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ABSTRAKT

Diplomova prace se v teoretické Casti zabyva charakteristikou maty, jejimi vlastnostmi
a chemickym slozenim. Dale popisem antioxidantd, jejich ptisobenim a popisem analytic-
kych metod vyuzivanych ke stanoveni antioxida¢ni aktivity, polyfenolil a vitaminu C. Prak-
ticka cast se zabyva zménami celkového obsahu polyfenolickych latek a antioxidacni akti-
vity (DPPH a ABTS) spektrofotometrickou metodou v extraktech maty v zavislosti na
uprave vzorku, ptipravé extraktu a uchovavani maty. Také jsou metodou HPLC s UV-VIS

detekci v maté ureny vybrané polyfenolické latky a vitamin C.

Kli¢ova slova: mata, polyfenoly, antioxida¢ni aktivita, vitamin C, HPLC

ABSTRACT

The thesis in the theoretical part deals with the characteristics of mint, its properties and
chemical composition. It also deals with the description of antioxidants, their effects and
description of analytical methods used for determination of antioxidant activity, polyphenols
and vitamin C. The experimental part deals with the changes of the total content of polyphe-
nols and antioxidant activity (DPPH and ABTS) using spectrophotometric method in mint
extracts depending on sample preparation, extract preparation and preservation of mint. Se-
lected polyphenols and vitamin C in mint are also determined by HPLC method with UV-
VIS detection.

Keywords: mint, polyphenols, antioxidant activity, vitamin C, HPLC
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UvVOD

Rod Mentha se tadi do Celedi Lamiaceae a zahrnuje 25 druhti a nékolik hybridt. Jedna se
o vyznamné aromatické 1é¢ivé rostliny, které byly jiz od nepaméti péstovany a pouzivany
v ramci tradiéni mediciny, potravinafstvi, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Mezi
nejvyznamnéjsi druhy patii mata peprna (Mentha x piperita), u které existuji ditkkazy, ze

byla péstovana jiz ve starovékém Egypt¢.

Pro matu je charakteristicka ptitomnost silice, kdy jeji slozeni udava kvalitu maty. V ramci
jednotlivych druhti maty je sloZeni silice rozdilné. Z hlavnich latek byly identifikovany
mentol, menton, isomenton, sabinen, mentofuran, piperiton, dale tfisloviny, hot¢iny, fla-
vonové glykosidy, peprmint, flavonoidy, cholin a taniny, pfi¢emz mentol a jeho izomery

dodavaji maté jeji charakteristickou vini a chut’.

Matu je mozné konzumovat jak v erstvém, tak i v suSeném stavu, kde je vyuzivana pro
ptipravu napojl, sirupli, cokoladovych i necokolddovych cukrovinek. V kosmetickém prii-
myslu je vyuzivana napftiklad pti vyrobé krémt a pletovych vod a v rdmci mediciny a far-
maceutického primyslu jsou uplatiiovany jeji antiseptické, antispasmodické a mirné anal-

geticke vlastnosti. Dal§i vyznamnou vlastnosti je antimikrobialni aktivita obsazenych latek.

Kromé uvedenych vlastnosti je vSak mata vyznamnym zdrojem latek, antioxidantd, které
vykazuji antioxida¢ni aktivitu. Antioxidanty jsou latky, které ptsobi proti volnym radika-
Iim. Ty mohou zptisobovat ¢i negativné ovlivitovat mnoho onemocnéni, jako je naptiklad
karcinogeneze, kardiovaskuldrni onemocnéni, ateroskleroza, zanéty. Antioxidanty také pi-
sobi proti oxidaci lipidQ, ¢imZ pozitivn€ ovliviluji i trvanlivost potravin. Mezi latky s anti-
oxidacni aktivitou se u maty fadi hlavné fenolické slouceniny a vitamin C. Polyfenoly si

mata syntetizuje jako obranné metabolity, které ji chrani naptiklad proti UV zafeni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MATA

Byliny, specialné ty, které patii do Celedi Lamiaceae neboli hluchavkovitych, jsou popu-
larni aromatické rostliny, které rostou v mnoha oblastech svéta. Tato ¢eled’ zahrnuje okolo
230 rodti a 7 100 druhi rostlin. Hodné druhti z této celedi je dilezitych pro jejich vyuziti
v medicing, potravinaistvi, kosmetice a v produkci silic. Nékteré z téchto bylin jsou vyu-
zivany ke zlepseni chuti a aroma potravin a jsou rovnéz zdrojem latek, které maji piiznivy

vliv na zdravi a hraji aktivni roli pfi zmirnéni onemocnéni [1, 2].

Z vyznamnych rodl se sem krom¢ rodu Mentha tadi také, rody jako Salvia, Thymus,

Rosmarinus nebo Origanum [1].

Rod Mentha ma za sebou dlouho historii, co se tyka jeho péstovani. Byl péstovan v sever-
nich i jiznich mirnych oblastech podél biehti fek a ve vlhkych oblastech. Pfedpoklada se,
ze byl péstovan jiz ve starovékém Egypté, ackoliv prvni zdznamy o péstovani jsou dolo-
zené az z roku 1750 z Londyna. AvSak pfesny pivod péstovani maty peprné je sporny
1 pfes to, Ze existuji ditkazy, Ze byla péstovana jiz ve starovékém Egypt€ a o jejim pouzivani
Reky a Rimany dokonce napsal fimsky piirodovédec Plinius star§i. Mata peprna byla po-
prvé zietelné oznacena za druh botanikem Johnem Rayem v jeho knize Synopsis Stirpium
Britannicorum (2. vydani, 1696) a v knize Historia Plantarum z roku 1704. Oficialné tak

byla oznacena v roce 1721 v London Pharmacopoeia [3].

Ve vychodni 1 zépadni tradi¢ni medicin€ byla a stale je mata a peprmintovy olej, ktery
obsahuje, vyuZivan proti nevolnostem, kiec¢im v zazivacim ustroji, pti [é€bé poruch traveni,

pfi nachlazeni a bolesti v krku. Déle je vyuZivana i pii 1é¢b¢ rakoviny a bolesti zubt [4].

1.1 Druhy maty

Rod Mentha je reprezentovan 25 druhy a nékolika hybridy. Vykazuje velkou morfologic-

kou variabilitu [5].

Mezi vyznamngj$i druhy se fadi mata vonna (Mentha suaveolens), ktera byla v diive;si
literatufe nazyvana matou okrouhlolistou. Mata vonna je zndma také pod oznacenim jako
mata ananasova, vyznacuje se totiZ ovocnou matovou vini a chutové se hodi ke sladkym

pokrmiim. M4 kvéty rizové barvy a listy jsou vejCité vice prisedlé k lodyze, svétle zelené
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barvy, pti¢emz lodyhy a stejné tak i spodni strana listli jsou mékce chlupaté. Roste na vlh-
kych mistech od zépadni po vychodni ¢ast Evropy a na severu Afriky. Je vyuzivana jako
koteni a pro jeji Siroky rozsah plisobnosti 1 v tradi¢ni mediciné. M4 stimula¢ni, analgetickeé,

-----

ludku [6, 7, 8].

Obr. 1 Mata vonnd [9]

Dale se mezi vyznamné druhy rodu Mentha tadi také mata klasnatd (Mentha spicata)
a mata peprna (Mentha x piperita), které se vyuzivaji v primyslu farmaceutickém, potra-

vinarském, kosmetickém ¢i jinych pfibuznych priimyslech [3].

Mata klasnata je rozvétvena vytrvala bylina, kterd ma hranaté lodyhy vysoké az 75 cm.
Listy maji kratké fapiky a jsou ovalné, ostie Spicaté, hluboce Zilkované a pilovité. Bud’
mohou byt hladké a jasné zelené barvy nebo Sedavé, chlupaté a svraskalé. Kvete v 1été
purpurové ¢i slabé nafialovélymi kvéty. Roste plané, ve vlhkych ptidach ve stinu. Jedna se
o0 nejméné $tiplavy, jemné vonici druh, ktery je asto pouzivan pro kulinatské Ggely. Ete-
ricky olej z maty klasnaté je vyuzivan k ochuceni cukrovinek a dentalnich a farmaceutic-

kych ptipravka [10, 11].
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Obr. 2 Mata klasnata [12]

Mezi nejznamé;jsi a co se tyka obsahovych latek a biologické aktivity nejlépe prozkoumany
druh rodu Mentha, je mata peprna (Mentha x piperita). Vznikla kiizenim maty vodni
(Mentha aquatica) s matou klasnatou (Mentha spicata). Je péstovana ve vSech regionech
svéta, avSak zejména v Evropé, Severni Americe a severni Africe. Mata 1épe prospiva
v lehkych humoéznich a vlhkych ptdach. Vyhovuji ji teplejsi slunecné polohy, pokud je

péstovana v polostinu ma mensi obsah u¢inné silice [4, 13].

Rodové jméno Mentha je odvozeno z feckého Mintha, jména mytické nymfy, ktera se me-
nila v tuto rostlinu, jméno druhové piperita pochazi z latinského piper, coZ znamena pepft,
a to kviili jeji aromatické a pronikavé chuti. Listy maty peprné jsou vejcité kopinaté, fapi-
katé a na okrajich nepravidelné ostie pilovité. Mohou byt svétle i tmaveé zelené barvy.
Kvéty jsou bledé nachové barvy, vyrtstajici v lichopfeslenech a uspotadané do klast.

Kvete od ¢ervence do zaii [3, 4, 13].
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Obr. 3 Mata peprna [14, 15]

Dal$im znamym druhem je mata rolni (Mentha arvensis), ktera je nazyvana také mata ja-
ponska, je péstovana v jihovychodni Asii a ¢asteéné i v USA a v Brazilii. Tento druh se
vyznacuje vysokym obsahem mentolu v silici, a proto se fadi k dillezitym primyslovym
surovinam pro destilaci silice a ziskavani ptirodniho mentolu. Doriista vysky 60 — 100 cm.
Listy jsou okrouhlé, srstnaté, pilovité a zelené barvy. Kvéty purpurové barvy se objevuji

vI1éts [11, 16].

Obr. 4 Mata rolni [17]

Existuji rovnéz i kultivary jako napfiklad mata pomerancova, mata jablecnd nebo i mata

citronova [18].


http://gernot-katzers-spice-pages.com/pictures/ment_16.jpg
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1.2 Chemické sloZeni

Pro matu je charakteristicka pfitomnost silice, pficemz slozeni silic je v rdmci jednotlivych
druhtt maty rozdilné a udava kvalitu maty. Z hlavnich latek byly identifikovany mentol,
menton a isomenton, sabinen, mentofuran, piperiton, dale tfisloviny, hot¢iny, flavonové
glykosidy, peprmint, flavonoidy, cholin a taniny. Pfi¢emz mentol a jeho izomery dodéavaji
maté jeji charakteristickou viini a chut’. V listech maty se rovnéz vyskytuji mastné kyse-
liny, zejména kyselina linolova, linolenova a palmitova. Také byla zjisténa pfitomnost B-

karotenu a chlorofylu [4, 5, 19, 20, 21].

Mnoho rostlin mé takové sloZzeni a biologickou aktivitu, kdy jejich pisobenim dochézi
k produkci urcitych fyziologickych reakei v téle. Proto tyto rostliny mohou byt pouZzity
fadi alkaloidy, taniny, flavonoidy a fenolické slouceniny. Dulezity je i obsah biologicky
aktivnich latek, které maji antioxidacni aktivitu. Z téchto latek se v maté vyskytuji napfi-
klad fenolické latky, kyselina askorbova, a a y-tokoferol. Z fenolickych latek jsou v maté
obsazeny hlavné fenolické kyseliny a flavonoidy. Z fenolickych kyselin se jedna naptiklad
o kyselinu kavovou, ferulovou, chlorogenovou, syringovou, gallovou, vanilovou, rozma-
rynovou a p-kumarovou. Z flavonoidi se pak v maté nachazi naptiklad kvercetin, katechin,
epikatechin, luteolin, rutin, apigenin, myricetin a jiné. Obsah sekundarnich metabolita,
jako jsou naptiklad fenolické latky a jejich biologicka aktivita (antioxida¢ni a antimikrobi-
alni), jsou vyznamné pro bylinné nélevy, kofeni a 1écebné pouziti maty. Bylo zjisténo, Ze
specifické slozky, jako je naptiklad pulegon, menton a karvon, maji antimikrobiélni, insek-

ticidni a genotoxické Uc¢inky [4, 19, 20, 22, 23, 24].

1.3 Vyuziti maty

SloZeni peprmintového oleje je variabilni a jeho obsah se 1i$i v z&vislosti na klimatu, kul-
tivaru a geografické poloze. Peprmintovy olej je béZn¢€ pouzivan v potravinaiském, farma-

ceutickém a kosmetickém pramyslu [4].

Mentol ma silné antiseptické vlastnosti a je pouzivan jako surovina do zubnich past, Zvy-
kacich tabaki, cukrovinek, zZvykacek, bonbont, do analgetickych balzamd, kapek proti
kasli, parfému atd. Cerstvé nebo susené listy méty se vyuzivaji v osvézovacich dechu, zub-

nich pastach, na antiseptické vyplachy ust [4, 21].
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V ramci potravinafstvi je mata vyuzivana také do néapoji, zelé, matovych cokolad, sirupt,
cukrovinek, zmrzlin a ¢aji. Déle je rovnéz pouzivana i jako koteni, nebo k ochuceni. Listky
maty jsou nezbytnou ptisadou do ¢ajii Touareg, coz je €aj popularni v zemich severni Af-

riky a v Arabskych zemich [4, 5].

Avsak vzhledem k tomu, Ze mata peprna plsobi jako mirné anestetikum, je nevhodné ji
konzumovat dlouhodobg, protoze by mohla ovlivnit citlivost organismu viici jemnému pui-
sobeni bylin. Pii pfedavkovani je mozné, ze kromé toxickych projevt (naptiklad celkova
ochablost, kiece), mize dojit ke vzniku alergie na mentol, pfiCemz hlavn¢ citlivé jsou na

tuto latku déti. Proto je doporu¢ovano matu peprnou michat do smési [21].

1.4 Antioxidaéni vlastnosti

Mnoho studii poukazuje na to, ze byliny z Celedi Lamiaceae maji vyznamné antioxidacni

vlastnosti hlavné diky slozeni a mnozstvi jednotlivych fenolickych sloucenin [1].

Terapeuticky potencial 1é€ivych rostlin, jakozto zdroje pfirodnich antioxidantii, spociva ve
snizovani oxidativniho stresu zahrnujiciho plsobeni volnych kyslikovych radikali, jehoz
vysledkem je poSkozeni tkani, chronické poruchy a bunéénéd smrt. Dochazi k redukei vol-
nych radikali zpasobujicich poskozeni tkané a ochrané ptred degenerativnimi poruchami
spojovanymi s vékem, jako jsou koronarni onemocnéni srdce nebo rakovina. V nékolika
studiich bylo poukazéano na to, ze za antioxida¢ni potenciadl mnoha rostlin je zodpovédny

praveé obsah fenolickych sloucenin [22].

Fenolické slouceniny, polyfenoly, flavonoidy, jsou funkéni slozky, které jsou syntetizo-
vany rostlinou jako jeji obranné metabolity. Rostliny, jako je naptiklad mata, jsou jejich
dilezitym zdrojem. Z fenolickych kyselin byli v maté identifikovany naptiklad kyselina
kavova, chlorogenova, rozmarynova, gallova, vanilova, syringova, p-kumarova, ferulova
a 3,4-dihydroxybenzoova. Mezi identifikované flavonoidy se napiiklad tadi katechin,
epikatechin, rutin, luteolin, apigenin, kvercetin, thymonin, diosmin. Jako dominantni feno-
lick4 sloucenina ze skupiny flavonoidd, v extraktech ze suSené maty, byl zjistén kaempfe-

rol 3-O-glukosid [19, 23, 25].
Bylo zjisténo, Ze kromé extraktll z maty vykazuji antioxidacni u€inky i silice z maty, které
obsahuji naptiklad a a B-pinen, cineol, jasmon, isomentol, isomenton, ledol, limonen, men-

tofuran, mentol, menton, mentyl acetat, neomentol, piperiton, pulegon a viridiflorol. Hlavni
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slouceninou peprmintového oleje je mentol, dale vSak obsahuje také mentyl acetat, isova-

lerat, menton, cineol, neaktivni pinen, limonen a dal$i méné vyznamné slozky [3, 26].

1.5 Antimikrobialni vlastnosti

Rostliny z ¢eledi Lamiaceae jsou vyuzivany i pro jejich antimikrobialni vlastnosti.
V dnesni dobé je snaha hledat antimikrobidlni latky rostlinného ptivodu, i proto, ze roste

nedivéra v antimikrobialni latky syntetického pavodu [2].

Mikroorganismy mohou zpusobovat znehodnoceni a kazeni potravin, farmaceutickych
a kosmetickych prostfedkll a riznd onemocnéni. Navic v poslednich letech roste pocet re-
zistentnich bakterii vii¢i bézné€ uzivanym antibiotikiim. Proto je nutné hledat nové antimi-

krobialni Cinidla [2].

Tyto rostliny mohou také prodluzovat trvanlivost diky obsahu antimikrobialnich latek. Lé-
¢ivé rostliny a z nich ziskané silice a izolované slou¢eniny obsahuji velké mnozstvi sekun-
darnich metabolitl, u kterych je zndmo, Ze zpomaluji nebo inhibuji rist bakterii, kvasinek
a plisni. Pfirodni antimikrobialni latky mohou byt v konzervaci potravin pouzity bud’ sa-

mostatn¢, nebo v kombinaci s jinymi latkami, se kterymi mohou plisobit synergicky [27].

Antimikrobidlni u€inky rostlinnych extraktti jednoho druhu byliny mohou byt ovlivnény,
nejen oblasti, kde byla dana bylina péstovana, ale i pisobenim riiznych faktord, jako je
klima, sloZeni ptdy, typ pouZzitého rozpoustédla pfi extrakénim procesu, objem pouzitého
inokula, kultivacni médium. Antimikrobialni u¢innost silic je také zavisla na mnoha fakto-
rech, jako je chemicka struktura jejich sloZek a jejich koncentrace. Ale 1 dalsi faktory jsou
dilezité k udrZeni antimikrobialni uc¢innosti v potravinach, naptiklad interakce se slozkami

potravin ¢i metoda jejich aplikace [1, 27].

Rostlinné silice maji Siroké spektrum antimikrobidlni G¢innosti. Tyto slouc¢eniny mohou
byt letalni pro mikrobidlni buiiky nebo mohou inhibovat produkci jejich sekundarnich me-
tabolitll, jako jsou naptiklad mykotoxiny. Vice Gi€inné jsou rostlinné silice proti grampozi-
tivnim bakteriim neZ gramnegativnim, ale bylo zji§téno, ze n€které rostliny, jako oregano
nebo tymidn plsobi jak proti grampozitivnim, tak 1 gramnegativnim bakteriim. Hlavnimi
slozkami silic s antimikrobialnim u¢inkem v bylinach byly zjiStény fenolické slouceniny,

terpeny, alifatické alkoholy, aldehydy, ketony, kyseliny a isoflavonoidy [27].
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Mnoho studii poukazuje na antibakterialni aktivitu silic rostlin z ¢eledi Lamiaceae. Mezi
hlavni slozky silic z rostlin této ¢eledi, které jsou primarné zodpovédné za baktericidni ¢i
bakteriostatické vlastnosti 1ze uvést eugenol, karvakrol a thymol. Slabé antibakterialni
ucinky proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim vykazuji peprmintovy olej
a mentol. U peprmintového oleje bylo rovnéz zjisténo, ze ma antivirovou i fungicidni ak-

tivitu [ 1, 4].

1.6 Uchovani maty

Cerstvé 1é¢ivé rostliny jsou sezonni produkty, které maji kratkou dobu trvanlivosti, proto
se vyuzivaji rizné zpiisoby jejich mozného uchovani. Skladovani téchto rostlin by se mélo
provadét v hermeticky uzavienych sklenénych tmavych nadobach. Lze je skladovat i v ple-
chovych krabicich, ale je nutné byliny obCas provétrat. Byliny by mély byt skladovany

v suchu, tm¢ a v chladu, pficemz rizné druhy by mély byt skladovany odd¢€lené [3, 28].

Delsi skladovani je vétSinou mozné jen pokud rostlinny material projde vhodnou upravou,
nejcasteji suSenim nebo zamrazenim. Matu lze konzervovat obéma zplsoby, pfi¢emz rost-

liny by mély byt zpracovany co nejdiive po sbéru [18, 29].

1.6.1 SuSeni

Suseni je jednim z nejefektivnéjSich zpusobi uchovani 1é€ivych rostlin, jelikoz vlhkost
vzduchu je hlavni pfi¢inou jejich kontaminace. Do nedavné doby byly byliny suSeny pii
vysSich teplotach. AvSak nékteré z aktivnich latek mohou byt citlivé na plisobeni vyssi
teploty a nejsou tak suSenim zachovany. SuSicim procesem u bylin nedochéazi pouze ke
snizovani vlhkosti, ale také ke snizovani obsahu t€kavych latek. Naptiklad za zmény v kon-
centraci tékavych slozek maty béhem suSeni mtiizou pravé podminky suseni, jako je teplota
a rychlost proudéni vzduchu, déle obsah vlhkosti, druh a stafi rostliny, klima, ptidni a skliz-
nové podminky. Podminky suSeni mohou mit vliv na kvalitu a kvantitu obsahu silic maty,

na chemickou a biologickou aktivitu bylin [25, 30].

