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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva stanovenim vybranych chemickych charakteristik $tavy,
pulpy a extraktu ptipravenych z plodl ostruzinikli dvou druhd, ¢eskych a ukrajinskych.

Teoreticka ¢ast obsahuje botanickou charakteristiku ostruziniku kfovitého, obsah u¢innych
latek v jeho plodech a mozZnosti vyuziti ostruzin V potravinaistvi. Dalsi kapitoly jsou
vénovany popisu fenolickych latek a postupiim stanoveni pH a titracni kyselosti ovocnych
$tav manualnimi metodami.

V experimentalni Casti byla porovnana 2 extrakéni Cinidla pro extrakce anthokyanovych
barviv z ostruzinovych vyliski. Déle byly stanoveny vybrané chemické a fyzikalni vlastnosti
ziskanych extraktli, ostruzinové Stavy a pulpy z ostruzin. Analyzovany byly jednak ceské
ostruZiny a jednak ostruziny sbirané ve volné ptirod¢ na Ukrajiné.

Z hlediska obsahu anthokyanovych barviv byla lepSim extrakénim ¢inidlem smés destilované
vody a ethanolu v poméru 1 : 1. Po 14 hod. macerace bylo ziskano ze 100,0 g ostruzinovych
vyliskii 150,4 mg anthokyanovych barviv.

U extrakti z ostruzinovych vyliskii byla stanovena mnohondsobné¢ vysSi koncentrace
anthokyanovych barviv nez u vzorkll Stavy a pulpy. Extrakt z ukrajinskych ostruzin
obsahoval 197,4 mg CGE-dm™ a extrakt z &eskych ostruzin 150,4 mg CGE-dm™,

I fenolickych latek bylo nejvice stanoveno v extraktech. U ukrajinskych ostruzin to bylo
3501,9 mg GAE-dm™ a u eskych 3256,1 mg GAE-dm™.

KLICOVA SLOVA

Ostruzinik kiovity (Rubus fructicosus agg.), susina, refraktometricka suSina, pH, titra¢ni
kyselost, redukujici cukry, anthokyanova barviva, fenolické latky.



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with determination of selected chemical characteristics of juice,
pulp and extract prepared from blackberry of two species, from The Czech Republic and
Ukraine.

The theoretical part contains the botanical characteristics of blackberry, the content of active
substances and possibilities of use of blackberries in the food industry. The following chapters
focus on the description of phenolic substances and the determination of pH and titration
acidity of fruit juices by manual methods.

In the experimental part, two extraction solvents were first compared for extraction
of anthocyanins from blackberry moldings. Furthermore, the selected chemical and physical
properties of extracts, juice and pulp from blackberries were determined. The analysis was
carried out for blackberries from the Czech Republic and Ukraine.

A 1 : 1 mixture of distilled water and ethanol was a better extraction solvent for the content
of anthocyanins. After 14 hours of maceration 150.4 mg of anthocyanins was obtained
from 100,0 g of blackberry moldings

Extract from blackberry moldings has been determined to have a much higher concentration
of anthocyanins than juice and pulp. The extract of Ukrainian blackberries contained
197.4 mg CGE-dm™ and extract of Czech blackberries 150.4 mg CGE-dm™.

Also phenolic substances had the highest concentration in extracts. Ukrainian blackberries
contained 3501.9 mg GAE-dm™ and Czech blackberries contained 3256.1 mg GAE-dm™.

KEYWORDS

Blackberry (Rubus fructicosus agg.), total solids, soluble solids, pH, titratable acidity,
reducing sugars, total anthocyanins and total phenolics.
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1 UVOD

Ostruzinik krovity (Rubus fructicosus agg.) je plazivy az polovzptimeny keft. Jeho plody tvofi
souplodi mensich i1 vétsich peckovicek cerné ¢i tmave fialové barvy a fadi se mezi bobulovité
ovoce. Nejen plody, ale 1 listy jsou studované hlavné diky svym léCivym G¢inkiim. Soucasné
vyzkumy potvrzuji antioxidac¢ni ucinky plodi ostruziniku, které souviseji s jejich chemickym
sloZzenim.

Mezi antioxidanty obsazené v tomto ovoci patii také anthokyanova barviva. Diky nim maji
ostruziny pozitivni zdravotni G¢inky. Dalsi hojn€ vyuzivanou vlastnosti anthokyanovych
barviv je jejich barvivost, Vv potravinaiském pramyslu jsou vyhledavanou nahradou
syntetickych barviv. Jako potravinaiské aditivum miizeme anthokyanova barviva nalézt
pod kodem E163.

Ostruzinova §tava je dnes b&Zné pouzivanou potravinafskou surovinou. Casto je pouzivana
jen v malém mnozstvi k dobarvovani potravin. Po vylisovani §tavy z plodi jsou jako vedlejsi
produkty ziskavany vylisky. Tyto vylisky obsahuji pomérné velké mnozstvi anthokyanovych
barviv, proto je v zajmu jejich producentl proménit tento odpadni material ve vyuzitelny
zdroj ptirodniho barviva.

Néplni této bakalaiské prace bylo optimalizovat extrakci ostruzinovych vyliskli a zjistit
po jakém case spouzitim jakého rozpousStédla lze dosdhnout nejlepSich vytézkh
anthokyanovych barviv. A ddle bylo cilem stanovit vybrané chemické a fyzikdlni
charakteristiky §tavy, pulpy a extraktu p¥ipravenych z plodi ostruziniku rostouciho v Ceské
republice a na Ukrajiné.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Ostruzinik kiovity (Rubus fructicosus agg.)

V soucasné dobé jsou plody i listy ostruziniku studovany kvili 1é¢ivym G¢inkim. Vyzkumy
potvrzuji antioxidacni Uc¢inky ostruzinovych ploda, které souviseji sjejich chemickym

slozenim.
Rige: rostliny (Plantae)
Podrise: cévnaté rostliny (Tracheobiota)
Nadoddé¢leni: semenné rostliny (Spermatophyta)
Oddéleni: krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
Ttida: nizsi dvoudé¢lozné rostliny (Magnoliopsida)
Podtida: Rosidae
Rad: razotvaré (Rosales)
Celed: rizovité (Rosaceae)
Rod: ostruzinik (Rubus agg.)
Druh: ostruzinik kfovity (Rubus fructicosus agg.) [1]

Nase znamé ostruziniky 1ze rozdglit dle vzrustu na odridy vzptimené (ty pochazeji z druht
Rubus argutus Link, Rubus frondosus B. a Rubus laciniatus Wild) a odridy poléhavé
(pochazejici z druhtt Rubus flagellaris Willd, Rubus trivialis P. J. Méll a Rubus proerus P. J.
Mill) [2].

2.1.1 Historie péstovani ostruZiniku

Ostruzinik je nejmladsi péstovanou ovocnou rostlinou. Jako kulturni rostlina se ostruzinik
péstoval az v 19. stoleti. Prvni zminky pochazi z Ameriky z roku 1840, a to o odridé
Dorcester. Roku 1851 byly vySlechtény odrudy Wilsonova, Kittatiny a jiné, nasledné byly
tyto odriidy rozsifeny i do Evropy. Odrudy péstované u nas vznikly z nékolika botanickych
druhi rodu Rubus agg.

V dneSni dob& se ostruzinik ve vétSim meétitku péstuje zejména v USA, u nas se
kvuli nedostatku vhodnych mrazuvzdornych odrd péstuje malo [2], [3].

2.1.2 Botanicky popis
Ostruzinik je plazivy az polovzptimeny ket. Roste rychle do vysky az 5 m.
Kofen

Kofeny jsou dlouhé a silné, rostou do velké hloubky (150-250 c¢cm), zasobuji rostlinu spodni
vldhou a ket se jimi dobfe upevnuje. Jemné vlasové kotinky zasobuji ket zivinami.



Vyhony

Z kotenového stonku kazdorocné vyrastaji nové pruty. Nadzemni ¢ast tak tvoii jednoleté a
dvouleté (ziidka i tfileté) vyhony dosahujici délky 2 az 5 m. Nekvetouci vyhony jsou nejprve
vzptimené, Casem se stdvaji obloukovité poléhavymi a pozdé€ji se rozveétvuji. Pruty jsou z¢asti
dfevnaté a priufez prutem ma tvar pétithelniku. Pruty maji nazelenalé az purpurové zbarveni,
které je nejintenzivnéjs$i v zimé. V dobé olisténi je na mistech, kam dopadaji slune¢ni
paprsky, mozné pozorovat ¢ervené zbarveni. Plodné pupeny jsou rozmistény po celé délce
prutu, nejvice jich je na vrcholu prutu. Na 1 m prutu zpravidla byva 14-20 pupent.

List

Listy mohou byt tiflaloéné, pétilaloéné i sedmilaloéné. Cepele jsou tmavé zelené, na povrchu
hladké a po kraji vroubkované. Ze spodni stany mohou mit listy bilou nebo svétle zelenou
barvu. Rapiky listdl byvaji zbarveny rizné a ¢asto jsou porostlé jemnymi i silnymi ostrymi
ostny.

Obrazek 1: List ostruziniku [4]
Kvét

Ostruzinik kvete od kvétna do srpna. Kvéty maji miskovity nebo plochy tvar a jsou velké 2,5—
5 cm (vétsi nez u maliniku). Zpravidla mivaji 5 nebo 7 korunnich platka bilé az naruzovélé
barvy a vyskytuji se v kvétenstvich o 5-60 kvétech, které rozkvétaji postupné. Tato kvetenstvi

vyrustaji na boc¢nich vyhoncich dvouletych vyhont. Kvéty jsou samosprasné a maji mnoho
tyCinek.
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Obrazek 2: Kvét ostruziniku [5]

Plody

Plody tvofi souplodi mensich i1 vétSich peckovicek. Barva se méni v pribéhu zrani ze zelené,
pfes ¢ervenou az na ¢ernou ¢i tmaveé fialovou. Stopka byva husté porostla jemnymi ostny.
Na rozdil od maliniku drzi plody ostruziniku pevné na kvétnim ltizku, tudiz se s nim i sklizeji.
Luazka byvaji dlouha, Spicatd nebo kratkd, kuzelovitd. Velikost a tvar lizka maji vliv
na vzhled plodu. Duzina je $tavnata, kyseld nebo sladkokyseld a muze mit slabsi i siln&jsi
aroma. PIné chuti dosahuji plody az po uplném dozrani. Dozravaji postupné od poloviny
cervence az do zamrazu.

Semena jsou 2-3 mm velké pecicky kulatého nebo ledvinovitého tvaru, na povrchu jsou
hladké nebo mirné€ zvrasnéné a maji svétle zlutou az tmave hnédou barvu [2], [3], [6], [7].
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2.1.3 Optimalni podminky pro péstovani ostruZiniku

Pro péstovani ostruziniku jsou vhodnéjsi pudy leh¢i, propustné a slabé kyselé (idealni rozmezi
pH se pohybuje mezi 5,5 a 6,5). Vyssi hodnota pH ma negativni vliv na rozpustnost vétSiny
mikroelementl a rostlina tak trpi jejich nedostatkem. Pida by m¢la obsahovat pfimétené
mnozstvi zivin, vysoky obsah organickych latek a nizky obsah uhli¢itani (pod 2 %).
Ostruzinik mé obzvlast’ vysoky narok na dusik a draslik, tyto prvky ovliviuji celkovy riist a
vyzralost pletiv a tim umoziuji rostling pfezimovat [9].

