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ANOTACE 

Tato bakalářská práce se věnuje analytickému stanovení antioxidantů obsažených ve 

švestkách. Teoretická část se zabývá popisem slivoně švestky, chemického složení plodu, 

popisem fytochemikálií a antioxidantů. Dále je pozornost věnována metodám úpravy vzorku 

před analýzou a teoretickým základům spektrofotometrických a chromatografických technik, 

které se pro stanovení antioxidantů využívají. Experimentální část je zaměřena na stanovení 

antioxidační aktivity extraktů připravených z mražených švestek, povidel a sušených švestek 

pomocí vybraných spektrofotometrických metod. 
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TITLE 

Analysis of natural antioxidants present in plums 

ANNOTATION 

This bachelor thesis is devoted to the determination of antioxidants contained in plums. The 

theoretical part includes a description of Prunus domestica, the chemical composition of the 

fruit, a description of the phytochemicals and antioxidants. It also is devoted to methods of 

sample preparation before analysis and theoretical basis of spectrophotometric and 

chromatographic techniques used for the determination of antioxidants. The experimental part 

is devoted to the determination of the antioxidant activity of extracts prepared from frozen 

plums, plum jam and prunes by spectrophotometric methods. 
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ÚVOD 

Antioxidanty jsou biologicky aktivní látky, které pomáhají zhášet volné radikály a chránit 

buňky před oxidačním stresem. Volné radikály vznikají jako přirozený vedlejší produkt 

metabolických procesů, ale jejich nadměrná akumulace může vést k poškození buněk 

a přispět k rozvoji různých chronických onemocnění. Přírodní antioxidanty obsažené v ovoci 

a zelenině jsou považovány za efektivní a bezpečný způsob, jak podpořit obranyschopnost 

organismu. 

Švestky patří mezi ovoce s vysokým obsahem přírodních antioxidantů, zejména fenolických 

látek, flavonoidů, vitaminu C a karotenoidů. Různé odrůdy švestek se mohou lišit ve svém 

složení a antioxidační aktivitě, což závisí na faktorech, jako je stupeň zralosti, podmínky 

pěstování a způsob skladování. Chemické složení produktů připravených ze švestek, jako jsou 

povidla nebo sušené švestky, se vlivem tepelné úpravy liší od čerstvých švestek. 

Abychom mohli analyzovat antioxidanty přítomných ve švestkách musíme nejprve provést 

extrakci těchto látek z pevné matrice plodu. Antioxidační kapacita vzorku se analyzuje 

pomocí spektrofotometrických metod, například pomocí DPPH, ABTS nebo FRAP testů. 

Můžeme také změřit celkové množství fenolických látek pomocí Folin-Ciocalteuova činidla. 

Pro zjištění přesného složení se využívají chromatografické metody jako například 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) nebo pro těkavější látky plynová 

chromatografie (GC). 
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1 Teoretická část 

1.1  Švestka 

1.1.1 Charakteristika 

Slivoň švestka (Prunus domestica), známá také jako švestka domácí, je hojně pěstovaný 

strom z čeledi růžovitých (Rosaceae) a rodu slivoň (Prunus). Předpokládá se, že vznikla 

křížením slivoně myrobalán (Prunus cerasifera) a slivoně trnky (Prunus spinosa) [1,2]. 

Její původ je nejčastěji spojován s oblastí jižní Evropy nebo západní Asie v blízkosti Kavkazu 

a Kaspického moře, přičemž v Evropě je známá již déle než 2000 let [1-3].  

Švestky jsou nejrozmanitější z peckovin z hlediska klasifikace. Pouze dva druhy Prunus 

domestica a Prunus salicina dosahují celosvětového komerčního významu a jsou rozšířeny 

v Asii, Evropě a Americe [4]. Dnes se slivoně pěstují v téměř všech zemích mírného 

klimatického pásma, avšak jejich rozšíření limituje nedostatečná zimovzdornost některých 

odrůd [5]. 

Švestka je peckovité ovoce, které se po oplodnění květu (Obrázek 1) vyvíjí ze stěny jeho 

semeníku. Ovoce se rozděluje na tři části: slupku (epikarp), dužinu (mezokarp) a pecku 

(endokarp). Slupka se skládá z vrstvy podlouhlých živých buněk (epidermis), které jsou 

pokryty tenkým filmem kutinu (kutikula). Kutikula chrání podkladovou tkáň a umožňuje 

výměnu metabolitů nebo plynů s vnějším prostředím pomocí otvorů (lenticel). Voskový 

povlak na kutikule vytváří světle šedé ojínění, které dodává slupce matný vzhled a zajišťuje 

nepropustnost pro vodu. Dužina je složena z parenchymatických buněk s aktivním 

protoplastem, kde probíhají všechny metabolické reakce. Protoplast je obklopen buněčnou 

stěnou obsahující pektiny. Střední lamely, které se nacházejí mezi sousedními buněčnými 

stěnami, obsahují vysoký obsah vápníku a hrají důležitou roli při udržování soudržnosti mezi 

buňkami, čímž zajišťují pevnou strukturu plodu. Jediné semeno je obklopeno tvrdou peckou, 

která se skládá z izodiametrických buněk se ztloustlými lignifikovanými buněčnými stěnami 

(sklerenchym). Dužina je obvykle pevně přichycena k pecce, ačkoli některé odrůdy můžou 

mít volnou pecku, což znamená, že dužina není s peckou spojena. Evropské švestky jsou 

obvykle oválné, s modře až fialově zbarvenou slupkou a mají tlustou dužinu s volnou peckou. 

Konzistence dužniny je charakterizována jako pevná, avšak jemná a šťavnatá [3]. 
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Obrázek 1: Květy švestky obecné [2] 

 

1.1.2 Složení švestek 

Chemické složení plodů slivoní se výrazně liší v závislosti na druhu, odrůdě, stupni zralosti, 

půdních podmínkách, výživě rostlin, klimatu, počasí a dalších faktorech. Mezi hlavní 

organické kyseliny obsažené ve slivoních patří kyselina jablečná a kyselina citrónová. Dále 

bylo nalezeno malé množství kyseliny šťavelové, jantarové, chininové a stopy methylesteru 

kyseliny salicylové. Co se týče cukrů, převládají glukóza a sacharóza, které jsou zastoupeny 

v podobném množství. Zatímco fruktóza je obsažena v menším množství. Během dozrávání 

plodů se množství sacharózy zvyšuje, což je charakteristické pro některé odrůdy. Složení 

švestky a podobných plodů je uvedeno v Tabulce 1 [3,5].  
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Tabulka 1: Obsah živin, minerálů a kyselin v čerstvých švestkách, slívách a sušených švestkách [3,6] 

Výživové údaje 
Obsah (na 100 g jedlé porce) 

Švestka Slíva Sušená švestka 

Vlhkost (%) 85,2 69,7 32,4 

Energetická hodnota (kJ) 230 146 1000 

Sacharidy (g) 11,0 8,6 55,5 

Vláknina (g) 2,0 1,6 7,2 

Bílkoviny (g) 0,8 0,5 2,6 

Celkový tuk (g) 0,6 stopové množství 0,5 

Kyselina nikotinová (mg) 0,5 0,3 2,0 

Kyselina pantothenová (mg) 0,18 0,24 0,46 

Riboflavin (mg) 0,10 0,03 0,16 

Thiamin (mg) 0,04 0,09 0,08 

Kyselina listová (μg) 2,0 3,0 4,0 

Karoten (μg) 295 265 140 

Vitamín B6 (mg) 0,08 0,05 0,26 

Vitamín C (mg) 10,0 5,0 3,0 

Vitamín E (mg) 0,65 0,60 - 

Sodík (mg)  - 2,0 4,0 

Draslík (mg) 172 260 745 

Vápník (mg) 4,0 22,0 51,0 

Hořčík (mg) 7,0 10,0 45,0 

Fosfor (mg) 10,0 14,0 79,0 

Železo (mg) 0,1 0,4 2,5 

Měď (mg) 0,04 0,07 0,43 

Zinek (mg) 0,10 0,10 0,53 

Kyselina jablečná (mg) 820–1990 - - 

Kyselina citrónová (mg) 23–55 - - 

Kyselina salicylová (mg) 0,14 - - 
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1.2  Fytochemikálie 

