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Seznam zkratek
ABTS-2,2'-azinobis—(3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonat)

CEAD-Coulometric electrode array detection, coulometrickd detekce elektrodového

pole

DAD-detektory diodového pole

DMPD-N, N—-dimethyl—-p—fenylendiamin dihydrochlorid
DPPH-2,2'-difenyl-1—pikrylhydrazyl

ESI-ionizace elektrosprejem

FC-Folin—Ciocalteu, cinidlo a metoda pouZivand ke stanoveni celkového obsahu

fenolickych latek

FRAP—Ferric Reducing Antioxidant Potencial, antioxidacni sila redukujici Zelezité ionty
GAE-Galic Acid Equivalent, ekvivalenty kyseliny gallové

HDV-hydrodynamické voltamogramy

HPLC-High  Performace Liquid Chromatography, vysokoucinnd kapalinova

chromatografie

HSCCC—vysokorychlostni protiproudova chromatograficka separace

IT- iontova past

LC-Liquid Chromatography, kapalinovad chromatografie

MS—Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometrie

NMR—nuklearni magneticka rezonance

ORAC-Oxygen Radical Absorption Capacity, absorp¢ni kapacita kyslikovych radikal(i
PDA-Photodiode Array, detektory diodového pole

Q- kvadrupdl

QE-Quercetin Equivalent, ekvivalenty kvercetinu



QTOF- hybridni hmotnostni analyzator, spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby letu

QUENCHER-QUick, Easy, New, CHEap, Reproducible, metoda pro pfimé stanoveni

antioxidacni aktivity

RU—-ekvivalenty rutinu

SPE-Solid Phase Extraction, extrakce na tuhou fazi

TAC-Total Antioxidant Capacity, celkova antioxida¢ni kapacita
TE-Trolox Equivalents, ekvivalenty troloxu

TF-Total Flavonoids, celkovy obsah flavonoidt

TOF-Time of Flight, analyzator doby letu

TP-Total Phenolics, celkovy obsah fenolickych latek

UHPLC- Ultra High Performance Liquid Chromatography, ultra vysokoucinna kapalinova

chromatografie



1 Uvod

Polyfenoly jsou nejhojnéjSi antioxidanty pfirozené se vyskytujici vrostlinné stravé.
Zahrnuji Sirokou $kalu sloZitych struktur a vykazuji antioxidacni aktivitu. Zakladnim
monomerem polyfenoll je fenolicky kruh. Obecné tyto latky délime na fenolové kyseliny
a fenolové alkoholy. Dale mizZeme polyfenoly fadit do mnoha tfid. Tyto hlavni tfidy jsou:
fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny, fenolické alkoholy a lignany. Nejdllezité;si

skupinu vsak tvoti flavonoidy, které Ize dale délit do dalSich tfid [1,2].

Studie na zviratech nebo lidskych bunécénych kulturdch podporuji ulohu polyfenoll
v prevenci kardiovaskuldrnich chorob, rakoviny, neurodegenerativnich onemocnéni,
diabetu mellitu, hypercholesterolémie nebo osteoporézy a dalsich. Ucinky zéleZi
predevsim na jejich biologické dostupnosti. O rychlosti jejich absorpce ve strfevech
rozhoduje chemickd struktura. Polyfenoly se objevuji pfedevsim v konjugované formé
s jednim, nebo vice cukernymi zbytky, spojenymi hydroxylovymi skupinami. Pfidruzené
cukry mohou byt pfitomny jako monosacharidy, disacharidy nebo jako oligosacharidy.
Nejcastéjsim cukrem je glukdza, dale galaktdéza, ramndza, xyléza a arabinéza. Chemické,

fyzikalni a biologické vlastnosti polyfenolll jsou uréovany glykosylaci [1,2].

Polyfenoly mohou prochazet tenkym stfevem, aniz by byly absorbovany, ¢imz ovliviuji
stfevni mikrofloru tim, jak jsou biologicky premérnovany na své relativné dostupnéjsi
metabolity. Upravuji sloZzeni stfevni mikrofléry jak stimulaci prospésnych bakterii, tak
inhibici bakterii patogennich. Proto mohou polyfenoly v dieté pozitivné ovlivnit zdravi

¢lovéka [1].



2 Cil a popis zadani prace

Cilem a zadanim této resersni prace je shromazdéni informaci o metodach identifikace
a stanoveni latek vykazujicich antioxidacni aktivitu, se zamérenim na latky obsazené
v ovoci, predevsim v malvicich, a jejich ¢astech, které by mohly byt vyuzity jako
alternativni zdroj antioxidant(. Dale pak porovnani pouZitych metod a vysledk( dvaceti

raznych studii zabyvajicich se touto problematikou.

PFi vybirani studii pro porovnavani byly pfednostné vybirany prace publikované od roku
2009 do roku 2020. Hlavnimi zdroji pro ¢erpani informaci byly databaze ScienceDirect,

Web of Science a PubMed.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Hlavni déleni polyfenolickych latek a priklady zastupcl jednotlivych skupin

Nejdllezitéjsi skupinu polyfenoll tvofi flavonoidy (tabulka 1), které Ize délit do dalSich
skupin. V tabulce 2 jsou uvedeni hlavni zastupci fenolickych kyselin.

Tabulka 1 Hlavni zastupci polyfenolt

Flavonoidy Zastupce Vzorec
Flavonoly Kvercetin oH 0 on
|
HO O 0 O oH
OH
Flavony Apigenin OH O
98
HO o] O
OH
Flavanony Naringenin OH O
Isoflavony Daidzein

Anthokyaniny Kyanidin

Flavanoly Katechin

HO O =

Tabulka 2 Fenolické kyseliny

Hydroxyskoficové kyseliny

Kyselina p—kumarova

Fenolické kyseliny Zastupce Vzorec
Hydroxybenzoové kyseliny | Kyselina gallova 0
HO OH
HO
OH
o]

10

[1,3]



3.2 Stanoveni polyfenol( pomoci HPLC
3.2.1 Stacionarni faze pro HPLC separaci polyfenolu

Jednou z nejcastéjsich metod identifikace a stanoveni polyfenol( je HPLC na reverznich

fazich s riznymi typy detekce.

| pres to, Ze na trhu existuje mnoho druh( stacionarnich fazi, kolony, které byly ve
vybranych studiich zvoleny pro analyzu polyfenoll, obsahovaly vyhradné stacionarni
faze Cis s velikosti ¢astic 5 um, vnitinim pridmérem 4,6 mm a délkou kolony vétsinou az
25 cm. Ve vétsiné pripadl byla kolona opatfena predkolonou o rliznych rozmérech,
pohybujicich se v rozmezi délek 4-10 mm se stejnou stacionarni fazi, kterd byla pouzita
pro separaci latek [4,5,6,7,8]. V nékolika malo pripadech byla pouZita staciondrni faze
C12 svelikosti ¢astic 4 um, primérem 4,6 um a délkou 25 cm [9,10]. Rovnéz bylo
k analyze polyfenoll vyuZito i systému UHPLC s velikosti ¢astic 1,5 um, pridmérem
2,1mm a délkou kolony 50 mm [11]. Vybér stacionarnich fazi nebyl ve vybranych studiich

nijak odGvodnén, ale vychdzel z prfedchozich studii.

