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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva optimalizaci postupt pro extrakci bioaktivnich latek lipofilniho
charakteru z ploda rakytniku fesetldkového (Hippophae Rhamnoides) do rozdilnych druht
olejovych zakladi s vyuzitim jednoduché macerace. Teoretickd ¢ast pojednava o charakterizaci
této byliny, o jejim botanickém zafazeni, tradi¢nim pouziti, chemickém slozeni a lé¢ivych
ucincich. Zvysena pozornost je dale vénovana charakterizaci jednotlivych druhti pouzitych
rostlinnych oleji. Konkrétné cajovnikovy, cajovnikovy organic, marakujovy, kukui a kiwi olej.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na aplikaci teoretickych poznatki. U jednotlivych
olejovych zakladl byl stanoven profil celkovych a volnych mastnych kyselin pomoci GC/FID
a také zakladni tukova Cisla. Pii optimalizaci extrakce byl kladen diiraz nejen na vliv pouzitého
extrak¢niho Cinidla, ale také na dobu extrakce (1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 a 66 dni). Maceraty byly
pribézné podrobeny stanoveni vybranych parametrii (celkové mnoZzstvi karotenoidu, celkové
mnozstvi fytosterold, lutein, neoxanthin, astaxanthin, stigmasterol, B-sitosterol a vitamin E)
s vyuzitim UV-VIS spektroskopie a HPLC/PDA. Stejné tak bylo v pribéhu macerace
sledovano peroxidové c¢islo pro posouzeni miry oxidaéni degradace macerati. Vytéznost
celkovych sledovanych parametri v individudlnich olejich se od sebe vyznamné nelisila.
Naopak u vytéznosti jednotlivych vybranych sledovanych parametri byly pozorovany
vyznamné zmény. Zaroven statickd macerace za ndmi stanovenych podminek nebyla pfili§
vhodna pro extrakci vitaminu E, stigmasterolu a celkovych fytosterola.

KLICOVA SLOVA

Olejova extrakce, karotenoidy, fytosteroly, vitamin E, lutein, neoxanthin, astaxanthin,
stigmasterol, -sitosterol, macerace, macerat, optimalizace, rakytnik feSetlakovy, cajovnikovy
olej, marakujovy olej, kukui olej, kiwi olej, ultrafialova viditelna spektroskopie, vysokoti¢inna
kapalinova chromatografie, plynova chromatografie.



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the optimization of processes for extraction of bioactive
lipophilic compounds from fruits of sea buckthorn (Hippophae Rhamnoides) into various types
of plant oil bases using simple maceration. The theoretical part of this thesis deals with the
characterization of this herb, its botanical classification, traditional use, chemical composition
and medicinal effects. Increased attention is also paid to the characterization of individual types
of plant oils used, namely camellia, camellia organic, passionflower, kukui and kiwi oil.

The experimental part of the thesis deals with application of theoretical knowledge. The
profile of total and free fatty acids for individual plant oil bases was determined by GC/FID,
furthet the basic fat numbers were also determined. When optimizing the extraction, emphasis
was placed not only on the effect of the extraction agent used, but also on the extraction time
(1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 and 66 days). The macerates were continuously subjected to the
determination of selected parameters (total amount of carotenoids, total amount of phytosterols,
lutein, neoxanthin, astaxanthin, stigmasterol, B-sitosterol and vitamin E) using UV-VIS
spectroscopy and HPLC/PDA. Likewise, the peroxide number was monitored during
maceration to assess the degree of oxidative degradation of macerates. The recovery of selected
total parameters in individual oils did not differ significantly in most cases. On the contrary, the
yield of individual monitored parameters differed significantly. At the same time, static
maceration under our conditions was not very suitable for the extraction of vitamin E,
stigmasterol and total phytosterols.

KEY WORDS

Oil extraction, carotenoids, fytosterols, vitamin E, lutein, neoxanthin, astaxanthin, stigmasterol,
[-sitosterol, maceration, macerate, optimalization, sea buckthorn, camellia oil, passionflower
oil, kukui oil, kiwi oil, ultraviolet visible spectroscopy, high performance liquid
chromatography, gas chromatography.
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1 UvVOD

Velké mnozstvi epidemiologickych studii poslednich desitek let jasné prokazuje, ze diety
s vysokym obsahem potravin rostlinného pivodu maji pfimy vliv na prevenci proti chronickym
onemocnénim a prevazné proti rakoving. Rostliny totiz obsahuji velké mnozstvi fytochemikalii,
jez jsou jejich sekundarnimi metabolity a jako soucast potravinovych doplitkii mohou podpofit
imunitni systém anebo pifinaSet dalsi fyziologické benefity. V poslednich tficeti letech zacala
v zapadni mediciné dominovat syntetickd 1éCiva. Do té doby byly zasadni medikamenty
ptirodniho charakteru. Ackoliv se tyto dva sméry zdaji byt konkuren¢ni, nemusi tomu tak byt,
jelikoZ vice nez 61 % syntetickych 1é€iv uvedenych na trh v letech 1981-2002 bylo inspirovano
pravé z obdob ptirodniho charakteru. Navzdory velkolepym vysledkiim rozvoje novych 1éka
skrze biotechnologie nebo genové inzenyrstvi tedy piirodni 1éCiva ziistavaji i nadale velmi
atraktivnim zdrojem inspirace pro dneSni védce. Potencidl mize byt znacny, ze zndmych
350 000 rostlinnych druht bylo z fytochemického a farmakologického pohledu prozkoumano
stale asi jen 10 % [1-2].

Zaroven s tim piestavaji byt atraktivni extrak¢ni ¢inidla na ropné bazi, na které se vztahuji
celosvétove stale pfisnéjsi regule. Pozornost se jasné sméfuje na obnovitelné a ekologické
zdroje, které jsou v soucasnosti hloub¢ji zkoumany. Extrakéni vytéznosti jednotlivych typt
latek je zavisla na jejich polarité, poméru jednotlivych mastnych kyselin a samoziejmé také na
obsahu minoritnich latek. Luhovéni bylin do rostlinnych oleji vSak neni Zadnou novinkou. Uz
v ddvném Recku byla provadéna macerace riiznych kvétd v olivovém oleji za uéelem zlepseni
jeho kosmetickych vlastnosti. Stejné tak se do rostlinnych oleji i zivo¢iSnych tukl extrahovaly
aromatické rostliny, a to nejen kviili zachovani viing, ale také pro zvySeni jejich trvanlivosti.
Tyto historické postupy byly nahrazeny v devatenactém stoleti prave organickymi rozpoustédly
na ropné bazi jako benzen nebo hexan [3—-6].

Rakytnik feSetlakovy (Hippophae Rhamnoides) je rostlina znama velmi dlouhy cas, piesto
ma z moderniho hlediska stale co nabidnout. Tento druh je hojné rozsifen v Evropé, Asii,
Severni 1 Jizni Americe a pfimo u nés je po jiz dlouhou dobu soucasti tradi€ni mediciny.
Nejzasadnéjsi ¢asti rostliny jsou jeji plody, které se zpracovavaji bud’ do formy ovocné §tavy,
ptipadné do formy oleje, ten se nejcastéji lisuje ze semen. Rakytnik feSetldkovy ma vysoky
obsah vitamint (C, K, E), minerala (vapnik, Zelezo, draslik), flavonoida (isorhamnetin, rutin,
quercetin) a také cennych latek lipofilni povahy jako fytosteroly (B-sitosterol, ergosterol) a
karotenoidy (B-karoten, lykopen), které pozitivné piispivaji k 1é¢bé mnoha onemocnéni.
Zaroven je tato bylina atraktivni pro kosmeticky priimysl pro fortifikaci riznych masti nebo
krémi. Diky obsaZzenym flavonoidim jsou rostliné pfisuzovany anti-aterogenni,
kardioprotektivni a protirakovinné ucinky. Vzhledem k dalSim obsazenym slou€enindm jsou
z rakytniku ma pro kizi hojivé G€inky a ochratiuje ji pfed solarni radiaci [1, 7].

Ptedlozend diplomova prace se zabyva optimalizaci postupli pro extrakci nutricné
a medicinaln¢ cennych latek lipofilni povahy z rakytniku feSetldkového do méné znadmych
rostlinnych olejl jako je ¢ajovnikovy, cajovnikovy, marakujovy, kukui a kiwi olej. Teoreticka
¢ast se zaméfuje na shrnuti poznatki o chemickém slozeni a farmaceutickych ucincich této
1é¢ivé rostliny a rozebira jednotlivé ptirodni oleje, do nichZ je extrahovana. Experimentalni ¢ast



diplomové prace se zaméfuje na charakterizaci pouzitych rostlinnych oleji z pohledu volnych
a celkovych mastnych kyselin pomoci GC/FID. Stejné tak byla sledovana zakladni tukova ¢isla.
Déle se diplomova prace zabyva stanovenim vybranych parametrii v macerdtech a jejich
naslednou charakterizaci pomoci UV-VIS (ultrafialova-viditelnd) spektroskopie a HPLC
(vysoce ucinna kapalinova chromatografie). ZvysSené pozornosti je vénovano vlivu doby
extrakce a volby extrak¢nich ¢inidel (méné zndmé rostlinné oleje) na vybrané parametry, tedy
celkovy obsah karotenoidii (TCC), celkovy obsah fytosterolti (TPC), obsah vitaminu E,
vybranych karotenoidii (lutein, neoxanthin, astaxanthin) a fytosteroli (stigmasterol,
[B-sitosterol). Navic je v pribéhu celého experimentu pozorovano peroxidové ¢islo, kvuli
zhodnoceni mozné oxida¢ni degradace macerati.



2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast diplomové prace struéné shrnuje informace pro pochopeni problematiky
extrakce ucinnych slozek lipofilniho charakteru zrakytniku feSetldkového pomoci méné
znamych rostlinnych oleji. Pro porovnani dale predstavuje také vysledky zahrani¢nich studii
na téma maximalizace extrak¢nich vytézki z této ¢i podobnych matric.

2.1 Biologicky aktivni latky v 1é¢ivych rostlinach

Metabolismus rostlin rozd€lujeme na primarni a sekundarni. Primarni zahrnuje metabolismus
sacharidd, lipidd, bilkovin a nukleovych kyselin, které jsou dilezité pro rast, vyvoj a jejich
reprodukci. V pfipadé sekundarniho metabolismu je vSak situace opacna. Produkované
slouceniny jako jsou napft. alkaloidy, fenolické slouceniny, terpeny, chinony, karotenoidy nebo
fytosteroly nejsou pro zakladni preziti rostliny zcela nezbytné [8]. Plni v rostliné v§ak mnoho
dalsich dilezitych funkci: obrana pied predatory a neptiznivymi podminkami, vabeni hmyzu
(vonna funkce a barevny vyznam), antimikrobialni plsobeni, antioxida¢ni funkce anebo
modulace hormonalniho metabolismu rostliny [9-11]. Sekundarni metabolismus ale stéle
vychazi z metabolismu primérniho; proto tyto metabolismy ¢asto sdili spole¢né intermediaty a
neda se tak jednoznacné fict, Ze by nebyl pro celkové preZiti rostliny podstatny. Schéma, jak
spolu jednotlivé metabolismy souvisi, je uvedeno na Obr. I. Substratova a reakéni specifita u
reakci sekundarniho metabolismu byva vSak podstatné nizsi, proto je Castéjsi vznik chemicky
a strukturné podobnych latek [9-10, 12]. VétSina biologicky aktivnich latek spadéd praveé do
sekundarniho metabolismu [9-13]. V nasledujici shrnujici tabulce (Tabulka 1) je uvedeno
orientacni zastoupeni jednotlivych sekunddrnich metabolitl v rostlinné #isi [ 14].

Tabulka 1: Orientacni zastoupeni sekundarnich metabolitii vyssich rostlin [14]

Typ sekundarniho metabolitu Orientaéni pocet zastupcii
Obsahujici dusik

Alkaloidy 21000
Neproteinové aminokyseliny (NPAAs) 700
Aminy 100
Kyanogenni glykosidy 60
Glukosinaty 100
Alkamidy 150
Lektiny, peptidy, polypeptidy 2000
Neobsahujici dusik

Monoterpeny 2500
Sesquiterpeny 5000
Diterpeny 2500
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Typ sekundarniho metabolitu Orientacéni pocet zastupcii

Triterpeny, steroidy, saponiny 5000
Tetraterpeny 500
Flavonoidy, tfisloviny 5000
Fenylpropanoidy, lignin, kumariny, lignany 2000
Polyacetyleny, mastné kyseliny, vosky 1500
Polyketidy 750
Sacharidy, organické kyseliny 200

Lécivé rostliny zpravidla obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich sloucenin.
Slouceniny, které se v rostlin€é nachazi ve vysokém zastoupeni, jsou nazyvany hlavnimi
ucinnymi latkami. Za celkovy ucinek 1é¢ivé byliny jsou vSak zodpovédné jak hlavni tak i
dopliikové u¢inné substance. Popis rostliny bez vedlejSich u€innych slozek by byl neptesny.
Tyto dopliikové latky totiz mohou zakladni ucinky podporovat nebo naopak zeslabovat a
mohou mit zdsadni vyznam pro rozpustnost a resorpci hlavnich aktivnich latek [9—-13].

Samotna biologicka aktivita i€innych latek byla v poslednich letech Siroce zkoumana. Velké
pozornosti bylo vénovano fenolickym slouc¢enindm a karotenoidim, kvili jejich hojnému
vyskytu v lidské stravé. Bylo zjisténo, ze maji vyznamné antioxidacni vlastnosti, diky kterym
mohou pomoci pfedchdzet mnoha onemocnénim zpiisobenym oxidativnim stresem, napiiklad
rakoving, neurodegenerativnim poruchdm anebo kardiovaskularnim chorobam. Kromé toho
tyto slouceniny moduluji aktivitu mnoha enzymi a buné¢nych receptorti, ¢imz specificky
pusobi na spoustu dal$ich nemoci. Stejné tak je mnozstvi pozornosti vénovano fytosterolim
kvtli jejich schopnosti redukovat LDL cholesterol a tim ptisobit pfiznivé na zdravi srdce a
tepen. A to hlavné vzhledem k tomu, Ze jsou choroby kardiovaskuldrniho systému stale hlavni
pfi¢inou imrti na svété [1, 15-17].

Vyznam sekundarnich metabolitli rostlin pro ¢lovéka roste i v terapeutickém pouziti. Seca a
kol. [18] doklada, ze biologicky aktivni latky z bylin, at’ uz samostatné nebo ve smési, mohou
u mnoha onemocnéni pomoci i piesto, Ze syntetickd medikace na né nezabrala. Hovofi se také
o tom, Ze mohou umocnit efekt 1é¢iva, anebo s nim synergizovat. Naptiklad bazalka posvatna
neboli tulsi (Ocimum sanctum) je bylinou pouzivanou k 1é¢b¢ kasle, respiraénich onemocnéni,
otrav jedy, impotence nebo artritidé. Pii hlubSim zkoumani a charakterizaci byliny bylo
1zolovano nékolik latek terpenoidni, fenolické a steroidni povahy, které nesly prave tyto efekty
[19]. Navic byl izolovan lignan zvany rabdosin, u kterého byly zjistény specifické proapoptické
efekty vic¢i n€kterym rakovinovym bunéénym liniim a proto se uvazuje o zatfazeni této latky
jakozto centralni struktury pro vyvoj l€ka proti rakoving [20].

Tato prace se zaméfuje na lipofilni biologicky aktivni latky v rostlindch, proto jim je
vénovano nejvice pozornosti.
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Obr. 1: Hlavni skupiny (a podskupiny) sekundarnich metabolitii rostlin a jejich vztah k primarnimu
metabolismu. Prevzato z [13], upraveno.

Terpeny

Terpeny jsou nejvetsi skupinou sekundarnich metabolitl zahrnujici vice nez 36 000 latek
rozpustnych v tucich skladajicich se z jedné nebo vice pétiuhlikatych izoprenovych jednotek
(Obr. 2). Rocné je objeveno asi 1000 novych slou€enin, které jsou zatazeny do této skupiny.
Mnoho z nich mé 1 multi-cyklické struktury, které se odliSuji v rozmanitosti funkénich skupin,
avSak vétSinou neobsahuji ve struktufe dusik ani siru. Mnoho terpenti je atraktivnich z ditvodu
pouziti jako ochucovadel a aromat, pro rostliny ¢asto plni funkci atraktanti pro opylovace a
obrannou roli proti mikrobiim nebo bylozravelim. Funkce terpeni je velmi rozsahla prave kvili
jejich strukturalni rozmanitosti, podileji se na vSech zdkladnich rostlinnych procesech vcetné
ristu, vyvoje a reprodukce. Diky lyofilit¢ terpeny také snadno reaguji s membranovymi
proteiny. Podle poctu izoprenovych jednotek v jejich struktufe se déli na hemiterpeny (C5),
monoterpeny zahrnujici iridoidy (C10), seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), sesterterpeny
(C25), triterpeny zahrnujici také saponiny, steroly a odvozené srdec¢ni glykosidy (C30),
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tetraterpeny (C40) zahrnujici karotenoidy a v posledni fad€ polyterpenoidy obsahujici devét a
vice izoprenovych jednotek [8, 10, 21-22].

CH,

|
N e
H

Obr. 2: Isopren [3]

Karotenoidy

Karotenoidy jsou nejznaméjsi a nejvetsi skupinou tetraterpenoidul, jsou tedy slozeny z osmi
jednotek isoprenu. Jedna se o prirodni barviva pfitomna nejen v rostlinach, ale také v fasach,
houbéch, mikroorganismech a v télech nékterych ptakd, ryb ¢i hmyzu. Barevné spektrum sahé
od zluté¢ po cervenou az fialovou. Nazev je odvozen od B-karotenu (Obr. 4), ktery ma
charakteristickou zlutooranzovou barvu, tu ma naptiklad mrkev [2]. Karotenoidy mohou byt
rozdéleny dle struktury do dvou skupin, karoteny a xantofyly. Do skupiny karotent patii
slouceniny bez heteroatomu, tedy pouze s obsahem vodiku a uhliku. Jedna se o napftiklad jiz
zminény B-karoten, dale a-karoten nebo lykopen. Pokud obsahuje sloucenina kyslik jakozto
heteroatom, fadi se do skupiny xantofylii, kam patii naptiklad lutein (Obr. 4), astaxanthin (Obr.
5), zeaxanthin nebo neoxanthin (Obr. 6). Karotenoidy neni mozno u savcli syntetizovat in vivo
a proto je nutné je piijimat skrze stravu [23].

Obr. 3: [-karoten [6]

V rostlinach jsou naopak karotenoidy syntetizovany de novo v téméf vSech typech
diferenciovanych plastidi a nasledn¢ wuchovavany nejCastéji v chloroplastech nebo
chromoplastech. Hraji nasledné velmi vyznamnou roli ve vyvoji a regulaci riistu rostliny
(cytokininy, gibereliny), ve fotosyntéze (chlorofyly, plastochinony) a buné&ném dychani
(ubichinony). Slouzi jako dtlezity prekursor pro tvorbu rostlinnych fytohormonti a
signaliza¢nich molekul [24-25].
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Obr. 4: Lutein [6]

Karotenoidy jsou skupinou bioaktivnich latek, ktera si ziskala pozornost potravinaiskych
chemik, nutri¢nich specialistli a mnoha odbornikti z potravinaiského pramyslu pravé kvali
jejich protizanétlivym a antioxida¢nim vlastnostem. Tim se podili na prevenci v boji proti
onemocnénim a zachovava dobré zdravi. Pét typi karotenoidu se diky jejich vlastnostem vyrabi
v prumyslovém méfitku, konkrétné¢ [-karoten, lykopen, canthaxanthin, zeaxanthin a
astaxanthin. Z rostlin bylo izolovano a popsano vice nez 650 karotenoidd, ale jen 60 je jich
ptitomno v lidské vyziveé a asi 20 bylo nalezeno v plasmé a tkanich clovéka. Pro lidské zdravi
jsou dulezité nejen jako provitaminy A (B-karoten) nebo velmi silné antioxidanty, ale také pro
dobrou kondici oka (lutein, zeaxanthin), podporu imunitni odpovédi (lutein), zdravi
kardiovaskularniho systému (astaxanthin, lutein, lykopen), proti rakoviné (neoxanthin), anebo
onemocnénim zaludecniho traktu [23-26].

Obr. 5: Astaxanthin [6]

V posledni dobé se ¢im dal vice uvazuje o roli karotenoidli v nutrikosmetice, coz je obor
propagujici péci o svou pokozku prave skrze brani dopliikt stravy, které maji prokdzany efekt
na jeji zdravi. Tento termin byl pouZit poprvé uz roku 1984. Zatimco naptiklad B-karoten ma
tendenci se ukladat do pokozky a podporovat jeji zlato-Zlutou barvu, tak slouc¢eniny jako lutein
a zeaxanthin maji tendenci se ukladat do zluté skvrny (macula lutea) a tim ochranovat sitnici
pied UV poskozenim. Mnoho karotenoidii ma vliv na zvyseni elasticity klize, prohloubeni jeji
hydratace a zamezeni pred¢asného starnuti [27].

HLC CH3
HiCT  CHa

AA/\ACH/S %

Obr. 6: Neoxanthin [6]
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Eterické oleje

Eterické oleje jsou nejéastdji monoterpenoidni povahy. Vyznaduji se charakteristickou,
vétSinou pifijemnou vini a ziskavaji se z Cerstvych rostlin destilaci vodni parou. Rostlinam
samotnym slouzi primarn¢ k pfivdbeni vcel pro opylovani. Pouzivaji se piedev§im
v aromaterapii na 1écbu revmatismu, infekci, nachlazeni, bfisnich kteci a také mohou poméahat
zlepSovat chut k jidlu. Mezi zéstupce lze zafadit citral a limonen (Obr. 7) vyskytujici

se naptiklad v tfezalce teCkované, v citronové slupce anebo v citronové travé (Cymbopogon
citratus) [8-10].

CHsy

H,C CH,
Obr. 7: Limonen [3]

Saponiny

Dalsi vyznamnou podskupinou terpentl jsou saponiny. Jsou to latky povahy glykosidi. D¢li se
na steroidni a triterpenové. Jednim ze zndmych steroidnich saponintl je diosgenin (Obr. 8). Sviij
nazev dostaly dle schopnosti pénit s vodou podobné jako mydlo (latinsky sapo znamena
mydlo), 1 kdyZ s mydlem nemaji po strukturni strance nic spolecného. Maji velky vliv
na podporu dychaciho systému a pomahaji proti kasli. Bylo zjisténo, ze maji vliv na propustnost
bunck tenkého stfeva, tim podporuji transport Zivin do jater. Také inhibuji travici enzymy
apusobi proti degradaci proteinii tim, ze snimi tvoii komplexy. Pasobi proti otokiim
a zanétim. Saponiny jsou jedovaté, a proto je tfeba hlidat jejich davkovani. Pfi proniknuti do
krevniho fecisté ni¢i cervené krvinky [8-9, 11, 21].

