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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva piipravou koncentratu a lyofilizatu z extraktu bezovych
vyliskt (bez ¢erny, Sambucus nigra L.) a stanovenim vybranych chemickych charakteristik
Vv téchto produktech.

Teoreticka ¢ast obsahuje botanickou charakteristiku rostlinného druhu Sambucus nigra L.. Dale
je cast vénovana biologicky aktivnim latkam obsazenym v ¢erném bezu a moznostem vyuziti
bezu vV potravinaistvi. Je také obecné popsana extrakce, purifikace a identifikace
anthokyanovych barviv. V dalsi ¢asti je popsana analytickd metoda HPLC vcetné popisu
instrumentace. Posledni kapitola je vénovand popisu pouzitych metod: metody
k zakoncentrovani extraktu, UV-VIS spektrofotometrie, stanoveni fenolickych latek, stanoveni
susiny, stanoveni aktivni kyselosti a celkové titracni kyselosti.

V experimentalni ¢asti byl optimalizovan postup vyroby extraktu z bezovych vyliskt. Ziskany
extrakt byl zahuStén pro nasledné uchovani a byl charakterizovan na zdklad¢ vybranych
chemickych vlastnosti. Hlavnim parametrem kvality extraktu byl celkovy obsah
anthokyanovych barviv.

Nejvhodnéjsim postupem pro piipravu extraktu byl stanoven pomér vyliskli a rozpoustédla
1:2,4 (m/V), nejvhodné&jsim rozpoustédlem byla smés vody a ethanolu v poméru 1:1 (V/V).
Podle pozadavki zadavatele byl pfipraven také extrakt za pouziti vody jako extrak¢niho ¢inidla.
Pripraveny extrakt byl pro nasledné uchovani zahuStovan na vakuové odparce nebo
lyofilizovan.

v

produkty byly charakterizovany stanovenim rozpustné susiny, pH, titracni kyselosti, celkovych
fenolickych latek a celkovych anthokyanovych barviv. Kapalinovou chromatografii byly
identifikovany obsazené anthokyanové pigmenty: kyanidin-3-sambubiosid, kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid. Celkovy obsah
anthokyanti byl v koncentratu stanoven jako ekvivalent kyanidinu-3-glukosidu na 2,8 g-I* a
v lyofilizatu 2,5 g-1™%.

KLICOVA SLOVA

Bez cerny (Sambucus nigra L.), extrakce, zakoncentrovani, lyofilizace, anthokyanova barviva,
fenolické latky, rozpustna susina, pH, titrani kyselost.



ABSTRACT

This Diploma thesis talks about the production of concentrates and lyophilisate from the extract
of elderberry moldlings (elderberry, Sambuvus nigra L.) and by determination by chosen
chemical characteristics of these products.

The theoretical part includes the botanical characteristics of the plant species Sambucus nigra L.
Next is the part that is dedicated to biologicaly active substances found in elderberry and it‘s
possible usage in the food industry. Next is the part where the extraction, purification and
indentification of anthocyanic dyes are described. In the next part is the analyrical method
HPLC described, including the description of instrumentation. The last part talks about the
description of the used methods: methods for the concentration of the extract, UV-VIS
spectrophotometry, determination of phenolic compounds, determination of dry matter,
determination of active acidity and the overall titrating acidity.

The experimental part contained the optimalization of the process of producing the extract from
elderberry moldings. The extract obtained was then concentrated for preservation and
characterization purposes based on selected chemical properties. The total content of
anthocyanin dyes was chosen as a quality parameter.

The most suitable process for the preparation of the extract was chosen to be the ratio of
moldings and solvent 1:2, 4 (m/V). The most suitable solvent was chosen to be a mixture of
water and ethanol in a ratio of 1:1 (V/V). According to the needs of the submitter, an extract
with the use of water as the extraction agent is also provided. The prepared extract was then
concentrated on a vacuum evaporator or lyophilized for storage purposes.

The dye degradation while using the evaporator was the lowest in a 40 © C water bath. The final
products were characterized by the determination of soluble solids, pH, titration acidity, total
phenolic compounds and total anthocyanin dyes. The anthocyanin pigments contained
identified by liquid chromatography are: cyanidine-3-sambubioside, cyanidine-3-glucoside,
cyanidine-3-sambubioside-5-glucoside, and cyanidine-3,5-diglucoside The total content of
anthocyanins in the concentrate was determined to be equivalent to cyanidine-3-glucoside at
2.8 g-I'* and in the lyophilisate 2.5 g-I'.

KEY WORDS

Elderberry (Sambucus nigra L.), extraction, concentration, lyophilization, total anthocyanins,
phenolic substances, soluble solids, pH, titrating acidity
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1 UVOD

Bez cerny (Sambucus nigra L.) patii mezi vysoce hodnotné drobné bobulové ovoce, které
obsahuje mnoho rostlinnych antioxidantl. Je vyznamnym zdrojem fenolickych latek a mnoha
dal$ich nutricné¢ vyznamnych latek. Fenolické slouceniny patii k nejucinnéjSim piirodnim
latkdm puasobicim proti volnym radikalim. Mezi fenolické latky patii, mimo jiné, skupina
anthokyanovych barviv. Tyto pigmenty jsou zodpovédné za Cervené az fialové zbarveni
bezovych plodi. Pouzivaji se také jako ptfirodni potravinaiska barviva majici pozitivni vliv na
lidské zdravi a jako potravinaiska aditiva se oznacuji kodem E163.

Bezova $t'ava je pridavana do Sirokého spektra potravinaiskych vyrobka. Vedlejsi produkt pii
pramyslovém zpracovani ploda bezu jsou vylisky, které se obvykle dale nevyuzivaji, pouze
kompostuji. Tyto vylisky vSak obsahuji pomérné velké mnozstvi barviv, které je mozné
relativné jednoduse z vyliskl extrahovat a dale vyuzit jako pfirodni barvivo do potravin.

Tato prace je proto zaméfena jednak na ovéfeni, piipadné optimalizaci extrakce
anthokyanovych barviv z vyliski bezu cerného. DalSim ukolem je zakoncentrovani
ptipraveného extraktu vakuovou odparkou a piiprava lyofilizatu z extraktu. Pfipravené
koncentraty a lyofilizaty byly charakterizovany stanovenim vybranych chemickych vlastnosti
biologicky aktivnich latek.

Napln této prace byla formovana na zakladé spoluprace se zadavatelem a n€které postupy byly
uzpusobeny jeho pozadavkiim a moznostem.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bez ¢erny
Taxonomické zafazeni [1]
Rige: rostliny (Plantae)
Podiise: cévnaté rostliny (Tracheobiota)

Nadodd¢leni: semenné rostliny (Spermatophyta)

Oddéleni: rostliny krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: niz8i dvoudé€lozné rostliny (Magnoliopsida)
Podtrida: Asteridae

Rad: stétkotvaré (Dipsacales)

Celed: zimolezovité (Caprifoliaceae)

Rod: bez (Sambucus L.)

Druh: bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

2.1.1 Botanicka charakteristika

Cerny bez (Sambucus nigra L.) je rychle rostouci rozkladity ket aZ strom dortstajici vysky az
7 m. Star$i vétve a kmeny maji Sedohnédou az Sedou rozpukanou klru, mladé vétvé mayji
Sirokou bilou dfen. Vstiicné listy jsou lichozpetené, vétSinou s péti vejcité podlouhlymi, jemné
pilovitymi listky. Kvéty tvorici Siroké ploché vrcholiky jsou drobné smetanové bilé se zlutymi
prasniky. Vykvétaji postupné od konce kvétna az do zacatku Cervence. Plodem jsou lesklé ¢erné
az ¢ernofialové peckovicky znamé jako bezinky, méti 68 mm a obsahuji tfi chrupavcité pecky.
Sbér plodl bezu se provadi v zafi az fijnu, kazdoroc¢ni sklizni 1ze dosdhnou vytézku az 250 kg
ovoce na jedné rostliné [2, 3, 4].

Obrazek 1: bez cerny [6]
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2.1.2 Stanovisté a rozSifeni

Cerny bez ma sviij ptivod v Evropé, ale roste i v Australii, Jizni Americe, Severni Africe, ale
i v zapadni a stfedni Asii. V Ceské republice se komeréné do nedavna Gerny bez nepéstoval. Az
na vyjimky jsou plody bezu v CR sbirany spise z plané rostoucich dievin.

Bez Cerny nevyzaduje ptilis specifické ptidni ani klimatické podminky k rastu. Vyhyba se vSak
vapenitym pidam a vyhledava piidy dusikaté, vlhké a bohaté na humus. Nejlépe se bezu dafi
ve vlhkych lesnatych ptidéach, ale je mozné jej najit i na kamenitych mistech, zarostlych kiovich
a kolem vodnich toktli. Rostlina je odolna proti mrazu, vzhledem k dob¢ kveteni (konec kvétna,
pocatek Cervna) jsou vyloucené mrazové Skody v kvétu [4, 7].

2.1.3 Odrida Haschberg

Odrida Haschberg ma sviij puvod v Rakousku, kde byla vypéstovana v roce 1965. Jedna se
0 jednu z nejstar$ich a zaroven nejrozsifenéjsich odrud bezu ¢erného v péstitelskych systémech
Vv Evropé. Vyznacuje se velmi nizkou nachylnosti k riznym onemocnénim a k napadeni skidci.
Rostlina této odridy dortsta do vysky dvou metri. Kvete az od pocatku Cervna, takze ji
neohroZuji pozdni mraziky. Odriida je odolna i proti silnym destiim, které ji nijak neposkozuji.
Pro docileni pozadované cukernatosti a zastoupeni barviva vyzaduje teplejsi pribch vegetacni
sezony. Plody jsou c¢erné barvy se znacnym obsahem barviv. Odrida vynika vysokou
plodnosti [4, 5].

Obrdazek 2: plody odriidy Haschberg [16]

2.2 Biologicky aktivni latky obsaZené v plodech bezu ¢erného

Plody bezu ¢erného maji velmi vysoké mnoZzstvi 1é¢ivych a lidskému zdravi prospéSnych
ptirodnich latek. Pomérné vysoky obsah bioaktivnich slouc¢enin v bezu ¢erném je diivodem pro
rostouci zajem o tuto plodinu. Mnozstvi antioxidantd anthokyanové a fenolové struktury,
bilkoviny, cukry, organické kyseliny, vitamin A, vitamin C déla z bezu cennou surovinu pro
biotechnologii, potravinaiskou technologii a farmacii [7, 8].
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Plody obsahuji relativné malé mnozstvi cukr v kombinaci s vysokymi koncentracemi
organickych kyselin. Jsou bohatym zdrojem anthokyanti na bazi kyanidinu, pievazné
kyanidinového 3-sambubiosidu, ale také kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-
diglukosid a kyanidin-3-glukosid, jiné anthokyany jsou pfitomné ve stopovych mnozstvich.
Z fenolovych kyseliny je nejvice zastoupena Kyselina chlorogenova a jeji derivaty. Plody jsou
bohatym zdrojem flavonold napiiklad kvercetinu. Dale jsou v plodech obsazeny terpeny,
lekniny, volné i konjugované aminokyseliny, nenasycené mastné kyseliny, frakce vlakniny,
vitaminy a mineraly [8, 9].

V potravinaiské technologii a medicin€ je vyuziti téchto plodi limitované obsahem
kyanoglykosidii nebo kyanolipidi. Obsah toxickych latek mutze minimalizovat spravné
nacasovani sklizné nebo tepelné osetfeni ploda [8].

2.2.1 Sacharidy

Plody ¢erného bezu obsahuji 7,86—11,50 % celkovych sacharidl a z toho 2,8-8,55 % cukrt.
Nejvice zastoupenymi cukry v plodech bezu jsou fruktosa (33,99-52,25 g-kg™ FW) a glukosa
(33,33-50,23 g-kg* FW). Sacharosa (0,47-1,68 g-kg™! FW) je obsazena v nizkych mnoZstvich.
Sacharidy v bezu ¢erném zahrnuji také vlakninu, pektin, propektin a celulosa [10, 19].

Tabulka 1: koncentrace jednotlivych cukrt v plodech odriidy Haschberg v g'kg? FW

celkem
68,53 + 1,55

frukosa
33,99 +0,93

sacharosa
1,21 +0,06

glukosa
33,33+ 0,67

koncentrace

Koncentrace celkovych cukrii v plodech bezu éerného odridy Haschberg je 68,53 g-kg? coz je
piiblizng srovnatelné s plody visni 90 g-kg™?. Vyrazné odligny je obsah cukri u jablek 115—
183 g-kg?ta u tfesni 150-230 g-kg™.

Nizky obsah cukri v bobulich ovoce neni vSak pro potravinaiské zpracovani velkym

problémem, jelikoz je fruktosa a sacharosa do finalnich vyrobku pridava (dZzusy, koncentraty,
napoje) [10].

2.2.2 Organické kyseliny

Plody bezu ¢erného obsahuji kyseliny citronovou, jable¢nou, Sikimovou a kyselinu fumarovou.
Nejvice je zastoupena kyselina citronova 4,81 g-kg™* co je oproti jablku 0,07-0,52 g-kg™, tiesni
0,11-0,54 g-kg! a visni 0,08-0,14 g-kg! pomémé vysokd hodnota, ktera je dileZitym
parametrem pii zpracovani tohoto ovoce [10].

Tabulka 2: koncentrace organickych kyselin v ¢erném bezu odrtidy Haschberg v g-kg™* FW

citronova

jable¢na

Sikimova

fumarova

celkem

koncentrace

481+0,19

1,10+ 0,04

0,18 + 0,04

0,290 + 0,001

6,38 + 0,26
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2.2.3 Vitaminy a esencialni prvky

Bez ¢erny obsahuje fadu vitamint. Majoritnim vitaminem je vitamin C. Jeho obsah zavisi na
kultivaru a lokalité ve které rostlina roste. Literatura udava obsah vitaminu C na 6-25 mg na
100 g ovoce [19, 20].

Tabulka 3: obsah vitamint ve 100 g plodt ¢erného bezu

A | BL | B2 |Niacin| B6 | Kyselina a;ﬁﬁgzzva Biotin | C
(wg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | listova (ug) | © (mg) (ng) | (mg)
60 | 007 | 008 | 148 | 025 17 0,18 180 | 18

Esencialni prvky jsou takové mineralni latky, které organismus musi pfijimat v potravé
V ur¢itém mnozstvi, aby byly zajistény dilezité biologické funkce. Majoritni mineralni prvky
V bezu ¢erném jsou sodik, draslik, vapnik a hoi¢ik. Déle stopové prvky chrom, kobalt, mangan,
méd’, zinek, zelezo, nikl a vanad [7].

Tabulka 4: obsah mineralnich prvkt v 1 1 §tavy bezu ¢erného [7]

Na K Ca | Mg | Cr Mn Cu Zn Fe Ni

(mg) | (@) | (ng) | (ng) | (ng) | (Mg) | (ng) | (MY) | (ng) | (n9)
Haschberg | 4,70 | 2,50 | 268 | 129 | 147 | 320 | 224 | 1,01 | 423 | 91

Plany bez | 9,92 | 1,39 | 255 | 301 | 352 | 1,96 | 909 | 1,93 | 193 | 168

2.2.4 Fenolické latky

Fenolické slouceniny jsou sekundarni metabolity rostlin a hub. Tyto slouceniny jsou
V rostlinach pro ochranu pfed UV zafenim, hmyzem, viry a bakteriemi. Nékteré druhy rostlin
vyuzivaji fenolické slouceniny k potlaceni rastu jinych rostlinnych konkurenti (alelopatie).
Ptikladem takovych fenolickych latek s timto uc¢inkem jsou kyseliny kavova a ferulova. Obsah
fenolickych latek v plodech je ovlivnény stupném zralosti pii sklizni, kultivarem, podminkami
péstovani, skladovanim a zpracovanim [11, 12].

Fenolické latky se skladaji z jednoho nebo vice aromatickych kruhii s riznymi stupni
hydroxylace, methoxylace a glykosylace, coz pfispiva k barvé a hotkosti ovoce. V plodech
bobulovitého ovoce se nachazeji zejména fenolové kyseliny, flavonoidy, tanniny a stilbeny
[13].

Obsah celkovych fenolickych latek v plodech bezu cerného je 364-582 mg GAE
na 100 g FW [19].

2.24.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny Ize rozdé€lit do dvou skupin: derivaty odvozené od kyseliny benzoové
a derivaty odvozené od kyseliny skoficové. Obsahuji alesponi jeden aromaticky kruh, pficemz
aspon jeden atom vodiku je nahrazen hydroxylovou skupinou. V ovoci se vyskytuji prevazné
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vazané, volné fenolicke kyseliny se vyskytuji jen zfidka, vétSinou maximalné 5 % z celkového
objemu fenolickych kyselin [11, 13].

Fenolové kyseliny se syntetizuji z L-fenylalaninu nebo L-tyrosinu ze Sikimatové drahy.
Fenylalanin a tyrosin jsou velmi duleZité aminokyseliny, protoZe jsou béznymi prekurzory pro
vétsinu piirodnich fenolickych latek [11].

l Shikimic acid l

v

Phenylacetic acids |€—| L- Phenylalanine

|l_) NH, L- Tyrosine

Cyl1y Cinnamic acid OH
‘}, / 10 /= NI
Y

/ Benzoic acid
ol—> b p-Coumaric acid
Other

"~

denivatives 3o o1l 1 \
p-Hydroxybenzoic acid

Quinic acid Other

ol I—>l4 Caffeic acid derivatives
14 CH 12
6 Protocatechuic or H

CH, =D and Gentisic acid 3.4 or 5-O-

. s Ferulic acid
N n”_>l N caffeoylquinic

) n('u.—-)ll-‘
Vanillic acid | Gallic acid
Sinapic acid
("II;—¢7'> H

OCH, 8

Veratric acid

Syringic acid

Obrazek 3: drdha produkujici fenolické latky [11]

Nejvice zastoupenou kyselinou v plodech ¢erného bezu je kyselina chlorogenova a jeji derivaty,
dale také neochlorogenova kyselina a kyselina kryptochlorogenova [9, 17, 19].

2.2.4.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou rozsdhlou skupinou fenoli v rostlindch. Jejich molekula obsahuje dva
benzenové kruhy spojené tiiuhlikovym fetézcem. Zékladni strukturou flavonoidil je flavan,
ktery obsahuje dva aromatické kruhy propojené kyslikatym heterocyklem se tfemi uhlikatymi
atomy. Podle stupné oxidace C3 ftetézce se rozliSuji zakladni struktury: katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny [13, 14].
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flavan

Cerny bez je bohatym zdrojem flavonolti. Nejbéznéjsim flavonolem je rutin (kvercetin 3-
rutinosid), dale je vplodech bezu vyznamné obsazen kvercetin, isokvercetin
a kaempferol [9, 17].

