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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva studiem Maillardovy reakce se zaméfenim na antioxidacni
vlastnosti vznikajici béhem reakci s rutinem jako antioxidantem. Teoretickd Cast prace se
veénuje popisu jednotlivych fazi Maillardovy reakce, stru¢nému popisu vstupuyjicich latek,
metod méteni antioxidaénich vlastnosti, ovlivnéni pH prostiedi a pouzitych metod pro méfeni
vzniklych produkti. V experimentalni Casti byly analyzovany vzorky glukozy, lysinu a rutinu
v roztocich o pH 3,7 a 10. Dale u téchto vzorka byly stanoveny antioxidacni vlastnosti, popsana

tvorba meziprodukta a kone¢nych produkti Maillardovy reakce pfi pouziti metody UV-Vis.

KLIiCOVA SLOVA

Maillardova reakce, antioxidacni vlastnosti, UV-Vis, kapilarni izotachoforéza, glukoza,

lysin, rutin

TITLE

Study of the Maillard reaction
ANNOTATION

The thesis is aimed at studying Maillard’s reaction focusing on the determination of
antioxidant properties arising during reactions using rutin as an antioxidant. The theoretical part
of the work is devoted to describing the different phases of Maillard’s reaction, a brief
description of the input substances, the antioxidant properties used during the experimental
work, the influence of pH and the methods used to measure the resulting products. In the
experimental part, glucose, lysine and rutin samples were analyzed in solutions at pH 3, 7 and
10. Furthermore, antioxidant properties were established in these samples, the formation of
intermediates and end products of the Maillard reaction was described using the UV-Vis
method.

KEYWORDS

Maillard reaction, antioxidant properties, UV-Vis, capillary izotachophoretic, glucose, lysin,

rutin
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UvoD

Maillardova reakce je jednou ze zakladnich reakci doprovazejici lidstvo témet denne.
Predstavuje neenzymatické hnédnuti, se kterym se setkdvame pti kazdé tepelné upraveé vsech
potravin obsahujicich sacharidovou a aminokyselinovou slozku. Tedy pii peCeni masa, peciva,
grilovani nebo smazeni. Proces Maillardovy reakce je velmi slozity d¢j. Behem reakci dochézi
k n€kolika fazim se vznikem produktd s charakteristickou barvou, vini a chuti. Hlavnim
rozdélenim je vznik meziproduktd a konecnych produktti Maillardovy reakce. Reakci mohou
ovliviiovat dalsi latky, napfiiklad antioxidanty. Ty jsou dulezité pro vychytavani volnych
radikald vznikajicich pfi vyssich teplotach zahfivani reak¢éni smési. Radikaly maji vyznamny
negativni vliv na lidské zdravi a jejich sledovani v potravinach je proto stale aktualng;$i téma.
Pridavky antioxida¢nich latek do potravin chrani lidsky organismus pied pasobeni Skodlivych

radikalu.

Diplomova prace je zaméfena na popis prubéhu Maillardovy reakce, vstupni smési
sacharidové, aminokyselinové a antioxida¢ni slozky. Pro vyzkumnou ¢ast byla vybrana
kombinace glukozy, lysinu a rutinu. Reakce je siln€ zavisla na pH prostiedi, proto byl
experiment provadeén v oblasti kyselé (pH 3), neutralni a bazické. Pravé pH mé vliv na vznik
meziproduktt, konecnych produkti a antioxidaCnich vlastnosti je bran velky zietel a je

sledovano, jak ovliviiuje reakci.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Historie popisu Maillardovy reakce

Maillardova reakce nese nazev podle francouzského biochemika Louis Camille Maillarda
(1878-1936), ktery poprvé zaznamenal vyznam této reakce pro potraviny a biologické systémy
(Maillard, 1912). Jednim z hlavnich poli studia Maillarda byla reaktivita redukujicich cukri.
Pozoroval pfti reakci za zvySené teploty mezi cukry a aminokyselinami, polypeptidy, proteiny
(taktéz mezi polysacharidy a polypeptidy nebo proteiny) tvorbu Zluto-hnédych pigment. Timto
objevem dal Maillard zéklad pro studium jedné z nejvyznamnéjsich reakci organickych
sloucenin odehravajici se v pifevazné v potravinach, ale s vyznamem 1 v patologii biologickych
systémd.

Maillardova reakce byla rozpoznana védeckou komunitou za podstatnou az v roce 1948 —
ztrata nutritivni hodnoty pfi zahfivani mlécnych produktd. Od tohoto roku zacal trend
vzrustajiciho mnozstvi ¢lank popisyjicich vliv podminek na jako je pH, teplota, slozeni cukra
na kvalitu potravin [1].

V roce 1953 chemik John E. Hodge integroval znama data publikovana k této reakci
a navrhl zakladni schéma Maillardovy reakce. Toto review je dodnes (i kdyz s modifikacemi)
povazovano za zakladni referencni princip Maillardovy reakce. Hodge zduraznil vyznam

Amadoriho sloucenin a jejich reakéni drahy na vysledek Maillardovy reakce [1].

1.2 Maillardova reakce

Maillardova reakce je velmi zadany proces degradace organickych sloucenin, ke kterému
dochazi ptfi peCeni ¢i opékani masa, peCiva, zeleniny ¢i karamelizaci cukru, diky Cemuz
ziskavaji takto upravené potraviny svou specifickou chut a vini [2]. K reakci dochazi vétsinou
za vysoké teploty. Stejné¢ jako u masa a peCiva plati obecné u vSech reakci degradace
organickych sloucenin, ze vznikajici produkt je zbarven zpravidla dohnéda [3]. Proto jsou tyto
reakce souborn€ taktéz nazyvany jako reakce neenzymatického hnédnuti (z angl. ,,browning

reaction™).

1.3 Chemicka podstata Maillardovy reakce
Od Maillardova objevu uplynulo vice nez 100 let, ale vzhledem ke komplexité této reakce
nejsou doposud vSechny kroky reakce znamy. Dodnes plati za nejuznavanéjsi koncept pro

pochopeni obecného mechanismu Maillardovy reakce model z roku 1953 od Hodgeho,
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ktery podchycuje zé&kladni komplexni povahu Maillardovy reakce vcetné variability
vysledného produktu reakce (upravena verze Hodgeho modelu - Obrazek 1).
ADOZ: amin —Hno N-SUBSTITUOVANY
' ) ULi KOS YLAIMIN
A:niador]
preskuBjem
1-AMEnO- 1-DEOXY-2-KETOZA
—2H-,0
SCHIFFOVA BAZE
odvozena zHMF PRODUKTY STEPEM
nebo FURFURAL (acetoL butandion.
EEDUKTONT oxopropanal. apod.)
+2H -2 H
CLARY
-amin
+HNO OEKYDRORIOLT-CTOXY
Strecberova
degradace
[IMF nebo .
~LK.-T.TUbL amin
-CO
ALDEHYDY
ALDOLT _amin
bezdusikate POLYMERY
amin
amin -aimn -amin
ATELAZIOD IXi

t-ZXEDE DL SKATE POLYYZERY A Z-TOPOLYAZERY

Obrazek 1 Upraveny Hodgeho model Maillardovy reakce (Nursten, 2005, upraveno)
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Hodge rozdélil Maillardovu reakci do tfi ¢asti [3]:

1. Pocatecni faze: produkty bezbarvé bez absorpce UV zareni
Reakce A: Kondenzace cukru a aminu
Reakce B: ~ Amadoriho pfeskupeni
2. Pokrocila faze: produkty bezbarvé nebo Zluté, silna absorpce UV zareni
Reakce C: Dehydratace cukru
Reakce D: Fragmentace cukru
Reakce E: Degradace aminokyselin (Streckerova degradace)
3. Konecna faze: velmi barevné produkty
Reakce F: Kondenzace aldolu
Reakce G: Kondenzace aldehydu a aminu, tvorba heterocyklickych
dusikatych sloucenin

Reakce H: Reakce volnych radikal
1.3.1 Jednotlivé faze Maillardovy reakce

1.3.1.1. Reakce A: Kondenzace cukru a aminu

Tato reakce je reprezentovana na Obrazku 2. Kazdy z krok( v téchto reakcich je
reverzibilni. Prvnim krokem je reakce aldézy s aminem, pfi které vznikne aminohydroxy
uhlovodik (reakce urychlena zésaditym pH), ktery po dehydrataci dava Schiffovu bazi.
Vysledny produkt této faze - N-substituovany glykosylamin mdze byt opétovné aplikovan

do prvniho kroku reakce jako kterykoliv jiny amin [3,4].

RNH RN RNH
CHO CHOH CH CH-----mmmmmm-
+RNH2 -H 26i
(CHOH), (CHOH), ~ *  (CHOH)n (CHOH)n, o
chZ2oh ch2h ch2oh CH--mmmmmees
aldéza aminohydroxy Schiffovy zasady 9
slouceniny chzoh

N-substituovany
glykosylamin

Obrazek 2 Schéma reakce A, kondenzace cukru a aminu [4]
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1.3.1.2. Reakce B: Amadoriho preskupeni

Tato reakce (Obrazek 3) je katalyzovana kyselym prostfedim, ale probiha i spontanné pfi
25 °C. Ve vétsiné pripadl tato reakce neni reverzibilni. Reakce této faze spocivaji ve vzniku
kationtu Schiffovy béaze (kyselé pH) a po néasledném odtrZzeni protonu vznika enol forma a
izomeraci keto forma 1l-amino-2-deoxy-2-ket6zy. Vysledné produkty Amadoriho pfeskupeni
jsou relativné stabilni. Amadoriho preskupeni probihd u aldéz, u ketdéz probiha podobnym

zplUsobem tzv. HeynsOv pfesmyk, ktery produkuje 2-amino-2-deoxyaldozy [3,4].

RNH RNH RNH RNH
| 1
T CH CH ch2
[ +H- S+
(CHOH)n_, o -» COH co
|
T (CHOH) (CHOH)A, {CHOH)n !
[
ch2h CH20H CH20H CH20H
N-substituovany kation Schiffovy enolova farma ketonova forma
gtykosylamin zésady N-substituované t-amino-2-deoxy-2ket6zy

Obrazek 3 Schéma reakce B, Amadoriho preskupeni [4]

1.3.1.3. Reakce C: Dehydratace cukrd
Existuji dvé alternativni cesty reakce dehydratace cukrl, které probihaji v zavislosti

na podminkach hodnoty (Obrézek 4):

> 1,2-enolizace (Obrazek 4, horni ¢ast schéma)

Tato reakce probiha za kyselych podminek. Vzniké& nejprve z ketozaminu enaminol,
ze kterého pfi néasledujici eliminaci hydroxylové skupiny vznika 3-deoxy-1,2-dikarbonyl.
Nasledujici reakce vedou aZz ke tvorbé furfuralu. Furfuraly tvofi hnédé slouceniny
za pritomnosti amind [4].

> 2,3-enolizace (Obrazek 4, spodni €éast schéma)

Probihd v neutralnim nebo zasaditém pH, pfi kterém probihd prvni reakce pFes 2,3-
enolizaci. Nasleduji dalsi reakce s tvorbou 1-deoxy-2,3-dikarbonylu, kterd nésledné vede
k tvorbé reduktond. Reduktony jsou slouceniny s endiolovou skupinou, kterd je nedaleko
karbonylové skupiny, v podstaté jsou to produkty cukru po ztraté dvou molekul vody (ztrata tfi
by vedla k tvorbé furfuralu). Reduktony maji skupinu - C(OH):C(OH) -, podobné jako kyselina

askorbova. Reduktony tvofi hnédé slouceniny za pfitomnosti amind [3,4].
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1.3.1.4. Reakce D: Fragmentace cukr(l
Schéma téchto reakci fragmentace cukru uvedeno na Obrazku 5. Princip, pfi kterém
dochazi k fragmentaci cukr(, se oznacuje jako dealdolizace (avSak oxidativni $tépeni mlze téz
hrat roli) [5]. Stépeni hexdzy miize dat vzniku produktd o délce uhlikového fetézce 5+1 nebo
4+2 nebo 3+3. PfiCemz tyto fragmenty uhlovodiku, které si udrzi a-hydroxymetylkarbonylovou
skupinu prodélaji samy dalSi reakce vedouci k hnédnuti [4].
Produkty Streckerovy degradace postupuji reakcemi pro tvorbu hnédych produktd

dvéma zplsoby:

1) Prvni mozZnostije stav, kdy vznikly aldehyd mlzZe podstoupit aldolovou kondenzaci, pfi
které vznikaji bezdusikaté polymery nebo mdze reagovat aminy pro tvorbu
melanoidind. Touto reakci v8ak vznika pouze mala ¢ast vyslednych produktl hnédnuti
[4, 5].
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2) Druhou mozZnostije, Ze dehydroreduktony derivované z Amadoriho produktl procesem
dehydratace a dehydrogenace nebo dikarbonylové produkty Stépeni reaguji
s aminokyselinami atvofi melanoidiny. Kyselina askorbova muizZe taktéz zastavat funkci

dikarbonylové slouceniny v této reakci [4,5].

