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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Klara Kunovska

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, PhD.

Konzultant: doc. RNDr. Miroslav Polasek, CSc.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni antioxida¢ni aktivity piirodnich latek

Cilem této diplomové prace bylo hodnoceni antioxidacni aktivity pfirodnich latek pomoci
chemiluminiscen¢ni detekce v pritokovém systému sekvenéni injekéni analyzy (SIA).
Vyhodou tohoto systému je vysoka citlivost, jednoduchost a vysoka opakovatelnost
jednotlivych analyz. Jako antioxida¢ni aktivita byla hodnocena zavislost
chemiluminiscen¢niho signdlu na koncentraci testovaného antioxidantu a nasledné
odvozen index Q. Jako chemiluminiscen¢ni ¢inidlo zde slouZil luminol, ktery v bazickém
prostiedi pfi oxidaci peroxidem vodiku za pfitomnosti katalyzatoru vykazoval
chemiluminiscen¢ni zafeni. Jako katalyzator byl pouZit roztok hexakyanoZelezitanu
draselného a celé méteni probihalo pii pracovnim napéti 435 mV. Chemiluminiscenéni
signal byl snimén po dobu 60 s. U kazdé testované latky probéhly 3 cykly méteni.
Vysledky testovani byly hodnoceny pomoci plochy a vysky chemiluminiscenéniho

signalu a srovnany s experimentem bez testovaného antioxidantu.

Nejprve byly hodnoceny jednotlivé vybrané latky s antioxida¢ni aktivitou, a to kvercitrin,
kyselina kavové, epikatechin, floridzin a floretin, které byly porovnavany s Troloxem,
ktery zde slouzil jako standard pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity. Z hodnoceni
vyplynulo, ze kvercitrin, kyselina kavova a epikatechin jsou silngj$i antioxidanty nez
Trolox a floridzin s floretinem o néco slabsi. Dale byly hodnoceny smési latek
s antioxidacni aktivitou obsazenych v extraktech odrid cern¢ho bezu a v extraktech
slupky a duZniny jablek odriidy Golden delicious. Bylo potvrzeno, Ze z odrid ¢erného
bezu vykazuje nejvetsi antioxidacni aktivitu plany bez, dale odrida Samyl a
nejméné odriida Sambu. U jablek vykazovaly vétsi antioxidacni aktivitu methanolové
roztoky nez roztoky vodné, a zaroven byla potvrzena vétsi antioxidacni aktivita u jable¢né

slupky v porovnani s jable¢nou duzninou.



ABSTRACT
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Title of Diploma Thesis: Evaluation of antioxidant activity of natural compounds

The aim of this thesis was to evaluate antioxidant activity of natural compounds by
chemiluminescence detection in flow system based on sequential injection analysis (SIA).
The advantages of this system are high sensitivity, simplicity and high repeatability of
individual analyses. The antioxidant activity was evaluated like dependence of
chemiluminiscent signal on the concentration of tested antioxidant and then index Q was
derived. Luminol was wused as chemiluminiscent reagent, which showed
chemiluminiscent emission in alkaline enviroment during oxidation of hydrogen peroxide
together with a catalyst. As the catalyst, solution of potassium ferricyanide was used and
whole measurement was conducted during working voltage of 435 mV.
Chemiluminescent signal was monitored for a period of 60 seconds. For each tested
substance, 3 cycles of measurement were conducted. The results of testing were evaluated
using the area and height of the chemiluminescent signal and compared with the

experiment without the tested antioxidant.

At first, individual selected substances with antioxidant activity (quercitrin, caffeic acid,
epicatechin, phloretin and phloridzin) were evaluated, then they were compared with
Trolox, which is used as the standard for evaluation of antioxidant activity. The evaluation
concluded that quercitrin, caffeic acid and epicatechin are stronger antioxidants than
Trolox and phloridzin with phloretin are slightly weaker. Then mixtures of substances
with antioxidant activity contained in extracts of varieties of elderberry and extracts of
peel and pulp of apple variet Golden Delicious were also evaluated. It was confirmed that
in case of elderberry, wild elderberry has the highest antioxidant activity, then variety
Samyl and the least variety Sambu. In apples testing, methanol extracts showed higher
antioxidant activity than aqueous extracts and at the same time, it was confirmed that

higher antioxidant activity has apple peel than apple pulp.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS — 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonat)
AOQO — antioxidant
CL — chemiluminiscence

CUPRAC — hodnoceni antioxidacni kapacity redukci méd’natych iontt (Cupric
Reducing Antioxidant Capacity)

DPPH - 2,2-di(4-tert-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl
ET — elektronovy pienos (Electron Transfer)
FIA — pratokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis)

FRAP — hodnoceni antioxida¢ni kapacity redukci zelezitych iontd (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

HAT - ptesun atomu vodiku (Hydrogen Atom Transfer)

HOz* — hydroperoxylovy radikal

ICLo — chemiluminiscen¢ni signal slepého vzorku

ICLx — chemiluminiscen¢ni signdl testovaného vzorku s antioxida¢ni aktivitou
NO- — radikal oxidu dusnatého

NO2e — radikal oxidu dusicité¢ho

Oy — superoxidovy radikal

*OH — hydroxylovy radikal

-OH — hydroxylové funk¢ni skupina

ORAC — kapacita absorpce kyslikovych radikalti (Oxygen Radical Absorption
Capacity)

PTFE — polytetrafluorethylen

RNS - reaktivni formy dusiku (Reactive Nitrogen Species)

ROe — alkoxylovy radikal

ROO¢ — peroxylovy radikal

ROS - reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

RSD - relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)
SD — smérodatné odchylka (Standard Deviation)

SIA — sekvenéni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)



TEAC — troloxovy ekvivalent antioxidacni kapacity ( Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

TRAP — antioxida¢ni parametr popisujici celkovy zachyt radikalt (Total Radical-
trapping Antioxidant Parameter)



1 UVOD

V posledni dob¢ roste zdjem o piirodni latky, hlavné ty s antioxidac¢ni aktivitou. Pfirodni
antioxidanty nalezneme v nékolika ptirodnich zdrojich, jako jsou nékteré druhy ovoce a
zeleniny a u mnoha 1é¢ivych a aromatickych rostlin. Tyto latky dokazi eliminovat volné
radikdly, chrani nd$ organismus pied plisobenim oxida¢niho stresu, a tim ndm slouzi i
jako dulezita prevence riznych civiliza¢nich onemocnéni. Diky zajmu o co nejvyssi podil
téchto latek v naSi stravé, je testovana jejich antioxidacni aktivita pomoci raznych
chemickych a fyzikélnich metod. Metod pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity existuje
nékolik a Ize diky nim hodnotit, jak antioxidac¢ni vlastnosti izolovanych latek, tak i

celkovou antioxida¢ni aktivitu slozitych smési.



2 ZADANI A CIL PRACE

Zadanim mé prace bylo hodnoceni antioxidacni aktivity pfirodnich latek, jak
izolovanych, tak i ve smésich obsazenych v realnych vzorcich, konkrétné v extraktech
jable¢né slupky a duzniny odridy Golden delicious a v extraktech odriid ¢erného bezu.
Vsechny latky byly testovany chemiluminiscenéni metodou vyuzitim techniky sekvenéni

injek¢ni analyzy (SIA).

Cilem prace bylo hodnoceni antioxidacni aktivity jako zavislosti chemiluminiscen¢niho
signdlu na koncentraci testovaného antioxidantu. Nasledné pak odvozeni indexu Q
(quenching efficacy index) a porovnani antioxida¢ni aktivity jednotlivych latek
s Troloxem, jako standardem pro méfeni antioxidaéni aktivity, a redlnych vzorkld mezi

sebou.



3 TEORETICKA CAST

3.1 ANTIOXIDANTY A VOLNE RADIKALY

Antioxidanty jsou latky, které chrani organismus pied oxida¢nim stresem zplsobenym
vznikem volnych radikalti a hraji vyznamnou roli v prevenci a rozvoji zanétlivych a

degenerativnich onemocnéni.

Volnymi radikaly nazyvame ionty, atomy nebo molekuly s neparovymi elektrony, které
jsou kratkodobé schopné samostatné existence, a které maji nékolik fyziologickych

funkeci.

Pti oxidaénim stresu vSak vznikaji volné reaktivni radikaly, a to prevazné reaktivni formy
kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS), které maji negativni vliv na dalezité

bunécné slouceniny, jako jsou tuky, bilkoviny a nukleové kyseliny.

Mezi kyslikové radikaly (ROS) patii radikal superoxidovy (O2e-), hydroperoxylovy
(HOz¢), hydroxylovy (*OH), peroxylovy (ROQOe¢) a alkoxylovy (RO* ) a mezi dusikové
radikaly (RNS) fadime radikal oxidu dusnatého (NOe ) a oxidu dusicitého (NO2e ).
Diky volnému nepéarovému elektronu zasahuji do bunécnych struktur, narusuji jejich
funkci a nasledné dochézi k poSkozeni tkéani, orgadni a postupné i celého organismu

[1,2,3].

