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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studii antioxidacni aktivity tavenych syrt po ptidavku
pokrutin hroznt révy vinné. V teoretické ¢asti je popsan vyrobni proces tavenych syra a hlavni
slozky mléka, majici antioxidacni aktivitu. Teoreticka ¢ast pojednéva také o pokrutinadch hrozna
a jejich antioxidacni aktivité. V neposledni fad€ jsou popsany principy jednotlivych metod
stanoveni. Prakticka ¢ast vystihuje proces vyroby vzorki tavenych syrt a zpracovani pokrutin.
Podrobn¢ se zabyva stanovenim antioxida¢ni aktivity obohacenych vzorku syra metodou
DPPH, ABTS, stanovenim reduk¢ni sily, schopnosti vychytavat peroxid vodiku a stanovenim
celkového obsahu fenolickych latek a celkového obsahu flavonoidd, a také identifikaci hlavnich

funk¢énich skupin ptitomnych slozek ve vzorcich pomoci infracervené spektroskopie.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

The effect of grape pomace on antioxidant properties of processed cheese

ANNOTATION

This thesis examines the antioxidant activity of processed cheese after the addition of grape
pomace. In the theoretical part the production process of processed cheese and main
components of milk are described focusing on its antioxidant activity. The theoretical part
examines also grape pomace and its antioxidant activity. Last but not least, the principles of
individual methods of determination are described. The practical part describes the process of
production of processed cheese samples and processing of grape pomace. It deals with the
determination of the antioxidant activity of enriched samples by DPPH and ABTS assays,
reducing power, hydrogen peroxide scavenging assay and determination of the total phenolic
and flavonoid contents. The main functional groups present in the samples were assessed by

means of infrared spectroscopy.
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0 UVOD

V poslednich letech vzrostl zajem spotiebitell o funkéni potraviny, které jsou nutricné
bohaté a mohou pfispivat ke zlepSeni zdravi a v prevenci riznych nemoci. Mezi tyto potraviny
se fadi 1 mlécné vyrobky. Zpracovani mléka na syry je dilezité¢ predevsim pro prodlouzeni
trvanlivosti. Nicméné piidavkem bioaktivnich molekul p#i vyrobé syru dochazi ke ztraté
syrovatky a tim i dalSich vyznamnych latek.

Pokrutiny hroznt tvoii hlavni vedlejsi produkt vyroby vina, coz predstavuje asi 20-30 %
hmotnosti hrozni. Tradi¢né se pouzivaji jako krmivo nebo hnojivo. Odhaduje se, Ze ro¢né je
vyprodukovano az 9 milionl tun pokrutin, coz ptedstavuje velké zatizeni pro Zivotni prostredi.
Avsak pokrutiny jsou bohaté na fenolické slouceniny, zejména flavonoidy, fenolové kyseliny
a stilbeny, z nichz mnohé se ukazaly byt dulezité pro své antioxidacni ucinky a v prevenci
vzniku zavaznych onemocnéni. Diky témto vlastnostem existuje moznost vyuziti pokrutin jako
slozka funk¢nich potravin.

Cilem této prace bylo obohatit tavené syry o pokrutiny hroznl a stanovit, zda ma ptidavek
pokrutin vliv na zvySeni antioxidac¢ni aktivity syru. Pro posouzeni vlivu ptidavku byla
aplikovana stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodami DPPH, ABTS, stanoveni reduk¢ni sily,
schopnosti vychytavat peroxidu vodiku a celkovy obsah fenolickych latek a flavonoida.
Dulezit¢ funkéni skupiny ptfitomnych slozek byly stanoveny pomoci infraervené

spektroskopie.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Syry

Syry jsou obecné definovany jako Cerstvé nebo prozralé vyrobky ziskané oddélenim
tekutiny (syrovatky) po koagulaci mléka s riznou tucnosti. Syry v sob¢ tedy koncentruji slozky
susiny mléka, predev§im kasein a mlécny tuk. Do syrovatky piechazi vétsi cast vody, laktdzy,
bilkovin syrovatky a ¢ast soli. Ke koagulaci dochazi plisobenim enzyma nebo v dasledku
zmény pH do oblasti blizké izoelektrickému bodu kaseinu. Hlavnim divodem zpracovani
mléka na syry je prodlouzeni trvanlivosti, pfi¢emz v syrech jsou zachovany nutri¢né nejcenné;si

slozky mléka. Vyroba syru se sklada z fady krokli a biochemickych procesi.

Rozdéleni syrii:
e Pfirodni syry, které se déli dle zplisobu zrani na:
o Syry nezrajici véetné tvarohu
= Cerstvé
* Termizované
o Syry zrajici
» Pfevazné od povrchu do vnitini hmoty syra (syry s mazem)
= Prevazné v celé hmoté¢ (anaerobn¢)
o Plisnove syry
= S plisni na povrchu a s plisni na povrchu i uvnitf tésta
= S plisni uvnitf tésta
e Tavené syry, které l1ze definovat jako tepelné oSetfené produkty zaloZené na riznych

typech syrt v rozdilném stupni zralosti a na piidavku tavicich soli (Kadlec, et al., 2012).

1.2 Tavené syry a jejich vyroba

Zakladni surovinou pro vyrobu tavenych syri je pfirodni syr. Pro vyrobu lze pouzit
| ptirodni syr s nékterymi vadami. Jedna se o vady zdravotné nezavadné, piredevSim
mechanické (deformace) nebo vady zptusobené odchylnymi analytickymi hodnotami (obsah
susiny nebo tuku).

Dal8imi surovinami pro vyrobu tavenych syrii jsou maslo, pfidavané za tcelem zvySeni
obsahu tuku v susing, voda, ktera obsah susiny snizuje, rizné susené suroviny (susené mléko,
suSend syrovatka, suSené¢ podmasli), pfiddvané za uclelem snizeni ndkladu na surovinovou
skladbu a natavek, coz je taveny syr, u kterého jiz probéhlo tepelné oSetieni za pfitomnosti

tavicich soli. Natavek se do surovinové skladby dostava zamérnym piidavkem ¢i jako zbytek
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taveniny z predchozi vyroby. V pfipadé ochucenych tavenych syrt jsou soucasti surovinové
skladby také slozky dodavajici chut’ a barvu — naptiklad kapie, kakaova slozka apod.

Pokud by takovato surovinova skladba byla zahiivana, doSlo by k rozdéleni na tfi faze
- vysrazenou bilkovinu na dné, vodni fazi ve stiedni vrstvé a odd¢leny volny tuk na povrchu.
Usp&snou vyrobu tavenych syrtl, a tedy dosazeni homogenni struktury smési umoziiuje pouZiti
tavicich soli. Tavici soli v pribéhu taveni zajistuji vyménu vapenatych iontl v taveniné
za ionty sodné - nerozpustné vapenaté soli kaseinu se tedy pfemeni na rozpustnéjsi soli sodné
(Obrazek 1). Pasobenim tavicich soli dochazi k rozptyleni bilkovin, emulgaci tuku, navazani
vody a narastu pH (5,0-6,0). Jako tavici soli se nej¢astéji pouzivaji soli s vicemocnym aniontem
(fosfore¢nany, polyfosforecnany, citronany) a jednomocnym kationtem (pfedevSim sodik).
Vlivem pfidavku tavicich soli dochazi ke zhorSeni pivodné ptiznivého poméru fosforu
a vapniku a k vysokému obsahu sodiku v tavenych syrech, a je tedy oproti pfirodnim syriim

méné nutri¢né hodnotny.

0
Vaum
SER-0-P-0 + NaA H,0 0
OH A 2= 7
a zihfey SER-0-P-0"Na* + CaA
4 = michani \
P-0 i OH 0

| OH P-0 Na
POM f o

Vapenaté soli kaseinu
(pfirodni syr) Sodné soli kaseinu )
(tavenina béhem vyroby tavenych syru)

Obrazek 1 Schéma vymény vapenatych iontti za sodné béhem taveni (Burika, 2017)

Vlastni taveni probiha v tavickach za vakua. Tavicky maji parou vyhiivany plast i pfimy
vstiik pary a niz, zajist'ujici intenzivni michani. Béhem taveni je mozny ptidavek vody. Teplota
taveni se pohybuje v rozmezi 80-95 °C, po dobu 4-15 minut (Burika, 2017; Kadlec, et al.,
2012).

1.2.1 Vliv taviciho procesu na strukturu syru
Taveny syr se pfipravuje smichanim pfirodnich syrt, tavicich soli, vody a dalSich pftisad,

zahtatim, dokud se smés neroztavi a naslednym michanim smési v reakéni nadobé.

vvvvv

(emulgacni proces). Emulgacni proces zajistuje syru pozadované vlastnosti, kterymi jsou

viskozita a mechanické vlastnosti. Proces, béhem kterého se vytvaii findlni struktura syru,
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probihajici po ur¢itou dobu, se nazyvd krémovani. Krémovani muize byt také vyvolano
chlazenim a skladovanim a zdsadné se pfi ném meéni kaseinova sit’. Pfi vyrobé taveného syra
ma krémovani vliv na velikost mlécnych tukovych globuli a kaseinovou sit’, ¢imz ovlivituje

viskozitu roztaveného syru a pevnost finalniho produktu (Fu & Nakamura, 2017).

1.3 Miéko a jeho antioxidaéni vlastnosti

V soucasné dob¢ je velkym trendem zlepSovani kvality Zivota, a roste tak poptavka
po potravinach nejen s vysokou vyzivovou hodnotou, ale také pfiznivym vlivem na zdravi. Tyto
potraviny se nazyvaji funkéni potraviny. Jednim ze zpusobt, jak takové potraviny pusobi
na lidské télo, je prostfednictvim bioaktivnich peptidii. Bioaktivni peptidy jsou definovany jako
specifické fragmenty bilkovin, které maji pozitivni vliv na télesné funkce a v koneéném
disledku tak mohou ovlivnit zdravi clovéka. Proteiny jsou bohatym zdrojem biologicky
aktivnich peptidt, avSak v ramci struktury proteinu jsou tyto peptidy neaktivni a mohou byt
uvolnovany hydrolyzou enzymy rizného pivodu (Pepe, et al., 2016; Timon, et al., 2012).
Béhem traveni potraviny jsou bioaktivni peptidy strukturné podobné naptiklad hormoniim
a v organismu tak mohou navodit rizné agonistické a antagonistické interakce (Wang, et al.,
2015). Peptidy, pochazejici z mléénych proteinti pusobi pfiznivé na zdravi z nékolika hledisek,

které shrnuje Tabulka 1.

Tabulka 1 Funkce mléénych bilkovin (Egger & Ménard, 2017)

Protein Funkce

a-kasein Opioid, vazba mineralt

B-kasein Snizeni krevniho tlaku, vazba mineral{, protirakovinotvorny
K-kasein Snizeni krevniho tlaku, protizanétlivy

a-laktalbumin | Opioid, protizanétlivy

B-laktoglobulin | Protizanétlivy, anxiolyticky, hypocholesterolemicky

laktoferrin Protirakovinotvorny, antimikrobialni, imunomodula¢ni

. MléEné bilkoviny jsou povazovany za dilezity zdroj bioaktivnich peptidl, které se
uvoliuji béhem zpracovani nebo pii traveni mléka (Fialho, et al., 2018). Mléko patii
K nejzajimavéj$im a nejslibnéj§im potravinam, které by dokazaly nahradit chemikalie, 1é¢iva
a doplnky stravy, vzhledem k obsahu S$iroké Skaly molekul s potenciondlni antioxidacni
aktivitou. VsSechny jeho antioxida¢ni slozky jsou u¢inné v prevenci peroxidace lipida

a k zachovani kvality mléka (Zulueta, et al., 2009).

17



Obsah kaseinu v mléce predstavuje asi 80 % celkového obsahu mléénych bilkovin. Hlavni
frakce kaseinu jsou asi-kasein, asp-kasein, B-kasein, k-kasein, a jejich piiblizny podil se
odhaduje na 45 %, 12 %, 35 % a 8 %. Kasein spole¢né s fosfore¢nanem vapenatym tvoii stabilni
kaseinové micely (Everett & Auty, 2008; Garrido & Borges, 2013; Huppertz, et al., 2018;
St-Gelais & Haché, 2005; Zulueta, et al., 2009).

Antioxidacni aktivita mléka je pfifazovana nejen mléénému kaseinu a syrovatkovym
proteinim (B-laktoglobulin, a-laktaloumin, laktoferrin (Egger & Ménard, 2017; Ma, et al.,
2018)), mléko také obsahuje stopy nizkomolekularnich thiold, askorbatu, tokoferolu, retinolu
a karotenoidu, které rovnéz vykazuji antioxidacni aktivitu (Niero, et al., 2017). Celkovy obsah
antioxidantt se pak 1isi u odstfedéného a plnotu¢ného mléka. Disledkem odstfedéni dochazi
k ¢astecnému ubytku lipofilnich antioxidantd (naptiklad retinol, tokoferol, karotenoidy)
(Alenisan, et al., 2017).

