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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva zménou antioxidacnich vlastnosti jablek po procesu osmo-
dehydratace s ptidavkem skoticového aldehydu. Teoreticka ¢ast se vénuje popisu antioxidantl
a jejich vlivu na lidské zdravi. Dale se zabyva moznostmi, jak stanovit jejich antioxida¢ni
kapacitu. V dalsi casti jsou popsany extrakéni metody a nasledna analyza kapalinovou
chromatografii. V posledni ¢éasti je popsan proces osmo-dehydratace a jeho vyuziti
V potravinafstvi. V experimentalni ¢asti byly analyzovany vzorky jablek, které byly vystaveny
procesu osmo-dehydratace s piidavkem riizného mnozstvi skoficového aldehydu. Nasledné
bylo provedeno stanoveni antioxidaéni kapacity metodou vyuzivajici DPPH radikal a obsahu
celkovych fenolickych latek. Poté byly vzorky analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie.

KLICOVA SLOVA
Jablka, skoficovy aldehyd, antioxidac¢ni vlastnosti, extrakce, kapalinova chromatografie, osmo-

dehydratace

TITLE

Antioxidant properties of apples treated by osmo-dehydration with the addition of

cinnamaldehyde

ANNOTATION

This thesis deals with the change of antioxidant properties of apples after osmo-dehydration
process with the addition of cinnamaldehyde. The theoretical part is devoted to the description
of antioxidants and their influence on human health. It also deals with the possibilities of
determining their antioxidant capacity. In the next part, extraction methods and subsequent
analysis by liquid chromatography are described. In the last part, the osmo-dehydration process
and its application in the food industry are described. In the experimental part, samples of apples
subjected to the osmo-dehydration process with the additions of different amounts of
cinnamaldehyde were analysed. Subsequently, the antioxidant capacity was determined by the
method using DPPH radical and the content of total phenolic compounds. The samples were

analysed by high performance liquid chromatography.

KEYWORDS
Apples, cinnamaldehyde, antioxidant properties, extraction, liquid chromatography, osmo-

dehydration



OBSAH

UVOD ... ettt et e s h e e e st e e e s bt e e e nb e e s bb e e e nr e e ennes 14
1 TEORETICKA CAST....coooiiiiiiiiieiieeissinesssss st 15
1.1 WVOLNE RADIKALY ..ottt bbb s 15
1.1.1  Reaktivii formy KySHKU.....coooiiiiiiii i 15
1.1.1.1 SUPETOXIT .tttk b bbbt bbb bbbt bbbt b et 16
1.1.1.2 HYArOXYIoVY TadiKAL.......ccoiiiiiiieiicie e 16
1.1.1.3 PeroXid VOATKU ..ottt bt bbb e 16

1.1.2  Reaktivii formy duSTKU........ccviiiiiiiiiiii s 17
1.1.2.1 OXId AUSNALY.....viiiiiiii i 17
1.1.2.2 e ) QY111 | OO OSSPSR 18

1.2 ANTIOXIDANTY Loiiitiiiie ittt e e iitteeeesteeeeestteeeeesitaeeesstaeeeesbaeeeesabaeeaestbeeessbaeeeesabaseeesatbeeeesasbenaesnns 18
121 PHrodni antiOXIAANEY .....ccveeeeieiiieiieie ettt et sn e nr e r e e e nneenas 19
1.2.1.1 SUPETOXIAAISIULAZA .....veveiviiecieie e eneas 19
1.2.1.2 KALATAZA ..ot nr e b e bbb ene e 19
1.2.1.3 GlutathiONPErOXIAAZA .....eveiveieiiieiicie e 19
1.2.1.4 BT330SR 20
1.2.1.5 VAN € 1ottt sttt ettt ae e s bt e et e be e s be e s aesseesae e sbe e bt enbeenbennee e 21
1.2.1.6 VIAMIN B oo e e 22
1.2.1.8 POIYTENOIY ..o b bbbttt sb bbb 27

122 Syntetické antioXIdANTY .......cueiveieeiieieeii e nne s 31
1.2.3  Stopové prvky s antioXidacnimi UCINKY ........cceerierieriiiinie e e 32
1.2.3.1 ZINEK...ooiiii 32
1.2.3.2 SBIBN ..o 33
1.2.3.3 IMIEE et b bbbt 34
1.2.34 MIBNGAN . 34

1.3 ANALYZA ANTIOXIDANTU V POTRAVINACH............coccooiivinrieieeeseesesienesses s 35
1.3.1  Stanoveni antioXidacni KaAPACILY ........ccccvririiiiiiiieie it 35
1.3.1.1 Metoda ORAC ... 36
1.3.1.2 Metoda TRAP ... 36
1.3.1.3 Metoda vyuzivajici DPPH 1adiKal.........cccooreiiiiiniiiiiieisesee e 36
1.3.1.4 Metoda FRAP ... 37
1.3.1.5 Metoda vyuzivajici ABTS (Metoda TEAC).......ccocuviiiiiiiiiiiiie 38
1.3.1.6 MELOUA CUPRAC ...ttt ettt bbb bbbt bbb b ettt nb s 38
1.3.1.7 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolll ..........ccooiiiiiiiiiiiicc e 39

1.3.2  Identifikace antioxXidaCnich TAtEK ..........cccviiiiiiiiiiie e 39
1.3.2.1 Izolace antioXidanich TALEK .........ccoiiiiiiiiiii e 39
1.3.2.2 Analyza antioXidacnich TAteK..........oovvviiiiiiiiii i 44
1.3.2.3 Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC .........cccoiiiiiiiiiiiiiceee e 46

1.4 VYUZITi PROCESU OSMO-DEHYDRATACE V POTRAVINARSTVI .....coooiiiiiiiiiiice 51
1.4.1  Princip procesu 0SMO-AENYAIatACE ..........ccieiiriiiieiieiere st 51
1.4.2  Faktory ovliviiujici proces 0Smo-deNYdratace ...........cccverveiiiieininesc e 52

2 EXPERIMENTALNI CAST.......ooooiiiiiiinieniesesssse s 55
2.1 PRISTROJE A POMUCKY ......ocoiuiiiiieiiiinieiciiiesie oottt 55
2.2 CHEMIKALIE ..ottt b bbb e e bbbt b et b bbb 56
2.3 PRIPRAVA CUKERNYCH ROZTOKU ......ocooiiiiiiiiiiiisiecie et 56
2.4 ANALYZOVANY VZOREK ......ociiiiiiiiiiiiiiiiiii it 57
2.4.1  CharakEeriStiKa VZOTKU ........c..civierieiiieieee ittt ettt et 57
2.4.2  Ptiprava vzorkl pied procesem osmo-AeNYAratace. ...........cooeiviireiiiinirisineciseeee e 58
243  Zpracovani vzorkil po procesu 0Smo-0enNYdrataCe..........covvrviiiirireriiiineieiseee e 58
2.5 STANOVENi ANTIOXIDACNI KAPACITY METODOU VYUZIVAJICI DPPH .........ccccoooviiins 58
25.1  Postup pro stanoveni antioxida¢ni kapacity U VZOrKU ........cccceeveieeniniiiniiicieeee s 59
2.5.2  Priprava Kalibranich roZtOKT ........ccviiieiieiieisie e ee e e e sneesreesneeeeenee e 59
2.6 STANOVENI CELKOVEHO OBSAHU FENOLICKYCH LATEK ........ccocoiiiiiiiiiiiinc s 59

2.6.1  Postup pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek u vzorkl ........c.coovriiiiiiiiiiin, 59



2.6.2  Priprava KalibraCnich roZtOKT ........ccveiieiieiiei e s e ee e sreesreeeeenee e 60

2.7 MERENI BAREVNOSTI .....uuuteiitetettieeeseteteessssaesasetesessssssstesetesesssssssssseteeesssssasrreeteessssnasrrreess 60
2.8 ANALYZA KAPALINOVOU CHROMATOGRAFI.......ccvvvtiiiueiiiiiiiiieieiieeesseaesessessenesssseeessnsneeens 60
2.8.1 Kalibra¢ni fada, mez detekce a meZ StaNOVITEINOStL. ..uvvviiiiiiiiiiiiiiiiee it 61

2.8.2  PEIPrava VZOTKI ......eiieiiieeiei ettt r e n et s e ne e r e e r e e n e ne e 61

3 VYSLEDKY A DISKUSE ..o ouiiiieieeeeeeeeeeeseeeseeseseseseseeseseseseeesesessseseseseseseseseseseenns 62
3.1 VYBEREXTRAKCNIHO CINIDLA ......oouvvtteiittteeiesstessaessesesaessesesssssesessssesesssssssesssssssessssssesssssees 62
3.2 ANTIOXIDACNI VLASTNOSTI STROUHANEHO JABLKA A PLATKU JABLEK .......ooveevvvvieernnne, 64
3.3 STANOVENI ANTIOXIDACNI KAPACITY METODOU VYUZIVAJICI DPPH ..o, 65
3.4 STANOVENI CELKOVEHO OBSAHU FENOLICKYCH LATEK .....ccvvtiiiiiiieieiiieiesssireeeessireeessnnes 68
3.5 ANALYZA KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII ......ocoieviiiiieiiieiiiiiiesieiieesseiteeessssaeesssrenessennes 71
3.6 MERENI BAREVNOST .....cooiiiuttetttttesstsaesteeetesesssasesssestesssssasssssseessessssssssestetesssssssarestesessssnnsns 74

A ZAVER ..ottt ettt et et e e et et e e e et e e e et et et et eeeeeeeeeeeeneeeeeeeneeneeas 76
POUZITA LITERATURA .....cooooiieeeeeeeeeeeee oot eet et eeeeee et ene e seeees et s eeetetaseseneseaeananeenn. 78

PRILOHY ..o e e et e e et et e e et e e e e e e et e et e es et e e et e e s et e s et e et e e en e 86



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Reaktivni formy KySHKU .......cccooiiiiiiiiiiiiiii e 16
Tabulka 2: Reaktivni formy dusikul........cccoooiiiiiiiiiii s 17
Tabulka 3: Obsah vitaminu C ve vybranych potravinach............cccocviiiiiiiiiicnicic 22
Tabulka 4: Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach...........ccccoocviviiiiiiiiicee e, 23
Tabulka 5: Chemické struktury derivati kyseliny hydroxyskoficoveé .........cocvviviiiiiniiiinnnnen. 28
Tabulka 6: Chemické struktury derivati kyseliny hydroxybenzooveé ..........ccccoecveviiiiiiinnnnnnn. 29
Tabulka 7: Podtfidy flavonoidi, jejich obecna struktura a zdroje potravin..........cccocceevverneeene 30

Tabulka 8: Mnozstvi volné kyseliny chlorogenové (ng/g susiny) ve slupce a duziné
jablek béhem zrani, sklizn€ a skladovani.............ccoovviiiiiiiiiiici 50

Tabulka 9: Mnozstvi vazané kyseliny protokatechové (ng/g susiny) ve slupce a duziné

jablek béhem zrani, sklizn€ a skKIadOVANI.........c.cceriiiiiiiiiiiie s 50
Tabulka 10: Pouzité laboratorni ptistroje @ pomuUCKY .........cooviieiiiiiiieiicieseeeee e 55
Tabulka 11: PouZité chemikalie...........ccoiiiiiiiiiiiiii s 56
Tabulka 12: VyZzivové hodnoty syrového jablka (ve 100 €).......ccovrvreiiiiniiiiineieieesieseeene 57
Tabulka 13: Stupnice udavajici stupent neshody dvou barev..........cccoceviieiiiiiiciiiiiese e 74
SEZNAM OBRAZKU
Obrazek 1: Reakce vzniku oxidu dusnatého z L-argininuU..........c.ccooevviineneninenenisieeees 18
Obrazek 2: Chemicky vzorec a) retinolu b) retinalu c) kyseliny retinove............cccoeeivenenne. 21
Obrazek 3: Chemicky vzorec kyseliny L-askorboveé...........cccvvviiiiiiiiinii 22
Obrazek 4: Chemicky vzorec o-tOKOTEIOIU.........cooiiiiiiiiii e 23
Obrazek 5: Chemicky vzorec B-Karotenu ..........ccooiiiiiiiiiiiiiieee s 25
Obrazek 6: Chemicky vZorec IyKOPENU........covviiieiiiiiiciec e 26
Obrazek 7: Chemicky vZOrec TULEINU. .........ccviiiiiiiiiiiciec s 27
Obrazek 8: Chemicky VZOrec Z€aXantiNU ..........cccverriiriiieiiiiiisieeiri e 27
Obrazek 9: Obecna struktura flavonoidill............cceerviiiiiii i 29
Obrazek 10: Struktura radikdlu DPPH a jeho redukce antioxidantem (AH) na DPPH-H........ 37
Obrazek 11: FAzovy diagram CO2.......cceiiiiiiiiiiiiiiiiciec s 41
Obrazek 12: Schéma zatizeni pro extrakci nadkritickou teKUtINOU ............cccooiiiiiiiiiiicene, 42
Obrazek 13: Schématické znazornéni kavitace pii ultrazvukoveé extrakci .........cocovvvvennennne 43
Obrazek 14: Blokové schéma HPLC ... 45

Obrazek 15: Celkovy obsah fenoli a flavonoidt ve slupce a duziné v jablku Limoncella......48



Obrazek 16:

Hlavni fenolické slou¢enina po analyze jablka Limoncella pomoci RP-HPLC ..48

Obrazek 17: Transport latek z potravinové matrice béhem procesu osmo-dehydratace........... 52
Obrazek 18: Vzorek jablka Jonagold.........cccoviiiiiiiiiiiiiiic e 57
Obrazek 19: DPPH metoda pro vybér extrak¢éniho ¢inidla (N =3)...cccceivciiiieiecece e 62
Obrazek 20: TPC metoda pro vybér extrakéniho ¢inidla (N =3)...cccocvviviinienieiieece e 63
Obrazek 21: DPPH metoda pro upiesnéni vybéru extrakéniho ¢inidla (N = 3) ...ccovvvvieenenee. 63
Obrazek 22: TPC metoda pro upiesnéni vybéru extrakéniho ¢inidla (N = 3) ..cccvevviievvennne, 64
Obrazek 23: DPPH metoda pro platky jablek a strouhané jablko (N =3) ....cccoevevviievivenenne, 65
Obrazek 24: TPC metoda pro platky jablek a strouhané jablko (N =3) ..ccccevvvvvveiviiieiieiee 65
Obrazek 25: Optimalizace metody pro stanoveni antioxidacni Kapacity .........cccccevvveervennnnne 65
Obrézek 26: Kalibra¢ni fada Troloxu pro stanoveni antioxidacni kapacity metodou DPPH...66
Obrazek 27: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skutecné koncentraci CA u roztokt

po osmo-dehydrataci pii DPPH metod€ (N = 3) ... 67
Obrazek 28: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skutecné koncentraci CA u extraktd

z jablek po osmo-dehydrataci pii DPPH metod€ (N = 3)...cccvvvviiiiiiieiesc e, 67
Obrazek 29: Optimalizace metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek .......... 68
Obrazek 30: Kalibra¢ni fada kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych

2 TS 69
Obrézek 31: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skute¢né koncentraci CA u extraktii

z jablek po osmo-dehydrataci pii TPC metod€ (N = 3).ccviiviniiiiieeese e, 70
Obrazek 32: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skute¢né koncentraci CA u roztokt

po 0smo-dehydrataci pii TPC metod€ (N = 3) ...oveveiiiiiiiiieeeee e 70

Obrazek 33: Kalibracni fada skoficového aldehydu pro HPCL (CA = skoficovy aldehyd) ....71

Obrazek 34: Kalibracni fada kyseliny skotficové pro HPLC (KS = kyselina skoficovd) ......... 72
Obrazek 35: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skute¢né koncentraci CA a KS

u roztokid po osmo-dehydrataci pii HPLC analyze (N = 3) ....ocoovieiineniienieneeeiee, 73
Obrazek 36: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skute¢né koncentraci CA a KS

u extrakti z jablek po osmo-dehydrataci pti HPLC analyze (N = 3) ..cccooveiiiieeienieeenn, 73
Obréazek 37: Zobrazeni barevného prostoru L' a™h” ..........ccccevieviiveiieeicceeeeeeee s 75



SEZNAM PRILOH
Ptiloha I: Antioxida¢ni kapacita roztoki a extraktii z jablek...........cocvviiiiiiiiiiiii, 86
Ptiloha II: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v roztocich a extraktech

jablek po osmo-dehydrataci pro DPPH metodu @ TPC metodu .........cccoceevveieneeinnnennnnn 89
Ptiloha III: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich a extraktech z jablek ...................... 91
Ptiloha IV: Mnozstvi skoticového aldehydu (CA) a kyseliny skoticové (KS) v roztocich

a extraktech z jablek pro HPLC analyzu .........cccccveveiieriiiiieiiesc e 95
Priloha V: Vysledny efekt casu osmo-dehydratace na obsahu CA v roztocich a extraktech

Z JableK pro HPLC @NalyZU........cccoiiiuiiiiiiiiiiiieee et 99
Piiloha VI: Barvy roztoki a jablek po 0smo-dehydrataci ..........c.covveveereieieneniniseeieieen, 101



SEZNAM ZKRATEK

°Bx Stupné Brix (Degrees Brix)

aw Aktivita vody (Water activity)

AAPH 2,2-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid

ABAP 2,2-azobis-(2-amidinopropan) hydrochlorid

ABTS 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

ASE Zrychlena extrakce rozpoustédlem (Accelerated solvent extraction)
BHA Butylhydroxyanisol (Butylated hydroxyanisole)

BHT Butylhydroxytoluen (Butylated hydroxytoluene)

CAT Kataldza (Catalase)

CE Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

CUPRAC Stanoveni antioxida¢ni kapacity na zakladé redukce méd’natych iontt

(Cupric ion reducing antioxidant capacity)

DAD Detektor s diodovym polem (Diode array detector)

DDD Doporucena denni davka

DNA Kyselina deoxyribonukleova (Deoxyribonucleic acid)

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

DPPH-H 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazin

ECD Elektrochemicky detektor (Electrochemical detector)

EPR Elektronové paramagnetické rezonance

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and drug administration)
FLD Fluorescenc¢ni detektor (Fluorescence detector)

FRAP Stanoveni antioxida¢ni aktivity na zakladé redukce zelezitych iont

(Ferric reducing antioxidant power)

GC Plynova chromatografie (Gas chromatography)

GPx Glutationperoxidaza

HAT Pfenos atomu vodiku (Hydrogen atom transfer)

HDL Lipoprotein o vysoké hustoté (High density lipoprotein)
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High performance liquid chromatography)
IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

(International agency for research on cancer)



LDL
MS

Nc
NOS
ORAC

PDA
PHWE
PLE
PSE
RE
RNS
ROS
RP-HPLC
SF
SFE
SET
SOD
TEAC

TPC
TPTZ
TRAP

TROLOX
uv

Lipoprotein o nizké hustoté (Low-density lipoprotein)

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Neocuproin

Nitroxidsyntaza

Schopnost antioxidanta eliminovat volné radikaly kysliku

(Oxygen radical absorbance capacity)

Detektor diodového pole (Photodiode Array Detector)

Extrakce vodou v podkritickém stavu (Pressurized hot water extraction)

Extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (Pressurized liquid extraction)

Extrakce rozpoustédlem za zvyseného tlaku (Pressurized solvent extraction)

Retinolovy ekvivalent (Retinol equivalents)

Reaktivni formy dusiku (Reactive nitrogen species)

Reaktivni formy kysliku (Reactive o0xygen species)

HPLC v systému S obracenymi fazemi (Reversed-phase HPLC)
Nadkriticka tekutina (Supercritical fluid)

Extrakce nadkritickou tekutinou (Supercritical fluid extraction)
Ptenos jednoho elektronu (Single electron transfer)
Superoxidismutaza

Vyjadieni antioxida¢ni kapacity jako ekvivalenty latky Trolox
(Trolox equivalent antioxidant capacity)

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (Total phenolic contents)
2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin

Celkovy antioxida¢ni parametr zachytu radikali

(Total radical-trapping antioxidant potential)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
Ultrafialové (Ultraviolet)



Uvob

V lidském organismu se neustdle produkuji volné radikdly, které v malém mnoZzstvi
ptredstavuji signalni molekuly a v imunitnim systému napomahaji k eliminaci riznych kmenti
bakterii. Pfi nadmérné produkci volnych radikali vSak dochazi k poskozeni biologicky
vyznamnych slouc¢enin (DNA, bilkoviny a lipidy), které vede az ke vzniku mnoha chronickych
zdravotnich problémd, jako jsou Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
kardiovaskularni a zanétliva onemocnéni, cukrovka a rakovina.

Jednou z moznosti, jak snizit §kodlivé ucinky volnych radikalt na lidsky organismus, jsou
antioxidanty. Lidské télo je schopné se samo branit proti pisobeni volnych radikald, a to
pfedevSim enzymy s antioxida¢nimi ucinky. I pfesto je vSak velmi dilezité pfijimat
antioxidanty ze stravy.

Antioxidanty jsou latky, které hraji dalezitou roli jak v potravinach, tak i v lidském téle,
které chrani pfed vznikem volnych radikali nebo je pfevadéji do méné reaktivnich nebo
nereaktivnich forem. Antioxidanty se staly nepostradatelnou skupinou potravinatskych
pridatnych latek diky svym vlastnostem, kterymi prodluzuji trvanlivost potravin bez
jakéhokoliv neptiznivého vlivu na jejich senzorické a nutri¢ni vlastnosti. Mezi potraviny bohaté
na antioxidanty patii ovoce a zelenina.

Mezi ovoce, které obsahuje pfirozené antioxidacni latky S vysokym ucinkem, patii
jednoznacné jablka. Jejich vysoka obliba u lidi je zpisobena nejen pro jejich organoleptické
vlastnosti, ale pfedevs§im z divodu jejich sloZeni. Jablka a jejich produkty obsahuji vyznamné
mnozstvi fenolickych latek, které hraji dalezitou roli pfi udrZzovani lidského zdravi, protoZe
maji preventivni u¢inek proti riznym typim onemocnéni. Skofice, jejiz zakladni slozkou je
skoficovy aldehyd, neodmyslitelné patii pravé k jablkim. Kombinace téchto dvou surovin
dodava pokrmtiim vynikajici a velmi zddanou chut’ 1 viini.