Tabulka 5: primérny obsah vybranych flavonolt a kyseliny chlorogenové v bezu ¢erném
odridy Harchberg pro rizné vegetacni obdobi. Derivaty odvozené od kyseliny skoficové jako
mg kyseliny chlorogenové na 100 g bobuli a flavonolové jako mg rutinu na 100 g plodi [22]

Haschberg 2004 Haschberg 2005

Kyselina neochlorogenova 0,7+0,1 0,9+0,2
Kyselina chlorogenova 28,1+25 34,7+54
Kyselina kryptochlorogenova 1,6+0,2 19+0,3
Rutin 72,7+8,9 95,6 £9,5
isokvercetin 39+04 52+0,3
Kaempferol 3-rutinosid 0,7+0,1 1,2+0,1
Isorhamnetin 3-rutinosid 0,7+0,1 0,7+0,1
Isorhamnetin 3-glukosid 0,1+0,1 -
Celkové fenolické latky 108,5+9,6 140,3+ 10,4

Tabulka 6: koncentrace kvercetinti v plodech bezu ¢erného odriidy Haschberg a Rubini
(mg CGE na 100 g FW) [10]

Kvercetin | < vercetin-3-rutinosid Kvercetin-3-glukosid Celkem
(rutin)
Haschberg | 2,89+ 0,46 52,02 + 2,48 6,38 + 0,37 61,29 + 2,79
Rubini 4,50+ 0,13 35,88 + 0,89 26,52 + 0,57 66,90 + 1,49
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2.2.4.3 Tanniny

Tanniny se rozdé€luji na hydrolyzované a kondenzované. Hydrolyzované tanniny jsou
vicenasobné estery kyseliny gallové nebo kyseliny ellagové s vazanou glukosou. Produkty
jejich oxidac¢nich reakci se nazyvaji gallotanniny a ellagotanniny [13]. Kondenzované tanniny
(tfisloviny) neboli proanthokyanidiny jsou rozmanité oligomery nebo polymery flavonoidnich
latek se strukturou flavanu. Oligomery vzniklé kondenzaci 2—-10 flavanovych jednotek
s molekulovou hmotnosti kolem 5 kDa maji sviravou hotkou chut’. Polymery s molekulovou
hmotnosti az do 400 kDa chutové vlastnosti tfislovin nemaji, ale jsou dulezité pii tvorbé zakala
a sedimentl vina, piva a ovocnych §tav [14].

Plody bezu ¢erného obsahuji malé mnozstvi tfislovin s nizkym kondenza¢nim stupném, je to
epikatechin (88,4 % celkovych tanint), katechin (11,6 % celkovych tanini) a jejich thiolové
derivaty [19].

2.2.4.4 Anthokyany

Anthokyany jsou jednim z nejrozsitfenéjSich druhli ve vodé rozpustnych ptirodnich barviv
Vv rostlinné fi8i. Mohou se vyskytovat v jakékoliv rostlinné tkédni. Vykazuji rozmanitou paletu
barev, od oranzové az po fialové a modré odstiny. Tyto latky rostlindAm pomahaji ptitahovat
opylovace a u¢astni se mechanismil obrany rostlin proti stresovym faktorim. Jsou zodpoveédné
za barvu mnoha druhli ovoce a zeleniny a jsou také povazovany v potravinafstvi za ptirodni
barviva oznacovany kodem E163, jsou alternativou k syntetickym barviviim. Jsou vhodné pro
kysel¢ potraviny, jelikoz maji intenzivni barvu v prosttedi o pH mensim
nez 3,5 [7, 9, 15, 14, 21].

Anthokyany jsou produkovany vétvi flavonoidni drahy a jejich syntéza piedstavuje nejvice
studovanou sekundarni metabolickou drahu u rostlin. V rostlinach se vyskytuji jako glykosidy
aglykont, které se nazyvaji anthokyanidiny. Jsou odvozeny od zékladni struktury, kterou je
flavyliovy kation. Volné aglykony anthokyanidiny se vyskytuji zfidka, ve vSech rostlinych
materidlech jsou ve form¢ glykosidi anthokyanidini. V potravindich ma vyznam 6
anthokyanidinti: pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin, malvidin [9, 14].

OR,
OH

+
o
1O A OR,

27 SOR,

OR,

flavyliovy kation
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Tabulka 7: struktura anthokyani

Glukosid R1 R2 R3 R4
Kyanidin 3-glukosid H H glukosa H
Kyanidin 3-sambubiosid H H sambubiosa H
Kyanidin 3-sambubiosid-5-glukosid H H sambubiosa glukosa
Kyanidin 3,5-diglukosid H H glukosa glukosa
Kyanidin 3-rutinosid H H rutinosa H

Anthokyany jsou velice nestabilni a nachylné k degradaci. Jejich stabilita je ovlivnéna nékolika
faktory, jako je chemicka struktura, koncentrace, pH, teplota, svétlo, kyslik a piitomnost

enzymil. Teplota je dulezitym faktorem procesu suSeni, ktery mize zménit obsah anthokyani
[9, 15].

Anthokyaniny lze nalézt v riznych chemickych formach, které zavisi na pH roztoku. Zavislost
barvy anthokyanli na pH je zplsobena jejich molekularni strukturou a iontovou povahou
[24, 25]. Pii pH 1 pievazuje flavyliovy kation (obrazek 4, A), ktery piispiva k purpurovym
a ¢ervenym barvam. Pti hodnotach pH 2 az 4 ptevazuje modra chinoidni struktura (obrazek 4,
B az D). Pti hodnotach pH mezi 5 a 6 lze pozorovat pouze bezbarvé struktury, kterymi jsou
pseudobaze karbinolu (obrazek 4, E) a chalkon (obrazek 4, F). Pii pH vys§im nez 7 jsou
anthokyaniny degradovany v zavislosti na jejich substitu¢nich skupinach (obrazek 4,
degradac¢ni reakce) [24].
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Degradation reaction

Ry
HO OH OH
—_— +
O
o OR;

OH OH

aldehy de phenolic acid

diketone

Obrdazek 4: Chemické formy anthokyaninit v zavislosti na pH a degradacni reakce pro
anthokyany (R1 = H nebo sacharid, R2 a R3 = H nebo methylova skupina) [24]

Stabilita anthokyanidinli je ovlivnéna substituenty na kruhu B a pfitomnosti dalSich
hydroxylovych nebo methoxylovych skupin, které snizuji stabilitu aglykonu v neutradlnim
prostiedi. Podle vyzkumu tykajicich se stability anthokyant a barevné variability zavislé na pH
jsou zmény v barvé téchto slouCenin vyznamnéjsi v alkalické oblasti diky jejich nestabilité
[24, 25].

Anthokyanova barviva vyznamné podporuji lidské zdravi. Vykazuji antioxidacni,
antibakterialni, antivirotické, antikarcinogenni a imunostimula¢ni G€inky. Reduku;ji koronarni

7 w1

V Cerném bezu se nachazi 5 majoritnich anthokyant: kyanidin 3-sambubiosid-5-glukosid
(C3S5G), kyanidin 3,5-diglukosid (C35dG), kyanidin-3-sambubiosid (C3S), kyanidin 3-
glukosid (C3G) a kyanidin 3-rutinosid (C3R). Jiné anthokyany se vyskytuji v nizkych
koncentracich. Hlavnimi anthokyany Vv plodech bezu ¢erného jsou kyanidin-3-sambubiosid
a kyanidin-3-glukosid [10, 18].

18



Tabulka 8: koncentrace anthokyanti v plodech bezu ¢erného odrudy Haschberg (mg CGE na
100 g FW) [10, 22]

Haschberg Haschberg
C3S5G 33,29 +1,30 59,20 + 1,60
C35dG 9,47 +1,03 19,50 + 0,60
C3S 352,70 £ 25,60 268,10 £ 20,60
C3G 331,70 £ 13,00 309,70 + 18,30
C3R 9,63 +0,45 -
Celkov¢ anthokyany 736,70 40,20 656,50 = 40,70

2.2.5 Toxické latky

Vsechny ¢asti rostliny ¢erného bezu obsahuji kyanogenni glykosidy, z nichz nejrozsitenéjsi
jsou sambunigrin a prunasin. Dale obsahuje m-hydroxysubstituované glykosidy, jako je zierin
a holokalin. Tyto slou€eniny jsou potencialné toxické a zivot ohrozujici, protoze mohou byt
hydrolyzovany, coz vede k uvolnéni kyanidu. Vyskytuji se pfevazné v nezralych bobulich,
takZze spravné nacasovani sklizné muze stejn¢ jako tepelné oSetfeni plodii minimalizovat
mnozstvi téchto toxickych latek [8,19].

sambunigrin

Tabulka 9: obsah sambunigrinu v riznych ¢astech bezu ¢erného [19]

casti rostliny koncentrace (ug-g™! FW)
starsi listy 27 68-209.61
kvety 1,23-18,88

plody 0,08-0,77
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2.3 Vyuziti bezu ¢erného nejen v potravinaistvi

Bez Cerny patii mezi typické zéastupce primyslového ovoce. Plody obsahuji latky, které
V podstaté¢ znemoziuji jejich konzumaci v syrovém stavu. V potravinafstvi se vyuzivaji
piedevsim plody, ale i1 kvéty pro vyrobu ndpoji. Zna¢né vyuziti nachazeji bezinky i kvéty ve
farmaceutickém pramyslu, kde se zpracovavaji nejen jako komponent ¢ajovych smési, ale také
na sirupy a doplnky stravy [5].

Vzhledem k tomu, Ze je ¢erny bez bohaty na anthokyany, patii k né¢kolika druhiim drobného
ovoce, jehoz §tava se pouziva jako barvivo v rtiznych primyslovych odvétvich. Koncentrat
Z bezové $t'avy se pouziva zejména jako potravinarské barvivo, pfisada do 1é¢iv, koncentrati,
dzus, sirupti, dzemu, Zelé, praski a jinych potravinovych vyrobki, pouziva se také pro vyrobu
zékuskl nebo dezert a pro vyrobu alkoholickych napoju jako je vino. Vylisky, které jsou
vedlej$im produktem vyroby $tavy se vyuzivaji pro vyrobu anthokyanovych extrakti a
lyofilizovanych barviv. Vylisky se také pouzivaji jako krmivo pro zvitata a jako organicka
hnojiva.

Kvéty bezu cerného jsou podobné jako plody Siroce vyuzivany v potravinarském primyslu jako
ptirodni aromatické slozky alkoholickych napoju, ¢ajii a dalSich vyrobki jako jsou jogurty nebo
zmrzliny [19].

V lidovém lécitelstvi se bez pouziva pifi 1é€bé mnoha onemocnéni, zejména pii nachlazeni
a chiipce, ale také pro 1écbu popélenin, otokd, koznich vyrdzek, kousnuti hmyzem a pii revma.
Tradi¢ni medicina doporucuje konzumovat bez ¢erny hlavné pfi respiraénim onemocnéni, jako
je chiipka a nachlazeni, ale také jako diaforetikum, diuretikum, projimadlo a proti zanétim.
Lécivé vlastnosti bezu cerného jsou spojené s obsahem polyfenolli, které maji potencidlni
antioxidacni vlastnosti. Mohou vyznamné ovlivnit pribéh choroboplodnych procesi tim, ze
budou pusobit proti oxidativnimu stresu, pfiznivé ptsobi na krevni tlak, redukuji glykémii,
stimuluji imunitni systém a maji protinadorovy potencial [23].

2.4 Extrakce, purifikace a identifikace anthokyani

Extrakce rozpoustédlem je nejbéznéjsi metodou extrakce rtiznych slou¢enin, které se nachazeji
v ovoci, véetné flavonoidi. Fenolové slouceniny se daji extrahovat z mletého, suseného,
lyofilizovaného nebo cerstvého ovoce. Anthokyany jsou polarni molekuly, takZe nejbézné;jsi
rozpoustédla pouzita pro extrakci jsou vodné smési ethanolu, methanolu nebo acetonu. Tyto
metody zahrnuji koextrakci nefenolickych latek, jako jsou cukry, organické kyseliny a proteiny,
vyzaduji tedy nasledné Cistici procesy [24].

Pro extrakci anthokyanovych barviv se tradi¢né pouzivaji okyselena organickéd rozpoustédla
jako je methanol a ethanol. Bohuzel organicka rozpoustédla jsou potencialné toxicka a draha
pro prumyslové vyuziti v potravinaistvi. Vyuziti vody jako extrakéniho rozpoustédla tyto
problémy obchazi a voda mlze poskytnout pfirozeny prosttedek pro izolaci anthokyanii
Z ovoce, zejména pokud je zlepSena ucinnost extrakce. Je prokdzano, ze zvySeni extrakéni
teploty nebo piidani oxidu sifi¢it¢tho do vody zlepsuje ucinnost extrakce. ZvysSeni extrakéni
teploty usnadniuje uvoliovani fenolickych latek z rostlinnych matric, zvySuje rychlost
rozpousténi fenolickych latek v rozpoustédle a zvySuje rychlost extrakce a zkracuje dobu
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extrakce. Teplota extrakce vyssi nez 70 °C vSak mize zpusobit rychlou degradaci a odbarveni
anthokyanl. Anthokyanové pigmenty mohou byt také extrahovany vodou s piidanym oxidem
sifi¢itym pro stabilizaci struktury anthokyanu vznikem stabilniho bisulfitového komplexu a pro
zvySeni difazniho koeficientu molekul anthokyanu ptes pevnou latku. To zvySuje propustnost
anthokyanu z rostliny béhem extrakce vodou. Jako vysoce U¢inna technika pro extrakci
anthokyanll z ovoce je povazovana subkritickd extrakce na bazi vody. Tato extrak¢ni technika
vyuziva okyselenou vodu (0,01% HCI) ohtatou na teploty 110-160 °C, pod konstantnim tlakem
40 baru [25, 26, 27].

Pouzivané extrakéni metody nejsou selektivni pro anthokyany, protoze jsou schopny
koextrahovat velké mnozstvi dalSich sloucenin, jako jsou cukry a organické kyseliny.
V dusledku toho je nezbytné zavést dalsi purifika¢ni techniky [24]. V tomto smyslu bylo
navrzeno Siroké spektrum technik. Vyuzivd se extrakci v pevné fazi a extrakci kapalina-
kapalina. Extrakce pevnou fazi se bézné provadi v patronach plnénych sorbentem C18 nebo
Sephadexem, ve kterych jsou anthokyany silné vazany prostiednictvim hydroxylovych skupin.
V néasledném kroku jsou oddéleny od jinych sloucenin zvySenim polarity elu¢niho
rozpoustédla. Separace a identifikace anthokyani miZze byt provadéna rlznymi
chromatografickymi metodami, jako je protiprouda chromatografie, stiedotlaka kapalinova
chromatografie a vysoce G¢inna chromatografie. Pro separaci anthokyanovych smésich se také
pouziva sloupcové chromatografie na celuldze, nicméné pfitomnost velkého mnozstvi jinych
latek mize zpisobovat problémy. Cisténi anthokyaninti provadéné protiproudou
chromatografii je velmi drahé, v posledni dobé se pro purifikaci pouzivaji makroporézni
adsorpéni pryskyfice [24, 26, 27].

241 HPLC analyza anthokyani

Neni mozné popsat jediny standardni postup, jelikoz si kazdéa laboratof vyviji analytickou
metodu podle specifickych pozadavki separace.

Nejpopularngjsi metodou pro separaci a kvantifikaci anthokyanii je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie s detektory UV-VIS nebo fotodiodovymi poli (PDA). Toto pole se vyuziva ke
stanoveni UV-VIS spektralnich charakteristik pigmentt. Nékteré rozdily v UV-VIS spektru
mohou byt pouzity k rozliSeni anthokyanli od derivati. Detekce hmotnostni spektrometrie
spojend s HPLC umoziiuje rychlou a jednozna¢nou identifikaci anthokyanii ve vzorku, protoZe
HPLC-MS kombinuje separaci chromatografie se selektivitou a citlivosti detekce hmotnostni
spektrometrie.

Jako napln¢ kolon se ktomuto ucelu nejCastéji pouzivaji reverzni faze. Separacni
charakteristiky na C18 kolondch od riznych vyrobcii se lisi. Separace strukturné podobnych
fenolickych sloucenin se provadi gradientovou eluci. Jako mobilni faze se pouziva okyselena
voda s methanolem nebo acetonitrilem. Hodnota pH mobilni faze se udrzuje pod 2 ptidanim
malého mnoZstvi kyseliny mraven¢i nebo octové, aby se zabranilo rozmyti pikl, které je
zpusobeno interkonverzi mezi ¢ervenym flavyliovym kationtem a modrym chinoidnim kruhem.

vvvvvv

Za obvyklych podminek je potfadi eluce: derivaty delfininu, kyanidinu, petunidinu,
pelargonidinu, peonidinu a malvidinu. Retence se snizuje s rostouci polaritou (zvySeny pocet
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kydroxylovych skupin ve flavyliovém jadie). Pfitomnost cukri zvySuje retenci anthokyanti,
pii¢emz diglukosidy jsou eluovany pfed monoglykosidy [29, 32].

2.4.2 Kapilarni elektroforéza (CE) anthokyant

CE je relativné novy analyticky néstroj, ktery mé vynikajici citlivost, vysoké rozliSeni, nizkou
spotiebu vzorku a rozpoustédla. Pouziti CE pro separaci anthokyant je pomérné nové, vzacné
a slibné vzhledem K vysoké rozpustnosti téchto barviv ve vod¢. CE je vhodna technika pro
separaci anthokyanti, jejich identifikaci a kvantifikaci [30,31].

Prvni analyza anthokyant kapilarni elektroforézou byla popsana v roce 1996 (Bridle et al.).
Studie uvadi separaci smési standardd a separaci anthokyanu jahod a ¢erného bezu kapilarni
zonovou elektroforézou. V této studii byla pouzita kapildrni trubice ztaveného oxidu
ktemicitého, boritanovy pufr o pH 8 a detektor PDA. Vzhledem K nestabilit¢ anthokyanti pii
bazickém pH bylo rozliSeni a citlivost metody velmi nizké. Autofi byli schopni ziskat vysledky
pouze pro vysoké koncentrace anthokyant [30].

Jina varianta CE byla pouzita pro kvantitativni stanoveni anthokyant ve ving jako alternativa
k HPLC. Studie byla provedena s pouzitim kapilary z kiemenného skla a Na2B4O7 pufru pii
pH 8,4. Uvedeny zakladni elektrolyt byl modifikovan 15% methanolem. V této studii bylo
dosazeno lepsich vysledkd nez ve studii z roku 1996, protoze byly vzorky pted separaci
zakoncentrovany [30,32].

Watanabe a kol. analyzovali pigmenty ¢erného bezu v komerénich vzorcich potravin, jako
napiiklad vbonbonech, §tavach a Zzelé, pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie
(MEKC). Analyzované anthokyany byly vSechny derivatem kyaninu, bylo separovano
soucasné 6 sloucenin. Pii kyselém pH pigmenty bezu ¢erného vykazuji maximum absorbance
pii 510 nm, toto maximum se posune na 560 nm pfii neutralnim pH, coz je detekéni vinova
délka pouzita v analyze MEKC. Ve fosfatboratovém pufru o pH 7,0 byl micela¢nim ¢inidlem
dodecylsulfat sodny. Vysoka koncentrace boritanu byla dilezita pro oddéleni diastereomernich
paru jako jsou malvidin-3-glukosid a malvidin-3-galaktosid [30, 31, 33].

