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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva charakterizaci plagtonie Aronia melanocarpp a
muchovniku Amelanchier alnifoliy Teoretick&ast prace pojednava o botanickénazani,
chemickém sloZeni, é&vych incich a pouZziti plodl aronie a muchovniku v potravis&ém
pramyslu. Dale je pozornost€movana pehledu metod pro stanovenileZitych antioxidant,
se zanmifenim na stanoveni polyfenolickych latek, anthokydiyseliny askorbové a celkové
antioxidani aktivity.

Experimentalnicast prace se zatifuje na stanoveni vybranych parametiznych odfid
aronie a muchovnik sbiranych v letech 2012 a 2013 pomoci spektroskgph a
chromatografickych technik sichzem na vliv rozpou&tla (50% ethanol, destilovana voda,
DMSO) na uvedené parametry. Konkéja v praci zjisovan celkovy obsah polyfenolickych
latek a anthokyai barevné charakteristiky pomoci systému CIE L*a&hgchopnost vzorku
redukovat zelezité ionty pomoci metody UV-VIS-NIRektroskopie. Déale je kvantifikovan
obsah kyseliny askorbové v extraktech z pl@lonie a muchovnik pomoci vysokoéinné
kapalinové chromatografie s vyuzitim detektoru addvym polem a také celkova
antioxidani aktivita metodou DPPH a ABTS s vyuzitim elektweé paramagnetické
rezonance.

ABSTRACT

Diploma thesis deals with the characterization ludkeberry Aronia melanocarppand
saskatoon berryAmelanchier alnifolia fruits. The theoretical part focuses on the biotn
classification, chemical composition, curative eféeand the use of chokeberry and saskatoon
berry in the food industry. Further, the attenti®also devoted to a review of methods for the
determination of important antioxidants, specializen the determination of polyphenols,
anthocyanins, ascorbic acid and total antioxidativigy.

The experimental part of the work deals with theedwrination of selected parameters in
different varieties of chokeberry and servicebermgrvested in 2012 and 2013 using
spectroscopic and chromatographic techniques witleraphasis on effect of solvent (50%
ethanol, destilled water, DMSO). Specifically totaintent of polyphenols and anthocyanins,
color characteristics using the CIE L*a*b* systendahe ability of the sample to reduce the
iron are determined using the UV-VIS-NIR spectrggcd-urther ascorbic acid concentration
in individual extracts is quantified by High penfioance liquid chromatography coupled with
a diode array detector and the total antioxidarivie is characterized by electron
paramagnetic resonance involvilPPH and ABTS assays.

KLi COVA SLOVA
aronie, muchovnik, antioxidai aktivita, anthokyany, vitamin C, HPLC, UV/VIS/R] EPR
spektroskopie

KEY WORDS
chokeberry, saskatoon berry, antioxidant activignthocyanins, vitamin C, HPLC,
UV/VIS/NIR, EPR spectroscopy
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1 UvoD

V souastnosti je trendem dbat o své zdravi a dodrZzosatvbu Zivotospravu. Proto se
konzumenti stél€éastji snazi do sveého jideltku zaadit zdravé, vyZivo¥ bohaté potraviny
S vyvazenym pokrem vitamini, mineraf, viakniny a antioxidarit Vybornym zdrojem
zdravi prospSnych latek je ovoce a zelenina.

V prab¢hu let byly vygstovany a vyslechy mnohé ovocné druhy. ddteré ovoce se
péstuje pro komemi &ely dodnes, na jiné se pozapaiion Mezi mér znamé ovoce lze
nebo muchovnik ol3olistyAfnelanchier alnifolix Oba ovocné druhy pochézeji ze Spojenych
stati americkych a Kanady. Obsahuji polyfenolické latkyneraly a vitaminy, které mohou
pozitivreé prispst k 1&bé nejnizngjSich onemoceni. V dnedni spolaosti celko¢ stoupa
pocet civilizatnich chorob, které souviseji agpbenim volnych radik&) proto vziista snaha
ochraiovat organismusipd jejich nadrdrnou tvorbou. K eliminaci jejich sobeni pispiva
vySSi fFijem exogennich antioxidaht které se nachazeji v mnoha druzich ovocetns
aronie a muchovniku. Diky tomuto faktu wgta tendence sledovat a vyuzZivat antioxnda
vlastnosti pirodnich latek, rostlinnych extraka potravinovych dopka.

PredloZzen& diplomova prace se zabyva charakteriziacii paronie a muchovnik se
zaneienim na stanoveni nuiri¢ vyznamnych latek s antioxidlaim (inkem. Teoretick&ast
prace se za#iuje na shrnuti dosavadnich pozriatkchemickém sloZeni,débnych dincich,
vyuziti a metodach pouzivanych pro charakterizadodip aronie a muchovnik
Experimentalni ¢cast diplomové prace se zémje na stanoveni vybranych fyzikéin
chemickych paramalru vzorlki aronie a muchovnik pomoci UV-VIS-NIR spektroskopie
(zejména celkovy obsah polyfenolickych latek, celkoobsah anthokydn stanoveni
barevnych charakteristik a schopnosti vzorku restakdelezo). Dale je pozornostnovana
kvantifikaci kyseliny askorbové v extraktechézhto plodi pomoci vysokoéinné kapalinové
chromatografie s vyuzitim detektroru s diodovymepol Vyznamnouasti experimentalni
prace je také sledovani antioxitiéch, radikal-zhaSecich vlastnosti extfiakpomoci
elektronové paramagnetické rezonance. V neposléddi, pozornost se &nuje vlivu
rozpoustdel s fiznou polaritou na sledované fyzik&lohemické parametry. VSechny
vysledky byly zhodnoceny a vzajetnkorelovany s vyuzitim metod viceroZmé statistiky,

s cilem posoudit vliv rozpou&tla, druhu ovoce, ofldy a roku produkce na sledované
kvalitativni parametry.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Aronia melanocarpa- Temnoplodecternoplody

Rige: rostliny (Plantad

Podise: vySSi rostliny Cormobionta
Odctleni: krytosemennéNlagnoliophyta
Trida: vySSi dvoudlozné Rosopsida
Rad: rizotvaré Rosale}

Celed”: rizovité (Rosaceap

Rod: Aronia

Druh: Aronia melanocarpa

Temnoplodec, &rgji nazyvany aronie, je Kektery pati do ¢eledi fizovité (Rosaceag
stejre jako j@ab. Z divodu velké podobnosti plddaronie s jgabem je lido¥ také nazyvana
cerna jéabina neba@erny jeédb. RodAronia zahrnuje it odliSné druhy:Aronia melanocarpa
(Temnoplodecernoplody)(Obr. 1) Aronia arbutifolia(Temnoplodec plankolisty) Aronia
prunifolia (Temnoplodecie&iolisty). Jsou nazyvany podle barvy pioéironia melanocarpa
cerna aronie &ronia arbutifolia — ¢ervena aronieAronia prunifolia je hybridem obou,
ackoli nekteri botanici ji povazuji za samostatny druh, jejigyanaji fialovou barvu [1, 2].

Obr. 1: Aronia melanocarpa [3]

Botanicka charakteristika

Aronia melanocarpge opadavy k& ktery dofista vySky 0,5-3 m. Listy jsou celokrajné,
eliptické, temg zelené, lesklé dastajici délky cca 6 cm. Bilé kty o praméru 1,5 cm, které
jsou usptadany v chocholicich, vigstaji v kwtnu. Plodem jsowerné zbarvené malvice o
praiméru 6—13 mm a hmotnosti 0,5-2 g, které dozravajickom srpna az Zatkem z& a maji
dlouhou sklizé okolo ¢tyi az Sesti tydin Jejich slupka je pevna a duznina je tehfalova se
sviravou, natrpklou chuti. Jedna se ccas§ji péstovany druh ve vychodni Evrepro zisk
ploda, které maji uplaténi v potravinéském a kosmetickémjomyslu [1, 2, 4-6].



Vyskyt

Aronie pochazi z vychodniasti severni Ameriky a Kanady. Zde se rtilgive vSech
nadmdskych vySkadch a rostla divoce od Nového Skotska kadZoride po celém
stredovychod Spojenych stét americkych. Ze Spojenych sidpoté byla roz$ena az do
Evropy. V roce 1900 ji rusky botanik a SlechtiteV. Micurin piivezl z Ameriky do Ruska a
zatal ji péstovat. MEurin vypestoval rekolik odrad Aronia melanocarpa Z byvalého
Sowtského svazu se kepoté roz&il pies Ukrajinu a Polsko prakticky do celé Evropy.
V sowasnosti se §stuje ve vychodni Evrap Némecku, USA a Kanad Roste nejastji ve
vySSich, vigich oblastech. Preferuje slufj$i stanovist a snasi nizké teploty [1, 5].

Odrudy

Divoké druhy aronie se liSi od vySleghych odfid, které se dneséptuji komeéné.
Divoce rostouci druhy maji tmawzelené listy, velmi hustéétveni, jsou mensiho vizstu a
plody obsahuiji vicefislovin. Slechinych kultivar je v Evrog a ve Spojenych statech velké
mnozstvi. Znamymi vyslecéiymi odiidami jsou Nero Ceska republika), Rubina (Rusko,
Finsko), Viking, Kurkumacki (Finsko), Hugin (Svédgk Galicjanka (Polsko), Fertddi
(Mad’arsko), Aron, Hakkija, Ahonnen, Serina (Dansko), rtdn a McKenzie (USA).

Kultivary jako je Nero, Viking a McKenzie jsou dry vzniklé Kizenim meziAronia
melanocarpaa Sorbus aucupariaGenetickd rozmanitost kultivovanych adrje velmi mala.
Nero, Viking a Galicjanka jsou téthidentické pi srovnani za pouZziti genetickych marker
Slechtnim aronie ¢erné se zabyvali také Ceské republice ve Slechtitelské stanici
ovocn&ské ve Velkych Losinach, kde byla Wgtovana odrda Nero. Tato odida ma velké
Sravnaté plody a vynika velkou plodnosti [1, 5-7].

2.1.1 Chemické slozeni

Obsah chemickych latekippmnych v aronii je zavisly na mnoha faktoreckev@zrié se
odliSuje chemické sloZzeni u jednotlivych ddr Dale niize byt sloZzeni plad ovlivnéno
hnojenim, zpisobem pstovani, mistem vyskytu, klimatickymi podminkamiazim, dobou
sklizré¢ nebo zachazenimiip skladovani. Aronie je bohatym zdrojem polyfenkfich
slowenin, mineralnich latek, vitamina ftislovin. Od ostatniho ovoce se liSi vysokym
obsahem sorbitolu a polyfenolickych latek. Enexdetihodnota ve 100 g malvic je 47 kcal.
Obsah susiny aronie je v rozmezi 17-29 hm.%elz0Zz 5-10 hm.% fpada na ve vad
nerozpustny material [1, 5, 6, 8].

Polyfenolické sloweniny

Polyfenolické sloteniny jsou zodpoydné za léivée &inky aronie. Aronie oproti
borivkam a bezinkam obsahuje vysSi obsahto slodenin (Tabulka ). Konkrétreé se jedna
o polyfenolické kyseliny, prokyanidiny, anthokyaaylavonoly [5, 9-11].

Tabulka 1: Celkovy obsah polyfenolickych stemin ve vybranych druzich ovoce [12]

Ovoce Polyfenoly celko¥ [mg/kg]
Aronie 7194 +78
Boruavky 6 180 + 157
Cerny rybiz 5435 + 31
Bezinky 4415+ 124




Jakobek a kol. [12] ve své préaciilirpramérny celkovy obsah polyfenolickych sléenin
(TPC - Total polyphenolic content) v aronii na 7418hg/kg cerstvych plod. Jednotlivé
odridy maji rozdilny celkovy obsah polyfenolickych lat©ditida Nero ma TPC
3 760 mg/100 g susSiny a adia Viking 4 210 mg/100 g suSiny. Obs&hbHto latek zavisi na
zvolené analytické metédkvantifikace, analyzovaném kultivaru, dosberu, lokalit rastu a
dalSich faktorech. Také zavisi natgpbu zpracovani ovoce. Vylisky z aronie majisv
obsah polyfenolickych latek neZ&y nebo samotné plody. Rozdilny obsah polyfengtibk
slowenin nuize mit vliv na vyslednou kvalitu ovoce [5, 13-16].

Prokyanidiny

Nejvice zastoupenou skupinou polyfenolickych latedronii jsou prokyanidinyQ@br. 2).
Jsou to fenolické konden&a produkty, které vychazeji z monomernich pentatwyflavani,
resp. ¥tSinou (+)-katechinu a (-)-epikatechinu kondenzawzi polohou @ pyranového
kruhu a polohou € nebo G aromatického kruhu dalSi molekuly flavanu. ¢€o
kondenzovanych jednotek byva dva akailik. C,'Cg a G'Cs vazby jsou pevladajici typy
vazeb a jedna se o prokyanidiny (PCY — Procyan)dgkapiny B. Aronie obsahuje vyhragin
homogenni B prokyanidiny, které obsahuji jako zdkla monomer (-)-epikatechin.
Gallokatechin nebyl ve strukiel PCY aronie zji§h. Zastoupeni prokyanidinv aronii je
nasledovné: monomery (0,78 hm.%), dimery (1,88 hypn.%imery (1,55 hm.%), tetra-
hexamery (6,07 hm.%), hepta-dekamery (7,96 hm.%)dekamery (81,72 hm.%). Celkovy
obsah PCY v malvicich se v publikacich odliSuje & yozmezi 660-5 200 mg/100 g susiny,
celkovy obsah PCY ve vyliscich je 8 192 mg/100 §irsp a ve 8aw je 3 652 mg/100 g
susiny [5, 15, 17, 18].

HO

Obr. 2 Chemicka struktura prokyanidiraronie [15]

Anthokyany

Anthokyany Qbr. 3) pati do velké skupiny ve vadrozpustnych pigmeif kteréfadime
mezi flavonoidy. Zfisobuji¢ervené, modré, fialové@rné zbarveni ovoce, zeleniny atn.
PouZivaji se jako ffrodni potravinéska barviva, zlepSuji fpazlivost potravinékych
vyrobki, a nahrazuji five pouzivana azobarviva. Také se pouzZivaji jakendaeutické
vyrobky z divodu ffiznych terapeutickych dinka. Jsou to barviva s antioxigia@mi,
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protizarétlivymi, antimikrobnimi a gastroprotektivnimi viasistmi. Kome¢ni anthokyan se
vyrabi ze slupek hroZinale i z jinych zdraj, jako je bezerny nebo plody aronie [19-21].

R

Rz
HO al ‘
O D
.___,-f"
OR,
OH

kyanidin-3-0-galaktosid R1=gal R2=0H R3=0H
kyanidin-3-0-glukosgid R1=gly RZ=0H R3=0H
kvanidin-3-0-xvlosid R1=xvl R2=0H R3=0H
kyanidin-3-0-arabinozid Ri=ara HR2=0H R3=0H
pelargonidin-2-0-arabinosid R1=ara R2=H R3=0H
pelargonidin-3-0-galaktozid R1=gal RZ=H R3=0H

Obr. 3 Struktura anthokyaiv aronii [22]

Aronia melanocarpge jednim z nejbohatSich rostlinnych zdranthokyaf, obsahujici
pievazre kyanidin  glykosidy, nejvice zastoupeny jsou kyami8-O-galaktosid
(64-68,9 hm.%) a kyanidin-3-O-arabinosid (27,5-29.%). Vyskytuji se jak ve slupce, tak
v ovocné deni. DalSimi mé#é zastoupenymi jsolkyanidin-3-O-xylosid a kyanidin-3-O-
glukosid. Ve stopovych mnozstvich byly z§i8y pelargonidin-3-O-galaktosid a pelargonidin-
3-O-arabinosid. Plody obsahuji 725-800 mg/t0@nthokyaf a maji nizkou tendenci k
hnédnuti, alespt ve srovnani s bezem [5, 15, 21, 22]. V aronii akylany gedstavuji asi
25 % celkovych polyfendl Jakobek a kol. [15] ve své praci sledovali obaathokyari v
cerstw lisovanych 8avach aronie (odd Aron, Nero a Viking) v ptbéhu dvou let. V prvnim
roce zjistili obsah anthoky&n880-1 400 mg/l a v nasledujicim roce 1 290-1 97@I.m
Rozdily jednotlivych obsahanthokyai jsou ovlivreny faktory jako doba sklizh) zpisobem
péstovani a skladovani [5, 15].

Fenolické kyseliny

Plody aronie jsou také bohatym zdrojem fenolickygfselin. V¢éerstvych plodech je
koncentrace fenolickych kyselin 96 mg/I0Mimo jiné se v plodech aronie nachazi kyselina
chlorogenova, neochlorogenova, kadvova a jeji degrived v malém mnozZstvi i kyselina
ellagova QObr. 4). Koncentrace kyseliny chlorogenové a neochlorogénse v jednotlivych
studiich znan¢ odliSuje, tak i u jednotlivych odd (Tabulka 2 [5, 12, 23]. Jakobek a kol. [12]
ve své praci stanovili obsah kyseliny kdvové v aroa 38 mgkg a kyseliny ellagové na
4 mg/kg. Fenolické kyseliny jfedstavuji 7,5 % ze vSech fenolickych slenin gitomnych v
plodech aronie.
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chlorogenova kyselina gllagova kyzelina
CO0oH
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HO
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neochlorogenova kyzelina kdvova kyzelina
Obr. 4 Struktura fenolickych kyselin aronie [24]

Koncentrace mgkg

Slouéenina Divoké plody Viking Nero Galicianka
kys. chlorogenova 633 £ 54 670 £ 40 411 +10 3R+
kys. neochlorogenova 791 +24 1001 £+ 80 673+53 17 #5
Celkova koncentrace 1424 +77 1670+ 120 1084 +63 739+ 10
Flavonoly

Obsah flavonal v aronii ©br.5 je ve srovnani s ostatnimi polyfenolickymi
sloweninami nizsi. Flavonolytpdstavuji pouze 1,3 % z celkového obsahu polyfekytih
latek. Nejvice zastoupenym flavonolem v aronii jeercetin (92 mgkg) a jeho derivaty,
v menSi koncentraci se v plodech nachazi kempf{@rohg’kg) a jeho derivat kempferol-3-
galaktosid. V plodech aronie byly identifikovanykéa kvercetin-3-vicianosid, kvercetin-3-
robinobiosid, kvercetin-3-rutinosid, kvercetin-3kgdosid a kvercetin-3-glukosid. Jejich
obsah se odhaduje na vice nez 71 mgd.0Qale byly identifikovany a kvantifikovany
kvercetin-3-rutinosid, kvercetin-3-galactosid a tostin-3-glucosid v plodech, vyliscich a
gtavach z aronieT@bulka 3. Dale v aronii byla zji$ha i gitomnost kvercetin diglukosidu,
kvercetin pentosilhexosidu, kvercetin 3-rhamnoslagtosidu, kvercetin-3-
arabinopyranosidu a kvercetin dihexosidu [12, 15,25, 26].

Tabulka 3: Koncentrace flavondlv mg/10@ susiny v aronii [15]

Slowenina Plody  Vylisky Sava
Kvercetin-3-rutinosid 15,10 13,55 27,53
Kvercetin-3-galaktosid 36,98 47,44 49,76
Kvercetin-3-glukosid 21,64 26,50 31,24
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kvercetin

kvercetin 3-vicianosid
kvercetin-2-rebinobiosid
kvercetin-3-rutinosid
kvercetin-3-galakiosid
kvercetin-3-gluko=zid

H
5 -0-F-arabinosyl-E-glukosid
& -g-rhamnozyl-f-galaktozid
G -g-rhamnosyl-g-glukosid
f-galakiozid

f-glukozid

Obr. 5 Struktura kvercetinu a jeho derivav aronii [22]

Vitaminy
Vitaminy jsou dilezitou sloZzkou ovoce. Jedna se o organickeé ¢siony, které svou
piitomnosti urychluji nebo dokonce uniiodi Zivotni procesy nutné pro udrzeni zdravi.
Pasobi jako biokatalyzatory. Pro lidsky organismugimapostradatelnou funkci. Nedostatek
vitamini muZe vést k vaznym onemasmim. Proto je nezbytné, aby byl zajistjejich
pravidelny pisun v potebném mnozstvi. Vitaminy rozijeme podle rozpustnosti na
vitaminy rozpustné ve véd(vitaminy skupiny B, vitamin C a H) a na vitaminyzpustné v
tucich (A, D, E, K). Tepelné opracovani ovoce sj@zunozstvi vitamifi v matrici [27, 28].
Cerstvé plody aronie obsahuji vitaminy B komplexonkrétré se jedna o vitamin 8 B;,
Bs, Bs, Bs @ By, dale se v aronii nachazi vitamin C, E aT®bulka 4udava konkrétni obsah
jednotlivych vitamini jak v ¢erstvych plodech, tak i ve&vach [5].

Tabulka 4: Koncentrace vitamihve $aveé a cerstvych plodech aronie [5]

Vitamin Srava
Cerstvé lisovan&d Pasterovand Cerstvé plody
B 500 pgl NA 180 pgkg
B, 600 g NA 200 pgkg
Bs 3 400 gl NA 3000 pgkg
Bs 2 200 ug NA 2 790 ugkg
Bs 550 pgl NA 280 pgkg
Bs NA 35 ugl 200 pgkg
C 200 mgql ND 137 mgkg
E NA NA 17,1 mgkg
K NA NA 242 pgkg

NA- neanalyzovano, ND—-nedetekovano
& gerst\ pripravena gava v laboratd
b komekni produkt §ava z aronie (100%, pasterovand)
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Mineralni latky

Mineralni latky jsou anorganické latky, které jsnazbytné pro celodwadu Zivotnich
procesi, jsou dilezité pro udrzeni acidobazické, osmotické rovngveatorganismu a také
jsou potebné pro lidsky organismus jako stavebni slozkyongbu sodgasti enzymovych
systénii.. Cerstvé plody aronie jsou dobrym zdrojem minir&f ¢erstvych plodech je obsah
mineralnich latek 440-580 mg/10f) Podle zpsobu zpracovanitavy se liSi obsah
mineralnich latek od 300 do 640 mg/100 nég. Sava z aronie je bohata na draslik a
zinek. Obsah¢tkych kowi (olovo, kadmium) v plodech set@e neEnit v zavislosti natase
skéru a vegeténim obdobi. Obsah mineralnich latek v aronii je dere vTabulce 5[5,
29-31].

Tabulka 5: Obsah mineralnich latek veade a cerstvych plodech aronie [5]

Prvek Srava [¢/1]
Cerstvé lisovan& Pasterovand Cerstvé plody [mg/kg]

Na 5 57 26

K 2 850 1969 2180
Ca 150 185 322
Mg 140 160 162

Fe 4 0,4 9,3
Zn 1,3 0,6 1,47

I NA <5 NA

NA- neanalyzovano
& gerst\ pripravena gava v laboratd
b komekni produkt §ava z aronie (100%, pasterovand)

Sacharidy

Cerstvé plody aronie obsahuji 7,8-18 hm.% redulkehic$acharid. Celkovy obsah
sacharid (glukosy a fruktosy) je 13-17,6 g/1@Dcerstvych plod. Sacharosa v plodech
aronie nebyla detekovana. Verstw vylisované 8aw se nachazi 30-6QIg glukosy
a 28-58 gl fruktosy. Aronie obsahuje oproti jinym dniim drobného ovoce také sorbitol,
pouzivany jako nahradni sladidlo, které ma pdlovisladivost oproti sacharose.c¥rstv
vylisované gaw z aronie byl stanoven obsah sorbitolu na 8Gagu pasterizovan&’dvy na
55,6 gl. V extraktu aronie s 1% kyselinou citronovou bigaantifikovano: 0,16 g sukralosy,
9,58 gl fruktosy, 6,29 @l glukosy a 20,1 g sorbitolu [5, 20, 28, 32]. Mabulce 6je uveden
piehled koncentraci jednotlivych sacharidcerstvé i pasterovan&&g podle prace [15].

Tabulka 6: Koncentrace sacharidve $4vach z aronie [15]

Sacharid Srava [o/l]

Cerstvé lisovan& Pasterovand
Glukosa 41 40
Fruktosa 38 37
Sucralosa ND ND
Sorbitol 80 56

ND-nedetekovano
& gerst\ pripravena gava v laboratd
® komekni produkt §ava z aronie (100%, pasterovand)
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Lipidy

Cerstvé plody aronie obsahuji malé mnoZstvi fipidejvice tuk se nachazi v semenech
aronie. Celkovy obsah lipidv plodech aronie je 0,14 g/1@Qcerstvych plod. Semena
obsahuji 19,34kg glyceridi. Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou je kyselina
linolova. Z celkovych fosfolipid (2,8 gkg) se v semenech aronie vyskytuje fosfatidylcholin
fosfatidylinositol a fosfatidylethanolamin. Celkow#nozstvi steral je 1,2 gkgsuSiny, hlavni
slozkou jeB-sitosterol, kampesterol, stigmasterol a avenasiger83].

Proteiny
Plody aronie obsahuji 0,7 g protéfh00 g cerstvych plod. Nejvice zastoupenou
aminokyselinou je asparagin, ktery byl identifikawacerstw vylisované gaw [29].

Vlaknina

Vlaknina je nestraviteln&ast rostlinné potravy, kterd& pomaha pohybu potraayici
soustavou, véebava vodu a vaze na selikteré latky z potravy, jako néjlad cholesterol
nebo kovy (jisobi nap. jako sorbent kadmia). Chemicky sestava vlaknimezkrobovych
polysacharid a rékolika dalSich slozek rostlin jako je celulosa, e#tulosa, lignin, vosky,
chitiny, pektiny,B-glukany a oligosacharidy. Plody aronie jsou povahy za dobry zdroj
vlakniny obsahujici vysoké mnozZstvi celulosy, heshitbsy a ligninu. Plody obsahuji
5,62 g/10Qg vlakniny. V prascich igpravenych z aronie byla pomoci nuklearni magnétick
rezonance (NMR) identifikovdna mikrokrystalickd weka, pektiny, ligniny, polymery
kutinu a kondenzovanéisloviny. Celkové zastoupeni viakniny v aronii |2 fim.% susSiny, z
toho nerozpustnd vldkninarquistavuje 66,6 hm.% suSiny a rozpustna vldkninahi®.486
susiny [1, 28, 34, 35].

Pektiny

Pektin je tvden linearnintetzcem 25-100 jednotek D-galakturonové kyseliny spajb
a-(1—4) glykosidickymi vazbami. Karboxylové skupiny mahobyt esterifikovany
methanolem nebo mohou byt acetylovanyie¥zci mize byt galakturonova kyselina
nahrazena rhamnosou. Krdmhlavnich fetzci galakturonové kyseliny ipruSované
rhamnosou se zde vyskytuje talagla neutralnich cukrv postrannichtetézcich (L-arabinosa,
D-galaktosa, D-xylosa, D-glukosa, D-mannosa, D-ghdva kyselina) [36—39].

Pektinové latky jsou nejvice zastoupeny v nezrad@oti. Dozravajici ovoce obsahuje ve
svych pletivech ve vadnerozpustné pektinove latky (protopektiny), kiseév piibéhu zrani
meéni (Cinkem enzyn na koloid®é rozpustné pektiny, coZz se projevujekmutim pletiv.
Nerozpustné pektinové latky seémi na rozpustny pektin duenzymatickou cestou, nebo
také varem seiedinymi kyselinami. Pektin v@nim s cukrem a kyselinami t#fgdosol. Tyto
vlastnosti pektinu se vyuzivajtigpracovani ovoce na dzemy, rosoly a marmelégystvé
plody aronie obsahuji relatitnmalé mnoZzstvi pektin 0,3-1,2 hm.%, protopektin je
dominantni pektinovou frakci v aronii [1, 28, 38].3

Organické kyseliny

Organické kyseliny jsou vyznamné slozky ovoce @aglai mu gijemnou chd. Mohou
ovliviiovat pfibeh enzymovych a chemickych reakci, mikrobiologickstabilitu ovoce
béhem skladovani, zpracovani, senzorické i technokégvlastnosti. Organické kyseliny maji
vliv na hodnotu pH. Aronie ma hodnotu pH v rozm@&8-3,9 [5, 28].
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Celkovy obsah organickych kyselin je ve srovnaostatnim ovocem nizky a pohybuje se
kolem 1-1,5 hm.%. Hlavni organické kyseliny idaktiané v plodech aronie jsou kyselina
jablecnd a kyselina citronova. V mensSich mnozstvich sehdm kyselina isocitronova,
jantarova atiavelova. Verstw pripravené gaw z rozdilnych kultivait aronie, pochazejicich
z odliSnych mistirstu, byl celkovy obsah kyseliny jableé stanoven na 5-19IgV cerstvé
S&taw z aronie byla také kvantifikovana kyselina isamitova (65 mg) a kyselina jantarova
(1,5 mgl) [5, 32]. Chemicka struktura kyselin vyskytujibice v aronii je znazoéna na
Obr. 6.

O~ _OH R
HO i HO
o7 OH 0 OH
H HO
citrénova kyzelina isocitranova kyselina
Q0
o CH
H
oH HO
HO
o
o

jaklecna kyzelina jantarova kyzelina

Obr. 6 Organické kyseliny vyskytujici se v aronii [28]

Aromaticky aktivni latky

Aronie obsahuje igdevSim amygdalin, ktery je zodgowy za hoko-mandlovou cht
cerstvych plod. Obsah amygdalinu v aronii je 20,1 mg/100 g, véws 5,7 mg/100 g a
vylisky z aronie obsahuji nejvice amygdalinu 52@&100 g [1]. Dominantnimi aromaticky
aktivnimi latkami v aronii jsou benzaldehyd-kyanhgygd benzaldehyd, ethanol, 2-
methylpropan-1-ol, kyselina ethanova, 2-methylprapa, 3-penten-2-on a 3,9-epoxy-p-
menth-1-en. Na aromatickém profilu se podili tak@a derivdt benzenu jako je
benzylalkohol, 2-fenylethanol, fenylacetaldehyd, licyéaldehyd, acetofenon, 2-
hydroxyacetofenon, 4-methoxyacetofenon, fenol, Zhaeyfenol a methyl-benzoat [5, 30, 40,
41].

