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Anotace

Bakalafska prace se vénuje problematice Maillardovych rekaci a zpilisobt, jak je
inhibovat. V experimentalni Casti se zabyva inhibici pomoci polyfenolickych latek
obsazenych V petrzeli. Jako méfici metoda byla vybrana UV-Vis spektrofotometrie. Touto

metodou byl zmé&fen prabéh reakce i celkové mnozstvi polyfenolickych latek.

Klicova slova: maillardovy reakce, polyfenoly, inhibice, UV-Vis spektrofotometrie

Title: Inhibition of Maillard reactions

Annotation

Bachelor thesis deals with the issue of Maillard reaction and their inhibition. In the
experimental part, parsley extracts were used to inhibit non-enzymatic browning. UV-Vis
spectrophotometry was chosen to monitor Maillard reaction and the quantity of total

polyphenolic substances.
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0 Uvod

S Maillardovymi reakcemi se v béZzném Zivoté setkdvame neustale, at’ uz pii peceni
chleba, pii vafeni piva nebo pii grilovani masa, jejich chemicky prab¢h je ale velmi slozity.
Pti Maillardovych reakcich vznikaji produkty zvané melanoidiny, které zptsobuji hnédé
zbarveni. Produkty Maillardovych reakci ale nedavaji potravinam jenom jejich typickou
barvu, ale také chut’ a viini. Pfi téchto reakcich vSak nevznikaji jenom zadané produkty, ale i
nezadouci, ba i pfimo karcinogenni a mutagenni. Kvili témto produktim se hledaji moznosti
inhibice téchto reakcei, ¢imz se zabyva 1 tato bakalarska prace.

V mé bakalaiské praci se doctete, jak zhruba probihaji Maillardovy reakce, jak lze
ovlivnit jejich pribeh, véetné piidavku inhibujicich latek, jaké latky vznikaji a co tyto latky
zpusobuji. Dale se dozvite néco jinych zptsobech hnédnuti, o UV-VIS spektrofotometrii jako
pouzité métici metode, co je to petrzel, co je principem antioxida¢nich u¢inkl a u kajych latek
je mizeme nalézt.

Jako inhibitory jsou v experimentalni Casti této prace pouzity polyfenolické latky

extrahované z petrzele.
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1 Maillardovy reakce

Hnédnuti potravin ma dva hlavni mechanismy a to enzymatické a neenzymatické
hnédnuti, kde neenzymatické hnédnuti délime na Maillardovy reakce, karamelizaci a oxidaci
kyseliny askorbové (1; 2).

Maillardovy reakce jsou reakce mezi aminoskupinou, ¢asto aminokyselinou, peptidem
nebo proteinem, a karbonylovou skupinou, obvykle redukujicim sacharidem jako je glukosa,
fruktosa nebo laktosa. Reakce dostaly své jméno na pocest Louise-Camilla Maillarda, ktery je
poprvé popsal a to v roce 1912 (1; 2).

Maillardovy reakce jsou velmi slozité, naptiklad reakce glukozy s glycinem za pouZiti
jednoduchych metod poskytuje dikaz o tvorbé vice nez 24 sloucenin. Pro lepsi pochopeni

vvvvvv

Hodge. Hodge déli Maillardovy reakce na 3 faze — vychozi stav, mezistupen a kone¢ny stupen
1; 2).

Konec¢né produkty Maillardovych reakei jsou melanoidiny, zatimco u enzymatického
hnédnuti se jedna o melaniny. V praxi je vSak slozité tyto produkty rozeznat (1).

Maillardovy reakce se vyskytuji pfevazné v potravinach, zejména pii zpracovani za
zvySené teploty, jako je naptiklad prazeni, peceni nebo vytlacovani, ¢i pii dlouhodobém
skladovani. S Maillardovymi reakcemi se mtizeme také setkat naptiklad v textilnim pramyslu
1, 2).

Maillardovy reakce probihaji také v lidském organismu, kde mohou mit negativni

zdravotni disledky, jako je naptiklad starnuti, diabetes nebo Sedy zakal (1).

11



1.1 Mechanismus Maillardovych reakci

Jak jiz bylo zminéno, Maillardova reakce je velmi slozitd. Jeji mechanismus si
vysvétlime na Hodgeo schématu.

U vychoziho stavu jsou produkty bezbarvé a bez absorpce UV zafeni. Reakce
probihajici vtomto stupni jsou kondenzace cukru a aminu [A] a nasledné Amadoriho
ptreusporadani [B] (1; 2).

V mezistupni jsou produkty bezbarvé nebo zluté se silnou absorpci UV zafeni.
V mezistupni probihd dehydratace cukru [C], fragmentace cukru [D] a degradace
aminokyselin (Strecker) [E] (1; 2).

Kone¢ny stupeit se vyznacuje vysoce zbarvenymi produkty, vzniklymi aldolovou
kondenzac¢ni reakci [F], kondenzaci aldehydu a aminu a tvorbou heterocyklickych slou¢enin
dusiku [G] (1; 2).

Ve schématu jsou jednotlivé reakce naznaceny pismeny, které jsou v textu uvedeny

Vv hranatych zavorkach (Obrazek 1).

aminosloucenina, -H,0 _ ) .
aldosa = > N-substituovany glykosylamin

Amadoriho presmyk
|-amino-1-deoxy-2-ketosa H

ST N

Schiffovy baze derivati
furan-2-karbaldehydu

degrada¢ni produkty

E
F E

» Streckerovy aldehydy

dehydroreduktony
F /
\ [/F

reduktony

cukry

F aldoly a polymery
derivaty » neobsahujici dusik G
furan-2-karbaldehydu . G G G
melanoidiny \

(hnédé dusikaté polymery)

Obrazek 1: Schéma neenzimatického hnédnuti podle Hodge (2)
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1.1.1 Kondenzace cukru s aminem

Reakce kondenzace cukru a aminu je ve vSech krocich reverzibilni. Reakci aldosy
v aldehydové form¢ s aminem vznika karbinolamin, jehoz dehydrataci ziskame Schiffovu
bazi (imin), ze které vznikne N-substituovany glykosylamin nebo popiipadé diglykosylamin.

Reakce je zobrazena na obrazku 2 (2; 3).

RNH RN RTH
CHO CHOH CH CH
| FRNH | “H,0 |
—_— e
(CHOH), (CHOH), (CHOH), < (CHOH),1 O
CH,OH CH,OH CH,OH CH

CH,OH

Obrazek 2: Kondenzace cukru a aminu (3)

1.1.2 Amadoriho presmyl

Amadoriho pfesmyk (obrdzek 3), neboli isomerace glykosylaminii na aminocukry.
Celkovy d& neni reverzibilni a reakce probiha spontanné i pii 25°C. Glykosylaminy
odvozené od aromatickych amini jsou stale, na rozdil od odvozenych od alifatickych amin,
které podléhaji dalsim reakcim. U Amadoriho pfesmyku z glykosylaminu za kyselé katalyzy
vznika Schiffova baze (kation), ze které po odtrzeni protonu vznikd enol forma a z ni
ketosamin (1-amino-1-deoxy-ketosa). Jako katalyzator pisobi reagujici aminokyselina, ktera
poskytuje potiebny proton ze své karboxylové skupiny. Amadoriho pfesmyk je typicky pro
aldosy, pro ketosy je to velmi podobny Heynsuv piesmyk, jehoz produktem je 2-amino-2-
deoxyaldosa (2; 3).

+
RNH RWH RNH RNH
CH CH CH CH,
—+> (|‘|l()ll —;-_H+ ” —_— |
(CHOHp 10 o~ % COH ™ co
CH (CHOH),,_ (C”()“)n—l (CHOH),,_
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

Obrazek 3: Amadotiho pfesmyk (3)
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1.1.3 Dehydratace cukrii

Dehydratace cukru mulize probihat dvéma zpisoby (obrazek 4), a to bud’ 1,2-enolizaci
pomoci 3-deoxy-1,2-dikarbonylti (horni ¢ast schématu) nebo 2,3-enolizaci pomoci 1-deoxy-
2,3-dikarbonylt (spodni ¢ast schématu) (2; 3).

