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Anotacia

Tato bakalarska praca sa zaobera biologicky aktivnymi latkami pritomnymi v rastline Moringa
olejodarna. V prvej Casti sa venuje popisu, spracovaniu, vyuzitiu a chemickému zloZeniu tejto
rastliny. Dalej si v praci struéne popisané separaéné techniky a metody stanovujlce
antioxidaénl aktivitu. DalSia ¢ast’ sa venuje analyze bioaktivnych latok vyskytujdcich sa

v moringe olejodarnej.
Kracové slova

Moringa olejodarna, extrakcia, kvapalinova chromatografia, plynova chromatografia

Tittle
Biologically active compounds in the plant Moringa oleifera
Annonation

This bachelor thesis deals with biologically active compounds contained in the Moringa oleifera
plant. The first part deals with the description, processing, utilization and chemical composition
of this plant. In addition, separation techniques and methods for determining antioxidant
activity are briefly described. The next part is devoted to the analysis of bioactive compounds

occurring in the plant moring oleifera.
Keywords
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1 UVOD

Moringa olejodarna patri do ¢elade moringovité a prirodzene sa vyskytuje v Indii,
Pakistane, Bangladési a Afganistane. V stcasnosti sa pestuje takmer po celom svete a patri
medzi najviac pouzivané lieivé rastliny. Ma §iroké medicinske uplatnenie, ktoré u nas nie je az
tak zndme, no v tradi¢nej medicine sa pouziva uz celé staro¢ia. Okrem toho sa pouziva
aj v mnohych inych odvetviach, napriklad pri vyrobe jedal, ako doplnok stravy, v kozmetike
¢i strojarenstve a mnohych inych.

Moringa obsahuje vel'ké mnozstvo biologicky aktivnych latok. Kazda jej cast’ obsahuje
vel'ké mnoZstvo antioxidantov, vd’aka comu su vSetky jej Casti uzitocné a zdravé. Jej Casti
obsahuju bielkoviny, aminokyseliny, proteiny, sacharidy, vitaminy, mastné kyseliny, mineraly,
taktiez karotenoidy, fytosteroly, flavonoidy a fenoly ako sekundiarne metabolity
ktoré podporuju nutricné zloZenie tejto rastliny. Ich zastipenie sa moze v rastlinach lisit,
¢o mdze byt’ sposobené klimatickymi podmienkami a oblast'ou kde je pestovana.

Praca sa venuje biologicky aktivnym latkam pritomnym v moringe. Tiez stanoveniu
tychto biologicky aktivnych latok z vybranych vzoriek z r6znych ¢asti moringy rozli¢nymi
separa¢nymi technikami ako je plynova ¢i kvapalinova chromatografia, pred ktorymi sa vSak

musi samotna vzorka upravit’ vhodnou extrakénou metodou.
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2 MORINGA OLEJODARNA

Moringa olejodarna (latinsky oleifera) patri do ¢elade moringovité (Moringaceae).
Je to najrychlejsie rastlici, nenaro¢ny a najbeznejsie pestovany druh v tropickych oblastiach.
Je vSeobecne oznacovany ako zazrac¢na rastlina alebo strom zivota, v niektorych ¢astiach sveta
tiez oznacovany ako pali¢kovy strom ¢i strom chrenu. Je opadavy a stalozeleny, dosahuje vysku
od 5 do 10 m, niekedy az 15 m. M& mohutné, v mladosti hlizovité korene, ktoré s pribadajucim
vekom drevnateju. Listy st 25-60 cm dlhé, trikrat sperené so stopkatymi zl'azami vylu¢ujacimi
jantarovu tekutinu. Jej kvety st patpocetné a obojpohlavné, bud’ biclej alebo ruzovej farby.
Plodom je 30-45 cm dlh& a 1,5-3 cm $iroka jednopuzdrova tobolka [1-5].

Pochédza zo sub-himalajskych oblasti Indie, Pakistanu, Bangladésa a Afganistanu.
Pestuje sa po celom indickom subkontinente, Arabskom polostrove, Afrike, Cine
ale aj v juznych statoch USA [3-5].

R

Obrazok 1 — Moringa olejodarna [6]
2.1 Chemické zloZenie

Je to rastlina bohatd na mnoZstvo zZivin ako st bielkoviny, esencidlne aminokyseliny,
mineralne latky, vitaminy a iné bioaktivne zlu¢eniny oznacované ako sekundarne metabolity
¢i fytochemikalie. Rozne ¢asti moringy obsahuju rozdielne mnozstvo Zivin, z ktorych najviac

proteinov sa vyskytuje v strukoch. Jej semena zase obsahuju najviac lipidov a listy maju najviac
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sacharidov ako aj vlakniny (tabulka 1). Vdaka velkému mnozstvu antioxidantov st vsetky

jej Casti uzito¢né a zdravé [3-12].

TabuPka 1 — hlavné Ziviny listov, strukov a semien Moringa oleifera [13]

vt M. oleifera (g/100 g rastliny)
listy struky semena
proteiny 25,0-30,3 6,7-43,5 29,4-38,3
lipidy 0,1-10,6 0,1-5,1 30,8-41,2
sacharidy 0,1-43,9 0,1-38,2 0,1-21,1
vlaknina 0,1-28,5 0,1-27,0 0,1-7,2

Jej listy a semena obsahuji zna¢né mnozstvo esencialnych mineralov, vitaminov ako A, C, D,
E a B, 16 az 19 aminokyselin tvoriacich proteiny, z toho 10 ich je esencialnych, a mastnych
kyselin z ktorych maju hlavné zastipenie nenasytené MK. Listy, kvety a struky obsahujd
zna¢né mnozstvo karotenoidov, fytosterolov, celkovych fenolov a flavonoidov radenych medzi,
uz spominané, fotochemikalie podporujice vyzivné zloZenie tejto rastliny. Naopak moringa
ako takd obsahuje relativne nizke mnozstvo antinutricnych latok ako st fytaty, saponiny, taniny

a oxalaty [3-12].

2.1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny st zdkladnymi stavebnymi jednotkami vSetkych peptidov, bielkovin
a tiez su sucast'ou aj d’alSich zlucenin. TaktieZ sa moZu v potravinach vyskytovat’ ako vol'né
latky. Z hladiska Struktiry su to substituované karboxylové kyseliny s asponi jednou primarnou
aminoskupinou a aspoii jednou karboxylovou skupinou. Pozname 20 zakladnych aminokyselin,
vSetky su vyhradne a-aminokyseliny vyznacujice sa optickou aktivitou. Delime ich
na esencialne, poloesencialne a neesencialne [14-16]. Ako uz je spomenuté vyssie, listy, struky
a semena moringy obsahuju priblizne 16 az 19 aminokyselin, z ktorych ich je 10 esencidlnych
a sl to treonin, tyrozin, metionin, valin, fenylalanin, izoleucin, leucin, hystidin, lyzin a tryptofan
[3-12]. Kuvety, listy, mladé vyhonky a nezrelé struky moringy su dobrym zdrojom
aminokyseliny metioninu [17].

2.1.2 Lipidy

Mastné kyseliny st najpodstatnejsou zlozkou vietkych lipidov. Struktirne ide zviésa

0 karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym retazcom. Podl'a nasytenia ret'azca
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sa delia na nasytené, nenasytené s jednou dvojitou véazbou (monoenové), nenasytené
s viacerymi dvojitymi vézbami (polyenové) a mastné kyseliny s trojitymi vazbami a réznymi
substituentmi. Lipidy potravin obsahuju hlavne kyselinu myristovu, palmitovu a stearovd.
Medzi monoenové MK patri, asi najviac znama, kyselina palmioolejova ¢i olejova. Kyseliny
arachidonova, linolova, a-linolénova patria medzi polyenové MK, ktoré hraju ddlezitti ilohu
vo vyzive [14, 15].

V listoch moringy su zastipené najma nenasytene MK, z ktorych ma hlavné zastUpenie
kyselina a-linolénovéa (obrazok 2), ktoré dopiiajii nasytené v éele s palmitovou kyselinou.
Rafinovany olej zo semien obsahuje kyselinu olejovd, ako najviac zatipen( nenasytend
kyselinu, d’alej palmitovu, heptadekanovii, stearovu, arachidonovu, linolova a a-linolénovd
ako iné rastlinné oleje. Pokial’ ide o zloZenie mastnych kyselin povazuje sa za ekvivalent
olivového oleja [17-19].

0O

Obrazok 2 — kyselina a-linolénova [20]
2.1.3 Sacharidy

Sacharidy su velmi rozSirené organické zliCeniny S minimalne tromi alifaticky
viazanymi atdbmami uhliku. Delia sa podl'a poctu atdmov uhlikov vyskytujucich sa v Struktire
(tridzy, tetrozy, pentdzy, hexodzy, atd’.), podla funkénej skupiny pritomnej v molekule (aldozy
aketdzy) apodla poctu cukornych jednotiek viazanych v molekule (monosacharidy,
oligosacharidy, polysacharidy a zlozené (konjugované) sacharidy). Sltzia hlavne ako zdroj
energie (glukoza, frukt6za), zakladné stavebné jednotky (celuldza, chitin) a ako zasobné latky
pre rastliny (Skrob) a zivocichy (glykogén) [14-16].

Moringa obsahuje ramnozu a rafindzu, ktora bola identifikovand ako antinutri¢ny
cukor, ale je dolezita pre fermentaény proces pri vyrobe napojov. Jej semend a listy moringy

obsahuju arabinozu, xyldzu, ramndzu a galaktozu ako najviac zastupeny sacharid [18].

2.1.4 Vitaminy

Vitaminy si nizkomolekulové organické zluceniny, predovsetkym prirodné zlozky
potravin v ktorych su pritomné v malych mnozstvach. Ked’ze si ich ¢lovek nedokaze sam
syntetizovat, je potrebné ich do organizmu dodéavat pre jeho spravnu funkciu. Vd’aka svojim
funkciam byvaju oznacované ako exogénne esencialne biokatalyzatory. Ich pritomnost’ v tele

je zasadna, ked’ze v pripade ich nedostatku dochadza k porucham fyziologickych funkcii

14



ako je rast, vyvoj a mnoho inych. Ich nedostatok v tele sa oznacuje ako hypovitaminéza, ktora
moze prejst’ az na avitamindzu, prejavujucu sa poruchami niektorych biochemickych procesov.
Naopak hypervitamindza predstavuje stav vyvolany nadbyto¢nym prijmom lipofilnych

vitaminov [14-16, 21].

Delia sa do dvoch kategorii na hydrofilné (rozpustné vo vode), kde patria vitaminy
B- komplexu a vitamin C, a lipofilné (rozpustné v tukoch) kam radime vitamin A, D, E a K
[14-16, 21].

Ako je uz uvedené vysSie, moringa je vynikajicim zdrojom vitaminu C, A, D, E,
vitaminov skupiny B, spomedzi ktorych je to tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B5),
pyridoxin (B6), kyselina listova (B9) a kobalamin (B12) [3-12, 17]. Par zdrojov uvadza Ze listy
moringy obsahuju 7-krat viac vitaminu C ako pomaran¢ a 4-krat viac vitaminu A ako mrkva
[7,17].

