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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva pripravou a naslednou charakterizaci ethanolovych extraktd a
produkta z plodl trnky obecné (Prunus spinosa L.). Teoreticka ¢ast prace obsahuje charakteri-
zaci trnky obecné a popis chemického slozeni plodi. Déle jsou v teoretické ¢asti diskutovany
ucinky a mozné vyuziti plodd Prunus spinosa L. v potravinafstvi, lidovém IéCitelstvi a
ve farmacii. V experimentalni Casti je popsdna piiprava extrakti (40% ethanol) a produktii
(. domaci trnkové vino a doméci trnkovy likér). Ve vzorcich vina, likért, stavy a ethanolovych
extraktd byl kvantifikovan obsah celkovych redukujicich sacharidl, polyfenolii a flavonoidi.
Déle byla stanovena antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkl. Pro stanoveni redukujicich
sacharidi byly pouzity a srovnany dvé spektrofotometrické metody, a to metoda podle
Somogyi-Nelsona (SN) a metoda s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou (DNS). DNS metoda
poskytovala mirné¢ nadhodnocené vysledky, zatimco vysledky z SN metody byly skute¢nému
obsahu redukujicich cukrii blizsi. Jak polyfenoly, tak flavonoidy jsou latky, které vykazuji
antioxidac¢ni vlastnosti. U analyzovanych vzorkl byla pozorovana silna korelace antioxida¢ni
aktivity s koncentraci flavonoidnich latek.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the preparation and the chemical characterization of ethanolic
extracts and products from the blackthorn (Prunus spinosa L.) fruit. The theoretical part of
the work contains the characterization of the blackthorn and describes the chemical composition
of the fruit. Furthermore, the theoretical part states possible effects and possible uses of the
Prunus spinosa L. fruit in the food industry, folk medicine and pharmacy. The experimental
part describes the preparation of the extracts (40% ethanol) and the products (i.e., homemade
sloe wine and homemade blackthorn liqueur). The content of reducing sugars, polyphenols and
flavonoids was quantified in samples of wine, liqueur, juice and ethanol extracts. Furthermore,
the antioxidant activity of individual samples was determined. Two spectrophotometric
methods for the determination of reducing sugars were used and compared, namely the
Somogyi-Nelson (SN) assay and the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) assay. The DNS assay
provided slightly overestimated results, while the results from the SN assay were closer to the
actual content of reducing sugars. Polyphenols and flavonoids are substances that have
antioxidant properties. A strong correlation was observed between antioxidant activity and the
concentration of flavonoids.
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1 UVOD

V poslednim desetileti jsou pozorovany rapidni zmény, co se trendi stravovani tyce.
Ve spole¢nosti stale vice roste zdjem o tzv. zdravy zivotni styl, nebot’ si fada lidi uvédomuje
dualezitost péce o své télo. Zvysuje se zajem nejen o kvalitni a zdravi prospésné potraviny vcetné
superpotravin, ale také o dopliiky stravy na ptirodni bazi. Rostlinné produkty jsou v dnesni dob¢
dosti vyhleddvanym artiklem, jelikoz jsou casto zdrojem fady léCivych a na organismus
blahodéarn¢ plisobicich latek, jako jsou vitaminy, mineralni latky, antioxidanty atd.

Plody trnky obecné (Prunus spinosa L.) jsou drobné, kulovité, modrofialové az modroc¢erné
peckovice vyznamné podobné Svestkam. Trnky jsou jiz od praddvna zpracovavany
v domacnostech na marmelady, dzemy, sirupy, vino, likéry apod. Tyto doméci produkty, které
jsou znamy piedev§im pro své 1éCivé vlastnosti, byly diive hojné pouzivany v lidovém
l¢écitelstvi k 1é€b€ nachlazeni, zaludecnich potizi, cukrovky, obezity atd. S pfichodem moderni
doby byly tyto divoce rostouci plody dosti opomijeny, avSak v poslednich letech zac¢inaji byt
castym predmétem tady studii, a to nejen pro své rozsahlé biologické ucinky, jako je naptiklad
antioxidacni, protizanétlivy, antikarcinogenni ¢i antidiabeticky efekt, ale také pro své vyvazené
bioaktivni a nutri¢ni sloZeni. Z dosavadnich zji$téni se jedna o surovinu s vysokym potencialem
stat se velmi uziteCnym materidlem pro potravinaisky, nutraceuticky, farmaceuticky i kosme-
ticky pramysl. Avsak i pies slibnd zjisténi se stle Prunus spinosa L. fadi mezi rostliny, které
nebyly doposud z hlediska védeckého vyzkumu dostatecné prozkoumany.

Cilem této bakalatské prace bylo pfipravit a nasledné charakterizovat ethanolové extrakty a
produkty z plodi Prunus spinosa L. (PsL). Analyze byly podrobeny celkem 3 produkty a 12
ethanolovych extrakt. Dva z produkti (tj. doméci trnkovy likér a domaci trnkové vino) byly
pfipraveny dle tradi¢nich receptli v doméacich podminkéch a jeden z produkti (tj. trnkova $t'dva)
byl zakoupen. Extrakty byly pfipraveny 1-4tydenni maceraci ususenych plodi PsL v 40%
vodném roztoku ethanolu. Jednotlivé produkty 1 extrakty byly zvoleny na zakladé dosavadnich
zjisténi prezentovanych v literatufe. U extrakti z ploda trnky obecné byla jiz diive pozorovana
pomeérn¢ vysoka antioxidacni aktivita. Jako nejucinngj$i extrakéni Cinidla se ukézaly alko-
holové roztoky. Z pohledu toxicity jsou preferovany piedevs§im roztoky ethanolu, kdy nejvyssi
ucinnost extrakce opakované vykazal 50% vodny roztok ethanolu [6,9,28,44—47]. S ohledem
na tuto skutecnost byla pfi ptipravé doméciho trnkového likéru pouzita slivovice, jejiz obsah
alkoholu ¢inil pfiblizné 50 %. Jelikoz byva trnkovy likér casto pfipravovan z méné
koncentrovaného alkoholu (napt. vodky), byl pfi ptipravé ethanolovych extrakti pouZzit 40%
roztok ethanolu. Zamérem bylo provéfit Gcinnost extrakce sloucenin s ohledem na zménu
polarity rozpoustédla a odlisnou dobu extrakce. Udaje o charakterizaci trnkového vina, které je
pfipraveno fermentaci plodii PsL v literatufe prozatim chybi, piestoze se jedna o jeden
z nejznaméjSich produktl z tohoto divokého ovoce. Cilem bylo ve vzorku trnkového vina
kvantifikovat obsah vybranych sloucenin a stanovit antioxidacni aktivitu, kterd by mohla byt
pfinosnd pro zdravi konzumenta. Trnkova Stédva byla zakoupena za ucelem srovnani
slouceninového slozeni domacich a komeréné dostupnych produktd z plodi PsL. Pomoci
jednoduchych a rychlych, spektrofotometrickych metod byly ve vzorcich kvantifikovany
redukujici sacharidy, polyfenoly a flavonoidy, dale byla stanovena celkovd antioxidacni
aktivita vzorka, a to pomoci metody s kation-radikalem ABTS. V neposledni fad€ byl pomoci
HPLC ve vzorcich identifikovan vitamin C.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Trnka obecna

Trnka obecna (Prunus spinosa L., blackthorn) nebo také slivon trnita je husté rozvétveny,
obvykle 1-3 m vysoky, listnaty ket s dlouhymi ostrymi trny (obrazek 1 A) [1,2]. Jedna se
o velmi proménlivy druh, jehoz odli$nosti jsou pozorovatelné ve vzristu, tvaru a velikosti listd,
tvaru, velikosti, ojinéni a chuti plodi, trnitosti apod. [1]. Plody trnky se vyznamné podobaji
Svestkam, avSak dozravaji pozdé¢ji. Pivodnim stanovistém trnky obecné je Evropa, zapadni
Asie a severozapadni Afrika [2].

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Trnka obecnd, oficidlni nomenklaturou Prunus spinosa L., je zafazena do fiSe rostliny
(Plantae), kmenu cévnaté rostliny (Tracheophyta), oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta),
ttidy niz$i dvoudé€lozné rostliny (Magnoliopsida), tadu razotvaré (Rosales), ¢eledi riizovité
(Rosaceae) a do rodu slivon (Prunus) [3,4].

2.1.2 Morfologie

Prunus spinosa L. (PsL) je opakované kvetouci, 1-3 m vysoky kef, ktery miize ve vyjimeéném
ptipadé dosdhnout vysky az péti metrti. Jedna se o rozlozitou, zpravidla husté vétvenou dievinu
s ¢etnymi kotfenovymi vymladky [1,5,6].

Vétve jsou Casto bohaté na trny (kolce), vzacnéji jsou trnité malo nebo zcela bez kolcti.
U mladych rostlin jsou vétve zpravidla zelené a chlupaté. Pozd¢ji houZevnati, tvrdnou, ztraci
ochlupeni a ziskavaji cervenohnédé az tmavosedé zabarveni. Pupeny jsou malé, kulovitého
tvaru, s hnédymi az cervenohnédymi brvitymi Supinkami [1,5].

Listy trnky obecné jsou na zimu opadavé, na vétvi jsou uspofadany stiidavé, nejsou Zadnym
zpusobem metamorfézovany a zpravidla rasi az po odkvétu [5,7]. Jsou 1,5-5 cm dlouhé a
0,7-2 cm Siroké, tmaveé zelené az Sedavé zelené barvy. Tvar Cepele je prevazné obvejCity az
elipticky. Vrchol je tupy nebo Spicaty, baze klinovit¢ ziZend a okraj pilovité zubaty.
Na povrchu jsou listy lysé az roztrouSené chlupaté, na rubu zejména na Zilnatiné az husté
chlupaté [1,5]. S vétvi jsou spojeny pomoci 2—10 mm dlouhych tapikli (obrazek 1 B). Palisty
trnky jsou ¢arkovité, pilove€ zubaté, dlouhé pfiblizn€ 5 mm a taktéz opadavé [1].

Drobné Cisté bilé kvéty Prunus spinosa L. majici vyraznou vuni kvetou od biezna do kvétna
(obrazek 1 C). Teprve po jejich odkvétu zacinaji rasit listy [2,4]. Kvéty vyrustaji na tuhych a
pfimych kvétnich stopkach jednotlivé, po dvou nebo v chudokvétych svazeccich. Skladaji se
z péti obvejCitych korunnich listkli a péti kaliSnich listkl trojuhelnikovité vejCitého tvaru.
Déle obsahuji zpravidla 10-20 tyc¢inek se zlutymi az nacervenalymi prasniky [1].

Plody trnky obecné jsou vyznamné podobné Svestkam (obrdzek 1 D), avSak dozravaji
podstatné pozdé&ji [2]. Jsou to kulovité modrofialové az modrocerné, ojinéné duznaté peckovice
o velikosti pfiblizn¢ 10—15 mm. Pecka ve stiedu trnky byva 7-10 mm velka a zpravidla je t€zko
oddélitelna od tuhé nazelenalé duziny [1]. Plody dozravaji v fijnu, jejich chut’ je trpce kysel4,
vzacngji sladka. Lepsi senzorickou vlastnost plody ziskavaji po prejiti mrazem. Zpracovavaji
se v potravinaistvi a lidovém 1é¢itelstvi [1,5,8,9].
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Obrazek 1:Charakteristické fotografie Prunus spinosa L. (fotografie byly prevzaty a upraveny):
A — Prunus spinosa L. v kvetu; lokalita: Vrchoslavice; autor: Dana Michalcova [10].
B — Stavba listu Prunus spinosa L.; lokalita: Brno-Obrany; autor: Pavel Vesely [11].
C — Kvét Prunus spinosa L.; lokalita: Vrchoslavice, autor: Dana Michalcova [10].
D — Plod Prunus spinosa L.; lokalita: Brno-Zidenice; autor: Dana Michalcova [10].

2.1.3 Stanovisté, vyskyt a ekologie

Prunus spinosa L. je rozsifeny druh, ktery se vyskytuje v mnoha zemich svéta [3]. Roste
prevazné v mirném kontinentalnim podnebi severni polokoule v nizinnych az podhorskych
oblastech [4,12]. Vyskyt v polohdch nad 500 m nadmotské vysky je jiz ojedinély. Osidluje
témet celé tizemi Evropy s vyjimkou stiedni a severni ¢asti Skandinavie, Finska, Islandu a
severni poloviny evropské ¢asti Ruska. Na vychod od Evropy je trnka obecna rozSitena az
do severniho Iranu a ke Kavkazu. Dal§imi lokalitami vyskytu je severozapadni Afrika, Mala
Asie, Izrael a izolované lokality v okoli Balchagského jezera v Kazachstanu. V Ceské republice
roste na celém uzemi roztrousené az hojné [1]. Osidluje meze, kiovinaté slunné strang, kame-
nité &i skalnaté svahy, lesni plang, strze apod. Casto roste v listnatych lesich, piedevsim
vymladkového typu, vzacnéji v okoli komunikaci a neobdélavanych mist pobliz obci [1,5].
Castokrat roste pospolité a v kombinaci s dal§imi kefi vytvaii rozmanita spoledenstva patfici
do tadu Prunetalia spinosae [5]. V teplejsich oblastech mnohdy vznikaji rozsahlé homogenni
porosty, které mohou rozruSovat a vytésiovat teplomilna bylinnad spolecenstva [1], nebo
poskytovat Ukryt zvéti, potravu a hnizdisté ptactvu [8]. Trnka obecnd je schopna rdstu
na kyselych i zasaditych podkladech. Dobfe odolava jak mrazu, tak suchu [1,3,8].



2.2 Chemické sloZeni plodi trnky obecné

Zakladni ziviny, jako je voda, sacharidy, bilkoviny ¢i tuky, jsou obsazeny v kazdém ovoci, a to
napfi¢ rozmanitymi druhy, které se vzajemné liSi rGznou proporci téchto zakladnich latek.
Toto rozdilné zastoupeni zivin se vyskytuje nejen napfi¢ druhy, ale i v rdmci jednoho druhu.
Chemické slozeni ovoce je zavislé jak na druhu a odridé, tak na stadiu zralosti, zptisobu a délce
skladovani ¢i podminkach rastu (podnebi, nadmoiskd vyska, hnojeni aj.). Plody vedle
zakladnich latek casto obsahuji fadu vitaminl, minerdlnich latek, organickych kyselin,
aromatickych latek ¢i barviv [13,14]. Chemické slozeni ploda trnky obecné podminiuje fadu

Plody Prunus spinosa L. jsou vyznamné pro své vyvazené bioaktivni a nutri¢ni sloZeni.
Obsahuji fadu uziteCnych latek, jako jsou napiiklad polyfenoly a karotenoidy. Z pohledu
makronutricniho sloZeni jsou trnky cenénym zdrojem energie, nebot’ disponuji vysokym
obsahem sacharidi. Naopak na tuky jsou pomémé chudé. (Barros a kol., 2010) stanovili
celkovy energeticky ptfinos 100 g suchych plodi PsL na 383,27 kcal [14]. Ponékud nizsi
hodnotu energetického piinosu zjistili (Marakoglu a kol., 2005), kdy na 100 g suchych plodi
PsL ptipadlo 249 kcal [15]. (Barros a kol., 2010) dale urcili obsah popela na 6,65 % z celkové
hmotnosti suchych plodd, zatimco (Marakoglu akol., 2005) popisuji mnohokrat nizsi
hodnotu, a to 2,72 %. Pomérné velky rozdil v prezentovanych hodnotach mohl byt zplisoben
jak rozdilnymi klimatickymi podminkami béhem ristu, tak odlisnym zplisobem zpracovani ¢i
skladovéani plodi, kdy (Barros a kol., 2010) plody ptfed uskladnénim lyofilizovali, kdezto
(Marakoglu a kol., 2005) plody susili pti 105 °C [14,15].

2.2.1 Voda

Obsah vody v ovoci je znacné€ nestaly, nebot’ je zavisly na stadiu zralosti ¢i délce a zplisobu
skladovani. Aktivita vody v ovoci ma zdsadni vliv na jeho charakteristické organoleptické
vlastnosti, jako je barva, viiné, chut’ ¢i textura. Déle ovliviiuje jeho tdrZnost a odolnost viici
mikrobidlni kontaminaci, enzymovym i1 neenzymovym reakcim [16].