2.4.3 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH diferencialni metodou

Anthokyany reverzibilné méni barvu s pH, coz omezuje jejich efektivni vyuziti jako
potravinafského barviva, ale také poskytuje jednoduchy a pohodlny zptsob méteni celkové
koncentrace téchto pigmentt. pH diferencialni metoda je ve srovnani s metodou HPLC cenové
dostupnéjsi technika pro rychlou a jednoduchou rutinni analyzu celkovych monomernich
anthokyna [28, 34].

Tato metoda je modifikaci piivodné popsanych metod Fulekiho a Francise z roku 1968 [28].

Reverzibilni zména barvy se projevuje odliSnou absorbanci. Analyzované vzorky se ziedi
vhodnymi pufry s pH 1,0 a 4,5. Pti pH 1,0 pievlada barevna oxoniova forma a pii pH 4,5
bezbarva hemiketalova forma. Rozdil absorbance pii Amax 510 nebo 520 nm mezi obéma
tlumivymi roztoky odpovida celkovému obsahu monomernich anthokyand. Nasledné se jesté

vvvvv

Polymerizované anthokyaninové pigmenty a neenzymatické pigmenty nevykazuji reverzibilni

22



chovani s pH a jsou vylouceny z vypoctu koncentrace anthokyand. Celkové anthokyany se
vypocitavaji za pouziti molekulové hmotnosti a molarniho extincniho koeficientu
prevladajiciho anthokyaninu ve vzorku [28,34].
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Obrazek 5: UV-VIS spektrum anthokyanii v pufrech o pH 1,0 a 4,5, struktury flavyliového
kationtu (A) a hemiketdlovych forem (B). R = H nebo glykosidovy substituent [28]

2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Termin chromatografie poprvé pouZil rusky botanik Michail Cvét. V roce 1906 rozdélil smés
rostlinnych pigment. Pouzil k tomu sklenénou trubici, kolonu naplnénou uhli¢itanem
véapenatym nebo oxidem hlinitym, ptes kterou proléval petroether [46]. Smés pigmentd
prosakovala doli trubici s adsorbentem, kazdy pigment vykazoval jinou pfilnavost k adsorpéni
latce a timto zptisobem se pigmenty odd¢lily. Stejné jako v moderni kapalinové chromatografii
pouzil tekutou mobilni fazi pro pritok slozek vzorku pies kolonu s pevnym materidlem
stacionarni faze. Bouflivy rozvoj HPLC nastal aZ kdyZ byla pfistrojova laboratorni technika na
vysoké technické urovni. Byly zkonstruovany vysoce citlivé detektory, davkovaci systémy,
vysokotlaka Cerpadla a byla ptipravena cela fada vysokouc¢innych univerzalnich i selektivnich
sorbentl tvoricich naplné chromatografickych kolon [45, 46].

2.5.1 Princip kapalinové chromatografie

Chromatografické metody patii do skupiny separa¢nich metod, které jsou zaloZeny na rozdilné
distribuci délenych latek ve smési mezi dvé riizné nemisitelné faze a to mobilni (pohyblivou)
a staciondrni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina.
Stacionarni fazi pak muize byt bud’ tuhd latka nebo kapalina ukotvend na tuhém nosici.
Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné¢ ve form¢ sorbentu. Mobilni faze
protéka timto sorbentem, takzvanym chromatografickym lozem. Nejbézné€jsim usporadanim
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kapalinové chromatografie je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography).

Existence fAzového rozhrani mezi staciondrni a mobilni fazi umoziuje distribuovat délené latky
mezi tyto dvé faze. Dochazi k opakovanému ustanovovani rovnovahy délenych latek mezi
mobilni a stacionarni fazi. Chromatograficky systém se v idealnim pitipadé¢ mulze blizit
rovnovaze. Distribuci slozek mezi dvé faze pak Ize popsat distribu¢ni (rozdélovaci) konstantou
Ko (1):

Cs

kde cs je koncentrace slozky ve stacionarni fazi a Cm V mobilni fazi.

Cim vy33i je hodnota distribuéni konstanty pro danou latku, tim delsi dobu setrvavaji molekuly
ve stacionarni fazi, a tim v&tsi je jejich retence. Ta je vétsinou vyjadiena retencnimi faktory (K).
Pro déleni jednotlivych latek kapalinovou chromatografii je tedy nutné, aby se liSily svymi
distribu¢nimu konstantami.

Separace a eluce jednotlivych slozek smési je tedy ovlivnéna jak povahou stacionarni faze, tak
povahou mobilni faze. Eluce mize byt bud’ isokraticka, kdy se slozeni mobilni faze v prubéhu
separace neméni (ma stejnou eluéni silu), anebo gradientova, kdy se v pribéhu separace slozeni
mobilni faze méni, zvySuje se jeji elucni sila. Isokraticka eluce je vhodna pro latky s podobnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a tedy i hodnotami Kp. Gradientova eluce je vhodna
Vv pfipadé, ze maji slozky smési odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti.

Separované zony analytli vychazejici z kolony jsou zaznamenéavany pfti prichodu detektorem
a signal je pfeveden do podoby chromatografického zdznamu, ktery se nazyva chromatogram,
coz je Casova zavislost intenzity veliiny, ktera je sledovana detektorem. Chromatograficky
zaznam je charakteristicky kfivkami gausovského tvaru, které jsou nazyvany piky (elucni
ktivky) [50].

2.5.2 Reten¢ni charakteristiky

Zakladni charakteristickou veli¢inou pro kazdou délenou latku je retencni Cas tr nebo retenéni
objem Vr. Reten¢ni Cas je charakterizovany jako doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku do
dosahnuti maxima elu¢ni kiivky a reten¢ni objem je objem mobilni faze, ktera protece kolonou
za tuto dobu. Mezi témito veli¢inami existuje vztah (2):

VR = Fm ) tR 2
kde Fm je objemovy priitok mobilni faze (ml-min™).

Mrtvy retencni ¢as to (objem Vo) je reten¢ni ¢as (objem) slozky, ktera neni na koloné zadrzovana
a pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze. Reten¢ni faktor K je mirou retence délenych
latek a mtize byt vyjadfeny jako pomér retencniho objemu k mrtvému objemu (3):
VR =Vo _tr—1tp

k =
Vo to
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Z tohoto vztahu vyplyva, Ze vSechny délené latky stravi v mobilni fazi stejny Cas. Lisi se pouze
dobou, kterou stravi ve stacionarni fazi. Tato doba se nazyva redukovany reten¢ni ¢as ¢'r a je
vyjadiena jako reten¢ni ¢as ponizeny o mrtvy retenéni ¢as (4) [50]:

t'r =tg —tg 4

2.5.3 Typy kapalinové chromatografie

Chromatografie je souhrnny nazev pro sadu technik, které se pouzivaji pro rozdéleni smési
latek. V kazdém typu chromatografie je separace slozek smési zalozena na rozdilu afinity nebo
rozpustnosti slozek ve dvou riznych fazich, stacionarni a mobilni [46].

NP-HPLC

Princip adsorpéni chromatografie (také chromatografie na normalni fazi NP-HPLC) je znam
z klasické kolonové a tenkovrstvé chromatografie. Stacionarni fazi je polarni material
S vysokym mérnym povrchem (silikagel, alumina — oxid hlinity, oxid hotecnaty). Mobilni faze
je méné polarni nez stacionarni (heptan, hexan, ethylacetat) [45, 46, 50]. Reten¢ni mechanismus
na normalnich fazich je zalozen na soutézi mezi délenou latkou a mobilni fazi o lokalizovana
adsorpcni centra na povrchu stacionarni faze (naptiklad o volné hydroxylové skupiny
silikagelu). Retence je ur¢ena specifickymi mezimolekularnimu interakcemi latky s povrchem
sorbentu a nespecifickymi interakcemi latky s mobilni fazi. Adsorpce latky je disledkem
rozdilnych polarnich sil pisobicich mezi povrchem sorbentu a délenou latkou a polarnich sil
pusobicich mezi povrchem sorbentu a mobilni fazi [50].

Separace na normalnich fazich v soucasnosti ustupuje do pozadi, kvili pfevazujicim
nevyhodam oproti separacim v jinych systémech (nevodna tékava organicka rozpoustédla). NP-
HPLC naléza uplatnéni pfedev§im u analytd, které se v jinych systémech rozkladaji (naptiklad
vlivem pfitomnosti vody v mobilni fazi), nebo u analytti které jsou limitovany svou rozpustnosti
Vv rozpoustédlech pouZivanych v jinych separacnich systémech (napiiklad latky lipofilni
povahy). Chromatografie na normalnich fazich je pouzivana pro separaci isomert, které jsou
V jinych separa¢nich modech separovany obtizné nebo vibec [50].

RP-HPLC

Chromatografie na obracenych fazich (RP-HPLC) je zaloZena na uziti nepolarni stacionarni
faze a polarni mobilni faze. Jako mobilni fdze se nejcastéji vyuziva smés vodnych pufra
S polarnimi organickymi rozpoustédly (methanol, acetonitril), stacionarni fazi (C18, C8) jsou
nejcastéji dlouhé uhlikaté fetézce navazané na povrch nosice (silikagelu, hybridniho sorbentu
nebo jinych kovovych oxidi) [45, 46, 50]. Na reverznich stacionarnich fazich se téméf
nevyskytuji aktivni adsorpéni centra schopnd poléarnich interakci. Stacionarni faze je schopna
interagovat pouze slabymi disperznimi silami, pouze nespecifickymi mezimolekularnimi
interakcemi analyt — adsorbent. Nespecifické interakce jsou mnohem slabsi nez polarni
interakce mezi polarnimi molekulami mobilni faze a analytu. Tyto polarni interakce zeslabuji
nespecifické interakce molekul analytl a stacionarni faze a ulehcuji tak jejich navrat do objemu
polarniho elu¢niho ¢inidla [50].

25



Separace na reverznich fazich je pro svou univerzalnost ¢asto metodou prvni volby. Lze ji
vyuzit jak pro smési malych molekul, tak pro smési velmi komplikované, jakymi jsou rostlinné
extrakty nebo biologické vzorky [50].

IEC

Iontové vyménna chromatografie (IEC) je zalozena na silnych elektrostatickych interakcich
mezi ionizovanymi funkénimi skupinami ménice (stacionarni faze) a opacné nabitymi ionty
v okolnim roztoku. Sila interakce je urCena poctem a velikosti naboje analytu a funk¢ni skupiny.
Délené ionty jsou z kolony eluovany zvySujici se koncentraci iontli v mobilni fazi v poradi,
Vv jakém stoupa afinita iontu ke stacionarni fazi [45, 46, 50].

IEC patii mezi nejstarSi chromatografické techniky v kapalné fazi. Je vyuzivana pro separaci
aminokyselin, separaci kationtl a aniontll ve vodach, separaci karboxylovych kyselin ve vin¢,
nukleovych kyselin a peptidi [50].

IP-HPLC

Iontové parova chromatografie (IP-HPLC) byva pouzivana pro podobné aplikace jako
iontoménicova chromatografie. Béhem jedné separace je mozné soucasné délit latky kyselé,
zasadité i neutralni [45, 46]. Je vyuZivana tvorba iontovych asociatii mezi délenymi latkami
iontové povahy a opacné nabitym iontem, jehoZz molekula obsahuje relativné velky nepolarni
podil (tenzidy). Separace iontového asocidtu pak probihd na stacionarnich fazich pro reverzni
chromatografii [50].

Metoda IP-HPLC se pied plnym rozvinutim metody HILIC uplatiiovala pro separaci velmi
polarnich kyselych a bazickych latek, zeyjména aminli. Uplatnila se ve farmaceutickych
i bioanalytickych aplikacich, ale i v analyze anorganickych analyti [50].

HILIC

Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC) je chromatografie na bazi smiSenych reten¢nich
mechanismi, je kombinaci rozdélovaci chromatografie, adsorpce, iontovych interakci
a hydrofobni retence a je siln¢ zavisla na charakteru a sloZeni mobilni faze. HILIC umoZiiuje
detekci polarnich/iontovych analytd, které jsou typicky S$patné nebo viibec zadrzovany na
obracenych fazich. Vyuziva polarni stacionarni fazi (oxid kiemicity, nebo polarné vazané
skupiny) a vodné-organickou mobilni fazi, typickd je pocate¢ni elu¢ni kompozice 98 %
organickeé slozky a 2 % vody) [46, 47]. Mechanismus retence v HILIC neni plné objasnén. Mezi
navrhovanymi principy figuruje mechanismus rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze
a siln€¢ hydrofilni vrstvou vody, kterd je imobilizovana na povrchu polarni staciondrni faze.
Nna polarnich centrech stacionarni faze dochazi k prednostni adsorpci vody a vzniké difuzni
vrstva s gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze. Stacionarni faze se tak chova
jako ptrenaSe¢ vody.

Metoda HILIC je vposledni dobé wvelice oblibenou technikou ve farmaceutickych
a Vv bioanalytickych aplikacich [50].
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SEC

Molekulova vylucovaci chromatografie (SEC) neboli gelova chromatografie, je zalozena na
rozdélovani molekul podle jejich velikosti v koloné naplnéné porovitym polymernim gelem.
Na rozdil od dalsich separa¢nich médu by zde nemeélo dochézet k zadnym dalSim interakcim.

Metoda se vyuziva pro skupinovou separaci, to je déleni dvou a vice latek s velkym rozdilem
molekulovych hmotnosti, naptiklad k odsoleni proteinti, polysacharidi. SEC se také vyuziva
jako purifika¢ni metoda k frakcionaci skupin molekul, ke stanoveni molekulové hmotnosti
nebo distribuce velikosti molekul polymert.

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je separa¢ni technika zaloZena na specifické a sou¢asn¢ vratné interakci
mezi dvéma molekulami riznych latek, naptiklad mezi biospecifickym ligandem kovalentné
navazanym na polymerni nerozpustnou inertni matrici a mezi analytem (biomolekulou)
s afinitou k tomuto ligandu. Po odstranéni neadsorbovanych latek 1ze pak specificky vazanou
latku vymyt ligandem v jeji nezménéné formé.

Tato metoda je pouzivana ptredevsim k izolaci, purifikaci a analyze fyziologicky vyznamnych
latek (proteiny, glykoproteiny, enzymy, hormony, toxiny). Afinitni metody jsou casto
pouzivany pro d&isténi a pre-koncentraci stopovych mnozstvi sloucenin v komplexnich
matricich [50].

Chiralni chromatografie

Chiralni separace je dlileZitd v oborech jako je farmacie, biochemie, Zivotni prostfedi, vyroba
a analyza pesticidii. Mnoho latek mtize byt ve formé ptislusnych enantiomeri a ty mohou mit
odlisné vlastnosti v chiralnim prostiedi. Proto je jednim z Casto vyuzivanych typi HPLC
separace na chiralnich fazich [45].

2.5.4 HPLC instrumentace

Chromatograf se sklada z n€kolika zékladnich elementli. V zadsad€ musi byt zachovano zakladni
fazeni téchto komponentt za sebou [48]:

e uchovani a transport mobilni faze (zdsobniky mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo)
e davkovani vzorku (autosampler, manualni davkovaci ventil)

e separace latek (chromatograficka kolona, termostat kolony)

o detekce latek (detektor)

e zaznam dat pro nasledujici vyhodnoceni (pocitac a software) [50]
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Obrdazek 6: zjednodusené schéma HPLC [49]

2.5.4.1 Uchovani a transport mobilni fize

Pro uchovani, pfipravu a transport mobilni faze slouzi zasobnik s mobilni fazi, zafizeni pro
odplynéni mobilni faze, vysokotlaké ¢erpadlo, tltumi¢ pulsti a mixery mobilni faze. V zasobniku
mobilni faze jsou specidlni filtry pro odstranéni suspendovanych tuhych castic (kovovy nebo
teflonovy filtr). Zasobniky musi byt dobfe uzavieny, aby z nich kapalina mohla odtékat, ale
pfitom neunikaly pary do okolni atmosféry. Spoje zasobniku s ostatnimi ¢astmi zafizeni jsou
zhotoveny z teflonu nebo z nerez oceli.

Mobilni fazi je nutné odplynit proto, aby po uvolnéni tlaku na vystupu chromatografické kolony
nebo i v koloné nedochazelo k uvoliovani bublinek rozpusténych plynt. Pro odplynéni mobilni
faze se vyuzivaji v podstaté ctyfi metody, které mohou byt pouzity samostatné nebo
v kombinaci a to ultrazvuk, probublavani heliem (on-line), vakuum — in-line vakuové odplynéni
a vakuova filtrace, ohtev.

U Cerpadel pulsniho typu je zakladni charakteristikou takzvany pritokovy profil ¢erpadla, ktery
vyjadiuje zavislost polohy pistu na ¢ase. Tyto pulsy se mohou ¢aste¢né odstranit zafazenim
dalsi hlavy pracujici v opaéné fdzi a mize se tak dosahnout pulsujiciho pritoku bez
nezadoucich prodlev.

Na vysokotlakd cerpadla jsou kladeny pomérné néarocné pozadavky. Vystupni tlaky na
cerpadlech se musi pohybovat v rozmezi 1 az 60 MPa, zména priatoku mobilni faze musi byt
Vv Sirokém rozmezi (0,1 az 10,0 ml), priitok mobilni faze musi byt reprodukovatelny a piesny,
pritok mobilni fize musi byt bezpulzni a bez monoténnich zmén, material pouzity ke
konstrukci ¢erpadel musi byt odolny vii¢i korozi, vnitini objem ¢erpadel musi byt co nejmensi,
aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze.

Pneumatickd Cerpadla patfi mezi Cerpadla pracujici za konstantniho tlaku, pficemz tlak
potiebny k pohybu kapaliny je zptsoben tlakem plynu na stla¢itelny zasobnik mobilni faze, nad
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hladinu stlacované kapaliny nebo pfimo na pist ¢i membranu. Regulace priitoku mobilni faze
je mozna zménou tlaku plynu. Pii zméné odporu kolony se vSak objemovy pritok méni.

Cerpadla injekéniho typu — tlak na pist v téchto &erpadlech se vyviji specialnim krokovym
elektromotorem, se kterym je spojen tahlem se zavitem a pfevodovkou, ktera zajist'uje rychly
zpétny chod pistu pii plnéni pracovniho valce mobilni faze. Tato Cerpadla zajiStuji konstantni
priutok mobilni faze kolonou a bezpulznost. Nedostatkem je limitovany objem mobilni faze
dany objemem pracovniho valce, ¢as potiebny k dosazeni stabilniho priitoku mobilni faze
a vysoka cena.

