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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva moznostmi vyuziti vyliskli z plodt aronie. Teoreticka cast je
zaméfena na botanickou charakteristiku aronie, popis HPLC a anthokyanovych barviv.
V experimentalni ¢asti se zkoumaji rizné vlivy extrakénich podminek na obsah vybranych
polyfenolickych sloucenin (kyseliny gallova a vanilova, katechin a rutin) ve vyliscich aronie.
Zminéné slouceniny byly v této praci stanovené metodou HPLC. Diky této metodé byl
detekovan také obsah sacharidii. Mnozstvi anthokyanovych barviv bylo zjisténo pomoci pH
diferencialni metody.

KLICOVA SLOVA

Aronie, anthokyany, HPLC, vylisky, pH diferencialni metoda, polyfenolické slou¢eniny

ABSTRACT

This diploma thesis deals with possibilities of using of aronia fruit pomace. The theoretical
part is focused on botanical characteristics of aronia fruit, description of HPLC and
anthocyanins dyes. The effects of various extraction conditions on content of some
polyphenolic compounds (gallic and vanilla acid, katechin and rutin) in aronia berry pomace
are investigated in the experimental part. The mentioned compounds were detected with
HPLC. Thanks to this method the content of carbohydrates was also detected. A quantity
of anthocyanins dyes was determined by pH differential method.

KEYWORDS

Aronia melanocarpa, anthocyanins, HPLC, pomace of black chokeberry, pH differential
method, polyphenolic compounds
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1. UVOD

Aronii a jejim méné znamym plodim se v posledni dobé zacind vénovat ¢im dal vétsi
pozornost. Ze svého okoli vnimam, jak se lidé zajimaji o zdravy Zivotni styl a snazi se tomu
ptizplsobit predevsim svij jidelnicek. Na ,,moderni pojem antioxidant slySi rado spousta
lidi. Aronii se pfezdiva kradlovna antioxidantt.

Stava z aronie ma velké vyuZiti, v tzv. ,,zdravych vyzivach® se prodava piedev§im
jako Cisty pasterovany most nebo napoje a nektary kombinované s jinymi druhy ovoce.
Po vylisovani §tavy zlstanou aroniové vylisky, které se nejcastéji kompostuji. Tyto odpady
by vSak mohly byt dale vyuzity, napt. pro ziskani anthokyanovych barviv, které jsou cennym
potravinaiskym barvivem pfirodniho ptivodu. Vylisnost aroniové $tavy je nejvyse 75 %.
Zustava tedy 25 % hmoty aroniovych plodi, ktera by mohla poskytnout nezanedbatelné
mnozstvi potravindiského barviva.

Vzhledem k nemalému mnozstvi polyfenolickych sloucenin by se vylisky dale daly
vyuzit v podob¢ kapsli jako dopln€k stravy, usuSené jako ¢aje, k dochucovani jogurtii nebo
pii vyrobé chleba, z cehoZz by z ného udélaly funkéni potravinu. Mohly by se také ve formé
prasku pfidavat do riznych typu potravin ke zvyseni jejich biologické hodnoty. [1] Soéjka
a kol. ve své studii upozoriuji na velky obsah vlakniny ve vyliscich [2].

Tato diplomovéa prace se proto zabyvd mozZnosti, jak ziskat jednoduse a levné
zbytkovy obsah anthokyanovych barviv z aroniovych vylisku.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Botanicka charakteristika aronie

Obr. 1: Aronia melanocarpa [3]

Rod Aronia z ¢eledi rtizovitych (Rosaceae) zahrnuje tii podobné druhy ket pochazejicich
z vychodni ¢asti Severni Ameriky a vychodu Kanady. Do Evropy se tento kei dostal
na pielomu 19. a 20. stoleti nejprve do Némecka a poté doslo k jeho rozsifeni az do Ruska.

Jedna se o tyto druhy: Aronia melanocarpa (temnoplodec ¢&ernoplody), znamy
pod lidovym nazvem cCerny jefab nebo Cerna jefabina; Aronia arbutifolia (temnoplodec
planikolisty) a Aronia prunifolia (temnoplodec tiesnolisty). Posledné jmenovany je
povazovan za kiiZzence prvnich dvou. Druhy aronie se odliSuji nejenom barvou plodu, které
na nich rostou, ale i jejich velikosti, dale dobou sklizné a také olisténim kefe. Malvice druhu
Aronia melanocarpa maji tmavé modrou az ¢ernou barvu a jsou nejvétsi, Aronia arbutifolia
ma Cervené plody a Aronia prunifolia fialové. Plody maji v priméru 6 mm i vice.

Podle lidovych tradic anglicky nazev ploda této rostliny ,,chokeberry* vychazi
ze slovesa ,,choke®, coz v angli¢tiné¢ znamena ,,davit se“. Je to z divodu mimotadné kyselé,
navinulé, trpké az sviravé chuti, diky ¢emuZz jsou syrové, nezpracované plody aronie témeét
nepozivatelné. Tato chut’ je zptisobena vysokym obsahem tiislovin. [4]

Aronie roste jako kfovina 2-3 m vysoka, Siroka asi 1,5 m S obdélnikovymi, tmaveé
zelenymi voskovymi listy, které pfipominaji listy viSn¢. Na jafe je tento ket ozdoben malymi

péstovani aronie je jeji komercni vyuziti.
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Pro komer¢ni péstitele je zejména lakavé, ze tato rostlina neni ndro¢nd na pudu,
udrzbu aneni ani nachylna k chorobam ¢i k napadani skudci. Jedna se o velmi odolnou
rostlinu, ktera ma ale velké naroky na svétlo. Plody jsou téZz rezistentni vuci hnilobé
a ostatnim nemocem. I kdyz spadnou na zem, velmi dlouho ziistanou zdravé. K jejich sklizni
dochazi na konci letnich prazdnin- na pifelomu srpna a zaii. Produkce jednoho kefe je az 10 kg
ovoce a za optimalnich podminek pii skladovani vydrzi az 2 mésice, aniz by doslo ke snizeni
jejich kvality.

Mezi nejznaméjsi odridy patii ‘Nero’, péstovana v Cechach, ‘Moskva’, kterd byla
vySlechténa v Rusku, $védsky ‘Hugin’, finsky ‘Viking’, dansky ‘Aron’ a ‘Rubina’ (od Ruska
po Finsko). [5] Dale existuje cela fada kiizenct. [6] Nejpopularnéjsi a nejvynosnéjsi je odruda
‘Nero‘, jeji plody jsou velice bohaté na §tavu. Rozdily mezi jednotlivymi odridami jsou

velmi malé az nepatrné. [7]

2.2 Chemické sloZeni plodu aronie

Aronie je znama svym velkym obsahem biologicky aktivnich slozek a vysokou antioxida¢ni
kapacitou. [8] Kvantita jednotlivych slozek je zavisla na mnoha faktorech- na odridé, mite
zralosti plodu, na dobé sklizné a misté vyskytu. [5] Djuric a kol. zjistili, ze kvalita plodt
aronie, vypéstovanych v pudé slehéi aciditou, byla vyS$i neZz na jinych mistech. [9]
Wangensteen a kol. se zabyvali studiem tii kultivart druhu Aronia melanocarpa a jednoho
kultivaru druhu Aronia prunifolia a zjistili, ze kultivar druhu A. prunifolia mél nejvyssi obsah
polyfenolii, zejména anthokyant a proanthokyanidint. [7] Pti dfivéjsi sklizni bylo ve §taveé
aronie vice chlorogenové kyseliny a méné cukru, nez ve §taveé z plodi pozdéji sklizenych.
[10]

2.2.1 Bilkoviny

V plodech tohoto ovoce jsou obsazeny bilkoviny v mnozstvi 0,7 g na 100 g Cerstvych plodd,
pficemz hlavni zastoupenou aminokyselinou je asparagin. Bilkoviny rostlin jsou vsak
neplnohodnotné, jelikoz se vnich nevyskytuji ve vhodném poméru a ani esencidlni
aminokyseliny nejsou dostate¢né zastoupeny. [5, 11] Pieszka a kol. stanovili celkovy obsah

esencialnich aminokyselin ve vyliscich aronie na 2,89 g na 100 g suSiny. [12]

2.2.2 Sacharidy

Dalsi slozkou aroniovych plodt jsou sacharidy. Ty vznikaji v rostlinnych pletivech jako
produkty nebo derivaty produktii asimilace. V malvicich aronie ptevazuje glukoza, jejiz obsah
v erstvé vymackané §tavé je v praméru 41 g1 a fruktoza: 38 g1, Obsah redukujicich
cukru v Cerstvych plodech se pohybuje v rozmezi 16-18 %. Oszmianski a Lachowicz ve své
studii stanovili mnozstvi glukézy 5,08 g-100 g™ v ususenych a zarovei pomletych plodech
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al2,44 g-100 g'1 vV pouze usuSenych plodech. [13] Plody aronie obsahuji nezanedbatelné
mnozstvi sorbitolu (alkoholického cukru). Nicméné se nejedna o slouceninu, kterd by se
bézné nachazela v plodech podobnych aronii. [9] Sorbitol byl stanoven v aroniovych vyliscich
v mnozstvi 3,65 a 5,31 g-100 g™*. Hodnoty se li§i v zavislosti na pouzité extrak&ni metodg. [1]
Jiny zdroj uvadi obsah sorbitolu 80 g+ v Serstvé §tave. [5] Sorbitol se pouzivé jako nahradni
sladidlo v potravinach s pozadavkem na nizky obsah cukru. [11]

Sacharoza byla detekovana ve vyliscich a jeji obsah byl opét diky dvéma riznym
technikam extrakce odlisny: 3,75 a 4,55 mg-100 g™*. [1]

2.2.3 Mineralni latky a vitaminy

Z mineralnich latek jsou v aronii pfitomny prvky: draslik, vapnik, sodik, hoi¢ik, zinek
a zelezo (v sestupném poradi podle mnozstvi). Jejich celkovy obsah byl podle studie Kullinga
a kol. stanoven na 440 mg-100 g™. [5] Jini autofi nalezli 580 mg mineralnich latek ve 100 g
cerstvych plodu [2] Z vitamind rozpustnych ve vodé se v aronii nachazeji kyselina askorbova
(1,3-27 mg-100 g™, betakaroten (0,77-1,67 mg-100 g?), skoro viechny vitaminy skupiny B
(B1, B2, B3, B5 a B6), dale kyselina listova, V tucich rozpustny vitamin E i vitamin K-
580 mg-100 g* &erstvych plodd. [5, 11, 14] Ve vyliscich byl stanoven obsah vitaminu E
na 152,3 mg-100 g*. [12]

2.2.4 Vlaknina

Aroniové vylisky jsou bohatym zdrojem nerozpustné vlakniny s vysokym obsahem celulozy,
hemicelul6zy a ligninu. Celkové mnozstvi v Cerstvych plodech je 5,62 g-100 g*. [1, 5] Sojka
a kol. ve své analyze udavaji, ze v aroniovych vyliscich je obsazeno 33 % vlakniny. [2] Dalsi
polska studie z roku 2008 dokonce uvadi celkovy obsah vlakniny ve vyliscich 87,48 g-100 g
! Nicméng zdlraziiuji, Zze mnozstvi vlakniny zéavisi na metodach, jimiz je jeji obsah
stanovovan. [15]

Aronie mé ivelké mnozstvi pektinu, diky ¢emuz je velice vhodna pro vyrobu

marmelad a dzemt. [11]

2.2.5 Lipidy

Na lipidy je aronie jako vétsina ovoce velmi chuda. Obsah tukl v Cerstvych plodech aronie
je 0,14 g-100 g'l. Pti identifikaci hlavnich komponent lipidd, plody aronie obsahovaly nejvice
kyselinu linolovou jakoZzto hlavni zastupkyni mastnych kyselin. Obsah fosfolipidd,
zastoupenych predevsim fosfatidylcholinem, fosfatidyllinositolem a fosfatidylethanolaminem
je 2,8 g-kg™. Celkovy obsah sterolu je 1,2 g-kg” v suing, pficemz hlavni slozkou je p-
sitosterol, kampesterol a stigmasterol. [5, 11]
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2.2.6 Organické kyseliny

Celkové mnozstvi organickych kyselin je relativné nizké a pohybuje se v rozmezi 1-1,5 %
v Cerstvych plodech. Hlavnimi identifikovanymi kyselinami jsou jable¢na, vinna, citronova,
jantarova a fumarova Kyselina. Obsah kyselin v pfipraveném dzusu se pohyboval v rozmezi
5a7 19 g-I" s L-jablecnou kyselinou jako hlavni slozkou. [16] Jiné studie udavaji, Ze nejvetsi
zastoupeni v aroniovych vyliscich ma kyselina galakturonovéa (500 mg-100 g™) a kyselina
jable¢na je az druha. Vyskyt kyseliny galakturonové je spojeny s piitomnosti pektinu v 0vVOCi.

