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Stanoveni antioxidacni aktivity latek vazanych na
kiremicité materialy

Souhrn

Spektrum vyuziti mezoporéznich kfemicitych materialti je Siroké. Lze je pouzit jako
katalyzatory, pro detekci Skodlivin a nezddoucich slozek v potravinach ¢i ke kontrolovanému
uvoliovani bioaktivnich latek. V experimentalni ¢asti této diplomové prace je testovan
mezoporézni kiemicity materiall MCM-41. V sou€asné dobé se zkouma fada moZnosti jeho
pouziti v praxi. PfedevS§im se jedna o vyuziti MCM-41 jako nosice urcitych sloucenin a jejich
kontrolovan¢ho uvoliiovani.

Tato prace je zamétfena na efekt MCM-41 pouzitého jako nosi¢e antioxida¢nich latek.
Cilem bylo stanoveni a porovnani antioxidac¢ni aktivity latek vdzanych na MCM-41 a latek
volnych. N&§ predpoklad byl, Ze antioxidac¢ni aktivita latek vazanych na mezoporézni
ktemicCity material bude vétsi nez antioxidacni aktivita latek volnych. Konkrétni testované
slouc¢eniny byly cinnamaldehyd, karvakrol, thymol, tymochinon, eugenol, allylisothiokyanat
a allyldisulfid. Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byl vybran Schaaliv test, ktery probihal za
standardnich podminek (skladovani 25 g vzorku v kadinkach za ptistupu vzduchu pfti teploté
60 °C). Pouze jeden z testi byl proveden za jinych podminek (skladovani 2,5 g vzorku
V Petriho miskach za pfistupu vzduchu pii teploté 40 °C). Celkové bylo provedeno Sest
Schaalovych testt.

Dle dosaZzenych vysledku nelze potvrdit stanovenou hypotézu. Pouze pti koncentraci
0,01 % a 0,08 %, kdy byly testovany vSechny vybrané slouceniny, by mohla byt hypotéza
potvrzena. Zde Ctyti ze sedmi slouc¢enin mély vyssi antioxida¢ni aktivitu ve formé vazané na
MCM-41 oproti formé volné. Ve zbylych testech vSak byly dosazené protekéni faktory
naopak niz§i u vzorku s antioxidantem vazanym na MCM-41 nebo byly vysledky u obou
forem srovnatelné.

Testované antioxidanty v obou formach vykazovaly slabou antioxida¢ni aktivitu ve

srovnani se silnym antioxidantem, syntetickym BHA.

Kli¢ova slova: mezoporézni kiemicité materialy, MCM-41, Schaaliiv test, silice, antioxidacni

aktivita



Determination of antioxidant activity of compounds

encapsulated in silica materials

Summary

The spectrum utilization of mesoporous silica materials is wide. It can be used as
catalysts, for the detection of harmful or undesirable components in food or for a controlled
release of bioactive compounds. In the practical part of this diploma thesis the mesoporous
silica material MCM-41 is tested. There are currently many possibilities of its use in practice
which are examined. It's primarily about the use of MCM-41 as a carriers of certain
compounds and their controlled release.

This work is focused on the effect of MCM-41 used as carrier of antioxidants. The aim
of this thesis was to determine and compare the antioxidant activity of compounds
encapsulated in MCM-41 and free compounds. Our presumption was that the antioxidant
activity of the compounds encapsulated in mesoporous silica material will be higher than the
antioxidant activity of free compounds. The particular compounds which were tested were
cinnamaldehyde, carvacrol, thymol, thymoquinone, eugenol, allyl isothiocyanate
and allyl disulfid. For the determination of the antioxidant activity the Schaal’s test was
selected. The test was conducted under standard conditions (25 g of sample stored in beakers
in air of 60 °C). Only one of the tests was performed under different conditions (2,5 g of
sample stored in a Petri dish in air of 40 °C). Overall, six Schaal’s tests were conducted.

According to the results the hypothesis cannot be confirmed. Only, while testing all
the selected compounds at the concentration of 0,01% and 0,08 %, the hypothesis might be
confirmed. In this case, four of the seven compounds had higher antioxidant activity while
encapsulated in MCM-41 compared to the free form. However, in the remaining tests the
protection factors were obtained lower in samples with compounds encapsulated in MCM-41
or the results were comparable for both forms.

Antioxidants tested in both forms showed weak antioxidant activity in comparison

with the strong antioxidant, synthetic BHA.

Keywords: mesoporous silica materials, MCM-41, Schaal test, essential oils, antioxidant
activity
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1 Uvod

Mezoporézni kiemiCité materidly maji tfadu vyuziti, mezi néz patii 1 pouziti
V potravinaiském, kosmetickém ¢i farmaceutickém pramyslu. Lze je pouzit jako katalyzatory,
pro detekci skodlivin a nezadoucich slozek v potravinach a pro kontrolované uvolnovani
bioaktivnich latek.

Jednim z nejvice prozkoumanych a testovanych je MCM-41. V oblasti zajmu je jeho
pouziti jako nosi¢e bioaktivnich latek, jeho schopnost pusobit jako selektivni médium
a moznost pouziti pro kontrolované uvoliovani latek, které mize byt podminéno riznymi
externimi podnéty chemickymi, fyzikalnimi ¢i enzymatickymi. V Soucasnych studiich je
zkoumano jeho vyuziti jako nosi¢e antioxidaCnich latek, které jsou v potravinaiském
prumyslu vyuzivané k prodlouZeni trvanlivosti fady potravin. Zkouma se vyuziti MCM-41
jako nosice antioxidantii v obalovych materidlech a ve funk¢énich potravinach.

Pro porovnani antioxida¢ni aktivity latek vazanych a nevdzanych na mezoporézni
kifemiCity materidl byly vybrany piirodné identické slouceniny cinnamaldehyd, karvakrol,
thymol, tymochinon, eugenol, allylisothiokyanat a allyldisulfid.

Vzhledem Kklepsi stabilit¢ MCM-41 v lipofilnim prostiedi byl vybran pro

experimentalni ¢ast Schaaltiv test, hodnotici oxidac¢ni stabilitu sadla.



2 Cil prace

Cilem prace bylo porovndni antioxidacni aktivity latek vadzanych a nevazanych
na mezoporézni kiemicité materialy a shrnuti aktualnich poznatkd na dané téma. Zkoumané
slou¢eniny byly cinnamaldehyd, karvakrol, thymol, tymochinon, eugenol, allylisothiokyanat
a allydisulfid. Dané slouc¢eniny byly testovany bud’ samostatné¢ nebo vazané na mezoporézni
kfemicity material MCM-41.

Prace méla potvrdit ¢i vyvratit nasledujici hypotézu:

Antioxida¢ni aktivita biologicky aktivnich latek vazanych na kiemicité materidly je

vétsi nez aktivita latek nevazanych.



3 Prehled literatury
3.1 Mezoporézni kifemicité materialy

Mezoporézni kiemicité materialy (MKM), taktéz zvané jako mezoporézni molekulova
sita, byly objeveny v roce 1992 spolecnosti Mobil Research and Development Corporation.
Piivodni zamér vyvoje téchto materiali bylo jejich vyuziti pro katalytické krakovani tézkych
olejovych frakci (Rathousky et al., 1997). V poslednich letech se, mimo jiné, zkouma jejich
mozné pouZziti v oblasti zdravotnictvi ¢i potravindistvi. Uzivaji se pro kontrolované
uvolnovani bioaktivnich latek, vitamind, 1é¢iv, nutraceutik ¢i silic, také slouzi jako
katalyzatory v syntéze zakladnich nutrientd ¢i k detekci Skodlivin (Bernardos and Koufimska,
2013).

Jedna se tedy o materialy tvofené oxidem kiemicitym, které mohou byt pfipravovany
v rizné formé. Ta spociva piedevSim ve specifické velikosti port, které dosahuji velikosti
kolem 2 az 10 nm. Dalsi vlastnosti mezoporéznich kiemicitych materidli jsou velka
specifickd plocha povrchu (o velikosti az 1200 mz/g), vysokd nosnost, stabilita,
biokompatibilita, inertnost, dale také homogenni velikost porti s moznosti uzavieni a snadna
funkcionalizace (Bernardos and Koufimska, 2013). Tyto unikatni vlastnosti pak dopliuje
bezpecnost téchto materidlti vzhledem k Zivotnimu prostiedi a lidskému organismu. Toto
vyplyva ze znalosti o syntetickém amorfnim oxidu kifemicitém, ktery je pouzivan jiz né¢kolik
desetileti v Siroké skale primyslovych odvétvi, vcetné potravinaiského, kosmetického a
farmaceutického primyslu. K tomuto zavéru dochdzime na zaklad¢ rozséhlych chemicko-
fyzikalnich, ekotoxilogogickych, toxikologickych, bezpecnostnich a epidemiologickych dat,
kdy musi byt dodrZzena podminka, Ze je tento material vyvijen a pouzivan podle soucasnych

hygienickych standardi a doporuceni (Fruijtier-Polloth, 2012).
3.1.1 Vyuziti kfemicitych materiali jako katalyzatori

Vyborné vlastnosti MKM vedou Kk vysoké flexibilit¢ v mozném vyuziti. Aby se mohly
tyto materidly pouzit jako katalyzatory, tak se kuptikladu podrobuji izomorfni substituci
nékterych prvka (napt. Al) do silikdtové miizky, ¢imzZ ziskaji kyselé vlastnosti, inkorporaci
vanadu a titanu ziskavaji vlastnosti oxida¢ni a bazické vlastnosti mohou ziskat nahradou
protonti alkalickymi kationty jako je kation cesny nebo sodny (Rathousky et al., 1997).

Jedny z prvnich praci zabyvajicich se moznosti spojeni mezoporéznich material

a potravinaistvi se objevuji od roku 2000. MKM jsou v nich vyuzivany jako katalyzatory
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v syntéze mastnych kyselin. Jako katalyzator jsou v tomto piipad¢ aplikovany kiemicité
materidly typu MCM-41 (z angl. mobil crystalline materials No. 41), jez jsou
funkcionalizovany sulfonovou kyselinou. Cilem je vznik monoglyceridii. Jejich vyroba byla
mozna jiz pred uzitim kiemicitych materialti, avSak pouziti funcionalizovaného MCM-41
optimalizovalo jejich vytéznost. Selektivné katalyzovaly potiebné reakce, nebot’ vykazovaly
vysokou kyselost a dobrou piistupnost k aktivnim centrim vzhledem k velikosti kanalka
0 pruméru presahujicim 1,4 nm. Takto ziskané estery mastnych kyselin s glycerolem jsou
zddanymi chemickymi produkty hojné vyuzivanymi jako emulgétory v potravindiském,
farmaceutickém a kosmetickém primyslu (Marquez-Alvarez et al., 2004).

Hexagonalni mezoporézni kifemicit¢é materialy mohou byt také vyuzity v procesu
Claisenova ptresmyku allylfenyletheri, ktery nastava pii iniciaCnich podminkach, které
zahrnuji typicky teplotu ptesahujici 200 °C. Pouzitim MKM jako pevnych kyselin, které
katalyzuji pfesmyk, se stava celd reakce ekologicky Setrnéjsi. Timto procesem Se mohou
ziskéavat cenné produkty, jez se dale pouzivaji jako vonné ¢i chut'ové ptisady v potravinarstvi,
farmacii a dalSich ptfechodnych pramyslovych odvétvi (Yadav and Lande, 2006). Velky zdjem
o tyto materidly je i1 ze strany vyrobcl bionafty. Zakladnimi surovinami bionafty jsou
rostlinné oleje, zivoc¢isny tuk a odpad ve formé odpadnich oleji z vafeni a tuku. Vzhledem
Ktomu, ze jsou MKM nezavadné vué¢i zivotnimu prostiedi, mohou byt vhodnym
katalyzatorem vstupujicim do procesu vyroby bionafty (Melero 2009; Srinivas and Satyarthi,
2011). Prace autort Srinivas and Satyarthi (2011) se zabyva katalytickymi vlastnostmi MCM-
41 funkcionalizavanym hlinikem. Dal§im autorem, ktery zkouma moznosti MKM ve vyrobé
bionafty je Chen et al. (2014). Ve své praci se zaméfuji na material SBA-15 (z angl. Santa
Barbara amorphous type material), ktery funcionalizovali sulfonovou kyselinou. Zavéry
experimentu byly, Ze pii pouziti funkcionalizovaného SBA-15 v procesu jako katalyzatoru
byla hladina vedlejSich nezadoucich produktii velmi nizka, také ze je katalyzator odolny vici
vodé a volnym mastnym kyselindm a nakonec byl i opétovné pouzitelny, jelikoz byla
zachovana jeho vysoka aktivita. Negativnim ukazatelem pii vyrob&é bionafty je vyssi
ptitomnost volnych mastnych kyselin. Na jejich katalytickém odstranéni se vyuzil taktéz
material SBA-15 funkcionalizovany fenylsulfonovou kyselinou. Pevné castice SBA-15
katalyzovaly esterifikaci volnych mastnych kyselin s methanolem v testovanych rostlinnych
olejich. Tento kysely katalyzator pak vykazuje dobrou stabilitu a umoZiuje i nékolikandsobné
pouZiti bez ztraty katalytické aktivity (Xie et al., 2013).

