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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva Wbm vhodné extraki metody k izolaci fenolovych kyselin

Z pevného vzorku rostlinnéhdyodu a zjis&nim, které z vybranych fenolovych latek se ve
vzorku nachazeji. Stanovovana byla kyselina 4-ab@naoova, 3,4-dihydroxybenzoova,
4-hydroxybenzoov4, vanilinova, kdvova, p-kumardeaulova, sinapova a vanilin. Vb
vhodné extraéni metody se odvijel od zjitého obsahu stanovovanych fenolovych latek.
Vzorek edstavuje mouku z rozdrcenych semen révy vinn@oyetickécasti je popsana
réva vinna, antioxidanty ze skupiny polyfefmolextrakni metody a HPLC metoda.

V praktickécasti jsou vyhodnoceny vysledky z labotdto

Kli¢ova slova: semena révy vinné, polyfenoly, fenolkygeliny, extrakce, chromatografie,
HPLC

ABSTRACT

This thesis deals with the selection of suitableaetion method for the isolation of pheno-
lic acids from solid samples of plant origin andding that the selected phenolic com-
pounds in the sample are located. Determined themidobenzoic acid, 3,4-

dihydroxybenzoic, 4-hydroxybenzoic, vanillic, caffe p-coumaric, ferulic, sinapic and

vanillin. Selection of a suitable extraction metheds based on the identified content of
determined phenolic compounds. The sample repesi@aflour from the crushed seeds of
grapes. The theoretical part describes the grapeargroup of antioxidants polyphenols

extraction method and HPLC method. The practicel gr@alyzes the results from the lab.

Keywords: seeds of grapevine, polyphenols, pheratids, extraction, chromatography,
HPLC
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UvoD

Réva vinna pro mnohé spebitele pedstavuje jen pozitek z dobrého vina, které je z ni
vyrabino. Neni to vSak jen vingjm nas nize obohatit. Hrozny jsou hodnotnym ovocem.
Obsahuje vitamin C a vitaminy skupiny B, poZivariirozni Iépe prochazi niomatovym
meéchyfem, obsahuji viakninu.

V duznirg bobule je obsaZzeno nejvice vody, a to 55-90%, alddahuje glukdzu a fruktdzu
10-30%. Pecky obsahuji tisloviny 0,5-8%, dusikaté latky 0,8-6% a nejvicej®I8-20%.
Slupka obsahuje 3,5 % celuldzy, 0,1-0,7% kyseln1ad% tislovin.

Z hrozr je mozné kroré vina vyrakst i most, Zelé, vinny ocet, olej a i mouku.

Pro mnohé ving vCeské republicefedstavuiji zbytky z hroZnpo ziskani vina jen pouhy
odpad. Tak tomu ale neni. Semena z révy vinnéystmi cennym zdrojem antioxidant
Jsou vyuzivana k vyra@holeje, kdy jsou semena vysuSena a naslednstudena lisovana.
Olej takto ziskany je stéle vice popularni. Je viydce smazeni, jelikoz se rnepaluje, ale

i jako zalivka do salétu. Lze jej pouZzit i k aroeraipii, kdy se fes pokozku dogta dosta-
vaji antioxidanty. DalSim produktem je bezlepkovauka ziskana rozdrcenim vylisova-
nych semen. Samotnou ji nelze pouzit, jelikoz mi&dw chu’. Je hidé barvy a je pouzi-
vana do smsi k vyrol® chlebaci rohlika. Takto vyrobené pg#vo je obohaceno o cenné
antioxidanty a tedy zdravi progmé.

Produkty z vinného odpaduqastavuji dogikovy sortiment celkové produkce vig ale i
tak je 0 B u zakaznilt zajem. Jen velmi malo vihau nas takto zpracovavaigwdpad.
Duvodem jsou icasté legislativni fekazky a hygienické normy. Naproti tomu u Rakous-
kych vina je to kzné.Cesti vindi se zde nechavaji inspirovat.

Antioxidanty v semenech jsou obsaZemgdevsim v podabpolyfenoli.

Prijaté antioxidanty chrani lidsky organismuieg (Einky volnych radik&h. Snizuji moz-
nost jejich vzniku nebo jerpvadi do méareaktivnici nereaktivni formy. Vlivem dnesni-
ho tSiho stresu, kaenim, nedostatkem pohybu, nedostiatel konzumaci ovoce a zele-
niny nestai kapacita antioxidaftv lidském €le na regulaci volnych radikil Proto je
treba gijimat antioxidanty v potrav Lidské €lo osob oslabenych nemoci, osob Zijicich
v nezdravém zivotnim prasdi nebo dch, jez konzumuji jen maso, cukr a Skrob je mno-
hem naronéjSi na fHjem antioxidani.

Antioxidanty hraji roli v prevenci proti kardiovasliarnim chorobam, rakovinnému bujent,

maji protizagtlivé Ucinky a pisobi proti viaim.
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1 ROSTLINA REVA VINNA

Réva evropska nebo se ji takiéa réva uslechtilaMitis viniferg), pochazi z Evropy. Tento
druh ma dva poddruhyitis viniferas poddruhensilvestris coZ je réva lesni, ktera je vol-
né rostouci. Pochazi z Kavkazu, postée rozgila do Stedomdi, Recka a po celé Ev-
rope. Je to pedchidce dneSnich kulturnich adt révy vinne, které spadaji dbtis vinifera
poddruhsativa V Evrops se dive vyskytovala réva lesni a az poslémenosti ¢loveka
vznikly z révy lesni kulturni oddy révy vinné [1].

Réva vinnd je botanickkazena d@eledi révovitych. Jedn& se o teplomilnou rostlided-

na se o popinavou rostlinu. Kighyceni pnouci se rostliny slouzi tponky. Na \ictcdo-
rastaji vySky nejvySe 4 metry s kmenem améru 50 centimetr. Nadzemniast rostliny
tvori drevité partie majicitizné odstiny h&dé podle std a zelené letorosty vigstajici

z jednoletého fibva. Listy vyvijejici se na letorostech byvaji aknt&, & az pst laloki a
pramérné o velikosti 15 centimetr Kvéty jsou Zlutozelené barvy a ttidaty. Je to jedno-
doma rostlina. Plodem jsou bobulznych tvafi, rozmanité barvy od zelenozZlutéep
Zlutou, cervenou az tmavofialovou. Bobule vytef hrozen. Plody révy vinné se pouzivaji
k vyrobé napoj i ke konzumaci. Velky kinovy systém prdsta hluboko do jdy a obe-
pina velky prostor vimé. Korfenovy systém slouzi k uchovavani zasobnich latek a
k ptijmu a vedeni vody a mineralnich lateldst zasobnich latek je uloZena v kolénkach
révy vinné. Vytvdené zasoby pak slouzi k rychlému raSeni letargstra. Rist révy vinné

je charakteristicky jako #tlani fistovych pater, sikhrozwtvend a odumirajici patra se
sttidaji s patry no¥ vznikajicimi. Patro, které je s#nrozwtvené a zahu&hé postupé

odumira. Z viceletéhoreva pak vylistaji nové bujné letorosty [1, 2, 3, 4].
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Obrazek 1:Réva vinna

(letorost, list, hrozen, bobule) [3]

1.1 Plody révy vinné

Plody révy vinné fedstavuji hrozny. Hrozen je sloZzen z bobuliaginy, Ficemz tapina
tvoii 3-5% hmotnosti hroznu.fd@pina zastava funkci vodivého pletiva. Bobule jeidna
slupkou, duzninou a petiami, gicemzZ slupka tvid 6-12% celkové hmotnosti, duznina
83-90% a peeky 2-5% [5].

Slupka je tviéeena bug¢nou blanou, kterou twdoceluldza a vosk. Vosk t¥bpovrch bobu-
le, chrani ji tak ped chorobami a reguluje dychani. Ve slupce jsowabdrsy fisloviny a
aromatické a barevné latky, kdsislovin ve slupce modrych ait je vice nez v bilych
odradach. Bilé odidy ve svych slupkach obsahuji flavonovéa barvivat(4elend) a modré
odnidy ve svych slupkach maji antokyanova barvisexr\(ena) [5].

Bobule v sob obsahuje zpravidla jednu aZzédwectky, a ty v sob obsahuji ¥tSi mnozstvi
oleje vyznamného z hlediska zdravé vyzivy (vybochémické sloZeni), dale obsahuji i
téisloviny, jejichZz vyluhovani b vyrobé vina je nezadouci [5].

Duznina pedstavuje nejilezit¢jSi ¢ast bobule, kdy jeji w)Si ¢ast je SavnatjSi a vnitni
¢ast je spiSe tuha a obsahuje vésobvni svazky, s jejichz pomoci je zajis vyziva bo-
bule. Uprosted duzniny je pak nejvySSi obsah cukru a kyselwsab tislovin se pi dozra-
vani z duzniny postugrvytraci [5].

V duznirg je obsazeno nejvice vody, a to 55-90%, déale oljsajiukdézu a fruktozu 10-
30%. Peaiky obsahuji tisloviny 0,5-8%, dusikaté latky 0,8-6% a nejvicej®!|8-20%.
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Slupka obsahuje 3,5 % celulozy, 0,1-0,7% kyseli®, B24% tislovin. Trapina obsahuje
0,5-1,6% kyselin a 1,3-50%islovin [5].

1.2 Semena révy vinné

Semena révy vinné jsou velmi cenna pro obsah ddtofi v podol& polyfenofi a pro
obsah procyanidinu (OPC), coz je velndininy chyta volnych radikal. Semenalze vyu-
Zit k vyroke celérady produkii. Jednou z moznosti je ziskat vylisovanim semejn kilery
je stale vice oblibeny. Olej gdhto seminek Ize vyuZit nejen naemai ale i k aromaterapii
nebo v podob koupelovych oldj. Pres pokoZzku je tak mozZné&ijmout dostatené mnoz-
stvi antioxidani. Olej je vynikajici na smazeni, jelikoZ se reggaluje ale i jako zalivka na
salaty. Z vylisovanych semen pak lze ziskat ¢kayktera se fidava k mouce do s#si na
peceni zdravého chleba, rohlikvyzivnych ty¥inek, crackiéi. Mouka ze seminek révy vinné
je bezlepkova s vysokou koncentraci antioxidlahtouka samotna neni vhodnaikrpému
pouziti, jelikoz jeji chd je haka. Vytazky ze semen révy lze vyuzit i ve farmacii

v kosmetice. Motku Ize vyuZzit i jako krmny doplik pro zviata [6, 7, 8, 9, 10, 11].

Obrazek 2: Fotografie vzorku meky

ze semen révy vinné
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2 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou latky majici schopnost omezovktivatu kyslikovych radikal. Ty se
vyskytuji v lidském organismu ngstji a jsou i nejreaktiviSimi radikaly. Antioxidanty
tedy sniZzuji moznost vznikuéthto silre oxidativnich kyslikatych radikal nebo maji
schopnost fevadni do még reaktivnic¢i nereaktivni formy. Kromé kyslikovych radikai

je vénovana pozornost i dusikovym radikdl. VSechny tyto radikaly maji vliv na biolo-
gicky vyznamné slateniny, jako jsou lipidy, bilkovingi nukleové kyseliny. Nini jejich
strukturu a tim i jejich funkci. Reakce, jeZz jsowvelany volnymi radikaly, vedou
k poskozeni tkani, orgéra funkci v organismu [12, 13].

Antioxidanty tedy chrani lidsk&lp pred oxid&nim stresem, ktery je apoben pevahou
volnych radikah nad antioxidanty v organismu [14].

Antioxidanty jsou dleny podle gvodu na pirodni a syntetické.iitodni antioxidanty jsou
vyskytujici se firozere v piirodé, nag. ovoce, zelenina,fechy, semena; v potravinach
a napojich, napcéervené vino, vyrobky s vice nez 70% kakaa. Syetamtioxidanty byly
vytvoreny ungle a nevyskytuji se nikde wipod€. Vyskytuji se hlava v potravinovych
doplicich, které nejsou nd&ipodni bazi [12, 15].

Mezi piirodni antioxidanty rozpustné ve \oge fazen vitamin C (kyselina askorbova),
flavonoidy a fenoly. Mezi firodni antioxidanty rozpustné v tucich jeazovan vitamin E
(tokoferoly), rekteré karotenoidy, xantofyly a ubichinony (koenzy@y. Dostatény pri-
jem prirodnich antioxidarit je zajiS&n konzumaci ovoce a zeleniny. Mezi syntetické antio
xidanty jsou zgazovany nafiklad gallaty, BHA (butylhydroxyanisol), BHT (bubydro-
xytoluen) [12].

Prirodni antioxidanty itomné v &le ¢lovéka maji @iznivy vliv na snizeni prawgbodob-
nosti vzniku kardiovaskularniho onemeéon a rékterych nadorovych onemogm. Bez
antioxidanti by lidi podléhali nejiznéjSim infelcnim onemocénim, rakoviri, lidé by
piedtasré zestarli, biiky by se pestali regenerovat a byla by naruSena imunitni mobst
organismu, doslo by k poruse metabolismu a mnamghj. Lidskeé &o produkuje svoje
vlastni antioxidanty, ale ty negtak zvySeni obranyschopnosti organismu, k ochraed
nejriznéjSimi chorobami, k zvySeni odolnostil pétSi zakzi, je teba pijimat antioxidanty
zvenku, tedy z potravy [12, 16].

Podle odbornik je (€innost girodnich antioxidarit mnohokrat vyssi, nez stejné mnozstvi

podavaného potravinového dakli, ktery edstavuje antioxidanty &isté podoB. Vy-
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zkum poukazuje dokonce na to, Ze ¢elSim uzivani &kterych antioxidarit v ¢istém sta-
vu dochazi k tzv. zvratu antioxiddéntDochazi tedy k ogaému, nezadoucimucimku.
Tato vlastnost ¢kterych antioxidarni nebyla doposud pochopena. U antioxidapitjima-
nych g@irozere tento zvrat pozorovan nebyl [12].