[2]

2.2.7 Polyfenolické slouceniny

Polyfenoly jsou castou slozkou vSech potravin rostlinného pivodu. Ovoce, zelenina, caj,
¢okolada, vino- to vSechno jsou bohaté zdroje polyfenolt. Malvice aronie jsou znamy jako
rostlinny materidl s vysokym obsahem fenolt. Chemicky se jednd o sloucCeniny, které
obsahuji nekolik hydroxylovych skupin navazanych na benzenovém jadie. Polyfenoly jsou
velmi riiznorodé a zahrnuji nékolik podskupin, které se odlisuji po¢tem fenolovych kruht.
Hlavnimi podskupinami polyfenold jsou flavonoidy, fenolové kyseliny, jednoduché fenoly,
stilbeny a lignany. [16, 17]

Zastupci této chemické skupiny jsou mocnymi antioxidanty, které chrani bunky proti
volnym radikaltim. Podili se také na preventivnim pisobeni proti vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. Konzumaci aronie, ktera je na polyfenoly bohatd, se da ptedchazet i tvorbé
otoktl, zptisobenych uvolnénim histaminu pfi alergickych reakcich. [4, 7, 18]

Celkovy obsah fenolt v aronii se udava na vice ne? 20 mg-g™~. Obsah fenold
a i antioxidac¢ni aktivita je u aronie vyS$8i nez v bortvkach, ostruzinach, malinach nebo
brusinkach. [4, 7, 18] Ve studii Pieszka a kol. byla porovnavana antioxida¢ni aktivita
ve vyliscich z aronie, Cerného rybizu, jablek, jahod a mrkve. Nejvyssi schopnost zhaset volné
radikaly byla stanovena u vyliski z ¢erného rybizu, na druhém misté pak byla aronie. [12]

2.3.1.1 Fenolické kyseliny
Fenolické kyseliny jsou sekundarni rostlinné metabolity Siroce rozsifené napftic¢ rostlinnou fisi.
Obecné nazev fenolové kyseliny oznacuje fenoly, které maji jednu karboxylovou funkéni
skupinu. Jedna se o hydroxylované derivaty benzoové a skoticové kyseliny. Tyto pfirozené se
vyskytujici kyseliny obsahuji dva spole¢né uhlikaté ramce C6-C3 hydroxyskoticové a C6-C1
hydroxybenzoové struktury. Ackoliv zakladni kostra zlstava stejnd, cisla a pozice
hydroxylovych skupin na aromatickém kruhu jsou rGzna. NejcastéjSimi zastupci,
vychdzejicimi z kyseliny skoficové jsou p-kumarova kyselina, kavova kyselina, ferulova
kyselina a sinapova kyselina, pfi¢emz nejvétsi zastoupeni ma kyselina kavova. Casto se také

vyskytuji jako konjugaty, napi. s vinnou nebo chinovou kyselinou. Konjugaty chinové
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kyseliny jsou obvykle uvedené jako chlorogenové kyseliny. Kyselina gallova je nejcastéjsi
fenolicka kyselina, vychazejici z kyseliny benzoové. [16, 19]

Obsah fenolovych kyselin v Eerstvych bobulich aronie je 96 mg-100 g, piicemz
nejvetsi zastoupeni maji kyseliny chlorogenova a neochlorogenova. Jejich pH je mezi 3,3
az 3,7. [16, 19] V ususenych aroniovych vyliscich byl detekovan obsah fenolickych kyselin
630,3 mg-100 g™. [12]

COOH
HO

: . // OH
OH HO™ o) 7

OH

OH
OH OH

kyselina chlorogenova kyselina neochlorogenova

2.3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velkou skupinou rostlinnych sekundarnich metabolitl, jedna se
0 polyfenolické slouceniny zahrnujici 15 uhlikli se dvéma aromatickymi kruhy (A a B)
spojenymi tifuhlikovym fetézcem- uspotfadani C6-C3-C6. Jsou nejpocetnéjsi fenolovou
skupinou a nachazi se ve vSech rostlinach. Odlisné koncentrace flavonoidi zavisi na druhu
rostliny, stupni vyvoji, typu tkané a na ristovych podminkach. V rostlinach maji fadu funkci-
jako antioxidanty, fotoreceptory, maji antibakteridlni a antivirové ulinky, dale zvySuji
atraktivitu rostliny po vizualni strance, slouzi jako ochrana proti UV zafeni a také chrani
rostlinu pfed patogeny. Flavonoidy se vyskytuji hojné v ovoci a zelening, které jsou soucasti
lidské vyzivy, a je odhadovano, Ze snime alespoil jeden gram flavonoidi denné. Hlavni
podskupinou flavonoidt jsou flavonoly, flavony, flavan-3-oly, anthokyanidiny, flavanony
a isoflavony. Kazda skupina flavonoidii mé svoji unikatni chemickou vlastnost a jedine¢né
zastoupeni v rostlinach. [16, 17]

Produkuji skalu barev- od Cervené po fialovou (anthokyany), od bezbarvé po Zlutou
(flavonoly) a bezbarvou, ktera se zméni po oxidaci na hnédou (flavanoly). [20]
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struktura flavonoidu

2.3.1.3 Anthokyanovd barviva
Anthokyany jsou pfirodni ve vodé rozpustna barviva- jednd se o ¢ervené, oranzové, modré
a fialové pigmenty, které se nachdzi v bunéénych vakuoldch rostlin. Jsou zodpovédné
za zbarveni mnoha rostlin, ovoce a zeleniny a hraji v nich nespocet roli. Jejich barva a silna
UV absorbance vabi hmyz Kk opylovani rostlin a také pusobi jako ochrana DNA
pted poskozenim zptsobené¢ho UV zatenim. [21]

Bylo popséano vice nez 500 riznych anthokyand a za posledni dekddu byla podana
zprava o dalSich novych strukturach anthokyand. Jsou podskupinou polyfenoll, zvanych
flavonoidy a vrostlinach se vyskytuji ptirozené jako glykosidy. Pocet anthokyani
nachazejicich se v jednotlivych rostlinach je rtizny. To, Ze jsou tyto molekuly zodpovédné
za zbarveni rostlin, poprvé objevil v roce 1939 Linus Carl Pauling. [22]

Chemicky se jedna o glykosidickou verzi anthokyanidinii s jedine¢nou chemickou
strukturou. Anthokyanidiny jsou polyhydroxy a polymethoxy derivaty flavyliového kationtu
(2-fenylbenzopyrylium). Anthokyanidiny maji aromaticky kruh spojeny s heterocyklem
s jednim atomem kysliku, coz tvofi flavyliovy ion. Tyto dva slepené kruhy jsou spojené
vazbou uhlik-uhlik k dal§imu aromatickému kruhu. Kruhy mohou mit nasobné bo¢ni fetézce.
Tyto postranni fetézce jsou obecné tvofeny vodikem, hydroxylovymi nebo methoxy
skupinami. V dnesni dobé€ je znamo 23 anthokyanidint a v ptirodé se samostatné nevyskytuji-
prakticky pouze v jejich glykosylované formé jako anthokyany. Anthokyany se tedy skladaji
z aglykonu (anthokyanidin), cukru/i a v mnoha ptipadech také z acylové/ych skupin/y. [23]

Nejvice zastoupené anthokyanidiny v piirodé jsou kyanidin, delphinidin
a pelargonidin. RozlozZeni $esti nejvice se vyskytujicich anthokyanidind v ovoci a zelening je
nasledujici: kyanidin 50 %, delphinidin 12 %, pelargonidin 12 %, peonidin 12 %, petunidin
7% a malvidin 7 %. [4, 16] Hlavni rozdil mezi anthokyany je pocet navazanych
hydroxylovych skupin a cukri ke struktuie anthokyanidinu. [22]

15



OH
R
HO o
X R,
/
OH
OH

Struktura anthokyanidinii

Tab. 1: Nejcastéji se vyskytujici anthokyanidiny [22]

Anthokyanidin R; R,
Kyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Malvidin OCH;, OCH,@
Pelargonidin H H
Peonidin OCH;, H
Petunidin OCH; OH

V aronii jsou 4 hlavni anthokyany zodpovédné za tmavé Cervené az fialové zbarveni
ato jsou kyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-xylosid a kyanidin-3-
arabinosid. Izolované anthokyany jsou velice nestabilni a lehce degraduji vzhledem K riznym
faktorim zahrnujicim: pH, teplotu skladovani, svétlo, kyslik, chemicka struktura,
koncentrace, pfitomnost enzymti, proteinii a/nebo kovovych iontt. V zavislosti na pH roztoku
se barva anthokyanti méni od ¢ervené pfes modrou az na bezbarvou. Tato zména barvy je
zpusobena reakcei flavyliového iontu, ktery je stabilni v kyselych podminkach. Ve chvili, kdy
dojde ke zvyseni pH, struktury vazby okolo flavyliového iontu se zméni na bezbarvy carbinol
okolo pH 4 a na fialovomodry chinin pti pH 6,5 a vy$sim. [24]

Soucasti molekuly anthokyanti byva 5 sacharidd, které jsou vzdy navazany v poloze
C-3. Jedna se o D-galaktosu, D-glukosu, L-rhamnosu, L-arabinosu a D-xylosu. [17]

Denni pfijem anthokyani byva odhadnut pfiblizné na 200 mg a je V porovnani
s ostatnimi flavonoidy podstatné vyssi. [25] V Cerstvych plodech bylo stanoveno mnozstvi
anthokyanti na 1480 mg-100 g™*. [23] Ve vyliscich aronie bylo detekovano nejvice kyanidin-
3-galaktosidu: 1535 mg-100 g™, dale kyanidin-3-arabinosidu: 680 mg-100 g*, kyanidin-3-
xylosidu: 73,2 mg-100 g™ a nejméné kyanidin-3-glukosidu: 17,5 mg-100 g*. [1] V jiné

Anthokyany maji vysokou antioxidacni aktivitu, diky ¢emuz konzumaci ploda aronie

dochazi ke sniZeni rizika vyskytu kardiovaskuldrnich onemocnéni a diabetu a také
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ke snizovani hladiny S$kodlivého LDL cholesterolu. Anthokyany se také vyznacuji
antibakterialni a protizanétlivou aktivitou. [11, 16] Nepatii mezi tzv. zakladni Ziviny, tim
padem nejsou popsany zadné potize spojené S nedostatkem. Studie provedené u lidi ukazuji,

ze anthokyany se rychle vstiebavaji, v krevnim ob&hu se totiz objevuji par minut

po konzumaci. Maximalni koncentrace v krvi je dosazeno po asi jedné hodin¢ od konzumace.
[27]
OH

OH

HO O

OH
kyanidin-3-galaktosid kyanidin-3-glukosid
OH
OH
+
HO ) O
AN
/ o
OH WOH
@)
OH
OH
kyanidin-3-xylosid kyanidin-3-arabinosid

2.3.1.4 Flavonoly
Flavonoly jsou podskupinou flavonoidt a v aronii predstavuji asi 1,5 % z celkového obsahu

polyfenolickych sloucenin. Nejcastéji se vyskytujicimi flavonoly jsou kvercetin, kemferol
amyricetin. [17] Pomoci metody ORAC byla u flavonoli prokazana vys$si antioxidacni
aktivita nez u anthokyant. [13] Aronie je bohaty zdroj derivati kvercetinu. [28] Ve vyliscich
se nachazi asi 126,9 mg-100 g™ flavonolii. [2] Jina studie uvadi celkovy obsah flavonoli
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v erstvych plodech 27 mg-100 g7, coZ je znacny rozdil. [29] Obsah kvercetind v aronii
sefazenych sestupné podle mnozstvi: kvercetin-3-galaktosid (62,5 mg-100 g), kvercetin-3-
glukosid (37,4 mg-100 g™) a kvercetin-3-rutinosid (15,7 mg-100 g*), ve stopovém mnoZstvi
byl v aronie taktéz detekovan kvercetin-3-vicianosid. [2]

OH

OH (@]
struktura kvercetinu

Tab. 2: Kvercetiny vyskytujici se v aronii

Kvercetin R
Kvercetin-3-galaktosid B-galaktosid
Kvercetin-3-glukosid B-glukosid
Kvercetin-3-rutinosid 6"-a-rhamnosyl-p-glukosid