2.1.5 Flavonoidy

Flavonoidy alebo flavonoidné latky st vel'mi rozsiahlou skupinou rastlinnych fenolov.
Obsahuju v molekule dva benzénové kruhy spojené trojuhlikovym retazcom. Ich Struktara
je odvodena od kyslikatej heterocyklickej zlu¢eniny 2H-chromenu, substituovaného v polohe
C-2 fenylovou skupinou, nazyvanej flavan [16, 22]. Flavonoidy sa delia na katechiny,
leukoantokyanidiny, antokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, aurény,
chalkony a dihydrochalkony. Jednotlivé Struktiry sa od seba liSia stupfiom oxidacie
a substittcie. Pocet a poloha hydroxyskupin vo flavonoidoch ur€uje silu antioxidacnej aktivity.
Vyskytujii sa ako vonné latky, no najcastejSie vo forme glykozidov. Ich vyznam je odlisny,
niektoré st prirodnymi rastlinnymi farbivami, iné su biologicky ti¢inné latky alebo su dolezité
vd’aka svojej horkej a trpkej chuti. NajznamejSie flavonoidné pigmenty su flavony a flavonoly
Zltej farby, taktiez antokyany zafarbené na cerveno, fialovo a modro [22].

Semena, listy, stonky akorene moringy obsahuju kvercetin, rutin (obrazok 3),
kaempferol, apigenin a ich glykozidy. Ich mnoZstvo v extraktoch z roznych casti je nestale
a zavisi aj od geografickej polohy, zlozenia pddy a klimatickych podmienok.

Vd'aka ich vysokej koncentracii v réznych Castiach moringy zabranuju oxidécii lipidov

a tym tvorbe vol'nych radikalov, o moze u ¢loveka spdsobit’ poskodenie pecene. [13, 18].
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Obrazok 3 — struktira rutinu (A) a kvercetinu (B) [23]

2.1.6 Karotenoidy

Karotenoidy su zvécsa lipofilné zIté, oranzové az Cervenofialové pigmenty vyskytujice
sa v rastlindch, hubdch, mikroorganizmoch a Zivocichoch. Struktarne sa radia medzi
tetraterpény obsahujlice osem izoprenovych jednotiek. Delia sa na dve hlavné skupiny:
karotény (uhlovodiky) a xantofyly (kyslikaté zluceniny odvodené od karoténov). Niektoré
z nich vykazuja aktivitu vitaminu A a st oznacované ako retinoidy. Urcité karotenoidy,
ako napriklad lykopén ¢&i B-karotén (obrézok 4) su schopné zhasat' volné radikaly, teda
vykazuju silné antioxidacné schopnosti. Medzi najznamejSie patria karotény obsahujtice 40
uhlikov a skladajuce za z 6smich izoprenovych jednotiek [16, 22].

Moringa je jeden z najbohatSich prirodnych zdrojov provitaminu A [13]. Listy, kvety

a struky su dobrym zdrojom trans-luteinu, B-karoténu a trans-zeaxantinu [3-12, 17].

Obrazok 4 — B-karotén [24]

2.1.7 Fytosteroly

Fytosteroly su rastlinné lipofilné latky patriace medzi steroly. Zakladnym sterolom
je cholesterol (Cz7), ktory sa radi medzi zoosteroly a je pritomny v Zivo&isnych lipidoch. Dalsie

fytosteroly sa od neho odliSuji najmé usporiadanim postranného retazca na 24. atobme uhliku.
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Vo vSeobecnosti st steroly bezfarebné krystalické latky oznacované ako alicyklické alkoholy.
V organizme su neoddelitel'nou zlozkou lipoproteinov a tukovych membran, uplatiiuji sa pri
transporte lipidov. Z cholesterolu sa d’alej syntetizuju zl¢ové kyseliny a steroidné hormony.
Na fytosteroly su bohaté najma oleje rastlinného pévodu [14-16].

Semend, kvety a kéra moringy su bohaté na stigmasterol, p-sitosterol a kampasterol
ktoré st nevyhnutné pre produkciu hormoénov [13, 17]. Olej pozostava z réznych sterolov
ako s0 kampesterol, stigmasterol [-sitosterol, clerosterol amensiecho mnozZstva

24- metyléncholesterolu, kampestanolu, stigmastanolu a 28-izoavenasterolu [19].

2.1.8 Mineralne latky

Mineraly su anorganické zli¢eniny tiez nazyvané popoloviny. S0 integrujdcimi
zlozkami vSetkych zivych organizmov a vyskytuju sa vo vSetkych potravinach rastlinného
a zivocisneho povodu. Uplatiuji sa hlavne ako regulatory fyzikalno-chemickych pomerov
v biologickych systémoch. Delia sa na makroelementy (majoritné prvky), minoritné prvky
a mikroelementy (stopové prvky) [14-16].

Moringa je bohatym zdrojom Fe, Ca, K, Mg, Zn, Cu a S [3, 4, 7-12]. Jej kvety, listy,
mladé vyhonky a nezrelé struky st dobrym zdrojom Ca, Fe a P. Listy maju 4-krat viac vapniku

a 2-krat viac proteinu ako mlieko a 3-krat viac drasliku a Zeleza ako banan a Spenat [13, 17].

2.2 Spracovanie a vyuZitie

V mnohych krajindch je jednou z najpouzivanejSich lieCivych rastlin s vysokym
obsahom zivin a antioxidantov. V tradi¢nej medicine sa pouZiva uz celé starocia. Jej vyZzivova
hodnota a medicinske prinosy su v tropickych krajinach dobre zndme. Mnohi autori uvadzaju
ze vyznamne prispieva K prijmu niektorych zakladnych Zivin a fytochemikalii podporujtcich
I'udské zdravie. Moringa ako taka bola hodnotena ako prostriedok na liecenie réznych ochoreni
ako je diabetes, infekcie, hypertenzia, rakovina, astma a artritida. Nedavne Stidie spojené
s moringou dokazuju jej protizipalové, antibakteridlne, antidiabetické, protinddorové,
diuretické a antioxida¢né ucinky [4, 7-9, 11, 25]. Mnohé mimovladne organizacie oznadili
moringu za prirodzenu vyzivu pre tropy [12].

Kazda jej Cast vratane listov, korenov, kory, semien, plodov a kvetov je jedl4 a obsahuje
zltiéeniny podporujuce zdravie I'udi a zvierat. Daju sa vyuzit' pri vyrobe réznych jedal
ako je polievka, susienky, tuhé cesto amala, chlieb, kolace, jogurty a mnohé iné [2, 3, 7, 8,
25].
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NajpouzivanejSou ¢ast'ou su listy. Vo velkej miere sa pouzivaju v boji proti podvyzive
u doj¢iat a tehotnych zien ako aj na zvySenie produkcie mlieka u dojciacich matiek.
Ako doplnok stravy chrani I'udi pred nedostatkom Zeleza a oxidaénym stresom. TaktieZ
nachadza uplatnenie aj v zivo¢isnom priemysle ako krmivo pre hospodarske zvierata ako zdroj
bielkovin, antibiotik a antioxida¢nych zlucenin [7, 8, 26].

Jej semend v praskovej forme sa pouzivaji ako u¢inné koagulaéné a antimikrobialne
¢inidla na odstranenie tvrdosti vody, neziaducich chemikalii a biologickych kontaminantov
VO vode, €i v strojarenstve na mazanie strojcekov do hodiniek. Lisuje sa z nich vel'mi jemny
Ben olej, ktory vonia prijemnou araSidovou vonou a vyuziva sa pri lie¢be artritidy, reumatizmu
a hypertenzii. Je stabilnej$i ako repkovy, sdjovy a palmovy olej aje vhodny na varenie
a vyprazanie. Tiez nach&dza uplatnenie aj v kozmetike pri vyrobe parfumov, vyrobkov
na starostlivost otelo avlasy aako hydrataény krém na pokozku. TaktieZ sa pouZiva

ako surovina na vyrobu bionafty ako alternativny zdroj ropy [2, 4, 7, 11, 12, 17, 19].
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3 STANOVENIE BIOLOGICKY AKTIVNYCH LATOK
3.1 Extrakcia

Extrakcia patri medzi separaéné metody, pri ktorej jedna zlozka prechadza z jednej fazy
do druhej a to bud’ z kvapaliny do kvapaliny, ktoré si navzajom nemieSatel'né, alebo z tuhej
fazy do kvapalnej. Pri extrakcii sa vyuziva odlisna rozpustnost’ jednotlivych zloziek v roznych
rozpust'adlach. VolI'ba vhodného rozptstadla zavisi na znalosti interakcii medzi molekulami
rozpustenej latky ako su disperzné interakcie, interakcie dipol-dipol, induk¢éné interakcie
atvorba vodikovych mostikov. Podl'a skupenstva faz, medzi ktorymi vzorka prechadza
sa rozliSuje extrakcia z tuhej fdzy do kvapaliny, z kvapaliny do kvapaliny, z kvapaliny (alebo
plynu) na pevnu fazu [27, 28].

3.1.1 Extrakcia tuhej latky kvapalinou

Extrakcia tuhej latky kvapalinou spociva v posobeni vhodného rozpustadla na vzorku
z ktorej sa do rozpustadla extrahuje bud’ neziadlca alebo stanovovana zlozka z tejto vzorky.
Robi sa kontinualnym alebo diskontinualnym spésobom. Na extrakciu pevnych anorganickych
latok sa najCastejSie pouziva diskontinudlny spdsob, ktory sa robi trepanim tuhej vzorky
s rozpustadlom bud’ ru¢ne alebo v trepucich strojoch. Na extrakciu hlavne organickych latok
sa pouZiva jeden z najznamejSich kontinudlnych extraktorov nazyvany Soxhletov extraktor.
Sklada sa z varnej banky, extrakéného priestoru a spatného chladica (obrazok 5). Rozdrvena
vzorka sa vklada do priestoru v papierovej extrakénej patrone. Rozpustadlo vo varnej banke
vrie, jeho pary kondenzuju v chladi¢i a odtial’ stekajii do extrakéného priestoru. Vzniknuty
roztok prepada naspét’ do varnej banky a cely proces sa opakuje. Po tomto opakovanom procese
je v banke jedna alebo viac zloziek a rozptstadlo, ktoré sa odstrani destilaciou. Potom v banke

zostane len izolovana latka [27-30].
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Obrazok 5 — Soxhletov extraktor [31]

3.1.2 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny

Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny sa najéastejSie pouziva na delenie anorganickych
latok a je vhodna na izolaciu velkych aj malych mnozstiev zloziek. Je zalozena na ustanoveni
fazovej rovnovahy medzi dvomi vzajomne nemieSatelnymi kvapalinami. Musi byt’ pri nej
splnena podmienka, Ze rozpustnost’ extrahovanej zlozky v kvapaline, do ktorej sa extrahuje,
musi byt vd¢Sia nez jej rozpustnost’ v kvapaline, z ktorej ju chceme ziskat. Na extrakciu
z kvapaliny do kvapaliny sa pouzivaju deliace lieviky s kratkou stonkou, kohutikom a zatkou.
SU vhodné na extrakciu s rozptastadlom t'azs§im ako voda. Ak je rozpustadlo I'ahSie ako voda,
pouziva sa zabrusend skimavka u ktorej sa organickd cast' odsaje pipetou. Lieviky
sa premieSavaju prevracanim a skimavky rotaciou. Vytrepavanie nie je vhodné, lebo niektoré
rozpustadla tvoria zle odstranitel'ni emulziu. Tato metdoda sa moZe robit’ jednorazovo alebo

mnohonasobne [27-30].

