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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi rizné pfipravenych
lipovych sirupti. V teoretické ¢asti jsou popsany biologicky aktivni slozky lipového kvétu
a jejich t¢inky. Dale je popsano, v jakych formach se lipovy kvét vyuziva s ohledem na platnou
legislativu. Na zavér teoretické ¢asti jsou uvedeny metody, které byly vyuzity v asti praktické.
Praktickd ¢ast se pak zabyva ptipravou lipovych sirupt a jejich vyslednymi vlastnostmi,
které jsou nasledné¢ sledovany i béhem skladovani. Mimo jiné byla zméfena i infracervena

spektra lyofilizatd pfipravenych lipovych sirupt.
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Chemical and physical properties of linden syrup

ANNOTATION

This thesis examines the chemical and physical properties of linden syrup prepared by different
methods. The theoretical part describes the biologically active compounds and their effects
on human health. After that, various uses of linden flower as a food ingredient or medicine herb
with the relation to the legislation are described. Analytical methods used in the practical part
of thesis were characterized. The chemical and physical properties of linden syrup prepared
by different methods as well as their changes during storage were examined. For lyophilized

syrups, the infrared spectra were also collected.
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UvVOD

| dnes se stale mnoho lidi pfi své 1é¢bé spoléha na byliny a 1é¢ivé rostliny, mezi které patii
I lipa. Lipa je listnatym stromem, ktery se vyskytuje v mirném podnebi na severni polokouli.
K medicindlnim ucelim se sbiraji jeji kvéty vcetné listenti. Ty se pak konzumuji ve formée caje
nebo jako sirup, tobolky ¢i kapky. Diivodem jsou jejich sedativni, spasmolytické a diaforetické

uginky?. Navic je lipovy kvét i zdrojem antioxidanti, které piisobi pozitivné na lidské zdravi.

Cilem této prace bylo ptipravit lipové sirupy podle riznych postupii a nasledné porovnat jejich
fyzikélné-chemické parametry. Mezi stanovované parametry patfilo hodnoceni obsahu
fenolickych latek, antokyant a n€kterych flavonoidl. Stanovena byla také jejich antioxidacni
kapacita, a to pomoci metody DPPH, FRAP a porovnanim jejich chelataénich vlastnosti.
Zmeéiena byla rovnéz jejich barva, pH a vodni aktivita. Dale byly u lyofilizati ptipravenych

sirupt zméefena infracervena spektra.

U sirupu, ktery obsahoval nejvys$si mnozstvi antioxidantl, byly sledovany i zmény jeho

parametra V Case, tedy po skladovani, ale také po pasterizaci.
Kromé toho byla provedena i analyza vzorkii suSeného a lyofilizovaného lipového kvétu,
ze kterych byly sirupy piipravovany. V jejich ptipadé byl stanoven obsah slizu, suSiny a byla

porovnana také jejich barva.

! spasmolyticky ucinek = ptisobi proti kiecim, diaforeticky ucinek = vyvolava poceni
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Lipovy kvét
Lipovy kvét (Tiliae flos) je tvofen kvétenstvim s listeny (Obrazek 1) a vyznacuje
se aromatickou vini. Mezi biologicky aktivni slozky, tedy latky zodpovédné za jeho 1éCivé

vlastnosti, patti: fenolické latky, éterické oleje a sliz [1, 2].

Obrazek 1: Tiliae flos [1]

1.11 Fenolické latky

Fenoly jsou latky, které délime do dvou skupin, a to na flavonoidy a neflavonoidy. Mezi
flavonoidy patii flavonoly, flavanoly a antokyany. Do skupiny neflavonoidnich fenold patii
hydroxybenzoové a hydroxyskoficové kyseliny. Konkrétni zastupci z téchto skupin jsou

uvedeny v Tabulce 1 [3].

Tabulka 1: Rozdéleni zakladnich rostlinnych fenoli [3]

hydroxybenzoové kyseliny  Kkyselina gallova, protokatechova, vanilova

Neflavonoidni fenolické ldatky hydroxyskovicové kyseliny kyselina kumarova, kavova, kaftarova

stilbeny trans a cis-resveratrol, astringin

malvidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid,

antokyany
peonidin-3-glukosid, delfidin-3-glukosid
Flavonoidni fenolické latky
flavan-3-oly katechin, epikatechin, gallokatechin
flavonoly kvercetin, myricetin, rutin, kaempferol
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Co se jejich struktur ty¢e (Obrazek 2), kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoticové je maji
relativné jednoduché. Jsou tvorené pouze jednim benzoovym kruhem, zatimco v piipadé
flavonoidi je struktura komplikovanéjsi. Jejich skelet obsahuje uz vétsi mnozstvi aromatickych

jader, a navic se dale vétvi [4].

O

o -

OH

(B)

(A)

O ©

Obrazek 2: Obecna struktura hydroxybenzoovych kyselin (A), hydroxyskoticovych kyselin (B)
a flavonoidu (C)

Do fenolickych latek, respektive polyfenolickych se tadi 1 tfisloviny. Ty jsou obecné
Vv rostlinach hojné rozsifené. Jednd se o latky rozpustné ve vodé¢ i alkoholu, které se d¢li
na hydrolyzovatelné (gallotaniny, ellagotaniny) a kondenzované (proantokyanidiny,
katechinové tiisloviny). Striktni zafazeni do skupiny je ale v pfipadech nékterych ttislovin

obtizné [5].

U lipového kvétu se obecné vyskytuji predev§im flavonoidy, konkrétné derivaty kvercetinu
(kvercitrin, isokvercetin, hyperosid), dale pak derivaty kaempferolu (astragalin, tilirosid)
a katechinu. V neposledni tad¢ obsahuje fenolové kyseliny (chlorogenovou, kavovou,

p-kumarovou) a ttisloviny.

Pro jednotlivé druhy lip, respektive pro jejich lipovy kvét se ale zastoupeni jednotlivych fenola
lisi. Podle Ziaja a kol (2020)? je dokonce mozné na zakladé analyzy fenolického profilu
lipovych kvétu zjistit, ze kterého druhu lipy pochazeji. V ¢em se ale pak budou odlisovat lipové
kvéty pochazejici ze stejného druhu lipy, ale jiného stromu, respektive stromu s odliSnou

lokaci, je celkové mnozstvi fenolickych latek. To muze byt udajné ovlivnéno genetickou

2ZIAJA, M., K. A. PAWLOWSKA, K. JOZEFCZYK, A. PRUS, J. STEFANSKA a S. GRANICA. UHPLC-DAD-MS/MS
analysis of extracts from linden flowers (Tiliae flos): Differences in the chemical composition between five Tilia species
growing in Europe. Industrial Crops and Products [online]. 2020, 154. ISSN 09266690. DOI:10.1016/j.indcrop.2020.112691.
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variabilitou lip anebo pak enviromentalnimi parametry v misté rustu, jako je teplota, vlhkost

a mira oslunéni [1, 6].

Vysledky analyzy, ktera se zabyvala pravé proménlivosti obsahu fenolickych latek, jsou
uvedeny v Tabulce 2. Tato analyza pfisoudila odli$nosti v obsahu genetické variabilité,
atoztoho divodu, ze vzorky pochazely sice z riznych mist, ale s dosti podobnymi

enviromentalnimi parametry.

Tabulka 2: Variabilita fenolickych sloucenin v Tiliae flos (lipa srd¢ita) [1]

Lipa srdcitd [mg/100 g]

chlorogenova kyselina 273-1 129
kavova kyselina 16-24
vanilova kyselina 392-1718
p-kumarova kyselina 142769
epikatechin 1 000-4 745
isokvercitrin 291-1 417
hyperosid 224-1 285
rutin 12644 654
kvercetin 101-503
tilirosid 196-1 006
kaempferol 214-709
astragalin 270-2 295

Celkovy obsah fenolickych kyselin se pohyboval od 0,17 do 1,87 g/100 g. Identifikovany byly
kyseliny: chlorogenova, kédvova, vanilova a p-kumarova. Vanilova kyselina byla pfitomna
vV nejveétsim mnozstvi (391,5-1 718 mg/100 g) a nejvétsi rozdily byly v obsahu kyseliny
p-kumarové (142,1-769 mg/100 g). Celkovy obsah flavonoidi kolisal od 0,09 do 0,52 g/100 g.
Konkrétné se vyskytoval: epikatechin, isokvercitrin, hyperosid, rutin, kvercetin, tilirosid

a kaempferol. Nejvétsi podil z nich predstavovaly rutin a epikatechin [1].

Zastoupeni fenolickych latek se lisi i pro jednotlivé Casti lipového kvétu, tj. pro kvét a listen.
Fenoly se ale nevyskytuji pouze Vv lipovém kvétu, vyskytuji se i v listech. Ukéazka rozdilného
zastoupeni flavonoidd pro jednotlivé casti je vyobrazena v Tabulce 3. Pravé tyto rozdily
by mohly poslouzit pti kontrole falsovani bylinek pfidavkem listt. Napiiklad v listech lipy

velkolisté je hodné zastoupeny kvercetin, ale u kvétu nikoli. Naopak kvéty lipy velkolisté

17



obsahuji velké mnozstvi isokvercitrinu s rutinem a astragalin, zatimco v listech tyto flavonoidy
témef nejsou. Proto by jejich vyssi obsah mohl poukazovat na dobrou kvalitu bylin tedy na to,

Ze v nich nejsou obsazeny listy [2].

Tabulka 3: Zastoupeni flavonoidi: lipa stiibrna a lipa velkolista [2]

Lipa stribrna Lipa velkolista

Kvét Listen Listy Kvét Listen Listy
kvercetin 12,44 52,76 67,53 5,05 25,96 47,75
hyperosid 0,95 3,95
isokvercitrin + rutin 28,78 7,62 5,31 55,46 8,31 0,55
astragalin 24,84 5,12 1,78 26,47 4,2 0,81
kaempferol 13,91 16,92 10,98 29,46
kvercitrin 30,03 8,35 6 6,08 22,52 9,77
tilirosid 0,16 12,24 2,46

vysledky jsou uvedeny v % z celkového mnozstvi flavonoidd

1.1.2

Eterické oleje jsou ve vodé nerozpustné latky, které se oznacuji také pojmem silice. Jedna

Eterické oleje

se 0 latky t€kavé s vyraznou vini. Celkovy obsah éterického oleje je u lipového kvétu
proménlivy a celkem nizky. Jeho mnozstvi se pohybuje zhruba od 0,02-0,08 %. SloZeni
je taktéz rozmanité, a to v zavislosti na zivotnim prostedi, ale obecné zde dominuji uhlovodiky.
Mezi hlavni slozky patii: trikosan, pentakosan, henikosan, nonanal, acetofenon, kyselina
linolovd a nonanova. Déle obsahuje farnesol, geraniol, eugenol a linalool, coz jsou hlavni

nositelé viné [1, 7, 8, 9].

1.1.3 Sliz

Sliz v lipovém kvétu je tvofen heteropolysacharidy. Obsahuje tedy vétsi mnozstvi riznych
sacharidut, jako je arabindza, galaktoza, rhamnodza, glukoza, manoza a xyléza. Kromé nich
obsahuje jesté kyseliny, a to D-glukuronovou a D-galakturonovou. Celkovy obsah slizu
je idajné zavisly na pudnich podminkach v misté rustu lipy, pficemz se uvadi, ze muize
dosahovat az 10 % [1, 8, 10].

1.1.4 Dalsi slozky

V lipovém kvétu se také vyskytuji aminokyseliny, a to naptiklad cystein, alanin, leucin, serin a

fenylalanin. Dale obsahuje vitaminy E a C [11, 12].
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1.2  Zdravotni G¢inky lipového kvétu

Lipovy kvét se uziva v riznych formach, které jsou popsany Vv kapitole 1.5. Obecné se tato
bylina vyuzivéa pfi nachlazeni, rym¢, zanétu priidusSek nebo horeckach, a to z toho divodu,
ze vyvolava poceni. Krom¢ toho ma uklidnujici u€inky a poméha i pii svalovych kiecich. Mezi

uc¢inné slozky, jak jiz bylo zminéno, patii fenolické latky, éterické oleje a sliz [1, 13].

1.2.1  U¢inky fenolickych latek

Fenolickym latkam, konkrétn¢ flavonoidiim a kyseliné p-kumarové je piisuzovana schopnost
vyvolavat poceni a ptisobit proti kfe¢im. Dale pak fenolické latky patii do skupiny takzvanych
antioxidantl. Ty jsou pro organismus velice dualezité, a to z toho divodu, Ze eliminuji volné

radikaly a reaktivni metabolity v lidském téle [14, 15, 16].

Volné radikaly a reaktivni metabolity

Volné radikaly jsou atomy, molekuly nebo jejich fragmenty, které maji jeden nebo vice
neparovych elektron. Mohou byt bud’ elektroneutralnimi c¢asticemi nebo aniontového
¢i kationtového charakteru. Volné radikéaly jsou Casto velmi reaktivni, a to diky netplnému
poctu elektronli v jejich valenéni vrstv€. Ostatnim latkdm odebiraji pravé jim chybéjici

elektron, ¢imzZ se oxiduji. Proto se také nazyvaji oxidanty.

Nejjednodussim radikdlem je vodik, ktery ma jeden neparovy elektron. Dale rozeznavame
radikaly odvozené od kysliku, dusiku nebo riiznych organickych sloucenin. Z volnych radikéalt
pak mohou vznikat i tzv. reaktivni metabolity, které nemaji povahu radikalu (nemaji neparovy
elektron). Ty mohou byt i reaktivnéjsi nez ptivodni molekuly, ze kterych vznikly. Dohromady
se pak volné radikaly a reaktivni metabolity oznacuji pojmem ROS (reactive oxygen species)
nebo RNS (reactive nitrogen species) [15, 16]. Jejich piehled je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4: Pfehled ROS a RMN [15]

superoxid Oy"
hydroxylovy radikal HO*
alkoxylovy radikal RO
peroxylovy radikal ROO*

volné radikaly

ROS . .
peroxid vodiku H>0»

. kyselina chlorna HOCI

latky neradikdlové povahy

ozon O3

singletovy kyslik O,

oxid dusnaty NO

oxid dusicity NOO*
latky neradikalové povahy peroxynitrit ONOO
ROS (reactive oxygen species), RNS (reactive nitrogen species)

volné radikaly

RNS
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Endogenni zdroje ROS

Kyslik, ktery vyuzivaji aerobni organismy k dychani se z velké ¢asti vylucuje z téla jako oxid
uhli¢ity. Cast vdechovaného kysliku se ale pievadi na vodu. K celkové redukci kysliku na vodu
jsou potieba 4 elektrony, pticemz béhem ni vznikaji vSechny zdkladni typy ROS. Ptidanim
jednoho elektronu k molekule kysliku vznika superoxid, nasledné peroxid vodiku, hydroxylovy

radikal a po pfijeti ¢tvrtého elektronu vznika voda (Obrazek 3) [3, 4].

'O, HO,
A7 1
"
: Y
o 4 . . o .
o, » O, » H,0, - » OH’ » H,0

Haber-Weissova/
Fentonova
reakce

Fe”

Obrazek 3: Schéma redukce molekularniho kysliku na vodu [3]

Béhem této reakce se 1-3 % kysliku pfeméni na superoxid, a to naptiklad vlivem prisaku
elektronti z mitochondridlniho fetézce. Nasledné superoxid spontanné nebo ptisobenim enzymu
superoxiddismutazy, prechazi na peroxid vodiku. Ten mize reagovat s Fe?* nebo Cu*
prostfednictvim Fentonovy reakce za vzniku vysoce $kodlivého hydroxylového radikalu [4,

17].

Exogenni zdroje ROS

Mezi exogenni zdroje ROS patii tabakovy kouf, toxiny z zivotniho prostredi, t€¢zké kovy,
organické pesticidy nebo UV zafeni [4].

Oxidaéni stres

Vzniklé ROS/RNS mohou velmi rychle reagovat s biologicky dulezitymi molekulami, jako
jsou lipidy, proteiny nebo nukleové kyseliny, ¢imz je poSkozuji. Kromé toho je béhem téchto
reakci i pravdépodobny vznik dalSich latek, které mohou rovnéz zpiisobit poskozeni bunék nebo

organu v lidském téle. V tu chvili, kdy si lidsky organismus nedokaze s ptitomnymi ROS/RNS
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poradit, a tedy se jejich plisobeni stavd nekontrolovanym procesem, nazyvame tento stav
tzv. oxida¢nim stresem. Jde tedy vlastné o nerovnovahu mezi oxidanty a antioxidanty.

Poskozeni molekul, které je vysledkem tohoto procesu, pak miize vyustit v fadu onemocnéni

[4, 15].

Antioxidanty
Nastésti existuji také latky, které jsou schopny vzniklé ROS/RNS eliminovat. Jedna se o jiz

zminén¢é antioxidanty, mezi které patii rostlinné fenolické latky, jejichz zastupci byli jmenovani
vramci kapitoly 1.1.1. Dale se sem fadi enzymy, jako je superoxiddismutaza, katalaza a
glutathionperoxidaza. Superoxiddismutaza slouzi k urychleni pfemény superoxidu na peroxid
vodiku. O jeho rozklad se pak stard kataldza nebo glutathionperoxidaza. Kromé enzyma mezi
antioxidanty patfi i vitaminy, jako je vitamin C nebo E. Nicméné v fad¢ experimentalnich studii
bylo prokézano, ze antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi

nez ucinek antioxida¢nich vitaminu [15, 16, 18].

Konzumace potravin bohatych na antioxidanty, jako je ovoce a zelenina, je pro lidské télo
pfinosné. Je totiz spojovdna s niz§im vyskytem rakoviny, infarktu, neurodegenerativni
onemocnéni a dalSich chronickych nemoci. Nicméné je dualezit¢ si také uvédomit,
Ze pro zachovani zivotnich funkci jsou i1 volné radikdly nezbytné. Proto je nutné udrzovat v téle

mezi antioxidanty a volnymi radikaly rovnovahu [15, 19].

