produkty a získat tak nový 
finální produkt. Je možné koncentrát extraktu z výlisek pĜidávat ke šĢávnímu koncentrátu 
a zvýšit tak jeho barevnost a celkový obsah zdraví prospČšných látek. [9] [10] Polášková 
a kol. uvádí, že pĜevládající množství barviv Ěaž do ř0 %ě je obsaženo ve slupce bezu, oproti 
dužinČ. [11] 

1.1.7 Extrakce 

Extrakce je fyzikální proces, pĜi kterém dochází k pĜechodu extrahované látky z jedné fáze do 
druhé. MĤže se jednat o extrakci kapalina-kapalina nebo kapalina-pevná látka, jako v pĜípadČ  
extrakce anthokyanĤ z rostlinného materiálu. Navzdory novým technologiím, jako je 
superkritická fluidní extrakce, extrakce s použitím ultrazvuku či mikrovlnného záĜení, nebo 
zrychlená extrakce rozpouštČdlem, klasická macerace je stále jednou z nejstudovanČjších 
metod zisku bioaktivních látek z rostlinných materiálĤ. [12] [13] 
 Extrakce anthokyanĤ je účinná za použití organických rozpouštČdel. Ethanol je, díky své 
ne-toxicitČ a nízké cenČ, nejvhodnČjším rozpouštČdlem z hlediska využití extraktĤ 
v potravináĜství. [14] Nalezení správných extrakčních podmínek pro extrakci anthokyanĤ je 
velmi dĤležitým krokem v celém procesu. Jedná se o pomČr mezi materiálem 
a rozpouštČdlem, o koncentraci samotného rozpouštČdla a teplotu extrakce. Všechny tyto 
parametry ovlivĖují rozpustnost extrahovaných látek. [15]  
 Cacace a Mazza Ěβ00γě jako nejvýznamnČjší ze všech studovaných faktorĤ na výtČžky 
anthokyanĤ uvádČjí právČ pomČr množství rozpouštČdla a extrahovaného materiálu. Se 
zvyšujícím se pomČrem rozpouštČdla ku materiálu se zvyšují výtČžky anthokyanĤ i fenolĤ. 
[15] Se stejným závČrem pĜichází i Pompeu a kol. Ěβ00řě. [16]  
 Cacace a Mazza Ěβ00γě se dále vČnují vlivu koncentrace rozpouštČdla. Zjistili, že výtČžky 
fenolických látek i anthokyanĤ se zvyšují až do koncentrace ethanolu 67 %, ale následnČ jsou 
nižší pĜi koncentraci ethanolu ř5 %, kdy se snižuje jejich difusní koeficient. [15] Nour a kol. 
Ěβ01γě uvádí rozdílné chování pro fenolické látky a anthokyany. V pĜípadČ anthokyanĤ se 
výtČžky zvyšují až do koncentrace ethanolu 60 % a klesají pĜi ř6 %. U fenolických látek 
výtČžek nepatrnČ stoupá až do koncentrace ř6 %. [13]  

1.1.8 Chemické složení a obsah účinných látek v bezu černém 

Plody bezu obsahují 1Ř,4 % sacharidĤ, pĜičemž cukry, pĜedevším glukosa a fruktosa, 
pĜedstavují 6,Ř–11,5 %. Dále plody obsahují tĜísloviny (3 %), proteiny (2,7–2,9 %), 
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flavonoidy, anthokyany (0,2–1 %ě, kyanogenní glykosidy Ěsambunigrině, organické kyseliny, 
silice (0,01 %ě, vitamíny skupiny B, skupiny ů, tokoferoly a vitamín C Ě0,006–0,0γ %ě. Dále 
obsahují minerální látky Ě0,řř %ě tohoto složení: K, Ca, Fe, Mg, P, Na, Zn, Cu, Mn, Se, Cr, 
Ni a Cd. [17] [18]  
 KvČty obsahují proteiny Ěβ,4 %), silice (0,03–0,14 %), flavonoidy (1,8 %; rutin, 
isokvarcetin, hyperosid), fenolkarboxylové kyseliny Ěchlorogenovou, p-kumarovou, kávovou, 
ferulovou), triterpeny (alfa-amyrin a beta-amyrin, ursolovou a oleanovou kyselinuě, tĜísloviny 
a sliz. Semena plodĤ obsahují nenasycené mastné kyseliny, jmenovitČ linolenovou, linolovou 
a olejovou. [17] 

1.2 Fenolické látky 

Fenolické látky jsou sekundární metabolity rostlin, odvozené od aminokyselin fenylalaninu 
nebo tyrosinu, ze kterých vznikají fenylpropanoidovou drahou. Jsou to látky témČĜ 
všudypĜítomné v potravinách rostlinného pĤvodu a zahrnují široké spektrum molekul. [19] 
 ObecnČ obsahují jedno nebo více aromatických jader, na nichž je navázána nejménČ jedna 
hydroxylová skupina. Dále mĤže být vázáno rĤzné množství glykosylových a methylových 
skupin. Struktury s více aromatickými jádry nazýváme polyfenoly. Fenolické látky obsažené 
v bobulovitém ovoci v základu rozdČlujeme na flavonoidy, fenolické kyseliny, tanniny 
a stilbeny. [20] 

1.2.1 Fenolické kyseliny 

Fenolické kyseliny je možné rozdČlit mezi deriváty kyseliny skoĜicové a kyseliny benzoové. 
Látky odvozené od kyseliny skoĜicové bývají obvykle esterifikovány, zatímco látky odvozené 
od kyseliny benzoové bývají vČtšinou glykosylovány. Volné fenolické kyseliny se jen 
výjimečnČ vyskytují v ovoci v množství vyšším než 5 %. [20] 
 V bobulovitých plodech se ze skupiny hydroxyderivátĤ kyseliny skoĜicové vyskytují 
nejčastČji kyselina ferulová, kávová, p-kumarová a chlorogenová. NejčastČjšími deriváty 
kyseliny benzoové v tČchto plodech jsou potom kyselina gallová, salicylová,  
p-hydroxybenzoová a ellagová. [20] 

1.2.2 Flavonoidy 

Flavonoidy jsou rozsáhlou skupinou rostlinných fenolĤ, jenž zahrnují tisíce struktur. Základní 
strukturu tvoĜí flavan, který obsahuje dva aromatické kruhy, propojené kyslíkatým 
heterocyklem se tĜemi uhlíkatými atomy. Podle stupnČ oxidace centrálního C3 ĜetČzce je 
rozeznáváno sedm základních struktur flavonoidĤ: anthokyanidiny, flavony, flavanony, 
flavonoly, flavanonoly, flavan-3-oly (katechiny) a isoflavony. [21] 
 Základní strukturu všech anthokyanidinĤ tvoĜí flavyliový Ěβ-fenylbenzopyryliový) kation. 
Z hlediska chemie potravin má význam šest hlavních anthokyanidinĤ s hydroxylovou 
skupinou v poloze C-3. Jsou to kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin 
a malvidin. [19] Zbarvení jednotlivých anthokyanidinĤ se liší podle počtu navázaných 
hydroxylových skupin na aromatickém kruhu B. Se zvyšujícím se počtem hydroxylových 
skupin se barva molekuly posunuje na škále od oranžové k modré. [22] Anthokyany neboli 
anthokyanová barviva jsou O-glykosidy anthokyanidinĤ. [23] 
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Obrázek γ: fenylpropanoidová dráha [24] 

1.3 Anthokyanová barviva 

Anthokyany jsou O-glykosidy anthokyanidinĤ a osahují navázánu jednu, dvČ nebo tĜi cukerné 
jednotky. NejčastČji jsou to glukosa, galaktosa, rutinosa, arabinosa, rhamnosa, sambubiosa 
a sophorosa. [25] 

1.3.1 Funkce v rostlinách 

ůnthokyany jsou vĤbec nejrozšíĜenČjší skupinou rostlinných barviv. Hrají roli pĜi vábení 
opylovačĤ a roznašečĤ semen a účastní se na obranných mechanismech rostliny proti 
biotickým a abiotickým stresovým faktorĤm. [26] Jsou to ve vodČ rozpustné červené, 
purpurové, nachové a modré pigmenty, které udávají barvu kvČtĤ a plodĤ mnoha rostlin. 
Nacházejí se ve vakuolách rostlinných bunČk ve formČ rĤznČ velikých granulí, zatímco 
v bunČčných stČnách a ostatních bunČčných organelách rostlin nejsou obsažené prakticky 
vĤbec. [26] 
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1.3.2 Využití v potravináĜském prĤmyslu 

ůnthokyany jsou využívány v potravináĜském prĤmyslu jako pĜírodní alternativa 
k syntetickým potravináĜským barvivĤm. NejčastČji se využívají k barvení ovocných džusĤ, 
šĢáv ale i cukrovinek a jogurtĤ. Získávají se ze zemČdČlských plodin, pČstovaných pĜímo pro 
tyto účely a také z odpadĤ po zpracování jiných plodin. Jelikož profil obsažených barviv je 
pro rĤzné plody charakteristický, je využíván také pĜi odhalování pančování ovocných šĢáv 
a vína. Zatímco nČkteré plody, jako červený rybíz nebo černý bez, obsahují pouze deriváty 
jednoho druhu anthokyanu, jiné plody, jako brusinka, borĤvka a černý rybíz obsahují široké 
spektrum tČchto pigmentĤ. V Evropské Unii se všechna anthokyanová barviva vyskytují ve 
výrobcích pod označením aditiva E163. [27] [10] 

1.3.3 Stabilita anthokyanových barviv 

Využitelnost anthokyanových barviv je limitována nČkterými jejich vlastnostmi. Jsou to 
pĜedevším nestabilita pĜi vysokých teplotách, v pĜítomnosti svČtla a kyslíku. Dále je jejich 
použití omezeno na kyselé potraviny do pH 4,0, nad nímž jsou již barevnČ nestabilní. [15] 
[28] 
 Inami a kol. provedli studii teplotní a svČtelné stability anthokyanĤ v modelových nápojích 
pĜipravených z bezu černého. Po γ0 dnech skladování v temnu pĜi teplotČ 50 °C koncentrace 
pigmentĤ klesla na 50 %. PĜi sledování svČtelné stability byly nápoje vystaveny pĜímým 
slunečním paprskĤm a koncentrace pigmentĤ poklesla na β0 % po vystavení záĜení o celkové 
hodnotČ 60 MJ∙m-2. Provedli současnČ porovnání se stabilitou nápojĤ z bezu kanadského, 
které se ukázaly být proti vlivu tepla i svČtla stabilnČjší. DĤvodem mĤže být struktura 
odlišných anthokyanĤ nacházejících se v tČchto dvou druzích. [29] 
 Fazaeli a kol. ve své studii z roku β01γ sledovali degradaci anthokyanĤ šĢávy z moruše 
černé bČhem její koncentrace pomocí rotační vakuové odparky. Výsledkem byla zvyšující se 
degradace pigmentĤ pĜi zvyšující se teplotČ a tlaku. NejvýraznČjší degradace probíhala pĜi 
odpaĜování za atmosférického tlaku Ě100 kPa). [7]  
 Stabilita anthokyanových barviv v bezových extraktech pĜi skladování v chladu byla 
pozorována ve studii z roku β017. Vyplývá z ní, že degradace pigmentĤ pĜi skladování po 
dobu 14 dnĤ pĜi β °C nebyla významná. [30] 