3.2.2 Mobilni faze pro HPLC separaci polyfenolu

Vybér mobilni faze byl ve vybranych studiich mnohem rozmanité;jsi. Obecné bylo vyuzito
gradientové eluce za pouziti dvou rozpoustédel. Jednim rozpoustédlem o nizsi elucni sile
(rozpoustédlo A) a druhym o vyssi eluéni sile (rozpoustédlo B). U takovychto
dvouslozkovych systému retence klesa s rostoucim podilem organického rozpoustédla
a s jeho klesajici polaritou [12]. Casto volenym rozpoustédlem, byl acetonitril v rizném
poméru se slabsim elu¢nim rozpoustédlem (voda, 10% acetonitril), které bylo zpravidla
okyselené napfr. 0,1% kyselinou trifluoroctovou [13], nebo 0,5% kyselinou octovou [5].
V nékterych z praci byl jako rozpoustédlo A pouZzit vodny roztok kyseliny mravenci a jako
rozpoustédlo B smés 10% kyseliny mravenci a acetonitrilu [14]. Dalsi ¢asto pouzivanou
mobilni fazi byla pak voda a methanol, kdy se pfi gradientové eluci postupné navysoval
obsah methanolu [15]. Posledni pouZivanou mobilni fazi byla pak jako rozpoustédlio A
zvolena voda : k. mravenci v poméru 19 : 1 a jako rozpoustédlo B methanol [6,16]. Délka

analyzy se u rGznych autort lisi, ale ve vétsiné pripadl se pohybovala okolo 60 min.
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3.2.3 HPLC se spektrofotometrickou detekci

3.2.3.1 UV/VIS detektory
Jednoduché spektrofotometrické detektory pro HPLC jsou zaloZeny na principu
absorpce zareni v oblasti UV a VIS spektra. Kvantitativni hodnoceni je zaloZzeno na

Lambert—Beeroveé zakoné.

A=¢.cl
(A) je absorbance, (¢) moldrni absorpcni koeficient, (c) koncentrace absorbujici slozky,

(1) tloustka absorbujici vrstvy.

Pfed kazdym spektrofotometrickym mérenim musi byt platnost Lambert—Beerova
zakona ovérena pomoci kalibraéni zavislosti. Jeho platnost je nutnym predpokladem pro
spravné spektrofotometrické méreni [17]. Kanalyze polyfenoll jsou vhodnéjsi

spektrofotometrické detektory diodového pole, nebo jiné citlivéjsi typy detekce.

3.2.3.2 Detektory diodového pole

Detektory diodového pole (PDA, DAD) snimaiji celé spektrum v redlném Case, aniz by byla
prerusena chromatografickd separace. Zareni prochdzi Stérbinou, ¢ockou, clonou
a mérnou detekéni celou a poté se rozkldda holografickou mfizkou. RozloZzené zareni
o urcité vinové délce je zeslabeno absorpci v detekéni cele a dopada na fotodiody. Kazda
fotodioda je napojena na pfedem nabity kondenzator na urcitou hodnotu. Po dopadu
zareni na diodu vznika fotoelektricky proud, ktery vybije kondenzator. Vznikly
fotoelektricky proud je pfimo umérny intenzité dopadajiciho zareni. V dalsi fazi dochazi
k opétovnému nabiti kondenzator(i, kdy se méfi proud, ktery je potfebny na dobiti
prislusnych kondenzatora. Velikost tohoto proudu je ukladana do paméti ridici jednotky.
Tato sekvence vybijeni a nabijeni kondenzatorl se velice rychle opakuje (10 ms na
rozsah 190—600 nm) a zaznamenavaiji se tak Udaje o absorbanci pti kazdé vinové délce
v kazdém okamziku. Spektralni rozliSeni zavisi na poctu diod v poli, ktery se pohybuje
od 512 do 1024 diod. Napf¥. pfi poctu 512 diod, je spektralni rozliseni 1,2 nm pro rozsah
190-800 nm. Hlavni vyhodou téchto detektorl je detekce latky pfi jakékoliv zvolené

vinové délce a moZnost porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter [17].
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3.2.4 HPLC s MS detekci

Spojeni hmotnostniho spektrometru (MS) s chromatografickymi technikami je vyhodné
vzhledem kcitlivosti a vysoce specifické povaze MS ve srovnani s jinymi

chromatografickymi detektory.

Hmotnostni spektrometry béhem procesu ionizace prevadéji molekuly analytu do
ionizovaného stavu, poté nasleduje analyza téchto iontl, pfipadné analyza jejich
fragment(, které vznikaji béhem ionizace, na zakladé poméru hmotnosti a naboje
(m/z) [18]. Pro ionizaci je k dispozici nékolik rGznych technologii, pfi ¢emz pfi analyze
polyfenoll se vyuziva ionizace elektrosprejem (ESI) [5, 11, 19, 20]. ESI pracuje dobfe se
sttedné poldrnimi molekulami, a proto je dobfe pfizplisobeno analyze mnoha
metabolitl, xenobiotik a peptidl. lonizace pomoci ESI je povazovana za mékkou
ionizaéni techniku, kdy je analytu dodavdno relativné malo energie, a proto dochazi
k malé fragmentaci. Kapalny vzorek je rozpraSovan kovovou kapildrou, na které je
udrzovano napéti tak, aby se na konci kapilary vytvorily jemné nabité kapicky. Kapicky
se pUsobenim tepla a dusiku rychle odparuji a zbytkovy elektricky ndboj na kapic¢kach se
prendsi na analyty. lonizované analyty jsou pak prendseny do vysokého vakua
hmotnostniho analyzatoru. Zdroj iontll a naslednd iontova optika mohou pracovat
v médu kladnych nebo zapornych iontl [18]. Jaké hmotnostni analyzatory byly ve
vybranych studiich pouzZivany vétSinou nebylo uvedeno, nékteré studie vyuzivaly
hybridni analyzatory v kombinaci analyzatoru doby letu a kvadrupdlu (QTOF) [11,21],
nebo iontové pasti (IT) a TOF [19].