3.2 Chromatografia

Chromatografia je jedna z najpouzivanejSich a najvyznamnejSich separa¢nych
analytickych metod, ktora umoziuje delenie, identifikaciu a stanovenie velkého poctu
anorganickych a vsetkych organickych latok z najroznejsich prirodnych ¢i technickych zmest,
a to uz od desiatok percent az po relativne nizke koncentracie v Sirokom rozsahu relativnych
molekulovych hmotnosti. Je zalozena na fyzikalno-chemickych principoch, kedy dochadza

k postupnému a mnohonasobnému ustal'ovaniu rovnovah v separovanej zmesi medzi dvoma
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fazami, z ktorych jedna je pohybliva (mobilnd) a druha nepohybliva (stacionérna) [27, 29, 30,
32].

Stacionarna faza je umiestnena v kolone. Mo6ze sa vyskytovat' v r6znych forméch,
¢1 uz ako tuhé Ciastocky o velkosti jednotiek az stoviek mikrometrov alebo ako tenka vrstva
kvapaliny nanesena na tuhych ¢asticiach, alebo to méze byt tenky film kvapaliny na vnutornej
stene kapilary. Vo vSeobecnosti je oznaGovana ako sorbent. Mobilna faza unasa separované
latky chromatografickym médiom so stacionarnou fazou a vyskytuje sa bud’ ako plyn alebo
ako kvapalina [27, 30, 32].

Zlozky vzorky su separované na zéklade ich afinit ku stacionarnej faze. Cim je afinita
vyssia, tym je dlhsi aj retencny Cas a zlozky sa eluuji neskor, a tym su od seba zlozky oddelené.
Grafickym  znazornenim  zavislosti  koncentrdcie separovanych latok na Case
je chromatograficka krivka alebo chromatogram [27, 29, 30, 32].

Chromatografické metody sa rozdel'uju podla niekol’kych hl'adisk:

e Podl'a mobilnej fazy:
o plynové chromatografia (GC)
o kvapalinova chromatografia (LC)
e Podrla usporiadania stacionarnej fazy:
o stipcova (kolonova) chromatografia
o chromatografické techniky v plosnom usporiadani
e Podla separa¢ného principu:
o adsorpéna
o rozdelovacia
o i6novo-vymenna
o gélova

o afinitnd

Medzi chromatografické techniky v plosnom usporiadani sa zaradzuje papierova a tenkovrstva
chromatografia [27, 29, 30, 32].

3.2.1 Plynova chromatografia

Plynovd chromatografia je fyzikalno-chemicka separatna metéda umoziujlica
kvalitativnu a kvantitativnu analyzu plynnych vzoriek, popripade aj kvapalnych, ktoré sa daju
pred separdciou previest na pary. Mobilna faza je vzdy plynna a nazyva sa nosny plyn.

Stacionarna faza moéze byt bud’ tuha latka alebo kvapalina a podla toho sa rozliSuje
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chromatografia na systém plyn — tuha latka (GSC) pri ktorom sa zlozky delia medzi nosny plyn
a tuhy sorbent a na systém plyn — kvapalina (GLC) v ktorom sa zlozky delia medzi nosny plyn
a stacionarnu kvapalnu fazu zakotven na inertnom nosici. Obe metddy sa liSia v spdsobe
separacie ked’ze v pripade GSC je distriblcia medzi obe fazy zalozena na principe adsorpcie
alebo siet'ového efektu, kdezto u GLC je separacia zalozena na rozpustani [27, 30].

Pristroj na plynovd chromatografiu sa nazyva plynovy chromatograf a sklada
sa zo zdroja nosneho plynu, zariadenia na regulaciu prietoku nosného plynu, davkovacieho
zariadenia, chromatografickej kolény, detektoru, termostatu, zosiliovacéa signalu, zapisovaca

a chromatogramu (obrazok 6) [27, 29, 30, 32].

zosilnenie signalu
a spracovanie

nastrek vzorky U
a nosného plynu
/ = 1NN
lr

chromatogram
\chromatografické koléna

vzorka

regulator
prietoku

detektor
\ jednotlivych zloziek

A termostat
\(vyhrievanie kolény)

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

Obréazok 6 — schéma plynového chromatografu [33]

Vzorka sa vnasa do davkovacieho zariadenia vyhrievaného na urcita teplotu
aje unasana koloénou pridom nosného plynu. Jeho zdrojom je tlakova flasa s regulatorom
tlaku. NajCastejSie sa pouziva vodik, dusik, hélium, argon a oxid uhli¢ity. V koléne
je stacionarna faza a na zéklade vzajomnych interakcii dochadza ku rozdeleniu alebo retencii
jednotlivych zloziek a k ich rozdielnej elucii. Zlozky vystupujice z kolony su zaznamenané
detektorom, ktory uruje mnozstvo zloziek ako funkciu €asu ¢i objemu prete¢eného nosného
plynu [27, 29, 32].

Dévkovacie zariadenie slizi na nastrek vzorky do kolony. Kvapalné vzorky sa davkuja
injekénou mikrostriekackou, pricom davkovac je vyhrievany na ur€itll teplotu. Na davkovanie
plynov sa okrem vagsich injekénych striekaciek, o objeme niekol’kych mililitrov, pouzivaju
aj kapilary s definovanym objemom [27, 29, 30, 32].

Termostat, v ktorom je umiestneny davkovac, kolona a detektor, zaistuje taka teplotu
aby vzorka bola po cely ¢as v plynnom stave [27, 30, 32].

Ku separécii vzorky dochddza v chromatografickej kolone. Pouzivaju sa dva typy kolon
a to bud’ naplnové alebo kapilarne. Naplnové su trubice z nerezovej ocele alebo skla naplnené
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granulovanym materialom, adsorbentom pre GSC alebo nosi¢om so zakotvenou kvapalnou
fazou pre GLC. Kapilarne kolony st tenké kapilary zhotovené, taktiez ako napliové,
Z nerezovej ocele, skla alebo taveného kremena v ktorych je stacionarna faza nanesena priamo
na vnutornej stene kapilary [27, 29, 30, 32].

Na konci kolony je detektor, ktory reaguje na pritomnost’ latok v nosnom plyne. Vysiela
signaly, ktorych intenzita je zaznamendvand v zavislosti na Case [29]. Detektor by mal mat’
dobrt stabilitu signalu, velku citlivost’ a mal by dostato¢ne rychlo reagovat’ na zmenu zlozenia
eluentu [32]. NajcastejSie [29] sa pouziva plamenovy ioniza¢ny detektor (FID),
tepelne- vodivostny (TCD) a detektor elektronového zachytu (ECD) [27, 29, 30, 32].

3.2.2 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia je separa¢nd metoda, ktord umoziuje delenie vSetkych
organickych, menej prchavych kvapalnych aj tuhych latok, rozpustnych v beznych organickych
rozpust'adlach, vode ¢i zriedenych mineralnych kyselinach. Od plynovej chromatografie sa lisi
tym, ze mobilnou fazou je kvapalina a o separacii zloziek nerozhoduje len stacionarna, ktorou
je tuha latka alebo kvapalina zakotvena na nosici, ale aj mobilna faza. Deli sa na chromatografiu
v otvorenom systéme, kde patri klasickd kvapalinovd chromatografia, a chromatografiu
V uzavretom systéme kde sa radi vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC) [27, 32].

Kvapalinovy chromatograf sa vo véa¢Sine Casti podoba plynovému. Sklada zo zasobniku
mobilnej fazy, davkovacieho zariadenia, chromatografickej kolony a detektoru so systémom
na spracovanie dat (obrazok 7). U HPLC, lisiacej sa od klasickej vy$Sou ti¢innost’ou, je mobilna
faza Cerpand vysokotlakovym cerpadlom. Na davkovanie sa tieZ vyuzivaju automatické

davkovace, tzv. autosamplery [27, 30, 32].

sa"np e

HFLC
Injector Detector
pump
HPLC colurmn

]

Data aguisition

HPLC
solvent

waste

Obrazok 7 — schéma HPLC [34]
NajdolezitejSou Cast'ou je kolona, na ktorej dochddza ku vlastnej separacii. NajCastejSie

su zhotovene z nerezovej ocele alebo zo skla s vel’kou mechanickou odolnostou. Vyuzivaju
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sa naplitové kolény roznej dizky, priemeru a velkosti &astic. Na dosiahnutie ¢o najvicse]
ucinnosti separacie musi byt’ kolona vyplnend homogénnou staciondrnou fazou a Castice naplne
musia mat’ pravidelny a gul'ovity tvar. Velkost’ Castic je nepriamo imerna ¢innosti separacie
a priamo umerna dizke kolény. Stacionarna faza u HPLC je zvy&ajne chemicky modifikovany
silikagél alebo zosietené kopolyméry styrénu a divinylbenzénu [27, 32].

Eluat d’alej postupuje do detektoru. Mal by byt’ mélo citlivy na zmenu zlozenia mobilnej
fazy a naopak vel'mi citlivy na analyzované zlozky. Medzi najcastejSie pouzivané detektory
patri spektofotometricky, fluorimetricky a elektrochemicky detektor. Nasledny signal
je spracovany a vyhodnoteny pocitatom [27, 32].

Podl'a polarity mobilnej a stacionarnej fazy sa rozliSuji dva systémy na systém
S normalnymi fazami (NP), kde je stacionarna faza polarnejSia nez mobilna, a na systém
s obratenymi fazami (RP), kde stacionarna faza je menej polarna ako mobiln4, s ktorou pracuje
aj HPLC. Chromatografia v systéme s obratenymi fazami sa vyuziva takmer v 85% vSetkych

aplikacii vd’aka vyssej rychlosti, jednoduchosti a reprodukovatel'nosti [30].

3.3 Priprava vzorky na stanovenie antioxida¢nej aktivity a antioxidantov

Ako uz bolo uvedené vyssie, najviac vyuZivanou ¢astou z celej rastliny su listy, ktoré
boli pouZité aj na vicSinu uvedenych stanoveni. Jednotlivé vzorky listov sa bud’ pouzili
na analyzu bez d’al§ieho upravovania, alebo sa pred samotnou analyzou extrahovali vhodnymi
rozpust'adlami, vysusili a takto upravené sa stanovovali. Taktiez pouzité kvety a semena sa pred
stanoveniami extrak¢éne upravili, aby sa z nich ziskali vzorky pouzite'né na dané analyzy.

Pre analyzu celkovych fenolov a flavonoidov a antioxidacné testy sa pouzili extrakty
z vybranych vzoriek listov moringy. Vzorka listov z moringy sa homogenizovala a susila
v konvekénej peci pocas piatich dni pri 45 °C. Vzorky (10 % hmot./obj.) sa podrobili extrakcii
s pouZitim metanolu a etanolového vodného roztoku v pomere 70:30 s pH 2 ako extrakénych
rozpustadiel, ktoré st, ako uvadza zdroj, najlepSie rozpustadla na extrakciu antioxidacnych
zlucenin z listov moringy. Nakoniec sa extrakty vysusili v susi¢ke CentriVap pri 50 °C, kde
za pouzitia vakua, tepla a odstredivej sily dochadza k odpareniu rozpustadla [35].

