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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo nalézt nejvhodnéjsi postup extrakce lusténin pro nasledné
stanoveni antioxidacni aktivity. Analyza byla provedena u cocky belugy, cocky Cervené,
hrachu zeleného, cizrny, mungo fazoli a adzuki fazoli. K extrakci byla zvolena tii rizna
extrak¢ni ¢inidla a zaroven tfi riizné zplsoby extrakce. Antioxidacni aktivita byla stanove-
na metodami ABTS a DPPH. Naméfené hodnoty se vyrazné liSily v zavislosti na pouzitém
¢inidle a typu extrakce, zejména u ¢ocky a fazoli. U metody ABTS se antioxida¢ni aktivita
lusténin pohybovala v rozmezi 0,21 — 103,63 mmol.kg"'. Metodou DPPH byla zjisténa
antioxidaéni aktivita v rozmezi 184,07 — 19 629,36 mg.kg". Nejvyssi extrakéni uginnost
mél 70% aceton a dynamicka extrakce, naopak nejméné ucinny byl 80% metanol a statické

provedeni extrakce.

Kli¢ova slova: lusténiny, antioxidacni aktivita, ABTS, DPPH, metanol, etanol, aceton

ABSTRACT

The aim of this thesis was to find the most suitable procedure for extracting legumes for
subsequent determination of antioxidant activity. The analyses were performed in beluga
lentils, red lentils, green peas, chickpeas, mung beans and adzuki beans. Three different
extraction solvents and three different methods of extraction were chosen. The antioxidant
activity was determined using the ABTS and DPPH methods. Obtained values varied great-
ly depending on the solvent used and the type of extraction, particularly in the case of len-
tils and beans. Antioxidant activity (ABTS method) of legumes ranged from 0,21 to
103,63 mmol.kg”', while antioxidant activity (DPPH method) varied in the range from
184,07 to 19 629,36 mg.kg ™. The highest extraction efficiency was determined using 70%

acetone and dynamic extraction, the least effective were 80% methanol and still extraction.

Keywords: legumes, antioxidant activity, ABTS, DPPH, methanol, ethanol, acetone
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UvVOD

Lusténiny jsou zrala sucha semena rostlin nalezicich do rozsahlé ¢eledi bobovitych. Mezi
hospodaisky nejvyznamnéjsi zastupce patii hrach, fazol, ¢ocka, cizrna, sdja, bob, lupina,
vikev a vigna. Lusténiny jsou tradi¢ni slozkou lidské vyzivy, nicméné v soucasné dobé¢ je
jejich spotieba ve vétSin€ vyspélych zemi velmi nizka. Naopak pro obyvatelstvo rozvojo-
vych jsou lusténiny dilezitou komoditou, zejména pro vysoky obsah bilkovin. A¢ nejsou
tyto bilkoviny plnohodnotné, svou kvalitou se velmi blizi bilkovindm ZivociSnym. Lusténi-
ny jsou také bohatym zdrojem sacharidd, vitaminii skupiny B a minerélnich latek. V néko-
lika poslednich letech se lusténiny dostavaji do poptedi z4jmu jako vyznamny zdroj antio-

xidantl, predevsim fenolickych latek [1], [2], [3].

Antioxidanty jsou slou€eniny rizné chemické povahy, které chrani biologické systémy pied
oxida¢nim stresem zpiisobenym volnymi radikaly. S tim je spojena jejich schopnost zpo-
malovat procesy starnuti organizmu a také se podilet na prevenci fady civilizacnich chorob,
jako napft. kardiovaskuldrni onemocnéni, rakovina, diabetes aj. K nejvyznamnéjSim piirod-
nim antioxidantim patfi vitaminy E, C a karotenoidy. Mnohem vice jsou vSak
v rostlinnych materidlech zastoupeny polyfenoly, které maji navic podle fady experimen-

talnich studii vyssi i¢inek nez antioxida¢ni vitaminy [4], [5].

Zvyseny zajem o antioxidanty se projevil rovnéZ ve snaze co nejpresnéji kvantifikovat an-
tioxidacni aktivitu potravin a jinych biologickych materiali. Byla vyvinuta celd fada metod
zalozenych na riznych principech. K nejvyznamnéj$im patii metody ABTS a DPPH, které
hodnoti schopnost vzorku inhibovat syntetické volné radikaly. Kromé vlastniho stanoveni
antioxidacni aktivity je vSak tfeba vénovat pozornost také volbé extrakéniho postupu, ktery

muze zasadné ovlivnit vytézek antioxidacnich sloZek z analyzovaného materialu [6].

Prvni kapitola teoretické Casti prace pojednava o luSténinach, jejich anatomické stavbe,
chemickém sloZeni, vyznamu v lidské vyzivé a péstovani v CR i ve svété. Struéné jsou
charakterizovani hospodarsky vyznamni zastupci. Druhd kapitola je vénovéana antioxidan-
xidanty, pfi¢emz hlavni pozornost je vénovéana fenolickym latkam, které jsou nejvyznam-
néjSimi antioxida¢nimi slozkami lusténin. Tteti kapitola je pak zaméfena na extrakci antio-

xidant a metody stanoveni antioxidacni aktivity.
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V praktické casti byly na vybrané druhy lusténin aplikovany navrzené extrak¢ni postupy a
byla stanovena antioxida¢ni aktivita metodami ABTS a DPPH. U ziskanych vysledka byl
sledovan vliv extrak¢niho ¢inidla a zplisobu provedeni extrakce na antioxidacni aktivitu

lusténin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA LUSTENIN

Pod pojmem lusténiny jsou oznacovana semena luskovin, coz jsou vyssi dvoudélozné rost-
liny patfici do Celedi bobovitych (Fabaceae nebo Leguminoseae), diive motylokvétych
(Papilionaceae) ¢i vikvovitych (Viciaceae). Spolu s obilovinami jsou vzhledem k zrnu a
jeho obdobnému slozeni a technologickému zpracovani ¢i uskladnéni zatazovany mezi
zrniny. Luskoviny maji tradi¢ni uplatnéni v lidské vyzivé i jako slozka krmnych smési pro
hospodaiska zvifata. Vyznamné jsou rovnéz z agronomického hlediska, a to svou schop-

nosti poutat vzdusny dusik, ¢imz ptiznivé ovliviuji piidni urodnost [1], [7].

Luskoviny jsou starymi kulturnimi plodinami, nicméné mladSimi nez obiloviny. Nejstarsi
doklady o péstovani luskovin, konkrétné¢ hrachu a cocky, pochdzeji z Turecka z obdobi
kolem 5 500 pf. n. 1. Plané rostouci luskoviny byly ¢lovéku zndmy jest¢ mnohem diive.
Hréach, ¢ocka, bob a cizrna patfily k dalezitym potravinam klasického starovéku. Rimané
péstovali také lupinu a vikev setou. Do naSich krajii v§ak luskoviny ptis§ly mnohem pozdéji.
Fazol, ktery patii mezi prastaré kulturni plodiny americkych Indianti, se do Evropy dostal
aZz po objeveni Ameriky. RovnéZ podzemnice olejna a sdja dorazily do Evropy teprve na

pocatku 19. stoleti, a¢koliv séja je starou kulturni rostlinou Ciny [3], [7].

1.1 Anatomicka stavba zrna

Semena vétsSiny luskovin maji velmi podobnou anatomickou stavbu. Na povrchu se nachazi
kozovité osemeni, pak u nékterych luskovin nasleduje endosperm a uvnitt semene je ulo-

zen zarodek slozeny ze dvou déloh (kotyledonii) a klicku [1].

Osemeni je na povrchu kryto tenkou blankou (kutikulou). Pod ni je vrstva vysokych sloup-
kovitych bun¢€k postavenych tésn¢ vedle sebe, tzv. palisidovych. Tyto bunky dodavaji
slupce pevnost a mohou obsahovat barviva, kterd dodavaji semeniim barvu. Pod nimi se
nachazi vrstva poharkovych bunék. Poharkové buiiky maji oba konce rozsitfené, takze mezi
jejich stiednimi ¢astmi vznikaji mezibunééné prostory zpusobujici pruznost slupky. Pod
vrstvou téchto bun€k je tenkosténny parenchym s cévnimi svazky, ktery v hlubSich vrst-
vach ptechazi v houbovity parenchym [1], [7].

Endosperm se vyskytuje pouze u bilkovinnych lusténin. Nachazi se pod parenchymem a
tvofi pouze malou ¢ast zrna. Maze byt bud’ plné vyvinuty, sloZzeny z vnéjSich bunék aleu-

ronovych a vnitinich vétSinou slizovych, nebo mize byt zachovan jen jeho zbytek [1].
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Kotyledony tvoii 80 — 90 % zrna. Na povrchu maji tenkou pokozku a jsou tvoteny velky-
mi, parenchymatickymi buiitkami. Podle jejich obsahu se lusténiny déli na Skrobnaté a bil-
kovinné. U vétSiny lusténin (hrach, ¢ocka, fazol, bob, vikev) jsou vyplnény Skrobovymi
zrny, ktera jsou si vzajemné podobnd, maji ovalny tvar a uprostied Stérbinu ve tvaru S, Cas-
to rozvétvenou. Kotyledony bilkovinnych lusténin jsou z pievazné Casti vyplnény bilkovi-

nami a Skrobovych zrn obsahuji jen minimum [1], [2].

1.2 Chemické slozeni lusténin

Chemické slozeni lusténin se li$i v zavislosti na odriadé, ptivodu, klimatickych a ptiidnich
podminkach, agrotechnice a dalSich faktorech. Semena obsahuji zpravidla 9 — 13 % vlh-
kosti. SuSina je tvofena pievazné bilkovinami, sacharidy, tuky a minerdlnimi latkami.

V mens$im mnoZstvi jsou zastoupeny vitaminy a fenolické slouceniny [1].

1.2.1 Bilkoviny

Bilkoviny jsou pfitomny pievazné v kotyledonech. Jejich obsah je mezidruhové znaéné
rozdilny a dosahuje rozpéti mezi 20 az 45 %. Diference se vyskytuji i mezi riznymi odru-
dami jedné plodiny v zavislosti na agrotechnice a péstebnich podminkach [8]. Napf.
v suchych a teplych oblastech je obsah proteinti zpravidla vyssi nez v oblastech piimoiské-
jsou asi trikrat vyS$i nez v ryzi (6,4 %). Naopak nejvysSi obsah bilkovin ma lupina
(44,3 %) a soOja, kterd primérné obsahuje kolem 35 %, nékteré geneticky modifikované

druhy s6ji dokonce 45 % [1], [3].

Bilkoviny lusténin Ize rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny jsou fazeny zasobni pro-
teiny, které ve zralych semenech tvoti pfevaznou ¢ast ptitomnych bilkovin. Jsou zastoupe-
ny zejména globuliny, mezi né¢Z mizeme zaradit legumin, konglutin, fazeolin, glycinin,
vicilin aj. Druhou skupinou jsou stavebni slozky membran, bunécnych stén a také funkéni
prvky buiiky, napf. enzymy. Jedna se pfedevSim o albuminy a gluteliny, pfi¢emz obsah
téchto proteint je vyssi v obdobi vyvoje semene. U zralych semen luskovin je pomér pii-
tomnych bilkovinnych frakci obvykle néasledujici: 70 % globuliny, 10 — 20 % albuminy a
10 — 20 % gluteliny [1], [7].
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1.2.2 Sacharidy

Sacharidy tvoti u vétSiny luskovin hlavni podil semene, jsou obsazeny v mnozstvi 41,7 az
64,1 %. Vyjimkou je s6ja (32 %), podzemnice olejna (21,6 %) a lupina (28,2 %). Nejvetsi
¢ast pritomnych sacharidi tvoii zpravidla skrob a ostatni polysacharidy. Zastoupeny jsou
také oligosacharidy, z nichz nejvyznamnéjsi jsou rafinoza, stachyoza, verbaskoza a ajugd-
za. Jejich obsah zna¢né€ kolisa i v ramci stejného druhu luskoviny, primérna hodnota je

vrozmezi 3 — 4 %. Déle je v semenech pfitomna sachar6za a v mnozstvi obvykle do 1 %

monosacharidy glukoéza, fruktdza a galaktédza [3], [9].

Z neskrobovych polysacharidi jsou ve formé nerozpustné vlakniny pfitomny celuldza, né-
které hemicelul6zy a lignin. Ve formé rozpustné vlakniny jsou v semenech obsazeny pekti-
ny, rostlinné gumy, slizy a nékteré dals$i hemiceluldzy. LuSténiny jsou velmi dobrym zdro-
jem vlakniny, jeji obsah kolisa v rozmezi 12,7 — 30,5 %. Nejvice vlakniny bylo stanoveno
v ¢occe, nejméné v adzuki fazolich. U né€kterych druht je hlavni slozkou vldkniny celuldza

(napt. hrach, ¢ervené fazole), u jinych ptevazuji hemicelulézy (napt. ¢ocka, lupina) [1], [3].

1.2.3 Lipidy

Lusténiny se vyznacuji nizkym obsahem lipidd, pohybujicim se v rozmezi 1 — 2 %. Vyjim-
ku tvoii opét soja, kterd obsahuje primérné 17,7 % lipidi, a podzemnice olejna, jeZ obsa-
huje pfes 45 % tuku. Soja a podzemnice se proto v potravinaistvi vyuzivaji rovnéz
k ziskavani olejli a jsou v tomto piipadé€ zarazovany mezi olejniny. VyS§im obsahem lipid
se vyznacuje také lupina (16,5 %) a cizrna (5,6 %). Lipidy jsou v semenech luskovin ulo-
zeny zejména ve forme triacylglyceroll, v mensim mnozstvi jsou zastoupeny mono- a dia-
cylglyceroly, volné mastné kyseliny, steroly, fosfolipidy a glykolipidy. SloZeni mastnych
kyselin je pfiznivé, pfevazuji nenasycené mastné kyseliny (55 — 85 %), z nichZ se nejvice
vyskytuje kyselina olejova a linolova. V sdji se nachazi vét§i mnozstvi kyseliny -
linolenové. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin se liSi podle odridy a podnebi; lus-
téniny mirného pasu obsahuji zpravidla vice nenasycenych mastnych kyselin nez druhy

pochézejici z tropickych oblasti [3], [10].

