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ANOTACE

Tato bakaldiskd prace se vénuje analytickému stanoveni antioxidantd obsazenych ve
Svestkach. Teoretickd Cast se zabyva popisem slivoné¢ Svestky, chemického slozeni plodu,
popisem fytochemikalii a antioxidant. Dale je pozornost vénovana metodam Upravy vzorku
pted analyzou a teoretickym zakladiim spektrofotometrickych a chromatografickych technik,
které se pro stanoveni antioxidantli vyuzivaji. Experimentalni ¢ast je zaméfena na stanoveni
antioxidacni aktivity extrakti pfipravenych z mrazenych Svestek, povidel a susenych Svestek

pomoci vybranych spektrofotometrickych metod.

KLICOVA SLOVA

Svestka, antioxidanty, antioxidacni kapacita, extrakce, spektrofotometrie
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.
KEYWORDS

Plum, antioxidants, antioxidant capacity, extraction, spectrophotometry
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UVOD

Antioxidanty jsou biologicky aktivni latky, které pomahaji zhaSet volné radikaly a chrénit
bunky pfed oxidacnim stresem. Volné radikaly vznikaji jako pfirozeny vedlejsi produkt
metabolickych procest, ale jejich nadmérnd akumulace muze vést k poSkozeni bunék
a ptispét k rozvoji riznych chronickych onemocnéni. Pfirodni antioxidanty obsazené v ovoci
a zelening jsou povazovany za efektivni a bezpecny zplisob, jak podpofit obranyschopnost

organismu.

Svestky patii mezi ovoce s vysokym obsahem piirodnich antioxidantd, zejména fenolickych
latek, flavonoidu, vitaminu C a karotenoidl. Rlizné odridy Svestek se mohou liSit ve svém
slozeni a antioxida¢ni aktivité, coz zavisi na faktorech, jako je stupeii zralosti, podminky
pestovani a zplisob skladovani. Chemické sloZzeni produktl pfipravenych ze Svestek, jako jsou

povidla nebo susené Svestky, se vlivem tepelné tpravy lisi od Cerstvych Svestek.

Abychom mohli analyzovat antioxidanty pfitomnych ve Svestkdch musime nejprve proveést
extrakci téchto latek z pevné matrice plodu. Antioxidac¢ni kapacita vzorku se analyzuje
pomoci spektrofotometrickych metod, naptiklad pomoci DPPH, ABTS nebo FRAP testi.
Muzeme také zméfit celkové mnozstvi fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla.
Pro zjiSténi presného slozeni se vyuZivaji chromatografické metody jako naptiklad
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) nebo pro te€kavéjsi latky plynova

chromatografie (GC).
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1 Teoreticka Cast

1.1 Svestka

1.1.1 Charakteristika

Slivon Svestka (Prunus domestica), znama také jako Svestka domadci, je hojné péstovany
strom z Celedi rizovitych (Rosaceae) a rodu slivonn (Prunus). Ptedpoklada se, ze vznikla

ktizenim slivon¢ myrobalan (Prunus cerasifera) a slivoné trnky (Prunus spinosa) [1,2].

Jeji ptivod je nejcastéji spojovan s oblasti jizni Evropy nebo zédpadni Asie v blizkosti Kavkazu

a Kaspického mote, pticemz v Evropé¢ je znama jiz déle nez 2000 let [1-3].

v

Svestky jsou nejrozmanitéjsi z peckovin z hlediska klasifikace. Pouze dva druhy Prunus
domestica a Prunus salicina dosahuji celosvétového komeréniho vyznamu a jsou rozsifeny
v Asii, Evropé a Americe [4]. Dnes se slivoné péstuji v témeéf vSech zemich mirného
klimatického pasma, avSak jejich rozsifeni limituje nedostatecnd zimovzdornost nékterych

odriid [5].

Svestka je peckovité ovoce, které se po oplodnéni kvétu (Obrazek 1) vyviji ze stény jeho
semeniku. Ovoce se rozdéluje na tfi Casti: slupku (epikarp), duzinu (mezokarp) a pecku
(endokarp). Slupka se sklada z vrstvy podlouhlych Zivych bunck (epidermis), které jsou
pokryty tenkym filmem kutinu (kutikula). Kutikula chrani podkladovou tkan a umoziuje
vyménu metabolitl nebo plynd s vnéjsim prostiedim pomoci otvortt (lenticel). Voskovy
povlak na kutikule vytvaii svétle Sedé ojinéni, které dodava slupce matny vzhled a zajist'uje
nepropustnost pro vodu. DuZina je slozena zparenchymatickych bunék s aktivnim
protoplastem, kde probihaji vSechny metabolické reakce. Protoplast je obklopen bunécnou
sténou obsahujici pektiny. Stfedni lamely, které se nachazeji mezi sousednimi bunéénymi
st€énami, obsahuji vysoky obsah vapniku a hraji diileZitou roli pfi udrZovani soudrZnosti mezi
buitkami, ¢imz zajist'uji pevnou strukturu plodu. Jediné semeno je obklopeno tvrdou peckou,
kterd se skladd z izodiametrickych bunék se ztloustlymi lignifikovanymi bunéénymi sténami
(sklerenchym). DuZina je obvykle pevné pfichycena k pecce, ackoli né€které odriidy mizZzou
mit volnou pecku, coz znamend, Ze duzina neni s peckou spojena. Evropské Svestky jsou
obvykle ovalné, s modie az fialové zbarvenou slupkou a maji tlustou duzinu s volnou peckou.

Konzistence duzniny je charakterizovana jako pevna, avSak jemna a St'avnata [3].
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Obrazek 1: Kvety Svestky obecné [2]

1.1.2 SlozZeni Svestek

Chemickeé slozeni plodi slivoni se vyrazné li§i v zavislosti na druhu, odriidé€, stupni zralosti,
pudnich podminkach, vyzivé rostlin, klimatu, pocasi a dalSich faktorech. Mezi hlavni
organické kyseliny obsazené ve slivonich patii kyselina jable¢na a kyselina citronova. Dale
bylo nalezeno malé mnozstvi kyseliny §tavelové, jantarové, chininové a stopy methylesteru
kyseliny salicylové. Co se tyCe cukrii, prevladaji glukoza a sachardza, které jsou zastoupeny
v podobném mnozstvi. Zatimco fruktdza je obsazena v menSim mnozstvi. Béhem dozravani
plodii se mnozstvi sachardzy zvysuje, coz je charakteristické pro nékteré odrudy. Slozeni

Svestky a podobnych plodi je uvedeno v Tabulce 1 [3,5].

15



Tabulka 1: Obsah zZivin, minerdlii a kyselin v cerstvych $vestkach, slivach a susenych svestkach [3,6]

Vyzivové udaje

Obsah (na 100 g jedlé porce)

Svestka Sliva Susena Svestka

Vlhkost (%) 85,2 69,7 32,4
Energeticka hodnota (kJ) 230 146 1000
Sacharidy (g) 11,0 8,6 55,5
Vlédknina (g) 2,0 1,6 7,2
Bilkoviny (g) 0,8 0,5 2,6
Celkovy tuk (g) 0,6 stopové mnozstvi 0,5
Kyselina nikotinova (mg) 0,5 0,3 2,0
Kyselina pantothenova (mg) 0,18 0,24 0,46
Riboflavin (mg) 0,10 0,03 0,16
Thiamin (mg) 0,04 0,09 0,08
Kyselina listova (ng) 2,0 3,0 4,0
Karoten (png) 295 265 140
Vitamin Bs (mg) 0,08 0,05 0,26
Vitamin C (mg) 10,0 5,0 3,0
Vitamin E (mg) 0,65 0,60 -
Sodik (mg) - 2,0 4,0
Draslik (mg) 172 260 745
Vapnik (mg) 4,0 22,0 51,0
Hoi¢ik (mg) 7,0 10,0 45,0
Fosfor (mg) 10,0 14,0 79,0
Zelezo (mg) 0,1 0,4 2,5
Med’ (mg) 0,04 0,07 0,43
Zinek (mg) 0,10 0,10 0,53
Kyselina jablecnd (mg) 820-1990 - -
Kyselina citronova (mg) 23-55 - -
Kyselina salicylova (mg) 0,14 - -
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1.2 Fytochemikalie

Svestky také obsahuji fytochemické latky, které snizuji riziko kardiovaskularniho
onemocnéni, rakoviny, cukrovky, osteoporozy, zrakovych onemocnéni, revmatoidni artritidy,
Parkinsonovy choroby a Alzheimerovy choroby. V peckovinach se jedné hlavné o polyfenoly
(flavonoidy, antokyany a fenolové Kkyseliny), karotenoidy, triterpeny a tékavé

slouceniny [4,7].
1.2.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou v rostlindch Siroce rozsifené a pfispivaji k jejich celkovému vzhledu,
chuti a biologické aktivité. Déli se na jednoduché fenoly, které obsahuji jedno fenolové jadro,
a polyfenoly, které ve své struktufe obsahuji dvé nebo vice fenolovych jader [7,8]. Na

obrazku 2 je zndzornéna klasifikace fenolickych latek [8].