Obsah vody v plodech Prunus spinosa L. se blizi 70 % z celkové hmotnosti Cerstvych
plodt [15]. Jak jiz bylo uvedeno vyse, obsah vody v ovoci neni staly a podléha fadé faktort, coz
je také patrné pii srovnani experimentalné ziskanych hodnot [16]. Dle (Barros a kol., 2010)
voda zaujima pfiblizn€ 60,86 % z celkové hmotnosti Cerstvych plodi [14]. Blizkou, avSak ne
stejnou hodnotu, popisuje (Marakoglu a kol., 2005), ktefi obsah vody stanovili na 69,37 % [15].

2.2.2 Sacharidy
V ovoci jsou hojné zastoupeny monosacharidy, oligosacharidy i polysacharidy. Z mono-
sacharidi jsou v relativné vysokém mnozstvi pifitomny glukosa (0,5-32 %) a fruktosa
(0,4-24 %). V menSim mnozstvi ovoce obsahuje 1 dal$i monosacharidy. Obsah a pomérné
zastoupeni jednotlivych monosacharidii znaéné zavisi na druhu a odrade, podminkach
skladovani a zpracovani. Velmi vyznamnym faktorem je stupenl zralosti ovoce, nebot’ béhem
zrani dochdzi k navySovani obsahu monosacharidii. Glukosa a fruktosa jsou zakladem tady
oligosacharidu a polysacharidt [13].

Ovoce je bohaté na volné 1 vazané oligosacharidy, které jsou tvofeny 2—10 monosacha-
ridovymi jednotkami, obvykle ztady D-izomert glukosy, fruktosy, galaktosy a mannosy
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spojenymi glykosidovymi vazbami. Mezi nejvyznamnéjsi oligosacharidy ovoce se fadi
glukooligosacharidy, jez jsou tvofeny D-glukosou, a fruktooligosacharidy jejichz podjednot-
produktem enzymové hydrolyzy Skrobu. Eminentnim fruktooligosacharidem je sacharosa,
avsak jeji vyskyt v ovoci neni pravidlem [13].

Nejvice zastoupenou makrozivinou v plodech trnky obecné jsou pravé sacharidy, které
mnohdy tvoii az 88 % hmotnosti suchych plodl. Zastoupeni glukosy, fruktosy a sacharosy,
jakozto hlavnich sacharidi v plodech PsL, bylo poprvé popsano (Barros a kol., 2010), ktefi
uvedli, ze z vySe uvedenych sacharidi byla nejvice zastoupena glukosa, a to 29,84 g/100 g DW.
Déle stanovili obsah fruktosy, ktery ¢inil 6,95 g/100 g DW, a obsah sacharosy, jenz byl roven
0,27 g/100 g DW. V ovoci jsou ptitomny i dalsi sacharidy. Jedna se predevsim o polysacharidy
pektin, celulosa, skrob aj [13,14].

2.2.2.1 Polysacharidy
Polysacharidy neboli glykany jsou sloZeny z vice nez desiti monosacharidovych jednotek
navzajem spojenych glykosidovymi vazbami. S ohledem na monosacharidové jednotky se
polysacharidy déli na homopolysacharidy, resp. homoglykany, které jsou tvoteny vylucné
identickymi monomery, a heteropolysacharidy, resp. heteroglykany, které jsou sestaveny z vice
riznych monomert [13].

Pfirozené polysacharidy rostlin maji velky vyznam ve vyzivé cloveka, pfispivaji
k formovani textury potravin a ovliviiuyji jejich organoleptické vlastnosti. NejvyznamnéjSimi
jsou celulosa, hemicelulosa, pektin a Skrob. V ovoci je dominantnim sacharidem pektin,
v mens$im mnoZstvi se vyskytuje i celulosa a hemicelulosa. Skrob je moZno nalézt v nezralém
ovoci, avSak jeho obsah se snizuje b&hem zrani a ve zralém ovoci jiZ neni téméf pfitomen.
Skroby jsou fazeny mezi tzv. vyuZitelné polysacharidy, které jsou vyznanym zdrojem energie.
Celulosa, hemicelulosa a pektin jsou fazeny mezi tzv. nevyuzitelné polysacharidy, nebot’ nejsou
snadno degradovatelné. Obecné se oznacuji jako vldknina. Ta byva obecné definovana jako
rostlinny polysacharid, ktery je rezistentni vic¢i hydrolyze travicimi Stavami. DéEli se
na rozpustnou vlakninu (napt. hemicelulosa, pektin a modifikovana celulosa) a nerozpustnou
vlakninu (napf. celulosa a cast hemicelulos). Nerozpustnd vldknina je dilezitou slozkou
potravy. ZvétSuje jeji objem, zlepSuje stievni peristaltiku a je protektivnim materidlem pfi
konstipaci (zacpé), viedech, hemoroidech ¢i rakoviné [13].

Plody trnky obecné obsahuji az 32 g vldkniny/100 g DW [18]. (Marakoglu a kol., 2005)
prezentuji hodnotu procentového zastoupeni vlakniny v plodech PsL, a to 4,6 % [15].

2.2.2.1.1 Pektiny
Pektiny jsou polydisperzni polysacharidy nachazejici se v pletivech vyssich rostlin. Struktura
pektinu je tvofena linearnim fetézcem 25—-100 jednotek D-galakturonové kyseliny spojenych
a (1—4) glykosidovymi vazbami. Pektiny jsou rozpustné ve vod¢, avsak jejich rozpustnost
klesa se zvySujici se molekulovou hmotnosti a stupném esterifikace [13].

Pektiny jsou zastoupeny ptiblizn€ 1 % ve vSech druzich ovoce, kde se podileji zejména
na textufe. V nezralém ovoci jsou pfi¢inou jeho tvrdosti a pevnosti. Podléhaji enzymové i
neenzymové degradaci béhem zrani, skladovani a zpracovéavani, coz vede k nevratnému
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meknuti ovoce a ztraté jeho Zelirujicich schopnosti. Tyto zmény jsou nezadouci pro nékterd
technologicka zpracovani, jako je naptiklad vyroba kompoti. Naopak pii vyrobé ovocnych st'av
lisovanim se uziva ptidavku pektolytickych enzymi ke zvySeni vytéznosti a odstranéni zakald.
Jelikoz disperze pektinu jsou relativné malo viskozni, nepouziva se jako zahustovadlo.
Viskozita vysokoesterifikovanych pektinti se zvySuje s ptfidavkem sacharosy. U nizkoesteri-
fikovynych pektini je mozné zvySeni viskozity dosdhnout piidavkem véapenatych iontd.
Zvyseni viskozity pektinli miize za urcitych podminek vést ke vzniki gela [13].

2.2.3 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny jsou polymery slozené z vice nez 100 aminokyselin vzajemné
spojenych peptidovymi vazbami. Vedle peptidovych vazeb se na tvorb¢ a stabilizaci struktury
bilkovin podili disulfidové, esterové a amidové vazby, dale pak nevazebné interakce, jako jsou
vodikové mustky, van der Waalsovy sily ¢i elektrostatické interakce. Proces vzniku proteind je
oznacovan jako proteosyntéza. VSechny znamé bilkoviny jsou sestaveny z 20 zakladnich
aminokyselin, které jsou oznaCovany jako kdédované aminokyseliny. Aminokyseliny jsou
substituénimi derivaty karboxylovych kyselin a dé€li se na nepolarni, polarni neutralni (bez
naboje), polarni kyselé (zaporné nabité) a polarni bazické (kladné nabité). Bilkoviny zastavaji
fadu biologickych funkci, a tak jsou rozliSovany proteiny strukturni, katalytické, transportni,
pohybové, obranné, regulacni aj [13].

Lidské t€lo proteiny ziskava z zivocisné i rostlinné stravy. Obecné se proteiny ve vyzive déli
do tfi skupin, a to na plnohodnotné, téméf plnohodnotné a neplnohodnotné. Rostlinné bilkoviny
jsou fazeny do neplnohodnotnych proteind, nebot’ nemaji dostate¢ny obsah nékterych esenci-
alnich aminokyselin, ale i tak se jednéd o vyznamny zdroj bilkovin. Rostlinné proteiny Ize nalézt
predevsim v lusténinach, s6ji, obilovinach, okopaninéach, zelenin€ a v mensi mife také v ovoci,
ve kterém je vSak obsah proteinu jen nizky [13].

Je tomu tak i u plodi trnky obecné, kde bilkoviny tvofi pfiblizn¢ 2,8-3,4 % z celkové
hmotnosti suchych plodi [14,15].

2.24 Tuky

Tuky neboli lipidy jsou estery vysSSich mastnych (karboxylovych) kyselin s trojsytnym
alkoholem glycerolem. Na zdklad¢ jejich chemického sloZeni se déli do tii skupin, a to
na homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy. Homolipidy jsou tvofeny pouze alkoholy a
mastnymi kyselinami. Heterolipidy vedle alkoholi a mastnych kyselin obsahuji také kovalentné
vazané slouceniny. Napiiklad fosfolipidy maji navazanou kyselinu fosforecnou. Komplexni
lipidy jsou pak kombinaci homolipidi a heterolipidii, navic maji nckteré slozky vazany
fyzikalnimi vazbami, jako jsou vodikové mistky ¢i hydrofobni interakce [13].

Mezi homolipidy se tadi vosky a oleje. V kutikularnich voscich ovoce jsou nejcasteji
esterové vazany nasycené mastné kyseliny palmitova a stearova a nenasycend mastna kyselina
olejova. Vosky jsou tvrdé, nemastici se materialy s teplotou tdni 60—-110 °C. Ve vodé jsou
nerozpustné a v organickych rozpoustédlech jen Spatn€ rozpustné. Vedle tuhych voski existuji
také vosky kapalné. Ty jsou hydrofobni, dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech a

12



snadno tvofi emulze. V potravinaiském primyslu jsou vosky vyuzivany jako aditivni latky
k hydrofobizaci povrchi ovoce a dalSich vyrobkl. Nejvyznamnéj$imi lipidy pro potravinarsky
pramysl jsou bezesporu oleje [13].

V potravé jsou tuky zastoupeny vyhradné ve formé triacylglyceroli, v mensi mife také
ve form¢ fosfolipidl a pfiblizné 1 % tvoii doprovodné latky. Mezi doprovodné latky se fadi
uhlovodiky, alkoholy, steroidy atd. Tuky se dle piivodu déli na rostlinné, zivocisné a jiné.
V rostlindch jsou tuky obsazeny pfedevsim v semenech, ale také v oplodi (perikarpu). Ovoce
casto obsahuje 0,2-0,7 % lipidd, v susin¢ 1,0-2,8 %. Fosfolipidy v susiné ovoce Casto tvori
0,5-1,5 %. Slozeni tuku je dano piedevsim zastoupenim mastnych kyselin [13].

Nejméné zastoupenou makrozivinou v plodech trnky obecné je pravé tuk, ktery tvoii
ptiblizn¢ 2 % z celkové hmotnosti suchych plodd [14,15]. (Barros a kol., 2010) poskytu;ji
informace nejen o celkovych lipidech, ale také o zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin.
Identifikovali a kvantifikovali celkem 20 mastnych kyselin, které jsou v plodech ptitomny.
Jejich ptehled je uveden nize v tabulce 1. V plodech jsou nejvice zastoupeny mononenasycené
mastné kyseliny MUFA, které zahrnuji nejhojnéji se vyskytujici mastnou kyselinu olejovou.
Kyselina olejova v plodech tvoii 57,58 % z celkového obsahu mastnych kyselin. Dale je patrna
pfevaha polynenasycenych mastnych kyselin PUFA nad nasycenymi mastnymi kyselinami
je kyselina palmitova. Z polynenasycenych mastnych kyselin byla nejvice zastoupena kyselina
linolova, kterd je zaroven druhou celkové nejvice zastoupenou mastnou kyselinou [14].

Tabulka 1: Slozeni mastnych kyselin plodii Prunus spinosa L. [14,17].

nazev mastné kyseliny zkratka skupina obsah [%]
kyselina kaprylova C8:0 SAFA 0,01
kyselina kaprinova C10:0 SAFA 0,02
kyselina laurova C12:0 SAFA 0,10
kyselina myristova C14:0 SAFA 0,09
kyselina myristoolejova Cl4:1 MUFA 0,03
kyselina pentadecylova C15:0 SAFA 0,03
kyselina palmitova C16:0 SAFA 6,50
kyselina palmitoolejova Clé6:1 MUFA 0,67
kyselina heptadecylova C17:0 SAFA 0,11
kyselina heptadecenova Cl7:1c MUFA 0,10
kyselina stearova C18:0 SAFA 2,51
kyselina olejova C18:1n9¢ MUFA 57,58
kyselina linolova C18:2n6¢ PUFA 23,57
kyselina a-linolenova C18:3n3 PUFA 2,79
kyselina arachova C20:0 SAFA 0,56
kyselina eikosenova C20:1c MUFA 0,06
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nazev mastné kyseliny zkratka skupina obsah [%]
kyselina (cis, cis, cis)-11,14,17-
eikosatrienova + kyselina C20:3n3+C21:0 PUFA 0,03
heneikosanova
kyselina behenova C22:0 SAFA 0,32
kyselina trikosanova C23:0 SAFA 4,42
kyselina lignocerova C24:0 SAFA 0,48
celkové nasycené mastné kyseliny SAFA 15,16
celkové mononenasycené mastné kyseliny MUFA 58,45
celkové polynenasycené mastné kyseliny PUFA 26,40

2.2.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekuldrni slouceniny, které jsou oznacovany jako exogenni
esencialni biokatalyzatory. Jako exogenni a esencialni jsou oznacovany, nebot’ se jedna o latky,
které si heterogenni organismus vesmées nedokaze syntetizovat, a tak je musi pfijimat v potraveé
v uritém minimalnim mnozZstvi. Potravou jsou piijimany nejen vitaminy, ale také jejich
prekurzory, které jsou oznaCovany jako provitaminy. Jedna se o latky, z nichz si organismus
dokaze dany vitamin syntetizovat. Jako biokatalyzatory jsou vitaminy oznaCovany, protoze se
podili na latkové pfeméné a regulaci metabolismu Casto jako soucast enzymovych katalyzéatora
biochemickych reakci [16].

Ttidi se dle rozpustnosti na vitaminy rospustné v tucich (lipofilni), kterymi jsou vitaminy A,
D, E, K, a vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni), do kterych spadaji vitaminy B-komplexu a
vitamin C. Vitaminy rozpustné ve vodé se v organismu zpravidla neuklédaji a jejich prebytek
je vylu¢ovan moci. Naopak vitaminy rozpustné v tucich jsou skladovany v jatrech. Potfebny
pfijem vitamind je pomérné nizky, ale i tak miiZze dochazet k hypovitaminose, coZ je
nedostatecny piijem vitaminu. V krajnim pfipadé nastava avitaminosa, coZ je uplny nedostatek
vitaminu, ktery se projevuje poruchou nékteré biochemické reakce. V ptfipadé nadmérného
piijmu nékterého z lipofilnich vitaminl nastava hypervitaminosa. V potravinach se vyskytuji
také tzv. antivitaminy neboli antagonisté vitamind, coZ jsou latky vitaminy inhibujici ¢i
znemoznujici jejich vyuziti [16].

Obsah vitaminl v potravinach rostlinného plivodu je zna¢né ovlivnén stupném zralosti,
podnebnymi podminkami béhem riistu, hnojenim, skladovanim a zpracovanim. Vitaminy
obecné nepatii mezi stabilni latky. Casto dochazi k jejich ztratam jiz béhem technologického
zpracovani ¢i béhem kulinarnich uprav [16].

Plody Prunus spinosa L. jsou zdrojem vitaminu C a E, pfi¢emz obsah vitaminu C podstatné
pfevazuje nad vitaminem E [14].

2.2.5.1 Vitamin C

Vitamin C neboli kyselina askorbova je zdkladni biologicky aktivni slouceninou vyskytujici se
ve Ctyfech stereoizomerech. NejbohatSim zdrojem vitaminu C je ovoce a zelenina. Jeho obsah
je znacné zavisly na odridé a vegetacnich podminkéch. Jelikoz kyselina askorbova patfi
k nejvice nestalym vitaminim, dochdzi k jejim znaénym ztrdtdm jiz béhem skladovani a

14



zpracovani, nejcastéji v dusledku vyluhu (napf. pfi myti, blansirovani, vateni) ¢i oxidace.
Povaha a rozsah ztrat zavisi na pH, teplot¢€, zralosti, velikosti povrchu atd. Celkové ztraty byvaji
v rozmezi 20—80 %. V potravinach kyselina askorbova ptispiva k prevenci nezddoucich zmén
aroma vyvolanych oxidaci a zabranuje reakci enzymového hnédnuti. Vitamin C vykazuje
antioxidac¢ni vlastnosti. Podléha reakci s reaktivnimi formami kysliku ¢i s volnymi radikaly.
Doporuceny denni piijem se pohybuje vrozmezi 60-200 mg, avSak existuje mnozstvi
odchylek. Hypovitaminosa se projevuje fadou nespecifikovanych ptiznakli ¢i unavou.
Projevem avitaminosy jsou kurdéje [16]. Obsah vitaminu C v plodech trnky obecné je
priblizn¢ 20-24 mg/100 g FW [18].

