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Anotace

Bakalaiska prace je zamétena na studium a stanoveni antioxidacni kapacity a celkového obsahu
fenolickych latek v suseném ovoci (banan, ananas, kiwi, mango, pitahaya) a porovnani obsahu
téchto latek v béZzné suSeném ovoci vs. v ovoci lyofilizovanem. Fenolickeé latky byly stanoveny
spektrofotometricky pomoci Folin-Ciocalteuho ¢inidla. Antioxida¢ni kapacita byla stanovena
rovnéz spektrofotometricky metodou DPPH. Vysledky obou stanoveni byly statisticky
zpracovany. Obsah fenolickych latek i antioxida¢ni kapacita u lyofilizovanych vzorkid byly

vétSinou vyrazné vyssi.

Klicova slova
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Title

Antioxidant content in dried fruit

Annotation

This bachelor’s thesis is focused on studying and determining the antioxidant capacity and the
total amount of phenolic compounds in dried fruit (banana, pineapple, kKiwi, mango, dragon
fruit) and comparing the amount of these in oven dried vs. freeze dried samples. The total
phenolic content was determined spectrophotometrically using the Folin-Ciocalteu reagent. The
antioxidant capacity was also determined spectrophotometrically using the DPPH method. The
results of both determinations was statistically processed. Both the total phenolic content and

antioxidant capacity of freeze dried samples in most cases were significantly higher.
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DDD Doporucena denni davka

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

FRAP ferric reducing antioxidant potential - antioxida¢ni potencial zalozeny na redukci

zelezitych ionth

GAE Gallic acid equivalent — ekvivalent kyseliny gallové
RPM rotations per minute — otacky za minutu
TEC Trolox equivalent concentration — ekvivalentni koncentrace Troloxu

TPTZ tripyridyltriazin
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Uvod

Rostlinné produkty hraji dalezitou roli ve vyzivé jako nenahraditelné zdroje vitamind,
mineralnich latek a antioxidantt. ProtoZe nahrazeni pomoci vitamina syntetickych je naro¢né,
da se predpokladat jejich dalsi hojné vyuzivani. VétSina rostlinnych produktti v sobé obsahuje
70 — 90% vody, coz znamena, Ze podléhaji rychlé zkaze. Ztraty pii skladovani a prepravé
mohou dosahovat az 40% (llyas, Ghazanfar, Khan, Khan, & Bhatti, 2007).

Prodlouzeni trvanlivosti je vSak dalezité nejen pro ekonomiku, ale i pro zachovani obsahu
zékladnich zivin. SuSeni nebo dehydratace je jednou z nejstarsich a nejduleziteéjSich technologii

pouzivanych k tomuto tcelu.
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1 SuSeni a suSeny material

1.1 Podstata suSeni

Suseni je fyzikalni proces, pii kterém dochazi k odstranéni vody z urcitého materialu do
okolniho prostiedi pomoci jejiho odpafeni. Odstranéni vody zabrafuje mnozeni
mikroorganismii a omezuje enzymatick¢é a biochemické procesy. Produkt se stava
skladovatelnym pti pokojové teploté. Dalsim dusledkem je v ptipad¢ rostlinného materialu

vyrazné snizeni hmotnosti a objemu (Grdzelisvili, 2010).

1.1.1 Horkovzdu$né suseni

Pti horkovzdusném suseni probiha v suSicim pfistroji (tzv. ,,susarné‘‘) cyklus procesti vymény
tepla mezi vlhkym materialem a suSicim prostiedim — horkym vzduchem, ktery je do susarny
vhanén, a po pohlceni vlhkosti ji 0dnasi mimo suSarnu. Zvyseni teploty na povrchu materialu
vede Kk odpafeni vlhkosti. Nepomér vlhkosti vyvola difuzi — dalsi fyzikalni dé¢j, ktery vede
k ptenosu vlhkosti z hlubsich vrstev materialu na povrch ve snaze vyrovnat rovnovahu. VIhkost

je opét odparena a proces se opakuje. Ztraty vody dosahuji 70 — 80 %.

1.1.2 Lyofilizace

Lyofilizace je zalozena na sublimaci — fyzikalnim jevu, pti kterém zmrazena kapalina piechazi
piimo na plynné skupenstvi. Pfed vysuSenim je suSeny material nejprve zmrazen na teplotu, pfi
které voda nemiize existovat v kapalném skupenstvi, vétsinou -50°C. Po zmrazeni dochazi
k pomalému zvySovani teploty, ale zaroven snizovani tlaku. Tim dochazi k sublimaci a vznikla
vodni para odchazi do kondenzatoru, kde je opét pfeménovana na led. Ztrata vody pii lyofilizaci
dosahuje az 95 %

1.2 Rostlinny material

Pfedméty rostlinného ptivodu jsou pro suseni charakterizovany velkym obsahem vody a malym
obsahem su$iny. Material je porézni povahy. Sklada se hlavné ze sacharidd, dale z lipida a
bilkovin. V malém mnoZstvi obsahuje dalsi dulezité biologicky aktivni latky: polyfenoly,

vitaminy, organické kyseliny a mineralni latky (Grdzelisvili, 2010).