Feno

Kyse iny bemzoove ©)L

Kyselmy skoficové = OH

Fenolické kysellny

o~ o
B A CH,
Jednoducns @A :
fenoly
_~CH,
Fenylpropeny @A/ Cha kony
(Iso)kumariny E:T\j Dlhydrochalkuny
Fenolické Naftochinony Dihydroflavonoly
sloudeniny

_ o
Flavonmdy Flavanoly O
S
o
Flavony O ‘
=

7T
Nestgrany S8 9
Cr

|
Xanthony O ‘ Isoflavonoidy °
o}
SelRae
Antrachinony o] O‘O Antokyany O o\

P
o OH

Stilbeny

Polyfenocly

Tifsloviny j
L Heterogenni polymer sloZeny z polymerizovanych

fenalickych kyselin nebo flavanold a cukrd

Obrazek 2: Chemicka klasifikace fenolickych latek [9]

Zpracovani rostlinného materidlu, obzvlasté tepelné, ma na tyto sloucCeniny dvoji dopad.
Miuize vést k degradaci antokyani a celkovych fenol, ale zaroven mize celkovou

antioxidacni kapacitu produktu zvysit. Tento jev lze vysvétlit Maillardovou reakci. Jedna se
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oreakci mezi cukry a aminokyselinami za zvySené teploty. Pii ni vznikaji nové latky

(melanoidiny) [4,7].

Peckovité ovoce obsahuje hlavné flavonoidy (nejvice antokyany) a fenolické kyseliny. Hlavni
flavonoidy ve Svestkdch, ptredevSim kvercetin a jeho glykosidy (rutin a hyperosid), se

vyskytuji ve vyrazné vyssi koncentraci ve slupce nez v duziné [4].

Flavonoidy se déli na flavonoly, flavony, isoflavonoidy, flavonony, antokyany a flavanoly.
Ovoce obvykle obsahuje fadu riznych flavonolovych glykosidd, které se hromadi ve slupce

a v listech, jelikoz jejich biosyntéza je stimulovana svétlem [4,7].

Antokyany ve Svestkdch jsou tvofeny predevSim 3-glukosidy a 3-rutinosidy kyanidinu
a peonidinu (Obrazek 3) [3.,4]. Tyto pigmenty jsou zodpovédné za charakteristickou barvu
plodu, pfi¢emz plati, Ze vyssi obsah antokyanti proptjcuje Svestkdm intenzivnéjsi fialovou az

modrocernou barvu [7,10].

Kyanidin o Peonidin o™

OH OH
+ +
HO (0] O HO 0 O
O ) O )
OH OH

Obrazek 3: Struktura vybranych antokyanidinii [9]
Fenolické kyseliny se dé€li na derivaty kyseliny benzoové a skotficové (Tabulka 2). V ovoci
dominuji derivaty kyseliny hydroxyskoficové, mezi které patii naptiklad kyselina
p-kumarova, kavova a ferulova. Jejich celkovy obsah se v ovoci, jako jsou Svestky, bortivky ¢i

jablka, pohybuje od 0,5 do 2 g na kilogram ¢erstvé hmotnosti [6,7].
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Tabulka 2:Struktury vyznamnych fenolickych kyselin [6]
Kyseliny R2 R3 R4 RS X
Derivaty kyseliny skofFicové
Kyselina skoficova -H —H -H -H a
Kyselina o-kumarova —OH -H -H -H a
Kyselina p-kumarova -H -H —OH -H a
Kyselina m-kumarova -H —OH -H -H a
Kyselina ferulova -H —OCHs; | -OH -H a
Kyselina sinapova -H —OCHs; | -OH —OCH; |a
Kyselina kavova —H —OH —OH —H a
Derivaty kyseliny benzoové
Kyselina benzoova -H —-H -H -H b
Kyselina salicylova —OH —H -H -H b
Kyselina p-hydroxybenzoova -H —-H —OH -H b
Kyselina vanilinova -H —OCH3 —OH -H b
Kyselina syringova -H —-OCHs | -OH —OCHs |b
Kyselina protokatechova -H —OH —OH -H b
Kyselina gentisova —OH —H -H —OH b
Kyselina gallova —OH —OH —OH —OH b
Kyselina veratrova -H —OCH3 —OCH; -H b
Aldehydy
Syringaldehyd -H —-OCHs | -OH —OCH; |c¢
Vanilin —H —OCH3 —OH —-H c

19




Ackoliv je ve vétSiné druhti ovoce nejvice zastoupend samotnd kyselina chlorogenova
(5-kafeoylchinovd), plody svestek obsahuji predevsim jeji izomer, kyselinu neochlorogenovou
(3-kafeoylchinovd). Jeji obsah se ve Svestkdch pohybuje v rozmezi 88—771 mg/kg a spolu
s kyselinou p-kumarovou (140-1150 mg/kg) tvofi dominantni fenolické kyseliny. Samotna
kyselina chlorogenovd se ve Svestkdch nachazi v podstatné nizSich koncentracich

(15-142 mg/kg), podobné jako kyselina sinapova [6].
1.2.2 Teékavé latky

Aroma ovoce, které je tvofeno tékavymi latkami, zdsadné ovliviiuje zajem spotiebiteld.
Tekavé latky se uvoliuji v zavislosti na vnitinich i vnéjsich faktorech, naptiklad béhem zrani,
skladovéani nebo pii mechanickém poskozeni. V procesu tvorby charakteristické chuti a viiné

vvvvvv

patii aldehydy, alkoholy, estery, laktony a monoterpeny [4].
1.3 Antioxidanty

Pti metabolismu v lidském téle vznikaji volné radikaly, které hraji dilezitou roli v riznych
fyziologickych procesech. Rovnovdahu mezi tvorbou a odstraiovanim volnych radikala
v organismu pomaha udrzovat antioxidac¢ni systém. Tuto rovnovahu vsak mohou narusit

faktory, jako je koufeni, konzumace alkoholu, vystaveni radiaci ¢i toxinim.

Pokud se radikaly tvofi ve velkém mnozZstvi nebo nejsou rychle odbourdvany, mohou byt
Skodlivé tak, Ze naruSuji bunééné membrany, poskozuji DNA a pfispivaji k rozvoji

degenerativnich a chronickych onemocnéni.