Cilem této diplomové prace je stanovit antioxidacni kapacity jablek metodou vyuzivajici
DPPH radikal, stanovit celkovy obsah fenolickych latek a nasledné zjistit vliv procesu osmo-
dehydratace v cukernych roztocich s ptfidavkem skoficového aldehydu na antioxidacni
vlastnosti jablek. Tato stanoveni jsou dale doplnéna o analyzu kapalinovou chromatografii,

u které je sledovano mnozstvi aldehydu jak v jablkach, tak i v cukernych roztocich.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Volné radikaly

Volny radikal je atom nebo skupina atomti, které obsahuji ve svém atomovém obalu jeden
nebo vice neparovych elektroni a jsou schopné alespon kratkodobé samostatné existence.
Ptitomnost neparového elektronu ma za nésledek nestabilitu a vysokou reaktivitu vétSiny
radikali [1]. Volny radikal vznika odevzdanim nebo pfijetim elektronu z jinych molekul. Aby
volny radikal dosahl rovnovazného stavu, snazi se ziskat jiny elektron do paru reakci
s neradikéalni molekulou, ze které se nasledn¢ stane radikal, ktery mize dale pfeménovat jiné
slouceniny na volné radikaly. Dochazi tedy k tzv. fetézové reakci, pii které vznikaji dalsi nové
volné radikaly. Retézova reakce je ukoncena, kdyz volny radikal reaguje s jinym volnym
radikalem, se kterym vytvofi elektronovy par [2].

Pfi¢iny vzniku volnych radikalt 1ze rozdé€lit na exogenni a endogenni. Mezi exogenni pfic¢iny
patii napft. cigaretovy kouf, zne€isténé ovzdusi a vody, alkohol, UV zéieni, tézké kovy, Strava
a léky. Endogenni pfic¢iny vznikaji pfi metabolismu, kde k tvorbé volnych radikali dochazi

Vv burice disledkem enzymatickych i neenzymatickych reakci [2].

1.1.1  Reaktivni formy Kkysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou modifikované molekuly a slouceniny kysliku, které
vznikaji jako vedlejsi produkty v aerobnich organismech a pii oxida¢nim stresu. Volné radikaly
kysliku jsou vysoce reaktivni a vedou k poruse Zivotné dulezitych membranovych déja
anasledné az k zaniku buiky. Jejich pfitomnosti dochazi k poskozeni nukleovych kyselin,
proteint a lipida [3]. V poslednich letech vSak bylo zjisténo, Ze ROS neplisobi v organismu
pouze patologicky, ale hraji dulezitou roli jako intracelularni signalni molekuly k regulaci
biologickych a fyziologickych procest [4].
kysliku, které obsahuji neparovy elektron patii superoxid (03 ) a hydroxylovy radikal (OH e).
Jako reaktivni formy kysliku se povazuji i1 latky, které nejsou volnymi radikaly, jako jsou
napft. peroxid vodiku (H,0,), singletovy kyslik (:0,), 0zon (03) a kyselina chlorna (HCIO) [5].
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Tabulka 1: Reaktivni formy kysliku [6]

Reaktivni formy kysliku
Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Superoxid Oy Peroxid vodiku H>0,
Hydroxylovy radikal HO- Singletovy kyslik 10,
Peroxyl ROO- Kyselina chlorna HCIO
Hydroperoxyl *HO; Ozon Os

1.1.1.1  Superoxid

Superoxid vznika ¢astecnou redukei kysliku, coz znamena, Ze pfijme pouze jeden elektron.
Vzniké jako prvni kyslikovy radikdl v téle a je inicidtorem fetézové reakce volnych radikald.
Superoxid je mirn¢ reaktivni, neprochéazi ptes biologické membrany a funguje jako oxidacni
i reduk¢ni Cinidlo [7]. Samovolné nebo za katalyzy enzymem superoxiddismutazou (SOD)
dismutuje na peroxid vodiku a kyslik. Superoxid piedstavuje nejveétsi nebezpeci tim, ze z néj

mohou vznikat mnohem $kodlivéjsi reaktivni formy kysliku, jako je hydroxylovy radikal nebo

peroxynitrit [8].

1.1.1.2  Hydroxylovy radikal

Jedna se o nejreaktivnéjSi formu kysliku, ktera je produkovana tfielektronovou redukci
molekularniho kysliku. Pfi jednoelektronové redukci kysliku vznika superoxid, ktery pii reakci
s peroxidem vodiku plisobi jako donor elektronli a vznikd hydroxylovy radikal
(Haber—Weissova reakce). Tato reakce se povazuje za pomalou a nevznika pfi ni dostate¢né
mnozstvi hydroxylového radikalu. Naopak pomoci Fentonovy reakce, kdy se za ptitomnosti
ptechodnych kovii (Fe?*, Cu*) peroxid vodiku redukuje, vznikad dostatené mnoZzstvi
hydroxylového radikalu. Hydroxylovy radikal reaguje vétSinou se vSemi molekulami v zivych
bunkach (lipidy, aminokyseliny, nukleotidy a sacharidy). Ma velmi kratkou Zivotnost, proto

poskozuje biomolekuly v blizkém okoli jeho vzniku [9].

1.1.1.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je nestabilni a silné oxidaéni ¢inidlo. Sam o sob¢ je relativné nereaktivni, ale
jeho reaktivita se zvysi pfi reakci S redukovanymi ptechodnymi kovy, jako jsou zelezo a méd’

(Fentonova reakce). V téle se tvoti dismutaci superoxidu. Peroxid vodiku volné prochazi pies

16



bunééné membrany a jeho vyssi koncentrace muze naruSovat bunény metabolismus. Jeho
polocas zivota je pomérné¢ dlouhy a poskozuje tedy i1 molekuly, které jsou vzdalené.
V organismu se peroxid vodiku zneSkodnuje enzymy glutathionpeoxidazou, peroxiredoxiny

a katalazou [9].

1.1.2  Reaktivni formy dusiku

V lidském organismu se dale vyskytuji radikaly, jejichz volny elektron patii atomu dusiku.
Tyto latky souhrnné oznacujeme jako reaktivni formy dusiku (RNS). Jako volné radikaly patii
do této skupiny oxid dusnaty a oxid dusicity. Mezi latky neradikalové povahy patii peroxynitrit,

kyselina dusita a oxid dusny. V tabulce 2 je uveden piehled reaktivnich forem dusiku [6].

Tabulka 2: Reaktivni formy dusiku [6]

Reaktivni formy dusiku
Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Oxid dusnaty NO- Peroxynitrit ONOO-
Oxid dusicity NO.e Kyselina dusita HNO-
Oxid dusny N2O

1.1.2.1  Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je bezbarvy plyn a nestabilni volny radikal s polo¢asem rozpadu néekolik
sekund. Dokaze voln¢ difundovat pies biologické membrany, ¢imz ovlivituje buiiky ve svém
okoli. Vznika v bunkach pti pfeméné z aminokyseliny L-argininu na L-citrulin (Obr. 1). Reakce
je katalyzovana enzymem nitroxidsyntazou (NOS). Prvnim krokem této reakce je hydroxylace
jednoho z guanidinovych dusiku L-argininu za vzniku N-hydroxy-L-argininu. V druhé fazi
reakce probihd tfielektronova oxidace meziproduktu, pii které se uvoliluje oxid dusnaty
a L-citrulin. NOS se vyskytuje v buiikach ve tiech isoformach oznacovanych jako neuronalni,

indukovatelna a endotelova [10].
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Obrazek 1: Reakce vzniku oxidu dusnatého z L-argininu [10]

1.1.2.2  Peroxynitrit

Peroxinitrit je silné oxida¢ni a nitra¢ni Cinidlo, které diky svym vlastnostem poskozuje fadu
biomolekul (bilkoviny, DNA a lipidy). Pfi reakci s lipidy dochézi K peroxidaci lipidd, kdy
dochazi k poskozeni vyssich mastnych kyselin za vzniku volného radikalu. Peroxynitrit vznika

pti reakci superoxidu s oxidem dusnatym [2].

1.2 Antioxidanty

Jak uz bylo popsano v piedeslé kapitole, v lidském téle vznikaji plisobenim rtznych
endogennich a exogennich vlivii volné radikaly, které vyrazné ovliviiuji DNA, bunécnou
membranu lipidl 1 bilkovin a pfispivaji tak k fadé nezadoucich zmén v organismu. Vysoka
koncentrace volnych radikalt v lidském téle mé za nasledek oxidacni stres, ktery miize zptisobit
fadu chronickych onemocnéni. Jednou z mozZnosti, jak organismus chranit pred vlivem volnych
radikalt, je pusobeni antioxidantt [11].

Antioxidanty lze definovat jako molekuly, které jsou dostate¢né stabilni na to, aby darovaly
svj elektron volnym radikalim a tim je neutralizovaly. Antioxidanty tedy v lidském téle
vychytavaji volné radikaly a preménuji je na nereaktivni formy, ¢imz zpomaluji nebo zabranuji
dalsimu poskozeni bunék a zastavuji tak fetézovou reakci vzniku dalSich volnych radikald. Pro
lidské télo je tedy velmi dilezité udrzovat rovnovahu mezi volnymi radikéaly a antioxidanty.
Maji také velky vyznam v potravinaiském priamyslu, protoze zvysuji stabilitu potravin [12].

Antioxidanty jsou rtiznoroda skupina latek, a proto se mtizou délit do nékolika skupin.
Nejcastéji lze antioxidanty rozdélit na piirodni a syntetické. Pfirodni antioxidanty se dale
rozdéluji na neenzymatické a enzymatické, které se jesté¢ déli na primarni a sekundérni

antioxidanty [13].
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1.2.1  Ptirodni antioxidanty

Za ptirodni antioxidanty se povazuji latky, které je organismus ¢lovéka schopen vytvaret
sam nebo je pfijima v potravé. Do skupiny piirodnich antioxidanti, které si t€lo vytvoii samo,
jsou fazeny nésledujici enzymatické antioxidanty: superoxiddismutidza, kataldza
a glutathionperoxidaza [14].

Dalsi skupina latek, které patii do pfirodnich antioxidanti, jsou latky, které si télo nedokaze
samo vytvofit a je nutné je piijimat z potravin bohatych na antioxidanty. Tyto latky se nachazi
v piirodnich zdrojich, jako jsou ovoce, zelenina, maso, rizné kofeni a byliny. Mohou byt
pfijimany i jako soucast doplinkil stravy. Do této skupiny patii vitamin A, vitamin C,

vitamin E, karotenoidy, polyfenoly a fenolické slouc¢eniny [15].

1.2.1.1  Superoxiddismutaza

Superoxiddismutdza (SOD) je pfirozené¢ se vyskytujici enzym, ktery neutralizuje
superoxidovy radikdl a preménuje ho na méné toxicky peroxid vodiku a kyslik.
Superoxiddismutaza je pritomna témeét ve vSech aerobnich organismech. Tento enzym Se déli
do tii skupin, které se lisi kofaktorem, kterym je vzdy atom kovu (Cu/Zn, Fe a Mn). Mn-SOD
je ptitomen v mitochondriich a peroxizomech, Fe-SOD se nachazi piedevsim v chloroplastech,
ale byl nalezen i v peroxizomech. Posledni enzym Cu/Zn-SOD byl lokalizovan v cytosolu,
chloroplastech a peroxizomech [12]. Enzym SOD je také dulezity pro fibroblasty, coz jsou fixni
buiiky ve vazivové tkani. Mezi bézné piirodni zdroje enzymu superoxiddismutazy patii

napf. zeli, je¢men, rizi¢kova kapusta a brokolice [14].

1.2.1.2 Katalaza

Katalaza (CAT) je bézny enzym, ktery se nachazi téméet ve vSech Zivych organismech
vystavenych kysliku. Plsobi jako katalyzator rozkladu peroxidu vodiku na vodu a kyslik.
Peroxid vodiku je skodlivy vedlejsi produkt mnoha béznych metabolickych procest. K tomu,
aby neslo k poSkozeni buné€k, musi byt jeho pfeména na mén¢ nebezpecné latky rychla, a proto
bunky k této pfemén¢ vyuzivaji enzym katalazu [12]. Katalaza je tetramer Ctyt polypeptidovych

fetézcu [14].

1.2.1.3  Glutathionperoxidaza

Glutathionperoxidaza (GPx) je enzym, ktery v organismu méni Skodlivy peroxid vodiku na
vodu a kyslik. GPx je také zodpovédna za ochranu bunc¢k pifed hydroxylovymi radikaly

nenasycenych mastnych kyselin. Pfi téchto reakcich dochazi k oxidaci glutathionu. K tomu,
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aby enzym glutathionperoxiddza zajistoval plynulé odstranéni peroxidu vodiku, je potieba
regenerovat glutathion v redukované formé¢. Gluthation je tedy nasledné regenerovan enzymem
glutathionreduktazou. GPx potiebuje ke své aktivaci malé mnozstvi selenu, a proto obsahuje

jeden selenocysteinovy zbytek v kazdé ze ¢tyi identickych podjednotek [14].

1.2.1.4 Vitamin A

Vitamin A patii do skupiny vitamint, které jsou rozpustné v tucich. Vyskytuje se ve tfech
oxidacnich stavech: retinol (Obr. 2a), retinal (Obr. 2b) a kyselina retinova (Obr. 2c). Lidsky
organismus neni schopny si sdm syntetizovat vitamin A, a proto je nutné ho ziskavat z potravy
predevsim zivocisného ptvodu, jako jsou jatra, mléko, vejce a ryby. Z potravin rostlinného
puvodu se ziskava f-karoten, ktery slouZzi jako prekurzor vitaminu A. Retinol i karotenoidy se
vstiebavaji v tenkém stievé. Z 1 molekuly B-karotenu, po rozlozeni ve sttevni sliznici, vzniknou
2 molekuly retinolu. Vitamin A je velmi dulezity pro normalni funkci zraku a ke zlep$eni vidéni
za Sera. Také podporuje riist a spravny vyvoj sliznic i kosti. Vitamin A hraje dilezitou roli
V imunitnim systému a ovliviiuje i reprodukéni funkei [16; 17].

Doporucena denni davka (DDD) vitaminu A je stanoven na 750 ug RE/den u muzu, 650 pg
RE/den u zen a 1300 pg RE/den u kojicich Zen. U déti do 3 let je DDD stanovena na 250 pg
RE/den. RE je tzv. ekvivalent retinolu, pficemz 1 ug ekvivalentu retinolu odpovida 6 pg
B-karotenu. Pti nedostatku vitaminu A (hypovitamin6za) se nejcastéji projevuji ocni nemoci
hemeralopie a xeroftalmie. Pfi hemeralopii dochdzi k Serosleposti a xeroftalamie se vyznacuje
vysychanim spojivky a rohovky oka. Dal§im problémem mize byt snizeni imunity a kozni
projevy, které se vyznacuji suchou Supinatou kiuzi. Nadbytek vitaminu A (hypervitaminoza)
v lidském téle zptsobuje akutni nebo chronické intoxikace. Tyto projevy miiZze zptsobit pouze
nadbytek retinolu. P¥i nadmérném piijmu B-karotenu dochazi pouze K oranzovo-zlutému
zbarveni kize. Akutni hypervitamindza retinolu zplsobuje bolesti hlavy, zavraté, zvraceni
a prajem. U chronické hypervitaminoze dochazi k astenii, zvraceni, onemocnéni jater, alopecii
a ke zvysenému riziku zlomenin. U téhotnych zen miZze zpUsobit zvySeny piijem vitaminu A

poskozeni plodu a zvySuje se riziko vyvojovych vad [18].
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Obrazek 2: Chemicky vzorec a) retinolu b) retinalu c) kyseliny retinové [19]

1.2.1.5 Vitamin C

Vitamin C, znamy také jako kyselina L-askorbova (Obr. 3), je vitamin rozpustny ve vode¢.
Jedna se o latku, kterd je pro lidsky organismus nezbytnd a je nutné ji pfijimat z potravy.
V lidském téle plni mnoho funkci. Vitamin C je velmi dilleZity pii syntéze bilkovin, konkrétné
kolagenu. Kolagen zajist'uje pruznost pokozky a ¢ini ji pevnou a silnou. Jedna z aminokyselin,
ze kterych se kolagen tvori — hydroxyprolin — je syntetizovana pouze tehdy, je-li k dispozici
vitamin C. Jeho antioxida¢ni u€inky jsou dulezité pii poskozeni kiize zplisobené UV zéfenim.
Jeho vlastnosti se dale vyuZzivaji pro normalni funkci imunitniho systému, krevnich cév, kosti,
chrupavek, zubti a dasni. Také posiluje celkovou fyzickou kondici odstranénim toxickych kovi
z téla [20].

DDD se pohybuje kolem 80-100 mg/den u dospélého ¢loveéka. Nedostatek vitaminu C
zpusobuje zdvazné onemocnéni zvané skorbut (kurdéje). Tato nemoc se projevuje oteklymi
a krvacejicimi dasnémi i ztrdtou zubl. DalSimi znaky nedostatku vitaminu jsou unava, bolesti
kosti, svalova atrofie a krvaceni sliznic a kloubii. K hypervitamindze u tohoto vitaminu dochazi
velmi ziidka, jelikoz je veskery prebytek vylou¢en moci. Vitamin C je hojné dostupny v mnoha
ptirodnich zdrojich, v¢etné Cerstvého ovoce a zeleniny. Nejbohat$imi zdroji tohoto vitaminu

jsou citrusy (limetky, pomerance a citrony), rajcata, angrest, brambory, papriky, kiwi, jahody,
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melouny, mango, brokolice, zeli, kvétak a Sipek. V tabulce 3 je uvedeno mnozstvi vitaminu C
ve vybranych potravinach. Jelikoz je vitamin C velmi citlivy na vnéjsi prostiedi, dochazi k jeho

ztratam napf. skladovanim nebo zahiivanim [20].

HO

Obrazek 3: Chemicky vzorec kyseliny L-askorbové [21]

Tabulka 3: Obsah vitaminu C ve vybranych potravinach [22]

Potravina Obsah Vitaminu'C Potravina Obsah vitaml'nu_C
[mg/1000 g potraviny] [mg/1000 g potraviny]

brokolice 1130 angrest 244
kveétak 383 jablka 48
paprika 1615 citrony 443
rajCata 224 grapefruity 416
zeli bilé 329 pomerance 513
kapusta hlavkova 344 melouny 220
kapusta razi¢kova 787 maliny 225

1.2.1.6 Vitamin E

Vitamin E byl objeven vroce 1922 a slouzi jako velmi dilezity antioxidant, ktery je
rozpustny v tucich. Vitamin E je obecny ndzev pro skupinu latek, které maji podobnou
antioxidac¢ni aktivitu. Do této skupiny patii tokoferoly a tokotrienoly. Lisi se od sebe poctem
a polohou methylovych skupin na chromanovém kruhu a postrannim uhlikovym fetézcem.
Tokoferoly maji nasyceny postranni fetézec obsahujici tii isoprenové jednotky a tokotrienoly
maji nenasyceny postranni fetézec obsahujici tii dvojné vazby. Vitamin E obsahuje 4 rizné

tokoferoly (a-, B-, y-, a 8-) a ¢tyfi rizné tokotrienoly (a-, B-, y-, a 8-) [23].
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Nevyznamnéjsi biologickou aktivitu vykazuje a-tokoferol (Obr. 4). Jeho funkce se nejvice
vyuzivaji pfi zpomalovani oxidace lipidi. Autooxidacni reakce lipidi probihéd radikdlovym
schopny v propagacni fazi autooxidace poskytnout atom vodiku peroxylovym radikalim
nenasycenych mastnych kyselin za vzniku hydroperoxidi a tokoferoxylového radikalu.
Vitamin E hraje také dulezitou roli pfi prevenci chronickych onemocnéni, jako jsou

ateroskler6za, kardiovaskularni onemocnéni nebo rakovina [23].

CH,

CH
3
CH,

Obrazek 4: Chemicky vzorec a-tokoferolu [23]

DDD vitaminu E je 13 mg/den u muzi, 11 mg/den u Zen a 5—13 mg/den u déti (v zavislosti
metabolismu nervi a ve vaznéjSich pripadech az k neplodnosti. Toxické u€inky nadmérného
pfijmu vitaminu E se vyskytuji pouze ziidka [24]. Hlavnim zdrojem vitaminu E jsou potraviny
rostlinného ptivodu. Obecné plati, Ze rostlinné oleje a ofechy jsou bohaté na tokoferoly, zatimco
jec¢men, oves a palmovy olej jsou bohaté na tokotrienoly. Dal§im zdrojem vitaminu je ovoce,
moiské plody, syry a vejce. Obsah vitaminu E ve vybranych potravindch je uveden

v tabulce 4 [25].

Tabulka 4: Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach [22]

Potravina Obsah Vitaminu_E Potravina Obsah vitaminu.E
[mg/1000 g potraviny] [mg/1000 g potraviny]

makrela 16,0 hrasek 30,0
jatra hovézi 10,0 mrkev 20,0
vejce 10,0 rajCata 12,2
palmovy olej 100,0 kapusta razickova 17,0
ofechy vlasské 200,0 jablka 59
ryze 10,2 paprika 8,0
Zampiony 8,3 Spenat 25,0

23



1.2.1.7  Karotenoidy

Z chemického hlediska patii karotenoidy do skupiny tetraterpenoidd. Jedna se o lipofilni
slouceniny, které jsou syntetizované vsemi fotosyntetickymi organismy (rostliny, fasy a sinice)
a dale bakteriemi a houbami. Zvitata a lidé nejsou schopni si syntetizovat karotenoidy, a proto
je musi pfijimat v potravé [26]. Existuje vice nez 700 riznych druhd karotenoidli a kolem
40 karotenoidi se vyskytuje v lidské stravé [27].