3.2 Prirodni antioxidanty

I vlidském organismu nalezneme né€kolik endogennich antioxidantl, kterymi jsou
napiiklad koenzym Q10, glutathion ¢i kyselina mocova. Jsou to prevazné
nizkomolekularni slouceniny, které v organismu plni svou nezastupitelnou funkci.
Avsak vice latek s antioxidacni aktivitou pfijimame potravou, a tak stale stoupa zajem o
hledani novych a dostupnych ptirodnich zdroji téchto latek a hodnoceni jejich G€innosti.
Nejvétsi obsah ptirodnich antioxidantli nalezneme v mnoha druzich ovoce a zeleniny,

dale v ¢aji, vinu a samoziejme i u mnoha aromatickych a 1é¢ivych rostlin.



Jedna se pfedevsim o vitaminy C, E a karotenoidy, ale nejvétsi pozornost se v posledni

dobé¢ vénuje predevsim skupiné fenolickych sloucenin [3].

Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny tvofi rozmanitou skupinu sekundarnich metaboliti obsazenych
prevazné v rostlinach a riiznych druzich ovoce a zeleniny. Jejich celkovy denni piijem
z raznych zdroju je vétsi nez u antioxidacnich vitamini (C a E) a byl odhadnut na

mnozstvi 1 g.

Do této spole¢né skupiny zahrnujeme slouceniny jako flavonoidy, fenolické kyseliny,
fenolické diterpeny a dalsi. Hlavnim strukturnim znakem vsech latek je vzdy jedno nebo
vice aromatickych jader substituovanych nejmén¢ jednou hydroxylovou skupinou (-OH).
Vyskytuji se jak ve formé aglykoni, tak 1 glykosidl a maji antioxida¢ni ucinky [3,4,5].

v

Nejrozmanitéjsi a nejrozsitengjsi skupinou polyfenolt jsou flavonoidy. Je znamo vice nez
7000 riznych flavonoidi, ale jejich pocet se diky vyzkumu v této oblasti stale zvysuje.
Jsou obsaZeny v listech a semenech kvétin, v klife stromtl, v ovoci a zelening. Flavonoidy
maji i mnoho pfiznivych biologickych uc€inki pro nase télo, jako pfirodni antioxidanty
pomahaji v pfedchdzeni mnoha onemocnéni, véetné kardiovaskularnich a onkologickych.
Na biologickou aktivitu flavonoidi mé vliv i1 poloha substituenti v jejich struktufe.
Hlavni struktura flavonoidl je tvofena dvéma fenolickymi kruhy A a B spojenymi 3
uhlikatym fetézcem, ktery je obvykle ptes atom kysliku uzavien do tfetiho kruhu C. Diky
rozdiliim v jejich struktute se flavonoidy dale rozd€luji do nékolika skupin. Patii sem

naptiklad flavony, flavonoly, isoflavonoly, anthokyanidiny a chalkony [6].



3.3 Testované antioxidanty

3.3.1 Kvercitrin

Synonymum: kvercetin-3-O-a-L-rhamnosid

Obr. 1 — Strukturni vzorec kvercitrinu [7]

Kvercitrin je glykosidova forma kvercitinu, bioflavonoidu hojné zastoupeného v ovoci a

zelening. Cukerna slozka je zde rhamnosa [8].

3.3.2 Kyselina kavova

Systematicky nazev: 3,4-dihydroxyskoticova kyselina
O
N OH

HO
OH

Obr. 2 — Strukturni vzorec kyseliny kavové [9]

Kyselina kdvova je derivat kyseliny skoficové, pattici do skupiny fenolovych kyselin. Je

hojné zastoupena v ovoci, zeleniné, ¢aji a kavé [10].

3.3.3 Epikatechin

Systematicky nazev : (2R,3R)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-
3,5,7-triol



OH
Obr. 3 — Strukturni vzorec epikatechinu [11]

Epikatechin patii do skupiny flavonoll a je obsazen hlavné v zeleném ¢aji, viné a kakau
[12].

3.3.4 Floridzin
Synonymum: floretin 2'-B-D-glukopyranosid

HOOH OH
How
e

(@] .2 HQO
OH

OH " OH

Obr. 4 — Strukturni vzorec floridzinu [13]

Floridzin je glykosidové forma floretinu, patfici do chemické skupiny dihydrochalkoni.

Cukerna slozka je zde B-D-glukopyranosa [14].

3.3.5 Floretin
Systematicky nazev: 3-(4-hydroxyfenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyfenyl)-1-propanon

O OH
HO/./\/%\ ‘HO‘OH

Obr. 5 — Strukturni vzorec floretinu [15]

Floretin je aglykon floridzinu, patfici mezi dihydrochalkony. ObsaZen je hlavné

v jablcich [16].
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3.3.6 Trolox
Systematicky nazev : (+)-6-hydroxy-2,5,7,8—tetramethylchroman-2-karboxylova

kyselina

CHa
HO 0

OH

HaC 0 \cH,

CHa

Obr. 6 — Strukturni vzorec Troloxu [17]

Trolox je ve vodé rozpustny analog tokoferolu, neboli vitaminu E. Je bézn¢ pouzivan jako

standard pro météni celkové antioxidaéni kapacity (TAC) [18].

3.4 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Existuje nékolik analytickych metod pro hodnoceni antioxidac¢ni aktivity, diky kterym l1ze
méfit jak izolované latky, coZ nam slouzi ptedevsim k lepSimu porozuméni vztahu mezi
strukturou latky a jeji reaktivitou s volnymi radikaly, tak i smési vice latek. OvSem vétSina
latek s antioxidacni aktivitou je pfijimana nasim té€lem ve formé sloZitych smési, a tak se
vice uplatiiuje hodnoceni celkové antioxidaéni kapacity (TAC). TAC je parametr, ktery
nam udava celkovou schopnost vzorku eliminovat volné radikaly a pro lepsi spolehlivost

vysledkl je doporucovano pouZit vice metod pro hodnoceni antioxidaéni aktivity [3,19].

Metody hodnoceni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivitu lze zméfit chemickymi nebo fyzikalnimi metodami. Hlavnim
principem chemickych metod je vyuZiti ¢inidel, ktera tvoti s volnymi radikéaly barevné
produkty. Hlavni tlohou antioxidantti je zde zabranéni vzniku téchto produktl a vysledny
efekt se zde méti nejcastéji spektrofotometricky [20]. Chemické metody déale rozdélujeme
do dvou zékladnich skupin podle toho, zda pfi reakci dochézi k ptenosu atomu vodiku,
tzv. HAT (hydrogen atom transfer) testy, nebo pienosu elektronu, ET (electron transfer)

testy.
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HAT testy hodnoti schopnost antioxidantu zhaset volné reaktivni radikaly pomoci
vodikového atomu a patii sem napfiklad testy ORAC (oxygen radical absorbance

capacity), TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) nebo lipidova peroxidace.

ET testy jsou zalozeny na redukci oxidantli obsazenych ve vzorcich a ndsledném
hodnoceni jejich zbarveni. Stupeii zabarveni zavisi na koncentraci antioxidantu ve
vzorku. Do této skupiny testi patfi napiiklad ABTS (2,2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity),
TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity), DPPH (2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-
picrylhydrazyl) a FRAP (ferric reducing antioxidant power) [21, 22].

Mezi fyzikalni metody fadime napiiklad hodnoceni redoxniho potencialu, elektronovou
spinovou rezonanci ¢i chemiluminiscenci, kde dochézi ke stanoveni antioxidacni aktivity

hodnocenim zmén fyzikéalnich vlastnosti, které¢ doprovazeji chemickou reakei.

3.5 CHEMILUMINISCENCE

Zakladnim principem chemiluminiscence (CL) je pfeména chemické energie na
svetelnou, kdy pomoci chemickeé reakce vznika produkt, ktery se dostane do excitovaného
stavu a pfi jeho pfechodu zpét do zakladniho energetického stavu se vyzati prebytecna
energie ve formé fotonl. Svétlo byva nejcastéji emitovano ve viditelné oblasti, ale k emisi
muze dojit 1 v ultrafialové a infracervené oblasti. Chemiluminiscenéni metody se pro svou
vysokou citlivost vyuzivaji pro stopové analyzy a navic v kombinaci s pratokovymi

injekénimi metodami nabizi vysokou reprodukovatelnost a jednoduchost analyz [23,24].
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3.6 SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA

Sekvencni injekéni analyza (SIA) se fadi mezi pritokové analytické metody, kde diky
automatizaci a synchronizaci slozitych postupi, jako je davkovani Cinidel a vzork, 1ze
stanovit velké mnozstvi vzorkli béhem pomémé kratké doby. Od priutokové injekéni
analyzy (FIA) se SIA lisi geometrii nosného proudu, kdy dochéazi ke zmén¢ piimého a
zpétného toku, a tim padem i k lepsi pfeméné testované latky na vysledny hodnoceny

produkt.

