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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se věnuje stanovením biologicky aktivních látek obsažených v merlíku 

čilském pomocí moderních analytických metod. Nejprve je uveden popis merlíku čilského, 

chemické složení, zpracování a jeho využití. Dále jsou také uvedeny pozitivní účinky na zdraví 

a stručně popsány teoretické základy separačních technik v kapalné fázi a metod sledujících 

antioxidační aktivitu látek. Experimentální část práce je věnována stanovení antioxidační 

kapacity extraktů připravených z merlíku čilského pomocí spektrofotometrických metod. 
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Merlík čilský, antioxidační aktivita, extrakce, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

TITLE 

Analysis of biologically active compounds of quinoa using modern analytical methods 

ANNOTATION 

This bachelor thesis is devoted to the determination of biologically active substances contained 

in Quinoa using modern analytical methods. Firstly, a description of quinoa, its chemical 

composition, processing, and uses is given. The health benefits are also presented and the 

theoretical basis of liquid phase separation techniques and methods monitoring the antioxidant 

activity of the compounds are briefly described. The experimental part of the work deals with 

the determination of the antioxidant capacity of extracts prepared from quinoa by 

spectrophotometric methods. 
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SEZNAM ZKRATEK A ZNAČEK 

AAPH   [2,2’-azobis-2-amidinopropan hydrochlorid] 

Abs   absorbance 

ABTS   [2,2̕-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonát)]  

DPPH    [1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl] 

DPPH-H  difenylpikrylhydrazyl 

Fe3+ TPTZ  Fe3+-2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin 

FRAP    metoda stanovení antioxidační aktivity založená na redukci železitých  

komplexů (Feric reducing antioxidant potential)  

GAE   ekvivalent kyseliny gallové 

GC   plynová chromatografie 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

ORAC   metoda stanovení antioxidační aktivity založená na zhášení  

SPE   extrakce na tuhém sorbentu 

TAA   celková antioxidační aktivita 

TEAC   antioxidační kapacita ekvivalentní standartní látce Troloxu  

TFC   celkový obsah flavonoidů 

TPC   celkový obsah fenolických látek (Total phenolic content)    
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ÚVOD 

Merlík čilský jiným názvem Quinoa patří do čeledi laskavcovitých rostlin. Přirozeně 

se vyskytuje v Jížní Americe v oblastech And, především v oblasti Peru, Chile, Brazílii 

či Kolumbii. Nemá na pěstování příliš velké nároky, lze ho pěstovat v jakémkoli kontinentu 

bez ohledu na terén nebo pH substrátu. Quinoa se řadí společně například s amaranthem 

a pohankou mezi pseudoobiloviny. Při užívání quinoy a jeho extraktů byly zaznamenány 

pozitivní léčivé účinky na lidský organismus, obsahuje správně vyvážený obsah všech živin 

nezbytných pro správné fungování našeho těla. Využívá se především pro jeho antioxidační 

vlastnosti, které zmírňují v těle oxidační stres. 

Quinoa je bohatým zdrojem biologicky aktivních látek, převážně sacharidů, lipidů, 

vitamínů, aminokyselin, mastných kyselin, fenolů, polyfenolů a dalších. Látky s antioxidačními 

účinky můžeme analyzovat pomocí různých spektrofotometrických metod. Nejvíce používané 

jsou DPPH nebo ABTS. Pro zjištění přesného složení se využívají chromatografické metody. 

Množství biologicky aktivních látek se může lišit v závislosti na tom, jaké jsou klimatické 

podmínky, poddruh rostliny, doba sklizně a zralost. Každá část rostliny (zrna, listy nebo klíčky) 

je cenná a využitelná.  

Zrna quinoy se vyznačují jemnou oříškovou chutí. Proto se skvěle hodí jako příloha 

k hlavnímu jídlu, lze ji využít i k přípravě dezertů a salátů. 
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1 Teoretická část 

1.1 QUINOA 

1.1.1 Charakteristika 

Quinoa (merlík čilský, Chenopodium quinoa) je jednoletá dvouděložná bylina (Obrázek 

1), která před mnoha lety vznikla v andských komunitách. Vyznačuje se vysokou odolností vůči 

zasolení, suchu a chladu, proto se tato pseudooobilnina z čeledi laskavcovitých 

(Amaranthaceae) může pěstovat v různých klimatických oblastech [1].  

Význam semen quinoy jako zdroj potravy je dán její vysokou nutriční hodnotou. Quinoa 

je bohatá na bílkoviny, nenasycené mastné kyseliny, vitamíny, minerály, vlákninu a další 

živiny. Kromě toho je dobře vyvážená a bohatá na esenciální aminokyseliny. Má nízký obsah 

tuku, cukru a nulový obsah cholesterolu. Merlík čilský obsahuje také mnoho bioaktivních 

složek, jako jsou proteinoaktivní peptidy, polyfenoly a saponiny. Semena quinoy jsou oválná 

a dvoudomá o průměru přibližně 1,4-1,6 mm mají navíc vynikající podíl škrobu a neutrálních 

lipidů. Jsou dokonalým příkladem funkční potraviny, snižují riziko různých onemocnění 

a působí pozitivně na zdraví člověka. Zelené listy, klíčky a mikroklíčky quinoy jsou stejně tak 

jako zrna quinoy nutričně bohaté a zdraví prospěšné, vykazují antimikrobiální, protirakovinné, 

antidiabetické, antiobezitní, antioxidační a kardioaktivní účinky. Díky své nutriční hodnotě 

je považována za víceúčelovou zemědělskou plodinu a díky absenci lepku je vhodná i pro lidi 

trpící celiakií [2-5].  

 

Obrázek 1: Rostlina merlíku čilského [8] 
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Zrna merlíku čilského jsou potažena saponiny ve formě triterpenových glykosidů, které 

dodávají semenům nežádoucí hořkou chuť [6].  

Každá z odrůd quinoy má svou specifickou barvu, přičemž hlavní komerční odrůdy mají žlutou 

(bílou), červenou nebo černou barvu (Obrázek 2). Rozmanitost barev přítomných mezi semeny 

je dána pigmentem betaninem a jeho izomerem izobetaninem, které řadíme pod specifickou 

skupinu fytochemikálií [7].   

 

Obrázek 2: Semena quinoy [9] 

1.1.2 Pěstování a zpracování 

Merlík čilský roste ve velmi odlišných klimatických podmínkách. Je to plodina odolná 

vůči suchu a s nízkými nároky na vodu. Je schopna růst v oblastech, kde se roční úhrn srážek 

pohybuje v rozmezí 200-400 mm, ale lze ji pěstovat i v jižním Chile, kde roční úhrn srážek 

dosahuje až 3000 mm. Silná tolerance byla prokázána i vůči dalším stresovým podmínkám, 

jako jsou slané půdy a chladné klima. Lze ji pěstovat na různých typech půd, včetně okrajových 

půd, v širokém rozmezí zasolení půdy (od pH 6,0 do 8,5). Kromě toho snáší široké rozmezí 

teplot od přibližně -1 do 35 °C. Škodlivé účinky zasolení na růst rostlin jsou spojeny s nízkým 

vodním potenciálem půdního roztoku (vodní stres), nerovnováhou ve výživě, specifickými 

účinky iontů (solný stres) nebo kombinací těchto různých faktorů. Během vzniku a rozvoje 

solného stresu v rostlině jsou ovlivněny všechny hlavní procesy. Abiotické stresy mohou také 

způsobit významné změny v obsahu a složení sekundárních metabolitů. Typickým příkladem 

jsou polyfenolické látky [10, 11]. 
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Tradičně se vaří jako celá zrna, podobně jako rýže, nebo se mele na mouku a vyrábí se 

z ní těstoviny nebo chléb. Mimo to lze quinou zpracovávat extruzí, sušením v bubnu 

či autoklávováním. Mezi komerční výrobky řadíme těstoviny, chléb, sušenky, muffiny, 

cereálie, nápoje, vločky, dětská výživa a různé doplňky stravy [12].  

1.1.3 Saponiny 

Zrna jsou obalena saponiny, které patří do třídy triterpenových glykosidů. Jsou hořké 

a pěnivé, a proto musí být z povrchu důkladně opláchnuty, aby si zrna zachovala dobrou chuť. 

Pěstování quinoy je tedy zatíženo vysokou spotřebou vody, což může v dnešní době, kdy jsou 

zásoby vody omezené, působit nemalé potíže [13,14].  

Množství saponinů v quinoe je ovlivněno vývojovou fází plodiny, které je nízké v době 

větvení a zvýšené v době kvetení. Sucho může způsobit pokles tvorby saponinů až o 45 %. 

Pokud quinoa obsahuje nízkou koncentraci saponinu znamená to, že její semena mají sladkou 

chuť. Saponiny se také uplatňují jako silný insekticidní nebo obranný účinek vůči komplexní 

škále býložravců, např. ptákům, hmyzu, a dokonce i mikrobiálním infekcím [15]. 