Pistova Cerpadla jsou konstruovana tak, aby mrtvy objem cerpadla (objem kapalné faze
V pracovni ¢asti vytlatného valce pfi maximu vytlaku) byl co nejmensi. Pozadovany prutok
mobilni faze lze nastavit ovladanim otacek elektromotoru. Vyhodou téchto cCerpadel je
neomezené davkovani mobilni faze na kolonu bez pteruseni toku.

Membranovéa cerpadla jsou podobnd pistovym cerpadliim s tim rozdilem, Ze v hlavé Cerpadla
je umisténa membrana, kterd zprostredkuje styk hydraulické kapaliny (nejcastéji olej) s mobilni
fazi na druhé strané membrany. Hydraulicka kapalina je stlacovana pistem Cerpadla a tento tlak
je pfendSen pfes membranu na mobilni fazi, kterd je prostfednictvim saciho a vytlaéného ventilu
vytlatovéana do chromatografické kolony.

2.5.4.2 Tvorba gradientu mobilni faze

Nizkotlaky gradient — slozky mobilni faze se michaji za atmosférického tlaku pfed vstupem do
vysokotlakého cerpadla v malé sméSovaci komiirce, pomér sméSovanych slozek se ftidi
otevirdnim a zaviranim ventilli na vstupu do komurky, pomoci nizkotlakych mikroc¢erpadel
nebo pomoci proporcionalniho ventilu. Tento zplsob gradientu se vyznafuje vysokou
presnosti, ale vyzaduje sladéni pracovni periody ventili a ¢erpadla a dokonalé¢ odvzdusnéni
mobilni faze.

Vysokotlaky gradient — kazda slozka mobilni faze ma svoje vysokotlaké cerpadlo a je
davkovana do sméSovaci komlrky pied kolonou. Nevyhodou je menSi pfesnost tvorby
gradientu vlivem stlacitelnosti kapalin a objemovych zmén pii sméSovani.

2.5.4.3 Davkovani vzorku

Davkovani vzorku injekénimi stfikackami pfes vhodné septum nebo pfi zastaveném pritoku
mobilni faze, se v soucasné dobé nepouziva zejména pro vysoké tlakové naroky na pouzité
septum a hlava kolony musi byt konstruovana tak, aby jehla stfikacky dosahla pravé na konec
vrstvy naplné kolony. V soucasné dob¢ se pouzivaji manualni smyckové davkovace na principu
pfepinacich ventilii nebo automatické davkovace.

Dévkovaci vysokotlaké ventily umoziuji davkovat 1 pti tlaku 60 az 80 MPa pouze konstantni
objem vnitfniho prostoru ventilu nebo pii zafazeni davkovaci smycky objem smycky.
Davkovaci ventily mohou byt elektricky nebo pneumaticky ovladané.

Automatické davkovace (autosamplery) jsou spojené se zasobnikem vzorki, ve kterém jsou

umistény vialky uzaviené pryZovym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu. Je
nékolik druht spojeni injekéni stiikacky davkovace a zasobniku. V prvnim ptipad¢ je injekéni
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stiikaCka davkovace fixni a pohybuje se pouze zdsobnik vzorki pod zvednutou jehlou
davkovace, jejiz pist je ovladan specialnim krokovym motorem. V druhém piipadé je zasobnik
vzorkll fixni a pohybuje se raménko injekéni stiikaCky. Nebo je fixni zasobnik i injekéni
stiikacka davkovace, vialky jsou roboticky dopravovany pod zvednutou jehlu davkovace.

2.5.4.4 Kolony

Kolony se vyrabéji pievazné z oceli, kterd je vysoce antikorozivni, nicmén¢ v piipadé pouziti
chloridovych soli je vSak presto malo odolna. Material, ze kterého se zhotovuje vnitini povrch
musi odolavat vysokym tlakiim, a to az do 70 MPa, musi odolavat chemickému pisobeni
mobilni faze a pokud mozno by mél byt vnitini povrch dokonale hladky. Do tlaku 20 MPa je
mozné pouzivat kolony ze specialné tvrzeného skla, které se vkladaji do kovového pouzdra
a odolavaji tak vyssim tlakiim a jsou chemicky stabilngjsi. Pro analytické ucely se pouzivaji
analytické kolony o vnitinim priméru 2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm a plnéné ndplnémi
0 velikosti ¢astecek 1 az 10 pm.

Klasicka HPLC kolona je slozena z kovového plasté, ktery je uzavien porézni kovovou fritou.
Ta zabraiiuje uvolnovani stacionarni fdze z kolony a soucasné¢ umozituje plynuly priatok
mobilni fdze. Oba konce kolony jsou ukonfeny ochrannym krouzkem a koncovou hlavici,
ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubenim [50, 51].

Obrdazek 7: HPLC kolony [30]

Kolony se dnes plni komercné. Podle zptsobu plnéni kolon mizeme plnéni rozdélit na plnéni
za sucha a plnéni za mokra.

2.5.4.5 Detektory

Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji eluent. Zaznamenavaji rozdil mezi
priuchodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku celou detektoru.

Spektrometrické detektory

Spektrometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v oblasti vinovych délek
od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerové zakoné.
Zakladem cCinnosti spektrofotometrickych detektorti nebo obecné detektort s pruto¢nou celou
je samotna cela detektoru. Konstrukce cely detektoru musi byt takova, aby se eliminovalo
miseni separovanych elu¢nich zon.
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Podle konstrukéniho uspotadéani délime tyto detektory na:

e Detektory s fixni vinovou délkou (nejCastéji 253,7 nm), jako zdroj zafeni je zde
nizkotlaka rtut'ova vybojka.

e Detektory s ménitelnou vinovou délkou s pfedem danymi vinovymi délkami.

e Detektory s programovatelnou vinovou délkou, vinova délka je ménitelna béhem
analyzy v urCitém rozmezi, vétSinou od 190 do 700 nm.

e Detektory s diodovym polem (PDA) snimaji celé spektrum v realném case bez
preruseni chromatografické separace. Zareni ze zdroje po pruchodu meérmou celou
detektoru je spektralné rozkladano holografickou mtizkou, takze na kazdou z fotodiod
dopada zarivy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru. Kazda
fotodioda je spojena s kondenzatorem, ktery je pifedem nabity na urcitou hodnotu.
Fotoelektricky proud, ktery vzniké po dopadu zafeni na diodu, pak vybije kondenzator,
coz je imérné intenzité dopadajiciho zafeni. V dalsi fazi jsou kondenzatory nabity a je
méten proud, ktery je potfebny na dobiti piisluSnych kondenzéator. Velikost tohoto
proudu je ukladana do paméti fidici jednotky.

Fluorescen¢ni detektory

Tyto detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence a méfeni sekundarniho, emisniho zareni.
Absorpci elektromagnetického zatfeni prechazeji molekuly latek ze zékladniho singletového
elektronového stavu do rGznych vibracnich hladin excitovaného singletového elektronového
stavu. Absorbovanou energii mize excitovand molekula opét vyzafit jako fluorescenci nebo ji
pfeménit zcela jinym mechanismem na energii vibracni nebo ji pfedat jinym molekulam.
Ztratou vibracni energie piejde molekula nejprve do zakladniho vibra¢niho stavu a pak emituje
fluorescenéni zareni, které ma stejnou vlnovou délku jako absorbované zéfeni nebo castéji je
vlnova délka emitovaného zareni vyssi v disledku vibracni relaxace.

Elektrochemické detektory

Tyto detektory jsou pouzivany pro detekci latek, které jsou schopné elektrochemické reakce
probihajici na fazovém rozhrani elektroda — roztok (mobilni faze). Elektrochemické detektory
méii urcitou elektrickou veli¢inu vyvolanou priichodem latky priitokovou celou detektoru, ve
které jsou umistény elektrody s vloZzenym pracovnim napétim nezbytnym k pribchu
elektrochemické reakce, a to v systému dvouelektrodového nebo ttielektrodového zapojeni.
U téchto detektort je tedy sledovana zavislost mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci
sledované slozky.

Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory jsou nejstar§imi pouzivanymi univerzalnimi detektory. Maji fadu
nevyhod jako je nizkéd citlivost detekce, teplotni zavislost odezvy, nutnost zachovéni
konstantniho pratoku mobilni faze bez pulzii a nemoznost pouzité gradientove eluce.

Odezva refraktometrického detektoru je umérna rozdilu indexu lomu eluatu v mémé cele
a indexu lomu mobilni faze v referen¢ni cele detektoru. Detektor bude tim citlivéjsi, ¢im veEtsi
bude rozdil mezi indexem lomu eluatu a indexem lomu mobilni fze. Stabilni odezva detektoru
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je podminéna konstantni teplotou v pribéhu méteni, proto je prutokova cela termostatovana na
teplotu s toleranci = 0,01 °C.

Vodivostni detektory

Vodivostni detektory méii elektrickou vodivost eluatu v pritokové cele mezi dvéma
elektrodami, na néz je vkladano sttidavé napéti, aby bylo zabranéno polarizaci téchto elektrod.
Tyto detektory maji nejvétsi uplatnéni v iontové chromatografii, kde jsou vyuzivany kolony
plnéné ionexy s nizkou kapacitou.

Hmotnostné spektrometricka detekce

Hmotnostni spektrometry jsou detektory v HPLC patfici do skupiny spojenych technik. Jsou
velmi specifické, a krom¢ udajii z chromatogramu poskytuji spektralni tidaje o identité latky.
Jsou vyuzivané pro bioanalytické a enviromentdlni aplikace, potravinovou analyzu,
proteomiku, pro vyzkum a vyvoj novych lékovych forem a pro dalsi aplikace.

Proces identifikace ¢i kvantifikace se odehrava ve tfech krocich. Nejprve je nutné vzorek
ionizovat, kdy jsou neutralni molekuly v iontovém zdroji pfevedeny na ionty. Poté néasleduje
rozdéleni iontd podle poméru hmotnost/naboj, jejich urychleni v analyzatoru, a nakonec
detekce iontl a zesileni signalu v detektoru [50, 51].

2.6 Pouzité metody

2.6.1 Metody k zakoncentrovani extraktu

Proces koncentrace je Siroce pouzivana operace pro prodlouZeni trvanlivosti ovocnych vyrobka
zpusobené snizenim vodni aktivity. Bézn¢ se pouzivaji metody atmosférického a vakuového
odpafovani. Proces odpafovani v atmosfétre vSak mlZe zpisobovat nékteré nezadouci zmény,
jako je zmeéna barev, ztrdta zivin a tvorba nezddoucich slozek, jako je napiiklad
hydroxymethylfurfural. V procesu vakuového odpafovani by zmény barev a vznik nezadoucich
slozek mél byt minimalizovén, jelikoZ proces pracuje pfi nizsich teplotach. M4 vSak urcité
nevyhody, jako je moZna degradace aromatickych slozek nebo t€kavych mastnych kyselin diky
dlouhé dobé zpracovani a nizké energetické €innosti procesu. Pro zvySeni efektivniho vyuziti
energie se vyuzivaji systémy s viceti€elovymi vakuovymi vyparniky. Koncentrace reverzni
osmozou, membranové procesy nebo vymrazovani jsou alternativnimi procesy odparovani,
které maji vysoké instalani a provozni naklady, jejich dlouha doba zpracovani materialu je
omezujici pro pouziti téchto technik v primyslu [35].

2.6.1.1 Rotacni vakuova odparka

Rotacéni vakuova odparka slouzi k odstranéni rozpoustédla ze vzorku. Jedné se o jednoduché
zafizeni, které zajisti zvySeni dostupného povrchu kapaliny, ze kterého se mize rozpoustédlo
odpafovat, zvySuje tok tepla k odparovaci ploSe. Zafizeni pracuje za snizené¢ho tlaku pro
usnadnéni odparovani rozpoustédla pii relativné nizkych teplotach [36]. Celosklenéna rota¢ni
vakuové odparka je komeréné dostupny pfistroj, ktery se snadno nastavuje a Cisti. Odpafovany
vzorek je umistén do banky s kulatym dnem, ktera je napojena na stfedni sklenéné spojovaci
vieteno, které prochazi zatfizenim, které otac¢i baftkkou. Na druhém konci sttedniho spojovaciho
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vietene muze byt napojen kondenzator (chladi¢) s hadicovou ptipojkou k vodé, ktery urychluje
kondenzovani rozpoustédla, jeho soucasti muze byt baiika pro sbér vniklého kondenzatu [39].
Otaceni banky je nutné kviili utvoteni filmu kapaliny na povrchu odpatrovaci baiky. V piipadé
potieby aplikace tepla se batika otaci ve vodni lazni nebo na ni pisobi tepelna lampa. Jako zdroj
vakua se vyuziva laboratorni vodni vyvéva nebo vakuovy motor (pumpa) [36].

2.6.1.2 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suseni vymrazovanim je proces, pii kterém se voda zmrazi a nasledné se
odstrani ze vzorku. Nejprve sublimaci (primarni suSeni) a nasledné desorpci (sekundarni
suSeni). Tento proces se vyuziva pii vyrobé nékterych 1é¢iv a biologickych latek, které jsou
termolabilni nebo jinak nestabilni ve vodném prostiedi pii delSi dobé skladovani.
V potravinaiském pramyslu se lyofilizace pouziva k uchovani potravin [37]. Lyofilizuji se
naptiklad ovoce, zmrzliny, kukuti¢né vlo¢ky (corn flakes), cerealni ty¢inky, omacky, zloutky,
maso (kufeci prsa), extrakty z ovoce [38].

Hlavnim principem pfi lyofilizaci je sublimace, pfi které voda piechazi z pevného stavu (led)
ptimo do plynného stavu bez piechodu kapalnou fazi. Sublimace miize probihat pro tlak
a teplotu pod trojnym bodem. Materiadl se nejprve zmrazi, nasledné je zmrazeny material
umistén do vakua coz umoziuje zmrazenému rozpoustédlu sublimovat. Na zmrazeny produkt
se aplikuje teplo, které urychli sublimaci. Odpafené rozpoustédlo se diky nizkoteplotnim
kondenza¢nim deskam odstrani z vakua [37].

v;m

Obrazek 8: lyofilizator [31]

2.6.2 UV-VIS spektrofotometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti se zabyvd meétenim
a interpretaci elektronovych spekter molekul latek, které absorbuji elektromagnetické zareni
Vv rozsahu vinovych délek 200 az 800 nm. Latky, které absorbuji zéfeni s vinovou délkou mensi
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nez 380 nm (ultrafialové zéfeni) jsou bezbarvé. Latky, které absorbuji z bilého viditelného
slune¢niho zéfeni vinové délky 380 az 770 nm jsou barevné [52]. Oblast zafeni s vinovou
délkou mensi nez 200 nm se oznacuje jako vakuova ultrafialova oblast, ktera pro sledovani
absorpce vyzaduje specidlni evakuované aparatury, jelikoz zafeni je absorbovano vzduchem
[52,53].

Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerove zdkoné, ktery vyjadiuje vzéjemny
vztah mezi tlouStkovou absorbujici vrstvy |, koncentraci absorbujici slozky ¢ a vlastni velikosti
absorpce, vyjadienou jako absorbance A (5):

A=lc-¢ 5

kde & je absorpéni konstanta (molarni absorpéni koeficient), ktery je pro kazdou latku
charakteristicky. Absorbance je zdroven vlastnosti méfeného vzorku. K jeji zméné dochézi se
zménou koncentrace latek ve vzorku a se zménou délky absorpéni vrstvy [50].

Na méfeni absorpce UV nebo VIS zéfeni se pouzivaji rizné typy pfistroji. Od nejstarSich
kolorimetrti a fotometrti az po moderni spektrofotometry se sériovym méfenim spekter.

Zakladnimi c¢astmi kazdého spektrometru jsou zdroj zafeni, monochromator, kyveta se
vzorkem, referen¢ni kyveta, detektor, zesilova¢ a registracni zatizeni. Jako zdroj spojité¢ho
zateni se pouzivaji pro UV oblast vodikova nebo ¢astéji deuteriova vybojka a pro VIS oblast
se pouzivaji wolframové nebo halogenové zarovky. Pro ziskani monochromatického zafeni se
pouzivaji miizky ve spojeni se vstupni a vystupni Stérbinou. Kyveta se vkladd mezi
monochromator a detektor zafeni. Kyvety maji konstantni vnitini hloubku absorbujici vrstvy
od 0,1 az do 10 cm, nejéastéji se pouziva 1 cm kyveta. Hodnoceni velikosti absorpce se
uskute¢niuje za pouziti fotoelektrickych detektort citlivych na UV i VIS zafeni [52].

Zéakladni prvky spektrofotometrt mohou byt uspofadany zpusobem jednopaprskovym nebo
dvoupaprskovym. U jednopaprskového spektrofotometru prochazi zareni ze zdroje po
nastaveni vlnové délky v monochromatoru nejprve kyvetou obsahujici srovnavaci vzorek, kde
je zéfeni ponckud zeslabeno (odrazem stén kyvety, absorpci rozpoustédlem nebo ostatnimi
slozkami roztoku) a dopad4 na detektor. Vznikly fotoelektricky proud je zméfen a je mu
pfifazena nulova hodnota absorbance. Po nahrazeni kyvety se srovnavacim roztokem kyvetou
se vzorkem je pak zmé&fena jeho absorbance. U dvoupaprskovych spektrofotometrti je paprsek
po vystupu z monochromdtoru rozdélen na paprsek prochazejici mérnou a srovnavaci kyvetou

[53].

2.6.3 Stanoveni fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek je vétSinou zaloZeno na oxida¢né redukénich
vlastnostech. Fenolické latky funguji jako redukéni cCinidla. NejpouZivangj$i metodou pro
stanoveni celkovych fenolickych latek v rostlinnych extraktech a §tavach je stanoveni podle
Folin-Ciocalteua. Pro stanoveni fenolickych latek existuji i dalsi metody, jako je metoda podle
Price a Butlera a metoda s pouzitim aminiantipyrinu [40].

Pro stanoveni fenolickych latek metodou podle Folin-Ciocalteua se vyuziva specialniho ¢inidla
pojmenovaného po vySe uvedenych chemicich. Folin-Ciocalteuovo cinidlo je piipraveno
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Zz wolframanu sodného, molybdenanu sodného, koncentrované kyseliny chlorovodikové,
kyseliny fosfore¢né, siranu lithného a vody [41]. Reakce je zaloZena na oxidaci fosfowolframat-
fosfomolybdenatového komplexu fenolickymi slou¢eninami. Mnozstvi vzniklych modrych
produktu je pfimo imérné mnozstvi pritomnych fenolickych latek [42]. Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo reaguje s Sirokym spektrem sloucenin, proto je absorp¢ni pik Siroky a pro analyzu lze
pouzit Siroky rozsah vlnovych délek. Nejcastéji pouzivané vinové délky jsou 750, 760 a
765 nm. Kalibra¢ni kiivka se Casto tvoii pomoci kyseliny gallové, vyslednd koncentrace
fenolickych latek se pak vyjadiuje jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) [43, 44].