3.2.5 HPLC s coulometrickou detekci

Vyuzitim coulometrické detekce v kombinaci s HPLC Ize stanovit snadno oxidovatelné
slouceniny, jako jsou fenolické latky, pesticidy nebo vitaminy [22]. Stejné tak Ize stanovit
latky s vysokym oxidaénim potencidlem nebo elektro—neaktivni slouéeniny, které lze

prevést derivatizaci na slouceniny elektro—aktivni [17].
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V pocatcich byly jako coulometrické detektory pouzivany pritokové cely s jednou
pracovni elektrodou. Na pracovni elektrodé se nastavi potencidl, stanovovand latka
protékd mérnou celou detektoru a méfi se naboj, ktery je potfebny k oxidaci nebo
redukci celkového mnoiZstvi latky. Detektory méri odezvu elektro—aktivni slouceniny.
Vysledkem téchto méfeni jsou sigmoidni proudové/napétové krivky (hydrodynamické
voltamogramy, HDV). Pfi optimalnim detekénim potencialu v limitnim rozsahu HDV jsou

signaly umérné koncentraci elektro—aktivni latky [17, 22].

Coulometrické pracovni elektrody se vyznacuji velkou plochou a malymi difuznimi
vzdalenostmi. Velké plochy Ize dosahnout pouZitim skelného uhliku, porézniho grafitu,
platiny nebo poréznich kovu. Velka plocha povrchu elektrod vede ke zvyseni oxidace
nebo redukce az na 100 % a zvySuje citlivost chromatografického signalu. Vyvoj
detektord vedl| k zavedeni dvou pracovnich elektrod s cilem zlepsit selektivitu a citlivost
detekce. U modernich coulometrickych detektord jsou elektrody usporadany sériové.
Takovy detektor mize byt pouzZit v rezimu screeningu, kdy na prvni elektrodé jsou rusivé
latky odstranény oxidaci nebo redukci tak, ze cilové analyty mohou byt detekovany na
druhé elektrodé bez ruSivych vlivQi. Zvlastni vyznam maji detektory s dualnimi

elektrodami a elektrodovymi soustavami az o 16 pracovnich elektroddch [22, 23].

Aplikace coulometrické detekce pfi pritoku detekéni celou vyzaduje, aby byla nejprve
potvrzena elektro—aktivita zkoumanych latek. Latky pak musi byt oddéleny izokratickym
nebo gradientnim zplsobem v HPLC systému. HDV se ziskdvaji pomoci raznych
potenciall na pracovni elektrodé. Musi se zjistit optimadlni detekéni potencial v limitnim
proudovém rozsahu a potvrdit linearita odezvy detektoru. V pfipadé gradientové eluce
dochazi k posunu zakladni linie, protoZe se méni slozeni mobilni faze. Odezvu sloucenin

Ize ovlivnit zménou iontové sily a pH mobilni faze [22].
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3.2.5.1 Coulometric electrode array detection (CEAD)

Jednd se o detektor podobny spektrofotometrickému detektoru diodového pole. CEAD
se sklada ze série Ctyf aZz Sestnacti coulometrickych elektrod pro provedeni
multikanalové detekce. Systém je zaloZen na analytickych celach obsahujicich
platinovou referencni elektrodu, ktera nastavi elektrochemickou nulu, a na pracovnich
elektrodach, které méri sledovanou redoxni reakci. Kazdd analytickd cela proto
poskytuje signal ze ¢tyr kandld. Systémy, které jsou v soucasnosti k dispozici, mohou nést
az Ctyri cely, tedy aZz 16 kanal(. Pracovni rozsah elektrod se muze liSit od -1,0 do +2,0 V
v zavislosti na elektrochemickych vlastnostech analytu. Dva analyty tak mohou byt
oddéleny, pokud maji odlisSné redoxni vlastnosti, prestoze maji podobné
chromatografické vlastnosti. Navic neulplné oddélené slouceniny mohou byt ddle
elektrochemicky odliseny, pokud se jejich pllvinovy potencidl liSi o vice nez 60 mV

[17, 23].

Coulometrické detektory jsou vysoce citlivé. Byvaji ¢asto voleny k analyze polyfenoll
z ovoce, protoZe jsou az o dva rady citlivéjsi nez UV detektory [24]. Detekce pomoci
CEAD je kompatibilni se systémem na normalnich i reverznich fazich. ProtoZe je potreba,
aby byla mobilni faze vodiva, je vyhodnéjsi pouziti reverznich fazi. Vodivost mobilni faze
Ize zvysit pridavkem chloristant (0,05M). Na cistotu mobilni faze jsou kladeny vyssi
naroky, aby bylo dosazeno stabilni zakladni linie a reprodukovatelnosti vysledkd. Mobilni
faze by méla byt také dokonale odvzdusnénd. Lze pouzit tzv. guard celu (porézni
grafitova elektroda, na kterou je vloZeno urcité napéti), kterd slouzi k odstranéni

elektro—aktivnich necistot pred vstupem na kolonu [17].

Zapojeni coulometrického detektoru v HPLC systému je uvedeno na obr. 1.
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Focitat

Autosampler l_ Predkclona a kelona

Misici |_
komaora

[Pumpa 1 ‘[Pumpa 2]
Mobilni Mobilni
faze 1 faze 2 \

— oe 0 © 0

o Referencni elektroda

® Pocitaci elektroda Pracovni elektroda

Obrazek 1 Schéma HPLC s coulometrickym detektorem [22]

3.3 Primé stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity potravin: pristup ,,QUENCHER“

K vyhodnoceni antioxida¢ni kapacity se hojné vyuzivaji metody zaloZzené na extrakci.
Podminky extrakce ale predstavuji zdroj odchylek a v nékterych pripadech nejsou
spolehlivé. Pri extrakci antioxidantl z potravni matrice se setkdvdme s nékolika uskalimi.
V pracich zabyvajicich se méfenim antioxidacni aktivity se pouZivaji rizné extrakéni
postupy za predpokladu, Ze extrakt je reprezentativni pro skutecny antioxidacni
potencial zkoumané potraviny. Jednotlivé antioxidacni slouéeniny vSak mohou byt
pritomny v rdznych formach a mohou byt zcela rozpustné v daném rozpoustédle, ale
také zcela nerozpustné. Proto neexistuje jedine¢né rozpoustédlo nebo smés
rozpoustédel, ktera by dokazala vyextrahovat vSechny antioxida¢ni slouceniny pfitomné
v potraviné. Pfimy postup metody QUENCHER nahrazuje vSechny ¢asové naroéné kroky

extrakce.
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Metoda QUENCHER QUick, Easy, New, CHEap, Reproducible je zaloZzena na pfimé
analyze pevnych vzorkl jejich smisenim s volnymi radikdly a ndaslednym
spektrofotometrickym mérenim. Vzhledem k tomu, Ze metody pouzivajici 2,2'-azinobis—
(3—ethylbenzothiazolin—6—sulfonat) radikal (ABTS) a 2,2'-difenyl-1—picrylhydrazyl
radikal (DPPH) jsou velmi oblibené a snadno poutzitelné, je metoda QUENCHER pro tyto
Siroce zavedené testy zvlast vhodna. Koncepci vsak Ize pfizplsobit i dalsSim metodikam,
které se v soucasnosti pouZzivaji pro hodnoceni antioxidacni aktivity, jako je antioxidacni
kapacita redukujici Zelezité ionty (FRAP), N,N—dimethyl-p—fenylendiamin
dihydrochlorid (DMPD) a absorpéni kapacita kyslikovych radikald (ORAC).