1.3.4 Obsah anthokyanových barviv v bezu černém 

Bobule bezu černého jsou bohatým zdrojem anthokyanových barviv i nebarevných 
fenolických látek, dokonce bohatším než nČkteré další druhy ovoce, jako je černý rybíz, 
aronie nebo slupky hroznĤ červené vinné révy. [31] 
 V plodech bezu černého je obsaženo pČt anthokyanových barviv, odvozených od 
kyanidinu. Jejich součástí jsou cukerné jednotky glukosy, sambubiosy a rutinosy. Jsou to dva 
majoritní glykosidy kyanidin-3-glukosid (C3G) a kyanidin-3-sambubiosid ĚCγSě a tĜi 
minoritní glykosidy kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid (C3S5G), kyanidin-3,5-diglukosid 
(C3,5-DIG) a kyanidin-3-rutinosid (C3R). [19] [23] 
 V dosavadních studiích již bylo analyzováno zastoupení jednotlivých anthokyanĤ 
v kulturních odrĤdách bezu černého. Tyto hodnoty se však liší i v rámci jednoho kultivaru. 
Koncentrace pigmentu kyanidin-3-glukosidu v odrĤdČ Haschberg je dle dvou rĤzných studií 
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204,6 mg CGE∙100 g-1 plodĤ [32] a 331,13 mg CGE∙100 g-1 plodĤ. [23] Jeho koncentrace 
v odrĤdČ Korsør činí dle dvou rĤzných studií 258,6 mg CGE∙100 g-1 plodĤ [30]  
a 481,4 mg CGE∙100 g-1 plodĤ. [32] 
 Pigment kyanidin-3-rutinosid není v nČkterých pĜípadech v plodech bezu vĤbec detekován, 
popĜípadČ ve stopovém množství. [32] Veberic a kol. Ěβ00řě uvádí hodnotu  
9,63 mg CGE∙100 g-1 plodĤ. [23] 
 Mezi odrĤdami ale i v rámci jedné odrĤdy se liší i druh kyanidinu, který je v plodech 
majoritní. Lee a Finn Ěβ007ě i Kaack a kol. Ěβ00Řě uvádí u odrĤdy Haschberg pigment 
kyanidin-3-glukosid jako majoritní a kyanidin-3-sambubiosid jako druhý nejobsáhlejší. [32] 
[33] Naproti tomu Veberic a kol. ve studii z roku β00Ř uvádí jako majoritní pigment u odrĤdy 
Haschberg kyanidin-3-sambubiosid. [23] 
 Obsah anthokyanĤ v plodech bezu je promČnlivý a záleží jak na jeho odrĤdČ, tak na 
konkrétní sezónČ a fázi zrání ve které byly sklizeny. [33] [34] Lee a Finn Ěβ007ě mimo jiné 
zjistili rozdíl v množství obsažených pigmentĤ v závislosti na roku skliznČ. [32] 
 

 

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

1.3.5 Antioxidační aktivita anthokyanových barviv 

ůnthokyanová barviva jsou považována za látky léčivé a prospČšné lidskému zdraví a jejich 
konzumace za prevenci proti mnoha nemocem. Jsou jim pĜisuzovány zdraví prospČšné účinky 
jako je snížení rizik kardiovaskulárních onemocnČní, antimikrobiální, protizánČtlivé 
a protirakovinné účinky, prevence obesity a diabetu nebo zlepšování zraku. Všechny tyto 
účinky jsou více či ménČ spojovány s antioxidačními vlastnostmi tČchto látek. PĜi procesu 
glykosilace anthokyanidinĤ, jejímž výsledkem je struktura anthokyanĤ, dochází současnČ ke 
zmČnČ nČkterých vlastností. Zvyšuje se jejich stabilita a rozpustnost, ale mĤže docházet 
k nepatrnému poklesu jejich antioxidační kapacity. [36] [37] [38] 
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 Na celkovou biologickou aktivitu anthokyanĤ má vliv počet a pozice vázaných cukrĤ 
a druh navázané cukerné jednotky, které se od sebe liší orientací hydroxylové skupiny na 
pyranovém kruhu a tím i svými vlastnostmi. [36] 

1.4 Aromaticky aktivní látky 

Jako aromatické Ěvonnéě látky jsou označovány látky, které pĤsobí na čichové receptory 
a vyvolávají dojem vĤnČ. Pokud současnČ pĤsobí na chuĢové receptory, jsou zároveĖ 
chuĢovými látkami. VĤnČ potravin je často komplexním vjemem vyvolaným kombinací 
velkého počtu aromatických látek. Pouze ve výjimečných pĜípadech lze typickou vĤni 
potraviny spojovat s vĤní jediné nebo nČkolika málo sloučenin, tzv. klíčových složek vĤnČ. 
[39] 
 Jensen a kol. (2001ě rozdČlili nejvýznamnČjší aromatické látky bezu do šesti tĜíd. Za hlavní 
složky bezové vĤnČ je považován beta-damascenon a dihydroedulan. Látky ĚZ)- a (E)-rose 
oxid, nerol oxid, nonanal a hotrienol jsou hlavní zástupci kvČtinové vĤnČ. Ovocná vĤnČ je 
pĜedevším pĜisuzována obsaženým alkoholĤm, aldehydĤm a esterĤm nižších karboxylových 
kyselin a nižších alkoholĤ, jako jsou: β-metylpropan-1-ol, 2- a 3-methyl butan-1-ol, pentan-1-
ol, pentanal, heptanal, oktanal a metyl- a etyl benzoát. Do skupiny čerstvých a travnatých vĤní 
patĜí pĜedevším: 1-hexanal, trans-2-hexenal, cis-3-hexenol, trans-2-hexenol a trans-2-oktenal. 
Charakteristickou vĤni po houbách pĜedstavují látky: 1-okten-3-ol a 1-okten-3-on. [40] 

1.5 Metody stanovení chemických parametrĤ extraktu a koncentrátu 

Pro stanovení obsahu anthokyanových barviv, fenolických látek, antioxidační aktivity 
a obsahu tČkavých aromatických látek v extraktech, popĜípadČ jejich koncentrátech byly 
využity spektrometrické a chromatografické metody.  

1.5.1 pH-diferenciální metoda stanovení celkových anthokyanĤ 

Koncept stanovení celkových anthokyanĤ v materiálu mČĜením zmČny absorbance pĜi dvou 
rozdílných hodnotách pH pĜedstavili v roce 1ř4Ř Sondheimer a Kertesz. PozdČji byla hodnota 
tČchto pH upĜesnČna na 1,0 a 4,5. [41] 
 Monomerní anthokyany podléhají reverzibilní zmČnČ struktury v závislosti na pH. Barevná 
oxoniová forma pĜi pH 1,0 stĜídá bezbarvou hemiketalovou formu pĜi pH 4,5. PrávČ tak lze 
z rozdílĤ absorbance pĜi tČchto dvou pH stanovit koncentraci pigmentu. Absorbance je 
mČĜena v absorpčním maximu anthokyanĤ, které se pohybuje mezi 510–520 nm. Vzorek je 
následnČ promČĜen ještČ pĜi vlnové délce 700 nm. DĤvodem je korekce chyby v mČĜení, 
zpĤsobené zákalem. Hodnoty namČĜené pĜi této vlnové délce jsou od tČch prvních odečítány. 
Touto metodou jsou stanoveny pouze monomerní pigmenty, polymerní absorbují pĜi obou 
hodnotách pH, a tedy nejsou touto metodou zjištČny. [41] 
 Obsah pigmentu je následnČ spočítán použitím namČĜené absorbance pĜi ʄmax, molekulové 
hmotnosti pigmentu a molárního absorpčního koeficientu majoritního anthokyanu 
v materiálu. [41] 
 



18 
 

 

Obrázek 5: Vzorky extraktu a koncentrátu smíchané s činidly pro pH-diferenciální Ěnalevoě  
a Folin-Ciocalteuovu metodu (napravo) 

1.5.2 Stanovení celkových fenolických látek podle Folin-Ciocalteua 

V roce 1ř1β pĜedstavili Folin a Denis spektrofotometrickou metodu stanovení fenolických 
látek. Tato byla pozdČji upravena Folinem a Ciocalteuem do dnešní podoby. Metoda je 
založena na reakci molybdenanu sodného a wolframanu sodného s fenolickými látkami 
v alkalickém prostĜedí. Výsledkem reakce je modĜe zbarvený komplex, jehož intenzitu lze 
mČĜit spektrofotometricky pĜi vlnové délce 750 nm. [42] Folin-Ciocalteuovo činidlo se 
pĜipravuje smícháním daných množství wolframanu sodného, molybdenanu sodného, 
koncentrované kyseliny chlorovodíkové, destilované vody, kyseliny fosforečné a síranu 
sodného. Principem zmČny zbarvení je oxidačnČ-redukční rekce mezi fenolickou skupinou, 
která je oxidována a Folin-Ciocalteuovým činidlem, kde je kov redukován. 
 Ve vČdeckých článcích vČnujících se stanovení polyfenolĤ touto metodou se značnČ liší 
množství a pomČr použitých činidel a vzorku, stejnČ jako doba, po kterou je nutné nechat 
látky reagovat. [43] 