\\\\\\
o

Obr. 8: Steroidni saponin diosgenin [§]

Srdecni glykosidy

Vyznamnou podskupinu terpent tvoii také srde¢ni glykosidy. Maji steroidni stavbu bud’
s pétithlikovym cyklickym uhlovodikem (cardenolidy), anebo s Sestiuthlikovym laktonovym
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kruhem (bufadienolidy). VétSina z nich je toxickd a ovliviluji kardiovaskularni systém,
v minulosti byly hojn¢ pouzivany jako silné neurotoxiny zptisobujici smrt skrz zastavu srdce a
dychani. V menSich davkadch maji vSak nenahraditelné¢ vyznamny ucinek v posilovani
oslabeného srde¢niho svalu, ¢imz se zlep$i prokrveni celého organismu, zvlasté ledvin. Jsou
tedy vyborné pii prevenci infarktu. Glykosidy byly poprvé objeveny u néaprstniku ¢erveného
(Digitalis purpurea), ten obsahuje ptes 30 glykosidi ptisobicich na srdce. Jako piiklad je mozno
uvést purpureaglykosid A (Obr. 9), priméarni glykosid, ze kterého mohou po enzymatickém
odstépeni jedné molekuly glukosy vznikat sekundarni glykosidy jako digitoxin a gitoxin [8-9,
11].

C
OH
H3C, HsC.
Q 0
oR o] o ;
o o}
HiC H
GH OH

Obr. 9: Purpureaglykosid A [8]

Fytosteroly

Termin fytosterol se pouzivd pro popis jakéhokoliv sterolu nebo stanolu ptfitomného
v rostlinach. Z hlediska struktury jsou stanoly velmi podobné sterolim, jedna se o jejich
redukované formy, tedy nemaji Zadnou dvojnou vazbu. Oproti zivoc€isné fisi, pro kterou je
cholesterol jedinym finalnim produktem biosyntézy sterolli ma rostlinna fiSe vice nez 200 typt
téchto sloucenin. Fytosteroly jsou triterpenoidy strukturné podobné cholesterolu jak v jeho
struktufe, tak v jeho funkci. Maji charakteristické steroidni jadro s 3-B-hydroxylovou skupinou
a Casto pfitomnou dvojnou vazbou ve skupinach 5 a 6, ktera se neobjevuje pravé u fytostanoli.
Z hlediska nazvoslovi by se daly nazvat jako 4-desmethylsteroly ze skupiny cholestanti a dale
by se daly rozdélit do tii kategorii dle dalsi polohy substituovanych methylovych skupin.
Nejrozsitengjsi fytosterol (zastoupen ve straveé asi z 50 %) v rostlinné tisi je B-sitosterol (Obr.
10), ktery se od cholesterolu 1i8i pfitomnosti etylové skupiny na uhliku ¢islo 24 v postrannim
fetézci. Ve stejné pozici ma napiiklad campesterol, jakoZto druhy nejrozsifenéjsi sterol
(asi 33 %) metylovou skupinu. Mezi dal§i vyzmané steroly patii stigmasterol (Obr. 11),
campesterol anebo clerosterol [16—-17, 28].

Nejveétsi vyskyt fytosterolil je prave v olejnatych semenech rostlin, ze kterych se ziskava olej
nejcastéji lisovanim. Stéle je vSak jejich obsah v olejich velmi maly, asi 0,12 % dle jeho typu.
Mensi mnozstvi ma naptiklad ryzovy olej (0,1 %), vy$s8i mnozstvi se vyskytuje v kukufiéném
nebo fepkovém oleji (okolo 1 %). NejCastéji se fytosteroly vyskytuji ve vdzané nebo v esteroveé
formé&. Nasledné jsou avSak velmi nachylné k degradaci vlivem del$i doby skladovani semen,
vysSich teplot procesu jejich zpracovani a predptipravy ¢i také dalSich podminek rafinace [28].
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Obr. 10: p-sitosterol [6]

Z pohledu vyzivy byly fytosteroly nejvice studovany diky jejich schopnosti redukovat LDL
cholesterol. Pii konzumaci 3 g fytosterolti denn¢ se snizila koncentrace LDL cholesterolu
0 10 %, ¢imZ se snizilo riziko ischemické choroby srde¢ni o 20 %. Fytosteroly se totiz vazi
skrze tenké stievo kompetitivné misto cholesterolu, tim se néasledné redukuje jeho obsah
v krevnim fecisti. Navic maji ochranou funkci pfed vznikem rakoviny, konkrétné rakoviny
prostaty, prsu a tlustého stfeva. Déle bylo prokazano, Ze pomahaji v 1écbé autoimunitnich
onemocnéni jako revmatoidni artritida. Jsou pfitom velmi bezpecné i ve vy$§im mnoZstvi. Snad
jedind kontraindikace, o které se uvazuje pifi dlouhodobé konzumaci vyS$§iho mnozZstvi
fytosterold, je zvySeni krevniho tlaku [17, 28].

HO

Obr. 11: Stigmasterol [6]

Fytosteroly v kosmetice maji hned n€kolik ptiznivych efektti pro pokozku. V kosmetice se
vyskytuji bud’ volné (v koncentracich do 2 % kvili jejich mensi rozpustnosti), anebo ve formé
esteri (vzhledem k neomezené rozpustnosti v koncentracich okolo 5 % a vySe). Oproti
cholesterolu, ktery pfi aplikaci ptimo na kiZzi mize vyvolat silné podrazdéni, ptsobi fytosteroly
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prokazalo jejich efekt na zrychleni obnovy porusené kozni bariéry, zvySeni produkce kolagenu
a kyseliny hyaluronové, zlepSeni elasticity kiize, zmirnéni jeji hrubosti nebo protekci pred UV
zafenim [29-30]. Casto se tedy pouzivaji do opalovacich krémt &i do anti-aging produktii.
Ptidavaji se také do Samponii a kondicionérii pro zvySeni piirozené¢ho lesku vlast a pro jejich
lepsi ¢esani. Stejné tak dodavaji strukturu a lesk produktiim dekorativni kosmetiky jako rténky,
pudry nebo fasenky. Bhattacharya a kol. [31] také dokazali, ze se klize obohacuje o fytosteroly
i v piipadé konzumace produkti s jejich obsahem. Cast piijatych fytosterolt je skrze krevni
obéh prenasena do pokozky, kde je ulozena.

Fenolické slouceniny

Fenolické slou€eniny obsahuji hydroxylovou skupinu pfimo vdzanou na aromatickém jadre.
Fenol (C¢HsOH) je tedy nejjednodussi slouceninou spadajici do této kategorie. Jsou obsazeny
témet ve vSech Castech rostlin, coz z nich dé€la prirozenou slozku lidské potravy. Maji spoustu
antivirové u¢inky a navic pomahaji k regeneraci tkani [8, 10-11, 21, 32].

Jsou obrovskou skupinou latek zahrnujici vice nez 10 000 riznych sloucenin. Vyznamnou
fenolickou slou€eninou obsazenou v rakytniku feSetlakovém a tfezalce teckované je rutin (Obr.
12) s vyznamnou antioxidaéni aktivitou. Maji mnoho vyznamnych podskupin, jako fenolické
kyseliny, flavonoidy a tiisloviny [11, 21, 9].

OH

Obr. 12: Rutin [9]

Fenolické kyseliny obsahuji alesponi jednu karboxylovou skupinu a vyskytuji se hlavné
ve formé& esteri, glykosidi nebo amidli, ve volné formé& se objevuji vzacn€. Rozdé€luji
se na derivaty kyseliny benzoové a skoticové (Obr. 13). Mezi derivaty kyseliny skoficové patii
naptiklad kyselina kavova a kumarova, zatimco mezi derivaty kyseliny benzoové se tadi
napiiklad kyselina gallova a vanilova. Tyto slouc¢eniny byly zkoumany hlavné z hlediska jejich
schopnosti predchézet oxidativnimu poskozeni, které muze vést az ke kardiovaskularnim
chorobam, zanétiim anebo rakoviné [21, 32-33].

18



COOH

COOH

Obr. 13: Kyselina benzoova (vlevo) a kyselina skoricova (vpravo) [9]

Flavonoidy

Flavonoidy jsou vyznamnou skupinou fenolickych sloucenin, fadime zde vice nez 6 000
sloucenin se zcela charakteristickou zakladni flavanovou strukturou (Obr. 14). Rostliny si je
tvoii jako odpovéd’ na mikrobialni infekci. Maji velmi Siroké biologické aktivity, ty zavisi na
jejich specifické struktufe. Jsou zodpovédné za typické zbarveni kvétd a plodi rostlin.
Flavonoidy postradajici hydroxylové skupiny maji vyssi aktivitu oproti mikroorganismim
[8—-10, 32-34].

Mezi flavonoidy patii napiiklad anthokyany a katechiny s vyznamnou antioxidacni
aktivitou. Antokyany jsou ve velké mife obsazeny v plodech temnoplodce cernoplodého
(Aronia melanocarpa), katechiny zase v listech cajovniku cinského (Camellia sinensis).
Pravidelnou konzumaci téchto produktti 1ze dosahnout prevence pievazné kardiovaskularnich
onemocnéni [8—10, 32-34].

o+

Obr. 14: Obecny vzorec flavonoidii [11]

Trisloviny

Mezi dal$i vyznamné fenolické slouceniny patii tfisloviny (taniny). Jednd se o slozité
rozvétvené a Casto polymerni slouceniny s velkou molekulovou hmotnosti. Maji sviravou
a hotkou chut’. Rozdé€luji se na hydrolyzovatelné a kondenzované. Hydrolyzovatelné tfisloviny
jsou estery kyseliny gallové a cukri. Takto vzniklé gallotaniny (Obr. 15) mohou déle
kondenzovat s katechiny, diky jejichZ hydroxylovym skupindm mohou srazet proteiny. Maji
Siroké uplatnéni pfi léCeni ran, mirni bolest a zabranuji infekcim. Kromé¢ silné antioxidacni
aktivity také omezuji vyluCovani Zaludecnich §tdv a pomahaji pii prijmovych chorobach.
V primyslu se pouzivaji jako barviva a jako ptisady pfi vyrob¢ inkoustu [8-9, 11, 32, 35].
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Obr. 15: Struktura gallotaninii [7]

Chinony

Chinony zahrnuji hydrochinony, naftochinony a antrachinony. Mohou slouzit jako redoxni
reagenty patfici k enzymiim nebo mohou interagovat s proteiny obsahujici Fe?'/Fe*" redoxni
systém, jako cytochromy a hemoglobin. Jednim =z dulezitych a zaroven zajimavych
pfedstavitelll je cervené barvivo hypericin (Obr. 16) z tiezalky teCkované, které piisobi proti
depresim [8].

OH O OH

AL
. O“%

HO O HO
Obr. 16.: Hypericin [8]

Alkaloidy

Alkaloidy tvofi strukturné rozmanitou skupinu dusikatych, ptfevazné heterocyklickych
slouCenin vyskytujicich se ve vice nezZ 20 % znamych rostlin. Zatim je zndmo pies 12 000
ruznych alkaloidd, tvofi tedy rozmanitou skupinu sekundarnich metaboliti. Hlavnim znakem
alkaloidti je vyskyt jednoho & vice dusiki v molekule. Casto jsou zasadité povahy
a v rostlinach se casto vyskytuji jako ve vodé-rozpustné soli organickych kyselin. Dle
cyklickych struktur se déli na mnoho skupin a podskupin [8-10, 12—13, 35].

Alkaloidy jsou znamy hlavné kviili svym silnym fyziologickym a neurologickym ucinktm.
Tato skupina zahrnuje nejsilnéjsi jedy, neurotoxiny a také psychedelika. Nékteré se vazou na
neuroreceptory, ovliviiuji nervovy signal; jiné mohou byt mutagenni a mohou dokonce zptisobit
zménu struktury DNA (deoxyribonukleova kyselina). V rostlinach slouzi jako ochranné
a obranné latky pied predatory, viry, bakteriemi a plisnémi. Typickym zastupcem je napiiklad
halucinogenni atropin (Obr. 17) objevujici se v ruliku zlomocném (Atropa belladona). Do této
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skupiny fadime mnoho substanci obsazenych v pozivatinach, jako nikotin a kofein. Alkaloidy
se prevazn¢ nevyskytuji v nahosemennych rostlinach, kapradinach, mechu a nizsich rostlinach
[8—-10, 12—-13, 35].

HaC
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Obr. 17: Atropin [6]
2.2 Hippophae Rhamnoides — Rakytnik reSetlikovy

Rige: rostliny (Plantae)

PodfiSe: cévnaté rostliny (7Tracheophyta)
Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vys$si dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: ruzotvaré (Rosales)

Celed:  hloginovité (Elaegnaceae)

Rod: rakytnik (Hippophae)

Druh: Hippophae Rhamnoides

Rakytnik teSetlakovy (Hippophae Rhamnoides) je ekonomicky vyznamnou lé¢ivou rostlinou
pattici do Celedi Elaegnaceae, ktera zahrnuje okolo 60 druhli rostoucich pfevazné na severni
polokouli. Jedna se o ket tvofici Zlutooranzové zbarvené plody kyselé chuti (Obr. 18), které
dozravaji od srpna do zati a vydrzi dlouho do zimy. Kef je asi 3—4 m vysoky, se stiibrnoSedymi
listy a vétvicky maji velmi pevné trny. Latinské jméno rodu pochazi z Recka, kde se tradi¢né
pridavali listky a vétvicky této rostliny do krmiva konim pro pfibirani na vaze a lesklou srst.
Nézev vznikl spojenim slov ,Hippo® (znamené kin) a ,phoas‘ (znamena zafe). Mezi dalsi
zastupce rodu Hyppophae patii naptiklad H. salicifolia, H. tibetana, H. neurocarpa anebo H.
goniocarpa. Tyto druhy vSak nejsou tak podrobné zkouméany jako pravé H. rhamnoides, ktery
je zrodu nejvyznamnéj$i a ma dvanact poddruhii (ssp.) jako naptiklad carpatica nebo
mongolica [2, 36-37].

Rakytnik fesetlakovy je druhem rozSitenym v chladnych oblastech Evropy, Asie, Severni a
Jizni Ameriky. Distribuce sahd od Himal4jskych regionti jako Indie, Nepal a Pékistan az do
Ruska, Mad’arska, Ceska, Svédska, Finska a Velké Britanie. Tak rozsahly vyskyt rostliny odrazi
a potvrzuje vysokou odolnost a adaptibilitu rostliny na teplotni extrémy (od +43 °C do —45 °C).
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Stejné tak se rostlina vyskytuje bézn¢ v nadmotskych vyskach 2000-3600 metrti nad motem,
dobfe toleruje vysoky obsah soli v piidé a sucho. U nés roste pievazné na slunnych stanovistich
bohatych na vapnik. [2, 15, 36-37].

Obr. 18: Rakytnik resetldakovy [2]

221 Tradi¢ni pouziti

V Evropskych a Asijskych zemich se rostlina posledni staleti pouzivd na potravinaiskeé,
farmaceutické a kosmetické aplikace. Je historicky dochovano, ze plody rakytniku byly
pouzivany v indické a tibetské medicin€ jiz pred tisici lety. Ve stiedni Asii se listy tradi¢né
pouzivaji k 1é€bé koZnich potiZzi a revmatoidni artritidy. V Mongolsku byl extrakt z listh
s vétvicek pouzivan pro podporu 1éCby zanétu stiev a enterokolitidy lidi a zvirat. V tradi¢ni
¢inské a tradicni tibetské medicing se plody pouzivaji k 16¢bé horecek, zanétu jater, onemocnéni
ob&hového systému, abscesi, rymy, kasle, ischemické choroby srde¢ni, problémt s travenim,
nadorovych onemocnéni (konkrétné v zaludku a jicnu) a gynekologickych problémut [15].
V ruské mediciné se olej ze semen a plodd pouziva na 1é¢bu chronické dermatitidy, ekzémi,
atopie, lupénky, lupusu anebo tromboz. Olej ma vyzivujici, revitalizacni a obnovujici Gc¢inky,
proto se z kosmetického hlediska pouziva na 1écbu akné, dermatitidy, suché a svédivé kiize.
Osvédcil se rovnéz na spaleniny, fezna zranéni, kozni viedy a diky obsazenym bioaktivnim
latkdm ma vliv na vyhlazovani vrasek a proto se pouziva do produktii bojujicim proti starnuti
pokozky [7, 15].

2.2.2 Chemické slozeni

Z hlediska obsahu tc¢innych latek jsou nejzajimavéjsi plody rakytniku, které jsou hmotnostné
sloZzeny 68 % z duZiny, 23 % ze semene a 9 % ze slupky [1]. VysuSena duznina obsahuje asi
20-25 % oleje a semeno obsahuje pfiblizné 8—20 % oleje [6]. Na jejich chemické slozeni ma
vliv nespocet faktort: geografickd lokace, sezonni klimatické zmény, doba sbéru, velikost
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plodu a rovnéz lokalni stav piidy [37]. Plody obsahuji fadu biologicky aktivnich latek. Velmi
vyznamna je jejich antioxidac¢ni aktivita a obsah vitaminu C, ktery je jeden z nejvysSich z celé
rostlinné fiSe. Déle obsahuji plody rakytniku fenolické slouceniny, flavonoidy (napft. hyperosid,
quercetin, isoquercitrin, quercitrin, amentoflavon, kaempferol, miricetin, isorhamnetin a rutin),
organickeé kyseliny (jako kyselina jable¢na, chinova, stavelova, citronova a vinnad), karotenoidy
(B-karoten, lykopen, lutein a zeaxantin), fytosteroly (B-sitosterol, 24-methylencykloartanol,
erythrodiol, friedenal-3-ol, citrostadienol), mineralni latky (Ca, P, Fe, K), vitaminy (A, C, E, K,
riboflavin, kyselina listova, thiamin), derivaty kyseliny chinové (kyselina chlorogenova)
xanthony, proanthokyanidiny, vitaminy a mineralni latky [15, 37, 6, 25].

Mastné kyseliny

Slozeni mastnych kyselin v oleji ze semen a duZzniny rakytniku je uvedeno v Tabulka 2.
Zatimco olej ze semen ma majoritni podil linolové a linoleové kyseliny, olej z duzniny je
primarn¢ slozen z palmitové a palmitoolejové [4]. Poméry mastnych kyselin v olejich se znovu
méni dle oblasti péstovani a konkrétnich odrid [25].

Tabulka 2: Orientacni obsah nékterych mastnych kyselin v semenech a duziné rakytniku [4]

Mastné kyseliny (Wt%) semena dufina
Palmitova 16:0 7,2 35,5
Palmitoolejové 16:1 LD 38,5
Stearova 18:0 2,6 1,2
Olejova 18:1 n-9 13,6 3,5
11-Oktadekanova 18:1 n-7 2,3 7,3
Linolova 18:2 n-6 36,3 13,5
Linolenova 18:3 n-3 38,5 2,0
Nervonova 24:1 LD 1,3

LD: pod limitem detekce

Karotenoidy

Obsah karotenoidll v rakytniku je primarnim parametrem, dle kterého se hodnoti jeho kvalita a
trzni cena. Prave karotenoidy jsou zodpoveédné za charakteristickou barvu plodi a jsou z velké
¢asti zodpoveédné za celkovou antioxidaéni aktivitu rakytniku [1]. Celkovy obsah karotenoida
(Total Carotenoid Content, TCC) v Cerstvych plodech rakytniku se pohybuje v rozmezi
1-120 mg/kg [25]. TCC v oleji z duzniny se pohybuje v rozmezi 1000—5000 mg/kg a v oleji ze
semen 200-1000 mg/kg. Podil karotenoidii v semenech rakytniku totiz zaujima asi 5—20 %
obsahu duzniny. Z tohoto celkového mnozstvi karotenoidl zaujima 15—55 % pravé pB-karoten,
mezi dal$i vyraznéji zastoupené karotenoidy patii zeaxanthin anebo lutein [6, 25, 26].

Obsah nékterych konkrétnich karotenoidl v plodech rakytniku, jak ve volné nebo vazané
esterové formé, je uveden v Tabulka 3, kdy nejvice zastoupeny je z esterll pravé zeaxanthin
dipalmitat a z volnych forem pravé B-karoten [27].
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Tabulka 3: Orientacni zastoupeni nékterych karotenoidit v plodech rakytniku resetldkového

[27]

Identifikované karotenoidy Koncentrace (mg/100 g suchych plodi)
Lutein 2,1
Zeaxanthin 23
B-Cryptoxanthin 1,3
Lykopen 1,6
o-karoten 1,3
B-karoten 7,4
Zeaxanthin dipalmitat 10,7
Zeaxanthin myristat 2,1
Lutein dimyristat 3,1
Lutein palmitat 2,9
B-Cryptoxanthin palmitat 2,2
Fytosteroly

V ptipad¢ celkového obsahu fytosterolti (7otal Phytosterol Content, TPC) jasné¢ dominuji
semena rakytniku, zastoupeni se pohybuje okolo 1200—1800 mg/kg a z toho zaujima 57-76 %
pravé B-sitosterol a poté 1-5 % stigmasterol, 2—5 % citrostadienol a 2—3 % campesterol.
Zajimavosti je, ze se tento trend zachoval i pfi analyze riznych poddruhti z jinych
geografickych a klimatickych oblasti sklizenych v jiném kalenddinim roce [38]. V duzing
rakytniku je TPC mensi, okolo 240—400 mg/kg. Znovu dominuje B-sitosterol, ktery je zahrnut
asi z 61—83%, z dal$ich sterolli je vyraznéji pfitomen také isofucosterol v obsahu okolo 3% z
celkového mnozstvi fytosterolli. Yang a kol. [38] zkoumali zévislost doby sbéru na obsahu
jednotlivych fytosteroll, kdy od konce srpna do zacatku listopadu znac¢né rostl obsah
campesterolu a naopak se snizoval obsah jinych fytosterold jako naptiklad stigmasterolu. V
plodech rakytniku se TPC pohybuje v rozmezi 340—520 mg/kg [1, 7, 38].