2.3.1.5 Flavanoly a proanthokyanidiny
Katechiny jsou klasifikovany jako monomery flavan-3-olu a jsou charakterizovany C6-C3-C6
kostrou s hydroxylovou skupinou na pozici 3 C kruhu se dvéma chiralnimi centry (jedno
na uhliku 2 a druhé na uhliku 3) a tvofi tedy izomery. Katechin (obr. 2), epikatechin (obr. 3),
gallokatechin (obr. 2), epigallokatechin (obr. 3) a jejich galloyly se vSeobecné nachazi
V potravinach rostlinného pivodu. Monomerické flavanoly jsou biosyntetické prekurzory
proanthokyanidint, také nazyvanych kondenzované tfisloviny. Obsah katechinti v rostlinach
je v jednotkéach a7 stovkach mg-kg™. [16, 17]

R’ R2
OH OH
1 HO O i
“OH
OH
Obr. 2: (+)-katechiny, R'=OH, R*=H Obr. 3: (-)-epikatechiny, R'=OH, R>=H

(+)-gallokatechiny, R'=R*=0H (-)-epigallokatechiny, R'=R?*=0OH
(+)-afzelechiny, R'=R?*=H (-)-epiafzelechiny, R'=R?*=H
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Proanthokyanidiny jsou oligomery (dimery az pentamery) a polymery flavan-3-olu.
Velikost molekuly proanthokyanidini miize byt popsana stupném jejich polymerace.
Proanthokyanidiny, které se vyhradné skladaji z jednotek (epi)katechinu jsou oznaceny jako
prokyanidiny, zatimco proanthokyanidiny obsahujici (epi)afzelechin nebo (epi)gallokatechin
podjednotky jsou nazyvany propelargonidiny nebo prodelfinidiny. Nachazi se piedevSim
VvV ovoci, bobulovitych plodech, fazolich, ofeSich, kakau a vinu. Proanthokyanidiny, jsou
zodpovédné za sviravou chut ovoce a napoju (napf. vino) aza horkost cokolady.
Nejcast&jsimi oligomery je ,,B fada®“, B1 az B8 tvofeny dvéma jednotkami flavanolu bud’
katechinem nebo epikatechinem spojeny vazbou mezi C4 a C8 (B1 az B4 proanthokyanidiny),
nebo vazbou mezi C4 a C6 (B5-B8 proanthokyanidiny). Nejmén¢ ¢asté dimery jsou z ,,A
fady“, charakterizovany ptitomnosti dvojnych vazeb mezi dvéma flavanolovymi jednotkami,
jednou mezi C4 a C8 nebo mezi C4 aC6 a ta dalsi mezi C2 a C5 nebo C7. Typ A
proanthokyanidinti jsou méné ¢asté v potravinach rostlinného ptivodu, nicméné byla zjisténa
jejich piitomnost v araSidech, mandlovych slupkach a i v nékterych bobulovitych plodech,
jako jsou naptiklad brusinky.

Proanthokyanidiny jsou obecné¢ zkoumany s ohledem na jejich pfiznivé ucinky
Vv prevenci kardiovaskularnich ~ onemocnéni. Konzumace potravin ~ bohatych
na proanthokyanidiny, jako jsou ¢ervené vino a kakao (¢okolada), vede ke snizeni krevniho
tlaku. Obsah proanthokyanidind v aronii je 664 mg-100 g™. [7, 16, 17, 23]

dimerni proanthokyanidin B,

2.3 Zdravotni u¢inky aronie

Plody aronie diky své vysoké antioxidacni aktivité a vysokému obsahu zdravi prospés$nych
latek jsou uspé€Snym bojovnikem proti civilizatnim chorobam a vyznacuji Se antivirovymi
a antimikrobidlnimi UCinky. Pusobi preventivné proti vzniku nadorovych onemocnéni,
zpomaluji starnuti organismu, napomahaji spravné funkci jater, snizuji hladinu LDL

cholesterolu, krevniho tlaku a riziko vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni. Polyfenolové
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slou¢eniny svymi ucinky totiz pfispivaji k obnové a ochrané bunék cévniho endotelu. [4, 5,
25] Maji i ochranny potencial proti neurodegenerativnim chorobam a potlacuji vznik
cukrovky. [4, 25]

2.4 Vyuziti aronie

Plody aronie se v dne$ni dobé& vyuzivaji pfedevS§im v potravinarském pramyslu k vyrobé
likért, sirupi, vina, dzemu (obr. 4), kompoti, ¢aji a k dochucovani jogurti. Dale existuji
I aroniové kapsle pouzivajici se jako dopln€k stravy. Aronie se da konzumovat i v suSené
formé¢, i diky tomu, Ze tyto plody nejsou nachylné k napadani plisni ¢i k bakterialni hnilobé.
Diky vysokému obsahu anthokyanovych barviv se aronie nejvice vyuziva jako potravinaiské
barvivo- napi. k dobarvovani svétlych vin a k celkovému zvySeni atraktivity produktd.
Své uplatnéni nachézi i v kosmetickém prumyslu.

Pfi vyrobé §t'avy se ¢asto kombinuje aronie s jablky a vznika az 16 % vyliska. [2]

VYBEROVY
DZEM

Obr. 4: Vybrané produkty aronie [30]

2.5 Extrakce anthokyanii

Extrakce je separa¢ni metoda, kdy se ze smési latek v jedné kapaliné extrahuje slozka do jiné
kapalné faze. NejzakladngjsSim zplsobem extrakce je pouziti dvou kapalnych vzajemné
nemisitelnych fazi, napf. vody a hexanu. Podminkou ucinnosti extrakce je selektivni
rozpustnost latek v pouzitych rozpoustédlech. [31]
Extrakce v§ak mlZe probihat nejen mezi dvéma stejnymi fdzemi. Extrakéni systémy

1ze roz€lenit podle skupenstvi fazi, mezi kterymi prechazi slozka:

e Zpevné faze do kapaliny

e Z kapaliny do kapaliny

e Z kapaliny na pevnou fazi

e Z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi
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Modernim typem je vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (PFE). Jedna se o fluidni
extrakci za zvySené teploty a tlaku a pfedstavuje rychlou a efektivni metodu extrakce
pigmentl z rostlinnych materidli a zaroven Setrnou k zivotnimu prostiedi. ZvySeny tlak
udrzuje rozpoustédlo v kapalném stavu nad jeho bodem varu a tim je mozna extrakce
zazvysené teploty. VysSi teplota zvysi rychlost diflize, rozpustnost, pfesun hmoty
ze sloucenin, zlepsi se kontakt analytu s rozpouStédlem a tim padem miiZze byt extrakce
dosazeno rychleji Snizs§i spotiebou rozpoustédla v porovndni s jinymi extrakénimi
technikami. [34, 35]

Nadkriticka fluidni extrakce (SFE) je samostatnym druhem PFE. Pii této technice se
vétSinou vyuziva kapalny CO, za superkritickych podminek, tzn. teplota >31 °C a tlak >7149
kPa. V nadkritickém stavu se CO; chova jako idealni rozpoustédlo a poskytuje maximalni
vytéznost extrakce. Tato metoda je vhodna pro nepolarni latky z toho duvodu, ze CO; je
nepolarni sloucenina. [32, 35]

Kolektiv Grunovaiteho aplikoval PFE extrakci na zpracovani aroniovych vylisku.
Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno za pouziti methanolu v nadkritickém stavu. [1]
Brazdauskas akol. (2016) hodnoti PFE techniku jako lepsi nez vyuziti SFE v extrakci
anthokyanovych barviv v aroniovych vyliscich. [32]

Obr. 5: Nekomercni pristroj pro extrakci kapalinou za zvySeného tlaku
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2.6 HPLC

Kapalinova chromatografie je analyticka metoda, ktera oddéluje analyty ve vzorku interakci
S kapalnym rozpoustédlem na koloné¢ naplnéné stacionarni fazi. Kazdy analyt reaguje
unikatné s mobilni a staciondrni fazi a prochdzi kolonou v rtizném tempu v zavislosti
na chovani pii oddélovani. HPLC je urcity typ kapalinové chromatografie, ktera vyuziva
pocitacovy systém se zafizenim na davkovani vzorku, zasobnikem, odplynova¢em mobilni
faze, cerpadlem, davkovaci smyckou, kolonou a detektorem. Mobilni fazi je obvykle voda
asmés dalSich rozpoustédel, jako jsou acetonitril nebo methanol. Kolonové usporadéani
umoziuje vysoce u¢innou separaci.

HPLC se pouziva ve vSech odvétvich jak vyzkumu, tak i primyslu tam, kde je potieba
vzajemné oddélit jednotlivé slozky vzorku. Muze byt vyuzita jak pro kvantitativni, tak
I kvalitativni analyzu. Kvantitativni analyza vyuziva méfitelna data, kdezto kvalitativni

vyuziva pozorovatelna a popisna data, ktera ale nejsou méftitelna. [4]

2.6.1 Teoreticka vychodiska chromatografie

Cely chromatograficky dé¢j probihd mezi staciondrni a mobilni fazi a je zalozen na péti
ptedpokladech:

e kolona je tvofena hypotetickymi elementy (teoretickymi patry), na nichZz dochazi

K rovnovaze,

e prutok je diskontinudlni vZdy o objem jednoho patra,

e rovnovaha se ustavuje velmi rychle (kinetika je okamzita),

e distribu¢ni konstanta se nemeéni,

e nedochazi k difizi mezi jednotlivymi patry.
Meéftitkem ucinnosti daného separacniho systému je pocet teoretickych pater na délkovou
jednotku kolony. Vysledkem linedrniho chromatografického déje je pik, tj. kiivka
s gaussovskym profilem. VSechny negativni vlivy v systému se projevi rozsifenim (rozmytim)
piku. [36]

2.6.2 Separacni systémy v HPLC

2.6.2.1 Separace na normdlnich fazich (NP-LC)
Stacionarni faze je Vv tomto systému poldrni, nejcastéji to byva silikagel. Mobilni fazi je
nepolarni rozpoustédlo nebo jejich smés, napt. n-hexan, tetrachlormetan. Retence latek roste
s rostouci polaritou molekuly, protoZe nepolarni latky se silikagelem neinteraguji. V tomto
systétmu budou jednotlivé typy sloucenin zadrzovany v kolon¢ v nasledujicim sestupném
poradi: karboxylové kyseliny > fenoly > alkoholy > primarni aminy > ketony >
nitroslou¢eniny > terciarni aminy > halogenderivaty > alifatické uhlovodiky. [36]
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2.6.2.2 Systém s obrdcenymi fizemi (RP-L.C)
Tento systém je dnes nejpouzivanéjs$i. Az 80-90 % vSech aplikaci je analyzovéano v tzv.
reverznich systémech. Umoznuji separovat analyty s Sirokym rozsahem polarity.

V reverznim systému je stacionarni faze nepolarni. Pouzivd se nejcastéji
oktadecylovany silikagel (tzv. kolony Cig) a oktylovany silikagel (kolony Cg). Nejnovéjsi jsou
polymerni kombinované materidly plné porézni nebo s pevnym jadrem potazenym porézni
vrstvou. Jako mobilni faze se vyuzivd kombinace poldrnich rozpoustédel, napf. voda
a acetonitril nebo voda a methanol. Cim polarngjsi je mobilni faze, tim mensi ma eluéni silu.
Retence latek se zvétSuje s rostouci nepolarni ¢asti molekuly. Elu¢ni sila polarnich rozpoustél
je nasledujici: voda < methanol < acetonitril < propan-2-ol < tetrahydrofuran. Tyto polarni
smési mohou také obsahovat pifimési bud’ kyselin anebo soli. ITontova sila totiz ovliviiuje

vzajemné pusobeni separovanych latek a stacionarni faze. [36]

2.6.3 Soucasti kapalinového chromatografu

CHECOMA TGRS W
B
D 14
pumpa E o piky
. .
I‘ﬂGbllI‘liI[E) B s e e
faze wEnihl e [min] _
dérlzow ac pocitac
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smyclon separacni
lolona deteltor -

Obr. 6: Schéma HPLC [37]

2.6.3.1 Cerpadio
Cerpadlo piivadi kapalnou mobilni fazi do kolony tak, aby nadavkovani kapaliny prob&hlo
bez kolisani tlaku a se specifickou pritokovou rychlosti. Priitok byva obvykle do 2 ml-min™.
Tlak muze byt nastaven na jakoukoliv hodnotu mezi 30-50 MPa v zavislosti na typu systému
a pouzité koloné. Cerpadlo je pohanéno elektromotory a jeho povrch je odolny vigi korozi.
Kontinualni tok mobilni faze zajistuji v soucasné dobé pouze Cerpadla S malym objemem
¢inné Casti. [4]
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Dilezitou funkci Cerpadla je jeho schopnost ménit sloZeni mobilni faze. Existuji dva
typy eluci: isokratickd eluce znamena, Ze slozeni mobilni faze je stejné po celou dobu
analyzy. Staci tedy jen jedno Cerpadlo a jedna smés rozpoustédel jako mobilni faze. Tento typ
eluce se vyuziva pro separace jednodussich smési latek.