2.2.5.2 Vitamin E

Vitamin E se vyskytuje v osmi zakladnich strukturné ptibuznych derivatech, jejichz zakladem
je tokol nebo tokotrienol. Jedna se o struktury obsahujici chromanovy cyklus s nasycenym nebo
nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem o 16 atomech uhliku. Rozdily mezi toko-
feroly a tokotrienoly jsou v poloze a poctu methylenovych skupin v chromanovém cyklu.
Vyskyt vitaminu E je vys$si v potravinach rostlinného ptivodu, kde se vyskytuje ve vSech osmi
biologicky aktivnich formach. V ovoci se vyskytuji pfedevsim a-, -, y-, o-tokoferoly, avsak
jejich obsah zpravidla nepfesahuje 10 mg/kg. Mnohem vyssi obsah vitaminu E maji panenské
rostlinné oleje. V neptitomnosti kysliku a oxidovanych lipidi se jednd o pomérn¢ stabilni
vitamin, ktery je staly i pii bézném skladovani a zpracovani. K jeho znaénym ztratdm dochazi
béhem zmrazovani, a hlavné pfi suseni [16].

Plody trnky obecné vykazuji relativné vysoké hodnoty obsahu vitaminu E, pfestoze se
nejedna o potravinu s vysokym obsahem tuku, pro které je vyskyt vitaminu E charakteristicky.
Celkovy obsah tokoferolli v plodech trnky obecné je pfiblizné 9,25 mg/100 g DW. Vedle
celkového obsahu tokoferolt (Barros a kol., 2010) identifikovali a kvantifikovali i jejich
jednotlivé formy. Piehled tokoferolii je uveden nize v tabulce 2. Nejvice zastoupeny je
a-tokoferol, ktery je v plodech PsL zastoupen 7,18 mg/100 g DW [14].

Tabulka 2: Zastoupeni tokoferolit v plodech Prunus spinosa L. [14].

nazev obsah [mg/100 g DW]
a-tokoferol 7,18
B-tokoferol 0,06
y-tokoferol 1,91
d-tokoferol 0,10
celkové tokoferoly 9,25

2.2.6 Mineralni latky

Mineralni latky jsou definovany jako prvky, které zistdvaji ve vzorku po uplné oxidaci
organického podilu. U vétSiny potravin minerdlni latky zaujimaji 0,5-3 hm. %. Dle mnoZstvi
se mineralni latky déli na majoritni, minoritni a stopové prvky. Tohle rozdéleni ptiblizné
odpovida zastoupeni ptisluSnych prvki v lidském organismu. Mezi majoritni prvky patii sodik,
draslik, hot¢ik, vapnik, chlor, fosfor a sira. Minoritnimi prvky jsou zelezo a zinek.
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Do stopovych prvka se fadi hlinik, arsen, bor, kadmium, kobalt, méd’, fluor, rtut’, jod, mangan,
molybden, nikl, olovo, selen a cin. Dle fyziologického vyznamu se mineralni latky déli
na esencialni, neesencialni a toxické. Esencialni prvky musi byt pfijimany potravou, aby byly
zajistény nezbytné biologické funkce organismu. Patii mezi n¢ Na, K, Mg, Ca, Cl, P, S, Fe, Zn,
Mn, Cu, Ni, Co, Mo, Cr, Se, I, F, B a Si. U neesencialni prvka neni dosud zjistén fyziologicky
vyznam ani nevykazuji toxicitu. Jedna se o Li, Rb, Cs, Ti, Au, Sn, Bi, Te a Br. Toxické prvky
jako je Pb, Cd, Hg a As vykazuji toxické UcCinky, které nejCastéji spocCivajici v inhibici
dualezitych enzymt metabolismu. Obsah mineralnich latek v potravinach rostlinného ptivodu je
znaén¢ zavisly nejen na odriidé, ale také na vlastnostech a prvkovém slozeni pudy, zptisobu a
mife hnojeni, na klimatickych podminkéch, stupni zralosti atd. Mineralni latky potravin
interaguji s vodou, organickymi latkami 1 vzajemné mezi sebou. Chemickou podobu prvku
v potravin¢ uréuje hodnota pH, redoxni potencidl, moznost zmény oxida¢niho stupné a mnoho
dalsich faktort [16].

V plodech trnky obecné bylo identifikovano a kvantifikovdno 16 mineralnich latek.
Jejich prehled a obsahy jsou uvedeny nize v tabulce 3. Nejvice zastoupenym prvkem v plodech
PsL je sira, jez zaujima 500 025,97 mg/kg [15].

Tabulka 3: Mineralni latky stanovené v plodech Prunus spinosa L. [15].

nazev znacka obsah [mg/kg]|
hlinik Al 26,33
bor B 26,99
vapnik Ca 1524,22
kadmium Cd 0,279
chrom Cr 2,28
zelezo Fe 16,18
draslik K 18 706,98
lithium Li 6,24
hot¢ik Mg 968,15
mangan Mn 4,58
sodik Na 530,11
nikl Ni 1,22
fosfor P 1514,54
olovo Pb 1,28
sira S 500 025,97
vanad A% 3,01

2.2.7 Organické kyseliny

Organické kyseliny jsou diileZitou souc¢asti rostlinnych produkti. Pfitomnost kyselin ma znacny
vliv na celkovou hodnotu pH ovoce, coZ ma za nésledek ovlivnéni enzymovych i chemickych
reakci. Kyseliny dale ptisobi na mikrobiologickou stabilitu béhem skladovani a zpracovani,
organoleptické i technologické vlastnosti. Rada organickych kyselin uréuje vonné a chutové
vlastnosti ovoce nebo jsou prekurzory tady dalSich vonnych a chutovych latek, jako jsou
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estery a laktony. Potraviny obsahuji alifatické, alicyklické, aromatické ¢i heterocyklické
karboxylové kyseliny. NejvyznamnéjSimi nositeli kyselé chuti ovoce jsou alifatické polykarbo-
xylové hydroxykyseliny. Z dikarboxylovych hydroxykyselin se v ovoci hojné vyskytuje
v ovoci je kyselina citronova. Jak kyselina jablecnd, tak kyselina citronova se vyuZzivaji
v konzervérenstvi. Vedle téchto dvou hlavnich kyselin se v ovoci Casto vyskytuje také kyselina
jantarova a fumarova. Jantarova kyselina je vyssi nasycena alifaticka dikarboxylova kyselina a
kyselina fumarova je vyssi nenasycena alifatickd dikarboxylova kyselina [16]. Béhem sklizné,
skladovani a analyzy dochazi ke znaénym ztratam organickych kyselin. Tyto ztraty 1ze do jisté
miry minimalizovat, avSak jim nelze zcela zabranit [20].

Plody trnky obecné obsahuji kyselinu jable¢nou, citronovou, jantarovou a fumarovou.
Rozmezi hodnot obsahti jednotlivych kyselin jsou zndzornéna v tabulce 4. Nejvice je zastou-
pena kyselina jable¢na, jez se v plodech vyskytuje v rozmezi 1,012-1,319 g/100 g FW. Plody
disponuji také pomérné vysokym obsahem kyseliny citronové, ktery se pohybuje v rozmezi
21,45-28,37 mg/100 g FW [20].

Tabulka 4: Organicke kyseliny obsazené v plodech Prunus spinosa L. [20)].

kyselina obsah [mg/100 g FW]
kyselina jable¢na 1012-1 319
kyselina citronova 21,45-28,37
kyselina jantarova 2,515-3,212
kyselina fumarova 1,651-2,102

2.2.8 Polyfenoly
Polyfenoly tvoii velice rozsédhlou heterogenni skupinu slou€enin, které se vyskytuji prakticky
ve vSech potravinach. Uplatiuji se jako vonné 1 chutové latky, ptirodni barviva ¢i antioxidanty
[16]. Prave jejich antioxidacni vlastnosti jsou Casto zkoumany v souvislosti s moznou prevenci
nemoci spojenych s oxida¢nim stresem, jako jsou kardiovaskularni, nddorova a neurodegenera-
tivni onemocnéni. Polyfenoly se déli do ¢tyf skupin, a to na fenolové kyseliny, flavonoidy,
stilbeny a lignany [21].

Obsah celkovych polyfenolti v plodech PsL se pohybuje v Sirokém rozmezi, a to 400—
620 mg GAE/100 g FW [18]. Polyfenoly vykazuji Sirokou Skalu biologickych u€inkd, jako je

-----

antikarcinogenni, antivirovy ¢i vazodilata¢ni efekt [14].

2.2.8.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou aromatické hydroxykyseliny odvozené od kyseliny benzoové a kyseliny
skoficové. Derivaty kyseliny benzoové jsou kyselina vanillova, gallova, ellagova a dalsi latky,
které jsou soucasti hydrolyzovatelnych tfislovin. Derivaty kyseliny skoficové jsou kyselina
p-kumarova, kavova, ferulova aj. Obsah fenolovych kyselin se u riznych druhii ovoce lisi jak
kvantitativng, tak kvalitativné a je znacné zavisly na stadiu zralosti a podminkach rastu.
Fenolové kyseliny 1 jejich derivaty vykazuji blahodarné antioxida¢ni ti¢inky [16].
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Plody PsL obsahuji ptiblizné 56,50 mg hydroxyskoticovych kyselin/100 g DW a 21,66 mg
hydroxybenzoovych kyselin/100 g DW [22].

2.2.8.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice rozsahld samostatnd skupina rostlinnych fenoll, které se svymi
vlastnostmi vyznamné odliSuji od ostatnich fenolovych pigmentt. Flavonoidy jsou odvozeny
od tzv. flavanu, coz je kyslikata heterocyklickd sloucenina 2H-chromenu substituovaného
v poloze C-2 fenylovou skupinou. Flavonoidy a jejich derivaty se vyskytuji jako volné latky,
castéji jsou vsak ve formé glykosidu pripadné polymert. Podle stupné oxidace Cs fetézce jsou
rozeznavany zakladni struktury, a to flavonoly, flavony, flavanony, flavanonoly, antho-
kyanidiny, leukoanthokyanidiny a katechiny (flavanoly). Nékteré flavonoidy jsou dilezitymi
rostlinnymi pigmenty, jin€ jsou vyznamné pro svou trpkou a hoikou chut’ nebo biologické
ucinky [19]. Jednim z vyznamnych biologickych efektii je vynikajici schopnost flavonoida
vychytavat vétsSinu typd oxidujicich molekul, a to véetné singletového kysliku a volnych
radikalt. Pravé tyto molekuly jsou velmi pravdépodobné zodpovédné za poskozovani DNA a
podporu vzniku nadorovych onemocnéni [14].

Flavonoidy jsou jak barevné, tak bezbarvé slouceniny. Z flavonoidnich pigmentii jsou
nejvyznamngjsi predev§im anthokyanidiny a anthokyany. Dal$imi barevnymi flavonoidnimi
latkami jsou flavony a flavonoly, coz jsou dulezité zluté pigmenty. Bezbarvymi flavonoidy jsou
katechiny a leukoanthokyanidiny, z nichz v procesu enzymového hnédnuti vznikaji hnédé
pigmenty. Z bezbarvych leukoanthokyanidini mohou v kyselém prostfedi pii zpracovani
vznikat barevné anthokyanidiny. Oligomery a polymery téchto bezbarvych flavonoidd jsou
vyznamné pro svou trpkou sviravou chut’ a fadi se mezi kondenzované tanniny [19].

Obsah celkovych flavonoidii v plodech trnky obecné vyjadienych na katechin je pfiblizné
8,68 mg CAE/g extraktu [14].

2.2.8.2.1 Anthokyany a anthokyanidiny

Anthokyany a anthokyanidiny jsou nejvice rozSifenou skupinou rostlinnych pigmenti.
Rostlinnym materidlim proptjcuji atraktivni Cervenou, fialovou, modrou, vzacnéji zlutou a
oranzovou barvu. Zékladni strukturou vSech anthokyant a anthokyanidind je flavyliovy kation
(2-fenylbenzopyryliovy kation). Lze je nalézt v ovoci riznych odrid, pfedev§im jsou
zastoupeny Vv rostlinach Celedi révovité (Vitaceae) a rizovité (Rosaceae) [19]. Trnka obecna je
celedi rizovité a obsahuje priblizn¢ 40-72 mg anthokyani na 100 g Cerstvych plodt [18].

2.2.8.2.2 Tanniny

Tanniny neboli tfisloviny jsou fenolové slouceniny, které denaturuji proteiny slin a nasledné
interaguji s proteiny v dutiné Ustni, coz se projevi trpkou a sviravou chuti dané potraviny.
Déli se na hydrolyzovatelné, kondenzované a komplexni tfisloviny [16].

Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou oznaCovany jako polygalloylestery, nebot’ maji esterové
vazanou kyselinu gallovou na D-glukosu, vzacnéji na jiné sacharidy. Podle produktii jejich
hydrolyzy se dé€li na gallotanniny, kdy hydrolyzou vznikd vyhradné kyselina gallova, a
na ellagotanniny, kdy vznika kyselina ellagova (dimer kyseliny gallové), pfipadné i kyselina
gallova [16]. Kondenzované ttisloviny neboli proanthokyanidiny jsou oligomery a polymery

18



vybranych flavonoidnich latek se strukturou 3-hydroxyflavanu. Oligomery z 2—10 flavonovych
jednotek vykazuji adstringentni a hotkou chut’. Polymery chutové vlastnosti nevykazuji, ale
jsou vyznamné pro tvorbu barvy, zékall a sedimentl u nejriznéjSich napoji. Proanthokya-
nidiny disponuji raznymi fyziologickymi ucinky, které souvisi s jejich reakcemi s volnymi
pti vzniku ateroskler6zy. Pro ovoce jsou typické 3-flavanoly, resp. katechiny [16]. Plody trnky
obecné obsahuji ptiblizné 30,10 mg flavanoli/100 g DW [22].

2.2.9 Karotenoidy

Karotenoidy jsou znacné rozsitené lipofilni pigmenty zluté a oranzové, vzacnéji zlutozelené a
cervené barvy. Obsahuji osm izoprenovych jednotek a fadi se tak mezi terpenoidy. Jejich
barevnost je zajiSténa fet¢zcem konjugovanych dvojnych vazeb. Rostlinné karotenoidy jsou
Casto asociovany s chlorofyly, kde se ucastni fotosyntézy a fotoochrany. Karotenoidy se obecné
déli do dvou zékladnich skupin, a to na karoteny a xanthofyly [14,19].

Nejjednodussim karotenem je acyklicky polynenasyceny uhlovodik zvany lykopen. Dalsi
karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou cyklizaci. Piikladem takto vzniklych karotent je
a-karoten ¢i B-karoten. Xanthofyly jsou kyslikaté slouceniny (alkoholy, ketony aj.) vzniklé
hydroxylaci alicyklickych karotent [19].

Kvalitativni 1 kvantitativni slozeni karotenoidid je zavislé na mnoha faktorech, a to
na druhu a odrtdé rostliny, zralosti, sezoné, zptisobu skladovéni, zpracovani apod. Skupina
karotenoidd, které jsou prekurzory vitaminu A (napf. B-karoten), se nazyvaji retinoidy [19].

Trnky obsahuji 0,22-0,78 mg [B-karotenu/100 g DW. Karotenoidy jsou povazovany
za hlavni piivodce antioxidaénich vlastnosti téchto divokych plodti a B-karoten je spojovan
s pozitivnimi U¢inky pfi rakovinovém onemocnéni [14,18].

2.3 Vyutziti plodu trnky obecné

vvvvvv

plody pojidany v priibéhu pracovniho dne na polich ¢i loukach. Poskytovaly télu dilezité
vedlejsi Ziviny, jako jsou vitaminy, mineralni latky a esencialni mastné kyseliny, které nebyly
pritomny v kazdodenni stravé€. Trnky jsou Casto oznacovany jako ,,1é€iva potravina®, nebot’ jim
je ptipisovana fada preventivnich a lé¢ivych ucinki [14].