Za kyselych podminek probiha 1,2-enolizace a vznikaji tak furfuraly. Produkt
Amadoriho pfesmyku dehydratuje rychleji nez pivodni aldosa. Tvorba furfuralu je Casto
pouzivéana jako relativné jednoduchy zptsob sledovani poskozeni potravin béhem skladovani.
Pii této reakci nejdiive z ketosaminu vznika enaminol, ze kterého se na Cs eliminuje
hydroxylova skupina. Vézand aminoskupina podléhd hydrolyze. Nasledn¢ vznikaji dalsi
produkty (2; 3).

V alkalickych a neutralnich podminkach poté probiha 2,3-enolizace, jejiz produkt jsou
reduktony. Na rozdil od tvorby furfurali nepiichazi cukr o tfi molekuly vody, ale pouze 0
dvé. Pro reduktony je typické, ze maji endiolovou skupinu v sousedstvi karbonylové
slouCeniny. Pfi 2,3-enolizaci vznika nejdiive endiol a poté dalsi produkty (2; 3).

Dalsi probihajici reakci je fragmentace cukru. Ta je v zasadé¢ akceptovana jako

retroaldolizace, i kdyZ s pfedpokladem, ze hraje roli také oxidacni Stépeni (3).

l(|fH—N< (|3H=N< CH=0 CH=0
12 C—OH C—OH ‘“-amin C=0 Cc=0
' | —on~ | +H0 | -H,0 [
CHOH —> CH — > CH, — > CH
/ | I +amin | |l
CH,—N CHOH CHOH _y,o CHOH CH +amin
e NF | | | kO
|
(lj —HOH melanoidiny
(|:—H0H \ CHy— N7 CH, cn, - oo
Q.SN f AN I - P Hy
ﬁ—OH - (lj—OH (‘::O (|ij +amin
(\:_OH —"$:o - C=0 =~ G—OH
(‘ZHOH C|H0H CHOH C—OH

Obrazek 4: Enolizace ketosamint (3)
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1.1.4 Streckerova degradace

Streckerova degradace a-aminokyselin (obrazek 1, reakce E) je oxidace aminokyselin
pomoci oxidacnich ¢inidel. Pfi této reakce vznikd karbonylova sloucenina o jeden atom C
krat$i nez vychozi aminokyselina, amoniak a oxid uhli¢ity. Studie ukazaly, Ze vice nez 80 %
oxidu uhli¢itého uvolnéno v Maillardové reakci pochazi z aminokyselin. Mechanismus je
rizny pro rizna oxidac¢ni ¢inidla a rizné aminokyseliny (3; 4).

Aktivnimi latkami mohou byt naptiklad nenasycené aldehydy a ketony, hydroperoxidy
mastnych kyselin, aldosy a ketosy, kyselina pyrohroznova, benzochinony nebo vitamin K (4).

Jako oxidaéni cinidla se v potravindistvi pouZivaji spiSe organické slouceniny
obsahujici elektronegativni funkéni skupiny (4).

Aldehyd vytvofeny ze Steckerovy degradace se poté miize podilet na aldolové
kondenzaci vedouci k polymertim neobsahujicim dusik. Na druhé stran¢ miize tento aldehyd
reagovat s aminoslou¢eninami za vzniku melanoidini prostiednictvim aldimint (3).

Vzniklé aldehydy jsou Casto tékavé a jsou také dulezité vonné latky fady potravin.

Mohou také reagovat s meziprodukty Maillardovych reakci odvozenymi od cukru (3; 4).

1.1.5 Kondenzace a vznik melanoidint

Aldehydy mohou vznikat reakcemi C, D a E, které pak mohou spolu reagovat
aldolovou kondenzaci. Na kondenzaci se mohou podilet i dal§i karbonylové slouceniny
odvozené od oxidaci lipidi. Jako ptfiklad je zde uvedena reakce tvorby chinonli z produktd

fragmentace cukru (obrazek 5) (3).

2 CH3.CO.CO.CHj3 (@) o
OH
CH; -2H0 CH;
CHz _—
i L :
[ 3 HO CH;
CH;3.CO.CO.CH,.CHOH.CO.CHj; 0

Obrazek 5: Tvorba chinont z produktti fragmentace cukru (3)

Posledni probihajici reakci vznikaji melanoidiny. Melanoidiny vznikaji reakci

aldehydd, zejména a, B-nenasycenych, s aminy, a to pii nizkych teplotach (2; 3).
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1.2 Melanoidiny

Melanoidiny jsou polymerni latky s vysokou molekulovou hmotnosti. Jejich struktura
neni znama, ale ukézalo se, Ze jsou pfitomny heterocyklické kruhové systémy, jako jsou
pyridiny, pyraziny, pyrroly a imidazoly. Konstituce melanoidinti se pon¢kud lisi v zavislosti
na tom, jak byly vyrobeny (2; 3).

V melanoidinech jsou pfitomny stabilni volné radikaly, které vznikly v prvni fazi
Maillardovy reakce. Tyto radikaly jsou detekovany pted Amadoriho slouceninou, a to vede
k zavéru, ze je objevena nova cesta pro fragmentaci cukru a tim i pro zhnédnuti. Radikalni
tvorba roste s ¢asem a teplotou, probihajici paralelné s intenzitou barev (2; 3).

Nékteré melanoidiny maji antioxidacni vlastnosti, naptiklad produkty vzniklé
zamoniaku a D-xylosy zvySuji antioxida¢ni ucinky nékterych tokoferolt. Znacnou
antioxida¢ni aktivitu vykazuji naptiklad produkty reakci hexos a pentos, nejvice vSak
produkty reakci degradacnich produkti cukrii ¢i dehydroaskorbové kyseliny. Velkou roli
v antioxida¢nich u¢incich hraji reakéni podminky. S rostoucim pH prostfedi a hmotnostm

pomérem aminosloucenina/cukr roste také antioxida¢ni aktivita (2).
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2 Ovlivnéni Maillardovych reakci

Maillardovy reakce se daji ovlivnit mnoha aspekty, napiiklad pH, teplotou, tlakem a
dalSimi. Pfi ovliviiovani je snaha pfedev§im o potlaeni neZzadoucich a zvyraznéni Zadoucich
projevil. Optimalizace Maillardovych reakci je velmi slozita, a to nejen proto, Ze jsou dané
reakce velmi slozité, ale i proto, ze se jednotlivé faktory ovliviiujici reakci navzajem také
ovliviiuji. Volba zplsobli inhibice zavisi na konkrétni potraviné a technologii jejiho

zpracovani (2).

2.1 Vliv teploty

Srostouci teplotou roste podil vysokomolekuldrniho materidlu. Ztrata materidlu
(pravdépodobné oxidu uhli¢itého a vody) je s rostouci teplotou vyssi (3).

Vliv teploty se vyjadiuje jako aktivaéni energie reakce. Cim vyssi je aktivaéni energie,
tim vice je reak¢éni rychlost na teploté zavisla. Teplota ma vliv 1 na reakéni mechanismus
reakce, tedy na vysledny produkt, a to pfedev§im u aromatickych latek (2).

wewvr

nezhnédne (5).

2.2 Vliv pH

Reaktivitu karbonylové skupiny zvySuje jeji protonizace, zatimco u aminokyseliny
protonizace reaktivitu snizuje (2).

Aktivacni energie je zavisla na hodnoté pH. S klesajici hodnotou pH roste aktiva¢ni
energie tvorby pigmentd v systému lysin/glukosa (2).

