Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra chemie

Stanoveni fenolickych latek v rostlinném materialu

Bakalarska prace

Autor: S12309 Ludmila Neuwirthova
Studijni program: B1407 Chemie
Studijni obor: Chemie se zamérenim na vzdélavani

Biologie se zamérenim na vzdélavani

Vedouci prace: Ing. Karel Musil



Univerzita Hradec Kralové

Prirodovédecka fakulta

Zadani bakalarské prace

Autor: Ludmila Neuwirthova
Studijni program: B1407 Chemie
Studijni obor: Chemie se zamérenim na vzdélavani

Biologie se zaméfenim na vzdélavani

Nazev prace: Stanoveni fenolickych latek v rostlinném materialu
Nazev prace v Aj: Total phenolics determination in plant material
Cil a metody prace: Teoreticka Cast se bude zabyvat podrobnym popisem

tématu za vyuziti dostupnych odbornych zdrojt. Bude
zpracovan popis, historie, vyuZiti a soucasny pohled na
problematiku tématu. Experimentalni ¢ast se bude
zabyvat vyvojem metody pro extrakci fenolickych latek
z rostlinného materidlu a optimalizaci stanoveni
mnoZstvi fenolickych latek v extrahovaném materialu
metodou spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné
oblasti za vyuziti reakce s Folin-Ciocealteu Cinidlem.

Garantujici pracovisté: Katedra chemie prirodovédecké fakulty UHK
Vedouci prace: Ing. Karel Musil
Datum zadani prace: 26.01.2015

Datum odevzdani prace: 24.07.2015



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem bakalaiskou praci vypracovala samostatné a Ze jsem v seznamu
pouZité literatury uvedla vSechny prameny, z kterych jsem vychazela.

V Hradci Kralové dne 24. 7. 2015 Ludmila Neuwirthova



Podékovani:

Timto bych chtéla podékovat Ing. Karlu Musilovi za odbornou konzultaci,
trpélivost a ochotu, kterou mi vénoval pri tvorbé bakalarské prace.



Anotace

NEUWIRTHOVA, L. Stanoveni fenolickych ldtek v rostlinném materidlu. Hradec
Kralové, 2015. Bakalarska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec
Kralové. Vedouci bakalarské prace Karel Musil.

Teoreticka cast se bude zabyvat podrobnym popisem tématu za vyuziti
dostupnych odbornych zdroji. Bude zpracovan popis, historie, vyuZiti a soucasny
pohled na problematiku tématu. Experimentalni ¢ast se bude zabyvat vyvojem
metody pro extrakci fenolickych latek z rostlinného materidlu a optimalizaci
stanoveni mnozstvi fenolickych latek v extrahovaném materidlu metodou
spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti za vyuZiti reakce s Folin-
Ciocealteu ¢inidlem.
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Uvod a cile prace

Prace je zaloZena na stanoveni obsahu fenolickych latek v rostlinném materialu a
bude se zabyvat popisem tématu za vyuZziti dostupnych odbornych zdrojt.

Teoreticka ¢ast bude vénovana popisu téchto sloucenin a jejich klasifikaci. V dalsi
Casti jsem se zamérila na metody jejich stanoveni, zejména pak UV/VIS
spektroskopii, jeji historii a instrumentaci a dal$i metody stanoveni fenolickych
sloucenin. Velka ¢ast se bude zabyvat samotnym Folin-Ciocalteuovym roztokem. V
posledni kapitole teoretické ¢asti bude zminéno picninarstvi a silaZovani vzhledem
k materidlim pouzitym v praktické ¢asti.

Samotna prakticka ¢ast se poté bude zabyvat vyvinutim vhodné metody stanoveni
latek pri UV/VIS spektroskopii za pouZiti Folin-Ciocalteuova Cinidla. Prace byla
uskutecnéna se vzorky deseti druht srhy lalo¢naté (Dactylis glomerata) a jejich
silaZovanych hmot, které byly pripraveny za pouziti riiznych aditiv.

Cilem prace je studium fyziologicky aktivnich fenolickych latek, které jsou
obsaZeny v materialech s podstatnym vyznamem v potravinarstvi a vyzivé ¢lovéka.
Fenolické latky predstavuji vyznamnou c¢ast sloucenin s antioxidacnimi
vlastnostmi. Tento fakt vedl kaktudlnimu zvySeni zajmu o studium téchto
sloucenin obsaZenych v rostlinach, zkoumani souvislosti mezi prijmem fenolickych
latek v potravé a rizikem onemocnéni spojenych s porusenim antioxidacni
rovnovahy.

V bakalarské praci pouzivdm zejména cizojazy¢né clanky vzhledem k nizké
dostupnosti ¢lanki na podobné téma v matei'ském jazyce.



Teoreticka cast

1 Fenolické latky

Fenolické latky patii mezi sekundarni metabolity vSech rostlin, které se syntetizuji
béhem jejich obvyklého vyvoje. Jsou to slouceniny, které maji jednu nebo vice
hydroxylovych skupin pfimo pripojenych na aromaticky kruh.

Fenoly jsou v mnohém podobny alifatickym alkoholiim, na rozdil od nich se ale
chovaji ve vodném prostiredi jako velmi slabé kyseliny (pKa ~ 10). Jedna se
vétSinou o krystalické latky, omezené rozpustné ve vodé, casto charakteristické
vliné. Polyfenoly jsou slouceniny, které maji vice neZ jednu fenolickou
hydroxylovou skupinu pripojenou kjednomu nebo vice benzenovym jadrim.
[3,21]

Tyto latky maji vliv na zabarveni, viini, horkost, a oxidac¢ni stabilitu rostlin, do
znacné miry ale ovliviiuji i jejich kvalitu a stravitelnost. Jejich hlavni funkci je
ochrana pred patogeny. Pfedmétem vyzkumi se staly predevSim v souvislosti
s ochranou pied reaktivnimi formami kysliku, ktery vznika v rostlinach v disledku
stresu vyvolaného UV radiaci, infekci, zranénim, atd. Fenolické slouceniny jsou
povazZovany za molekuly s nejvy$sim potencidlem k neutralizaci volnych radikald.
Proto je jejich kvantifikace béznd praxe v rlznych oblastech potravinaiského
vyzkumu. [1, 2, 4, 21]

Jejich denni prijem byl odhadnut na 1 g, proto jsou povaZovany za nejrozsirenéjsi
slouCeniny sreduk¢énimi ucinky v potravé. Jejich prijem je vyS$i, neZ prijem
antioxidac¢nich vitamint (tokoferoly, karoteny). V soucasné dobé se klade dliraz na
identifikaci prirodnich zdrojt a izolaci aktivnich antioxida¢nich molekul vzhledem
k udrzeni zdravého biologického systému. [8, 19]

BéZné manipulace s potravinami rostlinného piivodu, jako je chlazeni a
zmrazovani, pasterace a kuchynské upravy pravdépodobné obsah biologicky
aktivnich forem fenolickych latek podstatné neovliviiuji. [24]
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1.1 Historie

Prijem a metabolismus fenolickych latek u clovéka patrily v nedavné dobé k malo
prostudovanym oblastem vyzkumu, zejména ohledné jejich mnozZstvi
v potravinach.

Dilezita etapa vyzkumu zdravotniho efektu rostlinnych fenold byla zahdjena
v americkém Ndrodnim ustavu pro rakovinu na pocatku 80. let minulého stoleti.
Tato data byla ale vtomto pripadé nadsazena, jelikoZ nebyly zahrnuty vSechny
aspekty ovliviiujici méreni. Charakteristiky biologické aktivity ale i pfi opravenych
koncentra¢nich hodnotéch ziistaly v platnosti.

V obdobi let 2001-2002 bylo dosazeno pokroku v poznani vyskytu, chemické
struktury, fyziologického vyznamu a metabolismu fenoli a polyfenol obsaZenych
v potravé rostlinného ptivodu.

Dosud bylo izolovano a strukturné identifikovano pres 8000 prirodnich latek
prevazné fenolické a polyfenolické povahy. [24]

Fenolické latky predstavuji vyznamnou cast latek s antioxidacnimi vlastnostmi
piritomnych v potravé. Proto je soucasné dobé diskutovana souvislost mezi
prijmem téchto latek v potravé a rizikem onemocnéni spojenych s poruSenim
antioxida¢ni rovnovahy.

Nedavné vyzkumy prokazuji schopnosti fenolickych latek zhasSet reaktivni
kyslikové radikdly a omezovat jejich tvorbu chelataci iont prechodnych kovi
(predevSim kationtli Zeleza), které jsou schopny generovat vysoce reaktivni
hydroxylové radikaly. Dale chrani lipoproteiny o nizké hustoté pred oxidacni
modifikaci, ktera je povazovana za jeden z klicovych déji pti rozvoji aterosklerozy.
Mohou také plisobit proti vzniku krevnich srazenin, ¢imz snizuji riziko infarktu
myokardu nebo mozkové mrtvice. [19]

1.2 Klasifikace

Pojem fenolické slouceniny pokryvad velmi velkou a réznorodou skupinu
chemickych sloucenin. Podle struktury rozdélujeme fenolické latky do nékolika
skupin. Znich nejvétsi cast tvori flavonoidy (Ce-C3-Cs), odvozené od
heterocyklického flavanu (obr. 1). Dalsi velkou skupinu tvofi aromatické
hydroxykyseliny, kam patfi napt. derivaty kyseliny skoricové (C3-C¢), (obr. 2) a
kyseliny benzoové (obr. 3). Do ostatnich skupin patfi napr. jednoduché fenoly,
flavany, flavony, flavanony, anthokyanidy, stilbeny, quinony, ligniny, taniny, atd. Na
celkovém piijmu polyfenoli se flavanoidy podili asi ze dvou tretin, fenolické
kyseliny jednou tretinou a ostatni polyfenoly (napf. lignany a stilbeny) tvofi
minoritni podil. [19]
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V priloZené tabulce se nachazeji fenolické latky zarazené podle struktury.