1.5.3 Chromatografické techniky 

Chromatografie je technika, jenž je v analytické chemii využívána k separaci smČsí za účelem 
stanovení jejího složení. Principem je separace látek mezi stacionární a mobilní fázi na 
základČ afinity ke stacionární fázi. Z toho vyplývá odlišná retence jednotlivých látek 
v systému, a tedy jejich rozdČlení na frakce putující kolonou k detektoru. Pomocí 
chromatografie lze provádČt kvalitativní i kvantitativní analýzu. Dle skupenství fází 
rozlišujeme dvČ nejužívanČjší chromatografické techniky – kapalinovou a plynovou. 
 Výstupem z chromatografické analýzy je chromatogram, obsahující píky, kdy každý pík 
pĜedstavuje jednu látku obsaženou ve vzorku. Dobu, kterou látka stráví v systému, nazýváme 
retenční čas a pĜi porovnání retenčních časĤ standardĤ a analyzovaných látek získáme 
informace o složení smČsi. Plocha píku, pĜi porovnání plochy píku standardu, udává informaci 
o množství dané látky. 
 Kombinaci správných podmínek pro separaci určitých látek nazýváme metoda. PĜi potĜebČ 
analýzy určitých vzorkĤ je možné vytvoĜit si vlastní metodu stejnČ tak, jako použít a pĜípadnČ 
poupravit metodu již ovČĜenou a publikovanou.  
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1.5.3.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie se vyvinula v 70. letech minulého století jako 
modernČjší nástupce do té doby využívaných chromatografických technik – papírové, 
tenkovrstvé a sloupcové. [44] 
 Kapalinová chromatografie je metoda sloužící k separaci látek ve vzorku mezi dvČ fáze na 
základČ odlišných fyzikálnČ-chemických vlastností. Stacionární fáze je umístČna v kolonČ ve 
formČ sorbentu a mobilní fáze, kterou je kapalina, protéká tímto prostorem. Fáze jsou 
vzájemnČ nemísitelné. Dnes známe Ĝadu variant provedení kapalinové chromatografie. Podle 
podstaty interakce analytu se stacionární fází rozlišujeme tyto základní separační 
mechanismy: adsorpce, rozdČlování, sítový efekt, výmČna iontĤ a afinitní chromatografie. 
[44] [45] Pro správný prĤbČh analýzy je dĤležitá volba vhodné kolony a složení mobilní fáze, 
kdy se maximálnČ využívá interakcí mezi vzorkem, mobilní a stacionární fází. 
 Vysoké účinnosti této techniky bylo dosaženo zmenšením částic stacionární fáze 
vyplĖujících kolonu na dnešní rozmČry γ-5 µm. To vede k celkovému zvČtšení aktivního 
povrchu pro separaci a zvýšení separační účinnosti. Toto se promítlo v celkovém zmenšení 
prĤmČru kolon a snížení prĤtoku mobilní fáze, a tedy k její úspoĜe. Je ovšem potĜeba používat 
vysokotlaká čerpadla, pro zajištČní pĜimČĜených prĤtokĤ a retenčních časĤ. [44] [46] 
 Pro analýzu anthokyanových barviv je vhodné použít systém HPLC vybavený detektorem 
s diodovým polem ĚDůDě pro kvantifikaci a hmotnostním spektrometrem ĚMSě pro 
identifikaci pigmentĤ. ůbsorpční maximum anthokyanĤ se nachází v rozmezí 510–520 nm. 
Využívá se kolona C18 a pracuje se v systému obrácených fází. [32] 

1.5.3.2 Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí (GC-MS) 

Plynová chromatografie je určená k dČlení a stanovení látek, které jsou tČkavé, a současnČ 
teplotnČ stabilní. Mobilní fázi zde pĜedstavuje nosný plyn, jenž je inertní vĤči stacionární fázi. 
Stacionární fáze u náplĖových kolon mĤže být pevná látka, u kapilárních kolon je nanesena 
v tenké vrstvČ pĜímo na vnitĜní stČnu kapiláry. Využívá se zde teplotní gradient, tedy 
zvyšování teploty kolony v prĤbČhu analýzy. To vede k účinnČjší separaci vysokovroucích 
látek. Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí ĚGC-MSě se v poslední dobČ široce 
používá jako výkonná technika plynové chromatografie. V hmotnostním spektrometru je 
vzorek ionizován a vzniklé ionty jsou separovány podle hodnoty podílu jejich hmotností 
a náboje. BČžný MS se skládá z nČkolika částí: vstupu, iontového zdroje, separátoru iontĤ, 
detektoru se zesilovačem a záznamovým zaĜízením a vakuového systému. Součástí zaĜízení je 
dČlič na výstupu z kolony, který dČlí proud nosného plynu do dvou vČtví, aby nedošlo 
k porušení vakua ve spektrometru. [47] 
 Solid-Phase Microextraction (SPME; mikroextrakce tuhou fázíě je sorpčnČ-desorpční 
metoda zkoncentrování analytu. Principem je použití nadbytku vzorku vĤči malému množství 
sorbentu. ůnalyt je extrahován ze vzorku pouze do dosažení rovnovážného stavu. Rovnováha 
se ustanovuje mezi koncentrací analytu ve vzorku, headspace prostorem nad vzorkem 
a polymerní vrstvou na kĜemenném vláknČ. Metoda umožĖuje provádČt dva zpĤsoby extrakce. 
První zpĤsob je pĜímá extrakce ĚDI-SPMEě, pĜi které dochází k ponoĜení vlákna pĜímo do 
vzorku. Druhým zpĤsobem je headspace extrakce (HS-SPMEě, kdy je vlákno umístČno 
v prostoru nad vzorkem. [48] 
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 SPME je jako alternativní technika extrakce využitelná pro GC analýzu tČkavých 
a částečnČ tČkavých látek v mnoha produktech, včetnČ ovoce a ovocných nápojĤ. Jedná se 
o rychlou, levnou a nedestruktivní kvantitativní vzorkovací techniku. ůnalýzu tČkavých látek 
v bezové šĢávČ pomocí GC-MS provedli Jensen a kol. (2000). Z celkových více než 50 píkĤ 
bylo 40 látek ve významnČjší koncentraci. Jednalo se pĜedevším o aromatické produkty 
degradace mastných kyselin – alkoholy, aldehydy a ketony. [40] 

1.5.4 Elektronová paramagnetická rezonance ĚEPRě 

Elektronová paramagnetická rezonance je spektroskopická technika detekující pĜítomnost 
nepárových elektronĤ v systému. Je to technika mČĜící absorpci mikrovlnného záĜení 
odpovídajícího štČpení energetické hladiny nepárového elektronu, který je umístČn do silného 
magnetického pole. Spin nepárového elektronu je tak orientován ve stejném nebo opačném 
smČru vnČjšího magnetického pole. Tyto rozdílné orientace mají rozdílné hodnoty energie, 
které pĜímo úmČrnČ odpovídají aplikovanému magnetickému poli. Tento jev označujeme jako 
Zeemanovo štČpení. [49] 
 Využití EPR pro studium antioxidačních vlastností látek bylo již dĜíve publikováno. [50] 
[51] Pro promČĜování antioxidační aktivity je EPR spektroskopie, na rozdíl od UV-VIS 
spektrometrie, využitelná pro vzorky, které nejsou prĤhledné a současnČ nehrozí interference 
s ostatními barevnými látkami v systému. Postup je založen na úbytku stabilních volných 
radikálĤ pĜi interakci s látkami s antioxidačními vlastnostmi ve vzorku. Pro účely experimentĤ 
jsou nejčastČji používány stabilní radikály 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-
bis-3-ethylbenzothizolin-6sulfonová kyselina ĚůBTSě a 4-hydroxy-2,2,6,-tetramethyl-1-
piperidinyloxyl ĚTEMPOLě. MČĜení probíhá pĜi konstantní frekvenci zdroje záĜení, pĜičemž 
se plynule mČní indukce magnetického pole, dokud nedojde k rezonanci. [49] Výsledkem 
mČĜení jsou hodnoty procentuálního úbytku radikálu ve smČsi antioxidant-radikál v závislosti 
na čase. 
 MČĜení antioxidační aktivity extraktĤ z rĤzných částí bezu s použitím radikálu DPPH se ve 
studii vČnoval Dawidowicz s kol. Ěβ006ě. Množství polyfenolĤ a antioxidační aktivity 
stoupalo v extraktech od listĤ pĜed plody až po kvČty s nejvyšším obsahem. [36] Pliszka 
Ěβ017ě provádČla mČĜení antioxidační aktivity bezových extraktĤ také s radikálem DPPH,  
a po 30 minutách stanovila inhibici radikálu na hodnotu ŘŘ,17 – 88,50 %. [30] 
 Otázce korelace mezi obsahem fenolických látek a antioxidační aktivitou rostlinných 
extraktĤ se vČnovali ve svých studiích Dawidowicz s kol. Ěβ006ě a Moure a kol. Ěβ001ě a došli 
k závČru, že neexistuje pĜímá korelace mezi obsahem fenolĤ a celkovou antioxidační 
aktivitou. Zatímco je možné zjistit pĜímou korelaci mezi antioxidační aktivitou a obsahem 
fenolĤ u čistých látek, není tomu tak u rostlinných extraktĤ. [36] [52] 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

2.1 PĤvod rostlinného materiálu a jeho skladování 
Pro pĜípravu extraktĤ byly použity výlisky z plodĤ bezu černého odrĤdy Haschberg, jenž 
pocházely z biosadu družstva ůgrofrukt Hustopeče a byly sklizeny v létČ roku β017. Byly 
vylisovány ve firmČ Réva Rakvice a výlisky byly pĜevezeny na Fakultu chemickou VUT 
v BrnČ, kde byly v igelitových sáčcích zamraženy a uchovávány pĜi teplotČ -18 °C.  

2.2 Laboratorní vybavení 

2.2.1 PĜístroje 

− lednička s mrazničkou ĚLiebherr, NČmeckoě 
− analytické váhy Pioneer ĚOhaus, USůě 
− tĜepačka Unimax ĚHeidolph Instruments, NČmeckoě 
− rotační vakuová odparka IKA® WERKE RV 06-ML ĚIKů WERKE, NČmeckoě 
− pH metr inoLab pH 7β0 ĚWTW, NČmeckoě 
− UV/VIS spektrofotometr Helios Ȗ ĚThermoSpectronic, Velká Británieě 
− laboratorní míchačka vortex Yellow Line TTS β ĚIKů-Works, USA) 
− EPR spektroskop EPR MiniScope 300 (Magnettech, NČmeckoě 
− pĜístroj na pĜípravu vody pro HPLC ĚLabicom, ČRě 
− ultrazvuková vana ĚKraintek s.r.o., SRě 
− GC-MS systém ĚThermo Fisher Scientific, USA) 

o plynový chromatograf TraceTM 1γ10 se split/splitless injektorem  
o hmotnostní detektor ISQTM LT Single Quadrupole 
o PC se softwarem Xcalibur® 
o knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, USA) 

− HPLC systém ĚShimadzu, Japonskoě 
o kapalinový chromatograf LC-10 
o gradientová pumpa LC-10AD 
o DAD detektor SPD-M10AVP,  
o dávkovací ventil Rheodyne, Model 7725i (ThermoFisher Scientific, USA) 
o PC se softwarem pro Ĝízení a sbČr dat CLůSS-LC10 

2.2.2 PomĤcky 

− bČžné laboratorní sklo, Büchnerova nálevka, mikrozkumavky, plastové nádoby 
− filtrační papír, parafilm, MCE Syringe mikrofiltr Ěpóry: 0,45 µm, prĤmČr: β5 mm) 
− laboratorní stojan, stojan na zkumavky, teplomČr 
− automatická pipeta Sartorius Proline 100–1000 ʅl (Biohit, Finsko) 
− sklenČná kyveta, plochá kĜemenná kyveta EPR 500 µl ĚMagnettech, NČmeckoě 
− lihomČr β0-ř6 % ĚFemér KFT, Maćarskoě 
− injekční stĜíkačka β ml (Chirana Injecta, SR) 
− kolona Kinetex® 5 µm EVO C1Ř 100 Å, β50 × 4,6 mm (Phenomenex, USA) 
− SPME vlákno DVB/CůR//PDMS 50/γ0 ȝm ĚSupelco, Bellefonte, Pennsylvania, USůě 
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− vialky 10 ml se šroubovacím magnetickým uzávČrem 