1.1.4 Chemické složení 

Přestože quinoa není tak rozšířená jako pšenice nebo žito, zájem o její konzumaci 

postupně roste díky jejímu atraktivnímu nutričnímu složení. Její semena vykazují úplnou 

absenci lepku, vysoký obsah mastných kyselin, vitaminů, minerálních látek, vlákniny a bílkovin 

s větším množstvím aminokyselin. Kromě tohoto bohatého nutričního složení bylo zjištěno, 

že semena obsahují velké množství bioaktivních látek, jako jsou karotenoidy, vitamin C 

a fenolické sloučeniny, které mají antikarcinogenní, antialergické a protizánětlivé účinky a také 

snižují riziko kardiovaskulárních onemocnění [16, 26]  
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Tabulka 1: Přibližné chemické složení quinoy (tepelně neupravené) ve srovnání s bílou rýží (střednězrnnou, syrovou, 

neobohacenou) a žlutým kukuřičným zrnem [14]. 

 

1.1.4.1 Proteiny 

Merlík čilský obsahuje velké množství bílkovin, které poskytují všechny druhy 

esenciálních aminokyselin. Obsah bílkovin v mladých (30-45 dní starých) suchých listech 

quinoy se pohybuje od 28,2 do 37,0 g/100 g v sušině, obsah bílkovin v zrnech quinoy 

se pohybuje od 9,1 do 15,7 g/100 g, což ukazuje, že sušené listy quinoy obsahují vyšší množství 

bílkovin než zrna. Hlavní bílkovinné složky jsou globuliny 37 % a albuminy 35 %. Díky vysoké 

stravitelnosti quinoy je její biologická hodnota vyšší než u jiných obilovin, jako je rýže, pšenice 

a kukuřice. Podobá se biologické hodnotě hovězího masa. Proto je často vyhledávaný zdroj 

živin u osob s nedostatkem bílkovin ve stravě [4, 5, 17]. 

  

živiny (g/100 g) quinoa bílá rýže žluté kukuřičné zrno 

voda 13,3 12,9 10,4 

energie (kcal) 368 360 365,0 

celkový protein 14,1 6,6 9,4 

celkový tuk 6,1 0,6 4,7 

sacharidy 64,2 79,3 74,3 

vláknina 7,0 - 7,3 

minerály (mg/100 g)  

vápník 47,0 9,0 7,0 

železo 4,6 0,8 2,7 

hořčík 197,0 35,0 127,0 

zinek 3,1 1,2 2,2 

sodík 5,0 1,0 35,0 

vitamíny (mg/100 g)  

thiamin 0,36 0,07 0,39 

vitamín B5 0,77 1,34 - 

vitamín B6 0,49 0,15 0,62 
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1.1.4.2 Sacharidy 

Škrob 

Škrob v sušině quinoy tvoří 58,1-64,2 % a vyznačuje se vysokou rozpustností 

a stravitelností. Skládá se ze dvou glukózových polymerů – amylózy a amylopektinu. Obsah 

amylózy ve škrobu v sušině quinoy obvykle bývá nízký, nicméně se může pohybovat v rozpětí 

od 3 do 20 %. Naopak amylopektin tvoří přibližně 90 % škrobu. Má relativně nízký stupeň 

polymerace, což znamená, že vytvořený krystal škrobu je rozpustnější a stravitelnější, protože 

s velikostí se zvětšuje plocha pro vazbu vody a enzymatické trávení. Červená quinoa obsahuje 

lehce stravitelný škrob, který může být vhodnou volbou potravin pro kojence a starší osoby, 

zatímco u bílé quinoy má škrob menší bobtnavost a lze jej použít do nudlových výrobků [7].  

Vláknina 

Quinoa je ve srovnání s jinými obilovinami bohatá na vlákninu. Celkový obsah vlákniny 

činí 8-13 %, což je více než u rýže či kukuřice. Podle rozpustnosti se v rostlinách rozlišují dva 

typy vlákniny, rozpustná a nerozpustná. Mezi rozpustnou vlákninu patří pektin a gumy, protože 

jsou rozpustné ve vodě, zatímco polysacharidy, celulóza a hemicelulóza jsou ve vodě 

nerozpustné, a tedy tvoří nerozpustnou vlákninu. Zrna quinoy obsahují přibližně 78 % 

nerozpustné a 22 % rozpustné vlákniny. Celkové složení vlákniny se při extruzi snižuje, 

zatímco obsah rozpustné se zvyšuje [4, 17].  

1.1.4.3 Lipidy 

Obsah lipidů v quinoe se pohybuje v rozmezí 5,3–4,5 %, přičemž stupeň nenasycenosti 

je okolo 70–89 %, což je pozitivní pro lidské zdraví. Ve srovnání s amarantem, pohankou 

a pšenicí je zde větší poměr nenasycených lipidů k nasyceným. Hlavními složkami quinoového 

oleje jsou omega-3 a omega-6 mastné kyseliny. Tyto látky pomáhají snižovat riziko 

kardiovaskulárních onemocnění, rakoviny prsu a rakoviny trávicího traktu [17, 18]. 
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1.1.4.4 Minerály 

Quinoa je zdrojem bohatých minerálních látek v biologicky dostupných formách. Obsah 

popela je měřítkem celkového množství minerálních látek přítomných v potravině. V listech 

quinoy se pohybuje od 2,1 do 20,0 %. Zrna obsahují mnohem více vápníku, hořčíku, železa, 

mědi a zinku než ostatní druhy obilovin. Klíčením lze zvýšit obsah železa, vápníku a zinku 

o 39 %, 49 % a 20 %. Bylo zjištěno, že 100 g quinoy může u dospělého člověka pokrýt denní 

potřebu hořčíku, manganu, mědi a železa, zatímco u fosforu a zinku může pokrýt 40-60 % denní 

potřeby [4, 17]. 

1.1.4.5 Vitamíny 

Quinoa je velmi dobrým zdrojem některých vitamínů, jako je například thiamin, 

kyselina listová, vitamín C (kyselina askorbová) a také vitamíny B6 a B5. Obsah kyseliny 

listové je dokonce nejvyšší ve srovnání s ostatními obilovinami. Denní potřebu kyseliny listové 

a vitamínu B6 u dospělého člověka pokryje pouze 100 g quinoy. Obsah vitamínu E (tokoferoly) 

v quinoe je také o něco vyšší než v kukuřici, amarantu, pohance a pšenici. Množství tokoferolů 

se pohybuje kolem 971-1764 μg/100 g sušiny quinoy, což se liší podle barvy zrna [17, 18].  

1.2 Antioxidanty 

Antioxidanty jsou látky, které zabraňují vzniku volných radikálů, které jsou škodlivé 

pro lidský organismus. Snižují tak riziko degenerativních onemocnění způsobených vlivem 

oxidačního stresu. Díky velkému obsahu látek s antioxidační aktivitou by quinoa mohla být 

považována za funkční potravinu pro prevenci různých onemocnění [4]. 

Antioxidanty mohou být různě klasifikovány podle zdroje, funkce, mechanismu reakce 

nebo podle chemické struktury. Látky, které dokáže sám organismus produkovat nebo přijímat 

formou potravy, nazýváme přirozené antioxidanty. Mezi ně například patří polyfenoly. Jedná 

se o bioaktivní sekundární rostlinné metabolity, které jsou hojně zastoupeny v běžně 

konzumovaných potravinách rostlinného původu. Polyfenolické látky se dělí na flavonoidy, 

fenolické kyseliny a třísloviny, které působí jako silné antioxidanty. Dále mezi přirozené 

antioxidanty patří kyselina askorbová, kyselina močová a bilirubin. Přírodní antioxidant může 

být modifikován a stát se syntetickým produktem. To znamená, že by se jednalo o syntetické 

antioxidanty. Příkladem je kyselina askorbová (vitamín C), kdy se modifikací stává z hydrofilní 

látky, látka lipofilní [4].  
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1.2.1 Fenolické látky 

Quinoa obsahuje nejméně 23 různých fenolických sloučenin [19], přičemž nejvíce jsou 

v semenech quinoy zastoupené kvercetin a kyselina ferulová. Obsah fenolických látek je zde 

větší než u rýže, pšenice, ječmene, prosa nebo pohanky. Je třeba poznamenat, že celkový obsah 

fenolických látek (TPC) je ovlivněn barvou, genotypem a podmínkami růstu quinoy. Celkový 

obsah fenolických látek v extraktech je možné stanovit spektrofotometricky pomocí Folin – 

Ciocalteauova činidla [15, 17, 20].  

1.2.1.1. Fenolické kyseliny 

Tyto kyseliny obsahují v molekule jeden benzenový kruh, na nějž jsou navázány 

hydroxylové a karboxylové skupiny. Tato skupina látek může být rozdělena do dvou 

podskupin, podle jejich struktury, a to hydroxyskořicové a hydroxybenzoové kyseliny (Obrázek 

3, Obrázek 4) Do hydroxybenzoových kyselin spadá například kyselina 4-hydroxybenzoová, 

vanilová, galová a syringová. Hlavními zástupci hydroxyskořicových kyselin jsou kyselina  

p-kumarová, kávová, ferulová a sinapová [27]. 