1.2.4 Mineralni latky

Mineralni latky jsou v luSténinach zastoupeny v mnozstvi 3 — 4 %, coz je vice nez

v obilovinach. Z makroprvkil je nejvice zastoupen draslik, fosfor, vapnik a hoic¢ik. Pomér
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mezi vapnikem a fosforem neni optimalni, avSak o néco ptiznivéjsi nez u obilovin (Ca:P =
1:3). Z oligoprvki je prostfednictvim lusténin dodévano zelezo (nejvice v Cocce) a zinek. Z
mikroprvkl obsahuji semena luskovin kobalt, molybden, vanad, jod, fluor, mangan a méd’

[11], [12].

1.2.5 Vitaminy

Lusténiny jsou pomérné dobrym zdrojem vitaminii skupiny B. V men$im mnozstvi jsou
zastoupeny také vitaminy C, E, biotin a provitaminy A. Vys$i obsah vitaminu C se nachazi
v nakli¢enych semenech nebo v zahradnich luskovinach, které se pocitaji k luskové zeleni-
né. Obsah tiaminu je stejny nebo vyssi nez v obilovinach, pohybuje se v rozmezi od 0,3 do
1,6 mg.100 g”'. Obsah riboflavinu je nizsi, zpravidla ¢ini 0,1 az 0,4 mg.100 g'. Nikotinové
kyseliny se v lusténinach nachézi p¥iblizng 2,0 mg.100 g, v podzemnici olejné dokonce
vice nez 16 mg.100 g'. Semena luskovin jsou téZ dobrym zdrojem kyseliny listové, napf.
jedna porce vafené ¢ocky obsahuje asi 45 % doporuc¢eného denniho ptijmu kyseliny listové

pro dospélého Eloveka [3], [5], [11].

1.2.6 Antinutricni a toxické latky

V lusténinach se nachazi fada sloZek, které sniZzuji vyuzitelnost Zivin nebo vykazuji toxicky
ucinek. Jejich pfitomnost mé pravdépodobné vyznam jako ochrana semene pied napadenim
hmyzem ¢i patogennimi mikroorganizmy. Nékteré z té€chto latek v§ak mohou mit také pfi-
znivé UCinky na lidsky organizmus (viz podkapitola 1.3), proto je jejich zatazeni do této
skupiny pouze zjednodusujici. Tradi¢né se mezi antinutricni a toxické latky lusténin zahr-

nuji:
= Inhibitory proteaz — proteiny nebo polypeptidy vytvarejici s proteolytickymi en-
zymy stabilni komplexy, ¢imZ dochézi ke ztraté jejich enzymové aktivity. Inhibitory

proteaz jsou vétSinou termolabilni, proto je lze inaktivovat teplem [11].

* Kyselina fytova — hlavni zasobni forma fosforu vyuzivaného pii kli¢eni semen,
obvykle obsahuje kolem 50 — 80 % z celkového obsahu fosforu. Vyskytuje se pie-
devsim jako smiSend vépenatd a hotecnaté sul, kterd se nazyva fytin. Tvoii zpravi-

dla kolem 1 % suSiny semene [8], [13].
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= Lektiny — bilkoviny nebo glykoproteiny se schopnosti vazby na sacharidy. Intra-
ven6zné jsou vysoce toxické, nékteré vykazuji toxicitu i pfi oralni aplikaci. Obsah
téchto latek se u vétSiny luSténin pohybuje v rozmezi 0,01 — 0,2 %, ve fazolich mo-
hou tvortit az 1 %. Jejich biologicka aktivita se snizuje tepelnym opracovanim a ma-

&enim [11], [13].

* Saponiny — riznorodéd skupina heteroglykosidu, které se vyznacuji hotkou chuti a
detergencnimi u¢inky. Obsah saponini v semenech luskovin je zna¢né promeénlivy i
v ramci stejného druhu, obecné se pohybuje v rozmezi 0,01 % (podzemnice olejnd)

az po 6 % (cizrna berani) [13].

» Trisloviny — fenolické latky hoiké az sviravé chuti. Jejich zastoupeni v lusténinach
je opét znaéné proméenlivé, napt. v sdji se nachazi v mnozstvi do 0,045 %, ve fazo-

lich az do 2 % [13].

» Kyanogenni glykosidy — glykosidy nitrili 2-hydroxykyselin, jejichZz hydrolyzou

dochazi k uvolnéni toxického kyanovodiku [3].

* Estrogenni latky — latky, které svym ucinkem pfipominaji pohlavni hormony es-
trogeny. Hlavnimi fytoestrogeny jsou izoflavony, pterokarpany a lignany. Nejvice

téchto latek se nachézi v s6ji [13].

= Lathyrogeny — pod timto pojmem jsou oznacovany toxické aminokyseliny a jejich

derivaty, nachézejici se zejména v semenech nékterych hrachort a vikvi [13].

1.3 Vyznam luSténin v lidské vyzivé

Lusténiny jsou z nutri¢niho hlediska velmi hodnotnou potravinou. Maji vyznam piedevsim
jako zdroj bilkovin, které se svoji kvalitou fadi hned za bilkoviny zZivocisného puavodu.
Kvili nedostatku sirnych aminokyselin a tryptofanu nejsou tyto bilkoviny plnohodnotné,
nicméné maji vyssi biologickou hodnotu neZ bilkoviny obilovin [8]. V porovnani s nimi
obsahuji vice lyzinu, leucinu, argininu, kyseliny asparagové a glutamové. Na druhou stranu
proteiny cerealii obsahuji vice sirnych aminokyselin [2]. Kombinaci lusténin a obilovin ve
stravé proto dojde k vyvdZzenému piijmu esencidlnich aminokyselin, coz ma vyznam

zejména v rozvojovych zemich, kde je horsi dostupnost zivoc¢iSnych zdroju bilkovin [3].
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Pro nizky obsah tuku jsou lusténiny vhodnou potravinou také pro obyvatelstvo vyspélych
zemi s vysokym piijmem tuku ve stravé. Lipidy lusténin maji navic piiznivou skladbu a
jsou zdrojem esencialnich mastnych kyselin linolové a a-linolenové. Pfinosem je i obsah
fosfolipidu lecitinu, ktery se nachdzi ve vét§Sim mnozstvi v s6ji. Jedinym negativem je, ze
lipidy lusténin pomérné¢ snadno podléhaji oxidacnimu a hydrolytickému Zzluknuti, jehoz

dasledkem je tmava barva a hotka chut’ [5], [8].

Lusténiny obsahuji fadu latek, jez jsou spojovany se snizenym rizikem kardiovaskularnich
chorob, rakoviny, diabetu, chronickych zanétli, nervové degenerace a dalSich chronickych
onemocnéni. V této souvislosti je tradi€né zminovana vlaknina, antioxida¢ni vitaminy C, E
a karotenoidy, v poslednich letech se vSak ptiklada vétsi vyznam také fenolickym slouceni-
nam a fytosteroliim [14]. Za urcitych podminek mohou pozitivné ptsobit i nékteré antinu-
tricni ¢i toxické latky. Kyselina fytova snizuje riziko rakoviny tlustého stieva a pravdépo-
dobné 1 rakoviny prsu. Saponiny jsou zase schopny tvorbou nerozpustnych komplext
s cholesterolem snizovat jeho vstiebavani z potravy [8]. Izoflavony maji silnou antioxidac-
ni aktivitu, piisobi proti osteopordze, menopauzalnim symptomiim a byly u nich prokazany
protirakovinné Gc¢inky [5].

Lusténiny vSak maji pro pouziti v lidské vyZivé ur¢itd omezeni. Pfi¢inou je zejména pfi-
tomnost antinutri¢nich a toxickych latek. Inhibitory protedz snizuji stravitelnost a absorpci
bilkovin. Podobn¢ piisobi tfisloviny, které snizuji absorpci zejména esencialnich aminoky-
selin metioninu a lyzinu. Kyselina fytova zase snizuje vstfebatelnost mineralnich latek
(zejména fosforu, vapniku, Zeleza a zinku), které vaze do nevyuZitelnych komplexti. Sapo-
niny zpusobuji hemolyzu ¢ervenych krvinek, coZ ma za nasledek uvolnovani hemoglobinu
do krevniho feciste [3], [8]. Pti konzumaci syrovych nebo nedostate¢né tepelné oSetienych
luSténin se mtize projevit toxicky ucinek ptitomnych lektind, vyvolavajici Zalude¢ni potize,
prijmy a zvraceni. Nejvice toxické jsou lektiny n€kterych fazoli, lektiny ostatnich luSténin

mayji toxicitu nizkou [13].

Dal8im omezenim je ptfitomnost oligosacharidd, které nejsou Sté€peny travicimi enzymy a
dostavaji se do tlustého stteva, kde jsou rozkladany pfitomnymi bakteriemi za tvorby znac-
ného mnozstvi plynu, coz je pfi¢inou nadymani. Jejich obsah lze velmi u¢inné (az na 20 %

puvodni hodnoty) snizit kli¢enim nebo namacenim pied tepelnou Gpravou [15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

I pies uvedena negativa, kterd lze navic prekonat vhodnou tpravou i frekvenci podévani,
jednoznacéné prevazuji prednosti lusténin v lidské vyzive. Obliba této komodity u obyvatel-
stva tomu vSak vzdy neodpovida. Primérna spotteba lusténin je v riznych oblastech svéta
znaén¢ rozdilnd, pohybuje se v rozmezi 2 — 20 kg na osobu a rok, pfi¢emz predni pricku
v soudasnosti zaujima Indie. Celosvétovy pramér &ini asi 7 kg/osobu/rok. V CR je konzu-
mace lusténin velmi nizkd, primérné spotieba jiz n¢kolik let stagnuje na hodnotach mirné

nad 2 kg/osobu/rok. Dle doporuceni odbornikii by se méla zvysit alespon na dvojnasobek

[8], [16].
1.4 Péstovani luskovin

1.4.1 Péstovani luskovin na zrno v Ceské republice

Péstovani luskovin méa v CR dlouholetou tradici. Plochy, na nichZ se tyto plodiny péstova-
ly, byly v ddvné minulosti n€kolikanasobn€ vyssi nez nyni. Rovnéz struktura vyuziti lusko-
vin byla jina, pfevazovalo krmivaiské vyuziti nad potravinarskym. Nicméné v poslednich
letech se luskoviny dostavaji do vyrazného utlumu, coz se projevuje predevsim poklesem
jejich osevnich ploch. Ty v CR poklesly az na troveti kolem 1 % orné pady. Hlavni pfici-
nou tohoto neblahého vyvoje je silnd konkurence ze strany importu s6jovych bobt, ¢i jejich
pokrutin do EU a CR a jiné prevazné ekonomické faktory. Ke snizovani ploch luskovin na

zrno navic piispiva i pokracujici pokles stavli hospodaiskych zvirat [§], [16].

V minulych letech stagnovala vyméra péstovani luskovin na zrmo na urovni kolem
30000 ha. V roce 2011 vSak doSlo k vyraznému propadu osevni plochy luskovin na
22 316 ha. Pievaznou cast této plochy tvofil hrach péstovany na vymére 17 189 ha (77 %).
Osevni plocha lupiny klesla na 1 547 ha (7 %) a plocha ostatnich luskovin na zrno byla
3 580 ha (16 %). Mezi ostatni luskoviny se v souc¢asné dob¢ fadi bob obecny, peluska, vik-

ve (panonskd, hunata, setd), cocka a luskovino-obilni smésky [16].

1.4.2 Péstovani luskovin na zrno ve svété

Nejpéstovangjsi luskovinou ve svétovém méfitku je soja. Z hlediska hospodaiského vy-
znamu a uziti zejména pro produkci jedlého oleje se soja zahrnuje mezi olejniny. Celosveé-
tova vymeéra so6ji by podle odhadu USDA z prosince 2012 m¢la v marketingovém roce

2012/2013 dosdhnout 108,97 mil. ha a celosvétova produkce 267,72 mil. tun. Globalni
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spotfeba s6ji by meéla Cinit 261,25 mil. tun. Hlavnimi svétovymi producenty jsou

v soucasnosti USA, Brazilie, Argentina, Cina a Indie [17].

Svétova skliziiova plocha ostatnich luskovin péstovanych na zrno ¢ini dle statistiky FAO
kolem 74 mil. ha, z toho nejvice plochy zaujima fazol (29 mil. ha), cizrna (12 mil. ha), vig-
na (10 mil. ha). Nasleduje hrach (7 mil. ha), ¢ocka (4 mil. ha), bob (2,5 mil. ha), vikve a
lupiny. Vice nez 50 % skliziiovych ploch luskovin se nachdzi v Asii a asi 28 % v Africe.
Nicméné intenzita péstovani je na téchto kontinentech nedostatecnd a dosahované vynosy
velmi nizké (v priméru 0,5 — 0,8 tun.ha™). Nejvétsim sv&tovym producentem lu§ténin je

Indie (cca 15 mil. tun ro¢n€) [16], [17].

