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ANOTACE

Diplomova prace je zaméfena na antioxidacni vlastnosti produkti Mailardovy reakce. Je zde
uvedena Maillardova reakce (historie, popis, mechanismus...). Popsané také negativni a
pozitivni ucinky na zdravi. V experimentalni ¢asti se zabyva reakci mezi glukdézou a danymi
aminokyselinami (lysin, serin, glycin a glutamin). U téchto vzorkl byly stanoveny pomoci
antioxida¢nich metod antioxidacni vlastnosti. Byly pouzité antioxida¢ni metody: ABTS,
DPPH, stanoveni redukcnich vlastnosti, schopnost vychytavat peroxid vodiku, FRAP, index
hnédnuti, stanoveni fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua a chelatace zeleznatych ionti.

Vse bylo spektrofotometricky zméfeno.

KLiCOVA SLOVA
antioxida¢ni aktivita, Maillardova reakce, UV/VIS spektrometrie, IC spektrometrie,

aminokyseliny, antioxidanty, sacharidy

TITTLE

Antioxidant properties of Maillard reaction products

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the antioxidant properties of Mailard reaction products. The
Maillard reaction (history, description, mechanism...). Negative and positive effects on health
they have on human health were described. The experimental part deals with the reaction
between glucose and given amino acids (lysine, serine, glycine and glutamine). Antioxidant
properties of these samples were determined using antioxidant methods. Antioxidant methods
were used: ABTS, DPPH, reducing power method, hydrogen peroxide scavenging (H.O,)
assay, FRAP, browning index, determination of phenolic substances according to Folin-

Ciocalteu and metal chelating activity. Everything was measured spectrophotometers.

KEYWORDS
Antioxidant aktivity, Maillard reaction, UV/VIS spectrophotometers, IC spectrophotometers,

amino acids, antioxidants, carbohydrates
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UvVoD

V soucastnosti se setkdvame s Maillardavou reakci ¢im dal vice. Je to neenzymaticka
reakce mezi cukrem a aminokyselinou, pti¢emz vznikaji Maillardovy reakéni produkty. Jako
Maillardovy reakéni produkty miizeme oznacit napi. 5-hydroxymethylfurfural nebo furfural,
furan a melanoidiny.

Maillardova reakce je vyuzivdna pii prazeni kavy, peceni chleba. Zalezi na zptsobu
tepelné upravy - vateni, smaZeni ¢i peceni.

V prvni teoretické Casti je popsana Maillardova reakce (historie, popis, mechanismus,
faktory, které ji ovlivituji). Dale je popsdna antioxida¢ni aktivita v jednotlivych vyrobcich
(masové, pekaiské, kavové, vyrobky zbrambor), jakou roli maji Maillardovy reakéni
produkty v potravinach (barva, textura, chut’ a viin¢ a nutri¢ni aspekty), popsany také jsou
negativni a pozitivni U€¢inky na zdravi ¢lovéka, analyza jednotlivych Maillardovych reakénich
produkti a nakonec jsou uvedeny vyhody a nevyhody Maillardovy reakce. V dalSich
teoretickych c¢astech jsou uvedeny monosacharidy, aminokyseliny, antioxidanty a
antioxida¢ni metody, spektralni metody.

V experimentalni C¢asti jsem studovala neenzymatickou Maillardovu reakci a to
konkrétné mezi glukozou a jednotlivymi aminokyselinami (Glycin, Serin, Glutamin, Lysin).
Jsou zde uvedeny chemikalie, pfistroje a zafizeni, pracovni postupy pii ptipravé roztokl a
kalibracnich tad, antioxida¢ni metody (ABTS, DPPH, stanoveni redukénich vlastnosti,
schopnost vychytavat peroxid vodiku, FRAP, Index hnédnuti, stanoveni obsahu fenolickych
latek podle Folin-Ciocalteau a Chelatace Zeleznatych iontll). VSe bylo méfeno
spektrofotometricky.

Cilem této prace je zhodnotit pomoci antioxidaénich metod, které jsou vypsany
Vv teoretické Casti, jaké ma mij dany vzorek antioxidacni vlastnosti, a dale vysledky porovnat

se zahrani¢nimi publikacemi.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Maillardova reakce

1.1.1 Historie, popis

Objevitelem Maillardovy reakce byl v roce 1912 Louis Camille Maillard. Maillardova
reakce (MR), také nazyvand chemicka neenzymatickd reakce hnédnuti, je zahédjena konjugaci
sloucenin, které maji volnou amino a karbonylovou skupinu béhem tepelného zpracovanti,
vareni a skladovani potravin, coz vede k vytvofeni Maillardovych reak¢nich produkti (MRP).
Byla MR hodné popisovana, protoze se vyskytuje v potravinach pro vyzivu lidi (Gerrard,

2006; Wang a kolektiv, 2011; Kwak a Lim, 2004).

1.1.2 Mechanismus

MR je série neenzymatickych reakci, jejich mechanismy nejsou doposud uplné
objasnény (Purlis, 2010). MR je rozdélena do 3 nasledujicich krokd. Prvni krok mizeme
nazvat jako pocatecni fazi, kterd zacind kondenzaci cukru a aminu, po ni nasleduje
Amadoriho pfesmyk. U prvniho kroku jsou vysledné produkty bezbarvé, bez absorpce
v ultrafialovém svétle (280 nm) (Hodge, 1953; Nursten, 2005). Druhy krok, tzv. mezistupefi,
zahrnuje dehydrataci a fragmentaci cukru a degradaci aminokyselin (Streckerova degradace).
Amadoriho produkty se rozklddaji na rtizné slouCeniny, které jsou zavislé na pH systému
(Purlis, 2010). U vyssiho pH dojde k 2,3-enolizaci, coz vede ke tvorbé reduktonti (Furanonu).
U nizkého pH dojde k 1,2-enolizaci, tady to vede ke tvorbé slou€enin jako furfuralu nebo
HMF (5-hydroxymethylfurfural) (Lertittikul a kolektiv, 2007; Nursten, 2005). Pti dehydrataci
cukru dochazi ke tvorbé furfuralit nebo reduktonti a to ztratou 3 nebo 2 molekul vody
(Nursten, 2005). K fragmentaci cukru dochazi mechanismem retroaldolizace. Produkty, které
jsou ziskané S$t€penim, mohou byt te€kavé latky (2,3-butandion, 2,3-pentandion).
Dehydroreduktony, které jsou ziskany dehydrataci cukru a produkty Stépeni ziskané
fragmentaci cukru, vedou k tvorb¢ aldehydu prostiednictvim Streckerovy degradace. Zahrnuje
oxidaéni deaminaci a dekarboxylaci a-aminokyslin, které jsou v pfitomnosti dikarbonylové
slouceniny (Whitfield, 1992). Aldehydy jsou ziskavany jako produkty, které maji o jeden
uhlik méné nez pavodni aminokyselina (Whitfield, 1992). DuleZitou roli maji potraviny, které
jsou aromatické (Whitfield, 1992; Zehentbauer a Grosch, 1998; Van Boekel, 2006). Produkty

jsou bezbarvé nebo zluté se silnou absorbci v ultrafialovém svétle (Nursten, 2005).
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Tretim krokem je zavérecna cast, zahrnuje kondenzaci aldolu, aldehydu-aminu. Tvofi
heterocyklické dusikaté slouceniny (Hodge, 1953; Nursten, 2005). Slouceniny, které vznikly
ve druhém kroku, jsou vysoce reaktivni a podléhaji polymerizatnim reakcim za vzniku
barevnych produktt s vysokou molekulovou hmotnosti, které se nazyvaji melanoidiny.
Melanoidiny jsou zodpovédné za barvu, které se vytvoifi béhem tepelnych procesii na
potraviné (suSenky, maso a chleba) (Machiels a Istasse, 2002). Schéma hlavnich kroka

Maillardovy reakce jsou uvedeny na obrazku ¢. 1.

Obrazek 1: Schéma Maillardovy reakce (Nursten, 2005)
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1.1.3 Faktory, které ovliviiuji Maillardovu reakci

Faktory, které ovliviiuji MR, zavisi na typu pouzitého procesu. Je ziejmé, Ze hlavnimi
faktory, které ovliviiuji MR jsou cas a teplota. Pro MR jsou vyhodnéjsi: delsi Cas a vyssi
teplota (Bordas a kolektiv, 2004; Jaeger a klektiv, 2010; Martins a Van Boekel, 2005a). MR
vSak muze nastat i pfi nizké teploté, napfiklad pii skladovani produkti. MR také hodné
ovlivituje povaha a mnozstvi cukrii, aminoskupin a lipidd, protoze maji odlinou reaktivitu.
Pentdzy maji vyssi reaktivitu nez hexdzy, aldézy maji vyssi reaktivitu nez ketozy, které¢ samy
maji vyS$si reaktivitu nez disacharidy (Lamberts a kolektiv, 2008; Laroque a kolektiv, 2008).
Kyselé aminokyseliny maji niz$i reaktivitu nez zakladni nebo nepolarni (Kwak a Lim, 2004).
Obecné plati, ze rychlost neenzymatické reakce je pomala pti 35°C a zvySuje se az pii
teplotaich nad 55°C. VétSina studii zabyvajicich se Maillardovou reakci byla obvykle
provadéna pfi teplotach mezi 55°C a 120°C. Rozsah reakéni doby se mize lisit od 30 minut,
24 hodin az do nékolika dni (Lee a kolektiv, 2017).

Zalezi na pocatecni hodnoté pH vodného roztoku, ktery obsahuje redukujici cukry a
amino slou¢eniny, tim se ovliviiuje rychlost a smér Maillardovy reakce. VétSinou byla MR
provadéna za alkalickych podminek (pH > 7,0), protoze rozpustnost proteinl je vyssi pii
zakladnich hodnotach pH, a proto je k dispozici vice rozpustného proteinu pro reakci S
redukujicimi cukry béhem neenzymatické glykacni reakce (Lee a kolektiv, 2017). Intenzita
barvy (hn&dnuti) roste s hodnotami pH. Do pH 8,0 roste mirn¢, dramaticky po pH 8,0
(Ajandouz a kolektiv, 2001; Ames, 1998; Benjakul a kolektiv, 2005; Lertittikul a kolektiv,
2007; Martins a Van Boekel, 2005b). Kyselé pH poskytuje nizkou reakéni rychlost v
dasledku protonace skupin -NH3 a poté se pozoruje rostouci trend v rychlosti se stoupajici
hodnotou pH az ~ 10. Dalsi zvyseni pH vede ke sniZeni rychlosti zhnédnuti, pravdépodobné
kviili nedostatku iontd H* ke Katalyze Amadoriho presmyku a Heynse (O'Brien a kolektiv,
1989).

Obsah vlhkosti nebo aktivita vody jsou dulezité faktory pro MR, protoze ovliviuji
rozpousténi reaktanti, mobilitu a koncentraci. Obsah vlhkosti pfimo ovliviiuje fyzicky stav
systému (kapalny nebo pevny), ktery ovlivituje podminky MR (Robert a kolektiv, 2005). U
aktivity vody je maximalni intenzita MR v rozmezi 0,5-0,8 v zavislosti na reakénim systému
(Nursten, 2005). V kapalnych systémech s vysokou aktivitou vody je molekularni mobilita
vysokd a chemicka reaktivita reaktantl je pfevladajicim faktorem, ktery ovliviiuje MR.
(Robert a kolektiv, 2004). V systémech, kde je nizka vlhkost, je fyzikalni stav (pevny nebo

vvvvvv

ovliviiuje molekularni mobilitu (Robert a kolektiv, 2004).
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1.1.4 Zadouci a nezadouci zmény v disledku Maillardovy reakce
Tyto nejzadanéjsi 4 skupiny vyrobkd potravin byly vybrany, protoZze u nich dochazi pti

tepelném zpracovani k nejvyraznéjsi Maillardové reakei.

Pekaiské vyrobky

Maillrdova reakce probiha pii vysokych teplotach, které jsou pouzivany pii peceni. MR
vede ke tvorbé MRP, cozZ zlepSuje texturu, barvu a chut' finalniho vyrobku (Michalska a
kolektiv, 2008). Michalska a kolektiv (2008) hodnotili vliv procesu vyroby chleba na tvorbu
MRP, které pfispivaji k celkové antioxidacni aktivité zitného chleba. Zjistili, ze peceni vede
ke tvorbé MRP, a to hlavné melanoidint v zitném chlebu, ktery zachytil radikaly peroxylu a
ABTS a také redukoval Folin-Ciocolteuovo ¢inidlo. Také zjistili, Ze obsah vody na povrchu
tésta rychle klesal, coz vedlo k pfiznivym podminkam pro tvorbu MRP a tedy k vytvofeni
zadouci barvy karky. U lipida je hlavnim problémem jejich oxidace, coz vede ke zluknuti
tukii, tim snizuje jejich skladovatelnost a také to snizuje stabilitu produktu pti skladovani
naptiklad suSenek (Lingnert, 1980; Bressa a kolektiv, 1996). Antioxida¢ni vlastnosti MRP
byly popsany Vv maslovych susenkach (Bressa a kolektiv, 1996). Maillardovy reak¢ni
produkty, které jsou v prvnich 20-30 minutach peéeni, vykazuji vysokou antioxida¢ni
aktivitu, a to az 5g Troloxu ve 100g susenych vodnych extrakti susenek, coz ukazuje na
uc¢ineck MRP a skladovatelnost zpracované potraviny. Gonzalez-Mateo a kolektiv (2009)
izolovali LMW (nizka molekulova hmotnost) <3 kDa a HMW (vysoka molekulova hmotnost)
> 3 kDa MRP z muffind a zjistili, ze HMW (> 3 kDa) maji vyssi antioxidacni aktivitu.
NahlaSeny byly také silné antioxidacni vlastnosti MRP izolované ze suSenek (Martin a
kolektiv, 2009; Patrignani a kolektiv, 2016) a u susenck s kousky ¢okolady (Sun a kolektiv,
2008). Toto naznacuje, ze MRP u pekarenskych vyrobkd maji vyrazné antioxidacni ucinky,

pusobi v nich jako konzervacéni latky.

Vyrobky z brambor

Smazené bramborové vyrobky, jako napt. jsou hranolky a lupinky, témétf po celém
svété. Maillardova reakce hraje velice dulezitou roli pii vytvafeni barvy a chuti. Serpen a
Gokmen (2009) hodnotili antioxidacni kapacitu bramborovych lupinkd v diasledku
Maillardovy reakce. Bramborové lupinky mély vysokou antioxidacni schopnost, to hlavné
kvili tvorbé melanoidinii, které se tvofily béhem smazeni, coz muize vést ke zvySeni
skladovatelnosti diky zpomaleni oxida¢niho procesu. Uvedli, Zze bramborové lupinky maji

krom¢& antioxidacni aktivity odvozené od melanoidint také negativni dopady na zdravi v
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dasledku tvorby akrylamidu béhem smazeni.

Masové a rybi vyrobky a obsah histidinu

Rybi produkty jsou vzhledem k vysokému obsahu polynenasycenych mastnych kyselin
nachylné k autooxidaci, coz vede k vyvoji zluklé chuti a snizeni jejich zivotnosti. Tanaka a
kolektiv (1988) zahtivali pod zpétnym chladi¢em smés L-histidinu a p-glukézy pii pH 5,0,
7,0 a 9,0 po dobu az 24 hodin a tim ziskali MRP. Antioxida¢ni aktivita MRP se zvysila v
zavislosti na reakéni dobé a to predevsim v pozdéjSim cCase.

L-histidin je esencidlni bazickd aminokyselina obsahujici 27 % dusiku. Pouziva se jako
prekurzor histaminu a pro syntézu proteind. Histidin pfedstavuje vyznamnou slozku masa.
Vsechny potravinové proteiny z riznych zdroji obsahuji histidin. Ve vepfovém a hovézim
mase je vys§i obsah bilkovin (3—4% celkového proteinu) nez v kufecim mase ¢i vejcich (2—
3% celkového proteinu). Vepfové maso obsahuje 38 mg/g, hovézi maso 34 mg/g a ostatni
maso obsahuje vice histidinu nez lusténiny - kolem 27 mg/g. Dlouhodoby nedostatek
histidinu jako vSech esencidlnich aminokyselin nebo nedostatek proteinu zpusobuje selhani

rastu, ztratu svalové hmoty a poskozeni organt (Kohlmeier, 2003).

Kavové vyrobky

Fenolické slouceniny se ucastni Maillardovy reakce béhem prazeni kavy a vytvareji ve
vodé rozpustné kavové melanoidiny (Borrelli a kolektiv, 2002). Obsah fenoli (kyselina
chlorogenova, kyselina ferulova, kyselina kdvova, kyselina p-kumarova) se diky zahfivani
béhem prazeni kavy snizil (Delgado-Andrade a kolektiv, 2005) a vznikly fenolyticky vazané
melanoidiny. Bylo zjiSténo, ze kavové napoje obsahuji asi 25% melanoidinil (vztazeno na
susinu), které jsou odpovédné za vynikajici antioxidacni kapacitu (Borrelli a kolektiv, 2002).
Delgado-Andrade a kolektiv (2005) zjistili, ze kdyz se vafi kava, melanoidiny a vazané
melanoidinové slou€eniny, které byly ziskané ultrafiltraci a diafiltraci kdvovych melanoidini,
vykazovaly vysokou antioxida¢ni kapacitu ve vodném prostredi. Vétsi antioxidacni kapacitu

méla frakce LMW (nizka molekulovd hmotnost) nez HMW (vysokd molekulova hmotnost).
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1.1.5 Role Maillardovych reak¢nich produkti v potravinach

produkty zna¢né ovliviiuji zakladni atributy kvality potravin, jako je chut, aroma, barva a

textura (Ames, 1990; Yu a Zhang, 2010).