Esencialni oleje z aronie domina#étoebsahuji benzaldehyd, dalSi latky které dtitva
celkové aroma jsou terpeny (skvalen, germacren i®jasmon,a-terpineol), aromatické
sloweniny (benzaldehyd, eugenol, fenylethylalkohol, zy¢akohol a benzonitril), alkany
(heneikosan, pentadekan), aldehydy (nonanal, oktérzans-2-hexenal, dekanal, heptanal,
dodekanal) a alkoholy (hexanol, oktanol, 1-okteoh3-Benzaldehyd je dominantni latkou
v esencialnim oleji z aronie, jeho obsah je 72,Q1o0%tatni latky dotud aromaticky profil
[42].
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2.1.2 Lé¢ive uginky

Za |&ivé a terapeutickédinky aronie jsou zodpané hlavi polyfenolické sloteniny,
mineralni latky, vitaminy, organické kyselinyigstoviny, které se nachéazeji v plodech aronie.
Mnohé studie prokazuji, Ze aronie ma antiodda protirakovinné, protimutagenni,
kardioprotektivni, hepatoprotektivni, antidiabe@ck protizagtlivé (cinky. Aronie sniZzuje
krevni tlak, upravuje krevni ¢h a je silnym antioxidantem. Napomahéa také ke siize
hladiny cholesterolu v krvi, spravné funkci jatemimuje potiZze s tecovymi Zilami a otoky a
zpomaluje proces starnuti. Dalizmivé podporuje propustnost, pevnost a pruznost cévnich
stn. Vzhledem ke svym pozitivnim efékh je vhodnym ovocem proti civilizaim
onemocgnim nebo jako prevencégqa nimi [5, 10, 25, 43].

Antioxidaéni u¢inky

Rada publikaci se zabyva studiem antio¥idah vlastnosti aronie, pomodiznych dobe
zavedenyclin vitro ain vivo testi, které jsou zaloZené na z§ist piimé antioxidani kapacity.
Cerstvé plody aronie maji ve srovnani s ostatnimceno nejvyssi antioxid&ni kapacitu
méfenou metodou ORAC (Oxygen radical absorbing capacfitavy z aronie maji také
nejvyssi hodnoty antioxidai kapacity vyjagené metodou TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity), dokonegytikrat vyssSi nez bdawvkovy, brusinkovy dZus neb@ervené
vino (Tabulka J. Prokyanidiny i anthokyany obsahuji O-dihydroxytové skupiny, které
jsou vynikajici kovova chelatai ¢inidla a tvdi komplexy s F& a CUd* ionty. Schopnost
fenolové slozky vazat do struktury bivalentriieghodné kovy sniZuje koncentra¢clito
kationti v biologickych systémech a patlge tak nezadouci reakce volnych radik§ko
nag. Fentonovu reakci [5, 12, 44, 45].

DalSi studie dokazuji, Ze kyanidin derivaty obs&Zgraronii jsou silnymi vychytava
radikali ‘DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a jsou schopmgbranit v zavislosti na davce
Zaludeénimu poSkozeni sliznice. Mechanismus, kterym extpaitlatuje rozvoj Zaludéniho
poSkozeni sliznice, je zaloZzen na vgtaani aktivniho kysliku jeho kyanidin derivaty.
Antioxidatni inek byl také pozorovan u lidifipsuplementacit®vou z aronie, kdy doSlo k
zamezeni oxidanimu poskozentervenych krvinek [5, 46-48].

Tabulka 7: Antioxida’ni kapacita rdirena ORAC a TEAC metodouziznych druzich ovoce
[5]

Ovoce ORAC® [umol TE/g]" TEAC® [umol/ml]®
Aronie 160,2 65-70
Brusinka 18,5 6,7-14,8
Cervené hrozny 7,4 17,1-19,8
Jablko 2,2 2,7-4,3
Pomeran 7,5 3,4-4,8

# ORAC-Oxygen radical absorbing capacity

® data vyjagena v mikromolech Trolox ekvivalentu (TE) na graenstvého ovoce
¢ TEAC-Trolox equivalent antioxidant capacity

9 data vyjaiena v mikromolech trolox ekvivalentu na mililitt&y z ovoce
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Protirakovinné G ¢inky

Bylo prokazano, Ze extrakt Aronia melanocarpanhibuje fist a stimulaci apoptdzy
lidskych burk karcinomu tlustého &tva. Extrakt z aronie dokonce pdtige tvorbu
rakovinnych budk ve WtSi mie, nez extrakty z hroina boivek. Antikarcinogenni
potencial byl dale podpen Uudaji ze studie na potkanechédBych na karcinogen
azoxymethan. Extrakt z aronie inhiboval tvorbu aaogthanu, sniZzoval nahromad
rakovinnych busk ve stevnim epitelu a koncentraci Zawvé kyseliny [3, 5].

Studie také ukazuji, Zet&y a extrakty z aronie maji chemoprotektivni wiasti.
Kedzierska a kol. [3] ve své praci ukazuji, Ze e stres krevnich deggék pacieni s
rakovinou prsu rze byt sniZzen ip aplikaci obchodniho extraktu aronie Aronox. Tento
extrakt je proto mozné povazovat za potencialnfarafy prostdek proti vedlejSimdinkam
vyvoje rakoviny prsu a v fib¢hu &by, wetné chemoterapie. Sharif a kol. [49] naZop, ze
Stavy z aronie maji chemoterapeutické vlastnostii adaitni lymfoblastické leukemii.

Antimutagenni U¢inky

Fenolické sloteniny izolované zAronia melanocarpamaji i antimutagenni danky.
Anthokyany izolované z aronie vyraznnhibuji mutagenni aktivitu benzapyrenu a 2-
aminofluorenu. Krord toho $ava z aronie inhibuje endogenni N-nitrosaminy [g, 5

Hepatoprotektivni G¢inky

Studie Kowalczyka a kol. [51] ukazuje, Ze anthokyatitomné v aronii by mohly
pomoci sniZit toxicitu a akumulaci kadmia v ledwhaa jatrech. lonty kadmia jsou schopné
s anthokyany tvigt kovoveé chelaty¢imz se snizi toxickécinky kadmia [52].

Kardioprotektivni G ¢inky

Aronie miZze pozitivie ovlivihovat rekolik rizikovych faktoi kardiovaskularnich
onemocgni. Pokusyin vitro ukazuji, Zze fenolové sloZkyiippivaji k ochras a obno¥
endotelialnich buk, a v disledku toho se zlepSuje jejich funkce. Na experieEmn
s potkany bylo zji&no, Ze ovocnétavy z aronie brani zvySeni celkového plazmatického
cholesterolu, LDL (Low Density Lipoprotein) cholesblu a lipidi plazmy. U mu# s mirnou
hypercholesterolémii pravidelné pitid§y z aronie (250 ml deshpo dobu Sesti tydnvedlo
k vyznamnému poklesu sérového celkového cholestetdDl cholesterolu a triglycerig
zatimco HDL (High Density Lipoprotein) hladina chsterolu byla zvySena. Kramoho
bylo zaznamenano mirné, ale statisticky vyznamiigesin cukru, homocysteinu, fibrinogenu
a krevniho tlaku. Podobny hypotenzniingk flavonoidi byl pozorovan i u pacieintpo
infarktu myokardu, l&enych sotasre statiny, a u paciefits diabetes mellitus Il. typu. DalSi
studie se fevazié zabyvaji @inky, které umo#uji snizeni rizika kardiovaskularnich
onemockni u pacient po infarktu myokardu a naz&igi mozné klinické vyuziti jako
prevence srdmi ischemické choroby [5, 24, 53-55].

Antidiabetické G¢inky

Dle dostupnych studii se ukazalo, Ze anthokyangoriemohou byt uZiténé @i prevenci
a kontrole diabetes mellitus Il. typu. Po aplikéi@vy z aronie potkdm s diabetem doSlo ke
zmirréni hyperglykémie a hypertriglyceridémie. Ve stugiij které bylo podavano de#in
200 ml $4vy z aronie po dobu 3 dwial1 pacienim s non-inzulin dependentnim
diabetem, doSlo ke sniZzeni hladiny glukosy. Dakvg z aronie ukazalyifznivy vliv na
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celkovou hladinu cholesterolu a ligich krvi. Nedavné studie provedené u lidi prokazaly,
gtavy z aronie mohou byt uziteé také p 1écbé obezity [5, 24, 55].

2.1.3 Nez&douci @&inky

Nezé&douci &nky na lidsky organismus zatim nebyly pozorovarBotencialnim
nebezpé&im aronie je amygdalin, kyanogenni <slenina, ktera dava pldad hakou
mandlovou chtia vini, ale je také moznoufiginou vzniku kyanovodiku gkavé slodeniny,
ktera je velmi jedovata. NejmenSi pozorovana tokidévka kyanovodiku u dodpch je
<1 mg/g. DalSim nebezgien je vysoky obsah sorbitolu v plodech, kteryiza vyvolat
laxativni &inky a také vysokad konzumace pilosbsahujicich dostatek polyfenolickych
slowenin mize zpisobit pokles absorpce mineigbko je napiklad zinek, ndd’ nebo Zelezo
a zpisobit tak jejich nedostatek nebo anémii [1, 5].

2.1.4 Pouziti

Plody aronie byly pouzivany v tragii medicig. Potawatomi, domorodi Amedné ji
vyuzivali k l&b¢ chripky. V Rusku a Lit¢ byly plody aronie fevazr pouzivany jako
antiskleroticky a dopkovy prostedek proti vysokému krevnimu tlaku. V prvni
polovirg 20. stoleti byly kultivary aronie fpdstaveny v Saiském svazu a dalSich
evropskych zemich a &aly byt vyuzivany v potravitdkém pémyslu. V dnesni dabjsou
z plodx aronie vyrabny rizné potravingke, farmaceutické i kosmetické produkty [1, 24].

Pouziti v potravinarstvi

Vzhledem k vysokému obsahu zdravi pegsyych latek v aronii je v sdastné dob
vyuZivana jako funéni potravina, zpracovava setznych podobach a na trhu je k dostani i
v bio kvalitt. Aronie ma kyselou, adstringentni ¢hyroto je vhod#si ke zpracovani na
produkty nez k imému konzumu. Plody aronie jsou d¢&gtji zpracovavany natavy, dzusy,
koncentraty, dZzemy, Zelé, kompoty, sladkasdje, likéry, ovocna vina, suSené ovoce nebo se
pridavajicerstvé do joguti (Obr. 7) [1, 5, 24].

Stava z aronie ma jeditieou chd!, podobnou trpkost jako brusinkovéa®a a vice
sviravou a méhsladkou chtl nez $ava zéerného rybizuCista 100% €ava viak nema u
konzumeni piiliS dobré ohlasy, vzhledem Kk jeji trpké chuti, tor@ecastji zpracovava ve
smesich sternym rybizem nebo jablky.fiPzpracovani &v i jinych produki je vhodné se
vyhnout vysokym teplotdm, vyuZivat rychlé konzénianebo suSici metody. Bylo zjgb,

Ze @i vystaveni gavy z aronie teplét 60 °C po dobu 8 hodin dochazi k poklesu obsahu
anthokyari o 30 % a dochazi ke ztéatice jak 50 % antioxidai aktivity [24].

Cerstvé plody aronie se lisuji a vyuzivaji také jghrodni potravingska barviva a
nahrazuji tak syntetick4 barvivarittava se také dotdv, sétlych vin nebo napdj Ke
stabilizaci anthokyai v aronii se pdava do 8av kaen SiSaka bajkalskéhddgutellaria
baicalensi$. Tento proces se nazyva kopigmentace, vyragravuje kvalitu &av a hlave
stabilizuje barvu a obsah anthokyda, 24].

Vzhledem k vy8Simu obsahu pektinu v plodech je tak&ivana k vyrob dZzemi spolu
s ovocem, které ma mensi obsah pektinu. Aronialgegidava do dzerin za &elem zlepSeni
barvy, chuti a antioxidaich viastnosti [1, 2].
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Obr. 7. Potravina’ské produkty z aronie [56, 57]

DalSi pouziti

Ve farmaceutickém pmyslu jsou z extrakt z aronie vyrabny sirupy nebo dogiky
stravy. Na trhu je mozné se setkat s tabletamipgia dalSimi dopiky stravy v praskové
forme (Obr. 8). Déale se z aronie vyrabfippdni kosmetika@br. 8).

Krom¢ toho ma aronie vyuZiti i v zahradnictvi, jako aag k¢ a plody slouzi jako
potrava pro ptactvo. Vzhledem k vysoké odolnostina \i¢i pramyslovému zn&steni a
Skidcim je vybornou rostlinou k absorpci bazinaté vodghoz se také vyuziva v§éo
Zivotni prostedi [1, 2, 24, 56, 58].
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Obr. 8 Farmaceutické a kosmetické vyrobky z aronie g3,
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2.2 Amelanchier alnifolia— Muchovnik olSolisty

Rige: rostliny (Plantad

Podise: cévnaté rostliny{racheobionta
Oddileni:  krytosemennéMagnoliophyta
Trida: vySSi dvoudloZzné Rosopsida
Rad: riazotvaré Rosaley

Celed”: riazovité Rosaceae

Rod: Amelanchie

Druh: Amelanchier alnifolia

Muchovnik je k& nebo maly opadavy strom, ktefgdime daieledi iZzovité Rosaceae
Rod Amelanchierobsahuje vice jak 2@iznych druti. Jednotlivé druhy muchovniku Iz&ld
podle vyskytu na severoamerické, asijské a evropgkeabulce 8je prehled jednotlivych
druhi muchovniki [59, 60].

Tabulka 8: Prehled druki muchovnilt [59]

Latinsky nazev Cesky nazev
Amelanchier alnifolia Muchovnik olSolisty
Amelanchier amabilis
Amelanchier arborea Muchovnik stromovity
Amelanchier asiatica Muchovnik asijsky

Amelanchier bartramiana Muchovnik Bertranmiv
Amelanchier canadensis Muchovnik kanadsky
Amelanchier cusickii Muchovnik Cusického
Amelanchier fernaldii
Amelanchier florida Muchovnik k¥tnaty
Amelanchier gaspensis
Amelanchier grandiflora Muchovnik velkokdty
Amelanchier humilis
Amelanchier laevis Muchovnik hladky

Amelanchier lamarckii
Amelanchier interior

Amelanchier neglecta Muchovnik pehlizeny
Amelanchier nantucketensis
Amelanchier obovalis Muchovnik opakveity
Amelanchier ovalis Muchovnik vejity
Amelanchier sanguinea Muchovnik krvavy
Amelanchier sinica
Amelanchier spicata Muchovnik klasnaty
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Botanicka charakteristika

Amelanchier alnifolia(Obr. 9 je opadavy kienebo maly strom s Sedou hladkoirdu,
ktery dofista vySky az 2 m. Listy jsou olivéwzelenérapikaté, jednoduchénzre eliptické,
kulaté dotistajici délky az 10 cm. Bilé kty jsou uskupené do vimenych nebo igvislych
hroznmi a vyristaji nefastji zacatkem jara (kezen—duben). Plodem jsotasnatécervert az
tmaw fialové zbarvené malvice o velikosti 5-15 mm i§gmnou nasladlou chuti, které
dozravaji od polovingervna az do polovinyervence [59, 61].

Obr. 9 Amelanchier alnifolia [62]

Vyskyt

Muchovnik pochazi z oblasti jizniho Yukonu, kanags$k prérii a z vychodniasti
Severni Ameriky, fivodni devinou je ve Spojenych statech americkych a KansdJSA
roste ve vSech statech krérhlavaje. V Evrop se vyskytuje hlavve stednim Nemecku,
severni Anglii, Skandinavii a na Slovensku. Dalegesfen také v severni Africe, Kavkazu,
Krymu, v Pyrenejich, Alpach a Apeninském ptihdRoste nejastji ve vysSich, susSich
oblastech. Preferuje slugai i polostinna stanovi§ta snési nizké teploty az kolem —40 °C
[59, 61, 63, 64].

Odruady

V poslednich desetiletich byl muchovnik kultivovéamnohacastech s&ta. Kultivary
Amelanchier alnifolia které se §stuji v Kanad a Spojenych statech americkych, jsou
Honeywood, Martin, Thiessen, Northline, Pembinagétd, Lee, Nelson, Pearson, Forestburg,
Quaker, Parkhill a Smoky [64, 65]. Qské republice se takéistuji nové kultivary
Amelanchier alnifoliajedné se o kultivary Tidnovsky, Bimsky, Ostravsky, Skolsky, NS-1 a
NS-2 [63, 66, 67].

2.2.1 Chemické slozeni

Obsah chemickych latekiipomnych v muchovniku je zavisly na mnoha faktorech
Prevazig se odliSuje chemické sloZeni u jednotlivychtmdrSloZeni plod je ovlivnéno také
hnojenim, zfgsobem pstovani, mistem vyskytu, vegétdmi podminkami, zranim, dobou
sklizn¢ nebo zachazenimiipskladovani. Muchovnik je dobrym zdrojem polyfank{ch
slowenin, minerélnich latek a vitaminObsah suSiny v muchovniku se pohybuje v rozmezi
15-24 hm.% a energeticka hodnota glge 356,51 kJ [68].
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Polyfenolické sloweniny

Hlavnimi polyfenolickymi slogeninami v muchovniku jsou flavonoidy #epahou
prokyanidimi a anthokyah. Fenolické kyseliny a flavonoly jsou m&nzastoupené
polyfenolické latky v plodech muchovniku. Celkovybsah polyfenolickych latek
v muchovniku je u jednotlivych kultivaw rozmezi 2,52-3,82 g/kg4, 67, 69].

Anthokyany

Anthokyanova barviva jsou majoritni polyfenolicki@wgeniny vyskytujici se v plodech
muchovniku. Jejich celkovy obsah v plodech je wabm 25,1-517,9 mg/100 &rstvych
plodi. Anthokyany se népsgji vyskytuji v plodech v glykosidové forén Kyanidin je
hlavnim anthokyanovym aglykonem a ng m poloze G jsou gipojeny jednotky cukru,
hlavre galaktosa, glukosa, arabinosa a xylosa&zmB vyskytujicimi se anthokyany
v muchovniku jsou kyanidin-3-galaktosid, kyanidigiBkosid, kyanidin-3-arabinosid a
kyanidin-3-xylosid. Nejvice zastoupenymi anthokygsgu kyanidin-3-galaktosid (60 %) a
kyanidin-3-glukosid (20 %). Minoritni zastoupeni m@lodech muchovniku kyanidin-3-
arabinosid a kyanidin-3-xylosid. Ve velmi malych eistvich byly identifikovany i dalSi
anthokyany, konkrétnh delfidin-3-glukosid, malvidin-3-glukosid, malvidig-galaktosid,
kyanidin-3-xylosid, petunidin-3-glukosid, petuniddgalaktosid, kyanidin-3,5-diglukosid.
Obsah anthokyanje ovlivren faktory jako je stanovi§t rok produkce, zralost a doba skkzn
[63, 64, 70, 71].

Prokyanidiny

Prokyanidiny (kondenzované taniny) jsou druhou fogjv zastoupenou skupinou
polyfenoli v muchovniku. Jsou to bezbarvé oligomery nebo rpely flavan-3-olu
s antiadhéznimi, protirakovinnymi a antioxtdéni &inky. Prokyanidiny muchovniku jsou
podobné prokyanidiom jablek. Muchovnik obsahuje homogenni B prokyamidikteré
obsahuiji jako zakladni monomer (-)-epikatechin.dviglosti na kultivaru plody muchovniku
obsahuji 3 hm.% PCY, listy a stonky 10-12 hm.%.abBCY v muchovniku je v rozmezi
276-369 mg/100 g plad64].

Fenolické kyseliny

Muchovnik obsahuje hla¥n hydroxyskdicové kyseliny, ale v menSim mnozstvi se
nachazi v plodech i hydroxybenzoova kyselina (fhatechova kyselina). Hydroxyskoové
kyseliny gedstavuji 18—-26 hm.%. V ogifach Thiessen, Smoky, Honeywood a Nortline byla
identifikovana kyselina protokatechova, chlorogemoweochlorogenovd a gkmova.
Dominantni fenolickou kyselinou je kyselina chloeogva.Amelanchier alnifoliaobsahuje
také kyselinu 3-ferulokvinikovou a 5-ferulokvinikowu [63, 64].

Flavonoly

Ve zralych plodech muchovniku byly identifikovanyekcetin diglykosidy (kvercetin-3-
rutinosid, kvercetin-3-robinobiosid, kvercetin-3ahimoglukosid) a kvercetin monoglykosidy
(kvercetin-3-galaktosid, kvercetin-3-glukosid, keetin-3-arabinosid a kvercetin-3-xylosid).
Muchovnik obsahuje vySSi obsah kvercitrinu, vick 80 mg/100 gcerstvych plod a
kvercetin-3-rutinosidu (rutinu) 5-93,3 mg/10Q:grstvych plod. Dale také plody obsahuji
hyperosid a avicularin [26, 64, 66].
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Vitaminy

Muchovnik je dobrym zdrojem vitaminu A i{plizné¢ 2 hm.%), vitaminu skupiny B
(zejména B, Bs, Bs, By, Bo) vitaminu C (6 hm.%) a E. Jednotlivé kultivary absji 91,5-
114,2 mg/100 g kyseliny askorbové [66]. Ma dokonegsSi obsah vitaminu C nez
pomerage, jahody nebo kiwi. Semena muchovniku obsahujkévehnozstvi vitaminu E
(1 053-1 754 mg/kg oleje). Dominantnim tokoferolgen a-tokoferol, gedstavuje 87 %
celkovych tokoferal [65].

Mineralni latky

Cerstvé plody muchovniku jsou bohatym zdrojem miiméch latek, zejména drasliku,
Zeleza a higiku. Muchovniky jsou také dobrym zdrojem mangarapniku, n&¢di, dusiku,
zinku a fosforu. Obsah drasliku je 205-356 mg/1@0ogh, harciku 23—-30 mg/100 g pldda
Zeleza 12-16 mg/100 g pkd64, 66, 67].

Sacharidy
Plody muchovniku obsahuji 8—-12 hm.% redukujicickritupirevazé fruktosu, glukosu a
sukralosu [68, 72].

Lipidy

Plody obsahuji fiblizné 0,49 g/100 g tuk Nejbizrgji se v rem vyskytuji nasledujici
mastné kyseliny: palmitova, stearova, palmitoole@idjova, linolov4, linolenova. V nizkych
mnozZstvich se také nachazi v plodech kyselina @ nmyristova, arachidonova, behenova a
lignocerulova [68].

Obsah oleje v semenech muchovniku je v rozmezi @8-18,7 %. Olej obsahuje
predevsim kyselinu linolovou (47-60 %) a olejovou~28 %). Olej ze semen muchovniku
obsahuje vitamin E. iBvladajicimi steroly v semenech jsptsitosterol,A5- avenasterol a
kampesterol. Obsah stelolje v rozmezi 7 357-15771 mg/kg oleje. Olej ze eem
muchovniku je dobrym zdrojem dietnich tokoférofytosteroti a nenasycenych mastnych
kyselin [65].

Proteiny

Obsah hrubych proteinv muchovniku je v rozmezi 6,19-11,79 gieyrstvych plod
Nejvice zastoupenymi aminokyselinami jsou kyseisparagova, glutamova, arginin a leucin
[67, 68].

Vlaknina

Z nutricniho hlediska je muchovnik velmi dobrym zdrojemkwiiddy. 100 g zmraZenych
plodi obsahuje 6 % vlakniny, coz je 24 % dennikignmu. VIaknina gispiva ke snizeni rizika
srde&nich chorob a sniZuje ¥sbavani cholesterolu [68].

Pektin

Muchovnik obsahuje pofmé velké mnoZzstvi pektinu, 8,1-13,8 mg/kerstvych plod.
Jeho obsah je srovnatelny sumgrnym obsahem u jablek. Vzhledem k vySSimu obsahu
pektinu je mozné muchovnik snadno zpracovavat emg467].
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Organické kyseliny

Organické kyseliny dodavajici ovoci c¢ha ovliviwujici celkové pH plodl, které se
pohybuje vrozmezi 4,2-4,4 a hodnoty titre kyselosti jsou vrozmezi 0,36-0,49.
Muchovnik obsahuje malé mnozstvi organickych kyséli34-1,79 hm.%). Dominantnimi
jsou kyselina jabkéna a citrénova [66].

Karotenoidy, kyanogenni glukosidy a aromaticky aktvni latky

Muchovnik obsahuje také karotenoidy, hlavaotein, zeaxanthin §-karoten. Lutein je
pievladajici karotenoid, u zralych ploge jeho koncentrace v rozmezi 300 —1 000 ug/100 g
cerstvych plod. Zeaxanthin se vyskytuje v muchovniku vrozmezi&D pg/100 g
cerstvych plod. Obsah luteinu, zeaxanthinupa karotenu je mnohem vysSi v nezralych
bobulich nez u zralejSiho ovoce.

Plody muchovniku také obsahuji kyanogenni glykogptynasin a amygdalin). U zralych
plodi je obsah amygdalinu v rozmezi 43-129 mgfkegstvych plod a obsah prunasinu 5-
19 mg/kg cerstvych plod [73]. Dominantni latkou, ktera vytiiaaroma muchovniku, je
benzaldehyd a amygdali®@br. 10 [72].

CHOH
Q.0
OH 0, D-C-C=N
HO OH
OH  HO

OH
Obr. 1Q Struktura amygdalinu [74]

2.2.2 Lécive ueinky

Za |&ivé a terapeutické dinky muchovniku jsou zodpédné hlavi polyfenolické
sloweniny, mineralni latky a vitaminy, které se nachiazgeho plodech. Studie prokazuji, Ze
muchovnik méa antioxidai, protirakovinné, antidiabetické a protizélivé G¢inky. Vzhledem
k vysokému obsahu antioxigi@ch latek, muchovnik ma pozitivni vliv na lidskéravi a je
vhodnym drobnym ovocem k prevenci proti civiiaédm onemocénim [64, 67].

Antioxida¢ni u¢inky

Extrakt z muchovniku ma prooxidia i antioxid&ni aktivitu. Anthokyany a polyfenolické
sloweniny obsaZzené v muchovniku jsou zodjsmé za antioxidai &inky. Kultivar
Thiessen a Nelson maji vysSi hodnotu antiocxdaktivity nez kultivar Smoky, vzhledem
k tomu, Ze obsahuji vy5Si obsah latek, které vyjkaioxidani (inky [64].

Protizanétlivé ucinky

Extrakt zAmelanchier alnifolianhibuje produkci oxidu dusnatéh@imz pisobi ochran®
proti chronickym z&g&tim. Vysoky obsah anthoky@na prokyanidifi zpisobuje jeho
protizaretlivé (cinky. Bovin a kol. [64] srovnavali protizétlivé (cinky &av z muchovniku
s dalSimi 8avami drobného ovoce. Byla testovana schopnoghawht expresi COX-2 buk:
¢im VétSi schopnost inhibice COX-2 btlnbyla pozorovana, tim&si protizatlive Gcinky
&ravy vykazovaly. Muchovnik inhiboval COX-2 fiky z 38 %. $avy z angrestu, brusinek,
rybizu vykazovaly vysSi protizétiivé (cinky, avSak 8avy z bofivek mensi.
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Protirakovinné G ¢inky

Wag a kol.[64] demonstrovali, Ze fenolické sleniny muchovniku inhibuji produkci
oxidu dusnatého a indukuji produkci tumor fakt@rua pisobi jako modulétory imunitni
odpowdi na makrofagy. Tato studie prokazuje, Ze mucHoymischopny redukovat oxidai
stres a je zde i diskutovana moznost pouziti gantiliovaskularnim a chronickym zélivym
onemocinim. Sava z muchovniku je v3ak oproti jinynia¥am z drobného ovoce (rfag
angreStu¢erného rybizu, malin, brusinek) slabym inhibitorexkovinnych busk.

Antidiabetické G¢inky

Kraft a kol. [64] zkoumali antidiabetickécéinky muchovniku. Bylo zjigno, Ze A.
alnifolia inhibuje enzym, ktery Zisobuje diabetes a upravuje hladinu glykogenu. Zwaang
kol.[75] se zabyvali zkoumanim, zda extrakty zilistuchovniku maji antidiabetick&iaky.
Extrakty z listt muchovniku prokézaly silnou inhilmi aktivitu proti savi a-glukosidase. Na
zvitecim modelu poté byla prokazana silna inhibicglukosidasy a snizeni koncentrace
glukosy v krvi.

2.2.3 Nezadouci @&inky

Doposud nebyly zjighy vyrazné nezadouci ¢inky muchovniku. Potencialnim
nebezp&m jsou kyanogenni glykosidy (amygdalin a prungskigré mohou ze struktury
uvolovat €kavy jedovaty kyanovodik. DalSim moznym nebe&apepii zvySené konzumaci
plodi, které obsahujici dostatek polyfenolickych sknin, mize byt pokles absorpce
dulezitych minerak [73].

2.2.4 Pouziti

Domorodci pouzivali plody muchovniku Kk riznych onemoctni. Tonikum
z muchovniku bylo pouzivano ke zmini bolesti Zaludku a jater. Dale byly pouzivanydylo
k Ié¢eni phjmu a unavenychd. Caj z wtvicek a listi muchovniku byl pouzivan pro zlepseni
zdravi a k léb¢ diabetu. Pouzival se také jako desidfékprostedek a medikakhk zabragni
potrati. Bézré jsou konzumovanycerstvé plody nebo jsou z plbda listi vyrakeny
potravin&ské vyrobky [64, 75, 76].

Pouziti v potravinarstvi

Vzhledem k vysokému obsahu zdravi pr@syych latek v satastné dob jsou plody i
listy muchovniku zpracovavany nazné potravingké produkty Qbr. 11). V Kanad jsou
plody bEZzre k dostani werstvém stavu nebo zpracovany tané potravingké vyrobky jako
jsou kol&e, muffiny, susenky, chléb. Déale se z giaduchovniku vyrabi koncentraty, sirupy,
mosty, pivo, vino, cidery, likéry, dZzemy, Zelé, aaniny, oméky, naplré do kol&u, salatové
dresinky, suSené vyrobky, zmrzlinsgkoladové a zZelé bonbony. Muchovnik se takdgva
do mletého masa, pokinz masa, polévek a jakdipada do salat Z muchovniku se vyrabi
také Pemmican - s¥fa suSeného masa (z bizona, jelena nebo losa), wni&ica tuku. Z lisi

muchovniku je vyréén ¢aj [68, 76, 77].
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Obr. 11 Potravina'ské produkty z muchovniku
(cider, sirup, vinogaj a pemmican)[78, 79]

2.3 Instrumentalni techniky vhodné pro charakterizaci podi vybraného ovoce

V nasledujicich kapitolach je uvederfepled instrumentalnich technik vhodnych pro
charakterizaci plail aronie a muchovnik Prevazrié jsou zmigny instrumentalni techniky,
které byly vyuzity v této diplomové praci.