1.3.1 Zpracovani mléka na syry

Pii zpracovani mléka vznikd velké mnoZstvi tekutého odpadu tzv. syrovatky. Syrovatka je
kapalna ¢ast vznikajici jako vedlejsi produkt béhem vyroby syru nebo béhem koagulace
kaseinu. Vyroba syru je proces, pii kterém mlééné slozky piitomné jako koloidni ¢astice (kasein
a fosforecnan vépenaty) a emulze (tuk) tvoii sit, zatimco rozpustné slozky (syrovatkové
bilkoviny, laktéza a mineraly) zlstavaji v syrovatce (Tabulka 2). Asi 50 % pevnych latek,
obsazenych pivodné v mléku, je pfitomno v syrovatce (Obrazek 2). Syrovatka ziskana
pii vyrobé syru tvoifi 70-90 % ptivodniho objemu mléka a jeji produkce celosvétove stale
narista. Aktualné se jeji produkce odhaduje na ptiblizné 180—190 miliond tun roéné. Syrovatka
se vyuziva k vyziveé zvitat, nicméné predstavuje vysokou organickou zaté€Z pro Zivotni prostiedi
z divodu pritomnosti zbytkovych mlécnych zivin (laktéza, bilkoviny, lipidy, vitaminy).
Zaroven diky vysokému obsahu téchto Zivin je syrovatka povazovana za potenciondlni zdroj

pro vyrobu potravin s ptidanou hodnotou (Yadav, et al., 2015; Masotti, et al., 2017).
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Tabulka 2 Obsah koloidnich a rozpustnych slozek v kravském mléku (O Kennedy, 2011)

Slozka Koloidni | Rozpustné
Tuk (%) 4,0-4,4

Kasein (%) 2,5-2,8
Syrovatkové proteiny (%) 0,5-0,6
Laktoza (%) 4,4-4.6
Vapnik (mg/100 ml) 80 40
Hot¢ik (mg/100 ml) 3 8
Draslik (mg/100 ml) 150
Sodik (mg/100 ml) 50
Chlorid (mg/100 ml) 100
Fosfor (mg/100 ml) 45 45
Citrat (mg/100 ml) 15 170

104 mléko Esyrovatka

OBSAH (% w/v)

2- E ﬂ H—I

0 —" -
laktoza kaseu'fove syrovitkové  tuk sl popel pevné
proteiny proteiny latky

SLOZKY

Obrazek 2 Pichled latek obsazenych v mléce a v syrovatce (Yadav, et al., 2015)

1.4 Syry s pfidanou hodnotou

Lipidy (oleje a tuky) jsou nestabilni latky, které jsou schopné autooxidace, coz je nezvratny
proces, vedouci ke Zluknuti, zhorSeni chuti a sniZzeni vyZivové hodnoty potraviny. Oxidace
lipidil je hlavni pfi¢inou degradace potraviny pfi skladovani. Za ucelem zpomaleni procesu
oxidace mohou byt do potravin piidavany antioxidanty. Hlavni syntetické antioxidanty
pouzivané pro tyto ucely jsou: BHA, BHT, PG a TBHQ. Nicméné¢ dle studii maji tyto latky
negativni ucinek na zdravi. Syntetické antioxidanty jsou tedy nahrazovany rostlinnymi

materialy (Marinho, et al., 2015).
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V poslednich desetiletich vzrostl zajem spotiebiteli o funkéni potraviny, které jsou nutri¢né
bohaté a mohou pfispivat ke zlepSeni zdravi a v prevenci riznych nemoci. Mezi tyto potraviny
patii 1 mlécné vyrobky jako napiiklad syry, bohaté na lipofilni bioaktivni latky. Nicméné
piidavkem bioaktivnich molekul pii vyrobé syru dochazi ke ztraté syrovatky a tim i dalSich
vyznamnych latek: 50 % fosfolipidl, 60 % vitaminu D a 95 % enzymt, odpovédnych za zrani
syra. Mnoho lipofilnich bioaktivnich latek jako jsou ®-3 mastné kyseliny, karotenoidy a CoQ10
jsou proto ptidavany do syru ve formé emulzi piedev§sim pro zvySeni retence a stability
aktivnich latek rozpustnych v tucich. Obohaceni syru o -3 mastné kyseliny vede k nachylnosti
potraviny ke zluknuti a oxida¢nim procestim. Inhibice peroxidace lipidi mtze byt dosazena
piidavkem vhodnych antioxidantl jako je vitamin A, a-tokoferol, karotenoidy, atd. Vitaminy
s antioxida¢nimi vlastnostmi také plisobi v prevenci riznych chorob jako je rakovina,
kardiovaskularni choroby, o¢ni choroby, atd. (Stratulat, et al., 2014)

Inovaci v odvétvi vyroby syrt predstavuje ptidavek rostlinnych extrakti. Piidavek extraktu
Z borovicovych jehlic snizuje oxida¢ni ucinek a hladinu volnych mastnych kyselin v syru,
anavic zvysuje jeho senzorické vlastnosti. Vytazek z kvétu Omanu britského zvySuje v syru
celkovy obsah bilkovin, fenolickych latek, obsah popela a snizuje pH a obsah lipidi ve srovnéni
se syrem stejného typu bez ptidavku. Dalsi skupinu rostlinnych ptidavkl predstavuje koteni
a bylinn¢ extrakty (skofice, oregano, hiebicek, slupky granatového jablka a semena hrozni révy
vinné), jejichz extrakty inhibuji peroxidaci lipida v syru a vykazuji také antimikrobidlni Gi¢inky.
Z toho je patrné, ze vysoky potencial ke zvySeni stability syru ma nejen plnohodnotné koteni
(htebicek, oregano, skofice), ale 1 vedlejsi produkty (slupky granatového jablka, semena

hroznt) (Granato, et al., 2018).
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1.5 Réva vinna

1.5.1 Péstovani a morfologie

Péstovani révy vinné (rod Vitis) se déli na produkci stolnich odrud, urenych k piimé
spotiebé, a mostovych odriid, uréenych k vyrobé révovych vin. Zakladem uspésného péstovani
révy vinné jsou vhodné klimatické a geologické podminky. Pro vétSinu odrid je optimalni
oblast rastu v mistech s primérnou ro¢ni teplotou 11-16 °C. Proto mezi vinaiské velmoci patii
zemé jako Italie, Francie, Argentina nebo Chile. V Ceské republice se vinna réva péstuje
ve dvou vinaiskych oblastech: vinaisk4 oblast Morava a vinaiské oblast Cechy (Kadlec, et al.,
2012).

Morfologicky se hrozny révy vinné skladaji z tfapin se stopkami a z bobule, slozené
z duziny, semen a slupky. Ttapiny se stopkami obsahuji chutové neptiznivé polyfenoly,
semena jsou bohatd na tiisloviny a lipidy, slupky hrozn maji vysoky obsah fenolickych latek..

Bobule hroznii obsahuji pfedev§im vodu, sacharidy (pievdzné glukozu a fruktozu)
a organické kyseliny (vinna, jable¢na, citronovad), ale také fenolové latky (fenolové kyseliny,
flavonoly, antokyany a tfisloviny), dusikaté latky (aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, amonné
soli, aminy a dusi¢nany), a dalsi (Kadlec, et al., 2012).

1.5.2 Obsah fenolickych latek

Rostlinné fenolické latky predstavuji jednu z nejpocetnéjSich skupin ptirodnich produkti.
Hraji velkou roli v prevenci kardiovaskularnich poruch a vzniku rakoviny. Z chemického
hlediska je struktura fenolickych latek charakterizovana benzenovym jadrem s jednou nebo
vice hydroxylovymi skupinami.

Fenolické latky pfitomné v hroznech maji Sirokou Skalu struktur od jednoduchych
az po polymerni slouceniny. Na zakladé jejich struktury jsou rozdéleny na neflavonoidni latky
(kyselina hydroxybenzoova, kyselina hydroxyskoficova a jejich derivaty a stilbeny)
a flavonoidy (antokyany, flavanoly a flavonoly). Zastupce flavonoidnich a neflavonoidnich
latek v hroznech révy vinné shrnuje Tabulka 3. V hroznech se fenolické latky vyskytuji jako
antokyany, flavan-3-oly, flavonoly, stilbeny a fenolové kyseliny pfedevsim ve slupkach, jako
flavan-3-oly a kyselina gallova v semenech a jako derivaty kyseliny vinné ve staveé (Ivanova,
et al., 2011; Katalinic, et al., 2010; Luo, et al., 2016; Mildner-Szkudlarz, et al., 2012; Shahidi
& Zhong, 1999).

Zdravotné nejvyznamnéjsi skupinu fenolickych latek piedstavuji stilbeny a z nich potom
zejména resveratrol. Je prokazano, ze stolni odriidy hroznti obsahuji mnohem vyssi koncentraci

resveratrolu nez odridy mostové. Zaroven jsou odridy s ¢ervenymi a modrymi bobulemi
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bohat§i na resveratrol nez odrudy s bilymi bobulemi (Paviousek, 2017). Vysoky obsah
antokyant je pak taktéz typicky hlavné pro odridy s ¢ervenymi a modrymi bobulemi (Buresova

& Pavlousek, 2015).

v

v hroznech révy vinné (Buresovd & Pavlousek, 2015)

Hydroxybenzoové kyseliny | kyselina gallova, protokatechova
Neflavonoidni

Hydroxyskoficové kyseliny | kyselina kaftarova, koutarova, fertarova
fenolové latky

Stilbeny trans a cis-resveratrol
Antokyan

Flavonoidni yany

fenolové latky Flavan-3-oly katechin, epikatechin
Flavonoly kvercetin, kaempferol

1.5.3 Pokrutiny

Pokrutiny hroznt tvofi hlavni vedlejsi produkt vyroby vina, coz ptedstavuje asi 20—30 %
hmotnosti hroznd. Tradi¢né se pouzivaji jako krmivo nebo hnojivo. Odhaduje se, ze ro¢né je
vyprodukovano az 9 milionil tun pokrutin, coz piedstavuje velké zatizeni pro zivotni prostiedi.
Avsak pokrutiny jsou bohaté na fenolické slouceniny, zejména flavonoidy, fenolové kyseliny
a stilbeny, z nichz mnohé se ukazaly byt prospésné lidskému zdravi. Fenolické slouceniny
pritomné v pokrutinach jsou skupina sekundarnich metaboliti hroznti. Tyto slouCeniny déavaji
vinu nejen barvu a hotkost, ale jsou dulezité pro své antioxida¢ni Géinky a také k prevenci
vzniku rakoviny a kardiovaskuldrnich onemocnéni. Diky témto vlastnostem existuje Siroka
moznost vyuziti pokrutin v kosmetice, jako slozka funkénich potravin, pfirodni barvivo nebo
konzervaéni latka v potravinach, a predev§im jako nahrada syntetickych 1éciv (Ferri, et al.,
2017; Martins, et al., 2016; Sanchez-Alonso, et al., 2008).

Pokrutiny se pfevazné skladaji ze slupky, semen a stopek s riznym sloZenim, zavislym
na odride révy vinné a zptisobu péstovani. V hroznech jsou fenolické latky pfitomny predevSim
v pevnych ¢astech (slupka, semena, stopka) a jsou velmi strukturn€ rozmanité od jednoduchych
molekul az po polymery. Obecné plati, Ze Slupky hroznt jsou bohatym zdrojem antokyant,
fenolovych kyselin, flavanolii a flavonolovych glykosidli, zatimco semena jsou bohatd
pfedevsim na flavanoly. Studie také poukazuji na fakt, Ze antokyany jsou v podstaté ptitomné
pouze Ve slupkach ¢ervenych odrid hrozna (Jara-Palacios, et al., 2014; Kammerer, et al.,
2004).
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Studie jsou vénovany piedevsim obsahu fenolickych latek v pokrutinach ¢ervenych hroznt,
jelikoz vlivem rtizného vyrobniho procesu obsahuji ¢ervena vina vice fenolickych latek (Ferri,
etal., 2017; Mendes, et al., 2013). Béhem vyrobniho procesu si bilé odrtidy hroznti zachovavaji
témet vSechny své fenolické latky na rozdil od hrozni odrid cervenych, kdy béhem

alkoholového kvaSeni dochézi k ubytku koncentrace polyfenoli. Proto jsou pokrutiny z bilych
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1.5.3.1 Pokrutiny bilych hrozni révy vinné

K nejhojnéji zastoupenym fenolickym latkdm obsaZenych v pokrutinach bilych hroznt,
tvofenymi slupkami a semeny, patii flavanoly (katechin, epikatechin), flavonolové glykosidy
a fenolové kyseliny (Luo, et al., 2017). VSechny tyto fenolické slouceniny jsou studovany
pro své antioxidacni, protinadorové a antimikrobidlni vlastnosti. Pfedev§im pak antioxidacni
vlastnosti souvisi s pritomnosti hydroxylové skupiny, kterd dava molekule vlastnosti

redukéniho ¢inidla a donoru vodiku (Heleno, et al., 2015).

2t T
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B
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R
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- | ~ |
(A) (B)
fenolové kyseliny

Obrazek 3 Obecné struktury flavonolil, flavanolt a fenolovych kyselin (A) hydroxyskocicové kyseliny
(B) hydroxybenzoové kyseliny

Flavanoly a flavonoly

Flavanoly jsou typické pro pfitomnost nasycené¢ho uhlikového fetézce mezi atomy uhliku
C2 a C3, hydroxylovou skupinou na uhliku C3 a také nepfitomnosti karbonylové skupiny
nauhliku C4 (Obrazek 3). V pfirodé se nejCastéji vyskytuji jako flavan-3-oly.
Nejrozsitengjsimi flavan-3-oly jsou katechin a epikatechin, pfitomné ve slupce, ale piedevsim

v semenech hroznu (Garrido, et al., 2013).
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Flavonoly pfedstavuji podtfidu flavonoidti, majici rizné odstiny od bilé po Zlutou. Jsou
charakterizovany ptitomnosti dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3 a také hydroxylovou skupinou
na uhliku C3 (Obrazek 3). V rostlinnych tkanich se flavonoly vyskytuji nejcastéji jako
glykosidy, coz plati 1 pro pokrutiny hrozna, kde jsou nejbéznéjSimi zastupci glykosidy
kvercetinu a kaempferolu (Garrido, et al., 2013; Makris, et al., 2006).

V Tabulce 4 je shrnuti obsahu flavan-3-olt, flavonolt a flavonolovych glykosidi

v semenech a slupce odridy Ryzlink rynsky (Kammerer, et al., 2004).