MIR NIIR
CHrOH
—R\H
dmvdroxvaceton
+11,0
retroaldohzace ch2oh
CHOH CH->OH
CHOH (HO
CMOH (HOH glvceraldehyd
CHrOH i
CHIOH CH3 kyshna
.Amadoriho produkt octova
P CO oxidauvni COOH
pyruvaldehyd | - +
CcO stepem COOH )
CHO | kvsKna etvkolova
CH20H ch2o0h
+
CHO ;
retroaldohzace glyceraldehyd CHO prestavba COOH kvskna
CHOH kys citrénové octova
CH20H CH slvkolaldehvd cHO
retroaldohzace kvshna oxidace dvoxal
COOH :nova CHO
oxidatmu $tépeni COOH
(HOH
CHOH
CHOH
N\
CHOH dehvdratace CH"OH
Lzomakol
CH,OH (tvorba furanu)
COCH
1-deoxy-2J-diket6za dehvdratace
(tvorba pyranu)
CH, CH,
redukce |
iOH CiO
2 mol CHi.CO.CHO coH -hd coH hydrolyza
pyruvaldehyd
. CHOH
hydrolyza .
CHvCO.CO.CH20H diacetvl
+ CH3.COOH kyselina octova
CHOH _ COOH
CHi.CO.CO.CHO
CO  hydrolyza + CHi-CHO acetaldehvd
CH3.co.cH,OH acetol
diaceulformom + CH3.CO.COO\I Kkystina pyrohroznova

Obrazek 5 Schéma reakce D, fragmentace cukrl [4]
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1.3.1.5. Reakce E: Degradace aminokyseliny (Streckerova degradace)

PFi této reakci jsou a-aminokyseliny oxidovany pomoci oxidacnich Cinidel do formy
aldehydu s aminokyselinovou strukturou o jeden uhlik kratsi. Iniciace této reakce zapocina
pomoci a-dikarbonylovych sloucenin a nékterych jejich derivatd. Mechanismus reakce se mlze
liSit v zavislosti na typu oxidacniho ¢inidla a struktufe aminokyseliny, avSak obecné mizeme
tuto reakci reprezentovat ndsledujicim schématem [3,4,5]:

R.CHNH2 COOH+R.CO.CO.R"* R.CHO + CO2+ R.CHNH2 CO.R"

Vstupnimi latkami této reakce mohou byt aldézy, ketézy, derivaty mastnych kyselin,
nebo tfeba vitamin K. Studie s radioaktivné znatenym COz2 prokézaly, Ze vice nez 80 % CO:2

pochazi pravé z aminokyslin [6], coZ koresponduje se zminénou reakci.

1.3.1.6. Reakce F: Kondenzace aldolu
Aldehydy mohou vznikat v reakcich C, D a E, pfiemz mUlZou reagovat mezi sebou
pomoci aldolové kondenzace. Do této reakce mohou vstupovat i dalSi karbonylové slouceniny
vznikajici pfi oxidaci lipid(. Tato reakce je katalyzovana aminy, jejich solemi ale napfiklad
i pomoci albuminu. Nasledujici reakce vedouci az v produkty hnédnuti byly popsany
u furfuralu, 2-oxopropanoat, méné casto s cukry a aldoly samotnymi. Na Obrazku 6 je uveden
jeden z pfikladl kondenzace aldold - produkty S$tépeni cukrd reaguji principem aldolové

kondenzace pro vznik chinond [4,6].

1.3.1.7. Reakce G: Kondenzace mezi aldehydem a aminem, tvorba
heterocyklickych dusikatych sloucenin

Aldehydy obzvlasté a,P-nenasycené reaguji za nizkych teplot s aminy pro tvorbu

polymernich, vysokomolekularnich, barevnych, dusikatych (3-4 %) produktd neznamé

struktury, které také nazyvame melanoidiny. Bylo demonstrovano, Ze tyto polymery obsahuji

mj. pyridiny, pyraziny, pyrroly a imidazoly [3,4,5].
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Vysledné sloZeni melanoidinu se lis§i v zavislosti na sloueninach, které vstupovaly

do reakce projeho tvorbu [4], napFiklad:

Glukéza + glycin ~ vysoky podil hydroxylovych skupin

Furfural + glycin A vysoky podil etheru

Pro charakteristiku vznikajicich melanoidind byly pozorovany nasledujici pravidla:

1) Pro tvorbu vysokomolekularnich sloucenin je dilezitéjsi teplota nez ¢as [7].

2) Eliminace molekul H20 a CO2 je CastéjSi za vySSich teplot (100 °C - 54 %) oproti
niz8im teplotdm (68 °C - 30 %) [7].

3) Dusikaté melanoidy (obecné tmavsiho zbarveni) vznikaji Castéji za podminek vyssi

teploty a soucasné vyssi pH hodnoty [8].

1.3.1.8. Reakce H: Reakce volnych radikal(

PFitomnost volnych radikall v pribéhu Maillardovy reakce je znama, avsak popis
postupu, kterym mohou pfFispivat k hnédnuti, byl uveden az v roce 1983 [9]. VolIné radikaly
byly detekovany pfed vznikem Amadoriho produktl [10] a zaroveit Amadoriho produkty jsou
zodpovédné za asi 50 % produktd hnédnuti [11]. Z toho nutné vyplyva, Ze pro vznik produktd
hnédnuti jsou tak mozny dvé cesty - pomoci radikalli nebo pomoci iontd.

Vznik volnych radikald je podminén pfitomnosti glykosylaminl [11] s néaslednou
tvorbou Schiffovy baze a oxidaci pro umoznéni retroaldolizace. Av3ak k pfimé tvorbé volnych
radikalt dochazi aZ po tvorbé sloucenin jako jsou glyoxal a glykolaldehyd (vznikajici redukci

glyoxalu) [11], reak&nim mechanismem zn&zornénym na Obréazku 7.

CHO +2 RNH2
2 | >
ch2oh _4H2°

glykolaldehyd disubstituovany radikalovy kation dikatiou
diliydropyrazin

Obréazek 7 Schéma tvorby radikéalovych kationtl [4]

19



Tvorba radikald (sou¢asné vedouci ke zvyseni mnozstvi produktd hnédnuti) je obecné
zvysena pfi del$im Case a za vyssi teploty prazeni kdvovych zrn. Takovato tvorba radikall byla

asociovana s pritomnosti 1,4-pyrazoniovymi derivaty [12].

1.3.2 Reakce hnédnuti
Reakce hnédnuti zahrnuji Sirokou $kalu rGznych reakci, které mnohdy nelze odlisit
jednu od druhé. Hlavni kategorizace je v3ak lehce odlisitelnd podle enzymatické aktivity,

na enzymatické a neenzymatické.

1.3.2.1. Enzymatické hnédnuti

Typickym pfikladem této kategorie je hnédnuti ovoce a zeleniny. P¥i téchto procesech
dochézi k velkym ztratdm na kvalité potravin u tropickych plodin, které byvaji transportovany
del$i dobu. Tomuto jevu podlehne az 50 % transportovanych potravin, zpravidla ovoce
a zeleniny [13]. Zatuto reakci je zodpovédny enzym polyfenol oxidaza, ktery umoZziuj e oxidaci
fenoll atmosferickym kyslikem. PFi této reakci dochazi k zavadéni hydroxy skupin
na aromatickém jadfe a k nésledné oxidaci hydroxylovych skupin. Vyslednym produktem
enzymatické reakce jsou slouceniny typu benzochinony (Obrazek 8). Tyto produkty mohou
dale podstupovat neenzymatické oxidativni reakce, jejichZ findlnim produktem jsou hnédé

pigmenty melaniny [14]

Obrazek 8 Zakladni reakce enzymatického hnédnuti [4]

1.3.2.2.  Dalsi reakce neenzymatického hnédnuti
Neenzymatické hnédnuti se odehrdvd bézné u potravin pfi tepelném opracovani.
Od enzymatickych reakci se tedy jasné odliSuji podminkami, které by jakoukoliv enzymatickou

aktivitu znemoznily. Tento typ reakci se rozdéluje do nékolika typd, avsSak jednotlivé typy
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reakci déavaji produkty, které si jsou svou chemickou strukturou podobné. Zaroven produkty
jednoho typu neenzymatického hnédnuti mohou vstupovat jako meziprodukty do jiného typu
reakce neenzymatického hnédnuti (napt. furan a furfural vznika pii degradaci askorbatu a oba
produkty jsou dale zpracovany v Maillardové reakci, viz kapitola 2.3 .4 Degradace kyseliny
askorbové). Produkty téchto reakci mohou byt velmi rtuznorodé, obzvlasté pii raznych

podminkéch reakce (pH a teplota) [14,15].
1.3.3 Hlavni typy neenzymatického hnédnuti

1.3.3.1. Karamelizace
Karamelizaci se oznaCuje proces degradace cukri, pro ktery jsou nutné teploty
140 az 190 °C, nebo kyselé (pH < 3) ¢i zéasadité (pH > 9) prostiedi [ 16]. Pfi této reakci vznikaji
t€kavé slouCeniny (diacetyly) davajici potravinam specifickou vini a polymery hnédého

zbarveni — karamelany (C24H36013), karameleny (C3sHs002s), a karameliny (C125sH18sOsg0) [15].

1.3.3.2. Peroxidace

Ne-enzymaticka oxidace lipidGi probiha reakénim mechanismem volnych radikald,
pfi nichz vznikaji hyperoxidy. Ty jsou nestabilni a rychle reaguji v mnoha rtiznych reak¢nich
variantach, pfi kterych dochazi k degradaci riznych substratu, a tak vznikaji produkty s riznou
molekularni vahou a charakteristikami (vCetn€ vin€ a hnédého zbarveni) [17].

Pti peroxidaci lipidi vznikaji produkty, které mohou podstupovat reakci podobného
mechanismu jako je pfimo Maillardova reakce. Produkty této reakce mohou ovlivnit pribéh
Maillardovy reakce a zaroven produkty reakci hnédnuti mohou ovliviiovat oxidaci lipida

(obzvlaste produkty s antioxidativnimi vlastnostmi) [18].

1.3.4 Degradace kyseliny askorbové

Kyselina askorbova je velmi dobry antioxidant [19], jako takova je nejrozsitenéji
pouzivanym aditivem inhibujici reakce hnédnuti [20]. Inhibice enzymatické reakce hnédnuti
pomoci kyseliny askorbové je dosazena redukci quinont, které tak nemohou dale reagovat pro
tvorbu pigmentt [21].

Avsak kyselina askorbova je relativné nestala a za podminek jako je napt. vy$si teplota
nebo prfitomnost Oz dochazi k jeji degradaci [18]. Pti degradaci vznika naptiklad furan [22]
nebo furfural a to jak za bez ptitomnosti Oz, tak i za pfitomnosti O2[23]. Furan, furfural a jejich
derivaty jsou mj. jedny z meziproduktd Maillardovy reakce, ¢cimz muze kyselina askorbova

napomahat tvorbé hnédych sloucenin v prabéhu Maillardovy reakce [24].
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1.4 Ovlivnéni Maillardovy reakce
Vzhledem k riznym aktivacnim energiim a katalyzacnim podminkam jednotlivych
krokl Maillardovy reakce, je ziejmé, ze zmény reakCnich podminek (hlavné pH a teplota)
budou mit velky vliv na vysledné produkty Maillardovy reakce. Existuji snahy ovliviiovat
Maillardovy reakce tak, aby doslo k zabranéni vzniku nezadoucich sloucenin
(napriklad karcinogeny mohou vznikat za vyssich teplot). V této praci bude kladen diiraz vlivu

pH na pribéh Maillardovy reakce.

1.4.1 Latky ovliviiujici Maillardovu reakci
Pro studium Maillardovy reakce se bé&zn€ vyuziva nejrizn€jSich kombinaci
aminokyselin a cukri. Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly vybrany lysin jako
zastupce aminokyselin a glukoza z fad cukrta. Do Maillardovy reakce mohou vstupovat i dalsi
latky, které ji ovliviiuji. Mohou ji naptiklad zpomalit. Pro tento ucel byl vybran rutin, ktery ma

antioxida¢ni vlastnosti.

1.4.1.1. Lysin
Lysin, 2,6-diaminohexanova kyselina, je typ aminokyseliny s bazickymi skupinami
na postrannim fetézci (pti pH = 7 je s kladnym nabojem). Lysin je jedna z deviti esencialnich
aminokyselin pro Clovéka. Vyskytuje se obzvlasté v Cerveném mase, rybach a mlécnych
produktech. L-lysin je nutri¢ni suplement, ktery obsahuje biologicky aktivni L-izomer
aminokyseliny lysin. Lysin se podili na mnoha Zivotnich funkcich mj. ptijmu vapniku, tvorbé
kolagenu, spravné funkce pojivové tkané€ a imunitniho systému. Spravny metabolismus lysinu

je zavisly na niacinu, vitaminu B6, C, riboflavinu, kyseliny glutamové a atomu zeleza [25].