2.3.1 UV-VIS-NIR spektroskopie

UV-VIS-NIR spektroskopie (Ultraviolet-Visible-NearInfrared Spectroscopy) je
jednoducha analyticka metoda s nizkymi ficr@mi naklady na provedeni experimentu (i
kdyz vstupni néklady, cena u specializovanych mudhbrzdizeni, jsou porrné vysoké).
Jedna se o rychlou, nedestruktivni metodu, ktevgzasluje narénou gipravu vzorku, Ize ji
analyzovat roztoky, suspenze, emulze i &ibsorbujici latky. Dlezité je, aby vzorek
obsahoval vazby C-H, N-H, S-H nebo O-H a koncesetrhtky, byla ¥tSi nez 1 g/kg.
Vyuziva se ke kvantitativni analyze vzark petrochemii, farmaceutickém, papirenském a
potravindském pamyslu [80, 81].

Princip UV-VIS-NIR spektroskopie

UV-VIS-NIR spektroskopie je zaloZzena na absorpekibmagnetického ¥éni v rozsahu
vinovych délek 200-400 nm (UV oblast), 400-700 nvhS( oblast) a 700-2500 nm (NIR
oblast) molekulami vzorku. Molekula se z&hbych podminek nachazi na zékladni wbia
hladire a jeji elektrony nejsou excitovany. Absorpci fatomolekula pijme energii, ktera
zpiasobi grechod elektronu do vySSi energetické hladiny, ddjdev. excitaci a molekula
piejde na jednu z mnoha vildrdch a rotanich hladin. Fotony z ultrafialové a viditelné
oblasti s¥tla maji dostat&nou energii, proto dochazi ke #méam elektronovych stév
molekul. Fotony z infréervené oblasti maji vSak nizSi energii, proto dachdouze ke
zmeénam v rotanich a vibrénich stavech [82, 83].

Pfi dopadu zEeni na povrchétesa niize dojit k odrazu zéni, k jeho pohlceni, nebo
k prichodu z#&eni. Pokud latka absorbujeieai, dochazi ke sniZeni jeho intenzity. Rom
intenzity za&eni s uéitou vinovou délkou po fichodu latkou; a intenzity dopadajiciho #&ni
lo se nazyva transmitandq80]:
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T=1t (1)

l 0

Hodnota transmitance zavisi na vlastnostech abgorbatky, vinové délce prochazejiciho
swtla a mnozstvi absorbujici latky, tj. na jeji kontaci v roztoku a na tlotige kyvety.
Zavislost transmitance néchto veltinach Ize definovat vztahem:

T=10°" (2)

kde £ je molarni absorni koeficient,| je opticka délka kyvety @& je koncentrace latky
Vv roztoku.

Velikost absorpce lze definovat také pomoci abswbaA. Tato veléina udava
logaritmicky pongr intenzity z&eni dopadajiciho a intenzityizhi proslého vzorkem:

A= Iog(ll—oj =-logT (3)

t

Algebraickymi Upravami rovnic (2) a (3) se zisk&alz ozndovany jako Lambert-Beév
z&kon, ktery vyjatlje vztah mezi absorbanci a koncentraci zkoumak 14

A=c¢lllc 4)

Lambert- Beealv z4kon se vyuZivaipkvantitativni analyze. Je zakonem limitnim, plati
pouze, pokud Z&ni je monochromatické; zkoumané roztoky musi bgimv zZedné
(c < 10% mol/dnT); absorbuijici progedi nesmi podléhat Zadnym @mam a v roztoku musi
byt jen jedna absorbujici slozka. Pokud je ve vagokitomno vice sloZek, je absorbance
sumou absorbanci jednotlivych sloZzek [82, 83].

2.3.2 VysokoWwinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC (High Performace Liguid Chromatography) jeaseni technika, ktera se pouziva
pro rizné kategorie latek: sacharidy, lipidy, aminokysglivitaminy, aditiva, kontaminanty,
synteticka a firodni barviva. HPLC je pouzitelna pro separaantabilnich, méa tekavych,
polarnich latek a latek s vysokou molekulovou hrosth Metoda je zaloZena na separaci
analyti na zaklad jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni faziera je vzdy kapalna.
Stacionérni faze je zakotvena v chromatografickérko K G¢inné separaci v HPLC je nutné
pouzit dostain¢ malécastice stacionarni faze a velkéigoky mobilni faze, proto je nutné
pouzivat vysokotlak&erpadla pro dodavku mobilni faze a konstruovat sgktém tak, aby
odolaval vysokym tlakm. Bchem separace dochazi k interakci analytu, mobist@gionarni
faze. V zavislosti na povaze stacionarni fazgenseparace probih&tyifmi raiznymi moédy:
adsorpce, rozilovani, iontova vymina nebo se fize uplatiovat molekulovy siovy efekt [84,
85].

Podle polarity jednotlivych fazi ji rozthjeme na HPLC s normalnimi (NP-
HPLC-Normal Phase-High Performace Liguid Chromapgy) nebo reverznimi fazemi
(RP-HPLC-Reversed Phase-High Performace Liguid @htography). B pouziti NP-
HPLC je stacionarni faze tiena latkami polarni povahy, jako je silikagel, aomropyl,
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kyanopropyl nebo dioly. Mobilni faze pak latkami méolarnimi, nap n-hexanolem nebo
chloroformem. U RP-HPLC se pouzivaji polarni mobi&ze, které obsahuji maximald %
vody a 95 % organické slozky; je mozné pouzit athpHmethanol), nitrily (acetonitril),
vodu nebo srsi t€chto latek. Stacionarni faze je vysoce nepolar@ tvorena silikagelem
s chemicky vazanou uhlovodikovou skupinou <a&fji Cs a Ggs. Podle volby mobilni faze
muzeme také provad izokratickou eluci, kdy sloZzeni mobilni faze senibéhu separace
neméni nebo gradientovou eluci, kdy seémh sloZzeni mobilni faze v pbéhu separace
[84-86].

Princip HPLC

Vzorek se davkuje davkovacim ventilem do proudu imobaze, ktera j&erpana pomoci
vysokotlakéhocerpadla a unasi jednotlivé slozky vzorku na koldkde dochazi k separaci
slozek na zé&klad opakovaného ustanoveni rovnovahy mezi mobilni exigtarni fazi.
Analyty opou&tjici kolonu jsou detekovany v fiiokoveé cele detektoru. &fenou veléinou je
fluorescence, absorbance, index lomu, elektrick@iwost, dle typu detektoru, ktery
pouzivame. Zaznam je vyhodnocovan pomoci vyhodremibe zéizeni, pgitace. Vystupem
z detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvytekmru na retefmim case, tzv.
chromatogram [84]. N®br. 12je znazortno schéma HPLC.

zasobniky
mohbilni faze HRPLC kolona

data systém
(pocitac)

wsokotlaka detektar
pumpa  /
i ;T ndpad L
injektor (nastfik vzorku)  qokiln faze - ‘|

Obr. 12 Schéma instrumentace HPLC [87]
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2.3.3 Elektronova paramagnetické rezonance (EPR)

Metoda EPR (Electron paramagnetic resonancedi gt skupiny paramagnetickych
rezonadnich metod, stefhjako vice znama NMR. Zaklad EPR poloZil v roce 48&\¢tsky
fyzik Yevgeny Zavoisky. EPR je nejpouzivgdi metodou pro studium molekul, které
obsahuji neparoveé elektrony jako anorganické anicigé volné radikaly, radikalové ionty a
anorganické komplexy obsahujicitephodné kovy. Umailje stanoveni koncentrace

paramagnetickych sléenin a studium re&ki kinetiky [88, 89].

Princip EPR

EPR se zabyva studiem chovani elektronovychaspimagnetickém poli, je zaloZzena na
absorpci mikrovinného #énicasticemi s neparovym elektronem v silném magneticgéli.

Vychazi z chovani elektronu. Elektron je rotujivégativié nabitacéstice, ktera se chova
jako magnet a je mozno muifadit magneticky dipdlovy momeri . Magneticky moment
jakéhokoliv elektronu lze vyjd vztahem [88-90]:

A=0. B M (5)

kde:g je g-faktor volného elektrongd= 2,0023192778)

Be predstavuje Bohiv magneton £ = 9,273210%* J/T)

Kazdy elektron ma magneticky moment a spinové laantislo S = %. V gitomnosti
silného vigjSiho magnetického pole se upilaje magnetické kvantovéislo M= + Y2 (stav)
neboMs = - %2 (sta\P), které niize nabyvat hodnot [91, 92]:

M,=205+1 (6)

Spin elektronu tedy v magnetickém poli zaujima yetité diskrétni orientace, a to &u
paralel, nebo antiparaletn se smrem vrgjSiho magnetického pole. Ve
vngjSim magnetickém poli dochazi k rogdeni mivodni hladiny elektronu na dwhladiny o
raznych energetickych hodnotach, dochazi k tzv. Zeewiajevu Qbr. 13. [88, 93]

£
E(M, = 1/2) = g,B.B/2

0 AE =g.B.B,=hv,
E(M,=-1/2) = —g.B.B/2

B=0 B
Obr. 13 Zeemativ jev [88]

Pro energii elektronu v magnetickém poli plati zta
E=ji,(B=g, B, M, B (7)

Vzdalenost mezi vytv@nymi Zeemanovymi hladinami je:

— geﬂeB _ _geﬂeB = =hv
AE_( 2 j ( 2 j geﬁeB h (8)

kde:h je Planckova konstantavge frekvence zdroje #éni
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Rovnice (8) je rovnice rezon&m podminky v EPR. Rezon&am podminku v EPR Ize
splnit dwma zpmisoby. Bul' se ngfeni uskuténuje i konstantni frekvencv, pri které se
plynule neéni indukce magnetického pole az do dosazeni rexenarebo druhym Zizobem,
vyuzivanym v pulzni EPR spektroskopii, kdy s kponstantni hodnét magnetického pole
meéni frekvenceCastji je vyuzivan prvni zpsob [89, 90, 93].

Piasobime-li na vzorek obsahujici neparové elektronyysokofrekveknim
elektromagnetickym polem (mikrovinné ieai), jehoZz vektor magnetické slozky je
orientovan kolmo k vektoru intenzity magnetickéholep potom p spinéni rezonatni
podminky g.8.B = hv dojde k absorpci vysokofrekveémi energie. Mreni spekter EPR je

zaloZeno na registraci této absorpce [93, 94].

Instrumentace EPR

EPR spektrometr se sklada ze zdroje konstantnivdrede (klystron, Gunnova dioda,
patentované tuhé #ide apod.) v oblasti mikrovin, elektromagnetu s p¥oliwvou indukci pole
a detektoru, resp. zesilayg ktery zaznamenava Znmu mikrovinného zé&ni v zavislosti na
menici se indukci pole. Mikrovinné gni produkované mikrovinnym zdrojem je vedemesp
tzv. vinovody, jejich rozrry jsou gizpasobeny pouzité vinové délce. VInovod saha az do
rezonakini dutiny, ktera se nachazi mezi poly magnetu. ¥&oe umistn negasgji v
kiemenné kapii@& nebo kyvet v rezonatni dutirg [95].

g-faktor
V kazdém vzorku niwe mimo vijSiho magnetického pole o induk8ey existovat
i lokalni magnetické polBc, jehoz vektorovymd&tanim sBey; Se ziska tzv. celkové efektivni
magnetické pol@ey :
Bef‘f = Bext + BIoc (9)

Lokalni pole mohou byt kil indukovana v&sSim magnetickym polem, ktera jsou zavisla na
velikosti tohoto pole, nebo permanentni, nezavislavelikosti vigjSiho magnetického pole.
Castjsi je pripad, kdy se lokalni magnetické pole v latce indekBro takovéto latky plati:

B, =B[{l-0¢)= (gij B (10)

Vztah(1-0) = (g/ge) je obdobou stinici konstantyéame pouzivané v NMR. Paramegrje tzv.
efektivni Zeemadiv g-faktor. Kazda paramagneticka latka ma svojrakiristickou hodnotu
g-faktoru, ktera slouzi k charakterizaci polohyrsily. Odchyleng od ge zavisi na schopnosti
vnejSiho magnetického polBey: indukovat v paramagnetické latce lokalni magnetipkée.
Charakteristickym rysem mnohych volnych radikal rekterych gechodnych kot je, Ze
jejich hodnotag je velmi blizka hodndétge. Naproti tomu mnohé systémy vykazuji od této
teoretické hodnoty ztaé odchylky a ve vyjimiych gipadech byly pozorovany i zaporné
hodnoty g-faktoru. Studiem g-faktoru Ize ziskakteré informace o elektronové strukdu
studovaného radikalu nebo komplexu [88-90].

Hyperjemna struktura EPR spekter

Jestlize neparovy elektron reaguje pouze &Siim magnetickym polem, tak ve spektru
pozorujeme pouze jedniaru. To je nejjednodussiipad. Chemické slaeniny vSak byvaji
sloZzeny z atorin, které maji nenulovy spinovy moment a z toho vygl¥lenitost spekter,
které @inasi informace o vlastnostech a striktuadikah. Elektron je tedy ovliiovan
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vnejSim magnetickym polem a zaravemagnetickym polem jednotlivych jader. P¥av
magnetické pole jader #pobuje hyperjemnou interakci a nasledné rmesti car v EPR
spektru na tzv. hyperjemnou strukturu. Ke vzajenmt&rakci mezi spinem jadra a elektronu
muze dojit déma zpisoby: dipol-dipélovou interakci nebo Fermiho kongtd interakci.
Kazdé jadro je zdrojem magnetického pole, kteréwistosti na orientaci jaderného spinu
zesiluje nebo naopak zeslabuje lokalni magneticiké. ’ro celkové lokalni pole poté plati:

B,. =B, taln 11
kde: a je konstanta hyperjemné interakcefsti konstanta),
m je magnetické jaderné kvantosiélo (, I-1,...-1),
B: je indukce magnetického poléj gteré je splina rezonatni podminka.

VSeobech pritomnost n chemicky ekvivalentnich jader se spiherade ke &fpeni vSech
¢ar v EPR spektru na (2hnl) rezonatinich ¢ar. Velikost Stpici konstantya zavisi na
rozloZeni elektronové hustoty v blizkosti interdgigh jader. P&et rezonaénich ¢ar v EPR
spektru spolu s hodnotamipfcich konstant a poloha spektra charakterizovamhdtou g-
faktoru, jsou dlezitymi charakteristikami, které umidji spolehlivou identifikaci radikalu
v systému. Z plochy EPR spektra Ize zjistit koncitradikah piitomnych ve vzorku. Za
urcitych podminek (pokud se neémi Sika spektralnicary) je mirou koncentrace radikal
v systému vySka EPR signalu [88-90].

EPR spektroskopie v kapalné fazi

Metoda EPR je omezena pouze na systémy obsahejpérovy elektron, jeji citlivost
vSak umo#uje studovat i radikalové meziprodukty s kratkowbalo Zivota v chemickych
a biochemickych systémech. Vzhledensakté labili¢ téchto slodenin jsou kladeny vysoké
naroky gedevsSim na vy vhodnych rozpoudtiel, ale i dalSich regkich ¢inidel. Fimé
metody detekce nizkych hladin volnych radikakteré se &n¢ pouzivaji pi studiu
fyziologickych proces, jsou limitovany spodnim prahem detekovatelnoBtREsSpektroskopie
(10°® mol/dnt). Vzhledem k tomu, Ze radikalové procesy probipijjest niz&i koncentraci,
hranice detekce Ize v takovychipadech posunout pomoci metod e detekce, ndp
metody spinovych lagé [95, 96].

Spinové lapae

Metoda spinovych lagé (spin trapping) je zaloZena na adici kyslikatycbrganickych
radikali s kratkou dobou Zivota na molekuly vhodné struktiteré se vyznaiji delSi dobou
Zivota. Slodeniny, na &z se radikaly aduji, se nazyvaji spinové tapanegastji na bazi
nitrond, pyrolinoxidi nebo nitrososlatenin. Z givodné diamagnetickych laga se stavaji
paramagnetické slgeniny. Analyza hodnot &picich konstant a g-faktoru umoge
naslednou charakterizaci (identifikaci) zachycenegaikalu [88, 93, 97].

Spinové lapéde na bazi nitron

Spinové lap& na bézi nitroih reaguji s volnymi radikaly pragdnictvim atomu uhliku,
ktery se nachazi & poloze vzhledem k atomu dusikokr. 14 Vysledkem adice radikaluX
na dvojnou vazbu fragmentu —CH=®I"R; je vznik stabilniho nitroxylového radikalu. Na
rozdil od aplikace nitrososléanin se v EPR spektru tohoto radikalu keomékladniho
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dusikového &peni a pipadného &peni od substituentu,ozoruje jedt dodaténé SEpeni
od vodikového atomu —CH skupiny.

. + . R2
X+ RITTSNT Rl/}\N/RZ
H | H |
o} o’
Obr. 14 Vznik stabilniho nitroxylového radikalu reakciikalu X a nitronu[98]

NejvyznamrjSim spin trapem na bazi nitrdfe a-fenyl-N-terc-butyl-nitron (PBNQbr. 153,
ktery ma lipofilni charakter. DalSim spinovym l&pen jea-(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butyl-
nitronu (POBNObr. 151, ktery ma vSak hydrofilni charakter [88, 89, 93].

o

|
: ®
N—C(CH,) o, |
O oM gt

H H
Obr. 15:a) a-fenyl-N-terc-butyl-nitron b) a-(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butyl-nitron{i89]

Spinové lapé&e na bazi pyrolinoxid

NejvyznamijSim predstavitelem této skupiny je 5,5-dimethyl-1-pyreNroxid (DMPO,
Obr. 16. Molekula DMPO ma labilni dvojnou vazbu v hetegdlickém pyrolinovém kruhu,
ktera umo#uje adici radikal s kratkou zZivotnosti. Jeho velkou vyhodou je ratpast
v polarnich i nepolarnich rozpoadtech a pufrovych roztocich, coz uniiofe jeho vyuZiti i
pii sledovani radikalovych reakci za fyziologickyclhdminek. Nejastji se pouziva na
identifikaci radikah "OH, HOO, RO, RG," a mznych tym uhlikem centrovanych radikgl
obecrt R'. PrestoZze je DMPO nejpouzivgiim spinovym lap&em kyslikem centrovanych
radikali, jeho schopnost zachytit hydroperoxylovy radikdDQ’) ma sva omezeni. Jednim
z hlavnich problérije kratka ZivotnostDMPO-OH aduktu [98, 99].

H3C +/
He N H
@)
Obr. 16:5,5-dimethyl-1-pyrolin-N-oxi{89]

Spinové zn&ky

Spinové zn&ky lze definovat jako stabilni radikalytighvané zamrné do reakniho
systému. Prostdnictvim sledovani fyzikaachemickych vlastnosti systému fitpmnosti
spinové zn&ky je mozné ufit rizné kvalitativni i kvantitativni parametry reaiho systému,
nag. sledovat kinetiku radikalovych reakci. Metodangpiych zndek se v so&asnosti
pouziva hlava pri studiu biologickych systéin(enzymy, lipidy, membrany) a polymernich
materiali. Volba spinové znky zavisi na charakteru prosti a vlastnostech reaikiho
systému. B vybéru vhodné spinové ziiky jsou dilezitym kritériem strukturni vlastnosti
spinovych zné&ek a jejich vliv na reaktivitu. &n¢ se vyuZivaji nap derivaty kyseliny
stearové, derivaty 3-karbamoyl-2,2,5,5-tetrametyytgidin-N-oxyl (PROXYL), derivaty
spinové zn&ky 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-N-oxyl (TEMPO)tabilni radikal ' DPPH a
kation-radikal ABTS' [95, 100].
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2.4 Metody vhodné pro charakterizaci plodi vybraného ovoce

V néasledujicich kapitolach je uvederepled metod vhodnych pro charakterizaci jlod
aronie a muchovnik Prevazrie jsou zmigny metody kZn¢ pouzivané v laboratorni praxi
s dirazem na ty, které byly vyuZity k v této diplomgwéci.

2.4.1 Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek

Izolace polyfenolickych latek

NejbézrejSi metoda pouzivana kizolaci polyfenolickych katgPC—-Polyphenolic
Compounds) je extrakce. Vzhledem k velkému mno#/neexistuje standardni metoda pro
jejich extrakci. Neajasgji pouzivanymi technikami jsou: extrakce rozped#m a
superkriticka fluidni extrakce. f®d samotnou extrakci PC z ovoce je vhodné rostlinno
matrici rozemlet, rozdrtit, osusSit nebo lyofilizav®alSimi vhodnymi metodami k izolaci PC
jsou moderni extraki techniky: extrakce ultrazvukem, mikrovinna ektra, vysokotlaka
extrakce, vysokotlaka extrakce rozpad#tm, extrakce tuhou fazi a extrakce pulznim
elektrickym polem [101].

Stanoveni polyfenolickych latek

Nejvice pouzivanym a nejstarSim testem pro &jiStelkového obsahu polyfenolickych
latek je Folin-Ciocaltév (FC) test. Metoda je zaloZzena na reakci polyfiekgth latek
s reduknim ¢inidlem (Folin-Ciocalteuovocinidlo), pii niz dochazi k tvor® modrého
komplexu, ktery je kvantifikovan pomoci UV-VIS (UHiviolet-Visible Spectroscopy)
spektrometrie. Folin-Ciocalteuovéinidlo je sneés wolframanu a molibdenanu ve vysoce
zésaditéem progedi (5-10% vodny roztok N&O;). Fenolické latky se energeticky oxiduji v
zasaditém prostdi,¢imZ dochazi k tvorbO,", ktery zase reaguje s molibdenanem za vzniku
oxidu molybdenu, Mo@, ktery ma velmi intenzivni absorbandi winové délce 750 nm.
Nicmére ¢inidlo se v alkalickém pros&di rozklada, proto je nutné pouzit nadbytekdla,
aby prokhla cela reakce. To vSak vede v#Sin¢ pripadi k precipitaci a zvySeni turbidity,
coZ miZze zmisobovat potizeipanalyze. K zabrami zvySeni turbidity se &nidlu pridavaji
soli lithia. Celkové polyfenolické latky zji&é FC testem jsou nrgstji vyjadieny
v ekvivalentech gallové kyseliny (GAE-Gallic Acidgtvalent). FC test neni selektivni,
uréuje jak polyfenolické, tak monofenolické latky. Poua se také ke zji&ti hrubého odhadu
antioxidani aktivity vzorki potravin za pedpokladu, Ze vzorek neobsahuje bilkoviny ve
vyznamnych mnoZstvich [101, 102]. V této diplomguéci byla pro zji&ni TPC pouzita
UV-VIS-NIR spektroskopie.

Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latekaronii

Benvenuti a kol. [13] zjistili v methanolovém extta odiidy Nero obsah celkovych
polyfenolickych latek 690 + 9 mg/100¢grstvych plod.

Wu a kol. [44] kvantifikovali TPC v aronii na GrovB0 mg/g¢erstvych plod. Vzorek byl
piipraven tak, Zze 1 g pladbyl mixovan s 5 g miekého pisku, igveden do 22 ml extraki
baiky a extrahovan rozpoustiem obsahujicim aceton:vodu:kyselinu octovou (¥Wn§rol
70:29,5:0,5). Ke stanoveni byl pouzit FC test dadlsy ot byly vyjadeny jako GAE.

Jakobek a kol. [103] kvantifikovali TPC v aronii Gaovni 10 637 + 571 mg/kg. Extrakt
pro analyzu byl ppraven tak, Ze 5 g rozdrcenych bobuli bylo exti@mm v 10 ml horkého
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methanolu po dobu 2 minut. Roztok byefiltrovan. Extrakce residua byla provedena dvakrat
a vSechny extrakty byly smichany dohromady. Byl4mokC test.

Jakobek a kol. v dalsi studii [12]dif TPC v aronii pomoci FC testu na 7 194 + 78 ngg/k
K analyze byl pouzit mithkysely methanolovy extrakt aronie.

Jakobek a kol. vnové studii [16] kvantifikovali TPv odtidach Nero, Viking a
Galicianka a také v divoké aronii viji¢hu dvou let (2010 a 2011). Vzorky byly uchovavany
ve zmrazeném stavuiip—20 °C. K analyze byl pouZit zahdBy ethanolovy extrakt. Ke
stanoveni TPC byl pouzit FC test.

Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latekmuchovniku

Rop a kol. [67] kvantifikovali celkovy obsah polyfelickych latek viiznych
kultivarech muchovniku pomoci FC spektrofotometiolt testu. Vzorek pro analyzu byl
piipraven tak, Zze 10 g pldd bylo homogenizovano 2 hodiny v extéakm cinidle
(HCl:methanol:voda, v poénu 2:80:18). Obsah polyfenol se u jednotlivych odd
pohyboval v rozmezi 2,9-3,8 g/kg.

Bakowska a kol. [104] kvantifikovali TPC v 15 kmuéirech muchovniku pomoci FC testu
a ugili mirné snizeni TPC dnem skladovaniip —-20 °C po dobu 9 #&siai. K analyze byl
pouzit mirré kysely methanolicky extrakt plédnuchovniku. TPC byl vyjaen v GAE.

2.4.2 Stanoveni celkovych anthokyai

Metody vhodné pro izolaci anthokyani

NejbézrejSi metoda, kterd se pouZziva kizolaci anthokyanovoci, je extrakce
rozpoustdly. Soxhletova extrakce, izolace #atanim a vé&enim nejsou vhodnymi izataimi
technikami, vzhledem k tomu, Zéimich dochazi k hydrolyze, oxidaci a ztrainthokyai
v disledku ionizace. Naopak vhodné techniky jsou nowérakini metody: extrakce
ultrazvukem, mikrovinna extrakce, vysokotlakd ekte vysokotlakd extrakce
rozpoustdlem a extrakce pulznim elektrickym polem [95, 1005, 106]. V této diplomoveé
praci byla pouzita k izolaci anthokyaextrakce rozpouddly.

Extrakce rozpouddly

Rozdrcené, suSené, lyofilizované nelderstvé ovoce je extrahovano vhodnym
rozpoustdlem. Anthokyany jsou polarni latky, proto sedasgji pouzivaji vodné roztoky
ethanolu, methanolu a acetonu. Déle se pouzivajtriakci i kyselé roztoky methanolu nebo
ethanolu, pipadreé roztoky €chto rozpousidel nasycené SOExtrakce pomoci okyseleného
efektivnéjSi nez extrakce ve vodnych roztocich. Nicthérethanol se pouziva
v potravindském ptimyslu ¢astji vzhledem k toxici#& methanolu. B extrakci okyselenymi
rozpoustdly je dobré se vyhnoutifis velkému okyseleni roztoku, protoZze by mohlqgitdo
k hydrolyze anthokyah Doporwuje se pouzivat slabé kyseliny (mravemctova) nebo silné
kyseliny o nizké koncentraci (chlorovodikova). Bkite se provadi za studena, vzhledem
k degradanim vlastnostem anthokyarpii vysSich teplotach, a extr&aki roztok by ngl byt
slak kysely, aby byl zachovaterveny flavyliovy kation [101, 105-107].
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Metody vhodné pro purifikaci anthokyani

Extrakéni techniky vSak nejsou selektivni pro anthokyadg, roztoku se ip extrakci
dostanou i dalSi nefenolické slozky jako sacharmhganické kyseliny a proteiny. Proto je
nutna po extrakci purifikace anthokyark tomuto @&elu se pouzivéada technik: extrakce na
pevnou fazi, extrakce kapalina-kapalina, protip@wetiromatografie, #dotlaka kapalinova
chromatografie nebo purifikace anthokyara pouziti kapalného a superkritického 101,
107].

Metody pro stanoveni celkového obsahu anthokyain
Stanoveni anthokyanma dilezitou roli @i taxonomickych studiich, studiich zarnych

na falSovani potravin a hodnoceni kvalitgrstvé a zpracované suroviny. Spektralni
charakteristiky anthokya@nposkytuji velmi uziténé kvalitativni a kvantitativni informace,
proto je také UV-VIS spektrometrie hlavni technikguzivana ke stanoveni anthokyan
Pouziva se ke kvantifikaci celkového obsahu antankyTAC- Total anthocyanin content).
Nejcastjsi vyuzivanou metodou pro zj#ti TAC je pH diferentni metoda, ktera byla pouZita
ke stanoveni TAC v této diplomové praci [101, 107].

pH diferentni metoda

Spektrofotometricky test pro kvantifikaci TAC za yfiti pH diferentni metody je
zaloZeny na zgmé struktury anthokyainpii zmeéné pH, coz se projevuje rozdilnou absorbanci.
M¢éfi se zndna absorbancefippH 1 a 4,5. B pH 1 grevaZuje barevna oxoniova formai p
pH 4,5 bezbarva hemiketalova forn@bf. 17). Rozdil absorbancifpvinové délce 520 nm je
ameérny koncentraci celkového monomerniho pigmentu.ddatumo#uje rychlé a pesné
stanoveni celkovych monomernich pigmiena to | za pitomnosti polymernich,
degradovanych pigmeint dalSich ruSivych sl@enin [108, 109].
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Obr. 17 Strukturni formy anthokyainpri riiznych hodnotach pH [109]
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Stanoveni celkovych anthokyaifi v aronii

Benvenuti a kol.[13] kvantifikovali celkovy obsahnthokyari v odmidé Nero na
461 + 3 mg/100 geerstvych plod. K analyze byl pouZzit mighkysely ethanolovy extrakt
aronie.

Jakobek a kol. [103] kvantifikovali TAC v aronii341l £ 22 mg/kg. 5 g vzorku bylo
mixovano 2 minuty ve 20 ml methanolu okyselenéht’9HCI, sn¢s byla ponechana v
tmavé mistnosti 16 hodin a poté filtrovana.

Jakobek a kol. [12] stanovili TAC v aronii na 3%5Z 48 mg/kg. K analyze byl pouzit
methanolovy extrakt aronie.

Stanoveni celkovych anthokyaf v muchovniku

Hu a kol. [71] kvantifikovali TAC ve dvou kultivach: Thiessen a Smoky. TAC u
kultivaru Thiessen byl stanoven na 0,6 mgkystvych plod a u kultivaru Smoky na
0,41 mg/gcerstvych plod. K analyze byl pouzit extrakt pléds 80% ethanolem, 0,3%
kyselinou metafosfotgmou a 0,8% kyselinou octovou.

2.4.3 Stanoveni jednotlivych anthokyan

Kromé stanoveni celkového obsahu anthoKy@ mozné identifikovat a kvantifikovat i
n¢které jednotlivé anthokyany. NejrgjSi metoda pouzivana kmito (telim je vysokotlaka
kapalinovd chromatografie, k detekci lze pouzit UNs detektor s diodovym polem
(DAD-Diode Array Detector), fluoresceni detektor, hmotnostni spektrometr nebo NMR.
Kromé HPLC Ize ke stanoveni anthokyapouZzit také kapilarni elektroforézu nebo micelarni
elektrochromatografii [101].