2.6.4 Stanoveni susiny

Nejpouzivanéjsi metoda pro stanoveni suSiny je suSeni pii 105 °C do konstantniho ubytku
hmotnosti. Vyuziva se zde proces difuze, coz je transport vody z vnitinich vrstev na povrch,
kde se voda povrchové odpaiuje. Rychlost suSeni zavisi na povaze vzorku, tvaru castic,
mnoistvi Vzorku teplotg, Vlhkosti rychlosti a smeru proudéni suéiciho média Pro suéeni se

vvvvv

infralampy [54].

Refraktometrické stanoveni suSiny je zaloZzené na imérnosti mezi indexem lomu a koncentraci
ve vode rozpustnych latek ve vzorku. Méti se mezni uhel, ktery se zjisti v okularu refraktometru
jako rozhrani tmavého a svétlého pole. Pti praktickém méteni se odecita na Skale refraktometru
bud’ index lomu, nebo stupné refraktometrické suSiny. Refraktometry jsou kalibrovany na
hmotnostni % sachardzy. Proto tidaje ziskané refraktometricky udavaji mnozstvi rozpustnych
latek ve vzorku, ktery odpovidd mnozstvi Cisté sachardzy se stejnym indexem lomu. K méteni
indexu lomu se vyuziva Abbeho refraktometr nebo ponorny Pulfrichoviv refraktometr [53, 54].

a:.

I,sf
ﬁnu
-

-
]
.'V

h.o

— -
\ /
Obrazek 9: Abbeho refraktometr [56]

Refraktometrie se pouziva hlavné pro méfeni indexu lomu kapalin a pevnych latek. Index lomu
se uziva k identifikaci latek, k posouzeni jejich €istoty a nékdy k ovéteni struktury organickych
latek [53].
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2.6.5 Stanoveni aktivni kyselosti a celkové titrac¢ni kyselosti

Organické kyseliny jsou dulezitou senzorickou a dietetickou slozkou potravin. Jsou vyznamné
I z technologického hlediska jako bakteriostatické latky, které snizuji pH a ovliviuji trvanlivost
potravin. V rostlinnych materialech pfevlada kyselina citronova, jable¢na a vinna [55].

Stanoveni aktivni kyselosti

Aktivni kyselost je vyjadiena hodnotou pH [55]. Vyznam této hodnoty je velmi dilezity pro
posouzeni senzorické kyselosti, idrznosti potravin a pii raznych technologickych postupech.
Nejpresnéj§im meéfenim je potenciometrické méfeni pH. Touto metodou se méfi
elektromotorické napéti ¢lanku srovndvaci (referencni) a indikacni elektrody. Jako referencni
elektroda se pouziva kalomelova elektroda (Hg | Hg2Cl: (s) | KCI1 (s)). Jako indikaéni elektrody
se pouzivaji elektrody, které jsou zdvislé na aktivit¢ vodikovych iontd, v analyze potravin
nejcastéji elektroda sklenénd a antimonova. Méteni pH kapalnych vzorkid se vykonéva piimo.
Z tuhych vzorku se pfipravi vodny vyluh a ten se proméfi [54].

Stanoveni celkové titracni kyselosti

Celkovymi kyselinami se mysli celkové mnozstvi volnych kyselin tékavych i neté¢kavych
a kyselych soli, které je moZzno zneutralizovat hydroxidem sodnym nebo draselnym.
V potravinach se nejcastéji stanovuje obsah kyselin alkalimetrickou metodou titraci odmérnym
roztokem hydroxidu na vhodny barevny indikator nebo potenciometrickou indikaci bodu
ekvivalence, tato metoda je vyuzivana predev$im u barevnych vzorkli. Metoda s pouzitim
indikatoru se pouziva pro bezbarvé vzorky, jako indikator se nejcastcji pouziva fenolftalein.
Spotieba hydroxidu se piepocita na urcitou pievazujici kyselinu [55].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Puvod rostlinného materialu

Pro tuto diplomovou praci byly pouzity vylisky z plodt ¢erného bezu odridy Haschberg. Plody

pochazely z biosadu Agrofrukt Hustopece a byly sklizeny v 1ét€ roku 2017. Plody byly

vylisovany ve firmé Réva Rakvice, odkud byly vylisky pifevezeny na Fakultu chemickou VUT
vV Brn¢, kde byly zamrazeny v igelitovych saccich.

3.2 Laboratorni vybaveni

3.2.1

Pristroje

Lednicka s mraznickou (Liebherr, Némecko)

Analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

Piedvazky A&D Instruments EK-600 H (A&D Instruments, Japonsko)
Trepacka IKA® KS130 basic (IKA-Werke, Némecko)

Ttepacka Vibramax 100 heidolph (Heidolph, Némecko)

Rota¢ni vakuova odparka IKA® WERKE RV 06-ML ((IKA-Werke, Némecko))
Rotaéni vakuova odparka Hei-VAP Advantage Heidolph (Heidolph, Némecko)
Membranova vyvéva Fisherbrand FB 65454 (Fisher Scientific, USA)
Lyofilizator Freeze dry system/freezone 4.5 LABCONCO (LABCONCO, USA)
Rotaéni olejova vyvéva RZ 6 Vacuubrand (Vacuubrand, Némecko)

pH metr HANNA INSTRUMENTS HI 221 (Hanna Instruments Czech s.r.o., CR)
magnetickd michacka Color Squid (IKA Werke, Némecko)

UV-VIS spektrofotometr Helios y (ThermoSpectronic, Velka Britanie)

Piistroj na piipravu vody pro HPLC (Labicon, CR)

Ultrazvukova vana (Kraintek s.r.o., SR)

Laboratorni digestot Merci (Merci s.r.o0., CR)

SuSarna Memmert UFE550 (Memmert, Némecko)

Abbeho refraktometr A. Kriiss GmbH (A.KRUSS Optronic GmbH, Némecko)

HPLC systém (Schimadzu, Japonsko)

Kapalinovy chromatograf LC-10

Gradientova pumpa LC-10AD

DAD detektor SPD-M10AVP

Davkovaci ventil Rheodyne, Model 77251 (ThermoFischer, USA)
PC se softwarem pro fizeni a sbér dat CLASS-LC10

Pomiicky

Bézné laboratorni sklo, Biichnerova nalevky, exsikator, mikrozkumavky, plastové
nadoby

Filtra¢ni papir, parafilm, alobal, celulosové stiikackové mikrofiltry (pory: 0,45 um,
pramér: 25 mm)

Laboratorni stojan, stojan na zkumavky, teplomér

Automaticka pipeta Sartorius Proline 100-1000 pl (Biohit, Finsko)

37



- Automaticka pipeta Biohit Proline 20-200 ul (Biohit, Finsko)

- Sklenéna kyveta

- Injekeni stiikacka 2 ml (Chirana Injecta, SR)

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

3.2.3 Chemikalie

- Destilovana voda a redestilovana voda (FCH VUT, CR)
- Ethanol 96 % (Sigma Aldrich, Svycarsko)

- Chlorid draselny p.a. (Lachema, CR)

- Koncentrovana kyseliny chlorovodikova (ONEX, CR)

- Sodna sil kyseliny octové p.a. (Lachema, CR)

- Bezvody uhli¢itan sodny (Lachema a.s., CR)

- Folin-Ciocalteuovo ¢&inidlo (Sigma Aldrich, Svycarsko)
- Kyselina gallova (Penta, CR)

- Hydroxid sodny (Sigma Aldrich, Svycarsko)

- Dihydrat kyseliny §tavelové (Lachema, CR)

- Fenolftalein (Lachema, CR)

- Acetonitril Chromasolv, HPLC grade (Sigma Ladrich, Némecko)
- Kyselina mravenéi, 98% p.a. (Lach-ner s.r.o., CR)

- Cyanin chloride (Sigma Aldrich, Némecko)

- Kuromanin chloride (Sigma Aldrich, Némecko)

3.3 Priprava extrakti z vyliski bezu ¢erného vybranymi postupy

3.3.1 Uprava vyliski pied extrakei

Vylisky bezu ¢erného byly vyjmuty z mrazaku a rovnomérné rozprostieny na Petriho misky.
Na Petriho miskach byly vylisky suSeny v suSarné na 40 °C do konstantni hmotnosti. Po ususeni
byly uchovavany v exsikatoru na temném miste.

Obrazek 10: vylisky bezu cerného vysusené pri 40 °C
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3.3.2 Extrakce suchych bezovych vylisku

Na analytickych vahach bylo navazeno presné 25,0 g suSenych vyliskt. Vylisky byly pfevedeny
do Erlenmeyerovy baiky a zality pfislusSnym mnozstvim rozpoustédla. Jako rozpoustédlo byla
pouzita voda o laboratorni teploté, voda o teploté 95 °C a smés vody a 96% ethanolu v poméru
1:1. Byly testovany poméry vyliskti ku rozpoustédlu 1:2; 1:2,4; 1:3,2; 1:4; 1:5 a 1:6. Hrdla
banék byla pfetazena parafilmem a baiiky byly umistény na tiepacku. Po ukonceni extrakce byl
extrakt ptefiltrovan pies Biichnerovu nalevku.

Po stanoveni nejlepSiho poméru vyliskii a rozpoustédla byla extrakce pro dany pomeér
opakovana. Extrakt ztéto opakované extrakce byl pouzit pro lyofilizaci a pro vyrobu
koncentratu.

3.4 Stanoveni zbytkové vlhkosti vyliski ususenych pii 40 °C

3.4.1 Priprava vzorku a vlastni méieni

Vylisky bezu ¢erného, které byly vysuSeny pii 40 °C do konstantni hmotnosti, byly rovnomérné
rozprostfeny na Petriho misky, které byly vysuseny v susarné¢ a po vychladnuti v exsikatoru
byly zvdZeny na analytickych véhach. Petriho misky s vylisky bezu byly vlozeny do sus$arny
a suseny pii 105 °C do konstantni hmotnosti susené¢ho materialu. Pfed kazdym vazenim byly
Petriho misky pfemistény do exsikatoru a po vychladnuti zvazeny na analytickych vahach.
Stanoveni bylo provedeno tfikrat.

3.4.2 Vypocet

Zbytkovy obsah vlhkosti ve vzorku byl uréen z rozdilu hmotnosti vzorku pied vysuSenim
a hmotnosti vzorku po vysuseni. Vysledek byl vyjadien v hmotnostnich procentech. Zbytkovy
obsah vlhkosti byl vypo¢itan dle nasledujici rovnice (6):

w, = (m, —mg) - 100 % 6
kde wy je obsah zbytkové vlhkosti (hm. %),
Mn je hmotnost ptivodni navazky vylisku (g),

ms hmotnost susiny (g).

3.5 Priprava koncentrata z extraktu bezovych vyliski

Extrakt z vyliska ¢erného bezu byl nalit do barnky s kulatym dnem a se zabrusem. Banka byla
nasazena na zabrusové hrdlo vakuové odparky. Bylo zapnuto zahfivani vodni lazné a teplota
vody byla po celou dobu odpatfovani kontrolovana teplomérem. Byla pfivedena voda do
chladice vakuové odparky. Byla spuSténa vodni vyvéva V pifipadé odpaiovani extraktu
ethanol/voda. Pfi pfipraveé koncentratu z extraktu, kde byla rozpoustédlem pouze voda, byla
pouzita membranova vyvéva. Pomoci ventilu bylo zatfizeni odvzdusnéno a barika byla umisténa
do vodni lazné tak, aby byla ponotena. Bylo spusténo otaCeni hlavy s bankou.

Po skonceni odpatovani bylo zatizeni zavzdusnéno, byla vypnuta vyvéva a piivod vody do
chladic¢e. Objem koncentratu byl zméten ve valci. Koncentraty byly pro dal$i analyzu uchovany
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V mrazni¢ce. Maximalni vakuum u pouzité sklenéné vodni vyveévy je vyrobcem udavano jako
100 mmHg (13,3 KPa). Pracovni vakuum membranové vyvévy bylo 1 hPa.

3.6 Lyofilizace extraktu z bezovych vyliski

Bezovy vodny extrakt byl nalit do banky pro lyofilizaci. Banka byla v horizontalni poloze
umisténa do mraznicky, tak aby mél zmrzly extrakt co nejvétsi plochu. Banka se zamrazenym
extraktem byla upevnéna do lyofilizatoru. Lyofilizator byl nastaven na teplotu -50 °C a vakuum
86-10° mbar (8,6 Pa). Po ukonéeni lyofilizace byl produkt z baiky pfeveden do piipravené
uzaviratelné nadoby a zvazen.

Obrazek 11: Iyofilizat z extraktu bezu cerného

Pro stanoveni vybranych chemickych charakteristik lyofilizatu byl pfipraven 20% vodny roztok
lyofilizatu. Bylo pfesné na analytickych vahach navazeno 2,500 g lyofilizatu, navazky byla
pfevedena destilovanou vodou do odmérné barky na 50 ml. Odmérna baiika byla doplnéna po
rysku destilovanou vodou a roztok byl diikladné promichan.

3.7 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH diferencialni metodou
3.7.1 Priprava roztoki

3.7.1.1 Tlumivy roztok chloridu draselného o pH 1,0 a koncentraci 0,025 mol-|*

Na analytickych vahach bylo navazeno 1,86 g KCl, navazka byla kvantitativné pfevedena
destilovanou vodou do kéadinky. Do kéadinky bylo pfidano 980 ml destilované vody. Kadinka
byla umisténa na magnetickou michacku a do roztoku byla ponotena elektroda pH metru. Do
roztoku byla po malych davkach piiddvana koncentrovanéd kyseliny chlorovodikova az do
hodnoty pH 1,0. Pufr byl pfeveden do odmérné banky na 1 000 ml a doplnén destilovanou
vodou po rysku.
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3.7.1.2 Tlumivy roztok octanu sodného o pH 4,5 a koncentraci 0,4 mol-I*

Na analytickych vahach bylo navazeno 54,43 g octanu sodného, navazka byla kvantitativné
prevedena destilovanou vodou do kédinky. Do kadinky bylo pfidano 980 ml destilované vody.
Kédinka byla umisténa na magnetickou michacku a do roztoku byla ponofena elektroda
pH metru. Do roztoku byla po malych déavkach piidavana koncentrovana kyseliny
chlorovodikova az do hodnoty pH 4,5. Pufr byl pfeveden do odmérné banky na 1 000 ml
a doplnén destilovanou vodou po rysku.

3.7.2 Priprava vzorki a samotné méreni

Vzorky bezovych extraktl a koncentratt byly ve zkumavkach nafedény destilovanou vodou
podle intenzity zabarveni.

Do zkumavky bylo napipetovano 2,5 ml pufru chloridu draselného (0,025 mol-I't) a 0,5 ml
nafedéného vzorku. Do druhé zkumavky bylo napipetovéano 2,5 ml pufru octanu sodného
(0,4 mol-IY) a 0,5 ml nafedéného vzorku. Zkumavky byly promichiny a kazdy ptipraveny
vzorek byl proméfen na spektrofotometru pii vinovych délkach 510 nm a 700 nm. Jako slepy
vzorek byla pouzita destilovand voda. Kazdé stanoveni bylo provedeno tikrat.

3.7.3 Vypocet

Majoritnim anthokyanovym barvivem v ¢erném bezu je kyanidin-3-glukosid a proto je ve
vypoétu pouzita jeho molekulova hmotnost a molarni absorpéni koeficient [22]. Celkova
koncentrace anthokyanl, vyjadiena jako ekvivalent kyanidu-3-glukosidu (CGE) byla
vypocétena z nasledujici rovnice (7):
A-M-F-103
Cvp = ———7 7
el

kde cwvp je vysledna koncentrace monomerniho pigmentu ve vzorku (mg-1?2),
A je vysledna hodnota absorbance vypoctena dle rovnice (8),

A= (As10 — A700)pr 1,0 — (As10 — A700)pH 45 8
M je molekulova hmotnost pro kyanidin-3-glukosid (449,2 g-mol™?),
F je faktor fedéni,
¢ je molarni absorpéni koeficient pro kyanidin-3-glukosid (26 900 I-mol™*-cm™),
| je délka drahy prichodu svétla vzorkem, coz odpovida délce kyvety (cm).

Celkova koncentrace anthokyani byla pfepoctena na obsah anthokyand ve vzorku v mg na
100 g suSenych vyliskii. V ptipad¢ charakterizace vysledného produktu je uveden vysledek
v mg-I?,

3.8 Refraktometrické stanoveni rozpustné suSiny

Pted méfenim byla zkontrolovana nulova poloha stupnice Abbeho refraktometru. Po odjisténi
hranoli byly plochy spodniho 1 horniho hranolu vyciStény ethanolem a destilovanou vodou a
vysuSeny bunicitou vatou. Na spodni hranol, ktery je ve vodorovné poloze, byla nanesena
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destilovana voda Pasteurovou pipetou a rozetiena po celé ploSe sklenénou ty¢inkou. Byl
piiklopen horni hranol a zabezpecen klicem. Sklon hranoli byl nastaven tak, aby rozhrani stinu
a svétla bylo v pruseciku nitkovitého kiize. Stupnice byla nastavena na nulu.

Hranoly byly osuSeny a na spodni hranol ve vodorovné poloze byla nanesena kapka vhodné
nafedéného vzorku, kterad byla rozetiena sklenénou ty¢inkou. Po ustaleni teploty byl na stupnici
odecten index lomu s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista. Stanoveni kazdého vzorku bylo
provedeno tiikrat.

3.8.1 Vypocet

K odectenému indexu lomu byla v tabulkach nalezena ptisluSna hodnota odpovidajici mnozstvi
suSiny vyjadiené v hmotnostnich procentech sachar6zy. Vysledné hodnoty byly pfepocitany na
puvodni vzorek vynasobenim faktorem fedéni.

3.9 Stanoveni celkovych fenolickych latek metodou podle Folin-Ciocalteua
3.9.1 Priprava roztoki

3.9.1.1 Standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-I*

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

3.9.1.2 7,5% roztok uhliéitanu sodného

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

3.9.2 Kalibraé¢ni rada

Byla pfipravena fada péti kalibra¢nich roztoku o koncentracich 1,5; 25; 50; 100 a 200 mg-I™.
Do péti odmérnych banék bylo postupné napipetovano 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 a 2,0 ml
standardniho roztoku kyseliny gallové a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Do zkumavek bylo napipetovano 1 ml desetkrat ziedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla, dale
1 ml destilované vody a 0,1 ml kalibra¢niho standardu. Roztoky byly promichany a ponechany
stat 5 minut. Nasledné€ byl do kazdé zkumavky ptidan 1,0 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného
a obsah byl promichan. Roztoky byly ponechany stat 15 minut v temnu a poté byly proméfeny
na spektrofotometru pfi vinové délce 750 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejné jako kalibracni
fada, avSak misto kalibra¢niho standardu byl pfidan stejny objem destilované vody.

3.9.3 Priprava vzorkii a samotné méreni

Vzorky bezovych koncentratd a 20% roztoky lyofilizatd byly ve zkumavkach natfedény
destilovanou vodou dle intenzity zbarveni.