Barva

Pro MR je tvorba barev primarni charakteristikou. Hnéda barva béhem zpracovani a
skladovani je zadouci u mnoha produktl, jako jsou pecena jidla, kéva, susenky. V nékterych
druzich potravin jako je napf. pomerancovy dzus, bila ¢okolada, mléko a susené vejce je
nezadouci. Kontrola vyvoje potravinaiskych barev je pro vyrobce obzvlasté dulezita, aby
uspokojili preference spotiebiteli. Spektrum melanoidinti produkovanych Maillardovou
reakci siln€ zavisi na slozeni potravinaiské matrice a na technologickych podminkach reakce
(Wang a kolektiv, 2011). Melanoidin mize byt také tvofen karamelizaci cukru bez ucasti

aminoskupin.

Chut’ a viiné

Zavisi v dasledku MR na reakéni teploté, casu, pH, obsahu vody a na typu pouzitych
cukrti a aminokyselin (Yu a Zhang, 2010; Van Boekel, 2006). Reak¢ni teplota ovlivituje
kinetické parametry, zatimco Cas urcuje typ vzniklych aromatickych sloucenin. Meziprodukty
ve kterém jsou aminokyseliny degradovany dikarbonyly vytvofenymi diive v reakci, coz vede
k deaminaci a dekarboxylaci aminokyselin (Ames, 1990; Rizzi, 2008). Té&kavé produkty
Maillardovy reakce Ize klasifikovat podle produkti dehydratace/fragmentace cukru a to jako
furany, pyrony, cyklopenteny, karbonyly a kyseliny; produkty degradace aminokyselin jako
aldehydy a slou¢eniny siry. T€kavé latky produkované dalsimi interakcemi lze klasifikovat
jako pyroly, pyridiny, imidazoly, pyraziny, oxazoly, thiazoly a dal$i. Pyraziny a alkylpyraziny
jsou spojeny s ptichuti a aroma vafeného (peceného) a ofechového. Slouceniny, které jsou
nezbytné pro charakteristickou chut’ a vlini potravinatskych vyrobkd, jsou obvykle pfitomny
ve stopovych mnozstvich. Aromatické slouCeniny, které obsahuji kyslik jako napf. 2,3-
butandion, 2,3-pentandion, 3-methylbutanal, methylpropanal, fenylacetaldehyd, 3-hydroxy-
4,5-dimethyl-2 (3H) furanon a 2,5-dimethyl-4-hydroxy-3 (2H) furanon se vyskytuji v
koncentraci v rozmezi od 1 pug / kg do 100 mg / kg. Aromatické slouceniny obsahujici dusik
napt.2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin, 2,3-diethyl-5-methylpyrazin a 2-acetyl-1-pyrrolin je
ptitomen v potravinach v fadu 0,001-10 mg/kg. Nejvyraznéjsimi vonnymi latkami, které hraji
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dilezitou roli v chuti ve vafeném masu, jsou aromatické slouceniny obsahujici siru, 1 kdyz je
obsazena ve stopovém mnozstvi. T¢kavé slouceniny, viz vySe uvedené, hraji dilezitou roli
v chuti a viini hovézi §tavy, hranolkd, chlebové kurce, pe¢eného kuie, kakaového prasku,

ara$idu, popcornu a kavy (Cerny, 2008).

Textura
Strukturu potravin prostiednictvim sitovani proteind ovlivituje MR. Doposud neni
znamo, jak zesitovani bilkovin ovliviiuje strukturu potravin ve zpracovanych potravinach, a

jak se tento parametr da kontrolovat, aby se maximalizovala kvalita potravin (Gerrard, 2002).

Nutriéni aspekty

Maillardova reakce snizuje stravitelnost bilkovin a biologickou dostupnost zakladnich
esencialnich aminokyselin (Friedman, 1996; Malec a kolektiv, 2002). Lysin je diky svym
dvéma dostupnym a- a &- aminoskupinam jedna z nereaktivnéjSich aminokyselin pro MR
(Kwak a Lim, 2004; Malec a kolektiv, 2002). Bylo uvedeno mnoho praci ke stanoveni ztraty
lysinu béhem tepelného zpracovani potravin, jak je uvedeno v nasledujicich pracich u riznych
typt potravin: u mléka (Malec a kolektiv, 2002; Naranjo a kolektiv, 1998), u suseného mléka
pro kojence (Contreras-Calderon a kolektiv, 2009; Guerra-Hernandez a kolektiv, 2002;
Schmitz a kolektiv, 2011), obilovin pro kojence (Ramirez-Jiménez a kolektiv, 2004),
obohacenych obilovin (Delgado-Andrade a kolektiv, 2007) a pekaiskych vyrobka (Purlis,
2010). Vitamin C je povazovan za dulezity indikator nutri¢ni kvality, ktery je hojné pifitomen
v ovoci a zeleniné (Laguerre a kolektiv, 2011; Leong a Oey, 2012). Kyselina askorbova se
podili na MR, coz vede ke sniZeni nutri¢ni hodnoty a ke zhnédnuti (Pischetsrieder a Severin,
1994; Smuda a Glomb, 2013; Damasceno a kolektiv, 2008). Mineraly jsou dulezité pro dobré
zdravi, protoze vykonéavaji mnoho biologickych funkci. lonty, jako je vapnik, hoic¢ik, Zelezo,
zinek a m&d’ vSak mohou tvofit komplexy s MRP a byt zapojeny do mnoha MR (Delgado-
Andrade a kolektiv, 2008; Nursten, 2005; Ramonaityté a kolektiv, 2009). Je tieba si
uvédomit, Ze kazdy den konzumujeme n¢jaké malé mnozstvi MRP ve stravé, coz vede k
riznym biologickym a vyzivovym G¢inkiim (Delgado-Andrade a kolektiv, 2010a). N¢které
tyto MRP maji pozitivni antioxidacni vlastnosti, antimikrobidlni a chemopreventivni uc€inky,
jako jsou melanoidini. Naopak nékteré zptisobuji (jsou zapojeny) do mnoha degenerativnich
onemocnéni jako napf. diabetes, onemocnéni srdce C¢i osteoporoza (Delgado-Andrade a
kolektiv, 2010a). Hlavnimi zdroji melanoidint jsou: kurka chleba, ¢erné pivo, pekarenské

vyrobky, kakao (Morales a kolektiv, 2012).
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1.1.6 Pozitivni a negativni u¢inky na zdravi

Reakéni produkty z Maillardovy reakce mohou ovliviiovat nutri¢ni hodnotu potravin
tim, ze se sniZzuje stravitelnost bilkovin, vytvaii se mutagenni a toxické slouCeniny. Také
mohou vytvaret antioxida¢ni produkty. Nekteré MRP, které se vytvorily béhem MR,
konkrétné melanoidiny, maji protizanétlivy a antioxida¢ni Uc€inek. Studovany byly
melanoidiny z kavy a chleba. Melanoidiny z kavy maji obzvlast’ prospé$ny ucinek na zdravi.
(Martins a kolektiv, 2000; Delgado-Andrade, 2014; Morales a kolektiv, 2012).

Maillardova reakce ale také vytvaii MRP, které maji negativni G¢inky na zdravi.
Studované slouceniny jsou hlavné akrylamid, furan, HMF a heterocyklické aminy, protoze
jsou detekovany jako Skodlivé slouceniny. V produktech z brambor a obilovin se vyskytuji
akrylamid a furan, v mastnych vyrobcich heterocyklické aminy (Gerrard, 2006). Biologické

ucinky Maillardovych reakénich produktl jsou zndzornéné na obrazku ¢. 2.

Obrazek 2: Biologické ucinky MRP (Somoza, 2005)
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1.1.7 Analyza jednotlivych MRP
Fluorescenc¢ni slouceniny

Monitorovani Maillardovy reakce pfi zpracovani potravin bylo tradi¢né zaloZeno na
spektrofotometrickém vyhodnoceni vyvoje barev ptfi 420 nm. V posledni dobé hodnoceni
fluorescencnich sloucenin generovanych produktem Amadoriho pfesmyku je dehydratace a
Stépeni. Kromé jeho pouziti v potravinovych systémech se méfeni fluorescence pouziva také
k vyhodnoceni Maillardovy reakce za fyziologickych podminek (Delgado-Andrade a
kolektiv, 2006). Fluorescen¢ni slouceniny (FC) jsou nazyvané jako prekurzory hnédych
pigment vytvotfenych v Maillardové reakci, které v soucastnosti odliSuji rtizné chemické
struktury. Hodnoceni zmén intenzity fluorescence pomaha vyhodnotit rozsah Maillardovy
reakce v potravinaiskych vyrobcich (Morales a Van Boekel, 1998; Rufian-Henares a
Delgado-Andrade, 2009) a biologickych systémech. Fluorescence byla pouzita k vyhodnoceni
tvorby MRP poprvé v mléce, v dnesni dob¢ se sleduje v obilovinach, susenkach a pekatskych

vyrobcich.

Furan a HMF

Pro chutovy primysl ma furan a HMF velky vyznam (Anese a Suman, 2013).
Hydroxymethylfurfural (HMF) je meziprodukt, ktery se vytvoii béhem Maillardovy reakce a
degradaci hexdz pii vysokych teplotach za kyselych podminek, (obrazek ¢. 3) (Arribas-

Lorenzo a Morales, 2010).

Obrazek 3: Strukturni vzorec HMF
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Hydroxymethylfurfural se vyskytuje v mnoha potravinach, jako jsou snidanové cerealie,
toasty, dzem, med, jablecna St'dva, pomerancova st'ava, kava, Cokolada a suSenky (Teixido a
kolektiv, 2011). Tvoii se dvéma zpusoby: Prvni cesta je MR a dehydratace cukru
(karamelizace), coz vysvétluje Siroky vyskyt V potravinach (Gokmen a Morales, 2014).
K tvorbé HMF prostfednictvim Maillardovy reakce dochdzi, kdyZ se redukujici hexdzy

zahfivaji v pritomnosti aminokyselin nebo proteinii (Gokmen a Morales, 2014). HMF se
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vytvafi degradaci Amadoriho produktt, pokud jsou podminky pro zahtivani vhodné (Gékmen
a Morales, 2014). Druhou cestou, ktera vede k produkci HMF, je dehydratace cukru za
kyselych podminek. Tato reakce vyzaduje vys$i teploty nez MR, aby se vytvofil HMF
(Gokmen a Morales, 2014). Ketozy produkuji vice HMF nez aldozy. Vytézek reakce se
zvysuje s rostouci teplotou a koncentraci kyselého katalyzatoru. Na tvorbu HMF z cukrtt ma
vliv mnoho faktorl, jako je napf. Cas, aktivita vody, teplota, mnozstvi a typ pouzitého
katalyzatoru a cukrd (Perez Locas a Yaylayan, 2008). HMF se stanovuje
spektrofotometrickymi (kolorimetrickymi) metodami, které jsou nejbéznéjsi pro stanoveni
V potravinach. Maji omezenou piesnost, protoze jiné chromofory mohou V potravinach
absorbovat zafeni ve stejné oblasti vinové délky, coz mlze zpusobit chyby pifi vyhodnoceni
vysledku. Kolorimetrické metody maji nizkou citlivost. Nejpiesnéjsi pro tento el jsou
chromatografické metody (plynova a kapalinova chromatografie s vysokym rozlisenim) a jsou
tedy citlivgjsi. Jejich nejvétsi vyhodou je individudlni stanoveni HMF a furfuralu, coz
spektrofotometrické metody nedokazi (Erbersdobler a Somoza, 2007; Morales a kolektiv,
1997; Rufian-Henares a kolektiv, 2001).

Furan je piitomen v konzervovanych potravinach ve sklenénych dozach (Kim a
kolektiv, 2010), pro kojeneckou vyzivu (Jestoi a kolektiv, 2009). Furan je klasifikovany jako
potencialn¢ karcinogenni pro ¢lovéka (IARC, 1995). Hlavni cestou tvorby furanu je tepelné
oxida¢ni degradace kyseliny askorbové a polynenasycenych mastnych kyselin (Giil a
kolektiv, 2015). Ke tvorbé furanu dochazi béhem zpracovani potravin prostiednictvim tepelné
degradace a usporadani cukri béhem Maillardovy rekce (Crews a Castle, 2007). V Evropé
byla definovana néktera doporuceni tykajici se hladiny furanti v potravinach (The European

Commission, 2014). Strukturni vzorec furanu je uvedeny na obrazku ¢. 4.

Obrazek 4: Strukturni vzorec furanu
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Akrylamid

Akrylamid (strukturni vzorec na obrazku ¢. 5) byl klasifikovan jako pravdépodobné
karcinogenni pro ¢lovéka (IARC, 1994). Akrylamid byl nalezen v riznych potravinach:
v kavé (Banchero a kolektiv, 2013; Summa a kolektiv, 2007), susenkach (Graf a kolektiv,
2006), chlebu (Keramat a kolektiv, 2011), bramborovych lupinkach (Mestdagh a kolektiv,
2008; Ou a kolektiv, 2008), zralych olivach (Casado a kolektiv, 2010), a u kojenecké vyzivy
(Guerra-Hernandez a kolektiv, 1999; Mojska a kolektiv, 2012). Pii tvorbé akrylamidu byly
nalezeny rizné cesty a meziprodukty (Stadler a Studer, 2015). Akrylamid se vytvaii degradaci
asparaginu v piitomnosti redukujicich cukri v mezistupni MR (Mottram a kolektiv, 2002;
Gokmen, 2015; Stadler a kolektiv, 2002; Yaylayan a kolektiv, 2003; Stadler a kolektiv, 2004).
Akrylamid se tvofi béhem tepelného zpracovani u smazeni nebo peceni. Vysoké mnozstvi
akrylamidu se nachazi v potravinach, které maji vysoky obsah cukru (Gokmen, 2015).
V soucastnosti nejsou nastavené zadné limity pro akrylamid v potravinach, ale Evropsky urad
po bezpecnost potravin vydal doporuceni (EFSA) (The European commission, 2013). Pro
hranolky k pfimé spotfebé 600 pg/kg, bramborové lupinky z cerstvych brambor a z
bramborového tésta 1000 pg/kg, mekky psenicny chléb 80 pg/kg, mekky chléb jiny nez
pSenicny chléb 150 pg/kg, suSenky a oplatky 500 ug/kg, krekry s vyjimkou bramborovych
krekrt 500 pg/kg, kiupavy chléb 450 pg/kg, pernik 1 000 pg/kg, vyrobky podobné ostatnim
vyrobkim této kategorie 500 pg/kg, prazena kdva 450 pg/kg, instantni (rozpustna) kava 900
pg/kg, prevazné obilné nahrazky kavy 2 000 pg/kg, jiné nahrazky kavy 4 000 pg/kg, susenky

a suchary pro kojence a malé déti 200 ug/kg (The European commission, 2013).

Obrazek 5: Strukturni vzorec akrylamidu

H,C 0
N\ 7/
HC—C

NH,

25



Furosin

Furosin neboli (e-N-2-furoylmethyl-L-lysine) patfi mezi Amadoriho slouceniny a jeho
strukturni vzorec je zobrazen na obrazku ¢. 6. Prekurzorem je lysin. Obsah furosinu, ktery je
pfitomny v potravinach, je ovlivnén druhem tepelného zpracovani a dobou skladovani. Po
dlouhodobéjsim skladovani jeho koncentrace klesa za vzniku dalsich sloucenin, jako je napf.
CML (N-(carboxymethyl)lysin) (Delgado-Andrade a kolektiv, 2005b; Friedman, 1996;
Rufian-Henares a kolektiv, 2009).

Obrazek 6: Strukturni vzorec furosinu

0

;N\ /

0 NH

0

HoN OH

v v

reakce. Jeho detekce je Siroce pouzivana pii stanoveni dostupnosti lysinu. Pfitomnost furosinu
je dalezitym ukazatelem ztraty biologické hodnoty proteinu. Monitorovani tvorby a obsahu
furosinu pomaha ptizplsobit podminky zpracovani, aby bylo zaru¢eno zachovani nutri¢ni
hodnoty potravinaiskych vyrobkt (Rufian-Henares a kolektiv, 2004, 2006; Resmini a
kolektiv, 1990).

Ne-(carboxymethyl)lysin
Ne- (karboxymethyl) lysin (CML) je stabilni Maillardiv produkt s nizkou reaktivitou,

vvvvvv

jeho obsah obvykle souvisi se zdravotnim rizikem po poziti tepelné oSetfenych potravin

(Charissou a kolektiv, 2007).
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Obrazek 7: Strukturni vzorec CML

NH,
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Obsah Ne-(carboxymethyl)lysin (CML) se stanovuje V potravinach s vyuzitim: a)
Vysokouc¢inné kapalinové chromatografie sobracenymi fazemi (RP-HPLC), b) Plynové
chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) po methylaci karboxylové

skupiny a acylaci aminoskupiny (Charissou a kolektiv, 2007).