V semenech quinoy byly z fenolických kyselin identifikovány především kyselina 

vanilová, protokatechová, ferulová, kávová, p-kumarová, 4-hydroxybenzoová a 8,5-diferulová 

a jejich deriváty [19, 27,61].  

Obrázek 3:Struktura kyselin odvozených od kyseliny benzoové [19] 

 

Obrázek 4: Struktura kyselin odvozených od kyseliny skořicové [19]  

Kyselina R1 R2 R3 R4 

Galová H OH OH OH 

Vanilová H OCH3 OH H 

Syringová H OCH3 OH OCH3 

Salycilová OH H H H 

4-hydroxybenzoová H H OH H 

Kyselina R1 R2 R3 R4 

p-kumarová OH H OH H 

o-kumarová OH H H H 

Kávová H OH OH H 

Ferulová H OCH3 OH H 

Synapová H OCH3 OH OCH3 
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Ve třech různých zrnech pseudoobilovin bylo stanoveno složení fenolických kyselin 

a následně zjištěno několik rozdílů. Konkrétně se jednalo o andské pseudoobiloviny quinoa 

(Chenopodium quinoa), kañiwa (Chenopodium pallidicaule, Merlík bledý) a kiwicha 

(Amaranthus caudatus). Zatímco kañiwa je jiný druh quinoy (Obrázek 5), kiwicha je druh 

amaranthu (Obrázek 6) [19]. 

Významný rozdíl byl zjištěn v obsahu kyseliny ferulové, přičemž merlík bledý (kañiwa) 

měl nejvyšší a kiwicha nejnižší obsah. Vzorky plodiny kañiwa obsahovaly méně kyseliny 

vanilové, ale více kyseliny kávové a ferulové než quinoa. Obsah celkových fenolických kyselin 

byl vyšší u quinoy než u laskavce ocasatého (kiwicha). Tyto odlišnosti vyplývají především 

z rozdílů ve vzorcích, zda se jednalo o celou rostlinu či pouze o semeno. Také podle toho, jaká 

z metod byla použita. Obsah fenolických kyselin v jiných obilovinách, jako je oves, ječmen, 

kukuřice, rýže, proso a pohanka, je stejně velký (25-60 mg/100 g) jako ve zde studovaných 

andských pseudoobilovinách [19, 21]. 

 

 

 

Obrázek 6: Rostlina kiwicha (Laskavec ocasatý Amaranthus caudatus) [22] 

Obrázek 5: Zrna kañiwa (Chenopodium pallidicaule) [23] 
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1.2.1.2 Flavonoidy 

 Flavonoidy jsou organické chemické sloučeniny (fenoly) a řadí se mezi nejběžnější 

a nejrozšířenější představitele rostlinných fenolů. Tato skupina ve své struktuře obsahuje dvě 

benzenová jádra propojené tříuhlíkovým řetězcem a kyslíkovým heterocyklem (Obrázek 7). 

Flavonoidy jsou přírodní žluté barviva, která poskytují rostlinám zbarvení. Základní 

flavonoidní látky jsou katechiny, anthokyany, flavanony, flavanoly, flavony, 

leukoanthokyanidiny a isoflavony. Tyto látky se od sebe liší strukturou, stupněm oxidace 

a substitucí. Podle počtu a polohy hydroxy skupin se určuje síla antioxidační aktivity. 

Ke kvalitativnímu a kvantitativnímu stanovení těchto látek se využívají převážně 

chromatografické metody, jako je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) nebo 

plynová chromatografie (GC), nebo spektrofotometrické metody.  [28].  

V quinoe jsou převážně zastoupené flavonoidy flavanolového typu, jako je kvercetin 

a kaempferol a jejich glykosidy. V některých druzích byl rovněž nalezen myricetin, rhamnetin 

nebo isorhamnetin [19, 54].  

 

 

Obrázek 7: Základní struktura flavonoidů [24] 
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1.2.1.3 Betalainy 

Betalainy jsou ve vodě rozpustné dusíkaté rostlinné pigmenty hydrofilní povahy 

se slibným bioaktivním potenciálem. Chemicky je lze rozdělit na žluté betaxanthiny a fialové 

betakyany. Betaxanthiny jsou kondenzační produkty kyseliny betalamové a různých 

aminosloučenin. Mezi betakyany patří konjugáty kyseliny betalamové s deriváty cyklo-3,4-

dihydroxyfenylalaninu. Společná přítomnost obou typů pigmentů vytváří oranžové a červené 

odstíny [30].  

Hlavním zdrojem betalainů je červená řepa a amaranth, který se také řadí mezi 

pseudoobiloviny. Do pseudoobilovin patří i quinoa, což znamená, že také obsahuje betalainy. 

Důvodem barevnosti zrn quinoy (žlutá, červená, černá) jsou právě tyto pigmenty. Quinoa 

obsahuje betacyaniny a betaxanthiny, které vykazují velmi silnou antioxidační aktivitu, která 

je mimo jiné hodnocena také pomocí metody DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl) [25].  

1.3 Úprava vzorku 

 Před samotnou extrakcí je potřeba vzorek dobře upravit. Prvním krokem je mletí vzorku 

na požadovanou velikost částic. Čím menší částice, tím dochází k větší interakci 

s rozpouštědlem a zvyšuje se účinnost extrakce. Následně se zpravidla provádí sušení 

a homogenizace vzorku. Připravené vzorky se uchovávají v temnu a chladu až do okamžiku, 

kdy jsou podrobeny různým druhům extrakcí [36].  

1.3.1 Extrakce kapalina-kapalina 

 Jedná se o jednu z nejpoužívanějších extrakčních metod, která zpravidla slouží 

k extrakci analytu z vodné fáze do organického rozpouštědla, které je s vodou nemísitelné 

(hexan, diethylether, ethyl acetát). Na základě rozdělovacího koeficientu pak dochází 

k přechodu stanovované látky z jednoho rozpouštědla do druhého. Volba organického 

rozpouštědla ovlivňuje selektivitu a také účinnost extrakce. Kontakt mezi fázemi je taktéž 

důležitý, to lze umožnit například třepáním (dělicí nálevka, třepačka) nebo pomocí odstředivky. 

Tato metoda má výhody ve své jednoduchosti (nenáročné provedení a vybavení). Naopak mezi 

nevýhody patří tvorba emulzí, vysoká spotřeba organických rozpouštědel, časová náročnost 

a nutnost odpaření rozpouštědla [37].  
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1.3.2 Extrakce na pevné fázi 

Extrakce na pevné fázi či na tuhém sorbentu (SPE) je založena na interakci sledovaných 

látek se sorbentem umístěným zpravidla v plastové kolonce. Jako sorbenty se využívají buď 

polární fáze (silikagel, oxid hlinitý), nepolární fáze nebo iontoměniče (katex, anex). 

SPE se provádí v pěti následujících krocích. Nejprve se kolonka propláchne vhodným 

rozpouštědlem, čímž se aktivuje pevná fáze. Následně se nadávkuje vzorek a poté dochází opět 

k promývání kolonky od zbytků matrice vzorku. Dále kolonku vysušíme proudem inertního 

plynu (dusík). Nakonec dochází k promývání kolonky elučním rozpouštědlem, eluát se jímá 

a dále zpracovává. Výhody této metody jsou menší množství vzorku než u extrakce kapalina-

kapalina, extrakce je rychlejší, levnější a snadno automatizovatelná [37]. 

1.3.3 Soxhletova extrakce 

 Jedná se o klasický postup extrakce rozpouštědlem z tuhé matrice. Funguje na principu 

rektifikační kolony. Extrakční patrona s tuhým vzorkem se umístí do Soxhletova extraktoru 

zobrazeného na Obrázek 8. Ve varné baňce je předloženo extrakční rozpouštědlo, které 

je zahříváno a tím dochází k jeho odpaření. Následně jsou páry kondenzovány v chladiči a čisté 

rozpouštědlo teče do patrony ve které je vzorek. Rozpouštědlo extrahuje rozpustné látky a vrací 

se zpět do varné baňky. Tento proces je opakován, dokud nejsou požadované komponenty 

ze vzorku vyextrahovány v dostatečném množství [40]. Po ukončení extrakce je rozpouštědlo 

vydestilováno a ve varné baňce zůstávají pouze extrahované látky [40]. 

Soxhletova extrakce je velmi jednoduchá metodika, která vyžaduje malé zaškolení, 

dokáže extrahovat větší množství vzorku než většina nejnovějších alternativ (mikrovlnná 

extrakce).  

  
Obrázek 8: Soxhletův extraktor [46] 
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Pořizovací náklady na tuto metodu nejsou vysoké. Největší nevýhodou Soxhletovy 

extrakce je dlouhá doba potřebná k extrakci. Další nevýhodou může být ztráta termolabilních 

látek, protože extrakce probíhá při teplotě varu rozpouštědla, při které nemusí být všechny látky 

stabilní. Automatizace Soxhletovy extrakce je velmi obtížná [40, 45]. 