Antioxidanty, které jsou piirozené pfitomné v potraveé, pomahaji neutralizovat volné radikaly
a chranit buniky pfed oxida¢nim stresem, ¢imZ podporuji obranyschopnost organismu [11,12].
Antioxidanty piisobi riznymi mechanismy, naptiklad vaZou ionty kovii, vychytavaji reaktivni
formy kysliku, pfeménuji hydroperoxidy na neradikéalové latky, absorbuji UV zafeni nebo
deaktivuji singletovy kyslik [13,14]. Podle jejich mechanismu ucinku je lze rozd¢€lit na

primarni a sekundarni. Dalsi klasifikace antioxidantli je uvedena na obrazku 4 [13,14].
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Antioxidanty

[ Enzymatické ]7

[Ne-enzymatické}

f

4 )

Hydroxyskoficové kyseliny:
Kyselina ferulova, Kyselina p-
kumarova

Fenolické kyseliny

Hydroxybenzoové kyseliny:

Kyselina gallova, Kyselina
ellagova /

/

Flavonoly:

Genistein

Flavanony
Hesperidin

Kyanidin,
Pelargonidi

Flavonoidy

Kvercetin, Kemferol
Isoflavonoidy:

Flavanoly: Katechin

Antokyanidy:

n

\

/

;- h
Primarni Enzymy
Syperoxidova dismutaza
Katalaza
Glutathione peroxidaza
/
. ™
Sekundarni Enzymy
Glutathione reduktaza
Glukoza-fosfat dehydrogenaza
- /
/Kofa ktory: Koenzym Q10 D
Mineraly: Zinek, Selen
Organosulforové slouceniny:
Allylsulfid, Indol
N d Y

Vitaminy a Derivaty: A (retinol),
C (kyselina askorbova), E
(tokoferoly a tokotrienoly), K
Karotenoidy: betakarotein,
Lykopen, Lutein, Zeaxanthin

Dusikaté neproteinové

o

slouceniny: Kyselina mocéova

/

Obrazek 4: Klasifikace antioxidantii [13,14]

Ovoce a zelenina, které jsou bohaté na antokyany (napf. jahody, maliny), maji nejvyssi

antioxida¢ni aktivitu [2,15]. Niz$i aktivitu maji druhy s vysokym obsahem flavanoni (napf.

pomerané, grapefruit) a flavonold (cibule, Spenat), zatimco nejnizsi aktivitu vykazuji ty,

v nichz pfevazuji hydroxyskoticové kyseliny (napf. jablko, hruska) [2,15].
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1.4 Uprava vzorku

Pted finalnim stanovenim je klicovym krokem piiprava vzorku, jejimz tkolem je separovat
pozadované latky od ostatnich slozek matrice a pfipravit je tak pro vlastni analyzu. Volba

vhodné extrakéni metody ptitom zavisi na povaze dané matrice [8].

Extrakce z pevné faze do kapaliny nebo extrakce kapalina — kapalina jsou levné a snadno
proveditelné extrak¢ni techniky, avsak jejich nevyhodou je ¢asova narocnost a velka spotieba
rozpoustédel. Existuji vSak techniky, které jsou méné ndrocné na €as a maji mensi spotiebu
rozpoustédel, mezi které patii extrakce podpotend ultrazvukem (UAE), mikrovinna extrakce

(MAE), extrakce za zvySeného tlaku (PLE), ¢i extrakce nadkritickou kapalinou (SFE) [9].
1.4.1 Extrakce kapalina — kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) je separacni metoda zaloZend na rozd¢€leni analytu mezi
dvé vzdjemné nemisitelné kapalné faze (obvykle vodny vzorek a organické rozpoustédlo).
Mezi hlavni nevyhody LLE patii vysoka spotieba rozpoustédel, riziko tvorby emulzi a ¢asto
nedostatecné zakoncentrovani analytu. Tato omezeni lze piekonat miniaturizaci systému,
napiiklad pomoci techniky in-vial LLE. Pfi tomto pfistupu probihd extrakce piimo
v chromatografické lahvicce, coz minimalizuje ztraty vzorku pii manipulaci a zaroven

umoziuje snadnou automatizaci celého analytického postupu [16].
1.4.2 Extrakce na tuhé fazi

Extrakce na tuhé fazi (SPE) je jednou z nejrozsitenéjsich technik ptipravy vzorkt, ktera slouzi
k izolaci a zakoncentrovani analytli z kapalnych matric. Princip metody spociva v zachyceni
cilovych sloucenin na pevném sorbentu, z né¢hoz jsou nasledné selektivné uvolnény malym
objemem rozpoustédla. Diky obrovskému vybéru komeréné dostupnych sorbentti je technika
SPE mimotadné vSestrannd a umoziuje efektivni zpracovani analytii s velmi rozdilnou

polaritou a chemickou strukturou [17].

22



1.4.3 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce (SE) je standardni technikou extrakce tuha latka-kapalina, kterda ma
zasadni vyznam pro ziskani analytickych vzorkl z objemnych matric. Pfi SE je tuhy vzorek
v extrakéni patroné opakované promyvan kondenzujicim rozpoustédlem, které se cyklicky
odpatuje z banky a po naplnéni extraktoru se ptrepadovou trubici vraci zpét (Obrazek 5).
Vyhodou této metody je efektivni pfenos hmoty diky kontaktu s cistym rozpoustédlem
a absence nutnosti filtrace. Mezi nevyhody se naopak fadi dlouhd doba trvani, vysoka
spotfeba rozpoustédla a riziko rozkladu tepelné nestabilnich latek, které se shromazd'uji

v horké destilacni bance [18,19].

Pfepadova

Propustnd —| e v

patrona

Destilacni
—
banka

«— Elektricky zdroj tepla

Obrdazek 5: Schéma Soxhletova extraktoru [18]

1.4.4 Extrakce za zvySeného tlaku

Pti extrakci za zvySeného tlaku se pouZzivé vzorek, ktery je obvykle rozptyleny v suSicim nebo
inertnim sorbentu. Tento vzorek je extrahovan zvolenym rozpoustédlem pii teplotach nad jeho
atmosférickym bodem varu. RozpousStédlo musi byt béhem extrakce udrzovano v kapalném
stavu, proto se pouzivaji pomérné vysoké tlaky (cca 5 az 15 MPa). Tato metoda je relativné
jednoduchd, rychla a G¢innd. Jeji hlavni vyuziti je v oblasti enviromentalni analyzy a pfi

charakterizaci potravinaiskych vzorka [20,21].
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1.4.5 Extrakce nadkritickou tekutinou

Pti extrakci nadkritickou tekutinou (Obrazek 6) se vyuziva rozpoustédlo, které je prevedeno
do nadkritického stavu. V tomto stavu ma rozpoustédlo vlastnosti mezi plynem a kapalinou,
coz umoziuje efektivni extrakci latek zriznych matric. Viskozita a difuzni schopnosti
rozpoustédla jsou podobné plyntim, a proto mize pronikat do pdért pevnych latek mnohem
snadnéji nez kapaliny. Na druhé strané je hustota rozpoustédla blizka kapalindm, coz
pozitivné ovliviiuje rozpustnost latek v daném rozpoustédle. Nejcastéji se jako nadkriticka
kapalina vyuziva oxid uhlicity, protoze nadkritického stavu dosahuje pii relativné nizkém
tlaku a teploté. Je netoxicky, nehoflavy, nekorozivni, chemicky velmi inertni a cenové

dostupny [21,22].

71
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Gerpadlo C 3 | Ext’rakcm | C ﬁ ,
i nadoba |

Stiikaékové nebo | __ FeS __
pistové ¢erpadlo

Omezovaé — *
prutoku
Tlakova
nadoba Sbérna
oxidu nadoba
uhli¢itého

Obrazek 6: Schéma extrakce nadkritickou tekutinou [22]

1.4.6 Mikrovinna a ultrazvukova extrakce

Ucinnost extrakéniho procesu lze zvysit vyuzitim externich zdroji energie, kterymi muizou

byt mikrovlny ¢i ultrazvuk.