Vitamin C- nalezneme ho vestsiné druhi ovoce a zeleniny, vyjimku t¥dzeleninateledi
tykvovité. Jedné se o nejvyznaliii ve vod rozpustny antioxidant. V ovoci a zele#ije
obsah vitaminu C zavisejictgrdevSim na tom o jakou plodinu se jedna, nadidiklima-
tickych podminkach a vlastnostechdy. Pimérn& denni davka vitaminu C jeilplizné
60-70 mg [12].

Karotenoidy-sem lze zg&dit B-karoten, jehoz antioxi@dai (inky jsou malé a Ize ho nalézt
piedevsim v mentkach, broskvich, mrkwii mangu. \&tSi antioxid&ni i€inky ma lykopen
obsazeny v réptech. DalSi zdroje karotendid antioxidénim (Einkem, coZ jsou lutein a
xantofyl, jsou k¥tak, brokolice, listova zelenina kukurice [12].

BHA- monofenolovy antioxidant. Jedna se oésmdvou isomet, a to 3terc-butyl-1-4-
hydroxyanisol (3-BHA), jeZ fedstavuje 90 % s&si a 2terc-butyl-4-hydrixyanisol (2-
BHA), ktery predstavuje 10 %. BHA ochiiaje zejména tuky s obsahem kratSfetézci
mastnych kyselin (o kokosovy olej). PouZiva se v obalovych materialaodtud pak rir
Ze prechazet do potravin. BHA si zachovavajsantioxidani (inek i po tepelné Gprav
potraviny [17].

Pfemirou oxidativnich procésv organismu nebo potrawirvznikaji velmi reaktivnicasti-
ce, CoZ jsou pravtzv. volné radikaly. Volné radikaly se vyskytujimalém mnozstvi i
v lidském ¢€le, kde slouzi k inhibici mikrobialni kontaminaciyto radikaly likviduji dané
mikroby tak, Ze je ,,spali“. Pokud sed&let vyskytuje ¥tSi mnozstvi volnych radiké&l ma
to negativni dopad na organismus.@adu znény vlivii naclovéka a okoliclovéka, jako
je pasobeni ¥tSiho stresu, kadeni, pouzivani aut, mé&mohybu, nizSi konzumace ovoce a
zeleniny, nestd antioxid&ni kapacita vdle na regulaci volnych radikil Proto je teba
prijimat vétSi mnozstvi antioxidatitv potraw. | kdyz ¢loveék prijima pestrou stravu, ne-
znamena to, Ze natbe dochazet k deficituehterych zivin. Dend by muselo byt zkonzu-
movano piblizné 6-12 kilograni cerstvého ovoce a zeleniny, aby bylo ziskandghoté
mnoZstvi Zivin. Navic &které skupiny osob jsou jeéSharanéjSi, jako jsou iteba osoby
Zijici v nezdravém Zzivotnim prdsti, osoby nemocné nebo ty které konzumuji jen maso
cukry a Skrob. Potraviny z obchibdhavic mohou obsahovat nizké mnoZstkirgainich

antioxidanti a vyskytuji se v nich zbytky majici povahu volnyedikali. Tento pro spo-
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tiebitele Spatny po#n se jest vice zhorSuje s prodluzujici se dobou skladovaiapin.
Stejre tak @i kuchyiiskych Upravach dochazi ke ztratam antioxidlgtegpelna Uprava, styk
s Zelezem nebo strouhani) [12, 16].

Antioxidanty prodluzZuji uchovatelnost a stalostrpuoin, a to tim, Ze zahfaji jejich oxi-
daci. Déle zachovavaji ctiwa barvu potravin, a zpomaluji barevnéémsnovoce a zeleni-
ny. Diky nim nedochazi k Zluknuti tkprotoZe zabitauji oxidaci jak samotnych tik tak

I potravin obsahujicich tuk. Proto, se i z&n¢ antioxidanty pidavaji do potravin. Jiz
v minulosti bylo k tdrZznosti potravin vyuzivanéinednich antioxidarit z fad bylin a kée-

ni (rozmaryn, Sakj, tymian, hebicek) [15, 17, 18].
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3 POLYFENOLY

Rostlinné polyfenoly fedstavuji pedevsim sekundarni metabolity rostlin, jejichz ékol
je rostliny chranit ped vrejSimi vlivy jako je ultrafialové z&ni, fed pojidanim od zvat

¢i pred miznymi patogeny. #d poziranim od zkat je rostlina chréma prostednictvim
tanini. Vyztuhu rostlin pak tvid lignany [19, 20, 21].

Pod tento nazev jazeno velké mnozZstvi sléenin. Spolénych znakeméchto slogenin

je jednaci vice nez jedna hydroxylova skupina navazana jiehjeromatickém jaiek.

V souwtasnosti je znamo vice nez 8000 fenolickych latekind se o vyznamné&ipmdni
latky s antioxidanimi inky [13, 19, 22].

Pt ptijmu polyfenoli z potravin jsou nejvice zastoupeny flavonoidy ateéma tetinami,
po nich nasleduji fenolové kyseliny v mnozstvi jédetiny a minimalni mnozstvi tvd
lignany a stilbeny. Nachazeji se t&nve vSech rostlinach, jejich vyskyt jeggwazujici

v listech, kv¥tech, semenech, plodech a satepm v potravinach rostlinnéhougodu
[22].

Bohatym zdrojem polyfendlpro ¢lovéka je gedevsim ovoce a zelenina. DalSim zdrojem
jsou napoje, jako je kavaaj, vino, ovocné dzusy nebo aromatickécivirostliny. Nekte-

ré polyfenoly jsou obsaZzeny veétsine rostlinnych produkt (ovoce, zelenina, cerealie),
jiné naopak jsou obsazeny jen ve specifickychirosith produktech [13, 22].

Polyfenoly se podileji na senzorickych a ritich vlastnostech rostlinné potravy. V ovoci
a zeleni® se polyfenoly podileji na bafychuti a vini. Zatim co vysokomolekularni latky
(ttisloviny) pispivaji k sviravé a trpké chuti a maji schopnesgovat s bilkovinamgiie-

ni ¥av), nizkomolekularni mohou vyvolavatikou chu’ [22].

Rostlinné polyfenoly jsoutdezité proc¢lovéka svou antioxidéni aktivitou. Jejich antioxi-
datni &inek spaiva ve schopnosti zhaSet reaktivni kyslikaté rdgikdomezovat tvorbu
dalSich radikal. Hraji roli v prevenci proti chorobam vychazejicoxidaniho stresu. Po-
lyfenoly maji protizastlivé Gcinky, pisobi proti karcinogennim chorobdm a protisklerotic-
peroxidaci,¢imz je organismus chrén pred rozvojem ateroskler6zyiagobi proti viim a
koronarnim chorobam [18, 19, 20, 22].

Obsah polyfendi v rostlinach je ovliviin fadou ci, jako jsou druh, odda, podminky
péstovani, zralost ip sklizeni, skladovani, tepelné Gpravy a dalSi. Kdghazi k ubytku

polyfenoli v potras. V nékterych ffipadech ale dochazi ke zvySovani obsahu polyiienol
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pii technologickych operacich, jako je tomu u lisavamocnych 8av @i vyrobé vinaci
dZusi, kdy jsou uvahovany [22, 23].
Cim vice ma polyfenolova sléanina fenolickych skupin, tim vy3si je jeji antik@dova
aktivita. Minimalre dw fenolové skupiny jsou nutné pro antioxidaaktivitu. | kdyz jsou
polyfenoly v potra¥ bézn¢ obsazeny, nemusi dochazet k jejich zuzitkovanihddobyt
okamzig vylucovany, mohou byt metabolizovanykilg rychle ¢i hure vstebavany
z traviciho traktu. Jsoutke vstebatelné nez vitaminy vlivem jejich hydrofilnostvalkou
molekulou. Polyfenoly mohou byt ¥sbavany jiz v Zaludkélovéka, avSak KasgjSimu
vstrebavani dochazi v tenkéntes a to zejména glykosida estek fenolovych kyselin. O
nevstebané polyfenoly se stard mikrofléra tlustéhi@w, a to hydrolyzou na aglykony.
Polyfenoly po vstbani pak prochazejfeimi hlavnimi typy konjugace, a to methylaci,
sulfataci a glukuronidaci. Nasledné polyfenolovéabelity jsou v krvi vazany na plazma-
tické bilkoviny (albumin). Tato vazba oviiuje rychlost vyldovani metabolit a jejich
vstup do budk a tkani. Metabolity jsou vytiovany ma@i nebo ZIgi [19].
Ke stanovené celkového mnozstvi polyfénelpotrav |ze pouzit chromatografii uredem
definované sloZzky nebo Ize mnozZstvi zjistit reakdtolin-Ciocalteuovyntinidlem. Ri
uziti prvni metody mize dojit k uniknuti &kterych polyfenal pii aplikaci vysokodinné
kapalinové chromatografie (HPLC)iipouZziti druhé metody je Folinowsnidlo reduko-
vano i jinymi latkami nez jsou polyfenolyi(kyselina askorbova) [21].
Rostlinné polyfenoly &élime na [19]:

» fenolové kyseliny

« flavonoidy

» stilbeny

* lignany

3.1 Rozdleni

3.1.1 Fenolové kyseliny

Vykazuji &inky primarnich antioxidafit Jedna se o hydroxylové derivaty aromatickych
karboxylovych kyselin. Ty vznikaji hil z kyseliny benzoové, nebo z kyseliny skové
[17, 24].

RozliSujeme tedy dva zakladni typy fenolovych kiys§23, 24]:
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» derivaty kyseliny skiscoveé (zde pdt kyselina p-kumarova, kadvova, chlorogenova,
ferulova a sinapova)
» derivaty kyseliny benzoové (zde fdtyselina ellagova, gallova a hydrolyzované
taniny)
Kyseliny mohou byt jak ve volné, tak v esterifikoaforne [23].
Z kyselin hydroxybenzoovych jsou nejpodstgn kyselina gallova a kyselina ellagova.
Kyselinu ellagovou Ize nalézt v bobulich, jako jsoaliny nebo jahody, dale pak vegich.
Vyznamnym zdrojem kyseliny gallové jséajové listky a vino. Kyseliny hydroxybenzoo-
vé byvaji v potra¥ ve velmi malém mnozstvi [23].
Nachazime je ve zralém ovoci. &hto kyselin jsou fijimany ve ¥tSim mnozstvi z potra-
vy hlavre kyselina kdvova a jeji estery, déle kyselina p-&towa, kyselina ferulova a kyse-
lina sinapova. Kyselina ferulova je nejvice obsazembilovinach. Ester kyseliny kavove
kyselina chlorogenova j&ipomna ve spoustdruhi ovoce a zeleniny a v k&y19, 23].
Fenolické kyseliny fedstavuji silny antioxidant proti volnym radikél. Jsou zdravi pro-
spisné, brani chronickym lidskym nemocim (rakovinardi@askularni onemoeni).
Antioxidatni aktivita fenolickych kyselin a jejich derivaje zavisejici na pu a poloze

hydroxylovych skupin vazanych na aromatickém kr[2#].

3.1.2 Flavonoidy

Jednd se o primarni antioxidanty. Pro jejich andiaxni aktivitu je dilezity patet hydroxy-
lovych skupin a jejich usga@dani v molekule. Za aktivni jsou povazovany vsgatihyd-
roxyderivaty s hydroxyskupinami v polohach C3 a @dtioxidatni aktivita je nadale zvy-
Sovana dalSi fitomnosti hydroxyskupin v kruhu B. Naopak flavonpis jednou hydro-
xyskupinou v kruhu B vykazuji niZSi aktivitu [17].

Je rozeznavano Sest pidtfavonoidi, to podle stup® oxidace kyslikového heterocyklu
[23]:

Flavonoly

Flavony

Isoflavony

Flavanony

Anthokyanidiny

o o k~ w N BE

Flavanoly (katechiny, proanthokyanidiny)
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3.1.2.1 Flavonoly

Jejich zastoupeni gerstvé hmat je nizké. Dominantni z této skupiny je kvercejnej-
vice zastoupen v rostlinné potéave pitomen jak v ovoci, tak v zelerinDalSim zastup-
cem této skupiny je kemferol nachazejici se v qvibabulich, bylinach, listové zelerin

korenové zeleni®a luseninach. Pat sem i myricetin obsazeny v kukei a ¢aji [23].

3.1.2.2 Flavony

Vyskytuji se mé# nez flavonoly. Mezi hlavni zastupce fiapigenin a luteolin. Nalézt je
muzeme v petrZeli, celerti v ¢ervenych paprikach. Podileji se na amstlinnych tkani,

pokud jsou ve vysSim mnoZstvi [23].

3.1.2.3 Isoflavony

Maji antioxid&ni, antikarcinogennéi antibakterialni a jiné ¢inky. Vykazuji vSak také
toxické &inky. Nachazeji sefpdevSim v lughinach a to hlavav soji a ve vyrobcich z ni
[23].

3.1.2.4 Flavanony

Typicky je pro ®& vyskyt v citrusech, kde se nachazeji ¥&im mnozstvi. Jejich zasluhou
maji citrusy svou chit V menSim mnozZstvi iZeme najit flavanony v r&tech, v mét
nebo Iékaici [23].