1.4 Stanovení celkového obsahu fenolických látek a flavonoidů 

1.4.1 Metoda dle Folin-Ciocalteua 

Tato metoda slouží ke stanovení celkového obsahu fenolických látek (TPC). Folin-

Ciocalteuovo činidlo je tvořeno kyselým komplexem fosforečnanu molybdenového 

a wolframového. Po inkubační době dochází k redukci tohoto činidla fenolickými látkami 

v zásaditém prostředí za vzniku modrého zbarvení. Intenzita tohoto zbarvení se měří při vlnové 

délce 765 nm. Výsledky se uvádí jako ekvivalentní množství kyseliny gallové, která se používá 

jako standard [47].  

1.4.2 Celkový obsah flavonoidů 

Pro zjištění celkového obsahu flavonoidů (TFC) se používají dva postupy. V tom 

prvním je do vzorku přidán roztok chloridu hlinitého, který lze využít pouze u kyselých roztoků 

(v přítomnosti kyseliny nebo acetátového pufru) a je selektivní pouze pro flavonoly. Měření 

absorbance se provádí v rozsahu vlnových délek 404-430 nm. Pro vyjádření výsledků 

se používají jako standardní sloučeniny různé flavonoly (kvercetin, rutin nebo galangin). 

Ve druhém postupu se do vzorku přidává dusitan sodný v alkalickém prostředí. Tato metoda 

je založena na nitraci libovolného aromatického kruhu, který na sobě váže katecholovou 

skupinu se třemi nebo čtyřmi polohami. Po přidání AlCl3 se tvoří žlutý roztok komplexu, 

po přidání NaOH roztok zčervená. Hodnota absorbance se měří při 510 nm. Jako standardní 

sloučenina pro stanovení výsledků se používá katechin [50]. 

1.5 Stanovení antioxidační kapacity 

1.5.1 Metoda DPPH 

Metoda DPPH se řadí k jedné z nejoblíbenějších spektrofotometrických metod 

pro stanovení antioxidační kapacity čistých sloučenin i komplexních směsí, např. rostlinných 

extraktů. Pro stanovení se využívá 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), který v roztoku 

methanolu nebo ethanolu vytváří stabilní volný radikál. DPPH radikál má tmavě purpurovou 

barvu vlivem působení antioxidantů se roztok radikálu odbarvuje.  
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Úbytek absorbance je měřen při vlnové délce 515 nm. Jako standardní látka se zpravidla 

používá Trolox, což je ve vodě rozpustný analog vitamínu E (Obrázek 9). Výsledky se vyjadřují 

jako ekvivalentní množství standardu Troloxu na 1 g nebo 1 ml vzorku (TEAC) [31].  

Celková antioxidační aktivita (TAA) je vyjádřena jako procento inhibice DPPH radikálu 

a počítá se podle rovnice:  

%𝑇𝐴𝐴 = (
𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘−𝐴𝑏𝑠𝑣𝑧𝑜𝑟𝑘𝑢

𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
) ∙ 100, 

kde TAA je celková antioxidační aktivita a Abs je absorbance [32]. 

Obrázek 9: Strukturní vzorec Troloxu 

1.5.2 Metoda ABTS  

Metoda ABTS je společně s metodou DPPH nejpoužívanější pro měření antioxidační 

aktivity. Využívá se zde 2,2-Azino-bis(3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonová kyselina) (ABTS), 

u které se vytváří barevný radikálový kationt ABTS•+, reakcí ABTS s K2S2O8, MnO2 nebo také 

hemoglobinem s H2O2. V přítomnosti antioxidantů dochází ke zhášení radikálu a odbarvení 

původně zelené roztoku. Míra tohoto odbarvení se měří při vlnové délce 734 nm. Procentuální 

úbytek zbarvení se přepočítá na ekvivalentní množství standardu Troloxu (TEAC). Nevýhodou 

této metody oproti DPPH je horší dostupnost radikálu, ten musí být generován před stanovením. 

Naopak lze detekovat antioxidační aktivitu i lipofilních antioxidantů [33, 34, 35]. 
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1.5.3 Metoda FRAP 

Principem této metody je schopnost antioxidantů redukovat komplex železitého iontu 

s 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazinem (Fe3+-TPTZ) na modrý komplex s iontem železnatým (Fe2+-

TPTZ) (Obrázek 10), který má absorpční maximum při vlnové délce 593 nm.  

Míra zbarvení roztoku je úměrná redukčním účinkům daného antioxidantu. Pomocí standardu 

Troloxu se přepočítává na TEAC [37]. Tato metoda poskytuje vysoce reprodukovatelné 

výsledky a je vhodná pro antioxidanty, které reagují rychle (například kyselina askorbová) [38].  

1.5.4 Metoda ORAC 

 Při metodě ORAC dochází ke generování kyslíkových a peroxylových radikálu. 

Následně se hodnotí schopnost látek zpomalit nebo zastavit radikálovou reakci. Jedná 

se o fluorescenční metodu, která se zabývá měřením oxidační degradace fluorescenční 

molekuly po smíchání s iniciátorem volných radikálů, při níž se používá AAPH (2,2’-azobis-

2-amidinopropan hydrochloridem) jako generátor volných radikálů a fluorescein jako cílová 

molekula. Fluorescence se měří při excitační vlnové délce 485 nm a emisní vlnové délce 

600 nm. [39,40]. Jako standard se obvykle používá kyselina gallová nebo Trolox [39, 41].  

1.6 Separační techniky 

1.6.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří k nejúčinnějším separačním 

metodám, která vyniká především dobrou opakovatelností a robustností. Tato metoda je vhodná 

zejména pro dělení organických méně těkavých kapalných a tuhých látek, které jsou rozpustné 

ve vodě, v organických rozpouštědlech či zředěných kyselinách. 

  

Obrázek 10: Strukturní vzorec TPTZ 
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Jedná se o separaci analytů na základě rozdělení mezi stacionární a mobilní fázi. Stacionární 

fází je zpravidla pevná látka a mobilní fáze je vždy kapalina [51, 52].  

Podle polarity mobilní a stacionární fáze rozlišujeme v HPLC dva základní 

chromatografické systémy. Pokud máme systém s obrácenými fázemi, znamená to, že mobilní 

fáze je polárnější než stacionární. V opačném případě se jedná o systém s normálními fázemi. 

Běžnější je systém s obrácenými fázemi, kde se využívá nepolární stacionární fáze, nejčastěji 

chemicky modifikovaný silikagel nějakou nepolární skupinou (oktadecyl, oktyl, atd.) Jako 

mobilní fáze se používá směs polárních rozpouštědel např. voda-methanol [51, 52]. 

Kapalinový chromatograf (Obrázek 11) se skládá z dávkovacího zařízení, 

vysokotlakého čerpadla, kolony a detektoru. Důležitou částí chromatografického systému 

je čerpadlo, které čerpá mobilní fázi chromatografickým systémem. Musí být odolné a schopné 

odolávat velmi vysokým tlakům (40–80 MPa) a musí zajišťovat přesný a reprodukovatelný 

průtok mobilní fáze. Po nadávkování pomocí šesticestného dávkovacího ventilu je vzorek 

veden na chromatografickou kolonu, kde dochází k separaci. Kolona je nejčastěji vyrobena 

z ocele, skla či plastu o průměru 3-6 mm a délce 5-25 cm. Po průchodu vzorku separační 

kolonou jsou analyty v mobilní fázi detekovány v průtokové cele detektoru.  

Na detektory jsou kladeny vysoké nároky, jako je vysoká citlivost, nízký šum, příznivá cena 

a univerzálnost. Nejčastěji se používají detektory spektrofotometrické, refraktometrické, 

fluorescenční, elektrochemické a vodivostní. HPLC je oproti plynové chromatografii složitější 

a zpravidla méně účinná [51, 52]. 

1.6.2 Plynová chromatografie  

Jedná se o fyzikálně – chemickou metodu, při které dochází k separaci směsi látek mezi 

dvě fáze, mobilní plynnou a stacionární pevnou či kapalnou. Využívá se pro separaci plynných 

látek nebo látek těkavých, které lze převést do plynného stavu.  

Obrázek 11: Schéma kapalinového chromatografu 
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Schéma plynového chromatografu je uvedeno na Obrázek 12. Nejprve je nadávkovaný 

vzorek unášen mobilní fází (nosným plynem) do kolony, kde se jednotlivé složky vzorku 

separují na základě různě silné schopnosti se poutat na stacionární fázi. Látky, které se zadržují 

málo, vystupují z kolony nejdříve a mají nejkratší eluční čas. Naopak látky, které se zadržují 

silně, vycházejí z kolony později. Složky, které opustí kolonu, se indikují pomocí vhodného 

detektoru. Poloha píku udává druh látky (kvalitativní analýza) a plocha píku udává množství 

látky (kvantitativní analýza) [37, 53]. 