1.1.8 Vyhody a nevyhody Maillardovy reakce

Maillardovu reakci vyrobcei potravin Casto pouzivaji k tomu, aby vyvinuli atraktivni
barvu, kiupavou texturu, zlepsili chut’ a viini. Také zlepSuje organoleptické vlastnosti potravin
(chléb, pecené produkty, kolace, maso, ryby, kakao, prazend kéva, ofechy, pizza, pivo).
Zlepsuje také antioxidacni aktivitu potravinarskych vyrobkd. V primérné lidské stravé se
vyskytuje vyznamné mnozstvi Maillardovych produktti (O'Brien a kolektiv, 1989; Rufian-
Henares a De la Cueva, 2008; Pastoriza a Rufian-Henares, 2014; Markowicz a kolektiv,
2012; Losso, 2016). Potraviny, které obsahuji velké mnozstvi lipidii, mohou béhem riznych
zpusobu tepelnych uprav podléhat oxidacni reakci, kdy vznikaji oxida¢ni produkty, jako jsou
aldehydy a ketony (Dominguez a kolektiv, 2014), které mohou pfispivat k Maillardové reakci
jako zdroje karbonylu. U potravin, které jsou bohaté na sacharidy, jako je zelenina, ovoce,
nizkotu¢né mléko, jsou AGE relativné nizka i po tepelné upravé. Divodem je vysoky obsah
vody, vitaminl, antioxidanti a neredukujicich polysacharidi v téchto potravinach, které
mohou snizit AGE (Uribarri a kolektiv, 2010). Vysoce glykované proteiny prostiednictvim
Maillardovy reakce vykazuji niZ§i bezpecnostni problémy ve srovnani s chemicky
modifikovanymi proteiny, a proto je lze pouzit jako funk¢ni slozky potravin ke zlepSeni
nutri¢nich, texturnich a senzorickych vlastnosti potravinaiskych produkti (de Oliveira a

kolektiv, 2016).
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1.2 Sacharidy

Sacharidy tvoii vice nez 90% suSiny rostlin. Proto jsou Siroce dostupné a levné.
Sacharidy se bézné vyskytuji jako slozky potravin, a ptirozené se vyskytujici i jako piidatné
latky. V riznych produktech se nachazi v riznych mnozstvich. Maji rizné chemické a
fyzikédlni vlastnosti a odlisSné fyziologické ucinky na lidské télo. Jsou dostupné pii
chemickych, biochemickych a v nékterych piipadech fyzikalnich apravach, které se pouzivaji
ke zlepSeni jejich vlastnosti a rozsifeni jejich pouziti. Skrob, laktoza a sachardza jsou spolu
s D-glukézou, D-fruktozou s 70-80 % zdrojem energie v lidské stravé (Damodaran a kolektiv,
2017).

1.2.1 Monosacharidy

Sacharidy obsahuji chiradlni atomy uhliku, z nichz kazdy ma ctyfi rGzné, chemicky
odli$né atomy nebo chemické skupiny, které jsou k nému pfipojeny, coz vede ke vzniku dvou
riznych prostorovych uspotfadani atomt kolem daného chiralniho centra. Jeden je odrazem
druhého, ktery by ¢lovek vidél v zrcadle, s atomy znadzornénymi napravo od molekuly v jedné
konfiguraci zobrazenymi vlevo v druhém a naopak (viz obrazek ¢. 8) (Biliaderis a

Izydorczyk, 2007; Embuscado, 2014).

Obrazek 8: Chiralni atom uhliku se 4 rlznymi atomy nebo funkénimi skupinami (Biliaderis a

Izydorczyk, 2007; Embuscado, 2014).

A A
D D
Zreadlo
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D-Glukoéza

Nejcastéji se vyskytujici organickd sloucenina v pfirod¢ (vyskytuje se ve vSech
kombinovanych formach cukri), patii do monosacharidi. Monosacharidy jsou
nejzéakladnéjSimi uhlovodikovymi molekulami, které nelze hydrolyzou rozlozit na jednodussi
uhlovodikové molekuly a jsou oznaCovany jako tzv. jednoduché cukry. D-glukdza je
klasifikovana jako aldéza, protoze obsahuje aldehydickou skupinu. Pfipona ,,-0sa* oznacuje
cukr; pfedpona ,,ald-“ oznacuje aldehydickou skupinu. D-gluk6za je psana otevienym nebo
svislym pfimocarym zpasobem (obrazek ¢. 9). Pfirozené se vyskytujici glukdza je
reprezentovana jako forma d, konkrétné¢ D-glukdza, zatimco jeji obraz molekularniho zrcadla
se nazyva L-glukéza. D-Glukéza a vSechny ostatni ald6zové cukry obsahujici Sest atomul
uhliku se nazyvaji hexdzy, které predstavuji skupinu aldéz, kterd jsou v ptirod€é nejcastéjsi

(Biliaderis a Izydorczyk, 2007; Embuscado, 2014).

Obrazek 9: D-glukoza (otevieny, acyklicky fetézec) (Biliaderis a lzydorczyk, 2007; Embuscado,
2014).

H—C=0 HC=0  C-I

H— l — OH H‘COH C-2

HO — l —H HOlH C-3

H— l — OH H‘COH C-4

H— l — OH H‘COH -5

H— l — OH lH;_‘OH C-6
L
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D-Fruktoza

Je to jedna ze dvou monosacharidovych jednotek obsahujicich disacharid sacharézy a
tvoii ~ 55% bézného sirupu s vysokym obsahem fruktozy a asi 40% medu. D-fruktéoza ma
pouze tii chiralni atomy uhliku (C-3, C-4 a C-5). Struktura D-Fruktdézy na obrazku ¢. 10
(Biliaderis a lIzydorczyk, 2007; Embuscado, 2014).

Obrazek 10: D-fruktoza (otevieny nebo acyklicky fetézec)

CH,OH C-1
c| =0 C-2
Hoc|:H -3
HC|OH C-4
HéOH C-5
C|Hon 6

1.3 Aminokyseliny
a-aminokyseliny jsou zakladni strukturni jednotky bilkovin. Tyto aminokyseliny se
skladaji z a-uhliku pfipojeného kovalentné k atomu vodiku, aminoskupiny, karboxylové

skupiny a R skupiny, ktera se bézné oznacuje jako postranni fetézec. Struktura aminokyseliny
je na obrazku ¢. 11 (Damodaran a kolektiv, 2017).

Obrazek 11: Strukturni vzorec aminokyseliny (Damodaran a kolektiv, 2017)
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Fyzikalng-chemické vlastnosti, jako je napf. rozpustnost, chemicka reaktivita a
vodikovy vazebny potencial aminokyselin, jsou zavislé na chemické povaze skupiny R.
Vétsina piirodnich proteinti obsahuje az 20 riznych aminokyselin spojenych prostfednictvim
amidovych vazeb. Z nich 19 aminokyselin obsahuje primarni aminovou skupinu a 1 (prolin)
obsahuje sekundarni iminovou skupinu (Bock a kolektiv, 1991). Vétsina aminokyselin kromé
Glycinu jsou chirdlni, protoze maji 4 rizné substituenty na jednom atomu uhliku. 19 z 21
aminokyselin vykazuje optickou aktivitu, tj. otaceji rovinou polarizovaného svétla. VSechny
bilkoviny, které se vyskytuji v pfirod¢, obsahuji pouze L-aminokyseliny. VétSina L-
aminokyselin je pravotocivd. Na obrazku ¢. 12 je znazornéna L a D forma aminokyselin

(Damodaran a kolektiv, 2017).

Obrizek 12: D a L forma aminokyselin (Damodaran a kolektiv, 2017)

COOH i COOH
H ce NH, | H,N ca H
i
| : |
R : R
D-Aminokyselina * L-Aminokyselina

Aminokyseliny obsahuji karboxylovou skupinu (kyselou) a aminoskupinu (bazickou),
chovaji se jako kyseliny i jako zasady; to znamena, Ze jsou to amfolyty. Aminokyseliny lze
rozdélit do nékolika kategorii na zakladé povahy interakce postrannich fetézct s vodou.
Aminokyseliny s alifatickymi (alanin, isoleucin, leucin, methionin, prolin a valin) a
aromatickymi postrannimi fetézci (fenylalanin, tryptofan a tyrosin) jsou hydrofobni, a proto
maji omezenou rozpustnost ve vode€. Polarni (hydrofilni) aminokyseliny jsou rozpustné ve
vodé a jsou bud’ nabité (arginin, kyselina asparagova, kyselina glutamova, histidin a lysin)
nebo nenabité (serin, threonin, asparagin, glutamin a cystein) (Damodaran a kolektiv, 2017).

Hlavni faktor, ktery ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti bilkovin a peptidi jako je

struktura, rozpustnost a vazebné vlastnosti tukd, je hydrofobicita (Pace a kolektiv, 2011).
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Glycin

Glycin neboli (kyselina aminooctova, kyselina aminoetanova) je neesencialni, neutralni
a nejjednodussi aminokyselina obsahujici 18,7% dusiku. Vznika jako produkt rozkladu témét
vSech proteintl. Jeho strukturni vzorec je uveden na obrazku ¢. 13. Dlouhodoby nedostatek
bilkovin zpuisobuje selhani ristu, ztratu svalové hmoty a poskozeni organt. (Beyer a Walter,
1997; Kohlmeier, 2003).

VSechny potraviny s vyskytem proteinii obsahuji glycin. Bilkoviny s relativné vysokym
procentem glycinu jsou v hovézim (55 mg/g proteinu) a vepiovém (57 mg/g). Mléko obsahuje
pouze 21 mg/g (Kohlmeier, 2003).

Glycin ma zasadni roli ve vyzivé a metabolismu. Glycin piedstavuje 11,5% z celkovych
aminokyselin (20% dusikatych aminokyselin) v téle. Syntéza bilkovin pfedstavuje u kojencti
80% glycind. Za zminku stoji, Ze existuje mnoho cest pro vyuZziti glycinu k tvorbé
glutathionu, kreatinu, purini (RNA a DNA), hemoglobinl a serinu, z nichz vSechny maji
zasadni fyziologické funkce. Naptiklad proteiny obsahujici krevni barvivo jsou zasadni pro
transport kysliku a mitochondrialni biogenezi. Glycin, jako taurin, je hlavni aminokyselinou
pro konjugaci Zlu€ovych kyselin u zvitat, které hraji kli¢ovou roli pfi trdveni a absorpci lipida

a vitamint rozpustnych v tucich (Wu, 2013).

Obrazek 13: Strukturni vzorec glycinu

ONNHE

L-Serin

L-serin neboli kyselina 2-amino-3-hydroxypropanova je neesencialni aminokyselina
obsahujici 13,3% dusiku. Je potfebny pro syntézu proteinti, selenocysteinu a 3-dehydro-D-
sfinganinu a je potencialnim prekurzorem glycinu, L-cysteinu a L-alaninu. Stfedné
obohacenymi zdroji jsou vejce (7,4%), fazole (5,5%), mléko (5,4%) a ryze (5,3%), kuteci
maso obsahuje mensi procento (3,4%) (Kohlmeier, 2003; Wu, 2013).

L-serin byl vroce 1865 izolovan E. Cramerem z hydrolyzatu hedvabného proteinu
(nazvaného sericin). E. Cramer také spravné urcil slozeni L-serinu a zjistil, Ze se podoba
alaninu. Vroce 1901 E. Fischer a A. Skita ziskali serin z kyselych hydrolyzatt hedvabi.
Vroce 1902 E. Fischerem a E. Leuchsem byla stanovena struktura serinu chemickou

syntézou z glykolového aldehydu a kyanohydrinu. V roce 1910 E. Embdenem a H. Tachauem
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byl serin identifikovan v lidském potu a v roce 1925 byl H. B. Vickeryem izolovan extrakt ze
zelenych listl vojtésky. V roce 1931 F. S. Daft a R. D. Coghill uvedli, ze serin byl vysoce
nestabilni, kdyz byl zahfivan v silném alkalickém roztoku. Toto zjisténi pfipravilo cestu k
optimalizaci aminokyselin analyzy proteint. Vyskyt serinu jako fosfatového esteru v kyselych
hydrolyzatech proteinti (napf. kaseinu) byl popsan F. A. Lipmannem a P. A. Levenem v roce
1932. F. A. Lipmannem a P.A. Levenem byl polozen zaklad pro budouci objev proteinové

fosforylace v bunikach (Wu, 2013). Strukturni vzorec na obrazku je na obrazku ¢. 14.

Obrazek 14: Strukturni vzorec L-Serinu

O

HO OH
NH;

L-Lysin

L-Lysin neboli (2,6-diaminohexanova kyselina) je esencialni aminokyselina obsahujici
19,2% dusiku. Je uvedena na obrazku €. 15. Je potiebna pro syntézu peptidi a proteinli a jako
prekurzor karnitinu. Dlouhodoby nedostatek lysinu jako vSech esencialnich aminokyselin
nebo nedostatek proteinu zptisobuje selhdni ristu, ztratu svalové hmoty a poSkozeni orgéand.
Potraviny obsahujici lysin (jako procento z celkového proteinu) zahrnuji vepfové maso
(9,0%), hovézi maso (8,3%), kufeci maso (8,0%), kravské mléko (7,9%), vejce (7,2%) a soja
(6,5%). Zrna obsahuji mnohem mensi procento: u ryze (3,6%), pSenice (2,7%) a kukufice
(2,8%). Tepelné zpracovani (peCeni, grilovani, opékani) muze chemicky zménit lysin a
vyvolat tvorbu tzv. Maillardovych produktl, konjugatii lysinu a cukr. Nachéazi se ve vétSiné
bilkovin (Beyer a Walter, 1997; Dworschak, 1980; Kohlmeier, 2003).

Vroce 1889 E. Drechsel objevil L-lysin jako alkalickou latku v kaseinovych
hydrolyzatech. V roce 1891 M. Siegfried, jako ¢len Drechselovy laboratofe, identifikoval
lysin jako slozku v hydrolyzatech jinych proteind, vcetné konglutinu, glutenfibrinu a
vajecného albuminu. Ve stejném roce bylo sloZeni lysinu stanoveno E. Drechselem. V roce
1899 byla navrzena A. Ellingerem struktura lysinu a v roce 1902 byla E. Fischerem a F.
Weigertem stanovena chemickou syntézou z y-kyanopropylmalonesteru. V roce 1928 byl
krystalicky lysin pfipraven americkymi chemiky H. B. Vickeryem a C. S. Leavenworthem
(Wu, 2013).
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Obrazek 15: Strukturni vzorec L-Lysinu
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L-Glutamin

L-glutamin je neesencialni neutalni alifaticka kyselina obsahujici 15,7% dusiku.
Vyskytuji se v kli¢icich semenech. Hraje dilezitou roli ve svalovych bilkovinach. Také se
vyskytuje v obili, kde je pritomen lepek, mize se nalézat v inzulinu. Na obrazku ¢. 16 je
uveden jeho strukturni vzorec (Beyer a Walter, 1997; Kohlmeier, 2003).

Glutamin je ve vodnych roztocich nestabilni, zejména pfi zahtivani (sterilizace), protoze
vytvaii cyklicky deamina¢ni produkt (Kohlmeier, 2003).

Fyziologické funkce glutaminu: hraje dulezitou roli v modulac¢ni sekreci hormoni (napft.
zvySené uvoliovani inzulinu a ristového hormonu, ale sniZzenou produkci glukokortikoidit), a
ucastni se vice metabolickych drah (napf. syntézy nukleotidi a argininu). Je hlavnim
energetickym substrdtem pro rychle se délici buiiky, véetné enterocytli a imunologicky
stimulovanych lymfocytd, a dalSich typt bunék (napt. ledviny, béhem nedostatku potravy,
retikulocyti a aktivovanych makrofagl). Glutamin je nezbytny pro tvorbu N-
acetylglukosamin-6-fosfatu a je to b&zny substrat pro syntézu glykoproteint, které jsou
zvlasté bohaté na slizni¢ni buiky a plasmatické membrany. Jako prekurzor glutamatu hraje
glutamin roli v syntéze glutathionu, nejhojnéjSiho nizkomolekularniho antioxidantu v
bunikach. Klicovym enzymem je ODC pro pfeménu ornitinu na polyaminy, které stimuluji
syntézu DNA a proteinti. Glutamin zvysuje stfevni expresi gend, které jsou nezbytné pro rist
bunék a odstranéni oxidantil, zatimco sniZuje expresi genll, které podporuji oxidacni stres a
imunitni aktivaci. Bunééné signalni drahy jsou také regulovany glutaminem. Naptiklad v
pritomnosti fyziologickych koncentraci glukézy aktivuje glutamin MTOR v riiznych typech
bunék, vcetné¢ kosterniho svalu, tenkého stfeva a placentarnich bunék, fosforylaci, ¢imz

stimuluje syntézu proteinu a inhibuje intracelularni proteolyzu (Wu, 2013).
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Obrazek 16: Strukturni vzorec L-Glutaminu
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1.4 Antioxidanty

Pouzivani antioxidantli v potravinach bylo neumysIné¢ praktikovano uz od staroveku,
kdy populace, které ziji v horkém podnebi v zemich jako Indie, Thajsko a nékterych castech
Ciny (napiiklad provincie Sichuan), byly pougené zkugenostmi. Bylo to nejen kviili piisobeni
kofeni jako antioxidantd, ale 1 kviili jeho antimikrobialnim G¢inkiim. S postupem Casu se stalo
kofeni béznym antioxidantem. Antioxidanty jsou formulovany jako latky, které pii jejich
vyskytu reguluji, zpomaluji nebo inhibuji oxidaci, ale tim i zhors$uji kvalitu potravin (Shahidi,
2015). Antioxidanty v téle snizuji riziko degenerativnich onemocnéni, které jsou zplsobené
oxida¢nim stresem. Tato definice rozsifuje definici, kterou pivodné vytvoril (Halliwell,
1999). Antioxidanty, které jsou piitomné v potravinach, mohou byt bud’ primarni nebo
sekundérni povahy. Primarni antioxidanty neutralizuji volné radikdly bud’ to darovanim
atomu vodiku (pfenos atomu vodiku nebo HAT), nebo mechanismem pienosu jediného
elektronu (ET). Mezi neutralizacni prooxidacni katalyzatory patii chelatory prooxidantnich
kovovych iontl (Cu a Fe), jejichz ptiklady jsou kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) a
kyselina citronova (CA) nebo deaktivuji reaktivni druhy, jako je betakaroten (Shahidi, 2015).
Primarni syntetické antioxidanty byly pouzité k zastaveni volnych radikald, ke kontrole
oxidace a vyvoje chuti patii mezi né¢ butylovany hydroxyanisol (BHA), butylovany
hydroxytoluen (BHT), propylgalat (PG) a terc-butylhydrochinon (TBHQ) (Shahidi a
Wanasundara, 1992).