Za poslednich 20 let se svétovy obchod s lusténinami vice nez ztrojnasobil. Jeho vySe zavi-
si kazdoroéné na urovni produkce lusténin v zemich s pfevahou poptavky a na jejich fi-
nanénich moznostech. Aktualné pati mezi nejvétsi vyvozce lusténin Kanada, Cina, USA a
Myanmar. NejvétSimi dovozei lusténin jsou Indie, Turecko, Egypt a USA. Kazdoro¢ni glo-
balni uziti lusténin (s vyjimkou s6ji) ¢ini zhruba 60 mil. tun, z toho uziti k lidské vyzive
ptredstavuje zhruba 65 % (pfevazné v rozvojovych zemich), krmné uZiti cca 25 % (zejména

v rozvinutych zemich) a zbylych 10 % ptipada na osivo a ostatni ucely [16].

1.5 Hospodarsky vyznamni zastupci

1.5.1 Hrach sety (Pisum sativum L.)

Hréch sety patii k nejstar§im kulturnim plodindm. Pfesto je jeho ptvod pro znacnou rizno-
rodost vyskytujicich se forem pomérné nejasny. Pravdépodobné pochézi ze Stiredomoti a
Malé Asie. V CR je v soucasnosti nejpéstovanéjii luskovinou, avsak jeho osevni plochy se
neustale snizuji. Celosvétové je nejvice hrachu péstovano v Indii, Ciné a Brazilii (70 %
sveétové produkce), v USA, Kanadé, Australii, Rusku a na Ukrajin€. Hlavnim exportérem je

v soucasné dob¢ Kanada [12], [18].

Rod Pisum zahrnuje dva botanické druhy — Pisum sativum L. a Pisum fulvum, ktery se vSak
vyskytuje pouze jako pland forma. Botanicky druh Pisum sativum se dale ¢leni na subspe-
cie a variety, u nichZ dosud neni zcela jednozna¢na taxonomie. Neni zpochybnéna existen-
ce dvou subspecii: Pisum sativum subsp. sativum (hrach sety polni) a Pisum sativum subsp.
arvense (hrach rolni — peluska). Sucha semena hrachu setého jsou vyuzivana jako potravi-

na, krmivo nebo surovina pro vyrobu skrobu. Hréach rolni je pfedevSim picni plodina, vyu-
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zivana ke krmeni zvitat. Jako tzv. zahradni hrach je péstovan hrach dienovy (Pisum sati-
vum subsp. sativum var. medullare), jehoz nezrala semena jsou pouzivana pro piimy kon-
zum a pro konzervarenské ucely. Dalsi varietou je hrach cukrovy (Pisum sativum subsp.
sativum var. saccharatum), z néhoz se konzumuji nezralé lusky jako plodova zelenina [§],

[18].

1.5.2 Fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.)

Fazol je po séji druhou nejrozsifengjsi luskovinou na svété, aviak v CR bylo jeho velkovy-
robni péstovani ukonceno a soucasna spotieba fazolu je u nas kryta pfevazné dovozem.
Osevni plochy fazolu dnes podle odhadu dosahuji kolem 3 ha, pfitom jesté v 90. letech
minulého stoleti zaujimal 300 — 900 ha. Fazol je péstovan témét vyhradné pro potravinai-

ské ucely, zkrmuje se pouze odpad ziskany pii upraveé semen [8§].

Rod Phaseolus zahrnuje asi 36 druhti, z nichz vétSina je pivodem ze Stfedni a Jizni Ame-
riky, ¢ast z Asie. V podminkach stfedoevropského klimatu se péstuje zejména fazol obecny
(Phaseolus vulgaris L.) a fazol Sarlatovy ¢1 mnohokvéty (Phaseolus coccineus L.), ktery je
péstovan jako okrasny, nékteré odridy vSak lze vyuZzivat i pro konzum. Ve velmi teplych
oblastech mlze byt péstovan 1 fazol mésicni (Phaseolus lunatus). Fazol obecny ma dvé
variety liSici se vlastnostmi lodyhy: fazol kefickovy (var. nanus) a fazol popinavy (var.
vulgaris). Jako fazol polni je vyuzivan pfedevSim fazol kefickovy, jako zahradni fazol obé
variety. V obou piipadech je mozna jak konzumace dozralych semen, tak sklizen a potravi-

narska tprava nedozralych luskt [5], [19].

1.5.3 Co&ka jedla (Lens culinaris Med.)

Cocka se fadi spolu s hrachem k nejstar§im péstovanym luskovinam. Z hlediska potravi-
nafského vyuziti je nejzddanéj$im druhem, jelikoz vynikd pomérné dobrou stravitelnosti a
vafivosti, kdy se na rozdil od ostatnich lusténin nemusi pied tepelnou Upravou namacet.
Priimérna roéni spotieba ¢ocky v CR se dlouhodob& pohybuje na trovni 4 — 6,5 tis. tun,
pfi¢emz pfevazné mnoZstvi je kryto dovozem zejména z Kanady, kterd je nejvétSim svéto-
vym exportérem Cocky. Velkovyrobné se Cocka na naSich polich jiz nepéstuje, pouze
v klimaticky vhodnych oblastech se produkuji mala mnozstvi v thrnu asi do 1 tis. tun [8],

[20].
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Taxonomie rodu Lens prosla mnoha zménami. Podle nejnovéjsi klasifikace zahrnuje tento
rod Ctyii druhy, a to kulturni druh Lens culinaris Medikus a plané rostouci druhy Lens er-
voides, Lens nigricans a Lens lamottei. Druh Lens culinaris Medikus se dale ¢leni na Ctyfi
subspecie: subsp. culinaris, subsp. orientalis, subsp. tomentosus a subsp. odemensis. Na
trhu je v soucasnosti k dostani celd fada odrid v riznych barevnych odstinech (semena

zluta, Seda, Cervend, Sedozelend aj.) 1 velikostech (velkozrnné a drobnozrnné odridy) [21].

1.5.4 Cizrna berani (Cicer arietinum L.)

Po s0ji a fazolu je cizrna tieti nejpestovanéjsi luskovinou na svété. Jeji svétova produkce se
pohybuje kolem 8,5 mil. tun ro¢né. Pochézi pravdépodobné z jihovychodniho Turecka ne-
bo Syrie, kde byla vySlechténa z plané rostouciho druhu Cicer reticulatum. Cizrna je vy-
znamnou luskovinou teplych a suchych oblasti, které nejsou pro ostatni jedlé luskoviny
vyhovujici. Péstuje se zejména ve stepnim a subtropickém pasu — v Africe, Mexiku, Indii a
Cing. V Evropé je cizrna p&stovana piiblizné na 100 tis. ha v zemich kolem Stfedozemniho
mofe. Dfive se péstovala v malém méfitku 1 na jizni Moravé, v souasné dob& pokracuje
pouze $lechténi krmnych typii. Pro jeji p&stovani v CR nejsou optimalni podminky, prede-

v§im se obtizn¢ dosahuje potiebné sumy teplot za vegetaci [8], [22].

Podle barvy semene a geografického rozsireni jsou rozliSovany dva typy cizrny. Typ ,.kabu-
1i* pochazejici z oblasti kolem Stfedozemniho mote se semeny svétlé barvy a typ ,,desi*
puvodem z Indie se semeny tmavé barvy a zpravidla mensi velikosti. Semena typu kabuli
se vyuzivaji v potravinaistvi k pfimé spotiebé po uvareni, ke konzervarenskym uceliim,
k vyrobé kavovych nahrazek nebo cizrnové mouky. Semena typu desi se uplatiluji jako

bilkovinna sloZzka krmnych smési [22].

1.5.5 Sdéja lustinata (Glycine max L.)

Soja je jedna z nejstarSich kulturnich rostlin, nejpéstovanéjsi luskovina i olejnina a zaroven
ctvrtd nejrozsitencjsi plodina na svété. Rod Glycine zahrnuje velky pocet druhd, které vét-
Sinou rostou plan¢ v Asii, Africe a Americe. U nés je zastoupen jedinym druhem Glycine
max L. Svym slozenim i moznostmi vyuziti zaujima sdja zvlastni postaveni v lidské vyzi-
ve. V potravinafstvi jsou vyuzivéna celd semena, s6jovd mouka, s6jové bilkovinné koncen-
traty, izolované séjové bilkoviny a sojovy lecitin. Péstovéani této plodiny v CR vychazelo

donedavna z presvédceni, ze zde pro ni nejsou optimalni klimatické podminky. Séja je
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puvodem z Vychodni Asie, md vysoké naroky na teplo a zaroven vyzaduje dostatecnou
vlhkost prostfedi. Vyznamnym krokem k jejimu péstovani ve stfedni Evropé byly nové
odridy vyslechténé koncem 20. stoleti v Kanadé ve stejnych zemépisnych Sitkach. Svéto-
vym trendem v péstovani soji jsou odridy na bazi GMO, které v roce 2006 zaujimaly ptes

50 % skliziiové plochy plodiny [8], [12].

1.5.6 Bob obecny (Vicia faba L.)

Bob obecny je dalSim zastupcem historicky nejstarSich luskovin. Svilij plivod ma v severni
Africe a jihozapadni Asii. Podminky pro péstovani bobu v Evropé véetné CR jsou pomérné
ptiznivé, nicméné v praxi je vynosovy potencidl vyslechténych odriid vyuzivéan jen omeze-
né. Hlavnimi pfi¢inami je citlivost bobu k vykyviim povétrnostnich podminek a nedodrzo-
véani komplexnich zasad agrotechniky. Osevni plochy bobu v CR dlouhodobé klesaji a od
roku 2009 piestal byt v ramci statistiky CSU samostatné sledovan. V roce 2012 ¢&inila vy-

meéra bobu kolem 600 ha, pfi¢emz vétSina byla péstovana pro osivarské ucely [16], [23].

Druh Vicia faba L. se dale €leni na tii variety podle velikosti semen vyjadifené jako hmot-
nost tisice semen (HTS). Jsou to bob zahradni neboli svinsky (Vicia faba L. var. major)
o HTS 1100 az 2500 g, bob polni neboli konsky (Vicia faba L. var. equina) o HTS 350 az
1100 g a bob drobnosemenny (Vicia faba L. var. minor) o HTS 280 az 350 g. Bob konisky
je péstovan pro krmné tcely, bob zahradni slouzi 1 jako potravina. Kromé suchych zralych

semen je mozna také konzumace nezralych semen a luski [8], [11].

1.5.7 Lupina (Lupinus Tourn.)

Lupina, znama rovnéZ pod nazvem vI¢i bob, je velmi obsahly rod ¢itajici kolem 300 druht.
U nas jsou péstovany pouze 3 kulturni druhy: lupina bila (Lupinus albus L.), lupina Zluta
(Lupinus luteus L.) a lupina uzkolista (Lupinus angustifolius L.). Za hlavni nedostatek lu-
pin byl v minulosti poklddan obsah alkaloidii v semenech. Vyslechténi novych odrid tzv.
»sladké lupiny” s nepatrnym obsahem alkaloidii a vysokym obsahem bilkovin vedlo
k obnovenému zdjmu o péstovani a vyuZiti lupiny jak ke krmnym uceltim, tak 1 k lidské
vyzivé. Nejveétsim svétovym producentem a exportérem semen lupiny je Austrélie, ktera
ro¢n¢ vyprodukuje kolem 1 mil. tun, ¢imzZ zajistuje 80 — 85 % svétoveé produkce. V Evropé
se lupina péstuje nejvice v Némecku, Francii, Spané&lsku, Polsku, Ukrajiné a Rusku [8],

[24].
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1.5.8 Vikev (Vicia L.)

Vikve jsou predstavitelem luskovin péstovanych témét vyhradné ke krmnym ucéeltim, kdy
se vyuzivaji v podobé Cerstvé zelené pice, ptipadné sildzované hmoty. Semena obsahuji
velké mnozstvi antinutri¢nich latek, maji hoikou chut a zvifata je nerada pfijimaji.
V dobéch rozvinuté Zivo&isné vyroby mély vikve v CR velky hospodaisky vyznam, nicmé-
né v poslednich letech jejich péstovani stagnuje na plose kolem 200 ha. Znamy jsou u nas
dv¢ formy vikve — ozimé a jarni. K ozimym formam patfi dva druhy, a to vikev hunata syn.
pise¢na (Vicia villosa) a vikev panonska (Vicia pannonica). Jako jarni forma je péstovana
vikev seta (Vicia sativa), ktera je rozsifend v riznych oblastech Evropy i svéta, md mnoho
forem a krajovych odriid, které se morfologicky odlisuji. Ve Sttedomofi je vyuzivana rov-

néz vikev narbonska (Vicia narbonensis), ktera se spise podoba bobu [8], [16].

1.5.9 Vigna (Vigna Savi)

Rod Vigna je blizce ptibuzny s rodem Phaseolus, proto jsou €asto u n€kterych botanickych
druhli tyto dva pojmy navzajem zaménovany. V minulosti byla vigna vedena jako druh
fazol zlaty (Phaseolus aureus syn. Phaseolus mungo) nebo Phaseolus radiatus. Rod Vigna
zahrnuje asi 170 druhd, z nichZ 120 se vyskytuje v Africe, 22 v Indii a nékolik v Americe a
Australii. Ve statistikach jsou zpravidla uvadény pouze druhy mungo, angularis, radiata a
aconitifolia. Do CR se vigna zadala dovaZzet koncem minulého stoleti. Sucha, vyzrala se-
mena se pouzivaji ke klasické Upravé vafenim, oblibena je také konzumace nakli¢enych

semen [8], [25].
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2 CHARAKTERISTIKA ANTIOXIDANTU

V poslednich letech se neustale zvySuje vyskyt civilizaénich onemocnéni, ktera jsou vyvo-
lana kromé¢ jiného také neptiznivym plisobenim volnych radikalt. Jde predevsim o reaktiv-
ni kyslikové radikaly (napt. superoxid, hydroxylovy radikal, peroxyl) a dusikaté radikaly
(oxid dusnaty, oxid dusicity). Tyto radikdly vstupuji do reakci s biologicky vyznamnymi
slouceninami, zejména lipidy, bilkovinami a nukleovymi kyselinami, pozménuji jejich
strukturu a tim naru$uji jejich piivodni funkci. Retézové reakce iniciované radikaly vedou k
naslednym strukturdlnim zméndm buné€k, k poskozeni tkani, organti a dilezitych funkci
v organizmu. Pfirozené reparativni procesy organizmu zpravidla nejsou schopny poskozeni

biomolekul samy pIn¢ eliminovat [26], [27].