Plody PsL nejsou obvykle konzumovany v syrovém stavu, a to kvili jejich trpké a sviravé
chuti. Byvaji v§ak zpracovavany na riizné potravinaiské vyrobky, které jsou znamy predevsim
pro své 1&¢ivé vlastnosti [22]. Cerstvé, zmrazené a zpracované plody jsou vyuzivany jak
v potravinafstvi, tak v lidovém léCitelstvi 1 farmacii [9]. V poslednich letech se Prunus
spinosa L. stdva predmétem ftady studii, a to ptredevSim pro svlij potencial stat se velmi
uzite¢nym materidlem pro nutraceuticky, potravinaisky i farmaceuticky pramysl [12].

2.3.1 Potravinarstvi

Plody Prunus spinosa L. nejsou pro svou trpkou a kyselou chut’ zrovna lakavou potravinaiskou
surovinou. Na druhou stranu se jednd o surovinu bohatou na slozky s vyznamnymi
antioxida¢nimi vlastnostmi. Pozornost je vénovéna pfedevsim vysokym obsahiim polyfenoli,
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anthokyanidint a vitaminu C [18]. Plody dale obsahuji tanniny (tfisloviny), které maji velky
dieteticky vyznam. Organoleptické vlastnosti trnek se vyrazné zlepsSuji po premrznuti [23].
(Sikora a kol., 2013) zjistili, Ze proces zmrazeni ani zmrazeny stav nema vyznamny vliv
na zménu obsahu zivin a antioxidacnich slozek plodii. Béhem zmrazeni dochézi také jen
k minimalnimu poklesu antioxida¢ni aktivity. Skladovéani ploda trnky obecné zmrazenim lze
tedy povazovat za vhodny zptsob, jak tyto plody zpfistupnit ke zpracovani a spotiebé i mimo
sezonu [18].

Plody byly, zejména diive, v domécnostech vyuzivany k vyrobé rozmanitych pochutin [23].
Casto se trnky zpracovavaji na vino, sirupy, likéry, marmelady, Zelé, kompoty apod. [1,23].
Trnkové vino je syté Cervené barvy a pokud jsou pouzity spravné kmeny kvasinek, ma chut’
velmi blizkou portskému. Zajimavosti je, ze vino byvalo diive pfipravovano pro oslavy
keltského nového roku. Plody jsou téz Casto suSeny, a to v tenkych vrstvach na stinnych a
vzdu$nych mistech pfti teplotach do 40 °C. Dobte ususené plody jsou tvrdé s trpkou, sviravou a
nakyslou chuti [23].

Charakteristické modrofialové az modrocerné zabarveni plodt PsL je vysledkem vysokého
obsahu anthokyanil v epikarpu ovoce [1,24]. V poslednich letech se zvySuje z4jem o barvici
schopnosti anthokyant, jakozto barviv na pfirodni bazi, a tak byl epikarp ploda trnky obecné
podroben zkoumani. Jiz diive byl identifikovan komplexni profil anthokyani, kde se kyanidin-
3-rutinosid a peonidin-3-rutinosid ukézali jako majoritni a byla jim tak pfisouzena barvici
schopnost ovoce [24].

2.3.2 Lidové lécitelstvi a farmacie

Plody trnky obecné disponuji fadou prospéSnych ucinki, jako je projimavy, stahujici ¢i
mocopudny (diureticky) efekt, a tak jsou tradicn€ pouZivany v lidovém lécitelstvi k 1écbé
nachlazeni, kaSle, zalude¢nich potiZi, cukrovky, obezity, respiracnich a kardiovaskularnich
poruch, chorob moc¢ovych cest, jako jsou ledvinové kameny atd [9,23].

VétSina biologickych Uc¢inkdt plodl PsL je pfisuzovana polyfenolim a karotenoidim.
Biologické vlastnosti polyfenoll jsou spojovany piedevsim s jejich antioxidacni aktivitou a
schopnosti vychytavat volné radikaly [14]. Fenolové slou€eniny, jako jsou fenolové kyseliny,
flavonoidy nebo anthokyanidiny, vykazuji Sirokou Skélu biologickych t¢ink, a to antimikro-
antihemolyticky, antitromboticky, spasmolytické, antikarcinogenni ¢i1 vazodilatacni
efekt [9,10,14]. Mnohé studie poukazuji na spojitost stravy bohaté na polyfenoly s moznou
prevenci urcitych forem rakoviny, cukrovky, osteopordzy, kardiovaskularnich ¢i neurodegene-
rativnich onemocnéni [10,14,21].

VyuZitelnost biologickych vlastnosti nejen polyfenoli, ale i dalSich slozek potravy, je zna¢né
zavisla na jejich stabilité¢ béhem procesu traveni. Pouze latky, které nepodléhaji rozkladu,
mohou byt pfistupné absorpci do krevniho ob&hu, kde uplatiiuji svou biologickou funkeci.
(Pinacho a kol., 2015) zjistili, Ze bukalni ani Zalude¢ni trdveni nemé zna¢ny G¢inek na Zadnou
z fenolickych sloucenin. Poukazaly vSak na citlivost polyfenolii na mirné alkalické podminky
v tenkém stievé, kde byla znacnd cast fenolickych slouCenin béhem in vitro traveni
transformovéna do jinych zndmych, nezndmych nebo nezjisténych strukturnich forem s velmi
silnou antioxidacni aktivitou [6].
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Ptiblizn€é 40 % modernich 1é¢iv na farmaceutickém trhu je pfimo ¢i nepfimo odvozeno
od rostlin. Mnozstvi slibnych biologickych ucinkii plodi trnky obecné je jist¢ lakadlem
pro farmaceutické¢ firmy, avSak trnka obecnd patii mezi rostliny, které nebyly doposud
z hlediska védeckého vyzkumu dostatecné prozkoumany [2].

2.3.2.1 Antioxidacni aktivita
Antioxidanty, respektive latky s antioxidacnim efektem maji znacny vyznam z hlediska
eliminace volnych radikali, zejména reaktivnich forem kysliku ROS a reaktivnich forem
dusiku RNS, a ochrany pfed jejich nezddoucim pusobenim na bunky. Dale antioxidanty
eliminuji U¢inky tzv. oxida¢niho stresu, coz je stav narusené dynamické rovnovahy
mezi vznikem a odbouranim reaktivnich forem kysliku a dusiku ve prospéch volnych radikalt.
Narusend rovnovaha muze mit za nasledek az poskozeni biomolekul. Latky s antioxidacnim
efektem tvofi tzv. pfirozeny ochranny systém organismu [25,26]. Antioxidanty byvaji obecné
definovany jako latky, jejichz molekuly omezuji aktivitu kyslikovych radikala a ptrevadéji je
do mén¢ reaktivnich nebo nereaktivnich forem. Jina definice antioxidantti je charakterizuje jako
slouCeniny regulujici oxidacni pochody v organismu, zabranujici nezddoucim reakcim a
poskytujici ochranu bunéénym strukturam proti volnym radikaltiim [25].

In vitro antioxida¢nim testim byly podrobeny vodné, ethanolové a acetonové extrakty
z plodt PsL. Extrakty byly pfipraveny 24hodinovou maceraci zmrazenych trnek v destilované
vodé, 96% ethanolu a v acetonu. Nésledné byly extrakty zfiltrovany a vysuSeny. Ziskané
hodnoty jsou uvedeny nize v tabulce 5. Ethanolovy extrakt se projevil jako nejucinné;si
nost zachytu radikalti vykazal acetonovy extrakt. Ethanolovy extrakt dale vykdzal nejlepsi
schopnost redukovat Fe** ion, a to na rozdil od vodného extraktu, ktery tuto schopnost vykézal
antioxidac¢ni aktivitu vykazal vodny extrakt, zatimco nejnizsi aktivitu opét projevil acetonovy
extrakt. Antioxida¢ni aktivita jednotlivych extrakti byla vzdy srovnana s kyselinou
L-askorbovou a s 3-terc-butyl-4-hydroxyanisolem (BHA). VSechny extrakty téméi vzdy
vykazaly mnohonésobné& niZsi antioxidacni aktivitu neZ ony dvé srovnéavaci slouceniny [9].

Tabulka 5:Vysledky ctyr in vitro antioxidacnich testi tri riiznych extraktit plodit Prunus spinosa L. [9].

DPPH ABTS redukce Fe’* TRC
ICso[pug/ml] | ICso[pg/ml] | ICso[pmol Fe**/g DW] | ICso[png/ml]
vodny extrakt 490,16 216,66 0,01 3 848,00
ethanolovy extrakt 257,84 184,43 0,10 4 071,50
acetonovy extrakt 606,09 348,16 0,06 8 348,00
kyselina askorbova 3,74 2,33 6,30 8,72
BHA 5,43 — 1,83 10,97

(Sikora a kol., 2013) sledovali a vyjadfili antioxidacni aktivitu plodt Prunus spinosa L. jako
schopnost zhaset kation-radikdl ABTS. V piipad¢ Cerstvého ovoce byla antioxida¢ni aktivita
trnek 43,6 pumol Trolox/g materidlu. Hodnota antioxida¢ni aktivity pro zmrazené ovoce byla
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mirné vyssi, a to 48,5 umol Trolox/g materidlu. Pfestoze rozdil mezi Cerstvym a zmraZzenym
ovocem neni pfiliS§ velky, mohlo k narGstu antioxidac¢ni aktivity dojit v disledku vétsi
dostupnosti komponent diky poSkozeni bunécnych struktur mrazem [18].

Vzhledem k antioxida¢ni aktivité jsou plody trnky obecné Casto pouzivany k 1écb¢ chro-
nickych onemocnéni spojenych s oxida¢nim stresem a produkci reaktivnich forem kysliku [ 14].

2.3.2.2 Antimikrobidalni a antihemolyticka aktivita

V roce 2019 byla detailngji zkoumana in vitro antimikrobidlni a antihemolyticka aktivita plodt
Prunus spinosa L. Byla potvrzena antibakteridlni aktivitu extrakti vici Sirokému spektru
potencidlné patogennich jak gramnegativnich, tak grampozitivnich bakterii. Za antimikrobialni
ucinek jsou zodpovédné predevsim nékteré fenolové kyseliny a flavonoidy, které zptisobuji
poskozeni bakteridlni membrany a potlacuji nékteré z faktort virulence. Dale byl potvrzen
antihemolyticky ucinek extrakti, které vykazovaly silnou inhibici hemolyzy lidskych
erytrocytu [12].

2.3.2.3 Antikarcinogenni aktivita

Vzhledem k vysoké antioxidacni aktivité plodit Prunus spinosa L. a fad¢ dalSich biologickych
ucinkd, vcetné antikarcinogenni aktivity, roste zdjem o jejich extrakty. (Meschini a kol., 2017)
blizce zkoumali cytotoxické a apoptoticka U¢inky extraktd Prunus spinosa ekotypu Trigno
(PsT) na lidské nddorové bunky, a to ve spojeni s komplexem nutraceutické¢ho aktivatoru
(NAC), ktery byl vyroben z aminokyselin, vitaminti a smési mineralnich soli. Samotny extrakt
PsT ani samotny NAC cytotoxickou aktivitu nevykéazaly. Byla vSak prokazéana in vitro
antikarcinogenni aktivita extraktl PsT doplnénych o NAC (PsT +NAC), a to ve vSech
zkoumanych rakovinovych buiikach, u kterych byla indukovana apoptotickd bunécna smrt.
Napftiklad pfi oSetfeni karcinomu tlustého stfeva (PsT 10 mg/ml + NAC) doslo ke sniZeni
zivotaschopnosti rakovinovych bunék pfiblizné€ o 40 %. Dale (Meschini a kol., 2017) zkoumali
moznosti nahrazeni NAC, které¢ se vSak ukézaly jako neuinné a potvrdily tak jedinecnost
pouzitého komplexu nutraceutického aktivatoru. Slozky NAC pravdépodobné piimo souvisi
s antikarcinogenni aktivitou PsT +NAC, kdy mohou naptiklad zvySovat biologickou
dostupnost nékterych sloucenin Prunus spinosa, jako jsou flavony, flavonoly, fenolové
kyseliny ¢i anthokyany. Vedle bun¢k karcinomu byly PsT + NAC oSetfeny také zdravé bunky.
Ty nebyly zadnym zplsobem ovlivnény, nebot PsT +NAC se vyznaCuje cilenym
cytotoxickym uc¢inkem. (Meschini a kol., 2017) ptedestieli pokraovani vyzkumu s cilem
mozného pouZiti PsT + NAC v kombinaci s osvédcenymi chemoterapeutiky, a to za Gcelem
zlepsit uc¢innost chemoterapeutickych 1€ki, snizit jejich davky a vyvarovat se jejich ¢astym
nezadoucim ucinkam [27].
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2.3.2.4 Antidiabeticka aktivita

Jak vodné, tak ethanolové extrakty plodi PsL vykazuji potencialni antidiabeticky efekt, ktery
je pozorovatelny jako inhibice a-amylasy a a-glukosidasy, coz jsou hydrolyzujici enzymy
sacharidl spojené s onemocnénim diabetes mellitus 2. typu. Ethanolovy extrakt se projevil jako
silny inhibitor a-glukosidasy, coz lze ptipsat vysokému obsahu flavonoidu. Tyto extrakty jsou
také slibnymi kandidaty pro dalsi vyzkum, jakozto pfirodni slouceniny s vhodnymi
antidiabetickymi ucinky [9].

2.3.2.5 [Inhibice tyrozinazy

Tyrozinaza je enzym ucastnici se melanogeneze, ktery je casto zminovan v souvislosti
s poruchou melanogeneze, s hyperpigmentaci kiize a s dalSimi problémy souvisejicimi
s melaninem. Extrakty plodi PsL vykazuji pomérné vysoky potencial tyrozindzové inhibice,
kterd uzce souvisi s obsahem polyfenolickych slozek. Potencial tyrozinazové inhibice byl
(Stankovi¢ a kol., 2019) sledovan ve ¢tyiech riznych extraktech, které byly ziskany pouzitim
riznych rozpoustédel, a to methanolu, 70% ethanolu, 45% propylenglykolu a vody. Obzvlasté
bohatym na polyfenolické slouceniny byl extrakt vyuZivajici 45% propylenglykol jakoZto
rozpoustédlo. Tento extrakt také vykazal nejvyssi inhibici tyrozinazy. Extrakty z plodt Prunus
spinosa L. se jevi jako vyhovujici k prevenci poruch souvisejicich s melaninem a pro vyrobu
doplikt stravy [28].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této bakalaiské prace byla provedena na Fakulté chemické Vysokého uceni
technického v Brné. Pro méfeni bylo pouZito vybaveni a laboratot nalezici Ustavu chemie
potravin a biotechnologii.

3.1 Chemikalie

= destilovana voda

= 96% ethanol

= monohydrat D-glukosy — p. a., Lach-ner, Cesk4 republika

= 3 5-dinitrosalicylova kyselina — Sigma-Aldrich, Némecko

= hydroxid sodny — p. a., Penta, Ceska republika

* hydrogenuhli¢itan sodny — p. a., Lach-ner, Ceska republika

= bezvody siran sodny — p. a., Lach-ner, Ceska republika

= vinan sodno-draselny — p. a., Lachema, Ceska republika

= pentahydrat siranu méd’natého — p. a., Penta, Cesk4 republika
= molybdenan amonny — p. a., Lach-ner, Ceska republika

= 96% kyselina sirova — p. a., Lach-ner, Ceska republika

» heptahydrat hydrogenarseni¢nan sodny — Lachema, Ceska republika
= monohydrat kyseliny gallové — Penta, Ceska republika

= Folin-Ciocalteuovo &inidlo — Penta, Ceské republika

= bezvody uhli¢itan sodny — p. a., Lach-ner, Ceska republika

= katechin — p. a., Sigma-Aldrich, Némecko

= bezvody chlorid hlinity — p. a., Lach-ner, Ceské

= dusitan sodny — Penta, Ceské republika

= kyselina askorbova — Lach-ner, Ceska republika

= 2,6-dichlorfenolindofenol — Sigma-Aldrich, Némecko

= kyselina monohydrogenfosfore¢nd — VWR Prolabo Chemicals, USA
= ABTS — Sigma-Aldrich, Némecko

= peroxodisiran draselny — Sigma-Aldrich, Némecko

= 96% UV-VIS ethanol — Penta, Ceska republika

= TROLOX — Sigma-Aldrich, Némecko

3.2 Pristroje a pomiicky
= spektrofotometr — SPEKOL 1300, UV/VIS, Analytik Jena, Némecko
= analytické vahy — OHAUS, Pioneer, Svycarsko
= termostat — HUBER, Polystat cc1, Némecko
= magneticka michacka s ohfevem — LAVAT, MM7, Ceska republika
= vortex — HEIDOLPH, REAX TOP, Némecko
»  b&zné laboratorni sklo — Simax, Ceska republika; SCHOTT DURAN, Némecko
= automatické pipety — VITRUM, Ceska republika; Eppendorf Research plus,
Némecko
= $picky na automatické pipety
= plastové zkumavky
= sklenéna kyveta, kfemenna kyveta
= HPLC/PDA (Photo-diode Array Detector)
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3.3 Vzorky

K chemické analyze bylo pouzito celkem 15 vzorkl ethanolovych extraktti a produktt z plodi
trnky obecné (Prunus spinosa L.). Seznam vSech pouzitych vzorki je uveden nize v tabulce 6.
Plody trnky obecné byly sbirdny v okrajové ¢asti mésta Krométiz, pobliz toku teky Moravy.
Sbér plodt probéhl zacatkem listopadu 2020. Trnky byly ocistény a pred dalSim zpracovanim
uchovany pfi teploté —18 °C po dobu 3—4 tydni.