Neadekvatnim susenim muize dojit k mikrobiologické kontaminaci, ztraté aktivnich latek

nebo muze dojit k nechténym zménam, coz ve vysledku vede ke snizovani kvality. Riizné



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

zpusoby suSeni byly vyvinuty na zadkladé¢ struktury bylinného materialu a chemické struk-

tury aktivnich 1é¢ivych latek [25].

Pfi suSeni je nutné davat pozor, aby droga rostliny nebyla znehodnocena. Vyuzivat by se
meélo umélé teplo a dostatecné proudéni vzduchu. Optimalni teplota pii suseni 1é¢ivych
rostlin se pohybuje v rozmezi 30 — 45 °C. Pokud pfi suSeni rostlina zhnédne nebo z¢erna,

doslo k jejimu znehodnoceni a nesmi byt dale pouzita [28].

Suseni rostlinného materialu mtze byt provedeno nékolika zpiisoby, véetné suseni horkym

vzduchem a suseni pomoci vymrazovani neboli lyofilizaci [30].

Suseni horkym vzduchem je tradi¢ni metodou suseni rostlin. Béhem horkovzdusného su-
Seni vSak dochazi u nékterych tékavych slozek k odparovani, zatimco se jiné mohou gene-
rovat ¢i degradovat. Pro suSeni bylin je vhodné pfirozené teplo, a to teplé a stinné misto,
s dostateCnym pfistupem Cerstvého vzduchu. Bud’ je mozné rostliny suSit povéSené ve
svazcich po zhruba deseti rostlinach, kdy horni ¢ast rostliny sméfuje doli, nebo se nafezané
listy, vyhonky a kofeny mohou rozlozit na gdzu nebo papir, které je vhodné umistit na
dratény rost, aby dochazelo k proudéni vzduchu i ze spodu. Celkova doba suseni je zavisla
na velikosti ¢asti rostlin a obsahu vody dané rostliny. Pokud jsou rostliny natezany na v¢étsi

¢asti, je vhodné je opakované otacet. BEehem suseni je také nutné kontrolovat rostliny, zda

nedochazi k plesnivéni. Pokud ano, je nutné plesnivé rostliny odstranit [29, 30].

Rostliny je mozné rovnéz susit v troubé pii teploté do cca 50 °C, pfipadné je moZnost susit
rostliny 1 v mikrovinné troubé. Kazdopadné pii takovém postupu nemusi byt uplné zacho-
vany jejich pozitivni vlastnosti a aroma [29].

UsusSené rostliny je vhodné uchovavat ve sklenénych nebo porcelanovych nadobach [29].
SuSeni vymrazovanim je metoda dehydratace materialu sublimaci pod vakuem. Tento pro-
ces je zndmy pro jeho schopnost udrzet kvalitu potravin béhem suSeni nizkou teplotou
s minimalni ztratou pfichuti, aroma a cennych latek. Nicméné je tato metoda suSeni cenové
nakladna, a to kvili intenzivnimu vyuziti energie, dlouhé dob¢ suSeni a vysokym investic-

nim nakladtm [30].

1.6.2 Zamrazovani

Byliny je mozné rovné€z zamrazit. Pii tomto zplsobu uchovani zlstava jejich aroma

a ucinné latky zpravidla dobfe zachovany. Zamrazenim vzniknou nepfiznivé podminky pro
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¢innost enzymu. Je nutné, aby rostliny byly rychle sklizeny, o¢iStény a zamrazeny. Po vy-
jmuti z mrazirny je potfeba je co nejdiive zpracovat, jinak podléhaji rychlym zméndm [29,

31].

Z vétSiny bylin se zamrazuji listy a vrS$ky vyhonki, a to v malém mnozstvi, vhodném pro
jednorazovou spotiebu. Nadrobno nakrajené rostliny je vhodné zamrazit v miskach nebo
dozach. Je mozné je zamrazit ve formic¢kach na led, kde nasekané byliny jsou zality vodou
a zamrazeny. Takto piipravené kostky bylin mohou byt vyuzity do vaienych jidel, do po-

1évek, kam se vhazuji jesté zmrzlé [32].

1.6.3 Vyluhy, odvary

Z bylin se mohou pfipravovat vyluhy za tepla (nalevy) ¢i za studena (maceraty) nebo od-
vary (dekokty). Pfiprava vyluhu za tepla se fadi k nejjednodus§im metoddm zpracovani
listd a kvétl. Rostlinné ¢asti jsou pielity varici vodou a ponechany 5 — 10 minut piikryté.
Po vyluhovani jsou scezeny a nalev je mozno pit nebo piikladat ve form¢e obkladi na zra-

néna ¢i bolestiva mista. [29].

Vysokymi teplotami v§ak mohou byt zni¢eny nékteré ucinné latky té€chto rostlin, proto je
vhodné v nékterych ptipadech ptipravovat vyluhy za studena. Macerat je pfipravovan tak,
ze zhruba dvé¢ 1zice dané byliny ¢i smési bylin jsou zality priblizné pul litrem studené vody
a jsou ponechany k vyluhovéni pies noc. Nasledné jsou scezeny a mohou byt pouzity stejné

jako nalev ¢i odvar [29].

Odvar je vétsinou pfipravovan z tvrdé kiry ¢i kofent. Jelikoz pro zisk ucinnych latek
z téchto Casti bylin je potieba vice Casu, tak jsou tyto ¢asti rostlin néjakou dobu mirn¢ va-
feny. Posléze jsou ponechany nckolik minut k vyluhovani a nasledné jsou scezeny. Je
vhodné pouzit nalevy a odvary jesté tyz den, kdy byly pfipravovany, piipadné je mozné je

uchovat v chladni¢ce po dobu 24 hodin [29, 33].

1.6.4 Tinktury, vina, likéry

Také je mozné z bylin pfipravovat tinktury. Jedna se o vyluhy G¢innych latek z rostlinného
materidlu pomoci vysokoprocentniho alkoholu. Byliny jsou ponechany v alkoholu po dobu

2 tydni a po scezeni je mozné je uchovavat po dobu zhruba dvou let. Uéinek tinktur je
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vétSinou silngjsi nebo zcela jiny oproti u¢inkiim, které maji nalevy ¢i odvary, které obsahuji
jen latky rozpustné ve vod¢. Z bylin miize byt také ptipravovano vino a likér. Od tinktur se
1181 délkou doby vyluhovani. V ramci piipravy bylinného vina je hrst ¢erstvych bylin zalita
suchym vinem. Vyluhovani probihd zhruba tyden a nésledné je provedeno scezeni rostlin-
nych zbytkt. K piipravé bylinného likéru je misto vina pouzit vysokoprocentni alkohol,
pfi¢emz byliny se v ném ponechaji k vyluhovani po dobu nékolika tydnti. Nasledné jsou

piecedény. Délka louhovani a mnozstvi bylin je individualni dle pozadované chuti [29, 33].

1.6.5 Dalsi zpisoby konzervace

Byliny Ize konzervovat i nakladanim do oleje ¢i octa. Obé z téchto pochutin maji konzer-
vaéni U€inky, které brani napadeni mikroorganismy. Pfi vyuziti této metody dochézi po
urcité dob¢ k prechodu aroma a 1é€ivych latek z rostlin do dané tekutiny. Nejprve je nutné
rostliny fadné umyt, osusit a vlozit do Cistych lahvi. Nésledné se byliny zaliji octem ¢i
olejem. Rostliny je nutné zalit celé. Z tekutin se doporucuje pouzit vinny ¢€i jiny ovocny
ocet nebo rostlinné oleje (naptiklad za studena lisovany olivovy olej). Pevné uzaviené
lahve se uchovavaji na teplém, svétlém misté a pravidelné se promichéavaji. Po uplynuti
dané doby se tekutina zfiltruje a ulozi do temna. Ocet je mozné zfiltrovat po 2 — 3 tydnech,

zatimco olej potfebuje 3 — 6 tydnti, aby doslo k dobrému prosyceni [34].

Z bylin Ize rovnéz ptripravovat bylinné soli. Ty se mohou piipravovat jak z Cerstvych, tak
ze susenych bylinek. Cerstvé byliny se nakraji ¢i rozmixuji na drobné &asti, susené lze
nadrtit. Nasledné jsou prosypéany soli a fadné promichany. Pfi vyuziti Cerstvych bylin je
nutné nechat siill nasledné uschnout. K delsimu uchovéavani bylinné soli je vSak lepsi vyuzit

pfi pfipravé susené byliny [32].
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2 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou fazeny k latkdm prodluzujicim udrznost potravin a to tak, ze je chrani
pred oxidaci, ktera se projevuje zluknutim ptitomnych tukl a jinych snadno se oxidujicich
slozek potravin, jako jsou vonné latky. Oxidaci lipidi v potravinach dochazi k chemickym
zménam, které maji negativni vliv na jejich vyzivovou, senzorickou (viin€, chut’, barva)

a hygienicko-toxikologickou hodnotu [35].

Mnoho onemocnéni je zptsobeno ¢i negativné ovlivnéno volnymi radikaly. Pfirozena ob-
rana lidského organismu proti pisobeni volnych radikali neni vzdy dostacujici, a to
zejména kvili tomu, ze lidské té€lo je v modernim svété neustdle vystavovano plsobeni

volnych radikald z externich zdroja [36].

Vsechny dulezité makrobiomolekuly (bilkoviny, mastné kyseliny, nukleové kyseliny a sa-
charidy) mohou byt oxidovany volnymi radikaly. Mezi reaktivni formy kysliku se fadi su-
peroxidovy radikal (O2-"), hydroxylovy radikél (-OH) a peroxylovy radikal (ROO-) a mo-
hou byt spojovany s karcinogenezi, kardiovaskularnimi onemocnénimi, neurodegenerativ-
nimi poruchami, ateroskler6zou, zanéty a starnutim. Pokud se kyslik vyskytuje v prebytku
nebo nebyl dostate¢né redukovan, dochdzi ke vzniku jeho reaktivnich forem. Pfirodni an-
tioxida¢ni mechanizmy brani piisobeni téchto vysoce toxickych reaktivnich forem kysliku.
Antioxidanty kromé pfimého ukonceni reakci, zptisobenych reaktivnimi formami kysliku,
mohou byt také pouzity jako 1é€ebné nebo preventivni ptipravky pii zdravotnich problé-

mech a onemocnénich souvisejicich se starnutim [37].

Pfisun antioxidantl v potravé hraje dilezitou roli v ochrané lidského organismu proti pli-
sobeni volnych radikali. Mnoho klinickych a epidemiologickych studii poukazuje na spo-
jeni mezi antioxidacni aktivitou latek pfitomnych v potravé a prevenci onemocnéni jako

jsou kardiovaskularni onemocnéni ¢i karcinogeneze [36].

Mezi ptirodni zdroje antioxidanti se fadi ovoce, zelenina, ¢aje, vina a nékteré druhy koteni.
Pro dostatecny piijem potravinovych komodit s antioxidanty jsou provadényi studie
o moznych novych zdrojich antioxidanti. Ty by mohly byt pouzity pro pfimou spotiebu
nebo k vyrobé potravinovych dopliikil, na obohaceni potravin s cilem zvysit jejich vyZivo-
vou hodnotu. Jednim z takovych zdroji by mohly byt 1é¢ivé rostliny, které jsou vyuzivany

1 pii lecbe [36].
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2.1 Klasifikace antioxidantu

Webstertv slovnik definuje antioxidant jako latku, ktera inhibuje oxidaci nebo reakce pod-
nécované kyslikem, peroxidy nebo volnymi radikaly. Tato definice je jednoducha, avSak
smysl terminu antioxidant se lisi podle toho, v jaké oblasti je pouzivan. V I€kafstvi jsou
antioxidanty enzymy a jiné organické latky, které jsou schopné ptsobit proti poskozeni
zpusobenému oxidaci v zivocisnych tkénich. V primyslu, zejména v potravinafstvi, jsou
antioxidanty definovany jako pfirodni nebo syntetické slouceniny, které znemoznuji nebo
brzdi zhorSujici GCinky kysliku na produkty, jako jsou tuky a oleje. Nicmén¢, zadna
z téchto definic nepopisuje mechanismus ptisobeni téchto sloucenin. Tyto slouceniny vSak
mohou zplisobovat antioxida¢ni efekt riznym zptisobem. Mohou reagovat s volnymi radi-
kaly, pak jsou oznacovany jako antioxidanty primarni, nebo redukuji vzniklé hydropero-
xidy, tyto oznaCujeme za antioxidanty sekunddrni. Nebo také mohou vazat do komplexi

katalyticky pusobici kovy ¢i eliminovat pfitomny kyslik [35, 37, 38].

Mezi primarni antioxidanty se fadi veskeré povolené latky, jako je napf. kyselina askor-
bova a erythorbova a jejich derivaty, tokoferoly, gallaty, BHA a BHT. Do primarnich an-
tioxidantl se rovnéz fadi fenolové kyseliny, a to hlavné substituované skoticové kyseliny
a jejich estery a glykosidy. Kdy naptiklad fenoxylovy radikal 4-hydroxysubstituovanych
skoficovych kyselin je stabilizovan rezonanci. Stejné tak se do velmi G€innych primarnich
antioxidantl fadi nékteré flavonoidni latky naptiklad chalkony, jejichz radikély se rovnéz
stabilizuji rezonanci. Mezi sekundarni antioxidanty pak patii naptiklad methionin, kyselina
lipoova, cystein a peptidy, které obsahuji cystein a jiné slouceniny, které se pfirozené vy-
skytuji, avSak se jako antioxidanty nepouZivaji [35].

Kromé klasifikace antioxidantii v zavislosti na jejich mechanismu, lze antioxidanty také
¢lenit podle piivodu, a to na pfirodni a syntetické [35].

Nasledné¢ jsou popsany antioxidanty, které se vyskytuji v maté.

2.1.1 Fenolické slou¢eniny

Jedna se o sekundarni metabolity rostlin a jsou charakteristické pfitomnosti alespon jedné
hydroxylové skupiny navazané na benzenu. Antioxidacni aktivita fenolickych slou¢enin
zahrnuje nejen piimé vychytavani reaktivnich forem kysliku, ale ty slouceniny, které ma;ji
dvé nebo vice hydroxylovych skupin, jsou schopné véazat ionty ptechodnych kovii. Chelaci

(vazbou iontti pfechodnych kovil) silné klesa schopnost iontl pfechodnych kovil indukovat
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oxidacni stres. Polyfenoly rovnéz chréani rostlinu proti UV zafeni a také tvoii zaklad pro
vyznamné zbarveni kvétin a ovoce (naptiklad antokyany). Vysoka koncentrace polyfenola

v nezralém ovoci muze také chranit ovoce pred napadenim hmyzu [39, 40].

Mezi fenolické slouceniny vyznamné svou antioxidacni aktivitou se fadi fenolové kyseliny
a jejich derivaty. Fenolové kyseliny se bézné vyskytuji ve vSech rostlinnych materidlech.
Antioxidacni aktivita fenolovych kyselin a jejich derivata je zavisla na poctu hydroxylo-
vych skupin v molekule. Mezi aktivnéjsi antioxidanty se obecné fadi kyselina skoficova
a jeji derivaty jako je napiiklad kyselina ferulova, kavova a sinapova. Béznymi estery fe-
nolovych kyselin jsou depsidy, kdy nejvice rozsifenym je kyselina chlorogenova, coz je
ptirodni ester kyseliny chinové. Ve vyznamném mnozstvi se vyskytuje naptiklad v kave
a syrovych bramborech. V kave, jak zelené, tak i1 prazené, se vyskytuje vice nez 30 estert

hydroxyskoticovych kyselin. [35, 41].

Fenolické slouceniny se do lidského téla dostavaji ze stravy. Tyto slouceniny prochazeji
skrz travici trakt s riznou G¢innosti. Pfesny mechanizmus vstiebavani je stale analyzovan,
pticemz vysledky pifijmu téchto latek zavisi na chemické struktute a dalSich faktorech jako
je naptiklad sloZeni potraviny. Také oligomerizace fenolickych sloucenin miize mit vliv na
vstiebani fenolickych sloucenin v téle. Bylo zjisténo, Ze vEtsi oligomery télo vstiebava jen
ve velmi malém mnozZstvi. Nicméné kyselym Stépenim oligomerd v Zaludku dochazi ke

vzniku dimerti a monomert, které mtize télo vstiebat [39].

2.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolickych sloucenin se zndmymi vlastnostmi jako je vy-
chytavani volnych radikald, inhibice hydrolytickych a oxidativnich enzymt a protizanét-

livé reakce [22].

Jedna se o slouceniny odvozené z tricyklické struktury (flavan), kdy modifikaci vznikaji
flavanoly (jako epikatechin), flavanony (taxifolin), flavonoly (kvercetin), flavony (apige-

nin) a antokyanidiny (malvidin) [39].

Tyto latky se fadi k primarnim antioxidantiim a flavonoly a 5-hydroxysubstituované fla-
vony jsou navic schopné véazat kovy do neti¢innych komplexti. Antioxidacni aktivita fla-
vonoidu je ovlivilovana poctem a polohou hydroxylovych skupin. Z dalSich biologickych

vlastnosti 1ze zminit jejich kladny vliv na pruznost a pevnost cévnich stén a zlepSovani
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jejich prostupnosti. Déle je prokazan i regeneracni ucinek na jaterni tkang, ucinky antiskle-

rotické, mocopudné a uroseptické [28, 35].

2.1.3 Vitamin C

Vitamin C (L-askorbové a L-dehydroaskorbova kyselina) je fazen do skupiny vitamind,
které jsou rozpustné ve vodé. Vyskytuje se hlavné v potravinach rostlinného ptvodu.
V ramci rostlinnych zdroji je nejvyznamnéjSim zdrojem cCerstvé ovoce a zelenina.
Z 90 — 95 % se nachazi ve formé kyseliny askorbové, zbytek je tvofen kyselinou dehydro-

askorbovou [42].

Jako antioxidant je schopny detoxikovat reaktivni produkty metabolismu kysliku (jako je
superoxidovy radikal a singletovy kyslik). Dale je schopny reagovat s oxidovanymi for-
mami vitaminu E, ¢imZ zabezpecuje jeho ochranu a také chrani pted oxidaci i1 lipidy mem-
bran. Rovnéz chrani i labilni formy kyseliny listové a ptisobi proti tvorb¢ nitrosaminti, ¢imz

funguje jako modulator mutageneze a karcinogeneze [41, 42].

2.2 Mechanismus piisobeni antioxidanti

Utinek antioxidantl zavisi na faktorech jako je typ oxidagniho katalyzatoru, fyzického
stavu lipidd a faktord, které ovlivituji aktivitu samotnych antioxidantt (naptiklad pH, tep-
lota, schopnost interakce s jinymi slou¢eninami v potravinach). Také pfi kombinaci antio-
xidantd mize dochézet k synergickym interakcim, ¢imz dochazi k maximalizaci ochrany

a umoznéni zachovani antioxidantt [40].
Antioxidanty reaguji tak, ze daruji vodikovy atom lipidovym radikalim. Radikaly ziskané
z antioxidantll s molekulovou strukturou, jakou maji naptiklad fenoly, jsou stabilnimi

druhy radikald, a tak zastavuji oxidacni fetézovou reakei [22].

2.2.1 Mechanismus piisobeni fenolovych sloucenin

Fenolové slouceniny (ArOH) jako primarni antioxidanty mohou ovliviiovat oxidaci lipida
(R-H) v ramci kompetitivni reakce ve fazi propagace autooxidacni reakce a to tak, ze po-

skytuji atom vodiku hydroperoxylovym (ROO-) nebo alkoxylovym radikalim (RO-), které
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vznikly oxidaci lipidd. Touto reakci dojde k preruseni fetézové radikdlové reakce. Pro-
dukty této reakce jsou fenoxylové radikaly antioxidantu (ArO-), které dale reaguji v termi-

naci s volnymi hydroperoxylovmi nebo alkoxylovymi radikaly [35]:
ArOH+R—-0—-0--R—0 — 0OH + Ar0O - nebo
ArOH+R—-0-->R—-0OH+ Ar0 -
R—0—-0-+4+Ar0-- R—0 — Ar + 0, nebo
R—0-+Ar0-—-» R -0 - 0Ar

Pti vysoké koncentraci antioxidantu v§ak mlze dochézet k tomu, ze fenoxylové radikaly
vstupuji do fetézové radikalové reakce nebo iniciuji Stépeni dalSich molekul lipidu, pak

tento antioxidant pasobi jako prooxidant [35]:
ArO -+ ROOH - ArOH+R—-0-0"-
ArO- +RH - ArOH + R -

To, e je fenoxylovy radikal relativné stabilni, mélo reaktivni a obtizné atakovatelny vzdus-

nym kyslikem, souvisi s delokalizaci neparového elektronu v aromatickém systému [35].

Fenol sdm o sob¢ je jako antioxidant neucinny. Pokud vSak dojde k substituci alkylovymi
skupinami v ortho nebo para poloze, zvysi se konjugacnim efektem hustota elektroni na
se v poloze ortho nachazi objemny substituent, zvysi to stabilitu vzniklého fenoxylového
radikélu (napfiklad se jedna o BHA a BHT). Pokud je v poloze ortho nebo para ptitomna
dalsi hydroxylova skupina, dochazi pak rovnéZz ke zvySeni antioxidacni aktivity fenolu (na-

ptiklad TBHQ) [35].

