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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem suSeni na antioxida¢ni vlastnosti slupek z bobuli révy
vinné. V teoretické Casti je popsano slozeni bobuli révy vinné, slozeni pokrutin z hlediska
obsahu fenolickych latek a jejich vyuziti. Nésledné je popsén vliv antioxidantii na organismus
a mozné upravy pokrutin. Na zavér teoretické ¢asti jsou uvedeny metody, které byly vyuzity
v ¢asti praktické. Prakticka Cast se pak zabyva suSenim pokrutin pii zvolenych teplotach a

Casech a naslednym stanovenim celkové obsahu fenolickych latek a antioxidacni kapacity.

KLICOVA SLOVA

Réva vinna, pokrutiny hrozni, antioxida¢ni aktivita, suSeni

TITLE

Antioxidant properties of grape skin as affected by hot-air drying

ANNOTATION

This thesis examines the change of antioxidant properties of grape skin dried by hot air.
The theoretical part describes the composition of grape berries, skin and their use. After that
the effect of antioxidants on human health is described and various methods of grape skin
treatment are specified. Analytical methods used in the practical part of thesis are characterized.
The effect of drying temperature and time on total phenolic content and antioxidant capacity of

dried grape skin is examined.
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UVOD

V poslednich desetiletich naristaji obavy z neustalého zvétSovani objemt odpadt vytvorenych
V potravinaiském pramyslu. Velké mnozstvi odpadi pak produkuje konkrétné primysl
vinarsky. Zbytky, které ziistavaji po lisovani vina, oznaCované jako pokrutiny tvoii asi 20 %
hmotnosti zpracovaného hroznu. Rocné to predstavuje asi 10-15 miliond tun, a to pouze

VvV Evropgé.

Zde se nabizi otdzka, jak nalozit se vzniklym odpadem. Pokrutiny se ¢asto vyuzivaji jako
hnojivo, coz je pii pohledu na jejich slozeni velkd Skoda. Pokrutiny jsou totiz bohaté
na fenolické latky. Tyto latky se vyznacuji svymi antioxida¢nimi ucinky, diky kterym plsobi
pozitivné na lidské zdravi. Tim se nabizi moZnost vyuzivat pokrutiny napiiklad jako slozku

funk¢nich potravin.

Problémem ale je, Ze vyroba vina probihd vétSinou ihned po sklizni hroznd, tedy naraz.
Mnozstvi vzniklych pokrutin je tedy veliké a diky jejich vysokému obsahu vlhkosti,
coz je spojené s rychlym kazenim, je nutné je zpracovat ihned. Jako optimalni metoda

Z hlediska finan¢ni naro¢nosti a rychlosti provedeni se nabizi suSeni.

Cilem této prace bylo otestovat, jaky vliv maji zvolené teploty suseni v kombinaci s casem
na mnozstvi fenolickych latek a antioxida¢ni kapacité pokrutin. Pro vyhodnoceni byla vyuzita

metoda s DPPH radikalem a dale stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Réva vinna
Révou se pro ucely zakona €. 321/2004 Sb., o vinohradnictvi a vinafstvi a o0 zméné nékterych

souvisejicich zakontl (zékon o vinohradnictvi a vinafstvi) rozumi réva rodu Vitis [1].

1.1.1 Péstovani

Vinna réva je v celosvétovém méfitku ekonomicky velice vyznamnou plodinou. V Ceské
republice spotieba vina neustale nartista, coz je predpokladem pro dalsi rozvoj vinohradnictvi.
Prozatim ale Ceské republika patii stale mezi malé vinaiské zemé. Cesko se fadi mezi staty
S tzv. vinohradnictvim chladného podnebi, coz s sebou nenese pouze nizsi prumérné teploty,
ale predev§im pozitivni vliv na zrani hrozni. Béhem zrani se u hroznd tvoii aromatické
a fenolické latky [2]. V Ceské republice se vinna réva péstuje ve dvou vinaiskych oblastech:
vinaiska oblast Morava a vinaiska oblast Cechy. Tyto oblasti se dé&li dale
na podoblasti: Mikulovsko, Velkopavlovicko, Znojemsko a Slovacko, patiici pod oblast

Morava. Vinafska oblast Cechy ma pak 2 podoblasti: Mé&lnicko a Litoméficko [3].

1.1.2 Morfologie a chemické sloZeni
Morfologicky se hrozny révy vinné skladaji ze tfapin se stopkami a bobuli. Bobule se pak dale
skladaji z duziny, semen a slupek. Pii vyrob€ vin je nutné tfapiny a stopky odstranit,

protoze obsahuji chutové neptiznivé polyfenoly a dievité latky.

Chemické slozeni hroznid ma vliv na kvalitu vyrabéného vina a je ovlivnéno predev§im
okolnimi podminkami béhem péstovani, mezi které patii: klimatické a ptidni podminky. Mezi
dusikaté, fenolové, mineralni a aromatické latky, vitaminy, tuky a oleje [3]. Zastoupeni téchto

latek je vyobrazeno v nasledujici Tabulce 1.

Tabulka 1:Zakladni obsahové latky ve 100 g bobuli révy vinné (zelena odrtda) [4]

Latky g/100 g
voda 79,3
bilkoviny 0,6
tuky stopové mnozstvi
cukry 16,1

14



1.1.2.1 Sacharidy

Mezi nejvyznamnéjsi sacharidy v bobulich révy vinné patii glukéza a fruktdza, dale se pak
v menSich mnozstvich vyskytuje: rafindza, maltéza, galaktdza, arabinéza a xyléza. Cukry
se tvofi hlavné pfi fotosyntéze. Vznikaji predevsim na listech, proto je velka a zdrava listova
je v révovém kefi sacharéza, kterd se enzymaticky $tépi na glukézu a fruktozu [5]. Jeji obsah
je potom v samotnych bobulich minimalni. Cukry se béhem kvaSeni vina pfeménuji na alkohol
pomoci kvasinek. Senzoricky aktivni je ve vin¢ zbytkovy cukr. Vznikla vina se pak déli podle

obsahu cukru na: sucha, polosucha, polosladka, sladka [6].

1.1.2.2 Organické kyseliny

V bobulich révy vinné je obsaZena nejvice kyselina vinna a déle pak kyselina jable¢na.
Dohromady tvoti 70-90 % vsech organickych kyselin, které jsou v bobulich zastoupeny. Obsah
kyseliny vinné je pomérn¢ stabilni, zména ale mize prob€hnout nafedénim obsahu bobuli
pfi intenzivnich srazkach v dob€ zrani hrozntli. Kyselina jable¢na je pak méné stabilni. Zmény
jejiho obsahu mohou byt zplisobeny napiiklad vlivem oslunéni nebo obsahem drasliku. Dale
se mize v hroznech vyskytovat kyselina glukonova. Jeji ptitomnost funguje jako indikator,
ktery poukazuje na napadeni hroznd hnilobami, coz je spojené také s aktivitou octovych a
mléénych bakterii a tvorbou kyseliny octové. V hroznech se vyskytuji také kyselina jantarova
amlécna. Kyselina mlécna je produktem jable€no-mlécné fermentace, kterou zptisobuji mlécné
bakterie. Vysledkem je pfeména méné piijemné chuti kyseliny jablecné na chutové jemné;si
kyselinu mlécnou. Tohoto procesu se vyuziva u Ryzlinku rynského, Ryzlinku vlasského,
Rulandského bilého. Kyseliny maji tedy vliv pfedevs§im na senzorické vlastnosti vina. U bilych
vin je vy$$i obsah kyselin pozitivni, protoZe podporuje svézest chuti a zvyraziluje aromaticky

projev vina [5, 6].

1.1.2.3 Dusikaté latky

Dusikaté latky jsou v bobulich révy vinné zastoupeny v mineralnich formach (NHa, NOs, NO2)
nebo v organickych formach jako volné aminokyseliny, bilkoviny nebo nékteré vitaminy [5].
Bilkoviny jsou obsazeny piedevsim ve slupce (0,4-2,0 %) a v semenech (0,8-4,6 %). Mensi
procento je pak v duziné (0,1-0,4 %) [4]. Z pohledu vyroby vina jsou dulezité predevsim
amonné ionty a volné asimilovatelné aminokyseliny, protoZe slouzi pfedev§im jako vyziva
pro kvasinky. Tyto dvé slouceniny dohromady ptedstavuji tzv. asimilovatelny dusik
v hroznech. Pokud je ve vinu nizky obsah asimilovatelného dusiku bude populace kvasinek

nizka a kvaSeni bude mit tedy hor$i dynamiku. Pfi takovych podminkéch se budou ve vin¢ tvofit
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latky sirnaté povahy a vyssi alkoholy, coz s sebou nese nepiijemnou chut’ vina a zarovei se také

snizuje tvorba latek, které maji na chut’ vina dobry vliv [6].