Obr. 2. Kyselina skoricova a jeji

derivaty

k. kdvova:
k. o-kumarova:
k. m-kumarova.

k. p-kumarova:

k. ferulova:

R, =R, =OH
R, =OH
R, =OH
R, = OH
R, = OCH,,
R, = OH

Obr. 3. Kyselina benzoova a jeji

derivaty

k. gallova:

k. gentisova:

k. vanilova:

k. syringova:
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Struktura Trida

Ce jednoduché fenoly

C6-C1 fenolické kyseliny a jejich derivaty

C6 - C2 acetofenony a fenyloctové kyseliny

C6-C3 kyselina skoticova, jeji aldehydy a
alkoholy

C6 -C3 kumariny, isokumariny

C15 chalkony, dihydrochalkony

C15 flavany

C15 flavony

C15 flavanony

C15 flavanonoly

C15 anthokyanidy

C15 anthokyaniny

C30 biflavony

C6-C1-C6,C6-C2-Co benzofenony, xanthony, stilbeny

C6,C10,C14 quinony

C18 betakyaniny

Lignany, neolignany dimery a oligomery

Lignin polymery

Tanniny polymery

Tab. 1. Rozdéleni fenolicky latek [21]

Flavonoidy jsou jedny znejbéZnéjsich fenolickych latek, Siroce nachazené
v rostlinnych tkanich a ¢asto jsou spolu s karotenoidy a chlorofyly zodpovédné za
jejich modré, fialové, Zluté, oranZové a Cervené zbarveni. Flavonoidy zahrnuji
flavony, flavonoly, isoflavonoly, anthokyaniny, anthokyanidy, proanthokyanidy a
katechiny. VSechny flavonoidy jsou odvozeny od aromatickych aminokyselin
fenylalaninu a tyrosinu.

Fenolické kyseliny jsou jednou z dalSich hlavnich trid fenolickych latek v rostlinné
risi a vyskytuji se ve formé esterti, glykosidii nebo amid, ziidka ve volné formé.
Fenolické kyseliny maji dvé zakladni struktury: kyselinu hydroxyskoricovou a
hydroxybenzoovou. [9]
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1.3 Antioxidacni plisobeni

Procesy oxidace jsou podstatné v fizeni energie vSech Zivych organismil a jsou
proto nedilnou soucasti bunécnych mechanismi. Nadmérna tvorba volnych
radikald (oxidac¢ni stres) a sniZeni antioxida¢ni obrany vSak vede k nastupu mnoha
onemocnéni a urychleni starnuti. [7]

Antioxida¢ni aktivita potravin je velmi dutleZzita, protoZze sni jsou spojovany
pozitivni ucinky na zdravi, zejména v prevenci kardiovaskuldrnich chorob,
rakoviny, osteoporézy a podle nedavnych vyzkumG i v prevenci
neurodegenerativnich chorob a cukrovky, které se vSak podarilo prokazat pouze
v pokusech in vitro, nebo na zviratech. [19]

Antioxida¢ni Ucinek polyfenoli je komplexni a lze jej pric¢ist nékolika
mechanismim:

1. Mnoho flavonoidd i dalsich polyfenolG inhibuje enzymy zodpovédné za
produkci radikali. Inhibuji i dalsi enzymy, které se na tvorbé volnych
radikald podileji (cyklooxygenasa, lipoxygenasa, atd.)

2. Mnohé polyfenoly vytvari chelatové vazby skovy, predevSim s médi a
dvojmocnym Zelezem. Volné ionty téchto kovii se totiz dcastni pii tvorbé
reaktivnich kyslikovych forem.

3. Rada polyfenoli je snadno oxidovatelna a schopna redukovat nékteré volné
radikaly s oxida¢nimi acinky, napr. superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy a
hydroxylovy. Sami se pritom vétSinou premeénuji na malo reaktivni
fenoxylovy radikal nebo neradikalové chinoidni struktury.

1.3.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou atomy, molekuly ¢i ionty schopné samostatné existence, které
maji ve svém elektronovém obalu jeden neparovy elektron, eventudlné i vice
neparovych elektronl. Snazi se proto ziskat dalSi elektron a doplnit si tak
elektronovy par do stabilni elektronové konfigurace. Z toho prameni jejich velka
reaktivita a omezena doba existence.

Vorganismu vznika znormalni castice prijetim (redukci) ¢i ztratou (oxidaci)
elektronu. Dal$i mozZnosti je homolytické Stépeni kovalentni chemické vazby, kdy si
kazda c¢astice ponechd jeden elektron. Tyto ¢astice pak reaguji nejen s ostatnimi
volnymi radikaly, ale i s intaktnimi molekulami a tim vytvareji dal$i volny radikal.
Tento déj ma tendenci pokracovat formou retézové reakce. Volné radikaly mohou
napadat lipidy v lipoproteinech a buné¢nych membranach, nukleové kyseliny,
sacharidy i bilkoviny vCetné enzym, coz muize vést k téZkému posSkozeni tkani a
celych organt.

Volné radikaly vznikaji v organismu pii radé fyziologickych ¢i patologickych
procest, napi. rozpadem fagocytli pii zanétu, pii syntéze prostaglandind, pri
vzniku kyseliny mocCové (pii urazech, pooperacnich stavii), pti svalovém vykonu a
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pri hyperglykémii. Volné radikaly vSak mohou vznikat i plisobenim vnéjSich
faktorti, napt. pisobenim ultrafialového svétla, pfi obsahu $kodlivin ve vzduchu,
koureni, odbouravani alkoholu a z potravy.

Radikalova reakce miiZe byt ukoncena setkanim dvou radikald, ¢astéji ale setkanim
s latkou, ze které vznika stabilnéjsi radikal, ktery je schopny delsi existence a milize
byt odstranén jinym zplisobem. ProtoZe je z elektrochemického hlediska ztrata
elektronu oxidace, maji volné radikaly na tkané oxidacni ucinek.

Organismy na jedné strané vyuzivaji volné radikaly ve svilij prospéch - kniceni
fagocytovanych mikroorganism, pfi ovulaci a oplodnéni vajicka, volné radikaly
maji signalizacni vyznam v bunice apod. Na druhé strané mohou volné radikaly
organismus zavazné poskodit a zndme mnoZstvi tzv. nemoci z volnych radikala
(aterosklerdza, diabetes mellitus, zhoubné novotvary, zanéty, aj.), ve kterych hraji
roli iniciator(, nebo pii rozvoji komplikaci. [5, 10, 18]

Volné radikaly v organismu je moZné rozdélit do dvou zakladnich skupin.
1.3.1.1. Reaktivni formy Kysliku (reactive oxygen species, ROS)

NejbéZnéjsim radikdlem v organismu je tzv. superoxid. Ten vznika pfrijetim
jednoho elektronu molekulou kysliku. Tento radikal mtze byt v dalSich reakcich
pfeménovan na mnozstvi dalSich reaktivnich sloucenin. Prijetim elektronu
peroxid vodiku se rozpadne na vodu a hydroxylovy radikal (Fentonova reakce).
Tato reakce probihda vdychacim ftetézci mitochondrii vcentru enzymu
cytochromoxidazy, kde v této vazbé nejsou radikaly Skodlivé. V ptripadé volného

vevs

nizkou dobu Zivota a zanikd napadenim molekul prakticky v misté svého vzniku.

Mezi tyto radikaly mlZeme zatadit i singletovy kyslik, ktery vznika v lidském téle
napft. pti absorpci svétla nékterymi pigmenty. [5]

1.3.1.2. Reaktivni formy dusiku (RNS)

Nejvyznamnéjsim predstavitelem je oxid dusnaty (NO), ktery vznika z L-argininu
za pomoci enzyml nazyvanych syntazy oxid dusnatého. NO se vyskytuje
v organismu ve velmi nizkych koncentracich, ma kratky biologicky polocas. Jako
radikal reaguje s vétSinou biomolekul velmi pomalu. Jeho nebezpecnost spociva
vtom, Ze muze v dalSich reakcich poskytovat celou radu velmi reaktivnich
sloucenin (napf. peroxynitrit). [5]

15



2 Molekulova absorpc¢ni spektrometrie v UV/VIS oblasti

UV/VIS spektrometrie se radi mezi klasické metody spektralni analytické chemie.
Princip této metody je zaloZen na absorpci ultrafialového a viditelného zareni,
proto tuto metodu miZeme zatradit mezi absorp¢ni spektralni metody.

2.1 Historie

Ultrafialova a viditelna spektroskopie byla vynalezena v roce 1940 védci Carym a
Beckmanem. Od té doby je i nadale jednou z hlavnich disciplin v témér kazdé
analytické laboratofri.

V pribéhu desetileti doSlo k ¢etnym vylepSenim, vcetné variabilntho feSeni
$térbiny, potlaceni $umu a zapojeni elektroniky. Siteni osobnich po¢itaéi po roce
1980 vedlo k vyznamnému zlepSeni v ziskdvani dat a ovladani pristroji. Snad
nejradikalnéjsi konstruk¢ni zménou se stalo zavedeni diodového pole
spektrofotometru Hewlett-Packard. Na rozdil od tradi¢niho skenovani
monochromatori s jedinym fotondsobicem se novy spektrometr sestaval
z fotonasobice, ktery umoznoval souvislou sadu méreni v ramci sekund.