Vétsina suSiny je tvofena uhlovodiky. Rozdilné slozeni uhlovodikii v materidlu ovliviiuje

podminky suSeni. Brambory a fazole obsahuji hodné Skrobu, ktery vice vdze vodu, ovoce a
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zelenina zase mono- a disacharidy, které pifi suSeni pfi vyssi teploté zpuisobuji tvofeni
melanoidini (jako produkti Maillardovy reakce), coz vede ktmavnuti materidlu az
k chutovym zménam (Rzeski & Rzeski, 2014). Nejvice je vlhkost vazana pektinem, Skrobem,

celulézou a sachar6zou v tomto pofadi.

1.3 Slozky rostlinnych materiali a jejich vlastnosti

Celuléza + hemiceluléza — zakladni slozky, tvofi strukturu rostlinné buiky, ve vodé

nerozpustné, pii1 suSeni se prakticky neméni

Monosacharidy + disacharidy — rozpustné ve vodé, pfi suseni malé ztraty

Pektiny — schopné vazat vlhkost, zvySuji dobu suseni

Proteiny — pii suSeni podléhaji denaturaci, ¢astecné hydrolyzuji = zména AMK sloZeni
Polyfenolické latky — vysoka biologicka aktivita, podileji se na chuti, barveé i viini
Antioxidanty — hlavné vitamin C, citlivy na teplotu, flavonoidy — odolné proti oxidaci
Organické kyseliny — snadno rozpustné ve vod¢, vyznamné ztraty s vodou (i pii myti)
Vitaminy — siln¢€ termolabilni, citlivé na pfitomnost kysliku, vyznamné ztraty vitaminu C
Mineralni latky — stabilni, pfi suseni témét dokonale zachovavany

(Woodroof, 2012)

1.3.1 Obsah zivin v ananasu

Ananas je plodenstvi Ananasovniku chocholatého (Ananas comosus), tropické rostliny z ¢eledi
broméliovitych. Péstovan je v tropickych a subtropickych oblastech (USA, Asie). Na jedné
rostliné vznika pravé jedno plodenstvi — splynutim bobuli - stypickou Sestithelnikovou
strukturou (Bartholomew, Paull, & Rohrbach, 2003).

Obsah vody v ananasu se pohybuje mezi 81 — 86 %. Ananas je dobrym zdrojem vapniku, a
hlavné vitaminu C (Hossain, Akhtar, & Anwar, 2015). Viz tabulka 1.
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Tabulka 1 - obsah zivin ve 100 g ananasu (Hossain, 2015)

ZIVINY MNOZSTVi
ENERGIE 52 kcal
SACHARIDY 13,7¢g
BiLKOVINY 0,54¢g
ZELEZO 0,28 mg
HORCIK 12 mg
VAPNIK 16 mg
DRASLIK 150 mg
FOSFOR 11 mg
VITAMIN A 1301.U
VITAMIN B1 0,079 mg
VITAMIN B2 0,031 mg
VITAMIN B3 0,489 mg
VITAMIN B6 0,110 mg
VITAMIN C 24 mg

1.3.2 Obsah zivin v bananech

Banan je plod bandnovniku, tropické byliny z ¢eledi bananovnikovitych (Musaceae). Je

péstovan v tropickych oblastech (Amerika, Asie). Jedna se o protahlé bobule, rostouci v trsech.

Existuje mnoho odrid, vétsinou se jedna o hybridni triploidni odrudy, vzniklé kiizenim pro
potravinaisky primysl. Vedle sladkych odrad (Cavendish — nejbéznéjsi) existuji i odridy méné

sladké, vice Skrobovité — tzv. plantains (odrudy Plantain, Rajapuri) (Seymour, 1993).

Obsah vlhkosti v bananech se pohybuje kolem 70 %. Obsah cukrii se miize pohybovat az kolem

20 %. Banany jsou vyznamnym zdrojem drasliku (350 mg/100 g bananu — az 23% DDD) a

WV wev

vitaminu C (Ranjha, Irfan, Nadeem, & Mahmood, 2022). Viz tabulka 2.
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Tabulka 2 - obsah zivin ve 130 g bananu (Ranjha, 2022)

ZIVINY MNOZSTVi
ENERGIE 105 kcal
SACHARIDY 26,95¢
BiLKOVINY 12¢g
ZELEZO 0,31 mg
HORCIK 31,86 mg
VAPNIK 5,9 mg
DRASLIK 422,44 mg
FOSFOR 25,96 mg
VITAMIN A 75,52 1.U
VITAMIN B1 0,04 mg
VITAMIN B2 0,09 mg
VITAMIN B3 0,78 mg
BITAMIN B6 0,43 mg
VITAMIN C 10,27 mg

1.3.3 Obsah zivin v Kiwi

Kiwi je plodem subtropické popinavé dieviny Aktinidie lahodné (Actinidia deliciosa). Rostlina,
ptvodem z Ciny, je péstovana po celém tropickém pasmu. Viechny dnes pouZivané rostliny
maji v§ak ptivod na Novém Z¢land¢, kde bylo péstovani a Slechténi kiwi popularizovéano. Jedna

se o bobule, rostouci na lian¢ (Satpal, 2021).