Pevné potraviny s nizkou vlhkosti, nevyzaduji pfred mérenim antioxida¢ni kapacity
predupravu. Potraviny s vysokou vlhkosti, jako je naptiklad ovoce, by mély byt
lyofilizovany, aby se odstranila voda. Vzorek se rozemele, aby se ziskaly jemné pevné
Castice. Pevné C(astice o velikosti 0,1-0,3 mm jsou vhodné k provedeni reakce
s pfijatelnou rychlosti béhem méreni antioxidacni kapacity. U potravin s velmi vysokou
antioxidacni aktivitou se pevné ¢astice musi rfedit praskovou celulézou, aby se vesly do

rozmezi linearity metody. Praskova celuldza je v(ci radikalim inertni.

P

o
\ [Potraviny = wysokou vinkosti|
N
"_1\ ﬁ ovoeCe, zelenina, maso

| Potraviny = nizkou vihkosti ||—v_
Suseni mrazem

-
obiloviny

[Fedukes velkosti—

rozdrceni

Pevné redéni

prazkova celuloza

[Emizeni s radikdlem]| =

Al min

Centrifugace |

1330g x5 min

|Epektrofotometricke méreni |

Obrazek 2 Schéma pracovniho postupu pfi pouZiti metody QUENCHER [25]
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Pevné Castice se pro provedeni reakce smisi s roztokem radikdlu. Roztok radikdlu se
pfipravuje ve smési vody a ethanolu, aby se posilila interakce hydrofilnich i lipofilnich
antioxidantl s radikaly. Pfitomnost vody v roztoku je nezbytnd, protoze modifikuje
potravni matrici, aby se radikaly l1épe rozptylily do ¢astic. Rozpustna c¢ast vzorku vyuZiva
svou antioxidaéni kapacitu tim, Ze zhasi radikaly pritomné v rozpoustédle. Nerozpustna
Cast zaroven uplatiiuje svou antioxidacni kapacitu pomoci povrchové reakce, ktera
probihd na rozhrani pevné a kapalné faze, kdy tuhou fazi predstavuji antioxidacni
skupiny vdzané na nerozpustnou polysacharidovou frakci a kapalnou fazi predstavuji
volné radikaly pfitomné v rozpoustédle. Pro Uplnou reakci obvykle staci kontaktni doba
30 minut. Nakonec se smés odstfedi, aby se ziskal opticky Ciry supernatant pro

spektrofotometrické méreni [25]. Schéma postupu je uvedené na obr. 2.

3.4 Spektrofotometrické metody
3.4.1 Metoda Folin—Ciocalteu

Metoda Folin—Ciocalteu (FC) je hojné pouZivana metoda pro stanoveni fenolickych latek.
Je zaloZena na chemické redukci cinidla (smés wolframu a oxidd molybdenu)
testovanymi fenolickymi latkami. Reakéni Cinidlo FC je komeréné dostupné, ale Ize jej

pfipravit i v laboratofi [26].

Pfiprava ¢inidla: V 70 ml vody se rozpusti 10 g wolframanu sodného a 2,5 g molybdenanu
sodného. Prida se 5 ml 85% kyseliny fosforecné a 10 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Reflux za 10 hodin. Pfida se 15 g siranu lithného, 5 ml vody a 1 kapka
bromu. Reflux 15 min. Ochladi se na pokojovou teplotu a doplni se vodou na 100 ml.
V roztoku se tvofi hexavalentni komplexy fosfomolybdenové/fosfowolframové

kyseliny [27].

Produkty redukce oxidu kovu maji modrou barvu, kterd ma Siroky absorpcni pas
s maximem pfi 765 nm. Intenzita svétla je Umérna koncentraci fenolickych latek. Tato
metoda zaloZena na oxidaci fenolickych slou¢enin pomoci FC ¢inidla je rychld a snadno

proveditelna.
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Nevyhodou této metody je, Ze je nespecifickd a mlze byt ovlivnéna jinymi nefenolickymi
redukujicimi molekulami, jako jsou napfiklad aromatické aminy, cukry, bilkoviny
a kyselina askorbova. Dale je tato metoda urcena pouze pro kvantifikaci, k identifikaci

jednotlivych latek je zapotfebi vyuzit jinych metod [26].

3.4.2 Kolorimetrické metody s chloridem hlinitym

Existuji dvé Siroce pouzivané metody pro kvantifikaci flavonoidu, zalozené na tvorbé
komplext flavonoid—AICls a ndasledném spektrofotometrickém stanoveni vzniklého
barevného komplexu, ktery je pfimo umérny jejich koncentraci. Pro tvorbu komplexu
flavonid—AICls je rozhodujicich nékolik faktort (napt. reakéni doba), které musi byt pro
méfeni optimalizovdny tak, aby se zvysila Ucinnost metody v konkrétnim systému

[28,29].

Metoda, kterd zahrnuje méreni pti 410—430 nm po pridani roztoku AlCls je selektivni
pouze pro flavonoly. Roztok AIClz se pfidava v koncentraénim rozmezi 2-10 % a lze jej
aplikovat v pritomnosti kyseliny nebo acetatového roztoku, v nékterych pripadech se
pridavd pouze methanol nebo voda. Jako standardni slouceniny pro vyjadreni vysledkt

se pouzivaji rizné flavonoly, nejcastéji kvercetin a rutin [29].

Druhd moznost s NaNO; v alkalickém prostredi, je zaloZzena na nitraci jakéhokoli
aromatického kruhu nesouciho katecholovou skupinu se tfemi nebo ¢tyrmi polohami,
které nejsou obsazené, nebo stericky blokované. Po pridani AlCl3 se tvori Zluty roztok
komplexu, ktery po pfidani NaOH z€ervena. Hodnota absorbance se méfi pfi 510 nm.