Na analyzu fenolovych zlu¢enin metédou UHPLC-ESI-MS/MS sa vzorky listov najskor
pomleli (10 mg) a extrahovali 1 ml zmesi aceton/voda v pomere 85:15. Zmes sa jednu minutu
podrobila homogenizécii, ultrazvukovala sa 15 sekiind, nechala sa stat’ 45 sekind a tento postup
sa zopakoval trikrat. Extrakt sa vysusil v susicke CentriVap a rozpustil sa v 150 pl metanolu,

vopred prefiltrovaneho, a centrifugovali sa 10 minut [35].
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Na stanovenie volnych fenolovych zlucenin metédou HPLC-DAD sa 0,5 g vzorky
listov extrahovali 25 ml metanolu a ultrazvukovali 15 minut pri izbovej teplote. Néasledne
sa pevné Casti zo vzorky odstranili centrifugaciou. Supernatant sa susil na rotacnej vakuovej
odparke pri 40 °C. VysuSeny zvySok sa rozpustil v 2 ml metanolu a takto pripraveny roztok
sa skladoval pri -20 °C az do analyzy [36].

Dal§im spdsobom tpravy vzorky listov z moringy pouZitej na stanovenie vitaminu C
sa pouzilo asi 5 g vzorky ktora sa pridala do 50 ml metanolu v 250 ml Erlenmayerovych
bankach, zmes sa mieSala atrepala 5 minut a udrziavala sa pri izbovej teplote 48 hodin.
Po uplynuti tejto doby sa zmes prefiltrovala a odparila do sucha na vzduchu, taktiez 48 hodin.
Takto pripravené extrakty sa pouzili na dand analyzu [37].

Na kvantifikaciu karotenoidov metédou LC-APCI-MS sa pouzili Cerstvé listy, kvety
anezrelé semend z moringy. Pat’ gramov tychto listov, kvetov ¢i plodov sa homogenizovalo
v chladenom acetdne a extrakcia sa opakovala, az kym sa vzorky neodfarbili (celkovy objem
50-100 ml). Extrakty sa potom prefiltrovali cez 0,45 pum membranu. Karotenoidy sa preniesli
do 50-100 ml petroléteru s teplotou 40-60 °C, obsahujuceho 10% dietyléter (obj./obj.). Stopy
acetonu sa potom odstranili opakovanym premytim vodou. Extrakty sa potom susili
vo vakuovej rotacnej odparke pri teplote 35 °C az do uplného vysuSenia a potom sa znovu

rozpustili v 10 ml acetonu [38].

3.4 Antioxidac¢na aktivita

Ako antioxidanty sa oznacuju latky predlzujuce uchovatelnost’ potravin tak, Ze ich
chrania pred znehodnotenim spdsobenym oxidaciou pritomnych tukov a dalSich, l'ahko
sa oxidujucich zloziek, ktora sa prejavuje ich Zltnutim. Oxidacia tiez vyvolava d’alSie zmeny,
ktoré negativne ovplyviiuju ich vyzivovt, hygienicko-toxikologickd a senzorickd hodnotu
(vona, chut’, farba). Antioxidanty ovplyviiuji tento proces oxidacie tym, ze bud’ zreaguju
s volnymi radikalmi alebo redukuju vzniknuté hydroperoxidy, navdzuju do komplexov
katalyticky posobiace kovy ¢i odstranuji pritomny kyslik. Nezastavuji oxidaciu tplne, ale len
znizuju jej rychlost’ ¢im je zabraneny priebeh oxidacnej reakcie ako je napriklad premena
polynenasytenych mastnych kyselin na hydroperoxidy mastnych kyselin. Delia
sa na antioxidanty prirodné (z rastlinnych materialov) a syntetické [14, 22].

Antioxida¢na aktivita réznych casti moringy je prisudzovand najma pritomnosti
kyseline askorbovej, B-karoténu, kvercetinu a fenolovym kyselindm. Tiez izokyanatom,
polyfenolom a rutinu pritomnym v listoch, tokoferolom, myricetinu a lektinu v semenach,

prokyanidinom z kory a kyseline palmitovej, fytosterolom z kvetov, ktoré boli povazované
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za silné antioxidanty. Tiez sa uvadza ze kyselina monopalmitova, olejova a triglyceridy
pritomné v oleji zo semien vykazuju antioxida¢nu aktivitu [17].

Antioxidacné aktivity roznych extraktov ziskanych zréznych casti rastliny
boli popisané v niekolkych S$tadiach. Zistilo sa Ze extrakty z listov v organickych
rozpustadlach ako je metanol &i aceton vykazuju antioxidagné aktivity. Dalsia $tadia uvadza

ze roznorody antioxidacny profil listov zodpoveda kryoprotektivnemu charakteru rastliny [17].

3.4.1 Antioxida¢né testy

Na stanovenie antioxidacnej aktivity boli vyvinuté testy, ktoré delime na metddy
zalozené na eliminacii radikalov — DPPH, ABTS a ORAC a metody ktoré hodnotia redoxné
vlastnosti latok — FRAP. Podl'a mechanizmu ich mézeme teda rozdelit na metdédy kde
je zakladnym principom prenos atdbmu vodiku alebo metddy pri ktorych dochadza ku prenosu
jedného elektrénu [39].

Antioxidacnd aktivita z vytazkov z listov moringy bola hodnoten4 za pouzitia v§etkych

troch metdd zalozenych na eliminacii radikalov a to DPPH, ABTS a ORAC.
3.4.1.1 Metoda DPPH

Je to najstarSia nepriama metdda na stanovenie antioxidacnej aktivity. PouZziva sa vol'ny
radikdl DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Je jednym z mala stabilnych organickych
radikalov dusiku s charakteristickou tmavofialovou farbou a absorpénym maximom pri vinovej
dizke 517 nm. Antioxidanty redukuju radikal za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazylu)
(obrazok 8) a dochadza ku strate zafarbenia, ¢o je detekované spektrofotometricky. U vzoriek
sa radikalova aktivita vyjadruje v ekvivalentoch kyseliny askorbovej alebo v jednotkéch
Standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina). Vyhodou
tejto metddy oproti ABTS je dobra dostupnost’ radikalu, ktory nemusi byt’ detekovany pred
stanovenim. Naopak jej nevyhodou je ¢asova naro¢nost, kedZe niektoré antioxidanty reaguji
s DPPH pomaly alebo st vo¢i nemu inertné. Casto sa vyuziva na sledovanie antioxida¢nej
aktivity ovocnych a zeleninovych dzusov a Stiav. Tiez moze byt pouZita na analyzu farebnych

alebo zakalenych vzoriek s nizkym obsahom antioxida¢nych zluc¢enin [39].
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Obrazok 8 — u¢inok vychytavania radikdalov DPPH antioxidantom (AH) [40]

3.4.1.2 Metoda ABTS

Tato metdda testuje schopnost’ antioxidantu, ktory je vo vzorke, zhasat’ radikdlovy
kation ABTS (2,2-azinobis-3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat). Zhasanie radikalu
sa meria spektrofotometricky na zéklade zmien absorbancie. Tento radikdl ma typicku
modrozelen( farbu s maximom absorbancie pri 734 nm. V pripade, Ze sa nachadza vo vzorke
antioxidant, dochadza ku zmene farby a zniZeniu absorbancie, ¢im sa da urcit’ koncentracia
pritomného antioxidantu [39].

Antioxida¢na aktivita vzorky sa porovnava s aktivitou syntetickej latky Trolox. Medzi
jej vyhody patri jednoduchost” a rychlost’ testu, taktiez pouzitie v Sirokom rozsahu pH.
Pomocou tejto metédy sa da detekovat' antioxidacnd aktivita hydrofilnych aj lipofilnych
vitaminov [39].

3.4.1.3 Metoda ORAC

Metéda ORAC (oxygen radical absorbance capacity) je zaloZena na merani
vychytavania peroxylového radikalu antioxidantmi pritomnymi vo vzorke. Peroxylovy radikal
je indukovany AAPH (2,2-azobis-2-amidinopropan-dichlorid) pri 37 °C. Zvys$né peroxylové
radikaly, ktoré nie st odstrdnené antioxidantmi, d’alej oxiduju B-fykoerytrin, ¢o spdsobi ubytok
fluorescenéného signalu. Detekuje sa tbytok fluorescencie B-fykoerytrinu po napadnuti
radikalmi. Protein B-fykoerytrin bol pre svoje nevyhody, hlavne kvéli obmedzeniu pri stanoveni
antioxidacnej aktivity polyfenolov, nahradeny fluoresceinom, ¢im sa tato metdda spresnila.
Na vyhodnotenie sa pouziva bud’ porovnanie plochy pod krivkou fluorescencného signalu
alebo sa porovnaju krivky vzoriek s krivkami standardu, napr. Troloxu. Pouziva sa na detekciu

antioxidacnej aktivity lipofilnych aj hydrofilnych zluc¢enin [39].
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3.4.2 Stanovenie antioxida¢nej aktivity

Na stanovenie antioxida¢nej aktivity vzorky listov z moringy sa pouzila metoda DPPH
kde roztok DPPH (150 M) bol pripraveny v 80% metanole, 20 pl tohto meanolového extraktu
sa pridalo do jamky na 96-jamkovej platni s viditelnym svetlom a plochym dnom,
ktord obsahovala 200 ul roztoku DPPH. Absorbancia bola od¢itana pri 520 nm po 0, 4, 10, 30,
60 a 90 mindtach [36].

Dal$ou z pouzitych metdd na stanovenie antioxidaénej aktivity vzorky listov bola
metoda ABTS. Test ABTS sa uskuto¢nil tak, ze 20 ul metanolového extraktu sa zmiesalo s 230
ml roztoku ABTS. Absorbancia bola od¢itana pri 570 nm pri izbove;j teplote po 0, 4, 10, 30, 60
a 90 mindtach [36].

Pri merani sa porovnavali vzorky vypestovanych listov (B) za kontrolovanych
podmienok, so vzorkami zakupenymi na trhu (CB). Pre oba testy sa vypocitala hodnota TEAC
s pouzitim kalibra¢nej krivky a vysledky sa vyjadrili ako pumol ekvivalentov Troloxu na gram
suchej vzorky (umol Trolox/g) (tabulka 2) [36].

TabuPka 2 — stanovenie antioxida¢nej aktivity listov moringy metodou ABTS a DPPH [36]

antioxidacna aktivita ABTS DPPH
TEAC (umol trolox/g)

vzorka B1 714,73 646,67

vzorka B2 749,83 688,67

vzorka B3 721,47 638,74

vzorka CB1 730,82 661,22

vzorka CB2 741,25 677,33

U vzoriek listov bola porovnavana antioxidac¢na aktivita medzi dvoma metédami, a to ABTS
a DPPH. Antioxidacnd aktivita ziskana tymito metddami bola podobna, aj ked’ o nieco vysSie

hodnoty sa ziskali pouzitim metody ABTS [36].