2.2.2 Mechanismus piisobeni kyseliny askorbové

S volnymi radikaly reaguje kyselina askorbova a jeji isomery, derivaty. Pasobi tak jako
antioxidanty, jelikoz brzdi fetézovou autooxidacéni reakci. Kyselina askorbova (H>A) rea-
guje s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-O-) ptipadné s alkoxylovym radika-
lem (R-O-) a vznika askorbylradikal (HA-) a hydroperoxid mastné kyseliny (R-O-OH).
Askorbylradikal nevyvola dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje na kyselinu askorbo-

vou a dehydroaskorbovou [42]:
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H,A+R—0-0-- HA- +R—0 — OH

Utinng&j$im antioxidantem se kyselina askorbova stavé tehdy, pokud je pouZita v kombi-
naci s tokoferoly. Pak dochéazi nejprve k reakci tokoferold s volnymi radikaly lipida za
vzniku radikala tokoferoll, které jsou vSak kyselinou askorbovou redukovany zpét na to-
koferoly. Nasledné z askorbylpalmitatu dochazi ke vzniku radikalu dehydroaskorbylpal-
mitatu, ktery vSak neni schopen tvotit cyklicky hydrat jako je tomu u dehydroaskorbové
kyseliny [42].

Podobné dochazi k reakci kyseliny askorbové také s toxickymi formami kysliku jako je

napiiklad hydroxylovy radikal (HO-), anion superoxidového radikalu (O2-7) nebo single-
tovy kyslik ('0,) [42].
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3 METODY STANOVENI PRIRODNICH ANTIOXIDANTU

V rostlinnych materialech zavisi celkova antioxida¢ni aktivita nejen na obsahu a slozeni
fenolickych slou€enin, ale také na obsahu dalSich antioxidantd, jako je naptiklad kyselina
askorbova. Navic miize mezi antioxidanty pfitomnymi v daném materialu dochéazet k sy-
nergickym ¢i antagonistickym efektim a z tohoto diivodu je odhad antioxidacni aktivity
v realnych materidlech obtizny a celkovy antioxida¢ni u¢inek musi byt stanoven experi-

mentaln¢ [43].

3.1 Stanoveni antioxidaéni aktivity

Ptfirodni antioxidanty jsou vétSinou do lidského organizmu pfijimany jako soucasti smési,
kde jejich slozky mohou reagovat s riiznymi radikaly riznym zptsobem, i synergicky nebo
inhibicng€. Z tohoto divodu je snaha charakterizovat antioxida¢ni Uc¢innost smési jako
celku, tedy celkovou antioxida¢ni aktivitu. Jde o parametr, ktery udava schopnost vzorku

eliminovat radikaly [44].

Vzhledem k tomu, Ze mnoho latek pfitomnych v rostlinném materidlu podléha metabolic-
kym zménam v travicim traktu a jejich uc€inek je v organismu ovlivnén riznou mirou re-
sorpce, je mozné, Ze zjisténa antioxidacni aktivita in vitro nemusi mit vyznamny ucinek in
vivo [44].

Nizkomolekularni antioxidanty mohou pisobit riznymi mechanismy, proto existuje fada

metod, které jsou pouzivany ke stanoveni antioxidacni aktivity. Tyto metody 1ze rozd¢lit

na chemické a fyzikalni [44, 45].

Z chemickych metod se nejvice vyuzivaji metody zalozené na vychytavani volnych radi-
kalt, pod které spadaji metody, které hodnoti vychytavani syntetickych radikalt (DPPH,
ABTS", galvinoxyl), dale metody, které hodnoti eliminaci kyslikovych radikali (ORAC,
metoda vychytavani OH-radikald a vychytavani superoxidového anion-radikalu) a metody

hodnotici eliminaci lipidové peroxidace [44].

U fyzikalnich metod stanoveni neni bezprostfedné sledovana chemicka reakce nebo zména

obsahu jednotlivych latek, ale zména fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy doprovaze;ji.
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Je vyuzivana spinova rezonance, chemiluminiscence ¢i stanoveni redoxniho potencialu

[45].

3.1.1 Metoda vyuzivajici ABTS

Tato metoda se pouzivé ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity, kdy je testovana schop-
nost vzorku zhaset kation-radikal ABTS"" (2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-
6-sulfonat)). Vzhledem k tomu, Ze je vysledna antiradikalova aktivita vzorku srovnavana
s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchro-
man-2-karboxylova kyselina), je tato metoda nékdy oznacovana za metodu TEAC neboli

Trolox equivalent antioxidant capacity [44].

Jde o spektrofotometrickou metodu, kdy testovany vzorek reaguje s kation-radikalem
ABTS"". V reak¢ni smési je kation-radikal ABTS"" generovan oxidaci ABTS. Vyuzivan je
bud’ syst¢tm ABTS/H202/peroxidaza ¢i ABTS/metmyoglobin/H202 nebo je mozné vyuzit
1 chemickou oxidaci ABTS napftiklad peroxodisiranem draselnym ¢i oxidem manganici-
tym. V ramci samotného testovani je mozné pouzit dva postupy. Bud’ je antioxidant ptida-
van do reakéni smési, kterd jiz obsahuje vygenerovany kation-radikal ABTS " nebo je an-
tioxidant v reakéni smési piitomen v dobé generovani kation-radikalu ABTS". Castgji je
vSak vyuzivan zpisob, kdy je antioxidant pfidan, k jiz vygenerovanému kation-radikalu
ABTS"" pomoci peroxidazy. Toto stanoveni lze provadét i pomoci komer¢nich setl &i po-

moci mikrodesticek [44].

3.1.2 Metoda pouzivajici DPPH

Jedna se rovnéz o jednu ze zakladnich metod, kdy je posuzovéna antiradikalova aktivita
Cistych latek, ale 1 riznych smésnych vzorkl. V radmci této metody dochazi k reakci testo-
vaného vzorku se stabilnim radikalem difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky, kdy je
radikal DPPH redukovan za vzniku difenylpikrylhydrazinu - DPPH-H a dochazi k poklesu
absorbance pfi vinové délce 517 nm. Pokles absorbance je mozné sledovat bud’ po uplynuti

konstantni reak¢éni doby, nebo je moZné pracovat i v kinetickém reZimu. Stanoveni antio-
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xidacéni aktivity touto metodou lze provadét i pomoci mikrodesticek. Antiradikalova akti-
vita je u smesnych vzorkl vyjadfovéana v ekvivalentech kyseliny askorbové ¢i v jednotkach

standardu Troloxu [44].

3.2 Stanoveni polyfenolickych latek

Metody vyuzivané v ramci analyzy polyfenolickych latek 1ze rozd€lit na metody skupinové
a metody stanoveni jednotlivych polyfenolickych latek. U metod skupinovych se vyuziva
spole¢nych vlastnosti vétSich ¢i mensich skupin polyfenolickych sloucenin. Patfi sem na-
priklad stanoveni anthokyanogent podle Harrise a Ricketse, stanoveni tanoidii podle Cha-

pona a stanoveni flavonoidua [46].

Siroce vyuzivanou metodou pro analyzu celkovych fenolickych latek je stanoveni s Folin-
Ciocalteuovym c¢inidlem, které bylo pivodné vyvinuto pro méfeni fenolickych latek
v hroznech a ving, ale dnes je Siroce pouzivano i pro jiné rostlinné materialy a potraviny

[47].

Do metod stanoveni jednotlivych polyfenolickych latek se fadi vysokoucinné kapalinova
chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s riznymi moznostmi detekce, naptiklad UV-VIS,
detektor s diodovym polem — DAD, hmotnosti detektor — MS. Dale 1ze vyuzit kapilarni
plynovou chromatografii (CGC), papirovou chromatografii (PC), chromatografii na tenké

vrstvé (TLC) [46].

3.2.1 Metoda stanoveni celkového obsahu polyfenolii za pouziti Folin-Ciocalteuova
¢inidla

Mezi obvyklé metody stanoveni celkového obsahu polyfenolll se fadi stanoveni pomoci

Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Tato metoda je zaloZena na chemické oxidaci redukovanych

molekul pisobenim dvou silnych anorganickych oxidacnich €inidel, kyseliny fosfowolfra-

mové a kyseliny fosfomolybdenové. Produkty této oxidacné-redukcni reakce maji modré

zbarveni. Nejvyssi absorbanci vykazuji tyto produkty pii vinové délce 765 nm. Intenzita

absorpce svétla pti této vinové délce je imérna koncentraci fenoli [47, 48].
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Protoze je pfi analyze stanovovan celkovy obsah fenolickych sloucenin a tato skupina ob-
sahuje mnoho riznych sloucenin, je vhodné tento celkovy obsah vztahnout k jedné slouce-
nin¢. Nejcastéji je pro to vyuzivana kyselina gallova z diivodu ceny tohoto standardu a sta-
bility. Jako standard mohou byt pouzivany 1 jiné fenolické latky, ale je vhodné pouzivat

jeden standard, a to kviili snazSimu porovnani dat mezi sebou [47].

Vzhledem k tomu, Ze tvorba barvy pfi reakci je zaloZzena na chemické redukci reakéniho
¢inidla, je mozné, Ze tato reakce bude ovliviiovana ruSivymi elementy raznych zdrojt.
Miize to byt napiiklad oxid sifiCity, kyselina askorbova, glukoéza, fruktoza i bilkoviny. Neni
proto vhodné metodu stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova

¢inidla pouzivat u vzorkd, které obsahuji velké mnozstvi bilkovin [47].

3.2.2 Stanoveni polyfenolickych latek metodou HPLC

Tato metoda se v dnesni dobé tadi k nejvice pouzivanym ve stanoveni polyfenolickych

latek.

Pro analyzy pomoci HPLC se nej¢astéji vyuzivaji kolony o délce 10 — 25 cm, o vnitinim
priméru zhruba 0,2 — 5 mm. V ramci analyzy fenolickych latek je vyuzivana vyhradné sta-
cionarni faze Cig s vnitinim primérem kolony v rozmezi 2 — 5 mm (pokud je pouzivan
hmotnostni detektor, jsou vyuzivany mensi pruméry). Velikost ¢astic se pohybuje od 3 do
5 um. Mobilni faze je sloZena jak z polarni, tak z nepolarni ¢asti a nékdy miZe obsahovat
1 roztoky, které maji pufracni kapacitu. Jako organické rozpoustédla jsou vyuZivana meta-
nol, acetonitril, butanol, propanol, etylacetat a jind, a ve vodné fazi se Casto vyskytuje i pfi-
davek kyseliny octové. V mobilni fazi mohou byt pfitomny pfimési organickych kyselin,
a to kvili zvySeni retence slabé kyselych latek nebo ptimési slabych zasad kvuli zvySeni
retence slabé zasaditych latek. Podle druhu pouZité stacionarni faze je volena mobilni faze

a jeji pH. Eluce je vétSinou provadéna s binarnim linedrnim gradientem. [46].

3.3 Stanoveni vitaminu C

Vitamin C je velmi citlivy k oxida¢nim reakcim. Navic plisobenim vyssiho pH a ptitom-
nosti zelezitych a méd’natych iontl je nachylné;jsi k oxidaci, a proto musi byt jeho analyza

provadéna pii nizkém pH a v pfitomnosti chelatacnich ¢inidel [49].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

Mirné oxidace kyseliny askorbové ma za nésledek vznik kyseliny dehydroaskorbové, ktera
je rovnéz biologicky aktivni a je schopna ptejit zpét v kyselinu askorbovou pomoci reduk¢-

nich ¢inidel vCetné B-merkaptoetanolu, dithiothreitolu apod. [49].

V ramci analyzy kyseliny askorbové existuje mnoho metod, jako jsou naptiklad elektro-
chemické a ampérometrické metody, kapilarni elektroforéza nebo ptesné stanoveni pomoci
fotometrie, enzymova analyza a chemiluminiscen¢ni analyza. Titratni metody patii mezi
nejjednodussi techniky pro stanoveni kyseliny askorbové. Mezi nejznamé;jsi a nejvice vy-
uzivané jsou fazeny metody kde se, jako oxida¢ni roztok vyuziva 2,6-dichlorfenolindofe-
nol, bromid draselny, jodid draselny nebo N-bromsukcinimid. Dalsi jednoduchou metodou
ke stanoveni kyseliny askorbové je fluorimetrie, kterd je zalozena na kondenzaéni reakci

mezi kyselinou askorbovou a o-fenylendiaminem [50].

3.3.1 Stanoveni vitaminu C pomoci HPLC

Jednou z nejbéznéjSich metod pouzivanych pro stanoveni presného mnozstvi kyseliny
askorbové ve vzorcich je vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Tato
metoda je selektivni a specifickd v mnoha modifikacich s vyuzitim UV/DAD, elektroche-
mikalni nebo fluorescen¢ni detekce. Pro zjisténi obsahu vitaminu C v rliznych vzorcich, je
nutné méfit soucasné jak kyselinu askorbovou, tak 1 jeji produkt oxidace kyselinu dehyd-

roaskorbovou [50].

Kyselina askorbové je polarni molekula a za pouziti konvenéni reverzni faze ma nizky
retencni Cas, tudiz je téZce rozliSitelnd od jejich epimert, jako je kyselina isoaskorbova
a dehydroaskorbova. Kyselina askorbova siln¢ absorbuje pii vinové délce 245 nebo
265 nm. Kyselina dehydroaskorbova je métena po derivatizaci s 4,5-dimetyl-o-fenylendi-

aminem pii UV absorbanci v 360 nm [50].

Kyselina askorbova je nachylna k oxidaci ve vodném roztoku, a proto by jeji stabilita ve
vzorcich méla byt posilena pfidavkem vhodné slouceniny, jako je naptiklad kyselina me-
tafosforecna. Ta poskytuje i€¢innou extrakci vzorku a kyselina askorbova je tak 1épe chra-
néna pred oxidaci. Kyselina askorbova je relativné stabilni pfi nizkém pH, kdy je maxi-
maln¢ stabilni v rozmezi pH 4 — 6. Redukce kyseliny dehydroaskorbové muize byt prove-

dena reduk¢nimi ¢inidly vcetné sulthydrylovych sloucenin jako je naptiklad dithiotreitol
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(DTT), cystein, homocystein, glutathion ¢i merkaptoetanol. Slouc¢eniny obsahujici thiolo-

vou skupinu jsou u¢inné pouze v mirn€ kyselém a neutralnim pH [50].

V ptitomnosti oxidac¢nich Cinidel je kyselina askorbova reverzibiln¢ pfeménovana na ky-
selinu dehydroaskorbovou, takze je nutné zabranit degradaci a oxidaci kyseliny askorbové
behem odbéru vzorku, jeho zachdzeni a analyze, jelikoz by mohlo dojit ke zkresleni po-
méru kyseliny askorbové a dehydroaskorbové. Kviili nizké absorpci kyseliny askorbové
bylo navrhovéano provedeni redukce kyseliny dehydroaskorbové na kyselinu askorbovou

pomoci homocystein dithiotreitolu, nicmén¢ jde o ¢asoveé narocny krok [50].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILDIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit zmény v obsahu celkovych polyfenola a v antioxi-
dacni aktivité v extraktech maty v zavislosti na Gpravé vzorku, ptipravé extraktu a uchova-

vani maty.

V teoretické Casti prace charakterizovat matu, popsat antioxidanty a uvést popis analytic-
kych metod, vyuzivanych ke stanoveni antioxida¢ni aktivity, polyfenold a vybranych po-

lyfenolickych latek a vitaminu C.

V praktické ¢asti prace stanovit u extrakti maty celkovy obsah polyfenolickych latek spek-
trofotometrickou metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem pfii rizné Gprave vzorku, pii-
pravé extraktu a uchovavani maty. Také urcit jejich antioxidacni aktivitu pomoci fotome-
trické metody s vyuzitim DPPH a ABTS. Déle v extraktech maty stanovit vybrané polyfe-
nolické latky a vitamin C metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV-VIS

detekci. Ziskané vysledky vyhodnotit a porovnat mezi sebou a s odbornou literaturou.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Material

Ke zpracovani praktické Casti této prace byly vyuzity vzorky maty, které jsou uvedeny
v tab. 1.

Tab. 1 Testované vzorky

Cislo vzorku Charakteristika vzorku Zem¢ ptivodu
1 Mata vonna, domadci péstitelstvi CR
2 Mata vonna, domaci péstitelstvi CR
3 Mata peprna, var. "Agnes", domaci péstitelstvi CR
4 Mata peprna, trzni sit’ CR
5 Mata peprna, trzni sit’ Neémecko
6 Mata peprna, zahradnictvi CR
7 Mata peprna, odriida Durinska, zahradnictvi CR

5.2 Pristroje a pomiicky
e spektrofotometr (PerkinElmer, Lambda 25, Velka Britanie)
e spektrofotometr (Libra S6 biochrom, Velka Britanie)
e analytické vahy Voyager PRO VP214C (Ohaus corporation, Pine Brook USA)
e susarna (Venticell, BMT, CR)
¢ lednice (Liebherr comfort, Rakousko)
¢ hlinikové misky na suSeni
e mikrofiltry (LNY 1345-100, LABICOM, CR)
e vlhkomér (HTH 04. Hiittermann, CR)
e teplomér
e laboratorni tfepacka na zkumavky (Chromservis, CR)
e laboratorni tfepacka — baiiky (LT2 — Kavalier, CR)
e laboratorni sklo
e Aparatura pro HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000 System, USA)

o autosampler Dionex Ultimate 3000 WPS-3000 SL A WPS-3000 RS
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pumpa Dionex Ultimate 3000 SD

(@]

o kolona Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
o kolona Dionex Acclaim C 8 (150 mm x 2,1 mm; 5 um)
o detektor Dionex Diode Array Detector, DAD-3000 RS

o vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)

5.3 Chemikalie a roztoky

etanol p.a. (Penta, CR)

metanol p.a. (Lachner, s.r.o., CR)

acetatovy pufr (pH = 5,5) (Lukes, CR)

uhligitan sodny (Lukes, CR)

kyselina octova (Lukes, CR)

octan sodny (Penta, CR)

DPPH (Sigma Aldrich, Francie)

ABTS (Sigma Aldrich, Francie)

Trolox (Sigma Aldrich, Francie)

Folin — ciocalteau roztok (Penta, CR)

acetonitril (Lachner, s.r.0., CR)

kyselina o-fosforeéna (Lukes, CR)

standard kyseliny askorbové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny gallové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Francie)
standard kyseliny neochlorogenové (Sigma Aldrich, Francie)
standard kyseliny 4-hydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Francie)

standard epigalokatechinu (Sigma Aldrich, Francie)
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standard katechinu (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny chlorogenové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny vanilové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny kavové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny syringové (Sigma Aldrich, Francie)

standard epikatechinu (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny trans-p-kumarové (Sigma Aldrich, Francie)
standard kyseliny ferulové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny sinapové (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny elagové (Sigma Aldrich, Francie)

standard rutinu (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny trans-hydroxyskoticové (Sigma Aldrich, Francie)
standard etylesteru kyseliny protokatechové (Sigma Aldrich, Francie)
standard resveratrolu (Sigma Aldrich, Francie)

standard kyseliny trans-skoficové (Sigma Aldrich, Francie)
standard kaempferolu (Sigma Aldrich, Francie)

standard kvercetinu (Sigma Aldrich, Francie)

demineralizovana voda
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6 METODIKA STANOVENI

6.1 Stanoveni vlhkosti a suSiny vzorku

Ke stanoveni vlhkosti ve vzorcich maty byla pouzita gravimetrickd metoda, kdy suseni
vzorkl probihalo do konstantni hmotnosti, dokud rozdil mezi dvéma poslednimi vazenimi
nebyl niz§i nez 3 mg.

Hlinikové misky s vickem byly pfedsuSeny v elektrické susarné a po vychladnuti v exsika-
toru byly zvdzeny na analytickych vahéach s pfesnosti na 0,0001 g. Listky maty byly natr-
hany na piiblizné stejné velké ¢asti a do kazdé misky bylo navdzeno 1,5 g vzorku s pies-
nosti na 0,0001 g. Misky se vzorkem byly suseny v elektrické susarné dvoustupnove - pti
teploté 50 °C po dobu 3 hodin s naslednym zvySenim teploty na 105 °C do konstantni
hmotnosti. Po suseni byla miska se vzorkem vyjmuta a vlozena do exsikatoru. Po vychlad-

nuti byla miska se vzorkem zvazena s ptesnosti na 0,0001 g.

Vysledkem méfeni byl primér ze 3 stanoveni.

Ze ziskanych hodnot byl vypocitan obsah vlhkosti [%, w/w] podle vztahu:

ms; — m

Sv = 100

msz — mp
mi - hmotnost misky s vysuSenym vzorkem [g]
m2 — hmotnost prazdné misky [g]

m3 — hmotnost navaZzeného vzorku pted vysuSenim [g]

Obsah susiny [%] byl pocitan podle vztahu:

Ss =100 — Sv
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6.2 Priprava extrakti maty

Antioxidac¢ni aktivita metodou DPPH, ABTS a obsah polyfenolickych latek byly stanovo-
vany v extraktech z Cerstvych vzorkl maty, v extraktech 3 dny skladovanych vzorkt v led-

nici, v extraktech ndmi mrazenych a nami suSenych vzorkl maty.

U cerstvého vzorku méaty bylo navazeno 0,5 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g. Vzorek byl
rozetfen v tfeci misce a nasledné extrahovan s 25 ml rozpoustédla v Erlenmayerové bance
na ttepacce. Jako rozpoustédlo byly pouzity tyto roztoky: demineralizovana voda, metanol,
etanol, smés vody a metanolu v poméru 50:50 a smés vody a etanolu v poméru 50:50. Pti
rozpoustédlu demineralizovana voda byla pfi extrakci pouzita i vyssi teplota - 80 °C. Po
15Sminutovém tfepani byl extrakt zfiltrovan ptes filtracni papir a dle potieby fedén a pouzit

k analyze. Z kazdého vzorku maty byly pfipraveny dva extrakty.