Druhym typem je gradientova eluce. V tomto piipadé se v prubéhu analyzy méni
slozeni mobilni faze. Nejméné¢ ze dvou zasobnich lahvi se Cerpa rozpoustédlo nebo smés
rozpoustédel a v pribéhu analyzy se méni jejich vzajemny pomeér. Podle konstrukce ¢erpadla
se gradient muze tvorit v nizkotlaké casti Cerpadla nebo ve vysokotlaké casti. Gradientova
eluce je vhodné&jsi pro komplexni vzorky s velkym poctem analyz. Vyuziva se napt. pro latky
s velkym rozdilem polarit. Dale poskytuje lepsi rozliSeni pro piky na zacatku a na konci
chromatogramu. Mezi jeji nevyhody patii: naro¢néjsi instrumentace (Cerpadla), naroc¢né&jsi
vyvoj metody, del$i doba analyzy vyplyvajici z nutnosti ekvilibrace kolon. [36]

2.6.3.2 Odplynéni
Plyn rozpustény v kapaliné je pro HPLC nezadouci. Mobilni fazi i ddvkované vzorky je nutno
dikladn¢ odplynovat. K odplynéni se pouzivd bud’ vakuum, ultrazvukovd lazei nebo
membranovy odplynovac. Nejucinngjsim zptisobem odplynéni je probublavani mobilni faze
heliem. [33]

2.6.3.3 Davkovaci zafizeni

Dilezitou ¢asti systtmu HPLC je davkovaci zafizeni. Davkova¢ injektuje malé mnoZzstvi
kapalného vzorku na kolonu, do syst¢tmu k analyze, kde se slouc¢eniny rozd¢€li na zakladé
jejich polarity. Existuji dva rdzné typy injektord: manualni (davkovaci smycka)
a automaticky. Manudlni injektor je takovy, kde uZivatel pres Sesticestny ventil davkovaci
smyckou dopravi vzorek o pfesném objemu do toku mobilni f4ze na kolonu. Pro vétsi série
vzorki je vyhodnéjsi automaticky davkovac. Ten je spojen se zasobnikem vzorkd, ve kterém
jsou umistény uzaviené vialky se vzorky. Vzorek se davkuje mechanickym zatizenim, které
odméiuje davkovany vzorek prostiednictvim smycky o piesném objemu. Tato technika
umoznuje automatické uziti celého systému bez nutnosti dozoru a je ucinngjsi pro vétsi sadu
vzorku. [4, 33]

2.6.3.4 Kolona
oddélovani slozek vzorku.

Kolony jsou vyrobeny zinertnich materiald, nejcastéji z kvalitni oceli nebo
polymerniho peeku. Musi odolavat pomérné vysokym tlakiim a jejich vnitini povrch musi byt
dostatecn¢ hladky.

Analytické kolony maji délku od 1 do 30 cm a vnitini primér piiblizné 1 az 5 mm.
Kapilarni kolony maji malé vnitini praméry od 0,1 do 1 mm a mohou byt rizné¢ dlouhé

Vv zavislosti na jejich pouziti. Nanokolony jsou nejmensi, s vnitinim primérem mens$im nez
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0,1 mm a délkou kratsi nez 100 mm. Cim jsou kolony co do vnitiniho priméru a délky mensi,
tim mohou detekovat mensi mnozstvi hledanych latek.

Kapalinova chromatografie pouziva kolony, naplnéné stacionarni fazi (sorbentem).
Druh sorbentu urcuje, o jaky typ chromatografie se jedna, zda jde o separaci v normalnich
nebo v reverznich fazich. Velikost ¢astic stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 1,7 az 10 um.

Teplota kolony je dalsi aspekt, ktery je potieba brat v potaz Kk vytvoreni
reprodukovatelné analyzy. Na teploté jsou zavislé retencni Casy analyti. Z toho divodu je
nutné kolonu umistovat do termostatu, ktery zajisti konstantni teplotu v kolon¢ po dobu celé

analyzy. [33]

2.6.3.5 Detektor

Dalsi nezbytnou soucasti HPLC systému je detektor, ktery reaguje na zmény slozeni eluatu
vystupyjiciho z kolony. Umozniuje kvalitativni a kvantitativni analyzu vSech slozek
zkoumaného vzorku. Slozky jsou identifikovany jejich retenénim casem, ktery je jedinecny
pro jednotlivé slouCeniny V daném separacnim systému. Poté mohou byt kvantifikovany
zapouziti celkové oblasti piku k vypocitani koncentrace v ptivodnim produktu. EXxistuje
mnoho technik detekce, kter¢é mohou byt aplikovany, ze kterych jsou nejuzivané;si
spektrografické, index zlomu a detekce fluorescence. [4, 33]

Spektrofotometricky detektor (UV-VIS detektor)
Jedna se o zdkladni, nejrozsifenéjsi a nejpopularnéjsi selektivni detektor. Detekovand latka
musi absorbovat zafeni pouzité vinové delky- méti se tedy absorbance eluatu vychézejiciho
z kolony. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se vyuziva Lambert-Beerv zakon.

Konstrukéné se jedna o detektory s fixni vinovou délkou, s proménnou vinovou délkou,

S programovatelnou vlnovou délkou a detektory se soucasnym zadznamem spektra (diode-
array detektor). [33, 36]

Fluorimetricky (fluorescencni) detektor
Signal poskytuji latky vykazujici fluorescenci. Absorbované UV zéfeni je Castecné emitovano
fluorescenénim zatenim o niz$i energii. Tento detektor je vysoce selektivni a citlivy.

Konstrukéné jde bud’ o jednoduchy systém s Hg-vybojkou, monochromatorem s detekei
I pro snimani emitovaného zafeni, coz ma za nasledek vétsi selektivitu. Fluorescencni zareni
se méfi v pravém uhlu, nepouziva se fotodioda, ale fotonasobic, ktery ma velké zesileni. Je
velice vhodny pro analyzu slozitéjSich matric, zejména pro analyzu polycyklickych
aromatickych uhlovodiku. [4, 33, 36]

Elektrochemicky detektor
Pracuje na principu meéfeni proudu vyvolaného pti prichodu elektroaktivni latky mezi
pomocnou a pracovni elektrodou, na néz je vlozeno pracovni napéti. Jedna se o selektivni,

destruktivni detektor s velmi vysokou citlivosti detekce. Pouziva se pro slouceniny, které
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mohou byt oxidovany nebo redukovany, nebot’ elektrochemicky inaktivni latky neposkytuji

signal. Ma vysoké naroky na ¢istotu mobilni faze, ktera musi byt vodiva. [33, 36]

Refraktometricky detektor (D. inflexnich lomit)
Patii mezi univerzalni, neselektivni a ne pfili§ citlivé detektory. Odezva je dana rozdilem
indexu lomu ¢isté mobilni faze ve srovnavaci cele a analytu v mérné cele. Vzorek prochazi
dvéma kyvetami: mérnou a referentni (srovnavaci), pticemz dojde ke zméné uhlu lomu
paprsku. Zdrojem paprsku je polychromatické svétlo.

Detektor ma vysoké meze detekce, tim padem neni vhodny pro stopové analyzy.
Nevyhodou je velka teplotni zavislost a nelze jej pouzit s gradientem. Vyuziva se napf.
pro stanoveni sacharidu. [33, 36]

Vodivostni detektor
Je to univerzalni, neselektivni detektor. Jeho odezva je dana elektrickou vodivosti eluatu mezi
dvéma elektrodami, na které se vklada stiidavé napéti.
Je vhodny pro detekei iontt, je citlivy a zavisi na zménach teploty. Na mobilni fazi
jsou kladeny vysoké naroky, méla by byt co nejméné vodiva, zato s velkou permitivitou.
Optimalni spojeni tohoto detektoru je s iontové-vyménnou chromatografii (IEC). [33]

2.6.3.6 Pocitac¢
Posledni ¢ast HPLC systému je pocitac, ktery fidi vSechny dalsi ¢asti chromatografu a sbira
data, ktera zaznamenava formou chromatogramu. Stavi detekéni techniku proti retenénimu
Casu a tim umoziuje identifikaci a kvantifikaci analytd. Pfitomnost hledaného analytu musi
byt ovétena porovnanim se standardem o znamé koncentraci. Jakmile jsou data shromazdéna,

mohou byt identifikovany a kvantifikovany slozky ve vzorku. [4]

2.7 Stanoveni anthokyanovych barviv metodou HPLC

V roce 2014 analyzovali Wu, Gu, Prior a McKay anthokyany. Pracovali na HP 1100 series
HPLC (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) s detektorem s diodovym polem. Pro separaci
byla pouzita kolona Zorbax SB-C18 (250 x 4,6 mm). Mobilni fazi A byl 5 % vodny roztok
kyseliny mravenéi a mobilni fize B byl methanol. Pritok byl nastaven na 1 ml-min™
a detekce byla pti 520 nm. Gradient byl nasledujici: 5 % B, 0-2 min; 5-20 % B, 2-10 min;
20 % B, 10-15 min; 20-30 % B, 15-30 min; 30 % B, 30-35 min; 30-45 % B, 35-50 min; 45 %
B, 50-55 min; 45-5 % B, 55-65 min; 5 % B, 65-68 min. NizkorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejem jako ioniza¢ni technikou byla provedena na Esquire-LC
hmotnostnim spektrometru (Bruker Daltoniks, Billerica, MA, USA). Pro kvantifikaci
a identifikaci byla ze smési anthokyanovych standardt (3-glukosid delphinidinu, kyanidinu,
petunidinu, pelargonidinu, peonidinu a malvidinu) vytvotfena kalibra¢ni kiivka jednotlivych
anthokyanti. [23]
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Slimestad a kol. (2005) analyzovali 4 vzorky na obsah flavonoidu. Vzorky byly
extrahovany 5 x 200 ml methanolem (0,1 % HCI, v/v po dobu 6 hodin, poté byly extrakty
smichany). 20 pl téchto extrakti bylo ihned nadavkovano do HPLC systému. Separace bylo
dosazeno na kolon¢ Hypersil ODS (125 x 3 mm, 3 pum, Agilent Technologies) zapojené
v HPLC Waters 2690 s PDA detektorem (Waters, 996). Dvouslozkovy systém mobilnich fazi
se skladal z (A): 0,5 % vodny roztok TFA a (B): 0,5 % TFA v acetonitrilu. Gradient (B v A)
byl linearni od 10 % do 15 % 10 min, od 15 % do 20 % 20 min, od 20 % do 40 % 1 min,
isokraticka eluce 4 min a nakonec zpét ze 40 % na 10 % 1 min. Pratok byl 1 ml/min a vzdy
bylo nadavkovano mnozstvi 10 ul. Termostat kolony byl nastaven na 25 °C. Spektra byla
méfena v rozpéti 240-600 nm. [18]

Wiczkowski a kol. (2010) stanovovali anthokyany na HPLC systému (Shimadzu,
Kyoto, Japan) vybaveného kolonou Synergi 4 pum Polar-RP 80A (250 x 4,6 mm;
Phenomenex, USA). HPLC systém byl slozen ze dvou cerpadel (LC-10 ADyp), detektoru
s diodovym polem (SPD-M10 Avp) nastaveného na 520 nm, MS detektoru s jednim
kvadrupélem (QP8000a), automatického davkovace (SIL-10, AVpp), termostatu kolony
(CTO-10, ASvp) a ovladani systému (SCL-10, Avp). VSechna chromatograficka stanoveni
byla provedena pii 37 °C s prutokem 1 ml-min™® mobilni fize, pfi¢emz davkovali 20 ul
vzorku. Byla vyuzita gradientova eluce s mobilni fazi A (4 % vodny roztok kyseliny
mravenci) a mobilni fazi B (4 % roztok kyseliny mravenc¢i v acetonitrilu) s nasledujicim
programem: 8-16-23-40-80-8-8 % B v Casech tg= 0-18-26-40-45-50-60 min. Anthokyany
byly identifikovdny porovnanim s jejich retencnimi ¢asy a UV-VIS spektry. Hmotnostni
spektrometr s elektrosprejem (ESI) jako ioniza¢ni technikou mél nasledujicimi parametry:
teplota CDL 150 °C, napéti CDL 10 V, napéti sondy 5 kV, pritok rozprasovace plynu (Ny)
4 ml'min?. Kvantifikace vSech anthokyanii byla vyjadiena jako ekvivalenty kyanidin-3-
galaktosidu. [25]

