Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Analyza polyfenolickych latek v superpotravinach IV.

Lenka Kuchafova

Diplomova prace

2018



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2017/2018

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a ptfjmeni: Be. Lenka Kuchafova

Osobni ¢islo: C16611

Studijni program: N2901 Chemie a technologie potravin

Studijm' obor: Hodnoceni a analyza potravin

Nazev tématu: Analyza polyfenolickych litek v superpotraviniach IV

Zaddvajici katedra: Katedra analytické chemie

Zisady pro vypracovani:

Tato préce navazuje na tii predchozi diplomové préce s touto tematikou, zamétuje se na dalsi
pedstavitele ze skupiny superpotravin.

1. V teoretické ¢asti diplomové prace charakterizujte pét superpotravin, vybranych pro tuto
praci. Pro kazdou komoditu uvedte jeji charakteristiku, vyznamné u¢inky na lidské zdravi,
moznosti vyuziti. Dale se zaméfte na analyzu biologicky aktivnich latek v téchto superpotra-
vindch, zejména latek polyfenolickych.

2. Analyzujte superpotraviny popsané v teoretické ¢ésti prace. Optimalizujte postup izo-
lace polyfenolickych latek ze vzorki a naleznéte vhodné podminky chromatografické separace
pro kazdy vzorek. K analyzam vyuzijte kapalinovy chromatograf vybaveny elektrochemickym
detektorem CoulArray. Stanovte také celkové mnozstvi polyfenolickych latek a antioxidaéni
aktivitu vzorkd.

3. VSechny ziskané vysledky vyhodnotte a prislusnym zptisobem komentujte. Dosazené vy-
sledky porovnejte s doposud publikovanou literaturou.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

Podle pokynu vedouci prace.

Vedouci diplomové prace: Ing. Blanka Svecova, Ph.D.

Katedra analytické chemie

Datum zadani diplomové prace: 20. tinora 2018

Termin odevzdani diplomové prace: 11. kvétna 2018

e

S
LS.
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Karel Ventura, CSc.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. inora 2018



ProhlaSuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem
v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prdva a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst.
1 autorského zakona, a s tim, Zze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice oprdvnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny piispévek na uhradu ndkladd, které na vytvofeni dila vynaloZila, a to podle

okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Souhlasim s prezenénim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne: 10.5. 2018

Lenka Kuchatova



Podékovani:

Rada bych pod&kovala Ing. Blance Svecové, Ph.D. za zadén{ zajimavého tématu

diplomové prace, za vedeni v pribéhu vypracovani diplomové prace a za jeji cenné rady,
pfipominky a vstficny pfistup. Podékovani patii také Ing. TomaSovi Hajkovi, Ph.D.
za praktické rady atechnickou pomoc béhem méteni na kapalinovém chromtografu.

Chtéla bych pod€kovat také rodin€ za umozZnéni studia na této vysoké Skole a za jejich

podporu béhem studia.



ANOTACE

Tato diplomovéd price se zabyvd obsahem polyfenolovych latek ve vybranych vzorcich
superpotravin. Déle byl studovan i vztah mezi obsahem polyfenolovych latek a antioxida¢ni
aktivitou. V teoretické c¢asti jsou uvedeny charakteristiky superpotravin, jejich cinky
na lidské zdravi, ddle principy kapalinové chromatografiea extrakénich metod.
V experimentalni ¢asti byly polyfenolové latky identifikovdny a kvantifikovdny pomoci
HPLC s detektorem CoulArray. Ddle byl stanoven celkovy obsah polyfenolovych latek
metodou dle Folin-Ciocalteua. Antioxida¢ni aktivita byla stanovena pomoci metod DPPH
a ABTS. V zéavéru prace jsou ziskané vysledky diskutovany a jednotlivé superpotraviny jsou
porovndny s publikovanou literaturou i mezi sebou na zaklad¢ jejich antioxidacni aktivity

a obsahu polyfenolovych latek.

KLiCOVA SLOVA: Superpotravina, polyfenolické latky, antioxida¢ni aktivita, grandtové

jablko, konopné seminko, ¢ervena fepa, skofice, Cesnek
TITLE
Analysis of Polyphenolic Compounds in Superfoods IV.

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the content of polyphenols in selected samples of superfoods.
The relation between the content of polyphenols and the antioxidant activity was also studied.
The theoretical part is focused on the characteristics of superfoods, their effects on human
health, further the principle of liquid chromatography and extraction methods. In the
experimental section, polyphenols were identified and quantified by HPLC with CoulArray
detector. In addition, the total amount of polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteu
method. Antioxidant activity was determined using the DPPH and ABTS methods. In the end
of the thesis the results are discussed and the individual superfoods are compared with
published literature and among each other on the basis of their antioxidant activity and the

content of polyphenols.

KEYWORDS: Superfood, polyphenols, antioxidant activity, pomegranate, hemp seed,

beetroot, cinnamon, garlic
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UVOD

Zajem o zdravy Zzivotni styl a kvalitni a dostupné potraviny se v poslednich letech stile
zvysSuje. Velkd pozornost je veénovana také superpotravindm, coz je souhrnny nazev
pro potraviny s vysokym obsahem vitamind, antioxidantli a vyzivovych latek. Vétsina z této
skupiny potravin ma prokazatelny pozitivni G¢inek na lidské zdravi. Tyto pozitivni ucinky
jsou pfisuzovany piedevSim obsazenym antioxidantim, které mohou zabranovat vzniku
volnych radikali v lidském téle, nebo je mohou prevadét o méné reaktivnich ¢i nereaktivnich
forem. Volné radikaly mohou Skodit zdravi naptiklad narusovanim bunécénych struktur
a dalSimi negativnimi Uc¢inky. VétSinu ze skupiny antioxidantii tvofi polyfenolové latky

v

u kterych byly také prokazany jejich prospésné ucinky na lidské zdravi.

Celkové mnozstvi polyfenolovych latek v potravindch je nejéastéji stanovovano metodou
podle Folin-Ciocalteua. Ke stanoveni polyfenolovych latek je velmi cCasto vyuzivano
kapalinové chromatografie z riznymy typy detekce. Multikandlova elektrochemickd detekce
ve spojeni s kapalinovou chromatografii je vysoce citlivd metoda, kterd po nalezeni vhodnych

podminek slouzi k u¢inné separaci a stanoveni elektroaktivnich latek, tedy i1 antioxidantt.

Je zndma souvislost mezi celkovym obsahem polyfenolovych latek a antioxidacni aktivitou.
Antioxidacni aktivita vSak nezdvisi pouze na mnoZzstvi celkového obsahu polyfenold,
ale i na jinych faktorech. Mezi nejcastéji pouzivané metody stanoveni antioxida¢ni aktivity

patti metody DPPH, ABTS, FRAP a metoda ORAC.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Superpotraviny

Jako superpotraviny jsou oznacovany potraviny s velmi vysokym obsahem vyzivove
bohatych a pro ¢lovéka prospésnych latek, jako jsou vitaminy, mineraly, stopové prvky, Cisté
bilkoviny, zdravé tuky, enzymy akoenzymy, esencidlni mastné Kkyseliny nebo

antioxidanty [1].

Obrazek 1: llustracni obrdzek vybranych superpotravin [2]

Superpotraviny jsou zndmé po tisice let ve vSech castech svéta, jiz od dob staroddvnych
civilizaci. Vyzivuji t€lo, maji pozitivni vliv na lidsky organismus, maji schopnost zvySovat
energii, vitalitu, silu, zvySuji produkci serotoninu, zlepSuji sexudlni aktivitu, podili
se na detoxikaci organismu. Poméhaji také vyZivovat mozek, ledviny, plice, srdce a jatra, dale
pak kosti, zuby, kizi, svaly nebo nehty. Konzumace superpotravin také pomaha napiiklad
i pti rakoving, kardiovaskularnich nebo nervovych onemocnénich, artritidé, diabetu,
zloutence, alergiich, astmatu, chronické tnavé, depresich, pfi vysokém krevnim tlaku,

nespavosti, nebo pfi koznich onemocnénich a celkove posiluji imunitni systém [1,3].

Pojem superpotraviny zahrnuje celou fadu potravin. Mezi nejvyznamnéj$i superpotraviny
patfi naptiklad acai, aloe vera, goji, chlorella, chia seminka, granatové jablko, konopna
seminka, kakaové boby, rakytnik fesSetldkovy, maca perudnskd, panensky kokosovy olej,

kakaové boby, zelend kdva, bortivky ¢i Cervena fepa (Obr. 1) [1].
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1.1.1. Skofrice

Obrdazek 2: llustracni obrdzek skorice [4- 6]

Kofeni, vCetné skofice, patii mezi pfidatné latky, pouzivané jako ochucovadla, barviva nebo
konzervaéni latky po celém svété uz po tisice let a to zejména v Indii, Ciné a mnoha dalsich
zemich jihovychodni Asie. Skotice (Cinnamomum Zeylanicum) patti do botanické rodiny
Lauraceae. Je to §iroce pouzivané kofeni, jehoz hlavnim producentem je Cina, kde se skofice
vyuziva mimo jiné také jako tradi¢ni bylinné lécivo, stejné jako v dalSich zemich, jako

Vietnam, Sri Lanka, Madagaskar, Seychely nebo Indie [7-9].

Skoftice (Obr. 2) se ziskdva z usuSené vnitini kiry tropickych stromi rodu Cinnamomum.
V Americe a Evropé se miiZzeme setkat se dvéma druhy skofice - Ceylon a Kassia. Ceylonova
skofice, znama také jako "prava skoftice", se ziskd z Cinnamomum verum, které se péstuje
naSri Lance a v jizni Indii. Kassia skofice ma n&kolik ptvodi. Vjizni Cing a Barmé
se péstuji Cinska kassia (Cinnamomum cassia Blume a Cinnamomum aromaticum Nees).
Ve Vietnamu se péstuje dalSi z kasii, Saigonova skotice (Cinnamomum loureirii Nees)

a z Indonésie a Filipin pochdzi indonéskd kassie (Cinnamomum burmanini Blume) [10].

Dulezitymi slozkami skotficové kiry jsou silice, které obsahuji velké mnoZstvi terpent
a aromatickych sloucenin. Dominantni sloZkou skoficovych oleji je cinnamaldehyd,
ktery je zodpovédny za Stiplavou chut a vuni skofice. Dalsi vyznamné latky obsazené

ve skofici zahrnuji kumarin, cinnamylalkohol, kyselinu skoficovou a eugenol [7,11].

V soucasné dobé je skofice Siroce pouZivana nejen jako kofeni, ale nachdzi vyuziti
i v kosmetickém, farmaceutickém 1 chemickém primyslu a ma vyznamnou ekonomickou
hodnotu. U skofice byly prokazany vynikajici protizanétlivé, antioxidacni, protinadorové
a antibakteridlni vlastnosti. Diky svym ucinkim se pouziva jako tradi¢ni 1ék pro lécbu
zazivacich problémd, stabilizuje hladinu krevniho cukru, plisobi proti zdnétim, podporuje
chut’ k jidlu, mirni zépach z ust, plisobi jako ptirodni afrodisiakum a miize byt vyuzita také

jako konzervant. Denni konzumace skofice pomaha Cistit krev a prodluzuje zivot [7,11].
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1.1.2. Granatové jablko

Obrazek 3: llustracni obrdzek grandtového jablka [12-14]

Grandatové jablko (Punica granatum) (Obr. 3) patti do rodiny Punicaceae a péstuje se v teplé
klimatické oblasti jihovychodni Asie, Stiedomofi, Americe a dalSich castech svéta.
Je to velice prospéSna potravina pro lidské zdravi, protoze obsahuje né€kolik skupin latek,
které jsou uzite¢né pti snizovani rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni a dalSich chronickych
poruch. Ovoce, kura ikofeny granatového jablka jsou bézné pouzivany jako soucast
bylinnych 1€kt mistnimi 1éc¢iteli v mnoha zemich. Dochucend kiira z granatového jablka byla
pouzivana v tradiéni medicin€ pro 1écbu prijmu a tplavice. V Jemenu a v dal§ich zemich
Arabského poloostrova jsou susené slupky bé€zné pouzivany k 1é¢bé prijmu, bolesti zaludku
apro hojeni ran. Ve 3. tisicileti pfed naSim letopoctem ,,pfedek mediciny* Hippokrates
podaval S§tavu z granatového jablka pii horeckach, pfi onemocnéni traviciho traktu,
¢i pii poruchdach nervového systému. Pro svoje omlazujici, antioxida¢ni a stimula¢ni G¢inky
je granatové jablko hojné vyuzivano také v kosmetickém primyslu. Kromé toho je granatové
jablko bohaté na taniny (obsah az 25 %), které¢ maji pozoruhodnou mikrobiologickou aktivitu.
Tyto pozitivni vlastnosti a ucinky jsou spojovany piedevS§im s vysokou antioxidacni
schopnosti. Ta zdvisi na kultivaru, zplisobu péstovani, klimatu a zralosti a souvisi 1 s obsahem
polyfenolickych latek. Mezi nejvice zastoupené fenoly v granatovém jablku patii antokyany

a katechiny [15-17].

VétSinou je granatové jablko konzumovano v Cerstvé podobé a zbyla Cast je zpracovavana
na §t4vy a vina. Stava se ziskava z Cervenych zrniCek, které jsou pod slupkou. Tato $tava
se stala popularni také diky jejim biologickym vlastnostem, jako je antioxida¢ni aktivita nebo
protinddorova funkce. Né&které klinické studie naznauji, Ze Stava z grandtového jablka
zlepSuje parametry krve, jako je hladina cholesterolu, miize byt také uziteCna v boji proti
srdenim onemocnénim, zlepSuje kvalitu spermii a erektilni dysfunkce u muzi. Byly
prokdzany chemopreventivni, chemoterapeutické, antiaterosklerotické a protizanétlivé u€inky

této Stavy. Je dilezitym zdrojem anthokyanii 3-glykosidi a 3,5-diglukosidi delfinidinu,
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kyanidinu a pelargonidinu. Bylo také prokazano, ze $tdva obsahuje vice antioxidantli nez

ostatni ovoce a ovocné §tavy [15,18-20].

Kira granatového jablka tvori pfiblizné 40% celého ovoce a je vedlejSim produktem
pii vyrobé dzusu z granatového jablka. Tato klra ma antioxidacni, antibakteridlni
a protizanétlivé vlastnosti. Diky obsazenym taninim vykazuje klira antimikrobidlni aktivitu
proti patogennim bakteriim. Tyto pfinosy pro zdravi jsou opét pfi¢itdny polyfenolovym
slou¢enindm. Mezi polyfenoly obsazené v kilife patii naptiklad punikalagin A, punikalagin B,
kyseliny galov4, ellagovd, chlorogenovd, kdvova, déle také katechin, epikatechin, rutin nebo

kvercetin [17,18].

1.1.3. Cesnek

Obrdzek 4: llustracni obrdzek cesneku [21-23]

Cesnek (Allium sativum L.), plodina znimi predev§im svou typickou chuti a vini,
je konzumovan po celém svété (Obr. 4). Je to jedna z neznaméjSich 1é¢ivych rostlin, patfici
mezi nejstar§i kultivované rostliny. Péstuje se jiz od starov€ku, pouzivd se jako kofeni
a dochucovadlo. Je povazovan za jednu z nejlepsich potravin zabrafujicich nemocem, a proto
se pouziva také jako 1ék. Cesnek ma Siroké pole terapeutickych G&ink®, mezi které se fadi
napiiklad jeho hepatoprotektivni, antitrombotickda, protizanétliva, antiskleroticka,
antialergenni nebo antihypertenzni aktivita. Studie prokazaly, Ze ¢esnek mize byt pouzit jako
bezpec¢ny alternativni 1€k pro 1écbu hypertenze pro pacienty, kteti nemohou uzivat klasické
1éky proti hypertenzi. Dale ma antioxidacni, antikarcinogenni, antimutagenni, antiastmatické
a antimikrobidlni G¢inky. Diky vysoké antimikrobidlni aktivité, mize byt esnek pouzit i jako
pfirodni konzervacni latka [24-29].

Bylo prokéazano, Ze ¢esnek inhibuje rist grampozitivnich i gramnegativnich kyselinotvornych
bakterii a tvorbu toxint. Bakterie, proti nimz je ¢esnek U¢inny jsou napiiklad Pseudomonas,

Proteus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella, Salmonella, Micrococcus,

Bacillus subtilis, Mycobacterium a Clostridium. Cesnekové vytazky pisobi baktericidné vici
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Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Porphyromonas gingivalis a Prevotella
intermedia (gram-pozitivni bakterie), coz jsou hlavni bakterie zodpovédné za zubni kaz.
Cesnek ma také vysokou antivirovou aktivitu. Pasobi proti herpes simplex viru typu 1 a 2,
viru chiipky A a B, proti lidskému cytomegaloviru, viru vezikuldrni stomatitidy, rhinoviru,
viru lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus, HIV), proti virové pneumonii
arotaviru. Pfi otravé tézkymi kovy plsobi Cesnek jako antidotum a posiluje imunitni

systém [30-31].

Nékteré studie také naznacuji, ze cesnek muze slouzit jako prevence pred poskozenim imunity

riznymi Cinidly jako je chemoterapie, UV zafeni a psychologicky nebo fyzicky stres [31].

Svymi ucinky pomaha ¢esnek predchazet nemocem jako je rakovina, korondrni onemocnéni
srdce, hypercholesterolemie, diabetes 2. typu, hypertenze, katarakta (Sedy zakal) a poruchy

zazivaciho traktu nebo obezita [25,32-34].

Cesnek byl jako 16k pouzivan jiz od starovéku. Béhem prvnich Olympijskych her v Recku
bylo poziti ¢esneku pied zdvodem zakazano, ¢esnek byl totiz povazovan za stimulant. V Indii
je Cesnek pouzivan po staleti jako soucést antiseptického mléka pro omyti ran a vieda.

V Ciné se &aj z Sesneku doporuduje pti hore¢kach, bolestech hlavy a tplavici [31,35].

Pouzivani ¢esneku jako protinddorového piipravku zaéina jiz v padesatych letech 20. stoleti,
kdy Weisberger a Pensky (1958) na studiich in vitro a in vivo ukézali, Ze thiosulfinatové
extrakty z ¢esneku inhibuji rist nddorovych bunék. Studie uvadéji, Ze Cesnek snizuje riziko
sarkomu a karcinomu v riznych tkanich a orgéanech, jako je zaludek, tlusté stfevo, jicen,
prostata, mocovy meéchyf, jatra, plice, kiize a mozek. Byly provedeny také studie zaméiené
na antimutagenni aktivitu, kde bylo dokazéano, zZe jisté slouceniny siry obsazené v ¢esneku,

maji uc¢inek na DNA, brani mutacim a tim brani i zahdjeni karcinogeneze [31].