1.2.1.1 U&inky tislovin

Lécivé ucinky tiislovin, které rovnéz lipa obsahuje, spocivaji v jejich adstringentnim ptisobeni.
Tato schopnost je dilezitd pii oSetfovani popalenin, omrzlin nebo zanétl v Gstni duting.
Ttisloviny reaguji s bilkovinami na povrchu poskozené kize ¢i sliznice za vzniku ochranné
membrany. Ta pak zastavuje drobna krvaceni nebo vylu¢ovani vymésku zanicené sliznice.
Zaroven se pak pod membranou miiZze tvofit novy epitel bez rizika nové infekce. Navic

téisloviny znecitlivuji nervova zakonéeni, ¢imz ulevuji v daném misté od bolesti [9].

1.2.2  Utinky éterického oleje

Utinky éterickych olejt jsou obecné velmi rozmanité a déli se podle nich do nékolika skupin.
Rozeznavaji se naptiklad expektorancia, kterd konktrétn€ napomahaji odkaslavani. Dale
se v n€kterych rostlinach vyskytuji éterické oleje naptiklad s diuretickymi nebo dezinfek&énimi
ucinky [9].

Etericky olej obsazeny v lipovém kvétu vykazuje u¢inek sedativni, diureticky a spasmolyticky.

Sedativni u€inky jsou konkrétn¢ pripisovany latkam: benzaldehyd, benzylalkohol a
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2-fenylethanol. Nicmén¢ nékteré studie pfipisuji sedativni ¢inky lipového kvétu i flavonoidim

[1, 6, 14].

1.2.3  Utinky slizu
LéCivy vyznam slizu spo€iva ve zmirnéni podrazdéni dychacich cest, a to proto, ze na jejich
sliznici vytvaii ochranny povlak. Zaroven podporuje vykasSlavani. Je tedy uziteény jak

pti suchém, tak vlhkém kasli [20].
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1.3  Sbér a konzervace lipového kvétu

Pro sbér rostlin je dtilezité zvolit vhodné nacasovani. To by mélo byt takové, aby rostlina béhem
sbéru méla idedlni fytochemicky obsah. Naptiklad kofeny a oddenky se sbiraji na konci
vegetacniho obdobi, klira se sbira na jare a kvéty tésné pred nebo kratce po otevieni. Pro lipovy
kvét se doporucuje sbér ihned na pocatku rozkvétani a jen za suchého pocasi. Konkrétné
se sbiraji kvéty 1 s prisedlym listenem (Tiliae flos) z lipy obecné, velkolisté a srd¢ité. Z lipy
stiibrné se sbér nedoporucuje kviili jejim minimalnim 1é¢ivym G€inkim.

Po sbéru je vhodné v co nejkratSim Case zahdjit konzervaci, a to z toho divodu, ze ihned
po utrhnuti dochazi u rostliny k metabolickym zménam, coz s sebou nese pokles jeji 1é¢ivé

hodnoty. Konzervace je nutna i z hlediska mozného obsahu mikroorganismu [21-26].

1.3.1 SuSeni

Nejbéznéjsi metodou konzervace je suSeni teplym vzduchem. To je zalozeno na sniZzovani
vlhkosti, a tedy i vodni aktivity®. Pro zachovani 1é¢ivych latek je nutné zvolit vhodné susici
parametry, pii¢emz u lipového kvétu se doporucuji teploty do 40 °C. Pro tplné zastaveni

enzymatickych procest, musi byt vysledny obsah vody nizsi nez 10 % [3, 21, 22, 24].

1.3.2 Lyofilizace

Z hlediska zachovani pivodnich vlastnosti potraviny je lyofilizace idedlni volbou. Zachovan
zustava vzhled, viné a velka ¢ast zivin. Divodem je zpracovani pii nizké teploté
bez ptitomnosti vzduchu. Suseny material je umistén do evakuované komory, kde je nejprve
zmrazen, a to na teplotu kolem -60 az -80 °C. Dale nasleduje susici proces, ktery je realizovan
snizenim okolniho tlaku a dodanim tepla. Teplo musi byt dodano v takové mite, aby voda

mohla zacit sublimovat skrz pory suseného materialu.

Lyofilizace zajistuje téméf uplné odstranéni vody a vysokou porovitost ususeného produktu.
Diky tomu pak tento produkt rychle rehydratuje a je mozné jej snaz pievést na praSek.
Nevyhodou je dlouha doba tohoto procesu a jeho finan¢ni naro¢nost. Z tohoto diivodu nepatii

mezi rutinni metody ke zpracovani bylin nebo jiného rostlinného materialu [21, 27].

3 Vodni aktivita = dosaZitelna voda pro mikroorganismy (viz. kapitola 1.6.1)
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1.4  Legislativa pro pouziti 1é¢ivych rostlin v pramyslu

Byliny nebo [éCivé rostliny se obecné vyuzivaji ve farmaceutickém, potravinaiském
¢i kosmetickém pramyslu. Ke kazdému z téchto primysla se vztahuji jiné zdkony, vyhlasky

nebo nafizeni.

1.4.1 Vyuziti bylin ve farmaceutickém primyslu

Postupy a pozadavky pro vyrobu 1é¢iv a 1é&ivych piipravki jsou popsany v Ceském lékopise,
ktery pfipravuje Lékopisna komise Ministerstva zdravotnictvi. Registrace a posuzovani 1é¢iv
je pak v kompetenci Statniho ustavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL). Lé&ivé piipravky z rostlin jsou
podle zakonu ¢&. 378/2007 Sb. definovany jako ptipravky obsahujici jako ucinné slozky
nejméné 1 rostlinnou latku nebo nejméné 1 rostlinny ptipravek nebo nejméné 1 rostlinnou latku
v kombinaci s nejmén¢ jednim rostlinnym pfipravkem. Rostlinnymi latkami se potom rozuméji
rostliny celé, rozdrobnéné nebo nafezané, Casti rostlin, fasy, houby, liSejniky,
a to v nezpracovaném, v suSeném nebo v Cerstvém stavu; za rostlinné latky se rovnéz povazuji
rostlinné sekrety, které nebyly podrobeny zadnému zpracovani. Rostlinnymi ptipravky
se rozumgji ptipravky ziskané zpracovanim rostlinné latky nebo rostlinnych latek zplisobem,
jako je extrakce, destilace, lisovani, frakcionace, precistovani, zahust'ovani nebo fermentace;
rostlinné piipravky zahrnuji rozdrcené nebo upraskované rostlinné latky, tinktury, extrakty,

silice, vylisované §tavy a zpracované sekrety [28, 29].

1.4.2 Vyuziti bylin v potravinaiském pramyslu
Vyuziti 1é€ivych rostlin v potravinaiském primyslu se tidi zdkonem ¢. 110/1997 Sb.,
0 potravinach a tabdkovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zdkonti

[30].

1.42.1 Bylinné ¢aje

Provadéci vyhlaska €. 330/1997 Sb. k zékonu o potravinach a tabdkovych vyrobcich definuje
¢aj jako vyrobek rostlinného plvodu, ktery slouzi k ptipravé napoje uréeného k ptimé lidské
spotiebé nebo napoj ptipraveny z tohoto vyrobku. Vyhlaska definuje bylinné ¢aje jako vyrobky
takové, které jsou z Casti bylin nebo jejich smési nebo bylin s pravym Cajem (tj. ¢aj vyrobeny
z vyhonku, listl, pupenti, nebo jemnych ¢asti zdfevnatélych stonkt ¢ajovniku Camellia
sinennsis (Linaeus) O. Kunze, popfipad¢ jejich kombinaci) nebo jejich smési s ovocem,
pfi¢emz obsah bylin musi ¢init minimalné 50 % hmotnosti. Do €ajli je povoleno vyuzivat kvéty

lipy: Tilia platyphyllos Scopoli, Tilia cordata Miller, Tillia euchlora Koch [31].
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1.4.2.2 Dopliiky stravy

Zvl1astni kategorii potravin, ktera nepodléha tak ptisnym kontrolam a povolovacim proceduram
jako 1éciva jsou tzv. dopliky stravy. Jejich problematiku upravuje na nadrodni urovni vyhlaska
&. 58/2018 Sb. Uginky doplitku stravy deklarované vyrobcem nejsou nikym ové&fovany.
Vyrobei nesmi deklarovat vlastnosti prevence, 1écby nebo vylééeni onemocnéni. VéEtSinou

tak uvadéji tvrzeni o 1é¢ivych vlastnostech jednotlivych sloZzek vyrobku.

Zékladnim pravidlem pro rozliSeni doplitku stravy a léCivého ptipravku je odlisné oznaceni.
Na obalu dopliiku stravy je uvedeno oznaceni ,,doplnék stravy*. Lécivy piipravek ma na obalu

uvedené registracni ¢islo, které mu je udéleno v registraénim tizeni [29, 32].

1.4.3 Vyuziti bylin v kosmetickém priamyslu
Vyrobu kosmetickych ptipravkil reguluje zédkon o ochrané vetejného zdravi a nafizeni

Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 [33].
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1.5  Vyutziti lipového kvétu
Podle WHO se az 4 miliardy lidi spoléha hlavné na tradi¢ni 1éky jako jsou 1éCivé rostliny. Mezi
né patii i lipa, kterd ma mnohonasobné vyuziti. Jak jiz bylo zminéno, pfipravuji se z ni vyrobky

potravinaiské, farmaceutické, ale i kosmetické [1, 34, 35, 36].

Z toho davodu, Ze vétSina vyrobku patii mezi tzv. dopliiky stravy, jejichZ u¢inky nejsou nikym
ovetovany (viz. kapitola 1.4.2.2), nejsou ucinky deklarované vyrobcem pro jednotlivé produkty
citovany. Vyrobci Casto predkladali zdravotni cinky, které plati obecné pro lipovy kveét
(viz. kapitola 1.2), tudiz se u jednotlivych produkti dokonce shodovaly.

15.1 Lipovy ¢aj

Caje jsou nejéastdj§im a nejjednodussim zptsobem konzumace bylin, které dava piednost
vétsina lidi. Je védecky dokazano, ze ¢aj z lipovych kvétu podporuje piirozeny imunitni systém.

Nicméné se nedoporucuje ho konzumovat dlouhodobé, ale pouze pii potizich [25, 26, 37].

Fenolické latky a jejich porovnani

V lipovém ¢aji se objevuji stejné fenolické latky jako v samotném lipovém kvétu, které byly
uvedeny v kapitole 1.1.1, a to rutin, kvercitrin, isokvercitrin, tilirosid, astragalin, katechin,

kyselina kavova, kyselina p-kumarova, chlorogenova kyselina [34, 38].

Srovnani hodnot TPC mezi lipou a dal§imi bylinami, které¢ se vyuzivaji pro ptipravu caju,
poskytuje Tabulka 5. Nejvyssich hodnot dosahuje lipa, ale je patrné, Ze nalevy ani odvary, tedy

vodné extrakty, nedosahuji tak vysokych mnozstvi fenold jako extrakty methanolové [39].

Tabulka 5: TPC pro methanolové extrakty, nalevy a extrakty nékterych bylin [39]

TPC [mg kyseliny gallové/g]

MeOH extrakt nalev odvar
lipa 106,97 + 1,5 32,36+ 0,2 33,49 + 0,5
senna 24,14+ 1,0 17,19+ 0,0 15,15+0,2
fenykl 49,50+ 0,0 16,13 £0,3 10,39+ 0,0
anyz 32,93 +£0,6 16,51 0,0 17,41 +0,0
vaviin 30,90 £0,5 18,77 £0,8 26,32 +0,3
koptiva 14,61 +0,5 16,06 + 0,0 11,07 £0,2

vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumeér + smérodatna odchylka (N=3)

To, Ze bylinné ¢aje nemohou v ramci obsahu fenolickych latek konkurovat zelenému ani

¢ernému Caji, prezentuje Tabulka 6 [38].
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Tabulka 6: TPC pro bylinny, ¢erny a zeleny ¢aj [38]

TPC [mg kyseliny gallové/salek]

mata 106 0,18
hefmanek 106 £ 0,37
eukalyptus 113+1,33

Salv¢j 124 + 1,57

lipa 184 + 1,72

cerny ¢aj 847 + 8,89
zeleny Caj 1216 + 38,0

vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3)

salek =240 ml
Bufi¢ova a kol (2018)* pak srovnavaly hodnoty antioxidaénich aktivit pro ryze ¢eské 1é¢ivé
rostliny, které byly vybrany na zakladé jejich popularity. | v tomto ptipadé patiila lipa
K rostlinam, které byly vyhodnoceny jako dobré zdroje antioxidanti. Kromé lipového kvétu
byly naméteny vysoké antioxidaéni aktivity pro rostliny z ¢eledi Rosaceae (Sipek a listy malin,
ostruzin a jahod) a Lamiaceae (oregano, medunka, tymian, hluchavka, mata). Zaroven zde byl
i konstatovan fakt, Ze byliny na rozdil od ¢aje neobsahuji kofein, coZ je v ur€itych situacich
jejich vyhodou. Nizkych antioxidacnich aktivit naopak dosahovaly kvéty hefmanku, bortvky,
jefabiny nebo plody rakytniku. Nizké hodnoty zejména u plodi byly odiivodnény tim, Ze béhem
jejich ususeni doslo pravdépodobné k vyznamnému poklesu vitaminu C, ktery je v jejich
ptipad¢ hlavni slozkou s antioxida¢nim ucinkem [40].
Nicméné hodnoty antioxida¢nich aktivit je nutné brat s rezervou, odliSuji se totiz i pro ¢aje
ze stejné byliny, ale od riznych vyrobcii. To je pravdépodobné zpiisobeno rliznymi vyrobnimi
postupy, dobou sklizné atd. Dale je vysledna antioxidacni aktivita zavisla i na zpusobu pfipravy

Caje, to znamena na teploté vody a dobé louhovani [11].

Ptiprava lipového &aje

Na pfipravu lipového ¢aje se doporucuje pouzit 2 1zice lipového kvétu na 0,5 1 horké vody.

Délka louhovani se uvadi kolem 5-15 minut [25, 41].

1.5.2 Lipovy med
Lipovy med je také jednim z produktt lipového kvétu, respektive produktem jeho nektaru. Med

hraje jiz od pravéku dulezitou roli v lidské vyzivé. Vyrabéji jej veely medonosné, které sbiraji

4 BURICOVA, L. aZ. REBLOVA. Czech medicinal plants as possible sources of antioxidants. Czech Journal of Food Sciences
[online]. 2008, 26(2), 132-138. ISSN 12121800. DOI:10.17221/2468-CJFS.
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nektar, travi ho a skladuji ve vcelich plastvich, kde med dozrava. Jedna se o koncentrovany
roztok invertniho cukru, ktery déle obsahuje: enzymy, aminokyseliny, organické kyseliny,
vitaminy, mineraly a fenolické latky. Zastoupeni fenolickych latek je uvedeno v Tabulce 7, kdy
nejvyssi obsah z fenolickych kyselin byl namétfen pro kyselinu gallovou a z flavonoidt byl

nejvice zastoupen naringin [36, 42, 43].

Tabulka 7: Zastoupeni fenolickych latek v lipovém medu [42]

mg/100 g
protokatechova kyselina 1,55
vanilova kyselina 0,35
kumarova kyselina 0,79
gallova kyselina 11,14
kvercetin 0,10
rutin 0,48
chrysin 0,27
hesperidin 0,17
naringin 18,47

1.5.3 Lipovy sirup

Sirup je koncentrovanym roztokem cukru ve vodé se specifickymi lé¢ivymi vlastnostmi.
Pfipravuje se predev§im z téch bylin, které napomahaji pii 1écbé kasle nebo bolesti v krku.
Divodem je to, Ze diky sirupové konzistenci dojde Kk obaleni postizeného mista. Sirup

se doporucuje konzumovat bud’ piimo po 1zickach nebo nafedény vodou [21, 44, 45].

Pfiprava sirupu

Internetové zdroje nabizeji spousty riznych variant pfipravy sirupti. Neékteré doporucuji kvéty
nejprve macerovat ve studené pievairené vode¢ a nékteré naopak doporucuji ptipravit nélev, tedy
prelit kvéty vodou horkou. Mnozstvi pouzitych lipovych kvéta k louhovani se ve zdrojich rizni.
Po louhovéani, jehoZ délka je doporucovana kolem 24 hodin, se smés scedi a vyluh se necha
svafit s cukrem a $tavou z vymackaného citronu. Nékteré zdroje dokonce pouzivaji citron
jiz pti louhovani. MnoZstvi pouzitého cukru je vétSinou téméf shodné s vychozim objemem

vody pouzité k maceraci, tzn. na 1 litr vody se pouziva cca 1 kg cukru [46, 47].

Nékteré navody spocivaji i v pouhém vrstveni ¢erstvych kvéta s cukrem do sklenice [48].
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154 Tinktury
Tinktura je alkoholickym bylinnym extraktem. Jsou vni tedy obsazeny latky, které
se nerozpousti ve vod¢€, coz plati pro fadu uc¢innych rostlinnych latek. Vyhodou tinktury je i jeji

dlouha trvanlivost.

Pfiprava tinktury

Ptiprava je zalozena na smichani ur¢it¢ého pomeéru rostlina : rozpoustédlo v tmavé nadobe¢.
Poméry jsou doporucovany 1 :5az1: 10. Jako rozpoustédlo se nejcastéji voli ethanol, glycerol
¢i ocet. Procenta alkoholu se rlzni, a to podle pouzité Casti rostliny k extrakci. Pro kvéty
je to 30-50% ethanol, ale napiiklad pro kofeny se doporucuje az 70% ethanol. Po smichani
se necha smés 2—-6 tydnl odlezet. Béhem této doby se doporucuje smés obcas promichat
a po jejim uplynuti se smés piefiltruje [21, 49].