Princip mikrovlnami asistované extrakce spociva v selektivnim ohfevu polarnich molekul
(dipolarnich materialit) obsazenych ve vzorku ¢i v rozpoustédle. Tyto molekuly absorbuji
mikrovlnnou energii, coz vede k rychlému efektivnimu ohfevu a naslednému uvolnéni analyt
z matrice. Uinnost metody je vSak zavisld na dielektrickych vlastnostech systému. Pro
nepolarni rozpoustédla a suché vzorky je méné efektivni, pokud se neptidd mikrovinny

absorbent. Hlavni vyhodou MAE je jeji Siroka pouzitelnost pro rychlou extrakci analytt [23].
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U extrakce podpotfené u ultrazvukem dochézi k aplikaci zvukovych vin o frekvenci nad
20 kHz, které prochéazeji hmotou nebo kapalinou, vytvareji podtlak a bubliny. Kdyz bublina
jiz nemize ucinné absorbovat energii z ultrazvuku, kolabuje. Cely tento proces se nazyva
kavitace a vytvari mikroprostfedi s vysokymi teplotami a vysokymi tlaky, které urychluji
izolaci analyti z matric vzorkl. Nejcastéji se UAE provadi v ultrazvukovych laznich,

sonoreaktorech ¢i za pomoci ultrazvukové sondy [23].
1.5 Spektrofotometrické metody

K hodnoceni, analyze a porovnavani ucinnosti pfirodnich antioxidanti obsazenych
v potravinach se pouziva né€kolik metod. Tyto metody se d¢li podle reakéniho mechanismu na
dvé skupiny: pfenos atomu vodiku (HAT) a ptenos jednoho elektronu (SET). Metody
zalozené¢ na HAT méfi schopnost antioxidantti darovat vodik pro zhaSeni volnych radikald
(napt. ORAC) a metody zaloZené na SET méfi schopnost antioxidantli pfendset elektron pro

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

Pro srovnani antioxidacnich vlastnosti studovanych vzorkdi se pouziva standard Trolox
(Obrazek 7), coz je ve vodé rozpustny synteticky analog vitaminu E [2]. Vysledky se poté

uvadi jako ekvivalentni mnozstvi standardu Trolox (TEAC).

CH5
HO

HaC 0
CHs

Obrazek 7: Struktura Troloxu
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1.5.1 Metoda ABTS

U jedné ze spektrofotometrickych metod se pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity
(TAC) pouziva slouc¢enina ABTS (2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat),
obrazek 8).

<0H3
T N
=S S N:< (@]
o~ ] 7/ I_o
"; OH

H3C

Obrdzek 8: Struktura ABTS

Pfed samotnym stanovenim je nutné prevést ABTS na stabilni radikal, ktery ma
modrozelenou barvu. Pro tvorbu ABTS radikélu se vyuziva peroxodisiran ¢i jiné oxidaéni
¢inidlo. Pii reakci s antioxidantem dochazi ke zhaSeni radikalu a méfi se ubytek barvy
puvodniho radikalu zpravidla pfi 734 nm. Pro méfeni lze vyuzit i vinové délky v rozsahu 414-
417 nm, avSak tyto nizsi vlnové délky nejsou vyuzivany tak Casto z divodu moznych
interferenci [7,24,25]. Vysledky této metody se vztahuji na standard Trolox a vyjadiuji se jako
TEAC.

1.5.2 Metoda DPPH

U této spektrofotometrické metody se vyuziva stabilni organicky radikdl DPPH (1,1-difenyl—
2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl, obrazek 9), jehoz modrofialovy roztok se v pritomnosti

antioxidantl odbarvuje [7,24].

N—N:- NO,

O,N

Obrazek 9: Struktura DPPH radikalu

Tyto modrofialové roztoky siln¢ absorbuji svétlo pii vinové délce 515 az 528 nm a po zhaSeni

radikalt antioxida¢nimi slou¢eninami dochazi k odbarveni roztoku, ¢imz se absorbance snizi.
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Neutralizace DPPH radikalu probiha rychle podle SET mechanismu (pfenosem elektronti), ale
aktivitu vykazuji i antioxidacni slouCeniny, které plsobi pievazné prostfednictvim HAT
(pfenosem vodikového atomu) [7,24]. Vysledky se zpravidla uvadéji jako procento inhibice

DPPH, které se vypocita podle rovnice [24]:

Abs Abs
% DPPH inhibice =( Blazlgls vzorku) | 100
Blanku

Dale se procento inhibice pfepocitava na ekvivalent standardu Trolox odpovidajici 1 g nebo

100 g vzorku [7].

1.5.3 Metoda FRAP

Tato metoda se vyhradné vyuZiva u sloucenin aktivnich v ramci SET mechanismu. Tento test
sleduje schopnost latek redukovat komplex zelezité soli s TPTZ (2,4,6-tri(2-piridyl)-1,3,5-
triazin) na Zzeleznaty komplex v kyselém prostiedi (pH 3,6), coz se projevi tvorbou
intenzivniho modrého produktu absorbujiciho svétlo pti vinové délce 593 nm (Obréazek 10).

Narlst absorbance se monitoruje proti slepému vzorku ¢inidla FRAP po uplynuti stanovené

doby [7,24].

7 N\
=N \N / p
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e3tTPTZ Fe?t-TPTZ

Obrazek 10: Reakce komplexu Fe’*-TPTZ s antioxidantem [24]
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1.5.4 Metoda ORAC

Metoda ORAC vyuziva HAT mechanismu a pro generovani radikalti vyuziva azoslouceniny.
Pfi mimém zahtati se rozpada azosloucenina AAPH (2,2'-azobis—2-amidinopropan
hydrochlorid) a dochédzi k uvolnéni dusiku a dvou radikdli s uhlikovym centrem. Tyto
radikaly se v kyslikovém prostiedi rychle pieméni na peroxylové radikély, které napadaji

vhodné fluorescencni cinidlo, naptiklad fluorescein, jehoz struktura je uvedena na

obrazku 11 [7,24].
HO l O l OH

0]
O

Obrazek 11: Struktura fluoresceinu

Antioxidanty chrani molekulu fluoresceinu pied radikdly, a tudiz za jejich pfitomnosti dochézi
ke zpomaleni poklesu fluorescence, ktery je monitorovan. U této metody miiZzeme detekovat
jak hydrofilni, tak lipofilni antioxidanty. Vysledky se opét uvadéji jako antioxida¢ni kapacita

ekvivalentni standardu Trolox [7,24].
1.5.5 Metoda Folin—Ciocalteu pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Antioxidacni aktivita uzce souvisi s obsahem fenolickych latek, proto se ¢asto pro porovnani
stanovuje 1 jejich celkovy obsah. Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek se
zpravidla vyuZziva spektrofotometricka metoda dle Folin—Ciocalteu. Tato metoda je zaloZena
na reakci fenolickych latek s Folin—Ciocalteuovym cinidlem (komplex fosfomolybdenanu

a fosfowolframanu) za vzniku modie zbarveného komplexu (Obrazek 12).

OH
H3PMo1,040 Na, CO3 Wg 023
+ >
H3PW;,040 Mog O3

Folin-Ciocalteu Fenolicka sloucenina Zbarveny komplex
¢inidlo

Obrazek 12: Reakce Folin-Ciocalteuova cinidla s fenolickou latkou [24]
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Reakce fenolickych latek s Cinidlem probiha v zdsaditém prostiedi a intenzita vznikajiciho
modrého zbarveni je monitorovana spektrofotometricky pii 760 nm. Celkovy obsah
fenolickych latek je vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové (Obrazek 13), ktera se pouziva
jako standardni latka [7, 24, 26].