3.1.2.5 Anthokyanidiny

Anthokyany nebo také anthokyaninyedstavuji rostlinna barviva. PredsvavujZavou,
¢ervenou a modrou barvu. Existuji barevné i nebardgrmy podle daného pH. Jsou zod-
powédné za trpkou chiovoce z dvodu tvorby komplexu se slinnymi proteiny.
Anthokyanidiny jsou obsazeny v ovoci, v bobulichdryeh odiid révy vinné, v akterych
druzich listové a k@nové zeleniny, jako Zgervené zeli, fazole, cibule. Hlavnimi zastupci
jsou kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidipetunidin. Anthokyanova barviva jsou

povolena k barveni potravin [23].
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3.1.2.6 Flavanoly

Mohou byt katechiny (monomery) nebo proanthokyamidipolymery). Katechiny nalez-
neme v réy vinné ale i v dalSich druzich ovoce, ale nejviastaupeny jsou v zelenétayji
a ¢okolack. Proanthokyanidiny nebo také konzervované tanpiysabuji sviravou chu

ovoce jako je réva vinnd, jablka, hruSky a dakesppuji hadkou chu’ cokolady [23].

3.1.3 Stilbeny

Jsou podobné svou strukturou flavorioid V potra¥ ¢lovéka jsou zastoupeny pouze
v malém mnozstvi. Zde je hlavnim zastupcem resndratznika ve slupkach bobuli révy
vinné jako obranny mechanismus proti plisnim, ptiz&eni a je i antioxidantem. Slup-
lych odiid. Nachazi se i v menSim mnoZstvi ve vinech. Vivabsah resveratrolu ve
slukach hrozé maji predevsSim pdni podminky, slun@i svit, stresové podminky odni-

da révy vinné. Resveratrol ma vliv v prevenci kawdiskularniho onemoéni, ma protiza-
nétlivé (cinky a antikarcinogenni. S dozravanim hrbze jeho obsah ve slupkach zvysSuje
[23, 25].

3.1.4 Lignany

V lidské stra¢ se piliS nevyskytuji vlivem technologickych Uprav, kdglochazi
k odstragni lignani, které se nachazejiguevsim v nejizr¢jSich slupkach semen. Zdro-

jem lignari jsou Iren& seminka, kny olej a celozrnné Zzitné gigo [23].

3.2 Dilezité fenolické latky

3.2.1 4-aminobenzoova kyselina

Znama také jako PABA nebo para-aminobenzoova kseRati do skupiny vitamia B
(ozna&eni vitamin B). V lidském tle vznika ve sew ¢innosti bakteri€escherichia coli
Kyselina se firozerg vyskytuje napiklad v houbach, Spenatu, celych zrnech, melase dal
pak v jatrech, pivovarskych kvasnicich. Nedostagalsobuje zacpu, bolest hlavy, podraz-
dénost, gedtasné starnutitke nebo Sednuti viasPouzivana pro ochrandea slunénim
z&enim [20, 26, 27, 28].
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COOH

NH,

Obrazek 3: 4-aminobenzoova kyselina

3.2.2 3,4-dihydroxybenzoova kyselina

Také znama jako protokatechova nebo PCA. Vznik&dawii adrenalinu. #tomna
v rostlinnych produktech a pryskgich. Ma schopnost uklizet volné radikély, chrépied
chemickou karcinogenitou argd toxicitou vyvolavanou peroxidem vodiku. Pokusy b

prokéazan silny protirakovinnycinek [20].

COOH

OH
OH

Obrazek 4: 3,4-dihydroxybenzoova kyselina

3.2.3 4-hydroxybenzoova kyselina

Také znama jako para-hydroxybenzoovard2ert se vyskytuje najklad v Kokosovniku
ofechoplodém, rizeme ji najit i ve vié nebo v zelenémiaji. Je prekurzorem koenzymu

Q, ten penasi elektrony v mitochondriich [29, 30].

COOH

OH

Obrazek 5: 4-hydroxybenzoova kyselina
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3.2.4 Vanilinova kyselina

Jinak také 4-hydroxy-3-methoxybenzoova kyselinanik@ oxidaci vanilinu. Stefhjako
fada ostatnich fenolovych kyselin se i vanilinovaédina vyskytuje najiklad v aechach,
olejninach, obilovinach a bobulich, rznych druzich ovoce a zeleniny. Je &mii snisi

slowenin tvaici peirodni vanilku [29, 31].

COOH

Obrazek 6: Vanilova kyselina

3.2.5 Kavova kyselina

Jinak také kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-propgéa. Jde o hydroxyderivat kyseliny
skaicoveé. Redstavuje meziproduktipbiosyntéze ligninu. Ma antioxidai (inky. Chyta
radikaly hydroxylové, peroxidové, superoxidové aotmé dalSi. Bspiva k prevenci kardi-
ovaskularniho onemoéni, chrani ped rakovinou, ma antibakterialnfiaky a chrani DNA
pied podkozenim. Siroce se vyskytuje v rostlinnyclrgwinach, zejména v olejninéch,

obilovinach a vitzném ovoci a zelen#|20, 29].

HO

HO

Obrazek 7: Kavova kyselina

3.2.6 Vanilin

Znam také jako 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehy#edBtavuje hlavni sloZku ve sgi
slowenin tvaici cht’ a aroma vanilky. Hojné vyuziti v potraviisévi k ochuceni jidel.

Vanilin snizuje nddorové onemasni tlustého stva a potléuje tvorbu bakterii [20, 31].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 26

O\H

OH  CHs

Obrazek 8: Vanilin

3.2.7 p-kumarova kyselina

Také pouzivano ozgani 3-(4-hydroxyfenyl)-2-propenova kyselinarefstavuje jeden
z derivati kyseliny skaicove, ktery je nejgzn¢jSi. Ma antioxidéni vlastnosti, snizuje rizi-
ko rakoviny Zaludku sniZzovanim tvorby karcinogemnigtrosamiri. Obsazené v ovoci a

zelenire [20].

COOH

OH

Obrazek 9: p-kumarova kyselina

3.2.8 Ferulova kyselina

Jinak také 3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-propendyéelina. Zabrguje poskozenikze
ultrafialovym zdenim a tedy i rakovihktze. Jeji antioxidani (€inky inhibuji reaktivni
formy kysliku. PouzZiva se ke stabilizaci potravimsahujici tuky a oleje. M& antimikrobi-
alni &inky, texturni vlastnosti, slouzi k zachovariehkosti tepelé opracované zeleniny,
ma schopnost t¥d gely a gumy. Kyselina ferulova séinpzere vyskytuje jako strukturni
slozka rostlin. Kyselina je dale obsazena ve véibjzenidélskych produktech, jako jsou

slama, otruby, ve vyluhovanyébpnychtizcich [20, 32].
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COOH

OH  CHy

Obrézek 10: Ferulova kyselina

3.2.9 Sinapova kyselina

Jedna se o ester kyseliny fenolové. Nachazi seSgeh¢astech zralého ovoce, kdy jeji
obsah stejf tak jako obsah ostatnich deritvakyseliny skdicové smérem od stedu
k vnéjSim vrstvam stoupa. Déle je mozné ji nalézt v senkiepky, kdy slodeniny kyse-
liny sinapové #stavaji po extrakci oleje ve Srotuepky. Zmsobuji jeho ztmavnuti a ko
kou chu’ [22, 32].

COOH

HsC

OH  CH,

Obrazek 11: Sinapova kyselina
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4 EXTRAK CNi METODY

4.1 Extrakce

Extrakce pedstavuje proces, jehoz cilem je dlédi analytu od ostatnich sloZzek nebo od-
déleni nechinych latek od analytu.iPseparaci jsou v kontaktu &wemisitelné faze. Ana-
lyty se pak roz#luji mezi tyto faze na zaklgdrozdilné rozpustnosti v jednotlivych roz-
poustdlech [33].

Extrakci mizeme dlit [33]:
1) podle zfisobu provedeni
2) podle z@astrénych fazi

3) podle charakteru extrahovanych latek

4.1.1 Podle zpisobu provedeni

« Jednostupova- Je ustanovena jedna rovnovaha mezi fazenastgj roztiepani
v délici nalevce [34].

* Mnohostupoveé- V oddlenych krocich se ustaveni jedné rovnovahy mnoliokra
opakuje. Provadi se extrakce Vizani podle Craiga nebo mnohonasobnéepa-
ni v &lici nalevce. R extrakci podle Craiga se extrahované latky & faélze dosta-
vaji otvorem E do extrakiho zdizeni.Protepavani pak probiha v misA, tim se
faze promichaji. Po nahnuti o 90°déefaze gechézi do trubice B a odtud do mista
C. Vracenim potrubi dotgvodni pozice pechéazi faze do trubice D a odtud do mista

E kde dalSElen jiz v prostoru A obsahuje4si fazi[34].

D K
{'ﬂ’::ﬁ?;j
Obrazek 12: Craigovo
extrakni z&izeni [34]

» Kontinualni- Ri protiproudém pohybu jsou faze neustale se dotykdProvadi se

extrakce v Soxhletavextraktoru.
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Papirova extralki patrona je vkladana dastini¢asti @istroje (3). Valcova patro-
na s kulatym dnem je nagima vzorkem. SlozZku, ktera je adena pomoci vhod-
ného rozpousgtla, které je nalito do liéy (2). Rozpou&dlo je pivedeno k bodu
jeho varu, stoupajici pary putuji postrani tilkou pres stednic¢ast extraktoru do
chladice a kondenzuji. Vzorek obsazeny v papirové patjerskragn rozpoust-
dlem. Stedni¢ast extraktoru spolu gepadovou trultkou je postupé zaplréna
zkondenzovanym rozpowsilem. Pokud hladinaipkraii horni¢ast gepadové tru-
bicky, pretee do destilani baiky a zde je rozpoudtlo znovu destilovano. Na
konci je ziskan v destitai baice roztok o jednéi vice slozkach a po ukoeni ex-
trakce je z ni rozpou&dlo vydestilovano. V higce Zistava jen slozka, kterd byla

izolovana [34].

Obrazek 13: Soxhlav
extraktor [34]

4.1.2 Podle z¥astrénych fazi

* plyn-kapalina (GLE, Gas-Liquid Extraction)ekaveé latky jsou extrahovany
plynem z kapalného vzorku. V plynové chromatograéii pouziva pro nakon-
centrovanidkavych slozek vzorku [34].

» kapalina-kapalina  (LLE, Liquid-Liquid Extraction)- nejdilezitejSi

s analytického hlediska, ale dnes v§thegana extrakci tuhou fazi [34].
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» kapalina-pevna latka (LSE, Liquid-Solid Extractioijxtrahuji se za pomoci
organického rozpouidla tuhé organické materialy. Anorganické soli tstpé

se extrahuji z tavenin za pomoci horkeé vody [34].

4.1.3 Podle charakteru extrahovanych latek

» extrakce organickych latek [34]
» extrakce kovovych chal&{34]

» extrakce iontovych asociaf34]

4.2 Extrak éni metody pro izolaci fenolickych latek

4.2.1 Extrakce kapalina-pevna latka (LSE, Liquid-Solid Extraction)

Dochazi k pevedeni analytz pevného vzorku do roztoku a to pomoci rozpmligt

Pevné vzorky jsou krajeny, drceny, mlety, homogevényci roztirany s piskem. Mazlavé
vzorky jsou roztirany, mlety nebo homogenizovamagalnym dusikem za pouZziti vymra-
zovacich mlynk ¢i homogenizovany se suchym ledem [35, 36].

Ucelem Upravy vzork je zabezp#t co nejwtsi plochu, protozéim mensicastice, tim
vice je usnadin prib¢h extrakce. Jako dalSi Uprava vzorku je préméadstanoveni vihkos-
ti a piipadné odstrami vody ze vzorku. ®realizaci této extrakce jégba zabez@#t dob-

ry kontakt mezi fazemi genos hmoty) [35, 36].

Vyluhovani s nucenym tokem (Forced-Flow Leachi@gelova kolona je napina vzor-
kem, tou je naslednpumpovano extraki rozpoudtdlo, a to za zvySeného tlaku & pa-
hievu k bodu varu rozpoustla. Jedna se o velmi rychlou metodu [35, 36].

Soxhletova extrakcéo Soxhletovy extrakni patrony je umisgh pevny vzorek upraven na
co nejmensgastice. Soxhletovu extraki patronu pedstavuje tvrzeny filtkani papir nebo
sklo s fritou misto dna. Patrona je nastedmistna do Soxhletovy aparatury. Dombg je
nalito vhodné rozpoudtlo. Po zakevu baiky na bod varu rozpou&tla, pary stoupaji po-
strani trubtkou kolem stednicéasti extraktoru k chladi a dochazi ke kondenzaci rozpous-
tédla. Rozpou&dlo kape na vzorek a vymyva granalyty. Zkondenzované rozpoédio
zaphuje stednic¢ast extraktoru spode¢ s postrani fepadovou trubkou, pokud hladina ve
strednicasti fresadhne horniast Fepadoveé trubky, fietete roztok do destitai baiky. Do-

chazi k ogtovnému odpieni. Tento 8 se opakuje v &kolika cyklech po ufitou dobu.
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Vysledkem je roztok jedn& vice sloZzek obsazeny v destita baice. Po ukodeni extrak-
ce je teba vydestilovat rozpouftio, aby v bace Zistaly jen izolované slozky. Maximalni
teplota extrakce je omezena bodem varu rozpdlatz divodu zachovani stability analy-
ta. Metoda popsana jednou jiZ vySe je velmi pomadaozvysoce &inna, nenaréna a lev-
néa [35, 36].