155 Tobolky

Lipovy kvét je stejné jako mnoho dalSich 1éCivych rostlin nebo bylin dostupny ve formé
tobolek. Tobolky se piipravuji piedevsim z takovych bylin, které maji nepiijemnou chut’ nebo
by se jenom z tézi mohly konzumovat jinym zptisobem. Nevyhodou tobolek je jejich horsi

vstiebavani v porovnani s bylinnymi roztoky.

Priprava tobolek

Piiprava tobolek je opravdu jednoducha. Jde pouze o rozemleti byliny na jemny prasek, ktery
se nasledné plni do kapsli. Kapsle je pak tvofena hydroxypropylmethylcelul6zou a barvivy [21,
50].

1.5.6 Kosmetické produkty

Do kosmetickych produkti se vyuZivaji lipové vytazky diky svym hydrata¢nim a uklidiiujicim
vlastnostem. Kromé hydratacnich vlastnosti ma lipa i pfijemnou viini, coz je dalsi z diivoda,
proc je v kosmetice vyuzivana. Konkrétné se vyuziva do krému, masti, balzamu na rty, mydel

a sprchovych gell nebo vonavek [35, 51, 52, 53].

Kromé kosmetickych produkti se vyuzivaji i obycejné obklady pro péci o plet’ nebo jako

utisujici obklady na popaleniny ¢i zanéty [26].
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1.6 Pouzité metody

1.6.1 Méreni vodni aktivity

Aktivita vody je métitkem mobility vody v potravinach a jeji vyuzitelnosti pro mikrobialni,
enzymové a chemické zmény. Vyuziva se pro odhad chemické a mikrobialni stability potravin.
Hodnoty vodni aktivity pak zavisi jednak na obsahu vody, ale pak i na tom, jak je voda
V potravin¢ vadzana. Voda mulze byt vazdna pevnou nebo slabou vazbou, dale se muze
vyskytovat jako tzv. voda volna. Pravé pevné vazana voda je nejméné dostupnou pro jiz
jmenované zmény v potravingé. Pokud tedy potravina bude obsahovat pfedevsim vodu vazanou,

budou jeji hodnoty vodni aktivity nizké.

Aktivitavody a,, je definovana jako pomér parcialni tlaku vodni pary nad potravinou p,, K tlaku

vodni pary Cisté vody p, (Rovnice 1) a nabyva hodnot od 0 do 1.

ay = z;_‘: (1)

K méfeni vodni aktivity se vyuzivaji manometry a rizné typy vlhkoméra (kapacitni,
vodivostni). Ddle Ize stanovit aktivitu vody na zdkladé¢ méteni rosného bodu nebo pomoci

méfeni sorpéni izotermy [54, 55].

1.6.2 Méreni barevnosti

Barva je dilezitou vlastnosti potraviny. Sledovanim jejich zmén, lze posuzovat trvanlivost
vyrobku nebo hodnotit pribeh vyrobniho procesu. Prikladem miiZe byt sledovani barvy béhem
prazeni kédvovych zrn. V mnoha pfipadech je charakterizace potraviny sledovanim barvy

mnohem efektivnéjsi, z hlediska uspory ¢asu nez hodnoceni senzorické.

Véda zabyvajici se méfenim barev se nazyva kolorimetrie. JelikoZ samotnou barvu méfit nelze,
vyuziva kolorimetrie spektralnich vlastnosti svétla a fyziologickych vlastnosti zraku.

Vysledkem méfeni jsou parametry, které pak mizeme porovnavat.

1.6.2.1 Barevny vjem

Barevnym vjem vznikd na zaklad€ interakce svétla s povrchem pozorovaného objektu.
V zavislosti na vlastnostech objektu se svétlo pohlti nebo odrazi. Odrazené svétlo dopada
na sitnici oka, kde se méni na elektrické signaly. Ty jsou pak pfenaSeny do mozku, kde jsou
zpracovany na barevny obraz. Na barevném vjemu se tedy podili svétlo, objekt a pozorovatel.
Zména jakéhokoli z téchto prvkill vyvold i zménu barevného vjemu. Z tohoto ditvodu jsou tyto

prvky standardizovany CIE (Mezinarodni komise pro osvétlovani) [56, 57, 58].
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Svétlo

Svétlo je tvoiené elektromagnetickym zafenim v rozmezi vinovych délek 380-780 nm. Oblast
kratkych vinovych délek zahrnuje modré svétlo, mezi vinovymi délkami 520-550 nm je svétlo
zelené a nad 650 nm je svétlo cervené. CIE definuje n€kolik standardizovanych zdroji svétla,
které popisuje hlavné jejich teplota chromati¢nosti. Zdroje simulujici denni svétlo jsou

nejrozsifenéjsi. Ty nesou oznaceni D50 a D60 [56, 58, 59].

Objekt
Jak jiz bylo zminéno, pfi dopadu svétla na objekt dochéazi k jeho pohlceni (absorpci) nebo

odrazu (reflexi). Druhy odrazu rozezndvame dva. Pokud bude pozorovany objekt lesklého
charakteru, bude dochazet k takzvanému zrcadlovému odrazu. V piipad€¢ spiSe matného
povrchu se bude jednat o odraz diftizni. Vétsina objektd odrazi svétlo zrcadlove i difuzné [56,
57].

Cilem méfeni je pak zjistit, na jaké vlnové délce a s jakou intenzitou dany objekt svétlo odrazi
nebo absorbuje. Pro zajisténi spravného méteni, musi byt vhodné zvolena jeho geometrie.
Geometrie udava uspotradani métici soustavy, tedy pod jakym uhlem dopada svétlo a pod jakym
tthlem je sniméno. Geometrie se vyjadfuje pomoci dvou &isel X/Y. Cislo X vyjadiuje,
pod jakym uhlem dopada svétlo a Y pod jakym uhlem se odrazi. Pro méfeni se vyuZzivaji
usporadani 0°/45°a 45°/0° nebo d/8° a 8°/d, pficemz ,,d* znaci difizni osvétleni (Obrazek 4)

[57, 58].

Vybér geometrie, a to, zda se bude u vzorku méfit absorpce nebo reflektance, zavisi na typu

vzorku a samoziejmé i moznostech pfistroje.

V ptipadé méfeni reflektance se rozeznavaji dva zplisoby méfeni, a to RSIN (reflectance-
specular included) a RSEX (reflectance-specular excluded). V médu RSIN je métena celkova
reflektance zahrnujici diftizni 1 zrcadlovou slozku odrazu. V ptipadé modu RSEX je métfena
pouze diftizni slozka odrazu, coZ se vyuziva pii sledovani barvy lesklych pfedmétt. V obou

moddech se vyuziva geometrie d/8° [60].

V piipadé¢ méfeni transmitance se vyuzivaji mody TTRAN (total transmission) a RTRAN
(regular transmission). TTRAN méfi celkovou transmitanci, kterd je slozena z difazni a
regularni transmitance. Mod TTRAN se doporucuje naptiklad pro mirn€ zakalené vzorky, jako
jsou tieba dZzusy nebo ¢aje. M6d RTRAN pak méfi pouze reguldrni transmitanci a doporucuje

se ho vyuzivat na méfeni spis ¢iré vzorky [61].
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Obrazek 4: Geometrie méteni [58]
Pozorovatel

Poslednim prvkem, ktery vyznamné ovliviiuje méfeni, je pozorovatel. Definice pozorovatele
byla stanovena fadou pokusii. Cilem bylo zjistit primérnou citlivost oka na jednotlivé barevné
odstiny. CIE definovala dva pozorovatele, a to 2° 10°, pficemz stupné definuji velikost
zorného pole [56, 57].

1.6.2.2 Zarizeni pro méreni barevnosti

Pro méteni barevnosti se vyuzivaji kolorimetry a spektrofotometry. Pfi méfeni je vychézeno

z definice Lambert-Beerova zédkona, ktery je vice popsan v ramci kapitoly 1.6.3 a fika,
ze koncentrace latky je umérna jeji absorbanci.
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Kolorimetr

Kolorimetr je navrzen takovym zplsobem, aby pii méfeni simuloval lidské vnimani barev.
Vyuziva k méfeni tfech nebo Ctyfech filtra, které odpovidaji zédkladnim barvam (Cervena,
zelend, modra). Svétlo vychazejici ze zdroje prochazi nasledné prave t€mito filtry, ¢imz dochazi
k izolaci urcité vinové délky. Dale svétlo prochazi vzorkem a nasledné dopada na detektor,
ktery méfi, jak velkd Cast zafeni byla absorbovana. Dal$i moznosti, jak métfeni provést, je méfit
svétlo odrazené od vzorku, které prochazi barevnymi filtry az po odrazu. Vysledkem celého
méfeni jsou pak soufadnice, popisujici polohu v barevném prostoru. Kolorimetry jinak obecné
vyuzivaji 2° pozorovatele. Co se tyka zdroje svétla, to se pouziva takové, aby simulovalo denni

svétlo [56, 62].

Spektrofotometr

Spektrofotometry méfi barvu na zékladé proméfeni celého spektra. Svétlo vychazejici se zdroje
dopadé na vzorek, od kterého se odrazi a dopada na difrakéni mtizku. Ta vyizoluje pouze jedno
pasmo vinové délky, které nasledné dopada po odrazu od zrcadla na detektor. Ten pak detekuje,
které vinové délky nebyly absorbovany vzorkem (Obrazek 5). Spektrofotometry neméri
barevnost jenom na zakladé odrazu svétla od vzorku, ale i podle absorbance vzorku.

Spektrofotometry vyuZzivaji nejvice geometrie typu 45°/0° nebo d/8° a 10° pozorovatele [62].

fada fotodetektorti —

difrakéni mrizka o
AN / V

zrcatko

N

zdroj svétla

L
|

méfeny vzorek

Obriazek 5: Obecné schéma spektrofotometru [58]

1.6.2.3 Barevné prostory

Pro vyjadieni namétenych barev se pak vyuzivaji riizné barevné prostory.

1.6.2.4 Barevny prostor L*a*b*

Barevny prostor L*a*b* (Obrazek 6, A) je definovan tfemi soufadnicemi, pricemz kazda
ze soutadnic vyjadiuje jeden barevny parametr. Parametr L* vyjadiuje, zda se jedna o barvu
svétlou nebo tmavou, vyjadiuje tedy jeji jas (lightness). Na ose a* se nachazi barvy od zelené

po ¢ervenou a na ose b* od Zluté po modrou [57, 58].
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Urceni barevné diference mezi vzorky

Pro porovnani naméfenych hodnot v systému L*a*b* se vyuziva vypoltu tzv. barvové
odchylky AE*. Jde v podstaté o srovnani barev na zaklad¢ jejich vzajemné vzdalenosti

V barevném prostoru. Vypocet AE™ se provadi podle nasledujici Rovnice 2.

AE* = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (2)

AE™...barvova odchylka, AL*...rozdil mezi parametry (Li,orek — Lstandara), Aa”...rozdil

mezi parametry (a,,orex — Astandard), Ab*...rozdil mezi parametry (by,orek — Dstandard)

O vyslednych hodnotach AE™ pak mizeme fici, ze pokud dosahuji hodnot 5 a vyssi, 1ze rozdil
Vv barvé u métenych vzorkt posttehnout jiz pouhym okem. Pokud je hodnota naopak nizsi nez 1,

rozdil v barvé neni pouhym okem viditelny [63].

1.6.2.5 Barevny prostor L*C*h°

Dals$im barevnym prostorem je prostor L*C*h°. Parametr L* je opét vyjadienim jasu sledované
barvy. Dal$i soufadnice C* a /° jsou odvozeny z vyse zminénych soutadnic a* a b*. Parametr
C* vyjadfiuje, jak je barva syta (chroma) a zvétSuje se s rostouci vzdéalenosti od osy L*. Parametr
h° zndzoriuje odstin sledované barvy (hue) a je uréen uhlem mezi kladnou poloosou a*
a barevnym vektorem (Obrazek 6, B). Nabyva tedy hodnot 0-360°, kdy hodnota 0° nalezi

¢ervené barve, 90° zluté barvé, 180° zelené barvé a 270° barvé modré [56, 57, 58, 64].

Urceni barevné diference mezi vzorky

Pro porovnani naméfenych hodnot v systému L *C*h° se vyuziva vypoctu tzv. stinové odchylky
AH", ktera se vypocte podle nésledujici Rovnice 3. Vyhodou je oproti hodnoté 4° to, Ze neni

ve stupnich [56, 65].

AH* = \[(AE*)? — (AL")? — (AC)? 3)

AH*...stinova odchylka, AE™...barvova odchylka, AL*...rozdil mezi parametry (Ly,orex —

* * r . * *
Lstandard)1 AC”...rozdil mezi parametry (Cvzorek - Cstandard
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Obrazek 6: Barevny prostor L*a*b* z perspektivy (A) a v pruiezu (B) [58]

1.6.3 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je instrumentélni technika, kterd se vyuziva ke kvantitativni a kvalitativni
analyze. Podstatou metody je métfeni absorpce monochromatického zateni pfti jeho prichodu
vzorkem. Pro analyzu se vyuZzivé zafeni z ultrafialové (UV, 200-380 nm), viditelné (VIS, 380—
780 nm) a blizké infracervené oblasti [3, 66].

1.6.3.1 Instrumentace a méieni
K méfeni se vyuzivaji takzvané spektrofotometry. Ty se skladaji ze zdroje zafeni,

monochromatoru, absorbujiciho prostiedi (kyveta se vzorkem) a detektoru (Obrazek 7).

Zdroj zateni Monochromator Kyveta Detektor
e deuteriova lampa e hranol ¢ kiemenna o fotodioda
(UV zéfeni) )| emiizka | (UV zfeni) | e fotondsobic
e wolframova lampa e plastova, sklen¢na
(VIS zateni) (VIS zafeni)

Obrazek 7: Obecné schéma spektrofotometru [3, 66]
Spektrofotometry se rozdéluji na jednopaprskové a dvoupaprskové. V ptipade¢ jednoparskovych
je nutné nejprve proméfit referenéni vzorek (rozpoustédlo bez vzorku) a poté vzorek.
U dvoupaprskovych je zafeni rozd€leno na dva paralelni paprsky a je tedy mozné métit oba
vzorky zaroven. Meéfeni referencniho vzorku se provadi z divodu mozné absorpce

rozpoustédla.

Pti prichodu monochromatického zareni vzorkem se Cast absorbuje a Cast jim prochazi.
Pavodni monochromatické zatfeni dopadajici na vzorek ma intenzitu I, a prosSla ¢ast zareni

je rovna intenzité /. Pomér téchto intenzit je roven transmitanci T podle Rovnice 4.
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T=-= (4)

Absorbance A se nasledn¢ ziska piepoétem podle Rovnice 5.
A=log= (5)

Lambert-Beertiv zakon pak popisuje vztah mezi absorbanci a koncentraci. Rik4, Ze absorbance

je pfimo umérna délce absorp¢niho prostiedi a koncentraci métené¢ho vzorku podle Rovnice 6.
A=¢-l-c (6)

&...molarni absorpéni koeficient [dm?3 - cm™! - mol™1], L...délka absorp&niho prostiedi [cm],

c...koncentrace [mol - dm~3]

Méteni absorbance lze tedy vyuzit ke stanoveni kvantity latek. Stanoveni kvality, tedy
identifikace latek, je pak zalozené na proméfeni celého absorpcniho spektra zkoumané latky.
Vysledné spektrum se nasledné porovnava se spektry naméfenymi pro dalsi latky, pficemz
shoda nemusi vzdy znamenat, Ze se jedna o latku totoznou. Spektra se totiz mohou shodovat

i Urozdilnych analyti a je tedy vhodné si vysledek ovéfit i jinou analytickou technikou [3, 66,

67].

1.6.4 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity se vyuziva celd fada testli. Jejich cCetnost vyplyva
ze skutecnosti, Ze antioxidanty mohou pisobit riznymi mechanismy. K vyhodnoceni jejich
antioxidac¢niho piisobeni je tedy zapotiebi provést vice testll zaloZzenych rovnéZ na riznych
mechanismech. Jedné se o testy hodnotici schopnost antioxidantu eliminovat radikaly nebo
testy posuzujici jeho redoxni vlastnosti. V téchto ptipadech je mechanismem reakce ptenos
elektronu nebo atomu vodiku z antioxidantu na volny radikal. Reakce je spojena napiiklad

se zménou nebo vznikem zbarveni, coz je pak mozné registrovat pomoci spektrofotometru.

Jiné testy vyuzivaji ke stanoveni antioxidacni aktivity 1 chelatacnich vlastnosti antioxidanti.
V tomto piipadé dochazi k vytvoreni komplexu mezi antioxidantem a kovem. Tim brani
antioxidant kovu, ucastnit se Fentonovy reakce (viz. kapitola 1.2.1), béhem niZz vznikaji

Skodlivé radikaly a jinymi slovy tedy vykazuje antioxida¢ni aktivitu [18, 68].
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1.6.4.1 Metoda DPPH

Metoda vyuziva DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl)hydrazyl) radikal, jehoz alkoholicky
roztok je fialové zbarveny a absorbuje ptiblizné€ pii 520 nm. Smichdnim tohoto roztoku s latkou,
ktera muze darovat atom vodiku nebo elektron, bude dochazet k redukci tohoto roztoku
(Obrazek 8). To je spojeno se zménou jeho barvy z fialové na zlutou, a tedy i se zménou
puvodni maximalni absorbance. Vysledky mohou byt vyjadieny jako ekvivalenty DPPH

na gram analyzovaného materialu nebo se vyuziva kyseliny askorbové ¢i Troloxu.
NO, NO,
O,N N—N + AH —> O,N NH—N + A

NO, NO,

Obrazek 8: Schéma reakce DPPH radikalu s antioxidantem [69]

Metoda je rychld, jednoducha, levnd a hodi se pro zkouméni antioxida¢nich aktivit Siroké

skupiny latek [69].