O§ OH

HO OH
OH

Obrazek 13: Struktura kyseliny gallové
Kromé Folin-Ciocalteuova ¢inidla je mozné vyuzit 1 Folin—Denisovo ¢inidlo, ale toto ¢inidlo

je oproti Folin—Ciocalteuovu ¢inidlu méné citlivé [7].
1.6 Separacni metody

Kli¢ovou skupinu separac¢nich metod ptedstavuje chromatografie, jejiz princip je zaloZen na
distribuci analyti mezi staciondrni a mobilni fazi [27,28]. Tyto techniky umoziuji nejen
identifikaci, ale i kvantifikaci jednotlivych latek. Volba konkrétni chromatografické metody
zavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech analyzovanych latek. Kapalinova chromatografie
(LC) je primarné ur¢ena pro analyzu netékavych a termicky labilnich slouc¢enin. Naopak
plynovéa chromatografie (GC) vyZaduje, aby analyty byly dostatecné t€kavé a termostabilni.
Latky, které tuto podminku nespliiuji, musi byt pfed analyzou pievedeny na tékavé derivaty

(tzv. derivatizace) [9].
1.6.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni metoda, kde se vyuziva pevné
staciondrni faze a kapalné mobilni faze. HPLC je vhodna pro analyzu Sirokého spektra latek,
vzorkl, které obsahuji velké mnoZzstvi latek, je nutnd optimalizace separacnich podminek.
Vhodnou volbou stacionarni a mobilni fdze mizeme ovliviiovat elu¢ni potadi jednotlivych
sledovanych latek ve smési. Pro separaci latek se vyuzivd nékolik separacnich systémd,
znichz nejbéznéjsi je systém s obracenymi fazemi, kde se pro separaci vyuziva polarni
mobilni faze (smés vody a organického rozpoustédla, nejCastéji methanolu nebo acetonitrilu)

a nepolarni stacionarni faze (nejcastéji chemicky vazané oktadecyl silikagelové faze). Pokud
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bude mobilni faze nepolarni a staciondrni faze polarni jedna se o systémy s normalnimi

fazemi [27-29].

Na obrazku 14 je uvedeno schematické zobrazeni instrumentdlniho uspofdadani bézného
chromatografu, ktery se sklada ze zasobnikii mobilni faze, vysokotlakého ¢erpadla pro Cerpani
mobilni faze, davkovaciho zafizeni pro zavedeni vzorku do mobilni faze, chromatografické
kolony a detektoru [28,29]. Nejbéznéjsim detektorem je spektrofotometricky detektor, ktery
monitoruje absorbanci separovanych latek v UV a viditelné oblasti spektra. Dale je mozné

vyuzivat hmotnostni spektrometr nebo fluorescencni detektor [28].

l?

¥ ¥
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Sbéraé odpadu nebo
frakei
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Obrdazek 14: Schéma jednoduché konfigurace HPLC [29]

1.6.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) se sestava z plynné mobilni fize a z pevné nebo kapalné
stacionarni faze. PouZiva se pro separaci tepelné stabilnich tékavych latek nebo latek
plynnych. Plynovy chromatograf (Obrazek 15) se sklada znosného plynu, davkovaciho
zafizeni, chromatografické kolony a detektoru. T€kavé latky se pak odd€luji na zéklade
nckolika vlastnosti, v€etné¢ bodu varu, velikosti molekul a polarity [27,28]. V GC je
nejbeznéjSim detektorem plamenovy ionizacni detektor (FID), ktery generuje signdl po
spaleni organickych latek ve vodikovém plameni. Jako detektor 1ze také pouzit hmotnostni

spektrometr [7].

30



Regulaéni

ventil Detektor
Dvoustupnovy priitoku @
regulator Vstfikovaci
@ @ @ otvor :
; Bl
o :
Nosny
plyn |
O Sbér dat
Plynova
lahev
—J

@ Pec

Obrazek 15: Schéma GC [30]

1.7 Analyza antioxidantii obsaZenych ve Svestkach

1.7.1 Extrakce

Pro extrakcei latek s antioxida¢nimi vlastnostmi z ptirodni matrice se vétSinou pouzivaji rizna
organicka rozpoustédla. Vybér rozpoustédel zavisi na polarité sledovanych antioxidanti,
napiiklad hexan [31,32] s acetonem se pouziva pro extrakci antioxidantl rozpustnych v tucich
(karotenoidy) a ethanol [33] ¢i methanol [32-37] a jejich smési s vodou se vyuzivaji pro
antioxidanty rozpustné ve vodé¢ (fenolické kyseliny, flavanoidy a antokyany) [12,38]. Pii
extrakci ddvame prednost smési ethanol-voda pied Cistym ethanolem, protoze voda zlepSuje
schopnost extrahovat polarni fenolické latky. Zaroven pfitomnost ethanolu umoznuje lepsi
pronikani extrakéni smeési do hydrofobnich struktur matrice a napomaha odstranéni

nezadoucich proteinti jejich vysrazenim [39,40].

Utinnost extrakce fenolickych latek z pirodnich matric je silné ovlivnéna teplotou a pH
extrakéni smési. ZvySeni teploty obecné vede k vySSimu vytézku, a to diky zlepSeni
rozpustnosti, zrychleni difuze a naruseni bunécnych struktur, coz usnadiiuje uvolnéni
analytt [9]. Je vSak nutné postupovat opatrn€, nebot’ pii teplotaich nad 50 °C jiz mulze
dochazet k tepelné degradaci extrahovanych latek [39]. Vedle teploty hraje klicovou roli také
pH extrakéni smési. Okyseleni, vyuzivané zejména pro extrakci fenolickych kyselin

a antokyanil, vyznamné zvySuje extrakéni u€innost a stabilitu téchto sloucenin [7].
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Pii vyrobé marmeldd dochazi nejvice k degradaci antokyanti. Napiiklad ve studii Kim
a kol. [41] byla pii vyrob¢ marmeldd pozorovana degradace antokyand obsazenych v tiesnich
az 0 90 % ausvestek az o 40 %. Krom¢ teploty stabilitu antokyant ovliviiuje pH
a koncentrace cukru, coz jsou pravé kliCové parametry pii vyrobé marmelad. Pomoci
spektrofotometrickych metod bylo déle zjiSténo, Ze u tfeSni ziistalo zachovéno 73 %
celkovych fenolickych latek a 65 % antioxidacni kapacity. U Svestek byly vysledky mirné
odlisné, zachovalo se 65 % celkovych fenolickych latek a 66 % antioxidaéni kapacity [41].

Pfi analyze antioxidantii pfitomnych ve Svestkach je nutné Svestky nejprve zbavit necistot
oplachnutim ve vodé. Poté pomoci mixéru pii maximalnich otd¢kach noze po dobu nékolika
vtefin se vzorek rozemele a vznikld homogenni smés se extrahuje pomoci vodného roztoku
methanolu [33,35,36] nebo ethanolu [33,42]. Doba extrakce byva vétSinou 1-2 hodiny [35,43]
abyvd provedena za pomoci tfepani s rozpousStédlem [33-35] nebo =za podpory
ultrazvuku [44,45]. Po skonceni extrakce se pevny podil oddéli filtraci a vznikly supernatant
byva rovnéz odstiedén [33-35,44,45]. Pro zamezeni degradace pfitomnych latek muze byt
extrakce provedena i pod ochrannou atmosférou dusiku [44,45]. Vzorky by mély byt uloZzeny
pti teploté¢ 4 °C po dobu maximalné 1 az 3 dnl [34], aby nedoSlo k jejich znehodnoceni
[33,34]. Pro ptipravu stabilnich a suchych vzorki se kromé zpracovani cerstvého ovoce ¢asto
vyuziva lyofilizace [44,45]. Jedna se o metodu, kterd je povaZzovéna za velmi Setrnou
k obsahu bioaktivnich latek. Na rozdil od klasického suSeni, které vyuziva teplo, lyofilizace
odstraniuje vodu pfi nizkych teplotach. Tim se minimalizuje riziko tepelné degradace cennych
latek, jako jsou antioxidanty, a pomaha tak zachovat ptivodni chemické slozeni vzorku pro
dalsi analyzu [7,46]. Lyofilizované Svestky se pfed extrakci pouze rozdrti na jemny prasek

a extrahuji stejnym zpisobem jako Cerstvé a suSené plody [44,45].

Suseni Svestek se zpravidla provadi pfi teploté 85 az 90 °C po dobu 18 hodin [47,48]. Tato
tepelna uprava s sebou vSak nese komplexni chemické zmény. Na jedné strané dochazi ke
ztratdm ¢i preménam prirozené se vyskytujicich latek, jako jsou kyselina askorbova, kyselina
chlorogenova a neochlorogenovd, flavonoly a antokyany. Na druhé strané¢ mulze vlivem
Maillardovy reakce dojit k tvorbé novych sloucenin s antioxida¢nimi vlastnostmi, takze
vysledna antioxidac¢ni kapacita se muze az zdvojnésobit [48]. Ze suSenych Svestek jsou

antioxidanty extrahovany stejnym zptisobem jako z Cerstvych Svestek [49].