Vroce 1990 byl predstaven systém optickych vlaken svysokou kvantovou
ucinnosti a 100 krat nizSim Sumem. [17]

2.2 Princip UV/VIS spektrofotometrie

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrometrie je absorpce ultrafialového a
viditelného zareni (200 - 800 nm) proSlého absorbujicim vzorkem. Fotony z
ultrafialové nebo viditelné oblasti spektra maji totiZ dostatecnou energii pro
excitaci valenc¢nich elektronti pti absorpci zateni.

Vnitfni energie molekuly je dana souctem tii druhti energii: elektronové, vibracni a
rotacni. Tyto energie nabyvaji jen urcitych hodnot odpovidajicich hladindm
energie, pricemz nejvétsSich hodnot energii dosahuji mezi zakladni a elektronovou
hladinou. Mezi energiemi sousednich vibra¢nich a energiemi rota¢nich hladin je
rozdil mensi.

Absorpci fotonu prijme molekula energii, ktera vede k prechodu elektronu na
excitovanou hladinu a molekula piejde na jednu z mnoha vibrac¢nich a rotac¢nich
hladin. Takto probiha absorpce fotonl jen o malo se lisicich energii a vytvari tak
velmi blizké absorpéni cary, které splyvaji v pasy. Vysledkem UV/VIS
spektroskopie jsou tedy pasova spektra, ktera jsou tvorena zavislosti absorbance
na vinové délce.
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Kazda priithledna latka vétSinou absorbuje nékteré oblasti elektromagnetického
zareni, roztoky nékterych latek jsou zbarvené a absorbuji svétlo urcitych vinovych
délek viditelného spektra.

Vystupem je spektrum, které je grafickym zobrazenim funkcni zavislosti energie,
vétSinou vyjadrené v procentech transmitance (T), nebo jednotkach absorbance
(A), na vinové délce dopadajiciho zareni. [11, 15]

2.2.1 Spektralni oblasti

Oznaceni A Absorbujici latky
Vzdalena ultrafialova oblast <190 nm nasycené slouceniny
(far UV) - vakuova oblast

monoenové slouceniny

Blizka ultrafialova oblast 190 - 380 nm polynenasycené a
(near UV) aromatické slouceniny
Viditelna oblast (VIS) 380 - 780 nm barevné latky

Tab. 3. Prehled spektralnich oblasti

2.2.2 Komplementarita barev

A (nm) Barva absorbovaného  Barva absorbujici latky
svétla

400 - 435 fialova zlutozelena
435 - 480 modra zluta
480 - 490 zelenomodra oranzova
490 -500 modrozelend cervenooranzova
500 - 560 zelena purpurova
560 - 580 zelenozluta fialova
580 - 595 zlutooranzova modra
595 -620 cervenooranzova zelenomodra
620-760 cervena modrozelena

Tab. 4. Komplementarita barev
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2.3 Zakladni vztahy a Lambert - Beertiv zakon

UV/VIS paprsek o znamé vlnové délce a intenzité oznacujeme jako zarivy tok @,.

Ten prochazi absorpcnim zarenim (vzorkem), pfi tom je ochuzen o odrazené,
rozptylené a absorbované zateni. Rozhodujici ¢ast ubytku zareni pripada na jeho
absorpci (odraz a rozptyl zanedbavame). Relativni ¢ast proslého zareni popisuje
tzv. transmitance T .

T =2 «100%)
@

0

) dopadajici zarivy tok
D, prosly zarivy tok

Pro samotné méreni je zdsadnim parametrem absorbance, ktera predstavuje
zaporny dekadicky logaritmus transmitance, a proto klesa se stoupajici
transmitanci. S rostouci absorpci zareni roste absorbance. BliZi-li se transmitance
nule, blizi se absorbance nekonecnu.

()
A=—logT =log—
g gq)

Samotny Lambert - Beerliv zdkon popisuje linearitu miry absorbovaného zareni a
koncentraci absorbujici latky ve vzorku. Plati vSak jen do urcité miry, od urcité
koncentrace prestava tato linearita platit, tak prestava platit i Lambert - Beerliv
zakon. UV/VIS spektroskopie je tak urcena pro redéné vzorky.

Obr. 4. Rozsah Lambert - Beerova zakona a zavislost absorbance na koncentraci.

Pfesny popis Lambert - Beerova zakona definuje absorbanci jako soucin
koncentrace, tloustky absorpcni vrstvy a molarniho absorpcniho koeficientu
absorbujici latky. [11, 15]
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A=¢,-c-I

g, molarni absorpéni koeficient latky pii vinové délce (dm?®-mol™-cm™)
c latkova koncentrace dané latky ve vzorku (mol - dm?)

I tloustka absorbujici vrstvy (cm)

Pokud je v latce obsaZeno vice absorbujicich latek, celkova absorbance je sumou
absorbanci jednotlivych latek dle vztahu:

A=A +A +..+ A
2.4 Instrumentace

2.4.1 Obecné schéma UV/VIS spektrofotometru

Piistroj pro UV/VIS spektroskopii miize byt bud’ jednopaprskovy, kdy je méreni
nutno provadét 2x. Jako prvni se méri slepy vzorek, ktery se poté vyméni za
zkoumanou latku. V dnesni dobé se vSak vice pouZiva pristroj dvoupaprskovy, kdy
se slepy i méreny vzorek méri zaroven, paprsky jsou rozdéleny sadou zrcadel.

Jako material pro kyvety se nejcastéji pouziva sklo a plasty, které vSak neabsorbuji
pro vinové délky pod 300 nm, tam se pak pouziva kifemenné sklo.

Rada latek ma pak charakteristické spektrum. U smési latek je touto metodou
skoro nemoZzné urcit sloZeni, tedy provést kvalitativni analyzu.

Jako vhodna rozpoustédla se pouzivaji nejcastéji acetonitril, voda, methanol,
ethanol, diethylether, glycerol, dichlormethan, chloroform, ethylacetat, atd.
Rozpoustédlo volime v zavislosti na spodni mezi vinové délky jejich absorbance.
[11, 15]

Shutter

Dautenum
amp

1024-glement
diode array

Obr. 5. Zakladni schéma UV/VIS spektrofotometrie
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UV/VIS spektrofotometr se sklada z téchto casti:

e Zdroj zareni: jako zdroje zareni se pouzivaji dvé riizné lampy produkujici
spojité zareni o rozsahu vinovych délek priblizné 160 azZ 3000 nm.

o Wolframova Zarovka (Tungsten lamp): vyuZivdna pro rozsah
vinovych délek 350 - 3000 nm. Je znacné citliva ke zménam napéti,
proto musi byt napéti dobre stabilizovano.

o Deuteriova lampa (Deuterium lamp): zdroj pro ultrafialovou oblast
zareni. Elektricky excitovany vodik nebo deuterium pri nizkém tlaku
produkuji kontinualni ultrafialové spektrum. Oblast rozsahu zareni
160-375 nm. Pro toto zareni se pouZiva kifemenna kyveta, protoze
sklo zateni pod 350 nm absorbuje.

e Monochromator: zarizeni, které soustavou posuvnych zrcadel a S$térbin
v miiZce vytvari ze spojitého zareni svitici lampy monochromatické zareni
(o velmi malém rozsahu vinovych délek. Nejcastéji se pouziva konstrukce
Czerny-Turner.

input slit

grating

axit slit

Obr. 6: Schéma monochromatoru Czerny-Turner

e Sada zrcadel: monochromatické zarizeni je zde rozdéleno do dvou stejnych
paprskd. Prvni paprsek prochazi referen¢ni kyvetou, druhy kyvetou se
vzorkem.

o Detektor zareni - fotondsobi¢: zrozdilu absorbanci se urcuje realna
absorbance vzorku

Vysledkem jsou absorpcni spektra. Podle srovnani tvarti a absorp¢nich maxim
téchto pasovych spekter vzorku a standardu lze urcit latky obsaZené ve vzorku.
V pripadé ultrafialovych a viditelnych spekter jde vSak o dopliikovou identifikacni
metodu, protoze v pripadé smési latek ve vzorku dochdazi ke skladani spekter,
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navic vysledna spektra jsou jednoducha a poskytuji pro identifikaci latky omezené
mnozstvi informaci. Timto zplisobem ale mizeme ziskat podklady, které vhodné
doplnuji informace z méreni infracervenych spekter, NMR a hmotnostnich spekter.

Kvantitativni analyza probiha nejcastéji metodou kalibracni krivky. Z méteni
kalibra¢nich roztokii standardu o znamych koncentracich v oblasti platnosti
Lambert-Beerova zakona ziskame kalibra¢ni ktivku, jejimZ porovnanim provadime
kvantitativni méreni. Toto méreni znesnadiiuje vice latek ve smési. [11, 15]
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3 Stanoveni pomoci Folin - Ciocalteuova ¢inidla

3.1 Folin-Ciocalteuovo Cinidlo
3.1.1 Historie objevu Cinidla

Metoda stanoveni fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova c¢inidla je jedna
z béZné pouZzivanych metod zndma priblizné 100 let. Byla vyvinuta Svédsko-
americkym chemikem O. T. O. Folinem a jeho kolegy na Harvardské univerzité.
Slouzila ke studiu metabolismu proteint u lidi.