Za vsechny tyto vlastnosti ¢esneku jsou zodpoveédné predevsim te€kaveé latky obsahujici siru,
zejména thiosulfindty. Biologicky nejaktivnéjsi latkou cesneku je allicin (diallythiosulfinat).
V Cesneku je obsazena i spousta dalSich prospéSnych latek, naptiklad k antimikrobidlni
aktivité¢ cesneku mohou, kromé sirnych sloucenin, pfispivat také nékteré bilkoviny, saponiny

a fenolické slouceniny. Flavonoly se piekvapivé v Cesneku téméet nevyskytuji [24,31,34-36].

Mezi dal$i latky obsaZené v Cesneku patii steroidni glykosidy, lektiny, prostaglandiny,
fruktan, pektin, adenosin, vitaminy B;, B,, B¢, C a E, biotin, kyselina nikotinov4, mastné

kyseliny, glykolipidy, fosfolipidy a esencidlni aminokyseliny [30].
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Cesnek sice obsahuje velké mnozstvi prospéSnych latek, avSak nékteré studie dokazuji,
ze tepelné zpracovavani cesneku vede k degradaci obsazenych bioaktivnich sloucenin,

zejména polyfenolovych ldtek a snizuje se 1 jeho antioxidacni aktivita [33].

1.1.4. Konopné seminko

Obrdzek 5: llustracni obrdzek konopného seminka [37- 39]

Konopi (Cannabis sativa) patfi do rodu morusSovitych. Tento rod je zndmy svou genetickou
komplexnosti, ktera mu pomaha pifezit téméf ve vSech klimatickych podminkach na zemi.
Konopi je houzevnata rostlina pivodem ze stiedni Asie, produkujici semena, kterd jsou
povazovana za jednu znejvyznamnéjSich, nejzdravéjSich a nejprospésnéjSich potravin

ze skupiny superpotravin [1,40-41].

Konopnd seminka (Obr. 5) obsahuji hodné¢ bilkovin, nenasycenych mastnych kyselin
(omega 3), mineralt (hoic¢ik, zelezo, fosfor, draslik, vapnik, zinek), vitamint (E, B, B»)
a vlakniny. Pomér tukd, bilkovin a sacharidli v konopném seminku je 10:1:1. Je zdrojem
kompletnich bilkovin (bilkoviny obsahujici vSechny esencidlni aminokyseliny), ¢imz
podporuje rust svalové hmoty. Diky vysokému obsahu vldkniny jsou konopnd seminka
vhodna k pouziti i jako krmivo pro hospodaiska zvitfata. Olej ze seminek obsahuje nejvétsi
mnozstvi esencidlnich mastnych kyselin ve srovnani s ostatnimi seminky, s idedlnim
pomérem omega 3 a omega 6 nasycenych mastnych kyselin (3:1). Diky vysokému obsahu
kyseliny y-linolenové v konopném oleji je tento olej idealni slozkou k vyrobé kosmetiky,
mydel, lehkych télovych oleji a krémt. Dal§i vyznamnou slozkou konopného oleje

je tokoferol, ktery ma vyrazné antioxidacni vlastnosti, nebo fytosteroly [40-43].

Seminka obsahuji pies 20 stopovych prvki. Diky vysokému obsahu esencidlnich mastnych
kyselin a bilkovin mohou slouzit jako vhodna alternativa pro vegany a lidi, ktefi nekonzumuji
ryby. Kromé toho jsou konopna seminka zdrojem lecitinu, ktery podporuje funkci mozku,
tetrahydrocannabinolu (THC), ktery mtze pomahat pii chronickych bolestech a nevolnostech
pacientiim s rakovinou, nebo kyseliny y-linoleové, ktera pomaha pii zanétech a vyrovnava

hladinu hormonti [44-45].
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Kromé vysoké nutricni hodnoty konopného seminka byly prokazéany i jeho pozitivni piinosy
pro zdravi. Snizuje hladinu cholesterolu v krvi a vysoky krevni tlak, podporuje mozkové
funkce a obsahuje velké mnozstvi antioxidantli, které se podili na prevenci rakoviny
a srde¢nich onemocnéni. Je vhodné pro vegany, sportovce nebo pro lidi trpici celiakii, protoze

neobsahuje lepek [40,45-46].

1.1.5. Cervena fepa

Obrdzek 6: llustracni obrdzek cervend repa [47-49]

Cervena fepa (Obr. 6) (Beta vulgaris subsp. vulgaris (conditiva)) je dal§i potravina fadici
se do skupiny superpotravin. Na rozdil od poddruhu cukrové tepy (Beta vulgaris subsp.
vulgaris (altissima)) mé jen poloviéni obsah cukru. Prdvé proto se Cervend fepa pcstuje
pfedev§im za ucelem konzumace a ne vyroby cukru. Dominantnim cukrem v Cervené fepé

je sacharéza a v malych mnozstvich jsou obsazeny i gluko6za a fruktéza [50-51].

Cervena fepa je bohatym zdrojem antioxidanti a jeji konzumace muiize piispét k ochrang
pfed nemocemi spojenymi s vékem a starnutim. Dale mlZe konzumace Cervené fepy slouZit
jako prevence proti onemocnénim jako je rakovina nebo kardiovaskuldrni onemocnéni.
Cervena fepa obsahuje i dalsi latky dilezité pro lidské zdravi jako je draslik, hoi¢ik, kyselina
listova, zelezo, zinek, vapnik, fosfor, sodik, niacin, biotin, B6 nebo rozpustna

vlaknina [52,53].

Intenzivné Cervena barva Cervené fepy je zpusobena piedevsim vysokym obsahem piirodnich
pigmentll betalain. Betalainy jsou fenolové sekunddrni metabolity rostlin. PouZivaji
se jako pfirodni barviva v potravinafském pramyslu, maji antioxidacni, protizanétlivé
a chemopreventivni G€inky a sniZuji riziko vzniku rakoviny. Betalainy se déli do dvou skupin,
na Cervenofialové betacyaniny a ZlutooranZové betaxantiny. Stejn€ jako ostatni piirodni
pigmenty jsou betalainy velmi citlivé na puasobeni tepla, svétla, enzymui a kysliku.
Proto se pfi jejich analyze doporucuji techniky neteplotniho zpracovani k zachovani vyzivné

hodnoty a barvy produktt [50-51,54].
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Cervena fepa je také bohatym zdrojem polyfenolovych slou¢enin, piedeviim fenolovych
kyselin. Fenolové kyseliny jsou silné antioxidanty. Bylo prokazano, ze vykazuji
protikarcinogenni, protizanétlivé, antibakteridlni a antivirové ucinky. Posiluji také imunitni
systém a podporuji krevni obéh. Z fenolovych kyselin se v cervené fepé vyskytuje piedevsim
kyselina 4-hydroxybenzoové nasledovana kyselinou skoficovou, vanilovou, chlorogenovou,
transferulovou a kdvovou. Ve stopovych mnozstvich se vyskytuji i kyselina

anisova a kumarova [52-53].

Sportovci, zvlasté ti, ktefi se zabyvaji vytrvalostnimi sporty, jsou hlavni cilovou skupinou
ruznych vyrobki z ¢ervené fepy, které jsou v soucasné dobé na trhu. Tyto komer¢ni produkty,
a to jak stavy, tak praSky, jsou inzerovany jako povolené vyzivové dopliky zvySujici
vykonnost. Aktivni slozkou v téchto vyrobcich je anorganicky dusi¢nan (NO3),
ktery je redukovan na oxid dusnaty (NO). Klinické studie naznacuji pozitivni G¢inky zvysené
hladiny oxidu dusnatého na svalovou ucinnost a odolnost proti tnavé. U sportovet dochazi
ke zlepSeni vykonli pifi vytrvalostnich testech. Dale bylo zjisténo, Ze pozivani dusi¢nant
snizilo krevni tlak v klidu atim padem dochazi i ke snizeni rizika kardiovaskularnich
onemocnéni. Existuji vSak zpravy o tom, Ze vysoké hodnoty oxidu dusnatého koreluji
s depresivnimi stavy, které jetfeba vzit v uvahu pii konzumaci nadmérného mnozstvi
produktl z Cervené fepy. Navic neddvné studie naznacuji, Ze poziti dusi¢nanti a dusitant vede

ke zvySené endogenni nitrozaci, ktera mize vést k tvorb€ karcinogennich metabolitti [51].

1.2. Antioxidac¢ni aktivita

V lidském té€le mohou vznikat volné radikaly, které maji fadu biologickych funkci.
V disledku ptitomnosti volnych elektroni mohou poskozovat bunééné struktury, coz muze
vést k poSkozeni celych tkdni nebo organl. Reparativni mechanismy organismu nedokéazi
samy o sob& eliminovat toto poskozeni biomolekul, proto vyznamnou roli pfi ochrané pred
volnymi radikaly hraje prevence, tedy redukce pficin jejich vzniku. Volné radikdly mohou
byt neutralizovany prostfednictvim antioxidantd, které ¢ini volné radikaly mén¢ Skodlivymi.
Antioxidanty mohou rychle ztratit elektron, aby uvolnily misto pro volny radikal a vytvoftily
s nim par, ¢imzZ eliminuji jeho negativni ¢inek. Mohou se vyskytovat pfirozené u rostlin,
zvifat a mikroorganismi nebo mohou byt syntetizovany chemickymi prostfedky. V posledni
dobé se velky zdjem piiklada ptirodnim antioxidantiim, zejména polyfenolovym slou¢eninam.
Celkovy denni piijem polyfenoli z rGznych zdroji byl odhadnut na 1 g a je tedy vyssi

nez piijem antioxida¢nich vitamina [55-58].
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Vyhodnoceni celkového antioxidacniho potencidlu je vSak obtizné, protoze rostliny obsahuji
dva hlavni typy antioxidantd, polarni (napf. fenolové latky) a nepolarni (napf. vitamin E)
a neexistuje zadna metoda vhodna pro vyhodnoceni obou typt. K vyhodnoceni antioxida¢ni

aktivity se tedy doporucuji vzdy alespoil 2 metody, nejcastéji ABTS a DPPH [59].

Metoda ABTS je zalozena na eliminaci radikald. Je to jedna z nejpouzivanéjSich metod,
pii které se méfi schopnost antioxidant®i zachytit stabilni radikdlovy kation ABTS™
(2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonét)). Vysledky se vyjadiuji jako
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), protoze vysledky jsou srovnavany
s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina). ZhaSeni radikalu antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku,

se sleduje spektrofotometricky (nejcastéji 734 nm) [55,56].

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou zaloZenou opét na eliminaci radikéld, je metoda DPPH.
Tato metoda spoc¢iva v reakci testované latky se stabilnim radikdlem difenylpikrylhydrazylem
— DPPH. Pii reakci dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin).
Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky. Pokles absorbance pii 517 nm se méfi
bud’ po uplynuti urcitého konstantniho ¢asu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu. Metoda je

velmi citlivé a vyzaduje jen malé mnoZstvi vzorku [55,59].

Mezi dalSi metody stanoveni antioxidacni aktivity patii napiiklad metoda ORAC,
kterd je zaloZena na eliminaci kyslikovych radikali, nebo metody zaloZené na hodnoceni
redoxnich vlastnosti latek (metody chemické — FRAP, nebo metody elektrochemické - HPLC

metoda s elektrochemickou detekci) a spousta dalSich [55,59].

1.3. Fenolové latky

Fenolové slou€eniny jsou sekundarni rostlinné metabolity, potfebné pro normalni rist a vyvoj
rostlin. Jsou také povazovany za souCast obrannych mechanismii v rostlinich. Ve své
struktufe obsahuji jeden nebo vice aromatickych kruhli s jednou nebo vice pfipojenymi
hydroxylovymi skupinami. Prvnim ¢lenem této tfidy je fenol (C¢HsOH), nekdy také nazyvany
jako kyselina karbolova. VSechny dal$i latky jsou znamé jako derivity fenolu. Mohou
se vyskytovat volné nebo vazané. Vazané fenoly jsou napojeny na strukturni slozky bunécné
stény, jako je celuldza, lignin a proteiny. Maji antikarcinogenni,  hepatoprotektivni,

-----

proti nepfiznivym faktorim, jako je sucho, UV zéafeni nebo infekce. Jejich silny antioxidacni
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ucinek je dan pfedevSim schopnosti vazat tézké kovy do chelatd. Dale maji schopnost

snizovat tvorbu volnych radikalt a jejich likvidaci [57-65].

Antioxidacni aktivita fenolovych slouCenin zavisi na struktufe, zejména poctu a polohach
hydroxylovych skupin a povaze substituci na aromatickych kruzich. Pokud ma fenolova
sloucenina jednu nebo vice hydroxylovych skupin navdzanych na aromatickém kruhu, jedna
se 0 slouceninu polyfenolovou. Doposud je zndmo vice nez 8 000 piirozené se vyskytujicich
polyfenoli. V poslednich letech ziskaly polyfenoly velkou pozornost diky rtiznorodosti jejich
biologickych funkci. Podle epidemiologickych studii souvisi spotfeba ovoce a zeleniny
s vysokym obsahem fenolil se snizenym vyskytem kardio- a cerebrovaskuldrnich onemocnéni,

s nizSim rizikem diabetu a s niz§i imrtnosti na rakovinu [17,19,57,58,66].

Na celkovém piijmu polyfenolll v potravé se podili nejvice flavonoidy a to ze dvou tfetin,
zhruba z jedné tfetiny se podileji fenolové kyseliny a miniaturni podil maji ostatni polyfenoly,

jako napf. lignany nebo stilbeny [67].
1.3.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou pfirodni latky pfitomné v na$i stravé. Jsou zndmy svou rozmanitou
biologickou aktivitou a jsou povazovany za siln¢jsi antioxidanty nez vitaminy C a E. Kromég
jejich antikarcinogennich, antioxidacnich nebo protizanétlivych ucinkd, byl prokazan také
infarktu myokardu. Podle své molekuldrni struktury se flavonoidy rozdéluji do nékolika
chemickych tfid, jako jsou flavanoidy, flavony, flavanony, isoflavony, isoflavany,
pterokarpany, kumestany, antokyanidiny, flavanoly a flavonoly. Ze skupiny flavanoidi
se v potravinach nej¢astéji vyskytuji flavan-3-oly (neboli katechiny), které hraji dtlezitou roli
pfi prevenci nékterych onemocnéni, jako jsou kardiovaskuldrni onemocnéni a urcité formy
rakoviny. Bylo prokazano, Ze maji antioxidacni vlastnosti, podili se na likvidaci volnych
radikald, inhibuji iniciaci nddoru a maji antibakterialni vlastnosti. Katechiny jsou obsaZeny
predevsim v ¢aji, ovoci a ¢okolade. Mezi dalSi vyznamné flavonoidy patii napiiklad kvercetin
(Obr. 7) arutin (Obr. 8), které patii k nejcastéji studovanym. Anthokyany jsou barevné
pigmenty, pfispivajici k ervené, modré nebo fialové barvé mnoha druhii ovoce nebo
cervencho vina a jsou také dobfe znamé svou antioxidacni aktivitou. Isoflavony se fadi mezi

fytoestrogeny a vyskytuji se pfedevsim v s6ji [28,67-70].
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Obrdzek 7: Kvercetin [71]

Obrdzek 8: Rutin [71]

1.3.2. Fenolové Kkyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny a jejich sekundarni metabolity jsou v poptfedi zajmu zejména kvuli jejich
potencidlnim ochrannym rolim v oblasti lidského zdravi. Fenolové kyseliny jsou znamy svou
schopnosti inhibovat oxidaci LDL cholesterolu a blokovat singletovy kyslik nebo chelatové
prooxidacni kovy. Patii mezi né¢ naptiklad kyselina skoficova, benzoova a jejich derivaty.
V rostlindch se nejcastéji nachdzi ve formé esterii. Nejbéznéjsi a nerozsitenéjsi z fenolovych
kyselin je kyselina chlorogenova (Obr. 9), kterd se vyskytuje ve vysokém mnozstvi v kavé
(50-150 mg/salek kavy), dale v bramboriach a dalSich druzich ovoce a zeleniny. Kyselina
ferulova (Obr. 10) a jeji dehydrodimerové derivaty jsou hlavnimi fenolickymi slou¢eninami
v obilovinach, kde se vyskytuji také ve form& esterti. Kyselina ferulovd je mimo jiné také

soucasti vlakniny [64,67,72-73].
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Obrdzek 9: Kyselina chlorogenovd [71] Obrdzek 10: Kyselina ferulovd [71]

1.3.3. Lignany, stilbeny a ostatni polyfenoly

Lignany jsou skupina jednoduchych difenolt. V télech rostlin patii k nejrozsifenéjSim
metabolitim, které zde funguji jako chemicka ochrana rostlin pfed plisobenim hmyzu,
mikrobidlnimi patogeny, nebo 1 proti plisobeni jinych rostlin. Dale chrani buiiky pfed G€inky
Skodlivych volnych radikalia ucCastni se kontroly rlstu rostliny. Mohou se chovat
jako fytoestrogeny nebo antioxidanty. V potrav€é se nachdzeji predevSim v celozrnnych
vyrobcich z obilovin a ve Inéném oleji, dale v riznych semenech, ryzi, luSténinach, otfechach

a v nékterych druzich ovoce a zeleniny. Maji protektivni roli vii¢i nékolika typlim rakoviny
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(prsu, prostaty, tlustého stfeva), plisobi preventivné proti rozvoji kardiovaskularnich chorob,

osteopordzy a snizuji hladinu LDL cholesterolu [74,75].

Stilbeny (stilbenoidy) se fadi do skupiny sekundarnich metabolitl syntetizovanych fenyl-
propanoidovou cestou. Vyskytuji se v téle rostlin, kde jsou syntetizovany predevsim z diivodu
obrany rostlin proti mikrobidlnim patogentim a bylozravcim, fadi se do skupiny fytoalexind.
Stilbeny mohou byt potencialnimi latkami pii 1é¢bé mikrobidlnich infekci a maji také Siroky
potencial v 1écbé jinych civilizacnich chorob. Mezi nejvyznamnéjsi stilbeny jsou
fazeny stilben (Obr. 11) aresveratrol (Obr. 12), které maji schopnost napodobovat uc¢inky

zenskych hormont estrogent [76].

OO WAI

Obrdzek 11: Trans-stilben [71]
Obrdzek 12: Resveratrol [71]

1.4. Analvza polyfenolovych latek

1.4.1. Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Stanoveni celkového obsahu polyfenoli se provadi nejcastéji za pouziti €inidla Folin-
Ciocalteu. Vzorek je smisen s 10x zfedénym cinidlem Folin-Ciocalteu, nejcastéji v poméru
1:5, pfida se uhli¢itan sodny a destilovand voda. Smés se nechd reagovat pii laboratorni
teploté 60-90 minut a poté je proméfena absorbance roztoku pifi 760 nebo

765 nm [16,17,19,20].

1.4.2. Piiprava vzorku pred stanovenim

vvvvvv

latek mezi dvé faze, kterd probiha do ustaveni rovnovahy. K izolaci polyfenolickych ldtek
zpevnych vzorkli se vyuziva predevSim extrakce s vyuZzitim ultrazvuku nebo extrakce

v Soxhletov¢ extraktoru [77].