Dalsi vyuziti kfemicitych materialll je v biokatalyze. Nanoc¢astice tvofené magnetitem,

zlatem nebo oxidem kifemicitym byly prvnimi nanomateridly aplikovanymi v této oblasti.
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Enzymy kapsulované v kiemicitych nanocasticich jsou vysoce stabilnimi biokatalyzatory
(Wang, 2009). Priklad konkrétniho enzymu zkoumal Zhang (2011). Jeho prace byla zaméfena
na enzym xylitol dehydrogenazu (XDH), ktery mize byt uzivan pro enzymatickou syntézu
ruznych vzacnych cukrii. Imobilizace XDH na kiemicité nosice nezlepsila primyslovou
produkci vzacnych cukrii. Pfi testovani se vSak autor zaméfil konkrétné¢ na xylitol
dehydrogenazu produkovanou rekombinantni bakterii Rhizobium etli CFN42 (ReXDH). L-
xyluléza, vznikld biotrasformaci xylitolu, katalyzované ReXDH, ma moznost vyuziti
v mediciné pii diagnostice hepatitidy. I dal$i vzacné cukry, které mohou vznikat podobnym
zpusobem, maji fadu aplikaci 1 ve farmacii €1 v potravinafstvi.

Moelans et al. (2005) zkoumali typy imobilizace na MKM. Porovnavali klasickou
piimou metodu adsorpce s novou nepiimou metodou termicky aktivované diftize. Nova
metoda skytd potencidl v moznosti ovliviilovani imobilizovaného mnoZstvi a nésledné
katalytické aktivity nékterych biomolekul. Vyzkum ukazal, ze klasickd metoda je ve vétSiné
piipadt G¢inngjsi, av§ak u nékterych biomolekul miize byt imobilizace termicky aktivovanou
difuzi vyhodnéjsi. Nejednoznacné vysledky poukazuji na nutnost dal§iho ptfezkoumani
celkového konceptu imobilizace biomolekul na poréznich materidlech. Prehled MKM

uzivanych jako katalyzatory uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1 Mezoporézni kiremicité materialy jako katalyzatory (Bernardos and Kouiimska, 2013)

MKM Katalyzator Syntetizovana latka Aplikace v
potravinarstvi
MCM-41 sulfonové kyseliny mastné kyseliny emulgatory
MCM-41 PdgRug/SiO, nylon-6 obalové materialy
MCM-41 PdsSn/SiO, nylon-6 obalové materialy
HSM heteropolykyseliny 6-allyl-2,4-di-terc-butylfenol cenné produkty
Mezostrukturalni pevné latky sulfonova kyselina metylestery mastnych kyselin produkce bionafty
SBA-15 enzymy biomolekuly vyvoj potravin
RL-SBA-15 enzymy biomolekuly Vyvoj potravin
MSU-X enzymy biomolekuly Vyvoj potravin
Nanoporézni kiemicité sklo enzymy cukry potravinaisky pramysl
Nanotechnologické nosice enzymy odstraniovac biofilmu potravinaiské zpracovani
Epoxidové kiemicité nanocastice xylitol dehydrogenaza L-xyluléza potravinaisky pramysl
Nanostrukturovana silica Au laktobionova kyselina potravinaisky pramysl

MCM-41- mobil crystalline materials No.41; HMS- hexagonalni mezoporézni kfemicity material; SBA-15- Santa Barbara
amorphous type material; RL-SBA-15- Rod-like SBA-15; MSU-X- Michigan State University
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3.1.2 Detekce Skodlivin a nezadoucich sloZek v potravinach pomoci MKM

Obecné povédomi o potiebé monitorovani a kontrolovani primyslovych procesi roste.
Proto je snaha o zlepseni metod detekce ruznych Skodlivin ¢i nezadoucich nezdravych
produktd, a to jak z hlediska citlivosti, tak z hlediska dostupnosti a jednoduchosti.

Jednim z velmi diskutovanych témat je piitomnost dusitanovych iontt v pitné vodé
a potravinach. Dusitanové ionty jsou potencidlné toxické pro lidsky organismus, a proto byly
Evropskou unii stanoveny limity pro jejich maximalni hodnoty. Ne¢kolik postupi
stanovujicich mnozstvi dusitanovych iontd jiz bylo navrhovano, ale zadny neumozioval
spolehlivou a také rychlou analyzu komplexnich vzorkid. Je zde tedy prostor pro alternativni
metody, které budou do praxe vhodnéjsi neZ metody diive navrhované. MoZnou alternativou
muze byt metoda, kterd se zabyva biodetekénim zafizenim uZivajicim stabilni enzymy
s vysokou aktivitou a specificitou k dusitanim. Dusitany redukujici enzymy se pouZzivaji
v nejmodernéjSich elektrochemickych a optickych metodach, kde se také nabizi vyuziti MKM
(Almeida et al., 2010).

MKM mohou byt vyuzity také jako senzory $tavelové kyseliny (OA - oxalic acid),
ktera je pro organismus toxicka prostfednictvim tvorby Stavelanu vapenatého, coz mize mit
pii jeho nadmérném mnozstvi za nasledek hypokalcémii nebo dokonce selhdni ledvin.
Detekci OA pomoci kiemicitého materialu SBA-15 se vénovali Raoof et al. (2015). Material
SBA-15 je Vjejich praci funkcionalizovan palladiem (Pb/SBA-15) a pouzit pii
voltametrickém detekci OA. Elektrooxidace OA muze byt katalyzovana Pb/SBA-15 a detekce
touto metodou ma stabilni vysledky, proto lze ocekavat aplikaci metody na vzorky potravin
ado budoucna i1 moznost praktického vyuziti. Voltametricky se stanovuje cela fada
nezadoucich latek, dalsi u které se zkouma potencialni pouziti MKM je fungicid karbendazim,
ktery je potencidlnim karcinogenem a teratogenem. Jeho detekci v pomerancovém dzusu se
zabyvali Razzino et al. (2015). MKM, v tomto piipad¢ s uhlikem, pouZili jako tenky film na
sklenéné elektrodé. Takto provedené piimé elektrochemické stanoveni carbendazimu
vykazovalo taktéz vysokou citlivost a nizkou mez detekce.

Soucasnym trendem bezpecnosti potravin je podpora vyvoje metod detekujicich také
latky, které se mohou vyskytovat v potravinach ve stopovych mnoZstvich, jeZ mohou
negativné pisobit na lidsky organismus. Biogenni aminy spadaji do této kategorie, nebot
v kombinaci s nékterymi 1éCivy nebo v piipadé osob, které maji poskozena jatra, mohou ve
vy$$im mnozZstvi plsobit Skodlivé na centralni nervovy systém ¢i systém kardiovaskuldrni.

Detekci téchto latek se zabyvali Garcia-Acosta et al. (2006). Pro chromo-fluorogenni test
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vyuzili mezoporézni kiemiity materidl obsahujici pyrilium. Uziti téchto pevnych latek
demonstrovalo, ze kombinace molekularniho konceptu a 3D pevné faze se zménénymi
vlastnostmi (naptiklad moznost uzavirani do péra ¢i hydrofobnost) teoreticky otvird cesty
k vyvoji lepsi detekce konkrétnich latek.

Sudan I je primyslové barvivo pouzivané pro barveni plastli a jinych syntetickych
materiald. Jeho pfidavani do potravin je zakdzano z diivodu potencidlni karcinogenity. Jeho
ptitomnost byla zjisténa v chilli, kurkumé nebo také v palmovém oleji. Je tedy nezbytné jeho
rychlé stanoveni. Pro tento tcel byla vyvinuta rychla, citliva a K praktickému pouziti vhodna
elektrochemickd metoda, kterd zahrnuje uZiti charakteristickych vlastnosti mezoporézniho
SiO,. Tato metoda byla jiz i uspéSné vyuzita v praxi k detekci Sudan | v palivém chilli prasku
a ve vzorcich dzust (Yang and He, 2010).

Dalsim cilem detekce senzori s MKM je norethisteron. Jedna se o druh anabolického
steroidnitho hormonu, ktery se uzival hojné¢ pro podporu ristu hospodaiskych zvirat
a v nékterych ptipadech i ilegalné pti jejich mnozeni. Rezidua norethisteronu v krmivech v§ak
piedstavovala riziko pro lidsky organismus, a proto byl nakonec zakazan i1 pro ucel podpory
rustu hospodéiskych zvifat. Jeho detekce je mozna pomoci mezoporéznich kiemicitych
nanocastic (MSN) funkcionalizovanych aminoskupinou. Na takto piipravené MSN je mozné
imobilizovat nanocastice zlata, které slouzi k adsorpci kienové peroxidazy a nasledné
protilatky Ab,. Vyslednd nanocastice oznacCuje imunosenzory pro detekci antigenu
norethisteronu. Tento typ oznafeni imunosenzorti ma velky potencial v detekci ristovych
hormonti u potravin zivo¢isného ptivodu (Wei et al., 2010).

Detekce tézkych kovi je také dulezitou soucasti ve snaze zajistit spotiebiteli
bezpecnost potravin. Jejich pfimé stanoveni v komplexnich vzorcich neni mozné. Material
MCM-48 funkcionalizovany pyridinem je pouzivan v metod¢ detekujici nikl a olovo. Jedna se
0 novou, citlivou a nizkorozpoctovou metodu extrakce na pevnou fazi se stanovenim
konkrétnich hodnot pomoci atomové absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci.
Tuto metodu testovali Sadeghi et al. (2011) na rGznych typech zeleniny a porovnavali
se dvéma standardnimi referen¢nimi materialy. Vysledky potvrdily ptesnost metody a byly
optimalizovany jeji parametry.

Sifi¢itany jsou v soucasnosti pfidavany do potravin a napoji jako konzervacni ¢i
antimikrobidlni ¢inidla. Jejich vysokd expozice vSak muize mit negativni dopady na lidsky
organismus, muze se konkrétné¢ jednat o rizné formy dermatitidy, hypotenzi nebo
gastrointestinalni potiZe, a pokud se jedna o osoby se zvySenou citlivosti na tyto latky, tak

i mala davka mutze vyvolat bronchokonstrikci ¢i astmaticky zachvat. Proto je velky zajem
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0 vyvoj rychlé a G¢inné metody pro jejich detekci. Santos-Figuerroa et al. (2013) pro jeho
detekci pouzili hydrofobni hybridni anorganicko-organické kfemicité nanocastice. Tento
material byl pouzit pro stanoveni sificitani v ¢erveném vin¢. Piehled MKM s moznosti uziti

pro detekci nezadoucich latek je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2 Mezoporézni kiremicité materialy jako sensory (Bernardos and Kouiimska, 2013)

MKM Senzor Nezadouci Skodliva latka
HSM enzym dusitany
MCM-41 slou€eniny pyrilia biogenni aminy
MCM-41 merkaptopropylové skupiny metylrtut’

SMPS ligand cyklického etheru biogenni aminy
Mezoporézni SiO, mezoporézni SiO; Sudan |
Mezoporézni SiO, mezoporézni SiO; Sudan |

MSN protilatka Ab, antigen norethisteronu
MSN GMSNs rezidua streptomycinu
MCM-48 pyridin nikl

HMS- hexagonalni mezoporézni kiemicity materiadl; MCM-41- mobil crystalline materials No. 41; SMPS- mezoporézni
ktemidité nosiée; GMSNs- mezoporézni kfemidité materialy obsahujici nanoCastice zlata, MCM-48- mobil crystalline

materials No. 48

3.1.3 Kontrolované uvoliovani bioaktivnich latek

Obecné¢ mize byt uvoliiovani biologicky aktivnich latek enkapsulovanych a uzavienych
Vv MKM spusténo, je-li prosttedi definovano uréitym pH ¢i piitomnosti nékterych enzymu.
V piipad¢€, Ze neni aktivni latka zcela opouzdiena, tedy ze nejsou mezopdry zavieny branou
(z angl. gate-like), tak se bioaktivni latky uvoliuji postupné. Toto postupné uvoliovani je
vhodné napiiklad pro aktivni obalové materialy. Vhodné jsou pro toto uplatnéni antioxidacni
latky, které se mohou podilet na udrznosti potravin s obsahem tukli. Heiglings et al. (2004)
se timto tématem zabyvali. VySetfovali efekt polymernich materidlli s riznou polaritou,
nizkohustotni polyethylen (LPDE) a ethylen vinyl acetat (EVA), na migra¢ni chovani
antioxidantu. Jako antioxidant si zvolili a-tokoferol, ktery se bézné pouziva jako pridatna
latka v potravinafském primyslu. a-tokoferol byl adsorbovan na dva typy kiemicitych
materiali, SBA-15 a Syloblock. Kiemiity materidl v celém procesu zajiStuje nejen
kontrolované a dostate¢né uvoliovani antioxidantu béhem skladovani potraviny, ale také jeho
ochranu béhem extruze (vytlatovani) materidlu. Zavery byly takové, Ze migrace (pii 80 %

z migrace celkové) byla v ptipadé LPDE opozdéna o 2,4 dne oproti EVA, dale Ze pii pouziti
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kfemicitych materiali bylo toto opozdéni 3,4 dne bez rozdilu mezi typy materialu. Statisticky
vyznamny byl i rozdil mezi mnoZzstvim antioxidantu v Cisté form¢ a ve form¢ vdzané na
kfemi¢itém materialu, které se dostalo do simulantu potraviny. V Cisté formé se jednalo
0 82 % a antioxidant, ktery se uvolioval z MKM byl vyuzit v celém mnozstvi. Podobnou
studii provedli Garguilo et al. (2013). Zkoumali material LPDE s kiemiCitym materialem
SBA-15, na kterém byl taktéz navazan o-tokoferol. Porovnavali vzorky SBA-15
funkcionalizovaného aminy S antioxidantem a ¢ist¢ého SBA-15 s antioxidantem. Polymerni
film s modifikovanym SBA-15 uvolioval a-tokoferol pomaleji nez film s Cistym SBA-15.
Antioxida¢ni efektivita tokoferolu byla tudiz vyssi u modifikovaného kiemicitého materialu.