1.6.4.2 Metoda FRAP

Principem FRAP metody je redukce komplexu Fe**-TPTZ (Fe3*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-
triazin) antioxidanty, coZ se projevi narlistem absorbance pifi 593 nm. Narlist absorbance
odpovida redukci vytvotenému mnozstvi Fe?’-TPTZ a je tedy vyjadienim schopnosti

antioxidantt redukovat Zelezité ionty [18].

1.6.4.3 Stanoveni chelata¢nich vlastnosti

Stanoveni je zaloZené na vytvofeni komplexu mezi antioxidantem a kovem. Nejvice
se k provedeni této metody vyuZivaji siran Zzeleznaty nebo ferrozin. V piipadé siranu
zeleznatého se pak sleduje ubytek absorbance pii 485 nm a v piipad€ ferrozinu pifi 562 nm.
Vysledky je vtomto piipadé mozné vyjadiit jako ekvivalenty EDTA nebo v procentech
inhibice [68, 70].

1.6.5 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Stanoveni celkového obsahu fenolti (TPC) vyuziva Folin-Ciocalteu (FC) Cinidla a je zalozené
praveé na jeho redukci fenolickymi slouceninami v alkalickém prostfedi. FC ¢inidlo se sklada
Z komplexi fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny. Mistem redukce je molybdenové
centrum, kdy iont molybdenovy (Mo®") je redukovan na molybdeni¢ny (Mo®") pfijetim

elektronu od fenolického antioxidantu. Redukce se projevi vznikem modie zbarveného
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chromoforu s maximalni absorbanci pti 765 nm. Jako referen¢ni standard se vétSinou vyuziva
kyselina gallova a vysledky jsou pak vyjadfovany jako ekvivalenty této kyseliny. Dale je mozné

k tomuto ucelu vyuzit kyseliny kavové nebo katechinu.

Stanoveni ma fadu piednosti, mezi které patii jednoduchost, reprodukovatelnost a robustnost.
Mezi stinné stranky tohoto stanoveni patii moznost jeho naruseni jinymi redukujici latkami,

jako jsou napfiiklad redukujici cukry nebo nékteré aminokyseliny [68].

1.6.6 Stanoveni obsahu flavonoidu
Ke stanoveni flavonoida se Siroce vyuzivaji spektrofotometrické testy, zalozené na tvorbé

komplexu hliniku.

1.6.6.1 Stanoveni obsahu flavonoidi (metoda 1)

Jedna z moznosti, jak stanoveni provést, je pouzit 2-10% AICIls. Ten, pokud je pfidan
do okyseleného vzorku, vytvoti s nékterymi flavonoidy zluté komplexy, které je pak mozné
registrovat spektrofotometricky, a to proméfenim absorbance pii 404—430 nm. K vyjadieni
vysledkl se v tomto piipadé vyuziva napiiklad kvercetin, rutin nebo katechin. Tato metoda
selektivni pro flavonoly a flavony (luteolin), proto ji nelze oznacit za metodu, ktera

by stanovovala celkové mnozstvi flavonoidd ve vzorku [71].

1.6.6.2 Stanoveni obsahu flavonoidu (metoda 2)

Dalsi z moznosti, jak stanovit flavonoidy, je vyuZit nitrace NaNO2 na aromaticky kruh, ktery
flavonoidy obsahuji. Pokud je po nitraci piidan 2% AlCls dochazi ke vzniku zlutého komplexu,
ktery se po zalkalizovani zméni na zbarveni Cervené. Intenzita Cerveného zbarveni je pak
métena pii 510 nm. V piipadé této metody se doporucuje vysledky vyjadrovat jako ekvivalenty

katechinu. Metoda je specificka pro rutin, luteolin, katechiny a fenolové kyseliny [71].

1.6.7 Stanoveni obsahu antokyani

Spektrofotometrické stanoveni antokyant vyuziva jejich ptirozené¢ho zbarveni a faktu, ze toto
zbarveni mize se zménou pH i zanikat. Vzorek je tedy v tomto piipadé umistén do dvou roztoka
o rizném pH. Konkrétné se vyuzivaji pufry o pH 1,0 a 4,5. U kazdého z roztokt je pak métena
absorbance pti vinové délce, odpovidajici maximalni absorbanci nejvice zastoupeného
antokyanu. Jednim z nejvice zastoupenych antokyanti v pfirod¢ je kyanidin-3-glukosid, jehoz

maximalni absorbance je pti 520 nm [72].
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1.6.8 Infradervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je technika zalozena na méfeni rota¢né-vibracnich ptechodi
molekul méfeného vzorku béhem puisobeni infraderveného (IC) zafeni. Molekuly ziskavaji
k témto prechodtim energii pravé z pusobiciho IC zafeni, coZ se projevi ve spektru, které
je vysledkem meéfeni, jako absorp¢ni pas. Poloha vzniklého pasu ve spektru pak odpovida
frekvenci vibrace urcité ¢asti molekuly. Diky tomu je mozné detekovat urcité funkéni skupiny,
jako je tieba C-H, O-H, N-H, C=0 a dalsi. Infraervené zafeni se obvykle d¢li do tii oblasti,
a to na blizkou (13 333-4000 cm™?), stfedni (4000400 cm™) a vzdalenou (400-10 cm™). Pravé
ve stfedni oblasti absorbuje mnoho funk¢ni skupin, a proto je tato oblast vyuzivani k méfeni
nejcastéji. Méfeni se pak provadi bud’ v transmisnim, nebo reflexnim rezimu, kdy je sledovano
bud zafeni po priichodu vzorkem, nebo zafeni odrazené. Obecné schéma IC spektrometru

je znazornéno na dal§im Obrazku 9 [73].

Vstupni
Zdroj zateni Stérbina
VS A < \Zrcadlo
I —X
L Y, Q
Vzorek
OptickV\ 2 » Detektor Pocitac
hranol
Vystupni
$térbina

Obrazek 9: Obecné schéma IC spektrometru [73]

Mimo jiné se vyuzivaji i IC spektrometry s tzv. Fourierovou transformaci. Ty obsahuji
Michelsontv interferometr (Obrazek 10), coz je zafizeni, které umoziiuje generovani
interferogramt. Ziskané interferogramy se pak pievadi pomoci Fourierovy transformace
na IC spektrum. Piednostni tohoto méfeni je to, Ze misto méfeni pii jedné vinové délce,

je mozné zaznamenat celé spektrum soucasné [74].
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Zdroj
zafeni

o v
Pohyblivé zrcadlo Vzorek
a - = lll =
A
Déli¢ |
paprskii - Detektor

———

Pewvné zrcadlo

Obrazek 10: Michelsontv interferometr [74]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1  Pristroje
Analytické vahy KERN ABT 220-4 M

Centrifuga Sorvall ST4 Plus - MD

Lyofilizator L4-110

Nicolet iS50 FT-IR

pH-metr SCHOTT

Pristroj Aqualab TDL pro méfeni vodni aktivity
Spektrofotometr UltraScan VIS
Spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600
Sterilizator HS 62 A

Susicka Gallet DES 120

+ kuchynisky cednik a béZné laboratorni vybaveni

2.2 Chemikalie

Destilovana voda
Diethylether 99%
DPPH radikal
Dusitan sodny
Ethanol 96%

FC ¢inidlo
Ferrozin
Hexahydrat chloridu Zelezitého
Hydroxid sodny
Chlorid draselny
Chlorid hlinity

Kvercetin hydrat > 95%
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(Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
(Thermo Fisher Scientific, Némecko)
(Gregor Instruments s.r.o0., CR)
(Nicolet CZ, Praha, CR)

(SCHOTT AG, Mainz, Némecko)
(Decagon Devices, USA)
(HunterLab, USA)

(Shimadzu, Japonsko)

(Chirana, Brno, CR)

(Gallet, Praha, CR)

(Univerzita Pardubice, CR)

(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(PENTA, s.r.o., Praha, CR)

(PENTA, s.r.o., Praha, CR)

(PENTA, s.r.0., Praha, CR)

(TCI, Tokyo, Japonsko)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)



Kyselina gallova

Kyselina chlorovodikové 35%
Kyselina octova 99%

Methanol > 99,9%

Octan sodny

Tetrahydrat chloridu zeleznatého
TPTZ

Trolox

Uhli¢itan sodny

Vsechny chemické latky byly minimalné p.a. Cistoty.
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(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, CR)
(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Honeywell, Morristown, USA)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(PENTA, s.r.0., Praha, CR)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

(J. T. Baker, Deventer, Holandsko)



2.3  Vzorky

2.3.1 Lipovy kvét (Tiliae flos)

K analyze byly vyuzity lipové kvéty veetné listent, pochazejici z lipy velkolisté (Obrazek 11,
12, 13) rostouci v podkrkonosi (Jilemnice, GPS soufadnice: 50°36'27.995"N, 15°30'13.942"E).
Roc¢ni thrn srazek se na tomto misté pohybuje kolem 720-860 mm. Pramérna ro¢ni teplota
vzduchu je pak v rozmezi 5-8 °C. V zimnich mésicich se pohybuje v zapornych hodnotach
kolem -2,3°C. V letnich je to kolem 12—-14 °C. Sbér lipovych kvétu byl proveden v pocinajici

fazi rozkvétani, dne 30. 6. 2020, za slune¢ného pocasi [75].

Obrazek 12: Predni strana listu

AR

Obrazek 13: Lipa velkolista zvolena pro sbér

Obrazek 11: Zadni strana listu
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2.3.1.1 Zpracovani vzorku lipového kvétu

Po sbéru byl vzorek rozdélen na dva podily. Jeden z podil byl ususen pomoci susicky Gallet
DES 120 (35 °C, 14 h) (Obrazek 14) a v ramci dalSich kapitol je tedy oznaovan jako suseny
lipovy kvét. Po ususeni byl jesté lehce rozsekan nozem a umistén do sklenic, které byly

skladovany v tmavém prostiedi az do dal$iho zpracovani.

Obrazek 14: Suseni lipového kvétu - susi¢ka ovoce

Druhy podil vzorku byl zamrazen a nasledné lyofilizovan (-110 °C, 26 h). V ramci dalSich
kapitol je tedy oznacovan jako lyofilizovany lipovy kvét. Po lyofilizaci byl jesté lehce rozsekan

nozem a umistén do igelitové tasky, ktera byla skladovana pii -20 °C az do dalsiho zpracovani.
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2.4  Postupy analyzy vzorku lipového kvétu

Jednotlivé analyzy byly provedeny pro suseny a lyofilizovany lipovy kvét. Vyjimkou je pouze
stanoveni obsahu su$iny, které bylo provedeno jen v piipadé kvétu suSeného. Vzhledem
k tomu, ze lyofilizace je jednou z metod pouzivanych pro stanoveni obsahu suSiny, byly

lyofilizované lipové kvéty povazovany za prosté vlihkosti.

2.4.1 Stanoveni obsahu suSiny

Obsah suSiny byl stanoven na zakladé rozdilu hmotnosti vzorku pied a po vysuSeni
do konstantni hmotnosti. Ke stanoveni bylo navazeno kolem 1 g lipového kvétu do vazenky.
Ta byla nasledné se vzorkem umisténa do susarny (Sterilizator HS 62 A) vyhtaté na 105 °C
avzorek byl suSen do konstantni hmotnosti. Stanoveni bylo provedeno ve Cctyfech

opakovani (N=4).

2.4.2 Meéreni barevnosti

Mg¢teni barevnosti lipového kvétu bylo provedeno pomoci spektrofotometru UltraScan VIS
(geometrie d/8°, zdroj svétla D65, 400-700 nm) v rezimu méfeni barvy odrazem pouze
v difazni ¢asti odrazeného svétla (RSEX), a to celkem ve Ctyfech opakovani (N=4). VVzorek byl
méfen v kiemenné kyveté. Méfeny byly parametry L*, a*, b*, C*, °, ze kterych byly nasledné
vypoéteny parametry AE (Rovnice 2) a AH (Rovnice 3). V obou vypoétech byl jako standard

pouzit lyofilizovany lipovy kvét.

2.4.3 Stanoveni obsahu slizu

Postup stanoveni obsahu slizu v lipovém kvétu byl proveden podle Kosakowska a kol (2015)°
s mirnou modifikaci. Ke stanoveni byl navazen 1 g lipového kvétu a k nému bylo ptidano 20 ml
destilované vody. Takto pfipravend smés byla po dobu 60 minut promichavéana. Nasledn¢ byla
smés odsttedéna (10000 rpm, 15 minut) a pro dalsi zpracovani bylo odebrano 10 ml ¢irého
extraktu. K odebranym 10 ml bylo pfidano 40 ml smési ethanolu a 2M kyseliny octové
v poméru 99 : 1. Takto pfipraveny roztok byl ponechan 6 hodin v tmavém prostiedi. Poté byla
smés prefiltrovana pies predem zvazeny filtraéni papir pomoci Biichnerovy nalevky.
Po prefiltrovani byla sraZenina na filtru jest¢ promyta ethanolem a diethyletherem. Filtra¢ni
papir se sraZzeninou byl pak umistén na Petriho misku a suSen pfi laboratorni teploté. Po jeho
vyschnuti byl filtracni papir opét zvazen. Vysledky byly pak vypocteny v mg slizu na g susiny

lipové kvétu. Analyza byla provedena ve trech opakovani (N=3).

5 KOSAKOWSKA a kol. Intraspecific variability in the content of phenolic compounds, essential oil and mucilage of small-
leaved lime (Tilia cordata Mill.) from Poland. Industrial Crops and Products [online]. 2015, 78, 58-65. ISSN 09266690.
DOI:10.1016/j.indcrop.2015.10.002.
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2.5 Optimalizace navazky lipového kvétu pro pripravu sirupi

V ramci této optimalizace byl vybran jeden z moznych zptisobli ptipravy sirupu z lipového
kvétu. Jedna se o postup, ktery je v dalsi kapitole 2.6 oznaCovan jako Postup 1. Nejprve byly
pripraveny nalevy z navazek 5, 10 a 20 g suSen¢ho lipového kvétu, zalitim 250 ml destilované
vody zahiaté na 90 °C. Po 24 hodinach louhovani ve tmé, bylo provedeno piecedéni
ptes kuchynisky cednik. U ziskanych vyluhti byl zméfen jejich objem. Podle ziskaného objemu
bylo dopocitano mnozstvi cukru, které bylo nasledné¢ ptiddvano do vyluhu béhem jeho
zahfivani. Mnozstvi cukru bylo dopocitano podle poméru 250 ml vyluhu : 200 g cukru.
Tzn. bylo-li po piecedéni ziskano napiiklad 175 ml vyluhu, bylo k nému béhem nasledného
zahiivani pfidano 140 g cukru. Po rozpusténi veskerého cukru béhem zahiivani vyluhu byl

vysledny sirup jest¢ 5 minut mirné varen.

Krom¢ sirupt byly paralelné ptipraveny vyluhy z lipového kvétu. Jejich ptiprava byla totozna
S ptipravou sirupll pouze s tim rozdilem, Ze objem, ktery v ptipad€ sirupl pfedstavoval cukr,
byl nahrazen destilovanou vodou. Tzn. byl-li naptiklad objem sirupu, pfipraveného z nalevu
obsahujiciho 10 g susen¢ho lipového kvétu, 235 ml a objem lipového vyluhu, pfipravené¢ho
rovnéz z 10 g suSeného lipového kvétu, byl 175 ml, bylo k lipovému vyluhu pfidano 60 ml
destilované vody na vysledny objem 235 ml. Takto natfedéné lipové vyluhy byly jesté¢ 5 minut
mirné vafeny.

Spolecné s vyluhy a sirupy byl jesté ptipraven slepy roztok, a to smichanim destilované vody
s cukrem v poméru 250 ml vody : 200 g cukru, S naslednym povatrenim po dobu 5 minut.

V ramci optimalizace byly tedy pfipraveny sirupy zZ navazek 5, 10 a 20 g a vyluhy rovnéz
z navazek 5, 10 a 20 g suseného lipového kvétu a slepy roztok. U ptipravenych sirupt a vyluhi

byla zméfena antioxidacni aktivita metodou DPPH, jejiz provedeni je popsano v kapitole

2.74.1.
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2.6 Priprava sirupi z lipového kvétu

Pro ptipravu sirupti byly vybrany nasledujici Ctyfi postupy, které jsou oznaceny jako
Postup 1-4. Kromé lipového kvétu byl k ptiprave sirupti vyuzivan bily krupicovy cukr od firmy
Tereos TTD, a.s. z Dobrovic. Pted ptipravou sirupti byla provedena optimalizace navazky

lipového kvétu, ktera je popsana v ramci predchozi kapitoly 2.5.

Kromé ptipravy sirupti podle Postupii 1-4, byly pfipraveny i sirupy, kde byl sledovan vliv

pasterizace a skladovani. Jejich pfiprava je popsana v kapitole 2.6.5.

2.6.1 Postupl

Navazenim 10 g lipového kvétu a jeho smichanim s 250 ml destilované vody zahtaté na 90 °C,
byl pfipraven nalev. Takto pfipraveny nalev byl ponechan 24 hodin v tmavém prostiedi a poté
byl ptecedén pomoci sitka. U ziskaného vyluhu byl nasledné zméien objem. Podle vysledného
objemu bylo dopocitano mnozstvi potfebného cukru pro piipravu sirupu, a to podle poméru
250 ml vyluhu : 200 g cukru. Vysledné mnozstvi cukru bylo pfidavano do vyluhu béhem jeho

zahtivani. Po uplném rozpusténim cukru byl vysledny sirup jest¢ 5 minut mirné vaten.

Podle Postupu 1 byly pfipraveny 3 sirupy ze suSen¢ho lipového kvétu a 3 sirupy

z lyofilizovaného lipového kvétu.