Do zkumavky bylo napipetovano 1 ml desetkrat zfedéného Folin-Ciocalteuova Cinidla, déle
1 ml destilované vody a 0,1ml roztoku vzorku. Roztoky byly promichany a ponechany stat
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5 minut. Nésledné byl do kazdé zkumavky pfidan 1,0 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného
a obsah byl promichan. Roztoky byly ponechany stat 15 minut a poté byly proméfeny na
spektrofotometru pfi vinové délce 750 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejné, avSak misto
vzorku byl pfidén stejny objem destilované vody. Pro kazdy vzorek bylo provedeno stanoveni
tiikrat.

3.9.4 Vypocet

Z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky Vv pfiloze 4 byl vypo¢itan celkovy obsah fenolickych latek

ve vzorcich jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v ml-I",

3.10 Stanoveni pH a titrovatelnych kyselin
3.10.1 Priprava roztoki

3.10.1.1 Odmérny roztok hydroxidu sodného o koncentraci 0,25 ml-|*

Na predvazkach bylo navazeno 10,00 g NaOH, ktery byl kvantitativné pieveden destilovanou
vodou do odmérné banky na 1 000 ml. Po uplném rozpusténi hydroxidu sodného byla banka
doplnéna destilovanou vodou po rysku. Odmérny roztok byl standardizovan na kyselinu
Stavelovou.

3.10.1.2 Standardni roztok kyseliny §*avelové o koncentraci 0,1 mol-I*

Na analytickych véhach bylo navazeno 1,2630 g dihydratu kyseliny $tavelové. Navazka byla
kvantitativné pfevedena destilovanou vodou do odmérné bailkky na 100 ml a po Uplném
rozpusténi kyseliny $tavelové byla odmérna banka doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Piesna koncentrace standardniho roztoku kyseliny $§tavelové byla vypoctena podle rovnice (9):
m
Cstav = 3y 9
kde Cszav je koncentrace kyseliny $tavelové (mol-17),
m je ptesnd navazka dihydratu kyseliny $tavelove (g),

M je molarni hmotnost kyseliny §tavelové (126,07 g-mol™),

V je koneény objem roztoku v odmérné bance (100 ml).

3.10.1.3 Standardizace odmérného roztoku hydroxidu sodného

Do titra¢ni banky bylo napipetovano 10,00 ml roztoku kyseliny stavelové. K roztoku byly
ptidany 3 kapky fenolftaleinu a roztok byl titrovan odmérnym roztokem hydroxidu sodného do
trvale riiZzového zbarveni. Standardizace byla provedena tiikrat. Z primérné spotieby roztoku
hydroxidu sodného pii titraci byla vypocitdna piesni koncentrace odmérného roztoku
hydroxidu sodného podle rovnice (10):
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. 2 Ccyvav " Vstaw
CNaoH = 10
NaOH

kde cnaoH je koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného (mol-1™?),
Cstav j€ koncentrace roztoku kyseliny §tavelové (mol-I?),
Vv je objem roztoku kyseliny $tavelové, ktery byl pouzit k titraci (ml),

VNaoH je spotifeba odmérného roztoku hydroxidu sodného (ml).

3.10.2 Priprava vzorki a samotné stanoveni

Koncentraty extraktl z cerného bezu a 20% roztoky lyofilizati byly nafedény destilovanou
vodou ve vhodném poméru.

Byla provedena kalibrace pH metru tlumivymi roztoky o pH 7,00 a 4,00. Do kadinky bylo
napipetovano 25 ml vzorku. Kadinka se vzorkem byla umisténa na magnetickou michacku a do
roztoku byla ponofena elektroda pH metru. Byla odectena pocate¢ni hodnota pH vzorku.
Roztok byl za stalého michani titrovan odmérnym roztokem hydroxidu sodného do pH 7,00.
Stanoveni bylo pro kazdy vzorek provedeno tiikrat.

3.10.3 Vypocet

Celkovy obsah titrovatelnych kyselin byl vyjadien jako ekvivalent kyseliny citronové (CAE).
Pro vypocet byly pouzity rovnice (11 a 12):

c -V -F
CH+ — NaOH NaOH 11
Voz

_cyr M 12
I

c

kde c1™ je koncentrace kyselych vodikovych iontl (mol-1™?),

CnaoH je koncentrace odmérého roztoku hydroxidu sodného (mol-1%),

VNaoH je objem odmérného roztoku spotiebovany pii titraci (ml),

¢ je vysledna koncentrace kyseliny citronové ve vzorku (g-1™?),

M je molarni hmotnost kyseliny citronové (192,13 g-mol™).

Vysledna koncentrace titrovatelnych kyselin byla vyjadiena jako ekvivalent kyseliny citronové
vglt

3.11 Stanoveni anthokyanovych barviv kapalinovou chromatografii

3.11.1 Priprava mobilni faze

Pro separaci anthokyanovych barviv byly pouzity dvé mobilni faze (MF). MF A byla ptipravena
smichdnim redestilované vody a acetonitrilu v poméru 97:3 a pH této mobilni faze bylo
upraveno na hodnotu 1,8 kyselinou mraven¢i. MF B byla pfipravena smichdnim redestilované
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vody a acetonitrilu v poméru 40:60 a jeji pH bylo opét upraveno na hodnotu 1,8 kyselinou
mravenc¢i. Obé MF byly odplynény v ultrazvukové lazni. SloZzeni MF bylo zvoleno na zakladé
diive publikované diplomové prace [62].

Tabulka 10: parametry separace anthokyant

MF A (obj. %) 82
MF B (obj. %) 18
prittok MF (ml-min) 0,5
objem nasttiku (ul) 5
teplota na koloné (°O) 26
tlak na koloné (MPa) 6
rozsah snimaného spektra (nm) 200-600

3.11.2 Separace vzorki

Vzorky i standardy byly eluovany izokratickou eluci s pouzitim mobilni faize A a mobilni faze
B, které byly namichany do pozadovaného poméru pomoci sméSovace. Parametry pouzité pro
separaci jsou uvedeny v Tabulka 10. Byla pouzita kolona Kinetex® 5um EVO C18 100 A,
250 x 4,6 mm. Vzorky koncentrati a 20% roztoky lyofilizatti byly nafedény redestilovanou
vodou. Vzorky i standardy byly davkovany manualné davkovacim Sesticestnym kohoutem.
Kazdy vzorek a kazdy bod kalibra¢ni fady byl naddvkovéna tfikrat.

3.11.3 Kalibra¢ni krivka

Pro ptipravu kalibra¢ni kiivky byl pouzit standardni roztok kyanidin-3-glukosidu. Barvivo o
hmotnosti 1 mg bylo kvantitativné pieneseno do 10 ml odmérmé banky a ta byla doplnéna
redestilovanou vodou po rysku. Byl ziskan standardni roztok o koncentraci 0,1 mg-ml?, ze
kterého byly fedénim pfipraveny koncentrace pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky 0,10; 0,05;
0,025 mg-ml™.
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BSa:

Obrazek 12: kapalinovy chromatograf Schimadzu

3.12 Statistické zpracovani namérenych dat
Zpracovani naméfenych dat bylo provedeno pomoci pocitacového programu Microsoft Excel.

Kazdé méteni vzorku bylo provedeno tfikrat. Ze tii méfeni byl vypocten primeér, pouzitim
funkce PRUMER. Dale byla vypoétena smérodatna odchylka pouzitim funkce SMODCH a
pouzitim funkce CONFIDENCE byla odchylka rozsitena pro interval spolehlivosti 95 %.

46



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem praktické ¢asti diplomové prace byla extrakce vyliskl z ploda ¢erného bezu za ucelem
ziskani co nejvétsiho mnozstvi anthokyanovych barviv s ptihlédnutim k ekonomickému
hledisku. Bylo proto nutné optimalizovat proces extrakce, jak z chemického, tak
I Z ekonomického hlediska. Ziskany extrakt bylo nutné zakoncentrovat, aby jej bylo mozné
uchovavat a vyuzivat v potravinarském pramyslu.

Ve vyslednych produktech byly stanoveny vybrané chemické parametry:

e rozpustna suSina refraktometricky

e pH a titra¢ni kyselost

e celkové fenolické latky Folin-Ciocalteuovou metodou

e obsah anthokyanovych barviv kapalinovou chromatografii a pH diferencialni metodou

4.1 Stanoveni zbytkové vlhkosti ve vyliscich vysusenych p¥i 40 °C

Cerstvé vylisky bylo nutné uchovat do doby, nez budou extrahovéany. Proto byly ususeny, aby
neplesnivély a nekvasily. K suSeni byla pouzita teplota 40 °C, aby bylo ve vyliscich zachovano
maximalni mnozstvi biologicky aktivnich latek. Postup suSeni do konstantni hmotnosti je
uveden v kapitole 3.3.1.

U vyliska vysuSenych na 40 °C byla stanovena zbytkova vlhkost podle kapitoly 3.4 suSenim
na 105 °C do konstantni hmotnosti. Zbytkova vlhkost ¢inila 9,6 = 0,4 %.

4.2 Optimalizace extrakce anthokyanovych barviv z vyliski bezu ¢erného

Voda jako extrakéni ¢inidlo byla zvolena z diivodu finanéni nenaro¢nosti a dostupnosti. Voda
je netoxickd, nehoflava a snadno dostupna, coz ji ¢ini ekologickym rozpoustédlem. V ur€itych
procesech miize voda nahradit organicka rozpoustédla pro potravinaiskou a farmaceutickou
vyrobu snizenim ndkladli a odstranénim ekologickych probléma spojenych s vyrobou
a likvidaci organickych rozpoustédel [58]. Jako druhé extrakéni €inidlo byla zvolena smés
ethanol/voda v poméru 1:1. Ethanol, jako rozpoustédlo, je pro pouziti V potravinaiském
prumyslu taktéZz pouzitelny a vhodny. Ackoliv je ethanol povazovan za obecné bezpecné
extrakéni Cinidlo, jednd se o organické rozpoustédlo, které je potencionalné toxické a drahé pro
vyuziti v potravinafstvi. Voda jako extrakéni ¢inidlo tyto problémy obchazi a mize poskytnout
piirozeny prostiedek pro izolaci anthokyant, zejména pokud je ucinnost extrakce zlepSena
zvySenim teploty nebo pfidanim oxidu siti¢itého [25, 26].

Byla provedena série extrakci s cilem zjistit nejvhodnéj$i pomér vyliskli ku rozpoustédlu.

Pro extrakci bylo zvoleno Sest riznych poméru vyliski a rozpoustédla (vylisky m ku objemu V).
Podle kapitoly 3.3.2 bylo 25,0 g vyliskl postupné extrahovano 50 ml, 60 ml, 80 mil, 100 ml,
125 ml a 150 ml rozpoustédla. Vychozi teplota smési ethanol/voda byla laboratorni, v piipadé
extrakce vodou byla pouzita voda o laboratorni teploté a voda o teploté 95 °C. VSechny extrakce
déale probihaly za laboratorni teploty. Extrakce trvaly 13 hodin, tento €as byl zvolen po
konzultaci se zadavatelem. V praxi by mély extrakce probihat 12 a vice hodin, pokud budou
extrakce probihat pfes noc.

47



Jako parametr kvality extrakce bylo zvoleno mnoZstvi obsazenych anthokyanovych barviv.
Jejich celkovy obsah v extraktech byl stanoven pH diferencialni metodou, kterd je popséana
v kapitole 3.7.

Obsah anthokyanovych barviv je ve vSech tabulkach a grafech uveden jako ekvivalent
monomerniho pigmentu kyanidin-3-glukosidu (CGE), ktery je majoritnim anthokyanem bezu
¢erného [22].

Vysledky méfeni obsahu anthokyanovych barviv v jednotlivych extraktech jsou uvedeny
Vv nasledujici tabulce 11.

Tabulka 11: obsah celkovych anthokyanovych barviv v jednotlivych extraktech

vylisky/rozpoustédlo CGE (mg-100 g™* suchych vyliski)

(m/V) voda 20 °C voda 95 °C voda/ethanol (1:1)
1:2 3557 +2.10 3535+ 1,14 61,30 £ 1,50

1:2,4 44,74 £ 5,15 46,65+ 0,73 65,26 2,36

1:3,2 34,33 + 1,46 39,13+ 1,32 58,86 + 0,66
1:4 33,19 + 3,63 35,37+ 1,41 44,32 + 1,34
1:5 26,09 + 1,58 31,67+ 1,22 36,32 £2,02
1:6 22,79 £ 0,21 22,64 £1,23 26,58 £ 1,01

Z hodnot v tabulce 11 a z grafu 1 vyplyva, Ze nejvice anthokyanovych barviv se nachazi
v extraktu, kde je pomér vylisky ku rozpoustédlu 1:2,4. Se zvySujicim se mnozstvim
rozpoustédla mnoZzstvi anthokyani klesa. Literatura taktéz uvadi, Ze se sniZujicim se pomérem
materidl/rozpoustédlo se zvySuje mnozstvi vyextrahovanych barviv vlivem vétSiho
koncentra¢niho gradientu, a tedy i rychlosti difuze. Nicmén¢ pti ur€itém objemu uz k nartistu
nedochdzi [57].

V ptipadé extrakce vodou s vychozi laboratorni teplotou je mnoZstvi anthokyant pfi poméru
1:2,4 (m/V) 44,74 + 5,15 mg CGE-100 g suchych vyliskii, v ptipadé extrakce vodou s vychozi
teplotou 95 °C je to 46,65+ 0,73 mg CGE-100 g suchych vyliskii. Literatura uvadi, Ze se
zvySenou teplotou vody jako extrak¢niho Cinidla se zvySuje ucinnost extrakce, usnadnuje se
uvolnovani fenolickych latek z rostlinnych vzorkt, zvysuje se rychlost rozpousténi fenolickych
latek v rozpoustedle a zvySuje se difuzni koeficient, ktery zvysSuje rychlost extrakce a zkracuje
dobu extrakce [26]. Toto se pii optimalizaci vychozi teploty vody pro extrakci nepotvrdilo,
nicméné rozdil by byl pravdépodobné zaznamenan v pifipad€, ze by se zvySena teplota
udrzovala po celou dobu extrakce. Literatura taktéz uvadi, Ze teplota vyssi nez 70 °C mize
zpusobit rychlou degradaci a odbarveni anthokyant [26], takZe by byl vysledek pravdépodobné
ovlivnén ubytkem téchto latek pisobenim zvySené teploty.

Pti extrakci smési voda/ethanol v poméru 1:1 byla koncentrace anthokyani v extraktu s
pomérem vyliskil ku rozpoustédlu 1:2,4 65,26 + 2,36 mg CGE-100 g suchych vyliskid. Tento
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vysledek je znatelné vyssi nez pii extrakci vodou. Ethanol je tedy lepSim extrakénim ¢inidlem
pro extrakci anthokyanovych barviv nez voda, coz uvadi i literatura [59].

Z vysledku vyplyva, Ze pro ziskani extraktu s nejvys$im obsahem anthokyanovych barviv je
vhodné pouzit pomér vylisky ku rozpoustédlu 1:2,4 (m/V) a jako rozpoustédlo smés ethanolu
a vody.

70
60 I .

50

[ :
I i I I mvoda 20 °C
30 Hvoda 20 °C
T I
- voda/ethanol
20
10
0
50 60 80 100 125 150

Objem pouzitého rozpoustédla na 25 g vyliskd (ml)

koncentrace CGE (mg-100-1 suchych vysliskit)

Graf 1. Koncentrace celkovych anthokyanii v zavislosti na objemu rozpoustédla pro dvé riizné
vychozi teploty rozpoustédla

4.3 Optimalizace teploty vodni ldzné pri pripravé koncentrati na vakuové
odparce

Byl zjistovan vliv teploty vodni 1azn€ vakuové odparky na Groven degradace anthokyanovych
barviv v koncentratu.

Byl ptipraven extrakt bezovych vyliskd podle kapitoly 3.3. Jako rozpoustédlo byla pouzita smés
ethanolu avody v poméru 1:1. Z tohoto extraktu bylo pouzito vzdy 100 ml pro piipravu
koncentratu pii rznych teplotach vodni lazné odparky: 40 °C, 60 °C, 75 °C a 85 °C podle
kapitoly 3.5. Koncentrovani extraktt trvalo ve vSech pfipadech 20 minut.

K posouzeni miry degradace anthokyanovych barviv byla pouzita pH diferencidlni metoda.
Obsah anthokyanovych barviv byl stanoven ve vychozim extraktu a ve vSech koncentratech.
Rozdil ziskanych koncentraci anthokyant byl vyhodnocen jako mnozstvi barviv, kterd podlehla
degradaci a byl vyjadren v procentech. Degradace barviv v procentech pro rtizné teploty vodni
lazné vakuové odparky je véetné intervall spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti 0,05
uvedena v tabulce 12.
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Tabulka 12: degradace barviv v procentech pro ruzné teploty vodni lazné vakuové odparky

Teplota (°C) CGE) - CGE(k) (%)*
40 58+0,5
60 14,8 £0,9
75 15,0+ 0,4
85 182 £2.,0

*CGEE je celkovy obsah anthokyani V extraktu vyjadieny jako kyanidin-3-glukosid
ekvivalent a CGE) je celkovy obsah anthokyani v koncentratu vyjadieny jako kyanidin-3-
glukosid ekvivalent

Procentualni ubytek barviv pro vSechny teploty vodni lazné je graficky znazornén v grafu 2.
Z grafu je patrné, Ze pii rostouci teploté vodni 1azn¢ se zvySuje i degradace barviv. Pfi teploté
40 °C je ubytek barviv 5,8 + 0,5 %, pfi teploté 85 °C uz je to 18,2 = 2,0 %. Szaloki-Dorké a
spol. (2016) uvadi, zZe pii ptipravé koncentratu z bezu ¢erného odridy Haschberg a Samocca
doslo pii odpafovani na rota¢ni vakuové odparce (200 mbar) ke ztraté priblizné 10 %
anthokyanovych barviv [60].

120,0
= 100,0
x 100,0 94,2
E 85,8 85,0 81,8
£ 80,0
=
©
E 60,0
§ ]
2
£
*g 40,0
E
g 200
0,0
extrakt 40 °C 60 °C 75 °C 85 °C

Teplota vodni 1azné (°C)

Graf 2: obsah anthokyanii pred a po odparovani vyjadreny v procentech

Na zéklad¢ téchto vysledkt byla teplota 40 °C ptipadné nizs§i vyhodnocena jako nejvhodné;si
teplota pro ziskani koncentratu vakuovou odparkou.
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4.4 Priprava Koncentrati, lyofilizata a stanoveni vybranych chemickych
charakteristik

Tabulka 13: oznaceni vzorka

oznaseni extrakiu oznaceni pﬁsll?ér,lého koncentratu nebo
lyofilizatu z extraktu
extrakt voda/ethanol El koncentrat K1
extrakt voda/ethanol E2 koncentrat K2
extrakt voda E3 koncentrat K3
extrakt voda E4 koncentrat K4
extrakt voda E5 lyofilizat L1
extrakt voda E6 lyofilizat L2

Piiprava koncentratu

Na zékladé vysledkli optimalizace teploty vodni ldzné (kapitola 4.3) vakuové odparky byly
pfipraveny koncentraty z extraktdi, které byly pfipraveny podle kapitoly 3.3.2. Pro
zakoncentrovani extraktu na vakuové odparce s vodni vyvévou byl pouzit extrakt, ktery byl
ptipraven extrakci vyliskii smési voda/ethanol. A pro zakoncentrovani extraktu na rotacni
vakuové odparce s membranovou vyvévou byl pouzit extrakt, ktery byl pfipraven extrakci
vyliskti vodou.