4.2.2 Extrakce podporova mikrovinnym ohfevem (MASE, Microwave Assisted Sol-

vent Extraction)

Pri této extrakci je pouzivdno mikrovin kimvu rozpou&dla nebo slozek matrice. Na
typu a teplat rozpoustdla je zavisla doba extrakce. Pouzivanou frekvEn2450 MHz.
V pribéhu extrakce je vzorek z&kian a promichavan. Pouziti této metody je vhodné p
ze pro termostabilni sléaniny z divodu zvySené teploty. Je pouZzito polarniho rozpsust
dla, jak bylo vySe popsano, nepolarni rozp&dist by nebyla mikrovinami dfvana, i kdyz
je mozny i tento zfsob. Pouziti extrainiho rozpou&idla s vysokou dielektrickou kon-
stantou, které sithabsorbuje mikroviny a které je ungisb v extrakni nadol neabsorbu-
jici mikroviny. Dochazi k dipdlové rotaci, to je beolekuly s vysokou dielektrickou kon-
stantou se pokouSeji 0 zorientovani se v elektnickéli, pole se ale #émi pxiliS rychle a
proto molekuly vibruji. Sousedni molekuly do selaeaieji, vznikaieni a tim jsou mole-
kuly zatkrivany. DalSi moznosti je pouZiti exttakho rozpou&idla s nizkou dielektrickou
konstantou, tedy rozpowsilo neabsorbujici mikroviny a pouZiti otemé nadoby neabsor-
bujici mikroviny. Pokud vzorek v tomtaipact obsahuje slozky s vysokou dielektrickou
konstantou (voda atd.) tak on absorbuje mikrovMistni oltati zagicini, Ze slozky vzor-
ku jsou extrahovany do chladného rozpeédit v okoli. MASE pedstavuje Uspousi,

rychlejSi a efektivySi metodu nez je Soxhletova extrakce [35, 37, 38].

4.2.3 Zrychlena extrakce rozpoustdlem (ASE, Accelerated Solvent Extraction nebo
také PLE, Pressurised Liquid Extraction- kapalinovéextrakce podporovana

tlakem)

Jedna se o extraki metodu pevna latka-kapalina. Je to rychla exwaliblizné 5 az 15
minut, za pouziti zvySené teploty 40 az 200 °C awageného tlaku 10 az 15 MPa. Do
nerezové patrony je vloZzen pevny vzorek, ten jeafxivan organickym rozpowsiiem
nebo vodnym roztokem za zvySené teploty a tlakundtd stl&eného dusiku je extrakt

vytlacen do sbrné nadoby. Vyznamnymi faktory v extrakci je teplotlak a vykr vhod-
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ného rozpoustla. VySsi teplota je vyznamna z hlediska rychlphmvedeni extrakce ana-
lytu z pevné matrice. Teplota zlepSuje i rozp&niStozpoustdla a sniZuje jeho viskozitu,
tim je umozgn lepSi pichod docastic matrice. ZvySeny tlak pak udrZzuje rozpodiét

v kapalném stavu i za vysSi teploty a je zatl&no do par matrice vzorku [39]

4.2.4 Superkriticka fluidni extrakce (SFE, Supercritical Fluid Extraction)

Pouzivaji se tzv. superkritické tekutiny, kdy jgdastji pouzivano CQ v superkritickém
stavu (nizké hodnoty kritickych veéin 31°C, 7,3 MPa). COma vlastnosti kapaliny i ply-
nu, coZz umotuje rychlou extrakci. Hustotou je blizky kapalinama tedy dobré rozpous-
téci vlastnosti a difuzni konstanta blizka plym, coZ umo#uje rychly gesun hmoty. Su-
perkritickych tekutin je vyuZivano ki jejich zajimavym vlastnostem, jako je vysok& hus
totaci vysoka rozpousti schopnost. Usémiovanim tlaku a teploty je moznésnit silu a
hustotu nadkritické kapaliny. Diky tomu ziskavamepélinu s vlastnostmi organického
rozpoustdla, coz Ize velmi dale vyuzit k extrakci. Nadkriticky C£je schopen rozpustit
Sirokou 3kalu latek za pomoci kombinace tlaku,dagph modifikatoru (n€psgji meta-
nol). Metoda naréna na technické provedeni, jako je pouziti vyS$iddau v nadkritickém
stavu. K extrakci dochazi v cartridge, coz je jalErizdro s restriktorem (omezavpni-

toku). Celko¥ se jedna o rychlou metodu, cedmenarénou a Setrnou metodu [39, 40].

4.25 Extrakce ultrazvukem

P extrakci rostlinnych sloZzekgsobenim ultrazvukovych vin na membrany a dtué
sttny dochazi k pthéZnému vytvéeni bublinek pary uvniti vné buiky. Tim dojde ke
zlepSeni pechodu extrahované latky ven ziky a grechodu rozpouétila dovnit bunky.

Pri extrakci ultrazvukem je vyuZivano ultrazvukoven& s frekvenci okolo 40 Hz, vyko-
nem okolo 70 W. Vytemperovat lze danou aza jakoukoli patbnou teplotu. Vzorek
smichany s rozpou&tlem v uzavené b#ce je vloZzen do vytemperované ldama utitou
pottebnou dobu. B&a je zajis&na pomoci kovovych drét aby se nepohybovala po lazni.
Po zapnuti l&zhje ponechana i&a pisobeni ultrazvuku na petonou dobur@dow de-
sitky minut ale i déle). Ultrazvuk svymgiaky zpisobuje rozruseni bk, a tim je umoz-

nén lepsi piinik rozpou&tdla do pevné matrice [41, 42].
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4.2.6 Extrakce stla¢enou kapalnou horkou vodou (PHWE- Pressurized Hot \ter

Extraction)

Tradiin¢ neni voda povazovana za vhodné extrahovaillpgikojové teplad. Je vyuZivana
stlatena voda za zvySené teploty afzzenych znin tlaku. Organické rozpou&tio je na-
hrazeno vodou. Terminem si#taa horka voda téz subkriticka voda, je énmoblast kon-
denzované faze vody v teplotnim rozmezi od 100ctZ, je normalni bod varu vody, do
374 °C, coz je kriticky bod vody. Vifpadt, Ze je zvySovana teplota a tlak¢mn se fyzi-
kalné-chemické vlastnosti vody. Se zvysujici se teplatoahazi pedevsim ke zemé die-
lektrické konstanty vody a voda se naskedatne chovat jako organické rozpotdib. Je
tieba vSak udrzet vodu v kapalném stavu, a to pothaai, ktery musi byt i extrakci

vySSi nez tlak nasycenych par vodygouzité teplot [43].

4.2.7 Enzymaticka hydrolyza

Musi byt provedena extrakce homogenizovaného vzpdioci 96 % etanolu, nasleduje
odpdeni pod vakuem. DalSim krokem je vyluhovani acetato pufrem, ktery obsahuje
beta-glukosidasu a beta-glukoronidasu/sulfatasi¢é Rechano inkubovat a naslédmentri-

fugovat. Jedna se o velmi Setrnou metodu [39].

4.2.8 Extrakce tuhou fazi (SPE, Solid-Phase Extraction)

Na pevné fazi umisnhé v kratké kolo# tzv. cartridge je zadrZzovana skupina latek. Pevna
faze je ve form sloupce nebo membrany. Pomoci této extrakce j@kamy Zadané latky
z kapalného vzorku nebo jsou @étihy Zadané latky od neéhtych. Tato extrakce je slo-
Zena z pti kroka [33, 34].

Prvnim krokem je feduprava kolony, a to proplachnutim rozpéd&m (metanol), tim je
aktivovana pevna faze, aby dochazelo ke vzajemng@imabeni se vzorkem. Nasledje
kolona proplachnuta rozpogdtem (voda) podobnym vzorku, tim je upraveno [Femit
pro vzorek. Samotny vzorek je v podoldného roztoku [33, 34].

Druhym krokem je promyvani kolony odpovidajicim pomStdlem coZ zpsobuje vymyti
zbytka matrice vzorku z kolony. Na pevné fazi pak bywachyceny zadané latky. Nasle-
dujici krok je suSeni, kdy je kolona suSena proudertniho plynu konkréthdusikem a
to v piipack pokud se eleni rozpoustdlo liSi vyraznym zpsoben od promyvaciho roztoku

Poslednim krokem je eluce, kdy je @&im ¢inidlem promyvana kolona&ista latka je vy-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 34

myta a nezadouci latkyigtavaji sorbovany na kolénEluat je zachytavan a podroben dal-

Si analyze [33, 34].

4.2.9 Trepani

Je provadno na tepakach. Pouzivany jsouizné orbitalni nebofgklapsci trepaky. Diky

trepani je zabezpen dostatény kontakt mezi vzorkem a rozpoédem a dochazi
k prechodu hmoty. BElend latka pechazi z pevné faze do kapalné fazerelmatzajistit, aby
délend latka rychle f@Sla z jedné faze do druhé, coz souvisi sénety plochou jednotli-

vych fazi. Je prota¢ba tuto plochu co nejvice &sit [35, 44].

4.2.10 Pisobeni teploty

DalSi moznosti extrakce, je nechdispbit fizné teploty na sis vzorku a rozpoutla.
Teplo je zajisovano pomoci vodnich lazai kynaren, nizsi teploty jsou zajdvany po-
moci chladiciho Zé&eni [45].

Se zvysujici se teplotou se zvysuje i kinetickargieea dochazi i ke zvySeni rychlosti po-
hybu ¢astic. Tim se zvySuje i prasgodobnost sraZzekithto ¢astic a tedy i rychlost che-
mické reakce. Z toho vyplyva, Ze se zvysujici pdoteu roste rychlost chemické reakce.
Bylo prokazano pomoci experiméntze g zvySeni teploty o 10 °C je rychlosttginy
chemickych reakci zvySena dvojnaseélirekdy azétyinasobss [45].

V dasledku vyssi teploty nastd efektivita extrakce. ZvySuje se tedy utesfani latek

z extrahovaného materialu [45].
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5 CHROMATOGRAFIE

Predstavuje jednu z nejvyznagjsich analytickych metod. S jeji pomoci je mozrenet
veni, dtleni a identifikace velkého mnoZstvi organickycaniorganickych latek. Vyznam
této metody neustale rostetdddem je pra¥ schopnost této metody analyzovadlu latek

Z nejfiznejSich @irodnich a technickych sigi. Ziskavame vysledky od desitek procent do
stotisicin procenta a relativnhi molekulovou hmotnad stovky do #kolika desitek i sto-
vek tisic. Zakladem chromatografie je, Ze dochgzdstupnému ¢kolikrat se opakujicimu
rovnovaznému rozdeni latek mezi d¥ i vice fazi. Fazstacionarnije umistna v kolor,
druh& fazemobilni unasi separované latky. Stacionarni faze skélik podob, bd’ jde o
tuhécasteky, nebo o kapalinu umistou na inertnim no&i. Mobilni faze niize byt kapal-
na nebo plynna. Pokud se setka stacionarni a nidéda s odélovanymi latkami dochazi

k interakcim. Tyto interakce jsoudqapokladem UsSné separace latekii Pastiku smesi
sloZzek do kolony se vyt¥deluni pas, ktery obsahuje ®latky dohromady. Mobilni faze
tuto snes latek undsi rozdilnou rychlosti a na ka&lokter4 obsahuje sorbent, dochazi
k rozcEleni latek. Rozdilna rychlost pohybu jednotlivyéhtek je souvisejici s jejich afini-
tou k fazi. V gipadt vysoké afinity latky k mobilni fazi putuje tatotka rychleji nez latka

s nizsi afinitou. Naopak pokud je afinita latky oia ke stacionarni fazi latka je ve stacio-
narni fazi déle zdrzovana a pohybuje se tedy pgma&etektor po vystupu prvni latky
zaznamena jejiffomnost v eluatu a je zazfem eléni pik, tedy Kivka. Po vystupu druhé
latky je zaznamenan druhy éhi pik.

Pti déleni se najastji mluvi o chromatografii kapalinové a plynové [38].

5.1 Kapalinova chromatografie

Slouzi k ¢leni vSech organickych mémekavych kapalnych i tuhych latek. Tyto latky jsou
rozpustné v &nych organickych rozpousgtiech, ve vod a ve ¥edinych mineralnich ky-
selinach. Mobilni faze je zde v kapalném stavu. ad# kapalinové chromatografie je
moznost vyuziti vSech vratnych dvoufazovych sefpdch mechanisih to je adsorpce,
chemisorpce, iontova vyina, rozélovani mezi d¢ nemisitelné kapaliny. Tato Siroka Ska-
la mechanisrin umoziuje nalézt chromatograficky systém pro dosazeniénd rozliSeni
[36].
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5.1.1 HPLC (Hight performance ligiud chromatography)

Jednd se o pok&dou a instrumentaknaranou metodu [36, 47].

Kolona je délky piblizné 0,5 m, padméru 2 cm, dole zakamena fritou a kohoutem zrnitym
sorbentem. Jako sorbent je pouZititidpd oxid hlinity, ktery pedstavuje stacionarni fazi.
Vzorek je davkovan do této kolony na horni vrstapiné, nasledn je pridana mobilni
kapalna faze. Jak postupuje mobilni faze kolonamgchdzi k oddlovani slozek vzorku,
které v rozdilnychtasech opoudji spodnicast kolony. Mobilni faze je dodavana pomoci
vysokotlakéhaterpadla. Mobilni fazi fedstavuje rozpouidlo. Aby separace bylaiinna,

je tteba pouzit co nejmensSich zfek sorbentu, ktera kladou odpor protékajici kagalin
K ¢erpani kapaliny do kolony je pouzivano pistovychanemembranovyckierpadel. Dav-
kovani vzorku je provasho bul” injekéné pres pryzové septum, ale pouze do tlaku 10 MPa
nebo davkovani obtokovym déavkovacim kohoutem, eovyhodrjSi. Davkovaci kohout
dokéaze nadavkovat proti tlaku az 60 MPa. Kolonyewgl naphové, vyrobeny z tlustého
borosilikatového skla vhodné pro nizsi tlak nebeloeé pro vysoky tlak. Délka kolony se
pohybuje od 5 do 50 cndim mensi jesastice sorbentu, tim kratsi kolona je pouzita. Pou-
Zivanymi detektory je fotometricky, refraktometyckliuorimetricky, FTIR detektor, elek-
trochemické a hmotnostni [36, 47].