Jako disledek vzniku karboxylovych kyselin provazi reakci pokles hodnoty pH.
Rychlost Maillardovy reakce vsak roste s rostouci hodnotou pH. Tvorba hnédého zbarveni
dosahuje maxima pti pH 9-10 (2; 6).

Hodnota pH ovlivituje také jak kvalitativni, tak kvantitativni slozeni produktu.
Naptiklad pfi rozkladu ketosamini, kde pH ovliviiuje, jestli probéhne 1,2- nebo 2,3-enolizace.
Jak jiz bylo uvedeno vyse, nizké pH podporuje 1,2-enolizaci a vysoké pH naopak 2,3-

enolizaci (2; 7).
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2.3 Vliv tlaku

Vysoky tlak zvysi rychlost reakce tam, kde je poc¢et molekul snizen. Vysoky tlak tedy
podporuje adici, ale odrazuje od tvorby malych molekul. Dochazi k urychleni tvorby iminu,
ale zpomaleni Amadoriho pfesmyku a rozkladu aminoketos. Reakci glyceraldehydu
s aminokyselinami vysoky tlak slabé potlacuje. Dochazi také k vyznamnému potlaceni
hnédnuti. Vyznam vysokého tlaku pro inhibice Maillardvych reakci zavisi na vychozich

latkach (7).

2.4 Vliv aktivity vody

Aktivacni energie je zavisla také na aktivité vody. Aktivacni energie Amadoriho
sloucenin v oblasti nizkych aktivit vody prudce roste, ale pro vyssi hodnoty aktivit vody je
aktivacni energie téméf nezavisla (2).

Tvorba hnédého zbarveni je zavisla na aktivité vody. Pfi vysokych hodnotach aktivity
vody je reakéni rychlost velmi nizkd v duasledku ziedéni reaktantl. Reakéni rychlost je
nejvetsi v oblasti stfednich hodnot aktivity vody, coZz je zhruba 0,3-0,7. Pii hodnotach
menSich nez 0,3 a vysSich nez 0,7 aw dochazi k poklesu rychlosti reakce a mize dojit az

k zastaveni reakce (2; 5).

2.5 Vliv ¢asu

S rostoucim ¢asem jsou produkty Maillardovych reakci tmavsi. S ¢asem melanoidiny
ziskavaji vice nenasycené uhliky a vice celkového karbonylu a uhliku. Déle také zvysuji

pyrrolové skupiny a pravdépodobné neobsahuji N-H vazby (3).

2.6 Reaktanty

Reaktivita karnonylovych sloucenin klesa aldosy > ketosy, pfipadné triosy > tetrosy >
pentosy > hexosy > disacharidy. Dale reaktivita klesa a-dikarbonylové slouc¢eniny > aldehydy
> ketony > sacharidy > oxokyseliny (2; 7).

Reaktivita aminokyselin souvisi s jejich bazicitou, klesd tedy amoniak > aminy >
aminokyseliny, u kterych je reaktivita 6-aminokyseliny > 3-aminokyseliny > 2-aminokyseliny
2; 7).

U reaktantii zavisi 1 na dispozici k vytvafeni barevnych nebo aromatickych latek.
Velmi intenzivni zbarveni poskytuje naptiiklad lysin spole¢né s glycinem s cukry, maly

prispévek k hnédnuti poskytuji kyselé a sirné¢ aminokyseliny ¢i hydroxyaminokyseliny (2).
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2.7 Pridavek inhibitoru

2.7.1 Oxid siricity a hydrogensiric¢itany

K inhibici zde dochazi v disledku adice hydrogensific¢itanu na karbonylovou skupinu
sacharidu a tim se dan4 skupina zablokuje. U¢innost inhibice hydrogensifi¢itany souvisi s tim,
ze dokdzi reagovat s meziprodukty vznikajicimi ve vSech stadiich Maiilardovy reakce. U
oxidu sificitého je vyhodou téz funkce konzerva¢niho ¢inidla nebo antioxidantu. Se zvySujici
se koncentraci oxidu sifi¢itého se zvySuje ¢asové zpozdéni pied zacatkem hnédnuti, jakmile
hnédnuti zacne, uz neni zpomaleno. SifiCitany inhibuji ve velmi raném stadiu, kde blokuji

radikalové prekurzory (2; 5).

2.7.2 Sirné aminokyseliny
Dal$im moznym inhibitorem jsou sirn¢ aminokyseliny, naptiklad cysteinu. Nevyhoda
je vsak degradace sirnych aminokyselin na senzoricky aktivni latky, a proto je tato inhibice

mozna pouze ve vyjimecnych ptipadech (2).

2.7.3 Polyfenoly

Polyfenoly se v ptirodé vyskytuji hlavné v rostlinach, konkrétné v jejich kite, dieve,
listech, plodech ¢i kotenech. Jedna se o amorfni fenolické latky s mnoha spole¢nymi
vlastnostmi, jako napiiklad srdzeni roztokl Zelatiny, s zelezitymi solemi tvoii tmavé
srazeniny nebo Ze se v alkalickém prostiedi oxiduji. Casto jsou smyslové nevyrazné, nékteré
vsak dodavaji rostlinam zbarveni ¢i chut’ jejich plodam (8; 9).

Nejrozsitenéjsi skupina polyfenolt jsou flavonoidy, které se dale d€li na chalkony,
flavanoidy, flaconoly a anthkyanidiny. Flavonoidy se skladaji ze dvou benzenovych jader
spojenych tfiuhlikatym fetézcem a jejich struktura je odvozena od heterocyklického flavanu
(8;9).

Polyfenoly jsou povazovany za antioxidanty. Antioxidacni vlastnosti piisobi dvéma
mechanismy, jako lapace volnych radikalt a jako inhibitory aktivity lipoxygenas. Jako
konkrétni piiklad 1ze uvést likvidaci hydroxylovych radikalt. Aktivita polyfenoll roste
s poctem hydroxylovych skupin na aromatickém kruhu. Antioxidacni vlastnosti polyfenola
lze vyuzit i pfi zachytavani volnych radikala v krvi, kde se timto eliminuji jejich nezadouci

aginky (8).
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Polyfenoly jsou vyznamné i v potravinaiském pramyslu, kde mohou ovliviiovat chut’
nebo vini potravin. Polyfenolické latky se mohou vazat na bilkoviny (9).

Pii Maillardovych reakcich mohou potlacovat glykaci. Napiiklad diosmin ¢i 3°,5,7-
trihydroxy-4’-methoxyflavon snizuji tvorbu glykovaného kolagenu a malondialdehydu (10).
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3 Zmény vlastnosti potravin pii Maillardovych reakcich

3.1 Zména barvy

Hlavni charakteristika Maillardovych reakci je tvorba barev, neboli hnédnuti. Méteni
vyrobenych barviv provadime pomoci odecitani absorbance pti vinové délce 420nm nebo
360nm (11).

V pribéhu Maillardovych reakci vznikd mnoho zbarvenych produkti, jejichz zbarveni
je zluté, oranzove, Cervené ¢i hnédé. Intenzita zbarveni se u danych produkt 1isi. Dale uvedu
nekolik ptikladt vzniklych produktii. Kondenzaci aldehyda se ziskavaji produkty zbarvené
zluté az Cervené. Dimethylacetal 2-oxopropanalu vede k tvorbé zlutého derivatu. Amadoriho
sloucenina z glukosy a piperidinu dava pii zahtivani s furfuralem Zlutou barvu. Déle glukosa
s butylaminacetatem poskytuje zlutooranzové zbarveni. Oranzové zbarveni poskytuje
methanolicka xyloza s diethylamoniumacetatem. V ethanolu poskytuje glukosa s piperidinem

téz oranzové zbarveni (11).