2.2.3 Chemikálie a plyny 

− destilovaná voda a redestilovaná voda ĚFCH VUT, Česká Republika) 
− Ethanol ř6% ĚSigma ůldrich, Švýcarskoě 
− chlorid draselný p.a. ĚLachema, Česká Republikaě 
− koncentrovaná kyselina chlorovodíková ĚONEX, Česká Republikaě 
− sodná sĤl kyseliny octové p.a. ĚLachema, Česká Republikaě 
− bezvodý uhličitan sodný ĚLachema a.s., Česká Republikaě 
− Folin-Ciocalteuovo činidlo ĚSigma-ůldrich, Švýcarskoě 
− kyselina gallová ĚPenta, Česká Republikaě 
− 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), (Sigma-ůldrich, NČmeckoě 
− acetonitril Chromasolv, HPLC grade (Sigma Aldrich, NČmeckoě 
− kyselina mravenčí, řŘ% p.a. ĚLach-ner s.r.o., Česká Republika) 
− standardy kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-sambubiosid (Polyphenols, Norsko) 
− helium Ěčistota 4.Řě v tlakové lahvi s redukčním ventilem ĚSIůD, Česká republikaě 

2.3 PĜíprava extraktĤ z bezových výliskĤ 

Na analytických vahách byly do Erlenmeyerovy baĖky naváženy bezové výlisky a ty byly 
zality pĜesným množstvím rozpouštČdla. Byly testovány pomČry 1:1,6, 1:β, 1:β,4 a 1:γ,β. 
Hrdlo baĖky bylo pĜetaženo parafilmem, alobalem a baĖka byla umístČna na tĜepačku. Po 
ubČhnutí daného času, byl extrakt pĜefiltrován pĜes Büchnerovu nálevku a do mikrozkumavky 
byl odebrán vzorek pro analýzu. Byl zmČĜen objem získaného extraktu a extrakt byl dále 
využit pro výrobu koncentrátu.  

2.4 PĜíprava koncentrátĤ extraktĤ z bezových výliskĤ 

Bezový extrakt byl nalit do baĖky s kulatým dnem a se zábrusem a tato byla nasazena na 
zábrusové hrdlo vakuové odparky. Byla spuštČna vodní vývČva a voda tekoucí do chladiče. 
ZároveĖ bylo zapnuto zahĜívání vody v hrnci, jejíž teplota byla kontrolována teplomČrem 
umístČným v laboratorním stojanu. Pomocí ventilu bylo zaĜízení odvzdušnČno a plocha 
s hrncem s vodní lázní byla vysunuta tak, aby baĖka byla ponoĜená. Bylo spuštČno otáčení 
hlavy s baĖkou. 
 Po skončení odpaĜování bylo zaĜízení zavzdušnČno a byly vypnuty pĜívody vody 
a koncentrát i kondenzát byly po zmČĜení objemu ve válci pĜelity do pĜipravených 
uzavíratelných nádob pro následnou analýzu. Maximální vakuum u použité sklenČné vodní 
vývČvy je výrobcem udáváno jako 100 mmHg (13,3 kPa).  
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2.5 Stanovení celkových anthokyanových barviv pH-diferenciální metodou 

2.5.1 PĜíprava roztokĤ 

2.5.1.1 pufr o koncentraci 0,025 mol∙l-1 chloridu draselného a pH 1,0 

Na analytických vahách bylo naváženo 1,Ř6 g KCl a navážka byla kvantitativnČ pĜevedena 
destilovanou vodou do kádinky na 1000 ml. Do kádinky bylo pĜidáno řŘ0 ml vody. Kádinka 
byla umístČna na magnetickou míchačku a do roztoku byl ponoĜen pH metr. Do roztoku byla 
postupnČ pĜidávána koncentrovaná kyselina chlorovodíková až do hodnoty pH 1,0. Pufr byl 
následnČ pĜeveden do odmČrné baĖky na 1000 ml a doplnČn destilovanou vodou po značku. 

2.5.1.2 pufr octanu sodného koncentraci 0,4 mol∙l-1 a pH 4,5 

Na analytických vahách bylo naváženo 54,4γ g CH3COONa a navážka byla kvantitativnČ 
pĜevedena destilovanou vodou do kádinky na 1000 ml. Do kádinky bylo pĜidáno řŘ0 ml vody. 
Kádinka byla umístČna na magnetickou míchačku a do roztoku byl ponoĜen pH metr. Do 
roztoku byla postupnČ pĜidávána koncentrovaná kyselina chlorovodíková až do hodnoty 
pH 4,5. Pufr byl následnČ pĜeveden do odmČrné baĖky na 1000 ml a doplnČn destilovanou 
vodou po značku. 

2.5.2 PĜíprava vzorkĤ a samotné mČĜení 

Vzorky bezového extraktu a jeho koncentrátu byly ve zkumavkách naĜedČny destilovanou 
vodou podle intenzity zabarvení. Do zkumavky bylo napipetováno β,5 ml pufru chloridu 
draselného Ě0,0β5 mol∙l-1) a 0,5 ml naĜedČného vzorku. Do další zkumavky bylo napipetováno 
2,5 ml pufru octanu sodného Ě0,4 mol∙l-1) a 0,5 ml naĜedČného vzorku. Zkumavky byly 
promíchány na vortexu. Každý z pĜipravených roztokĤ byl promČĜen na spektrofotometru pĜi 
vlnových délkách 510 nm a 700 nm. Jako slepý vzorek byla použita destilovaná voda. MČĜení 
byla opakována tĜikrát a pro výpočet byla použita prĤmČrná hodnota ze tĜí mČĜení. 
Výpočet 
Majoritním anthokyanovým barvivem v bezu černém je kyanidin-3-glukosid a proto je ve 
výpočtu použita jeho molekulová hmotnost a molární absorpční koeficient. Celková 
koncentrace anthokyanĤ, vyjádĜená jako ekvivalent kyanidin-3-glukosidu (CGE) byla 
vypočtena z následujícího vzorce (Rov. 1): 
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MPc ... výsledná koncentrace monomerního pigmentu ve vzorku mg∙l-1 

A... výsledná hodnota absorbance 
M ... molekulová hmotnost pro kyanidin-3-glukosid Ě44ř,β g∙mol-1) 
F ... faktor ĜedČní Ě–) 
 ... molární absorpční koeficient pro kyanidin-3-glukosid (26 ř00 l∙mol-1∙cm-1) 
l ... délka dráhy prĤchodu svČtla vzorkem = délka kyvety Ěcmě 
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Celková koncentrace anthokyanĤ byla následnČ pĜepočtena na obsah anthokyanĤ ve vzorku 
v mg na 100 g výliskĤ. 

2.6 Stanovení celkových fenolických látek metodou podle Folin-Ciocalteua 

2.6.1 PĜíprava roztokĤ 

2.6.1.1 standardní roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g∙l-1  

Na analytických vahách bylo naváženo 0,1 g kyseliny gallové. Navážka byla rozpuštČna 
v 90 ml destilované vody a kvantitativnČ pĜevedena do odmČrné baĖky na 100 ml. Roztok byl 
doplnČn destilovanou vodou po rysku. 

2.6.1.2 7,5% roztok uhličitanu sodného 

Na analytických vahách bylo naváženo 7,5 g uhličitanu sodného. Navážka byla rozpuštČna 
v 90 ml destilované vody a kvantitativnČ pĜevedena do odmČrné baĖky na 100 ml. Roztok byl 
doplnČn destilovanou vodou po rysku. 

2.6.1.3 kalibrační Ĝada 

Byla nachystána Ĝada šesti kalibračních roztokĤ o koncentraci 12,5; 25, 100, 200 a 400 mg∙l-1. 
Do šesti 10ml odmČrných banČk bylo postupnČ napipetováno 0,1β5; 0,β5; 1,0; β,0; a 4,0 ml 
standardního roztoku kyseliny gallové a doplnČno destilovanou vodou po značku. 
 Pro vlastní mČĜení bylo do zkumavek napipetováno vždy 0,1 ml zĜedČného  
Folin-Ciocalteuova činidla Ěčinidlo ku vodČ v pomČru 1:řě, dále 1,Ř ml destilované vody 
a 0,1 ml nachystaného kalibračního standardu. Roztoky byly promíchány na vortexu 
a ponechány stát 5 minut. NáslednČ byl do každé zkumavky pĜidán 1,0 ml 7,5% roztoku 
uhličitanu sodného a obsah byl opČt promíchán na vortexu. Roztoky byly ponechány stát 
2 hodiny ve tmČ a poté byly promČĜeny na spektrofotometru pĜi vlnové délce 750 nm. Slepý 
vzorek byl pĜipraven stejnČ, jako kalibrační Ĝada, avšak místo kalibračního standardu byl 
pĜidán stejný objem destilované vody. 

2.6.2 PĜíprava vzorkĤ a vlastní mČĜení 

Vzorky bezového extraktu byly ve zkumavkách naĜedČny destilovanou vodou v pomČru 1:40 
a vzorky jeho koncentrátu v pomČru 1:100. 
 Pro mČĜení každého vzorku bylo do tĜí zkumavek napipetováno vždy 0,1 ml zĜedČného 
Folin-Ciocalteuova činidla Ěčinidlo ku vodČ v pomČru 1:řě, 1,Ř ml destilované vody a 0,1 ml 
zĜedČného vzorku. Roztoky byly promíchány na vortexu a ponechány stát 5 minut. NáslednČ 
byl do každé zkumavky pĜidán 1,0 ml 7,5% roztoku uhličitanu sodného a obsah byl opČt 
promíchán na vortexu. Roztoky byly ponechány stát β hodiny ve tmČ a poté byly promČĜeny 
na spektrofotometru pĜi vlnové délce 750 nm. Slepý vzorek byl pĜipraven stejnČ, jako roztok 
vzorku, avšak místo vzorku byl pĜidán stejný objem destilované vody. 
Výpočet 
Z rovnice regrese kalibrační kĜivky byl vypočítán celkový obsah fenolických látek ve 
vzorcích jako ekvivalent kyseliny gallové ĚGůEě v mg∙l-1. 
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2.7 Stanovení antioxidační aktivity pomocí EPR 

Stanovení antioxidačních vlastností bezových extraktĤ bylo provedeno na EPR spektrometru 
Magnettech MiniScope 300. Jako radikál byl použit roztok DPPH v methanolu. 

2.7.1 PĜíprava roztoku radikálu, vzorkĤ a vlastní mČĜení 

Na analytických vahách bylo naváženo 0,01971 g DPPH a rozpuštČno ve 100 ml methanolu. 
OdmČrná baĖka s roztokem radikálu byla obalena alobalem a uložena na β4 hodin do 
chladničky. 
 Na roztoku čistého DPPH byly nastaveny parametry Ětabulka 1ě pro následnou analýzu 
a byla ovČĜena stabilita referenčního reakčního systému voda a roztok DPPH Ě1:1ě. NáslednČ 
byla spuštČna samotná analýza, pro kterou byla jako slepý vzorek byla použita smČs roztoku 
DPPH a vody Ě1:1ě. NaĜedČný vzorek byl smíchán s roztokem DPPH Ě1:1ě a smČs byla nasáta 
do kyvety, která byla vložena do spektrometru. Pomocí programu Miniscope Control byla 
snímána spektra s postupnČ se snižující amplitudou, která odpovídá postupnému úbytku 
DPPH v systému. Každý vzorek byl promČĜen tĜikrát. Srovnání antioxidačních vlastností 
extraktĤ bylo provedeno vyhodnocením relativního úbytku koncentrace DPPH v čase 
24 minut po začátku experimentu.  