Fotometricky detektornegastji pouzivané, slouzi k steni absorbance mobilni faze vy-
chazejici z kolony. Je peoné zajistit pro optimalni citlivost detektoru dmou absorgni
drahu ptitokové kyvety, kterou prochazi paprsek absorbovamrzdéieni. Jednodussi detek-
tory meii pri jedné vinové délce a v ultrafialové oblasti. H&Bi detektory umaiuji po-
moci monochromatoru nastaveni vinové délky. Cidlivdetektoru je protené latky roz-
dilna [47].

Refraktometricky detektornéii rozdily mezicistou mobilni f&zi a indexem lomu eluatu.
V piipac, Ze eluat obsahuje po vystuptjakou slozku, ukaze se vychylka. Tento detektor
je povazovan za univerzalni, neni moc citlivyigj@ho pouZiti je nutné dodrZet konstantni
teplotu [47].

Fluorimetricky detektorfunguje na principu fluorescence, tedy o schoplétek absorbo-
vat ultrafialové z&eni a pak nasledrvyzaovat zdéeni o vysSi vinové délce. Totoieai je
meieno fotonasoldem kolmo na sir vstupujiciho zéeni. Detektor je vysoce citlivy a

selektivni. Vhodné je tento detektor kombinovaese#torem fotometrickym [47].
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FTIR detektor- zpracovava infrigervena spektra slozek v mobilni fazi. Jedna seiweun

zalni detektor [47].
Elektrochemické detektory (ECDOpati sem vodivostni a voltametrické. Pouziti na rogtok

obsahujici iontyJedna se o selektivni detektory [47].

vzorek A
4‘—|5i 2 1

B
6 1 - zdsobnlky mobiln( fize Aa B
2 - Hzenl gradlentu
3 - sméSoval 6 - termostat

4 - vysckotlaké Zerpadio 7 - kolona
8 § - ddvkovacl zalizenl B - detekior
l? 9 . ehudt

Obrazek 14: HPLC [47]

Ke stanoveni fenolickych latek f@sto pouzivana vysokéiana kapalinova chromatogra-
fie sCoulometrickych detektorerdedna se o velmi citlivy #gob detekce s elektrodovym
polem. VyuZzivana je sérigyt az Sestnacti fitocnych coulometrickych cel. \éthto ce-
lach potom dochazi k elektrochemick&mené analytu. Na kazdou celu je vloZzen odliSny
potencial, ktery je ale konstantni. Kazda latkgp@eé oxidovanai redukovana $ odlis-
ném potencialu. Tento potencidl je naskedazyvan dominantnim potencialem. Latky jsou
charakterizovany na zaklagonmeru odezvy signalu velkého pio kanah [18].
DalSim pouzivanym detektoremB//VIS detektarPrincipem &chto detektal je absorp-
ce zdeni v oblasti 190-800 nm vinové délky. Kvantitafiwyhodnoceni je zaloZeno na
Lambert-Beero¥ zakorg. Ten vyjaduje vztah mezi tloukou absorbuijici vrstvy, koncent-
raci absorbujici sloZzky a vlastni velikosti abserpio je vyjadeno jako absorbance, to je,
kolik svétla bylo pohlceno rrenym vzorkem [48].
RozliSuji seityti typy téchto detektak podle konstruéniho typu [48]:

» Detektory s fixni vinovou délkou, ktera je da$€ji 253,7 nm, ty pouZivaji n&astji

nizkotlakou rttiovou vybojku jako zdroj zéni.

» Detektory s minitelnou vinovou délkou, pouze ggulem danymi vinovymi délkami.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 38

» Detektory s programovatelnou vinovou délkou, kdg Ilmastavit vinovou délku
v danych rozmezich, a to dagtji 190-700 nm. Bhem analyzy je vinova délkagm
nitelna. Jsou nabizeny i detektory, které jsou gokieretit pii dvou azétyrech vino-
vych délkach satasrgé. Maji vSak nizsi citlivost, coZzipdstavuje jejich nevyhodu.

» Detektory diodoveého pole (photodiode-array, PDA,MAlok&zou snimat celé spek-

trum bez peruSeni chromatografické separace, a to vSe véamdiase.

LC-20AD

1,6888m HAX 18,0
a. N 8.8

Obrazek 15: Chromatograf LC -20 AD (Schimadzu) [49]

Obrazek 16: Detektor UV/VIS SPD-20 A [49]
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Obrazek 17: Autosampler SIL-20AC [49]
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. PRAKTICKA CAST
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6 CIiLPPRACE

V teoretickécasti diplomové prace bylo cilem popsat vyskyt stawanych fenolickych
latek v potravinach, charakterizovat jednotlivérakini metody pro izolaci fenolickych

latek a popsat metodu, ktera byla pouzita ke stamigednotlivych fenolickych latek.

V prakticke ¢asti diplomové prace bylo cilem vybrat nejvh&8n extrakni metodu pro
izolaci fenolickych latek a z#tit jejich obsah pomoci vysokaiiné kapalinové chroma-

tografie.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 42

7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Analyzovany vzorek

K analyze byl pouzit vzorek moéka jaderka, coz je stle hndy prasek, ktery byl ziskan
pomletim smisi seminek z révy vinné. Mokia ze seminek révy vinné je bohatéa riagaini
antioxidanty.

Vzorek byl dovezen z BJ VITISiBzi u Mikulova.

7.2 Pouzité chemikalie
e Metanol pro HPLCX 99,9%, SIGMA-ALDRICH Co., Germany)
e Dusik plynny 5.0 {istota 99,999%)
» Kyselina fosforéna & 85%, SIGMA-ALDRICH Co., Germany)
e Standardy: Vyrobce SIGMA-ALDRICH
0 4-aminobenzoova kyselina
o 3,4-dihydroxybenzoova kyselina
0 4-hydroxybenzoova kyselina
o vanilinova kyselina
o vanilin
o kavova kyselina
0 p-kumarova kyselina
o ferulova kyselina

0 sinapova kyselina

7.3 Pristroje a zarizeni
* HPLC (Schimadzu, LC-20 AD):
o0 SPD-20 AD (UV/VIS detektor pro 254 nm a 313 nm, iSadzu)

0 SIL-20 AG4t (autosampler, Schimadzu)
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o maximalni tlak 35 MPa

o kolona: Supelcosi™ LC-18, vyrobce: Sigma-Aldrich, (Belefore, USA),
rozmery: 25 cm x 4,6 mm x 5ul

o pratok mobilni faze fi analyze 1 ml za minutu
o ultrazvuk (KRAINTEK 2, Galik design)
» vodni lazé vyhiivana na 30 °C (Heidoph, Laborota 4010 digital)
* vodni lazé vyhitivana na 50 °C (PolyScience)
» kynarna vytiivana na 40 °C (INCU-Line, VWR)
* lednice 4 °C (ELEKTROLUX, Intuition SpacePlus)
» vyhodnocovaci program LC Solution, Shimadzu
* mikropipeta (100-1000 ul, TreffLab, Transferpetje S
* pipeta skle#na ( objem10 ml)
« vahy analytické (LABICOM GR-200, AND, max. 210 girn10 mg)
» stikackové filtry (LUT Syringe filters nylon, 13 mm, 0,32m)

» vialky skleréné (objem 20 ml)

7.4 Postup prace

Pro extrakci fenolovych kyselin z rostlinného vaogkevného charakteru bylo pouzito roz-
poustdlo metanol (100%). Vzorek s rozpotdiem byl vystaven {sobeni gkolika teplot
po nizny ¢as. Pouzivanymi teplotami byly 4°C, 20°C, 30°C,@Gf 50°C a pouzivanymi
¢asy byla 1 hodina, 8 hodin a 24 hodin. Po ponecp@sobeni viivi na vzorek byl vzdy
v uvedenycas proveden odip vzorku. Stanoveni fenolickych latek bylo pak prdeno
metodou HPLC s UV/VIS detektorem.¢k&no bylo i vinové délce 254 nm a 313 nm.

Po vyhodnoceni chromatogréarbyla zjisS€na nejidealsjsi teplota pro extrakci fenolovych
latek. Nasled&é byla zjiS&né teplota pouZzita k extrakci vzorku éps rozpouddlem za

sowasného fisobeni ultrazvuku paizrg dlouhou dobu.
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7.4.1 Priprava mobilni faze

Mobilni faze A byla pipravena ze 745 ml vody, 245 ml metanolu (100%) anl kyseliny
fosfore&né (85%). VSe bylo smichano &fltrovano. Refiltrovana mobilni faze byla po-
nechana probublavat dusikem po dobu 10 minut. Bostekrokem bylo ponechaniigo-
beni ultrazvuku na mobilni fazi, a téi @0 °C 5 minut.

Mobilni f&zi B tvai 200 ml metanolu (100%), ten byl probublan dusi@ndobu 10 mi-

nut a byl na § nechan fisobit ultrazvuk po dobu 5 minuti20 °C.

7.4.2 Extrakce rozpouS€dlem za pisobeni teploty afasu

Zakladem bylo navazeni 0,75 g vzorku do skfgieh vialek o objemu 20 ml na analytic-
kych vahach. K vzorku byloffgano 15 ml extraéniho ¢inidla tedy metanolu (100%) po-
moci pipety. Celkem bylo taktaipraveno 15 vzonk Tyto vzorky pak byly vystavenyep
raiznym teplotam, a to 4 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C &60po dobu 1 hodiny, 8 hodin a 24
hodin. Vzorky, jez mily byt umisgny pri teplot 4 °C, byly uloZeny do lednice. Vzorkyip
20 °C byly ulozeny vol& v laboratdi. Vzorky pri 30 a 50 °C byly umighy ve vodnich
laznich vytemperovanych na dané teploty a vzorky@ °C byly umisiny do vytraté ky-
narre.

Po uplynuti jednotlivycitasi byly odebirany vzorky z danych teplot, které bpigfiltro-
vany pges stikackovy filtr o porozig 0,22 um. Refiltrovany extrakt byl pak podroben
HPLC analyze. ® vinové délce 254 nm bylo zjisvano, zda je iitomna kyselina 4-
aminobenzoova, 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybewra, vanilinova, kavova a vani-
lin. Pfi 313 nm bylo zjisovano, zda jeifitomna kyselina p-kumarova, ferulova a sinapova.
Po vyhodnoceni chromatogrénbyla zvolena spotma neidedl&Si teplota pro extrakci

fenolickych latek.

7.4.3 Extrakce rozpouSt€dlem za pisobeni 50 °C, ultrazvuku afasu

Vi s

v predchozim pokusu, byla 50 °Cii Réto teplo¥ bylo vyextrahovano nejvice z kazdé de-
tekované fenolické latky. S touto teplotou byloedatacovano.

Bylo navazeno 0,75 g vzorku na analytickych vahdaolsklernych vialek o objerin 20
ml. K vzorku bylo vzdy pdano 15 ml metanolu (100%) jako exttakho ¢inidla. Takto
byly pripraveny 3 vzorky. Vzorky byly vystavenyigobeni teploty 50 °C aipobeni ultra-
zvuku po dobu 1 hodiny, 8 hodiny a 24 hodin. V wm&kasy byly provedeny odhby.
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Odebrany extrakt byl fefiltrovan pges stikackovy filtr o porozie 0,22 um a dan k
HPLC analyze. Bylo zjivano, zda je iitomna kyselina 4-aminobenzoova, 3,4-
dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova, vanilinovd@/dva a vanilin i vinove délce 254
nm. Déle bylo zjiBovano, zda je iitomna kyselina p-kumarova, ferulova a sinapotia p

vinové délce 313 nm. Nasletlbyl hodnocen vliv ultrazvuku.

7.4.4 Kalibra ¢ni krivky standardi

Pro vyhodnoceni detekovanych latek po HPLC analygg pouzity kalibrani kiivky
standard. Byl pouzit standard kyseliny 4-aminobenzoové, ey 3,4-
dihydroxybenzoové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, kysevanilinové, kyseliny kavoveé,
vanilinu, kyseliny p-kumarove, kyseliny ferulovékgseliny sinapové. Standardni latky
byly o koncentracich 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1537; a 9 mg/l, nasledovalo jejich Zrani
na HPLC pistroji. Po vytvdgeni kalibr&nich Kivek zméfenych standaid byla gidana
spojnice trend kazdé latky a zobrazena rovnice regrese a hodspukehlivosti. Plochy
pika a koncentrace, ze kterych byla kalibrakiivka kazdé standardni latky vytiena, se
nachazeji v filoze P 1.