Vitamin E

Vitamin E je antioxidant, ktery se rozpousti v tucich. Byl izolovan z oleje z pSeniénych
klickt. Ziskavan je hlavné z ofechil, oleji ze semen a obilovin. Jako vitamin E se oznacuji: a-,
B-, y- a 8- tokoferoly a a-, B-, y- a 6- tokotrienoly, ale nejvice z téchto forem vitaminu E se
z90% vyskytuje o-tokoferol. VSechny tokoferoly a tokotrienoly obsahuji aromatickou
kruhovou strukturu, kterd obsahuje hydroxylovou skupinu, kterd jim umoziuje darovat vodik
volnym radikalim a pusobi jako biologické antioxidanty. Jsou stabilni a nereaktivni diky
neparovému elektronu, ktery je vysledkem déarcovstvi vodiku, je pfemistén do prstencové
struktury tokoferolu. Nedostatek vitaminu E je pozorovan u pied¢astné narozenych déti a u
pacientl se vzacnym dédi¢nym onemocnénim galaktéozové intolerance (Pokorny a kolektiv,
2001). Na obrazku ¢. 17 je znazornén strukturni vzorec a-tokoferolu (Damodaran a kolektiv,
2017).
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Obrazek 17: Strukturni vzorec o tokoferolu

CH;

CH 3 CH 3 CH 3
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Karoteny

V zeleniné a ovoci bylo identifikovano 500 karotenoidt, které se vyskytuji v lidské
stravé. VétSina téchto sloucenin se ale vyskytuje v nizkych koncentracich a velmi
pravdépodobné maji maly nutriéni vyznam. Nejznamnéj$im karotenem je B-karoten (Wang,
1994), ktery je provitaminem vitaminu A, ale protoZze se v poslednich letech zvysil zajem 0
dietetické antioxidanty, zaméfil se na dalsi karoteny jako lutein a lykopen, které se hodn¢
vyskytuji v rajéatech (Khachik a kolektiv, 1995; Giovannucci, 1999). Strukturni vzorec

betakarotenu je na obrazku ¢. 18 (Damodaran a kolektiv, 2017).

Obrazek 18: Strukturni vzorec B-karotenu

Vitamin C

Vyskytuje se jako kyselina L-askorbova a kyselina dehydroaskorbova v ovoci, zeleniné
a bramborach, ale i1 ve zpracovanych potravinach, do kterych byl pfidan jako antioxidant. Ma
jednu nezpochybnitelnou funkei a to prevenci pied kurdéjemi. Vitamin C mize poskytnout 1
jiné ochranné ucinky proti rakoving a jinym onemocnénim. Kurdéje se vyskytuji u dospélych,
kdyz obvykly ptijem vitaminu C poklesne pod 1 mg na den, k prevenci a zmirnéni piiznaki je
dostatecné 10 mg na den (Bartley a kolektiv, 1953). Vitamin C ma ochranny ucinek proti
rakoving zaludku, hltanu a jicnu (Block, 1991), ale diikkazy o pfi¢iné jsou neprikazné, protoze
slozeni ovoce a zeleniny, kde se vyskytuje nejvice vitaminu, je slozité. Na obrazku ¢. 19 je

uvedeny strukturni vzorec vitaminu C (Damodaran a kolektiv, 2017).
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Obrazek 19: Strukturni vzorec vitaminu C (kyseliny L-askorbové)

(|ZH20H
HCOH
O 0
H -
OH OH
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1.5 Antioxida¢ni metody

1.5.1 ABTS

Tato metoda je zaloZzena na piimé oxidaci diamoniové soli ABTS (2,2'-azinobis
(kyselina 3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)) s peroxosiranem draselnym (K,S,0g) za vzniku
stabilniho volného radikalu kationtu (ABTSe"). Modrozelena barva roztoku ABTSe" je
odbarvena v pifitomnosti antioxidanti a toto odbarveni (redukce) je hodnoceno
spektrofotometricky pii 734 nm (Kim a Lee, 2009a; Sun a kolektiv, 2006a). Tyto redukce
prosttednictvim pfenosu elektrond a potlaceni radikali pomoci ptenosu atomu vodiku (HAT)
jsou dokumentovanany mechanismy antioxida¢nich sloucenin, které jsou schopny zachytit
radikaly ABTS (Kim a Lee, 2009a). Antioxida¢ni aktivita Maillardovych reakénich produkti
je vyjadfena jako pmol Trolox (ve vodé rozpustny analog vitaminu E) na vzorek. Procenta

inhibice Troloxu jsou porovnana s procenty inhibice vzorku (Sun a kolektiv, 2006b).

1.5.2 DPPH

Metoda DPPH (Sharma a Bhat, 2009) se pouziva pro hodnoceni volnych radikala, které
vychytavaji potencial molekuly antioxidantu. Je jedna ze standardnich a kolorimetrickych
metod pro hodnoceni antioxida¢nich vlastnosti ¢istych slou¢enin. Molekula DPPH ma stabilni
volny radikal, ktery se Siroce pouzivd k vyhodnoceni schopnosti sloucenin putsobit jako
vychytavace volnych radikali nebo donory radikalovych vodikd a tim méfit antioxidacni
aktivitu (Sharma a Bhat, 2009; Karioti a kolektiv, 2004; Kordali a kolektiv, 2005; Alma a
kolektiv, 2003; Jabbari a Gharib, 2012; Jabbari a kolektiv, 2014; Jabbari a Moallem, 2015).
V piitomnosti antioxidantd se DPPH méni z fialové na svétle zlutou barvu, ktera odpovida
redukované formé¢ DPPH, tj. 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazinu (DPPH-H) (lonita, 2005) (obrazek
¢. 20). DPPH muize také piispivat k homolytickym adicim s jinymi radikaly druhu R *, coz
poskytuje derivaty substituované R-DPPH-H (lonita, 2005).
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Obrazek 20: Schéma pfemény volné¢ho radikdlu DPPH na molekulu DPPH-H za pfitomnosti
antioxidantu

N N
]'|x,|' + RH —_— |”‘|J + 1y
O:N NO, Antioxidant O2N NO
NO, NO,
DPPH DPPH-H

DPPH absorbuje v oblasti 520 nm (lonita, 2005) v UV-VIS spektrech. Vypocita se jako %

inhibice s latkou Trolox (rovnice ¢. 1).

Rovnice 1: Vzorec pro vypocet inhibice s latkou Trolox

Ag vodou — Aurtitého kalibragniho roztok
DPPH (% lnhlblce) — svodou urcitenho Kalibracnino roztoku . 100

A s vodou

1.5.3 Stanoveni reduk¢nich vlastnosti

Reduk¢ni kapacita bioaktivni slou¢eniny mtize byt méfena piimou redukci Fe[(CN)sg]s
na Fe[(CN)g].. Pridani FeCls do redukovaného produktu vede k vytvofeni intenzivniho
komplexu Pruské modii Perl a vzniku Fes[Fe(CN)g]s, ktery se méii pii absorbanci 700 nm.

Reak¢ni schéma je znazornéno na obrazku €. 21 (Bursal a Giilgin 2011).

Obrazek 21: Schéma reakce

Redukéni
¢inidlo

K;Fe(CN), Fe(CN)a

Fe(CN)s  + FeCl; —— Fe,[Fe(CN)g],

Pii stanoveni reduk¢énich vlastnosti se méni barva zkouSeného roztoku ze zluté na
odstiny zelené az modré v zavislosti na redukéni sile vzorki antioxidanti. Redukéni vlastnosti

slouceniny mtzou slouzit jako vyznamny ukazatel jeho potencidlni antioxidacni aktivity
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(Giilgin a kolektiv, 2010c). Antioxidacni slouceniny redukuji zelezité komplexy na zeleznou
formu. Barevny komplex Pruské modii Perl byl vytvoren pfidanim FeClz do zeleznaté formy.

Vyssi absorbance naznacuji vy$si redukéni silu Zelezité formy (Giilgin a kolektiv, 2002a).

1.5.4 Schopnost vychytavat H,0,

Tato metoda je zalozena na reakci Zeleznatych iontd s 1,10-fenantrolinem. Zeleznaty
iont tvofi Cervenooranzovy komplex tri-fenantrolinu, ktery absorbuje v rozmezi 508-510 nm.
Tato metoda byla dlouho pouzivana pro kvantitativni méteni zeleza ve vzorcich (Kolthoff a
kolektiv, 1950). Pokud se do zkumavky pfida peroxid vodiku ptfed ptfidanim 1,10-
fenanthrolinu, H,O, oxiduje Zeleznaty na Zelezity iont, ktery neni schopen tvofit
¢ervenooranzovy komplex s 1,10-fenanthrolinem a pti 510 nm mizeme vidét prudky pokles
absorbance (Afsar a kolektiv, 1990; Bailey a Boltz, 1959). Po ptfidani Zeleznatého iontu se
pfida vychytava¢ a zndmé mnozstvi HyO, na nékolik minut. Pokud je vychytava¢ dostate¢né
schopny zachytit H,O; pfidany do vzorku, nedochazi k Zadné preméné Zeleznatého na Zelezity
iont a tri-fenantrolinu se detekuje ptidanim 1,10-fenantrolinu, coz vede k ¢ervenooranzovému
komplexu. Pokud vychytava¢ neni schopen zachytit H,O,, pak H»O, ptevede veskery
zeleznaty iont na zelezity, ktery neni schopen tvofit barevny komplex s 1,10-fenanthrolinem.

Schopnost vychytavat peroxid vodiku je stanovena podle rovnice €. 2.

Rovnice 2: Rovnice pro vypocet schopnosti vychytavat peroxid vodiku

A
% HZOZ — vzorek 100

As vodou

A piank absorbance roztoku obsahujiciho pouze siran Zeleznato-amonny a 1,10-fenantrolin
A ek absorbance roztoku obsahujiciho siran Zeleznato-amonny, peroxid vodiku spolu

s testovanou slou¢eninou a 1,10-fenantrolin
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1.5.5 FRAP

Metoda je zalozena na redukci komplexu chloridu Zelezitého s 2,4,6-tripyridyl-s-
triazinu (TPTZ) na Zeleznatou formu (Fe®") pii nizkém pH. Tato redukce je sledovéna
meéfenim zmény absorpce za vzniku modré barvy. Koncentrace Zeleznatych iontli se mefi
spektrofotometricky, které jsou produkované pti 593 nm (Alam a kolektiv, 2013; Vhangani a
Van Wyk, 2013; Khadidja a kolektiv, 2017). Redukéni kapacita MRP je vyjadfovana jako
jednotky absorbance. Mectoda se pouziva k hodnoceni antioxida¢ni aktivity (Lertittikul a
kolektiv, 2007; Wang a kolektiv, 2013). FRAP je rutinni metoda, ktera se pouziva pro
hodnoceni antioxida¢ni aktivity jednotlivych antioxidant a celkové antioxidacni aktivity na
zéklad® redukee Zelezitého Zeleza (Fe *) na Zeleznatou formu Zeleza (Fe ). Antioxidacni

kapacita byla stanovena pomoci kalibra¢ni fady s latkou Trolox (Kim a Lee, 2009a).

1.5.6 Pristroje, které se pouzivaji k méfeni barevnosti

Piistroje pro méfeni barevnosti mohou métit dva fyzické atributy (intenzita svételnych
zdrojti nebo odrazivost/propustnost objekti) nebo ptimo psychofyzickych (vizualni vnimani).
Vizualni vnimani mize poskytovat pouze omezené informace. Proto se kolorimetry, i kdyz
jsou ekonomicky vyhodné, postupné nahrazuji vSestrannéj$imi, ale néakladnéjSimi
spektrofotometry. Pouzivaji se tii typy pfistroji na méfeni barevnosti: kolorimetry,
spektrofotometry a spektroradiometry. Tyto tii typy pfistroju jsou dostupné na trhu s riznymi
pozadavky naro¢nosti a specializace. Spektroradiometr méfi v rezimu osvétlovaciho zafizeni.
Nedavny trend v fizeni instrumentéalnich procest vyustil v pouZivani online néstroji. VétsSina
kolorimetrickych nastrojii je vSak dosud offline a pouZzivaji se vétSinou v laboratofich.
Laboratorni pfistroje by mély byt vysoce presné a standardizované, zatimco on-line nastroje
by mély byt robustni v riznych prostiedich a mély by mit dobrou piesnost. Klasifikace

pfistroji pro méfeni vzhledu je znazornéna na obr. ¢. 22 (Choudhury, 2014).
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Obrazek 22: Klasifikace pristroji pro méteni vzhledu (Choudhury, 2014)

Instrumentalni pfistroje
|
Geometrické viastnosti Barevne vlastnosti

jako lesk, zakal textura |
atd. l l

Fyzikalni analyza Psychofyzikdlni analyza

| |
Spektroradiometr Spektrofotometr Kolormetr
{osvétlovaci rezim) I ‘

Objektovy rezim
I

| '

Odrazivost Transmitance

- :

On-line Off-line

Kolorimetr je pfistroj, ktery porovndva mnozstvi svétla prochazejiciho roztokem s

mnozstvim, které mtize projit vzorkem cistého rozpoustédla. Kolorimetr obsahuje fotobunku,

ktera je schopna detekovat mnozstvi svétla prochazejicitho zkoumanym roztokem. Cim vyssi

je koncentrace barviva v roztoku, tim vyssi je absorpce svétla.

Kolorimetry se rozdéluji do dvou skupin: vizudlni a fotoelektrické. Vizudlni kolorimetry se

d€li na dva typy: vizudlni méfic absorbce a skuteCny vizudlni kolorimetr. Vizualni méfic

absorbce porovnava barvu zkouSeného, obvykle kapalného, vzorku se standardem a hleda

mezi nimi shodu. Takovy pfistroj se pouziva na zéklad€ barvy pro chemickou analyzu a ke

stanoveni koncentrace. Skutecny vizualni kolorimetr klade diraz na vizudlni rovnocennost

nebo vizualni odhad. Schéma Duboscq kolorimetru je zobrazen na obr. ¢. 23 (Choudhury,

2014).
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Obriazek 23: Schéma Duboscq kolorimetru (Choudhury, 2014)

N

i
&

ZrcadoWZrcadb

Lampa
kde: L1 a L, jsou délky drahy absorbujicich roztoki

1 aCy jsou koncentrace, c; je znama koncentrace

Tento typ kolorimetru miize porovnavat pouze optické vlastnosti roztokli konkrétni barvici

latky, ale to je vSe, co je vyZadovano v mnoha testech pro hodnoceni barev.
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1.5.7 Stanoveni obsahu fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua

Metoda Folin-Ciocalteu je kolorimetricka metoda pro stanoveni celkovych fenolickych
latek a jejich produkta (Waterhouse, 2002). Slinkard a Singleton (1977) uvedli, Ze tato
metoda je nejlepsi pro stanoveni celkového obsahu fenold v suchych vinech. Derkyi (2011)
uvedl, ze rizné typy polyfenoli reaguji s ¢inidlem Folin-Ciocalteu podobné, coz je snaze
kvantifikovatelné (Chapuis-Lardy a kolektiv, 2002). Chapuis-Lardy a kolektiv (2002) pouzili
metodu ke stanoveni rozpustnych fenoli ve vodé z listu eukalyptu. Zjistili, Ze metoda je
rychla, poskytuje velky pocet vzorkli a umoznuje charakterizovat fenolické latky. Metoda je
zalozena na chemické redukci reakéni smési oxidii wolframu a molybdenu. Produkty redukce
oxidu kovu maji modrou barvu, ktera ma maximum absorce pii 765 nm (Waterhouse, 2002).
Izopolyfosfore¢né wolframany jsou v oxidovaném stavu (6+) kovu bezbarvé, slouceniny
molybdenu jsou zluté. Koncentrace fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua ve vzorku byla

stanovena pomoci kalibra¢ni fady s kyselinou galovou (Colowick a kolektiv, 1999).