K obrané proti Skodlivym tc¢inkiim exogennich i endogennich volnych radikalli vyuziva
organizmus v zasad¢ dva mechanizmy: rozklad radikali antioxida¢nimi enzymy a elimina-
ci jejich aktivity pfirozenymi endogennimi antioxidanty [28]. Podle tradi¢ni definice jsou
antioxidanty molekuly, které — jsou-li pfitomny v malych koncentracich ve srovnani
s latkami, jez by mé€ly chranit — mohou zabrafiovat nebo omezovat oxida¢ni destrukci téch-
to latek [26]. V konecném disledku tak antioxidanty slouzi jako prevence vzniku fady de-
generativnich onemocnéni, podporuji funkei imunitniho systému a zpomaluji procesy star-
nuti. Jejich ucinkl se vyuziva rovnéz v potravinaiském primyslu, kde prodluzuji idrznost

potravin a chrani je proti zkaze zpisobené oxidaci [29].

2.1 Rozdéleni antioxidanta

Antioxidanty jsou zna¢né nehomogenni skupinou latek a lze je €lenit podle riznych hledi-

sek. Zakladnim a nejjednodussim je rozdéleni podle ptivodu:

» piirodni antioxidanty, které se v potravinach vyskytuji ptirozené

= gyntetické antioxidanty, jez jsou do potravin pfidavany zamérné [13].
Déle mizeme antioxidanty rozdélit podle zdroje jejich ziskavani na:

= endogenni, které si dokaze lidsky organizmus sam syntetizovat (napf. enzym kata-

laza, glutation, kyselina mocova)

= exogenni, jez jsou ziskdvany z potravy (napf. vitamin C, E) [30].
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Nekteti autofi pouzivaji rovnéz ¢lenéni antioxidacnich latek podle mechanizmu ptlisobeni:

» primarni antioxidanty, které ptfimo reaguji s volnymi radikély (kyselina askorbova,

tokoferoly, fenolické latky, gallaty)

» sekundarni antioxidanty rozkladajici hydroperoxidy ve stabilni produkty (napf. cys-

tein, kyselina lipoova)
* slouceniny eliminujici pfitomny kyslik

» slouceniny, které vazi do komplext katalyticky ptisobici kovy [13].

2.2 Prirodni antioxidanty

Z rostlinnych material bylo izolovdno nes€etné mnozstvi antioxidacnich latek, které zpra-
vidla slouzi jako soucést obranného systému rostlin. Mezi nejvyznamnéjsi ptirodni antio-
xidanty jsou tradicné fazeny vitaminy C, E a karotenoidy. V pribéhu poslednich desetileti
vSak bylo zjisténo, ze vétsi vyznam a zastoupeni maji slouceniny polyfenolické povahy,
jako jsou flavonoidy, fenolické kyseliny aj. Hlavnimi pfirodnimi zdroji téchto latek jsou
ovoce, zelenina, luSténiny, obiloviny, ¢aje, vina a také aromatické a 1é¢ivé byliny. Celkovy
denni piijem polyfenold z riznych zdrojii se odhaduje na 1 g a je tedy vyS$i neZ piijem
antioxidacnich vitamint. V fad¢é experimentalnich studii bylo navic prokazano, ze antioxi-
da¢ni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi nez ucinek antioxidacnich vi-

tamind [4], [26].

2.2.1 Vitamin C

Biologicky aktivni formou vitaminu C je kyselina L-askorbova a produkty jeji oxidace,
kterymi jsou L-monodehydroaskorbova a L-dehydroaskorbova kyselina. Jedna se o vitamin
rozpustny ve vode. V lidském organizmu plni celou fadu dulezitych funkci, predev§im se
ucastni biosyntézy polysacharidi, absorpce iontovych forem Zeleza, jeho transportu a
uplatiiuje se také v metabolismu cholesterolu. Vyznamnymi zdroji vitaminu C jsou §ipky,

rakytnik, ¢erny rybiz, paprika, citrusové ovoce a brambory [31], [32].

Antioxidacni vlastnosti vitaminu jsou dany reakcemi s aktivnimi formami kysliku a oxido-
vanymi formami vitaminu E. Ty zaji$t'uji ochranu vitaminu E a membranovych lipidd pied

oxidacéni destrukci. Ochrannou funkci ma 1 pro labilni formy kyseliny listové. Reakei kyse-
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liny askorbové s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-Oe¢), piipadné

s alkoxylovym radikalem (RO¢), 1ze schematicky zndzornit nasledujici rovnici [31]:
H;A +R-0-O+ - HA+ + R-O-OH

Vznikly askorbylradikal (HA®) jiz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a dehydro-
genazou se regeneruje zpét na askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu. Uéinek vitaminu
C se zvysuje, pokud se pouzije v kombinaci s tokoferoly. Ty reaguji prednostné s volnymi
radikaly lipida a vzniklé radikaly tokoferold jsou posléze redukovany kyselinou askorbo-
vou zpét na tokoferoly. Na zaklad€ nekolika studii bylo zjisténo, ze pti podavani vitaminu
C ve form¢ dopliki stravy v davkach nad 500 mg/den miZe dochézet k pteméné antioxi-

da¢niho uc¢inku na prooxidac¢ni [31], [33].

2.2.2 Vitamin E

Jako vitamin E jsou oznaCovany ctyfi tokoferolové a Ctyfi tokotrienolové izomery, jejichz
spolec¢nou strukturni jednotkou je chromanovy cyklus s nasycenym nebo nenasycenym izo-
sazen pfedev§im v rostlinnych olejich lisovanych za studena, obilnych kliccich, zelené lis-

tové zelening, lusténinach a ofechach [34], [35].

Antioxidacni aktivita vitaminu E se uplatiiuje zejména pfi ochrané lipidi bunéénych mem-
bran a lipoproteini pfitomnych v plazmé. Tokoferoly pii reakci s peroxylovymi radikaly
lipidii (R-O-O¢) funguji jako donory vodiku a redukuji je na hydroperoxidy (R-O-OH),

¢imz dochazi k preruseni fetézové radikalové reakce [31]:
Toc-OH + R-O-O¢ - Toc-O* + R-O-OH

Vznikly radikal tokoferolu (Toc-O¢) jiz neni dostate¢né reaktivni na to, aby $tépil dalsi
molekuly lipidi. Naopak mliZze opét reagovat s peroxylovymi radikaly za vzniku stabilnich
produktii nebo je regenerovan zpét do své ptirozené antioxida¢ni formy plisobenim vitami-
nu C. Tokoferoly maji rovnéz schopnost zhaset singletovy kyslik nebo s nim mohou reago-

vat za vzniku riiznych oxidac¢nich produkti [27], [34].

Za nejucinnéjsi antioxidant je obecné povazovan a-tokoferol, nasleduje B, y a 6-tokoferol.
Tokotrienoly jsou méné ucinné nez odpovidajici tokoferoly. V potravinach vSak potadi
antioxidacni aktivity jednotlivych forem vitaminu jiz neni tak jednozna¢né. Zavisi na mno-

ha faktorech, piredev§im na slozeni nenasycenych mastnych kyselin, stabilit¢ vznikajicich
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radikalt a pritomnosti dalSich antioxidantli. Krom¢ zminéné kyseliny askorbové mitize

ucinnost vitaminu E zvySovat také selen [29], [31].

2.2.3 Karotenoidy

Karotenoidy tvofi rozsahlou skupinu Zlutych, oranzovych a cervenych lipofilnich barviv,
které obvykle v rostlinach doprovazeji chlorofyly, nalezneme je vSak také u hub, mikroor-
ganizml a zivoCichti. Po chemické strance se jednd o nenasycené polyenové slouceniny
sloZzené z izoprenovych jednotek. Lze je rozdélit na dvé hlavni skupiny: karoteny, coz jsou
bezkyslikaté uhlovodiky, a od nich odvozené kyslikaté slouc¢eniny xantofyly. Karotenoidy,
jez obsahuji ve své struktufe alespoinl jeden B-jononovy kruh, maji funkci provitaminu A.

4

Nejvyznamnéjsi je B-karoten, o a y-karoten a B-kryptoxanthin [34], [36].

Karotenoidy poskytuji antioxidacni ochranu v systémech obsahujicich lipidy a také in vivo.
Mechanizmus jejich ptisobeni je odliSny od mechanizmu kyseliny askorbové a tokoferoli.
Hydroperoxylovy radikal vznikajici pti autooxidaci lipidii neni redukovan na hydroperoxid,
nybrz je zachycen konjugovanym polyenovym systémem za vzniku relativné stabilnich

radikala [31]:
B-karoten + R-O-O+ — R-O-O-B-karotene

Tyto radikély se nasledné rozkladaji za odstépeni alkoxylového radikalu (R-Ov¢) a stabilizu-
ji se za vzniku epoxidi, karbonylovych sloucenin a dalSich produktii. B-karoten a lykopen
jsou rovnéz velmi efektivni pfi zhaseni singletového kysliku. Jejich G€innost se jesté zvy-

Suje v pritomnosti tokoferoll, které chrani karoteny pted oxidaci [37].

2.2.4 Fenolické slouceniny

Fenolické latky, zejména polyfenoly, jsou nejpocetnéjsi skupinou antioxidanti v rostlinné
fi8i. Jejich spole€nym strukturnim znakem je pfitomnost jednoho ¢i vice benzenovych jader
substituovanych nejméné jednou hydroxylovou skupinou. Pokud je téchto skupin ve struk-
tufe vice, pak hovofime o polyfenolech. Pravé pocet a umisténi hydroxylovych skupin je
jednim z hlavnich faktord, ktery ovliviiuje antioxidacni aktivitu. K jejimu zvySeni piispiva
také pfitomnost dal§ich substituci aromatického kruhu, zejména substituce alkylovymi
skupinami v o- nebo p-poloze. Podle fady studii jsou fenolické slouc¢eniny G¢innéjSimi an-

tioxidanty nez vitamin E, C a karotenoidy [38], [39].
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Antioxidacni ucinek fenolickych slouCenin je pficitdn ncékolika mechanizmim. Jednim
z nich je ptima reakce s volnymi radikaly, jejiz podstata je obdobnd jako u vitaminu C a E.
Fenolickeé latky pfi této reakci poskytuji peroxylovym, alkoxylovym, pfipadné dalsim radi-
kalim atom vodiku, ¢imz pterusuji fetézovou radikalovou reakci. Samy se pfitom preme-
nuji na malo reaktivni fenoxylovy radikal nebo neradikdlové chinoidni struktury. Flavonoi-
dy a nékteré dalsi polyfenoly mohou inhibovat enzymy, které jsou zodpovédné za produkci
volnych radikali. Rada polyfenoli je navic schopna vytvafet chelatové vazby s kovy,
zejména s dvojmocnym zelezem a médi, které¢ se ucastni tvorby reaktivnich kyslikovych

radikaléi. [38], [40].

Vzhledem k tomu, ze fenolické slouceniny tvoii velmi rozmanitou skupinu latek, 1ze se
v literatufe setkat s riznymi variantami jejich klasifikace. K nejcastéjSim patii rozdéleni
podle struktury uhlikového skeletu, kdy jsou rozeznavany tyto hlavni tfidy: fenolické kyse-

liny, flavonoidy a méné¢ rozsitené stilbeny a lignany [41].

2.2.4.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se rozdéluji na dvé zakladni skupiny, a to derivaty kyseliny hydroxy-
benzoové a derivaty kyseliny hydroxyskotficové. Z derivati kyseliny benzoové jsou nejvy-
znamng&j$i kyselina p-hydroxybenzoova, protokatechova, gallové, vanilova a syringova.
Obvykle ve vyssich koncentracich se vyskytuji derivaty kyseliny skoficové, které jsou po-
vazovany za siln¢j$i antioxidanty. K nejb€znéjSim patii kyselina kavova, ferulova, sinapo-
va a p-kumarova. Volné formy uvedenych kyselin se v rostlinnych materidlech vyskytuji
jen velmi mélo, mnohem vice jsou pfitomny jejich estery, glykosidy a amidy. Do této sku-
piny lze zatadit také kondenzované ttisloviny, v nichZ jsou fenolické kyseliny esterifikova-

ny polyhydroxyslou€eninami, nejcastéji glukoézou [36], [42].

2.2.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy tvofi velmi rozsdhlou skupinu fenolickych slou€enin. V pfirodé bylo identifi-
kovano vice nez 10 000 flavonoidnich latek a stale jsou objevovany dalsi. Jejich zakladni
stavebni jednotkou je flavan, ktery se skladd ze dvou benzenovych jader spojenych pyrano-
vym kruhem. Vyskytuji se jako volné nebo castéji ve formé glykosidi. Flavonoidy jsou
znaéné diskutovany pro své pfiznivé Gcinky na lidské zdravi, které maji souvislost zejména

s jejich silnou antioxidacni aktivitou. Ta je u nekterych flavonoidnich latek az 50x vyssi
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vé, antialergické a antitrombotické U¢inky. Podle chemické struktury Ize flavonoidni latky
dale rozdélit do téchto kategorii: flavonoly, flavony, flavanony, izoflavony, antokyanidiny,

flavanoly a chalkony [34], [43], [44].