Švestky také obsahují fytochemické látky, které snižují riziko kardiovaskulárního 

onemocnění, rakoviny, cukrovky, osteoporózy, zrakových onemocnění, revmatoidní artritidy, 

Parkinsonovy choroby a Alzheimerovy choroby. V peckovinách se jedná hlavně o polyfenoly 

(flavonoidy, antokyany a fenolové kyseliny), karotenoidy, triterpeny a těkavé 

sloučeniny [4,7]. 

1.2.1 Fenolické látky 

Fenolické látky jsou v rostlinách široce rozšířené a přispívají k jejich celkovému vzhledu, 

chuti a biologické aktivitě. Dělí se na jednoduché fenoly, které obsahují jedno fenolové jádro, 

a polyfenoly, které ve své struktuře obsahují dvě nebo více fenolových jader [7,8]. Na 

obrázku 2 je znázorněna klasifikace fenolických látek [8]. 

 

Obrázek 2: Chemická klasifikace fenolických látek [9] 

Zpracování rostlinného materiálu, obzvláště tepelné, má na tyto sloučeniny dvojí dopad. 

Může vést k degradaci antokyanů a celkových fenolů, ale zároveň může celkovou 

antioxidační kapacitu produktu zvýšit. Tento jev lze vysvětlit Maillardovou reakcí. Jedná se 
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o reakci mezi cukry a aminokyselinami za zvýšené teploty. Při ní vznikají nové látky 

(melanoidiny) [4,7]. 

Peckovité ovoce obsahuje hlavně flavonoidy (nejvíce antokyany) a fenolické kyseliny. Hlavní 

flavonoidy ve švestkách, především kvercetin a jeho glykosidy (rutin a hyperosid), se 

vyskytují ve výrazně vyšší koncentraci ve slupce než v dužině [4].  

Flavonoidy se dělí na flavonoly, flavony, isoflavonoidy, flavonony, antokyany a flavanoly. 

Ovoce obvykle obsahuje řadu různých flavonolových glykosidů, které se hromadí ve slupce 

a v listech, jelikož jejich biosyntéza je stimulována světlem [4,7].  

Antokyany ve švestkách jsou tvořeny především 3-glukosidy a 3-rutinosidy kyanidinu 

a peonidinu (Obrázek 3) [3,4]. Tyto pigmenty jsou zodpovědné za charakteristickou barvu 

plodů, přičemž platí, že vyšší obsah antokyanů propůjčuje švestkám intenzivnější fialovou až 

modročernou barvu [7,10]. 

 

Obrázek 3: Struktura vybraných antokyanidinů [9] 

Fenolické kyseliny se dělí na deriváty kyseliny benzoové a skořicové (Tabulka 2). V ovoci 

dominují deriváty kyseliny hydroxyskořicové, mezi které patří například kyselina 

p-kumarová, kávová a ferulová. Jejich celkový obsah se v ovoci, jako jsou švestky, borůvky či 

jablka, pohybuje od 0,5 do 2 g na kilogram čerstvé hmotnosti [6,7]. 
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Tabulka 2:Struktury významných fenolických kyselin [6] 

Kyseliny R2 R3 R4 R5 X 

Deriváty kyseliny skořicové      

Kyselina skořicová −H −H −H −H a 

Kyselina o-kumarová −OH −H −H −H a 

Kyselina p-kumarová −H −H −OH −H a 

Kyselina m-kumarová −H −OH −H −H a 

Kyselina ferulová −H −OCH3 −OH −H a 

Kyselina sinapová −H −OCH3 −OH −OCH3 a 

Kyselina kávová −H −OH −OH −H a 

Deriváty kyseliny benzoové      

Kyselina benzoová −H −H −H −H b 

Kyselina salicylová −OH −H −H −H b 

Kyselina p-hydroxybenzoová −H −H −OH −H b 

Kyselina vanilinová −H −OCH3 −OH −H b 

Kyselina syringová −H −OCH3 −OH −OCH3 b 

Kyselina protokatechová −H −OH −OH −H b 

Kyselina gentisová −OH −H −H −OH b 

Kyselina gallová −OH −OH −OH −OH b 

Kyselina veratrová −H −OCH3 −OCH3 −H b 

Aldehydy      

Syringaldehyd −H −OCH3 −OH −OCH3 c 

Vanilin −H −OCH3 −OH −H c 
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Ačkoliv je ve většině druhů ovoce nejvíce zastoupená samotná kyselina chlorogenová 

(5-kafeoylchinová), plody švestek obsahují především její izomer, kyselinu neochlorogenovou 

(3-kafeoylchinová). Její obsah se ve švestkách pohybuje v rozmezí 88–771 mg/kg a spolu 

s kyselinou p-kumarovou (140–1150 mg/kg) tvoří dominantní fenolické kyseliny. Samotná 

kyselina chlorogenová se ve švestkách nachází v podstatně nižších koncentracích 

(15-142 mg/kg), podobně jako kyselina sinapová [6]. 

1.2.2 Těkavé látky 

Aroma ovoce, které je tvořeno těkavými látkami, zásadně ovlivňuje zájem spotřebitelů. 

Těkavé látky se uvolňují v závislosti na vnitřních i vnějších faktorech, například během zrání, 

skladování nebo při mechanickém poškození. V procesu tvorby charakteristické chuti a vůně 

ovoce hraje klíčovou roli právě stupeň zralosti. Mezi nejdůležitější skupiny těkavých látek 

patří aldehydy, alkoholy, estery, laktony a monoterpeny [4]. 

1.3  Antioxidanty 

Při metabolismu v lidském těle vznikají volné radikály, které hrají důležitou roli v různých 

fyziologických procesech. Rovnováhu mezi tvorbou a odstraňováním volných radikálů 

v organismu pomáhá udržovat antioxidační systém. Tuto rovnováhu však mohou narušit 

faktory, jako je kouření, konzumace alkoholu, vystavení radiaci či toxinům.  

Pokud se radikály tvoří ve velkém množství nebo nejsou rychle odbourávány, mohou být 

škodlivé tak, že narušují buněčné membrány, poškozují DNA a přispívají k rozvoji 

degenerativních a chronických onemocnění.  

Antioxidanty, které jsou přirozeně přítomné v potravě, pomáhají neutralizovat volné radikály 

a chránit buňky před oxidačním stresem, čímž podporují obranyschopnost organismu [11,12]. 