Extrakce s vyuzitim ultrazvuku - Ultrasound Assisted Extraction (UAE) je bézna,
jednoduchd, ucinna a rychld extrak¢ni technika. Extrakce latek se provadi v ultrazvukové
lazni nebo pomoci ultrazvukové sondy. Pii extrakci se vyuzivd ultrazvukovych vin, které

se Sifi prostiedim a zplisobuji rozpad tuhého vzorku. U rostlinnych materidld dochazi
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k naruseni bunéénych stén, ¢imz je umoznéna lepsi penetrace rozpoustédla do vzorku
a snadn¢jsi uvolnéni extrahovanych latek. Provedeni je velmi jednoduché. Vzorek je ponotfen
do rozpoustédla, na které je po ur€itou dobu (15-30 min) aplikovdna ultrazvukova energie.
Po extrakci ultrazvukem néasleduje uprava vzorku zahrnujici filtraci, odstfedéni nebo 1 jiné

operace, jako napt. SPE [78,80].

Soxhletova extrakce je jedna z nejstarsich extrakénich technik. Casto byvéa pouzivana jako
srovnavaci metoda pro noveé vyvijené extrakéni techniky. Jedna se o jednoduchou kontinualni
metodu, pii které je pevny vzorek vlozen do extrakéni patrony, umisténé v Soxhletové
aparatufe. Rozpoustédlo se zahieje na bod varu a v podobé par prechazi do chladice,
kde nasledn¢ kondenzuje a kape do patrony se vzorkem a vymyvéd ze vzorku rozpustné
komponenty. Rozpoustédlo s vyextrahovanymi analyty se pfepadem vraci zpét do varné
barky a cely proces se opakuje. Vzorek je vzdy extrahovan Cistym rozpoustédlem a ve varné
banice jsou koncentrovany netékavé slozky vyextrahované ze vzorku. Izolované latky tedy
musi byt stabilni pfi teploté¢ varu pouZzitého extrakéniho rozpoustédla. Vyhodou Soxhletovy
extrakce je, Ze casto neni nutnd optimalizace extrakénich podminek, protoze se jedna
o metodu normovanou. Dalsi vyhodou jsou nizké potfizovaci ndklady a malé naroky
na obsluhu. Naopak nevyhodou je dlouha doba extrakce a vysokd spotieba

rozpoustédel [78,81-82].
1.4.3. Analyza polyfenolovych latek pomoci kapalinové chromatografie

Polyfenolové latky jsou nejCastéji analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). HPLC je v dne$ni dob¢
jedna z nejvice pouzivanych chromatografickych technik. Tato technika separace latek
latek. Principem separace je rizna distribuce latek mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni
(pevnou) fazi. Mobilni fazi je vZdy kapalina, stacionarni fazi miZe tvofit kapalina nebo tuha
latka. Stacionarni fazi byva nej€astéji silikagel nebo modifikovany silikagel. Metodu HPLC
lze vyuzit v systému s normdlnimi fazemi (Normal Phase; NP), kdy je staciondrni faze
polarnéjsi nez fdze mobilni nebo v systému s obrdcenymi fazemi (Reverse Phase, RP), kdy je
staciondrni faze naopak méné polarni nez faze mobilni. Vyuziva se bud’ isokratické eluce, pfi
které je prutok mobilni fdze konstantni nebo gradientové eluce, béhem které se pribézné meni
sloZzeni mobilni faze a tim dochazi ke zrychleni analyzy a lep$i separaci a niz§imu rozmyvani

piki [83-88].
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1.4.4. Elektochemické detektory

Razné latky jsou diky svym specifickym vlastnostem v kolon¢ na stacionarni fazi rozdilné
zadrzovany. Latky, které se v koloné vice zadrzuji, prochazi tedy kolonou déle nez latky,
které se v koloné nezadrzuji viibec, nebo méné. Latky jsou po prichodu kolonou detekovany
pomoci vhodného detektoru. Mezi nejpouzivanéj$i detektory v kapalinové chromatografii
patii spektrofotometricky, fluorimetricky, refraktometricky, elektrochemicky nebo hmotnostni
detektor. Poc¢itaCovym zpracovanim naméfeného signalu je chromatogram. Identifikace latky
se provede na zaklad¢ reten¢niho Casu piku (Cas, pfi kterém byla dand latka eluovana z kolony
a byl zaznamenan pik této latky) a obsah dané latky se vyhodnoti na zakladé plochy daného

piku. Instrumentalni uspofadani v HPLC je zobrazeno na obrazku ¢. 13.

Pumpy
i | Kolona_
Mobilni faze _: —
b (1] [ e e i ol
_.‘/_; e coesin ]| dead
Injektor Detekier:

[r——
Obrdzek 13: Instrumentdini uspofdddni v HPLC [89]
Elektrochemické detektory se pouZivaji pro detekci latek schopnych elektrochemické reakce.
Mezi tyto latky patii vétSina polutantl, 1éCiv nebo pfirodnich latek. Tyto detektory méfi
urcitou elektrochemickou veli¢inu (elektrodovy potencial, proud), kterd byla vyvoldna
prachodem latky pritokovou celou detektoru. V prutokové cele jsou umistény elektrody
(Obr. 14), nakteré je vloZzeno pracovni napéti, které je nezbytné k uskutecnéni
elektrochemické reakce. Naméfeny signal je tumérny latkovému mnoZstvi dané latky.
Elektrochemické detektory tedy sleduji zavislost mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci

stanovované latky [90-92].

Amperometricky detektor méii proud vyvolany prichodem oxidované nebo redukované
latky prutokovou celou detektoru. Coulometricky detektor méfi naboj potfebny k oxidaci
nebo redukci celkového mnozstvi latky pii pritoku latky mérnou celou detektoru. Jedna

se o velmi citlivy, selektivni, stabilni a €inny detektor. Dalsi vyhodou coulometrickych
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detektort je moznost zapojeni vice elektrod do série. Na kazdou z elektrod je vloZeno rtzné
konstantni napéti a tim dochazi k dalSimu zvySeni selektivity detektoru. Zapojenim Ctyf
az Sestnacti coulometrickych elektrod je mozné ziskat detektor obdobny detektoru diodového

pole, tzv. CoulArray [90].

Obrdzek 14: Porézni grafitovd pracovni elektroda fritového typu [90]

Detektor CoulArray mize mit 4, 8, 12 nebo 16 coulometrickych elektrod spojenych v sérii.
Na kazdou z cel je vkladano jiné, ale konstantni napéti. Kazda elektrochemicky aktivni latka
je pfi uréitém potencidlu (charakteristickém pro danou latku) bud’® oxidovéna (ztraci
elektrony), nebo redukovana (pfijima elektrony), coz vyvold pratok proudu. Zavislost
intenzity méfeného signalu na Case se nazyva chromatogram a pievedenim na zdvislost
intenzity na napéti vznika voltamogram. Pro kazdou latku je charakteristicky jak retencni cas
odecteny z chromatogramu, tak i prubéh voltamografické krivky. Kazda latka se oxiduje nebo
redukuje pfi jiném potencialu a ma i typicky pomér pfed-dominantniho, dominantniho a post-
dominantniho piku, ¢ehoz se vyuziva pfi identifikaci latek. Detektor CoulArray poskytuje
3D pohled na vzorek, jevelmi citlivy, selektivni, bez interferenci, vyzaduje pouze
jednoduchou ptipravu vzorku, poskytuje dobrd data k identifikaci sloucenin. Velmi casto
je vyuzivan v chemickém a farmakologickém vyzkumu, v klinické diagnostice, neurovéde,

u potravin a napojl nebo pfi analyzach Zivotniho prostredi [90,93].

1.5. Priklady analyz

1.5.1. Skofrice

Vzorky skofice jsou zpravidla pfed analyzou vysuSeny vzduchem a nasledné rozemlety.
PraSkovy vzorek je vétSinou extrahovdn 80% methanolem v ultrazvukové 14zni nebo lze
vyuzit iextrakci v Soxhletové extraktoru. V piipadé druhé zminéné extrakce se extrahuje
do acetonu a prebytecné rozpoustédlo se nasledné odpaii ve vakuové suSarné za snizené¢ho

tlaku. Pfed analyzou pomoci HPLC je nezbytné extrakty prefiltrovat. [8-9,11].

V extraktu skofice Ize stanovit celkovy obsah polyfenoli pomoci Cinidla Folin-Ciocalteu.

K identifikaci konkrétnich polyfenolovych latek se vyuzivd kapalinové chromatografie.
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K analyze je nejCastéji vyuzivdna kolona typu C18 (napf. Nucleosil ¢i Gemini, délky
250 mm a velikosti ¢astic 5 um), vzdy s ochrannou ptedkolonkou se stejnou stacionarni fazi
jakou md kolona. Vyuziva se gradientové eluce. Mobilni fazi tvofi roztok 2,5% kyseliny
mraven¢i nebo 0,1% kyseliny fosforecné a organickd rozpoustédla jako methanol
nebo acetonitril. Detekce analyti se provdadi pomoci DAD (diodového pole) pii280 nm
(pro flavanony, flavanoly, kyselinu hydroxybenzoovou, taniny, fenolové diterpeny a tékavé
slouceniny), 320 nm (pro kyselinu hydroxyskoficovou a flovanony) a pfi 370 nm

(pro flavonoly). K detekci latek miize byt vyuzita hmotnostni detekce i nekteré dalsi [9,11].

L4

Nejhojngjsi polyfenolovou latkou obsazenou ve vzorcich byva cinnamaldehyd (86—
171 mg/g), nasledovany eugenolem (14,4 mg/g), kumarinem (5,8 mg/g), cinnamylalkoholem
(1,13 mg/g) a kyselinou skoficovou (0,87 mg/g). V tékavém oleji z listh skoficovniku byl jako
dominantni latka kvantifikovan eugenol (87,3 %). Hlavnimi slozkami t€kavého oleje z ktry
jsou cinnamaldehyd (49,9 %) a kumarin (16,6 %). Ddle se ve skofici nachazi katechin
a jeho derivity (4,5 — 10,6 mg/g) a fenolové kyseliny — predevS§im kyselina kavova

(0,15 - 0,24 mg/g) [8-9,11,94].

Antioxidacni aktivitu skofice lze napt. stanovit metodami ABTS (10), DPPH nebo pomoci

kyseliny linoleové. [8].

Mezi jednotlivymi druhy skofice byly zjiStény rozdily v obsahu polyfenolovych latek
i v antioxida¢ni aktivité. Antioxidaéni aktivita Cinnamomum cassia Presl ptivodem z Ciny
byla stanovena 62 mmol Troloxu/100 g, ale u Cinnamomum Zeylanicum N. (skofice celd)
puvodem z Indonésie byla hodnota vyssi, 108 mmol Troloxu/100 g. Lisil se i obsah celkovych
polyfenoli 6,34 a 12 g GAE/100 g. Rozdil byl i ve slozeni polyfenolovych latek.
Cinnamomum cassia Presl obsahovala pfedevSim flavonoidy (katechin a jeho derivaty), ale
Cinnamomum Zeylanicum N. obsahovala 3x mens$i mnozstvi katechini a dominantni
polyfenolovou latkou byl cinnamaldehyd. Z dané studie neni zcela jasné, ¢im jsou zplisobené
dané rozdily ve vysledcich. Obsah polyfenolovych latek totiz mtze byt ovlivnén hned
nekolika faktory jako je odrida, zem¢ ptivodu nebo, zda se jednd o skofici mletou nebo

celou [9].

Pomoci hydrodestilace jsou ze skofice ziskdvany t€kavé latky, které se pak analyzuji pomoci
plynové chromatografie. K analyze téchto latek se pouzivaji kapildrni kolony (napt. RTx-5MS
(30 m x 0,25 mm; 0,25 um nebo HP-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,1 um). Jako nosny plyn
je nejcastéji vyuzivano helium. Teplota injektoru se pohybuje od 150 °C do 240 °C, teplota
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detektoru FID je nejcastéji 250 °C, nastiik je zpravidla 1 pl s vyuzitim nastfiku typu split
a hmotnostni detekci. [7,8,94].

V neposledni fad¢é byly také zjistény antibakterialni, antipatogenni a antifungicidni ucinky
extraktti skofice. Antifugalni G€inky extraktii z oleje z listi skoficovniku byly prokdzany
napiiklad proti Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme, Fusarium

graminearum, Penicillium citrinum nebo Penicillium viridicatum [8].
1.5.2. Granatové jablko

Granatové jablko je nejCastéji analyzovano ve formé¢ dzust nebo vin. Pfiprava vzorku

zahrnuje extrakci, odstfedéni a filtraci [19].

Grandatové jablko je bohaté na fenolové latky, k jejichz identifikaci a kvantifikaci se nej¢astéji
vyuziva kapalinova chromatografie v systému s obrdcenymi fadzemi s kolonou typu CI18,
ochrannou ptedkolonkou se stejnou staciondrni fazi jako ma kolona a s riznymi typy detekce.
Jako mobilni fize se vyuziva voda, methanol a jejich smési v rizném poméru o priatoku
vétSinou 1 ml/min. Detekce polyfenolii je casto provedena pomoci DAD pii 280,
350 a 510 nm. Kromé této detekce mulze byt napt. vyuZita i hmotnostni detekce s ionizaci

elektrosprejem a kvadrup6lovym detektorem [18,19].

Fenolové slouceniny v grandtovém jablku mizeme rozdélit do 4 hlavnich skupin.
Prvni skupinou jsou anthokyanidinové pigmenty, které 1ze stanovit pomoci HPLC s detekci
pii 510 nm. Druhou skupinu fenolovych latek tvofi hydrolyzovatelné taniny gallagylového
typu. Tyto latky maji charakteristické UV spektrum se dvéma maximy (258 a 378 nm).
Mezi tyto latky patii napiiklad izomery punicalginu nebo punicalin, které byly identifikovany
pomoci HPLC-UV a HPLC-MS. Trteti skupinu tvoii kyselina ellagova a jeji glykosidy.
Kyselina ellagovd mé charakteristické UV spektrum alze ji stanovit pomoci HPLC s UV
detekci pfi 350 nm nebo pomoci HPLC-MS. Posledni skupinu fenolovych latek tvofi Siroka
skupina hydrolyzovatelnych taninii s necharakteristickymi UV spektry. Tyto latky
se analyzuji pomoci HPLC-MS, kdy 173 hmotnostnich jednotek odpovidad kyselin¢ galové,
301 kyseling ellagové, 451 kyselin¢ tetragalové atd. [15,19,69].

Mezi nejhojnéji zastoupené polyfenoly zplisobujici zbarveni granatového jablka patii hlavné
anthokyanidiny delphinidin, cyanidin, 3-glukosid pelargonidinu nebo 3,5-diglukosid
pelargonidinu. Obsah anthokyanidinii se pohybuje zhruba od 8 do 37 mg/100 g dzusu.

Ve velkém mnozstvi jsou v granatovém jablku obsazeny i galokatechiny (galokatechin,
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epigalokatechin). V kufe granatového jablka je obsazen nejvice punicalgin, pak katechin,
kyselina ellagovd, kyselina galova, epikatechin, rutin, kyselina chlorogenovd a nejméné

zastoupend je kyselina kdvova [18-19,68-69].

V prostudovanych publikacich se celkové mnozstvi polyfenolt liSilo mezi jednotlivymi
vzorky. Obsah polyfenoli se pohyboval vrozmezi 1,8-10g/l. Divodem rlznorodosti

vysledkit mize byt napiiklad odlisnost jednotlivych kultivara [16,17,19-20].

Bylo zjisténo, Ze s obsahem polyfenolli souvisi 1 antioxidacni aktivita. Metodou DPPH
bylo zjisténo, ze nejvetsi podil na antioxidacni aktivité maji punicalginy a hydrolyzovatelné
taniny. ProtoZe se pii komer¢nim zpracovavani §tav zpracovava celé ovoce, vcetné kiry,
jsou komer¢ni $tavy bohat$i na punicalginy a maji vétSinou vys$i antioxidacni aktivitu
nez Cerstvé Stavy pripravené ze zrniCek granatového jablka v laboratofi (obsahuji pouze
hydrolyzovatelné taniny). Inhibi¢ni koeficient se pohyboval v rozmezi od 15,6 do 40,7 %
dle kultivaru [17,19-20,69].

Granatové jablko vykazuje také vysokou antimikrobialni aktivitu, kterou lze stanovit uréenim
inhibice rastu riznych mikroorganismu, respektive métenim velikosti vzniklych inhibi¢nich
zon. Bylo zjiSténo, Ze granatové jablko potlacuje rist mikroorganismit jako Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli a nékterych

dalsich [17].
1.5.3. Cesnek

Vzorek cCesneku k analyze muize byt pfipraven bud hydrolyzou pomoci 1,2 M HCI
v 50% methanolu, nebo extrakci do okyseleného methanolu, vody, ¢i maceraci
v 80% methanolu (76 hod). Dalsi Uprava vzorku vétSinou zahrnuje zchlazeni, filtraci
¢1 odstfedéni. Extrakt mlze byt pfipraven i1 v Soxhletové extraktoru, nej€astéji do methanolu

(6 hod). Extrakt se poté zchladi a zakoncentruje ve vakuu [28,30,32-34,95].

Celkovy obsah polyfenolovych latek v ¢esneku se pohybuje v rozmezi 5-100 mg GAE/100 g.
Identifikace  jednotlivych  polyfenoli se provaddi nejCastéji  pomoci  HPLC.
Cesnek Ize ale analyzovat fadou metod sriznymi typy detekce a riiznymi podminkami.
Mezi ¢asto pouzivané metody patii napiiklad HPLC-UV (s pfedkolonovou derivatizaci
s OPA (o-ftalaldehyd) 1 bez derivatizace) v systému s normdlnimi i1 s obrdcenymi fézemi,
HPLC-FLD v systému s obracenymi fazemi a iontové parovym ¢inidlem, HPLC-MS, HPLC-

DAD (s pfedkolonovou derivatizaci s OPA nebo s postkolonovou fotochemickou
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derivatizaci), nebo HPLC-ED. Ke stanoveni polyfenoli v ¢esneku Ize vyuzit i plynovou
chromatografii s MS nebo FID detekci, vzdy ale s predkolonovou derivatizaci. K analyzdm

1ze vyuzit také NMR [25,30,32-33,36].

Diky tomu, Ze jsou vSechny antioxidanty elektroaktivni, je mozné jejich voltametrické
rozliSeni jako funkce jejich reakéniho potencidlu. Antioxidanty v Cesneku mohou byt
stanoveny tedy také metodou HPLC s elektrochemickou detekci — konkrétné byl pouzit
detektor CoulArray. Detektor mél 12 elektrod zapojenych v sérii, na které byl vloZen
potencidl od 0 do 770 mV v pfiristcich po 70 mV. Analyty byly charakterizovany jak podle

reten¢nich Cast, tak podle hydrodynamickych voltamogramu [96].