1.1.2.4 Fenolické latky

Hrozny jsou dilezitym zdrojem antioxidantt, tedy fenolickych slou¢enin (Tabulka 2). Jejich
antioxidaéni aktivita je povazovana za vyssi, nez maji napiiklad vitaminy. Polyfenoly jsou
latky, které jsou tvofené benzenovym kruhem s jednou a vice hydroxylovych skupin. Syntéza
téchto latek v rostlinné tkani je ovlivnéna fadou faktort, jako je napiiklad slunecni zéfeni,
teplota a tlouStka slupek. Polyfenoly pak délime na flavonoidy a neflavonoidy. Flavonoidy
se skladaji hlavné z anthokyant, flavonolt a flavan-3-old. Mezi neflavonoidy patii kyseliny

hydroxybenzoové a hydroxyskoticové [7, 8].

Tabulka 2: Zakladni rozdéleni polyfenolickych slou¢enin v hroznech [5]

hydroxybenzoové kyseliny kyselina gallova, protokatechova, vanilova
Neflavonoidni fenolické
latky hydroxyskoricové kyseliny kyselina kumarova, kavova, ferulova, kaftarova
stilbeny trans a cis-resveratrol, astringin
antokyany malwfjlr]-s-glukos@, cyanild.m-3—glukos.|d,
Flavonoidni fenolické peonidin-3-glukosid, delfidin-3-glukosid
latky flavan-3-oly katechin, epikatechin, gallokatechin
flavonoly kvercetin, myricetin, rutin, kaempferol

Neflavonoidni latky

Co se tyka neflavonoidt, konkrétné derivati kyseliny hydroxybenzoové (Obrazek 1), tak
z vétsi Casti jsou v hroznech zastoupeny kyseliny gallova, ellagova, sorbova a vanilova. Bilé
hrozny vykazuji vSeobecné nizsi koncentrace fenolickych latek nez odriidy cervené. Naptiklad
kyselina gallova je v ¢ervenych hroznech zastoupena v rozmezi 1,846 mg/kg (odrida Petit
Verdot) az 0,635 mg/kg (odrida Caladoc). U bilych hroznid se koncentrace pohybuje
v rozmezi 0,780 mg/kg (Gros Meseng) az naptiklad 0,537 mg/kg (odrida Vermentino).

Obrazek 1: Obecna struktura hydroxybenzoovych kyselin [9]

o) OH
N

Rj R

Rz
R:1 = Rz = OH, R3 = H: protokatechové kyselina; R1 = R2 = R3= OH: gallova kyselina
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Jako derivaty kyseliny hydroxyskoficové se v hroznech vyskytuji kyseliny kaftarova a
p-kumarova (Obrazek 2). Koncentrace kyseliny kaftarové jsou opét vyssi u cervenych odrid
nez u odrud bilych. Koncentrace kyseliny p-kumarové jsou pak pro kazdou odrtdu riizné, bez

ohledu na jeji barvu.

Obrazek 2: Obecna struktura hydroxyskoticovych kyselin [9]
Ry

R, OH

N

0
R1 = OH: kumarova kyselina; R1 = OCH3s, R, = OH: ferulova kyselina

Dale mezi neflavonoidy patii stilbeny. Stilbeny jsou latky, které maji antifugéalni ucinky.
To znamena, ze se uplatiiuji v boji proti patogenim. Mezi stilbeny patii resveratrol (Obrazek 3),

ktery je obsazen ptedevsim ve slupce hrozni. Jeho koncentrace je opét vyssi u cervenych odrud.

Obrazek 3: Struktura resveratrolu [9]

HO

HO

Flavonoidni latky

Flavonoidni fenolické latky mezi které patii flavanoly (Obrazek 4), konkrétné pak katechin
a epikatechin, jsou jednou z hlavni tfid fenolickych latek v hroznech. Tyto slouceniny
se vyskytuji hlavné v hroznovych semenech. Tudiz je jejich celkova koncentrace v hroznech

dana dvéma faktory. A to koncentraci téchto latek v semenech a velikosti semen.

Obrazek 4: Obecna struktura flavanoli [9]

R1 = R2 = OH, R3 = H: katechin; R1 = R = Rz = OH: gallokatechin
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Jako zastupci flavonolti (Obrazek 5) se v hroznech vyskytuji predevsim kvercetin, rutin
a kaempferol. Koncentrace téchto latek je pro ¢ervené a bilé odriidy dosti variabilni, ale obecné
op¢t prevazuje vyssi koncentrace u odriid ¢ervenych. Nicméné obsah kaempferolu je u obou
typt hroznii velmi maly. Pro piehlednost vyskytu fenolickych latek u jednotlivych odrad
je k dispozici Tabulka 3 [7].

Tabulka 3: Fenolické slozeni ¢ervenych a bilych odriid hroznt [7]

Cervené odridy Zelené odridy
Neflavonoidy Cabernet Petit Caladoc Gros | vermentino | Muskat
Sauvignon Verdot Manseng
Hydroxybenzoova kys. [mg/kg]
Kyselina gallova 0,89 1,84 0,63 0,71 0,53 0,59
Kyselina ellagova 5,54 8,89 4,58 0,89 12,69 17,03
Kyselina sorbova 0,54 0,64 - 0,31 0,17 0,29
Kyselina vanilova 0,52 0,26 - 0,47 0,05 0,23
Hydroxyskoficova kys. [mg/kg]
Kyselina kaftarova 0,86 9,10 4,35 0,98 4,67 6,69
Kyselina p-kumarova 0,52 0,73 1,21 0,53 0,22 0,28
Stilbeny [mg/kg]
Resveratrol 0,55 0,55 0,58 0,11 0,11 0,34
Flavonoidy
Flavanoly [mg/kg]
Katechin 5,12 13,93 3,63 2,73 1,24 2,25
Epikatechin 3,53 7,44 0,91 2,88 0,93 1,79
Flavonoly [mg/kg]
Kvercetin 3,72 8,85 5,60 1,94 4,02 3,45
Rutin 0,20 2,85 3,67 1,09 0,85 2,58
Kaempferol 0,02 0,00 0,24 0,23 0,08 0,25

Obrazek 5: Obecna struktura flavonolt [9]

HO 0
| OH
OH

R2 = OH, R1 = R3 = H: kaempferol; R1 = R = OH, R3 = H: kvercetin
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1.1.2.5 Mineralni latky

Mineralni latky, které jsou ptitomné v celé rostling, maji vliv na vesker¢ fyziologické déje, které
se vV ni odehravaji. Réva vinna tyto latky pfijimé kofenovym systémem a castecné listovou
plochou. Jejich mnozstvi v hroznech (Tabulka 4) je tedy ovlivnéno pudou, pocasim nebo
I naslednym skladovanim hrozni. Do bobuli se pak mineralni latky dostavaji pomoci xylému

nebo floému [2, 4, 5].

Tabulka 4: Obsah mineralnich latek ve 100 g bobuli révy vinné (zelena odriada) [4]

Mineralni latky mg/100 g
sodik 2
draslik 250
vapnik 19
hot¢ik 7
fosfor 22
Zelezo 0,3
zinek 0,1

1.1.2.6 Aromatické latky

Obsah aromaticky latek zavisi na druhu hroznii a dale na ptidnich podminkéch a klimatu. Aroma
muzeme d¢lit na primarni, hroznové nebo odridové. Hrozny pak obsahuji dva typy
aromatickych slou€enin: aromatické latky ve volné formé¢, které jsou typické pro odridu
a aromatické prekurzory ve vazané formé, které jsou také typické pro odridu, ale projevi se az
po kvaSeni moStu v mladém vin€. Aromatické latky v bobulich mizeme dé€lit do nekolika
skupin na: monoterpeny, norisoprenoidy a tékavé fenoly. Co se tyka monoterpend,
ty se vyskytuji naptiklad u odrid Muskat moravsky, Muskat Ottonel, Tramin atd.
Norisoprenoidy vznikaji pfi odbouravani karotenoidii. Karotenoidy jsou obsazeny v duZing, a
pfedevsim ve slupce. Obsah karotenoidil se snizuje béhem dozravani hroznti, zatimco obsah
norisoprenoidiit se zvySuje. Typickym zéastupce s obsahem norisoprenoidii je odruda
Chardonnay. Te¢kavé fenoly pak wvznikaji =z hydroxyskoficovych kyselin a jejich
obsah v hroznech se vyznacuje jejich hnédnutim. V hroznech je za aroma jesté¢ zodpoveédny
methoxypyrazin, jehoZz zakladnim zastupcem je isobutylpyrazin. Methoxypyrazin je typicky

pro odradu Sauvignon [5, 6].
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1.1.2.7 Vitaminy
Podobné jako ostatni druhy ovoce, obsahuji i hrozny révy vinné velké mnozstvi vitamini
(Tabulka 5). V bobulich je obsaZzeno vice vitamini rozpustnych ve vodé. Nejvyznamnéjsi

je vitamin C, diky jeho antioxida¢nim G¢inktim [4].