Rozmrazené trnky byly pouzity pro pfipravu domaciho trnkového vina (obrazek 2 A) a
domaciho trnkového likéru (obrazek 2 B). Zbyla ¢ast plodi byla suSena pii teploté 40 °C a
nasledn¢ pouzita pro ptipravu ethanolovych extrakti (obrazek 3). Vedle piipravovanych
produktti byl pro méfeni pouzit také jeden zakoupeny produkt, a to pfirodni neslazend trnkova
St'dva od vyrobce Bos Food Diisseldorf Lebensmittel GroBhandels GmbH (obrazek 2 C).

Tabulka 6. Seznam pouzitych vzorkii ethanolovych extraktit a produktii z plodii trnky obecné.

vzorek ¢. druh produktu zkratka

1 domaci trnkové vino vino

2 domaci trnkovy likér likér

3 trnkova Stdva Stava

4 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 20 g PsL; 7 dni) EX20G07D
5 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 40 g PsL; 7 dni) EX40G07D
6 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 60 g PsL; 7 dni) EX60G07D
7 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 20 g PsL; 14 dni) | EX20G14D
8 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 40 g PsL; 14 dni) | EX40G14D
9 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 60 g PsL; 14 dni) EX60G14D
10 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 20 g PsL; 20 dni) EX20G20D
11 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 40 g PsL; 20 dni) EX40G20D
12 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 60 g PsL; 20 dni) EX60G20D
13 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 20 g PsL; 28 dni) EX20G28D
14 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 40 g PsL; 28 dni) EX40G28D
15 ethanolovy extrakt (40% EtOH + 60 g PsL; 28 dni) | EX60G28D

3.3.1 Domaci trnkové vino

Ve 2,51 vrouci vody bylo spafeno 2,5 kg rozmrazenych a rozmackanych trnek. Smés se
na mirném ohni vatila 15 minut a nasledné se za horka vylisovala. V horké vylisované §taveé
bylo rozpusténo 200 g krystalového cukru a '% balicku Zivné soli pro kvasinky znacky Vinka.
Po zchladnuti §tavy byly piidany aktivované vinné kvasinky. Stava se nechala 3 dny
v uzavieném demizonu nakvasit. Po tfech dnech byl k nakvaSené §t'ave pfidan cukerny roztok,
ktery byl pfipraven rozpusténim 650 g krystalového cukru v 0,5 1 vody. Obsah demizénu byl
promichdn a nddoba byla zase uzaviena kvasnou zatkou. Po 7 dnech byl znovu ptidan cukerny
roztok, ktery byl opét pfipraven rozpusténim 650 g krystalového cukru v 0,5 1 vody. Po promi-
chani obsahu a uzavieni demizonu se roztok nechal kvasit. Po 6 tydnech bylo vino pfefiltrovano
pies nylonovou tkaninu, sto¢eno do sklenénych lahvi a skladovano pfi teploté 4 °C [29].
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3.3.2 Domaci trnkovy likér

Ve velké sklenici bylo smichano 0,51 doméci slivovice (obsah alkoholu cca 50 %), 300 g
rozmrazenych trnek, 4 roztlucené hiebicky, 1 roztluceny badyan, 1 celd skofice a 300 g medu.
V3se bylo dikladné promichano a smés se nechala 14 dni macerovat, kazdy den byla protiepana.
Po 2 tydnech byl likér scezen a nasledné skladovan ve sklenénych lahvich pii teploté 4 °C.
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Obrdzek 2: Analyzované vzorky produktii z plodii trnky obecné (Prunus spinosa L.):
A — Domadci trnkové vino
B — Domaci trnkovy liker

C — Koupena trnkova Stava (fotografie byla prevzata z [30] a upravena)

3.3.3 Ethanolové extrakty

Do malych sklenicek bylo navazeno pfiblizné¢ 20 g, 40 g a 60 g usuSenych trnek. Presné
navazky suchych plodli jsou uvedeny nize v tabulce 7. Néasledné bylo ke kazdé navazce ptidano
100 ml 40% ethanolu a nechala se rizné dlouho dobu probihat extrakce.

Tabulka 7: Navazky suchych plodii trnky obecné a doba macerace jednotlivych ethanolovych extraktu.

sada vzorku ¢. navazka suchych trnek [g] délka extrakce [dny]
1 20,49 40,84 60,76 7
2 20,38 40,67 60,08 14
3 20,20 40,96 60,92 20
4 20,23 40,35 60,68 28
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Obrazek 3: Priprava ethanolovych extraktii z plodii trnky obecné (Prunus spinosa L.) — cezeni.

3.4 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyi-Nelsona

Metoda je zaloZena na redukci méd’naté soli (Cu®*) v alkalickém prostiedi za zvysené teploty
(100 °C) na mé&d’nou sil (Cu"), ktera nasledné s Nelsonovym ¢inidlem vytvaii modrozeleny
komplex (obrazek 4), jehoZz koncentrace se stanovi spektrofotometricky pii vlnové délce
720 nm [31].

o 0
R.{ + 2cv® + 4HO —> R% + cu0 + 2H,0
H OH

Cu,0 + arsenomolybdenova kyselina — molybdenova modr

Obrazek 4: Schéma reakce vedouci ke vzniku molybdenové modri — redukce arsenomolybdenové
kyseliny médnymi ionty (Cu’).

Pro stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyi-Nelsona (SN) byl pouzit upraveny
postup popsany (Kas a kol., 2006). V prvni tad¢ byly pfipraveny vychozi roztoky, a to
Somogyiho ¢inidlo I a II a Nelsonovo ¢inidlo (tabulka 8). Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti
byl do sklenénych zkumavek pipetovan 1 ml standardniho roztoku D-glukosy (Glu) zfedéného
destilovanou vodou na koncentraci 0,0056; 0,0111; 0,0222; 0,0333; 0,0444; 0,0555 g/l.
Nasledné bylo do zkumavek pipetovano 0,5 ml Somogyiho Cinidla I a 0,5 ml Somogyiho
¢inidla II. Roztok byl dikladné promichan a ponechan 10 minut ve vrouci vodni lazni.
Po ochlazeni studenou vodou bylo pfidano 0,5 ml Nelsonova ¢inidla a roztok byl dikladné
promichavan az do rozpusténi srazeniny oxidu médného. Poté byly zkumavky doplnény
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destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml a po promichéni roztoki byla na spektrofotometru
ve sklenénych kyvetach zméfena absorbance pii vinové délce 720 nm proti slepému vzorku,
ktery byl pfipraven stejnym zpusobem jako fada kalibracnich roztokd, av§ak namisto roztoku
D-glukosy byl pouzit 1 ml destilované vody [31].

Postup meéteni vzorkl byl shodny s méfenim kalibracni zavislosti, a to pouze s jedinou
vyjimkou. Namisto 1 ml standardniho vodného roztoku D-glukosy byl pipetovan 1 ml vhodné
nafedéného roztoku vzorku [31].

Koncentrace redukujicich sacharidii ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibracni
zavislosti (obrazek P 1):

y = 18,9476x (1)

a vysledky byly vyjadreny jako g Glu/l vzorku.

Tabulka 8: Vychozi roztoky pro stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyi-Nelsona [31].

Somogyiho c¢inidlo I Somogyiho ¢inidlo 11 Nelsonovo ¢inidlo
bezvody NaxCOs | 24g | CuSOs 5H.0 | 4g molybdenan 25 ¢
amonny
NaHCO;3 16 g bezvody NaxSO4 | 24 g konc. HxSO4 21 ml
bezvody NaxSOg4 144 ¢ | destilovana voda | 200 ml | Na;HAsO4- 7TH20O 3g
vinan sodno-draselny | 12 g destilovana voda | 475 ml
destilovana voda 800 ml

3.5 Stanoveni redukujicich sacharidii pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny

Metoda je zaloZena na redukci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny plsobenim redukujicich
sacharidii na kyselinu 3-amino-5-nitrosalicylovou (obrazek 5). Redukce se v alkalickém
prostfedi projevuje kolorimetricky. Intenzita vzniklého tmavo-oranzového zabarveni, ktera se
proméfuje na spektrofotometru, je imérna koncentraci redukujicich sacharidii ve vzorku [32].

0. OH 0.__.OH
0
-y + M+ o — rY + OH
R 0 | T,
0. 4 o +0 O-Na O-x. +
I | H NH;
0 o 0

Obrdzek 5: Schéma reakce vzniku kyseliny 3-amino-5-nitrosalicylové z 3,5-dinitrosalicylové kyseliny

[32].

Pro stanoveni redukujicich sacharidi pomoci 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (DNS) byl
pouzit upraveny postup popsany (LukeSova, 2010). Pro sestrojeni kalibra¢ni zévislosti bylo
do sklenénych zkumavek pipetovan 0,5 ml standardniho roztoku D-glukosy (Glu) ziedéného
destilovanou vodou na koncentraci 1,097; 2,194; 3,291; 4,388a 5,485 g/l. Nasledné bylo
do zkumavek pipetovano 500 ul ¢inidla DNS, které bylo pfipraveno rozpusténim 2,0 g
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3,5-dinitrosalicylové kyseliny a 20 g hydroxidu sodného v destilované vodé a doplnénim
odmérné banky na objem 1 1. Roztoky byly nasledn¢ 10 minut inkubovany pii teploté 70 °C.
Po ochlazeni bylo do zkumavek pifiddno 9 ml destilované vody, roztoky byly dikladné
promichdny a na spektrofotometru byla zmétena absorbance piti vinové délce 540 nm proti
slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zptisobem jako fada kalibrac¢nich roztokt, avSak
namisto roztoku D-glukosy bylo pouzito 500 pul destilované vody [33].

Postup meéteni vzorkl byl shodny s méfenim kalibracni zavislosti, a to pouze s jedinou
vyjimkou. Namisto 500 pl standardniho vodného roztoku D-glukosy bylo pipetovano 500 ul
vhodné nafedéného roztoku vzorku [33].

Koncentrace redukujicich sacharidii ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibracni
zévislosti (obrazek P 2):

y = 0,0875x 2)

a vysledky byly vyjadieny jako g Glu/l vzorku.

3.6 Stanoveni celkovych polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Metoda je zalozena na pienosu elektrond v alkalickém prostiedi z fenolickych sloucenin
na komplexy fosfowolframové a fosfomolybdenové kyseliny Folin-Ciocalteuova c¢inidla.
Intenzita vznikajiciho modrého komplexu je proméfovana spektrofotometricky pfi vinové délce
priblizn¢ 750-760 nm. Pfesna chemicka povaha reakci stanoveni pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla neni znama, ale i tak se jedna o Siroce pouzivanou metodu pro studium fenolickych
latek, a to ptedevsim pro jeji jednoduchost a reprodukovatelnost [34,35].

Pro stanoveni celkovych polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla (F-C) byl pouzit
postup popsany (Mérova a kol., 2016). Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti bylo do sklenénych
zkumavek pipetovano 100 pl standardniho roztoku kyseliny gallové (GAE) ziedéného
destilovanou vodou na koncentraci 0,0185; 0,0370; 0,0555; 0,1480 a 0,1850 g/l. Nasledné byl
do zkumavek pipetovan 1 ml destilované vody a 1 ml zfedéného vodného roztoku Folin-
Ciocalteuova ¢inidla v poméru 1:9. Roztok byl diikladné promichidn a ponechdn 5 minut stat
pfi laboratorni teploté. Pak byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného, roztok byl
opét dikladné promichén a ponechén stat 15 minut pti laboratorni teploté. Poté byla zmétena
absorbance pfi vlnové délce 750 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym
zpusobem jako fada kalibra¢nich roztokti, av§ak namisto roztoku kyseliny gallové bylo pouzito
100 pl destilované vody [34].

Postup méfeni vzorkli byl shodny s méfenim kalibracni zavislosti, a to pouze s jedinou
vyjimkou. Namisto 100 ul standardniho roztoku kyseliny gallové bylo pipetovano 100 pl
vhodné natfedéného roztoku vzorku. Kazdy vzorek byl analyzovdn ve tfech paralelnich
stanovenich [34].

Koncentrace celkovych polyfenoll ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibracni
zévislosti (obrazek P 3):

y = 4,1357x 3)

a vysledky byly vyjadieny jako g GAE/l vzorku.
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3.7 Stanoveni celkovych flavonoidii pomoci chloridu hlinitého

Metoda je zalozena na komplexotvorné reakci molekul flavonoidd s chloridem hlinitym,
respektive s kovovym iontem hliniku. Reakei vznikaji stabilni kyselé komplexy s hlinikem
jakozto centralnim iontem a 3-hydroxy-4-keto nebo 5-hydroxy-4-keto skupinou flavoni a
flavonolti. Soucasné vznikaji komplexy, které jsou labilni vici kyselému prostredi, k jejichz
tvorbé dochézi v disledku spojeni hliniku s ortho-dihydroxylovymi skupinami a- nebo B- kruhu
flavonoidii. Vzniklé komplexy pak zplsobuji zmény v absorpénim spektru flavonoidd, a to
v dusledku zvyseného konjugacniho ucinku [36,37].

Pro stanoveni celkovych flavonoidi pomoci metody s reakci hlinité soli a dusitanu byl pouzit
postup popsany (Marova a kol., 2016). Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti bylo do 6 zkumavek
pipetovano 50; 100; 200; 250; 300 a 400 ul standardniho roztoku katechinu (CAE) o koncen-
traci 0,308 g/l a zkumavky byly doplnény destilovanou vodou na 500 pl. Nasledné bylo
do zkumavek pipetovano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného.
Roztok byl dikladné promichan a ponechan 5 minut stat pti laboratorni teploté. Poté bylo
ptidéno 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého. Po dikladném promichéni a Sminutovém
odstani bylo pfidano 1,5 ml 1 M roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Vznikly
roztok byl znovu dikladné promichdn a ponechan 15 minut stit pti laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby byl roztok zase promichan a byla zméfena absorbance pii vlnové délce
510 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zplsobem jako fada kalibra¢nich
roztokil, av§ak namisto roztoku katechinu bylo pouzito 500 pul destilované vody [34].

Postup méteni vzorkli byl shodny s méfenim kalibraéni zavislosti, a to pouze s jedinou
vyjimkou. Namisto 500 pl standardniho roztoku katechinu bylo pipetovano 500 ul vhodné
nafedéného roztoku vzorku [34].

Koncentrace celkovych flavonoidii ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibraéni
zévislosti (obrazek P 4):

y = 3,3057x (4)

a vysledky byly vyjadieny jako g CAE/l vzorku.

3.8 Stanoveni kyseliny askorbové titracné 2,6-dichlorfenolindofenolem

Metoda je zaloZena na snadné oxidovatelnosti kyseliny askorbové, kterd je titrovdna odmérnym
roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu v prostfedi monohydrogenfosfore¢né kyseliny. Konec
titrace je indikovan zménou zabarveni titrovaného roztoku z modrého do svétle rizového.
Kyselina askorbova se bcéhem titrace oxiduje na kyselinu 2,3-dehydroaskorbovou a
2,6-dichlorfenolindofenol ptfehazi na bezbarvou leukobdzi (obrazek 6). Metodu Ize pouzit pro
vétSinu potravinatskych vyrobki, avSak nejptesnéjsi vysledky poskytuje pro vzorky s nizkym
obsahem kyseliny askorbové (vitaminu C) [31,38].
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Obrazek 6: Schéma reakce vzniku kyseliny 2,3-dehydroaskorbové [31].

