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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva charakterizaci plod bezu cerného (Sambucus nigra L.) se
zaméfenim na aromaticky aktivni latky (AAL) a vitamin C (kyselinu askorbovou (AA)
a dehydroaskorbovou (DHA)) .

Teoreticka ¢ast podava struény prehled o jeho chemickém slozeni, vlastnostech, 1é¢ivych
ucincich a moznostech zpracovani. Nasledujici kapitoly se zamétuji na AAL a vitamin C.
Zminény jsou 1 metody vhodné pro jejich stanoveni.

Cilem prvni ¢asti experimentalni prace bylo stanoveni aromatického profilu plodi bezu
cerného pomoci HS-SPME-GC-FID. Zkouméano bylo 18 vzorkil (plany bez a 17 Slechténych
odriid). Celkem bylo identifikovdno a kvantifikovano 24 rbznych té€kavych aromaticky
aktivnich latek, z nich 12 alkohold, 5 aldehydu, 4 estery, 1 kyselina a 2 ,,jiné* slouceniny
(linalool a B-damascenon). Slozeni jednotlivych vzorkd se vyrazné liSilo, Zadny znich
neobsahoval vSechny identifikované latky.

Druhé c¢ast experimentalni prace byla v€novana stanoveni celkového obsahu vitaminu C
(soucet DHA a AA) pomoci HPLC. Pro redukci DHA na AA byla zkouméana tfi redukcéni
¢inidla (DTT, TCEP a L-cystein) pti dvou hodnotach pH (7 a 4). Nejlepsi u¢innost redukce
byla stanovena pro TCEP pfi pH 4. Zvolené reakéni podminky byly aplikovany na vzorky
ploda 5 vybranych odrid. Obsah vitaminu C se pohyboval v rozmezi 5,1 — 13,0 mg na 100 g
ploda.

ABSTRACT

This master's thesis deals with the characterization of elderberry fruit (Sambucus nigra L.)
with emphasis on the aroma active compounds (AAC) and vitamin C (ascorbic acid (AA),
dehydroascorbic acid (DHA)).

The theoretical part gives a brief outlook on the chemical composition and attributes
of Sambucus berries, its healing properties and the means of processing. The rest of the
theoretical part thoroughly examines the AAC and vitamin C. The suitable assessment
methods are also discussed.

The experimental part of the work consists of two main tasks. The first one was to assess
the aroma profile of Sambucus berries using the HS-SPME-GC-FID. 18 samples were
examined (the wild elderberry and 17 cultivated varieties). In total, 24 different volatile aroma
active compounds were identified and quantified, 12 of which belonged to alcohols, 5 to
aldehydes, 4 to esters, 1 to acids and 2 “other” compounds (linalool and B-damascenone). The
chemical composition of the individual samples was not uniform; no single sample contained
all of the identified compounds.

The second task was to assess the total vitamin C content (the sum of DHA and AA) using
the HPLC. For the purpose of reducing DHA to AA three reducing agents were examined
(DTT, TCEP and L-cysteine) at two different pH levels (7 and 4). TCEP at pH 4 turned out to
be most efficient and was subsequently applied on the samples of 5 selected elderberry
varieties. The measured vitamin C content was within the range of 5,1 — 13,0 mg per 100 g
of fruit.
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bez Cerny, aroma, vitamin C, SPME, GC-FID, HPLC
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1. UVOD

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je rostlina, ktera se na uzemi Ceské republiky vyskytuje
v hojné¢ mife. Volné¢ roste podél cest, poli a u potokd, do zahrad je vysazovan pro svou
schopnost odpuzovat nékteré hmyzi Sktidce a hlodavce.

Zdravi prospéSné vlastnosti bezu byly znamy jiz pied staletimi, v lidovém lécitelstvi ma
svoje misto dodnes. Sbiraji se pfedevsim kvéty a plody. Bezova stdva a ¢aj z kvétl pomahaji
pi1 nachlazeni, anginé a zvySené teploté diky svym potopudnym a mocopudnym u¢inkim.
Tmavé fialové az Cerné plody jsou bohatym zdrojem vitamind, flavonoidi a anthokyand,
které jim dodavaji antioxidaéni udinky. Cerny bez tak celkové posiluje piirozenou
obranyschopnost organismu.

Vonné a chutové latky, které se souhrnné oznacuji jako aromatické (nebo aromaticky
aktivni), dodavaji potravinam senzorické vlastnosti, diky nimz si konzument vytvaii celkovy
dojem o suroviné, potraviné nebo pokrmu. Zisadnim zpisobem tedy ovliviiuji druh
a mnozstvi potravy, kterou lidé konzumuji. Zastoupeni jednotlivych AAL nds mize
informovat o stavu a kvalité potraviny. Aromaticky profil bezu je tvofen n¢kolika desitkami
riznych AAL, avSak za charakteristickou viini zodpovidé jen n€kolik malo z nich, mezi nimi
napf. B-damascenon a linalool.

Plody bezu cerného obsahuji znacné mnoZstvi vitaminu C, pro clovéka Zivotné dilezité
latky. JelikoZ si jej sami neumime v téle syntetizovat, je tfeba ho pfijimat v dostatecném
mnozstvi potravou. Kyselina L-askorbova (AA) je hlavni biologicky aktivni formou vitaminu
C. Reverzibilné je oxidovdna na kyselinu dehydroaskorbovou (DHA), ktera také vykazuje
biologickou aktivitu. Jeji naslednou oxidaci vznika jiz biologicky neaktivni kyselina
diketogulonova. JelikoZ DHA miize byt v lidském téle snadno redukovana na AA, je nezbytné
stanovit ve vzorcich obé AA i1 DHA, abychom zjistili celkovou aktivitu vitaminu C. Pro
redukci DHA se vyuzivaji rtznad ¢inidla, napt. DTT a TCEP. Nejrozsifenéjsi metodou
stanoveni vitaminu C je HPLC.

Teoreticka cast této diplomova prace podava struény piehled o vlastnostech, 1éCivych
ucincich, moZnostech zpracovani v potravinafském primyslu 1 domacim prostiedi
a chemickém sloZeni bezu ¢erného, zejména jeho plodii. Nasledujici kapitoly se zamétuji na
AAL — jejich vznik a vyskyt v bezu, a vitamin C — jeho popis, formy, vyznam a vyuziti,
stabilita. Déle jsou zminény metody vhodné pro jejich stanoveni.

Prvni ¢ast experimentdlni prace se vénuje stanoveni aromatického profilu vybranych odrid
bezu pomoci SPME-GC.FID. Druhd ¢ast se zabyva stanovenim celkového obsahu vitaminu
C. Jsou hledany optimalni podminky pro redukci DHA na AA. Srovnavana jsou tfi reduk¢ni
¢inidla pti dvou riznych pH. K tomuto tcelu byla pouZita metoda HPLC.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)
2.1.1. Botanicky popis, charakteristika a vyskyt

Bez Cerny patti do celedi zimolezovitych (Caprifoliaceae), néktefi autoii ho ftadi
1 do Celedi pizmovkovitych (Adoxaceae) a bezovitych (Sambuceae). Tento opadavy ket nebo
stromek obvykle dorasta vysky 3 az 5 metrti, vyjime¢né 1 10 metri [1, 2]. M4 Sedohnédou
rozpukanou kuru, letorosty jsou duznaté a syté¢ zelené s podlouhlymi lenticelami, coz jsou
utvary v klfe, které zajiStuji vyménu plynli mezi vnitinimi rostlinnymi pletivy a okolni
atmosférou. Mladé vétve jsou vyplnény bélavou porézni dieni, Casto nazyvanou ,bezova
duse* [1, 3].

Listy jsou lichozpetené, vstiicné uspotadané, nestejné pilovité, zaspicatélé, tmaveé zelené,
vespod svétlejsi. Rasi jiz v dubnu [1-3].

Siln¢ vonici kvétenstvi drobnych, zlutavé bilych kvitkti je ploché, chocholi¢naté, znamé
jako tzv. kosmatice. Kvéty jsou oboupohlavné, maji pét ty€inek se Zlutymi prasniky, dvou az
tfipouzdry semenik a trojdilnou bliznu. Cerny bez kvete od kvétna do &ervence [1-4].

Zralé, syté fialové az Cerné plody jsou vyplnény Stavnatou tmavé Cervenou duzninou.
Jedna se o drobné, kulaté peckovice o priméru asi 6 mm se tfemi seminky. Pro pojmenovani
plodl bezu erného nalezneme fadu synonym, mezi nimi napf. bezinky, psi bez, smradlinky,
kozicky, kobzinky, bzina a dalsi. Dozravaji v srpnu az zafi [1-3, 5].

Obrazek 1: Bez cerny [6]

Bez &erny se vyskytuje jak v Evropé, tak Asii, na severu Afriky i v USA. V Ceské
republice rostou piedevsim ti1 druhy — bez Cerny (Sambucus nigra), bez chebdi (Sambucus
ebulus) a bez Cerveny (Sambucus racemosa). Obecné je zndmo kolem 40 druhi bezu [1, 2].



Déva prednost vlhkym padam, snasi vSak 1 su$$i podminky. Dafi se mu u potokl
a v luznich lesich, Casto jej mizeme vidét na rumiStich, v blizkosti cest i1na kamenitych
mistech. V zahradach se t&§i oblibé pro svou schopnost odpuzovat nékteré hmyzi Skidce
a hlodavce. Vyslechténé ozdobné odridy jsou vysazovany do parki [1, 2, 7].

2.1.2. Vlastnosti a 1é¢ivé ucinky

Kvéty obsahuji stopy silic, dalezité flavonoidy, mezi nimi rutin, aminy, organické
kyseliny, sacharidy, tfisloviny, mineralni latky a také rostlinny sliz, ktery ma projimavé
ucinky. Pro své potopudné a moCopudné vlastnosti je asto podavan ¢aj z bezovych kvéth pri
nachlazeni. Uplatni se i pf1 nemocech cév, jelikoz plisobi na cévni stény [1-3, 8].

Obrazek 2: Kvet bezu cerného[9]

Listy se vyuZivaji na zabaly kloubt pii revmatickych bolestech. Caj tzv. &isti krev a pokozku,
nicméné nalevy jsou kvili nepfijemnému aroma méné pouzivané. [1-3, 8].

Plody se casto pouzivaji v lidovém IéCitelstvi, pusobi jako U¢inné analgetikum pfti
neuralgiich, naptiklad pfi bolestech trojklanného nervu, patete a kloubti, kde se projevuje i ucinek
vyhradné jen k potirani a obkladiim, nikoliv k ochucovani pokrmt [1]. Diky bohatému obsahu
na vitaminy, organické kyseliny, cukry, mineraly a dalsi latky, plody celkové posiluji organismus.
V nezralych plodech a listech se vyskytuje kyanogenni glykosid sambunigrin [1-3, 10, 11].



g A %

Obrdze 3: Plod bezu éeméh[ 12]

2.1.3. Technologické zpracovani bezu ¢erného

Cerny bez je 1é¢iva rostlina, ktera &lovéku nabizi mnohostranné vyuziti jak ploda, tak
i kvétt, listt, dokonce kiry i kofenu. Diky jejimu hojnému rozsifeni v na$i krajiné je
zpracovavana predevSim v domacnostech, v menSim métitku v potravinaiském pramyslu
a vyuziti najde také v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu [1].

Kvéty se zpracovavaji jak Cerstvé, tak i susené. Sbiraji se pied uplnym rozkvétem, kdy jsou
jesté uzaviené se skrytymi prasniky v korunce. Jidelni¢ek je mozno si zpesttit kvétenstvim
maceném v tésticku a smazeném podobné jako kvétak. Tento pokrm je znam jako kosmatice
[1]. Pfi suseni je vhodné je umistit na stinné misto. Skladovat je se doporucuje v nadobé
z tmavého skla, dobfe uzaviené, aby nevyprchal esencialni olej [1, 3]. Z kvétl se nejCastéji
pfipravuje ¢aj. Pfi zanétu mandli, dasni a nosohltanu pomaha odvar zkvéti v podobé
kloktadla [1].

Ze zralych plodl je mozné ptipravit celou fadu potravinaiskych vyrobku jako sirup, vino,
povidla, kompoty, cukrafské vyrobky. Pridavaji se do dzemi a ovocnych dfeni,
nezastupitelnou tlohu maji pfi vyrobé likéri. Vytazky z cerného bezu se pridavaji
do nejriznéjSich ndpoji, bonbond a pochutin, ¢erny bez je vyuzivan jako korigens chuti
avuané [1, 3, 13].

Listy se uplatiiuji v homeopatii pii 1é¢bé zanéti dychacich cest [14] a pro pfipravu tinktur
[3]. V lidovém Iécitelstvi se listy pouzivaji jako zabaly proti zadrzovani vody v téle a pfi
revmatismu, kdy se nemocny kloub jimi obloZi.

Kira a kofen se pouzivaji jen malo, v kombinaci s dal§imi ¢astmi bezu a jinymi bylinkami
piedevsim ve farmacii [1, 3].
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2.1.4. Chemické slozeni

Obsah jednotlivych chemickych latek pfitomnych v erném bezu se li§i podle druhu,
zpusobu péstovani, mista vyskytu, rocniho obdobi. Zavisi také na upravé jednotlivych €asti
rostliny po sbéru, opatfenich pti skladovani a dalSich faktorech. Dulezitymi latkami jsou
vitaminy, glykosidy, flavonoidy, anthokyany, také fenolové kyseliny, sacharidy, organické
kyseliny a mineralni latky. V plodech nalezneme i fadu aromatickych latek, ttislovin a dalsi
[1-3].

Energetickd hodnota 100 g jedlych ploda se pohybuje kolem 73 kcal (305 kJ). Obsah
nutri¢nich latek je ptiblizné nasledujici (viz tabulka 1) [15]:

Tabulka 1: Obsah nutricnich latek ve 100 g jedlych plodii bezu cerného[15]

SloZzka Obsah (g)
Voda 79,80
Bilkoviny 0,66
Lipidy 0,50
Uhlovodiky 18,40
Vlaknina 7,00
Popel 0,64

Vitaminy jsou latky organického ptivodu, plsobi jako biokatalyzatory. Pro lidsky
organismus maji nepostradatelnou funkci. Nedostatek vitamini mtze vést k vaznym
onemocnénim. Je proto nezbytné, abychom méli zajistén jejich pravidelny ptisun v pottebném
mnozstvi. Délime je na vitaminy rozpustné ve vod¢ (skupina B, C, H) a na vitaminy rozpustné
v tucich (A, D, E, K). Tepelné opracovani snizuje mnozstvi vitaminli v matrici, pi1 vareni
dochazi k vysokym ztratdm piedevs§im ve vodé€ rozpustnych vitamina [1, 16].

Bez cerny je bohatym zdrojem vitaminu C, jak vyplyva z tabulky 2 (viz nize) [15]. Pro
zachovani vitaminli je tfeba bezovou Stavu nenechavat ptili§ dlouho na vzduchu, aby
nedochazelo k oxidaci. Susené kvéty je tfeba skladovat na suchych, tmavych mistech. Vice
informaci o vitaminu C viz kapitola 2.3.

Tabulka 2: MnoZstvi vitaminii stanovenych ve 100 g jedlych plodut bezu cerného [15]

Vitamin Obsah (mg)
A (Retinol) 0,030
B1 (Thiamin) 0,070
B2 (Riboflavin) 0,060
B3 (Niacin) 0,500
B5 (Kyselina pantotenova) 0,140
B6 0,230
B9 (Kyselina listovd) 0,006
C 36,000

Mineralni latky jsou nezbytnou soucasti organismu. Jsou dualezit¢ pro udrzovani
homeostazy, pro ¢innost enzymiti, hormontl, jsou soucasti opornych struktur a zubti [16].
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Cerny bez obsahuje zejména draslik, vapnik a fosfor. V jednom litru bezové $tavy je
obsazeno piiblizné 50 mg drasliku [1], 100 g plodd je zdrojem 38 mg véapniku a 39 mg
fosforu [15]. Dal§imi zastoupenymi mineraly jsou zelezo, hoi¢ik, sodik, zinek, méd’ a selen
[1, 15].

Sacharidy tvoii asi 10 % hmotnosti plodi. Celkovy obsah sacharidi se pohybuje kolem
104,2 g na kilogram &erného bezu. Nejvice jsou zastoupeny fruktosa (cca 44 g-kg™) a glukosa
(cca 43 g'kg'), v men$im mnoZstvi sacharosa (cca 1 g-kg'). Sacharidy se b&hem
technologického zpracovani mohou ptidavat, proto jejich primarni obsah neni dalezity [17].

Organické Kyseliny jsou v &erném bezu obsaZeny v mnozstvi piiblizng 5,1 g-kg™ ploda.
Nejvice je zastoupena kyselina citronova (cca 3,5 g'kg'), dale kyselina jabletna (cca
1,1 g'kg'), vmensim mnozstvi kyselina $ikimova (cca 0,3 g'kg') a fumarova (cca
0,2 g-kg™). Vysoké koncentrace organickych kyselin jsou diilezité p¥i zpracovani, nebot’ se do
kone¢ného produktu nepiidavaji [17].

Glykosidy jsou esterové derivaty cukrti. Vznikaji reakci cukru s fenolem, aminem ci
alkoholem. Nejvyznamnéjsi glykosidem v ¢erném bezu je sambunigrin. Ten je obsaZen jen
v syrovych a nezralych plodech. Zaurcitych podminek je schopen tvofit kyselinu
kyanovodikovou. Testy prokazaly, ze 1 litr bezové §tavy obsahuje asi 0,0001 % HCN, tedy
mnozstvi, které nemiize naSemu zdravi ublizit [1].

Flavonoidy jsou latky obsahujici dv€é fenolova jadra a kyslikaty heterocykl.
NejvyznamnéjSim flavonoidem je sambucyanin, coz je barvivo bezu, diky kterému mizeme
zjistit, zda se jedna o Cisty (,,pravy*) nebo ,,panCovany* bezovy sirup [1]. Bylo prokazano, ze
flavonoidy snizuji riziko virovych onemocnéni a potlacuji rozvoj aterosklerozy [2, 18].