Typické karotenoidy obsahuji 40 atomt uhliku (C40) s osmi isoprenovymi jednotkami. Jsou
to linearni molekuly, jejichz fetézec obsahuje konjugované dvojné vazby, které jsou odpoveédné
za jejich barvu, tvar, reaktivitu a fotochemické vlastnosti. Karotenoidy lze rozdélit na acyklické
a cyklické. Acyklické karotenoidy jsou ryze alifatické a cyklické karotenoidy obsahuji na
jednom nebo obou koncich cykly. Dalsi rozdéleni karotenoidi mize byt na zdklad€ chemického
sloZeni. Ty, kter¢ jsou tvofeny vyhradné atomy uhliku a vodiku, se nazyvaji karoteny, zatimco
karotenoidy obsahujici kyslik se nazyvaji xantofyly. Mezi karoteny patii napt. a-karoteny,
B-karoteny a lykopen. Mezi xantofyly patii napf. lutein, zeaxanthin, violaxanthin
a neoxanthin [26; 28].

Karotenoidy jsou pfirodni pigmenty, které pfispivaji ke zlutému az Cervenému zabarveni
mnoha organismi. V rostlinach zastavaji primarni a sekundarni funkci. Mezi primarni funkci
patii ochrana pred slune¢nimi paprsky (fotooxidace) a slouzi také jako prekurzory fytohormont
(kyselina abscisova a strigolaktony), které funguji jako klicové regulatory rlstu a vyvoje
rostliny. Jako sekundarni metabolity hraji dulezitou roli k pfilakavani ptaki a hmyzu
k opylovani. V rostlinach jsou karotenoidy syntetizovany v plastidech [26].

Karotenoidy zastavaji mnoho funkci i v lidském organismu. Jelikoz se jedna o lipofilni
slou¢eniny, jsou pro jejich vstiebavani v tenkém stieve dulezité zluGové kyseliny [27]. Mnoho
studii dokazuje, ze vyssi pfijem karotenoidii ve stravé souvisi s niz§im rizikem chronickych
onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby, rakovina a onemocnéni oci. DalSimi
pozitivnimi u¢inky karotenoidi jsou zvysena imunita, ochrana kiize pred UV zafenim a jsou
vyuzivany jako provitaminy A. V lidském organismu jsou karotenoidy soucasti antioxidacniho
obranného systému. Funguji jako velmi ucinné antioxidanty, jejichZ schopnost je zaloZena
zejména na zhaSeni singletového kysliku a peroxylovych radikald. Pfi interakci s dalSimi
antioxidanty (vitamin E a C) dochézi ke zvySeni antioxidacni aktivity a jsou ucinnéjsi nez
jednotlivé slouceniny [29; 30].

Hlavnim zdrojem karotenoidt je ovoce a zelenina. Za bohaté zdroje je povazovana nejen

oranzovO-cerven¢ zbarvend zelenina (mrkev a paprika), ale i zelené zelenina (Spenat, brokolice
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a hrasek). Z zivocisnych produkti to jsou mlécné vyrobky (mléko a maslo), vajeény zloutek
a motské plody. Karotenoidy lze uzivat také jako dopln¢k stravy. Mnozstvi a obsah karotenoida
V konkrétni potraviné se mohou znacné lisit. Tyto faktory zavisi na stupni zralosti, odradé,
obdobi sklizn€, vyrobnich postupech, manipulaci po sklizni, skladovani a zpracovani. Dale
mohou byt ovlivnény i vafenim a zpracovanim. Celkovy piijem karotenoidii se pohybuje kolem

9,5-16 mg/den [26].
e p-karoten

[-karoten (Obr. 5) patii mezi nejbéznéjsi a nejrozsirenéjsi karotenoidy. Je dilezity nejen pro
barvu, kterou potravinam dodava, ale i pro jeho pozitivni vliv na lidské zdravi. B-karoten je
nejucinnéjsi prekurzor vitaminu A. Pfirozené se vyskytuje v podobé dvou stereoizomert
(cis-B-karoten a all-trans-p-karoten). Funguje jako silny antioxidant, ktery se podili na ochrané
ktize proti posSkozeni slune¢nim zarenim. Podili se na snizeni rizika srdecnich onemocnéni,
zvySeni imunity a na ochrané¢ pfed makuldrni degeneraci souvisejici s vékem (zdvazné
onemocnéni zrakového organu). Je Spatné€ rozpustny ve vode a nestabilni za pfitomnosti svétla,
tepla a kysliku. Absorpce B-karotenu probiha v tenkém stieveé. Hlavnimi zdroji -karotenu jsou

mrkev, paprika, grapefruit, mango, raj¢ata, merunky, Spenat, hrach a brokolice [31].

NN

Obrazek 5: Chemicky vzorec -karotenu [27]

e Lykopen

Lykopen (Obr. 6) patii mezi alifatické uhlovodikové karotenoidy, ktery je rozpustny
V tucich. Jedna se o vysoce nenasyceny uhlovodik, ktery obsahuje 11 konjugovanych
a 2 nekonjugované dvojné vazby. U rtiznych druhii ovoce a zeleniny je zodpovédny za ¢ervené
zbarveni. Je povaZovan za hlavni karotenoid detekovany v lidské plazmé, ktery je pfirozené
pfitomny ve vétsim mnozstvi nez B-karoten. Lykopen je jednim z nejucinnéjsich antioxidantt
mezi karotenoidy, a to diky velkému mnoZstvi konjugovanych dvojnych vazeb. Antioxidacni
aktivita lykopenu je 2x vyssi nez aktivita -karotenu a 10x vyssi nez aktivita a-tokoferolu.
Nejucinnéjsi antioxidaéni vlastnosti vykazuje 5-cis-lykopen, naopak nejslabsi antioxida¢ni

vlastnosti ma all-trans-lykopen. Lykopen zvysSuje produkci antioxida¢nich enzymi, jako je
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superoxiddismutaza a kataldza. VétSina lykopenu se v lidském téle vyskytuje v tukové tkani,
jatrech a plazmé [32]. Pti pravidelné konzumaci snizuje riziko rakoviny prostaty, prsu a plic.
Dale snizuje riziko kardiovaskularnich a koronarnich onemocnéni srdce a LDL
(low-density lipoprotein) cholesterolu v krvi [33]. NejbohatSim zdrojem lykopenu jsou
jednoznaéné rajCata. Jeho nejvySsi mnozstvi je obsazeno ve slupce rajcat. Pro lidsky
organismus je 1épe absorbovan lykopen, ktery se nachéazi v tepelné upravenych rajcatech.
K dal$im dilezitym zdrojim lykopenu patii vodni meloun, papaja, guava, grapefruity

a merunky [34].

Obrazek 6: Chemicky vzorec lykopenu [27]

e L utein a zeaxantin

Lutein (Obr. 7) je zlutooranzové barvivo, které patii do skupiny xantofylt. V piirod¢ se
spole¢né vyskytuje se svym stereoizomerem zeaxantinem (Obr. 8). Jejich nejvyssi koncentrace
se nachazi v ¢occe a sitnici lidského oka. Oba karotenoidy jsou velmi dilezité pii snizovani
vyskytu o€nich onemocnéni, jako jsou v€kem podminénd makularni degenerace sitnice,
katarakta (Sedy zakal) a retinitis pigmentoza. Lutein i zeaxantin funguji jako antioxidanty, ¢imz
pomahaji Vv pohlcovani modré c¢asti viditelného spektra (pii 440 nm) a chrani citlivé
fotoreceptory pted Skodlivym UV zafenim. Déle snizuji riziko rakoviny a kardiovaskularnich
onemocnéni [35]. Lutein i zeaxantin jsou obsazeny v matefském mléce a maji zasadni vliv na
zrakovy a kognitivni vyvoj kojenci. V mozku kojenct tvoii az 77 % celkové koncentrace
karotenoidu [36].

Diky intenzivni zluté barvé jsou Siroce pouzivany jako piirodni potravinarskd barviva.
Pouzivaji se jako ptisady do krmiv, k zesvétleni barev dribeziho pefi a k zintenzivnéni zluté
barvy vajecného zloutku [37]. V pfirodé se lutein nejhojnéji vyskytuje ve zlutych okvétnich
listcich mésicku 1ékaiského, ve kterych je chemicky vazany na mastné kyseliny. Dal§imi
bohatymi zdroji jsou listova zelenina (Spenat a kapusta), brokolice, olivy, zeli, kukufice, mrkev,
dyné, vajecny zloutek a syry [35]. B€hem tepelného zpracovani potravin (blansirovani, vateni,

smazeni a suseni) mize dochazet ke snizeni koncentrace luteinu v potraving [36].
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DDD luteinu neni stanovena, ale aby byly pozorovany pozitivni ucinky luteinu, doporucuje
se ptiblizné 6 mg/den [35].

OH

N N N N e AN
HO
Obrazek 7: Chemicky vzorec luteinu [27]
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Obrazek 8: Chemicky vzorec zeaxantinu [27]

1.2.1.8  Polyfenoly

Polyfenoly jsou jednou z nejpocetnéjSich a nejrozsifenéjsich skupin sekundarnich
metabolitil pfitomnych v rostlinach. Polyfenoly maji pro rostliny fyziologicky i morfologicky
vyznam. Ovliviiuji jejich barvu 1 organoleptické vlastnosti jednotlivych rostlinnych druht.
Chrani je pfed UV zafenim, parazity, patogeny, suchem i chladem. Vznikaji dvéma
metabolickymi drahami: z kyseliny Sikimové nebo z kyseliny octové. Polyfenoly obsahuji
jeden nebo vice aromatickych kruhti s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami. Bylo
identifikovano vice nez 8000 fenolickych sloucenin. Hlavnim zdrojem polyfenolli jsou ovoce
a zelenina, zejména bobuloviny. Mezi dal$i vyznamné zdroje patii Caj, Cervené vino, kakao,
kava, olivovy olej, sdja a obilniny. Primérna denni davka polyfenoli u lidi se pohybuje kolem
1 g/den [38].

Polyfenoly se déli na:

- fenolové kyseliny (kyselina gallova, kyselina salicylova, kyselina vanilova, kyselina

kavova a kyselina ferulova)

- flavonoidy (flavony, flavonoly, flavanony, flavanoly, flavonony, antokyanidiny

a isoflavony)
- stilbeny (resveratrol)

- lignany (secoisolariciresinol a matairesinol) [38].
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e Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou aromatické sekundarni rostlinné metabolity, které ve svoji molekule
obsahuji karboxylovou skupinu. D¢li se na dvé podskupiny: derivaty kyseliny
hydroxyskoticové (Tab. 5) a derivaty kyseliny hydroxybenzoové (Tab. 6) [39]. Jejich
biologicka aktivita, zejména antioxida¢ni vlastnosti, zavisi na poc¢tu hydroxylovych skupin na
aromatickém kruhu [40]. Hlavni metabolicka draha pro syntézu fenolovych kyselin u bakterii,
rostlin a hub se nazyva Sikimatova draha. Sikimatova draha za¢ind kondenzaci latek
sacharidové povahy fosfoenolpyruvatu a erytréza-4-fosfatu, ze kterych vznikd meziprodukt
Sikimat. Dalsi kondenzaci s fosfoenolpyruvatem vznik4 chorismat. Nasledné se draha vétvi
avede k syntéze tfi aromatickych aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu [41].
Fenylalanin je dale deaminovan fenylalanin-amoniak ly4dzou na kyselinu skotficovou. Tyrosin
je deaminovan na kyselinu p-kumarovou [40].

Mezi nejbeéznéjsi ptirozené se vyskytujici derivat kyseliny hydroxyskoficové patii kyselina
chlorogenova (ester kyseliny kévové a kyseliny chinové). Mezi dalsi derivaty kyseliny
hydroxyskoticové lze zatadit kyselinu ferulovou, kyselinu kavovou, kyselinu p-kumarovou
a kyselinu sinapovou. Tyto kyseliny se v potravinach vyskytuji pfevazné ve formé esterd
kyseliny chinové. Mezi bézné derivaty kyseliny hydroxybenzoové patii kyselina
p-hydroxybenzoova, kyseliny protokatechova, kyselina vanilova a kyselina gallova. Tyto
kyseliny se nejcastéjsi vyskytuji vazané se sacharidy nebo organickymi kyselinami [39].

Mezi hlavni zdroje potravin bohatych na fenolové kyseliny patti hroznové vino, granatové
jablko, brokolice, brambory, ¢aj, houby, byliny a kofeni (rozmaryn, skofice, tymian, mata

a oregano) [42].

Tabulka 5: Chemické struktury derivat kyseliny hydroxyskoticové [40]

obecny vzorec R1 R> R3 R4 kyselina
H H H H kyselina skoficova
R, 0 . .
OH H H H kyselina o-kumarova
H H OH H kyselina p-kumarova
H OH OH H kyselina kavova
H OCH; | OH H kyselina ferulova
H OCHs; | OH | OCHs kyselina sinapova
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Tabulka 6: Chemické struktury derivata kyseliny hydroxybenzoové [40]

obecny vzorec R1 R> R3 R4 kyselina
H H H H kyselina benzoova
R, o H H OH H kyselina p-hydroxybenzoova
. H H OH OH kyselina protokatechova
’ OH H OCH; | OH H kyselina vanilova
R H OH OH OH kyselina gallova
’ OH H H OH kyselina gentisova
4 H OCHz | OH | OCH3 kyselina syringova
OH H H HSOs | kyselina 5-sulfosalicylova

e Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni organické slouceniny piedstavujici nejpocetné;si skupinu
fenolovych sloucenin, které se vyskytuji prakticky ve vSech ¢astech rostlin. Jsou spojovany se
Sirokym spektrem U¢inkl podporujicich zdravi. Je tomu tak z diivodu jejich antioxidacnich,
ktera dodavaji rostlinam jejich typické zabarveni i vini [43].

Struktura flavonoidt (Obr. 9) je uspofadana do konfigurace Cs-C3-Cs [44]. Sklada ze dvou
benzenovych kruhti (A a B), které jsou spojeny heterocyklickym kruhem obsahujicim
kyslik (C). Flavonoidy lze rozdé€lit na zakladé riznych poctl a poloh substituent na kruhu C
a podle spojeni mezi kruhem B a C. Déli se na: flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony,
flavonoly a antokyanidiny. V tabulce 7 jsou vypsany slouceniny, které do téchto podtiid

flavonoidu patii, a jejich vyskyt v potravinach [45].

Obrazek 9: Obecna struktura flavonoidi [44]
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Tabulka 7: Podttidy flavonoidt, jejich obecna struktura a zdroje potravin [45]

Podtiida Obecna struktura Piiklady sloucenin Zdroje
o ‘ jablka, tfesné, cibule,
kvercetin, kemferol, | rajéata, ¢aj, brokolice,
Flavonoly | - » Ly .
myricetin ¢ervené vino, olivovy
OH olej
0
P .
luteolin, chrysin, zglen_lna, ?voce, ,
Flavony | T obiloviny, ¢evrené
apigenin :
vino
0
Isoflavon genistein, daidzein, |y «<oiny. s6jové bob
y glycitein ¥> 5] Y
0
Flavanony Cﬂ naringenin, hesperidin, citrusové plody
0
0 katechin, epikatechin, jablka, ervené
Flavanoly = galokatechin hrozny, ¢aj
e
OH
. o ‘ kyanidin, pelargonidin, tresné, borivky,
Antokyanidiny ‘ S delfinidin, malvidin | jahody, hroznové vino
Z on
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e Stilbeny

Stilbeny jsou rostlinné sekundarni metabolity, které jsou charakterizovany piitomnosti dvou
fenolovych kruhi s obecnym vzorcem Cs-C-Cs. V rostlinach funguji jako fytoalexiny, jejichz
funkci je ochrana rostlin pfed vnéjSim prostiedim, predevsim proti Skiidclim, patogentim a UV

Resveratrol (3,5,4"-trihydroxy-trans-stilben) patii mezi u¢inné antioxidanty, které se podili
na prevenci pied vznikem nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni [47]. MuzZe existovat
ve dvou izomernich formach, a to cis- a trans-. Trans-resveratrol se hojné vyskytuje v rostlinach
a vykazuje daleko vys§i biologicky aktivni vlastnosti ve srovnani s cis-resveratrolem.
Plsobenim tepla nebo UV zafenim muize byt izomerizovany na cis-izomer. Hlavnim zdrojem
resveratrolu jsou slupky hrozni, dale pak bortivky, brusinky, ¢ervené vino a araSidy [46].

Ve spojitosti s resveratrolem se ¢asto mluvi o tzv. ,,francouzském paradoxu®. Tento pojem
byl vytvoten v roce 1992 na zakladé mnoha studii, které dokazuji, Ze Francouzi trpi menSim
vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni, pfestoze konzumuji stravu S vysokym obsahem
nasycenych tukti. Jednim z divodi miize byt podle védct francouzsky zplsob Zzivota
apravidelna konzumace cerveného vina V mirném mnozstvi. Piesto je vysvétleni

,»francouzského paradoxu® stale pfedmétem studii [48].
e Lignany

Lignany patii do skupiny pfirozené¢ se vyskytujicich fenold, které jsou Siroce rozSifeny
V rostlinné fisi. Jedna se o dimery fenylpropanoidnich jednotek spojenych uhliky postranniho
feté¢zce. V rostlinach plni funkci ochrannych sloucenin, které brani pfed plsobenim
mikroorganismti, hmyzu, hub a jinych rostlin [49]. Lignany jsou dulezitou skupinou
fytoestrogenil, které se v gastrointestindlnim traktu preménuji na latky s estrogennimi G¢inky.
Hraji proto dulezitou roli pfi prevenci rakoviny prsu a prostaty, kardiovaskularnich
onemocnéni, menopauzalnich ptiznakl a osteopordzy. Hlavnim zdrojem lignani jsou Inéna

a sezamova seminka, obilniny, lusténiny, zelenina a ovoce [50].

1.2.2  Syntetické antioxidanty

Syntetické antioxidanty se pfidavaji do potravin za G¢elem zpomaleni oxidacni degradace
lipidt. Oxidace lipidt zpisobuje nezadouci zmény v chuti, vini, struktute a vzhledu potraviny
a miZe dojit 1 ke vzniku toxickych sloucenin, které mizZou ptedstavovat ptimou hrozbu na
lidské zdravi. Nedochazi pouze ke ztratam kvality produktu, ale také ke ztratdm vyzivové

kvality. Zluknutim potravin totiz dochazi k degradaci esencialnich mastnych kyselin a vitamini
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rozpustnych v tucich. Potraviny se tak stavaji nepfitazlivé az nepozivatelné. Syntetické
antioxidanty jsou vyuzivany jako pfidatné latky kvili jejich vysoké stabilité, nizké cen¢ a Siroké
dostupnosti [51].

Mezi  nejbézn€jsi  syntetické  antioxidanty  patii  butylhydroxyanisol = (BHA)
a butylhydroxytoluen (BHT). Vyuzivaji se zejména jako antioxidanty, konzervanty
a stabilizatory v potravinach, 1é¢ivech, kosmetickych vyrobcich a ropnych produktech. BHA
a BHT jsou pfedmétem mnoha studii pro jejich mozné genotoxické a karcinogenni Géinky.
Podle organizace IARC (Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny) bylo ale dostatecné
prokazano, ze tyto latky neplsobi karcinogenné na cloveka, ale jednd se o zvifeci
karcinogen [52]. Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) povazuje BHA i BHT za bezpeéné,
pokud celkovy obsah téchto latek nepiesahne 0,02 % obsahu tuki v potraving [53]. Mezi dalsi
syntetické antioxidanty patii terc-butylhydrochinon, propylgallat, oktylgallat a kyselina
nordihydroguajaretova [13].

1.2.3  Stopové prvky s antioxida¢nimi u¢inky

Stopové prvky jsou velmi dilezité pro lidsky organismus, piestoZe se jejich denni potfeba
pohybuje v malych mnozstvich (fadové v ug). Stopové prvky jsou dulezité pro spravné
fungovani fady enzymi a bilkovin, které se ucastni mnoha fyziologickych, biochemickych
a metabolickych procesii, a proto jsou pro organismus nepostradatelné. Dilezitou roli hraji

v antioxida¢ni ochrang, a to zejména zinek, selen, méd’ a mangan [54].

1.2.3.1 Zinek

Zinek je esencialni stopovy prvek, ktery je kofaktorem velkého mnozZstvi enzymu.
V bunééné biologii plni katalytickeé, strukturdlni a regulacni funkce. M4 velky vyznam pfti
udrZovani stalé acidobazické rovnovahy krve a energetickém metabolismu, ¢imz ovliviiuje rist,
Vvyvoj a imunitni systém organismu. Zinek je absorbovan v tenkém stfevé s asi 33% Gc¢innosti.
Nedostatek zinku miize byt zpiisoben bud’ nedostatecnym piijmem potravin bohatych na zinek
nebo $patnym vstiebavanim zinku (napf. pfi zanétlivych onemocnénich stiev). To muze mit za
nasledek zpomaleni ristu a vyvoje, zhorSeni hojeni ran, akné, ekzém, nedostate¢nou funkci
pohlavnich organt, ztratu chuti k jidlu a poruchy imunity. Zvysené riziko z nedostatku zinku
se tyka predevsim kojenct a déti, dospivajicich déti, téhotnych a kojicich zen a starSich osob.
U tehotnych Zen muze dojit ke zpomaleni vyvoje plodu nebo pifedcasnému porodu. Existuji
také akutni 1 chronické formy toxicity zinku. Akutni pifiznaky se projevuji nevolnosti,

zvracenim, nechutenstvim, prijmem a bolesti hlavy. Chronicka toxicita zinku se znaci sniZenou
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imunitni funkci, snizenim HDL (high-density lipoprotein) cholesterolu a spatnym vstiebavanim
médi. Pfirozenymi zdroji zinku jSOU maso, vnitfnosti, ryby, moiské plody, vejce, mléko,
obilniny, lusténiny a ofechy. Zinek se daleko 1épe vstfebava z potravin zivocisSného puvodu,
protoze rostlinné potraviny obsahuji vysoké mnozstvi fytatl, které vazou zinek do

nerozpustnych komplexd, a tim zabranuji jeho vstiebavani [55; 56].