Flavonoly a flavony jsou velmi rozsifenymi zlutymi barvivy rostlin. Mezi nejbéznéjsi fla-
vonoly patii kvercetin, kaempferol a myricetin, jez se vyskytuji predevsim jako glykosidy.
Vyznamnym glykosidem kvercetinu je rutin, ktery chrani kyselinu askorbovou pted oxidaci
katalyzovanou kovovymi ionty. O néco méné se v rostlinach vyskytuji flavony, jejichz

hlavnimi zastupci jsou glykosidy apigeninu a luteolinu [13], [45].

Flavanony jsou bezbarvé az svétle zluté slouceniny, které se ve vyznamnéjsich koncentra-
cich nachézeji pouze v citrusovych plodech. Mezi nejvyznamnéjsi flavanony patii naringe-
nin, ktery je hlavni slozkou glykosidt v grapefruitech, a hesperetin tvotici hlavni soucast

glykosidli pomeranct a citront [13], [45].

Izoflavony jsou kromé silné antioxidacni aktivity vyznamné predevSim svymi estrogenni-
mi ucinky, nékteré vykazuji také antimikrobni u€inky. Jejich vyskyt je omezen téméf vy-
hradné€ na luSténiny, zejména sdju, kde jsou zastoupeny predevsim daidzein, genistein, gly-

citein a jejich glykosidy. Nejaktivnéj$im antioxidantem je daidzein [46].

Antokyanidiny a zvlaste jejich glykosidy antokyany jsou jedny z nejrozsifengjSich polyfe-
nolickych latek a velmi Casto jsou hlavnim nositelem barvy rostlinnych materiald. Jedna se
o oranzova, cervend, fialova a modra barviva, ktera jsou rozpustnd ve vode.
K nejvyznamnéjSim patii pelargonidin, kyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin a malvidin

[34].

Flavanoly jsou bezbarvé slou€eniny, jejichz zakladni strukturni slozku tvoti flavan-3-ol.
Monomery se oznacuji jako katechiny, polymerni formy se nazyvaji proantokyanidiny.
Katechin a epikatechin jsou hlavnimi flavanoly ovoce, zatimco v lusténindch, hroznech
révy vinné a predevSim v Caji jsou nejvice zastoupeny gallokatechin a epigallokatechin
[45].

Chalkony nejsou v rostlinné tisi ptiliS zastoupeny, maji vSak vyznam jako barviva kvéta
mnoha rostlin, dfevni hmoty stromil a semen lusténin. K nejznaméj$im patii butein, izobu-

trin a koreopsin [13].
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2.2.4.3 Stilbeny

Jako stilbeny jsou oznaCovany cis- a trans-izomery 1,2—difenyletylenu. Vedle antioxidac-
nich vlastnosti vykazuji i estrogenni G€inky a 1ze je proto zatradit rovnéz mezi fytoestroge-
ny. V porovnani s ostatnimi skupinami fenolickych sloucenin jsou v rostlinné tiSi zastou-
peny mnohem méné. V literatuie nejvice diskutovanym stilbenem je resveratrol, ktery je
obsazen zejména ve slupkach bobuli modrych odrid révy vinné. Jiz delsi dobu je zndmo,
ze resveratrol snizuje riziko srdecnich onemocnéni a v soucasné dobé jsou intenzivné

zkoumany jeho antikarcinogenni G¢inky [47], [48].

2.2.4.4 Lignany

Lignany jsou difenolické latky, které patii rovnéz do skupiny fytoestrogenti. Nejvice ligna-
nii se nachdzi v semenech Inu, ktera obsahuji sekoizolariciresinol (az 3,7 g.kg" susiny) a
v menSim mnozstvi matairesinol. Dobrym zdrojem jsou i dal$i olejnatd semena, lusténiny,
obiloviny, ovoce a zelenina. Lignany byly také identifikovany jako hlavni antioxidaéni
slozka fenolické frakce olivového oleje. Podle provedenych experimentalnich studii vyka-

zuji lignany antikarcinogenni G€inky, zejména proti rakovin€ prsu a prostaty [45], [49].

2.3 Antioxidanty luSténin

Za antioxidacni G¢inky lusténin jsou zodpovédné predevsim fenolické slou€eniny, z nichz
pievazuji flavonoidy a fenolické kyseliny. Nicméné 1 vitamin C, ackoliv je v luSténinach
pfitomen v malém mnoZstvi, md pomérn¢ vysoky podil na jejich antioxidacni kapacité.
V mensi mife k ni pfispivaji také karotenoidy a vitamin E, ktery je v luSténinach zastoupen
pouze tokoferoly [5]. Pievazna cast pfitomnych antioxidantll je soustfedéna v osemeni.
Vyssi antioxidacni G€inky jsou zpravidla pozorovany u intenzivné zbarvenych druhti lusté-
nin, jejichz osemeni je bohaté na antokyanovéa barviva [30]. Zastoupeni antioxidacnich
latek v semenech luskovin mize byt také znacné€ ovlivnéno technologickym zpracovanim a
klicenim. Zatimco u fazoli a hrachu se antioxida¢ni aktivita kli¢enim podstatné zvysuje, u

¢ocky je naopak pozorovan pokles [50].

V semenech vétSiny druhli fazoli byly jako hlavni antioxidanty identifikovany flavonoly
kaempferol v rozmezi 13,8 — 209,4 pg.g” a kvercetin v rozmezi 6,9 — 23.5 png.g”'. Z feno-
lickych kyselin byly nalezeny piedev§im kavova, vanilova, ferulova, p-kumarova a sinapo-

va [5]. V osemeni Cervenych fazoli byla prokdzéna ptitomnost antokyanii kyanidin-3-
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glykosidu a pelargonidin-3-glykosidu. Z antokyant ¢ernych fazoli tvoti 56 % delfinidin-3-
glykosid, 26 % petunidin-3-glykosid a 18 % malvidin-3-glykosid [30]. V nakli¢enych fazo-
lich byly objeveny izoflavony daidzein a genistein [50].

Osemeni Cocky je bohaté zvlasté na katechiny a jejich polymery proantokyanidiny,
v mens$im mnozstvi jsou obsazeny glykosidy kvercetinu, myricetinu, luteolinu a apigeninu.
Z katechinli je nejvice zastoupen (+)-katechin-3-glukoéza, (+)-katechin a (-)-epikatechin.
V kotyledonech jsou pfitomny hlavné fenolické kyseliny, znichz pfevazuje p-
hydroxybenzoova. Zajimavé bylo zjisténi, ze osemeni ¢ocky obsahuje také stilben trans-

resveratrol-5-glykosid [5], [50].

V hrachu setém jsou pfevazujicimi antioxidanty flavonoly a fenolické kyseliny. Amarowicz
a Troszynska uvadi obsah kaempferolu 0,51 mg.g" a kvercetinu 0,14 mg.g"'. Dale zjistili,
e semena hrachu pramérné obsahuji 0,32 mg.g” kyseliny ferulové, 0,07 mg.g” kyseliny
vanilové, 0,07 mg.g” kyseliny sinapové, 0,06 mg.g” kyseliny p-kumarové a 0,02 mg.g”
kyseliny kavové [51].

Z antioxidantl cizrny jsou nejvyznamnéjsi flavonoly kvercetin, kaempferol a myricetin.
Prokédzany byly také izoflavony genistein a daidzein, jsou vSak pfitomny pouze v malém
mnozstvi v porovnani se sojou, kterd ma 15x vyssi obsah genisteinu a 28x vy$si obsah dai-
dzeinu. Dale byly v extraktech cizrny identifikovany derivaty kyseliny benzoové a skotico-
vé, pficemz v syrové 1 vafené cizrné prevladaly kyseliny chlorogenova, gallova a p- kuma-

rova [5].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

3 MOZNOSTI STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Prohloubeni poznatkl o roli antioxidantii v prevenci fady onemocnéni a jejich schopnosti
zpomalovat procesy starnuti vedlo k rozvoji metodiky pro posouzeni antioxidacni aktivity
ruznych pftirodnich latek. Jednou z moznosti je testovani reaktivity individualnich izolova-
nych latek vici jednotlivym volnym radikalim. Vétsinu piirodnich antioxidant vSak pii-
jimame v potravé jako soucast slozitych smési, jejichz slozky mohou reagovat s rliznymi
radikaly rGznymi mechanizmy a mohou se t¢Z vzdjemné ovliviiovat. Proto je Casto snaha

charakterizovat antioxida¢ni aktivitu smésnych vzorki i jako celku [6], [27].

Pro vzijemné porovnavani antioxidacnich u¢inkli rGznych smeési byl v souvislosti
s analyzou potravinovych vzorkli zaveden pojem celkova antioxida¢ni aktivita (TAA —
total antioxidant activity), kterd kvantifikuje kapacitu vzorku biologického materidlu elimi-

novat volné radikaly [6].

3.1 Extrakce

Vlastnimu stanoveni antioxidacni aktivity vzdy pfedchazi izolace cilovych slozek
z biologického materialu. BéZné pouzivanou separa¢ni technikou je extrakce, pii niz latky
obsazené ve vzorku postupné piechazi do vhodného extrakéniho &inidla. U&innost extrakce
zavisi na nckolika faktorech, jako jsou polarita extrakéniho rozpoustédla, velikost ¢astic
analyzovaného materidlu, teplota, Cas a dal$i extrakéni podminky. Zasadni vyznam ma vol-
ba extrak¢niho ¢inidla. Pfirodni antioxidanty jsou strukturalné rlizné latky a maji proto také
riznou polaritu, pfi¢emz vétSina je jen mirné rozpustnd ve vode€. Pro izolaci polarnéjSich
antioxidantli se pouZzivaji obvykle vodné roztoky metanolu, etanolu a acetonu, zatimco mé-
né polarni slouceniny vyZaduji pouziti etylacetatu nebo chloroformu. Z tohoto diivodu ne-
1ze ur¢it jedno univerzalni extrakéni ¢inidlo, které by bylo vhodné pro extrakci vSech anti-

oxidacnich slozek pfitomnych v analyzované matrici [34], [52].

Extrakce antioxidantli z pevnych rostlinnych materialii jako je ovoce, zelenina, lusténiny ¢i
obiloviny, se nej¢astéji provadi pomoci vody nebo vodnych roztokli organickych rozpous-
tédel. Pro extrakci antioxidantii luSténin byla v rtiznych experimentalnich studiich vyzkou-
Sena jiz cela fada extrak¢nich cinidel, jako napt. absolutni metanol, 80% metanol, 70%
metanol, absolutni etanol, 80% etanol, 70% etanol, 80% aceton, 70% aceton, 70% aceton

s ptfidavkem kyseliny octové a dal$i varianty. Konkrétni diivody pro vybér téchto rozpous-
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tédel vSak nebyly uvedeny. Proto nebyl vliv zvolené¢ho extrakcniho Cinidla na kvalitu ex-

trakce a nasledné stanoveni antioxida¢ni aktivity dosud uspokojivé objasnén [30], [53].

Kromé¢ rtiznych extrakénich rozpoustédel existuji také rizné varianty vlastniho provedeni
extrakce. Bézné se uplatiiuje extrakce statickd, pfi niz se vhodn¢ upraveny vzorek po pfi-
dani extrakéniho &inidla ponecha po dobu nékolika hodin stat. U¢inngjsi je extrakce dyna-
micka, ktera je nejcastéji realizovana ttepdnim vzorkt na laboratorni tfepacce. Nékteti au-
tofi uvadi také pouziti magnetického michadla. N¢kdy se mizeme setkat i s kombinaci
uvedenych postupti, kdy se vzorek nejprve extrahuje dynamicky a poté se ponecha jesté
n€kolik hodin stat. Optimalni doba pribéhu extrakce neni pfesné stanovena, v praxi se vSak
nejcasteji voli 24 az 48 hodin. VSechny dal$i podminky extrakce by mély byt takové, aby

nedochézelo k nadmérné oxidaci analyzovaného materidlu, pisobeni vysokych teplot, en-

zymatickym reakcim a jinym chemickym zménam cilovych sloucenin [34], [53], [54].

3.2 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

V literatute byla popsédna jiz fada metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity.
Protoze ptirodni antioxidanty mohou pusobit riznymi mechanizmy, jsou také postupy hod-
notici miru antioxida¢niho plisobeni zalozeny na rtiznych principech. V zasad¢ je lze roz-
délit do dvou skupin — na metody hodnotici schopnost vzorku eliminovat radikaly a dale na

metody posuzujici redoxni vlastnosti latek [6], [55].

Metody zaloZené na hodnoceni schopnosti eliminovat radikaly vyuZzivaji bud’ syntetické
stabilni radikaly (ABTS, DPPH) nebo kyslikové radikaly (napt. metoda ORAC). Zvlastni
skupinou jsou metody testujici schopnost inhibovat ¢i zpomalovat peroxidaci lipidi. Meto-
dy hodnotici redoxni vlastnosti latek vychéazejici z faktu, Ze neenzymové antioxidanty fun-
guji jako redukéni €inidla a pii reakei s oxidanty jsou schopny je redukci inaktivovat (napf.

metoda FRAP) [6], [27].

3.2.1 Metoda ABTS

Tato metoda patii pro svou jednoduchost, rychlost a spolehlivost k nejpouzivanéj$im me-
toddm stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Je zaloZena na schopnosti testované latky
zhaset  synteticky  stabilni  kation-radikal ~ABTS™  (2,2‘-azinobis(3-etyl-2,3-
dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)). V reakéni smési se kation-radikal ABTS™ generuje oxida-

ci. Bézné se pouziva systém ABTS/H,O,/peroxidaza nebo ABTS/metmyoglobin/H,0,.
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Vyuzit 1ze rovnéz chemickou oxidaci ABTS, napft. peroxodisiranem draselnym nebo oxi-
dem manganic¢itym. Vzorek antioxidantu se do reak¢éni smési pridava bud’ jiz pii generova-
ni radikalu, ¢astéji je vSak pfidavan az po jeho vytvofeni. Zhaseni radikalu ABTS™ se sle-
duje spektrofotometricky na zdkladé zmén absorpcniho spektra (reakéni smés se odbarvu-

je). Ubytek absorbance se méii zpravidla pii vinové délce 734 nm [6], [56].