Taheri a kol. (2013) stanovovali polyfenoly na kombinaci UHPLC a MS.
Chromatograf Nexera firmy Shimadzu byl vybaveny odplyfiovacem DGU-20A5,
autosamplerem SIL-30AC, detektorem s diodovym polem SPD-M20A, kvadrupdlovym
hmotnostnim spektrometrem LCMS-2020 s iontovym zdrojem DUal Ion Source (DUIS),
(Columbia, MD, USA) a dusikovym plynovym generatorem Nitroflowlab (Parker-Balston,
Haverhill, MA, USA). Vzorky o objemu 1 ul byly davkovany na kolonu Kinetex PFP 100A
(2,1 x 50 mm, velikost ¢astic 1,7 um; Phenomenex Inc. Torrance, CA, USA) a eluovany
mobilni fazemi: A: 5 % vodny roztok kyseliny mravenc¢i a B: 30 % vodny roztok methanolu
s pritokem 0,2 ml-min™. Podminky gradientu: 20 % B, od 0-6 min; 20-50 % B, 6-12 min;
snizeni na 20 % B, vice nez 2 min; a 4 min ekvilibrace kolony na 20 % B. Polyfenoly byly
identifikovany na zaklad¢ porovnani se standardy, s hmotnostnimi spektry a s UV spektry.
Anthokyany byly kvantifikovany pfi vinové délce 520 nm. [38]

Lee a kol. (2014) stanovovali polyfenoly na HPLC-MS/MS. Pouzili k tomu kolonu
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) s mobilnimi fazemi: A:
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0,1 % vodny roztok kyseliny mravené¢i a B: methanol:voda (6:4, v/v) s obsahem 0,1 %
kyseliny mravenéi. Gradient byl podle schématu: 0-50 % B po dobu 10 minut, zvySeni na
70 % B ptes 50 minut, snizeni na 0 % B nésledujicich 10 minut a poté izokraticka eluce
10 minut. Jednotlivé slozky byly kvantifikovany pomoci kalibra¢nich ktivek. [39]

Wangensteen a kol. (2014) provedli analyzu anthokyani a proanthokyanidini
na chromatografu LaChrom Elite HPLC (VWR-Hitachi) vybavené detektorem s diodovym
polem L-2455. Pro separaci byla pouzita monoliticka kolona Chromolith Performance RP18e
(100 x 4,6 mm; Merck, Darmstadt, Germany). Byl pouzit gradient mobilni faze A: 0,5 %
vodny roztok kyseliny trifluoroctové a mobilni faze B: 0,5 % roztok kyseliny trifluoroctové
v acetonitrilu s nasledujicim ¢asovym harmonogramem: 10 % B, 0-1 min; 10-20 % B, 1-
3 min; 20-85 % B, 3-4 min; 85-10 % B, 4-5 min a nakonec 10 % B, 5-6 min. Pratok byl
3ml-min™ a objem nastfiku 10 pl. Absorbance anthokyanii byla zaznamenana pfi 520 nm
a separace probihala pfi 25 °C. Kvantifikace anthokyant byla zaloZena na kalibra¢ni kiivce
Cistého kyanidinu-3-galaktosidu izolovaného z aronie. [7]

Kyle M. R. ke své analyze anthokyant vyuzil HPLC systém (Dionex 3000, Pittsburgh,
PA, USA). Jako kolony pouzil Phenomenex Gemini C6 Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 pm),
Phenomenex Jupiter C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) a Phenomenex Gemini-NX C18 110A (250 x
4,6 mm, 5 um). Pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml-min?, davkovany vzorek mél objem
5 ul a teplota kolony byla nastavena na 35 + 0,5 °C. VInova délka UV-VIS detekce byla
nastavena na 520 nm. Gradient: 3 minuty, 95 % B (0,1 % TFA), od 3. do 25. minuty: linearni
gradient na 5 % B a od 25. do 30. minuty byla kolona reekvalibrovana na 95 % B. [4]

Vlachojannis a kol. (2015) pouzili pro stanoveni anthokyanti HPLC systém Acquity
UPLC (Waters, Milford, MA, USA). Ten byl tvofen dvéma cerpadly (BSM), autosamplerem
(SM) chlazenym na 10 °C, detektorem s diodovym polem (PDA). Detektor snimal spektra
vrozsahu od 190 do 520 nm. Druhym detektorem byl trojity kvadrupolovy hmotnostni
spektrometru Acquity TQD s elektrosprejem. Anthokyany byly separovany na koloné¢ Acquity
HSS-T3 RP18 (150 x 2,1 mm, velikost ¢astic 1,8 pm). Mobilni faze A byla 1 % vodny roztok
kyseliny mraven¢i a mobilni faze B: acetonitril s 0,1 % kyselinou mravenci. Program
gradientu byl nasledujici: 0 min: 0 % B; 0-2 min: 5 % B; 23 min: 28 % B; 23,5 min: 98 % B;
25 min: 98 % B; 25,5 min: 1 % B a 27,5 min: 0 % B. Prutok mobilni faze byl nastaven na
0,4 ml-min™. Cely systém byl fizen softwarem MassLynx 4,1 (Waters Corporation, Milford,
MA, USA). [29]

Pieszka a kol. (2015) vyuzili ke stanoveni fenolickych slou¢enin HPLC Shimadzu LC-
10AS s SPD-10AV detektorem, kolonou LiChrospher 250 mm RP18 5 um a s mobilni fazi
voda-methanol s pridavkem H3PO,. K extrakei byl vyuzit 80 % ethanol. [12]

Vagiri M. a Jensen M. (2016) stanovovali anthokyany v aroniovych vyliscich.
Kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 (Dionex, CA, USA) byl fizen softwarem
Chromeleon (verze 6.8). Mobilni faze A byla slozena z acetonitrilu a 0,1 % trifluoroctové

kyseliny a mobilni fdze B byla 0,5 % trifluoroctovéa kyselina. Gradient byl nastaven na 0-5
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min, 92 % B; 5-12 min, 92-87 % B; 12-23 min, 87-75 % B; 23-28 min, 75-60 % B a 28-30
min zpét na 92 % B s naslednou 5 minutovou reekvilibraci systému s vychozimi podminkami.
Pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml'min™ a celkovy &as analyzy trval 35 min. Objem
davkovaného vzorku byl 10 pl. Byla pouzita kolona Gemini C18 (150 x 4,6 mm, velikost
Castic 5 um). Identifikace monomernich anthokyant byla provedena porovnanim jejich
spektralnich dat (520 nm) s dostupnou literaturou a retenénimi Casy vztahujicimi se
ke standardim. Kvantifikace kyanidinu-3-galaktosidu, kyanidinu-3-glukosidu a kyanidinu-3-
arabinosidu byla zaloZena na kalibracni kfivce jejich vlastnich Cistych standardii, zatimco
kyanidin-3-xylosid byl kvantifikovan jako ekvivalent ke kyanidin-3-glukosidu. [40]

Brazdauskas a kol. (2016) stanovovali anthokyany a porovnavali dva separaéni
systémy: reverzni systém s pIné¢ porézni aminofazi v koloné Hypersil a kolonu Ascentis
Express Cig plnénou sorbentem s pevnym jadrem. Prvnim systémem byl: Agilent 1200 series
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) vybaveny autosamplerem. Separace na tomto
pfistroji byla provedena na amino kolon¢ Hypersil GOLD (150 x 1 mm x 3 pum, Thermo
Scientific, Waltham, MA). Mobilni faze byly (A): acetonitril/mravenc¢i kyselina, 99:1 (v/v)
a (B): voda/mravenc¢i kyselina, 95:5 (v/v) eluovany podle nasledujiciho gradientu: 0 min, 1 %
B; 60 min, 30 % B; 65 min, 40 % B; 75 min, 90 % B. Pritok byl nastaven na 18 ul-min'1
a objem davkovaného vzorku 7 pl za soucasného udrzovani teploty kolony na 25 °C. Druhym
kapalinovym chromatografem byl Agilent 1290 Infinity s ¢astecné porézni kolonou Ascentis
Express Cig (50 mm x 4,6 mm, 2,7 um, Supelco, Bellefonte, CA). Jako mobilni faze byly
vyuzity (A): voda + 0,1 % mravenéi kyselina a (B): acetonitril s priitokem 3 ml-min™.
Gradient byl nasledujici: 0 min, 0 % B; 0,1 min, 5 % B; 0,3 min, 15 % B; 0,7 min, 40 % B;
0,9 min, 50 % B; 1 min, 90 % B. Kolona byla termostatovana na 25 °C a monitorovana
pti vinovych délkach 280 a 254 nm v DAD, zatimco UV-vis spektra byla shromédzdéna
od 190 do 550 nm b&éhem celé analyzy. [32]

Cuji¢ a kol. (2016) provedli analyzu anthokyanii na Agilent Series 1200 RR HPLC
(Agilent, Waldbronn, Germany) s detektorem sdiodovym polem za pouziti kolony
Lichrospher RP-18 (250 x 4 mm, velikost ¢astic 5 um; Agilent). Mobilni faze A byla 10 %
vodny roztok kyseliny mravenci a B: acetonitril. Vzorky byly separovany gradientovou eluci
podle nasledujiciho schématu: 1 % B, 0-0,5 min; 1-7 % B, 0,5-1 min; 7 % B, 1-4 min; 7-10 %
B, 4-7,5 min; 10-14 % B, 7,5-11,5 min; 14-25 % B, 11,5-15,5 min; 25-40 % B, 15,5-18,5
min; 40-75 % B, 18,5-22 min; 75 % B, 22-25 min. Pratok mobilni faze byl nastaven
na 1 ml-min. Analyty byly detekovany pfi 520 nm. Kvantifikace byla provedena pouzitim
kalibra¢ni kfivky standardd kyanidin-3-galaktosidu, kyanidin-3-glukosidu a kyanidin-3-
arabinosidu. Vsechny experimenty byly opakovany nejméné ttikrat. Vysledky byly vyjadieny

jako primérna hodnota + smérodatna odchylka v mg na g susiny. [41]
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2.8 Stanoveni anthokyanu pH diferencidlni metodou

Anthokyanova barviva podléhaji reverzibilni strukturalni zméné pii zméné pH (obr. 7)
projevujici se napadné rozdilnymi absorpénimi spektry. Tato zména struktury je sledovana
spektrofotometricky pii dvou vinovych délkach.

Barevny flavyliovy kation ptevazuje pii pH 1 a bezbarva karbinolova pseudobaze pfti
pH 4,5. pH diferencialni metoda je zaloZena na této reakci a umoziuje presné a rychlé méteni
celkovych anthokyanti dokonce iV pfitomnosti polymernich degradovanych pigmenti
a dalsich sloucenin. [43, 44]

Tato metoda byla poprvé piedstavena vroce 1948 E. Sondheimerem a Z. |.
Kerteszem.[43]

OH

HO N .

O-glykosyl

O-glykosyl O-glykosyl

chinoidni baze: modra, pH= 7 flavyliovy kation: oranzova az fialova, pH= 1

Ry
HO OH
O-glykosyl
/
Re O-glykosyl
- 0s
O-glykosyl (0] gykosy
chalkon: bezbarvy, pH= 4,5 karbinolova pseudobaze: bezbarva, pH= 4,5

Obr. 7: Previadajici strukturalni formy anthokyamii pri riizném pH [43]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie

acetonitril, Lab-Scan, POCH SA, Gliwice, Polsko

kyselina mravenci 98-100 %, Merck KGaA, Némecko
destilovana voda, FCH VUT Brno, Ceska republika

ethanol Absolute, Sigma-Aldrich, Némecko

quercetin > 98 %, Sigma-Aldrich, Némecko

kyselina gallové, Sigma-Aldrich, Svycarsko

kyselina vanilova, Sigma Aldrich, Cina

kyselina kumarova > 98 %, Sigma Aldrich, Velka Britanie
katechin > 98 %, Sigma Aldrich, Cina

kyselina ferrulova, Sigma Aldrich, Cina

D-fruktosa, Lachema, a.s., Brno, Ceska republika

D-glukosa, Sigma Aldrich, Francie

chlorid draselny, KCIl, p.a., Lachema, a.s., Brno, Ceska republika
octan sodny, CH3COONa p.a., Lachema, a.s., Brno, Ceska republika
kyselina octova, Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika

kyselina chlorovodikova, Lach-Ner s.r.o0., Neratovice, Ceska republika

3.1.2 Pomicky

mikrofiltry, 0,45 um, Chromservis CR
mlynek Porkert 5

laboratorni sklo

alobal

zatky

balonek

sttikacka

tfeci miska s tlouckem

vialky
pipety

3.1.3 Pristroje

analytické vahy Ohaus Corp., Pine Brook, NJ, USA
pH metr s ptisluSenstvim, model pH50
ultrazvukova ¢isti¢ka, Kraintek, Slovensko

chladni¢ka s mrazni¢kou Goddess
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e Agilent Infiniti 1260

e kolona EVO Kinetex 2,6 um C-18 RP 100A 150 x 4,6 mm
e kolona Prevail Carbohydrate ES 5u 250 x 4,6 mm

e suSarna

e cxsikator

e UV/VIS spektrofotometr Helios Gamma

3.2 Priprava vzorki

Plody aronie pochazeji od soukromého péstitele z obce Pavlov na Vysociné. Thned po sbéru
v zati 2016 byly uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -18 °C az do doby prace v laboratofi.
Po jejich vytazeni jsem je nechala volné rozmrznout, nésledné¢ je pomlela v mlynku
a ze vzniklé smési jsem rucné pies platno vymackala vSechnu tavu. Cast vyliskd byla
usuSena v susarné pii teplot¢ do 45 °C, zcehoz urcity podil byl pomlet v tfeci misce
s tlouckem.