V prvotni fazi bylo ¢inidlo nazyvano jako Folin - Denisovo a bylo pripraveno
smichanim wolframanu sodného a kyseliny fosfomolybdenové v kyseliné
fosforecné, poté povareno po dobu 2 hodin, ochlazeno, zfedéno a filtrovano. Tato
metoda byla nasledné pouZita pro stanoveni fenolickych latek v moci, kdy se
k ¢inidlu pridal siran lithny a brom na konci doby varu. Pridani lithia totiz
zabranuje tvorbé sraZzeniny. Vysledné reak¢ni cinidlo, znamé uZ jako Folin-
Ciocalteuovo se stalo zndmym cinidlem pro urceni obsahu fenolickych latek
z Siroké Skaly zdrojt. [21]

V minulosti byly zkouSeny rtzné kombinace koncentrace uhli¢itanu a reakéni
teploty k upraveé snizeni doby zabarveni roztok. Pri teploté 40 °C byla sice reakéni
doba rychlejsi, nicméné termolabilita fenolickych sloucenin zpisobila naméreni
nizsich hodnot.

Jako standard se zacala pouZzivat kyselina gallovd a misto roztoku uhli¢itanu
hydroxid sodny. Pri této metodé dochazi k redukci jiZ po 3 minutach. Oxidace

fenolickych sloucCenin probihd tim rychleji, ¢im je zasaditéjsi prostiedi, proto je
nutna alkalizace. [24]

Studie ukazaly, Ze reaktivita Folin - Ciocalteuova Cinidla neni omezena pouze na
fenoly. I mnoho dalSich sloucenin reaguje spolu s Folin Ciocalteuovym cinidlem.

[22]
3.1.2 Charakteristika ¢inidla

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je slouc¢enina neobsahujici fenolickou skupinu. Reakci
s fenoly a nefenolickymi latkami poskytuje tzv. chromogeny, které mohou byt
detekovany jak spektrofotometricky, tak v chromatografickych metodach pouzity
jako rozprasovaci ¢inidla.

Jedna se o zarivé Zlutou cirou kapalinu, kterou je moZné skladovat tésné uzavienou
po omezenou dobu pii pokojové teploté. Cinidlo mize byt fedéno deionizovanou
vodou. [22, 24]
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Pripravuje se rozpousSténim mnoZstvi wolframanu a molybdenanu sodného ve
vodé. Po pridani 85% kyseliny fosforecné, koncentrované kyseliny chlorovodikové,
siranu litného a kapalného bromu vznikaji Sestimocné komplexy -
fosfomolybdenové ¢i fosfowolframové kyseliny. Zbarveni roztoku je zplisobeno
prenosem elektronii k zasaditému pH a redukci komplext
fosfomolybdenové/fosfowolframové kyseliny. [4]

3.2 Princip stanoveni fenolickych latek pii pouziti Folin-
Ciocalteuova c¢inidla

Zpusob stanoveni pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla je velmi rozsifeny a bézné
pouzivany v laboratorich, podrobnosti provedeni metody se ale znac¢né lisi.

Principem stanoveni je oxidace fenolickych latek v alkalickém prostredi, pticemz
se barva latek v pritomnosti fenoli méni ze Zlutého zbarveni fosfowolframové
heteropolykyseliny na na modré komplexy fosfomolybdenové/fosfowolframové
kyseliny vzniklé redukci. Modré pigmenty pak maji maximalni absorpci pti 765
nm. Vyzkumy se ale =zabyvaji moZnou zavislosti na kvalitativnim nebo
kvantitativnim sloZeni smési fenoldi, dale na pH roztoku (ta se nejcastéji upravuje
piridanim uhli¢itanu sodného). [4]
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4 Predchozi vyzkumy v této oblasti

4.1 Antioxidacni aktivita a fenolické slouceniny v 32 vybranych
rostlinach (2007)

Wojdyto (2007) zaklada tento vyzkum na faktu, Ze byliny se pouzivaji v radé
odvétvi, véetné mediciny, vyZzivy, napojd, barveni, repelentdi, viini a kosmetiky.
Mnoho druhti bylin ma 1é¢ivé vlastnosti s priznivym vlivem na zdravi. Zejména ho
a antikarcinogenni efekty. Autor zde poukazuje na fakt, Ze rozsahlé studie
biologicky aktivnich latek a jejich celkového obsahu byly provedeny, avsak
fenolické identifikacni udaje jsou stale nedostatecné a nedplné.

Celkovy obsah fenolickych latek byl za pouZiti Folin - Ciolcalteuova cinidla a
kvalitativni a kvantitativni analyza hlavnich fenolickych latek byla provedena
pomoci HPLC. Jako standard byla pouzita kyselina gallova. [23]

4.2 Vliv celkového mnozstvi fenolickych latek na antioxidacni
kapacitu obilovin (2009)

Vyzkum Zorica Hodzice a kol. autort z European Journal of Scientific Research
zroku 2009 voblasti preventivni mediciny ukazuje, Ze funk¢ni vyZziva hraje
klicovou roli ve snizovani rizikovych faktori nékterych chronickych onemocnéni a
navazuje na Clanky z devadesatych let. Cilem této studie bylo porovnat celkové
mnozstvi fenolickych latek a antioxidacni aktivitu snim souvisejici. Obsah
fenolickych latek byl stanoven pomoci Folin - Ciocalteuova cCinidla.

Absorbance vysledné modré barvy byla v tomto pripadé méfena pri vinové délce
760 nm po 60-ti minutach. Jako standard byla pouZita kyselina gallova.

Vysledky této studie ukazuji vyznamnou korelaci mezi koncentraci fenolickych
sloucenin a antioxida¢ni kapacitou extrakt obili. Celkové vysledky 476 vzorkil
ukazaly, Ze nejvétsi antioxidacni silu, stejné jako nejvétSi mnoZstvi fenolickych
latek obsahuje pohanka. [6]

4.3 Celkovy obsah fenolickych latek v okrasnych kultivarech
Origanum vulgare (2009)

Vyzkum Neugebauerové z Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity Brno se
zaméril na stanoveni celkového obsahu fenolickych latek vrodu dobromysl
spektrofotometricky pomoci Folin - Ciocalteuova ¢inidla. Tento taxon byl zvolen
zejména diky vyznamnosti antioxidacni aktivity fenolickych latek u téchto druhti
1écivych a koreninovych rostlin. Obsah polyfenoll byl stanoven jako ekvivalenty
kyseliny gallové. Absorbance paralelnich vzorki byla métena pti vinové délce 765
nm.
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Vystupem tohoto vystupu bylo poté porovnani vysledkii celkového obsahu
fenolickych latek vhodnocenych vzorcich. Vysledky ukazaly, Ze mnozZstvi
fenolickych latek se tvori nezavisle na ptivodu sklizenych vzorkd. [16]
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5 Jiné metody stanoveni obsahu fenolickych latek

Rostlinné potraviny (vCetné ovoce, obilnin, luSténin a zeleniny) a napoje (vcetné
Caje, kavy, ovocné stavy a kakaa) jsou hlavnimi zdroji fenolickych latek v lidské
stravé. Piiprava a extrakce fenolovych sloucenin z této Siroké $kaly vzorkl zavisi
hlavné na povaze matrice vzorku a chemickych vlastnosti fenolickych sloucenin.

Pevné latky museji projit homogenizaci, pricemZ se perforuje jejich plazmaticka
membrana a bunéény obsah se uvolni do prostredi. K tomu se vyuziva raznych
metod, nejcastéji ultrazvuk, protlaceni bunék malym otvorem, pouZiti detergentu
anebo rozbiti bunék rotanim pistem. Nasleduje izolace pomoci extrakce vhodnym
Cinidlem.

Kompletni extrakce fenolickych sloucenin je dutlezitym krokem pti pripravé
vzorku. Samotnou extrakci ovliviiuje mnoho parametri ovliviiujicich vytézek
fenolickych latek. Do nich patfi zejména doba extrakce, teplota, typ rozpoustédla a
pocet opakovanych extrakci vzorku. [9]

5.1 Extrakce latek z riiznych typt matric

Extrakce je proces, pri kterém dochazi k oddéleni analytu od ostatnich slozek. Pri
separaci jsou v kontaktu dvé nemisitelné faze, mezi které se rozdéluji analyty na
zakladé rozdilnych rozpustnosti vjednotlivych rozpoustédlech. RozliSujeme
nékolik druhi extrakci fenolickych latek. [13]

5.1.1 Obecné rozdéleni typia extrakci

5.1.1.1. Podle zpiisobu provedeni

Do této skupiny se radi jednostupriové, mnohostupnové ¢i kontinualni metody. Pri
jednostupniovych dochazi k ustanoveni jedné rovnovahy mezi fazemi, provadi se
nejcastéji roztiepani v délici nalevce. Mezi mnohastupniové se radi extrakce
v zarizeni podle Craiga (rozdélovani na leh¢i a téz$i fazi a opétovnym
protfepavanim), nebo mnohonasobné roztrepani v délici nalevce. Neustale se
dotykajici faze pti protiproudém pohybu se nazyvaji kontinudlni. Provadi se
v Soxhletové extraktoru.