Princip metody

Hodnocenou latku, obsazenou v testovaném roztoku, nejprve prevedeme chemickou
reakci s C¢inidlem na produkt, u kterého nésledné¢ hodnotime vhodnou analytickou
vlastnost. Cely tento dé€j probiha v systému, ktery je sloZen z vicecestného selekéniho
ventilu, pfes ktery dochdzi k postupné aspiraci ¢inidel, nosného proudu a testovaného
vzorku pomoci pistového Cerpadla do misici civky, kde diky obracenému toku pomoci
cerpadla dojde k dokonalému promiseni vSech slozek za vzniku reakéniho produktu,
ktery je nasledné detekovan v detekéni cele. Vysledkem méteni je signdl ve tvaru piku,
ktery je vyhodnocen pomoci pocitace, ktery je zaroven dulezity pro fizeni jednotlivych

krokli méticiho cyklu [25,26].

Selekeni ventil
Cinidlo &.1 Vzorek

Pistové éerpadlo \ Vzduch

Misici civka

T Cinidlo &.2 Cinidlo &.3

Detektor

|
[(====)
Poéitaé

Obr. 7 — Schématické usporadani SIA systému

Prevzato a upraveno ze zdroje [25].
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3.7 Hodnoceni antioxidacni aktivity

Tab. 1 — Testy antioxida¢ni aktivity z odbornych zdroju

TESTOVANE
MATRICE LATKY METODA DETEKCE CITACE
- flavony ABTS, DPPH | Spektrofotometrie [6]
Sohdago Kvercitrin TBARS Spektrofotometrie [8]
microglossa
Pivo,
chmelové ABTS, DPPH )
extrakty a polyfenoly A FRAP Spektrofotometrie [19]
granule
Vino Polyfenoly —
(Serveng, e oo FIA/SIA | Chemiluminiscence [27]
2 ys. gallova
bilé)
Polyfenoly —
Vino kys. gallova,
(Cervené, kavova, SIA Chemiluminiscence [28]
bilé) kumarova,
(epi)katechin
Polyfenoly — . .
Olivovy olei | Kvs. eallovd a FIA bioluminiscence [29]
Vovy 0] ys. gatova a ABTS, DPPH | spektrofotometrie
protokatechova

Ve vSech vySe zminénych piipadech byly hodnoceny polyfenolické latky. Je to
pravdépodobné tim, Ze v posledni dobé se jim vénuje velkd pozornost a jejich podil
v pfirodnich zdrojich je pomérmé velky. Diky tomu je velkd rozmanitost ve vybéru

testovanych matric, které vzdy obsahuji rlizné polyfenoly v odliSném mnozZstvi.

Antioxidacni aktivitu je mozné hodnotit jak metodami pritokovymi, tak nepritokovymi.

Zde jsou uvedeny vybrané metody [19, 27, 28, 29] pro jejich vzdjemné porovnani.

V prvnim testu byla testovana antioxidacni aktivita polyfenoli obsazenych v pivu
a chmelovych extraktech a granulich. K dispozici bylo 20 riiznych vzorkt piv, mezi ktera
patfila jak piva svétla, polotmava, tmava a dokonce i nealkoholicka. Déle byly k dispozici
chmelové extrakty, které byly extrahovany methanolem ¢i superkritickym COo,
a chmelové granule. Hodnoceni antioxida¢ni aktivity probéhlo metodou ABTS a DPPH,
kde byla vyuzita schopnost antioxidanti eliminovat barevné reaktivni volné radikaly.
Tyto dvé metody byly vyuzity u vSech hodnocenych vzorkt, na rozdil od metody FRAP,
ktera byla diky nerozpustnosti extraktii a granuli ve vodé, vyuZita jen u vzorki piv. U této

metody byly vysledky o néco nizsi, protoze jsou zde spiSe méfeny redukcéni vlastnosti
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latek, nez ptfimo antioxidac¢ni aktivita. VSechny vysledky byly porovnavany s Troloxem

[19].

Ve druhém piipadé¢ byla hodnocena antioxida¢ni aktivita polyfenolickych sloucenin
obsazenych v bilém a ¢erveném ving. Bylo hodnoceno 15 bilych a 10 ¢ervenych vin
zakoupenych v béznych obchodech. Testované vzorky byly nasledné¢ fedény
destilovanou vodou, a to v poméru 1:100 u bilych a 1:500 u ¢ervenych vin. Pro hodnoceni
byla vyuzita chemiluminiscencni metoda v hybridnim systému priitokovych metod FIA
a SIA. Tato metoda je zalozena na inhibici chemiluminiscenéni reakce luminolu a
manganistanu draselného v bazickém prostredi. Vyhodou systému je velka rychlost a
jednoduché reprodukovatelnost méfeni [27]. Stejné vzorky byly jiz dfive testovany
pomoci jednotného pritokového systému, SIA. Diky vyuziti chemiluminiscencni detekce
umoznovala metoda vysokou citlivost a pomoci pritokového systému bylo otestovano 60

vzorkl za hodinu [28].

V poslednim piipadé bylo testovano 50 vzorki extra panenského olivového oleje riznych
feckych odrid. Vzorky byly extrahovany methanolem a vodou v poméru 80:20 a
nasledné odstted’ovany v centrifuze rychlosti 5000 otacek/min. V tomto piipadé bylo
ukolem porovnani pratokové metody FIA s nepritokovymi metodami DPPH a ABTS pro
hodnoceni antioxidac¢ni aktivity latek v olejich, konkrétné kyseliny gallové. I zde je
nejvetsi vyhodou rychlost analyzy. Je to dano méfenim vysledného produktu reakce, které
u FIA probéhne za 1 s a u ostatnich metod za 1 hodinu. Diky tomu je moZné pomoci FIA

metody otestovat vice vzorkidl béhem jedné analyzy [29].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL

4.1.1 Chemikdalie
Epikatechin, > 90% - Fluka - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika

Floretin, > 99% - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika

Floridzin dihydrat, > 99% - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
Kvercitrin hydrat, > 78% - Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika
Kyselina kavova, 97% - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika

Trolox, 99% - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
HexakyanoZelezitan draselny, p. a. - Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
Hydroxid sodny, p. a. - Penta, Chrudim, Cesk4 Republika

Luminol, p. a. — Serva, Némecko

Ethanol denaturovany methanolem, 96% - Lihovar Kolin, Ceska Republika
Methanol, pro HPLC — Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika

Peroxid vodiku, 30% - Fluka — Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
Demineralizovana voda — pfipravena na Katedfe analytické chemie

Methanolové a vodné extrakty zjablek odridy Golden Delicious — pfipraveny ve

Vyzkumném a Slechtitelském tstavu ovocnaiském v Holovousich.

4.1.2 Prirodni material

Plody ¢erného bezu — vzorky ziskany z Katedry farmakognozie
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4.1.3 Laboratorni piistroje

Analytické vahy

Pritokovy systém pracujici na principu sekvenéni injekéni analyzy:
Ovladaci software FaFSia verze 1.0

Pistové Cerpadlo o objemu 2,5 ml — Cavro XL — 3000, USA

10- cestny selekéni ventil — Vici Valco, USA

Misici civka a spojovaci teflonové hadicky (PTFE) o vnitinim priméru 0,50mm a

0,75mm
Chemiluminiscenc¢ni cela pro kineticka méteni - Katedra analytické chemie

Fotonasobi¢ Hamamatsu — H5784-01, Japonsko

4.2 PRIPRAVA ROZTOKU

4.2.1 Zasobni roztoky
Zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 1 mmol/l byl ptipraven
rozpu$ténim 0,0329 g hexakyanoZelezitanu draselného o molarni hmotnosti 329,24 g/mol

ve vodé a doplnénim na objem 100 ml.

Pro pfipravu roztoku luminolu o koncentraci 1 mmol/l bylo potieba nejprve pfipravit
roztok hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol/l, a to rozpusténim 0,4 g hydroxidu
sodného o molarni hmotnosti 39,997 g/mol v 100 ml vody. Nasledné bylo ve vzniklém
roztoku hydroxidu sodného rozpusténo 0,0177 g luminolu o moléarni koncentraci 177,20

g/mol a doplnéno vodou na 100 ml.

Oba tyto zasobni roztoky byly pfipraveny pouze jednou pred prvnim méienim a byly
vyuzivany do tuplného spottebovani. Po celou dobu byly uchovdvany v lednici ve

sklenénych odmérnych bankéch.

Zasobni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 1 mmol/l byl kviili jeho nizké stabilité

piipravovan vzdy Cerstvy pred kazdou sérii méteni.
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Pro jeho piipravu byl k dispozici 30% peroxid vodiku, ze kterého bylo automatickou
pipetou odmeéteno 560 pl a doplnéno vodou na 50 ml. Vysledny roztok vznikl odebranim

1 ml a doplnénim vodou na objem 100 ml.

K ptipravé vSech roztokli byla pouzita voda demineralizovand, pfipravena na Katedie

analytické chemie.

4.2.2 Pracovni roztoky

Zakladni roztok kvercitrinu o koncentraci 1 mmol/l vznikl nejprve rozpusténim 0,0448 g
kvercitrinu o molarni hmotnosti 448,38 g/mol ve vodé a doplnénim na 100 ml, kde se vSak
dostate¢né nerozpustil, a tak byl doplnén do 200 ml methanolem. Proto jsem nadale pro

zbylé roztoky volila jako rozpoustédlo methanol.