2.1.4 Vybrané Slechténé odriidy ostruziniku

Jednotlivé druhy ostruziniku zatim nejsou dokonale popsany, Casto jsou od sebe jen tézko
rozeznatelné a navic mezi odridami dochazi k mezidruhovému kiizeni. Proto jsou vSechny
U nas péstované odrudy oznacovany jako ostruzinik kiovity (Rubus fructicosus agg.).

Wilsoniiv rany

Tato odrda je pivodem z USA. Vyzaduje hlubsi, humézni pidy, které jsou mirné kyselé
az neutralni, a dostatek srazek (okolo 600 nm). Kef je husty a roSte vzptimené az do vysky
1,7 m, odnoze tvofi po celé délce mate¢né rostliny. Celd rostlina je pokryta malymi trny.
Plody jsou stiedné velké, tvar maji tup€ kuzelovity az ovalny a barvu lesklou Cernou az
cernofialovou. Na chut’ jsou plody sladsi a velmi aromatické. Plody po dozrani neopadavaji.
Zraje postupné ve 2. az 4. tydnu Cervence. Tato odriida je stfedné odolna proti napadeni Sedou
plisni na plodech a vysoce odolna proti pied¢asnému odumirani vyhont a mrazu ve dievé.

Zeva ll

Tato odriida je ptivodem ze Svycarska. Jedna se o kiizence odrid Rote Wadenswiler a
Villamette. VyZaduje stfedné propustné, piscité pidy v teplejSich oblastech, které jsou
dostate¢né zasobeny vlahou a humusem. Kef je stfedné vzrlstny, vyhony jsou vyssi a
odnozuje stfedn¢ siln€. Plody jsou velké, tvar maji Siroce tupé kuzelovity az kulovity a barvu
syté¢ Cervenou. Na chut’ jsou plody sladce navinulé a aromatické. Zraje od konce Cervna
do 3. tydne Cervence. Tato odruda je vysoce odolna proti napadeni Sedou plisni na plodech a

wevr

Thornfree

Tato odrtida je ptivodem z USA. Vyzaduje hlubsi, humoézni pidy, teplejsi podnebi a dostatek
srazek (nad 600 nm). Kef je siln¢ vzrastny, stiedné husty, vyhony jsou tlusté a velmi dlouhé
(az 4 m), poléhavé a bez trnti. Odnozuje malo a jen Vv blizkosti matecné rostliny. Plody jsou
velké, tvarové nevyrovnané, kuzelovité a barvu maji lesklou c¢ervenofialovou. Na chut’ jsou
plody sladkokyselé a aromatické. Plody po dozrani neopadavaji. Zraje v druhé poloving€ srpna
a skliziiové obdobi trvé asi 25 dni. Tato odriida je méalo odolné proti napadeni Sedou plisni
na plodech a mrazu ve dievé a vysoce odolna proti pied¢asnému odumirani vyhonu [10].
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2.2 Chemickeé sloZeni ploda a obsah u¢innych latek

Ostruziny maji vysoky obsah biologicky vazané vody, a to 70-80 %. Nejvétsi spotfeba zivin
U ostruziniku je na tvorbu listil @ na riist vyhond, proto listy obsahuji vice Zivin nez plody.

Tabulka 1: Energeticka hodnota vybraného ovoce [11]

Ovoce Energet_ilc.ké hodnota Energe_:;[i.cké hodnota
[kcal-100 g jedlého podilu] | [kJ-100 g™ jedlého podilu]

Ostruziny 54 225

Maliny 50 209

Cerny rybiz 62 258

Borivky 51 213

Jablko 52 219

V porovnani s ostatnimi potravinami je celkova kaloricka hodnota ovoce nizka. Ze sacharidt
obsahuji ostruziny hlavné monosacharidy glukosu a fruktosu. Malé tmavé ovoce zpravidla
obsahuje jen nepatrné mnozstvi disacharidt, u ostruzin je to 0,1 g sacharosy a 0,1 g maltosy
na 100 g jedlého podilu.

Tabulka 2: Obsah sacharidii ve vybranych druzich ovoce [11]

Ovoce Obsah sacharidi [g-100 g™ jed1ého podilu]
Glukosa Fruktosa Sacharosa
Ostruziny 2,3 2,4 0,1
Maliny 2,3 2,4 0,6
Cerny rybiz 3,2 4,0 0,3
Bortuvky 2,6 3,6 0,2
Jablko 2,6 5,8 2,5

Déle ovoce obsahuje polysacharidy, a to $krob, celulosu a pektin. Skrob je obsaZen v OvVOCi
jen zpocatku, v procesu dozravani hydrolyzuje na sacharosu, glukosu a fruktosu. | pektinové
latky jsou nejvice zastoupeny v nezralém ovoci, spolecné s celulosou pfispivaji
k atraktivnimu tvaru, barvé a vini ovoce.

Ttisloviny (tanniny) jsou obsazeny pfevazné v nezralém ovoci, a zpisobuji jeho natrpklou az
sviravou chut. Pii plné zralosti jejich obsah klesa pod 0,1 %. Aromatické latky davaji plodim
vini, v ovoci jsou zastoupeny pievazné estery kyselin, aldehydy a silice. Patii sem i ethen,
ktery urychluje dozravani plodi. V pecic¢kach je obsazeno 22 % éterického oleje.

Obsah bilkovin a tukti v ostruzinach je pomérné maly, mnozstvi tukt je 1,0 g a bilkovin 1,4 ¢
na 100 g jedlého podila.
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Drobné ovoce je zpravidla dobrym zdrojem vlakniny. Tu tvofi jedly podil rostliny, ktery je
Vv lidském organismu rezistentni vac¢i traveni a vstfebavani v tenkém stievé. Ostruziny
obsahuji 5,6 % vlakniny [12], [13].

Tabulka 3: Obsah vitamini v ostruZinach [11]

Vitamin Obsah ve 100 g
jedlého podilu

B1 (thiamin) 0,03 mg

B2 (riboflavin) 0,04 mg

C 17,9 mg

A 9 RE*

B-karoten 3

. 110-10

(provitamin A) M9

E 5,50 ATE**

a-tokoferol

(provitamin E) 550 mg

*1 RE (ekvivalent retinolu) udava aktivitu odpovidajici 1 pg retinolu, ** 1 ATE (ekvivalent
alfa-tokoferolu) udava aktivitu odpovidajici 1 mg alfa-tokoferolu

Ostruziny jsou, stejné jako ostatni drobné ovoce, dobrym zdrojem vitaminu C.

Tabulka 4: Obsah mineralnich latek v ostruzinach [11]

o Obsah [mg-100 g*
Mineralni latka jedlého podilu]
Na 4
Mg 28
P 32
K 179
Ca 44
Fe 0.9
Cu 0,165
Zn 0,53
Mn 0,646
Se 0,4-10°

Ovoce je dobrym zdrojem minerdlnich latek, protoze jsou tyto latky obsaZeny ve formach
pfistupnych pro lidsky organismus. Kyselost ovoce zpiisobuji organické kyseliny,
v ostruzinach se vyskytuje kyselina jable¢na, vinna a citronova [12].
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Vyznamnymi slozkami drobného ovoce jsou fenolické latky. Jejich mnozstvi v ovoci se
pohybuje v fadu tisich mg na kg suSiny. V jednotlivém ovoci se vS§ak mnozstvi fenolickych
latek velmi li§i, je zéavislé jednak na odridé€, stupni zralosti a dalSich faktorech, ale i
na analytickém postupu pouzitém pii extrakci ovoce a kvantifikaci téchto latek. V ostruzinach
bylo identifikovano 14 fenolickych kyselin, V nejvétsim zastoupeni byly m-kumarova, p-
kumarova a 3,4-dimethylskoficova. Z volnych fenolickych kyselin dominuji v ostruzinach
kyselina kavova a ferulova [14], [15].

Obsah vsech slozek se mtize mirné lisit, je zavisly na odrad¢, zemépisné poloze, klimatickych
Cinitelich, ptidnich a agrotechnickych podminkéch, stupni zralosti, velikosti plodd, ro¢ni a
denni dob¢ sklizné, skladovacich podminkach aj. [12].

2.3 Vyuziti ostruzin v potravinarstvi a lékarstvi

Pro potravinaiské ucely se sbiraji ostruziny vypéstované v sadech i voln€ rostouci v piirode¢.
Ostruziny jsou bohaté na cukry, organické kyseliny i barviva. Plody se vyuzivaji k vyrobé
koncentrati, S$tav, sirupd, nektart, vin, kompotd, marmelad, dZzemu, likéra a brandy.
Ostruzinova §tava je dobrym povzbuzujicim napojem, protoze jeji vysoky obsah sacharidl
dodava télu energii. Lyofilizované ostruziny se pouzivaji do miisli, miisli ty¢inek, ¢okolad,
ke zdobeni zakuskd, ale konzumuji se i samostatné. Ostruziny se Casto kombinuji s jinym
ovocem, vyrobkiim dodavaji sytou barvu a vyrazné aroma [7]. Velmi cenénou slozkou jsou
anthokyanova barviva. Ta se jako potravinafska aditiva oznacuji koédem E163. Toto aditivum
se pouziva k dobarvovani kyselych potravin, napf. vina, brusinkového dzusu, napoji
s obsahem oxidu uhli¢itého, cukrovinek, jogurtd, mléénych vyrobkd, zmrzlin, misli tycinek,
aj. [16]. Dale jsou ostruziny dobrym zdrojem antioxidanttl, proto maji antimikrobialni u¢inky.

Plody jsou oblibené i ve stolni varianté. Cerstvé plody jsou dobrym zdrojem vitaminu C,
jejich susenim vsak obsah vitaminu ubyva [17].

] o
STRUZINOVY SR

Obrazek 4: Nektar, §t’ava a sirup z ostruZin [18]
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Plody ostruziniku maji vyznam nejen v potravinafstvi, ale i v 1ékatstvi. Studované jsou jejich
protirakovinové tc¢inky. Dale posiluji imunitu, pomahaji 1é¢it anémii, bolest v krku, viedy a
zanéty dasni. Jsou vyuzivany 1 ke zlepSeni chuti a barvy nékterych 1éku. Nejen
plody ostruziniku jsou hojné vyuzivany i v Iékarstvi. Napiiklad odvar z kofene se pouziva
k 1é¢b¢ uplavice, prijmu, ¢erného kasle, chudokrevnosti, afti nebo ke zmirnéni porodnich
bolesti. Zvykani listd pomaha zmirnit bolest zubti a extrat z listi ma hypoglykemicky uéinek,
proto by mohl prispét k 1é¢bé diabetu I1. typu [19].

2.4 Fenolické latky

Fenolické latky jsou sekundarni metabolity rostlin. Pro rostliny maji ochrannou funkci, chrani
je proti UV =zafeni, virim, bakteriim a hmyzu. Jsou syntetizovany z aminokyselin
fenylalaninu nebo tyrosinu. Tyto latky jsou obsazeny v potravinach rostlinného ptivodu a jsou
znamé a studované hlavné pro své antioxida¢ni G¢inky. Jejich strukturu tvofi jedno nebo vice
aromatickych jader, na nichZ je navdzana alespoil jedna hydroxylova skupina a nékolik
methylovych a glykosylovych skupin. Pocet téchto skupin méa vliv na barvu, hoikost a
sviravost ovoce. Fenolické latky mizeme rozdé€lit na fenolické kyseliny, flavonoidy, tanniny a
stilbeny [20], [21].