Anthokyany jsou tfidou flavonoidnich sloucenin, které dodavaji plodim bezu ndpadnou
tmavofialovou barvu. Stejné jako ostatni flavonoidy (napt. kvercetiny), vykazuji antioxidacni,
antikarcinogenni, imunitu stimulujici, antibakteridlni, antialergenni a antivirové vlastnosti.
Jejich konzumace tedy miize piispivat k prevenci kardiovaskularnich a zanétlivych
onemocnéni, rakoviny a diabetes. Anthokyany jsou znamy jako lapace volnych radikali.
Z tohoto divodu jsou kultury bezu s vysokym obsahem anthokyanii povazovany za velmi
dulezité [2, 17].

Obsah dominantnich anthokyand, kyanidin-3-glukosidu a kyanidin-3-sambubiosidu,
v Cerstvych plodech 13 odrid bezu c¢erného byl stanoven na 361 az 1266 mg na 100 g,
respektive 269 az 656 mg na 100 g [18].

Trisloviny jsou rostlinné polyfenoly rozpustné ve vodé. VyznaCuji se stahujicimi,
drazdivymi a antimikrobidlnimi U¢inky. V jednom litru bezové Stavy najdeme aZz 4 mg
tfislovin, obsah v ostatnich ovocnych stavach je asi Ctyfikrat mensi [1].

2.2. Aromaticky aktivni latky

Aromaticky aktivni latky (AAL) se nachazeji v rizném slozeni a mnoZstvi ve vSech
castech rostlin. Ve vétsi mife se vyskytuji predevsim v kvétech a plodech. Jedna se o latky
nizkomolekuldrni (Mr < 300), malo rozpustné¢ ve vodé¢, vétSinou nepolarni nebo stfedné
polarni [19]. Fyzikalné-chemické vlastnosti vyznamné pro jejich stanoveni jsou bod varu, tlak
nasycenych par, tvar a rozmér molekuly a ptitomnost funkénich skupin [19, 20].

Tékavé latky je mozné izolovat destilaci, extrakci rozpousStédlem nebo na tuhou fazi (SPE)
a headspace (statickou ¢i dynamickou) mikroextrakei na pevnou fazi (SPME) [20, 21].

AAL urcuji senzorickou neboli smyslovou jakost, coZ je jeden z psychickych faktor
ovlivilyjicich znaénym zpisobem vyzZzivu Clov€ka. Senzorickd jakost rozhoduje o druhu
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a mnozstvi potravy, kterou lidé konzumuji. AAL dodavaji potravindm dulezité¢ senzorické
vlastnosti, diky nimZ si konzument vytvaii celkovy dojem o suroving€, potraviné nebo pokrmu.
Primarni AAL jsou latky pivodné pritomné v potraviné, sekundarni vznikaji v potraviné
v prubéhu skladovani, zpracovani atd. Piestoze potraviny obsahuji i tisice rtiznych vonnych
latek, na vysledné specifické viini se vétSinou podili jen n¢kolik malo z nich [22].

Hodnoty dolniho podnétového prahu, tedy nejnizsi postiehnutelné koncentrace, a prahu
chuti, jsou zavislé na prosttedi (vzduch, voda, jin¢) a pro kazdou latku se li§i. Rozdily mezi
latkami se pohybuji v rozmezi i né€kolika tadt (viz tabulka 3) [19]. JelikoZ neni zcela znam
mechanismus odpovédny za vnimani rozdilnych podnétovych prahii, tyto meze nemohou byt
prozatim stanoveny pouze pfistroji, a jsou proto urCovany na zdkladé¢ rozsdhlych testh
s lidskymi subjekty v laboratornim prostiedi. NejCastéji pouzivanou metodou je plynova
chromatografie ve spojeni s olfaktometrii (GC-O) [21, 23].

Tabulka 3: Priklady hodnot podnétového prahu latek ve vodném roztoku [19]

Latka Koncentrace [mg-1"]
Ethanol 100

Malinovy keton 0,01

Linalool 0,006
Isobutyraldehyd 0,001

Methanthiol 0,00002
2-isobutyl-3-methoxypyrazin 0,000002

2.2.1. Vznik AAL v rostlinach

Slozky, které maji tendenci byt lipofilni, jsou casto syntetizovany z hydrofilnich
prekurzord, jejichZ hydrofilni funkéni skupiny byly odstranény nebo maskovany redukénimi,
methyla¢nimi nebo acylacnimi reakcemi. Dokonce 1 téZké kovy (napf. rtut’ a selen) mohou byt
pirevedeny na tékavé derivaty. Genové analyzy genovych rodin zprostfedkovavajicich tyto
reakce ukéazaly, Ze mnohé z nich prosly cyklem genové duplikace s modifikaci na n€kolika
kritickych residuich. Tyto modifikace mély za ndsledek zménu substratové specifity enzymu.
Jejich lipofilita umoziuje t€kavym latkam prostoupit membranou a uvolnit se do atmosféry.

Mnoho riznych metabolickych drah pfispiva k tvorbé AAL, a tudiz celkovy obsah
a slozeni uvolnénych latek poskytuje informace o metabolickém stavu rostliny.

VétSina aromatickych latek v rostlinach je odvozena ze Ctyt tfid — terpenoidli, mastnych
kyselin, latek saromatickym kruhem a aminokyselin jinych neZ fenylalanin. Aromatické
slouceniny odvozené od fenylalaninu nachazejici se v listcich kvéti zahrnuji slouceniny
vzniklé zkracenim fetézce trans-skoficové kyseliny, viz obrazek 4.

Terpenoidy hraji hlavni roli pfi vytvafeni chemické rozmanitosti rostlinnych tékavych
latek. Z jedno- a dvouuhlikatych AAL jsou nejcastéji uvolfiovany methanol a ethylen.
Methanol vznikd demethylaci pektinu, pfitomného v hojné mife v bunééné sténg, kdyz listy
méni svij tvar béhem ristu nebo pfi odumirdni. Ethylen je jeden z rostlinnych hormoni
uvoliovanych do atmosféry v biologicky aktivnim mnozstvi. Vznikd oxida¢nim procesem
z l-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (viz obrdzek 4), kterd je odvozena
z aminokyseliny methioninu [24].
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Obrazek 4: Biosynteticky puivod rostlinnych tekavych latek (AAL) (upraveno) [24]

2.2.2. AAL v bezu ¢erném

Terpenové uhlovodiky a piedevSim jejich kyslikaté derivaty tvofi vyznamnou slozku
aroma téme&f vSech druhl ovoce, zeleniny a kofeni. V plodech 1 kvétech bezu ¢erného byly
identifikovany rtiznymi autory monoterpenoidni alkoholy a oxidy, napf. rose oxid, nerol oxid,
linalool, hotrienol, a-terpineol (viz obrazek 5). Nékteré z nich vSak mohly vzniknout az
v pribéhu extrakce kyselou nebo enzymatickou hydrolyzou monoterpenovych polyola
odvozenych z epoxidii nebo glykosidi [25-28]. Terpenové alkoholy maji vétSinou sladké,
tézke, kvetinové aroma [22].

Z bezkyslikatych terpent byly v bezu identifikovdny napf. myrcen, terpinolen, B-pinen
[25], limonen [25, 27] nebo také a-felandren a (E)-B-ocimen [28].

Z alkohola se jako aromatické latky uplatiiuji hlavn€ niz8i primarni alkoholy (do 18 C;
methanol, ethanol) a jejich estery [22]. Ve §tdvé z ¢erného bezu byly nalezeny 2-methyl-1-
butanol a 3-methyl-1-butanol (isoamylalkohol), které tvoii neseparovatelnou smés a byvaji
tedy vyhodnocovany kvantitativng 1 statisticky jako jedna latka [25-27]. Nejpravdépodobnéji
jsou tvoteny z aminokyselin (Ile, Leu) [25, 29]. V extraktu z kvétin tvofily znacny podil
(Z)-3-hexen-1-0l a 1-hexanol [28].
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Obrazek 5: (Zleva) linalool, nerol, geraniol, o. —terpineol [22]

Té&kavé karbonylové slouceniny patii k nejdalezitéjsSim vonnym a chutovym latkdm.
VétSina z nich je spojovana se zelenou a/nebo ovocnou vini [28]. Jejich prekurzory jsou
aminokyseliny, polynenasycené mastné kyseliny v lipidech 1sacharidy. Z aminokyselin
vznikaji aldehydy jako sekundarni produkty alkoholového ¢i mlééného kvaseni a pfii
termickych procesech Streckerovou degradaci [22]. V extraktu zkvétin byly nalezeny
hexanal, heptanal a pentanal, z ketonli pak 3-hydroxy-2-butanon [28]. Nonanal byl spojovan
s charakteristickou bezovou viini pii analyze bezové §tavy [26].

Zastupcem aromatickych aldehydi je benzaldehyd. Najdeme ho volny 1 vazany
v nékterych kyanogennich glykosidech (v hotkomandlové silici, skoficové silici) [22]. Byl
stanoven jak v plodech, tak 1 kvétech bezu [25-28, 30], kde byl spojovan se sladkym aroma
[27, 28].

Ketony v potravinach mivaji 3-17 C, jejich prahové koncentrace jsou vyssi nez u aldehydd,
jelikoZ jsou méné reaktivni. Alifatické ketony s kratkym uhlikatym fetézcem maji vétSinou
piijemnou viini. Nezaddouci aroma maji nenasycené ketony, napi. 1-penten-3-on, ktery
zapacha po rybim tuku. Nejcastéji se vyskytujicim ketonem je aceton, ktery je metabolitem
mnoha mikroorganismu [22].

Terpenicky keton B-damascenon (viz obrazek 6) byl identifikovan jako hlavni slozka
ptispivajici k charakteristické bezové vini [25-28]. Pravdépodobné se jednd o derivat
karotenoidii [25, 28].

O
Z

Obrazek 6:  —damascenon [22]

Ve studii Jensena a kol. [26] byly stanoveny a vzajemné porovnany aromatické profily
Stav zplodl sedmi odrid bezu cerného. Charakteristické bezové aroma bylo déano
B-damascenonem a dihydroedulanem. Skupina ovocnych tonli zahrnovala alifatické alkoholy,
aldehydy a aromatické estery, jako 1-pentanal, 2-methyl-1-propanol, 2- a 3-methyl-1-butanol,
1-oktanal, 1-oktanol a methyl- a ethylbenzoat. Kvétinové aroma typické pro bezovy kvét bylo
spojovano s latkami jako 1-nonanal, nerol oxid a rose oxid, kdezto kvétinové tony odlisSné od
bezovych byly dany hotrienolem, linaloolem a o-terpineolem. Sv&Zi a travnaté ving
korespondovaly s 1-hexanalem, (E)-2-hexen-1-alem, (Z)-3-hexen-1-olem, (E)-2-hexen-1-
olem a (E)-2-okten-1-alem. S houbovym pachem byly spojovany 1-okten-3-ol a 1-okten-3-on
[26].
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Olfaktometricka analyza sirupu z bezovych kvéti byla provedena Jorgensenem a kol. [27]
pro pét odriid. Aromaticky profil se z velké ¢asti shodoval s vySe uvedenym [26].

Dalsi studie Toulemonde a Richarda [30] se zabyvala tékavymi latkami v suSenych
kvétech bezu cerného. Tti rizné extrakty byly analyzovany: esencialni olej ziskany destilaci
vodni parou, ethanolovy koncentrat extraktu ziskané¢ho petrolejovym etherem a isopentanovy
extrakt z ethanolového koncentratu. Pomoci GC, IR a MS bylo identifikovano 79 sloucenin,
mezi nimi opét linalool, cis-hexenol, cis- a trans-rose oxid a B-damascenon.

Riznymi autory jiz bylo v bezovych produktech identifikovano vice nez 100 tékavych
AAL, mezi nimi alifatické alkoholy, aldehydy, ketony, estery, furany, terpenoidy a derivaty
kyseliny Sikimové, avSak jejich vysledky se shoduji jen z ¢asti. Rozdily mohou byt zpiisobeny
tim, Ze jednotlivé odriidy byly péstovany a analyzovany za odlisnych podminek, ptipadné tim,
ze byly pouzity rizné extrak¢ni postupy pii izolaci AAL [28].

2.3. Vitamin C
2.3.1. Historie

Poprvé byl vitamin C izolovan vroce 1928 madarskym biochemikem Albertem
Szent-Gyorgyim. Tehdy neznamou krystalickou latku ziskanou z pomeranct pfi vyzkumu
biologické oxidace nazval ,,ign6za®, posléze ji piejmenoval na ,hexuronovou kyselinu®.
Stanoveni pfesné chemické struktury a ziskani vitaminu syntetickou cestou se podafilo az siru
Walterovi N. Haworthovi z Birminghamské univerzity. Latka byla tedy nasledné
piejmenovana na kyselinu askorbovou, jelikoz ptisobila proti skorbutu. Oba védci byli za sviij
piinos ocenéni Nobelovou cenou v roce 1937 [31].

2.3.2. Struktura

Vitamin C neboli kyselina askorbova se fadi strukturou mezi derivaty sacharidi — kyseliny
[32]. Kyselina askorbovéa, anglicky ascorbic acid (AA), CAS 50-81-7, je bila az nazloutld
krystalicka latka, ve vodé rozpustna, s pH 2 — 3, bez zdpachu. Je citlivd na teplo a kyslik. Jeji
sumarni vzorec je CeHs0s [33].

Kyselina askorbova se vyskytuje ve Ctyfech formach — stereoizomerech (viz obrazek 7),
avSak biologicky aktivni je jen kyselina L-askorbovd (y-lakton L-threo-hex-2-enové
kyseliny). Ostatni formy, tedy kyselina D-askorbovd a druhy par enantiomerd, L-
a D-isoaskorbova kyselina, aktivitu vitaminu C nevykazuji.

Silné¢ redukéni ucinky jsou dany endiolovym uspofaddnim na atomech C2 a C3.
Vitaminem C se rozumi cely reversibilni redoxni systém: kyselina L-askorbova,
L-askorbylradikal a dehydroaskorbova kyselina (DHA) [35].
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Obrazek 7: Stereoizomery kyseliny askorbové: L-askorbova kyselina (1a); D-askorbova
kyselina (1b),; L-isoaskorbova kyselina (2a); D-isoaskorbova kyselina (2b) [34]

Oxidace AA na DHA (biologicky téz aktivni) poskytuje dva atomy vodiku, které mohou
byt vyuZity pii biologicky vyznamnych redukénich procesech. Tato reakce je reverzibilni.

Pii fyziologickém pH je DHA velmi rychle hydrolyzovéana na jiz biologicky neaktivni
diketogulonovou kyselinu, jak je zobrazeno na obrazku 8 [36, 37]. Zda je hydrolyza DHA in
vivo zcela ireverzibilni €1 alespon ¢astecné reverzibilni neni prozatim s jistotou stanoveno.

Za podminek oxida¢niho stresu je diketogulonat degradovan na 5- a 4-uhlikaté spécie.
In vitro dochazi k sledu (ireverzibilnich) a-dekarboxylaci vedoucich k threonatu. Ten je
v oxidativnim prostiedi celkem stabilni. V biologickych systémech miize byt diketogulonat

dekarboxylovan a redukovan na dalsi slouc¢eniny jako kyselina lyxonova, xylonové a xylosa
[36].

20 2¢e
HO HO H0 HO
= 46 f‘ = P . HO
HO\/\X_Zéo Homéo S Ho\/\\_7¢o
P <7
HO OH o// \\o o// \\o
L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina 2,3-diketogulonova kyselina

Obrazek 8: Oxidace kyseliny L-askorbové [37]

2.3.3. Vyznam v lidském organismu

Hlavni sloZkou vitaminu C je kyselina L-askorbova, kterd v lidském téle plni mnoho
zivotn¢ dilezitych funkci. Podili se na tvorbé Cervenych krvinek, ma vliv na absorpci
iontovych forem Zeleza a jeho transportu, stimuluje transport sodnych a chloridovych ionti,
ucastni se biosyntézy mukopolysacharidii a prostaglandinti, uplatiiuje se v metabolismu
cholesterolu. Svou ulohu hraje 1 pfi hydroxylac¢nich reakcich, jakymi jsou napf. rozklad
tyrosinu, vznik noradrenalinu, biosyntéza karnitinu a hydroxylace prolinu a lysinu
v prokolagenu [35, 38]. Antioxidac¢ni G¢inky jsou dany reakcemi s aktivnimi formami kysliku
a oxidovanymi formami vitaminu E. Tyto rekce zabezpecuji ochranu vitaminu E a lipida
membran pied oxidaci. Vitamin C inhibuje tvorbu nitrosamini a je vyznamnou
antikarcinogenni a antimutagenni latkou [35].
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2.3.4. Fyziologie a vyZiva

Lidské télo neni schopno samo vytvafet vitamin C, proto je nutné ho piijimat potravou.
Zdroji bohatymi na vitamin C jsou pfedev§im ovoce (citrusové a tropické plody), zelenina
(kapusta, brokolice) a také napft. Sipek ¢i rakytnik. Vlivem zpracovani potravin vSak dochéazi
k ubytku vitaminu C az o 80 %. NejSetrnéjSim zpusobem tupravy je duSeni v pafe. Velké
ztraty jsou zplisobeny vafenim, suSenim, tepelnou konzervaci a blansirovanim.

Doporucovany denni piijem vitaminu C se pohybuje kolem 60 az 200 mg [35]. Jeho
hladina v plazmé¢ a télesnych tkanich je zcela zavisla na peroralnim piijmu, jelikoz se zdsoby
vitaminu C v téle nevytvarti (az na nadledviny) [39]. Nedostatek vitaminu C (hypovitaminosa)
se projevuje nejcastéji unavou, ztratou chuti k jidlu a oslabenim imunitniho systému. Pfi
dlouhodobém nedostatku (avitaminose) je organismus ohrozen skorbutem neboli kurdéjemi,
se kterymi se ale v dnesni dobé¢ jiZ nesetkdvame.