Park et al. (2011) zkoumali dva typy MKM jako nosice allylisothiokyanatu (AITC) a jeho
antimikrobialnich vlatnosti. Testovali MCM-41 a SBA-15. Oba nosice desorbovali az 90 %
AITC béhem 96 hodin. Rozdily byly v prabéhu desorpce, kdy SBA-15 desorbovalo béhem
prvnich 12 hodin 65 % mikrobialni latky a MCM-41 pouze 20 %. U MCM-41 bylo tedy
uvoliovani pozvolné;si.

Jak jiz bylo zminéno, tak v pfipadé, Ze je bioaktivni latka v MKM uzaviena, miize byt
kontrolované¢ uvolnéna pii urcitém pH, ¢i v ptfitomnosti urcitych enzymit. K uvolnéni
bioaktivni latky mtze dojit také pfi zméne redoxniho potencidlu prostiedi nebo v ptitomnosti
svétla. Externi podnét k uvolnéni latky tedy mize byt chemicky, fyzikdlni anebo
enzymaticky. Jakym zplsobem dojde k uvolnéni, urcuje typ brany, kterou je dana MKM
uzaviena. Jednim z ptikladl jsou laktdézou uzaviené mezoporézni kiemicité nosic¢e (SMPS),
které mohou byt selektivné otevieny piisobenim enzymu [-pb-galaktosidazy. -p-galaktosidaza
je enzym, ktery se bézné vyskytuje v lidském organismu kolem kartaCového lemu enterocytii
tenkého stieva. Je tedy mozné jejich budouci pouziti jak ve farmacii, tak v potravinarském
prumyslu (Bernardos et al., 2009).

K uvoliovanim latek z mezoporéznich materiali pomoci svétla se osvédcCily naptiklad
MSN uzaviené nanocésticemi zlata. Kontrolovanym uvoliiovani latek z MSN se zabyval
i Agostini et al. (2012). K uzavieni MSN bylo vyuzito fragmentu 0-methoxybenzylaminu,
ktery se $tépi za pfitomnosti UV zafeni. Tento typ kontrolované¢ho uvoliovani je slibnou
moderni moznosti ve vyvoji fizeného transportu latek.

Uzaviené MKM, které lze oteviit pomoci zafeni maji velky potencial v medicin€ a to
predeviim v oblasti 1é&by riiznych typti nadorovych onemocnéni. Rada praci se vénuje tomuto
tématu a jednim z nich je prace Lin et al. (2010). Prace se zabyva kumarinem uzavienym
MSN. Kumarin byl dobrym spoustééem v pfitomnosti zafeni (z angl. phototrigger) pro

kontrolované uvoliiovani 1é¢iv ¢i fluorescenénich latek potiebnych pro nékteré medicinské
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zobrazovaci techniky. Uvolilovani latek bylo mozné ptesné regulovat pomoci zmény vinové
délky, intenzity nebo doby plisobeni zafeni.

Medicinské vyuziti maji i MKM schopné uvoliovat 1éCivé latky pifi uréitém pH.
Ve srovnani s normalnimi tkanémi jsou totiz tkané postizené zadnétem nebo nadorovymi
zménami kyselej$i. Nabizi se tedy moznost vyuziti téchto materiali pro jejich schopnost
pusobit pravé v misté problému a navic s pozvolnéjSim uvoliiovanim a tudiz s del$i dobou
pusobeni, ¢imz se mize snizit celkové zatizeni organismu. Piikladem jsou MSN, které
uzaviraji 1é¢iva pomoci brany tvofené makrocyklickym p-cyklodextrinem (B-CD).

V neutralnim prostfedi nedochazi k uvoliiovani 1é¢iv, az mirn€¢ kyselé prostiedi zpusobi

oslabeni vazby B-CD a nasleduje uvolnéni bioaktivni latky (Wang et al., 2014).

Tabulka 3 Kontrolované uvoliiovani bioaktivnich latek (Bernardos and Kouiimska, 2013)

Mezoporézni nosi¢ Bioaktivni latka Mechanismus uvoliovani Funkce v potravinafstvi
SBA-15 a-tokoferol migrace antioxidant
SMPS kurkumin migrace nutraceutika
SMPS oligofenol migrace nutraceutika
SMPS trans-p-karoten migrace nutraceutika
MCM-41 vitamin B, zména pH mikronutrient
Mesoporous silica Hollow vitamin B; zména pH mikronutrient
MCM-41 barvivo ptitomnost B-p-galaktosidazy nutrient
MCM-41 allylisothiokyanat adsorpce-desorpce antimikrobni
SBA-15 allylisothiokyanat adsorpce-desorpce antimikrobni
SMPS (-)-mentol adsorpce-desorpce anestetikum/protidrazdivy

SBA-15- Santa Barbara amorphous type materia; SMPS- mezoporézni kiemiéité nosi¢e; MCM-41- mobil crystalline
materials No. 41

3.1.4 MCM-41

MCM-41 byly objeveny spolecné se skupinou mezoporéznich molekulovych sit M41S
vroce 1992. Zkratka MCM-41 vychazi z anglického nazvu ,,Mobil Composition of Matter
41%, soucasné se také uvadi jako ,,mobil crystalline materials No. 41 (Brady et al., 2008).
Obecné vlastnosti MCM-41 jsou stejné jako u MKM, tudiz se jedna o material s vlastnostmi
velmi dobrymi pro uziti materialu jako nosice riznych funk¢nich latek bez rizika pro Zivotni
prostiedi a lidsky organismus.

MCM-41 je tvofen rovnobéZnymi kandly Sestithelnikového prifezu, které jsou
uspotradany do hexagonalni vostinové struktury. Velikost kanali je zpravidla 3 - 4 nm a je
dana zpisobem syntézy. Stény maji rozméry 0,8 - 1 nm. Tenké stény v porovnani s velikosti

port zpisobuji extrémni parametry molekulového sita, kdy plocha povrchu kanalti dosahuje
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hodnot 1100 m?/g a objem ¢&ini 0,8 - 0,9 cm*/g (Rathousky et al., 1997). Nedavna studie Qu et
al. (2014) poukazuje na moznosti Upravy morfologie pomoci mnozstvi ethanolu v zédkladnim
roztoku, ve kterém se piipravuje MCM-41. S riiznym mnozstvim ethanolu se méni velikost

port, jejich objem, povrch a také celkovy vzhled materidlu, viz Obrazek 1.
Silica s : ‘; % * ’*
Surfactant _f%A%A _’* * _’ *’*’
W oo ’ *

Volume of ethanol in solution
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Obrazek 1 Shrnuti vlivu mnoZstvi ethanolu na morfologii ki‘femicitého materialu (Qu et al. 2014)

3.1.4.1 MCM-41 jako selektivni médium pro separaci latek

Mezoporézni kiemicita sita, véetné MCM-41, mohou byt slibnd jako selektivni média
S pouzitim pro separaci vysokomolekularnich latek, kuptikladu bilkovin, coz je v zajmu
potravinaiského a farmaceutického pramyslu. Rada téchto aplikaci zahrnuje separaci
Z vodnych roztokti, ve kterych md MCM-41 omezenou stabilitu. Vytvorenim hydrofobniho
povrchového povlaku z hexamethyldisilizanu (HMDS) se stabilita MCM-41 ve vodném
roztoku vyrazné zlepSila. Silylaci HMDS se zvysila jeho stabilita az na 12 dni. (Kisler et al.,
2003).

Mezoporézni kiemicitd sita maji jedinecné vlastnosti Zadouci pro adsorpci latek, diky
nimz Se nabizi moznost separace na zaklad¢ specifické velikosti a povrchu danych latek.
Kisler et al. (2001) zkoumali pouziti MCM-41, a také MCM-48, pro separaci biologickych
molekul. Konkrétné se jednalo o proteiny lysozym a trypsin a o vitamin riboflavin. Vysledky
ukézaly dobry potencial téchto materiali pro vylu¢nou separaci.

Ve vyzkumu Sezdes et al. (2010) byla porovnavana separace modelovych bilkovin
0 ruzné velikosti, lysozymu, ktery ma pomérné malé rozméry a bovinniho sérového albuminu

srozméry velkymi. MCM-41 byl porovnavan sdalsimi MKM (SBA-15 a MCF-
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mezostrukturované bunééné pény). Jako potencialné lepSimi materidly pro separaci bilkovin

vysly SBA-15 a MCF, mezi nimiz nebyl statisticky vyznamny rozdil.
3.1.4.2 MCM-41 a kontrolované uvoliiovani bioaktivnich latek

Bernardos et al. (2008) zjistovali moznosti MCM-41 jako nosice pro kontrolované
uvoliovani vitaminu Bj,. V pfipadé pouziti tohoto materidlu per 0S, muize predstavovat
material MCM-41 uzavieny branou, reagujici na pH prostfedi, ochranu biologicky aktivni
latky a je tudiz schopny dodat latku ptes kyselé prostfedi zaludku, kdy je brana uzaviena, do
zésaditého prostiedi stieva, které umoziiuje otevieni brany a tudiZz uvolnovani a nasledné
vstiebavani vitaminu. MCM-41 byl v tomto piipadé funkcionalizovan aminoskupinou a test
byl provadén v prostiedi vody.

Primyslovym odvétvim, ve kterém ma MCM-41 velky potencidl je farmacie, kde se
mize uplatnit jako nosi¢ uréeny pro fizené uvoliovani tady lécivych latek. MCM-41
funkcionalizovany aminoskupinou byl zkouman jako nosi¢ modelového leéku, ibuprofenu.
Jako kontrolni vzorek slouzil Cisty MCM-41 s ibuprofenem. Navic byly oba materidly
provedeny ve dvoji formé, s homogenni velikosti pori a s pory nepravidelného tvaru.
Vysledky ukazaly, ze delsi doba uvolfiovani 1éku, a tudiz usnadnéni jeho podavani, je
u materialu funkcionalizovaného aminoskupinou s homogenni velikosti poria (Manzano et al.,
2008).

Mesalazin by mohl byt jednou z latek, pro které je vhodné pouziti MCM-41 jako
nosice. Jedna se o protizanétlivy 1€k s nizkou rozpustnosti a citlivosti na svétlo, jehoz ptiprava
je pomérn¢ narocnym procesem. Pouziva se v 1écb¢ idiopatickych stievnich onemocnéni
(Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida). Vhodnou metodou jeho imobilizace na MCM-41,
ktera by mohla zvysit jeho stabilitu a biologickou dostupnost, se zabyvali Popova et al.
(2014b). Jako nosite mesalazinu pouzili MCM-41 funkcionalizovany amino- anebo
karboxylovou skupinou. Nanocéstice byly nakonec potazeny alginitem sodnym, coZ jesté
upravilo dobu uvoliiovani a sniZilo cytotoxicitu mesalazinu. Takto upraveny nosic se jevi jako

vhodny pro peroréalni podéavani 1éku.
3.1.4.3 MCM-41 jako nosi¢ antioxidantli
Resveratrol je polyfenolicka sloucenina vyskytujici se v nejvétsi mife ve vinné réve,

ale také ve vysoce pigmentovaném ovoci a zeleniné. Bylo prokdzano, Ze je silnym

-----
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0 pomérn¢ stabilni slouceninu, ovSem pouze v piipadé, Ze je chranén pied svétlem
a vysokymi hodnotami pH (Suwalsky et al., 2015). Jeho imobilizaci a naslednym moznym
kontrolovanym uvoliiovanim se zabyvali Popova et al. (2014a). Testovali jeho imobilizaci
na sféricky MCM-41. Stabilizace biologicky aktivniho trans-resveratrolu na kfemicity
material byla velmi u¢inna. Pfi uvolhovani vykazoval resveratrol lepsi rozpustnost
nez V piipad¢ jeho volné formy a imobilizaci na MCM-41 byl taktéz chranén pted izomerizaci
na biologicky neaktivni cis-resveratrol.

Rutin, glykosid kvercetinu, je antioxida¢ni latka vyskytujici se v hojné mife ve vysSich
rostlinach, v pohance a vovoci, predev§im v ovocnych slupkach citrusovych ploda
(pomerang, grapefruit, citron a limetka). Imobilizaci rutinu na MCM-41 za Ucelem stabilizace
flavonoidi se zabyvala studie Berlier et al. (2013a). Zkoumalo se mozné pouziti takto
upraven¢ho rutinu v lokalnich ptipravcich, nebot” volny rutin vykazuje Spatnou fyzikdIng-
chemickou stabilitu. MCM-41 byl funkcionalizovan aminopropylem a pro kontrolu slouzil
MCM-41 nefunkcionalizovany. Aminopropylové skupiny hraly dalezitou roli v interakci
S kvercetinovym aglykonem. Kone¢né vysledky dokazovaly lepSi fyzikalné-chemické
vlastnosti, vyssi fotostabilitu a zvySenou kozni akumulaci (studie na vepfové kuzi ex vivo).
Vzhledem k pozitivnim vysledkim vyzkumu je mozné budouci pouziti takto upraveného
nosice pro kozni lokaIni aplikaci ve farmaceutickém ¢i kosmetickém primyslu.

I dalsi studie se zabyvaly vyuzitim antioxida¢nich latek s moznosti ochrany ktize pred
UV zafenim neutralizaci volnych radikala. Kvercetin je flavonoid vyskytujici se v zelening,
ovoci, semenech, Caji, kdvé nebo také v kapradinach a v pfirodnich barvivech. Jednad se
0 antioxidant s experimentalné prokazanymi antikarcinogennimi ucinky (Baghel et al., 2012).
Oktyl-funkcionalizovany MCM-41 byl zkouman jako nosi¢ pro imobilizaci kvercetinu.
Zlepsila se jeho stabilita v pritomnosti UV zéfeni a zachovala se tak G¢innost piisobeni proti
poskozeni ktize. Stabilita byla pozorovana pti pH 5, kterd odpovida hodnotdm pH pokozky
(Berlier et al., 2013b).