Teplota vodni lazn€ pfi koncentrovani vodného extraktu byla 35 °C a pfi koncentrovani
extraktu voda/ethanol 40 °C. Ve vsech pfipadech bylo k zakoncentrovani pouzito 100 ml
extraktu a vysledny objem koncentratu byl 18 ml. Zakoncentrovani extraktti bylo provedeno
podle kapitoly 3.5. Ptiprava koncentratii extrakti byla provedena dvakrat véetné piipravy
danych extrakti z plodii bezu ¢erného, kviili ovéteni presnosti zvolenych metod.

U pripravenych koncentratii byla zjisténa degradace anthokyanovych barviv. Pro stanoveni
celkovych anthokyanovych barviv byla pouzita pH diferencidlni metoda. Obsah anthokyani
byl stanoven ve vSech extraktech a pfislusnych koncentratech. Rozdil ziskanych koncentraci
anthokyanovych barviv byl vyhodnocen jako mnozstvi barviv, ktera podlehla degradaci a byl
vyjadien v procentech v tabulce 14.

Tabulka 14: degradace barviv v procentech pro vzorky koncentrati

vzorek CGE) - CGE() (%)*
K1 47+24
K2 3,4+27
K3 3,3+1,7
K4 52+1,7
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*CGEE) je celkovy obsah anthokyant v extraktu vyjadieny jako kyanidin-3-glukosid
ekvivalent a CGEj je celkovy obsah anthokyani v koncentratu vyjadieny jako kyanidin-3-
glukosid ekvivalent

Procentualni ubytek barviv pro vSechny vzorky koncentrati je graficky znazornén v grafu 3.
Priimérnd procentualni degradace barviv v piipravenych koncentratech je 4,2 + 1,5 %.
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Graf 3: obsah anthokyanii pred a po odpareni na rotacni vakuové odparce

Piiprava lyofilizati

Pro ptipravu lyofilizatu podle kapitoly 3.6 byl pouzit vodny extrakt. Objem lyofilizovaného
extraktu byl pfesné zméfen a vysledny lyofilizat zvazen, tyto idaje jsou uvedeny v tabulce 15.
Ptiprava lyofilizati extraktl byla provedena dvakrat vcetné ptipravy danych extraktl z plod
bezu ¢erného, kvili ovéteni piesnosti zvolenych metod.

Tabulka 15: vysledna hmotnost lyofilizati

vzorek objem extraktu (ml) hmotnost lyofilizatu (g)
L1 343 10,81
L2 226 7,17
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Stanoveni vybranych charakteristik

Ve vyslednych produktech (koncentraty a lyofilizaty) byly stanoveny nasledujici vybrané
charakteristiky:

o refraktometrickd suSina

e pH

e celkova titra¢ni kyselost

e celkovy obsah fenolickych latek

e celkovy obsah anthokyanovych barviv

Vysledné charakteristiky koncentratti se vztahuji k 5,6krat zahusténym extraktiim, coz je 18 ml
koncentratu piipraveného ze 100 ml extraktu. Vysledné charakteristiky lyofilizatd byly
stanoveny ve 20% roztocich lyofilizath a vSechny vysledky stanovovanych charakteristik byly
prepocitany na 1 g lyofilizatu.

4.4.1 Stanoveni refraktometrické susiny

Ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech byla stanovena refraktometricky rozpustna susina
podle kapitoly 3.8.

Pro kazdy vzorek byl na refraktometru odecten index lomu tfikrat a v tabulkach byla nalezena
ptislusna hodnota rozpustné susiny. Vysledek je uveden jako hm. % sacharosy s hodnotou
intervalu spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti 0,05.

Vysledné hodnoty rozpustné susiny pro koncentraty jsou uvedeny v tabulce 16 a znazornény
v grafu 4.

Tabulka 16: vysledky stanoveni refraktometrické susiny v koncentratech a lyofilizatech

vzorek hm. % sacharosy
K1 199+3,2
K2 18,9 +0,5
K3 21,7+2,0
K4 20,7 +0.8
L1 37,5+3,8
L2 33,6+0,0
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Graf 4: Obsah refraktometricky stanovené rozpustné susiny v koncentratech a lyofilizatech

Z grafického znazornéni je patrné, Ze obsah rozpustné susiny v koncentréatech je velice podobny
at’ uz se jedna o koncentrat vodného extraktu nebo extraktu s rozpoustédlem voda/ethanol.
Obsah rozpustné suSiny lyofilizath je taktéZz podobny a to 33,6 =0,0 hm. % sacharosy

K2

a 37,5 + 3,8 hm. % sacharosy.

K3

K4

4.4.2 Stanoveni aktivni kyselosti a titra¢ni kyselosti

pH a titracni kyselost byla stanovena ve vzorcich vyslednych koncentrati a lyofilizati podle
kapitoly 3.10. Obsah titrovatelnych kyselin je uveden jako ekvivalent kyseliny citronové (CAE)

vglt

Vysledné hodnoty pH vzorku a jejich titra¢ni kyselost jsou uvedeny v tabulce 17 a srovnany

v grafu 5 a grafu 6.

L1 L2

Tabulka 17: Vysledky pH a titra¢ni kyselosti koncentrati a lyofilizat

vzorek pH CAE (g1
K1l 4,05+ 0,05 16,32 £ 2,07
K2 4,12+ 0,01 16,20 £ 4,03
K3 437+0,01 13,29 + 1,84
K4 4,42 + 0,04 14,58 + 0,00
L1 4,47 + 0,03 17,97 £ 0,74
L2 4,33+0,01 23,85+ 0,00
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Graf 6: titracni kyselost koncentratii a lyofilizatii vyjadiena jako ekvivalent kyseliny citronové

Namétené hodnoty pH koncentratd se pohybovaly v rozsahu 4,05+ 0,05 az 4,42 + 0,04.
Koncentraty ptipraveny z extraktu ethanol/voda mély pH nizsi nez koncentraty, které byly
pfipraveny z vodného extraktu. V piipadé extrakce smési vody a ethanolu se pravdépodobné
extrahovalo vice latek majici kysely charakter, coz potvrzuje u koncentratd i celkova
koncentrace titrovatelnych kyselin vyjadfena jako ekvivalent kyseliny citronové. Koncentraty
s niz§im pH maji celkovy obsah titrovatelnych kyselin 16,32 + 2,07 g-I™* a 16,20 + 4,03 g-I'*
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akoncentraty svyssim pH maji obsah titrovatelnych kyselin 13,29 =+ 1,84 gl
a 14,58 £ 0,00 g-I"%. pH lyofilizata bylo 4,47 + 0,03 a 4,33 + 0,01 a obsah titrovatelnych kyselin
byl vys$§i neZ u koncentratd, a to 17,97 = 0,74 g1t a 23,85 + 0,00 g-I™%.

4.4.3 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Ke stanoveni celkovych fenolickych latek ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech byla
pouzita Folin-Ciocalteua metoda podle kapitoly 3.9.

Ze standardu kyseliny gallové byla pfipravena kalibra¢ni fada postupem v kapitole 3.9.2.
Z namétenych hodnot byla sestavena kalibracni kiivka, ktera je zobrazena v priloze 4. Ve
studovaném rozsahu je tato zavislost linearni, regresni koeficient je 0,993. Z regresni rovnice
kalibra¢ni kiivky byl vypocitan celkovy obsah fenolickych latek ve vzorcich.

Celkovy obsah fenolickych latek je uveden v tabulce 18 a v grafu 7 jako ekvivalent kyseliny
gallové (GAE) v mg-I"t s hodnotou intervalu spolehlivosti na hlading statistické vyznamnosti
0,05.

Tabulka 18: Celkova koncentrace fenolickych latek ve vzorcich koncentratt a lyofilizata

vzorek GAE (mg-1*)
K1 42 513,0 +574,4
K2 39284,0 +£281,1
K3 31197,3+720,4
K4 34 642,0 £ 926,2
L1 58 666,7 +2 944,2
L2 64 592,9 +3 187,2
70 000,0 64 592,9
58 666,7
. 60 000,0
éﬂ 50 000,0
= 42 513,0
m T 39 284,0
2 40 000,0 . 34 642,0
% 31197,3 I
§ 30 000,0 =
=
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g
-
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Graf 7: Celkova koncentrace fenolickych ldtek
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Z vyslednych koncentraci fenolickych latek ve vzorcich koncentrati je patrné, Ze koncentrace
v K1 a K2 (extrakty ethanol/voda) je vyssi nez koncentrace v K3 a K4 (extrakty voda). Tento
rozdil je zptisobeny tim, ze pro extrakci fenolickych latek je ethanol lepSim extrakénim ¢inidlem
nez voda [59]. Obsah fenolickych latek ve vzorcich lyofilizati byl 58,7 a 64,6 g-I™.

Literatura uvadi celkovy obsah fenolickych latek stanoveny Folin-Ciocalteuovou metodou
v komer¢nim koncentratu §tavy bezu ¢erného (Sambucus nigra L., Bocker Iberian, Némecko)
30,5+ 0,4 g-I* [61]. Koncentrace celkovych fenolickych latek v této praci je o néco vyssi
v pfipadé koncentrati z vodnych extraktd 31,2 + 0,7 g1 a 34,609 gl V ptipads
koncentratti z extraktu ethanol/voda je jiz koncentrace o dost vy$si a to 39,3 +0,3 gl
a425+0,6 g1, Lze tedy fict, ze piiprava koncentratl z extraktu bezovych vyliski ma
s ohledem na obsah fenolickych latek smysl.

4.4.4 Stanoveni celkovych anthokyanu pH diferencialni metodou

Celkové anthokyany byly stanoveny pH diferencialni metodou popsanou v kapitole 3.7. Jako
ekvivalent monomerniho pigmentu byla pro pfepocet pouzita molekulova hmotnost kyanidin-
3-glukosidu (CGE), ktery je majoritnim pigmentem ¢erného bezu.

Pro kazdy vzorek bylo stanoveni provedeno tfikrat a z vyslednych hodnot byla vypocitana
primérna hodnota v¢etné hodnoty intervali spolehlivosti na statistické vyznamnosti 0,05.
Vysledna hodnota byla vyjadiena jako ekvivalent kyanidinu-3-glukosidu CGE v mg:I™.
Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 19 a vyneseny do grafu 8.

Tabulka 19: Obsah anthokyanovych barviv v koncentratech a lyofilizatech

vzorek CGE (mg-I'h)
K1 1521,0+123,7
K2 16109 +45,7
K3 9251 + 147,1
K4 1083,2+ 60,0
L1 2 208,7 +202,8
L2 1959,3+170,3
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Graf 8: Celkovy obsah anthokyanovych barviv v koncentratech a lyofilizatech

Z grafického znazornéni obsahu anthokyanovych barviv v koncentratech je patrné, ze
koncentrat K1 a K2 (extrakty voda/ethanol) maji vyssi obsah anthokyanovych barviv nez
koncentraty K3 a K4 (extrakty voda). Tento rozdil je zplisobeny tim, Ze pro extrakci anthokyant
je ethanol lepSim extrakénim ¢inidlem nez voda [59]. Vzorky lyofilizata obsahovali
2,2 a 2,0 mg-I"t anthokyanovych barviv.

445 HPLC analyza anthokyanovych barviv

Anthokyanova barviva obsazena ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech byla separovéana
na koloné Kinetex® EVO C18 Core-Shell zapojené v kapalinovém chromatografu Shimadzu.
Byla vyhodnocovana detektorem s diodovym polem pii vinové délce 520 nm, tato vinova délka
umoznovala stanoveni vSech analytl v jejich absorpénim maximu spektra, absorpcni spektrum
pro kyanidin-3,5-diglukosid je na obrazku 13. Obsazena barviva byla kvantifikovana
srovnanim se standardem. Jako standard byl k dispozici kyanidin-3-glukosid (C3G).
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Obrdzek 13:absorpcni spektrum kyanidin-3,5-diglukosid

4.45.1 Optimalizace izokratické eluce

Byl optimalizovan pomér mobilnich fazi A a B pii izokratické eluci. Mobilni faze byly
pfipraveny podle kapitoly 3.11.1. Pro optimalizaci byl pouzit natedény a pfiefiltrovany
koncentrat K1.

Vychozi pomér mobilnich fazi A a B vychazel z diplomové prace Ing. Loskové [62], ktera
zvolila 86 % MF A a 14 % MF B. V tomto piipad¢ trvala analyza vice nez 20 minut a nedoslo
k uplnému rozdéleni barviv, coz je viditelné na prvnim chromatogramu na obrazku 14.

Jelikoz nedoslo k rozdéleni barviv, byl zvolen jiny pomér mobilnich fazi a to 90 % MF A
a 10 % MF B. V tomto ptipad¢ taktéz nedoslo k dokonalému rozdéleni barviv, a navic se ¢as
separace vyrazné prodlouzil, cozZ je patrné na druhém chromatogramu na obrazku 14.

Dale byl zvolen pomér mobilnich fazi: 80 % MF A a 20 % MF B. V tomto piipadé se Cas
analyzy vyrazné zkratil a to pod 10 minut, barviva od sebe byla odd€lena a piky byly ostré.
Nicméné zde doslo K hor§imu oddéleni ¢tvrtého piku od piku predeslého. Vysledek analyzy je
na tietim chromatogramu na obrazku 14.

Jako optimalni pomér mobilnich fazi, byl zvolen pomér 82 % MF A a 18 % MF B. Analyza pfi
tomto poméru mobilnich fazi trvala 12 minut, barviva se od sebe odd¢lila a ostrost pikl byla
pomérné slusna. Pfi tomto poméru mobilnich fazi byl provéfovan i jiny pritok MF nez
0,5 mlI‘min*, nicméné nedochizelo k dokonalej$imu rozdéleni, proto byl plivodni priitok
ponechan. Vysledek optimalizace je na ¢tvrtém chromatogramu na obrazku 14.
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4.4.5.2 Kalibracni kitvka

Kalibra¢ni zavislost byla sestavena pro jeden standard: kyanidin-3-glukosid podle kapitoly
3.11.3. Standard byl nadavkovan samostatné, pro povéfeni retenéniho Casu, ktery mu byl
nasledné piifazen v piipadé nastiiku smési. V tabulce 32 v pfiloze 8 jsou uvedeny hodnoty
plochy piki jednotlivych bodi kalibrace. Z uvedenych hodnot byla sestrojena zavislost plochy
piku na koncentraci barviva v roztoku, zavislost je uvedena v piiloze 8. Retencni ¢as byl také
provéien pro standard kyanidin-3,5-diglukosid, kalibra¢ni fada pro tento pigment nebyla
sestavena, protoze koncentrace tohoto anthokyanu byla ve vzorcich pfili§ mala a byla tedy
zanedbavana.

mébs
2007

1004

[ 5 10 i

Obrazek 15: HPLC chromatogram koncentratu K1 pri 520 nm (1: mrtvy objem; 2: kyanidin-
3-sambubiosid-5-glukosid; 3: kyanidin-3,5-diglukosid; 4: kyanidin-3-sambubiosid; 5:

kyanidin-3-glukosid)

Z regresni rovnice kalibracni kiivky, ktera je uvedena v piiloze 8 bylo vypocitano mnozstvi
jednotlivych barviv v koncentratu a lyofilizatu. Jelikoz nebyl k dispozici standard kyanidinu-3-
sambubiosidu a kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu byla jejich koncentrace vypocitana
z kalibra¢ni kiivky kyanidinu-3-glukosidu a koncentrace byla uvedena jako ekvivalent
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kyanidin-3-glukosidu (CGE). Koncentrace kyanidin-3,5-diglukosidu byla zanedbavana, jelikoz
se tento pigment ve vzorku vyskytoval ve velmi nizkych koncentracich.

4.45.3 Stanoveni obsahu majoritnich barviv v koncentrdtech a lyofilizdatech

V bezovych koncentratech a lyofilizditech byla provedena separace obsazenych
anthokyanovych barviv a pomoci externiho standardu barviva byla provedena kvantifikace.
Parametry a provedeni HPLC analyzy byly popsany v kapitole 3.11. Hodnoty obsahu
anthokyanovych barviv ve vzorcich jsou uvedeny s hodnotou intervalu spolehlivost na hladiné
statistické vyznamnosti 0,05 v tabulce 20, tabulce 21 a v tabulce 22.

Tabulka 20: pramér reten¢nich ¢asu, plochy piki a vysledné koncentrace uvedené jako CGE
pro koncentraty K1 a K2, které byly pfipraveny z extraktu ethanol/voda

barvivo (ntlTn) pllo?lisa ¢ (mg1?) barvivo (n:F:n) p}:)?liza ¢ (mg1?)
C3S5G | 5,9 | 485134 | 335,5+329 C3S5G | 5,9 | 581489 | 401,8+ 13,4
Kl1| C3G | 94 | 2375312 | 1636,5+82,8 | K2 | C3G | 9,2 | 2572692 | 1772,3 + 64,8
C3G | 9,9 | 760919 | 525,3+27,1 C3G | 9,7 | 841471 | 580,7+37,8

Tabulka 21: pramér reten¢nich €asu, plochy pikt a vysledné koncentrace uvedené jako CGE
pro koncentraty K3 a K4, které byly pfipraveny z vodného extraktu

tr plocha tr plocha

barvivo (min) | piku ¢ (mg1?) barvivo (min) | piku ¢ (mg1?)
C3S5G | 58 | 411067 | 284.5 53 C3S5G | 58 | 468046 | 323,7+5,6
K3 | C3G 9,1 | 1105274 | 762,3+38,3 | K4 | C3G 9,1 | 1265132 | 872,3+35,6
C3G 9,6 81159 57,4+2,6 C3G 9,5 324770 2251 +1,8

Tabulka 22: pramér reten¢nich ¢ast, plochy pikt a vysledné koncentrace uvedené jako CGE
pro lyofilizaty L1 a L2, které byly pfipraveny z vodného extraktu

barvivo (n:?n) p}')?liza ¢ (mg1?) barvivo (n:?n) pll)?li?la ¢ (mg1?)
C355G| 5,8 352040 | 575,8+16,2 C3S5G| 5,8 322101 | 527,1 +£57,1
L1 | C3G 9 962110 | 1567,2+36,3 | L2 | C3G 8,9 873695 | 1423,5+ 34,5
C3G 9,4 192552 | 316,6 +19,7 C3G 9,4 69646 116,9 £9,7
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Graf 9: plochy pikii jednotlivych anthokyanii ve vzorcich

Tabulka 23: suma koncentraci jednotlivych pigmentt ve vzorcich koncentrati a lyofilizat
uvedena jako CGE

vzorek K1 K2 K3 K4 L1 L2
¢ (mg1?) 24972 2754.8 1104,2 14211 24596 2067,5

3000

2754,8

24972
2 500 2459,6

2067,5
2000 -
1500 - 14211

1104,2
1000 -
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Graf 10: koncentrace anthokyanovych barviv v koncentrdtech a lyofilizatech
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Ve vzorcich koncentrat a lyofilizatd byly identifikovany ¢tyfi anthokyany a to kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3-sambubiosid, kyanidin-3-sambubiosi-5-glukosid a v nizké koncentraci
také kyanidin-3,5-diglukosid, ktery nebyl dale kvantifikovan. Pofadi jejich retence je
znazornéno Na obrazku 15 a souhlasi s literaturou [63]. Z kalibra¢ni rovnice pro kyanidin-3-
glukosid byly vypocitany koncentrace jednotlivych pigmentd, standardy pro dalsi dva
anthokyany nebyly Kk dispozici. Nejvice zastoupenym anthokyanem byl kyanidin-3-
sambubiosid. V pfipad¢ koncentratu z extraktu ethanol/voda byl druhym nejkoncentrovanéj$im
kyanidin-3-glukosid a jako posledni kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid. U koncentrati
a lyofilizati z vodného extraktu tomu bylo naopak. Plochy pikt jednotlivych anthokyani jsou
znazornény V grafu 9.