U vzorkt ze skladované maty se postupovalo tak, Ze do Petriho misky bylo navazeno na
analytickych vahéch s presnosti na 0,0001 g 0,5 g vzorku maty, zakryto vickem Petriho
misky a ponechano 3 dny v lednici pfi teploté 6,5 — 8 °C a relativni vlhkosti 62 - 64 %.
Tteti den byly z téchto vzorki pfipraveny extrakty stejnym postupem jako ze vzorkt Cers-

tvych. Z kazdého vzorku maty byly pfipraveny dva extrakty.

Pro ptipravu mraZenych vzorkl bylo do Petriho misky navaZeno s ptesnosti na 0,0001 g
0,5 g vzorku maty. Miska se vzorkem byla vloZena do mrazaku pfi teploté v rozmezi od -
15 do -17 °C na dobu 1 mésice. Po uplynuti této doby byly z téchto vzorki ptipraveny
extrakty. Po rozmrznuti byl vzorek rozetien v tfeci misce. Nasledné byla provedena ex-
trakce s 25 ml rozpoustédla na tiepacce. Jako rozpoustédlo byly pozity tyto roztoky: demi-
neralizovana voda, metanol a etanol. Po 15minutovém tfepani byl extrakt zfiltrovan a dle

potieby fedén a pouzit k analyze. Z kazdého vzorku maty byly pfipraveny dva extrakty.

Suseni vzorkd maty bylo provadéno pii dvou riiznych teplotach - 25 °C po dobu 24 hodin
a 50 °C po dobu 8 hodin. Po uplynuti dané doby suSeni byla miska se vzorkem vyjmuta
a vloZzena do exsikatoru. Nasledné byly ususené vzorky vyuzity k pfipraveé extraktd, kdy
bylo navazeno 0,25 g s ptesnosti na 0,0001 g. Poté byl vzorek extrahovéan s 15 ml rozpous-
tédla. Jako rozpoustédlo byly pouzity tyto roztoky: demineralizovana voda, metanol a eta-
nol. Pfi rozpoustédlu demineralizovana voda byla pii extrakci pouzita 1 vyssi teplota -
80 °C. Po 15 minutovém tfepani byla provedena filtrace vzorku a takto pfipraveny extrakt

byl déle fedén a analyzovan. Z kazdého vzorku maty byly pfipraveny dva extrakty.
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6.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

6.3.1 Priprava extrakti maty pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxida¢ni aktivita metodou DPPH byla stanovovéna v extraktech z Cerstvych vzorkt
maty, v extraktech 3 dny skladovanych vzorkl v lednici, v extraktech nami mrazenych

a ndmi susenych vzorki maty postupem uvedenym v kapitole 6.2.

6.3.2 Stanoveni antioxidacni aktivity extrakti maty metodou DPPH

Ke stanoveni antioxidacni aktivity byly pouzity extrakty maty, které byly dle potieby te-
dény na 50, 25 a 10% koncentraci.

Koncentrace pouzitého roztoku DPPH byla 0,2 mM. Jako rozpoustédlo pro DPPH byly
voleny rozpoustédla jako u extraktli, tedy etanol, voda, metanol ¢i smési vody a etanolu
(50:50) anebo vody a metanolu (50:50). Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity podle modifi-
kovaného postupu [51] byla do zkumavek pipetovana reakéni smés, ktera byla experimen-

taln€ ovérena, o sloZeni:
- 1,9 ml roztoku DPPH
- 1 ml acetatového pufru o pH = 5,5
- 0,1 ml vzorku.

Zkumavky byly zazatkovany, promichany a 1 hodinu ponechany ve tmé& pfi laboratorni
teploté. Béhem reakce byly zkumavky promichavéany. Po uplynuti reakéni doby byla zmé-
fena absorbance na spektrofotometru pfi vlnoveé délce 517 nm proti slepému pokusu. Z ex-

traktu byly pfipraveny dva vzorky, u kterych byla absorbance méfena tiikrat.

Slepy pokus byl ptipraven obdobné jako reakéni smes, kdy misto DPPH byla pouzita voda,
etanol, metanol, smés vody a etanolu (50:50) a smés vody a metanolu (50:50) v zévislosti

na tom, které extrakty byly méfeny.

Pro stanoveni hodnoty inaktivace bylo nutné zjistit absorbanci kontrolniho vzorku. Slozeni
kontrolniho vzorku bylo: 1 ml acetatového pufru, 1,9 ml DPPH a 0,1 ml rozpoustédla misto
vzorku. Z namétenych hodnot absorbance extraktu a kontrolniho vzorku byla zjisténa hod-

nota inaktivace.

Hodnota inaktivace [%] byla vypoctena podle vztahu:
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K — absorbance kontrolniho vzorku pti vinové délce 517 nm

A — absorbance extraktu maty pii vlnové délce 517 nm

Antioxidacni aktivita byla pfepocitana z hodnot inaktivace na standard kyselinu askorbo-

vou a vyjadiena jako ekvivalent kyseliny askorbové v miligramech na gram vzorku.

6.3.3 Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové

Pro stanoveni kalibracni kiivky byl pfipraven zasobni roztok kyseliny askorbové (KA)
o koncentraci 0,2 mg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny roztoky KA
o koncentracich 0,18; 0,12; 0,08 a 0,03 mg/ml. Piiprava reakénich smési, méteni absor-
bance i vypocet inaktivace [%] byly provedeny stejnym postupem, ktery je uveden v kapi-
tole 6.3.2, kde jednotlivé kalibra¢ni roztoky nahradily extrakt vzorku. Méfeni absorbance

reakéni smési kazdého roztoku KA bylo provedeno trikrat.

Z vypoctenych hodnot inaktivace byla sestrojena kalibra¢ni kiivka jako zéavislost inakti-
vace na koncentraci kalibracnich roztokt KA. Body tohoto grafu byly proloZeny pfimkou

a byla zjiSténa rovnice linedrni regrese.

6.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

6.4.1 Priprava extrakti maty pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita metodou ABTS byla zjiStovana v extraktech téchto vzork maty:
cerstvy, 3 dny skladovany v lednici, ndmi suseny a ndmi mrazeny. Skladovani, suseni

a mrazeni probihalo za stejnych podminek, které jsou popsany v kap. 6.2.
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6.4.2 Meéreni antioxidac¢ni aktivity extrakti maty metodou ABTS

Pro zjisténi antioxidacni aktivity byly pouzity extrakty maty, které byly dle potfeby fedény
na 50, 25 a 10% koncentraci. Byl pouzit modifikovany postup [23] s vyuZitim reakcni

sm¢si, ktera byla slozena z:

- roztok ABTS (3,5 mM) a peroxodisiran draselny (60 mM) v poméru 50:1. Takto

pfipraveny roztok byl ponechan ve tmé po dobu 16 hodin pii pokojové teploté.

- octanovy pufr o pH 4,3, ktery byl smichan s roztokem vygenerovaného radikalu

kationtu ABTS v poméru 39:1.

Do zkumavky bylo napipetovano 8 ml reakéni smési a 100 pl extraktu maty. Zkumavka
byla ponechana ve tmé po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Beéhem reakéni doby byla
zkumavka opétovné promichdvéana. Po uplynuti reakéni doby byla zméfena absorbance na
spektrofotometru pii vinové délce 734 nm. Jako slepy pokus byl pouzit octanovy pufr.

Z extraktu byly pfipraveny dva vzorky, u kterych byla absorbance métena tfikrat.
Pro vypocet ubytku absorbance bylo nutné zméfit i absorbanci reakéni smési.

Z namétenych hodnot absorbance extraktu a reakéni smési bez vzorku byla vypocitana
inaktivace I [%] podle vztahu:
Ay — 4y

0

I = -100

Ao — absorbance reak¢ni smeési bez vzorku pii vinové délce 734 nm

A1 — absorbance extraktu maty pii vinové délce 734 nm

Antioxidacni aktivita byla pfepocitana z hodnot inaktivace (bytkl absorbance) na stan-

dard troloxu a vyjadiena jako ekvivalent troloxu v miligramech na gram vzorku.

6.4.3 Kalibra¢ni krivka troloxu

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven zdsobni roztok troloxu o koncentraci 0,5 g/1.
Redénim zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0,4; 0,3;
0,2; 0,15; 0,1 a 0,05 g/l. Priprava reak¢nich roztoki, méteni jejich absorbanci a vypocet

ubytku absorbance byl proveden obdobnym postupem jako v kap. 6.4.2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Na zaklad¢ vypoctenych hodnot ubytku absorbance byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako
zavislost Ubytku absorbance na koncentraci kalibracnich roztokl troloxu. Body tohoto

grafu byly prolozeny pfimkou a byla zjiSténa rovnice linearni regrese.

6.5 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli s Folin-Ciocalteuovym ¢ini-

dlem

6.5.1 Priprava extraktii maty pro stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenola byly pouzity vzorky maty Cerstvé, 3 dny skla-
dované v lednici, nami suSené a nami mrazené. Skladovani, suSeni a mrazeni probihalo
stejnym postupem a za stejnych podminek, které jsou uvedeny v kap. 6.2. Extrakty maty
byly pfipravovany stejnym postupem, ktery je uveden v kap. 6.2.

6.5.2 Méreni celkového obsahu polyfenoli extrakti maty

Po ptedchozi optimalizaci modifikovaného postupu [52] byla pfipravena reakéni smés,

ktera se skladala z:
- 1 ml 10% Folin-Ciocalteuova ¢inidla
- 0,1 ml extraktu maty.

Extrakty maty byly dle potieby fedény na koncentraci 50, 25 a 10 %. Reakéni smés byla
promichédna a ulozena v zazatkovanych zkumavkach do tmy pfi laboratorni teploté. Po
5 minutach byl pfidan 1 ml 10% Na>COs, smés byla opét promichéna a uloZena na 15 minut
v temnu. Béhem reakéni doby byla smés promichdvéana. Po uplynuti reakéni doby byla
zmétena absorbance na spektrofotometru pti vinové délce 750 nm proti slepému pokusu.
Slepy pokus byl pfipraven stejnym postupem jako reakéni smées, jen misto 0,1 ml extraktu
maty byl pouzit 0,1 ml rozpoustédla. Z extraktu byly pfipraveny dva vzorky, u kterych byla

absorbance méfena trikrat.

Celkovy obsah polyfenolti v extraktu maty byl pfepocitan na standard kyseliny gallové

a vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram vzorku.
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6.5.3 Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven zasobni roztok kyseliny gallové (KG) o kon-
centraci 0,06 mg/ml. Redénim zasobniho roztoku KG byly piipraveny roztoky o koncen-
traci: 0,05; 0,04; 0,03 a 0,015 mg/ml. Piiprava reak¢nich smési kalibracnich roztokti a mé-
feni absorbance bylo provedeno stejnym zptsobem, ktery je uveden v kapitole 6.5.2, pii-

¢emz kalibracni roztoky nahradily extrakt vzorku.

Absorbance reakéni smési kazdého roztoku KG byla zmétena tiikrat. Z namétenych hod-
not byla sestrojena kalibra¢ni kiivka jako zavislost absorbance na koncentraci kalibra¢nich

roztokli KG. Body grafu byly prolozeny ptimkou a byla zjisténa rovnice linearni regrese.

6.6 Stanoveni vybranych polyfenoli metodou HPLC/DAD

6.6.1 Priprava extraktii maty pro stanoveni vybranych polyfenolii metodou

HPLC/DAD

Pro stanoveni vybranych polyfenolli metodou HPLC/DAD byly pouzity vzorky cerstvé
maty a extrakty maty byly pfipravovany postupem, ktery je uveden v kap. 6.2.

6.6.2 Podminky stanoveni vybranych polyfenoli metodou HPLC/DAD

Pro stanoveni vybranych polyfenoli v danych vzorcich byla pouZita metoda HPLC s UV-
VIS detekei.

Separace polyfenoll probihala na kolon¢ Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm)
o velikosti ¢astic 5 um. Mobilni faze A byla sloZzena z vody a kyseliny octové (99,8%)
v poméru 99:1. Mobilni faze B byla sloZena z vody, acetonitrilu a kyseliny octové (99,8%)
v poméru 67:32:1. Byla pouzita gradientova eluce, presné sloZzeni mobilnich fazi v pribéhu
analyzy je uvedeno v tab. 2. Teplota kolony byla 30 °C, pratok mobilni faze - 1 ml/min
a objem nastiiku vzorku byl 10 pl. Délka analyzy byla 45 minut.
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Tab. 2 Slozeni mobilnich fazi behem gradientové eluce

Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0-10 90 - 80 10-20
10-16 80 -60 20 -40
16 -20 60 - 50 40 - 50
20-25 50-30 50-70
25-30 30 70
30-40 30-90 70-10
40 - 45 90 10

Me¢fteni probihalo pii vlnovych délkach 210, 254, 275 a 375 nm a vyhodnoceni pak bylo

provedeno, dle experimentaln¢ zjisténych hodnoceni, pfi vinové délce 275 nm.

Vyhodnoceni chromatogramii, bylo provedeno vici naméfenym standardiim.

6.6.3 Stanoveni kalibra¢nich krivek standardu

Pro stanoveni vybranych polyfenolt bylo pfipraveno 22 kalibracni kiivek standarda feno-
lickych latek - kyseliny gallové, kyseliny protokatechové (3,4-dihydroxybenzoové), kyse-
liny neochlorogenové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, epigallokatechinu, katechinu, kyse-
liny chlorogenové, kyseliny vanilové, kyseliny kavové, kyseliny syringové, epikatechinu,
kyseliny trans-p-kumarové, kyseliny ferruloveé, kyseliny sinapové, kyseliny elagové, ru-
tinu, kyseliny trans-hydroxyskoticové, etylesteru kyseliny protokatechové, resveratrolu,

kyseliny trans-skoficové, kaempferolu a kvercetinu.

Byl pfipraven zésobni roztok kazdého standardu o koncentraci 100 pg/ml, ktery byl fedén
mobilni fazi A a byly pfipraveny koncentrace standardu 5; 20; 30 a 50 pg/ml. Roztoky
standardli o danych koncentracich byly proméfeny za podminek danych v kap. 6.6.2. Na
zaklad¢ zjiSténych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako zéavislost plochy piku na
koncentraci kalibra¢nich roztokl standardti. Body grafu byly proloZeny pfimkou a byla

zjiSténa rovnice linearni regrese.
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6.7 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC/DAD

6.7.1 Priprava extrakti maty pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC/DAD

Pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC/DAD byly pouzity cerstvé vzorky maty, kdy
bylo navazeno 0,5 g vzorku maty s piesnosti na 0,0001 g. Vzorek byl rozetfen v tfeci misce
a nasledné extrahovan s 25 ml extrakéni smési v Erlenmayerové baiice na tiepacce. Ex-
trakéni smés se skladala z metanolu, kyseliny o-fosfore¢né a vody, v poméru 99:0,5:0,5.
Po 10minutovém tfepani byl extrakt zfiltrovan pies filtr Syringe a dle potfeby fedén a po-

uzit k analyze. Z kazdého vzorku maty byly pfipraveny dva extrakty.

6.7.2 Podminky stanoveni vitaminu C metodou HPLC/DAD
Pro stanoveni vitaminu C byla pouzita metoda HPLC s UV-VIS detekci.

Pro separaci byla vyuzita kolona Dionex Acclaim C 8 (150 mm x 2,1 mm) o velikosti ¢astic
5 um. Pfi méfeni byla vyuzita izokratickd eluce, kdy slozeni mobilni faze bylo tvoieno
metanolem, kyselinou o-fosfore¢nou a vodou, a to v poméru 99:0,5:0,5. Analyza probihala
pfi teplot€ kolony 25 °C, priitok mobilni faze byl 0,8 ml/min a objem nastiiku vzorku byl
20 pl. Délka analyzy byla 10 minut. Méfeni probihalo pii vinové délce 254 nm.

6.7.3 Stanoveni kalibra¢ni krivky Kkyseliny askorbové

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové (KA) byl pfipraven zdsobni roztok KA
o koncentraci 100 pg/ml. Redénim zasobniho roztoku KA mobilni fizi byly piipraveny
kalibra¢ni roztoky o koncentracich 20; 40, 60 a 80 pg/ml, které byly vcetné zadsobniho
roztoku prométeny za podminek uvedenych v kap. 6.7.2. Z namétenych hodnot byla sesta-
vena kalibracni ktivka zavislosti plochy pikli na koncentraci. Body grafu byly prolozeny

pfimkou a byla zjiSténa rovnice linearni regrese.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni vlhkosti a suSiny

Byla stanovena vlhkost a vypocten obsah suSiny u vSech Cerstvych vzorki maty podle po-
stupu uvedeného v kap. 6.1. V tab. 3 je uveden pramér ze tii stanoveni vlhkosti a suSiny se

smérodatnou odchylkou (s).

Tab. 3 Vlhkost a susina vzorkit maty

Vzorek Vlhkost [%] Susina [%] s [%]
1 83,2 16,8 1,9
2 74,0 26,0 1,3
3 75,9 24,1 1,1
4 88,7 11,3 0,3
5 86,8 13,2 1,0
6 83,5 16,5 0,3
7 81,5 18,5 0,1

Obsah vlhkosti se pohyboval v rozmezi od 74,0 % do 88,7 % s praimérem 81,9 %. Takovy
rozptyl 1ze pticist hlavné podminkam, ve kterych byly dané vzorky maty péstovany. Jedna
se naptiklad o typ pidy, zalivku, povétrnostni podminky, délku a typ osvétleni (umélé nebo

slunce) a dalsi. Tyto podminky vSak nebylo mozné u vzorku urcit.

Nejvyssi obsah susiny byl zjistén u vzorkli maty 2 a 3. Jedna se o matu vonnou (2) a matu
peprnou (3), které pochazely z doméciho péstitelstvi, kde byly péstovany za podobnych
pochazely z trzni sité.

Dyab [53] uvadi primérny obsah vlhkosti v listech maty 79,4 %, coz je obdobné nasemu

stanoveni, avSak jak jiz bylo uvedeno, obsah vlhkosti/suSiny zavisi na druhu rostliny a pod-

minkéach péstovani.
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7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Antioxidac¢ni aktivita (AA) pomoci metody DPPH byla stanovovana u 119 extraktd. Ex-
trakty byly pfipravovany z Cerstvych vzorki maty (35), 3 dny skladovanych vzork maty
v lednici (21), ndmi mrazenych (21) a ndmi susenych vzork maty (42). Skladovani, suSent,
mrazeni a priprava extraktli byla provedena postupem uvedenym v kap. 6.2.Stanoveni an-
tioxidacni aktivity bylo provedeno postupem, ktery je popsan v kap. 6.3.2. Antioxidacni
aktivita vSech extraktll byla vypocitana z rovnice linearni regrese grafické zavislosti inak-
tivace na koncentraci kalibra¢nich roztokti kyseliny askorbové (KA) a vyjadifena jako ekvi-

valent KA v miligramech na gram vzorku.

7.2.1 Kalibracéni kfivka kyseliny askorbové

Stanoveni kalibra¢ni kiivky KA bylo provedeno postupem uvedenym v kap. 6.3.3 a na-
sledné byla z vypoctenych hodnot inaktivace sestrojena kalibra¢ni kiivka (obr. 5) jako za-
vislost inaktivace na koncentraci kalibra¢nich roztoki KA. Body tohoto grafu byly prolo-

Zeny ptimkou a byla zjisténa rovnice linearni regrese.
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Obr. 5 Kalibracni krivka KA pro rozpoustedlo voda

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kiivky KA ma tvar:
y=328,58.x - 3,1167
y — hodnota inaktivace I [%]

x — hodnota koncentrace KA ¢ [mg/ml]
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Hodnota spolehlivosti R? = 0,9899.

Kalibrac¢ni kitivky byla pfipravovany pro vSechny rozpoustédla, které byly pouzity pii pii-

prave extraktd. V tab. 4 jsou uvedeny hodnoty vSech rovnic regrese a jejich spolehlivost.

Tab. 4 Rovnice regrese kalibracnich krivek KA pro

pouzitd rozpoustédla

Rozpoustédlo Rovnice regrese R?
Etanol y=318,11.x+ 1,5539 [0,9799
Metanol y=317,08.x + 1,3021 |0,9805

Voda + Etanol y =336,83.x - 2,4398 0,9927
Voda + Metanol y=335,48.x-2,7526 10,9914
y...hodnota inaktivace [%], X...hodnota koncentrace KA

[mg/ml], R?...hodnota spolehlivosti

7.2.2 Porovnani Gcinnosti pouzitych rozpoustédel v ramci metody DPPH u cCers-
tvych vzorki maty

Extrakty z Cerstvych vzorkl maty byly pfipravovany pomoci 5 druhii rozpoustédel pro ur-

Ceni, které rozpoustédlo je nejucinnéjsi podle stanoveni obsahu antioxidanti metodou

DPPH. Bylo pfipraveno 35 extrakti z Cerstvych vzorkli méaty pomoci rozpoustédel voda,

etanol, metanol, smés vody a etanolu (50:50) a smés vody a metanolu (50:50). Na obr. 6 je

uvedeno porovnani pouzitych rozpoustédel.