Li a kol. [39] zkoumali zastoupeni jednotlivych fytosterolii v oleji ze semen rakytniku pfi
extrakci hexanem (Tabulka 4), kromé¢ B-sitosterolu byl ve vysSich mnozstvich pfitomen i
sitostanol anebo A’-avenasterol.

Tabulka 4: Orientacni obsahy nékterych fytosterolii v oleji ze semen rakytniku [39]
Obsah [mg/g]

Campesterol 20,6
Clerosterol 11,9
[-sitosterol 673
Sitostanol 943

24



Obsah [mg/g]

A’-avenasterol 165,9
24-methylenecycloartanol 76,1
Erithrodiol + citrostadienol 53,1

Fenolické slouceniny a antioxida¢ni aktivita

Fenolické slouceniny jsou stézejni diky své antioxidacni aktivité. Mimo fenolické kyseliny a
flavonoidy ma v rakytniku na celkovou antioxida¢ni aktivitu vliv rovnéz obsah karotenoidii,
kondenzovanych tanintl, tokoferolti a vitaminu C. Nejvyraznéji zastoupena fenolické kyselina
v plodech rakytniku je kyselina salicylova v 55-75 % celkového mnozstvi. Vétsina pritomnych
fenolickych kyselin je ve formé& esteri nebo glykosidickych vazeb, pouze asi 3 % celkového
obsahu je ve form¢ volné [39—40].

Celkovy obsah fenolickych sloucenin v suchych plodech rakytniku se pohybuje okolo
3570—4439 mg/kg a mezi nejzastoupenéjSi patfi jiz zminéna salicylova kyselina, dale
p-kumarovad kyselina, o-kumarova kyselina, kavova kyselina, syringova kyselina, nebo
vanilova kyselina [39]. Celkova antioxida¢ni aktivita plodd rakytniku méfena zhdSenim
radikdlu DPPH se pohybuje okolo 529 + 79 mg TE/g, velmi obdobnou antioxida¢ni aktivitu
m¢l také extrakt kotene rakytniku [40].

Vitaminy

Vitaminy jsou pro bylinu velmi dulezité biokatalyzatory metabolickych procest, které
podstatné¢ urychluji anebo umoziuji jejich prabéh. Z hlediska vitaminového slozeni byl
primarn¢ zjistovan obsah vitaminu C a vitaminu E (tokoferold). Tyto vitaminy jsou pro bylinu
dalezitymi antioxidanty. Zadernowski a kol. [41] stanovili obsah celkovych volnych tokoferoli
na 101,4-128,3 mg/100 g oleje zcelych plodi rakytniku, kdy o-tokoferol byl obsazen
7z 62,5-67,9 %, o-tokoferol byl obsazen z32,1-37,5 % a byly nalezeny pouze stopy
y-tokoferolu [41]. Dulezitym lipofilnim vitaminem je také vitamin K, toho bylo nalezeno
1,1-2,3 mg/g v oleji ze semen rakytniku. Pro lidsky organismus ma ulohu v koagulaci krve
[37].

Celkovy obsah vitaminu C se u suchych plodid rakytniku rostouciho v Evropé pohybuje
okolo 360—2500 mg/100 g. Vysoky obsah vitaminu C je zachovan také ve §tavé z rakytniku,
asi 75 % ptvodniho mnozstvi. Rakytnik je fazen mezi plodiny s nejvysSim obsahem vitaminu
C v ptirodé€, ma priblizné¢ dvandctkrat vice vitaminu C neZ pomeran¢ a nékolikanasobné vice
nez kiwi, jahoda, mrkev ¢i rajce [1].

Mineraly

Rakytnik obsahuje mnoho mineralnich latek, jejich podstatné mnozstvi bylo nalezeno asi u 26
prvkl. Nejvyraznéji zastoupeny je draslik a to jak v plodech, tak v dzusu, v mnoZzstvi
9,33—14,84 ppm. Draslik sehrava v nasem téle roli pro spravnou iontovou rovnovahu a pro
zajisténi citlivosti tkani. Mezi dalsi podstatné prvky patii Zelezo, molybden, vapnik, hot¢ik,
méd’, zinek, sodik nebo fosfor. Jejich obsahy vyrazné zavisi na geografickych podminkach a
kvalité pady [1,7].
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2.2.3 Lécivé ucinky

Za nejpodstatnéj$i farmaceutické 1é¢ivé ucinky rakytniku feSetldkového jsou povazovany
bolesti, coz ¢ini z rakytniku plodinu jak pro vnéjsi tak vnitini medicinu [37]. Déle byly
pozorovany kardioprotektivni vlivy, protirakovinové efekty, schopnost posilnit imunitni systém
a pomoci s zalude¢nimi viedy, jaternimi poruchami, onemocnénim mozku a popalenimami [1].
Dle tradi¢ni ¢inské mediciny je tato rostlina uzivana také pii nachlazeni, chiipkach, ischemické
chorob¢ srde¢ni, gynekologickych problémech, lupénce, lupusu, trombodzach, anebo pii
metabolickych poruchach [15]. Za tyto vlastnosti jsou zodpovédné hlavné fenolické slouceniny,
karotenoidy, fytosteroly, dale vitamin C, tokoferoly a dopliikové také mineraly. Vzhledem
k aéinklim se ptidavek extraktu rakytniku ¢im dal vice objevuje v rliznych potravinovych
dopliicich pro vyzivu lidi i zvifat. Mezi bézné produkty patii Stavy, pivo, vino, dzemy,
zavareniny, kompoty nebo ¢aj. Dale se rozsitfuje jeho vyuziti v kosmetickych ptipraveich jako
pletové masky, krémy, masti a dalsi [7, 36].

Antioxida¢ni a imunomodulaéni ucinky

Jelikoz je vcelé rostliné rakytniku obsazeno mnoho latek antioxidacni aktivity, at’ uz
slouceniny fenolického typu, karotenoidy, vitamin C nebo tokoferoly, ma jeho extrakt zna¢nou
antioxidaéni aktivitu a tim je schopny aktivace superoxid dismutazy, ktera se stara o deaktivaci
volnych radikali. Zachovava tedy spravnou funkci imunitniho systému a eliminuje zmutované
a mrtvé buiiky a podporuje fagocytézu [15].

Extrakt rakytniku byl zkouman z pohledu oxidativniho stresu vyvolaného chromem, kdy u
kontrolni skupiny krys byl prokazan protektivni Gi€inek, nasledny ubytek vahy a podpora ristu
organli jako jatra, ledviny, slezina a srdce. Obdobné byl zkouman protektivni vliv u bunék
s oxidativnim stresem vyvolanym indukovanou hypoxii, kdy se pfi aplikaci extraktu znovu
znacn¢ zmirnila cytotoxicita a obsah ROS [42].

Imunomodulaéni aktivita byla zkoumana na kontrolni skupiné krys s indikovanou artritidou,
kdy zanét vyvolan Freundovou injekci byl znacné zmirnén pii soucasném pozivani
rakytnikového extraktu bud’ ten stejny den, nebo v dobé& péti dni pted injekei. Tim by mohl byt
extrakt i€inny pii 1&€bé artritidy [43].

Antikarcinogenni u¢inky

Hlavni aktivni sloZkou pusobici proti rakoviné jsou obsazené flavonoidy jako quercetin, které
stimuluji apoptdzu u rakovinovych bunék. Nejhlubsiho efektu bylo pozorovéano u karcinomu
stteva, prostaty a u leukemie. Stejné tak bylo prokazano, ze rakytnik plisobi protektivné proti
hematologickému poSkozeni pfi podavani chemoterapie, tento Ucinek byl pfipsan katechinu,
gallokatechinu, epigallokatechinu a také sterollim z rakytnikového oleje. Navic predstavuje
rakytnikovy olej velmi bohaty zdroj rtiznych doplikovych nutrienti pro celkové posilnéni
organismu, podporu odstranéni Skodlivin, podporu hojeni tkéni a ochrany pted infekci pfi
riznych operacich. Pii soufasném ozafovani rovnéz pomahd s ¢innost gastrointestinalniho
traktu, kdy zvySuje apetit a navic také pomaha spravné funkci ledvin a jater [15, 37].
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Kardiovaskularni choroby

Zvysené mnozstvi cirkulujicich lipidi vede k zanétlivému stavu cév a rozsifené tvorbé
cytokini, coz ma za nasledek degradaci vaskularniho endotelu cév. Dale je tim zvySeno riziko
ucpani cév a tedy i infarktu. Rakytnik znacné€ snizoval hladinu celkového cholesterolu, LDL
(nizkodenzitni lipoprotein) cholesterolu triacylglyceroli, visceralni tuk a rovnéz hladiny lektinu
v plasm¢ v porovnani s piivodné obéznimi krysami po dobu Sesti tydnt [44]. V kontrolni
skuping se snizila akumulace lipidi, zatimco vylucovani stolici se zvysilo, peroxidované formy
lipida v jatrech a erytrocytech byly zna¢né€ sniZeny.

V oblasti podpory srde¢ni funkce byl nejefektivnéjsi pravé rakytnikovy olej ze semen.
Obsazené flavonoidy maji vliv na kontrakci srdecniho svalu, jeho posilnéni a také podporu
menSich korondrnich tepen, ¢imZz pomaha také s lé€bou vysokého krevniho tlaku. Zde se
pravdépodobné uplatiiuje jeho efekt snizeni insulinu (za soucasného zvyseni senzitivity na
insulin) a angiotensinu II. Nejdualezitéjsi flavonoidy majici tyto funkce jsou quercetin a
isorhamnetin [37].

Hepatoprotektivni efekt

Jatra jsou Casto ovlivnéna mnoha latkami, které zaroven zneciStuji Zivotni prostiedi, anebo
1é¢ivy. To muze vést k hepatitidé nebo cirh6ze. Rakytnik ma mnoho prokézanych ucinkl na
podporu funkce jater a také proti jaternim onemocnénim. Hepatotoxiny jako etanol,
tetrachlormetan nebo acetaminofen zpiisobuji rizny stupeit poskozeni jaternich bunék. Tyto
buiiky chrani nenasycené mastné kyseliny a také karotenoidy a tokoferoly, primarné -karoten
a a-tokoferol, dale maji flavonoidy prokdzany efekt proti zatu¢novani jater [37].

Geetha a kol. [45] zkoumali pravé hepatoprotektivni tc¢inek rakytnikového extraktu na
tetrachormethan (CCls) u poSkozenych jater potkani albina. Pfi soufasném podavani
rakytnikového extraktu v davee 100—200 mg/kg hmotnosti bylo docileno zna¢né ochrany pred
naristem CCl4 indukované glutamat oxalacetat transferazy, glutamat pyruvat transferazy,
alkalické fosfatazy, bilirubinu a stejné¢ tak se zachoval obsah proteinii v séru. Tim je
rakytnikovy extrakt stejné¢ ucinny jako jind nutraceutika na tyto aplikace [45].

Hojeni pokoZzky a kosmetické aplikace

Kosmeceutika jsou novym trendem péce o pokozku, jedna se o jakési hybridy mezi kosmetikou
a farmaceutickym ptipravkem, ktery poskytuje obsah deklarovanych u¢innych latek piisobicich
nejen na hojeni pokozky nebo popalenin, ale klidn€ pasobicich 1 proti starnuti kiize. Rakytnik
feSetlakovy zde patfi mezi velmi nad€jnou rostlinu s mnoha aktivnimi latkami pro zdravi
pokozky. Obsahuje vice nez 100 vyuzitelnych sloucenin jako karotenoidy, vitaminy nebo
mastné kyseliny. Samotny rakytnikovy olej je uz jakymsi hotovym produktem, ktery 1ze ptimo
aplikovat na poskozenou pokozku. Obsahuje v pfirodé¢ vzacné obsazenou palmitolejovou
kyselinu, kterd stimuluje regeneracni ucinky v epidermis a hoji zranéni pokozky jako fezné
rany, nekrotickd tkan nebo jizvy. Dalsi obsaZzené karotenoidy a tokoferoly maji vliv na
biosyntézu kolagenu a proliferaci fibroplastii [46].

Stejné tak je rakytnik pouzivan pro hojeni mnoho koZznich nemoci jako atopie, lupénka,
rizné formy ekzému, dermatitid, koznich viedi (napt. bércové viedy), akné, proleZenin,
pigmentovych skvrn, alergickych a zanétlivych procesi na kazi. Stejné¢ tak je ucinny na
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melandzu, chloasma, xerodermii a velmi se osvédcil na popaleniny, kdy u popalené ovce
pomohl za 14 dni znacné zvysit epitelizaci oSetfené tkan¢ v porovnani s neoSetfenou oblasti
[47]. Velmi dobfe ptisobi rakytnikovy olej také na popaleniny od Slunce, poméha hojit pokozku
poskozenou ozafovanim anebo chirurgickymi laserovymi operacemi. Efekt hojeni pokozky se
da prohloubit nejen vnéjsi aplikaci, ale rovnéz vnitinim uzivanim, zde figuruje obsazena
palmitolejova kyselina [15].

Kontraindikace a bezpe¢nost

Nezadouci uc¢inky nebyly pii bézném davkovani vibec pozorovany. V kontrolni slupiné
potkantl, kterym byl davén po dobu 14 dnli vodny extrakt z listi rakytniku 1-2g/kg hmotnosti
a nebylo prokdzano zadné poskozeni vnitinich organti, stejn¢ tak nebyly naruseny zadné
biochemické a hematologické parametry v porovnani s kontrolni skupinou. Maximalni
adaptogenni davka byla urcena na 100 mg/kg hmotnosti. Ukazatel akutni toxicity LDso byl
urc¢en na 10 g/kg [48].

Upadhyay a kol. [49] zkoumali bezpecnost extraktu z rakytniku, tentokrat z superkriticky
extrakt z oleje ze semen, ktery byl uzivan vnitin€ za ucelem hojeni popalenin u potkanii po
dobu 7 dnd. Nebyla pozorovana zadna akutni ani subakutni toxicita, vS§echny fyziologické,
biochemické a hematologické parametry (ALT, AST, mocovina anebo kreatinin) byly
v pofadku a byla sledovdna nulova Gmrtnost. Z hlediska téchto sledovéani je tedy extrakt
z rakytniku povazovan za bezpeény a bez vedlejsich tcinka [49].

2.3 Extrak¢ni metody

Po tadné ptipravé vzorku a odstranéni nezadoucich substanci, je hlavnim faktorem pro ziskéani
bioaktivnich latek z bylin, pravé vhodné zvolena extrakéni metoda. Ta se urcuje specificky
prave dle povahy chemickych latek, na které se chceme pii extrakci zamé&fit. Vhodny extrakéni
postup by mél byt jednoduchy, levny, rychly, G€¢inny a nejlépe 1 ptistupny k automatizaci. Je
tteba mit na paméti, ze ackoliv se pii extrakci rozhodneme zaméfit na jisty konkrétni typ
sloucenin (jako karotenoidy nebo fytosteroly), nebudou jedinou sloZkou ve vysledném extraktu.
Spolu s nimi se budou extrahovat latky ptibuzné, jako sacharidy a proteiny. Tyto nechténé latky
nam mohou pridat dalsi kroky do vysledného procesu, pokud je bude nutno odstranit [50—54].

Pokud extrahujeme sloZky z pevnych materidlli, tak samotnou extrakci rozumime desorpci
latek z matrice a nasledné rozpusténi tdchto latek v rozpoustédle. Uginnost takové extrakce
bude tedy ovlivnéna rozpustnosti extrahovanych latek v rozpoustédle, pfechodem hmoty a také
matricovymi efekty. Vysoka teplota, tlak, nizk4 viskozita rozpoustédla a malé velikost ¢astic
podporuje pienos hmoty. Matricové efekty jsou ze vSech tifi faktori nejméné pochopené.
Ptestoze je latka vysoce rozpustnd v rozpoustédle, miize byt neextrahovatelna. V jistych
ptipadech je totiz siln€¢ uzaviena v pérech matrice anebo siln€ ptiléha k jejimu povrchu. Volba
rozpoustédla je zavisla na typu analytu a matrice. Ackoliv interakce rozpoustédla a analytu jsou
dohledatelné, matricové efekty jsou Casto nepiedvidatelné. Neexistuje zaddné univerzalni
rozpoustédlo pouzitelné pro vSechny analyty a matrice [51-54].
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Mezi dalsi parametry, které ovliviluji i€innost extrakce, patii [S1-53]:
e teplota
e doba extrakce
e pocet opakovani extrakci
e typ rozpoustédla
e pomér rozpoustédla a vzorku
° pH

Pti dlouhé dob¢ extrakce a pfili§ vysoké teplot¢ muze nastat degradace sloucenin, proto
se musi vzdy zvazit mozna rizika [51-52].

2.3.1 Piiprava vzorki bylin pro analyzu lipofilnich sloucenin

V ptipadé€ izolace latek z bylin neni ptiprava vzorku slozitd. Vybrana ¢ast byliny (pfipadné cela
bylina) se v prvni fad¢ vzdy podrobi homogenizaci. Nehomogenizovana bylina by se neuplné
extrahovala, coz by podstatné¢ zhorSilo ucinnost extrakce [50]. Vzorek se homogenizuje
naptiklad drcenim anebo mletim. Dal$i uprava zdvisi na chemickému sloZeni extrahovanych
latek. Pokud bychom extrahovali hydrofilni slouceniny jako naptiklad fenolické latky, je vse
zavislé na jejich polarité, koncentraci, po¢tu aromatickych kruhti a také hydroxylovych skupin.
Mnohdy je tieba stépit glykosidické anebo peptidické vazby ve vzorcich. Pro tento ptipad se
pouzivaji silné kyseliny anebo zasady, avsak pro pouziti do potravinafstvi je mnohdy lepsi
vyuzit méné agresivni kyseliny citronové anebo specifické enzymy jako peptidasy c¢i
glykosidasy [51-54]. U latek lipofilniho charakteru, jako jsou karotenoidy anebo fytosteroly,
je tfeba znovu naruSit rigidni a komplexni bunécné stény, které znacné brani vstupu
rozpoustédla do bunky. Podobné tvoti karotenoidy komplex s jinymi makromolekulami jako
napiiklad proteiny anebo mastné kyseliny, to poté znacné ztézuje prevod hmoty pfi extrakci.
Z téchto ditvodi se kromé jiz zminéné fyzikalni pfedipravy vzorku (peceni, osmoticky Sok,
mleti) vyuzivaji znovu chemické metody (kyseliny, zasady, surfaktanty) a enzymatické metody
[55].

Extrahovat Ize v ptipadé¢ lipofilnich slou¢enin pouze dehydratovanou, tedy usuSenou bylinu.
Samoziejmé l1ze vyjit z Cerstvé, anebo zmrazené byliny, ale je tfeba nasledné redukovat podil
vody, ktery by narusil extrakci v tukové fazi a navic by byl vzorek nachylny na mikrobialni
kontaminaci. Suseni mize byt provadéno studenym nebo horkym vzduchem nebo pomoci
lyofilizace. Ve studii Abascallové a kol. [56] se ukazalo, Ze lyofilizace zachovava vétsi obsah
aktivnich sloucenin.

Co se tyCe pottebného mnozstvi byliny pro extrakei, poptavka se 1isi prave dle pozadovaného
objemu finalniho extraktu, hmotnosti byliny a dalSich mnoha parametri, ale Casto se voli pomér
1:9, tedy naptiklad 10 g byliny se maceruje v 90 g lipofilniho rozpoustédla. V neposledni fadé
zéalezi na mnozstvi extraktu potfebného pro findlni stanoveni. Pokud napiiklad stanovujeme
tékavé silice pomoci plynové chromatografie, bude potfeba jen nékolik pl, pro
spektrofotometrické stanoveni karotenoidil je potieba spiSe nékolik ml [50].
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2.3.2 Uchovani vzorku po extrakci

Pokud neni hotovy extrakt ihned analyzovén, je tieba ho ochranit pfed znehodnocenim
konzervaci. V opa¢ném ptipadé by extrakt mohl podléhat degradaci vypatenim, difuzi,
srazenim nebo adsorpci na tuhém povrchu, fotochemickym, oxida¢nim, degradacnim nebo
enzymatickym reakcim [50]. Vzorky lipofilnich sloucenin se nejcastéji uchovavaji zmrazenim,
zchlazenim, v pritomnosti konzervantti nebo v temnu [50, 55].

2.3.3 Macerace

Macerace je jednou z nejjednodussich a nejstarSich technik extrakce, byliny jsou ulozeny
v rozpoustédle pii pokojové teploté po dobu 7-30 dni za obcasného michani. Extrakéni systém
nalozené byliny v rozpoustédle (kterym je Casto rostlinny nebo zivocisny tuk) se nazyva
maceratem. JelikoZ vytézky této jednouché (statické) macerace byly velmi nizké, byla tato
metoda ¢asem modifikovana na dynamickou maceraci anebo turboextrakci, kde se vyuziva
konstantniho michani smési ataké zvySené teploty pro zvySeni extrahovaného mnozstvi
sloucenin. Pfes malé vytézky extrakce je v§ak metoda jest€¢ mnohdy vyuzivand v primyslu diky
snadné aplikovatelnosti v primyslovém méfitku [51-52].

234 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce (Soxhlet extraction, SE) vychazi ze specifické aparatury, kterd diky bo¢ni
tubé zajistuje opakovany styk cistého rozpoustédla s pevnym vzorkem. Dlouhou dobu
pfevysSovala vykon extrakénich technik, diky ¢emuz byla v minulosti Casto vyuzivana.
Nevyhodou této techniky vSak byla dlouhd doba extrakce (648 h) a také velka spotieba
rozpoustédla, které bylo mnohdy neekologické anebo toxické [51, 53].

S postupem casu vznikla automatizovana Soxhletova extrakce, komeréné nazyvana Soxtec.
Tato metoda byla schvélena jako metoda standardni. Jedna se tedy o hlavni referen¢ni extrakéni
metodu, pomoci které se urcuje tcinnost jinych typt extrakci. Stale je vSak omezena pouze na
termostabilni slouceniny. Diky automatizaci se snizuje jak doba extrakce, tak spotiteba
rozpoustédla [50-51, 53].