Obsah vody v kiwi se pohybuje kolem 84 % Kiwi je bohaté na vitamin C (Castaldo, Lo Voi,
Trifiro, & Gherardi, 1992). Viz tabulka 3.

Tabulka 3 - obsah zivin ve 100 g kiwi (Castaldo, 1992) (McCance, 2008)

ZIVINY MNOZSTVi
ENERGIE 63 kcal
SACHARIDY 148¢g
BILKOVINY 1,06 g
ZELEZO 0,24 mg
HORCIK 12,3 mg
VAPNIK 21,4 mg
DRASLIK 300 mg
FOSFOR 15,3 mg
VITAMIN A 4ug
VITAMIN B1 0,027 mg
VITAMIN B2 0,025 mg
VITAMIN B3 0,37 mg
BITAMIN B6 0,061 mg
VITAMIN C 106,7 mg
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1.3.4 Obsah zivin v mangu

Mango je plod mangovniku, rostliny z ¢eledi ledvinovnikovitych (Anacardiaceae), pattici do
rodu Magnifera. Tento rod zahrnuje pfes 30 druhd mangovnikd. Nejrozsifenéj$i druh —
Mangovnik indicky - je vysazovan v tropickych a velmi vihkych oblastech (hlavné Asie). Jedna
se 0 peckovici (Shah, 2010).

Obsah vody v mangu je prumérné 84%. Mango je bohaté na vitamin C a vitamin A (Guiamba,
2016). Viz tabulka 4.

Tabulka 4 - obsah zivin ve 100 manga (Guiamba, 2016)

ZIVINY MNOZSTVi
ENERGIE 60 kcal
SACHARIDY 15g
BILKOVINY 08g
ZELEZO 0,16 mg
HORCIK 10 mg
VAPNIK 11 mg
DRASLIK 168 mg
FOSFOR 14 mg
VITAMIN A 1082 I.U
VITAMIN B1 0,03 mg
VITAMIN B2 0,04 mg
VITAMIN B3 0,67 mg
BITAMIN B6 0,12 mg
VITAMIN C 36,4 mg

1.3.5 Obsah zZivin v pitahaye (dra¢im ovoci)

Pitahaya je oznaceni n€kterych druhi popinavych ¢i plazivych kaktust a jejich jedlych ploda.
Nejznaméjsi rod Hylocereus (Celed’ kaktusovité — Cactaceae) poskytuje velké plody — téz
zndmé jako ,,draci ovoce*‘. Péstuje se po celém tropickém pasu (Amerika, Asie). Duznina mize
byt podle druhu bila (pfevazuje na trhu), nebo cervena (Ruzainah, Ahmad, Nor, & Vasudevan,
2009).

Obsah vody v pitahaye se pohybuje kolem 85 — 89 %. Pitahaya je zdrojem vitaminu C (Luu,
Le, Huynh, & Quintela-Alonso, 2021). Viz tabulka 5.
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Tabulka 5 - obsah zivin ve 100 g dra¢iho ovoce (Luu T.T.H., 2021)

ZIVINY MNOZSTVi
ENERGIE 63 kcal
SACHARIDY 129¢g
BiLKOVINY 1,45¢g
ZELEZO 0,30 mg
HORCIK 26,4 mg
VAPNIK 6,72 mg
DRASLIK 158,3 mg
FOSFOR no data
VITAMIN A 611.U
VITAMIN B1 no data
VITAMIN B2 no data
VITAMIN B3 no data
BITAMIN B6 no data
VITAMIN C 3,4-6,0mg

1.4 Typy vihkosti v materialu

Voda se Vv rostlinném materialu nevyskytuje vSechna ve stejné podobé. Nejdilezitéjsi rozdil je

ve vazb¢ vody na material.

Volna vlhkost/volna voda neni vazana na strukturu materialu, mize se volné pohybovat mezi
bunikami. Slouzi jako transportni prostfedi a pro podporu zivotnich ¢innosti bun¢k. Nachazi se
na povrchu materidlu, ve velkych pdrech a kapilarach. Snadno ji Ize odstranit i mechanicky

(lisovani, odstiedéni).

Vézana vihkost/vazana voda vznika v dusledku vazby s molekulami material. Nema vlastnosti
rozpoustédla. Kviili nulovému obsahu rozpustnych latek je elektricky nevodiva. Je vazana

velmi pevné, je tézké ji odstranit 1 suSenim.