Pro ptipravu zakladniho roztoku kyseliny kdvové o koncentraci 1 mmol/l bylo navdzeno
0,0180 g kyseliny kdvové o molarni hmotnosti 180,16 g/mol a rozpusténo ve 100 ml

methanolu.

Zakladni roztok epikatechinu o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusSténim 0,0290 g

epikatechinu o molarni hmotnosti 290,28 a doplnén methanolem na 100 ml.

Zakladni roztok floridzinu o koncentraci 1 mmol/l vznikl rozpusténim 0,0472 g floridzinu

0 moléarni hmotnosti 472,44 g/mol v methanolu a doplnénim na objem 100 ml.

Zakladniho roztoku floretinu o koncentraci 1 mmol/l bylo kvilli jeho malému mnoZstvi
pfipraveno jen 50 ml. NavaZeno bylo 0,0137 g floretinu o molarni hmotnosti 274,27 g/mol

a doplnéno methanolem na dany objem.

Ze stejného diivodu bylo piipraveno 50 ml zakladniho roztoku Troloxu o koncentraci 1
mmol/l, a to rozpusténim 0,0125 g Troloxu o molarni hmotnosti 250,29 g/mol a doplnénim

methanolem na pfislusny objem.

Ze vsech téchto zdkladnich roztokli byly nasledné pfipraveny roztoky v testovaném
koncentraénim rozmezi. Nejprve bylo ze zdkladniho roztoku odebrano 5 ml roztoku a
v 10 ml bance smiseno v poméru 1:1 s destilovanou vodou. Timto vznikl druhy roztok,
ze které¢ho se piipravil roztok tieti stejnym zpiisobem. Roztoky byly postupné fedény az

do koncentrace, jejiz CL signal dosahl pii méfeni stejné urovné jako slepy vzorek, proto
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bylo mnozstvi nafedénych roztokd u kazdé latky jiné. Primérné bylo od kazdého

zakladniho roztoku pfipraveno deset roztokl sestupnych koncentraci.

4.2.3 Vzorky

Zakladni roztoky extraktli z plodi ¢erného bezu byly pfipraveny ze zmrazenych plodi
odrtd planého bezu, odridy Samyl a odridy Sambu, pfedem zbavenych stopek. Nejprve
bylo navazeno 5 g zmrazenych ploda kazdé odrady a rozmackéno v tfeci misce tlouckem.
Z kazdého vzorku byl nasledn€ navazen 1 g, ke kterému bylo do zkumavky pro stabilizaci
pridano 0,1 g kyseliny citronové. Kazda zkumavka obsahovala jen jednu odriidu ¢erného
bezu. Do kazdé zkumavky pak bylo pipetovano 10 ml 50% etanolu. Vzorky byly
extrahovany 10 min v ultrazvukové 1azni za laboratorni teploty a poté byly odstfedény
v centrifuze 15 min pfi 1500 otackach/min a teploté 15 °C. Po odstfedéni byl supernatant
vzdy opatrné slit do jiné piedem piipravené zkumavky a ke zbytku materialu byly pfidany
4 ml 50% etanolu. Nasledn¢ se vzorky znovu extrahovaly 10 min v ultrazvukové 1azni a
15 min odstfed’ovaly v laboratorni centrifuze pii stejnych otackach a teploté. Supernatant
byl opét pfidan k prvnimu podilu. Takto ziskany extrakt odpovidajici 1 g rostlinného

materidlu v 15 ml extraktu byl dikladn€ promichan.

Z kazdého vzorku se pak postupnym fedénim vodou v poméru 1:1 vytvofila testovana

fada roztoku.

Pro ptipravu methanolového a vodného extraktu z jablek odriidy Golden delicious musela
byt jablka i se slupkou nejprve rozmixovana ty¢ovym mixérem. Pro pfipravu obou vzorki
bylo odebrdno 6 g materidlu, ke kterym bylo ve zkumavce pfiddno 10 ml destilované
vody (vodny extrakt) nebo methanolu (methanolovy extrakt) na objem 10 ml. Dalsi
postup pak probihal u obou typl extraktu stejné. Nejprve byly vzorky extrahovany 10
min v ultrazvukové 1azni, pak 10 min tfepany v laboratorni tfepacce a nasledné 10 min
odstted’ovany v centrifuze pii 7000 otackach/min a 15 °C. Nakonec byly vzorky
ptefiltrovany ptes PTFE filtr (0,45 pm).

Testované fady byly opét vytvofeny postupnym fedénim vzorkt vodou.
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4.3 POSTUP MERENI

Podminky méfteni, jako vychozi koncentrace pracovnich roztokl, sekvence aspirace
roztokd, pratokova rychlost a doba méfeni, byly ptevzaty z predchozi diplomové prace

Gabriely Chladkové [21], kde jiz byly optimalizovany.

Pted kazdym métenim série standard nebo vzorki bylo tfeba pritokovy systém nejprve
dikladné promyt vodou a vS§emi potfebnymi roztoky. Nejprve doslo k piepnuti ventilu u
pistového Cerpadla do polohy IN a nasledné aspiraci 1000 pl nosného proudu priitokovou
rychlosti 50 pl/s. Nésledovalo ptepnuti ventilu do polohy OUT a diky tomu k propojeni
mezi civkou a ¢erpadlem. Po té bylo aspirovano 100 pl vody z jednotlivych porti (2, 3,
7 a 6) pratokovou rychlosti 30 pl/s a po promyti byl cely objem odveden portem ¢. 5 do
odpadni lahve.

Po promyti byl nasledn¢€ spustén program pro méfeni antioxidacni aktivity zkoumané
latky nebo vody, slouzici jako slepy roztok. Nejprve doslo k pfepnuti ventilu do polohy
IN a aspiraci 100 pl nosného proudu pritokovou rychlosti 50 pl/s. Néasledovalo ptepnuti
ventilu do polohy OUT a postupnad aspirace vSech sloZek z jednotlivych portl pritokovou
rychlosti 30 ul/s. Nejprve bylo aspirovano 10 pul vzduchu portem €. 8, ten zde hral velmi
dilezitou roli, protoze vzduchové bublinky branily vzdjemnému smiseni a nasledné
reakci latek jesté pred detekéni celou. Proto byl vzduch nasavan vzdy po aspiraci kazdého
roztoku. Déle bylo aspirovano 40 pl peroxidu vodiku portem €. 2, nasledné po aspiraci
vzduchu doslo k aspiraci 40 pl luminolu portem €. 3, po oddé€leni vzduchem bylo
aspirovano 10 pl hexakyanozelezitanu draselného portem ¢. 7 a jako posledni byla
portem €. 6 aspirovana méfend antioxidacni latka, nebo v ptipadé méteni slepého vzorku,
voda. Po aspiraci vSech slozek byl cely obsah transportovan do detekéni cely, kde byly
vSechny latky navzdjem smichény probublanim bublinkami vzduchu, ktery byl nasledné
vypoustén piidavnym otvorem ven. V detekéni cele byla pomoci chemiluminiscence
nasledné sledovéana antioxidacni aktivita po dobu pfedem nastaveného ¢asu 60 s. Po
uplynuti daného Casu byl z cely vycerpan cely jeji obsah a odveden portem ¢. 5 do
odpadni lahve. Program byl ukon¢en promytim cely 500 pul vody a jejim odvedenim do

odpadni ldhve. Jednotlivé kroky programu jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tab. 2: M¢éfici program

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Detector
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump

Syringe pump

valve position IN

set flow rate [pul/s] 50
aspirate [ul] 100 (voda)
on

valve position OUT

set flow rate [pul/s] 30

set valve position 8

aspirate [pl] 10 (vzduch)
set valve position 2

aspirate [pl] 40 (peroxid)
set valve position 8

aspirate [pl] 10 (vzduch)
set valve position 3

aspirate [pl] 40 (luminol)
set valve position 8

aspirate [pl] 10 (vzduch)
set valve position 7

aspirate [pl] 10 (zelezitan)
set valve position 8

aspirate [pl] 10 (vzduch)
set valve position 6

aspirate [pl] 50 (voda, antioxidant)

set flow rate [ul/s] 50
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multi-port valve
Syringe pump
Timer
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve

Syringe pump

set valve position 9

empty syringe

pause [s] 60
set valve position 10
aspirate [pl] 300
set valve position 5

set flow rate [ul/s] 60
empty syringe

valve position IN
aspirate [pl] 500

valve position OUT

set valve position 9
dispense [ul] 250
set valve position 10
aspirate [ul] 300
set valve position 5

empty syringe

Number of cycles 3
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U kazdého standardu pfislusné koncentrace nebo vzorku probehly 3 cykly méfeni a pred
meéfenim nésledujiciho vzorku o nizsi koncentraci byla hadic¢ka pro aspiraci standardu
promyta 150 pl daného roztoku. VSechny standardy/vzorky byly porovnavany se slepym
vzorkem, kde misto antioxidacni latky byla aspirovana voda a po zméieni celé testované

fady vzorkll méfeného roztoku byl cely systém promyt vodou.

Luminol zde slouzil jako chemiluminiscen¢ni ¢inidlo, které v bazickém prostiedi (v
roztoku hydroxidu sodného) pti oxidaci peroxidem vodiku a za piitomnosti katalyzatoru
vykazovalo chemiluminiscenéni zéafeni. Jako katalyzator byl pouzit roztok

hexakyanozelezitanu draselného.