Lysin obsahuje na svém postranim fetézci e-aminoskupinu, diky které se maze nachazet
v ,,.blokované forme“, to je biologicky neaktivni forma, pii které je e-aminoskupina lysinu
vazana k redukujicim cukrim. Diky e-aminoskupiné je taky lysin velmi reaktivni pro ucely
Maillardovy reakce, vzhledem k tomu, Ze g-aminoskupina muze podstupovat glykaci. Pri
reakcich riznych aminokyselin s glukézou bylo pozorovano nejvétsi reaktivity prave s lysinem.
Pokud pfi skladovani potravin probihd Maillardova reakce, rychle se lysin, esencidlni

aminokyselina, ztrati. Tak ztraci potravina nutri¢ni hodnotu [25].

1.4.1.2. Glukoza
Glukoéza (D-glukéza, D-glukopyrandza) ma prostorovou orientaci typu D konfigurace.

Glukéza je monosacharid obsahujici Sest uhlikovych atomd s aldehydovou (aldohexoza).
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Molekula glukézy mize existovat jak v oteviené, tak i v cyklické formé, a to pomoci
vnitromolekuléarni reakce mezi aldehydovym uhlikem a C5 hydroxylovou skupinou
pro vytvoreni hemiacetalu. Ve vodnim roztoku jsou obé formy v rovnovaze a pfi pH = 7
predstavuje cyklicka forma vétsinu molekul. Glukdza je zakladni zdroj energie, u Zivocichi
uchovavan v podobé glykogenu. Zivogichové syntetizuji glukézu z meziproduktd metabolitu,
jako jsou pyruvat a glycerol v procesu glukoneogeneze. Glukéza je redukujici cukr

ajako takova mize reagovat v Maillardové reakci jiz v prvnim kroku [25].

1.4.1.3. Rutin

Rutin je slou€enina patfici mezi flavonoidni glykosidy vyskytujici se v zeleniné
(nejdostupnéjsi v pohance) a ovoci. Rutin je latka, kterd mé pozitivni u€inky na lidské zdravi
i schopnosti posilovat pevnost €i flexibilitu kapilar. Vzhledem k témto i dalSim vlastnostem
rutinu je tato sloucenina extenzivné studovéna a to jak na poli klinického vyzkumu, tak i na poli
biologie a chemie [25,26].

Chemicky vzorec rutinu je 3,4°,5,7-tetrahydroxyflavone-3-rutinoside, tento vzorec je
uveden na Obrazku 9. Sumarni vzorec rutinu je C27H30016 a z chemického pohledu hovofime
0 jeho molekule jako o rutinosidu kvercetinu, ktery ma hydroxidovou skupinu na pozici C3
substituovanou glukézou a ramnézou (cukry). TakzZe je to derivat disacharidl, kvercetinu O-
glukosidu, tetrahydroxyflavonu a rutinosidu [25]. Velmi dilezitd chemicka vlastnost rutinu

souvisi sjeho antioxidativnimi a inhibi¢ni schopnosti produkti pokrocilé glykace [26].
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1.4.1.4. Reakce smési glukoza + lysin v Maillardové reakci

Prlichod Maillardovy reakce se smési glukézy a lysinu (model glu-lyz) probiha,
dle Hodgeho rozdéleni Maillardovy reakce takto:

1) Pocatecni faze

Vznikd nestabilni Amadoriho produkt: fructosyl-lysin, ale i dals$i Amadoriho
slou€eniny: (detekované za jinych podminek) monofructosyl-L-lysin (MFL) a difructosyl-L-
lysin (DFL) [27]. Prvni tvorba produktd Maillardovy reakce u glu-lyz systému je
charakterizovéna detekovatelnou absorbci v absorpénim spektru 220 nm, kterd koresponduje
se vznikem karbonylovych sloucenin.

Dle analyzy kinetického prdbéhu reakce glukdézy s lysinem jsou v pocateéni fazi
zapotfebi vétSi nez stechiometrické mnoZstvi glukézy a produkty této pocateCni reakce jsou
umérné na koncentraci lysinu [27].

Produkce MFL a DFL je zavisld na pH i na teploté. U pouZitych experimentalnich

podminek dochazi k nejvétsi produkci jak MFL i DFL za nejvyssi hodnoty pH a teploty [27]
(Obrazek 10).

Obrazek 10 Graf linearni regrese produkce monofructosyl-L-lysin a difructosyl-L-lysinu

(pIna Cara) a difructosyl-L-lysinu (prerusovana Cara) v zavislosti na pH a teploté [27].
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2) Pokrocila faze

Rozklad Amadoriho slou€enin, jejichz vysledkem jsou variabilni produkty v zavislosti
na pH. Za nizkého pH vznik4 hydroxymethylfurfural (HMF). Za vy§si hodnoty pH dochazi
ke Streckerové degradaci, pii které dikarbonylové slouCeniny reaguji s aminokyselinami
za konecného vzniku aldehydi nebo karbondioxida [4].

Kyselou hydrolyzou Amadoriho produktd vznika také e-N-furoylmetyl-L-lysin
(slouCenina furozinu), ktery se pouziva jako méfitko pribéhu Maillardovy reakce.
Touto slouceninou se tak hodnoti kvalita a stupeti degradace u skladovanych potravin [28].

Tato faze se vyznacuje maximem absorpcniho spektra za vinové délky 280 nm, ktera se
alespon Castecné prisuzuje heterocyklickym derivatim. Jak reakce postupuje, tak absorpce ve
vinové délce 280 nm postupné klesa, coz je zpusobeno vznikem melanoidint [29].

Dal§im produktem této faze jsou pokrocilé produkty glykace, probihajici i in vivo, které
souvisi s oxidativnim stresem ¢i starnutim. Reakce e-aminoskupiny lysinu s produkty oxidace
glukézy (glyoxal ¢&i methylglyoxal) vedou k tvorbé N-karboxymetyllysinu nebo
N-karboxyethyllysinu. Sekundarné muze byt N-karboxymetyllysinu produkovan oxidaci
Amadoriho produktu fruktozyl-lysinu. N-karboxymetyllysinu se tvoii v potravinach v raznych
reakcich a mize existovat volny nebo jako soucast proteinu [30].

3) Konecna faze

Typicka je v této fazi tvorba melanoidint se §irokou Skalou molekularnich hmotnosti,
riznym zastoupeni obsahu dusiku v molekulach a s riznou vini ¢i barvou. Melanoidy maji
maximum absorpce pii vinové délce 320 nm. Pouziva se i méfeni pii vinové délce 420 nm
pro podchyceni mnozstvi produktu a pokrocilost Maillardovy reakce [4,31]. Vzniklé barevné
formace jsou zptsobeny kombinaci nizkomolekularnich sloucenin i melanoidt [32]. Nejvétsiho
vysledku hnédnuti v modelu glu-lyz dochazi za pH 9 az 10 [32]. Prab¢h zavislosti vysledného
produktu hnédnuti na pH je podobny v modelu glukoéza-lysinu, tak i u dalSich kombinaci cukra
a aminokyselin, avSak nejrychleji probihala reakce s lysinem [33].

Koncentrace produktd hnédnuti jsou umérné vys§im hodnotam pH (Obrazek 11).
Tato zavislost se vSak snizuje s vyssi reakéni teplotou. DFL potiebuje vétsi aktivacni energii
(10,4 kcal/mol) nez MFL (7,9 kcal/mol), avSak aktivacni energie obecné byla snizena pii
vysSich hodnotach pH. V porovnani s ostatnimi reakcemi — za pH 5 tvorba MFL nebo DFL méa
znaéné mensi aktivacni energii oproti tvorb¢€ fruktoza-L-tryptofanu (19,0 kcal/mol) za pH 5.2

[27].
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Obrazek 11 Graflinearni regrese produkce monofructosyl-L-lysin (plna ¢ara) a

difructosyl-L-lysinu (prerusované Cara) v zavislosti na pH a teploté [35]

1.4.1.5.  Vliv smési lysin - glukéza na Maillardovu reakci
Do Maillardovy reakce vzdy vstupuje smés aminokyseliny a redukujicich cukrd.
Pro experimentélni ¢ast prace byl vybréan lysin a gluk6za. V dalsim kroku do reakce a smési

vstupuje rutin jako latka zpomalujici proces reakce.

1.4.1.6. Vliv rutinu na Maillardovu reakci

Antioxida¢ni funkce rutinu spociva v tendenci jeho hydroxylovych skupin, které jsou
primérné oxidovany na B jadfe. Tento déj nasledné ovlivfiuje celou Maillardovu reakci. Obecné
flavonoidy maji vliv na Maillardovu reakci a to konkrétné pfi tvorbé 1,4-pyrazinovych derivatl
pfi reakci mezi glukézou a 3-aminobutanoovou Kkyselinou. V normdlnich reaké¢nich
podminkach (98 °C, pH 9,0) tvofi flavonoidy aniontové radikaly, které reaguji pfimo s volnymi
radikaly tvofici se za Maillardovy reakce mezi gluk6zou a 3-aminobutanoovou kyselinou
[4,34]. Nejlépe tuto inhibici umoziuji ty flavonoidy, které maji strukturu svého aromatického
cyklu B v seskupeni 3'4'-orfho-dihydroxy seskupeni. Rutin toto uspofadani ve svém

aromatickém cyklu B obsahuje (Obréazek 9) [35].
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Béhem Maillardovy reakce dochazi k tvorbé stabilnich radikald jak v modelovych
systémech [36], tak v potravinach [37]. V modelovych systémech byly radikaly popséany jako
radikéalové kationty pyrazinia, které vznikaji reakci aminu s a-dikarbonyly [36]. Tvorba téchto
radikald je spojena s produkty hnédnuti. Rutin je schopen tyto radikaly efektivné redukovat,
¢imz znemoznuje dal§i propagacni reakce [38], a tak rutin ovliviiuje vysledky Maillardovy
reakce.

V pribéhu Maillardovy reakce vznikaji mj. i a-dikarbonyly (glyoxal, metylglyoxal
a deoxyosones) mechanismem fragmentace a dehydratace Amadoriho nebo Heynsova
produktu, alternativné mohou vznikat degradaci cukri [4]. a-Dikarbonyly popsany
v potravinach, spiSe tepeln€ upravenych [38,39]. a-dikarbonyly jsou reaktivni meziprodukty,
které urychluji Maillardovu reakci vzhledem k jejich velké reaktivnosti oproti gluk6ze. Mnoho
farmaceutik a potravinovych aditiv, které inhibuji Maillardovu reakei, jsou zaroven schopny
vychytat a-Dikarbonyly. Pravé rutin diky své hydroxylové skupin€ na aromatickém jadie A
(Obrazek 9) umoziiuje para- a orto- fizenou elektrofilni aromatickou substituci [11]. Tim
vychytava glyoxyl a methylglyosal a smétuje tak Maillardovu reakci k inkorporaci vice
molekul glukozy (v piipadé modelu glu-X) [26]. Vychytavani a-dikarbonyld se odehrava
najadie A rutinu, pfiCemz oxidace se odehravé na jadie B rutinu. Jedna molekula rutinu je
schopna zastavat funkce vychytavani a-dikarbonyld i po té, co bylo jadro B oxidovano [40].

Ptidani vy§§iho mnozstvi rutinu pii pe€eni dortu mélo efekt na zvySeni antioxidativnich
schopnosti vyslednych produkti Maillardovy reakce [41]. Dalsi pozitivni efekt pridavku rutinu
spociva v ochranném efektu na blokovani lysinu, ktery byl patrny nizsi tvorbou furozinu.
Zaroven pridani rutinu indukuje vétsi produkci melanoidini u Maillardovy reakce (samy

melanoidiny mohou mit antioxidativni schopnosti) [4].

1.4.2 Vliv teploty

Maillardova reakce probihd velmi pomalu za nizkych teplot, ale pfi dlouhodobém
skladovani muzeme pozorovat vysledné produkty hnédnuti u potravin. AvSak pokud jsou
potraviny skladovany za teploty pod 10 °C, tak k hnédnoucim reakcim nedochézi [4].

Idealni teplota pro Maillardovu reakci je v teplotnim rozmezi 140 az 165 °C.
Pti zvysSujici teploté dochazi k tvorbé produkti o vyssi molekularni hmotnosti [15].
Pricemz alespon v rozmezi 100 az 155 °C dochazi ke zvySené tvorbé produkti hnédnuti se
vzrustajici teplotou [42]. Zaroven plati obecné mechanismy chemickych reakci — ¢im vyssi je
aktivacni energie dané reakce, tim rychleji probihd reakce s vyssi teplotou. Doba vystaveni

teploty ma vliv na kvalitu produktd Maillardovy reakce [42].
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1.4.3 Vliv pH
Vliv pH na Maillardovu reakci je dobfe zdokumentovan jako nejddlezitéjsi efekt
pro konecny vysledek rekce [36]. Z&kladni pohled vlivu pH pro celou Maillardovu reakci ndm
poskytne prace od Amese (1998), ktery pozoroval, jak hodnota pH ovliviiuje zménu vstupnich

latek Maillardovy reakce v modelu glukéza-lysin [29] (Obrazek 12).