Kyselina askorbova je absorbovana v travicim traktu skrze aktivni pfenasecovy transport.
Je pfeménéna na dehydroaskorbovou kyselinu, kterd je ptes bunéénou membranu ptfepravena
rychleji a v buiikach epitelu se znovu redukuje na kyselinu askorbovou.

Rada oxidoreduktas je povazovéana za antivitamin C. Patii mezi né napf. askorbatoxidasa,
askorbatperoxidasa, dehydroxyaskorbatreduktasa a superoxiddismutasa [35].

2.3.5. Vyuiziti v technologii

Diky redukénim a antioxida¢nim ucinkiim jsou kyseliny L-askorbovd a L-isoaskorbova
vyuzivany v potravinafském priamyslu. Kyselina D-askorbova nemé zddnou nutri¢ni hodnotu,
proto se jako potravinaiska surovina nevyuziva.

Kyselina askorbova se pod oznaCenim E 300 aplikuje jako potravindiské aditivum
v konzervarenské a kvasné technologii, ptfiddva se k ovocnym dzusim, mrazirensky
skladovanému ovoci, pouZiva se jako inhibitor reakci enzymového hnédnuti pti loupani,
krajeni a suSeni ovoce, zeleniny a brambor. Déle zlepSuje pekaiské vlastnosti mouky,
v pivovarnictvi se vyuzivd jako prevence tvorby chladovych a oxida¢nich zakali,
pomaha zachovat barvu zpracovaného masa [35].

Jako potravinaiska aditiva se vyuZzivaji i soli kyseliny askorbové. Askorbat sodny (E 301)
a askorbat vapenaty (E302) se uplatiiuji pfi nakladani masa, kde inhibuji tvorbu nitrosamini.
Pod oznatenim E 304 nalezneme estery mastnych kyselin s kyselinou askorbovou,
askorbylpalmitat a askorbylstearat, které jsou rozpustné v tucich [40].

2.3.6. Faktory ovliviiujici stabilitu vitaminu C v potravinach

Jak jiz bylo zminéno, kyselina askorbova se snadno oxiduje a tim se snizuje jeji obsah
v potravinach. Rychlost oxidace je ddna skladovacimi podminkami. Vyznamnym zdrojem
vitaminu C jsou ovocné dzusy, jejichz konzumace v poslednich letech prudce vzrostla
a 1 nadale stoupa. Proto se mnohé studie zabyvaji nejen samotnym stanovenim obsahu AA,
ale 1 problematikou ztraty vitaminu C v zavislosti na dob&é uchovani a na riznych
skladovacich podminkach (teploté, koncentraci kysliku, obalového materialu) [41-44].
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Informace o spravném skladovani nejen dzust, ale i1 dalSich produkti, jsou velice dilezité
a uziteCné pro spotrebitele, ktefi by méli védét, jak s potravinami zachdzet, aby zabranili
ztraté zdravi prospésnych latek co nejvice.

Ve studii Kabakalise [41] bylo zjisténo, ze v komeréné dostupnych dzusech skladovanych
v uzavienych obalech pii pokojové teploté doSlo po 4 mésicich ke ztraté kyseliny askorbové
vrozmezi 29 — 41 %. V ptipad€, kdy byly nadoby otevieny pro konzumaci a nésledné
skladovany v lednici, ztrata AA Cinila po 31 dnech 60 — 67 % u komercné dostupnych dzust,
ale jen 7 — 13 % u Cerstvé vymackané stavy [41].

Chut’ je jednim z atributti senzorické kvality. Spolecné s barvou a vini urCuji vybér
potraviny konzumentem. Citrusové plody obsahuji latky, které zplsobuji hotkou nebo
adstringentni chut’ (napf. limonin, naringin, neohesperidin), kterd je konzumenty odmiténa.
To je ditvod, kviili kterému je provadén tzv. ,,debittering®, coz je proces, pii1 kterém se snizuje
mnozstvi latek zplsobujicich vnimani téchto chuti. Béhem upravy vSak dochazi ke znaénym
ztratdm jak vitaminu C (26 %), tak 1 dalSich vyznamnych latek, napf. kyseliny
hydroxyskoticové (32 %), flavonti (28 %) a flavanonii (41 %). Antioxidacni kapacita téchto
dzust byva také mnohonasobné nizsi [45].

Nejvetsi vliv na stabilitu vitaminu C ma kyslik a tedy (nepfimo) i typ baliciho materialu.
Vyssi stabilita vitaminu C byla prokazana u ovocnych dzust skladovanych ve sklenénych
lahvich nez v nddobach vyrobenych z polymert jako polyethylen (PE) a polystyren (PS) nebo
z kartonovych krabic, coz je dano vysokou permeabilitou téchto materiali pro kyslik.
neenzymatického hnédnuti je tieba udrzovat nizkou koncentraci kysliku jak rozpusténého, tak
1 v prostoru nad potravinou [43].

2.3.7. Kyselina dehydroaskorbova

Dehydroaskorbovéa kyselina, anglicky dehydroascorbic acid (DHA), CAS 490-83-5, je
bézova az dohnéda zbarvend latka v praskové formé, bez zapachu. Jeji sumarni vzorec je
CsHe0s [46]. Jedna se o reverzibiln€ oxidovanou formu kyseliny askorbové (viz obrazek 9 A,
B), obé formy jsou vyznamnymi slozkami potravin. DHA se ve vodé vyskytuje prevazné ve
form¢ hydratovaného hemiacetalu (viz obrazek 9 C), kdezto v krystalickém stavu tvoti dimer
(viz obrazek 9 D).

a souvisi s mnoha jejimi zndmymi chemickymi vlastnostmi a fyziologickou aktivitou.
Poslednich nékolik desitek let byla DHA povaZovana za spiSe jen oxida¢ni produkt AA nezli
za latku s vlastnimi vyznamnymi chemickymi a biologickymi charakteristikami.

Ptestoze maji obé, DHA 1 AA, antiskorbutni ucinky, DHA se v nékterych ohledech lisi.
DHA je reaktivnéj$i a nestabilnéjSi v roztocich, mize byt redukovdna na AA nebo rovnou
hydrolyzovéana a oxidovana, coZ ji €ini jak oxida¢nim, tak i redukénim €inidlem. V bunéénych
systémech plni DHA jiné biologické role nez AA [36].

19



HO-CH: HO—CH:
_ M HC-OH
HC- OH o
NN o L N SO\ 0
HC c HC C
\ N/
L0 AN
OH OH
C D
HO H H O~
HOHH © )
};’H__t/ \C,,,o /\c—b\/ /c=o
/
G S S
07\ 0 0
OH Sl \ /-0
HO—C—C \cﬂ
/N /
0=¢ S
o~ H H OH

Obrazek 9: Reverzibilni reakce mezi kyselinou askorbovou (A) a dehydroaskorbovou (B).
Hydratovany hemiacetal DHA (C) a krystalicka struktura dimerniho DHA (D). [36]

2.3.7.1. Metody pro oxidaci AA na DHA

DHA je moZno pfipravit riznymi oxidacnimi technikami s pouzitim halogent, peroxidu
vodiku, chloridu zelezit¢ho a dalSich Cinidel. Jedna z béZznych metod uziva bromovou vodu.
Nekdy je uplatiiovdna askorbat oxidasa. Existuji rizné vyhody a nevyhody danych systémt,
avSak jednoduchost pouziti bromové vody €ini tento postup preferovanym v piipadech, kdy
ho Ize aplikovat [36].

2.3.7.2. Metody pro redukci DHA na AA

Thiol-obsahujici slou€eniny snadno pfevadi DHA na AA. Ve studiich in vitro byla
aplikovana tada sulthydrylovych sloucenin jako napfiklad homocystein [18],
dimerkaptopropanol, merkaptoethanol, glutathion a dithiothreitol (DTT) [36, 47, 48] nebo
slouceniny na bazi fosforu jako tris-(2-karboxyethyl)fostin (TCEP) [47, 49].

Vysledky studii ukazuji, ze u¢innost redukénich ¢inidel DTT a TCEP je pfi neutralnim pH
témét shodna (viz graf 1). AvSak pfi niz§im pH (kolem 4) poskytuje TCEP mnohonasobné
vyss$i efektivitu redukce v porovndni s DTT (viz graf 2). Navic, zatimco DTT je schopno
udrzet redukéni prostiedi ve vzorku jen méné nez 24 hodin, TCEP zajiStuje kompletni
ochranu pted zpétnou oxidaci AA po dobu nejméné 96 hodin po ptipraveé vzorku [49].
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Graf 1: Redukce DHA na AA pomoci TCEP a DTT pri pH 6,2 [49]
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Graf 2: Redukce DHA na AA pomoci TCEP a DTT pri pH 4,3 [49]

In vivo je DHA transportovana do bun¢k a okamzit¢ redukovana na AA ftadou
enzymatickych procest, které uplatiuji glutathion, NADH nebo NADPH jako redukéni
¢inidlo [36].

2.3.7.3. Antioxidacéni vlastnosti DHA

Ptestoze je AA vice redukovanou formou v AA:DHA systému, zda se, ze DHA vykazuje
vlastni antioxidacni vlastnosti. Bylo napfiklad zjiSténo, ze DHA lépe chrani nizkohustotni
lipoproteiny (LDL) pied oxidaci zplisobenou méd’natymi ionty. Nékteré studie poukazuji na
to, ze existuji reakce probihajici in vivo 1 in vitro, které nejsou doposud dostatecné popsany,
ale mohly by mit velky vyznam pro celkovy redoxni stav v Zivych organismech [36].
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2.3.7.4. Analytické stanoveni DHA

Nejrazn€j$i techniky byly pouzity pro studium struktury a chemickych vlastnosti DHA
a mnohé znich jsou stale v dneSni dob& aplikovany. Krystalografické studie ukazaly, ze
molekuldrni struktura DHA je na rozdil od AA dimerni po vykrystalizovani z nevodného
prostiedi (viz vySe obrazek 9 D).

Pro ziskani daldich informaci o DHA i AA byla pouzita C nuklearni magneticka
rezonance (NMR), hmotnostni spektrometrie (MS), infracervend spektroskopie a méfeni
v oblasti UV. DHA roztoky dobie absorbuji UV svétlo pfi 185 nm a mirné také nad 220 nm,
kdezto AA siln€¢ absorbuje pii 265 nm. Dale se uplatiiuji elektrochemické metody
(coulometrie, amperometrie) a separacni chromatografické metody (HPLC, GC) [36].

Nutnost pouziti nepfimych metod pro stanoveni DHA je dana faktem, Ze v soucasné dob¢
neexistuje zadna piima metoda, ktera by byla dostatecné citliva [49]. Koncentrace DHA je
béZné stanovovana vypoctem jako rozdil koncentrace AA po a pred redukci [47].

Neékteti autofi se domnivaji, Ze DHA se nekumuluje v rostlinnych bunikach a Ze tedy jeji
identifikace v danych matricich je zplGsobena tvorbou DHA v pribéhu manipulace se
vzorkem [36].

2.4. Metody stanoveni vitaminu C

Vybér vhodné analytické metody je rozhodujici pro ziskani co nejpiesnéjSich vysledki.
Jelikoz celkové mnozstvi vitaminu C (soucet AA a DHA) slouzi jako ukazatel kvality
potraviny spojeny s prospésnosti pro zdravi, roste zdjem o simultanni stanoveni téchto dvou
kyselin. Béhem analyz narazime na problémy, jako napft. selektivita a citlivost metody, vybér
vnitiniho standardu pro kvantifikacni tcely, retence AA a DHA v HPLC systému, vybér
vhodného detektoru a stabilita AA a DHA vroztocich [50]. Ke stanoveni celkového
vitaminu C se vétSinou pouziva konverze kyseliny dehydroaskorbové na kyselinu askorbovou
pomoci vhodnych redukénich ¢inidel (viz kapitola 2.3.7.2.) [32].

V literatuie bylo popsdno mnoho analytickych metod ke stanoveni obsahu kyseliny
askorbové v potravinaich a biologickych materialech, mezi nimi spektrofotometrie,
fluorimetrie, celd fada nespektrofotometrickych metod jako titrace, chemiluminiscence,
kapilarni zonova elektroforéza, plynova chromatografie. Jiné metody jsou zalozeny na
elektrochemické detekci, napt. potenciometrie, polarografie, coulometrie, voltametrie.

V bézné praxi se vSak ujaly jen nckteré. Patii mezi né chromatografické metody,
predevsim HPLC. Na rozdil od ostatnich metod totiz obvykle nepotiebuje derivatizaci
a poskytuje vysSi selektivitu nez spektrofotometrické, titraéni ¢i1 enzymatické metody.
U téchto metod diive dochéazelo k interferenci analyt naptiklad s cukry, ionty Zeleza a médi
nebo peroxidu vodiku.

HPLC metody jsou obecné citlivéjsi, zalezi vSak na pouzitém detekénim systému.
Nejcastéji  jsou pouzivany UV a elektrochemickd detekce, zifidka pak hmotnostni
spektrometrie (MS) ptfedevsim kvili vysoké cené provozu pristroje a fluorescencni detekce
(FD) kvili nutnosti derivatizace DHA, pokud vzorek sam neemituje fluorescenéni zateni,
a doplnkové oxidaci AA na DHA. Metody vnitinich standardii nejsou Casté, piestoze by bylo
vhodné je pouzivat, jelikoZ vitamin C se ¢asto stanovuje v komplexnich matricich (potraviny
a biologické tekutiny), u nichZ dochazi k slozité ptipravé vzorkt [50].

Stanovenim obsahu vitaminu C v plodech 13 odrtid bezu ¢erného se ve své praci zabyvali
napt. Kaack a Austed [18], byly naméteny hodnoty v rozsahu 6 - 25 mg/100 g.
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2.4.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

HPLC, odvozeno od anglického nazvu High Performance Liquid Chromatography
(ptipustny nazev je 1 High Pressure Liquid Chromatography), disponuje vykonnym
vysokotlakym cerpadlem, které umoziiuje pratok mobilni faze kolonou menSich rozméri,
v niz je stacionarni faze vazand na Castice o velikosti jen n€kolik mikrometra. Diky tomuto
systému dosahuje HPLC vyssi t¢innosti separace latek za krats$i dobu ve srovnani s klasickou
sloupcovou chromatografii [51, 51].

Dle polarity fazi rozliSujeme dva typy HPLC [51, 52]:

e normalni (Normal Phase HPLC, NP-HPLC) - staciondrni faze je polarngj$i nez faze

mobilni.

e reversni (Reverse Phase HPLC, RP-HPLC) - stacionarni faze je méné polarni neZ faze
mobilni, tato technika je pouzivana mnohem castéji. Mobilni fazi mlze byt napt. voda,
methanol, acetonitril a jejich smési v riznych vzajemnych pomérech, pufry a dalsi.

AA a DHA patii do skupiny polarnich molekul velmi malych rozmért, které je obtizné
zadrzet v konvenénim RP-HPLC systému a oddé€lit od mrtvého objemu. Tento fakt je dilezity
zejména v bioanalytickych stanovenich, pfi kterych jsou balastni latky z matrice eluovany
s mrtvym objemem nebo na zac¢atku chromatogramu [50].

Dobrych vysledki bylo v posledni dobé dosazeno 1 metodou HILIC (hydrofilni interakéni
chromatografie) [50, 54]. Vyhodou HILIC je moZnost vyuziti velkého mnozstvi organického
rozpoustédla, které umoziuje spojeni LC s MS detekci, a zajiSténi vysoké citlivosti [50].

2.4.1.1. Cisti kapalinového chromatografu [51, 52]

e Zasobni lahve s mobilni fazi

e Degasser - zafizeni pro odplynéni mobilni faze.

e Vysokotlaké ¢erpadlo (pumpa)

e SméSovac mobilnich fazi — vyuziva se pti gradientové eluci.

e Zafizeni pro davkovani vzorku (davkovag, autosampler) - bézné se pouzivaji ventily
s davkovaci smyckou definovaného objemu.

e Chromatograficka kolona

e Termostat kolony - slouzi k udrzeni konstantni teploty po dobu analyzy.

e Detektor - v experimentalni ¢asti této prace byl pouzit UV detektor.

e PC (osobni pocitac) - zaznamenava a uchovava signaly ptijimané z detektoru.

e Sbérna nadoba na odpad - Gsti do ni vyvod z kolony.

Pomoci vysokotlaké pumpy je ze zasobnich lahvi vedena mobilni faze pfes degasser do
kolony, z ni do detektoru a poté do odpadu. Ru¢né ¢i automaticky je davkovan vzorek (fadove
ul) do proudu mobilni faze, kterd ho unasi do kolony. Zde dochézi k separaci jednotlivych
slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde dochazi k detekci. Signal z detektoru je
zaznamenan pomoci pocitace a zpracovan v podobé chromatogramu. Schéma kapalinového
chromatografu je vyobrazeno na obrazku 10 [51, 52].
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Obrazek 10: Schéma kapalinového chromatografu (MF — mobilni faze)

Béhem gradientové eluce se pomér jednotlivych mobilnich fazi béhem analyzy méni.
Podle predem zvoleného programu se michaji ve sméSovaci mobilni faze (vétSinou jen dve,
ale je moZné jich namichat 1 vice) o rizném slozeni. Diky tomu je umoznéna rychla eluce
slozek silnéji zadrzenych v koloné a jejich piky v chromatogramu jsou potom uzsi a ostiej$i
oproti izokratické separaci. Nevyhodou je tzv. drift zékladni linie, ¢as nezbytny na ekvilibraci
kolony na pocatecni slozeni mobilni faze a moznost pouziti jen urcitych typa detektora.

Pti i1zokratické eluci je sloZzeni mobilni faze béhem cel¢ analyzy konstantni, lze tedy
pracovat s predem namichanou odplynénou mobilni fazi a sméSova¢ v tomto piipadé neni
zapotiebi. V experimentalni ¢asti této prace je pouzita praveé izokraticka eluce.