3.2 Vliv na aroma

Aroma je soucinnost chutovych a ¢ichovych vjemt, proto je nutny diiraz na tékavé
slouc¢eniny vznikajici v Millardovych reakcich. Mezi tyto latky fadime furany, karbonyl,
kyseliny a aldehydy vzniklé pti Streckerové degradaci. Aroma zavisi na pritomnych latkach,
napiiklad pro aroma karamelu je nutna pfitomnost alifatickych aminokyselin, pro pecené
brambory jsou to aminokyseliny obsahujici siru a pro prazené zeleninové aroma jsou to
alifatické a bazické nebo amidové aminokyseliny (12).

Jako latky izolované pii Maillardovych reakcich, které zptsobuji hotkou chut, fadime
napiiklad 2,3,6,7-tetrahydrocyklopent(b)azepin-8(1H)-on. Prahovou hodnotu hofkosti zvySuje
napiiklad zavedeni methylovych skupin do furylovych kruhii a snizuje naptiklad odstranéni
jiz zminénych furylovych kruhti. Neddavno byla prokdzana také ptitomnost mentholu, ktery

patii mezi tzv. ,,chladici slou¢eniny* (12).
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4 Vyznam Maillardovych reakei

Maillardovy reakce jsou velmi vyznamné hlavné v potravinaiském primyslu. Pomoci
Maillardovych reakci se méni nekteré vlastnosti potravin, jako je chut’, barva nebo vling, coz
jsou zmény chténé i nechténé. K nechténym zménam patiéi netypicka chut ¢i zbarveni
napiiklad u susené¢ho ovoce, a hlavné snizeni nutri¢ni hodnoty (2).

Nutri¢ni hodnota se snizuje reakcemi aminokyselin s cukry. Ke snizovani nutri¢ni
hodnoty béhem Maillardovych reakci dochazi, zejména pokud jsou tepelné namahané
potraviny s nizkym obsahem vody, jako je peceni chleba nebo suSeni mléka (2).

Produkty Maillarovych reakci mohou byt i toxické s karcinogennimi ¢i mutagennimi
ucinky. Vzniklé mutageny délime na 2 skupiny non-1Q mutageny a 1Q mutageny. Mezi non-
IQ mutageny patii naptiklad pyridoimidazoly a pyridoindoly, které vznikaji naptiklad pfii
grilovani masa. U druhé skupiny nejsou zcela objasnény mechanismy vzniku, ale vime, Ze pro

jejich vznik je dulezity kolagen, ktery se nachazi v mase ryb a teplokrevnych zivocichi (2).

4.1 Prazeni

Pti prazeni dochdzi k Maillardovym reakcim, a tim i ke zméné barvy (hnédnuti), chuti
nebo ving. Pii prazeni kavy pfi nizké teploté dochdzi pomaleji k rozkladu sacharidu a vznikla
kava je svétlejsi, oproti tomu pfi prazeni pii vysoké teploté se sacharidy rozkladaji rychleji a

produkt je tedy tmavsi, a navic s nakyslou chuti (2).

4.2 Vareni, pefeni a smaZeni

I zde, stejn¢ jako u prazeni, jsou Maillardovy reakce zaddouci. Maillardovy reakce maji
vsak i1 negativni U¢inky jako napfiklad snizeni nutri¢ni hodnoty, tvorbu mutagenti a dalsi. U
téchto Cinnosti vSak stale pfevazuji jejich pozitivni néasledky jako aroma pii peceni masa ¢i

kfupava kirka pii peceni chleba (2).

4.3 SuSeni

Susenti je prikladem, kdy jsou Maillardovy reakce nezadouci. Do této kategorie nepatii
pouze suSeni za vyssi teploty, ale také pfi dlouhodobém skladovani. Mira nezddoucich uc¢inka
zavisi na technologii suseni nebo na prostfedi uskladnéni. U mléka dochazi v disledku
Maillardovych reakci ke snizovani obsahu lysinu a ¢astecné 1 laktosy. Dalsimi ptiklady jsou

suseni ¢i skladovani ovoce nebo zeleniny (2).

22



5 Dalsi moznosti hnédnuti

5.1 Karamelizace

Pti karamelizaci cukri vznika karamel, coz je hnédy az hnédocerny amorfni produkt
rizného slozeni (2).

Karamelizace je teoreticky reakce hnédnuti prochazejici cukrem pifi zahfivani
V nepfitomnosti aminoslou¢eniny. Pro tuto reakci je potiebnd teplota vyssi nez 120 °C,
nejcastéji je to 150-190 °C. Maximalni mozna teplota je 240 °C. Dalsi moznosti je také
piidavek katalyzatoru (2; 11; 13).

Karamely se vyrab&ji zahiivanim jedlych cukri a tvoii 4 tfidy. Tiida I obsahuje
hydroxid sodny, tfida II obsahuje hydroxid sodny a oxid sificity, tfida III obsahuje amoniak a
tfida IV obsahuje amoniak a oxid sifi¢ity. Karamely tiidy III a IV jsou blizké melanoidiniim
(112).

Jako vychozi surovina pro vyrobu karamelu se pouziva glukosa, fruktosa nebo Skrob.
Vyroba probihd vsadkovym zpiisobem pii teploté¢ 120-180 °C a pfi pfitomnosti katalyzatoru.
Cely proces trva 5-10 hodin. Katalyzator je vybiran v zavislosti na dal§im pouziti karamelu
(2).

Rozlisujeme 3 druhy karamelti — karamely s kladnym elektrickym nabojem (pfidavek
amoniaku), karamely se zapornym elektrickym potenciadlem (ptidavek sifi¢itanu nebo siranu
amonného) a karamely bez elektrického potencialu (pfidavek hydroxidu sodného) (2).

Karamely se pouzivaji k barveni alkoholickych i nealkoholickych napojl, produkti
z masného, cukrarského ¢i pekatského pramyslu (2; 11).

Jelikoz jsou reakce probihajici pti karamelizaci obdobné jako u Maillardovych reakci,
jsou nékteré produkty karamelizace shodné s latkami vznikajicimi pifi Maillardovych

reakcich. Tyto latky jsou pak dulezité pro reakce vedouci ke vzniku hnédého zbarveni (2; 13).
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6 Reaktanty vstupujici do Maillardovy reakce

Jako reaktanty pro Maillardovy reakce lze pouzit nepfeberné mnoZzstvi aminokyselin a
cukrti. V této kapitole se budeme vénovat reaktantim pouzitym v experimentalni ¢asti této

bakalarské prace.

6.1 Lysin

Lysin (obrazek 6), neboli 2,6-diaminohexanova kyselina, patii mezi aminokyseliny
s bazickymi funkénimi skupinami v postrannim fetézci, coZ znamena, Ze jeho postranni
fetézec ma v neutralnim prostiedi kladny néboj. Lysin se fadi do esencialnich aminokyselin,
coz znamena, ze si ho télo neumi vytvofit samo, a proto musi byt pfijat z potravy. Lysin se
vyskytuje napiiklad v parmezanu nebo v mase, a to v hovézim, vepifovém i rybim (napiiklad
tunak) (4).

HO

-~
Z
-

0 NH, NH,

Obrazek 6: Vzorec lysinu (4)
6.2 Glukosa

Glukosa (obrazek 7) patti mezi monosacharidy, piesnéji aldohexosa. Glukosa
(hroznovy cukr) spolu s fruktosou (ovocny cukr) je hlavnim monosacharidem vétSiny
potravin. S glukosou se mizeme setkat napiiklad v mléce a mléénych vyrobcich, ve vejcich
nebo vovoci a zeleniné. Glukosa je také jednou z hlavnich stavebnich jednotek vétSiny

oligosacharidu a polysacharidu (2).
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Obrazek 7: Vzorec glukopyranosy (2)
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7 UV-VIS spektrofotometrie

Spektrofotometrii v ultrafialové a viditelné oblasti svétla fadime jako nejstarsi
fyzikalné-chemickou metodu. Radi se mezi optické metody, coZ jsou metody zaloZené na
interakci elektromagnetického zafeni a hmoty. Jelikoz pti absorpci UV a viditelného zatreni
excituje elektronovy systém, presnéji valen¢ni elektrony, nazyva se tento obor také ,,Oblast
elektronovych spekter (14).