Tabulka 5: Obsah vitamint ve 100 g bobuli révy vinné (zelena odrida) [4]

Vitaminy mg/100 g
vitamin C 4
vitamin B1 0,04
vitamin B2 0,02
vitamin B6 0,10
peg/100 g
kyselina panthotenova 0,05
kyselina listova 6
biotin 0,3
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1.2 Pokrutiny
1.2.1 Vznik pokrutin

Pokrutiny vznikaji pii vyrobé vina. Nejprve se hrozny sklidi a dopravi k piejimce hrozni.
Na tomto misté probihd méfeni cukernatosti a na zakladé tohoto méfeni se uréuje jakost. Jakost
zavisi jeste na zdravotnim stavu a odridé. Dale se pak provadi odstopkovani, mleti, odzriiovani,
provzdusnéni, nakvasovani, scezovani a lisovani. Prvni operaci je tedy odstopkovani, coz
je oddéleni tfapin od bobuli. Tento proces probiha v mlynkoodzriiovacich a zaroven pii ném
dochazi k drceni bobuli. Cilem je odstranit slozky hroznt, které by mély negativni vliv na chut’
vysledného vina. Dalsi operaci je mleti, kterym se rmut (rozemleté hrozny s tfapinami)
provzdusni. Na mleti se pouzivaji naptiklad valcové mlynky. Pii mleti je dulezité, aby nedoslo
K poruSeni semen a tiapin. Tiapiny se dale odstranuji odzriiovanim, které se provadi na riznych
typech odstfedivkovych odzriiovaci. Rmut se se dale provzdusiiuje a nakvaSuje. Pfi tomto dé&ji
se z naruSenych bobuli vyluhuji aromatické a barevné latky. Dale se provede scezovani, ¢imZ
je oddélen nejkvalitnéj$i most. Aby byl oddélen most dokonale, provadi se lisovani. Prave

pii tomto procesu vznikaji pokrutiny [3].

1.2.2 Fenolické sloZeni pokrutin

Mnozstvi zbylych fenolickych latek v pokrutinach zavisi na technologickych parametrech
vyroby vina. Mezi hlavni zastupce fenolickych latek v pokrutindch patii antokyany, katechiny,
flavonoly, glykosidy, fenolové kyseliny, alkoholy a stilbeny [10]. Pokrutiny vzniklé pti vyrobé
bilého vina jsou z hlediska zastoupeni polyfenolickych latek zajimavéj$i. Divodem je to,
Ze se vyrobni procesy Cervené¢ho a bilého vina 1isi. Pii vyrobé Cervené¢ho vina probiha jeho
fermentace spolecné€ s hroznovymi vylisky, tudiz urcité mnozstvi polyfenolt do vina pfechézi.
U bilého vina proces fermentace probihd bez vyliskii, a proto si téméf vSechny své
polyfenolické latky zachovavaji [8]. Pfesto hodnoty antioxidaéni aktivity pro pokrutiny
vzniklé lisovanim bilych hrozni jsou obecné niz§i nez u odrid cEervenych. Z hlediska
morfologické stavby hroznu je pak nejvyssi antioxida¢ni aktivita u semen. Na druhém misté
jsou slupky, kdy s jejich tmavnouci barvou antioxidaéni aktivita roste a na poslednim misté
je duzina, bez ohledu na barvu hroznu. Pro porovnani mnozstvi fenolickych latek u slupek a

semen je pfilozena nasledujici Tabulka 6 [11].
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Tabulka 6: Obsah fenolickych latek ve slupce a semenech [10]

slozka slupka | semena
[ma/kg] | [mg/kg]
katechin 226,7 790,2
Flavanoly - -
epikatechin 134,6 674,5
kvercetin nd* nd* Ryzlink
kvercetin 3-O-glukuronid 509,9 38,0 rynsky
Flavonoly
kaempferol nd* nd*
kaempferol 3-O-glukosid 247,6 20,0
Stilbeny trans-resveratrol 86,4 14,2
. gallova kyselina 15,0 106,5
Hydroxybenzoové kyseliny -
protokatechova kyselina 42.8 102,8
kaftarova kyselina 61,0 9,3 Merzling
koutarova kyselina 54,5 30,2
Hydroxyskoricové kyseliny -
fertarova kyselina 17,3 3,0
ferulova kyselina 2,6 3,9

*nedetekovano

Jak jiz bylo fe¢eno, celkové mnozstvi fenolickych latek zavisi na mnoha faktorech, jako jsou
enviromentalni faktory, mezi které patfi pidni podminky nebo podnebi. Dale pak zavisi
na odrtidé. Védci ale dale pracuji na uprave téchto faktort a vyvijeji dal§i odridy s vyssi
antioxida¢ni kapacitou [11]. Soucasné studie také prokazuji, ze slupky u divoce rostoucich

hroznti obsahuji vy$si mnozstvi fenolickych latek nez Vitis vinifera [12].

Neflavonoidni latky

V pokrutinach se z neflavonoidnich latek vyskytuje kyselina protokatechova patfici mezi
hydroxybenzoové kyseliny. Jako dal§i se vyskytuji latky patfici mezi hydroxyskoticové
kyseliny, a to kumarové, koutarové a ferulové kyseliny. Obecné pokrutiny vykazuji vySsi
mnozstvi trans-izomerti nez cis-izomerd. V nejvyssich koncentracich se vyskytuje kyselina

trans-kaftarova.

Obsah neflavonoidnich latek v pokrutinach se pro rizné odridy samoziejme 1isi, ale jejich
rizny obsah neni zdvisly pouze na odriidé. Rizny obsah je zplsoben i tim, ze tyto latky
se mohou vyskytovat jak volné, tak jako konjugované formy, které pak jsou vazany naptiklad

na jednu nebo vice molekul cukru nebo na chinonové kyseliny.

Flavonoidni latky

Jako zastupce flavanolti se nejvice vyskytuje katechin (10-20 mg/kg), nasledovany

epikatechinem (0—10 mg/kg), pricemz obsahy téchto latek jsou podobné i pro ¢ervené odridy.
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Flavonoly se pak vyskytuji jako kvercetin glukuronid a kaempferol glukosid. Dale pokrutiny
obsahuji prokyanidiny, které patii mezi kondenzované taniny. Ty jsou slozené z molekul

katechinu a epikatechinu. Zastoupené jsou samozicjmé také antokyany [13, 14].
Znalost obsahu polyfenolickych latek je dulezita pro jejich dalsi budouci vyuziti.

1.2.3 Vyuziti pokrutin

Pokrutiny jsou hlavnim zbytkem vinafského primyslu a ro¢né se jich generuje mnoho tun.
V poslednich desetiletich vznikaji obavy z neustalého zvySovani objemt odpadt vytvorenych
V potravinarském pramyslu. Pokrutiny predstavuji pfiblizné 20 % (hm.) zpracovaného hroznu
a samotna vysuSena slupka odpovida 82 % suSiny. VétSinou se pokrutiny vyuZzivaji jako
organické hnojivo nebo se pridavaji zvifatim do krmiv. Pokrutiny jsou ale stale velmi bohaté
na biologicky hodnotné slozky piedev§im na fenolické slouceniny. Proto pfedstavuji alternativu
pro ziskani produktl s vysokou ptidanou hodnotou a lze je tedy vyuzit jako pfisady do potravin
nebo z nich zbylé fenolické latky ziskat a tim vznikly ,,odpad” jesté néjakym zptisobem zhrocit

[15, 16].

Zajem o ptirodni antioxidanty zrostlin zejména z fenold, jako je kvercetin, karnosin
(rozmaryn), thymol (tymian), katechin a morin v poslednich letech vzrostl. Pfedev§im z divodu
jejich pozitivniho vlivu na lidské zdravi, coz bude dale popsano u kapitoly: Uginky antioxidantt
v organismu [11]. Dnes lze na trhu narazit na rizné polyfenoly, které vétSinou pochazeji
ze seminek hrozni (napf. oligomerni prokyanidiny) nebo pravé z pokrutin [8]. Samotné

antokyany se vyuzivaji jako pfirodni potravinatska barviva [10].

VyuZiti je mozné i z pohledu antimikrobidlni G¢innosti bilkovinnych extraktl pokrutin. Tyto
extrakty jsou odolné predev§im vici gramnegativnim bakteriim (Campylobacter a

Salmonela) [17].