5.1.1.2. Podle zuicastnénych fazi

e Plyn - kapalina (GLE, Gas-Liquid Extraction): tékavé latky jsou extrahovany
plynem z kapalného roztoku. PouZziva se také pro nakoncentrovani tékavych
sloZek vzorku pri plynové chromatografii.

e Kapalina - kapalina (LLE, Liquid-Liquid Extraction)

e Kapalina - pevna latka (LSE, Liquid-Solid Extraction): Tuhé organickeé
materialy se extrahuji za pomoci organického rozpoustédla. Rozpustné
anorganické soli se mohou extrahovat z tavenin za pomoci horké vody.
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5.1.1.3. Podle charakteru extrahovanych latek

e extrakce organickych latek
o extrakce kovovych chelatti
e extrakce iontovych asociatl

5.1.2 Extrakcni metody pro izolaci fenolickych latek
5.1.2.1. Extrakce kapalina - pevna latka (LSE, Liquid-Solid Extraction)

Dochazi k extrakci analytli z pevného vzorku do roztoku pomoci rozpoustédla.
Soucasti extrakce je uprava pevnych vzorki, do které patii krajeni, drceni, mleti,
homogenizovani, & roztirani piskem. Ucelem téchto dprav vzorkd je vznik co
nejvétsi plochy pro extrakci, ¢imz se usnadiiuje pribéh extrakce. Vysledkem je
roztok jedné ¢i vice slozek.

5.1.2.2. Extrakce podporovana mikrovinnym ohievem (MASE,
Microwave Assisted Solvent Extraction

Pii této extrakci je pouzivano mikrovinného ohfevu rozpoustédla nebo slozek
matrice. Doba extrakce je pak zavisla na typu a teploté rozpoustédla. V priibéhu
extrakce je vzorek zahfrivan a promichavan. PouZiti této metody je vhodné pouze
pro termostabilni slouceniny.

5.1.2.3. Zrychlena extrakce rozpoustédlem (ASE, Accelerated Solvent
Extraction; PLE, Pressurised Liquied Extraction - kapalinova extrakce podporovana
tlakem)

Jedna se o extrak¢ni metodu pevna latka - kapalina. Je to extrakce trvajici priblizné
5 - 15 minut, za pouziti zvySené teploty a tlaku. [4]

5.1.2.4. Superkritickd fluidni extrakce (SFE, Supercritical Fluid
Extraction)

Pri tomto typu extrakce se pouZzivaji tzv. superkritické tekutiny, nejcastéji CO>
v superkritickém stavu (31°C, 7,3 MPa), kdy ma CO: vlastnosti kapaliny i plynu, coZ
umoziuje rychlou extrakci (hustotu ma blizkou kapalindm - dobré rozpoustéci
vlastnosti, difizni konstanta blizka plynim - rychly presun hmoty). Jedna se o
rychlou, cenové nenaro¢nou a Setrnou metodu.

5.1.2.5. Extrakce ultrazvukem

Dochazi k vytvareni bublinek pary uvnitf i vné burnky piisobenim ultrazvukovych
viln na membrany a bunécné stény. Tim dojde ke zlepSeni prechodu extrahované
latky ven z buriky a prechodu rozpoustédla dovniti buriky.
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5.1.2.6. Disperze matrice na pevné fazi (Matrix Solid-Phase Dispersion -
MSPD)

Tato metoda umoZnuje kompletni rozdéleni komponent a selektivni vymyvani
molekul rdznych skupin sloucenin ze stejného vzorku vjednom Kkroku. Tato
metoda se pouZziva pri izolaci 1ékli ve stravé, ale i pri analyze herbicidd,
znecCiStujicich latek v ZivociSnych tkanich, ovoci, zeleniné, atd.

5.1.2.7. Mikroextrakce pevnou fazi (SPME)

Pri mikroextrakci pevnou fazi jsou pouzivana vlakna z taveného kfemene potaZena
polyakrylatem jako staciondrni fazi pri extrakci analytu zkapalného nebo
plynného vzorku, pricemz spotifeba organickych rozpoustédel je mnohem mensi
neZ u extrakce pevnou fazi. Na tuto metodu navazuje napt. plynova
chromatografie, tenkovrstva chromatografie nebo HPLC chromatografie.

5.1.2.8. Trepani

Provadéno na trepackdch. Diky tfepani je zajiStén dostatecny kontakt mezi
vzorkem a rozpoustédlem a dochazi k prechodu hmoty. Délena latka prechazi
z pevné do kapalné faze, coZ zavisi na sty¢né plose jednotlivych fazi.

5.1.2.9. Piisobeni teploty

Zde se vyuziva plisobeni rtizné teploty na smés vzorku a rozpoustédla. Teplo je zde
zajiStovano pomoci vodnich lazni ¢i zahrivacli, naopak niz$i teploty jsou
zajiStovany pomoci chladiciho zarizeni. Principem extrakce za vyssi teploty je
zvySeni rychlosti pohybu castic, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost srazek téchto
Castic a tedy i rychlost chemické reakce. Pri zvySeni teploty o 10°C je rychlost
chemickych reakci zvySena dvou az ¢tyinasobné. [14]

5.2 Separacni a analytické metody fenolickych latek
Pro orientac¢ni identifikaci fenolickych latek v rostlinach slouzi:

e Tenkovrstva chromatografie (TLC - Thin Layer Chromatography)
e Kolonova chromatografie (CC - Column Chromatography).

Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni se pouzivaji:
e Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography)
e Plynova chromatografie (GC - Gas Chromatography)
e Kapilarni elektroforéza (CE - Capillary Elektrophoresis)
e Hmotnostni spektrometrie (MS - Mass Spectrometry)
e Nuklearni magneticka rezonance (NMR - Nuclear Magnetic Resonance).
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5.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se vyuziva predevSim kseparaci a kvantitativni
analyze smési latek, které jsou netékavé nebo Spatné tékavé a termicky labilni.
K separaci vyuZziva rizné systémy pevné nebo kapalné stacionarni faze a kapalné
mobilni faze. Podle mechanismu separace se pouZivaji rozpoustédla, resp.
rozpoustédlové smési rizné polarity, priCemz zména vlastnosti mobilni faze je
vsystétmu danou stacionarni fazi hlavnim faktorem ovliviiujicim retenci
jednotlivych sloZek smési a tim i jejich vzajemné rozdélenti.

5.2.1.1. HPLC ve spojeni s coulometrickym detektorem

Pro stanoveni fenolickych latek se v poslednich letech zacalo wvyuzivat
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s coulometrickym detektorem.
Coulometricka detekce s elektrodovym polem je velmi citlivy zptisobe detekce, ve
které je vyuzita série 4-16 pritocnych coulometrickych cel, ve kterych dochazi
k elektrochemické preméné analytu. Na kazdou celu je vloZen jiny, ale konstantni
potencial a kazda latka se oxiduje (redukuje) pfi jiném potencialu, ten je pak
nazyvan tzv. dominantnim potencialem.

CoulArray detektor je coulometricky multielektrodovy detektor, ktery byl
zkonstruovan pro pouziti v HPLC a ktery se pouZziva pro detekci elektroaktivnich
latek. Umoznuje charakterizaci latek na zakladé poméru odezvy signalu velkého
poctu kanald.

5.2.1.2. HPLC ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem

Spektrofotometricky detektor je v chromatografii nejvice rozsifen. Pristroj je
vybaven deuteriovou vybojkou a miizZkovym monochromatorem. MiiZe pracovat
pri volitelné vinové délce v rozsahu 200-800 nm.

5.2.1.3. HPLC ve spojeni s diodovymi poli

Detektory diodového pole snimaji celé spektrum v redlném case bez preruseni
chromatografické separace. Tyto detektory umoZznuji detekci latky pri jakékoliv
zvolené vilnové délce a jejich porovnavani s knihovnou spekter. Tyto detektory
slouZi k identifikaci latek.

5.2.1.4. HPLC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

Hmotnostni spektrometrie je vSestranng, rychla a citlivd metoda, ktera je casto
vyuzivana ke kvalitativni i kvantitativni analyze, jelikoZ vyznamné napomaha
identifikaci, urceni struktury organické latky i urCeni jeji relativni hmotnosti.
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5.2.1.5. Spojeni HPLC/MS s ionizaci za atmosférického tlaku

Umoznuje praci prakticky bez omezeni pritoku a sloZeni mobilni faze i s mozZnosti
gradientové eluce.

5.2.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC - Thin Layer Chromatography)

Mimoiadné vyhodna metoda pro rychlé rozdéleni rostlinnych a 1écivych extraktd,
kterd vsoucCasné dobé stdle hraje vyznamnou roli vanalyze polyfenold. Jako
stacionarni faze je zde pouZzivan SiOz.

5.2.3 Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC)

Plynova chromatografie byla pouZivana pro analyzu flavonoidi od 60. let 20.
stoleti. Je pouzivana zejména pro derivaty flavonoidi, které jsou separovany na
koloné naplnéné silikonovym polymerem. Jako detektor je zde vyuZivan UR a
UV/VIS spektrofotometr.

5.2.4 Kapilarni elektroforéza (CE - Capillary Electrophoresis)

Jedna se o separacni metodu, kterd vyuziva pohybu nabitych ¢astic v elektrickém
poli. Podstata metody spociva v charakteristické rychlosti rtiznych druhti ¢astic,
které se pohybuji v elektrickém poli uvnitt malé kapilary.

Touto metodou se stanovuje mnozstvi polyfenoli vkrevni plazmé
s elektrochemickou, fluorescen¢ni nebo hmotnostni detekci.

5.2.5 Hmotnostni spektrometrie

Metoda zaloZena na urcovani hmotnosti atomt, molekul [4, 13, 14]
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Prakticka cast
6 Material

6.1 Picniny

Picninarstvi je soucasti specialni rostlinné produkce. Zabyva se predevsim vyrobou
kvalitnich objemnych krmiv z picnin na orné pidé a trvalych travnich porosti.
Opatieni, které zvysuji produk¢ni schopnost a kvalitu travnich porostti, se nazyvaji
pratotechnika. Zahrnuje seCeni, oSettfeni herbicidy, atd.