Obrazek 12 Graf koncentrace vstupnich latek Maillardovy reakce (gluk6za-nahore,

lysin-dole) zavisly na dobé trvani Maillardovy reakce a pfi odlisnych pH reakce [29]

Na Obrazku 12 midzeme pozorovat grafy zavislosti pH na zmény mnozstvi glukozy
alysinu v pribéhu Maillardovy reakce. Podle horniho grafu obrazku je zjevné, Ze glukéza
reaguje relativné malo pfi pH v hodnotéch 4, 6, 7. Pfi hodnotach pH 8 a 9 k pfeméné glukdzy
dochazi ve vétsi mife, avSak aZz za hodnot pH 10, 11 a 12 dochazi k velmi rychlé zméné 80 %

avice mnozstvi glukozy [29].
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Ve spodnim grafu téhoZz obrazku mlZeme pozorovat zménu mnoZstvi lysinu
za odliSnych hodnot pH. Na prvni pohled je vidét, ze vliv hodnoty pH méa obdobny efekt jako
na zménu mnozstvi glukozy. Konkrétné pfi pH 4 a 6 dochazi k Gbytku lysinu relativné malo.
Pfi hodnotach pH 7, 8, 9 k Ubytkim lysinu dochdzi ve vétsi mife, avSak pomalu.
AZ pfi hodnotach pH 10, 11, 12 dochazi k ubytku lysinu ve vétsSi mife, ale v porovnéni
s glukézou pomaleji [29].

Hodnota pH ovliviiuje zasadnim zplsobem i tvorbu vyslednych produktl hnédnuti, jak
demonstruje prace Hayashiho a Namikiho [43]. Pfi vysSich hodnotach pH (9,29) dochazi k
tvorbé hnédych produktl rychleji (30 minut) oproti neutralnimu pH (6,42) za 60 minut, nebo
kyselému pH (3,51) za 120 minut pro tvorbu srovnatelného mnozstvi hnédych produktl
(Obrazek 13) [43]. A zéaroven s vy$$im pH (od 3 do 11) dochazi k tvorbé produktl s vyssi

intenzitou zbarveni [42].

Obrazek 13 Graf zavislosti stanovené hodnoty hnédnuti na dobé pribéhu Maillardovy
reakce za rliznych hodnot pH [43].

Jak autofi prokézali, pH prostfedi méa efekt na mnoZstvi produktu vznikajiciho béhem

Maillardovy reakce. Efekt byl také zavisly z velké Casti na pribéhu reakce Stépeni cukrl (reakce
D v pfehledu Hodgeho schématu). V modelovém systému gluk6za-alanin totiz dochézelo
k tvorbé fragmentl cukrll o délce 2 nebo 3 uhlikd, jejichz mnoZstvi vzrlstalo s hodnotou pH
a korespondovalo s tvorbou produktd hnédnuti [43].
Hodnota pH maé taktéz vliv na typ vysledného produktu Maillardovy reakce. Napfiklad Shaw a
kolegove (1990) analyzovali aroma v zavislosti na podminkach mj. i pH v modelu ramno6za-
prolin. ,,Popkornové* aroma bylo produkovano za vy3$i pH nezavisle na teploté, avSak
»maltolové* aroma je pfitomno pouze za vysokeé hodnoty pH a niZsi teploty [44].

V obecné roviné miZzeme hovofit o vlivu hodnoty pH na vysledek reakce v téchto bodech:
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1) Kyselejsi pH zvySuje protonizaci karbonylové skupiny (zvySeni reaktivit) i protonizaci
aminokyselin (snizeni reaktivity). Tato skute¢nost ma napfiklad dopad na prvni krok
Maillardovy reakce (viz dale).

2) S nizsi hodnotou pH se zvysuje aktivacni energie reakce tvorby melanoidind (popsano
v systému lyz-glu, viz kapitola 2.4.1.4 Reakce smési gluk6za + lysin v Maillardové
reakci). S ¢imz souvisi fakt, Ze pfi rostouci hodnoté pH se zvySuje rychlost Maillardovy
reakce. Ve skute€nosti nejrychleji dochazi k tvorbé hnédého zbarveni pfi pH v rozmezi
9-10.

3) Katalyza pomoci pH probihd u Maillardovy reakce pfi Amadoriho pFeskupeni (viz
reakce B), kdy je pro tvorbu enaminolu nutnd protonizace dusiku molekuly N-
glukosylaminu. Tato reakce bude probihat snadnéji v kyselém prostfedi oproti prostfedi

bazickému. Protony H+ v8ak mohou byt dodéany z pfitomnych kyselych aminokyselin.

Typ dréhy, kterym se bude Maillardova reakce ubiratje taktéZ ovlivnény hodnotami pH.
Na Obrazku 14 jsou znazornény hlavni drahy, které jsou ovlivnény hodnotou pH, popsany
budou kroky (A) az (D):

Obrazek 14 Schéma hlavnich fazi Maillardovy reakce ovliviiénych hodnotou pH [45]
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(A) Hned prvni krok Maillardovy reakce, interakce aldozy a aminu, je ovlivnén hodnotou
pH. V ptipadé€, ze amin bude protonovan, nebude mit dusik tak parcidlni zaporny naboj
a reakce mezi aldehydovym uhlikem s parcialn€ pozitivnim nabojem nebude probihat.

(B)Za bazického prostiedi (pH > 8) Schiffova baze podstupuje reakci retroaldolizace
a vznikaji molekuly jako je glykoaldehyd imin nebo izomerni alkylaminoetanal, které
jsou nasledné oxidovany atmosférickym kyslikem pro vznik glyoxal monoiminu [9].

(C) Obé reakce (3-deoxyrouta, 3-deoxyosome a retroaldol) jsou podminény mezikrokem,
pii kterém dochazi k odtrzeni —OH skupiny. Jako takova tato reakce neprobiha
za bazickych podminek, ale pouze za kyselejSiho pH.

(D)Obecné taky plati pro celkovy vysledek Maillardovy reakce, ze pfi vzrastajici hodnoté
pH dochazi k tvorbé produktd, které Castéji obsahuji ve své molekule atom dusiku [46].

(E) Jeden z nejdalezit€jsich bodu, pii némz pH reguluje Maillardovu reakci je po vytvoreni
Amadoriho produktu. Tehdy hodnota pH ovliviiuje typ enolizace: 1,2 za nizké pH nebo
2,3 za vysoké pH hodnoty. Vyssi pH vede k preferenci produkce furfuralti (dehydratace
cukru —reakce C, alternativa reakce 1,2-enolizace), pfiCemz takto dochazi k vétsi tvorbé
barevnych produktt (oproti 2,3-enolizaci). Nizka pH podporuje tvorbu 2-furaldehydu
(1,2-E), kdezto vysoké pH propaguje tvorbu furanonu (2,3-E). V tomto pfipad¢€ je
dilezité, jak bazicita aminu ovliviuje reak¢éni drahu. Méné bazicky (napf.

dibenzylamin) je mén¢ ¢asto protonovan, a proto vice nachylny pro 2,3-E.

Nekteré produkty vznikaji pouze za ur€itych podminek pH. Napf. pii studiu degradace
fruktoglycinu s pH hodnotami 5, 6, 7, 8 byli Davidek et al. [47] schopni identifikovat HMF
pouze pii pH 5, kdezto produkty alternativni k HMF byly detekovatelné u celé studované pH
Skaly. Zajimavosti je, ze fosfatovy pufr akceleroval tvorbu alternativnich produktt degradace
za pH 5 a 6, kdezto tvorba HMF nebyla ovlivnéna. Coz mize znacit, Ze i podstata pufru

ovliviiuje vysledek reakce, pravdépodobné katalyzou fostatem za niz§ich pH hodnot [47].
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1.5 Produkty Maillardovy reakce

Pravdépodobné nejdilezitej§i neenzymatickou reakci hnédnuti je pravé Maillardova
reakce. V prvnim kroku Maillardovy reakce interaguji karbonylové skupiny (vétSinou
redukujicich cukri) se slou¢eninami obsahujici volnou amino skupinu (¢asto aminokyseliny ve
formé bilkovin). AvSak pojem Maillardova reakce zahrnuje velké mnozstvi ruznych reakei,
zakladni kroky budou popsany v kapitole 2.3 Chemicka podstata Maillardovy reakce [4].

Produkty téchto reakci jsou zavislé na velkém mnozstvi podminek a podle toho vznikaji
riznorodé slouCeniny s odlisnou molekularni hmotnosti, barevnosti, t€kavosti, zastoupeni
atomu dusiku, chuti a vani. Pro GCely této prace budou relevantni tyto kategorie: melanoidiny,
premelanoidiny, produkty s antioxida¢nimi vlastnostmi nebo mutagennimi vlastnostmi a 1 dalsi

[48]:
a) Melanoidiny

Obsahuji variabilni mnozstvi dusiku, molekularni vahy a jsou rizné rozpustné ve vodeé.
O struktuie téchto sloucenin neni moc znamo. VétSina téchto sloucenin je hnéda, ale mohou
existovat 1 jiné barvy. Pravé mnohé z melanoidinil jsou ty produkty vznikajici pfi peceni,

smazeni a grilovani, které davaji pecivu, masu a obecné potravinam lepsi chut’ a vani [48].
b) Premelanoidiny

Tékavé sloudeniny s obzvlasts typickou vini a chuti. Zadané pii vateni, peSeni, smaZeni apod.
AvSak tyto slouceniny zahrnuji i nelibé vonici a chutnajici slozky, které vznikaji pii
dlouhodobém skladovani, obzvlasteé v dehydrovaném stavu nebo pfi teplotni Gpravé potravin
s uCelem pasterizace/sterilizace vedouci k tvorbé hotkych sloucenin (napt. u prehratého Caje

nebo kavy) [49].
¢) Antioxidanty

Reduk¢ni produkty a antioxidanty s velmi silnymi redukénimi vlastnostmi, které ochrariuji pred
oxidativni degradaci jidla. Obecné tyto slouceniny snizuji oxidativni stres, a tak snizuji riziko
degenerativnich onemocnéni. Antioxidativni vlastnosti mohou mit i1 melanoidiny [24] ¢i

paramelanoidiny [49].
d) Mutagenni slouceniny

Obecné vznikaji po dlouhodobém skladovani [4]. Oproti antioxidantim naopak podporu;ji

oxidativni stres. Mutagenni slou¢eniny mohou byt jak melanoidiny, tak 1 paramelanoidiny [49].

32



1.6 Metody pro méreni Maillardovy reakce
Pro ucely diplomové prace byly pouzity klasické spektralni metody — spektrofotometrie
ve viditelné a UV oblasti a infraCervend spektrometrie. Dale byla experimentalné vyuzita

metoda kapilarni izotachoforézy.

1.6.1. Spektralni metody

Zahrnuji absorpcni spektroskopii ve viditelné a ultrafialové oblasti (UV-VIS),
infratervenou absorpéni spektroskopii (IC), nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)
a hmotnostni spektroskopii (MS) [50].

Spektralni metody jsou =zalozeny na principu méfeni energetickych zmén,
které nastavaji pfi pruchodu zareni latkou. Atomy a molekuly se za normalnich podminek
nachdzi na zakladni energetické hladin€. Pii dodéani urCitého mnozstvi energie pak mohou
prechazet do vysSich energetickych stavi, tyto stavy se nazyvaji excitované. Rozdil mezi
pocatecni a koneCnou energii je roven vymeénné energie. Tato energie je rovna mnozstvi
energie, ktera byla vyzarena latkou pti pfechodu z excitovaného stavu do stavu zékladniho [51].
Vyhody spektralnich metod spolivaji v rychlosti meéfeni, malého mnozstvi analytu

bez destrukce. [50].

1.6.1.1.  Spektrofotometrie UV-Vis

Spektrofotometrie UV-Vis patfi mezi nejstarsi fyzikalné-chemické metody. Vyuziva
absorpce elektromagnetického zateni latkami v UV-VIS oblasti. Radi se mezi optické metody.
Megfteni probiha v rozmezi vinovych délek 200-800nm. Ultrafialové zatreni se méii v oblasti
vlnovych délek 10 az 400 nm, zatimco oblast viditelna je métfena ve vinovych délkach 400 az
800 nm. Absorpci energie v UV-VIS oblasti se ziskaji absorp¢ni spektra, kterd se vyjadii
pomoci grafu zavislosti absorbance na vinové délce. Pohlcenim urcitého kvanta fotoni piejde
molekula ze zakladniho stavu do stavu excitovaného, to znamena, ze foton ptestoupi do vyssi
energetické hladiny a nasledné vyzaii urcité kvantum fotont z vyss$i do niz$i energetické
hladiny, tim se emituje zafeni. Spektra udavaji zévislost absorbance nebo €asu na vinové délce

[52].