Celé méteni probihalo pfi pracovnim napéti 435 mV, nastaveném na fotondsobici

Hamamatsu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Vsechny vysledné hodnoty, vysky a plochy signalt,, vzorkl i1 slepého roztoku byly
odeCteny v programu FaFSia v. 1.0 pomoci modulu Peak detection. Tyto odectené
hodnoty zavisely na chemiluminiscencni aktivité, a ta zavisela na koncentraci testované
antioxidacni latky. Nésledné byly hodnoty zpracovany v programu Microsoft Office
Excel 2013, kde byly vypocitany primérné hodnoty ziskanych dat, smérodatné odchylky,

relativni smérodatné odchylky a index Q (quenching efficacy index).

Index Q, neboli quenching efficacy index, byl vypocitan z primérné vysky nebo plochy
CL signalu slepého vzorku (ICLo) a primérné vysky nebo plochy CL signélu testovaného
vzorku s antioxidacni aktivitou (ICLx) podle nasledujiciho vzorce a vysledek byl uveden

v procentech.

Q=(1-ICLy /ICLo ) * 100

Z vyslednych hodnot byly nasledné sestrojeny bodové grafy. Prvni zndzornoval zavislost
CL signalu vyjadieného pomoci vysky nebo plochy na koncentraci testovaného roztoku

a druhy zavislost indexu Q na koncentraci testovaného roztoku s antioxida¢ni aktivitou.

Vysledky jednotlivych testovanych latek byly porovnavany s Troloxem jako béZnym
standardem pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity. Pro porovnani byl pouZit index Qso%,

ktery odpovida koncentraci latky potfebné pro 50% snizeni ptivodniho CL signalu.
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5.1 Standardy

5.1.1 Kvercitrin

Tab. 3 — Antioxidac¢ni aktivita kvercitrinu znazornéna pomoci ploch CL signalt

vzorek| c[mol/l] | plocha1l 2 3 prumér| SD RSD [%] -
slepy 0 72,99 | 73,56 | 81,36 | 75,97 | 3,82 5,03 0
1 5,00 x 10 %4 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 2,50x 10 % 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 1,25 x10 % 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 6,25 x 10 05 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 3,13x10°0 31,49 34,65 | 30,31 | 32,15 1,83 5,70 57,68
6 1,56x10°% | 52,85 |43,70 | 62,12 | 52,89 | 7,52 14,22 30,38
7 7,81 x10 % 58,93 57,53 | 62,14 | 59,53 1,93 3,24 21,64
8 3,91x10% | 63,07 |65,90 |64,09 | 64,35 | 1,17 1,82 15,29
9 1,95 x 10708 72,73 75,42 | 76,51 | 74,89 1,59 2,12 1,43
10 |9,75x10°% | 74,65 |76,01|6953| 73,40 | 2,79 3,80 3,39
11 4,88 x 10 %7 70,88 75,29 | 76,28 | 74,15 2,35 3,17 2,40
12 2,44 x 10 %7 71,55 76,04 | 72,74 | 73,44 1,90 2,59 3,33

plocha signalu
N w H (9] (o)) ~ (0]
o o o o o o o

[
o

0
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05 3,00E-05 3,50E-05

koncentrace [mol/I]

Obr. 8 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci kvercitrinu

(hodnoceno plochou)
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Tab. 4 — Antioxidacni aktivita kvercitrinu zndzornéna pomoci vysek CL signala

vzorek | c[mol/I] vyska 1 2 3 primér SD RSD [%] !

slepy 0 316 |3,03]339| 319 | 015 | 4,67 0
1 |500x10°| 000 |000| 000 | 000 | 000 - 100,00
2,50x10%| 0,00 |0,00/| 0,00 | 0,00 | 0,00 - 100,00

3 1,25 x 10 %4 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 6,25 x 10 % 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 3,13x10°% 1,63 191 | 1,55 1,70 0,15 9,07 46,85
6 1,56 x 10 % 2,05 2,05 | 2,47 2,19 0,20 9,04 31,41
7
8
9

7,81 x 10 ¢ 2,70 2,60 | 2,98 2,76 0,16 5,83 13,56
3,91 x 10 2,86 2,93 | 2,73 2,84 0,08 2,92 11,06
1,95 x 109 3,06 3,24 | 3,17 3,16 0,07 2,34 1,13
10 |9,75x10°% 3,05 3,23 | 2,90 3,06 0,14 4,41 4,17
11 | 4,88x10% 3,01 3,29 | 3,50 3,27 0,20 6,12 -2,32
12 |2,44x107Y 3,11 3,12 | 3,20 3,14 0,04 1,27 1,57

= »HnooN w w
[0 =} o [} [0

vysSka signalu

=
[}

0,5

0,0
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05 3,00E-05 3,50E-05
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Obr. 9 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci kvercitrinu

(hodnoceno vyskou)
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Obr. 10 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci kvercitrinu

(hodnoceno plochou a vyskou)

Kvercitrin byl hodnocen v koncentraénim rozmezi 3,13 x 10% - 2,44 x 10°” mol/l a

koncentrace, u které index Q dosahl 50 %, byla 3,13 x 10 mol/l pro oba typy hodnoceni.

5.1.2 Kyselina kavova

Tab. 5 — Antioxidacni aktivita kyseliny kdvové znazornéna pomoci ploch CL signali

vzorek | c[mol/l] | plocha1l 2 3 prumér SD | RSD [%] -
slepy 0 66,10 72,31 | 70,48 69,63 2,61 3,74 0

1 1,00 x 10703 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 104 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50 x 1094 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 1,25 x 10%* 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 6,25 x 100> 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
6 3,13x10% 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
7 1,56 x 1070 13,71 14,89 | 15,70 14,77 0,82 5,53 78,79
8 7,81 x 1006 19,27 20,67 | 22,15 20,70 1,18 5,68 70,28
9 3,91 x 106 20,53 21,52 | 22,07 21,37 0,64 2,98 69,30
10 1,95 x 10708 27,72 28,72 | 35,20 30,55 3,32 10,86 56,13
11 9,75 x 10 37,33 38,70 | 44,37 40,13 3,05 7,59 42,36
12 7,81 x 107 47,00 43,64 | 47,74 46,13 1,78 3,88 33,75
13 6,25 x 1077 62,78 70,85 | 68,86 67,50 3,43 5,09 3,06

14 4,88 x 10°%7 67,30 69,25 | 80,73 72,43 5,93 8,18 -4,02
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Obr. 11 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci kyseliny kavové

(hodnoceno plochou)

Tab. 6 — Antioxidac¢ni aktivita kyseliny kavové znazornéna pomoci vysek CL signall

vzorek| c[mol/l] | vyska1l 2 3 primér| SD | RSD [%] -
slepy 0 2,77 2,73 2,89 2,80 | 0,07 2,43 0

1 1,00 x 103 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 - 100,00
2 5,00 x 1094 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50 x 104 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 - 100,00
4 1,25 x 10704 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 6,25 x 100> 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 - 100,00
6 3,13x10% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
7 1,56 x 1070 0,67 0,68 0,72 0,69 0,02 3,19 75,33
8 7,81 x 10706 1,04 0,90 | 0,94 0,96 | 0,06 6,15 65,68
9 3,91 x 1006 1,18 0,92 1,10 1,07 0,11 10,22 61,85
10 | 1,95x10706 1,27 1,30 1,37 1,31 | 0,04 3,20 53,06
11 9,75 x 10 1,64 1,63 1,86 1,71 0,11 6,20 38,86
12 7,81 x 107 1,78 1,49 1,66 1,64 0,12 7,24 41,26
13 | 6,25x10% 2,14 2,58 2,54 2,42 | 0,20 8,22 13,48
14 4,88 x 107 2,33 2,43 3,11 2,62 0,35 13,23 6,22
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Obr. 13 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci kyseliny kavové

(hodnoceno plochou a vyskou)

Kyselina kdvova byla hodnocena v koncentraénim rozmezi 1,56 x 10 - 4,88 x 107

mol/l a koncentrace, u které index Q dosahl 50 %, byla 1,95 x 10 mol/l pro oba typy

hodnoceni.
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5.1.3 Epikatechin

Tab. 7 — Antioxidacni aktivita epikatechinu znazornéna pomoci ploch CL signalt

vzorek | c[mol/l] | plocha1l 2 3 primér | SD RSD [%] !
slepy 0 89,90 |93,77|86,79| 90,15 2,86 3,17 0
1 1,00 x 1093 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 1094 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50 x 1094 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 1,25 x10°%| 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 . 100,00
5 6,25 x 109 19,22 22,90|29,51| 23,88 4,26 17,83 73,52
6 3,13 x10% 28,11 26,66 | 27,74 | 27,50 0,62 2,24 69,49
7 1,56 x 10°% 45,43 49,74 154,99 | 50,05 3,91 7,81 44,48
8 7,81 x 10706 67,41 68,01 |72,68| 69,37 2,36 3,40 23,06
9 3,91 x100° 80,12 88,33 74,51 | 80,99 5,68 7,01 10,17
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Obr. 14 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci epikatechinu