1.5.8 Chelatace Zeleznatych ionti

Ptechodné kovy, zejména Zelezo a méd’, jsou nezbytné pro produkci volnych radikali
pomoci Fentonovych reakci. Také mohou iniciovat a propagovat peroxidaci lipidii. Zeleznaty
iont ma nejvyssi peroxidacni Gcinek, proto slouceniny s chelatacni aktivitou kova hraji pii
koncentraci klicovou roli pfi snizovani koncentrace pfechodnych kovi, které se podileji na
peroxidaci lipida (Bai a kolektiv, 2017). lontové chelata¢ni afinita MRP a hydroxylové nebo
pyrrolové skupiny jsou pfipisovany jejich antioxida¢nim aktivitam (Morales a kolektiv, 2005;
Gu a kolektiv, 2010). HMW Maillardovych reak¢nich produktd (> 50 kDa) ziskané v
konec¢né fazi MR vykazovaly vyssi aktivitu chelatujici kovy nez u LMW (Gu a kolektiv,
2010). Chelata¢ni aktivita kovi Mailardovych reak¢nich produkti je ¢asteéné zpusobena
aniontovou povahou melanoidinti, coZ z nich déla chelatory pfechodnych kovi. Atom dusiku
ve své struktufe muze chelatovat ionty médi (Morales a kolektiv, 2005; Wang a kolektiv,
2011). Chelata¢ni vlastnosti thiolovych skupin v MRP odvozenych od thiolu a hydroxylovych
skupin Amadori produktti byly popsany (Sproston a Akoh, 2016).
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1.6 Spektralni metody
1.6.1 UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektroskopie je technika, ktera se nejcastéji pouziva pro kvantitativni méfeni
roztoku, konkrétné pro stanoveni koncentraci znamych rozpusténych latek. Aplikace UV/VIS
spektrometrie na vzorky v pevném stavu vSak muze také poskytnout cenné poznatky.
Fyzikalni principy, z nichz tato metoda vychazi, jsou jednoduché, coz usnadnuje slozeni
spektrofotometru. Svétlo o znamé vinové délce a intenzité je smérovano na vzorek a jeho
konecna intenzita je po prichodu méfena detektorem. Porovnanim dopadajiciho zateni (lp) a
propousténého zareni (I) lze snadno vypocitat mnozstvi svétla absorbovaného vzorkem pii
dané konkrétni vinové délce. Podle Lambert-Beerova zakona lze tuto absorpci pouzit k
meéfeni koncentraci znamych rozpusténych latek (Dyamenahalli a kolektiv, 2015). Lambert-
Beertv zékon je zobrazen na rovnici ¢. 3.

Spektralni rozsah u UV/VIS oblasti je od 100 nm do 800 nm, ale bé&zngjsi je uzsi
interval od 190 nm do 750 nm. UV oblast je v rozmezi 190-380 nm a viditelna oblast od 380-
750 nm (Patience, 2013).

Rovnice 3: Lambert-Beertuv zakon

A =logy, - T =¢c-c-l

A ... absorbance []
& ... molarni absorpéni koeficient [1 mol™ cm™]
¢ ... molarni koncentrace [mol/l]

1... délka kyvety [cm]

24

kvantitativnim hodnoceni (Dyamenahalli a kolektiv, 2015).
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Hlavni fotofyzikalni proces

Energetické stavy molekuly jsou shrnuty v diagramu. Obecny energeticky diagram
elektronickych stavii pouzivany k vysvétleni primarnich fotofyzikalnich procest je zobrazen
na obr. ¢. 24, aniZ by byly brany v tivahu vibra¢ni stavy. Jednotlivé urovné odpovidaji riznym
energiim elektronli v singletovych a tripletovych stavech. Ze vSech zobrazenych ptechodi
zahrnuje standardni absorpcni spektroskopie pouze piechod 1. Z prechodli V a VI vznika
fluorescence a fosforescence. Piechody XI, XII a XIII jsou neradia¢ni piechody, které jsou
znamé jako interni konverze. Prechody XIV a XVII jsou pfechody mezi systémy. Piechod II
(T1 €Sp) predstavuje absorpci singlet-triplet, je to interkombinacni pfechod, ktery je zakazan.
Vyskytuje se tak s velmi nizkou intenzitou a pro pozorovani tohoto ptrechodu jsou nutné
specialni metody méfeni (Jaffeé a Orchin, 1962). Piechody III a IV jsou dvoufotonové
piechody, kde T; nebo S; musi byt excitovany primarné prvnim fotonem. Rezonan¢ni
fluorescence je proces reprezentovan VII a v praxi mize byt pozorovan pouze v plynech za

snizeného tlaku. Birks popsal hlavni fotofyzikalni procesy (Klessinger, 1982).

Obrazek 24: Obecny energeticky diagram elektronickych stavii
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Dvoupaprskovy spektrofotometr

Dvoupaprskovy spektrofotometr pouziva k zdznamu a odecteni zékladnich linii od
spektra dva svételné paprsky stejné intenzity spolu se dvéma fotonasobici. Jeden svételny
paprsek ozaiuje Kyvetu, ktera obsahuje analyt. Druhy ozafuje kyvetu, ktera obsahuje pouze
vhodné rozpoustédlo. V podstaté jsou dvé spektra zaznamenavana soucasné€, kdyz je vinova
délka svétla skenovana v pozadovaném rozsahu vlnovych délek. Zékladni spektrum se potom
odeCte od spektra odpovidajiciho vzorku analytu a ziskd se normalizované UV viditelné
spektrum. Pfi pouziti tohoto pfistroje musi platit tyto tii pfedpoklady:
- oba svételné paprsky musi mit stejnou intenzitu
- tyto dvé kyvety musi mit stejnou absorp¢ni schopnost, mély by byt stejné znacky a typu
- je tieba piedpokladat, ze fotodetektory maji stejnou citlivost (Higson a Séamus, 2004).

Na obrazku €. 25 je schéma dvoupaprskového spektrofotometru.

Obrazek 25: Schéma dvoupaprskového spektrofotometru (Higson, 2004)

Eeferencni kyveta Fotodetektor

p
Monochromator 7
Diferencidini L » PC
zesilovad
— I~
|~
Kyveta se vzorkem Fotodetektor

UV/VIS spektrometrie ma svoje vyhody (Brar a kolektiv, 2015) a nevyhody.

Vyhody:

Instrumentalni nastaveni a aplikace UV-VIS je relativné ptimocara a jednoducha. Mala
nebo skoro zadna ptiprava vzorku. Analyza probiha velmi rychle. Spektralni skenovani trva
do 1 minuty. U¢inky odezvy, rozptylu a absorpce rozpoustédlem lze minimalizovat pouZitim
slepého pokusu (s vodou).
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Nevyhody:

Elektronicky drift, zmény napéti a ucinki teploty mohou vyvolat elektronickou
polarizaci naboji. Chyby metody mohou c¢asto vyplyvat z nelinedrniho chovéani materialu
vzorku (Thomas, 1996). Zdroj deuteria méfi pouze pod 320 nm a zdroj wolframu nad 320 nm.
Frakéni mnozstvi absorbovaného svétla a svétla zbyvajiciho pro pienos, vztahujici se k

tloust’ce a koncentraci vzorku, muze zpusobit chyby (Swinehart, 1962).

1.6.2 IC ATR/FTIR spektrometrie

Je to snadna nedestruktivni, pouzitelna a povrchové citliva IC vzorkovaci technika pro
in situ vyzkum CMP procest (Hind a kolektiv, 2001).

Princip:

ATR je zaloZena na ztraté intenzity infracerveného zatreni po Uplném odrazu na jedné
nebo vice sténach tzv. vnitiniho odrazového prvku (IRE), ktery je vyrobeny z vysoce
refrakéniho materialu. Béhem tplného odrazu se v IRE na odrazové strané vytvoii vina, ktera
je kolma k povrchu. Tato vlna pronika opticky ,Fid$im* médiem a existuje i za hranici
rozhrani exponencialnim signalem rozpadu. Energie této viny se zcela odrazi bez latky, ktera
absorbuje infracervené zéafeni v obdlce evanescentni viny. K tlumu dochézi pouze diky
sloucenindm, které absorbuji infracervené zafeni, miizkdm, adsorbatim atd., uvnitt opticky
tenciho média. Evanescentni vlna, pokud je s vysokym indexem dfive zachycena materidlem,
nez je jeji amplituda nulovd, Cast viny v tomto materidlu pokracuje. Toto se nazyva jako
celkovy vnitini odraz (Babu a Suryadevara, 2016).

Zalezi, z jakého infraCerveno-transparetniho materialu s vysokym indexem lomu se
vnitini odrazovy prvek (IRE) sklada: napf. ze selenidu zinecnatého (ZnSe), bromidu
thalnatého a jodidu (KRS-5), teluridu kademnatého (CdTe) nebo z germania (Ge) (Hind a
kolektiv, 2001). Tvar IRE je urCen aspekty: musi byt definovan pocet celkovych odrazi,
provedeni je ureno prislusnym méticim piisluSenstvim, infracerveny paprsek musi zajistovat
uplny odraz na strané vzorku tim, ze vstoupi a opusti vzorek pod stejnym thlem (Babu a
Suryadevara, 2016).

Je hodné¢ IRE s riznymi tvary (Harrick, 1967). Jednoduchy IRE pro jednotlivé odrazy
jsou napt. pravidelné trojuhelnikové hranoly, které jsou znazornéné na obrazku ¢. 25. (a).
Pokud jde o vicenasobny odraz, IRE se skladd z rovnobéznych ploch, které jsou bud’
naklonénymi nebo kolmymi plochami, odkud infracerveny paprsek vstupuje ¢i odchazi 26.

(b) (Babu a Suryadevara, 2016)
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Obrazek 26: Schéma pouzivanych ATR s jednim nebo vice nasobnym odrazem (Babu a
Suryadevara, 2016)

d,, ... Hloubka priniku
g ... Uhel dopadu
ny ... Index lomu IRE

Ny ... Index lomu vzorku

(b) Vzorek
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2. EXPERIMENTALNI CAST

Metody, které jsou pouzivany pro meéfeni UV/VIS spekter jsou: spektrofotometrie,
kolorimetrie a fotometrie. U této diplomové prace byla pouzita spektrofotometricka metoda.
Piiprava vzorku smési a extraktu byly uvedeny v kapitole (2.3.1 a 2.3.2). Extrakty smési
glukozy s danou aminokyselinou byly prométeny v oblasti od 200 do 800 nm. Vinova délka
do 200 nm je oznacovana jako ultrafialova oblast. Latky, které absorbuji zafeni do 380 nm
jsou bezbarvé. V rozmezi vinovych délek 380 do 770 nm (viditelna oblast) se projevuji jako
barevné, absorbuji slune¢ni zafeni. Absorpéni spektra jsou vyjadfovdna jako zavislosti
absorbance na vinové délce.

Pro méfeni infraCervenych spekter byl pouzit infracerveny spektrometr s Fourierovou
transformaci (FTIR spektrometr) s technikou zeslabeného uplného odrazu (ATR). Na rozdil
od UV/VIS spekter, byly u infracervené spektrometric méfeny piimo pevné vzorky smési
glukézy s danymi aminokyselinami, postup byl uveden v kapitole 2.3.1. Suché vzorky smési
byly uchovéavény v exikatoru na silikagelu a byly proméfeny v oblasti od 400 do 3900 cm™
(stiedni IC oblast). V této oblasti organické slou¢eniny vykazuji nejvétsi pocet pasi.

Infracervena spektra jsou vyjadfovana jako zavislosti absorbance (transmitance) na vinoctu.

2.1 Chemikalie

ABTS (2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)), 10 mg tab., Sigma-Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, 98 %, Penta

DPPH (2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)-hydrazyl, 100 %, Sigma-Aldrich
Glycin, min. 99 %, Sigma-Aldrich

Hexakyano-Zeleznatan trihydrat tetradraselny, 99,8 %, Lach-ner
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, 99,2 %, Lach-ner
5-hydroxymethylfurfural, 99%, Fluka

Chlorid zelezity, 97 %, Sigma-Aldrich

L-glutamin, min. 99%, Sigma-Aldrich

L-lysin-monohydrat, >99 %, Merck

L-serin, min. 99 %, Sigma-Aldrich

Methanol, 99,9 %, Honeywell

o-fenantrolin, p.a., Lachema

Peroxid vodiku, >30 %, Fluka

Peroxodisiran draselny, >99 %, Sigma-Aldrich

51


https://www.pentachemicals.eu/soubory/specifikace-nove/dihydrogenfosforecnan_sodny_dihydrat.pdf
https://www.pentachemicals.eu/soubory/specifikace-nove/dihydrogenfosforecnan_sodny_dihydrat.pdf

Siran zeleznato-amonny, >99 %, Sigma-Aldrich

Trolox (+ 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-kaboxylova kyselina), >98 %, Fluka
D-Gluk6za monohydrat, p.a. , Penta

Kyselina galova, >98 %, Fluka

Uhli¢itan sodny, >99,5 %, J. T. Baker

Folin &Ciocalteu’s phenol reagent, Sigma-Aldrich

HCI, 35 %, Penta

NaOH, p.a., Penta

Kyselina octova, 99 %, Penta

TPTZ (2, 4, 6- tris(2-pyridyl)-s-triazin), >98 %, Sigma-Aldrich

tetrahydrat FeCl,, >99 %, Sigma-Aldrich

Ferozin (3-(2-Pyridyl)-5,6-difenyl-1,2,4-triazine-p,p’- hydrat monosodné soli disulfonové
kyseliny, 97 %, Sigma-Aldrich

2.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy, Kern ABT 220-4NM, Némecko

UV-2600 UV-Vis Spektrofotometr, Shimadzu, Japonsko

Infracerveny FTIR spektrometr s ATR technikou

Mikrocentrifuga, MiniStar silverline, VWR International, 6000/min., Korea
Sktinovy termostat, Lovibond, Dortmund, Némecko

Ttepacka rota¢ni, VWR International, 20/min., Mexiko

Ultrazvukova lazen (Bandelin-sonorex RK31): Bandelin Electronic, Berlin, Némecko
Vodni lazen

Odmérné a laboratorni sklo

Plastova kapatka

Kyvety

Exsikator

Keramicka miska

Petriho misky
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava vzorku smési

Ve 20 ml destilované vody bylo rozpusténo 0,05 molu glukdzy a 0,05 molu ptislusné
aminokyseliny (glutaminu, glycinu, lysinu, a serinu). Po rozpusténi bylo dano 10 ml této
smési na petriho misku o priméru 10 cm a smés byla zahfivana v suSarn€ s nucenym ob&éhem
vzduchu pii 100 °C po dobu 60 minut. Petriho misky byly v susarné oteviené. Vznikly hnédy
prasek byl seskraban, homogenizovan v keramické tfeci misce na jemny prach a vysuSen
Vv exsikatoru nad Cerstvé vyzihanym silikagelem. Po ca 3 tydnech byly vzorky pievedeny do
suché a ¢isté plastové zkumavky. Plastové zkumavky byly uchovavany v exsikatoru se

silikagelem.

2.3.2 Priprava extraktu smési

S presnosti na Ctyii desetinnd mista bylo navazeno 0,1 g praskové smési glukoza +
ptislusné aminokyseliny (glutaminu, glycinu, lysinu, a serinu) a rozpusténo ptesné v 10 ml
destilované vody V plastové zkumavce. Plastové zkumavky s danou smési byly dany do
rotacni tfepacky umisténé v termostatu pii 25 °C po dobu 30 minut. Piiprava 100 x zfedéného
vzorku: Z plastovych zkumavek bylo odebrano 1,5 ml suspenze do ependorfek, které byly
dany na 5 minut do mikrocentrifugy pti otackach 6000/min. Ze supernatantu byl odebran 1 ml
do 100 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Stejnym postupem byly
pfipraveny roztoky 50x a 10x fedéné. S takto pfipravenymi vzorky byly provadény vSechny

nasledujici antioxidacni metody.

2.3.3 Priprava roztoki a standardi
Priprava zasobniho roztoku Troloxu o koncentraci 500 mg/l v metanolu

Byl pfipraven navazenim 0,05 g do 100 ml odmérné banky a doplnéno metanolem po rysku.

Priprava 2-hydroxymethylfurfuralu o koncentraci 1500 mg/I
Byl pfipraven navazenim 0,15 g do 100 ml odmé&rné batiky a dopInéno destilovanou vodou po

rysku.

Priprava 0,064 M peroxodisiranu draselného
Byl pfipraven navazenim 0,1743 g do 10 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.
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Priprava 1 % hexakyanoZeleznatanu draselného
Byl pfipraven navazenim 0,5 g do 50 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.

Priprava 0,2 M fosfatového pufru o pH 7,4
Ptiprava 0,2 M Na,HPO4 12 H,0 do 100 ml odmérné batiky:

Byl pfipraven rozpusténim 7,164 g do 100 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.

Ptiprava 0.2 M NaH,PO4 2 H,0 do 100 ml odmérné barky:

Byl ptipraven rozpusténim 3,121 g do 100 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.

Bylo smichano 40,5 ml Na,HPO, 12 H,0 a 9,5 ml NaH,PO,; 2 H,0 do 100 ml odmérné

barky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Piiprava 0,1 % chloridu Zelezitého
Byl ptfipraven rozpusténim 0,01 g do 10 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.

Priprava 1 mM siranu Zeleznato-amonného
Byl pfipraven rozpusténim 0,040 g do 100 ml odmérné banky a doplnéno redestilovanou

vodou po rysku.

Priprava 1 mM o-fenantrolinu
Byl pfipraven rozpusténim 0,0198 g do 100 ml odmérné baniky a doplnéno redestilovanou

vodou po rysku.
Piiprava 0,005 M peroxidu vodiku

Byl ptipraven pipetazi 28,3 pl 30 % H,0, do 50 ml odmérné banky a doplnéno redestilovanou

vodou po rysku. Vzdy je diilezité pfipravovat ho Cerstvy a uchovévat ve tme.
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Priprava 5 % uhli¢itanu sodného
Byl piipraven rozpusténim 1,25 g do 25 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.

Priprava 20 mM chloridu Zelezitého
Byl ptipraven rozpusténim 0,0811 g do 25 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.