2.4.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou velmi studovanou skupinou chemickych latek. Rozdé€luji se
na derivaty kyseliny skoficové a kyseliny benzoové. Derivaty kyseliny skoficové byvaji
vetSinou esterifikovany a derivaty kyseliny benzoové glykosylovany. V drobném tmavém
ovoci volné fenolické kyseliny obvykle nepiekracuji obsah 5 %. V drobném ovoci se
nejcastéji vyskytuji u derivati kyseliny skoficové: kyselina ferulova, p-kumarova, kavova a
chlorogenova, a u derivati kyseliny benzoové: kyselina salicylova, p-hydroxybenzoova,
ellagova a gallova [21].

2.4.2 Flavonoidy

v

Flavonoidy pfedstavuji nejrozmanitéjsi skupinu fenolickych latek. Jejich strukturu tvofi
flavan, ktery obsahuje dva aromatické kruhy (A, C) propojené heterocyklem (B) tvofenym
ttemi uhliky. Na zéklad¢ poctu hydroxylovych skupin navazanych na centralnim kruhu lze
flavonoidy dale rozdélit na katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony,
flavonoly a anthokyanidiny [14], [22].

Je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latek, jen nékteré jsou vSak duleZité jako piirodni
rostlinnd barviva, jiné jsou vyznamné pro svoji chut’ (jedna se o trpké a hotké latky nebo
jejich prekurzory) nebo maji vyznamné biologické u€inky.

Katechiny a leukoanthokyanidiny jsou bezbarvé slouceniny, reakci enzymového hnédnuti
z nich v8ak vznikaji hnédé pigmenty. VyuZivaji se jako potravinarska barviva. Pfi zpracovani
ovoce a zeleniny z nich mohou vznikat barevné anthokyanidiny. Oligomery téchto slou¢enin
s trpkou chuti se fadi mezi kondenzované tiisloviny, neboli tanniny.
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Chalkony a dihydrochalkony jsou zluté slouceniny, aurony zlatozluté. Nejvyznamnéjsi
Z flavoidnich barviv jsou flavony a flavonoly, které jsou bezbarvé nebo nazloutlé, a
anthokyany, které¢ jsou prevazné cCervené, ale mohou se vyskytovat i v odstinech Zzluté,
oranzové, fialové a modré [23].

S 4

Zakladni struktura flavonoidu — flavan

2.4.2.1 Anthokyanidiny

Zakladni struktura anthokyanidinli je tvofena flavyliovym (2-fenylbenzopyryliovym)
kationtem. V potravinaiské chemii ma vyznam 6 anthokyanidind, které maji hydroxylovou
skupinu v poloze C-3. Jsou to kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin a
malvidin [24]. Zbarveni jednotlivych anthokyanidind je zavislé na poétu hydroxylovych
skupin navazanych na aromatickém kruhu C. Anthokyanidiny s malym mnozstvim OH skupin
byvaji zpravidla oranZové, u anthokyanidini s vy$Sim poctem OH skupin ptechdzi jejich
zbarveni az do fialové [25].

2.4.2.2 Anthokyanova barviva

Anthokyanova barviva neboli anthokyany jsou O-glykosidy anthokyanidinti. Vyskytuji se
ve form¢ mono-, di- nebo triglykosidi, navazany cukr je obvykle substituovany na uhliku C-
3, méné Casto na uhlicich C-5 nebo C-7. Jsou to ve vodé rozpustné cervené, nachové,
purpurové a modré pigmenty. V ovoci se nachazi hlavné ve vakuolach rostlinnych bunék
ve form& rizn€ velkych granuli, v bunéénych sténach a ostatnich organelach se témct
nevyskytuji [24]. V rostlinach maji mnoho funkci, pomahaji prilakat opylovace a roznasece
semen a podileji se na obrannych mechanismech proti biotickym a stresovym faktorim [25].
V ostruzinach byl jako majoritni pigment stanoven kyanidin-3-glukosid [26].
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2.4.3 Tanniny

Tanniny neboli téisloviny se fadi mezi antinutri¢ni latky. Jejich nadbytek mtze byt nezadouci,
protoze inhibuje biologickou dostupnost Zeleza. Interakce mezi tanniny a proteiny muze vést
K trpké chuti ovoce a vznik tohoto komplexu v travicim traktu muze inhibovat i biologickou
dostupnost proteind. D¢lime je na tanniny hydrolyzovatelné a kondenzované
(nehydrolyzovatelné). Jako hydrolyzovatelné tanniny nazyvame estery kyseliny gallové a
ellagové s glukosou a produkty jejich oxidaénich reakci. Kondenzované tanniny jsou
polymery dvou nebo vice molekul flavan-3-olu. Ob¢ formy taninti se vyskytuji v bobulovitém
ovoci v rizném mnozstvi [15], [24].

2.4.4 Stilbeny

Stilbeny patii do fenolickych latek a svou strukturou jsou podobné flavonoidim. Molekulu
pfirozené¢ se vyskytujiciho stilbenu tvofi dva benzenové kruhy spojené alifatickym
dvouuhlikatym fetézcem se strukturou Ce-C,-Cg. Mohou se vyskytovat jako volné slouceniny
nebo jako glykosidy. Jako pfirozena barviva rostlin nemaji moc velky vyznam, vykazuji v§ak
vyznamné biologické vlastnosti [23].

25 pH a titraéni kyselost ovocnych $tav a jejich stanoveni manudlnimi
metodami

Kyselost ovocnych §tav je zplisobena obsahem organickych kyselin. Ty maji v potravinach
nemaly vyznam; ovliviiuji jednak senzorické vlastnosti, ale maji vliv i natechnologické
postupy pii zpracovani potravinarskych surovin. V potravinach se vyskytuji slabé az stiedné
silné, jedno- i1 vicesytné alifatické, zfidka i aromatické kyseliny. Mohou se vyskytovat
ve form¢ volnych kyselin, dale ve formé soli, hydrogensoli nebo mohou byt vazané s jinymi
organickymi slou¢eninami.

Pfi analyze potravin je Casto sledovanym kvalitativnim znakem celkova kyselost neboli
celkovy obsah kyselin. Byva vyjadfovana jako obsah kyseliny, kterd ve vzorku ptevlada.
U vina se uvadi jako koncentrace kyseliny vinné, u dalSich vzorkt jako koncentrace kyseliny
jable¢né, citronové, aj.

Kyselost se stanovuje titracné s riznym zptisobem zjisténi bodu ekvivalence. Jednotlivé
organické kyseliny se stanovuji chemickymi nebo chromatografickymi metodami [27].

2.5.1 Stanoveni pH

Hodnota pH neboli zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych iontd se u potravin
uruje z divodu stanoveni tzv. aktivni kyselosti. Ta méa velky vyznam pifi posuzovani
senzorické kyselosti, dale pifi vybéru zplsobu uchovani potravin a jejich udrznosti
pii technologickych procesech. Nejpiesnéjsi méteni pH je potenciometrickou metodou, méfi
se pii ni elektromotorické napéti ¢lanku referencni (porovnavaci) a indikacni elektrody.
V potravinaiské praxi se nejcastéji pouziva referencni kalomelovd elektroda, jeji
elektromotorické napéti (EMN) pii 25°C je +0,242 V. Jako indikacni elektrody se pouzivaji
sklenéna, antimonova nebo chinhydronova elektroda. Pii méfeni pH se vyuziva metoda
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kalibra¢niho grafu nebo kalibrace pH metru pomoci kalibra¢nich pufri, jejichz pH je blizké
hodnoté pH méieného vzorku. Kapalné vzorky je mozné analyzovat piimo, z tuhych vzorka
je tieba vytvorit extrakt. OvSem existuje 1 moznost piimého vpichu specialni elektrody
do vzorkil (masa, syru, ovocnych plodu aj.). Méfeni pomoci pH papirkd se provadi pouze
jako orientaéni [27].

2.5.2 Stanoveni titrovatelnych kyselin vizualni metodou

Kapalny vzorek nebo vodny extrakt tuhého vzorku se titruje roztokem NaOH na vhodny
acidobazicky indikator. Vzhledem k tomu, Ze se titruji slabé kyseliny silnym hydroxidem,
pouziva se indikator s intervalem barevné zmény v alkalické oblasti pH (8—10). Vhodnym
indikatorem je napiiklad fenolftalein s barevnou zménou pii 8,2—10 pH.

Ze spotieby NaOH se vypocitd mnozstvi titrovatelnych kyselin. V ptipadé, Ze vzorek
obsahuje CO,, zahieje se na 80°C, aby CO; unikl. Titra¢ni kyselost v procentech se vypocita
ze vztahu (Rov. 1):

V,-r-K-b
Wi =10 .

kde:
V, ... spotfeba NaOH [ml]
r ... stupen fedéni

K ... korek¢ni soucinitel odmérného roztoku NaOH (Ve vzorcich, které obsahuji kyselinu
mravenci, benzoovou nebo sifiCitou se pii presném stanoveni koriguje obsah
titrovatelnych kyselin o hodnotu odpovidajici spotiebé NaOH na tyto kyseliny.)

b ... prepocitavaci faktor na kyselinu, ktera ve vzorku pfevlada (pro kyselinu citronovou
b = 0,064, pro kyselinu jable¢nou b = 0,067, pro kyselinu vinnou b = 0,075)

m ... navazka analyzovaného vzorku [g]

Tato metoda neni pftili§ presnd a je vhodna pouze pro Ciré¢ a svétlé vzorky. Tmavé vzorky je
tieba velmi zfedit nebo pouzit luminiscenéni indikatory ¢i lakmusové papirky. Vzorky

v

obsahujici anthokyanova barviva je vyhodnéjsi titrovat potenciometricky [27], [28].

2.5.3 Stanoveni titrovatelnych kyselin potenciometrickou metodou

Na potenciometrickou titraci se pouziva dvojice elektrod: referen¢ni (nejCastéji nasycena
kalomelova elektroda) a indikac¢ni, ktera musi byt citlivd na zménu koncentrace vodikovych
iontd (napf. sklenéna, antimonova, chinhydronova nebo vodikova elektroda). Vzorek
v kadince se umisti na elektromagnetickou michacku, do kadinky se vlozi magnetické
michadlo a do roztoku se ponoii elektrody. Za stalého michani se vzorek titruje roztokem
NaOH. Hodnota spotieby titracniho roztoku a nameéteného elektromotorického napéti se
po kazdém ustdleni rovnovahy zaznamend a vynese do grafu. Ziskd se typickd S kiivka,
ze které se pomoci Grannovych diagramt zjisti inflexni bod odpovidajici spotieb¢ titracniho
¢inidla v bod¢ ekvivalence [27], [28].

19



Dals8i moznosti stanoveni titrovatelnych kyselin potenciometrickou titraci je vyuziti pH metru.
Ten vétSinou obsahuje kombinovanou elektrodu, tzn. referencéni a indikacni elektrody
zabudované do jedné trubicky. Moderni digitadlni pH metry vétSinou prevadéji métené napéti
mezi elektrodami pifimo na hodnotu pH, kterou zobrazuji na displeji. Zména hodnoty
pH 0 jeden stupenn odpovida zméné potencidlu o 59 mV. Stanoveni probiha stejné¢ jako
Vv ptedchozim piipadé s tim rozdilem, ze se titruje az do neutralni reakce, tzn. do pH 7.
Titra¢ni kyselost v procentech se vypocita stejné, jako tomu bylo u stanoveni titrovatelnych
kyselin vizualni metodou. Potenciometrickd metoda je vhodna i pro stanoveni barevnych a
kalnych vzorku [27], [28], [29].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priprava vzorki k méreni

3.1.1 Pouzité pomiicky, pristroje a chemikalie

- bézné laboratorni sklo
- rucni vinaisky lis

- plachetka

- alobal

- mikrozkumavky

- filtracni papir

- vodni vyvéva

- rucni mlynek

- analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)
- lednic¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Némecko)

- ethanol (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

3.1.2 Puvod rostlinného materialu

Pro zéakladni chemickou analyzu byly pouzity plody dvou druhti ostruziniku kiovitého (Rubus
fructicosus agg.). Prvni analyzované plody pochazely z Ceské republiky, piesnéji z Klobouk
u Brna a byly sklizeny v sadu na podzim 2016. Druhé analyzované plody pochazely
z Ukrajiny a byly sklizeny ve volné pfirodé. Oboje plody byly v plastovych krabickach
zamrazeny pii teploté -18°C a pievezeny na Fakultu chemickou VUT v Brné.