Tabulka 4 Obsah nejdilezitéjsich flavan-3-old, flavonold a flavonolovych glykosida
v semenech a slupce odriidy Ryzlink rynsky (Kammerer, et al., 2004)

Slozka slupka semena
obsah (mg/kg susiny)
katechin 226,7 790,2
epikatechin 134,6 674,5
kvercetin nd” nd”
kvercetin 3-O-glukuronid 509,9 38,0
kaempferol nd” nd”
kaempferol 3-O-glukosid 247,6 20,0
“nedetekovano

Fenolové Kyseliny

Fenolové kyseliny se déli do dvou hlavnich skupin — hydroxybenzoové a hydroxyskoticové
kyseliny, které jsou odvozené od nefenolovych kyselin skoficové a benzoové. Chemicky maji
tyto slouceniny alespoil jeden aromaticky kruh, pficemz alesponi jeden vodik je substituovan
hydroxylovou skupinou (Obrazek 3) (Heleno, et al., 2015). Hydroxybenzoové kyseliny jsou
obsazeny predevsim v semenech hroznii (kyselina gallova a protokatechova), zatimco kyseliny
hydroxyskoticové (kyselina kaftarova, fertarova a koutarova) predevs$im ve slupce (Kammerer,
et al., 2004).

V Tabulce 5 je shrnuti obsahu fenolovych kyselin v semenech a slupce odrudy Merzling
(Kammerer, et al., 2004).
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Tabulka 5 Obsah fenolovych kyselin v semenech a slupce odrady Merzling (Kammerer, et al., 2004)

Kyselina slupka semena
obsah (mg/kg susiny)
gallova 15,0 106,5
protokatechova 42,8 102,8
kaftarova 61,0 9,3
p-hydroxybenzoova 31,1 13,8
koutarova 545 30,2
fertarova 17,3 3,0
1.6 Pouzité analytické metody
1.6.1 Spektrofotometrie
Spektrofotometrie je instrumentalni technika zaloZenA na méfeni absorpce

elektromagnetického zafeni v ultrafialové (UV, 200-380 nm), viditelné (VIS, 380—780 nm)

a blizké infradervené

oblasti.

Vysledkem zmén energetickych stavi elektrond v molekule v dusledku absorpce v UV-VIS

oblasti jsou elektronicka spektra. Zmény zavisi na pravdépodobnosti pfechodu elektronu mezi

jednotlivymi energetickymi stavy molekuly. Pozice jednotlivych absorpénich pasem

zaznamenanych v elektronickych spektrech zavisi na energii absorbovaného zafeni (Marczenko

& Balcerzak, 2000). Schéma instrumentace spektrofotometru je na Obrazku 4.

ZDROJ
ZAREN(

MONOCHROMATOR

Vodikova, xenonova
vybojka,
halogenova Zarovka

Hranol,
difrakéni mfizka

KYVETA

DETEKTOR

ZPRACOVANI
VYSLEDKU

Roztok vzorku

Fotodioda,
fotonasobic, ...

Zesilovac,
usmeérnovac,
zapisovacg, ...

Obrazek 4 Schéma spektrofotometru (Marczenko & Balcerzak, 2000)

Pti priichodu monochromatického zafeni roztokem (zafeni o jedné vinové délce), je Cast

intenzity toho zafeni roztokem absorbovana a ¢ast jim prochéazi (Obrazek 5).

Zdroj zéreni

A /
N~ 0
\Y P 4

Filtr

/

—

Vzorek

Obrazek 5 Prichod monochromatického zateni vzorkem (Chauhan, 2008)
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Pomér intenzit zareni proslého roztokem (I) a dopadajiciho zafeni (lo) se nazyva
transmitance (T) (rovnice 1). Absorbance (A) se nasledné ziska ptfepoctem z transmitance

(rovnice 2).

T=1 (1)

I

1
A= log = @)

T
Vztah mezi koncentraci sloueniny a mirou absorpce zafeni je zalozen na dvou
jednoduchych zakonech. Lambertiv zakon tikd, Ze zafeni absorbované roztokem je piimo
umérné délce absorpcni vrstvy. Podle Beerova zakonu je mnozstvi absorbovaného zaieni pfimo
umérné koncentraci absorbujici latky v roztoku. Spojenim téchto zakont ziskame tzv. Lambert-

Beertiv zakon (rovnice 3).

A= ¢€-l-c 3)
kde & je molarni absorp¢ni koeficient, € je molarni koncentrace roztoku a |l je délka absorp¢éni

vrstvy (Chauhan, 2008).

1.6.2 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie se déli do tii oblasti dle vinovych délek: blizké infraervena
oblast, stfedni infracervena oblast a vzdalena infraervena oblast. Rozsah infraCervené oblasti
se pohybuje v rozmezi vinovych délek 0,75-25 pm (mezi vinoéty 13000-10 cm™). Nejéastgji
se méfeni infraCerveného spektra provadi v oblasti stfedni infracervené oblasti s vinocCty
4000-400 cm™.

Infracervend spektroskopie je technika zaloZena na rota¢né-vibracnich ptechodech atomii
molekul pfi prichodu infraderveného zéfeni testovanym vzorkem. Energie, kterd se projevi
ve spektru jako absorpéni pés, odpovida frekvenci vibrace urcité ¢asti molekuly vzorku.
V oblasti infracervené spektroskopie Ize detekovat funkéni skupiny C-H, O-H, N-H, CO a dalsi.

Pro snimani infracervenych spekter se pouzivaji dvé zakladni metody: transmisni, kdy je
zafeni méfeno po prichodu vzorkem, a reflexni, kdy je sledovano zafeni odraZené od vzorku

(Lin, et al., 2009).
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Obrazek 6 Instrumentace infraervené spektroskopie (Lin, et al., 2009)

Infracervené spektrometry (Obrazek 6) jsou ¢asto doplnény o Michelsontv interferometr
(Obrazek 7), jedna se tedy o spektrometry s Fourierovou transformaci. Interferometr je optické
ziizeni, které umoznuje fizené generovani interferogramt (Subramanian & Rodriguez-Saona,
2009).

Zdroj @:9
Pohyblivé zrcadlo l Vzorek
— =
Délic I
paprskd Detektor

*

Pevné zrcadlo

Obrazek 7 Michelsonuv interferometr (Subramanian & Rodriguez-Saona, 2009)

1.6.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Antioxidanty hraji dileZitou roli v ochrané potravin tim, Ze brani oxida¢nim procesim
a pfispivaji k podpofe zdravi prostfednictvim doplilkii stravy ¢i jako soucast funkcénich
potravin. Antioxida¢ni aktivita mtize byt sledovana fadou riiznych testti s riiznymi mechanismy.
K nejbéznéjsim mechanismim patii pienos atomu vodiku (HAT, hydrogen atom transfer),
pienos elektronu (ET, electron transfer), reduk¢ni sila, chelace kovii, a mnoho dalsich. (Shahidi
& Zhong, 2015)
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1.6.3.1 Metoda DPPH

Molekula 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl (DPPH-) je stabilni volny radikal
v disledku pfitomnosti neparového delokalizovaného elektronu, ktery molekule poskytuje
tmave¢ fialové zbarveni. V roztoku s ethanolem ¢i methanolem siln€ absorbuje pii vinové délce
okolo 517 nm. Pokud dojde ke smiseni roztoku radikdlu DPPH se substratem, ktery je schopen
darovat atom vodiku, dochazi ke vzniku redukované formy DPPH-H a tim ke ztraté fialového
zbarveni (Obrazek 8). Za tcelem vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity ve smyslu vychytavani

volného radikalu testovanymi vzorky, je sledovana zména optické hustoty DPPH radikalu

(Alam, et al., 2013).

DPPH:-+ AH - DPPH-H+ A"

Obrazek 8 Schéma reakce DDPH radikalu s antioxidantem (Alam, et al., 2013)

1.6.3.2 Metoda ABTS

Molekula radikalového kationtu (2,2’-azino-bis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat)) neboli ABTS-* je generovana oxidaci ABTS (2,2-azino-bis(3-etylbenzotiazolin-6-
sulfonova kyselina)) peroxodisiranem draselnym za vzniku zeleného zbarveni s absorpénim
maximem pii 734 nm. Piidavkem antioxidantu ke kationt-radikalu ABTS-* dochazi po ur¢itém
¢asovém intervalu k jeho redukci na ABTS a nasledné i k jeho odbarveni (Obrazek 9). Mira
odbarveni zavisi na antioxida¢ni aktivité¢ a koncentraci testovaného vzorku a lIze ji stanovit
spektrofotometricky pti vinové délce 734 nm (Kitts, 2005; Childs & Bardsley, 1975, Paulovad,
et al., 2004). _

ABTS = ABTS -*

+e

Obriazek 9 Schéma principu metody ABTS (Childs & Bardsley, 1975)

1.6.3.3 Schopnost antioxidantu vychytavat peroxid vodiku

Test je zalozen na reakci zeleznatého iontu s 1,10-fenantrolinem (Obrazek 10, A), kdy je
vytvofen Cerveno-oranzovy komplex tri-fenantrolinu, absorbujici pti 508-510 nm. Pokud je
do zkumavky pfidan peroxid vodiku pied pridavkem 1,10-fenantrolinu (Obrazek 10, B),
veSkeré Zeleznaté ionty jsou peroxidem vodiku oxidovany na zelezité¢ ionty, které nejsou
schopny tvofit ¢erveno-oranzovy komplex s 1,10-fenantrolinem a tim padem je ziejmé ostré
snizeni absorbance pii 510 nm. Princip metody tedy spociva v ptidavku antioxidantu
do zkumavky s Zeleznatymi ionty pifed ptidavkem zndmého mnozstvi peroxidu vodiku
(Obrazek 10, C). Pokud je antioxidant dostate¢né silny na vychytani veskerého ptidaného

peroxidu vodiku, nedochézi k oxidaci zeleznatého iontu na zelezity a tim padem se po ptidavku
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1,10-fenantrolinu vytvofi Cerveno-oranzovy komplex, ktery se nasledn¢ detekuje. Naopak
pokud antioxidant neni dostate¢né silny k vychytani ptitomného peroxidu vodiku, pak se
zeleznaté ionty zoxiduji na zelezité, které nejsou schopny tvofit barevny komplex
s 1,10-fenantrolinem. Tvorba Cerveno-oranzového komplexu zeleznato-trifenantrolinového
komplexu je imérnd koncentraci antioxidantu a jeho schopnosti vychytavat peroxid vodiku

(Mukhopadhyay, et al., 2016).

Fe?* + 1,10-fenantrolin — barevny komplex tri-fenantrolinu (A)

H,0 . . . w7
Fe?* =3 Fed* + 1,10-fenantrolin — barevny komplex tri-fenantrolinu se netvoi  (B)

tioxidant H;0, . : :
Fe2r NN k2t 41 10-fenantrolin — barevny komplex tri-fenantrolinu  (C)

Obriazek 10 Schéma principu vychytavani peroxidu vodiku antioxidantem (Mukhopadhyay, et al., 2016)

1.6.3.4 Redukéni sila antioxidantu

Metoda je zaloZena na principu naristu absorbance reakéni smési. Dochazi ke zméné
pivodné zluté barvy roztoku na rizné odstiny modré a zelené v zavislosti na redukénich
schopnostech dané latky. Pfitomnost redukénich ¢inidel (tj. antioxidantll) zpisobuje pieménu
hexakyanozelezitanu draselného (Fe*") na hexakyanozeleznatan draselny (Fe?"), ktery reaguje
s chloridem Zelezitym za vzniku Zelezito-Zeleznatého komplexu. Mnozstvi vzniklého Zelezito-
zeleznatého komplexu je monitorovano méfenim tvorby Berlinské modfi pfi 700 nm. Narast
absorbance tedy znamena vyssi schopnost antioxidantu redukovat hexakyanozelezitan draselny
(Alam, et al., 2013; Ferreira, et al., 2007; Jayanthi & Lalitha, 2011; Tantary, et al., 2017).

1.6.4 Celkovy obsah fenolickych latek

Metoda zjisténi celkového obsahu fenolickych latek (TPC) se stanovuje nejcastéji
spektrofotometricky za pouziti Folin-Ciocalteu (FC) ¢inidla. Podstatou metody je redukce FC
¢inidla fenolickymi latkami v alkalickém prostfedi. FC cinidlo obsahuje komplexy
fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny, které jsou redukovany za vzniku modrého
zbarveni s absorpénim maximem pii 765 nm. Konkrétné dochazi k redukci molybdenového
iontu (Mo®*) na molybdeniény (Mo°*) piijetim elektronu z fenolického antioxidantu. Vysledky
TPC jsou vyjadifovany nejcastéji jako ekvivalent kyseliny gallové, nicméné piileZitostné je 1ze
vyjadfit 1 jako ekvivalenty katechinu, kyseliny kavové, kyseliny chlorogenové nebo kyseliny

ferulové (Zhong & Shahidi, 2015).
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1.6.5 Celkovy obsah flavonoidi

Pro stanoveni celkového obsahu flavonoidt (TFC) je nejbéznéji pouzivana metoda zaloZzena
na tvorbé komplexu Al*-flavonoid. Existuje nékolik variant této metody lisici se v piidavku
riznych cinidel. V literatufe jsou popsany metody, kdy dochazi ke tvorbé komplexu
Al¥*-flavonoid v piitomnosti kyselin &i octanu, V pfitomnosti dusitanu sodného Vv alkalickém
prostiedi ¢i bez ptidavku Cinidel.

Konkrétné je metoda zalozena na piidavku chloridu hlinitého k antioxidantu, ¢cimz vznikaji
zluté zbarvené komplexy s absorpénim maximem pii vinové délce 415 nm, které 1ze zméfit
spektrofotometricky. Metodou ovSem nelze stanovit obsah vsech flavonoidd, nybrz jen ¢asti

této skupiny — flavont a flavonolt (Denni & Mammen, 2012; Pekal & Pyrzynska, 2014).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje

Tavici zafizeni

Vyroba tavenych syrii byla provedena v laboratornich podminkéach na vyrobnim zatizeni

s plastovym ohfevem Stephan UMC-5 (Stephan Food Processing Machinery, Hameln,

Némecko).