6.1.1 Dactylis glomerata - srha lalo¢nata

Srha lalo¢nata (Dactylis glomerata) patii spolu s jilkem mnohokvétym a bojinkem
luénim Kk nejvynosnéjSim travam. Uplatiiuje se v nejriiznorodéjSich podminkach.
Vynika velmi priznivou reakci na hnojeni.

Obr. 7. Dactylis glomerata - srha lalo¢nata

V naSich klimatickych podminkach je srha plastickym druhem, ktery se péstuje
v dostatecné vlhkych, piscCitohlinitych az hlinitych humoéznich ptdach s pH 6.
Nevyhovujici jsou extrémné tézké pidy. Na extrémné lehkych a vysychavych
ptidach dochazi ke zvysSeni obsahu ligninu a kiremiku. Nejvynosné;jsi je 1. se¢ srhy.

[20]
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6.1.2 SilaZzovani

Ziskany material se prepravuje do silaZnich prostorti, kde se nasledné udusava
pomoci lisovacich zafizeni nebo dusacich valci. Tim se predchazi delSimu
plisobeni vzduchu na material a sniZuje se riziko vyskytu plisni.

Pii silaZovani hmoty dochazi ke vzniku fermentacnich procest, diky kterym se
tvori dtlezité latky. Zejména kyselina mlécna zabranuje dal$im nezadoucim
rozkladnym procestim.

SilaZuje se studenym zplsobem (pri teplotach pod 30 °C). Pri teplém zpisobu
silaZovani se teplota zvySuje aZ na 50-60 °C. Druhy zptisob se jiZ dnes nepouziva.

Jako konzervacni pripravky se pouzivaji kyseliny (HCl, H2SO4, kyselina mravencdi,
kyselina propionova), bakterialni pripravky nebo soli. [20]
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7 Analyza vzorku

Cilem praktické casti bylo stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek ve
vzorcich picnin a silaZich vybranych odrld Dactylis glomerata. Pro analyzu bylo
vybrano celkem 80 vzorkd, které byly baleny v papirovych saccich. Obsah
fenolickych latek byl pak stanoven spektrofotometricky pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla jako ekvivalenty kyseliny gallové (GAE).

D;@f,DH

i

HO = oy

OH
Obr. 8. Kyselina gallova (GAE)

7.1 Zpracovani materialu pro analyzu

Vychazela jsem ze vzorkid deseti odriid srhy lalo¢naté, sklizené ve dvou secich.
Soucasti analyzy bylo také zkoumani obsahu fenolickych latek v silaZovanych
formach znich pripravenych, a to pro kazdou odridu i se¢. Tyto silaze byly
oSetreny pomoci riaznych modifikatora.

Plvodni rostliny byly hnojeny dusikatymi hnojivy, ke kterym byl pridavani draslik
a fosfor. Silaz byla provedena pomoci silaZnich aditiv Microsil premix a Kemisile
2000 Plus. Microsile premix obsahuje bakterie mlécného kvaSeni (Lactobacillu
plantarum, L. buchneri a Enterococcus faecium). V Kemisile 2000 Plus je to poté
kyselina mravenci, kyselina propionovd, kyselina benzoova a mravencan sodny.
V praci se bude jednat i o srovnani v tomto pripadé biologického (Microsil premix)
a chemického (Kemisile 2000 Plus) oSetirovadla. Ve vzorcich se vyskytovaly i silaze
bez oSetreni, které fungovaly jako kontrola.

Drté byly silaZovany v sildZnich nddobach o hmotnosti 6 kg, intenzivné udusavany
a zavieny vikem k zamezeni pristupu vzduchu. Takto byly uskladnény pri teploté
28°C po dobu 90 dni. Poté probéhlo hodnoceni kvality fermentacniho procest
pomoci pH, mnozstvi kyseliny mlé¢né, octové, maselné, obsahu alkoholu a obsahu
amoniaku. Informace o vzorkdch jsou wuvedeny v priloZené tabulce.
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1. SERIE ZH Cislo vzorku Odriida  Se¢ OSetieni Opak| |3.SERIE - SH

01. 1/1. Greenly 1 01. 53/2 Starly 1 Kemisile 1
02. 1/2. Greenly 2 02. 13/3 SWLluxor 1  Kontrola 1
03. 2/1. Starly 1 03. 15/3 SWLuxor 1 Microsil 1
04. 2/2. Starly 2 04. 17/3 SWLuxor 1 Kemisile 1
05. 3/1. SWLuxor 1 05. 1/4 Otello 1 Kontrola 1
06. 3/2. SW Luxor =~ 2 06. 3/4 Otello 1 Microsil 1
07. 4/1. Otello 1 07. 5/4 Otello 1 Kemisile 1
08. 4/2. Otello 2 08. 19/5 Husar 1  Kontrola 1
09. 5/1. Husar 1 09. 21/5 Husar 1 Microsil 1
10. 5/2. Husar 2 10. 23/5 Husar 1 Kemisile 1
11. 6/1. Amera 1 11. 93/1 Greenly 2 Kontrola 1
12. 6/2. Amera 2 12. 99/1 Greenly 2 Microsil 1
13. 7/1. Dika 1 13. 94/1 Greenly 2 Kemisile 1
14. 7/2. Dika 2 14. 69/1 Starly 2 Kontrola 1
15. 8/1. Bepro 1 15. 98/1 Starly 2 Microsil 1
16. 8/2. Bepro 2 16. 97/1 Starly 2 Kemisile 1
17. 9/1. Vega 1 17. 95/1 SWLuxor 2  Kontrola 1
18. 9/2. Vega 2 18. 100/1 SWLuxor 2 Microsil 1
19. 10/1. Dana 1 19. 96/1 SWLuxor 2  Kemisile 1
20. 10/2. Dana 2 20. 84/1 Otello 2 Kontrola 1
2.SERIE - SH Cislovzorku Odriida  Se¢ OSetfeni Opak| |4.SERIE - SH

01. 7/6. Amera 1  Kontrola 1 01. 37/1. Otello 2 Microsil 1
02. 9/6. Amera 1 Microsil 1 02. 103/1. Otello 2 Kemisile 1
03. 11/6. Amera 1 Kemisile 1 03. 74/1. Husar 2 Kontrola 1
04. 31/7. Dika 1  Kontrola 1 04. 68/1. Husar 2 Microsil 1
05. 33/1. Dika 1 Microsil 1 05. 104/1. Husar 2 Kemisile 1
06. 35/7. Dika 1 Kemisile 1 06. 105/1. Amera 2 Kontrola 1
07. 25/8. Bepro 1  Kontrola 1 07. 102/1. Amera 2 Microsil 1
08. 27/8. Bepro 1 Microsil 1 08. 38/1. Amera 2 Kemisile 1
09. 29/8. Bepro 1  Kemisile 1 09. 7K/1. Dika 2 Kontrola 1
10. 55/9. Vega 1 Kontrola 1 10. 7B/1. Dika 2 Microsil 1
11. 57/9. Vega 1 Microsil 1 11. 7CH/1. Dika 2 Kemisile 1
12. 59/9. Vega 1  Kemisile 1 12. 8K/1. Bepro 2 Kontrola 1
13. 37/10. Dana 1 Kontrola 1 13. 8B/1. Bepro 2 Microsil 1
14. 39/10. Dana 1 Microsil 1 14. 8CH/1. Bepro 2 Kemisile 1
15. 41/10. Dana 1 Kemisile 1 15. 9K/1. Vega 2  Kontrola 1
16. 43/1. Greenly 1  Kontrola 1 16. 9B/1. Vega 2 Microsil 1
17. 45/1. Greenly 1 Microsil 1 17. 9CH/1. Vega 2 Kemisile 1
18. 47/1. Greenly 1  Kemisile 1 18. 10K/1. Dana 2 Kontrola 1
19. 49/2. Starly 1  Kontrola 1 19. 10B/1. Dana 2 Microsil 1
20. 51/2. Starly 1 Microsil 1 20. 10CH/1. Dana 2 Kemisile 1

Tab. 5. Seznam studovanych vzorki
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7.1.1 Chemikalie
e metanol 75%; = 99,9%; Sigma-Aldrich
o NazCO03 7%; = 99,0%; Sigma-Aldrich
e kyselina gallova; 97,5 - 102,5% (titration); Sigma-Aldrich
e Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent); Sigma-Aldrich
[ ] deO

7.2 Priprava vzorki pro analyzu
7.2.1 Vazeni a extrakce vzorki

Pro ptipravu vzorki bylo na analytickych vahach navaZzeno vzdy stejné mnoZstvi
0,5 g vzorku (susSena a silaZovana forma D. glomerata) do plastovych zkumavek.
Toto mnozstvi bylo poté extrahovano v 10 ml 75% methanolu po dobu 24 hodin
v tifepacce Heidolph Instruments Reax Multi (Schwabach, SRN). Smés byla poté
vloZena na 5 min do centrifugy pti 1500 otackach.

7.2.2 Filtrace vzorkiu

Filtrace je separacni metoda, ktera umoznuje oddéleni pevné latky od kapaliny.
Kapalina prochazi pory v prepaZce, zatimco pevna latka se zachycuje na prepazce,
kde tvofi tzv. filtra¢ni kolac.

Vznikly macerat byl filtrovdn membranovou filtraci, kdy se vytvaii pretlak
potirebny k filtraci tlakem na pist injek¢ni stiikacky, na které byl nasazen filtra¢ni
nastavec. Filtrat byl zachycen do pripravenych vialek, ze kterych se odebiral 1 ml
tohoto filtratu do 50 ml zkumavek a doplnén 75% methanolem.