(hodnoceno plochou)
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Tab. 8 — Antioxidacni aktivita epikatechinu zndzornéna pomoci vysek CL signala
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Obr. 15 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci epikatechinu

(hodnoceno vyskou)
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vzorek | c[mol/l] vyska 1 2 3 primér| SD RSD [%] !
slepy 0 3,89 3,88 | 3,93 3,90 0,02 0,55 0
1 1,00 x 10703 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 1004 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50 x 1094 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 1,25 x 10%* 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 6,25 x 109> 0,88 0,83 | 0,96 0,89 0,05 6,02 77,18
6 3,13x 10 1,58 1,58 | 1,39 1,52 0,09 5,91 61,11
7 1,56 x 10% 2,60 2,76 | 2,45 2,60 0,13 4,86 33,25
8 7,81 x 1006 3,21 3,43 3,96 3,53 0,31 8,91 9,40
9 3,91 x 1006 3,79 3,98 | 3,21 3,66 0,33 8,95 6,15
4,0
3,5
3,0
2 s
80
2 2,0
2 15
1,0
0,5
0,0
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Obr. 16 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci epikatechinu

(hodnoceno plochou a vyskou)

Epikatechin byl hodnocen v koncentraénim rozmezi 6,25 x 10 - 3,91 x 10 mol/l a

koncentrace, u které Q index dosahl 50 %, byla niz§i nez 3,13 x 10°% mol/l pro oba typy

hodnoceni.

5.1.4 Floridzin

Tab. 9 — Antioxidac¢ni aktivita floridzinu znazornéna pomoci ploch CL signalt

vzorek| c[mol/l] | plocha1l 2 3 primér| SD RSD [%] -
slepy 0 86,64 |81,35| 82,49 | 83,49 2,27 2,72 0
1 1,00 x 103 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00x10%| 23,66 |26,97| 27,95 26,19 1,84 7,01 68,63
3 2,50x10° | 26,24 |27,28 | 25,71 | 26,41 0,65 2,47 68,37
4 1,25x10°%* | 38,81 |40,99 | 39,79 | 39,86 0,89 2,24 52,26
5 6,25x10% | 53,89 |59,94| 55,18 | 56,34 2,60 4,62 32,52
6 3,13x10% | 59,05 |64,58| 65,04 | 62,89 2,72 4,33 24,68
7 1,56 x 10% | 70,97 |72,05| 70,48 | 71,17 0,66 0,92 14,76
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Obr. 17 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci floridzinu

(hodnoceno plochou)

Tab. 10 — Antioxidac¢ni aktivita floridzinu znadzornéna pomoci vysek CL signald

Vzorek| c[mol/l] | vyska1l 2 3 |pramér| SD RSD [%] -
Slepy 0 3,42 3,45 | 3,57 3,48 0,07 1,88 0
1 1,00 x 1093 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 1094 0,75 0,92 | 0,93 0,87 0,08 9,57 75,09
3 2,50 x 1094 1,30 1,49 | 1,21 1,33 0,12 8,78 61,70
4 1,25 x 10%4 2,06 2,28 | 2,16 2,17 0,09 4,11 37,73
5 6,25 x 109 2,78 3,42 | 3,30 3,17 0,28 8,78 8,99
6 3,13 x10% 3,31 3,36 | 3,37 3,35 0,03 0,78 3,82
7 1,56 x 10°%° 3,63 3,50 | 3,37 3,50 0,11 3,03 -0,57
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Obr. 18 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci floridzinu
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Obr. 19 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci floridzinu

(hodnoceno plochou a vyskou)

Floridzin byl hodnocen v koncentraénim rozmezi 5,00 x 10 - 1,56 x 10 mol/l a
koncentrace, u které dosahl index Q 50 %, byla 1,25 x 10 mol/I pro hodnoceni plochou

a pro hodnoceni vyskou byla koncentrace vyssi nez 1,25 x 10 mol/l.
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5.1.5 Floretin

Tab. 11 — Antioxidac¢ni aktivita floretinu znazornéna pomoci ploch CL signalt

koncentrace [mol/I]

vzorek| c[mol/l] |plocha1l 2 3 primér SD RSD [%] -
slepy 0 88,36 |91,96|86,22 | 88,85 2,37 2,67 0
1 1,00x10% | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 500x10% | 11,65 |14,26|15,15| 13,69 1,49 10,85 84,59
3 2,50x10% | 25,84 |28,48|26,32| 26,88 1,15 4,27 69,75
4 1,25x10°% | 45,48 |45,07 |46,73| 45,76 0,71 1,54 48,50
5 6,25x10% | 55,67 |57,98|58,43| 57,36 1,21 2,11 35,44
6 3,13x10% | 73,62 |69,98|71,07| 71,56 1,53 2,13 19,46
7 1,56 x10% | 78,92 |67,92|68,03| 71,62 5,16 7,20 19,39
8 7,81x10% | 84,58 |83,57 (85,01 | 84,39 0,60 0,72 5,02
90
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Obr. 20 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci floretinu

(hodnoceno plochou)
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Tab. 12 — Antioxidacni aktivita floretinu znazornéna pomoci vySek CL signalil

koncentrace [mol/I]

vzorek| c[mol/l] | vyska1l 2 3 prumér | SD RSD [%] !
slepy 0 413 | 4,08 | 364 | 395 | 022 | 5,57 0
1 1,00 x 10703 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 1074 0,39 0,48 | 0,59 0,49 0,08 16,81 87,68
3 2,50 x 1094 1,22 1,30 | 1,22 1,25 0,04 3,03 68,44
4 1,25 x 10704 2,69 2,42 2,4 2,50 0,13 5,28 36,62
5 6,25 x 109> 3,54 3,44 | 3,46 3,48 0,04 1,24 11,90
6 3,13x 10 3,98 3,81 | 3,93 3,91 0,07 1,83 11,10
7 1,56 x 10% 3,99 3,02 | 3,43 3,48 0,40 11,42 11,90
8 7,81 x100¢ 4,07 4,01 | 4,00 4,03 0,03 0,78 -1,94
4,5
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5 25
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Obr. 21 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci floretinu

(hodnoceno vyskou)
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Obr. 22 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci floretinu

(hodnoceno plochou a vyskou)

Floretin byl hodnocen v koncentraénim rozmezi 5,00 x 10% - 7,81 x 10 mol/l a

koncentrace, u které dosahl index Q 50 %, byla 1,25 x 10 mol/I pro hodnoceni plochou

a pro hodnoceni vyskou byla vy$§i nez 1,25 x 10" mol/I.

5.1.6 Trolox

Tab. 13 — Antioxidac¢ni aktivita Troloxu znazornéna pomoci ploch CL signald

vzorek | c[mol/l] |plocha1l 2 3 prumér| SD RSD [%] -
slepy 0 82,74 83,24 | 85,28 | 83,75 1,10 1,31 0

1 1,00 x 10°3| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 10°4| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50x10%4| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 1,25x10°%4| 13,10 15,96 15,29 14,78 1,22 8,26 82,35
5 6,25 x10%| 31,57 33,37 | 34,15 | 33,03 1,08 3,27 60,56
6 5,00x10°°| 42,20 | 44,65 | 44,04 | 43,63 1,04 2,39 | 47,91
7 3,13x10%| 60,34 58,36 | 53,46 | 57,39 2,89 5,04 31,48
8 1,56 x10%°| 70,34 | 70,95 | 71,52 | 70,94 0,48 0,68 | 15,30
9 7,80x10°¢| 73,56 77,25 | 73,76 | 74,86 1,69 2,26 10,62
10 [3,91x10°| 78,28 | 81,69 | 80,04 | 80,00 1,39 1,74 4,48

11 1,95x10°| 80,74 | 81,39 | 79,56 | 80,56 0,76 0,94 3,81
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Obr. 23 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci Troloxu

(hodnoceno plochou)

Tab. 14 — Antioxidac¢ni aktivita Troloxu znazornéna pomoci vysek CL signalt

vzorek | c[mol/l] |vyska1l 2 3 primér| SD |RSD [%] -
slepy 0 3,97 3,86 3,76 3,86 0,09 2,23 0
1 1,00 x 10°3| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 5,00 x 10°4| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 2,50x 10°4| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 1,25x10%| 0,66 0,78 0,76 0,73 0,05 7,09 81,03
5 6,25x 10°>| 1,43 1,61 1,76 1,60 0,14 8,44 58,58
6 5,00x 109 | 2,56 2,36 2,45 2,46 0,08 3,34 36,40
7 3,13x10%| 2,78 2,69 2,65 2,71 0,05 1,99 29,92
8 1,56 x 10%°| 3,56 3,57 3,67 3,60 0,05 1,39 6,81
9 7,80x 10| 3,66 3,82 3,37 3,62 0,19 5,14 6,37
10 [3,91x10°%| 3,53 3,67 3,49 3,56 0,08 2,16 7,77
11 1,95x10°| 3,66 3,46 3,32 3,48 0,14 4,02 9,91
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Obr. 24 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci Troloxu
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Obr. 25 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci Troloxu

(hodnoceno plochou a vyskou)