Na stanovenie antioxidacnej aktivity vzorky listov z moringy sa taktiez pouZila
aj metoda ORAC. Pri ORAC postupe sa pouzila automatizovana Ccitacka platni
s 96- jamkovymi doStickami. Analyza sa uskuto¢nila vo fosfatovom pufre (pH 7,4) pri 37 °C.
Peroxylovy radikal sa vytvoril s pouzitim AAPH, ktory sa pripravil ¢erstvy pre kazdy cyklus.
Ako substrat sa pouzil fluorescein. Fluorescenéné podmienky boli nasledovné: excitacia pri

485 nm aemisia pri 528 nm. Ako Standard sa pouzil Trolox s kalibra¢nou krivkou, ktora bola
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linearna v rozmedzi 0-300 pM. Meranie sa uskuto¢nilo na Stvorici vzoriek, hnojenych
hnojivom (T) liSiacim sa rozdielnym obsahom hladiny dusiku. Pestovanie listov trvalo 16
tyzdiov a antioxidac¢na aktivita vzoriek listov bola hodnotend v 6. a 16. tyzdni hnojenia.

Vysledky boli vyjadrené ako uM TE/mg suchého extraktu (tabul’ka 3) [35].

Tabul’ka 3 — antioxida¢na aktivita listov moringy metédou ORAC [35]

?,br?ﬁgj?\,lf?% ORAC (UM TE/mg suchy extrakt)
1. zber
T0 543
T25 505,1
T50 4265
T100 394,8
2.zber
T0 494.4
T25 512,8
T50 4535
T100 4515

Hodnoty antioxidacnej aktivity, vybranych vzoriek listov, ziskanych metodou ORAC
sl podobné aj ked’ s malymi rozdielmi, z ¢oho vyplyva Ze nizsie hladiny dusiku v listoch majd

lepsi vplyv na antioxida¢nu aktivitu [35].

3.5 Stanovenie celkovych fenolov a flavonoidov

Celkovy obsah fenolov v extrakte z listov moringy sa da stanovit' kolorimetrickou
metodou Folin-Ciocalteua. Fenoly su najvyznamnejSia a najrozmanitej$ia skupina latok
s antioxida¢nym u¢inkom bezne sa vyskytujuca v rastlinnych potravindch. SU to latky
s aromatickym retazcom s jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami, zahriiujice
ich funk¢éné derivaty. V rastlinaich sa vyskytuje niekolko tisic $truktirne rdznorodych
fenolovych zlucenin. Vzhl'adom ku ich Sirokému rozsireniu a pomerne velkej koncentrécii
Vv rastlinaich st beznou sucastou ludskej potravy. NajbeznejSimi rastlinnymi fenolmi
su flavonoidy a fenolové kyseliny [35, 41].

Metdda Folin-Ciocalteua je zalozena na redukcii zlt¢ého FC ¢inidla (kysly rztok
fosfore¢nanu molybdenového a wolframového) fenolmi na modré reakéné produkty a meranie
absorbancie pri 700-760 nm. Vzniknutd modra farba je sposobena redukénymi produktmi

wolframu a molybdénu. Reduk¢éna reakcia je ucinnejSia za alkalickych podmienok ktoré
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poskytuje roztok uhli¢itanu sodného. Vyhodnotenie sa robi kalibra¢nou krivkou s pouzitim
kyseliny chlorogenovej ako standardu (0,1 mg/ml) [35, 41].

Obsah flavonoidov bol stanoveny modifikovanou spektrofotometrickou metodou
zalozenou na tvorbe komplexov hlinik-flavonoid a ktorej principom je spektrofotometricka
detekcia farebnych komplexov AI** s hydroxylovou a karbonylovou skupinou v alkalickom
prostredi. Kalibra¢na krivka sa pripravila so $tandardnym roztokom kvercetinu. Pestovanie
listov trvalo 16 tyzdnov a stanovenie celkovych fenolov a flavonoidov sa uskuto¢nilo v 6. a 16.

tyzdni hnojenia vzorky listov moringy [35, 41].

- Total phenols

H t1 =
arvfso Hawiggg ‘ {71 Total flavonoids

300

300 +

200

100

ug of Chlorogenic Acid/ mg dry extract
ug of Quercetine/ mg dry extract

TO T25 TS50 T100 TO T25 T50 T100

Nitrogen level

Obréazok 9 — vplyv hladiny dusiku na celkové fenoly a flavonoidy, T0,T25,T50,T100-vzorky listov hnojené
hnojivom s rozdielnym obsahom dusiku [35]

Najvyssi obsah stanovovanych zli¢enin mala prva vzorka znazornena na obrazku 9 vlavo.
V prvom zbere sa so zvySujucou hladinou dusiku vo vzorkach znizoval obsah celkovych

fenolov a flavonoidov 0 dost’ vyraznejSie ako pri druhom zbere kde sa hodnoty medzi

jednotlivymi vzorkami listov prili§ nemenili (obrazok 9) [35].

3.6 Stanovenie vol’'nych fenolovych zli¢enin metédou HPLC-DAD

Na toto stanovenie sa pouzila metdda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
s detekciou diddovym polom (HPLC-DAD) s pouzitim kolony Zorbax eclipse XDB-C18.
K vyhodam tejto metddy patri rychle stanovenie absorpéného maxima latky, kvantifikacia
pikov s odlisnymi spektralnymi vlastnostami v jednej analyze. Je vhodna na vel'ké organické

molekuly a organokovové zluceniny, ktoré absorbuju UV/VIS Ziarenie. Detektor DAD
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je vysoko citlivy pre latky obsahujice chromofor, ma nizku citlivost’ odozvy voéi zmenam
zlozenia mobilnej fazy a teploty a l'ahko sa obsluhuje [36, 42].

Pouzitd koléna na analyzu bola termostaticky regulovana pri 35 °C a prietok
bol nastaveny na 1 ml/min. Mobilna faza sa skladala z rozptstadla A, ktoré predstavovalo
vodu s 0,1% kyselinou octovou, a rozpastadla B predstavujuceho 100% acetonitril. Fenolové
kyseliny sa detekovali pri 280 nm a flavonoidy pri 320 nm. Davkoval sa objem 20 pl.
Ako Sstandard sa pouzila kyselina gallova, chlorogenova, kavova, elagova, p-kumarova,
sinapovd, felurova avanilin, rutin, katechin, morin, kvercetin a kaempferol. Vysledky

sa vyjadrili ako pg kazdej vzorky fenolovej zluc¢eniny/g vzorky (tabul’ka 4) [36].

TabuPka 4 — obsah volnych fenolovych zli¢enin v listoch moringy uréenych metodou HPLC-DAD [36]

zlucenina vzorka (ug/g)
k. gallova 63,34
k. chlorogenova 180,45
K. kavova 8,94
k. elagova <LOD
k. p-kumarové 120,37
k. sinapova <LOD
k. felurova <LOD
vanilin 79,88
rutin 21,91
katechin 1,21
morin 5,61
kvercetin 27,58
kaempferol 14,71

Ako je vidiet v tabulke, vzorka vykazovala najvy$§i obsah kyseliny chlorogenovej,
p- kumarovej, a gallovej, ako aj vanilinu. V tabul’ke sa vyskytujt aj zlu¢eniny ktorych hodnoty

boli pod medzou detekcie oznacené ako < LOD [36].

3.7 Analyza fenolovych zli¢enin metédou UHPLC-ESI-MS/MS

Profil fenolovych zlucenin bol tiez hodnoteny ultra-vykonnym kvapalinovym
chromatografickym (UHPLC) systemom spojenym hmotnostnym detektorom s ionizaénym

elektrosprejom (ESI-MS/MS). Je to idedlna metdda na identifikaciu a kvantifikaciu mnohych
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zlaCenin pritomnych v biologickej vzorke. V porovnani s HPLC umoziiuje ovela vicsie
prevadzkové tlaky, ¢im sa aj skratil ¢as analyzy bez straty G¢innosti [35, 43, 44].

Pouzita kolona bola prevadzkovana pri teplote 20 az 40 °C so vstrekovanym objemom
5 ul. Systém binarnych rozpustadiel (prietok 250 pl/min.) pozostaval z rozpustadla
A- voda/kyselina mravcia 99:1 a rozpustadla B-acetonitril. Testy boli vyhodnotené kalibraénou
zavislost'ou pri koncentraciach standardov 4-20 ng (kyselina Sikimova, quinova, chlorogenova,
4- hydroxybenzoovd, 4- o- caffeoylchinovd, rutin, kvercetin a kaempferol). Vysledky sa

vyjadrili ako ng/g suchych listov (tabul’ka 5) [35].

Tabul’ka 5 — identifikacia a kvantifikicia fenolovych zlu¢enin metédou UHPLC-MS [35]

zlicenina vzorka (ng/g)
k. sikimova 51,34
K. 4-hydroxybenzoova 0,09

k. quinova 1433,97

k. chlorogenova 0,71
k. 4-o-caffeoylchinova 2,45
rutin 3,35
kvercetin 18,45
kaempferol 7,31

Metddou UHPLC-MS sa zistilo najvy$$ie mnozstvo kyseliny quinovej sdost velkym

rozdielom hodnot oproti ostatnym zlu¢eninam [35].

3.8 Stanovenie vlakniny

Analyzovala sa celkova diétna (TDF), rozpustnd (SDF) a nerozpustna (IDF) vlaknina
normovanou metédou AOAC 991,43 [45] kde sa 1 g kazdej vzorky umiestnil
do Erlenmayerovej banky obsahujicej 50 ml 0,08 M fosfatoveého pufru s upravenou hodnotou
pH na 6. Vzorky sa umiestnili do vodného kupel'u pri 100 °C, ku kazdej sa pridalo 0,1 ml
termostabilnej a-amylazy a nechali sa inkubovat’ 30 minut s ruénym mieSanim kazdych 5
minuat. Nasledne sa banky rychlo ochladili a pH vzorky sa upravilo na 7,5. Po pridani 0,1 ml
protedzy (5 mg proteazy v 1 ml fosfatového pufru) sa vzorky inkubovali vo vodnom kupeli
pri 60 °C pocas 30 minat. Po ochladeni na laboratornu teplotu sa hodnota pH upravila na 4
a vzorky sa podrobili kone¢nej inkubdacii vo vodnom kupeli, opét’ pri 60 °C pocas 30 minut

s pridavkom 0,3 ml amyloglukozidazy. VSetky vzorky sa inkubovali 30 minut za konStantného
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mieSania, po ¢om nasledovalo pridanie 100 ml etanolu pri izbovej teplote (v pomere
vzorka/etanol 1:4) a zmes sa nechala stat’ 24 hodin [36].

Vzorka listov sa prefiltrovala a zvySky sa trikrat premyli 10 ml destilovanej vody.
Zvysky sa umiestnili do pece s teplotou 90 °C po dobu 2 hodin, aby sa vysusili do konstantnej
hmotnosti a odvazili sa. Rozpustna vlaknina sa vyzrazala po pridani alkoholu a nasledne
gravimetricky stanovila. Nerozpustnd vlaknina sa tiez stanovila gravimetricky a celkova
vlaknina bola vypocitana ako sucet rozpustnej a nerozpustnej. Pri merani sa porovnavali vzorky
vypestovanych listov (B) za kontrolovanych podmienok, so vzorkami zakdpenymi na trhu
(CB). Vysledky st vyjadrene v % (tabul’ka 6) [36].