U detektorů je důležitá rychlost odezvy, citlivost a zanedbatelný šum. Nejběžnějšími 

detektory v plynové chromatografii jsou tepelně vodivostní a plamenově ionizační detektor 

(Obrázek 13) či detektor elektronového záchytu [37, 53]. 

Obrázek 12: Schéma plynové chromatografie 

Obrázek 13: Plamenově ionizační detektor 
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1.7 Analýza quinoy či jiných pseudoobilovin  

1.7.1 Úprava a extrakce vzorků 

Nejdůležitější částí před analýzou námi sledovaných látek je úprava vzorku. Musí 

se vybrat vhodný postup úpravy abychom zabránili, co nejmenší degradaci analyzovaných 

látek. Dále je zapotřebí vybrat vhodný typ extrakce a rozpouštědlo, které zaručí co nejlepší 

výsledky separace sledovaných látek z matrice.  

Semena quinoy musí být vyčištěna a až do použití se skladují v polyethylenových 

nádobách v chladu. Před samotnou extrakcí je nutné zrna rozemlít a prosít. Takto připravená 

zrna quinoy ve formě jemného prášku se zabalí a uchovávají se při pokojové teplotě na suchém 

a tmavém místě. Další důležitou částí je zbavení lipofilních látek, a to nejčastěji extrakcí 

hexanem [33, 61, 65] poté se vzorky vysuší pod dusíkem a tím se zabrání oxidaci fenolických 

látek. Poté následuje příprava extraktů vhodným typem rozpouštědla a extrakce [33, 55, 56, 

61]. 

Po úpravě vzorků quinoy a jiných pseudoobilovin (amaranth, pohanka) následuje 

extrakce vhodným rozpouštědlem, například ethanol, methanol, aceton nebo jejich vodné 

roztoky, například 80% methanol [38, 58, 66]. Okyselením extraktů dochází ke zvýšení 

extrakční účinnosti, proto se často do vodných roztoku organických rozpouštědel přidává slabá 

nebo zředěná silná kyselina [33, 38, 61, 66]. Extrakce je obvykle podpořena protřepáváním 

na rotační třepačce [67].  

Po extrakci se vzorek pomocí centrifugy [38, 61] oddělí na vzorek a organickou fázi. 

Následně je rozpouštědlo (organická fáze) analyzována nebo odpařena odfoukáním pomocí 

dusíku [33, 67]. Poté se vysušené extrakty uchovávají v chladu až do analýzy [55, 57-59, 61].  

Pro uvolnění vázaných fenolických sloučenin z glykosidických a esterových vazeb 

se provádí kyselá a alkalická hydrolýza [55, 60]. Existují také tzv. enzymatické hydrolýzy [60], 

které simulují procesy probíhající během trávení v žaludku. Nejčastěji se používá alkalická 

hydrolýza, která probíhá většinou za pomocí NaOH po dobu 4 h při pokojové teplotě [55, 60, 

61]. Po ukončení hydrolýzy se do směsi přidává kyselina chlorovodíková (pH 2), čímž 

se podpoří následná extrakce fenolických látek do organického rozpouštědla (ethylacetát nebo 

diethylether). Kyselá hydrolýza naproti tomu využívá kyselinu chlorovodíkovou za vysoké 

teploty (85 C) po dobu 1 h [55, 60, 61]. Uvolněné fenolické látky se následně extrahují 

ethylacetátem nebo diethyletherem. Po extrakci se organické rozpouštědlo vysuší a odparky 

se před analýzou rozpouští ve vhodném rozpouštědle [55, 60, 61].  
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1.7.2 Stanovení antioxidační kapacity  

Pro stanovení antioxidační kapacity se využívají spektrofotometrické metody. Mezi 

nejběžněji používané metody se řadí metoda ABTS, DPPH, FRAP a ORAC.  

Extrakty zrn různě barevné quinoy byly testovány na antiradikálovou kapacitu 

sledováním jejich účinku na volný radikál ABTS•+. Aktivita byla zaznamenána a porovnána 

s aktivitou Troloxu. Pokles koncentrace radikálu byl pozorován u všech vzorků, ale nejvyšší 

antiradikálová kapacita byla zjištěna u červenofialové odrůdy, která obsahuje více betalainů. 

Objev betaxanthinů a identifikace nových betacyaninů v zrnech quinoy vysvětlují rozmanitost 

barev přítomné v této jedlé pseudoobilnině [30]. 

Pomocí metody DPPH a FRAP byla stanovena antioxidační aktivita u hořkých 

a sladkých semen quinoy po jejich tepelné úpravě [62]. Semena před a po úpravě varem byla 

opakovaně extrahována vodným roztokem 80% methanolu. Z výsledků bylo patrné, že semena 

hořké quinoy měla vyšší antioxidační kapacitu než semena sladké quinoy, což mohlo být 

způsobeno ztrátou látek s antioxidační kapacitou ve vroucí vodě. Zajímavé je, že hodnoty 

antioxidační kapacity měřené metodou FRAP u semen hořké quinoy byly trvale vyšší než 

hodnoty měřené metodou DPPH. Pravděpodobná příčina nižších hodnot u DPPH by mohla být 

způsobena přítomností sloučenin nereaktivních vůči volným radikálům DPPH. Naopak u semen 

sladké quinoy byly hodnoty získané oběma metodami (FRAP a DPPH) podobné, což mohlo 

být způsobeno obsahem karotenoidů a jiných sloučenin, jejichž absorpční spektra se s DPPH 

překrývala. Ukázalo se, že obě odrůdy (sladká i hořká) jsou bohatým zdrojem antioxidačních 

sloučenin [62].  

Antioxidační kapacita extraktů mouky z quinoy byla rovněž hodnocená pomocí metody 

ORAC. Pomocí této metody byly naměřeny u mouky z quinoy pozoruhodně vyšší hodnoty 

antioxidační kapacity než u pšenice. Byly použité 4 různé extrakční postupy k získání extraktů 

hydrofilních a lipofilních sloučenin a také volně rozpustných a nerozpustných vázaných 

fenolických látek. Bylo zjištěno, že mouka z quinoy obsahuje snadno přístupné antioxidanty 

a je tudíž vhodnější pro konzumaci oproti běžně používané pšenici [42]. 

1.7.3 Stanovení antioxidantů pomocí chromatografických technik 

Pomocí HPLC analýzy bylo v extraktech ze semen quinoy identifikováno šest 

fenolických sloučenin [20, 29]. Jednalo se o volné fenolické sloučeniny, které odpovídaly 

kyselině vanilové, p-hydroxybenzoové, p-kumarové a ferulové a flavonoidům kvercetinu 

a kaempferolu. 
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Nejlepších extrakčních účinků bylo dosaženo při teplotě 60 C, pomocí 80% ethanolu bez 

využití ultrazvuku. Semena quinoy lze považovat za dobrý zdroj přirozeně se vyskytujících 

antioxidačních sloučenin, které by mohly mít potenciální využití v potravinářském průmyslu 

[20, 29, 42].  

Pomocí plynové chromatografie se často analyzují těkavé vonné látky obsažené 

v přírodních matricích a stanovuje se tak jejich aroma profil. U quinoy je aroma důležitou 

vlastností, která ovlivňuje preference spotřebitelů. Různě zbarvená semena quinoy vykazují 

různé nutriční vlastnosti, avšak rozdíly v jejich aromatickém profilu nejsou dostatečně 

prozkoumány. Quinoa má podobné aroma jako vařená rýže a to škrobové, obilné až ořechové, 

dále může mít quinoa travnatou, karamelovou či ovocnou příchuť [43]. 

Při vaření a dalších tepelných procesech používaných při úpravě potravin dochází 

ke změně aroma profilu, a to zpravidla spuštěním různých chemických reakcí, jako 

je Maillardova reakce a oxidace lipidů. Například procesy sušení horkým vzduchem podporují 

tvorbu těkavých látek, jako jsou alkoholy, kyseliny a estery [43, 44]. 

V posledních letech se při detekci stopových těkavých složek uplatňuje plynová 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií s iontovou mobilitou. Touto technikou 

bylo v semenech vařené a syrové quinoy identifikováno 61 sloučenin, které patřily do osmi 

kategorií: aldehydy, estery, ketony, alkoholy, kyseliny, terpeny, heterocykly a sulfidy. Zatímco 

u vařené quinoy bylo detekováno velké množství aldehydů a alkoholů, u bílých semen quinoy 

byla zjištěna vysoká koncentrace těkavých sloučenin s travnatým (n-hexanol) a zeleným ((E)-

2-oktenal, (E)-2-heptenal) aromatem, a to před i po vaření. Oproti tomu vařená semena černé 

quinoy vykazovala vysoký obsah ovocných látek (methylhexanoát a fenylacetaldehyd). 

Výsledky této studie jsou užitečné pro pochopení aromatických vlastností quinoy a užitečné při 

výběru quinoy různých barev ke konzumaci [43]. 