Trolox byl hodnocen v koncentraénim rozmezi 1,25 x 10 - 1,95 x 10 mol/l a
koncentrace, u které dosahl index Q 50 %, byla 5,00 x 10" mol/l pro hodnoceni plochou

a pro hodnoceni vyskou byla koncentrace niz§i nez 6,25 x 10°% mol/l.
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5.2 Realné vzorky

5.2.1 Extrakty 7 jablek Golden delicious

5.2.1.1 Methanolové jable¢né extrakty

Tab. 15 — Antioxidacni aktivita jable¢nych extraktl znazornéna pomoci ploch CL signalti

SLUPKA DUZNINA
vzorek c g/l prumér | RSD [%] | Q [%] primér RSD [%] Q [%]
slepy 0 72,94 0,55 0,00 81,48 6,90 0,00
1 6,00 x 10°4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
2 3,00x10°4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
3 1,50 x 10°4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
4 7,50x10°% | 0,00 - 100,00 7,41 15,38 99,36
5 3,75x10°| 0,00 - 100,00 41,72 3,47 98,23
6 1,88 x10% | 21,32 21,51 70,78 46,58 1,75 97,55
7 9,38 x10 | 48,83 1,59 33,06 55,11 4,85 97,14
8 4,69 x10° | 55,08 7,59 24,49 69,21 6,14 15,05
9 2,34x10°| 64,35 4,92 11,78 80,74 5,73 0,90
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Obr. 26 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci methanolovych jableénych extraktt

(hodnoceno plochou)
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Obr. 27 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci methanolovych jable¢nych extraktt

(hodnoceno plochou)

Hodnocené koncentraéni rozmezi pomoci plochy bylo u extraktu ze slupky 1,88 x 10

az 2,34 x 10% g/l a u duzniny 7,50 x 10%° a7 2,34 x 10 g/I. Koncentrace, u které dosahl

index Q hodnoty 50 %, byla vy3si nez 9,38 x 10 g/l u extraktu z jable¢né slupky

a u extraktu z jable¢né duzniny byla tato koncentrace niz§i nez 9,38 x 10 g/I.

Tab. 16 — Antioxidacni aktivita jableCnych extraktii znazornéna pomoci vySek CL signald

SLUPKA DUZNINA
vzorek c g/l primér | RSD [%] primér RSD [%]
slepy 0 3,46 3,44 0,00 3,65 13,46 0,00
1 6,00 x 10%4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
2 3,00 x 1094| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
3 1,50 x 10°%*| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
4 7,50x10°% | 0,00 - 100,00 0,52 15,38 85,74
5 3,75 x 10% 0,00 - 100,00 1,44 3,47 60,52
6 1,88 x 10%° 1,29 9,73 62,83 2,00 1,75 45,30
7 9,38 x10°% | 2,08 7,69 39,83 2,33 4,85 36,11
8 4,69 x 1006 2,54 9,06 26,53 3,06 4,28 16,10
9 2,34x10°%| 3,44 10,04 0,64 3,77 1,86 -3,37
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Obr. 28 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci methanolovych jable¢nych extraktl

(hodnoceno vyskou)

120
100 @ @
80

o
60 e ® slupka

Q [%]

40 Lt P ® duznina
20

0 @

'
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50E-04 3,00E-04 3,50E-04
-20

koncentrace [g/]
Obr. 29 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci methanolovych jableCnych extrakti extraktt

(hodnoceno vyskou)

Hodnocené koncentraéni rozmezi pomoci vysky bylo u extraktu ze slupky 1,88 x 10°° az
2,34 x 107 g/l a u duzniny 7,50 x 10 az 2,34 x 10 g/I. Koncentrace, u které dosahl
index Q hodnoty 50 %, byla nizsi nez 1,88 x 10" g/l u extraktu z jableéné slupky a vyssi
nez 1,88 x 10°% g/l u extraktu z jable¢né duzniny. Z grafii vyplyva, Ze jable¢na duznina
ma veétsi antioxidaéni aktivitu nez jablecna slupka.
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5.2.1.2 Vodné jablecné roztoky

Tab. 17 — Antioxidacni aktivita jableCnych extraktli znazornéna pomoci ploch CL signalti

SLUPKA DUZNINA
vzorek c g/l pramér | RSD [%] pramér RSD [%]
slepy 0 81,53 4,66 0,00 78,61 3,44 0,00
1 6,00 x 1094| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
2 3,00 x10%4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
3 1,50 x10%| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
4 7,50 x 109> | 21,77 5,67 73,31 13,89 4,36 82,34
5 3,75x10% | 35,96 6,61 55,90 52,42 3,29 33,32
6 1,88 x10°% | 55,35 0,23 32,12 61,20 3,14 22,15
7 9,38 x 10°| 60,90 3,30 25,31 69,14 5,59 12,04
8 4,69x10% | 72,75 1,04 10,78 65,57 4,47 16,58
80
70 @
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3 °
2 50
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20 g
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0
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Obr. 30 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci vodnych jableénych extraktt

(hodnoceno plochou)
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Obr. 31 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci vodnych jable¢nych extraktt

(hodnoceno plochou)

Hodnocené koncentra¢ni rozmezi pomoci plochy bylo u obou extraktii stejné, a to 7,50 x

10 az 4,69 x 10 g/I. Koncentrace, u které dosahl index Q hodnoty 50 %, byla u

jable¢né slupky 3,75 x 10 g/l. U jableéné duzniny byla koncentrace vy3si neZ

3,75x 10% g/ .

Tab. 18 — Antioxidacni aktivita jablecnych extrakti znazornéna pomoci vySek CL signald

SLUPKA DUZNINA
vzorek c g/l primér | RSD [%] primér RSD [%]
slepy 0 3,30 9,67 0,00 3,22 8,33 0,00
1 6,00 x 10°4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
2 3,00x10°4| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
3 1,50 x 10%| 0,00 - 100,00 0,00 - 100,00
4 7,50x10°% | 1,18 1,28 64,43 1,01 1,98 68,67
5 3,75 x10% 1,93 5,97 41,73 2,48 7,26 23,06
6 1,88 x 10°% 2,40 1,25 27,35 2,60 6,41 19,34
7 9,38 x10°| 2,65 8,51 19,93 2,81 9,45 12,82
8 4,69 x10% | 2,90 8,62 12,21 2,75 7,73 14,79
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Obr. 32 — Graf zavislosti CL signalu na koncentraci vodnych jable¢nych extraktt
(hodnoceno vyskou)
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Obr. 33 — Graf zavislosti indexu Q na koncentraci vodnych jablecnych extraktii

(hodnoceno vyskou)

Hodnocené koncentra¢ni rozmezi pomoci vysky bylo u obou extraktl stejné, a to 7,50 x
10 az 4,69 x 10 g/1. Koncentrace, u které dosahl index Q hodnoty 50 %, byla u obou
vy$si nez 3,75 x 10 g/l. Z grafii vyplyva, ze jableéna slupka méa vétsi antioxida¢ni
aktivitu nez jable¢na duznina.
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5.2.2 Extrakty odrid cerného bezu

SAMBU

Tab. 19 — AO aktivita extraktu odridy SAMBU znazornéna pomoci ploch CL signali

vzorek c g/l plocha 1 2 3 prumér| SD |RSD [%] !

slepy 0 75,85 |62,39|66,83| 68,36 | 5,60 8,19 0,00
1 4,00x 10%| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00x10% | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00 x 10% 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00 x 10° | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50x10° | 22,81 |22,91|26,39| 24,04 | 1,66 6,93 64,84
6 1,25x10°| 49,69 |55,15|53,92| 52,92 2,34 4,42 22,58
7 6,25x 1097 | 55,77 |61,74|63,15| 60,22 | 3,20 5,31 11,90
8 3,13x10%| 68,82 |74,72|73,65| 72,40 | 2,57 3,55 -5,91

SAMYL

Tab. 20 — AO aktivita extraktu odridy SAMYL znazornénad pomoci ploch CL signald

vzorek c g/l plocha 1l 2 3 prumér| SD |RSD [%] ﬁ

slepy 0 79,04 | 75,86 |87,37| 80,76 | 4,85 6,01 0,00
1 4,00 x 109> 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00 x 10% 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00 x 10%| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00 x 1079¢ 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50x10°%| 17,59 |17,36|15,05| 16,67 1,15 6,88 79,36
6 1,25x10°| 31,98 |36,17 | 35,71 | 34,62 1,88 5,42 57,13
7 6,25x10°7| 52,04 |55,57 (50,21 | 52,61 | 2,22 4,23 34,86
8 3,13x10°”| 63,62 |66,43|61,37| 63,81 | 2,07 3,24 20,99
9 1,57 x10°%| 71,66 |72,58|74,66| 72,97 1,25 1,72 9,65
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PLANY BEZ

Tab. 21 — AO aktivita extraktu z Planého bezu znazornéna pomoci ploch CL signali

koncentrace [g/l]

vzorek c g/l plocha 1 2 3 prumér| SD |RSD [%] !
slepy 0 85,81 |73,34|79,48 | 79,54 | 5,09 6,40 0,00
1 4,00 x 10°%| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00x10%| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00x 10%| 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00 x 10% | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50x10°% | 15,65 | 18,51 |13,18| 15,78 2,18 13,80 80,16
6 1,25x10°%| 35,88 |28,17|23,43| 29,16 | 5,13 17,59 | 63,34
7 6,25x10°7| 49,99 |52,02 |48,88 | 50,30 1,30 2,58 36,77
8 3,13x10%| 60,41 |55,58|57,83| 57,94 1,97 3,41 27,16
9 1,57 x10°7| 76,71 |74,78|75,14| 75,54 | 0,84 1,11 5,03
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Obr. 34 — Souhrnny graf zavislosti CL signalu na koncentraci extraktli cerného bezu

(hodnoceno plochou)
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Obr. 35 — Souhrnny graf zavislosti indexu Q na koncentraci extraktii cerného bezu

(hodnoceno plochou)

Vsechny bezové extrakty byly hodnoceny plochou v koncentraénim rozmezi 2,50 x 107
az 1,57 x 107 g/l a koncentrace, u které index Q dosahl 50 %, byla u planého bezu
a odriidy Samyl nizsi nez 1,25 x 10% g/l a u odridy Sambu byla koncentrace nizsi nez
2,50 x 10 g/l.