2.6.2 Postup 2

Navazenim 10 g lipového kvétu a jeho smichanim s 250 ml destilované vody o laboratorni
teploté, byl pfipraven macerat. Ten byl pak ponechan 24 hodin v tmavém prostiedi a poté byl
precedén pomoci sitka. U ziskaného vyluhu byl néasledné zméten objem. Podle vysledného
objemu bylo dopocitano mnozstvi potfebného cukru pro pfipravu sirupu, a to podle poméru
250 ml vyluhu : 200 g cukru. Vysledné mnozstvi cukru bylo ptidavano do vyluhu béhem jeho

zahtivani. Po Gplném rozpusténim cukru byl vysledny sirup jesté¢ 5 minut mirn¢ varen.

Podle Postupu 2 byly pfipraveny 3 sirupy ze suSené¢ho lipového kvétu a 3 sirupy

z lyofilizovaného lipového kvétu.

2.6.3 Postup 3

V ramci Postupu 3 byl nejprve piipraven cukerny roztok. Do 250 ml destilované vody bylo
béhem zahtivani ptidano 200 g krupicového cukru. Po tplném rozpusténi cukru, byl roztok
odstaven z varice a byla métena jeho teplota. Pti hodnoté 90 °C bylo ptidano 10 g lipového
kvétu. Takto pfipraveny roztok byl ponechan 24 hodin v tmavém prostfedi. Po uplynuti této
doby, byl roztok piecedén pomoci sitka. Ziskany lipovy sirup byl poté jesté 5 minut mirné

varen.
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Podle Postupu 3 byly pfipraveny 3 sirupy ze suSen¢ho lipového kvétu a 3 sirupy

z lyofilizovaného lipového kvétu.

2.6.4 Postup 4

V ramci Postupu 4 byl nejprve piripraven cukerny roztok. Do 250 ml destilované vody bylo
béhem zahiivani pfidano 200 g krupicového cukru. Po uplném rozpusténi cukru, byl roztok
odstaven z vafice. Po jeho vychladnuti na laboratorni teplotu do n¢j bylo ptidano 10 g lipového
kvétu. Takto pripraveny roztok byl ponechan 24 hodin v tmavém prostfedi. Po uplynuti této
doby, byl roztok piecedén pomoci sitka. Ziskany lipovy sirup byl poté jest¢ 5 minut mirné

varen.

Podle Postupu 4 byly pfipraveny 3 sirupy ze suSen¢ho lipového kvétu a 3 sirupy

z lyofilizovaného lipového kvétu.

2.6.5 Sledovani zmén béhem skladovani a po pasterizaci

Na zéklad¢ vysledkt kapitoly 3.3, byl vybran postup, jehoz vysledkem byl sirup s nejvyssi
antioxidacéni aktivitou a nejvyssim obsahem biologicky aktivnich latek naméfenych pomoci
spektrofotometrickych metod. Podle n&j byly pfipraveny sirupy dalsi, u kterych byly sledovany

zmény jejich vlastnosti po skladovani a pasterizaci.

Konkrétné bylo pripraveno celkem 6 sirupti ze suseného a 6 sirupt z lyofilizovaného lipového
kvétu dle vybraného postupu. Ty byly jesté¢ horké pielity do tmavych vymytych sklenic

0 objemu 100 ml az po jejich okraj a zavickovany.

3 sklenice se sirupem ze suseného lipového kvétu a 3 sklenice z lyofilizovaného lipového kvétu
byly nésledné umistény do termostatu nastaveného na 5 °C, po dobu 14 dni a v ramci dalSiho

popisu jsou oznacovany jako sirupy skladované.

Zbylé 3 sklenice se sirupem ze susSené¢ho lipového kvétu a 3 sklenice se sirupem
z lyofilizovaného lipového kvétu byly vlozeny do vodni lazn€¢ vyhtaté na 75 °C, po dobu
25 minut a v ramci dalsi ¢asti jsou oznacCovany jako pasterizované lipové sirupy. Po vyjmuti
z vodni 1azné byly po zchladnuti umistény rovnéz do termostatu nastaveného na 5 °C, po dobu

14 dni.
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2.7  Postupy analyzy pripravenych lipovych sirupi
U ptipravenych sirupt (dle Postupti 1-4) bylo zméfeno pH a vodni aktivita. Dale byla sledovana
jejich barva a antioxida¢ni schopnosti. Nakonec u jejich lyofilizati bylo zméfeno i infracervené

spektrum.

VSechna uvedena méfeni a analyzy, s vyjimkou meéfeni infracervenych spekter, byla dale

provedena i pro sirupy, které byly vystaveny skladovani a pasterizaci.

2.7.1 Meéreni pH
pH pfipravenych sirupi bylo zméfeno pomoci sklenéné elektrody. Elektroda byla

pfed samotnym métenim kalibrovana na pufry o hodnotach pH 4,0 a 7,0.

2.7.2 Meéreni vodni aktivity
Vodni aktivita pfipravenych sirupii byla zméfena pomoci ptistroje Aqualab TDL pii 25 °C.
Plastové misky se vzorky byly vzdy pfed méfenim umistény do termostatu vytemperované¢ho

na 25 °C.

2.7.3 Mé&reni barevnosti

Pied méfenim byly sirupy odstfedény pomoci centrifugy Sorvall ST4 Plus — MD (2000 rpm,
10 minut). Barevnost byla nasledné meéfena pomoci spektrofotometru UltraScan VIS
(geometrie d/8°, zdroj svétla D65, 400—700 nm) v rezimu celkové transmitance (TTRAN).
Vzorek byl méfen ve sklenéné kyveté s optickou drahou 10 mm (objem 20 ml). Méfeny byly
parametry L*, a*, b*, C*, /°, ze kterych byly nasledné vypocteny parametry 4E (Rovnice 2) a
AH (Rovnice 3). Podrobnosti k t¢émto vypoétam jsou pak uvedeny v kapitole 3 (Vysledky a
diskuze).

2.7.4  Spektrofotometricka analyza
V pripad¢ optimalizace navazky lipového kvétu pro piipravu sirupi (kapitola 2.5) bylo
provedeno pouze hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH. M¢feni bylo provedeno

pro kazdy sirup a vyluh ve dvou opakovani (N=2).

V piipadé sirupu pripravenych dle Postupu 1-4 (kapitola 2.6) byly zvoleny k jejich analyze
nasledujici spektrofotometrické metody. Antioxidaéni aktivita byla stanovena pomoci metody
DPPH, FRAP a porovnanim chelata¢nich vlastnosti jednotlivych vzorkl. Déle byla provedena
analyza celkového obsahu fenolickych latek, antokyanti a nékterych flavonoidii. Méteni bylo
provedeno pro kazdy sirup jednou, pficemz podle kazdého z Postupt (1-4) bylo piipraveno

dohromady 6 sirupd, a to 3 ze suSeného lipového kvétu a 3 z lyofilizovaného lipového kvétu.
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U skladovanych a pasterizovanych sirupt (kapitola 2.6.5) byla pak stanovena antioxida¢ni
aktivita metodou DPPH, FRAP a porovnanim chelata¢nich vlastnosti jednotlivych vzorkii. Dale

byl zméten celkovy obsah fenolickych latek a nékterych flavonoidi.

K samotnému méfeni byl pouzivan Spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600. VVzorky byly
umistény béhem méteni ve sklenénych kyvetach, krome stanoveni chelatacni aktivity, kde byly

vyuzity plastové mikrokyvety.

2.7.4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH
Postup k tomuto stanoveni byl prevzat zdiplomové prace Kudrmacové Marie (2018)°.

Optimalizace reak¢niho ¢asu této metody je uvedena v Ptiloze 1.

Pied métenim byl nejprve ptipraven methanolicky roztok DPPH radikalu, a to navaZenim

12,5 mg ¢inidla do 500ml odmérné banky.

Pro samotné stanoveni pak bylo vzdy pipetovano 5 ml roztoku radikalu DPPH a 500 pl
natedéného vzorku (sirupu) do zkumavky s vickem. Takto pfipravena reakéni smés byla
ponechana 20 minut v temnu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reak¢éni doby byla zméfena
absorbance pti 517 nm. Stejnym zpisobem byly piipraveny i slepé pokusy, které obsahovaly

misto vzorku destilovanou vodu.

Déle byla pfipravena kalibracni fada ze zasobniho roztoku Troloxu. Zasobni roztok byl
pfipraven navazenim 0,0251 g Troloxu do 25ml odmérné banky a doplnénim methanolem
po rysku. Ze zasobniho roztoku byla pfipravena kalibracni fada v rozmezi 12,55-100,4 pg

Troloxu na ml. Kalibra¢ni fada byla pak proméfena stejnym zptisobem jako vzorky.
Nameétené hodnoty byly nésledné piepocCitdny na procento inhibice podle nasledujici

Rovnice 7.

Inhibice [%] = “£22-100 (7

sl

Ag;...absorbance slepého pokusu, 4,,,...absorbance vzorku

Antioxidac¢ni aktivita vzorka byla pak vyjadiena ve formé ekvivalent Troloxu, a to vypoctenim

z rovnice regrese kalibra¢ni fady zavislosti inhibice na koncentraci Troloxu (Ptiloha 2).

6 KUDRNACOVA, M. Viiv piidavku pokrutin z bobuli révy vinné na antioxidacni viastnosti taveného syra [online]. Pardubice,
2018. Diplomova prace. Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka.
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2.7.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP
Postup byl prevzat ze ¢lanku Vabkova a kol (2012)7 s mirnou upravou. Optimalizace reakéniho

Casu této metody je uvedena v Piiloze 3.

Pied méfenim byla nejprve pfipravena reakéni smés, ktera obsahovala FeClz o koncentraci
20 mM, dale 10mM roztok TPTZ ve 40mM HCl a 0,3M octanovy pufr o pH 3,6. Uvedené latky
byly smichany v poméru 1 : 1 : 10.

Ke stanoveni pak byly pipetovany 3 ml vysSe uvedené reak¢éni smési do zkumavky s vickem
akni bylo ptidano 300 pl natedéného vzorku. Zkumavky byly dale ponechany 50 minut
vtemnu pii laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byla proméfena absorbance
pfi 593 nm. Slepé pokusy byly pifipravovany smichanim 3 ml reakéni smési s 300 pl

destilované vody.

Dale byla ptipravena kalibra¢ni fada ze zasobniho roztoku Troloxu. Zasobni roztok byl
ptipraven navazenim 0,0598 g Troloxu do 100ml odmérné banky a doplnénim methanolem
po rysku. Ze zasobniho roztoku pak byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 5,98-119,60 pg

Troloxu na ml. Kalibra¢ni fada byla nasledné prométena stejnym zptsobem jako vzorky.

Antioxidac¢ni aktivita vzorkl byla vyjadiena ve formé ekvivalentid Troloxu, a to vypoctenim
z rovnice regrese kalibra¢ni fady zavislosti absorbance kalibra¢nich roztokti na koncentraci
Troloxu (Ptiloha 4).

2.7.4.3 Stanoveni chelata¢ni aktivity
Postup byl pfevzat ze ¢lanku Wang a kol (2009)8 s mirnou tipravou. Reakéni ¢as metody zistal

zachovan podle predloZeného zdroje.

Ke stanoveni byl pipetovan 1 ml nefedéného vzorku, ke kterému bylo pfiddno 50 pl
2 mM FeClz a 200 pl SmM ferrozinu. Vznikla smés byla umisténa na 10 minut do tmavého
prostiedi a nasledné byla proméfena absorbance pii 562 nm. V ptipad¢ slepého pokusu byl

vzorek nahrazen destilovanou vodou, jinak u néj bylo postupovéno stejn¢.

Chelatac¢ni aktivity vzorki byla nasledné vyjadiena v procentech inhibice. K jejimu vypoctu

byla vyuZita jiz uvedena Rovnice 7.

! VABKOVA, J. a J. NEUGEBAUEROVA. Determination of total phenolic content, total flavonoid content and FRAP
in culinary herbs in relation to harvest time. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendelianae Brunensis [online].
2012, 60(1), 167-172. ISSN 12118516. DOI:10.11118/actaun201260010167.

8 WANG, T., R. JONSDOTTIR a G. OLAFSDOTTIR. Total phenolic compounds, radical scavenging and metal chelation
of extracts from Icelandic  seaweeds. Food Chemistry [online]. 2009, 116(1), 240-248. ISSN  03088146.
DOI:10.1016/j.foodchem.2009.02.041.
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2.7.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Postup k tomuto stanoveni byl pfevzat z diplomové prace Kudrmacové Marie (2018)° s mirnou

upravou. Optimalizace reak¢éniho ¢asu této metody je uvedena v Ptiloze 5.

Ke stanoveni bylo pipetovano 6 ml destilované vody, 1 ml nafedéného vzorku a 0,5 ml
FC ¢inidla do zkumavky s vickem. Takto pfipravena reakéni smes byla ponechdna 5 minut
Vv klidu. Nasledné byl pfidan 1 ml 5% roztoku Na;COs3 a takto vznikld reakéni smés byla
umisténa na 90 minut do temna, pii laboratorni teploté. Po uplynuté dobé byla zméfena
absorbance pii 765 nm. Stejnym zpiisobem byly ptipraveny i slepé pokusy, které obsahovaly

misto vzorku destilovanou vodu.

Dale byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 10-100 mg/l ze zdsobniho roztoku kyseliny

gallové. Kalibra¢ni fada byla pak proméfena stejnym zpiisobem jako vzorky.

Celkovy obsah fenolickych latek byl nasledné vypocten pomoci rovnice regrese sestrojené
kalibra¢ni fady s kyselinou gallovou (Ptiloha 6).

2.7.4.5 Stanoveni obsahu flavonoidi (metoda 1)
Postup k tomuto stanoveni byl pfevzat ze ¢lanku Pekal a kol (2014)°. Optimalizace reakéniho

Casu této metody je uvedena v Ptiloze 7.

Ke stanoveni byly pipetovany 2 ml nafedéného vzorku do zkumavky s vickem. Nésledné byl
pfidan 1 ml 2% AICls, 1 ml destilované vody, 1 ml 1M HCl a 1 ml 1M CH3COONa. Vznikla
reak¢éni smés byla umisténa do temna pfii laboratorni teploté na 30 minut. Poté byla zmétena
absorbance pii 425 nm. V piipadé slepého pokusu byl 2% AICls nahrazen destilovanou vodou,

jinak bylo postupovano stejnym zptsobem.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena ze zasobniho roztoku kvercetinu, ktery byl pfipraven
navazenim 0,05 g kvercetinu do 100ml odmérné banky a doplnénim methanolem po rysku.
Z takto pfipraveného zdsobniho roztoku byla dale piipravena kalibra¢ni fada v rozmezi

5-80 mg/l. Kalibra¢ni fada byla nasledn¢€ proméfena stejnym zptisobem jako vzorky samotné.

Obsah flavonoidd byl nasledné vypocéten pomoci rovnice regrese sestrojené kalibracni fady

s kvercetinem (Ptiloha 8).

o KUDRNACOVA, M. Viiv pridavku pokrutin z bobuli révy vinné na antioxidacni viastnosti taveného syra [online]. Pardubice,
2018. Diplomova prace. Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka.

10 PEKAL, A. a K. PYRZYNSKA. Evaluation of aluminium complexation reaction for flavonoid content assay. Food
Analytical Methods. 2014, 7(9), 1776-1782. ISSN 1936-9751. DOI:10.1007/s12161-014-9814-X.
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2.7.4.6 Stanoveni obsahu flavenoida (metoda 2)
Postup k tomuto stanoveni byl prevzat ze ¢lanku Pekal a kol (2014)L.

Ke stanoveni byl pipetovan 1 ml vzorku a 0,6 ml 5% NaNO, do zkumavky s vickem. Zkumavka
byla nasledn€ ponechana 5 minut v klidu a poté byl do ni ptidan 1 ml 2% AICls. Po 6 minutach
byl pfidan 1 ml IM NaOH. Vznikld smés byla umisténa dale na 10 minut do tmavého prostiedi
a po uplynuti 10 minut byla zméfena absorbance pii 510 nm. V ptipad¢ slepého pokusu byl

2% AICl3 nahrazen destilovanou vodou, jinak bylo postupovano stejnym zptsobem.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena ze zasobniho roztoku katechinu, ktery byl pfipraven navazenim
0,05 g katechinu do 100ml odmérné banky a doplnénim methanolem po rysku. Z takto
pfipraveného zasobniho roztoku byla déle pfipravena kalibracni ftada v rozmezi

0,5-50 mg/1. Kalibra¢ni fada byla nasledné promeétena stejnym zplisobem jako vzorky samotné.

Obsah flavonoidll byl nasledné vypocten pomoci rovnice regrese sestrojené kalibra¢ni fady

s katechinem (Ptiloha 9).

2.7.4.7 Stanoveni obsahu antokyanii

Postup ke stanoveni antokyanii byl pfevzat ze ¢lanku Barnes a kol (2005)*2,

Ke stanoveni byl pipetovan 1 ml vzorku do zkumavky se 4 ml roztoku KCl o pH = 1, ktery byl
ptipraven navazenim 0,9 g KCl do 480 ml destilované vody, S naslednou upravou pH pomoci
5M HCl na pH =1 a doplnénim po rysku na vysledny objem 500 ml. Kromé& toho byl tentyz
vzorek v mnozstvi 1 ml pipetovan do zkumavky se 4 ml roztoku CH3COONa o pH =4,5, ktery
byl pfipraven navazenim 27,2 g CH3COONa do 480 ml, s naslednou upravou pH pomoci
5M HCl na pH =4,5 a doplnénim po rysku na vysledny objem 500 ml. Zkumavky byly nasledné

umistény do temna na 20 minut a poté byly zmé&feny jejich absorbance pii 510 a pti 700 nm.
Vysledna absorbance jednotlivych vzorkt byla vypoctena podle nasledujici Rovnice 8.
A= (As10 — A700)pH1 — (As10 — A700)pH4_5 (8)

Takto vypoctena absorbance A byla dosazena do nasledujici Rovnice 9, pro vypocet
koncentrace antokyant. Koncentrace antokyanti je v tomto piipad¢ vyjadiena jako ekvivalent

kyanidin-3-glukosidu.