Chromatografickd kolona je nejdulezitéjsi soucasti ptistroje. Jednd se o trubici s vnitinim
prumérem v fadu nékolika milimetrii a délky kolem 5 az 25 cm. Nejpouzivan€j$i material pro
vyrobu kolon je nerezova ocel, sklo a plast (PEEK — polyetheretherketon). Kolona je
naplnénd stacionarni fazi, obvykle chemicky modifikovanym oxidem kiemicitym. B&Zné jsou
navazany uhlovodikové funkéni skupiny jako C8 (oktyl) a C18 (oktadecyl).

Na zacatku kolony je tzv. ptfedkolona, slouzici jako filtr pro ochranu samotné kolony.

Spektrofotometricky detektor (UV-VIS) patii k nejpouzivanéjSim v HPLC, nebot je
jednoduchy, provozné spolehlivy a lze jim detekovat velky pocet latek. Zakladnim
pozadavkem je nizka absorbance mobilni faze pti pouzité vinové délce detekce [51, 52].

Kyselina askorbova absorbuje UV zéfeni v rozmezi 245-265 nm v zavislosti na pH, avSak
ptimé spektrofotometrické stanoveni znemoZnuje Casto pritomnost dalSich chromofort
v potravinach [32]. Kyselina dehydroaskorbovd absorbuje dobie pii 185 nm avSak nad
220 nm je absorbance slaba. Pro simultanni stanoveni obou kyselin je tfeba redukovat
kyselinu dehydroaskorbovou na askorbovou [36].

Ve studii Skredeho a kol. [53] bylo pouZzito spojeni HPLC s UV detekci pro stanoveni
vitaminu C v plodech 14 druhti ovoce, v€etné bezu cerného, v jehoZ plodech byla koncenrace
AA stanovena v rozmezi 6,5 — 37 mg/100 g.

Dal§imi detektory ve spojeni s HPLC mohou byt fluorescencni detektor, hmotnostni
spektrometr nebo lze pouzit elektrochemickou detekci. Zatimco DHA je elektrochemicky
inaktivni, kyselinu askorbovou lze pomoci coulometrie ¢i amperometrie stanovit pomérné
snadno. Mnozstvi DHA je mozné urcit z rozdilu odezvy pted a po redukci. Tato metoda vSak
vyzaduje zdlouhavou ekvilibraci kolony, konstantni iontovou silu a pH roztok, a je citliva na
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zmény tlaku. Dal$i moznosti je corona-charged aerosol detektor (CAD). Pfi simultannim
stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové pomoci HILIC-CAD bylo zjisténo, Ze
technika je méné citliva nez pti pouziti UV detekce v ptipadé AA, ale pii kvantifikaci DHA je
naopak mnohem citlivéj$i, navic nevyzaduje redukéni/oxidaéni krok kyseliny
askorbové/dehydroaskorbové [54].

2.4.2. Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie je metoda, ktera se zaméfuje na separaci t€kavych sloucenin,
nicméné¢ ve studii Silvy [55] byla pouzita i pro stanoveni celkového obsahu kyseliny
askorbové. Hodnocenou matrici byla cerstvé vymackand pomerancova Stdva. Analyza
zahrnovala nékolik jednoduchych krokli pro upravu vzorku - centrifugaci, filtraci, redukci
DHA dithiothreitolem, zmrazeni pomoci kapalné¢ho dusiku a lyofilizaci. VysuSeny zbytek
nasledné reagoval se smési hexamethyldisilazan/acetonitril (2:8) v mikrovinné troubé po dobu
5 minut pti 180 W. Pouzit byl plamenov¢ ionizaéni detektor (FID) [55].

2.4.3. Titra¢ni metody

Bylo publikovano mnoho metod vyuzivajicich rlizna titra¢ni ¢inidla. Pro pfimou titraci AA
byl Casto pouzivan 2,6-dichlorofenolindofenol (DCPIP) [18]. Tato metoda je zaloZena na
redukci DCPIP kyselinou askorbovou v kyselém prosttedi. DCPIP je také oznacovan jako
Tillmanovo ¢inidlo. V kyselém prostfedi se jeho modré zbarveni méni na riZzové.
V ptitomnosti kyseliny askorbové je €inidlo redukovano a dochazi k odbarveni roztoku.
Zreagovani veskeré kyseliny askorbové a tedy konec titrace nastdva v momentu, kdy razové
zbarveni roztoku pietrvava po dobu alesponi 10 vtefin [56, 57].

Ptestoze je to oficidlni metoda, neni aplikovatelnd na fadu farmaceutickych piipravkl
obsahujicich Fe (II), Sn (II), Cu (I), SO,, SOs* a S,0;” ionty a také latky prirozens se
vyskytujici v ovoci nebo biologickém materidlu jako ttisloviny a sulfhydrylové slouceniny,
které jsou oxidovany titraénim barvivem. Alkalické vzorky rovnéz stézuji stanoveni. Metoda
je pouZitelna jen v pripadé¢, kdy je koncentrace kyseliny dehydroaskorbové zanedbatelna.

Dals§im titra¢nim ¢inidlem je tetrachlorobenzochinon. Titrace se provadi v piitomnosti
EDTA, kterd plsobi i1 jako chelatacni ¢inidlo. Bod ekvivalence je detekovan zlatozlutym
zbarvenim roztoku.

Mezi dalsi titracni cinidla, slouzici ke stanoveni kyseliny askorbové, patfi napf.
dihydroxyindol, j6d nebo brom [56].

2.4.4. Elektrochemické metody

Potenciometrie Casto slouzi k zjiStovani bodu ekvivalence pii titraénim stanoveni.
Potenciometrické titrace jsou zaloZené na meéfeni zavislosti potencidlu vhodné indikaéni
elektrody na objemu titra¢niho ¢inidla pfidaného do titrovaného roztoku. Potenciometrické
titrace jsou vyuzivany ke stanoveni obsahu vitaminu C ve vzorcich, kde vizualni detekce bodu
ekvivalence neni mozna [56, 58].

Potenciometrickou titraci vyuzili napt. Kaack a Austed [18] ve své studii obsahu vitaminu
C v plodech bezu Cerného. Stanovena koncentrace se pohybovala mezi 6 - 25 mg/100 g, coz
odpovida koncentraci stanovené Skredem [53] pomoci HPLC.

Amperometrie, polarografie a coulometrie jsou dal$imi technikami, které byly pouZity pii
stanoveni vitaminu C, nicmén¢ se v dneSni dob¢ vyuzivaji ziidka [56].
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2.5. Stanoveni aromaticky aktivnich latek
2.5.1. Solid-phase microextraction (SPME)

Pro stanoveni obsahu AAL v plodech bezu ¢erného byla v ramci experimentalni ¢asti této
prace pouzita metoda SPME-GC-FID. SPME (solid-phase microextraction) neboli
mikroextrakce tuhou fazi je izolacni metoda, pii niz dochazi k sjednoceni procesu vzorkovani
a extrakce. Principem této techniky je sorpce slozky vzorku na stacionarni fazi pokryvajici
kifemenné vlakno, které se nachazi uvnitt kovové jehly. Jehla slouzi k ochrané¢ vlakna pied
mechanickym poskozenim a k propichnuti septa v zatce vialky, ve které se nachazi matrice.

Vlékno o délce 1 cm pokryté polymerem je nejdilezitéjsi soucasti zatizeni [59]. NejCastéji
se pouzivaji vldkna svrstvou divinylbenzenu (DVB), polydimethylsiloxanu (PDMS),
carboxenu (CAR™) a nebo jejich kombinace [60, 61]. Tloustka stacionarni faze byva 7 az
150 um [61]. Silnéjsi vrstva je schopna vyextrahovat vice analytu nez vrstva tenka. Proto se
vlakno se siln€j$i vrstvou pouziva pro zachyceni tékavejSich latek. Tenkd vrstva naopak
zajiSt'uje zrychlenou diflizi a uvolnéni vyse vroucich latek béhem tepelné desorpce [59, 60].

K vyhodam této metody patii rychlost stanoveni, citlivost a také vysoka presnost [59].

Existuji dva zpusoby extrakce, a to DI-SPME (Direct Immersion), kdy je vlakno ponoteno
piimo do vzorku - pouziva se piedevSim pro latky v kapalném skupenstvi a u nékterych
tuhych latek, a HS-SPME (Headspace), kdy je vldkno umisténo nad vzorkem (v headspace
prostoru). Tento postup je vhodny pro tékave latky [59, 61].

SPME metoda mé tadu aplikac¢nich vyuziti. Pouziva se v oblasti zneciSténi Zivotniho
prosttedi (PCB, pesticidy, fenoly, organokovové slouceniny — Hg, Sn, Pb),
ve farmaceutickém primyslu k izolaci terpenickych sloucenin, silicnych drog, jednotlivych
obsahovych aucinnych latek pfitomnych v synteticky ptipravenych lécivech, dale
v kosmetice, v potravinafstvi (vonné a chutové latky, mastné kyseliny, nezddouci exogenni
1 endogenni kontaminanty), setkdme se s ni také v toxikologii a jinych oborech [59].

2.5.2. Plynova chromatografie (GC)

Gas chromatography (GC) neboli plynova chromatografie je separacni metoda slouZzici
k oddéleni slozek obsaZenych ve vzorku. Vzorek se vndsi mezi dvé navzdjem nemisitelné
faze, a to stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). Vzorek umistény na zacatku
chromatografické kolony je soustavou unaSen diky pohybu mobilni faze (nosného plynu).
Aby mohl byt vzorek transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn. V kolon¢ pak mohou byt
slozky vzorku zachycovany stacionarni fazi, coz zptsobi jejich zdrzeni. Ty slozky, které jsou
poutany silnéji, se zdrzi déle. Tim se postupné od sebe separuji a na konec staciondrni faze se
diive dostavaji slozky méné zadrzované (poutané slabéji). Latky opoustéjici kolonu indikuje
detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pribéhu jeho intenzity se ur¢i druh
a kvantitativni zastoupeni slozek [62].
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Casti plynového chromatografu [62, 63]:

e Zdroj nosného plynu — tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, helium nebo argon.
Druh je dan charakterem analyzovaného vzorku. Nema ptimy vliv na separaci.

Cistici zatizeni — zachycuje vlhkost a neéistoty v nosném plynu.
Regulaéni systém — zajiSt'uje staly/programove se menici pritok nosného plynu.
Davkovac — slouZi pro zavedeni vzorku do proudu nosného plynu.
Kolona — zde se nachazi stacionarni fdze a dochazi tu k separaci slozek.
Detektor — v této praci byl pouzit FID (Flame lonization Detector) tedy plamenovy
ionizaéni detektor. Casto pouzivanym spojenim je GC-MS (s hmotnostni detekci).
e Termostat — udrzuje vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby byl vzorek

stale v plynném stavu. Bézn¢ se pracuje pti teplotach 50 — 300 °C.

Schéma plynového chromatografu znazornuje Obrazek 11.

vzorak vystup plynu do atmosfary
| 2 signél detektoru

\ \ \ N whodnocovaci

\ » "
detektor zafizeni

dé'ﬂ'kﬂ'ﬂ'a’: kolona

] regulacni

1 systém

\ termostat

Sistici zafizeni

zdraj nosného plynu

1~

Obrazek 11: Schéma plynového chromatografu [62]

Plynovd chromatografie je vsoufasné dob& nejpouzivanéj$i technikou pro stanoveni
tékavych AAL a byla pouzita 1 v fad¢ publikaci zabyvajicich se riznymi produkty z bezu.
Napt. ve studii Kaacka a kol. [25], zabyvajici se vztahem mezi senzorickou kvalitou
a tékavymi latkami ve §tavé z plodi bezu cerného, bylo vyuzitim dynamické headspace ve
spojeni s GC-FID a GC-MS identifikovano a kvantifikovano 53 AAL. Hodnotitelé vySkoleni
pro senzorické rozpoznani bezového flavouru provedli hodnoceni dZusi a tyto vysledky byly
dany do souvislosti s obsahem tékavych slou€enin. Tii slouceniny s charakteristickou
bezovou vini (B-damascenon, nonanal a dihydroedulan) mély nejvétsi vliv na celkovou
senzorickou kvalitu stav [25].

Olfaktometricka a kvantitativni analyza byla provedena i pro ndpoj ptipraveny z Cerstvych
bezovych kvétl v praci Jorgensena a kol. [27]. Srovnavano bylo pét kultivara. Kvéty byly
extrahovany ve vodném roztoku obsahujici platky oloupaného citronu, kyselinu vinnou
a benzoat sodny. Té&kavé latky uvolnéné zbezového sirupu byly ziskdny dynamickou
headspace extrakci a stanoveny opét pomoci GC-FID a GC-MS. Identifikovano bylo 59 AAL.
Rose oxid, nerol oxid, hotrienol a nonanal ptispivaly zna¢nou mirou k charakteristické bezové
vuni, kdeZto linalool, R-terpineol a 4-methyl-3-penten-2-on byly spojovany s kvétinovymi
tony. B-damascenon byl zahrnut do skupiny latek s ovocnym aroma [27].
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2.6. Statistické parametry pro zpracovani namérenych dat

Pro statistické vyhodnoceni namétenych dat byly pouzity nasledujici parametry:
Aritmeticky priumeér

Aritmeticky pramér je definovan jako soucet vSech namétenych hodnot vydélenych jejich
poctem. Znaci se vodorovnym pruhem nad symbolem proménné [64, 65].

X, (D)

1

M=

1

-1 1
X=—-(x,+x,+...+x,)=—"
n n

kde n je poCet meteni x.
Smérodatna odchylka

Uvadi se ve stejnych jednotkach, v jakych je vyjaddiena veli¢ina x. Charakterizuje
rozptyleni jednotlivych hodnot x; kolem aritmetického priméru. Smérodatnd odchylka je
mirou presnosti série paralelnich vysledkt a je definovana jako [64, 65]:

)

Relativni smérodatna odchylka

Relativni smérodatnd odchylka udavéa procentualni rozptyleni od aritmetického priméru,
uvadi se v procentech a je definovana jako [64, 65]:

s, =2.100 [%] 3)
X
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo stanovit aromatické profily plodii 18
odriid bezu Cerné¢ho pomoci metody HS-SPME-GC-FID. Déle pak nalézt vhodné reakcni
podminky pro redukci DHA na AA, ty aplikovat na vybrané vzorky ploda a nésledné stanovit
celkovy obsah vitaminu C ve vybranych vzorcich.

3.1. Stanoveni aromaticky aktivnich latek pomoci SPME-GC-FID

3.1.1. Pracovni pomiicky a pristroje

plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie)
s plamenové ionizacnim detektorem, split/splitless injektorem a kapilarni kolonou
DB-WAX o rozmérech 30 m x 0,32 mmx 0,5 um
pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor, systém Microsoft Windows XP Profesional
2002, program Chrom-Card

chladnicka s mraznickou AMICA, model AD 250
vodni lazen Julabo, model TW 12

SPME vlakno SUPELCO Fiber s polarni staciondrni fazi
Carboxen/polydimethylsiloxan (CAR™/PDMS) o tloust'ce filmu 85 um
mikropipety:

- Labsystems Finnpipette (objem 0,2-2 pl)

- Proline (objem 100-1000 pl)

- Proline (objem 10-100 pl)

- Proline (objem 0,5-10 pl)

- jednorazové Spicky

- drzék na pipety
vialky (objem 4 ml) s kauc¢uk-teflonovym septem a Sroubovacim uzavérem
parafilm PECHINEY PLASTIC PACKAGING - ,,M*

stojan a drzak

stopky
nizky
béZné laboratorni sklo

analytické digitalni vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie

suSarna Memmert

3.1.2. Plyny

dusik N2 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem s kovovou membranou
vodik H25.5 SIAD v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem
vzduch 5.0 SIAD v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem pro kyslik

3.1.3. Standardy aromaticky aktivnich latek

V této praci bylo pro identifikaci a kvantifikaci AAL ve zkoumanych vzorcich plodi bezu
¢erného pouzito 69 standardl vybranych tékavych latek:
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a-terpienol (2-(4-methyl- 1-cyclohex- 3-enyl) propan-2-ol pro syntézu),
Némecko

B-damascenon  (1-(2,6,6-trimethylcyclohexa-1,3-dien-1-yl)-but-2-en-1-on),
USA

2-methylbutan-1-0l 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

2-methylpropan-2-ol 99,5%, LACHEMA, Ceska republika
3-hydroxybutan-2-on 98%, Merck, Némecko

3-methylbutan-1-ol 98%, Merck, Némecko

3-methylbutan-1-al 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

4-methylpentan-2-on, Loba Chemie Indo Austranal Co., Indie

Aceton (propan-2-on), 99%, LACHEMA, Cesk4 republika

Benzaldehyd (fenylmethanal), REACHIM, Rusko

Benzylalkohol (fenylmethanol), pro syntézu, LACHEMA, Ceska republika
Butan-1-ol &isty, LACHEMA, Cesk4 republika

Butan-2-ol, REONAL, Mad’arsko

Butan-2-on 99%, LACHEMA, Cesk4 republika

Butan-2,3-dion pro syntézu 97%, Merck, Némecko

Dekan-1-ol pro syntézu 99%, Merck, Némecko

Dekan-2-on pro syntézu 95%, Merck, Némecko

Dekanova kyselina pro syntézu, Merck, Némecko

E-hex-2-en-1-al 98%, Merck, Némecko

E-hex-3-en-1-0l 97%, Sigma-Aldrich, Némecko

E-okt-2-en-1-al 94%, Sigma-Aldrich, Némecko

Ethanal pro syntézu 99%, Merck, Némecko

Ethanol 96%, Lach-Ner, Ceska republika

Ethylbutanoat pro syntézu, 98%, Merck, Némecko

Ethyldekanoat pro syntézu 99%, Merck, Némecko

Ethylheptanoat pro syntézu, Merck, Némecko
Ethylhexanoat pro syntézu, Merck, Némecko
Ethyloktanoat 98%, Merck, Némecko

Ethylpentanoat pro syntézu, Merck, Némecko
Fenylethanal pro syntézu 90%, Sigma-Aldrich, Némecko