Vétsina vody je ve volné formé, ale vazanid voda je také vzdy pfitomna. Disledkem je
jednoduché suseni ovoce do obsahu vlhkosti cca 15% ale komplikované odstranéni zbytkové

vlhkosti (Pham, 1987).
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2 Antioxidanty a fenolicke latky

2.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky schopné zpomalit ¢i zastavit zdravi Skodlivé oxidativni procesy
probihajici v lidském téle. Tyto oxidativni procesy probihaji kvili ptitomnosti volnych
kyslikovych radikala (Kedare & Singh, 2011).

2.1.1 Volné radikély

Volné kyslikové radikaly jsou slouceniny s volnym neparovym elektronem, diky kterému jsou
schopny v organismu posilovat redoxni reakce v oxidativnim sméru. Vznikly oxida¢ni stres ma
negativni vliv na fadu onemocnéni a je 1 podstatou fyziologického starnuti (Holecek, 2006).
Volné radikaly vznikaji nevyhnutelné jako soucést aecrobniho metabolismu. Nejbézné€jsi jsou
napi oxid dusnaty NO, nebo oxid uhelnaty CO. Cim dal vice radikéli se do organismu dostava
z vnéjsiho prostiedi. Jedna se napt. o chlor, dusitany, 0zon, superoxidy, peroxidy, tézké kovy a

dalsi (Platenik, 2009).

2.1.2 Funkce antioxidantu

Antioxidanty plni svou funkci rizné, nejcastéji se vSak jedna o latky které:

e Chemicky pievadi nebezpeéné slouceniny (H20>) na latky neskodné (H2O + O3)
e Pohlcuji nebezpecné slouceniny ¢i jim jinak brani v zahajeni oxidace

e Opravuji nebo eliminuji biomolekuly poskozené volnymi radikaly

Diky témto mechanismiim jsou antioxidanty schopné vyznamné zpomalit oxidaci biomolekul
snadno podléhajicich oxidaci (napf. tuky) (Santos-Sanchez, Salas-Coronado, & Villanueva-Ca,
2019).

2.1.3 Druhy antioxidanti

wvoewr

Vv lidském téle. Jedna se o (Opletal, a dalsi, 2013):

e Katalasu
e Superoxiddismutasu
e Glutathionperoxidasu

e koenzym Qao.
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Dalsi skupinou jsou antioxidanty pfijimany potravou, nejCastéji rtizné metabolity rostlin.

K nejznamé;jsim zastupctum patii (Oroian & Escriche, 2015):

e Vitaminy — pfedevsim vitamin C, E, A
e Karotenoidy — rostlinna barviva

e Flavonoidy — rostlinna barviva

e Tiisloviny

e Polyfenolické latky

Tyto antioxidanty jsou bézné pridavany do potravin béhem zpracovani, kde jednak diky inhibici
oxidativnich dé&ji prodluzuji trvanlivost, jednak slouzi jako obohaceni stravy ¢lovéka (Pokorny,

1991).

2.2 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity
2.2.1 Metoda DPPH

Metoda spociva v reakci stanovované latky s radikalem DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl).
Radikal je v methanolovém roztoku stabilni a pii reakci dojde k jeho redukci. V dusledku
redukce dochazi k odbarvovani roztoku. Pribéh reakce lze sledovat spektrofotometricky pii
vinové délce 517 nm. Vyjadienim antioxidacni aktivity stanovované latky je % ubytku
absorbance z jeji piivodni hodnoty. Vysledek je mozno zpiesnit pfepoctem tbytku absorbance
na ekvivalent standardni latky Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova

kyselina) pouzitim kalibra¢ni fady (Paulova, Bochotdkova, & Téaborska, 2004).

2.2.2 Metoda ABTS

Dalsi ze $iroce pouzivanych metod zalozenych na eliminaci radikali. Spociva ve zkoumani
reakce stanovované latky s kationem-radikalem ABTS™ (2,2¢-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Nékdy byva oznacovana jako metoda TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity), jelikoz vysledky této metody jsou opét pro zpiesnéni
porovnavany s ekvivalentni antioxida¢ni aktivitou latky Trolox. Radikal se v roztoku tvoii
oxidaci z ABTS, nejéastéji pomoci peroxidasy. Prubéh reakce a Ubytek absorbance lze sledovat

spektrofotometricky pii vinové délce 734 nm (Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012).
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2.2.3 Metoda FRAP

Tato metoda na rozdil od metod piedeslych nefunguje na principu eliminace radikali, nybrz na
hodnoceni redoxnich vlastnosti zkoumané latky. Antioxidanty vystupuji jako redukéni ¢inidla
a redukuji v roztoku komplex Fe3*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe3*-TPTZ) — analog
ferroinu (odtud FRAP — ferric reducing antioxidant power) na komplex (Fe?*-TPTZ) v kyselém
prostiedi. To se projevi naristem absorbance pii 593 nm. Mira naristu vypovida o antioxidacni
aktivité¢ zkoumané latky. Opét je mozné zpiesnit vysledky pfepoctem na ekvivalent standardni
latky, napt. Troloxu. Kvuli nizkému pH béhem reakce vSak metoda nezohlediiuje vliv
polyfenolickych latek (pomalu reagujicich) a neni tak prili§ vhodna pro stanoveni antioxida¢ni

aktivity v potravinach (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald, & Robards, K., 2002).