Tabulka 6 — obsah celkovej (TDF), nerozpustnej (IDF) a rozpustnej (SDF) vlakniny v listoch moringy [36]

vzorka TDF (%) IDF (%) SDF (%)
Bl 18,06 16,12 1,94
B2 21,05 18,75 2,29
B3 18,22 16,48 1,74
CB1 19,01 17,13 1,88
CB2 20,01 18,15 1,86

Vzorky listov obsahovali najviac celkovej diétnej vlékniny (TDF) s priblizne rovnakymi
hodnotami nerozpustnej vlakniny (IDF), ktorej bolo priblizne 8-krat viac ako rozpustnej (SDF),
ktorda mala najmenSie percentudlne zastupenie. Dané rozdiely v obsahu vlaknin sdvisia

s poveternostnymi a pédnymi podmienkami [36].

3.9 Stanovenie vitaminu C

Na stanovenie vitaminu C sa pouzila upravena jodometricka metdda ktorej principom
je farebna reakcia medzi Skrobovym mazom aroztokom KI + l,. Stanovenie vitaminu C
sa uskuto¢iuje pomocou dichromanu draselného (K2Cr207) v pritomnosti jodidu draselného
(KI). Najskdr dochadza ku reakcii dichromanu draselného s vitaminom C (oxidacia)
a po spotrebovani vsetkého vitaminu C dochadza ku vzniku jodu a zafarbeniu roztoku [46, 47].

Vzorka z listov moringy sa odvazila na analytickych vahach, kvantitativne vlozila
do titra¢nej banky, pridalo sa 10 ml 2 M kyseliny chlorovodikovej a zriedila sa na 50 ml
destilovanou vodou. Roztok sa titroval 0,1 M dichromanom draselnym. Pocas titracie
sa do roztoku pridal este 1 ml 1% roztoku skrobového mazu (Cerstvo pripravené¢ho) a 1 ml 0,1

M jodidu draselného. Roztok sa titroval do vzniku perzistentnej modrej. Kvantifikacia obsahu
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vitaminu C bola zavisld od vztahu: 1 ml 0,1 M dichromanu draselné¢ho je ekvivalentny

0,008806 g vitaminu. Vysledky boli vyjadrené ako mg/100g vzorky (tabul'ka 7) [46, 47].

Tabul’ka 7 — obsah vitaminu C v surovinach [46]

vzorka obsah vitaminu C (mg/100g)
listy moringy 38,8
ruzovy grapefruit 35,359
repa 33,84
¢ervena kapusta 23,706
paradajky 10,201
jablko (golden auriu) 7,016

V porovnani s d’al§imi potravinami uvedenymi v tabulke, najviac vitaminu C obsahovali

vzorky listov rastliny Moringa olejodarna [46].

3.10 Stanovenie karotenoidov metodou LC-APCI-MS

Na kvantifikdciu karotenoidov v extraktoch zo vzoriek listov, kvetov ¢i plodov
sa pouzila kvapalinova chromatografia (LC) s pouzitim hmotnostného detektoru s chemickou
ionizaciou za atmosférického tlaku (APCI-MS). Je to metdéda makkej ionizécie, podobna
chemickej, pri ktorej sa primarne i6ony vyrabaju na rozprasovaci rozptstadla a vyuziva reakcie
ionovo-molekulovych molekdl v plynnej faze pri atmosférickom tlaku. Jej vyhodou
je, ze umoziuje pouzitie vysokych prietokov priamo a ¢asto bez odvadzania vacsieho podielu
objemu do dopadu, ako pri inych ioniza¢nych metddach. Je vhodna pre polarne a relativne
menej polarne tepelne stabilné zluceniny s nizkou az strednou molekulovou hmotnost'ou.
Pouziva sa vanalyze lieCiv, nepolarnych lipidov, prirodnych zlucenin, pesticidov
¢i organickych zlicenin. Stretava sa aj s obmedzeniami ato pri analyze biopolymérov,
organokovovych zla¢enin, idonovych zlucenin a inych labilnych analytov [38, 48].

Extrahované vzorky listov, kvetov a plodov boli analyzované pomocou LC-MS
pre  luteoxantin, 13-Z-lutein, all-E-zeaxantin, 15-Z-pB-karotén  a all-E-B-karotén.
Na chromatograficka separaciu sa pouzila karotenoidova kolona YMC Czo. Ako mobilna faza
sa pouzila zmes metanol/metyl-terc-butyléter/voda v pomere 81:15:4 ako rozpustadlo
Aazmes metanol-terc-butyléter/metanol v pomere 91:9 ako rozpustadlo B. Prietok

bol nastaveny na 1 ml/min. Do systému LC-APCI-MS sa vstrekol objem 20 pl extraktu.
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Spektré boli zaznamenané pri 200-660 nm. Vysledky sa vyjadrili ako mg/100 g Cerstvej
hmotnosti (tabul’ka 8) [38].

Tabul’ka 8 — karotenoidné zloZenie listov, kvetov a plodov analyzovanych metédou LC-APCI-MS [38]

karotenoidy listy (mg/100 g) | kvety (mg/100 g) plody (mg/100 g)
All-E-luteoxantin 5,2 0,0308 0,1962
13-Z-lutein 2,31 0,0513 0,0835
All-E-lutein 36,88 0,1055 1,5425
All-E-zeaxantin 5,46 0,0791 0,2109
15-Z-p-karotén 0,69 0,134 0,015
All-E-B-karotén 18,27 0,1438 0,9186
celkové karotenoidy 68,81 0,5445 2,9668

Pri porovnani listov, kvetov a plodov sa zistilo Ze listy obsahuju mnohonasobne viac celkovych

karotenoidov ako kvety a plody rastliny moringa olejodarna. Najvyssie hodnoty karotenoidu

v listoch, kvetoch aplodoch dosahuje all-E-lutein ako hlavny z&stupca karotenoidov

v moringe, za ktorym nasleduje druhy najviac zastipeny karotén, a to all-E-B-karotén [38].
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Obrazok 10 — LC chromatogram karotenoidov extraktu z listov moringy, 1 — all-E-luteoxantin, 2 — 13-Z-lutein,
3 —all-E-lutein, 4 — all-E-zeaxantin, 5 — 15-Z-B-karotén, 6 — all-E-B-karotén, Chl — chlorofyl, # - nezname

vrcholy [38]

Chromatogram z analyzy listov potvrdzuje najvys$si obsah all-E-luteinu charakterizvany

najvyssim pikom, ako najviac zastiipenym karotenoidom, s ostanymi pikmi o0znacenymi

Cislami a priradenymi ostatnym pritomnym karotenoidom, sdvomi pikmi chlorofylu

ozna¢enymi Chl a ostatnymi nezndmymi zlu¢eninami (obrazok 10) [38].
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3.11 Stanovenie mastnych kyselin v oleji
3.11.1 Extrakcia vzorky semien

Na stanovenie mastnych kyselin vo vyextrahovanom oleji sa pouzila vzorka semien
z moringy, ktora sa najskor vydistila aby sa odstranili cudzie materialy a potom sa ponorila
do petroléteru na 4 hodiny aby sa zbavila zvy$nych necistot, ktoré v nej zostali. Nakoniec
sa vysusila a rozdrvila na prasok. 10 gramov tohto prasku sa extrahovalo v Soxhletovom
extraktore. Ako extrakéné rozpustadlo sa pouzilo 200 ml zmesi chloroform/metanol v pomere
3:1 a zmes sa podrobila viacnasobnej extrakcii az pokym sa z pevného materidlu neodstranil
cely olej. Potom sa banka obsahujuca vzorku raz prefiltrovala a roztok sa zahustil na rota¢nej

odparke aby sa ziskal olej z moringy, ktory sa pouzil na stanovenie mastnych kyselin [19].

3.11.2 Meto6da plynovej chromatografie

Zlozenie mastnych kyselin vyextrahovaného oleja zo semien sa urcilo pomocou
plynovej chromatografie (GC) po derivatizacii na metylestery mastnych kyselin (FAME).
Priblizne 1 g extrahovaného oleja sa zmiesal s 0,1 g metoxidu sodného a 10 ml metanolu a zmes
sa nechala priblizne 1 hodinu zahrievat’ pod spdtnym chladi¢om vo vodnom kupeli pri teplote
80-90 °C. Zmes sa ochladila a vlozila do lievika s pridavkom hexanu a premyla sa vodou.
Nakoniec sa pridal siran sodny na odstranenie akychkol'vek stop vody vo FAME. Separacia
a identifikacia FAME sa uskuto¢nila na plynovom chromatografe s plamefiovo-ionizaénym
detektorom (FID). Mnozstvo vstrekovanej vzorky bolo 1,0 pl a ako nosny plyn sa pouzil dusik
s prietokom 4,0 ml/min. Teplota davkovacieho ventilu a detektoru bola nastavend na 270
a 280 °C. FAME boli kvantifikované ako percenta z celkovych pléch metylovych esterov [19].
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Obrazok 11 — CG analyza oleja moringa [19]

Vysledny GC chromatogram extrahovaného oleja ukazuje pritomnost réznych mastnych
kyselin ako je kyselina palmitoolejova, stearovd, arachidonovd, behenovd, gadolejova,
lignocerova a olejova, ktorym su priradené jednotlivé piky a z ktorych najvyssi pik patri
kyseline olejovej, ako najviac zastUpenej ahlavnej nenasytenej mastnej kyseline

vo vyextrahovanom oleji zo semien moringy (obrazok 11) [19].

TabuPka 9 — relativne percento zlozenia MK v extrahovanom oleji zo semien moringy [19]

nazov mastnej kyseliny namerané hodnoty (%)
k. palmitoolejova (C 16:1) 2,2
k. stearova (C 18:0) 7,7
k. olejova (C 18:1) 73,5
k. arachidonova (C 20:0) 4,6
k. gadolejova (C 20:1) 2,9
k. behenova (C 22:0) 4,9

k. lignocerova (C 24:0) 1
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Analyzou sa potvrdila pritomnost’ roznych mastnych kyselin ako je kyselina stearova (C 18:0),
arachidonovd (C 20:0), behenova (C 22:0), gadolejova (C:20:1), lignocerova (C:24:0)
¢i palmitoolejova (C 16:1) alebo olejova (C 18:1) s najvysSim percentualnym zastupenim
spomedzi uvedenych kyselin (tabul’ka 9), ako ukazuje aj vysledny GC chromatogram uvedeny

na obrazku vyssie [19].

3.11.3 FTIR analyza

Analyza FTIR (infracervena spektroskopia s Fourierovou transforméciu) sa pouzila
na odhalenie funkénych skupin pritomnych vo vyextrahovanom oleji. Spektra FTIR
extrahovanych olejovych vzoriek sa zaznamenavali spektrofotometrom FTIR pomocou
vzorkovacej techniky ATR (zoslabenej Uplnej reflektancie) v rozsahu vinoétov 4000-500 cm™t
[19].
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Obrazok 12 — FTIR spektrum oleja moringa [19]

Vysledné spektrum obsahuje piky charakteristické pre jednotlivé funkéné skupiny. Najdlhsi pik
v oblasti 750 cm™ je typicky pre pritomnost’ orto-substituentov, pik v oblasti 1737 cm " ukazuje
na pritomnost’ esterovej funkénej skupiny, piky pri 2920 cm * a 2852 cm™ zase skupinam CH

a CH2 v mastnych kyselinach (obrazok 12) [19].