Tabulka 1: Parametry mČĜení na EPR spektrometru  

magnetické pole (G) 3360 

modulace (mG) 5000 

mikrovlnné tlumení (db) 8 

čas cyklu (s) 10 

počet skenĤ v cyklu - 6 

počet snímaných spekter - 8 

2.8 Analýza složení kondenzátu pro účely recyklace extrakčního činidla 

Obsah ethanolu ve smČsi ethanol-voda Ě1:1ě používaného pro extrakce byl stanoven pomocí 
lihomČru pĜi β0 °C. SmČs byla nalita do odmČrného válce o objemu 100 ml a do válce byl 
vložen lihomČr. Po ustálení lihomČru byla odečtena hodnota na stupnici, odpovídající 
hmotnostním procentĤm ethanolu ve smČsi. Obsah ethanolu v kondenzátu získaného 
v prĤbČhu koncentrace extraktu na vakuové odparce byl stanoven stejným zpĤsobem. 

2.9 Stanovení anthokyanových barviv za použití HPLC 

2.9.1 PĜíprava mobilních fází ĚMFě 

Pro separaci anthokyanových barviv byly použity dvČ mobilní fáze. MF ů byla pĜipravena 
smícháním redestilované vody a acetonitrilu v pomČru ř7:γ a pH mobilní fáze bylo upraveno 
na hodnotu 1,8 kyselinou mravenčí. MF B byla pĜipravena smícháním vody a acetonitrilu 
v pomČru 40:60 a její pH bylo opČt upraveno na hodnotu 1,Ř kyselinou mravenčí. Poté byly 
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obČ mobilní fáze odplynČny po dobu 10 minut v ultrazvukové lázni. Tyto MF a jejich pomČry 
byly zvoleny na základČ dĜíve publikované diplomové práce.  [53] 

2.9.2 HPLC analýza vzorkĤ a kalibrační kĜivka 

Reálné vzorky i standardy byly eluovány izokratickou elucí s použitím MF ů a MF B, které 
byly namíchány do požadovaného pomČru pomocí smČšovače. Parametry použité pro separaci 
jsou uvedeny v tabulce 2. Vzorky koncentrátu byly naĜedČny vodou. Vzorky i standardy byly 
dávkovány manuálnČ dávkovacím šesticestným kohoutem. PostupnČ byly analyzovány vzorky 
extraktu a koncentrátu a všechny body kalibrační Ĝady. Každý vzorek byl nadávkován tĜikrát. 

Tabulka β: Parametry separace anthokyanĤ   

koncentrace MF B (%) 14 

prĤtok MF Ěů+Bě (mlāmin-1) 0,5 

objem nástĜiku (µl) 5 

teplota na kolonČ (°C) 26 

tlak na kolonČ (MPa) 6 

rozsah snímaného spektra (nm) 200-600 

 

Kalibrační kĜivka 
Pro pĜípravu kalibrační kĜivky byly použity standardní roztoky kyanidin-3-glukosidu 
a kyanidin-3-sambubiosidu. Barvivo o hmotnosti 10 mg bylo kvantitativnČ pĜeneseno do 
10ml odmČrné baĖky a ta byla doplnČna redestilovanou vodou po rysku. Takto byl získán 
zásobní roztok o koncentraci 1 mgāml-1, ze kterého byly ĜedČním získány koncentrace pro 
sestrojení kalibrační kĜivky 0,005 mgāml-1, 0,01 mgāml-1, 0,0β mgāml-1, 0,05 mgāml-1

 a 0,10 
mgāml-1. 
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Obrázek 6: PĜístroj HPLC Shimadzu 

2.10 Stanovení aromaticky aktivních látek pomocí GC-MS 

K analýze tČkavých aromatických složek obsažených ve slupkách z bezinek byl použit 
plynový chromatograf TRůCE 1γ10 v kombinaci s mikroextrakční technikou SPME. 
K identifikaci jednotlivých sloučenin byl použit hmotnostní spektrometr ĚMSě. 

2.10.1 PĜíprava vzorkĤ a GC-MS analýza 

Do tĜech vialek pro SPME extrakci byly zvlášĢ nadávkovány vzorky – 1 g rozmražených 
bezových výliskĤ, 1 ml extraktu a 1 ml koncentrátu. Vialky byly umístČny do plata 
automatického dávkovače a byla spuštČna analýza. Byl získán chromatogram a hmotnostní 
spektrum, pĜičemž výsledky byly vyhodnoceny pomocí softwaru XCalibur®. 
Podmínky SPME extrakce:  
• doba inkubace Ětemperováníě 10 min, doba extrakce 20 min, teplota extrakce a inkubace 
Ěteplota agitátoruě 40 °C  
• agitátor zapnutý 5 s, vypnutý 60 s  
• množství vzorku 1 ml, hloubka ponoĜení vlákna do vialky β0 mm 

Podmínky GC-MS analýzy: 
• kapilární kolona TG–WaxMS Ěγ0 m x 0,β5 mm x 0,5 µm)  
• teplota injektoru Ědesorpceě β40 °C, doba desorpce 20 min, dávkování splitless, ventil 
uzavĜený 10 min, hloubka ponoĜení vlákna do injektoru 40 mm, nosný plyn hélium, pĜítok 1 
mlāmin-1  
• teplotní program: 40 °C s výdrží 1 min., vzestupný gradient 1 °C/min do 50 °C s výdrží 1 
min, vzestupný gradient 5 °Cāmin-1 do β00 °C s výdrží 5 min, celková doba analýzy 47 min  
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• hmotnostní detektor v módČ EI, energie ionizačních elektronĤ 70 eV, teplota iontového 
zdroje β00 °C, skenovací rozsah m/z γ0–370 amu, rychlost skenování 0,β s 
 

 

Obrázek 7: PĜístroj GC-MS Thermo Fisher Scientific 

2.11 Statistické zpracování namČĜených dat 
Získaná namČĜená data byla dále statisticky zpracována. Pro všechna mČĜení byl počítán 
prĤmČr, smČrodatná odchylka a interval spolehlivosti. Zpracování bylo provedeno pomocí 
počítačového programu Microsoft Excel. 
 Každé mČĜení vzorku bylo provedeno tĜikrát. Z tČchto tĜí mČĜení byl pro další výpočet 
vypočten prĤmČr, použitím funkce PRģMċR. Odlehlé hodnoty výsledkĤ byly pĜípadnČ 
vyloučeny. Dále byla v programu Microsoft Excel z výsledkĤ mČĜení vypočtena smČrodatná 
odchylka použitím funkce SMODCH. NáslednČ byla použitím funkce CONFIDENCE 
odchylka rozšíĜena pro interval spolehlivosti ř5 %. Tato hodnota nejistoty mČĜení pak byla 
spolu s prĤmČrnou hodnotou uvedena ve výsledcích. 
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3 VÝSLEDKY A DISKUSE 

Náplní praktické části diplomové práce byla extrakce výliskĤ z plodĤ bezu černého, bezinek 
za účelem získání co nejvČtšího množství zbylých anthokyanových barviv. Bylo proto nutné 
optimalizovat samotný proces extrakce z jak z chemického hlediska, tak i s pĜihlédnutím 
k hledisku ekonomickému. Získaný extrakt bylo nutno stabilizovat, zakoncentrovat, aby jej 
bylo možno uchovávat. V získaném extraktu i koncentrátu pak byly stanoveny vybrané 
chemické vlastnosti, významné pro další využití produktĤ v potravináĜském prĤmyslu. 
 V pĜipraveném koncentrátu, pĜípadnČ extraktu či výliscích z bezinek byly stanoveny tyto 
parametry: 

• obsah anthokyanových barviv kapalinovou chromatografií pH-diferenciální metodou 
• stanovení fenolických látek Folin-Ciocalteuovou metodou 
• stanovení antioxidační aktivity extraktu pomocí EPR 
• analýza tČkavých aromatických látek. 

3.1 Optimalizace pomČru materiálu a rozpouštČdla 

Byla provedena série extrakcí s cílem zjistit nejvhodnČjší pomČr materiál/rozpouštČdlo. Pro 
všechny provedené extrakce byl zvolen stejný postup pĜípravy, avšak rĤzné pomČry 
materiál/rozpouštČdlo. K extrakci byla tedy zvolena smČs 50 % ethanol/voda (V/V). Stejný 
pomČr použili ve studii z roku 2009 i Pompeu a kol. [16] Ethanol, jako rozpouštČdlo, je pro 
použití v potravináĜském prĤmyslu vhodný a povolený. 
 Celkem byly testovány čtyĜi rĤzné pomČry výliskĤ a rozpouštČdla Ěhmota m ku objemu V). 
Podle kapitoly 2.3 byla navážka 25,0 g výliskĤ postupnČ extrahována 80 ml, 60 ml, 50 ml 
a 40 ml rozpouštČla, které mČlo vždy složení 50 % ethanol a 50 % voda ĚV/Vě. Všechny 
extrakce trvaly 10 hodin. Tento čas i pomČr ethanol/voda vychází z výsledkĤ dĜíve 
vypracované bakaláĜské práce. [55] VýtČžnost extrakce byla hodnocena na základČ stanovení 
celkového obsahu anthokyanových barviv. 
 Výsledky mČĜení obsahu anthokyanových barviv v jednotlivých extraktech v čase 10 hodin 
jsou uvedeny v tabulce 3. Hodnoty jsou dále i s chybovými úsečkami vyneseny do grafu 1. 
Obsah celkových anthokyanových barviv v tabulce je vyjádĜen jako ekvivalent monomerního 
pigmentu kyanidin-3-glukosidu v mg∙100 g-1 výliskĤ Ěmg CGE∙100 g-1ě. VýtČžky jsou 
uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladinČ statistické významnosti 0,05. 