Stanoveni anthokyam pomoci HPLC

K identifikaci a kvantifikaci anthokydnse pouziva systém s reverzni fazi RP-HPLC.
Stacionarni fazi tvio reverzni sorbent {g, ktery ma na povrchu silikagelu navazany alkylovée
fetzce s 18 uhliky. PouZzivaji se polymerni né&pkiolon v SirSim rozsahu pH. Mobilni fazi
tvoii gradientovy systém rozpowdel acetonitrilu a vody nebo €si methanolu a vody
s malym mnozZstvim kyseliny, které jéleZité pro stabilizaci anthoky&ma tvorbu ostrych
piki. Negasgji pouzivané kyseliny jsou fosfafed, chlorista, octova a mravgnMobilni
faze musi mit pH v kyselé oblasti (optim&ka pH 2), aby vznikl stabilni flavyliovy kation,
ktery je zbarveny doervena a poskytuje charakteristické ab&orpnaximum pi 520 nm. Bi
této vinové délce Izerpsre identifikovat a kvantifikovat jednotlivé anthokyan piitomnosti
jinych polyfenolickych slotenin. Vyuziva se hlaenUV-VIS detektoru s diodovym polem,
ktery provadi kompletni spektrofotometrické skemdv&azdého eluovaného pikdimz
poskytuje specificky chromatogram. Tyto chromatagyamohou byt pouzity pro srovnani
s jinymi spektry anthokyan a Ize tak identifikovat jednotlivé anthokyany. &malni
charakteristiky anthokyan souvisi s polohou a ptm hydroxylovych skupin na
aglykonovém skeletu. Substituované cukry ve stiigkinthokyat nemaji vliv na spektralni
charakteristiky, pouze ovliwji reteréni ¢as. Acylace anthokyanma velky vliv na zvySeni
retertniho¢asu ve srovnani s neacylovanymi anthokyany [110}112
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Stanoveni anthokyar v aronii pomoci HPLC

Pomoci HPLC-DAD Ochmian a kol.[113] v plodech amidentifikovali a kvantifikovali
kyanidin-3-arabinosid, kyanidin-3-galaktosid, ky@ini3-glukosid a kyanidin-3-xylosid.
K analyze byl pouZzit methanolovy extrakt piodironie. Separace probihala na keélon
Cadenza CS C18 (75 mm x 4,6 mm, 5 piin}gplo& kolony 20 °C. Mobilni faze obsahovala
21 % rozpousdla A (4,5% kyselina mraveén pH 2,2) a rozpou&tlo B (acetonitril). Byl
pouzit lineérni gradient od 0 % B do 21 % B (0-3@miRychlost toku mobilni faze byla
1 mli/min a anthokyany byly monitorovanyipp20 nm. Spektra byla &ena v rozmezi
vinovych délek 200-600 nm. Retam ¢asy a spektra byly srovnany se standardy.

Oszmiaski a Wojdylo [15] identifikovali a kvantifikovalijednotlivé anthokyany v
plodechAronia melanocarpgomoci HPLC-DAD. K analyze byl pouZit methanolaxtrakt.
Separace probihala na koto8ybergi Fusion RP-80A Phenomenex (150 x 4,6 mmmy,
teplota kolony byla 30 °C. Mobilni faze obsahovalzpoustdlo A (2,5% kyselinu octovou) a
rozpoustdlo B (acetonitril). Program Zzal s linearnim gradientem od 0 % B do 25 % B.
Rychlost mobilni faze byla nastavena na 1 ml/mimnghokyany byly monitorovanyiip
520 nm. Spektra byla ¢rena v rozmezi vinovych délek 240—-600 nm a srovisénstandardy.
Byly identifikovany a kvantifikovany nasledujici tokyany: kyanidin-3-galaktosid,
kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-arabinosid a kyani3-xylosid.

Jakobek a kol. [103] identifikovali a kvantifikovakyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3-arabinosid a kyanidin-3-xyldsi aronii pomoci HPLC s UV detekci.
K analyze byl pouzit methanolovy extrakt. Separpogbihala na OmniSpher C18 koton
Mobilni faze obsahovala rozpo&dto A — kyselinu fosforénou a rozpoustllo B — methanol,
za néasledujicich etmich podminek: 3-65% B 0-38 min, 65 % B 38-45 riigplota kolony
byla 20 °C, rychlost gitoku mobilni faze (MF) 1 ml/min. Spektra byla snitaav rozmezi
vinovych délek 190-600 nm a srovnana se standardy.

Stanoveni anthokyam v muchovniku pomoci HPLC

Lavola a kol. [63] identifikovali a kvantifikovalikyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3-arabinosid a kyanidin-3-xyldsiv kultivarech Thiessen, Smoky,
Honeywood a Northline pomoci HPLC-DAD. Vzorek bdbbll nejprve homogenizovan
v okyseleném acetonu a poté centrifugovan. Tatocquhara byla provedena 4krat a
supernatant byl slit dohromady a zakoncentrovanahit neobsahoval aceton, poté byl znovu
rozpusén ve 2 ml 1% kyselia mravergni a analyzovan na HPLC. Separace byla prévad
na kolort RP C18 koloa (100 mm x 2,1 mm), byla pouZzita gradientova elaaepouZiti
mobilni faze obsahujici jako rozpoédio A kyselinu mravei a jako rozpoustio B
methanol. Kvantifikace anthokyanbyla provedena srovnanim s kaliamami kiivkami
standard a identifikace anthokydinsrovnanim s UV-VIS spektry standéard

Ozga a kol.[70] identifikovali a kvantifikovali kyadin-3-galaktosid, kyanidin-3-glukosid,
kyanidin-3-arabinosid a kyanidin-3-xylosid v kukirech pomoci HPLC s fluorescen
detekci. K analyze byl pouzit extrakt v exiakn ¢inidle obsahujici aceton:methanol:vodu:
mraverti kyselinu v pomdru 40:20:20:0,1. Separace byla prod#a na kolod Zorbax SB-
C18 kolorg (250 mm x 4,6 mm), byla pouzita gradientova elaeepouziti mobilni faze
obsahujici rozpou&tlo A (5% kyselina mravet) a rozpou&tdlo B (methanol). Kvantifikace
anthokyarh byla provedena srovnanim s kalidmémi kiivkami standard a identifikace
anthokyari srovnanim s UV-VIS spektry standard
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Hu a kol.[71] identifikovali a kvantifikovali kyadin-3-galaktosid, kyanidin-3-glukosid
v kultivarech Thiessen a Smoky pomoci HPLC s UVeket K analyze byl pouzit extrakt
plodi s 80% ethanolem, 0,3% kyselinou methafosfiooe a 0,8% kyselinou octovou.
Separace probihala na kotboRhenomenex Luna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 mm). Mobil
faze obsahovala rozpowdto A (methanol) a B (5% kyselinu mrawén byla pouZzita
gradientova eluce. BRtok mobilni faze byl nastaven 1,2 ml/min. Kvantide anthokyai
byla provedena srovnanim s kaligmémi kiivkami standarfl a identifikace anthokyain
srovhanim s UV-VIS spektry standéard

2.4.4 Stanoveni barevnych charakteristik v systému CIE La*b*

Barva a vznik barevného vjemu

Fyzikalré je barva charakteristikou viditelnéhoreai pomaoci niz je pozorovatel schopny
rozliSit rozdily mezi déma pedmety stejnych rozrri a tvaid. Barva je definovana jako
viem, jehoz vysledny barevny efekt zpiestkovava lidské oko pozorovaniniegnetu, na
ktery dopada elektromagnetickéredi o vinové délce 380-760 nm (viditelddst spektra).
Spektrum viditelného stla postups prechazi od fialové igs modrou, zelenou, Zlutou az do
cervené barvy Qbr. 18. Skladanim vin idznych frekvenci viditelného ¥éni dochazi
k miseni barev. Vzdjemnym misenim zakladnich momocatickych barev vznikajiizné
odstiny polychromatickych barev. Na vzniku barewngfemu se nepodili pouze lidské oko,
ale velmi dilezitou ulohu hraje také dopadajiciéBu a vlastnosti pozorovanéhdeplmetu.
Barvu Ize objektiva popsat pomociit vlastnosti: barevny tén (odliSuje barvy navzajed
sebe), sytost (ozgigje Cistotu barvy, vzdalenost od neutralni Sedé) agedlost) [114, 115].
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A nm
Obr. 18:Viditelné spektrum (elektromagnetickéerdi v rozmezi = 380-760 nm) [116]

Barevné systémy

Barevné systémy se pouzivaji pro zjednoduSeni mdznaarevné informaceBarevné
modely definuji soubor zékladnich barev, pravidlao piejich michani a barevné
charakteristiky. Existuje velké mnozstvi barevnysysténii, které umo#uji kvantifikaci
barevného viemu, napRGB, CMYK, HSV, HSB, HLS, NCS, Munséll model, Oswaltlv
model, CIE a YUV. V této diplomové praci byl ke &§ini barevnych charakteristik vyuZzit
barevny systém CIE Lab s vyuzitim instrumentalohteky UV-VIS-NIR spektroskopie [115,
117].
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CIE systém

CIE systém je barevny systém vyteay organizaci CIE (Commission Internationale
d'Eclairage) v roce 1931. CIE systém umig2 vyjadit kazdou barvu pomociitéisel, tzv.
trichromatickych slozekX, Y, Zpokud jsou definovany standardni zdroje, podminky
oswtleni a pozorovani. Slozky, Y, Zjsou zakladem CIE trichomatického prostdtdZa ve
zjednoduSené interpretaci lze povaZzoXata mirucervené barvyy za miru zelené barvy a
Zza miru modré barvy. Pro zjednoduSeni declpazi z vyjatbvani barvy pomoci
trichromatickych sloZzek na vyjéehi pomoci trichomatickych stadnicx, y, z Sodadnicex
a'y mohou slouZzit na zobrazeni odstinu v ploSném dragrCIE. Diagram CIEQbr. 19 je
trojuhelnik se zaoblenym okrajem a n¢irakivenymi rameny. Jeho zakladnu ti@iimka,
na niz lezi satadnice purpurovych nespektralnich barev. Na ob\umatevného trojuhelniku
lezi vSechnyisté barvy viditelného spektra. Bodu negnosti odpovidaji ssadnice piméeho
standardu pro pouzité &lo. Pokud chceme vyjéid konkrétrgji barvu, pouziva se vyjdeni
pomoci Helmholzovych s@adnic. Prvni satadnici je dominantni vinova délka, druhou
souadnici je excitani ¢istota spektralni barvyepa feti sodadnici hodnota Y. NejtSim
problémem tohoto systému je, Ze neposkytujenyp zpisob pro vyjaéeni procentualnich
rozdili mezi barvami. K pesrgjSimu vyjadeni barevného prostoru se CIEibtizila
v barevném modelu CIE L*u*v* a CIE L*a*b* [115, 11.7

0.8}

0.7

7elena
0.6

CIE 4

0.4}
cervena
0.3}
0.2

0.1

095 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
CIE =

Obr. 19 Diagram CIE 1931 [118]

CIE L*a*b* systém

Barevny model CIE L*a*b* je zaloZzen na lidském viéini barev.Ciselné hodnoty
v modelu CIE L*a*b* popisuji vSechny barvy, kteéoveék s normalnim zrakem vidi. CIE
L*a*b* je povazovan za barevny model nezavisly @a&zeni. Popisuje barvy pomoci jejich
luminance neboli slozky gtlosti, tmavosti L (pokud je L = 100 barva jesq, pokud L =0
barva je tmavd) a dvou chromatickych slozek: sloakfpokud je zaporna ukazuje &m
k zelené bar¥, pokud kladna sim k cervené bar®) a slozky b (pokud je zaporna ukazuje
smer k modré bary a pokud kladna sén k Zluté barg). Vyhodou tohoto barevného prostoru
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je sowastné umigni vzorku a standardufipemz mezi nimi lze vyjadt ¢iselnou barevnou
diferenci, ktera umaiuje na zaklad ¢iselného intervalu vyjat ciselnou shodu fipadre
neshodu mezi vzorkem a standardem [115, 119].

2.4.5 Stanoveni koncentrace vitaminu C

Metody pro izolaci vitaminu C

Vitamin C je velmi nestabilni a snadno podléha agida hydrolyze, proto je nutnéip
jeho extrakci postupovat opafra zabranit jeho ztratam. Vitamin C je stabilnioztocich
s nizkym pH (nejlépe pH = 2,1), proto &asto pouZivaji k jeho extrakci roztoky kyselin,
hlavre kyselina metafosfotma, trichloroctova, tavelova, nebocasto jejich kombinace
s nizkomolekularnimi alkoholy (methanol, ethand@ylo vypracovano &kolik doporweni
pro extrakci vitaminu C ze vzorku, napokyseleni vzorku ihned po extrakcifigavek
antioxidanti (glutathion), chelataich ¢inidel (EDTA-ethylendiamintetraoctova kyselina),
odstrarni plynu probublavanim vzorku inertnim plynentjdavek redukujicich sl@enin
(homocystein), uchovavéani vzorku v tmavych lahviehnepistupu denniho stla, extrakce
za nizkych teplot, za pouziti vychlazenych ro#tokby se zabranilo oxidaci a degradaci
vitaminu C [120-122].

Metody pro stanoveni vitaminu C

Vitamin C se vyskytuje vifrodé ve dvou formach, z 95 % jako kyselina L-askorbova
(AA-Ascorbic Acid) a z5 % jako kyselina dehydroeghova (DHAA-Dehydroascorbic
Acid). Fi jeho stanoveni proto musi byt brametel na to, zda se stanovuje kyselina
askorbova zéarowe s kyselinou dehydroaskorbovou, anebo jde o stariokd a DHAA
zvla¥ vedle sebe z rozdilu stanovenég a po redukci.

Existuje velké mnoZstvi metod pro stanoveni vitami@ a jeho forem. Neéastji
pouzivané metody Ize rodd do n¢kolika skupin na metody: titéai, spektrometrické (UV-
VIS spektrometrie, fluorimetrie, chemiluminiséah metody), enzymatické, elektrochemické
(voltarimetrie, coulometrie, polarografie) a chrdogafické (HPLC a GC-Gas
Chromatography). Chromatografické metody maji vyhddavrée ve vysoké citlivosti
stanoveni [120, 121].

Nejcastji pouzivana chromatograficka metoda ke stanovetdamimu C je HPLC,

k detekci se rize pouzit UV, fluoresceéni, elektrochemickda i hmotnostni detekce. V této
diplomové praci byla pouZita pro stanoveni kysekskorbové metoda HPLC s UV detekci
[121, 123].

Stanoveni vitaminu C pomoci HPLC

Pri stanoveni vitaminu C pomoci HPLC s UV detekcinetné redukovat kyselinu
dehydroaskorbovou na askorbovou kyselinu. Prvnk krahrnuje stanoveni samotné AA,
nasleds je proveden reduki krok a je stanoveno celkové mnozstvi vitaminuMBozstvi
kyseliny dehydroaskorboveé poté lze zjistit &d@im koncentrace AA od celkové koncentrace
vitaminu C. Konverze DHAA na AA se provadi pomodthibthreitolu, L-cysteinu nebo
TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfinu) [121, 123].

Pro stanoveni AA a DHAA se pouziva RP-HPLC. Jalkacisharni faze se pouziva
silikagel s navazanymi oktadecylovymi skupinami.Mioi fazi je nejastji voda (rekdy i
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100%) s obsahem anorganické nebo organické kysebhy anorganického pufru. Mobilni
faze musi mit nizké pH, aby neutralni formy kyseloyly udrzovany ve stacionarni fazi, a
také nizSi hodnotu pKa nez kyselina askorbova (gKeE7). Bizné se pouziva kyselina
chlorista, trifluorooctova, sirova nebo fosfemé @i hodnotach pH 2. Jedna z hlavnich
nevyhod je pouZziti az 100% koncentrace vody v nmbbi&izi, protoze mobilni faze bez
organickych modifikatar mohou negativé ovlivnit Gcinnost separace kolony. DalSi
nevyhodou je pouziti nizkého pH, kter&im urychlit degradaci kolon na bazi silikagelu.
Tento problém je vSak moznéiegit prenasycenim kolony nebo &mu oxidu kemiitého
za oxid zirkonéity nebo polymer, ktery mé zvysenou stabilitu [121]

Stanoveni vitaminu C v aronii

Ochmian a kol. [113] kvantifikovali obsah kyselingskorbové v plodechAronia
melanocarpa pochazejicich z experimentélni stanice v Rajkowom@ci RQflex 10
rekvantometru (Merck),ipéem?z jeji hodnota dosahla 31 mg kyseliny/100 g oeatavy.

Benvenuti a kol.[13] kvantifikovali obsah redukog¢ankyseliny askorbové na
13,1 £ 0,5 mg/100 gerstvych plod pomoci HPLC-DAD. Vzorek k analyze bykipraven
tak, Ze 5g ovoce bylo extrahovano v 10 ml vody @é pcentrifugovano 20 minutfip
3 000 ot/min a poté ipfiltrovano pomoci 0,45 um celulosového filtru db &l odnErné
baiky. Separace probihala na Lichrospher RP-18 Ko{@25 mm x 4 mm, 5 pum). Mobilni
faze byla 5 mmol/drhvodny roztok oktaaminsalicylatu (pH 6,3). Rychlasitu mobilni faze
byla 1 ml/min. Redukovand kyselina askorbova byantifikovana srovnanim ret&miho
casu a UV spektra se standardem, koncentrace AA by¥gna z kalibréni kiivky
standardniho roztoku.

Stanoveni vitaminu C v muchovniku

Kurikova a kol.[66] kvantifikovali v kultivarech Thieen, Smoky, TiSnovsky a Binsky
obsah kyseliny askorbové pomoci HPLC s elektrochlemi detekci. Vzorek k analyze byl
piipraven tak, Ze 5 g pldadbylo extrahovano v extrégkim cinidle obsahujicim methanol,
vodu a kyselinu fosfosmou v pongru 99:0,5:0,5. Extrakce probihala ve vodni laztii p
teplot 25 °C 15 minut. Extrakt byligfiltrovan ges filtratni papir Filtrapak No. 390 a poté
byl filtrat opét prefiltrovan pomoci membranoveého filtru a riéletut do HPLC systému.
Separace probihala na kotofModel Supelcosil LC8 (150 mm x 4,6 mmj B0 °C. Mobilni
fazi byla smis o sloZzeni methanol: voda: kyselina foséoe (99:0,5:0,5). Byla pouZzita
isokraticka eluce a rychlost toku mobilni faze bytstavena na 1,1 ml/min.

2.4.6 Metody vhodné pro stanoveni antioxid#éni aktivity

V literature Ize nalézt velké mnoZstvi metod pouzivanych kenasteni antioxidéni
aktivity. Jejich rozmanitost vyplyva z faktu, Zekdmolekularni antioxidanty mohouigobit
raznymi mechanismy. Neéasgji se jedna o fimou reakci sradikaly nebo reakci
s prechodnymi kovy. Postupy hodnotici miru antioxiidio pisobeni jsou zaloZzené na
raznych principech. Obeénmohou byt rozéleny do dvou skupin — na metody hodnotici
schopnost eliminovat radikaly a na metody posukzugdoxni vlastnosti latek,ipom se
vyuZziva hlave EPR, UV-VIS spektrometrie a HPLC [112, 124].

V néasledujicim fehledu jsou uvedeny jen zakladni metody pro stamowmatioxid&ni
aktivity s dirazem pevazri na metody pouzivané v této diplomové praci.
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Metody zaloZené na eliminaci radikak

Metody jsou zaloZené na schopnosti vzorku vychyt&einé radikaly. Radikaly mohou
byt v reakni sn&si generovany iimo (nap. chemickou reakci nebo termicky), nebo do
reakeni snesi pridavany. Z chemického hlediska se jedna o syntétst&bilni radikaly nebo o
radikaly kyslikové [124].

U metod zaloZzenych na eliminaci syntetickych ralikse pouZivaji népsgji stabilni
syntetické radikaly:DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), ABTS (2,2 -azinobis(3-ethyl-
2,3-dihydrobenzthiazol)-6-sulfonat, TEMPOL (4-hyxye?,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-
oxyl), DMPD™ (N,N-dimethyl-p-fenylendiamin), galvinoxyl, Fremavsil a ke stanoveni
antioxidani aktivity se vyuziva instrumentalnich technik ER8o UV-VIS spektrometrie,
s ohledem na to, zZetgina radikal jsou latky barevné aripjejich redukci dochazi ke zmé
barvy, coz je mozné zaznamenat pomodiemi spekter ve viditelné oblasti.

Do metod zaloZenych na eliminaci kyslikovych ratlik&edy schopnosti vychytavat
peroxylove, hydroxylové, superoxidové-anion radyk&keradi velké mnozstvi metod: metoda
ORAC, metody zaloZzené na vychytavani ‘Qridikali, O,” radikafi, singletového kysliku,
H.O,, metoda pro stanoveni kyseliny chlorné, metod#ich blednuti B-karotenu nebo
metoda zaloZena na pouZiti krocinu [102, 112].

Metoda pouZivajiciDPPH

Metoda je povaZzovana za jednu ze zakladnich aangjsh metodik pro posouzeni
antioxida&ni aktivity cistych latek i fiznych sm¢snych roztok. Poprvé pouzil tuto metodu
Marsden Blois v roce 1958. Jedna se o rychlou,gddohou, levnou a Siroce pouzivanou
metodu pro posouzeni celkové antioXidia aktivity potravin (TAA-Total antioxidant
activity). Metoda je zaloZena na reakci testovatiéyl se stabilnim volnym radikaleidPPH,
pfi niz dochazi kredukci radikdlu za vzniku difengkpilhydrazinu (DPPH-H)."DPPH
(Obr. 20 je volny radikél s charakteristickym tmadialovym zbarvenim, které je dano
strukturou molekuly, ktera obsahuje delokalizovaggtém elektroin ktery krong barvy také
celkow stabilizuje molekulu. # reakci radikdlu s testovanou latkou dochazi lked
radikalu a ke zrmé barvy roztoku z fialové az na&le Zlutou. Rychlost a mira odbarveni
jsou ungrné antioxidani aktivite vzorku. Negastji je reakce pozorovana spektrometricky p
517 nm. Vyjime&ng je moZné pouzit pro sledovani eamkoncentracéDPPH i pas $ 330 nm.
Uginnost antioxidantu Ize vyjéi jako hodnotu EG, uriujici koncentraci substratu, které
zpasobuje 50% pokles absorbance (aktivi?ZyPH). Reakci Ize sledovat i metodou EPR nebo
HPLC. Detekce za pouziti HPLC je vyhodna u baretnyzorki, které by mohly rusit
spektrometrické stanoveni. Aktivita 8smych vzork se rkdy vztahuje na aktivitu kyseliny
askorbové nebo Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramletiroman-2-karboxylovou kyselinu)

[102, 112, 124, 125].
NO, @
OZNQH
o O

Obr. 2Q Stabilni radikal'lDPPH [112]
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‘DPPH test byl navrzen ve dvou provedenich, dynaémtka statickém. V prvnim
provedeni se #ii rychlost Ubytku’DPPH pozorovana pofipgani vzorku obsahujiciho
fenolické latky. Ve statickém provedeni se stanevumnoZstvi vychytanéhoDPPH
testovanym vzorkem. Zatimco dynamicky test charaig reaktivitu, staticky wuje
stechiometrii reakcéDPPH s donorem H-ataimnebo mnozstvi aktivnich OH-skupin v
komplexni smisi. V dynamickém provedeni je reaktivita charakievena jako peateni
rychlost rozkladuDPPH [102, 124].

Metoda pouzivajici ABTS

Metoda TEAC (TEAC-Trolox equivalent antioxidant eafiy) je jednou ze zakladnich a
nejpouzivagjSich metod pro stanoveni celkové TAA. Byla navedillerem, Rice-Evans
Davisem, Copinathanem a Milnerem v roce 1993 pstot&@ni biologickych vzork Metoda
je zaloZzena na zhaseni syntetického stabilnihokatdikalu ABTS. ABTS™ ma vyraznou
modrozelenou barvu, ¥ipomnosti latek s antioxig¢aimi inky se redukuje a odbarvuje.
Vysledna antioxidéni aktivita je srovnidvana se standardni latkou dxein, cozZ je ve vad
rozpustny derivat vitaminu E. V re&k snesi se kation-radikal ABTS generuje oxidaci
ABTS (Obr. 2)). Prevdzr se pouzivA systém ABTSjB./peroxidasa nebo
ABTS/methmyoglobin/HO,. Je vSak mozna i chemicka oxidace pomoci anorkchc
oxidanich ¢inidel, nag. peroxodisiranu draselného nebo oxidu mart@hio. ABTS™ ma
silny absorpni pas v rozsahu vinovych délek 600-750 nm, pretalsadeni ABTSsleduje
spektrofotometricky, néasgji se mefi absorbance ip maximu pasu, 734 nm (pro vodné
roztoky) nebo se reakce pozoruje s vyuZzitim EPRo Tizetoda je levna a snadno pouzitelna,
rychla, ma Siroké upla#ni od hodnoceni antioxidai aktivity latek fizného fivodu az po

smesneé vzorky [112, 124, 126, 127].
H.C
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Obr. 21 Struktura ABTS a ABT$128]

Metoda pouzivajici DMPD

Nova metoda, podobnda metodBTS™, je meteni s pomoci DMPD. V ijftomnosti
vhodného oxidéniho roztoku o kyselém pH (napperoxodisiranu draselného) se DMPD
méni na stabilni a barevny DMPD kation-radikal (DMPD Antioxidanty schopnéignosu
vodikovych atomi na radikadl zfisobuji odbarveni roztoku, které je ¢iitelné
spektrofotometricky $ 505 nm nebo Ize reakci pozorovat pomoci EPRinkbst
antioxidantu se vyjéd jako Trolox ekvivalent. Rtomnost organickych kyselin (kyseliny
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citronové) niize rusit fisobeni DMPD, proto u extraktbohatych na organické kyseliny by
tato metoda ®a byt volena s opatrnosti. Metoda je oproti ABT®&etod jednodussi,
produktivrgjSi a még ndkladna [91, 92, 102, 129].

Metoda pouZivajici TEMPOL

DalSim pouzivanym syntetickym radikalem je TEMPQDRb(. 22, ktery je stabilni a
dohe rozpustny ve vad V redukovaném stavu ie odevzdavat elektron superoxidovému
anion radikalu za vzniku peroxidu vodiku. TEMPOL ifgnibitor oxidaci katalyzovanych
kovy. Oxiduje Zeleznaté ionty na Zelezitou formyprato zabrauje reakci Zeleznatych iaint
s peroxidy, je schopny zhaSet superoxidovy aniodikéh nebo hydroxylovy radikal.
TEMPOL je ¢asto vyuzivdn jako spinova ztka ve kvantitativni EPR spektrometrii
[130-132].

OH

H.C N CH,
H,C (|), CH,

Obr. 22 Radikal TEMPOL [100]

Metoda ORAC

Pri pouziti metody ORAC se v testovaném systému gghkyslikové radikaly a hodnoti
se schopnost testované latky zpomalit nebo zastadikalovou reakci. Detekce je zaloZzena
na sledovani ubytku rychlosti poklesu fluoresceffwgkoerytrinu, zgisobena antioxidantem.
B-fykoerytrin vSak m& omezenifipstanoveni antioxidai aktivity polyfenoti, vzhledem
k jeho nizSi fotostabilt VhodregjSi vtakové situaci je pouziti stabifgich a méa
reaktivnich ¢inidel jako je nap fluorescein nebo dichlorofluorescein. Ke generaci
peroxylovych radikdl se pouZiva &inidlo AAPH (2,2"-azobis-(-(2-amidinopropan-
dihydrochlorid)). Pokud se test provadi s vyuzitirydroxylovych radikal, ty jsou pak
generovany systémem,8,/CU**. Metodu ORAC lIze pouZit ke stanoveni jak hydrdéin
antioxidanti (H-ORAC), tak i lipofilnich antioxidarit (L-ORAC). Stanoveni hydrofilnich
antioxidanti je zaloZzeno na vySe uvedeném principti.sBanoveni lipofilnich antioxidafitje
treba pouzit vhodné extréki ¢inidlo k extrakci lipofilnich slozek vzorku. Ke stanoveni lze
pouzit BODIPY 581/591 nebo BODIPY 665/676 jako fluorescentni sondu a AMVN (2,2'-
azobis-2,4-dimethylvaleronitril) jako lipofilni ioidtor peroxylovych radikél BODIPY jsou
skupinou fluorescentnich barviv, skladaji se z kienp dipyromethenu se substituovanym
atomem boru [86, 126, 132-135].

Metody pouzivané na hodnoceni redoxnich viastnodéitek

Neenzymové antioxidanty jsou reduk cinidla, ktera mohou redukovat radikaly, a tim je
inaktivovat. Proto se aktivita antioxida@nti4d odhadnout i podle jejich redoxnich vlastnosti.
Radime sem hlavnmetodu FRAP (Ferric reducing antioxidant potelti@UPRAC (Cupric
ion reducing antioxidant capacity) a fosfomolybdemo metodu [124].
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Metoda FRAP

Metoda FRAP je zaloZena na redukci Zelezitého kerpFé*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazin) (FE€*-TPTZ) antioxidanty fitomnymi v systému na intenzi¥nmode zbarvenou
7eleznatou formu BP&TPTZ. Nafist absorbance ip 593 nm, ktery odpovidd mnoZstvi
komplexu F&-TPTZ, je mirou antioxidi aktivity studovaného systému. Reakci lze
sledovat spektrofotometricky. Nevyhodou této metogdy Ze stanoveni probihafip
nefyziologické hodnét pH (3,6), komplex nezachycuje pomalu reagujidiyigpolyfenoly,
thioly) a navic F& je jednim z produki Fentonovy reakce [112, 124].

Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Rozsah lipidové peroxidacetXe byt stanoveradou metod, které Ize rodd na ty, které
meti primarni produkty lipidové peroxidace, jako hypeooxidy, a ty, které gii sekundarni
Sttpné produkty hydroperoxid jako jsou malondialdehyd, 4-hydroxy-nonenal ¢kavé
uhlovodiky. Mize byt pouzito velké mnozstvi metod: thiokyanatowétoda, stanoveni
uvolréného jodu, metoda rancimat, stanoveni hydropetokjudd, konjugovanych diel
uhlovodiki a cytotoxickych uhlovodik stanoveni TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances), metoda LPO-586 nebo stanoveni hexanglibuznych kon&nych produki
[112, 129].

Stanoveni antioxid&ni aktivity v plodech aronie

Benvenuti a kol.[13] stanovili antioxidai aktivitu v odfid¢e Nero metodouiDPPH za
pouziti Lambda 5 UV-VIS spektrometru jako hodnot@s& na drovni 1,8 + 0,3 mg.
K analyze byl pouZit extrakt z aronie v methano#s HCI.