Spektrofotometry

Pro méfeni antioxidacni aktivity vzorka byly pouzit spektrofotometry Beckman DU 530
(Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) a Thermo Helios Delta VIS Spectrometer (White Bear
Lake, Minnesota, USA), kyvety PS Semi-micro (BrandTech, Némecko).

Infraderveny spektrofotometr

Infracerveny spektrofotometr s Fourierovou transformaci Nicolet iS50 FT-IR (Nicolet CZ,

Praha, CR) — jednopaprskovy spektrofotometr pracujici na principu Michelsonova

interferomatru, vybaven integrovanym ATR modulem.

Dalsi pfistroje

Analytické vahy KERN ABT 220-4 M
Laboratorni vahy KERN 440-35N
Automaticke pipety

Bézné laboratorni nadobi

Stiikackové filtry PTFE (0,45 pum)
Ultrazvukova lazen Sonorex RK 31
Laboratorni pec Apex AX 120
Horkovzdus$ny sterilizator HS 62 A
Vodni lazen WB 22 + viko L4
Centrifuga NF 400

Centrifuga UNIVERSAL 320
Analyzator vlhkosti KERN MLB 50-3
Olejova lazen

Lyofilizator CoolSafe 110-4
Bezdotykovy IR teplomér 830-T1
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(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o.)

(Labicon s. 1. 0., Olomouc, CR)
(Bandelin Electronic, Berlin, Némecko)
(Carbolite, Sheffield, Spojené kralovstvi)
(Chrirana, Brno, CR)

(Memmert, Schwabach, Némecko)
(NUVE, Ankara, Turecko)

(Hettich, Tuttlingen, Némecko)

(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(ThermoFisher, Newington, USA)
(Trigon Plus s.r.o., Cestlice, CR)
(Testo, Lenzkirch, Némecko)



2.2 Chemikalie

Methanol > 99,9% (Honeywell, Morristown, USA)
ABTS tablety (10 mg) (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(2,2-azino-bis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina)

Peroxodisiran draselny > 99% (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
DPPH radikal (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl)

Trolox (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

(kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2- karboxylova)

Etanol 96% (J. T. Baker, Deventer, Holandsko)
Cinidlo Folin-Ciocalteua (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Uhli¢itan sodny (J. T. Baker, Deventer, Holandsko)
Destilovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
Kyselina gallova (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Hexakyanozelezitan draselny (Lachema, Chemapol, Brno, CR)
Kyselina trichloroctova (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Chlorid zelezity (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Siran amonno-Zeleznaty > 99% (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko
1,10-fenantrolin (Lachema, Chemapol, Brno, CR)
Peroxid vodiku 30%, technicky (Kittfort Praha, s.r.o., Neratovice, CR)
Redestilovana voda (Milli-Q systém, Millipore, Francie)
Chlorid hlinity (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Octan draselny (PENTA s.1.0, Praha, CR)

Kvercetin hydrat > 95% (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Hydroxid sodny (PENTA, s.r.o, Praha, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (PENTA, s.1.0, Praha, CR)

Kyselina chlorovodikova 35% (PENTA, s.r.0, Praha, CR)

Kyselina sirova 96% (Lach-ner, s.r.0, Neratovice, CR)
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2.3 Analyzované vzorky

2.3.1 Pokrutiny hroznii révy vinné
K provedenym analyzam byly pouzity pokrutiny hroznli révy vinné odridy Miiller Thurgau,
produkované na vini¢ni trati Prostfedni Hory ve vinafském mésté Bzenec. Producentem je

malovinaf pan Ing. Pekarek.

2.3.1.1 Zpracovani pokrutin

V ptipad¢ naseho stanoveni byly jako pokrutiny pro analyzu vyuzity pouze slupky hroznti.
Pritomné stopky a semena byly odstranény pomoci nerezového sita s velikosti ok 5x5 mm
a takto odseparované slupky byly rozdéleny na tfi podily.

Prvni podil pokrutin byl zachovan v surovém stavu a skladovan pii teploté -20 °C. Druhy
podil pokrutin byl vysusSen pfi teplot¢ 46 °C po dobu 24 hodin. Nasledné¢ byly pokrutiny
rozemlety (5000 rpm, 10 sekund) a prosety ptes kuchyniské sito. Distribuce ¢astic byla zjisténa
postupnym prosivanim pies analyticka sita s velikosti ok 600, 250, 160 a 56 um. Tteti podil
pokrutin byl lyofilizovan pfi teploté -40 °C za tlaku 0,12 mbar po dobu 48 hodin. Susené
a lyofilizované pokrutiny byly skladovany pii 4 °C. Takto pfipravené surové, suSené
a lyofilizované pokrutiny byly pouzity k obohaceni tavenych syrt. Zaroven byl kazdy typ

pokrutin uchovan pro dalsi analyzy.

2.3.2 Tavené syry
K provedenym analyzam byly pouzity vzorky syrti, obohacené o pokrutiny hroznt v rizném
stavu — surové, lyofilizované a suSené a kontrolni syr bez obsahu pokrutin, které byly vyrobeny

ve spolupréci s Ustavem technologie potravin Univerzity Tomase Bati ve Zling.

2.3.2.1 Vyroba vzorki tavenych syru

Postup vyroby syru byl ptevzat z diplomové prace Ing. Jakuba Ptikryla (Prikryl, 2017),
jehoz syry byly stejnym zptisobem vytvoieny na Ustavu technologie potravin Univerzity
TomaSe Bati ve Zliné. Bylo vyrobeno 7 typi vzorkl tavenych syrii liSicich se typem
a mnozstvim piidanych pokrutin. Do vzorkt tavenych syru byly pfidany lyofilizované a suSené
pokrutiny v mnozstvi 1,0 a 2,0 % (hm.), a také surové pokrutiny hroznti v mnozstvi 2,5 a 5,0 %
(hm.). Procentualni ptidavek pokrutin byl zvolen dle doporuceni technologi. Dale byly
vyrobeny kontrolni vzorky tavenych syri bez piidavku pokrutin. Surovinova skladba
jednotlivych taveb vzorku je popsana v Tabulce 6. U vyrobenych vzorku tavenych syra byly

vypocteny nasledujici parametry: 37 % suSiny, 18,5 % tuku a 50 % tuku v suSiné.
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Tabulka 6 Surovinova skladba vyrobenych syri

Typ syru
Obsah
Se surovymi Se suSenymi | S lyofilizovanymi
Susina tuku Kontrola ) _ ) ) ) )
) pokrutinami pokrutinami | pokrutinami
Surovina Vyrobce V susiné
Obsah Obsah ) ) '
Obsah jednotlivych surovin (g)
(9/100 g) (9/100 g)
Eidamska cihla Kromilk, PLC, Kroméfiz,
CR 50 30 450 450 450 450
30%
Madeta PLC, Ceské
Maslo cerstvé 5 84 98 145 147 147 147
Budégjovice, CR
Pitna voda - - - 385 390 390 390
. Fosfa PLC, Bteclav-
Tavici soli 5 > 05 - 28 28 28 28
Postorna, CR
Surové pokrutiny Ing. Pekarek, Bzenec, CR ) ) 26 52
Sugené pokrutiny Ing. Pekarek, Bzenec, CR ) ) 10 20
Lyofilizované Ing. Pekarek, Bzenec, CR
] - - 10 20
pokrutiny

“Slozeni tavicich soli: hydrogenfosforeénan sodny (39 %), dihydrogenfosfore¢nan sodny (18 %), difosforeénan sodny (21 %) a POLY 68 (21 %)




Prvnim krokem vyroby tavenych syrii bylo zpracovani jednotlivych surovin. Eidamska cihla
byla nakrajena na drobné kostky pro zjednoduseni vazeni suroviny a zlepSeni homogenizace
se zbytkem surovin béhem tavby. Byly navazeny jednotlivé suroviny s piesnosti na 1 g,
pokrutiny a tavici soli s pfesnosti na 0,01 g. Dale bylo sestaveno tavici zafizeni z jednotlivych

¢asti (Obrazek 11 a 12).

1. Ventil k vakuové pumpé
2. Viko taviciho zarizeni

3. Michadlo

4. Hridel nozi

5. Homogenizaé¢ni noze

Obrazek 11 Soucastky taviciho zatizeni (Prikryl, 2017)

1. Ridici jednotka
2. Meéiidlo tlaku

Obrazek 12 Tavici zatizeni (Prikryl, 2017)

Déle byla ptipravena vakuova pumpa pro ziskani nizkého tlaku v tavicim kotli a olejova
lazen, ktera zprostfedkovava ohiev dvousténného kotle na pozadovanou tavici teplotu
(Obrazek 13).

Do taviciho kotle byla ptenesena Eidamska cihla, ¢erstvé maslo, tavici soli a pokrutiny.

Tavici kotel byl uzavien vikem a smés byla rozemleta homogeniza¢nimi nozi po dobu
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15 sekund. K zhomogenizované smési byla ptidana pitna voda a tavici kotel byl znovu uzavien
vikem, byl odsat vzduch vakuovou pumpou, pfipojeny hadice od olejové 14zn¢ a teplotni ¢idlo

pro snimani teploty v tavicim kotli. Zatizeni bylo zcela pfipraveno k taveni (Obrazek 14).

1. Vakuova pumpa

2. Olejova lazen

Obriazek 13 Dalsi potiebna piisluSenstvi (Prikryl, 2017)

Obriazek 14 Sestavené tavici zatizeni (Prikryl, 2017)

Po ptipojeni hadic z olejové 1azné byl otevien uzavér hadic a smés surovin se zacala zahiivat
na tavici teplotu. Teplota tavby byla nastavena na 90 °C. Béhem taveni byla smés nepfetrzité
homogenizovana pomalym ru¢nim michdnim. Po dosaZeni tavici teploty byla smés tavena

pfi dané teploté po dobu 13 minut. Po ub&hnuti doby taveni byly uzavieny a odpojeny veskeré
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hadice, odstranéno a oc€isténo viko. Teply taveny syr byl pfeveden do pfedem piipravenych
plastovych misek a hlinikové vicko bylo na misku zazehleno domaci zehlickou. Jednotlivé
misky tavenych syrii byly posléze zchlazeny v klimatizované mistnosti. Pro usnadnéni extrakce
byly jednotlivé vzorky syra rozetfeny na pecici papir do vrstvy o tloust’ce cca 1 mm a plose

100 cm? a skladovany pti -20 °C pro nasledné analyzy.

2.4 Postupy metod analyzy

2.4.1 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni obsahu su$iny bylo provedeno pro surové, suSené i lyofilizované pokrutiny,
a také pro vSechny druhy vyrobenych tavenych syra.

V piipadé pokrutin hrozni byla susina stanovena na analyzatoru vlhkosti. Na hlinikovou
misku byly navéazeny pfiblizné¢ 3-4 g vzorku. Analyzator vysusSil vzorek do konstantni
hmotnosti, a tak stanovil obsah susiny ve vzorcich pokrutin.

Obsah suSiny vzorki tavenych syrii byl stanoven nasledujicim zpiisobem: do pfipravené
vazenky s ty¢inkou a vyzihanym motskym piskem (105 °C, 1,5 hodiny) bylo navazeno 3-5 g
vzorku syru. Ty¢inkou byl pisek se syrem promichévan, dokud se nevytvotila homogenni smés.
Vézenka se vzorkem byla umisténa do suSarny a vzorek byl susen do konstantni hmotnosti
(105 °C, 3 hodiny). Po vychladnuti v exsikatoru na laboratorni teplotu byla vaZenka se vzorkem
a ty¢inkou zvaZzena.

Obsah vody W (% m/m) ve vzorku byl vypoéten dle rovnice (4):

my—ms3

w="2"8 100 ()

my—mq
ms...hmotnost vaZenky pouze s piskem a ty€inkou, mz...hmotnost vaZenky s piskem,
tyCinkou a vzorkem pted susenim, ms...hmotnost vazenky s piskem, ty¢inkou a vzorkem

po suseni

Obsah susiny S (% m/m) je dan rovnici (5):
$=100-Ww (5)
2.4.2 Priprava extrakti vzorki

1. Extrakéni metoda

Pted kazdou provedenou analyzou byly pfipraveny Cerstvé extrakty vzorktl tavenych syri
dle nasledujiciho postupu, ktery jiz ve své diplomové praci aplikoval Ing. Jakub Pfikryl
(Prikryl, 2017) pro tavené syry s podobnou surovinovou skladbou. Do ¢isté vialky s vickem byl
navazen piiblizné 1 g zmrazeného vzorku. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml 50% methanolu

avialka byla umisténa do ultrazvukové 1azné po dobu 30 minut. Supernatant (3000 rpm,
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10 minut) byl nasledné prefiltrovan ptes stiikackovy filtr s velikosti port 0,45 pm. Stejnym
zpusobem byly pripraveny extrakty pokrutin hroznt.

2. Extrakéni metoda

Pro vzorky syrt byla vyuzita metoda, kdy dochazi k postupné precipitaci a odstranéni
proteint, které mohly zpusobit kalnost extraktu (Khalifa, et al., 2017). Metoda byla lehce
modifikovana a provedena nasledujicim zpisobem: do vialky s vickem byl navazen ptiblizné
1 g zmrazeného vzorku. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml 50% methanolu a vialka byla umisténa
do ultrazvukové 1azné po dobu 30 minut. Extrakce kazdého vzorku byla zhotovena ve tiech
navazkach a supernatanty byly slity do jedné centrifugacni zkumavky. Spojené supernatanty
byly odstiedény (5000 rpm, 15 minut) a nasledn¢ kapalina odebrana do nové centrifugaéni
zkumavky. Kapalina byla okyselena 0,1 M HCI na pH 4,0, pticemz doslo k vysrazeni proteind.
Okyseleny extrakt byl tedy znovu odstiedén (5000 rpm, 15 minut), supernatant odebran do nové
centrifuga¢ni zkumavky a pomoci 0,1 M NaOH zneutralizovan. Zneutralizovanim se v kapaliné
opét vytvorila sraZzenina a extrakt byl tedy odstiedén (5000 rpm, 10 minut). Centrifugaci byl
oddélen zbytkovy precipitat proteint a tim ziskan Ciry extrakt, ktery byl nasledné ulozen (5 °C,
24 h).