TAA je hodnocena parametrem TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ktery vy-
jadiuje antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického
derivatu vitaminu E s nazvem Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2- karboxylo-
va kyselina). Pro Cisté latky je TEAC definovéana jako milimolarni koncentrace Troloxu
majici stejnou antioxidaéni aktivitu jako testovana latka pii koncentraci 1 mmol.I"". Pro
smési TEAC udavéa koncentraci Troloxu v mmol.I", ktera je rovna antioxidaéni aktivité

vzorku [6].

3.2.2 Metoda DPPH

Metoda pouzivajici DPPH je jednou ze zékladnich metodik pro posouzeni antiradikalové
aktivity Cistych latek i riznych smési. Princip spociva v reakci vzorku se stabilnim synte-
tickym radikalem DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl). V radikalové formé je DPPH zbar-
ven do tmav€ fialova a vykazuje silnou absorpci v UV/VIS spektru. Pii reakci
s antioxidantem (AH) nebo radikalem (Re) je redukovan na DPPH-H (difenylpikrylhydra-

zin) ¢i jinou stabilni formu, coZ se projevuje odbarvenim roztoku [57]:
DPPH- + AH - DPPH-H + Ae
DPPHe + R+ - DPPH-R

Pokles absorbance je méfen po uplynuti dané doby spektrofotometricky pii vinové délce
515 nm. Reakci Ize sledovat i metodou elektronové spinové rezonance nebo HPLC. Pouziti
detekce HPLC, pfi niz je hodnocen pik radikalu DPPH, je vyhodné pifedevsim u barevnych
vzorkd, kdy se na rozdil od spektrofotometrie zabarveni vzorkl eliminuje. Antioxida¢ni
aktivitu zjiSténou metodou DPPH Ize vyjadiit nékolika zplsoby. U smésnych vzorki se
nejcastéji uvadi v jednotkach standardu Troloxu nebo v ekvivalentech kyseliny askorbové.
Bézné se ziskané hodnoty vyjadiuji parametrem IC50, ktery udava mnozstvi antioxidantu,

jez ma schopnost eliminovat 50 % radikalu DPPH [57], [58].
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3.2.3 Metoda ORAC

Metoda ORAC hodnoti schopnost analyzované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou
reakci. Detekce spociva ve sledovani ubytku fluorescence proteinu v disledku ztraty jeho
konformace, ktera je zptisobena posSkozenim kyslikovymi radikaly. Peroxylové radikaly se
generuji pomoci slouceniny AAPH (2,2¢-azobis-(izobutyrimidamid)-dihydrochlorid), hyd-
roxylové radikély jsou generovany systémem H,0, + Cu®". V pivodni metods ORAC je
pouzivan protein B-fykoerytrin, ktery vSak ma pii stanoveni antioxida¢ni kapacity polyfe-
nolt urcitd omezeni, jako jsou nizka fotostabilita ¢i nezadouci interakce s fenolickymi lat-
kami. Pro zptesnéni metody byl proto jako vhodnéjsi fluorescencni sonda navrzen fluo-

rescein [27], [59].

3.2.4 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

K hodnoceni vlivu antioxidantti na lipidovou peroxidaci bylo vyvinuto mnoho metod, od
jednoduchych, které jsou provadény s jednoduchymi lipidy a v jednoduchych fazovych
patii metody zaloZené na detekci produktii peroxidace linolové kyseliny, jejimz inicidtorem
je obvykle AAPH. Produkty peroxidace jsou sledovany spektrofotometricky pii vinové
délce 234 nm. Pro stanoveni TAA se ¢asto pouziva spfazena oxidace linolové kyseliny a -
karotenu vzduSnym kyslikem. Antioxida¢ni ucinek latek je hodnocen spektrofotometricky

pti 470 nm podle spotieby B-karotenu [6], [27].

Jednou z nejpouzivanéjSich metod je TBA-MDA. Princip spociva ve stanoveni jednoho ze
sekundarnich produkti lipidové peroxidace malondialdehydu (MDA) na zakladé jeho ba-
revné reakce s tiobarbiturovou kyselinou (TBA). Reakce je detekovana spektrofotometric-
ky pfi vinové délce 532 nm. Pro vyssi specificnost metody se pouziva detekce pomoci

HPLC [6].

3.2.5 Metoda FRAP

Metoda je zaloZena na redoxni reakci, pfi niZ antioxidaéni slozky vzorku redukuji zelezité
komplexy TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)), ferrikyanid aj., které jsou témér bez-
barvé. Redukei vznikaji barevné Zeleznaté produkty (napft. berlinskd modr) a je sledovano
zvySeni absorbance pfi 593 nm, které¢ je mirou antioxidacni aktivity vzorku. Vysledky jsou

vztahovany na ekvivalentni mnozstvi standardu, kterym je obvykle Trolox, kyselina gallo-
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va ¢1 epikatechin. Metoda vSak ma urcita omezeni, ktera spoc¢ivaji v tom, Ze méteni probi-
ha pfi nefyziologicky nizkém pH (3,6) a nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici
polyfenoly a tioly. Vznikajici Fe*" je navic in vivo jednim z reaktantéi Fentonovy reakce.
Metoda FRAP tak vyjadfuje pouze schopnost latek redukovat zelezité ionty a s celkovou

antioxidac¢ni aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat [6], [60].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILDIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo nalézt nejvhodnéjsi extrakéni postup pro stanoveni antio-
xidacni aktivity vybranych druhti lusténin metodami ABTS a DPPH. Pro dosazeni tohoto
cile byla provedena literarni reserSe, na jejimz zaklad¢ byly navrzeny extrakéni postupy pro
stanoveni antioxidacni aktivity lusténin. Zvolené postupy byly v rdmci laboratorniho méte-
ni aplikovany na vybrané vzorky lusténin a nésledné byla stanovena antioxidacni aktivita
metodami ABTS a DPPH. Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny a diskutovany

s podobn¢ zaméfenymi pracemi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

40

5 METODIKA PRACE

5.1 Chemikalie

Metanol (Ing. Petr Lukes, CR)

Etanol (Ing. Petr Lukes, CR)

Aceton (Ing. Petr Lukes, CR)

ABTS diamonna stl (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina octové (Penta, CR)

Octan sodny trihydrat (Penta, CR)
Peroxodisiran draselny (Ing. Petr Lukes, CR)
DPPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

Trolox (Sigma-Aldrich, Némecko)

5.2 Pristroje a pomiicky

Elektricky mlynek COMBI STAR (Waldner Biotech, Rakousko)
Laboratorni tfepacka LT2 (Kavalier, CR)

Spektrofotometr Libra S6 (Biochrom Ltd., Velké Britdnie)
Analytické vahy Voyager Pro VP214C (Ohaus, Svycarsko)
Predvazky KB600-2 (Kern & Sohn, Némecko)

Bézné laboratorni sklo a pomucky

5.3 Analyzované vzorky

Pro ucely této diplomové prace byli vybrani hlavni zastupci napfi¢ lusténinami, tzn. ¢ocka,

hréch, fazole a cizrna. U ¢ocky a fazoli byly zvoleny barevnéjsi druhy, u nichZ se ocekava

vysoka antioxidac¢ni aktivita. Konkrétné bylo pro analyzu vybrano téchto 6 vzorkl: ¢ocka

beluga (Cernd), Cocka Cervena, cizrna, hrach zeleny, fazole adzuki a fazole mungo. Lusténi-

ny byly zakoupeny v prodejné zdravé vyzivy ve Zliné. Do provedeni analyzy byla zakou-

pena spotiebitelska baleni uchovavdna za ptedepsanych podminek, tj. v suchu, temnu,
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chladu a relativni vlhkosti do 70 %. BliZsi charakteristika vzorkl je uvedena v Tab. 1. Fo-

tografie analyzovanych lusténin byly vlozeny do ptilohy P L.

Tab. 1. Charakteristika analyzovanych vzorku lusténin

Hmotnost Zemé
Oznaceni Nazev Distribuce

baleni pivodu
A Cocka beluga (Eerna) 500 g Davert Kanada
B Cocka ¢ervena neloupana 500 g Zdravi z ptirody | Turecko
C Cizrna, fimsky hrach 500 g Zdravi z ptirody | Kanada
D Hrach zeleny loupany ptleny 500 g Zdravi z ptirody | Kanada

E Mungo fazole barevna 500 g Zdravi z pfirody Cina

F Fazole adzuki 500 g Zdravi z ptirody Cina

5.4 Priprava a extrakce vzorku

Vzorky lusténin byly pro G€inné&jsi extrakci upraveny rozemletim v mlynku na jemny pra-
Sek. Do provedeni vlastni analyzy byly takto zpracované vzorky uchovéavany v uzavienych

lahvickéach z tmavého skla za predepsanych podminek po dobu nejdéle jednoho tydne.

Pro ucely extrakce byl do suchych a Cistych tmavych lahvi¢ek odvéazen na analytickych
vahach 1 g vzorku, ptfi¢emz kazdy druh luSténiny byl extrahovén ve tfech vyhotovenich. Ke
kazdé navazce bylo pfidano 10 ml pfisluSného extrakéniho ¢inidla. K extrakci byla zvolena
tf1 extrakeni Cinidla, kterd byla po prostudovani odbornych praci vyhodnocena jako nejcas-
t&ji pouzivana, a to sice 80% vodny roztok metanolu, 70% vodny roztok etanolu a 70%
vodny roztok acetonu. Dale byly zvoleny tfi riizné zpiisoby vlastniho provedeni extrakce —
statickd, dynamickd a jejich kombinace. Pii extrakci statické se vzorky ponechaly stat po
dobu 24 hodin na temném misté pfi laboratorni teploté. Extrakce dynamicka byla realizo-
vana tfepanim vzorkl na laboratorni tfepacce v temnu opét po dobu 24 hodin. Pfi kombi-
nované extrakci byly vzorky nejprve po dobu 6 hodin v temnu tfepany a posléze umistény

na temné misto, kde se ponechaly 18 hodin stat. Zvolené extrakcni postupy jsou modifikaci
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metodiky podle Xu a Changa, 2007 [53], Nithiyanantham et al., 2012 [61] a Loganayaki et
al., 2011 [62]. Pro lep$i ndzornost je postup extrakce vzorkll schematicky znazornén na

Obr. 1.

Po skonceni extrakce byl kazdy vzorek prefiltrovan pies filtraéni papir o velikosti pori

3 um a ziskané filtraty byly odebirany pro jednotliva stanoveni.

Vzorek

Metanol (80%) \ Etanol (70%) ‘ Aceton (70%) ‘

S K S K S K
24 hod 6+18 hod 24 hod 6+18 hod 24 hod 6+18 hod

D D D
24 hod 24 hod 24 hod

Pozn.: S — staticka extrakce, D — dynamicka extrakce, K — kombinovana extrakce

Obr. 1. Schéma postupu extrakce vzorkii

5.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Kation-radikal ABTS™ byl generovan reakci ABTS diamnonné soli s peroxodisiranem dra-
selnym. Rozpusténim 0,018 g ABTS v 10 ml destilované vody byl pfipraven roztok o vy-
sledné koncentraci 3,5 mmol.I"". Roztok peroxodisiranu draselného byl pfipraven rozpusts-
nim 0,162 g K,S,0g v 10 ml destilované vody na konec¢nou koncentraci 0,06 mmol.1™",
Roztoky byly smichany v poméru 50:1 (ABTS: K,S,0s) a vznikld smés byla ponechana po
dobu 16 hodin ve tmé pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla pfipravena reakéni
smés smichanim cerstve ptipraveného octanového pufru o pH 4,3 s vygenerovanym radika-

lem ABTS™ v poméru 39:1. Ke 12 ml reakéni smési bylo odpipetovano 150 ul extraktu
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vzorku. Vznikly roztok byl ponechan reagovat po dobu 30 minut v temnu pfi laboratorni
teplot¢ a poté byl zméfen spektrofotometricky ubytek absorbance pii vinové délce A =
734 nm proti octanovému pufru (A;). Pfi stejné vinové délce byla zmétena absorbance re-

aké&ni smési proti pufru (Ao). Ubytek absorbance byl vyjadien v % podle vztahu:

u.loo

0

Vysledky byly dosazeny do rovnice regrese kalibra¢ni kfivky a pfepocitany na ekvivalentni
mnozstvi standardu Troloxu. Kazda extrakce byla provedena ve tfech opakovanich a kazdé

opakovani nasledné tfikrat proméfeno na spektrofotometru (n = 9).

5.5.1 Kalibracni kiivka pro metodu ABTS

Ze zasobniho roztoku Troloxu o koncentraci 0,04 umol.25ul™ byly fedénim s metanolem
(resp. etanolem, acetonem) pfipraveny kalibraéni fady roztoki o koncentraci 0,00125 —
0,04 umol.25ul". Postup méfeni byl totozny jako pii vlastnim stanoveni analyzovanych
vzorkll, pouze byly namisto nich k reakéni smési pfidavany jednotlivé koncentrace stan-
dardu. Z naméfenych hodnot absorbance byla sestavena kalibracni kiivka zavislosti ubytku
absorbance v % na koncentraci Troloxu v nmol.ul™. Kazdy bod kalibraéni kiivky byl pro-

méfen 3x.