Dale je mozné vyuzit samotna seminka z pokrutin, které se oddéli a nasledné se lisuji.
Produktem vylisovani je hroznovy olej, jehoZ produkce neni moc rozvinutd. Vznikly olej je pak
bohaty na prokyanidiny a vitamin E. Obsah je vysoky i z toho divodu, Ze je lisovani provadéné
za studena. Vznikly olej se vyuziva v kosmetickém prumyslu, protoze antioxidanty, které
obsahuje zabrafiuji ucpavani pért, ale i v medicin€ k hojeni otokti a pti vateni, jak ke smazeni,
tak ve studené kuchyni. Dalsi pokrutiny, které vznikaji po vylisovani oleje se vyuzivaji opéct

jako prisada do krmiv nebo je mozné z nich pfipravit mouku, ktera neobsahuje lepek [18].
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Co se tyka vyuziti ¢isté izolovanych latek z pokrutin, tak jeden ze clankl se zabyval izolaci
inhibitordt polyfenol oxiddzy, kterd je zodpovédna za vznik tmavé zbarvenych pigmentl a
degradaci fenolovych sloucenin. Na zmirnéni jejiho u¢inku se ve vinaistvi vyuzivaji sifiCitany.
Tato studie se zabyvala pravé tim, ktery z moznych inhibitora vyskytujici se ve slupce z hroznii
by sifi¢itany mohl nahradit. Z vyzkumu vyplynulo, Ze nahradou by mohl byt kvercetin
glukosid, ktery by byl ur¢ité lepsi moznosti z diivodu toxicity pouzivaného oxidu siti¢itého [19,

20].

Jeden z vyzkumt se také vénoval moznému vyuziti aromatickych latek obsazenych

Vv pokrutinach ke zlepSeni aroma vin, které jsou vyrobené z méné aromatickych hroznt [21].
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1.3 Utinky antioxidanti v organismu

Aerobni organismy ke svému zivotu vyuzivaji kyslik, ktery vznika pti fotosyntéze v zelenych
rostlinach. Kyslik je vyuzivan v metabolickych reakcich, pifi kterych vznika energie.
Taje ukladand do molekul ATP. Mechanismy, pii kterych vznikd ATP maji nékolik
nebezpecnych mist, pfi kterych miize dochazet k nekontrolovanému procesu redukce kysliku
a tvorby radikala [22]. ,,Celkova redukce molekularniho kysliku na vodu (Obrazek 6) vyzaduje
Ctyti elektrony a je vzdy doprovazena postupnou jedno az tii elektronovou redukci, kdy dochézi
K tvorbé hydroperoxylového radikalu, superoxidového radikalu, peroxidu vodiku

a hydroxylového radikalu [23].”

Obrazek 6: Redukce molekularniho kysliku na vodu [23]
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Oz + e+ H" — HO2" (hydroperoxylovy radikal)
HO2" — H" + O2™ (superoxidovy radikal)

02"+ 2H" + & — H20: (peroxid vodiku)

H20, + e- - OH + HO’ (hydroxylovy radikal)
HO + e + H" — H20 [23]

Dale pak volné radikdly miiZeme pfijimat z vnéjSich zdroji, jako je cigaretovy kouf,

znecistujici latky, chemikalie a toxiny z zivotniho prostiedi [24].

1.3.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou atomy, molekuly nebo jejich fragmenty s jednim nebo vice neparovymi
elektrony schopné samostatné existence na kratkou dobu. Mohou byt bud’ elektroneutralni nebo

maji kationtovy, ¢i aniontovy charakter. Rozezndvame rizné druhy radikald, pficemz
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nejjednodussi radikal je vodik, ktery obsahuje pouze jeden neparovy elektron. Dale

rozeznavame volné radikaly odvozené od kysliku, dusiku nebo riznych organickych sloucenin.

Rozdé&leni volnych radikalt

Mezi volné radikaly, které pochazeji z kysliku patii superoxidovy aniont (superoxid) (O2"),
hydroxylovy radikal (HO") a hydroperoxylovy radikal (HO2"). A mezi reaktivni metabolity
kysliku (RMO=reactive metabolites of oxygen) patii peroxid vodiku (H20z), singletovy kyslik
(*0,), ozon (Os) a kyselina chlornd (HOCI), pficemz se jedna o latky neradikalové povahy.
Radikaly odvozené od dusiku rozdélujeme také do dvou skupin, a to na volné radikaly
a neradikalové reaktivni metabolity (RMN=reactive metabolites of nitrogen). Mezi volné
radikaly patfi oxid dusnaty (NOe) a oxid dusicity (NO2¢). Mezi ty neradikalové povahy pak
patii peroxynitrit (ONOO-). Mezi organické radikaly patfi peroxylovy radikal (ROO¢)
a alkoxylovy radikal (ROe).

Pojmy volné radikaly (FR=free radicals) a reaktivni metabolity (RM) je tieba rozliSovat.
Reaktivni metabolity obsahuji molekulu kysliku vzdy a oznacenti, jestli RM pochazeji z kysliku

nebo z dusiku je irelevantni a staci termin reaktivni metabolit.

Volné radikaly se vyznacuji svoji vysokou reaktivitou a nazyvame je oxidanty. Divodem
je to, ze mohou sparovat své vlastni neparové elektrony s elektronem, ktery odeberou jiné
sloucening, ¢imz se oxiduji. Diky své vysoké reaktivité jsou schopny reagovat s biologicky
dulezitymi molekulami, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny, ¢imz dochazi k jejich
poskozeni. Nastésti existuji i latky, které jsou schopny napravovat oxidaci poskozené molekuly

nebo eliminovat jiz vzniklé FR a RM. Volné radikdly mohou byt z organismu odstrafiovany:

1. antioxidanty, které vyrazné zpomaluji radikélové reakce
2. jinymi molekulami, které je zachyti a tim je zneSkodni (quenching)

3. reakci dvou volnych radikali, ¢imz zaniknou.

Utinky volnych radikalt mohou byt, ale jak negativni, tak i pozitivni. Pozitivni uginky
vzniklych radikdlti spocCivaji v jejich antimikrobidlni ochrané¢ organismu, kdy pomahaji

usmrcovat mikroorganismy béhem fagocytozy [22, 25].

1.3.2 Antioxidanty
Antioxidanty jsou tedy latky, které maji praveé schopnost eliminovat vzniklé FR a RM. Velikosti
jejich molekul jsou rizné, a proto je mizeme délit na vysokomolekularni (enzym superoxid

dismutaza (SOD), katalaza, glutathionperoxidédza atd. Mezi nizkomolekularni antioxidanty
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patii vitamin C a E, glutathion nebo koenzym Q. A pak samoziejm¢ mame i pfirodni

antioxidanty, které do organismu vstupuji ptirodnimi slozkami (ovoce).

Piirodni antioxidanty

Rozdé€leni fenolickych latek bylo jiz predstaveno v oddilu vénovanému slozeni révy vinné.
Ted néco k jejich Gcinktim. Flavonoidy se vyskytuji v potravinach jako volné monomery
(kvercetin, katechin), jako oligomery (prokyanidiny) nebo mohou byt navazany na sacharidy
jako glykosidy. Jejich redoxni potencial je nizky, coz jim umoziuje snadno poskytovat elektron
volnym radikalim a tim omezovat jejich vyskyt. Funguji vlastné jako preventivni Cinidla.
Spotteba potravin bohatych na flavonoidy ma tedy pozitivni vliv na nase zdravi, snizuje vyskyt
koronarnich onemocnéni, onemocnéni srdce a infarktu, psychickych nemoci a dalSich, které
jsou Casto zpusobené oxida¢nim stresem. Diky jejich antimutagennim schopnostem mohou
inhibovat karcinogenni vazbu sloucenin k DNA, tedy chradnit organismus pied vznikem
rakoviny. Znamy je také takzvany ,,Francouzsky paradox”, kdy timto oznacenim se popisuje
skute€nost, Ze v ur€itém regionu ve Francii byl zjiStén vyrazné nizky vyskyt akutnich srde¢nich
ptihod. Navzdory tomu, ze zZivot francouzského lidu obsahuje fadu rizikovych faktoru, které
by ptedpokladaly pravé moznost vzniku tohoto onemocnéni. Tato skutecnost se pfipisuje prave

spotiebé cerveného vina, které obsahuje vysoky obsah polyfenold [22, 26].

1.3.2.1 Vyuziti antioxidanti

Antioxidanty se pfidavaji béZné do potravin, aby zamezily zluknuti naptiklad tuki a olejl, ¢imz
se prodlouZi jejich trvanlivost. Ov§em mnozZstvi, které se do potravin pfidava je velmi malé
(<1 %) a pouzivani antioxidanti je regulovano vyhlaskou. Pfi vybéru antioxidanti se musi brat
v avahu jejich uUcCinek v nizkych koncentracich, jejich stabilita pfi skladovéni, chutova

neutralnost, a hlavné nesmi byt toxické pro spotiebitele [27].