2.4.3 Spektrofotometricka analyza

Pro stanoveni antioxidacni aktivity vzorkl tavenych syrt a pokrutin hrozni byly vyuzity
metody zalozené na principu spektrofotometrie. Pomoci spektrofotometrie byla stanovena
celkova antioxidacni aktivita metodami DPPH, ABTS, schopnost vychytavat peroxid vodiku a
redukénti sila antioxidantu. Dale byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek (TPC) a celkovy
obsah flavonoidii (TFC).

Optimalni doby inkubace pro metody DPPH, ABTS a TPC byly pievzaty z diplomové prace
Ing. Jakuba Ptikryla (Prikryl, 2017), kde byla provedena optimalizace na vzorcich taveného

syra s podobnou surovinovou skladbou.

2.4.3.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Kalibracni roztoky troloxu

NavaZzenim 0,1 g standardu troloxu do 100 ml odmérné baiiky a doplnénim methanolem po
rysku byl pfipraven zasobni roztok troloxu o koncentraci 1000 pg/ml. Z takto ptipraveného
zasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibracni roztoky Vv rozmezi koncentraci

0,35-50 pg/ml.
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Pro stanoveni bylo nejprve potfeba pfipravit methanolicky roztok radikalu DPPH,
navazenim 12,5 mg ¢inidla do 500 ml odmérné baiiky a doplnénim methanolem po rysku.

Do zkumavky s vickem bylo pipetovano 5 ml roztoku radikdlu DPPH a ptidano 500 pl
Cistého, piipadné fedéného extraktu vzorku nebo kalibra¢niho roztoku troloxu o uréité
koncentraci. Roztok byl ponechan 20 minut v temnu pfi laboratorni teploté a nasledné zméfen
ubytek absorbance pti vinové délce 517 nm. Stejnym zptsobem byl pfipraven a proméien slepy
pokus, ktery misto extraktu obsahoval &isté extrakéni ¢inidlo. Ubytek absorbance byl nasledné
pfepoCitan na procento inhibice roztoku (rovnice 6) a pomoci kalibra¢ni zavislosti

na ekvivalentni mnozstvi troloxu.

Inhibice (%) = =22 x 100 (6)

sl

Asl.....absorbance slepého pokusu, Av;.....absorbance vzorku

2.4.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Kalibraéni roztoky troloxu

Navazenim 0,1 g standardu troloxu do 100 ml odmérné batiky a doplnénim methanolem po
rysku byl pfipraven zasobni roztok troloxu o koncentraci 1000 pg/ml. Z takto ptipraveného

zasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibracni roztoky Vrozmezi koncentraci

1,5-40 pg/ml.

Pro stanoveni byl nejprve potieba piipravit roztok kationt-radikalu ABTS-*. Ve vialce
s vickem byla v 5 ml destilované vody rozpusténa tableta ABTS (10 mg) a nasledné bylo
K roztoku pfidano 100 ul 0,064 M peroxodisiranu draselného. Takto pfipravena smés se nechala
pti laboratorni teploté reagovat 12—16 hodin. Po uplynutém case bylo odpipetovano 2,5 ml
roztoku do 100 ml odmérné barky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Do zkumavky s vickem byly pipetovany 3 ml roztoku kationt-radikalu ABTS-" a pfidano
500 pl ¢istého, piipadné fedéného extraktu vzorku nebo kalibracniho roztoku troloxu o urcité
koncentraci. Roztok byl ponechan 50 minut v temnu pfi laboratorni teploté a nasledné zméfen
ubytek absorbance pfi vinové délce 734 nm. Stejnym zplsobem byl pfipraven a proméien slepy
pokus, ktery misto extraktu obsahoval &isté extrakéni &inidlo. Ubytek absorbance byl nasledné
pfepocitan na procento inhibice roztoku (rovnice 6) a pomoci kalibraéni zavislosti

na ekvivalentni mnozstvi troloxu.
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2.4.3.3 Stanoveni schopnosti antioxidantu vychytavat peroxid vodiku

Pro stanoveni bylo nejprve potieba pfipravit zasobni roztoky pouzitych reagencii.
Pro piipravu 1 mM roztoku siranu amonno-zeleznatého bylo navazeno 40 mg ¢inidla do 100 ml
odmérné baiky a doplnéno 95 ml redestilované vody. Zbylych 5 ml pro doplnéni po rysku
predstavovala 0,005 M kyselina sirova. Dale byl piipraven 5 mM roztok peroxidu vodiku,
pipetovanim 28,3 ul 30% peroxidu vodiku do 50 ml odmérné banky a doplnénim redestilovanou
vodou po rysku (nutny vzdy Cerstvy roztok). Posledni potiebnou pfipravenou reagencii byl
1 mM roztok 1,10-fenantrolinu.

Optimalizovany postup byl pievzat z prace Mukhopadhyay, et al., 2016. Do zkumavky
svickem bylo pipetovano postupné 250 ul 1 mM okyseleného roztoku siranu
amonno-zeleznatého, 1,5 ml extraktu a 62,5 ul 5 mM roztoku peroxidu vodiku. Roztok byl
ponechan 5 minut v temnu pii laboratorni teploté a nasledn¢ byl pfidan 1,5 ml 1 mM roztoku
1,10-fenantrolinu. Roztok byl opét umistén do temna pfi laboratorni teploté po dobu 10 minut
a nasledné¢ zméfen narist absorbance reakéni smési pii vlnové délce 510 nm. Stejnym
zpusobem byl proméfen slepy pokus, ktery ale obsahoval pouze roztok siranu
amonno-zeleznatého, Cisté extrakéni Cinidlo a roztok 1,10-fenantrolinu. Nartst absorbance byl

nasledn¢ pfepocitan na procento vychytaného peroxidu vodiku (rovnice 7).

% vychytaného H,0, = 2% x 100 )

sl

As1...absorbance slepého pokusu, Av;...absorbance vzorku

2.4.3.4 Stanoveni reduk¢ni sily
Optimalizovany postup byl pievzat z prace Pavithra & Vadivukkarasi, 2015. Pro stanoveni byl
do zkumavky s vickem pipetovan 1 ml extraktu, 2,5 ml 1% hexakyanozelezitanu draselného
a2,5 ml 0,2 M fosfatového pufru (pH 7,4). Reakéni smés byla inkubovana ve vodni 1azni
vyhtaté na 50 °C po dobu 30 minut. Naslednym ptidavkem 2,5 ml 10% kyseliny trichloroctové
se na dn¢ zkumavky vytvofila srazenina a reak¢éni smés byla odstfedéna (3000 rpm, 10 minut).
Po centrifugaci bylo ze zkumavky odebrano vrchnich 2,5 ml do nové zkumavky a piidano
2,5 ml destilované vody. Ke smési bylo dale pipetovano 0,5 ml 0,1% chloridu Zzelezitého
anasledné byl zméten nartist absorbance reakéni smési pfi vlnové délce 700 nm. Stejnym
zpusobem byl prométen slepy pokus, ktery misto extraktu obsahoval ¢isté extrakéni ¢inidlo.
Redukeni sila antioxidantu byla vyjadiena pouze pomoci optické denzity po odecteni slepého
pokus (rovnice 8).

A700 = Ay, — Ag 8

Asl...absorbance slepého pokusu, Av,...absorbance vzorku
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2.4.3.5 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Kalibraéni roztoky kyseliny gallové

Navazenim 0,02 ¢ standardu kyseliny gallové do 50 ml odmérné banky a doplnénim
methanolem po rysku byl piipraven zasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci 400 pg/ml.
Z takto piipraveného zasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibracni roztoky Vv rozmezi

koncentraci 2-80 pg/ml.

Do zkumavky s vickem byl pipetovan 1 ml Cistého, piipadné fedéného extraktu nebo
kalibra¢niho roztoku kyseliny gallové o urcité koncentraci. Déle byl ptidan 1 ml 96% ethanolu,
5 ml destilované vody a 0,5 ml FC ¢inidla. Takto pfipraveny roztok byl ponechan 5 minut
v klidu pfi laboratorni teploté. Po uplynulém case byl ke smési pfidan 1 ml 5% roztoku
uhli¢itanu sodného. Roztok byl ponechan 70 minut v temnu pii laboratorni teploté a nasledné
zmé&fen narust absorbance pii vinové délce 765 nm. Stejnym zpusobem byl piipraven
a prométen slepy pokus, ktery misto extraktu obsahoval ¢isté extrakéni ¢inidlo. Koncentrace

fenolickych latek ve vzorku byla stanovena pomoci kalibra¢ni fady s kyselinou gallovou.

2.4.3.6 Stanoveni celkového obsahu flavonoida

Kalibraéni roztoky kvercetinu

Navazenim 26,6 mg hydratu kvercetinu do 25 ml odmérné barnky a doplnénim methanolem
po rysku byl pfipraven zasobni roztok kvercetinu o koncentraci 1000 pg/ml. Z takto
pfipraveného zéasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibracni roztoky v rozmezi

koncentraci 1-150 pg/ml.

Optimalizovany postup byl ptevzat z prace Denni & Mammen, 2012. Pro stanoveni bylo
do zkumavky s vickem pipetovano 0,5 ml extraktu nebo kalibra¢niho roztoku kvercetinu
0 urcité koncentraci. Déle byl ptidan 1,5 ml 96% ethanolu, 0,1 ml 10% chloridu hlinitého,
0,1 ml 1 M octanu draselného a 2,8 ml destilované vody. Takto pfipraveny roztok byl ponechan
45 minut v temnu pii laboratorni teploté a nasledné zméten narist absorbance pii vinové délce
415 nm. Stejnym zplUsobem byl pfipraven a prométen slepy pokus, ktery misto extraktu
obsahoval ¢isté extrakéni Cinidlo. Koncentrace flavonoidl ve vzorku byla stanovena pomoci

kalibracni fady s kvercetinem.
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2.4.4 Infracervena spektroskopie

Metodou infracervené spektroskopie byla zméfena spektra surovych, lyofilizovanych
i suSenych pokrutin hrozni a také spektra vSech zmrazenych vzorka tavenych syrt. Vzorky
syru byly také lyofilizovany (5 hPa, -110 °C). Nasledn¢ tedy mohla byt porovnana spektra

vzorku syri pied a po lyofilizaci.

Podminky snimani spekter
Metoda iS50 ATR Lab.
Oblast sniméni spektra: 4000400 cm*

RozliSeni: 4 cm?
Pocet skenti: 25

Pro snimani spekter vzorki byla vyuzita reflexni technika méteni. K proméfeni byl pouzit
ATR modul, na néjz byly jednotlivé vzorky postupné pfikladany a prométeny proti vzduchu.

Mezi jednotlivymi vzorky byl ATR modul vzdy dukladné oc¢istén chloroformem.

2.4.5 Statistické zpracovani

Pro kazdy vzorek byly zhotoveny dva extrakty, pfiCemz analyza kazdého extraktu byla
opakovana 2x (N=4). Vysledky stanoveni byly udany jako aritmeticky prumér + smérodatna
odchylka. Tukeyiv test pro parové porovnani vysledk byl vypocitan na hlading
pravdépodobnosti p=0,05 (OriginPro 9.0.0, OriginLab Corporation, MA, USA).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Zpracovani vzorku

Pokrutiny hroznti byly zpracovany dle postupu popsaného Vv kapitole 2.3.1.1. Vysledny
vzhled jednotlivych pokrutin ukazuje Obrazek 15. Pokrutiny suSené pomoci lyofilizace byly
svétlejsi ve srovnani se pokrutinami susenymi pfi teploté 46 °C.

Pokrutiny susené pii teploté 46 °C byly prosety pies analyticka sita s riiznou velikosti ok.
Frakcionaci dle velikosti ¢astic vzorku shrnuje Tabulka 7. V prasku pouzitém pro obohaceni

taveného syra dominuji ¢astice s rozsahem velikosti 250—600 um.

Obrazek 15 Pokrutiny hroznu, zleva: surové, susené, lyofilizované

Tabulka 7 Frakcionace susenych pokrutin hrozni

Velikost ¢astic (um) | % podilu vzorku
Vétsi nez 600 10,7
600-250 63,7
250-160 21,6
160-56 1,6

zbylych 2,4 % ptedstavuji ztraty

Vzorky tavenych syru byly zhotoveny dle postupu popsaného v kapitole 2.3.2.1. Kontrolni
syr byl zbarven lehce do Zluta (Obrazek 16), syry s pfidavky mély rizné odstiny hnédé
a obsahovaly stopy pokrutin (Obrazek 16, 17, 18). Odstin hnédé a stupent obsahu pokrutin se
s rostoucim piidavkem pokrutin zvySoval. Pro usnadnéni extrakce byly jednotlivé vzorky syrt
rozetieny na pecici papir do vrstvy o tloustce cca 1 mm a plose 100 cm? a skladovany

pti -20 °C pro nasledné analyzy.
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Obriazek 16 Vzorky tavenych syru: kontrolni syr a syry s ptidavkem surovych pokrutin

Obrazek 17 Vzorky tavenych syru: syry s pfidavkem susenych pokrutin
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Obrazek 18 Vzorky tavenych syrt: syry s pfidavkem lyofilizovanych pokrutin

3.1.1 Extrakce

1. Extrakéni metoda

Extrakce 50% methanolem byla provedena pro vSechny vzorky tavenych syra i pokrutin.
Extrakty pokrutin byly zbarveny zluté az oranzové. Extrakty kontrolniho syru a syra
s pokrutinami byly bezbarvé. V mnoha ptipadech ale dochazelo k tomu, Ze ani po piefiltrovani
nebyl extrakt syru zcela Ciry. Proto byla vyuzita metoda extrakce s uzitim 50% methanolu
a naslednym okyselenim.