2.3 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky jsou Sirokou skupinou slouéenin obsahujicich ve své molekule 2 a vice
fenolové jednotky (Handique & Baruah, 2002). Nachazi se ve vét$in¢ vysSich rostlin, kde
zodpovidaji za barvu plodu, kvéta, aroma. Obecné jsou to slouceniny ovliviiujici barvu, viini a

chut’. Podle struktury zakladni jednotky se déli na:

e Hydrolyzovatelné taniny — zéakladni jednotka kyselina gallova (Obr. 1), tzv.
tiisloviny*‘, obsazeny v suSiné listl vSech rostlin (50 %), v ¢erném ¢aji, Cerveném

ving, ovoci, pivu, kakau...

O~_OH

HO OH
OH

Obrazek 1 - kyselina gallova
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e Flavonoidy — zé&kladni jednotka flavon (Obr. 2), dal se déli (anthokyany, flavony,

flavonoly, flavanony, katecholy), vétSinou barviva kvéti, ploda

O

Obrazek 2 - flavon

e Lignany — zakladni jednotka kyselina skoficova (Obr. 3), vyskytuji se hlavné

v semenech, soucast bunécnych stén, prekurzory fytoestrogent

O
X OH

Obrézek 3 - kyselina skoficova

2.3.1 Funkce polyfenola

Polyfenoly jsou vyznamné antioxidanty. Reaguji s volnymi elektrony a tim zpomaluji
oxidativni procesy (Villafio, Ferndndez-Pachon, Moyd, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2007).
Mezi dalsi funkce patii pfenos protont pii biosyntézach, zpeviiovani tél rostlin (prekurzory pro

lignin), fungicidni a baktericidni G¢inky, ochrana proti UV zafeni - pohlcuji ho (Orsak,
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Lachman, Pivec, & Hosnedl, 2000). Nejvyznamnéjsim zdrojem polyfenoli pro ¢lovéka je

ovoce, nejvice jich byva obsazeno ve slupce.

2.4 Metody stanoveni celkovych fenolickych latek

2.4.1 Metoda dle Folin-Ciocalteau

Metoda vyuziva pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek reakci vzorku s ¢inidlem
podle Folin-Ciocalteaua. Tento Zluté zbarveny roztok obsahuje smés fosfomolybdenanu a
fosfowolframanu, latek, které reaguji s fenolickymi latkami a jsou jimi redukovany. Dtsledkem
redukce je barevna zména roztoku, pozorovatelna spektrofotometricky pii 765 nm. Nevyhodou
metody vSak je, Ze €inidlo mize byt redukovéno 1 dalSimi nefenolickymi latkami (napf.
redukujicimi cukry). Vysledny obsah fenolickych latek se tak standardné¢ pomoci kalibra¢ni

fady piepocitava na GAE — ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové (Lamuela-Raventos, 2017).
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3 Cil prace

Cilem préce je experimentalné ovéfit, zda existuje rozdil v celkovém obsahu fenolickych latek
a antioxidac¢ni aktivit¢ mezi vzorky ovoce susenymi konvencnim susenim v susarné a susenymi
lyofilizaci. Obsahy fenolickych latek a antioxida¢ni aktivity budou stanoveny pro jednotlivé

vzorky a poté statisticky porovnany.
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4 Prakticka ¢ast prace
4.1 Pristroje a zarizeni

Navazky vzorkt byly navazeny na digitalnich analytickych vahach HR 200 (A&D Instruments,
Austrélie). Latky byly ze vzorkii extrahovany v ultrazvukové lazni (Bandelin Sonorex™,
Bandelin electronic, Némecko). Uprava roztokd po extrakci byla provedena na centrifuze
Sorvall ST Plus Series (Thermo Fischer Scientific, USA). Méfeni antioxida¢ni aktivity i obsahu
fenolickych latek bylo provedeno na UV-VIS spektrofotometru UV-2600 (Shimadzu,
Japonsko). Vzorky a standardy pro analyzu byly pFipraveny s pomoci mikropipet
s nastavitelnym objemem 1-10 ml, 10-100 pl, 100-1000 pl.