1.8 Pozitivní účinky a využití quinoy pro lidský organismus 

Quinoa má pozitivní účinky na lidské zdraví a funkčně předchází různým 

onemocněním, jako je cukrovka, alergie, rakovina či zánětlivá onemocnění. Může snižovat 

riziko kardiovaskulárních onemocnění, proto jsou semena quinoy považována za funkční 

potraviny. V semenech quinoy je přibližně 10 % vlákniny, což je více než v rýži, kukuřici 

a pšenici (0,4 %, 1,7 %, resp. 2,7 %). Nestravitelnost vlákniny v tenkém střevě navíc nabízí 

několik příznivých účinků, například usnadňuje vstřebávání dalších živin obsažených v této 

obilovině na úrovni tlustého střeva [16]. 
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Existuje několik forem konzumace quinoy. Konkrétně lze semena fermentovat a vyrábět 

z nich pivo. Naklíčené klíčky quinoy (Obrázek 14) lze mimo jiné přidávat i do salátů (Obrázek 

15) [16]. Další možné využití je v bezlepkovém chlebu nebo v hnědém chlebu smíchaném 

s pšeničnou moukou, v polévkách, kojenecké výživě či jako alternativa rýže. Quinoa navíc díky 

vysoké kvalitě bílkovin slouží jako cenné krmivo pro zvířata. Má ekonomický potenciál 

v potravinářském průmyslu, protože lze využít celou rostlinu [11].  

 

 

 

Obrázek 14: Naklíčená semena quinoy [48] 

Obrázek 15: Salát z vařené quinoy [49] 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

2.1 Pomůcky a použité chemikálie 

2.1.1 Chemikálie 

• Metanol pro HPLC  (Sigma Aldrich, USA) 

• n-hexan (Sigma Aldrich, USA ) 

• DPPH: 2,2 – Difenyl -1-pikrylhydrazyl (Sigma Aldrich, USA) 

• Folin & Ciocalteua činidlo (Sigma Aldrich, USA) 

• Uhličitan sodný (Merck, Německo) 

• Kyselina gallová (Penta, ČR) 

• ABTS: 2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonová kyselina) diamonná sůl 

(Sigma Aldrich, USA) 

• Peroxodisíran draselný (Penta, ČR) 

• Trolox: (±) -6 – Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetrametylchroman-2-karboxylový kyselina (Merck) 

• Octan sodný (Penta, ČR) 

• Kyselina octová (Penta, ČR) 

• Chlorid železitý (Penta, ČR) 

• TPTZ: (2, 4, 6- tris(2-pyridyl) -s-triazin) (Sigma Aldrich, USA) 

• Aceton (Sigma Aldrich, USA) 

• Kyselina mravenčí (Penta, ČR) 

• Hydroxid sodný (Penta, ČR) 

• Destilovaná voda 

2.1.2 Pomůcky 

• Centrifugační zkumavky 50ml 

• Stříkačky 1 ml  

• Stříkačkové filtry 13 mm, 0,45 𝜇m (Labicom, ČR) 

• Navažovací pomůcky, laboratorní nádobí 

• Skleněné vialky 4 ml 

• Špičky pro pipety  

• Skleněná kyveta (S/G10, optická délka 10 mm, Fisher Scientific, ČR) 
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2.1.3 Zařízení  

• UV/VIS spektrometr UV-2450 (Shimadzu, Japonsko) 

• Analytické váhy (Sartorius, Německo) 

• Automatické pipety (Sartorius, Německo) 

• Handy step (BRAND, Německo) 

• Ultrazvuková lázeň  

• Centrifuga (Fisher Scientific, ČR) 

2.2 Vzorky  

Pro přípravu extraktů byla využita bíla a červená quinoa. V Tabulka 2 jsou znázorněny 

výživové hodnoty pro tyto vzorky.  

Tabulka 2: Výživové hodnoty ve 100 g vzorku, údaj z obalu výrobku 

 

  

Výživové hodnoty na 100 g (Quinoa bílá – Menu gold) 

Energetická hodnota  

Tuky 

z toho nasycené mastné kyseliny  

Sacharidy  

z toho cukry  

Bílkoviny  

Vláknina 

Sůl  

1470 kJ/ 349 kcal 

6,1 g 

0,8 g 

54 g 

1,1 g 

12 g 

14 g 

0,01 g 

Výživové hodnoty na 100 g (Quinoa červená – countrylife) 

Energetická́ hodnota  

Tuky 

z toho nasycené mastné kyseliny  

Sacharidy  

z toho cukry  

Bílkoviny  

Vláknina. 

Sůl  

1590 kJ/ 380 kcal 

6,0 g 

1,0 g 

68 g 

0 g 

12 g 

- 

0,01 g 
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2.3 Pracovní postupy 

2.3.1 Úprava a extrakce vzorků 

Nejprve bylo do centrifugačních zkumavek (50 ml) odváženo 2 g vzorku bílé a červené 

quinoy. Následně bylo přidáno 15 ml n-hexanu pro odstranění tuků ze vzorků. Po 10 minutové 

extrakci na třepačce byly zkumavky vloženy do centrifugy a horní hexanová fáze byla 

odstraněna. Tento proces byl proveden celkem třikrát. Poté byly vzorky vysušeny pod dusíkem. 

Takto připravené vzorky byly následně podrobeny různým typům extrakcí.  

2.3.1.1 Extrakce volných fenolických látek 

Při jednoduché extrakci byly fenolické látky extrahovány pomocí 30 ml různých 

rozpouštědel. Byl testován 70% methanol, 70% aceton a 70% methanol okyselený 

1% HCOOH. Extrakce probíhala 15 minut a po odstředění (8000 rpm, 5 minut) byla horní 

organická vrstva odebrána a přefiltrována. Dále byla testována dvojnásobná extrakce, která 

se ve velké míře využívá u vzorků obilovin. Testovaný vzorek byl nejprve extrahován 70% 

acetonem a poté byl kapalný podíl extrahován 30 ml směsi diethylether-ethylacetát (1:1). 

Po odstředění byla horní organická fáze odebrána a odpařena pod proudem dusíku. Vzniklý 

odparek byl pro analýzu rozpuštěn ve 4 ml 50% methanolu a přefiltrován pomocí stříkačkového 

filtru.  

 2.3.1.2 Alkalická hydrolýza  

Alkalická hydrolýza byla provedena pomocí 20 ml 4M NaOH po dobu 4 h na třepačce. 

Po hydrolýze byl roztok okyselen pomocí HCl na pH 2 a uvolněné fenolické látky byly 

extrahovány do směsi diethylether-ethylacetát (1:1). Pro oddělení organické fáze byl vzorek 

odstředěn a organická fáze byla odpařena. Odparek byl rozpuštěn ve 4 ml 50% methanolu 

a přefiltrován přes stříkačkové filtry s póry o průměru 0,45 μm. 

2.3.1.3 Kyselá hydrolýza 

Při kyselé hydrolýze bylo k upravenému vzorku přidáno 20 ml 1M HCl a roztok byl 

povařen 45 minut při 90 °C. Poté byl vzorek ochlazen a následně extrahován do směsi 

diethylether-ethylacetát (1:1). Horní organická fáze byla odpařena a odparek byl rozpuštěn 

ve 4 ml 50% methanolu a přefiltrován.  
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2.3.2 Spektrofotometrické metody 

2.3.2.1 Metoda ABTS 

20 mg ABTS bylo rozpuštěno v 10 ml destilované vody. Následně bylo přidáno 200 μl 

K2S2O8. Roztok byl ponechán za nepřístupu světla v lednici po dobu cca 16 hodin. Druhý den 

bylo ze zásobního roztoku odpipetováno 2,5 ml do 100 ml odměrné baňky a doplněno po rysku 

destilovanou vodou. Ke 3 ml směsi bylo přidáno 50 μl vzorku a řádně promícháno. Pro tuto 

metodu byl zjištěn optimální čas reakce 60 min. Po uplynutí inkubační doby byl změřen úbytek 

absorbance při vlnové délce 734 nm. S každou časovou řadou byl souběžně proměřen i slepý 

pokus, kde extrakt nahradilo extrakční činidlo. Výsledná antioxidační aktivita je vyjádřena jako 

inhibice roztoku v % (viz rovnice (1)). Přes kalibrační závislost byla tato inhibice roztoku 

přepočítána na ekvivalentní množství standardu Troloxu na 1 g vzorku.  

𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑒 (%) =  
𝐴𝑏𝑙𝑘−𝐴𝑣𝑧

𝐴𝑏𝑙𝑘
∙ 100       (1) 

𝐴𝑏𝑙𝑘 = 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑠𝑙𝑒𝑝éℎ𝑜 𝑝𝑜𝑘𝑢𝑠𝑢, 𝐴𝑣𝑧 = 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑘𝑢 

2.3.2.2 Metoda DPPH 

Standardní roztok byl připraven odvážením 4 mg DPPH do 25 ml odměrné baňky 

a doplněno methanolem po rysku. Pracovní roztok byl připraven naředěním standardního 

roztoku 1:4. Absorbance pracovního roztoku by se měla pohybovat v rozmezí 0,8-0,9. Ke 3 ml 

pracovního roztoku bylo přidáno 50 μl vzorku a směs byla důkladně promíchána. Čas doby 

inkubace byl optimalizován na 30 minut. Po uplynutí reakčního času byl změřen úbytek 

absorbance při vlnové délce 515 nm. S každou časovou řadou byl opět souběžně proměřen 

i slepý pokus, kde extrakt nahradilo extrakční činidlo. Dle předchozího vzorce byl úbytek 

absorbance přepočítán na procenta inhibice roztoku. Pomocí kalibrační řady standardu Troloxu 

byla absorbance přepočítána na ekvivalentní množství této látky v 1 g vzorku.  