Fenylethanol pro syntézu 96%, Merck, Némecko

Heptan-2-ol pro syntézu 99%, Merck, Némecko

Heptanal 97%, Merck, Némecko

Heptan-2-on pro syntézu 98%, Merck, Némecko

Hexan-1-ol pro syntézu, Merck, Némecko

Hexanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko

Hexanova kyselina pro syntézu, Merck, Némecko

isobutanol (2-methylpropan-1-ol) 99,5% , LACHEMA, Ceska republika

Merck,

SAFC,

isomaselna kyselina (2-methylpropanova kyselina) pro syntézu 99%, Merck, Némecko

isovalerova kyselina (3-methylbutanové kyselina) pro syntézu 99%, Merck, Némecko



¢ limonen (1-methyl-4-prop-1-en-2-yl-cyklohexen) 97%, Alfa-Aesar, Némecko
e linalool (2,6-dimethylokta-2,7-dien-6-o0l) 97%, Alfa-Aesar, Némecko

e maselna kyselina (butanova kyselina), 99,5%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Methanol 99,5%, Lach-Ner, Ceska republika

e Methylbutanoat pro syntézu, Merck, Némecko
e Nonan-2-0l 98%, Merck, Némecko

e Nonan-2-on pro syntézu 98%, Merck, Némecko

e Nonanal pro syntézu, Merck, Némecko

e Octan butylnaty (butylethanoat), 98%, LACHEMA, Cesk4 republika
e Octan ethylnaty (ethylethanoat), p.a. 99,5%, LACHEMA, Ceska republika
e QOctan methylnaty (methylethanoat), 99%, Merck, Némecko

e QOctan propylnaty (propylethanoat), Cisty, BRUXELUS, Belgie

e Octova kyselina (ethanové kyselina), 99%, Lach-Ner, Cesk4 republika
e Okt-1-en-3-0l 98%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Oktan-1-ol, LACHEMA, Cesk4 republika

e (Oktan-2-ol 98%, Fluka Chemie, SV}’/carsko

e Oktanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko

e Oktanova kyselina p.a., REACHIM, Rusko

e Pentan-1-0l 99%, LACHEMA, Ceska republika

e Pentan-2-ol pro syntézu, Merck, Némecko

e Pentan-2-on pro syntézu 99%, Merck, Némecko

e Pentanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko

e Propan-1-ol p.a. 99,5%, LACHEMA, Ceska republika

e Propan-2-0199,9%, LACHEMA, Ceska republika

e Propanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko

e Propanova kyselina pro analyzu 99%, Merck, Némecko

e Rose oxid 99%, Sigma-Aldrich, Némecko

e Undekan-2-on pro syntézu, Merck, Némecko

e Z-hex-3-en-1-ol pro syntézu 98%, Merck, Némecko

3.1.4. Realné vzorky plodi bezu ¢erného
Plody bezu ¢erné¢ho dodal Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy s.r.o.
Byly nasbirany na prelomu srpna a zafi 2013 a ihned zmrazeny. Uchovavany byly v mrazicim

boxu pii teploté -15 °C do samotné analyzy, kterd prob&hla v dubnu 2014. Celkem bylo
analyzovano 17 Slechténych odrid a plany bez, jejich seznam udava tabulka 4.
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Tabulka 4: Seznam zkoumanych odrud bezu cerného

Cislo Odruada Oznaceni
1 Haschberg* BO1
2 Samdal B02
3 Aurea B03
4 Mammut B04
5 Korsor BO05
6 Pregarten B06
7 Weihenstephan B07
8 Plany bez* BOS8
9 Alleso B09
10 Riese aus VoPloch* B10
11 Sambu Bl11
12 Sambo* B12
13 Albida B13
14 Bohatka* Bl14
15 Sampo B15
16 Samyl B16
17 Heidegg B17
18 Dana BI18

* Odridy vybrané pro stanoveni vitaminu C (viz dale)
3.1.5. Podminky HS-SPME-GC-FID

Teplotni program GC, SPME vlakno, extrakéni podminky pro metodu SPME a ostatni
parametry analyzy byly prevzaty z bakalatské prace autorky [66].
e teplota vodni lazné: 35 °C
e doba temperovani vzorku: 30 min
e doba extrakce (HS-SPME): 20 min
e doba desorpce: 20 min
e injektor: 250 °C, splitless injection
e nosny plyn: dusik N2, optiméalni pratok 0,9 ml-min™
e teplotni program: 40 °C s vydrzi 1 minutu, vzestupny gradient 5 °C za minutu
do 200 °C s vydrzi 7 minut
e celkova doba analyzy: 42 minut
e teplota detektoru FID: 220 °C
e pritok vodiku Hy: 35 ml-min™
e pritok vzduchu: 350 ml-min™
e make-up dusiku N>: 30 ml'min”

3.1.6. Priprava a analyza standardia AAL

Dané mnoZstvi ur€itého standardu bylo napipetovano do vialky a jeho objem byl doplnén
destilovanou vodou na 1 ml. Poté byla vialka uzaviena Sroubovacim uzavérem s plynotésnym
septem, ktery byl nasledné¢ ovinut parafinovym filmem pro zabezpeceni minimalniho uniku
tékavych latek. Vialka byla umisténa do predem vyhiaté vodni 1azné (35 °C) po dobu
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20 minut. Néasledné bylo septum v zdtce propichnuto ocelovou jehlou chranici samotné
vlakno, to bylo vysunuto do prostoru nad hladinou vzorku (headspace) a bylo tak ponechano
20 minut. Poté bylo vldkno zasunuto zpét dovniti jehly, bylo vytazeno z vialky a ihned
pieneseno do injektoru plynového chromatografu a byla spusténa GC analyza. Zde doslo
k desorpci analytu z povrchu vladkna vlivem vysoké teploty a k jeho unaseni proudem plynu
do kolony.

3.1.7. Priprava a analyza vzorki plodi bezu ¢erného

Do vialky byl odvdzen 1 g zmrazenych plodi bezu Cerného, které byly ndsledné jemné
rozmélnény pomoci Spachtlicky a poté byla zapsana jejich hmotnost s piesnosti & 0,0001 g.
Vialka byla uzaviena Sroubovacim uzavérem s plynotésnym septem, ovinuta parafinovym
filmem a dale nasledoval stejny postup jako u ptipravy standardii — viz bod 3.1.6.

3.1.8. Vyhodnoceni a statistické zpracovani vysledkii

Pro zpracovani namétenych dat byl pouzit program Microsoft Office Excel 2003. Byly
pouzity vztahy z kapitol 2.6.

Vysledky méteni realnych vzorki jsou vyjadieny ve tvaru primér + smérodatna odchylka
(n=3) vng-g” (resp. pg-g”) vzorku.

3.2. Stanoveni celkového obsahu vitaminu C pomoci HPLC
3.2.1. Pracovni pomiicky a pristroje

e ultrazvukova lazenn (Kraintek, SR)
e chladnic¢ka s mraznickou (Gorenje, Slovinsko)
e homogenizator T18 basic, Ultra-Turrax (IKA, Némecko)
e pfistroj na ptipravu deionizované vody (Watrex, CR)
e analytické digitalni vahy GR-202-EC, HELAGO, Itélie
e HPLC pfistro;:
o Cerpadlo: Waters 515 HPLC Pump
o Autosampler: Waters 717plus Autosampler
o Kolona: Phenomenex, Gemini C18 150x4,6 mm; 5 um + pifedkolona
Security Guard
o Termostat: DeltaChrom Temperature Control Unit
o UV detektor: Waters 2487 Dual A Absorbance Detector
e pocitac DELL, HPLC systém obsluhovan pomoci softwaru Empower
e pH metr MPH 372 (Monokrystaly, CR)
e vyvéva
¢ injekeni stiikacky, 2 ml (Chirana Injecta, SR)
e celul6zové mikrofiltry 0,45 pm (Chromservis, CR)
e filtraéni papir &. 0 (Papirny Perstejn, CR)
e mikropipety
e mikrozkumavky
e béZzné laboratorni sklo
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3.2.2. Chemikalie

e kyselina L-askorbova (Riedel-de Haen, Némecko)

e kyselina dehydroaskorbova (Sigma-Aldrich, Némecko)

e DTT (Sigma-Aldrich, Némecko)

e TCEP (Sigma-Aldrich, Némecko)

e [-cystein > 97 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

e kyselina monohydrogenfosforecnd (smés metafosforecné kyseliny a metafosfatu
sodného, NaPOs; 56-60 %) (VWR Chemicals, Belgie)

e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e methanol, HPLC-grade (J. T. Baker, Holandsko)

e hydroxid draselny p.a. (Mr = 56) (Penta, CR)

e deionizovana voda

3.2.3. Realné vzorky plodi bezu ¢erného a rakytniku

K analyzam byly pouZity redlné vzorky plodi bezu ¢erného uvedené v kapitole 3.1.4.

Plody rakytniku slouzici pro kontrolu pouzit¢é metody redukce DHA na AA byly
skladovany za stejnych podminek (v mrazicim boxu pti-15 °C). Jednalo se o odriidu Leicora,
datum sbéru 17.9.2012.

3.2.4. Podminky metody HPLC

Nasledujici podminky metody HPLC byly pfevzaty z prace Cetkovské [67].
e Mobilni faze: fosfatovy pufr:methanol (9:1)

Pratok: 1 ml'min™

Detekce: UV (254 nm)

Nastiik: 20 pl

Teplota: 30 °C

3.2.5. Priprava roztoku

e Mobilni faze —- KH,PO4 : methanol (9:1)

Navazka 13,6025 g KH,PO,4 byla rozpusténa v 900 ml deionizované vody. Poté bylo
piidano 100 ml methanolu a roztok byl na ultrazvuku odplynén (15 minut).

¢ Extrakéni roztok kyseliny monohydrogenfosforeéné (MPA)

Nejdiive byl pfipraven 10% roztok kyseliny monohydrogenfosfore¢né rozpusténim 17,0 g
kyseliny ve 100 ml horké deionizované vody. Téchto 100 ml bylo poté nafedéno v poméru
1:4 deionizovanou vodou na celkovy objem 500 ml. Vznikl tak 2% roztok kyseliny
monohydrogenfosforecné. Roztok byl uchovavan v lednici.

3.2.5.1.Standardni roztoky

Vsechny roztoky byly ptipraveny bezprostiedné pied analyzou.
e Zasobni standardni roztok kyseliny askorbové
Navazka 0,0250 g kyseliny askorbové byla rozpusténa v 25 ml 2% roztoku kyseliny
monohydrogenfosfore¢né. Vysledna koncentrace tak &inila 1 g1
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e Standardni roztoky kyseliny askorbové pro kalibra¢ni piimku
Ze zasobniho roztoku kyseliny askorbové bylo napipetovano 10, 100 a 400 ul do
odmérnych ban€k o objemu 10 ml a ty byly doplnény 2% roztokem kyseliny
monohydrogenfosfore¢né. Byly tak piipraveny roztoky o koncentraci 1, 10 a 40 mg-1".
e Zasobni standardni roztok kyseliny dehydroaskorbové
Navazka 0,0050 g kyseliny dehydroaskorbové byla rozpousténa v 10 ml 2% roztoku
kyseliny monohydrogenfosfore¢né.
e Standardni roztoky Kkyseliny dehydroaskorbové pro redukci
Ze zésobniho roztoku kyseliny dehydroaskorbové bylo napipetovano 0,8, 2 a 4 ml do
odmérnych ban€k o objemu 10 ml a ty byly doplnény 2% roztokem kyseliny
monohydrogenfosforecné. JelikoZ se DHA velice Spatné rozpousti, neni moZné dale uvazovat
absolutni hodnoty koncentraci (40, 100 a 200 mg-1"), ale pouzivaji se relativni mnoZstvi
(vztazend na jeden ze standardli). Pied samotnym redukénim krokem byly roztoky
prefiltrovany pies celulézové mikrofiltry (0,45 um).

Tabulka 5: Standardni roztoky DHA pro redukci

Oznaceni V zasobniho roztoku Teoreticka Nasobek koncentrace oproti
roztoku (ml) koncentrace (mg-1") | koncentraci roztoku A (* B)
A 0,8 40 1
B 2 100 2,5
2*
C 4 200 5

3.2.5.2. Roztoky KOH a redukcnich cinidel

¢ Roztok KOH pro redukci pri pH 7
Navazka 0,9990 g KOH byla rozpusténa deionizovanou vodou v 50ml odmérné barice.
¢ Roztok KOH pro redukci pri pH 4
Navazka 0,6310 g KOH byla rozpusténa deionizovanou vodou v 50ml odmérné baiice.
e Roztok DTT (c =5 mg'ml™)
Navazka 0,0075 g DTT byla rozpusténa v 1,5 ml roztoku KOH (pro redukci pii pH 7,
resp. 4).
e Roztok TCEP (c =5 mg-ml™)
Navazka 0,0075 g TCEP byla rozpusténa v 1,5 ml roztoku KOH (pro redukci pfi pH 7,
resp. 4).
e Roztok L-cysteinu (¢ =20 mg-mI™)
Navazka 0,0300 g L-cysteinu byla rozpusténa v 1,5 ml roztoku KOH (pro redukci pii pH 7,
resp. 4).

Roztoky reduk¢nich €inidel byly ptipraveny bezprosttedné pied analyzou.
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3.2.6. Analyza a redukce standardi a realnych vzorki
3.2.6.1. Vytvoieni kalibracni kiivky

Kazdy den byly pied samotnymi experimenty piipraveny cerstvé standardni roztoky a byla
proméiena kalibra¢ni kiivka. Standardni roztoky kyseliny askorbové o koncentracich 1, 10
a 40 mg-I" (viz 3.2.5) byly prom&feny vzdy 3krat.

3.2.6.2. Stanoveni koncentrace roztoku KOH

Nejprve bylo potteba ur¢it vhodnou koncentraci roztoku KOH, kterym se budou rozpoustét
ptislusna reduk¢ni €inidla, tak, aby pfi smichani s ekvivalentnim mnoZstvim 2% MPA bylo
pH roztoku 7 (resp. 4), napt. smichdnim 2 ml roztoku KOH a 2 ml 2% MPA bylo vysledné
pH =7 (resp. 4).

Za timto G&elem byl piipraven roztok KOH o pfiblizné koncentraci 1 mol-dm™, ktery byl
postupné fedén. Jednotlivé zfedéné roztoky byly vzdy smichany s ekvivalentnim mnoZzstvim
2% MPA a bylo zjisténo pH smési pomoci pH metru. Pii dosazeni pH 7 (resp. 4) byla
stanovena konec¢na koncentrace roztoku KOH a vypocitana potiebna navazka KOH.

Po piiprave piislusného roztoku byla provedena kontrola pH smési s 2% MPA.

3.2.6.3. Priprava extraktu 7 plodi

Do mal¢ kadinky bylo odvdzeno na analytickych vahach 6 g ploda bezu ¢erného. K vzorku
bylo ptfidéno cca 10 ml extrakéniho ¢inidla a vzorek byl rozmixovan v homogenizatoru. Poté
byly Spachtli odstranény viditelné kousky ovoce zachycené na hlavici a pasteurovou pipetou
byla opatrn¢ omyta hlavice homogenizéatoru do kadinky se vzorkem.

Obsah kadinky byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiky o objemu 25 ml a byl
doplnén extrakénim Cinidlem.

Obsah odmérné banky byl dobie promichdn a nasledné zfiltrovan pies Biichnerovu
nalevku. Filtrat byl poté jesté prefiltrovan ptes mikrofiltr.

Plody rakytniku byly pfipraveny obdobnym zplisobem. Navazka vSak byla mensi (4 g)
a ziskany extrakt byl zfedén 10nasobné, kvili vysokému pocatecnimu obsahu kyseliny
askorbové.

3.2.6.4. Zakladni redukéni schéma

Ptislusné mnozstvi roztoku (viz tabulka 6) standardu (resp. vzorku ¢i vzorku + standardu)
bylo napipetovdno do mikrozkumavky a poté bylo pfidano reduk¢ni €inidlo. Smés byla
zamichana na vortexu a ponechdna 15 minut ve tmé pfi laboratornich podminkach. Po redukci
bylo k obsahu mikrozkumavky napipetovano ekvivalentni mnozstvi MPA pro Gpravu pH zpét
na puvodni hodnotu (zastaveni redukce) a smés byla znovu promichdna na vortexu
a neprodlen¢ nasttiknuta do HPLC.

Kazdy typ roztoku byl piipraven do 3 mikrozkumavek a nastiiknut vzdy jen jednou (viz
tabulka 7). P¥i redukei extraktu ploda byla koncentrace spikované AA 10 mg-1".

Schéma a struktura sekvence byla totozna pro vSechna tfi reduk¢ni ¢inidla (DTT, TCEP,
L-cystein).
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Tabulka 6: Schéma pro pripravu roztoku pro redukci

MnoZstvi roztoku Blank Standard Vzorek* | Vzorek* + standard
(nl (AA/DHAA) (AA/DHAA)
vzorek 0 0 100 100
standard 0 100 0 100
MPA 100 0 0 0
Redukéni ¢inidlo 100 100 100 200
Redukce Redukce Redukce Redukce Redukce
MPA 200 200 200 400
Celkem 400 400 400 800
* Vzorek = extrakt z plodii
Tabulka 7: Struktura sekvence (sample set)
Cislo vialky Standard (+ vzorek) Koncentrace

1 blank -

2 AA (+ vzorek) 40 mg-I" (10 mg'1™)

3 AA (+ vzorek) 40 mg-I" (10 mg-1™")

4 AA (+ vzorek) 40 mg-I" (10 mg-1™")

5 DHA (+ vzorek) A

6 DHA (+ vzorek) A

7 DHA (+ vzorek) A

8 DHA (+ vzorek) B

9 DHA (+ vzorek) B

10 DHA (+ vzorek) B

11 DHA (+ vzorek) C

12 DHA (+ vzorek) C

13 DHA (+ vzorek) C

A, B, C—viz tabulka 5 v kapitole 3.2.5; vzorek = extrakt z plodii

3.2.6.5. Stanoveni koncentrace AA v extraktu

Extrakt z plodi (viz 3.2.6.3) byl nasttiknut do HPLC systému bez jakychkoli uprav.
Pro srovnani bylo provedeno stanoveni i ve zfedéném extraktu, aby byly zachovéany stejné
podminky jako u vzorku pfi redukci. K 100 pl extraktu bylo ptidano 100 ul roztoku KOH (viz
3.2.5.2). Smés byla promichéna na vortexu a ponechdna 15 minut ve tmé pii laboratornich
podminkach. Poté bylo ptiddno 200 pl 2% MPA a smés byla opét promichéna na vortexu

a nastiiknuta do HPLC.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Stanoveni AAL v plodech bezu ¢erného
4.1.1. Identifikace AAL

Aromaticky aktivni latky byly izolovany pomoci SPME a nasledné detekovany GC-FID.
Vyextrahované AAL byly identifikovany pomoci reten¢nich Casii standardl a kvantifikovany
podle ploch jejich pikti. Pfehled standardii pouzitych k identifikaci je uveden v tabulce 8. Pro
kazdy z nich byl stanoven reten¢ni Cas a plocha piku odpovidajici dané koncentraci.