Antioxidanty se pouzivaji i jako vyzivové dopliky. V téchto situacich byl prokazan pozitivni
vliv na prevenci nebo zlepSeni chronickych stfevnich onemocnéni. Obcas ale mize nékteré
pozitivni G¢inky antioxidantl vyvratit pfitomnost jiné latky. Naptiklad vitaminy A, C a E
se mohou stat v blizkosti iontl piechodnych kovl také oxidanty, pokud jsou v nizkych
koncentraci. Pak napftiklad resveratrol také v pfitomnosti iontl prechodnych kovii zplisobuje
degradaci DNA. U¢inek antioxidantil zavisi také na Gase podani. Antioxidanty nejsou schopné
1é¢it rakovinu traviciho traktu, ale mohou byt schopny zabranit jejimu Sifeni. Zkratka

antioxidanty nabizi nové moznosti, jak fesit oxidacni stres a odvratit nemoci [26].
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1.3.3 Oxida¢ni stres

Pokud si ovS§em organismus nedokaze s FR a RM poradit, stava se pasobeni volnych radikalt
nekontrolovanym procesem a jeho disledkem je oxidacni stres. Oxidacni stres miize byt
zpuisoben snizenim hladiny antioxidantii, coz zapficini zvySenou expozici toxinim. Dale mtze
byt disledkem nedostatecného zasobovani nékterych kovil, které jsou dulezité pro funkci
ochrannych mechanismu. Jde tedy vlastné¢ o nerovnovahu mezi oxidanty a antioxidanty, coz

vede k poskozeni molekul, bunék a organi, az ke smrti organismu.

Oxidacni stres se objevuje také pii nékterych virovych onemocnénich nebo béhem

sportovnich vykont $pi¢kovych sportovet. Dale ovliviiuje také starnuti [22].
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1.4 Uprava pokrutin

Pokrutiny jsou velmi rychle kazicim se produktem, protoze stale obsahuji velké mnozstvi vody
(75-80 %), coz vytvaii pro mikroorganismy idealni podminky. Obrovské mnozstvi, které
vznika pti sklizni neni mozné ihned spotiebovat. Proto je nutné piijit s metodou, kterd by byla
vhodna pro jejich uchovani. Vzhledem k jejich dal§imu vyuziti, jako napiiklad zlepSujicich
slozek potravin je nutné, aby nedochazelo ke ztratam fenolickych latek. VétSina téchto
vyzkumu se orientuje pouze na cervené¢ odrady. Pfitom jak jiz bylo feCeno bilé odrudy
si zachovavaji rozmanit&j$i zastoupeni polyfenolickych latek, protoze jsou vyfazovany

z vyrobniho procesu vina diive [8, 21, 28]. Zmrazeni neni vzhledem k velkému objemu

proveditelné. Dobrou alternativou je tedy dehydratace [29].

1.4.1 Lyofilizace

Pti suSeni dochazi ke ztratam t€kavych latek (aromatické latky). Naproti tomu lyofilizované
pokrutiny si udrzuji svou barvu, aroma, ziviny, fenolické latky a antioxidacni kapacitu.
Lyofilizace probiha tak, ze dochazi nejprve ke zmrazeni potraviny a nasledné jeji dehydrataci
sublimaci. Jeden zvyzkuml porovnaval mnozstvi vybranych polyfenoli v Cerstvych
a lyofilizovanych pokrutinach odrady Muskat (Tabulka 7). Byly stanoveny derivaty kvercetinu
a kaempferolu, pficemz kvercetin glukosid vykazoval dokonce vyS§i mnoZstvi
Vv lyofilizovanych vzorcich. Dale byly stanoveny dvé hydroxyskoficové kyseliny: trans-
kaftarova a trans-koutarova, kde nebyly pozorovany zmény v koncentracich. Coz poukazuje

na vyhody tprav pomoci lyofilizace [21, 30].

Tabulka 7: Obsah polyfenold v Cerstvych a lyofilizovanych vzorcich pokrutin [21]

odrida Muskat
slozka cerstvé vzorky [mg/kg] | lyofilizované vzorky [mg/kg]

Flavonoly 11,58 12,75
Kvercetin glukosid 9,36 10,39
Kaempferol glukuronid 0,33 0,33
Kaempferol glukosid 3,83 4,32
Celkem 26,16 28,97
Hydroxyskoricové kyseliny

trans-kaftarova kyselina 4,48 4,82
trans-koutarova kyselina 0,20 0,21
Celkem 13,23 13,95
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Zajimavé pak je, ze u ¢ervenych odrid doslo ke ztratdm flavonoli. Diivod pro¢ se tomu tak
stalo, by bylo mozné vysvétlit tim, ze flavonoly jsou ulozeny v bunéénych vakuolach a Casto
také v jejich vnéjsich oblastech. To znamend, Ze pokud béhem lyofilizace dojde k poSkozeni

téchto slozek, muze dojit i degradaci flavonolu [21].

Problémem lyofilizace je jeji finan¢ni naroc¢nost [24]. Kromé téchto faktort je nevyhodou
i dlouha doba schnuti [30]. AvSak v porovnani riaznych metod suSeni, jako je: lyofilizace,
vakuové mikrovinné suseni, suSeni vzduchem, m¢éla lyofilizace nejlepsi vysledky ohledné

zachovani polyfenolickych latek [24].

1.4.2 SuSeni
Suseni teplym vzduchem piedstavuje levngjsi alternativu [24]. Ale je dulezité spravné zvolit

teplotu [20].

Jeden ze ¢lankd popisoval piipad, kdy byla zkoumana pravé vhodna teplota k suSeni
pokrutin z ¢ervenych hroznt. Byly testovany teploty 60, 100 a 140 °C, vysledky byly
srovnavany s hodnotami pro lyofilizované vzorky. Bylo zji$téno, Ze mnozstvi extrahovatelnych
polyfenolt (fenolické kyseliny, antokyany, flavonoly, flavanoly) a kondenzovanych taninii
se pti teploté 60 °C vyrazné nezménilo, ale u vzorkl susenych pti 100 a 140 °C doslo k poklesu
extrahovatelnych polyfenolii. Mnozstvi kondenzovanych tanind bylo u Suseni pii 140 °C také
vyrazné€ nizsi. Ve srovnani S lyofilizovanymi vzorky doslo u teplot 100 a 140 °C ke snizeni
extrahovatelnych polyfenoli o 18,6 a 32,6 %. U kondenzovanych tanint nebyl pokles uz tak
vyrazny, ale pouze 11,1 a 16,6 %, coZ poukazuje na to, Ze extrahovatelné polyfenoly jsou

citlivéjsi na vyssi teploty suSeni. Vyssi odolnost kondenzovanych tanint je pfipisovana jejich

wevr

SniZzovani mnoZstvi polyfenolickych latek ve vzorcich pii vysoké teplot¢ ma tfi mozZné

mechanismy:
1. uvolnéni vazanych fenolovych slou€enin
2. castecna degradace ligninu, coz by mohlo vést k uvolnéni derivatu fenolové kyseliny

3. tepelna degradace fenolickych sloucenin

V tomto piipadé se pravdépodobné jedna o tepelnou degradaci. Déle pak byly pozorovany
I zmény antioxidaéni kapacity, kdy bylo zjisténo, ze pti 100 a 140 °C doslo k jejimu snizeni

028 a 50%. U teploty 60 °C se antioxida¢ni kapacita nijak vyrazné neliSila. Pokles
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antioxida¢ni kapacity u vzorkll vysvétluje pravdépodobné to, ze antioxidacni aktivita
je synergickym efektem smési piirodnich fenolickych latek. Tudiz s poklesem jejich mnozstvi,

klesa i antioxida¢ni kapacita [31].

V dalsim ¢lanku bylo suSeni provedeno pro teploty 40, 50 a 60 °C. SuSeni pii 60 °C
vykazovalo vyss$i hodnoty nez vzorky susené pii 40 a 50 °C. Coz je v rozporu s piedchozi studii
o tom, Ze antioxida¢ni kapacita se snizuje se zvySenou teplotou suseni. Divod miize souviset
s ptitomnosti polyfenol oxidazy. Jak jiz bylo fe¢eno v oddile o vyuziti pokrutin, polyfenol
oxidaza je enzym, ktery je zodpovédny za vznik tmavé zbarvenych pigmentli a degradaci

fenolovych sloucenin. K jeho samotné degradaci dochazi az pii teploté nad 55 °C.