2.3.5 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce (Ultrasound extraction, USE) vyuzivd mechanické energie
o frekvencich vys$sich nez 20 kHz, v jistych ptipadech je vyuzitelna frekvence az 2400 kHz pro
jisté komplikované rostlinné matrice. Tato vysokofrekvencni energie mize nejen pomoci
pfenosu hmoty, ale také je schopnd narusit bunééné membrany pro snazsi uvolnéni latky do
rozpoustédla. Tato metoda se svoji ti€innosti sice nemlize vyrovnat metodam SFE a SWE, ale
s prehledem ptedbihd metody konvenc¢ni (macerace). Nejvétsi vyhodou této vysokofrekvencni
metody je nizkd degradace latek, nizka cena a jednoduchost zafizeni. V soucasné dobé& se
o metodé€ hodné hovoii prave z hlediska potencidlni aplikace do potravinaiského primyslu pro
extrakci bylin a bylinnych oleji, kdy je mozné zhotovit velké reaktory s jistym podilem
automatizace a mnoho organickych rozpoustédel je moZno nahradit pravé ,,zelenymi‘
rozpoustédly [51-52, 57].
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2.3.6 Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical fluid extraction, SFE) je typem extrakce
vyuzivajici oxid uhli¢ity v nadkritickém stavu, ktery se fyzikdlnimi vlastnostmi podoba plynu,
ale z pohledu rozpoustécich vlastnosti se jiz blizi kapaliné. Oxid uhlicity je levny, netoxicky
a nehoftlavy. Kritického stavu dosahuje jiz pfi teploté 31,1 °C a tlaku 7,38 MPa. Diky tomu lze
ochranit termolabilni latky pfed degradaci. Nevyhodou vSak zlstava drahé vstupni zafizeni a
také obtiznost aplikace do prumyslu [51-53, 58-59].

2.3.7 Subkriticka vodni extrakce

Subkriticka vodni extrakce (Subcritical Water Extraction, SWE) vyuziva vodu pfi vysokych
teplotach (40-200°C) a také vysokych tlacich (3,3-20,3 MPa) takovym zptisobem, aby zlstal
kapalny stav vody. Vyhodou této metody je klesajici polarita vody s nartstajici teplotou, coz
umoznuje extrakci i nepolarnich latek. Piestoze neni nutno pouzit organicka rozpoustédla, tak
v $irSim m¢éfitku nepfipadd v avahu pouziti této techniky do potravinatského pramyslu.
Zatizeni pro velké obsahy vzorku by mélo velké naroky na tésnéni a bezpecnost. Technika se
vSak hojné¢ vyuzivad ve vyzkumu, protoze jde o metodu rychlou vyuzivajici netoxické
rozpoustédlo [51-53, 59].

2.3.8 Extrakce iontovymi kapalinami

Extrakce iontovymi kapalinami za pokojové teploty je jakymsi propojenim fyziky
s extrakénimi mechanismy, které vnasi do pole separace nové obzory. Jedna se o roztoky soli
s nizkou teplotou tani a riznou polaritou od polarnich aZ po nepolérni rozpoustédla, diky cemuz
dokazi nahradit 1 organicka rozpoustédla. A navic jsou tepelné¢ mnohem vice stabilni a maji
vysokou viskozitu. Mohou tvofit systémy se dvéma fazemi, jak pro extrakci kapalina-kapalina,
tak pro extrakci kapalina-plyn. Klicové je vnimat iontové kapaliny jako systém velmi
komplexni, ktery nabizi mnoho rtiznych moznosti a variant pro konkrétni extrakci [60].

24 Méné znamé druhy oleji jakoZto extrakéni Cinidla

JelikoZ jsou nyni rozpoustédla na ropné bazi (napf. vazelina) striktn€ regulované po celém
svété, pozornost se obraci smérem ekologictéjSich a obnovitelnych rozpoustédel pro extrakcei,
purifikaci a formulaci produktl pfirodniho charakteru. Zcela idedlnimi rozpoustédly jsou
netékavé organické slouceniny (VOCs) s vysokou rozpousteci silou a bodem vzplanuti, které
maji zdroven nizkou toxicitu a minimalni dopad na zivotni prostiedi. Ziskdvany by mély byt za
nizkych nékladi a kromé jiz zminéné obnovitelnosti by se mély dat snadno recyklovat.
KaZzdopadné jejich alternativou by mohly byt rostlinné oleje, které spliuji vSechny ekologické
pozadavky. Jsou nedrazdivé, netoxické a net€kavé. Dale nabizi mnoho variant matric s riznou
polaritou, pomérem mastnych kyselin a obsahem doplitkovych bioaktivnich latek. VSechny tyto
proménné maji vliv na extrakéni t€innost a rozpoustéci silu. Tyto rozpoustédla jsou tedy
nazyvana jako ,,zelena“ (green solvents) anebo ,.bezpecnd* (safe solvents) a do dalSich let
budou stale vice riist na vyznamu praveé diky jejich obnovitelnosti [4—6, 26].

Znédma extrakeni Cinidla na bazi rostlinnych oleji jsou naptiklad olivovy, slunecnicovy,
anebo tepkovy olej. Tato diplomova prace se zamétuje na ncekteré méné znamé druhy
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rostlinnych oleji, které by mohly byt rovnocennou, anebo dokonce zajimavéjsi alternativou
z pohledu extrak¢nich schopnosti.

Vliv druhu rostlinného oleje na Gcinnost macerace

Macerace bylin do olejovych zdkladd je historicky znamou a vyuzivanou metodou pro
valorizaci bylinnych matric, anebo vedlejSich produktt jejich zpracovani. Piesto dodnes bylo
vénovano pouze velmi malo pozornosti do vyzkumu toho, co konkrétné ma vliv na rozdilné
extrak¢ni ucinnosti oleji [61].

Nejvice pozornosti bylo vénovano extrakcei karotenoida z bylinnych matric. Goula a kol. [3]
sledovali ptechod karotenoidti do slunec¢nicového a sojového oleje pouzitim UAE. Bylo
zjisténo, ze do sojového oleje pieslo o 10% vice karotenoidd. Tato G€innost byla pfisouzena
vyssi viskozité sojového oleje. Kazuyoshi a kol. [61] sledovali pfechod karotenoidii maceraci
za tepla do MCT oleje, rybiho oleje s obsahem omega 3 MK a olivového oleje, znovu byly
pozorovany rozdily mezi extrak¢nimi ¢inidly. Nejvyssi a€innost mel MCT olej a ta byla znovu
pfisouzena vys$i viskozité a obecné vySSimu obsahu MK s niz8i molekulovou hmotnosti
(ptevazné C4, C6 a C8). Corbu a kol. [26] pozorovali rozdilny ptechod karotenoidid do
olivového a slunecnicového oleje (extra virgin i rafinované varianty) pouzitim UAE a
macerace. UAE byla vyhodnocena jako G¢innéj$i metoda a vSechna pouzitd rozpoustédla méla
obdobnou extrakéni vytéznost.

Pro extrakci fytosterold se se sice tradicné pouzivala macerace, anebo Soxhlet extrakce, ale
tyto metody jsou dnes nahrazovany novymi ekologickymi alternativami. Mezi ty patii UAE,
anebo nejvice rozsitena SFE. Dle Uddina a kol. [62] se jedné o zasadni metodu, kterd je zadroven
ucinnd a dokdze nahradit extrakci organickymi rozpoustédly, které nesedi do konceptu
»zelenych® rozpoustédel. Zisk fytosterolti z bylinnych matric je pfitom zavisly na formé
fytosterold (volné, estery, glykosidy), kdy musi byt optimalizovana volba rozpoustédla,
extrakéni teplota, ptfiprava rostlinného materidlu a mnoho dalSich faktord. Po extrakci je
vétSinou nutno vzorek saponifikovat pro zisk Cisté frakce fytosterolli, které pljdou dobie
kvantifikovat [62—63].

Stabilita rostlinnych oleju

Rostlinné oleje jsou velmi nachylné k oxidacni degradaci, pravé v disledku vysokého stupné
nenasycenosti vétsiny z nich. Cim vyssi pomér kyseliny linolenové, anebo i kyseliny linolové
a olejové rostlinny olej obsahuje, tim vétsi je riziko, Ze se pfi nevhodném a dlouhodobém
skladovéni stane v dlsledku vysokého peroxidkového ¢isla nepozivatelnym. Tento poznatek by
mohl zna¢n€ komplikovat nasledné vyuziti ziskanych extrakt pro potravinarsky pramysl [2].
Oproti tomu je znamo, ze olej tvoii pro obsazené slouceniny jakousi ochrannou bariéru pred
pusobenim kysliku a tim zpomaluje degradaci obsazenych slozek [3].

Jedna z nejefektivnéjSich metod stabilizace rostlinnych oleju je pfidavek antioxidant. Ty
jsou ale dle legislativnich nafizeni ptisn¢€ regulovany kvuli vlivu na lidské zdravi. Naptiklad
BHT (butylovany hydroxytoluen) je ve vysSich koncentracich karcinogenni. Proto se pozornost
obraci na bezpecné karotenoidy, fytosteroly a dalsi antioxidanty bézné¢ ptitomné v rostlinnych
matricich. V tomto sméru bylo pozorovano, Ze pro rostlinné oleje jsou siln€ protektivni polarni
antioxidanty a zna¢né prodluzuji jejich Zivotnost. Frankel a kol. [64] pfedpoklédal, ze je to
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zptisobeno mezifazovymi jevy, kdy se koncentruji antioxidanty opacné polarity nez pouzité
médium na mezifazovém rozhrani, které je povazovano za klicové misto oxidace (Obr. 19).
Antioxidanty stejné polarity jaké médium se naopak rozprosttou do média, kde nejsou tolik
efektivni [64—66]

Polar antioxidants MNon-polar antioxidants

(B) L5575
Qpdeny
Tk

Water

% Oil-in-water emulsion

Polar antioxidants

©) Air (D) Alr
I A o
R } Bulk oil
i Fooom
"|.~q
oi .

—3 Emulsifier

e Antioxidant
Obr. 19: Mezifazovy efekt polarniho paradoxu v emulzi typu olej ve vodeé [65]

Tento jev byl zaznamenan jako teorie polarniho paradoxu (polar paradox theory). Ta
popisuje paradoxni chovani antioxidantli v riznych médii a racionalizuje fakt, Ze polarni
antioxidanty jsou ucinngjs§i v méné polarnich rozpoustédlech (pravé jako rostlinné oleje) a
naopak méné polarni antioxidanty jsou ucinnéjsi ve vice polarnich médiich jako emulze typu
olej ve vod¢ (o/v). Tento mechanismus je obzvlasté¢ pozorovan u velkoobjemovych extrakei
[66]. Nové zkoumani vSak objevilo, Ze ne vSechny antioxidanty se chovaji podle tohoto trendu.
Tedy hlavni misto oxidace neni na rozhrani fazi olej-vzduch, jak bylo dfive pfedpokladano.
Naopak je zasadni misto asociace koloidl vytvotrenych stopovym mnozstvim vody v matrici a
povrchové aktivnich molekul jako naptiklad fosfolipidy. Pfi jistém stupni délky hydrofobniho
postranniho fetézce se totiZ systém zacne chovat nelinearné (cut-off efekt), proto je do budoucna
nutno teorii polarniho paradoxu vice ptezkoumat a nalézt nové teorie, které by ho doplnily. Ve
je tedy zavislé 1 na koncentra¢nim rozsahu, pii kterém lze tuto teorii pouzit. Napiiklad byla
srovnavana antioxida¢ni aktivita epigallokatechinu galdtu (EGCG) a jeho lipofilniho
esterového analogu (tetrasterat). Bylo zjisténo, ze EGCG byl ucinnéjsi pii vysSich
koncentracich v médiu a tetrasterat naopak pii nizsi koncentraci v médiu. Chovani antioxidantt
v rostlinnych olejich je naznaceno na Obr. 20, s rostouci koncentraci nepolarniho antioxidantu
(pterusovana kiivka) postupné roste jeho antioxida¢ni aktivita az do jakési kritické hodnoty, za
kterou jeho tc¢innost déle klesa. Obdobna situace je v ptipad¢ polarniho antioxidantu, ktery je
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ucinngjsi az pti vyssich koncentracich (plna kiivka). Nejucinnéj$im antioxida¢nim systémem
by tedy mohlo byt nalezeni priaseciku téchto dvou kiivek [65].
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Obr. 20: Teorie polarniho paradoxu [65]
241 Cajovnikovy olej

Ackoliv je druhti ¢ajovniku spoustu a nejznaméjSim je pravé Camellia sinensis neboli Cajovnik
¢insky, jehoz listy jsou po tisicileti pouzivany pro pfipravu caje, olej se ziskava prevazné ze
semen druhu Camellia oleifera anebo v Japonsku také z druhu Camellia sasanqua. C. oleifera
(Obr. 21) se vyskytuje ve vychodni a jithovychodni Asii, kvete od fijna do dubna a semena jsou
sbirany nejcastéji v zafi. Roste do vysky az 4,5-6 m a semena jsou trojuhelnikového tvaru
rozméru 15-20 mm v pruméru. Semeno obsahuje az 60 % oleje, ktery je tradicné ziskavan
lisovanim, anebo extrakci rozpoustédly. Surovy olej neni pouZivan ihned, ale je tieba
rafina¢niho procesu [67—68].

Obr. 21: C. oleifera kvéty (4), plody (B), oplodi (C) a semena (D) [68]
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Cajovnikovy olej obsahuje velké mnozstvi kyseliny olejové, asi okolo 80 % (Tabulka 5),
¢imz se znacéné podoba olivovému oleji. Dale obsahuje mensi podil kyseliny palmitové,
stearové, linolové, arachidinové a behenové. Navic obsahuje velké mnozstvi antioxidantli a
jinych sloucenin s rozsdhlou biologickou aktivitou. V Asii je béZné pouzivan na vareni kvili
jeho vysokému koufovému bodu a také je pouzivan v tradi¢ni ¢inské medicin€ pro pfipravu
kosmetiky [67—68].

Mezi dal$i vyznamné obsahové latky patii tokoferoly, vitaminy skupiny B, fosfor, hot¢ik,
vapnik, zelezo, zinek, selen a navic mnoho fenolickych slouCenin, lignany a saponiny.
Vyrazngji je zastoupen sesamin, u kterého byla pozorovana vyraznd antioxidac¢ni aktivita a
schopnost redukovat LDL cholesterol. V semenech je dale obsazeno mnoho sansaquasaponinu,
u které¢ho byly pozorovany kardioprotektivni ucinky, plsobi proti arytmiim a potlacuje
zanétlivou reakci u popélenin v kontrolni skupiné krys [67—68]. Oleji jsou pfipisovany ucinky
pro snizovani krevniho tlaku, prevenci vzniku rakoviny, prevenci vzniku chronickych ekzémd,
uklidnéni velmi citlivé pokozky s tendenci k alergiim, ptfiznivé ovlivnéni krevni srazlivosti a
rovnéz inhibi¢ni efekt proti EB viru [68].

Tabulka 5: Profil mastnych kyselin oleje ze semen cajovniku [68]

Mastné kyseliny Orientacni obsah (Wt%)
Palmitova 16:0 <170
Stearova 18:0 <10,0
Olejova 18:1 73,0—89,0
Linolova 18:2 <15,0
Arachidinova 20:0 <2,0
Behenova 22:0 <3.0

24.2 Marakujovy olej

Maracuja neboli mucenka jedla (Passiflora edulis) patti do rodu Passiflora, ktery ma okolo 600
druhti a je vyrazné roz$ifen po cel¢ Severni 1 Jizni Americe, dale je rozsifen v Australii, Novém
Z¢élandu, Africe a také v n¢kterych oblastech vychodni Asie. Jedna se o kvetouci kef, ktery
muze dortist az do vysky deseti metrii a kvete od Cervna do ¢ervence, kdy plody jsou sbirany
od zafi do listopadu. Jedly plod (Obr. 22) je ovélného tvaru asi 6 cm dlouhy, zlutooranzové
barvy a je znamy pod nazvem ,,passion fruit“. Obsahuje mnoho hnédoZlutych semen okolo
5—-8 mm velkych, ze kterych se lisuje marakujovy olej, piipadné Ize pouzit extrakce
rozpoustédly, naptiklad hexanem. Novym zptsobem pro vétsi métitka extrakce je mikrovinna
extrakce, ktera je nékolikanasobné rychlejsi a Setrnéjsi. Nasledné je vétSinou olej rafinovan pred
tim, nez je pouzit [69—-70].

35



Obr. 22: Plod a semena maracuji [69]

Marakujovy olej obsahuje velké mnozstvi kyseliny linolové (Tabulka 6), dale obsahuje
kyselinu palmitovou, stearovou, olejovou a malé mnozstvi kyseliny myristové a linolenové.
Takovym profilem mastnych kyselin se nejvice podoba slune¢nicovému oleji. Zijem o
marakuju mezi védci stale roste pravé diky jejim skvélym nutricnim charakteristikam a exotické
chuti, plody jsou levné, velmi bohaté na vitaminy a mineraly a také dobte dostupné. Diky tomu
jsou popularni hlavné v Evropé a USA [69-70].

Olej ze semen maracuje je fytochemicky velmi dobfe prozkouman, kromé vysokého obsahu
vitaminu C (30 mg/100 g) a vysokého obsahu tokoferolli (465 ppm) ma navic zna¢ny obsah
karotenoida (19,7 mg/100 g) a fytosterol (209 mg/100 g), kdy z fytosterolil je nejvice obsazen
stigmasterol, B-sitosterol a campesterol. Navic ma olej zna¢nou antioxida¢ni aktivitu, na které
se podili zvelké casti obsazené fenolické slouceniny, nejdominantnéj§imi z nich jsou
chlorogenova kyselina, rozmarynovy kyselina a quercetin. Oleji se pfidruzuji pfiznivé efekty
na kardiovaskularni systém a 1écbu srdecnich komplikaci nervové patogeneze, dale olej snizuje
proti rodm Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus a Bacillus cereus.
Navic piisobi proti bolestem a zklidiiuje podrazdénou pokozku, tim padem je ptidavan i do
kosmetickych ptipravki [69—71].

Tabulka 6: Profil mastnych kyselin oleje ze semen marakuje [69]

Mastné kyseliny Orientacni obsah (Wt%)
Myristova 14:0 <10
Palmitova 16:0 4,0-12,0
Stearova 18:0 1-6
Olejova 18:1 5-25
Linolova 18:2 65-75
Linolenova 18:3 <1,0

243 Kukui olej

Kukui ofech nebo anglicky také ,,candlenut”, tedy svickovy ofech, je semenem rostliny
Aleurites moluccanus, ktera je typicka pro Indicky a Malajsijsky region. Jedna se 0 20 m vysoky
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strom, ktery se v sou¢asné dob& vyskytuje v oblastech jihovychodni Asie (nejvice v Cing a
Indii), dale v Polynésii a na Novém Zélandé€. Jeho plody jsou tmavé zelené, maji okolo 6 mm
Sirokou slupku a uvnitt se nachazeji az dvé velmi tvrdé semena vzhledem pfipominajici kameny
(Obr. 23). Tyto semena jsou asi tak velka jako vlasské ofechy, jsou nepostradatelnym kotenim
v indonéské a malajské kuchyni, vétSinou obsahuji vice nez 50 % tuku. Olej se Casto extrahuje
rozpoustédly, anebo je lisovan studenou nebo horkou cestou. Horka cesta predstavuje vyssi
vytéznost, ale ziskany olej je poté malo stabilni v disledku degradace antioxidantii. Po extrakci
je olej Cistén a jsou pridavany dalsi piirodni antioxidanty pro jeho stabilizaci, naptiklad vitamin
C, E, anebo A. Bez této stabilizace by byl olej velmi nachylny na degradaci pravé kvuli
vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin. Filtracni kold¢ se vyuziva jako hnojivo
[72-73].

Obr. 23: Semena kukui [73]

Olej ze semen kukui ma vysoky obsah jak kyseliny linolové, tak kyseliny linolenové
(Tabulka 7), ¢imz je velmi nachylny na oxida¢ni degradaci. Kromé toho mé vysoky obsah
kyseliny olejové a ddle mensi obsahy kyseliny palmitové a stearové. Oleje lisované z rtiznych
regiond se od sebe mohou znacéné lisit. V oleji z Malajsie, ktery zkoumal Norulaini a kol. [74]
bylo nalezeno minimalni mnoZstvi kyseliny linolenové a tim vy$§i mnoZstvi kyseliny stearové
a olejové. Vyextrahovany olej mé velmi silny zapach a proto musi byt pied dalSim pouZzitim
dezodorizovan, jeho vyuziti je v soucasné dob¢ spiSe pro kosmetické a industrialni aplikace,
jako tfeba tvorba mydla, anebo barvy [72—73].

Z pohledu fytochemického profilu nebyl tento olej tak hluboce zkouman a tedy ani
charakterizovan. Avsak jako potrava a 1€¢ivo je pouzivan jiz od staroveéku. Siddique a kol. [75]
zkoumal antioxidac¢ni aktivitu extraktu z oleje, za kterou jsou zodpovédné obsazené fenolické
slouceniny a dale tokoferoly, olej obsahuje navic mnoho nutriéné cennych latek. Soucasné
aplikace jsou pro zvlh¢eni kiize, na suchou a podrazdénou pokozku a bezpecny je stejné tak na
détskou pokozku. Jeho vyhodou je to, Zze nezanechava mastny film a snadno se vstiebava. Uvadi
se, ze by mohl mit podobné pouziti jako ricinovy olej, tedy do kosmetickych piipravki
urcenych na vlasy a dale proti striim. Navic je olej u€inny pii 1€¢b¢ atopie, lupénky a také jako
podpora pacientli s chemoterapii a pii ozafovani [75].
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Tabulka 7: Profil mastnych kyselin oleje ze semen kukui [72]

Mastné kyseliny Orientacni obsah (Wt%)
Palmitova 16:0 5,0-9,0
Stearova 18:0 2,0-7,0
Olejova 18:1 11,0-35,0
Linolova 18:2 34,0—49,0
Linolenova 18:3 21,0-35,0

24.4 Kiwi olej

Kiwi (Obr. 24) je plodem Actinidia chinensis, coz je listnata rostlina s rozpinavymi vyhonky,
které jsou dlouhé né€kolik metr a formuji bilé nebo rizové kvéty, jedna rostlina dokaze nést
nékolik stovek ovéalnych plodi, které maji v dozralém stavu asi velikost vejce. V priméru maji
okolo 5 cm a hmotnost mtize byt 60—100 g. V zavislosti na stupni zralosti chutna duzina plodu
bud’ kysele, nebo sladce. Roste primarn& na uzemi Ciny, ale také je hojné rozsifena na Novém
Z¢landu, ve Francii, USA, Italii, Spanélsku a Japonsku. NejvétSim producentem kiwi je Cina,
ktera zahrnuje 54 % celosvétové produkce a vétSina ploda je konzumovana Cerstva. Avsak
velky podil ovoce jde na vyrobu dzusl, dZemil, sirupl a dalSich potravinatfskych produktt. Za
téchto okolnosti je nutno odstranit semena plodu, kterd jsou jako vedlejsi produkt mnohdy
pfimo vyfazena jako odpad. Semena tvoii 33—46 g/kg jedlé ¢asti plodu a obsahuji okolo 28,3 %
oleje, ten mize byt vzhledem k jeho vlastnostem dale vyuzit. Olej je ze semen nejCastéji
extrahovan pomoci oxidu uhli¢itého [76—77].