3.11.4 H-NMR analyza

Na Stidium a porovnanie molekulovej Struktiry extrahovaného oleja zo semien

moringy sa pouzila H-NMR (proténova nukledrna magneticka rezonancia). Analyza
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extrahovaneho oleja z moringy sa uskutoénila s pouzitim pristroja Agilent 400 MHz NMR
Magnet. VVzorka oleja sa rozpustila v deuterovanom chloroforme a spektrd sa zaznamenali
v oblasti 0,5-8,0 ppm [19].

Obrazok 13 — H-NMR spektrum oleja moringa [19]

Taktiez spektrum z H-NMR analyzy (obrazok 13) ukazuje vysledné piky priradené jednotlivym
skupinam. Najvyssi pik (B) patri acylovej skupine, pik oznaceny pismenom K patri pouzitému
rozpustadlu, ktorym bol deuterovany chloroform. Najmensie piky oznafené pismenami I a G
patria CH-O skupine tetrahydropyranového kruhu a esterovmu proténu.

Obidve analytické metdédy FTIR a H-NMR sa pouzili na potvrdenie funkénych skupin

a Struktury zloziek pritomnych vo vyextrahovanom oleji zo semien moringy olejodarnej [19].

39



4 ZAVER

Tato praca je zamerana na analyzu biologicky aktivnych latok vyskytujdcich
sa Vrastline moringa olejodarna. Medzi najviac zastapené ucinné latky v moringe patria
flavonoidy, fenoly, karotenoidy, mastné kyseliny avitamin C, vyskytujice sa v r6znych
Castiach tejto rastliny. ESte pred samotnou analyzou sa vSak latky zo vzorky musia izolovat
pomocou extrakcie. Pri extrakcii dochadza ku rozseparovaniu latok pri ktorej sa z kvapalnej
alebo tuhej zmesi oddeli vyZzadovana zlozka rozpustanim v extrakénom rozpustadle a vyuziva
sa pri nej rozdielna rozpustnost’ jednotlivych zloziek v réznych rozpustadlach. Najviac
vyuzivané druhy extrakcie na rozne Casti vzoriek z moringy patri extrakcia kvapalinou
a Soxhletova extrakcia.

Na stanovenie fenolovych zlucenin sa pouzili separa¢né techniky v kvapalnej faze,
ako je kvapalinova chromatografia s detekciou diodovym polom (HPLC-DAD) ¢i ultra-
vykonnd kvapalinovd chromatografia (UHPLC) spojena shmotnostnym detektorom
s ioniza¢nym elektrosprejom (ESI-MS/MS). Kde bola mobilna faza zlozena z acetonitrilu
a kyseliny mravéej s vodou, ¢i kyseliny octovej. Taktiez sa na stanovenie tychto biologicky
aktivnych latok daju pouzit® spektrofotometické metody s pouzitim FC ¢inidla alebo tvorbe
komplexu flavonoidu s hlinikom, kde sa meria absorbancia. Na analyzu karotenoidov
sa pouzila tiez kvapalinova chromatografia ale s pouzitim hmotnostného detektoru
s chemickou ionizaciou za atmosférického tlaku (LC-APCI-MS) kde sa porovnavali obsahy
tychto latok vyskytujucich sa v réznych ¢astiach moringy a ktorou sa zistilo Ze najbohatSie
na karotenoidy su jej listy, ktoré mali mnohonasobne vyssi obsah oproti kvetom ¢&i plodom.
Na stanovenie MK sa pouzil vyextrahovany olej zo semien moringy, ktory sa analyzoval
plynovou chromatografiou (GC) kde sa urcila kvantifikdcia jednotlivych MK zastiipenych
v tomto oleji, a urcila Ze najviac zastipenou MK je kyselina olejova. Analyza MK sa urobila aj
d’al$imi dvomi metoédami a to FTIR a H-NMR ktorymi sa na zaklade ziskanych vyslednych
spektier ur¢ili pritomné funkéné skupiny v mastnych kyselindch  vyskytujicich
sa vo vyextrahovanom oleji zo semien moringy.

Ako je uz v praci uvedené, moringa je vyborny zdroj antioxidantov. Na stanovenie
antioxidacnej aktivity boli vyvinuté rozne testy zaloZené na elimindcii radikélov alebo ktoré
hodnotia redoxné vlastnosti latok. Na stanovenie antioxida¢nej aktivity vo vzorkach listov
Z moringy sa pouzili testy ako DPPH, ATBS a ORAC, ktoré st zalozené na eliminacii radikalov
a spektrofotometrickej detekcii tychto eliminacii. V listoch moringy sa porovnavala
antioxida¢na aktivita medzi metédou DPPH a ATBS z ktorych vysla lepSie DPPH metdda.

40



5 POUZITA LITERATURA

[1] ANWAR, Faroog, Sajid LATIF, Muhammad ASHRAF a Anwarul GILANI. Moringa
oleifera: a food plant with multiple medicinal uses. Phytotherapy Research. 2007, 21(1), 17-25.
DOI: 10.1016/j.jssas.2016.02.002. ISSN 0951418X.

[2] SANCHEZ-MACHADO, Dalia, Jos¢ NUREZ-GASTELUM, Cuauhtémoc REYES-
MORENO, Benjamin RAMIREZ-WONG a Jaime LOPEZ-CERVANTES. Nutritional Quality
of Edible Parts of Moringa oleifera. Food Analytical Methods. 2010, 3(3), 175-180. DOI:
10.1007/s12161-009-9106-z. ISSN 1936-9751.

[3] OYEYINKA, Adewumi a Samson OYEYINKA. Moringa oleifera as a food fortificant:
Recent trends and prospects. Journal of the Saudi Society of Agricultural Sciences. 2018, 17(2),
127-136. DOI: 10.1016/j.jssas.2016.02.002. ISSN 1658077X.

[4] ANWAR, Farooq a M. BHANGER. Analytical Characterization of Moringa oleifera Seed
Oil Grown in Temperate Regions of Pakistan. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2003, 51(22), 6558-6563. DOI: 10.1021/jf0209894. ISSN 0021-8561.

[5] Herbatf. Botany.cz. 2019 [cit. 2019-03-18]. Dostupné z: https://botany.cz/cs/moringa-
oleifera/

[6] STARR, Forest. Moringa oleifera (Kalamungay, drumstick tree). In: Biolib.cz. 2007 [cit.
2019-03-20]. Dostupné z:http://www.starrenvironmental.com/images/image/?q=24882115715

[7] FALOWO, Andrew, Felicitas MUKUMBO, Emrobowansan IDAMOKORO, José
LORENZO, Anthony AFOLAYAN a Voster MUCHENJE. Multi-functional application
of Moringa oleifera Lam. in nutrition and animal food products: A review. Food Research
International. 2018, 106, 317-334. DOI: 10.1016/j.foodres.2017.12.079. ISSN 09639969.

[8] ELWAN, Azhar, Aida SALAMA, Abdelbaset SAYED, Ahmed GHONEIM, Aziza
ELSAIED, Fatma IBRAHIM a Mohamed ELNASHARTY. Biophysical and biochemical roles
of Moringa oleifera leaves as radioprotector. Progress in Biophysics and Molecular Biology.
2018, 140, 142-149. DOI: 10.1016/j.pbiomolbio.2018.06.003. ISSN 00796107.

[9] TEKAYEV, Muhammetnur, Nuray BOSTANCIERI, Khandakar SAADAT, Mehmet
TURKER, Mehmet YUNCU, Hasan ULUSAL, Hulya CICEK a Kaifee ARMAN. Effects
of Moringa oleifera Lam Extract (MOLE) in the heat shock protein 70 expression and germ
cell apoptosis on experimentally induced cryptorchid testes of rats. Gene. 2019, 688, 140-150.
DOI: 10.1016/j.gene.2018.11.091. ISSN 03781119.

41



[10] GOPALAKRISHNAN, Lakshmipriya, Kruthi DORIYA a Devarai KUMAR. Moringa
oleifera: A review on nutritive importance and its medicinal application. Food Science and
Human Wellness. 2016, 5(2), 49-56. DOI: 10.1016/j.fshw.2016.04.001. ISSN 22134530.

[11] ZIANI, Borhane, Wahiba RACHED, Khaldoun BACHARI, Maria ALVES, Ricardo
CALHELHA, Lillian BARROS a lIsabel FERREIRA. Detailed chemical composition and
functional properties of Ammodaucus leucotrichus Cross. & Dur. And Moringa oleifera
Lamarck. Journal of Functional Foods. 2019, 53, 237-247. DOI: 10.1016 / j.jff.2018.12.023.
ISSN 17564646.

[12] WALIA, KAVITA, ANSDEEP KAPOOR a JEFFREY FARBER. Qualitative
Microbiological Risk Assessment of Moringa oleifera Leaf Powder To Be Used To Treat
Undernutrition in Infants and Children in Cambodia and India: A Review. Journal of Food
Protection. 2019, 82(3), 513-521. DOI: 10.4315/0362-028X.JFP-18-252. ISSN 0362-028X.

[13] BRILHANTE, Raimunda, Jamille SALES, Vandbergue PEREIRA et al. Research
advances on the multiple uses of Moringa oleifera: A sustainable alternative for socially
neglected population. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine. 2017, 10(7), 621-630. DOI:
10.1016/j.apjtm.2017.07.002. ISSN 19957645.

[14] VELISEK, Jan a Jana HAJSLOVA. Chemie potravin. Rozs. a pfeprac. 3. vyd. Tabor:
OSSIS, 2009. ISBN 978-80-86659-15-2.

[15] DAVIDEK, Jiti, Gustav JANICEK a Jan POKORNY. Chemie potravin. Praha: Statni
nakladatelstvi technické literatury, 1983. ISBN 04-815-83.

[16] SICHO, Vladislav, Zdenék VODRAZKA a Blanka KRALOVA. Potravinaiské biochemie.
2. vyd., dopl. a pieprac. Praha: Statni nakladatelstvi technické literatury, 1981.

[17] GUPTA, Swati, Rohit JAIN, Sumita KACHHWAHA a S.L. KOTHARI. Nutritional and
medicinal applications of Moringa oleifera Lam.—Review of current status and future
possibilities. Journal of Herbal Medicine. 2018, 11, 1-11. DOI: 10.1016/j.hermed.2017.07.003.
ISSN 22108033.

[18] SAUCEDO-POMPA, S., J.A. TORRES-CASTILLO, C. CASTRO-LOPEZ, R. ROJAS,
E.J. SANCHEZ-ALEJO, M. NGANGYO-HEYA a G.C.G. MARTINEZ-AVILA. Moringa
plants: Bioactive compounds and promising applications in food products. Food Research
International. 2018, 111, 438-450. DOI: 10.1016/j.foodres.2018.05.062. ISSN 09639969.