Oszmiaski a Wojdylo [15] stanovili antioxidai aktivitu v aronii metodou DPPH
pomoci UV-VIS spektrometrie na 279,38 mg/100 grsusVzorek byl gipraven tak, ze 1 g
lyofilizovanych plodi byl homogenizovan ve 20 ml methanoluiefjtrovan a zedn
methanolem.

Oszmiaski a Wojdylo [15] uéili antioxidacni aktivitu v aronii metodou TEAC pomoci
UV-VIS spektrometrie na 439,49 pumol/8nTroloxu/100 g susiny. K analyze byl pouZit
methanolovy extrakt z aronie.

Jakobek a kol. [12] zjistili TAA metodoiDPPH v aronii 181,07 umol TE/g. K analyze
byl pouzit methanolovy extrakt aronie. Jakobek B[k®] také utili TAA 78,90 umol TE/g
vyjadrenou metodou TEAC pomoci ABTSestu.

Jakobek a kol. v nové studii [16] zjistili TAA u ndl Nero, Viking, Galicianka a divoké
aronie metodotDPPH i ABTS'. Na neteni byl pouzit odp@ny ethanolovy extrakt aronie.

Kuzmanova a kol.[136] pouzili EPR k potvrzeni, zerakty Aronia melanocarpao
riznych koncentracich vykazuji antioxiaé aktivitu. EPR experimenty probihaly négproji
Varian E-109. Spektrometrické parametry byly nastgvna: frekvenci 9,27 GHz,tetl pole
8 mT, mikrovinny vykon 4,9 mW a modwai amplitudu 0,11 mT. Stabilit&erstw
piipraveného ethanolového roztoku aronie (0,1, Q2a01%) byla rfena po dobu 30 minut
a nebyla zaznamenéna Zadné vyrazna ztrata sigftéhly signélu na urovni 7 % pateni
intenzity bylo dosazeno az po 24 hodinach.
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Stanoveni antioxida&ni aktivity v plodech muchovniku

Rop a kol.[67] kvantifikovali TAA v deviti kultivagch muchovniku. Ke stanoveni TAA
pouziti ‘DPPH a ABTS test za pouziti UV-VIS spektrofotometrie. K anayhyl pouZit
methanolicky extrakt plad muchovniku. NejtSi hodnotu TAA vykazoval v obou testech
kultivar TiSnovsky.

Bakowska a kol.[87] kvantifikovali TAA pomoci ideokych test u sedmnacti kultivar
muchovniku. Byla réfena TAAcerstvych plod a plodi po 9 nésicich skladovaniip—-20 °C.
K analyze byl pouzit mithokyseleny methanolicky extrakt pdiuchovniku.

Hu a kol. [71] kvantifikovali spektrofotometrickyAA v odradach Thiessen a Smoky.
Kultivar Thiessen vykazoval vySSi hodnoty TAA v obi@stech. K analyze byl pouZzit extrakt
plodi s 80% ethanolem, 0,3% kyselinou metafosfooel a 0,8% kyselinou octovou.

2.5 Statistické metody

V diplomové préaci byla ke statistickému zhodnoceysledki pouzita metoda ANOVA
Tukey HSD, a také metody vicero&mé statistiky, zejména metoda hlavnich komponent a
diskriminaini statistické metody (kanonickd diskriménd analyza a metoda k-tého
nejblizSiho souseda).

ANOVA (Analysis of Variance) umatuje provadt vicenasobné porovnavaniestnich
hodnot, je zaloZena na hodnoceni vitatezi rozptyly porovnavanych vgtovych soubai a
analyzuje dinek jednoho faktoru na zkoumanou zavislou pfonou [88].

Pro znazoréni a uteni vzajemnych vztah vice paramefr u WwtSiho souboru
analyzovanych vzofk se efektivi vyuzivaji metody vicerozénné statistiky. V praci byly
vyuzity zejména metoda hlavnich komponent, faktaroanalyza a vybrané metody
diskriminani analyzy.

Metoda hlavnich komponent (PCA-Principal Compondémtalysis) se vyuziva ip
analyze skrytych vztaghmezi promdnnymi tak, Zze se transformuje velkygdatd potenciala
korelujicich exprerimentatnzjisttnych paramefr na mensi piet vzajems nekorelujicich
hlavnich komponent linearni kombinaci pararmetilavni komponenty jsou konstruovany
tak, Ze prvni komponenta popisuje maximum varigbstudovaného systému a kazda dalSi
komponenta maximum zbyvajici variability. Z analyzjskanych statistickych Udajje
mozné posoudit, které experimentalni charaktegistitkou vahou fpspivaji k popisu
variability celého systému, tj. nejlépe vystihugstnosti celého souboru dat [88, 137].

Faktorova analyza poskytuje informace o vzdjemmélkoi parametr. Pomoci faktorové
analyzy (v praci se vyuziva ortogonalni rotace MWart) byla posouzena schopnost
jednotlivych pronénnych vzajemé korelovat, coz je wezité z hlediska nasledného vyuziti
takové prominné pro dely diferenciace vzorfk Rotace Varimax je pravouhla rotace
realizovana tak, aby byla maximalizovana varianaeihgich mocnin vSech hodnot
proménnych (paramet)y pro vSechny vzorky. Tento postup umoge popsat kazdou
promennou (sledovanou experimentélni charakteristikuingm vektorem. Vektory jsou
navzajem pravouhlé, tj. neni mezi nimi zadna kae[4.38].

Diskriminani analyza zkouma zakonitosti v rékehi do skupin a formuluje pravidlo,
diskriminani funkci, které umozni #adit zkoumany-posuzovany objekt do konkrétni
skupiny. Kanonick& diskrimirgai analyza hleda a vypiava diskriminani funkce a bere do
Gvahy vSechny nezavislé prémmé [88, 139].

Metoda k-tého nejblizSiho sousedaiazalje vzorky do skupin na zakkdsrovnani
vlastnosti klasifikovaného objektukanejblizSich uz klasifikovanych objeki(bézné se voli
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1.-3. nejblizSi objekt—soused). Jedna sa o nepariakyetest, ve kterém je pravpdodobnost,
Ze klasifikovany objekt p&tdo rekteré skupiny, posuzovana na zaklagpoctu vzdalenosti
k-tého nejblizSiho souseda aiite celé skupiny (centroidu). Timto @gobem se efektivn

eliminuji vlivy odlehlych hodnot. Rt souseil k je definovany uZivatelem,ébné k = 1, 2

nebo 3.Cim vy3si je poet srovnavanych objekt(¢im je vy3sik), tim je zpravidla vy3si
variabilita a niZsi klasifikéeni skére [139].

3 CILE DIPLOMOVE PRACE

S ohledem na experimentalni moznosti pracdwsizkumného Ustavu potravifekého
v Bratislaw, cilem pedlozené diplomové prace bylo sledovani vybranyghikélng-
chemickych a nutéhich paramefr vybranych odkd Aronia melanocarpaa Amelanchier
alnifolia pomoci spektroskopickych a chromatografickych mdchzejména EPR, UV-VIS a
HPLC, s dirazem na vliv rozpou&tila na sledované parametry. Posuzoval se tak@gtidy
a roku produkce na sledované parametry v jednatiivnipzpoustdlech. Za timto &elem byly
v praci vhodsg vyuzity vybrané statistické metody.

4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro komplexni charakterizaci plbdaronie a muchovniku byly sledovany nasledujici
parametry: celkova koncentrace polyfenolickychKR4fEPC) a anthokyan(TAC), schopnost
vzorki redukovat F& ionty (FRAP) a barevné charakteristiky v systénie C*a*b*, které
byly stanoveny pomoci UV-VIS-NIR spektroskopie. @bkyseliny askorbové byl stanoven
pomoci HPLC-DAD. Radikél-zha3eci aktivita oprotidiklam ‘DPPH a ABTS byla
monitorovana pomoci EPR spektroskopie.

Veskeré experimenty byly realizovany na pracovi@ickleni chemie a analyzy potravin
Vyzkumného Ustavu potravitgkého v Bratisla¥ ve dvou paralelnich pokusech kazdy o
dvou opakovanich.

4.1 Analyzované vzorky

K analyze byly pouzity dv odridy Aronia melanocarpaa ¢tyii odrady Amelanchier
alnifolia, které byly sesbirany vichu let 2012 a 2013Téabulka 9. Vzorky pochazi
z genofondovych ploch Mendelovy univerzity v Briteré se nachézeji v Zdbich u Brna.

Lokalita je charakteristicka hlinitou, nivniagou s vyraznym gleovym efektem [140].
Vroce 2012 zde byla zaznamenandingirna rani teplota 10,5 °C a mnoZstvi srazek
431,6 mm a vroce 2013 doi teplota 11,5 °C a mnozstvi srazek 535,7 mm. Wlogy
sbhirany v plné konzumni zralosti. Zralost byl&ema podle konzistence a zbarveni jglod
[141]. Plody byly sklizeny ve spolupraci s Ustavéiech&ni a mnozeni zahradnickych rostlin
Zahradnické fakulty v Lednici. Z kazdé éady bylo nahod# odebrano 100 g a nasledoyly
plody zmraZeny {) —18 °C a uchovavanyiptéto teploé do analyzy. V Hloze 1 a 2 je
uveden pehled vSech analyzovanych adr
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Tabulka 9: Prehled vzork aronie a muchovnik

ID Odrady A. melanocarpa Datum shéru
AN12 Nero 8.8. 2012
AV12 Viking 8.8. 2012
AN13 Nero 3.9. 2013
AV13 Viking 3.9. 2013

ID Odrady A. alnifolia Datum shéru
MO12 Ostravsky 23.6. 2012
MV12 TiSnovsky velkoplody 23.6. 2012
MT12 Thiessen 23.6. 2012
ML12 Lamarckii Balerina 23.6. 2012
MS13 TiSnovsky Skolsky 1.7. 2013
MV13 TiSnovsky velkoplody 1.7. 2013
MT13 Thiessen 1.7.2013
ML13 Lamarckii Balerina 1.7. 2013

4.2 Laboratorni vybaveni

Pomicky:

« b&Zné laboratorni sklo Simax (Kavali€iR)

» sklerené vialky 5 ml a 50 ml s plastovym uzéem

+ sklergné zkumavky s plastovym uzfrem (Kavalier CR), stojan na zkumavky
» plastové centrifugai zkumavky s uzaviranim (Fisher, SK)

* automatické pipety 100 pl, 1000 ul, 5 ml a 10 ngg&ndorf, USA), Sgky

» kiemenné kyvety 1 cm a 1 mm pro UV-VIS oblast (HelM&necko)

* plocha kemenné kyveta pro EPR, it objem 500 pul (Bruker, &necko)

« teploner, sticky, nylonové mikrofiltry 0,45 pm (ChromserviSgska republika)

Chemikalie:

» kyselina gallova (Merck, Emecko)

* Folin-Ciocalteuovainidlo (Microchem, SK)

« uhli¢itan sodny bezvody p.a. (Slavus, SK)

» chlorid draselny (Merck, Bimecko)

» octan sodny (Fluka Chemika, Svycarsko)

 standardni sada puiffSigma Aldrich Ltd., Svycarsko)

» kyselina chlorovodikova 36% (Merckghecko)

» dihydrogenfosforénan draselny (Merck, &necko)

* hydroxid sodny (Microchem, Slovensko)

« hexakyanozelezitan draselny (Sigma Aldrich Ltdy&wsko)
» trichloroctova kyselina p.a. (Merck gihhecko)

» chlorid Zelezity p.a. (Merck, &necko)

» kyselina L-askorbové p.a. (Lacheni:R)

« kyselina metafosforma 33,5% (Fluka, Svycarsko)

» ethanol (Merck, Mmecko)

« ortofosforéna kyselina 85% (Lachem@R)

« dimethylsulfoxid DMSO (Sigma Aldrich Ltd., Svycarsk

« deionizovana voda (Rodem 6jiprérna vodivost do 1 usm™)
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* (2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzthiazol)-8fsnat — ABTS (Polysciences, VB)
« peroxodisiran draselny (Fluka, Svycarsko)
« 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl =DPPH (Fluka, Svycarsko)

Pristroje:

 lednitka s mraznikou (Electrolux, Svédsko)

 analytické vahy AP-100 (Ohaus, Svycarsko)

e kuchyisky mixér (Tefal, Francie)

* laboratornitepaka Innova 2000 Platform Shaker (New Brunswick Stifien USA)

» laboratorni centrifuga s moznosti chlazeni 2-16(&igma, Nmecko)

e pH metr Hach (Hach, USA)

* UV-VIS-NIR spektrofotometr Schimadzu 3600i$stusenstvim (Schimadzu, Japonsko)
» X-pasmovy portable EPR spektrometr e-scatigysenstvim (Bruker, &inecko)

» kapalinovy chromatograf HPLC-DAD Agilent 1100 (Agiit Technologies, &necko)
e ultrazvukova laze (Kraintek, SK)

4.3 UV-VIS experimenty

VSechny UV-VIS experimenty byly realizovany pomatV-VIS-NIR spektrofotometru
Schimadzu 3600 gslusenstvim.

4.3.1 Priprava extrakta pro UV-VIS experimenty

Priblizné¢ 10 g zmraZenych pladbylo rozmixovano v mixeru s nerezovou miskou. Poté
do plastové centrifugai zkumavky byly navdZzeny na analytickych vahadesg 3 g
rozmixovanych plotl. K navazce bylo fidano 25 ml rozpouétlla (50% ethanol, destilovana
voda, resp. DMSO). S&s byla hodinu fepana naftéepace a poté centrifugovanatip
15 000 ot/min 10 minut ip 20°C. Supernatant byl opatrrslit do tmavé 50 ml vialky a
uchovavan v lednici do analyzy. Z kazdétabir byly paralelg pripraveny vzdy dva extrakty.

4.3.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenibl

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl stanovendifikovanou metodou s vyuzitim
Folin-Ciocalteuova ¢inidla podle Chaovanalikita a Wrolstada [142]. Daalky bylo
napipetovano 200 ul vzorku, 15,8 ml destilovanéywadl ml Folin-Ciocalteuovainidla.
Smes byla po promichani ponechdana 10 minut stat a lpgé pridany 3 ml 20% roztoku
uhli¢itanu sodného. Sés byla ogt promichana a ponechana hodinu zreagovat. Po wiplyn
této doby byla zitena absorbancefipvinové délce 765 nm oproti referencirigusné
extrakeni ¢inidlo misto vzorku). Stejnym postupem byld&ippavena kalibréni kiivka
s pouzitim standardnich roztokyseliny gallové v koncentéaim rozggti 0—-2 000 mg/l.

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl zg#t z kalibr&ni kiivky kyseliny gallové
v mg/l. Tato koncentrace bylggpaitdna na fivodni navazku vzorku a vyjéeha jako GAE
v g/kg.

4.3.3 Stanoveni anthokyam pH diferentni metodou

Celkovy obsah anthokyénv ptislusném extraktu aronie resp. muchovniku byl &jist
pomoci pH diferentni metody podle Guisti a Wrolstgd43]. Do ¢ty zkumavek bylo
napipetovano 500 pl extraktu (u aronie byl extiaktn 5krat v gipact pouziti destilované
vody a 50% ethanolu, 10krat u DMSO). Poté byliddgno do dvou zkumavek 2,5 mi
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0,025 mol/dm pufru chloridu draselného o pH 1 a do zbylych dwkumavek 2,5 ml
0,4 mol/dnt pufru octanu sodného o pH 4,5. &nbyla dikladns promichana, nasledrbyla
zmeéiena absorbance taktdigravenych srési @i vinové délce 510 nm a 700 nm. Jako blank
bylo pouzito pislusné extrakni ¢inidlo.

Z nantfenych hodnot absorbanci byla vyftana vysledna absorbance podle rovnice (12).
Nasled’ byla podle rovnice (13) vygitana koncentrace monomerniho pigmentu kyanidin-
3-glukosidu v mg/l. Koncentrace monomerniho pigraeflyla gepaitena na navazku
puvodniho vzorku a vyja@gna v mg/kg plodl

Celkova absorbance vzdrk

A= (A51o - A700)pH1 - (A51o B A700)pH 45 (12)

Koncentrace monomerniho pigmentu ve vzorku

o = A[M [F [1000
MP T £l (13)

kde cvp je vysledna koncentrace monomerniho pigmentu [mé/lie celkova absorbance
vzorku, M je molekulovd hmotnost kyanidin-3-glukosidu,je faktor fedni, ¢ je molarni
absorgni koeficient pro kyanidin-3-glukosid [ditmg-cm],| je tlou¥ka absorbujici vrstvy
[cm].

4.3.4 Stanoveni barevnych charakteristik v systému CIE La*b*

Do 1mm Kemenné kyvety byl napipetovartigiusny extrakt. Jako blank bylo pouzito
odpovidajici extraéni cinidlo. Spektrum vzorku bylo snimano tipvinové délce
200-1 000 nm v 0,5nm intervalu &k&u Serbiny 1 nm.

Pro vyhodnoceni barevnosti byla vyuzita viditelrast nansienych spekter od 380 do
780 nm, a vyhodnoceni bylo realizovano v podmink#&@h pozorovatel a standardni zdroj
oswtleni llluminant D65, ktery fedstavuje denni stlo, teplota barvy tohoto zdroje je
6 500 K [107].

Pomoci softwaru Panorama Advanced Colorlite (Labhtteomn Schimatzu, Japonsko) byly
vypaocitany barevné deskriptory. Z mnoziny barevnych akelxz byly pro (Eely objektivniho
hodnoceni barevnosti a jejich @mvybrany trichromatické parametry systému CIE lra*
(L*- meérnd s¥tlost, a*- odstin meztervenou a zelenou, b* - odstin mezi Zlutou a mogrou
chromaticita a Uhel barevného odstinu (hue angle).

4.3.5 Stanoveni schopnosti vzorku redukovat Zelezo (metad-RAP)

Schopnost extrakt aronie nebo muchovnikredukovat F& na Fé* byla testovana
metodou podle Chyau a kol. [144]. 2 ml extraktuybsinichany s 2 ml 0,2 mol/dhsodno-
fosfatového pufru (pH 6,6) a 2 ml 1% hexakyanoZ&en draselného. St byla
inkubovana 20 minut ve vodni lazni o teglé0 + 2 °C. Ke sisi byly nasleda piidany 2 mli
10% kyseliny trichloroctové a taktofipravena sms byla centrifugovana 10 minfip
3 000 ot/min. Nasledn500ul supernatantu bylo smichano s 2,5 ml destilovartg\a 10Qul
0,1% chloridu Zelezitého imo v kemenné kyveét a vSe bylo dkladné promichano.
Absorbance s#si byla nétena @i 700 nm po dobu 120 s.
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Z nameéienych dat byla zji§ha hodnota absorbance vzorkuwase 100 s, od niz byla
odettena hodnota absorbance reference.

4.4 HPLC experimenty

HPLC experimenty byly realizovany pomoci HPLC-DABrematografu Agilent 1100
s prislusenstvim.

4.4.1 Priprava extrakta pro HPLC experimenty

Priblizné 10 g zmrazenych plddbylo rozmixovano. Do plastové centrifugé zkumavky
byly navaZzeny na analytickych vahackeg® 3 g rozmixovanych plad k navazce bylo
pfidano 25 ml 2% roztoku kyseliny metafosfémé. Sn¢s byla 5 minut iepana, nasledn
5 minut sonifikovana a nakonec 5 minut centrifugevgii 15 000 ot/min a teplét20°C.
Supernatant byl opaténslit do tmavé 50 ml vialky arpfiltrovan gres mikrofiltr. U kazdé
odrady byly paraleld ptipravovany dva extrakty.praveny extrakt byl ihned aplikovan na
kolonu kapalinového chromatografu a analyzovan.

4.4.2 Stanoveni kyseliny askorbové

Stanoveni kyseliny askorbové v plodech aronie a howciki bylo provedeno
modifikovanym postupem podle Tobolkové a kol. [14&halyt byl sledovan ib vinové délce
240 nm.

Parametry HPLC chromatografu:

piedkolona: Zorbax SB-C18 (12,5 x 4,6 mm, \adikastic 5 um)
kolona: Zorbax SB-C18 (12,5 x 4,6 mm, vediktAstic 5 um)
nastik vzorku: 50 ul
mobilni faze (MF): 0,01 mol/dfroztok kyseliny fosforéné v deionizované
vode
methanol (porér 9:1) (MF A), methanol (MF B)
pratok mobilni faze: 1,0 ml/min
detektor: detektor s diodovym polem (DAD)
teplota kolony: 25°C
celkova doba analyzy: 20 minut
eluce: gradientova

Vzhledem k charakteru pléd které obsahuji velké mnozstvi nepolarnich slozek
(polyfenolické latky, anthokyanova barviva) bylfaaen pi separaci gradient mobilni faze
(Tabulka 10, aby byly tyto sloZky z kolony vyeluovany a nelagcovaly se.

Tabulka 10:Pouzity gradient mobilni faze

¢as analyzy zastoupeni A [%] zastoupeni B [%]
1-6 min 100 0
6-8 min 0 100

8-15 min 0 100

15-17 min 100 0

17-20 min 100 0

A- 0,01 mol/dni roztok kyseliny fosforéné : methanol (poim 9:1); B— methanol
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Pro vyhodnoceni vysledk byl pouzit program Agilent ChemStation (Agilent
Technologies, Bmecko), pomoci kterého byl zjit reterini ¢as, plocha piku a UV spektrum
kyseliny askorbové ve standardech a vzorcich ovatkalibrani kiivky, kterd byla
sestrojena ze standardkyseliny askorbové ve 2% roztoku kyseliny metafosfné
v koncentranim rozgti 1-100 mg/l, byla zjina koncentrace kyseliny askorbové ve
vzorcich aronie a muchovnikTato koncentrace byla potégpaitena na navazkuipodniho
vzorku a vyjadena v mg/kg. Kyselina askorbova byla identifikovama zaklad prekryti
spekter standardu se vzorky, dale na zékpdovnani nagrenych UV spekter s knihovnou .

4.5 EPR experimenty

VSechny EPR experimenty byly realizovany pomoci&sipového EPR spektrometru e-
scan (Bruker, Mmecko) s pislusenstvim.

4.5.1 Priprava extrakti pro EPR experimenty
Extrakty byly gipravovany stejnym postupem jak je uvedeno v képio3.1.

4.5.2 Stanoveni radikal-zha3eci aktivity s vyuzitim radilali ‘'DPPH a ABTS™

Radikal-zhaSeci aktivita extraktbyla testovana pomoci roztoku stabilniho volného
radikalu ‘DPPH resp. kation radikalu ABTS pripraveného podle Re a kol.[146]ieBré
300 ul gislusného extraktu, podle peby Zediného, bylo smichano se 700 ul roztoku
0,1 mmol/l ABTS" ve vod nebo 0,1 mmol/l roztokuDPPH v ethanolu. Vifpad
referergniho systému bylo do re&ki smési misto vzorku fidano gislusné extrakni cinidlo.
Smes pisluSného radikalu a vzorku byla naslégmomichana 2 ml vzduchu a undisa do
ploché EPR kyvety.

Parametry EPR analyzy

VSechna nifeni byla realizovana pomoci plochéeknenné kyvety vhodné pro EPR
meéieni. Kyveta s vnihim objemem 50@l byla opatena injekni stikatkou s objemem 2 ml
pro ulefteni plreni métenym vzorkem. Kyveta byla umigtma do dutiny EPR spektrometru a
po nastaveni paramétméreni se z&al sledovatasovy vyvoj 10 EPR spektegliem 15 min
se zaatkem gesre 3 min po pidavku grisludného radikalUPPPH resp. ABTS) do systému.

Typické parametry EPR spektrometru:

stred pole 346,5 mMIDPPH)/346,2 mT(ABTS)
Sitka pole 10mT
modulace 0,05 mT
zesileni 3,980°
vykon mikrovinného z&ni 6 mW
frekvence mikrovinného #éni 9,71 GHz
casovy rozdil mezi spektry At =15 min
¢asova konstanta 10,24 ms
délka 1 scanu 2,62s
pocet scanu 30

pocet snimanych spekter 10
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Naméfena spektra byla zpracovana v programech WinEPRukéBr Nemecko) a
OriginPro v.7.0. (MicroCalc, USA). Radikal-zhaSedktivita extrakit aronie resp.
muchovnik oproti radikahm ‘DPPH a ABTS byla vyjadena jako hodnota TEAC,
vypocitand pro hodnoty koncentra@PPH/ABTS' (dvoijity integral EPR spektra) naiené
v ¢ase 10,5 min poféani daného radikélu do systému podle vztahu:

TEAC _ (CO( DPPH / ABTS+) - CO( DPPH / ABTS*)) |N/( DPPH / ABTS+) |]/ EF (14)

“DPPH/ABTS
szorku

kde CoepppHiaBTS-+) j€ paateni koncentrace roztok(DPPH (ABTS'), Ci-pppH/ABTS-+) j€
koncentrace roztokiDPPH (ABTS") po jejich fidavku do systému ve zvolenémaset (t =
10,5 min),V.pppH/asTs-+j€ objem’'DPPH (ABTS") piidaného do systémW¥zomky)j€ Objem
vzorku gidaného do systémuw je stechiometricky koeficient reakcBPPH (ABTS') a
TROLOX (v obou pipadechy = 1/2),F je faktor zedni.

4.6 Statistické zpracovani vysledi

Veskere vysledky byly zpracovany pomoci softwarigi@Pro v.7.0 (MicroCalc, USA) a
jsou vyjadeny ve tvaru pmmér £ snerodatna odchylka, kazdy vzorek byl préiten dvakrat
(n=2).

Pro zjiS&ni rozditi mezi vzorky byla pouZita parametrickd jednofakt@roanalyza
rozptylu metoda ANOVA s vyuzitim Tukeyho HSD-tesuizhledem k velkému souboru dat
byly vysledky zpracovany také metodami vicerémm@ statistiky, metodou hlavnich
komponent, faktorovou analyzou srotaci Varimax.skbimina&ni analyza dat podle
zvolenych kritérii byla realizovdna pomoci kanogiofliskrimin&ni analyzy a metodou k-
tého nejblizSiho souseda s vyuZzitim statistickébfiwaru Unistat, v. 6.0 (Unistat, Velka
Britanie). VeSkeré statistické testovani bylo paemo na hladid statistické vyznamnosti
a = 0,05.

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni celkovych polyfenal (TPC)

Celkovy obsah polyfenolickych latek viplusnych extraktech (50% ethanol, destilovana
voda, DMSO) odid Aronia melanocarpa Amelanchier alnifoliarok skéru 2012 a 2013 byl
stanoven modifikovanou metodou podle Chaovanalikisrolstada [142]. Vysledné hodnoty
TPC byly vyjadeny jako GAE [g/kg] pomoci kalibéai kiivky sestrojené ze standdrd
kyseliny gallové. Narena kalibrani kiivka je znazortina naObr. 23,
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Obr. 23 Kalibracni kfivka standardnich roztakkyseliny gallové — zavislost absorbanée p
765 nm na koncentraci

5.1.1 Vliv extrak énich podminek na obsah polyfend v odriadach aronie

Z vysledki, které jsou shrnuty n@br. 24 je patrné, Ze vzorky aronie jsou bohatym
zdrojem polyfenolickych latek. Z dostupnych pubtikayplyva, zZe celkovy obsah polyfeiiol
se u aronie pohybuje vrozmezi 6,9-42,1 g/KR-14]. Patmémé obsahy TPC
v analyzovanych vzorcich se pohybovaly v 50% ethanerozmezi 11,5-14,0 g/kg,
v destilované vo# 7,6-8,8 g/kg a vDMSO 18,7-24,4 g/kg, coZ je v réoisouladu
s vysledky uvedenymi ve zmimych publikacich.

Z Obr. 24 jasre vyplyva, Ze obsah celkovych polyfedgle vyrazmi ovliviiovan volbou
extrakéniho cinidla. Koncentrace TPC se sniZzuje ve ésm DMSO > 50% ethanol >
destilovana voda. Hodnoty celkovych polyfeihal extrakii v DMSO jsou piblizn¢ 2krat
vySSi oproti ethanolovym resp. vodnym exttakt Co se tye porovnani obsahu TPC
vodnych a ethanolovych extrékaronie, zObr. 24 je patrné, Ze ve vodném prieti byly
zjisteny priblizné o 40 % nizSi koncentrace polyfenolickych latek negipact extrakti
ethanolovych. Ignat a kol.[80] potvrzuji, Z2e destana voda je meén vhodnym
rozpoustdlem pro extrakci&hto latek, naopak vhodj$imi rozpoustdly jsou okyselené
vodné roztoky methanolu nebo ethanolu.

Pozorované rozdily vobsahu TPC souvisedevSim s charakterem jednotlivych
rozpoustdel. DMSO (tabelovana hodnota relativni permitiviiyyso = 46) je polarnim
aprotickym rozpougtllem, které je schopné extrahovat jak polarni takepolarni latky,
kdeZto destilovand vodaho= 78,3) a ethanolefron= 24,3) jsou rozpoudtlla polarni
proticka, ktera rozpousti hlaynpolarni latky [88, 147, 148]. Vzhledem ke speé&i@mu
charakteru DMSO byly extrahovany i nepolarni slgzkgisledkucehoz byly zaznamenany
vySSi koncentrace polyfenolickych latek v tomtoraktnim cinidle. Na zaklad vysledki
meéieni Ize tedy konstatovat, Ze DMSO se jevi jako megejSi cinidlo pro extrakci &chto
latek.
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Obr. 24 Celkovy obsah polyfenolickych latek v ethanolbyywwowdnych a DMSO extraktech
aronie stanoveny proti standardu kyseliny gallo@AE, g/kg). Oznéeni vzork je uvedeno
v Tab. 9.

Z udaji prezentovanych n@br. 24takeé vyplyva, Zze obsah TPC vigluSnych extraktech
se méni v zavislosti na roku produkce nebo vybranéiddr| kdyZ je z vysledi patrné, Ze
v ethanolovych extraktech u ddr aronie sklizenych v roce 2012 byly zfisy mirre vysSi
hodnoty TPC, zatimco ve vodnych extraktech bylynet@ny vySSi koncentrace
polyfenolickych latek v odrdach sklizenych v roce 2013, tyto rozdily mezi jettimymi roky
produkce Ize na zakladanalyzy ANOVA oznéit ze statisticky nevyznamnégBy = 0,2530,
PHZO: 0,1298)

Zatimco u ethanolovych a vodnych extfakihejsou ¥ejmé vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi odidami aronie a roky produkce, vipad extrakti pripravenych do DMSO je
ziejma zna&na variabilita hodnot TPC, jak mezi ddami, tak i mezi jednotlivymi roky
produkce. Obeaen odrmida Viking byla charakterizovana vySSimi koncentraice
polyfenolickych latek nez oda Nero, avSak tento rozdil Ize na zaklathtistické analyzy
povazovat za nevyznamny. Vezmou-li se vSak v Gyatootlivé roky produkce, bez ohledu
na odfidu tento rozdil, kdy oddy Nero i Viking sklizené v roce 2012 byly charaiddcké
vySSim obsahem polyfenolickych latek neztmyr z roku 2013, Ize ozikd jako statisticky
vyznamny (P = 0,0316).