Antioxidanty působí různými mechanismy, například vážou ionty kovů, vychytávají reaktivní 

formy kyslíku, přeměňují hydroperoxidy na neradikálové látky, absorbují UV záření nebo 

deaktivují singletový kyslík [13,14]. Podle jejich mechanismu účinku je lze rozdělit na 

primární a sekundární. Další klasifikace antioxidantů je uvedena na obrázku 4 [13,14].  
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Obrázek 4: Klasifikace antioxidantů [13,14] 

Ovoce a zelenina, které jsou bohaté na antokyany (např. jahody, maliny), mají nejvyšší 

antioxidační aktivitu [2,15]. Nižší aktivitu mají druhy s vysokým obsahem flavanonů (např. 

pomeranč, grapefruit) a flavonolů (cibule, špenát), zatímco nejnižší aktivitu vykazují ty, 

v nichž převažují hydroxyskořicové kyseliny (např. jablko, hruška) [2,15].  
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1.4  Úprava vzorku 

Před finálním stanovením je klíčovým krokem příprava vzorku, jejímž úkolem je separovat 

požadované látky od ostatních složek matrice a připravit je tak pro vlastní analýzu. Volba 

vhodné extrakční metody přitom závisí na povaze dané matrice [8]. 

Extrakce z pevné fáze do kapaliny nebo extrakce kapalina – kapalina jsou levné a snadno 

proveditelné extrakční techniky, avšak jejich nevýhodou je časová náročnost a velká spotřeba 

rozpouštědel. Existují však techniky, které jsou méně náročné na čas a mají menší spotřebu 

rozpouštědel, mezi které patří extrakce podpořená ultrazvukem (UAE), mikrovlnná extrakce 

(MAE), extrakce za zvýšeného tlaku (PLE), či extrakce nadkritickou kapalinou (SFE) [9].   

1.4.1 Extrakce kapalina – kapalina 

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) je separační metoda založená na rozdělení analytu mezi 

dvě vzájemně nemísitelné kapalné fáze (obvykle vodný vzorek a organické rozpouštědlo). 

Mezi hlavní nevýhody LLE patří vysoká spotřeba rozpouštědel, riziko tvorby emulzí a často 

nedostatečné zakoncentrování analytu. Tato omezení lze překonat miniaturizací systému, 

například pomocí techniky in-vial LLE. Při tomto přístupu probíhá extrakce přímo 

v chromatografické lahvičce, což minimalizuje ztráty vzorku při manipulaci a zároveň 

umožňuje snadnou automatizaci celého analytického postupu [16].  

1.4.2 Extrakce na tuhé fázi 

Extrakce na tuhé fázi (SPE) je jednou z nejrozšířenějších technik přípravy vzorků, která slouží 

k izolaci a zakoncentrování analytů z kapalných matric. Princip metody spočívá v zachycení 

cílových sloučenin na pevném sorbentu, z něhož jsou následně selektivně uvolněny malým 

objemem rozpouštědla. Díky obrovskému výběru komerčně dostupných sorbentů je technika 

SPE mimořádně všestranná a umožňuje efektivní zpracování analytů s velmi rozdílnou 

polaritou a chemickou strukturou [17]. 
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1.4.3 Soxhletova extrakce 

Soxhletova extrakce (SE) je standardní technikou extrakce tuhá látka-kapalina, která má 

zásadní význam pro získání analytických vzorků z objemných matric. Při SE je tuhý vzorek 

v extrakční patroně opakovaně promýván kondenzujícím rozpouštědlem, které se cyklicky 

odpařuje z baňky a po naplnění extraktoru se přepadovou trubicí vrací zpět (Obrázek 5). 

Výhodou této metody je efektivní přenos hmoty díky kontaktu s čistým rozpouštědlem 

a absence nutnosti filtrace. Mezi nevýhody se naopak řadí dlouhá doba trvání, vysoká 

spotřeba rozpouštědla a riziko rozkladu tepelně nestabilních látek, které se shromažďují 

v horké destilační baňce [18,19].  

 

Obrázek 5: Schéma Soxhletova extraktoru [18] 

1.4.4 Extrakce za zvýšeného tlaku 

Při extrakci za zvýšeného tlaku se používá vzorek, který je obvykle rozptýlený v sušicím nebo 

inertním sorbentu. Tento vzorek je extrahován zvoleným rozpouštědlem při teplotách nad jeho 

atmosférickým bodem varu. Rozpouštědlo musí být během extrakce udržováno v kapalném 

stavu, proto se používají poměrně vysoké tlaky (cca 5 až 15 MPa). Tato metoda je relativně 

jednoduchá, rychlá a účinná. Její hlavní využití je v oblasti enviromentální analýzy a při 

charakterizaci potravinářských vzorků [20,21].  

  



24 

 

1.4.5 Extrakce nadkritickou tekutinou 

Při extrakci nadkritickou tekutinou (Obrázek 6) se využívá rozpouštědlo, které je převedeno 

do nadkritického stavu. V tomto stavu má rozpouštědlo vlastnosti mezi plynem a kapalinou, 

což umožňuje efektivní extrakci látek z různých matric. Viskozita a difuzní schopnosti 

rozpouštědla jsou podobné plynům, a proto může pronikat do pórů pevných látek mnohem 

snadněji než kapaliny. Na druhé straně je hustota rozpouštědla blízká kapalinám, což 

pozitivně ovlivňuje rozpustnost látek v daném rozpouštědle. Nejčastěji se jako nadkritická 

kapalina využívá oxid uhličitý, protože nadkritického stavu dosahuje při relativně nízkém 

tlaku a teplotě. Je netoxický, nehořlavý, nekorozivní, chemicky velmi inertní a cenově 

dostupný [21,22]. 

 

Obrázek 6: Schéma extrakce nadkritickou tekutinou [22] 

1.4.6 Mikrovlnná a ultrazvuková extrakce 

Účinnost extrakčního procesu lze zvýšit využitím externích zdrojů energie, kterými můžou 

být mikrovlny či ultrazvuk.  

Princip mikrovlnami asistované extrakce spočívá v selektivním ohřevu polárních molekul 

(dipolárních materiálů) obsažených ve vzorku či v rozpouštědle. Tyto molekuly absorbují 

mikrovlnnou energii, což vede k rychlému efektivnímu ohřevu a následnému uvolnění analytů 

z matrice. Účinnost metody je však závislá na dielektrických vlastnostech systému. Pro 

nepolární rozpouštědla a suché vzorky je méně efektivní, pokud se nepřidá mikrovlnný 

absorbent. Hlavní výhodou MAE je její široká použitelnost pro rychlou extrakci analytů [23]. 
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U extrakce podpořené u ultrazvukem dochází k aplikaci zvukových vln o frekvenci nad 

20 kHz, které procházejí hmotou nebo kapalinou, vytvářejí podtlak a bubliny. Když bublina 

již nemůže účinně absorbovat energii z ultrazvuku, kolabuje. Celý tento proces se nazývá 

kavitace a vytváří mikroprostředí s vysokými teplotami a vysokými tlaky, které urychlují 

izolaci analytů z matric vzorků. Nejčastěji se UAE provádí v ultrazvukových lázních, 

sonoreaktorech či za pomocí ultrazvukové sondy [23]. 

1.5  Spektrofotometrické metody 

K hodnocení, analýze a porovnávání účinnosti přírodních antioxidantů obsažených 

v potravinách se používá několik metod. Tyto metody se dělí podle reakčního mechanismu na 

dvě skupiny: přenos atomu vodíku (HAT) a přenos jednoho elektronu (SET). Metody 

založené na HAT měří schopnost antioxidantů darovat vodík pro zhášení volných radikálů 

(např. ORAC) a metody založené na SET měří schopnost antioxidantů přenášet elektron pro 

redukci sloučenin (např. ABTS, DPPH, FRAP a Folin-Ciocalteu metoda) [7,24]. 