Elektromagnetické zaifeni déli podle vinové délky do nékolika spekter. Pro tuto
spektroskopickou metodu, jak uz nazev napovida, vyuzivame ultrafialové zateni, které
odpovida vinové délce 10 az 400 nm a viditelné zafeni, které odpovida vinové délce 400 az
760 nm. Pro UV-Vis spektrofotometrii vSak pouZzivame rozsah vinovych délek 10 az 1000
nm, protoze sem spada jesté oblast 760 az 1000 nm, ktera je pro infracervenou spektroskopii

nevyznamna (14; 15).

7.1 Lambertiiv-Beertv zakon

Tento zdkon vyjadiuje vztah mezi absorbovanym zafenim, koncentraci absorbujiciho
prostiedi a jeho tloustkou. Absorbance je rovna tlousStce absorbujici vrstvy nasobené
koncentraci absorbujicich slozek a molarnim absorpénim koeficientem. Pokud je
absorbujicich slozek vice, je celkova absorbance dana souctem dil¢ich absorbanci (14; 15).

K odchylkdm od platnosti zdkona dochézi, pokud se veskera zariva energie, ktera se
absorbuje, nepfeméni na tepelnou, ale uvoliiuje se soucasné i fluorescenSni zafeni. Dalsi
moznost odchylky je pii méfeni vzorku obsahujiciho koloidni ¢astice (14).

Platnost Lambertova-Beerova zdkona se ovéfuje graficky, vynesenim zavislosti
absorbance na koncentraci vzorku pii konstantni tloust’ce absorbujici vrstvy. Pokud zakon
plati, je dana zéavislost linearni, jedna se tedy o kalibra¢ni kiivku. Pokud je pfitomna pouze
jedna absorbujici latka, prochazi tato piimka pocatkem, pti ptitomnosti dalsi latek je hodnota
na ose y posunuta o Ao, coZ je absorbance prostiedi (14; 15).

Mnozstvi absorbovaného zafeni nezavisi pouze na koncentraci a tloust’ce absorpéni
vrstvy, ale také na teploté, kde s rostouci teplotou roste mnozstvi absorbovaného zéateni. Tento
fakt je nutny zohlednit u méfeni, kde se teplota nesmi vychylit o vice nez 1 °C, aby

nedochazelo k nepfesnostem v méfeni (14).
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7.2 Méreni

Pfi méfeni je nutné konstantni pH a vysledna grafickd zavislost je poté zavislost
absorbance na koncentraci €inidla. Pro udrZeni konstantniho pH se pouzivaji tlumivé roztoky,
tzv. pufry. Jsou to smési kyselin, zasad a soli, které se pouzivaji k dosazeni pozadovaného pH
a k udrzovani stalého pH (14).

Pii spektrofotometrickém méfeni se daji pouzivat nejen Ciré roztoky, ale i roztoky,
které¢ byly piivodné zbarvené. Pro tyto roztoky se pouziva méteni se slepym vzorkem. Takto
se postupuje také naptiiklad u reakci probihajicich za vysSich teplot, kdy se za slepy vzorek
povazuje roztok pfipraveny za laboratorni teploty (14; 15).

Me¢teni mohou komplikovat latky, které¢ také absorbuji danou vlnovou délku. Pfi
téchto métenich se pouzivaji tzv. maskovaci ¢inidla. Jednd se o komplexotvorné latky, které
vazi do komplexu nechténé latky. Zaroven tyto latky nesmi ovliviiovat samotné méfeni,
naptiklad nesmi absorbovat zafeni. Jako maskovaci ¢inidla se pouzivaji naptiklad chelaton 3
nebo kyselina vinna (14).

Dalsi moznost, jak odstranit nezddouci vliv pfitomnych prvkl je piedbézna separace.
Pouziva se naptiklad chromatografie, extrakce, destilace nebo spolusrazeni (14).

Megfteni se provadi nejCastéji ve vodném prostiedi, dd se vSak provést i v prostiedi
organického rozpoustédla jako je ethanol ¢i dithiol (14).

Hledanou latku mizeme méfit pfimo, méfime tedy zaieni, které absorbuje, nebo

neptimo tak, ze méfime absorbanci latky, kterou nami hledana latka odbarvuje (14).

7.3 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni analyzu vzorku se nejcastéji pouziva kalibracni kiivka. Kalibraéni
ktivka je graficka zavislost absorbance na koncentraci absorbujici latky, kdy se pouzivaji
stejné podminky, jako pro meétfeni nezndmého vzorku, tedy stejné pH, teplota, pfistroj,
laborant a dal$i. Mnozstvi hledané latky v nezndmém vzorku se vypocitd z regresni rovnice
kalibra¢ni kiivky (14).

Dalsi moznosti je metoda piidavku, kde se nejdiive zméti neznamy vzorek a poté se
zméfi znovu se zndmym objemem roztoku o znamé koncentraci urcité latky. Je mozné pouzit
metodu vicenasobného standardniho pfidavku, kde se vytvaii grafickd zavislost absorbance na
koncentraci urcité latky v celkovém méfeném objemu (14).

Ptistroje neméfi pouze pfi jedné vinové délce, ale mize méfit pii vice najednou. Pro

ureni slozeni smési se pouzije tolik vlnovych délek, kolik latek chceme kvantitativné
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stanovit. Pro vypoCty poté pouZijeme soustavy rovnic, kde kazdé vinové délce odpovida jedna
rovnice. Pro vzorek se dvéma latkami hleddme vinové délky, kde je nejvétsi rozdil absorbanci

jednotlivych slozek, aby bylo méfeni co nejptesnéjsi (14; 16).

7.4 Pristroje a zarizeni

Pro meéteni pfi UV-Vis spektrofotometrii se pouzivaji pfistroje zvané fotometry Ci
spektrofotometry. Pifi méfeni se zaznamenava, jak se meéni zafivy tok pii prichodu
absorbujicim prostfedim. Fotometry se vyznacuji tim, Ze maji monochromatické zateni
vymezované filtry, naproti tomu spektrometry pouzivaji k monochromatizaci zafeni hranoly
nebo miizky (14).

Jedna se o méfici systém obsahujici zdroj zafivé energie, monochromator, kyvety se
vzorkem, ¢idla a mérné indikéatory absorpce. Pro lepsi vedeni zafivého toku obsahuji pfistroje
jesté pomocnou optiku, kam patii ¢ocky, clony, zrcadla nebo odrazové hranoly. Pouziva se
jednopaprskovy nebo dvoupaprskovy systém. U jednopaprskového systému se nejdiive
ptistroj kalibruje, naptiklad na ¢isté rozpoustédlo nebo destilovanou vodu, kde dostaneme
hodnotu 0. Nasledujici méfeni se poté vztahuji k dané hodnoté (14; 15).

U dvoupaprskového systému se monochromatické zareni rozdéluje na dva paprsky.
Pouzivaji se zde tedy dvé kyvety, kde kazdou prochazi jeden paprsek. V jedné kyveté je
srovnavaci roztok a v druhé nas vzorek. I v tomto piipadé se provadi kalibrace, kdy v obou
kyvetdch mdme srovnavaci roztok. Pomér zafivych tokl zjednotlivych kyvet muze
vyhodnocovat jeden spole¢ny nebo dva samostatné indikatory zafeni (14; 15).

Jako zdroj zafeni se pouziva nejCastéji vodikovd nebo deuteriova vybojka, kde
deuteriové spojité zafeni ma oproti vodikovému dvojnasobnou az trojnasobnou intenzitu (14;
15).