Nejvice zastoupenou fenolovou kyselinou v ¢esneku je kyselina vanilovd, dale pak
kyselina  p-hydroxybenzoova. Dalsi kyseliny vyskytujici se v ¢esneku jsou naptiklad

kyselina protokatechuové, kdvov4, anisova nebo kyselina sinapové [33].

Celkovy obsah flavonoidi lze stanovit spektrofotometricky metodou zaloZzenou na vytvoteni
komplexu flavonoid-hlinik, ktery absorbuje pfi 430 nm. Pfi tomto stanoveni je 1 ml vzorku
smichdn s 1 ml 2% AICI . 6H,O, smés se necha 15 minut reagovat pfi laboratorni teploté

a poté je prométena absorbance pii 430 nm [30].

Obsah flavonoidl v ¢esneku se pohyboval kolem 1,76-3,37 mg CE/g (Catechin Equivalent;
CE). Flavonoly byly obsaZeny v koncentracich mezi 3-6,71 mg CE/100 g a bylo také zjiSténo,

ze flavonoly kaempferol, myricetin a kvercetin se v ¢esneku viibec nevyskytuji [28,32-33].

Antioxidacni aktivitu ¢esneku lze stanovit pomoci nékolika metod. Pomoci metody DPPH,

FRAP, ABTS, ¢i metodou s f-karotenem a s linolovou kyselinou [32-35].

Cesnek obsahuje vysoké mnozstvi polyfenolovych latek a ma i vysokou antioxidaéni aktivitu,
tu lze stanovit nékolika metodami... spojit s pfedchozim odstavcem. Nekteré studie
ale dokazuji, Ze tepelné zpracovavani Cesneku vede k degradaci obsazenych bioaktivnich
sloucenin, jako jsou polyfenolové latky, snizuje se antioxidacni aktivita a méni se i profil
obsaZenych bilkovin. Celkovy obsah bilkovin lze stanovit elektroforeticky, kdy se extrakt

davkuje do gelu [33].

K extrakci a analyze t€kavych latek v Cesneku lze vyuzit metodu mikroextrakce tuhou fazi
(Solid Phase Micro Extraction; SPME), kdy se jehla napichne ptes septum do vialky
se vzorkem, vysune se vlakno, které na sebe sorbuje t€kavé latky za pfedem optimalizovanych

podminek. Jehla s vldknem se pak ihned vlozi do injektoru plynového chromatografu, kde
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dojde k tepelné desorpci silic a jejich nédsledné separaci. Pfi této metod¢ je vhodné pouzit
napftiklad kapilarni kolonu HP-FFAP (30 m x 25 mm; 0,25 um). Ze silic je v ¢esneku nejvice
zastoupeny diallyl disulfid, dale pak trisulfid a methylallyl trisulfid [24].

Dalsi dilezitou latkou, kterou lze v Cesneku stanovit je S-allylcystein. Jednd se o derivét
aminokyseliny cysteinu, ktery ma potencidlni chemopreventivni G¢inky a podili se také
na snizovani cholesterolu v krvi. Stanoveni S-allylcysteinu se provadi pomoci HPLC-UV.
K analyze je vhodné pouzit naptiklad kolonu Elite C18 (15 x 3 mm; 3um) a k detekci se
vyuziva vinové délky 208 nm. Ke stanoveni lze také vyuzit metodu HPLC-FLD, kdy
se k extraktu piidd fluor-boratovy pufr a Cinidlo. Vzniklé derivaty jsou poté analyzovany.
K analyze lze vyuZzit napfiklad kolonu typu C18. Obsah S-allylcysteinu v ¢esneku je
cca 22 pg/g [95].

V neposledni fad¢ se pfi analyze cesneku vyuziva také senzorickd analyza pomoci detektoru
elektrochemického nosu ¢i pomoci plynové chromatografie, kdy se analyzuji plyny obsahujici

siru [26].
1.5.4. Konopné seminko

Konopné seminko byva ptfed samotnou analyzou vétSinou homogenizovano, extrahovano
vytfepanim do rozpoustédla (methanol, aceton, voda) nebo extrahovano v ultrazvukové 14zni.
Poté muze byt extrakt odstiedén a supernatant mize byt dale piecistén pomoci extrakce tuhou
fazi (Solid Phase Extraction, SPE). V jedné studii byl zkoumén vliv objemu rozpoustédla,
doby provedeni a teploty na vytéznost extrakce. Bylo zjiSténo, Ze k extrakci je nejlepsi pouzit

75 ml rozpoustédla, teplotu 70 °C a dobu extrakce 20 minut [44,97].

Konopné seminko je Casto analyzovano také ve formé oleje, ktery se ziskdva izolaci
v Soxhletové extraktoru (8 h; 70 °C; n-hexan). V uvedené studii bylo pro extrakci pouZzito
30 g konopnych seminek a 240 ml rozpoustédla. Nadbytecné rozpoustédlo bylo po extrakci
odpateno ve vakuu pii 60 °C [41].

PreciSténi a zakoncentrovani extrakti fenolovych sloucenin se provadi pomoci SPE,
kdy sorbent miize byt napiiklad diolova skupina. Obsah polyfenoli se vyjadiuje jako
ekvivalent kyseliny galové (Gallic Acid Equivalent, GAE). Celkovy obsah polyfenolt
v konopném seminku byl v prostudovanych publikacich stanoven metodou dle Folin-

Ciocalteua v hodnoté 0,44 mg GAE/g [46,98].
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Separace a identifikace fenolovych slouc¢enin byvad provedena pomoci kapalinové
chromatografie v systému s obracenymi fazemi (napf. kolona Kinetex nebo NovaPak Cg)
s gradientovou eluci (MF — A: methanol (¢isty nebo s pfidavkem kyseliny mravenci); B: voda
(s pridavkem kyseliny octové nebo mravenci)). NejCastéji je vyuzivano hmotnostni
nebo spektrofotometrické detekce. K hmotnostni detekci je nejcastéji vyuzivan kvadrupdlovy
detektor sionizaci elektrosprejem v pozitivnim médu (ESIY). Pfi detekci UV-VIS
ma konopny olej charakteristické pasy (412, 453, 482 a 670 nm). UV detekce fenolovych
kyselin se provadi pti 250 a 320 nm. Bylo zjiSténo, Ze absorbance pii vinovych délkach 410-
480 nm je spojena se zlutou barvou oleje. Konopny olej také siln¢ absorbuje v UVA (100-
290 nm) i UVB (290-320 nm) oblasti a vykazuje také vyznamnou transmitanci, z ¢ehoz
vyplyva, Ze by mohl byt pouZit také jako prostiedek k ochrané proti UV zafeni s vysokym
stinicim vykonem (Sun Protection Factor; SPF) a ochrannym faktorem (Protection Factor;

PFA) [40,44.,98].

Celkovy obsah flavonoidii v konopném seminku Ize stanovit smichdnim 1 ml extraktu
zfedén¢ho 3 ml destilované vody se 100 pl 2-aminoethylesteru kyseliny difenylborité
(1 % v/v) aprométenim absorbance pii 404 nm. Vysledky jsou uvedeny jako ekvivalent

luteolinu, ktery se pouziva jako standard [97].

Nejcastéji detekovanou latkou v konopnych seminkidch je tetrahydrocannabinol (THC),
ktery je vétSinou obsazen v koncentraci kolem 0,8 mg THC/kg, coz je niz§i hodnota
nez maximdlni dovoleny limit v EU (12 mg THC/kg). Z polyfenolovych latek konopné
seminko obsahuje kyselinu p-hydroxybenzoovou (6 ug/100 g oleje), sinapovou
(3 ug/100 g oleje), p-kumarovou (2 pg/100 g oleje), vanilovou (2 ug/100 g oleje) a kyselinu
ferulovou (1 ng/100 g oleje) [44,98].

Antioxidacni aktivita byla stanovena pomoci n€kolika metod. Metodou DPPH, ORAC, FRAP
nebo ABTS. Mimo jiné Ize méfit také chelatatni schopnost konopnych seminek,
kterd se vyjadiuje jako ekvivalent kyseliny ethyldiamintetraoctové (EDTAE) ktera byla
zjisténa v hodnoté¢ 10,5 EDTAE mg/g [46,97].

V konopném seminku byvd stanovovdn 1 obsah mastnych kyselin pomoci plynové
chromatografie. Separace volnych mastnych kyselin mize byt provedena na kolon¢ CP7489
(100 m x 0,25 mm) nebo se esterifikaci s2 M KOH v methanolu a n-hexanu pfipravi
methylestery mastnych kyselin (Fatty Acid Methyl Esters FAMEs), které jsou separovany
na koloné¢ SP-2380 (30 m x 0,32 mm x 0,2 um). Jako nosny plyn je pouZivdno helium
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a k detekci je vyuzivan plamenové ionizacni detektor (FID). Mezi nejvice zastoupené mastné
kyseliny patii kyselina linolova (56 %), a-linolenova (16 %) a olejova (12 %). V menSim
mnozstvi byla obsazena také kyselina palmitovd. Pomér polynenasycenych,

mononenasycenych a nasycenych mastnych kyselin byl 81:11:7 [40-42].

Konopné seminko je bohaté i na dalsi latky ze skupiny antioxidantd. Napiiklad tokoferoly
v konopném seminku byly stanoveny v primérnych koncentracich: y-tokoferol 2,48 mg/g

a d-tokoferol 0,77 mg/g [41].
1.5.5. Cervena Fepa

Vzorek Cervené fepy je pred analyzou oloupdn, omyt, nakrdjen na kusy, pfipadné odstavnén

[50,99].

Extrakce polyfenolil je provedena smichdnim vzorku s rozpoustédlem (napi. 50% ethanol),
ndsledovdna odstfedénim a odebrdnim supernatantu. Stejny postup je zpravidla opakovan
vicekrat. Jinou moznosti extrakce je extrakce vzorku v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut.
Ziskané extrakty mohou byt odpatfeny do sucha za snizeného tlaku nebo piecistény pomoci

SPE [51,54,99-100].

Obsah betalain (barviva) byva stanoven pomoci HPLC. Stava se smichd s 50% ethanolem
a pred nastfikem se ptefiltruje pies PTFE filtr. Pracuje se v systému s obrdcenymi fazemi.
Jako kolona byva pouzita kolona se stacionarni fazi typu C8 a s ochrannou ptedkolonkou
se stejnou staciondrni fazi. Mobilni faze miZe byt napiiklad: roztok A — 0,2 % kyselina
mravenci ve vodé a roztok B — acetonitril. Vyuziva se gradientové eluce, pratok 1 ml/min,
teplota 30 °C. Betalainy jsou detekovany pomoci DAD pfti vlnovych délkach 476 a 538 nm.
Celkovy obsah betalainli byl zjistén mezi 0,8 a 1,3 g/l Cerstvé $tavy (60 % betacyanint
a 40 % betaxanthinl). Betalainy ptedstavovaly 70-100 % z celkovych polyfenoli [50,51].

Obsah celkovych polyfenol se pohyboval kolem 1 g/l. Identifikace fenolti v Cervené tfepé
se provadi pomoci HPLC, kdy separace latek je nejcastéji provedena na koloné typu C18.
Mobilni fazi tvoii roztok 0,1% kyselina trifluoroctové ve vodé a 80% okyseleny acetonitril
(také kyselinou trifluoroctovou). V jedné z metod byl aplikovan linedrni gradient, priitok
0,8 ml/min a teplota kolony byla nastavena na 40 °C. Jako detektor byl pouzit DAD.
Antokyany byly detekovany jako nerozliSené vicendsobné vrcholy vykazujici UV-absorpci

mezi vlnovymi délkami 280 az 550 nm, hydroxycinnamové kyseliny byly detekovany pii
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310 nm a flavonoly pfi 360 nm. Kyselina chlorogenovd nemohla byt kvantifikovana kvili

spole¢né eluci s hlavnimi betacyaniny [51,53-54,99].

Ve §tave se kromé betalaint (betanin, isobetanin a vulgaxanthin I) vyskytovaly také fenolové
kyseliny. Nejvice obsazenou fenolovou kyselinou byla kyselina 4-hydroxybenzoova
nasledovand kyselinou skoficovou, vanilovou, chlorogenovou, transferulovou a kyselinou
kdvovou. Ddle se v cervené fepé vyskytovaly iKkyseliny anisovd, kumarovd, galova
protokatechuovd, syringové a derivaty kvercetinu. Z flavonoidl byly identifikovany katechin,

epikatechin, rutin a derivéty kvercetinu [51-52,54,99,101].

Cervena fepa je velmi silny antioxidant. Antioxidaéni aktivita $tavy z Gervené fepy byla
stanovena metodou FRAP a pohybovala se kolem 24,8 pmol/l, coz je hodnota vyssi
nez naptiklad antioxidacni aktivita granatového jablka kterd byla naméfena v rozmezi hodnot
16,8-20,1 pmol/l. Pii stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH dosahly vSechny
extrakty uplné eliminace DPPH radikdlu v koncentraci 1,0 mg/ml. Radikdl ABTS byl
inhibovan z 92,1-92,3 % [53,54,102].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Pristroje a zarizeni

2.1.1. Kapalinovy chromatograf s detektorem CoulArray

Pro identifikaci a kvantifikaci elektroaktivnich polyfenolickych latek ve vzorcich byl pouzit
kapalinovy chromatograf vyrobce ESA (Chelmsford, MA, USA), ktery se sklddd z pump
ESASS82, termostatu, didvkovaci smycky, a detektoru CoulArray s 8 elektrochemickymi
elektrodami. K odstranéni vzduchovych bublin z mobilni fize byl pfed pumpami zapojen
degasér DG3014 (Ecom, Praha, CR). Separace latek byly provedeny na monolitické koloné
Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm) od vyrobce Merck (Darmstadt, Némecko).

2.1.2. Kapalinovy chromatograf s detektorem DAD

Pro identifikaci a kvantifikaci polyfenolovych latek, které nejsou elektroaktivni, byl pouzit
kapalinovy chromatograf 1290 Infinity 2D-LC Solution od vyrobce Agilent (Palo Alto, CA,
USA). Pristroj byl vybaven vysokotlakou bindrni pumpou, termostatem, autosamplerem,
degaserem a DAD detektorem. Separace latek probihala na koloné Ascentis express

C18(150 x 3 mm, 2,7 pum) od vyrobce Phenomex (Torrance, CA, USA).
2.1.3. DalSi zarizeni

Ke stanoveni celkového mnozstvi polyfenolickych latek a k méfeni antioxidacni aktivity

byl pouzit spektrofotometr Hélios y (Thermo Spectronic, Cambridge, VB).

Vzorky byly extrahovany v ultrazvukové vodni 1dzni Bandelin SONOREX TK 52 (Bandelin

Electronic, Berlin, Némecko).
Soxhletiiv extraktor (Fisher Scientific,Pardubice CR)
Odstaviovac Catler JE 4010

Dale byla pouZzivana nasledujici zatizeni: analytick¢ vahy KERN ABT220-4M (Kern & Sohn,
Balingen, Némecko), odstfedivka NF 400 (Niive, Ankara, Turecko), pH metr SCHOTT GC
842 (Schott Glas, Meinz, Némecko), sada automatickych pipet (Biohit, Helsinki, Finsko),
filtra¢ni aparatura mobilni faze (Supelco, Bellefonte, PA, USA) a béZzné laboratorni sklo

a nadobi.
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2.2. Chemikalie a standardni latky

2.2.1. Chemikalie

Redestilované voda

Octan sodny, > 99 %

Kyselina mravenci, > 99,8 %
Acetonitril pro HPLC, 99 % p. a.
Ethanol, > 96% p. a.

Methanol, 99,9% p. a.
Folin-Ciocalteuvo ¢inidlo
Uhli¢itan sodny

ABTS - 10 mg tableta

Peroxodisiran draselny > 99 %

DPPH

2.2.2. Standardni latky

Univerzita Pardubice, CR
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Penta, Chrudim, CR)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Lach-Ner, Neratovice, CR)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Merck, Darmstadt, Némecko)
(Lachema, Neratovice, CR)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

K identifikaci latek byly pouzity nasledujici standardni latky od firmy Fluka (Buchs,
Svycarsko): kyselina galova (> 98 %), protokatechuova (> 97 %), vanilova (> 97 %),
sinapova (= 97 %), ellagova (= 96 %) a vanilin (=98 %). Od firmy Sigma-Aldrich
(Steinheim, Némecko) byly pouzity nasledujici standardy: kyselina kdvova (>99 %),
chlorogenova (= 95 %), ferulova (= 99 %), syringova (= 95 %), gallokatechin (= 98 %)),
katechin (> 98 %), epigallokatechin (> 95 %), epikatechin (=90 %), epigallokatechin
galdt (=95 %), galloketechin galat (=99 %), epikatechin galat (= 98 %), kvercetin (= 95 %)

a eugenol (=99 %).

2.3. Vzorky

Skotice mleta KOTANYTI (Wolkersdorf, Rakousko)

Skorice cela KOTANYI (Wolkersdorf, Rakousko)
Cesnek Cerstvy domaici, oblast Kolinsko

Cesnek suseny Vitana, granulovany (Bysice, CR)
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Granatové jablko Tesco, zemé ptivodu Indie

Konopné seminko BIO, Country life (Nové Mésto, CR)
Cervena fepa Gerstva Albert hypermarket, zemé piivodu Polsko
Cervena fepa nakladana Efko cz (Veseli nad Luznici, CR)

2.4. Pracovni postupy

2.4.1. Uprava vzorki

K extrakci vzorkli byla na zakladé postupti ze tiech piedchdzejicich diplomovych praci,

zabyvajicich se stejnou tematikou, pouzita extrakce za pomoci ultrzvuku [104-106].
Skorice mleta

Bylo navazeno 200 mg mleté skotice a smichano s 50 ml rozpoustédla — voda, 50% methanol,
methanol. Smés byla umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné. Ziskané extrakty byly
ptefiltrovany pies skladany filtr a filtrat byl odstfedén (pii 3000 ot/min po dobu 5 minut).
Ziskany supernatant byl poté prefiltrovan pies stiikackovy filtr — vodny extrakt ptes
PA (Polyamid), methanolické extrakty pfes PTFE (polytetrafluorethylen) filtr (0,45 pm).
Takto pfipravené roztoky byly podle potieby zifedény a analyzovidny pomoci HPLC-
CoulArray a HPLC-DAD.

Polyfenolové latky byly ze skofice extrahovany také v Soxhletové extraktoru. Do extrakéni
patronky bylo navdZzeno 600 mg mleté skofice a do extrakéni aparatury bylo nalito
150 ml rozpoustédla — voda, 50% methanol, methanol. Extrakce probihala 4 hodiny. Ziskané
extrakty byly odstfedény (pfi 3000 ot/min po dobu 5 minut) a pfefiltrovany ptes stiikackovy
filtr. Pfipravené extrakty byly analyzovany pomoci HPLC-CoulArray.