100
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5 60 —
-
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%D 40 B - -
< 20 -0 _ . =
2 Ml . _ :
0 - B = - -
1 2 3 4 5 6 7
Vzorky maty

Voda EtOH MetOH Voda + EtOH ®mVoda + MetOH

Obr. 6 Porovnani ucinnosti pouzitych rozpoustédel v ramci metody DPPH
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U péti ze sedmi analyzovanych vzorkd mat byl nejvice ucinnym rozpoustédlem metanol,
ktery byl a€innéjsi oproti jinym rozpoustédlim v rozmezi od 2,2 % do 35,0 % vici hodnoté
druhého nejuacinnéjsiho rozpoustédla. Vyjimku tvoii vzorek maty peprné, ktery byl ziskan
z doméciho péstitelstvi. U tohoto vzorku maty bylo jako nejucinnéjsi extrakéni ¢inidlo sta-
novena smés vody a etanolu (50:50), ktera byla u¢innéjsi o vice nez 9 % oproti metanolu.
U vzorku 7, maty peprné odrady durinské, ktery pochéazel ze zahradnictvi, se jako nejucin-
n¢jsi rozpoustedlo pro extrakci antioxidacnich latek jevila smés vody a metanolu (50:50).
Avsak i u téchto dvou vzorkt, bylo zjiSténo, Ze 1 metanol byl velmi a¢innym rozpoustédlem
pro extrakci antioxidantii. Proto je mozné usuzovat, ze metanol byl v rdmci testovanych

rozpoustédel nejucinnéj$im.

7.2.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity extraktii ze vzorki Cerstvé a 3 dny sklado-

vané maty pomoci DPPH

Antioxidacni aktivita (AA) metodou DPPH byla stanovovana u 21 dvojic extraktt ze
vzorki Cerstvé a 3 dny skladované maty v chladu. Extrakty byly pfipravovany pomoci roz-
poustédel voda, etanol a metanol. V ramci tohoto stanoveni byly porovnavany zmény AA
mezi extrakty pfipravovanymi z ¢erstvych vzorkti maty a skladovanych vzork maty. Vy-

sledky tohoto stanoveni jsou pro lepsi piehlednost uvedeny graficky na obr. 7, 8 a 9.
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Vzorky maty

Cerstvé  m Skladované

Obr. 7 Vysledky AA stanovované metodou DPPH vodnych extraktu z cerstvé a skladované
maty
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Cv v

AA byla stanovena u vzorkt maty 4, 5 a 7, kdy vzorky maty peprné 4 a 5 pochazely z trzni
sité a byly ptivodem z CR a Némecka. Vzorek 7, mata peprna odriida durinska, byl ziskan
ze zahradnictvi. Nejvyssi AA byla zjisténa u vzorklti maty peprné 3 a 6. Vzorek maty 3

pochézel z domaciho péstitelstvi. Vzorek maty 6 byl ziskan ze zahradnictvi.

Vzorky maty

Cerstvé Skladované

Obr. 8 Vysledky AA stanovované metodou DPPH etanolovych extraktii z cerstvé

a skladované maty

V ramci etanolovych extraktii se AA pohybovala v rozmezi od 2,14 mg/g do 48,85 mg/g,

byla tedy vyssi nez u vzorku pripravenych extrakci s vodou. Stejn¢ jako u vodnych extrakt
u extraktl ze vzorkidl maty peprné 3 a 6.
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Obr. 9 Vysledky AA stanovované metodou DPPH metanolovych extraktii z cerstvé

a skladované maty
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AA metanolovych extraktli byla stanovena v rozmezi od 3,62 mg/g do 80,35 mg/g, byla
tedy vyssi nez u vzorki, které byly ptipravovany pomoci etanolu. Stejné jako v ptedcho-
zich dvou ptipadech (vodnych i etanolovych extrakti) byla nejnizsi AA zjisténa opét u ex-
traktl ze vzorkll maty peprné 4 a 5 a nejvyssi AA opét u extrakti ze vzorkil maty peprné

3abé.

Rozdil ve zjisténé AA u vsech extrakti ze vzorkl Cerstvé a skladované maty lze ptisuzovat
hlavn¢ druhu a podminkam pii péstovani danych bylin [1, 54]. Dale ma na obsah antio-

xidanta v extraktech maty vliv také pouzité rozpoustédlo (viz kap. 7.2.3).

U témét poloviny (9 dvojic) extraktl bylo zjisténo, ze extrakty pfipravované z Cerstvé
a skladované maty, mély priblizné stejnou AA. U ostatnich (12 dvojic) extraktii bylo sta-
noveno, ze extrakty pfipravené z Cerstvé maty mély vyssi AA nez ty ptipravované ze skla-
dované maty. AvSak ve vétSing ptipadii nebyla AA extraktl z Cerstvé maty vyssi o vice nez
10 mg/g a z toho Ize usuzovat, ze skladovanim maty v chladu do 3 dnli nedochazi k vel-

kému snizeni AA.

Uribe E. a kol. [20] zjistovali ve své studii AA metanolovych extraktl z Cerstvé maty,
kterou nasledné prepocitali na mM ekvivalentu troloxu/g. AA stanovovali pomoci metody
DPPH, pfi¢emz zjistili, ze AA metanolovych extraktl z cerstvych vzorkt €inila 25,87 mM
ekv. troloxu/g vzorku. Vzhledem k tomu, Ze pouzivali jiny standard, odliSny zptsob ex-
trakce s vysS$i navazkou, menSim objemem extrak¢niho ¢inidla a del$i dobou extrakce nez

v naSem testovani, nedaji se tyto vysledky pfimo porovnat.

7.2.4 Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH extrakti ze suSenych vzorku

maty a porovnani u¢innosti pouzitych rozpoustédel

Antioxidacni aktivita (AA) metodou DPPH byla stanovovana i u extraktli ze vzorki maty,
které byly suSeny pti 25 °C/24 hodin a 50 °C/8 hodin. Bylo pfipraveno 42 extraktii pomoci
rozpoustédel voda, etanol a metanol postupem uvedenym v kap. 6.2. Vysledky stanoveni

AA pomoci DPPH u extraktl ze suSenych vzorki maty jsou uvedeny na obr. 10 a 11.
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Obr. 10 Vysledky AA stanovené pomoci DPPH u extraktii ze susenych vzorki maty, pri
25 °C/24 hodin

AA [mg ekv. KA/g]
S o =

S N B N ®

al . I_l S I - I..
I 2 3 6 7

4 5
Vzorky maty

B Voda ®EtOH mMetOH

Obr. 11 Vysledky AA stanovené pomoci DPPH u extraktii ze suSenych vzorku maty, pri
50 °C/8 hodin

V ramci vodnych extraktli ze susenych vzorkli maty byla AA zjiSténa v rozmezi od
0,69 mg/g do 14,31 mg/g. U extrakth ze vzorkli maty 4 a 5, které byly suSené pii
50 °C/8 hodin, byla zjisténa nejnizsi AA. Tyto vzorky maty peprné pochazely z trzni sité
a byly pivodem z CR a Némecka. Nejvyssi AA byla stanovena u extraktil ze vzorkd maty
peprné 3 a 6, konkrétné u extraktu maty 3, ktery byl susen pii 25 °C a u extraktli maty 6,
které byly suseny jak pti 25 °C, tak i 50 °C. Vzorek maty 3 byl ziskan z doméciho péstitel-

stvi a vzorek maty 6 pochézel ze zahradnictvi.
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Etanolové¢ extrakty ze suSenych vzorkll maty vykazovaly niz§i AA o vice nez 65 % oproti
vodnym extraktim ze suSenych vzorkl maty. AA se u etanolovych extraktii ze vzorki su-
Sené maty pohybovala od 0,31 mg/g do 4,98 mg/g. U extrakt ze vzorkii maty 6 a 7, suSe-
nych pti 25 °C a ze vzorkl 2; 5 a 7, suSenych pti 50 °C byla stanovena AA jen kolem 6,2
— 6,8 % maximalni hodnoty AA etanolovych extraktli. U extrakti ze vzorkti maty 1 a 6,

suSenych pii 50 °C, byl zjistén nejvyssi obsah AA.

AA metanolovych extraktii ze suSenych vzorki maty byla obdobna jako u etanolovych
extraktii ze stejnych vzorkti maty a pohybovala se v rozmezi od 0,58 mg/g do 4,31 mg/g.
tak 1 50 °C. Nejvyssi AA byla stanovena u extraktii ze vzorku maty vonné 1 a maty pe-

prné 3, které byly suseny pii 25 °C1 50 °C.

Rozptyl vysledkli AA tohoto stanoveni Ize pfisuzovat nejen druhu a podminkam, pfti kte-
rych byly dané vzorky péstovany, ale i samotnym podminkam susSeni. I piesto, ze pouzité
teploty suseni nebyly pftili§ vysoké, mohlo dojit k degradaci nékterych slozek odpovédnych
za AA.

V ramci tohoto stanoveni byl proto porovnavéan vliv podminek suseni (25 °C/24 hodin
a 50 °C/8 hodin) na AA stanovenou pomoci DPPH. Z 21 dvojic extraktl byla u vice jak
poloviny dvojic extrakt (13) stanovena vyssi AA u extraktd ze vzorkd maty suSené pfi
25 °C/24 hodin nez u extraktl, které byly suSeny pii vyssi teploté krat$i dobu. U zbylych
8 extraktl ze vzorki suSenych pii 25 °C byla zjisténa AA srovnatelnd nebo niz8i nez u ex-
traktl ptipravenych ze vzorki suSenych pii 50 °C. PfiCemzZ tyto extrakty vSak mély AA
vy$§i maximalné o 4,65 mg/g, coz €ini asi 32,5 %. Tyto odchylky mohly byt zplisobeny
naptiklad navazenim ¢aste¢né znehodnocenych listli maty naptiklad seschnutim jejich $pi-
¢ek ¢i jinak poskozenych, proto u danych extrakti by bylo jesté vhodné zopakovat toto

stanoveni.

Na obr. 10 jsou uvedeny vysledky stanoveni AA pomoci DPPH u extraktl ptipravovanych
ze susenych vzorkid maty, které byly suSeny pii 25 °C/24 hodin. Zde je mozné pozorovat,
ze alkoholova rozpoustédla nebyla tak G€inna pro extrakci antioxidantii ze suSenych vzorki
maty jako voda. U vSech vzorkid maty byla stanovena vyssi AA u vodnych extraktl s vy-
jimkou vzorku 2, maty vonné z doméciho péstitelstvi, kde byla zjisténa AA vyssi pii pou-

ziti rozpoustédla metanol a to o 7,2 % oproti vodnému extraktu. Na obr. 11 je mozné vidét
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vysledky stanoveni AA pomoci DPPH u extraktti ze vzorkli maty suSenych pii 50 °C/8 ho-
din. I u téchto extrakti byla ve vétsiné ptipada (6) ucinnéjsi pro extrakci antioxidanti voda.
Pouze u vzorku 4, maty peprné z trzni sité a ptivodem z CR, byla stanovena AA vyssi
u metanolového extraktu o 0,2 mg/g, coz €ini 22,5 %. Z vysledkii uvedenych jak na obr.
10, tak na obr. 11 lze usuzovat, ze pro nejvhodnéjsi extrakci antioxidanti ze susenych

vzorkll maty je nejlepSim Cinidlem z testovanych rozpoustédel voda.

Bufi¢ova a Réblova [36] uvadi AA vodnych a etanolovych extraktii ze susenych vzorkt
maty. AA byla zjistovana pomoci metody DPPH a pfepocitdvana na mg ekvivalentu KA/g
vzorku. Stejné jako my, i BufiCova a Réblova [36] zjistily ve své studii, Ze ucinngjsi pro
zisk antioxidantli z extraktd ze suSenych vzorkl je vyuziti horké vody nez etanolu pfi la-
boratorni teploté. Konkrétni hodnoty se v§ak mohou lisit. Navic je nutné brat v potaz, ze
vysledky stanoveni jsou ovliviiovany pivodem vzorku a podminkami pfi suSeni a piipravé

extraktu.

7.2.5 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci DPPH u extraktii z mraZenych

vzorkii maty a porovnani ucinnosti pouzitych rozpoustédel

AA byla stanovovana i u mrazenych vzorki maty. Bylo pfipraveno 21 extraktii pomoci
rozpoustédel voda, etanol a metanol, zplisobem uvedenym v kap. 6.2. Vysledky stanoveni
AA extraktll z mrazené maty jsou uvedeny na obr. 12, kde lze rovnéz vidét srovnani Géin-

nosti 3 pouzitych druhl rozpoustédel.
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Obr. 12 Vysledky AA pomoci DPPH extraktii z mrazenych vzorkit maty

AA stanovena pomoci DPPH se u extrakti z mrazenych vzorkti pohybovala v rozmezi od
AA téchto vzorkid maty tvofily 1,4 — 5,7 % maximalni hodnoty AA vzorku 3. U vzorkl

maty 1 a 3 byla stanovena nejvyssi AA.

U extraktll z mrazenych vzorki bylo provedeno srovnani u¢innosti pouzitych rozpoustédel
pro extrakci antioxidanttl. U&innost vody pro extrakci z mrazenych vzorkd maty byla pri-
mérne o 48,8 % niz8i nez u alkoholovych rozpoustédel. U vétSiny vzorka (5) byl pro ex-
trakci antioxidaénich latek ucinnéjsi etanol, metanol byl nejucinngj$i pouze u jednoho
vzorku maty peprné. U vzorku maty peprné 4, byla AA srovnatelna jak s pouzitim roz-

poustédla etanol, tak i metanol.

7.2.6 Vliv upravy na antioxidacni aktivitu stanovenou pomoci DPPH

U vSech extrakti bylo rovnéz provedeno 1 srovnani vlivu Upravy vzorku na antioxidaéni
aktivitu daného extraktu. V rdmci tohoto stanoveni byly ziskané vysledky AA stanovené

pomoci DPPH pro porovnani piepocitdny na mg ekvivalentu KA/g suSiny vzorku.
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Obr. 13 Vliv upravy vzorku na AA stanovenou pomoci DPPH u vodnych extraktu

Na obr. 13 je mozné pozorovat vliv uprav na AA stanovenou metodou DPPH u vodnych
extraktl. Z testovanych Uprav vzorkii maty je patrné, Ze mraZeni nebylo nejvhodnéj$im
zpisobem konzervace, jelikoZ u vétSiny vzorki maty (5) bylo primérné o 60,6 % nizsi nez
suSeni. Pouze u dvou vzorkli maty bylo mrazeni lepsi Gipravou pro uchovani antioxidanta
oproti suseni. U péti vzorkll byla zjisténa AA nejvyssi v ramci extraktd z Cerstvych pfi-
padné skladovanych vzorkli maty. U jednoho vzorku maty bylo vyhodnoceno, ze extrakt
z mrazené maty vykazoval vys§i obsah antioxidantl oproti extraktu z cerstvého vzorku
maty a jeden vzorek maty mél vyssi obsah AA u extraktu ze suSené¢ho vzorku maty. Vzhle-

dem k ziskanym vysledkiim lze konstatovat, ze na obsah antioxidantii ma vliv druh maty

a podminky béhem péstovani.
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Obr. 14 Vliv upravy vzorku na AA stanovenou pomoci DPPH u etanolovych extraktii

Na obr. 14 je mozné pozorovat, jaky vliv mély Gpravy vzorkii na AA etanolovych extraktl
stanovovanou pomoci DPPH. Oproti vodnym extraktim bylo u etanolovych extraktd zjis-
téno, ze suseni pii obou teplotach vykazovalo velmi nizkou AA oproti mrazeni, kdy AA
téchto extraktii byla o 20,6 — 98,7 % vyssi jak AA extraktd ze suSenych vzork maty.
U vétsiny vzorkl (5) vSak byla nejvyssi AA vyhodnocena u extraktii z Cerstvych ptipadné
3 dny skladovanych vzorkd maty v chladu. AA v ramci extraktd pfipravovanych z Cers-
tvych a skladovanych vzorkti byla primérné o 72,9 % vyssi nez AA extraktli z mrazenych
vzorkli maty. Pouze u dvou vzorki byla AA extraktli z mrazenych vzorkli maty vyssi oproti
extraktim z Cerstvych a skladovanych vzorki maty. Tyto odchylky lze pfisuzovat druhu

maty a podminkam péstovani.
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Obr. 15 Vliv upravy vzorku na AA stanovenou pomoci DPPH u metanolovych extraktii

Na obr. 15 je zobrazeno grafické vyhodnoceni metanolovych extrakti, kdy nejvyssich hod-
not AA bylo dosazeno pro vzorky Cerstvé maty, a také vzorky skladované maty, jelikoz
extrakty, které byly pfipravovany z cerstvych, ptipadné skladovanych vzork maty vyka-
zovaly u vSech analyzovanych vzorkti maty nejvyssi AA. Z Gprav vzorkd bylo mrazeni
nejvhodnéjsim zplisobem konzervace, kde u vSech vzorki byla stanovend AA vyssi nez

u extraktd ziskanych ze suSenych vzorkd maty.

Jako nejmén¢ vhodnou tpravou se u metanolovych a etanolovych extraktti ze vzorkti maty
tedy jevilo suSeni at’ uz pii 25 °C ¢i 50 °C. Zatimco u vodnych extrakti maty bylo vyhod-
noceno suseni lepSim druhem konzervace nez mrazeni. Proto lze usuzovat, Ze kombinace
upravy vzorku pted extrakei a rozpoustédlo pouzité k extrakci mé vliv na mnozstvi extra-

hovanych antioxidanti.

7.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity (AA) metodou ABTS bylo provadéno postupem uvedenym
v kap. 6.4.2. AA byla touto metodou stanovovana u vSech extrakta (119), kdy jednotlivé
extrakty byli pfipravovany ze vzorkl maty Cerstvé, 3 dny skladované v lednici, ndmi su-

Sené a ndmi mrazené. Skladovani, suSeni, mraZeni a pfiprava extraktl bylo provedeno po-
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stupem, ktery je popsan v kap. 6.2. AA v extraktu maty byla prepocitana z hodnot inakti-
vace (ubytkd absorbance) na standard troloxu a vyjadiena jako ekvivalent troloxu v mili-

gramech na gram vzorku.

7.3.1 Kalibra¢ni krivka troloxu

Sestrojeni kalibra¢ni kiivky troloxu bylo provedeno dle postupu uvedeného v kap. 6.4.3.
Nasledné byla z vypoctenych hodnot ibytku absorbance (I) sestavena kalibra¢ni kiivka
(obr. 16) jako zavislost inaktivace na koncentraci kalibracnich roztokl troloxu. Body to-

hoto grafu byly prolozeny ptimkou a byla zjisténa rovnice linearni regrese.
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Obr. 16 Kalibracni kifivka troloxu

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kiivky troloxu ma tvar:
y=185,92.x - 0,0277
y — hodnota inaktivace I [%]
x — hodnota koncentrace troloxu c [g/1]

Hodnota spolehlivosti R* = 0,9966.
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7.3.2 Porovnani Gcinnosti pouzitych rozpoustédel v ramci metody ABTS u Cers-

tvych vzorkii maty

Béhem stanoveni AA metodou ABTS byla rovnéz srovnavana i u€innost pouZzitych roz-
poustédel (voda, etanol, metanol, smés vody a etanolu (50:50) a smés vody a metanolu

(50:50)). Na obr. 17 je mozné pozorovat zjisténé vysledky.
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Obr. 17 Porovnani ucinnosti rozpoustédel v ramci metody ABTS

U vSech vzorkl byl nejvice uéinnym rozpoustédlem pro extrakci antioxidanti stanoven
metanol, a to primérné¢ o 17,4 % vice nez etanol, piipadné smes vody s metanolem. S vy-
jimkou vzorku maty peprné 3, kde bylo jako nejlepsi rozpoustédlo stanovena smés vody
s etanolem (50:50). Vzhledem k tomu, Ze rozdil mezi pouzitim metanolu a smési vody
s etanolem u vzorku maty 3 ¢inil pouze 2,9 % lze usuzovat, Ze 1 u tohoto vzorku byl metanol
vysoce ucinnym rozpousStédlem pro extrakci antioxidanti. Proto je mozné tvrdit, ze pro

extrakci antioxidacnich latek byl v rdmci testovanych rozpoustédel nejucinnéjsi metanol.

Ve studii Yi a Wetzstein [52] stanovovali hodnoty AA metodou ABTS u extraktl z Cers-
tvych vzorkli maty, které byly pfipravovany pomoci smési etanol s vodou (80:20) a meta-
nol s vodou (80:20). AA udavali v uM ekv. troloxu/g a zjistili, Ze pti pouziti smesi meta-

nolu s vodou byla stanovena nizs$i AA nez v ptipad¢ pouziti smési etanolu s vodou.
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V ramci naseho testovani jsme u tfi vzorkd méli podobné vysledky pro smési, které byly
pfipravovany v poméru 50:50, i kdyz u ¢tyf vzorkl byla jako ucinnéjsi pro extrakci antio-
xidantd ur¢ena smés vody s metanolem (50:50). To miize byt zptisobeno jinym druhem

maty a podminkami pii péstovani, i riznym slozenim extrak¢niho ¢inidla.