Ke stanoveni sacharidli byly vSechny vzorky kromé¢ Cisté aroniové stavy fedény 20x.
Vymackand aroniova §t’dva byla zfedéna 45x.

K analyze polyfenolickych slouCenin nebyly extrakty fedény, byl rovnou odebran
findlni vzorek (1 ml) a pfes mikrofiltr nadavkovan do vialek a postoupen dale k analyze
HPLC.

3.2.1 Extrakce

Vylisky byly ponechany voln¢, aby rozmrzly. Poté jsem navézila 3x 25 g
do Erlenmeyerovych bangk, do jedné jsem nalila 100 ml destilované vody, do druhé smés
ethanolu a vody (50 + 50 ml) a do tieti 100 ml EtOH. Hrdlo ban¢k bylo ptikryté alobalem a ty
byly ponechany V pokojové teploté ve skiifice bez ptistupu svétla. Dale byla provedena
extrakce vysusenych (14 g) a pomletych (5 g) vyliskd, které byly extrahovany jiz jen bud’
samotnou vodou anebo smési ethanolu a vody. Extrakty (10 ml) jsem odebrala po 13 a 14
hodinach na zékladé doporuceni z predchazejicich experimentd. [45] Extrakty nebyly
nafedény, byl jen odebran findlni vzorek (1 ml) a ptes mikrofiltr nadavkovan do vialek
a postoupen déle k analyze.

U dvou vzorkii byla provedena vysokotlaka extrakce smési rozpoustédel (PFE)
v extraktoru onePSE (applied Separations, Allentown, PA, USA). Byl pouzit 1 g ususenych
al g nadrcenych vyliski, které byly spolu s balotinou (sklenéné mikrokulicky o velikosti
500-700 um) dany do extrakéni patrony o objemu 11 ml. Jako rozpoustédlo byla zvolena
smés EtOH:voda (50:50) pfi teploté 80 °C a tlaku 150 barG (15 MPa). Extrahovalo se 3 X
5 min. Mezi jednotlivymi cykly doslo k proplachu dusikem (20 s) a po ukonceni extrakce

(60 s). Finalni extrakt byl poté skladovan v lednicce a postoupen k dalSimu méfeni.
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Obr. 8: Ukdzka vybranych extraktii z vyliskii aronie

3.3 Méreni

Vsechny vzorky byly stanovovany 2x. U kazdého vzorku byl pomoci MS Excel vypocitan
praimér a smérodatna odchylka. Jako rozpoustédla byla vyuzita destilovana voda (V),
kombinace ethanolu a destilované vody (EtOH + V) v poméru 50:50 a u cCerstvych ploda

i samotny ethanol.

3.3.1 Analyza polyfenolovych sloucenin

Mg¢teni bylo provedeno na kapalinovém chromatografu Agilent Infiniti 1260 (obr. 9) s DAD
detektorem (detekce diodovym polem). K analyze bylo davkovano 5 ul vzorku. Polyfenoly
byly stanoveny na koloné¢ EVO Kinetex C-18 RP 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 pm).
Teplota termostatu byla nastavena na 40 °C. Analyza kazdého vzorku trvala 65 min. Jako
mobilni faze byly pouzity 2,5 % roztok kyseliny mravenci (A) a acetonitril (B). Latky byly
detekovany pti vinovych délkach 350 nm, 320 nm, 290 nm a 280 nm. Pfi separaci byla
vyuzita gradientové eluce s pritokem mobilni faze 0,75 ml-min™. Podminky gradientu byly
nasledujici: 92 % A a 8 % B 0-15 min; 88 % A a 12 % B, 15-25 min; 85 % A a 15 % B, 25-30
min; 80 % A a 20 % B, 30-40 min; 92 % A a 8 % B, 40-43 min. M¢éfeni bylo provedeno

se smeésnym roztokem standardnich latek o koncentraci 4 mg-l'l. Kvantitativni tdaje byly
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ziskdny integraci rekonstruovanych iontovych chromatogrami a dale byly vyhodnoceny

plochy ve vzorcich a standardech.

3.3.2 Analyza sacharida

M¢éteni bylo provedeno na kapalinovém chromatografu Agilent Infiniti 1260 s ELSD
detektorem. Sacharidy byly stanoveny na kolon¢ Prevail Carbohydrate ES 5u (250 x 4,6 mm).
Teplota kolony byla nastavena na 35 °C. Mobilni faze byla slozena z destilované vody (A)
a acetonitrilu (B) v poméru 25:75. Pritok mobilni faze byl 1 ml'min™. Analyza jednoho
vzorku trvala 30 min. K analyze bylo vzdy nadavkovano 10 pl vzorku. Vypatovaci teplota:
65 °C a zmlZovaci teplota: 95 °C. Pritok dusiku: 1,3 I-min™. K identifikaci a kvantifikaci byly
pouzity standardy glukézy, fruktéozy a sachardzy, pfiCemz sachardéza v mych vzorcich
detekovana nebyla.

Obr. 9: Kapalinovy chromatograf Agilent Infinity 1260
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3.3.3 Stanoveni anthokyanovych barviv pH diferenciilni metodou

3.3.3.1 Piiprava pufii
Roztok KCI o koncentraci 0,025 mol-I*, pH=1,0
Bylo navazZeno 1,86 g KCl a poté rozpusSténo v 980 ml destilované vody. U takto pfipravené¢ho
roztoku bylo upraveno pH, aby jeho hodnota byla 1,0 a to pomoci HCI. Objem byl nasledné

doplnén destilovanou vodou po rysku.

Roztok CH;COONa o koncentraci 0,4 mol-I7?, pH=4,5

Bylo navéazeno 54,43 g CH3COONa a poté rozpusténo v 960 ml destilované vody. U takto
pripraveného roztoku bylo upraveno pH, aby jeho hodnota byla 4,5 a to pomoci CH3;COOH.
Objem byl nasledné doplnén destilovanou vodou po rysku.

3.3.3.2 Piiprava vzorku
Pro kazdy vzorek bylo nachystano Sest zkumavek a do kazdé z nich bylo napipetovano 2,5 ml
zfedéného extraktu. U extraktl, kdy bylo jako rozpoustédlo pouzita destilovand voda, stacilo
zfedit 10x a u ostatnich extrakti bylo zapotrebi fedit 25x. Do tii zkumavek se vzorky bylo
napipetovano 2,5 ml chloridového pufru o pH 4,5 a do zbylych tfi bylo odméfeno 2,5 ml
acetatového pufru o pH 1,0. Vzniklé smési byly promichany na vertexu a poté hned
prométeny na spektrofotometru (obr. 10) pii vinovych délkach 510 a 700 nm. Jako blank byla

pouzita destilovana voda.

Obr. 10: Spektrofotometr
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3.3.3.3 Vypocet

Celkova absorbance se vypocita z namétenych absorbanci podle vzorce:

A= (A5101m — Avgonm )le n (ASlOnm - A700nm)pH 45 (1)

Koncentrace monomerniho pigmentu kyanidin-3-galaktosidu (Cup), ktery je majoritnim
anthokyanem aronie:

A-M_-F-1000 ]
Cwp = rg.l [mg'l 1] (2)

A ............ absorbance

M.l relativni molekulova hmotnost [g-mol'l]
Fooriiis faktor zfedéni
E teeeaiaanans molarni absorpéni koeficient [cm™-mol™-1]
L, tloustka kyvety [cm]

Ptepocet na 100 g plodi:

e VO Cwe 100 g 3)
m
Viiiiooooroo.... oObjem $tavy [ml]
M., navazka [g]
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

U Sestnacti vzorkii extrahovanych za raznych podminek bylo zkoumadno mnozstvi

anthokyanovych barviv, obsah polyfenolickych sloucenin a sacharidi. Sedmnacty vzorek je

aroniova $tava, k jejiz hodnoté se vztahuje mnozstvi jednotlivych sloucenin vyextrahovanych

riznym zpiisobem.

4.1 Stanoveni anthokyanii pH diferencialni metodou

Vzorky pro stanoveni celkovych anthokyani byly pfipraveny podle postupu uvedeného

v kapitole 3.3.3.2, vypocet je popsan v kapitole 3.3.3.3. Nasledujici tabulka uvadi nalezené

hodnoty anthokyanovych barviv v jednotlivych extraktech a v aroniové §tave. Pti kvantifikaci

byla pouzita molekulova hmotnost majoritniho anthokyanu, kterym je pro aronii kyanidin-3-

galaktosid.
Tab. 3: Vliv extrakénich podminek na koncentraci anthokyant
Vzorek Extrakce Primérna koncentrac_(la
anthokyanii [mg-100 g™]
1. voda, 13 hod. 0,91+0,25
2. voda, 14 hod. 0,93+0,26
3. EtOH+V, 13 hod. 1,00+0,29
4. EtOH+V, 14 hod. 1,50+0,42
5. EtOH, 13 hod. 1,18+0,32
6. EtOH, 14 hod. 2,27+0,63
7. usu$ené, V, 13 hod. 0,87+0,15
8. usu$ené, V, 14 hod. 0,97+0,14
9. drcené, V, 13 hod. 0,88+0,05
10. drcené, V, 14 hod. 1,33+0,07
11. ususené, EtOH+V, 13 h. 3,59+0,57
12. ususené, EtOH+V, 14 h. 3,72+0,58
13. drcené, EtOH+V, 13 h. 3,76+0,20
14. drcené, EtOH+V, 14 h. 4,07+0,22
15. PFE, drcené, EtOH+V 12,66+0,14
16. PFE, usu$ené, ECOH+V 13,54+0,15
17. aroniova St’ava 1,61+0,77
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Obr. 11: Viiv extrakénich podminek na koncentraci anthokyanii stanovenych pH diferencidlni
metodou

Z tabulky 3 a z obr. 11 je patrné, ze na zisk anthokyanovych barviv z vyliskii méla
nejvetsi efekt PFE extrakce za pouziti kombinace ethanolu a destilované vody jako
rozpoustédla, teploty 80 °C a tlaku 15 MPa (vzorky €. 15 a 16). Vytéznost byla az 15x vyssi
neZ pii extrakci samotnou vodou.

Zvysena teplota ma za nasledek vyssi tékavost latek, coZz vede k lep$i rozpustnosti
v daném rozpoustédle. [31, 32] Navas a kol. ve své studii extrakce anthokyani zddraziuji, ze
mnozstvi extrahovaného pigmentu je zavislé na vyssi teploté pii extrakei. [31]

Porovnanim ususenych (13,54+0,15 mg-100 g™) a drcenych (12,66+0,14 mg-100 g™)
vyliskii, extrahovanych touto technikou, vySly 1épe co do obsahu anthokyand ,jen“ ty
ususené. Nicmén¢ rozdil byl jen jeden gram.

Pominu-li PFE extrakci, tak v samotné aroniové §tavé bylo 6. nejvétsi mnozstvi
anthokyanu (1,61+0,77 mg-100 g'l). Diivodem mutze byt, Zze duzina plodu aronie je svétle
zluta, neni tmaveé modra jako slupka. A pfi lisovani se ze slupky do $tavy uvolni jen urcita
¢ast barviva. | Kapci a kol. ve své analyze, kde porovnavali mimo jiné i aroniovou S§tavu

s vylisky, stanovili, Ze nejveétsi obsah anthokyani byl prave v aroniovych vyliscich. [46]
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Obr. 12: Koncentrace anthokyanii ve vzorcich po 13 hod. extrakci
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Obr. 13: Koncentrace anthokyanii ve vzorcich po 14 hod. extrakci

Nejvétsi ,,hodinovy skok* v rozdilu mnozstvi anthokyani po 13 a 14 hodinach byl

zaznamenan u extrakce za pouZiti ethanolu v mraZenych plodech (1,1840,32 mg-100 g*
a2,27+0,63 mg-100 g™). Jednalo se skoro 0 dvojnasobek. Druhy nejvétsi hodinovy narist byl
zaznamenan také u mrazenych ploda s vyuzitim kombinace opét ethanolu a destilované vody.