2. Extrakéni metoda

Pro vzorky syrii byla vyuZita metoda, kdy dochdzi k postupné precipitaci a odstranéni
proteint, které zpiasobuji kalnost extraktu (Khalifa, et al., 2017). Po provedeni postupu,
popsaném v kapitole 2.4.2, byly ziskany ¢iré extrakty. Extrakty syrt s pfidavkem 2,0 % (hm.)
susenych a 2,0 % (hm.) lyofilizovanych pokrutin a syry s pfidavkem 5,0 % (hm.) surovych
pokrutin byly zbarveny zluté, ostatni extrakty byly bezbarvé.

Pii ptipravé extrakti Vv ultrazvukové lazni byla v intervalu 5ti minut meétena teplota
bezdotykovym teplomérem. Pramérné hodnoty ze 4 méfenych vzorkd shrnuje Tabulka 8.

Z vysledku je patrné, ze béhem 30 minut extrakce dochazelo ke zvySovani teploty.
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Tabulka 8 Teplota extraktl béhem jejich ptipravy

Cas (min) Teplota (°C)
0 16,3
5 17,6
10 20,7
15 23,4
20 26,7
25 29,4
30 31,1

3.1.2 Stanoveni obsahu suSiny

Pro vzorky jednotlivych druhd pokrutin byl stanoven obsah susiny pomoci analyzatoru
vihkosti. Kazdy vzorek byl analyzovan celkem 3x. Primérné hodnoty obsahu susiny shrnuje
Tabulka 9. Z vysledku je patrné, Ze lyofilizaci i susenim pii 46 °C bylo dosazeno podobného

obsahu suSiny.

Tabulka 9 Obsah susiny pro vzorky pokrutin

Typ pokrutin % suSiny

Susené 94,5
Lyofilizované 94,1
Surové 28,5

Obsah susiny pro vzorky syrt byl stanoven dle postupu pospaného v kapitole 2.4.1. Kazdy
vzorek byl analyzovan celkem 3x. Primérné hodnoty obsahu susiny syrt shrnuje Tabulka 10.
Obsah suSiny vyrobenych syri se pohyboval vrozmezi 37,0-41,0 %. Pomoci parového
Wilcoxonova znaménkového testu bylo zjisténo, ze zadny z piidavka pokrutin hroznového vina

nezménil vyznamné susinu vzorku ve srovnani s kontrolnim vzorkem (bez ptidavku pokrutin).
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Tabulka 10 Obsah susiny pro vzorky tavenych syri

Typ syru % susiny
Kontrolni syr 36,8
Syr s piidavkem 1,0 % suSenych pokrutin 39,5
Syr s pfidavkem 2,0 % suSenych pokrutin 41,0

Syr s piidavkem 1,0 % lyofilizovanych pokrutin 38,7

Syr s piidavkem 2,0 % lyofilizovanych pokrutin 39,6

Syr s ptidavkem 2,5 % surovych pokrutin 37,1

Syr s piidavkem 5,0 % surovych pokrutin 38,0

3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxidacni aktivita byla metodou DPPH stanovena pro extrakty vzorkt tavenych syra,
jejichz zhotoveni je popsano v kapitole 2.4.2. Pro vzorky pokrutin byla aplikovana pouze
extrakéni metoda 1, jelikoz nedochdzelo k zakaleni extraktu. Pfed stanovenim bylo potiteba
nafedit extrakty pokrutin. Extrakty suSenych a lyofilizovanych pokrutin byly fedény 100X,
extrakty surovych pokrutin fedény nebyly. Pro samotné stanoveni byl aplikovan postup
popsany v kapitole 2.4.3.1. Pro kazdy vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny dva extrakty,
pficemz analyza kazdého extraktu byla opakovéna 2x. Z naméfenych dat pfepoctenych
na procenta inhibice byla pomoci kalibra¢ni fady troloxu (Ptiloha 1) vyjadiena celkova
antioxida¢ni aktivita ve vzorku a vysledek udan jako pg troloxu na ml extraktu. V Tabulce 11
a 12 jsou zaznamenany hodnoty antioxidac¢ni aktivity pro kontrolni vzorek syru, pro vzorky
syrt obohacené o pokrutiny hroznt a také hodnoty antioxida¢ni aktivity samotnych pokrutin
(Tabulka 13).
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Tabulka 11 Antioxida¢ni aktivita syrt s pfidavkem susenych a lyofilizovanych pokrutin stanovena metodou

DPPH
Obohacené syry
1,0% (hm.) [2,0% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrak¢ni | Kontrolni syr | suSenych susenych lyofil. lyofil.
metoda pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin
ug troloxu/ml
1 <m.d.” 9,71+2,65° | 11,36 +2,41° | 10,02 +2,37" | 35,22 + 4,91°
2 7,71+0,54% | 12,85+ 0,21° - 18,81 + 0,36°¢ -

“nelze stanovit
“pod mezi detekce metody

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v tadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 12 Antioxida¢ni aktivita syra s pfidavkem surovych pokrutin stanovena metodou DPPH

Obohacené syry
2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
Extrak¢ni | Kontrolni syr ) )
pokrutin pokrutin
metoda
ug troloxu /ml
1 <m.d.” 13,67 +2,07° 26,89 + 1,09
2 7,71 + 0,542 11,34 +1,24° -

“nelze stanovit

*%x ,
pod mezi

detekce metody

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 13 Antioxidaéni aktivita pokrutin hroznd stanovena metodou DPPH

Extrakéni | SuSené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny | Surové pokrutiny
metoda ug troloxu/ml
1 3964 + 175° 5517 + 183°¢ 30,18 +1,112

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Z vysledkt je patrné, Ze vhodngjsi ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity metodou
DPPH pro vzorky tavenych syrt je uziti extrakce 50% methanolem bez dalsich uprav (extrakéni
metoda 1). Antioxidacni aktivita kontrolniho syru je téméi nulova, coz zle vysvétlit tim, Ze test
DPPH neni citlivy ke stanoveni antioxida¢ni aktivity peptidi a aminokyselin (Zheng, et al.,
2015). Postupnym ptidavkem jednotlivych druhd pokrutin v riznych koncentracich pak
dochdzi k naristu antioxidacni aktivity syru. Narlst antioxidacni aktivity v obohacenych
vzorcich syri oproti kontrole je pozorovatelny s pfidavkem 1,0 % a 2,0 % (hm.) suSenych a 1,0
% (hm.) lyofilizovanych pokrutin. Vyznamné&jsi narist je patrny s ptidavkem 2,0 % (hm.)
lyofilizovanych pokrutin. V pfipad¢ pfidavku surovych pokrutin je ziejmy postupny nardst
oproti kontrolnimu syru v koncentraci 2,5 1 5,0 % (hm.) surovych pokrutin.

Uzitim 50% methanolu s naslednym okyselenim (extrakéni metoda 2) nebylo mozné ziskat
vSechny potfebné vysledky a tak vliv pfidavku porovnat, narGst antioxidacni aktivity
s ptidavkem pokrutin je ale také patrny. V disledku fialového zbarveni roztoku DPPH radikalu
a zlutym zbarvenim nékterych extraktd (syr s pfidavkem 2,0 % (hm.) lyofilizovanych
a suSenych pokrutin a syr s ptidavkem 5,0 % (hm.) surovych pokrutin) nebylo mozné tyto
extrakty spektrofotometricky proméfit. Vysledna reakéni smés se zbarvovala hnédé a ani
po natfedéni nebylo mozné extrakty detekovat.

Extrakty samotnych pokrutin hroznti vykazuji vysokou antioxidaéni aktivitu, a to piedev§im
v suSené a lyofilizované podobé. Dlvodem, pro¢ je oproti pokrutindAm v surovém stavu
koncentrace tak vysoka je ten, Ze suSeni ma vyznamny vliv na stabilitu a sloZeni pfirozené se
vyskytujicich antioxidantt (Ferri, et al., 2017). Lyofilizaci dochazi ke ztraté¢ predevsim
tékavych latek z pokrutin, ale fenolické latky majici v pokrutinach nejvétsi podil
na antioxidacni aktivité zistavaji pfitomny (de Torres, et al., 2015). Dalsim diivodem je obsah
susiny. Pokrutiny v suSeném a lyofilizovaném stavu obsahuji az 94 % susiny, zatimco pokrutiny
V surovém stavu pouze okolo 28 % suSiny. SuSeni a lyofilizace tedy pfedstavuji vhodné

zpracovani, pokud chceme dosahnout co nejvyssiho vytézku extrakce.

3.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita byla metodou ABTS stanovena pro extrakty vzorku tavenych syra,
jejichz zhotoveni je popsano v kapitole 2.4.2. Pfed analyzou byly extrakty vSech syrt zhotovené
extrakéni metodou 1 fedény 10x. Extrakty vzorkl syra s pfidavkem 2,0 % (hm.) susenych
pokrutin, 2,0 % (hm.) lyofilizovanych pokrutin a 5,0 % (hm.) surovych pokrutin ptipravené
extrakéni metodou 2 byly fedény 10x. Pro vzorky pokrutin byla aplikovana pouze extrakéni

metoda 1, jelikoz nedochdzelo k zakaleni extraktu. Pfed stanovenim bylo potifeba natedit
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extrakty pokrutin. Extrakty susenych pokrutin byly fedény 100%, lyofilizovanych pokrutin
500x, surové pokrutiny byly fedény 10%. Pro samotné stanoveni byl aplikovan postup popsany
v kapitole 2.4.3.2. Pro kazdy vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny dva extrakty, pfi¢emz
analyza kazdého extraktu byla opakovana 2x. Z naméfenych dat, piepoétenych na procenta
inhibice byla pomoci kalibra¢ni fady troloxu (Ptiloha 2) vyjadiena celkova antioxidac¢ni aktivita
ve vzorku a vysledek udan jako pg troloxu na ml extraktu. V Tabulce 14 a 15 jsou zaznamenany
hodnoty antioxida¢ni aktivity u kontrolniho vzorku syru, pro vzorky syri obohacené

0 pokrutiny hroznu a také hodnoty antioxida¢ni aktivity samotnych pokrutin (Tabulka 16).

Tabulka 14 Antioxida¢ni aktivita syra s ptidavkem suSenych a lyofilizovanych pokrutin stanovena metodou

ABTS
Obohacené syry
1,0% (hm.) |2,0% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrak¢éni | Kontrolni syr | susenych suSenych lyofil. lyofil.
metoda pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin

ug troloxu/ml extraktu
1 279,4 +57,9° | 278,6 + 14,9° | 139,1 + 9,80% | 142,9+ 6,542 | 144,1 + 22,92
2 325+2,62% |1239+1,70% | 213,9+135° | 27,89+ 1,06 | 264,8 + 11,3¢

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav

Extrak¢éni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty =+ standardni odchylka (N=4)

Tabulka 15 Antioxida¢ni aktivita syru s pfidavkem surovych pokrutin stanovena metodou ABTS

Obohacené syry
Etrak K | 2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
xtrakéni ontrolni sy
: . pokrutin pokrutin
metoda
ug troloxu/ml extraktu
1 279,4 + 57,92 257.8 + 25,82 2452 + 14 52
2 3,25 + 2,622 19,16 + 1,292 248,0 + 12,9°

Extrak¢ni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav

Extrak¢ni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Tabulka 16 Antioxida¢ni aktivita pokrutin hroznd stanovena metodou ABTS

Extrakéni | Susené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny | Surové pokrutiny
metoda ug troloxu/ml extraktu
1 5504 + 154° 13479 + 1516° 143,4 + 17,22

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Riizné pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Dle vysledkl je na prvni pohled ziejmé, ze uziti extrakce 50% methanolem bez dalSich
uprav (extrakéni metoda 1) neni vhodné pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS
v syrech. Je o€ividné, Ze s naristem piidavku pokrutin v suseném, lyofilizovaném i surovém
stavu dochazi ke snizeni antioxida¢ni aktivity nebo se antioxida¢ni aktivita vii¢i kontrolnimu
syru neméni. Divodem mohou byt nespecifické reakce ABTS-* s thioly a proteiny (Schaich, et
al., 2015). Vyuzitim extrakce 50% methanolem s naslednou tGpravou okyselenim (extrakéni
metoda 2) dochéazi pravdépodobné k vysrazeni téchto sloucenin, nespecifické reakce jsou
tak potlaceny a je vidét postupny nardst antioxida¢ni aktivity syrt s pifidavkem pokrutin oproti
syru kontrolnimu. Vysoky narist antioxidacni aktivity (az 10x vyssi) je viditelny predevsim
u syra s ptidavkem 2,0 % (hm.) susenych a lyofilizovanych pokrutin a s ptidavkem 5,0 % (hm.)
surovych pokrutin.

Extrakty samotnych pokrutin hroznti vykazuji vysoké hodnoty antioxidacni aktivity,
a to pfedevsim v suSené, a hlavné v lyofilizované podobé stejné jako v ptipadé predchoziho
stanoveni antioxidaéni aktivity metodou DPPH (kapitola 3.2).