7.2.3 Vlastni priprava vzorki

Do ptipravenych 50 ml odmérnych banék s1 ml filtratu bylo ptfiddno 10 ml
destilované vody a 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 5 minutach bylo ptidano 10
ml pripraveného 7% NazC03 a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Takto
pripravené vzorky byly ponechany po 90 minut stat.

7.3 Stanoveni kalibracni krivky

Kyselina gallova byla vybrana jako standardni antioxidac¢ni latka, ke které se
obvykle vztahuji hodnoty celkové antioxidacni aktivity. Standartni roztok kyseliny
gallové byl pripraven rozpusténim navazky pevného standardu v 75 % methanolu.
Zredéné roztoky byly ziskany postupnym redénim destilovanou vodou (tab. 6.).
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Kalibracni | Koncentrace ¢
roztoky [mg/ml]
1

1.

2. 0,5
3. 0,25
4. 0,1
5. 0,05
6. 0,025

Tab. 6. Koncentrace kalibrac¢nich roztoku

Mérna kyveta obsahovala roztok kyseliny gallové o zadané koncentraci, srovnavaci
kyveta obsahovala destilovanou vodu. Namérena data byla zpracovana jako
zavislost absorbance na koncentraci roztoku.

Sledovani antioxida¢ni aktivity bylo provadéno pomoci UV/VIS spektrofotometru
Lambda 25 od firmy Perkin Elmer (USA). Jednd se o dvoupaprskovy
spektrofotometr s monochromatorem a fotonasobi¢em. Méreni bylo provedeno
v kifemennych kyvetach o tloustce 1 cm. Absorbance vzorkii byla méfena pfi
vlnové délce 765 nm. Namérena data byla posléze vyhodnocena pomoci software
UV WinLab a matematicky zpracovana programem MS Excel.

0.00 0.1 0.2 03 0.4 05 086 07 08 0.9 1.0 1,10

Obr. 8. Priklad kalibra¢ni krivky u jedné sady vzorkt méieni
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7.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v nékolika
odrtdach Dactylis glomerata

Kvantitativni stanoveni obsahu fenolickych latek ve vzorcich bylo provedeno
spektrofotometricky pomoci UV/VIS spektrofotometru Lambda 25 Perkin Elmer.
Celkové mnoZstvi bylo vypocteno pomoci kalibra¢ni kiivky, zjisténé hodnoty byly
pirepocteny na 100 g hmoty a vyjadieny v gramech standardu kyseliny gallové.
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1.SERIE Cislo  Hmotnost 3. SERIE -
vzorku (mg/100g) oOdriida Se¢ Ogetieni | SH
01. 1/1. 1,235 Greenly 1 01. 53/2 1,483 Starly 1 Kemisile
02. 1/2. 0,877 Greenly 2 02. 13/3 1,378 SWLuxor 1  Kontrola
03. 2/1. 1,265 Starly 1 03. 15/3 1,213 SW Luxor 1 Microsil
04. 2/2. 1,212 Starly 2 04. 17/3 1,294 SWluxor 1  Kemisile
05. 3/1. 1,222 SWLuxor 1 05. 1/4 1,262 Otello 1 Kontrola
06. 3/2. 0,887 SW Luxor 2 06. 3/4 1,231 Otello 1 Microsil
07. 4/1. 1,085 Otello 1 07. 5/4 1,310 Otello 1  Kemisile
08. 4/2. 0,741 Otello 2 08. 19/5 1,198 Husar 1  Kontrola
09. 5/1. 1,089 Husar 1 09. 21/5 0,999 Husar 1 Microsil
10. 5/2. 1,095 Husar 2 10. 23/5 1,294 Husar 1 Kemisile
11. 6/1. 1,214 Amera 1 11. 93/1 1,116 Greenly 2  Kontrola
12. 6/2. 1,035 Amera 2 12. 99/1 1,221 Greenly 2 Microsil
13. 7/1. 1,075 Dika 1 13. 94/1 1,134 Greenly 2 Kemisile
14. 7/2. 1,029 Dika 2 14. 69/1 1,192 Starly 2 Kontrola
15. 8/1. 1,198 Bepro 1 15. 98/1 1,181 Starly 2 Microsil
16. 8/2. 1,007 Bepro 2 16. 97/1 1,296 Starly 2 Kemisile
17. 9/1. 1,064 Vega 1 17. 95/1 1,043 SWLuxor 2  Kontrola
18. 9/2. 1,031 Vega 2 18. 100/1 1,040 SW Luxor 2 Microsil
19. 10/1. 1,211 Dana 1 19. 96/1 1,035 SWLuxor 2  Kemisile
20. 10/2. 1,073 Dana 2 20. 84/1 1,108 Otello 2 Kontrola
2.SERIE - Cislo 4.SERIE -
vzorku Odriida Se¢ Osetfeni | SH

01. 7/6. 1,330 Amera 1  Kontrola |01. 37/1. 0,967 Otello 2 Microsil
02. 9/6. 1,409 Amera 1 Microsil {02. 103/1. 1,144 Otello 2 Kemisile
03. 11/6. 1,511 Amera 1  Kemisile |03. 74/1. 1,121 Husar 2 Kontrola
04. 31/7. 1,258 Dika 1  Kontrola [04. 68/1. 1,313 Husar 2 Microsil
05. 33/7. 1,216 Dika 1 Microsil (05. 104/1. 1,310 Husar 2 Kemisile
06. 35/7. 1,382 Dika 1  Kemisile |06. 105/1. 1,260 Amera 2 Kontrola
07. 25/8. 1,252 Bepro 1  Kontrola |07. 102/1. 1,254 Amera 2 Microsil
08. 27/8. 1,006 Bepro 1 Microsil (08. 38/1. 1,152 Amera 2 Kemisile
09. 29/8. 1,764 Bepro 1 Kemisile |09. 7K /1. 1,093 Dika 2 Kontrola
10. 55/9. 1,260 Vega 1  Kontrola [10. 7B/1. 1,073 Dika 2 Microsil
11. 57/9. 1,368 Vega 1 Microsil [11. 7CH/1. 1,247 Dika 2 Kemisile
12. 59/9. 1,356 Vega 1 Kemisile |12. 8K/1. 1,095 Bepro 2 Kontrola
13. 37/10. 1,333 Dana 1  Kontrola |13. 8B/1. 1,240 Bepro 2 Microsil
14. 39/10. 1,415 Dana 1 Microsil |14. 8CH/1. 1,250 Bepro 2 Kemisile
15. 41/10. 1,377 Dana 1  Kemisile |15. 9K/1. 1,106 Vega 2 Kontrola
16. 43/1. 1,366 Greenly 1  Kontrola [16. 9B/1. 1,153 Vega 2 Microsil
17. 45/1. 1,321 Greenly 1 Microsil (17, 9CH/1. 1,248 Vega 2 Kemisile
18. 47/1. 1,545 Greenly 1  Kemisile |18. 10K/1. 1,231 Dana 2 Kontrola
19. 49/2. 1,200 Starly 1  Kontrola |19. 10B/1. 1,197 Dana 2 Microsil
20. 51/2. 1,224 Starly 1 Microsil [20. 10CH/1. 1,246 Dana 2 Kemisile

Tab. 7: VysledKky prace
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Diskuze

Potraviny rostlinného ptvodu jsou zdrojem mnoha prirodnich latek. Jiz
v predchozich vyzkumech byla pritomnost fenolickych latek v rostlindch davno
prokazana a o jejich ucinkdch na Zivé organismy se dlouho jen spekulovalo.
Zvyseny zdjem o tuto tematiku vznikl az v poslednich letech, jelikoZ jejich
biologicka aktivita v organismu clovéka je v nékterych pripadech velmi zavazna.

Predmétem vyzkumu se staly diky své antioxidacni aktivité, kterd funguje jako
ochrana pred reaktivnimi formami kysliku, ktery vznika v rostlinach v dasledku
stresti na né pulsobicich. [2] Zajimavosti do jisté miry je, Ze béZné manipulace
s potravinami, jako napf. chlazeni, zmrazovani a kuchynské upravy podstatné
obsah biologicky aktivnich forem neovliviiuji. [24]

Pii vyhledavani informaci pro tuto praci byl predevsim problém v dostupnosti
podkladii. Drtiva vétSina ¢lankl a literatury byla cizojazy¢na a vzhledem ke
konkrétnosti jednotlivych ¢lankd na toto téma, nebylo jednoduché vyhledavani i
zakladnich pojmi vZdy samoziejmosti. Vyzkumy v matei'ském jazyce sice existuji,
pohybuji se ale na urovni bakalatskych praci, které jsou v mnoha pripadech prilis
konkrétni.

Pii procitani clankd o stanoveni fenolickych latek primo Folin-Ciocalteuovym
Cinidlem jsem zavadila o problematiku srovnavani jednotlivych studii mezi sebou.
Oblibenost stanoveni touto metodou se sice zvysSuje a clankd zabyvajicich se touto
metodou piibyva, nicméné metoda se pouziva s rliznymi modifikacemi, méni se
extrak¢ni rozpoustédla, ale i napt. vlnova délka meéreni. J4 jsem pri méreni
vychazela z lanku o stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v okrasnych
kultivarech Origanum vulgare [16] ktera udavala méreni pri laboratorni teploté a
vlnovou délku 750 nm. Vyssi teploty méreni sice vyrazné urychluji, nicméné
kvalita vysledki klesa. Vinova délka byla zvolena vzhledem k pouziti kyseliny
gallové jako standardu.