Dalsi mozny vliv na obsah fenolickych latek mize mit aktivita vody [20]. Aktivita vody
piedstavuje tzv. dosazitelnou ,,volnou” vodu pro mikroorganismy [32]. Kdy u vzorka susenych
pii 60 °C byly jeji hodnoty nejnizs§i. Coz by mohlo znamenat, ze i1 aktivita vody souvisi
se stabilitou enzymt, které nasledné degraduji fenolické slouceniny. Napiiklad u vzorkd manga
bylo prokdzano, Zze enzym polyfenol oxiddza ma pfi nizSich vodnich aktivitich také nizsi

aktivitu, coz stézuje oxidacni reakce [20].

Jeden z vyzkumu také odhalil to, Zze pro udrzeni vétSiho mnozstvi fenolickych latek
je vyhodné susit pokrutiny s vétsi tloustkou. Divodem je to, Zze pfenos tepla pak probiha

pomaleji a tim padem se uchova vétsi mnozstvi fenolickych latek [30].

Zavérem je mozné konstatovat, ze vysoké teploty v kombinaci s vysokou koncentraci

kysliku vedou k degradaci fenolickych latek [24].

1.4.3 Vakuové suSeni

Jeden ze ¢lankl porovnaval také vakuové suSeni s lyofilizaci a se suSenim pomoci proudové
suSarny. Vakuové suseni se vyuziva pro suseni ovoce a bylinek. Nejlepsi vyuZiti je pfipisovano
suseni suspenzi. Tato prace poukazala na to, ze vakuové suseni by bylo mozné vyuzit i K suseni
pokrutin. Oproti lyofilizaci je vakuové suseni vyrazn¢ kratsi (60—90 minut). Doba lyofilizace
byla v této praci stanovena na 14-16 hodin. Dale pak hodnoty antioxida¢ni aktivity a celkového
obsahu fenolickych latek byly vic¢i hodnotam pro lyofilizované vzorky srovnatelné. Oproti
tomu hodnoty pro vzorky vysusené horkym vzduchem srovnatelné nebyly. Vyhodou je tedy
krat$i doba suSeni, niz§i provozni naklady a také se jedna o nepfetrzity proces, tim padem

dostaneme vice produktu v krat§im ¢ase [30].
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1.5 Pouzité metody
1.5.1 Extrakce

Extrakce je separacni technika, ktera se vyuziva za ucelem oddéleni analytu (stanovované
slozky) od ptivodni matrice (vzorek). Extrakce se mize na rozdil od destilace, krystalizace
a sublimace provadét za laboratornich teplot, a proto je vyhodna pro izolaci tepelné nestalych

slozek.

Extrakce muzeme délit podle zpisobu provedeni na jednostupiiové, mnohostupiiové
a kontinualni extrakce. Obecné pak plati, Zze opakovand extrakce s menSimi davkami
rozpoustédla je ucinngjs$i nez jedna extrakce s velkym mnozstvim rozpoustédla. Dale délime
extrakce podle zucastnénych fazi. A to na extrakce mezi plynem-kapalinou, kapalinou-

kapalinou nebo jako v nasem piipadé extrakci mezi kapalinou-pevnou latkou [33, 34].

Jako extrak¢ni Cinidla se nejvice vyuzivaji kapaliny jako je voda, methanol, aceton,
diethylether, hexan nebo dichlormethan [35]. Vybér rozpoustédla pro extrakci vychazi
Z jednoduchého pravidla a to Ze: sloucenina se rozpousti v takové latce, které je chemicky

podobna. Naptiklad polarni latka se bude rozpoustét v polarnim rozpoustédle [36].

1.5.1.1 Extrakce ultrazvukem

Tato technika se vyuziva pravé k extrakci bioaktivnich slou€enin z ovoce. Ultrazvukova
extrakce mé vyssi u€innost nez klasické extrakéni metody. To je ptipisovano predevsim jevu,
kterému se tika kavitace. Tento jev zahrnuje vznik bublinek uvnitf 1 vn€ bunék, které vytvari
vysoké tlaky. Diky témto tlakiim dochazi k prasknuti bunécnych stén a uvolnéni bunééného

obsahu s analytem do rozpoustédla [15].

1.5.2 Spektrofotometrie

Tato metoda patii k nejstarSim metoddm analytické chemie. V souc¢asné dobé se fadi mezi
instrumentalni techniky. VyuZziva se ke stanoveni koncentrace latek, kdy stanoveni je zaloZeno
na méteni absorpce elektromagnetického zéateni v ultrafialové (UV, 200-380 nm), viditelné

(VIS, 380-780 nm) a blizké infracervené oblasti.

K analyze anorganickych latek se vyuziva UV-VIS spektrofotometrie. Méfeni v UV oblasti
se pouzivd predevSim k analyze organickych sloucenin. Kromé¢ vyuziti u kvantitativnich
a kvalitativnich stanoveni se spektrofotometrickd méfeni vyuzivaji naptiklad i ke stanovovani

disociacnich konstant kyselin a zasad.
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Spektrofotometrie je zalozena na existenci vztahii mezi polohou a intenzitou absorp¢nich
pasem elektromagnetické¢ho zareni a molekularni struktufe. Vysledkem absorpce v UV-VIS
oblasti jsou elektronicka spektra, ktera vyplyvaji ze zmén energetickych stavu elektrond. Jejich
zmeény zavisi na pravdépodobnosti elektronickych piechodl mezi jednotlivymi energetickymi
stavy molekuly. Tato pravdépodobnost pak zavisi na ptitomnosti vice vazeb v molekule a jejich
druhu, po¢tu a polohach substituentii. Ze vzniklych absorpénich spekter je pak mozné

na zéklade¢ rozeznani druhti prechodt, urcit strukturu molekuly.

Spektrofotometrickd méfeni se provadéji v roztocich, které jsou umisténé v draze paprsku
monochromatického zafeni o zvolené vinové délce. Schéma tohoto procesu je vyobrazeno

na Obrazku 7 [37].

Obrazek 7: Schéma spektrofotometru [39]

ZDROJ MONOCHROMATOR KYVETA DETEKTOR ZPRACOVANI

ZARENI VYSLEDKU
Vodikova, xenonova Hranol, Roztok vzorku Fotodioda, Zesilovag,
vybojka, difrakéni mfizka fotonasobic, ... usmérfiovac,
halogenova Zarovka zapisovac, ...

U spektrofotometrt s jednim paprskem se nejprve provadi méfeni slepého vzorku, ktery
obsahuje samotné rozpoustédlo a nasledné¢ se méfi rozpoustédlo se vzorkem [38]. Béhem
pruchodu zatreni roztokem se ¢ast absorbuje a ¢ast jim prochézi. ,,Pomér intenzit zateni proslého
roztokem (/) a dopadajiciho zafeni (I;) se nazyva transmitance (T') (Rovnice 1). Absorbance

(A) se nasledné ziska piepoctem z transmitance (Rovnice 2) [39].”

T =~ (1)

A= log% (2)

Vztah absorbance ke koncentraci pak popisuje Lambert-Beertv zakon, ktery fika, Ze
absorbance (A) je pfimo umérna délce absorpéni vrstvy (l) a koncentraci absorbujici

molekuly (c) (Rovnice 3).
A= ¢"l-c (3)

€...je molarni absorp¢ni koeficient [38]
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1.5.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

1.5.3.1 Celkovy obsah fenolickych latek

Test na celkovy obsah fenoli (TPC) s vyuzitim FC ¢inidla je Siroce pouzivand metoda
pro hodnoceni mnozstvi antioxidanti ve vzorkil potravin a rostlinnych vytazka. Tento test
je zalozen na redukci FC ¢inidla fenolovymi slou¢eninami v alkalickém prostiedi. FC ¢inidlo
se sklada z komplexii kyseliny fosfowolframové a fosfomolybdenové, které jsou redukovany.
Jejich redukci vznika modie zbarveny chromofor s maximalni absorbanci pti 765 nm. Mistem
redukce v komplexech je molybdenové centrum, kdy iont Mo®" (molybdenovy) je redukovéan
na Mo>* (molybdeni¢ny) piijetim elektronu z fenolického antioxidantu. Jako srovnavaci
standard se vétSinou vyuziva kyselina gallova a vysledky TPC jsou pak vyjadieny jako
ekvivalenty této kyseliny. Prilezitostné se vyuziva vyjadreni jako ekvivalenty katechinu,

kyseliny kavové, nebo ekvivalenty kyseliny ferulové.

Vyhodou tohoto testu je jeho reprodukovatelnost a jednoduchost. Problémem ale mohou byt
nefenolicka redukéni ¢inidla, ktera mohou toto stanoveni rusit. Jedna se o redukujici cukry nebo
urcité aminokyseliny. Moznou nahradou muze byt naptiklad méfeni pomoci biosenzoru, ktery
detekuje fenolické latky tim, Ze jsou oxidovany na chinony tyrosindzou, coZ je spojené

se spotiebou kysliku. Spotieba kysliku se pak detekuje amperometricky [40].