2.3.2.3 Metoda FRAP 

Reakční směs byla složena z TPTZ, FeCl3 a octanového pufru v poměru 1:1:10. Z takto 

připraveného roztoku bylo následně odpipetováno 3 ml do vialek a přidáno 50 μl vzorku. 

Inkubační doba byla na 10 minut. Po uplynutí reakčního času byl změřen úbytek absorbance 

při vlnové délce 593 nm. Stejným postupem byl zároveň proměřen slepý pokus, kde místo 

extraktu vialka obsahovala extrakční činidlo. Pomocí kalibrační řady byla naměřená absorbance 

přepočítána na ekvivalentní množství standardu Troloxu v 1 g vzorku.  
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2.3.2.4 Stanovení celkového množství fenolických látek (TPC) 

Pracovní roztok pro stanovení celkového množství fenolických látek byl připraven 

naředěním 2 M Folin-Ciocalteuova činidla destilovanou vodou v poměru 1:20. Ke 2 ml činidla 

bylo přidáno 50 l vzorku. Směs byla promíchána a po 5 minutách přidán 1 ml 7,5% roztoku 

Na2CO3. Po dalších 30 minutách se proměřila absorbance u všech vzorků při 750 nm. Stejným 

způsobem byl proměřen i slepý pokus, kde byl extrakt nahrazen extrakčním činidlem. Obsah 

fenolických látek byl přepočítán pomocí kalibrační křivky a vyjádřen jako ekvivalentní 

množství kyseliny gallové v 1 g vzorku. 

3 VÝSLEDKY A DISKUZE 

3.1 Stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS 

Pro stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS byla nejprve optimalizována doba 

reakce antioxidantů přítomných ve vzorku s reakčním činidlem. Jak je patrné ze závislosti 

úbytku absorbance na reakční době (Obrázek 16), pro reakci je optimální čas 60 minut. 

Za stejných podmínek byly proměřeny kalibrační roztoky standardu Troloxu a byla sestavena 

kalibrační křivka (Obrázek 17), která sloužila k přepočtu úbytku absorbance u změřených 

vzorků na TEAC. Kalibrační křivka byla sestavena pomocí deseti kalibračních bodů v rozmezí 

koncentrací 0,01 až 0,1 mol Troloxu/50l a je spolu s rovnicí regrese a odchylkami 

jednotlivých parametrů uvedena na Obrázek 17.  

Obrázek 16: Závislost úbytku absorbance v procentech na době reakce pro metodu ABTS 
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Následně byly proměřeny jednotlivé extrakty připravené z bílé a červené quinoy, které 

byly připraveny pomocí postupu uvedeného v experimentální části (kapitola 2.3.1). U každého 

vzorku bylo provedeno pět měření a hodnoty byly následně vyjádřeny jako TEAC (mol 

Troloxu na 1 g vzorku). Na základě vypočtených průměrných hodnot byl vytvořen sloupcový 

graf (Obrázek 18), kde je možné vidět rozdíl v antioxidační aktivitě jednotlivých extraktů 

a usuzovat tak na účinnost extrakce pro obsažené antioxidanty. 

Obrázek 17: Kalibrační křivka závislosti úbytku A na množství Troloxu v dávkovaném objemu pro metodu ABTS 

Obrázek 18: Antioxidační aktivita různých extraktů získaných ze vzorků quinoy pomocí metody ABTS 

1-70% methanol, 2-70% aceton, 3-70% methanol + kyselina mravenčí, 4- vícenásobná extrakce (aceton—

diethylether-ethylacetát), 5- kyselá hydrolýza, 6- alkalická hydrolýza 
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Z Obrázek 18 je patrné, že vysokou antioxidační aktivitu vykazují extrakty připravené 

pomocí 70% methanolu a acetonu (1,2). Antioxidační aktivita pozorovaná u jednotlivých 

rozpouštědel se významně neliší, ale je zajímavé, že u červené quinoy je pozorována vyšší 

antioxidační aktivita u methanolu, zatímco pro bílou quinou je vhodnější rozpouštědlo aceton. 

Nejvyšší antioxidační aktivitu lze vidět u extrakce 70% methanolem s přídavkem kyseliny 

mravenčí (3). Okyselením tedy došlo k mírnému podpoření extrakce fenolických kyselin, které 

zřejmě bez okyselení jsou disociovány a do rozpouštědla nepřechází. Dále byla testována 

účinnost vícenásobné extrakce nejprve pomocí 70% acetonu a poté pomocí směsi diethylether-

ethylacetát, která se tradičně využívá při extrakcích volných fenolických látek z obilovin. Jak 

je patrné z Obrázek 18, při extrakci přechází do směsi diethylether-ethylacetát (4) pouze malé 

množství látek s antioxidačními vlastnostmi. Pro uvolnění vázaných fenolických látek byla 

u vzorků quinoy provedena kyselá a alkalická hydrolýza. Extrakty získané po kyselé hydrolýze 

(5) vykazují u červené i bílé quinoy srovnatelné hodnoty. U alkalické hydrolýzy (6) byla 

pozorována nižší antioxidační kapacita u bílé quinoy, což je pravděpodobně způsobené vyšší 

obsahem esterově vázaných látek s antioxidačními vlastnostmi u červené quinoy. Z chybových 

úseček je patrné, že nedocházelo k velkým odchylkám při spektrofotometrickém měření. 

Metodou ABTS jsou zpravidla pozorovány vyšší hodnoty antioxidační aktivity ve srovnání 

s ostatními spektrofotometrickými metodami, protože reaguje s velkým množstvím 

antioxidantů.  

3.2 Stanovení antioxidační aktivity metodou DPPH 

Pro stanovení antioxidační aktivity metodou DPPH byla nejprve opět optimalizována 

reakční doba antioxidantů obsažených ve vzorku s radikálem DPPH. Z Obrázek 19 lze vidět, 

že optimální čas pro reakci je 30 minut. Za stejných podmínek byly poté proměřeny kalibrační 

roztoky standardu Troloxu a byla sestavena kalibrační křivka (Obrázek 20), která sloužila 

k přepočtu úbytku absorbance na TEAC. Kalibrační křivka byla sestavena pomocí deseti 

kalibračních bodů v rozmezí koncentrací 0,01 až 0,1 mol Troloxu/50 μl a je spolu s rovnicí 

regrese a odchylkami jednotlivých parametrů uvedena na Obrázek 20. 
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Obrázek 19: Závislost úbytku absorbance v procentech na době reakce pro metodu DPPH 

Obrázek 20: Kalibrační křivka v závislosti úbytku A na množství Troloxu v dávkovaném objemu pro metodu DPPH 
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 Pro stanovení antioxidační kapacity optimalizovanou metodou DPPH byly použité 

stejné vzorky bílé a červené quinoy jako u ABTS metody. Před samotným stanovením byly 

vzorky upraveny dle postupu uvedeném v experimentální části (kapitola 2.3.1). U každého 

vzorku bylo provedeno pět měření a hodnoty byly následně vyjádřeny jako TEAC 

(mol Troloxu na 1 g vzorku). Z vypočtených průměrných hodnot byl vytvořen sloupcový graf 

(Obrázek 21), kde je možné vidět rozdíl antioxidační aktivity u různých extraktů. 

 

Z Obrázek 21 je zřejmé, že červená quinoa obsahuje více látek s antioxidační aktivitou, 

které reagují s DPPH radikálem než quinoa bílá. U ABTS byly hodnoty červené a bílé quinoy 

u všech extrakcí srovnatelné. Bílá quinoa zřejmě obsahuje látky, které s DPPH nereagují, proto 

má menší antioxidační aktivitu než červená quinoa. Dále je patrné, že extrakční účinnost pro 

látky s antioxidačními vlastnostmi je lepší u 70% methanolu (1) než u acetonu (2). Po přídavku 

kyseliny mravenčí do 70% methanolu dochází opět k mírnému podpoření extrakce (3). Naopak 

nejnižší antioxidační aktivitu vykazují extrakty získané několika násobnou extrakcí (aceton-

diethyleter-ethylacetát) (4). Do směsi diethyleter-ethylacetát přechází pouze malé množství 

látek s antioxidačními vlastnostmi.  