1.6.2. Kapilarni izotachoforéza
Vzorek je aplikovan mezi dva elektrolyty, jednim je vedouci elektrolyt (Leading
electrolyte), ktery se nachézi v prostoru katodovém elektrody a druhy koncovy elektrolyt
(Terminating electrolyte), ktery se nachazi v prostoru anodové elektrody. Nasledné je zapojen

jednosmérny elektricky proud, jako dusledek se za¢nou jednotlivé kationty a anionty pohybovat
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smérem opacné nabitych elektrod a tadi se dle své pohyblivosti. Po uplynuti €asu analyzy a
dosazeni rovnovazného stavu se vSechny ionty pohybuji stejnou elektroforetickou rychlosti.
Zarover jsou sefazeny dle pohyblivosti s klesajici tendenci a sousedni zony dosdhnou ostrého

rozhrani [56,5].

34



1.7 Antioxidanty

Antioxidanty se rozumi latky, které v porovnani s ostatnimi oddaluji nebo inhibu;ji
oxidaci a to 1 v malych koncentracich. Antioxidanty jsou rozdéleny do dvou zakladnich skupin
na primarni a sekundarni. Primarni antioxidanty se ptidavaji ve stopovych mnozstvich a jejich
ukolem je zpozdit nebo zcela zamezit zahajeni oxida¢nich procest vlivem reakce s lipidovymi
radikaly nebo s peroxylovymi radikaly. Sekundéarni antioxidanty jsou vétSinou slouceniny
zpomalujici rychlost oxida¢nich procesu [57].

Antioxidac¢ni latky pfidavané do potravin mohou byt vyrabény synteticky nebo mohou
byt pfirozenou soucasti nékterych potravin (rostlinné biofenoly). V duasledku naro¢ného
zpracovani potravin pro ziskani Cistého antioxidantu jsou v soucasné dob¢ hojné vyuzivany
syntetické formy antioxidaCnich latek. Prirozené vyskytujici se antioxidanty byly dfive
pouzivany predev§im z divodu obav ze Skodlivosti synteticky vyrobenych nahrazek.

Antioxida¢ni aktivita syntetické 1 pfirodni alternativy jsou velmi podobné [57].

1.7.1. Antioxidacni aktivita s vyuzitim stabilniho radikdlu DPPH

Metoda popisujici souvislost antioxida¢nich latek s redukci DPPH radikalu (1,1-difenyl-
2-pykrylhydrazyl). V praxi se sleduje ubytek absorbance, ktera je mefena spektrofotometricky
pii vinové délce 517 nm. Princip metody spociva ve vychytavani volnych radikald pomoci
slou¢eniny DPPH., dle intenzity se barva DPPH radikalu méni ze syt¢€ fialové do zZluté a snizi
se 1 absorbance. Vysledky se vyjadiuji ekvivalentnim mnozstvim latky zvané Trolox (kyselina
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova) v mg/100g suSiny. Trolox je
antioxidaCni latka podobna vitaminu E, kterd je pouzivana ke sniZzeni oxidacniho stresu.

Vysledna hodnota koncentrace Troloxu odpovida antioxidacni aktivité vzorku [58,59].

1.7.2. Stanoveni fenolickych latek
Metodu je také mozné najit pod nazvem metoda dle Folin-Ciocalteua. Jejim principem
je zjisténi celkového obsahu fenolickych latek pomoci redukce Cinidla Folin-Ciocalteua,
které tvofi modry komplex fosfore¢nanu molybdenového a fosfore€nanu wolframového a je
dulezitym parametrem pii stanoveni antioxida¢ni kapacity. Tvorba pozadovaného komplexu
obvykle vznika okolo 765 nm. Vysledky se vyjadiuji jako mg GAE (kyseliny gallové) na 100 g
susiny. Tedy pouziti ekvivalentu kyseliny gallové jako standardu [59,60].

1.7.3. Vychytavani peroxidu vodiku
Schopnost vychytavat peroxid vodiku je zalozena na testu zkoumajici reakci zelezitého
iontu Fe*"a 1,10-fenantrolinu. Piitomné fenolické latky redukuji Fe** na Fe?". Pii reakci se tvori
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typicky Cervenooranzovy komplex. Po pfidani peroxidu vodiku do zkumavky a nasledné 1,10-
fenantrolinu se Fe?" ion oxiduje na Fe*" . Vysledek se udava jako % schopnosti vychytavat

peroxid vodiku [59,60].

1.7.4. Reduk¢ni vlastnosti
Metoda zabyvajici se fenolickymi latkami, které redukuji Fe** na Fe?*. Princip metody
spociva v redukci zelezitych iontl na zeleznaté. Béhem zahtivani dochazi ke vzniku konjugatu.
Na zvyseni redukéni sily vzniklych konjugatt se podili hydroxylové a pyrrolové skupiny, které
vznikaji v pokrocilé fazi Maillardovy reakce. Se stoupajici intenzitou hnédnuti zpravidla stoupa

1 schopnost redukce. Absorbance se méfi pii 700 nm [59,60,61].
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2. EXPERIMENTALNI{ CAST
Cilem experimentu bylo porovnani reakce glukézy s lysinem pii teploté 95 °C
v prostiedi s riznym pH. a zda maze rutin tuto reakci ovlivnit. Pracovni hypotéza zni: rutin
ucinné inhibuje Maillardovu reakci mezi gluk6zou a lysinem a snizuje tvorbu produkta. Prabéh
reakci byl sledovan spektrofotometrii UV-Vis a izotachoforézou. U vSech vzorki byly rovnéz

sledovany ruzné antioxida¢ni vlastnosti.
2.1 Pouzité nastroje a chemikalie

2.1.1. Pouzité pristroje
Vodni lazen Memmert WNB 22 (Memmert, Némecko)
Spektrofotometr UV 2600 (Shimadzu, Japonsko)
Spektrofotometr DU 530 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)
Dvoukolonovy izotachoforeticky analyzator Electrophoretic Analyser EA 102 (Villa
Labeco, SpiSska Nova Ves)
Vahy KERN 440-35 N (Kern, Némecko)
Analytické vahy KERN ABT 220-4 M (Kern, Némecko)

2.1.2. Pouzité pocitacové programy
Word Office 365 (Microsoft, USA)
Excel Office 365 (Microsoft, USA)
ACD/ChemSketch (Advanced Chemistry Development, Inc., Kanada)

2.1.3. Pouzité pomucky
Laboratorni sklo
Laboratorni pH metr CG 842(SCHOTT, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Ceska republika & Slovensko)

2.1.4. Pouzité chemikalie
D-glukéza-monohydrat istoty p.a. (Penta, Ceské republika)
L-lysin-monohydrat ¢istoty 99 % (Merck, Némecko)
Rutin-hydrat Cistota (Chemical Industry Co, Tokyo)
Kyselina fosfo¢na (Riedel de Haen, Némecko)
Kyselina octova (Riedel de Haen, Némecko)

Kyselina borita p.a. (Lach-ner, Ceska republika)
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Hydroxid sodny p.a. (Penta, Ceska republika)

Metanol (Riedel de Haen, Némecko)

Etanol (96%, Lach-Ner, Ceska republika)

Hexakyanozelezitan draselny p.a. (MikroChem, Ceska republika)

Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chlorid Zelezity (Lach-ner, Ceska republika)

Siran eleznatoamonny (Lach-ner, Ceska republika)

Peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, Némecko)

1,10-fenantrolin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Cinidlo Folin-Ciocauteua (Sigma-Aldrich, Némecko)

Uhli¢itan sodny p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, Némecko)

DPPH radikal 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, volny radikal (Sigma-Aldrich, Némecko)
Trolox  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina >98,0%
(Sigma-Aldrich, Némecko)

2.2 Priprava roztoku

2.2.1. Ptiprava zasobniho roztoku pufru Britton-Robinson (B-R)

Na pufr byl potieba 0,2M roztok NaOH, ktery byl piipraven rozpusténim 4 g pevného
NaOH v 0,5 1 destilované vody.

Na smes kyselin, kterd se nasledné misila s roztokem 0,2M NaOH, byla pouzita
0,04M 85% H3POy4, - 1,36 ml kyseliny do 500 ml destilované vody. Déle 0,04M CH3COOH —
1,135 ml do 500 ml destilované vody a 0,04M H3BO4 — 1,372 g do 500 ml destilované vody.
Smés kyselin byla pfipravena do 500 ml banky a nasledné s roztokem NaOH bylo namichano

pozadované pH 3, 7, 10 pomoci pH metru.

2.2.2. Piiprava vzorku
Pro experimentélni ¢ast diplomové prace byl pouzit 0,1 M roztok glukézy. Na piipravu
roztoku glukozy bylo potieba 1,9817 g monohydratu glukozy do 100 ml roztoku B-R puftru.
Pro 0,05 M roztok lysinu bylo pouzito 0,82105 g monohydratu lysinu do 100 ml roztoku pufru.
Rutin byl pfipraven jako 0,01 M roztok, na ktery bylo navazeno 0,0608 g monohydratu rutinu,
ktery byl nasledné€ rozpustén v 10 ml barice s metanolem, protoze se v samotném B-R pufru

nerozpoustel.
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Smés pro pfipravu vzorkt obsahovala 4,5 ml 0,1 M glukozy, 4,5 ml 0,1 M roztoku lysinu
a 0,1 ml 0,01 M rutinu v prostfedi B-R pufru o pH 3, 7 a 10. Pro kontrolu byly sledovany také
reakce glukdzy a lysinu (4,5 ml 0,01 M glukozy, 4,5 ml 0,01 ml lysinu a 0,1 M metanol) a
samotného rutinu (0,1 ml 0,01 rutin v 9,0 ml B-R pufru). V nékterych ptipadech byly pouzity i
smesi rutinu a lysinu popt. samotné glukdzy nebo lysinu.

Tyto jednotlivé smési byly zahfivany pii 95 °C. Experiment byl vzdy provadén dvakrat.
Dv¢ zkumavky byly ponechany bez vafeni a ihned vlozeny do lednice. Poté byly kazdych
30 minut vyndany 2 zkumavky z lazn€, ochlazeny pod tekouci vodou a néasledn€ uchovavany
v lednici v plastovych zkumavkach. Zkumavky byly zahtivany po dobu 60 a 120 minut, jedna
zkumavka byla vzdy ponechana bez vafeni. U vzorkd v ¢ase 0, 60 a 120 byla méfena
antioxidacni kapacita metodou DPPH, obsah fenolickych latek, reduk¢ni vlastnosti a schopnost

vychytavat peroxid vodiku.

2.2.3. Priprava kalibracnich roztoku

Roztok kyseliny gallové

Na zasobni roztok kyseliny gallové bylo navazeno 0,02 g kyseliny gallové do 50 ml
metanolu pro dosazeni koncentrace 400 pg/ml. Ze zasobniho roztoku kyseliny gallové byly

pfipraveny kalibracni roztoky v fadé 2—-50 pg/ml.
2.3 Stanoveni antioxida¢nich vlastnosti

2.3.1. Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou DPPH
Metoda zalozena na sledovani redukce radikalu DPPH pted a po piidéni rutinu jako
latky zpomalujici proces Maillardovy reakce. Vysledny roztok byl prométen
spektrofotometricky a byl sledovan Ubytek absorbance pii 517 nm. Vysledky byly nasledné
vyjadieny jako % inhibice radikalu DPPH dle vzorce 1:

A(slepy pokus) — A(vzorek)
*

% inhibice = 100

A(slepy vzorek)

Do sklenénych zkumavek byl pfipraven roztok, na ktery bylo postupné pouzito 100 ul
vzorku vsech jednotlivych kombinaci pouzitych komponent po vSech méfenych ¢asech a pH.
Dale bylo ptidano 5 ml roztoku DPPH radikalu, ktery byl pfipraven 0,012 g pevného radikalu
DPPH v 500 ml metanolu a nasledné uchovéavan ve sklenéné barice v lednici. Zkumavky byly

ponechany 20 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Nasledné byl zméten Ubytek absorbance pfi
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517 nm a stejnym zpusobem byl zméten slepy pokus, na ktery bylo pouzito 100 ul B-R pufru
pti vSech pH.

2.3.2. Stanoveni obsahu fenolickych latek

Metoda zalozené na oxidaci fenolickych latek obsazenych ve vzorku. Oxidaci podporuje
prostfedi  Cinidla Folin-Ciocalteua, ktery je smési fosforenanu molybdenového
a wolframového. Po pfidani vzorku s obsahem fenolickych latek vznikl modry komplex,
nasledné byla proméfena absorbance roztoku pii 765 nm. Vysledky byly vyjadieny jako
mg kyseliny gallové na 100 g vzorku.