42



[19] BHUTADA, Payal R., Ananda J. JADHAYV, Dipak V. PINJARI, Parag R. NEMADE
a Ratnesh D. JAIN. Solvent assisted extraction of oil from Moringa oleifera Lam. seeds.
Industrial Crops and Products. 2016, 82, 74-80. DOI: 10.1016/j.indcrop.2015.12.004. ISSN
09266690.

[20] Alfa-linolenovd kyselina. In:  Wikiwand. b.r. [cit. 2019-05-24]. Dostupné
z: http://www.wikiwand.com/cs/Omega-3_nenasycen%C3%A9_mastn%C3%A9_kyseliny

[21] COMBS, Gerald. The vitamins: [fundamental aspects in nutrition and health]. 4th ed.
Amsterdam: Elsevier, 2012. ISBN 978-0-12-381980-2.

[22] VELISEK, Jan a Jana HAJSLOVA. Chemie potravin II. Rozs. a pfeprac. 3. vyd. Tabor:
OSSIS, 2009. ISBN 978-80-86659-16-9.

[23] Chemical structures of rutin (RU) and quercetin (QU). In: ResearchGate. b.r. [cit. 2019-
06-27]. Dostupné z: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structures-of-rutin-RU-
and-quercetin-QU_figl 266028474

[24] Beta-carotene. In: Wikimedia. b.r. [cit. 2019-05-24]. Dostupné
z: https://pl.m.wikipedia.org/wiki/Plik:Beta-carotene.png

[25] KIM, Youjin, Asha JAJA-CHIMEDZA, Daniel MERRILL, Odete MENDES a llya
RASKIN. A 14-day repeated-dose oral toxicological evaluation of an isothiocyanate-enriched
hydro-alcoholic extract from Moringa oleifera Lam. seeds in rats. Toxicology Reports. 2018,
5, 418-426. DOI: 10.1016/j.toxrep.2018.02.012. ISSN 22147500.

[26] POPOOLA, Jacob a Olawole OBEMBE. Local knowledge, use pattern and geographical
distribution of Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) in Nigeria. Journal
of Ethnopharmacology. 2013, 150(2), 682-691. DOI: 10.1016/j.jep.2013.09.043. ISSN
03788741.

[27] HOLZBECHER, Zavi§ a Jaroslav CHURACEK. Analyticka chemie. 1. vyd. Praha: Statni

nakladatelstvi technické literatury, 1987.

[28] CHURACEK, Jaroslav. Analyticka separace latek. 1. vyd. Praha: Statni nakladatelstvi
technické literatury, 1990. ISBN 80-03-00569-8.

[29] VONDRAK, Dalibor a Jaroslav VULTERIN. Analyticka chemie. 1. vyd. Praha: Statni

nakladatelstvi technické literatury, 1985.

43



[30] ZYKA, Jaroslav. Analyticka p¥irucka. 4., uprav. vyd. Praha: SNTL - Nakladatelstvi
technické literatury, 1988. ISBN (vaz.).

[31] Soxhletov extraktor. In: . b.r. [cit. 2019-06-11]. Dostupné

z: http://www.ped.muni.cz/wchem/sm/hc/labtech/pages/soxhlet.html

[32] CUTA, Frantifek a Milan POPL. Instrumentalni analyza. 1. vyd. Praha: Statni

nakladatelstvi technické literatury, 1986.

[33] Schéma GC. In:  Wikibooks. b.r. [cit.  2019-04-26].  Dostupné
z: https://en.wikibooks.org/w/index.php?title=File:SchemaGC.png&filetimestamp=20061029
184003

[34] Schematic diagram of the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) system. In:
Researchgate. b.r. [cit. 2019-05-01]. Dostupné
z: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-the-High-Performance-Liquid-
Chromatography-HPLC-system_fig2 236146377

[35] GUILLEN-ROMAN, Cesiah, Ramén GUEVARA-GONZALEZ, Nuria ROCHA-
GUZMAN, Adan MERCADO-LUNA a Ma. PEREZ-PEREZ. Effect of nitrogen privation
on the phenolics contents, antioxidant and antibacterial activities in Moringa oleifera leaves.
Industrial Crops and Products. 2018, 114, 45-51. DOI: 10.1016/j.indcrop.2018.01.048. ISSN
09266690.

[36] CUELLAR-NUAEZ, M.L., I. LUZARDO-OCAMPO, R. CAMPOS-VEGA, M.A.
GALLEGOS-CORONA, E. GONZALEZ DE MEJIA a G. LOARCA-PIfiA. Physicochemical
and nutraceutical properties of moringa ( Moringa oleifera ) leaves and their effects in an in
vivo AOM/DSS-induced colorectal carcinogenesis model. Food Research International. 2018,
105, 159-168. DOI: 10.1016/j.foodres.2017.11.004. ISSN 09639969.

[37] MBOKANE, Esau a Ngonidzashe MOYO. Alterations of haemato-biochemical
parameters pre and post-challenge with Aeromonas hydrophila and survival of Oreochromis
mossambicus fed Moringa oleifera-based diets. 2018, 83, 213-222. DOI:
10.1016/j.fsi.2018.09.017. ISSN 10504648.

[38] SAINI, Ramesh Kumar, Nandini Prasad SHETTY a Parvatam GIRIDHAR. Carotenoid
content in vegetative and reproductive parts of commercially grown Moringa oleifera Lam.
cultivars from India by LC-APCI-MS. European Food Research and Technology. 2014, 238(6),
971-978. DOI: 10.1007/s00217-014-2174-3. ISSN 1438-2377.

44



[39] GULGIN, ilhami. Antioxidant activity of food constituents: an overview. Archives
of Toxicology. 2012, 86(3), 345-391. DOI: 10.1007/s00204-011-0774-2. ISSN 0340-5761.

[40] DPPH radicals scavenging effect by an antioxidant (AH). In: Springer.com. b.r. [cit.
2019-06-20]. Dostupné z https://media.springernature.com/original/springer-
static/image/art%3A10.1007%2Fs00204-011-0774-
2/MediaObjects/204_2011 774 Figl3_HTML.gif

[41] BLAINSKI, Andressa, Gisely LOPES a Jodo DE MELLO. Application and Analysis of the
Folin Ciocalteu Method for the Determination of the Total Phenolic Content from Limonium
Brasiliense L. Molecules. 2013, 18(6), 6852-6865. DOI: 10.3390/molecules18066852. ISSN
1420-3049.

[42] PRAGST, Fritz, Matthias HERZLER a Bjorn-Thoralf ERXLEBEN. Systematic
toxicological analysis by high-performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD). Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM). 2004, 42(11). DOI:
10.1515/CCLM.2004.251. ISSN 1437-4331.

[43] SUAREZ-GARCIA, Susana, Lluis AROLA, Aida PASCUAL-SERRANO, Anna
AROLA-ARNAL, Gerard ARAGONES, Cinta BLADE a Manuel SUAREZ. Development and
validation of a UHPLC-ESI-MS/MS method for the simultaneous quantification of mammal
lysophosphatidylcholines and  lysophosphatidylethanolamines in  serum.  Journal
of Chromatography B. 2017, 1055-1056, 86-97. DOI: 10.1016/j.jchromb.2017.04.028. ISSN
15700232.

[44] STRANO-ROSSI, Sabina, Luca ANZILLOTTI, Erika CASTRIGNANO, Marialinda
FELLI, Giovanni SERPELLONI, Roberto MOLLICA a Marcello CHIAROTTI. UHPLC-ESI-
MS/MS method for direct analysis of drugs of abuse in oral fluid for DUID assessment.
Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2011, 401(2), 609-624. DOI: 10.1007/s00216-011-
5108-y. ISSN 1618-2642.

[45] AOAC Official Method 991.43 Total, Soluble, and Insoluble Dietary Fibre in Foods. b.r.
[cit. 2019-06-28]. Dostupné
z: https://acnfp.food.gov.uk/sites/default/files/mnt/drupal_data/sources/files/multimedia/pdfs/
annexg.pdf

[46] DUMBRAVaA, Delia, Nicoleta-Gabricla HaiDaRUGa, Camelia MOLDOVAN, Diana-
RABA, Mirela POPA a B. RaDOI. Antioxidant activity of some fresh vegetables and fruits
juices. Journal of Agroalimentary Processes and Technologies. 2011, 17(2), 163-168. Dostupné

45



z https://www.journal-of-
agroalimentary.ro/admin/articole/27342L.12_Dumbrava_Delia_Vol.17_2 2011 163-168.pdf

[47] DUMBRAVa, Delia, Camelia MOLDOVAN, Diana- RABA a Mirela POPA.
Comparative analysis of vitamin C content and antioxidant activity of some fruits extracts.
Journal of Agroalimentary Processes and Technologies. 2012, 18(3), 223-228. Dostupné
z: https://www.researchgate.net/profile/Camelia_Moldovan/publication/268269062_Compara
tive_analysis_of vitamin_C_content_and_antioxidant_activity_of some_fruits_extracts/links
/54eb0f510cf2f7aa4d5945f4.pdf

[48] HOLCAPEK, Michal, Robert JIRASKO a Miroslav LISA. Basic rules for the
interpretation of atmospheric pressure ionization mass spectra of small molecules. Journal
of Chromatography A. 2010, 1217(25), 3908-3921. DOI: 10.1016/j.chroma.2010.02.049.
ISSN 00219673.

46



	zoznam obrázkov a tabuliek
	zoznam skratiek a znaČiek
	1 ÚVOD
	2 MORINGA OLEJODÁRNA
	2.1 Chemické zloženie
	2.1.1 Aminokyseliny
	2.1.2 Lipidy
	2.1.3 Sacharidy
	2.1.4 Vitamíny
	2.1.5 Flavonoidy
	2.1.6 Karotenoidy
	2.1.7 Fytosteroly
	2.1.8 Minerálne látky

	2.2 Spracovanie a využitie

	3 STANOVENIE BIOLOGICKY AKTÍVNYCH LÁTOK
	3.1 Extrakcia
	3.1.1 Extrakcia tuhej látky kvapalinou
	3.1.2 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny

	3.2 Chromatografia
	3.2.1 Plynová chromatografia
	3.2.2 Kvapalinová chromatografia

	3.3 Príprava vzorky na stanovenie antioxidačnej aktivity a antioxidantov
	3.4 Antioxidačná aktivita
	3.4.1 Antioxidačné testy
	3.4.1.1 Metóda DPPH
	3.4.1.2 Metóda ABTS
	3.4.1.3 Metóda ORAC

	3.4.2 Stanovenie antioxidačnej aktivity

	3.5 Stanovenie celkových fenolov a flavonoidov
	3.6 Stanovenie voľných fenolových zlúčenín metódou HPLC-DAD
	3.7 Analýza fenolových zlúčenín metódou UHPLC-ESI-MS/MS
	3.8 Stanovenie vlákniny
	3.9 Stanovenie vitamínu C
	3.10 Stanovenie karotenoidov metódou LC-APCI-MS
	3.11 Stanovenie mastných kyselín v oleji
	3.11.1 Extrakcia vzorky semien
	3.11.2 Metóda plynovej chromatografie
	3.11.3 FTIR analýza
	3.11.4 H-NMR analýza


	4 ZÁVER
	5 POUŽITÁ LITERATÚRA