Jako monochromdtory se pouzivaji lamavé hranoly nebo mftizky, které se kombinuji
s odrazovymi zrcadly. Spojité zafeni je rozlozeno ohybem nebo lomem svétla.
Monochromatické zateni s pozadovanou vinovou délkou se od ostatnich odd€luje Stérbinou.
Je mozno pouzit také dvojity monochromator, ktery se skldd4d ze dvou hranolt nebo dvou
miiZek, pfipadné z kombinace hranolu a mfiZky. Dvojity monochromator poskytuje velmi
monochromatické zafeni. U fotometri se misto monochromatorti pouzivaji filtry, které
vymezuji co nejuz§i pas monochromatického zéafeni, nejsou vSak tak ucinné jako

monochromatory (14; 15).
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Kyvety se nej€astéji pouZzivaji hranaté s neménnou tloustkou vrstvy, vyrobené ze skla.
Vyjimka je UV zafeni, pro které se pouzivaji kiemenné kyvety (14; 15).

Vétsina Cidel pouzivanych pii UV-Vis spektrofotometrii je zaloZzena na principu
fotoelektrického jevu a jsou to naptiklad fotonky nebo fotoelektrické nasobice. Pro UV zateni

se pouziva modra fotonka, pro viditelné zatreni se pouziva ¢ervena fotonka (cesiova) (14; 15).

7.5 Vyuziti

V praxi se tato metoda vyuziva hojné pro svou jednoduchost. Pomoci této metody neni
vhodné stanovovat alkalick¢ kovy a kovy alkalickych zemin, je vhodnd pro stanoveni
ostatnich kovl a nekovi, stanoveni organickych latek, a dokonce i pro urcovani cistoty vody
¢i kontrolu vyrobnich procesti. UV-Vis spektrofotometrie se vyuziva ve vyzkumech
v anorganické a fyzikalni chemii nebo v biochemii (14).

Pro stanovovani prvkll je mnoho metod, kterymi se daji stanovit nejen prvky jako
takové, ale i prvky ve form¢ kationtti, anionti nebo komplext. Jako €inidla se pouzivaji rizné
anorganické, a hlavné organické latky. Do prvni skupiny cinidel patii kyseliny, nejcastéji
tvofici komplexni anionty, které prohlubuji zbarveni ptivodniho iontu. Podobné chovani maji
i ¢inidla druhé a tieti skupiny, kde vznikaji aminové nebo kyanidové komplexy. Casto se
stanovuji prvky na zaklad¢€ jejich vlastniho zbarveni, jako naptiklad stanoveni manganu ve
formé fialového manganistanu. Z organickych latek se jako Cinidla ¢asto pouziva dithizon,
azobarviva nebo Chelaton 3 (14; 15).

U stanoveni organickych latek se také pouzivaji Cinidla tvorici s latkou barevné
produkty. Opét se vice vyuziva organickych nez anorganickych ¢inidel. Z anorganickych
latek je typickym cinidlem Nesslerovo ¢inidlo, neboli jodortunatan draselny, Millonovo
¢inidlo, neboli roztok kovové rtuti v koncentrované kyseliné dusi¢né, ¢i Folin-Ciocalteauovo
¢inidlo (kyselina molybdato-wolframato-fosfore¢na). Z organickych c¢inidel jsou vyznamna

barviva, fenoly ¢i kyselina salicylova a sulfosalicylova (14).
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8 Petrzel

Petrzel patfi mezi dvouleté rostliny, dvouletd se vSak péstuje pouze pro semena, pro
potravinatské a jiné ucely se sklizi jiz po roce. Pro petrzel jsou typické 2x az 3x ¢lenéné az
slozené listy a vétvena lodyha. Kvéty petrzele jsou zelenobilé a mohou byt oboupohlavni
nebo pouze samci. Petrzel plivodné pochdzi z Evropy, piesnéji z okoli sttedozemniho moie
17).

Petrzel se péstuje ve dvou modifikacich, a to bud’ jako listova petrzel, pestovana
hlavné pro bohat¢ ¢lenéné listy, a kofenova petrzel, péstovana pro ztloustly a duznaty koten.
Pro kotfenovou zeleninu jsou typické podzemni jedlé bulvy, vzniklé¢ pfeménou kotene, jako
napiiklad u mrkve, petrzele nebo fepy, ze zakladu listu jako u cibule nebo ze stonkovych hliz,
coz je piiklad brambor (18).

Petrzel obecna pro své péstovani nepotiebuje zadné zvlastni klima, vyzaduje vlhkou a
hlubokou ptidu bohatou na humus. Petrzel je péstovana pro aromatické listy a pro koten, kde
oboje se pouziva jak v potravinafstvi, tak i jako 1é¢ivka (17).

Petrzel obsahuje glykosid apiin a silice obsahujici apiol ¢i myristicin. V listech
nalezneme mnoho vitaminu C, dokonce je vV petrzeli &tyfikrat vice vitaminu C nez
v pomeranc¢i. Jako dal$i vitaminy nalezneme V petrzeli A, B1, B2, B3, B6, E nebo kyselinu
listovou. Mimo vitamind obsahuje petrzel i mineralni latky, naptiklad vapnik, fosfor, draslik a
hot¢ik. Hlavnim zdrojem provitaminu A je nat’, kde nalezneme Ctyiikrat vice provitaminu A,
nez potiebuje lidsky organismus. Flavonoidy a silice jsou obsazeny v kotfeni, ale také
mnohem vice v semenech. V petrzeli je i velké mnozstvi chlorofylu (17; 19).

V I€katstvi se da petrzel pouzit k 1écbé mnoha chorob, jako naptiklad mocovych
kament, stfevnich parazitii ¢i revmatismu. Petrzel také zlepSuje traveni, snizuje krevni tlak a
posiluje zrak. Ve velkych mnozstvich miize dojit k podrazdéni ledvin ¢i poskozeni sliznice

traviciho traktu (19).
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9 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky pouZzivané k neutralizaci nadmérného mnoZstvi volnych
radikalt, které by v lidském téle mohly zplsobit urychleni starnuti bunék ¢i poskozeni
genetického vybaveni bunky. T¢lo si dokdze antioxidanty vyrabét samo ve formé enzymt,
antioxidanty pfijimané z potravy, jako napfiklad vitaminy a mineralni latky, obsahuji vSak
mnohem vice antioxida¢nich latek (20; 21).

Lidské télo si antioxida¢ni latky vyrabi ve form¢ hormoni, koenzymu Q ¢i enzymu
(21).

Antioxidacni vlastnosti maji téméef vSechny vitaminy. Vitamin A je vyznamny pro
imunitni systém, kde je nutny pro tvorbu bilych krvinek a protilatek, nebo pro zlepSovani
zraku. Vitamin C stabilizuje imunitu a psychiku lidského jedince. Vitamin C je dulezity
hlavné, kdyz je ¢lovék nemocny. V tomto ptipad¢ vzroste potieba vitaminu C dvacetkrat az
Ctyficetkrat. Stejné tak je vitamin C velmi dalezity pfi alergiich ¢i revmatismu. Pro vitamin E
je typické, ze zabranuje vzniku rakoviny a srde¢nim i mozkovym mrtvicim (20; 21).

Antioxidac¢ni latky nemaji pouze vitaminy, ale také naptiklad nékteré prvky. Jednim
Z nich je mangan, ktery podporuje spravnou funkci nervli a svalti a ma dualezitou funkci pfi
tvorbé hormonu §titné Zlazy. Dals$im vyznamnym prvkem je méd’, kterou lidské télo potiebuje
Kk tvorbé RNA a dokonce je i soucasti mnoha enzymu. Zinek je také soucasti enzymii. Mimo
to je velmi vSestranny a pomaha zmirfiovat mnoho nemoci (20).

Pro tuto praci jsou vyznamné flavonoidy, které patii mezi polyfenoly. Flavonoidy
mohou zvysit uc¢innost vitaminu C az na dvacetindsobek. V lidském téle zamezuji anémii,
pomahaji s 1é¢enim chudokrevnosti ¢i mirni sklony k velké krvacivosti. Flavonoidy jsou
schopny vézat prechodné kovy ¢i ovlivilovat nékteré enzymy. Pasobi v hydrofilnim i
lipofilnim prostiedi, ale zptisob jejich metabolismu a vstiebavani nebyl plné prostudovan (20;
21).