Obr. 24: Plod kiwi [77]

Olej ze semen kiwi ma vysoky obsah kyseliny a-linolenové (7Tabulka 8) a ddle ma znacné
obsahy kyseliny linolové a olejové, doplinkové obsahuje kyselinu palmitovou a stearovou.
Takto vysoky obsah polynenasycenych mastnych kyselin znamena jeho nachylnost na oxidaci.
Svym profilem mastnych kyselin se mize ¢astecné podobat Inénému oleji, ktery je obdobné
oxida¢né velmi malo stabilni, Vzhledem k obsahu mastnych kyselin, antioxida¢ni aktivité¢ a
nutri¢nich vlastnostech oleje ke semen kiwi je mozna jeho role jako doplnku stravy [76—77].
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Kiwi olej mad dobrou antioxida¢ni aktivitu (FRAP 3,3—-132,3 mg TE/kg), zna¢ny obsah
tokoferol (0,81 mg/g) a dale celkovych fytosteroli (269 mg/100 g), ze kterych je nejvice
obsazen f-sitosterol (251 mg/100 g) a doplikové také campesterol, stigmasterol,
0-5 avenasterol, 6-7 avenasterol a §-7 stigmasterol. Deng a kol. [76] dokazal, ze olej z kiwi
muze chranit mysi pfed oxida¢nim poSkozenim DNA indukovanym peroxidem vodiku.
V kontrolni skuping, které byly podavany rizné koncentrace kiwi oleje nebylo nalezeno témét
zadné DNA poskozeni v porovnani s neléCenou skupinou. Déle je olej z kiwi vyuzivan pro jeho

w1

vitaminu C a fenolickych sloucenin, prevazné flavonoidt [76—77].

Tabulka 8: Profil mastnych kyselin oleje ze semen kiwi [76]

Mastné kyseliny Orientacni obsah (Wt%)
Palmitova 16:0 2,0-7,0
Stearova 18:0 2,0-7,0
Olejova 18:1 10,0—24,0
Linolova 18:2 12,0—22,0
o-Linolenova 18:3 40,0-70,0
v-Linolenova 18:3 <20

2.5 Metody vhodné pro charakterizaci rostlinnych oleji

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny nékteré metody vhodné pro charakterizaci rostlinnych
olejui jakozto extrak¢nich Cinidel. Dtraz je kladen na metody pouzité v této diplomové praci.

2.5.1 Stanoveni profilu volnych a celkovych mastnych kyselin pomoci GC/FID

Stanoveni profilu volnych a celkovych mastnych kyselin ve vzorku tuku je tradicnim postupem
popsanym normami CSN EN ISO 12966 [78-80] za pouziti plynové chromatografie
s plamenové ionizacnim detektorem, kdy je nejprve nutno vzorek esterifikovat na velmi tékavé
methylestery. Esterifikace mtiZze probihat jak kysele, tak bazicky. V ptipad¢ kyselé esterifikace
(Obr. 25) proces probihd za zvySené teploty a prebytku bezvodého metanolu za soucasné
pfitomnosti kyselych katalyzatori jako naptiklad HCI, H>SO4 nebo BF3, ty musi byt opét
bezvod¢, aby nevznikala piivodni kyselina [81].

o o o o
i H i F'OH A H A
B oL )
OH OH; PR 0—R
H

Obr. 25: Schéma kyselé esterifikace
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Avsak pfi kyselé esterifikaci nereaguji pouze pfitomné volné mastné kyseliny, ale i vazané
mastné kyseliny, mechanismem kysele katalyzované transesterifikace. Tato reakce trva o
mnoho déle, tim padem se proces v ptipadé potifeby po nékolika minutach pterusi. Druhou
moznosti je esterifikovat bazicky. Za téchto okolnosti reaguji pouze vazané mastné kyseliny,
jelikoz z téch volnych vznikaji v bazickém prostfedi anionty. Bazicka transesterifikace (Obr.
26) probiha v nadbytku bezvodého metanolu za ptitomnosti silné baze jako NaOH nebo KOH,
pfipadné amonnych soli. Znovu jsou pouzity bezvodé metanolické roztoky téchto soli [81].

R . 0
; OR" _|_ " i

o=C — R (f OR" ——= p— . + o-r
0—R OR' R

Obr. 26: Schéma bazicky katalyzované transesterifikace

Ptipravené methylestery musi byt nasledné zbaveny piebytecné vody napiiklad pomoci
bezvodého siranu sodného. Po pfecisténi jsou nasledné¢ analyzovany na plynovém
chromatografu s FID detekci [81].

2.5.2 Stanoveni tukovych ¢isel rostlinnych oleju

Tukova ¢isla slouzi k charakterizaci vlastnosti oleje a jeho jakosti. Ackoliv se jedna o pomérné
zastaraly zplsob charakterizace, ma vyznam dodnes vzhledem k jeho jednoduchosti a
robustnosti. Obdobn¢ jde charakterizovat olej také modernéjsimi metodami jako HPLC nebo
GC. Mezi hlavni tukova ¢isla patii Cislo kyselosti, zmydelnéni, esterove, jodové a peroxidoveé
Cislo [82—84].

Cislo kyselosti

Cislo kyselosti udava obsah volnych mastnych kyselin v tuku a vyjadiuje se jako hmotnost
KOH v mg potiebné k neutralizaci kyselin v 1 g tuku. Vzorek tuku nebo oleje se rozpusti
v etanolu a za horka se titruje odmérnym roztokem hydroxidu draselného na fenolftalein. Jinak
by se také dalo fict, Ze Cislo kyselosti je mirou hydrolyzy tuku, ta probiha zasadnéji 1 pii
dlouhodobéjsim skladovani tuku. Proto by se u vysSich hodnot ¢&isla kyselosti mohlo
predpokladat, ze vzorek tuku jiz nebude tak Cerstvy. Pokud je zaroven pfitomno vys§i mnoZstvi
kysliku, bude doprovazena silnou oxidaci, jelikoz oxidace volnych mastnych kyselin je
rychlejsi nez oxidace vazanych mastnych kyselin [82—83].

Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni udava obsah volnych i estericky vazanych mastnych kyselin v tuku a
vyjadiuje se jako hmotnost KOH v mg potiebné k neutralizaci kyselin a hydrolyze
(zmydelnéni) jejich esteri v1 g tuku. Vzorek se zmydelfiuje pod zpétnym chladicem
s nadbytkem alkoholického roztoku hydroxidu draselného a piebyteCny nezreagovany
hydroxid je stanoven zpétnou titraci kyselinou chlorovodikovou na fenolftalein [82, 84].
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Esterové Cislo

Esterové ¢islo udava obsah pouze estericky vazanych mastnych kyselin v tuku a udava se jako
hmotnost KOH v mg potiebna k neutralizaci estericky vazanych v 1 g tuku. Toto Cislo se
vypocita z rozdilu ¢isla zmydelnéni a ¢isla kyselosti. Z esterového Cisla jde néasledné spocist
piiblizny procentudlni obsah glycerolu (1) v tuku [82, 84].

Yglycerolu =0,0547-C, (1)

Jodové cislo

Jodové Cislo udava hmotnost jodu v gramech, ktera se mtize addovat na 100 g tuku. Je méfitkem
nenasycenosti tuku, tedy celkového obsahu dvojnych vazeb. Dale slouzi také k posouzeni
Cistoty tuku a k identifikaci neznamych tukii. Ve stanoveni by $ly pouZit i jiné halogeny. Jod
reaguje velmi pomalu, ale je pouzivan, protoze chlor a brom reaguji zase velmi rychle a prudce,
vedle adice dochazi i k substituci. Proto byl pro tuto reakci zvolen bromid jodny
(jodmonobromid), ktery je pfidan v nadbytku a poté je jeho nezreagovany piebytek preveden
na jod ptidanim jodidu draselného (2). Jod se nasledné stanovi titraén¢ thiosiranem sodnym (3)
na Skrobovy maz [82, 84].

IBr+2KI — KI + KBr+1, )

I, +2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0, 3)

Peroxidové cislo

Peroxidové ¢islo udava mnozstvi peroxidi v tuku, které jsou schopny oxidovat jodid na jod (4).
Je tedy ukazatelem obsahu primarnich produktii oxidace. Vylouceny jod se stanovi titracné
roztokem thiosiranu sodného obdobné jako u stanoveni jodového cisla (5). Peroxidové Cislo je
nasledné vyjadieno v mikrogramech kysliku v 1 gramu tuku. Metoda je vhodnym métitkem
stupné oxidace tukli. Reakci rusi pfitomnost latek, které mohou rovnéz oxidovat jodid na jod
(napft. kyslik), anebo redukujicich latek jako napiiklad antioxidantd. U cerstvych tukli nebo
oleji by méla byt jeho hodnota velmi nizka [82—83].

Tabelované hodnoty peroxidového ¢isla jsou: pro Cerstvé tuky 0—16, Cerstvé rostlinné oleje
8—40, tuky po smazeni 40—200, siln€ oxidované tuky 160—1600 a pro foukané oleje 800—4000
[82].

R-0-OH +2KI +2CH,COOH — R-OH + 1, +2CH,COOK + H,0 (4)
I, +2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0, )
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2.6 Metody vhodné pro charakterizaci macerati

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny nékteré metody vhodné pro charakterizaci macerata
rakytniku fesetlakového. Duiraz je kladen na metody pouzité v této diplomové praci.

2.6.1 Stanoveni celkového obsahu karotenoidua

Celkovy obsah karotenoidii (TCC) ve vzorcich rostlinnych oleji je tradi¢né stanovovan
spektrofotometricky na zakladé¢ metody PORIM [85] a na zdkladé procedury, kterou nésledné
popsal Rodriguez-Amaya [25]. Principem je prosté rozpusténi rostlinného oleje (1-2 g) v 10 ml
hexanu a nasledné precisténi vzorku 0,5 % roztokem NaCl, nasledn¢ Ize lehce kvantifikovat
pomoci UV-VIS spektroskopie v oblasti 450 nm oproti hexanu v 1 cm sklenéné kyveté.
Kalibraé¢ni ktivka je zhotovena z B-karotenu v koncentraénim rozmezi 0,1-3,5 pg/ml. Vysledek
je vyjadren v ekvivalentu mg B-karotenu na 100 g oleje.

Corbu a kol. [26] extrahovali vedlejsi produkty zpracovani rakytniku fesetladkového do
slune¢nicového a olivového oleje (rafinované a nerafinované varianty) pomoci jednoduché
macerace (20 °C, 10 dni) a ultrazvukové extrakce (35 kHz, 50 min). Celkov¢ karotenoidy byly
stanoveny spektrofotometricky dle Rodriguez-Amaya (Tabulka 9). Ultrazvukova extrakce se
zdéala byt ucinnéj$i metodou pro extrakci karotenoidll, stejné tak rostl obsah karotenoida
s rostoucim mnozstvim rakytniku pfidaného do extrakéniho média [26].

Tabulka 9: Orientacni obsah nekterych mastnych kyselin v semenech a duziné rakytniku [26]

Celkové karotenoidy (mg/kg)

USE macerace
EVO 21,50 + 0,89 21,50 = 0,89
EVO + 2,5 % DSB 76,91 £ 1,82 56,57 +2,77
EVO + 5,0 % DSB 98,84 + 3,09 73,69 £2,78
EVO + 10,0 % DSB 157,84 + 6,67 122,28 + 4,33
EVS 6,30 0,28 6,30 £ 0,28
EVS + 2,5 % DSB 40,77 £ 1,94 45,49+ 1,42
EVS + 5,0 % DSB 74,79 + 3,38 56,11 +£2,06
EVS +10,0 % DSB 143,93 + 5,56 121,28 £5,51
RS 4,80+ 0,21 4,80 £ 0,21
RS + 2,5 % DSB 43,41 £1,65 38,17 £ 1,56
RS + 5,0 % DSB 82,65 + 3,35 64,75 +2,93
RS + 10,0 % DSB 137,83 + 6,65 120,34 + 5,13

USE: ultrazvukova extrakce, EVO: olivovy olej extra virgin, EVS: slune¢nicovy olej extra

virgin, RS: slune€nicovy olej rafinovany, DSB: suSeny extrakt rakytniku
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2.6.2 Stanoveni celkového obsahu fytosteroli

Celkovy obsah fytosteroli (TPC) ve vzorcich rostlinnych oleji se tradi¢né stanovuje
spektrofotometricky dle reakce popsané jiz v roce 1885 C. Liebermannem [86], kterd byla
nasledné aplikovéana pro stanoveni cholesterolu Burchardovou kolorimetrickou procedurou
[87], nyni se jedna o nejcastéjsi predanalyzu sterolt. Standardné byla vyuzivana pro klinické
stanoveni cholesterolt, ale Casem se Liebermann-Burchardova reakce zacala s velmi
uspokojivymi vysledky pouzivat také pro kvalitativni a kvantitativni analyzu sterold
rostlinného typu (fytosteroly) a zivo¢isného typu [88]. Stanoveni je zaloZena na reakci vzorku
rozpu$téného v chloroformu s Liebermann-Burchardovym (LB) reagentem. Ten je smési
anhydridu kyseliny octové a koncentrované kyseliny sirové v poméru 10:1 a pfipravuje se tim
zpusobem, Ze se anhydrid ptevede do ledové 1azné a po kapkach se pfidavé koncentrovana
kyselina sirova. Do alikvotniho podilu vzorku se vétSinou piidavaji 2 ml LB reagentu. Ptiblizné
po 5 minutach je vznikly modry, anebo modrozeleny barevny komplex kvantifikovan pomoci
UV-VIS spektroskopie pii vinové délce 625 nm. Kalibracni kiivka je vétSinou sestrojena
z kalibra¢nich bodu B-sitosterolu v koncentracnim rozmezi 0,02—0,10 mg/ml a TPC jsou
nasledn¢ vyjadieny v mg/ml [88].

Z dostupnych zdrojl Li a kol. [39] stanovovali obsah celkovych a jednotlivych fytosterolil
v semenech rakytniku (Tabulka 4), kdy nejvice obsazen byl pravé B-sitosterol, nasledovan
A*-avenasterolem a sitostanolem. Dale Piombo a kol. [71] stanovovali zastoupeni jednotlivych
fytosterolil v rostlinnych olejich ze semen marakuje a kiwi (Tabulka 10), kdy znovu dominoval
obsah B-sitosterolu, ptfipadné stigmasterolu a campesterolu [12].

Tabulka 10: Zastoupeni celkovych a jednotlivych fytosteroli v oleji z kiwi a marakuji [71]

Kiwi Marakuja
Celkovy obsah fytosteroli [mg/100 g] 269 £ 8,0 209 £ 7.4
Campesterol 7.2+0,8 282+1,9
Stigmasterol 7,8+£0,8 87,1+3,2
[-sitosterol 251,3+6,2 872+3,2
A’-avenasterol 2,7+04 6,9+ 0,9
A-stigmasterol 10,5+0,9 LD
A’-avenasterol 147+1,4 LD
LD: pod limitem detekce

2.6.3 Stanoveni jednotlivych karotenoidi a fytosteroli

Stanoveni obsahu jednotlivych karotenoidi a fytosterold se provadi pomoci HPLC
s detektorem diodového pole na zdklad€ metodiky diive popsané napiiklad Szotkowskim [89].
Ziskany extrakt rostlinného oleje je rozpustén ve smési ethylacetatu a acetonitrilu v poméru 3:1
a po precisténi nastiiknut na kolonu.
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2.6.4 Stanoveni celkového obsahu vitaminu E

Celkovy obsah vitaminu E je stanovovan pomoci HPLC s detektorem diodového pole na
zakladé metodiky popsané Darnetem a kol. [90], kdy je ziskany extrakt rostlinného oleje
rozpustén v diethyletheru a po precisténi nastiiknut na kolonu.

Zadernowski a kol. [41] stanovili obsah celkovych volnych tokoferolt v oleji z celych plodi
rakytniku na 101,4—128,3 mg/100 g. Podilové a-tokoferol byl obsazen z 62,5-67,9 %,
d-tokoferol byl obsazen z 32,1-37,5 % a byly nalezeny pouze stopy y-tokoferolu.

2.7 Pouzité instrumentalni techniky

2.7.1 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie (Ultraviolet-Visible Spectroscopy) patii mezi optické metody, jejichz
principem je interakce elektromagnetického zateni s hmotou. U téchto technik je také Castym
ptipadem uvedeni hmoty do excitovaného stavu, kdy pfi deexcitaci hmota toto zafeni sama
vysila [91-92].

Podstatou je adsorpce elektromagnetického zafeni v oblastech spektra 200400 nm (UV),
400-750 nm (VIS) zifedénymi roztoky molekul. Jakmile molekula adsorbuje foton, dochazi
k excitaci, ptijmutim urcitého kvanta energie ptejde ze zadkladniho energetického stavu do vyssi
hladiny energie. Excitovana molekula nésledné rychle ptfechazi zpét do zdkladniho stavu
(béhem 107® s), zAfiva energie se méni v tepelnou a zvySuje se kineticka energie molekul. Pii
dopadu zareni na povrch télesa mize dojit k pohlceni zafeni, odrazu anebo k jeho propusténi.
V UV-VIS spektroskopii se méti ubytek zareni proslého vzorkem, tuto skutecnost popisuje
veli¢ina transmitance (6), kde o je dopadajici zafeni a I, proslé zareni [91-92]:

_
= (©)
Hodnota transmitance vSak zavisi na vice faktorech, jako jsou vlastnosti absorbujici latky,
vlnova délka, tloustka kyvety a koncentrace absorbujici latky v roztoku. Mira absorpce se
kromé transmitance definuje také veli¢inou absorbance A, ktera je zaporné vzatym dekadickym
logaritmem transmitance. Vyslednym pouzivanym vztahem je Lambert-Beertv zakon (7), ktery
vyjadiuje vztah mezi absorbanci a koncentraci latky v roztoku [92]:

A=¢-l-c (7)

kde ¢ je molarni absorp¢ni koeficient, / je optickd draha kyvety a ¢ je koncentrace latky
v roztoku.

Lambert-Beertiv zdkon ma vSak nékolik omezeni, plati, jen pokud je =zafeni
monochromatické a pokud jsou méfené roztoky velmi ziedéné (c < 102 mol/dm?). Ve vyssich
koncentracich by jiz nebyla zavislost absorbance na koncentraci line4rni [92].

Karotenoidy maji absorpéni maxima v oblastech spektra 400—500 nm, kdy naprosta vétSina
nejrozsifenéjSich karotenoidi (B-karoten, lutein, zeaxanthin, anebo violaxanthin) maji
absorp¢ni maxima okolo 450 nm, proto se pravé tato vinova délka pouziva pii stanoveni
celkového obsahu karotenoida spektrofotometricky [25].
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Fytosteroly absorbuji v Siroké oblasti spektra a maji nékolik extrakénich maxim,
nejvyznamnéjsi je absorpcni maximum 625 nm, které znaci tmavé modie zbarveny oxidacni
produkt vznikly pfi LB kolorimetrické reakci. Dal$i a méné vyznamné extrakéni maxima jsou
pozorovany pii 389 nm pro tetracyklicky kation s benzenovym kruhem a poté pii 410 nm pro

aromatické sulfonové kyseliny [81].

2.7.2 Chromatografie

Chromatografické metody se z pohledu analytické chemie fadi mezi separacni metody, které
vyuzivaji dé€leni jednotlivych analytli smési dle rozdilné distribuce separovanych analytl mezi
dvéma fazemi, které jsou nemisitelné, fyzikaln¢ a chemicky odlisné. Jedna z fazi je nepohybliva
(stacionarni) a druhd je pohyblivd (mobilni). Samotny proces separace probihd neustale
opakujicim se vytvafenim rovnovadhy na zdklad¢ fyzikalné-chemickych interakci mezi
analytem a mobilni fazi, analytem a stacionarni fazi a také mobilni a stacionarni faze mezi
sebou. Jedna se o mechanismy rozpousténi, srazeni, chemisorpce, adsorpce, sitovy efekt a dale
tvorbu komplext. U typické chromatografické separace je vyslednd interakce kombinaci vySe
zminénych. Celkovy cCas, ktery analyt stravi na koloné je dan vyslednou afinitou k obéma fazim
jednotlivé. Nejvice se v systému zadrzuji latky snejvyssi afinitou ke stacionarni fazi.
Nejrychleji kolonou naopak vychazi slozky, které maji nejvyssi afinitu k f4zi mobilni [93-94].

U¢innost chromatografické separace

Cilem chromatografické separace je docilit co nejlepSich separacnich schopnosti v co
nejkrat§im mozném ¢ase. U¢innost kolony se odvozuje na zakladé co nejlépe separovat slozky
smési. Pro tento popis byla zavedena teoretickd a bezrozmérna veli€ina nazvana pocet
teoretickych pater N (8).

Vi L

T2 T T o2 8
5 oo ®

kde dr je smérodatna odchylka objemu, obdobné poté pro odchylky ¢asové a délkové.

Teoreticke patro kolony je definovano jako pomyslna ¢ast kolony, kde dochazi k ustanoveni
rovnovahy mezi analytem a obéma fazemi kolony. Délka tohoto pomyslného patra je nazvana
ekvivalent teoretického patra H (9)

H:N )

Pocet teoretickych pater kolony Ize ur€it 1 z chromatogramu s vyuZitim $itky plochy piku
v zakladn€ Y nebo Sitky v poloviné vysky piku Y72 (10,11).

N=16~(%j N:5,54-[t—RJ (10), (11)

1/2

Pocet teoretickych pater ale neni exaktni veli¢inou, jeho velikost je zdvisla na reten¢nim
faktoru R slozky pouzité pro vypocet, dale na celkovém stavu stacionarni faze a jejim
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opottebeni. Déle ovliviiuje pocet teoretickych pater délka kolony, rychlost pritoku mobilni
faze, jeji viskozita a navic velikost ¢astic stacionarni faze [93—-94].