Obrázek 21: Antioxidační aktivita různých extraktů získaných ze vzorků quinoy pomocí metody DPPH 

1-70% methanol, 2-70% aceton, 3-70% methanol + kyselina mravenčí, 4- vícenásobná extrakce (aceton—diethylether-

ethylacetát), 5- kyselá hydrolýza, 6- alkalická hydrolýza 
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Pro uvolnění vázaných fenolických látek byla u vzorků quinoy provedena kyselá a alkalická 

hydrolýza. Extrakty získané po kyselé hydrolýze (5) vykazují u červené i bílé quinoy 

srovnatelné hodnoty.Naopak u alkalické hydrolýzy (6) byla pozorována nižší antioxidační 

kapacita u bílé quinoy, pravděpodobně červená quinoa obsahuje více esterově vázaných látek 

s antioxidačními vlastnostmi. Je zde také vidět, že extrakty byly připravené s minimální 

chybou, s výjimkou extrakce 70% methanolem. Metoda DPPH je selektivnější oproti metodě 

ABTS, a proto má nižší schopnost reagovat s látkami v extraktech.  

3.3 Stanovení antioxidační aktivity metodou FRAP 

Optimalizace metody FRAP je převzatá z diplomové práce [63], ve které autor zjistil 

optimální reakční dobu 10 minut. Tyto podmínky byly zvoleny pro analýzu veškerých extraktů 

quinoy a k sestavení kalibrační křivky. Kalibrační křivka byla sestavena pomocí deseti 

kalibračních bodů v rozmezí koncentrací 0,01 až 0,1 mol Troloxu/50 μl a je spolu s rovnicí 

regrese a odchylkami jednotlivých parametrů uvedena na Obrázek 22.  

 

  

Obrázek 22: Kalibrační křivka v závislosti úbytku A na množství Troloxu v dávkovaném objemu pro metodu FRAP 
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Metoda FRAP slouží k měření redukčních vlastností látek obsažených v extraktech, 

které jsou mírou antioxidační aktivity. Před samotným stanovením byly vzorky upraveny 

dle postupu uvedeném v experimentální části (kapitola 2.3.1). Každý vzorek se měřil pětkrát 

a změna absorbance jednotlivých vzorků byla pomocí regresní přímky kalibračního grafu 

(Obrázek 22) přepočtena na ekvivalentní množství Troloxu a vztažená na 1 g vzorku. 

Z vypočítaných průměrných hodnot byl vytvořen sloupcový graf (Obrázek 23), kde lze vidět 

rozdíl redukčních vlastností látek v různých extraktech. 

Z Obrázek 23 vyplývá, že červená quinoa má výrazně vyšší redukční vlastnosti oproti 

bílé quinoe. Opět ve srovnání s metodou ABTS, bílá quinoa obsahuje látky, které s metodou 

FRAP nereagují. Extrakty methanolu a acetonu, které byly připravené bez okyselení (1,2) 

a methanolu s přídavkem kyseliny mravenčí (3), nevykazovaly mezi sebou zásadní rozdíl. 

O trochu vyšší redukční vlastnosti nabývají u čistého methanolu. Dále byla testována 

vícenásobná extrakce (aceton-diethyleter-etylacetát) (4), kde jsou opět redukční vlastnosti 

nejnižší. U extraktů připravených po kyselé a alkalické hydrolýze (5,6) vykazuje červená 

quinoa o něco vyšší hodnoty TEAC než bílá quinoa. Oproti metodám ABTS a DPPH jsou však 

hodnoty TEAC menší.  

 

  

Obrázek 23: Antioxidační aktivita různých extraktů získaných ze vzorků quinoy pomocí metody FRAP 

1-70% methanol, 2-70% aceton, 3-70% methanol + kyselina mravenčí, 4- vícenásobná extrakce (aceton—diethylether-

ethylacetát), 5- kyselá hydrolýza, 6- alkalická hydrolýza 
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3.4 Stanovení celkového obsahu fenolických látek 

Pro stanovení celkového obsahu fenolických látek byla metoda převzatá z diplomové 

práce [64], ve které autor zjistil optimální reakční dobu 35 minut. Tyto podmínky byly zvoleny 

pro analýzu všech extraktů připravených z bílé a červené quinoy. Pro kvantitativní vyjádření 

nárůstu absorbancí určující celkové množství fenolických látek v jednotlivých extraktech byla 

sestrojena kalibrační křivka závislosti ∆𝐴 na množství kyseliny gallové. Kalibrační závislost 

je spolu s parametry lineární regrese a jejich směrodatnými odchylkami uvedena na Obrázek 

24. 

 

Před samotným stanovením byly vzorky upraveny dle postupu uvedeném 

v experimentální části (kapitola 2.3.1). U každého vzorku bylo provedeno pět měření. Pomocí 

kalibrační závislosti byly přepočítány hodnoty nárůstu absorbance u všech sledovaných 

extraktů na ekvivalentní množství kyseliny gallové (GAE) v 1 g vzorku. Ze získaných 

průměrných hodnot byl vytvořen sloupcový graf (Obrázek 25), kde lze vidět rozdíl v obsahu 

fenolických látek v různých extraktech. 

 

  

Obrázek 24: Kalibrační křivka v závislosti úbytku A na množství kyseliny gallové v dávkovaném objemu 
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Z Obrázek 25 vyplývá, že vysoké množství fenolických látek vykazují extrakty 

připravené pomocí 70% methanolu a acetonu (1,2). U červené quinoy je lepší extrakční 

účinnost pozorovaná u 70% metanolu. Opět je zde pozorovaný pozitivní vliv přídavku kyseliny 

mravenčí do extrakčního činidla (3), což způsobilo zvýšení celkového množství fenolických 

látek v extraktu. Naopak nejnižší množství fenolických látek vykazují opět extrakty 

s dvojnásobnou extrakcí (4). Důvodem je pravděpodobně ztráta fenolických látek 

při vícekrokové přípravě, kde do směsi diethylether-ethylacetát nepřechází tolik fenolických 

látek. 

Pro uvolnění vázaných fenolických látek byla u vzorků quinoy provedena kyselá 

a alkalická hydrolýza. U kyselé i alkalické hydrolýzy (5,6) vykazuje červená quinoa vyšší 

množství fenolických látek než bílá quinoa. Pravděpodobně červená quinoa obsahuje více 

esterově vázaných látek s antioxidačními vlastnostmi. Při těchto hydrolýzách mohou nastat 

výrazné ztráty fenolických látek. To může být způsobené vysokými teplotami a drsnými 

podmínkami pH. Z Obrázek 25 lze také vidět, že z chybových úseček jednotlivých měření 

nedocházelo k velkým chybám při samotném spektrofotometrickém měření.   

Obrázek 25 :Antioxidační aktivita různých extraktů získaných ze vzorků quinoy pomocí Folin-Ciocalteuova činidla 

1-70% methanol, 2-70% aceton, 3-70% methanol + kyselina mravenčí, 4- vícenásobná extrakce (aceton—diethylether-

ethylacetát), 5- kyselá hydrolýza, 6- alkalická hydrolýza 
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ZÁVĚR 

Cílem této bakalářské práce bylo stanovit antioxidační vlastnosti merlíku čilského 

(quinoy). Dále bylo popsáno složení této pseudoobiloviny a její využití. Quinoa se považuje 

za velmi dobrou náhradu pestré stravy, která může představovat rychlý zdroj vyváženého 

příjmu energie. Obsahuje dvakrát více proteinů než rýže, a proto je vhodná pro vegany 

a vegetariány, kteří se mohou potýkat s jejich nedostatkem.  

V praktické části práce jsem se zaměřila na sledování antioxidační aktivity různých 

extraktů připravených z quinoy pomocí čtyř různých spektrofotometrických metod (ABTS, 

DPPH, FRAP, TPC). Nejvyšších hodnot antioxidační aktivity bylo dosaženo metodou ABTS, 

kde radikál není tak selektivní a reaguje se širším množstvím látek oproti DPPH. U metody 

FRAP je oproti ABTS a DPPH testována redukční schopnost látek ve vzorku. Poslední metoda 

sloužila ke stanovení celkového množství fenolických látek. 

Z hlediska testování účinnosti extrakce bylo nejvíce látek s antioxidačními vlastnostmi 

pozorováno u 70% methanolu okyseleného kyselinou mravenčí pro potlačení disociace látek 

kyselé povahy. Naopak nejméně látek bylo pozorováno u vícenásobné extrakce (aceton-

diethyleter-ethylacetát). Kromě volných fenolických látek a antioxidantů byly analyzovány 

i vázané, které bylo nutné nejprve uvolnit pomocí kyselé či alkalické hydrolýzy.  

Dále bylo zjištěno, že červená quinoa má vyšší antioxidační účinky než bílá quinoa, 

což je zřejmě způsobeno obsahem látek způsobujících danou barvu quinoy, které nejsou 

obsažené v quinoe bílé. Tyto rozdíly v antioxidační kapacitě bílé a červené quinoy byly 

pozorované u metod DPPH a FRAP. Tudíž látky, které obsahuje červená quinoa navíc, reagují 

s radikálem DPPH a mají redukční účinky a jsou tedy měřitelné metodou FRAP.  
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