Dalsi latky s antioxidacnimi u¢inky maji vitaminy B komplexu, mineralni latky, jako
naptiklad hot¢ik, sodik nebo vapnik, ¢i stopové prvky, jako jsou bor, fosfor, jod, kifemik, nikl

nebo Zelezo (20; 21).
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10 Experimentalni ¢ast
Jako experiment byla provedena inhibice Maillardovych reakci pomoci extraktu

z kofene petrzele. Jako méfici metoda byla pouzita UV-Vis spektrofotometrie, kterou byl

pozorovan prub¢h reakci, a také bylo stanoveno mnozstvi polyfenolt v extraktech.

10.1 Pouzité pristroje
NozZovy mlynek Grindomix GM 200 (Retsch, Némecko)
Vahy KERN 440-35 N (KERN, Némecko)
Analytické vahy KERN ABT 2204 M (KERN, Némecko)
Rotaéni michadlo (VWR International)
Horkovzdusny sterilizator HS62A (Chirana, Ceska republika)
Centrifuga Universal 320 (Hettich, Némecko)
Centrifuga MiniStar silverline (VWR International)
Vodni lazen Memmert WNB 22 (Memmert, Némecko)
UV-Vis spektrofotometr UV 2600 (Shimadzu, Japonsko)

10.2 Pouzity software
UVProbe (Shimadzu, Japonsko)
Word a Excel, edice Office 365 (Microsoft, USA)

10.3 Pouzité chemikalie
Fosfatovy pufr pH 7,0 (tablety)
D-glukosa-monohydrat &istoty p.a. (PENTA, Ceska republika)
L-lysin-monohydrat Cistoty 99 % (Merck, Némecko)
96 % ethanol (Lach-Ner, Ceské republika)
Kyselina galova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Folin a Ciocatheu’s phenol reagent

Uhli¢itan sodny ¢&istoty p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
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10.4 Piiprava extrakti

Pro prvni extrakt byla petrzel nakrajena na mensi Casti a mleta po dobu 15 sekund pfti
rychlosti 6 000 otacek za minutu (nozovy mlynek Grindomix GM 200). Po namleti byly
navazeny 3 g petrzele (vahy KERN 440-35 N) a dany do 30 ml roztoku fosfatového pufru o
pH 7,0. Pufr byl ptfipraven rozpusténim jedné tablety ve 100 ml destilované vody.

Pro druhy a tieti extrakt byla petrZel nakrajena na kolecka a suSena 12 hodin pii
teploté 50 °C (horkovzdusny sterilizator HS62A). Po suSeni byla petrzel nadrcena ve tfeci
misce. Nadrcena petrzel byla navazena po 3 g (vahy KERN 440-35 N) a dana do roztoku
fosfatového pufru pH 7,0 (stejna ptiprava jako u prvniho extraktu) nebo do roztoku 60 %
ethanolu, ktery byl pfipraven smichdnim 250 ml 96 % ethanolu a 150 ml destilované vody.

Vsechny tfi extrakty byly hodinu michany na rotaénim michadle (VWR), aby se
petrzel extrahovala. Po hodiné michani byly dany do centrifugy (centrifuga Universal 320) na
15 minut pii rychlosti 5 000 otacek za minutu. Pfed pouzitim byl ze zkumavek odpipetovan
roztok, ktery byl dan jest¢ na 5 minut do odstiedivky (centrifuga MiniStar silverline)

s rychlosti 6 000 otacek za minutu.

10.5 Piiprava roztoki glukosy, lysinu a kyseliny galové

Pro reakci byly ptipraveny roztok glukosy a roztok lysinu. Pro tento experiment byl
pouzit reakéni pomér glukosa:lysin = 2:1, a proto byl pfipraven roztok glukosy o koncentraci
0,1 mol/l a lysinu o koncentraci 0,05 mol/l. Pro 100 ml roztoku glukosy bylo navazeno 1,9817
g monohydratu glukosy a pro 100 ml roztoku lysinu bylo navaZeno 0,82105 g monohydratu
lysinu. Dané roztoky poté byly smichany 1:1, pfesnéji se do kazdé zkumavky bylo
odpipetovani 2,5 ml roztoku glukosy a 2,5 ml roztoku lysinu.

Roztoky kyseliny galové byly pfipraveny postupnym fedénim zasobniho roztoku

kyseliny galové v ethanolu o koncentraci 500 pg/ml.
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10.6 Postupy metod analyz

10.6.1 Stanoveni polyfenolickych latek

Ke stanoveni polyfenolickych latek byla vybrana metoda kalibraéni kiivky, ktera byla
provedena na kyselinu galovou.

Nejdiive byla provedena casova optimalizace pro koncentraci kyseliny galové 40
ug/ml, kde pro nasledujici reakce byl vybran cas 25 minut. Tento ¢as byl vybran z grafické
zéavislosti absorbance na Case (graf 1), kde byl zvolen bod, ve kterém uz neni riist absorbance

s casem tak strmy a hodnota absorbance se ustaluje.

Casova optimalizace

0,29 - *
0,28 - g
w
2 0,27 - ®
0,26 - *®

0,25 -

0,24 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

t [min]

Graf 1 Casova optimalizace pro koncentraci kyseliny galové 40 pg/ml

Do zkumavky bylo odpipetovano 5 ml destilované vody, 1 ml roztoku kyseliny galové
o dané koncentrace / extraktu a 0,5 ml ¢inidla (Folin—Ciocatteu). Zkumavka byla nechana po
dobu 5 minut ve tmé. Poté byl pfidan 1 ml 5 % roztoku Na,COz a zkumavka byla opét
umisténa do tmy, tentokrat na dobu 25 minut. Jako dikaz pfitomnosti polyfenolli zménil
roztok barvu ze zluté na zelenou. Po probéhnuti reakce byla zmétena absorbance pti vinové

délce 765 nm (UV-Vis spektrofotometr).
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10.6.2 Prubéh Maillardovych reakei

Do zkumavky bylo odpipetovano 2,5 ml roztoku glukosy a 2,5 ml roztoku lysinu.

Do deviti zkumavek s roztoky glukosy a lysinu byl pfidan 1 ml roztoku fosfatového
pufru, do dalSich deviti zkumavek byl pfidan 1 ml roztoku extraktu syrové petrzele v roztoku
fosfatového pufru, do dalSich deviti zkumavek byl pfidan 1 ml roztoku extraktu suSené
petrzele v roztoku fosfatového pufru, do dalsich deviti zkumavek byl ptidan 1 ml roztoku 60
% ethanolu a do poslednich deviti zkumavek byl pfidan 1 ml roztoku extraktu susené petrzele
v roztoku 60 % ethanolu.

Vsechny zkumavky byly zahtivany ve vodni 1dzni pii teploté 90 °C (vodni lazen
Memmert WMB 22). Z kazdé skupiny deviti zkumavek byly tfi zahtfivany 0 minut, dalsi tfi 60
minut a posledni tfi 120 minut. Po uplynuti daného Casu byly zkumavky ochlazeny, aby se
zastavil prub¢h reakce. U vSech zkumavek byla zmétena absorbance pii vinové délce 420 nm

a poté byly vysledky porovnany mezi sebou.
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11 Vysledky méreni
U naméfenych hodnot byl vypocitan aritmeticky pramér absorbanci a jejich primérna
odchylka. Z primérné odchylky byl, spouzitim Studentova rozdé€leni s intervalem

spolehlivosti 95 %, vypoc¢itan kvantil.