3.1.3 Priprava $tavy

Pro vylisovani §tavy z ostruzin byl pouzit rucni vinatfsky lis s plachetkou. Plody byly
po vyjmuti z mraznicky vloZeny do lisu, kde volné rozmrzaly pii laboratorni teploté. Poté
byla z plodi vylisovana §tava. Ta byla v PET lahvich zamrazena. Ziskané vylisky byly
rovn&Zz zamrazeny a uschovany pro néslednou ptipravu extraktu.

3.1.4 Priprava extraktu

Vylisky ziskané lisovanim S$tavy byly volné rozmraZeny. Na analytickych vahach bylo
odvazeno 25 g vyliskli a byla zaznamenana jejich hmotnost s pfesnosti na 0,1 mg. Vylisky
byly kvantitativné pfeneseny do Erlenmeyerovy banky a zality 100 ml rozpoustédla, poté byla
Erlenmeyerova barika ptetazena alobalem a ponechana stat na tmavém misté pfi laboratorni
teplote.

U ostruzin pochazejicich z Ceské republiky probéhla extrakce ve dvou raznych
rozpoustédlech, destilované vodé€ a smési ethanolu a destilované vody v poméru 1 : 1 s cilem
zjistit lepsi extrakéni ¢inidlo a optimalni dobu extrakce. Po zaliti vyliski rozpoustédlem byl
obsah barky promichan. Kazdou hodinu byl pipetou odebran 1 ml extraktu. Tento vzorek byl
prenesen do mikrozkumavky a zamrazen. Do Erlenmeyerovy barky s extraktem byl doplnén
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1 ml rozpoustédla a obsah banky byl promichan. Po 14. hodin€¢ byla extrakce ukoncena.
V odebranych vzorcich byl posléze stanoven obsah anthokyanovych barviv.

Oba druhy ostruzin byly extrahovany jesté jednou. Tentokrat nebyly po hodin¢ odebirany
dil¢i vzorky, ale po ukonceni extrakce ve 14. hodin¢ byl cely obsah Erlenmeyerovy banky
zfiltrovan a filtrat byl zamrazen v plastové krabicce. Filtrat byl pouzit ke stanoveni vybranych
chemickych charakteristik.

3.1.5 Priprava pulpy

Plody byly po vyndani z mrazdku volné rozmrazeny a zbaveny kouskl ledu. Poté byly
pomlety na ruénim mlynku. Pomleté ostruziny byly smichany s destilovanou vodou v poméru
2:3 a smés byla zfiltrovana ptes Biichnerovu nalevku. Ziedéna pulpa byla zamraZzena
Vv plastové krabicce a byly v ni také stanoveny vybrané chemické charakteristiky.

3.2 Stanoveni susiny suSenim

3.2.1 Pouzité pomiicky a pristroje

- bézné laboratorni sklo
- exikator se silikagelem

- analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)
- horkovzdusna susarna (Memmert, Némecko)

3.2.2 Méreni

Nékolik plodii bylo po vyndani z mrazaku volné rozmrazeno. Prazdna a sucha Petriho miska
byla zvéazena s ptesnosti na 0,1 mg, nasledn¢ na ni bylo polozeno asi deset kusii ostruzin,
miska byla opét zvazena s ptesnosti na 0,1 mg. Petriho miska s ostruzinami byla vloZena
do susarny vyhiaté na 45°C. Po dvou dnech byla teplota zvySena na 60°C a dalsi den
na 105°C. Suseni probihalo do konstantni hmotnosti. Poté byla Petriho miska se vzorkem
prendana do exikatoru. Po vychladnuti byla Petriho miska opét zvazena s piesnosti na 0,1 mg.
Susina byla stanovena pro kazdy druh ostruzin ttikrat.

3.2.3 Vypocet
Obsah susiny v % se vypocita dle vzorce (Rov. 2):
w, =100 — w,, 2

kde:
(my — mo) — (m, — mo)
w, = 3
m; —Mmy

W; ... obsah suSiny v %

W, ... obsah vlhkosti v %

my ... hmotnost Petriho misky

my ... hmotnost Petriho misky se vzorkem pfed suSenim

m, ... hmotnost Petriho misky se vzorkem po suseni
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3.3 Refraktometrické stanoveni cukerné susiny

3.3.1 Pouzité pomucky, pristroje a chemikalie

- Pasteurova pipeta 3 ml
- bunicita vata

- Abbeho refraktometr (Carl Zeisss JENA, Némecko)

- ethanol (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

3.3.2 Meéreni

Pted métenim byly plochy hranolii dikkladné ocistény destilovanou vodou a ethanolem a
osuseny bunicitou vatou. Na spodni hranol byla Pasteurovou pipetou nanesena destilovana
voda a rozetiena po celé plose hranolu. Horni hranol byl pfiklopen na spodni a zabezpeéen
klicem. Sklon hranoli byl nastaven tak, aby rozhrani svétla a stinu bylo v pruseciku kfize.
Byla odectena nulova poloha. Hranoly byly znovu odklopeny a osuseny. Na spodni hranol byl
nanesen vzorek, ten byl rozetfen po celé plose hranolu. Horni hranol byl ptiklopen na spodni
a zabezpecen kli¢em. Sklon hranolii byl nastaven tak, aby rozhrani svétla a stinu bylo
v pruseciku kiize. Po ustaleni teploty (asi po 1 minuté) byl odeéten index lomu na Ctyfi
desetinnd mista. Méfeni probéhlo vzdy tfikrat pro vzorky $tavy, extraktu i pulpy.

3.3.3 Vypocet

Ze tii hodnot indexu lomu jednoho vzorku byl vypocitan aritmeticky primér. K vyslednému
indexu lomu bylo vyhleddno v pfislusné tabulce odpovidajici mnozstvi susSiny v hmotnostnich
procentech sacharosy.

3.4 Stanoveni pH a titra¢ni kyselosti

3.4.1 Pouzité pomiicky, pristroje a chemikalie

- bézné laboratorni sklo
- magnetické michadlo

- analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

- lednic¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Némecko)

- magnetickd michacka Color Squid (IKA-Werke, Némecko)
- pH metr Lab pH 50 (XC Instruments, Italie)

- dihydrat kyseliny §tavelové (Lachema, Ceska republika)

- fenolftalein (Penta, Ceska republika)
- roztok hydroxidu sodného (Lachema, Cesk4 republika)
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3.4.2 Priprava vzorku a méreni

Standardizace odmérného roztoku hydroxidu sodného

Nejprve byla vypoctena hmotnost dihydratu kyseliny $tavelové potiebna pro piipravu 100 ml
roztoku o koncentraci 0,25 mol-dm™. Vypo&tené mnozstvi bylo odvaZeno na analytickych
vahéch s presnosti na 0,1 mg a kvantitativné prevedeno do odmérné banky na 100 ml. Banka
byla doplnéna destilovanou vodou po znacku. Z tohoto roztoku bylo pipetovano do titracni
banky presné¢ 10 ml, byly pfidany tfi kapky roztoku fenolftaleinu a roztok byl titrovan
odmérnym roztokem hydroxidu sodného do prvniho trvalého rdzového zbarveni. Titrace byla
provedena tfikrat.

Méreni

Vzorky ostruzinové $tavy, extraktu a pulpy byly rozmraZzeny a promichany. Do kadinky bylo
napipetovano 25,0 ml vzorku. Kadinka byla umisténa na magnetickou michacku, do kadinky
bylo vloZzeno magnetické michadlo a do vzorku byla ponotfena pH-elektroda. Po ustaleni
teploty byla zaznamenana hodnota pH. Nasledné byl vzorek titrovan odmérnym roztokem

hydroxidu sodného az do hodnoty pH 7,0. Méfeni probéhlo vzdy ttikrat pro vzorky $téavy,
extraktu i pulpy.

3.4.3 Vypocet

Z pramérné spotieby odmérného roztoku NaOH pii standardizaci byla vypocitanad pfesna
koncentrace tohoto roztoku dle vzorce (Rov. 4):
2 " m§t’

CNaoH = 4
My - Vaon FZR

kde:

CnaoH --- Presna koncentrace roztoku hydroxidu sodného v mol-dm™

My ... navazka dihydratu kyseliny §tavelové v g

Mg, ... molekulova hmotnost dihydratu kyseliny §tavelové (126,07 g-mol™)
Vnaon --- prumérnd spotieba roztoku hydroxidu sodného v dm?®

F ;5 ... faktor zfedéni (%)

Titracni kyselost vzorku byla vypocitana ze vzorce (Rov. 5):

1000 - cngon * VNaon
CH+ - 5
Vo

kde:
cy+ ... veskery obsah titrovatelnych kyselin v mmol-dm™
Cnaon --- presnd koncentrace roztoku hydroxidu sodného v mol-dm™
Vynaon --- prumérnd spotieba roztoku hydroxidu sodného v dm?®
V, ... objem vzorku (25 dm®)
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Obsah titrovanych kyselin byl vyjadifen jako obsah prevladajici kyseliny, kterou je
v ostruzinach kyselina jable¢na, dle vzorce (Rov. 6):

Cjab = Cu+ 'f}'ab 6

kde:

Cjap --- koncentrace kyseliny jableCné v mmol-dm™

cy+ ... veskery obsah titrovatelnych kyselin v mmol-dm™

fjab --. faktor pro kyselinu jable¢nou (0,067)

3.5 Stanoveni redukujicich cukrii dle Bertranda a gravimetrickou metodou

3.5.1 Pouzité pomiicky, pristroje a chemikalie

- bé&zné laboratorni sklo
- filtraéni kelimek S4

- analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

- lednic¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Némecko)
- vafi¢ (ETA, Ceska republika)

- horkovzdu$na susarna (Memmert, Némecko)

- dihydrat kyseliny §tavelové (Lachema, Ceska republika)

- kyselina sirova p.a. 96% (Penta, Ceska republika)

- manganistan draselny (Mach chemikalie s.r.o0., Ceska republika)

- pentahydrét siranu méd’natého (Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika)
- vinan draselno-sodny (Penta, Ceska republika)

- hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

- siran Zelezity (Penta, Ceska republika)

- ethanol (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

3.5.2 Priprava roztoku

Roztok kyseliny sirové o koncentraci 4 mol-d m*

Bylo odméfeno 222 ml 96% kyseliny sirové. Odmérna baika na 1000 ml byla asi z poloviny
naplnéna destilovanou vodou. Za stalého michani a chlazeni do ni bylo kvantitativné
pfeneseno odmétrené mnozstvi kyseliny sirové. Banka byla po rysku doplnéna destilovanou
vodou, roztok byl promichan.