Tabulka γ: Obsah celkových anthokyanových barviv v extraktech v mg CGE∙100 g-1 v čase 10 h 

m výliskĤ (g) V rozpouštČdla Ěmlě výlisky/rozpouštČdlo Ěm/Vě CGE (mg∙100 g-1) 

25,0 80,0 1:3,2 141,3 ± 1,3 

25,0 60,0 1:2,4 143,2 ± 2,3 

25,0 50,0 1:2,0 139,2 ± 1,4 

25,0 40,0 1:1,6 127,0 ± 1,2 
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Z hodnot v tabulce 3 a grafu 1 vyplývá, že množství vyextrahovaných barviv se zvyšuje se 
snižujícím se pomČrem výlisky/rozpouštČlo. NárĤst je patrný mezi pomČry 1:1,6 a 1:β 
Ěvýlisky/rozpouštČdloě. Poté výtČžky stagnují kolem hodnoty 141,β ± 1,6 mg CGE∙100 g-1 pro 
pomČry 1:β, 1:β,4 a 1:γ,β. Pompeu a kol. ve své studii z roku β00ř došli ke stejnému závČru. 
ů to, že se snižujícím pomČrem materiál/rozpouštČdlo se zvyšuje množství vyextrahovaných 
barviv vlivem vČtšího koncentračního gradientu, a tedy i rychlosti difuze. ůvšak pĜi určitém 
objemu už k nárĤstu nedochází. [16] Výsledky se liší i mezi jednotlivými autory. 
Cacae a Mazza ve studii z roku β00γ uvádí nejvhodnČjší pomČr rozpouštČdlo/materiál 
pĜibližnČ pČtkrát vyšší než Pompeu a kol. [15]  
 Z výsledkĤ vyplývá, že je pro zisk extraktu s nejvyšším obsahem barviv vhodné použít 
pomČr výlisky/rozpouštČdlo 1:2 (m/V). PĜi tomto pomČru je použito nejmenší množství 
rozpouštČdla s maximálním výtČžkem. V prĤmyslovém mČĜítku to odpovídá použití 200 litrĤ 
extrakční smČsi na 100 kilogramĤ výliskĤ. 
 

 

Graf 1: Koncentrace celkových anthokyanĤ v závislosti na objemu extrakčního činidla 

Doba extrakce byla, po konzultaci se zadavatelem, prodloužena na 1β,0 hodiny a aplikována 
pro výrobu všech dalších extraktĤ. Po tuto dobu či déle bude v praxi extrakce probíhat, pokud 
se nechá bČžet pĜes noc.  

3.2 Stanovení antioxidační aktivity bezového extraktu 

Byly porovnány antioxidační aktivity bezových extraktĤ o rĤzné koncentraci anthokyanĤ. Pro 
mČĜení byly použity vzorky o tĜech rĤzných koncentracích. MČĜení bylo provedeno na 
pĜístroji EPR dle postupu uvedeného v kapitole β.5.γ. Jako stabilní radikál byl použit roztok 
DPPH. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 4. 
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Tabulka 4: Inhibice radikálu DPPH v Ě%ě v závislosti na koncentraci barviv ve vzorku 

CGE (g∙l-1) inhibice DPPH (%) 

0,4 15,5 

0,6 25,1 

0,8 45,2 

 
Z výsledkĤ vyplývá, že se zvyšující se koncentrací anthokyanĤ v extraktu stoupá antioxidační 
aktivita. Inhibice DPPH pĜi koncentraci barviv 0,8 g∙l-1 byla β,řkrát vČtší než pĜi poloviční 
koncentraci. Podle literatury však mezi obsahem anthokyanových barviv a antioxidační 
aktivitou neexistuje pĜímá korelace. Jakkoli je možné zjistit pĜímou korelaci mezi koncentrací 
čistých látek a antioxidačními vlastnostmi jejich roztoku, není to jednoduché u rostlinných 
extraktĤ. [36] 

3.3 Recyklace rozpouštČdla 

PotravináĜský ethanol, nutný pro extrakce anthokyanových barviv, je pomČrnČ náročná 
surovina jak z finančního, tak i z administrativního hlediska. Proto bylo cílem tohoto 
experimentu posoudit, zda a jak je možné snížit finanční náročnost extrakce. 
 PĜed extrakcí barviv byla kalibrovaným lihomČrem ovČĜena hodnota objemových procent 
ethanolu v pĜipravené extrakční smČsi 50 % ethanol/voda ĚV/Vě Ěextrakční smČs ůě. Dále 
byla stanovena hodnota objemových procent ethanolu v kondenzátu získaném po 
koncentrování extraktu na vakuové odparce. Kondenzát byl následnČ použit jako extrakční 
činidlo pro novou extrakci Ěextrakční smČs Bě. Tento krok byl nazván recyklace ĚopČtovné 
použitíě extrakčního činidla. V obou pĜípadech byl použit pomČr výlisky/rozpouštČdlo 
1:2 (m/V). V obou extraktech byla výtČžnost extrakcí Ěobsah anthokyanových barvivě 
stanovena pomocí pH-diferenciální metody. Obsah ethanolu ve smČsích ů a B a výtČžky 
barviv z jednotlivých extrakcí spolu s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladinČ statistické 
významnosti 0,05 jsou uvedeny v tabulce 5. 

Tabulka 5: Obsah ethanolu ve smČsi ů a B a obsah barviv získaných extrakcemi vyjádĜený v CGE 

CEtOH (A) (obj. %) 53 

CEtOH (B) (obj. %) 42 

CGE (A) Ěmg∙100 g-1) 198,0 ± 1,2 

CGE (B) Ěmg∙100 g-1) 168,9 ± 2,4 

 
Rozdíl mezi objemovou koncentrací ethanolu v pĤvodní smČsi Ěůě a kondenzátu ĚBě byl 
stanoven pomocí lihomČru na 11 % (tabulka 5). Tento pokles mohl být zpĤsoben vytČkáním 
ethanolu bČhem manipulace s extraktem, pĜedevším pĜi filtraci extraktu pĜes Büchnerovu 
nálevku a dále bČhem odpaĜování, kdy jsou páry ethanolu částečnČ strhávány do místa 
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výstupu vývČvy. SoučasnČ není známo, kolik ethanolu a vody zĤstalo obsaženo v získaném 
koncentrátu barviv. 
 Byly provedeny extrakce s použitím smČsí ů i B po dobu 1β hodin. S použitím kondenzátu 
jako rozpouštČdla ĚsmČs Bě byl získán, dle očekávání, o 14,7 % nižší výtČžek barviv než 
s použitím čerstvČ pĜipravené extrakční smČsi. Využití kondenzátu jako rozpouštČdla pro další 
extrakci je tedy možné. Bylo by však vhodné doplnit do takto získané smČsi takové množství 
ethanolu, aby byl pomČr opČt 50 % ethanol/voda (V/V). 

3.4 Degradace barviv pĜi pĜípravČ koncentrátu na vakuové odparce 

Dále byl zjišĢován vliv teploty vodní láznČ vakuové odparky na úroveĖ degradace 
anthokyanových barviv v koncentrátu. 
 Byly pĜipraveny γ extrakty bezových výliskĤ podle kapitoly β.γ. Tyto extrakty byly poté 
zakoncentrovány pĜi tĜech rĤzných teplotách vodní láznČ odparky: 65 °C, 60 °C a 45 °C. 
Koncentrování extraktĤ trvalo ve všech pĜípadech 15 minut. Po této dobČ došlo ve všech 
pĜípadech k žádoucímu zahuštČní extraktu. 
 K posouzení míry degradace byla opČt využita pH-diferenciální metoda. Byl stanoven 
obsah anthokyanĤ v extraktu ĚEě a v pĜíslušném koncentrátu ĚKě. Rozdíl získaných čísel byl 
vyhodnocen jako množství barviv, která podlehla degradaci a byl vyjádĜen v procentech Viz 
tabulka 6, v níž je uveden interval spolehlivosti na hladinČ statistické významnosti 0,05. Každá 
hodnota je prĤmČrem ze γ opakování. 

Tabulka 6: Degradace barviv v procentech pro rĤzné teploty vodní láznČ vakuové odparky 

T Ě°Cě  CGE (E) - CGE (K) (%) 

65                16,5 ± 2,6 

60 6,3 ± 0,4 

45 1,6 ± 2,3 

   CGE (E) – celkový obsah anthokyanĤ v extraktu vyjádĜený jako kyanidin-3-glukosid ekvivalent 

   CGE (K) – celkový obsah anthokyanĤ v koncentrátu vyjádĜený jako kyanidin-3-glukosid ekvivalent 

 

Procentuální úbytek barviv pro tĜi teploty je graficky znázornČn v grafu 2 společnČ s intervaly 
spolehlivosti, které jsou vyneseny jako chybové úsečky. Z grafu 2 je patrné, že stupeĖ 
degradace barviv klesá, dle očekávání, s klesající teplotou odpaĜování. PĜi teplotČ 65 °C byl 
pozorován úbytek barviv o 16,5 ± 2,6 % a pro 45 °C o 1,6 ± 2,3 % z celkového obsahu v 
extraktu. Také Fazaeli a kol. ve své studii z roku β01γ pozorovali zvyšující se degradaci 
anthokyanových barviv pĜi zvyšující se teplotČ pĜi odpaĜování. [7] ZahĜívání na nižší teplotu 
je současnČ ménČ energeticky náročné, proto byla teplota 45 °C vyhodnocena jako 
nejvhodnČjší teplota pro získání koncentrátu vakuovou odparkou. 
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Graf β: Obsah anthokyanĤ pĜed a po odpaĜování extraktu vyjádĜený v procentech 

3.5 Stanovení vlastností výsledného produktu 

Podle výše optimalizovaného postupu byl pĜipraven výsledný produkt, bezový koncentrát. 
Extrakt pĜipravený v pomČru výlisky/rozpouštČdlo 1:2 (m/V) byl zahuštČn na vakuové 
odparce 15 minut pĜi teplotČ 45 °C na 7,4krát menší objem. Byl stanoven obsah barviv 
v koncentrátu pomocí HPLC analýzy a porovnán s výsledky z pH-diferenciální metody. 

Tabulka 7: Podmínky výroby výsledného koncentrátu 

VE (ml) 148,0 

VK (ml) 20,0 

T Ě°Cě 45 

t (min) 15 

 

3.5.1 HPLC analýza anthokyanových barviv 

ůnthokyanová barviva obsažená v koncentrátu byla separována na kolonČ Kinetex® EVO 
C18 Core-Shell zapojené do kapalinového chromatografu Shimadzu. Byla vyhodnocována 
detektorem s diodovým polem pĜi vlnové délce 5β0 nm. Barviva byla kvantifikována 
srovnáním se standardy. Jako standardy byly použity majoritní barviva bezinek: kyanidin-3-
gluosid (C3G) a kyanidin-3-sambubiosid (C3S); kap. 2.9. 
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3.5.1.1 Kalibrační kĜivka 

Kalibrační závislost tvoĜí pČt rĤzných koncentrací každého ze dvou standardĤ – kyanidin-3-
gluosidu a kyanidin-3-sambubiosidu. Tyto byly pĜipraveny zpĤsobem popsaným v kapitole 
β.7.γ. Každý standard byl nadávkován samostatnČ, pro ovČĜení retenčního času, který mu byl 
následnČ pĜiĜazen v pĜípadČ nástĜiku smČsi. V tabulce 8 jsou uvedeny výsledné koncentrace, 
prĤmČrné hodnoty retenčních časĤ a plochy píkĤ jednotlivých kalibračních bodĤ. 
Z uvedených hodnot byla sestrojena závislost plochy píku na koncentraci barviva v roztoku 
pro každý standard a vynesena do grafu 3 a 4 Ěviz pĜílohaě. 

Tabulka Ř: PrĤmČrné hodnoty kalibračních bodĤ standardĤ 

 kyanidin-3-sambubiosid  kyanidin-3-glukosid 

koncentrace Ěmg∙ml-1) tR (min) plocha píku  tR (min) plocha píku  

0,005 7,5 78571 7,9 152396 

0,010 7,3 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 regresních rovnic kalibračních kĜivek (viz pĜíloha graf 3 a 4ě jednotlivých standardĤ bylo 
pĜepočítáno množství tČchto barviv v koncentrátu Ětabulka 9). 