Nicmén¢ pouziti ethanolu jako samotného rozpoustédla je ekonomicky naro¢né.
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Nejmensi hodinovy rozdil v extrakei byl za pouziti destilované vody u mrazenych
ploda (0,91+0,25 mg-100 g,'1 a 0,93+0,26 mg-100 g'l). V tomto piipadé $lo o rozdil pouhych
dvou desetin miligramu.
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Obr. 14: Koncentrace anthokyanii v mrazenych vyliscich
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Obr. 15: Koncentrace anthokyanii v usuSenych vyliscich
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Obr. 16: Koncentrace anthokyanii v drcenych vliscich

Pokud bychom se chtéli obejit bez vyuziti PFE extrakce, pak dalezitou roli v ziskani
co nejvétsiho mnoZstvi anthokyanovych barviv, hralo usuSeni, popf. inéasledné podrceni
vyliskii. Samotna destilovana voda se jako rozpoustédlo v tomto pfipadé viilbec neosvédcila.
Nejhtife se anthokyany extrahovaly do vody z ususenych vyliski. Voda je sice levné
rozpoustédlo, Setrné K Zivotnimu prostiedi, nicméné extrak¢éni ucinnost tim spis§ pii pokojové

teploté je velice nizka. Ke stejnému zavéru ve své studii dosli i Navas a kol. [31]
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4.2 Stanoveni polyfenolickych slou¢enin metodou HPLC

Vzorky pro stanoveni polyfenolickych slouc¢enin byly analyzovany podle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.1.

Nasledujici tabulka uvadi nalezené hodnoty sledovanych polyfenolickych sloucenin
V jednotlivych extraktech a v aroniové $tavé. Ve vzorcich byly sledovany obsahy kyseliny
gallové, vanilové, kumarové, ferulové, katechinu, rutinu a kvercetinu. Rutin s kvercetinem
byly detekovany pii 350 nm, kyseliny ferulova a kumarova pii 330 nm a zbylé slozky
(katechin a kyseliny gallova a vanilova) pfi 280 nm. Porovnani vSech vzorku je vidét na obr.

17. Kyseliny ferulové a kumarové ani v jednom ze vzorkl detekovany nebyly.
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Tab. 4: Vliv extrakénich podminek na obsah polyfenoltl

Primérna koncentrace [pg-100 g'] X
Vzorek Extrakce polyfenoli
k. gallova k. vanilova katechin rutin kvercetin | [mg-100 g'']
L voda, 13 h. 5,23+0,26 64,97+7,59 21,74+0,31 55194154 | nedetekovan | 0,1540,01
2. voda, 14 h. 6,26+0,12 74,37+3,94 93,85+3,32 64,354507 | nedetekovan | 0,2440,01
3. EtOH+V, 13 h, 16,0040,03 | 173,31+0,14 | 81,3540,93 184,2543,75 | nedetekovan | 0,4540,01
4. EtOH+V, 14 h, 17,24+0,0 352,45+0,25 | 83,194+1,25 191,945,88 | nedetekovan | 0,6440,01
5 EtOH, 13 h. nedetekovana 39,79+6,65 21,184+0,01 418,61+3,16 nedetekovan | 0,48+0,01
6. EtOH, 14 h. nedetekovana | 52,2242,27 26,9740,54 421,034564 | nedetekovan | 0,49+0,01
[£ ususené, V, 13 h. 36,65+3,99 1964+167,4 194,27+7,39 121,83+11,35 | nedetekovan | 2,3240,19
8. usudené, V, 14 h. | 38,64+0,49 226345464 | 236,2647,28 | 1757942054 | nedetekovén | 2,71+0,08
9. drcené, V,13h. | 22,08+0,63 14174914 | 327,4940,11 | 286,05+2,75 | nedetekovan | 2,05+0,01
10. drcené, V,14h. | 31,54+6,91 1559+8,58 355,24+6,34 323+4,91 nedetekovan | 2,2740,03
11. - (;‘:"f\‘;“‘is " 13,84+1,41 | 14590+1384 | 379,564+9,07 | 506,63+2,98 | 13,79+1.28 | 155040,15
12' ususene, 16,5240,02 | 15201+111,2 | 396,448,385 624,3+12,6 15,640,99 | 16,2540,13
EtOH+V, 14 h. OeE S A e O O
13 Eto‘?_ﬁ?éig o 15,7542,01 | 1488445454 | 201,46+12,43 | 362471,13 | 21,2242,60 | 1548+0,63
14. et Oﬁf\*/”'éi n | 48174218 | 1517046982 | 67541784 | 558,15+1576 | 21464104 | 16,48+073

43



Tab. 4: Pokradovani

15, PFEEtdei‘i;‘e’ 108,99+12,2 | 472684633 | 185542104 | 1660,03+1153 | nedetekovén | 8,35+0,40
16. PFS{(;":“:\"/“"’ 114,18+18,9 | 4594742647 | 3890+399,8 179574111 | nedetekovan | 10,39+0.80

17.

aroniova §t’ava

45,50+1,87

73,83+1,43

41,63+0,71

98,53+1,23

nedetekovan

0,26+0,01
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Obr. 17: Viiv extrakénich podminek na obsah polyfenolii

Nejvy§§i obsah kyseliny gallové byl v ususenych Vyliscich (114,184+18,9 pg-lOO gh
po 13 hodinach (5,23+0,26 pg-100 g ). Ve vzorcich ¢. 5 a 6 kyselina gallova vibec
detekovana nebyla, jako rozpoustédlo byl pouzit samotny ethanol. Pominu-li PFE extrakci,
tak 1 do usuSenych a drcenych vyliski, kdy bylo jako rozpoustédlo pouzita samotna
destilovana voda, se kyselina gallova extrahovala velice dobfe.

Kyselina vanilova se nejlépe extrahovala z usuSenych vyliski za pouziti ethanolu
avody po 14 hodinach (15201+111,2 ug-100 g'). Celkové je mnoZstvi této kyseliny
extrahovanych z ususenych/drcenych vyliskli aZ trojndsobné vyS$si nez za pouZiti vysokotlaké
extrakce. Rozdil v obsahu kyseliny vanilové mezi vySe zminénymi extrakénimi podminkami
a pouzitim samotného ethanolu u mraZenych vyliska je propastny (az 382x niz$i). Je ziejmé,
ze usuSeni melo naobsah kyseliny vanilové velky vliv, at uz bylo pouzito jakékoliv
rozpoustédlo. Je zajimavé, ze v ptipadé stanoveni této kyseliny neméla PFE extrakce
az takovy efekt. Jeji mnozstvi vyextrahované za téchto podminek bylo trojndsobné nizsi.

Pro extrakci katechinu se naopak PFE extrakce osvédgila (3890+399,8 ug-100 g™).
Rozdil u drcenych vyliskti za pouziti PFE je az 6x vyssi nez u extrakce s kombinaci ethanolu
a vody jako rozpoustédla. Nejmén¢ katechinu se stejn¢ jako u dvou ptfedchozich sloucenin
extrahovalo z mrazenych vyliski do ethanolu (21,18+0,01 ug-100 g™).
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Kvercetin se objevil jen ve ¢tyfech vzorcich, a to v usuSenych a drcenych vyliscich
extrahovanych do ethanolu svodou (vzorky ¢. 11 az 14). Kvercetin je aglykon rutinu
a pii suseni vyliskti mohlo dojit k odstipnuti sacharidové slozky. Sojka a kol. ve své analyze
zminuji to stejné. [2] Jednalo se ale jen o vylisky extrahované do ethanolu a vody. Za vyuziti
samotné destilované vody u ususenych ani u drcenych vyliskii kvercetin v mych vzorcich
detekovan nebyl. V porovnani ususenych a drcenych vyliski, dopadly 1épe drcené.

U rutinu se opét osvédcila PFE extrakce- 1épe u ususenych vyliskli na ukor drcenych
(1660,03+115,3 pug-100 g™). Oproti této technice bylo do vody extrahovano zanedbatelné
mnozstvi rutinu (55,19+1,54 ug-100 g™).
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Obr. 18: Chromatogram pomletych vyliskii extrahovanych do ethanolu a vody po 14 hodindch
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Obr. 20: Obsah polyfenolii ve vzorcich po 13 hod. extrakci
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Obr. 21: Obsah polyfenolii ve vzorcich po 14 hod. extrakci

Nejvétsi hodinovy narlGst v obsahu kyseliny gallové byl u drcenych vyliskl
extrahovanych do ethanolu a vody. Rozdil mezi 13 a 14 hodinovou extrakci byl vice
nez 32 ug. Nejmensi pak u extrakce do samotné destilované vody- jednalo se o rozdil
pouhého 1 pg.

U kyseliny vanilové byl nejvétsi narist u usuSenych vyliskli extrahovanych
do ethanolu a vody. Jednalo se o rozdil vice nez 600 pg. Nejmensi zména pak byla u extrakce
mrazenych vyliska do destilované vody- méné nez 10 pg.

V ptipadé katechinu byl nejvétsi hodinovy rozdil u drcenych vyliskli extrahovanych
do ethanolu a vody- vice nez 470 pg. Nejméné se zménil obsah katechinu u extrakce
do ethanolu- necelych 6 pg.

Nejvétsi hodinovy nartst u rutinu byl u drcenych vyliskii za pouziti kombinace
ethanolu a vody. Rozdil v tomto ptipad¢ byl 196 pg. Nejméné se po hodiné lisil obsah rutinu
extrahovaného do ethanolu- rozdil pouhé 2 pg.

U kvercetinu detekovaného pouze u Ctyt vzorkl, byl rozdil vyssi u ususenych vyliska

nez v drcenych.
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Obr. 22: Obsak polyfenolii v mrazenych vyliscich

Kyselina gallovd se nejlépe extrahovala zusuSenych vyliskl, a to i pfipadé¢ PFE
extrakce. U mrazenych vyliskii se jako nejlepsi rozpoustédlo osvédc¢ila kombinace ethanolu
a vody. U ususenych vyliskd dopadla 1épe voda, neberu-li v potaz PFE extrakci.

U kyseliny vanilové se také jednalo o vyssi vytéznost z ususenych vyliski, nejhuie
v tomto piipadé dopadly mrazené vylisky. Nejlépe dopadla kombinace ethanolu a destilované
vody. Dokonce i extrakce do destilované vody u ususenych/drcenych vyliskt (vzorky ¢. 7
az 10) dopadla Iépe nez u mrazenych vyliskl za pouziti kombinovaného rozpoustédla.

I u katechinu se opét potvrdila dulezitost suseni plodii predevSim v ptipadé PFE
extrakce. Rozdil v mnozstvi katechinu mezi mrazenymi a ususenymi plody je 173 az 654 nug.

V mrazenych vyliscich se u pfedchozich sloucenin (kyseliny gallovd a vanilova
a katechin) nikdy ethanol jako rozpoustédlo neosvédcil, v ptipadé rutinu byla ale vytéznost
nejvyssi. UsuSené versus drcené vylisky extrahované do ethanolu a vody dopadly velmi

podobné.
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Obr. 23: Obsa polyfenolii v ususenych vyliscich
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Obr. 24: Obsah polyfenolii v pomletych vyliscich

Pti porovnani obr. 23 a 24 (grafii ususenych a drcenych vyliskli) je vidno, ze rozdily
v obsahu jednotlivych slozek nejsou tak velké jako na obr. 22 v mrazenych vyliscich, zvlast
u extrakce ethanolem.

Nejvyssi vytéznosti polyfenolti bylo dosazeno v drcenych vyliscich za pouziti

kombinace ethanolu a vody po 14 hodinach extrakce s celkovym obsahem polyfenola
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16,48 mg-100 g'l. Nejveétsi mérou k tomu piispélo mnozstvi kyseliny vanilové, ktera se
obecné nejlépe extrahovala z ususenych a/nebo drcenych vyliskii do ethanolu a vody. Jako
nejméné efektivni extrakce se jevi samotna destilovana voda pouzita jako rozpoustédlo.