1.2.3.2 Selen

Selen je stopovy prvek, ktery je nezbytny pro spravny prabéh zivotné diilezitych procest
v lidském téle. Je ptitomen v 25 identifikovanych selenoproteinech, znichz fada ma
deiodinaza a thioredoxin reduktaza, které chrani buiky pfed Skodlivymi ucinky volnych
radikalt. Selenoenzym jodothyronin deiodindza vyznamné vstupuje do metabolismu jodu
a hormoni §titné Zlazy. Selen se vyskytuje pfedevS§im vazany v aminokyselinach selenocystein
a  selenomethionin. Dale se selen  vyskytuje napf. v selenoproteinu P,
selenoproteinu K a selenoproteinu W [57]. Vstiebavani selenu probiha v tenkém stieve.
Absorpce selenu z jeho organickych forem (selenocystein a selenomethionin) dosahuje az
95 %, zatimco z jeho anorganickych forem (selenicitany a selenany) je vstfebavani méné
ucinné a dosahuje kolem 80 % i méné [58].

Nedostatek selenu ma za nasledek Keshanovou chorobu, ktera byla pozorovana v ¢inské
provincii Keshan. Tato nemoc se projevu méstnavou kardiomyopatii, ktera se vyznacuje
zvétSenym nebo zanicenym srdeénim svalem. Dalsi nemoc z nedostatku selenu se nazyva
Kashin—Beckova choroba, ktera byla pozorovana nejen v Cing, ale také v Mongolsku a na
Sibifi. Projevy této nemoci se vyznacuji t€Zkou deformitou kloubti a koncetin. Nedostatecny
pfijem selenu v lidském organismu miiZze vést dale k poSkozeni nervového systému,
reprodukénich organti, zvySenému riziku kardiovaskularnich onemocnénich a naruSeni
imunitnich funkei. Ve vysSich davkach plisobi toxicky (pfijem vys$si nez 400 pg/den). Otrava
selenem vede k vypadavani vlasi, ztraté nehtt, poSkozeni kiize, nevolnosti, inavé a poSkozeni
nervového systému a jater [59]. Ptirozenymi zdroji selenu pro lidsky organismus jsou zejména
moftské plody, ryby, maso, vejce, drozdi, Cesnek, cibule, brokolice, ofechy, chiest a ceredlni
vyrobky. Obsah selenu v rostlinné stravé zavisi hlavné na obsahu tohoto prvku v ptidé, ve které
byla rostlina péstovana [58]. DDD selenu je u dospélych osob 55 pg/den. Horni tolerovany
limit se udava kolem 400 pg/den [59].

33



1.233 Méd

Med je esencialni stopovy prvek, ktery je nezbytny pro mnoho fyziologickych procest.
Slouzi jako kofaktor nékolika nepostradatelnych enzymi, vcetné superoxiddismutazy
a cytochrom ¢ oxidazy. Je navazana na bilkovinu ceruloplazmin, ktera je tvofena v jatrech
a hraje dulezitou roli v transportu médi a metabolismu zeleza. V disledku poruchy
metabolismu médi vznikd dédicné onemocnéni, které se nazyva Wilsonova choroba. Toto
onemocnéni vznika mutaci genu ATP7B na 13. chromozomu, ktery je nutny pro navazani médi
na ceruloplazmin a pro nasledné vylouc¢eni médi do Zluci a poté z téla ven. Nasledkem poruchy
vylu¢ovani médi do Zluci se méd’ za¢ne hromadit v jatrech a mozku. Méd’ je dilezitd i pfi
vstiebavani zeleza a jeho vazbé na hemoglobin a pro tvorbu pojivovych tkani [60]. Hlavnimi
zdroji médi jsou obiloviny, lusténiny, maso, vnitinosti a vejce. DDD pro dospélou osobu se

pohybuje kolem 0,9-2,4 mg/den [61].

1.2.34 Mangan

Mangan je nezbytny stopovy prvek, ktery je zadsadni pro funkci celé fady enzym, véetné
oxidoreduktaz, transferdz, hydroldz, lydz a ligdz. Pusobi jako kofaktor nékterych
metaloenzymd, jako je superoxiddismutdaza. Mangan je zapojen do metabolismu aminokyselin,
lipidd, bilkovin a sacharidt. V lidském téle se nejvyssi koncentrace manganu nachézi v jatrech,
ledvinach, slinivce, kostech a ¢asti mozku (bazalni ganglia a mozecek). Plsobi na spravny rust
kosti, udrzuje spravnou hladinu cukru v Krvi, podporuje spravnou ¢innost imunitniho systému
a pohlavnich zlaz. Vstifebavani manganu v tenkém stieve probiha s ucinnosti kolem 1-5 % a je
ovliviiovano zejména ptitomnosti dal§ich stopovych prvki. Obzvlast’ vysoky obsah Zeleza ve
stravé snizuje jeho resorpci a naopak, vysoké davky manganu snizuji vyuziti zeleza, a tim
zpisobuje pokles mnozstvi hemoglobinu. Nedostatek manganu zpisobuje Spatny riist a vyvoj
kosti, abnormality skeletu, poruchy koordinace pohybti, neschopnost metabolizovat glukozu
a kozni zmény. Nadmérny piijem manganu z potravy nebyva obvykly, avSak pfi chronickém
vystaveni nadmérnym hladinAm manganu (napf. vdechovani prachu s obsahem manganu
V pracovnim prostfedi) miiZze nastat stav zvany manganismus. V poc€ateni fazi tohoto
onemocnéni dochazi ke zhorSeni motorické koordinace, ztrat¢ rovnovahy a nastava porucha
fe¢i. V konecné fazi se pak priznaky podobaji idiopatické Parkinsové chorobé. Mezi potraviny

bohaté na mangan patii obiloviny, lusténiny, ovoce, zelenina a ofechy [62].
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1.3 ANALYZA ANTIOXIDANTU V POTRAVINACH

1.3.1  Stanoveni antioxida¢ni kapacity

Antioxidanty chrani lidsky organismu pfed oxida¢nim stresem zplsobenym volnymi
radikaly a jsou dulezité v prevenci tzv. civilizacnich chorob (kardiovaskularni onemocnéni,
nadorové onemocnéni, neurologické poruchy a procesy starnuti). V potravinach prodluzuji
trvanlivost tim, ze je chrani pfed nezadouci oxidaci [63]. Pro stanoveni antioxida¢nich
schopnosti slozek potravin se objevuji dva terminy: antioxidacni aktivita a antioxidacni
kapacita. Antioxida¢ni aktivita charakterizuje prub&h a rychlost reakce mezi antioxidanty
a volnymi radikaly, zatimco antioxida¢ni kapacita informuje o Gcinnosti vSech ptitomnych
antioxidacnich latek, které plisobi proti volnym radikalim. Antioxidacni aktivita zavisi nejen
na strukturnich vlastnostech antioxidantli, ale mize se liSit v zadvislosti na teploté, typu
potraviny, slozeni a struktuie potraviny [64].

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity se pouzivaji chemické metody s vysoce citlivymi
a automatizovanymi detekénimi systémy. Tyto metody jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin
podle typu probihajici reakce:

e HAT (hydrogen atom transfer): ptenos atomu vodiku
e SET (single electron transfer): ptenos jednoho elektronu [64]

Metody zalozené na reakcich s mechanismem HAT méti schopnost antioxidantu zhaset
volné radikéaly darovanim vodiku. Reakce HAT jsou nezavislé na rozpoustédle a pH a obvykle
probihaji velmi rychle (béhem nékolika sekund aZ minut). Pfitomnost redukénich ¢inidel, jako
jsou kovové ionty, mize vést k vysoké reaktivité. Tato skupina zahrnuje nasledujici metody:
ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP (total radical-trapping antioxidant
potential), LDL oxidace a chemiluminiscence [64].

Metody zalozené na reakcich s mechanismem SET detekuji schopnost antioxidantu pfenaSet
jeden elektron za ti¢elem redukce jakékoliv slouceniny, véetné kovi, karbonylovych slouc¢enin
a radikalti. Reakce jsou zavislé na pH a byvaji obvykle pomalé. Patii sem metody: metoda
vyuzivajici DPPH radikal (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity), FRAP (ferric reducing antioxidant power), metoda vyuzivajici ABTS
(2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)), CUPRAC (cupric ion reducing

antioxidant capacity) a stanoveni celkovych polyfenoltt metodou Folin—Ciocalteu [64].
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1.3.1.1 Metoda ORAC

Pfi této metod¢ se hodnoti schopnost testované latky zpomalovat nebo zastavovat kyslikové
radikaly, které jsou v testovaném vzorku zamérné generovany. Principem metody je tedy
generovani radikali, které se dostavaji do styku s fluorescencni molekulou, a tim dochazi
Kk jejimu poskozeni a ztraté fluorescence. Pravé antioxidanty se pouzivaji na ochranu
fluorescen¢ni molekuly pfed piisobenim radikalti. Stupen ochrany se méii pomoci fluorimetru.
Detekce je tedy zaloZena na sledovani ubytku fluorescence v zavislosti na ¢ase. Jako generator
peroxidovych radikalu se pouzivaji azoslouceniny, jako je AAPH
(2,2"-azobis(2-aminopropan)dihydrochlorid), které vznikaji tepelnym rozkladem v ptitomnosti
dostate¢ného mnozstvi kysliku. Jako standard se pro méfeni vyuziva latka Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), jejiz antioxida¢ni aktivita je
znama [63; 64]. Trolox je ve vodé rozpustny analog vitaminu E [65]. V zacatcich metody se
ubytek fluorescence pozoroval na fluoreskujici bilkoviné B-fykoerythrinu. Pozd¢ji vsak bylo
zjisténo, ze B-fykoerythrin neni zcela vhodny, a to z diivodu jeho citlivosti na svétlo a vazbé na
polyfenolové antioxidanty, a proto byl nahrazen fluoresceinem. Tato metoda byla pivodné
vyvinuta pro méfeni antioxidacni aktivity hydrofilnich antioxidantd, ale v prubéhu Casu byla

upravena tak, aby detekovala aktivitu i lipofilnich antioxidantt [63; 64].

1.3.1.2 Metoda TRAP

Princip metody TRAP je podobny jako u metody ORAC. Jako generator peroxidovych
radikali se vyuzivai AAPH nebo ABAP (2,2'-azobis(2-aminopropan)hydrochlorid), které
oxiduji luminol. Ten produkuje chemiluminiscenéni signal, ktery je nasledné méfen

luminometrem [64].

1.3.1.3  Metoda vyuzivajici DPPH radikal

Tato metoda je povazovana za jednu z nejstarS§ich a nejvice pouzivanych metod pro
stanoveni antioxida¢ni kapacity. Principem metody je reakce stabilniho organického radikalu
DPPH s ptitomnym antioxidantem v alkoholovém roztoku, pfi které dochazi k redukci radikalu
za vzniku DPPH-H (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazin). Reakce je doprovazena zménou barvy
vzorku, kdy se tmavé fialovy roztok odbarvuje do zluta. Reakce je nejcastéji sledovana
spektrofotometricky pii absorpénim maximu Cerstvé piipraveného roztoku DPPH radikalu (517
nm). Jestlize se radikal DPPH setka a antioxidantem, radikal je zachycen a absorbance se
snizuje. Antioxida¢ni kapacita stanovovaného vzorku je tak pfimo tmérna zmén¢ barevnosti.

DPPH radikal je komer¢né dostupny a neni nutné ho pred kazdym testem generovat [63; 64].
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Prestoze je stanoveni antioxida¢ni kapacity DPPH metodou jednoduché a nevyzaduje
specialni upravy vzorkl, muze byt citlivost metody ovlivnéna tadou faktord, jako je typ
a mnozstvi rozpoustédla, pritomnost a koncentrace vodiku a kovovych iontii a Cerstvost ¢inidla
DPPH. Silna absorpce nékterych pigmentt, jako jsou antokyany, pii stejné vinové délce jako
DPPH (500-550 nm) vede k dalsimu omezeni testu. Lze tedy vyuzit i jiné metody,
napi. elektronovou  paramagnetickou  rezonanéni  (EPR)  spektroskopii, = metodu
s amperometrickou detekci nebo HPLC-UV (HPLC = high performance liquid
chromatography) [63; 64]. Na obrazku 10 je znazornéna redukce radikalu DPPH na DPPH-H

za pomoci antioxidantu.

NO: NO,

ON No,  AHA O.N NO,
¥ Tu
N N

DPPH - DPPH-H

Obrazek 10: Struktura radikalu DPPH a jeho redukce antioxidantem (AH) na DPPH-H [64]

1.3.14 Metoda FRAP

Metoda FRAP je zaloZena na redukci bezbarevnych Zelezitych komplexti (Fe*-TPTZ) na
intenzivné mode zbarvené Zeleznaté komplexy (Fe*-TPTZ) (TPTZ = 2,4,6-tris(2-pyridyl-1,3,5-triazin)).
Stanoveni FRAP probihé v kyselém prostiedi pti pH 3,6, aby se zachovala rozpustnost Zeleza.
Hodnoty FRAP se ziskaji porovnanim zmény absorbance pii 593 nm ve zkuSebnich reakénich
smésich s témi, které obsahuji ionty Zeleza 0 znamé koncentraci. Stanoveni metodou FRAP Ize
provést pomoci automatizovanych, poloautomatizovanych a manualnich metod. Byva
jednoduché, rychlé, levné, Ccinidla se snadno pfipravuji a vysledky jsou vysoce
reprodukovatelné. Pulido a kol. [66] vSak zjistili, Zze nékteré polyfenolické latky (kys. kavova,
kys. ferulova, kvercetin a kys. tfislovd) reaguji pomalu a pro detekci vyzaduji delsi reakéni
dobu. Metoda FRAP nedetekuje thiolové antioxidanty, jako je glutathion. Jelikoz v této metodé
nedochazi k zadnému pfisunu volnych radikali do systému, méfi se pouze redukéni sila

antioxidantu, a ne jejich schopnost zhaset volné radikaly [64].
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1.3.1.5  Metoda vyuzivajici ABTS (Metoda TEAC)

Miller a kol. [67] vyvinuli jednoduchou spektrofotometrickou metodu pro stanoveni celkové
antioxida¢ni kapacity. Pfi této metod¢ se sleduje schopnost antioxidanti obsazenych ve vzorku
zhaset stabilni radikalovy kationt ABTS (ABTS™). V reak¢ni smési se ABTS™ generuji z ABTS
za pritomnosti silnych oxidacnich ¢inidel nékolika zpisoby, a to chemicky pomoci oxidu
manganicitého, peroxidového radikalu, AAPH nebo peroxodisiranu draselného, enzymaticky
s vyuzitim metmyoglobinu nebo kienové peroxidazy, a dokonce i elektrochemicky. Obecné Ize
fict, Ze chemicka generace radikali vyzaduje bud’ delsi Cas nebo vyssi teplotu, oproti
enzymatické, ktera byva rychlejsi a reakéni podminky jsou mirnéjsi. Radikalovy kationt ABTS
ma intenzivni modrozelené zbarveni s absorpénimi maximy pii vinovych délkach 414 nm,
734 nm a 815 nm ve vodném prostiedi a pii vinovych délkach 414 nm, 730 nm a 873 nm
Vv ethanolovém prostfedi. Nejcastéji stanoveni probiha pii 734 nm, protoze je pfi této vlnové
délce minimalizovana interference od ostatnich absorbujicich slozek. Antioxidac¢ni kapacita je
pfimo umérna ubyvajici intenzité zabarveni modrozeleného roztoku [63; 64].

Metoda ABTS je jednoduchd, rychld a miZe byt pouzita v Sirokém rozmezi pH pro méfeni
celkové antioxidaéni kapacity cistych latek i smési. Je vhodna pro méfeni hydrofilnich
I lipofilnich antioxidantl [63; 64]. Tato metoda je oznaCovana téz jako metoda TEAC
a odpovida antioxidacni aktivité vzorku, ktera se porovnava s antioxidacni aktivitou standardni

latky Trolox [68].

1.3.1.6 Metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC je zalozena na podobném principu jako metoda FRAP, kdy misto redukce
zeleza dochdzi k redukci médi. Jako chromogenni oxidacni Cinidlo se vyuzivd komplex
neokuproinu s Cu? [Cu(I1)-Nc] (Nc = 2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin). Metoda je zaloZena na
redoxni reakci [Cu(ll)-Nc] s antioxidantem za vzniku zlutooranzového chelatu [Cu(l)-Nc]
S maximalni absorbanci pfi vinové délce 450 nm. Reakce probih4 relativné rychle (cca 30 min)
a pouzita Cinidla jsou cenové dostupna a stabilni. Oproti metodé FRAP probiha metoda pti
téméf neutralnim pH a je schopna stanovit antioxida¢ni kapacitu u antioxidantu s thiolovou
skupinou, jako je glutathion. Metodu CUPRAC lze uplatnit pfi stanoveni antioxida¢ni kapacity
hydrofilnich i lipofilnich antioxidantt [63; 64].
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1.3.1.7  Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli

Metoda TPC (total phenolic content) se vyuziva ke stanoveni obsahu celkovych polyfenolii
s pomoci Folin—Ciocalteuova ¢inidla. Metoda je zalozena na redukci Folin—Ciocalteuova
¢inidla, které je tvoteno smési kyseliny fosfomolybdenové a kyseliny fosfowolframové. Cinidlo
se po oxidaci fenola redukuje na produkty s modrym zbarvenim. Reakce probiha v alkalickém
prostfedi (nejcastéji se pridava uhli¢itan sodny) a vzniklé modré komplexy se stanovuji
spektrofotometricky s maximalni absorbanci pii vlnové délce 765 nm. Mezi vyhody metody
patii jednoduchost, pfesnost, citlivost a reprodukovatelnost, nevyhodou metody je citlivost na
pH (pii kyselém pH probiha reakce pomalu) a teplotu. Pro tuto metodu se vyuziva jako standard
kyselina gallova a vysledna hodnota je ptepocitavana na ekvivalentni mnozstvi této kyseliny.
Pivodné byla metoda vyuzivana k analyze bilkovin, az v roce 1999 Singleton a kol. [69]
rozsifili tuto metodu na stanoveni celkovych fenolickych latek ve vin€ a ndsledné se stala rutinni

analyzou pro antioxida¢ni hodnoceni potravin a rostlinnych extraktd [63; 64].
1.3.2  Identifikace antioxidacnich latek

1.3.2.1 Izolace antioxidaénich latek

Nez dojde k samotnému stanoveni antioxidacnich latek, je nejprve nutné provést izolaci
antioxidantli vhodnymi metodami z potravinové matrice. K ziskani antioxidantti se nejéastéji
vyuzivaji ruzné extrak¢éni metody, jako jsou napf. extrakce rozpoustédlem, extrakce
nadkritickou tekutinou, mikrovlnna extrakce a ultrazvukova extrakce. U¢innost extrakce
antioxidacnich latek z rostlinného materialu je ovlivnéna zejména podminkami, za kterych
probiha proces extrakce tuha latka-kapalina [70].

Extrakce je proces, pti kterém dochazi k separaci jedné nebo vice slozek ze smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze (kapalina-kapalina, tuha latka-kapalina). Slozky se rozdéluji mezi
tyto dveé faze na zakladé rizné rozpustnosti ve vzorku a extrakénim rozpoustédle. Po extrakci
vznikaji dvé faze: prvni faze obohacend o extrahovanou latku se nazyva extrakt a druha faze,

ktera je ochuzena o extrahovanou latku, se nazyva extrakéni zbytek [71].
e Extrakce tuha latka-kapalina

Extrakce rozpoustédlem je separacni technika, pii které se vyuZivd rozpoustédlo
k extrakci/separaci pozadovaného analytu z tuhého vzorku. Metoda zavisi na rozpustnosti
analytu v rozpoustédle, do kterého se extrahuje slozka, kterou chceme analyzovat. K tomu, aby

extrakce byla povaZzovana za velmi ucinnou separa¢ni techniku, je potieba pouzit vhodné
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rozpoustédlo. Vybér rozpoustédla se fidi Liebigovym pravidlem (,,podobné se rozpousti
V podobném®). Znamena to tedy, ze v nepolarnich rozpoustédlech se rozpousti nepolarni latky,
zatimco v polarnich rozpoustédlech se rozpousti latky polarni. Rozpoustédla, kterd se bézné
pouzivaji pro extrakci chemickych slozek jsou rozd€lené podle rostouci polarity takto:
petrolether < tetrachlormethan < benzen < dichlormethan < chloroform < diethylether <
< ethylacetat < n-butanol < aceton < ethanol < methanol < voda [72].

Voda je levné, snadno dostupné a netoxické rozpoustédlo se silnou polaritou. Pouziva se
k extrakci fytochemikalii se silnou polaritou, jako jsou sacharidy, aminokyseliny, tfisloviny
a bilkoviny. Mezi dalsi siln€ polarni rozpoustédla, kterd jsou misitelnd s vodou, patii methanol,
ethanol a aceton. Ethanol je jednim z nepouzivanéjSich hydrofilnich organickych rozpoustédel
pro extrakci antioxidaénich latek. Je levny, opakované pouzitelny a bezpeény. Methanol ma
podobné vlastnosti jako ethanol (m4 nizsi teplotu varu nez ethanol), ale kviili své toxicité neni
V potravinaiském primyslu upiednostiiovan. Aceton se vyuziva jako vhodné rozpoustédlo pro
extrakci chemickych slozek rozpustnych v tucich (napt. lykopen v rajcatech). Pro extrakci
antokyand, které patii mezi polarni latky, se pouzivé jako extrakéni rozpoustédlo okyseleny
methanol nebo ethanol. Kyselina v rozpoustédle porusuje bunéénou membranu a uvolfiuje tak
antokyany. Aby nedoSlo k naruseni struktury antokyand, je dulezité rozpoustédla okyselit

organickymi kyselinami (kyselina mravenc¢i nebo octova) [70; 72].
e Extrakce v Soxhletové extraktoru

Extrakéni piistroj navrhl némecky chemik Franz Ritter Von Soxhlet v roce 1879. Tato
extrakce byla vyvinuta pfedevsim pro extrakci lipid. V dnes$ni dobé& se vSak uZ Siroce vyuziva
Kk extrakci vyznamnych bioaktivnich slou¢enin z riznych pfirodnich zdroji. Tato metoda se
pouziva zejména k hodnoceni t¢innosti novych extrak¢nich metod [73].