Do sklenénych zkumavek byl ptipraven roztok s 0,1 ml vzorku, 5 ml destilované vody
a 0,5 ml ¢inidla Folin-Ciocalteua. Roztok ve zkumavce byl promichan a ponechan 5 minut
v klidu pfi laboratorni teploté. Poté byl pfidan 1 ml 5% roztoku Na2COs3; a po opétovném
promichéani zkumavek byly ponechany 20 minut ve tmeé pfi laboratorni teploté. Po skonCeni
inkubace byla zméfena absorbance pii 765 nm a stejnym postupem byl zméfen slepy pokus
s pouzitim pufru. Pro stanoveni koncentrace fenolickych latek ve vzorku byla pouzita metoda

kalibra¢ni fady s kyselinou gallovou.

2.3.3. Stanoveni redukénich vlastnosti

Metoda zalozena na redukénich schopnostech antioxida¢nich latek. Fenolické latky
obsazené ve vzorku redukuji Fe’" na Fe*. Pii reakci vznikl komplex, ktery byl nasledné méfen
pii 700 nm.

Ve sklenénych zkumavkach bylo smichano 500 pl vzorku, 2,5 ml 1%
hexakyanozelezitanu draselného a 2,5 ml 0,2 M fosfatového pufru pH 7,4. Smés roztoku byla
30 minut zahfivana ve vodni lazni pii 50 °C. Po uplynuti inkubac¢ni doby byly zkumavky
vyndany z lazn€ a ochlazeny pod proudem tekouci vody. Probihajici reakce byla zastavena
pridanim 2,5 ml 10% kyseliny trichloroctové. Nasledovala inkubace 10 minut pii laboratorni
teploté. Poté byla odebrana spodni vrstva roztoku, ke které bylo pfidano 2,5 ml deionizované
vody a 0,5 ml 0,1% chloridu zelezitého. Absorbance vzniklého komplexu byla méfena pii
700 nm a vysledky byly vyjadieny jako hodnoty absorbance. Stejnym zptsobem byl pfipraven

slepy vzorek s pufrem.

2.3.4. Stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku
Metoda zalozend na reakci zelezit¢ho iontu a 1,10-fenantrolinu, ktery se podili
na redukci Fe’" na Fe?" za pfitomnosti fenolickych latek. Pfidanim peroxidu vodiku a 1,10-

fenantrolinu se Fe?" ion oxidoval. Pii této reakci vznikl CervenooranZovy komplex,
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jehoz absorbance byla méfena pfi 510 nm. Vysledek byl vyjadien jako % aktivity produktt

Maillardovy reakce pti vychytavani H2Oz viz vzorec 2:

A(vzorek)

% aktivity = 100
%o aktivity A(slepy vzorek) ’

Do sklenéné zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml vzorku vSech komponent pfi vSech pH
a Casech, 0,25 ml ImM siranu zeleznatého amonného a 62,5 pl SnM peroxidu vodiku. Inkubace
smesi probihala 5 minut ve tmé& pfi laboratorni teploté. Po uplynuti ¢asu bylo ptidano 1,5 ml
ImM 1,10-fenantrolinu, po kterém nasledovala inkubace 10 minut pii laboratorni teploté. Po
inkubaci byla zméfena absorbance pifi 510 nm. Slepy pokus byl pfipraven s 1,562 ml
destilované vody, 1,5 ml 1mM 1,10-fenantrolinu a 0,25 ml 1mM siranu Zeleznatého amonného.

Vysledky byly vyjadreny jako % schopnost vychytavat peroxid vodiku.
2.4 Zpracovani vzorku pro vybrané metody

2.4.1. Spektrofotometrie UV-Vis

Spektrofotometrie ve viditelné oblasti byla pouzita pro méteni pii 294 nm a 420 nm pro
meziprodukty Maillardovy reakce. Vzorky byly vzdy fedény B-R pufrem daného pH 10 krat.
K méfeni byla pouzita sklenéné kyveta o optické délce 1 cm.

Tato metoda byla rovn€z pouzita pro méfeni antioxidacnich vlastnosti. Postupné
provedeno méfeni absorbance pro metodu stanoveni antioxidacni schopnosti pomoci DPPH
radikalu, stanoveni obsahu fenolickych latek, stanoveni redukénich vlastnosti a schopnost
vychytavat peroxid vodiku. Vzorky byly vzdy natfedény a piipraveny dle navodu metody.

K méfeni byly pouzity sklenéné a plastové kyvety o optické délce 1 cm.

2.4.2, Kapilarni izotachoforéza

K meéfeni byl pouzit dvoukolonovy izotachoforeticky analyzator Electrophoretic
Analyser EA 102 (Villa Labeco, SpiS§ska Nova Ves) vybaveny piedseparacni kolonou
o vnitinim prameéru 0,8 mm a délce 160 mm a analytickou kolonou o vnitfnim priméru 0,3 mm
a délce 160 mm, ob¢ z fluorovaného polymeru. Vzorek byl vnasen davkovacim kohoutem o
objemu 30 ul. Zaznamenavan byl signal vodivostniho detektoru a jeho derivace.

Z davodu vysoké koncentrace lysinu ve vzorcich byla k analyzam vyuzita pouze
predseparacni kolona. K separaci byl pouzit elektrolytovy systém skladajici se z vedouciho

elektrolytu o slozeni 10mM octan draselny s kyselinou octovou k upraveé pH na 6,1 a koncového
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elektrolytu slozeného z 10 mM kyseliny octové. Separa¢ni proud byl nastaven na hodnotu 300

HA.

Podminky analyzy:
» Vedouci elektrolyt: 10 mM octan sodny + kyselina octova k upravé pH na 5,0
» Koncovy elektrolyt: 10 mM [B-alanin
» Separacni proud: 300 uA

Vzorky k analyze pfipraveny pouze nafedénim destilovanou vodou 100x.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Nameétené hodnoty experimenti byly vyhodnoceny pomoci sloupcovych grafu.
Vysledky predstavuji aritmetickym prumérem opakovanych méfeni. Kazdy graf rovnéz
obsahuje smérodatnou odchylku.

U vsech vzorku byl pouzit B-R pufr. Postupné byla provedena méteni v prostedi pufru
pH 3, 7 a 10. Od namé&fenych dat byl vzdy odeten slepy vzorek. Vzorky byly zahtivany pfi
teploté 95 °C na vodni lazni (Memmert WMB 22). Jeden vzorek byl vzdy ponechén bez
zahfivani a oznaen jako Cas 0. Pro vyhodnoceni byly déle vybrany stézejni ¢asy zahtivani 60
minut a 120 minut.

Prvni metodou experimentu byla UV-Vis spektrometrie pii vinové délce 294 nm a 420
nm. Kazda oblast popisuje pfitomnosti urCitych produktd, které ve vzorcich vznikaly pfi
riznych Casech zahfivani. Reakci vzdy ovliviiovalo i pH. Druhou pouzitou metodou bylo
vyhodnoceni vybranych antioxidacnich vlastnosti ve vzorcich pomoci UV-Vis spektrometrie.

Kapilarni izotachoforéza byla pouzita jako dopliiujici metoda ke stanoveni obsahu lysinu.

3.1 Vizualni hodnoceni Maillardovy reakce

S rostouci dobou zahiivani byly vzorky vizualn€ tmavsi. Vzorky oznaeny jako 0, které
se nezahtivaly, byly vizualné Ciré. Nejvyrazngjsi zbarveni bylo pozorovano u pH 10 a 120
minut zahtivani. Rovnéz bylo pozorovano nejvyrazngjsi tmavnuti u smesi glukozy, lysinu a
rutinu. Samotny rutin nemél v prabéhu zahfivani velké barevné rozdily. U roztoku lysinu
rovnéz nebylo pozorovano vyrazngjsi zbarveni béhem doby zahfivani. Z roztoka samostatnych
pouzitych latek byla nejvetsi zmeéna zbarveni pozorovéana u glukdzy. Smés glukozy a lysinu
mélo intenzitu zbarveni mirn€ mensi, nez ve smési latek s pfidavkem rutinu. Samotny rutin

vyrazn¢ nereagoval na dobu vareni a vizualni barevnost byla po celou dobu takrka stejna.

3.2 Spektrometrické stanoveni produktii Maillardovych reakei
Tyto dve vinové délky detekuji vznik produktl a meziprodukti Maillardovy reakce.
Konktétné se jednd o pokrocCilou a konecnou fazi reakci, popsanych v chemické podstaté

dle [3], kde je popsan Hodgeho model rozdéleni Maillardovy reakce.

3.2.1. Stanoveni meziproduktu Maillardovy reakce pfi 294 nm
V této pokrocilé fazi Maillardovy reakce vznikaji bezbarvé az zluté produkty, schopné
absorbance UV zafeni. Probihaji zde postupné degradace cukrua, fragmentace cukri a degradace

aminokyselin. Tuto oblast lze také identifikovat jako ukazatel pro hodnoceni mnozstvi
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meziproduktl Maillardovy reakce. Z méfeni pfi vinovych délkach 294 nm a 420 nm, kde byla
vyS$Si absorbance registrovana u vinové délky 294 nm, plyne zavér, ze pfi zahfivani na 95 °C

vzniké vice meziproduktd, nez produktd koneéné faze Maillardovy reakce.

+ lyzin
+ lyzin
B) UV 294 nm pH 7
1,600
« 1,200 m Gludza + lyzin
fi
m Glukoza + lyzin
0 0,800 + rutin
é - Rutin
0,400
0,000
0 60 120
Cas (min)
C) UV 294 nm pH 10
1,600
1.200 m Glukdza + lyzin
&
m Glukoza + lyzin
1 0,800 + rutin
SL
< mRutin
0,400
0,000
0 60 120
Cas (min)

Obrazek 15 A-C Graf tvorby meziproduktd Maillardovy reakce pfi teploté 95°C

(294 nm). Chybové tsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.
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Pti pH 3 byl pozorovan konstantni nartist absorbance u vSech vzorkt. Nejvyssich hodnot
bylo dosazeno u smési glukdzy, lysinu a rutinu, které byly pomérn€ vysoké jiz pied zahiivanim
a pak se jesté mirné zvysily. Vysoka absorbance znaci velké mnozstvi vzniklych meziproduktt
Maillardovy reakce a optimalni pouziti rutinu pro reakce pokroc€ilé faze popsané v teoretické
casti. Rutin sam dosahl téz vysokych hodnot, ale s rostoucim ¢asem pfi zahiivani se hodnota
absorbance neménila. Tuto problematiku popisuji v ¢lanku Xu a kol. [62], kde je ndzorné videt
i spektrum rutinu v oblasti UV-Vis. Glukéza a lysin bez pouziti rutinu nedosahuje piili§
vyznamnych vysledkt a vznik meziproduktl je velmi nizky.

Pti pH 7 byl rovnéz sledovéan konstantni trend zvySovani hodnot absorbance. Nejnizsich
hodnot dosahl samotny rutin. OvSem ve smési s rutinem absorbance stoupala a nejvysSich
hodnot doséhla kolem 120 minut zahfivani. Témeét srovnatelnych hodnot doséhla glukéza
s lysinem, po 120 minutach zahtivani byla absorbance jesté nepatrné vyssi. Stejné jakou pH 3
byl nartist hodnot exponencialniho charakteru s asem zahfivani, ¢cimz bylo stanoveno, ze obsah
meziproduktt se zvySuje s dobou zahfevu.

Pti pH 10 bylo dosazeno nejvyssich hodnot absorbance a konstantniho nartstu s Casem
zahtivani. Rutin mimo smés nedosahl vyznamnych hodnot, avSak ve smeési s glukozou
a lysinem reaguje velmi pfizniv€é a dosahuje znacn€ vysokych hodnot absorbance. Nepatrné
nizSich hodnot dosahla glukoéza s lysinem. Do ptiloh byl zafazen Obrazek P1, kde jsou pro
kontrolu méfeny samostatné glukoéza a lysin.

Nejlepsi pouziti rutinu bylo zjisténo v alkalickém prostiedi pH 10 ve smési s glukozou
a lysinem. Podobné ptiznivych vysledkt bylo dosazeno pii pH 3. Hodnoty absorbance rutinu
se s casem zahiivani zvlast€ nemenily, ale ve smési sacharidu a aminokyseliny podporuje vznik
meziproduktt Maillardovy reakce. Tyto produkty mohou mit vyznamné antioxida¢ni vlastnosti,

kterym jsou vénovany dalsi kapitoly této prace.

3.2.2. Stanoveni produktu Maillardovy reakce p¥i 420 nm
Konec¢na faze Maillardovy reakce, pti které vznikaji vyrazné zbarvené produkty hnédé
barvy ruzné intenzity. Vznikaji zde kondenzace aldolu, aldehydu a aminu, tvofi se
heterocyklické dusikaté slouceniny, reaguji volné radikaly, nejCastéji registrujeme vznik
melanoidi.
Tato faze je popsana v teoretické &asti, kterd se zabyva glykosylaci. Cim je tento proces
vyrazngjsi, tedy vznika vet§i mnozstvi melanoidl, tim intenzivnéj$i je zbarveni systému.