Pro stanoveni kyseliny askorbové (vitaminu C) byla pouZita titracni metoda s odmérnym
roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu jejiz postup byl popsan (Hrstka a kol., 2019). V prvni
fadé byl pfipraven standardni roztok kyseliny askorbové (AA) o koncentraci 1 g/l, a to
rozpuSténim 100 mg kyseliny askorbové v 2% roztoku kyseliny monohydrogenfosfore¢né a
roztok byl doplnén v odmérné batice na 100 ml. Nasledné byl do titra¢ni baiiky pipetovan 1 ml
standardniho roztoku kyseliny askorbové k némuz bylo ptfidano 10 ml 2% roztoku kyseliny
monohydrogenfosforecné. Smés byla titrovana odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofe-
nolu do prvniho riZzového zabarveni roztoku, které bylo trvalé déle neZ 15 sekund. Celkem byly
provedeny tii titrace standardniho roztoku kyseliny askorbové, znichz byla stanovena
primérna spotifeba odmérného roztoku, a jedna titrace 10 ml 2% roztoku kyseliny monohydro-
genfosforecné jako slepy pokus [38].

Postup méfeni vzorkli byl obdobny jako postup méteni kalibra¢ni zavislosti. Do titra¢ni
bariky bylo pipetovano 10 ml vhodné¢ nafedéného roztoku vzorku a 10 ml 2% roztoku kyseliny
monohydrogenfosforecné. Smés byla nasledné titrovana odmérnym roztokem 2,6-dichlor-
fenolindofenolu do dosazeni bodu ekvivalence, ktery je indikovan vznikem svétle rizového
zabarveni roztoku. U kazdého vzorku byla titrace provedena celkem ttikrat. [38]

Koncentrace kyseliny askorbové ve vzorku se vypocitd ze ziskanych objemil spotieby
odmérného roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu:

Va

P =y ©)
V=V S fa
m(kys.ask.) - sz (6)

kde V, je pipetovany objem standardniho roztoku kyseliny askorbové, V', je objem spotieby
odmérného roztoku pfi titraci standardu kyseliny askorbové, V. je objem spotieby odmérného
roztoku pfi titraci slepého pokusu, V' je objem primérné spotieby odmérného roztoku pii titraci
vzorku, fje pfepocitavaci faktor pro vyjadieni mg kyseliny askorbové na 1 ml titra¢niho ¢inidla,
f-+ je faktor zfedéni a V. je pipetovany objem vzorku [38]. Vysledky byvaji vyjadieny jako
mg AA/l vzorku.
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3.9 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity pomoci ABTS

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) je zaloZena na hodnoceni schopnosti
vzorku eliminovat kation-radikal ABTS. Vysledné antiradikalova aktivita vzorku je néasledné
srovnavana s antiradikalovou aktivitou syntetické standardni latky zvané Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Uvedeny kation-radikdl ABTS vznika
reakci ABTS (2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)) s peroxodisiranem.
Antioxidanty obsazené ve vzorku, které se chovaji jako donory vodiku, zptisobuji odbarveni
modrozelené reakéni smési. ZhaSeni je tak pozorovéano spektrofotometricky prostiednictvim
zmén absorpcniho spektra pti vinové délce 734 nm, kdy mira poklesu absorbance odpovida
koncentraci antioxidant ve vzorku [34].

Pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity pomoci metody TEAC byl pouzit postup
popsany (Marova a kol., 2016). V prvni fad¢ byl pfipraven roztoku kation-radikalu ABTS.
ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé¢ na koncentraci 7 mM. Nasledné byl pfidan 2,45 mM
roztok peroxodisiranu draselného. Reakci vznikl modrozeleny roztok kation-radikalu ABTS,
ktery byl ponechan miniméln¢ 12 hodin ve tmé¢ pfi laboratorni teploté. Pfed samotnym pouzitim
byl roztok ziedén ethanolem pro UV-VIS spektrofotometrické stanoveni pii vinové délce
734 nm na absorbanci 0,70+0,02 [34].

Pro sestrojeni kalibracni zavislosti byl do zazené kyvety pipetovan 1 ml nafedéného roztoku
kation-radikdlu ABTS a 10 pl 60% roztoku ethanolu. Thned poté byla zmétena absorbance
v Case 0 minut (Ao) pii vinové délce 734 nm. Nasledné byl do zuzenych kyvet pipetovan 1 ml
nafedéného roztoku kation-radikdlu ABTS a 10 pl roztoku standardu Trolox zfedéné¢ho 60%
roztokem ethanolu na koncentraci 75; 150; 200 a 400 mg/l. Smés byla promichéna a kyvety
byly ponechany ve tm¢. V 10. minuté byla na spektrofotometru zméfena absorbance (Aio)
proti slepému vzorku, kterym byl 60% roztok ethanolu [34].

Postup méteni vzorkd byl obdobny jako postup méfeni kalibracni zavislosti. Do zuzené
kyvety byl pipetovan 1 ml nafedéného roztoku kation-radikalu ABTS a 10 pl destilované vody.
Ihned poté byla zméfena absorbance v ¢ase 0 minut (Ao) pii vinové délce 734 nm. Nasledné
byl do dalSich kyvet pipetovan 1 ml ptfipravené¢ho roztoku kation-radikdlu ABTS, dale bylo
piidano 10 pl vzorku, smés byla promichana a kyvety byly ponechdny ve tmé pfti laboratorni
teploté. V 10. minuté byl zméfen pokles absorbance (A1), a to celkem tfikrat pro kazdy vzorek.
Jako blank byl pouzit UV-VIS ethanol [34].

Celkova antioxidac¢ni aktivita vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibraéni zavislosti
(obrazek P 5):

y = 0,3194x (7)

kde byl za y dosazen rozdil absorbanci v ¢ase 0 minut (4,) a 10 minut (4,):
A=Ay — Agi0 (®)
a vysledky byly vyjadfeny jako mmol TE/l vzorku.
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3.10 Statisticka analyza dat

Vsechna experimentalni méteni byla provedena v trojim paralelnim provedeni. Vysledky jsou
uvedeny jako jejich primérna hodnota + smérodatna odchylka (SD). Smérodatna odchylka byla
ziskdna z naméfenych hodnot pomoci funkce SMODCH.VYBER v programu MS EXCEL a
v grafech je znazornéna jako chybova tsecka.

Ziskana data byla dale analyzovéna a statisticky vyhodnocena v programu OriginPro 2018
64-bit pomoci techniky pro analyzu rozptylu One-Way ANOVA a Tukey srovnavaciho testu
s hladinou vyznamnosti 5 %.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Porovnani dvou spektrofotometrickych metod pro stanoveni redukujicich

Vsechny vzorky byly analyzovany metodou podle Somogyi-Nelsona (SN) a metodou
s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou (DNS), a to vzdy ve tfech paralelnich stanovenich. Cilem
bylo urcit vhodnéjsi metodu pro stanoveni redukujicich sacharidii v analyzovanych vzorcich
produkti a extrakti z plodi PsL. Vysledky jednotlivych méfeni jsou i se smérodatnymi
odchylkami uvedeny nize v tabulce 9 a 10 a na obrazku 7 a 8. Koncentrace celkovych reduku-

sacharidii ve vzorcich produktii a extrakti z plodi trnky obecné

jicich sacharidt ve vzorku (TRS) je vzdy uvadéna jako g/l vzorku.

Tabulka 9: Hodnoty koncentraci celkovych redukujicich sacharidic v g/l vzorku s prislusnymi

sméerodatnymi odchylkami (SD) ziskané metodou podle Somogyi-Nelsona.

vzorek o vcv [g/’l]v o prumér c [g/1] SD [g/1]
méreni ¢.1 | méreni ¢.2 | méreni ¢.3

vino 184,66 182,49 180,33 182,49 2,16
likér 291,93 290,85 293,56 292,11 1,36
stava 70,29 70,08 70,72 70,36 0,27
EX20G07D 13,77 13,28 13,72 13,59 0,22
EX40G07D 38,01 38,01 37,91 37,98 0,05
EX60G07D 47,32 47,32 47,32 47,32 0,00
EX20G14D 20,81 19,83 19,83 20,16 0,56
EX40G14D 40,53 41,18 40,53 40,74 0,37
EX60G14D 60,23 60,23 60,77 60,41 0,31
EX20G20D 22,43 22,70 22,27 22,46 0,22
EX40G20D 47,89 47,56 48,43 47,96 0,44
EX60G20D 64,88 64,45 63,91 64,41 0,49
EX20G28D 28,49 28,44 28,65 28,53 0,11
EX40G28D 51,14 51,89 51,35 51,46 0,39
EX60G28D 75,05 74,84 75,60 75,16 0,39

Tabulka 10: Hodnoty koncentraci celkovych redukujicich sacharidit v g/l vzorku s prislusnymi

smeérodatnymi odchylkami (SD) ziskané metodou s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou.

c [g] oy
vaorek I eni ©.1 | mefeni &.2 | mefeni &3 | Primeérclgtl | SD gl
vino 25225 23734 241.93 243.84 7.63
likér 369.76 367.47 377.79 371,67 5.42
$Cava 114.89 114,20 112,13 113,74 117
EX20G07D | 28.66 27.92 27.40 28.00 0.52
EX40G07D | 60.83 61,57 57.10 59.85 1,97
EX60G07D | 76,47 76,47 75,56 76,17 0.43
EX20G14D | 37.09 37,09 36,46 36,88 0,36
EX40G14D | 73.26 75.10 74,18 74,18 0.92
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c [g/] .
k 1 D [g/1
vEorek I efeni®.1 | mo¥eni &2 | merenies | Promrelell | SPIgd
EX60G14D 114,89 117,64 116,26 116,26 1,38
EX20G20D 45,18 41,74 44,37 43,76 1,80
EX40G20D 80,49 81,29 79,91 80,56 0,69
EX60G20D 122,45 122,45 121,77 122,22 0,40
EX20G28D 48,96 48,39 48,62 48,65 0,29
EX40G28D 91,73 92,65 92,87 92,42 0,61
EX60G28D 125,43 123,60 122,91 123,98 1,30
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Obrazek 7: Graf hodnot koncentraci redukujicich sacharidit v g/l vzorku ziskanych metodou podle

Somogyi-Nelsona s prislusnymi smérodatnymi odchylkami, které jsou zndazornény jako chybové usecky.

Koncentrace celkovych redukujicich sacharida ve
vzorcich (DNS)
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Obrdzek 8: Graf hodnot koncentraci redukujicich sacharidi v g/l vzorku ziskanych pomoci DNS

s prislusnymi smerodatnymi odchylkami, které jsou zndzornény jako chybové usecky.
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Koncentrace redukujicich sacharidii stanovené metodou podle Somogyi-Nelsona se u vSech
zkoumanych vzorkil pohybovaly v rozmezi 13,59-292,11 g/l (tabulka 9, obrazek 7), zatimco
koncentrace stanovené metodou s DNS byly zna¢né vyssi a pohybovaly se v rozmezi 28,00—
371,67 g/l (tabulka 10, obrazek 8). Rozdilnost vysledk z SN a DNS metody byla ocekavana,
nebot’ odlisna citlivost téchto dvou metod byla v literatufe popsana jiz diive [39,40]. Podle
(Deng a kol., 1994) je metoda podle Somogyi-Nelsona vyrazné citlivéjsi nez metoda s DNS a
disponuje Sirokym rozsahem detekce [39]. (Yijing a kol., 2018) zase zmiiiuji nadhodnocenost
vysledkit z DNS metody, a to zejména v piipadé pouziti glukosy jako standardu, nebot
v pribéhu stanoveni dochazi k nadmérné oxidaci sacharidii s vétSim poctem vazeb, coz je
pricinou vyssich hodnot absorbanci [40]. Piestoze jsou vysledky ziskané z SN 1 DNS metody
zatizeny jistou chybou, jedna se o metody vhodné k rychlému a jednoduchému, orientacnimu
stanoveni obsahu redukujicich cukrti. Dle pfedpokladu SN metoda poskytla niz§i hodnoty TRS,
které jsou pravdépodobné blizsi skute€nému obsahu redukujicich cukrii ve vzorku nez hodnoty
ziskané DNS metodou.

U obou metod byl pozorovan stejny trend ristu hodnot (obrazek 7, obrazek 8). Ze zkouma-
nych vzorkll produktd (tj. vino, likér a §t'dva) nejvyssi hodnotu TRS vykazal vzorek likéru
(292,11£1,36 g/l, resp. 371,67£5,42 g/1). Naproti tomu nejnizsi hodnota TRS byla detekovana
u vzorku s$tavy (70,36+0,27 g/1, resp. 113,74£1,17 g/l). Pro trnkovou $tavu byl na obalu
vyrobcem uveden obsah celkovych sacharidii 70 g/kg (z toho cukr 70 g/kg), coz je hodnota
pfiblizné odpovidajici vysledkiim stanoveni TRS podle Somogyi-Nelsona. Hodnotu obsahu
celkovych redukujicich sacharidii v trnkovém vinu, likéru ani §téveé literatura neuvadi.
(Horakova 2009) stanovila priimérny obsah zbytkového cukru pro rizné vzorky vin z hroznii
vinné révy na 0,12-93,12 g/l [41]. Dle statistické analyzy byly v hodnotiach TRS vzorkl
jednotlivych produktt z plodii PsL vyznamné rozdily (obrazek P 6, obrazek P 8).

U ethanolovych extraktli byla nejvyssi hodnota TRS stanovena ve vzorku EX60G28D
(75,16+0,39 g/1, resp. 123,98+1,30 g/1), naopak nejnizsi hodnotu TRS mé¢l vzorek EX20G07D
(13,59+0,22 g/1, resp. 28,00+0,52 g/l). U jednotlivych ethanolovych extrakti byl pozorovan
trend ristu hodnoty TRS vzhledem k hmotnosti navazky suchych plod PsL i dobé macerace.
Hodnotu TRS pro ethanolové extrakty z ploda PsL literatura prozatim neuvadi. (Barros a kol.,
2010) stanovili celkovy obsah sacharidi v lyofilizovanych plodech PsL na 88,51 % DW a
celkovy obsah cukrd na 37,06 % DW [14]. Podobnou hodnotu obsahu cukrii v plodech PsL
30,48-31,07 g/100 g DW wuvadi také (Sikoraakol.,2013) [18]. Ze statistické analyzy
vyplynulo, Ze mezi vzorky extrakti zplodd PsL byly vyznamné rozdily, co se obsahu
redukujicich sacharidl tyce (obrazek P 7, obrdzek P 9). Nepatrny rozdil byl nalezen pouze
u dvojic vzorki extrakti: EX40G14D a EX60G07D, EX40G20D a EX60G07D, EX60G20D a
EX60G28D.

4.2 Stanoveni celkovych polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Vsechny vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich. Vysledky jednotlivych
méteni jsou 1 se smérodatnymi odchylkami uvedeny v tabulce 11 a na obrazku 9. Koncentrace
celkovych polyfenola ve vzorku (TPC) je vZzdy uvadéna jako g kyseliny gallové na I vzorku.
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Tabulka 11: Hodnoty koncentraci celkovych polyfenolit v g GAE/l vzorku s prislusnymi smérodatnymi

odchylkami (SD) ziskané metodou s Folin-Ciocalteuovym cinidlem.

c [g/] .y

vaorek I feni &.1 | mefeni &.2 | mefeni &3 | Primerc il | SD gl
vino 1.720 1.794 1711 1.742 0.045
likér 1,622 1,389 1,358 1,456 0.144
$Cava 2.477 2,008 2,013 2,166 0.220
EX20G07D | 0451 0,501 0,406 0.453 0,039
EX40G07D | 0,671 0.817 0,704 0.730 0,062
EX60G07D | 0,884 0,986 0,844 0.905 0,060
EX20G14D | 0471 0,462 0.477 0.470 0,008
EX40G14D | 0,897 0.929 0.877 0.901 0.026
EX60G14D | 1,020 0.984 1,006 1,003 0.018
EX20G20D | 0,537 0.553 0511 0.534 0.021
EX40G20D | 0.855 0.773 1,137 0.922 0.191
EX60G20D | 1,026 1,040 1,199 1,088 0.096
EX20G28D | 0,573 0.639 0,634 0.615 0,037
EX40G28D | 0.800 0.963 1,003 0.922 0.108
EX60G28D | 1,155 1,101 1,132 1,129 0.027
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Obrdazek 9: Graf hodnot koncentraci celkovych polyfenolii v g GAE/l vzorku ziskanych pomoci F-C

cinidla s prislusnymi smerodatnymi odchylkami, které jsou zndzorneny jako chybove usecky.