Tabulka 8: Retencni casy, koncentrace a jim odpovidajici plocha piku standardu

Standard Reten¢ni ¢as [min] | Koncetrace [ug-ml”] | Plocha piku [mVs]
ethanal 4,22 98,50 18316320
propanal 5,14 101,25 24534640
aceton 5,48 2,5:10° 4314676
octan methylnaty 5,70 4,09 10379018
octan ethylnaty 6,69 4,50 29249320
butan-2-on 6,89 9,67 15838965
methanol 6,95 3168,00 26102260
2-methylpropan-2-ol 7,01 6,96 25174410
3-methylbutan-1-al 7,32 7,56 62097775
propan-2-ol 7,54 216,15 33523525
ethanol 7,75 404,25 50328270
butan-2,3-dion 8,56 14,85 49885110
octan propylnaty 8,58 2,80 45339805
pentan-2-on 8,70 1,62 54202360
pentanal 8,71 1,22 36716035
methylbutyrat 8,86 1,76 32152675
4-metylpentan-2-on 9,42 2,52 47527960
butan-2-ol 9,83 1575,00 46305970
ethylbutanoat 10,14 0,70 31595865
propan-1-ol 10,22 32,00 28559035
octan butylnaty 11,00 0,66 29383705
hexanal 11,26 2,03 23164895
2-methylpropan-1-ol 11,70 2005,00 54790325
ethylpentanoat 12,47 1,74 51928750
pentan-2-ol 12,53 324,00 39350625
butan-1-ol 13,26 12,15 34696610
heptanal 14,03 0,41 7922048
heptan-2-on 14,08 0,82 38703065
limonen 14,39 0,34 35092851
3-methylbutan-1-ol 14,87 364,50 30166805
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Standard Retencni ¢as [min] | Koncetrace [ug-ml’l] Plocha piku [mVs]
2-methylbutan-1-ol 14,89 8,20 20018739
E-hex-2-en-1-al 15,22 169,20 21420771
ethylhexanoat 15,24 0,87 31542325
pentan-1-ol 16,03 6,11 42090560
oktanal 16,97 0,33 17552820
3-hydroxybutan-2-on 17,29 1,01 10975539
heptan-2-ol 17,77 0,33 9982116
ethylheptanoat 18,10 1,09 25258475
hexan-1-ol 18,72 1,64 10231235
rose-oxid 18,88 2,33 36746680
E-hex-3-en-1-ol 18,99 2,52 10033179
rose-oxid 19,32 0,93 15199315
Z-hex-3-en-1-ol 19,57 2,55 8415747
nonan-2-on 19,72 0,82 15574505
nonanal 19,86 0,21 26720185
oktan-2-ol 20,37 1,04 9815419
ethyloktanoat 20,73 0,52 16464710
E-okt-2-en-1-al 20,89 84,60 11110305
okt-1-en-3-ol 21,13 1,18 20789055
kyselina octova 21,16 787,50 11854125
dekan-2-on 22,37 0,66 13642535
nonan-2-ol 22,84 1,64 16661670
kyselina propanova 23,33 496,50 26573420
benzaldehyd 23,43 1,05 12802560
linalool 23,49 9,36 13404670
oktan-1-ol 23,83 0,17 35089624
kyselina
2-methylpropanova 24,10 149,63 12817420
undekan-2-on 2491 0,66 20542395
kyselina maselna 25,50 240,00 33549820
-damascenon 25,71 192,00 75072685
ethyldekanoat 25,77 0,65 39338910
fenylethanal 26,36 51,30 24262695
k. 3-methylbutanova 26,50 930,00 13692642
a-terpienol 27,36 0,01 30256005
dekan-1-ol 28,57 16,00 54500971
fenylethanol 29,85 20,24 5302282
-damascenon 30,20 192,00 8364990
kyselina hexanova 30,34 186,00 30995045
benzylalkohol 31,26 26,25 5507813
kyselina oktanova 34,86 273,00 28565246
kyselina dekanova 41,39 100000,00 56969440
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4.1.2. Analyza redlnych vzorki

Analyzovano bylo celkem 18 odrtid bezu ¢erného (17 slechténych odrid a plany bez).
Seznam vzorkil je uveden v tabulce 4 v kapitole 3.1.4. Podminky a pfesny postup analyzy
jsou uvedeny v kapitolach 3.1.6 a 3.1.7. Identifikace a kvantifikace vyextrahovanych
aromatickych latek byla provedena na zakladé porovnani se standardy uvedenymi v tabulce 8
v kapitole 4.1.1. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat (n = 3).

Cilem bylo zjistit, zda jsou mezi jednotlivymi odridami rozdily v obsahu AAL a zda se 1i8i
aromaticky profil planého bezu a Slechténych odrid bezu, ponévadz jednim z cilit Slechténi
bezu je dosazeni lepSich chutovych a aromatickych vlastnosti plodii.

Celkem bylo ve vzorcich identifikovano a kvantifikovano 24 riiznych tékavych aromaticky
aktivnich latek. Z nich bylo 12 alkoholt, 5 aldehydd, 4 estert, 1 kyselina a 2 ,jiné“
slouceniny - B-damascenon a linalool. Ty byly hodnoceny samostatné, jelikoz maji podle
nekterych autortd [25-28] dominantni vliv na charakteristické aroma bezu. V zddném ze
zkoumanych vzorkl nebyl identifikovan zddny keton. Slozeni jednotlivych vzorkl se lisilo,
zadny z nich neobsahoval v§echny identifikované latky soucasn¢.

Zji8téné koncentrace jednotlivych sloucenin rozdélené do skupin jsou uvedeny v tabulkach
9 az 14, chromatogramy v ptilohach 2 az 19.
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Tabulka 9: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich BO1, B02, BO3 v ng-g”

ALKOHOLY B01 B02 B03
methanol * 40,52 + 1,31 231,73 +£ 54,65 77,54 £ 3,18
ethanol * 6,45 +2,09 6,03 + 1,84 3,42 +0,42
pentan-2-ol nd nd nd
butan-1-ol 81,01 £16,60 74,38 +£2,13 91,04 £ 4,16
2-methylbutan-1-ol nd nd nd
pentan-1-ol 29,64 + 3,24 6,50+ 0,77 21,66 +£1,70
hexan-1-ol 58,16 + 14,85 22,72 +£4,56 227,95+ 0,22
E-3-hexenol nd nd nd
Z-3-hexen-1-ol 111,58 + 24,68 49,33 + 3,01 615,70 £ 50,62
1-okten-3-ol nd nd nd
nonan-2-ol nd nd 6,30 + 0,01
benzylalkohol nd nd nd
celkem * 128,17 + 3,46 237,92 + 56,51 81,92 + 3,66
ALDEHYDY

acetaldehyd * 5,24 +0,32 4,36 £ 0,04 1,26 £ 0,05
3-methylbutan-1-al 11,96 £2,21 6,18 £ 0,55 nd
pentanal 4,16 £ 0,43 2,34 +£0,10 4,71 £ 0,05
hexanal 98,67 + 7,33 35,89 +£2,30 46,46 + 2,94
E-2-hexenal * 7,99 + 0,28 5,28 £0,30 17,72 +£ 5,75
celkem * 13,34 + 0,61 9,68 + 0,34 19,02 + 5,80
ESTERY

octan methylnaty nd 29,75 £ 1,87 13,43 +0,49
octan ethylnaty 5,69 +0,30 5,81 +0,49 nd
methylbutanoat 7,59 £0,23 6,32 +0,43 1,35+ 0,14
ethylbutanoat 1,05 +0,07 nd nd
celkem 14,33 £ 0,60 41,89 + 2,79 14,77 + 0,63
KYSELINY

kyselina octova nd nd nd
OSTATNI

linalool 51,80 £9,20 nd 63,88 £ 11,91
-damascenon 1527,60 £ 310,57 | 1365,79 £ 205,98 | 1431,22 £ 62,21
celkem 1579,40 + 319,77 | 1365,79 +£ 205,98 | 1495,11 + 74,12
CELKEM AAL * 143,11 £ 4,39 249,00 + 57,06 102,46 + 9,54

* koncentrace v ug-g”', nd = nebylo detekovino, znaceni vzorkii viz tabulka 4
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Tabulka 10: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich B04, B05, BO6 v ng-g”

ALKOHOLY B04 B05 B06
methanol * 57,80 + 1,63 92,28 + 17,54 53,12 £ 3,64
ethanol * 6,75 £ 1,03 10,74 + 1,11 5,76 £ 0,52
pentan-2-ol nd nd nd
butan-1-ol 77,62 + 2,33 96,73 + 6,74 75,07 +£7,76
2-methylbutan-1-ol nd 50,34 + 11,04 nd
pentan-1-ol 12,68 £ 3,73 7,68 +£2,15 45,44 + 13,73
hexan-1-o0l 75,36 £4,18 26,02 +£7,43 54,70 + 15,32
E-3-hexenol nd nd nd
Z-3-hexen-1-ol 120,41 £ 8,73 29,51 £0,27 27,66 £ 6,23
1-okten-3-ol nd nd nd
nonan-2-ol nd nd nd
benzylalkohol nd nd nd
celkem * 64,84 + 2,68 103,24 + 18,68 59,08 + 4,21
ALDEHYDY

acetaldehyd * 2,99 £ 0,29 6,66 +0,19 4,43 £ 0,07
3-methylbutan-1-al nd 62,87 +17,85 14,40 + 0,81
pentanal 3,57 +0,82 3,29+ 1,07 5,26 +1,18
hexanal 22,16 £ 3,14 62,04 + 4,04 66,73 + 8,04
E-2-hexenal * 2,66 £ 0,54 4,06 + 0,04 8,86 + 1,39
celkem * 5,67 + 0,83 10,84 + 0,26 13,38 + 1,48
ESTERY

octan methylnaty nd 23,05 +£4,95 19,39 + 2,46
octan ethylnaty 2,89 + 1,30 nd 4,33 +£0,21
methylbutanoat 0,81 £0,10 3,75 £ 1,02 5,30 £0,20
ethylbutanoat nd nd nd
celkem 3,70 + 1,40 26,80 + 5,97 29,03 + 2,87
KYSELINY

kyselina octova * 2,78 £ 0,77 nd nd
OSTATNI

linalool 70,80 + 11,74 51,67 +£ 12,36 80,74 + 3,46
-damascenon 1332,98 +£ 254,27 | 1262,83 £96,73 | 1115,33 +£107,59
celkem 1403,78 £266,01 | 1314,5+109,09 | 1196,07 + 111,05
CELKEM AAL * 74,70 + 4,55 115,42 + 19,06 73,68 + 5,80

* koncentrace v ug-g”', nd = nebylo detekovdno, znaceni vzorkii viz tabulka 4
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Tabulka 11: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich B07, B0S, B09 v ng-g”

ALKOHOLY B07 B08 B09
methanol * 69,63 + 2,36 79,64 + 1,86 400,96 + 48,64
ethanol * 7,20 £0,31 7,14 £ 0,34 6,80 + 1,38
pentan-2-ol nd 800,44 + 190,13 nd
butan-1-ol 68,27 +1,13 45,42 +£5,83 67,89 + 1,00
2-methylbutan-1-ol nd nd 27,30 £ 3,96
pentan-1-ol 14,00 £ 3,62 26,96 £ 2,18 10,02 £ 1,71
hexan-1-ol 114,05 £ 33,16 142,87 + 30,01 120,43 £ 4,15
E-3-hexenol 12,60 = 0,50 16,57 + 1,03 15,33+ 0,10
Z-3-hexen-1-ol 240,49 + 76,31 69,09 + 5,18 322,34 +£20,77
1-okten-3-ol nd nd nd
nonan-2-ol 7,65 £ 1,65 nd 8,01 +1,24
benzylalkohol nd nd nd
celkem * 77,29 +2,79 87,88 + 2,43 408,33 + 50,05
ALDEHYDY

acetaldehyd * 4,45 + 0,44 3,63 +0,38 2,49 £ 0,23
3-methylbutan-1-al 28,43 £2,19 16,19 + 2,29 15,74 £ 0,52
pentanal 3,59 +0,67 11,65 +2,41 2,93 +£0,22
hexanal 132,09 + 12,03 94,56 + 11,41 67,80 + 16,55
E-2-hexenal * 11,76 = 1,77 17,87 £2,17 9,45 +1,15
celkem * 16,38 + 2,22 21,63 + 2,56 12,03 + 1,40
ESTERY

octan methylnaty 26,10 £ 0,29 nd nd

octan ethylnaty 5,27 +0,03 14,07 + 2,54 nd
methylbutanoat 5,87+ 1,30 nd nd
ethylbutanoat nd 1,15+£0,22 nd
celkem 37,24 £ 1,62 15,22 £2,76 nd
KYSELINY

kyselina octova * 4,07 + 0,87 nd 10,6 + 0,82
OSTATNI

linalool 74,17 +£ 19,83 121,02 £ 17,60 93,61 + 22,65
-damascenon 1386,78 £ 173,03 | 1753,25 + 188,13 1697,4 + 29,13
celkem 1460,95 + 192,86 | 1874,28 + 205,73 | 1791,01 + 51,77
CELKEM AAL * 99,24 + 6,07 111,40 +5,21 432,75 £ 52,32

* koncentrace v ug-g”', nd = nebylo detekovdno, znaceni vzorkii viz tabulka 4
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Tabulka 12: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich B10, B11, B12 v ng-g”

ALKOHOLY B10 B11 B12
methanol * 92,50 + 8,93 401,23 + 15,87 9298 +2,11
ethanol * 6,38 £0,52 12,14+ 0,11 10,19 £ 2,86
pentan-2-ol nd nd nd
butan-1-ol 64,47 + 0,66 74,34 £ 0,31 60,48 + 4,74
2-methylbutan-1-ol 129,34 + 5,83 nd 47,07 £ 7,85
pentan-1-ol 21,44 £0,94 70,20 + 2,80 30,80 £ 8,16
hexan-1-ol 168,78 + 12,74 58,79 + 6,12 196,12 + 34,18
E-3-hexenol 23,29 +0,19 16,57 £ 0,62 19,31 £2,49
Z-3-hexen-1-ol 825,25 + 34,85 60,58 + 10,85 778,50 + 82,89
1-okten-3-ol 6,44 £ 1,08 nd 5,99 £ 1,59
nonan-2-ol 8,05+ 0,09 nd 6,60 £ 0,39
benzylalkohol 732,12+ 17,79 nd 450,26 + 100,90
celkem * 100,86 + 9,53 413,65 + 15,89 104,77 + 5,22
ALDEHYDY

acetaldehyd * 3,60+0,77 3,59+0,15 3,56+ 1,08
3-methylbutan-1-al 24,1 + 8,30 nd 14,75 £ 2,38
pentanal 2,02 +0,39 5,95+£0,17 4,82 + 1,05
hexanal 42,63 £5,18 84,44 + 12,47 77,76 £ 13,72
E-2-hexenal * 1,62 +£0,55 1,79 £ 0,45 6,59 £ 0,36
celkem * 5,29 + 1,34 5,47 + 0,62 10,25 + 1,46
ESTERY

octan methylnaty nd 25,85 +4,43 nd

octan ethylnaty nd nd 10,79 + 2,47
methylbutanoat nd 3,35 +0,09 7,07 £ 0,05
ethylbutanoat nd nd 1,04 £ 0,29
celkem nd 29,20 + 4,52 18,89 + 2,82
KYSELINY

kyselina octova nd nd nd
OSTATNI

linalool 983,06 + 264,22 42,76 + 7,16 167,46 +£ 25,73
B-damascenon 1604,17 £ 138,04 | 1676,93 £127,52 | 1956,21 + 300,71
celkem 2587,24 + 402,26 | 1719,69 + 134,69 | 2123,67 + 326,44
CELKEM AAL * 108,74 + 11,27 420,87 + 16,65 117,15+ 7,01
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Tabulka 13: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich B13, B14, B15 v ngg”