Stanoveni probihd mé&fenim absorbance pti 420 nm.
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Samotny rutin si po celou dobu zéhfevu drZel podobnou absorbanci, kterd se liSila

zanedbatelné.

A) VIS 420 nm pH 3
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2 m Glukoza + lyzin +
'2: rutin
0,200
mRutin
0,000
0 60 120
Cas (min)
B) VIS 420 nm pH 7
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C) VIS 420 nm pH 10
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Obrazek 16 A-C Graftvorby koneénych produktd Maillardovy reakce pfi teploté 95°C

(420 nm). Chybové tsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.
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Smés glukozy, lysinu a rutinu naopak vykazovala nejvy$si narast hodnoty absorbance a
to ve vSech pH. Hodnota absorbance nejvice stoupla po zahtivani 120 minut.
Ve smési glukozy a lysinu byl nartst taky pozorovatelny, ovSem neni tak vyrazny jako pfi
pouziti rutinu do smesi. Nejvétsi rozdil absorbance byl rovnéz mezi 60 a 120 minutami
zahfivani.

Glukoza reagovala samostatne velmi podobné, jako ve smésich. Kontrolni métent
probéhlo pro pH 10. Graf glukdzy a lysinu samostatné je vlozen jako obrazek P2 v pftiloze.

Z méfeni vyplyva, ze nejvétsi tvorba kone¢nych produkti Maillardovy reakce probiha
pii zahfivani 120 minut. Zarover lze fici, ze hodnota absorbance se zvysuje s rostoucim pH au

pH 3 jsou hodnoty témér zanedbatelné.
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3.3 Antioxidacni vlastnosti

3.3.1. Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou DPPH
Antioxida¢ni kapacita udava schopnost latky vychytavat volné radikaly a plsobi jako
donor vodiku. Schopnost vychytavat radikdl DPPH je d&na vznikem Schiffovych bazi a N -
alkylaci v disledku Maillardovy reakce, popsanych v teoretické ¢asti. Ve vzorcich byl méfen

ubytek absorbance pfi 517 nm.

A) Antioxidacni kapacita B) Antioxidacni kapacita
DPPH DPPH
50 50
F 40 40
£ 2 30
PN 20 -
I 10 10 I I
0 60 120 0 60 120
Cas (min) Cas (min)
Glukdza +lyzinpH 7 b Glukéza + lyzin pH 10 RutinpH 7 BRutinpH 10

C) Antioxidacni kapacita
DPPH

Cas (min)
b Glukéza + lyzin + rutin pH 7
- Glukdza + lyzin + rutinpH 7

Obréazek 17 A-C Antioxida¢ni kapacita DPPH produktl Maillardovy reakce pfi teploté

95°C. Chybové useCky v grafu zndzoriuji smérodatnou odchylku v méfeni.

PFi pH 3 dochézelo k degradaci pouZitého pufru, a proto naméfené hodnoty nebyly

zahrnuty do vysledkd.

K nejvyS8Simu procentu inhibice DPPH radikalu dochazelo v prostfedi pH 7 u vSech

vzorkd. PFi pouziti glukézy samostatné dochazelo k exponencialnimu trendu. Zatimco
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u samotného lysinu na Obrazku 5B nedochazelo k téméf zadnym zménam béhem zahtivani. Ve
smési glukozy a lysinu byl opét exponencialni narist a to u obou pH. Ve smési s rutinem i pfi
pouziti bez smési je zfejmy nejvyssi nartist po 60 minutach zahtivani a pfi 120 minutach pokles,
ktery je ve smési vyrazné&jsi.

Pti pH 10 nebylo jiz dosazeno tak vysokych procent inhibice radikalu DPPH. Hodnoty
byly o poznani niz$i, nez u pH 7. U glukdzy a smési glukozy s lysinem byl naméten stoupajici
trend. U lysinu opét nedoslo k naristu ani poklesu od pocatecni faze bez zahtivani. U rutinu
naopak pfi pH 10 s dobou zahtivani klesa procento inhibice radikalu DPPH. Ve smési vSech tfi
latek mél rutin stoupajici tendenci, ktera rostla rovnomérné€ s dobou zahfivani.

Z vysledka plyne, Ze lysin nema na inhibici zasadni vliv. U glukézy s Casem zahfivani
roste a smes s rutinem je zavisla na pH, kdy bylo dosazeno nejvy$sich hodnot pii pH 7
a 60 minutach zahiivani. Rutin zde potvrdil svou schopnost vychytavat volné radikaly
a nejlepsi pouziti se zda byt v neutrdlnim pH okolo 60 minut zahtivani. Do ptiloh byl vlozen
Obrazek P3 a Obrazek P4, na kterém je méfeni glukdzy a lysinu samostatne. Glukéza méla ve
vSech pH rovnomérné stoupajici trend a nejvyssich hodnoty % inhibice byly sledovany pii pH
7. U lysinu byly hodnoty pro pH 7 a 10 po dobu zahtivani neménné, ale pro pH 7 se pohybovaly
mirné pod 100%. Pii pH 3 a 10 nedosahl lysin inhibice vice jak 40 %.

3.3.2. Stanoveni redukc¢nich vlastnosti
V této metod€ se stanovuje redukéni sila konjugatl vzniklych v pokrocilém stadiu
Maillardovy reakce. Na redukéni schopnosti se nejvice podileji vzniklé hydroxylové

a pyrrolové skupiny. Vysledna absorbance byla méfena pi1 700 nm.
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A) Redukcni viastnosti B) Reduk¢ni vlastnosti
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C) Redukcni viastnosti
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m Glukéza + lyzin + rutin pH 10
Obrazek 18 A-C Redukgéni vlastnosti produktd Maillardovy reakce pfri teploté 95°C

(700 nm). Chybové tsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.

Pfi vyhodnoceni hodnot u pH 3 byly zanedbatelné hodnoty samotné glukézy, v grafu
Ize sledovat nepatrny narlst s rostoucim ¢asem zahfivani. U lysinu byl zaznamenan nar(st
hodnot po 60 minutach zahfivani a dale si jiz drZel konstantni absorbanci. U smési glukozy
alysinu se absorbance zvySovala exponencialné s Casem zahfivani a dostala se nejvySe
k hodnoté absorbance 0,6. Ve vzorku rutinu a smési s rutinem méla absorbance stoupajici trend
s Gasem zahFivani. Smés dosahovala vysSich hodnot a to absorbance 0,7.

MéFeni vzorkd v prostfedi pH 7 mélo u glukézy a lysinu diskutabilni vysledky, jejichz
hodnoty jsou zanedbatelné. Smés glukdzy a lysinu méla stoupajici tendenci v €ase, nejvyssich
hodnot bylo tedy dosazeno po 120 minutach zahfivani. U rutinu doSlo k nepatrnému zvySeni
hodnot absorbance po 60 minutach zahfivani a dale se jiZ neménila. NejvysSich hodnot bylo

dosazZeno pfi pouZiti rutinu ve smési pfi 60 minutadch zahfevu, déle zacala mirné klesat.
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U glukozy v prostredi pH 10 doslo k exponencialnimu narustu v ¢ase. Zde mélo méfeni
absorbance jako jediné ze tii méfenych pH viditelné vysledky. U lysinu nedoslo b&hem
zahtivani k zd&dnym zméndm. Ve smési glukozy a lysinu bylo nejvyssich hodnot absorbance
dosazeno po 60 minutach zahfivani, poté se nepatrn¢ snizila. Pfi sledovani rutinu je ziejmy
pokles absorbance s Casem zahiivani, avSak pfi pouziti ve smési tomu bylo naopak a nejvyssi
absorbance byla ziskana po 120 minutach zahfivani.

U této metody meéteni nem¢el rutin oproti ostatnim metodam zdsadni vliv na hodnotu
absorbance a tedy reduk¢ni schopnosti. Malych rozdila si vSak lze v§imnout a hodnoty jsou
mirné vyss§i, nez bez pouziti rutinu. NejlepSich vysledki bylo dosazeno pfi pH 7 ve smési
glukdzy, lysinu a rutinu po 60 minutach zahfivani. Z ¢ehoz lze usoudit, ze v Case se mohou
rozpadat vzniklé hydroxylové a pyrrolové skupiny, které se na redukci siln€ podileji. Pro
porovnani a kontrolu byly pouzity vzorky glukézy a lysinu samostatne. Jejich hodnoty byly
vlozeny jako Obrazek PS5 a Obrazek P6 do pfilohy. Glukoza samostatné dosahla pii pH 3 a 7
zanedbatelnych hodnot absorbance. Hodnoty v prostfedi pH 10 mély stoupajici trend a
pohybovaly se mezi absorbanci 0,8 a 1. Lysin na Obrazku P6 mél pii pH 3 a 10 témér ustalené

hodnoty hodnoty absorbance do 0,4. V pH 7 se hodnoty pohybovaly blizko nule.

3.3.3. Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek
Ke stanoveni fenolickych latek byla pouzita metoda kalibraéni kiivky kyseliny gallové,
viz tabulka P1 a obrézek P7 vlozené do piiloh. Pro stanoveni obsahu fenolickych latek byla
méfena absorbance modrého komplexu, ktery vznikl jako dikaz oxidace fenolickych latek
obsazenych ve vzorku. Tento komplex byl mé&fen pii 765 nm a dle kalibra¢ni kiivky kyseliny
gallové byla stanovena pfitomna koncentrace fenolickych latek ve vzorku na 100 g kyseliny.
V experimentu se predpokladalo, ze pfidavek rutinu zvy$i mnozstvi fenolickych latek ve

vzorcich.
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B) Fenolicke latky

Cas
m Glukéza + lyzinpH 3

m Glukoéza + lyzinpH 7 . . .
m Glukéza + lyzin pH 10 mRutinpH 3 mRutinpH 7 mRutinpH 10

- C) Fenolické latky

K

20

m Glukdza + lyzin + rutinpH 3
m Glukdza + lyzin + rutinpH 7
m Glukéza + lyzin + rutinpH 10
Obrazek 19 A-C Fenolicke latky v produktech Maillardovy reakce pfi teploté 95°C.

Chybové GseCky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.

Gluk6za samostatné reagovala pfi pH 3 pomérné konstantné a nejvyssi koncentrace
dosahla pfi zahfivani 60 minut, pfesto byla koncentrace fenolickych latek velmi nizkéa
a dosahovala nejvice 1,8 ug/ml. Lepsich vysledk{ bylo v tomto pH dosazeno u lysinu, kde byla
maximalni koncentrace pozorovéana rovnéz po 60 minutach zahfivani a pak zacala mirné klesat,
stejné jako u glukézy. Grafy obou vzork( jsou vloZeny do prilohy. Glukéza s lysinem dosahly
nejvyssich hodnot koncentrace fenolickych latek rovnéZz po 60 minutach zahfivani ato 7 ug/ml,
pak zacala mirné klesat. Rutin a smés s rutinem nedosahoval vyznamnych vysledkd,
koncentrace byla téméf konstantni po celou dobu zéhfevu. U obou pouZziti rutinu byla
koncentrace nejvice 4 ug/ml.

PFi pH 7 byla koncentrace fenolickych latek ve vSech vzorcich velmi nizka. Nejvyssi

hodnoty byly naméfeny ve smésich glukézy s lysinem arovnéz pfi pfidavku rutinu. Stejné tomu
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bylo u samotného rutinu. VSechny tyto vzorky nabyly maximalni koncentrace pfi 60 minutach
zahfivéani a pohybovaly se kolem 3 ug/ml.

Z vysledku pti pH 10 je ziejmé, ze mnozstvi fenolickych latek ovliviuje glukoza a rutin.
Ve vSech vzorcich byl pozorovan konstantni narust hodnot s Casem zahfivani. Nejvétsi
mnozstvi fenolickych latek obsahovala smés glukozy, lysinu a rutinu, kde hodnoty vystoupaly
az k 33 ug/ml. Samotny rutin a smés glukdzy s lysinem se pohybovaly nejvyse kolem 20 ug/ml
po 120 minutach zahfivani.

Po vyhodnoceni namétenych dat 1ze konstatovat, ze nejlepsich hodnot bylo dosazeno
pii pH 10. Koncentrace s ¢asem zahtivani plynule stoupala a dostala se az k 33 ug/ml u smési
glukdzy, lysinu a rutinu. Je ziejmé, ze oCekavané zvySeni koncentrace pii pouziti rutinu bylo
splnéno. U glukdzy a lysinu samostatné nebylo zaznamenéno podstatné mnozstvi fenolickych
latek. Pro kontrolu byly pouzity vzorky glukdzy a lysinu samostatn€ a jejich grafy byly vlozeny
do prilohy. Na Obrazku P8 je vidét graf glukozy. Pii pH 3 se hodnoty koncentrace zvyS$ily po
60 minutach a pak mirn€ klesly. V prostfedi pH 7 hodnoty s Casem zahtivani klesaly a pii pH
10 mély stoupajici tendenci. U Lysinu na Obrazku P9 doslo pfi pH 3 rovnéz k nartstu
koncentrace po 60 minutach zahtivani a pak k poklesu. Hodnoty pH 7 byly diskutabilni a pfi
pH 10 mély lehce stoupajici trend.