V porovnani se stanovenim celkové antioxida¢ni aktivity metodou DPPH (kapitola 3.2) jsou
koncentrace stanovené metodou ABTS vyrazné vyssi. Pti pouZiti testu DPPH ke stanoveni
celkové antioxidacni aktivity aminokyselin, proteind ¢i peptidl je velmi dilezitym aspektem
pH reak¢ni smési, pfi¢emz DPPH radikal je stabilni pfi pH v rozmezi hodnot 5,0-6,5. V ptipadé
nevhodné zvoleného pH dochazi k deprotonaci vzniklé formy DPPH-H (Zheng, et al., 2015),
coz by mohlo mit vliv i v pfipadé naseho stanoveni. Divodem muize byt ale i fakt, ze ABTS-*
Ize solubilizovat ve vodném i organickém prostiedi, zatimco DPPH radikal pouze v prostredi
organickém (pfedevsim alkoholovém), a tim v pfipad¢ stanoveni metodou DPPH dochazi

k omezeni stanoveni hydrofilnich antioxidant (Arnao, 2000).
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3.4 Stanoveni redukéni sily

Redukeéni sila antioxidantt pfitomnych ve vzorcich byla stanovena pro extrakty vzorka syrd,
jejichz zhotoveni je popsano v kapitole 2.4.2. Pro vzorky pokrutin byla aplikovana pouze
extrakéni metoda 1, jelikoz nedochazelo k zakaleni extraktu. Pro samotné stanoveni byl
aplikovan postup popsany v kapitole 2.4.3.4. Pro kazdy vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny
dva extrakty, pfiCemz analyza kazdého extraktu byla opakovana 2x. Z naméfenych absorbanci
byla vyjadiena redukéni sila antioxidantu (rovnice 8) piitomného ve vzorku a vysledek udan
jako opticka denzita pti vinové délce 700 nm. V Tabulce 17 a 18 jsou zaznamenany absorbance
pti vlnové délce 700 nm po odecteni slepého pokusu u kontrolniho vzorku syru, pro vzorky

syr obohacené o pokrutiny hroznti a také hodnoty pro samotné pokrutiny (Tabulka 19).

Tabulka 17 Redukéni sila syra s ptidavkem suSenych a lyofilizovanych pokrutin

Obohacené syry
1,0% (hm.) [2,0% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrakéni | Kontrolni syr | suSenych susenych lyofil. lyofil.
metoda pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin
1 0,07+0,01* | 0,17+0,02® | 0,21+0,03° | 0,16 +0,01° | 0,19 + 0,02
2 0,01+0,01% | 0,07+0,01°> | 0,19+0,02° | 0,08+0,01°> | 0,24 +0,01¢

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav

Extrak¢ni metoda 2: extrakce 50% methanolem s néslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty =+ standardni odchylka (N=4)

Tabulka 18 Redukéni sila syra s ptidavkem surovych pokrutin

Obohacené syry
2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
Extrakéni | Kontrolni syr Y Y
- pokrutin pokrutin
metoaa
1 0,07 +0,01° 0,18 + 0,03° 0,28 + 0,01°
2 0,01 + 0,012 0,06 + 0,01° 0,13 +0,01°

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich Gprav

Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Prumérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Tabulka 19 Redukéni sila pokrutin hroznt

Extrakéni | Susené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny | Surové pokrutiny
metoda -
1 1,08 +0,01° 1,08 +0,01° 0,59 + 0,01°

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Riizné pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Z vysledku je ziejmé, ze S rostouci koncentraci pridanych pokrutin do syru roste i schopnost
antioxidantl pfitomnych v piipravenych extraktech redukovat Zelezité ionty v reakéni smési na
Zeleznaté. Se zvySenou absorbanci vzrista 1 intenzita zbarveni monitorované Berlinské modfi.
Rostouci trend je patrny piedevsim pro extrakty zhotovené extrakéni metodou 2, kdy jsou
rozdily mezi koncentracemi pfidanych pokrutin a také v porovnani s kontrolnim syrem dobie
znatelné. Zaroven jsou ale hodnoty ziskané extrakéni metodou 2 nizsi nez vysledky ziskané po
extrakci 50% methanolem bez dalSich Gprav (extrakéni metoda 1). Redukéni sila pfimo souvisi
se Stépenim peptidd, které urcuji schopnost vzorku darovat elektrony nebo protony. Duvod
niz8ich hodnot mize byt tedy takovy, Ze, extrakci 50% methanolem s naslednym okyselenim
(extrakéni metoda 2) doslo k vysrdZeni a odstranéni proteint, coz jsou latky, které by byly
schopné dodat atom vodiku, a tim redukovat zelezité ionty na zeleznaté (Liu, et al., 2018).

V piipadé stanoveni redukcni sily antioxidantli pfitomnych Vv samotnych pokrutinach
hrozni, se opét potvrdila skutecnost, Ze suSenim a lyofilizaci nedochézi ke ztraté prospésnych
latek a ptedstavuji vhodné zpracovani pokrutiny pro co nejucinnéjsi vyextrahovani latek
majicich antioxida¢ni G¢inky. Oproti pokrutinam v surovém stavu jsou hodnoty schopnosti

redukce pro pokrutiny v suseném a lyofilizovaném stavu téméf dvojnasobné.

3.5 Stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku

Schopnost antioxidantti pfitomnych ve vzorku vychytavat peroxid vodiku byla stanovena
pro extrakty vzorkl tavenych syri a pokrutin zhotovenych pouze extrakéni metodou 2, jejiz
provedeni je popsano v kapitole 2.4.2. Pro samotné stanoveni byl aplikovan postup popsany
v kapitole 2.4.3.3. Pro kazdy vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny dva extrakty, pfi¢emz
analyza kazdého extraktu byla opakovéana 2x. Z namétenych dat bylo pomoci slepého pokusu
vyjadieno, kolik peroxidu vodiku bylo danym typem vzorku vychytdno a vysledek udan
procenta vychytaného peroxidu vodiku. V Tabulce 20 a 21 jsou zaznamenany procenta
vychytaného peroxidu vodiku u kontrolniho vzorku syru, pro vzorky syrti obohacené

0 pokrutiny hroznu a také hodnoty pro samotné pokrutiny (Tabulka 22).
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Tabulka 20 Schopnost syrii s pfidavkem suSenych a lyofilizovanych pokrutin vychytavat peroxid vodiku

Obohacené syry
1,0% (hm.) [2,0% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrakéni | Kontrolni syr | suSenych susenych lyofil. lyofil.
metoda pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin
% vychytan¢ho H20-
2 6,32 +2,44% | 12,87 +4,83% | 24,80 +1,07° | 22,14 + 1,77 | 33,53 £ 0,59°
“nestanoveno

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v tadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 21 Schopnost syri s pridavkem surovych pokrutin vychytavat peroxid vodiku

Obohacené syry
2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
Extrak¢éni | Kontrolni syr _ _
pokrutin pokrutin
metoda
% vychytaného H202
1 _* _* _*
2 6,32 + 2,44° 21,21 +3,33° 27,37+ 1,07°
“nestanoveno

Extrak¢ni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich Gprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 22 Schopnost pokrutin hroznii vychytavat peroxid vodiku

Extrakéni | SuSené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny | Surové pokrutiny
metoda % vychytaného H20>
1 53,86 + 1,09° 58,95 + 1,16° 32,69 + 1,072

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich Gprav
Riizné pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Extrakty vzorku syri byly zhotovené pouze extrakéni metodou 2, tedy s 50% methanolem
a naslednym okyselenim, jelikoz extrakty pfipravené s 50% methanolem bez dalSich uprav
(extrakcni metoda 1) 1 po pridavku reagencii pro stanoveni byly zakalené a hodnoty absorbanci
tak diky zakalu nadhodnocené.

Z vysledkt stanoveni schopnosti antioxidanti pfitomnych ve vzorku vychytavat peroxid
vodiku je patrné, Ze s postupnym narstem piidavku pokrutin do syru roste i schopnost peroxid
vodiku vychytavat. Oproti kontrolnimu syru je zfejmy nartst s pfidavkem 2,0 % (hm.) susenych
pokrutin, pokrutiny lyofilizované v syru zvySuji schopnost peroxid vodiku vychytat jiz
v ptidavku 1,0 % (hm.). Pridavek pokrutin v lyofilizovaném stavu do syru je tedy G¢inng;jsi,
coz potvrzuji i vysledky stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku pro samotné
pokrutiny. Pro pokrutiny surové plati, Ze jejich ptidavek do taveného zvySuje schopnost

vychytavat peroxid vodiku, ale rozdil mezi 2,5 a 5,0% ptidavkem neni statisticky vyznamny.

3.6 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven pro extrakty vzorkd tavenych syrd, jejichz
zhotoveni je popsano V kapitole 2.4.2. Pro vzorky pokrutin byla aplikovana pouze extrakéni
metoda 1, jelikoz nedochazelo k zakaleni extraktu. Pfed stanovenim bylo potfeba nafedit
extrakty pokrutin. Susené a lyofilizované pokrutiny byly fedény 100%, surové pokrutiny fedény
nebyly. Pro samotné stanoveni byl aplikovan postup popsany v kapitole 2.4.3.5. Pro kazdy
vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny dva extrakty, pii¢emz analyza kazdého extraktu byla
opakovana 2x. Z naméfenych dat byl pomoci kalibra¢ni fady kyseliny gallové (Ptiloha 3)
vyjadien obsah fenolickych latek ve vzorku a vysledek udan jako pg kyseliny gallové na ml
extraktu. V Tabulce 23 a 24 jsou zaznamenany hodnoty celkového obsahu fenolickych latek
u kontrolniho vzorku syru, pro vzorky syrti obohacené o pokrutiny hrozni a také hodnoty
obsahu fenolickych latek samotnych pokrutin (Tabulka 25).

55



Tabulka 23 Celkovy obsah fenolickych latek syra s pfidavkem susenych a lyofilizovanych pokrutin

Obohacené syry
1,0% (hm.) [2,0% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrakéni | Kontrolni syr | suSenych susenych lyofil. lyofil.
metoda pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin
ug kyseliny gallové/ml extraktu
1 44,17 + 4,82 | 51,07 £6,24° | 21,54 +6,25% | 23,04 +9,21% | 26,31 +1,71°
2 464+0,35 | 6,82+0,34% | 19,35+1,59° | 7,22+0,41% | 21,53 +1,43°

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v tadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 24 Celkovy obsah fenolickych latek syra s pfidavkem surovych pokrutin

Obohacené syry
Extrakéni | Kontrolni sgr 2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
- pokrutin pokrutin
metoda
pg kyseliny gallové/ml extraktu
1 44,17 + 4,82° 52,54 £ 6,572 43,67 + 15,52
2 4,64 +0,35% 11,35 + 0,67" 30,60 +1,13°

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrak¢ni metoda 2: extrakce 50% methanolem s ndslednym okyselenim a neutralizaci
Rlzna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 25 Celkovy obsah fenolickych latek pokrutin hrozni

Extrak¢ni | SuSené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny | Surové pokrutiny
metoda ug kyseliny gallové/ml extraktu
1 980,7 + 78,8° 2034 + 82,5° 37,17 + 1,282

Extrakéni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich Gprav
Riizné pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.
Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Z vysledku je zfejmé, ze pouziti extrakéni metody s 50% methanolem bez dalSich uprav
(extrak¢ni metoda 1) sice poskytuje vyssi stanovené koncentrace oproti vysledkiim ziskanych
po extrakci s pouzitim 50% methanolu a naslednym okyselenim (extrakéni metoda 2), ale obsah
fenolickych latek v jednotlivych vzorcich se statisticky vyznamné nelis§i a také hodnoty
smérodatnych odchylek jsou velmi vysoké. Tyto velké rozptyly jsou zptisobeny tim, ze extrakty
syri byly Vv rizném stupni zakalené. Naméfené hodnoty absorbanci se tedy vyrazné lisily
dle stupné zakaleni ptivodniho extraktu. Divodem vysSiho stanoveného obsahu fenolickych
latek muze byt fakt, ze nékteré aminokyseliny (tyrosinové zbytky) a cukerné slozky
(oligosacharidy a laktdza) pfitomné v mlécnych vyrobcich mohou interferovat s ¢inidlem FC,
a tak byt méfeny jako obsah fenolickych latek (Rashidinejad, et al., 2015). Uzitim extrakce
do 50% methanolu s naslednym okyselenim, kdy dochazi k vysrazeni bilkovin a dal$ich slozek,
mohou byt tyto rusivé slozky eliminovany a tim tedy stanoveny nizsi, ale skute¢né koncentrace
fenolickych latek.

Zaméfime-li se tedy na vysledky ziskané extrakci vzorkti do 50% methanolu s néslednou
upravou okyselenim (extrakéni metoda 2), pak je zifejmé, ze statisticky vyznamny nartst
koncentrace fenolickych latek v obohacenych vzorcich syri oproti kontrole je pozorovatelny
az s pridavkem 2,0 % (hm.) susenych a 2,0 % (hm.) lyofilizovanych pokrutin, pfi¢emz
ke zvyseni obsahu fenolickych latek v syru pfispivaji ve stejné mife. V piipadé ptidavku
surovych pokrutin je zfejmy nartst oproti kontrolnimu syru v koncentraci 2,5 i 5,0 % (hm.)
surovych pokrutin.

Extrakty samotnych pokrutin hrozni vykazuji vysoky obsah fenolickych latek,
a to pfedevsim v suSené, a hlavné v lyofilizované podobé stejné jako v ptfipadé predchozich

stanoveni antioxidacni aktivity.