Roztok manganistanu draselného o koncentraci 0,02 mol-d m

Bylo navazeno 3,3 g KMnO, a navazka byla kvantitativné ptrevedena destilovanou vodou
do odmérné banky na 1000 ml. Banka byla po rysku doplnéna destilovanou vodou a roztok
byl promichén.

25



Fehlinguv roztok I

Bylo navazeno 69,3 g CuSO45H,0 a navazka byla kvantitativné pievedena destilovanou
vodou do odmérné banky na 1000 ml. Banka byla po rysku doplnéna destilovanou vodou a
roztok byl promichan.

Fehlingiiv roztok I1

Bylo navazeno 346 g vinanu draselno-sodného a 150 g NaOH, ob¢é navazky byly
kvantitativné ptfevedeny destilovanou vodou do odmémné banky na 1000 ml. Banka byla
po rysku doplnéna destilovanou vodou a roztok byl promichan.

Roztok siranu Zelezitého

Bylo navazeno 50 g Fe»(SO,)s3, navazka byla rozpusténa v 500 ml destilované vody. Roztok
byl kvantitativné pfeveden do odmérné bainky na 1000 ml. Za stdlého michani a chlazeni bylo
do banky pfiddno 109 ml koncentrované kyseliny sirové. Baitka byla po rysku doplnéna
destilovanou vodou a roztok byl promichén.

3.5.3 Priprava vzorki a méreni

Standardizace odmérného roztoku manganistanu draselného

Nejprve byla vypoctena hmotnost dihydratu kyseliny stavelové pottebnd pro ptipravu 100 ml
roztoku o koncentraci 0,05 mol-dm™. Vypoétené mnozstvi bylo odvaZeno na analytickych
vahach s presnosti na 0,1 mg a kvantitativné prevedeno do odmérné banky na 100 ml. Banka
byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Z tohoto roztoku bylo pipetovano do titracni
banky ptesné 10 ml, pro okyseleni bylo ptfidano 5 ml roztoku kyseliny sirové. Z byrety byl
pfidan asi 1 ml odmérného roztoku manganistanu draselného. Titracni baiika byla zahtata asi
na 60°C a po odbarveni roztoku pokracovala titrace aZz do prvniho slabé riiZového zbarveni,
které bylo stalé nejméné 30 sekund. Titrace byla provedena ttikrat.

Priprava vzorku

Vzorky ostruzinové $tavy, pulpy a extraktu byly rozmrazeny a promichany. 2 ml vzorku byly
zvazeny na analytickych vahach s presnosti na 0,1 mg, poté byly kvantitativné pievedeny
do odmérné banky na 100 ml a doplnény po rysku destilovanou vodou.

Stanoveni redukujicich cukrii dle Bertranda

Do Erlenmeyerovy banky bylo napipetovano 20 ml Fehlingova roztoku I a 20 ml Fehlingova
roztoku II, smés byla zahtata na 60°C. Do baiiky bylo pfidano 10 ml roztoku vzorku a smés
byla dale zahtivana az k varu. Var byl udrZzovan piesn¢ 2 minuty. Poté byla banka ochlazena
proudem studené vody. Vznikla srazenina oxidu méd’ného klesla ke dnu a kapalina byla
dekantovana pfes filtracni kelimek S4. Oxid méd'ny ve filtracnim kelimku i v bance byl stale
udrzovan pod hladinou kapaliny. Nakonec byla sraZenina kvantitativné pfenesena na fritu a
dokonale promyta horkou vodou. Filtra¢ni kelimek byl pfesazen na €istou odsévaci banku a
srazenina byla rozpusténa postupnym piidavanim nékolika davek 10 ml roztoku siranu
zelezitého. Celkova spotieba roztoku siranu zelezitého ¢inila asi 30-50 ml. Roztok v odsavaci
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baiice byl ihned titrovan odmérnym roztokem manganistanu draselného do slabé rtizového
zbarveni. Méteni probehlo jednou pro vzorky stéavy, extraktu i pulpy.

Stanoveni redukujicich cukra gravimetrickou metodou

Cisty filtra¢ni kelimek S4 byl vysuSen v suarné, nasledné prenesen do exikdtoru a
po vychlazeni zvazen na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg. Do Erlenmeyerovy
baiiky bylo napipetovano 20 ml Fehlingova roztoku I a 20 ml Fehlingova roztoku II, smés
byla zahiata na 60°C. Do banky bylo pfidano 20 ml roztoku vzorku a smés byla dale
zahfivana az k varu. Var byl udrzovan pfesné 2 minuty. Poté byla batika ochlazena proudem
studené vody. Vznikla sraZzenina oxidu méd’ného klesla ke dnu a kapalina byla dekantovana
ptes zvazeny filtraéni kelimek. Oxid médny ve filtraénim kelimku i v banice byl stile
udrzovan pod hladinou kapaliny. Nakonec byla srazenina kvantitativné pfenesena na fritu a
dokonale promyta horkou vodou a tfikrat ethanolem. Filtra¢ni kelimek byl vlozen do vyhiaté
suSarny a susSen piesn¢ 45 minut pii teplot¢ 105°C. Po vychladnuti v exikatoru byl zvaZen
na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg. Me¢feni probéhlo vzdy dvakrat pro vzorky
stavy, extraktu i pulpy.

3.54 Vypocet

Z pramérné spotteby odmérného roztoku manganistanu draselného byla vypocitdna piesna
koncentrace tohoto roztoku dle vzorce (Rov. 7):
2 " mgt'

CkMno, =
5+ My - VKMno4 “Fzr

kde:

CkMno, --- PTesna koncentrace roztoku manganistanu draselného v mol-dm™
My ... navazka dihydratu kyseliny $tavelové v g

Mg, ... molekulova hmotnost dihydratu kyseliny §tavelové (126,07 g-mol™)

Vkmno, --- praméma spotieba roztoku manganistanu draselného v dm?®
w1 s (100
F,5 ... faktor zfedéni (W)

Obsah redukujicich cukrt stanovenych metodou dle Bertranda byl vyjadien v hmotnostnich
procentech pomoci vzorci (Rov. 8, 9, 10):

. CKMTLO4, - 3,315

0,020 8
_VKMn04'x'FZR 9
1
y
w = 10
mVZ
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kde:

v y . , -3
Ckmno, --- Pfesna koncentrace roztoku manganistanu draselného v mol-dm

Vkmno, --- spotieba roztoku manganistanu draselného v dm?®
Y s (100
F,x ... faktor zfedéni (—)
10
w ... obsah redukujicich cukrii v %

m,,, ... hmotnost vzorku v mg

Obsah redukujicich cukrii stanovenych gravimetrickou metodou byl vyjadfen v hmotnostnich
procentech pomoci vzorcu (Rov. 11, 12, 13):

Mcy,0 = (Mg —mg) - 1000 11
_ mCuZO ' 0,462 ' FZR 12
1
X
w = 13
mUZ

kde:
Mey,o --- hmotnost srazeniny Cu,0 v mg
my ... hmotnost prazdného filtracniho kelimku v g

my ... hmotnost filtra¢niho kelimku se srazeninou v g
Y 1x.. (100
F,5 ... faktor zfedéni (1—)
20
w ... obsah redukujicich cukrt v %

my, ... hmotnost vzorku v mg

3.6 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH-diferencialni metodou

3.6.1 PouZité pomiicky, pristroje a chemikalie

- bézné laboratorni sklo

- automaticka pipeta Sartorius Proline 100—1000 pl (Biohit, Finsko)
- automaticka pipeta Sartorius Proline 1-5 ml (Biohit, Finsko)

- sklenénd kyveta

- magnetické michadlo

- stojan na zkumavky
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- analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

- lednic¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Némecko)

- magneticka michacka Color Squid (IKA-Werke, Némecko)

- pH metr Lab pH 50 (XC Instruments, Italie)

- UVIVIS spektrofotometr Helios (ThermoSpectronic, Velka Britanie)

- chlorid draselny (Lachema, Ceska republika)
- koncentrovana kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)
- sodné sl kyseliny octové p.a. (Lachema, Ceska republika)

3.6.2 Priprava roztoku

Pufr chloridu draselného o pH 1,0 a koncentraci 0,025 mol-dm™

Na analytickych vahach bylo navaZzeno 1,86 g KCI a navazka byla kvantitativné prevedena
destilovanou vodou do kadinky na 1000 ml. Do kadinky bylo pfidano 980 ml destilované
vody. Kadinka byla umisténa na magnetickou michacku, do roztoku bylo vlozeno michadlo a
ponotfena pH-elektroda. Do roztoku byla postupné piikapavana koncentrovana kyselina
chlorovodikova az do hodnoty pH 1,0. Poté byl pufr pfeveden do odmérné banky na 1000 ml
a doplnén destilovanou vodou po rysku.

Pufr octanu sodného o pH 4,5 a koncentraci 0,4 mol-d m?

Na analytickych vahach bylo navazeno 54,43 g CH3COONa a navazka byla kvantitativné
prevedena destilovanou vodou do kadinky na 1000 ml. Do kadinky bylo ptidano 980 ml
destilované vody. Kadinka byla umisténa na magnetickou michacku, do roztoku bylo vlozeno
michadlo a ponofena pH-elektroda. Do roztoku byla postupné pfikapavana koncentrovana
kyselina chlorovodikovéa az do hodnoty pH 4,5. Poté byl pufr pfeveden do odmérné banky
na 1000 ml a doplnén destilovanou vodou po rysku.

3.6.3 Priprava vzorki a méreni

Vzorky ostruzinové §tavy, extraktu a pulpy byly rozmrazeny a promichany. Poté byly
v odmérnych baiikdch namichany jejich roztoky s destilovanou vodou. Redéni bylo zvoleno
dle intenzity zbarveni.

Do tii zkumavek bylo napipetovano 2,5 ml pfipravené¢ho pufru chloridu draselného a 0,5 ml
nafedéného vzorku. Do dalSich tfi zkumavek bylo napipetovano 2,5 ml piipravené¢ho pufru
octanu sodného a 0,5 ml nafedéné¢ho vzorku. Roztoky byly promichany. Takto pfipravené
roztoky byly prométeny na spektrofotometru pii vinovych délkach 510 nm a 700 nm. Jako
slepy vzorek byla pouZita destilovand voda. Méteni probéhlo pro vzorky $téavy, extraktu i

pulpy.
3.6.4 Vypocet

Celkova koncentrace anthokyant, vyjadrena jako ekvivalent kyanidu-3-glukosidu (CGE) byla
vypoctena z nasledujiciho vzorce (Rov. 14):
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kde:

Cmp

A-M-F-103
Cvp = —— 1

14
e-1
A = (As10 — A700)pr 1,0 — (As10 — A700)pH 4.5 15

. vyslednd koncentrace monomerniho pigmentu kyanidin-3-glukosidu ve vzorku
v mg-dm

A ... vysledna hodnota absorbance

M ... molekulova hmotnost pro kyanid-3-gukosid (449,2 g-mol™)

F ... faktor zfedéni

e ... molarni absorpéni koeficient pro kyanidin-3-glukosid (26 900 dm*mol™-cm™)

[ ... délka drahy prachodu svétla vzorkem = délka kyvety (1 cm)

3.7 Stanoveni celkovych fenolickych latek metodou dle Folin-Ciocalteua

3.7.1

3.7.2

Pouzité pomiicky, pristroje a chemikalie

bézné laboratorni sklo

automaticka pipeta Sartorius Proline 100-1000 pl (Biohit, Finsko)
automaticka pipeta Sartorius Proline 1-5 ml (Biohit, Finsko)
sklenéna kyveta

stojan na zkumavky

analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)
lednicka s mraznickou (Liebherr, Némecko)
UV/VIS spektrofotometr Helios (ThermoSpectronic, Velka Britanie)

kyselina gallova (Penta, Ceska republika)
bezvody uhli¢itan sodny (Lachema, Ceska republika)
Folin-Ciocalteuovo &inidlo (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Priprava roztoku

Standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-dm'3

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,1 g kyseliny gallové. Navazka byla rozpusSténa

v 90 ml destilované vody a kvantitativné pievedena do odmérné bainiky na 100 ml. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou po rysku.
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7,5% roztok uhli¢itanu sodného

Na analytickych vahach bylo navazeno 7,5 g uhli¢itanu sodného. Navéazka byla rozpusténa
v 90 ml destilované vody a kvantitativné pievedena do odmérné bainiky na 100 ml. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou po rysku.