Retenéni charakteristiky

Relativni zadrzovani analytu v koloné a samotnou separaci lze vyjadrit také podle reten¢niho
faktoru R, kdy v kolon¢ délky L migruje zéna latky s reten¢nim ¢asem zz. Jeji rychlost 1ze poté
definovat jako podil délky kolony a retencniho Casu latky. Rychlost migrace latky, ktera je
v kolon¢ nezadrzovana lze vyjadtit obdobné podilem délky kolony a # neboli mrtvého
retencniho Casu. Retencni faktor je potom vyjadien jako pomér téchto dvou rychlosti (12).

v t

R=—=M (12)
Ut

Retenéni objem dané latky je nasledné definovan jako objem mobilni faze, kterd protece

kolonou za dobu reten¢niho ¢asu dané latky. Mezi témito dvéma veli¢inami poté plati vztah

(13).

VR:F I (13)

kde Fn je objemovy prutok mobilni faze udavany v ml/min [93-94].

Kolony pro chromatografii

V koloné dochazi k vlastnimu rozdé€leni vzorku na jednotlivé frakce. Od objevu a vyvoje
chromatografickych technik zaznamenaly i kolony intenzivni vyvoj. Pro HPLC kolony jsou
kladeny néroky na odolnost vii¢i plsobeni vysokych tlakii (desitky MPa), inertnost vici
pusobeni mobilni faze a také dokonale hladky vnitini povrch. NejpouZzivané;si material kolon
je tvrzené sklo v nerezovém pouzdie, anebo samotna nerezova ocel. Po analyzu se vyuZivaji
napliové kolony s délkou 10—300 mm a vnitfnim primérem 2,1—5 mm. Castice jsou vyrobeny
z odolnych materialt jako silikagel, alumina nebo grafit a maji rozméry 1—10 pm pro analytické
a 20—50 pm pro preparativni kolony [93, 96]

Pro plynovou chromatografii rozeznavame dva druhy kolon — néapliové a kapilarni.
Néaplnové kolony se vyrabi ze skla anebo kovu (nerezova ocel, hlinik, méd’ nebo nikl), jejich
vnitini pramér je 2—6 mm a délka 1-5 metru. Naplni téchto kolon jsou riizné druhy adsorbentti
na bazi silikageld a aktivniho uhli, pfipadn€ molekulova sita. O mnoho vice pouZivané jsou
kolony kapilarni. Jedna se o sklenéné, kiemenné, kovové, anebo plastové kapilary s vnitinim
primérem 100—700 um a délkou 15—100 m. Stacionarni fize je nanesena na vnitini strané
kapilary, ptipadné je kapilara stacionarni f4zi naplnéna v celém objemu. Kapildra je obohacena
polyamidovym potahem pro jeji zpevnéni. Podle charakteru stacionarni fize nanaSené na
vnitini stranu kapilary rozliSujeme kolony s kapalnou stacionarni fazi WCOT (Wall-Coated
Open tubular), kolony s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou na vnitini sténé kapilary pomoci
nosice SCOT (Support-Coated Open Tubular), a kolony s vrstvou pevného aktivniho sorbentu
PLOT (Porous-Layer Open Tubular) [93, 97].
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Detektory pro chromatografii

Pro detekei latek pii chromatografické analyze byla vyvinuta fada detektort a jejich pouziti je
zavislé na charakteru a vlastnostech separovanych latek. Detektor zaznamenavd zmény
protékajici mobilni fdze a pfevadi ji na elektricky méfitelné veliCiny, reaguje bud’ na
koncentraci, nebo na mnozstvi latky vstupujici do detektoru. Podobné jako na kolony, existuji
1 na detektory jisté pozadavky, a to vysoka citlivost, nizky Sum, univerzalnost, lehk4 obsluha,
specifita, nizké provozni ndklady a také Siroky linearni rozsah odezvy v zavislosti na
koncentraci analytu [93-94].

Volba detektoru zavisi na povaze analyzovanych latek. Pro kapalinovou chromatografii je
nejcasteji vyuzivan detektor spektrofotometricky, refraktometricky, fluorimetricky, vodivostni,
ampérometricky anebo hmotnosti detektor [93, 96].

Detektor diodového pole (Photodiode Array, PDA) se tfadi mezi spektrofotometrické
detektory. Jedna se o univerzalni detektor, ktery poskytuje rychlou a linearni odezvu v Sirokém
rozmezi koncentraci. Zakladni schéma je uvedeno na Obr. 27. Hlavni ¢asti detektoru je fada
fotodiod, které snimaji jednotlivé vinové délky. V redlném case lze snimat celé¢ absorpéni
spektrum latky a tim padem ji identifikovat [93, 96].

X X
—_— — l\—//‘ ,.-f’f.:::/‘: X
- AR P = |5 | iy
—_—\) —> e
~ | X X Diodové pole
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| )
Zdroj zafen Meéma cela

Monochromator

Obr. 27: Schéma PDA detektoru [98]

U plynové chromatografie je pouZzivdno mnoho detektori: tepelné vodivostni, plamenoveé
ionizacni, plamenovy termoioniza¢ni, plamenovy fotometricky, detektor elektronového
zachytu anebo hmotnostni detektor [97, 97].

Plamenové ioniza¢ni detektor (Flame ionization detector, FID) je jednim z nejrozsifenéjSich
detektorit v plynové chromatografii, vzhledem k jeho univerzélnosti pro téméf vSechny
organické molekuly a navic diky linearni odezvé v Sirokém rozmezi koncentraci. Zakladni
schéma je uvedeno na Obr. 28. Detektor je tvofen hotdkem, v jehoz spodni ¢asti je pfivod
nosného plynu, vzduchu, vodiku a ptidavného dusiku. Déle jsou zde dvé elektrody, na které je
vlozeno stéle stejnosmérné napéti. Pti prichodu samotného nosného plynu je vodivost plynu
minimalni. Pokud projde nosny plyn s obsazenym analytem, dochazi k tvorbé iontovych
fragment a elektroni, které imérné koncentraci zvysi vodivost plamene a tim také ionizacni
proud. Odezva je tedy pfimo imérné koncentraci latky, ale zdroven zavisi i na jeji struktuie [93,
971.
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Obr. 28: Schéma FID [98]

2.7.3 HPLC

HPLC neboli vysokoucinni kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography) je dnes velmi roz$ifenou technikou pro separaci slozitych smési analytu.
Zakladni schéma je uvedeno na Obr. 29. Mobilni fazi je kapalina, ktera je pod velkym tlakem
vhéanéna Cerpadly na kolonu, kde dochazi k samotné separaci. Separacni proces je zaloZen na
afinité¢ a interakci analyt jak s mobilni, tak stacionarni fazi. Staciondrni faze mize byt jak
polarniho charakteru, tak nepolarniho charakteru, pti¢emz mobilni faize ma opacnou polaritu.
Pro analyzu karotenoidii a fytosterolii se prevazn€ vyuziva uspofadani nepolarni staciondrni
faze a polarni mobilni faze. Pro tuto analyzu je potieba bezpulsni tok, ktery je zajistén systémem
membranovych a pistovych cerpadel s moznosti gradientové eluce [93, 96].

9
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Obr. 29: Schéma HPLC: 1) zasobnik MF, 2) odplyfiovac, 3) sméSovac, 4) vysokotlaké cerpadlo, 5)
davkovac vzorku, 6) chromatograficka kolona, 7) detektor, 8) sbérac frakci, 9) datova stanice [99]
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2.7.4 GC

GC neboli plynova chromatografie (Gas Chromatography) je velmi rozsifend technika pro
separaci latek s nizkym bodem varu. Zakladni schéma je uvedeno na Obr. 30. Mobilni fazi je
plyn, ktery musi byt naprosto inertni a nijak nereagovat se vzorkem a stacionarni fazi. Kvuli
tomu se pouzivaji plyny jako vodik, dusik nebo helium. Separace je tedy zalozena pouze na
interakci analytl se stacionarni fazi a mtze probihat bud’ za konstantni teploty (izokraticka
eluce), anebo za proménlivé teploty (gradientova eluce). Jiz bylo zminéno, ze u plynové
chromatografie se pouzivaji nadplnové a kapilarni kolony. Kapilarni kolony dosahuji vzhledem
k obrovské extrakéni plose vysokych extrakénich ucinnosti, proto jsou preferované.
Nevyhodou je moznost analyzy pro analyty s bodem varu pouze do asi 400 °C. Molekuly, které
by kvuli pfili§ vysokému bodu tani neSlo separovat plynovou chromatografii, jsou pied
analyzou transformovany na derivaty s niz§im bodem varu. Klasickym piikladem je pfevedeni
mastnych kyselin na jejich methylestery [93, 97].

Zdroj nosneho
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Obr. 30: Schéma GC [98]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem predlozené diplomové prace byla optimalizace postupli pro extrakci bioaktivnich latek
lipofilniho (pfevazné karotenoidniho a steroidniho) charakteru z plodt rakytniku fesSetlakového
(Hippophae Rhamnoides) do riznych druhii olejovych zakladi. Jako extrakéni technika byla
kvili jednoduchosti a snadné aplikovatelnosti do primyslového métitka zvolena jednoduché
macerace a byly optimalizovany podminky doby extrakce pro 5 riznych druhl rozpoustédel
(rostlinnych oleji), které se od sebe navzajem lisily. Vytézky byly stanoveny pomoci sledovani
nasledujicich parametri: celkova koncentrace karotenoidli, celkova koncentrace fytosterolt,
stanoveni vybranych obsazenych karotenoidii (lutein, astaxanthin a neoxanthin), fytosteroli (B-
sitosterol a stigmasterol) a vitaminu E. Dané parametry byly stanoveny pomoci UV-VIS
spektroskopie a HPLC/PDA. Soucasné byla charakterizovand pouzitd rozpoustédla na bazi
rostlinnych olejii (€ajovnikovy, ¢ajovnikovy organic, marakujovy, kukui a kiwi olej) z pohledu
profilu celkovych a volnych mastnych kyselin (pomoci GC/FID) a tukovych €isel. V prubchu
extrakce bylo kontinudln¢€ sledovano peroxidové c¢islo. VeSkerd méfeni byla provedena
s ohledem na experimentalni moznosti Fakulty chemické Vysokého u€eni technického v Brné.

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pro stanoveni tukovych cisel:

Destilovana voda, FCH VUT

Ethanol (96%), p.a., Lach:ner, CR

Fenolftalein, LACHEMA, CR

Hydroxid draselny, p.a., Lach:ner, CR

Hydroxid sodny, p.a., Lach:ner, CR

Chlorid sodny, p.a., Lachema, CR

Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO, USA
Jodid draselny p.a., PENTA, CR

Jodobromid (98%), ALFA AESAR, GB

Kyselina chlorovodikova (35%), Lach:ner, CR
Kyselina octova (99%) p.a., KMARTYCAK ML CHEMICA, CR
Skrob rozpustny (podle Lauliera) p.a., Lach:ner, CR
Thiosiran sodny bezvody p.a., Lach:ner, CR

Chemikalie pro spektrofotometrické analyzy:

Anhydrid kyseliny octové, Sigma Aldrich, SRN
B-karoten p.a., Sigma Aldrich, SRN

Destilovana voda, FCH VUT

Chlorid sodny p. a., PENTA, Ceska republika

Siran sodny bezvody p. a., Lach:ner, Ceska republika
Methanol p. a., Lach:ner, Ceska republika

Hydroxid sodny p. a., PENTA, Ceska republika
Hexan p. a., Lach:ner, Ceské republika
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Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO, USA
Kyselina sirova (96%), Lach:ner, CR
Stigmasterol p.a., Sigma Aldrich, SRN

Chemikalie pro HPLC/PDA analyzy:

Acetonitril pro HPLC., Carl ROTH, SRN
Diethylether pro HPLC., Carl ROTH, SRN
Ethylacetat pro HPLC, Carl ROTH, SRN
TrisHCI pro HPLC, Carl ROTH, SRN
Methanol pro HPLC, Carl ROTH, SRN
DL-a-tocopherol acetate p.a., Sigma Aldrich, SRN
Retinyl palmitate p.a., Sigma Aldrich, SRN
[-sitosterol p.a., Sigma Aldrich, SRN
Stigmasterol p.a., Sigma Aldrich, SRN
Astaxanthin p.a., Sigma Aldrich, SRN
Neoxanthin p.a., Sigma Aldrich, SRN
Lutein p.a., Sigma Aldrich, SRN

Chemikalie pro GC/FID analyzu:

Bortrifluorid methanolicky roztok 10 %, Sigma Aldrich, SRN

Isooktan p. a., Sigma Aldrich, SRN

Chlorid sodny p. a., PENTA, Ceska republika

Destilovana voda, FCH VUT

Siran sodny bezvody p. a., Lach:ner, Ceska republika

Methanol p. a., Lach:ner, Ceska republika

Hydroxid sodny p. a., PENTA, Ceska republika

Hexan p. a., Lach:ner, Ceska republika

Smésny standard metylesterti mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME
Mix, Sigma Aldrich, SRN

Plyny pro GC/FID analyzu:

Vodik 5.5, SIAD v tlakové bombé s reduk¢nim ventilem
Vzduch 5.0, SIAD v tlakové bombé¢ s reduk¢nim ventilem
Dusik 5.0, SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem

3.2 Pouzité pomiicky a pristroje

Pomiicky:

Bé&Zné laboratorni sklo Simax

Sklenéné kyvety pro UV-VIS, Thermo Fischer Scientific, USA
Sklenéné vialky o objemu 2 a 4 ml

Plastové 15 ml vialky typu Eppendorf

Automatické pipety 1-100 pl, 0,1-1 ml, 5 ml a 10 ml (Biohit, USA)
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Stiikackové filtry Nylon 0,45 pm, Macherey-Nagel, Némecko
Stiikackové filtry PTFE 0,45 um, Macherey Nagel, Némecko
Plastové centrifugacni zkumavky s uzaviranim (VWR International, USA)

Piistroje:

Analytické vahy GR-202 EC (Helago, CR)

Laboratorni centrifuga EBBA 21 (Hettich, Némecko)

Magnetick4 michatka IKA Color Squid (IKA, CR)

Horkovzdusna susarna Memmert UFE550 (Memmert, Némecko)

UV-VIS spektrofotometr Helios Delta 2073 (Spectronic Unicam, USA)

Ledni¢ka s mrazni¢kou (Electrolux, CR)

Topné hnizdo 100 ml (Brnénska drutéva, CR)

Vortex MS1 S1, IKA, Némecko

PC-pracovni stanice (power profit)

HPLC/PDA sestava: Agilent Infinity 1260 s kolonou Luna Omega C18 Polar (150 x 3 mm;
3 um), Agilent, USA

HPLC/PDA sestava: Sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA), Termostat - LCO
101, Column Oven (ECOM, CR), Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR,
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR, Vyhodnocovaci systém Xcalibur, Kolona
Kinetex C18, 5 mm, 4,6 x 150 mm, Phenomenex Drzak piedkolony - KJO - 4282, ECOM (CR),
Predkolona - C18,AJ0 - 4287, Phenomenex.

Plynovy chromatograf TRACE GC 2000, (ThermoQuest Italia S. p. A, Italie) s plamenové
ionizacnim detektorem, split/splitless injektorem a s kapilarni kolonou DB 23 o rozmérech
60 m x 0,25 mm x 0,25 pum

33 Vzorky rakytniku reSetlakového a rostlinné oleje

K analyze byla pouzita jedna odriida plodt rakytniku fesetlakového (Hippophae Rhamnoides),
ktera byla zakoupena v jiZ ususené podob¢ z webu www.bylinycaje.cz od pani Heleny VI¢kové
z Veverskeé BitysSky. UsuSena bylina byla uchovana v papirovych saccich v temnu do doby

zahdjeni experimentd. Minimalni trvanlivost suroviny byla do 22. 10. 2021 a ¢islo Sarze
produktu je 191030.

Pouzité rostlinné oleje (Cajovnikovy, ¢ajovnikovy organic, marakujovy, kukui a kiwi) byly
objednany z webu https://www.mysticmomentsuk.com a nasledné¢ uchovany v chladu az do

stanoveni. VSechny z uvedenych oleji byly ziskany lisovanim za studena, kdy cajovnikovy
organic olej by mél byt dle vyrobce ziskavan etrngjsi cestou. Pivodem z Ciny je ¢ajovnikovy,
¢ajovnikovy organic a kiwi olej. Marakujovy olej pochdzi z jizni Afriky a kukui olej z USA.
Vyrobce také deklaruje orienta¢ni hodnoty profilu mastnych kyselin (7abulka 11) a také tukova
Cisla a dals$i charakteristiky (Tabulka 12) pro zakoupené oleje. Nami naméfené hodnoty proto
byly s deklarovanymi srovnany.

52


http://www.bylinycaje.cz/
https://www.mysticmomentsuk.com/

Tabulka 11: Profil mastnych kyselin pouZitych rostlinnych olejut deklarovany vyrobcem
(produktové listy)

Orientacni obsah mastnych kyselin (Wt%)

Cajovnik  Caj. organic Marakuja Kukui Kiwi
C16:0 4,2 ND 8,2 7,5 6,2
C16:1 ND ND 0,1 ND ND
C 18:0 3,4 ND 2,9 3,9 3.8
C18:1 81,5 80,7 18,1 25,2 21,9
C18:2 8,9 ND 68,2 35,3 17,1
C18:3 ND ND 1,4 25,8 49,4
C 20:0 0,5 ND 0,4 ND ND
C20:1 ND ND 0,1 ND ND
C22:0 1,5 ND 0,3 ND ND
C24:0 ND ND 0,1 ND ND

ND: neni deklarovan

Tabulka 12: Jednotliva tukova cisla a relativni hustota pouZitych rostlinnych olejii
deklarovany vyrobcem (produktové listy)

Cajovnik  Caj. organic ~ Marakuja Kukui Kiwi
¢, (mgKOH/g) 189,0 190,0 190 191,0 ND
Cx (mgKOH/g) 0,05 0,07 0,1 0,1 0,1
Cj (mg/g) 86,0 87,0 144 158,0 188,0
C, (meq Ox/kg) <5,0 <5,0 1,3 1,3 4,6
Prel, 20°C (g/cm?) 0,913 0,914 0,922 0,923 0,927

34 Charakterizace pouzitych rostlinnych oleju
34.1 Stanoveni tukovych ¢isel

Vsechna tukovi Cisla byla stanovena dle skript praktika analytické chemie z VUT FCH Brno
od autora M. Hrstky [82]. VSechna stanoveni byla provedena 3x a u vSech stanoveni byl také
proveden slepy pokus, tedy stanoveni bez navazky tuku.

Stanoveni ¢isla kyselosti

Do titracni baiiky bylo s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista navdzeno asi 5 g vzorku. Poté bylo
do banky pfidano 100 ml etanolu, byly pfidany varné kaminky a obsah banky byl pfiveden
k varu na topném hnizdé. Nasledné byly k roztoku ptidany tii kapky fenolftaleinu a obsah
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baitkky byl ihned za horka titrovan standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu
draselného v etanolu (0,1 mol/dm?) do riizového zbarveni, které bylo stalé po dobu 30 s.

Stanoveni ¢isla zmydelnéni

Do destila¢ni baniky byly s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista navazeny asi 2 g vzorku. Poté bylo
do banky ptidano 25 ml standardizovaného etanolického roztoku hydroxidu draselného (0,5
mol/dm?), byly piidany varné kaminky a obsah batiky byl zmydeliiovan po dobu asi 30 minut
pod zpétnym chladicem na topném hnizd¢€. Nasledné byly pfidany 3 kapky fenolftaleinu a obsah
banky byl za horka titrovan standardizovanym odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové
(0,5 mol/dm®) do odbarveni roztoku.

Stanoveni jodového ¢isla podle HanuSe

Do Erlenmayerovy baiky se zabrusem bylo s pfesnosti na Ctyii desetinnd mista navdzeno asi
0,4 g vzorku. Poté bylo do baiky pfidano 10 ml chloroformu, 25 ml jodmonobromidového
roztoku a banka byla uzaviena a umisténa na temné misto za teploty mistnosti. Zatka banky
byla pfed uzavienim ovlh¢ena v nasyceném roztoku jodidu draselného, aby byl zadrzen i
unikajici jod. Vzorek se za ob¢asného promichéani nechal hodinu stat a nasledné se ptidalo 25 ml
10% roztoku jodidu draselné¢ho a asi 100 ml destilované vody. Obsah baiiky byl titrovan
standardizovanym odmérnym roztokem thiosiranu sodného (0,1 mol/dm?®) do Zlutého zbarveni.
Nasledné bylo ptidano 3—5 ml skrobového mazu a vzorek byl titrovan do odbarveni vodné faze.

Stanoveni peroxidového cisla

Do Erlenmayerovy barky se zabrusem byly s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista navaZeno asi 3
g vzorku. Poté bylo do banky pfidano 50 ml smési kyseliny octové a chloroformu v poméru 3:2
a nasledn¢ byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku jodidu draselného. Bafika se promichala
pomalym krouZenim a byla ponechéna v temnu pfi teploté¢ mistnosti po dobu 20 minut. Poté
bylo ke vzorku ptfiddno 100 ml destilované vody a obsah baiiky byl titrovan standardizovanym
odmérnym roztokem thiosiranu sodného (0,01 mol/dm?) do Zlutého zbarveni. Nasledn& bylo
pfidano 3—5 ml Skrobového mazu a vzorek byl titrovan do odbarveni vodné faze.

3.4.2 Stanoveni profilu volnych a celkovych mastnych kyselin pomoci GC/FID

Stanoveni profilu volnych a celkovych mastnych kyselin ve vzorcich rostlinnych olejii bylo
stanoveno na zakladé tradi¢niho postupu popsaného normami CSN EN ISO 12966 [84-86] za
pouziti plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem. Nejprve je nutno vzorek
esterifikovat na velmi t€kavé methylestery. Vzhledem k toxicité bortrifluordu, ktery byl pouZit
jako katalyzator, bylo nezbytné cely proces provadét v digestofi a v§echno sklo muselo byt po
jeho pouziti co nejdiive umyto vodou. Stanoveni byla provedena 3x pro kazdy vzorek.

Kysela esterifikace volnych MK s BF3 jako katalyzatorem

Do titra¢ni baiiky bylo s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista navazeno asi 0,1 g vzorku. Poté bylo
do baniky pfidano 5 ml metanolického roztoku bortrifluoridu, jakoZto katalyzatoru, byly ptidany
varné kaminky a smeés byla pfivedena k varu na topném hnizdé. Po tfech minutach varu byly
do banky pfidany 3 ml isooktanu a var byl ukoncen. Po pfidani 20 ml nasycené¢ho roztoku

54



chloridu sodného byla batika protfepana. Po doplnéni baiiky roztokem NaCl po hrdlo bylo
vyckéno, az se oddéli faze a poté byly odebrany asi 2 ml izooktanové horni vrstvy do sklenéné
vialky objemu 4 ml. K isooktanu bylo pfiddno malé mnozstvi bezvodého siranu sodného pro
odstranéni zbytkové vlhkosti. Takto pfipraveny vzorek byl pipetovan do vialky a analyzovan
pomoci GC/FID.