Koncentrace celkovych polyfenoll se u vSech zkoumanych vzorkti pohybovala v rozmezi
0,453-2,166 g GAE/I vzorku. Ze ziskanych vysledki, které jsou uvedeny vyse v tabulce 11 a
na obrazku 9, je patrné, Ze nejvysSi koncentrace fenolickych latek byla pfitomna

cvwr

ve vzorku EX20G07D (0,453+0,039 g GAE/]).
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Ze zkoumanych vzorkt produkti (tj. vino, likér a §t'ava) nejvyssi hodnotu TPC vykézal
pravé vzorek stavy (2,166+£0,220 g GAE/I). Naproti tomu nejniz§i hodnota TPC byla
detekovana u vzorku likéru (1,456+0,1442 g GAE/). Ze statistické analyzy dat (obrazek P 10)
bylo zjisténo, ze se prave vzorky likéru a stavy v hodnoté TPC vyznamné liSily. Rozdilny obsah
polyfenoli ve vzorku vina v porovnani s ostatnimi vzorky nebyl statisticky vyznamny.
V literatufe jsou dostupné vysledky stanoveni koncentrace celkovych polyfenoli v podobnych,
avSak ne zcela stejnych, trnkovych likérech. (Sokol-Letowska a kol., 2014) pramérny obsah
fenolickych latek ve vzorku likéru, ktery byl piipraven 21denni maceraci 2 kg plodi trnky
obecné v 65% roztoku ethanolu, stanovili na 2,706 g GAE/], zatimco hodnota TPC naseho
vzorku (obsah alkoholu cca 50 %) Cinila pouze 1,456+0,144 g GAE/l [42]. Mnohem niZsi
hodnota TPC 2,491 mg GAE/] byla stanovena (Gonzalez-de-Peredo a kol., 2020) v tradi¢nim
Spanélském likéru zvaném ,,Pacharan®, ktery byl pfipraven 6mési¢ni maceraci 60 g ploda PsL
ve 200 ml 24% alkoholu [43]. Znac¢na rozdilnost hodnot TPC u jednotlivych vzorkt likért byla
o¢ekavana, nebot’ pii vyjadieni této hodnoty v jednotkdch g GAE/] produktu hraje vyznamnou
roli jak hmotnost navazky plodu, tak doba macerace a v neposledni fad¢ také obsah alkoholu
v pouzitém rozpoustédle. Literatura uvadi, Ze k nejlepsi extrakei fenolickych latek dochdzi
pti pouziti 50% vodného roztoku ethanolu jako rozpoustédla [44-47].Vedle trnkovych likérh
jsou v literatuie dostupné také vysledky analyzy trnkové stavy. Obsah celkovych polyfenoli
ve vzorku Cerstvé trnkové Stavy byl (Fraternale a kol., 2009) stanoven na 154,12 g QE/I, a to
pomoci metody s pruskou modii [48]. Udaje o identifikaci a kvantifikaci celkovych polyfenolii
v trnkovém viné, které bylo pfipraveno fermentaci plodt PsL, v literatufe prozatim chybi.
Hodnota TPC naSeho vzorku vina €inila 1,742+0,045 g GAE/L

U ethanolovych extrakti byla nejvyssi hodnota TPC stanovena ve vzorku EX60G28D
(1,129+0,027 g GAE/l), naopak nejniz§i hodnotu TPC mél vzorek EX20G07D
(0,453+0,039 g GAE/l). Na obrazku 9 je na prvni pohled viditelny trend rstu hodnoty TPC
jednotlivych extraktli vzhledem k hmotnosti navazky suchych plodid PsL a dob& macerace,
avsak z pohledu statistické analyzy (obrazek P 11) se v fad¢ piipadi nejednd o vyznamny rozdil.
Ze statistické analyzy dat vyplyva, Ze mezi navazkami 40 g a 60 g pfi stejné délce macerace
nebyl rozdil hodnot TPC markantni. Z toho lze usoudit, Ze za danych podminek k maceraci
postaci navazka 40 g suchych plodii PsL. Dale bylo zjisténo, Ze v ptipadé stejné navazky staci
k dosazeni nejvyssi vytéznosti polyfenoll v extraktu doba macerace 1 tyden. V piipadé delsi
doby macerace nebyly rozdily v hodnotdich TPC z pohledu statistiky odliSné. Na extrakci
jednotlivych sloucenin ma vliv fada faktorti, mezi néz se tadi polarita rozpoustédla, teplota,
tlak, doba extrakce, piisobeni ultrazvuku apod [9]. Jako nejicinnéjsi extrakeni Cinidla pro zisk
fenolickych latek se ukédzaly pravé alkoholové roztoky. Z pohledu toxicity, jsou preferovany
hlavné roztoky ethanolu, mezi nimiz nejvys$si t€innost extrakce opakované vykazal 50% vodny
roztok ethanolu [44-47].Vedle vlivu podminek extrakce se na zjis§téné hodnoté TPC znacné
podili také mira zralosti plodii, genotyp, piidni a podnebné podminky rostliny (tj. teplota, svétlo,
nadmotska vyska) apod [45]. Vyznamny vliv maji téZ podminky skladovani samotnych vzorkii,
nebot’ bylo (Sokol-Letowska a kol., 2014) zjisténo, Ze stabilita fenolickych latek je zavisla
na dobé a teploté skladovani [42]. Celkovy obsah polyfenolil v extraktech z plodi PsL byl jiz
diive popsan nékolika autory [6,9,14,28,44-47]. Pomérné vyssi hodnotu TPC v ethanolovém
extraktu (50% EtOH) 30,2 mg GAE/g DW prezentuji (Tahirovi¢ a kol., 2018), coz 1ze vysvétlit
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znacnymi rozdily v postupu extrakce (napf. rozemleti usuSenych plodi na prasek), ale také
moznou odliSnosti genotypl plodi [47]. Pro ethanolové extrakty (50% EtOH) ptipravené
z plodt PsL riiznych genotypt stanovili (Popovi¢ a kol., 2020) rozmezi hodnot TPC na 11,10—
30,43 mg GAE/g DW [44].

Jelikoz byly veskeré vysledky ziskany metodou pouzivajici nespecifické Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo, mohlo dojit k jejich ovlivnéni v disledku pfitomnosti redukujicich cukrt (viz 4.1),
aromatickych amind, kyseliny askorbové (viz. 4.4), organickych kyselin a dalSich slozek
v roztoku. Vyskyt téchto sloucenin ¢asto vede k nadhodnocenym vysledkim [42].

4.3 Stanoveni celkovych flavonoidii pomoci chloridu hlinitého

Vsechny vzorky byly analyzovéany ve tfech paralelnich stanovenich. Vysledky jednotlivych
méteni jsou i se smérodatnymi odchylkami uvedeny v tabulce 12 a na obrazku 10. Koncentrace
celkovych flavonoida ve vzorku (TFC) je vzdy uvadéna jako g katechinu na | vzorku.

Tabulka 12: Hodnoty koncentraci celkovych flavonoidii v g CAE/l vzorku s prislusnymi smérodatnymi
odchylkami (SD) ziskané metodou s chloridem hlinitym.

c [g/] .y

veorek | Feni &1 | mefeni &2 | mereni &3 | Promeérelgll | SD g
vino 1,609 1.618 1.618 1.615 0.005
likér 1,381 1,405 1,308 1365 0.050
SCava 1,235 1,293 1.284 1.270 0.026
EX20G07D | 0.186 0.190 0.164 0.180 0.011
EX40G07D | 0277 0.309 0318 0.301 0.018
EX60G07D | 0.429 0.367 0351 0.382 0,033
EX20G14D | 0219 0.206 0.207 0211 0.007
EX40G14D | 0456 0,442 0.383 0.427 0,038
EX60G14D | 0,600 0.537 0.567 0,568 0.031
EX20G20D | 0,201 0.234 0.227 0.221 0.018
EX40G20D | 0497 0.538 0,539 0.525 0.024
EX60G20D | 0.526 0517 0523 0.522 0,005
EX20G28D | 0,164 0.178 0.175 0.172 0,008
EX40G28D | 0304 0.303 0353 0.320 0,029
EX60G28D | 0487 0.456 0,469 0.471 0.015
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Obrazek 10: Graf hodnot koncentraci celkovych flavonoidii v g CAE/l vzorku ziskanych pomoci chloridu

hlinitého s prislusnymi smérodatnymi odchylkami, které jsou zndazornény jako chybové usecky.

Koncentrace celkovych flavonoidtl se u vSech zkoumanych vzorka pohybovala v rozmezi
0,172-1,615 g CAE/l vzorku. Ze ziskanych vysledkd, které jsou uvedeny vyse v tabulce 12 a
na obrazku 10, je patrné, Ze nejvyssi koncentrace flavonoidii byla pfitomna ve vzorku vina
(1,615+0,005 g CAE/l), naopak jejich nejnizsi koncentrace byla zjisténa ve vzorku EX20G28D
(0,172+0,008 g CAE/).

Ze zkoumanych vzorki produktl (tj. vino, likér a §t'ava) nejvyssi hodnotu TFC vykazal
prave vzorek vina (1,615+0,005 g CAE/l). Naproti tomu nejnizsi hodnota TFC byla detekovana
u vzorku §tavy (1,270+0,026 g CAE/]). Ze statistické analyzy dat (obrazek P 12) bylo zjisténo,
ze se vSechny vzorky produktii z plodii PsL v hodnoté TFC vyznamné liSily. Obsah celkovych
flavonoidi v trnkovém vinu, likéru ani §tavée literatura prozatim neuvadi.

U ethanolovych extraktii byla nejvy$si hodnota TFC stanovena ve vzorku EX60G14D
(0,568+0,031 g CAE/I), naopak nejniz§i hodnotu TFC mé&l vzorek EX20G28D
(0,172+0,008 g CAE/). U jednotlivych ethanolovych extrakti je na obrazku 10 pozorovatelny
trend rastu hodnoty TFC vzhledem k hmotnosti navazky suchych plodi PsL, avSak nikoli
k dobé macerace. Rist hodnot TFC byl pozorovan pouze u navazek 40 g a 60 g mezi 1. a 2.
tydnem macerace, coz bylo potvrzeno statistickou analyzou dat (obrazek P 13). Z toho Ize
usoudit, Ze k dosaZeni maximalniho prestupu flavonoidii do roztoku sta¢i za danych podminek
délka macerace 2 tydny. V pifipadé navazky 20 g suchych plodi PsL bylo zjiSténo, Ze
k dosaZeni nejvyssi vytéZnosti flavonoidil v extraktu sta¢i doba macerace 1 tyden. V ptipadé
delsi doby nebyly rozdily v hodnotdch TFC z pohledu statistiky odlisné. Obsah celkovych
flavonoidu v extraktech z plodt Prunus spinosa L. byl jiz diive popsan n¢kolika autory, ktefi
pii jejich extrakci pouzili rizné extrakéni postupy, riznd extrakéni cCinidla ¢ rizné
standardy [6,9,14,45—47]. (Tahirovi¢ a kol., 2018) stanovili hodnotu TFC v ethanolovém
extraktu (50% EtOH) vztaZzenou na dva standardy: rutin (1,538 mg RE/g DW) a kvercetin
(1,039 mg QE/g DW) [47]. Mozné rozdily hodnot lze piisoudit fad€¢ faktori, které byly
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diskutovany vyse u problematiky polyfenolt (4.2). Vedle ethanolu byl k extrakci pouzivan také
methanol, u n¢hoz se extrakce flavonoidi projevila jako mirné u¢innéjsi. (Barros a kol., 2010)
urcili hodnotu TFC pro methanolovy extrakt na 8,68 mg CAE/g extraktu [14]. Vzhledem
k toxicit¢ methanolu, je upfednostinovana spise extrakce pomoci ethanolu. Ethanolové extrakty
plodi PsL maji znacny potencial pro potravinaisky, farmaceuticky 1 kosmeticky priimysl [46].

4.4 Stanoveni kyseliny askorbové

U vSech zkoumanych vzorkii se koncentraci kyseliny askorbové pomoci titraéni metody
s 2,6-dichlorfenolindofenolem nepodaftilo stanovit. Stanoveni bylo zna¢né ruseno vyraznym
cerveno-riizovym zabarvenim jak produktii, tak extraktl z plodi trnky obecné. V piipadé
vétsiho zfedéni, kdy bylo zabarveni vzorkl slabsi, byla koncentrace kyseliny askorbové jiz
mimo detek¢ni limit této metody. Do budoucna je tedy vhodné uvazovat Upravu této titracni
metody a zatazeni potenciometrické indikace bodu ekvivalence namisto t€ vizudlni.

Dale byla snaha obsah kyseliny askorbové ve vzorcich kvantifikovat pomoci metody HPLC,
avSak ani bézn¢€ pouZzivana metodika pro stanoveni vitaminu C nebyla za danych podminek pro
kvantifikaci vitaminu C ve vzorcich z ploda Prunus spinosa L. vyhovujici. Ve spektrech vSech
analyzovanych vzorkl byly identifikovany vitamin C a vitaminy skupiny B, avSak v disledku
komplexnosti matrice, jez obsahovala velké mnoZzstvi sacharidi, nebylo mozné vzorek
dostatecné separovat a kvantifikovat tyto vitaminy. V pifipadé kvantifikace by vysledky byly
zatizeny vysokou chybou. Do budoucna je tedy nutné vzorky Setrné predupravit a odstranit
znich sacharidy. Jednou zmozZnosti, pfi niZ jsou zachovany aktivni formy vitaminl
v maximalni mozné koncentraci, je vyuziti série SPE kolonek s naslednou vicendsobnou
extrakci polarnimi rozpoustédly, jako je naptiklad ethanol, methanol, izopropylalkohol apod.

Celkovy obsah kyseliny askorbové v trnkovém vinu ani likéru literatura zatim neuvadi.
Koncentrace vitaminu C v trnkové §t'ave byla stanovena (Erturk a kol., 2009) na 38 mg/1 [49].
(Dumbrava a kol., 2011) stanovili koncentrace vitaminu C ve §tavach ptipravenych z riznych
grapefruitu (816 mg/l) ¢i ve staveé z Cervené fepy (680 mg/l) [50].

Udaje o celkovém obsahu kyseliny askorbové v ethanolovém extraktu z ploda PsL
v literatufe taktéZ prozatim chybi. (Dumbrava a kol., 2012) stanovili koncentraci vitaminu C
ve vodném a ethanolovém extraktu z plodi Svestky President na 352,2 mg/l pro vodny a
332,9 mg/l pro ethanolovy (96% EtOH) extrakt. Tyto extrakty byly pfipraveny 1hodinouvou
maceraci 1 g Cerstvych Svestek v 10 ml rozpoustédla [51]. (Ozkan 2019) stanovil obsah
vitaminu C v plodech PsL rtznych genotypti pomoci HPLC na 19-26 mg/100 g FW [20].
Podobnou hodnotu prezentuji také (Sikora akol.,2013), kteti uvadi hodnotu obsahu
vitaminu C 20,86-23,84 mg/100 g FW, resp. 129,64-131,64 mg/100 g DW, a (Jabtonska-
Rys$ a kol., 2009), kteti prezentuji hodnotu 21,94 mg/100 g FW [18,52].

41



4.5 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Vsechny vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich. Kazdé stanoveni
zahrnovalo jedno méfeni absorbance v ¢ase 0 minut (Ao) a troji méfeni poklesu absorbance
v 10. minuté (Aio). Hodnoty absorbance v 10. minuté (Aio) byly odeéteny od hodnoty
absorbance v Case 0 minut (Ao). Vysledky jednotlivych méfeni jsou i se smérodatnymi
odchylkami uvedeny v tabulce 13 a na obrazku 11. Celkova antioxidac¢ni aktivita vzorku (TAC)
je vzdy uvadéna jako mmol Troloxu na 1 vzorku.

Tabulka 13: Hodnoty celkovych antioxidacnich aktivit v mmol TE/l vzorku s prislusnymi smérodatnymi
odchylkami (SD) ziskané metodou s kation-radikdalem ABTS.