7.3.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS extraktii ze vzorku Cerstvé

a 3 dny skladované maty

V ramci stanoveni antioxida¢ni aktivity (AA) metodou ABTS bylo analyzovano 21 dvojic
extraktt. Extrakty byly pfipravovany ze vzorkli maty Cerstvé a 3 dny skladované v chladu
pomoci rozpoustédel voda, etanol a metanol. Postup piipravy extraktli je uveden v kap. 6.2.
Vysledky tohoto stanoveni jsou uvedeny niZe, a to pro kazdé rozpoustédlo zv1ast’ (obr. 18,
19 a 20).
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Obr. 18 Vysledky AA stanovované metodou ABTS vodnych extraktii z cerstvé a sklado-

vané maty

cv v

meély stejné jako u metody DPPH, extrakty ze vzorkii maty peprné 4, 5 a 7. Nejvyssi AA
vykazovaly extrakty pfipravené ze vzorkil maty peprné 6 a 3, coz rovnéZ odpovida vysled-

kim stanoveni AA metodou DPPH.
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Obr. 19 Vysledky AA stanovované metodou ABTS etanolovych extraktii z cerstvé a sklad-

ované maty

U etanolovych extraktii byla stanovena AA vyssi neZ u vodnych extrakt. Etanolové ex-
trakty vykazovaly AA v rozmezi od 17,55 mg/g do 93,01 mg/g. Na obr. 19 Ize vidét, ze
nych vysledki bylo dosaZeno u etanolovych extraktli i v rdmci stanovovani AA metodou

DPPH.
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Obr. 20 Vysledky AA stanovované metodou ABTS metanolovych extraktii z cerstvé a skla-

dované maty

Stejné jako u stanoveni AA metodou DPPH i zde byly hodnoty AA u metanolovych ex-

traktl pramérné vyssi o 26,4 % nez u etanolovych extraktli. AA se tedy u metanolovych
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extraktl pohybovala v rozmezi od 15,76 mg/g do 113,68 mg/g, kdy stejné jako u AA sta-

4 a 5 anejvyssi AA u extraktl ze vzorkli maty peprné 3 a 6.

V ramci vSech extraktli, vodnych, etanolovych a metanolovych byl zjistén velky rozsah
AA, coz mohlo byt zplisobeno druhem analyzované maty a podminkami pfi péstovani

[1, 54].

U vsech extraktt bylo zjisténo, Ze skladovanim dochazi ke snizeni AA s vyjimkou tfi dvo-
jic (Cerstvy a skladovany vzorek maty) extraktl. U téchto dvojic byla stanovena AA u ex-

traktl z Cerstvé maty piiblizné stejna jako AA u extraktl ze skladovanych vzorkli maty.

Vzhledem k tomu, ze nebyla nalezena studie, kde by bylo provedeno stanoveni AA pomoci
ABTS u extraktl z Cerstvych piipadné skladovanych vzork maty, nebylo mozné provést

srovnani s vysledky jinych autort.

7.3.4 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS extrakti ze suSenych vzorki

maty a porovnani u¢innosti pouzitych rozpoustédel

AA metodou ABTS byla stanovovana u 42 extraktli ze vzorkd, které byly suSeny pfi
25 °C/24 hodin a 50 °C/8 hodin. Extrakty z téchto vzorki byly pfipravovany pomoci roz-
poustédel voda, etanol a metanol, postupem uvedenym v kap. 6.2. Na obr. 21 a 22 jsou

uvedeny ziskané vysledky tohoto stanoveni.

)
3 14
812
g10
z 8 _
o 0 - -
E 4 - = e _ -
< 2 _ _ = _ -
3 -

0

1 2 3 4 5 6 7
Vzorky maty

Voda © EtOH = MetOH

Obr. 21 Vysledky AA stanovené metodou ABTS extraktii ze suSenych vzorkii madty
pri 25 °C/24 hodin
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Obr. 22 Vysledky AA stanovené metodou ABTS extraktii ze susenych vzorkii maty
pri 50 °C/8 hodin

Cv v

AA byla zjisténa opét u vzorkd maty peprné 4 a 5, nejvyssi AA u extraktl ze vzorkli maty
peprné 3 a 6. Stejné jako u stanoveni AA metodou DPPH byla AA etanolovych extrakth
ze suSenych vzorkli maty primérné o 66,0 % niZ8i nez u vodnych extraktli, coZ jsou po-
dobné vysledky jako u DPPH. U etanolovych extrakti byla AA uréena v rozmezi
od 0,82 mg/g do 8,26 mg/g, kdy nejnizsi obsah antioxidantii byl stanoven u vzorkti maty
vonné 2 a maty peprné 5. Vzorky maty vonné 1 a maty peprné 4 vykazovaly nejvyssi AA.
V ramci metanolovych extraktli ze suSenych vzorkd maty se AA pohybovala v rozmezi od
1,40 mg/g do 6,88 mg/g. Na obr. 21 a 22 1ze pozorovat, ze AA metanolovych extraktii byla
u vétsiny vzorkt (5) vyssi nez u etanolovych extraktl. Stejné jako u vodnych extrakti byla
mezi 20, 3 — 26,6 % maximalni hodnoty AA pro vzorky maty vonné 1 a 2, u kterych byla
zjisténa nejvyssi AA.

Jednotlivé vzorky byly suSeny pii dvou riznych teplotich a dvou rGznych dobach
(25 °C/24 hodin a 50 °C/8 hodin) a bylo porovnavano, jaky ma tato uprava vliv na obsah
antioxidantll v danych extraktech. U vétSiny dvojic extraktl (15) bylo stanoveno, Ze ex-
trakty pfipravované ze vzorkd suSenych pii nizsi teploté del$i dobu mély vyssi AA jak
extrakty, pfipravované ze vzorkt maty suSenych pii vyssi teploté kratsi dobu. U Ctyt dvojic
extraktii bylo zjiSténo, ze extrakty pfipravované ze vzorkl maty susené pii 25 °C/24 hodin

mély pfiblizné stejny obsah antioxidantii jako extrakty suSené pii 50 °C/8 hodin. U dvou
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vzorkidl maty, konkrétné¢ maty vonné (1) a maty peprné odrudy durinské (7) bylo zjisténo,
ze extrakty pfipravované z maty suSené pii vyssi teploté kratsi dobu, mély vyssi obsah an-
tioxidantii nez extrakty pfipravované pii nizsi teploté delsi dobu. U vzorku maty 1 se jed-
nalo o extrakt pfipravovany pomoci rozpoustédla etanol, u vzorku maty 7 se jednalo o ex-

trakt, ktery byl pfipravovan pomoci rozpoustédla voda.

V ramci porovnani pouzitych rozpoustédel lze z vysledkii jak u extraktd pripravovanych
ze susenych vzorkli maty pti 25 °C/24 hodin, tak z vysledkl u extraktii pfipravovanych ze
suSenych vzorkli maty pii 50 °C/8 hodin usuzovat, ze nejucinnéjSim rozpoustédlem pro
extrakci antioxidantli ze suSenych vzorktl je voda. Ta byla nejucinngjsi u vSech extrakt
pripravovanych ze vzorkll susenych pti 50 °C/8 hodin a u 71 % vzorkli susenych pfi
25 °C/ 24 hodin. Srovnatelna G¢innost pouZitych rozpoustédel byla zjiSténa u extrakti ze

vzorku maty peprné 4, a to u téch vzorkd, které byly suSené pii 25 °C/24 hodin.

Ve studii Yia Wetzstein [52] testovali vliv suSeni a extrakénich podminek na antioxidac¢ni
aktivitu stanovovanou pomoci metody ABTS a zjistili, ze kombinace metody suseni a po-
uzitého rozpoustédla ma vliv na obsah extrahovatelnych antioxidantli, kdy smés vody
a metanolu (20:80) byla u¢inngj$i pro extrakcei antioxidantli v rdmci vzorkd suSenych slun-
cem a pii 40 °C v susarné s cirkulaci vzduchu, zatimco smés vody a etanolu (20:80) byla
vhodnéjsi pro extrakci antioxidantl u vzorkt susenych pti 70 °C v susarné s cirkulaci vzdu-

chu.

7.3.5 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity extrakti pomoci ABTS z mraZenych vzorki

maty a porovnani u¢innosti pouzitych rozpoustédel

AA metodou ABTS byla stanovovana 1 u extraktl, které byly pfipravovany z mraZenych
vzorkidl maty. Bylo pfipraveno 21 extraktl s pouzitim rozpoustédel — voda, etanol a meta-

nol. Vysledky stanoveni téchto extraktii 1ze pozorovat na obr. 23.
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Obr. 23 Vysledky AA stanovované metodou ABTS u extraktii z mrazenych

vzorkit maty

Extrakty z mrazenych vzorkd mély AA v rozmezi od 1,99 mg/g do 55,00 mg/g, kdy stejné

jako u stanoveni AA metodou DPPH, 1 v rdmci tohoto stanoveni byla u vzorkli maty peprné

cvwr

a maty peprné 3 a 6, coz také odpovida stanoveni AA pomoci DPPH.

Z analyzovanych rozpoustédel bylo zjisténo, Ze nejnizsi ucinnost pro extrakci antioxidantl
z mrazenych vzorkl vykazovala voda. Vyssi u€innost pro extrakci antioxidantii byla pozo-
rovana u rozpoustédel alkoholovych, konkrétné etanolu, ktery byl u vétSiny vzork (5)

ucinngj$i nez metanol.

7.3.6 Vliv uprav vzorkii na antioxidacni aktivitu stanovenou pomoci ABTS

U testovanych extraktl byl rovnéz posuzovan vliv Gpravy vzorku na antioxidaéni aktivitu,
kdy zde byly vysledky stanoveni AA piepocitdvany na mg ekv. troloxu/g suSiny vzorku.
Na obr. 24 je uvedeno srovnani testovanych vlivli upravy u vodnych extraktl ze vzorkl

maty.
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Obr. 24 Porovnani vilivu uprav vzorku na A4 metodou ABTS u vodnych extraktii

V ramci stanoveni vlivu Uprav vzorku maty na AA stanovovanou pomoci ABTS u vodnych
extraktll byly zjisténé vysledky obdobné vysledkiim ziskanym pomoci metody DPPH.
I zde bylo mrazeni nejméné vhodnou Gpravou u vétsiny vzorkli maty (5), jelikoz AA téchto
extraktl byla oproti maximu primérné o 41,2 % nizs$i nez AA extraktii ze vzorkl susené
maty. Nejvyssi AA byla vyhodnocena u extrakti pfipravovanych z Cerstvych, ptipadné
skladovanych vzorkd maty. U jednoho vzorku maty vykazoval extrakt z mrazeného vzorku
vysSi AA oproti extraktu z Cerstvé a skladované maty a u vzorku maty 7 byla vyssi AA
stanovena u extraktu ze suSené maty. Tyto odliSnosti byly zjiStény i pomoci metody DPPH,
proto Ize usuzovat, Ze k nim doslo z divodu jiného druhu maty nebo rozdilnymi podmin-

kam péstovani apod.
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Obr. 25 Porovnani vilivu uprav vzorku na AA metodou ABTS u etanolovych extraktii

Z vysledkl je patrné, Ze u extraktti pfipravovanych z Cerstvych a 3 dny skladovanych
vzorkl maty v chladu byla stanovena nejvyssi AA. Ze 7 testovanych dvojic extraktt vzorkl
maty (Cerstvé a skladované) je mozné pozorovat, Ze 4 dvojice extraktli ze vzorkd maty maji
ptiblizné stejny obsah antioxidantt, tudiz zde skladovdnim nedoslo k podstatnym zménam
obsahu antioxidantii. U tii dvojic extraktli, byl zjistén vyssi obsah antioxidantd u extraktl
ze vzorku Cerstvé maty nez u extraktli ze vzorkl skladované maty. U extrakt z mrazenych
vzorkll maty byla zji$téna vzhledem k maximu o 63,1 % niz$i AA nez u extraktl ze vzorki
cerstvé a skladované maty, avSak byla o 72,0 % vy$§i neZ u extraktl ze susenych vzorki
maty. Proto lze usuzovat, ze nejméné vhodnou Upravou u etanolovych extraktl je suseni

at’ uz pii 25 °C/24 hodin ¢i 50 °C/8hodin.
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Obr. 26 Porovnani vlivu uprav vzorku na A4 metodou ABTS u metanolovych extraktii

Na obr. 26 je patrné, Ze nejvyssi AA pomoci ABTS u metanolovych extraktl byla stano-
vena u extraktll z ¢erstvych vzorkl maty. Z analyzovanych uprav bylo u vSech vzorki po-
zorovano, ze extrakty z mrazenych vzorkl vykazovaly o 56,0 % vyssi AA nez extrakty ze

suSenych vzorki maty.

Vysledna zjisténi v ramei vlivu Gprav byla obdobnd jak pro metodu ABTS, tak 1 pro me-
todu DPPH, jelikoz i pomoci metody ABTS bylo stanoveno, ze mrazeni je lepSim zpuso-
bem konzervace nez suseni u etanolovych a metanolovych extraktl ze vzorkii maty, ale
pro vodné extrakty je lepsi pravou suSeni oproti mrazeni. I zde tedy bylo potvrzeno, ze
kombinace rozpoustédla vyuZzitého k extrakci s ipravou vzorku pred extrakci ma vliv na

mnozstvi antioxidanta v extraktu.

7.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla

Celkovy obsah polyfenolt byl stanovovan pomoci Folin-Ciocalteuova c¢inidla postupem

uvedenym v kap. 6.5.2. Testovano bylo 119 extraktli ze vzorkli maty Cerstvé, 3 dny skla-

dované v lednici, nami suSené a nami mrazené. Skladovani, suSeni, mrazeni a nasledna

piiprava extrakti byla provadéna postupem, ktery je uveden v kap. 6.2. Celkovy obsah
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polyfenoll v extraktu maty pak byl pfepocitan na standard kyseliny gallové pomoci kalib-
racni kiivky a vyjadfen jako ekvivalent kyseliny gallové v miligramech na gram suSiny

vzorku.

7.4.1 Kalibraéni kiivka kyseliny gallové

Stanoveni kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové (KG) bylo provedeno dle postupu uvedené¢ho
v kap. 6.5.3, kdy z namétenych hodnot absorbanci kalibracnich roztokit KG byla sestrojena
kalibracni ktivka (obr. 27) jako zévislost absorbance na koncentraci kalibra¢nich roztok

KG. Body grafu byly prolozeny piimkou a byla zjisténa rovnice linedrni regrese.
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Obr. 27 Kalibracni kiivka KG pro rozpoustédlo voda

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kiivky KG ma4 tvar:
y =14,368.x + 0,0097
y — hodnota absorbance [1]
x — hodnota koncentrace KG ¢ [mg/ml]
Hodnota spolehlivosti R* = 0,9993.

V tab. 5 jsou uvedeny hodnoty rovnic regrese a spolehlivosti pro dals$i pouzitd rozpouste-
dla.
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Tab. 5 Rovnice regrese kalibracnich kirivek KG pro

pouzitd rozpoustédla

Rozpoustédlo Rovnice regrese R?
Etanol y =3,9243.x+0,0110 0,9889
Metanol y =3,7696.x + 0,0069 0,9920
Voda + etanol y =12,292.x+0,0184 0,9941
Voda + metanol y =11,983.x + 0,0105 0,9962

y...hodnota absorbance [1], x...hodnota koncentrace KG

[mg/ml], R?...hodnota spolehlivosti

7.4.2 Porovnani Gcinnosti pouzitych rozpoustédel v ramci stanoveni celkového ob-

sahu polyfenoli u €erstvych vzorki maty

Béhem testovani celkového obsahu polyfenolt (TPC) bylo rovnéz provedeno u extraktl
z Cerstvych vzorkli maty stanoveni, které¢ rozpoustédlo je vhodnéjsi pro extrakci polyfe-
nolii. Porovndvana byla rozpoustédla voda, etanol, metanol, smés vody a etanolu (50:50)

a smés vody a metanolu (50:50). Na obr.28 je uvedeno vyhodnoceni tohoto porovnani.
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Obr. 28 Porovnani ucinnosti testovanych rozpoustédel v ramci stanoveni TPC

U vSech sedmi testovanych vzorkii mat byl nejucinnéjSim rozpoustédlem pro extrakci po-
lyfenolickych latek metanol. Ten byl primérné€ u¢innéjsi o 27,1 % oproti etanolu, ktery byl
vyhodnocen jako druhé nejucinnéjsi rozpoustédlo. Smési rozpoustédel nebyly tak G¢inné

jako samotna rozpoustédla, avsak u vétSiny vzorki (6) byly G€¢inné€jsi nez voda. Z danych
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vysledki Ize tedy usuzovat, ze pro extrakci polyfenolickych latek je metanol nejvhodnéj-

$im rozpoustédlem z nami testovanych.

7.4.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli u extraktu ze vzorki Cerstvé a 3 dny
skladované maty

Celkovy obsah polyfenoli (TPC) pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla byl stanovovan u ex-

trakti ze vzorkl Cerstvé a 3 dny skladované maty. Bylo pfipraveno 42 extraktii pomoci

rozpoustédel voda, etanol a metanol, u kterych byly porovnévany zmény celkového obsahu

polyfenoll mezi extrakty z Cerstvych a skladovanych vzork maty. Na obr. 29, 30 a 31 jsou

uvedeny grafy vysledki tohoto stanoveni.

o 15 - -
£ 10 -
O —
5
&0 H Nm
1 2 3 4

5 6 7
Vzorky maty

Cerstvé  ® Skladované

Obr. 29 Vysledky TPC u vodnych extraktii z Cerstvé a skladované maty

TPC se u vodnych extraktii pohyboval v rozmezi od 3,93 mg/g do 44,69 mg/g suSiny
zjistény u vzorki maty peprné 4 a 5 z trzni sité piivodem z CR a Némecka. Na obr. 29 je
mozné pozorovat, ze nejvyssi hodnoty TPC byly stanoveny u vzorkd maty vonné z doma-

ciho péstitelstvi a dvou vzorkii maty peprné z domaciho péstitelstvi a ze zahradnictvi.
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Obr. 30 Vysledky TPC u etanolovych extraktii z cerstvé a skladované maty

U etanolovych extraktti byl TPC stanoven v rozmezi od 27,84 mg/g do 291,74 mg/g suSiny
vzorku. TPC etanolovych extraktli byl tedy primérné o 79,6 % vyssi nez u extrakti, které
byly ptipravovany pomoci vody. Nejnizs§i TPC byl stanoven u stejnych vzorkti maty peprné
jako u vodnych extraktli a rovnéz i nejvyssi TPC etanolovych extrakti odpovidal stejnym

vzorkiim maty vonné a maty peprné jako u vodnych extrakti.
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Obr. 31 Vysledky TPC u metanolovych extrakti z cerstvé a skladované maty

Metanolové extrakty vykazovaly jesté¢ vyssi TPC nez etanolové extrakty, a to primérné

0 26,9 %, kdy se zjistény TPC pohyboval v rozmezi od 32,52 mg/g do 363,77 mg/g suSiny

v
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u vzorkll maty peprné 4 a 5 a nejvyssi TPC byl uren u vzorkd maty vonné 1 a maty peprné

3abé.

I zde je mozné usuzovat, ze tak velky rozptyl hodnot TPC u extraktii z Cerstvych a sklado-
vanych vzorkii maty 1ze ptisuzovat hlavné druhu a podminkdm pfti péstovani danych bylin

[1, 54]. Vliv na TPC v extraktech maty ma také pouzité rozpoustédlo (viz kap. 7.4.2).

U vétSiny dvojic extraktl (85,7 %) bylo zjisténo, ze extrakty, které byly pfipravovany ze
skladované maty, mély niz§i TPC nez extrakty, které byly pfipravovany z Cerstvé maty. U
zbylych 3 dvojic extrakti bylo pozorovano, ze hodnoty TPC v ramci extrakta pfipravova-
nych z Cerstvé a skladované maty byly srovnatelné. Lze tedy usuzovat, Zze skladovanim

dochazi k ¢astecnému snizeni TPC u vzorki maty.

Capecka E. a kol. [55] provadéli stanoveni TPC u metanolovych extraktli maty pomoci
Folin-Ciocalteouova ¢inidla, kdy jako standard vyuzili KG. V ramci extraktl z Cerstvych
vzorki maty stanovili celkovy obsah polyfenolti na 19,54 mg/g susiny vzorku. Tento obsah
polyfenoltl je oproti naS§emu stanoveni v metanolovych vzorcich nizsi, coz vSak mohlo byt
zpusobeno rozdilnymi druhy maty, podminky péstovani a ptipravou samotnych extrakti.
Ve studii neni uvedeno, jak dlouha byla extrakéni doba pfi pfipravé extraktli, coz ma taky

vliv na celkovy obsah polyfenola.

7.4.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii extrakti ze vzorki suSené maty a po-

rovnani ucinnosti pouZzitych rozpoustédel

U 42 extraktl ze suSenych vzorki maty bylo rovnéz provedeno stanoveni celkového ob-
sahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Vzorky maty byly suseny postupem
uvedenym v kap. 6.2 pii dvou riznych teplotach a dobach: 25 °C/24 hodin a 50 °C/8 hodin.
Extrakty byly pfipravovany pomoci rozpoustédel voda, etanol a metanol dle postupu uve-

dené¢ho v kap. 6.2.
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Obr. 32 Vysledky TPC u extraktu ze susenych vzorkiit maty pri 25 °C/24 hodin
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Obr. 33 Vysledky TPC u extraktit ze susenych vzorki maty pri 50 °C/8 hodin

V ramci vodnych extrakti se TPC pohyboval v rozmezi od 0,28 mg/g do 15,54 mg/g suSiny
vzorku. Extrakty ze vzorkii maty vonné (2) a maty peprné (4 a 5) suSenych pii obou teplo-
tach vykazovaly nejnizs§i TPC. Oproti tomu nejvyssi TPC byl stanoven u extraktii ze vzorku
maty vonné (1) a maty peprné (6), kdy se jednalo o extrakty ze vzorka, které byly suseny
pfi obou teplotach a vzorek maty peprné (3), konkrétné extrakt ze vzorku maty suSeného
pii 25 °C. Extrakty pfipravované pomoci etanolu vykazovaly obdobny rozsah TPC jako
byl stanoven u vzorku maty 2, stejné jako u vodnych extrakti a vzorku maty 7. Nejvyssi

TPC byl zjistén u vzorkld maty 1, 3 a 4, a to u extraktli ze vzorkll maty 1, které byly suSeny
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jak pti 25 °C, tak 1 50 °C a u extraktl ze vzorkli maty 3 a 4, susenych pii 25 °C. Ve vétsiné¢
ptipadui (5) nebyly u extraktli ze vzorki susenych pti 50 °C/8 hodin detekovany touto me-
todou zadné polyfenoly. Lze proto usuzovat, ze pouziti etanolu pii ptiprave extraktii z takto

suSenych vzorkt (50 °C/8 hodin) neni vhodné pro extrakci polyfenoli.