Principem extrakce v Soxhletove extraktoru je izolace jedné nebo vice slozek z tuhé matrice.
Vzorek je umistén do patrony z propustného materidlu, kterd je nasledné vloZena do extraktoru.
Varna barika se naplni vhodnym rozpoustédlem, ptipoji se ke spodni ¢asti extraktoru a vlozi se
do topného hnizda. K horni ¢asti extraktoru se pfipevni zpétny chladi¢. Varna banka se zacne
zahtivat, rozpoustédlo se pfivede k varu a odpatuje se. Pary rozpoustédla postupuji az do
chladice, kde dochazi k jejich kondenzaci. Zkondenzované rozpoustédlo kape na patronu se
vzorkem, ¢imz dochazi k extrakci slozek. Extrakéni prostor se napliuje do té¢ doby, nez roztok
s vyextrahovanymi latkami dosédhne urovné piepadu a vraci se zpét do varné banky. Tento

proces se opakuje, dokud neni extrakce dokoncena [74].
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Extrakce v Soxhletové extraktoru patii mezi jednoduché metody. Vyhody metody jsou
nasledujici: vzorek je opakované uveden do kontaktu s Cerstvymi ¢astmi rozpoustédla, ¢imz se
podporuje extrakce analytu z matrice a po extrakci neni nutna filtrace. Extrakce v Soxhletové
extraktoru ma také zna¢né nevyhody, mezi které patii dlouha doba potiebna k extrakci a pouziti

velkého mnozstvi organického rozpoustédla, jehoz likvidace je nakladna [74].
o Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) je metoda, ktera vyuziva k extrakci analytt ze vzorku
tekutinu v nadkritickém stavu. Nadkriticka tekutina (SF — supercritical fluid) je definovana jako
latka, ktera je ve stavu nad svym kritickym tlakem (pc) a kritickou teplotou (Tc). Tekutina,
ktera se nachézi v nadkritickém stavu, ma nékteré vlastnosti jako kapaliny a nékteré vlastnosti
se blizi plynim [72]. Hustota nadkritické tekutiny je podobna kapalinam, zatimco jeji nizka
viskozita a vyssi diftzni koeficient jsou srovnatelné s plyny, coz umoziuje vyssi ac¢innost
extrakce [75].

Nejcastéji se jako nadkriticka tekutina vyuziva oxid uhli¢ity. CO2 ma kritickou teplotu 31 °C
a kriticky tlak 7,2 MPa (Obr. 11). Je to nepolarni latka, ktera se pouziva k extrakci lipofilnich
sloucenin. Jeho rozpoustéci schopnost pro polarni latky je velmi omezena, proto se ke zvyseni
ucinnosti extrakce polarnich latek pfidava malé mnoZstvi organickych polarnich rozpoustédel
(methanol, ethanol nebo aceton). Pouziti oxidu uhli¢itého ma velké vyhody. Je zdravotné
nezavadny, nehoflavy, bez zapachu, levny a snadno odstranitelny. Produkt po extrakci ma
vysokou Cistotu a vytézek. Na obrdzku 12 je zobrazeno schéma extrakce nadkritickym
CO2 [72].

p [MPa]A

nadkriticka oblast

‘\\ kriticky bod
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Obrazek 11: Fazovy diagram CO; [76]
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Obrazek 12: Schéma zafizeni pro extrakci nadkritickou tekutinou [77]

e Mikrovlnna extrakce

Mikrovinna extrakce byla poprvé pouzita v 80. letech 20. stoleti. Tato extrakéni metoda se
pouziva pro ziskani analytu ztuhého vzorku. Ktomu se vyuziva mikrovinna energie
o frekvenci 300 MHz az 300 GHz, ktera odpovida vinovym délkam 0,1 mm az 100 cm.
V chemickém odvétvi se nejcastéji vyuzivaji dvé frekvence: 2,45 GHz (pro laboratorni
zafizeni) a 915 MHz (pro pramyslova zatizeni) [78]. Pfi této metodé se pracuje S polarnim
rozpoustédlem, které je ve styku se vzorkem a je schopné absorbovat mikrovinné zatfeni, ¢imz
se uvoliiuje energie ve formé tepla a dochazi tak ke stejnomérnému ohievu rozpoustédla
i vzorku. Zvysenou teplotou a vy$$im tlakem uvnitf média dochazi k uvoliiovani analytu ze
zkoumaného vzorku do rozpoustédla [72]. V poslednich letech se mikrovinna extrakce stala
velmi oblibenou metodou, a to z divodu zkraceni doby extrakce (v fadu minut), mensi spotiebé
rozpoustédla a zvySeni extrakéniho vytéZku oproti Soxhletové extrakei. Existuji dva typy
metod: extrakce bez rozpoustédla (obvykle pro tékavé slouceniny) a extrakce s rozpoustédlem

(obvykle pro netékavé slouceniny) [79].
e Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce byla v poslednich tfech desetiletich hojné pouzivana jako Uc¢inna
extrakéni metoda v potravinaiském a farmaceutickém primyslu. Nejcastéji se vyuziva
k uvolnovani bioaktivnich latek (polyfenoly, vitaminy a sacharidy) z rostlinného materialu

[80]. Principem je extrakce rozpoustédlem (nejcastéji voda nebo ethanol) za pomoci
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ultrazvukového vinéni o frekvenci vétsi nez 20 kKHz. Pfi této metod¢€ se vyuziva tzv. kavitace
(Obr. 13). Kavitace je fyzikalni jev, ktery vznika pfi pasobeni ultrazvukovych vin v kapaling.
Podstatou vzniku kavitace je snizeni tlaku, ¢imz dochazi ke vzniku kavita¢nich dutin, které se
za¢nou plnit parou a plyny rozpusténymi v kapaliné. Kavita¢ni dutiny jsou odnaSeny proudici
kapalinou do mist s vy$s$im tlakem, kde dochdzi k jejich implozi (kavitacni kolaps). Kavita¢ni
kolaps zpiisobuje razové viny, které jsou spojeny s prudkym naristem teploty (5000 K) a tlaku
(tadove stovky MPa), coz ma za nasledek rozpad bunécnych stén a vylouceni bunécného
obsahu do rozpoustédla. Mezi vyhody této metody patii zkracena doba extrakce, zvySeni
kvality a vytézku extraktu, mald spotfeba rozpoustédla a Setrnost k zivotnimu

prostiedi [81; 82; 83].
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Obrazek 13: Schématické znazornéni kavitace pii ultrazvukové extrakci [81]
e Extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku

Extrakce rozpoustédlem za zvysSeného tlaku (PSE), znama také jako extrakce kapalinou za
zvySeného tlaku (PLE) nebo jako zrychlena extrakce rozpoustédlem (ASE), byla poprvé
popsana Vv roce 1995. Principem je extrakce analytu ztuhych nebo polotuhych vzorku
organickym nebo vodnym rozpoustédlem za zvySené teploty a tlaku za kratky ¢as a s vyuZzitim
malého mnozstvi rozpoustédla ve srovnani s Klasickymi extrakénimi postupy [84]. ZvySena
teplota (50-200 °C) zvySuje rozpustnost analytl, narusuje interakce mezi analytem a matrici
a zvysuje difuzni rychlost. Zvyseny tlak (10-15 MPa) udrzuje rozpoustédlo pod bodem varu,
¢imz zGstava v kapalném stavu. Pfi zvySeném tlaku a teploté také dochazi ke snizeni viskozity
a povrchového napéti rozpoustédla, které pak muze snadné&ji pronikat do porta tuhych vzorki
a dochazi tak ke snadné&js$i extrakci analytl. K tomu také dopomaha suSeni vzorku pred extrakcei
(obvykle se vyuziva siran sodny nebo Hydromatrix). Metodu PSE lze provadét ve statickém
rezimu (nejcastéji), dynamickém rezimu nebo v kombinaci obou téchto rezimi [85]. Nejcastéji

se metoda PSE vyuziva ke stanoveni kontaminantl z enviromentalnich matric [84].
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e Extrakce podkritickou vodou

Extrakce podkritickou vodou (PHWE) je metoda zalozena na vyuziti vody jako extrakéniho
¢inidla pii teplotach mezi 100 az 374 °C a tlaku, ktery je dostate¢né vysoky, aby udrzel vodu
V kapalném stavu  (kriticky bod vody je pifi tlaku 224 MPa a teploté
374 °C) [86]. Vlivem podkritickych podminek dochazi k rozpadu intermolekularnich
vodikovych vazeb vody a dochazi k poklesu dielektrické konstanty vody (mira jeji polarity).
Hodnota dielektrické konstanty vody pii pokojové teploté je 80, se zvySenim teploty na 250 °C
Ize hodnotu snizit na 27. Tato hodnota je podobnd hodnotdm nékterych polarnéjsich
organickych rozpoustédel, jako je ethanol a methanol, ale i rozpoustédlim nepolarnim (napft.
n-hexan), a je natolik nizkd na to, aby rozpustila slouceniny se stfedni nebo nizkou
polaritou [87]. Voda v podkritickém stavu se vyznacuje vysokou hustotou, vysokou reaktivitou
a dobrou rozpustnosti pro fadu organickych sloucenin s relativné nizkou molekulovou
hmotnosti. Na rozdil od béznych metod je metoda PHWE Setrna k zivotnimu prostiedi. PHWE
patfi mezi G€¢inné metody pouzivané k izolaci antioxidacnich sloZek z rostlinnych materialt.
Mezi vyhody metody patii nizké naklady na extrakéni ¢inidla, vysoka Cistota extraktu

a zkracena doba extrakce. Hlavni nevyhodou této metody je vysoka cena zafizeni [86].

1.3.2.2  Analyza antioxidacnich latek

K analyze antioxidacnich latek se nejcastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC — gas chromatography) a kapilarni
elektroforéza (CE — capillary electrophoresis) [88]. Tato kapitola bude zaméfena na metodu
HPLC z dlivodu jejiho vyZiti v experimentélni ¢asti této diplomové prace.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni metoda, ktera je zaloZzena na rozdilné
distribuci délenych latek ve smési mezi dvé nemisitelné faze: mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina
a stacionarni fazi je bud’ tuha latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosi¢i. Mobilni faze
protéka stacionarni fazi, kterd je umisténa v chromatografické koloné ve formé sorbentu.
V HPLC metod¢ je mobilni faze ptivadéna do systému pomoci vysokotlakého cerpadla.
K tomu, aby byly jednotlivé slozky ve vzorku oddéleny, je nutné, aby se lisily svymi
distribu¢nimi konstantami. Cim vyssi je hodnota distribu¢ni konstanty, tim déle bude slozka
zadrZzovéana ve stacionarni fazi. Pokud se sloZzeni mobilni fdze béhem separace neméni, jedna
se o tzv. izokratickou eluci. Jestlize dochazi ke zméné slozeni mobilni faze béhem separace, jde

0 tzv. gradientovou eluci [89]. Na obrazku 14 je znazornéno blokové schéma HPLC.
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Obrazek 14: Blokové schéma HPLC [89]

1 — zasobniky mobilnich fazi, 2 — odplynovac, 3 — smésovac, 4 — vysokotlaké ¢erpadlo,

5 — davkovaci zatizeni, 6 — separa¢ni kolona, 7 — detektor, 8 — sbérac¢ frakci, 9 — poéitac [89]
Zatizeni pro HPLC analyzu se sklada z téchto ¢asti:

e Zasobnik mobilni faze: zasobniky musi byt dobfe uzavieny tak, aby z nich mohla

odtékat kapalina, ale pfitom neunikaly jeji pary do okolniho prostiedi.

e QOdplynovaci zatizeni: mobilni fdze musi byt odplynovana proto, aby pti zmén¢ tlaku
na vystupu z kolony nebo i v koloné nedochazelo k uvolnéni bublinek rozpusténych
plynti. K odplynéni mobilni faze se vyuzivaji dva zplsoby — probublavani heliem nebo
vakuovy odplynovac.

e Vysokotlaké ¢erpadlo: od Cerpadla se poZaduje stabilni pritok mobilni faze, minimalni

tlakové pulsy, tlak mobilni faze az do 100 MPa. Mezi pouZivana Cerpadla patii pistova

cerpadla, erpadla injekéniho typu a membranova Cerpadla.

e Davkovani vzorku: vzorek je mozné davkovat ruéné (manualni smyckovy davkovac)

nebo pomoci automatického davkovace (autosamplery).

e Separacni kolona: plast kolony je vétSinou znerezové oceli, kterd je vysoce
antikorozivni. VyuZivaji se konven¢ni analytické kolony o délce 30-300 mm, vnitinim

praméru 2—6 mm plnéné sorbentem o velikosti ¢astic 1-10 um.

e Nastaveni teploty: vétSina separaci probiha pii laboratorni teploté€, ale nékteré separace

se zvySenim teploty mohou zlepsit.
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e Detektor: detektory zaznamenavaji rozdil v signalu mezi prichodem ¢isté mobilni faze
a mobilni faze obsahujici analyt. Lze je rozdélit na koncentracni a hmotnostni nebo na
nedestruktivni a destruktivni. Nejpouzivangjsimi detektory jsou spektrofotometricky,
fluorescenéni  (FLD), refraktometricky, amperometricky, vodivostni, detektor

s diodovym polem (DAD) a hmotnostni spektrometr (MS) [89].

1.3.2.3  Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC

Fenolické slouceniny se bézné vyskytuji v rostlinach a plodech. Jejich pfiznivy vliv na lidsky
organismus zvysil zajem o analyzu potravin, které mohou byt potencionalnimi zdroji téchto
latek (ovoce a zelenina) [90]. Za vyznamny zdroj fenolickych latek se povazuji jablka, ktera
jsou jednim z nejvice konzumovanych druhil ovoce po celém svété. Diky své dobré dostupnosti
patii mezi diilezité zdroje fenolickych sloucenin. Ptijem jablek je spojovan se snizenym rizikem
kardiovaskularnich onemocnéni, nékterych druhti rakoviny (zejména rakovina plic) a cukrovky.
Také ovliviiuje télesnou hmotnost a snizuje hladinu cholesterolu. Tyto prospé$né Uc€inky na
lidské zdravi souvisi pravé s ptitomnosti fenolickych slouc¢enin. Polyfenoly pfitomné v riznych
odrdach jablek jsou témét totozné, avSak jejich koncentrace se znacné liSi a je zavisla na
kultivaru, stupni zralosti, prostfedi, sklizni a skladovani [91]. Podle studii Boyera a Liua [92]
bylo zjisténo, ze jablka maji druhou nejvyssi hladinu antioxidantii (po brusinkach) mezi bézné
konzumovanym ovocem (nasledovalo ¢ervené hroznové vino, jahody, broskve a citrony) [93].
V jablkach jsou obsazeny i dalsi dualezité slozky, vcetné polysacharidl, triterpenoidu,
fytosterold, bilkovin, vitaminil (A, C a E), B-karotenu a stopovych prvki (napt. Zelezo, hoi¢ik,
vapnik, zinek, mangan, sira, méd’ a draslik). Nejvyssi obsah fenolli je obsazen Vv jable¢né
slupce [94].

Ke kvantitativni analyze fenolickych sloucenin existuje n€kolik analytickych metod, jako
jsou UV spektrometrie, GC, CE a micelarni elektrokineticka chromatografie. Maji vSak urcita
omezeni, a proto se k analyze téchto latek nejcastéji pouzivda HPLC. Pro uspé$nou analyzu je
nutny vybér selektivni a citlivé detekeni techniky, proto se ke stanoveni vyuzivda HPLC spojena
sriznymi detektory, jako jsou UV detektor, DAD, MS a tandemova MS
(MS/MS) [95]. Pro stanoveni latek obsahujici fluorofory (napt. kyselina gallova a epikatechin)
muze byt zvolena FLD detekce. K separaci fenolickych latek se nejvice vyuziva RP-HPLC
(vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi). Tato metoda se vyznacuje
tim, Ze staciondrni faze je méné polarni nez faze mobilni. Stacionarni fazi tvofi Castice
silikagelu s navazanymi uhlovodikovymi fetézci (C8 nebo C18) a mobilni faze je tvofena

vétsinou smesi dvou kapalin — vodna faze (Casto s pridavkem kyseliny octové, mravenci nebo
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trifluoroctové) a organické rozpoustédlo (methanol, acetonitril, iso-propanol, iso-butanol,
tetrahydrofuran, ethylacetat a dalsi) [90]. Mobilni faze je mirné okyselena z divodu vyssi
retence slabé kyselych latek nebo naopak obsahuje pfimési slabych zasad pro vyssi retenci slabé
zasaditych latek. NejCastéji se pouziva linearni gradientova eluce. Pfi RP-HPLC za obvyklych
podminek jsou jako prvni eluovany polarni latky, tedy diglykosidy piedchazi monoglykosidy
a monoglykosidy predchazi aglykony. Pro stejné substituované slouceniny klesa intenzita
afinity k mobilni fazi takto: flavanony > flavanoly > flavony. Pro chromatografické chovani
antokyant na koloné s reverzni fazi patii mezi kli¢ové faktory piedevsim charakter substituce
B-kruhu flavanového skeletu, pocet, poloha a druh sacharidickych substituentd [96].

Lu a Foo [97] studovali polyfenoly, které extrahovaly z jablek v roce 1997. Jejich vysledky
ukéazaly, ze mezi hlavni fenolické slozky patii katechiny, kyselina kavova, kyselina
chlorogenova, hyperosid, phloridzin, kvercetin-3-arabinosid, epikatechin,
3-hydroxyphloridzin, kvercetin-3-xyloza, isokvercitrin a kvercetin-3-rhamnoza.

Alonso a kol. [98] provedli dalsi analyzu extrahovanych polyfenolil z jablek v roce 2004.
Za pomoci HPLC-DAD-MS detekovali az 30 druhti polyfenolt v jablku [94].

D’Abrosca a kol. [99] provedli analyzu obsahu fenolt a flavonoida v jablku Limoncella.
Tato odrtda jablek je péstovana v jizni a stiedni Italii a je pfizplisobend mistnimu podnebi.
Plody jsou stfedné velké a maji zelenozlutou slupku s citronovou chuti. Duzina je bil4, Stavnata,
aromaticka a lehce kysela. Skladovatelnost této odriidy je mozna az do konce jara. Jablka byla
pfed analyzou oloupéana, slupka i duZina byla rozd€lena na tii stejné podily, zmraZena
v kapalném dusiku a lyofilizovana. Ziskany material byl extrahovan pomoci Soxhletova
zatizeni po dobu 4 hodin s methanolem. Po odstranéni rozpoustédla byly ziskany surové
extrakty, které pak byly analyzovany pomoci HPLC s UV detekci. Stanoveni celkového obsahu
fenolii v extraktech slupky i1 duzZiny bylo provedeno metodou TPC a byl vyjadfen jako
miligramy ekvivalentli kyselina gallové ve 100 g Cerstvého produktu. Stanoveni celkového
obsahu flavonoidl bylo ziskano pomoci kolometrického testu a vysledky byly vyjadieny jako
miligramy ekvivalentl kvercetinu ve 100 g cerstvého produktu. Celkovy obsah fenoli

a flavonoidu ve slupce a duzing v jablku Limoncella je uveden na obrazku 15 [99].
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Obrizek 15: Celkovy obsah fenoll a flavonoidu ve slupce a duziné v jablku Limoncella [99]

Pro zjisténi obsahu fenolickych sloucenin bylo 100 pg extraktu rozpusténo v 1 ml methanolu
a analyzovdno pomoci RP-HPLC s UV-VIS detekci. Na obrazku 16 jsou uvedeny hlavni
fenolické slozky extraktl. Analyza ukazala, ze jablka Limoncella obsahuji vysoké mnozstvi
flavonoidt (floridzin a floretin-2’-xyloglukosid). Slupka jablka byla bohata na katechin
a epikatechin [99].

kys. chlorogenova

floretin-2 "-xyloglukosid

floridzin
kys. kavova
3 @ slupka
kvercetin-3 "-glukosid B duzina
rutin
epikatechin
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Obrazek 16: Hlavni fenolické sloucenina po analyze jablka Limoncella pomoci RP-HPLC [99]
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Vondrakova a kol. [93] provedli studii na kvantifikaci fenolovych kyselin u tii
ruznobarevnych odrid jablek (zlutd odrida Sirius, ¢ervend odriida Bonita a pruhované odruda
Karneval). VSechny vzorky jablek byly ziskany z experimentalniho sadu ze stanice Slechténi
jablon¢ na rezistenci k chorobam ve Stfizovicich. Jablka byla odebrana béhem jejich faze
vyvoje a zrani v ¢ervnu, ¢ervenci, srpnu a zaii, vV dobé sklizn¢ v fijnu a po 2 a 5 mésicich
(f]. v prosinci a bieznu) skladovani v chladu (pti 1-2 °C). Ihned po odbéru vzorkd byly
ponoifeny do kapalného dusiku a az do extrakce skladovany pii teploté —80 °C. Detekce
a kvantifikace fenolovych kyselin byla provadéna syst¢émem HPLC-MS [93].