¢ [mmol/l] priamér ¢

vzorek | Feni &1 | meFeni &2 | mefeni &3 [mmol/l] SD [mmol/l]
vino 16.84 16,12 16,84 16,60 0.41
likér 12,68 12,16 12,35 12,40 0.26
$ava 10,60 10,86 9.95 10,47 0.47
EX20G07D | 1,80 1.80 1,90 1,83 0,06
EX40G07D | 2.18 2.18 2.17 2,18 0,00
EX60GO7D | 4.75 5.66 5.01 5.14 0.47
EX20G14D | 2,05 2.06 2.08 2.06 0,02
EX40G14D | 4.70 4.76 4.73 473 0,03
EX60G14D | 5,82 6,73 6,63 6,39 0,50
EX20G20D | 242 2.44 2.67 251 0.14
EX40G20D | 5.01 533 5.43 5.26 0.22
EX60G20D | 7.18 6,76 6,76 6.90 0.24
EX20G28D | 2.70 2.63 2.57 2,63 0.07
EX40G28D | 4.16 4.40 4.42 433 0.15
EX60G28D | 7.05 6,96 7.12 7.04 0.08
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Obrazek 11: Graf hodnot celkové antioxidacni aktivity v mmol TE/l vzorku ziskanych metodou s ABTS s

prislusnymi smérodatnymi odchylkami, které jsou zndzorneny jako chybové usecky.
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Celkova antioxidacni aktivita se u vSech zkoumanych vzorki pohybovala v rozmezi
1,83-16,60 mmol TE/l vzorku. Ze ziskanych vysledk, které jsou uvedeny vyse v tabulce 13 a
na obrazku 11, je patrné, Zze nejvySsi antioxidacni aktivitu mél vzorek trnkového vina
EX20G07D (1,83+0,06 mmol TE/1).

Ze zkoumanych vzorkl produktd (tj. vino, likér a §tava) nejvyssi hodnotu TAC vykazal
pravé vzorek vina (16,60+0,41 mmol TE/I). Naproti tomu nejniz$i hodnota TAC byla
detekovana u vzorku §t'avy (10,47+0,47 mmol TE/l). Ze statistické analyzy dat (obrazek P 14)
bylo zjisténo, ze se vSechny vzorky produkti z plodi PsL v hodnot¢ TAC vyznamné lisily.
Vysledky celkové antioxidacni kapacity ve vzorcich produkt z ploda trnky obecné kopiruji
trend, ktery byl pozorovan u stanoveni celkovych flavonoida. Spojitost fenolickych a flavono-
idnich latek s antioxidac¢ni aktivitou byla prokazana jiz diive [6,9,46]. Celkovou antioxidacni
aktivitu trnkového vina, likéru ani §tavy stanovenou pomoci metody s kation-radikalem ABTS
literatura neuvadi. V literature jsou vSak dostupné vysledky stanoveni celkové antioxidacni
aktivity pomoci metody s volnym radikdlem DPPH v podobném trnkovém likéru a v Cerstvé
trnkové Staveé [42,48]. (Sokol-Letowska a kol., 2014) v trnkovém likéru stanovili primérnou
hodnotu TAC pfiblizn€ na 900 pmol TE/100 ml vzorku, ktery byl ptipraven 21denni maceraci
2 kg plodt trnky obecné v 65% roztoku ethanolu, zatimco hodnota TAC naSeho vzorku (obsah
alkoholu cca 50 %) byla ponékud vys$s$i a cinila 12,40+0,26 mmol TE/l [42]. Celkova
antioxidacni aktivita vzorku cCerstvé trnkové Stavy byla stanovena (Fraternale a kol., 2009)
na ICso = 0,16 g/l [48]. Vzhledem k rozdilnému principu stanoveni i vyjadieni vysledki je
obtizné hodnotu porovnat s ndmi stanovenou hodnotou TAC.

U ethanolovych extraktli byla nejvys$si hodnota TAC stanovena ve vzorku EX60G28D
(7,04+0,08 mmol TE/l), naopak nejniz§i hodnotu TAC mél vzorek EX20G07D
(1,83%0,06 mmol TE/l). U vzorkl ethanolovych extrakti byl pozorovan podobny trend ristu
hodnoty TAC vzhledem k hmotnosti navazky suchych plodi PsL a dob¢é macerace jako tomu
bylo u celkovych flavonoida. (Velickovi¢ a kol., 2020) a (Tahirovi¢ a kol., 2018) poukazali
na vyznamny piispévek flavonoidnich latek k antioxidacni aktivitg, kdy prave obsah flavonoidi
siln€ koreloval s antioxidacni aktivitou [9,47]. Rast hodnot TAC byl pozorovan u navazek 40 g
a 60g mezi 1. a 2. tydnem macerace, coz bylo potvrzeno statistickou analyzou dat
(obrazek P 15). Z toho lze usoudit, Ze k dosazeni maximalni antioxida¢ni aktivity roztoku staci
délka macerace 2 tydny. V pifipadé navazky 20 g suchych plodi PsL bylo zjiSténo, Ze
k dosazeni nejvyssi antioxidacni kapacity extraktu staci doba macerace 1 tyden. Pro ptipady
delsi doby macerace plodli nedoslo jiz k markantnimu zvyseni hodnot TAC (obrazek P 15).
Dale bylo ze statistické analyzy dat zjiSté€no, Ze pfi 1. tydnu macerace byla antioxidacni aktivita
extraktu pfipraveného maceraci 20 g plodii PsL blizka hodnoté TAC extraktu pfipravené¢ho
maceraci 40 g plodi. Celkova antioxida¢ni aktivita v extraktech z plodi PsL byla jiz diive
popséana nékolika autory [6,9,14,28,44-47]. Vyznamné niz$i hodnotu TAC v ethanolovém
extraktu z plodt PsL (50% EtOH) prezentuji (Tahirovi¢ a kol., 2018), a to 223,98 ug TE/g DW,
coz lze wvysvétlit znaénymi rozdily v postupu extrakce, ale také moznou odliSnosti
genotypt [47]. Vliv genotypl plodi PsL na vyslednou antioxidacni aktivitu ethanolovych
extrakti (50% EtOH) zkoumali a popsali (Popovi¢ a kol., 2020), ktefi pomoci metody DPPH
stanovili rozmezi hodnot TAC na ICso = 620-3 460 pg TE/ml vzorku [44]. Hodnota TAC
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pro ethanolovy extrakt (96% EtOH) pomoci metody s kation-radikalem ABTS byla stanovena
(Velickovi¢ a kol., 2020), ktefi uvadi hodnotu ICso = 184,43 mg TE/l vzorku [9]. Vzhledem
k rozdilnému principu stanoveni i vyjadieni vysledkl je obtizné hodnoty porovnat s nami
stanovenou hodnotou TAC. Mozné odlisnosti mohly vzniknout pravé v disledku rozdilného
principu stanoveni ¢i razné polarity rozpoustédla, které bylo pouzito jako extrakcni Cinidlo.
(Velickovi¢ a kol., 2014) metodou s DPPH stanovili hodnotu TAC v ethanolovém extraktu
(50% EtOH) na 4,25 mg QE/g FW, resp. 72,12 % [46].
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5 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit a nasledné charakterizovat ethanolové extrakty a
produkty zplodi trnky obecné (Prunus spinosa L.). Analyze byly podrobeny celkem
3 produkty a 12 ethanolovych extraktl (40% ethanol). Dva z produktl (tj. domaci trnkovy
likér a domaci trnkové vino) byly pripraveny dle tradi¢nich recept v doméacich podminkach a
jeden zproduktii (tj. trnkova Stdva) byl zakoupen. Ve vzorcich vina, likéru, $tavy a
ethanolovych extraktl byl kvantifikovan obsah celkovych redukujicich sacharidi, polyfenoli a
flavonoidi. Déle byla stanovena antioxidac¢ni aktivita jednotlivych vzork. Stanoveni probihala
pfevazné pomoci jednoduchych a rychlych, spektrofotometrickych metod. Pouze ptitomnost
kyseliny askorbové (vitaminu C) byla identifikovana pomoci vysoce sofistikované metody
HPLC, nebot’ ji nebylo mozné urcit pomoci puvodné zvolené titracni metody s 2,6-dichlor-
fenolindofenolem. Vitamin C byl identifikovan ve vSech analyzovanych vzorcich, avsak
v disledku obsahu vysokého mnozstvi sacharidi jej neslo danou metodikou kvantifikovat.

Pro stanoveni redukujicich sacharidii byly pouzity dvé spektrofotometrické metody, a to
metoda podle Somogyi-Nelsona (SN) a metoda s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou (DNS). DNS
metoda poskytovala mirné nadhodnocené vysledky, zatimco vysledky z SN metody byly
skute¢nému obsahu redukujicich cukri bliz§i. Pro rychlé a jednoduché stanoveni redukujicich
sacharidd ve vzorcich produktd a extrakti z plodi trnky obecné je tedy vhodné pouzivat SN
metodu. Nejvyssi koncentrace redukujicich sacharidii byla detekovana ve vzorku likéru
(292,11£1,36 g/l), coz bylo také ptedpokladdno vzhledem k postupu jeho pfipravy. V etha-
nolovych extraktech se obsah redukujicich cukrti pohyboval v rozmezi 13,59-75,16 g/l a byl
zde pozorovan trend riistu hodnot TRS vzhledem k hmotnosti navazky suchych plodi PsL 1
k dobé macerace.

Pomoci metody s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem byly ve vzorcich kvantifikovany celkové
polyfenoly, jejichz nejvySsi koncentrace byla zjiSttna ve vzorku trnkové S§téavy
(2,166+0,220 g GAE/l). U ethanolovych extrakti se koncentrace polyfenolii pohybovala
v rozmezi 0,453-1,129 g GAE/l. Ze statistické analyzy dat vyplynulo, Ze k maximalnimu
obsahu polyfenolii v roztoku za danych podminek sta¢i navazka 40 g suchych plod PsL a doba
macerace 1 tyden.

Pomoci metody s chloridem hlinitym byly ve vzorcich stanoveny celkové flavonoidy, jejichz
nejvyssi koncentrace byla zjiSténa ve vzorku trnkového vina (1,615+0,005 g CAE/]).
U ethanolovych extrakti se koncentrace flavonoidi pohybovala vrozmezi 0,172—
0,568 g CAE/l a byl zde pozorovan trend rastu hodnot TFC vzhledem k hmotnosti navazky
suchych plodl PsL, avSak nikoli k dob& macerace. Ze statistické analyzy dat bylo zjiSténo, Ze
k maximélnimu obsahu flavonoidii v roztoku za danych podminek je vhodna navazka 60 g
suchych plod PsL a doba macerace 2 tydny.

Jak polyfenoly, tak flavonoidy a kyselina askorbova jsou latky, které vykazuji antioxida¢ni
vlastnosti. Z analyzovanych vzorkt nejlépe kation-radikal ABTS zhésel vzorek trnkového vina
(16,60+0,41 mmol TE/l). V ethanolovych extraktech se obsah antioxidantli pohyboval
v rozmezi 1,83-7,04 mmol TE/l a byl zde pozorovéan trend rGstu hodnot TAC vzhledem
k hmotnosti navazky suchych plodt PsL, avSak nikoli k dob& macerace, stejné jako tomu bylo
u celkovych flavonoidi. Ze statistické analyzy dat vyplynulo, Ze k dosazeni maximalni
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antioxidacni aktivity roztoku za danych podminek je vhodné navazka 60 g suchych plodt trnky
obecné a doba macerace 2 tydny. U analyzovanych vzorkli byla pozorovana silna korelace
antioxidac¢ni aktivity s koncentraci flavonoidu.

Vzhledem ke zjisténym charakteristikdm ethanolovych extraktii a produkti z plodi Prunus
spinosa L. se jedna o cenné zdroje bioaktivnich a antioxidac¢nich latek. Trnkové vino, likér ¢i
Stava tak mohou byt pti konzumaci pfinosné pro zdravi spottebitele a ethanolové extrakty maji
velky potencidl stit se velmi uzitecnym materidlem pro nutraceuticky, potravinaisky,
kosmeticky 1 farmaceuticky primysl.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PsL
EtOH
DW
FW
MUFA
PUFA
SAFA
ROS
RNS
BHA
ICso
TRC
PsT
NAC
TRS
SN
DNS
Glu
TPC
GAE
F-C
TFC
CAE
RE
QE
TAA
AA
HPLC
SPE
TAC
TE
TROLOX
ABTS
DPPH
SD
ANOVA

trnka obecna (Prunus spinosa L.)

ethanol

hmotnost suchého materialu (plodit)
hmotnost Cerstvého materialu (plodi)
mononenasycené mastné kyseliny
polynenasycené mastné kyseliny

nasycen¢é mastné kyseliny

reaktivni formy kysliku

reaktivni formy dusiku
3-terc-butyl-4-hydroxyanisol

koncentrace antioxidanti, ktera snizeni pocate¢ni koncentraci radikald o 50 %
celkova reduk¢ni kapacita

Prunus spinosa ekotypu Trigno

komplex nutraceutického aktivatoru
celkova koncentrace redukujicich sacharid
metoda podle Somogyi-Nelsona
3,5-dinitrosalicylova kyselina

glukosa

koncentrace celkovych polyfenolii

kyselina gallova

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

koncentrace celkovych flavonoida

katechin

rutin

kvercetin

celkova koncentrace kyseliny askorbové
kyselina askorbova

vysokoucinna kapalinova chromatografie
extrakce pevnou fazi

celkova antioxidacni kapacita/aktivita
Trolox
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
2,2’ -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl volny radikal
smérodatna odchylka

analyza rozptylu
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8 SEZNAM PRILOH

Obrazek P 1: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci glukosy v g/l pro metodu dle
Somogyi-Nelsona.

Obrazek P 2: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci glukosy v g/l pro metodu
vyuzivajici 3,5-dinitrosalicylovou kyselinu.

Obrazek P 3: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci kyseliny gallové v g/l pro
metodu vyuzivajici Folin-Ciocalteuovo Cinidlo.

Obrazek P 4: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci katechinu v g/l pro metodu
vyuzivajici reakce s chloridem hlinitym a dusitanem.

Obrazek P 5: Graf kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncetraci Troloxu v mmol/l pro metodu
s kation-radikdlem ABTS.

Obrazek P 6: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidii
ve vzorcich produktii podle Somogyi-Nelsona.

Obrazek P 7: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharida
ve vzorcich extrakt podle Somogyi-Nelsona.

Obrazek P 8: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharida
ve vzorcich produkti pomoci DNS.

Obrazek P 9: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidi
ve vzorcich extraktli pomoci DNS.

Obrazek P 10: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych polyfenolli ve
vzorcich produkt pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla.

Obrazek P 11: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych polyfenolli ve
vzorcich extraktl pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla.

Obrazek P 12: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych flavonoidi ve
vzorcich produktii pomoci chloridu hlinitého.

Obrazek P 13: Graf statistického vyhodnoceni dat
vzorcich extrakti pomoci chloridu hlinitého.

stanoveni celkovych flavonoidii ve

Obrazek P 14: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve
vzorcich produktli pomoci kation-radikalu ABTS.

Obrazek P 15: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve
vzorcich extraktd pomoci kation-radikalu ABTS.
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9 PRILOHY

Kalibraci zavislost - redukujici sacharidy
(Somogyi-Nelson)
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Obrazek P 1: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci glukosy v g/l pro metodu dle Somogyi-

Nelsona.

Kalibraci zavislost - redukujici sacharidy (DNS)
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Obrazek P 2: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci glukosy v g/l pro metodu vyuzivajici

3,5-dinitrosalicylovou kyselinu.
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Kalibraci zavislost - polyfenoly
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Obrazek P 3: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci kyseliny gallové v g/l pro metodu

vyuzivajici Folin-Ciocalteuovo cinidlo.

Kalibraci zavislost - flavonoidy
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Obrazek P 4: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci katechinu v g/l pro metodu vyuzivajici

reakce s chloridem hlinitym a dusitanem.
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Kalibraci zavislost - antioxidacni aktivita (ABTS)
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Obrazek P 5: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncetraci Troloxu v mmol/l pro metodu
s kation-radikalem ABTS.
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Obrazek P 6: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidii ve

vzorcich produktit podle Somogyi-Nelsona.
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Obrazek P 7: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidii ve

vzorcich extraktii podle Somogyi-Nelsona.
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Obrazek P 8: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidit ve

vzorcich produktit pomoci DNS.
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Obrazek P 9: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych redukujicich sacharidii ve

vzorcich extraktit pomoci DNS.
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Obrazek P 10: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych polyfenolii ve vzorcich

produktit pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla.
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Obrazek P 11: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych polyfenolii ve vzorcich

extraktit pomocit Folin-Ciocalteuova cinidla.

koncentrace flavonoida [g CAE/]

0!0 1 I 1
vino likér §tava
vzorky

Obrazek P 12: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych flavonoidii ve vzorcich

produktit pomoci chloridu hlinitého.
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Obrazek P 13: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkovych flavonoidii ve vzorcich

extraktit pomoci chloridu hlinitého.
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Obrazek P 14: Graf statistického vyhodnoceni dat — stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve vzorcich

produktit pomoci kation-radikalu ABTS.
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Obrazek P 15: Graf statistickeho vyhodnoceni dat — stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve vzorcich

extraktit pomoci kation-radikalu ABTS.
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