4.2 Pouzité chemikalie

e Methanol — Honeywell, USA

e NaCOs — uhli¢itan sodny — J. T. Baker, USA

e DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl — Sigma-Aldrich, USA

e Cinidlo dle Folin-Ciocalteu (2,0 N) — Sigma-Aldrich, USA

e Kyselina gallova — Sigma-Aldrich, USA

e Standard Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) —
Sigma-Aldrich, USA

4.3 Pouzité vzorky

Vzorky byly dodany z Univerzity obrany v Brn¢. Jednalo se o pfedem suSené a vakuové balené
exotické ovoce. Vzorky byly pfed pouZzitim uchovavany v mrazni¢ce a z nich pfipravené
roztoky potom v chladniéce. Kazdy typ ovoce byl susen horkym vzduchem (dale jen suseny) a
lyofilizovan za nespecifikovanych podminek. Roztoky vzorki byly pro zjednoduseni oznaceny
zkratkou (viz Tabulka 6).
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Tabulka 6 - testované vzorky

VZOREK ZKRATKA
ANANAS - SUSENY A-S
ANANAS - LYOFILIZOVANY A-L
BANAN - SUSENY B-S
BANAN - LYOFILIZOVANY B-L
KIWI - SUSENE K-S
KIWI - LYOFILIZOVANE K-L
MANGO - SUSENE M-S
MANGO - LYOFILIZOVANE M-L
PITAHAYA - SUSENA P-S
PITAHAYA - LYOFILIZOVANA P-L

4.4 Pracovni postup
4.4.1 Priprava vzorki

Vzorky pouzivané k analyze byly tésné¢ pred extrakci rozmélnény v tieci misce. Z kazdého
vzorku byl odebran 3x cca 1 g materialu, ktery byl poté v kddince smichan s 15 ml 80 % roztoku
methanolu. VSechny 3 navazky byly zaroven extrahovany v ultrazvukové lazni po dobu 15 min.
Po extrakci byl obsah kadinek dekantovan do 10 ml centrifugacnich zkumavek a roztoky byly
vy¢efeny pomoci centrifugy (10 000 RPM, 5 min, 5°C). Po centrifugaci byla pomoci pipety
z kazdé zkumavky odebrana vrchni, ¢iréd vrstva roztoku (cca 8 ml) do Cisté zkumavky. Roztoky
lyofilizovanych ovoci bylo nasledujici dny pied stanovenim opét vycetit na malé centrifuze.

Pipetované mnozstvi k analyze v obou metodach bylo 500 pl.

Vzorky lyofilizovanych bandni bylo potieba pro analyzu 10x nafedit. Ziedéni je zahrnuto ve

vypoctu.

4.4.2 Priprava standardi

Pro metodu FC byla jako standard pouzita kyselina gallova, rozpusténa v methanolu. Ze

zasobniho roztoku o koncentraci 506 mg/l byla ptipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 5,06;
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10,12; 20,24; 40,48; 80,96; 121,44; 161,92 a 202,4 mg/l kyseliny gallové. Vysledky jsou

udavany v ekvivalentu kyseliny gallové (GAE).

Pro metodu DPPH bylo pracovdno s cerstvé namichanym roztokem 2,2-difenyl-1-
pikrylnydrazylu v methanolu. Jako standard byla pouzita latka Trolox. Z té byl pfipraven
zasobni roztok rozpusténim 25,2 mg ve 25 ml methanolu. Ze zasobniho roztoku byla pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracich 10,08; 20,16; 40,32; 80,64; 120,96; 161,28; 201,6; 302,4:
a 403,2 mg/l Troloxu. Vysledky jsou udavany v ekvivalentu Troloxu (TEC).

45 Metoda FC

Do 10 ml zkumavek bylo napipetovano 6 ml destilované vody, 0,5 ml roztoku vzorku a 0,5 ml
Folin-Ciocalteuho ¢inidla. Roztok byl ponechan 5 min v temnu. Poté byl pfidan 1 ml 5%
Na>COs a roztok byl na 30 min opé&t umistén do temna. Byla zmétfena absorbance vSech roztoki
pfi 765 nm proti slepému vzorku, ktery obsahoval misto vzorku 0,5 ml 80 % methanolu.
Celkovy obsah fenolickych latek byl vypocitan pomoci kalibracni kiivky, kterd byla sestrojena
pro kalibracni fadu kyseliny gallové. Vysledny obsah fenolickych latek byl vyjadien jako

GAE/g, ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové na 1 g vzorku

4.5.1 Kalibracni krivka pro metodu FC

Roztoky pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny stejnym postupem, kdy do zkumavek bylo
pridavano misto 0,5 ml vzorku po 0,5 ml piipravenych standardi kyseliny gallové. Byly
proméieny absorbance jednotlivych koncentraci pii 765 nm proti slepému vzorku a byla
sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové. Kazdy bod

kalibra¢ni kiivky byl proméfen dvakrat.