Skorice cela

Extrakty celé skofice byly pfipravovany stejnym zplisobem jako extrakty skotfice mleté.
Rozdil byl pouze v navazkach. Pro extrakci pomoci ultrazvukové lazné bylo k 1 g celé skofice
pfilito 50 ml rozpoustédla - voda, 50% methanol, methanol. Extrakce probihala 15 minut, poté
byl ziskany extrakt ptefiltrovan ptes stiikackovy filtr - vodny extrakt pres PA, methanolické

extrakty pfes PTFE filtr (0,45 um) a poté byl analyzovan pomoci HPLC-CoulArray.

Polyfenoly z celé¢ skofice byly také extrahovany i v Soxhletové extraktoru. Do extrakéni

patronky byl navazen 1 g celé skofice a do extrakéni aparatury bylo nalito 150 ml
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rozpoustédla — voda, 50% methanol, methanol. Po 4 hodindch byla extrakce ukoncena,

ziskané extrakty byly pfefiltrovany a analyzovany pomoci HPLC-CoulArray.
Granatové jablko

Granatové jablko bylo omyto destilovanou vodou, rozkrojeno, zrnicka granatového jablka
byla vyjmuta 1zi¢kou a ve tfeci misce byla nadrcena. Uvolnéna §t'ava byla prefiltrovana ptes
skladany filtr a poté pres stiikackovy filtr  PA (0,45 pm) a analyzovdna pomoci
HPLC- CoulArray.

Cesnek Cerstvy

Cerstvy &esnek byl nejprve rozdélen na strouzky, oloupan a nasledné nastrouhan. Byl navazen
1 g cesneku, ke kterému bylo pfilito 20 ml rozpoustédla - voda, 50% methanol, methanol.
Tato smés byla umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné. Poté byly extrakty ptefiltrovany
ptes skladany filtr a pfes stiikackovy filtr PA pro vodny extrakt, PTFE pro methanolické
extrakty (0,45 pm) a analyzovany pomoci HPLC-CoulArray.

Cesnek suseny

Extrakty susen¢ho Cesneku byly pfipraveny stejnym zpisobem jako extrakty z Cerstvého

cesneku.
Konopné seminko

Vzorek loupaného konopného seminka byl nadrcen v tfeci misce. 2 g nadrceného vzorku byly
smichdny s20 ml rozpoustédla (voda, 50% methanol, methanol). Polyfenolové latky
byly extrahovany 15 minut v ultrazvukové lazni. Po extrakci byl roztok odstfedén,
supernatant byl prefiltrovan pies skladany filtr a poté ptes stiikackovy filtr - vodny extrakt
pfes PA, methanolické extrakty pfes PTFE filtr (0,45 pm). Takto pfipraveny vzorek byl
analyzovan pomoci HPLC-CoulArray.

Cervena fepa

Cervena fepa byla omyta destilovanou vodou, nakrijena a od§tavnéna. Stava byla poté
ptefiltrovana pies skladany filtr a ptes stiikackovy filtr PA (0,45 pm) a poté analyzovana
pomoci HPLC- CoulArray.

Nakladana fepa byla odSt'avnéna a postup piipravy vzorku byl stejny jako u fepy Cerstvé.
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2.4.2. Chromatograficka analyza

Piiprava mobilni faze

Mobilni fazi A byl 10 mM roztok octanu sodného okyseleného kyselinou mravenéi na pH 3.
Navazka 0,7708 g byla pfevedena do odmérné banky o objemu 1 I a doplnéna redestilovanou
vodou po rysku. Poté bylo upraveno pH kyselinou mravenci (2,1 ml) na pH 3. Pfipravena
mobilni faze byla prefiltrovana pfes membranovy filtr PTFE (0,45 pum). Mobilni fize B
se sklddala z 80 % acetonitrilu a 20 % pfipravené mobilni fdze A. Takto pfipravené mobilni

faze byly pouzity pro analyzu na obou chromatografech.

Ptiprava zasobnich roztoku standardnich latek

Zasobni roztoky stanovovanych standardnich latek o koncentraci 100 mg/l byly pfipraveny
navazenim 10 mg do 100 ml odmérnych banék. Standardy fenolovych kyselin byly

rozpustény v 50% methanolu a standardy flavonoidt byly rozpoustény v methanolu.

Smésny roztok standardti byl pfipraven navazenim 10 mg kazdého standardu fenolovych
kyselin a 20 mg standardu flavonoida a doplnénim smési 85% methanolem po rysku. Roztok
byl ptefiltrovan ptes stiikackovy filtr PTFE (0,45 um) a jeho fedénim byla pfipravena

kalibra¢ni fada.

Podminky separace latek

e HPLC - CoulArray
Kolona: Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm)

Mobilni faze A: 10 mM octan sodny s kyselinou mravenci (pH 3)
Mobilni faze B: 20 % MF A, 80 % acetonitril

Prttok mobilni faze: 1 ml/min

Gradientova eluce: Pro kazdy vzorek byl pouzit jiny gradient (Tab. 1-5)
Teplota kolony: 35 °C

Davkovany objem: 20 pl

Detekce pfi potencialech: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 a 800 mV
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Tabulka 1: Gradientovd eluce 1 pro analyzu skofice a Cerstvého cesneku

Cas [min] 0 | 20 | 30 | 35 | 40
Obsah mobilni faze B[%]| 0 | 13 | 40 | 70 | 70

Tabulka 2: Gradientovd eluce 2 pro analyzu suseného cesneku

Cas [min] s 10] 253 [ 40 [ 45
Obsah mobilni faze B [%]| 0 | 4 4 3 [ 7] 70

Tabulka 3: Gradientovd eluce 3 pro analyzu grandtového jablka

Cas [min] 0| 25 | 35 | 40 | 50 | 55 | 60 | 65

Obsah mobilni faze B [%] | O 4 4 10 20 40 70 70

Tabulka 4: Gradientovd eluce 4 pro analyzu konopného seminka

Cas [min] 0 5 10 | 20 | 25
Obsah mobilni faize B[%]| 0 | 5 15 | 70 | 70

Tabulka 5: Gradientovd eluce 5 pro analyzu cervené repy

Cas [min] 0 5 20 | 30 | 35
Obsah mobilni faze B [%] | O 0 15 70 70

e HPLC-DAD

Kolona: Ascentis Express C18 (150 x 3 mm; 2,7 pum)

Mobilni faze A: 10 mM octan sodny s kyselinou mravenci (pH 3)

Mobilni faze B: 20 % MF, 80 % acetonitril

Priitok mobilni faze: 0,4 ml/min

Gradientova eluce: 0 min: 0 % B, 20 min: 40 % B, 30 min: 50 % B, 40 min: 70 % B
Teplota kolony: 35 °C

Dévkovany objem: 10 pl

Detekce: 280 nm
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2.4.3. Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Celkové mnozstvi polyfenolovych latek bylo stanovovano metodou podle Folin Ciocalteua.
Ze zasobniho roztoku kyseliny galové o koncentraci 500 pg/ml byla pfipravena kalibra¢ni
fada roztokl o koncentracich 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 a 200 pg/ml do 10 ml odmérnych
banck. Do zkumavek byl napipetovian 1 ml vzorku, kalibra¢niho roztoku nebo slepého
pokusu. Jako slepy pokus bylo vzdy pouzito rozpoustédlo, do né¢hoz byl vzorek extrahovan
(redestilovana voda, 50% methanol, methanol) a extrakty vzorki k analyze byly pfipraveny
stejnym zplUsobem jako extrakty pro chromatografickou analyzu. Déle byl do vSech
zkumavek napipetovan 1 ml 95% ethanolu, 5 ml destilované vody a 0,5 ml ¢inidla dle Folin-
Ciocalteua (1 M roztok). Po péti minutach stani byl ptfidan 1 ml 5% uhli¢itanu sodného,
zkumavky byly uzavieny a nechaly se stat 60 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby
reakce byla prométena absorbance roztokl pfi 765 nm proti slepému pokusu. Vysledky byly

vyjadieny jako ekvivalent kyseliny galové.
2.4.4. Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH

Do 100 ml odmérné banky byl pfipraven zdkladni roztok latky Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) o koncentraci 250 pg/ml v ethanolu. Z tohoto
zakladniho roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35
a40 pg/ml do 10 ml odmérych ban¢k. Do zkumavek bylo pipetovdno 500 upl vzorku,
kalibra¢niho roztoku nebo slepého pokusu. Jako slepy pokus bylo vzdy pouzZito rozpoustédlo,
do néhoz byl vzorek extrahovan (redestilovand voda, 50% methanol, methanol) a extrakty
vzorkl byly pfipraveny stejné jako pro chromatografickou analyzu. Do vSech zkumavek bylo
pfidano 5 ml methanolického roztoku DPPH (2,2°-difenyl-1-pykrylhydrazyl) radikdlu
o koncentraci 25 pg/ml. Zkumavky se nechaly 10 minut reagovat natemném misté
a po uplynuti reak¢ni doby byla proméfena absorbance vzorkil pii vlnové délce 517 nm.

Z namétenych hodnot byla vypocitana procenta radikalu inhibovaného pfi reakci.
2.4.5. Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS

Tableta ABTS (10 mg) byla rozpusténa v5 ml destilované vody. K roztoku ptidano
100 pl roztoku K,S,0s (¢ = 0,064 mol/l). Takto pfipraveny roztok se nechal reagovat
bez pfistupu svétla pii laboratorni teploté 12-16 hodin. Pro pfipravu zasobniho roztoku bylo
pipetovano 2,5 ml roztoku kation radikdlu ABTS™ do 100 ml odmémé baiky a doplnéno

destilovanou vodou po rysku. Ve zkumavkach bylo smichdno 100 pl vzorku, zfedéného
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vzorku, kalibra¢niho roztoku nebo slepého pokusu se 3 ml pracovniho roztoku kationtu
radikdlu ABTS"™® . Jako slepy pokus bylo vzdy pouZito rozpoustédlo, do néhoz byl vzorek
extrahovan (redestilovana voda, 50% methanol, methanol) a extrakty vzorkl byly pfipraveny
stejné jako pro chromatografickou analyzu. Reakéni smés se nechala reagovat 30 minut bez
pfistupu svétla. Po uplynuti této doby byla prométena absorbance roztokd pii vinové délce
734 nm. Rozsah kalibra¢ni fady pro metodu ABTS a postup pifi samotném stanoveni vychazel
z optimalizace podminek metody v diplomové praci Dany Krejcové zroku 2012.

Z namétenych hodnot byla vypocitana procenta radikalu inhibovaného pii reakci [107].
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Vysledky chromatografické analyzy

HPLC-CoulArray

Optimalizace chromatografickych podminek spociva v nalezeni nejvhodnéjSich podminek tak,
aby doslo kseparaci latek v pfijatelném case. Chromatografické podminky byly
optimalizovany tak, aby se stanovované latky délily, jak ve smési standardnich latek,
tak i v extraktech ze zkoumanych vzorka. Podminky byly optimalizovany na zaklade

prostudované literatury a ptfedchozich diplomovych praci.

Nejprve byla pouzita klasickd kolona typu C18, ale signal detektoru nebyl uplné stabilni,
proto byla vyzkouSena monolitickd kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm),
kterd vykazovala lepsi stabilitu signdlu a proto byla tato kolona pouzivana i pfi dalSich

analyzéch.

Poté¢ bylo optimalizovano sloZeni mobilni faze. Pii elektrochemické detekci je dulezité,
aby byla mobilni faze vodiva. Z tohoto diivodu je nezbytna ptitomnost elektrolytu v mobilni
fazi. Bylo vyzkouseno n€kolik pufri — octan amonny, octan sodny a mravencan amonny.
Jako nejvhodnéjsi pufr se ukézal octan sodny, pfi pouziti tohoto pufru byl signal nejvice
ustdleny. Na zdklad¢ predchozich diplomovych praci, zabyvajicich se podobnou tématikou,
byl jako mobilni fize A pouzit roztok 10 mM octanu sodného okyseleného kyselinou
mravenci na pH 3. Jako roztok mobilni faze B byl nejdiive pouzivan acetonitril, ktery byl poté
nahrazen 80% acetonitrilem pfipravenym nafedénim acetonitrilu mobilni fazi A, protoZe
samotny acetonitril byl pro analyzu pfili§ silné elu¢ni €inidlo. Pritok mobilni faze byl

zvolen 1 ml/min. Pfi niZSich pritocich dochazelo k rozmyvani pikd.

Detekce byla provedena pomoci 8 elektrochemickych cel, na které bylo na zakladé

prostudované literatury vloZeno napéti 100-800 mV s pfirtistkem po 100 mV.

Optimalizace gradientové eluce, tedy slozeni mobilni faze v Case, byla provedena pro kazdy

vzorek zvlast, protoze kazdy z analyzovanych vzorkl obsahoval jiny typ latek.
3.1.1. Chromatografické a detekéni charakteristiky standardi

K chromatografické analyze bylo vybrano 19 standardnich latek, vyskytujicich
se ve zkoumanych vzorcich superpotravin. Nejprve byl pfipraven smésny zdsobni roztok

standardnich latek, ve kterém byly fenolové kyseliny v koncentraci 100 mg/l a flavonoidy
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v koncentraci 200 mg/1. Takto pfipraveny smésny roztok standardli byl piefiltrovan, nafedén
podle potieby a analyzovan pomoci HPLC-CoulArray. Pro separaci smési standardi byl
pouzit nasledujici gradientovy program: 0 min: 0 % MF B; 5-6 min: 1 % MF B, 30 min: 8 %
MF B, 55 min: 8 % MF B, 60 min: 20 % MF B, 70 min: 100 % MF B, 75 min: 100 % MF B.

Ukéazkovy chromatogram smési standardnich latek je uveden na obrazku 15.
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Obrazek 15: Chromatogram smési standardnich Idtek, systém HPLC-CoulArray

Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min: 0 % MF B; 5 min: 1 %,
6 min: 1 %, 30 min: 8 %, 55 min: 8 %, 60 min: 20 %, 70 min: 100 %, 75 min: 100 % , ddvkovany objem: 20 ul, detekce: 100-
800 mV. (kyseliny 1 mg/l, flavonoidy 2 mg/l)

Legenda: 1. kyselina galovd, 2. gallokatechin, 3. kyselina protokatechuovd, 4. kyselina vanilovd, 5. epigallokatechin,
6. katechin, 7. kyselina chlorogenovd, 8. kyselina kdvovd, 9. kyselina syringovd, 10. vanilin, 11. epikatechin,
12. epigallokatechin galdt, 13. kyselina ferulovd, 14. galloketechin galdt, 15. kyselina sinapovd, 16. epikatechin galdt,
17. kyselina ellagovd, 18. kvercetin, 19. eugenol

Z ukézkového chromatogramu byly odecCteny chromatografické a detek¢ni charakteristiky
standardi. U kazdé standardni latky zaznamenan jeji dominantni kanal, tedy pii jakém
potencidlu ma dand latka nejvyssi odezvu. Déle byly vypocitiny poméry ploch
predominantniho a dominantniho piku a také pomeéry ploch postdominantniho a dominantniho

piku. Vypocitané hodnoty pro kazdou ze standardnich latek jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Chromatografické a detekcni charakteristiky standard(i

@) Standardni latka }letené.ni Dom’inantni Pomeér ploch Pomér ploch )
¢as [min] | kanal [mV] | predom./dom. pik | postdom./dom. pik

(1) | Kyselina galova 2,78 400 0,13 0,52
(2) | Gallokatechin 3,87 800 0,95 X
(3) | Kyselina protokatechuovéa 5,21 500 0,85 0,73
(4) | Kyselina vanilové 11,84 800 0,17 X
(5) | Epigallokatechin 12,91 300 X 0,73
(6) | Katechin 14,56 800 0,24 X
(7) | Kyselina chlorogenova 14,98 800 0,32 X
(8) | Kyselina kavova 17,82 400 0,09 0,50
(9) |Kyselina syringova 19,91 700 0,31 0,98
(10) | Vanilin 21,32 800 0,07 X
(11) | Epikatechin 39,96 800 0,57 X
(12) | Epigallokatechin galat 41,21 800 0,75 X
(13) | Kyselina ferulova 47,13 700 0,27 0,34
(14) | Gallokatechin galat 51,86 800 0,71 X
(15) | Kyselina sinapova 57,32 600 0,74 0,55
(16) | Epikatechin galat 61,56 800 0,94 X
(17) | Kyselina ellagova 62,63 600 0,89 0,33
(18) | Kvercetin 65,08 800 0,83 X
(19) | Eugenol 67,31 700 0,29 0,90

Jednotlivé standardni latky se 1i$i jak svou retenci, coZ znamend, ze nékteré z latek jsou
v kolon¢ zadrZovany vice neZ ostatni a maji vyssi retencni ¢as. Dominantni kanal udava
potencidl, pii kterém se dana latka oxiduje. Pomér predominantniho a postdominantniho piku
s dominantnim patfi také k dulezitym faktorim pfi identifikaci latek v nezndmych vzorcich.
Na zéklad¢ charakteristik uvedenych v tabulce 7, byly tyto polyfenolové latky identifikovany
i ve vzorcich superpotravin. Pro kazdou standardni latku byl sestrojen také hydrodynamicky
voltamogram, coz je zavislost plochy piku na vloZzeném potencidlu. Hydrodynamické

voltamogramy standardnich latek jsou uvedeny v ptiloze 1.
3.1.2. Meze detekce a stanovitelnosti, kalibrac¢ni zavislosti

Mez detekce (Limit of Detection, LOD) je nejmensi mnozstvi stanovované latky, které lze
detektorem zaznamenat a rozliSit od Sumu. Mez detekce odpovidé signdlu trojndsobku Sumu
zdkladni linie. Mez stanovitelnosti (Limit of Quantification, LOQ) je pak mnozZstvi latky,
které u kterého lze s urcitou pifesnosti stanovit jeji koncentraci. Mez stanovitelnosti vétSinou
odpovida hodnoté desetindsobku Sumu. Meze detekce a stanovitelnosti jsou veli¢iny urcujici

citlivost analytické metody.
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Sum zakladni linie byl vyhodnocen odedtenim vysky $umu ze tif nast¥iki mobilni faze A,
naméfenych koncentraci standardti byly vypocitany meze detekce a meze stanovitelnosti

pro kazdy standard (Tab. 8).