Pro urceni celkové koncentrace anthokyanovych barviv byly koncentrace jednotlivych
pigmentt secteny, vysledné koncentrace jsou uvedeny v tabulce 23 a znazornény v grafu 10.
Stejné€ jako pfi stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH diferencidlni metodou byl
obsah anthokyant v koncentratech K1 a K2 vyssi nez u koncentrati K3 a K4.

Celkova koncentrace anthokyant zjisténa pomoci HPLC je u vSech vzorkli o néco vys$si nez
koncentrace anthokyanti zjisténa pomoci pH diferencialni metody. Lee a Finn (2007) stanovili
pomoci HPLC dokonce 2,0-2,3krat vy$$i koncentraci anthokyanti nez pifi pouZiti
pH diferencialni metody [22].
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5 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo navrhnout vyuziti bezovych vyliskli v potravinarském

prumyslu. Naplni prace byla piiprava koncentratu extraktu z bezovych vyliskl, lyofilizace
extraktu z bezovych vyliskt a definovani charakteristickych vlastnosti vyslednych produkta.

Bezové vylisky byly vysuSeny pii 40 °C a byla u nich stanovena zbytkova vlhkost pred extrakei
na 9,6 %. Susené vylisky byly extrahovany vodou o laboratorni teploté, vodou o pocatecni
teploté 95 °C a smési ethanolu a vody v poméru 1:1 (V/V). Byl optimalizovan pomér mezi
navazkou vyliskli a objemem extrakéniho cinidla. Pfi této optimalizaci byly zkoumany
nasledujici poméry vylisky/rozpoustédlo 1:2; 1:2,4; 1:3,6; 1:4; 1:5; 1:6 (m/v). Jako parametr
kvality extraktu byl zvolen celkovy obsah anthokyanovych barviv stanoveny pH diferencialni
metodou. NejlepsSim pomérem u vSech zvolenych extrakénich ¢inidel se ukazal pomér 1:2.4.
Nejvyssich vytézku bylo dosazeno pii extrakci smési ethanol/voda. V piipadé extrakce vodou
se nepotvrdilo, ze by méla vychozi teplota pozitivné ovlivnit extrakci.

Pti pripravé koncentratu byl zkouman vliv teploty vodni 14zné¢ odparky na uroven degradace
anthokyanovych barviv, které byly stanoveny pH diferencialni metodou ve vychozim extraktu
a ve vysledném koncentratu. Extrakty byly koncentrovany 20 minut pfi riznych teplotach vodni
lazng: 40 °C, 60 °C, 75 °C a 85 °C. Z vyslednych hodnot obsahu anthokyant byl vypocten
rozdil, ktery byl posouzen jako ubytek barviv vlivem jejich degradace. Bylo zjiSténo, ze
degradace pigmentt klesa s klesajici teplotou vodni lazné¢ odparky. Pti teploté¢ 85 °C byla
zjisténa degradace 18,2 + 2,0 % z piivodniho mnozstvi barviv, pii 45 °C 5,8 = 0,5 %.

Finalni produkt byl pfipraven zakoncentrovanim 100 ml extraktu (extrakt ethanol/voda 1:1
a extrakt voda) na 18 ml. Koncentrovani vodného extraktu bylo provedeno z ekonomickych
divodu, voda je levnéjsim a dostupnéj$im extrak¢énim ¢inidlem nez ethanol. Nicméné vychozi
vodny extrakt obsahuje méné barviv nez ethanolovy a k odpateni vody pfi nizké teploté je nutné
vyuzit vykonnéjsi vyvévy nez v ptipadé koncentrovani ethanolového extraktu.

Dalsi metodou pro zakoncentrovani extraktu byla zvolena lyofilizace, tato metoda byla vyuzita
pro zakoncentrovani vodného extraktu.

Vysledné produkty byly charakterizovany stanovenim refraktometrické suSiny, pH, titracni
kyselosti, celkovych fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua, celkovych anthokyanovych
barviv pH diferencialni metodou a stanovenim majoritnich anthokyani kapalinovou
chromatografii. Koncentrace chemickych charakteristik byly stanovovany v 5,6krat
zahus$téném koncentratu a v 1 g lyofilizatu.

Rozpustna susina Vv koncentratech se pohybovala v rozmezi 18,9-21,7 hm. % sacharosy.
V lyofilizatech byl obsah rozpustné susiny 33,6 a 37,5 hm. % sacharosy.

Hodnoty pH u koncentratti z extraktu ethanol/voda byly 4,05 a 4,12, celkova titra¢ni kyselost
t&chto koncentrat byla 16,32 a 16,20 g-I"t. pH koncentratli z vodnych extraktll bylo o néco
vyssi 4,37 a 4,42, titraéni kyselost byla niz$i nez u koncentratu ethanol/voda a to 13,29
a 14,58 g-I'1. Lyofilizaty mély pH 4,47 a 4,33, titraéni kyselost byla 17,97 a 23,85 g-I"%. Celkova
titracni kyselost byla vyjadfena jako ekvivalent kyseliny citronové.
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Celkovy obsah fenolickych latek v koncentratech z extraktu ethanol/voda byl 42,5 a 39,3 g-I*,
v koncentratech z vodnych extraktii o néco nizsi 31,2 a 34,6 g-IX. Lyofilizaty obsahovaly 58,7
a 64,6 g fenolickych latek. Obsah fenolickych latek je vyjadfen jako ekvivalent kyseliny
gallové.

Celkovy obsah anthokyanu stanovenych pH diferencialni metodou byl v koncentratu z extraktu
ethanol/voda 1 521 a 1 610 mg-I"%. V koncentratech z vodnych extraktl byl obsah anthokyani
nizsi, a to 925 a 1083 mg:It. Obsah anthokyani v lyofilizatech byl 2 209 a 1 959 mg-I™.
Celkovy obsah anthokyant byl vypocitan jako ekvivalent kyanidinu-3-glukosidu. Nizsi obsah
anthokyanti oproti fenolickym latkdm je zplisoben tim, ze jsou ve slupkdch bezu cerného
vyrazn¢ obsazeny také jiné fenolické latky.

Pomoci HPLC byly na kolon¢ Kinetex® EVO C18 Core-Shell separovany hlavni anthokyany,
které jsou obsazeny v plodech bezu ¢erného. Tyto pigmenty byly eluovany v poradi kyanidin-
3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid, kyanidin-3-sambubiosid, kyanidin-3-
glukosid. Nejvice zastoupenym pigmentem byl ve vSech vzorcich kyanidin-3-sambubiosid.
Celkovy obsah anthokyanti stanovenych pomoci HPLC byl v koncentratu z extraktu
ethanol/voda 2 497 a 2 754 mg-1"%. V koncentratech z vodnych extraktdi byl obsah anthokyanii
niz§i, a to 1104 a 1421 mg-I". Obsah anthokyanil v lyofilizatech byl 2 460 a 2 068 mg:I™.
Celkovy obsah anthokyant byl vypocitan jako ekvivalent kyanidinu-3-glukosidu.

Vysledky této prace by mély poukdzat na moznost vyuziti bezovych vyliskil po lisovéani §tavy
k dalsimu zpracovani v potravinafstvi. V dalSich studiich by bylo mozné se zaméfit na
stabilizaci a vhodné uchovéavani koncentrata.
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Piiloha 1: Tabulka — stanoveni anthokyanovych barviv pfi optimalizaci extrakce

Tabulka 24: vysledné hodnoty absorbance a koncentrace CGE ve vzorcich extrakti

studena voda horka voda ethanol
A CGE CGE A CGE CGE A CGE CGE

(mg1?) | (mg-100g™) (mg1?) | (mg-100 g*) (mg1?) | (mg-100g™)
0,428 | 142,94 0,417 | 139,27 0,289 | 241,30

1:2 |0,415| 138,60 | 35,57+2,10 | 0,427 | 142,61 | 35,35+ 1,14 | 0,294 | 245,47 | 61,30+ 1,50
0,435 | 145,28 0,426 | 142,27 0,298 | 248,81
0,407 | 169,91 0,562 | 187,70 0,305 | 254,66

1:2,4 | 0,446 | 186,19 | 44,74+ 5,15 | 0,555 | 185,36 | 46,65+0,73 | 0,319 | 266,35 | 65,26 +2,36
0,433 | 180,77 0,559 | 186,69 0,314 | 262,17
0,345 | 138,27 0,476 | 158,97 0,284 | 237,12

1:3,2 | 0,336 | 134,66 | 34,33+ 1,46 | 0,465 | 155,30 | 39,13+1,32 | 0,282 | 235,45 | 58,86+ 0,66
0,347 | 139,07 0,465 | 155,30 0,280 | 233,78
0,332 | 138,60 0,416 | 138,93 0,216 | 180,35

1:4 10,318 | 132,76 | 33,19+3,63 | 0,429 | 143,28 | 3537+ 1,41 | 0,208 | 173,67 | 44,32+ 1,34
0,304 | 126,91 0,426 | 142,27 0,213 | 177,84
0,243 | 101,45 0,375 | 125,24 0,167 | 139,44

1:5 |0,253 | 105,62 | 26,09+ 1,58 | 0,377 | 12591 | 31,67+1,22 | 0,178 | 148,62 | 36,32 £ 2,02
0,254 | 106,04 0,386 | 128,92 0,177 | 147,79
0,273 | 91,18 0,484 | 88,90 0,130 | 108,54

1:6 | 0,274 | 91,51 | 22,79+0,21 | 0,505 | 92,76 22,64+ 1,23 | 0,128 | 106,87 | 26,58 + 1,01
0,272 | 90,84 0,490 | 90,01 0,124 | 103,53
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Piiloha 2: Tabulka — stanoveni anthokyanovych barviv pfi optimalizaci zahu$tovani na

vakuové odparce

Tabulka 25: vysledné hodnoty absorbance a koncentrace CGE pro extrakt a pro z ng;
pripravené koncentraty za riizné teploty vodni lazn¢ vakuové odparky

A CGF CGE (mg-100 g*})

(mg 1)
0,347 289,73

extrakt 0,350 292,23 72,78 £ 0,79
0,349 291,40
0,274 457,55

40 °C 0,274 457,55 68,55+ 0,36
0,273 455,88
0,229 382,40

60 °C 0,230 384,07 62,41+ 0,67
0,231 385,74
0,309 516,00

75 °C 0,308 514,33 61,85+0,29
0,309 516,00
0,266 44419

85 °C 0,271 452,54 59,52 £ 1,45
0,270 450,87
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Piiloha 3: Tabulka — degradace anthokyanovych barviv pii pripravé vyslednych
koncentratu

Tabulka 26: vysledné hodnoty absorbance a koncentrace CGE pro vysledné extrakty a
koncentraty z nich pfipravené

ethanol/voda voda
A CGE CGE A CGE CGE
(mg1?) | (mg100 g™ (mg1?) | (mg100g™)
0,347 | 289,73 0,511 | 204,80
El 0,35 | 292,23 | 75,01+4,16 E3 0,492 | 197,18 | 50,03 +2,54
0,349 | 291,40 0,495 | 198,38
0,513 | 1713,31 0,401 | 1339,25
K1 0,521 | 1740,02 | 72,49+ 2,06 K3 0,396 | 132255 | 47,43+0,86
0,523 | 1746,70 0,396 | 1322,55
0,351 | 293,07 0,238 | 198,72
E2 0,367 | 306,42 | 72,78 +0,79 E4 0,248 | 207,07 | 50,58 +2,66
0,36 300,58 0,241 | 201,22
0,477 | 1593,07 0,326 | 1088,77
K2 0,482 | 1609,77 | 69,33+ 1,76 K4 0,325 | 108543 | 48,89 +0,22
0,488 | 1629,81 0,325 | 1085,43
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Priloha 4: Kalibracni krivka kyseliny gallové

Tabulka 27: Primérné hodnoty absorbance ze tfi méfeni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky

kyseliny gallové
GAE (mg-ml™?) A
102 0,298 £0,019
200 0,592 + 0,031
306 0,861 £ 0,041
408 1,119 £+ 0,099
526 1,394 £ 0,124
1,6 -
14 A
1 y =0,002 7x
1.2 R®=0,993 8
1,0 -

absorbance
o o
(o)) (0]
1 1
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Graf 11: Kalibracni krivka kyseliny gallové



Piiloha 5: Tabulka — celkové fenolické latky a anthokyany ve vyslednych koncentratech
a lyofilizatech

Tabulka 28: vysledné hodnoty absorbance a koncentrace celkovych fenolickych latek a
anthokyanti ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech

fenolické latky anthokyany
AmSrna rameérna
A (Ii';lli) konfﬁ%}??}AE A (;Cfl) kon(I:Oentrace CGE
gl) g (mg-100 g

0,649 | 42 732,51 0,493 | 1463,6

K1 0,646 | 42535,0 42 513,0+ 574,4 0,521 | 1546,7 1521,0+123,7
0,642 | 422716 0,523 | 1552,6
0,529 | 39 185,19 0,477 | 15931

K2 0,532 | 39407,41 39 284,0 + 281,1 0,482 | 1609,8 1610,9 +45,7
0,53 | 39 259,26 0,488 | 1629,8
0,533 | 31334,51 0,324 858,8

K3 0,525 | 30 864,2 31197,3+720,4 0,367 972,8 925,1 +147,1
0,534 | 31393,3 0,356 943,6
0,467 | 34 592,59 0,316 | 10554

K4 0,463 | 34 296,3 34 642,0 £ 926,2 0,328 | 10954 1083,2 + 60,0
0,473 | 35037,0 0,329 | 1098,8
0,404 | 59 851,85 0,080 | 2137,5

L1 0,388 | 57481,48 | 58 666,7+2944,2 | 0,082 | 2190,9 2208,7+202,8
0,396 | 58 666,67 0,086 | 22978
0,431 | 63 851,85 0,141 | 1883,6

L2 0,446 | 66 074,07 | 64 592,9+3187,2 | 0,151 | 2017,2 1959,3+170,3
0,431 | 63 851,85 0,148 | 1977,1

80



Piiloha 6: Tabulka — stanoveni pH a titrovatelnych kyselin ve vyslednych koncentratech
a lyofilizatech

Tabulka 29: koncentrace odmérného roztoky hydroxidu sodného

koncentrace NaOH (mol-1?) 0,253

Tabulka 30: vysledné hodnoty pH, spotieba hydroxidu sodného pii stanoveni titrovatelnych
kyselin a vysledné hodnoty koncentrace CAE ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech

pH Titrovatelné kyseliny

pH | primerpH | Vieon (ml) | ¢ H* (mmol-1%) | CAE (g1%) p“imé’crg%k(‘)g?f_f)"trace
4,04 11 0,278 15,84

K1 4,07 4,05+£0,05 1,2 0,304 17,28 16,32 +£2,07
4,03 1,1 0,278 15,84
4,12 0,9 0,228 14,58

K2 4,12 4,12 +0,01 11 0,278 17,82 16,20 £ 4,03
411 1,0 0,253 16,20
4,37 1,0 0,253 12,86

K3 4,36 4,37 +0,01 11 0,278 14,15 13,29+ 1,84
4,37 1,0 0,253 12,86
4,43 0,9 0,228 14,58

K4 4,40 442 + 0,04 0,9 0,228 14,58 14,58 = 0,00
4,42 0,9 0,228 14,58
4,06 3,4 0,034 17,63

L1 4,08 4,47+ 0,03 3,5 0,035 18,15 17,97 £ 0,74
4,08 3,5 0,035 18,15
4,03 4,6 0,047 23,85

L2 4,04 4,33 +0,01 4,6 0,047 23,85 23,85+ 0,00
4,03 4,6 0,047 23,85
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Piiloha 7: Tabulka — refraktometricka susina ve vyslednych koncentratech a lyofilizatech

Tabulka 31: index lomu a pfislusné hmotnostni % sacharozy ve vyslednych koncentratech a

lyofilizatech
Index lomu | hm. % sachardzy prﬁgiﬁiélzn;' %

1,3343 18,6

K1 1,3345 21,2 19.9+32
1,334 4 20,0
1,338 5 19,0

K2 1,338 4 18,7 18,9+£0,5
1,3385 19,0
1,334 6 22,6

K3 1,3345 21,2 21,7+2,0
1,3345 21,2
1,3389 20,4

K4 1,3390 20,7 20,7+0,8
13391 21,0
1,3400 38,4

L1 1,340 0 38,4 37,5+3,8
1,3395 35,8
1,3333 33,6

L2 1,3333 33,6 33,6 0,0
1,3333 33,6
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Piiloha 8: Kalibraé¢ni kfivka kyanidin-3-glukosidu

Tabulka 32: Primérné hodnoty plochy piki ze tii méfeni pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky
kyanidin-3-glukosidu

¢ (mg'ml™?) plocha piku
0,1 5222 461 +£203 233
0,05 2 629 885 +286 950
0,025 1294 028 + 262 040

6 000 000

y =5E+07x - 2 260
R2=0,999 9
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= 4000000

3 000 000
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Graf 12: kalibracni krivka kyanidin-3-glukosidu
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Priloha 9: Obrazek — chromatogramy koncentratu a lyofilizatu p¥i 520 nm
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Obrdazek 16: HPLC chromatogram koncentratu K3 a lyofilizdatu L1 pri 520 nm (1: mrtvy objem; 2. kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid; 3:
kyanidin-3,5-diglukosid; 4: kyanidin-3-sambubiosid; 5: kyanidin-3-glukosid)
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