4.6 Metoda DPPH

Do 10 ml zkumavek bylo napipetovano 5 ml zasobniho roztoku DPPH a 0,5 ml roztoku vzorku.
Smés se nechala piil hodiny stat v temnu. Po uplynuti ¢asu byl prométen tibytek absorbance pii
517 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven smichanim 5 ml roztoku DPPH a 0,5 ml 80
% methanolu. Ubytek absorbance byl pomoci kalibraéni kiivky piepoéitan na TEC/g,

ekvivalentni mnozstvi Troloxu na 1 g vzorku.
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4.6.1 Kalibraéni kfivka pro metodu DPPH

Roztoky pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny stejnym postupem, kdy do zkumavek bylo misto
vzorku ptfidavano po 0,5 ml pfipravenych koncentraci Troloxu. Po uplynuti 30 min byl
prométen ubytek absorbance pii 517 nm proti slepému vzorku. Pomoci hodnot absorbanci bylo
spocitano % inhibice podle vztahu (1) (kde Ao je absorbance slepého vzorku, Av; je absorbance

vzorku) a to bylo poté piepoc¢teno na obsah Troloxu.

vz (1)

Ay — A
(%) ===+
0

100
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5 Vysledky
5.1 Metoda FC - stanoveni celkovych fenolickych latek

Folin-Ciocalteuho ¢inidlo obsahuje smési fosfomolybdenanu a fosfowolframanu, které reaguji

s fenolickymi latkami ve vzorcich a tim se redukuji, ¢imz dochazi ke zmén¢ barvy do zelené.

0.8

0.7

0.6 y = 0.0036x - 0.014
R2= 0.9936

0.5

0.4

Absorbance

0.3
0.2
0.1

0 50 100 150 200 250

Koncentrace kys. gallové (mg/1)

Obrazek 4 - zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové

Kalibra¢ni fada pro kyselinu gallovou vykazuje linearni zavislost v celém rozsahu koncentraci
(5-200 mg/l) s koeficientem determinace R? = 0,994 (Obr. 4). Z rovnice regrese byly vypoéteny
vysledné obsahy fenolickych latek, piepocitané na ekvivalent kyseliny gallové v 1 g vzorku.
Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat (pro 3 rtuzné navazky) a vysledek byl zprimérovan.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7 — primérné hodnoty obsahu polyfenolti zkoumanych vzorkt

Vzorek ovoce Suseny Lyofilizovany
(mg GAE/g £ sm.o.) (mg GAE/g £ sm.o.)

Ananas 2,1+0,5° 2,7+0,2°

Banan 1,3+0,1° 7,9+0,1°

Kiwi 2,4+0,3° 2,3+0,0

Mango 0,9+0,1° 1,1+0,1°

Pitahaya 1,2 +0,2° 1,1+0,2°

Aritmeticky prumér + smérodatna odchylka (N = 3). Hodnoty S riznymi pismeny v hornim

indexu jsou statisticky rozdilné (dvouvybérovy t-test s rovnosti rozptylu, p < 0.05)

Z namétenych hodnot je ziejmé, Ze nejvyssi obsah polyfenoli byl naméfen u lyofilizovanych
banant (7,9 mg GAE/g), zatimco u ostatnich vzorki byl celkovy obsah fenolickych latek méné
nez poloviéni (1,1-2,7 mg GAE/g). Lyofilizované vzorky mély vyznamné vysSi obsah
fenolickych latek ve srovnani se vzorky suSenymi v klasické susarné, s vyjimkou kiwi a

pitahaye.

5.2 Metoda DPPH - stanoveni antioxida¢ni kapacity

Radikal DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) vznika v methanolovém roztoku. Za piitomnosti

antioxidant je jimi zhaSen a dochazi k odbarvovani ptivodné modrofialového roztoku.
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Obrazek 5 — zavislost poklesu absorbance na koncentraci Troloxu
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Kalibra¢ni fada pro Trolox vykazuje témét linedrni zavislost v potiebném rozsahu koncentraci
(10-400 mg/I) s koeficientem determinace R? = 0,972 (Obr. 5). Z rovnice regrese byly pomoci
poklesu absorbance roztokt vzorkl vypocitany ekvivalentni koncentrace Troloxu pro
jednotlivé vzorky, které byly prepocitany na kg vzorku. Kazdy vzorek byl prométen tiikrat a

vysledné hodnoty byly zprimérovany. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 - primérné hodnoty antioxidaéni aktivity zkoumanych vzorka

Vzorek ovoce Suseny Lyofilizovany
(mg TEC/g £ sm.o.) (mg TEC/g £ sm.o.)
Ananas 2,0+ 0,4° 4,5+0,3°
Banan 1,3+0,0° 8,6 +0,0°
Kiwi 4,2 £0,8° 50+0,1°
Mango 1,9+0,1° 2,3+0,0°
Pitahaya 0,6 £0,3° 1,3+0,4°

Aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (N = 3). Hodnoty s riznymi pismeny v hornim

indexu jsou statisticky rozdilné (dvouvybé&rovy t-test s rovnosti rozptylu, p < 0.05)