Kalibra¢ni zavislosti byly pfipraveny pro 19 standardnich latek, které byly identifikovany
v analyzovanych vzorcich. Ze zasobniho smésného roztoku standardnich latek, ve kterém
byly fenolové kyseliny obsazeny o koncentraci 100 mg/I a flavonoidy 200 mg/l byly fedénim
pfipraveny kalibracni roztoky, které byly nésledné analyzovany Podminky analyzy — viz
kapitola 2.4.2. Kazdy kalibra¢ni roztok byl prométfen dvakrat. Rovnice kalibracnich

zéavoslosti spolu se spolehlivosti jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

Tabulka 7: Kvantifikacni parametry standardd

(¢) | Standardni latka Kalibra¢ni zavislost | Spolehlivost LD LOQ
[ng/] [ng/]
(1) | Kyselina galova y = 8,3973x + 1,3231 0,9912 2,2 7,3
(2) | Gallokatechin y = 2,5069x + 0,6965 0,9933 47,6 158,6
(3) | Kyselina protokatechuova | y =4,9822x + 0,4768 0,9943 4.5 15,2
(4) | Kyselina vanilova y =4,3194x + 2,1542 0,9913 10,8 36,1
(5) | Epigallokatechin y = 0,2659x + 0,0656 0,9967 12,3 41,1
(6) | Katechin y = 1,7898x - 0,1999 0,9911 57,7 192,2
(7) | Kyselina chlorogenova y = 1,5826x - 0,6525 0,9988 12,4 41,4
(8) | Kyselina kdvova y =2,9218x + 0,595 0,9920 12,4 414
(9) | Kyselina syringova y = 3,015x + 0,1037 0,9980 19,8 66,1
(10) | Vanilin y =2,3414x - 0,0188 0,9883 24,7 82,4
(11) | Epikatechin y =4,2142x + 1,9572 0,9721 41,9 139,8
(12) | Epigallokatechin galdt y = 1,0666x + 0,2276 0,9919 154,0 513,2
(13) | Kyselina ferulova y =7,9784x - 0,7245 0,9948 113,7 378,9
(14) | Gallokatechin galat y = 1,3034x + 1,0655 0,9852 182,1 607,1
(15) | Kyselina sinapova y = 1,7656x + 0,2546 0,9857 197,4 658,0
(16) | Epikatechin galat y = 1,7504x + 0,7848 0,9857 45,0 150,0
(17) | Kyselina ellagova y = 1,1236x + 0,7569 0,9928 157,8 526,0
(18) | Kvercetin y =4,6244x + 1,2919 0,9933 9,0 30,1
(19) | Eugenol y =9,2452x + 1,166 0,9995 12,8 42,7

Nejnizsi meze méla kyselina galova, s mezi detekce 2,2 ug/l a mezi stanovitelnosti 7,3 pg/l.
Naopak vyssi meze detekce a stanovitelnosti mely flavonoidy, kyselina ellagova a nejvyssi

meze méla kyselina sinapova s mezi detekce 197,4 pg/l a mezi stanovitelnosti 658 ug/l.

Rozsah kalibra¢nich fad se pohyboval od 0,025 mg/l do 10 mg/l pro fenolové kyseliny
aod0,05—- 20 mg/l flavonoidy. Kazd4 kalibracni tfada byla tvofena nejméné 5 body
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(epigallokatechin, vanilin). Kalibrace eugenolu, kvercetinu, gallokatechin galdtu a kyseliny
protokatechuové byly tvofeny dokonce 9 body. Pocet bodii kalibrace a rozsah kalibracnich fad
byl zvolen podle pfedem odhadnutych koncentraci ldtek ve vzorcich superpotravin a podle
mezi detekce jednotlivych standardnich latek. Grafické kalibraéni zavislosti jednotlivych
standardii jsou uvedeny v pfiloze II. Spolehlivost kalibra¢nich kiivek byla vysoka, kalibra¢ni
fady byly linearni. Nejlepsi hodnotu spolehlivosti méla kalibrace kyseliny chlorogenové
(R* = 0,9988). Naopak nejniz§i spolehlivost kalibrace (R* =0,9721) méla kalibra¢ni fada

epikatechinu.

HPLC-DAD

Pro ziskani vétstho mnozstvi informaci o analyzovanych vzorcich byla pouzita metoda
HPLC-DAD. Tato metoda umoznovala stanoveni latek, které nejsou elektrochemicky aktivni.
Jedna se o metodu méné citlivou nezZ HPLC-CoulArray, ale touto metodou je moZné stanovit
vSechny polyfenolové latky, protoZe vSechny polyfenolové latky absorbuji v UV oblasti diky

aromatickym jadrim, obsazenym v jejich struktute.

Separace latek pomoci tohoto systému byla provedena na koloné¢ Ascentis Express CI18
(150 x 3 mm; 2,7 um), kterd byla vyhiivana na teplotu 35 °C. Mobilni faze byla pouzita
stejna jako pfi meéfeni s elektrochemickou detekci, prutok byl zvolen 0,4 ml/min dle
parametr kolony a gradient byl volen pro kazdy vzorek zvlast. Na zakladé prostudované

literatury byla zvolena detekce pii 280 a 360 nm.

Z naméfenych chromatogrami byly latky identifikovany na zaklade€ retencnich casii a vinové

délky maxim absorp¢nich spekter. Obsah latek byl stanoven metodou pfimého srovnani.
3.1.3. Polyfenolové latky ve skorici

Vzorek mleté skofice byl nejprve extrahovan pomoci extrakce v ultrazvukové lazni.
Bylo navazeno 200 mg vzorku, které bylo extrahovano do 50 ml rozpoustédla 15 minut
v ultrazvukové lazni. Jako rozpoustédlo byla pouzita voda, 50% methanol a methanol.
Do kazdého rozpoustédla byly pfipraveny vzdy dva extrakty. Pro porovnani byla vyzkousena
i extrakce mleté skotice v Soxhletové extraktoru. Pii extrakci v Soxhletové extraktoru bylo
nutné pouzit veétSi mnozstvi rozpoustédla, tak aby doSlo k jeho pfepadu. Bylo pouzito
150 ml rozpoustédla a navdzka vzorku byla 600 mg, aby se zachoval stejny pomér
vzorek/rozpoustédlo jako pfi extrakci v ultrazvukové ladzni a bylo mozné porovnat ucinnost

obou extrakci.
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Pro porovnani byla analyzovana i celd skofice, kterd byla extrahovana také obéma typy
extrakce. Pro extrakci v ultrazvukové lazni byl navazen 1 g celé skoftice, ktery byl extrahovan
do 50 ml rozpoustédla a pro extrakci v Soxhletové extraktoru byl pouzit 1 g vzorku
a 150 ml rozpoustédla. Jako rozpoustédlo byla opét pouzita voda, 50% methanol a methanol
a od kazdého rozpoustédla byly ptipraveny dva extrakty a kazdy extrakt byl prométen
dvakrat. Nejvice polyfenolovych liatek bylo vyextrahovdano do 50% methanolu. Ukédzkovy

chromatogram analyzy 50% methanolového extraktu mleté skofice je uveden na obrazku 16.
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Obradzek 16: Analyza extraktu mleté skorice v 50% MeOH (extrakce pomoci ultrazvuku)
Podminky analyzy: Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny
okyseleny kyselinou mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min:
0 % MF B; 20 min: 13 %, 30 min: 40 %, 35 min: 70 %, 40 min: 70 %, ddvkovany objem: 20 ul, detekce: 100-800 mV.

Legenda: 3. kyselina protokatechuovd,, 6. katechin, 9. kyselina syringovd,, 12. epigallokatechin galdt, 15. kyselina sinapovd,
16. epikatechin galdt, 19. eugenol

Z chromatogramu lze vycist, Ze nejvyssi odezvu mél pik v devatendcté minuté. Tento pik
byl identifikovan jako epigallokatechin galat. Dal$i z dominantni piky (v 16. a 21. minut¢)
se nepodatrilo identifikovat, ale podle absorpcnich spekter téchto latek ziskanych z pozdéjsi
analyzy extraktu pomoci HPLC-DAD Ize ptedpokladat, ze se jedna o dalsi katechiny nebo
epikatechiny. Ddéle byla ve vzorku mleté skofice stanovena kyselina protokatechuova,

katechin, kyselina syringovd, kyselina sinapovd, epikatechin galdt a eugenol. Vypocitané
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koncentrace téchto latek ve vzorku mleté skofice jsou uvedeny v tabulce 8. Odchylky

stanoveni byly vypotitany vzdy ze 4 méfeni.

Tabulka 8: Obsah polyfenolovych ldtek ve vzorku mleté skorice (ultrazvuk)

Stanovovana latka

Obsah latky [mg/g]
vodny extrakt

Obsah latky [mg/g]
extrakt v 50% MeOH

Obsah latky [mg/g]
methanolovy extrakt

Kyselina protokatechuovi 0,20 £ 0,04 0,40 £ 0,09 0,08 £0,01
Katechin 1,35 £ 0,05 2,05 +0,37 0,91 £0,12
Kyselina syringova 0,59 +0,02 1,00 £ 0,10 0,31 +£0,03
Epigallokatechin galat 13,08 + 1,35 18,58 £ 2,60 7,49 + 0,62
Kyselina sinapova 0,16 £0,03 0,36 +£0,05 0,04 +£0,02
Epikatechin galat <LOQ 1,01 £0,19 <LOQ

Eugenol 0,23 £ 0,05 0,60 + 0,13 0,42 + 0,09

K identifikaci dalSich polyfenolovych latek nebyly dostupné standardy a proto nemohly byt
identifkovany ani kvantifikovdny. Nejvice obsazenou polyfenolovou latkou ve vzorku skoftice
byl epigallokatechin galét, ktery se vyextrahoval nejvice do 50% methanolu v mnozstvi

18,6 mg/g vzorku.

V extraktech mleté skofice ziskanych pomoci Soxhletovy extrakce byly stanoveny stejné
latky jako v extraktech ziskanych metodou extrakce pomoci ultrazvuku. Stanovené
koncentrace jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce 9. Smérodatné¢ odchylky byly opét
vypocitany ze 4 métenti.

Tabulka 9: Obsah polyfenolovych Idtek ve vzorku mleté skofice (Soxhlet)

Stanovovana latka

Obsah latky [mg/g]
vodny extrakt

Obsah latky [mg/g]
extrakt v 50 % MeOH

Obsah latky [mg/g]
methanolovy extrakt

Kyselina protokatechuova 0,90 + 0,05 0,52 +0,03 0,13 +£0,01
Katechin 2,59 £0,12 4,28 £0,21 1,51 £0,02
Kyselina syringova 0,66 +0,04 0,51 £0,02 0,23 +£0,01
Epigallokatechin galat 7,30 £ 0,43 17,35+ 0,75 9,93 +0,73
Kyselina sinapova <LOQ 0,18 +£0,01 <LOQ

Epikatechin galat 0,74 £ 0,06 1,17 £0,03 0,35 +0,05
Eugenol 0,40 £ 0,01 0,41 0,02 0,46 + 0,02

Nejvice zastoupenou latkou byl i pfi této metodé extrakce epigallokatechin galdt. Celkovy
profil polyfenolovych latek byl pii porovnani chromatogrami z obou typti extrakci velmi
podobny. Z ditvodu casové naro¢nosti Sohletovy extrakce, byla pro dalsi vzorky pouzivéna

extrakce za pouziti ultrazvuku. Pro dal$i porovnani u¢innosti extrakce, byla analyzovana také
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skofice celd. Skofice celd byla zakoupena od stejné firmy jako skofice mletd,

ale pred samotnou extrakci nebyla skofice namleta nebo drcena, ale byla extrahovana vcelku.

I pfi extrakci celé skofice

do 50% methanolu. V tabulce 10

bylo nejvice polyfenolovych liatek vyextrahovédno
jsou uvedeny stanovené polyfenolové latky a jejich
koncentrace ve vSech rozpoustédlech ziskané extrakci pomoci ultrazvuku a v tabulce 11 jsou

uvedeny koncentrace stanovenych latek po extrakci v Soxhletové extraktoru.

Tabulka 10: Obsah polyfenolovych Idtek ve vzorku celé skorice (ultrazvuk)

Obsah latky [ug/g]
vodny extrakt

Obsah latky [pg/g]
extrakt v 50 % MeOH

Obsah latky [ug/g]

L DOETENCLE methanolovy extrakt

Kyselina protokatechuova 7,37 +0,51 5,98 £0,27 X
Epigallokatechin galat <LOQ 222,05+ 12,31 <LOQ
Eugenol 21,01 £1,01 23,71 £ 0,89 30,89 £ 0,71

V extraktech celé skofice ziskanych pomoci ultrazvuku byla identifikovdna pouze kyselina
protokatechuovd, epigallokatechin galdt a eugenol. VSechny tyto latky byly obsazeny jen
v malych mnozstvich a jejich koncentrace v tabulce jsou oproti mleté skofici uvedeny
v fadové odlisSnych jednotkdch, tedy v ug/g. Kyselina protokatechovd byla stanovena
v nejveétsim mnozstvi ve vodném extraktu. Nejvice zastoupenou latkou byl i v tomto piipadé

epigallokatechin galdt, ale jeho mnoZstvi bylo cca 80x niz$i neZ ve vzorku mleté skofice.

Tabulka 11: Obsah polyfenolovych Iatek ve vzorku celé skofice (Soxhlet)

Stanovovand litka | O 0 T8 T | extrakt v 50% MeOH | methanolov? extrakt
Kyselina galova 35,29 £ 0,05 119,76 + 0,07 X

Kyselina protokatechuova 24,50 + 0,01 145,82 + 0,08 49,55 + 0,04
Katechin <LOQ 324,45 £ 0,06 94,49 + 0,07
Epigallokatechin galat 168,65 + 0,07 2538,14 £ 0,08 462,32 +0,07
Epikatechin galat <LOQ 375,65 +0,05 <LOQ
Eugenol 330,14 +£ 0,08 198,59 + 0,01 284,57 £ 0,12

V extraktech celé skofice ziskanych Soxhletovou extrakei byly stanovené koncentrace latek
opét mnohondsobné niz§i oproti mleté skotfici. Koncentrace v tabulce jsou opét uvedeny
v nug/g. Smerodatné odchylky byly vypocitany celkem ze ¢ty méfeni. Oproti extrakei celé
skofice v ultrazvuku byla v ziskanych extraktech navic stanovena kyselina galova, katechin

a epikatechin galdt. Dominantni latkou byl i v celé skoftici epigallokatechin galat. Ukazkové
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chromatogramy extraktu mleté skofice ziskaného Soxhletovou extrakci a ukézkové

chromatogramy analyzy celé skotice pomoci HPLC-CoulArray jsou uvedeny v piiloze III.

Pfi analyze mleté skofice byla €innost obou extrakénich metod srovnatelnd. Pti porovnani
a po vyhodnoceni chromatogramt obou typi extrakei bylo zjisténo, ze byly vyextrahovany
totozné polyfenolové latky ve velmi podobnych koncentracich. Pii porovnavéani ucinnosti
extrakce polyfenolovych litek z celé skotice bylo patrné, Ze pii obou typech extrakci byla
z celé skofice vyextrahovana pouze Cast z celkovych obsazenych polyfenolii. Pro extrakci celé
skotice se jevila jako vhodnéjsi extrakce v Soxhletové extraktoru, ovSem ze ziskanych dat
bylo jasné, ze itato metoda extrakce nebyla dostacujici, a ze pro vyextrahovani vétSiny
polyfenolovych latek ze vzorku je namleti vzorku a tedy jeho povrch velmi dilezitym

faktorem.

Pro ziskéani dalSich informaci o vzorku a pfedevsim pro stanoveni polyfenolovych latek, které
nejsou elektrochemicky aktivni, byla skofice navic analyzovdna pomoci metody HPLC-DAD.
VSechny polyfenolové latky absorbuji v UV oblasti diky aromatickym jadrim obsaZenych
v jejich struktuie. Touto metodou byla ve skofici stanovovana kyselina skoficova, kumarin
a cinnamaldehyd. Latky byly identifikovdny na zaklad¢ retencnich casti a absorpcnich
spekter. Absorpcni spektra stanovovanych latek jsou uvedena v ptiloze IV. Stanovené

koncentrace latek jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Koncentrace polyfenolovych latek v mleté skorici - UV detekce

Obsah latky [mg/g] | Obsah latky [mg/g] | Obsah latky [mg/g]

Elnoioran i vodny extrakt extrakt v 50% MeOH | methanolovy extrakt

Kumarin 1,88 2,50 2,53
Kyselina skoticova 0,51 0,55 0,56
Cinnamaldehyd 16,26 21,24 23,98

Koncentrace stanovovanych latek byly vypocitiny metodou piimého srovnani.
Cinnamaldehyd byl stanoven v nejvys§i koncentraci 24 mg/g v methanolovém extraktu
skotice. Cinnamaldehyd je latka zodpovédna za Stiplavou chut' a viini skofice. Kyselina
skoficova a kumarin byly stanoveny také vpomérné€ vysokych koncentracich, ale koncentrace
epigallokatechin galatu stanoveného pomoci elektrochemické detekce byla vyssi, 1 kdyz pii
prvnim pohledu na chromatogram (obrdzek 17) se zda, Ze je obsaZen v niz$i koncentraci.
Diivodem je vyssi odezva kyseliny skotficové a kumarinu pii UV detekci a naopak nizsi

odezva epigallokatechin galétu.
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Obrdzek 17: Chromatogram vodného extraktu mleté skorice (2x redéni)
Podminky analyzy: kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm; 2,7 um), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou

mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, priitok 0,4 ml/min, ddvokovany objem 10 ul, gradientovd eluce:
20 min:40% MF B; 30 min: 50%; 40 min: 70%, detekce: 280 nm.

Legenda: 1. Kumarin, 2. Kyselina skovicova, 3. Cinnamaldehyd
Jak 1ze vidét na obrazku 18, kumarin, kyselina skoficova i cinnamaldehyd jsou dominantnimi
polyfenolovymi latkami ve skofici. Piky zaznamenané kolem 10 minuty piedstavuji

polyfenolové latky stanovované elektrochemickou detekei.

Ve vzorku skofice byl tedy cinnamaldehyd majoritni sloufeninou nédsledovany
epigallokatechin galdtem a kumarinem. Dale byly ve skofici ve vysSSich koncentracich
stanoveny kyselina syringovd, eugenol, kyselina skotficova. Obsazena byla 1 kyselina galova,

protokatechuovd, sinapova a eugenol.

Ziskané vysledky byly porovnany s dostupnou literaturou. V prostudovanych publikacich byl
cinnamaldehyd uvaden jako majoritni polyfenolova sloucenina skotice. Shan a kol. stanovili
koncentraci cinnamaldehydu ve skofici 16,2 — 17,11 mg/g [9]. Jako dalsi polyfenolové latky
v publikacich byly uvadény katechin, kyselina kdvova, cinnamylalkohol, kyselina skoticova,
katechiny, eugenol, kumarin, kvercetin a proanthokyanidiny. Ziskané vysledky v této
diplomové préci byly podobné vysledkim v dostupnych publikacich. Na rozdil od literarnich
vysledkli se vtéto praci pii analyze skofice nepodafilo stanovit kyselinu kéavovou,
cinnamylalkohol, kvercetin a proanthokyanidiny. Na druhou stranu se podafilo stanovit

kyselinu galovou a derivaty katechind.
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3.1.4. Polyfenolové latky v granatovém jablku

Granatové jablko bylo nejdiive omyto destilovanou vodou, nakrajeno, zrnicka z vnitrku jablka
byla vyloupana do tfeci misky, ve které byla zrnicka rozmélnéna. Uvolnéna st'ava ze zrnicek
byla ptefiltrovana a analyzovdna pomoci HPLC-CoulArray. Ziskany chromatogram je uveden

na obrazku 18.
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Obrdzek 18: Chromatogram analyzy Stdvy z grandtového jablka (10x redéni)

Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, priitok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min: 0 % MF B; 25 min:
4 %, 35 min: 4 %, 40 min: 10 %, 50 min: 20 %, 55 min: 40 %, 60 min: 70 %, 65 min: 70 %, ddvkovany objem: 20 ul,
detekce: 100-800 mV.