Ze vsech vysledkl tedy nejlépe vychdzi extrakce usuSenych a drcenych vyliska
za pouziti ethanolu a vody nejenom kviili tomu, ze pouze v téchto vzorcich byl detekovan
i kvercetin. Ke stejnému zavéru dosli i Kapci a kol., ktefi téZ stanovili, ze nejvétsi obsah
polyfenolickych slouc¢enin bylo v ususenych vyliscich. [46]

V aroniové $taveé bylo detekovano nejvice rutinu a nejméné katechinu, nicméné

rozdily v obsahu jednotlivych slozek nebyly velké- pouze v rozmezi desitek pg.
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4.3 Stanoveni sacharidu metodou HPLC

Vzorky pro stanoveni polyfenolickych slouc¢enin byly analyzovany podle postupu uvedeného

Vv kapitole 3.3.2. Nasledujici tabulka uvadi nalezené hodnoty sledovanych sacharida

V jednotlivych extraktech a v aroniové Stave. Sachardza v mych vzorcich detekovana nebyla,

zato na kazdém chromatogramu u vSech vzorkil je patrny dominantni pik, eluovany mezi

fruktozou a glukézou. S nejvetsi pravdépodobnosti se jedna o sorbitol, ktery ale nebylo mozné

oVverit.
Tab. 5: Vliv extrakénich podminek na obsah sacharida
Primérna koncentrace sacharidu [mg-100 g]
Vzorek Extrakce
glukéza fruktéza
1. voda, 13 hod. 38,301+0,01 40,48+0,04
2. voda, 14 hod. 44,044+0,50 45,914+0,45
3. EtOH+V, 13 hod. 18,10+0,28 19,104+0,21
4. EtOH+V, 14 hod. 21,81+0,14 22,9240,13
5. EtOH, 13 hod. 20,50+0,01 21,40+0,01
6. EtOH, 14 hod. 20,94+0,24 22,1440,18
7. ususené, V, 13 hod. 126,04+0,01 119,38+0,05
8. usuSené, V, 14 hod. 134,42+0,14 140,60+0,11
9. drcené, V, 13 hod. 85,92+0,13 94,7140,15
10. drcené, V, 14 hod. 91,94+0,19 98,931+0,21
ususené,
11. 50,9440,23 53,60+0,23
EtOH+V, 13 hod.
ususené,
12. 53,254+0,15 55,314+0,19
EtOH+V, 14 hod.
drcené,
13. 46,5440,10 50,6340,09
EtOH+V, 13 hod.
drcené,
14. 53,154+0,28 57,7240,32
EtOH+V, 14 hod.
15. PFE, drcené, EtOH+V 114,0240,07 123,6940,05
16. PFE, usu$ené, EtOH+V 129,81+0,18 141,2540,17

17.

aroniova §t’ava

66924+82,44

55798+21,03
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Obr. 25: Viiv extrakénich podminek na obsah sacharidii

U kazdého vzorku krom¢ aroniové §t'avy je patrné, Ze mnozstvi fruktdézy je o néco
malo veétsi nez obsah glukdzy. 1 ve studii Sojky a kol., ve které se zabyvali vlivem velikosti
castic ususenych vyliskli na obsah riznych slozek, jim u nékterych vzorkl vysel vétsi obsah
fruktozy nez glukézy. [2]

V porovnani obsahu sacharidl nejlépe dopadla aroniova $tava (66924+82,44 mg-100
g™h). Obsahovala az 3600x vice glukdzy nez u mrazenych vyliskii extrahovanych do ethanolu
a vody (18,1040,28 mg-100 g?). V priméru se zaroniovych vyliskii vyextrahovalo
65,61 mg-100 g™ glukézy a 69,24 mg-100 g™,

53



50 -

& 45 -
o 40 -
S 35
g 30 -
5 25 -
£ 20
©
s 15 1 m glukdza
S 10 -
e 5. | fruktdza
O -
3\\06‘ D‘\\od \5‘0' \D“(\' 3\\06 (3“(\06
odavx odal’\' 06‘3‘ 063' ‘0\’\| ‘0\’\|
X )(
N \ ?,‘OY\ ?,‘OY\ € <
extrakce
Obr. 26: Obsah sacharidit v mrazenych vyliscich
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Obr. 27: Obsah sacharidii v ususenych vyliscich
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Obr. 28: Obsah sacharidii v drcenych vyliscich

U mraZenych vyliskli zafungovala jako nejlepsi rozpoustédlo voda (44,0440,50
mg-100 gt glukézy a 45914045 mg100 g?). Hodnoty sacharidii extrahovanych
do samotného ethanolu nebo do ethanolu s vodou byly v pfipadé mrazenych vyliskti skoro
stejné. V porovnani s extrakci anthokyanli a polyfenoll, kdy se voda jako rozpoustédlo
neosvédcila, u sacharidi by se dala pouzit. Vytéznost byla dokonce vétsi i v porovnani s PFE
extrakci u usuSenych plodi. Nejhtufe se sacharidy extrahovaly do ethanolu a vody
z mrazenych vyliski (18,10+0,28 mg-100 g™ glukédzy a 19,10+0,21 mg-100 g™ fruktozy).
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Obr. 29: Chromatogram pomletych vyliskii s vyuzitim PFE extrakce

55



5. ZAVER

V uvodni, teoretické cCasti této diplomové prace jsou shrnuty potfebné vychozi informace
pro zadanou studii. Je zde uvedena botanicka charakteristika aronie (Aronia melanocarpa)

stejné jako chemické slozeni jejich plodd a jejich vyuziti. Detailnéji jsou popsany

vvvvvv

vvvvvv

analytickou instrumentéalni technikou diplomové prace. Obecny popis HPLC je doplnén
reSersi stanoveni anthokyanovych barviv kapalinovou chromatografii.

Tato diplomova prace je soucasti studie zahdjené v predchozim roce, na jejiz nékteré
vysledky navazuje. [47] Experimentalni ¢ast sleduje vliv vybranych extrakénich podminek
na mnozstvi vyextrahovanych fenolickych latek a anthokyanovych barviv z aroniovych
vyliskd. Extrakci byly podrobeny aroniové vylisky mrazené, suSené za teplot do 45 °C
a usuSené a jesté podrcené. Jako rozpoustédla byla vybrana destilovana voda, ethanol a smés
ethanolu a vody v poméru 1 : 1. Byla také vyuzita extrakce za zvySené¢ho tlaku a teploty.
V extraktech byly stanovovany monosacharidy glukéza a fruktéza, 5 vybranych fenolickych
sloucenin (kyseliny gallova, vanilovd, katechin, rutin a kvercetin) a celkovy obsah
anthokyanovych barviv. Pro porovnani stanovenych hodnot byla k dispozici aroniové Stava.

Nejvyssi obsah anthokyanovych barviv byl ziskan, podle ocekavani, extrakci

za zvyseného tlaku a teploty (PFE). SloZeni extrakéniho ¢inidla, teplota a tlak byly zkouseny
na Ustavu analytické chemie AV CR specielné pro tato barviva. Pro primyslovou praxi viak
zatim tato extrakcni technika neni pouzitelna pro velkou finanéni naro¢nost.
Pravdépodobné vyuzitelnych vysledkli bylo dosazeno extrakéni smési ethanol : voda
vV objemovych pomérech 1 : 1. V této smési byly po dobu 13 aZ 14 hod. pfi laboratorni teploté
macerovany drcené aroniové vylisky ususené za teploty do 45 °C. Takto ziskané extrakty
obsahovaly 3,59 az 4,07 mg-100 g™ anthokyanovych barviv.

Z aroniovych vyliskii byly dale ziskdny fenolické latky. Pro jejich ziskani byly
jednoznacné nejlepsi extrakeéni smési ethanol : voda v objemovych pomérech 1 : 1. Vzorky
pro stanoveni fenolickych sloucenin byly odebrany ve stejném case jako pii extrakci
anthokyanti. A vytézek extrakce fenolickych latek po 13 a 14 hod. se opét liSil jen malo.
V uvedeném Casovém rozmezi byla nalezena suma 15,48 a 16,48 mg-100 g* vybranych vyse
uvedenych fenolickych sloucenin.

Déle byly ve vzorcich z aroniovych vyliskli stanoveny glukéza a frukt6za. Nejvice
téchto monosacharidiit bylo nalezeno v aroniové S§téaveé. Z extraktl byly na obsah
monosacharidi nejbohatsi ty, které byly ziskané metodou PFE a nebo pouze macerované
po dobu 13 az 14 hod. vodou. PFE bylo extrahovano 129,8 mg-100 g* glukozy a 141,2
mg-100 g'1 fruktézy. Pti extrakci susenych nedrcenych vyliskli vodou bylo nalezeno 134,4
mg-100 g glukézy a 140,6 mg-100 g™ fruktozy.
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Bylo potvrzeno, ze aroniové vylisky jsou dobrym zdrojem jak fenolickych latek, tak
piedevsim anthokyanovych barviv. Obou typt uvedenych sloucenin obsahuji vice nez
aroniova §tava. Aroniové vylisky by tak v budoucnu mohly byt vyuzity k izolaci zejména

anthokyant, které jsou zddanym potravinafskym barvivem.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CH,0, kyselina mravenci
CH3;COOH kyselina octova
CH3COONa  octan sodny

CO; oxid uhlicity

Cy3A kyanidin-3-arabinosid

Cy3Gal kyanidin-3-galaktosid

Cy3Glu kyanidin-3-glukosid

Cy3X kyanidin-3-xylosid

DAD Diode Array Detector; UV/VIS detektor s diodovym polem

DW dry weight (susina)

EtOH ethanol

FW fresh weight (Cerstvé plody)

g gram

HCI kyselina chlorovodikova

Hg rtut’

HPLC High Pressure/Performance Liquid Chromatography; vysokotlaka/vysoce
ucinna kapalinova chromatografie

H3PO4 kyselina trihydrogenfosforecna

KCI chlorid draselny

LDL low-density lipoprotein

MF mobilni faze

mg miligram

min minuta

ml mililitr

MS Mass Spectrometry; hmotnostni spektrometrie

nm nanometr

NP-LC normal phase-liquid chromatography (systém normalnich fazi)

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity (schopnost pohlcovat volné radikaly)

PDA PhotoDiode-Array

PEEK PolyEtherEtherKeton

RP-LC reverse phase-liquid chromatography (systém obracenych fazi)

TFA TriFluoroAcetic/trifluoroctova kyselina

uv UltraViolet; ultrafialové zafeni

VIS Visible; viditelné zareni

viv volume/volume (objem/objem)

W voda

ul mikrolitr
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8. SEZNAM POUZITYCH PRILOH

Priloha 1: Ukézka vybrané extrakce vyliski
Priloha 2: Primérna absorbance anthokyani stanovovanych pH diferencialni metodou

Priloha 3: Exponencialni kalibra¢ni pfimka fruktozy
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9. PRILOHY

Priloha 1: Ukazka vybrané extrakce vyliski

8

&% P

Priloha 2: Primé&rna absorbance anthokyani stanovovanych pH diferencialni metodou

Pramérna absorbance [nm]
Vzorek Extrakce pH1 pH 4,5
510 700 510 700
1. voda, 13 hod. 0,599 0,001 0,054 0,002
2. voda, 14 hod. 0,611 0,001 0,054 0,002
3. EtOH + V, 13 hod. 0,695 0,003 0,107 0,004
4, EtOH + V, 14 hod. 0,989 0,001 0,093 0,002
5. EtOH, 13 hod. 0,780 0,011 0,073 0,012
6. EtOH, 14 hod. 1,511 0,023 0,154 0,027
7. ususené, V, 13 hod. 0,329 0,001 0,037 0,001
8. usuSené, V, 14 hod. 0,364 0,001 0,038 0,001
9. pomleté, V, 13 hod. 0,113 0,001 0,012 0,001
10. pomleté, V, 14 hod. 0,173 0,001 0,018 0,001
11. ususené, EtOH + V, 13 hod. 1,354 0,008 0,150 0,008
12. ususené, EtOH + V, 14 hod. 1,387 0,007 0,139 0,006
13. pomleté, EtOH + V, 13 hod. 0,490 0,004 0,057 0,003
14. pomleté, EtOH + V, 14 hod. 0,530 0,003 0,067 0,008
15. PFE, pomleté, EtOH + V 0,346 0,003 0,044 0,004
16. PFE, ususené, EtOH +V 0,373 0,002 0,053 0,006
17. aroniova §t’ava 1,891 0,081 0,230 0,075
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Priloha 3: Exponencialni kalibra¢ni pfimka fruktozy

F Z 919 10
ﬁmula y=0.0070 =7 + 86545 - 511 4300
i T O —“-)

R®: Cannot compute R?
Residual standard devistion: 0.00000
Crigin - lgnore.
eighting method : Weighting method is not supported

x104
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