Rovnice regrese kazdé standardni latky byla pokZ#a@itani koncentraci detekovanych

latek.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Kalibra éni kiivky standardnich latek

8.1.1 Kalibra ¢éni k¥ivka kyseliny 4-aminobenzoové

250 000

200 000

y =21856x + 1136,6

ik

<

150 000

R? = o,g’gy

100 000

/

plocha p

50 000

0 ‘

0 2

4 6 8

koncentrace [mg/l]

10

Obrazek 18: Kalibréni kiivka kyseliny 4-aminobenzooveé
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8.1.2 Kalibra ¢ni kiivka kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové

180 000+ y= 18588x + 382,5/
160 000 R = 09993
140 000 —
= 120 000
= 100 000 //
e
S 80000 e
2 60000 ad
40 000 /
20 000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 2 4 6 8 10
koncentrace [mg/]]

Obrazek 19: Kalibréni kiivka kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové

8.1.3 Kalibra ¢ni k¥ivka kyseliny 4-hydroxybenzoové

200 000 y = 19982x + 1162,8
R’ = 0,998

150 000+
¥4
a
2 100000
o
S
o

50 000
0 / \ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10
koncentrace [mg/]

Obrazek 20: Kalibréni kiivka kyseliny 4-hydroxybenzoove
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8.1.4 Kalibra ¢ni k¥ivka kyseliny vanilinové

160 000 =19424x + 1211
140 000 == s
R’ = 0,996~
» 120 000 /
S 100 000 5
£ 80000
2 60 000-
40 000
20 000 /
O T T T
0 2 4 6 8
koncentrace [mg/[]
Obrazek 21: Kalibréni kiivka kyseliny vanilinové
8.1.5 Kalibra ¢ni k¥ivka kyseliny kavové
350000 y = 35020x - 937,21
300 000 R? = ng‘
250 000 -
< 200 000 /
c
8 150000
= 100 0001
50 000
O ’ T T T T
0 2 4 6 8 10
koncentrace [mg/[]

Obrazek 22: Kalibréni kiivka kyseliny kdvoveée
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8.1.6 Kalibra éni k¥ivka vanilinu

450 000 y=45922x + 1892,
400 000 Z=0.998
350 000 - /
i_ﬁL 300 000
© 250000 /
S 200 000 *
'S 150 000
100 000+
50 000
O T T T T
0 2 4 6 8 10
koncentrace [mg/l]
Obrazek 23: Kalibréni kiivka vanilinu
8.1.7 Kalibra ¢éni k¥ivka kyseliny p-kumarové
500 000 y = 49587x + 14314
400 000- R
=
2 300 000
©
S
S 200 000
o
100 000+
O I T T T T
0 2 4 6 8 10
koncentrace [mg/l]

Obrézek 24: Kalibréni kiivka kyseliny p-kumarové
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8.1.8 Kalibra ¢ni kiivka kyseliny ferulové

plocha pik

350 000
300 000+
250 000
200 000

y = 30860x + 12000

R® = 0,9945

150 000
100 000
50 000
0 - ‘

0 2

4 6 8
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Obrazek 25: Kalibréni kiivka kyseliny ferulové

8.1.9 Kalibra ¢éni k¥ivka kyseliny sinapové

ik

<

plocha p

160 000

y=15116x- 439,34

140 000
120 000

R =0,9981_~

100 000

/

80 000
60 000
40 000+

20 000
0 #"/ ‘
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Obrazek 26: Kalibréni kiivka kyseliny sinapoveé
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8.2 Stanoveni fenolovych kyselin v rostlinném materialunetodou
HPLC-UV-VIS

8.2.1 Stanoveni fenolovych kyselin po extrakci rozpoustlem za pisobeni teplot a

W

c¢asi

Po vystaveni vzorku danym teplotam, tj. 4 °C, 203C °C, 40 °C a 50 °C po dobu 1 ho-
diny, 8 hodin a 24 hodin byla detekovana kyseliramdnobenzoova, kyselina 3,4-
dihydroxybenzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova, kgaevanilinova a vanilin.
Koncentrace v tabulk&ch byly ziskany dosazeninény€h ploch pik (viz. piiloha P 2 az
P 6) kazdé latky do rovnice regrese kazdé stand#atky zmiréné vySe. Vysledné kon-
centrace byly ziskany aritmetickymapnérem ze ti hodnot. Po vyhodnoceni vysledkylo

tteba zvolit nejideakjsi teplotu pro dalsi pokus. Volena byla podi€Siny.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

52

Koncentrac

KoncentracH

o

[C]

(]

[mg/1]

[mg/1]

[mg/1]

5,313205

5,34235

5,367789

5,34

0,022

6,816773

6,313159

6,35452

6,49

0,228

24

6,810139

9,625613

6,642588

7,69

1,368

20

4,668576

4,661667

4,706964

4,68

0,020

5,031955

5,288497

5,326977

5,22

0,131

24

7,219912

6,904667

7,021751

7,05

0,130

kyselina 4-aminobenzoova

30

5,443604

5,415007

5,410432

5,42

0,015

8,578898

8,503679

8,647072

8,58

0,059

24

11,59624

11,65082

11,83864

11,70

0,104

40

6,423563

6,303596

6,423197

6,38

0,056

10,02006

9,882934

9,971697

9,96

0,057

24

12,23551

12,1575

11,72211

12,04

0,224

50

6,718128

6,571257

6,634489

6,64

0,060

11,09811

11,16231

11,03516

11,10

0,057

24

12,82839

13,09683

13,75862

13,23

0,397

Tabulka 1: Koncentrace

pii riznych teplotach dasech

Kyseliny 4-aminobenzoove
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4-aminobenzoova kyselina

koncentrace [mg

t[h]

T[Cl

Obrazek 27: 3D graf kyseliny 4-aminobenzoové

NejvySSi koncentrace kyseliny 4-aminobenzoové 1888 byla zjiS€na @i 50 °C, coz je
viditelné jak z tabulky, tak z grafu. V 3D grafuijgidét, Ze se zvysujici se teplotou roste i
koncentrace kyseliny a st&jtak scasem. Koncentrace se zvySuje s délkasopeni kazdé

teploty. NejvysSi koncentrace kyseliny byly zji$y vZdy po ponechaniipobeni teplot po
dobu az 24 hodin.
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Koncentrace

KoncentracH

(9

[C]

(]

[mo/l]

[mo/l]

[mg/l]

12,0761

10,51106

10,50546

11,03

0,739

9,178045

13,98981

13,35692

12,17

2,135

24

14,26095

14,35891

14,26262

14,29

0,044

20

9,90744

9,324968

8,64469

9,29

0,514

11,41433

10,40975

10,48071

10,77

0,459

24

19,99185

19,21839

18,09358

19,10

0,779

kyselina 3,4-dihydroxybenzoovd

30

6,188482

7,850307

6,867145

6,97

0,682

17,71361

18,06996

17,98448

17,92

0,157

24

27,4614

27,39878

27,40029

27,42

0,029

40

12,94531

13,66196

12,95075

13,19

0,337

20,51622

20,62511

21,26154

20,80

0,329

24

28,69268

28,27526

27,97652

28,31

0,294

50

14,34643

14,22722

14,10816

14,23

0,097

24,00987

24,6916

24,46377

24,39

0,283

24

31,87651

32,29011

32,03968

32,07

0,174

Tabulka 2: Koncentrace kyseliny 3,4-dihydroxybenabgi riznych

teplotach &asech
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3,4-dihydroxybenzoova kyselina

koncentrac
[mg/l]

t[h]

T[°C]

Obrazek 28: 3D graf kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové

Nejvyssi koncentrace kyseliny 3,4-dihydroxybenzo82¢07 mg/l byla zji&na @i 50 °C.
Coz je viditelr v tabulce i v 3D grafu. Vigvazneé wtSiné se stoupajici teplotou roste i
koncentrace kyseliny,ipdevSim po 24 hodinich extrakce. Boiditelny je i vyznamny
vliv ¢asu, kdy nejvysSich hodnot bylo dosahovatigppnechani delSihodgobeni teplot.

N 1

NejvySSi hodnoty byly zaznamenéany po 24 hodinattakee.
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Koncentracq

Koncentracq

(9

[°C]

(]

[mg/l]

[mg/1]

[mg/1]

3,546602

3,920639

3,575278

3,68

0,170

5,895966

6,858783

7,025383

6,59

0,498

24

9,662756

8,514773

8,515074

8,90

0,541

20

6,159253

5,075378

4,76615

5,33

0,597

3,943459

3,277159

3,396967

3,54

0,290

24

9,375248

9,252537

7,983095

8,87

0,629

kyselina 4-hydroxybenzoov3

30

1,570974

1,590592

1,593844

1,59

0,010

15,60666

10,02073

10,85093

12,16

2,461

24

9,980743

10,44556

10,23387

10,22

0,190

40

7,824452

9,074127

7,820048

8,24

0,590

12,61251

13,06662

13,10155

12,93

0,223

24

11,73647

11,47574

10,41288

11,21

0,572

50

8,394465

8,708948

8,392513

8,50

0,149

9,197388

9,079231

9,212051

9,16

0,059

24

28,49621

27,28261

28,51212

28,10

0,576

Tabulka 3: Koncetrace kyseliny 4-hydroxybenzootié p

raznych teplotach dasech
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4-hydroxybenzoova kyselina

koncentrace [mg

t[h]

T[°C]

Obrazek 29: 3D graf kyseliny 4-hydroxybenzoové

Nejvyssi koncentrace kyseliny 4-hydroxybenzoovd @8ng/l bylo dosazenaipteplo® 50
°C vcase 24 hodin. levazrg ve vysSich teplotach bylo dosahovano vysSich kurael.
Opet je na grafu viditelny vliwasu, ale oprotiigdchozim kyselinAm nejsou vty kon-
centraci tak vyrazné krammejvySsi dosazené koncentrade 50 °C po 24 hodinach ex-

trakce. Vzdy bylofeba vice nez 1 hodina extrakce k dosazeni vys§iehka dané kyseli-

ny.
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Koncentrace

KoncentracH

9

[C]

[h

—_

[mo/l]

[mo/l]

[mg/1]

6,528418

6,439611

6,467411

6,48

0,037

6,960873

10,03259

9,019306

8,67

1,278

24

7,819965

7,159905

7,16701

7,38

0,309

20

6,272549

9,328871

9,458248

8,35

1,472

7,838087

6,201297

7,843441

7,29

0,773

24

8,736512

8,915671

7,597869

8,42

0,584

kyselina vanilinova
30

4,261429

5,07084

4,24619

4,53

0,385

8,099156

8,707424

8,67777

8,49

0,280

24

16,76375

17,12742

17,55977

17,15

0,325

40

7,846015

5,474722

5,492123

6,27

1,114

9,580313

11,88627

12,74063

11,40

1,335

24

12,98836

17,52137

16,26828

15,59

1,917

50

6,062037

5,849104

6,035626

5,98

0,095

15,83237

16,37654

16,42442

16,21

0,269

24

18,52816

18,79443

14,00654

17,11

2,197

Tabulka 4: Koncetrace kyseliny vanilinové

pii raznych teplotach dasech
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vanilinova kyselina

koncentrace [mg

t [h]

T[C]

Obréazek 30: 3D graf kyseliny vanilinové

V ptipact kyseliny vanilinové bylo nejvyssi koncentrace B7rhg/l dosazenoip30 °C,
ihned za touto hodnotou se ale nachazi koncentradd mg/l, které bylo dosazenti pO

°C. Fevazr ve vysSich teplotach aipdelSim misobeni¢asu jsou koncentrace kyseliny

vanilinové stoupajici, jak izeme vidt v grafu.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

60

vanilin

Koncentracq

Koncentracq

(9

[°C]

(]

[mg/1]

[mg/1]

[mg/l]

6,484167

6,448062

6,467835

6,47

0,015

2,843472

2,4554

2,847195

2,72

0,184

24

3,687729

3,560492

3,682459

3,64

0,059

20

5,553349

4,085099

4,192084

4,61

0,668

7,938589

6,114235

6,074015

6,71

0,870

24

4,360718

4,136055

2,989458

3,83

0,601

30

6,245414

6,438284

6,241843

6,31

0,092

15,32581

15,67508

19,5017

16,83

1,892

24

6,455618

6,782303

6,677124

6,64

0,136

40

8,715711

10,56883

8,712467

9,33

0,874

18,27653

21,15644

21,80876

20,41

1,535

24

5,300812

7,132374

7,383278

6,61

0,928

50

3,454137

3,443946

3,391488

3,43

0,027

5,699075

5,213381

5,217954

5,38

0,228

24

8,204932

8,006574

6,399066

7,54

0,809

Tabulka 5: Koncentrace vanilinu

pii riznych teplotach dasech
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vanilin

koncentrac
[mg/l]

t[h]

T [°C]

Obrazek 31: 3D graf vanilinu

Nejvyssi koncentrace vanilinu 20,41 mg/l bylo desex i 40 °C. Z grafu je viditelne, ze
nejhodrjSi teploty pro vanilin jsou 40 °C a 30 °C. Viditglje i vliv ¢asu, kdy vySSich
koncentraci je dosazeno u#i b hodire extrakce a 8 hodinach extrakce se koncentrace
pievazre zvysuje. Po 24 hodinach extrakce je koncentraodina oproti koncentraci po 1

hodire prevazr nizsi. Coz u fedchozich detekovanych latek bylo présaopak.
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Po vyhodnoceni vysledkbyla jako nejidealgsi teplota stanovena teplota 50 °C, protoze

je prevazuijici u ¥tSiny detekovanych latek.

Koncentrace fenolovych latek pi 50°C
2
1 ©
< 5
o S
No +
35,00 oal o
+H M — mg
30,00 o~ & o
a < o
2500 WBZ od + 7]
(@)] ’
IS e + o —d
E oO # < W0 ~ o
) 20,000 @+m @ < To i e
@ O 5 < o NNo
L L odm 7t o N mlh
4= 15,00 e © o O o +H
o - S + O+ m8h
g 1000 & w2 g B 24t
g < 4 Y
qTe)
0,00 ‘ , ]
90@ o@ 490A o@ &
& & ¢ S &
& © F &
Q 5
S \\b *6
™ 8\0 b:’(\
0 -
i) fenolové latky

Obrazek 32: Souhrnny graf koncentrace detekovafgraiovych latek fi 50 °C

Ze souhrnného grafu je jaswiditelny vliv ¢asu na vysi koncentrace detekovanych latek ve
vybrané nejideak)si teplot 50 °C. NejvysSich koncentraci danych latek je dogano po

24 hodinach extrakce.