1.5.3.2 DPPH radikal

Test s DPPH radikdlem se vyuziva jak pro stanoveni antioxidacnich vlastnosti latek
syntetickych, tak latek pfirodnich. Je zalozen na barevné reakci (Obrazek 8), kdy dochazi
ke zméné barvy z fialové na zlutou. Zmeéna je zptisobena redukci alkoholového roztoku DPPH,

ktery je fialovy, s antioxidantem, ktery poskytuje vodik nebo elektron:

Obrazek 8: Schéma reakce

DPPH* + AH - DPPH-H + A’

fialovy zluty

Se zménou barvy je spojena 1 zména maximalni absorbance roztoku DPPH radikalu, ktera

je pti 517 nm.

Nevyhodou tohoto stanoveni pak muze byt to, Ze nékteré barevné slouceniny napiiklad
karotenoidy nebo antokyany maji také silnou absorbanci pii 515 nm a mohou ho tedy rusit [41,
42].
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1.5.4 Statistické zpracovani

Kazdy extrakt pokrutin byl proveden dvakrat a spektrofotometrické méfeni kazdého extraktu
také ve dvou opakovani (N=4). Vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky primér se standardni
odchylkou. Vliv teploty suseni (faktor A) a ¢asu suseni (faktor B) byl testovan pomoci Kruskall-
Wallis dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA). Parové porovnani mezi vysledky bylo
provedeno pomoci Tukeyova testu. Vsechny vypocty byly provedeny s hladinou vyznamnosti

p=0,05 (Statistica CZ, ver. 12, StatSoft CR, s. r. 0., CR)
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje
Analytické vahy KERN ABT 220-4 M

Analyzator vlhkosti KERN MLB 50-3
Nozovy mlyn GRINDOMIX GM 200
Odstiedivka Universal 320 nechlazena
Spektrofotometr UV/VIS Beckmen DU 530
Sterilizator HS 62 A

Ultrazvukovy extraktor Sonopuls HD 3200

(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(Retsch, Haan, Némecko)

(Hettich, Tuttlingen, Némecko)
(Beckmen Coulter, Ic., Brea, USA)
(Chirana, Brno, Ceska republika)

(Bandelin, Electronic, Berlin, Germany)

+ bézné laboratorni vybaveni (automatické pipety, exsikator, nerezové sito...)

2.2 Chemikalie

Destilovana voda
DPPH radikal

FC ¢inidlo
Kyselina gallova
Methanol > 99,9%
Trolox

Uhli¢itan sodny
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(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Honeywell, Morristown, USA)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
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2.3 Vzorky

2.3.1 Pokrutiny hrozni révy vinné
K analyze byly vyuzity pokrutiny hrozni révy vinné produkovany ve vinatském meésté Bzenec
na vini¢ni trati Prostfedni Hory. Jedna se o odriidu Miiller Thurgau. Producentem je malovinaf

pan Ing. Pekarek. Pokrutiny byly ihned po zpracovéani vakuové zabaleny a zmrazeny na -20 °C.

2.3.2 Zpracovani pokrutin k analyze

Vzorek pokrutin uréenych k analyze byl nejprve rozmrazen a nésledné byla provedena separace
seminek a vétvicek s pouzitim nerezového sita. Takto ptipraveny vzorek byl rozdélen na devét
podila. Prvni tfi podily byly suSeny pii teploté 60 °C, kdy jeden z podilt byl suSen po dobu
90 minut, druhy po dobu 135 minut a tfeti 180 minut. Stejny postup byl proveden i u zbylych
podilt, pouze s tim rozdilem, ze teploty suseni byly 70 °C a 80 °C. Pti volbé teplot a ¢ast bylo
vychéazeno ze ¢lanku Planini¢ a kol (2015)!. Po suseni byly vzorky jesté rozemlety pomoci
nozového mlynu GRINDOMIX GM 200. Mleti probihalo po dobu 20 sekund a nastaveni ota¢ek
bylo 5000 rpm. Vysledny vzhled po suseni ukazuje Obrazek 9 a po mleti Obrazek 10.

Obrazek 9: Pokrutiny po mleti

:

Obrazek 10: Pokrutiny po suseni

‘/

2.4 Postupy jednotlivych analyz

2.4.1 Stanoveni mnoZstvi odparené vody

Pted suSenim byly z kazdého podilu pro danou teplotu a ¢as oddé€leny tfi dalsi ¢asti, které byly
zvazeny na analytickych vahach v kadinkach. Kadinky byly nasledné spole¢né se vzorky
umistény do suSarny. Po suSeni byly vzorky na kratky cas v kadinkach umistény do exsikéatoru

a po vychladnuti byly vzorky opét zvazeny.

L PLANINIC, M. Influence of temperature and drying time on extraction yield of phenolic compounds from grape pomace
variety ~ “Portogizac”. Chemical and  Biochemical  Engineering  Quarterly [online]. 2015, 29(3),  343-350.
DOI: 10.15255/CABEQ.2015.2278. ISSN 03529568.
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2.4.2 Stanoveni obsahu suSiny
Stanoveni obsahu suSiny ve vzorcich bylo provedeno pomoci analyzatoru vlhkosti
KERN MLB 50-3, kdy bylo na hlinikovou misku navazeno kolem 4-7 g kazdého vzorku.

Suseni probihalo vzdy pii 105 °C do konstantni hmotnosti.

2.4.3 Extrak¢ni metody

Extrakce ultrazvukem byla provedena pomoci ultrazvukového extraktoru Sonopuls HD 3200
(Obrazek 10). Vzdy bylo navézeno kolem 3,33 g vzorku a extrakce byla provedena
50% methanolem, po dobu 3 minut, pfi maximalnim vykonu ultrazvuku (200 W). Pii volbé
navazky vzorku, extrakéniho ¢inidla, Casu extrakce a nastaveni intenzity ultrazvuku bylo
vychazeno ze ¢lanku Mazza a kol (2018)2. Pro kazdy vzorek byly provedeny dvé extrakce.
Po extrakci byly vzorky odstfedény pomoci centrifugy (10 minut, 5000 rpm) a po jejich
odstfedéni byl oddé€len extrakt od pevné faze pomoci pipety. Vzorky byly nasledné doplnény

na objem 50 ml do odmérnych ban¢k.

Obrazek 11: Extrakce ultrazvukem

2.4.4 Spektrofotometrické analyzy
Pro stanoveni obsahu antioxidantli v extraktech pokrutin byly zvoleny dvé spektrofotometrické
analyzy. Byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek (TPC) a celkové antioxidacni kapacita

s vyuzitim DPPH radikalu. Pfed samotnou analyzou byla provedena optimalizace metod.

2 MAZZA, Karen E. L., Manuela C. P. A. SANTIAGO, Luzimar S. M. DO NASCIMENTO, Ronoel L. O. GODOY, Erika
F. SOUZA, Ana Iraidy S. BRIGIDA, Renata G. BORGUINI a Renata V. TONON. Syrah grape skin valorisation using
ultrasound-assisted extraction: Phenolic compounds recovery, antioxidant capacity and phenolic profile. International Journal
of Food Science and Technology [online]. 2018. DOI: 10.1111/ijfs.13883. ISSN 09505423.
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Postupy byly pievzaty z diplomové prace Kudrnaéové Marie (2018)3. Méfeni bylo provedeno
pomoci spektrofotometru UV/VIS Beckmen DU 530 (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA ).

2.4.41 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Nejprve bylo provedeno méfeni jednotlivych vzorki, které bylo nutné nafedit (50x).
Po spravném naiedéni byl pipetovan 1 ml vzorku do zkumavky s vickem. Potom bylo piidano
5 ml destilované vody a 0,5 ml FC ¢inidla. Takto pfipraveny roztok byl ponechdn 5 minut
Vv klidu. Nasledné byl ke smési pfidan 1 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného. Vznikly roztok byl
ponechan 15 minut vtemnu pifi laboratorni teplot¢ a po uplynulém case byla zmétena
absorbance pfi vinové délce 765 nm. Stejnym zptisobem byl prométen slepy pokus, ktery misto

vzorku obsahoval ¢&isté extrakéni ¢inidlo-50% methanol.

Kalibra¢ni tada byla pfipravena ze zasobniho roztoku kyseliny gallové o koncentraci
400 pg/ml, ktery byl pfipraven navazenim 0,029 do 50 ml odmérné banky. Z takto
ptipraveného roztoku byly jeho fedénim pfipraveny kalibra¢ni roztoky v rozmezi koncentraci
5-25 pg/ml. Roztoky byly déle zpracovany stejnym zpisobem jako vzorky fedénych extraktt
[39].