Uvedené rozdily je moZzné déat didmé souvislosti zejména s klimatickymi vlivy. &si a
doba skru mohou ovliviovat obsah polyfenolickych latek. Z dostupnych matgickych
dat z Mendelovy univerzity v Benvyplyva, Ze v roce 2013 byly naieny vyssi teploty a
vySS8i mnozZstvi srazek nez v roce 2012. Teploté&renavliviiuje hlavié obsah flavonoitl a
anthokyari, které jsou citlivé na vysSi teploty. Obsah pohgfid tedy zavisi hlavé na
klimatickych podminkach, analyzovaném kultivarub&skeru, ale i na zppsobu skladovani,
coZ potvrzuji ve své praci i Jakobek a kol. [12].
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5.1.2 Vliv extrak ¢nich podminek na obsah polyfend v odridach muchovniku

Plody muchovniku Ize také povaZovat za bohaty zpobjfenolickych latek, avsak oproti
plodim aronie jejich koncentrace je podstamzsi, coz je podméno odliSnou druhovou a
odridovou skladbou polyfenolickych latek vyplyvajiciodridovych rozdih jednotlivych
druhi ovoce a proto jsme se dale timto aspektem nezibyva

Pramérné hodnoty TPC extrakimuchovniki jsou zobrazeny n@br. 25.U ethanolovych
extrakti se stanovené hodnoty koncentrace PC pohybovalgzmezi 0,9-2,9 g/kg, u
vodnych extrakt 0,8-2,7 g/kg a u DMSO extraktl,7-5,1 g/kg. Stanovené koncentrace
odpovidaji udajm v dostupnych publikacich, kde se ramecawadi TPC v intervalu 0,5—
3,8 g/kg u methanolovych extrakinuchovniku [64, 67]. U DMSO extrakbdrid Ostravsky
2012 a Lamarckii Balerina 2012, byly stanoveny vyB&dnoty TPC, neZ je uvedeno
v literatue, coz je mozné dat do souvislosti s vlivem rozpalid na pébéh extrakce a
kvalitu extraki.
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Obr. 25 Celkovy obsah polyfenolickych latek v ethanatbyywodnych a DMSO extraktech
muchovniku stanoveny oproti standardu kyselinyogall(GAE, g/kg). Ozdani vzork je
uvedeno v Tab. 9.

Z Obr. 25je Zejmé, ze celkovy obsah polyfefiplie obdobg jako u extraki aronie,
vyrazre ovlivnén volbou extrakniho cinidla. Hodnoty celkovych polyfendl u extrakf
v DMSO jsou piblizn¢ o 50 % vySSi oproti ethanolovym i vodnym extiaii coZz odpovida
vysledkim stanoveni TPC v extraktech aronie. DMSO poskytgvyssi koncentrace
polyfenolickych latek obdokinjako u extraki aronie, a proto se povazuje za nejvhgsin
¢inidlo pro extrakci polyfendi. Porovname-Ili hodnoty TPC ethanolovych a vodnydiadi,

z vysledki vyplyva, Ze tato d¥ rozpoustdla jsou v gkterych gipadech (MO12, ML12,
MT13), z hlediska efektivity extrakce polyfenolialty latek z muchovniku, porovnateln#& p
zohledrni chyby ng&teni.

Z prezentovanych Udajsou patrné také rozdily ve skladpolyfenoli mezi jednotlivymi
odridami muchovnik. Ve vSech vybranych extrakich cinidlech byly stanoveny nejvyssi
obsahy polyfenolickych latek u adly Ostravsky 2012 (GAkow= 2,9 g/kg;
GAEn20= 2,7 g/kg; GABmso= 5,1 g/kg) a nejnizSi u oty Thiessen 2013
(GAEgwon 0,9 g/kg; GAR20= 0,8 g/kg; GAbuMso= 1,7 g/kQ).
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Co se t¢e porovnani rozdil mezi odtidami sklizenymi v roce 2012 a 2013, z vysl&dk
jasre vyplyva, Ze vyssi koncentrace polyfeidlyly zjiSteny u odid z roku 2012 v porovnani
s rokem 2013, fxxemZ tyto rozdily Ize povazovat za statisticky vymm& (Rion= 0,0092;
Pr2o= 0,0223; Buso= 0,0236). Trend vysSich hodnot TPC utate roku 2012 je nejvice
patrny u parovych odd Thiessen a Lamarckii Balerina, bez ohledu nadypoustdla. Tyto
rozdily mezi jednotlivymi roky produkce mohou &@psouviset s odliSnymi klimatickymi
podminkami diskutovanymi vyse.

5.2 Stanoveni celkovych anthokyai v odriadach aronie a muchovnik

Celkovy obsah anthokyénve vybranych odidach aronie a muchovnilbyl stanoven pH
diferentni metodou podle Guisti a Wrolstada [143fpsah celkovych anthokyarbyl zjiStn
piepaitem na standard kyanidin-3-glukosid, ktery jecasfji pouzivanym standardenyip
stanoveni celkovych anthoky@afil3, 71, 86].

5.2.1 Vliv extrak énich podminek na obsah anthokyaf u odrid aronie

Praimérné hodnoty TPC a TAC v extraktech jednotlivych t@traronie jsou shrnuty
v Tabulce 11Z vysledki stanoveni vyplyva, Ze koncentrace celkovych antankv plodech
aronie je gkolikanasobn niZsi nez celkova koncentrace polyfenolickych Kamoz je dano
skut&nosti, Zze polyfenolické latky jsou souhrnem velkéhmozstvi slotenin jako
prokyanidiny, anthokyany, fenolické kyseliny, lignaa dalSi flavonoidy [28]. Anthokyany
jsou jednou z frakci polyfeni) proto jejich koncentrace je podstamizSi nez koncentrace
celkovych polyfenal.

Tabulka 11:Nanerené hodnoty TPC a TAC vSech vybranych extrakinie

ID aronie GAE 509 ethanol [9/KQ] GAE \o44[0/k0] GAE pvso [9/kg]
AN12 140+1,3 7,8+0,5 23,0+£0,9
AV12 12,1+0,4 6,8+0,1 244 +05
AN13 125+0,7 7601 18,7+1,1
AV13 11,5+0,8 8,8+0,8 22,2+0,6

ID aronie TAC 509 ethanol[0/kQ] TAC vodal0/k0] TAC pmso [9/kg]
AN12 29+0,0 1,7+0,1 3,8+0,0
AV12 43+0,1 1,9+0,0 6,5+0,0
AN13 45+0,0 2,2+0,1 43+0,1
AV13 40+0,0 2,3+0,1 6,1+0,0

Z Tabulky 11dale vyplyva, Ze u &sSiny vySlechinych odfid aronie se zjighy obsah
celkovych anthokyai pohybuje v rozmezi publikovanych hodnot, 3,6-8Kyg[5, 12, 13]
s vyjimkou vodnych extrakt vS8ech odid a ethanolového extraktu ddily Nero 2012.
Zjistény nizSi obsah TAC u vodnych extrakie dan pedevSim charakterem rozpaidig,
které ma nizSi schopnost vyextrahovat anthokyaflj M ptipact ethanolového extraktu
odraidy Nero 2012, nizSi obsah anthokyammuze souviset s odliSnymi vegétami
podminkami, zpsobem manipulace s ovocentigadre mizZe byt ovlivrién i kvalitou pidy.

Z prezentovanych udajje Zejmé, Ze koncentrace celkovych anthokyga zavisla na
pouzitém extraénim cinidlu. Schopnost extrakce anthokyastoupa v ptadi destilovana
voda < 50% ethanol < DMSO. Z vysladinéieni jsou patrné i dité odiidové rozdily, kdy u
ethanolovych extralt byl stanoven nejvy3Si obsah celkovych anthokyanodiidy Nero
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2013, u vodnych extraktnaopak u odrdy Viking 2013 a u DMSO extraktu odidy Viking
2012, zatimco nejniz8i obsah anthokyaryl ve vSech rozpou&dlech stanoven u otldy
Nero 2012. AvSak z hlediska komparaceutogr Nero a Viking, bez ohledu na rok produkce,
vyplyva, Ze odiida Viking byla charakterizovana vysSimi hodnotarAiCTneZ odéda Nero.
Z udaji uvedenych Wabulce 1ljsou Zejmé také ufité odliSnosti obsahu anthoky@an
v ramci jednotlivych rok produkce. Z vysledk statistické analyzy vyplyva, Ze pro ady
sklizené v roce 2013 byly typické vysSi hodnoty TA€Z u odid roku 2012, avSak tyto
rozdily Ize povaZovat za statisticky nevyznamnéyjsnkou vodnych extrakt (P420=0,0017).

Anthokyany jsou velmi nestabilni sléeniny, které podléhaji degradadinkem zvySené
teploty, os¥tleni, zménou pH a pitomnosti kysliku [91]. Jejich obsahuge byt znané
ovlivnén tmito faktory, takZe i vegetai podminky, lokalita a mnoZzstvi dennih@ta mize
mit vliv na obsahéchto slodenin v plodech.

5.2.2 Vliv extrak énich podminek na obsah anthokya@ u odriadd muchovniku

Vysledky neieni O©br. 26 potvrzuji, Zze muchovnik je také dobrym zdrojem
anthokyanovych barviv, avSak v porovnani s aroaiiopsah dchto latek podstatnnizsi.
Obvykle se obsah anthoky@an muchovniku pohybuje v rozmezi 251-1 790 mg/kg [BL].
Experimentald byl zjiS&tn obsah celkovych anthokyanv ethanolovych extraktech
99,3-920,4 mg/kg, ve vodnych extraktech 4,2-88,7/kmnqga DMSO extraktech
362,2-1 178,5 mg/kg. Zéthto Udaj je Z'ejmé, Ze ve &Sin¢ pripadi nami stanovené
hodnoty TAC jsou ve velmi dobré shods uUdaji publikovanymi v dostupné literétu
s vyjimkou vodnych a ethanolovych extrakidrid TiSnovsky velkoplody 2012, TiSnovsky
Skolsky 2013 a Thiessen 2013. Stejako v gipact stanoveni TPC, nizSi koncentrace TAC
v uvedenych vzorcich e souviset jak s charakterem rozpédft, tak i lokalitou #éstu,
klimatickymi podminkami i samotnou manipulaci sgytoStejré jako u extraki aronie, tak i
v tomto @ipad se ukazalo, Ze DMSO je nejvhagBim extraknim ¢inidlem pro extrakci
anthokyari, zatimco destilovand voda nejhorSim. Korelace z&k&né-chemickymi
vlastnostmi rozpouétlla, zejména relativni permitivitou diskutovanowsgyje zjevna.

Podle @ekavéani, ve vSech rozposdtech byly nejvySSi koncentrace anthokyan
stanoveny u odidy Ostravsky 2012, naopak nejnizsi utatyr Thiessen 2013, coZ souhlasi s
vysledky stanoveni celkovych polyfedoNysledky stanoveni anthoky@amaznguji sezonni
vlivy - bez ohledu na oddy, rok 2012 byl charakteristicky vys$Sim obsahenkaeg/ch
anthokyari v porovnani s rokem 2013, vipad® ethanolovych a vodnych extrékize tyto
rozdily ozndit za statisticky vyznamné £Ry= 0,0378, B.0= 0,0080).
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Obr. 268 Celkovy obsah anthokyaw ethanolovych, vodnych a DMSO extraktech
muchovniku fepaiteny na standard kyanidin-3-glukosid (TAC, mg/Kggna’eni vzork je
uvedeno v Tab. 9.

5.3 Stanoveni barevnych charakteristik v plodech aronie muchovniki

Barevné sotadnice L*, a*, b*, chromaticita a Uhel barevnéhosthau jednotlivych
extrakti aronie a muchovntk byly stanovené z natifenych spekter za podminek 10°
pozorovatel a standardniho zdroje &kni llluminat D65.

5.3.1 Vliv extrak énich podminek na barevné charakteristiky aronie

Namétené barevné charakteristiky extnakaronie v jednotlivych rozpou&tlech jsou
uvedeny vTlabulce 12 Vysledky ngfeni ukazuji stejny trend jako Vipact stanoveni
celkovych polyfenal a anthokyat. | barevné charakteristiky jsou 2me ovlivnény vyberem
extrakéniho ¢inidla, kdy kazdé rozpou&dlo poskytuje odliSné hodnoty barevnych parametr
U vSech extrakt aronie se slozka &ttosti L* blizi k hodno¥ 100, coZz zn&, Ze vSechny
extrakty jsouciré, s vyraznym sitlym tébnem. Hodnota s¥losti jednotlivych rozpougtel
kles4 v psadi DMSO > voda > 50% ethanokigemz rozdil hodnot L* mezi vodou a 50%
ethanolem Ize povaZzovat za statisticky nevyznamny.

Chromaticka slozka a*, ktera zfiazastoupentervené nebo zelené barvy, se ve vSech
extraktech aronie pohybuje v kladnych hodnotachZ adkazuje, Ze v extraktech je
dominantrji zastoupenacervena barva, ipdevSim u ethanolovych a vodnych extiakt
Cervena barva extrakije zpisobena fedevsim fitomnosti anthokyanovych barviv. Z tohoto
davodu bychom odekavali vysSi hodnoty parametru a* u DMSO extiiakizhledem k tomu,
Ze DMSO pedstavovalo neffinngjSi extrahovadlo z hlediska extrakce anthoKyaavSak
z Udaji uvedenych Wabulce 12e zZejmé, Ze prav v pripact téchto extrakh byly stanoveny
nejnizsi hodnoty a*.

Naproti tomu, u chromatické slozky b* zfiei zastoupeni Zluté nebo modré barvy, byly
v DMSO extraktech stanoveny nejvyssi hodnoty. Bdhavé extrakty aronie maji dokonce
slozku b* v zapornych hodnotach, coz znamena4, éetnaktech je dominanji zastoupena
modra barva.
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Tabulka 12: Nan¥iené barevné charakteristiky ethanolovych, vodnycBMSO extraki

aronie
. . Uhel bar.
ID aronie L* a* b* chromaticita .
odstinu
50% ethanol
AN12 94,9 +0,6 55+1,1 -04+0,4 54+1,1 355,3,8
AV12 93,0 +0,1 9,7+0,3 -2,3+0,0 9,4+0,4 344,8,3
AN13 92,3 40,1 11,1 +0,2 -2,7+0,0 11,5+0,4 3460,2
AV13 94,1 +0,7 8,4+0,9 -1,9+0,3 8,1+1,1 B1#,0,4
destilovana voda
AN12 96,8 +0,2 45+0,3 0,2+0,0 46+0,3 28,2
AV12 94,9+0,0 9,6 +£0,2 0,3+0,0 9,2+0,2 1,05
AN13 94,3+0,1 10,5+0,2 0,1+0,0 10,7 £ 0,2 104
AV13 93,9+0,7 10,8+1,5 0,24 +0,0 10,7+1,6 31205
DMSO
AN12 96,5+0,2 1,9+0,1 1,8+0,1 24+04 4¥ 3.6
AV12 98,8 +0,0 0,2+0,0 1,7+0,1 1,8+0,1 83,a8,8
AN13 99,1+0,1 0,1+0,0 22+0,2 22+0,2 989,2
AV13 98,6 +0,1 0,4+0,0 16+0,1 16+0,1 76,8,2

Hodnoty chromaticity, ktera charakterizuje sytostd@minantni délku barvy, kolisaji

v 50% ethanolu v rozmezi 5,4-11,5 %, u destilovaody 4,6-10,7 % a DMSO 1,8-2,4 %.
VSechny extrakty maji mémsyty odstin, vzhledem k tomu, Ze se hodnoty chtmityavice
blizi k Sedému bodu, ktery odpovida hodnchromaticity 0 %. Také v Uhlu barevného
odstinu Tabulka 12 jsou mezi jednotlivymi extralimi ¢inidly znainé rozdily. Ethanolové
extrakty aronie maji hodnoty barevného odstinuavezi 347,3-355,8, coZ odpovida tréav
cervenému zbarveni, vodné extrakty v rozmezi 0,9-@&8 odpovida sile ¢ervené bary a
DMSO extrakty v rozmezi 47,5-93,5, coZ odpovi@idchodu mezi Zlutou aZ zelenou barvou.
Obr. 27ukazuje, jaké hodnoty barevného odstitiglpSi dané bagv

0 60 120 180 240 300 360
Obr. 27 Hodnoty barevného odstinu [106]

5.3.2 Vliv extrak énich podminek na barevné charakteristiky muchovniku

Namétené barevné charakteristiky extrakiuchovnik v jednotlivych rozpougtlech
jsou uvedeny Mabulce 13SloZka s¥tlosti L*, se stejg jako u extraki aronie blizi hodnet
100, avSak v tomtoifpack jsou tyto hodnoty vysSi, coz afiaze extrakty muchovnikjsou
swtlejsi. Hodnoty L* extraki muchovnik klesaji v psgadi DMSO > voda > 50% ethanol.
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Tabulka 13: Nan¥iené barevné charakteristiky ethanolovych, vodnycBMSO extraki
muchovniku

ID aronie L* ax b* chromaticita hel ?ar.
odstinu
50% ethanol
MO12 97,8+ 0,3 2,1+0,7 0,7+0,1 2,1+0,6 2427
MV12 98,8 +0,1 0,7+0,0 1,1+0,0 1,7+0,2 58,0,7
MT12 98,5+0,1 0,9+0,1 1,1+0,1 1,5+0,2 51,8,9
ML12 98,5+0,1 0,9+0,0 1,4+0,2 1,5+0,2 55,8,4
MS13 99,2 +0,2 0,5+0,0 1,0£0,1 1,1+0,1 6415
MV13 99,2+0,2 0,8+0,2 0,2+0,0 0,8+0,2 12.6,7
MT13 99,1 +0,0 0,3+0,0 1,5+0,2 1,7+0,3 7638
ML13 99,1+0,1 0,8+0,0 0,7+0,0 1,0+0,1 39,6,0
destilovana voda
MO12 98,3+0,0 0,8+0,1 29+0,3 3,3+0,4 41,6
MV12 98,8 +0,1 0,3+0,1 2,9+0,3 29+0,3 84,8,5
MT12 98,9+0,0 0,3+0,0 24+0,2 2,6+0,2 84,31
ML12 98,7+0,1 0,4+0,1 25+0,3 25204 8%,7,0
MS13 99,1 +0,0 0,2+0,0 24+0,1 24+0,1 8b®7
MV13 99,5+0,1 0,2+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 808,3,5
MT13 99,1 +0,0 0,2+0,0 25+0,1 25+0,1 86,2,3
ML13 99,0+0,1 0,3+0,0 24+0,1 24+0,1 83,6,6
DMSO
MO12 99,0+0,1 0,2+0,0 1,7+0,1 1,7+0,1 8484
MV12 99,2+0,1 0,3+0,0 0,8+0,1 0,8+0,1 71,25
MT12 99,2+0,1 0,3+0,1 0,8+0,0 0,8+0,1 69.4,3
ML12 98,9+0,1 0,3+0,1 1,4+0,0 1,4+0,0 76,0,9
MS13 99,4+0,0 0,1+0,0 0,7+0,0 0,7+0,0 8983
MV13 99,4 +0,0 0,1+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 89,3,2
MT13 99,6 +0,0 0,1+0,0 0,7+0,0 0,7 +0,0 87,0,%
ML13 99,6 £+ 0,0 0,1+0,0 0,7+0,1 0,7+0,1 8%,8,6

Chromaticka sloZzka a* se u extrakinuchovniku pohybuje v kladnych hodnotach, coz
signalizuje dominantSi zastoupentervené barvy, avSak oproti extrakt aronie jsou tyto
hodnoty nizsi. V DMSO extraktech byly &pstanoveny nejnizsi hodnoty chromatické slozky
a*, nejvyssi pak v ethanolovych extraktech.

Hodnoty chromatické slozky b* pohybujici se v klgdn hodnotach odrazi vyragai
zastoupeni Zluté barvy, coZiie souviset s obsahem anthokiyaale i karotenoitl. Hodnoty
b* klesaji v pdadi voda > 50% ethanol > DMSO.

Hodnoty chromaticity extrakt muchovniku v 50% ethanolu se pohybuji v rozmezi
0,8-2,1 % v destilované ved1,2-3,3 % a v DMSO 0,7-1,7 %. Rozdily v hodnotach
chromaticity mezi jednotlivymi rozpou&tly Ize povaZzovat za statisticky vyznamné.

Také v uhlu barevného odstinu jsou mezi jednotlivigrtrakénimi cinidly rozdily.
Hodnoty barevného odstinu ethanolovych exfradé pohybovaly v rozmezi 12,6-76,3, coz
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odpovida oranzovo Kdé bar¢, vodnych extrakt v rozmezi 74,7-86,2 a u DMSO extrakt
v rozmezi 69,4-89,8, coZ odpovidé@&phodu mezi Zlutou aZz zelenou barvou.

5.4 Stanoveni schopnosti aronie a muchovniku redukovatelezité ionty

Schopnost extrakt aronie nebo muchovnikredukovat F& na Fé* byla testovana
metodou podle Chyau a kol. [144].

5.4.1 Vliv extrak énich podminek na redukéni schopnost extrakti aronie

Na Obr. 28 jsou prezentovany pmérné hodnoty FRAP, jako miry schopnosti exttakt
aronie redukovat Zelezité ionty na ionty Zelezndt@rezentovanych vysled@ke patrné, Ze
schopnost extraktredukovat F& je rovrsz ovlivnéna volbou extrakniho ¢inidla. Hodnoty
FRAP ethanovych a vodnych extralfsou porovnatelné,ifigemz v tomto fipad nebyly
zjiSteny statisticky vyznamné rozdily hodnot FRAP v rametdnotlivych odéd nebo
produlkénich roki. Naproti tomu, u DMSO extraktje Z'ejma \tSi variabilita jak mezi
odraidami, tak i roky produkce. NejvySSi schopnost rechak Zelezité ionty v DMSO
vykazovala odida Nero 2012 (4,8), nejnizSi pak 6da Viking 2013 (4,2). Obe¢hu DMSO
extrakti u odiid sklizenych v roce 2012 byly stanoveny vySSi hogifdR AP nez v roce 2013,
piicemz odfida Nero, bez ohledu na rok ¢sb, byla charakteristickd vySSi schopnosti
redukovat Zelezité ionty. Z vysletlje Zejmé, Ze vzorky aronie maji schopnost redukce
Zelezitych iont na ionty Zeleznaté, coZ potvrzuji i Kulling a R&vi&].
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Obr. 28 Prumérné hodnoty FRAP ethanolovych, vodnych a DMSO ktiti@onie.
Ozna’eni vzork je uvedeno v Tab. 9.

5.4.2 Vliv extrak é¢nich podminek na redukéni schopnost extraki muchovniku

Praimérné hodnoty FRAP extrakt muchovnik v jednotlivych rozpousgtiech jsou
zobrazeny nalbr. 29 Na prvni pohled se tyto hodnoty vyré&znemeni v zavislosti na
pouzitém extraknim c¢inidlu, vyjimkou jsou DMSO extrakty ofld Ostravsky 2012 a
TiSnovsky velkoplody 2012.

Z prezentovanych Udajje rovreéZz ziejmé, Ze ve &Sin¢ pripadi jsou u ethanolovych a
DMSO extrakt statisticky nevyznamné rozdily hodnot FRAP medinlivymi odiidami,
zatimco u vodnych extrakfe patrna ¥tSi variabilita dat.
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Co se tyka sezonniho vlivu na hodnoty FRAP, z \dldlemereni vyplyva, Ze odidy
sklizené vroce 2012 byly, bez ohledu na typ roZfola, charakteristické vySSimi
hodnotami FRAP neZ otildy z roku 2013, avSak pouze u DMSO exthajd mozné tyto
rozdily povazovat za statisticky vyznamné (P = 64)1

I 50% ethanol
1.6 - BXXJ destilovana voda %

I

N AN A INQNAE
O SRR @@@@V%“ SCERSS

Obr. 29:Prumeérné hodnoty FRAP ethanolovych, vodnych a DMSO kttrauchovniku.
Ozna’eni vzork je uvedeno v Tab. 9.
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5.5 Stanoveni kyseliny askorbové v plodech aronie a mbovniki

Obsah kyseliny askorbové ve studovanychiddch byl stanoven modifikovanou
metodou podle Tobolkové a kol. [145] pomoci HPLCIDAZ divodu stabilizace kyseliny
askorbové byly plody aronie a muchovinixtrahovany pouze v 2% kysalimetafosforéné.
Koncentrace kyseliny askorbové v mg/l byla & z kalibréni kiivky sestrojené ze
standard kyseliny askorbové a potégpcitana na pvodni navazku a vyj&dna v [mg/kg].
Nanmgtena kalibrani kiivka je znazoréna naObr. 30.
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Obr. 3Q Kalibracni kfivka standardnich roztakkyseliny askorboveé
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5.5.1 Koncentrace kyseliny askorbové v odidach aronie

Z vysledki stanoveni kyseliny askorbové v plodech aronie aodmych naDbr. 31 je
patrné, Ze nejvysSi obsah kyseliny askorbové bgnaten v odrdé Viking 2012
(75,2 mg/kg), naopak nejnizsi u édy Viking 2013 (45,8 mg/kg).
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Obr. 31: Prumeérné koncentrace kyseliny askorbové stanovené #dagh aronie.
Ozna’eni vzork je uvedeno v Tab. 9.

Zatimco je obsah kyseliny askorbové utatir Nero 2012 a 2013 porovnatelny, u iy
Viking je jeji obsah v roce 2012iplizné o 25 % vysSi nez v roce 2013.aR¥rny obsah
vitaminu C v plodech aronie se pohybuje v rozme@i@D0 mg/kg[l, 5, 13, 149].
Porovname-li vysledky gfeni s publikovanymi daty jefemée, Ze stanoveny obsah kyseliny
askorbové se pohybuje v rozmezi publikovanych hgdmesak je porrné nizky. Kyselina
askorbova je velice nestabilni st@mina, ktera se snadno oxiduje v predt s vysSim pH, za
zvySené teploty, viftomnosti atmosférického kysliku a kovovych i@ntPrimérnim
produktem autooxidace je kyselina dehydroaskorbf@8]. Obé tyto kyseliny jsou vSak
slozkami vitaminu C, jak je uvedeno v teoretickésti prace. V tomto ifpads byla
stanovovana pouze kyselina askorbova; aby bylam#skelkova koncentrace vitaminu C, a
tim padem objektivjSi vysledky, bylo by nutné redukovat kyselinu détoaskorbovou na
askorbovou kyselinu a stanovit je vedle sebe. M@k nebylo mozné zigtodu ¢asového
ramce a celkového zateni prace realizovat.

Pro nazornost je n@br. 32 zndzorgn typicky chromatogram stanoveni kyseliny
askorbové odmdy Viking 2013, ktery byl pekryt giisluSnym standardem. Kyselina askorbova
méla retergni ¢as kolem 3. minuty a charakteristické UV spektruin2g0 nm.

65



T T T T T T T
220 2490 260 220 200 220 240 nm

UV gpektrum kyseliny askoibové kyselna askorbova

100 o

T T T T T
1 2 3 4 a5 mirl

Obr. 32:Chromatogram kyseliny askorbové ddy aronie Viking 2013 (plnéara) pekryty
se standardem kyseliny askorbové o koncentracid/O(pieruSovanéara)

5.5.2 Koncentrace kyseliny askorbové v odidach muchovniku

Z vysledka (Obr. 33)je zejmé, Ze nejvySSi koncentrace kyseliny askorbova bjjstna
v odridé Ostravsky 2012 (92,5 mg/kg) a nejnizSi utahyr Thiessen 2013 (28,7 mg/kg).
Z prezentovanych udajje patrné, Zze koncentrace kyseliny askorbové && mzavislosti na
roku produkce. ObeeénvySsSi koncentrace askorbové kyseliny byly kvakd¥iany u odid
z roku 2012 (P = 0,0120), cozZ je zjevné i z poronnmarovych vzork TiSnovsky velkoplody,
Thiessen a Lamarckii Balerina. Ze statistickéhalislea se nejvyznandsi rozdily v obsahu
kyseliny askorbové, bez ohledu na rok, ukdzaly mediidou Ostravsky a oddami
TiSnovsky Skolsky (P = 0,0420), Thiessen (P = 010G2TiSnovsky velkoplody (P = 0,0056),

ale i mezi odidami Lamarckii Balerina a Thiessen (P = 0,0221).
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Obr. 33: Priumérné koncentrace kyseliny askorbové stanovené #dagh muchovniku.
Ozna’eni vzork je uvedeno v Tab. 9.
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Koncentrace vitaminu C v muchovniku se pohybujeozmrezi 35-45 mg/kg [149], ve
studii Juikové a kol. [66] byl dokonce zji&t obsah vitaminu C ve vysSleéntych odfidach
muchovniku az 910-1 142 mg/kg. Na z&Kladporovnani vysledk méeni s
publikovanymi daty lze konstatovat, Ze obsah kyselaskorbové se v analyzovanych
odridach muchovniku pohybuje v rozmezi publikovanyctirtat. Vysledky Ize povazovat za
uspokojivé, nebd obsah kyseliny askorbové veétsing odrid byl vyssi, nez jak je uvedeno
v databazi USDA [149].

Na Obr. 34 je znazoran chromatograficky zdznam analyzy ddy Ostravsky 2012.
Kyselina askorbova se eluovala ve 3. minit retergnim ¢ase 9-12 min dochézelo k eluci
jednotlivych nepolarnich slozek, hlavpolyfenofi a anthokyaf, které bylo nutnéip kazdé
analyze odstranit z kolony, aby se zabranilo jejganaseni.

kyselina aslcorbova

18.578
8.842

k

10.374
10.671
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Obr. 34:Chromatogram kyseliny askorbové édy muchovniku Ostravsky 2012

5.6 Stanoveni'DPPH radikal-zhaSeci aktivity plodi aronie a muchovniki

‘DPPH radikal-zhaSeci aktivita plibdAronia melanocarpaa Amelanchier alnifoliabyla
testovana pomoci EPR spektroskopie. Vysledky byjsdieny jako TEACopph

5.6.1 Vliv extrak énich podminek na’DPPH radikal-zhaSeci aktivitu aronie

Z Obr. 35 ilustrujiciho ¢asovy vyvoj EPR spekter v systému obsahujicim eefei
vzorek (destilovana voda), resp. vodné extraktynigros gitomnosti radikalu’'DPPH je
ziejme, Ze po fdavku radikalu do systému dochazi k okamzitémulgsak intenzity EPR
spektra, kdezto u referémho systému EPR spektrum md& konstantriib@r v disledku
probihajicich terminmich reakci mezi'DPPH a slozkami extraktu. Jak je uvedeno
v teoretické casti prace, dochazi k termina®PPH na DPPH nejszngji jako elektron-
transfer a proton-donorni reakce, ale neni Wéouani jejich souwZny piibéh. Z hlediska
kinetiky jsou elektron-transfer reakce rychlejSt peoton-transfer [150].
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Reference - destilovana voda

AN12 AV12
AN13 AV13

I | | | | | —_
F T T T T 1 F T T T T 1
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&as po pridani DPPH’ do systému (min)  &as po piidani DPPH' do systému (min)

Obr. 35 Casovy vyvoj EPR spekter & pole, SW=10 mT) nafieny v systému obsahujicim
destilovanou vodu (reference), resgistusné vodné extrakty aronie xtpmnosti radikalu
"DPPH (q@oppri=1-10* mol/dnf). Ozna'eni vzork je uvedeno v Tab. 9.