Kysela esterifikace celkovych MK s BF3 jako katalyzatorem

Do titra¢ni banky bylo s pfesnosti na Ctyii desetinna mista navazeno asi 0,1 g vzorku. Nasledné
byly piidany varné kaminky, 4 ml standardizovaného metanolického roztoku hydroxidu
sodného (0,5 mol/dm?) a vzorek byl za ob&asného promichavani saponifikovan na topném
hnizd€¢ pod zpétnym chladicem. Saponifikace probihala do vymizeni kapek tuku na hlading
roztoku, coz bylo ptiblizn€ 10 minut. Poté bylo do baiiky pfidano 5 ml metanolického roztoku
bortrifluoridu, jakozto katalyzatoru a smés se nechala vafit po dobu asi dalSich 20 minut
(celkova doba varu 30 min). Dale byly do baiiky pfidany 3 ml isooktanu a var byl ukoncen. Po
pfidani 20 ml nasyceného roztoku chloridu sodného byla batika protfepana. Po doplnéni baiiky
roztokem NaCl po hrdlo bylo vyckédno, az se oddéli faze a poté byly odebrany asi 2 ml
izooktanové horni vrstvy do sklenéné vialky objemu 4 ml. K isooktanu bylo pfidano malé
mnozstvi bezvodého siranu sodného pro odstranéni zbytkové vlhkosti. Takto pfipraveny vzorek
byl pipetovan do vialky a analyzovan pomoci GC/FID.

PFiprava metanolického roztoku NaOH (0,5 mol/dm?)

Do odmérné banky byly navaZzeny 2 g NaOH, které byly rozpustény za mirného ohfevu na
vodni lazni ve 100 ml metanolu. Takto pfipraveny roztok je mozné skladovat v chladnicce
maximalné po dobu tfech mésict.

Podminky stanoveni volnych a celkovych MK pomoci GC/FID

Pro analyzu esterifikovanych vzorkd byl pouzit plynovy chromatogram TRACE GC
s automatickym davkovacem bez délice toku. Detekce analythh byla provedena plamenové
ioniza¢nim detektorem. Chromatograficka analyza probihala za téchto podminek:
- Kapilarni kolona DB-23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm
- Davkovani autosamplerem bez délice toku, objem vzorku 1 pl
- Teplota injektoru 250 °C
- Nosny plyn dusik s pritokem 0,5 ml/min
- Teplotnim program: 60 °C, 10 min, vzestupny gradient 12 °C/min do 200 °C s
vydrzi 10 min, vzestupny gradient 5 °C/min do 220 °C s vydrzi 15 min, vzestupny
gradient 10 °C/min do 240 °C s vydrzi 7 min
- Plamenové ioniza¢ni detektor (FID), 250 °C, pritok vodiku 35 ml/min, pritok
vzduchu 350 ml/min, make-up dusiku 30 ml/min
- Celkova doba analyzy: 60 minut
Ziskana data byla vyhodnocena v programu TRACE a MS Excell.
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3.5 Stanoveni vytéZnosti extrakce

3.5.1 Piiprava extraktu

Ususeny plod rakytniku feSetlakového byl bez homogenizace navazen na analytickych vahach
pfesné v mnozstvi 20 g do Erlenmayerovych ban€k. K tomuto mnozstvi rakytniku bylo pfidano
200 ml rozpoustédla (rostlinny olej). Tato smés byla nasledn¢€ podrobena statické maceraci za
nepfiistupu svétla a pti pokojové teploté po dobu 1, 3, 7, 10, 14, 21 a 66 dni.

V priibéhu extrakce bylo vzdy odebrano malé mnozstvi oleje (celkové asi 3 ml na odbér) pro
pribéznou analyzu. Tento odbér byl vzdy proveden maximalné opatrné, aby se nenarusil
extrakéni proces. Diky nehomogenizované formé& byliny nebylo takto odebrany prabézny
vzorek nutno precistovat a rovnou byl rozpustén v nepolarnich rozpoustédlech a ihned pouzit
pro analyzu lipofilnich sloucenin. Extrakéni postup byl proveden na Fakulté¢ chemické
Vysokého uceni technického v Brné. Paralelné byly pripraveny vzdy dva extrakty.

3.5.2 Stanoveni celkového obsahu karotenoidi

Celkovy obsah karotenoidi byl stanoven spektrofotometricky na zakladé metody PORIM [85]
a na zaklad¢ procedury, kterou nasledné¢ popsal Rodriguez-Amaya [25]. Do zkumavky byl
s presnosti na Ctyii desetinna mista navazen 1 g vzorku. Ten byl nasledné rozpustén v 10 ml
hexanu a ptecistén 0,5 ml 0,5 % roztoku chloridu sodného. Vzorek byl nasledné vortexovan a
centrifugovan. Nasledné¢ byla méfena absorbance hexanové vrstvy pomoci UV-VIS
spektroskopie v oblasti 450 nm oproti hexanu za pouziti Helios spektrofotometru v 1 cm
sklenéné kyveté.

Stejnym zptsobem byla pfipravena kalibrac¢ni kfivka (Obr. 31) s vyuzitim standardniho
roztoku B-karotenu (3,5 g/l). Bylo pfipraveno pét roztokii kalibra¢ni fady o v koncentracnim
rozmezi 0,05-1,5 pg/ml. Z této kalibra¢ni kiivky byl zjiStén celkovy obsah karotenoidii ve
vzorcich. Zjisténa koncentrace byla nasledné¢ piepocitana na ptvodni navazku vzorku a
vyjadiena jako TCC v mg/kg oleje.
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Obr. 31: Kalibracni kiiivka standardnich roztokii f-karotenu - zavislost absorbance pri 450 nm na
koncentraci
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353 Stanoveni celkového obsahu fytosteroli

Celkovy obsah fytosteroll byl stanoven spektrofotometricky dle reakce popsané jiz v roce 1885
C. Liebermannem [86], kterd byla nasledné aplikovana pro stanoveni sterold Burchardovou
kolorimetrickou procedurou [87]. Do zkumavky bylo s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista
navazeno 0,25 g vzorku. Ten byl nasledné rozpustén v 10 ml chloroformu a do suché zkumavky
bylo pipetovano 1 ml tohoto roztoku. K nému byly pfidany 2 ml Liebermann-Burchardova
¢inidla a vzorek se nechal asi 5 minut reagovat za teploty mistnosti do vzniku modrého
barevného komplexu. Nasledné byla méfena absorbance vzorku pomoci UV-VIS spektroskopie
v oblasti 625 nm oproti chloroformu za pouziti Helios spektrofotometru v 1 cm sklenéné
kyvete.

Stejnym zplsobem byla pfipravena kalibrac¢ni kiivka (Obr. 32) s vyuzitim standardniho
roztoku stigmasterolu (1 g/1). Bylo pfipraveno osm roztok kalibra¢ni fady o v koncentra¢nim
rozmezi 0,02—0,6 mg/ml. Z této kalibrac¢ni kiivky byl zjistén celkovy obsah fytosterold ve
vzorcich. Zjisténd koncentrace byla nésledné piepocitdna na pivodni navazku vzorku a
vyjadiena jako TPC v mg/kg oleje.

Liebermann-Burchardovo c¢inidlo bylo pfipraveno za neustdlého chlazeni. Do 50 ml
anhydridu kyseliny octové umisténé v ledové ldzni bylo po kapkich ptidavano 5 ml
koncentrované kyseliny sirové.
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Obr. 32: Kalibracni kiivka standardnich roztokii stigmasterolu - zavislost absorbance p¥i 625 nm na
koncentraci

3.54 Stanoveni vybranych karotenoidi a fytosteroli

Stanoveni obsahu vybranych karotenoidi (astaxanthin, neoxanthin, lutein) a fytosteroll
(B-sitosterol, stigmasterol) bylo provedeno pomoci HPLC s detektorem diodového pole na
zakladé metodiky diive popsané Szotkowskim [89]. Do zkumavky bylo s pfesnosti na ¢tyfi
desetinnd mista navazeno 0,25 g vzorku a ten byl rozpustén ve 2 ml smési ethylacetatu a
acetonitrilu chromatografické kvality v poméru 3:1, zfiltrovan ptes filtr 20 um, pteveden do
vialky a analyzovan. K chromatografické analyze byla pouzita HPLC sestava od firmy Thermo
Fischer Scientific.
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Chromatograficka analyza probihala za téchto podminek:

Nepolarni kolona C18 o rozmérech 150mm x 4,6 mm x 5 um
Davkovani davkovaci smyckou o objemu 20 pl

Teplota termostatu pii nasttiku 25 °C

SloZeni mobilni faze A: ACN:MeOH:TrisHCI 84:2:14
Slozeni mobilni faze B: MeOH:Ethylacetat 60:40

Pritok mobilni faze 1 ml/min

Gradient mobilni faze:

0-13 minut — 100% A — 100 % B

13-19 minut —100 % B

19-20 minut —100 % B — 100 % A

20-25 minut —100 % A

Detektor diodového pole (PDA)

VInova délka detekce 285 nm (fytosteroly) a 445 nm (karotenoidy)
Celkova doba analyzy: 25 minut

K zpracovani ziskanych chromatogrami a dat byl vyuzit chromatograficky software
Excalibur a MS Excell.

3.5.5

Stanoveni vitaminu E

Stanoveni obsahu vitaminu E bylo provedeno pomoci HPLC s detektorem diodového pole na

zaklad¢é metodiky diive popsané Darnetem a kol. [90]. Do zkumavky bylo s pfesnosti na Ctyii
desetinna mista navdzeno 0,25 g vzorku a ten byl rozpus$tén v 5 ml diethyletheru

chromatografické kvality, zfiltrovan pies filtr 20 um, pfeveden do vialky a analyzovéan.

K chromatografické analyze byla pouzita HPLC sestava od firmy Agilent. Chromatograficka
analyza probihala za téchto podminek:

Nepolarni kolona C18 o rozmérech 150mm x 3 mm x 3 pm
Davkovani davkovaci smyckou o objemu 5 pl

Teplota termostatu pfi nastiiku 30 °C

SloZeni mobilni faze ACN:MeOH 60:40

Prttok mobilni faze 1 ml/min

Detektor diodového pole (PDA)

VInova délka detekce 285 nm (vitamin E) a 330 nm (vitamin A)
Celkova doba analyzy: 35 minut

K zpracovani ziskanych chromatogrami a dat byl vyuzit MS Excell.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou postupné uvedeny a diskutovany vysledky charakterizace pouzitych
rostlinnych olej a nésledné optimalizace macerace pro ziskani bioaktivnich latek z rakytniku.
Pro vSechny sledované parametry kromé vybranych karotenoidu, které nebyly v Case zahajeni
experimentu nalezeny, jsou také probirany prumérné vytézky od pocatku do konce macerace.

Pro jednotlivé rostlinné oleje (extrakéni ¢inidla) jsou ve vysledkové ¢asti voleny nasledujici
zkratky: Gajovnikovy olej (C), ¢ajovnikovy organic olej (CO), marakujovy olej (M), kukui olej
(KU) a kiwi olej (KI).

4.1 Stanoveni tukovych ¢isel rostlinnych oleja

Kazdé¢ extrakéni ¢inidlo bylo charakterizovano z pohledu tukovych &isel. Vysledky kromé ¢isla
peroxidového, kterému je nasledn€ vénovana samostatna kapitola, jsou uvedeny v Tabulka 13.
Vsechna tukové cisla byla stanovena na pocatku experimentu, nasledné bylo po 66 dnech
stanoveno navic také ¢islo kyselosti a jodové ¢islo, pro zhodnoceni degradace rostlinnych oleji.

Tukova ¢isla stanovena v rdmci experimenti byla v souladu s hodnotami deklarovanymi
vyrobcem (Tabulka 12). Po 66 dnech extrakce se Cislo kyselosti a ¢islo jodové liSilo od
pocatecniho stavu jen velmi malo. Vyznamnym parametrem stupné nenasycenosti tuku je
podobné¢ 94,91+ 2,27 mg/g cajovnikovy olej. Naopak nejvyssi stupeil nenasycenosti
189,68 + 1,14 mg/g ma kiwi ole;.

Tabulka 13: Jednotliva tukova cisla pouzitych rostlinnych olejii v mg/g

Cajovnik Caj. organic Marakuja Kukui Kiwi
Czo 200,20 £ 2,49 203,28 £2,73 200,97 £ 2,42 200,84 + 2,64 196,63 + 1,32
Cxo 0,61 +0,05 0,41+ 0,03 1,26 +£ 0,01 1,85+0,07 2,15+0,10
Ckes 0,67+ 0,01 0,83 +0,06 1,39+ 0,09 2,47 +£0,12 2,66 +£0,07
Ce 199,59 + 2,44 202,87 £2,76 199,71 £ 2,44 198,99 + 1,40 194,48 + 2,75
G 94,91 +2,27 92,71 £ 1,75 143,62 + 0,37 157,30 £ 1,30 189,68 + 1,14
Cies 91,01 +£1,20 92,09 + 0,68 140,96 + 0,81 155,54+ 1,23 186,77 £ 0,89
4.2 Stanoveni celkovych a vazanych MK v rostlinnych olejich

Vysledky stanoveni celkovych MK v rostlinnych olejich, které byly vyuzity jako extrakéni
¢inidla, jsou znazornény v Tabulka 14. Kazdé stanoveni bylo provedeno celkové 3x. Tyto
hodnoty jsou v souladu s hodnotami deklarovanymi vyrobcem (7Tabulka 11). Pouzité rostlinné
oleje se 1i8i hlavné v obsahu jednotlivych nenasycenych MK (MUFA a PUFA). Mezi vzorky
byly oleje s majoritnim obsahem kyseliny olejové (Cajovnikovy a Cajovnikovy organic),
kyseliny linolové (marakujovy), kyseliny linolenové (kiwi olej) a s vyvazenym obsahem
kyseliny olejové, linolové a linolenoveé (kukui olej).
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Tabulka 14: Profil celkovych mastnych kyselin pouzitych rostlinnych olejii

Obsah mastnych kyselin (Wt%)

Cajovnik  Caj. organic Marakuja Kukui Kiwi
C 16:0 6,07+0,12 10,65+0,57 1091+0,14 10,84+0,10 9,68 +0,18
C16:1 ND ND 0,18+0,01 0,18 +0,01 ND
C 18:0 2,38+0,34 2,14+0,10 2,81+0,16 4,14+0,03 427+0,34
C18:1 75,97 +0,43 77,62+0,96 18,44+044 2622+0,17 22,16+0,53
C18:2 14,24+0,50 9,25+0,58 66,10+0,64 36,39+0,12 18,16+0,14
C 18:3 ND ND 1,17+0,05 22,00+£0,18 45,59+ 0,98
C 20:0 0,48+ 0,06 0,12+0,01 0,11 +0,01 ND ND
C22:0 0,86+029 0,22+0,02 028+0,02 0,25+0,02 0,13+0,01
¥ SFA 8,45 12,79 13,72 14,97 13,96
> MUFA 75,97 77,62 18,44 26,22 22,16
> PUFA 14,23 9,25 67,27 58,38 63,75

ND: nebylo detekovano, SFA: nasycené MK, MUFA: mononenasycené¢ MK,

PUFA: polynenasycené¢ MK

Stejné tak byl stanoven profil volnych mastnych kyselin v rostlinnych olejich. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulka 15 a jsou velmi obdobné profilu celkovych mastnych kyselin.

Tabulka 15: Profil volnych mastnych kyselin pouzitych rostlinnych olejii

Obsah mastnych kyselin (Wt%)

Cajovnik  Caj. organic Marakuja Kukui Kiwi
C 16:0 7,16 0,40 12,43+0,61 12,64+092 10,62+0,17 10,43+0,14
Cl1e:1 0,76 0,08 0,28+0,02 0,15+0,01 0,27 £ 0,02 ND
C18:0 2,11+£0,18 1,82+0,09 2,09+0,10 2,84+0,05 2,81+0,06
C18:1 71,16 £1,72 72,76 +£0,25 15,38+0,64 21,45+0,40 19,37+0,37
C18:2 18,04 £0,13 12,44+031 6827+0,61 34,77+0,34 19,71 +0,45
C18:3 0,77+£0,09 0,26+ 0,01 1,31 +0,09 30,05+0,72 47,69 +0,94
C20:0 ND ND ND ND ND
C22:0 ND ND 0,16 = 0,02 ND ND
> SFA 9,27 14,25 14,88 13,46 13,24
> MUFA 71,92 73,04 15,53 21,72 19,37
> PUFA 18,81 12,71 69,59 64,82 67,40

ND: nebylo detekovano, SFA: nasycené MK, MUFA: mononenasycené¢ MK
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Srovnani testovanych méné znamych oleji s béZnymi alternativami

Pokud bychom méli z pohledu tukovych charakteristik a profilu celkovych MK méné¢ znamé
zkoumané oleje pripodobnit k bézné znamym olejiim, tak ¢ajovnikovy olej se nejvice podoba
olivovému oleji. Ten ma velmi obdobné jodové Cislo (80—88) a stejné tak mé nejvyraznéjsi
zastoupeni kyseliny olejové (55—83 %). Marakujovy olej ma obdobné charakteristiky jako
slune¢nicovy olej, jehoz jodové Cislo se pohybuje v rozmezi 118—144 a obsah kyseliny linolové
vétSinou okolo 65 %. Kukui olej by se dal ptipodobnit k oleji z vlasskych ofechii. Ten mé
jodove cislo 120—155 a obsah kyseliny linolové okolo 50 % za soucasného obsahu kyseliny
linolenové a olejové okolo 12 %. Kiwi olej je podobny Inénému oleji, ten ma jodové ¢islo
136—178 a nejvyraznéjsi obsah kyseliny linolenové, a to 50—55 % [100—104]

4.3 Stanoveni sledovanych parametri rostlinnych oleji pred zahdjenim
macerace

Oleje se lisily i v zakladnim obsahu slou¢enin, na které se pfi extrakci zaméfujeme. Ve shrnujici
Tabulka 16 je uveden profil sledovanych aktivnich slou€enin rostlinnych olejii v ¢ase zahajeni
experimentu. Vybrané karotenoidy nebyly na poc¢atku zahéjeni experimentu detekovany, proto
uvedeny nejsou.

Tabulka 16: Obsah stanovovanych sloucenin v rostlinnych olejich na pocatku macerace

Obsah pozorovanych parametrit a sloucenin (mg/kg)

TCC TPC Stigmasterol B-sitosterol Vitamin E
0,23+0,01 970,67 + 12,25 47,70 + 0,64 495,11 £ 6,00 ND

O 023+£0,01 624,87+19,51 17,69 + 0,60 399,10 + 5,63 0,12+0,01

M  0,67+0,02 865,01 +10,02 49,79 £ 0,40 515,88 £3,75 0,14 +0,01

KU 0,67+0,02 832,08 +15,22 22,14+ 0,52 514,95 + 4,87 0,06 +0,01

KI  0,93+0,03 776,37+ 7,42 120,13 + 0,96 632,64 £ 8,99 0,63 0,02

ND: nebylo detekovano

4.4 Studium procesu extrakce rakytniku reSetlakového do oleji

4.4.1 Stanoveni celkového obsahu karotenoidia

Vysledky casové zavislosti obsahu karotenoidli v maceratech jsou shrnuty na Obr. 33.
Z vysledki je zfejmé, Ze doba extrakce ma velky vliv na obsah celkovych karotenoidli ve
finalnim produktu. U vSech macera¢nich Cinidel rostl celkovy obsah karotenoida s ¢asem pro
nami pozorované extrakéni podminky vice méné logaritmicky. Nejvyssi obsah karotenoidi mél
tedy kazdy z extrakénich systéml v 66 dnu. Pokud bychom chtéli casovy parametr vice
optimalizovat, bylo by vhodné najit ¢as, po kterém jiz extrakéni vytézek neroste tak intenzivné.
V naSem pfipad¢ se nabizi 21 den, po kterém by se mohla extrakce z divodu Casové uspory
zastavit. Jednotlivé vytézky TCC od pocatku extrakce jsou uvedeny v Tabulka 17.
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Analyzou celkového obsahu karotenoidii bylo zjisténo, ze nejucinnéjSim extrakénim
¢inidlem je kiwi olej dosahujici v 66 dnu extrakéniho maxima kolem 4,72 + 0,05 mg/kg
s nartstem 3,78 mg/kg od pocatku extrakce. Je ndsledovan ¢ajovnikovym olejem s maximem
3,88 + 0,03 mg/kg a vytézkem 3,64 mg/kg. Marakujovy a kukui olej jsou vice méné podobné
ucinnosti, extrakéni vrchol v 66 dni kolem 4,2 + 0,08 mg/kg s vytézkem 3,51 mg/kg. Organic
olej z ¢ajovniku se jevi jako nejméné ucinny s vytézkem 3,47 mg/kg.
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Obr. 33: Zavislost obsahu celkovych karotenoidii na casu extrakce

Tabulka 17: Shrnuti extrakcniho vytezku TCC pro jednotlivé oleje v mg/kg

Rostlinné oleje Pocatek extrakce Konec extrakce Vytézek

Cajovnikovy 0,23 £ 0,01 3,86 + 0,03 3,64

Caj. organic 0,23 £0,01 3,69 £ 0,04 3,47

Marakujovy 0,67 £0,02 4,19 +£0,03 3,52

Kukui 0,69 = 0,02 4,20 £0,08 3,51

Kiwi 0,93 £0,03 4,72 £0,05 3,79
4.4.2 Stanoveni celkového obsahu fytosteroli

Vysledky casové zavislosti obsahu fytosteroli v maceratech jsou shrnuty na Obr. 34.
Z vysledkil je ziejmé, Ze se fytosteroly extrahovaly jen velmi malo a v pribéhu analyzy
dochézelo pravdépodobné kontinuélné také k jejich degradaci. U ¢ajovnikového oleje a organic
¢ajovnikového oleje nebyla pozorovana degradace TPC, oproti tomu v pfipadé¢ zbylych
extrak¢énich ¢inidel byl v prvnich 7—10ti dnech pozorovan ubytek celkovych fytosteroli.
Nasledné obsah fytosterolii rostl do 21 dne, v 66 dnu extrakce byl TPC u vétSiny macerati vice
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méné obdobny jako pti 21 dnu. Jednotlivé vytézky TCC od pocatku extrakce jsou uvedeny v
Tabulka 18. Nejvyssich vytézk dosahoval ¢ajovnikovy a kukui olej, okolo 98 mg/kg.