3.2 Antioxidanty

Antioxidanty obecné jsou latky schopné chranit organismus pted oxida¢nim stresem
a potraviny pied autooxidaci. Jedna se tedy o inhibitory oxidace, ¢ehoZ je docileno reakci
S volnymi radikaly a tvorbou méné reaktivnich komplexti, viz Obrazek 2. Lze je rozdélit na
enzymatické antioxidanty, neenzymatické antioxidanty a reparativni enzymy. Dals$i moZnosti

jejich déleni je na pfirodni (pfirozené se vyskytujici) a syntetické. Z pfirozené se
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vyskytujicich antioxidantli mizeme jmenovat kyselinu askorbovou, tokoferoly, karotenoidy
a mnoho dalSich. Za skupinu antioxidantl syntetickych je to butyl hydroxyanisol (BHA),
butylhydroxytoluen (BHT) nebo trolox, ve vodé rozpustny analog tokoferolu (Baser and
Buchbauer, 2010). Pfirodni antioxidanty jsou V soucasné dobé V potravinaiském pramyslu
zadangjsi, nebot panuje obecné odmitani syntetickych latek v potravinach z obavy jejich

mozné Skodlivosti viéi lidskému organismu.
Donation of hydrogen to free radicals by antioxidants

R+ AH — RH+ A’
RO*+ AH —— ROH+ A’
ROO*+ AH ——— ROOH + A*
A'+A" — AA
Complex formation between free radical and antioxidant radical
R*+A* — RA
RO* +A* —— ROA
ROO® + A*—ROOA
A + A*— AA
Obrazek 2 Reakce antioxidantu (AH) s volnymi radikaly a s antioxidantovym radikalem a tvorba komplext

(Floraetal,, 2012)

Konkrétni slouceniny, kterymi se zabyva piedlozena prace, jsou skoticovy aldehyd,

karvakrol, thymol, tymochinon, eugenol, allylisothiokyanat a allydisulfid.
3.2.1 Cinnamaldehyd

Cinnamaldehyd, taktéz oznaCovany jako skoticovy aldehyd je nenasyceny aromaticky
aldehyd vyskytujici se v rostlinach rodu Cinnamomum. Nevyskytuje se ve stejném mnozstvi
Vv celé rostling. Hlavni slozku silice z listd tvoii eugenol, v kafe kofeni se jedna o kafr
a linalool a v kiife kmene je to pravé skoficovy aldehyd kdo tvoti hlavni slozku silice, a to az
70 % (Baser and Buchbauer, 2010). Jedna se o nazloutlou kapalinu s vyraznou piijemnou
skoficovou vini. Pro svoji jedineCnou chut a vani je bézné piridavan do raznych
potravinaiskych produktd jako naptiklad do skoficovych pudinki, chleba, suSenek,
jable¢nych omacek ¢i ovocnych §tav (Gowder and Devaraj, 2006). Skoficovy aldehyd je
pomérné bezpecna latka schvalend pro pouZiti v potravinich s dal§imi moznymi benefity,

mezi které Ize uvést jeji antioxidacni a antimikrobialni G¢inky (Naveena et al., 2013).

3.2.1.1 Antioxidacni aktivita cinnamaldehydu

Antioxidac¢ni a antimikrobialni aktivitou sloucenin silice skotice se zabyvali EI-Baroty

et al. (2010). Zdrojem skoticové silice byla ktira z rostliny Cinnamomum zeylanicum, ktera
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byla charakterizovdina pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC) a plynové
chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem (GC/MS). Celkovy zisk silice
z ktiry rostliny byl 0,85 g ze 100 g materialu a hlavni slozkou byl trans-cinnamaldehyd, ktery
tvoril 45,62 % silice. Antioxidacni aktivita silice byla testovana pomoci tii metod: rapid TLC-
screening test, BCB (B-karoten bleaching test) a DPPH. V obou prvnich testech vykazovala
vysokou antioxidac¢ni aktivitu. Skoficova silice byla porovndvana se silici zazvorovou,
s BHA, BHT a a-tokoferolem. Jeji antioxidacni aktivita byla vySs$i nez u silice zazvorové
a srovnatelna s referenénimi standardy BHA, BHT a a-tokoferolem. 1Csp (i¢inna-inhibic¢ni
koncentrace, ktera je potiebna pro redukci 50 % radikalu DPPH) v testu DPPH C¢inila
13,1 pg/ml, coz bylo srovnatelné se standardy. O néco horSich vysledkli dosahla silice
zazvoru s 1Csp= 65,5 pug/ml. Jakozto nejaktivnéjsi antimikrobialni slozky skoticové silice byly
identifikovany cinnamaldehyd a eugenol.

Srovndnim chemickych, antioxidacnich a antimikrobidlnich vlastnosti silice
a oleoresinu (olejopryskytice) ziskanych z kiiry a listii skofice se vénovali Singh et al. (2007).
Pro vyzkum byla pouzita opét rostlina Cinnamomum zeylanicum (skoficovnik cejlonsky).
Vytéznost silice z listti byla 3,1 % a z kiry 2,5 %. Vys$i byla vytéznost oleoresinti, ktera
Cinila z listt 6,9 % a z kury 9,7 %. Detekce a procentudlni zastoupeni latek bylo stanoveno
pomoci GC. Skoficovy aldehyd byl zastoupen ve vzorcich ziskanych ze skoticové kury.
V silici tvotil 97,7 % av olejopryskyfici 50 %. Oleoresiny ukazaly lepsi ucinky vici
vykazovaly také nejlepsi vysledky naptic¢ vSemi testovanymi koncentracemi v testu DPPH.

Naveena et al. (2013) zkoumali ucinky trans-cinnamaldehydu na slepi¢i maso.
Konkrétné se zamétili na antioxidani ucinky a také na ovlivnéni stability barvy daného
produktu. Maso bylo zkoumano jak v syrové tak vafené form¢ a pfitomnost skoficového
aldehydu neméla nezadouci vliv na zménu pH, vytéznost po vafeni ani na barevné ¢i chutové
zmény. Naopak byl pozorovan vliv na sniZzeni peroxidového a thiobarbituratového cisla
V porovnani s kontrolnim vzorkem. Po dikladném prozkouméni vlivu cinnamaldehydu na
rizné druhy mas, by mohl byt vyuzit jako vhodné aditivum s antimikrobialnimi
a antioxidacnimi G¢inky v masném priimyslu namisto uziti aditiv syntetickych.

V soucasné¢ dobé se zkoumd 1 vyuZiti cinnamaldehydu v l1écbé ¢i prevenci
metabolického syndromu. Studie Farrokhfall et al. (2014) byla provadéna na samcich krys,
které byly v pribéhu 16 tydni krmeny vysokotu¢nym nebo klasickym krmivem (,,chow
diet”). Cinnamaldehyd byl soufasné podavan per os a u kontrolnich skupin se nepodaval.

Podéavéani skotficového aldehydu snizilo zatiZeni slinivky bfiSni tim, Ze inhiboval oxidaci
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a zanét pusobici na Langerhansovy ostrivky a nedochazelo tak ke zvySené sekreci inzulinu

a zvétseni beta bungk.
3.2.2 Karvakrol

Karvakrol je monoterpenovy fenol produkovany rostlinami rodu Thymus, Origanum
a fadou dalSich aromatickych rostlin. M4 mnoho biologickych a farmakologickych vlastnosti,
kterym se vénuje mnoho aktualnich studii z nich vétSina je provedena na systémech in vitro
a je tieba jesté dodat vysledky in vivo studii. Zavéry vSak ukazuji Siroké spektrum moznych
vlastnosti karvakrolu, do kterych lze =zahrnout uCinky antioxidac¢ni, antibakteridlni,
antifugadlni, antikarcinogenni, protizdnctlivé, hepatoprotektivni, spasmolytické ¢i
vasorelaxacni. V nizkych koncentracich se pouziva jako potravinové aditivum slouzici jako
konzervant nebo slozka upravujici chut’ produktu. Mezi produkty, ve kterych karvakrol slouzi
pro upravu chuti, patii alkoholické napoje, pecivo, zZvykacky, mrazené mlécné vyrobky ¢i
nealkoholické néapoje. Jako konzervant slouzi u potravin jako je ryZze, hroznové vino,
hroznova raj¢ata, jable¢ny dzus, mléko, kiwi a dalsi (Suntres et al., 2015).

Mnozstvi uréité latky v silici je zavislé na mnoha faktorech. Ve studii Raina and Negi
(2014) je vidét velky rozptyl obsahu karvakrolu v Origanum vulgare L. ssp. vulgare
(dobromysl obecnd). Silice z rostlin ze sedmi rtznych lokaci byly analyzovany pomoci GS
ajejich slozeni bylo velmi rozdilné. Obsah Kkarvakrolu se pohyboval Vv rozmezi
od 1,5 do 63 %.

3.2.2.1 Antioxidaéni aktivita karvakrolu

Chemické slozeni a antioxida¢ni aktivitu silice z rostliny Thymus caramanicus
zkoumali Safaei-Ghomi et al. (2009). Zastoupeni latek bylo zkoumano pomoci GC
a antioxidacni aktivita testy DPPH, BCB a bleaching test linolové kyseliny. VytéZnost silice
pomoci hydrodestilace z rostliny byla 0,99 % a pomoci extrakce methanolem se ziskalo
11,5 % suSeného extraktu. Hlavni slozku silice tvofil karvakrol s 85,94 %. Nejvyssi aktivitu
vtestu DPPH vykazovala polarni subfrakce methanolového extraktu jehoz ICsy byla
43,17 pg/ml. 1Cso silice a standardu karvakrolu vykazovaly hodnoty horsi (263,09
a 448,05 pg/ml). V BCB testu vykazovala dobré antioxidac¢ni schopnosti naopak nepolarni
subrakce, jejiz hodnoty byly nejbliZze k hodnotam standardu BHT.

Antioxida¢ni a antinociceptivni u€inky karvakrolu vysetfovali Guimaraes et al. (2010).

V metod€ TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parametr) vykazoval silné antioxida¢ni
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ucinky, které byly srovnatelné s ucinky troloxu i o-tokoferolu. Byla taktéz prokazana
vyznamna aktivita s oxidem dusnatym, jenz miize reagovat s reaktivnimi formami kysliku,
coz vede ktvorbé peroxidusitanti se silnymi oxidacnimi schopnostmi. Karvakrol, jako
antioxidant, muize snizovat oxida¢ni stres a regulovat ¢i IéCit bolest souvisejici
S prooxidac¢nimi stavy.

Dalsi studii zabyvajici se antioxida¢nimi ucinky karvakrolu je prace Quiroga et al.
(2014). Byl zkouman vliv karvakrolu na chemickou a senzorickou stabilitu prazenych
slune¢nicovych seminek. Pro ptenos silice na seminka byl vyuZit rafinovany slune¢nicovy
olej. Studie srovnavala 0U¢inky karvakrolu, thymolu, syntetického BHT a kontrolniho
samostatného vzorku. Antioxidac¢ni aktivitu sledovali pomoci nartGstu peroxidového a p-
kontrolni vzorek bez antioxidantu. Srovnatelné stfedni hodnoty vykazoval jak karvakrol, tak
thymol. Pfitomnost monoterpent zlepsila stabilitu prazenych slune¢nicovych seminek, branila

oxidaci lipidi a vyvoji Zluklého zapachu a chuté.
3.2.3 Thymol

Cisty thymol je bila krystalicka pevna latka (Esmaeili and Khodadadi, 2012). Jedn4 se
o monoterpenovy fenol a je izomerem karvakrolu, ktery vykazuje podobné biologické ucinky
jako karvakrol, pfedev§im antimikrobialni a antioxida¢ni (Ramos et al., 2012). Vyskytuje se
hlavné v silici tymidnu a oregana (Ramos et al.,, 2014b), kdy se jeho mnoZzstvi muze
pohybovat v pomérné velkém rozsahu. Rozptyl obsahu thymolu v Origanum vulgare L. ssp.
vulgare z raznych lokaci byl kupfikladu od 13,7 do 85,9 % (Raina and Negi, 2014). Spole¢né
s karvakrolem je povazovan za bezpe¢ny a je uveden v seznamu povolenych latek uré¢enych

pro aromatizaci vydanym Evropskou komisi (Ramos et al., 2014a).

3.2.3.1 Antioxida¢ni aktivita thymolu

Antioxida¢ni aktivitou (AA) thymolu a karvakrolu se zabyva studie Yanishlieva et al.
(1999). Zkouma autooxidaci purifikovaného sadla a slune¢nicového oleje s riiznou
koncentraci antioxidantli. Bylo hodnoceno, zda je vyznamny rozdil mezi antioxida¢ni
aktivitou izomerickych slouc¢enin. Hodnoceni AA probihalo na zékladé méteni peroxidového
¢isla béhem skladovani vzorkli a stanovenim protekéniho faktoru (stabiliza¢ni faktor). AA

obou antioxidanti v pfipadé¢ vzorkli siddla nebyla statisticky rozdilnd. Rozdil byl vSak
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U vzorkil slune¢nicového oleje, kde thymol v koncentracich 0,02; 0,05 a 0,1 % vykazoval
vys$si AA nez karvakrol.

Chemické slozeni a biologicka aktivita silic z rostlin Satureja montana L. (saturejka
horsk4) a Satureja subspicata Bartl. ex Vis. (syn. Satureja montana var. illyrica) byly
hodnoceny ve studii Cavar et al. (2008). Vyt&znost silic z rostlin se pohybovala od 0,5 do
1,7 % a jejich sloZeni bylo stanoveno pomoci GC. V S. montana bylo 31,7 % thymolu a v S.
subspicata 28,6 %. Vsechny vzorky silic vykazovaly za pouziti metody DPPH antioxida¢ni
aktivitu srovnatelnou s pozitivnim kontrolnim vzorkem thymolu, jehoz ICsq byla stanovena na
13,3 mg/ml.