Studie dokazuje, ze se obsah fenolovych kyselin vyrazné¢ méni béhem zrani, sklizné
a skladovani vzorkt jablek. VSechny tii kultivary jablek mély kvalitativné podobné spektra
fenolovych kyselin (kyselina chlorogenovd, protokatechova, vanilova, gallova, kavova,
p-kumarova, ferulova, p-hydroxybenzoova, gentisova a syringova). Hlavni volnou fenolovou
kyselinou ve slupce i duzin¢ vzorkl jablek byla jednoznaéné kyselina chlorogenova (témét
veskery celkovy obsah volnych kyselin), nasledovala (v mnohem nizSich koncentracich)
kyselina protokatechova, vanilova, gallova, ferulové, p-kumarova a kadvova. Toto zjisténi je
v souladu s vysledky mnoha studii, které¢ dokazuji, ze volna kyselina chlorogenova je hlavni
fenolovou slouc¢eninou v jablkach. VSechny tii studované odridy obsahovaly vétsi mnozstvi
fenolovych kyselin vazanych na glykosid neZz ve formé& volnych kyselin. Hlavni v4zanou
kyselinou ve vSech odriidach byla kyselina protokatechova (cca 80 % celkového obsahu
vazanych fenolovych kyselin). Dale bylo zjisténo, Ze nejvy$s§i obsah volné kyseliny
chlorogenové ve slupce i duziné vzorkli byl na zacatku rustu jablecnych plodi (v Cervnu),
behem zrani (Cervenec, srpen a zafi) vyrazné poklesl. V fijnu, v dob¢ sklizné, bylo jeji mnoZzstvi
u odriidy Bonita velmi nizké, zatimco ve slupce odridy Karneval mirn€ vzrostlo. U ostatnich
volnych fenolovych kyselin bylo jejich mnoZstvi nejvyssi také na zacatku ristu plodi a béhem
zrani ovoce se vyrazné¢ snizilo. B€hem skladovani (od fijna do bfezna) bylo mnozstvi volnych
fenolovych kyselin pomérné nizké. Jediny vyznamny nariist byl pozorovan u kyseliny
chlorogenové v duziné odridy Sirius a mirny nardst ve slupce i duziné¢ odrudy Karneval.
U vSech tfi odrid doSlo béhem skladovani ke znaénému navySeni mnoZzstvi vazané formy
kyseliny protokatechové ve slupce. V tabulce 8 je uvedeno mnozstvi volné kyseliny
chlorogenové, které bylo detekované ve slupce a duziné€ u studovanych odrid jablek béhem
zrani, sklizn¢ askladovani, vtabulce 9 je pak uvedeno mnozstvi vazané kyseliny

protokatechové [93].
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Tabulka 8: Mnozstvi volné kyseliny chlorogenové (pg/g susiny) ve slupce a duziné jablek béhem

zrani, sklizné a skladovani [93]

odriuda Bonita odruda Karneval odruda Sirius

Mésic
slupka duZina slupka duZina slupka duZina
¢erven 1019,20 1295,60 1594,40 1614 1242,80 1292,10
cervenec 256,28 44,54 231,40 328,60 492,10 573,40
srpen 44,58 52,27 100,48 97,84 106,24 112,29
zari 2,82 39,02 168,20 75,45 166,89 287,99
Fijen 10,75 48,97 494,80 142,70 64,78 245,42
prosinec 18,34 91,81 278,65 329,21 66,60 524,10
biezen 47,15 145,50 358,63 252,80 112,58 476,20

Tabulka 9: Mnozstvi vazané kyseliny protokatechové (ug/g susiny) ve slupce a duziné jablek béhem

zrani, sklizn¢ a skladovani [93]

odriuda Bonita odruda Karneval odruda Sirius

Mésic
slupka duzina slupka duzina slupka duzina
cerven 484,45 535,82 357,98 209,70 351,44 433,59
éervenec 29,21 2,94 17,41 6,45 41,03 23,50
srpen 78,52 58,86 22,98 13,81 28,32 18,30
zari 167,75 7,08 72,56 4,53 222,40 20,09
Fijen 657,10 24,24 355,43 12,59 589,27 63,34
prosinec 941,80 51,80 1099,10 28,43 520,30 74,62
bi‘ezen 996,80 40,05 1179,86 18,26 504,13 81,75
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1.4 Vyuziti procesu osmo-dehydratace v potravinarstvi

Konzervace potravin je metoda, ktera se vyuziva k prodlouZzeni trvanlivosti potravin
a zachovani jejich zdravotni nezavadnosti. Jedna se o proces osetieni potravin, jehoz cilem je
zastavit nebo vyrazné¢ zpomalit znehodnocovani (ztrata kvality, pozivatelnosti nebo nutri¢nich
hodnot) zpiisobené mikroorganismy. Konzervace se pouziva k prevenci proti ristu bakterii,
plisni a jinych mikroorganismt a také zpomaluje oxidaci tukl, ktera zpusobuje zluknuti.
Zahrnuje také procesy, které zabranuji zmén¢ zabarveni, které muize nastat béhem piipravy
jidla, jako je napf. enzymatické hnédnuti jablek po jejich nakrajeni. K nejstar§im technikam
konzervace potravin patii dehydratace (suseni) a piidavek soli nebo cukru [100]. SuSeni
potravin je dillezitou a Siroce pouzivanou metodou zpracovani potravin. Jedna se o jednoduchy,
avsak energeticky velmi naro¢ny proces, pii kterém dochazi k odstranovani piebytecné vody
(vlhkosti) z tuhého materialu az do urcité tirovné, pii které je minimalizovano mikrobidlni
znehodnoceni. SuSenim nasledné vznikaji dehydratované produkty, které mohou byt
skladovany a konzervovany po dlouhou dobu bez znehodnoceni. VétSina dehydratovanych
produktii je béhem jejich pouzivani obvykle rehydratovana [101]. Znamena to tedy, ze kdyz
jsou susené potraviny piipravené k pouziti, znovu se ponofti do kapalného média a téméi obnovi
sviij ptvodni stav bez podstatné ztraty chuti, barvy a aroma [102; 103]. Druhou moznosti mtize
byt suSeni potravin, pii kterém dochazi k Gplnému odstranéni vlhkosti. Potraviny tak nemaji

vibec Zadnou vlhkost a rehydratace je u nich nemozna [103].

1.4.1  Princip procesu osmo-dehydratace

Osmoticka dehydratace, nebo také osmo-dehydratace, se vyuziva jako proces piedipravy,
po kterém obvykle nésleduji dal$i metody suSeni, jako je suSeni na vzduchu, vakuové suSeni
nebo lyofilizace [104]. Jedna se o proces Caste¢né dehydratace potravin, pii kterém je
potravinova matrice ponoiena do hypertonického roztoku. K osmotické dehydrataci dochazi
z divodu vyssi koncentrace rozpusSténych latek pritomnych v osmotickém roztoku (osmotické
¢inidlo) nez v potravinové matrici. Voda je odstranéna z matrice priichodem do hypertonického
roztoku apoplastickym transportem (mezibunéénymi prostory), symplastickym transportem
(z buniky do bunky prostfednictvim plazmodesmat) a transmembranovym transportem (vymeéna
latek mezi vnitinim prostfedim bunky a vnéj$im prosttedim ptes cytoplazmatickou membranu).
Z diivodu polopropustné bunécné stény dochazi nejen ke ztraté vody z matrice do okolniho
roztoku, ale i k vpraveni rozpusténych latek pfitomnych v osmotickém roztoku do matrice.

Spole¢né s vodou dochazi také k uniku dalSich slozek (organické kyseliny, mineralni latky,
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sacharidy a vitaminy) obsazenych v potravinové matrici do osmotického roztoku. Proces konéi,
az kdyz je dosaZen stav osmotické rovnovéhy, tj. kdyz je rozdil mezi osmotickymi tlaky témét
nulovy. Po osmotické dehydrataci Ize ziskat potravinu se stfedni vlhkosti (aw = 0,70-0,85)
(aw = aktivita vody) [105]. Nejcast&ji pouzivanymi osmotickymi ¢inidly jsou glukoza,
sachardza, fruktoza, glycerol, sorbitol, kukufi¢ny sirup a chlorid sodny [104]. Na obrazku 17 je

znazornén pienos latek z potravinové matrice do roztoku béhem procesu osmo-dehydratace.

Voda
Hypertonicky roztok Potravinova
matrice Rozpuiténé latky
(sacharidy)

— Organicke kyseliny, mineralni

latlcy, sacharidy, vitaminy

Obrazek 17: Transport latek z potravinové matrice béhem procesu osmo-dehydratace [106]

142  Faktory ovliviiujici proces osmo-dehydratace

Rychlost transportu latek béhem osmo-dehydratace zavisi na mnoha faktorech, jako jsou
odriida a zralost potravinové matrice, pfediprava matrice, teplota a koncentrace osmotického
¢inidla, rozméry matrice, rychlost michani, doba ponofeni do roztoku, pomér potraviny

k osmotickému roztoku a fyzikalné-chemické vlastnosti matrice [104; 105].
e Potravinova matrice

Rychlost transportu latek, béhem osmotické dehydratace ovoce a zeleniny, je ovliviiovana
chemickym slozenim (odruda a stupeni zralosti) potravinaiské matrice. Mavroudis a kol. [107]
porovnavali ztratu vody a zvySeni rozpusténych latek béhem osmotické dehydratace [S0 °Bx
sachardzy (°Bx = stupné Brix) pii 540 °C] ve tfech odridach jablek (Kim, Jonagold a Mutsu).
Autofi zjistili, ze odridy Kim a Jonagold mély vyssi ztraty vody (0,20-0,45 g vody/g produktu)
v poméru k absorpci rozpusténych latek (0,10-0,12 g rozpusténé latky/g produktu). U odrudy
Mutsu byla ztrata vody nizsi, ale doslo k vyssi absorpci rozpusténych latek [105].
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Rychlost procesu mize byt také ovlivnéna slupkou, porovitosti, velikosti a tvarem matrice.
Aby byla zajisténa lepsi propustnost slupky pro zlepseni transportu latek, vétsinou je slupka
oloupana nebo ofezana z potravinové matrice. U nékterych potravin vSak mize dojit
k poSkozeni textury vlivem loupani nebo fezani. Z tohoto divodu se slupky potravinové
matrice pouze upravuji tak, aby se zvysila jejich propustnost. Alfaro a kol. [108] studovali
propustnost slupky Brusnice (bortvky) tzkolisté (Vaccinium angustifolium Ait.) ponofenim do
kapalného dusiku (—196 °C, 10 sekund). Zjistili, ze béhem osmo-dehydratace (60 °Bx sachardzy
pii 40 °C, 8 hodin) ztratilo ovoce oSetfené touto metodou o 20 % vice vody a ziskalo o 23 %

vice rozpusténych latek ve srovnani se stejnym produktem bez predchozi tipravy [105].
e Vybér osmotického ¢inidla

Proces osmotické dehydratace je ovlivnén zejména fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
(aktivita vody), rozpustnosti a molekulovou hmotnosti osmotického ¢inidla. Cim vétsi je rozdil
v aktivité vody mezi osmotickym ¢inidlem a potravinafskou matrici, tim vétsi je hnaci sila pro
transport latek. Osmotické latky s niz8i molekulovou hmotnosti snadnéji pronikaji do bun&k
matrice Vv porovnani s osmotickou latkou, ktera ma vyssi molekulovou hmotnost. Spravny
vybér osmotického Cinidla je velmi dtlezity, protoze ovlivituje fyzikalni a senzorické vlastnosti
kone¢né¢ho produktu. Dal§im dualezitym kritériem je kompatibilita rozpusténé latky
S potravinovou matrici. Obecné plati, Ze NaCl se pouziva na zeleninu, Cervené maso, ryby,

krevety atd. Naopak roztoky monosacharidi a disacharidt se pouzivaji na ovoce [104; 105].
e Koncentrace osmotického roztoku

Koncentrace osmotického roztoku hraje dulezitou roli v rychlosti transportu latek. Jestlize
je v roztoku vyssi koncentrace rozpusténé latky, dochazi k vétsim ztratam vody a vyssi absorpci
rozpusténych latek. Tento proces lze sledovat zejména u roztokti NaCl a sachar6zy. V piipad¢,

ze je v osmotickém roztoku vice nez jedna slozka, je rychlost transportu latek ovlivnéna

cvwr
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Vyssi teplota prispiva K vétsim ztratam vody, zatimco absorpce rozpusténych latek je ovlivnéna
méné. S vyssi teplotou se také zvySuje rozpustnost latek obsazenych v roztoku a dochazi ke
zménam viskozity osmotického roztoku. Lazarides [109] studoval vliv teploty na jablka. Zjistil,
ze pii teplotach 30 °C a 50 °C dochazelo k vy$S§im piijmim cukernych slozek (az o 55 %) nez

u osmo-dehydratace, ktera probihala pii pokojové teploté. Dale bylo zjiSténo, ze b&hem
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osmo-dehydratace, ktera probihala pfi teplot¢ vyssi nez 50 °C, byly pozorovany nepiiznivé
zmény u vzorku bortivek. Teplota by pfi procesu osmo-dehydratace neméla piekrocit 60 °C,
protoze muze dojit k poSkozeni rostlinné tkané nebo ke ztratam nekterych sloucenin, jako jsou

karotenoidy [104; 105].

e Pomér osmotického roztoku k potravinové matrici

Pomér objemu osmotického roztoku k hmotnosti potravinové matrice ma zasadni vyznam
pfi ovlivnéni rychlosti transportu latek. Voda, ktera je béhem procesu uvoliiovana z matrice,
snizuje koncentraci osmotického roztoku. K tomu dopomdhd i ztrata rozpusténych latek
z roztoku. Pii praci s roztokem NaCl se doporucuje pomér potravinové matrice k osmotickému

roztoku alespon 1:15. U roztoku sachardzy se doporucuje pomér 1:2 nebo 1:3 [104; 105].
e Michani osmotického roztoku

Béhem procesu osmotické dehydratace dochazi ke ziedéni osmotického roztoku v blizkosti
potravinové matrice z diivodu uvoliiovani vody ze vzorku. Jestlize se béhem procesu vyuzije
michani roztoku, zlepsi se homogenita roztoku pii kontaktu mezi vzorkem a roztokem. Obecné
plati, Ze pro roztoky s rozpusténymi latkami s nizkou molekulovou hmotnosti, jako je NaCl, se
pouziva rychlost michani 120-190 otafek/min. Podobna rychlost michéni se pouZziva i pro
30 az 50 °Bx roztoky sacharozy. Jestlize je osmotické ¢inidlo viskdznéjsi (roztok sachardzy,
sorbitolu nebo glycerolu s koncentracemi vyssimi nez 60 °Bx), pozadovana rychlost michani
se pohybuje od 1000 do 1800 otacek/min [105].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a pomiicky

V tabulce 10 je uveden piehled laboratornich pfistroji a pomitcek, které byly pouzity

V experimentalni ¢asti.

Tabulka 10: Pouzité laboratorni pfistroje a pomuicky

Pristroje a pomiicky

Vyrobce

Laboratorni vahy KERN 440-35N

KERN & Sohn GmbH, Balingen, Némecko

Analytické vahy KERN ABJ-NM/ABS-N

KERN & Sohn GmbH, Balingen, Némecko

UV/Vis Spektrofotometr Helios &

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vodni lazen Memmert

Memmert, Schwabach, Némecko

Kapalinovy chromatograf Nexera X2

Shimadzu, Kyoto, Japonsko

Ultrazvukova lazen Sonorex

Bandelin, Berlin, Némecko

Lyofilizator L4-110

Gregor Instruments s.r.o., Ri¢any, CR

Su$arna laboratorni Apex AX 60

Carbolite, Derbyshire, UK

Centrifuga NF 400 (r = 90 mm)

Niive, Ankara, Turecko

Mixér NutriBullet

Delimano, Lublan, Slovinsko

Spektrofotometr UltraScan VIS

HunterLab, Virginie, USA

Automatické pipety

Biohit, Helsinky, Finsko

Laboratorni nadobi

Fisher Scientific, Pardubice, CR
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2.2 Chemikalie

V tabulce 11 je uveden piehled vSech chemikalii, které byly pouzity v experimentalni Casti.

Tabulka 11: Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce
DPPH radikal Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Folin—Ciocalteuovo c¢inidlo Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Kyselina gallova Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Kyselina skoficova >99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Trolox 97% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Methanol >99,9% Honeywell, Morristown, Némecko
Ethanol 96% Lach-Ner s.r.0., Neratovice, CR
Acetonitril >99,9% Honeywell, Morristown, Némecko
Uhli¢itan sodny J.T.Baker, Deventer, Nizozemsko
trans-Cinnamaldehyd 99% Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
Destilovana voda Univerzita Pardubice, CR
Redestilovana voda Univerzita Pardubice, CR
Kyselina mravenci 98% Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR

2.3 Priprava cukernych roztoki

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,01 g, 0,05 g, 0,1 g, 0,5 g a 1,0 g cinnamaldehydu
do kadinek a rozpusténo v 10 ml ethanolu. Poté bylo do 5 sklenénych lahvi o objemu 1 litr
navazeno 500 g cukru, kvantitativn€ pfevedeny roztoky cinnamaldehydu o rizné koncentraci
a doplnéno pitnou vodou do celkové hmotnosti 1000 g. Nasledné byly pfipraveny také 2
kontrolni roztoky. Prvni kontrolni roztok obsahoval 500 g cukru, 10 ml ethanolu a byl doplnén
pitnou vodou do 1000 g. Druhy kontrolni roztok byla pouze pitna voda s 10 ml ethanolu,
celkova hmotnost roztoku byla 1000 g. Takto pfipravené a promichané roztoky byly dany do
vodni 14zn€ o teploté 75 °C. Po UGplném rozpuSténi cukru byly roztoky vyndany z lazné
a ponechany 40 min chladnout, nez byly dale pouzity. Bylo zjisténo, Ze 1 ml roztoku, ktery
obsahoval cukr, odpovidala hmotnost 1,2278 g (p = 1,2278 g/ml). Z tohoto vysledku byl
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vypocten objem vody pro cukerny roztok o hmotnosti 1000 g. Timto vypocétem bylo stanoveno,
ze 1 kg cukerného roztoku odpovidalo 814,5 ml. 1 kg kontrolniho roztoku, ktery obsahoval

pouze pitnou vodu, odpovidalo 997 ml vody.
2.4 Analyzovany vzorek

24.1 Charakteristika vzorku

K analyze byla pouzita odriida jablek Jonagold (Obr. 18), ktera byla zakoupena v obchodnim
fetézci Albert. Jablka byla vypéstovana v Ceské republice. Odriida Jonagold je velice popularni
a rozs§ifena odruda jablong, ktera vznikla kiizenim odriid Golden Delicious a Jonathan v USA.
Jedna se o zimni odriidu jablek, ktera se sklizi v fijnu, dozrava béhem ledna a jeji skladovani je
mozné do jara. Plody jsou stfedné velké az velké, kuZelovitého tvaru, Cervené se Zlutym
zbarvenim. Slupka je hladka a leskla. Duzina je kiehk4, kfupava, nazloutld, aromatick4 a velmi

Stavnata. V tabulce 12 jsou uvedeny vyzivové hodnoty syrového jablka (ve 100 g) [110].

Obrazek 18: Vzorek jablka Jonagold

Tabulka 12: Vyzivové hodnoty syrového jablka (ve 100 g) [111]

Energeticka hodnota 52 kcal (218 kJ)
Bilkoviny 0,379
Sacharidy 13 ¢

Z toho cukry 11g
Tuky 049
Vlaknina 30
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2.4.2  Priprava vzorku pied procesem osmo-dehydratace

Pfed procesem osmo-dehydratace byla jablka oloupana, rozptlena a z obou polovin byl
vyjmut jadfinec. Prvni polovina jablka byla nastrouhana na hrubsim struhadle, z druhé poloviny
byla odkrojena 3 kolec¢ka pro nasledné méfeni barevnosti. Do kadinky o objemu 250 ml bylo
navazeno cca 35 g nastrouhaného jablka a ptidana 3 kolecka jablka (cca 15 g, primér 2 cm).
K 50 g jablek bylo nasledné ptidano 150 g roztoku. Takto pfipravené kadinky byly zakryty
alobalem a vloZeny do vodni lazné o teploté¢ 50 °C. Pro kazdy cukerny roztok o rizné
koncentraci skoficového aldehydu a 2 kontrolni roztoky byly takto pifipraveny 3 kadinky
(celkem tedy 21 kadinek/vzorki). Prvni kddinka se vzorkem byla z vodni 1azn€ vytazena vzdy
po 1 hoding, druha kadinka po 2 hodinach a tieti kadinka po 3 hodinach. Cca 30 ml cukerného
roztoku o riizné koncentraci skoficového aldehydu i kontrolnich roztokl pted procesem osmo-

dehydratace bylo ptelito do plastovych zkumavek, zamrazeno a pouzito k dal$i analyze.

2.4.3  Zpracovani vzorkua po procesu osmo-dehydratace

Z kadinek vytazenych z vodni 1azné byla vyndana kolecka jablek, ta byla osusena filtra¢nim
papirem a ihned u nich byla zméfena barevnost. Nasledné bylo z cukerného roztoku vyndano
strouhané jablko, které bylo také osuSeno filtracnim papirem a vloZeno do susarny pfii teploté
50 °C. Vzorky nastrouhaného jablka byly po 24 hodinach vyndany ze suSarny, vlozeny do
plastovych zkumavek a dany do mraznicky. Po ziskani v§ech vzorkl bylo zmrazené strouhané
jablko ptevedeno na Petriho misku a lyofilizovano po dobu 26 hodin pii—110 °C. Po lyofilizaci
byly vzorky vlozeny do mixéru, rozemlety na prasek a pouzity k extrakci. K extrakci bylo
navazeno cca 0,3 g praskového vzorku jablka s pfesnosti 0,001 g do plastové zkumavky a
pridany 3 ml 50% acetonitrilu. Zkumavky byly uzavieny a vloZeny na 25 minut do ultrazvukové
lazné&. Po extrakci byly zkumavky vyndany a 10 minut odstfed’ovany pii 4000 ot/min. Nasledné
byla kapalna faze odebrana a ponechana v mrazni¢ce do dalsich analyz. Cca 30 ml cukerného
roztoku o rizné koncentraci skoticového aldehydu i kontrolnich vzorkd po procesu osmo-

dehydratace bylo pielito do plastovych zkumavek, zamrazeno a pouzito k dalsi analyze.

2.5 Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou vyuzivajici DPPH

Antioxida¢ni kapacita byla stanovena touto metodou pro cukerné roztoky pted osmo-

dehydrataci, cukerné roztoky po osmo-dehydrataci i pro extrakty z jablek po osmo-dehydrataci.
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2.5.1  Postup pro stanoveni antioxida¢ni kapacity u vzorku

Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pomoci davkovace prevedeno 5 ml methanolického
roztoku DPPH radikalu (methanolicky roztok o koncentraci 0,025 mg/ml) a poté piidano 300
ul vzorku. Zkumavky byly uzavieny, promichany a ponechany 80 minut v temnu pii laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby byl zméfen tbytek absorbance (mira odbarveni roztoku) pfi
vlnové délce 517 nm. U kazdého stanoveni byl proveden slepy pokus, ktery misto vzorku
obsahoval extrak¢ni ¢inidlo (50% acetonitril). Stanoveny ubytek absorbance se vyjadiuje
v procentech inhibice DPPH radikalu (Rovnice 1). Pomoci kalibra¢ni fady Troloxu byla
vyjadiena antioxida¢ni kapacita vzorki a vysledky byly vyjadieny jako pg Troloxu v ml
vzorku. Nasledné byly vysledky pro roztoky ptevedeny na mikrogramy v 1 kg roztoku

a extrakty jablek na mikrogramy v 1 g suSené¢ho jablka.