Pro extrakci z povidel se pouZivaji stejnd rozpoustédla jako pro Cerstvé Svestky. Samotny

proces extrakce je provadén bud’ pomoci ultrazvuku [37,50], nebo mechanickym tfepanim
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[51]. Po ukonceni extrakce jsou vzorky zchlazeny na laboratorni teplotu a nasledné

zfiltrovany.

1.7.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity a fenolickych latek

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity Svestek a produktl znich pfipravenych se pouzivaji
spektrofotometrické metody ABTS [42,45], DPPH [33,42,43], ORAC [43] ¢i FRAP
[35,42,52,53]. Ve vétsin¢ piipadi se antioxidacni aktivita vyjadiuje jako ekvivalentni
mnozstvi standardu Troloxu na jeden gram vzorku [32,36,52] nebo méné casto jako
ekvivalentni mnozstvi vitaminu C (VCEAC) [42,45]. U metody FRAP se v nékterych
piipadech vyjadiuje antioxidacni aktivita jako ekvivalent FeSO4 [32,35,52,53]. Pro stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek (TPC) Svestek se zpravidla pouzivd metoda s Folin-
Ciocalteuovym c¢inidlem [35,37,43,52], kde jako standardni latka slouzi kyselina gallova
a vysledky se vyjadiuji jako jeji ekvivalentni mnoZzstvi (GAE) na 1 g vzorku [32,37,43,52].

Jednotlivé studie potvrzuji, ze Svestky jsou vyznamnym zdrojem antioxidantl. Ve srovnani
s bézné¢ konzumovanym ovocem, jako jsou napiiklad jablka, vykazuji Svestky vysSsi
antioxidacéni kapacitu [42,45,53]. Obsah bioaktivnich latek se vSak vyrazné li§i v zdvislosti na
kultivaru, stupni zralosti a zpisobu zpracovani. Analyza divoce rostoucich tureckych
kultivart Svestek [52] ukéazala, ze kultivar 'Blackthorn' dosahl nejvyssich hodnot TPC
a antioxidac¢ni aktivity u metody FRAP, zatimco u metody DPPH byl nejucinné;si kultivar
'Karaca'. U evropskych genotypli Svestek byla navic odhalena pozitivni korelace mezi
intenzitou zbarveni slupky a obsahem fenolickych latek, coz naznacuje, ze tmavsi plody jsou

na tyto latky bohatsi [35].

Zpracovani a skladovani maji na obsah fenolickych latek a antioxidacni aktivitu zasadni vliv.
Bylo prokazano [33], Ze suSené Svestky jsou koncentrovanéj$im zdrojem fenolickych latek
nez Svestky cerstvé, a to diky jejich nizkému obsahu vody a wvzniku produkta
neenzymatickych reakci. Podobné se liSil obsah fenolickych latek i u povidel [37], kdy
nejvyssi hodnoty byly naméfeny u domaécich povidel, nasledovaly povidla z ekologického
zemé&délstvi a nejnizsi hodnoty byly naméfeny u komeréné dostupnych produktii. Zajimavy
vliv na obsah fenolickych latek mélo také skladovani pii nizkych teplotdch [43], které
u podzimnich kultivari vedlo ke zvySeni TPC, zatimco u letnich kultivart doSlo k jeho
poklesu. Zvyseni TPC bylo pravdépodobné zptisobeno stimulaci jejich biosyntézy chladovym

stresem.
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Napfti¢ analyzovanymi studiemi [33,35,43,45] byla opakované potvrzena piima souvislost
mezi celkovym obsahem fenolickych latek a vyslednou antioxidacni aktivitou, coz podtrhuje

klicovou roli téchto sloucenin v antioxidacnim potencialu Svestek.
1.7.3 Stanoveni antioxidanti pomoci separaé¢nich technik

K analyze fenolickych latek ve Svestkdch se wvyuziva vysokou¢inna kapalinova
chromatografie v systémech s obracenymi fazemi a se spektrofotometrickym detektorem
(s diodovym polem — DAD) [36,44,54]. Jako stacionarni faze se ve vétSiné ptipadi vyuziva
oktadecyl silikagel [36,44,54] a jako mobilni faze se pouzivd smés vody a organického
rozpoustédla, nejcastéji acetonitrilu [44,54] nebo methanolu [36]. Pro zlepSeni separace se
vodna slozka ¢i obé slozky mobilni faze okyseluji pomoci kyseliny mravenc¢i [36,54] nebo
octové [43]. K upravé pH lze také vyuzit riznych pufrt [43]. Zatimco pro vétSinu fenolickych
latek je dostatecny ptidavek kyseliny v nizké koncentraci (napt. 0,1 %) [54], analyza
antokyant vyzaduje specificky pfistup a z divodu stabilizace jejich struktury se vyzaduje
siln¢ kyselé prostiedi, a tudiz se kyselina pfidava v jednotkach az desitkdch procent [36].

Protoze se jedna o komplexni smési latek, vyuziva se zpravidla gradientova eluce.

Vyhodou detektoru s diodovym polem je, Ze umoziiuje zdznam celého UV-VIS spektra
v kazdém bodé¢ chromatogramu. Diky tomu je mozné zcelkovych dat extrahovat
chromatogramy pfti specifickych vinovych délkach, které odpovidaji absorpénim maximim
jednotlivych skupin latek. Pro kvantifikaci se tak voli naptiklad vlnové délky 280-320 nm pro
hydroxyskoficové kyseliny, 340-370 nm pro flavonoly a 510-520 nm pro antokyany [36,44].
Jako prevladajici fenolickd kyselina byva v testovanych Svestkach identifikovana
neochlorogenova kyselina [2,36,44,54], mezi hlavni flavonoidy patii kvercetin-3-glukosid
a kvercetin-3-rutinosid. Antokyany se vyskytuji zpravidla pouze u Cervenych a ptfezralych

kultivart, pfi¢emz se jedna predevsim o kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-rutinosid [2,36].

Pro analyzu tekavych latek se vyuziva plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem [55,56,58,59]. K izolaci a zakoncentrovani analytli z matrice se zpravidla
vyuziva metoda mikroextrakce na pevné fazi (SPME) [55,56], nebot’ se jedn4d o rychlou
techniku bez pouziti rozpoustédel. Uginnost extrakce je dale navysena piidanim nasyceného
roztoku NaCl [55,56], ktery na principu tzv. "vysolovaciho efektu" sniZzuje rozpustnost
tékavych latek ve vodném prostiedi a podporuje jejich pfechod do plynné faze, kde jsou
zachyceny na SPME vlakné [57]. Ve studiich [55,56] bylo pro tento ucel zvoleno vldkno

s kombinovanou vrstvou divinylbenzen/karboxen/polydimethylsiloxan. Pomoci plynové
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chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem doby letu (GC-TOF-
MS) [55] bylo identifikovano 737 tékavych latek, pfi¢emz nejvetsi podil tvofily estery
a alkoholy. Spojeni GC/MS s kvadrupolovym analyzatorem bylo vyuzito pro analyzu tfi
odrid Svestek [56], kde bylo identifikovano celkem 938 tékavych latek, pri¢emz nejvice
dominovali terpenoidy aestery [56]. Dalsi moderni piistup pifedstavuje plynova
chromatografie ve spojeni s iontovou mobilitni spektrometrii (GC-IMS). Princip metody
spocivd v tom, ze IMS ionizuje slozky a nasledn¢ je oddéluje na zadklad¢ jejich mobility
v undseném plynu pod vlivem elektrického pole [58]. Pomoci GC-IMS byl monitorovan vliv
Ctyt riznych metod zahuStovani povidel na obsah tékavych latek [59]. Vysledky ukézaly, ze
netepelné metody (pfedevsim vakuové vymrazovani) vyrazn€¢ piekonaly tepelné metody
v zachovani zivin a pivodniho chutového profilu. Bylo identifikovano 42 tékavych latek

obsazenych v povidlech pomoci headspace extrakce bez SPME zakoncentrovani.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité chemikalie

e ABTS diamonna stl (Sigma Aldrich, USA)

e 2M Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, USA)

e Methanol (Sigma Aldrich, USA)

e Kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA)

e Uhlicitan sodny (Lach-Ner, Neratovice)

e Peroxodisiran draselny (Laborchemie Apoldo, Némecko)
e Deionizovana voda (Merck, Némecko)

e Destilovana voda
2.2 Pouzité zarizeni

e UV/VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko)
e Automatické pipety (Biohit, Finsko)

e Ultrazvukova lazeii (Kraintek, Ceska republika)

e Termostatova sudici vana Digital Dry Bath (Miulab, Cina)

e Analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

e Homogenizator ULTRA TURRAX T 18 (IKA, Némecko)

e Trepacka (Heidolph, Némecko)
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2.3 Vzorky