Ve studii Stanisavljevice a kol. [25] bylo také zjisténo, ze obsah fenolickych sloucenin

v etanolovych extraktech klesa s rostouci teplotou suseni.

TPC metanolovych extrakti byl ur¢en v rozmezi od 0,17 mg/g do 18,33 mg/g suSiny
vzorku. Stejn¢ jako u vodnych a etanolovych extrakt i zde byl nejnizsi TPC stanoven
u extraktu ze vzorku maty vonné 2 avsak pouze susen¢ho pii 50 °C. Dale byl nejnizsi TPC
urcen u extraktu ze vzorku maty peprné 6, suseného rovnéz pii 50 °C a extraktu ze vzorku
maty peprné 5, ktery byl susen pii 25 °C. Nejvyssi TPC byl zjistén, stejné jako v pfedcho-
zich dvou rozpoustédlech, u extraktu ze vzorkli maty vonné (1), ktery byl suSen pii nizsi

teploté a extraktu ze vzorku 7, suseného pfi vyssi teplote.

V zavislosti na teploté¢ a dob¢ suseni vzorkd bylo zjisténo, ze u vétSiny dvojic extraktl
(81 %) mély vyssi TPC extrakty, které byly pfipravovany ze vzorki suSenych pii nizsi
teploté a delsi dobu a u zbylych 4 dvojic extraktl bylo zjiSténo, ze extrakty pfipravované
pii vyssi teploté krat$i dobu mély priimérné o 40,3 % vyssi obsah polyfenoll nez extrakty
suSené pii nizsi teploté delsi dobu. Jednalo se o vodné extrakty vzorku maty 6, etanoloveé

extrakty vzorku maty 1 a metanolové extrakty vzorkd maty 5 a 7.

Ve studii Yi a Wetzstein [52] byl testovan vliv suseni a extrakénich podminek na celkovy
obsah polyfenoll a bylo zjisténo, ze metanol vykazoval vys$si t¢innost pro extrakci poly-
fenolti ze vzorkli maty suSenych pti 40 °C, proto mohl byt i u metanolovych extraktt ze
vzorkd maty 5 a 7 stanoven vyssi TPC. AvSak je nutné brat v potaz 1 druh maty, podminky

péstovani a ptipravu extrakti.

Capecka E. a kol. [55] provadéli stanoveni celkového obsahu polyfenolid pomoci Folin-
Ciocalteuova Cinidla u extraktii z Cerstvé a suSené maty pfipravovanych pomoci smési me-
tanolu a vody (80:20). Jako standard byla vyuzita KG. U extraktd ze suSené maty byl sta-
noven vys§i TPC oproti ndm, coz mohlo byt ovlivnéno druhem maéty, jinymi podminkami
behem suseni, kdy v dané studii provadéli suseni ve stinné, dobie vétratelné mistnosti
v rozmezi teplot 25 — 32 °C po dobu 10 dnii a za pouziti jiného rozpoustédla -smesi meta-

nolu a vody (80:20).
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Ve studii Stanisavljevice a kol. [25] bylo také zjisténo, Ze na obsah fenolickych latek ma
vliv i zpasob suseni, kdy pfi suSeni v laboratofi pti 45 °C/2 dny a suseni v kondenza¢ni
susarné pii nizsi teploté (35 °C/2 dny) bylo ziskano méné celkovych polyfenoli a flavono-

1dl nez pfi suseni na vzduSném stinném misté po dobu 15 dna.

7.4.5 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii extraktii z mraZenych vzorkii maty

a porovnani ucinnosti pouzitych rozpoustédel

TPC byl stanovovan i u 21 extraktl, které byly pfipraveny z mraZenych vzorkli maty, a to
pomoci rozpoustédel voda, etanol a metanol, postupem uvedenym v kap. 6.2. Na obr. 34

1ze vidét vysledky tohoto stanoveni.
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Obr. 34 Vysledky TPC extraktii z mrazené maty

TPC u extraktli z mrazenych vzorkli maty se pohyboval v rozmezi od 1,83 mg/g do
193,87 mg ekv. KG/g suSiny vzorku. NejnizSich hodnot TPC bylo stanoveno u stejnych
vzorkd maty (4 a 5), jako pfi stanoveni AA metodami DPPH a ABTS. Rovnéz i nejvyssi
hodnoty TPC v ramci extrakti z mraZzenych vzork maty se shodovaly s nejvyssimi hod-
notami AA stanovenych pomoci DPPH a ABTS u extraktli z mraZzenych vzorki maty, a to

vzorkli maty 1,3 a 6.

Jak lze pozorovat na obr. 34 niz§i obsah polyfenoll vykazovaly extrakty, které byly pfi-
pravovany pomoci vody. Vys§i t€innost pro extrakci polyfenolli z mraZzenych vzorkd maty

byla zjisténa u alkoholovych rozpoustédel. Etanol byl u¢inné;jsi praimérné o 17,9 % oproti
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metanolu u tii vzorkd maty (3, 5 a 7) a metanol byl uc¢inné&jsi primérné o 23,3 % nez etanol
u vzorkl 1, 2,4 a 6. Z danych vysledkt 1ze usuzovat, ze voda neni nejvhodnéj$im rozpous-

tédlem pro zisk polyfenolti z mrazenych vzorki maty.

7.4.6 Vliv upravy na celkovy obsah polyfenolii

U vsech analyzovanych vzorkl maty bylo provedeno srovnani vlivu uprav vzorku na cel-

kovy obsah polyfenolt (obr. 35, 36 a 37).
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Obr. 35 Porovnani vlivu uprav vzorku maty na TPC u vodnych extraktu

U vétSiny vzorkli maty (86 %) je vidét, ze extrakty z Cerstvych a 3 dny skladovanych
vzorkl maty vykazovaly nejvyssi TPC s vyjimkou vzorku maty vonné (1), kde byl TPC
vysSi u extraktu z mraZzené maty o 15,8 % oproti extraktu z Cerstvé maty. Z analyzovanych
polyfenoll priimérné o 44,5 % nez suseni pii 25 °C. SuSeni pii 25 °C/24 hodin bylo vhod-
n¢j$im zpltisobem konzervace (pramérné o 31,7 %) oproti mrazeni u 3 vzorkii maty. Ze
vSech druhti uchovani bylo vyhodnoceno suseni pii 50 °C po dobu 8 hodin jako nejméné

vhodné.
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Obr. 36 Porovnani vilivu uprav vzorku maty na TPC u etanolovych extraktii

Na obr. 36 lze vidét vliv uprav vzorkitt maty na TPC u etanolovych extraktii kdy u vSech
vzorkli maty byl nejvyssi TPC stanoven u extraktii z erstvych vzorkd maty s vyjimkou
vzorku maty peprné 3, kde extrakt z mraZzeného vzorku mél o 11,2 % TPC vyssi oproti
extraktu z ¢erstvého vzorku maty. Pti stanoveni TPC byl u etanolovych extraktti pozorovan
stejny vliv upravy jako pii stanoveni AA metodami DPPH a ABTS, kdy i zde bylo mrazeni
vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi zpiisob konzervace vzorkli maty. Extrakty z mraZzenych
vzorkll maty totiz vykazovaly TPC primérné o 84,9 % vyssi nez extrakty pfipravované ze

susenych vzorkli maty.
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Obr. 37 Porovnani vilivu uprav vzorku maty na TPC u metanolovych extraktii

U metanolovych extraktli byl nejvyssi TPC pozorovan u extraktli pfipravovanych z ¢erstvé
a skladované maty. Stejné jako u etanolovych extraktl i zde bylo vyhodnoceno mrazZeni
jako vhodnéjsi zplisob konzervace oproti suseni, kdy byl TPC stanoven primérné o 69,8 %

niz$i u extraktli ze susenych vzorkli maty nez z mrazenych vzorkli maty.

Stejné jako v predchozich dvou stanovenich (AA metodami DPPH a ABTS) i v ramci sta-
noveni TPC bylo u etanolovych a metanolovych extrakti vyhodnoceno mraZeni vzorku
maty jako lepsi zplisob konzervace nez suseni. U vodnych extrakt bylo u TPC vyhodno-
ceno mrazeni maty mirn€ lepSim zpisobem uchovani nez suseni. Vzhledem k tomu, Ze pii
stanoveni AA u obou metod bylo suSeni vyhodnoceno jako lepsi tiprava vzorku, by bylo
vhodné u vodnych extrakti z mrazenych a susenych vzorkil maty zjistit, jakd kombinace

(jakozZto rozpoustédla pro extrakci polyfenolil), a Gipravy je vhodné&jsi.
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7.4.7 Korelace celkového obsahu polyfenolii a antioxidacni aktivity

V ramci stanovenych vysledki byl zjistovan vliv ptitomnych polyfenold jako celkovy ob-
sah polyfenolt (TPC) na antioxida¢ni aktivitu (AA) stanovenou prostiednictvim DPPH
nebo ABTS metody pomoci hodnot korelacnich faktor. Korelace byly sestaveny podle
upravy vzorku maty a pouzitého rozpoustédla. Na obr. 38 — 43 jsou zndzornény grafy za-
vislosti AA (DPPH) na TPC pro vodné, etanolové a metanolové extrakty z Cerstvych
vzorkli maty, susenych vzorkli maty a mrazenych vzorka maty. V tab. 7 jsou uvedeny hod-
noty korela¢nich faktort pro zévislosti AA (ABTS) na TPC pro vodné, etanolové, metano-
lové a smésné (voda + etanol a voda + metanol) extrakty z erstvych vzorkii maty, vodné
extrakty ze suSenych vzorkli maty a vodné, etanolové a metanolové extrakty z mrazené

maty.
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Obr. 38 Zavislost AA na TPC pro vodné extrakty z cerstvych vzorku maty

U vsech extraktli z Cerstvych vzorkli maty byly zjistény vyssi hodnoty korela¢nich faktort.
Pro vodné extrakty byly korela¢ni faktor 0,7860, pro etanolové extrakty korelacni faktor

0,8050, a pro metanolové extrakty 0,7692.

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00
TPC

Obr. 39 Zavislost AA na TPC pro etanolové extrakty z cerstvych vzorkit maty
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Obr. 40 Zavislost AA na TPC pro metanolové extrakty z cerstvych vzorkiu

maty

Pro smésné extrakty (voda + etanol) byl zjiStén korelacni faktor 0,6734 a pro smésné ex-
trakty (voda + metanol) korela¢ni faktor 0,6014. Nejvyssi korelacni faktor byl vyhodnocen
u etanolovych extraktd. Nejnizsi u extraktl, pfipravovanych pomoci smési rozpoustédel
vody s metanolem. Na zaklad¢ zjisténych korelacnich faktorti 1ze usuzovat, ze AA je pod-

minéna 1 pfitomnosti polyfenoli.

A~ et .
¢ e
010,00 e
= o %.-9e
3500 e °
.-Bge
0,00 @@
000 2,00 400 6,00 800 10,00 12,00 14,00 16,00

TPC

Obr. 41 Zavislost AA na TPC pro vodné extrakty ze susenych vzorkii

maty

V ramci extraktd ze susenych vzorkii maty byl stanoven vyssi korelacni koeficient pouze
u vodnych extraktti, kdy korelac¢ni faktor byl 0,8848, zatimco u etanolovych a metanolo-
vych extraktl byla stanovena nizka hodnota korelacniho faktoru. Hodnoty korela¢nich fak-

torti pro tyto extrakty jsou v tab. 6.

U mrazenych extraktii byla korelace zjiSténa u vodnych extraktii s korela¢nim faktorem

0,9534 a u etanolovych extraktii, kde byl korela¢ni faktor roven 0,9934. U metanolovych
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extraktl byla vyhodnocena nizka hodnota korela¢niho faktoru. Korela¢ni faktor metanolo-

vych extraktii 1ze vidét v tab. 6.
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Obr. 42 Zavislost AA na TPC pro vodné extrakty z mrazenych vzorkii maty
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Obr. 43 Zavislost AA na TPC pro etanolové extrakty z mrazZenych vzorkii maty

Tab. 6 Hodnoty korelacnich faktorii pro
etanolové a metanolové extrakty ze susenych
vzorkit maty a metanolovych extraktii

z mrazenych vzorki mdty

Rozpousteédlo Vzorky Korela¢ni faktor
Etanol susSené 0,0264
Metanol suSené 0,3762
Metanol mrazené 0,5229
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Tab. 7 Hodnoty korelacnich faktorii pro
extrakty z Cerstvych, suSenych a mrazenych

vzorku maty

Rozpoustédlo Vzorky | Korela¢ni faktor
Voda Cerstvé 0,7629
Etanol cerstvé 0,7838
Metanol Cerstvé 0,8241
Voda + etanol Cerstvé 0,7671
Voda + metanol Cerstvé 0,6231
Voda susené 0,8854
Voda mrazené 0,9627
Etanol mrazené 0,9953
Metanol mrazené 0,9964

U vSech extraktil z Cerstvych vzorkd maty byla vyhodnocena korelace mezi AA stanove-
nou pomoci metody ABTS a TPC. Nejvyssi korelaéni faktor u extraktu z ¢erstvych vzorki
s metanolem. V zavislosti na stanovenych korelacnich faktorech bylo usouzeno, ze AA ex-

traktl z Cerstvych vzorkli maty je zavisla na ptitomnosti polyfenola.

U extraktil ze suSenych vzorkli maty byla urcena korelace pouze u vodnych extrakti, za-
timco u etanolovych a metanolovych extrakti byla zjiSténa velmi nizka hodnota korelac-

niho faktoru, tyto hodnoty je mozné vidét v tab. 8.

U extraktli z mrazenych vzorkd maty byla stanovena korelace u vSech extraktti, avsak nej-
vy$$i hodnotu korela¢niho faktoru vykazovaly metanolové extrakty a nejnizs$i vodné ex-
trakty. I zde bylo na zéklad€ stanovenych korela¢nich faktord usouzeno, Ze AA extraktii

z mrazenych vzorkd maty je zavisla na pfitomnosti polyfenoli.

Tab. 8 Hodnoty korelacnich faktorii pro
extrakty z etanolovych a metanolovych

extraktii ze suSenych vzorkit maty

Rozpoustédlo | Vzorky | Korelaéni faktor
Etanol susené 0,1685
Metanol susené 0,4292
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7.5 Stanoveni vybranych polyfenolii pomoci HPLC/DAD

Stanoveni 22 vybranych polyfenolti bylo provedeno pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV/VIS detekci v extraktech (35) ze vzorka Cerstvé maty. Tyto extrakty
byly pfipravovany stejnym postupem, ktery je uveden v kap. 6.2. Toto stanoveni bylo pro-

vedeno za podminek uvedenych v kap. 6.6.2.

7.5.1 Kalibraéni kiivky standardi

Pro stanoveni kalibra¢nich kiivek vSech standardii (22) byl vyuzit postup uvedeny v kap.
6.6.3. Pro kazdy standard byla na zaklad¢ zjisténych hodnot sestavena kalibra¢ni kiivka
jako zavislost plochy piku na koncentraci kalibrac¢nich roztokd standardu. Nasledné byly
body grafu proloZeny piimkou a byla zjiSténa rovnice linearni regrese. Na obr. 44 je uve-
dena kalibracni kfivka kyseliny gallové, jako jedné z hlavnich polyfenolickych latek. Pro
zbyvajici polyfenolické latky jsou uvedeny rovnice regrese a hodnoty spolehlivosti

v tab. 9.
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Obr. 44 Kalibracni krivka kyseliny gallové

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové ma tvar:
y=0,342.x +0,2116
y — hodnota plochy piku [mAU.min]
x — hodnota koncentrace KG ¢ [pg/ml]

Hodnota spolehlivosti R* = 0,9988.
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Tab. 9 Rovnice regrese kalibracnich krivek stanovovanych fenolickych sloucenin

Rovnice regrese R?2
Kyselina protokatechova y=0,2357.x+0,0111 0,9995
Kyselina neochlorogenova y=0,1553.x + 0,0397 0,9994
Kyselina 4-hydroxybenzoova y =0,5091.x + 0,1581 0,9996
Epigallokatechin y =0,0225.x - 0,0272 0,9991
Katechin y=0,0990.x - 0,0176 0,9992
Kyselina chlorogenova y =0,2089.x + 0,2429 0,9991
Kyselina vanilova y =0,2564.x + 0,5094 0,9936
Kyselina kavova y=0,5451.x +0,1806 0,9995
Kyselina syringova y =0,3702.x + 0,0965 0,9993
Epikatechin y=0,1389.x - 0,0916 0,9987
Kyselina trans-p-kumarové y=1,1956.x + 0,5853 0,9979
Kyselina ferulova y =0,4559.x - 0,3865 0,9992
Kyselina sinapova y=0,1757.x + 0,0656 0,9994
Kyselina elagova y =0,2049.x - 0,2959 0,9991
Rutin y=0,1264.x - 0,0492 0,9998
Kyselina trans-hydroxyskoticova y=1,2630.x + 0,6818 0,9989
Etylester kyseliny protokatechové | y=0,3106.x - 0,0751 0,9998
Resveratrol y =0,3657.x - 0,2952 0,9998
Kyselina trans-skoficova y =1,4846.x + 0,2387 0,9995
Kempferol y=0,2282.x - 0,2736 0,9997
Kvercetin y =0,3347.x - 0,6343 0,9953

y...hodnota plochy piku [mAU.min], x...hodnota koncentrace standardu

[ug/ml], R%...hodnota spolehlivosti

7.5.2 Stanoveni vybranych polyfenoli v extraktech maty pomoci HPLC-DAD

V extraktech z Cerstvych vzorkli maty byly stanovovany vybrané fenolické latky (22). Jed-

nalo se o polyfenoly, které jsou uvedeny v tab. 9 a kyselinu gallovou, jejiZ kalibra¢ni kiivka

je pro ukazku uvedena na obr. 44.

V tab. 10 jsou uvedeny podrobné vysledky stanoveni danych polyfenold ve vodnych ex-

traktech. Vysledky etanolovych, metanolovych, smésnych (voda s etanolem (50:50) a voda

s metanolem (50:50)) extraktil jsou uvedeny v tabulkéach 11, 12, 13 a 14 v ptiloze I, II, III

a IV této diplomové prace. V piiloze V je pro ukazku zobrazen na obr. 47 chromatogram

stanoveni fenolickych latek metodou HPLC-DAD metanolového extraktu cerstvého

vzorku maty 7.
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Celkove bylo ve vodnych extraktech zjisténo nejméné kyseliny trans-p-kumarové a kyse-
liny gallové. Oproti tomu bylo ve vodnych extraktech stanoveno nejvice epigallokatechinu
a katechinu, kdy epigallokatechinu bylo priimérné o 99,8 % vice neZ kyseliny trans-p-ku-
marové. U vodnych extraktii byly detekovany vSechny stanovované polyfenolické latky

s vyjimkou kyseliny vanilové.

V extraktu ze vzorku 1, maty vonné, ziskané z domaciho péstitelstvi, bylo stanoveno nej-
mensi mnozstvi kyseliny gallové, kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny trans-hydroxysko-

ficové. Oproti tomu bylo v tomto extraktu zjiSténo nejvyssi mnozstvi epigallokatechinu.

V ramci druhého vzorku maty vonné z domaciho péstitelstvi, bylo stanoveno nejmensi
mnozstvi kyseliny gallové, kyseliny ferulové a kyseliny elagové. Stejné jako u vzorku maty
1 1 zde bylo zjiSténo nejvyssi mnozstvi epigallokatechinu, dale rutinu a kyseliny trans-hyd-

roxyskoficové.

U extraktu ze vzorku 3, maty peprné, kterd pochdzela stejn¢ jako ptedchozi dva vzorky
z domdciho péstitelstvi, bylo zjisténo nejméné kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny pro-
tokatechové. Zatimco kyseliny sinapové, kyseliny syringové a epigallokatechinu bylo sta-

noveno nejvyssi mnozstvi.

V extraktech ze vzorkii maty peprné 4 a 5, které byly ziskané z trzni sité, pivodem z CR
a Némecka, byly z celkového poctu 22 polyfenoll stanoveny pouze dvé (4), ptipadné tii
latky (5). V extraktu ze vzorku maty 4 byla stanovena kyselina trans-skoficova a kyselina
trans-p-kumarova. V extraktu ze vzorku maty 5 byl kromé kyseliny trans-p-kumarové sta-
noven katechin a resveratrol, kdy katechin a resveratrol se vyskytovaly téméf ve stejném

mnozstvi.

v

mnozstvi kyseliny gallové, kyseliny trans-p-kumarové a kvercetinu. Nejvyssi obsah ze sta-

novenych polyfenolil byl tvofen katechinem a epikatechinem.

cv w7

seliny protokatechové, kyseliny syringové, kyseliny trans-p-kumarové a etylesteru kyse-

liny protokatechové. V tomto extraktu bylo nejvice zjiSténo katechinu a rutinu.
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V ramci etanolovych extraktli bylo celkové stanoveno nejméné kyseliny trans-p-kumarové,
jako u vodnych extrakti, a kyseliny ferulové. Nejvice pak bylo zjisténo kyseliny sinapové,
rutinu a kyseliny trans-hydroxyskoticové, kdy kyseliny sinapové bylo zjisténo o 99,97 %
vice nez kyseliny trans-p-kumarové. Pouze u jednoho extraktu byla stanovena kyselina 4-
hydroxybenzoova a kyselina trans-skoficova. Kyselina gallova, kyselina protokatechova,
kyselina neochlorogenova, epigallokatechin, kyselina kdvova, kyselina syringova a kyse-

lina elagova nebyly v etanolovych extraktech detekovany.