Pro srovnání antioxidačních vlastností studovaných vzorků se používá standard Trolox 

(Obrázek 7), což je ve vodě rozpustný syntetický analog vitamínu E [2]. Výsledky se poté 

uvádí jako ekvivalentní množství standardu Trolox (TEAC). 
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Obrázek 7: Struktura Troloxu 
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1.5.1 Metoda ABTS 

U jedné ze spektrofotometrických metod se pro stanovení celkové antioxidační kapacity 

(TAC) používá sloučenina ABTS (2,2′-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonát), 

obrázek 8).  
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Obrázek 8: Struktura ABTS 

Před samotným stanovením je nutné převést ABTS na stabilní radikál, který má 

modrozelenou barvu. Pro tvorbu ABTS radikálu se využívá peroxodisíran či jiné oxidační 

činidlo. Při reakci s antioxidantem dochází ke zhášení radikálu a měří se úbytek barvy 

původního radikálu zpravidla při 734 nm. Pro měření lze využít i vlnové délky v rozsahu 414-

417 nm, avšak tyto nižší vlnové délky nejsou využívány tak často z důvodu možných 

interferencí [7,24,25]. Výsledky této metody se vztahují na standard Trolox a vyjadřují se jako 

TEAC. 

1.5.2 Metoda DPPH 

U této spektrofotometrické metody se využívá stabilní organický radikál DPPH (1,1–difenyl–

2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl, obrázek 9), jehož modrofialový roztok se v přítomnosti 

antioxidantů odbarvuje [7,24].   
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Obrázek 9: Struktura DPPH radikálu 

Tyto modrofialové roztoky silně absorbují světlo při vlnové délce 515 až 528 nm a po zhášení 

radikálů antioxidačními sloučeninami dochází k odbarvení roztoku, čímž se absorbance sníží. 
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Neutralizace DPPH radikálu probíhá rychle podle SET mechanismu (přenosem elektronů), ale 

aktivitu vykazují i antioxidační sloučeniny, které působí převážně prostřednictvím HAT 

(přenosem vodíkového atomu) [7,24]. Výsledky se zpravidla uvádějí jako procento inhibice 

DPPH, které se vypočítá podle rovnice [24]: 

% DPPH inhibice =
(AbsBlanku − AbsVzorku)

AbsBlanku
∙ 100 

Dále se procento inhibice přepočítává na ekvivalent standardu Trolox odpovídající 1 g nebo 

100 g vzorku [7]. 

1.5.3 Metoda FRAP 

Tato metoda se výhradně využívá u sloučenin aktivních v rámci SET mechanismu. Tento test 

sleduje schopnost látek redukovat komplex železité soli s TPTZ (2,4,6-tri(2-piridyl)-1,3,5-

triazin) na železnatý komplex v kyselém prostředí (pH 3,6), což se projeví tvorbou 

intenzivního modrého produktu absorbujícího světlo při vlnové délce 593 nm (Obrázek 10). 

Nárůst absorbance se monitoruje proti slepému vzorku činidla FRAP po uplynutí stanovené 

doby [7,24].  

 

Obrázek 10: Reakce komplexu Fe3+-TPTZ s antioxidantem [24] 
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1.5.4 Metoda ORAC 

Metoda ORAC využívá HAT mechanismu a pro generování radikálů využívá azosloučeniny. 

Při mírném zahřátí se rozpadá azosloučenina AAPH (2,2′-azobis–2-amidinopropan 

hydrochlorid) a dochází k uvolnění dusíku a dvou radikálů s uhlíkovým centrem. Tyto 

radikály se v kyslíkovém prostředí rychle přemění na peroxylové radikály, které napadají 

vhodné fluorescenční činidlo, například fluorescein, jehož struktura je uvedena na 

obrázku 11 [7,24].  
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Obrázek 11: Struktura fluoresceinu 

Antioxidanty chrání molekulu fluoresceinu před radikály, a tudíž za jejich přítomnosti dochází 

ke zpomalení poklesu fluorescence, který je monitorován. U této metody můžeme detekovat 

jak hydrofilní, tak lipofilní antioxidanty. Výsledky se opět uvádějí jako antioxidační kapacita 

ekvivalentní standardu Trolox [7,24].   

1.5.5 Metoda Folin–Ciocalteu pro stanovení celkového obsahu fenolických látek 

Antioxidační aktivita úzce souvisí s obsahem fenolických látek, proto se často pro porovnání 

stanovuje i jejich celkový obsah. Pro stanovení celkového obsahu fenolických látek se 

zpravidla využívá spektrofotometrická metoda dle Folin–Ciocalteu. Tato metoda je založena 

na reakci fenolických látek s Folin–Ciocalteuovým činidlem (komplex fosfomolybdenanu 

a fosfowolframanu) za vzniku modře zbarveného komplexu (Obrázek 12). 

 

Obrázek 12: Reakce Folin-Ciocalteuova činidla s fenolickou látkou [24] 
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Reakce fenolických látek s činidlem probíhá v zásaditém prostředí a intenzita vznikajícího 

modrého zbarvení je monitorována spektrofotometricky při 760 nm. Celkový obsah 

fenolických látek je vyjádřen jako ekvivalent kyseliny gallové (Obrázek 13), která se používá 

jako standardní látka [7, 24, 26]. 

OHO

OH

OH OH

 

Obrázek 13: Struktura kyseliny gallové 

Kromě Folin-Ciocalteuova činidla je možné využít i Folin–Denisovo činidlo, ale toto činidlo 

je oproti Folin–Ciocalteuovu činidlu méně citlivé [7]. 

1.6  Separační metody 

Klíčovou skupinu separačních metod představuje chromatografie, jejíž princip je založen na 

distribuci analytů mezi stacionární a mobilní fází [27,28]. Tyto techniky umožňují nejen 

identifikaci, ale i kvantifikaci jednotlivých látek. Volba konkrétní chromatografické metody 

závisí na fyzikálně-chemických vlastnostech analyzovaných látek. Kapalinová chromatografie 

(LC) je primárně určena pro analýzu netěkavých a termicky labilních sloučenin. Naopak 

plynová chromatografie (GC) vyžaduje, aby analyty byly dostatečně těkavé a termostabilní. 

Látky, které tuto podmínku nesplňují, musí být před analýzou převedeny na těkavé deriváty 

(tzv. derivatizace) [9]. 

1.6.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je separační metoda, kde se využívá pevné 

stacionární fáze a kapalné mobilní fáze. HPLC je vhodná pro analýzu širokého spektra látek, 

jak polárních, tak nepolárních a v některých případech i iontových. Pro analýzu složitějších 

vzorků, které obsahují velké množství látek, je nutná optimalizace separačních podmínek. 

Vhodnou volbou stacionární a mobilní fáze můžeme ovlivňovat eluční pořadí jednotlivých 

sledovaných látek ve směsi. Pro separaci látek se využívá několik separačních systémů, 

z nichž nejběžnější je systém s obrácenými fázemi, kde se pro separaci využívá polární 

mobilní fáze (směs vody a organického rozpouštědla, nejčastěji methanolu nebo acetonitrilu) 

a nepolární stacionární fáze (nejčastěji chemicky vázané oktadecyl silikagelové fáze). Pokud 
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bude mobilní fáze nepolární a stacionární fáze polární jedná se o systémy s normálními 

fázemi [27-29]. 

Na obrázku 14 je uvedeno schematické zobrazení instrumentálního uspořádání běžného 

chromatografu, který se skládá ze zásobníků mobilní fáze, vysokotlakého čerpadla pro čerpání 

mobilní fáze, dávkovacího zařízení pro zavedení vzorku do mobilní fáze, chromatografické 

kolony a detektoru [28,29]. Nejběžnějším detektorem je spektrofotometrický detektor, který 

monitoruje absorbanci separovaných látek v UV a viditelné oblasti spektra. Dále je možné 

využívat hmotnostní spektrometr nebo fluorescenční detektor [28]. 