1 PEKAL, A. a K. PYRZYNSKA. Evaluation of aluminium complexation reaction for flavonoid content assay. Food
Analytical Methods. 2014, 7(9), 1776-1782. ISSN 1936-9751. DOI:10.1007/s12161-014-9814-X.

2 LEE, J., R. W. DURST aR. E. WROLSTAD. Determination of total monomeric anthocyanin pigment content of fruit juices,
beverages, natural colorants, and wines by the pH differential method: Collaborative study.Journal of AOAC
INTERNATIONAL. 2005, 88(5), 1269-1278. ISSN 1060-3271. DOI:10.1093/jaoac/88.5.1269.
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A-M-f+103

¢ =AML 9)

el
c...koncentrace kyanidin-3-glukosidu [mg - 71], A...absorbance, M...molekulova hmotnost
kyanidin-3-glukosidu (449,2 g - mol™1), f...pouzité fedéni, &...mol4rni absorpéni koeficient

[dm3 - cm™1 - mol™1], [...délka absorpéniho prostiedi [cm]

2.7.5 Infracervena spektroskopie

Sirupy pfipravené dle Postupu 1-4 byly nejprve lyofilizovany (-110 °C, 26 h) a u jejich
lyofilizati bylo zméieno infracervené spektrum. Kromé toho bylo pro porovnani naméteno
I spektrum pro slepy vzorek, ktery byl pfipraven rozpusténim 200 g cukru v 250 ml destilované
vody. Takto vznikly roztok byl jesté¢ 5 minut mirné varen, aby byly zachovéany stejné podminky
jako pfi ptipravé sirupll a nasledné byla provedena jeho lyofilizace.

Samotné méfeni infracervenych spekter probihalo na pfistroji Nicolet iS50 FT-IR,

za nasledujicich podminek:
o Metoda iS50 ATR Lab.
o Oblast snimani spektra: 400-4000 cm
o Pocet skenli: 64

K méfeni byl pouzit ATR modul. Na néj byly, po rozméInéni kopisti, postupné vkladany vzorky

a proméfeny proti vzduchu.
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2.8  Statistické vyhodnoceni
K vyhodnoceni vysledkii analyz lipového kvétu (kapitola 3.1) bylo pouzito parové porovnani

mezi vysledky pomoci Duncanova testu.

K vyhodnoceni vysledkli optimalizace navazky lipového kvétu pro pripravu sirupi (kapitola
3.2) byla vyuzita analyza rozptylu s interakcemi. Interakce byly hledany mezi naméfenymi
hodnotami antioxidacni aktivity pro vyluhy a sirupy, pfipravené z rizné¢ velkych navazek

lipového kvétu. Parové porovnani mezi vysledky pak bylo provedeno pomoci Duncanova testu.

K vyhodnoceni vysledkt analyz lipovych sirupi (kapitola 3.3) byla vyuzita dvoufaktorova
analyza rozptylu s interakcemi. Byl testovan vliv postupt K ptipravé lipového sirupu
a pouzitého typu lipového kvétu (suseny vs. lyofilizovany). Parové porovnani mezi vysledky

bylo provedeno pomoci Duncanova testu.

K vyhodnoceni vysledkd analyz skladovaného a pasterizovaného sirupu (kapitola 3.4) byla
vyuzita dvoufaktorova analyza rozptylu s interakcemi. Byl testovan vliv skladovani
a pasterizace. Krom¢ toho byl sledovan i vliv pouzitého typu lipového kvétu (suseny

vs. lyofilizovany). Parové porovnani mezi vysledky bylo provedeno pomoci Duncanova testu.

Vsechny vypocty byly provedeny s hladinou vyznamnosti p = 0,05, pomoci Statistica CZ,
ver.12 (StatSoft CR, s.r.0., Ceska republika). Vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky pramér

se standardni odchylkou.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Analyza vzorku lipového kvétu
Jednotlivé analyzy byly provedeny podle postupi, které jsou popsany V ramci kapitoly 2.4.

3.1.1 Stanoveni obsahu suSiny
Obsah susiny byl stanoven pro suseny lipovy kvét na 93 %. V pripadé lyofilizovaného lipového

kvétu byla susina 100%. Vysledky stanoveni obsahu susiny jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Obsah susiny pro suSeny a lyofilizovany lipovy kvét

lipovy kvet

suseny lyofilizovany

obsah susiny [%] 93,0£0,12 100 + 0°

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=4),
rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

3.1.2 Méfeni barevnosti

Pro oba typy lipového kvétu byla zmétena jejich barva v odrazeném svétle, a to v ramci
barevnych prostori L*a*b* a L*C*h°. Hodnoty pro oba barevné prostory jsou shrnuty
v Tabulce 9. Naméiené hodnoty pro suseny a lyofilizovany lipovy kvét byly pak porovnany
mezi sebou. Statisticky vyznamné se od sebe odliSovaly hodnoty parametru L* a b*, pfi¢emz
parametr L* popisuje jas a parametr b* popisuje v tomto pfipad¢ odstin Zluté. Z vysledku tedy
vyplyva, Ze lyofilizovany lipovy kvét je svétlejsi a zaroven zlutéjsi nez suseny lipovy kvét.
Parametr 4E* byl vypocitan podle Rovnice 2 a nabyva hodnoty 7,8 + 2, coz vyjadiuje,
ze barevny rozdil mezi vzorky by mél byt patrny jiz pouhym okem. Tento fakt prezentuje

Obrézek 15, na kterém je vidéet, Zze vzorky se od sebe skutecné barevné odlisuji.

Obrazek 15: Lyofilizovany lipovy kvét (A), suseny lipovy kvét (B)
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Tabulka 9: Méfeni barevnosti lipové kvétu v barevném prostoru L*a*b* a L*C*h°

lipovy kvét L* ax b* AE* C* h° AH*
suseny 49 +£2%  1+£2% 24420 24+1% 93 +42
7.8+2 1,7+2
lyofilizovany 53+1° 0,6+0,8% 30+ 1P 30+1° 89428

aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (N=4),
riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce (p < 0,05)

Selvi (2020)%, ktery zkoumal zménu barvy listeni lipy velkolisté béhem suseni pomoci
infraerveného zareni, zjistil, Ze béhem suseni doslo ke zvyseni hodnot L* a b* v porovnani

s hodnotami Cerstvych listent. Zesvétleni béhem suseni bylo pfisuzovano degradaci chlorofylu.

Di Cesare a kol (2003)%*, porovnavali barvu ¢erstvé, susené a lyofilizované bazalky. V ptipadé
obou metod byl registrovan pokles sytosti barvy (C*), ale v ptipad¢ lyofilizované bazalky byl
pokles nizsi. | v nasem ptipadé dosahuje lyofilizovana lipa vyssich hodnot parametru C* nez
susena. Podle Veskutonis (1997)% je lyofilizace metodou, ktera je schopna zachovat ptivodni

vzhled Cerstvé byliny.

3.1.3 Stanoveni obsahu slizu

Vysledky stanoveni obsahu slizu v mg/g susiny lipového kvétu prezentuje Graf 1. Z Grafu 1
je viditelné, ze nepatrné vyssi obsah slizu vykazovaly vzorky suSeného lipové kvétu.
Z vysledkii analyzy rozptylu vSak vyplyva, Ze obsah slizu s typem vzorku nijak nesouvisi
(p >0,05) a rozdil mezi hodnotami neni statisticky vyznamny. Obsah slizu se pohyboval

od 4,7 do 6,3 mg/g susiny.

Kosakowska a kol (2015)8, ktefi se zabyvali stanovenim obsahu slizu pro suseny lipovy kvét
z lipy srdcité, provedly analyzu kvétid pochéazejicich z nékolika rlizné umisténych stromi a
dosly k zavéru, ze obsah slizu je dosti variabilni. V jejich pfipadé se pohyboval od 6 do 30 mg/g

susiny, coz jsou vysledky o néco malo vyS$i nez v ramci této prace.

13 SELVI, K. C. Investigating the influence of infrared drying method on linden (Tilia platyphyllos Scop.) leaves: Kinetics,
color, projected area, modeling, total phenolic, and flavonoid content. Plants [online]. 2020, 9(7). ISSN 2223-7747.
DOI:10.3390/plants9070916.

14 p CESARE, L. F., E. FORNI, D. VISCARDI a R. C. NANI. Changes in the chemical composition of basil caused
by different drying procedures. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online]. 2003, 51(12), 3575-3581. ISSN 0021-
8561. DOI:10.1021/jf0210800.

5 VENSKUTONIS, P. R. Effect of drying on the volatile constituents of thyme (Thymus vulgaris L.) and sage (Salvia
officinalis L.). Food Chemistry [online]. 1997, 59(2), 219-227. ISSN 03088146. D10:10.1016/S0308-8146(96)00242-7.

16 KOSAKOWSKA a kol. Intraspecific variability in the content of phenolic compounds, essential oil and mucilage of small-
leaved lime (Tilia cordata Mill.) from Poland. Industrial Crops and Products [online]. 2015, 78, 58-65. ISSN 09266690.
DOI:10.1016/j.indcrop.2015.10.002.
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Graf 1: Obsah slizu pro suseny a lyofilizovany lipovy kvét
m suSeny lipovy kvét

lyofilizovany lipovy kvét

obsah slizu [mg/g susiny]
o = N w & (O} (@) ~N (0] (Yo}

aritmeticky primeér + smérodatna odchylka (N=3),
riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)
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3.2  Optimalizace navazky lipového kvétu pro pripravu sirupi
Optimalizace byla provedena podle uvedené¢ho postupu v kapitole 2.5 s naslednou analyzou

podle kapitoly 2.7.4.1. Jeji vysledky jsou prezentovany v nasledujicim Grafu 2.

Graf 2: Antioxida¢ni aktivita pro sirupy a vyluhy pfipravené z 5 a 10 g suseného a lipového kvétu
stanovend metodou DPPH
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aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (N=2),
rtizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Z Grafu 2 je patrné, ze sirup i vyluh piipravovany z 10 g lipového kvétu dosahuje vyssich
hodnot antioxidaéni aktivity, nez sirup a vyluh pfipravovany z 5 g lipového kvétu. Tento fakt
byl potvrzen ivyuzitim analyzy rozptylu, kde byl prokazan mezi hodnotami statisticky
vyznamny rozdil (p <0,05). Mezi naméfenymi hodnotami antioxidaéni aktivity pro sirupy a
vyluhy ptipravovanych ze stejnych navazek lipového kvétu, se objevuji pouze nepatrné rozdily,
které nejsou statisticky vyznamné. Diky tomu je mozné konstatovat, ze cukr nijak nepiispiva

ke zvySeni antioxida¢ni kapacity (stanovené metodou DPPH) vyslednych sirupti.

V ramci této optimalizace byl pfipraven i sirup a nalev z 20 g lipového kvétu. Ten byl ale
z diivodu nizkého objemového vytézku vytazen jesté pfed métenim. Ziskany objem vyluhu byl
V porovnani s vyluhem ziskanym z 5 g lipového kvétu zhruba o polovinu nizsi.

Z hlediska objemové vytéZnosti a antioxida¢ni aktivity vysledného sirupu dosahovala
nejlepSich vysledkl navazka 10 g lipového kvétu. Ta byla pak vyuZivana pro pfipravu vSech

dal$ich sirupil v ramci této prace.
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3.3  Analyza pripravenych lipovych sirupu
Sirupy byly ptipraveny dle postupt uvedenych v kapitolach 2.6.1-2.6.4 a nasledné analyzovany

metodami uvedenymi v ramci kapitoly 2.7.

3.3.1 Méreni pH

Naméfené hodnoty pH (Tabulka 10) pro jednotlivé lipové sirupy se pohybovaly v rozmezi
5,16-5,61. Analyza rozptylu prokazala, ze hodnoty vysledného pH jsou ovlivnény zptisobem
piipravenych dle Postupu 2 (p < 0,05). Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
u naméfenych hodnot pH mezi sirupy piipravovanymi ze suSen¢ho a lyofilizovaného lipového
kvétu (p < 0,001). Pii porovnani hodnot pH v ramci jednoho postupu ptipravy lipového sirupu,
dosahuji vzdy sirupy ze suseného lipového kvétu vyssich hodnot nez sirupy z lyofilizovaného
lipového kvétu. Kromé sirupli byla zméfena hodnota pH i pro slepy vzorek, ktery predstavovala
destilovana voda s cukrem. Jeho pH se pohybovalo kolem hodnoty 7. Lze tedy fici,

ze U jednotlivych sirupii doslo vlivem lipového kvétu ke snizeni hodnoty pH.

Tabulka 10: Naméfené hodnoty pH piipravenych sirupi

lipovy kvet
suseny lyofilizovany
Postup 1 B5.61 + 0,032 A5.27 + 0,052
Postup 2 B5.36 + 0,06° A5.16 + 0,02°
Postup 3 B5,48 £ 0,02° A52+0,1°
Postup 4 B5.53 + 0,06 A58+ 0,072

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
rizna mald pismena v hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce,
rtzna velka pismena oznacuji statisticky rozdilné hodnoty v fadku (p < 0,05)

Co se tyka komeréné¢ proddvanych ovocnych sirupd, jejich pH se pohybuje kolem hodnoty 2,3.
Ty obsahuji kromé piirozené se vyskytujicich kyselin i kyseliny pfidané. Vyrobci pouZzivaji
predevSsim kyselinu citronovou. Ta plni ve vyrobku jak funkci antioxidantu, tak funkci
konzervaéni [76]. Konzervacni ucinek je zajistén snizenim pH u daného sirupu, pficemz pH
niz8i nez 4,5 zajistuje ochranu pred vétSinou bakterii, respektive inhibuje jejich mnoZeni.
Kromé toho, ¢im vétsi bude rozdil pH vyrobku oproti optimalni hodnoté pH daného
mikroorganismu, tim hiif bude mikroorganismus snaset vyssi teploty. To ma sviij vyznam
napiiklad pfi nasledné pasterizaci [77]. Z tohoto hlediska by bylo vhodné zvazit piidani

citronové §tavy béhem piipravy sirupu, jak tomu doporucuji internetové zdroje (viz. kapitola
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1.5.3), jejiz hodnota pH je kolem 2,2 [78]. Pfidani citronové stavy by zvysilo ochranu sirupu
pfed mikroorganismy, a kromé toho by mohlo dojit i ke zvySeni antioxidacni aktivity
vysledného sirupu, protoze jak je znamo, citrusové ovoce je dulezitym zdrojem antioxidantt

[79].

3.3.2 Méreni vodni aktivity

Nameétené hodnoty vodni aktivity pfipravenych sirupt (Tabulka 11) se pohybovaly v rozmezi
0,946-0,966. Analyza rozptylu prokazala ovlivnéni vodni aktivity zpisobem piipravy sirupu
(p < 0,01) a rovnéz ovlivnéni typem lipového kvétu, ze kterého byl sirup pripraven (p < 0,05).
Nejnizsich hodnot vodni aktivity dosahovaly sirupy ptipravené dle Postupu 1. V ramci srovnani
naméfenych hodnot pro sirupy z lyofilizovaného a suseného lipového kvétu, dosahuji nizsich
hodnot sirupy z kvétu lyofilizovaného. Vzhledem k tomu, Ze sirupy byly pfipravovany takovym
zpusobem, ze do kazdého z nich byl pfidan stejny podil cukru, je mozné, Ze by nizs§i hodnoty
vodni aktivity mohly souviset s vy$§im mnozstvim dalSich rozpusténych slozek nebo s nizsim

obsahem susiny v pfipadé suSeného lipového kvétu.

Obecné lze fici, Ze potravina je chranéna pied bakteriemi zplsobujici kaZeni, pokud je jeji
hodnota vodni aktivity 0,9-0,91. Kvasinky a plisné jsou odolngj$i a snesou i niz8i hodnoty.
Pro kvasinky je to 0,87-0,94 a pro plisn¢ 0,7-0,8 [80]. Lze tedy fici, Ze v ptipadé piipravenych
siruptl neni ochrana pted mikroorganismy dostatecnd a je tedy na misté zvazit jiz jmenované
pfidani citronové $tavy. Kombinace kyselého pH a niZ§i vodni aktivity by mélo ochranu

pfed mikroorganismy podpofit.

Tabulka 11: Naméfené hodnoty vodni aktivity pfipravenych sirupi

lipovy kvet
suseny lyofilizovany
Postup 1 A0,946 + 0,002° A0,950 = 0,002°
Postup 2 A0,959 + 0,003° A0,959 + 0,005
Postup 3 A0,966 + 0,0092 B0,952 + 0,002°
Postup 4 A0,963 + 0,005 80,953 + 0,006°

aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (N=3),
rtizna mald pismena vV hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce,
rizna velka pismena oznacuji statisticky rozdilné hodnoty v fadku (p < 0,05)
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3.3.3 Méreni barevnosti

Pro ukazku zabarveni sirupu je uveden Obrazek 16.

Jedna se o sirup ptipraveny podle Postupu 1

ze suSeného lipového kvétu.

3.3.3.1 Barevny prostor L*a*b*

Namérené

hodnoty pro

parametry  L*a*b*

prezentuje Tabulka 12. V pfipadé vSech zminénych

parametrd bylo S vyuzitim analyzy rozptylu

prokazano ovlivnéni barvy sirupii typem pouzitého

lipového kvétu (p < 0,01). Ovlivnéni barvy sirupi

zpusobem jejich piipravy bylo zjisténo Vv ptipadé
parametru L* (p <0,001) a b* (p <0,001), v piipadé

parametru

a* prokdzano

nebylo.