U etanolovych extraktii obou vzork maty vonné (1 a 2) bylo stanoveno nejvyssi mnozstvi
kyseliny sinapové a rutinu a u extraktu ze vzorku maty 1 bylo zji§téno nejmensi mnozstvi
katechinu a etylesteru kyseliny protokatechové. U extraktu ze vzorku maty 2 a 3 bylo vy-
hodnoceno nejmensi mnoZzstvi kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové. Nejvyssi
mnozstvi u extraktu ze vzorku maty 3 bylo stanoveno opét u kyseliny sinapové a rutinu. V
extraktu ze vzorku maty 4 byly detekovany pouze rutin, kyselina trans-hydroxyskoficova
a resveratrol a v extraktu ze vzorku maty 5 byla mimo téchto tii polyfenolickych latek de-
tekovana navic kyselina chlorogenova. V extraktu ze vzorku maty 6 bylo obsazeno nejvyssi
mnozstvi rutinu a kyseliny trans-hydroxyskoficové a nejmensi mnozstvi kyseliny trans-p-
kumarové a etylesteru kyseliny protokatechové. U extraktu ze vzorku maty 7 bylo vyhod-
noceno nejvice kyseliny sinapové a rutinu a nejméné kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny

ferulové, stejné jako u extraktli ze vzorkd maty 2 a 3.

Stejné jako u etanolovych extraktli i v metanolovych extraktech bylo nejvice stanoveno
kyseliny sinapové a rutinu a nejméné kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové. Ky-
seliny sinapové bylo zjisténo 0 99,96 % vice nezZ kyseliny trans-p-kumarové. Kyselina ne-
ochlorogenova a kempferol byly detekovany pouze u jednoho extraktu. U Zadného extraktu
nebyly detekovany kyselina gallova, kyselina protokatechovd, epigallokatechin, kyselina

kavova, kyselina syringova, kyselina elagova a kyselina trans-skoficova.

U metanolovych extraktii vzorkli maty 1; 2; 3 a 7 bylo zjisténo nejvyssi mnozstvi kyseliny
sinapové a rutinu. V extraktu ze vzorku maty vonné 1 bylo obsazeno nejméné kvercetinu,
ze vzorku maty vonné 2 bylo nejméné¢ kyseliny 4-hydroxybenzoové a kyseliny trans-p-
kumarové, této kyseliny bylo nejmensi mnozstvi stanoveno i v extraktu ze vzorku maty
peprné 3. Kyseliny trans-p-kumarové a etylesteru kyseliny protokatechové bylo vyhodno-
ceno nejmensi mnozstvi v extraktu vzorku maty peprné 7. V metanolovych extraktech
vzorku maty peprné 4 a 5 bylo stanoveno vice polyfenolickych latek oproti etanolovym

a vodnym extraktlim, kdy nejvyssi mnozZstvi v extraktu ze vzorku maty 4 bylo zastoupeno
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rutinem a v extraktu ze vzorku maty 5 kyselinou chlorogenovou. Oproti tomu byl v ex-
nové a v extraktu vzorku maty 5 kvercetinu. Extrakt ze vzorku maty peprné 6 vykazoval

nejvyssi obsah rutinu a kyseliny trans-hydroxyskoticové, stejné jako etanolovy extrakt to-

v

Jako v ptedchozich dvou piipadech, etanolovych a metanolovych extrakti, i u extraktii pti-
pravovanych pomoci smési rozpoustédel voda s etanolem (50:50) bylo nejvice detekovano
kyseliny sinapové a rutinu a nejméné kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové, kdy
kyseliny trans-p-kumarové bylo 0 99,95 % méné¢ oproti kyseliné sinapové. Kyselina trans-
skoficova byla detekovana pouze u dvou extraktli ze vzorkti maty a kyselina kavova jen
u jednoho extraktu. Kyselina gallové, kyselina protokatechové, kyselina 4-hydroxybenzo-

ova a kyselina elagova nebyly detekovany u zadného extraktu.

U smésného (voda s etanolem) extraktu ze vzorku maty vonné 1 bylo zjisténo nejvice epi-
gallokatechinu, rutinu a kyseliny sinapové. Nejmensi mnozstvi pak bylo u tohoto extraktu
vyhodnoceno u katechinu a etylesteru kyseliny protokatechové. V extraktech vzorki maty
2, 3 a 7 bylo nejvyssi mnozstvi detekovano u kyseliny sinapové a rutinu, naopak nejméné
bylo stanoveno, v rdmci téchto extraktl, u vzorku maty vonné 2 kyseliny syringové a ky-
seliny ferulové, u vzorku maty peprné 3 kyseliny kdvové a kyseliny trans-p-kumaroveé
a u vzorku 7 rovnéz kyseliny trans-p-kumarové a kempferolu. U extraktu vzorku maty pe-
prné 4 bylo zjisténo nejvice kyseliny chlorogenové a kyseliny neochlorogenové zatimco
u extraktu ze vzorku maty peprné 5 bylo nejvy$si mnoZzstvi tvofeno kyselinou vanilovou,
kyselinou chlorogenovou a rutinem. Nejmensi mnozstvi bylo u obou vzorkl téchto ex-
traktd vyhodnoceno u kyseliny trans-p-kumarové, u vzorku maty 4 kyseliny trans-skofi-
cové a u vzorku maty 5 kyseliny ferulové. V extraktu ze vzorku maty peprné 6 bylo nejvice
stanoveno rutinu a kyseliny trans-hydroxyskoticové. Stejné jako u extraktu ze vzorku maty

5, bylo nejméné detekovano kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové.

I v ramci extraktl pfipravovanych pomoci smési voda s metanolem (50:50) bylo stejné
jako u etanolovych, metanolovych a smésnych (voda s etanolem) extraktl zjiSténo nejvice
kyseliny sinapové a rutinu a nejméné kyseliny trans-p-kumarové, ptipadné kvercetinu. Ky-
seliny sinapové bylo vyhodnoceno o 99,98 % vice jak kyseliny trans-p-kumarové. Pouze
dvou extraktii ze vzorku maty byla detekovana kyselina kavova a jen u jednoho extraktu
byla detekovana kyselina trans-skoficova a kempferol. V Zadném extraktu nebyla zjiSténa

ptitomnost kyseliny gallové, kyseliny protokatechové a kyseliny elagové.
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Nejvyssi mnozstvi v smésném extraktu ze vzorku maty vonné 1 bylo, stejné jako u extraktu
téhoz vzorku pfipravovaného pomoci smési voda s etanolem, stanoveno u epigallogak-
techinu, kyseliny sinapové a rutinu. Nejmén¢ pak bylo vyhodnoceno kyseliny syringové
a kvercetinu. U extraktii ze vzorku maty vonné 2 a maty peprné 3 a 7 bylo nejvice zjisténo
kyseliny sinapové a rutinu. Nejmensi mnozstvi bylo detekovano, u vSech téchto vzorkd,
kyseliny trans-p-kumarové, u vzorku maty vonné 2 bylo nejméné urceno také kyseliny fe-
rulové, u vzorku maty peprné 3 kyseliny syringové a u vzorku maty peprné 7 kvercetinu.
V extraktu ze vzorku maty peprné 4 bylo nejvyssi mnozstvi vyhodnoceno u kyseliny ne-
ochlorogenové a kyseliny chlorogenové, stejn¢ jako u extraktu stejného vzorku ptipravo-
vaného smési vody s etanolem. Kyseliny 4-hydroxybenzoové a kyseliny trans-p-kumarové
bylo zjisténo nejmensi mnozstvi. U extraktu pfipravovaného ze vzorku maty peprné 5 bylo
nejvyss$i mnozstvi tvofeno kyselinou chlorogenovou a vanilovou, stejné jako u extraktu
téhoz vzorku, kde bylo jako extrakéni ¢inidlo vyuzita smés vody s etanolem. Nejméné pak
bylo stanoveno, u tohoto extraktu, kyseliny trans-p-kumarové. Stejné jako u extraktl
vzorku maty peprné 6 ptfipravovanych pomoci etanolu, metanolu, smési vody s etanolem
1 v rdmci smési vody s metanolem bylo nejvy$si mnozstvi, v extraktu tohoto vzorku maty,
detekovano rutinu a kyseliny trans-hydroxyskoticové. Oproti tomu bylo nejmensi mnozstvi

urceno u kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny kavové.

V ramci vSech analyzovanych extraktli maty bylo vyhodnoceno, ze se v nejvyssim mnoz-
stvi vyskytovala kyseliny sinapové a rutinu. U vétSiny extraktll bylo nejmensi mnoZstvi
pozorovano u kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové. U etanolovych, metanolo-
vych a obou smésnych extrakti nebyla detekovéana kyselina gallova, kyselina protokate-
chova a kyselina elagova. U extraktl pfipravovanych pomoci etanolu a metanolu nebyla
zjiSténa pritomnost epigallokatechinu, kyseliny kdvové a kyseliny syringové. Kyselina va-
nilova nebyla detekovana u vodnych extraktl, kyselina neochlorogenové u etanolovych
extrakti, kyselina trans skoficova u metanolovych extraktl a kyselina 4-hydroxybenzoova
u extraktu pfipraveného pomoci smési vody s etanolem. Z téchto vysledkl 1ze usoudit, ze
kyselina vanilova neni, jako jedind z analyzovanych fenolicky slouc¢enin (22) rozpustnd ve
vodé. Také lze usuzovat, Ze kyselina neochlorogenova je nerozpustnd v etanolu, kyselina
trans-skoficova v metanolu a epigallokatechin, kyselina kdvova a syringova nejsou roz-
pustné v obou testovanych samotnych alkoholovych rozpoustédlech, ale pokud byla v roz-

poustédlu pfitomna voda, v naSem piipadé alespont z 50 %, tyto latky pak extrahovatelné
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jiz byly. Avsak v ramci kyseliny gallové, kyseliny protokatechové a kyseliny elagové bylo

vyhodnoceno, ze se jedné o polyfenoly extrahovatelné pouze ve vode.

Ve studii Fatiha a kol. [23] byly analyzovany tfi druhy maty pomoci HPLC-DAD a bylo
zjisténo, ze hlavni slouceninou detekovanou ve vSech extraktech byla z fenolickych kyselin
kyselina rozmarynova a kyselina chlorogenova, ktera se nachazela ve vysoké koncentraci
v extraktu Mentha pulegium (polej obecnd). V ramci flavonoida byl jako hlavni slou¢enina
extrakti z maty identifikovan luteolin a diosmin. Z dalSich fenolickych sloucenin pak byly
v extraktech maty pfitomny kyselina 4-hydroxybenzoova, kyselina kavova, kysela p-ku-
marova, rutin, naringin, naringenin, apigenin, kempferol a diosmetin. Vzhledem k tomu,
ze se jednalo o etanolové extrakty, pfipravované z jinych druhti mat za jinych extrak¢nich
podminek a Ze vysledky byly v dané studii uvadény v hmotnostnich procentech, nebylo
mozné porovnat mnozstvi fenolickych sloucenin detekovanych ve studii s naSimi hodno-

tami.

7.6 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové (vitaminu C) pomoci

HPLC/DAD

Kyselina askorbova (KA) byla stanovovana pomoci vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie s UV/VIS detekci v extraktech ze vzorkl Cerstvé maty. Extrakty pro toto stanoveni
byly pfipravovany postupem uvedenym v kap. 6.7.1 a samotné stanoveni pak probihalo za

podminek uvedenych v kap. 6.7.2.

7.6.1 Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové stanovena pomoci HPLC/DAD

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové byl pouZit postup uvedeny v kap. 6.7.3.
Ze ziskanych hodnot byla sestavena kalibracni kiivka (obr. 45) zéavislosti plochy pikli na
koncentraci kalibracnich roztoki kyseliny askorbové a byla zjiSténa rovnice linearni re-

grese.
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Obr. 45 Kalibracni kiivka kyseliny askorbové

Rovnice regrese zjisténa z kalibra¢ni kiivky kyseliny askorbové ma tvar:
y=1,2261.x + 1,4322
y — hodnota plochy piku [mAU.min]
x — hodnota koncentrace KA c¢ [pg/ml]

Hodnota spolehlivosti R* = 0,9992.

7.6.2 Stanoveni KA (vitaminu C) v extraktech z ¢erstvych vzorku maty

Na obr. 40 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu KA v extraktech z ¢erstvych vzorki.
V pftiloze VI je pro ukdzku zobrazen na obr. 48 chromatogram stanoveni KA (vitaminu C)

metodou HPLC-DAD u extraktu Cerstvého vzorku maty 6.
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Obr. 46 Obsah KA ve vzorcich cerstvé maty

Jak lze pozorovat na obr. 46 nejvyssi obsah KA (vitaminu C) byl stanoven ve vzorku
maty vonné (12,77 mg/g), z doméciho péstitelstvi. Druhy vzorek, ktery obsahoval nejvyssi
sah vitaminu C byl stanoven u vzorku maty peprné 5 (2,89 mg/g) z trzni sité¢ a maty vonné
(3,31 mg/g) z domaciho péstitelstvi. U téchto vzorkll byl obsah KA primérné o 71,0 %

niz8i oproti vzorkiim maty, které obsahovaly nejvyssi mnozstvi KA.

Ve studii Capecka [55] byl obsah KA stanovovan v ¢erstvych vzorcich maty pomoci Till-
manovy jodometrické metody, kde zjistili pouze 0,526 mg/g. Uribe [20] stanovil obsah
vitaminu C v Cerstvych vzorcich pomoci HPLC na 1,266 mg/g. V naSich vzorcich byl sta-
noven obsah vitaminu C vys§i, nez je uvedeno v téchto studii, av§ak to mohlo byt zpiiso-

beno druhem maty, podminkami pfi péstovani, modifikovanym postupem stanoveni atd.
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ZAVER

Mata je dilezitou rostlinou at’ uz v potravinaiském, kosmetickém ¢i farmaceutickém pra-
myslu, kde jsou uplatiiovany hlavné jeji antioxidacni a antimikrobidlni vlastnosti. Tyto
vlastnosti jsou dulezité pro prodlouzeni tdrznosti potravin a kosmetickych prostredki. Po-
moci antioxidantli dochazi k redukci volnych radikdli zpisobujicich poskozeni tkéné
a ochran¢ pfed onemocnénimi, jako cévni onemocnéni srdce nebo rakovina. Mata vykazuje

antioxidac¢ni ucinky diky zastoupeni jednotlivych fenolickych sloucenin.

Cilem této prace bylo zjistovani zmén polyfenolickych latek a antioxidaéni aktivity (AA)
v extraktech ze vzorkli maty pomoci stanoveni AA metodami DPPH a ABTS a celkového
obsahu polyfenolickych latek (TPC). RovnézZ bylo cilem prace stanoveni vybranych feno-
lickych sloucenin (22) a kyseliny askorbové (KA) pomoci HPLC-DAD. Bylo ptfipraveno
119 extraktii ze vzorkli maty Cerstvé, 3 dny skladované v chladu, susené pti dvou riznych
teplotach a mrazené. Extrakty byly, pro porovnani u¢innosti, pfipravovany pomoci roz-
poustédel voda, etanol a metanol a extrakty z Cerstvych vzorkii maty byly pfipravovany

1 ptisobenim smési voda s etanolem (50:50) a voda s metanolem (50:50).

Bylo zjisténo, ze extrakty z Cerstvych a skladovanych vzorkd maty vykazovaly nejvyssi
AA urcenou jak pomoci DPPH, tak i metodou ABTS. Z analyzovanych tprav (suSeni
a mraZeni) bylo mrazeni vyhodnoceno u vétSiny vzorki jako vhodnéjsi zplisob konzervace
nez suseni pii teplotach 25 °C a 50 °C. Avsak je nutné brat v potaz druh maty, podminky

péstovani a podminky piipravy extrakta.

V ramci porovnani G¢innosti testovanych rozpoustédel u extraktii z erstvych vzorkid maty
byl metanol vyhodnocen jako nejucinnéjsi rozpoustédlo pro extrakci antioxidantl. Jako
nejméné vhodné rozpoustédlo byla stanovena voda, jelikoZ u vodnych extrakti byla zjis-
téna nejnizsi AA, a to jak v ramci metody DPPH, tak 1 ABTS. Z rozpoustédel testovanych
u extraktll ze suSenych vzorkli maty byla ve vétsiné piipadii naopak zjiSténa nejvyssi AA
u vodnych extraktti. U extraktd z mrazenych vzorkli maty byla nejvyssi t€innost vyhodno-
cena u extraktll pfipravovanych pomoci alkoholovych rozpoustédel, pficemz u vétSiny
vzorktli byl u€innéjSim pro extrakci antioxidantii etanol. Shodné vysledky byly uréeny po-

moci metod DPPH 1 ABTS.
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Vliv tprav byl pozorovan i u stanoveni celkového obsahu polyfenoli (TPC) a vysledky
v podstaté odpovidaly stanoveni AA obéma metodami, kdy u extraktd z Cerstvych a skla-
dovanych vzork maty byl uré¢en TPC nejvyssi a u extraktl ze suSenych vzorki maty byl

v

teplotach 25 °C a 50 °C. I zde je nutné brat na ztetel vliv riznych faktort.

U stanoveni TPC byla rovnéz vyhodnocovana i u¢innost pouzitych rozpoustédel, a i zde se
vysledky ve vétsin€ shodovali se stanovenim AA. V extraktech z Cerstvych a skladovanych
vzorkli maty byl vyhodnocen metanol jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro ziskani fenolic-
kych latek. Oproti tomu byla voda stanovena jako nejméné ucinna. Pro extrakci fenolic-
kych latek ze susenych vzorkl byla nejvhodnéjsim rozpoustédlem voda. Vzhledem k tomu,
ze ve vetsin¢ etanolovych extraktl ze suSenych vzorkl maty pii 50 °C nebyly detekovany
zadné fenolické latky, bylo usouzeno, Ze etanol neni vhodny pro extrakci polyfenoli ze
susenych vzorkli maty. U extraktl z mrazenych vzork, pfipravovanych pomoci alkoholo-
vych rozpoustédel byl stanoven vyssi TPC nez u vodnych extraktti, proto byla alkoholova

rozpoustédla vyhodnocena jako vhodnégjsi extrakéni ¢inidla.

V ramci vSech analyzovanych extrakti maty pomoci HPLC-DAD bylo vyhodnoceno, Ze
se v nejvysSim mnozstvi vyskytovala kyseliny sinapova a rutin. U vétSiny extrakt bylo
zjisténo nejmensi mnozstvi kyseliny trans-p-kumarové a kyseliny ferulové. U etanolovych,
metanolovych a obou smésnych extrakti nebyla detekovana kyselina gallova, kyselina pro-

tokatechova a kyselina elagova.

V extraktech z Cerstvé maty byl stanovovan i obsah KA (kyselina askorbovd) pomoci
HPLC-DAD, kdy nejvyssi mnozstvi KA bylo zjiSténo u vzorku maty vonné z domaciho

péstitelstvi a maty peprné pochdzejici ze zahradnictvi.

V ramci vSech analyzovanych vzorkli mat, je nutné brat v ivahu druh maty a podminky
pestovani, jelikoz bylo potvrzeno, ze tyto faktory maji vliv na obsah antioxidantii v dané
testované obéma metodami, tak 1 u TPC. Také pfi stanoveni fenolickych latek pomoci
HPLC bylo u téchto vzorki detekovano nejméné slozek. Oproti tomu vzorky maty ziskané
at’ uz z doméciho péstitelstvi ¢i ze zahradnictvi vykazovaly vétSinou mnohem vyssi obsahy
fenolickych latek. Celkové byla mata vyhodnocena jako dobry zdroj antioxidac¢nich latek
a mohla by byt vyuzivana ke zvySeni biologické hodnoty v ramci rtiznych potravin i na-

poju.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
DPPH Difenylpikrylhydrazyl

ABTS 2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
HPLC Vysokoucinné kapalinova chromatografie

UV-VIS Ultraviolet-visible

0y Superoxidovy radikal.

‘OH Hydroxylovy radikal.

ROO- Peroxylovy radikal.

BHA Butylhydroxyanisol.

BHT Butylhydroxytoluen.

ArOH Fenolové slouceniny
RO- Alkoxylovy radikal
ArO- Fenoxylovy radikal

ROOH  Hydroperoxid

ROH Alkohol

TBHQ Tercbutylhydrochinon

10, Singletovy kyslik

ABTS-"  Kation radikal 2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
ORAC Oxygen radical absorbance capacity
H>0, Peroxid vodiku

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity
DPPH-H Difenylpikrylhydrazin

DAD Detektor s diodovym polem

MS Hmotnostni detektor

CGC Kapilarni plynova chromatografie
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PC

TLC

DTT

KG

EtOH

MetOH

TPC

N.D.

Papirova chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé
Dithiotreitol

Kyselina askorbova

Kyselina gallova

Antioxidacni aktivita

Etanol

Metanol

Total phenol content

Nedetekovano
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PRILOHA PV: VZOROVY CHROMATOGRAM STANOVENI
FENOLICKYCH SLOUCENIN POMOCI HPLC-DAD U VZORKU
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PRILOHA P VI: VZOROVY CHROMATOGRAM ZE STANOVENI
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