Piiprava 10 mM roztoku TPTZ ve 40 mM HCI
Byl piipraven rozpusténim 0,1562 g do 50 ml odmérné baiky a doplnéno 40 mM HCI po
rysku.

Priprava 40 mM HCI
Byla ptipravena pipetdzi 0,177 ml 35 % HCI do 50 ml odmémé baiikky a doplnéno
destilovanou vodou po rysku.

Piiprava 0,3 M octanového pufru o pH 3,6
Byl piipraven ze dvou zasobnich roztoki: 0,3 M NaOH a 2 M kyseliny octové. Bylo
smichéno do 100 ml odmérné banky 14,95 ml 2 M kyseliny octové a 6,3 ml 0,3 M NaOH a

doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Priprava 0,3 M NaOH
Byl ptipraven rozpusténim 0,3 g do 25 ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou po

rysku.

Priprava 2 M Kkyseliny octové
Byla ptipravena pipetazi 5,77 ml 99 % kyseliny octové do 50 ml odmérné baiiky a doplnéno
destilovanou vodou po rysku.

Priprava 2 mM chloridu Zeleznatého

Byl ptipraven rozpusténim 0,0198 g do 50 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou

po rysku.
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Priprava 5 mM ferozinu
Byl pripraven rozpusténim 0,2462 g do 100 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou

vodou po rysku.
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2.4 Antioxida¢ni metody

2.4.1 Metoda ABTS

Tato metoda byla pievzata z diplomové prace (JaresSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Radikal ABTS byl pfipraven rozpusténim tablety (10 mg) v 5 ml destilované vody a bylo
piidano 100 pl roztoku peroxodisiranu draselného, ktery mél koncentraci 0,064 mol/l. Tato
smés byla ponechana pfi laboratorni teploté ve tmé& po dobu 16 hodin. Z tohoto roztoku bylo
odebréano 2,5 ml do 100 ml odmérné baiiky, ktera byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Do sklenéné zkumavky s vickem bylo pipetovano 3 ml roztoku radikalu a 300 ul 100 X
zfedéného vzorku. Poté byly zkumavky nechdny pfi laboratorni teploté 40 minut ve tmé a
nasledn¢ byl zméfen ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm. Stejnym zplisobem byl také
pfipraven slepy pokus, pouze misto 100 x zfedéného vzorku byla pfidana destilovana voda.
Antioxidacni kapacita byla stanovena pomoci kalibra¢ni fady s latkou Trolox, podle rovnice 1
(str. 40). Kalibra¢ni fada Troloxu byla pfipravena ze zasobniho roztoku o koncentraci 500
mg/l. Postupnym fedénim byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 300, 200, 100,
80, 60, 30, 20 a 10 mg/l. VSechny kalibra¢ni roztoky byly doplnéné metanolem po rysku.

2.4.2 Metoda DPPH

Tato metoda byla pfevzata z diplomové prace (JareSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pipetovano 3 ml metanolického roztoku DPPH
radikalu o koncentraci 25 pg/ml (6,34-10® mol) a 300 pl 100 x zfeddného vzorku. Zkumavky
byly ponechany pii laboratorni teploté¢ po dobu 40 minut ve tmé a poté byl zméfen tbytek
absorbance pfi 517 nm. Stejnym zptisobem byl také ptipraven slepy pokus, pouze misto 100 x
ziedéného vzorku byla pridana destilovana voda. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent
Troloxu, podle rovnice ¢. 1 (str. 40). Kalibra¢ni fada Troloxu byla piipravena ze zasobniho
roztoku o koncentraci 500 mg/l. Postupnym fedénim byly pfipraveny kalibracni roztoky o
koncentracich 300, 200, 100, 80, 60, 30, 20 a 10 mg/l. VSechny kalibra¢ni roztoky byly

doplnéné metanolem po rysku.
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2.4.3 Stanoveni reduk¢nich vlastnosti

Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pipetovano 1 ml 100 x zfedéného vzorku, 2,5
ml 1 % hexakyanozeleznatanu draseln¢ho a 2,5 ml 0,2 M fosfatového pufru o pH 7,4. Tato
smés byla inkubovéana na vodni lazni pti 50 °C po dobu 30 minut. Reakce byla ukoncena
pfidanim 2,5 ml 10 % trichloroctové kyseliny. Ke spektrofotometrickému stanoveni bylo
odebrano do sklenénych zkumavek s vickem 2,5 ml roztoku, 2,5 ml destilované vody a 0,5 ml
0,1 % chloridu Zelezitého. Absorbance byla méfena pti 700 nm. ZvySeni absorbance reakéni

smési vzorku indikovalo redukéni vlastnosti (Jayaprakash a kolektiv, 2001).

2.4.4 Schopnost vychytavat peroxid vodiku

Tato metoda byla pievzata z diplomové prace (JareSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pipetovano 0,25 ml 1mM siranu Zzeleznato-
amonné¢ho s 62,5 pl peroxidu vodiku o koncentraci 5 mM a 500 pl 100 x zfedéného vzorku.
Smés byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Po inkubaci byl do sklenénych
zkumavek pfidan 1,5 ml 1 mM o-fenantrolin, nasledovala dalsi inkubace po dobu 10 minut pii
laboratorni teploté. Byla zméfena absorbance ptfi 510 nm. Slepy pokus obsahoval 0,25 ml 1
mM siranu zeleznato-amonného, 1,562 ml destilované vody a 1,5 ml 1mM a o-fenantrolinu.
Vysledek se vyjadiuje jako % vychytavajici schopnosti peroxidu vodiku, podle rovnice ¢. 2

(str. 41).

2.4.5 Metoda FRAP

Tato metoda byla prevzata z diplomové prace (JareSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Ke stanoveni byla pouzita smés, ktera obsahovala chlorid Zelezity o koncentraci 20 mmol/l,
10 mM roztok TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) ve 40 mM HCl a 0,3 M octanovy pufr o
pH 3,6 (bylo smichano v poméru 1:1:10). Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pipetovano
3 ml ptipraveného roztoku a 300 pl zfedéné¢ho vzorku. Zkumavky byly ponechany na 45
minut ve tmé& pii laboratorni teploté. Po této dobé byla zmétena absorbance pti 593 nm.
Stejnym zplsobem byl zméten 1 slepy pokus. Slepy pokus misto zfedéného vzorku obsahoval
destilovanou vodu. Antioxida¢ni kapacita byla stanovena pomoci kalibra¢ni tady Trolox.
Kalibra¢ni fada Troloxu byla pfipravena ze zasobniho roztoku o koncentraci 500 mg/l.
Postupnym fedénim byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 300, 200, 100, 80,
60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 4 a 2 mg/l. VSechny kalibra¢ni roztoky byly doplnéné¢ metanolem po
rysku.
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2.4.6 Index hnédnuti

Intenzita zhnédnuti roztokd glukozy obsahujicich aminokyseliny byla méfena proti
destilované vod¢é pii 420 nm bez korekce pomoci dvoupaprskového spektrofotometru
Schimadzu model UV-2600 UV-VIS. V piipadé potieby mize byt provedeno vhodné fedéni,
aby byla opticka hustota mensi nez 1,5 (Ajandouz a Puigserver, 1999) s mirnou modifikaci.

Stanoveni indexu hnédnuti, viz. rovnice €. 4.

Rovnice 4: Stanoveni indexu hnédnuti pii 420 nm, bez korekce (lwe a kolektiv, 2004) s mirnou
modifikaci

BI = A420

2.4.7 Stanoveni obsahu fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua

Tato metoda byla pfevzata z diplomové prace (JareSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Do sklenénych zkumavek s vickem byl pipetovan 1 ml vzorku (u vzorku glukézy + lysinu 50
x tedéného, u ostatnich 10x zfedéného), 6 ml destilované vody a 0,5 ml c¢inidla Folin-
Ciocalteua. Po 5 minutach stani byl pipetovan 1 ml 5 % Na,COs3. Zkumavky byly ponechany
na 30 minut ve tmé pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pii 765 nm.
Soucasné byl také proméfen slepy pokus (kde misto vzorku byla pouzita destilovana voda).
Slepy pokus obsahoval 7 ml destilované vody, 0,5 ml ¢inidla Folin-Ciocalteua a po 5
minutach byl pfidan 1 ml 5 % Na,COj3. Kalibra¢ni fada kyseliny galové byla pfipravena ze
zasobniho roztoku o koncentraci 500 mg/l. Postupnym fedénim byly pfipraveny kalibracni
roztoky o koncentracich 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 a 10 mg/l. VSechny kalibra¢ni

roztoky byly doplnéné metanolem po rysku.

2.4.8 Chelatace Zeleznatych ionti

Tato metoda byla prevzata z diplomové prace (JareSova L., 2018) s mirnou modifikaci.
Do sklenénych zkumavek s vickem bylo pipetovano 3 ml 100x fedéného vzorku, 150 pl 2
mM FeCl,. Poté byla reakce zahajena pfidanim 0,6 ml 5 mM ferozinu. Zkumavky byly
promichany a nechané na 10 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena
absorbance pii 562 nm. Stejnym zplUsobem byl také proméfen slepy pokus. Slepy pokus
obsahoval 3 ml destilované vody a 150 ul 2 mM FeCl, Vzorek s nizsi absorbanci vykazuje

vys$i chelatacni schopnost zeleza.
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2.4.9 Sledovani absorbance u smési 5-hydroxymethylfurfuralu a DPPH

Ke spektrofotometrickéhu méfeni bylo smichano 3 ml radikalu DPPH o koncentraci 25
pg/ml a 300 pl 5-hydroxymethylfurfuralu o koncentraci 100 mg/ml. Absorbance byla méfena
kazdych 18 sekund pfi 515 nm az do 8. minuty. Experiment byl provadén pii laboratorni

teploté a ve tmé. Tento experiment byl porovnan s praci Zhao a kolektiv (2013).

2.4.10 Sledovani absorbance u smési furfuralu s ABTS nebo DPPH

Ke spektrofotometrickému méteni bylo smichano: 3 ml radikdlu ABTS a 300 ul
furfuralu o koncentraci 1694 pg/l. Stejnym zptisobem bylo provedeno i druhé méteni s DPPH.
Absorbance byla zaznamenéana kazdych 5 minut az do 20. minuty. U antioxidacni metody

ABTS bylo méfeni provedeno pii 734 nm, u DPPH 515 nm. Poté bylo méteni vyhodnoceno.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE
VYSLEDKY

Pied samotnym spektrofotometrickym méfenim nékteré antioxidacni metody (ABTS,
DPPH, FRAP) a stanoveni fenolickych latek podle Folin-Ciacalteua vyzadovaly optimalizaci
inkubacniho casu. Optimalizace byla provedena spektrofotometrickym promeétfenim
zkumavek s pozadovanymi chemickymi slou¢eninami po dobu 28 minut u antioxida¢nich
metod: ABTS, DPPH, FRAP, 40 minut u stanoveni fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua.

Optimalni ¢as byl zvolen tak, aby se hodnoty absorbance témét neménily.

Charakteristika a interpretace IC spekter smési glukézy s aminokyselinou
(lysinu, glycinu, serinu a glutaminu)

Suché hnédé dvouslozkové smési vzorkd byly pfipraveny podle postupu, ktery byl
uveden v bod¢ 2.3.1. Poté byly analyzovany 4 infracervené spektra smési glukézy s danymi
aminokyselinami, které jsou zobrazeny na obrazcich 27, 28, 29 a 30. Na obrazku ¢. 27 je

znazornéno infracervené spektrum smési glukozy a lysinu.

Obrazek 27: Infracerveni spektrum smési glukdzy a lysinu
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Pasy nad 1000 cm™ jsou pfifazovany ke skupindm C-O-C, C-CH a C-OH. Ve viech
spektrech v rozmezi 1019-1081 cm™ se vyskytuje skupina C-OH. Ve tiech spektrech se
vyskytuje deformacni CHs VvV rozmezi od 1364-1393 cm™. U infraderveného spektra smeési
glukézy s lysinem se vyskytuji valenéni (CH,) vibrace pii 2855 a 2934 cm™. Také se u této
smé&si nachazi amidova skupina vs (C=0) + vs (C-N) v oblasti 1574 cm™. Na obrazku &. 28 je

znazornéno infracervené spektrum smési glukozy a glycinu.

Obrazek 28: Infracervené spektrum smési glukozy a glycinu
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V infraderveném spektru smési glukozy a glycinu se v oblasti 1617 cm™ vyskytuje
amidova skupina vs (C=0) + v (C-N).
V infraderveném spektru smési glukézy a serinu se v oblasti 1623 cm™ nachazi amidova
skupina vs (C=0) + vs (C-N). Na obrazku ¢. 29 je znazornéno infracervené spektrum glukozy

a serinu.
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Obrazek 29: Infracervené spektrum glukézy a serinu
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Posledni infracervené spektrum smési je glukoza s glutaminem, infracervené spektrum
je zobrazeno na obrazku ¢ 30. V oblasti 1409 cm™ se vyskytuje valenéni vibrace (CN).
Amidova skupina vs (C=0) + vs (C-N) se nachézi v oblasti 1625 cm™. Valen&ni vibrace v
(NH) se nachézi v oblastech 3200 a 3396 cm™.
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Obrazek 30: Infracervené spektrum smési glukozy a glutaminu
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Charakteristika a interpretace UV/VIS spekter smési glukozy
s aminokyselinou (lysinu, glycinu, serinu a glutaminu)

Kazda chemicka slouc¢enina ma svoje typické UV/VIS spektrum. Na prvnim piilozeném
obrazku €. 31 je zobrazeno spektrum smési glukozy s jednotlivymi aminokyselinami. Spektra
jsou posunuta smérem doprava. Odli$uji se od sebe v absorb&énich maximech.

Nejveétsi absorpéni maximum vykazovala smés glukézy s lysinem 0,98. Smés glukozy
s glycinem vykozovala absorpéni maximum 0,76. Smés glukozy se serinem vykazovala

absorp¢ni maximum 0,41. Nejmensi absorpéni maximum méla smés glukozy s glutaminem

0,14.

Obrazek 31: Absorpcni spektrum extraktu smési glukoézy s jednotlivymi aminokyselinami, 100x

znazoriuje fedéni
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3 ml extraktu smési glukozy s jednotlivymi aminokyselinami (100x fedéno) byly
smichany s 300 pl destilované vody. Celkové fedéni smési tedy bylo 1000x, jejich spektra
jsou uvedena (Obrazek ¢. 32). Tata spektra byla vzajemné porovnavana. U spekter na
obrazku ¢. 31 byly intenzivngj$i absorbance nez u obrazku ¢. 32. Tady byly absorbance
mensi, protoze vzorky byly navic ziedény destilovanou vodou. Jinak se od sebe spektra
neodliSuji. Nejvétsi absorpéni maxima vykazovala smés glukozy s glycinem a vodou 0,07.

Smés glukozy s lysinem a vodou vykazovala absorbéni maximum 0,06. Smés glykozy se
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serinem a vodou 0,02. Nejmensi absorpéni maximum vykazovala smés glykozy

s glutaminem a vodou 0,01.

Obrazek 32: Absorpcni spektrum extraktu smési glukézy s jednotlivymi aminokyselinami a

destilovanou vodou, 1000x znazoriuje celkové fedéni
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Charakteristika a interpretace UV/VIS spekter smési glukozy
s aminokyselinou (lysinu, glycinu, serinu a glutaminu) s antioxida¢nimi
metodami ABTS a DPPH

Byla porovnavana spektra cisttho DPPH se smési glukozy a aminokyselin
s metanolickym roztokem DPPH. Pro ¢isté spektrum bylo dano do kyvety 3 ml radikalu
DPPH. Nasledné¢ bylo spektrum proméieno. U smési glukdzy a aminokyselin s metanolickym
roztokem DPPH bylo do kyvety dano: 3 ml radikalu DPPH a 300 pl dané smési cukru a
aminokyseliny. Poté bylo také spektrum proméfeno a je uvedeno na obrazku ¢. 33. Absorpéni
pas kolem 330 nm, ktery znazornuje radikal DPPH, se vyskytuje v absorpénich maximech cca
1. U produktu DPPH-H je absorpéni pas kolem 520 nm a vyskytuje se v absorpénich

maximech cca 0,6.

Obrazek 33: Porovnani Cistého spektra DPPH se smési glukdzy a aminokyselinami s metanolickym
roztokem DPPH
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Byla porovnavana spektra ¢istétho ABTS se smési glukdzy a aminokyselin s ABTS. Pro
Cisté spektrum bylo dano do kyvety 3 ml radikdlu ABTS. Nasledné bylo spektrum proméfeno.
U smési glukodzy a aminokyselin s ABTS bylo do kyvety dano: 3 ml radikalu ABTS a 300 pl
dané smési cukru a aminokyseliny. Nasledné bylo také spektrum proméieno a je uvedeno na
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obrazku ¢. 34. VEtsi rozdily v absorpénich maximech jsou u antioxidacni metody ABTS.
Vyrazné absorp¢ni pasy u antioxioxida¢ni metody ABTS jsou u 339 nm a 406 nm. U prvniho
absorp¢niho pasu se nejvice odliSuje od ostatnich smés glukézy s lysinem s absorpénim
maximem 2,5. Ostani smési glukdzy s glycinem, serinem a glutaminem maji pfiblizné stejné
absorpéni maxima kolem 1,9. Vice odchylek se nachazi u druhého absorp¢éniho pasu (391 nm
a 418 nm). Nejvyssi absorpéni maximum ma Cist¢ ABTS 1,88 a 1,99. Potom nasleduji smési
glukozy s glutaminem (1,7 a 1,8) a serinem (1,33 a 1,48). Nejmensi absorpéni maxima méla

smés glukozy s lysinem (1,09 a 1,19).