5.6 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok rozpusténim 0,024 ¢ DPPH v metanolu (resp. etano-
lu, acetonu) ve 100 ml odmérné baiice. Smichanim 10 ml zasobniho roztoku s 45 ml pfi-
sluSného extrakéniho €inidla byl pfipraven pracovni roztok DPPH. K analyze bylo do ka-
dinky pipetovéano 450 pl extraktu vzorku a 8,55 ml pracovniho roztoku. Smeés se ponechala
reagovat po dobu 60 minut ve tm¢ pfi laboratorni teploté a po uplynuti této doby byla spek-
trofotometricky zmétena absorbance (A;) pii vinové délce A = 515 nm proti metanolu
(resp. etanolu, acetonu). Stejnym zptisobem byla proméfena absorbance pracovniho rozto-

ku DPPH (A,). Ubytek absorbance byl vyjadien v % podle vztahu:

u.loo

0
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Pomoci regresni rovnice kalibracni kiivky byl ubytek absorbance pieveden na ekvivalentni
mnozstvi Troloxu. Kazda extrakce byla provedena ve tfech opakovanich a kazdé opakova-

ni nasledné¢ tfikrat prométeno na spektrofotometru (n =9).

5.6.1 Kalibraéni kfivka pro metodu DPPH

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky u metody DPPH byl jako standard pouzit rovnéz Trolox,
jehoZz rozpusSténim v metanolu (resp. etanolu, acetonu) byl pfipraven zasobni roztok o kon-
centraci 800 mg.I"". Red&nim byla sestavena kalibraéni fada roztoki v rozsahu koncentraci
20 — 120 mg.1"" pro Trolox v metanolu, 20 — 80 mg.I"' v etanolu a 70 — 190 mg.I"' v aceto-
nu. Jednotlivé koncentrace byly smichdny s pracovnim roztokem DPPH a po 60 minutach
stani ve tm¢ byla méfena absorbance smési pii vinové délce A = 515 nm. Z naméfenych
hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka zavislosti Ubytku absorbance v % na koncentraci

Troloxu v mg.1". Kazdy bod kalibraéni k¥ivky byl proméfen 3x.

5.7 Statistické vyhodnoceni

Vsechny vysledky byly vyhodnoceny statistickym programem StatK25 na hladiné vyznam-
nosti 5 %. K hodnoceni byl zvolen parametricky test srovnavajici stiedni hodnoty dvou
nezavislych vybéri. Smérodatné odchylky a variacni koeficienty byly vypocitdny v pro-

gramu MS Excel.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity extraktd luSténin byly zvoleny metody hodnoti-
ci schopnost vzorku eliminovat syntetické stabilni radikaly, a to metody ABTS a DPPH.
Extrakce vzorkl lusténin byla provedena tfemi riznymi extrakénimi Cinidly a zaroven tie-
mi raznymi zpusoby dle metodiky popsané v kapitole 5.4. U ziskanych hodnot byl zjisto-

van vliv pouzitého extrakéniho postupu na antioxidacni aktivitu lusténin.

6.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita vzorki luSténin byla stanovena metodou pouzivajici ABTS dle po-
stupu uvedeném v kapitole 5.5. Kalibrace byla provedena na kalibra¢ni fadu roztoka Tro-
loxu v metanolu, resp. etanolu a acetonu. Kalibra¢ni kiivky zobrazujici zavislost ubytku
absorbance na koncentraci Troloxu v metanolu, etanolu a acetonu, véetné rovnice regrese a

korela¢niho koeficientu jsou uvedeny na Obr. 2. — 4.

Kalibracni krivka - Trolox v metanolu
80
o)

60
Q? y=43,994x + 3,1488
— 2 _
- R*=0,9935
£ a0 *
:::"-

20

&
0 ‘ T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
¢ [nmol.pl]

Obr. 2. Kalibracni kiivka Troloxu v metanolu pro metodu ABTS
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¢ [nmol.pult]

Kalibracni krivka — Trolox v etanolu
100
80
y =45,504x + 4,0236/
= R?=0,987
S 60
-
4
=
Z 40
=
20
/
0 0 T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
¢ [nmol.pl]
Obr. 3. Kalibracni kiivka Troloxu v etanolu pro metodu ABTS
Kalibracni krivka — Trolox v acetonu
100
80 /.
y=52,49x + 4,5344
_ R?=0,9903
s 60
-
e
=
Z 40
=
L J
) /
L 2
0 ‘ T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Obr. 4. Kalibracni krivka Troloxu v acetonu pro metodu ABTS
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Dosazenim zjisténého ubytku absorbance jednotlivych vzorkl lusténin do regresni rovnice
byla vypoctena antioxidacni aktivita, kterd byla vyjadfena parametrem TEAC v mmol na
1 kg vzorku. Primérné hodnoty antioxidacni aktivity v zavislosti na pouzitém extrakénim

postupu jsou uvedeny v Tab. 2.

Z vysledkl uvedenych v Tab. 2 lze vycCist, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu ze vSech analy-
zovanych lusténin vykazovala ¢ocka beluga, u niz byly naméfeny hodnoty v rozmezi 11,72
az 103,63 mmol.kg". Nejvyssi hodnota byla ziskdna u acetonového extraktu pii kombino-
kém provedeni extrakce (P < 0,05). Déle nésleduji fazole adzuki, u nichz byla zjisténa an-
tioxidaéni aktivita v rozmezi 9,94 — 67,58 mmol.kg'. Nejvyssi hodnota byla zaznamenéna
vaného staticky etanolem. U CocCky cCervené byly naméteny hodnoty antioxidacni aktivity
v rozmezi 8,41 — 63,77 mmol.kg". Nejvyssi hodnota byla ziskéna u acetonového extraktu
extrakei (P < 0,05). Nésleduji fazole mungo, u nichz byla zjiSténa antioxidacni aktivita
v rozmezi 4,82 — 39,84 mmol.kg", pfitemZ nejvyssi aktivita byla u extraktu acetonového
trakei statické (P < 0,05). U cizrny byla nejniz§i hodnota 3,22 mmol.kg" naméfena u vzor-

ku extrahovaného staticky acetonem, naopak nejvyssi hodnota 7,19 mmolkg™ u vzorku

Cv v

v

tu pii statické extrakei (P < 0,05).

A7z na nékolik vyjimek byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami
antioxidac¢ni aktivity lusténin v zavislosti na pouzitém extrakénim ¢inidle. U ¢ocky belugy,
¢ocky cervené, mungo fazoli a fazoli adzuki byla nejvyssi antioxidacni aktivita naméfena
vzdy u vzorkd extrahovanych 70% acetonem, a to pfi statickém, dynamickém i kombino-
vaném provedeni extrakce. Naopak nejnizsi hodnoty byly zjistény u vzorka extrahovanych
80% metanolem. Kromé¢ toho si Ize pov§imnout, Ze rozdily mezi hodnotami antioxidacni
aktivity acetonovych extrakti a extrakt zbylych dvou ¢inidel jsou u téchto druhi lusténin
dosti vyrazné, zvlasté v pripadé cocky belugy. Oproti tomu u hrachu zeleného a cizrny jsou

rozdily v antioxida¢ni aktivité mnohem mensi.
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Tab. 2. Antioxidacni aktivita vzorku lusténin stanovena metodou ABTS

Typ
Vzorek TEAC (mmol.kg")
extrakce
80% metanol 70% etanol 70% aceton
S 11,72 £ 0,50°A 15,42 + 0,65°A 69,01 £0,93°A
Cotka
D 20,47 £ 1,04°B 26,21 + 0,24°B 103,17 £ 0,62°B
beluga
K 18,93 £ 0,58°C 33,87 + 1,60bC 103,63 = 3,64°B
S 8,41 £ 0,48°A 9,86 + 0,15°A 59,12+ 2,01°A
Colka
D 12,85+ 0,67"'B 21,60 + 1,04bB 60,49 £ 0,23°A
éervena
K 11,26 £ 0,61*C 19,26 + 1,11°C 63,77 £0,13°B
S 5,13+ 0,20°A 3,46 +0,18°A 3,22 +0,15°A
Cizrna D 7,19 £ 0,38°B 5,44 +0,07°B 4,92 + 0,22°B
K 6,29 £ 0,37°C 5,71 + 0,23bB 3,81 £0,17°C
S 1,04 + 0,05°A 0,21 +£0,01°A 242 +0,11°A
Hrach
D 1,78 +0,07°B 1,95+ O,IObB 3,37+0,12°B
zeleny
K 1,70 £ 0,08'B 1,63 +£ 0,09°C 1,20 + 0,06°C
S 4,82 £ 0,27°A 6,11+ 0,23bA 15,50 £ 0,05°A
Mungo
D 7,23 £0,09°B 9,60 + 0,53°B 39,84 £ 0,96°B
fazole
K 6,86 £0,14°C 9,11 + 0,28bB 32,59 £ 1,09°C
S 10,36 £ 0,06°A 9,94 £ 0,46°A 4585 + 0,38°A
Fazole
D 15,34 £ 0,02°B 21,64 + 0,07bB 60,66 £2.43°B
adzuki
K 14,47 £ 0,53°B 18,11 +0,02°C 67,58 £2,51°C

Pozn.: Vysledky jsou prezentovany jako primér + SD (n = 9). Hodnoty ve sloupcich nasle-

dované stejnym velkym pismenem (vliv zplisobu extrakce) se statisticky vyznamné nelisi

(P >0,05). Hodnoty v tadcich nasledované riznym hornim indexem (vliv extrak¢éniho €ini-

dla) se statisticky vyznamné lisi (P < 0,05). Kazdy druh lusténiny byl statisticky hodnocen

zvI1ast.
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U hrachu zeleného byl nejucinné;si rovnéZ aceton, avsak s vyjimkou kombinované extrak-
ce, pfi niz se jako nejucinngjsi ¢inidlo projevily shodné metanol a etanol (P > 0,05). Zcela
odli$né situace nastala v pfipad¢ cizrny, u niz nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly
byly hodnoty antioxidacni aktivity ¢ocky belugy a hrachu zeleného v zéavislosti na pouzi-

tém extrakénim postupu zndzornény také graficky na Obr. 5. a 6.

Vlivem rtznych rozpoustédel na extrakei antioxidantii cizrny a hrachu se zabyvala studie
Nithiyanantham et al. [61]. Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena metodou ABTS u vzorki
extrahovanych zvlast’ 80% metanolem a 70% acetonem. V ptipadé cizrny i hrachu se zjis-
téné hodnoty antioxidac¢ni aktivity metanolovych a acetonovych extrakt od sebe statisticky
vyznamné nelisily (P > 0,05). U nami stanovenych hodnot cizrny a hrachu byly sice za-
znamenany statisticky vyznamné rozdily, nicméné ve srovnani s ostatnimi druhy lusténin
byly tyto rozdily minimélni. To by mohlo naznacovat, Ze pii extrakci antioxidantl cizrny a

hrachu zeleného nehraje volba extrak¢éniho Cinidla zésadni roli.

Antioxidacni aktivita ¢ocky belugy stanovena
metodou ABTS

120,060 -

100,00 1

co
o
Q
[}
1

m staticka

’

M tfepacka

=)}
o
Q
[}
1

’

kombinace

N

TEAC [mmol.kg?]
I
L]

’

20,00 -

0,00 T T T
metanol etanol aceton

Obr. 5. Antioxidacni aktivita cocky belugy metodou ABTS
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Antioxidacni aktivita hrachu zeleného stanovena
metodou ABTS

4,00 -

3,50 -

3,00 -

2,50 - W statickd
2,00 _/ B dynamicka

kombinace
1,50 -
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Obr. 6. Antioxidacni aktivita hrachu zeleného metodou ABTS

Co se ty¢e zpuisobu provedeni extrakce, i zde byly ve vétsiné piipadli zaznamenany statis-
ticky vyznamné rozdily v hodnotach antioxidacni aktivity. Jako nejucinnéj$i se v tomto
ohledu projevila extrakce dynamicka, v fad¢ pripadt vSak byla stejn€ u¢innéd nebo i ucin-
néjsi extrakce kombinovana. Oproti tomu nejméné efektivni byla extrakce provedend sta-
ticky. Tento vysledek byl pfedpokladan, protoze pii intenzivnim pohybu dochazi ke snad-
néjSimu prestupu latek do extrakéniho Cinidla nez pii pouhém stani, kde ptsobi jen diftize.
To ve své publikaci potvrzuji Dai a Mumper [63], ktefi uvadi, ze konven¢ni metody jako
statickd extrakce ¢i Soxhletova extrakce prokazuji nizkou Uc¢innost pii izolaci rostlinnych

antioxidantli ve srovnani s jinymi metodami.

6.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity extrakti lusténin byla pouzita také metoda DPPH, pro-
vedena postupem uvedenym v kapitole 5.6. Kalibrace byla provedena na kalibra¢ni fadu
roztokli Troloxu v metanolu, resp. etanolu a acetonu. Kalibra¢ni kiivky znazornujici zavis-
lost ubytku absorbance na koncentraci Troloxu v metanolu, etanolu a acetonu, vcetné rov-

nice regrese a korela¢niho koeficientu jsou uvedeny na Obr. 7. — 9.
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Kalibracni krivka — Trolox v metanolu
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Obr. 7. Kalibracni krivka Troloxu v metanolu pro metodu DPPH
Kalibracni krivka — Trolox v etanolu
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Obr. 8. Kalibracni krivka Troloxu v etanolu pro metodu DPPH
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Kalibracni krivka — Trolox v acetonu
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Obr. 9. Kalibracni krivka Troloxu v acetonu pro metodu DPPH

Po dosazeni vypocitaného ubytku absorbance jednotlivych vzorki lusténin do regresni rov-
nice byla vypoctena antioxidac¢ni aktivita, kterd byla vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi
standardu Troloxu v mg na 1 kg vzorku. Primérné hodnoty antioxidacni aktivity analyzo-
vanych druhl lusténin v zavislosti na pouzitém extrakénim ¢inidle a zptsobu provedeni

extrakce jsou uvedeny v Tab. 3.