 

Obrázek 14: Schéma jednoduché konfigurace HPLC [29] 

1.6.2 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie (GC) se sestává z plynné mobilní fáze a z pevné nebo kapalné 

stacionární fáze. Používá se pro separaci tepelně stabilních těkavých látek nebo látek 

plynných. Plynový chromatograf (Obrázek 15) se skládá z nosného plynu, dávkovacího 

zařízení, chromatografické kolony a detektoru. Těkavé látky se pak oddělují na základě 

několika vlastností, včetně bodu varu, velikosti molekul a polarity [27,28]. V GC je 

nejběžnějším detektorem plamenový ionizační detektor (FID), který generuje signál po 

spálení organických látek ve vodíkovém plameni. Jako detektor lze také použít hmotnostní 

spektrometr [7]. 
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Obrázek 15: Schéma GC [30] 

1.7  Analýza antioxidantů obsažených ve švestkách 

1.7.1 Extrakce 

Pro extrakci látek s antioxidačními vlastnostmi z přírodní matrice se většinou používají různá 

organická rozpouštědla. Výběr rozpouštědel závisí na polaritě sledovaných antioxidantů, 

například hexan [31,32] s acetonem se používá pro extrakci antioxidantů rozpustných v tucích 

(karotenoidy) a ethanol [33] či methanol [32-37] a jejich směsi s vodou se využívají pro 

antioxidanty rozpustné ve vodě (fenolické kyseliny, flavanoidy a antokyany) [12,38]. Při 

extrakci dáváme přednost směsi ethanol-voda před čistým ethanolem, protože voda zlepšuje 

schopnost extrahovat polární fenolické látky. Zároveň přítomnost ethanolu umožňuje lepší 

pronikání extrakční směsi do hydrofobních struktur matrice a napomáhá odstranění 

nežádoucích proteinů jejich vysrážením [39,40]. 

Účinnost extrakce fenolických látek z přírodních matric je silně ovlivněna teplotou a pH 

extrakční směsi. Zvýšení teploty obecně vede k vyššímu výtěžku, a to díky zlepšení 

rozpustnosti, zrychlení difuze a narušení buněčných struktur, což usnadňuje uvolnění 

analytů [9]. Je však nutné postupovat opatrně, neboť při teplotách nad 50 °C již může 

docházet k tepelné degradaci extrahovaných látek [39]. Vedle teploty hraje klíčovou roli také 

pH extrakční směsi. Okyselení, využívané zejména pro extrakci fenolických kyselin 

a antokyanů, významně zvyšuje extrakční účinnost a stabilitu těchto sloučenin [7].  
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Při výrobě marmelád dochází nejvíce k degradaci antokyanů. Například ve studii Kim 

a kol. [41] byla při výrobě marmelád pozorována degradace antokyanů obsažených v třešních 

až o 90 % a u švestek až o 40 %. Kromě teploty stabilitu antokyanů ovlivňuje pH 

a koncentrace cukru, což jsou právě klíčové parametry při výrobě marmelád. Pomocí 

spektrofotometrických metod bylo dále zjištěno, že u třešní zůstalo zachováno 73 % 

celkových fenolických látek a 65 % antioxidační kapacity. U švestek byly výsledky mírně 

odlišné, zachovalo se 65 % celkových fenolických látek a 66 % antioxidační kapacity [41].  

Při analýze antioxidantů přítomných ve švestkách je nutné švestky nejprve zbavit nečistot 

opláchnutím ve vodě. Poté pomocí mixéru při maximálních otáčkách nože po dobu několika 

vteřin se vzorek rozemele a vzniklá homogenní směs se extrahuje pomocí vodného roztoku 

methanolu [33,35,36] nebo ethanolu [33,42]. Doba extrakce bývá většinou 1-2 hodiny [35,43] 

a bývá provedena za pomoci třepání s rozpouštědlem [33-35] nebo za podpory 

ultrazvuku [44,45]. Po skončení extrakce se pevný podíl oddělí filtrací a vzniklý supernatant 

bývá rovněž odstředěn [33-35,44,45]. Pro zamezení degradace přítomných látek může být 

extrakce provedena i pod ochrannou atmosférou dusíku [44,45]. Vzorky by měly být uloženy 

při teplotě 4 °C po dobu maximálně 1 až 3 dnů [34], aby nedošlo k jejich znehodnocení 

[33,34]. Pro přípravu stabilních a suchých vzorků se kromě zpracování čerstvého ovoce často 

využívá lyofilizace [44,45]. Jedná se o metodu, která je považována za velmi šetrnou 

k obsahu bioaktivních látek. Na rozdíl od klasického sušení, které využívá teplo, lyofilizace 

odstraňuje vodu při nízkých teplotách. Tím se minimalizuje riziko tepelné degradace cenných 

látek, jako jsou antioxidanty, a pomáhá tak zachovat původní chemické složení vzorku pro 

další analýzu [7,46]. Lyofilizované švestky se před extrakcí pouze rozdrtí na jemný prášek 

a extrahují stejným způsobem jako čerstvé a sušené plody [44,45]. 

Sušení švestek se zpravidla provádí při teplotě 85 až 90 °C po dobu 18 hodin [47,48]. Tato 

tepelná úprava s sebou však nese komplexní chemické změny. Na jedné straně dochází ke 

ztrátám či přeměnám přirozeně se vyskytujících látek, jako jsou kyselina askorbová, kyselina 

chlorogenová a neochlorogenová, flavonoly a antokyany. Na druhé straně může vlivem 

Maillardovy reakce dojít k tvorbě nových sloučenin s antioxidačními vlastnostmi, takže 

výsledná antioxidační kapacita se může až zdvojnásobit [48]. Ze sušených švestek jsou 

antioxidanty extrahovány stejným způsobem jako z čerstvých švestek [49]. 

Pro extrakci z povidel se používají stejná rozpouštědla jako pro čerstvé švestky. Samotný 

proces extrakce je prováděn buď pomocí ultrazvuku [37,50], nebo mechanickým třepáním 



33 

 

[51]. Po ukončení extrakce jsou vzorky zchlazeny na laboratorní teplotu a následně 

zfiltrovány. 

1.7.2 Stanovení antioxidační kapacity a fenolických látek 

Pro stanovení antioxidační kapacity švestek a produktů z nich připravených se používají 

spektrofotometrické metody ABTS [42,45], DPPH [33,42,43], ORAC [43] či FRAP 

[35,42,52,53]. Ve většině případů se antioxidační aktivita vyjadřuje jako ekvivalentní 

množství standardu Troloxu na jeden gram vzorku [32,36,52] nebo méně často jako 

ekvivalentní množství vitamínu C (VCEAC) [42,45]. U metody FRAP se v některých 

případech vyjadřuje antioxidační aktivita jako ekvivalent FeSO4 [32,35,52,53]. Pro stanovení 

celkového obsahu fenolických látek (TPC) švestek se zpravidla používá metoda s Folin-

Ciocalteuovým činidlem [35,37,43,52], kde jako standardní látka slouží kyselina gallová 

a výsledky se vyjadřují jako její ekvivalentní množství (GAE) na 1 g vzorku [32,37,43,52]. 