U tohoto postupu se jako standardni slouéenina pouziva katechin [29].
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4 Vybrané studie
4.1 NevyuzZivajici separaci
4.1.1 Vztah mezi barvou a antioxidacni aktivitou ovoce a zeleniny

Tato studie porovndava nékolik druhl ovoce a zeleniny podle barvy. Barva ovoce je tedy
dana obsahovymi slozkami. Napfiklad antokyany, které jsou jednou z hlavnich
fenolickych skupin vyskytujicich se v ovoci a zeleniné, jsou zodpovédné za cervenou,
modrou a fialovou barvu. V této studii byl porovnan obsah polyfenoll mimo jiné
v plodech jablek a hrusek. Antioxidac¢ni aktivita ovoce a zeleniny byla stanovena pomoci
testu QUENCHER s pouzitim radikalového roztoku ABTS + a DPPH, ktery umoZiuje
stanovit celkovou antioxida¢ni kapacitu (TAC) bez extrakéni metody nebo metody

hydrolyzy.

Vsechny jedlé ¢4asti syrového ovoce a zeleniny byly rozmixovany pomoci mixéru. Vzorky
byly zfedény celulézou (1 : 1), byla zmérena kapacita antioxidantli podle pfistupu
QUENCHER. Deset mg smisenych vzorkl bylo preneseno do zkumavky a reakce zacala
pfidanim 10 ml pracovniho roztoku ABTS:+ nebo DPPH. Po dlirazném protifepani
v tfepacce (pfi 350 otackdch za minutu po dobu 27 min) ve tmé byla zkumavka
odstredovana pfi 6080xg po dobu 2 min. Po celkové 30 min reakéni dobé se opticky Ciry
supernatant (2 ml) pfenesl do kyvety a absorbance byla méfena pfi 734 nm (pro ABTS)

nebo 525 nm (pro DPPH) pomoci UV-VIS spektrofotometru.

Celkovy obsah polyfenolli (TP) byl vyjadfen jako mg ekvivalentu kyseliny gallové
mg (GAE)/100 g hmotnosti (tabulka 4), TAC byla vyjadfena jako mmol ekvivalentu
troloxu (mmol TE/kg).

Golden apple (ABTS: 10,69; DPPH: 12,06), Green apple (ABTS: 14,23; DPPH: 14,65),
Red apple (ABTS: 19,24; DPPH: 21,70) a hruska (ABTS: 8,47; DPPH: 9,15) [30].

4.2 \Vyutivajici separaci

4.2.1 Srovnani fenolickych slou€enin a antioxida¢niho potencialu mezi vybranymi
jedlymi plody a jejich listy

Tato studie se zabyva porovnanim antioxidant( a antioxidac¢ni aktivity v listech a plodech

nékolika vybranych druhl ovoce, mimo jiné listy a plody jablek a kdouli.
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Identifikace a kvantifikace polyfenold byla provedena pomoci LC—MS a metodou UHPLC
spojenou s fotodiodovym detektorem a fluorescenénim detektorem. Identifikace
polyfenoll (flavan—3—oly, dihydrochalkony, fenolové kyseliny, flavonoly) byla provedena
pomoci UHPLC s hmotnostnim spektrometrem Q-Tof Micro (ESI) pracujicim

v negativnim rezZimu. Antioxidacni aktivita byla analyzovana pomoci ABTS a FRAP.

Extrakty byly pfipravovany rozprasovanim asi 0,2 g mrazem vysuSenych listd nebo
0,5 govoce do 10 ml smési Cinidla obsahujiciho methanol (30 ml/100 ml), kyselinu
askorbovou (2,0 g/100 ml) a kyselinu octovou (1,0 ml/100 ml). Extrakty byly ponofeny
do ultrazvukové lazné po dobu 15 min, ponechany po dobu 24 h pfi teploté 4 °C bez
svétla a poté ponorfeny do ultrazvukové lazné znovu, po dobu 15 min. Vzorky byly

odstredovany po dobu 10 min pfi 4 °C a 20 000rpm a vysledny extrakt byl analyzovan.

Vysledky této studie ukazuji, Ze listy jablek a kdouli obsahuji vyrazné vice polyfenoll nez
plody. Nejvyssi koncentraci celkovych polyfenolli vykazovaly kdoulové listy (hlavni
obsahové latky: polymerni proanthokyanidiny) Nejsilnéjsi antioxidacni potencial byl
pozorovan také u kdoulovych listd: 116,49 a 65,25 mmol (TE)/100 g susSiny v testech
ABTS a FRAP, které korelovaly s obsahem polymernich proanthokyanidin( a flavonol(
[11].

4.2.2 Komplexni hodnoceni ucinnych polyfenolti v jablecnych listech a jejich

antioxidacni a neuroprotektivni aktivity

Tato studie se zabyva stanovenim antioxidantl v jablec¢nych listech. Hodnocen byl
extrakt v petroletheru, ethylacetatu a extrakt v 75% ethanolu. Celkovy obsah
fenolickych a flavonoidnich latek v téchto extraktech byl stanoven metodou FC pfi

760 nm a kolorimetrickou metodou s AlCls3 pfi 420 nm.

Kyselina gallova byla pouzita jako kalibra¢ni standard a TP v kazdém vzorku byl vyjadfen
jako mg (GAE)/g susiny. Pfi pouziti kvercetinu jako kalibraéniho standardu byl celkovy
obsah flavonoidu (TF) v kazdém vzorku vyjadren jako mg ekvivalent( kvercetinu (QE)/g

susiny extraktu (mg/g).
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Z téchto tfi extraktd obsahoval nejvétsi mnoiZstvi fenolickych Idtek extrakt v 75%
ethanolu a vykazoval nejvyssi antioxidacni aktivitu pfi DPPH testu. Podle HPLC
a vysokorychlostni protiproudové chromatografické separace (HSCCC) obsahoval 75%
ethanolovy extrakt pét hlavnich polyfenoll: floridzin (66,1 mg/g), isokvercitrin
(8,4 mg/g), kvercetin 3—-O—xylosid (9,5 mg/g), kvercetin 3—O-arabinosid (10,7 mg/g) a
kvercetin 3—O-ramnosid (28,5 mg/g).

Vysledky této studie ukazuji, Ze listy jablek by mohly byt vyuZivany jako levny zdroj
antioxidantU jak pro farmaceuticky, tak pro potravinarsky a kosmeticky primysl [19].