2.4.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Pro stanoveni bylo nejprve potieba pfipravit methanolicky roztok radikdlu DPPH. Ten byl
pfipraven navazenim 12,5 mg ¢inidla do 500 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna
methanolem. Pro stanoveni bylo pipetovano 5 ml roztoku radikalu DPPH a pfidano 500 pl
vzorku, ktery bylo opét nutné nafedit (100x). Roztok byl ponechan 15 minut v temnu pii
laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla zmétfena absorbance pii 517 nm. Stejnym
zpusobem byl pfipraven a zmé&fen slepy pokus, ktery misto vzorku obsahoval extrakéni ¢inidlo-

50% methanol.

Kalibracni tfada byla pfipravena ze zasobniho roztoku troloxu. Zasobni roztok troloxu
0 koncentraci 500 pg/ml byl pifipraven navazenim 0,05 g troloxu do 100 ml odmérné barky a
doplnim methanolem po rysku. Z takto pfipraveného zasobniho roztoku byly pfipraveny

kalibra¢ni roztoky v rozmezi koncentraci 0,5-15 pg/ml.

3 KUDRNACOVA, Marie. Vliv ptidavku pokrutin z bobuli révy vinné na antioxidagni vlastnosti taveného syra [online].
Pardubice, 2018. Diplomova prace. Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka. Vedouci prace Libor Cervenka.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Stanoveni mnozstvi odparené vody

Mnozstvi odpatené vody bylo vypocitano dle Rovnice 4:

w= 22213 %100 (4)

m;—my

m;...hmotnost kadinky, m,...hmotnost kddinky se vzorkem pted suSenim, m;...hmotnost

kadinky se vzorkem po suSeni [39]

Na zakladé vypocteného procenta odstranéné vody byl sestaven Graf 1.

Graf 1: Mnozstvi odpatené vody
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Na Grafu 1 je vidét, Ze s rostouci teplotou se mnozstvi odpatrené vody zvySovalo. Stejny jev
je pozorovatelny i u prodluzujiciho se ¢asu suseni. S vyuzitim statistiky, ale je patrné pouze to,
ze béhem suseni pii 60 °C doslo mezi 90. a 135. minutou suSeni k vyznamnému ubytku
vlhkosti.
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3.2 Stanoveni obsahu suSiny

SuSina byla stanovena pro kazdy vzorek dvakrat (N=2). Na zaklad¢ mnozstvi suSiny

Vv jednotlivych vzorcich byl sestaven nasledujici Graf 2.

Graf 2: Obsah susiny
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3.3 Spektrofotometrické analyzy

Ob¢ analyzy, jak stanoveni celkového obsahu fenolickych latek, tak stanoveni antioxidacni
aktivity metodou DPPH byly provedeny pro kazdy extrakt dvakrat (tzn. ¢tyii méfeni pro kazdou
teplotu a Cas; N=4).

3.3.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pfed samotnym méfenim byla provedena optimalizace metody, prométenim ménici
se absorbance vzorku béhem 25 minut (Ptiloha 1). Na prométeni byl pouzit extrakt vzorku
suseného pti 70 °C, po dobu 180 minut. Na zakladé této optimalizace bylo stanoveno 15 minut,

jako optimalni doba, po které vzdy prob&hlo méteni vzorku.

Celkovy obsah fenolickych latek byl vypocten na zadkladé sestrojené kalibracni tfady
pro kyselinu gallovou (Ptiloha 2).

Po vypocteni celkového obsahu fenolickych latek a pfepoctu na obsah susiny, byl sestaven

Graf 3, ktery popisuje zavislost obsahu fenolickych latek na jednotlivych variantach suseni.
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Graf 3: Celkovy obsah fenolickych latek pro jednotlivé vzorky
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Z vysledkl analyzy rozptylu vyplyva, Ze mnozstvi fenolickych latek ve vzorcich souvisi
s teplotou suseni (p < 0,05), ale neni zfejmy trend ohledné jejich zvySovani ¢i poklesu,
s rostouci ¢i klesajici teplotou, protoze jak uz naznacuje graf, nejvétsi mnozstvi fenolickych
latek je ve vzorcich, které byly suSeny pii teploté 60 °C, dale pak 80 a 70 °C. Zavislost na Case
pak prokazana nebyla (p > 0,05).

Zvlastni pak je, ze béhem suseni pii 80 °C doslo k velkému zvySeni obsahu fenolickych latek
(az na 310,6 pg kyseliny gallové/g susiny), ale po delsi dobé suseni se jejich mnozstvi opét
snizilo na nejniz§i naméfené mnozstvi v porovnani se vSemi vysledky (206,7 pg kyseliny
gallové/g susiny). Nejvyssi naméfené mnozstvi bylo u teploty 60 °C v 135. minuté suSeni

(333,5 ng kyseliny gallové/g susiny).

V porovnani s jinymi studii, které byly zminovany V teoretické Casti si vysledky trochu
odporuji. Nicmén¢ ¢lanky se 1 zmifiuji o mozném vlivu produktii Maillardovych reakci, které
by mohly reagovat s FC ¢inidlem a zasahovat tak do stanoveni obsahu fenolickych slouéenin
[43].
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3.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Pted méfenim byla opét provedena optimalizace metody proméfenim meénici se absorbance
vzorku béhem 25 minut (Ptiloha 3). Na promé&ieni byl pouzit extrakt vzorku suSeného pii 70 °C,
po dobu 180 minut. Na zaklad¢ této optimalizace bylo stanoveno 15 minut, jako optimalni doba,

po které vzdy probéhlo méteni vzorku.

Naméiené hodnoty absorbance pro jednotlivé vzorky byly piepocitany na procento inhibice

pomoci nasledujici Rovnice 5:

Inhibice [%] = “=22 x 100 (5)

sl
Ag; ...absorbance slepého pokusu, 4, ...absorbance vzorku [39]

Pro vypocet koncentrace troloxu byla pouzita kalibraéni tada zavislosti inhibice

na koncentraci troloxu (Ptiloha 4).

Po vypocteni antioxidaéni aktivity v jednotkach pg troloxu a piepoctu na obsah susiny, byl
sestaven Graf 4, ktery popisuje zavislost antioxida¢ni aktivity na jednotlivych variantach
suSeni.

Graf 4: Antioxida¢ni kapacita pro jednotlivé vzorky
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Antioxidacni kapacita vzorkd pokrutin révy vinné suSenych pii 60 a 70 °C stoupala

s rostoucim Casem suseni, ale klesala pii teploté 80 °C, pfi¢emz nejvyssi hodnota byla namétena
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v 90. minuté pii 70 °C (178,2 pg troloxu/g susiny).

Z vysledku analyzy rozptylu pak vyplynulo, Ze teplota ani ¢as s hodnotami antioxidaéni
kapacity nesouvisi (p > 0,05). U parového testu také nebyl prokazan vliv teploty, ani vliv doby

suSeni.
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4 ZAVER

Ukolem této bakalatské prace bylo stanovit, jaky vliv ma suseni na antioxidaéni kapacitu slupek
Z bobuli révy vinné. Jednalo se o slupky pochazejici z bilych hroznt odrtidy Miiller Thurgau.
Vzorky byly suseny pfi teplotach 60, 70 a 80 °C, s riznymi ¢asovymi intervaly 90, 135 a
180 minut.

Vzorky byly po suseni extrahovany za pomoci ultrazvuku 50% methanolem a nasledné byl
zméfen celkovy obsah fenolickych latek a celkova antioxidacni kapacita s vyuzitim DPPH

radikalu.

Z vysledkl vlivu suSeni na obsah fenolickych latek vyplynulo, Ze jejich mnozstvi souvisi
s teplotou, ale nebyl zfejmy trend ohledné jejich zvySovani ¢i poklesu, s rostouci ¢i klesajici

teplotou. Nejvys$si mnozstvi bylo zaznamenano u vzorkt susenych pii 60 °C.

U testovani antioxida¢ni kapacity nebyl prokazan vliv teploty ani ¢asu. Nejvyssi hodnota

byla naméfend po 90 minutach suseni pii 80 °C a dale pak opét pii teploté 60 °C.

Na zéklade¢ téchto vysledkil a poznatki z jinych studii je teplota 60 °C nejlepsi pro zachovani

obsahu fenolickych latek a antioxida¢ni kapacity.
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Ptiloha 1: Optimalizace metody pro stanoveni obsahu fenolickych latek
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Priloha 2: Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Priloha 3: Optimalizace metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
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Priloha 4: Kalibra¢ni kiivka troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity DPPH radikalem
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