SAMBU

Tab. 22 — AO aktivita extraktu odridy SAMBU znazornéna pomoci vysek CL signala

vzorek c g/l vyska 1 2 3 |pramér| SD |RSD [%] -

slepy 0 3,86 |3,58|3,47| 3,64 0,16 4,51 0,00
1 4,00 x 109> 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00x10%| 0,00 |0,00|0,00| 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00 x 10°% 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00 x 1079¢ 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50 x 1096 1,74 1,52 | 1,53 1,60 0,10 6,35 56,10
6 1,25 x 107 2,57 2,25 | 2,6 2,47 0,16 6,40 31,99
7 6,25x10°7| 2,73 |3,07| 3,4 3,07 0,27 8,92 15,67
8 3,13 x 10 3,41 4,07 | 3,5 3,66 0,29 7,98 -0,64
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SAMYL

Tab. 23 — AO aktivita extraktu odridy SAMYL znézornénd pomoci vysek CL signali

vzorek c g/l vyskal | 2 3 |pramér| SD |RSD [%] !

slepy 0 3,37 3,19 13,50 3,35 0,13 3,79 0,00
1 4,00 x 109> 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00 x 109 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00 x 10°% 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00 x 10% | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50 x 1079° 1,18 1,25 1,04 1,16 0,09 7,55 65,51
6 1,25 x 10706 1,77 2,07 | 1,85 1,90 0,13 6,69 43,44
7 6,25 x 107 2,59 2,77 | 2,30 2,55 0,19 7,58 23,86
8 3,13 x 10 3,07 3,381 2,84 | 3,10 0,22 7,15 7,65
9 1,57 x 10°%7 3,21 3,13 | 3,26 3,20 0,05 1,67 4,57

PLANY BEZ

Tab. 24 — AO aktivita extraktu z Planého bezu znazornéna pomoci ploch CL signalt

vzorek c g/l vyskal | 2 3 |prumér| SD |RSD [%] -

slepy 0 3,73 3,06 |3,52| 3,44 0,28 8,14 0,00
1 4,00 x 109> 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
2 2,00x10°| 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
3 1,00 x 10°% 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
4 5,00x 10°¢| 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 - 100,00
5 2,50 x 10°° 1,04 1,26 | 0,84 | 1,05 0,17 16,39 69,54
6 1,25 x 10°% 2,05 1,69 1,49 1,74 0,23 13,29 | 49,27
7 6,25 x 107 2,43 2,71 2,33 2,49 0,16 6,46 27,55
8 3,13 x 10 2,91 2,47 12,74 | 2,71 0,18 6,69 21,24
9 1,57 x 10%7 3,44 3,35 3,17 | 3,32 0,11 3,38 3,39
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Obr. 36 — Souhrnny graf zavislosti CL signalu na koncentraci extraktti cerného bezu

(hodnoceno vyskou)
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Obr. 37 — Souhrnny graf zavislosti indexu Q na koncentraci extraktii cerného bezu

(hodnoceno vyskou)

Vsechny bezové extrakty byly hodnoceny plochou v koncentraénim rozmezi 2,50 x 107
az 1,57 x 107 g/l a koncentrace, u které index Q dosahl 50 %, byla u planého bezu
1,25 x 10% g/l. U odridy Samyl byla vyssi nez 1, 25 x 10% g/l a u Sambu byla
koncentrace nizsi nez 2,50 x 10°% g/1. Z grafti vyplyv4, Ze nejvétsi antioxidagni aktivitu
a pravdépodobné 1 nejvetsi mnozstvi antioxidacnich latek obsahuje plany bez, dale odrida

Samyl a nejméné odriida Sambu.
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5.3 Souhrnné grafy pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity latek

5.3.1 Standardy
Porovnani indexti Q vSech standardl s indexem Q Troloxu, hodnocenych pomoci ploch

(Obr. 37) a vysek (Obr. 38) CL signalti.
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80 @
..' ) PY @ Floretin
X €0 o s @ Floridzin
g 40 @ Kvercitrin
.8
20 '3 @ Kys. kdvova
S/ Trolox
0 ¢
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03
-20

koncentrace [mol/I]

Obr. 38 — Souhrnny graf zavislosti indexu Q vsSech standardi na jejich koncentraci

(hodnoceno plochou)
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Obr. 39 — Souhrnny graf zavislosti indexu Q vSech standardi na jejich koncentraci

(hodnoceno vyskou)
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Z obou grafil nejsou patrné velké rozdily v antioxidacni aktivité. V porovnani s troloxem
vSak vyplyva, ze kyselina kdvova, epikatechin a kvercitrin vykazuji vétsi antioxidacni

aktivitu nez trolox a naopak floretin a floridzin vykazuji antioxida¢ni aktivitu o néco nizsi.

5.3.2 Jablecné extrakty
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Obr. 40 — Souhrnny graf zévislosti indexu Q vSech jable¢nych extraktli na jejich koncentraci

(hodnoceno plochou)
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Obr. 41 — Souhrnny graf zavislosti indexu Q vSech jableénych extraktli na jejich koncentraci

(hodnoceno vyskou)
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Z grafi je patrné, Ze methanolové extrakty vykazuji vySs$i antioxidacni aktivitu
v porovnani s vodnymi extrakty, coz se da prisoudit mensimu obsahu fenolickych latek
extrahovanych vodou v porovnani s methanolem. Tento fakt byl ovéfen i HPLC
stanovenim, kde obsah latek ve vodném extraktu je vyrazné nizsi nez v methanolickém

extraktu.

Dale bylo potvrzeno, ze extrakty jable¢né slupky vykazuji vyssi anitoxidacni aktivitu nez
extrakty jablecné duzniny. Znovu je rozdil v aktivité dan vysSim obsahem fenolickych

latek ve slupce, coz bylo opét potvrzeno HPLC separaci.
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V této praci byla hodnocena antioxidac¢ni aktivita prirodnich latek pomoci luminolového
chemiluminiscen¢niho systému v pritokovém systému sekvencni injekéni analyzy (SIA).

Tento systém diky svému jednoduchému ovladani, vysoké citlivosti a opakovatelnosti

umoznil hodnoceni vétsi série vzorkli v pomérné kratkém case.

U vsech latek byly hodnoceny plochy a vysky chemiluminiscen¢niho signalu, které byly
porovnavany se slepym vzorkem, vodou. Z vyslednych primérnych hodnot byly

nasledné odvozeny smérodatné odchylky, relativni smérodatné odchylky a index Q.

Nasledné byly sestrojeny grafy, kde byly porovnavany antioxidacni aktivity jednotliveé
testovanych latek s Troloxem, ktery zde slouzil jako standard pro méteni antioxidaéni
aktivity. Z toho vyplynulo, Ze kyselina kdvova, kvercitrin a epikatechin vykazuji vétsi
antioxidac¢ni aktivitu nez Trolox, a floridzin s floretinem vykazuji antioxida¢ni aktivitu o

néco nizsi.

Dale byly hodnoceny realné vzorky, které predstavovaly smés vice latek s antioxidaéni

aktivitou, byla u nich tedy hodnocena celkova antioxidacni aktivita (TAC).

Nejprve byly méfeny extrakty odrid cerného bezu a vysledné hodnoty byly navzajem
porovnany. Z testovani vyplynulo, Ze nejvétsi antioxidacni aktivitu a pravdépodobné i
nejvetsi podil latek s antioxidacni aktivitou obsahuje plany bez, dale odrida Samyl a

nejméng odriida Sambu.

Jako posledni byly hodnoceny methanolové a vodné extrakty slupky a duzniny jablek
odridy Golden delicious. Z hodnoceni vyplynulo, Ze methanolové extrakty vykazuji
vyss$i antioxidaéni aktivitu nez extrakty vodné, coz se da pfisoudit vétSimu podilu
fenolickych latek vyextrahovanych methanolem v porovnani svodou. Dale bylo
potvrzeno, ze vys$i antioxidacni aktivitu vykazuje jablecna slupka v porovnani

s jable¢nou duzninou.
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