3.7 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Celkovy obsah flavonoidii byl stanoven pro extrakty vzorkli tavenych syri, jejichz
zhotoveni je popsano v kapitole 2.4.2. Pro vzorky pokrutin byla aplikovana pouze extrakéni
metoda 1, jelikoz nedochazelo k zakaleni extraktu. Pro samotné stanoveni byl aplikovan postup
popsany v kapitole 2.4.3.6. Pro kazdy vzorek syru a pokrutin byly zhotoveny dva extrakty,
pficemz analyza kazdého extraktu byla opakovana 2x. Z naméfenych dat byl pomoci kalibra¢ni
fady kvercetinu (Pfiloha 4) vyjadfen obsah flavonoidi ve vzorku a vysledek udan jako pg
kvercetinu na ml extraktu. V Tabulce 26 a 27 jsou zaznamenany hodnoty celkového obsahu
flavonoidt u kontrolniho vzorku syru, pro vzorky syri obohacené o pokrutiny hroznt a také

hodnoty obsahu flavonoidti samotnych pokrutin (Tabulka 28).
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Tabulka 26 Celkovy obsah flavonoidi syrii s pfidavkem suSenych a lyofilizovanych pokrutin

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrak¢éni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Pramérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Obohacené syry
1,0 % (hm.) 20% (hm.) |1,0% (hm.) |2,0% (hm.)
Extrakéni Krontrolni susenych susenych lyofil. lyofil.
metoda o pokrutin pokrutin pokrutin pokrutin
ug kvercetinu/ml extraktu
1 = = = = =
2 8,60+ 1,61% | 14,66 +0,68™ | 17,34 +0,63% | 11,32+ 1,76% | 17,49 + 0,801
“nedetekovano

Tabulka 27 Celkovy obsah flavonoidi syri s ptidavkem surovych pokrutin

Obohacené syry
2,5 % (hm.) surovych 5,0 % (hm.) surovych
Extrak¢éni | Kontrolni syr ) .
pokrutin pokrutin
metoda :
ug kvercetinu/ml extraktu
1 -* -* -*
2 8,69 + 1,61° 14,56 + 0,93 31,67 + 3,81
“nedetekovano

Extrak¢éni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Extrakéni metoda 2: extrakce 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci
Riizné pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)

Tabulka 28 Celkovy obsah flavonoidi pokrutin hrozni

Surové pokrutiny

Extrakéni | SuSené pokrutiny Lyofilizované pokrutiny
metoda ug kvercetinu/ml extraktu
1 72,87 +0,47° 52,68 + 1,31° 3,57 + 0,65

Extrak¢ni metoda 1: extrakce 50% methanolem bez dalSich uprav
Riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych v fadcich.

Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4)
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Stanoveni celkového obsahu flavonoidlii bylo provedeno pro extrakty syrti, zhotovené
extrakei 50% methanolem (extrakéni metoda 1) i metodou s naslednym okyselenim (extrakéni
metoda 2). Extrakty pfipravené bez okyseleni nevykazovaly zadny narast absorbance oproti
slepému pokus. Flavonoidy jsou silné antioxidanty, ale je znamo, Ze se vazi na proteiny. Pokud
tedy dojde k interakci flavonoidu s mlécnou bilkovinou, pravdépodobné nedochazi k naristu
antioxidacni aktivity, ale naopak ¢ast antioxidacni aktivity muze byt touto interakci maskovana.
Do jaké miry dochazi k maskovani, zalezi na typu proteinu i flavonoidu (Arts, et al., 2002).
Obsah flavonoidt byl métitelny pouze pro extrakty piipravené s 50% methanolem s naslednym
okyselenim. Pravdépodobné tak doslo k vysrazeni bilkovin, maskujicich pfitomné flavonoidy.
Hodnoty se vsak pfili$ statisticky nelisi a oproti kontrolnimu syru je vyznamny nartist obsahu
flavonoidu patrny az s ptidavkem 2,0 % (hm.) susenych a lyofilizovanych pokrutin, nejvyssi
nartst pak s pfidavkem 5,0 % (hm.) surovych pokrutin.

Vysledky stanoveni obsahu flavonoidl pro vzorky pokrutin potvrzuji fakt, ze lyofilizace
a suseni pokrutin je vhodné pro zachovani a dostate¢né vyextrahovani dulezitych slozek, které
se ve pokrutinach ptirozené vyskytuji, jak jiz bylo popsano v ptedchozich vysledcich
antioxidac¢nich stanoveni (kapitola 3.2).

Stanoveni obsahu flavonoidii provedené metodou, pii které vznika komplex Al¥*-flavonoid,
1ze stanovit pouze dvé podtiidy flavonoidii — flavony a flavonoly. Pokrutiny hroznt ptirozené
obsahuji flavonoly, je tedy zfejmé, ze metodou byl stanoven pouze obsah této podtiidy (Denni
& Mammen, 2012; Pekal & Pyrzynska, 2014).

3.8 Infracervena spektroskopie

Pomoci infracervené spektroskopie byly proméfeny vzorky syrt, a to jak v pivodnim
vyrobeném stavu, tak po jejich lyofilizaci. Analyze byl podroben kontrolni syr a syry s obsahem
2,0 % (hm.) susenych a lyofilizovanych pokrutin.

Obrazek 19 predstavuje infracervené spektrum syri po lyofilizaci, na kterém jsou
vyznaceny absorpéni pasy, podrobné vypsané a identifikované v Tabulce 29. Pro identifikaci
hlavnich pfitomnych funkénich skupin je diilezita predevsim oblast s vino&ty 4000-1500 cm™,
Vyznamny absorpéni pas s vinoétem 3285 cm™ predstavuji volné OH skupiny, patici
predeviim piitomné vods. Dilezité pasy jsou také v oblasti vinoétd 2925 a 2855 cm™,
identifikované jako symetrické a asymetrické vibrace methylenové skupiny. V neposledni fadé
je tfeba zminit pas s vinotem 1744 cm™ (karbonylova skupina) a piedev§im pésy s vinodty
1643 a 1536 cm® (Amid | a Amid II), typické pro infratervené spektrum proteind.

Identifikované funkéni skupiny ve spektru jsou pfifazovany hlavné lipidim a proteinim, ale
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I dal§im slozkam ptitomnym v syrech. Ze spekter je ztejmé, ze absorpéni pasy kontrolniho syru
a syru s pridavky jsou stejné, 1isi se pouze absorpénim maximem. Pfidavek pokrutin do syra
tedy neni dostatecné Vysoky na to, aby byly ve spektru zaznamenany zmény oproti syru
kontrolnimu.

Ve spektru syrt pied lyofilizaci (Ptiloha 5) je zfejma dominantnost pasu pii vinoctu
3285 cm?, ktery ma absorpéni maximum 10x vy nez stejny pds ve spektru syri
lyofilizovanych, a naopak je patrné velké snizeni absorbance past, které jsou na infracerveném
spektru lyofilizovanych syri dominantni. Lyofilizaci totiz dochazi k vysuSeni vzorku, a tedy

odstranéni vody, ktera ve spektru zpiisobila dominantnost pasu pfi vinoctu 3285 cm™.

syr s 2% lyofilizovaného syr s 2% suseného syr kontrola

0,25

1744
1160
2925 \ N 1098

\ /

2855
/ 0,15 o
[}
c
©
2
o
v
Ro)
01 <
3285
\ V 0,05
0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

VInocet (cm-1)

Obrazek 19 Infracervena spektra vzorki tavenych syrl po lyofilizaci
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Tabulka 29 Identifikace absorpénich pasu spekter vzorkd tavenych syrd (Stratulat, et al., 2014)

Vinoéet (cm™) | Typ vibrace Funkéni skupina, slozka

3285 v(O-H) OH skupina (slozky syru)

2925 v(CH2) asymetrické | Methylenové skupiny (proteiny, lipidy)

2855 v(CH2) symetrické | Methylenové skupiny (proteiny, lipidy)

1744 v(C=0) Karbonylova skupina (mastné kyseliny, proteiny)
1643 Amid | Proteiny

1536 Amid Il Proteiny

1456-1393 3(C-H) Methylenové skupiny (proteiny, lipidy)

1239 v(C-0), v(P-0) C-O skupina, asymetricky fosfat (lipidy, lecitin)
1160 3(C-0) C-O skupina (estery)

1098 3(0-H) OH skupina (slozky syru)

721 v(CH>) Methylenové skupiny (mastné kyseliny)

Infracervena spektroskopie byla vyuzita také pro ziskani spekter vzorkl pokrutin
v suseném, lyofilizovaném a surovém stavu (Obrazek 20). Absorpcni pasy jsou podrobné
vypsané a identifikované v Tabulce 30. Stejné¢ jako pro vzorky syrti byl také ve spektrech
pokrutin hroznil zaznamenan absorpéni pas s vinoétem 3285 cm™ pfedstavujici volné OH
skupiny a také pasy V oblasti vInoéth 2925 a 2855 cm™, identifikované jako symetrické
a asymetrické vibrace methylenové skupiny. Dal$imi dilezitymi pasy ve spektru jsou pak také
pasy s vinoéty 1734 cm™ (karbonylova skupina) a 1020 cm™ (skupina C-O). Tyto a dalsi
identifikované funk¢ni skupiny jsou pfifazovany piedevSim polysacharidim, pektinim,
fenolim, lipidim ale i dal§im slozkam pfitomnym v pokrutinach hrozni. Je ziejmé,
Ze absorpéni pasy jsou V hodnotdch vIno¢tl shodné pro suSené, lyofilizované i surové
pokrutiny. Rozdily jsou patrné pouze v absorpénich maximech nékterych past. V oblasti
vlnoétu 1680 cm™ je ale pritomny absorpéni pas, typicky pouze pro pokrutiny v surovém stavu.
Tento pas by mohl byt pfitazen absorbované vodé (Fasoli, et al., 2016). Lyofilizaci a susenim
dochazi k odstranéni velkého podilu vody a je tedy logické, Ze tento pas obsahuje pouze

spektrum surovych pokrutin.
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Obrazek 20 Infracervena spektra pokrutin hroznt
Tabulka 30 Identifikace absorpénich pasu spekter vzorkd pokrutin
(Fasoli, et al., 2016, Nogales-Bueno, et al., 2017)
Vlnocet )
Typ vibrace Funkéni skupina, slozka
(cm™)
3285 v(O-H) OH skupina (polysacharidy, ligniny)
2924 v(CH>) asymetrické Methylenové skupiny (ligniny, lipidy)
2854 v(CH32) symetrické Methylenové skupiny (ligniny, lipidy)
1743 v(C=0) Karbonylova skupina (polyestery, ligniny, pektiny)
1680 H-O-H Absorbovana voda
1610 V(COO"), V(C=C)aromat | Pektiny, fenoly
1519 V(C'C)aromét Fen0|y
1441 V(C'C)aroma’,t Fen0|y
1318 d(CH2) Methylenové skupiny (polysacharidy, pektiny)
1235 v(C-0), 6(0-H) C-0O a OH skupiny (polysacharidy, ligniny, pektiny)
1154 V(C-H)aromat Methylenové skupiny (fenoly)
1020 v(C-0), v(C-C) Polysacharidy, pektiny
781 3(CH>) Methylenové skupiny (fenoly)

62




4 ZAVER

Ukolem diplomové prace bylo stanovit u vyrobenych vzorkt tavenych syra s piidavkem
pokrutin hroznd révy vinné v suseném, lyofilizovaném a surovém stavu antioxidacni aktivitu
metodami DPPH, ABTS, reduk¢ni silu, schopnost vychytavat peroxid vodiku, celkovy obsah
fenolickych latek a celkovy obsah flavonoidil, vV neposledni fad¢ také urcit hlavni funkcni
skupiny slozek ptitomnych ve vzorcich pomoci infracervené spektroskopie a vyhodnotit vliv
ptfidavku na tyto stanovené parametry vzorkd.

Vzorky tavenych syri byly vyrobeny ve spolupraci s Ustavem technologie potravin
Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢ vedenym panem doc. Ing. FrantiSkem Bunikou, Ph.D. Vzorky
syri byly obohaceny o susené a lyofilizované pokrutiny v koncentraci 1,0 a 2,0 % (hm.)
a surové pokrutiny v koncentraci 2,5 a 5,0 % (hm.). Za stejnych podminek byly vyrobeny také
kontrolni vzorky taveného syra bez jakéhokoliv ptidavku. Extrakty obohacenych syrt i syru
kontrolniho byly zhotoveny dvéma metodami — extrakci 50% methanolem bez dalSich tprav
a extrakci 50% methanolem s naslednym okyselenim a neutralizaci. S vyjimkou stanoveni
metodou DPPH, kdy je pro stanoveni velmi dualezité pH, je vhodnéjsi extrakéni metoda
s pouzitim 50% methanolu s naslednym okyselenim a neutralizaci.

Dle vysledki stanoveni byl prokdzan narast antioxida¢ni aktivity obohacenych tavenych
syri oproti syru kontrolnimu. Mira ndrlstu pro kazdy typ ptidavku se vSak v jednotlivych
metodach stanoveni lisi. Obecné vsak plati, ze pridavky 2,0 % (hm.) susenych, 2,0 % (hm.)
lyofilizovanych a 5,0 % (hm.) surovych pokrutin do taveného syru ve vSech metodach stanoveni
zvySuji antioxidaéni vlastnosti taveného syra oproti syru kontrolnimu. Z infracervenych spekter
je ztejmé, Ze absorpcni pasy kontrolniho syru a syri s ptidavky jsou stejné, 1isi se pouze
absorpnim maximem.

Obohacovani tavenych syri pokrutinami hroznového vina je jedna z mozZnosti,
jak kombinovat piijem kvalitnich mléénych bilkovin s piijmem polyfenolickych latek

s antioxida¢nimi u¢inky a jak také 0€inné vyuzit odpad vznikajici pfi vyrobé bilého vina.
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Piiloha 1 Kalibra¢ni kiivka troloxu pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity metodou DPPH
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Piiloha 2 Kalibracni kiivka troloxu pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity metodou ABTS
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Piiloha 3 Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Priloha 4 Kalibraéni kiivka kvercetinu pro stanoveni celkového obsahu flavonoidi
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Piiloha 5 Infracervena spektra tavenych syrii pied lyofilizaci
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