3.5.1.2 Stanovení obsahu majoritních barviv v koncentrátu 

Ve výsledném produktu – bezovém koncentrátu – byla provedena separace obsažených barviv 
a kvantifikace pomocí externích standardĤ majoritních barviv. Parametry a provedení HPLC 
analýzy byly popsány výše v kapitole β.7.4. Detekce probČhla pĜi 5β0 nm. Hodnoty obsahu 
dvou analyzovaných barviv jsou uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivosti na hladinČ 
statistické významnosti 0,05 v tabulce 9.  

Tabulka ř: Plochy píkĤ a koncentrace anthokyanĤ stanovené HPLC ve výsledném koncentrátu 

glykosid plocha píku Ěmůu∙min) C (mg∙l-1) 

kyanidin-3-sambubiosid 4523455 22727,7 ± 346,9 

kyanidin-3-glukosid 2467426 12140,8 ± 167,2 

suma 34868,5 

 
Celková koncentrace dvou majoritních pigmentĤ v koncentrátu byla stanovena na hodnotu 
34,9 g∙l-1. 
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Obrázek 8: HPLC chromatogram bezového koncentrátu pĜi 5β0 nm 

1: mrtvý objem; β: kyanidin-3-sambubiosid; 3: kyanidin-3-glukosid 

3.5.2 Stanovení celkového obsahu monomerního pigmentu 

Ve výsledném koncentrátu byl stanoven celkový obsah barviv pH-diferenciální metodou dle 
postupu v kapitole 2.3.3. Obsah barviv je uveden v tabulce 10 včetnČ intervalu spolehlivosti 
na hladinČ statistické významnosti 0,05. 

Tabulka 10: Celková koncentrace anthokyanĤ v koncentrátu 

CGE (mg∙l-1) 7067,0 ± 1,2 

 

Celkový obsah barviv, stanovený chromatograficky ĚHPLCě a získaný jako součet dvou 
mČĜených majoritních barviv, byl stanoven na hodnotu γ4,ř g∙l-1. Ve stejném výsledném 
koncentrátu byl pH-diferenciální metodou stanoven celkový obsah anthokyanových barviv na 
hodnotu 7,1 g∙l-1. 
 Celkový obsah anthokyanĤ stanovený HPLC je mnohem vyšší než hodnota získaná pH-
diferenciální metodou. Pro výpočet koncentrace v pĜípadČ pH-diferenciální metody byl použit 
molární absorpční koeficient Ě ) pro kyanidin-3-glukosid. Z HPLC analýzy však vyplývá 
jako majoritní barvivo ve vzorku kyanidin-3-sambubiosid. Pro tento glykosid nebyla 
dohledána hodnota  . Pro jednotlivé glykosidy se však hodnoty   liší a je tedy potĜeba brát 
v úvahu nepĜesnost výpočtu pĜi použití   barviva, jenž není ve vzorku majoritní.  
 Zásobní roztoky standardĤ byly uchovávány v lednici po dobu tĜí týdnĤ pĜed samotným 
mČĜením bodĤ kalibrační Ĝady. Dá se tedy očekávat, že koncentrace zásobních roztokĤ 
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v prĤbČhu uchovávání poklesla, avšak pro výpočet kalibračních bodĤ byla použita pĤvodní 
výchozí koncentrace. Dá se tedy pĜedpokládat, že namČĜené plochy píkĤ ve skutečnosti 
odpovídají nižším hodnotám koncentrace, a tedy i vypočtené koncentrace vzorkĤ jsou 
nadhodnocené. CelkovČ lze tedy usoudit, že rozdíl mezi výsledky jednotlivých metod je 
zatížen výše zmínČnými chybami. 
 Vyšší hodnoty získané z HPLC oproti pH-diferenciální metodČ však uvádí také literatura. 
Lee a Finn Ěβ007ě stanovili pomocí HPLC βkrát vyšší hodnoty, Lee a kol. Ěβ00Řě dokonce až 
7krát vyšší hodnoty obsahu anthokyanĤ. [32] [56] 

3.5.3 Stanovení celkového obsahu fenolických látek 

Ke stanovení celkových fenolických látek ve výsledném koncentrátu bylo využito Folin-
Ciocalteuovy metody dle postupu v kapitole 2.4.3. Ze standardu kyseliny gallové byly 
namíchány roztoky rĤzných koncentrací a sestrojena kalibrační kĜivka Ěviz pĜíloha graf 5), 
podle které byly kvantifikovány fenolické látky koncentrátu. Celkový obsah fenolických látek 
je uveden v tabulce 11.jako ekvivalent kyseliny gallové ĚGůEě v mg∙l-1 s hodnotou intervalu 
spolehlivosti na hladinČ statistické významnosti 0,05. 

Tabulka 11: Celkový obsah fenolických látek v koncentrátu 

GAE (mg∙l-1) 27060,2 ± 784,0 

 
Celkový obsah fenolických látek byl stanoven na hodnotu β7,1 g∙l-1, což je hodnota γ,Řkrát 
vyšší než obsah celkových anthokyanĤ namČĜený pH-diferenciální metodou. KromČ 
anthokyanĤ je v bezu černém dle literatury obsaženo vČtší množství kyseliny chlorogenové 
a rutinu, jenž mohou tvoĜit velkou část celkového obsahu fenolických látek. [56] 

3.5.4 Stanovení aromaticky aktivních látek pomocí GC-MS 

Na základČ porovnání s literaturou bylo vybráno γ5 aromatických látek, které se v bezu 
vyskytují nejčastČji. [57] PĜítomnost tČchto látek byla sledována ve vzorku výliskĤ bezinek 
jakožto výchozím materiálu ĚBě, v extraktu z výliskĤ ĚEě a v samotném koncentrátu z tohoto 
extraktu ĚKě. Seznam sledovaných látek je uveden v tabulce 12 a v pĜípadČ identifikace látky 
ve vzorku je uveden její retenční čas pro daný vzorek. NČkteré píky byly identifikovány jako 
siloxany, které se uvolnily z SPME vlákna. Tyto nebyly uvedeny do tabulek 12 a 13. 
Jednotlivé chromatogramy získané jako výsledek analýzy jsou uvedeny v pĜíloze a souhrnnČ 
jako obrázek 9.  

Tabulka 1β: Identifikované aromatické látky s retenčními časy tR (min) 

aromatická látka 
B E K 

aromatická látka 
B E K 

tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) 

alkoholy       aldehydy       

benzyl alkohol 36,23 36,23 36,23 benzaldehyd 27,95 27,96 27,96 

fenylethyl alkohol 36,96 36,96 36,96 fenylacetaldehyd - - - 

geraniol - - - nonanal 24,04 24,05 24,05 
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aromatická látka 
B E K 

aromatická látka 
B E K 

tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (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 uhlovodíky       

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 acetát - - - 

1-okten-3-ol 25,69 - - etyl butyrát 35,98 - 35,99 

pentan-1-ol - - - etyl decanoát 30,56 30,56 30,56 

alfa-terpineol 29,80 - - etyl oktanoát 25,20 - 25,19 

aldehydy   -   butyl acetát - - - 

heptanal - - - metyl acetát - - - 

hexanal - - 10,66 heterocykly       

(E)-2-hexenal - - - (Z)-linalool oxid - - - 

oktanal - 20,61 - nerol oxid - - - 

pentanal - - - (Z)-rose oxid - - - 

 
Celkem 15 látek bylo detekováno ve vzorku výliskĤ, 11 látek v extraktu výliskĤ a 1β látek 
v koncentrátu tohoto extraktu. 
 V plodech bezu byly identifikovány také další látky, které nebyly stanoveny jako nejčastČji 
se vyskytující. Tyto jsou uvedeny v tabulce 13. 

Tabulka 13: Identifikované aromatické látky s retenčními časy tR (min) 

aromatická látka 
B E K 

 aromatická látka 
B E K 

tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) 

alkoholy       estery       

2,3-butandiol 28,17 28,18 28,17 etyl hexanoát 18,48 18,47 - 

isobutanol 11,88 - - etyl laurát 35,24 35,24 - 

levomentol 30,68 30,68 - etyl myristát 39,47 - 39,48 

1-nonanol 31,09 31,08 - etyl non-3-enoát   29,36   

1-oktanol  - - 28,55 etyl palmitát 43,47 - 43,47 

ketony       fenetyl acetát 34,90 34,90 - 

acetoin 20,59 - 20,61 hexyl acetát 20,00 20,00 - 

alfa-ceton - - 35,61 hexyl isovalerát 25,45 25,45 - 

2-nonanon 23,89 23,89 - isobutyl acetát 7,39 - - 

uhlovodíky       isoamyl isovalerát - 20,69 - 

beta-myrcen 15,15 15,17 - isopentyl acetát 13,10 13,11 - 

gamma-terpinen 18,74 - - metyl benzoát 30,44 30,43 - 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/533721
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aromatická látka 
B E K 

 aromatická látka 
B E K 

tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) tR (min) 

uhlovodíky       estery       

trichlormetan 7,84 - 7,85 metyl salicylát 34,12 34,13 - 

estery       kyseliny       

benzyl acetát 32,94 32,95 - hexanová kyselina 35,66 35,72 - 

etyl benzoát 31,50 31,50 - 
3-metylbutanová 

kyselina 
31,58 31,71 31,72 

etyl fenylacetát 34,22 34,23 - 
2-metylpropanová 

kyselina 
29,20     

etyl heptanoát - 22,08 - octová kyselina 25,84 26,12 25,99 

 
Dalších β7 látek bylo detekováno ve vzorku výliskĤ, ββ látek v extraktu výliskĤ a ř látek 
v koncentrátu tohoto extraktu (tabulka13). 
 CelkovČ bylo tedy identifikováno 4β aromatických látek extrahovaných pĜímo 
z rozmražených bezových výliskĤ, γγ aromatických látek v extraktu z výliskĤ 
a 21 aromatických látek ve výsledném produktu – koncentrátu. Nejvíce zastoupenou skupinou 
detekovaných látek byly estery. NČkteré látky stanovené v extraktu nebo koncentrátu dokonce 
nebyly stanoveny ve vzorku výliskĤ. Byly tak uvolnČny z materiálu až následnou extrakcí 
a dalšími kroky.  