Jednotlivé studie potvrzují, že švestky jsou významným zdrojem antioxidantů. Ve srovnání 

s běžně konzumovaným ovocem, jako jsou například jablka, vykazují švestky vyšší 

antioxidační kapacitu [42,45,53]. Obsah bioaktivních látek se však výrazně liší v závislosti na 

kultivaru, stupni zralosti a způsobu zpracování. Analýza divoce rostoucích tureckých 

kultivarů švestek [52] ukázala, že kultivar 'Blackthorn' dosáhl nejvyšších hodnot TPC 

a antioxidační aktivity u metody FRAP, zatímco u metody DPPH byl nejúčinnější kultivar 

'Karaca'. U evropských genotypů švestek byla navíc odhalena pozitivní korelace mezi 

intenzitou zbarvení slupky a obsahem fenolických látek, což naznačuje, že tmavší plody jsou 

na tyto látky bohatší [35]. 

Zpracování a skladování mají na obsah fenolických látek a antioxidační aktivitu zásadní vliv. 

Bylo prokázáno [33], že sušené švestky jsou koncentrovanějším zdrojem fenolických látek 

než švestky čerstvé, a to díky jejich nízkému obsahu vody a vzniku produktů 

neenzymatických reakcí. Podobně se lišil obsah fenolických látek i u povidel [37], kdy 

nejvyšší hodnoty byly naměřeny u domácích povidel, následovaly povidla z ekologického 

zemědělství a nejnižší hodnoty byly naměřeny u komerčně dostupných produktů. Zajímavý 

vliv na obsah fenolických látek mělo také skladování při nízkých teplotách [43], které 

u podzimních kultivarů vedlo ke zvýšení TPC, zatímco u letních kultivarů došlo k jeho 

poklesu. Zvýšení TPC bylo pravděpodobně způsobeno stimulací jejich biosyntézy chladovým 

stresem. 
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Napříč analyzovanými studiemi [33,35,43,45] byla opakovaně potvrzena přímá souvislost 

mezi celkovým obsahem fenolických látek a výslednou antioxidační aktivitou, což podtrhuje 

klíčovou roli těchto sloučenin v antioxidačním potenciálu švestek. 

1.7.3 Stanovení antioxidantů pomocí separačních technik 

K analýze fenolických látek ve švestkách se využívá vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie v systémech s obrácenými fázemi a se spektrofotometrickým detektorem 

(s diodovým polem – DAD) [36,44,54]. Jako stacionární fáze se ve většině případů využívá 

oktadecyl silikagel [36,44,54] a jako mobilní fáze se používá směs vody a organického 

rozpouštědla, nejčastěji acetonitrilu [44,54] nebo methanolu [36]. Pro zlepšení separace se 

vodná složka či obě složky mobilní fáze okyselují pomocí kyseliny mravenčí [36,54] nebo 

octové [43]. K úpravě pH lze také využít různých pufrů [43]. Zatímco pro většinu fenolických 

látek je dostatečný přídavek kyseliny v nízké koncentraci (např. 0,1 %) [54], analýza 

antokyanů vyžaduje specifický přístup a z důvodu stabilizace jejich struktury se vyžaduje 

silně kyselé prostředí, a tudíž se kyselina přidává v jednotkách až desítkách procent [36]. 

Protože se jedná o komplexní směsi látek, využívá se zpravidla gradientová eluce.  

Výhodou detektoru s diodovým polem je, že umožňuje záznam celého UV-VIS spektra 

v každém bodě chromatogramu. Díky tomu je možné z celkových dat extrahovat 

chromatogramy při specifických vlnových délkách, které odpovídají absorpčním maximům 

jednotlivých skupin látek. Pro kvantifikaci se tak volí například vlnové délky 280–320 nm pro 

hydroxyskořicové kyseliny, 340–370 nm pro flavonoly a 510–520 nm pro antokyany [36,44]. 

Jako převládající fenolická kyselina bývá v testovaných švestkách identifikována 

neochlorogenová kyselina [2,36,44,54], mezi hlavní flavonoidy patří kvercetin-3-glukosid 

a kvercetin-3-rutinosid. Antokyany se vyskytují zpravidla pouze u červených a přezrálých 

kultivarů, přičemž se jedná především o kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-rutinosid [2,36]. 

Pro analýzu těkavých látek se využívá plynová chromatografie ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem [55,56,58,59]. K izolaci a zakoncentrování analytů z matrice se zpravidla 

využívá metoda mikroextrakce na pevné fázi (SPME) [55,56], neboť se jedná o rychlou 

techniku bez použití rozpouštědel. Účinnost extrakce je dále navýšena přidáním nasyceného 

roztoku NaCl [55,56], který na principu tzv. "vysolovacího efektu" snižuje rozpustnost 

těkavých látek ve vodném prostředí a podporuje jejich přechod do plynné fáze, kde jsou 

zachyceny na SPME vlákně [57]. Ve studiích [55,56] bylo pro tento účel zvoleno vlákno 

s kombinovanou vrstvou divinylbenzen/karboxen/polydimethylsiloxan. Pomocí plynové 
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chromatografie ve spojení s hmotnostním spektrometrem s analyzátorem doby letu (GC-TOF-

MS) [55] bylo identifikováno 737 těkavých látek, přičemž největší podíl tvořily estery 

a alkoholy. Spojení GC/MS s kvadrupólovým analyzátorem bylo využito pro analýzu tří 

odrůd švestek [56], kde bylo identifikováno celkem 938 těkavých látek, přičemž nejvíce 

dominovali terpenoidy a estery [56]. Další moderní přístup představuje plynová 

chromatografie ve spojení s iontovou mobilitní spektrometrií (GC-IMS). Princip metody 

spočívá v tom, že IMS ionizuje složky a následně je odděluje na základě jejich mobility 

v unášeném plynu pod vlivem elektrického pole [58]. Pomocí GC-IMS byl monitorován vliv 

čtyř různých metod zahušťování povidel na obsah těkavých látek [59]. Výsledky ukázaly, že 

netepelné metody (především vakuové vymrazování) výrazně překonaly tepelné metody 

v zachování živin a původního chuťového profilu. Bylo identifikováno 42 těkavých látek 

obsažených v povidlech pomocí headspace extrakce bez SPME zakoncentrování. 
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2 Experimentální část 

2.1  Použité chemikálie 

• ABTS diamonná sůl (Sigma Aldrich, USA) 

• 2M Folin-Ciocalteuovo činidlo (Sigma Aldrich, USA) 

• Methanol (Sigma Aldrich, USA) 

• Kyselina mravenčí (Sigma Aldrich, USA) 

• Uhličitan sodný (Lach-Ner, Neratovice) 

• Peroxodisíran draselný (Laborchemie Apoldo, Německo) 

• Deionizovaná voda (Merck, Německo) 

• Destilovaná voda 

2.2  Použité zařízení 

• UV/VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko) 

• Automatické pipety (Biohit, Finsko) 

• Ultrazvuková lázeň (Kraintek, Česká republika) 

• Termostatová sušící vana Digital Dry Bath (Miulab, Čína) 

• Analytické váhy (Sartorius, Ústí nad Labem) 

• Homogenizátor ULTRA TURRAX T 18 (IKA, Německo) 

• Třepačka (Heidolph, Německo) 
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2.3  Vzorky 

Pro stanovení antioxidační aktivity a celkového množství fenolických látek byly připraveny 

extrakty z mražených švestek, domácích a kupovaných povidel a kupovaných sušených 

švestek (Obrázek 16). 

 

Obrázek 16: Vzorky pro experimentální část (na levé straně sušené švestky, uprostřed kupovaná povidla, na pravé straně 

domácí povidla). 