Legenda: 1. kyselina galovd, 2. gallokatechin, 5. epigallokatechin, 6. katechin, 7. kyselina chlorogenovd, 11. epikatechin,
12. epigallokatechin galdt, 14. galloketechin galdt,, 16. epikatechin galdt, 17. kyselina ellagovd

Stava granatového jablka byla bohata na polyfenolové latky. Ve §tavé byly obsazeny hlavné
katechiny, epikatechiny a jejich derivaty. Elektrochemickou detekci byla zaznamendna
kyselina galovd, gallokatechin, katechin, epigallokatechin, kyseliny chlorogenova
a syringovd, epikatechin, epigallokatechin galdt, gallokatechin galét, epikatechin galat

a kyselina ellagovd. Piky na pocatku chromatogramu by mohly byt anthokyany — pfirodni
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barviva. Vypocitané koncentrace stanovovanych latek vcetné odchylek ze tfi analyz jsou

uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Obsah polyfenolovych latek ve vzorku Stdavy grandtového jablka

Stanovovana latka Dl
[mg/l]
Kyselina galova 15,22 + 0,48
Gallokatechin 87,38 +3,18
Katechin 160,35 £2,23
Epigallokatechin 584,22 +7,52
Kyselina chlorogenova 91,64 +4,11
Kyselina syringova 14,57 £ 0,33
Epikatechin 24,42 + 1,31
Epigallokatechin galat 343,35 £ 9,85
Gallokatechin galat 46,49 + 0,96
Epikatechin galat 120,34 + 1,43
Kyselina ellagova 93,39 £ 4,89

Ze stanovenych koncentraci je jasné patrné, Ze majoritnimi latkami byly katechin, epikatechin
ajejich derivéity. Nejvice zastoupenou latkou byl epigallokatechin s koncentraci 584 mg/l
Stavy, nasledovany epigallokatechin galdtem, katechinem a epikatechin galatem.
Z fenolovych kyselin byly ve vy$§im mnozstvi obsazeny kyselina chlorogenova a kyselina

ellagova.

V prostudované literatufe byl ptfi analyzach granatového jablka jako majoritni latka stanoven
punikalagin , jejiZ obsah se pohybuje v koncentracich od 1,5 do 1,9 g/l. Jianke a kol. [18]
stanovili ve vzorku grandtového jablka katechin, kyseliny ellagovou, galovou, epikatechin,
rutin, kyselinu chlorogenovou a kyselinu kdvovou. Gil a kol. [19] navic stanovili anthokyany

— delfinidin a cyanidin 3-glukosidy .

V porovndni s literaturou se nepodafilo stanovit kyselinu kdvovou a rutin. Pfirodni barviva —
anthokyany také nebyla stanovovdna. V této priaci nebyl stanoven ani punikalagin,
ale punikalaginy jsou rozpustné ve vod¢ a hydrolyzuji na na niz8i fenolové slouceniny,
jako je kyselina ellagovd. Kyselina ellagovd byla stanovena ve vzorku v koncentraci
93,4 mg/l. Je dllezité si také uvédomit, Ze obsah polyfenololli v grandtovém jablku
je ovlivnén jak kultivarem, tak klimatickymi podminkami, a proto se obsah polyfenolovych

latek mezi vzorky muzZe lisit.
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3.1.5. Polyfenolové latky v ¢esneku

Cerstvy &esnek byl oloupan a nastrouhan. Nejprve bylo nutné optimalizovat velikost navazky
a mnozstvi rozpoustédla pro extrakci. Protoze Cesnek obsahoval niz§i mnozstvi polyfenoli
nez skofice, bylo nutné zvysit navazku. Pro extrakci polyfenolii z Cerstvého cesneku byl
navazen 1 gvzorku, ktery byl extrahovdn do 20 ml rozpoustédla (voda, 50% methanol,
methanol) v ultrazvukové ldzni 15 minut. Do kazdého rozpoustédla byly pfipraveny dva
extrakty. Ziskané extrakty byly pfefiltrovany a analyzovany pomoci HPLC-CoulArray. Kazdy
extrakt byl analyzovan dvakrat. Ukazkovy chromatogram analyzy extraktu ¢erstvého cesneku

v 50% methanolu je uveden na obrazku 19.
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Obrdzek 19: Analyza cerstvého ¢esneku v 50% methanolu
Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min: 0 % MF B; 20 min:
13 %, 30 min: 40 %, 35 min: 70 %, 40 min: 70 %, ddvkovany objem: 20 ul, detekce: 100-800 mV.
Legenda: 4. kyselina vanilovd, 8. kyselina kdvovd, 10. vanilin, 11. epikatechin, 15. kyselina sinapovd
Na ukazkovém chromatogramu lze vidét, Ze ve vzorku ¢esneku je dominantni latkou kyselina

vanilovad. Déle byly stanoveny kyselina kdvovd, vanilin, epikatechin a kyselina sinapova.

Vzorek ¢esneku obsahoval nékolikandsobné méné polyfenolovych latek nez naptiklad vzorek
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skofice ¢i granatového jablka. Polyfenolové latky byly zastoupeny v menSim mnoZstvi

i koncentracich. Vypocitané koncentrace polyfenolovych latek ve vzorku cesneku jsou

uvedeny v tabulce 14. Smérodatné odchylky byly vypocitany ze ¢tyf méfeni.

Tabulka 14: Obsah polyfenolovych latek ve vzorku cerstvého cesneku

Stanovovana latka

Obsah latky [ug/g]
vodny extrakt

Obsah latky [ug/g]
extrakt v 50% MeOH

Obsah latky [ug/g]
methanolovy extrakt

Kyselina vanilova 758,86 £24,21 951,81 + 150,59 240,82 + 54,61
Kyselina kdvova 16,52 £ 0,72 23,75 + 0,88 <LOQ
Vanilin 69,65 + 6,94 106,18 + 11,57 X
Epikatechin 4,98 £2,02 4,02 £0,53 X
Kyselina sinapova <LOQ 42,24 + 0,95 X

Majoritni polyfenolovou litkou byla kyselina vanilovad o koncentraci 0,95 mg/g, ndsledovana
vanilinem, kyselinou kdvovou a kyselinou sinapovou. V malém mnozZstvi byl ve vzorku

stanoven 1 epikatechin.

Protoze v Cerstvém ¢esneku nebylo obsazeno mnoho polyfenolovych latek, byl pro porovnani
analyzovdn 1 Cesnek suSeny. Extrakty byly pfipraveny stejnym zpisobem jako extrakty
cerstvého Cesneku, byl pouzit i1 stejny pomér navazky a rozpoustédla. V tabulce 15 jsou
uvedeny koncentrace stanovenych polyfenolovych latek ve vSech extraktech suSeného

¢esneku spolu s odchylkami ze ¢tyf analyz.

Tabulka 15: Obsah polyfenolovych Idtek ve vzorku suseného cesneku

Stanovovana latka

Obsah latky [ug/g]
vodny extrakt

Obsah latky [ug/g]
extrakt v 50% MeOH

Obsah latky [ug/g]
methanolovy extrakt

Kyselina vanilova 505,29 + 5,09 381,28 + 38,14 26,95 + 8,48
Kyselina kavova 73,26 £ 0,16 70,57 +4.,41 17,49 £ 1,70
Kyselina syringova 113,82+ 10,62 50,61 +2,83 X
Kyselina sinapova 31,85 +4,79 33+4,48 X
Epikatechin galat 118,35 +£26,52 9,66 +1,23 X

Z polyfenolovych latek se v suSeném cesneku vyskytovaly pfedev§im fenolové kyseliny.
Byla stanovena kyselina vanilovd, kterd byla dominantni latkou stejné jako u Cerstvého
cesneku. Koncentrace dominantni latky cesneku, kyseliny vanilové, byla v porovnani
s Cersvym Cesnekem v suSeném cCesneku nizSi. Naopak kyselina kavova byla obsazena
ve vy$§i koncentraci. V suSeném cesneku byla navic stanovena i kyselina syringova

a epikatechin galdt. Na druhou stranu vanilin, ktery byl obsaZen v Cersvém cesneku, nebyl
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v extraktech suSeného cesneku stanoven stejné jako epikatechin. Rozdily v obsahu
a koncentraci polyfenolovych latek ve vzorcich ¢esneku mohou byt zpisobeny rozdilnou
odridou cCesneku, ale 1 faktem, Ze Cerstvy Cesnek obsahuje vétSi mnozstvi vody. Ukdzkovy
chromatogram analyzy suSené¢ho cesneku je uveden v pifiloze V. V prostudovanych
publikacich [28,30,33] je uvadéno, ze mezi polyfenolové latky v Cesneku patii predevsim
fenolové kyseliny — kyselina protokatechuova, p-hydroxybenzoov4, vanilova, kdvova, p-
kumarova, ferulova, a sinapova. Podobnych vysledki bylo dosahnuto iv této diplomové

praci. Ve vzorcich ¢esneku byly stanoveny predevsim fenolové kyseliny — vanilova, kdvova,

sinapova, syringova.
3.1.6. Polyfenolové latky v konopném seminku

Extrakty konopného seminka byly piipraveny stejnym zptisobem jako extrakty cesneku,
ale navazka byla dvojnasobna (tedy 2 g). Ziskané extrakty byly analyzovyny pomoci

HPLC-CoulArray. Ukdzkovy chromatogram vodného extraktu je uveden na obrazku 20.
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Obrazek 20: Analyza vodného extraktu konopného seminka

Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min: 0 % MF B; 5 min: 5 %,
10 min: 15 %, 20 min: 70 %, 25 min: 70, ddvkovany objem: 20 ul, detekce: 100-800 mV.

Legenda:3. kyselina protokatechuovd, 13. kyselina ferulovd, 18. kvercetin
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Dvojnasobna navazka byla volena z divodu nizkého obsahu polyfenolovych latek ve vzorku
a tedy za ucelem ziskani koncentrovangj$iho extraktu. Do kazdého rozpoustédla byly
piipraveny dva extrakty a kazdy extrakt byl opét analyzovan dvakrat. V konopném seminku
se podafilo stanovit kyselinu protokatechuovou, ferulovou a kvercetin. Koncentrace latek
v jednotlivych extraktech jsou uvedeny v tabulce 16 (Smérodatné odchylky byly vypocitany
ze Ctyf meéfeni.). NejvyS$i pik na  chromatogramu se nepodafilo wurcit, ale jedna
se pravdépodobné o tetrahydrocannabiol (THC). Tetrahydrocannabiol obsahuje ve své
struktufe Ctyi1 hydroxylové skupiny, proto 1ze piedpokladat, ze bude elektrochemicky aktivni
a pii elektrochemické detekci bude poskytovat dobrou odezvz. Navic na zdkladé

prostudované literatury je obsah THC né¢kolikandsobné vys$i nez koncentrace obsazenych

polyfenold, coz odpovida poméru pikli na ziskaném chromatogramu [44].

Tabulka 16: Obsah polyfenolovych ldtek ve vzorku konopného seminka

Stanovovana latka

Obsah latky [ug/g]
vodny extrakt

Obsah latky [ug/g]
extrakt v 50% MeOH

Obsah latky [ug/g]
methanolovy extrakt

Kyselina protokatechuova 4,95 +0,52 4,76 = 1,17 1,86 +0,11
Kyselina ferulova 2,31 +£0,11 1,48 £ 0,06 X
Kvercetin 3,61 +0,59 6,15+1,48 31,47 +£0,76

V konopném seminku byl v nejvyssi koncentraci stanoven kvercetin v methanolovém
extraktu: 31,5 pg/g V literatufe [99] byly v konopném seminku stanoveny hlavné fenolové
kyseliny - kyselina p-hydroxybenzoovd, vanilovd, p-kumarov4, ferulovd a kyselina sinapova.
V této diplomové praci se podafilo také

stanovit fenolové kyseliny — kyselinu

protokatechuovou a kyselinu ferulovou.
3.1.7. Polyfenolové latky v ¢ervené iepé

Vzorek cervené tfepy byl nejprve extrahovan pomoci extrakce v ultrazvuku, ale poté byla
vyzkouSena analyza S§tavy ziskané z fepy. Pii analyze $tavy bylo detekovano vice latek,
a proto byla analyza §tavy zvolena jako lepsi nez analyza extraktii. Cerstva fepa byla nejprve
omyta, oloupdna a poté odStavena v odstaviiovaci. Ziskana Stava byla ptefiltrovana ptes
skladany a stiikackovy filtr. Takto pfipravena S$tava byla nafedéna a analyzovana pomoci

HPLC-CoulArray. Ukdzkovy chromatogram je uveden na obrazku 21.
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Obrazek 21: Analyza vzorku stdvy z Cerstveé repy (5x naredénd)

Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientovd eluce: 0 min: 0 % MF B; 5 min: 0 %,
20 min: 15 %, 30 min: 70 %, 35 min: 70 %, ddvkovany objem: 20 ul, detekce: 100-800 mV.

Legenda: 3. kyselina protokatechuovd, 7. kyselina chlorogenovd, 9. kyselina syringovd

Ve §tavé z Cerstvé fepy bylo obsazeno vyS$i mnoZstvi polyfenolovych latek, a proto musela
byt cCerstva S§tava pied analyzou pétkrat nafedéna. Ve S§tavé byla stanovena kyselina
protokatechuovd, kyselina chlorogenova akyselina syringovd. Koncentrace latek jsou
uvedeny v tabulce 17 (odchylky vypocteny ze tii analyz). Protoze se dalsi piky nepodafilo
identifikovat, byla §tdva analyzovana navic jesté pomoci kapalinové chromatografie s UV
detekci. Na zakladé absorp¢nich spekter dominantnich pikti s absorpénimi maximy kolem

450-550 nm a na zdklad¢ prostudované literatury lze predpokladat, ze majoritni piky

ptredstavuji latky ze skupiny pfirodnich barviv — betalaint.

Tabulka 17: Obsah polyfenolovych Idtek ve vzorku Stdvy z Cerstvé repy (5x naredénd)

Stanovovana latka Obsah Litky
[mg/1]
Kyselina protokatechuova 10,54 £2,23
Kselina chlorogenova 75,83 + 8,69
Kyselina syringova 13,14 £ 0,05
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V  nejvyssi koncentraci se podafilo ve Staveé zcCerstvé Tfepy stanovit Kyselinu

chlorogenovou (76 mg/l).

Pro porovnani byla analyzovéna i Stava piipravena odStavenim naklddané fepy. Ukdzkovy
chromatogram analyzy natedéné §tavy z nakladané fepy pomoci HPLC-CoulArray je uveden
v ptiloze VI. V nakladané fepé se podafilo stanovit stejné polyfenolové latky jako v Cerstvé
fepé. Navic byla stanovena kyselina galova v koncentraci 57,7 mg/l. Koncentrace dalSich

latek jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18: Obsah polyfenolovych latek ve vzorku Stdvy z konz. repy (5x naredénd)

Stanovovana latka LsilElLy
[mg/1]
Kyselina galova 57,65 £2,29
Kyselina protokatechuova 86,76 + 1,36
Kyselina chlorogenova 60,35 £ 0,47
Kyselina syringova 10,02 £ 0,97

V porovnani se $tavou z Cerstvé fepy, byla ve §tavé z nakladané fepy stanovena kyselina
protokatechuovd v osmkrat vy$si koncentraci. Koncentrace kyseliny chlorogenové

a syringové se mezi obéma analyzovanymi Stavami z fepy liSily jen minimalné.

V literatute [51,54] jsou jako polyfenolové latky obsazené v Cervené fep€ uvadény kyselina
galovd (10,8-30,4 mg/l), kyselina syringovd (0,895-3,54 mg/l), kyselina kdvova
(3,03-10,3 mg/l) a kyselina ferulova (0,246-1,24 mg/1). Dale byla v fep¢€ stanovena i kyselina
vanilovd, p-hydroxybenzoova nebo kyselina protokatechuova. Stejné€ jako v literatute, i v této
diplomové préaci byly v Cervené fepé stanoveny hlavné fenolové kyseliny, nikoliv katechiny
nebo flavonoidy. Rozdil koncentraci nékterych latek ve Stave z Cerstvé a naklddané fepy
amezi prostudovanymi publikacemi, mtize byt zptisoben jak kultivarem, tak klimatickymi

podminkami.

Vétsinu z polyfenolovych latek v Cervené fepé tvoii pfirodni pigmenty — betalaniny.
Koncentrace celkového obsahu betalanini v ¢ervené fepé je uvadéna od 0,8 do 1,68 g/l.
Betalaniny se déli na cervend barviva betakyanidiny a Zlutd barviva betaxanthiny.
Z betakyanidini jsou v Cervené fep& nejCastéji stanovovany betanin a isobetanin. Podle
nékterych publikaci pfedstavuje betanin 75-90 % =z barviv obsazenych v Cervené fepé€.

Z betaxanthini jsou nejCastéji obsaZzeny vulgaxanthin I a vulgaxanthin II [50-51,53,101].
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3.2. Celkovy obsah polyfenolovych latek ve vzorcich

Analyzovanésuperpotraviny byly mezi sebou porovndvany i z hlediska celkového obsahu
polyfenold. Pfi stanoveni se vychdzelo z postupu uvedeného v kapitole 2.4.3. Nejprve
byla pfipravena kalibra¢ni fada roztokli ze zasobniho roztoku kyseliny galové v ethanolu
(c =500 pg/ml). Kalibracni fada byla pfipravena v rozsahu od 5 do 200 ug/ml, byla tvofena
celkem 8 roztoky. Rada kalibra¢nich roztokd byla namichédna ve téech sériich. Naméfené
hodnoty absorbanci jednotlivych kalibrac¢nich roztokii a kalibracni graf jsou k nahlédnuti
v ptiloze VII. Po prométeni kalibracni fady byly analyzovany jednotlivé vzorky, které byly
podle potfeby nafedény tak, aby byly v rozsahu kalibracni fady. Kazdy extrakt byl proméien
dvakrat. Vysledné koncentrace celkovych polyfenolii ve vzorcich superpotravin jsou uvedeny

v tabulkach 19 a 20.