8.2.2 Stanoveni fenolovych kyselin po extrakci rozpoustlem za pisobeni 50 °C a

ultrazvuku

Po vystaveni vzorku tep60 °C po dobu 1 hodiny, 8 hodin a 24 hodin byleekievana
kyselina 4-aminobenzoova, kyselina 3,4-dihydroxytoeva, kyselina 4-hydroxybenzoova,
kyselina vanilinova, kyselina kavova, vanilin, kijsa p-kumarova, kyselina ferulova a

kyselina sinapova.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 63

Koncentrace v tabulkach byly ziskany dosazenintény&h ploch pik (viz. péiloha P 7 az
P 15) kazdé latky do rovnice regrese kazdé standdditky jiz zmirgné vySe. Vysledné

koncentrace byly ziskany aritmetickymip®rem ze i hodnot.
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t | Koncentracqg Koncentracqd o
[h] [ma/l] [mg/l] [mg/l]
9,154026
1 8,544903 8,80 0,259
8,694244
kyselina 4-aminobenzoov§ 43,90284
8 42,7874 43,21 0,493
42,94667
44,08357
24 | 44,69063 43,93 0,693
43,01388

Tabulka 6: Koncentrace kyseliny 4-aminobenzoové

pri 50 °C a ultrazvuku

Z tabulky je viditeln& vZistajici koncentrace kyseliny 4-aminobenzoov@sem, kdy nej-

vySSi koncentrace 43,93 mg/l je dosazeno po 24bwediextrakci.

t | Koncentracqg Koncentracqd o
[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
17,80189
1 17,55818 17,70 0,105
17,74922
kyselina 3,4-dihydroxybenzooval 41,58901
8 40,27956 41,13 0,603
41,52407
25,31571
24 | 23,72404 24,79 0,751
25,3197

Tabulka 7: Koncentrace kyseliny 3,4-dihydoxybenzoov

pii 50 °C a ultrazvuku

V piipack kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové je nejvyssi koncace 41,13 mg/l dosazeno po
8 hodinoveé extrakci. Oproti tomu po 24 hodinovéraikti je mnoZstvi kyseliny jiz nizsi,
nez tomu je u fedchozi kyseliny. Ale iies to je viditelné, Ze pro ziskani vyssi koncentra-

ce je teba delSi doba extrakce.
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t | Koncentracq Koncentrace o

[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
11,11131

1 11,39517 11,20 0,135
11,10751

kyselina 4-hydroxybenzoova 29,5397

8 25,19378 27,90 1,929
28,97514
30,49541

24 31,51773 30,92 0,435
30,74558

Tabulka 8: Koncetrace kyseliny 4-hydroxybenzoové

pii 50 °C a ultrazvuku

U kyseliny 4-hydroxybenzoové je nejvyssi koncerdrd0,92 mg/l dosazeno po 24 hodi-
nach extrakce. V tabulce je viditelny vigasu, kdy se koncentrace kyseliny zvySuje

s délkou doby extrakce.

t Koncentracq Koncentracqd o

[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
7,939817

1 8,192957 7,90 0,258
7,565589

kyselina vanilinova 10,19527

8 9,979355 11,04 1,357
12,96005
96,66454

24 85,46489 82,00 13,615
63,85986

Tabulka 9: Koncentrace kyseliny vanilinové
pii 50 °C a ultrazvuku
Nejvyssi koncentrace 82,00 mg/l kyseliny vanilindwdo dosazeno @b po 24 hodinach
extrakce. U nejvysSi dosazené koncentrace kysbiilayzjiStna velka smrodatna odchyl-
ka, hodnota tedy neivie byt brana v Gvahu. V tabulce je viditelny vyznaasu, kdy

s dobou trvani extrakce roste i koncentrace kygelin
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t | Koncentracg Koncentracs o
[h] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
1,64544
1 1,768845 1,18 0,745
0,129783
vanilin 2,210834
8 2,459821 2,47 0,222
2,753232
5,190952
24 5,95601 5,18 0,640
4,387633

Tabulka 10: Koncentrace vanilinu

pii 50 °C a ultrazvuku

Nejvyssi koncentrace vanilinu 5,18 mg/l bylo dosevpo 24 hodinach extrakce. Z tabulky

je vidét, Ze koncentrace vanilinu je stoupajici s délkwérti extrakce.

t | Koncentracq Koncentracg o
[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
17,08222
1 19,27119 18,82 1,274
20,10195
kyselina kdvova 7,892667
8 5,904775 6,89 0,812
6,869481
9,695266
24 11,30252 9,32 1,791
6,964084

Tabulka 11: Koncentrace kyseliny kavové

pri 50 °C a ultrazvuku

U kyseliny kdvové byla nejvysSi koncentrace 18,&flmjiSttna jiz po 1 hodi& extrakce.

Koncentrace u této kyseliny jsou dale ve vztahiadu nepravidelné, kdy po 8 hodinach

s
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8 hodinach, ale za to je niZzSi nez pol hédaxtrakce. Std tedy 1 hodina extrakce

k ziskani nejvyssi koncentrace kyseliny kavoveé.

t | Koncentracqg Koncentracs o
[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
0,688588
1 0,70212 0,70 0,006
0,702099
kyselina p-kumarova 0,622784
8 0,703894 0,65 0,036
0,633291
0,688749
24 | 0,677799 0,68 0,005
0,684696

Tabulka 12: Koncentrace kyseliny p-kumarové

pii 50 °C a ultrazvuku

Vysledné koncentrace kyseliny p-kumarové ve v3g&dech jsou velmi nizké ve vzorku.
Nejvyssi koncentrace kyseliny p-kumarové 0,70 rogld dosazeno po 1 hodirextrakce.
Pfi pohledu na tabulku je viditelné, Ze vysledné lamtcace u jednotlivyckiasi od sebe

nejsou pilis vzdaleny. Vlivéasu i extrakci této kyseliny tedy nehraje vyznamnou.rol

t | Koncentracd Koncentracq c
[h] [ma/l] [ma/l] [ma/l]
0,271387
kyselina ferulova 8 0,280136 0,25 0,037
0,197246
0,336228
24 | 0,364582 0,35 0,012
0,351717

Tabulka 13: Koncentrace kyseliny ferulové

pri 50 °C a ultrazvuku

Obsah kyseliny ferulové ve vzorku je velmi nizkyicBmz nejvysSi koncentrace 0,35 mg/l
byla nandiena po 24 hodinach extrakce. Po 1 hédirtrakce nebyl zaznamenan zZadny

obsah.
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t | Koncentracqg Koncentracqd o
[h] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
0,409125
1 0,449877 0,43 0,017
0,41885
kyselina sinapovéa 1,924407
8 1,863148 1,85 0,072
1,750287
1,269935
24 | 1,133722 1,20 0,056
1,193261

Tabulka 14: Koncentrace kyseliny sinapove

pri 50 °C a ultrazvuku

Obsah kyseliny sinapové ve vzorku je nizky. Nejiy@&hcentrace kyseliny 1,85 mg/l byla
zjisSténa po 8 hodinach extrakce. Nejnizsi koncentraca bytna po 1 hodia extrakce.

Z tabulky je viditelné, Ze pro ziskani vySsi kortcace je teba delSi doba extrakce.
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Z vyslednych hodnot koncentraci byl vyfea souhrnny graf vSech detekovanych kyselin.
Graf slouzi k porovnani extrakiho (Einku teploty 50 °C v kombinaci s ultrazvukem se

souhrnnym grafem extrakiho &inku samotné teploty 50 °C zngmeho jiz vyse.

Koncentrace fenolovych IétLéOk pi 50 °C za pisobeni ultrazvuku
o
—
+H
8
90,00 N
(o]
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= <t m 8h
8 24h
o
X
fenolové latky
Obrazek 33: Souhrny graf koncentrace detekovargblévych latek
8.3 Diskuze

Vzorek mouky jaderky byl nejprve podroben extrakci pomocipozstdla a msobeni
teplot 4 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C a 50 °C po dothodliny, 8 hodin a 24 hodin. Fenolické
latky byly poté ndteny pomoci HPLC s UV/VIS detektoremiedpokladem bylaijtom-
nost kyseliny 4-aminobenzoové, 3,4-dihydroxybenzoa-hydroxybenzoové, vanilinové,
kavove, vanilinu, kyseliny p-kumarové, ferulovéysdéliny sinapové. Detekovano bylo ale
jen 5 latek, a to kyseliny 4-aminobenzoova, kyseldy-dihydroxybenzoova, kyselina 4-
hydroxybenzoova, kyselina vanilinova a vanilin. ientrace jednotlivych latek jsou uve-
deny v tabulkach vySe spol& s 3D grafy.

Kyselina 4-aminobenzoova byla z{iga @i nejvyssi koncentraci 13,23 mgiti 50 ° po 24
hodinach extrakce. Koncentrace kyseliny se zvy&osaixtrakni teplotou. U této kyseliny

je viditelny vliv ¢asu. Obsah kyseliny se zvySuje i s délkou dobya&gs.
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Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova byla zf§isa v nejvyssi koncentrace 32,07 mgil50 °C
po 24 hodinach extrakce. Koncentrace kyseliny acsteplotou extrakce a téegevsim po
delSi dolks extrakce. Z grafu je viditelnyiist koncentrace kyselinyéasem, kdy nejvyssi
koncentraceifp kazdé teplat je dosazeno po 24 hodinach extrakce.

U kyseliny 4-hydroxybenzoova byla vytana nejvyssi koncentrace 28,10 mg/l po 24
hodinach extrakceip50 °C. Rist koncentrace kyseliny se stoupajici teplotougykex-
trakci po 1 hodina a po 8 hodinach amanepravidelny. Vhod¥Si pro tuto kyseliny je
spiSe 24 hodinova extrakce, kdy jeji koncentragepstla se zvysujici se teplotou.
Kyselina vanilinova byla zjigha v nejvyssi koncentraci 17,15 mg/l a io 30 °C po 24
hodinach extrakce. Ihned za touto hodnotou se atbari hodnota 17,11 mg/l, ktera byla
vypacitana i 50 °C po 24 hodinach extrakce. Z grafu je vidigelze obsah kyseliny vani-
linové je vySsi v oblasti vysSich teplot a po deldiis extrakce.

Vanilin byl zjis€n v nejvyssi koncentraci 20,41 mgfi peplot 40 °C po 8 hodinach ex-
trakce. Jedinému vanilinu jednozn& vyhovovala niZSi teplotafedevsim 30 °C a 40 °C,
nez 50 °C a také wnnebyla teba delSi extrakce nez 8 hodin pro dosazeni néjkgsiho-
ty.

Souhrni Izetici, Ze pro ¥tSinu detekovanych latek je vyhovujici vySSi teplektrakce a
doba fiisobeni 24 hodin.

Po zhodnoceni vysledkdetekovanych latek byla vybrana podle vyslednychckentraci
nejidealjSi teplota, se kterou bylo dale pracovano.rfevazné tSiny latek byla zji&tna
nejvyssi koncentraceigeplot 50 °C. Vysledné koncentrace detekovanych latek@°C

byly zobrazeny v souhrnném grafu uvedeném vyse.

Nasledovalo dalSi podrobeni vzorku extrakci, admeci rozpougtla, @i teplot 50 °C a
za pisobeni ultrazvuku, vSe po dobu 1 hodiny, 8 hod##dodin. Z pedpokladanych 9
latek vySe jiz zmiénych jich bylo vSech 9 detekovano, tj. kyselinardirgobenzoova, ky-
selina 3,4-dihydroxybenzoova, kyselina 4-hydroxytmava, kyselina vanilinova, kyselina
kavova, vanilin, kyselina p-kumarova, kyselina feua a kyselina sinapova. Oprotiegl-
chozi extrakci je tedy viditelné, Ze pomoci ultralzy je dosazeno lepSich vyslédkim Ze
bylo detekovano vSech Yqupokladanych latek. Byl vytven souhrnny graf koncentraci
detekovanych latek po této extrakci, ktery je zabrg vySe. Z grafu je vid, Ze u pevaz-
né &tSiny latek je pdeba déle nez 1 hodina extrakce pro dosazeni vyksiotentraci.

Vyjimkou je kyselina kavova, u které k dosazenivgg$i hodnoty postaje 1 hodina ex-
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trakce a stejaitak kyselina p-kumarova. Kyselina 4-aminobenzooxta nejvyssi koncen-
traci 43,93 mg/l po 24 hodinach extrakce, kyseBnédihydroxybenzoova &a nejvyssi
koncentraci 41,13 mg/l po 8 hodinach extrakce, lkyael-hydroxybenzoova &ea nejvyssi
koncentraci 30,92 mg/l po 24 hodinadch extrakceglya vanilinovd nila nejvyssi kon-
centraci 82,00 mg/l po 24 hodinach extrakce, viamil nejvyssi extrakci 5,18 mg/l po 24
hodinach extrakce, kyselina kadvova jako jedindanvyrazré nejvyssi koncentraci 18,82
mg/l jiz po 1 hodig extrakce, kyselina p-kumarovala nejvyssi koncentraci 0,70 mg/l po
1 hodirg, kyselina ferulova &la nejvyssi koncentraci 0,35 mg/l po 24 hodinadyselina
sinapova ndla nejvyssi koncentraci 1,85 mg/l po 8 hodinachadkde. Poslednftitkyseliny
byly zjistény v opravdu velmi malych mnoZzstvich.