2.4  Pracovní postupy 

2.4.1 Příprava vzorků 

Mražené a sušené švestky byly zváženy na analytických vahách a k naváženému množství 

bylo přidáno 40 ml extrakčního roztoku. Pro extrakci byly testovány dva extrakční roztoky, 

a to 70% nebo 80% (v/v) methanol (MeOH) ve směsi s vodou. Voda byla okyselená kyselinou 

mravenčí (1 %, v/v). Extrakce byla provedena pomocí homogenizátoru, kdy nejprve byl 

vzorek rozmixován při vysokých otáčkách a poté byl míchán následných 10 minut při 

menších otáčkách. Po extrakci byl supernatant odfiltrován a vzorek byl připraven na měření.  

Extrakce antioxidantů z povidel byla provedena pomocí stejných extrakčních směsí, pouze 

s tím rozdílem, že byla míchána na třepačce nebo byla extrakce podpořena ultrazvukem. Doba 

extrakce byla u obou testovaných postupů stejná, a to 15 minut. Po extrakci byl opět pevný 

podíl odfiltrován a extrakt byl připraven k analýze.  

U všech vzorků byl zjištěn obsah vlhkosti, který byl využit pro zjištění obsahu sušiny 

v navážkách jednotlivých vzorků a pro porovnání výsledků. 

Souhrn všech připravených extraktů je uveden v tabulce 3. 
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Tabulka 3: Souhrn jednotlivých provedených extrakcí. 

Číslo 

Vzorku 
Vzorek 

Navážka 

[g] 

Navážka 

sušiny [g] 

Extrakční 

činidlo 

Způsob a doba 

extrakce 

1 
Mražené 

švestky 
5,61 1,09 

70% MeOH 

+ HCOOH 

10 minut 

v homogenizátoru 

2 
Mražené 

švestky 
5,57 1,08 

80% MeOH 

+ HCOOH 

10 minut 

v homogenizátoru 

3 
Domácí 

povidla 
2,04 1,06 

70% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

v ultrazvukové lázni 

4 
Domácí 

povidla 
2,19 1,14 

80% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

v ultrazvukové lázni 

5 
Kupované 

povidla 
2,19 1,60 

70% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

v ultrazvukové lázni 

6 
Kupované 

povidla 
2,14 1,56 

80% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

v ultrazvukové lázni 

7 
Domácí 

povidla 
2,33 1,21 

70% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

na třepačce 

8 
Domácí 

povidla 
2,40 1,25 

80% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

na třepačce 

9 
Kupované 

povidla 
2,25 1,64 

70% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

na třepačce 

10 
Kupované 

povidla 
1,95 1,42 

80% MeOH 

+ HCOOH 

15 minut 

na třepačce 

11 
Sušené 

švestky 
5,61 4,21 

70% MeOH 

+ HCOOH 

10 minut 

v homogenizátoru 

12 
Sušené 

švestky 
5,82 4,37 

80% MeOH 

+ HCOOH 

10 minut 

v homogenizátoru 

 

2.4.2 Stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS 

Radikál ABTS byl připraven rozpuštěním 10 mg ABTS diazoniové soli v 5 ml deionizované 

vody (3,6 mmol/l) a po rozpuštění bylo přidáno 100 μl roztoku K2S2O8 (0,064 mol/l) a roztok 

se nechal přes noc inkubovat v chladu. Výsledný modrozelený roztok byl poté zředěn, aby 
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výsledná absorbance se pohybovala v rozmezí hodnot absorbance 0,8-0,9. Z pracovního 

roztoku ABTS byly odpipetovány 3 ml do ampulky a přidáno 100 μl extraktu vzorku nebo 

70% methanolu v případě slepého vzorku. Směs byla promíchána a nechána 60 minut ve tmě. 

Po uplynutí této doby byla změřena absorbance směsi při vlnové délce 734 nm. Každý vzorek 

byl změřen čtyřikrát. Na základě níže uvedeného vztahu byl vypočítán úbytek absorbance 

v procentech, kde Avzorku je absorbance vzorku a Ablank je absorbance slepého vzorku.  

úbytek A (%) =
Ablank − Avzorku

Ablank
∙ 100 

Pomocí kalibrační křivky byl úbytek absorbance přepočítán na ekvivalentní množství 

standardu Troloxu. Kalibrační řada byla získána z diplomové práce Denisy Vrané [60]. 

2.4.3 Stanovení celkového množství fenolických látek 

Pracovní roztok byl připraven naředěním 2M Folin-Ciocalteuového činidla deionizovanou 

vodou v poměru 1:20 (v/v). Ke 2 ml zředěného Folin-Ciocalteuového činidla bylo přidáno 

100 μl vzorku či 70% methanolu (slepý vzorek) a po 5 minutách byl do reakční směsi přidán 

1 ml 7,5 % roztoku Na2CO3. Směs byla nechána dalších 30 minut v klidu ve tmě. Po uplynutí 

doby byla změřena absorbance při vlnové délce 750 nm. Každý vzorek byl změřen čtyřikrát. 

Nárůst absorbance byl korigován pomocí slepého roztoku dle níže uvedené rovnice a pomocí 

standardu kyseliny gallové byl přepočítán na GAE. 

∆A = Avzorku − Ablank 

Kalibrační křivka pro přepočet na kyselinu gallovou byla opět získána z předchozí diplomové 

práce [60]. 
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3 Výsledky a diskuze 

3.1  Stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS 

Nejdříve byl optimalizován objem vzorku a doba reakce vzorku s ABTS roztokem pro měření 

antioxidační aktivity. Ze závislosti úbytku absorbance v procentech na objemu extraktu 

(Obrázek 17) byl zvolen objem 100 µl a ze závislosti úbytku absorbance v procentech na 

dobu reakce (Obrázek 18) byl zvolen čas 60 minut. 

 

Obrázek 17: Závislost úbytku absorbance v procentech na objemu extraktu 

 

Obrázek 18: Závislost úbytku absorbance v procentech na době reakce 
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Poté byly proměřeny extrakty připravené z mražených švestek, povidel a sušených švestek dle 

postupu uvedeného v experimentální části (kapitola 2.4.2). Z rovnice regrese kalibrační 

křivky závislosti úbytku absorbance na množství Troloxu v dávkovaném objemu [60] byly 

přepočítány hodnoty úbytku absorbance extraktů na ekvivalentní množství Troloxu. 

Ke každému ekvivalentnímu množství byla vypočítaná hodnota TEAC (μmol Troloxu na 1 g 

vzorku) podle vztahu: 

TEAC (μmol/g) =
ekvivalentní množství (μmol Troloxu)

m (g)
∙ fR 

kde m je navážka vzorku a fR je faktor zahrnující dávkované množství extraktu vzorku a 

ředění. 

Z průměrných hodnot TEAC získaných proměřením jednotlivých extraktů byl sestrojen 

sloupcový graf (Obrázek 19). Přesné hodnoty TEAC jsou uvedeny v příloze v tabulce P1. 

 

Obrázek 19: Antioxidační aktivita jednotlivých extraktů 

1 - čerstvé švestky, 70% MeOH, 2 - čerstvé švestky, 80% MeOH, 3 - domácí povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 4 - domácí 

povidla ultrazvukem, 80% MeOH, 5 - kupované povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 6 - kupované povidla ultrazvukem, 80% 

MeoH, 7 - domácí povidla třepáním, 70% MeOH, 8 - domácí povidla třepáním, 80% MeOH, 9 - kupované povidla třepáním, 

70% MeOH, 10 - kupované povidla třepáním, 80% MeOH, 11 - sušené švestky, 70% MeOH, 12 - sušené švestky, 80% MeOH. 