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek byly pfipraveny
extrakty z mrazenych $vestek, domacich a kupovanych povidel a kupovanych susenych

Svestek (Obrazek 16).

nn1FED PLUMS

PITIED

Obrazek 16: Vzorky pro experimentalni cast (na levé strané suSené $vestky, uprostred kupovana povidla, na pravé strané
domdaci povidla).

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava vzorku

Mrazené a suSené Svestky byly zvazeny na analytickych vahach a k navdzenému mnoZstvi
bylo ptidano 40 ml extrakéniho roztoku. Pro extrakci byly testovany dva extrakéni roztoky,
ato 70% nebo 80% (v/v) methanol (MeOH) ve smési s vodou. Voda byla okyselena kyselinou
mraven¢i (1 %, v/v). Extrakce byla provedena pomoci homogenizitoru, kdy nejprve byl
vzorek rozmixovan pii vysokych otackach a poté byl michan naslednych 10 minut pfi

mensich otackach. Po extrakci byl supernatant odfiltrovan a vzorek byl pfipraven na méteni.

Extrakce antioxidantll z povidel byla provedena pomoci stejnych extrakénich smési, pouze
s tim rozdilem, Ze byla michédna na tfepacce nebo byla extrakce podpofena ultrazvukem. Doba
extrakce byla u obou testovanych postupt stejna, a to 15 minut. Po extrakci byl opét pevny

podil odfiltrovéan a extrakt byl pfipraven k analyze.

U vSech vzorkli byl zjiS§tén obsah vlhkosti, ktery byl vyuzit pro zjisténi obsahu suSiny

v navazkach jednotlivych vzorkii a pro porovnani vysledk.

Souhrn vSech piipravenych extraktd je uveden v tabulce 3.
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Tabulka 3: Souhrn jednotlivych provedenych extrakci.

Cislo Navazka | Navazka Extrakéni Zpusob a doba
Vzorek . .
Vzorku [g] susiny [g] ¢inidlo extrakce
MraZen¢ 70% MeOH 10 minut
1 5,61 1,09 .
Svestky + HCOOH v homogenizatoru
Mrazene 80% MeOH 10 minut
2 5,57 1,08 .
Svestky + HCOOH v homogenizatoru
Domaci 70% MeOH 15 minut
3 2,04 1,06
povidla + HCOOH v ultrazvukové lazni
Domaci 80% MeOH 15 minut
4 . 2,19 1,14 .
povidla + HCOOH v ultrazvukové lazni
Kupovane 70% MeOH 15 minut
5 2,19 1,60
povidla + HCOOH v ultrazvukové lazni
Kupované 80% MeOH 15 minut
6 . 2,14 1,56 )
povidla + HCOOH v ultrazvukové lazni
Domaci 70% MeOH 15 minut
7 . 2,33 1,21
povidla + HCOOH na tfepacce
Domaci 80% MeOH 15 minut
8 ‘ 2,40 1,25
povidla + HCOOH na tfepacce
Kupovane 70% MeOH 15 minut
9 2,25 1,64
povidla + HCOOH na tfepacce
Kupovane 80% MeOH 15 minut
10 ‘ 1,95 1,42
povidla + HCOOH na tfepacce
Susené 70% MeOH 10 minut
11 5,61 4,21
Svestky + HCOOH v homogenizatoru
SuSené 80% MeOH 10 minut
12 5,82 4,37 .
Svestky + HCOOH v homogenizatoru

2.4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Radikal ABTS byl ptipraven rozpusténim 10 mg ABTS diazoniové soli v 5 ml deionizované
vody (3,6 mmol/l) a po rozpusteéni bylo pfidano 100 pl roztoku K>S>0s (0,064 mol/l) a roztok

se nechal pfes noc inkubovat v chladu. Vysledny modrozeleny roztok byl poté ziedén, aby
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vysledna absorbance se pohybovala v rozmezi hodnot absorbance 0,8-0,9. Z pracovniho
roztoku ABTS byly odpipetovany 3 ml do ampulky a pfiddno 100 pl extraktu vzorku nebo
70% methanolu v piipad¢ slepého vzorku. Smés byla promichana a nechdna 60 minut ve tm¢.
Po uplynuti této doby byla zmétena absorbance smési pii vinové délce 734 nm. Kazdy vzorek
byl zméfen Ctyfikrat. Na zéklad¢é nize uvedeného vztahu byl vypocitan ubytek absorbance

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

A —A
ﬁbytekA (%) — blanz vzorku 100
blank

Pomoci kalibraéni kiivky byl ubytek absorbance piepocitan na ekvivalentni mnozstvi

standardu Troloxu. Kalibra¢ni fada byla ziskana z diplomové prace Denisy Vrané [60].
2.4.3 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek

Pracovni roztok byl pfipraven natfedénim 2M Folin-Ciocalteuového ¢inidla deionizovanou
vodou v poméru 1:20 (v/v). Ke 2 ml zfedéného Folin-Ciocalteuového Cinidla bylo ptidano
100 pl vzorku ¢i 70% methanolu (slepy vzorek) a po 5 minutach byl do reakéni smési pridan
1 ml 7,5 % roztoku Na>COs. Smés byla nechéna dalSich 30 minut v klidu ve tmé. Po uplynuti
doby byla zmétena absorbance pii vinové délce 750 nm. Kazdy vzorek byl zméten Ctytikrat.
Nartist absorbance byl korigovan pomoci slepého roztoku dle nize uvedené rovnice a pomoci

standardu kyseliny gallové byl piepocitan na GAE.
AA = Ayzorku — Ablank

Kalibrac¢ni kiivka pro pfepocet na kyselinu gallovou byla opét ziskana z ptedchozi diplomové

prace [60].
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Nejdiive byl optimalizovan objem vzorku a doba reakce vzorku s ABTS roztokem pro méfeni
antioxidacni aktivity. Ze zavislosti ubytku absorbance v procentech na objemu extraktu
(Obrazek 17) byl zvolen objem 100 pl a ze zavislosti ubytku absorbance v procentech na

dobu reakce (Obrazek 18) byl zvolen ¢as 60 minut.