Kalibracéni Fada

Byla pfipravena fada kalibracnich roztokt o koncentraci 12,5; 25; 100; 200 a 400 mg-dm‘s.
Do $esti odmérnych ban¢k na 10 ml bylo postupné napipetovano 0,125; 0,25; 1,0; 2,0 a 4,0 ml
standardniho roztoku kyseliny gallové. Roztok byl doplnén destilovanou vodou po znacku.

Pro vlastni méfeni bylo do zkumavek napipetovano vzdy 0,1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla,
1,8 ml destilované¢ vody a 0,1 ml piipraveného kalibraéniho standardu. Roztoky byly
promichany a ponechany stat 5 minut. Poté byl do kazdé zkumavky piidan 1,0 ml
7,5% roztoku uhli¢itanu sodného. Takto pfipravené roztoky byly promichany, ponechany stat
2 hodiny a poté byly proméfeny na spektrofotometru pti vlnové délce 750 nm. Slepy vzorek
byl pfipraven stejné jako kalibra¢ni tada, jen misto vzorku byl pfidan Stejny objem
destilované vody.

3.7.3 Priprava vzorki a méreni

Vzorky ostruzinové S§tavy, extraktu a pulpy byly rozmrazeny a promichany. Poté byly
v odmérnych baiikdch namichany jejich roztoky s destilovanou vodou. Redéni bylo zvoleno
dle intenzity zbarveni.

Do tii zkumavek bylo napipetovano vzdy 0,1 ml Folin-Ciocalteuova c¢inidla, 1,8 ml
destilované vody a 0,1 ml zfedéného vzorku. Roztoky byly promichdny a ponechany stat
5 minut. Poté byl do kazdé zkumavky pifidan 1,0 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného. Takto
pripravené roztoky byly promichdny, ponechiny stat 2 hodiny a poté byly proméfeny
na spektrofotometru pii vlnové délce 750 nm. Slepy vzorek byl pfipraven stejné jako roztok
vzorku, jen misto vzorku byl pifidan stejny objem destilované vody. Méfeni probéhlo
pro vzorky stéavy, extraktu i pulpy.

3.7.4 Vypocet

Z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky (Rov. 16) byl vypocitan celkovy obsah fenolickych latek
ve vzorcich jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v mg-dm”™.

A =0,004046-c + 0,01204 16

3.8 Statistické zpracovani namérenych dat

Z namétenych dat byl pfi zpracovani spocitany primér a smérodatnd odchylka. Naméfena
data byla zpracovana pomoci statistickych funkci programu Microsoft Excel; pramér hodnot
prostiednictvim funkce PRUMER a smérodatna odchylka prostfednictvim funkce SMODCH.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Extrakce a stanoveni obsahu anthokyanovych barviv ve vyliscich

Cilem tohoto experimentu bylo najit jednak rozpoustédlo, které vyextrahuje vEétsi mnozstvi
anthokyant, a jednak optimalni dobu extrakce. Pro experiment byly zvoleny dva druhy
rozpoustédel — destilovana voda o teploté 25°C (laboratorni teplota) a smés destilované vody
a ethanolu v poméru 1 : 1 o teplot¢ 25°C (laboratorni teplota). Vylisky byly extrahovany
dvakrat a extrakty byly pfipraveny dle postupu v kapitole 3.1.4.

Parametrem uspéSnosti extrakce byl celkovy obsah anthokyanovych barviv v zavislosti
na ¢ase extrakce. Byl stanoven pH-diferencialni metodou. Piepocitavacim faktorem byl
ekvivalent monomerniho pigmentu kyanidin-3-glukosidu (CGE), protoze tento glukosid je
dominantnim anthokyanem v ostruzinach.

Vysledky méfeni obsahu anthokyanovych barviv v extraktu v zavislosti na dob¢ extrakce
uvadi Tabulka 5 a ¢asové pribéhy extrakci znazoriuje Graf 1.

Tabulka 5: Obsah celkovych anthokyanovych barviv v extraktech z vyliské v mg CGE-100 g*

doba extrakce [hod] mg CGE100 ¢~
voda voda + ethanol
1 24,6 58,6
2 39,6 78,1
3 55,1 90,1
4 57,6 102,5
5 65,2 120,2
6 74,8 123,8
7 84,2 129,0
8 84,9 141,5
9 85,7 1415
10 90,3 143,3
11 92,5 1455
12 89,8 145,9
13 85,7 146,4
14 84,4 150,4
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Graf 1: Porovnani ¢asové zavislosti extrakce anthokyanovych barviv ve dvou riznych
rozpoustédlech

Z grafického znazornéni Casové zavislosti extrakce anthokyanovych barviv ve dvou riznych
rozpoustédlech je patrné, Ze maximalnich koncentraci anthokyant Vv destilované vodé bylo

dosaZzeno v ¢ase 11 hodin a maximdalnich koncentraci ve smési voda a ethanol v dase 11 az
14 hodin.

Pro piehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 2) vyneseny hodnoty koncentraci
anthokyanovych barviv v ¢asech nejlepSich extrakci pro obé€ rozpoustédla.
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Graf 2: Obsah celkovych anthokyanovych barviv v jednotlivych extraktech v ¢asech nejlepSich
extrakei

Extrakci ostruzinovych vyliskti smési voda a ethanol v poméru 1 : 1 za laboratorni teploty byl
ziskan vys§i vytézek anthokyanovych barviv, 150,4 mg CGE-100 g™ . Pii extrakci vodou
za laboratorni teploty bylo ziskano 92,5 mg CGE-100 g™. Zpiisob extrakce smési destilované
vody a ethanolu lze povazovat za nejucinngjsi z provedenych extrakci.

Za podminek nalezenych timto vychozim experimentem (extrakéni  Cinidlo
voda : ethanol 1 : 1, dostacujici ¢as pro maximalni vytézek barviva 14 hod.) byly jesté jednou
extrahovany vylisky z ¢eskych ostruzin a také vylisky z ostruzin ukrajinskych. Po 14 hod.
byly extrakty zfiltrovany a cely jejich objem pouZit na stanoveni vybranych charakteristik.

4.2 Stanoveni suSiny suSenim

Obsah susiny ve vzorcich ostruzin byl stanoven postupem uvedenym v kapitole 3.2. Pro oba
druhy ostruzin byl experiment proveden tiikrat. Ze ziskanych hodnot byl nasledné¢ vypocitan
aritmeticky primér. Vysledné hodnoty uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6: Obsah celkové susiny ve dvou druzich ostruzin v hm. %

CR UA
94,2 + 0,1 94,8 +0,2
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Obsah celkové suSiny v ostruzinaich pochazejicich z Ukrajiny byl stanoven
na 94,8 + 0,2 hm. %. Obsah celkové sudiny u ostruzin pochazejicich z Ceské republiky byl
0 néco nizsi, 94,2 + 0,1 hm. %. Dle tabelovanych hodnot je obsah susiny 84,7 hm. % [11].
Rozdil mohl byt zptisoben tim, ze stanoveni probéhlo ze zmrazeného ovoce, které jiz ztratilo
urcité mnozstvi vody.

4.3 Refraktometrické stanoveni cukerné suSiny

Obsah refraktometricky stanovené cukerné suSiny je uveden v hmotnostnich procentech
sacharosy. Méfeni probehlo pro kazdy vzorek st'avy, extraktu i pulpy tiikrat. Hodnoty u pulpy
byly kvili fedéni vynasobeny ¢islem 2,5. Vysledky méfeni uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7: Vysledné hodnoty indexu lomu a hm. % sacharosy

Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
index lomu 1,3470 | 1,3495 | 1,3615 | 1,3592 | 1,3390 | 1,3410
hm. % sacharosy 9,5 11,1 18,6 17,2 10,3 13,7

Pro ptehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 3) vyneseny hodnoty obsahu sacharosy
Vv jednotlivych vzorcich.
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Graf 3: Obsah sacharosy v jednotlivych vzorcich

Obsah cukerné susiny ve vzorcich $tavy shodnotami 9,5 hm. % u ceskych ostruzin a
11,1 hm. % u ukrajinskych ostruzin je mirné niz§i nez obsah cukerné susiny ve vzorcich
pulpy. V pulpé z ¢eskych ostruzin bylo stanoveno 10,3 hm. % cukerné suSiny a v pulpé

35



z ukrajinskych ostruzin 13,7 hm. % cukerné susiny. U vzorkd z ukrajinskych ostruzin byly
hodnoty cukerné susiny vy$§i nez uvzorkii pochazejicich z Ceské republiky. U vzorkt
extraktti jsou hodnoty cukerné susiny vyrazné vyssi. To je pravdépodobné zpuisobeno tim, ze
Vv extrakéni smési (destilovand voda a ethanol) bylo rozpusténo vice latek, které ovlivnily
index lomu. Proto pfi tomto experimentu nebyl extrakt porovnavan se §t'avou a pulpou. Obsah
cukerné suSiny je zavisly na odridé¢, stupni zralosti, velikosti plodi, ro¢ni a denni dobé
sklizn¢, skladovacich podminkach a jinych faktorech [12].

4.4 Stanoveni pH a titrac¢ni kyselosti

Stanoveni pH bylo provedeno pfimym métenim pH metrem. Vysledné hodnoty uvadi Tabulka
8.

Tabulka 8: Hodnoty pH jednotlivych vzorku

Stava

extrakt

pulpa

CR

UA

CR

UA

CR

UA

2,79+ 0,02

3,25+0,01

3,48 + 0,00

3,72 £0,04

2,96 + 0,00

3,28 +£0,00

Pro piehlednost byly do sloupcového diagramu (Graf 4) vyneseny hodnoty pH jednotlivych

vzorkd.
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Graf 4: Hodnoty pH jednotlivych vzorku
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Jako nejkyselejsi ze studovanych vzorkl byla stanovena $tava s hodnotami pH 2,79 + 0,02
u ¢eskych ostruzin a 3,25+ 0,01 u ukrajinskych ostruzin. Vzorky pulpy s hodnotami pH
2,96 + 0,00 u Ceskych ostruzin a 3,28 £ 0,00 u ukrajinskych byly méné kyselé. Nejvyssich
hodnot pH dosahly vzorky extraktu s hodnotami 3,48 = 0,00 u ¢eskych ostruzin a 3,72 + 0,04
u ukrajinskych ostruzin. U vzorkl z ukrajinskych ostruzin byly hodnoty pH celkové vyssi nez
u vzorktl pochazejicich z Ceské republiky.