Antioxida¢ni aktivitu roztoku thymolu v ethanolu zkoumali Esmaeili and Khodadadi
(2012). Pro vyhodnoceni AA pouZili DPPH test, ktery ukéazal vyborné antioxida¢ni vlastnosti
testovaného roztoku. Hodnota ICsp roztoku byla 0,538 ug/ml.

Uvolnovanim a AA thymolu a karvakrolu z polypropylenovych obalovych filma se
zabyvali Ramos et al. (2014a). Migrace antioxidac¢nich latek byla zkoumana na dvou typech
simulantti potravin, vodnych a tukovych. Analyza migrovanych antioxidantt byla provadéna
na GC. Vys$§i migraci vykazoval thymol, jehoz hodnoty antioxidacni kapacity stanovené
metodou DPPH dosahovaly taktéz vysSich hodnot. Inhibice radikalu v isooktanu byla 42,2 %.
Studie dokazuje vysoky potencial vyuziti jak thymolu tak karvakrolu v aktivnich obalech
slouzicich pro prodlouzeni trvanlivosti potravin. Ramos et al. (2014b) zkoumali i thymol
v obalech tvoienych kyselinou polymlécnou. V procesu vyroby obalu byl pomérné stabilni

a nasledné vykazoval vyznamnou antioxida¢ni aktivitu.
3.2.4 Tymochinon

Tymochinon je latka vyskytujici se v rostliné Nigella sativa (Cernucha setd) a je jeji
hlavni biologicky aktivni slozkou. V tad¢ studii vykazuje antioxidacni, protizanétlivé,
antidiabetické, imunomodulaéni ¢i antikancerogenni u¢inky (Johnson-Ajinwo and Li, 2014).
Dalsi vlastnosti tymochinonu, které se zkoumaji, jsou schopnosti piisobit antimikrobidlné,
gastroprotektivné, hepatoprotektivné a kardioprotektivné prostiednictvim tpravy hladiny
cholesterolu, triglyceridi, LDL a HDL (Ramadan, 2007).

Stanovenim mnozstvi tymochinonu (TQ) v rostliné Nigella sativa se zabyvala studie
Belete and Dagne (2014). Vytéznost oleje (silice) ze semen lisovanim se uvadi 36 - 38 %
a vytéznost parou destilované silice z oleje se pohybuje vrozmezi 0,4 - 2,5 %. Studie

porovnava mnozstvi TQ ziskané z komeréné dostupného oleje a semen. Stanoveni zastoupeni
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TQ se provedlo pomoci HPTLC (high performance thin-layer chromatography). Jeho obsah
v semenech byl 1 % a v Cerstvé lisovaném oleji 1,3 %. Vzhledem k velkym rozdilim v cené
kminového oleje a semen, a podobnému obsahuTQ, se nabizi jako zdroj TQ komodita s nizsi

cenou, tedy kminova semena.

3.2.4.1 Antioxida¢ni aktivita tymochinonu

Slozeni a antioxida¢ni potencidl silice a acetonového extraktu ze semen kminu
¢erného zkoumali Singh et al. (2005). Slozeni vzorka bylo stanoveno pomoci GC.
Tymochinon tvofil v silici 11,27 % a po p-cymenu, ktery piedstavoval 36,2 % silice, byl
druhou majoritni slozkou. Hlavni slozkou extraktu byla kyselina linolova a TQ tvofil 11,8 %.
Antioxida¢ni aktivita byla zkoumana na zakladé¢ zmény peroxidového Cisla, kdy vykazoval
jak extrakt, tak silice srovnatelné silné hodnoty s kontrolnimi vzorky BHA a BHT. Silné
antioxida¢ni u¢inky zkoumané vzorky vykazovaly i v metodé¢ DPPH.

Stanovenim obsahu tymochninonu a AA silice z Nigella sativa se zabyvali i Lutterodt
et al. (2010). Pomoci GC stanovili obsah TQ v Sesti riznych Sarzich zastudena lisované
kminové silice. Mnozstvi TQ se pohybovalo v rozmezi od 3,48 do 8,73 mg/g. Jako mozZnost
pric¢iny nizkého obsahu TQ byl uvadén zptsob skladovani pod dusikem a fakt, ze se jednalo
0 olej za studena lisovany. Extrakt i silice vykazovaly v metodé DPPH dobré antioxida¢ni
schopnosti.

AA silice Nigella sativa zkouma i studie Burits and Bucar (2000). Vytéznost silice
Soxhletovou extrakci a hydrodestilaci byla 0,41 - 0,44 % a obsah TQ se pohyboval od 28 -
57 % a byl majoritni slozkou vSech testovanych vzorki silic. DPPH metodou stanovené
hodnoty ICsp byly u silice 460,0 pug/ml a u tymochinonu 211,0 pg/ml.

Dalsi studii fesici AA a mnozstvi TQ v silici je Solati et al. (2014). Studie porovnava
dvé metody extrakce silice ze semen ¢erného kminu, Soxhletovu extrakci a superkritickou
fluidni extrakci oxidem uhli¢itym (SC-CO,). Zisk TQ Soxhletovou extrakci byl 1,06 mg/g
silice a ICsg silice ¢inila 8,26 mg/ml. Oproti tomu SC-CO; extrakei se ziskalo 4,07 mg/g silice
a tudiz byla i lep$i hodnota ICsp (2,59 mg/ml).

3.2.5 Eugenol

Eugenol je methoxyfenol s kratkym uhlovodikovym fetézcem, ktery je slozkou silice
rostliny Eugenia caryophyllata (hiebickovec kofenny). S 80 - 95 % tvoti hlavni slozku silice

(Giilcin, 2011). Eugenol je bezbarva az svétle nazloutla tekutina, kterd se mimo hiebicek
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nachazi i v fadé dalSich kofeni, ve skofici, bobkovém listu, muskatovém ofisku ¢i v bazalce
(Chatterjee and Bhattacharjee, 2013). Pro svoji charakteristickou viini a chut’ se pouziva
V kosmetickém a potravinaiském prumyslu. Své vyuziti ma také v zubnim 1ékarstvi, kde ma
uplatnéni jako sedativum a spole¢né s oxidem zineC¢natym se pouziva jako cement (Atsumi
et al. 2005). Ma antifugalni, antibakterialni, antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky (Chatterjee
and Bhattacharjee, 2013).

Stanovenim chemického slozeni dvou rGznych komeréné prodavanych znacek
hiebi¢ku (Syzigium caryophyllatum), Guzal a Shahi, se zabyvali Hossain et al. (2012). Obsah
silice ve vzorcich byl 1,2 a 0,79 %. Zastoupeni jednotlivych slozek se stanovovalo pomoci
GC. Eugenol byl hlavni slozkou obou zkoumanych znaek, ve vzorku znacky Guzal

zastupoval 51,52 % silice a v Shahi 46,53 %.

3.2.5.1 Antioxidac¢ni aktivita eugenolu

Silice hiebicku patii mezi antioxidacné nejaktivnéjsi slouCeniny a je i jednou z nejlépe
prozkoumanych silic pouzivanych pro potraviny ¢i jako potravinovy doplnék. Hiebicek a jeho
hlavni slozka eugenol vykazuji silnou AA, ktera je srovnatelna s BHA. Casté je jeho pouziti
hiebi¢ku v tradi¢ni mediciné (Mittal et al., 2014).

Bioaktivita hiebi¢kové silice byla hodnocena ve studii Khunkitti et al. (2012).
Plynovou chromatografii byl stanoven obsah eugenolu na 99,16 % silice. AA silice byla
hodnoce metodou DPPH. ICsy hiebickové silice byla 132,2 pg/ml a samotného eugenolu
145,2 ng/ml. Studie zkoumala silici kviili moZznosti vyuziti v ptipraveich pecujicich o plet
a vzhledem k cytotoxicité eugenolu doporucuje jeho velmi nizké koncentrace a dalsi klinické
studie.

Antioxidaé¢ni aktivita eugenolu byla zkoumana ve studii Giilcin (2011). Byl hodnocen
vliv eugenolu na peroxidaci kyseliny linolové a jeho schopnosti reagovat s radikaly DPPH.
V emulznim systému kyseliny linolové vykazoval vysokou antioxidacni aktivitu. 15 pg/ml
inhibovalo z 96,7 % peroxidaci kyseliny linolové. Tyto vysledky byly srovnatelné se
16,06 pg/ml. Pro srovnani ICso BHA a BHT byla 25,51 a 34,01 pg/ml.

Antioxida¢ni aktivita eugenolu in vivo a in vitro byla zkoumana ve vyzkumu
Nagababu et al. (2010). In vitro AA hodnotila peroxidaci lipidi na mitochondriich. Inhibi¢ni
aktivita eugenolu byla asi pétkrat vyssi neZ u oa-tokoferolu a desetkrat niz$i nez u BHA.

Invivo AA byla hodnocena stanovenim urcitych biochemickych parametrt, peroxida¢nich
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produkti a histopatologickym vySetfenimu u testovanych krys. Eugenol vyrazné inhiboval
zvySovani sérové aspartataminotransferazy, kterd je laboratornim ukazatelem poskozeni
jaternich bunék. Eugenol plsobil jako sekundarni antioxidant, spiSe reagoval s jiz vzniklymi

volnymi radikaly, nez aby zabranoval jejich vzniku.
3.2.6 Allylisothiokyanat

Allylisothiokyanat (AITC) je alifaticky isothiokyanat odvozeny od glukosinolatu
sinigrinu. Jeho bohatym zdrojem je brukvovitd zelenina (Savio, 2015). Jedna se o bezbarvou
se nachazi vkfenu, v semenech Cerné brukve nebo ve vafeném zeli. Pouziva se
V potravindistvi jako ptidatna latka upravujici chut’ a viini. M4 1 Siroké medicinské vyuziti
jako rubefacient, adjuvans (prostiedek podporujici ¢i doplnujici zesilujici Géinek Iéku) nebo
AITC je obecné povazovan za bezpecnou latku s ptiznivymi uCinky na lidsky organismus.
Plisobi antimikrobaln¢ a antioxida¢né (Wang et al., 2010).

Peng et al. (2014) zkoumali chemické slozeni rostliny Sinapis alba (hoicice setd).
Vytéznost silice ze semen hoicice seté byla 1,7 %. Zastoupeni jednotlivych biologicky

aktivnich latek se stanovilo pomoci GC. AITC byl hlavni slozkou silice a tvofil 71,06 %.

3.2.6.1 Antioxidaéni aktivita allylisothiokyanatu

Schopnost AITC zachytavat volné radikaly, omezit kaZeni ovoce a vliv na jiné
antioxidanty zkoumali Wang et al. (2010). Tyto G¢inky byly testovany na bortvkach, které
jsou samy o sob& bohatym zdrojem pfirodnich antioxidantt. Vysledky studie ukdazaly
pozitivni vliv AICT na skladovatelnost oddalenim jejich kazeni. AvSak co se ty¢e samotné
antioxida¢ni aktivity, tak vliv AITC nebyl pfili§ pozitivni. Ve vzorcich, na kterych byl
aplikovan, byly detekovany nizsi hladiny celkovych fenolii a anthokyant nez v kontrolnim
vzorku bez AITC. Proto mély vzorky s AICT horsi 1 vysledky v testu DPPH. Vysledky této
studie naznacuji, ze AITC nemusi podporovat antioxidacni vlastnosti. Paradoxné piisobil
prooxidacn€ a vysoké mmnozstvi reaktivnich forem kysliku inhibovalo rist a proliferaci
mikrobidlnich bunék. Za zvazeni tak stoji pouziti AITC jako fungicidu na oSetieni nékterych
na antioxidanty bohatych plodin. Dalsi studie by mély ukézat, zda nemlZe mit tento zplisob

oSetfeni vliv na senzorickou kvalitu plod.
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3.2.7 Allyldisulfid

Allyldisulfid (diallyl disulfid) je bioaktivni latka, organicka sirna sloucenina,
nachdzejici se v Cesneku. Jedna se o kapalinu sostrou vini a chuti Cesneku. Ma
antimutagenni, antikarcinogenni, spermatocidni ¢i antihypertezni u¢inky (National Center for
Biotechnology Information, 2014). Jsou zkoumany jeho antioxida¢ni u¢inky (Chung, 2006).
Za pritomnosti peroxidu vodiku nebo kyseliny peroctové oxiduje na allicin. Allicin zase miize
hydrolyzovat na diallyl disulfid nebo diallyl trisulfid (Yi and Su, 2013). Allyldisulfid vznika
piirozkladu allicinu, ktery se uvoliiuje pfi mechanickém zpracovani Cesneku a dalSich rostlin
z Celedi Alliaceae. Kromé svych zdravotné prospésnych vlastnosti je také alergenem (Yun et
al., 2014).

Lee at al. (2003) zkoumali zastoupeni aromatickych slozek v korejském cesneku.
Stanoveni sloZek probihalo na GC. Hlavni slozky tvofily allyldisulfid (57,88 %), allyl sulfid
(23,59 %) a diallyl trisulfid (11,40 %). Allicin, vzhledem ke své nestabilité, nebyl detekovan

vubec.

3.2.7.1 Antioxida¢ni aktivita allyldisulfidu

Antioxidacni schopnosti Cesneku hodnotili Lawrenc and Lawrenc (2011). Zkoumali
AA silice izolované z Cerstvych oddénku ¢esneku. Vytéznost silice byla 0,2 %. AA hodnotili
metodou DPPH. Vysledky ukézaly, Ze s rostouci koncentraci rostla i inhibice volnych
radikali. Hodnota ICs silice Cesneku byla stanovena na 0,5 mg/ml. Dobrou AA vykazovala
silice i v testu BCB.