Obrazek 34: Porovnani Cistého spektra ABTS se smési glukozy a aminokyselinami s ABTS
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Reakce furfuralu s ABTS, DPPH

Bylo provedeno sledovani absorbance na ¢ase pro furfural o koncentraci 1694 ug/1 proti
ABTS a DPPH. Bylo do kyvety dano: 3 ml radikalu ABTS a 300 pl furfuralu o koncentraci
1694 pg/l. Stejnym zptisobem bylo provedeno i druhé méfeni s DPPH. Poté byly oba roztoky
promé&ieny. Jejich sledovani absorbance na ¢ase je uvedeno na obrazku ¢. 35. Na obrazku bylo

vyhodnoceno, ze furfural o koncentraci 1694 ug/l nereaguje s ABTS a DPPH.
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Obrazek 35: Sledovani abrobance na case pro furfural o koncentraci 1964 pg/l proti ABTS a DPPH
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3.1 Antioxida¢ni vlastnosti produkti Maillardovy reakce S vyuZitim metody
ABTS

Pracovni postup antioxidacni metody ABTS byl popsan v kapitole 2.4.1. Kalibra¢ni
fada Troloxu byla sestavena ze 4 kalibra¢nich bodu v rozsahu od 10-60 pg/ml (Ptiloha ¢. 1).
Podle ni byla vypocitana koncentrace vzorku jako ekvivalent Troloxu v mg/ml extraktu
vzorku (Graf ¢. 1). Znaméfenych absorbanci bylo mozné spocitat primérné hodnoty
absorbanci a smérodatnou odchylku. Optimalizace byla stanovena na 28 minut, protoze se

hodnoty absorbance v tomto ¢ase jiz vyrazn¢ neménily (Ptiloha ¢. 2).

Graf 1: Vysledky vyjadiené jako ekvivalent Troloxu v [mg/ml] u antioxidaéni metody ABTS u 100x

fedénych vzorki, N=4
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Podle grafu ¢. 1 lze vyhodnotit, Ze nejvétsi antioxidac¢ni aktivita byla zaznamenana u
smési vzorku glukézy s lysinem. Koncentrace smési tohoto vzorku byla 5,2 mg/ml + 0,04.
Podobné antioxida¢ni aktivity vykazovaly smési glukozy s glycinem a serinem. Koncentrace
smési glukozy s glycinem byla 2,4 mg/ml + 0,23 a glukdézy se serinem 2 mg/ml +0,14.
Nejmensi antioxidacni aktivitu vykazovala smés glukozy s glutaminem. Koncentrace byla 0,9
mg/ml £ 0,05.

Usuzuji, ze rozdilné vysledky jednotlivych extrakti mohou byt zptisobené rozpustnosti

jednotlivych smési. Jedna se o tfi smési: glukozu s lysinem, glycinem a serinem. Po
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rozpusténi v destilované vod¢é mely syté hnédy odstin. Naopak smés glukézy s glutaminem se

od nich vizualné¢ lisila. Barva byla na rozdil od tfech smési svétlé hnéda, spise do oranzova.

3.2 Antioxida¢ni vlastnosti produkti Maillardovy reakce s vyuZitim metody
DPPH

Pracovni postup antioxida¢ni metody byl popsan v kapitole 2.4.2. Kalibra¢ni fada byla
sestavena ze 6 kalibrac¢nich bodi v rozsahu od 10-100 ug/ml (Ptiloha ¢. 3). Podle ni byla
vypocitana koncentrace vzorku jako ekvivalent Troloxu v mg/ml extraktu vzorku (Graf ¢. 2).
Z namétenych absorbanci bylo mozné spocitat primérné hodnoty absorbanci a smérodatnou

odchylku. Optimalizace byla stanovena na 28 minut, protoze se hodnoty absorbance v tomto

Case jiz vyrazn¢ neménily (Ptiloha €. 4).

Graf 2: Vysledky vyjadiené jako ekvivalent Troloxu v [mg/ml] u antioxida¢ni metody DPPH u 100x

fedénych vzorkt, N=4
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Podle grafu €. 2 I1ze vyhodnotit, Ze nejvetsi antioxidacni aktivita byla zaznamenéana u
smési vzorku glukozy s lysinem. Koncentrace smési tohoto vzorku byla 4,4 mg/ml + 0,19.
Podobné antioxida¢ni aktivity vykazovaly smési glukozy s glycinem a serinem. Koncentrace

smési glukozy s glycinem byla 2,2 mg/ml + 0,32 a glukézy se serinem 2 mg/ml +0,19.
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Nejmensi antioxidacni aktivitu vykazovala smés glukozy s glutaminem. Koncentrace byla 1
mg/ml £ 0,24.

3.3 Stanoveni reduk¢nich vlastnosti
Postup byl popsan v kapitole 2.4.3. Z naméfenych absorbanci bylo mozné spoditat
primérné hodnoty absorbanci a smérodatnou odchylku. Vysledky stanoveni redukénich

vlastnosti métenych pii 700 nm jsou znaroznény v grafu €. 3.

Graf 3: Vysledky stanoveni redukénich vlastnosti pti 700 nm u 100x fedénych vzorki, N=2
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U vSech smési glukézy s jednotlivymi aminokyselinami vysly absorbance podobné,
vcetné slepého pokusu. Absorbance se pohybovaly mezi 3,57-3,7.

Pfi stanoveni redukénich vlastnosti bylo zjisténo, ze smési glukozy s aminokyselinami
(serin, glycin, glutamin, lysin) nemaji reduk¢ni vlastnosti, protoze absorbance 100 x

zfedéného vzorku pfiblizn€ odpovidala slepému pokusu (Graf €. 3).
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3.4 Schopnost vychytavat peroxid vodiku

Pracovni postup byl popsan v kapitole 2.4.4. Z namétenych absorbanci bylo mozné
spocitat primérné hodnoty absorbanci, vychytdvaci schopnost peroxidu vodiku a poté
smérodatnou odchylku.

U schopnosti vychytavat peroxid vodiku vykazovaly tfi smési jednotlivych vzorkl pii
stanoveni jen mirné rozdily. Konkrétné¢ smési glukézy s lysinem, serinem a glycinem.
Procenta vychytaného peroxidu vodiku se u téchto tfi smési pohybovaly od 29,33-33,61 %
(Graf ¢. 4).

Graf 4: Vysledky stanoveni schopnosti vychytani peroxidu vodiku pti 510 nm u 100 x fedénych
vzorka, N=2
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Vzorek smési glukozy s glutaminem se od ostatnich smési lisil. Schopnost vychytavat

peroxid vodiku u tohoto vzorku byla 16,63 % =+ 0,01.
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3.5 Antioxidacni vlastnosti produkti Maillardovy reakce s vyuzitim metody
FRAP

Pracovni postup antioxida¢ni metody byl popsan v kapitole 2.4.5. Kalibra¢ni fada
Troloxu byla sestavena ze 7 kalibracnich bodt v rozsahu od 2-40 pg/ml (Ptiloha ¢. 5). Podle
ni byla vypocitana koncentrace vzorku jako ekvivalent Troloxu v mg/ml extraktu vzorku
(Graf ¢. 5). Z naméfenych absorbanci bylo mozné spocitat primérné hodnoty absorbanci a
smérodatnou odchylku. Optimalizace byla stanovena na 28 minut, protoze se hodnoty

absorbance v tomto ¢ase jiz vyrazn€ neménily (Ptiloha €. 6, 7, 8 2 9).

Graf 5: Vysledky vyjadfené jako ekvivalent Troloxu v [mg/l] u chemické metody FRAP u 100x
fedénych vzorkl, N=4
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Podle grafu ¢. 5 lze vyhodnotit, Zze nejvétsi antioxidacni aktivita byla zaznamenana u
smési vzorku glukozy s lysinem. Koncentrace smési tohoto vzorku byla 3,2 mg/ml + 0,4.
Podobné antioxida¢ni aktivity vykazovaly smési glukozy s glycinem a serinem. Koncentrace
smési glukdzy s glycinem byla 1,2 mg/ml + 0,05 a glukézy se serinem 1,2 mg/ml +0,33.
Nejmensi antioxidaéni aktivitu vykazovala smés glukozy s glutaminem. Koncentrace byla 0,3
mg/ml + 0,03.
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3.6 Index hnédnuti

Pracovni postup byl popsan v kapitole 2.4.6. Byly spektrofotometricky zméteny
absorbance u 100 x zfedénych vzorku proti destilované vod¢ pii vinové délce 420 nm (Graf ¢.
6).

Graf 6: Vysledky vyjadiené jako absorbance (420 nm) u 100x fedénych vzorka, N=2
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U méfeni intenzity hnédnuti je dilezitd rozpustnost jednotlivych smési. 3 jednotlivé
smési (glukoza s lysinem, glycinem a serinem) se dobfe rozpoustély ve vodé. M¢Ely tmavé
hnédou barvu a vizualné se od sebe nedaly odlisit. Naopak smés glukézy s glutaminem se
Spatné rozpoustéla ve vod€. Zahrani¢ni publikace od (Kohlmeier, 2003) uvadi, Ze glutamin je
nestabilni ve vodnych roztocich. Tato smés byla lehce naZloutla a dala se od ostatnich smési
vizualné odlisit.

Podle grafu ¢. 6 lze vyhodnotit, ze nejvétsi intenzitu hnédnuti mad smés glukézy
s lysinem. Naméfena byla hodnota absorbance 0,23 + 0,002. Potom nasledovaly smési
glukozy s glycinem 0,19 + 0,004 a glukézy se serinem 0,13 £ 0,001. Nejmensi namétené

hodnoty absorbance méla smés glukozy s glutaminem 0,01 + 0,002.
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3.7 Stanoveni obsahu fenolickych latek podle Folin-Ciocalteua

Pracovni postup antioxidaéni metody byl popsan v kapitole 2.4.7. Kalibra¢ni fada
kyseliny galové byla sestavena z 10 kalibra¢nich bodt v rozsahu od 10-100 pg/ml (Pfiloha ¢.
10). Podle ni byla vypocitana koncentrace vzorku jako ekvivalent kyseliny galové v mg/ml
extraktu vzorku (Graf ¢. 7). Z naméfenych absorbanci bylo mozné spocitat primérné hodnoty
absorbanci a smérodatnou odchylku. Optimalizace byla stanovena na 40 minut, protoze se

hodnoty absorbance v tomto ¢ase jiz vyrazn¢ neménily (Ptiloha ¢. 11, 12, 13 a 14).

Graf 7: Vysledky vyjadiené jako ekvivalent kyseliny galové v [mg/l] u metody Folin-Ciocalteu, N=4
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Nejvétsi obsah fenolickych latek je podle grafu ¢. 7 u smési glukozy s lysinem. U této
smési byla zaznamenana koncentrace 1,4 mg/ml + 0,01. Nasledovaly jednotlivé smési
glukozy s glycinem a serinem, které mély podobny obsah fenolickych latek. Koncentrace
smési glukozy s glycinem byla 0,7 mg/ml + 0,01 a glukézy se serinem 0,6 mg/ml + 0,04.

Nejniz$i obsah fenolickych latek byl u smési glukozy s glutaminem 0,1 mg/ml + 0,01.
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3.8 Chelatace Zeleznatych ionti
Pracovni postup byl popsan v kapitole 2.4.8. Spektrofotometricky byly zméteny
absorbance u 100 x zfedénych vzorka s danymi reagenciemi pii vinové délce 562 nm (Graf €.

8).

Graf 8: Vysledky u chelatace Zeleznatych iontl vyjadiené jako absorbance (562 nm) u 100x fedénych

vzorku smési glukoza-aminokyselina, N=4
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Vyssi hodnoty absorbance mély extrakty jednotlivych smési cukru s aminokyselinami
(2,79 - 2,111) nez slepy vzorek (1,989). Predpokladalo se, ze absorbance extraktli smési
glukozy s aminokyselinami budou niz$i nez absorbance u slepého pokusu. Nizsi absorbance

znamenaji vyssi schopnost chelatace zeleznatych iontil. Tato hypotéza nebyla potvrzena.
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3.9 5-hydroxymethylfurfural proti antioxida¢ni metodé DPPH

Zhao a kolektiv (2013) se zabyvali reakci v miktotitraéni desticce, ktera obsahovala 96
jamek. Do mikrotitra¢ni desticky bylo ptidano 180 pul DPPH c¢inidla a 20 ul HMF, které byly
promichany a protfepany. Absorbance byla zaznamenavana kazdou minutu pii 515 nm po
dobu 30 minut, dokud nebyl odecet stabilni. Tento experiment byl provadén pii pokojové
teploté ve tmé¢. V reakénim systému se charakteristicky absorpéni pik pfi 515 nm vyznamné
snizil za 5 minut v koncentraénim rozmezi od 0,8 - 6,4 mM. Absorbance stale klesala se

zvySujicim se ¢asem (Obrazek ¢. 36).

Obrazek 36: Zavislost absorbance na ¢ase, HMF proti DPPH (Zhang a kolektiv, 2013)
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Zabyvala jsem se touto reakci ve zkumavkich ve vEétSim objemu. Ke
spektrofotometrickéhu méteni byly smichany 3 ml radikalu DPPH o koncentraci 25 pg/ml a
300 ul 5-hydroxymethylfurfuralu o koncentraci 100 mg/ml. Absorbance byla méfena kazdych
18 sekund pii 515 nm az do 8. minuty. Experiment byl provadén pfi laboratorni teploté a ve
tmé. Doslo se k zavéru, ze absorbance je po celou dobu stabilni a 5-hydroxymetylfurfural
s radikdlem DPPH nereaguje (absorbance se zvySujicim Casem neklesd) (Obrazek ¢. 37,

Ptiloha ¢. 15). Spektrum 5 —hydroxymethylfurfuralu o riznych koncentracich (Ptiloha ¢. 16).
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Obrazek 37: Zavislost absorbance na ¢ase, HMF o koncentraci 100 mg/ml proti DPPH
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DISKUZE

Pti porovnéani vysledkl jednotlivych antioxida¢nich metod (ABTS, DPPH a FRAP), podle
kterych se stanovuje antioxidacni aktivita, se doSlo k zavéru, ze nejvyssi hodnoty byly
naméfeny u antioxida¢ni metody ABTS. Nasledovala metoda DPPH. Nejmennsi hodnoty byly
naméfeny u antioxidacni metody FRAP. Obecné Ize fici, Ze nejveétsi antioxidacni aktivitu ma
ze vSech 4 experimentalnich smési glukoza s lysinem. Ma nejvys$si naméfené hodnoty u vSech

tif antioxida¢nich metod. Nejmensi naméfené hodnoty ma smés glukozy s glutaminem.

Jako diivody, pro¢ vznikaly mezi jednotlivymi smésmi a antioxidaénimi metodami rozdily,
lze uvést: reakéni mechanismus jednotlivych antioxida¢nich metod; rizné chemické
slouCeniny, které se podilely na reakci; pH; teplota chemickych reagencii; prostiedi (tma,
svétlo); doba reakce a koncentrace vzorku. Napi. 10x ziedéné roztoky se nedaly proméfit,
protoze zreagovaly rychleji (do jednotek vtefin) nez prob&hlo méfeni. To je divod, pro¢ se
pouzival 100 x fedény vzorek. U smési glukozy s glutaminem hrala dalezitou roli rozpustnost,
protoZe glutamin je nestabilni ve vodnych roztocich, obzvlast' po zahtati. Jako jedina se tato

smés od ostatnich vizualné liSila, kdy méla Zzluté-oranzovou barvu a ostatni smési byly

dohnéda.

Vsechny smési glukozy s jednotlivymi aminokyselinami byly podrobeny chelataéni metodé.

Vyssi hodnoty absorbance mély extrakty jednotlivych smési cukru s aminokyselinami (2,79 -
2,111) nez slepy vzorek (1,989). Predpokladalo se, ze absorbance extraktii smési glukdzy
s aminokyselinami budou niz§i nez absorbance u slepého pokusu. Niz§i absorbance znamenaji

vys$si schopnost chelatace Zeleznatych iontli. Tato hypotéza nebyla potvrzena.