4.2.3 Funk¢ni vlastnosti, fenolické slozky a antioxidacni potencial primyslovych

jable¢nych vyliskl jako Gcinna slozka potravin

Tato studie se zabyvd analyzou polyfenoll v jablecném Srotu a jejich wvyuZiti
v potravinarstvi. Jablecné vylisky byly zbaveny semen a vétvicek a filtrovany pres
muselinovou latku. K vysuseni extrahované frakce z vyliskd byla pouzZita horkovzdusna
trouba, suseni na slunci a suSeni mrazem, vSechny vzorky byly poté rozmixovany na

prasek.

Razné vzorky (5 g) byly extrahovany 100 ml pfislusnych rozpoustédel 50% methanolu,
50% acetonu a 50% ethanolu po dobu 30 minut pfi 60 °C. Extrakty byly filtrovany
filtraénim papirem a koncentrovdny ve vakuu za pouziti rota¢niho odpafovace

a lyofilizovany. Lyofilizovany extrakt byl poté znovu rozpustén v methanolu.

Obsah polyfenoll byl stanoven metodou FC. Celkovy obsah fenolickych latek ve vzorku
byl vypocten z kalibraéni kfivky. Celkovy obsah flavonoidl byl méren kolorimetrickou

metodou s AlClz. Absorbance byla méfena po 30 minutach pfi 415 nm.

Identifikace a kvantifikace jednotlivych polyfenolll byla dale provedena pomoci
HPLC-DAD na reverzni fazi. Analyza HPLC odhalila pfitomnost kvercetinu, floridzinu

a floretinu jako hlavnich fenolickych latek.

Nejvyssi obsah  fenolickych latek byl zaznamendm v mrazem suSené
frakci 5,78 + 0,08 mg GAE/g susiny. Jako uc¢innéjsi rozpoustédlo pro extrakci fenolickych

slozek byl shledan 50% vodny aceton.
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Z vysledkll je patrné, Ze i odpadni produkt v potravinovém pramyslu jako je jable¢ny
Srot, Ize vyuzit jako zdroj potravin obsahujicich antioxidanty [9].

4.2.4 Chemické slozeni, antioxidacni a protizanétlivy potencial slupek

a duziny deseti riznych odrtd hrusek

Tato prdce porovnavala celkovy obsah triterpend, fenolickych, flavonoidnich latek mezi
slupkou a duZinou deseti rlznych kultivar( hrusek. Mrazem suSend slupka a duZina
kazdého kultivaru hrusky byly rozemlety na prasek (10 g) a poté extrahovany smési
methanol : voda (6 : 4, 3 x 100 ml) vidy po dobu 30 min. Poté byla suspenze prefiltrovana
a odparena ve vakuu pfi teploté -50°C, aby se ziskal pevny extrakt. Extrakce byla
pripravena pti koncentraci 0,1 g/ml mrazem susené hrusky v methanolu a roztok byl

skladovan pti teploté 4°C, dokud nebyl pouZit pro chemickou analyzu.

Celkovy obsah fenolickych sloucenin byl stanoven pomoci FC metody s minimalni
modifikaci. Absorbance kazdého vzorku byla po inkubaci pti 25°C po dobu 2 hod méfena
spektrofotometrem pti 765 nm. Obsah fenolickych latek byl vypocten z kalibraéni krivky
s pouzitim kyseliny gallové jako standardu. Celkovy obsah flavonoid( byl méfen pomoci

kolorimetrické metody s AICIs pfi 506 nm. Jako standard byl vybran rutin.

U slupky se celkovy obsah fenolickych latek pohyboval v rozmezi od 1121,5 do 263,6 mg
(GAE)/100 g, zatimco celkovy obsah flavonoid(i se pohyboval v rozmezi od 1682,7 do
281,2 mg rutinu (RU)/100 g. Pokud jde o duzinu, byly mezi deseti odridami hrusek
pozorovany velké rozdily v hodnotdch obsahu fenolickych latek a flavonoidi. Obecné byl
obsah vsech chemickych sloZzek nalezenych v hruskové slupce pfiblizné 6-20—-krat vyssi
nez v duziné hrusky. Vysledky analyzy naznacuji, Ze slupka hrusky by mohla byt
vynikajicim zdrojem polyfenol( [4].

4.2.5 Antidiabeticka aktivita u mysi s diabetem typu 2 a inhibitori a—glukosidazy,
antioxidacni a protizanétlivy potencial chemicky profilovanych extrakta
hruskovych slupek a duziny

V této praci bylo stanoveno celkové mnozstvi fenolickych kyselin kolorimetrickou

metodou FC s kyselinou gallovou jako standardem. Hruskové extrakty (0,1 ml, 0,1 g/ml

susiny), které byly zfedény 6 ml vody, byly smiseny s 1 ml 10% roztoku Na,COs a 1 ml

FC cinidla. Po dvouhodinové inkubaci pfi teploté 25°C byla absorbance kazdého vzorku

mérena pomoci spektrofotometru pfi 765 nm.
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Pro stanoveni celkového mnozZstvi flavonoidl byla pouZita metoda s AICl3 s vyuZitim
rutinu jako standardu. Jeden ml methanolového extraktu hrusky (0,1 g/ml susiny) byl
smichan se 4 ml 70% ethanolu a 0,3 ml roztoku NaNO: (5% w/v). Po 5 min byl pfidan
0,3 ml (10% w/v) roztoku AICls. Po dalSich 6 min byly pfidany 2 ml roztoku 1 M NaOH.
Objem byl doplnén na 10 ml 70% ethanolem. Poté byla absorbance mérena proti

slepému vzorku pfi vinové délce 510 nm.

Identifikace a stanoveni celkového obsahu fenolickych kyselin a celkovych flavonoidu
bylo provedeno s vyuzitim HPLC-DAD a HPLC—MS. U hruskové slupky se TP pohyboval
v rozmezi od 112,58 do 837,73 mg (GAE)/100 g, v duZiné pak
od 150 do 420 mg(GAE)/100 g. Celkovy obsah flavonoidi se pohyboval
od 96,43 do 807,70 mg (RU)/100 g ve slupce, v duziné pak 50,00—150,00 mg (RU)/100 g.

Z vysledk( je zfejmé, Ze slupka hrusky ma mnohem vyssi obsah fenolickych kyselin
a flavonoid( nez duzina [5].

4.2.6 Hodnoceni volné antioxidacni a antihemolytické aktivity kdoule obecné

(Cydonia oblonga): Srovnavaci studie se zelenym ¢ajem (Camellia sinensis)

Cilem této studie bylo urcit fenolicky profil a prozkoumat antioxidacni potencidl listu
kdoule obecné ve srovnani se zelenym ¢ajem. Byly pfipraveny methanolové extrakty
a obsah fenolickych latek v kdoulovych listech byl stanoven pomoci HPLC/UV.
Antioxidacni vlastnosti byly hodnoceny metodou FC, DPPH testem a inhibice 2,2'-
azobis(2—amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH) indukované oxidativni hemolyzy

lidskych erytrocytu.