Nejvice

Obrazek 16: Lipovy sirup

(ze suseného lipového kvétu, Postup 1)

se od ostatnich sirupt odlisuje sirup piipraveny z lyofilizovaného kvétu pomoci Postupu 2.

Barvova odchylka AE* byla vypocitana pro sirupy piipravené podle stejného postupu, ale

s vyuzitim jinak zpracovaného lipového kvétu (Rovnice 2). Za standard byl v ramci vypoctu

povazovan vzdy sirup z kvétu lyofilizované¢ho. Podle vyslednych hodnot lze fici, Ze nejvice

se mezi sebou lisily sirupy pfipravené dle Postupu 2 a 1. Mezi sirupy pfipravenymi podle

Postupii 3 a 4 jsou rozdily mensi.

Tabulka 12: Mé&feni barevnosti piipravenych sirupt v barevném prostoru L*a*b*

lipovy kvét L* a* b* AE*
suseny 93,4 +0,5° -2,18 £ 0,08 24,9 £0,8°

Postup 1 6,2+ 1°
lyofilizovany ~ 93,7+0,1% -2,16 £ 0,06 18,8 £0,3%
suseny 93,5 +0,2% -1,84 £ 0,03¢ 21,8 £0,4°

Postup 2 8,6 + 32
lyofilizovany 89+ 1° -2,6 £ 0,52 40 + 32
suseny 94,4 +0,1%° -2,6 0,32 20+ 1

Postup 3 3,0 + 2%¢
lyofilizovany ~ 94,8 +0,72 -2,34 £ 0,04% 17,2 £0,6¢
suseny 94,09 + 0,082 2,1 + 0,08 19,8 £ 0,6%

Postup 4 2,2+ 1°
lyofilizovany 94 + 0,62 -2,7+0,12 20+ 2%

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
rtizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce (p < 0,05)
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3.3.3.2 Barevny prostor L*C*h°

Naméfené hodnoty pro parametry L*C*h° prezentuje Tabulka 13. Analyza rozptylu prokazala,
7e vSechny uvedené parametry jsou ovlivnéné jak postupem piipravy sirupu (p < 0,001), tak
pouzitym typem lipového kvétu (p < 0,01). Stinova odchylka AH* byla vypocitana pro sirupy
pfipravené¢ podle stejného postupu, ale s vyuzitim jinak zpracovaného lipového kvétu
(Rovnice 3). Za standard byl v ramci vypoétu dosazen vzdy sirup z kvétu lyofilizovaného.
| v tomto barevném prostoru se projevuje statisticky vyznamna odliSnost sirupu ptipraveného

podle Postupu 2 z lyofilizovaného lipového kvétu.

Tabulka 13: Méfeni barevnosti piipravenych sirupti v barevném prostoru L *C*h°

lipovy kvet L* C* h° AH*

suSeny 93,4+ 0,5 25,0 +£0,8° 95,0 +0,3°

Postup 1 0,64 +0,1%°
lyofilizovany 93,7+ 0,12 18,9 £ 0,3% 96,6 +0,1°
suSeny 93,5+ 0,2% 21,9 +04° 94,8 +0,1°

Postup 2 0,79 £ 0,22
lyofilizovany 89+ 1° 40 + 32 94 + 14
suSeny 94,4 +0,1% 202+ 1,1 97,4 + 0,42

Postup 3 0,25+0,1°¢
lyofilizovany 94,8 £0,72 17,3 + 0,6° 97,8 +£0,3?
suseny 94,09+ 0,08  19,9+0,6% 96,08 = 0,08"

Postup 4 0,47 +0,1°°
Iyofilizovany 94 + 0,62 21 +£2% 97,4 + 0,52

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce (p < 0,05)
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3.3.4 Spektrofotometrické analyzy
3.3.4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH
Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH jsou vyjadieny v ug Troloxu/ml

sirupu a prezentuje je Graf 3.
Graf 3: Antioxidacni aktivita pfipravenych sirupt stanovena metodou DPPH
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aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Z Grafu 3 je patrné, Ze nejvyssich hodnot dosahoval sirup piipraveny dle Postupu 1 a ze zbylych
tii priprav se jevi, jako nejlepsi Postup 3. Analyza rozptylu prokazala, Ze zpusob piipravy
jednotlivych sirupi ma skute¢né vliv na vysledné hodnoty antioxida¢nich aktivit (p < 0,001).
Dale potvrdila, Ze ptiprava sirupu dle Postupu 1 je zhlediska zachovani antioxidantl
nejucinngjsi (p < 0,05). Vysledky zbylych Postupt 2—4 se pak od sebe statisticky prilis nelisily.
U srovnani vysledkt pro sirupy ze suSené¢ho a lyofilizovaného lipové kvétu nebyl shledan
statisticky vyznamny rozdil. Nicméné v piipadé Postupu 2 je evidentni, ze sirup

zZ lyofilizovaného kvétu dosahoval statisticky vyznamné niz$i hodnoty.
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3.3.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP
Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP jsou vyjadieny v pg Troloxu/ml

sirupu a prezentuje je Graf 4.

Graf 4: Antioxida¢ni aktivita pfipravenych sirupi stanovena metodou FRAP
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aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),

rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Z Grafu 4 je viditelné, ze nejvyssich hodnot dosahovaly sirupy ptipravené dle Postupu 1. Sirupy
vyhotovené dle zbylych Postupti 2—4 jsou si svymi vysledky blizké, ale je téz vidét, Ze sirup
ptipraveny podle Postupu 3 zbylé sirupy mirné pievysuje. V tomto ptipadé analyza rozptylu
op¢t potvrdila ovlivnéni vyslednych hodnot antioxidacnich aktivit zpisobem pfipravy sirupi
(p < 0,001). Krom¢ toho byl prokazan statisticky vyznamny rozdil i v porovnani sirupt
ptipravenych z jinak zpracovaného lipového kvétu (p < 0,01), pfi¢emz vyssi antioxidaéni

aktivity dosahovaly obecné¢ sirupy ze suseného lipového kvétu.

V ptipad€é porovnani vysledkli tohoto stanoveni s vysledky stanoveni antioxidacni aktivity
metodou DPPH (kapitola 3.3.4.1), je viditelné, ze vysledky v pfipadé metody FRAP dosahuji

niz$ich hodnot. Nicméné¢ je ale viditelny mezi vysledky stejny trend.

65



3.3.4.3 Stanoveni chelata¢ni aktivity
Porovnani chelata¢ni aktivity mezi jednotlivymi vzorky je vyjadieno v procentech inhibice a

je vyobrazeno v nasledujicim Grafu 5.

Graf 5: Chelata¢ni vlastnosti ptipravenych sirupi
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aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
ruzna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Na Grafu 5 je viditelné, Zze nejvyssich hodnot dosahuji sirupy pfipravené dle Postupu 1.
Vyznamny statisticky rozdil byl v jejich ptipad€ potvrzen 1 pomoci analyzy rozptylu a zaroven
bylo potvrzeno, Ze na vysledné chelatac¢ni vlastnosti siruptt ma vliv i jejich zptsob ptipravy
(p <0,001). Rovnéz byl registrovan statisticky vyznamny rozdil mezi sirupy pfipravenymi
z jinak zpracovaného lipového kvétu (p < 0,05), kdy obecné vyssich vysledkt dosahovaly

sirupy pripravené ze suseného lipového kvétu.
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3.3.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Vysledky stanoveni celkové obsahu fenolickych latek jsou vyjadieny v pg kyseliny gallové/ml

sirupu a jsou uvedeny v Grafu 6.

Graf 6: Celkovy obsah fenolickych latek ptipravenych sirupt
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aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (N=3),
rizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Graf 6 ukazuje, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek byl naméfen pro sirupy pfipravené
dle Postupu 1. Naopak nejnizs§i hodnoty byly naméteny pro sirupy z lyofilizovaného lipového
kvétu piipravenych dle Postupu 2 a 4, pfi¢emz podobny trend mezi vysledky byl znatelny jiz
U stanoveni antioxidacéni aktivity metodou DPPH. Analyza rozptylu prokdzala ovlivnéni obsahu
fenolickych latek zptisobem piipravy sirupi (p < 0,001). Ovlivnéni vyslednych hodnot

metodou zpracovani lipového kveétu naopak prokazano nebylo.
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3.3.4.5 Stanoveni obsahu flavonoida (metoda 1)

Vysledky stanoveni obsahu flavonoida dle metody 1 jsou vyjadieny v ug kvercetinu/ml sirupu

a jsou uvedeny v Grafu 7.

Graf 7: Stanoveni obsahu flavonoid (metoda 1) u ptipravenych sirupti
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aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
ruzna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

V ptipadé tohoto stanoveni, které nese oznaceni Stanoveni obsahu flavonoidt (metoda 1), neni

méfen celkovy obsah flavonoidli. Stanoveni je selektivni pro flavonoly a flavony, jak

je zminovano v kapitole 1.6.6.1. Na Grafu 7 je viditelné, Ze nejvyssi hodnoty byly naméteny

pro sirupy pfipravené dle Postupu 1. S vyuZitim analyzy rozptylu bylo opét prokazano

ovlivnéni vyslednych hodnot zpisobem piipravy sirupt (p < 0,001). Dale byl zjistén statisticky

vyznamny rozdil mezi sirupy pfipravenymi ze suSené¢ho a lyofilizovaného lipového kvétu

dle Postupu 1. Paradoxné nebyl potvrzen vliv rizné zpracovaného lipového kvétu na obsah

flavonoidu.
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3.3.4.6 Stanoveni obsahu flavonoida (metoda 2)
V piipadé stanoveni obsahu flavonoidi dle metody 2 dochazelo
u vSech vzorkt béhem reakce ke vzniku srazeny. Tato srazenina
(Obrazek 17) se tvorila i po prefiltrovani jednotlivych vzorkl a
narusovala nasledné spektrofotometrické¢ méteni. Pravdépodobné

mohlo dochdazet k nitraci pfitomnych sacharidu.

Abbeés a kol (2013)" analyzovali datlovy sirup. Jejich postup byl
vice mén¢ totozny, ale lisil se v koncentraci pouzitého AICls, ktery

nebyl 2%, ale 10%.

Blasa a kol (2006)'® se zmifuji 0o mozném vlivu redukujicich

. , , , i . Obrazek 17: Srazenina
cukrii na vysledny produkt této reakce. Sachardza, kterd byla vznikajici béhem stanoveni
vyuzivana k ptipavé sirupi, sice nepatii mezi redukujici cukry, ale flavonoidii (metoda 2)

je mozné, ze béhem jejiho zdhfevu mohlo dojit ke vzniku invertniho cukru.

3.3.4.7 Stanoveni obsahu antokyani

U Zadného z ptipravenych sirupli nebyly zjistény zadné antokyany, piestoze Vidovic a kol
(2015)° prokazaly piitomnost antokyant, konkrétné kyanidinu a delfinidinu, v listech lipy
velkolisté. Je mozné, Ze antokyany byly ze sirupli odstranény béhem jejich povateni, z diivodu
jejich citlivosti k vyssim teplotam [81].Naptiklad Brownmiller a kol (2008)%° namétily pokles
monomernich antokyantl, pfi pasterizaci borivkového dzusu pii 90 °C, asi 0 10 %. Udajné
antokyantim nesveédci ani piilis sladké prostiedi [82].

3.3.4.8 Srovnani vysledki v ramci spektrofotometrické analyzy

Nejlepsich vysledki dosahoval napfi¢ vSemi stanovenimi lipovy sirup pfipraveny
dle Postupu 1. Pti srovnani vysledki zbylych piiprav (Postup 2—4) se u vétsiny stanoveni jevila

jako nejlepsi ptiprava dle Postupu 3. V obou ptipadech byly sirupy pfipraveny zalitim lipovych

17 ABBES, F., W. KCHAOU, Ch. BLECKER, M. ONGENA, G. LOGNAY, H. ATTIA a S. BESBES. Effect of processing
conditions on phenolic compounds and antioxidant properties of date syrup. Industrial Crops and Products [online]. 2013, 44,
634-642. ISSN 09266690. DOI:10.1016/j.indcrop.2012.09.008.

18 BLASA, M., M. CANDIRACCI, A. ACCORSI, M. P. PIACENTINI, M. C. ALBERTINI a E. PIATTI. Raw Millefiori
honey is packed full of antioxidants. Food Chemistry [online]. 2006, 97(2), 217-222. ISSN 03088146.
DOI:10.1016/j.foodchem.2005.03.039.

19VIDOVIC, M., F. MORINA, S. M. KOMIC a S. VELJOVIC-JOVANOVIC. An improved HPLC-DAD method for
simultaneously measuring phenolics in the leaves of Tilia platyphyllos and Ailanthus altissima. Botanica SERBICA [online].
2015, 39(2), 177-186. ISSN 1821-2158.

20 BROWNMILLER, C,, L. R. HOWARD aR. L. PRIOR. Processing and storage effects on monomeric anthocyanins, percent
polymeric color, and antioxidant capacity of processed blueberry products. Journal of Food Science [online]. 2008, 73(5), H72-
H79. ISSN 00221147. DOI:10.1111/j.1750-3841.2008.00761.x.
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kvétd horkym roztokem, pficemz louhovani probihalo v uzavieném prostoru (skiika), kde
se teplota pohybovala 26-23 °C (Ptiloha 10). Vysledky tedy naznacuji, ze extrakce fenolickych
latek je v tomto piipadé podpoiena vyssi teplotou pouzité¢ho extrak¢éniho ¢inidla. Obecné
extrakce fenolickych slouCenin z rostlinnych materidli je ovlivnéna tadou faktorti, jako
je napiiklad velikost ¢astic extrahovaného vzorku, polarita extrak¢niho ¢inidla, ¢as extrakce a
ptitomnost interferujicich latek [83]. Zaroven jsou fenolické latky strukturalné velmi rozmanité,
a tedy je obtizné vyvinout extrakéni metodu, ktera by byla vhodna pro vSechny rostlinné fenoly
[64]. Rada autort, ktera se zabyvala metodami extrakce rostlinnych fenold, se shoduje
s vysledky této prace, a tedy ze pfi vysSSich teplotach extrakéniho ¢inidla je zajiSténa vyssi

vytéznost fenolickych latek (Buci¢-Koji¢ a kol (2009)?, Agilah Abd Rahim a kol (2020)%).

Co se tyka srovnani vysledkl sirupli pfipravovanych z rtizné zpracovaného lipového kvétu,
nebyly mezi vysledky v ramci vétSiny metod pozorovany statisticky vyznamné rozdily. V téch
pripadech, kde byl statisticky vyznamny rozdil stanoven, dosahovaly vyssich vysledki sirupy

ze suseného lipového kvétu.

3.3.5 Infracervena spektroskopie
Infraervena spektra zmétena pro lyofilizaty ptipravenych sirupt (dle Postupu 1-4)
jsou na Obrazku 18. Mimo n¢ bylo zméfeno i spektrum pro slepy vzorek, ktery se od lipovych

sirupt lisi absenci extraktu lipového kvétu.

Pii pohledu na Obrazek 18 je ale viditelné, Ze tento rozdil se ve spektru nijak neprojevil. Slepy
vzorek vykazuje pouze nizsi hodnoty absorbance a absenci piku pfi vinostu 1644 cm™, ktery
nalezi deformacni vibraci O-H skupiny. Spektrum tedy obsahuje, krom¢ jiz zminéného pasu
(1644 cm™), jesté vibraéni pas O-H skupiny pii 3294 cm™, kdy oba tyto pasy nalezi vodé.
Dtvodem vyskytu vody v lyofilizatech je pravdépodobné to, Ze pfi lyofilizaci cukerny roztoki
vznika tzv. amorfni cukr, ktery vodu obsahuje [84]. Bylo dokonce prokazano, ze n¢které

polyfenolické latky, které lipovy kvét obsahuje, zvySuji stabilitu amorfniho cukru [85].

Dals§i pasy ve spektru Vrozmezi vlno¢tu 1000-1500 cm™ nalezi valen¢ni vibraci C-O a

deformacni vibraci O-H, jejichz podrobnéjsi popis je k dispozici v Tabulce 14. V oblasti

21 BUCIC-KOJIC, A., M. PLANINIC, S. TOMAS, L. JAKOBEK a M. SERUGA. Influence of solvent and temperature
on extraction of phenolic compounds from grape seed, antioxidant activity and color of extract [online]. 2009, 44(12),
2394-2401. ISSN 09505423. DOI:10.1111/j.1365-2621.2008.01876.xX.

22 AQILAH ABD RAHIM, S.,N. MOHD AMER a K. FARIHAN KASIM. Kinetic extraction of antioxidant and total phenolic
content of Clinachantus nutans. IOP Conference Series: Materials Science and Engineering [online]. 2020, 864. ISSN 1757-
899X. DOI:10.1088/1757-899X/864/1/012125.
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vlnoétu 920 cm™ se pak nachazi pas, predstavujici deformaéni vibraci C-H skupiny.

Tyto zminéné pasy pak patii pravdépodobné molekule sacharézy.

Tabulka 14: Identifikace spekter absorpénich past spekter lipovych sirupt

Vlnodet [cm™] Typ vibrace Slozka
3294 v (O-H) voda
2926 v (C-H) sacharoza
1644 3 (O-H) voda
1415 o (OH) C-OH sacharoza
1348 0 (OH) C-OH sacharoza
1250 v (C-H), v (C-0) sachardza
1107 v (C-0) C-0-C sachar6za
1039 v (C-O) C-OH nebo v (C-C) sachardza

984 v (C-0) C-OH nebo v (C-C) sachardza
920 3 (C-H) sachardza
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3.4  Analyza skladovaného a pasterizovaného lipového sirupu

Sirupy byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 2.6.5, a to na zakladé vysledkt
uvedenych v ramci kapitoly 3.3.4.8. Jednotlivé analyzy byly pak provedeny podle kapitoly 2.7,
s vyjimkou stanoveni obsahu flavonoida (metoda 2) a obsahu antokyanti, které byly vynechany.
Naméfené hodnoty pro skladovany a pasterizovany sirup jsou srovnavany s hodnotami

zjiSténymi pro Cerstvy sirup, ktery byl pfipraven stejnym postupem (tj. dle Postupu 1).