Z Obr. 35je také patrny iejmy rozdil mezi réniky v ramci jednotlivych odid, kdy u
odraidy Nero 2012 byl pozorovan vyssSi pokles intenzifREspektra nez u stejné ady
v roce 2013, zatimco ¥ipadt odridy Viking byla situace opma.

Primérné hodnoty TEAGeprextrakti aronie ve vSech rozpoggtech jsou zobrazeny na
Obr. 36 Z vysledkKi méieni je Zejmé, Ze antioxidani a radikal-zhasejici vlastnosti aronie
jsou vyrazg ovliviovany volbou rozpou&tla. Hodnoty TEAGpepn klesaji v psadi
DMSO > 50% ethanol > vodZDPPH radikal-zhasejici aktivita DMSO extrake piblizné o
40 % vySSi v porovnani s ethanolovymi extrakty,opo@é-li se pak s vodnymi extrakty, tento
rozdil ¢ini témet 65 %, coz velice dak kopiruje trendy popsané u stanoveni celkovych
polyfenoli a anthokyafi. Tento vysledek je mimo jiné i v dobrém souladaublikovanymi
vlivy rozpoustedel na extrakci latek z biologickyetateriali a reaktivitu'DPPH [151]. Oba
tyto faktory je pateba vzit v vahuipkomplexnim hodnoceni vysletk

Co se tykad komparace jednotlivych ady resp. rolt produkce, z prezentovanych Uil@g
ziejmé, Ze hodnoty TEAGrpH jak ethanolovych, tak i vodnych extrakidnid Nero a Viking
jsou vzajemn porovnatelné, coZz potvrzuji i vysledky statistick#nalyzy ANOVA
(Peton= 0,1354, R.0= 0,4160). Stejny trend byl pozorovan i kigac porovnani rok 2012
a 2013, bez ohledu na to, zda se jednd aidudrNero nebo Viking (Ronu= 0,1643,
PHZO: 0,7822)
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Obr. 36 Primerné hodnoty TEAGepH(Mmol/kg) stanovené v ethanolovych, vodnych a

DMSO extraktech aronie. Ozéeni vzork je uvedeno v Tab. 9.
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Z Obr. 36také vyplyva, Ze u DMSO extrakbyla odfida Viking 2013 charakterizovana
nejvy$8i'DPPH radikal-zhasejici aktivitou v porovnani seajicimi vzorky, ktera fispsla
k tomu, Ze pimérné hodnoty TEAGepH Stanovené v oddach sklizenych v roce 2013 byly
nepatrid vysSi nez u odid zroku 2012, avSak ze statistického hlediskat&rgo rozdil
ozn&it za nevyznamny. Stejny trend byl pozorovain kpmparaci DMSO extrakt odmd
Nero a Viking, bez ohledu na produmi rok.

5.6.2 Vliv extrak énich podminek na’DPPH radikal-zhaseci aktivitu muchovniku

Praimérné hodnoty TEAGpepy extrakfi muchovniku jsou znazoiny na Obr. 37
V souladu s vysledky stanoveitdPPH radikal-zhaSejici aktivity extrakiaronie, i vtomto
piipadt se potvrdil dekadvany pokles hodnot TEA§spy v paadi DMSO > 50% ethanol >
voda, v disledku sniZujici se extréki innosti jednotlivych rozpou&tliel. Obecs, nejvyssi
DMSO extraktech u oddy Thiessen 2013, zatimco u vodnych exiiditly nejnizSi hodnoty
TEAC.pppy0dnidy Thiessen 2013 porovnatelné statbu TiSnovsky Skolsky 2013.

Z udaji prezentovanych n®br. 37 je patrné, Ze radikal-zhaSeci aktivita jednotltvyc
extrakti se néni v zavislosti na odidé¢ a roku produkce. # porovnani jednotlivych rok
sklizré je patrné, Ze nepatrnvySsSi hodnoty TEAGepn byly stanoveny v odidach
sklizenych v roce 2012 figemz pouze u vodnych extrékfe tento rozdil mezi roky 2012 a
2013 statisticky vyznamny (Po= 0,0302).
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Obr. 37:Hodnoty TEAGpepH (Mmol/kg) stanovené v ethanolovych, vodnych a DMSO
extraktech muchovniku. Ozfemi vzork je uvedeno v Tab. 9.

Co se tyk& porovnani parovych vzorknuchovnik (TiSnovsky velkoplody, Thiessen,
Lamarckii Balerina), z vysledk méieni je Zejma zn&na variabilita hodnot TEAGppk
Zatimco'DPPH radikal-zhasejici aktivita ethanolovych a wrdnextrakéi odriidy TiSnovsky
velkoplody 2013 byla nepattnvysSi nez u téze oty z roku 2012, u DMSO extraktbyl
pozorovan op&y trend. Naopak hodnoty TEAgpPn Stanovené v extraktech adiy
Thiessen 2012 byly vySSi nez v odé Thiessen 2013, bez ohledu na typ pouzitého
rozpoustdla. Naproti tomu schopnost ethanolovych a vodngxtrakti odnidy LamarcKii
Balerina 2012 terminovat radik&PPH byla vySSi nez u Lamarckii Balerina 2013, mgou
byly opét DMSO extrakty, u kterych byla situace ¢pa.

Na Obr. 38jsou znazorény pribéhy EPR spekter v zavislosti @gdsu po pidani volného
radikalu’DPPH do systému obsahujiciho DMSO (reference), i2sfSO extrakty vybranych
odrid muchovniku. Podletekavani pidavek radikaliDPPH k extrakim muchovniku vede
k okamzitému sniZeni intenzity EPR spektra v poéonrs referenci, u které&igtava signal
stabilni. Z prezentovanych ib¢hia spekter jsou iejmé rozdily jak mezi jednotlivymi
odraidami, tak i produénimi roky. Odfidy Thiesen 2012 a TiSnovsky Skolsky 2013
vykazovaly niz§i schopnost zhaSet radikBIPPH v porovnani s otidami TiSnovsky
velkoplody 2012 a Lamarckii Balerina 2013, jejicht¥PPH radikal-zhaSejici aktivita byla
porovnatelna.
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Reference - DMSO
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Obr. 38: Casovy vyvoj EPR spekteri{& pole, SW=10 mT) nafifeny v systému obsahujicim
DMSO (reference), resp. vybrané DMSO extrakty mucid v pritomnosti radikaliDPPH
(Coe-oppr1-10° mol/dnf). Oznateni vzork je uvedeno v Tab. 9.

5.7 Stanoveni ABTS' radikal-zha3eci aktivity plodi aronie a muchovniku

Schopnost extrakt aronie a muchovniki terminovat kation-radikal ABTS byla
monitorovana pomoci EPR spektroskopie a vysledkyy byyjadieny jako hodnoty
TEACpBTS:+

5.7.1 Vliv extrak énich podminek na ABTS' radikal-zhaseci aktivitu aronie

Stejre jako v gipads stanoveniDPPH radikal-zhasejici aktivity, i v tomtoiipads je
ziejmy okamzity pokles intenzity EPR spektra ptidpvku kation-radikalu ABTS do
systému obsahujicihdiplusny extrakt aronie v porovnani s refémm vzorkem Qbr. 39.
Z prezentovanyckiasovych piibé¢htt EPR spekter jefejmé, Ze pokles intenzity EPR spektra
je nejvyrazgjsi u odady Viking 2013 v porovnani jak s atfou Viking 2012, tak i s
odridou Nero, bez ohledu na rok produkce.
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Obr. 39: Casovy vyvoj EPR spekterif& pole, SW=10 mT) naffeny v systému obsahujicim
DMSO (reference), resp.riglusny DMSO extrakt aronie vippmnosti kation-radikalu
ABTS' (Coaprs-+F1-10% mol/dnd). Oznaeni vzork je uvedeno v Tab. 9.

Na Obr. 40jsou znazorény primérné hodnoty TEAGsTs.+ extrakfi aronie. Z grafu jsou
patrné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi extakni cinidly. Hodnoty TEAGgTs.+
stanovené v DMSO extraktech jsotibtizné o 45 % resp. 65 % vySSi v porovnani s
ethanolovymi a vodnymi extrakty. @p byl tedy potvrzen vyborny extréki potencial
DMSO. Vysledky navic ddie koreluji s pozorovanim wipadt ‘DPPH testu a jsou v dobré

shod se stanovenymi koncentracemi polyfeénalanthokyad.
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Obr. 40: Prumerné hodnoty TEALgTs.« (Mmol/kg) stanovené v ethanolovych, vodnych a

DMSO extraktech aronie. Ozéeni vzork je uvedeno v Tab. 9.
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Z udaji prezentovanych n@br. 40je také patrné, Ze hodnoty TEAErs.+ Stanovené pro
ethanolové extrakty ofdy Nero, bez ohledu na rok produkce, jsou vysSi meddifidy
Viking (Pgion= 0,0000), avSak mezi jednotlivymi roky produkceysozdily zanedbatelné.
Naproti tomu u vodnych extrakinejsou zjevné vyrazisi rozdily jak v rdmci jednotlivych
odrad, tak ani produénich roki. Stejré jako v gipad hodnot TEAGoppw NejvysSi hodnoty
TEACagTs.+ V DMSO extraktech byly stanoveny v édé Viking 2013, nejnizsi pak v oddé
Nero 2012. Z vysledk meieni je také #ejmé, Ze vysledné hodnoty TEA&s.+velice dolse
koreluji s hodnotami TEAGppH(P = 0,9876).

5.7.2 Vliv extrak énich podminek na ABTS' radikal-zhaseci aktivitu muchovniku

Z Obr. 41 ilustrujiciho ¢asovy vyvoj EPR spekter n&benych v systému obsahujicim
kation-radikal ABTS a vodu (reference), resp. vybrany vodny extraktmowniku, vyplyva,
7e pidavek ABTS' k prislusnému extraktu vede k okamzitému poklesu intgnZPR
spektra v porovnani s referenci. Zilpfhu spekter jsouigjmé jak rozdily mezi jednotlivymi
roéniky, tak i odfidami. Obect, odmidy sklizené v roce 2012 vykazovaly vy3si ABTS
radikal-zhaSejici aktivitu nez oty z roku 2013, coz potvrzuji i foehy spekter parovych
odrad TiSnovsky velkoplody a Lamarckii Balerina. NejayrejSi schopnost terminovat
kation-radikal ABTS' v3ak byla pozorovana u ddty Ostravsky 2012.

Reference - destilovana voda MO12

[

MV12 ML12
MV13 ML13

+ d k + + + + 1
15 18 3 6 9 12 15 18

&as po pridani ABTS™ do systému (min) &as po pfidani ABTS™ do systému (min)

I 4 4 4
k 1 1 y

3 6 9 12

Obr. 41: Casovy vyvoj EPR spekter & pole, SW=10 mT) nafieny v systému obsahujicim
vodu (reference), resp. vybrané vodné extrakty wmwdki v pFitomnosti kation-radikalu
ABTS' (Coqasrs-+F1-10 mol/dn). Ozna'eni vzork je uvedeno v Tab. 9.
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Z udajx prezentovanych n®br. 42 vyplyva, Zze hodnoty TEALgTs.+ se liSi v zavislosti
na volk& rozpou&dla. Podle ¢ekavani, vyssi hodnoty TEAgrs.+ byly stanoveny v DMSO

se potvrdilo, Ze nejvy33i schopnost terminovatokatadikal ABTS™ méa odfida Ostravsky
2012, bez ohledu na rozpotdib. Naproti tomu, nejnizSi hodnoty TEAgrs.. byly
stanoveny u ethanolovych a DMSO extiakidnidy Thiessen 2013, zatimco u vodnych
extrakti byly nejniz8i hodnoty TEA&sTs.+ Stanoveny nejen u oty Thiessen 2013, ale i u
odrady TiSnovsky Skolsky 2013.
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Obr. 42: Praimérné hodnotyTEACagTs.+ (Mmol/kg) stanovené v ethanolovych, vodnych a
DMSO extraktech muchovniku. OZeai vzork je uvedeno v Tab. 9.

Z vysledii méteni je také 'ejmé, Ze hodnoty TEALGTs.+ S€ n&ni v rdmci jednotlivych
rokd, resp. odid. Obeci, praimérné hodnoty TEAGsTs.+ byly stanoveny u odd sklizenych
vroce 2012 v porovnani srokem 2013jcemz rozdily mezi jednotlivymi roky lze ze
statistického hlediska povazovat za vyznamnégB+=0,0399, R.0=0,0337, Buso=0,0120).
Co se tykd komparace jednotlivych oddy z vysledk méteni je Zejma znand variabilita.
Porovnaji-li se parové vzorky, tj. stejné ody s odliSnym rokem siu, z prezentovanych
Gdaji vyplyvda, Ze hodnoty TEAKsTs.+ odid Thiessen 2012 a Lamarckii Balerina 2012 byly
mirn¢ vySSi nez u odpovidajicich pégtki, a to u vSech rozpoustel. Naproti tomu, u oddy
TiSnovsky velkoplody byl pozorovan nejednozma trend. AvSak z hlediska globalniho
statistického zhodnoceni, Ize pozorované rozdilyvétSing pripadi ozn&it za statisticky
nevyznamné (P > 0,05).
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5.8 Statistické zhodnoceni vysledik

Statistické srovnani vysletkbylo realizovano pitbézré pro vSechny experimentalni
systémy a vSechna rozpotdia. V tétocasti prace jsou uvedenykieré spoléné zavry
statistické analyzy, vyplyvajici ze zpracovani i metodami klasické, tak vicerozmé
statistiky s cilem poukazat na vyznamnost rdzdikezi jednotlivymi parametry, jako i vliv
nekterych faktofi (rok produkce, druh ovoce, ddia, rozpougdlo) na hodnoty nastenych
experimentalnich charakteristik. Mimo jiné, jsmepgkusili pomoci vicerozsmé statistiky
nékteré vlastnosti studovanych systémobrazit.

5.8.1 Statistické porovnani ethanolovych extraké aronie a muchovniki

Statisticky vyznamné deskriptory antioxidaéni aktivity pro komparaci aronie a
muchovniku — analyza ANOVA

Za (telem zjiS€ni statisticky vyznamnych deskriptor antioxid&ni aktivity pro
identifikaci a odliSeni analyzovanych plo@ronie a muchovnikbyly nangiené parametry
ethanolovych extrakt podrobeny statistickému porovnani metodou ANOVAocedura
Tukey-HSD, ktera umailje provadt vicenadsobné porovnavaniiestnich hodnot. Pro
porovnani skupinovych pméra byly jako faktory pouZity: rok produkce, druh arbda. Za
statisticky vyznamné byly povaZzovany rozdily s hatthu P < 0,05.

Tabulka 14: Statisticky vyznamné rozdily antioxidéch deskriptod mezi ethanolovymi
extrakty aronie a muchovniKP<0,05)

Parametr Porovnavana  Rozdil mezi  Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba P < 0,05

Aronie (A) vs. muchovnik (M)
(zahrnuje roky produkce a vSechny iudly)

TPC A-M 10,4239 0,3794 0,0000
TAC A-M 3583,6334 190,4434 0,0000
L* M-A 5,2347 0,3209 0,0000
a* A-M 7,8059 0,5889 0,0000
b* M-A 2,7726 0,2685 0,0000
chromaticita A-M 7,1662 0,6070 0,0000
Ghel bar. odstinu A-M 301,1662 7,4957 0,0000
FRAP A-M 0,1757 0,0401 0,0002
TEAC.pppr- A-M 59,3143 1,2296 0,0000
TEACagTs.+ A-M 61,4950 1,9675 0,0000
Nero (AN) vs. Viking (AV)

(zahrnuje vSechny roky produkce)

TEACagTS+ AN-AV 11,6828 1,5596 0,0000

P¥i porovnani drufi ovoce (aronie vs. muchovnikjabulka 14 v nichZ byly zahrnuty
roky produkce a jednotlivé odlly, byly v souladu s dakavanim zji&ny statisticky
vyznamné rozdily, a to ve vSech sledovanych panawiet V 8 parametrech z 10 byly
kvantitativre vySSi hodnoty zji$nhy u aronie, pouze u slozky &losti L* a chromatické
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slozky b* byly zaznamenany vySSi hodnoty u muchkwnfdo Uvahy nebyl bran obsah
kyseliny askorbové).

Porovnanim jednotlivych odd aronie a muchovnikzvla® pro kazdy druh ovoce, byly
zjistény statistické rozdily u odd aronie pouze v TEALTs.+, kdy u odfidy Nero byly
naméteny vysSi hodnoty nez u adly Viking. U odtid muchovniku (data nejsou
prezentovana) byly zaznamenany statisticky vyznanwmzéily u parametr TAC, L*, a*,
TEAC.oppy @ TEAGgTs.+, pricemz rozdily byly pozorovany ipdevSim mezi oddou
Ostravsky a zbyvajicimi oddami. Ve tSin¢ pripadi byly vysSi hodnoty stanoveny
v odridé Ostravsky, vyjimkou byl pouze parametr L*, kde pgzorovan opay trend. Co se
tyka porovnani rok produkce, bez ohledu na druh ovoce, u Zadnéhomedra nebyly
zjisteny statisticky vyznamné rozdily.

Diferenciace aronie a muchovnik — vicerozn&rna analyza

Vzhledem kvelké variabikt dat, WtSimu pdtu vzorki a paraleld sledovanych
parametit byly nangétené charakteristiky statisticky zpracovany pomougitivariacni analyzy.
Analyza hlavnich komponent byla pouZita zealém grafického vyjaeéni rozdili mezi
ethanolovymi extrakty aronie a muchovinibez ohledu na jakykoli faktor (druh ovoce,
odnida, rok produkce) a metody diskriméméd analyzy za €elem tyto rozdily i kvantifikovat.

Vysledky PCA analyzy ethanolovych extrakza pouziti vS8ech 10 experimentéln
sledovanych paramétpro konstrukci komponent jsou znazémg naObr. 43 Je zjevné, Ze
vlastni vektory odpovidajici jednotlivym vzdnk jsou diferencovany do dvou zakladnich
skupin podle druhu ovoce (aronie vs. muchovniky, o&azuje silné druhové a adiové
rozdily. Mimoto jsou zjevné i vlivy roku produkcevanalé mie i odiidové rozdily.

N

< 1
Tessen

aronie

Komponenta 2

Komponenta 1

Obr. 43: Diferenciace ethanolovych extrakaronie a muchovnikmetodou PCA za pouZiti
vSech 10 experimentalnsledovanych parametrpro konstrukci komponent. Analyza byla
uskuténeéna bez ohledu na druh ovoce nebo dar. OdliSné barvy vektdr odpovidaji
odliSnym r@nikim produkce.

Z analyzy vlastnich vektarvyplyvda, Ze prvni komponenta, bez ohledu na charatiky

vzorki (rok produkce, druh, odida), uspokoji¢ vyswtluje priblizné 92 % celkové variability
systému, ficemz prvni ti komponenty kumulativéd vyswtiuji prakticky 99 % celkové

76



variability systému. Pro konstrukci prvni hlavninkponenty/popis variability se ukazaly byt
nejdilezit¢jSimi parametry TPC, TAC, L*, a* chromaticita, TE&ppy @ TEAGssTS.+ CO
nazn&uje vyznamnost prakticky vSech sledovanych paramé&trdruhé hlavni komponeht
byla prokazana kibvéa role hodnot FRAP a Uhlu barevného odstinuieté komponerit zase
hodnoty chromaticity.

Faktorovou analyzou byla prostudovana vzajemnal&meschopnost vSech parametr
vzorki. Prvnim krokem faktorové analyzy je realizace ymghlavnich komponent, ktera je
zobrazena jako graf fakt{Obr. 44. Oba diagramy — tObr. 43aObr.44a)jsou si podobné
a jejich interpretace je prakticky identicka. Obr. 44a)jsou patrné dominujici rozdily mezi
jednotlivymi druhy ovoce jako zakladni diferentniafaktor. Z grafu faktorovych skor©bpr.
44b) je zZejmé, které z paramétrethanolovych extralt aronie a muchovnik vzajeme
koreluji a které nikoli. Obedn ¢im blize se v prostoru vektory odpovidajici jedngth
parametim nachazeji, tim je jejich vzajemna korelace (atugatelnost pi diskriminaci)
vySSi.
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Obr. 44: Graf faktorovych skére (a) a graf faktofb) pro ethanolové extrakty aronie a
muchovnik konstruované pomoci faktorové analyzy (PCF) vaiotéarimax za pouZziti
10 experimentalhstanovovanych paramétr
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Konkrétré u parametr TPC, TAC, a*, chromaticity, TEAGppH @ TEAGgTs.+ j€ Videt
vzajemna korelace. Nadruhou stranu tyto paramedioreluji nap. s parametry L* a b*,
které samostatnmezi sebou koreluji. Vifpad odliSeni vzork aronie a muchovniku je tedy
vhodnym parametrem hodnota FRAP .

Pri diskriminaci ethanolovych extrakt aronie a muchovniku pomoci kanonické
diskriminaini analyzy podle roku produkce (2012 vs. 2013),l@attuhu ovoce (aronie vs.
muchovnik) a/nebo podle jednotlivych édr byly vSechny vzorky spragreaazeny do dané
skupiny. V gipact klasifikace vzork podle roku produkce &y nejvyssi diskriminani vahu
parametry L*, a* a chromaticita, u klasifikace pedliruhu pak parametry a*, b*, chromaticita
a Uhel barevného odstinu a u klasifikace podle gdihych odiid parametry TEAGppH
TEACagTs.+ @ Uhel barevného odstinu.

NaObr. 45jsou znazorény vysledky CDA pro ethanolové extraktyjqemz analyzovana
data byla diskriminovana a klasifikovana podletmdbez ohledu na ovoce a rok produkce.
Z prezentovanych vysledkjsou zn&né rozdily mezi studovanymi adiami (zejména
odridami aronie Nero a Viking a aitttami muchovniku Ostravsky a Tisnovsky Skolsky), ale
také Ize vidt, Ze rekteré odtidy muchovniku jsou si svymi vlastnostmi dost podahle vSak
potreba vzit v Gvahu, Ze se zde jedna o 3D zobrazeohem vice rozgrného systému, a
tedy je zde nuth pifitomna utita ,deformace zobrazeni“ -fipjiném Ghlu zobrazeni se
rozlozeni jednotlivych skupin v prostoruage jevit odliSk a je na uzivateli, jaké zobrazeni
zvoli za kompromis s cilem data vizualizovat. Zzemtovaného obrazku jerggma i
rozdilnost/podobnost vlastnosti vzérlodpovidajicich tznym rokim produkce. Obzvl&s
viditelny je tento vliv u odid muchovniku Balerina a Thiessen.
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Obr. 45: Kanonick& diskriminéni analyza ethanolovych extrékaronie a muchovnikpodle
odrudové skladby. Na diskriminaci byly vyuzity vSechayperimentald zjiStené
charakteristiky jednotlivych vzaik stanovené v daném rozpattie s vyjimkou obsahu
kyseliny askorbové.
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Pro &ely diferenciace a klasifikace ethanolovych extiadtonie a muchovnikbyla také
pouzita metoda k-tého nejblizSiho sousebab(lka 1. Pomoci této metody byly jednotlivé
druhy ovoce rozliSeny se 100% spravnostilkprd i k=2; pri klasifikaci podle roku produkce
byly také klasifikovany jednotlivé vzorky se 100%r&vnosti pro obaifstupy. Ri klasifikaci
vzorka podle odiid byla prok=1 dosazena 100% spravnost klasifikace, aieip k=2 klesla
spravnost zi@azeni na 95,83%, kdy bylaizaena odrda Viking v jednom fipadt do skupiny
pro odidu Nero, s pravipodobnosti 50 %.

Tabulka 15: Klasifikachi skore ethanolovych extrakaronie a muchovnik pomoci metod
kanonické diskriminéni analyzy a metody k-tého nejblizSiho sousedarfzna Kklasifikani
Kriteria

Metoda Klasifika éni kriterium
rok produkce druh ovoce odmda
CDA 100 % 100 % 100 %
k-ty nejblizSi sousedk=1 100 % 100 % 100 %
k=2 100 % 100 % 95,83 %

Vysledky statistické analyzy jednozimg potvrdily, Ze vlastnosti ethanolovych extréakt
aronie a muchovniku jsou oviievany rékolika faktory a to druhovou i oddovou skladbou
a také ronikem produkce. Zjighé rozdily mezi jednotlivymi vzorky aronie a muchdku
jsou dostaténé pro rozliSeni a klasifikaci plédpodle roku produkce, druhu i jednotlivych
odrid na zaklad zvolenych experimentalnich charakteristik. Je vigogoznamenat, Ze
vlastnosti vzork jsou v daném rozpou&tlu dominantd ovlivnény druhow-odridovou
diverzitou.

5.8.2 Statistické porovnani vodnych extrakfi aronie a muchovniki

Statisticky vyznamné deskriptory antioxidatni aktivity pro komparaci aronie a
muchovniku - analyza ANOVA

Vysledky analyzy ANOVA vodnych extrakt aronie a muchovnik jsou uvedeny
v Tabulce 16 Hodnotila se signifikantnost rozdilP < 0,05) jednotlivych experimentalnich
charakteristik pro nasledujici kriteria: roky préde (rok 2012 vs. 2013), druh ovoce (aronie
vs. muchovnik) a odda gislusného ovoce. V souladu &&avanim, vyznamné rozdily mezi
parametry byly zaznamenany pro jednotlivé druhy cevo(aronie vs. muchovnik).
Z Tabulky 16vyplyva, Ze ¥tSina sledovanych deskriptoantioxid&ni aktivity byla vyssi u
aronie, s vyjimkou paramétbarevnosti L* a b* a v thlu barevného odstinu.oTatovnani je
vSak k vyraznym druhavodridovym rozditim obou druli ovoce jen informativni.

Pokud jde o rozdily mezi roky produkce 2012 a 20d3adného parametru nebyly
zjisteny statisticky vyznamné rozdily. Co se tyka poravingdnotlivych odid, zvla¥ pro
aronii a zvlaé pro muchovnik, mezi ofdami aronie Nero a Viking nebyly zj&ty
statisticky vyznamné rozdily, zatimco mezi jedngtini odridami muchovnik (data nejsou
prezentovana) se projevily statisticky vyznamnéilyzv parametrech TPC, TAC, L*, thel
barevného odstinu, FRAP a TEAGpH/AsTs-» PiicEMZ pozorované trendy byly podobné jako
u ethanolovych extrait
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Tabulka 16: Statisticky vyznamné rozdily antioxddéch deskriptod mezi vodnymi extrakty
aronie a muchovnik(P < 0,05). Zapis X-Y zw@#@ Ze sledovany parametr je X>Y

Parametr Porovhavand  Rozdil mezi  Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba P <0,05

Aronie (A) vs. muchovnik (M)
(zahrnuje vSechny roky produkce a idly)

TPC A-M 6,2586 0,3074 0,0000
TAC A-M 1991,0116 63,5943 0,0000
L* M-A 3,9545 0,3269 0,0000
a* A-M 8,5247 0,6894 0,0000
b* M-A 2,1582 0,1960 0,0000
chromaticita A-M 6,3370 0,7155 0,0000
Uhel bar. odstinu M-A 80,9615 1,3946 0,0000
FRAP A-M 0,2404 0,0535 0,0002
TEAC.pppr A-M 38,6185 1,1807 0,0000
TEACagTS-+ A-M 38,0525 1,5513 0,0000

Diferenciace aronie a muchovnik — vicerozn&érna analyza

Analyzou hlavnich komponent se i u vodnych exfigkiokdzala vyznamné diferenéid
schopnost druhu ovoce — @br. 46 jsou Zetelné d¥ hlavni skupiny vektdr prislusejici
extraktim aronie, resp. muchovniku. Z grafu hlavnich kongminsou patrné i kmikové
rozdily mezi jednotlivymi odrdami aronie a muchovnik

Z vysledki PCA vyplyva, Ze prvniit komponenty kumulativivyswtiuji 98,5 % celkové
variability systému a neftSi vahu maji v prvni komponenparametry TAC, uhel barevného
odstinu a TEAGsTs.+ Pro konstrukci druhé &etti komponenty byly s nejvy3si vahou vyuzity
hodnoty FRAP resp. barevného parametru b*.

Komponenta 1

Komponent/aZ/ :
eememimmes S~ 1

/ muchovnik |

.= T Ostrava- .|
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Obr. 46: Diferenciace vodnych extrakaronie a muchovnikmetodou PCA za pouZziti vSech
10 experimentah sledovanych parametr pro konstrukci komponent. Analyza byla
uskuténena bez ohledu na druh ovoce nebacmic produkce. OdliSné barvy vektor
odpovidaji odliSnym oddam aronie, resp. muchovniku.
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Z faktorové analyzy vyplyva existencé tzakladnich subskupin vekforkteré uvnit
skupin vzajema koreluji, ale meziskupinové korelace jsou niz&bdr, 47).Parametry TPC,
TAC, a*, chromaticita, TEAGppy a TEAGrs. vVzajemr koreluji. Déle lze vidt
vzajemnou korelaci mezi parametry L*, b* a Uhlemidvaého odstinu. Na druhou stranu je
ziejmé, Ze nap parametry TPC, TAC, TEAGrpy Nekoreluji s parametry L*, b*. Hodnoty
FRAP s ostatnimi parametry prakticky nekoreluji.nd@Zzné ¢ekavat, Ze parametry FRAP,
resp. kktery z parameftr L*, b* nebo Uhlu barevného odstinu je mozné efektivyuzit pro
Gcely vzajemné diferenciace.
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Obr. 47: Graf faktoni - faktorovd analyza s rotaci Varimax- pro vodnéradgty aronie a
muchovnik zkonstruovany za pouZiti vSech 10 experimeaédovanych charakteristik.