Titra¢ni kyselost vzorkdl je uvedena jako obsah kyseliny jablecné v mmol-dm™. Mgieni
probéhlo pro kazdy vzorek §tavy, extraktu i pulpy tiikrat. Vysledné hodnoty u extraktu byly
prepocitany na 100 g vyliskti. Hodnoty u pulpy byly kviili fedéni vyndsobeny cislem 2,5.
Vysledky méfeni uvadi Tabulka 9.

Tabulka 9: Obsah kyseliny jable¢né v mmol-dm™

Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
14,9 8,5 9,0 5,5 12,0 9,4

Pro ptehlednost byl do sloupcového diagramu (Graf 5) vynesen obsah kyseliny jable¢né
Vv jednotlivych vzorcich.

16 14,9
14
12,0
12
g 8,5
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£
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£
4
2
0
stava extrakt pulpa
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Graf 5: Obsah veskerych titrovatelnych kyselin v mmol-dm
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Obsah titrovatelnych kyselin byl pfepocitany na obsah majoritni kyseliny, v ostruzinach je ji
kyselina jable¢na. NejvysSiho obsahu této kyseliny dosahovala S$tdva z Ceskych ostruzin
obsahu kyseliny jable¢né dosahl vzorek extraktu z ukrajinskych ostruzin s hodnotou
5,5 mmol-dm™, hodnota pH tohoto vzorku byla nejvyssi. Vzorky z ostruzin pochazejicich
z Ceské republiky obsahovaly vice kyseliny jableéné nez vzorky z ostruzin ukrajinskych.
Ziskané hodnoty dokazuji, ze se zvySujici se kyselosti (obsahem kyseliny jable¢né) klesa
hodnota pH.

4.5 Stanoveni redukujicich cukrii dle Bertranda a gravimetrickou metodou

Obsah redukujicich cukrl byl stanoven metodou dle Bertranda a gravimetrickou metodou.
Ob¢ metody jsou popsany v kapitole 3.5. Pro kazdy vzorek $téavy, extraktu i pulpy probehlo
jedno stanoveni dle Bertranda a dvé stanoveni gravimetrickou metodou. Z téchto stanoveni
byl pro kazdy vzorek vypocitdn primér. Vysledné hodnoty u extraktu byly piepocitany
na 100 g vyliski. Hodnoty u pulpy byly kvili fedéni vynasobeny ¢islem 2,5. Vysledky méfeni
uvadi Tabulka 10.

Tabulka 10: Obsah redukujicich cukri v hm. % v jednotlivych vzorcich

Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
5,0 6,9 4,2 59 57 8,3

Pro ptehlednost byl do sloupcového diagramu (Graf 6) vynesen obsah redukujicich cukri
V jednotlivych vzorcich.
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Graf 6: Obsah redukujicich cukri v jednotlivych vzorcich

Z grafického znazornéni vysledkl je patrné, Ze nejvétsi obsah redukujicich cukrti méla pulpa
z ukrajinskych ostruzin s hodnotou 8,3 hm. %. Hodnoty obsahu redukujicich cukrd u pulpy
byly 0 néco vyssi nez hodnoty u $tavy. Nejméné redukujicich cukrti obsahovaly extrakty. To
je ziejmé zpusobeno tim, ze redukujici cukry jsou v ethanolu méné rozpustné nez ve vodé.
Vzorky z ostruzin pochazejici z Ceské republiky obsahovaly méné redukujicich cukrii nez
vzorky z ostruzin ukrajinskych. Obsah cukrit v ovoci je zavisly na odridé, stupni zralosti,
velikosti plodd, roéni a denni dobé sklizné, skladovacich podminkach a jinych faktorech [12].

4.6 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv pH-diferenciidlni metodou

Celkovy obsah anthokyanovych barviv byl stanoven pH-diferencialni metodou, kterd je
popsana V kapitole 3.6. M¢feni probéhlo pro kazdy vzorek $téavy, extraktu i pulpy tfikrat a
ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér. Vysledné hodnoty u extraktu byly pfepocitany
na 100 g vyliskt. Hodnoty u pulpy byly kvili fedéni vynasobeny ¢islem 2,5. Vysledky méteni
uvadi Tabulka 11.

Tabulka 11: Obsah anthokyanovych barviv v mg CGE+-dm™

stava

extrakt

pulpa

CR

UA

CR

UA

CR

UA

44,0

41,6

150,4

197,4

38,7

34,2
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Pro ptehlednost byl do sloupcového diagramu (Graf 7) vynesen obsah anthokyanovych barviv
Vv jednotlivych vzorcich.
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Graf 7: Obsah anthokyanovych barviv v mg CGE-dm™

Koncentrace anthokyanovych barviv u extraktu z ceskych ostruzin byla stanovena
na 150,4 mg CGE-dm™ a u extraktu z ukrajinskych ostruzin na 197,4 mg CGE-dm™. Obsah
anthokyanovych barviv v extraktech byl mnohonasobné vyssi nez jejich obsah ve §tavé a
pulpé. Zdivodnénim tohoto vysledku mize byt to, Ze pouzitd extrakéni smés (destilovana
voda a ethanol) je dobrym rozpoustédlem téchto barviv a také to, ze vylisky obsahuji vétsi
mnozstvi barviv nez $tava. Z hodnot obsahu anthokyant ve §taveé a v pulpé vyplyva, ze ¢eské
ostruziny obsahuji vice anthokyanovych barviv nez ukrajinské ostruziny. Extrakty z ¢eskych a
ukrajinskych ostruzin lze porovnavat jen s uréitou chybou. Extrakt z ¢eskych ostruzin byl
totiz ziskan za postupného odebirdni vzorkli a souasnym fedénim extrakéni smési. Zatimco
extrakt z ukrajinskych ostruzin byl pfipraven odebranim celého objemu extraktu naraz,
bez soucasného fedéni.

4.7 Stanoveni celkovych fenolickych latek metodou dle Folin-Ciocalteua

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven metodou dle Folin-Ciocalteua, ktera je popsana
Vv kapitole 3.7. Mé&feni probéhlo pro kazdy vzorek Stéavy, extraktu i pulpy tfikrat a
ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér. Vysledné hodnoty u extraktu byly pfepocitany
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na 100 g vyliski. Hodnoty u pulpy byly kvili fedéni vynasobeny cislem 2,5. Vysledky méfeni
uvadi Tabulka 12.

Tabulka 12: Obsah fenolickych litek v mg GAE-dm™

stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
1882,0 | 21951 | 3256,1 | 3501,9 | 1296,3 | 1883,3

Pro piehlednost byl do sloupcového diagramu (Graf 8) vynesen obsah fenolickych latek
V jednotlivych vzorcich.

4000
3501,9
3500 3256,1
3000
% 2500
2 2195,1
C o000 | 18820 18833
£
)
1500 A 1296,3
1000 -
500 -
0 .
§tava extrakt pulpa
mCR ®mUA

Graf 8: Obsah fenolickych latek v jednotlivych vzorcich

Z grafického znazornéni vysledki je patné, ze nejveétsi obsah fenolickych latek byl stanoven
v extraktech, u ukrajinskych ostruzin to bylo 3501,9 mg GAE-dm™® a u Ceskych
3256,1 mg GAE-dm™. Tak jako u obsahu anthokyanovych barviv, i zde miize byt
zdivodnénim to, ze pouzitd extrakéni smés (destilovand voda a ethanol) je dobrym
rozpoustédlem téchto latek, a Ze vylisky obsahuji véts§i mnozstvi fenolickych latek nez $t'ava.
Vzorky z ostruzin pochazejicich z Ceské republiky obsahovaly méné fenolickych latek nez
vzorky z ostruzin ukrajinskych.
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5 ZAVER
Ostruziny jsou z hlediska obsahovych latek bohatym zdrojem antioxidantt. Proto bylo néplni

této bakalaiské prace shrnout informace o tomto ovoci a zjistit a srovnat vybrané chemické a
fyzikalni charakteristiky ostruzinové stavy, pulpy a extraktu z ostruzinovych vylisku.

V teoretické Casti prace je uvedena botanickd charakteristika ostruziniku, obsah biologicky
aktivnich latek v jeho plodech a vyuziti ostruzin v potravinaistvi. Pozornost je také vénovana
popisu vybranych fenolickych latek a experimentalnim postupim pro stanoveni pH a
titrovatelnych kyselin v ovocnych §tavach.

Cilem experimentalni ¢asti bylo zhodnotit 2 extrak¢éni cinidla vybrana pro extrakce
ostruzinovych vyliski. Déle bylo cilem stanovit vybrané chemické a fyzikdlni vlastnosti
(suSinu, refraktometrickou su$inu, pH, titracni kyselost, obsah redukujicich cukrd,
anthokyanovych barviv a fenolickych latek) v ziskanych extraktech, ostruzinové §tavé a
V pulpé z ostruzin. VSechny tyto analyzy byly provedeny jednak pro Ceské ostruziny a jednak
pro ostruziny sbirané ve volné ptirod¢ na Ukrajiné.

Z hlediska obsahu anthokyanovych barviv byla lepsim extrakénim c¢inidlem smés destilované
vody a ethanolu v poméru 1 : 1. Po 14 hod. macerace bylo ziskano ze 100 g ostruzinovych
vyliskt 150,4 mg anthokyanovych barviv.

Obsah celkové susiny u ostruzin ukrajinskych i u ¢eskych byl srovnatelny, 94,8 + 0,2 hm % a
94,2 + 0,1 hm. %.

Obsah cukerné suSiny se u vzorkil §tavy a pulpy pohyboval v rozmezi 9,5-13,7 hm. %.
Nejvyssi hodnoty dosahovala pulpa z ukrajinskych ostruZzin.

Jako nejkyselejsi ze zkoumanych vzorki byla stanovena §t'ava z ¢eskych ostruzin s hodnotou
pH 2,79+ 0,02 a sobsahem kyseliny jable¢né 14,9 mmol-dm™. Hodnoty pH u vzorkd se
pohybovaly vrozmezi 2,79-3,72. Rozmezi obsahu kyseliny jable¢né ve zkoumanych
vzorcich bylo 5,5-14,9 mmol-dm™. Ziskané hodnoty dokazuji, ze se zvySujici se titracni
kyselosti (pfepocitanou na majoritni kyselinu ostruzin) klesa hodnota pH.

Nejvyssi obsah redukujicich cukri méla pulpa z ukrajinskych ostruzin, a to 8,3 hm. %. Obsah
cukrt u ostatnich vzorkt se pohyboval v rozmezi 4,2-8,3 hm. %. Nejmén¢ redukujicich cukra
obsahovaly extrakty, coz je zfejmé& zpusobeno tim, ze redukujici cukry jsou v ethanolu méné
rozpustné nez ve vode.

U extrakti z ostruzinovych vyliskii byla stanovena mnohondsobné vysSi koncentrace
anthokyanovych barviv nez u vzorkid S$tavy a pulpy. Extrakt z ukrajinskych ostruzin
obsahoval 197,4 mg CGE-dm™ a extrakt z ¢eskych ostruzin 150,4 mg CGE-dm™. Hodnoty
u ostatnich vzorkl se pohybovaly v rozmezi 34,2-44,0 mg CGE-dm®. Z vysledkl vyplyva, ze
vylisky obsahuji v&t§i mnoZzstvi barviv nez st'ava.