Bylo zjisténo, Ze hlavni fenolickou slouéeninou v extraktu z kdoulovych list( je kyselina
5-O—kafeoylchinova (neochlorogenovd). Kdoulové listy vykazovaly vyrazné vyssi
redukéni kapacitu nez zeleny c¢aj (primérna hodnota 227,8 + 34,9 a 112,5 + 1,5 g/kg

susiny).

Tyto vysledky ukazuji, Ze kdoulové listy mohou byt pouzity jako preventivni nebo lécebny

prostfedek u nemoci, u nichz se jednd o plisobeni volnych radikall [6].
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5 Souhrn vysledku

V nasledujicich tabulkach jsou shrnuty vysledky stanoveni obsahu polyfenoll
z vybranych studii podle druhu ovoce a jeho ¢asti. Vysledky byly prfepocteny na stejnou

jednotku mg/100 g, aby byly mezi sebou Iépe porovnatelné.

Tabulka 3 Celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidt u plodu hrusky, duziny a slupky

Plod Duzina Slupka Citace
TP TF TP TF TP TF
- - 50-350 160-640 263,60-1121,50 281,20-1682,70 (4]
- - 150-420 50-150 112,58-837,73 96,43-807,70 [5]
178,00 " - - - - - [30]
TP: celkovy obsah fenolickych latek, TF: celkovy obsah flavonoidu, — neuvedeno

TP je vyjadren jako mg (GAE)/100 g susiny, TF je vyjadren jako mg (RU)/100 g susiny

*fw: vysledek je vyjadien jako mg (GAE)/100 g hmotnosti Cerstvého ovoce

Vysledky ukazuji, Ze hruskova slupka obsahuje aZz nékolikandsobné vyssi mnozstvi
fenolickych latek a flavonoidu. Studie 4 a 5 vyuZivaly stejnou metodu extrakce, vysledky

se tedy nejspisSe lisi zvolenou odrlidou testovanych hrusek.

Tabulka 4 Obsah polyfenolt v jableénych plodech

Odruda Celkovy obsah polyfenolli Citace
- 1311,77 [11]
M. ‘Red splendor’ 4 663,00 [14]
M. micromalus Haihongguo 2 081,00 [14]
M. micromalus 446,00 [14]
M. pumila ‘Fuji’ 406,00 [14]
Green apple 68,29 [30]
Red apple 374,007 [30]
Golden apple 248,00"W [30]

Vysledky jsou vyjadieny jako mg (GAE)/100 g susiny

*fw: vysledek je vyjadren jako mg (GAE)/100 g hmotnosti ¢erstvého ovoce

Obsah polyfenoll zalezi mimo jiné na odrlidé, mize se tak mezi rdznymi odridami az

radové lisit. Nejvyssi mnozstvi obsahuji odrtdy s ¢ervenou barvou slupky jako je odrida

M. Red splendor a Red apple.
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Tabulka 5 Obsah polyfenolt v jableéném Srotu

Srot Citace
TP TF
398,00-578,00 91,00-200,00 [9]
562,6 - [15]

TP je vyjadren jako mg (GAE)/100 g susiny
TF je vyjadren jako mg (QE)/100 g susiny

Studie 9 a 15 vyuZivaji rozdilnou extrakéni metodu, nicméné vysledek je v obou
pfipadech podobny. Jableény Srot mlze byt dobrym zdrojem polyfenoll i pres to, Ze se

jednad spiSe o odpadni produkt pfi zpracovavani jablek.

Tabulka 6 Celkovy obsah polyfenoll v jable¢nych listech

Listy Citace
TP TF
16 335,00 4 502,00 [7]
3038,00 2 090,00 [10]
9 457,59 - [11]
5674,00 3 756,00 [19]

TP je vyjadren jako mg (GAE)/100 g susiny
TF je vyjadren jako mg (QE)/100 g susiny

Studie 19 uvadi, Ze vzorky listd byly odebrany po sklizni jable¢nych plodd, studie 7 uvadi,
ze listy byly odebrdny z deset let starych strom(, ostatni studie podrobnosti o sbéru
vzorkd neuvadéji. Jablecné listy obsahuji nékolikandasobné vyssi mnozZstvi nez plody,
nebo jableény Srot. Mohou tak byt vynikajicim alternativnim zdrojem polyfenold.

Vykazuji také vyznamnou antioxidacni aktivitu [10,19].
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Tabulka 7 Celkovy obsah fenolickych latek—kdoule

Plod Duzina Slupka Listy Citace
- - - 3494,00 (6]
2 609,50 - - 11 796,72 [11]
- - - 490,00-1 650,00 [16]
1 816,60-3 436,60 - - - [21]
- 42,17 *tw 131,45*Ww - [31]

TP je vyjadren jako mg/100 g susiny

*fw: vysledek je vyjadren jako mg/100 g hmotnosti Cerstvého ovoce

Plod kdoule, oproti nékterym odridam jablek (tabulka 4), obsahuje vy$si mnoZstvi
fenolickych latek. Jako u vSech ostatnich druhl ovoce uvedenych v této préci, slupka
obsahuje vyssi mnoizstvi fenolickych latek neZz duzina. Pro extrakci polyfenold
z kdoulovych listl byly pouZity rizné metody. Listy kdoule obsahuji v nékterych
pfipadech vice polyfenoll nez listy jablek, a podle studie 11 také wvykazuji vyssi
antioxida¢ni aktivitu ne? listy jablek. Casto pouZivanym standardem byla

kyselina 5—-O—kafeoylchinova.
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Tabulka 8 Souhrnna tabulka vybranych studii a pouzitych metod analyzy polyfenoli

Ovoce, casti
Jablko/kdoule, listy/plody
Jablko duzina/slupka

Jablko duzina/slupka

Jablko, listy

Jablko, listy

Jablko, listy

Jablko, plody

Plody, jablko, hruska
Jablko, plané jablko, plody
Jablko, srot

Jablko, srot

Plody, kdoule, jablko

Metoda extrakce

Methanol : k. askorbova : k. octova

70% Methanol : 2% k. mravenci

Methanol : voda

Ethanol

70% Ethanol

70% Ethanol

80% Methanol : 0,1% HCI
QUENCHER

Methanol : k. mravendi : voda
70:2:28

Methanol

Aceton : voda

70:30
Aceton

28

Metoda identifikace
UHPLC—MS—ESI

HPLC

HSCCC, HPLC-MS,
NMR
RP—HPLC-DAD

HPLC—PDA

HPLC-DAD
HPLC-DAD
HPLC-UV/VIS

HPLC-MS

Metoda stanoveni
UHPLC—PDA-FL

TP: FC

TF: A|C|3

TP: FC

TF: AICI3

HPLC—-PDA

TP: FC 760 nm (GAE)
TF: AICl3 420 nm (QE)
TP: FC 735 nm (GAE)
TF: AICI3 (QE)