11.1 Stanoveni polyfenolickych latek
Jak jiz bylo zminéno, polyfenolické latky byly stanovovany pomoci metody kalibra¢ni
kiivky na kyselinu galovou (graf 2) a vysledky jsou vyjadieny jako ekvivalent kyseliny

galové. Hodnoty namé&ifené pro sestaveni kalibra¢ni kiivky jsou v tabulce 1.

Tabulka 1 Hodnoty pro kalibra¢ni kfivku kyseliny galové

¢ [ng/ml] 5 10 20 40 80 120 160

A (765 nm) 0,036 0,074 0,147 0,285 0,625 0,958 1,272

Kalibracni krivka

A =0,008c-0,0139
R? =0,9995

A (765 nm)

0 50 100 150 200
¢ [pg/mi]

Graf 2 Kalibra¢ni kiivka na celkovy obsahu polyfenolickych latek s vyuzitim kyseliny galové
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Tabulka 2 Hodnoty pro jednotlivé extrakty

Syrova petrzel (fosfatovy Susena petrzel
pufr pH 7) Fosfatovy pufr pH 7 60 % ethanol
A (765 nm) ¢ [ug/ml] A (765 nm) ¢ [ng/ml] A (765 nm) ¢ [ng/ml]
0,136 18,7 0,420 54,2 0,561 71,9
0,143 19,6 0,431 55,6 0,577 73,9
0,135 18,6 0,442 57,0 0,580 74,2
Primérna Primérna Primérna
hodnota 19,0 hodnota 55,6 hodnota 73,3
Kvantil 1,0 Kvantil 2,2 Kvantil 2,3

Z rovnice regrese kalibra¢ni kifivky a naméfenych hodnot pro jednotlivé extrakty
petrzele (tabulka 2) bylo stanoveno mnozstvi polyfenoli v jednotlivych extraktech, a to v
prvnim extraktu syrové petrzele ve fosfatovém pufru pH 7,0 na 19 £ 1 pg/ml, v druhém
extraktu susené petrzele ve fosfatovém pufru pH 7,0 na 55,6 + 2,2 pug/ml a ve tietim extraktu
petrzele v 60 % roztoku ethanolu na 73,3 £ 2,3 pg/ml.

Jak je wvidét zvysledki méfeni, suSeni petrzele vyrazné zvySilo mnoZstvi
extrahovanych polyfenolickych latek. Nutné je zminit to, Ze kofen petrzele obsahuje velké

mnozstvi vody, neni tudiz totéz vazit nesuSeny a suSeny koten petrzele.

11.2 Pribéh Maillardovy reakce

JelikoZz extrakty nebyly zcela bezbarvé, byla od primérnych hodnot absorbanci
odectena primérna hodnota absorbance v ¢ase 0. Byly vytazeny vysledky méfeni, u kterych
doslo k prokazatelnému tiniku kapaliny pii reakcich (netésnost vi¢ek u reakénich zkumavek).

V prvni ¢asti byl pouzit jako prostiedi fosfatovy pufr pH 7,0. Primérna hodnota
absorbance v ¢ase 0 pro reakci bez extraktu v prostiedi fosfatového pufru je tato hodnota
0,009, pro reakci v pfitomnosti extraktu syrové petrzele ve fosfatovém pufru 0,081 a pro
reakci za pritomnosti extraktu susené petrzele ve fosfatovém pufru na 0,090. Zbylé namétené
hodnoty se nachazeji v tabulce 3. Pro snadné&jsi porovnani byl vytvoten sloupcovy graf (graf
3).
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V druhé casti byl jako prostfedi pouzit 60 % roztok ethanolu. Priimérna hodnota
absorbance v ¢ase 0 pro reakci bez piitomnosti extraktu v prostiedi 60 % roztoku ethanolu je
0,017 a pro reakci za piitomnosti extraktu suSené petrzele v 60 % roztoku ethanolu 0,789.

Zbylé namétené hodnoty se nachézeji v tabulce 4. Pro snadné¢j$i porovndni byl vytvotfen

sloupcovy graf (graf 4).

Tabulka 3 Naméfené a vypocitané hodnoty pro prostredi fosfatového pufru pH 7

Fosftatovy pufr pH 7 | Fosfatovy pufr pH 7 | Fosfatovy pufr pH 7

+ syrova petrzel + suSend petrzel
Cas [min] 60 120 60 120 60 120
0,082 0,294 - 0,332 0,080 -
A (420 nm) 0,074 0,247 0,111 0,308 0,159 0,311
0,097 0,258 0,094 0,323 0,191 0,363
Primérna hodnota 0,084 0,266 0,103 0,321 0,143 0,337

Prumérna hodnota —

primérna hodnota v ¢ase 0 0,076 0,258 0,021 0,240 0,053 0,247

Kvantil 0,020 0,043 0,025 0,020 0,099 0,076

Fosfatovy pufr pH 7

0,350
0,300
E 0,250
g 0,200 mott
S 0,150
< 0,100 W pH 7 + syrova petrzel
0,050 - I pH 7 + susena petriel
0,000 ;
60 120

t [min]

Graf 3 Grafické porovnani hodnot v prostiedi fosfatového pufru pH 7
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Tabulka 4 Namétené a vypocitané hodnoty pro prostiedi 60 % roztoku ethanolu

60 % roztok ethanolu

60 % roztok ethanolu +

suSena petrzel

Cas [min] 60 120 60 120
0,157 0,377 - 1,203
A (420 nm) 0,138 0,462 0,835 0,951
0,161 0,501 - 1,047
Prumérna hodnota 0,152 0,447 0,835 1,067
Prumérna hodnota —
pramérnd hodnota v ¢ase 0 0,135 0,430 0,046 0,278
Kvantil 0,022 0,109 0 0,213
60% roztok ethanolu
0,600
0,500
E 0,400
S 0,300
< B Ethanol
< 0,200
B Ethanol + susena petriel
0,100 -
0,000 o

60

120

t [min]

Graf 4 Grafické porovnani hodnot v prostiedi 60 % roztoku ethanolu

Z danych hodnot lze fici, Ze u extrakti petrzele ve fosfatovém pufru pH 7 je inhibice
diskutabilni, naproti tomu u extraktu petrzele v 60 % roztoku ethanolu je inhibice znatelna.

Ze ziskanych hodnot pro stanoveni polyfenolickych latek by se vSak dalo ocekavat, ze
inhibice pomoci extraktu susené petrzele ve fosfatovém pufru pH 7 bude mnohem vyrazngjsi

nezZ u extraktu syrové petrzele ve fosfatovém pufru pH 7. U extraktu suSené petrzele v 60 %

roztoku ethanolu byla inhibice nejvyraznéjsi, coz bylo ocekavano.
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11.2.1 Vizualni porovnani

Pii vizudlnim porovnéani je jasné vidét hnédnuti se zvySujici se dobou zahiivani.

vvvvvv

zde obrazky 8 — 11.

Obrazek 11 Reakce s ptitomnosti extraktu susené petrzele v prostiedi 60 % roztoku ethanolu
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Zavér

Maillardovymi reakcemi vznika fada produktl, které maji kladny vliv na potraviny,
presnéji na jejich barvu, chut’ nebo viini, ale také produkty s karcinogennimi a mutagennimi
ucinky. Kvili témto produktiim se hledaji moznosti inhibice.

Pomoci UV-VIS spektrofotometrie byly zméfeny absorbance pro reakce v prostiedi
fosfatového pufru pH 7,0, kde k inhibici byl pouzit extrakt z nesusené a extrakt ze suSené
petrzele v prostiedi fosfatového pufru pH 7,0, a v prostiedi 60 % roztoku ethanolu, kde byl
K inhibici pouzit extrakt ze susené petrzele v 60 % roztoku ethanolu. Z namétenych vysledku
1ze Fici, ze inhibice pomoci extraktd petrzele ve fosfatovém pufru pH 7 nejsou zcela prikazné,

ale pomoci extraktu susené petrzele v 60 % roztoku ethanolu je inhibice znacna.
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