Antioxida¢nimi vlastnostmi slou¢enin Cesneku se vénuje prace Chung (2006). Studie
zkouma zplisoby AA allydisulfidu. allicinu, alliinu a allylcysteinu. Se superoxidy reagoval
aliin, zatimco allyl cystein a allyldisulfid se na této reakci nepodilely viibec. Allicin pro
zménu potlacoval vznik Superoxidii v xantinoxidazovém systému. Slouceniny alliin,
allylcystein a allyldisulfid reagovaly s hydroxylovymi radikaly a pisobily tedy jako
sekundarni antioxidanty. Allyldisulfid se jevil jako terminator peroxidace lipidi. Kazda

z latek tedy vykazovala odlisSné moznosti v ptsobeni proti volnym radikaltim.
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Obrazek 3 Chemicka struktura vybranych antioxidant
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Materialy

4.1.1 Sadlo

Veprové Skvarené sadlo bez piisad Lando. Prodavajici: Kaufland Ceska republika, v.o.s., Pod

Visnovkou 25, CZ-140 00 Praha 4. Zem¢ puvodu: Rakousko. L4444/26630

412 MCM-41

MCM-41 pro experimentalni Cast ptipravila a poskytla Andrea Bernardos, Ph.D.
Materidl byl taktéz pouzit ve vyzkumu Bernardos et al. (2014), kde je konkrétné¢ popsan
postup syntézy MCM-41 a navazani antioxida¢nich latek. Pomér antioxidantu a MCM-41 byl

po navazani 1:1.

4.1.3 Antioxidanty

Cinnamaldehyd (99%), Sigma-Aldrich, UK
Karvakrol (98%), Sigma-Aldrich, UK
Thymol (99%), Sigma-Aldrich, UK
Tymochinon (99%), Sigma-Aldrich, UK
Eugenol (99%), Sigma-Aldrich, UK
Allylisothiokyanat (98%), Sigma-Aldrich, UK
Allyldisulfid (80%), Sigma-Aldrich, UK
BHA, Sigma-Aldrich, USA

4.1.4 Cinidla potfebna pro stanoveni peroxidového &isla

Chloroform, Penta, Ceska republika
Kyselina octova, Penta, Ceské republika
Jodid draselny, Lachema, Ceska republika
Thiosiran sodny, Lachner, Ceska republika

Skrob rozpustny, Lachema, Ceska republika

4.1.5 Pristroje

Analytické vahy AND, max.= 180 g, d= 0,1 mg, Japonsko
Laboratorni termostat POL-EKO, Polsko
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4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity dle Schaala

Princip Schaalova testu je zalozen na sledovani pribéhu oxidace tukii méfenim
piiristku hmotnosti nebo na zikladd zmény peroxidového &isla (PC). Tuk je skladovan
za pristupu kysliku ve tmé pii teploté 60 °C. Nartist hmotnosti je ddn absorbovanym kyslikem
béhem skladovani. Narist mnozstvi peroxidicky vazaného kysliku, v podobé primarnich
produktt oxidace, v tuku se poté promitd v hodnotach naméfeného peroxidového Cisla.

Pro vyhodnoceni testu na zdkladé hmotnostni zmény je nutné stanoveni relativni

X

m,—m
zmény hmotnosti (RZH), ktera se pocita dle vzorce RZH = m—p, kde my je hmotnost sadla
P

s antioxidantem v jednotlivych dnech méteni a m, je hmotnost sadla s antioxidantem v prvni
den méfeni.

(V1—Vp)*c

PC se stanovilo dle vzorce PC = , kde Vi je objem roztoku thiosiranu

sodného pouzitého pfi titraci vzorku [ml], Vo pfedstavuje objem roztoku thiosiranu sodné¢ho
pouzitého pfti titraci slepého pokusu [ml], ¢ je koncentrace pouzitého roztoku thiosiranu
sodného [mmol/l] a m je navazka vzorku [g].

Stabilita tuku je hodnocena na zaklad¢ induk¢ni periody (IP). Jeji hodnota se stanovi

na zakladé zavislosti relativnich zmén hmotnosti ¢1 PC na ¢ase viz Obrazek 4. Méfitkem
IPinp

antioxida¢ni aktivity je protek¢ni faktor (PF), ktery se vypo¢ita dle vzorce PF = , kde

o

IPinn je indukéni perioda vzorku s inhibitorem (antioxidantem) a 1Py je indukéni perioda

vzorku bez inhibitoru.

Peroxidové ¢islo [mmol/kg]

Reakéni doba  [dny]

Obrazek 4 Grafické stanoveni indukéni periody ze zavislosti zmény peroxidového cisla na ¢ase
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4.2.1.1 Postup Schaalova testu

Do pfedem zvazenych 100 ml kadinek o priméru 50 mm bylo navazeno rizné
mnozstvi antioxidantu ¢i antioxidantu vdzaného na MCM-41 a 25 g sadla. Koncentrace
antioxidantu byla 0,01; 0,02; 0,04; 0,06 ¢i 0,08 % (m/m). Jako kontrolni vzorek bylo do
kadinek navazeno i sadlo samotné. VSechny vzorky byly navazeny ve tfech opakovanich
a byly skladovany v termostatu pfi teploté 60 °C. Poté byly vazeny nebo bylo stanovovano
jejich PC v riiznych intervalech, zpravidla se jednalo o t¥i nebo v pozdgjsi fazi pokusu dvé
meéfeni v tydnu.

Test byl proveden 6x s riznymi zménami. Pfirodné identické antioxidanty byly vzdy
porovnavany ve formé volné a ve formé vazané na kiemicity material MCM-41. Zarovén byl

vzdy hodnocen kontrolni vzorek samostatného sadla.

Schaaluv test &. 1

V uvodnim testu byly testovany vSechny vybrané antioxida¢ni latky, tedy
cinnamaldehyd, karvakrol, thymol, tymochinon, eugenol, allylisothiokyanat a allyldisulfid.
Byly testovany v koncentraci 0,01 a 0,02 %. Schaaliv test byl vyhodnocen na zakladé

relativni zmény hmotnosti.

Schaaluv test ¢&. 2

V druhém testu byla hodnocena AA vSech testovanych antioxidacnich latek pfti
koncentraci 0,04 %. Taktéz se testovala mozna AA samotného MCM-41, jehoz koncentrace

byla 0,01; 0,02 a 0,04 %. Vyhodnoceni bylo na zaklad¢ relativni zm&ny hmotnosti.

Schaaluv test ¢. 3

V tietim testu se hodnotila AA pfirodnich antioxidanti o koncentraci 0,08 %.

Vyhodnoceni testu se provadélo na zaklad¢ relativni zmény hnotnosti.

Schaaluv test ¢. 4

Ve étvrtém testu byl zkouman z piirodné identickych antioxidantt jen eugenol, byla
testovana jeho AA pii koncentraci 0,02 a 0,08 %. Koncentrace 0,02 % byla hodnocena
i u syntetického antioxidantu BHA a koncentrace 0,08 % byla testovana také u samotného
MCM-41. Tento test byl vyhodnocen na zékladé relativni zmény hmotnosti i zmény PC.
Stanoveni PC probihalo dle CSN EN 1SO 3960 nasledujicim postupem:

Do Erlenmayerovy banky byl navazen 1 g vzorku. Vzorek byl rozpustén ve 30 ml

chloroformu a kyseliny octové (v poméru 1:1). Po rozpusSténi vzorku byl pfidan 1 ml
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nasycen¢ho jodidu draselného. Baiika byla uzaviena a 1 minutu byl jeji obsah promichévan
ttepanim. Poté se banka nechala stat ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Néasledné
bylo ptidano 50 ml destilované vody. Po promichani roztoku bylo pfidano nékolik kapek
Skrobového mazu jako indikatoru. Nakonec byl roztok titrovan odmérnym roztokem
thiosiranu sodného o koncentraci 0,01 mmol/l do odbarveni. Stejnym postupem se provedl
i slepy pokus. Vysledné PC se stanovilo podle vzorce uvedeného v kapitole 4.2.1.

Z divodu nerovnomérného vzestupu PC nebylo mozné stanoveni IP dle Obrazku &. 4
(viz vyse). IP byla tedy stanovena u viech vzorkil pfi nartistu PC na hodnotu 0,01 mmol

aktivniho kysliku na gram tuku.

Schaaluv test €. 5

V patém testu byl hodnocen pouze eugenol o koncentraci 0,02; 0,04; 0,06 a 0,08 %
hmotnosti sadla. Byly nastaveny alternativni podminky testu. Do pfedem zvazenych Petriho
misek o priméru 40 mm bylo navazeno dané mnozstvi eugenolu a 2,5 g sadla. Kontrolni
vzorek sadla bez antioxidantu byl taktéz v mnoZzstvi 2,5 g. Takto pfipravené vzorky byly
skladovany v termostatu za pfistupu vzuchu pii teploté 40 °C. Konecné vyhodnoceni AA

probihalo na zaklad¢ relativni zmény hmotnosti.

Schaaluv test €. 6

V poslednim testu byla hodnocena AA vybranych antioxidanti pti koncentraci 0,02;
0,04 a 0,08 % opét za standardnich podminek, tzn. 25 g sadla skladovaného pfi teploté 60 °C.
Testovan byl eugenol, karvakrol a tymochinon. Byla hodnocena i AA syntetického BHA

o koncentraci 0,02 %.
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5 Vysledky

Vysledky jednotlivych testl jsou uvedeny v tabulkové podobé. V piipadé, kdy byl
rozdil hodnot IP antioxidantu vazaného a nevdzaného na kiemicity material nizsi nez 1, byla

hodnocena stabilita tuku a tedy i AA jako srovnatelna.

5.1 Schaalav test ¢. 1

Tabulka 4 uvadi souhrn indukénich period a protekénich faktorti vSech zkoumanych
antioxidanti v koncentraci 0,01 %. Ve ¢tyfech ptipadech byla AA antioxidant vazanych na
MCM-41 vys$i nez v pripadé jejich volné formy. Konkrétné se jednalo o vzorky
tymochinonu, eugenolu, allylisothiokyanatu a allyldisulfidu. Srovnatelnou AA vykazovaly
vzorky thymolu a karvakrolu. Protekéni faktor niz$i nez 1 mél cinnamaldehyd v obou
formach, allylisothiokyanat a allyldisulfid, tudiZ v téchto pfipadech nebyla zaznamendna
zadna AA.

Tabulka 4 IP a PF vzorki s antioxidantem (0,01 %) vazanym a nevazanym na MCM-41

IP [dny]
Vzorek 1. 2. 3. prumér PF
Kontrola 13,5 12,8 12,5 12,9 1,00
CN 12,5 12,0 12,0 12,2 0,94
CNSi 13,5 12,0 12,0 12,5 0,97
CAR 15,5 14,5 13,5 14,5 1,12
CARSi 15,0 14,0 14,5 14,5 1,12
THL 16,0 14,5 13,5 14,7 1,14
THLSI 14,5 14,0 13,5 14,0 1,08
TQ 19,0 17,5 16,5 17,7 1,37
TQSi 20,0 20,0 20,0 20,0 1,55
EU 15,0 14,0 15,0 14,7 1,14
EUSI 18,0 19,5 19,0 18,8 1,46
AITC 10,0 9,0 10,0 9,7 0,75
AITCSi 16,5 17,0 17,0 16,8 1,30
ADS 10,0 12,0 13,0 11,7 0,90
ADSSi 17,5 17,5 17,0 17,3 1,34

CN- cinnamaldehyd; CNSi- cinnamaldehyd vazany na MCM-41; CAR- karvakrol; CARSi- karvakrol vazany na MCM-41;
THL- thymol; THLSI- thymol vazany na MCM-41; TQ- tymochinon; TQSi- tymochinon vazany na MCM-41; EU- eugenol;
EUSI- eugenol vazany na MCM-41; AITC- allylisothiokyanat; AITCSi- allylisothiokyanat vazany na MCM-41; ADS-
allyldisulfid; ADSSi- allyldisulfid vazany na MCM-41
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Tabulka 5 uvadi vysledné IP a PF pii aplikaci antioxidantu 0 koncentraci 0,02 %. Pti
této koncentraci byla AA ve vSech ptipadech vyssi u latek samostatnych, tedy nevazanych na
kfemicity material.

Tabulka 5 IP a PF vzorkii s antioxidantem (0,02 %) vazanym a nevazanym na MCM-41

IP [dny]
Vzorek 1. 2. & prumér PF
Kontrola 13,5 12,8 12,5 12,9 1,00
CN 22,5 23,5 22,0 22,7 1,75
CNSi 11,5 12,0 12,5 12,0 0,93
CAR 22,0 21,8 22,0 21,9 1,70
CARSI 15,0 15,5 15,0 15,2 1,17
THL 21,5 21,5 21,3 21,4 1,66
THLSI 16,0 17,0 16,0 16,3 1,26
TQ 28,3 30,5 30,5 29,8 2,30
TQSIi 20,0 21,0 20,0 20,3 1,57
EU 23,0 23,8 23,8 23,5 1,82
EUSI 17,5 15,5 17,3 16,8 1,30
AITC 22,5 22,5 22,5 22,5 1,74
AITCSi 15,5 15,5 15,0 15,3 1,19
ADS 21,0 22,0 21,0 21,3 1,65
ADSSi 16,0 15,0 16,0 15,7 1,21
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5.2 Schaaliv test ¢. 2

Nasledujici tabulka uvadi IP a PF antioxidanti o koncentraci 0,04 %.Tymochinon
a eugenol dosahly srovnatelné¢ AA ve form¢ vazané na kiemicity material a ve formé volné.
PF u zbylych slouc¢enin dosahoval v obou formach hodnot v rozmezi od 0,57 do 1,03, vzorky

vy v

tedy nevykazovaly téméf zadnou AA.