Pri procesu stanoveni fenolickych latek byl zkouman pouze tento jeden konkrétni
typ stanoveni. Vyhodou stanoveni UV/VIS spektrometrie je predevSim
jednoduchost a citlivost méreni, nachazi-li se vzorek ve vhodném prostredi.
Nevyhodou mohou byt vysoké investicni naklady, napt. na koupi standardd a
Cinidel. Existuji vSak i dalsi typy, nebyly vSak soucasti praktické ¢asti. Dalsi druhy
stanoveni, které by mohly byt vhodné a jsou ve vyzkumech velmi casté, jsou
stanoveni pomoci chromatografickych metod, elektroforézou, nebo pomoci
hmotnostniho spektrometru. Nevyhodou stanoveni fenolickych latek metodou
UV/VIS za pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla je to, Ze miizeme mérit pouze celkovy
obsah fenolickych latek. Urcitou nevyhodou je i doba jednoho méreni. Vyhodou je
naopak pri vhodnych podminkach jista reprodukovatelnost, u¢innost a bezpecnost.
Naproti tomu pfi stanoveni metodou HPLC lze stanovit jednotlivé fenolické latky.
Podle vyzkumti je vSak tato metoda méné ucinna. [2]
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Pii stanoveni obsahu fenolickych latek bylo pouZito celkem 80 vzorki, ztoho
dvacet vzorkl odriad Dactylis glomerata a 60 vzorkil jejich silaZovanych hmot,
které byly pripraveny za pouziti riznych aditiv. Na téchto vzorkach jsem chtéla
demonstrovat konkrétnost meéreni a velkou rozdilnost vysledki pii pouziti
riznych metod oSetifeni materidlu. Faktorem sledovani byl v tomto piipadé pocet
seCeni a oSetreni sklizené hmoty silaznimi aditivy.

Samotny vyzkum se sestaval v drtivé vétSiné ze dvou dni, priCemZ v prvni den
doslo k vazeni materiadlu na analytickych vahach (s presnosti na tisiciny gramt),
pripravé vzorki pridanim 75 % methanolu a nasledné extrakci, ktera trvala presné
24 hodin. Vtento den byl pripraven i 7 % roztok uhli¢itanu sodného, ktery se
rovnou pripravoval do 11 odmérné bariky.

Druhy den doSlo ksamotnému stanoveni fenolickych latek. Nejdrive byly
pripraveny kalibra¢ni roztoky standardu kyseliny gallové. Zakladni roztok byl
pripraven smichanim bilé krystalické kyseliny gallové se 75 % methanolem.
Ostatni roztoky o danych koncentracich byly pfripraveny fedénim roztoku
zakladniho. Ztéchto roztoki byl poté odebrdan 1 ml a prenesen do 50 ml
odmérnych banék. K vzorkiim bylo poté piidano po 10 ml destilované vody a 1 ml
svitivé Zlutého Folin-Ciocalteuova cinidla. DosSlo koxidaci fenolickych latek
v alkalickém prostredi, pricemz doSlo kzelenému zabarveni roztokt, jehoZ
tmavost zavisela na zvysujici se koncentraci vzorkt. V teoretické casti vsak byla
v principu stanoveni pomoci tohoto c¢inidla uvedena modra barva komplexi.
Podminkou tohoto zabarveni vSak bylo alkalické prostiedi, které bylo zajiSténo
pomoci 7 % uhlic¢itanu sodného, ten byl pridan po 5 minutach od ptidani Folin-
Ciocalteuova cinidla ke vzorkim. Po pfridani uhli¢itanu se ¢ekalo presné 90 minut
na kvalitni priibéh reakce. Dlivodem pozadovaného modrého zabarveni roztoki je
jejich maximalni absorpce v zavislosti na sloZeni fenold.

Samotné stanoveni probihalo pfi vinové délce 765 nm, coZ je vinova délka, pri
které dochazi k maximalni absorpci modrych pigmentii, které se vytvorily pri
oxidaci fenolickych latek v alkalickém prostredi.

Poté doslo na samotné meéreni pomoci UV/VIS spektrofotometru Lambda 25.
Vysledky byly pocitacové zpracovany a byla ziskana konecna koncentrace.
Mnozstvi fenolickych latek bylo poté prepocteno podle vztahu

c-vV,m, -V,

m
m, -V,

kde m... hledana hmotnost, c...koncentrace ziskana z pristroje Lambda 25,
Vp...objem pipetaze, V....celkovy objem, m,..hmotnost vzorku, V.... objem extrakce.
Vysledky byly zpracovany v programu MSExcel.
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V priibéhu vyzkumu doSlo i na méreni jinych materidli a ¢asti rostlin stejnou
metodou stanoveni. Toto méreni nebylo soucasti bakalarské prace a neni zde
uvedeno. Problémem vSak bylo, Ze se reakce nechala probéhnout jen 60 minut.
Z vysledkl bylo prokazano, Ze zkracovat dobu meéreni priliS§ vhodné pro dalsi
vyhodnocovani, protoze vysledky ukazaly velkou chybovost. Domnivam se, Ze
dlivodem chybnosti byl nedostatecny c¢as premény na mnoZstvi modrych
komplex, které v reakci vznikaji. Absorpce vzorki poté velmi kolisala.

Pfi porovnavani vysledkli celkového obsahu fenolickych latek v praktické casti
bylo zjisténo, Ze odrida Dactylis glomerata ,Starly“, obsahuje nejvice fenolickych
latek. Nicméné ve své silaZované formé si v 1. i 2. seci prvenstvi neudrzela. Naopak
nejméné latek bylo naméreno v odriadé ,Otello” ve 2. seci. Obsah latek ale i v tomto
pripadé v sildZované formé neodpovidal nejmensimu mnozstvi. Tyto odchylky by
mohly vznikat samotnym zpisobem silaZovani a oSetieni téchto hmot.

Z vysledkl je také patrné plisobeni oSetreni na sildzované hmoty a sece. V prvni
seCi vdrtivé vétsSiné obsah fenolickych latek zvySoval Kemisile 2000, obsah byl
dokonce vySsi, neZ pri pouziti aditiv. Pripravek Microsil premium vysledek prilis
neovliviioval, nebo slabé sniZoval. Kemisile 2000 je chemicky piipravek obsahujici
napf. kyselinu mravenci a propionovou. V jeho popisku je uveden vliv na sniZzovani
pH, udrzovani aerobni stability, niceni nezadouci mikrofléry a uchovavani cukri a
zvySovani stravitelnosti. Zejména s poslednim bodem vyctu vlastnosti se shoduji i
vysledky prace.

V druhé seci naopak nastal zvrat a hodnoty se obratily. Microsil premium ve vétSiné
piipadi celkovy obsah latek mirné zvysoval, nebo nezvysoval viibec, Kemisile 2000
naproti tomu vysledek slabé sniZoval, nebo nesnizoval viibec. Domnivam se, Ze
tyto podminky mohly byt zplsobeny odliSnym plisobenim oSetifeni v riiznych
castech roku, Kklimatickymi podminkami, anebo i piredchozi manipulaci
s materidlem. Namérené hodnoty u riiznych vzorkii mohly byt také vyznamné
ovlivnény extrak¢ni metodou a strukturnimi vlastnostmi materialu.

Existuje také mnoho latek, které interferuji s latkami fenolické povahy. Ty mohou
také ovliviiovat vysledky vyzkumd. Jsou jimi napt. proteiny, aromatické aminy,
redukujici latky vcetné Kkyseliny askorbové a nékterych sacharidi. Méreni
ovliviiuje i samotny vybér standardu. To je také diivodem, proc clanky s touto
tematikou c¢asto nepostacuji k publikaci v mnoha prednich casopisech. Nékteti
védci se totiZ domnivaji, Ze je zbytecné stanovovat celkové mnozstvi fenolickych
latek, protoZe odstranéni téch rusivych stoji mnohem vice casu, ¢inidla, dsili nez
pri provadéni analyzy pomoci HPLC. [24]

Vrostlinnych materidlech se vyzdvihuje zejména vliv fenolickych latek na
stravitelnost. Na jednotlivych vzorcich srhy by se dalo usoudit, ktera odrtida by
mohla byt vzhledem ke stravitelnosti nejvhodnéjsi. U silazovanych forem by se
dala porovnavat ucinnost aditiv na jednotlivé odridy a ztoho vyvodit, ktera
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kombinace by byla nejvhodnéjsi. Prace by se v§ak mohla zaradit mezi ostatni prace
popisujici stanoveni celkového obsahu fenolickych latek UV/VIS spektrofotometrii
pomoci Folin-Ciocalteuova c¢inidla, protoze téchto praci zejména v materském
jazyce je malo. PokraCovani této prace by se mohlo zabyvat porovnavanim
jednotlivych metod extrakce, izolace a analyzy, zkoumanim latek a podminek
ovliviiujicich méreni, nebo okolnostmi, které ovliviiuji samotny material.
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Zaveér

V teoretické ¢asti jsem popsala zakladni vlastnosti fenolickych latek a jejich uc¢inek
na zivé organismy. V dalsi ¢asti jsem z dostupnych zdroji popsala metodu jejich
stanoveni pomoci UV/VIS spektroskopie, zaroven uvedla jeji historii, zakladni
vztahy a instrumentaci. Podstatna cast byla vénovana samotnému Folin-
Ciocalteuovu cinidlu, ke konci prace jsem ve zkratce popsala téma picninarstvi
vzhledem Kk materidlim pouzitym v praktické casti. Vté jsem se vénovala
stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek v 80 vzorcich suSenych a
silaZovanych hmot Dactylis glomerata. V bakalarské praci bylo zpracovano nékolik
cizojazycnych Clanki a literatury.
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