 

Obrázek 9: GC chromatogramy analyzovaných vzorkĤ, shora postupnČ bezové výlisky, extrakt 
a koncentrát 
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 Z chromatogramĤ Ěobrázek 9) a tabulek 12 a 13 je patrné, že počet identifikovaných látek 
se snižoval v prĤbČhu výroby koncentrátu. Ve výsledném produktu bylo stanoveno βkrát 
ménČ látek než ve výchozím materiálu. Lze pĜedpokládat, že vČtšina aromatických látek byla 
extrakcí vyluhována do rozpouštČdla, pĜesto ř z pĤvodních 4β látek nebylo v extraktu 
detekováno. VysvČtlením mĤže být, že v prĤbČhu extrakce mohla část látek vyprchat do 
prostoru Erlenmayerovy baĖky, ve které probíhala extrakce. Dále se snížil počet tČchto látek 
pĜi odpaĜování na vakuové odparce, jelikož jsou tČkavé a byly tak společnČ s plyny strhávány 
pryč vodní vývČvou Ve výsledném produktu tak bylo stanoveno β1 tČkavých látek oproti 4β 
látkám ve výchozím materiálu. 
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4 ZÁVċR 

Cílem této diplomové práce byla pĜíprava koncentrátu extraktu z bezových výliskĤ 
a definování jeho charakteristických vlastností, pĜedevším obsahu barviv. 
 Výlisky z bezinek byly extrahovány rozpouštČdlem o složení 1:1 ethanol/voda ĚV/Vě. 
Složení extrakčního činidla bylo pĜevzato z bakaláĜské práce [55], zamČĜené na obdobnou 
problematiku. 
 V úvodních experimentech této diplomové práce byl hledán optimální pomČr mezi 
navážkou výliskĤ a objemem použitého extrakčního činidla. Byly zkoumány následující 
pomČry výlisky/rozpouštČdlo 1:1,6; 1:β,0; 1:β,4; 1:γ,β; Ěm/Vě. VýtČžnost extrakcí byla 
hodnocena na základČ stanovení celkového obsahu anthokyanových barviv pH-diferenciální 
metodou. Obsah barviv v jednotlivých extraktech byl stanoven jako ekvivalent majoritního 
pigmentu kyanidin-3-glukosidu. PomČr 1:β se ukázal být provedením s nejvyšším výtČžkem 
a současnČ nejmenší spotĜebou rozpouštČdla.  
 Dále byla elektronovou paramagnetickou rezonancí zkoumána míra antioxidačních 
vlastností pĜipravených extraktĤ. K tomu byly použity γ extrakty s rĤznou koncentrací 
anthokyanĤ. Jejich celková antioxidační aktivita byla vyjádĜena v procentech jako úbytek 
stabilního radikálu DPPH po smíchání s extrakty. Z výsledkĤ vyplývá, že s rostoucí 
koncentrací bezového extraktu Ěpotažmo koncentrátuě roste i jeho antioxidační aktivita. Tato 
skutečnost je uvádČna také v literatuĜe, ačkoli pĜímá korelace mezi koncentrací 
a antioxidačními vlastnostmi nebyla prokázána. 
 Byl rovnČž hodnocen vliv teploty vodní láznČ vakuové odparky na úroveĖ degradace 
anthokyanových barviv v koncentrátu. γ extrakty byly zakoncentrovány pĜi tĜech rĤzných 
teplotách vodní láznČ odparky: 65 °C, 60 °C a 45 °C. ZahušĢování extraktĤ trvalo ve všech γ 
pĜípadech 15 minut. pH-diferenciální metodou byl stanoven obsah barviv výchozího extraktu 
a výsledného koncentrátu. Z tČchto hodnot byl vypočten rozdíl, který byl posouzen jako 
úbytek barviv vlivem jejich degradace. S klesající teplotou byla zjištČna nižší míra degradace. 
PĜi teplotČ 65 °C byla zjištČna degradace 16,5 ± 2,6 % z pĤvodní hodnoty, pĜi 45 °C to bylo 
1,6 ± 2,3 %. 
 KvĤli snížení finanční náročnosti celého procesu byla zkoumána možnost opČtovného 
použití kondenzátu z vakuové odparky k extrahování výliskĤ. Zachycený kondenzát 
z odparky obsahoval 42 objemových % ethanolu. K extrakci výliskĤ byl použit ve stejném 
pomČru jako výchozí činidlo, tj. výlisky/rozpouštČdlo 1:β Ěm/Vě. PĜi nižším obsahu ethanolu 
byl, dle očekávání, získán nižší obsah barviv. RozpouštČdlo by tak v pĜípadČ opČtovného 
použití bylo potĜeba doplnit na pĤvodní obsah alkoholové složky. 
 Výsledný produkt byl tedy získán koncentrací extraktu na vakuové odparce pĜi teplotČ 
láznČ 45 °C, délce odpaĜování 15 minut a za pĜedpokladu maximálního výkonu vodní vývČvy, 
tj. 2,67 kPa. Tento produkt mČl 7krát menší objem než výchozí extrakt. 
 Finální produkt byl charakterizován stanovením majoritních anthokyanĤ kapalinovou 
chromatografií, stanovením celkových anthokyanĤ pH-diferenciální metodou, stanovením 
celkových fenolických látek podle Folin-Ciocalteua a identifikací hlavních aromatických látek 
plynovou chromatografií. 
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 Majoritní anthokyany byly separovány na univerzální kolonČ Kinetex® EVO C1Ř Core-
Shell. Byly eluovány v poĜadí kyanidin-3-sambubiosid (C3S) a kyanidin-3-glukosid (C3G). 
Jejich celkový obsah byl stanoven na hodnotu γ4,ř g∙l-1 koncentrátu. 
 Celkový obsah anthokyanĤ ve finálním produktu činil 7,1 g∙l-1 a byl vypočítán jako 
ekvivalent kyanidu-3-glukosidu. 
 Obsah fenolických látek v koncentrátu byl β7,1 g∙l-1, vyjádĜeno jako ekvivalent kyseliny 
gallové. Vyšší obsah fenolických látek oproti anthokyanĤm znamená, že jsou v koncentrátu 
extraktu z bezových slupek obsaženy výraznČ také jiné fenolické látky. Podle literatury 
pĜedevším kyselina chlorogenová a rutin. 
 K identifikaci aromatických látek využita kombinace GC-MS a SPME. Ve vzorku 
bezových výliskĤ bylo stanoveno celkem 4β aromatických látek, γγ aromatických látek bylo 
stanoveno v extraktu z výliskĤ a β1 aromatických látek ve výsledném produktu – koncentrátu. 
Nejvíce zastoupenou skupinou detekovaných látek byly estery. Identifikované aromatické 
látky výraznČ pĜispívají k typické vĤni bezové šĢávy a dalších produktĤ. 
 Výsledky této práce by mČly posloužit jako podklad pro producenty výrobkĤ z bezových 
plodĤ. MČly by upozornit na možnost využití výliskĤ po lisování bezové šĢávy k dalšímu 
zpracování a zisku barviv pĜírodního pĤvodu s antioxidačními vlastnostmi a pozitivním 
pĤsobením na lidské zdraví. LaboratornČ pĜipravený koncentrát se všemi jeho atributy by byl 
vhodný pro použití v potravináĜství. V dalších studiích by bylo možné se zamČĜit na využití 
jiných, šetrnČjších zpĤsobĤ koncentrace, jako je napĜíklad použití mikrovlnného záĜení či 
lyofilizace. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
DAD detektor s diodovým polem 
EPR elektronová paramagnetická rezonance 
DPPH 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
ABTS 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothizolin-6sulfonová kyselina 
TEMPOL 4-hydroxy-2,2,6,-tetramethyl-1-piperidinyloxyl 
CMP koncentrace monomerního pigmentu 
CGE ekvivalent kyanidin-3-glukosidu 
GAE ekvivalent kyseliny gallové 
GC plynová chromatografie 
MS hmotnostní spektrometrie 
SPME mikroextrakce tuhou fází 
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8 PěÍLOHY 

Tabulka 14: PrĤmČrné hodnoty pro výpočet koncentrací extraktĤ pĜi rĤzných pomČrech v/r 

výlisky/rozpouštČdlo 
(m/V) 

CGE (mg∙l-1) Ø CGE Ěmg∙l-1) CGE (mg∙100 g-1) 

1:3,2 

441,8 

441,6 141,γ ± 1,γ 437,0 

445,9 

1:2,4 

608,1 

596,6 14γ,β ±β,γ 592,2 

589,5 

1:2 

701,9 

696,0 1γř,β ±1,4 687,7 

698,4 

1:1,6 

796,3 

793,8 1β7,0 ±1,β 784,6 

800,5 

 

Tabulka 15: Parametry pro výpočet degradace anthokyanĤ bČhem odpaĜování pĜi 45 °C 

CGE (E) (mg∙100 g-1) 198,0 200,4 173,9 

CGE (K) (mg∙100 g-1) 200,4 194,0 169,1 

CGE (E) - CGE (K) (mg∙100 g-1) -2,4 6,4 4,9 

CGE (E) - CGE (K) (%) -1,2 3,2 2,8 

prĤmČr CGE (E) - CGE (K) (%) 1,6 ± β,γ 

  CGEE; CGEK – koncentrace anthokyanĤ v extraktu; v koncentrátu ĚvyjádĜené jako CγG ekvivalentě 

Tabulka 16: Parametry pro výpočet degradace anthokyanĤ bČhem odpaĜování pĜi 60 °C 

CGE (E) (mg∙100 g-1) 173,9 174,2 165,9 

CGE (K) (mg∙100 g-1) 163,0 164,0 154,6 

CGE (E) - CGE (K) (mg∙100 g-1) 10,9 10,2 11,3 

CGE (E) - CGE (K) (%) 6,3 5,9 6,8 

prĤmČr CGE (E) - CGE (K) (%) 6,γ ± 0,4 

  CGEE; CGEK – koncentrace anthokyanĤ v extraktu; v koncentrátu ĚvyjádĜené jako CγG ekvivalentě 
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Tabulka 17: Parametry pro výpočet degradace anthokyanĤ bČhem odpaĜování pĜi 65 °C 

CGE (E) (mg∙100 g-1) 154,2 121,3 127,0 

CGE (K) (mg∙100 g-1) 126,9 98,7 110,0 

CGE (E) - CGE (K) (mg∙100 g-1) 27,2 22,6 17,0 

CGE (E) - CGE (K) (%) 17,7 18,6 13,4 

prĤmČr CGE (E) - CGE (K) (%) 16,5 ± β,6 

  CGEE; CGEK – koncentrace anthokyanĤ v extraktu; v koncentrátu ĚvyjádĜené jako CγG ekvivalentě 

Tabulka 1Ř: NamČĜené hodnoty pro sestrojení kalibrační kĜivky fenolických látek 

C (mg∙l-1) A (750 nm) Ø ů Ě750 nmě 

12,5 

0,052 

0,056 0,042 

0,075 

25,0 

0,111 

0,101 0,099 

0,093 

100,0 

0,338 

0,354 0,384 

0,341 

200,0 

0,713 

0,724 0,726 

0,732 
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Graf 3: Kalibrační kĜivka kyanidin-3-sambubiosidu 

 

 

Graf 4: Kalibrační kĜivka kyanidin-3-glukosidu 
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Graf 5: Kalibrační kĜivka fenolických látek 

 

Obrázek 10: GC chromatogram tČkavých látek v bezových výliscích 
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Obrázek 11: GC chromatogram tČkavých látek v extraktu bezových výliskĤ 
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Obrázek 12: GC chromatogram tČkavých látek v koncentrátu z extraktu bezových výliskĤ 