Vysledky kanonické diskrimirai analyzy vodnych extraktaronie a muchovniku podle
zvolenych kriterii a klasifikace vzoilkmetodou k-tého nejblizSiho souseda jsou uvedeny
v Tab. 17

Tabulka 17: Klasifikachi skére vodnych extraktaronie a muchovnik pomoci metod
kanonické diskriminéni analyzy a metody k-tého nejblizSiho sousedarfzna Kklasifikani
Kriteria

Metoda Klasifika éni kriterium
rok produkce druh odrada
CDA 95,83 % 100 % 87,50 %
K-ty nejblizSi soused K=1 100 % 100 % 100 %
K=2 91,67 % 100 % 70,83 %

Pri diskriminaci vodnych extrakt pomoci CDA podle roku produkce bylo 95,83 %
vzorkl spravi zarazeno, pouze otlda Nero z r. 2013 byla F@zena do roku 2012. Z hodnot
diskriminanich koeficient vyplyva, Ze pi diskriminaci se jako parametr s nejvyssi
diskriminani silou vyuZzil parametr L* a také a* a hodnoty TEAerpH

V piipadt diskriminace podle oddy bylo 87,50 % fipadi z celkem 24 sprawrzaazeno,
Spatré byly zarazeny odiidy TiSnovsky velkoplody (jako oflda Ostravsky resp. Lamarckii
Balerina) a Lamarckii Balerina (klasifikovan jak@smovsky velkoplody).
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Pri diskriminaci podle druhu ovoce byly (v souladwéekavanim) vSechny vzorky
spravre zaazeny do dané skupiny.

Z grafu diskrimingniho skére Qbr. 48 jsou zejmé druhové rozdily (aronie vs.
muchovnik) a jsou patrné i rozdily mezi dédami aronie (Nero, Viking), a mezi agfami
muchovniku Ostravsky a Thiessen. Na druhou strgsow, patrné wité podobnosti u odd
Thiessen a TiSnovsky Skolsky.

Pro &ely diferenciace a klasifikace vodnych extfakironie a muchovnik byla také
pouzita metoda k-tého nejblizSiho souseda, kterésia jednotlivé druhy ovoce se 100%
spravnosti prok=1 i k=2 (Tabulka 17. Pri klasifikaci podle roku produkce byly také
odckleny jednotlivé vzorky se 100% spravnosti ged.. Prok=2 spravnost zZazeni klesla na
91,67 % z dvodu 3patné klasifikace agly muchovniku TiSnovsky velkoplody, kdy byly
ob¢ vzorky produkce 2013 klasifikovany do roku 201@ddotlivé odiidy byly také odliSeny
pro k=1 se 100%, H k=2 vSak klesla spravnost iz@eni na 70,83 %, kdy Spatiyla
zarazena odida Viking, Thiessen, Lamarckii Balerina.
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Obr. 48: Kanonicka diskriminéni analyza vodnych extraktaronie a muchovnik podle
odrudové skladby. Na diskriminaci byly vyuzité vSecheyperimentald zjiStené
charakteristiky jednotlivych vzaik stanovené v daném rozpattie s vyjimkou obsahu
kyseliny askorbové.

Z vysledki analyzy vyplyvaji podobné trendy jako u ethanoldvyextraki. Analyzy

potvrzuji, Ze pro rozliSeni studovanych vzbijkou nejvyznam&simi faktory: druh ovoce a
odridové skladba.

82



5.8.3 Statistické porovnani extrakti aronie a muchovniki v DMSO

Statisticky vyznamné deskriptory antioxidatni aktivity pro komparaci aronie a
muchovniku — analyza ANOVA

V Tabulce 18sou shrnuty vysledky analyzy ANOVA, z&iené na hledani vyznamnych
rozdili mezi extrakty aronie a muchoviiik DMSO. Zatimco u ethanolovych a vodnych
extrakti nebyly zjiSeény statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivynoky produkce,
v ptipad® DMSO extrakt byly zjiStny statisticky vyznamné rozdily v parametrech [*aav
Uhlu barevného odstinufipemz hodnoty sitlosti L* a ahlu barevného odstinu byly vyssi ve
vzorcich z roku 2013 neZ v roce 2012, naopak chtické@a* byla vyssi v roce 2012.

V ptipact komparace aronie a muchovniku se ukazaly sigmfikiadruhové rozdily ve
vSech parametrech krandihlu barevného odstinu. U vSech parainstr zjistily kvantitativey
vySSi hodnotydchto ukazovatél u aronie, vyjimkou byly hodnota L* vySSi u muchdkun

V piipact porovnani jednotlivych odd aronie se projevily vyznamné rozdily
v hodnotach TAC a chromati€it Naproti tomu, mezi jednotlivymi oldami muchovnii
byly zjiSteny signikantni rozdily u vSech sledovanych paraigtyjimkou parametrL*, a*

a uhlu barevného odstinu.ééina rozdii byla pozorovana ifpdevSim mezi oddou
Ostravsky a zbyvajicimi oldami muchovniku.

Tabulka 18: Statisticky vyznamné rozdily antioxddé&ch deskriptod mezi DMSO extrakty
aronie a muchovnik(P < 0,05). Zapis X-Y zw@#@ Ze sledovany parametr je X>Y

Parametr Porovnavand  Rozdil mezi  Standardni Pravdépodobnost

skupina skupinami chyba P <0,05

Rok 2012 (12) vs. 2013 (13)

(zahrnuje vSechny druhy, axdly)

L* 13-12 0,6942 0,3127 0,0370

a* 12-13 0,4161 0,1869 0,0366

uhel bar. odstinu 13-12 15,3213 4,1038 0,0012

Aronie (A) vs. muchovnik (M)

(zahrnuje vSechny roky produkce, ddy)

TPC A-M 18,9925 0,6988 0,0000

TAC A-M 4 546,6394 326,3404 0,0000

L* M-A 1,0643 0,2883 0,0013

a* A-M 0,5046 0,1912 0,0150

b* A-M 0,9532 0,1621 0,0000

chromaticita A-M 1,1170 0,1781 0,0000

FRAP A-M 3,4032 0,1326 0,0000

TEAC.pppr A-M 102,7937 2,9598 0,0000

TEACagTS.+ A-M 116,5969 3,9374 0,0000

Nero (AN) vs. Viking (AV)

(zahrnuje roky produkce)

TAC AV-AN 139,9118 22,8772 0,0000

chromaticita AN-AV 0,6157 0,1753 0,0348
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Diferenciace aronie a muchovnik — vicerozn&rna analyza

Obr. 49 znazotiuje vysledky PCA analyzy DMSO extradktkdy faktorem byla zvolena
odridova skladba. Z grafu jsou patrné &mé rozdily mezi jednotlivymi druhy ovoce, déle
jsou viditelné i rénikové rozdily mezi jednotlivymi ofdami aronie a muchovnik
Odradoveé rozdily se i v tomtoffpad ukazuji jako nejvyraz$si diferencigni faktor. Prvni
hlavni komponenta kumulatignvyswtluje 73,61 % celkové variability systému, druha
komponenta 19,43 % daeti 5 % #fistavajici variability, vSechnyfit komponenty spolu
kumulativre vyswtluji 98 % zbyvajici variability. NegtSi vyznam v prvni komponehimaji
parametry TPC, FRAP, TEAGppH @ TEAGsTs.+, U druhé komponenty poté slozkathsti
L* a Uhel barevného odstinu, Veti komponerit dominantni Glohu pro popis variability maji
hodnoty chromaticity.
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Obr. 49: Diferenciace extrakt aronie a muchovnikv DMSO metodou PCA za pouziti vSech
10 experimentah sledovanych parametr OdliSné barvy vektdr odpovidaji odliSnym
odrizdam aronie, resp. muchovniku.

Z faktorové analyzy@br. 50 je Zejmé, Ze parametry L*, barevna koordinata a* a uhel
barevného odstinu jsouilézitymi parametry p diskriminaci jednotlivych vzork. Z grafu je
také patrna vzajemna korelace mezi parametry TPARC,TFRAP, b*, TEACpppy a
TEACagTS-+.
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Obr. 50: Graf fakton: - faktorova analyza s rotaci Varimax- pro DMSOrakty aronie a
muchovnik konstruovany za pouziti vSech 10 experimedtsliedovanych charakteristik.
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Obr. 51: Kanonicka diskriminéni analyza extraki aronie a muchovnikv DMSO podle
odridové skladby. Na diskriminaci byly vyuzity vSechayperimentald zjiStené

charakteristiky jednotlivych vzaik stanovené v daném rozpatdde s vyjimkou obsahu
kyseliny askorbové.

Pri diskriminaci DMSO extrakt podle roku produkce, drithovoce i vybranych odd
pomoci CDA bylo 100 % vzotk spravie zarazeno do fislusné skupiny. Z vysledk
diskriminace podle oddy (Obr. 51) jsou patrné rozdily mezi oiitami aronie (Nero, Viking),
také jsou viditelné rozdily mezi aditami muchovniku Ostravsky a Thiessen nebo TiSnovsky
velkoplody a Lamarckii Balerina. Nadruhou stranoujgaké patrné jisté podobnosti u adir
TiSnovsky velkoplody, TiSnovsky Skolsky.

Metoda k-tého nejblizSiho souseda, obdofako v ethanolovych i vodnych extraktech
rozliSila i v gripact extrakti v DMSO jednotlivé druhy ovoce se 100% spravnostiks1 i
k=2 (Tabulka 19. Jednotlivé odrdy byly také rozliSeny se 100% spravnosti prd i k=2.

Pti klasifikaci podle roku produkce byly takéiazeny jednotlivé vzorky se 100% spravnosti
pro k=1; pro k=2 spravnost z@zeni klesla na 95,83 %, Spatoyla z&azena odida Nero
ro¢nik 2013 jako ronik 2012.

Tabulka 19: Spravnost rozliSeni vzarkaronie a muchovnik pomoci metod kanonické
diskrimina’ni analyzy a metody k-tého nejblizSiho souseda

Metoda Klasifika éni kriterium
rok produkce druh odrida
CDA 100 % 100 % 100 %
k-ty nejbliz8i sousedk=1 100 % 100 % 100 %
k=2 95,83 % 100 % 100 %

Z vysledii analyz DMSO extrakt aronie a muchovniku vyplyva, Ze vzorky aronie a
muchovniki 1ze velmi dobe odliSit podle rok produkce, drut ovoce i jednotlivych odid.
Pro diskriminaci vzorik maji vyznam hlavé barevné charakteristiky: L*,a* a Uhel barevného

odstinu.
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5.8.4 Statistické porovnani extrakéni t¢innosti vSech ¥i rozpousidel

Statisticky vyznamné deskriptory antioxidatni aktivity pro komparaci aronie a
muchovniku — analyza ANOVA

Metodou ANOVA byly také zjiStovany vzajemné statky vyznamné rozdily i
porovnani extrakni innosti jednotlivych rozpoudtlel pouzitych f piipraw extrakti
aronie a muchovnik Z vysledKi, které jsou shrnuty Wabulce 20,e Zejmé, Ze u vSech
10 sledovanych paramétbyly zjiStny statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 20: Statisticky vyznamné rozdily antioxddé&ch charakteristik extrakt aronie a
muchovnik v jednotlivych rozpoudtlech (P < 0,05). Zapis X-Y ztia ze sledovany
parametr je X>Y

Parametr Porovnavana  Rozdil mezi  Standardni Pravdépodobnost
skupina skupinami chyba P < 0,05
Rozpoustdlo 50% ethanol (E) vs. destilovana voda (V) vs. DBIO (D)
(zahrnuje vSechny druhy, adly a r@niky)
TPC D-V 5,8282 1,8381 0,0063
TAC D-V 1451,0343 512,0659 0,0164
L* D-E 1,8975 0,5710 0,0040
a* E-D 3,1592 0,9919 0,0061
V-D 2,8529 0,9919 0,0146
b* V-E 1,6308 0,3237 0,0000
D-E 1,1418 0,3237 0,0021
chromaticita V-D 3,3266 0,8525 0,0006
E-D 2,5594 0,8525 0,0103
uhel bar. odstinu E-V 92,6889 25,2798 0,0014
E-D 68,6486 25,2798 0,0225
FRAP D-V 1,2341 0,2798 0,0001
D-E 1,1205 0,2798 0,0004
TEAC.pppr D-V 30,4968 10,0986 0,0098
TEACaBTS.+ D-V 36,3879 11,1507 0,0000
Aronie (A) vs. muchovnik (M)
(zahrnuje vSechny rozposgéta, roky produkce a oddy)
TPC A-M 11,8916 0,9239 0,0000
TAC A-M 3 373,7615 232,4659 0,0000
L* M-A 3,4178 0,3388 0,0000
a* A-M 56117 0,6384 0,0000
b* M-A 1,3259 0,2870 0,0000
chromaticita A-M 4,8734 0,5727 0,0000
ahel bar. odstinu A-M 71,1283 22,3458 0,0022
FRAP A-M 1,2731 0,2338 0,0000
TEAC.pppr A-M 66,9088 4,6581 0,0000
TEACagTS.+ A-M 72,0482 5,6928 0,0000
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Ve tSing pripadi (7 z 10), byly zji&ny vySSi hodnoty deskriptbrantioxida&nich
vlastnosti u DMSO. Z prezentovanych Gdg¢ patrné, Ze u ethanolovych extriakiyly
zjiSteny vysSi hodnoty chromatické slozky a*, chromagica Uhlu barevného odstinu
v porovnani svodnymi nebo DMSO extrakty. Tento legek je v dobré shed
s pozorovanymi trendy uvedenymi kegchozichc¢astech prace, kdy extrakty v DMSO
vykazovaly nejvysSich hodnot sledovanych experideith charakteristik prakticky ve
vSech pipadech.

Statisticky vyznamné rozdily v hodnotach jedngttir paramefr byly také potvrzenéip
testu druhovych rozdil mezi aronii a muchovnikem. Podlée&avani, ve &Sin¢ pripad
byla aronie charakterizovana vysSimi hodnotami aladych parameir s vyjimkou
parametil L* a b*, které byly vy3$Si u muchovniku.

Diferenciace aronie a muchovnik — vicerozn&rna analyza

Vysledky analyzy hlavnich komponent jsou znazagnna Obr. 52 Z grafu hlavnich
komponent je patrna jednozme vzdjemnd diferenciace aronie a muchovniku, otrpuje,
Ze druhova diferenciace je nejvyré@i. Z obrazku je patrna také sub-diferenciaceadctir
aronie podle rozpou&dla — je mozné wjenit 3 skupiny vlastnich vektdy piicemz v dobrém
souladu s experimentalnim pozorovanim jsou podetastnosti extrakt aronie v ethanolu a
ve vodt a vice odliSné vlastnosti extréktohoto ovoce v DMSO, pro které vlastni vektory
jednotlivych parametrlezi v odliSném sektoru grafu hlavnich kompon&hpiipads extrakti
muchovniku takova jednozé@é sub-diferenciace podle rozpaigl neni patrna.

5
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Obr. 52: Diferenciace extrakt aronie a muchovnik podle rozpougtlel metodou PCA za

pouziti vSech 10 experimentélaledovanych parametrpro konstrukci komponent. Analyza
byla uskuténeéna bez ohledu na druh ovoce neb@hi& produkce. OdliSné barvy vekdor

odpovidaji odliSnym rozpowstizm.

Z vysledki PCA analyzy vyplyva, Ze prvniithlavni komponenty kumulatignvyswtluji
95,44 % celkové variability systému. Z hlediska wgédnotlivych parametrpro konstrukci
komponent se jako nejvyznawjsi ukazaly byt v 1. komponehiparametry TPC, TAC a
TEAC.ppp zatimco u 2. komponenty parametry chromatickgksl@*, chromaticity a FRAP,
u 3. pak uhel barevného odstinu.
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Faktorova analyza s rotaci Varima®lr. 53, ukazuje, Ze pro diferenciaci vzarkbez
ohledu na druh pouzitého exttaikho ¢inidla maji nejetsi vyznamiti parametry, a to slozka
swtlosti L*, chromaticka sloZzka b* a uhel barevnéhdstinu. Analyza faktorovych skoére
(data nejsou zobrazena) prokazuje diferenciacofaldbdobnou jako vifjpads PCA popsané
vySe. Vliv rozpoustdel je patrijSi opet u extrakfi aronie.

Faktor 1

Faktor 2 %NV\_

I
.

Faktor

0.8 T 1

Obr. 53: Graf faktow: - faktorova analyza srotaci Varimax- pro extrak#iyonie a
muchovnik konstruovany za pouZziti vS8ech 10 experimeatdledovanych charakteristik bez
ohledu na druh extrakihocinidla.

Vysledky kanonické diskrimirtai analyzy podle druhu rozpogdta (Obr. 54 naznéuji
jen cast&nou diskriminaci do 3 diskrétnich oblasti.
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Obr. 54: Kanonicka diskriminéni analyza extraki aronie a muchovnikv DMSO podle
druhu extrakniho cinidla. Na diskriminaci byly vyuZity vSechny expentéle zjiSttné
charakteristiky jednotlivych vzaik stanovené v daném rozpatdle s vyjimkou obsahu
kyseliny askorbové (1-destilovana voda, 2-50% ethaB-DMSO)

88



Je patrné, ze nejtsi mirou se odliSuji vodné extrakty od ethanoldvgcDMSO extrakt,
i kdyZz vSechny #i typy extrakfi jsou navzajem také odliSné — skupiny paratné&Zi
v navzajem odliSnych sektorech grafu diskrindimiah skoére. Na druhou stranu z grafu je
ziejme, Zecast vzork je si bez ohledu na rozpo&dlo podobna, coZz je dano péme
velkym statistickym souborem dat (vzérk charakteristik). Dané vysledky diab koreluji
s odliSnymi vlastnostmi, zejména polaritou rozpsédélt, jak je diskutovano ip popisu
experimentalnich vysledk

Tabulka 21: Spravnost rozliSeni vzatrkaronie a muchovnik pomoci metod kanonické
diskrimina’ni analyzy a metody k-tého nejblizSiho souseda

Metoda Klasifika éni kriterium
extrakéni €inidlo druh ovoce odnida  rok produkce
CDA 84,72 % 100 % 70,83 % 83,33 %
K-ty soused k=1 100 % 100 % 100 % 100%
k=2 97,22 % 100 % 88,89 % 95,83 %

Toto pozorovani potvrzuji i hodnoty klasifiks@ich skore charakterizujici Smost
klasifikace vzork dle zvolenych kriteriiTab. 2. Fxi diskriminaci experimentathzjisttnych
charakteristik studovanych vzdrkpodle roku produkce bylo 83,33 % vzorlspravi
zarazeno; pi diskriminaci podle druhu ovoce 100 %, podle @li70,83 % a podle druhu
extrakeniho ¢inidla byla klasifikace UsfEna na 84,72 %. Jako nejvyznaij$in parametry pro
Ucely diskriminace podle druhu extrakho ¢inidla byly identifikovany hodnoty chromacity,
TEACagTs.+ @ TEAGppu. ale i celkovy obsah polyfenob parametr L*.

Metoda k-tého nejblizSiho souseda rozliSila jedmétlextrakni systémy se 100%
spravnosti pri&=1, prok=2 spravnost klasifikace klesla na 97,22 %. Klasid&godle druhu
ovoce byla realizovana se 100% spravnostikgrbi k=2 a podle odidy se 100% spravnosti
prok=1 a prok=2 spravnost Zazeni klesla na 88,89 %.

VSechny klasifikéni skére snad s vyjimkou diskriminace podle tmyr metodou CDA
poskytuji velmi vysoké diskrimirgai a klasifik&ni skore, coZ potvrzuje spravnost pouzitych
diskriminanich model pro popis vlastnosti jednotlivych systém

Je potebné poznamenat, Ze diskriminace a klasifikace bglkuténéna vzdy pro cely
soubor dat bez ohledu na druh ovoce, tj. vysledisadené pro oddy aronie i muchovniku
byly posuzovany spoteé¢, coZz do znéné miry zvySuje vniti variabilitu systému a tedy i
moznost nespravné klasifikace. Z vyslédknalyz vSech extraktaronie a muchovniku ale
vyplyva, Ze i navzdory tomu, vzorky aronie a muahiéi Ize velmi dobe odliSit podle
pouzitych extra&nich ¢inidel, druhi ovoce i jednotlivych odrd. Pro diskriminaci vzork
maji vyznam hlavébarevné charakteristiky: L*, b* a Ghel barevnéhistinu.

Snizime-li variabilitu systému tim, Ze uskirtBme statistickou analyzu zvta%ro
extrakty aronie a muchovniku, dosahuje seinpgip klasifikaci extrakfi aronie podle druhu
rozpoustdla 100% usgsnost jak metodou CDA, tak i metodou 1. a 2. ngfitio souseda.
Diferenciaci podle druhu rozpodgta naznauji také vysledky analyzy hlavnich komponent
(Obr. 559; klasifikace podle réniku bez ohledu na rozpoddto vede k 91,7% spravné
klasifikaci. V pgipad analogického postupu pro @dy muchovniku (Obr55b) vSak uz
diferenciace podle odd neni tak jednozriaa, jelikoz jsou sice dd@b diferencovany extrakty
v DMSO, ale extrakty ve vada ethanolu jsou diferencovangsteng.
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Obr. 55: Diferenciace extraktaronie (a) a muchovnik(b) podle rozpougtel metodou PCA,
zvlag pro extrakty aronie a pro extrakty muchovniku za#iti vSech 10 experimentéin
sledovanych parameir pro konstrukci komponent. Analyza byla uskodea na ranik

produkce. OdliSné barvy vekibodpovidaji odliSnym rozpousllzm. (1-destilovana voda,
2-50% ethanol, 3-DMSO).

| kanonick& diskriminéni analyza realizovana zviagro odiidy muchovniku prokazala
95% spravnou diskriminaci vzaoikpodle extrakniho ¢inidla, kdy vSechny extrakty DMSO
byly diskriminovany se skoére 100 %, a extrakty agiolu a ve vodl oba se spravnosti
93,75 % se dsma nespravhklasifikovanymi vzorkami ze souboru 48 klasifikowah.
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6 ZAVER

PredloZena diplomova prace je pilotni studii 28amou na komplexni charakterizaci
plodi aronie a muchovnik pomoci spektroskopickych a chromatografickych méch
s dirazem na vliv rozpou&tila na vybrané parametry. Pomoci UV-VIS-NIR spedtopie,
HPLC a EPR byly charakterizovany extrakty dvoudddAronia melanocarpaa ¢tyt odmd
Amelanchier alnifolia které byly sbirany v ibéhu dvou let (2012, 2013) a celkbbylo
sledovano 11 vybranych paranetr

Byly testovany it extrakeni systémy: 50% ethanol, destilovana voda a dintetitfpxid
za (Eelem zjiseni, které extraéni ¢inidlo je nejvhodgjSi pro izolaci funknich sloZekdchto
ploda (hlavre polyfenoli a anthokyafl), které je mozné vyuzit jako fidatné latky
v potravindském ptmyslu. Z vysledk méreni Ize konstatovat, Ze exttak cinidlo vyrazre
ovliviiuje koncentraci polyfenadl a anthokyath a tim padem barevné charakteristiky a
antioxidani vlastnosti extrakt aronie a muchovnik NejvhodrijSim rozpoustdlem se u
v8ech parameirz hlediska vyZnosti jevi DMSO, které z laboratorniho hlediskal@dnym
rozpoustdlem pro zisk maximélniho mnoZzstéchto latek, ale z potravigkého hlediska je
pro zavedeni do technologie vyroby nepouziteinéladem k jeho hidavosti a drazdivosti.
Z potravindského hlediska jsou spiSe vyznamné vysledky v 50fnelu a destilované veéd
které dokazuji, Ze tyto plody jsou vybornym zdrojeolyfenofi, anthokyad a mohou byt
z technologického hlediskdaigavany k Upra¥ barvy alkoholickych i nealkoholickych najioj
nebo do jinych potravin zat@lem zlepsSeni jejich kvality.

Bylo dale potvrzeno, Ze plody aronie maji vySSiabbpolyfenolickych latek, anthokyan
a tim padem i vySsi radikal-zhasSeci aktivitu resgioxidani aktivitu nez plody muchovniku.
Co se tyka zhodnoceni nejlepSiho vzorku u arorfitediska antioxidénich vlastnosti, neni
z vysledKi ziejmé, ktery vzorek/odda ma vyrazé vysSi obsah polyfend] anthokyaf a
tedy vySSi antioxidai vlastnosti oproti ostatnim vzankn v pripac pouziti rozdilnych
extrakenich ¢inidel. Naopak u vzork muchovnik Ize povaZzovat oddu Ostravsky 2012 za
vzorek s nejvySSi antioxidai aktivitou a odiidu Thiessen 2013 za vzorek s nejnizSimi
antioxida&nimi vlastnostmi, vzhledem ktomu, Ze ve vSech akktrich cinidlech byly
zaznamenany obdobné vysledky.

Z vysledki statistickych analyz (analyzy ANOVA a vicerogmych statististickych
metod) vyplyva, Ze antioxidai charakteristiky plodl aronie a muchovniku jsou oviiavany
vybérem extrakniho ¢inidla, enviromentalnimi faktory (rok produkce) eudow-odridovou
skladbou. Z vysledk diskrimina&ni analyzy je patrné, Ze mezi vzorky aronie resp.
muchovniki jsou rozdily dostatmé pro jejich usgsnou diferenciaci a klasifikaci podle
zvolenych kritérii.

Tato prace shrnuje dosavadriidecké poznatky tykajici se phkodironie a muchovnitk
Podava pehledné informace o moznych metodach a instrunmdotatechnikach, které Ize na
tyto plody nebo podobné potravis@é matrice aplikovat zacélem zjiSéni koncentrace
dulezitych antioxidant. Prace je zakladnim metodickym materialem, ze ékier budu
vychazet pi navazujicim studiu ve své disemd praci, kde se budu zabyvat komplexni
analyzou l€ivych rostlin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA

AAPH
ABTS
AMVN
ANOVA
CDA

CIE

CIE L*a*b*
CIE L*u*v*
CMYK
CUPRAC
DAD
DHAA
DMPD
DMPO
DMSO
DPPH
ECso
EDTA
EPR

FC

FRAP
GAE

GC

HDL

HLS
H-ORAC
HPLC

HSB
HSV

LDL
L-ORAC
NA

NCS

ND

NMR
NP-HPLC
ORAC
PBN

PC

PCA
PCF
PCY
POBN
PROXYL
RGB

ascorbic acid (askorbova kyselina)

(2,2 -azobis-(-(2-amidinopropan-dihydrochlorid))
(2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzthi§z®-sulfonat
(2,2 -azobis-2,4-dimethylvaleronitril)

Analysis of Variance

Canonical Discrimination Analysis

barevny model CIE (Commission Internationddd'Eclairage) 1931
barevny model CIE 1976 L*a*b*
barevny model CIE 1976 L*u*v*

barevny model zaloZzeny na subtraktivnim midhzarev
Cupric ion reducing antioxidant capacity

Diode Array Detector (detektor s diodovym gml)
dehydroascorbic acid (dehydroaskorbova kipsel
N,N-dimethyl-p-fenylendiamin
5,5-dimethyl-1-pyrolin-N-oxid

dimethylsulfoxid

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

koncentrace substratu, kteraigpbuje 50% pokles absorbance
ethylendiamintetraoctova kyselina

Electron Paramagnetic Resonance (Elektropakamagneticka rezonance)
Folin-Ciocalteuovo

Ferric reducing antioxidant potential

Gallic Acid Equivalent (ekvivalent gallove sgliny)

Gas Chromatography (plynovéa chromatografie)

High density lipoprotein (lipoprotein s vysak hustotou)
barevny model zavedeny firmou Tektronix
Hydrophilic Oxygen radical absorbing capac

High performace liguid chromatography
(vysokoinna kapalinova chromatografie)

Hue, Saturation, Brightness, barevny model

Hue, Saturation, Value, barevny model

Low density lipoprotein (lipoprotein s nizkdwstotou)
Lipophilic Oxygen radical absorbing cagsci
neanalyzovano

Natural Color Systém, barevny model

nedetekovano

Nuclear magnetic resonance (nuklearni magkétiezonance)
Normal Phase High performace liguid chatmgraphy
Oxygen radical absorbing capacity
a-fenyl-N-terc-butyl-nitron

Polyphenolic compounds (polyfenolické skeniny)
Principal Component Analysis

Principal Component Factoring

Procyanidins (prokyanidiny)
a-(4-pyridyl-1-oxid)-N-terc-butyl-nitronu
3-karbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidioxyl

Red Green Blue, barevny model
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RP-HPLC
TAA

TAC
TBARS
TCEP

TE

TEAC
TEMPO
TEMPOL
TPC
TPTZ
UV-VIS
UV-VIS-NIR
YUV

Reverse Phase High performace liguidrolatography
Total Antioxidant Activity (celkova antioxidani aktivita)
Total Anthocyanins Content (celkovy obsahhaikiyani)
Thiobarbituric acid reactive substances
tris(2-karboxyethyl)fosfinu
Trolox ekvivalent (ekvivalent Troloxu)

Trolox equivalent antioxidant capacity
2,2,6,6-tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinedxyl)

Total Polyphenolic Content
2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)

Ultraviolet Visible Spectroscopy

Ultraviolet-Visible-Near Infrared Spectroscopy
barevny model pouzivany v televiznim vysil&morne PAL i HDTV
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9 SEZNAM PRILOH

Piiloha 1: Prehled analyzovanych aitt aronie a muchovnikrok 2012

Piiloha 2: Prehled analyzovanych ot aronie a muchovnikrok 2013

10 PRILOHY

Piiloha 1: Prehled analyzovanych aitt aronie a muchovnikrok 2012

Pozn.:

AN12 - Aronia melanocarpadnida Nero, rok 2012

AV12 - Aronia melanocarpadrnida Viking, rok 2012

MO12 - Amelanchier alnifoliaodrida Ostravsky, rok 2012

MV12 - Amelanchier alnifolisodmida TiSnovsky velkoplody, rok 2012
MT12 - Amelanchier alnifolisodrida Thiessen, rok 2012

ML12 — Amelanchier alnifolisodrida Lamarckii Balerina, rok 2012
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Piiloha 2: Prehled analyzovanych aitt aronie a muchovnikrok 2013

Pozn.:

AN13 - Aronia melanocarpadnida Nero, rok 2013

AV13 - Aronia melanocarpadnida Viking, rok 2013

MS13 —Amelanchier alnifoliasodnida TiSnovsky Skolsky, rok 2013
MV13 - Amelanchier alnifoliaodriida TiSnovsky velkoplody, rok 2013
MT13 — Amelanchier alnifoliaodnida Thiessen, rok 2013

ML13 - Amelanchier alnifolisodrida Lamarckii Balerina, rok 2013
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