Srovnanim koncentraci v souhrnném grafu po extradapoustdlem @i 50 °C a souhrn-
ném grafu po extrakci rozpogdtem (i 50 °C a ultrazvuku je vid, Ze po pouZziti ultra-
zvuku je detekovano vSech 9 latek. DalSim srovniéwge viditelné, Zze kyselina 4-
aminobenzoovd m& po pouZiti ultrazvuku vysSi kotreenve vSechiechcasech nezigd
tim. Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova ma po pouditiazvuku vyssi koncentracidase 1
hodina a wWase 8 hodin. Kyselina 4-hydroxybenzoova ma po poultfrazvuku vyssi kon-
centraci nez ia pred tim. Dale kyselina vanilinova ma po pouZiti agtruku koncentraci
vysSi véase 1 hodina a 24 hodin. Oprategchozim vanilin ma po pouziti ultrazvuku kon-
centraci naopak nizsi nekepl tim.

Zawrem lzeftici, ze vhodnou extraki metodou k izolaci &tSiny zji¥ovanych fenolovych
latek je pouziti rozpoudtia 100% metanolu, teplota 50 °C v kombinaci saakukem a
delSi dobou extrakce. Kdy nejen Ze byly detekovwagchny pedpokladané latky, ale u
vétsSiny z nich byla zjigina i vySSi koncentrace nez pi@@chozi extrakci.

Pro srovnani vysledknebyla nalezena vhodn& dostupna literatufias\m hledani, jsem
nenalezla literaturu, ve které by byly stanovovay§e uvedené fenolové kyseliny v rozdr-
cenych semenech révy vinné (v niog). Revazovalo stanovovani v jiném vzorku, stano-

vovani jinych fenolovych late& zjisténi celkového mnozstvi fenolovych latek.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanovit vhodnou extrakmetodu pro izolaci fenolovych
latek z rostlinného materialu pevného charakteerykn byla modka jaderka. Déle z#iit
obsah vybranych fenolickych latek ve vzorku. Vzopg&dstavuje sypky praSek z rozdrce-
nych jadérek révy vinné. Vzorek byl podroben extrakzpoustdlem za jisobeni teplot 4
°C, 20 °C, 30 °C, 40 °C a 50 °C po dobu 1 hodinkp8in a 24 hodin a nasletiprob:hlo
zméteni na HPLC s UV/VIS detektorem.

Predpokladem byla fitomnost kyseliny 4-aminobenzoové, kyselina  3,4-
dihydroxybenzooveé, kyselina 4-hydroxybenzoové, kyaevanilinové, kyselina kavove,
vanilinu, kyselina p-kumarové, kyselina ferulov&yselina sinapové. Detekovano bylo ale
jen 5 latek zvySe vyjmenovanych, a to kyselinanmdrmbenzoova, kyselina 3,4-
dihydroxybenzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova, kgaevanilinova a vanilin. Po vy-
hodnoceni vysledk byla zvolena jako nejidedj$i teplota, pi niz wtSina detekovanych
latek nela nejvyssi koncentraci, teplota 50 °C. Z koncarittatek i 50 °C byl vytvden
graf slouzici porovnavani s grafem druhé extrakcgrafu je viditelny vyznam doby ex-
trakce, kdy nejvySSi koncentrace bylo dosahovan@4$dodinach extrace. S teplotou 50
°C bylo pracovanoip dalSi extrakci, kdy k teplét50 °C a rozpoudtlu byl gidan ultra-
zvuku, ot po fti casy. Vysledkem byla detekce vSech deviti latek lkyge4-
aminobenzoove, kyselina 3,4-dihydroxybenzoové, lkyaed-hydroxybenzoove, kyselina
vanilinové, kyselina kavové, vanilinu, kyselina pAkarové, kyselina ferulové a kyselina
sinapové. Z toho latky, které byly po prvni extriattetekovany, byly po této druhé extrakci
zjisteny v prevazneé wtsine ve WtSim mnozstvi. VysSich koncentraci detekované |édtky
sahovaly po delSi débextrakce. Vyjimku tvél vanilin, kterému naopaktsobeni ultra-
zvuku nevyhovovalo, a jeho koncentrace byla po &twakci nizSi. UZ samotna detekce
vSech deviti latek ukazuje, Ze ultrazvutegistavuje vhodny Zigob extrakce. VSechny
Gdaje jsou zaznamenany v souhrnném grafu slouZkcgfuwovnani.

Ze zjiseénych udaj je patrné, Ze nejvhodjsi extrakni metodou pro izolaci&sSiny feno-
lovych latek ze vzorku je extrakce 100% metanolémgplo 50 °C a za fsobeni ultra-
zvuku po dobu delSi nez 1 hodina.

Pro vinde predstavuji semena z hraznévy vinné odpad. Daji se ale vyuzit, obsahuji vy-
sokou koncentraci antioxidantSemena révy vinné mohou byt vyuzivana k v§roleje

lisovaného pedevsim za studena. Olejézhto semen se stagém dal vice popularnim pro
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jeho pozitivni vliv na zdravélovéka. Dale Ize z vylisovanych seminek jejich rozdioen
ziskat bezlepkovou mouku, pouZzivajici seifldad @i vyrob¢ zdravého chleba, rohlikii
vyzivnych tyinek. DalSim vyuzitim rize byt jako krmny dopkk pro zviata nebo vyroba

tablet jako doplék stravy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
nm Nanometr.

Hz Hertz.

UV/VIS Ultrafialova a viditelna oblast.

HPLC  Vysoko®inna kapalinova chromatografie

mg Miligram

CO, Oxid uhlicity

MHz Megahertz

MPa Megapascal

W Watt

h Hodina

m Metr

cm Centimetr

I Litr

t Cas v hodinach

T Teplota ve °C

tj. To je

°C Stupen celsia

ul Mikrolitr

max. Maximalni

min. Minimalni

o Smerodatna odchylka
DNA Deoxyribonukleova kyselina
ml Mililitr

mg/l Miligram na 1 litr
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g Gram
mm Milimetr

nm Mikrometr
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PRILOHA P 1: DATA PRO SESTROJENI KALIBRA CNICH K RIVEK
STANDARDNICH LATEK

Plochy pika
N '@ Y L
S s 15 | £ | s s | £ | E
3 R | R 3 5 2 D 3
N S| o Q 9 = % 2
Koncentrace| S € |, 8 £ | @ C < > = Q < ~
S22 I80| S0 'S - [= 3 & @ NS
[mg/l] QY ™MX9| X0 2 ‘© = <) < g
= < c| o2 c 8 > < o 8_
S S S = > £ S S
I | g |5 | & |¥ I |2 |5
o < > o
0,1 2796 1478 2606 2603 2238 5585 15615 15b25 1622
0,3 8172 6119 7433 7374 11382 160P1 29%81 23920 4 389
0,5 12729 10683 11648 11216 1813 26397 40111 311&B77
0,7 16747 | 13244 15103 15229 23950 34756 49752 377991
0,9 23074 | 18149 21241 20847 3315 49318 6539 47463612
1 23512 | 19726 23018 21215 33648 49710 59073 349965281
3 64171 | 53746 58194 57250 100Z26133235| 156581| 93929 | 48123
5 104276 91312 | 95182 92970 16619216806] 256530| 154901 70055
7 158909| 133529| 144940| 141531| 248364| 332345| 391403| 236371| 105589
9 198026| 167001| 181760| 417524| 316347| 417524| 442388| 292602 137205




PRILOHA P 2: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY 4-
AMINOBENZOOVE POUZITE PRO VYPO CET JEJi
KONCENTRACE VE VZORKU

T | t | Plochy pik
[Cl][h] []
72 031
1 79 505
72 604
118 976
4 | 8| 138215
141544
194 244
24| 171 305
171 311
124 237
1| 102579
96 400
79 961
20| 8 66 647
69 041
188 499
24| 186 047
160 681
32 554
1 32 946
33011
kyselina 4-aminobenzoova 313 015
30| 8| 201397
217 986
200 598
24| 209 886
205 656
157 511
1| 182482
157 423
253 186
40 | 8 | 262 260
262 958
235 681
24| 230471
209 233
168 901
1| 175185
168 862
184 945
50 | 8 | 182584
185 238
570 574
24| 546 324
570 892




PRILOHA P 3: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY 3,4-
DIHYDROXYBENZOOVE POUZITE PRO VYPO CET JEJI
KONCENTRACE VE VZORKU

T | t | Plochy pik
[Cl|[h] []
224 853
1 195 762
195 658
170 984
418 260 425
248 661
265 465
24 267 284
265 496
184 542
1 173 715
161 070
212 552
20| 8 193 879
195 198
371991
24 357 614
336 706
115 414
1 146 304
128 029
kyselina 3,4-dihydroxybenzoov§ 329 643
30| 8 336 267]
334 678
510 835
24 509 671
509 699
241 010
1 254 33
241 117
381 738
40| 8 383 762
395 592
533 722
24 525 963
520 410
267 054
1 264 83§
262 625
446 678
50| 8 459 35(
455 115
592 903
24 600 591
595 934




PRILOHA P 4: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY 4-
HYDROXYBENZOOVE POUZITE PRO VYPO CET JEJI
KONCETRACE VE VZORKU

T | t | Plochy pik
[°CI | [h] []
72 031
1 79 505
72 604
118 976
418 138 214
141 544
194 244
24 171 305
171 311
124 237
1 102 579
96 400
79 961
20| 8 66 647
69 041
188 499
24 186 047
160 681
32 554
1 32 946
33011
kyselina 4-hydroxybenzoova 313 015
30] 8 201 397
217 986
200 59§
24 209 886
205 656
157 511
1 182 482
157 423
253 184
40| 8 262 260
262 958
235 681
24 230 471
209 233
168 901
1 175 184
168 862
184 945
50| 8 182 584
185 238
570 574
24 546 324
570 892




PRILOHA P 5: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY VANILINOVE
POUZITE PRO VYPOCET JEJi KONCENTRACE VE VZORKU

T | t | Plochy pik
[°CI|[h] []
128 019
1 126 294
126 834
136 419
418 196 084
176 402
153 104
24 140 285
140 423
123 049
1 182 414
184 928§
153 458
20| 8 121 665
153 562
170 909
24 174 389
148 792

83 985
1 99 707
83 689
kyselina vanilinova 158 529
30]| 8 170 344
169 768§
326 830
24 333 894
342 292
153 612
1 107 552
107 89(Q
187 299
401 8 232 09(¢
248 685
253 497
24 341 546
317 206
118 96(Q
1 114 824
118 447
308 739
50| 8 319 309
320 239
361 102
24 366 274
273 274




PRILOHA P 6: ZJIST ENE PLOCHY PiK U VANILINU POUZITE PRO
VYPOCET JEHO KONCENTRACE VE VZORKU

T | t | Plochy pik
[°C] | [h] []
299 658
1 298 000
298 90§
132 470
4 |8 114 649
132 641
171 240
24 165 397
170 998
256 913
1 189 488
194 401
366 448
20| 8 282 670
280 823
202 145
24 191 828
139 174
288 694
1 297 551
288 530
vanilin 705 684
30| 8 721 723
897 449
298 347
24 313 349
308 519
402 135
1 487 234
401 986
841 187
40| 8 973 438
1 003 394

245 314
24 329 425
340 947
160 513
1 160 045
157 636
263 605
50| 8 241 301
241 511
378 679
24 369 570
295 750




PRILOHA P 7: ZJIST ENE PLOCHY PIK U KYSELINY 4-
AMINOBENZOOVE PO P USOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU
POUZITE PRO VYPOCET JEJi KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
e
201207
1 187894
191158
960677
8| 936298
939779
964627
24| 977895
941248

&

kyselina 4-aminobenzooy




PRILOHA P 8: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY 3,4-
DIHYDROXYBENZOOVE PO P USOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU
POUZITE PRO VYPOCET JEJI KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha piky
h

e
331284
1| 326754
: : 1. 330305
kyselina 3,4-dihydroxybenzooy# 73439
8| 749099
772232
470951
24| 441365

471025




PRILOHA P 9: ZJIST ENE PLOCHY PIK U KYSELINY 4-
HYDROXYBENZOOVE PO P USOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU
POUZITE PRO VYPOCET JEJi KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha piky
] []

223189
1 228861
223113
591425
8 504585
580144
610522

24| 630950
615521

kyselina 4-hydroxybenzoo\&a




PRILOHA P 10: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY
VANILINOVE PO P USOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO
VYPOCET JEJi KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
Moo
155434
1| 160351
148165
199244
8| 195050
252947
1878823
241 1661281
1241625

kyselina vanilinova




PRILOHA P 11: ZJIST ENE PLOCHY PiK U VANILINU PO
PUSOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO VYPO CET JEHO
KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
[h
] [-]

77454
1 83121
7852
103418
8 114852
128326
240271
24| 275404
203381

vanilin




PRILOHA P 12: ZJIST ENE PLOCHY PIiK U KYSELINY KAVOVE PO
PUSOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO VYPO CET JEJi
KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
e
597282
1| 673940
703033
275464
8| 205848
239632
338591
24| 394877
242945

kyselina kavovg




PRILOHA P 13: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY P-
KUMAROVE PO P USOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO
VYPOCET JEJi KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
] [-]
48459

1 49130
49129
45196

8 49218
45717
48467

241 47924
48266

kyselina p-kumarovp




PRILOHA P 14: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY FERULOVE
PO PUSOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO VYPO CET
JEJI KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha piky
] [-]
20375
kyselina ferulovgd 8 20645
18087
22376

241 23251
22854




PRILOHA P 15: ZJIST ENE PLOCHY PiK U KYSELINY SINAPOVE
PO PUSOBENI 50 °C A ULTRAZVUKU POUZITE PRO VYPO CET
JEJI KONCENTRACE VE VZORKU

t | Plocha pikd
] [-]

5745
1 6361
5892
28650
8 27724
26018
18757

241 16698
17598

kyselina sinapovp