Asp —Ayz

I (%) = - 100 1)

sp

Asp...... absorbance slepého pokusu
Avz...... absorbance vzorku (resp. kalibra¢niho roztoku)

1 (%)....inhibice

2.5.2  Priprava kalibrac¢nich roztoki

Kalibraéni fada byla pfipravena ze zasobniho roztoku Troloxu o koncentraci 1 g/l. Zasobni
roztok byl pfipraven navazenim 0,0250 g Troloxu do odmérné barky o objemu 25 ml a doplnén
methanolem po rysku. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v rozmezi koncentraci 5-105 pg/ml.

Stanoveni antioxidac¢ni kapacity kalibra¢nich roztoki bylo provedeno stejné jako u vzorkd.
2.6 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven pro cukerné roztoky pfed osmo-dehydrataci,
cukerné roztoky po osmo-dehydrataci i pro extrakty z jablek po osmo-dehydrataci.

2.6.1  Postup pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek u vzorku

Do sklenénych zkumavek s vickem byl pipetovan 1 ml vzorku. Poté byl do zkumavky
davkovacem pifidan 1 ml ethanolu, 5 ml pitné vody a nakonec 0,5 ml Ccinidla dle
Folin—Ciocalteua. Zkumavky byly uzavieny, promichany a ponechany v temnu. Po 5 minutach
byl do zkumavek ptidan 1 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného. Zkumavky byly opét promichany

a ponechany v temnu po dobu 80 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla
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zmeétena absorbance pfi vinové délce 765 nm. U kazdého stanoveni byl proveden slepy pokus,
ktery misto vzorku obsahoval extrak¢ni ¢inidlo. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent
kyseliny gallové. Pomoci kalibracni fady kyseliny gallové byl vypocten celkovy obsah
fenolickych latek ve vzorcich a vysledky byly vyjadieny jako ug kyseliny gallové v ml vzorku.
Nasledné byly vysledky pro roztoky pirevedeny na mikrogramy v 1 kg roztoku a extrakty jablek

na mikrogramy v 1 g suSen¢ho jablka.

2.6.2  Priprava kalibrac¢nich roztoki

Kalibra¢ni fada byla pfipravena ze zasobniho roztoku kyseliny gallové o koncentraci 1 g/l.
Zasobni roztok byl ptipraven navazenim 0,0250 g kyseliny gallové do odmérné baiky o objemu
25 ml a doplnén methanolem po rysku. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v rozmezi
koncentraci 10-150 pg/ml. Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek kalibra¢nich roztokt

bylo provedeno stejné jako u vzork.

2.7 MZéreni barevnosti

K méteni barevnosti u platkii jablek byl pouzit pfistroj spektrofotometr UltraScan VIS
s integracni kouli v geometrii d/8°, svételnym zdrojem D65 a rozsahem 400—700 nm. Vzorky
byly méfeny v rezimu, ktery méfti celkovy odraz, v€etné ptimého odrazu a rozptyleného odrazu.

Standardizace pristroje probéhla na bilou kachli.

2.8 Analyza kapalinovou chromatografii

K separaci vzorkt byl pouzit kapalinovy chromatograf Nexera X2 s PDA detekci. Soustava
se dale skladala z odplyniovace mobilni faze, vysokotlaké pumpy, autosampleru a termostatu
kolony. Jako mobilni faze A byla pouzita redestilovana voda s pfidavkem kyseliny mravenci
(pH = 3,2), jako mobilni faze B byl pouzit 100% methanol. Nastiik vzorku ¢inil 10 ul a pritok
byl nastaven na 0,5 ml/min. Separace probihala na kolon¢ C18 (10 cm x 2,1 mm, 3 um). Byla
pouzita gradientova eluce s nasledujicim prubéhem gradientu: 0—2 minuty 5% methanol, 2-10
minut linearni zména na 60% methanol a 10-20 minut nardst na 90% methanol. Poté bylo
sloZeni mobilni faze vraceno na pocatecni sloZeni a ponechano 10 min.

Po analyze cukerného roztoku s pfidavkem aldehydu (0,1%) bylo zjiSténo, ze ¢ast tohoto
aldehydu byla zoxidovana na kyselinu skoficovou, proto byl k dalsi analyze pouzit i standard
této latky. Signal kyseliny skoficové byl detekovan pii 275 nm a retenénim ¢ase 9,86 min a
signal skoficového aldehydu byl detekovan pfi 290 nm a reten¢nim case 9,38 min. Teplota

separace byla 40 °C.
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2.8.1 Kalibracni Fada, mez detekce a mez stanovitelnosti

Kalibracni fada pro skoficovy aldehyd byla pfipravena ze zasobniho roztoku o koncentraci
1 g/1. Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,025 g skoticového aldehydu do odmérné baiky
0 objemu 25 ml a dopIlnén methanolem po rysku. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny v rozmezi
koncentraci 0,125-250 pug/ml. Kalibra¢ni fada pro kyselinu skoficovou byla pfipravena ze
zasobniho roztoku 1 g/l. Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,025 g kyseliny skoticové
do odmérné baiiky o objemu 25 ml a doplnén methanolem po rysku. Kalibra¢ni roztoky byly
pripraveny v rozmezi koncentraci 0,030-55 pg/ml. Pro ob¢ latky byla vypoctena mez detekce
a mez stanovitelnosti. Meze detekce a stanovitelnosti byly pocitany na zakladé trojnasobku,
resp. desetindsobku hodnoty Sumu. Jako Sum byla brana hodnota smérodatné odchylky useku
kalibra¢ni zavislosti pro danou slouceninu. Mez detekce pro skoficovy aldehyd ¢inila
0,00826 pg/ml a mez stanovitelnosti ¢inila 0,03779 pg/ml. Mez detekce pro kyselinu

skoticovou Cinila 0,00088 pg/ml a mez stanovitelnosti ¢inila 0,00433 pg/ml.

2.8.2  Priprava vzorki

Cukerné roztoky pred 1 po osmo-dehydrataci bylo nutné 5x nafedit pocate€nim sloZzenim

mobilni faze. Kontrolni roztoky a extrakty z jablek nebylo potieba fedit.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Vybér extrak¢niho ¢inidla

Pro vybér extrakéniho €inidla k analyze byla vybrana tato rozpoustédla: voda, ethanol,
methanol, acetonitril, 50% ethanol, 50% methanol a 50% acetonitril. Jablko bylo oloupano
a nastrouhano. Byl navazen 1 g jablka do kadinky a pfidano 20 ml rozpoustédla. Vzorek se
extrahoval v ultrazvukové lazni po dobu 25 minut. Po extrakci byl vzorek zfiltrovan a byla
zmétena antioxidacni kapacita (postup podle kapitoly 2.5.1) a obsah celkovych fenolickych
latek (postup podle kapitoly 2.6.1). Ob¢ analyzy byly provedeny pro kazdé rozpoustédlo trikrat
(n = 3). Z vysledkd, které jsou zobrazeny na obrazku 19 a 20, bylo vybrano jako nejvhodné;si

extrakéni ¢inidlo methanol a acetonitril, které vykazovaly nejvyssi hodnoty pro antioxidacni

vlastnosti.
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Obrazek 19: DPPH metoda pro vybér extrakéniho ¢inidla (n = 3)
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Obrazek 20: TPC metoda pro vybér extrakéniho ¢inidla (n = 3)

Nasledné bylo potieba upiesnit koncentrace methanolu nebo acetonitrilu, které bude vhodné
pouzit k dal$im analyzam jako extrak¢ni Cinidlo. K dalsi analyze byly proto vybrana tato
rozpoustédla: voda, 25% methanol, 50% methanol, 75% methanol, 100% methanol, 25%
acetonitril, 50% acetonitril, 75% acetonitril a 100% acetonitril. Ob¢ analyzy byly provedeny
stejn€ jako u vybéru extrakéniho ¢inidla a byly provedeny pro kazdé rozpoustédlo trikrat
(n = 3). Z vysledkd, které jsou zobrazeny na obrazku 21 a 22, byl vybran jako nejvhodnéjsi

extrakéni ¢inidlo 50% acetonitril.
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Obrazek 21: DPPH metoda pro uptesnéni vybéru extrakéniho ¢inidla (n = 3)
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Obrazek 22: TPC metoda pro upiesnéni vybéru extrakéniho ¢inidla (n = 3)

3.2 Antioxidacni vlastnosti strouhaného jablka a platki jablek

Pro porovnani antioxida¢nich vlastnosti mezi strouhanym jablkem a platky jablek byla
pouzita DPPH metoda a TPC metoda. K analyze bylo jablko oloupano a rozpileno. Z obou
¢asti byl vyjmut jadfinec, jedna pilka jablka byla nastrouhana a z druhé pulky byla odkrojena
kolecka. Na analytickych vahach byl navazen 1 g jablka do kadinky a bylo pfiddno 20 ml
extrak¢niho ¢inidla (50% acetonitril). Vzorek byl extrahovan v ultrazvukové lazni po dobu
25 minut. Po extrakci byl vzorek zfiltrovan a z extraktu byla zméfena antioxidacni kapacita
(postup podle kapitoly 2.5.1) a obsah celkovych fenolickych latek (postup podle kapitoly 2.6.1).
Ob¢ analyzy byly provedeny pro kazdy extrakt tfikrat (n = 3). Z obrazku 23 a 24 Ize pozorovat,
ze vetsi antioxidacéni vlastnosti u obou metod vykazuje strouhané jablko, které z tohoto divodu

bylo pouzito k dal§im analyzam.
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Obrazek 23: DPPH metoda pro platky jablek Obrazek 24: TPC metoda pro platky jablek
a strouhané jablko (n = 3) a strouhané jablko (n = 3)

3.3 Stanoveni antioxidac¢ni kapacity metodou vyuzivajici DPPH

Jako prvni byla provedena optimalizace ¢asu reakce. K proméfeni byl pouzit cukerny roztok
po osmo-dehydrataci (1 hodina) s nejvyssi koncentraci skoficového aldehydu (0,1%). Na zakladé
této optimalizace bylo zjiSténo, Ze vzorek nemusi byt fedén a jako optimalni doba

k méfeni vzorkl bylo stanoveno 80 minut (Obr. 25).
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Obrazek 25: Optimalizace metody pro stanoveni antioxidacni kapacity
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Namétené hodnoty absorbance pro jednotlivé vzorky byly pievedeny na procento inhibice.
Nasledné pomoci kalibra¢ni fady Troloxu (Obr. 26) byla vyjadirena antioxida¢ni kapacita vzorkt
a vysledky byly vyjadieny jako pug Troloxu v ml vzorku. Pro roztoky pied i po procesu osmo-
dehydratace pak tyto hodnoty byly pievedeny na miligramy Troloxu v 1 kg roztoku, extrakty
z jablek byly pievedeny na miligramy Troloxu v 1 g suseného jablka (Ptiloha I).
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Obrazek 26: Kalibra¢ni fada Troloxu pro stanoveni antioxidacni kapacity metodou DPPH

Z vysledkl pro roztoky pted osmo-dehydrataci bylo zjisténo, ze se zvySujici se koncentraci
skoficového aldehydu v roztoku dochazi ke zvySeni antioxida¢ni kapacity roztokt (Ptiloha I —
Tabulka 1/1). Dale z téchto vysledk bylo zjisténo, ze antioxida¢ni kapacita roztoku pied osmo-
dehydrataci s ptidavkem aldehydu je velmi nizka (cukerny roztok s nejniz§im piidavkem
skoficového aldehydu mél nizsi antioxida¢ni kapacitu nez cukerny roztok bez aldehydu). Z toho
vyplyva, Ze antioxidac¢ni vlastnosti skoticového aldehydu nejsou piilis vysoké.

Z vysledkt analyzy rozptylu vyplyva, ze ¢as s hodnotami antioxida¢ni kapacity u roztoki po
osmo-dehydrataci i u extraktt z jablek po osmo-dehydrataci nesouvisi (p > 0,05) (Ptiloha Il). Lze
tedy fict, Ze nezaleZi na tom, jestli je jablko (resp. roztoky) vystaveno procesu osmo-dehydratace
1 hodinu, 2 hodiny nebo 3 hodiny. Co vsak tvrdit nelze je to, jestli by jablko po procesu osmo-
dehydratace (resp. roztoky) vykazovalo podobné hodnoty antioxida¢ni kapacity, jestlize by
osmo-dehydratace probihala napf. pouze 15 minut nebo naopak 8 hodin. K tomuto zjiSténi by
bylo potieba dalsi analyzy. Za zminku dale stoji zjisténi, ze cukerné roztoky po osmo-dehydrataci
s nizkym ptidavkem skoticového aldehydu maji nizs$i antioxidacni kapacitu nez kontrolni roztok,

ktery obsahoval pouze vodu a ethanol. Antioxidacni kapacita se zvySila az u cukernych roztok,
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které obsahovaly pridavek 0,05% a 0,1% skoficovy aldehyd (Obr. 27). To samé plati i pro
antioxidac¢ni kapacitu u extrakti z jablek po osmo-dehydrataci (p = 0,007) (Obr. 28).
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Obrazek 27: Vysledny efekt vlivu ptidaného CA na skute¢né koncentraci CA u roztokll po osmo-
dehydrataci pti DPPH metodé (n = 3)

Poznamka k obrazku 27: Na ose x je znazornéno mnozstvi pfidaného CA:
1-19gCA;2-0,59CA;3-0,1gCA;4-0,05gCA;5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni usecky znazornuji 95% konfidenéni interval.
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Obrazek 28: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skutec¢né koncentraci CA u extraktt z jablek po
0smo-dehydrataci pfi DPPH metodé (n = 3)

Poznamka k obrazku 28: Na ose x je znazornéno mnozstvi pfidaného CA:
1-1gCA;2-059CA;3-019gCA;4-0,05gCA; 5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni use¢ky znazoruji 95% konfidenéni interval.
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3.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Jako prvni byla provedena optimalizace ¢asu reakce. K proméieni byl pouzit cukerny roztok
po osmo-dehydrataci (1 hodina) s nejvyssi koncentraci skoticového aldehydu (0,1%). Na zakladé
této optimalizace bylo zjiSténo, Ze vzorek nemusi byt fedén a jako optimalni doba
k méfeni vzorkl bylo stanoveno 80 minut (Obr. 29).
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Obrazek 29: Optimalizace metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pomoci kalibra¢ni fady kyseliny gallové (Obr. 30) byl vypocten celkovy obsah fenolickych
latek ve vzorkd a vysledky byly vyjadieny jako pug kyseliny gallové v ml vzorku. Pro roztoky
pied i po procesu osmo-dehydratace pak tyto hodnoty byly pfevedeny na miligramy kyseliny
gallové v 1 kg roztoku, extrakty z jablek byly pfevedeny na miligramy kyseliny gallové v 1 g
suseného jablka (Ptiloha IlI).
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Obrazek 30: Kalibracni fada kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Z vysledkl pro roztoky pted osmo-dehydrataci bylo zjisténo, ze se zvySujici se koncentraci
skoticového aldehydu v roztoku dochazi ke zvySeni celkového obsahu fenolickych latek (Ptiloha
[l — Tabulka I11/1). Dale z téchto vysledkt bylo zjisténo, Ze celkovy obsah fenolickych latek
v roztocich pred osmo-dehydrataci s pfidavkem aldehydu je velmi nizky. Z toho vyplyva, ze vliv
skoticového aldehydu na celkovy obsah fenolickych latek neni ptili§ vysoky.

Z vysledkli analyzy rozptylu vyplyvd, ze cas s celkovym obsahem fenolickych latek
u roztokui po osmo-dehydrataci i u extraktl z jablek po osmo-dehydrataci nesouvisi (p > 0,05)
(Ptiloha Il). To znamena, ze pro TPC metodu je to s ¢asem stejné jako u DPPH metody (kapitola
3.3). Za zminku dale stoji zjisténi, ze jablka, ktera byla nalozena do kontrolniho roztoku, ktery
obsahoval pouze vodu a ethanol, vykazovala vyrazné¢ vyssi celkovy obsah fenolickych latek, nez
jablka nalozena v ostatnich roztocich (Obr. 31) (p = 0,002). Celkovy obsah fenolickych latek
u roztokd po osmo-dehydrataci se zvysil az u cukernych roztoki, které obsahovaly pfidavek

0,05% a 0,1% skoficovy aldehyd (Obr. 32).
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Obrazek 31: Vysledny efekt vlivu ptidaného CA na skute¢né koncentraci CA u extraktt z jablek po
osmo-dehydrataci pti TPC metodé (n = 3)

Poznamka k obrazku 31: Na ose x je znazornéno mnozstvi piidaného CA:
1-19gCA;2-059gCA;3-0,1gCA;4-0,05g CA;5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni tsecky znazornuji 95% konfidenéni interval.
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Obrazek 32: Vysledny efekt vlivu pfidaného CA na skutecné koncentraci CA u roztokti po osmo-
dehydrataci pti TPC metodé (n = 3)

Poznamka k obrazku 32: Na ose x je znazornéno mnozstvi pfidaného CA:
1-19gCA;2-05gCA;3-0,1gCA;4-0,059g CA;5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni use¢ky znazornuji 95% konfidenéni interval.
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Je vSak potieba doplnit, Zze vysledky pro celkovy obsah fenolickych latek i antioxidacni
kapacitu nijak nesouvisi s obsahem skoticového aldehydu a kyseliny skoticové. Jelikoz jablka
obsahuji vyznamné mnozstvi antioxidanti (pievazné fenolickych latek), Ize predpokladat, ze

doslo k uvolnéni téchto latek z jablek do roztoku.

3.5 Analyza kapalinovou chromatografii

Pomoci kapalinové chromatografie byly analyzovany roztoky pied osmo-dehydrataci, roztoky
po osmo-dehydrataci a extrakty z jablek po osmo-dehydrataci. Ze ziskanych chromatogramu pak
byly odecteny plochy piki, jak pro skotficovy aldehyd, tak i pro kyselinu skoficovou. Pomoci
kalibra¢nich fad pro ob¢ latky (Obr. 33 a 34) byla vypoctena koncentrace aldehydu a kyseliny ve
vzorku a nasledné vyjadifena jako pug v ml vzorku. Tyto hodnoty byly dale pfevedeny na

miligramy v 1 kg roztoku a pro extrakty z jablek na miligramy v 1 g jablka (Ptiloha IV).
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Obrazek 33: Kalibra¢ni fada skoticového aldehydu pro HPCL (CA = skoficovy aldehyd)
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Obrazek 34: Kalibra¢ni fada kyseliny skoficové pro HPLC (KS = kyselina skoticova)

Z vysledku analyzy rozptylu vyplyva, ze Cas s obsahem skoticového aldehydu a kyseliny
skoficové u roztokd po osmo-dehydrataci i u extraktti z jablek po osmo-dehydrataci nesouvisi
(p > 0,05) (Ptiloha V). U cukernych roztokt byl potvrzen efekt piidavku skoficového aldehydu
Vv riiznych koncentracich (p < 0,001). Z obrazku 35 lze pozorovat, Ze piidavek skotficového
aldehydu se v roztocich projevil az pti koncentraci 0,05 %. U roztokl, které obsahovaly
0-0,005 % pridavku skoticového aldehydu byl jeho stanoveny obsah stejny jako obsah stanoveny
Vv kontrolnich roztocich. V roztocich byl také potvrzen vyznamny obsah kyseliny skotficové, ale
pouze ve vzorcich s ptidavkem 0,05 % a 0,1 % skoticového aldehydu. U jablek po osmo-
dehydrataci byl efekt koncentrace ptidaného skoficového aldehydu také potvrzen
(p < 0,001). Z obrazku 36 lze pozorovat, ze k vyraznému naristu koncentrace skoficového
aldehydu doslo az u jablek, ktera byla nalozena v roztocich o koncentraci vyssi nez 0,01 %. Lze
tedy fict, ze jakmile se projevil piidavek skotficového aldehydu u roztokd, tak se také projevil
u extraktl z jablek. U jablek po osmo-dehydrataci byl také potvrzen efekt pro vyvoj kyseliny
skoficové (p < 0,001). Ve srovnani s kontrolnimi roztoky doslo k vyraznému narustu kyseliny
skoficové az u jablek, ktera byla nalozena v roztocich s ptidavkem 0,05 % a 0,1 % skoticového
aldehydu. Tento narGst mohl byt zpusoben oxidaci skoficového aldehydu na kyselinu

skoficovou.
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Obrazek 35: Vysledny efekt vlivu ptidaného CA na skute¢né koncentraci CA a KS u roztokt po osmo-
dehydrataci pii HPLC analyze (n = 3)

Poznamka k obrazku 35: Na ose x je znazornéno mnozstvi piidaného CA:
1-1gCA;2-059CA;3-0,1gCA;4-0,05gCA;5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni use¢ky znazornuji 95% konfidenéni interval.
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Obrazek 36: Vysledny efekt vlivu ptidaného CA na skute¢né koncentraci CA a KS u extrakti z jablek
po osmo-dehydrataci pti HPLC analyze (n = 3)

Poznamka k obrazku 36: Na ose x je znazornéno mnozstvi pfidaného CA:
1-1gCA;2-059gCA;3-0,1gCA;4-0,05gCA; 5-0,01g CA; 6 — kontrolni roztok (cukr + voda
+ EtOH); 7 — kontrolni roztok (voda + EtOH). Vertikalni use¢ky znazornuji 95% konfidenéni interval.
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3.6 Meéreni barevnosti

Objektivni nebo subjektivni vyhodnoceni barevnosti objektu zavisi na zdroji svétla,
zkoumaném objektu a lidském oku, které vnimané informace dale predava mozku.
K objektivnimu popisu barev se vyuziva kolorimetrie. Mezinarodni komise pro osvétleni (CIE)
definovala barevny prostor CIE L"a"b”, ktery vyjadfuje barvu jako tii ¢iselné hodnoty. Parametr
L" definuje mémou svétlost, ktera uréuje, jestli se jedna o barvu tmavou (hodnota 0) nebo svétlou
(hodnota 100), parametr a” definuje pechod od zelené k ervené barvé (zelena v zaporném sméru
a Gervend v kladném smeéru) a parametr b* definuje pfechod od modré ke Zluté barvé (modra
Vv zaporném smeéru a zlutd v kladném sméru). K porovnani dvou barev se vyuziva barvova

odchylka AE, ktera lze vypocitat podle rovnice 2:

AEg, = /(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (2)

Podle hodnoty, ktera vyjde z rovnice 2 lze podle tabulky 13 posoudit stupeii neshody dvou

barev.