Tabulka 6 IP a PF vzorkii s antioxidantem (0,04 %) vazanym a nevazanym na MCM-41

IP [dny]
Vzorek 1. 2. & primér PF
Kontrola 9,0 9,6 - 9,8 1,00
CN 10,8 9,0 10,5 10,1 1,03
CNSi 7,0 5,0 7,0 6,3 0,65
CAR 9,5 9,0 8,5 9,0 0,92
CARSi 9,5 9,6 8,5 9,2 0,94
THL 6,3 7,0 6,2 6,5 0,66
THLSI 10,0 10,0 9,3 9,8 1,00
TQ 14,2 15,2 13,1 14,2 1,45
TQSi 15,0 13,8 12,7 13,8 1,41
EU 13,2 9,2 9,8 10,7 1,10
EUSI 10,3 11,5 11,0 10,9 1,12
AITC 5,8 5,8 5,3 5,6 0,57
AITCSi - 6,0 6,0 6,0 0,61
ADS 57 55 7,3 6,2 0,63
ADSSi 6,4 7,2 7,5 7,0 0,72

V Tabulce 7 jsou uvedeny vysledky IP a PF samostatného MCM-41. Pii koncentraci

0,01 a 0,04 % nevykazoval zadnou AA.
Tabulka 7 IP a PF vzorki s riiznym mnoZzstvim MCM-41

IP [dny]
Vzorek 1. 2. Sl prumér PF
Kontrola 9,0 9,6 - 9,8 1,00
MCM-41 (0,01 % hm.) 9,0 10,6 10,6 10,1 1,03
MCM-41 (0,02 % hm.) 10,0 9,0 13,7 10,9 1,11
MCM-41 (0,04 % hm.) 6,3 7.1 7.1 6,8 0,70
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5.3 Schaaliv test ¢. 3

Ve tietim ztestd byla hodnocena stabilita tuku a AA pii koncentraci antioxidantu
0,08 %. V této koncentraci vykazovaly AA jiz vSechny slouceniny. Srovnatelna AA u formy
volné a vazané na MCM-41 byla u karvakrolu a allylisothiokyanatu. Vyssi AA ve formé
vazené na kiemicitém materialu vykazoval cinnamaldehyd, thymol, tymochinon a eugenol.

Naopak niz§i AA oproti volé formé vykazoval allyldisulfid vazany na MCM-41.

Tabulka 8 IP a PF vzorkii s antioxidantem (0,08 %) vazanym a nevazanym na MCM-41

IP [dny]
Vzorek 1. 2. &l prumér PF
Kontrola 4,0 4,0 4,0 4,0 1,00
CN 7,0 6,5 7,0 6,8 1,71
CNSi 9,0 9,0 8,5 8,8 2,21
CAR 7,5 7,5 8,0 7,7 1,92
CARSI 8,5 8,0 8,0 8,2 2,04
THL 9,0 9,0 8,0 8,7 2,17
THLSI 9,5 10,0 10,0 9,8 2,46
TQ 11,0 8,5 9,0 9,5 2,38
TQSi 12,5 10,0 9,0 10,5 2,63
EU 11,0 12,0 12,0 11,7 2,92
EUSI 13,5 13,5 12,5 13,2 3,29
AITC 6,0 5,0 7,0 6,0 1,50
AITCSi 6,0 6,0 6,0 6,0 1,50
ADS 9,0 9,0 7,5 8,5 2,13
ADSSi 6,5 6,5 4,0 5,7 1,42
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5.4 Schaalav test ¢. 4

Tabulky 9 a 10 shrnuji vysledky IP a PF stanovenych na zékladé RZH a zmény PC.
Testovan byl synteticky BHA pii koncentraci 0,02 % a MCM-41 o koncentraci 0,08 %.
Hodnocena byla také AA eugenolu v koncentraci 0,02 % a 0,08 %.

Vzhledem k nestejnému postupu stanoveni IP u hodnoceni AA na zakladé RZH
azmény PC, jsou rozdily mezi vyslednymi PF. Vzijemné vztahy mezi vzorky jsou viak
obdobné.

Hodnoty AA obou forem eugenolu pii koncentraci 0,02 % stanovené na zakladé RZH
i na zakladé zmény PC byly srovnatelné. Pii koncentraci 0,08 % byl PF vyssi v obou typech

stanoveni u eugenolu, ktery nebyl vdzdn na MCM-41.

Tabulka 9 IP a PF eugenolu, BHA a MCM-41 v riizné Koncentraci (stanoveno na zakladé RZH)

IP [dny]
Vzorek 1. 2. 3. prumér PF
Kontrola 3,8 4,0 3,1 3,6 1,00
EU (0,02 %) 55 5,8 55 5,6 1,54
EUSI (0,02 %) 55 55 6,0 5,7 1,56
BHA (0,02 %) > 20 > 20 > 20 > 20 >5
EU (0,08 %) 8,5 8,2 8,5 8,4 2,31
EUSI (0,08 %) - 9,5 9,7 6,4 1,76
MCM-41 (0,08 %) 4,2 4,1 4,1 4,1 1,14

Tabulka 10 IP a PF eugenolu, BHA a MCM-41 v riizné koncentraci (stanoveno na zakladé zmény PC)

IP [dny]
Vzorek 1. 2. 2. prumér PF
Kontrola 11,8 11,8 12,2 11,9 1,00
EU (0,02 %) 11,6 14,8 14,8 13,7 1,15
EUSI (0,02 %) 14,4 15,1 14,4 14,6 1,23
BHA (0,02 %) 25,5 24,7 27 25,7 2,16
EU (0,08 %) 12,9 12,6 13,3 12,9 1,08
EUSI (0,08 %) 12 11,3 - 11,7 0,98
MCM-41 (0,08 %) 11,3 11,3 11,3 11,3 0,95

*Z divodu nerovnomérného naristu PC byla IP stanovena u viech vzorki pfi naristu PC na hodnotu 0,01 mmol/l.
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5.5 Schaalav test ¢. 5

Vysledky Schaalova testu ¢. 5 shrnuje Tabulka 11. V tomto testu byla porovndvana
AA eugenolu o rizné koncentraci. Ve vSech ptipadech byla AA eugenolu vazaného na MCM-
41 niz8i nez v ptipad¢ latky aplikované ve volné formé.

Tabulka 11 IP a PF eugenolu vazaného a nevazaného na MCM-41 v riizném koncentraci

IP [dny]
Vzorek 1. 2. &l prumér PF
Kontrola 25,5 27,3 24 25,6 1,00
EU (0,02 %) 30,2 30,5 30,0 30,2 1,18
EUSI (0,02 %) 27,5 29,0 27,8 28,1 1,10
EU (0,04 %) 34,2 32,8 33,2 33,4 1,30
EUSI (0,04 %) 25,5 28,2 26,0 26,6 1,04
EU (0,06 %) 35,7 32,7 32,5 33,6 1,31
EUSI (0,06 %) 29,7 29,3 29,4 29,5 1,15
EU (0,08 %) 36,0 35,2 31,6 34,3 1,34
EUSI (0,08 %) 29,5 31,3 33,3 31,4 1,23

*alterativni podminky testu- mnoZstvi sadla 2,5 g a skladovani pii teploté 40 °C
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5.6 Schaalav test €. 6

V zavéreCném testu se porovnavala stabilita tuku a AA eugenolu, tymochinonu
a karvakrolu vazaného a nevazaného na kiemicity material.
Tabulka 12 ukazuje, Ze AA eugenolu v obou formach byla ve vSech pfipadech

srovnatelna.

Tabulka 12 IP a PF eugenolu vazaného a nevazaného na MCM-41 v riizném mnoZstvi

IP [dny]
Vzorek 1. 2. &l prumér PF
Kontrola 8,7 9,5 8,7 9,0 1,00
EU (0,02 %) 8,5 8,4 8,4 8,4 0,94
EUSI (0,02 %) 8,8 8,4 8,8 8,7 0,97
EU (0,04 %) 7,8 9,2 9,0 8,7 0,97
EUSI (0,04 %) 9,5 9,5 8,8 9,3 1,03
EU (0,08 %) 12,6 13,5 11,7 12,6 1,41
EUSI (0,08 %) 12,5 12,5 12,6 12,5 1,40

Z Tabulky 13, ve které jsou shrnuty vysledky IP a PF tymochinonu, vyplyva, ze AA

vvvvv

Tabulka 13 IP a PF tymochinonu vazaného a nevazaného na MCM-41 v riizném mnoZstvi

IP [dny]
Vzorek 1. 2. 3. prumér PF
Kontrola 8,7 9,5 8,7 9,0 1,00
TQ (0,02 %) 20,2 21,6 24,0 21,9 2,45
TQSi (0,02 %) 15,0 13,0 12,7 13,6 1,51
TQ (0,04 %) 25,0 30,0 31,8 28,9 3,23
TQSi (0,04 %) 13,0 14,0 13,4 13,5 1,50
TQ (0,08 %) 28,3 31,5 35,5 31,8 3,54
TQSi (0,08 %) 22,0 19,2 17,8 19,7 2,19
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AA karvakrolu byla pfi koncentraci 0,02 a 0,04 % Vv obou formach srovnatelna. Pii
koncentraci 0,08 % vykazoval vyssi AA karvakrol vazany na MCM-41. Hodnoty IP a PF
shrnuje Tabulka 14.

Tabulka 14 IP a PF karvakrolu vazaného a nevazaného na MCM-41 v rizném mnozstvi

IP [dny]
Vzorek 1. 2. & prumér PF
Kontrola 8,7 9,5 8,7 9,0 1,00
CAR (0,02 %) 9,7 8,7 9,0 9,1 1,02
CARSi (0,02 %) 10,9 10,7 9,3 10,3 1,15
CAR (0,04 %) 9,5 9,6 9,5 9,5 1,06
CARSi (0,04 %) 9,7 10,5 10,0 10,1 1,12
CAR (0,08 %) 12,0 10,0 10,0 10,7 1,19
CARSi (0,08 %) 12,5 11,7 11,5 11,9 1,33

V poslednim testu byla znovu hodnocena 1 AA syntetického antioxidantu BHA
0 koncentraci 0,02 %. Indukéni perioda byla stanovena na 35,9 dni. Oproti samostatnému
sadlu s hodnotou induk¢ni periody necelych 9 dni, lze hodnotit stabilitu tuku s BHA jako

vysokou.
Tabulka 15 IP a PF syntetického BHA v mnozstvi 0,02 % hm.

IP [dny]
Vzorek 1. 2. 8 pramér PF
Kontrola 8,7 9,5 8,7 9,0 1,00
BHA (0,02 %) 36,7 35,0 36,0 35,9 4,00
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5.7 Grafické srovnani vysledkii antioxida¢ni aktivity

Pro nazornost jsou vybrané vysledky AA zobrazeny taktéz grafickou formou. Graf 1
zobrazuje vysledky eugenolu, Graf 2 tymochinonu a Graf 3 karvakrolu. Jednotlivé Schaalovy
testy jsou oznaceny zkratkami SCHT1 az SCHT6. Vzhledem k odlisnym podminkam testu
¢. 5 nejsou jeho vysledky v grafickém srovnani zahrnuty.

Grafy 4-6 zobrazuji zavislost relativnich zmén hmotnosti v Case pii testovani
tymochinonu v riznych koncentracich pti Schaaloveé testu €. 6. IP byla v ptipadé tymochinonu
vazaného na MCM-41 ve vsech tfech testovanych konentracich znateln¢ krat$i nez u jeho
volné formy. Pfitomnost volného tymochinonu tedy zajistila vyssi stabilitu tuku v Case ve
srovnani s jeho formou vazanou na kifemiity material. Graf 7 pak zobrazuje pribéh

relativnich zmén sadla bez antioxidantu v témze testu.
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Graf 2 Protekéni faktory tymochinonu
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Graf 3 Protekeni faktory karvakrolu
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Graf 4 Pribéh oxidace sadla s tymochinonem (0,02 %)
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Graf 5 Priibéh oxidace sadla s tymochinonem (0,04 %)
Tymochinon (0,04 %)
0,007
0,006
= 0,005
é’ e TQ 1
E 0,004 p—TQ 2
=
® 0,003 =o=T1Q3
0
& =t==TQSi 1
& 0,002
IS lil=TQSi 2
=)
ﬁ 0,001 “h=TQSi 3
0
40
-0,001

Reakénidoba [dny]

45




Graf 6 Priibéh oxidace sadla s tymochinonem (0,08 %)
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Graf 7 Priubéh oxidace samotného sadla
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6 Diskuze

Soucasna odborna literatura neuvadi porovnani AA sloucenin ve formé volné a vazané
na kfemicCity material. Porovnanim ucinku slouceniny v téchto dvou forméach se nicméné
zabyvaji Bernardos et al. (2014) a Janatova et al. (2015). Konkrétné se dané prace zabyvaji
hodnocenim inhibi¢niho u¢inku vybranych slouc¢enin na Aspergillus Niger. Bernardos et al.
(2014) testovali antifugadlni ucinek karvakrolu, thymolu, cinnamaldehydu a eugenolu.
Vyznamné vys$i antifugalni aktivita u formy vazané v porovnani s formou volnou byla
sledovdna u karvakrolu a thymolu. Janatova et al. (2015) hodnotili Sir§i Skalu sloucenin.
Testovana byla antifugalni aktivita stejnych sloucenin, u nichz byla v nasem piipadé
stanovovana AA, tedy thymolu, tymochinonu, eugenolu, karvakrolu, cinnamaldehydu,
allyldisulfidu a allylisothiokyanatu. Antifugalni aktivitu vykazovaly thymol, tymochinon,
eugenol, karvakrol a cinnamaldehyd. Statisticky vyznamné vyss$i byla tato aktivita u forem
vazanych na kiemicity material MCM-41. Zapouzdieni sloucenin zplisobilo omezeni jejich
tékani a tudiz prodlouZeni jejich U€inku. Vyjimkou byly pouze slou€eniny obsahujici siru
(allyldisulfid a allylisothiokyanat). Na zakladé téchto vysledki bylo mozné ptedpokladat
podobny efekt sloucenin pfi hodnoceni jejich antioxida¢nich ucinki.