I fenolickych latek bylo nejvice stanoveno v extraktech. U ukrajinskych ostruzin to bylo
3501,9 mg GAE-dm™ a u eskych 3256,1 mg GAE-dm™. Hodnoty u ostatnich vzorki se
pohybovaly v rozmezi 1296,3-2195,1 mg GAE-dm™.
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Pii porovnani ostruzin ceskych a ukrajinskych Ize fici, Ze ukrajinské mohly byt
pravdépodobné vice vyzralé, nebot’ obsahovaly vice fenolickych latek, vice nebo srovnatelné
anthokyanovych barviv a rovnéz vice redukujicich sacharidii. Naopak Ceské ostruziny mély
vice titrovatelnych kyselin.
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Recept na ostruZinovou marmeladu

Potiebujeme: Zahradni nebo lesni ostruziny; na 1 kg ostruzinového protlaku 500 g cukru, 40 g
praskové Petosy (1 balicek), 4 g kyseliny citronové.

Ostruziny prebereme, nejlépe na naklonéném plechu, po mensich davkach rychle
proplachneme na cedniku pod tekouci vodou, v kastrole rozmackame, podlijeme nékolika
1zicemi vody a rozvaiime. M¢kké ostruziny prolisujeme pies sito nebo na specialnim mlynku
na lisovani ovoce. Odvazenou davku ostruzinového protlaku ddme do Sirokého kastrolu a
vafime. KdyZ se objem protlaku zmensi asi o tfetinu, pfidime Ctvrtinu stanovené davky cukru
a 5 minut vaiime. Praskovou Petosu smichame s mouckovym cukrem (pétindsobek hmotnosti
Petosy) a vmichdme do marmelady. Po rozpusténi pfisypeme zbyvajici cukr po troskach tak,
aby se var nepferusil, a vaiime dale. Ke konci varu ptidame kyselinu citronovou rozpusténou
ve 1zici vody. Kdyz marmeldda houstne, provedeme zkouSku na rosolovani (do marmelady
ponoiime varecCku, vyjmeme ji a otd¢ime ve vodorovné poloze, az marmelada trochu ztuhne.
Pak ji nechame stéci na hranu vatrecky, stéka-li v souvislé vrstvé a pak pada ve vétsich
kusech, nikoli v kapkach, marmelada je hotova). Tvofi-li se pti vafeni péna, sebereme ji az
ke konci varu. Vatici marmeladu plnime az po okraje do skleni¢ek ovinutych vlhkou utérkou,
okraje rychle otfeme, hned upevnime vicka, sklenicky obratime dnem vzhiiru a nechdme
vychladnout. Pfed uskladnénim sklenic¢ky otfeme vlhkou utérkou [30].

Priloha 2: Tabulky — stanoveni anthokyanovych barviv

Tabulka 13: Naméfené hodnoty absorbanci a vypocet koncentraci anthokyani pro extrakci

voda 25°C
voda 25°C
doba acetatovy pufr chloridovy pufr vypocet
extrakce (pH 4,5) (pH 1,0) (fedéni 11,11x)
[hod] Asio Ao Asio Ao A ¢ [mg-dm®] | ¢'100 g vyliskii
0,013 0,005 0,044 0,003
1 0,013 0,005 0,045 0,003 | 0,033 6,2 24,6

0,013 0,006 0,044 0,004
0,017 0,007 0,065 0,003
2 0,017 0,008 0,069 0,004 | 0,054 10,0 39,6
0,017 0,007 0,069 0,006
0,027 0,014 0,095 0,008
3 0,028 0,016 0,099 0,010 | 0,075 13,9 55,1
0,029 0,014 0,096 0,008
0,050 0,017 0,116 0,014
4 0,040 0,015 0,118 0,011 | 0,078 14,5 57,6
0,040 0,018 0,120 0,015
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Tabulka 14: Pokradovani Tabulka 13

voda 25°C
doba acetatovy pufr chloridovy pufr vypocet
extrakce (pH 4,5) (pH 1,0) (tfedéni 11,11x)
[hod] Asio Ao Asio Ao A | c[mgdm?] | ¢'100 g™ vyliska
0,039 0,016 0,116 0,009
5 0,040 0,016 0,117 0,008 | 0,088 16,4 65,2

0,033 0,014 0,121 0,006

0,040 0,020 0,128 0,011
6 0,040 0,019 0,131 0,010 | 0,101 18,8 74,8
0,039 0,019 0,138 0,011

0,032 0,015 0,145 0,013
7 0,035 0,016 0,145 0,013 | 0,114 21,2 84,2
0,033 0,017 0,143 0,013

0,044 0,019 0,157 0,018
8 0,046 0,019 0,160 0,017 | 0,115 21,3 84,9
0,045 0,019 0,158 0,017

0,042 0,020 0,161 0,021
9 0,045 0,020 0,162 0,021 | 0,116 21,5 85,7
0,045 0,020 0,160 0,021

0,043 0,023 0,163 0,020
10 0,045 0,025 0,164 0,023 0,122 22,7 90,3
0,044 0,024 0,165 0,022

0,047 0,026 0,174 0,031
11 0,050 0,027 0,178 0,026 0,125 23,3 92,5
0,049 0,027 0,176 0,029

0,044 0,022 0,163 0,018
12 0,044 0,022 0,162 0,020 | 0,122 22,6 89,8
0,044 0,023 0,162 0,019

0,048 0,023 0,163 0,025
13 0,045 0,025 0,161 0,022 | 0,116 21,5 85,7
0,046 0,024 0,162 0,024

0,047 0,023 0,157 0,019
14 0,045 0,024 0,157 0,021 | 0,114 21,2 84,4
0,046 0,023 0,157 0,020
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Tabulka 15: Namérené hodnoty absorbanci a vypocet koncentraci anthokyani pro extrakci
smés voda + ethanol 25°C

smés voda + ethanol 25°C

doba acetatovy pufr chloridovy pufr vypocet
extrakce (pH 4,5) (pH 1,0) (fedéni 20x)
[hod] Asio Ao Asio Ao A | c[mgdm®] | ¢'100 g™ vyliska
0,012 0,001 0,062 0,004
1 0,015 0,003 0,053 0,001 | 0,044 14,7 58,6

2 0,026 0,002 0,089 0,003 | 0,059 19,6 78,1

3 0,034 0,002 0,097 0,002 | 0,068 22,6 90,0

4 0,030 0,002 0,110 0,002 0,077 25,7 102,5

5 0,025 0,002 0,117 0,003 0,090 30,2 120,2

6 0,019 0,004 0,111 0,004 | 0,093 311 123,8

7 0,020 0,006 0,116 0,007 | 0,097 32,4 129,1

8 0,017 0,007 0,122 0,004 | 0,106 35,5 141,5

9 0,020 0,006 0,125 0,004 | 0,106 35,5 141,5

10 0,020 0,007 0,126 0,005 | 0,108 36,0 143,3

11 0,017 0,001 0,127 0,002 | 0,109 36,5 1455
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Tabulka 16: Pokradovani Tabulka 15

smes voda + ethanol 25°C
doba acetatovy pufr chloridovy pufr vypocet
extrakce (pH 4,5) (pH 1,0) (fedéni 20x)
[hod] Asio Ao Asio Ao A | c[mgdm?] | ¢'100 g™ vyliska
0,016 0,003 0,128 0,004
12 0,019 0,004 0,126 0,002 | 0,110 36,6 145,9
0,018 0,003 0,127 0,003
0,017 0,002 0,130 0,003
13 0,016 0,002 0,130 0,005 | 0,110 36,7 146,4
0,017 0,002 0,126 0,004
0,018 0,005 0,131 0,006
14 0,017 0,002 0,131 0,001 | 0,113 37,7 150,4
0,018 0,003 0,131 0,004

Piiloha 3: Naméfené a vypocitané hodnoty pro stanoveni celkové suSiny

Tabulka 17: Obsah celkové susiny ve dvou druzich ostruzin v hm. %

meéteni CR UA
1 94,3 94,8
2 94,2 94,6
3 94,2 95,0
primeér 94,2 94,8

Piiloha 4: Namérené a vypocitané hodnoty pro stanoveni pH a titra¢ni kyselosti

Tabulka 18: Hodnoty pH jednotlivych vzorka

Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
2,76 3,23 3,48 3,68 2,95 3,27
hodnota
H 2,80 3,26 3,48 3,77 2,96 3,28
P 2,82 3,25 3,48 3,72 2,96 3,28
pramér | 2,79 3,25 3,48 3,72 2,96 3,28
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Tabulka 19: Spotieba NaOH a hodnoty titra¢ni kyselosti

Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
tfeba NaOH 21,3 12,3 3,3 2,0 7,0 5,5
°po re[n?.] a 21,6 12,3 3,3 2,0 6,9 5,4
21,8 12,3 3,3 2,0 7,0 55
pramérna
21,6 12,3 3,3 2,0 7,0 55
spotieba NaOH
Cu+ [mmol-dm™] | 221,8 126,5 33,9 20,6 71,6 56,2
Ciao [mmol-dm™®] | 14,9 8,5 9,0 55 12,0 9,4
Piiloha 5: Namérené a vypocitané hodnoty pro stanoveni redukujicich cukri
Tabulka 20: Obsah redukujicich cukra v hm. % v jednotlivych vzorcich
Stava extrakt pulpa
CR UA CR UA CR UA
dle Bertranda 51 6,9 1,1 1,5 2,4 34
gravimetricky 51 6,9 1,1 1,5 2,3 3,1
gravimetricky 4,9 6,9 1,0 1,5 2,2 3,4
primeér 5,0 6,9 1,1 15 2,3 3,3
prepocitanc 50 | 69 | 42 | 59 | 57 | 83
hodnoty
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Priloha 6: Namérené a vypocitané hodnoty pro stanoveni anthokyanovych barviv

Tabulka 21: Namérené hodnoty absorbanci a vypocitané hodnoty koncentraci anthokyant

acetatovy pufr chloridovy pufr vypocet
(pH 4,5) (pH 1,0) (fedéni 20x)
Asio Ao Asio Ao A ¢ [mg-dm's]
0,005 0,001 0,136 0,001
CR 0,005 0,001 0,137 0,000 | 0,132 44,0
Cava 0,006 0,001 0,136 0,000
0,038 0,016 0,158 0,016
UA 0,032 0,016 0,156 0,014 | 0,125 41,6
0,032 0,016 0,158 0,014
0,018 0,005 0,131 0,006
CR 0,017 0,002 0,131 0,001 | 0,113 150,4
extrakt 0,018 0,003 0,131 0,004
0,012 0,005 0,161 0,004
UA 0,012 0,004 0,156 0,002 | 0,149 197,4
0,011 0,004 0,159 0,002
0,017 0,008 0,061 0,006
CR 0,018 0,008 0,062 0,005 | 0,046 38,7
0,018 0,008 0,062 0,006
pulpa
0,027 0,013 0,063 0,008
UA 0,026 0,012 0,063 0,008 | 0,041 34,2
0,027 0,013 0,063 0,008
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Piiloha 7: Namérené a vypocitané hodnoty pro stanoveni fenolickych latek

Tabulka 22: Namérené hodnoty absorbanci a vypocitané hodnoty koncentraci fenolickych latek

A7so A C [mg GAEdmg]
0,174
CR 0,162 | 0,164 1882,0
0,157
0,216
UA 0,173 | 0,190 21951
0,180
0,082
CR 0,096 | 0,078 3256,1
0,057
0,087
UA 0,080 | 0,083 3501,9
0,083
0,059
CR 0,031 | 0,054 1296,3
0,072
0,064
UA 0,081 | 0,073 1883,3
0,074

St'ava

extrakt

pulpa
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Priloha 8: Kalibraéni krivka kyseliny gallové
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Graf 9: Kalibra¢ni kfivka Kkyseliny gallové
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