ALKOHOLY B13 B14 B15
methanol * 92,87 +£2,49 50,84 + 1,73 206,99 + 3,30
ethanol * 2,33+0,17 3,05+£0,29 7,61 +£0,22
pentan-2-ol 850,61 £ 95,14 440,05 + 28,54 nd
butan-1-ol 45,93 + 3,21 28,10 £2,18 43,43 £2.92
2-methylbutan-1-ol 29,08 +2,07 nd 18,44 £ 0,76
pentan-1-ol 95,32 £ 16,00 27,62 £ 3,28 22,52 £0,11
hexan-1-ol 98,95 + 21,48 70,24 + 7,57 36,57 + 5,88
E-3-hexenol nd nd nd
Z-3-hexen-1-ol 256,56 £ 25,72 81,46 + 15,62 26,71 £ 4,34
1-okten-3-ol 4,32 £ 0,68 nd nd
nonan-2-ol 6,41 £0,91 nd nd
benzylalkohol nd nd nd
celkem * 96,59 + 2,82 54,53 + 2,07 214,74 + 3,54
ALDEHYDY

acetaldehyd * 3,13+0,23 2,00 £ 0,03 2,41 £ 0,04
3-methylbutan-1-al 129,14 £ 8,06 12,16 + 0,44 nd
pentanal 51,10 + 7,89 5,22 £0,25 2,73 £ 0,07
hexanal 141,67 + 7,60 133,04 + 13,54 57,39 + 5,40
E-2-hexenal * 19,64 + 2,56 9,81 £0,13 1,28 £0,16
celkem * 23,10 + 2,81 11,97 £ 0,17 3,74 £ 0,21
ESTERY

octan methylnaty 16,86 +4,23 nd 24,10 £ 2,57
octan ethylnaty 3,18+£0,72 nd 3,54 +£0,21
methylbutanoat 8,00+ 1,10 6,50 £ 0,02 3,21 £0,05
ethylbutanoat nd nd nd
celkem 28,03 + 6,05 6,50 + 0,02 30,84 +2,82
KYSELINY

kyselina octova nd nd nd
OSTATNI

linalool 202,89 + 31,32 62,91 £9,92 nd
-damascenon 1667,64 + 33,43 | 1608,88 + 108,19 | 1396,44 + 21,42
celkem 1870,53 + 64,75 | 1671,79 118,11 | 1396,44 + 21,42
CELKEM AAL * 121,58 £5,70 68,18 +2,36 219,91 + 3,77

* koncentrace v ug-g”', nd = nebylo detekovino, znaceni vzorkii viz tabulka 4
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Tabulka 14: Koncentrace AAL pFitomnych ve vzorcich B16, B17, BI8 v ng-g”

ALKOHOLY B16 B17 B18
methanol * 193,49 + 16,69 44,14 £ 9,66 39,03 +0,19
ethanol * 9,69 £2,79 3,63 £0,30 4,52 + 0,08
pentan-2-ol nd nd nd
butan-1-ol 45,77 £ 1,49 44,82 + 3,73 50,03 + 1,91
2-methylbutan-1-ol 21,17 £ 1,30 20,40 £ 0,03 22,31+ 1,33
pentan-1-ol 10,79 £ 0,09 41,93 £5,38 10,13 +£ 2,55
hexan-1-ol 87,45 +£ 3,53 38,20+ 2,26 46,06 £ 3,36
E-3-hexenol nd nd nd
Z-3-hexen-1-ol 458,43 + 8,14 120,35 + 20,88 81,58 £ 4,81
1-okten-3-ol nd nd nd
nonan-2-ol 4,63 +0,61 nd nd
benzylalkohol nd nd nd
celkem * 203,80 + 19,49 48,03 + 9,99 43,76 + 0,28
ALDEHYDY

acetaldehyd * 3,79 £ 0,24 3,63 +0,23 2,35+0,21
3-methylbutan-1-al 9,29 + 3,32 11,58 £1,79 16,15+ 2,61
pentanal 2,70 £ 0,61 4,46 £ 0,41 2,98 £0,71
hexanal 115,96 + 30,65 31,56 +4,67 55,34 £ 6,77
E-2-hexenal * 1,51 +£0,32 3,20+ 0,47 4,42 +0,93
celkem * 5,43 + 0,60 6,87 +£0,71 6,84 + 1,16
ESTERY

octan methylnaty nd nd nd
octan ethylnaty 12,95+ 1,93 nd 3,07 +0,44
methylbutanoat 3,83 £0,64 4,31 £1,02 3,89 £0,35
ethylbutanoat 1,24 +0,19 nd nd
celkem 18,02 +£2,76 4,31 +£1,02 6,96 + 0,78
KYSELINY

kyselina octova * 3,89 + 0,63 nd nd
OSTATNI

linalool 76,52 +£22,01 82,98 + 1,48 67,10 +£ 11,38
-damascenon 1767,68 £ 138,28 | 973,41 £ 61,76 945,93 £ 11,84
celkem 1844,20 + 160,30 | 1056,40 + 63,24 | 1013,03 + 23,22
CELKEM AAL * 214,98 + 20,88 55,97 + 10,76 51,62 + 1,46
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4.1.3. Srovnani obsahu aromatickych latek v jednotlivych odriidach bezu

Celkovy pocet identifikovanych sloucenin ve vzorcich se pohyboval v rozmezi 15 az 21,
jak je uvedeno vtabulce 15 spolecné s poctem jednotlivych latek v danych skupindch
(alkoholy, aldehydy, estery, kyseliny, ostatni).

V odridé Sambo (B12) bylo identifikovano nejvice AAL, celkem 21, poté v jediné bilé
odriidé Albida (B13), celkem 20. U plan¢ho bezu bylo nalezeno 17 AAL.

Nejvyssi zastoupeni co do poctu latek mély jednoznacné alkoholy (12 z 24).

Srovnani koncentraci jednotlivych skupin mezi odridami zobrazuji grafy 3 az 8. Rozdil
devitindsobny.

Navzdory ocekavani, u planého bezu byla stanovena celkova koncentrace AAL
(111,40 £ 521 pg-g') vpodobném rozsahu jako u vétsiny ostatnich §lechténych odrad.
Vyrazné vyssi koncentraci mély jen odridy Allesé (B09) (432,75 + 52,32 pg-g') a Sambu
(B11) (420,87 + 16,65 pgg'), u odrady Samdal (B02) byla koncentrace piibliznd
dvojnasobna (249,00 + 57,06 pg-g"). Naopak nizi, asi polovi¢ni koncentrace byla stanovena
u odrid Heidegg (B17) (55,97 + 10,76 pg-g™) a Dana (B18) (51,62 + 1,46 ug-g™).

Porovnani celkového obsahu alkoholii zobrazuje graf 4. Zde je patrny stejny trend jako
u celkové koncentrace, jelikoz pravé alkoholy tvofily pfevaznou cast vSech AAL (76 az
93 %). Z kvantitativniho hlediska byly nejvyznamnéj$i methanol a ethanol, které byly spolu
s butanolem, pentanolem, hexanolem a Z-3-hexen-1-olem identifikovany ve vSech vzorcich.
Oproti tomu benzylalkohol byl stanoven pouze ve dvou odriidach, Riese aus Vofloch (B10)
a Sambo (B12).

Obsah aldehydi byl velmi proménlivy, pohyboval se vrozmezi 3,74 az 23,10 pg-g”,
srovnani zachycuje graf 5. Nejvys$si koncentrace byla stanovena u Albidy (B13), nejnizsi
v odridé Sampo (B15). Plany bez mél druhou nejvyssi koncentraci (21,63 + 2,56 ug-g”).
Identifikovano bylo 5 aldehydi, pfi¢emz vSechny s vyjimkou 3-methylbutan-1-alu byly
identifikovany ve vSech vzorcich. Z kvantitativniho hlediska byly nejvyznamné;si
acetaldehyd a E-2-hexenal. Pentanal, hexanal a 3-methylbutan-1-al se nachazely v mnoZstvi
mensSim nez 1 pg: g'].

Zesteri se vyskytovaly ve vzorcich methylacetat, ethylacetat, methylbutanoat
a ethylbutanoat. V zadné odrtidé nebyly nalezeny vSechny ctyfi estery soucasné. Graf 6
porovnava celkové zjiSténé koncentrace esterd. Mezi jednotlivymi odriidami byly pozorovany
znaéné rozdily. Koncentrace v planém bezu byla priméra (15,22 + 2,76 ng-g”"). Nejvyssi
koncentrace byla stanovena pro Samdal (B02) (41,89 + 2,79 ng-g"). Ve dvou odriidach, B09
a B10, se estery nevyskytovaly viibec.

Kyselina octova byla jedinou kyselinou identifikovanou ve vzorcich plodil. Stanovena byla
pouze ve Ctyfech odridach — B04, B07, B09 a B16. Jeji koncentrace byla nejvyssi v B09
(10,6 + 0,82 pg-g™), viz graf 7.

B-damascenon a linalool jsou povazovany za jedny znejdilezitéjSich sloucenin
odpovédnych za charakteristické aroma bezu [25-28]. Rozdily v obsahu téchto latek mezi
odriidami byly nizké, praimérna hodnota se pohybovala kolem 1,5 pg-ml". B-damascenon byl
stanoven ve vSech vzorcich, linalool nebyl identifikovan pouze ve dvou odridach (B02
a B15), viz graf 8.
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Tabulka 15: Pocet sloucenin identifikovanych v jednotlivych vzorcich plodi bezu cerného

Koncentrace (ug~mll)

(znaceni vzorku viz tabulka 4)

i

Skupina | Alkoholy | Aldehydy | Estery | Kyseliny | Ostatni | Celkem

BO1 6 5 3 0 2 16
B02 6 5 3 0 1 15
B03 7 4 2 0 2 15
B04 6 4 2 1 2 15
B05 7 5 2 0 2 16
B06 6 5 3 0 2 16
B07 8 5 3 1 2 19
B08 8 5 2 0 2 17
B09 9 5 0 1 2 17
B10 11 5 0 0 2 18
B11 7 4 2 0 2 15
B12 11 5 3 0 2 21
B13 10 5 3 0 2 20
B14 7 5 1 0 2 15
B15 7 4 3 0 1 15
B16 8 5 3 1 2 19
B17 7 5 1 0 2 15
B18 7 5 2 0 2 15
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Graf 3: Porovnani celkovych koncentraci AAL v jednotlivych vzorcich plodi bezu cerného
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Graf 4: Porovnani obsahu alkoholii v jednotlivych vzorcich plodii bezu ¢erného (znaceni
vzorkii viz tabulka 4)
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Graf 5: Porovnani obsahu aldehydii v jednotlivych vzorcich plodii bezu ¢erného (znaceni
vzorkii viz tabulka 4)
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Graf 6: Porovnani obsahu esterii v jednotlivych vzorcich plodit bezu cerného
(znaceni vzorku viz tabulka 4)
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Graf 7: Porovnani obsahu kyseliny octové v jednotlivych vzorcich plodii bezu ¢erného
(znaceni vzorku viz tabulka 4)
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Graf 8: Porovnani celkového obsahu p-damascenonu a linaloolu ve vzorcich plodii bezu
Cerného (znaceni vzorkii viz tabulka 4)

4.1.4. Procentualni zastoupeni skupin AAL ve vzorcich

Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych v jednotlivych vzorcich plodi udavaji
graty 9 az 26. Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze k aromatickému profilu bezovych $tav
nejvice piispivaji alkoholy (76 az 93 %). Aldehydy tvotily 1,3 az 29,5 %. Estery se
vyskytovaly v minimalnim mnozstvi (pod 0,1 %), avSak je tfeba mit na paméti, Ze 1 nizka
koncentrace esterit miize znaCnym zpusobem ovlivnit vyslednou viini, kterou ¢lovek vnima.
Z kyselin byla identifikovana pouze kyselina octova a to jen ve Ctyfech odradach, kde tvoftila
»ostatni®, do které byly zafazeny P-damascenon a linalool, coZ jsou latky, jak jiz bylo
zminéno, majici velky vyznam pro charakteristické aroma bezu [25-28].
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Graf 9: Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych ve vzorku B0l — Haschberg
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Graf 10: Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych ve vzorku B02 — Samdal
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Graf 11: Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych ve vzorku B03 — Aurea

52



kyseliny
3,72%

ostatni
1,88%

estery
0,01%

aldehydy

alkoho
7,59% y

86,80%

Graf 12: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B04 - Mammut
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Graf 13: Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych ve vzorku B05 — Korsor
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Graf 14: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B06 — Pregarten
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Graf 15: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B07 — Weihenstephan
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Graf 16: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B0S - Plany bez
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Graf 17: Procentualni zastoupeni skupin AAL stanovenych ve vzorku B09 — Alleso
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Graf 18: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B10 - Riese aus Voploch
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Graf 19: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku Bl1 — Sambu
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Graf 20: Procentualni zastoupenti skupin AAL stanovenych ve vzorku B12 — Sambo
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Graf 21: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B13 — Albida
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Graf 22: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B14 — Bohatka
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Graf 23: Procentualni zastoupenti skupin AAL stanovenych ve vzorku B15 — Sampo
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Graf 24: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B16 — Samyl
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Graf 25: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B17 — Heidegg
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Graf 26: Procentualni zastoupent skupin AAL stanovenych ve vzorku B18 — Dana
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4.2. Stanoveni vitaminu C
4.2.1. Sestrojeni kalibra¢ni zavislosti

Kazdy den byly pfed samotnymi experimenty pfipraveny Cerstvé standardni roztoky a byla
proméiena kalibracni kiivka. Z hodnot ploch piki pro jednotlivé koncentrace roztoku
kyseliny askorbové byly vypocitany priméry (n=3). Poté byla vytvofena zavislost téchto
hodnot na koncentraci a byla zji§téna rovnice regrese véetné regresniho koeficientu (R?), viz
tabulka 16. Do rovnice regrese byla dosazena naméfené hodnota plochy piku (y) a byla
vypoctena koncentrace AA (x) ve zkoumanych vzorcich (viz dale a ptiloha 27).

Tabulka 16: Kalibracni zavislosti

Rovnice regrese R’
y=58304-x + 67427 0,9999
y=60651-x — 3828 1

Plati pro
TCEP, DTT, L-cystein — pH 7
TCEP, DTT, L-cystein — pH 4

y=60251x - 17926 0,9999 B01*, BO8*
y=63200-x - 26024 0,9995 B10*
y=62550"x - 24519 0,9997 B12*

y=60692-x -5736 1

* Znaceni vzorkit viz tabulka 4

B14*, rakytnik

4.2.2. Redukce standardnich roztoki DHA na AA p¥i pH 7 (resp. 4)

Podminky redukce byly zvoleny a upraveny na zaklad¢ odborné literatury [36, 47-49].

Dle schéma v tabulce 6 v kapitole 3.2.6.4 byl proveden set méfeni ti¢innosti redukce DHA
na AA pro kazdé redukéni ¢inidlo — DTT, TCEP a L-cystein. Vysledky ziskané reakci pti
pH 7 shrnuji tabulky 17, 18 a 19, pii pH 4 tabulky 20, 21 a 22. Zptsob vypoctu jednotlivych
hodnot uvedenych v tabulkdch viz nize. Smés AA a reduk¢niho C¢inidla slouzila pro kontrolu
spravnosti me¢feni. Retencni ¢as kyseliny askorbové byl 2,1 minut.

Ptiklady chromatogrami jsou uvedeny v ptiloze 20.

Tabulka 17: Redukce standardnich roztokii pomoci DTT (5 mg-ml”) pii pH 7

Plocha . Rel. | Rel. |Uginnost| .
, + a |Sm.od.| Naméf. ¢ | Teor. c Primér
Latka | Roztok | piku ©) | (mgl") | (mel") teor. | nam. | redukce (%)
(LVs) c)|cC) | ()
- blank - - - - - - - -
AA | 40 mgl' 646196 | 5.6 9,93 10 - - - -
DHA A 206311 | 6,9 2,38 10 - - - -
DHA B 440697 | 1,5 6,40 25 2,5 2,69 108
2% 2,30 115 115
DHA C 926162 | 1,8 14,73 50 5 6.18 124

¢ — primér hodnot ploch pikii (n=3)
Sm.od. — smérodatnd odchylka; vypocitina pomoci funkce SMODCH.VYBER v programu MS Excel

a prevedena na [ %]

Nameér. ¢ — namérena koncentrace (zjisténa z kalibracni krivky — viz tabulka 16) (Fedici faktor f= 4)

Teor. c — teoreticka koncentrace (vice viz kapitola 3.2.5) (Fedici faktor f = 4)

Rel. teor. ¢ — relativni teoreticka koncentrace; pomér koncentraci roztokii B a C ku A, resp. C ku B (*)
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Rel. nam. ¢ — relativni namérena koncentrace; podil namérenych koncentraci roztokit B ku A (resp. C/B,

C/A).

Ucinnost redukce byla zjisténa jako pomér relativni naméiené koncentrace ku relativai teoretické

koncentraci a byla vyjadrena v procentech. Poté byl vypocitan primer téchto hodnot.

Tabulka 18: Redukce standardnich roztokii pomoci TCEP (5 mg-ml”) pri pH 7

Plocha - Rel. | Rel. |Uginnost |, .
, - a |Sm.od.| Naméf. ¢ | Teor. ¢ Prameér
Latka | Roztok | piku ©) | (mglh) | (mglh teor. | nam. | redukce (%)
(1V+s) c)|c | )
- blank - - - - - - - -
AA |40 mgl! [596516| 2,5 9,07 10 - - - -
DHA A 222805 2,3 2,66 10 - - - -
DHA B 474321 1,7 6,98 25 2,5 | 2,62 105
2% 1 2,18 109 109
DHA C 956290 1,5 15,25 50 5 572 14

Poznamka: Vysvetlivky viz tabulka 17.