Z hodnot uvedenych v Tab. 3. je ziejmé, Ze metodou DPPH byla nejvyssi antioxidaéni ak-
tivita zjiSténa stejné jako v ptipadé¢ metody ABTS u ¢ocky belugy, a to v rozmezi 758,95 —
19 629,36 mgkg'. Nasleduji fazole adzuki s antioxidaéni aktivitou v rozmezi 184,07 —
17 896,88 mg.kg™', Gocka Eervend s hodnotami 777,30 — 16 332,24 mg.kg" a mungo fazole
s hodnotami 545,50 az 8 954,00 mg.kg". U téchto druhii lusténin byla nejvyssi antioxidad-
ni aktivita zjiSt€éna u vzorku extrahovanych dynamicky za pouZiti acetonu (P < 0,05), nao-
pak nejnizsi hodnota u vzorkl extrahovanych staticky za pouziti metanolu (P < 0,05). Dale
nasleduje hrach zeleny s antioxida¢ni aktivitou v rozmezi 262,89 — 581,78 mg.kg'l. Nej-
vyssi hodnota byla opét zaznamenana u vzorku, ktery byl extrahovan dynamicky acetonem
(P < 0,05), nejnizsi pak u vzorku extrahovaného staticky etanolem (P < 0,05). U cizrny
byla nejvys$i hodnota 541,25 mgkg' naméfena pii dynamické extrakci acetonem

(P < 0,05), nejnizsi hodnota 203,41 mg.kg™" pii statické extrakci metanolem (P < 0,05).
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Tab. 3. Antioxidacni aktivita vzorku lusténin stanovena metodou DPPH

Vzorek

Typ

extrakce

TEAC (mg.kg™)

80% metanol

70% etanol

70% aceton

Cotka
beluga

758,95 + 37,64°A

1337,45 + 43,79°A

19266,65 + 55,78°A

900,59 + 28,47°B

4141,01 +99,59°B

19629,36 + 102,19°B

~ ©

807,64 + 5,34°A

3991,96 + 30,13°C

18881,41 + 645,97°A,B

Colka

¢ervena

wn

777,30 + 5,28°A

1615,30 + 84,01°A

14291,26 +260,24°A

918,16 + 18,61°B

2617,29 + 118,80"B

1633224 = 150,96°B

~ O

860,98 + 11,11°C

2078,35 + 17,40°C

15299,46 + 134,83°C

Cizrna

|92

203,41 % 6,66°A

325,47 + 11,66°A

508,64 + 5,34°A

419,01 + 12,06°B

488,95 + 11,99°B

541,25 +4,63°B

~l ©

419,51 + 20,99°B

44727 +£2,97°C

517,33 + 5,76°A

Hrach

zeleny

9]

370,54 + 18,35°A

262,89 + 9.40°A

427,40 + 3,89°A

491,36 + 11,32°B

414,01 +11,76°B

581,78 £ 19,97°B

~ O

423,16 +£22,93°C

337,55 + 6,23°C

500,33 £ 5,17°C

Mungo

fazole

wn

545,50 £ 26,99°A

706,44 + 1427°A

6741,13 £ 309,46°A

833,00 + 19,71°B

2181,60 + 68,26°B

8954,00 + 197,34°B

~ ©

851,10 + 30,57°B

1344,18 + 75,22°C

7924,57 £220,92°C

Fazole

adzuki

184,07 £ 5,64°A

1179,38 +27.35°A

12405,78 + 629,91°A

o

304,09 + 7,04°B

3810,58 = 167,60°B

17896,88 + 888,44°B

506,93 + 8,93°C

2981,12 + 95,22°C

16090,23 + 999,28°C

Pozn.: Vysledky jsou prezentovany jako primér + SD (n = 9). Hodnoty ve sloupcich nasle-

dované stejnym velkym pismenem (vliv zplisobu extrakce) se statisticky vyznamné nelisi

(P >0,05). Hodnoty v tadcich nasledované riznym hornim indexem (vliv extrak¢éniho €ini-

dla) se statisticky vyznamné lisi (P < 0,05). Kazdy druh lusténiny byl statisticky hodnocen

zvI1ast.
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Stejné jako u metody ABTS, i1 v ptipadé metody DPPH byly zjistény statisticky vyznamné
rozdily mezi hodnotami antioxidacni aktivity lusténin v zavislosti na pouzitém extrakénim
¢inidle. U vSech analyzovanych druhi lusténin se jako nejucinnéjsi extrakéni ¢inidlo proje-

vil jednoznacné 70% aceton (P < 0,05), ktery poskytl nejvétsi vytézky antioxidaénich slo-

cvwr

v

dac¢ni aktivita namétena vzdy u etanolovych extrakta (P < 0,05).

U ¢ocky belugy, ¢ocky cervené, mungo fazoli a adzuki fazoli byl pfi vSech zptisobech pro-
vedeni extrakce pozorovan zna¢ny rozdil mezi hodnotami acetonovych extraktl a extrakta
metanolu a etanolu. Dai a Mumper [63] uvadi, Ze metanol je obecné ucinnéjsi pii extrakci
polyfenolil s niz§i molekulovou hmotnosti, zatimco vodné roztoky acetonu lépe extrahuji
vysokomolekularni polyfenoly. To by mohlo vysvétlovat vyraznou variabilitu metanolo-
vych a acetonovych extraktll. V porovnani s tim u hrachu a cizrny nejsou tyto rozdily pfilis
vyrazné. Tatdz situace byla zjiSténa i pfi stanoveni metodou ABTS, u metody DPPH je
vSak tento trend jeSté zieteln&jSi. Pro lepSi ndzornost byly vysledky zpracovany graficky,

uvedeny jsou opét hodnoty ¢ocky belugy a hrachu zeleného (Obr. 10. a 11.).

Antioxidacni aktivita cocky belugy stanovena
metodou DPPH

20000 -

16000 -
E’f 12000 A B staticka
E W tiepacka
E 8000 1 kombinace
|_

4000 -

0 T 1 |
metanol etanol aceton

Obr. 10. Antioxidacni aktivita cocky belugy metodou DPPH
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Antioxidaéni aktivita hrachu zeleného stanovena
metodou DPPH

600,00 -

500,00 -
400,00 -
2 M staticka
[«Ta]
£ 300,00 - B dynamickd
L)
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P 200,00 -

100,00 -

0,00 ; . q
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Obr. 11. Antioxidacni aktivita hrachu zeleného metodou DPPH

Vysledky diplomové prace z prevazné ¢asti koresponduji s vysledky srovnavaci studie Xu a
Changa [53]. V ni byly hodnoceny extrakéni u¢inky metanolu, etanolu a acetonu, navic
v nékolika riznych koncentracich. Extrakce byla provedena kombinovanym zpisobem,
kdy byly vzorky nejprve 3 hodiny tfepany a nésledné se ponechaly 12 hodin stat v temnu.
Antioxidacni aktivita byla stanovena metodou DPPH. Z vysledkl experimentu vyplyva, ze
pro extrakci a nasledné stanoveni antioxidacni aktivity ¢ocky, ¢ernych fazoli, fazoli Cerve-
na ledvina a zelen¢ho hrachu byl nejucinnéjsi aceton, a to konkrétné v tomto potadi kon-
centraci: 80% aceton > 70% okyseleny aceton > 50% aceton. Dale pak nasledoval 70%
etanol a 70% metanol. K odlisSnym zavérim dosli Xu a Chang pouze v piipad€ cizrny, u niz
se jako nejvhodnéjsi Cinidlo projevil 70% metanol, nasledoval 70% etanol a déle aceton,
pficemZ mezi pouzitymi koncentracemi nebyl zaznamenan rozdil (P > 0,05). Nejmensi

extrak¢ni u€inek u vSech analyzovanych lusténin vykazoval 100% etanol.

Nithiyanantham et al. [61] ve své préci srovnavali G¢inky extrakce 80% metanolem a 70%
acetonem na stanoveni antioxidacni aktivity cizrny a hrachu také s pouzitim metody DPPH.
Ani tentokrat nezjistili statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami antioxidac¢ni aktivity

acetonovych a metanolovych extraktti (P > 0,05). To pfili§ nekoresponduje s nami stanove-
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nymi vysledky ani s vysledky studie Xu a Changa [53]. Rozdilnost zjisténych dat vSak mu-
ze byt zptisobena drobnymi odliSnostmi v pracovnim postupu a také rtiznym plvodem
vzorkl. Kromé toho je zde vhodné pfipomenout, Ze hodnoty antioxidacni aktivity riiznych
extraktl cizrny a hrachu stanovené v této diplomové préci se od sebe liSily jen minimalné v
porovnani s ostatnimi druhy lusténin. Je pravdépodobné, Ze volba extrakcniho €inidla neni

u cizrny a hrachu zasadnim kritériem ovliviiujicim stanoveni jejich antioxidacni aktivity.

Uginky rtiznych extrakénich ¢inidel byly srovnavany také u jinych rostlinnych substrati.
Napft. ve studii Bae et al. [64] bylo k experimentu pouzito né¢kolik odriid nepalivych papri-
cek, které byly extrahovany péti rozpoustédly s riznou polaritou, mezi nimi byl 1 80% me-
tanol, 100% metanol a 100% aceton. Vzorky extrahované acetonem vykazovaly vySsi anti-
oxidacni aktivitu nez vzorky extrahované metanolem. Vyssi ucinnost acetonu byla zjisténa
také v experimentu Musa et al. [65], kde byla stanovovana antioxidacni aktivita riznych

extraktl guavy.

Vliv zptsobu provedeni extrakce se projevil dle ocekavani i pti stanoveni metodou DPPH.
Nejlepsi extrakéni vytézky poskytla zpravidla extrakce dynamickd, v nékolika ptipadech
byla stejné¢ UCinnd nebo 1 UCinngjSi extrakce provedend kombinovanym zplsobem.
V publikovanych studiich byly k extrakci antioxidantl lusténin a dal$ich rostlinnych mate-
rialll pouzity nejriznéjsi techniky, nicméné vzajemnym porovnavanim jejich extrakénich
ucinki se zatim nezabyvalo mnoho praci.

Ve studii Musa et al. [65] byl hodnocen vliv nékolika zptsobi extrakce na stanoveni antio-
xidaéni aktivity guavy metodou DPPH. Dle ziskanych vysledkli byla nejvhodnéjsi extrakce
homogenizaci pomoci vysoce u¢inného dispergatoru a extrakce v ultrazvukové lazni. S tim
koresponduje srovnavaci studie Herrera a Luque de Castro [66], v niZ byla jako nejucinné;j-
§i metoda k izolaci fenolickych latek jahod vyhodnocena ultrazvukova extrakce. Autofi
uvadi, ze tato technika zptisobuje mensi degradaci fenolickych sloucenin a je také mnohem

rychlejsi nez ostatni béZné pouzivané metody.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv riznych extrakcnich ¢inidel a zplisobu pro-
vedeni extrakce na stanoveni antioxidacni aktivity lusténin a na zéklad¢ zjisténych vysled-
ki doporucit nejvhodnéjsi extrakéni postup. Touto problematikou se dosud nezabyvalo
mnoho odbornych praci. Nicmén¢ je vSeobecné znamo, ze pravé povaha extrakcniho roz-
poustédla a zvolena technika jsou klicovymi faktory, které ovliviiuji vytéznost antioxidantti
z ptirodnich materiald. Proto je velmi diilezité optimalizovat proces extrakce tak, aby zjis-
téna antioxidacni aktivita co nejlépe odpovidala skutecnému antioxidacnimu potencidlu

analyzované matrice.

V experimentalni ¢asti prace byly analyzovany vzorky cocky belugy, ¢ocky cervené, cizrny,
hrachu zeleného, mungo fazoli a fazoli adzuki. VSechny vzorky byly extrahovany po dobu
24 hodin tfemi riznymi extrakénimi ¢inidly a tfemi odliSnymi zpasoby, které byly na za-
klad¢ dostupné literatury vyhodnoceny jako nejpouzivangjsi. U ziskanych extraktl byla

stanovena antioxida¢ni aktivita metodami ABTS a DPPH.
Vliv extrakénich ¢inidel na antioxidac¢ni aktivitu luSténin se projevil nasledovné:

= u Cocky belugy, Cocky Cervené, fazoli mungo, fazoli adzuki a hrachu zelené¢ho byl

nejucinnéjsi aceton, a to pii stanoveni metodou ABTS i DPPH

= u cizrny byl pii stanoveni metodou ABTS nejvice u€inny metanol, pfi stanoveni

metodou DPPH byl nejucinnéjsi aceton

» rozdily mezi hodnotami antioxidaéni aktivity riznych extraktd (zejména acetono-
vych a metanolovych) byly u obou druhti cocky i fazoli velmi vyrazné, zvlasté v

pfipadé metody DPPH
* u cizrny a hrachu byly naopak rozdily mezi antioxidacnimi aktivitami vzorkl extra-
hovanych odlisnymi ¢inidly minimalni
Vliv zpiisobu provedeni extrakce se projevil podle o¢ekavani. Z vysledkt vyplyva, ze:

= u vSech druhti lusténin byla zpravidla nejefektivnéjsi extrakce dynamicka, v nékoli-
ka pripadech vSak byla stejné nebo i vice u¢innd kombinace dynamické a statické

extrakce

* nejmensi extrakéni ucinek méla jednoznacné staticka extrakce
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Na zakladé uvedenych skutecnosti 1ze doporucit, aby byla extrakce lusténin pro nésledné
stanoveni antioxidacni aktivity provadéna dynamickym zplisobem za pouziti acetonu. Pro
jeste lepsi optimalizaci by bylo vhodné v dalSich experimentech porovnat ucinky riiznych
koncentraci acetonu. Nabizi se také moznost vyzkouset dalsi extrakéni techniky (napft. ul-

trazvukovou lazen).
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