Tabulka 19: Celkovy obsah polyfenolt ve vzorcich superpotravin

Vzorek c [mg’ GAE/g] c [mg GAE/g] c [mg GA:E/g]
vodny extrakt extrakt v 50% MeOH | methanolovy extrakt
Skotice mleta (ultrazvuk) 40,55 +£2,79 73,11 £0,44 75,91 £ 1,00
Skotice mleta (Soxhlet) 35,11 £0,39 63,93 £2,57 61,32 £ 0,67
Skotice cela (ultrazvuk) 0,41 £ 0,05 1,43 +£0,12 0,21 £0,08
Skotice cela (Soxhlet) 1,42 £0,17 4,19 £0,02 0,63 £0,03
Cesnek &erstvy 0,39 £ 0,02 0,51 £0,01 0,14 £ 0,09
Cesnek suseny 1,52 £ 0,06 1,01 £0,02 0,09 + 0,002
Konopné seminko 1,10 £ 0,29 0,26 + 0,004 0,40 + 0,06

Tabulka 20: Celkovy obsah polyfenolt ve stavdch ze superpotravin

Vzorek ¢ [mg GAE/ml]
Granatové jablko 1,33 £ 0,004
Cervena fepa Gerstvé - §tava 0,51 £ 0,06
Cervena fepa nakladana - Stava 0,57 £0,08

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v mg GAE/g, ¢i v mg GAE/ml. Zkratka GAE znamend
ekvivalent kyseliny galovd (z anglického Gallic Acid Equivalent; GAE). MnozZstvi
polyfenolovych latek v mleté skotici mnohonasobné pievysSovalo obsah polyfenolovych latek
v ostatnich  vzorcich. Nejvice polyfenolt, témeéf 76 mg GAE/g vzorku, bylo
stanoveno v methanolovém extraktu mleté skofice. Naopak nejméné polyfenolovych latek
bylo stanoveno v Cerstvém cesneku (0,5 mg GAE/g vzorku) a vcerstvé Cervené fepé

(0,5 mg GAE/ml §tavy).
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Z rozdilucelkového obsahu polyfenolll v celé a mleté skofici je patrné, Ze pii extrakei latek
z celé skofice doslo k vyextrahovani pouze casti z celkovych obsazenych polyfenold.
Dtivodem mensiho vytézku extrakce celé skotice je pravdépodobné vliv povrchu vzorku, tedy
to, ze cela skofice byla extrahovana vcelku a nebyla pied analyzou namleta. Pfi porovnavani
ucinnosti metod extrakei u mleté skofice bylo zjisténo, Ze pfi extrakci pomoci ultrazvuku byly
stanoveny vyS$i koncentrace celkovych polyfenold. V literatufe je uvadéno mnozstvi
celkovych polyfenoli ve skofici od 63,4 do 120 mg GAE/g, coz odpovida hodnotam

stanovenym i v této diplomové praci.

Hodnoty celkovych polyfenolti v dalSich vzorcich superpotravin jsou také v literatuie
uvadény [20,46,5399,], pro grandtové jablko vrozmezi od 0,14 do 10,1 mg GAE/ml,
pro ¢ervenou fepu 0,473-1,45 mg GAE/ml a hodnota celkovych polyfenolti v konopném
seminku je uvadéna kolem 0,44 mg GAE/g. Tyto hodnoty jsou viceméné podobné hodnotam
stanovenym v této praci. Celkové mnozstvi polyfenolti v konopném seminku bylo v této praci
stanoveno vyss§i neZz v publikacich. Jednim z divoda vyssi antioxidaéni aktivity konopného

seminka mohl byt i ten, ze se jednalo o bioprodukt.

Celkovy obsah polyfenoltl v ¢esneku je uvadén od 0,05 do 0,98 mg GAE/g. Podobné hodnoty
byly ziskdny i v této prici. Byl zaznamendn také patrny rozdil mezi obsahem polyfenoli
v Cerstvém a vsuSeném cCesneku. V suSeném cesneku bylo stanoveno vice polyfenold.

Dtivodem je vyssi obsah vody v Cerstvém Cesneku [30].

3.3. Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita byla stanovena pomoci metody DPPH a ABTS. Pro obé metody byla
ke kalibraci vyuzita latka Trolox. Ze zdsobniho roztoku latky Trolox v ethanolu o koncentraci
250 ug/ml byla pfipravena fada kalibracnich roztokii. Pro metodu DPPH byla pfipravena
kalibra¢ni fada v rozmezi od 5 do 40 pg/ml. Kalibracni fadu tvofilo celkem osm roztoki.
Pro metodu ABTS byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi od 25 do 150 ug/ml. Kalibra¢ni
fada byla tvofena Sesti roztoky. U obou metod byla kalibra¢ni fada pfipravena vzdy ve tfech
sériich. Tabulky s hodnotami absorbanci a a kalibra¢ni grafy pro metodu DPPH a ABTS jsou
uvedeny v pfilohach VIII a IX. Po proméfeni kalibra¢ni fady byly analyzovany vzorky.
Vzorky byly podle potteby nafedény, tak aby inhibice odpovidala rozsahu kalibra¢ni tfady.
Kazdy extrakt byl méfen dvakrat. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity jsou uvedeny

v hodnotaich TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) Vysledky stanoveni
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antioxidacni  aktivity ve vzorcich superpotravin metodou DPPH jsou uvedeny

v tabulkach 21 a 22.

e DPPH

Tabulka 21: Antioxidacni aktivita vzork( superpotravin stanovend metodou DPPH

Vzorek TEA? [mg/g] TEAC [mg/g] TEAC [I}lg/g]
vodny extrakt extrakt v 50% MeOH | methanolovy extrakt

Skotice mleta (ultrazvuk) 108,99 + 2,13 188,77 £ 5,20 211,05 £7,38
Skotice mleta (Soxhlet) 91,87 £ 0,87 165,07 £ 0,98 190,48 + 2,14
Skofice cela (ultrazvuk) 0,09 £0,01 0,65 £ 0,04 0,24 £0,01
Skotice cela (Soxhlet) 0,71 £0,04 8,97 £0,34 1,87 £ 0,07
Cesnek erstvy 0,15 £0,01 0,19 £0,01 0,08 £0,01
Cesnek suseny 0,53 £0,03 0,48 +£0,02 0,14 £0,01
Konopné seminko 0,02 +0,01 0,20 + 0,02 0,22 +0,01

Tabulka 22: Antioxidacni aktivita stdv ze superpotravin stanovend metodou DPPH

Vzorek TEAC [mg/ml]
Granatové jablko 2,60 +£0,01
Cervena fepa Gerstvé - §tava 0,77 £ 0,01
Cervena fepa nakladana - Stava 0,79 £ 0,00

Metodou DPPH byla stanovena nejvyssi antioxida¢ni aktivita (211 mg TEAC/g)
v methanolovém extraktu mleté skofice. Naopak nejniz§i hodnoty TEAC byly stanoveny
u Cerstvého Cesneku (0,19 mg TEAC/g) a konopného seminka (0,198 mg TEAC/g), cozZ jsou
hodnoty dokonce aZz 2000x niz$i neZ nejvyssi stanovena hodnota antioxida¢ni aktivity u mleté
skofice. Rozdily mezi vzorky pfi stanoveni celkového mnoZstvi polyfenold byly mezi skofici
a ostatnimi vzorky také veliké, ale pomérové byly asi pouze 100x vyS§i neZ nejmensi
stanovené hodnoty celkovych polyfenolti ve vzorcich. Z toho vyplyva, Zze skofice obsahuje

velké mnoZstvi polyfenolovych latek s vysokou antioxidacni aktivitou.

Pro zajimavostbyla antioxidacni aktivita ve vzorcich stanovovéna také metodou ABTS.
Hodnoty antioxida¢ni aktivy vzorka superpotravin stanovené metodou ABTS jsou uvedeny

v tabulkach 23 a 24.
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e ABTS

Tabulka 23: Antioxidacni aktivita vzork( superpotravin stanovend metodou ABTS

Vzorek ¢ [mg TEAC/g] ¢ [mg TEAC/g] clEthgh:f(ﬁ(Sfljg]
vodny extrakt extrakt v 50% MeOH
extrakt

Skotice mleta ultrazvuk 120,50 + 15,42 216,47 + 18,40 232,75+ 21,39
Skofice mleta soxhlet 101,39 £ 2,18 186,38 £ 4,63 210,49 + 4,69
Skofice cela ultrazvuk 0,02 £ 0,01 1,55 +£0,01 0,15+0,14
Skotice cela soxhlet 1,76 £ 0,41 14,43 £ 0,19 4,76 £ 0,02
Cesnek cerstvy 1,25 +0,02 1,73 £ 0,07 0,83 +0,01
Cesnek suseny 2,62 £ 0,09 2,60 £0,11 0,65 +0,14
Konopné seminko 0,81 +0,35 1,03 £0,05 0,28 +0,11

Tabulka 24: Antioxidacni aktivita stdv ze superpotravin stanovend metodou ABTS

Vzorek mg TEAC/ml
Granatové jablko 7,71 £0,27
Cervena fepa Cerstva - Stava 1,97 £0,00
Cervena fepa nakladana - §tava 1,55 +£0,07

Metodou ABTS byly stanoveny celkové vyss$i hodnoty antioxidacni aktivity nez metodou
DPPH, ale pomérové byly stanoveny podobné hodnoty obéma metodami. Nejvyssi
antioxidacni aktivita byla naméfena i1 v tomto pfipadé v methanolovém extraktu mleté skofice

sv v

a Cerstvy Cesnek (1,73 mg/g).

Vysledky antioxidaéni aktivity stanovené metodami DPPH a ABTS, byly pomérové podobné
i jako v pfipad¢ stanoveni celkového obsahu polyfenolovych latek, ¢imz se potvrdila
hypotéza, Ze obsah polyfenolovych latek a antioxidacni aktivita spolu uzce souvisi.
Z vysledki 1ze vidét i1 patrny rozdnil v antioxida¢ni aktivit€é mezi mletou a celou skofici.
Antioxidacni aktivita celé skofice dosahuje pouze malého zlomku antioxidacni aktivity
stanovené pro mletou skofici. Stejnych poméra vysledkti bylo dosahnuto i pfi stanoveni
celkovych polyfenold. Antioxidaéni aktivita Cerstvé a nakladané fepy se liSila jen minimalné
a opét tyto vysledky koreluji s vysledky stanoveni celkovych polyfenold, kdy byly stanovené
hodnoty v obou analyzovanych §tavach cervené fepy velmi podobné. Z vysledkt je jasné, ze

s vySim mnozstvim polyfenolli obsazenych ve vzorku se zvysuje 1 antioxidacni aktivita.
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4. ZAVER

Tato diplomovd price je zaméfena na analyzu polyfenolovych liatek ve vybranych
superpotravindch pomoci kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci. Ze vzorki
superpotravin byla k analyze vybrdna skofice, granatové jablko, Cesnek, konopné seminko
a Cervend fepa. Krom¢ identifikace a stanoveni polyfenoli ve vzorcich bylo stanovovano
i celkové mnozstvi polyfenolovych liatek ve vzorcich metodou podle Folin-Ciocalteua

a antioxidacéni aktivita metadami DPPH a ABTS.

Pti analyze mleté skotice byla pro zjisténi vice informaci o vzorku pouzita také kapalinova
chromatografie se spektrofotometrickou detekci DAD, kterd umoznila stanoveni
polyfenolovych litek, které nejsou elektroaktivni. Nejvyssi mnozstvi celkovych polyfenoli
bylo zjisténo v mleté skofici. Dominantni polyfenolovou latkou v mleté skofici byl
cinnamaldehyd, nasledovany epigallokatechin galdtem, katechinem a kumarinem. Mleta
skofice méla 1nejvyssi antioxidacni aktivitu ze vSech vzorkd. V granitovém jablku
se vyskytovaly hlavné katechiny a epikatechiny: epigallokatechin, epigallokatechin galat,
katechin a epikatechin galat. V Cerstvém i suSeném Cesneku byla dominantni polyfenolovou
latkou kyselina vanilovd. V konopném seminku byl dominantni latkou pravdépodobné
tetrahydrocannabiol. V konopném seminku se podafilo stanovit kyselinu protokatechuovou,
ferulovou nebo kvercetin. V Cervené fepé¢ se povedlo stanovit napiiklad kyselinu
chlorogenovou. VétSinu polyfenolovych latek v Cervené tepé piedstavuji pravdépodobné
betalaniny. Nejmensi mnozstvi celkovych polyfenolti bylo stanoveno v Cerstvém cesneku
a v Cervené fepe. Stejné tak byla v téchto vzorcich stanovena i nejnizsi antioxidacni aktivita.
Nizka antioxida¢ni aktivita byla stanovena i v konopném seminku, u kterého byly hodnoty

antioxidacni aktivity v porovnani s mletou skofici dokonce cca tisickrat niZsi.

V soucasné dobé se zdravy Zivotni styl a zajem o stravu dostava do popiedi zajmu a spousta
lidi se snazi najit né¢jakou zazranou superpotravinu, kterd by jim zajistila vécné zdravi, krasu
nebo mladi, jak oblas nckteré¢ Canky objevujici se v dneSni dobé na internetu slibuji.
Po nastudovani uvedené problematiky lze konstatovat, Ze 74dnd zdzracnd superpotravina
neexistuje. V kazdé zpotravin je obsaZzeno rozdilné sloZeni polyfenolovych latek.
Samoziejmé obsah i dalSich vyzivoveé dilezitych latek a jejich uc€inky jsou také rtzné. Stéle
ale plati, ze superpotraviny jsou vybornymi antioxidanty, jsou zdravi prospésné. Pro spravnou
vyzivu Clovéka je dilezita hlavné pestrost a vyvazenost stravy. Zafazeni superpotravin

do jidelni¢ku mize byt urcité ptinosem pro zdravi.
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Priloha I: Hydrodynamické voltamogramy standardnich litek
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Priloha I1: Kalibra¢ni zavislosti standarda

Kyselina galova
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Priloha III: Ukazkové chromatogramy analyzy skorice pomoci HPLC-CoulArray

Analyza extraktu mleté skotfice v 50% methanolu (Soxhletova extrakce)
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Legenda: 3. kyselina protokatechuovd,, 6. katechin, 9. kyselina syringovd,, 12. epigallokatechin galdt, 15. kyselina sinapovd,
16. epikatechin galdt, 19. eugenol




Analyza extraktu celé skotice v 50% methanolu(extrakce pomoci ultrazvuku)

1.50]

1.00
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0.0 " 5.0 ) 100 : 15.0 ' 200 . 250 ' 30.0 ¥ 350
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Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientova eluce: 0 min:0 % MF B; 20 min: 13
%; 30 min: 40%; 35 min: 70 %; 40 min: 70 %; detekce: 100-800 mV.

Legenda: 3. kyselina protokatechuovd, 12. epigallokatechin galdt, 19. eugenol

Pozndmka: Ukdazkovy chromatogram je uvden ve stejném méritku jako ostatni chromatogramy, aby bylo mozné vizudlni

porovndni stanovenych koncentract ldtek.



Analyza extraktu celé skofice v 50% methanolu (Soxhletova extrakce)

1.50] 12

Odezva detektoru [pA]

16 19

0.0 ' 50 ' 100 ' 150 ' 20.0 ' 250 ' 30.0 ' 350

Reten¢ni ¢as [min]

Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, priitok 1 ml/min, gradientova eluce: 0 min:0 % MF B; 20 min: 13
%; 30 min: 40%; 35 min: 70 %; 40 min: 70 %; detekce: 100-800 mV.

Legenda: 1. kyselina galovd, 3. kyselina protokatechuovd,, 6. katechin, 12. epigallokatechin galdt, 15. kyselina sinapovd,
16. epikatechin galdt, 19. eugenol




Priloha I'V: Absorpéni spektra latek stanovovanych ve skorici
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Priloha V: Ukazkovy chromatogram analyzy suSeného ¢esneku pomoci HPLC-

CoulArray
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Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou
mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, pritok 1 ml/min, gradientova eluce: 0 min: 0 % MF B; 20 min: 13
%; 30 min: 40 %; 35 min: 70 %; 40 min: 70 % , detekce: 100-800 mV.

Legenda: 4. kyselina vanilovd, 8. kyselina kdvovd, 9. kyselina syringovd, 15. kyselina sinapovd, 16. epikatechin galdt



Priloha VI: Ukazkovy chromatogram analyzy nakladané fepy pomoci HPLC-
CoulArray

Il

Odezva detektoru [nA]

0.0 ' 50 ' 10.0 ' 150 ' 200 ' 250 ' 300
Retencni ¢as [min]|
Podminky analyzy: kolona Chromolith Performance RP-18E (100 x 4,6 mm), MF A: 10mM octan sodny okyseleny kyselinou

mravenci (pH 3), MF B: 20 % MF A + 80 % acetonitrilu, priitok 1 ml/min, gradientova eluce: 0 min: 0 % MF B 5 min: 0 %;
20 min: 15 %; 30 min: 70 %; 35 min: 70%, detekce: 100-800 mV.

Legenda: 3. kyselina protokatechuovd, 7. kyselina chlorogenovd, 9. kyselina syringovd

Pozndmka: redeni 5x



Piiloha VII: Kalibrace stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Hodnoty absorbance namétené pro jednotlivé kalibracni roztoky

¢ [ug/ml] Ay A, A;

5 0,052 0,052 0,057
10 0,105 0,104 0,109
25 0,262 0,265 0,252
50 0,521 0,518 0,522
75 0,777 0,775 0,778
100 1,038 1,037 1,034
150 1,551 1,552 1,536
200 2,080 2,080 2,050

Kalibraéni zavislost pro stanoveni celkovych polyfenolii
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Priloha VIII: Kalibrace stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Hodnoty absorbance a vypocitana % inhibice radikalu pro jednotlivé kalibracni roztoky

¢ [pg/ml] A, A, A; I, [%] I, [%] I3[ %]
5 0,422 0,425 0,424 9,25 8,60 8,82
10 0,386 0,382 0,379 16,99 17,85 18,49
15 0,329 0,326 0,328 29,25 29,89 29,46
20 0,279 0,274 0,283 40,00 41,08 39,14
25 0,244 0,243 0,239 47,53 47,74 48,60
30 0,203 0,197 0,201 56,34 57,63 56,77
35 0,142 0,147 0,141 69,46 68,39 69,68
40 0,106 0,095 0,090 77,20 79,57 80,65

Kalibra¢ni zavislost koncentrace Troloxu pro stanoveni AA metodou DPPH
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Piiloha IX: Kalibrace stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Hodnoty absorbance a vypocitana % inhibice radikalu pro jednotlivé kalibracni roztoky

¢ [ug/ml] A4 A, A; I, [%] I, [%] I;[%]
25 0,612 0,604 0,608 14,29 15,41 14,85
50 0,518 0,513 0,508 27,45 28,15 28,85
75 0,436 0,439 0,427 38,94 38,52 40,20
100 0,352 0,348 0,340 50,70 51,26 52,38
125 0,259 0,254 0,245 63,73 64,43 65,69
150 0,148 0,159 0,154 79,27 77,73 78,43

Kalibracni zavislost koncentrace Troloxu pro stanoveni AA metodou ABTS
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