3.41 Meéreni pH

Nameéfené hodnoty pH jsou vyobrazeny v ramci Tabulky 15. Analyza rozptylu v tomto ptipadé
neprokdzala, ze by u pfipravenych sirupii béhem jejich skladovani nebo pasterizace, dochazelo
ke zménam hodnoty pH. Opét byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotou pH

sirupt pfipravenych z jinak zpracovaného lipového kvétu, jako tomu bylo v kapitole 3.3.1.

Tabulka 15: Naméfené hodnoty pH pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup

lipovy kvet
suseny lyofilizovany
erstvy A5,61 +0,032 B5,27 + 0,052
skladovany A5.49 + 0,06 B5,25 + 0,062
pasterizovany A5.54 + 0,032 B5,27 + 0,06

aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (N=3),
rizna mald pismena v hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce,
rizna velka pismena oznacuji statisticky rozdilné hodnoty v fadku (p < 0,05)

V ramci kapitoly 3.3.1 bylo jiz zminéno, ze pH pfipravenych sirupti neni z hlediska ochrany
pfed mikroorganismy zcela optimalni. Mikrobiologickad analyza nebyla v ramci této prace

provedena, ale sirupy po skladovani nevykazovaly Zadné znamky kazeni.

3.4.2 Meéreni aktivity vody

V piipadé naméfenych hodnot vodni aktivity (Tabulka 16) byl opét zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi sirupy z lyofilizovaného a suSeného lipového kvétu, jako tomu bylo
u kapitoly 3.3.2. Cerstvy sirup dosahuje niz§ich hodnot neZ sirup skladovany a pasterizovany.
Mezi hodnotami pro skladovany a pasterizovany sirup nebyl zjiStén statisticky vyznamny
rozdil. Z vysledki tedy vyplyva, Ze béhem skladovani doSlo ke zvySeni vodni aktivity

pfipravenych sirupti.
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| kdyZ v ramci této prace byl zjistén vyznamny ndrast vodni aktivity béhem skladovani, v praci
Naknean a kol (2013) se hodnoty vodni aktivity pfi skladovani palmového sirupu nezménily.
Zaroven zmény, ke kterym doslo v rdmci této prace jsou velmi nizké, a mohou byt zptisobeny

rozdilnou ztratou vlhkosti béhem ptipravy sirupt.

Tabulka 16: Naméfené hodnoty vodni aktivity pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup

lipovy kvet
suseny lyofilizovany
erstvy A0,946 + 0,002? 0,950 + 0,0022
skladovany A0,958 + 0,001° B0,953 + 0,001
pasterizovany A0,962 = 0,003° B0,954 + 0,002°

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
rizna mald pismena V hornim indexu oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce,
rizna velka pismena oznacuji statisticky rozdilné hodnoty v fadku (p < 0,05)

3.4.3
3.4.3.1 Barevny prostor L*a*b*
Nameétené hodnoty pro barevny prostor L*a*b* obsahuje Tabulka 17.

Meéreni barevnosti

Tabulka 17: Mé&feni barevnosti pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup
v barevném prostoru L*a*b*

lipovy kvet L* a* b* AE*
suseny 93,4+0,5° -2,18+0,08®° 24,9+0,8? standard
Cerstvy

lyofilizovany ~ 93,7+0,1°> -2,16+0,06° 18,8+0,3" standard

suseny 939+0,1°  -22+0,1*  242+0,3%  092+0,8
skladovany

Iyofilizovany ~ 949+0,72  -2,0+0,1*  180+1,0° 1,37+0,9°

suseny 933+0,2° -2,0+0,1®  249+03%  0,67+0,4°
pasterizovany
lyofilizovany 95,0 0,32 -1,9+0,2°¢ 18,7 +0,9° 1,37 £ 0,22

aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N=3),
riizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce(p < 0,05)

V ptipad€ parametru L* bylo prokazano, Ze vlivem skladovani doSlo u pfipravenych sirupii
K jejich zesvétlani, tedy k statisticky vyznamnému zvySeni hodnoty parametru L* (p < 0,01).
Nicméné se jedna pouze o rozdily v desetinach, tudiz nejsou pfilis veliké. U parametru a* byl

rovnéz zjisteén statisticky vyznamny rozdil u naméfenych hodnot mezi sirupy pasterizovanymi

2 NAKNEAN, P., M. MEENUNE a G. ROUDAUT. Changes in properties of palm sugar syrup produced by an open pan and
a vacuum evaporator during storage. International Food Research Journal [online]. 2013, 20(5), 2323-2334. ISSN 19854668.
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a Cerstvymi. Zména tohoto parametru je tedy pfisuzovana pasterizaci, nikoli skladovani,
protoze u skladovanych sirupti ke statisticky vyznamné zméné nedoslo. U parametru b* nebyly
pozorovany zadné zmény. Ovlivnéni barevnych parametru vlivem pouzitého typu lipového
kvétu pak bylo zjisténu v ptipadé parametru L* a b* (p < 0,001). Konkrétné sirupy lyofilizované
byly vyhodnoceny jako svétlejsi a zlutéjsi. Hodnoty AE* pak byly vypocteny podle Rovnice 2,
kdy hodnoty pro Cerstvy vzorek byly pouzity jako standard. Z vysledk je viditelné, Ze barevné
odchylky nejsou prilis veliké.

3.4.3.2 Barevny prostor L*C*h°

Nameétené hodnoty pro barevny prostor L *C*h° obsahuje Tabulka 18.

Tabulka 18: Mé&feni barevnosti pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup
V barevném prostoru L *C*h°

lipovy kveét L* c* h° AH*
suseny 93.4+0,5° 250+08  950=+0,3% standard

Cerstvy
Iyofilizovany ~ 93,7+0,1°  18,9+03°  96,6+0,1° standard
sueny 939+0,1° 243+03* 953+03°  0,12+0,072
skladovany
lyofilizovany ~ 94,9 + 0,7 18+£1,0°6  96,3+0,5® 0,16+0,12
suseny 933+02° 250+03% 94,6+0,3°  0,19+0,08
pasterizovany

lyofilizovany ~ 95,0+0,3%  18,8+0,9° 959+03°  0,23+0,1°

aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (N=3),
rtizna pismena oznacuji statisticky vyznamny rozdil v ramci sloupce (p < 0,05)

U parametru C*, ktery popisuje odstin, nebylo zjisténo jeho ovlivnéni pasterizaci nebo
skladovanim. Statisticky vyznamné vyssi hodnoty tohoto parametru byly zjiStény u sirupl
ze susen¢ho lipového kvétu (p < 0,001). U parametru /° pak bylo zjisténo jeho ovlivnéni
pasterizaci sirupu (p < 0,05), pfi¢emz konkrétn¢ doslo k jeho snizeni. Parametr AH* byl pak
vypocten podle Rovnice 3, kdy hodnoty pro Cerstvy vzorek byly urCeny jako standard.

Z vysledku je viditelné, ze stinové odchylky AH* nejsou piilis veliké.
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3.44 Spektrofotometrické analyzy

3.4.4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

V piipadé stanoveni antioxidacni aktivity s vyuzitim radikalu DPPH, jehoz vysledky prezentuje
Graf 8, nebylo prokazano, ze by dochazelo u sirupi vlivem pasterizace nebo skladovani
ke zménam jejich antioxida¢ni aktivity. Rozdilné hodnoty antioxidacni aktivity nebyly
stanoveny ani v ramci sirupi pfipravenych z jinak zpracovaného lipového kvétu.

Graf 8: Stanoveni antioxida¢ni aktivity pro ¢erstvy, skladovany a pasterizovany sirup
metodou DPPH
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3.4.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP jsou vyobrazeny v Grafu 9. Bylo
prokazano, ze vysledné hodnoty jsou ovlivnény skladovanim i pasterizaci sirupi, protoze
Vv jejich ptipadé byly naméfeny hodnoty vyssi nez u sirupi Cerstvych. Na Grafu 9 je ale
viditelné, ze vysledky si jsou blizké a statisticky vyznamné se odliSuje pouze pasterizovany

sirup z lyofilizovaného lipového kvétu.

Graf 9: Stanoveni antioxidaéni aktivity pro ¢erstvy, skladovany a pasterizovany sirup
metodou FRAP
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3.4.4.3 Stanoveni chelata¢ni aktivity

V piipadé porovnani vysledki chelatacni aktivity Cerstvého, skladovaného a pasterizovaného
lipového sirupu (Graf 10) bylo analyzou rozptylu zjisténo, Ze na chelata¢ni aktivitu ma vliv, jak
skladovani, tak pasterizace sirupti. NejvysSich hodnot tedy dosahovaly cerstvé sirupy a
u zbylych siruptl byl zaznamendn pokles. Zajimavé pak je, ze doSlo k razantnimu poklesu
chelata¢ni aktivity v piipadé pasterizovaného i skladovaného sirupu z lyofilizovaného lipového
kvétu, a to az o 88 %. Mladénka a kol (2016)?* se zmitiuji o zavislosti ferrozinu na pH, pfi¢emz
bylo sledovano snizeni chelata¢ni aktivity vkyselém pH (4,5). Vzhledem k tomu,
ze analyzované sirupu vramci této prace se liSi vpH pouze v ramci desetin, neni
pravdépodobné, Ze by byl pokles chelata¢ni aktivity v rdmci sirupti s lyofilizovanym lipovym
kvétem zpisoben rozdilnymi hodnotami pH. Je tedy mozné, Ze v piipad€ lyofilizovanych

sirupt doslo béhem skladovani k vyznamnému poklesu latek s chelata¢ni aktivitou.

Graf 10: Stanoveni chelataéni aktivity pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup
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24 MLADENKA, P., M. RIHA, J. MARTIN, B. GOROVA, A. MATEJICEK a J. SPILKOVA. Fruit extracts of 10 varieties

of elderberry (Sambucus nigra L.) interact differently with iron and copper. Phytochemistry Letters [online]. 2016, 18,
232-238. ISSN 18743900. DOI:10.1016/j.phytol.2016.10.025.
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3.4.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Vysledky stanoveni celkového obsahu fenolickych latek prezentuje Graf 11. Na Grafu 11
je viditelné, Ze v piipadé skladované¢ho a pasterizovaného sirupu doslo k mirnému poklesu
fenolickych latek. Sirupy, které byly vystaveny pasterizaci dosahuji ale stejnych vysledk, jako
sirupy skladované. Diky tomu je mozné fici, ze pasterizace nezpusobila snizeni celkového
obsahu fenolickych latek a sniZzeni je zplisobeno pouze skladovanim. Analyza rozptylu pak
potvrdila, ze skladovani skute¢né ovlivituje celkovy obsah fenolickych latek a zpiisobuje jeho

snizeni (p < 0,05).

Graf 11: Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pro ¢erstvy, skladovany a pasterizovany sirup
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3.4.4.5 Stanoveni obsahu flavonoidi 1

Stanoveni obsahu flavonoidi 1 (Graf 12) prokazalo ovlivnéni obsahu flavonoidd vlivem
pasterizace (p < 0,05). V ptipad¢ skladovanych sirupu je z grafu také viditelny pokles, nicméné
nebyl shledan statisticky vyznamnym.

Graf 12: Stanoveni obsahu flavonoidi (metoda 1) pro Cerstvy, skladovany a pasterizovany sirup
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3.4.4.6 Srovnani vysledkii v ramci spektrofotometrické analyzy

Vliv pasterizace a skladovani se projevil v ramci nékterych metod. U stanoveni antioxida¢ni
aktivity metodu FRAP bylo pozorovano zvySeni antioxidacni aktivity u skladovaného
| pasterizovaného sirupu. Ke kolisani antioxida¢ni aktivity doslo i v pfipadé skladovani slupek
z plodli baobabi, kterym se zabyvali Tembo a kol (2017)®. To bylo pfisuzovano
polymerizaénim reakcim béhem skladovani za vzniku latek s vétsi reakéni plochou, coz se pak
pfi staveni antioxidacni aktivity projevi prav€ jejim zvySenim. Toto plati naptiklad
pro epikatechin a prokyanidiny Bo.

Dale bylo zjisténo, Ze béhem skladovani dochdzi k poklesu celkového obsahu fenolickych latek

a chelatacni aktivity. V piipadé pasterizace byl sledovan pokles obsahu nékterych flavonoidi a

dramaticky pokles namétenych hodnot v rdmeci chelatacni aktivity. Pokles antioxidantl béhem

25 TEMBO, D. T., M. J. HOLMES a L. J. MARSHALL. Effect of thermal treatment and storage on bioactive compounds,
organic acids and antioxidant activity of baobab fruit (Adansonia digitata) pulp from Malawi. Journal of Food Composition
and Analysis [online]. 2017, 58, 40-51. ISSN 08891575. DOI:10.1016/j.jfca.2017.01.002.
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skladovani byl zjistén i jinymi autory. Napiiklad Szymanowska a kol (2017)?, kteii se zabyvali
zménami obsahu antioxidantli jahodovych dzust béhem skladovani, prokéazaly u vSech svych
vzorkil vyrazny pokles. lgual a kol (2011)?" sledovali vliv pasterizace a skladovani na obsah
flavonoidii u grepové stavy. Pasterizaci provadéli ve vodni 1azni pti 95 °C, po dobu 11 sekund
(+ 80 sekund ohtati). Béhem pasterizace byl zjistén vyznamny pokles v obsahu flavonoida.

Dale byl zjistén vyrazny pokles i v rdmci skladovani, a to pfedev§im béhem prvnich 12 dni.

26 SZYMANOWSKA, U., B. BARANIAK a U. GAWLIK-DZIKI. Changes in the level and antioxidant activity of polyphenols
during storage of enzymatically treated raspberry juices and syrups. Acta Sci. Pol. Technol. Aliment. [online]. 2017, 16(3), 269-
282. ISSN 1898-9594. DOI:10.17306/ J.AFS.2017.0491.

2T [GUAL, M., E. GARCIA-MARTINEZ, M. M. CAMACHO a N. MARTINEZ-NAVARRETE. Changes in flavonoid content
of grapefruit juice caused by thermal treatment and storage [online]. 2011, 12(2), 153-162. ISSN 14668564.
DOI:10.1016/j.ifset.2010.12.010.
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4 ZAVER
Ukolem této diplomové prace bylo pfipravit lipové sirupy podle riznych postupti a nasledné

porovnat jejich fyzikalni a chemické vlastnosti.

Nejprve byl proveden sbér lipového kvétu, ktery byl rozdélen na dva podily. Jeden podil byl
ususen pii 35 °C a druhy podil byl lyofilizovan. U obou typu rizné zpracovaného lipového
kvétu byl stanoven obsah slizu a byla zmétena barva, ktera byla nasledné porovnéna. V piipadé
lyofilizovaného lipového kvétu bylo zjisténo, ze ma svétlejsi a zIutéjsi barvu. Obsah slizu byl

pak u obou typt lipového kvétu shodny, pohyboval se od 4,7 do 6,3 mg/g susiny.

Poté byly jak ze susSeného, tak lyofilizovaného lipového kvétu pfipraveny sirupy, a to podle
celkem Ctyfech rlznych postupt. U pfipravenych sirupt bylo zméteno jejich pH a vodni
aktivita. Dale byla zmétena jejich barva, antioxidacni aktivita, celkovy obsah fenolickych latek,
nékterych flavonoidii a antokyand. VSechny naméfené hodnoty byly mezi sebou nasledné
porovnany. Nejvyssich, a tedy nejlepsich vysledku, dosahoval v ramci obsahu antioxidantt
lipovy sirup piipraveny dle Postupu 1. V tomto piipadé se projevilo podpoifeni ucinnosti
extrakce fenolickych latek z lipového kvétu vyssi teplotou extrakéniho €inidla. Pfi srovnani
sirupt ze suseného a lyofilizovaného lipového kvétu, dosahovaly o néco lepsich vysledka

sirupy z kvétu suSeného.

U sirupu ptipraveného podle Postupu 1 byly nésledné sledovany zmény jeho vlastnosti béhem
skladovani a po pasterizaci. V tomto piipadé bylo zjisténo, Ze na obsah celkovych fenolickych
latek a chelata¢ni aktivitu mé vliv doba skladovani sirupi. Béhem skladovani, které trvalo
14 dni u nich doslo ke statisticky vyznamnému poklesu. U pasterizace pak bylo prokazano
rovn&Z ovlivnéni chelatacni aktivity a dale obsahu nékterych flavonoidii, kde do§lo rovnéz

ke snizeni métenych hodnot.
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Absorbance (517 nm)

Priloha 1: Optimalizace metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH
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Ptiloha 2: Kalibra¢ni kfivka Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH
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Absorbance (593 nm)

Absorbance (593 nm)

Piiloha 3: Optimalizace metody pro stanoveni antioxidaéni aktivity metodou FRAP
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Ptiloha 4: Kalibrac¢ni ktivka Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP
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Priloha 5: Optimalizace metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Priloha 6: Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Absorbance (425 nm)

Absorbance (425 nm)

Piiloha 7: Optimalizace metody pro stanoveni obsahu flavonoidid (metoda 1)
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Priloha 8: Kalibra¢ni kfivka kvercetinu pro stanoveni obsahu flavonoidt (metoda 1)
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Absorbance (510 nm)

teplota [°C]

Priloha 9: Kalibra¢ni k#ivka katechinu pro stanoveni obsahu flavonoidd (metoda 2)
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Priloha 10: Prabeh teploty béhem louhovani
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