Tabulka 13: Stupnice udavajici stupeni neshody dvou barev [112]

AE Rozdil AE Rozdil

0,0-0,2 nepostiehnutelny
0,2-0,5 velmi slaby 0,2-1,0 postiehnutelny
0,5-1,5 slaby 1,0-2,0 rozeznatelny
1,5-3,0 jasné postiehnutelny 2,0-4,0 jesté nerusici
3,0-6,0 stiedni 4,0-8,0 mirne€ rusici
6,0-12,0 vyrazny

12,0-16,0 velmi vyrazny

Vétsi nez 16,0 rusici

Ze souiadnic a“ a b” je mozné vypocitat dalsi parametry barev, a to chromu (C”) a odstin (h").
Chroma vyjadiuje pestrost barvy a zvétsuje se se vzdalenosti od osy L”, odstin h” je uréeny tihlem.

Obrazek 37 znizoriuje barevny prostor L™a’h” [113].
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Obriazek 37: Zobrazeni barevného prostoru L'a’b” [113]

Z vysledkl pro méfeni barevnosti 1ze fict, Ze jablka (resp. roztoky) po osmo-dehydrataci, ktera
byla vynddna z cukernych roztokii s pfidavkem jakékoliv koncentrace skoticového aldehydu,
byla svétlejsi nez jablka, ktera byla pouze v kontrolnich roztocich bez ptidavku aldehydu. Tento
fakt potvrzuji i obrazky, které jsou v ptiloze VI. K hodnoceni rozdilu barev byl pouzit i vypocet
pro barvovou odchylku (Rovnice 2). Byly porovnany mezi sebou vysledky pro jablka, ktera byla
v cukerném roztoku s ptidavkem 0,1% skoficového aldehydu po dobu 3 hodin (hodnoty uvedeny
v ptiloze VI — obrazek VI/1) a vysledky pro jablka, ktera byla v kontrolnim roztoku voda
a ethanol po dobu 3 hodin (hodnoty uvedeny v piiloze VI — obrazek VI1/7) (Rovnice 3):

AE,, = /(74,63 — 70,15)2 + (4,69 — 6,25)% + (37,16 — 44,34)% = 8,60 ?)

Podle tabulky 13 je rozdil mezi obéma barvami vyrazny. Z téchto vysledki lze tedy fict, ze
ptidavek skoticového aldehydu mé vliv na zménu barvy u jablek a zabraiuje jejich rychlému

hnédnuti.
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4 ZAVER

Ukolem této diplomové prace bylo stanoveni antioxidacni kapacity metodou vyuZivajici
DPPH radikal a obsahu celkovych fenolickych latek s Folin—Ciocalteuovym ¢inidlem u jablka.
Jako extrakéni €inidlo byl pouzit 50% acetonitril a extrakce probihala v ultrazvukové lazni.
Meéieni pak probihalo spektrofotometricky. Z této analyzy bylo zjisténo, ze vEtsi antioxidacni
vlastnosti vykazuje strouhané jablko.

DalSim ukolem bylo stanovit, jaky vliv ma na tyto antioxidacni vlastnosti proces osmo-
dehydratace, ke kterému byly vyuzity cukerné roztoky s pfidavkem rizného mnozstvi
skotficového aldehydu. Z roztokl pfed osmo-dehydrataci bylo zjisténo, ze samotny skoficovy
aldehyd nevykazuje vysoké antioxida¢ni vlastnosti. Osmo-dehydratace jablek probihala
1 hodinu, 2 hodiny a 3 hodiny. U antioxidacni kapacity i celkového obsahu fenolickych latek
nebyl prokazan vyznamny vliv ¢asu. Lze tedy piedpokladat, ze vliv osmo-dehydratace na jablka
vice nez 3 hodiny by dalsi zlepSeni nepfinesl. Co by vSak stalo za ovéteni je vliv osmo-
dehydratace na jablka krat$i nez 1 hodinu. Dale bylo zjisténo, Ze vys$i antioxida¢ni kapacitu
i celkovy obsah fenolickych latek vykazovaly az cukerné roztoky s ptidavkem 0,05 % a 0,1 %
skoficového aldehydu a jablka po osmo-dehydrataci, kterd byla nalozena v roztocich
s ptidavkem 0,05 % a 0,1 % skoficového aldehydu. Vysoké hodnoty vykazoval i kontrolni roztok
a jablka v ném, ktery obsahoval pouze vodu. Tyto vysledky vSak nijak nesouvisi s obsahem
skoticového aldehydu.

V dalsi Casti této prace byla provedena analyza kapalinovou chromatografii vSech roztokt
pted i po procesu osmo-dehydratace a extraktu z jablek po procesu osmo-dehydratace, kde bylo
sledovano mnozstvi skoficového aldehydu, které se dostalo do jablek z roztokli a jeho mnozstvi,
které ztstalo v roztocich. Bylo vsak zjisténo, Ze ¢ast skoficového aldehydu se oxiduje na kyselinu
skoficovou, a proto bylo sledovano i mnozstvi této latky. Z analyz bylo zji$téno, Ze vliv ¢asu na
mnozstvi skoficového aldehydu v roztocich a jablkach nebyl prokazan. Pfidavek skoficového
aldehydu se projevil az vroztoku s piidavkem 0,05 % skoficového aldehydu. Roztoky
s ptidavkem 0,001 % a 0,005 % skoticového aldehydu obsahovaly stejné mnozstvi jako kontrolni
roztoky bez aldehydu. V roztocich s piidavkem 0,05 % a 0,1 % skotficového aldehydu
i extraktech z jablek byl potvrzen vyznamny obsah kyseliny skoficové. Vys$§i mnoZzstvi

skoficového aldehydu pak vykazovala jablka, kterd byla v roztocich o koncentraci vyssi nez
0,01 %.
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V diplomové praci byl dale zkouman vliv cukernych roztok s pfidavkem skoficového
aldehydu na senzorické vlastnosti jablek. Chutové byla jablka po procesu osmo-dehydratace
velmi dobra. Jablka, ktera byla v roztocich se skoficovym aldehydem byla vyrazné svétlejsi nez

jablka, ktera byla pouze v kontrolnich roztocich. To samé bylo pozorovano i U roztokd.
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PRILOHY

Piiloha I: Antioxidacni kapacita roztokd a extrakti z jablek

Tabulka I/1: Antioxida¢ni kapacita roztokt pted osmo-dehydrataci (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pg/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]
0,1% CA 12,29 11,10 9,036
0,05% CA 11,65 10,36 8,435
0,01% CA 9,38 7,75 6,307
0,005% CA 7,89 6,03 4,908
0,001% CA 6,67 4,63 3,772
voda + EtOH 0,71 - -
cukr + EtOH 7,38 5,45 4,437

Tabulka 1/2: Antioxida¢ni kapacita roztokti po osmo-dehydrataci po 1 hoding (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pg/ml] | v 1 kg roztoku [mg]

0,1% CA 84,74 94,53 76,951
0,05% CA 88,25 98,57 80,238
0,01% CA 68,34 75,65 61,576
0,005% CA 73,37 81,44 66,291
0,001% CA 90,42 101,07 82,274
voda + EtOH 79,47 88,46 88,194
cukr + EtOH 71,20 78,93 64,252




Tabulka 1/3: Antioxida¢ni kapacita roztokd po osmo-dehydrataci po 2 hodinach (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pg/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]

0,1% CA 89,55 100,07 81,455
0,05% CA 89,32 99,81 81,244
0,01% CA 70,91 78,60 63,981
0,005% CA 76,08 84,55 68,827
0,001% CA 89,54 100,06 81,451
voda + EtOH 70,84 78,52 78,287
cukr + EtOH 80,70 89,88 73,161

Tabulka I/4: Antioxidaéni kapacita roztokti po osmo-dehydrataci po 3 hodinach (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pg/ml] | v 1 kg roztoku [mg]

0,1% CA 84,50 94,25 76,720
0,05% CA 86,40 96,44 78,505
0,01% CA 73,31 81,37 66,236
0,005% CA 89,18 99,64 81,108
0,001% CA 90,79 101,50 82,619
voda + EtOH 85,96 95,94 95,649
cukr + EtOH 81,07 90,31 73,512

Tabulka I/5: Antioxida¢ni vlastnosti extraktt z jablek po osmo-dehydrataci po 1 hodiné (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [ug/ml] v 1 g jablka [mg]

0,1% CA 85,06 94,90 0,949
0,05% CA 74,72 82,99 0,830
0,01% CA 49,94 54,46 0,545
0,005% CA 38,99 41,84 0,418
0,001% CA 63,75 70,36 0,704
voda + EtOH 90,77 101,48 1,015
cukr + EtOH 84,50 94,26 0,943




Tabulka 1/6: Antioxida¢ni vlastnosti extrakti z jablek po osmo-dehydrataci po 2 hodinach (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pg/ml] v 1g jablka [mg]

0,1% CA 89,56 100,08 1,001
0,05% CA 63,01 69,51 0,695
0,01% CA 32,37 34,23 0,342
0,005% CA 45,49 49,33 0,493
0,001% CA 66,31 73,31 0,733
voda + EtOH 65,79 72,71 0,727
cukr + EtOH 55,54 60,91 0,609

Tabulka I/7: Antioxida¢ni vlastnosti extrakti z jablek po osmo-dehydrataci po 3 hodinach (n = 3)

roztok inhibice [%0] koncentrace [pug/ml] v 1 g jablka [mg]

0,1% CA 65,66 72,55 0,726
0,05% CA 77,74 86,47 0,865
0,01% CA 39,69 42,66 0,427
0,005% CA 40,48 43,56 0,436
0,001% CA 92,44 103,39 1,034
voda + EtOH 91,46 102,27 1,023
cukr + EtOH 48,48 52,78 0,528




Piiloha 11: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v roztocich a extraktech jablek po
osmo-dehydrataci pro DPPH metodu a TPC metodu
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Primérna koncentrace CA
[mg/v 1 kg roztoku]

Cas [h]

Obrazek I1/1: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v roztocich po osmo-dehydrataci
pro DPPH metodu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazortiuji 95% konfidenéni interval
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Obriazek 11/2: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v extraktech z jablek po osmo
dehydrataci pro DPPH metodu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazornuji 95% konfidencni interval
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Obrazek I1/3: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsahu CA v roztocich po osmo-dehydrataci
pro TPC metodu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znézorfiuji 95% konfidencni interval
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Obrazek I1/4: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v extraktech z jablek po osmo-
dehydrataci pro TPC metodu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazornuji 95% konfidencni interval



Piiloha I11: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich a extraktech z jablek

Tabulka I11/1: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich pted osmo-dehydrataci (n = 3)

roztok absorbance koncentrace [pg/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]

0,1% CA 0,049 7,71 6,282
0,05% CA 0,042 6,75 5,501
0,01% CA 0,025 4,42 3,604
0,005% CA 0,021 3,88 3,158
0,001% CA 0,020 3,67 2,990
voda + EtOH 0,007 1,89 1,885
cukr + EtOH 0,016 3,19 2,600

Tabula 111/2: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich po osmo-dehydrataci po 1 hoding (n = 3)

roztok absorbance koncentrace [ug/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]

0,1% CA 0,545 75,66 61,623
0,05% CA 0,542 75,25 61,288
0,01% CA 0,335 46,89 38,192
0,005% CA 0,405 56,48 46,003
0,001% CA 0,613 84,97 69,210
voda + EtOH 0,400 55,73 55,559
cukr + EtOH 0,364 50,79 41,372




Tabulka 111/3: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich po osmo-dehydrataci po 2 hodinach

(n=3)
roztok absorbance koncentrace [pg/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]

0,1% CA 0,526 73,05 59,503
0,05% CA 0,575 79,77 64,970
0,01% CA 0,368 51,34 41,818
0,005% CA 0,405 56,41 45,947
0,001% CA 0,647 89,63 73,004
voda + EtOH 0,360 50,32 50,164
cukr + EtOH 0,433 60,32 49,127

Tabulka I11/4: Celkovy obsah fenolickych latek v roztocich po osmo-dehydrataci po 3 hodinach

(n=3)
roztok absorbance koncentrace [ug/ml] | v 1Kkg roztoku [mg]

0,1% CA 0,521 72,30 58,889
0,05% CA 0,517 71,82 58,499
0,01% CA 0,382 53,33 43,436
0,005% CA 0,584 81,00 65,975
0,001% CA 0,734 101,55 82,711
voda + EtOH 0,457 63,53 63,344
cukr + EtOH 0,453 63,05 51,358




Tabulka 111/5: Celkovy obsah fenolickych latek v extraktech z jablek po osmo-dehydrataci po

1 hodiné (n = 3)

roztok absorbance koncentrace [ug/ml] v 1 g jablka [mg]

0,1% CA 0,416 57,99 0,580
0,05% CA 0,328 45,93 0,459
0,01% CA 0,186 26,41 0,264
0,005% CA 0,133 19,22 0,192
0,001% CA 0,254 35,73 0,357
voda + EtOH 0,729 100,79 1,008
cukr + EtOH 0,363 50,73 0,507

Tabulka I11/6: Celkovy obsah fenolickych latek v extraktech z jablek po osmo-dehydrataci po
2 hodinach (n = 3)

roztok absorbance koncentrace [png/ml] v 1 g jablka [mg]

0,1% CA 0,315 44,08 0,441
0,05% CA 0,184 26,21 0,262
0,01% CA 0,115 16,75 0,168
0,005% CA 0,191 27,16 0,272
0,001% CA 0,254 35,79 0,358
voda + EtOH 0,326 45,66 0,457
cukr + EtOH 0,181 25,79 0,258




Tabulka I11/7: Celkovy obsah fenolickych latek v extraktech z jablek po osmo-dehydrataci po
3 hodinach (n = 3)

roztok absorbance koncentrace [png/ml] v 1 g jablka [g]
0,1% CA 0,279 39,15 0,392
0,05% CA 0,272 38,19 0,382
0,01% CA 0,149 21,41 0,214

0,005% CA 0,126 18,19 0,182
0,001% CA 0,359 50,18 0,502
voda + EtOH 0,567 78,67 0,787
cukr + EtOH 0,169 24,08 0,241




Piiloha 1V: Mnozstvi skoficového aldehydu (CA) a kyseliny skoficové (KS) v roztocich a extraktech

Z jablek pro HPLC analyzu

Tabulka IV/1: Mnozstvi CA a KS v cukerném roztoku s obsahem 0,1 % skoticového aldehydu
[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

gjﬁ; dzsaTaOc_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 922,6 651,4 826,0 704,8
KS 217,4 141,3 163,9 157,4
Celkem 1140,0 792,7 989,9 862,2

Tabulka IV/2: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehdrataci v roztoku s obsahem 0,1 %
skoficového aldehydu [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné

po 2 hodinach

po 3 hodinach

CA 0,241 0,221 0,240
KS 0,205 0,236 0,281
Celkem 0,446 0,457 0,521

Tabulka 1V/3: Mnozstvi CA a KS v cukerném roztoku s obsahem 0,05 % skoticového aldehydu
[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

g:ﬁ; d(:'saTaoc-i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 396,3 326,5 301,3 313,5
KS 97,9 78,7 76,4 77,1
Celkem 4942 405,2 377,7 390,6

Tabulka IV/4: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v roztoku s obsahem
0,05 % skoficového aldehydu [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 0,141 0,166 0,127
KS 0,117 0,136 0,104
Celkem 0,258 0,302 0,231




Tabulka IV/5: Mnozstvi CA a KS v cukerném roztoku s obsahem 0,01 % skoficového aldehydu

[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

g:ﬁ; d(;saTaOc_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 108,2 83,8 79,1 86,9
KS 12,2 9,2 10,0 10,6
Celkem 120,4 93,0 89,1 97,5

Tabulka IV/6: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v roztoku s obsahem
0,01 % skoficového aldehydu [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 0,074 0,085 0,065
KS 0,018 0,021 0,015
Celkem 0,092 0,106 0,080

Tabulka IV/7: Mnozstvi CA a KS v cukerném roztoku s obsahem 0,005 % skoticového aldehydu
[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

gjﬁ; d(i'SaT:c_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 52,2 38,6 40,2 42,5
KS 11,3 7,8 8,5 9,9
Celkem 63,5 46,4 48,7 52,4

Tabulka IV/8: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v roztoku s obsahem
0,005 % skoticového aldehydu [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné

po 2 hodinach

po 3 hodinach

CA 0,045 0,036 0,040
KS 0,016 0,011 0,014
Celkem 0,061 0,047 0,054




Tabulka IV/9: Mnozstvi CA a KS v cukerném roztoku s obsahem 0,001 % skoiicového aldehydu
[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

g:ﬁ; d(;saTaOc_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 22,8 16,5 17,7 17,7
KS 1,4 0,8 3,3 1,4
Celkem 24,2 17,3 21,0 191

Tabulka IV/10: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v roztoku s obsahem
0,001 % skoticového aldehydu [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 0,027 0,025 0,030
KS 0,003 0,001 0,003
Celkem 0,030 0,026 0,033

Tabulka IV/11: Mnozstvi CA a KS v kontrolnim roztoku (cukr + voda + EtOH) bez skoticového
aldehydu [mg/1 kg roztoku] (n = 3)

gjﬁ; d(:'saTaoc_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA - 2,717 3,271 3,545
KS - 0,078 0,284 0,346
Celkem - 2,795 3,555 3,891

Tabulka IV/12: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v kontrolnim roztoku
(cukr + voda + EtOH) [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné

po 2 hodinach

po 3 hodinach

CA 0,028 0,037 0,049
KS 0,002 0,00035 0,00085
Celkem 0,030 0,03735 0,04985




Tabulka IV/13: Mnozstvi CA a KS v kontrolnim roztoku (voda + EtOH) bez skoticového aldehydu

[mg/1 kg roztoku] (n = 3)

g:ﬁ; d(;saTaOc_i po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA - 3,865 2,704 3,095
KS - 0,204 0,407 0,024
Celkem - 4,069 3,111 3,119

Tabulka IV/14: Mnozstvi CA a KS v extraktu z jablek po osmo-dehydrataci v kontrolnim roztoku

(voda + EtOH) [mg/1 g jablka] (n = 3)

po 1 hodiné po 2 hodinach po 3 hodinach
CA 0,025 0,023 0,024
KS 0,003 0,002 0,00021
Celkem 0,028 0,025 0,02421




Piiloha V: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsahu CA v roztocich a extraktech z jablek

pro HPLC analyzu
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Obrazek V/1: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsahu CA v roztocich po osmo-dehydrataci
pro HPLC analyzu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znézorfiuji 95% konfidencni interval
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Obrazek V/2: Vysledny efekt casu osmo-dehydratace na obsahu KS v roztocich po osmo-dehydrataci
pro HPLC analyzu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazornuji 95% konfidenéni interval
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Obrazek V/3: Vysledny efekt ¢asu osmo-dehydratace na obsah CA v extraktech z jablek po osmo-
dehydrataci pro HPLC analyzu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazoriuji 95% konfidenéni interval
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Obrazek V/4: Vysledny efekt casu osmo-dehydratace na obsah KS v extraktech z jablek po osmo-
dehydrataci pro HPLC analyzu (n = 3)

Poznamka: Vertikalni usecky znazornuji 95% konfidencni interval



Priloha VI: Barvy roztoki a jablek po osmo-dehydrataci

Obrazek VI/1: Barva cukerného roztoku (nahote) a jablek po osmo-dehydrataci (dole) s pfidavkem
0,1 % skoticového aldehydu a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a ¢) po 3 hodinach

a b c

L*=79,05, a* = 2,61, b* = 39,50
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Obrazek VI/2: Barva cukerného roztoku (nahofte) a jablek po osmo-dehydrataci (dole) s piidavkem
0,05 % skoficového aldehydu a) po 1 hodiné, b) po 2 hodinach a c¢) po 3 hodinach



a b C

L*=7991, a* =

Obrazek VI/3: Barva cukerného roztoku a jablek po osmo-dehydrataci s ptidavkem 0,01 %
skoficového aldehydu a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a c¢) po 3 hodinach

a b

" b c

Obrazek V1/4: Barva cukerného roztoku a jablek po osmo-dehydrataci s ptidavkem 0,005 %
skoticového aldehydu a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a c¢) po 3 hodinach



a b c

Obrazek VI/5: Barva cukerného roztoku a jablek po osmo-dehydrataci s pfidavkem 0,001 %
skoficového aldehydu a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a c¢) po 3 hodinach

c

L*=72,11, a* =5,38, b* = 44,87 L*= 70,15, a*= 6,25, b*= 44,34
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Obrazek V1/6: Barva kontrolniho roztoku a jablek po osmo-dehydrataci bez skoticového aldehydu
(cukr + voda + EtOH) a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a ¢) po 3 hodinach



a b c

L* = 67,54, a* = 6,89, b* = 38,94 L* = 66,32, a* = 7,65, b* = 41,79 L*=67,76, a* = 6,75, b* =39,35
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Obrazek V1/7: Barva kontrolniho roztoku a jablek po 0smo-dehydrataci bez skoticového aldehydu
(voda + EtOH) a) po 1 hoding, b) po 2 hodinach a ¢) po 3 hodinach