3.3.4. Schopnost vychytavat peroxid vodiku
Pro sledovani vyvoje schopnosti latek vychytavat peroxid vodiku byl pouzit zelezity ion
v prostiedi 1,10-fenantrolinu, ktery se redukuje na Zeleznaty ion. Peroxid vodiku zpusobil, ze
se se zeleznaty ion oxidoval. Vznikly Cervenooranzovy komplex byl sledovan pii absorbanci

510 nm a stanovena procentualni schopnost latek vychytavat peroxid vodiku.
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Schopnost vychytavat H202 Schopnost vychytavat H202

Cas Cas
mGlukdza + lyzinpH 3  mGlukoza + lyzin pH 7

] ] mRutinpH 3 mRutinpH7 mRutinpH 10
m Glukdza + lyzinpH 7

Schopnost vychytavat H202

Cas
m Glukdza + lyzin + rutinpH 3
m Glukdza + lyzin + rutinpH 7
m Glukoza + lyzin + rutin pH 10

Obrazek 20 A-C Schopnost vychytavat peroxid vodiku v produktech Maillardovy reakce

pri 95°C. Chybové Usecky v grafu zndzorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.

Glukoéza pfi pH 3 dosadhla velmi nizkych procent aktivniho vychytavani peroxidu
vodiku, nejvyssich hodnot pohybujicich se do 2 % aktivity. Lysin naopak dosahoval hodnot
pomeérné stalych mezi 5-6 % aktivity. Glukdza a lysin ve smési nenabyly vyznamnych hodnot
a byly spiSe diskutabilni. Stejné tak tomu bylo u rutinu. Ve smési s pfidavkem rutinu doslo
k malému navy3eni hodnot, ale i tak se hodnoty pohybovaly kolem 5 % aktivity.

Pfi pH 7 doslo u vsech vzorkl k nejleps$im vysledkim. Glukéza sice nedoséahla
zasadnich hodnot, ale je patrny narlst aktivity s pfibyvajicim ¢asem zahfivani. Lysin mél
naopak nejvyssi aktivitu pfed zahfivanim a poté se mirné sniZzovala. U smési glukdzy a lysinu
nedo$lo mezi ¢asem 0 a 60 minut témér k Zadnym zménam, avsak aktivita se pohybovala kolem

30 %. Po 120 minutich zahfivani doSlo ke zvy3Seni hodnot na 45 % aktivity. Rutin reagoval
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thned pted zahtatim velmi dobfe a aktivita se dostala k 50 %. Po 60 minutach zahfivéni se déale
zvysila a pfesahla 60 % aktivity. Po 120 minutach zahtivani vSak doslo k vyraznému poklesu.
Po pridani rutinu do smési byl pribéh velmi podobny, ale k ziskani nejvyssich hodnot doslo po
60 minutach a aktivita se pohybovala kolem 50 %, pak opét mirné klesla.

Mgeteni vzorku pfi pH 10 mélo nepatrné vyssi hodnoty, nez pH 3, ale % aktivity jsou
u vSech pomeéme nizké. NejlepSich hodnot bylo dosazeno ve smési glukozy, lysinu a rutinu
po 120 minutach zahiivani. Hodnoty byly 1 tak témér konstantni mezi 10-15 % aktivity
a zasadné€ se neménily. U ostatnich vzorkt se hodnoty pohybovaly mezi 5 a 10 % aktivity.

Z vysledkd lze pozorovat, ze rutin vyznamné ovliviiuje prubéh reakce, jak se
predpokladalo v ramci experimentu a z teoretické ¢asti. Velky vliv mélo 1 pH. Pfi pH 3 a 10
nedoslo k zasadnimu narastu hodnot. Hodnoty byly bud’ konstantni, nebo se ménily minimaln¢.
Pii pH 7 oproti ostatnim doslo k vyznamnému narastu hodnot a jako nejlepsi dobu zahfivani
1ze stanovit 60 minut. Pfi delSim zahtivani dochazelo jiz ke ztratdm, proto je idedlni sledovani
hodnot kolem 1 hodiny zahtivani. Gluko6za a lysin byly pro kontrolu pouzity i samostatné. Jejich
méfeni bylo vlozeno jako Obrazek P10 a P11 do pfilohy. Gluk6za méla v prostiedi pH 3 nizké
hodnoty % aktivity, které po 60 minutach zahtivani mirné klesly a pak zase stouply. VpH 7 a
10 stoupajici trend, ktery byl vyssi u pH 7. Lysin na Obrazku P11 mél pti pH 3 mirn€ stoupajici
tendenci a tyto hodnoty byly rovnéz nejvyssi. V pH 7 a 10 doslo po 60 minutach zahtivani

k poklesu a po 120 minéach opét k mirnému nartstu % aktivity.
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3.4 Stanoveni lysinu kapilarni izotachoforézou
Pro kapilarni izotachoforézu byla vytvorena kalibracni kfivka pro stanoveni koncentrace
lysinu ve vzorcich.
Navézka standardu lysinu 81,4 mg/50 ml = koncentrace 11,12 mmol/l. Z hodnot byla
vytvofena kalibracni zavislost Tabulka P2 a kalibracni kfivka Obrazek P12, které byly

vloZeny jako pfilohy. Do pfiloh byl také zahrnut izotachoforegram lysinu Obrazek P1.

Kapilarni izotachoforéza (glukoza + lysin)

Cas (min)
-e-pH3 ——pH7 ——pH 10

Obrazek 21 Stanoveni koncentrace lysinu kapilarni izotachoforézou pro glukézu + lysin
pri teploté 95°C. Chybové UseCky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.

Béhem separace byla méfena zména koncentrace lysinu ve vzorcich v zavislosti na dobé
zahfivani. Méfeni probihalo pro smés glukézy s lysinem, glukézy s lysinem a rutinem a pro
samotny lysin.

Ve smési glukdzy a lysinu pfi pH 3 bylo dosaZzeno nejvysSich hodnot koncentrace lysinu
ve vzorku. Hodnoty s casem zahfivani Kklesaji, proto je pravdépodobné, Ze lysin jistym
zplsobem degraduje. Pfi pH 7 byly hodnoty koncentrace opét klesajici s Gasem zahfivani.
Pokles mezi 60 a 120 minutami zahfivani byl vyraznéjsi, nez tomu bylo pfi pH 3. V prostfedi
pH 10 méla koncentrace lysinu nejvyraznéjsi klesajici trend.

V zavéru lze Fici, Ze €im je prostfedi vzorku kyselejsi, tim je vy3S8i koncentrace lysinu.
Se zvySujicim se pH a dobou zahfivani lysin nejspiSe degraduje nebo reaguje s glukdzou

za vzniku jinych meziproduktll a kone¢nych produktl atim je jeho koncentrace nizsi.
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Kapilarni izotachoforéza (glukoza + lysin
+ rutin)

pH 3 pH 7 pH 10

Obrazek 22 Stanoveni koncentrace lysinu kapilarni izotachoforézou glukozu + lysin +

rutin pri teploté 95°C. Chybové Gse€ky v grafu znazoriuji smérodatnou odchylku v méfeni.

Ve smési glukdzy a lysinu a rutinu mezi jednotlivymi Casy zahfivani nebylo naméfeno
vyraznéj $ich rozdild v koncentracich lysinu. Po 60 minutach zahfivani do$lo k vyraznému
poklesu koncentrace. Mezi 60 a 120 minutami zahfivani pfi pH 7 nedo$lo k Z&dnym zmé&nam.
Nepatrné zmény byly u pH 3 a 10, pficemZ u pH 10 byl pokles vyraznéjsi, stejné jako tomu
bylo ve smési gluk6zy a lysinu.

Rutin vyznamné ovlivnil reakci a béhem zahfivani doSlo pravdépodobné ke vzniku
dal$ich produktd vlivem reakce lysinu s rutinem, u kterych se po 60 minutach projevil vyrazny
pokles koncentrace lysinu, avSak pfi dalSim zahfivani se ménila pouze miniméalné s klesajici

tendenci.
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Kapilarni izotachoforéza (lysin+rutin)

pH 3 pH7 pH 10

Obrazek 21 Stanoveni koncentrace lysinu kapilarni izotachoforézou pro lysin + rutin pfri
teploté 95°C. Chybové tsecky v grafu zndzorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.

PFi pfidavku rutinu Kk lysinu bez sacharidu lze konstatovat stejné hodnoty jako

s pouZitim rutinu ve smési aminokyselinové slozky, tedy lysinu a glukézy jako sacharidové
slozky.

Rutin ve vzorku vyznamné ovliviiuje koncentraci lysinu za vzniku produktl vzniklych
reakci lysinu s rutinem.
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4. ZAVER

Pomoci UV-Vis spektrometrie v oblasti absorbance 294 a 420 nm byl sledovan
vznik meziproduktii a konecnych produktti Maillardovy reakce pii pH 3, 7 a 10. Dale
byly sledovéany antioxidacni vlastnosti pomoci metod stanoveni antioxida¢ni kapacity,
reduk¢nich vlastnosti, obsahu fenolickych latek a schopnosti vychytavat peroxid vodiku
vzniklych produkti po ptidavku rutinu jako antioxidantu a bez ného. Ke stanoveni se
pouzivala metoda UV-Vis.

Z naméfenych vysledkd vyplyva, Ze rutin skuteCné ovliviuje reakci jako
antioxidant. Rutin nejlépe inhiboval reakce v prostiedi pH 7 a 10, tedy neutralnim a
bazickém. Pro dal$i pouziti pro potravinafsky prumysl by bylo vhodné prozkoumat i

dalsi pH hodnoty, protoze zasadité pH je pro tyto ucely nevhodné.
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Obrazek P1 Graf tvorby meziproduktl Maillardovy reakce pfi teploté 95°C
(294 nm). Chybové tsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku méreni.
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Obrazek P2 Graftvorby koneénych produkt Maillardovy reakce pfi teploté 95
°C (420 nm). Chybové usecky v grafu znazornuji smérodatnou odchylku méfeni.
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Antioxidacni kapacita DPPH

m Glukoza pH 3
m GlukézapH 7
m GlukézapH 10

Cas

Obrazek P3 Antioxidaéni kapacita DPPH produktll Maillardovy reakce pfi
teploté 95°C pro gluk6zu. Chybové tsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou
odchylku v méreni.

Antioxidacni kapacita DPPH
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Obrazek P4 Antioxidacni kapacita DPPH produkti Maillardovy reakce pfi
teploté 95°C pro lysin. Chybové Gsetky v grafu znézorfiuji smérodatnou odchylku v
méFeni.
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Redukcni vlastnosti
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Obrazek P5 Redukéni vlastnosti produktll Maillardovy reakce pfi teploté 95°C
pro glukézu (700 nm). Chybové tse€ky v grafu znézorfiuji smérodatnou odchylku v
méfeni.
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Obrazek P6 Redukéni viastnosti produktt Maillardovy reakce pfi teploté 95°C
pro lysin (700 nm). Chybové Gse¢ky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v
méFeni.
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Koncentrace [*g/ml] Absorbance

2 0,014
10 0,081
15 0,131
20 0,175
30 0,256
50 0,416

Tabulka P1 Kalibrace kyseliny gallové.
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Fenolické latky
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Obrazek P8 Fenolické latky v produktech Maillardovy reakce pfi teploté 95°C
pro glukézu. Chybové Gsecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku v méfeni.
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Obrazek P9 Fenolické latky v produktech Maillardovy reakce pfFi teploté 95°C pro
lysin. Chybové UseCky v grafu znazornuji smérodatnou odchylku v méfeni.
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o Schopnost vychytavat H202
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Obrazek P10 Schopnost vychytavat peroxid vodiku v produktech Maillardovy
reakce pri 95°C pro glukozu. Chybové Usecky v grafu znazorfiuji smérodatnou
odchylku v méfeni.

" Schopnost vychytavat H202

mlLyzinpH 3 mLyzinpH7 mLyzinpH 10

Obrazek P11 Schopnost vychytavat peroxid vodiku v produktech Maillardovy
reakce pri 95°C pro lysin. Chybové tsetky v grafu znazoriiuji smérodatnou
odchylku v meéFeni.
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koncentrace lysinu

standard Fedéni (mmol/l) délka zony (s) primér
st4 5x 2.22 48.10 47.19 47.65
st3 10x 111 24.12 24.54 24.33
st 2 25x 0.45 10.11 9.65 9.88
stl 50x 0.22 4.64 4.42 453

Tabulka P2 Kalibracni zavislost koncentrace lysinu.

Kalibracni krivka

Koncentrace lysinu (mmol/l)

Obrazek P12 Kalibracni kfivka koncentrace lysinu.

Obrazek P13 lzotachoforegram kapilarni izotachoforézy
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odchylka
0.64
0.30
0.33
0.16