70 ~
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Objem extraktu [ul]

Obrazek 17: Zavislost ubytku absorbance v procentech na objemu extraktu
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Obrazek 18: Zavislost ubytku absorbance v procentech na dobé reakce
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Poté byly proméfeny extrakty pfipravené z mrazenych Svestek, povidel a suSenych Svestek dle
postupu uvedeného v experimentdlni Casti (kapitola 2.4.2). Z rovnice regrese kalibracni
ktivky zavislosti ubytku absorbance na mnozstvi Troloxu v ddvkovaném objemu [60] byly

prepocitany hodnoty tbytku absorbance extraktli na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.
Ke kazdému ekvivalentnimu mnozstvi byla vypocitana hodnota TEAC (umol Troloxuna 1 g
vzorku) podle vztahu:

ekvivalentni mnoZstvi (umol Troloxu)
m (g)

TEAC (umol/g) = R

kde m je navazka vzorku a fr je faktor zahrnujici davkované mnozstvi extraktu vzorku a
fedéni.
Z primérnych hodnot TEAC ziskanych proméfenim jednotlivych extraktd byl sestrojen

sloupcovy graf (Obrazek 19). Pfesné hodnoty TEAC jsou uvedeny v piiloze v tabulce P1.
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Obrazek 19: Antioxidacni aktivita jednotlivych extraktii

1 - Cerstvé Svestky, 70% MeOH, 2 - cerstvé Svestky, 80% MeOH, 3 - domdact povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 4 - domaci
povidla ultrazvukem, 80% MeOH, 5 - kupované povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 6 - kupované povidla ultrazvukem, 80%
MeoH, 7 - domdaci povidla trepanim, 70% MeOH, 8 - domdci povidla trepanim, 80% MeOH, 9 - kupované povidla trepanim,
70% MeOH, 10 - kupované povidla trepanim, 80% MeOH, 11 - susené $vestky, 70% MeOH, 12 - susené svestky, 80% MeOH.

Z obrazku 19 je patrné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazuji mrazené Svestky (vzorky 1
a 2), protoze neprosly tepelnou upravou. Diky tomu nedoslo k degradaci fenolickych latek,
pfedev§im antokyantl, jako u ostatnich vzorkid. VyS$$i ucinnosti extrakce bylo dosazeno

pomoci 80% methanolu (2). Susené Svestky (11 a 12) vykazuji niz$i antioxidacni aktivitu nez
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extrakti vSak byly naméfeny u kupovanych povidel (5 a 6) pfipravenych pomoci
ultrazvukové lazn€. Zajimavé je, Ze extrakty pripravené z povidel v ultrazvukové lazni (3, 4, 5
a 6) vykazovaly nizsi antioxidacni aktivitu ve srovnani se vzorky pfipravenymi na tiepacce (7,
8, 9 a 10). Pravdépodobné ma ultrazvuk negativni dopad na antioxidanty pfitomné
v analyzovanych vzorcich. Mezi vzorky extrahovanymi 70% a 80% methanolem nebyl
pozorovan velky rozdil antioxida¢ni aktivity. U vzorkli mrazenych Svestek a domacich
povidel, které byly piipraveny v ultrazvukové lazni, byla zjisténa vyssi antioxidacni aktivita
pii pouziti 80% methanolu. Naopak u vSech ostatnich vzorkil byla vyssi aktivita namétena po
extrakci 70% methanolem. Z chybovych usecek je patrné, ze nedochdzelo k velkym

odchylkam pfi méfeni.
3.2Stanoveni celkového mnozZstvi fenolickych latek

Stejné jako u stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS byl zvolen davkovany objem
vzorku 100 pl a celkova doba reakce u této metody byla 35 minut. Pfipravené extrakty byly
proméfeny optimalizovanou metodou dle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti (kapitola
2.4.3) a pomoci vysledné rovnice regrese z kalibracni kifivky zavislosti nartistu absorbance na
mnozstvi kyseliny gallové v ddvkovaném objemu [60] byly pfepocitany hodnoty absorbance
u vSech extraktl na ekvivalentni mnoZstvi kyseliny gallové a s vyuZitim niZze uvedeného
vztahu bylo zjiSténo celkové mnozstvi fenolickych latek jako mg kyseliny gallové na 1 gram

vzorku.

ekvivalentni mnozstvi (mg kyseliny gallové)
m (g)

¢ (mg/g) = R

kde m je navazka vzorku a fz je faktor zahrnujici davkované mmnozstvi extraktu vzorku

a fedéni.

Ze ziskanych primérnych hodnot celkového mnozstvi fenolickych latek u kazdého extraktu
byl vytvotfen sloupcovy graf (Obrazek 20). Piesné hodnoty TEAC jsou uvedeny v pfiloze
v tabulce P2.
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Obrazek 20: Celkové mnozstvi fenolickych latek u jednotlivych extraktii

1 - Cerstvé Svestky, 70% MeOH, 2 - Cerstvé $vestky, 80% MeOH, 3 - domdact povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 4 - domaci
povidla ultrazvukem, 80% MeOH, 5 - kupované povidla ultrazvukem, 70% MeOH, 6 - kupované povidla ultrazvukem, 80%
MeoH, 7 - domaci povidla trepanim, 70% MeOH, 8 - domaci povidla trepanim, 80% MeOH, 9 - kupované povidla trepanim,
70% MeOH, 10 - kupované povidla trepanim, 80% MeOH, 11 - suSené Svestky, 70% MeOH, 12 - susené $vestky, 80% MeOH.

Z obrazku 20 je patrné, Ze nejvyssi mnozstvi fenolickych latek vykazuji vzorky mrazenych
Svestek (1 a 2) a domadcich povidel (3, 4, 7 a 8). Podobn¢ jako ve studii [37] bylo 1 zde
zjisténo vyss$i mnozstvi fenolickych latek v domacich povidel nez u kupovanych povidel. Ve
studii [33] bylo zjisténo vyssi mnozstvi fenolickych latek v methanolovém extraktu
pripraveném ze susenych $vestek, nez bylo naméteno v ramci této prace (11 a 12). U extraktl
kupovanych povidel pfipravenych pomoci ultrazvukové lazné (5 a 6) je opét nejnizsi
mnozstvi fenolickych latek a koreluje to s metodou ABTS, kde byla u stejnych extrakt
zjisténa nejnizsi antioxidacni aktivita. Stejn€ jako u metody ABTS, zde nebyl prokézan velky
rozdil mezi extrakty pfipravenymi pomoci 80% a 70% methanolu. Oproti metodé ABTS zde

byla pozorovana vétsi chyba v méteni.
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ZAVER
Tato bakalafska prace se vénuje analyze ptirodnich antioxidanti pfitomnych ve Svestkach.

Teoreticka Cast se zaméiuje na charakteristiku a slozeni Svestek, v¢etné popisu fytochemikalii
a antioxidantl v nich obsazenych. Déle se vénuje metoddm extrakce vyuzivanych pro upravu
vzorkil a analytickym metodam, které se pro analyzu antioxidanti obsazenych ve Svestkach
pouzivaji. Nejprve jsou diskutovany teoretické zaklady a vysledky publikovanych praci
u spektrofotometrickych metod (ABTS, DPPH, FRAP, ORAC a metoda s Folin-
Ciocalteuovym c¢inidlem) a poté u separanich metod, a to jak vysledky analyz ziskanych

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, tak plynovou chromatografii.

V experimentalni ¢asti byla stanovena antioxidacni aktivita extrakti pfipravenych
z mrazenych Svestek, doméacich a kupovanych povidel a susenych $vestek pomoci metody
ABTS a déle byl u stejnych extrakti stanoven celkovy obsah fenolickych latek pomoci
metody dle Folin-Ciocalteua. Vzorky byly extrahovany pomoci 70% a 80% vodného roztoku
methanolu okyseleného kyselinou mravenci, pficemz k extrakci bylo vyuzito tfepani na
ttepacce nebo ultrazvukové lazné. Celkem bylo pfipraveno a vziajemné porovnano

12 extraktu.

Bylo zjiSténo, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazuji mraZzené Svestky pfipravené pomoci
80% methanolu a nejvyssi obsah celkovych fenolickych latek byl naméfen u mrazenych
Svestek a domadcich povidel. U extrakti z povidel pfipravenych pomoci ultrazvuku byly

naméfeny nizké hodnoty antioxida¢ni aktivity a obsahu fenolickych latek.
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PRILOHY

Tabulka P1 — Primérné hodnoty TEAC fenolickych latek v extraktech

Cislo vzorku TEAC [umol/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 — Primérné hodnoty celkového mnozstvi fenolickych latek v extraktech

Cislo vzorku ¢ [mg/g]
1 4,6 £0,19
2 4,92 +0,09
3 5,0+0,38
4 54+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
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