Vzhledem k tomu, Ze nejsou dostupné zadné informace o porovnani AA latek volnych
a vazanych na kiemicCity materidl, byla provedena tada Sesti Schaalovych testi, které na sebe
logicky navazuji.

V Schaalové testu ¢. 1 byla hodnocena AA pii koncentraci slou¢enin 0,01 a 0,02 %.
Pii koncentraci 0,01 % vykazovaly vyS$i stabilitu vzorky tymochinonu, eugenolu,
allylisothiokyanatu a allyldisulfidu, jeZ byly navazany na MCM-41. Vysledky zbylych vzorka
byly v obou formach srovnatelné. Pti koncentraci antioxidantu 0,02 % byla AA vzdy vyssi za
pritomnosti slouceniny ve volné formé. Kromé vzorkti EUS1 a ADSSi, byl ve vSech ptipadech
S vys$si koncentraci i vys$si vysledny PF.

Schaalovy testy ¢. 2 a 3 mély za ukol doplnit prvni test o vysledky pii vyssi
koncentraci antioxidantu. Schaalliv test ¢. 2 testoval vzorky s koncentraci 0,04 %. Pouze
tymochinon a eugenol v této koncentraci vykazovaly néjakou AA a ta byla ve form¢ vazané
i volné srovnatelna. Tetnto test zaroven hodnotil, zda samotné MCM-41 nemize vykazovat
AA. Material MCM-41 byl hodnocen piti koncentraci 0,01; 0,02 a 0,04 % a u Zadného ze
vzorkll nebyla vyzamna AA. Nejvyssi PF mél v tomto ptipadé MCM-41 o koncentraci
0,02 %, jehoz hodnota byla 1,11. Test ¢. 3 dopliioval hodnoceni o nejvyssi z koncentraci, tedy

0,08 %. V této pomérné vysoké koncentraci vykazovaly vyssi AA opét, jako v testu €. 1 pfi
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koncentraci 0,01 % vzorky eugenolu a tymochinonu, které byly vazané na MCM-41.
Obdobnych vysledki, avsak rozdilnych vici testu ¢. 1 a koncentraci 0,01 % dosahly tentokrat
cinnamaldehyd a thymol. Allyldisulfid v této koncentraci dosahoval lepSich vysledki ve
formé volné.

Takto odlisné vysledky mohou byt dany rozdilnymi podminkami testt. Zakladni
nastaveni testu bylo sice stejné, ale testy probihaly v rizném c¢ase a tudiz sadlo, které bylo
pouzito, nemuselo byt naprosto shodné. Svédci o tom i IP kontroly, tedy samotného sadla. IP
sadla v testech ¢. 1, 2 a 3 byly 12,9 dnti, 9,8 dne a 4 dny. Ocekavana hodnota byla kolem 10
dnt (pfi vypoctu na zékladé RZH). Mtzeme tedy vyvodit, ze sadlo pouzité Vv testu ¢. 3 mohlo
byt pred zakoupenim skladovano déle nebo za nevhodnych podminek.

Pro omezeni rozdilnosti podminek jednotlivych testii, byl do testu €. 4 vybran pouze
jeden z antioxidantd a byl testovan ve dvou rozdilnych koncentracich. Vzhledem k tomu, ze
tento postup byl jiz vyuzit v testu €. 1, byly koncentrace zvolené s vét§im rozdilem a to 0,02
a 0,08 %. Vzhledem k tomu, ze silice hiebicku patii mezi antioxidaéné nejaktivnéjsi (viz
kapitola 3.2.5), tak byla vybrana jeho hlavni slozka, tedy eugenol, jako vzorovy antioxidant
pro tento a dalsi testy. Pfi koncentraci 0,02 % byla AA v obou formach eugenolu shodnd a pii
koncentraci 0,08 % byla AA vyssi u eugenolu volného. Je tieba vSak uvést, Ze IP sadla byla
Vtomto testu taktéz nizka jako u testu ¢. 3. Pro doplnéni fady testovanych koncentraci
u MCM-41, byla v tomto testu hodnocena jeho AA pti koncentraci 0,08 %. Jeho PF byl 1,14
a jeho IP se od IP kontroly lisilo pouze o 0,5 dne.

V predchozich testech byly vzdy stejné podminky, tedy 25 g sadla skladovanych pii
60 °C v kadinkach. Vzhledem k rozlicnym vysledkiim lze pifedpokladat, ze vysledky nebyly
ovlivnény vyssi tékavosti vzorkt, které byly ve formé volné. Proto byly v Schaalové testu €. 5
nastaveny jest¢ alternativni podminky. Pro testovani bylo pouzito pouze 2,5 g sadla, které
bylo skladovano v Petriho miskach pti 40 °C. Timto zplisobem se zvétSila mozna plocha pro
odpafovani volného antioxidantu, ale zarovenn byla snizena teplota skladovani. Za téchto
podminek byl hodnocen opét eugenol. Tentokrat v koncentracich 0,02; 0,04; 0,06 a 0,08 %.
Ve vsech ptipadech byla AA vyssiu formy volné, tudiz se nepotvrdilo, ze pfi Schaalové testu
muize mit vliv na zpomaleni oxidace navazani antioxidantu na kiemicity materidl, kterym se
zpomali jeho uvoliovani a tak se 1 omezi jeho moZny tinik tékanim béhem skladovani.

Pro potvrzeni doménky, Ze tedy AA neni ovlivnéna formou, ve které je antioxidant ve
vzorku, byl proveden posledni test. Tentokrat se testoval eugenol, tymochinon a karvakrol pfi
koncentraci 0,02; 0,04 a 0,08 %. Pouze eugenol a tymochinon vykazovaly v pfedchozich

testech alesponi ve dvou koncentracich vyssi AA ve formé vazané na MCM-41. Jak jiz bylo
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zminéno, jednalo se o koncentraci 0,01 % Vv testu ¢. 1 a koncentraci 0,08 % v testu ¢. 3. Jako
treti testovany antioxidant byl vybran karvakrol, ktery v ptedchozich testech kromé testu €. 1
pti koncentraci 0,02 %, nevykazoval rozdilnou AA ve formé vazané a nevazané na kiemicity
material. Vysledné PF eugenolu v poslednim ztestd byly vobou formach ve vsech
testovanych koncentracich obdobné. Podobné dopadly i1 vysledky karvakrolu. Pouze pri
pouziti vazané formy pii koncentraci 0,08 % byla AA vyssi oproti formé volné. Zajimavych
vysledkt vSak dosahl tymochinon (viz Graf 4-6), ktery ve vSech koncentracich dosahoval
vysSich IP ve formé volné.

Pro zajimavost a porovnani AA byl navic hodnocen v testu ¢. 4 a 6 synteticky BHA
0 koncentraci 0,02 %. Jeho PF byly > 5 a 4. Lze jej tedy zatadit dle téchto hodnot mezi silné
antioxidanty. Tomuto PF s hodnotou 3,54 se nejvice piiblizil pouze tymochinon ve volné
formé, avSak pti koncentraci ¢tyfnasobné vyssi. Testované antioxidanty je tedy mozné oznacit
jako slabé antioxidanty. Neni nezajimavé, ze silice obsahujici slouceniny testované
Vv experimentalni Casti jsou v fadé publikaci oznacovany za antioxidanty se shodnou AA jako
ma BHA (Singh et al., 2005; El-Baroty et al., 2010; Mittal et al., 2014). Samotné slou¢eniny
tedy puasobi spiSe méné efektivné nez za piitomnosti sloucenin dalSich, ptipadné za
piitomnosti jejich derivati. Porovnanim AA eugenolu, thymolu a karvakrolu a jejich derivata
se zabyvali Masteli¢ et al. (2008). AA derivati byla vzdy vyss$i (v jednom piipadé az
dvojnasobné vyssi).

Lepsi AA silic oproti samotnym sloucenindm lze vysvétlit také tim, ze jednotlivé
slouc¢eniny silice mohou pusobit s riznymi produkty oxidace, primarnimi ¢i sekundarnimi,
a tak se jejich AA ve vzajemném pusobeni dopliuje. Takovéto dopliujici uCinky raznych
slozek silice ¢esneku popisuje Chung (2006) viz kapitola 3.2.7.1. Tento fakt mize mit také
vliv na vysledky tohoto experimentu. Pokud zkoumané slouc¢eniny reaguji spise s primarnimi
produkty oxidace, tak je jejich postupné uvoliovani, kdy s Casem dochazi k vétsi kumulaci
sekundarnich produktii, neucinné.

Vzhledem k tomu, Ze bylo testovano vice antioxidantti o riznych koncentracich, kdy
by byl honoceny vzorek o stejné koncentraci pfili§ maly, tak neni mozné statistické
zhodnoceni. Testované slouceniny spiSe vykazovaly srovnatelnou AA jak ve formé vazané,

tak ve formé nevazané na MCM-41.
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7 Zavér

Byla porovnavana antioxidacni aktivita sedmi slou¢enin ve formé¢ vazané na kiemicity

material MCM-41 s formou volnou. Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byl vybran Schaaliv

test. Bylo provedeno Sest testi. Testy byly provedeny za stejnych podminek, kdy byly vzorky

o hmotnosti 25 g skladovany za pfistupu vzduchu v kadinkéach pii teploté¢ 60 °C. Vyjimkou

byl Schaaltv test ¢. 4, ve kterém byly vzorky o hmotnosti 2,5 g skladovany v Petriho miskach

pii teploté 40 °C. Zavéry k jednotlivym testim jsou nasledujici:

1.

Schaallv test €. 1

Pti koncentraci antioxidantu 0,01 % byla AA vysS$i u slouceniny vazané na kiemicity
material oproti slouc¢ening ve volné formé ve ¢tyfech pripadech ze sedmi.

Pti koncentraci 0,02 % byla AA vzdy vyssi u formy volné.

Schaallv test €. 2

Pti testovani koncentrace 0,04 % nevykazovalo pét z testovanych témét zddnou AA.
Zbylé dvé slouceniny mély v obou formach AA srovnatelnou.

Schaallv test €. 3

Pti koncentraci 0,08 % byla AA vyssi u Ctyf z testovanych sloucenin ve formé vdzané
na MCM-41. U dvou slou¢enin byla AA srovnatelna v obou formach a v jednom byla
AA vyssiu formy volné.

Schaallv test ¢. 4

Pti koncentraci 0,02 % byla AA eugenolu srovnatelna v obou formach.

Pti koncentraci 0,08 % byla AA vyssiu formy volné.

Schaallv test €. 5

U vsech testovanych koncentraci eugenolu byla AA vyssi u formy volné.

Schaallv test €. 6

AA eugenolu byla ve vSech ptipadech srovnatelnd v obou formach.

AA tymochinonu byla ve vSech koncentracich vyssi u formy volné.

AA karvakrolu byla srovnatelna. Jen v koncentraci 0,08 % byla vyssi u formy vazané.

Souhrnné stanovisko k hypotéze:

Hypotézu nelze potvrdit. Antioxidacni aktivitu latek vazanych na kiemicity material

nelze z vysledkti experimentu hodnotit jako vyssi nez antioxidacni aktivitu latek ve formé

volné.
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9 Seznam zkratek

AA- antioxidacni aktivita

ADS- allyldisulfid

ADSSi- allyldisulfid vazany na MCM-41

AITC- Allylisothiokyanat

AITC- allylisothiokyanat

AITCSi- allylisothiokyanat vazany na MCM-41
BCB- p-karoten bleaching test

BHA- butyl hydroxyanisol

BHT- butylhydroxytoluen

CAR- karvakrol

CARSiI- karvakrol vazany na MCM-41

CN- cinnamaldehyd

CNSi- cinnamaldehyd vazany na MCM-41

DPPH- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EU- eugenol

EUSI- eugenol vazany na MCM-41

EVA- ethylen vinyl acetat

GC- plynova chromatografie

HDL- lipoproteiny o vysoké hustoté (z ang. high density lipoproteins)
HMDS- hexamethyldisilizan

HSM- hexagonalni mezoporézni kiemicity material
ICs0- UCinna-inhibi¢ni koncentrace, kterd je potiebnd pro redukci 50 % radikdlu DPPH
IP- induk¢ni perioda

LDL- lipoproteiny o nizké hustoté (z angl. low density lipoproteins)
LPDE- nizkohustotni polyethylen

MCF- mezostrukturované bunééné pény

MCM-41- mobil crystalline materials No. 41
MCM-48- mobil crystalline materials No. 48
MKM- mezoporézni kiemicité materialy

MS- hmotnostni spektrometrie

MSN- mezoporéznich kiemicitych nanocastic

MSU-X- Michigan State University
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OA- stavelova kyselina

Pb/SBA-15- SBA-15 funkcionalizované palladiem

PC- peroxidové &islo

PF- protek¢ni faktor

ReXDH- xylitol dehydrogenaza produkovana rekombinantni bakterii Rhizobium etli CFN42
RL-SBA-15- Rod-like SBA-15

SBA-15- Santa Barbara amorphous type material
SC-CO,- superkriticka fluidni extrakci oxidem uhli¢itym
SMPS- mezoporézni kiemicité nosice

syn.- synonymum

THL- thymol

THLSI- thymol vazany na MCM-41

TLC- chromatografie na tenké vrstveé

TQ- tymochinon

TQSi- tymochinon vazany na MCM-41

TRAP- Total Radical-Trapping Antioxidant Parametr
XDH- xylitol dehydrogenaza

B-CD- B-cyklodextrinem
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