Z namétfenych hodnot lze konstatovat nejvyssi antioxidaéni aktivitu opét u lyofilizovanych
bananu (8,6 mg TEC/g). Aktivity ostatnich vzorkd se pohybovaly v rozmezi 0,6-5,0 mg TEC/g,
coz je oproti lyofilizovanym bananim podstatné méné. Lyofilizované vzorky vykazovaly
vyznamn¢ vy$$i antioxida¢ni aktivitu oproti vzorkiim susenym v klasické susarné s vyjimkou

Kiwi.
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6 Diskuse

Celkovy obsah fenolickych latek v ananasu odpovida obsahu uvadéném napt. v praci Sarkar a
kol. (Sarkar, 2020), stejné jako antioxida¢ni aktivita méfena metodou DPPH. Mezi latky
s nejvétsim zastoupenim patfila kyselina sinapova a p-kumarin. Vzorky susené lyofilizaci mély
vétsi obsah fenolickych latek i antioxida¢ni aktivitu ve srovnani se susenim pfi teplotach (60-
90 °C) (Izli, 1zli, & Taskin, Impact of different drying methods on the drying Kinetics, color,

total phenolic content and antioxidant capacity of pineapple, 2018).

Celkovy obsah fenolickych latek v bananu odpovida u susenych vzork hodnotdim uvadénym
v praci (Guiné, a dalsi, 2015), vzorky lyofilizované obsahovaly fenolickych latek vyrazné vic,
nez hodnoty ze stejné prace. Antioxidaéni aktivita vzorkd bézné susenych i lyofilizovanych
banand je nizsi nez v praci Vu a kol. (Vu, Scarlett, & Vuong, 2017), pomérny rozdil hodnot

mezi lyofilizaci a horkovzdusnym suSenim je vSak srovnatelny.

Celkovy obsah fenolickych latek u kiwi odpovida tabelovanym hodnotam (lzli, 1zli, & Taskin,
2017a). Susené a lyofilizované vzorky se od sebe obsahem fenolickych latek, stejné jako v této
praci (Izli, 1zli, & Taskin, 2017a), vyrazné neliSi. Antioxida¢ni aktivita by podle této prace
lyofilizaci neméla téméi poklesnout, vlivem bézného suseni vyraznéji, coz se v experimentu
moc nepotvrdilo, jelikoz hodnoty jsou statisticky srovnatelné. NejvyznamnéjSim antioxidantem

je u kiwi vitamin C, kterého obsahuje nejvic ze zkoumanych druhii ovoce.

Celkovy obsah fenolickych latek u manga opét viceméné odpovida hodnotam v pramenech.
Rozdily hodnot u suSenych a lyofilizovanych vzorkl jsou nevelké, ale statisticky vyznamné.
Antioxida¢ni aktivita vzorkli manga je srovnatelna s hodnotami z publikace Izli a kol. (lzli, 1zli,
& Taskin, 2017b). Rozdily mezi suSenymi a lyofilizovanymi vzorky jsou pomérné malé, coz se

shoduje se zjisténimi ze stejné publikace (Izli, 1zli, & Taskin, 2017Db).

Obsah fenolickych latek v pitahaye se pohybuje kolem tabelovanych hodnot (Pasko, a dalsi,
2021). Rozdil obsahu fenolickych latek mezi suSenymi a lyofilizovanymi vzorky je statisticky
nevyznamny a samotny obsah fenolickych latek je pomérné maly oproti ostatnim vzorkiim
(Tab. 7). Vétsi obsah fenolickych latek lze pozorovat napf. ve slupce (Wiset, 2012).
Antioxida¢ni aktivitou pitahaye se moc praci nezabyva, ale porovnanim hodnot napt. s praci

Wiset a kol. (Wiset, 2012) je ziejmé, ze hodnoty jsou podobné, v obou piipadech nevelké.
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Rozdily mezi antioxida¢nimi aktivitami jsou ve vétSin€ piipadi vyraznéjsi nez mezi celkovymi
obsahy polyfenolickych latek. Nejmensi vliv méla metoda suSeni na vzorky kiwi — u obou

stanoveni jsou vysledky statisticky nevyznamneé. Nejvétsi rozdil lze pozorovat v obou

stanovenich u vzorkd banant.
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[ Zavér
Cilem bakalatské prace bylo stanovit obsah fenolickych latek a stanovit antioxida¢ni kapacitu
zkoumanych vzorkd. Pro stanoveni obsahu fenolickych latek byla pouzita spektrofotometricka

metoda FC. Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byla pouzita spektrofotometricka metoda

DPPH.

Dale bylo cilem srovnani vzorka suSenych horkym vzduchem a lyofilizaci, co do zachovani
antioxidantti a polyfenolti. AZ na n¢které vyjimky (fenolicke latky ve vzorcich kiwi a pitahaye)
byl obsah latek v lyofilizovanych vzorcich vyrazné vyssi. Lze tedy konstatovat, ze lyofilizace

je pro zachovani antioxidantti vhodné&j$i metoda suseni.
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