TP: FC

TF: spektrofotometricky
TP: FC 765 nm (GAE)
TF: AlCI3415 nm (QE)
UV/VIS spektrofotometrie

TP: FC 760 nm (GAE)
TP: FC (GAE)

TF: AICI3 415 nm
HPLC-UV/VIS

TP: FC epikatechin jako standard

HPLC-MS

Citace
[11]
[32]

[33]

[19]
[10]
[7]

[34]
[30]
[14]
[9]

[15]

[13]



Ovoce, c¢asti
Kdoule, listy
Kdoule, listy
Kdoule, duzina, slupka
Kdoule, duzina, slupka
Kdoule, plod
Hruska, plod
Hruska, duzina, slupka
Hruska, duzina, slupka

Jahoda

Metoda extrakce

Methanol

Methanol, SPE

Aceton : voda

Methanol

Methanol : HCI : toluen—a—tihol
Methanol : k. octova
Methanol : voda

Methanol : voda

Methanol

TP: celkovy obsah fenolickych latek

TF: celkovy obsah flavonoidu

— neuvedeno

Metoda identifikace
HPLC-DAD
HPLC-DAD
HPLC-DAD-MS/ESI
HPLC-DAD
UHPLC—PDA-
MSQTof(ESI)
HPLC/ESI-MS?
HPLC-PDA

HPLC-DAD-ESI/MS

HPLC—CEAD

29

Metoda stanoveni
TP: FC
HPLC-UV
HPLC/UV
HPLC-DAD-MS/ESI
HPLC-UV
UHPLC—PDA-FL
HPLC-DAD
TP: FC (GAE)
TF: ALClz 506 nm (RU)
TP: FC 765 nm (GAE)

TF: AICI3 510 nm
HPLC—CEAD

Citace
[6]
[16]
[31]
[8]
[21]
[20]
[4]

[5]

[24]



6 Diskuze

V identifikaci a stanoveni polyfenol(l v ovoci a jeho ¢astech hraje roli fada faktor(, jako
jsou metoda extrakce [19], metoda suSeni vzorku ovoce [9, 15] a jeho skladovani [15].

Ale vliv ma napftiklad i doba sbéru vzorka.

Z tabulky 8 je patrné, Ze nejcastéjSi metodou extrakce polyfenoll je extrakce do
kapaliny. Casto vyuzivané metody extrakce jsou extrakce do 70-80% ethanolu [7, 10, 19]
extrakce methanolem [4, 5, 6, 16], smési methanolu a kyseliny mravenci [14, 32]
a extrakce pomoci acetonu [13, 15, 31]. Vybrand metoda extrakce také zavisi na volbé
mobilni faze pro HPLC systém, jsou volena takova rozpoustédl|a, ktera jsou se systémem

HPLC kompatibilni.

Jako nejucinné;jsi metoda suseni vzork( ovoce se ukazalo suseni mrazem, které vyuzivaji
témér vSechny uvedené studie. Méné bylo vyuZivano suseni horkym vzduchem nebo

suseni na slunci [9].

Jak je uvedeno v tabulce 8, pro urceni celkového obsahu fenolickych latek a flavonoidu
byly velice ¢asto vyuzivany kolorimetrické metody (metoda FC a metoda s AICls3), které
byly vyhodnocovany metodou kalibraéni kfivky. Jako kalibra¢ni standard byla pro
kvantifikaci fenolickych latek pouzivana kyselina gallova, pro kvantifikaci flavonoid( pak
kvercetin a rutin. Pouze u analyzy kdoulovych listl a jinych ¢asti kdouli byla jako
kalibra¢ni standard zvolena kyselina 5—-0O—kafeoylchinova. Tyto metody byly ke
kvantifikaci vyuZity ve 12 ptipadech z 20 vybranych studii, zfrejmé z dlivodd snadné
proveditelnosti a nizkych narokl na instrumentaci, ale také proto, Ze dostacovaly pro
Ucel studie. Ostatni studie vyuzivaly ke kvantifikaci HPLC s rldznymi typy detekce,

s pouzitim metody vnéjsiho standardu a metodu kalibracni kfivky.
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K identifikaci polyfenolli obsazenych v ovoci, bylo pouZito vyhradné HPLC. Pouze
v jednom pfipadé bylo k identifikaci purifikovanych latek pouZzito NMR. HPLC s detektory
diodového pole mohlo byt castou volbou pravé diky mozZnosti porovnani spekter
s knihovnou spekter. Dale se k identifikaci polyfenoll vyuZivd HPLC s coulometrickym
detektorem, ale v tomto pripadé je identifikace moznd pouze diky porovnani retencnich
Cas(, protoZe neni k dispozici knihovna spekter. Nicméné pfi analyze malvic nejsou prvni
volbou, ale jak ukazuji jiné studie, detekce pomoci CEAD se vyuziva hlavné k analyze
lignant [24]. Vyuziti HPLC s hmotnostnimi detektory je pro identifikaci latek vyhodné,

nebylo ovSem tak ¢asto pouZivané, jeho hlavni nevyhodou je cena.

31



7 Zaver
V této praci byly vprvni ¢asti shromazdény informace o metodach identifikace
a kvantifikace obsahovych latek v ovoci, vykazujicich antioxidacni aktivitu. V druhé ¢asti

pak bylo shrnuto porovnani dvaceti rliznych studii, které se zabyvaji identifikaci

a stanovenim polyfenoll v malvicich a jejich ¢astech.

Existuje mnoho metod, které se daji k tomuto Ucelu pouzit. K identifikaci i kvantifikaci
se Casto pouzivd separace v HPLC s detektory diodového pole jako vhodnym zplisobem
detekce. Dale se pouZivaji detektory coulometrické a hmotnostni. Jako jednoduché
kvantitativni metody jsou vhodné spektrofotometrické metody, metoda Folin—
Ciocalteou, ke stanoveni celkového obsahu fenolickych latek, a metoda s AlCls, ke
stanoveni celkového obsahu flavonoid(i. Co se tyce obsahu polyfenolli v ovoci a jeho
Castech, zde hraje roli fada faktorU, nicméné vybrané studie ukazuji, Ze listy strom( ¢asto
obsahuji vice polyfenolll nez plody a mohou tak byt potencidlnim zdrojem latek

s antioxidaénimi ucinky.
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