Z obrázku 19 je patrné, že nejvyšší antioxidační aktivitu vykazují mražené švestky (vzorky 1 

a 2), protože neprošly tepelnou úpravou. Díky tomu nedošlo k degradaci fenolických látek, 

především antokyanů, jako u ostatních vzorků. Vyšší účinnosti extrakce bylo dosaženo 

pomocí 80% methanolu (2). Sušené švestky (11 a 12) vykazují nižší antioxidační aktivitu než 
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většina ostatních vzorků švestek a povidel. Vůbec nejnižší hodnoty ze všech analyzovaných 

extraktů však byly naměřeny u kupovaných povidel (5 a 6) připravených pomocí 

ultrazvukové lázně. Zajímavé je, že extrakty připravené z povidel v ultrazvukové lázni (3, 4, 5 

a 6) vykazovaly nižší antioxidační aktivitu ve srovnání se vzorky připravenými na třepačce (7, 

8, 9 a 10). Pravděpodobně má ultrazvuk negativní dopad na antioxidanty přítomné 

v analyzovaných vzorcích. Mezi vzorky extrahovanými 70% a 80% methanolem nebyl 

pozorován velký rozdíl antioxidační aktivity. U vzorků mražených švestek a domácích 

povidel, které byly připraveny v ultrazvukové lázni, byla zjištěna vyšší antioxidační aktivita 

při použití 80% methanolu. Naopak u všech ostatních vzorků byla vyšší aktivita naměřena po 

extrakci 70% methanolem. Z chybových úseček je patrné, že nedocházelo k velkým 

odchylkám při měření.  

3.2 Stanovení celkového množství fenolických látek 

Stejně jako u stanovení antioxidační aktivity metodou ABTS byl zvolen dávkovaný objem 

vzorku 100 µl a celková doba reakce u této metody byla 35 minut. Připravené extrakty byly 

proměřeny optimalizovanou metodou dle postupu uvedeného v experimentální části (kapitola 

2.4.3) a pomocí výsledné rovnice regrese z kalibrační křivky závislosti nárůstu absorbance na 

množství kyseliny gallové v dávkovaném objemu [60] byly přepočítány hodnoty absorbance 

u všech extraktů na ekvivalentní množství kyseliny gallové a s využitím níže uvedeného 

vztahu bylo zjištěno celkové množství fenolických látek jako mg kyseliny gallové na 1 gram 

vzorku. 

c (mg/g) =
ekvivalentní množství (mg kyseliny gallové)

m (g)
∙ fR 

kde m je navážka vzorku a fR je faktor zahrnující dávkované množství extraktu vzorku 

a ředění. 

Ze získaných průměrných hodnot celkového množství fenolických látek u každého extraktu 

byl vytvořen sloupcový graf (Obrázek 20). Přesné hodnoty TEAC jsou uvedeny v příloze 

v tabulce P2. 



43 

 

 

Obrázek 20: Celkové množství fenolických látek u jednotlivých extraktů 

1 - čerstvé švestky, 70% MeOH, 2 - čerstvé švestky, 80% MeOH, 3 - domácí povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 4 - domácí 

povidla ultrazvukem, 80% MeOH, 5 - kupované povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 6 - kupované povidla ultrazvukem, 80% 

MeoH, 7 - domácí povidla třepáním, 70% MeOH, 8 - domácí povidla třepáním, 80% MeOH, 9 - kupované povidla třepáním, 

70% MeOH, 10 - kupované povidla třepáním, 80% MeOH, 11 - sušené švestky, 70% MeOH, 12 - sušené švestky, 80% MeOH. 

 

Z obrázku 20 je patrné, že nejvyšší množství fenolických látek vykazují vzorky mražených 

švestek (1 a 2) a domácích povidel (3, 4, 7 a 8). Podobně jako ve studii [37] bylo i zde 

zjištěno vyšší množství fenolických látek v domácích povidel než u kupovaných povidel. Ve 

studii [33] bylo zjištěno vyšší množství fenolických látek v methanolovém extraktu 

připraveném ze sušených švestek, než bylo naměřeno v rámci této práce (11 a 12). U extraktů 

kupovaných povidel připravených pomocí ultrazvukové lázně (5 a 6) je opět nejnižší 

množství fenolických látek a koreluje to s metodou ABTS, kde byla u stejných extraktů 

zjištěna nejnižší antioxidační aktivita. Stejně jako u metody ABTS, zde nebyl prokázán velký 

rozdíl mezi extrakty připravenými pomocí 80% a 70% methanolu. Oproti metodě ABTS zde 

byla pozorována větší chyba v měření.  
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ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce se věnuje analýze přírodních antioxidantů přítomných ve švestkách. 

Teoretická část se zaměřuje na charakteristiku a složení švestek, včetně popisu fytochemikálií 

a antioxidantů v nich obsažených. Dále se věnuje metodám extrakce využívaných pro úpravu 

vzorků a analytickým metodám, které se pro analýzu antioxidantů obsažených ve švestkách 

používají. Nejprve jsou diskutovány teoretické základy a výsledky publikovaných prací 

u spektrofotometrických metod (ABTS, DPPH, FRAP, ORAC a metoda s Folin-

Ciocalteuovým činidlem) a poté u separačních metod, a to jak výsledky analýz získaných 

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií, tak plynovou chromatografií. 

V experimentální části byla stanovena antioxidační aktivita extraktů připravených 

z mražených švestek, domácích a kupovaných povidel a sušených švestek pomocí metody 

ABTS a dále byl u stejných extraktů stanoven celkový obsah fenolických látek pomocí 

metody dle Folin-Ciocalteua. Vzorky byly extrahovány pomocí 70% a 80% vodného roztoku 

methanolu okyseleného kyselinou mravenčí, přičemž k extrakci bylo využito třepání na 

třepačce nebo ultrazvukové lázně. Celkem bylo připraveno a vzájemně porovnáno 

12 extraktů. 

Bylo zjištěno, že nejvyšší antioxidační aktivitu vykazují mražené švestky připravené pomocí 

80% methanolu a nejvyšší obsah celkových fenolických látek byl naměřen u mražených 

švestek a domácích povidel. U extraktů z povidel připravených pomocí ultrazvuku byly 

naměřeny nízké hodnoty antioxidační aktivity a obsahu fenolických látek. 
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PŘÍLOHY 

Tabulka P1 – Průměrné hodnoty TEAC fenolických látek v extraktech 

Číslo vzorku TEAC [µmol/g] 

1 17,9 ± 0,36 

2 19,5 ± 0,41 

3 11,5 ± 0,25 

4 12,3 ± 0,17 

5 4,70 ± 0,07 

6 4,1 ± 0,13 

7 12,8 ± 0,44 

8 11,9 ± 0,35 

9 9,5 ± 0,27 

10 8,8 ± 0,14 

11 7,73 ± 0,09 

12 6,59 ± 0,03 

 

Tabulka P2 – Průměrné hodnoty celkového množství fenolických látek v extraktech 

Číslo vzorku c [mg/g] 

1 4,6 ± 0,19 

2 4,92 ± 0,09 

3 5,0 ± 0,38 

4 5,4 ± 0,27 

5 1,64 ± 0,08 

6 1,33 ± 0,09 

7 5,17 ± 0,21 

8 4,98 ± 0,26 

9 3,61 ± 0,15 

10 3,06 ± 0,09 

11 4,17 ± 0,06 

12 3,07 ± 0,09 

 