Tabulka 19: Redukce standardnich roztokii pomoci L-cysteinu (20 m

gml’) pii pH 7

Plocha . Rel. | Rel. |Uginnost | .
, - a |Sm.od.| Naméf. ¢ | Teor. ¢ Prameér
Latka | Roztok | piku ©) | (mglh) | (mglh teor. | nam. | redukce (%)
(uvs) | V7 s e e | %) '
- blank - - - - - - - -
AA | 40 mg1' |593745| 3.8 9,03 10 - - - -
DHA A 202933| 2,0 2,32 10 - - - -
DHA B 442821 0,6 6,44 25 2,5 | 2,77 111
2% 2,32 116 119
DHA 14 <
C 938955| 0,6 95 50 5 6.43 129
Poznamka: Vysvetlivky viz tabulka 17.
Tabulka 20: Redukce standardnich roztokii pomoci DTT (5 mg-ml”) prii pH 4
, Plf"’haa Sm.od.| Namét. ¢ | Teor. ¢ Rel. | Rel. | Uginnost Prameér
Latka | Roztok | piku (%) (m .1_1) (m .1_1) teor. | nam. | redukce (%)
(uvs) | V7 s e e | %) '
- blank - - - - - - - -
AA |40 mg1! 599241 0,8 9,94 10 - - - -
DHA A 166334 1,9 2,81 10 - - - -
DHA B 395921 | 4,8 6,59 25 2,5 | 2,35 94
2% 1,70 85 86
DHA C 1 11,2 50 >
677339 | 13,3 23 5 4.00 20

Poznamka: Vysvetlivky viz tabulka 17.
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Tabulka 21: Redukce standardnich roztokii pomoci TCEP (5 mg-ml”) pii pH 4

Plocha - Rel. | Rel. |Uginnost |, .
, a1 a |Sm.od.| Naméf. c | Teor. c Primér
Latka | Roztok | piku ©) | (mglh) | (mglh teor. | nam. | redukce (%)
(1V+s) c)|c | )
- blank - - - - - - - -
AA |40 mgl' 583991 1,5 9,69 10 - - - -
DHA A 177528 | 3,5 2,99 10 - - - -
DHA B 449626 | 1,3 7,48 25 2,5 | 2,50 100
2% 1 2,02 101 101
DHA C 911746| 0,5 15,10 50 5 5.05 101
Poznamka: Vysvetlivky viz tabulka 17.
Tabulka 22: Redukce standardnich roztokii pomoci L-cysteinu (20 mg-ml™) pii pH 4
, Pl9c2a Sm.od. | Naméft. ¢ | Teor. ¢ Rel. | Rel. | Ucinnost Primér
Latka | Roztok | piku ©) | (mglh) | (mgh teor. | nam. | redukce (%)
(1V+s) c(-) | c) | ()
- blank - - - - - - - -
AA |40 mgl' |612060| 9,1 10,15 10 - - - -
DHA A 14989 | 27,4 0,31 10 - - - -
DHA B 34728 | 2.3 0,64 25 2,5 | 2,05 82
DHA | C |66436| 33 | 116 | s0 | L8| 91 | 83
5 3,73 75

Poznamka: Vysvetlivky viz tabulka 17.

Na zakladé méfeni blanku (roztoku neobsahujiciho AA ani DHA) bylo prokazano, Ze
redukéni Cinidla a dal$i slozky smési (KOH, MPA) nemaji stejny retencni ¢as jako AA
(2,1 min). Tim byla vyloucena koeluce AA s latkami smési. Zda je eluce ovlivnéna dalSimi
faktory (odliSnd koncentrace redukcnich ¢inidel, ¢as redukce) by mohlo byt pfedmétem
dalsich experimentt.

Redukeni ¢inidla maji odlisné vlastnosti a vykazuji tedy 1 jiné chovani, maji jiné absorp¢ni
vlastnosti pfi dané vinové délce (254 nm). Stanoveni ucinnosti redukce bylo v nékterych
ptipadech zatiZeno pozitivni chybou.

Niz8§i ucinnost redukce DTT ve srovnani s TCEP pii pH 4 [49] byla potvrzena
(86 % < 101 %).

Jako nejvhodnég;si redukéni €inidlo bylo vybrano TCEP pfi pH 4, jelikoZ se jeho u¢innost
redukce nejvice blizila 100 % s nejmensi odchylkou.

4.2.3. Stanoveni AA v realnych vzorcich

Obsah kyseliny askorbové byl stanoven jak v samotném extraktu (bez jakychkoli tprav),
tak v extraktu s pfidavkem roztoki KOH a MPA ve stejném poméru jako u vzorkll pro
redukci DHA na AA. Koncentrace se liSila jen minimalné (viz tabulka 23), velikost
smérodatné odchylky byla akceptovatelna.
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Tabulka 23: Koncentrace kyseliny askorbové ve 100 g plodii bezu cerného stanovené v cistéem
extraktu (a) a extraktu ve smési s KOH a MPA (1:1:2) (D)

Oznagent Odriida AA (mg'100 g")
a b Primér + sm.odch.
BO1 Haschberg 1,08 | 1,07 1,07 £ 0,00
B08 Plany bez 0,76 | 0,86 0,81 £ 0,05
B10 Riese aus Vobloch | 1,26 | 1,51 1,39 +0,13
B12 Sambo 5,71 | 5,47 5,59 +£0,12
B14 Bohatka 1,40 | 1,51 1,46 £ 0,06

4.2.4. Redukce DHA na AA v realnych vzorcich

Na zéklad¢ vysledkii méfeni ucinnosti jednotlivych redukénich €inidel (viz vyse) bylo na
realné vzorky aplikovano TCEP pfi pH 4.

Stanovené mnozstvi vitaminu C udéava tabulka 24. Koncentrace DHA byla vypocitana jako
rozdil koncentrace AA stanovené ve vzorku po redukci a ptfed redukci. Nejvyssi celkovy
Vobloch (5,1 mg-100 g™). Plany bez obsahoval piiblizné stejné mnozstvi AA jako ostatni
zkoumané odrady (5,5 mg-100 g™).

Hodnoty celkového obsahu kyseliny askorbové odpovidaji koncentracim uvedenym
v literatute, tedy rozmezi 6 — 37 mg-100 g'1 [15, 18, 53], u nékterych odrid byl obsah mirné
nizsi.

Koncentrace samotné kyseliny dehydroaskorbové v plodech bezu vSak neni z pfedchozich
praci znama, a tudiZ ji neni moZné porovnat. Nami stanovené mnoZstvi DHA ve vzorcich bylo
vyrazné¢ vys$i nez mnozstvi AA, coz neni obvyklé, srovndme-li pomér jejich koncentraci
v jinych druzich ovoce, naptiklad ve zralych bananech (6,00 mg AA ve 100 g; 0,61 mg DHA
ve 100 g), mangu (54 mg AA ve 100 g; 6 mg DHA ve 100 g) [37] ¢i v jahodéach (57,2 mg AA
ve 100 g; 2,2 mg DHA ve 100 g) [48].

Tabulka 24: Celkovy obsah vitaminu C, kyseliny askorbové (AA) a dehydroaskorbové (DHA)
v plodech bezu cerného (vztazeno na 100 g plodu)

“ . Celkovy vit C AA DHA
Oznaceni Odrtida (mg'lvgo ) (mg'100 g') | (mg100 g
BO1 Haschberg 5.6 1,1 4,5
BOS8 Plany bez 5,5 0,8 4,6
B10 Riese aus Vobloch 5.1 1.4 3.8
B12 Sambo 13,0 5.6 7.4
B14 Bohatka 6,1 1,5 4,6

Pro ovéteni postupu redukce bylo provedeno kontrolni stanoveni na jiné matrici - plodech
rakytniku, u né¢hoz byla ur€ena koncentrace AA v diivéjSim vyzkumu [67]. Stanoven byl
obsah 252 mg AA na 100 g v extraktu pred redukci, po redukci na 247 mg-100 g”'. Rozdil
5mg-100 g™ odpovida 2 % z celkového mnozstvi, tuto odchylku lze zahrnout do nepfesnosti
zpusobené pripravou roztokil. Stanovend koncentrace AA odpovida diive zjiSténé [67].
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Vysledky poukazujici na ptitomnost vétSiho mnozstvi DHA v plodech bezu mohly byt
ovlivnény slozitou povahou vzorkl. Plody bezu obsahuji mnoho latek absorbujicich pfi
254 nm, které¢ mohou znesnadnovat kvantifikaci kyseliny askorbové. Pouzitd metoda pro
stanoveni AA je vhodna spiSe pro jiny typ matrice, coZ bylo prokézano u plodi rakytniku. Pro
analyzu plodd bezu by bylo vhodné v dalSich experimentech zafadit a optimalizovat
piecistovaci krok (SPE) nebo vyvinout metodu, u které bude rozliSeni mezi AA a ostatnimi
neidentifikovanymi piky vétsi. Neni také vylouceno, ze dochazi k interferencim redukcéniho
¢inidla s dalS$imi slozkami matrice.

Metoda pro redukci DHA na AA v plodech bezu ¢erného, aplikovand v této diplomové
praci, je soucasti pocatecnich experimentti na dané téma. Postup a podminky redukce by bylo
vhodné podrobit dalsi optimalizaci.

Ptiklady chromatogramt, kalibra¢ni zavislosti, naméfené plochy pikili, koncentrace AA,
dalsi dilci vypocty a hodnoty stanovené v extraktech bezu ¢erného i rakytniku jsou uvedeny
v prilohach 21 az 27.
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5. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva charakterizaci plodi bezu Cerného (Sambucus nigra L.).
S ptihlédnutim k experimentdlnimu vybaveni pracovisté byly jako sledované parametry
zvoleny aromaticky aktivni latky a vitamin C. Teoretickd ¢ast struéné informuje
o vlastnostech, 1é¢ivych ucincich, moznostech zpracovani a chemickém slozeni bezu ¢erného.
Déle se zamétuje na aromaticky aktivni latky a vitamin C. Zminény jsou metody vhodné pro
jejich stanoveni.

Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit aromaticky profil a celkovy obsah vitaminu C
v plodech vybranych odrid bezu cerného.

Aromaticky profil byl stanoven pomoci SPME-GC-FID. Tato metoda byla aplikovana na
17 riznych Slechténych odrid a bez plany. Celkem bylo identifikovano a kvantifikovano 24
odlisnych tékavych aromaticky aktivnich latek, z nich 12 alkoholli, 5 aldehydii, 4 estery,
1 kyselina a 2 ,,jiné* slou€eniny (linalool a B-damascenon). Ve vzorcich plodi nebyl nalezen
zadny keton. SloZeni jednotlivych vzorkli se liSilo, Zadny znich neobsahoval vSechny
identifikované latky soucasné. Mezi jednotlivymi odrtidami byly nalezeny zna¢né rozdily.

Jednotlivé odridy byly srovnany s planym bezem za ucelem zjisténi, zda ma Slechténi vliv
na obsah AAL. Navzdory ocekdvani ve vétSin€ Slechténych odrid nebyl nalezen vyrazné
vys$$i obsah AAL nez v planém bezu. Nejvyssi celkovou koncentraci AAL mély odriady
Allesd6 a Sambu. Zhruba ¢tyfnasobné niz$i byla stanovena u planého bezu. Naopak odridy
Heidegg a Dana mély celkovou koncentraci cca polovicni oproti planému bezu.

Nejvice rtiznych AAL bylo identifikovano v odriadé Sambo (B12), celkem 21, poté
v jediné bilé¢ odrade Albida (B13), celkem 20. U plané¢ho bezu bylo nalezeno 17 AAL. Pocet
AAL u ostatnich odrad se pohyboval v rozmezi 15 — 19.

Hlavni slozkou vSech vzorkii byly alkoholy, nejvice jich bylo ptitomno v odriadé¢ Sambu
(B11) - 98 %, nejmén¢ v odrad¢ Haschberg (BO1) - 76 %. V nejvysSich koncentracich se
vyskytoval methanol a ethanol.

Obsah aldehydi byl velmi proménlivy, pohyboval se vrozmezi 3,74 az 23,10 pg-g.
Celkové tvotily 1,3 az 29,5 %. Plany bez obsahoval druhou nejvyssi koncentraci
(21,63 £ 2,56 pg-g™). Z kvantitativniho hlediska byl nejvyznamngjsi acetaldehyd.

Estery se vyskytovaly v minimdlnim mnoZstvi (pod 0,1 %), pfesto mohou mit znacny vliv
na senzorické vlastnosti. Jejich obsah v planém bezu byl pramérny (15,22 + 2,76 ng-g”).
Ve dvou odridach, B09 a B10, nebyly identifikovany zadné estery.

Kyselina octova byla jedinou nalezenou kyselinou, stanovend byla pouze ve Ctyfech
odradach. Tvorila zde 1,8 az 4,1 % z celkové koncentrace AAL.

B-damascenon a linalool byly sledovany samostatné, jelikoZ primarné zodpovidaji
za charakteristick¢é aroma bezu [25-28]. Jejich koncentrace se mezi odrtidami liSila jen
minimalng, pohybovala se v rozmezi 1,0 — 2,6 pg-g”, plany bez obsahoval 1,5 pg-g™ t&chto
latek. Nejvyssi koncentrace byla nalezena u odriidy Riese aus Voploch.

Vsechny identifikované latky jiz byly dfive nalezeny v plodech ¢i kvétech bezu ¢erného
[25-28, 30].

Podrobnéjsi vysledky a podstatné vyssi pocet identifikovanych sloucenin by mohla piinést
analyza GC ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS), ta je ovSem ndkladnéjsi a Casoveé

v v
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Pro stanoveni celkového obsahu vitaminu C byla pouzita metoda HPLC. Nejprve bylo
potieba nalézt vhodné ¢inidlo pro redukci DHA na AA za vhodného pH. Srovnavéna byla tti
redukéni €inidla (TCEP, DTT, L-cystein) pfi dvou riznych pH (4 a 7). Analyza byla
provedena s roztoky standardia AA a DHA. Srovnanim uc¢innosti redukce ¢inidel bylo zvoleno
za optimalni TCEP pii pH 4 (G¢innost redukce 101 %). Tyto podminky byly nasledné
aplikovany na plody 5 vybranych odriid bezu ¢erného.

Stanovena celkova koncentrace vitaminu C (sou¢et AA a DHA) se pohybovala v rozpéti
5,1 — 13,0 mg na 100 g ploda. Tyto hodnoty odpovidaji koncentracim uvadénym v literatuie

v Riese aus Vobloch. Plany bez obsahoval pfibliZzné stejn¢ mnozstvi AA jako ostatni
zkoumané odrudy.
Uvedena data jsou dilezita jak pro spotiebitele, kteti chtéji kupovat produkty nejvyssi
jakosti, tak 1 pro producenty, ktefi chtéji ve velkém mnozstvi péstovat vysoce kvalitni odridy,
VylepSeni nutri¢nich hodnot vyrobkl z ¢erného bezu by mohlo byt dosaZzeno vybérem
kultivart s vysokym obsahem kyseliny askorbové.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AAL
CAD
CAS
DAD
DCPIP
DHA
DTT
FID
FD

GC
GC-FID

GC-MS

HS-SPME

HILIC

HPLC

LDL
MPA

MS
NADH
NADPH
NMR
NP-HPLC
PE

PEEK

PS
PS-DVB
RP-HPLC
TCEP
UV

SPE
SPME
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Ascorbic acid (kyselina askorbova)

Aromaticky aktivni latky

Corona-charged aerosol detektor (aerosolovy detektor nabitych castic)
Chemical Abstracts Service Registry Number (registracni ¢islo CAS)
Diode-array detector (detektor s diodovym polem)
2,6-dichlorofenolindofenol

Dehydroascorbic acid (kyselina dehydroaskorbova)

Dithiothreitol

Flame ionization detector (plamenovy ioniza¢ni detektor)
Fluorescencni detekce

Gas chromatography (plynova chromatografie)

Gas chromatography-flame ionization detector (plynova chromatografie
s plamenové ioniza¢nim detektorem)

Gas chromatography-mass spectrometry (plynova chromatografie s hmotnostni
detekci)

Headspace solid-phase microextraction (Headspace mikroextrakce tuhou
fazi)

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (hydrofilni interakéni
chromatografie)

High Performance Liquid Chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

Low Density Lipoproteins (nizkohustotni lipoproteiny)

Kyselina monohydrogenfosforecna

Mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Redukovana forma nikotiamidadenindinukleotidu

Redukovana forma nikotiamidadenindinukleotidfosfatu

Nuclear Magnetic Resonance (nuklearni magnetickd rezonance)
Normal Phase HPLC (HPLC s normalni fazi)

Polyethylen

Polyetheretherketon

Polystyren

poly(styren-divinylbenzen)

Reverse Phase HPLC (HPLC s reverzni fazi, na nepolarnich adsorbentech)
Tris-(2-karboxyethyl)fosfin

Ultraviolet (ultrafialovy)

Solid-phase extraction (extrakce tuhou fazi)

Solid-phase microextraction (mikroextrakce tuhou fazi)
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Priloha 1: Legenda k chromatogramiim

Cislo piku Sloucenina
1 ethanal
2 octan methylnaty
3 octan ethylnaty
4 methanol
5 3-methylbutan-1-al
6 ethanol
7 pentanal
8 methylbutanoat
9 ethylbutanoat
10 hexanal
11 pentan-2-ol
12 butan-1-ol
13 2-methylbutan-1-ol
14 E-2-hexenal
15 pentan-1-ol
16 hexan-1-ol
17 E-3-hexenol
18 Z-3-hexen-1-ol
19 1-okten-3-ol
20 kyselina octova
21 nonan-2-ol
22 linalool
23 b-damascenon
24 benzylalkohol
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Priloha 2: Chromatogram identifikovanych AAL — Haschberg (B01)
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Priloha 3: Chromatogram identifikovanych AAL — Samdal (B02)
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Priloha 4: Chromatogram identifikovanych AAL — Aurea (B03)
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Priloha 5: Chromatogram identifikovanych AAL — Mammut (B04)
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Priloha 6: Chromatogram identifikovanych AAL — Korsor (B05)
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Priloha 7: Chromatogram identifikovanych AAL — Pregarten (B06)
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Priloha 8: Chromatogram identifikovanych AAL — Weihenstephan (B07)
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Priloha 9: Chromatogram identifikovanych AAL — Plany bez (B0S)
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Priloha 10: Chromatogram identifikovanych AAL — Allesé (B09)
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Priloha 11: Chromatogram identifikovanych AAL — Riese aus Voploch (B10)
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Priloha 12: Chromatogram identifikovanych AAL — Sambu (B11)
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Priloha 13: Chromatogram identifikovanych AAL — Sambo (B12)
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Priloha 14: Chromatogram identifikovanych AAL — Albida (B13)
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Priloha 15: Chromatogram identifikovanych AAL — Bohatka (B14)
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Priloha 16: Chromatogram identifikovanych AAL — Sampo (B135)
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Priloha 17: Chromatogram identifikovanych AAL — Samyl (B16)
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Priloha 18: Chromatogram identifikovanych AAL — Heidegg (B17)
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Priloha 19: Chromatogram identifikovanych AAL — Dana (B18)
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