Byl ovéfen experiment Zhao a kolektiv (2013), ktefi se zabyvali 5-hydroxymethylfurfuralem
proti antioxida¢ni metodé¢ DPPH. Tento experiment byl provadén pii pokojové teploté ve tmé.
V reakénim systému se charakteristicky absorpéni pik pfi 515 nm vyznamné snizil za 5 minut
v koncentracnim rozmezi od 0,8 - 6,4 mM. Absorbance stale klesala se zvySujicim se ¢asem.
Tato hypotéza nebyla potvrzena. Absorbance byla po celou dobu stabilni a 5-
hydroxymetylfurfural s radikdlem DPPH nereagoval (absorbance se zvySujicim C¢asem

neklesala).
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3 ZAHRANICNI STUDIE
Hwang a kolektiv (2011) se zabyvali reakci smési D-glukdzy nebo D-fruktdozy s 20
aminokyselinami (glycin, serin, asparagin, lysin, glutamin, threonin, cystein, tyrosine,
histidin, kyselina asparagova, Kyselina glutamova, arginin, leucin, prolin, alanin, valin,
methionin, tryptofan, fenylalanin, izoleucin). Smési MRP byly pfipraveny v destilované vodé.
Koncentrace D-glukézy, D-fruktézy a aminokyselin byla 0,1 M. Kazdd aminokyselina s
vyjimkou: tryptofanu, tyrosinu, kyseliny asparagové a kyseliny glutamové, byla individualné
smichana v 10 ml zkumavkach s vickem s roztokem D-glukézy nebo D-fruktdzy v poméru (2
ml: 2 ml). Zkumavky byly pevné uzavieny a zahfivany v teplotné fizeném autoklavu pii 130
°C po dobu 30 minut, ktera byla stanovena v piedchozich studiich jako optimalni doba. Po
zahtati byla kazda reakéni smés filtrovana pies membranu 0 velikosti 0,45 pm. Nekteré Casti
vodnych MRP byly pfimo pouzity pro stanoveni intenzity zhnédnuti, zatimco zbytky byly
lyofilizovany ve vakuu a jejich biologicka aktivita byla stanovena pomoci in vitro testi. Pro
antioxida¢ni metodu bylo smichano 0,2 ml vzorku s 0,8 ml 0,2 mM methanolového roztoku
DPPH. Smés byla zamichana a nechala se reagovat pii pokojové teploté ve tmé po dobu 30
minut. Poté byla zmé&fena absorbance pii 520 nm. U metody ABTS bylo ke vzorku 50 ul
pridano 1 ml zfedéného roztoku radikalu ABTS. Absorbance pii 735 nm byla stanovena
spektrofotometricky po 60 minutach.
Aktivita vychytavani radikali DPPH u smési fruktozy s nepolarnimi aminokyselinami (valin,
leucin, izoleucin, fenylalanin, tyrosin, methionin, prolin, glycin, alanin a tryptofan) byla
zjisténa 12,79-27,40%, u polarnich aminokyselin (serin, threonin, cystein, asparagin a
glutamin) byla zjisténa 13,31-47,81%, u polarnich kyselych (kyseliny asparogené a
glutamové) byla zjisténa 8,95-17,56% a u polarnich bazickych aminokyselin (lysin, arginin,
histidin) byla zjisténa 7,29-18,70%. Aktivita vychytavani radikalt DPPH u smési glukozy
s nepolarnimi aminokyselinami (valin, leucin, izoleucin, fenylalanin, tyrosin, methionin,
prolin, glycin, alanin a tryptofan) byla zjisténa 6.64—17.58%, u polarnich aminokyselin (serin,
threonin, cystein, asparagin a glutamin) byla zjisténa 5.31-63.38%, u polarnich kyselych
(kyseliny asparagové a glutamové) byla zjisténa 3.29-7.20% a u polarnich bazickych
aminokyselin (lysin, arginin, histidin) byla zjisténa 4.72-11.16%.
Aktivita radikdlu ABTS u smési fruktdézy S nepolarnimi aminokyselinami (valin, leucin,
izoleucin, fenylalanin, tyrosin, methionin, prolin, glycin, alanin a tryptofan) byla zjisténa
5,77-21,32%, u polarnich aminokyselin (serin, threonin, cystein, asparagin a glutamin) byla
zjisténa 6,41-58,56%, u polarnich kyselych (kyseliny asparogené a glutamové) byla zjisténa
3,71-7,44% a u polarnich bazickych aminokyselin (lysin, arginin, histidin) byla zjisténa
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4,97-8,58%. Aktivita radikalu ABTS u smé&si glukézy s nepolarnimi aminokyselinami (valin,
leucin, izoleucin, fenylalanin, tyrosin, methionin, prolin, glycin, alanin a tryptofan) byla
zjisténa 2,55-15,50%, u polarnich aminokyselin (serin, threonin, cystein, asparagin a
glutamin) byla zjisténa 1,76-68,16%, u polarnich kyselych (kyseliny asparogené a
glutamové) byla zjisténa 2,37-2,58% a u polarnich bazickych aminokyselin (lysin, arginin,
histidin) byla zjisténa 1,34—4,63%.

Hwang a kolektiv (2011) dosli k zavéru, ze smési fruktozy s aminokyselinami vykazovaly
vyssi hodnoty u antioxida¢nich metod ABTS a DPPH a také intenzitu zhnédnuti nez smés
glukézy s aminokyselinami. Zjistili, ze Maillardova reakce je vyznamné ovlivnéna typem

redukujiciho cukru podilejici se na reakei.
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Kim (2013) se zabyval reakci smési D-glukézy (0,2 M) s glycinem (0,2 M), diglycinem (0,2
M) a triglycinem (0,2 M). Jednotlivé smési byly rozpustény v 90 ml destilované vody a 50 %
etanolovém roztoku. Roztok byl upraven na kone¢ny objem 100 ml destilovanou vodou a
50% etanolovym roztokem. pH bylo upraveno na 7,8 po pifidani 6 M NaOH. Ptesné 10 ml
roztokt bylo pievedeno do 25 ml uzaviratelnych zkumavek. Zkumavky byly pevné uzavieny
a zahfivany v termostatické olejové lazni pti 100 °C po dobu 36 hodin. Takto byl ziskan
vodny roztok MRP. Ethanolovy roztok MRP byl ziskan podobnym postupem, ale doba
zahfivani byla 18 hodin. Po zahfivani byly zkumavky hned ochlazeny v ledové vode¢.

Vsechny vzorky Maillardovych reakénich produkt vykazovaly chelata¢ni uc¢inek méd’natych
iontd pod 40%, u Zzelezitych iontli byl chelata¢ni Uc¢inek nad 40%. Chelatac¢ni aktivita
zelezitych iontl vSech vzorkd MRP byla ve vodnych i etanolovych roztocich mnohem vyssi
nez chelata¢ni schopnost méd’natych iontl. Chelatacni aktivita Zelezitych iontd u MRP
odvozenych od glukézy-diglycinu byla nejvyssi, nasledovana aktivitou MRP odvozenych od
smési glukozy-triglycinu a glukdza-glycinu.

Antioxida¢ni aktivita u radikalu DPPH v ethanolovych roztocich byla vyssi nez ve vodnych
MRP roztocich.

U antioxida¢ni metody FRAP u smési glukézy s diglycinem byla zjisténa nejvyssi aktivita,
nasledovaly smési glukdza s triglycinem a glukéza s glycinem ve vodnych i ethanolickych
roztocich MRP. Antioxidacni aktivita u této metody byla vyssi v ethanolu nez ve vodnych
roztocich MRP, coz je stejné jako u antioxidacni metody DPPH.

Antioxidacni aktivita radikalu ABTS byla vyssi v ethanolovém nez ve vodnych roztocich
MRP. Antioxida¢ni aktivita ABTS byla nejvyssi ve vodném i etanolovém roztoku u smési
glukoza-diglycin, coz je stejné jako u ptedeslych antioxida¢nich metod (DPPH a FRAP). U
antioxida¢ni metody ABTS vsak byly celkové vyssi hodnoty nez u DPPH a FRAP, coZz mohlo

byt zptisobeno zapojenim riznych reakénich mechanismi.
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Kim a Lee (2009b) se zabyvali reakci smési cukru s aminokyselinou. Konkrétn¢ 8 reakénimi
smési: glukozy s L-asparaginem, glukozy s D-asparaginem, glukézy s L-lysinem, glukozy
s D-lysinem, fruktozy s L-asparaginem, fruktozy s D-asparaginem, fruktozy s L-lysinem a
fruktozy s D-lysinem. Ve 100 ml dvakrat destilované vody bylo rozpusténo 2 mM cukru,
2mM aminokyseliny a 0,2 mM NaHCOs3;. Smés byla zahtivana na olejové lazni pii 145 °C po
dobu 2 hodin, pH nebylo regulovano. 10 ml smési bylo pfidano do celul6zové dialyzacni
zkumavky. Vsadkova dialyza byla provadéna proti 1500 ml dvakrat destilované vody po dobu
168 hodin pii 4 ° C. Voda byla ménéna kazdé 3 hodiny po dobu dalSich 12 hodin a poté
kazdych 10, 12 hodin po zbytek dialyza¢niho Casu. Po vsadkové dialyze byly vzorky
lyofilizovéany a ulozeny v exsikatorech na silikagelu.

V glukozovych systémech byly chelatacni aktivity Zelezitych iontli melanoidind vytvofenych
ze smési glukozy s D-lysinem vyznamné vyS$$i nez u melanoidinli vytvofenych ze smési
glukozy s L-lysinem. Smés glukozy s L-asparaginem méla vyssi chelatacni aktivitu nez smés
glukozy s D-asparaginem; rozdil mezi témito dvémi smésmi nebyl tak vyrazny. Ve
fruktézovych systémech byly chelataéni aktivity Zelezitych iontd melanoidint vytvoienych z
D-isomerti vyznamné vyssi nez U L-isomerl. Nejvyssi chelatacni aktivita zeleznych iontd
melanoidint byla u smési fruktézy s D-asparaginem. Nejnizsi chelata¢ni aktivitu vykazovala
smés fruktozy s L-lysinem.

V glukézovych systémech byly rozdily u antioxidacni metody DPPH na ziklad¢ typu
aminokyselinovych enantiomert statisticky odlisné pouze v ptipadé lysinovych enantiomerd.
Nejvyssi byla u smési glukozy s L-asparaginem a nejniz$i u smési glukézy a L-lysinu.
Nejvyssi antioxidacni aktivita u fruktozovych smési byla u fruktézy s L-asparaginem. Ve
fruktozovém systému se vytvotilo nasledujici potadi: L-asparagin> L-lysin> D-lysin> D-
asparagin.

Ve fruktézovych systémech byly u antioxida¢ni metody FRAP na zaklad¢ typu enantiomert
aminokyselin statisticky vyznamné rozdily u smési fruktozy s L-asparaginem a fruktézy s D-
asparaginem, statisticky nevyznamné u smési fruktozy s L-lysinem nebo fruktéozy s D-
lysinem. V glukézovém i fruktézovém systému byla u antioxidaéni metody FRAP u smési
Tento vysledek je potvrzen ve vSech antioxidacnich metodach, za pouziti systému
cukr/aminokyselina. U antioxidaéni metody FRAP bylo ve fruktéozovych systémech
vytvoreno nasledujici poradi: L-asparagin> D-lysin L-lysin> D-asparagin.

V glukdézovych systémech nebyla antioxidaéni aktivita ABTS na zaklad€ typu enantiomert
aminokyselin vyznamna. Antioxidacni aktivita u smési glukoézy s D-lysinem byla nejvyssi.
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Ve fruktézovych systémech byly vyznamné rozdily na zakladé¢ typu aminokyselin a
enantiomerti s vyjimkou smési fruktézy s L-lysinem a fruktdozy s D-lysinem. Nejvyssi
antioxida¢ni aktivita byla u smési fruktozy s L-lysinem, nejnizsi byla u fruktézy s D-
asparaginem. Antioxidac¢ni aktivita byla u L-isomert vyss§i nez D-isomert. Ve fruktéozovych
systémech bylo vytvofeno potadi: L-lysin D-lysin> L-asparagin> D-sparagin. Vysledky se
lisily od antioxidacni metody DPPH. Ptedpoklada se, ze rozdil v antioxidacni aktivité je

zpusoben riznymi reakénimi reagenciemi (Rufian-Henares and Morales, 2007).
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4. ZAVER

Cilem bylo zjistit antioxida¢ni aktivitu U smési glukdzy s aminokyselinou (lysin, serin,
glutamin a glycin). Tyto smési byly spektrometricky méfeny pfi riznych vinovych délkach
nasledujicimi antioxida¢nimi metodami: ABTS, DPPH, FRAP. Dale bylo zjistit, jestli smes
vykazuje redukéni vlastnosti, stanovit obsah fenolickych latek podle metody Folin-Ciocalteu,
zmé&fit barevnost vzorki, schopnost vychytavat peroxid vodiku a schopnost chelatovat ionty
zeleza.

Smés glukodza-lysin vykazovala nejvyssi hodnoty ve vSech antioxidacnich metodach
(ABTS: 5,2 mg/ml + 0,04; DPPH: 4,4 mg/ml + 0,19; FRAP: 3,2 mg/ml £ 0,40) oproti jinym
smésim cukru-aminokyseliny. Smés glukéza-glycin (ABTS: 2,4 mg/ml + 0,23; DPPH: 2,2
mg/ml = 0,32; FRAP: 1,2 mg/ml + 0,05). Smés glukéza-serin (ABTS: 2 mg/ml + 0,14; DPPH:
2 mg/ml £ 0,19; FRAP: 1,2 mg/ml + 0,33). Nejmensi hodnoty vykazovala smés glukoza-
glutamin (ABTS: 0,9 mg/ml + 0,05; DPPH: 1,0 mg/ml = 0,24; FRAP: 0,3 = 0,03).

Pfi stanoveni reduk¢nich vlastnosti bylo zjisténo, ze smési glukozy s aminokyselinou
(serin, glycin, glutamin, lysin) nemaji reduk¢éni vlastnosti, protoze absorbance 100 x
ziedéného vzorku piiblizn¢ odpovidala slepému pokusu (3,7 = 0,02). Naméfené absorbance
jednotlivych smési: smés glukoza-lysin 3,7 + 0,08; glukoza-glycin 3,6 + 0,05; glukdza-serin
3,6 £ 0,02; glukéza-glutamin 3,7 + 0,02.

U schopnosti vychytavani peroxidu vodiku bylo zjisténo, ze vysledky smési glukoza-
lysin, glycin a serin byly pfiblizné stejné. Smés glukoza-lysin 33,6 % + 0,05; glukoza-glycin
32,6 % + 0,003; glukodza-serin 29,3 % + 0,001. Nizsi hodnoty méla smés glukoza-glutamin
16,6 % + 0,01.

U indexu hnédnuti byla zméfena intenzita zbarveni, nejvétsi primérnou absorbanci
vykazovala smés glukoza-lysin (0,23 = 0,002). U ostatnich smési byly hodnoty absorbance
absorbance byly naméfené pro smés glukoza-glutamin (0,01 + 0,002).

Nejvyssi hodnoty u stanoveni obsahu fenolickych latek podle Folin-Ciocalteu
vykazovala smés glukoézy-lysinu 1,4 mg/l £ 0,01. U ostatnich smési vysly hodnoty nizsi:
glukoza-glycin 0,7 mg/l + 0,01, glukoza-serin 0,6 mg/l + 0,04. Nejnizsi hodnoty byly u smési
glukoza-glutamin 0,1 mg/l +0,01.

U chelatace zeleznatych iontti vSech smési glukoza-lysin, glycin, serin a glutamin vysly

hodné¢ podobné¢ a pfili§ se neliSily. Byly naméfeny pramérné absorbance pifi 562 nm u smeési
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glukozy-lysinu 2,1 + 0,015853, glukozy-glycinu 2,1 + 0,016317, glukézy-serinu 2,1 =+
0,009179 a u glukdézy-glutaminu 2,1 + 0,024406.
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6. PRILOHY

Priloha 1: Kalibra¢ni fadu Troloxu pro antioxida¢ni metodu ABTS

% inhibice

80

70

60

50

40

30

20

10

y=1,3373x-7,7528
R2=0,9977

20 30 40 50 60 70

¢ [ug/ml]

Priloha 2: Zavislost absorbance (734 nm) radikalu ABTS na case pro extrakt MRP vzniklych ze smési

cukru a aminokyseliny (2,5 mol/l; 1:1; 100x). Hodnoty znazoriiuji aritmeticky pramér (N=3). MRP-

Maillardovy reakéni produkty
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Priloha 3:

Kalibra¢ni fada Troloxu pro antioxida¢ni metodu DPPH
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Priloha 4: Zavislost absorbance (517 nm) radikalu DPPH na ¢ase pro extrakt MRP vzniklych ze smési

cukru-aminokyseliny (2,5 mol/l; 1:1; 100x). Hodnoty znazorfuji aritmeticky pramér (N=3). MRP-

Maillardovy reakéni produkty
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Ptiloha 5: Kalibrac¢ni fada Troloxu pro antioxidacni metodu FRAP
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Piiloha 6: Zavislost absorbance (593 nm) pro metodu FRAP na ¢ase pro extrakt MRP vzniklych ze
smési glukozy-lysinu (2,5 mol/l ; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Ptiloha 7: Zavislost absorbance (593 nm) pro metodu FRAP na case pro extrakt MRP vzniklych ze
smési glukozy-glycinu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Priloha 8: Zavislost absorbance (593 nm) pro metodu FRAP na ¢ase pro extrakt MRP vzniklych ze
smési glukozy-serinu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Ptiloha 9: Zavislost absorbance (593 nm) pro metodu FRAP na case pro extrakt MRP vzniklych ze
smési glukozy-glutaminu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Piiloha 10: Kalibra¢ni fada kyseliny galové pro antioxida¢ni metodu Folin-Ciocalteu
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Priloha 11: Zavislost absorbance (765 nm) pro metodu Folin-Ciocalteu na Case pro extrakt MRP

vzniklych ze smési glukozy-lysinu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Priloha 12: Zavislost absorbance (765 nm) pro metodu Folin-Ciocalteu na ¢ase pro extrakt MRP

vzniklych ze smési glukozy-glycinu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Priloha 13: Zavislost absorbance (765 nm) pro metodu Folin-Ciocalteu na Case pro extrakt MRP

vzniklych ze smési glukozy-serinu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Priloha 14: Zavislost absorbance (765 nm) pro metodu Folin-Ciocalteu na ¢ase pro extrakt MRP

vzniklych ze smési glukozy-glutaminu (2,5 mol/l; 1:1; 10x, 50x a 100x)
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Ptiloha 15: Porovnani spekter DPPH + HMF (10 mg/1) s ¢istym DPPH
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Piiloha 16: Spektrum 5-hydroxymetylfurfuralu o riznych koncentraci
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