Analyzou celkového obsahu fytosteroll bylo zjisténo, ze nejicinnéjsim extrakénim ¢inidlem
je ¢ajovnikovy olej dosahujici extrakéniho maxima v 66 dni 1069,35 + 14,14 mg/kg a vytézku
98,67 mg/kg. Po 66 dnech byl také ucinnym extrakénim c¢inidlem kukui olej s extrak¢nim
maximem 930,36 + 19,86 mg/kg a vytézkem 98,29 mg/kg. Byl to jediny olej, u které¢ho doslo
k vyznamngj$imu nartistu od 21 dne extrakce. U marakujového a kiwi oleje se extrakéni
vytéznost od poc¢atku pohybovala na 37,24 mg/kg a 28,06 mg/kg. Cajovnikovy organic olej
dosahoval v 21 dnech extrakéniho maxima 629,26 + 18,55 mg/kg, nasledn¢ pak TPC kleslo
s vytézkem na konci extrakce pouze 0,85 mg/kg.

Statickd macerace za pokojové teploty tedy neni vhodnou metodou pro zisk celkovych
fytosterolil z rakytniku. Uddin a kol. [63] extrahovali fytosteroly z bylinnych matric pomoci
metody SFE. Zarovei s tim porovnavali tuto techniku s konvenénimi metodami. Zjistili, ze je
metoda SFE vyrazné G¢innéjsi a rychlejsi nez zbylé metody. To by mohlo vysvétlovat nizkou
ucinnost klasické macerace a nabizet modernéjsi zpasoby.
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Obr. 34: Zavislost obsahu celkovych fytosterolii na casu extrakce

Tabulka 18: Shrnuti extrakcniho vytezku TPC pro jednotliveé oleje v mg/kg

Rostlinné oleje Pocatek extrakce Konec extrakce Vytézek
Cajovnikovy 970,67 + 12,25 1069,35 + 14,14 98,67
Caj. organic 624,87 + 19,51 625,72 + 21,54 0,85
Marakujovy 865,01 £10,02 902,25 +9,03 37,24
Kukui 832,08 £ 15,22 930,36 + 19,86 98,29
Kiwi 776,37 + 7,42 804,42 + 5,24 28,06

63



4.4.3 Stanoveni celkového obsahu vitaminu E

Vysledky Casové zavislosti obsahu vitaminu E v maceratech jsou shrnuty na Obr. 35.
Z vysledki je zfejmé, ze s dobou extrakce se obsah vitaminu E drzel na vice méné obdobnych
hladinach a proto nemtzeme hovofit o tom, Ze by byly oleje vhodnym médiem pro jeho extrakci
z rakytniku. Podobné¢ jako u celkovych fytosterolt, i v tomto piipad¢ dochazelo v priubéhu
procesu ke kontinudlni degradaci a extrakci vitaminu E. Jednotlivé vytézky vitaminu E od
pocatku extrakce jsou uvedeny v Tabulka 19.

Analyzou celkového obsahu vitaminu E bylo zjiSténo, Ze nejvyssi koncentrace obsahuje kiwi
olej, ato 0,63 = 0,01 mg/kg v 1 dnu a 0,72 + 0,02 mg/kg v 66 dnu. Marakujovy a ¢ajovnikovy
organic olej maji vice mén¢ podobné obsahy vitaminu E, a to 0,14 £ 0,01 a 0,12 + 0,01 mg/kg
v1dnua0,16+0,01a0,17 £0,01 mg/kg v 66 dnu. Obsah vitaminu E v kukui oleji se pohybuje
celou dobu extrakce okolo 0,06 mg/kg. V ¢ajovnikovém oleji nebyl detekovan zadny vitamin E.
Pokud ale vezmeme v potaz jeho peroxidové ¢islo na pocatku i v prubéhu extrakce (Obr. 41),
je jasné, ze vitamin E nebude jedinou stabilizani substanci proti oxidacnim zménam a
vyznamny vliv budou mit antioxidanty jiného typu.
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Obr. 35: Zavislost celkoveho obsahu vitaminu E na casu extrakce

Tabulka 19: Shrnuti extrakcniho vytezku vit E pro jednotlivé oleje v mg/kg

Rostlinné oleje Pocatek extrakce Konec extrakce Vytéiek
Caj. organic 0,12 +0,01 0,16 + 0,01 0,04
Marakujovy 0,14 + 0,01 0,17+ 0,01 0,03
Kukui 0,06+ 0,01 0,06 + 0,01 0,00
Kiwi 0,63 + 0,02 0,72 £ 0,02 0,09

Pozn: v ¢ajovnikovém oleji nedetekovan obsah vit E
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4.4.4 Stanoveni vybranych karotenoidi a fytosterolii

Vybrané karotenoidy byly identifikovatelné pomoci HPLC/PDA az od 10 dne, pficemz
fytosteroly byly ze spektra patrné jiz od pocatku extrakce. Proto byly extrakéni vytézky
stanoveny pouze pro fytosteroly. Z karotenoidd byl stanovovan lutein, neoxanthin a
astaxanthin. Z fytosterolii byl zjistovan stigmasterol a B-sitosterol. Co se tyce karotenoidu
B-karotenu, tak u toho byly pozorované pouze jeho oxidované formy, tedy se kvantifikovat
nedal. Vysledky casové zavislosti obsahu luteinu jsou uvedeny na Obr. 36, neoxanthinu na Obr-.
37, astaxanthinu na Obr. 38, stigmasterolu na Obr. 39 a B-sitosterolu na Obr. 40. U vSech
macerati rostl obsah jednotlivych karotenoidii s asem pro nami pozorované extrakéni
podminky znovu vice méné logaritmicky. Nejvyssi obsah karotenoidi mél tedy kazdy
z extrakénich systémii v 66 dnu. Tim jsou vysledky v souladu se stanovenim TCC. Pokud
bychom chtéli asovy parametr vice optimalizovat, bylo by vhodné najit ¢as, po kterém jiz
extrak¢ni vytézek neroste tak intenzivné. V naSem ptipadé by se nabizel 21 den, po kterém by
se mohla extrakce z divodu ¢asové uspory zastavit.
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Obr. 36: Zavislost obsahu luteinu na casu extrakce

Pro kazdy ze stanovovanych karotenoidti bylo vhodnéjsi jiné rozpoustédlo. Pro zisk luteinu
(Obr. 36) dosahuje nejvyssi extrakéni G€innosti v 66 dnu macerace 136,35 + 0,95 pg/kg
¢ajovnikovy olej organic. V tomto maceratu byl oproti zbylym systémim pozorovan znacny
narust luteinu i od 21 do 66 dnu extrakce, tim nenasleduje logaritmicky trend. Nejnizsi extrakéni
ucinnosti dosahuje v 66 dnu extrakce ¢ajovnikovy olej, a to 109,79 + 0,87 ng/kg.

Komercné je lutein ziskavan napiiklad extrakci z okvétnich listkii mési¢ku lékatského, coz
je stale velmi vyuzivana metoda. Ackoliv existuji zplisoby chemické syntézy, jsou velmi
komplikované a vstupni suroviny drahé a tézko dostupné. Lutein se vyuziva také v primyslu
jako barvivo a antioxidant. Je spolu s zeaxanthinem pfitomny v o¢ni rohovce, kterou chrani
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ptred oxidativnim poskozenim a stejn¢ tak chrani oko ptfed vznikem Sedého zakalu. Plisobi také
proti vzniku kardiovaskularnich onemocnéni napiiklad tim, Zze inhibuje oxidaci LDL
cholesterolu. Navic je vzhledem k jeho antioxidacni aktivité doporu¢ovan pii 1écbé diabetické
retinopatie [105].
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Obr. 37: Zavislost obsahu neoxanthinu na casu extrakce

Pro zisk neoxanthinu (Obr. 37) se nejvice osveédcil cajovnikovy neorganicky olej s extrakéni
ucinnosti v 66 dnu macerace 139,19 + 1,59 ng/kg a rozpoustédlo s nejmensi ucinnosti
120,74 £ 1,49 pg/kg byl v 66 dnu ¢ajovnikovy organic olej. Obdobn¢ jako u luteinu, 1 v tomto
ptipadé roste obsah karotenoidli nejvyznamnéji v prvnich dnech extrakce az do 21 dne, od
kterého se jeho koncentrace li§i uZ jen malo. V tuto dobu by tedy pfipadalo v potaz maceraci
znovu zastavit pro ¢asovou optimalizaci.

Kotake-Nara a kol. [106] zjistili, Ze neoxanthin indukuje apoptézu u lidskych bunék
rakoviny prostaty PC-3 a to nejvyrazngji z 15 sledovanych karotenoidli. Stejné¢ tak ma
vyznamnou antioxida¢ni aktivitu.

U astaxanthinu (Obr. 38) nejvyssi extrakéni u€innosti 431,72 + 3,81 ug/kg po 66 dnech
po 66 dnech macerace kiwi olej. Nizkych extrakénich vytézka 338,62 + 3,21 pg/kg dosahoval
také Cajovnikovy olej, ¢imzZ sledujeme obdobny trend jako u luteinu. V piipadé¢ macerath
cajovnikového a kukui oleje rostl obsah astaxanthinu vyznamné i po 21 dnech, ve zbylych
piipadech by opét bylo z hlediska ¢asové optimalizace dobré extrakci zastavit jiz po 21 dnech.

Astaxanthin se ziskava se z fas, kvasinek anebo koryst jakoZto alternativa k jeho syntetické
produkci, kterd souc¢asné¢ dominuje trhu. Stale vice ale roste poptavka po pfirodnich zdrojich
astaxanthinu, jednim z ditvodi je také vysoka cena syntetické obdoby. Ma velmi Siroké vyuziti
v primyslu jako barvivo a také nutricni sloZka potravy. Jeho antioxida¢ni aktivita je vy$$i nez
B-karoten anebo o-tokoferol. Je prokdzanad jeho ucinnost proti riznym druhlim rakoviny,
imunologickym a kardiovaskularnim chorobam. Stejné tak byl zjistén vyznamny antibakterialni
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efekt astaxanthinu na infekce vyvolané Helicobacter Pylori, tedy akutni zanét zaludku,
zaludec¢ni viedy ¢i rakovina zaludku. Poskytuje télu ochranu proti UV zareni a popaleninam,
které také pomaha hojit [107].
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Obr. 38: Zavislost obsahu astaxanthinu na casu extrakce

Stigmasterol a B-sitosterol jsou majoritné obsazenymi steroly v rakytniku [38], kdy
[-sitosterol je obsazen z 60—80 % a stigmasterol do 5 %. Stanoveni jednotlivych fytosterolt
pomoci HPLC/PDA pfineslo obdobné zavéry jako stanoveni celkovych fytosteroll
spektrofotometricky. Tedy, Ze macerace rakytniku v rostlinnych olejich neni idealni metodou
pro zisk slou¢enin sterolového typu, s jistymi vyjimkami. V pribéhu macerace totiz dochazelo
v prvnich dnech u vétSiny vzorktl k degradaci fytosterolli a nasledné jejich koncentrace
vyznamné nerostla. Tim, Ze byly vybrané fytosteroly detekovany jiz na pocatku extrakce, byla
pro kazdy systém stanovena také extrakéni ucinnost.
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Stigmasterol
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Obr. 39: Zavislost obsahu stigmasterolu na casu extrakce

Pro extrakci stigmasterolu (Obr. 39) neni vhodné zadné z uvedenych rozpoustédel, jelikoz
jeho obsah v pribéhu extrakce vice méné stale klesal, cozZ mlize naznacovat na jeho kontinualni
degradaci. Jednotlivé vytézky od pocatku extrakce jsou uvedeny v Tabulka 20. Nejvice
stigmasterolu  bylo obsazeno vkiwi oleji vcase =zahdjeni experimentd, tedy
120,13 +£ 0,96 mg/kg a tato koncentrace nasledné klesala. Nejméné stigmasterolu bylo
obsazeno v ¢ajovnikovém organic oleji, a to 17,69 = 0,39 mg/kg v ¢ase zahdjeni experimentd.
V primyslovém méfitku je ziskavan z mnoha lé¢ivych rostlin a ma roli v mnoha metabolickych
procesech jako intermedian v biosyntéze androgenti, estrogent, kortikoidii a vitaminu D. M4
mnoho farmaceutickych vyuziti, mezi které patfi ptisobeni proti artritidé, proti vysokému
cholesterolu, kardiovaskularnim chorobam, proti rakoviné rizného typu, hypoglykemicka

-----

ochranu centralni nervové soustavy [108].

Tabulka 20: Shrnuti extrakcniho vytezku stigmasterolu pro jednotlivé oleje v mg/kg

Rostlinné oleje Pocatek extrakce Konec extrakce Vytéiek
Cajovnikovy 47,70 £ 0,64 48,87 £ 0,39 1,17
Caj. organic 17,69 £ 0,60 18,81 + 0,40 1,12
Marakujovy 49,79 £ 0,40 44,45+ 0,44 -5,34
Kukui 22,14+ 0,52 25,69 + 0,28 3,54
Kiwi 120,13 + 0,96 108,21 £ 0,95 11,92

Pro extrakci B-sitosterolu (Obr. 40) se osveédcil Cajovnikovy a dale také marakujovy ole;j.
Jednotlivé vytézky od pocatku extrakce jsou uvedeny v Tabulka 21. Nejvyssi extrakéni
ucinnosti po 66 dnech macerace 684,21 + 3,75 mg/kg a vytézku 189,09 mg/kg dosahl
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¢ajovnikovy olej, kdy razantni narast nastal v obdobi mezi 7 a 14 dnem. U marakujového oleje
bylo dosazeno extrak¢niho maxima 653,95 + 4,12 mg/kg znovu po 66 dnech a vytézku
138,07 mg/kg. Zbytek rostlinnych olejii extrahoval B-sitosterol jen velmi mélo a v pribéhu
procesu dochazelo také k mirné degradaci, nejvyraznéji v prvnich 7 dnech.

Tabulka 21: Shrnuti extrakcniho vytezku p-sitosterolu pro jednotlivé oleje v mg/kg

Rostlinné oleje Pocatek extrakce Konec extrakce Vytézek
Cajovnikovy 495,11 + 6,00 684,21 +£3,75 189,09
Caj. organic 399,10 £ 5,63 435,17+ 3,74 36,07
Marakujovy 515,88 £3,75 653,95 +4,12 138,07
Kukui 514,95 £ 4,87 537,30 £2,62 22,35
Kiwi 632,64 + 8,99 645,91 +£9,01 13,26

[-sitosterol je v piirod¢ nejvice rozsifenym fytosterolem, tedy byl velmi podrobné zkouman

w1

typtim rakoviny jako napiiklad rakovina prsu (indukuje apoptdzu a inhibuje proliferaci bunék),
ma také chemoprotektivni a chemopreventivni efekty. Dale snizuje cholesterol, ma hojivé
ucinky pro tkan€, imunomodulacni, antimutagenni a antithilmentické (hubi parazity) ucinky.
Plsobi proti benigni hyperplasii prostaty, méa proti diabeticky efekt a pisobi jako
neuroprotektant [109].
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Obr. 40: Zavislost obsahu p-sitosterolu na casu extrakce
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4.4.5 Zhodnoceni vyvoje peroxidového ¢isla macerati v priabéhu celého
experimentu

Vzhledem k tomu, Ze rostlinné oleje jsou velmi nachylné na oxidacni degradaci, bylo
peroxidovému Cislu, jakozto ukazateli znehodnoceni tuku, vénovano vice pozornosti. Bylo
sledovano v pribéhu celého experimentu. Pritbézné hodnoty (Casova zavislost) peroxidového
¢isla jsou graficky znazornény na Obr. 41.

Bylo zjisténo, ze peroxidové Cislo se v pritbéhu experimentu ménilo relativné malo. I po 66
dnech extrakce stale nebyly maceraty vyrazné¢ degradovany natolik, aby je z davodu oxidacni
degradace neslo dale vyuzit (za nepfipustné peroxidové ¢islo je povazovana hodnota nad
10 umol/g [82]). S ¢asem peroxidové cCislo u vSech maceratd pozvolné rostlo. Nejvice
degradoval olej z kiwi, ktery obsahuje nejvice nachylné linolenové kyseliny a nejméné
degradoval cajovnikovy olej. Po 66 dnech dosahl kiwi olej peroxidového Cisla
5,97 £ 0,05 pmol/g a ¢ajovnikovy olej oproti tomu peroxidového ¢isla 1,50 + 0,09 umol/g.
Cajovnikovy organic olej dosahl znaéné vyssiho peroxidového ¢isla nez jeho neorganic obdoba,
ato 4,98 + 0,10 umol/g.

Vzhledem k vysokému obsahu antioxidantii v rakytniku predpoklddame, ze rostlinny olej
byl bylinou ochranén pfed vyrazngj§imi oxida¢nimi zménami. Tuto hypotézu potvrzuje také
teorie polarniho paradoxu [66], ktera popisuje paradoxni chovani antioxidanti v médiich
s jinou polaritou. Rika, Ze polarni antioxidanty jsou vice G&inné v nepolarnich zakladech a
nepolarni antioxidanty jsou zase U€inngj$i v zdkladech polarnich. N4§ experiment tedy tuto
teorii potvrzuje. Podobn¢ zkoumal pribéh peroxidového ¢isla pfi maceraci rakytniku do
rostlinnych oleji také Corbu a kol. [26] a doSli pfi extrakci rakytniku do olivového a
slune¢nicového oleje k velmi podobnym zavérim.
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Obr. 41: Zména peroxidovéeho cisla rostlinnych olejii v case
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4.5 Zhodnoceni vlivu rozpoustédla na uéinnost macerace

Cilem této prace bylo zhodnotit, jaky vliv ma volba pouzitého rostlinného oleje na extrakci
¢islech (Tabulka 13), profilu celkovych mastnych kyselin (Tabulka 14) a volnych mastnych
kyselin (Tabulka 15). Grafické znazornéni profilu zasadnich celkovych mastnych kyselin je
uvedeno i na Obr. 42. Cajovnikovy olej ma dominantni zastoupeni kyseliny olejové,
marakujovy kyseliny linolové, kiwi kyseliny linolenové a kukui olej ma ptiblizné vyrovnany
obsah vsech téchto nenasycenych mastnych kyselin. Nejvyssiho stupné nenasycenosti dosahuje
kiwi olej a nejmensiho stupné nenasycenosti dosahuji oleje z ¢ajovniku. Stejné tak se kazdy
rostlinny olej lis§i v zédkladnim zastoupeni sledovanych parametri na pocatku macerace
(Tabulka 16).
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Obr. 42: Profily mastnych kyselin pouZitych olejii

U stanoveni celkovych karotenoidi neni pozorovan zadny vyznamny rozdil v extrakéni
ucinnosti jednotlivych oleju, jelikoz pro vSechna pouzitd rozpoustédla roste jejich koncentrace
vice méné logaritmicky a vytéZky se pohybuji vrozmezi 3,47-3,79 mg/kg. Nejvyssich
koncentraci TCC na konci extrakce s nejvySim vytézkem od pocatku dosahuje kiwi olej, ktery
obsahuje nejvice kyseliny linoleové. Neni ale jisté, ze prave profil MK mél vliv na extrakcni
ucinnost, jelikoz vytézek cajovnikového oleje je znacné vyssi nez u organic obdoby. Z tohoto
pohledu tedy nelze jednoznacné fict, Ze ma vliv rozpoustédla vyznamny vliv na zisk celkovych
karotenoidd.

V ptipadé jednotlivych karotenoidii je jiz situace odliSna. Jsou pozorovany rozdily
v maceracni ucinnosti jednotlivych rostlinnych olejii. Pro zisk luteinu a astaxanthinu je
nejvhodnéjsi Cajovnikovy organic olej a dobrou extrakéni ucinnost vykazoval také marakujovy
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vytézku bylo dosazeno za pouziti ¢ajovnikového organic oleje. Situace je tedy opacné nez
v ptipad¢ luteinu a astaxanthinu.

Fytosteroly se obecné do vSech pouzitych rostlinnych oleji extrahovaly jen velmi malo a
kontinualné dochdzelo také k jejich degradaci, a to hlavné v prvnich 7 dnech extrakce, coz bylo
potvrzeno analyzou celkovych fytosterolii. Pro extrakci celkovych fytosteroli by bylo vhodné
pouzit jinou extrak¢ni techniku (naptiklad SFE), ptipadné pozménit podminky procesu. Drobny
nariist celkovych fytosterold po 66 dnech macerace byl pozorovan u ¢ajovnikového oleje
(98,67 mg/kg) a u kukui oleje (98,29 mg/kg). Ve zbylych maceratech byla jejich koncentrace
na poc¢atku a zavéru experimentu vice méné podobna.

Témét shodna situace se opakovala u jednotlivych fytosteroli, znovu dochazelo k jejich
degradaci. Pro extrakci stigmasterolu neni vhodny zadny ze sledovanych olejl, kontinudlné
jeho koncentrace v maceratech pouze klesala. Pro zisk B-sitosterolu se nejvice osvédcil
¢ajovnikovy olej (extrakéni vytézek 189,09 mg/kg) a také marakujovy olej (extrakéni vytézek
138,07 mg/kg). Zbylé oleje dosahovaly nizkych extrakénich ucinnosti. Znovu se prokazalo, ze
na extrakéni ucinnost téchto typt latek nema vliv profil mastnych kyselin oleje.

Testovany extrakéni postup s vyuzitim vybranych méné znamych druhli oleji nepiinesl
zasadni efektivitu pro extrakci vitaminu E z rakytniku. Jeho obsah v pribéhu macerace drobné
kolisa, ale vyznamné se mezi pocatkem a koncem macerace neli§i. Znovu by bylo vhodné
otestovat jinou metodu pro extrakci vitaminu E z rakytniku, pfipadné¢ zménit podminky
procesu.

Ani jeden ze sledovanych macerati v pribéhu ¢asu vyznamné nedegradoval, peroxidové
¢islo rostlo s ¢asem relativné malo. Je to pravdépodobné zpiisobeno protektivnim efektem ze
strany latek extrahovanych z rakytniku. Nejvice oxidovan byl kiwi olej, a to kviili vysokému
obsahu kyseliny linolenové. Naopak nejméné byl degradovan ¢ajovnikovy olej s nejvyssimi
obsahy kyseliny olejové. Jev by se také dal vysvétlit pomoci teorie polarniho paradoxu [66],
ktera tvrdi, Ze pro nepolarni rozpoustédla jsou vhodné antioxidanty polarniho charakteru a pro
polarni rozpoustédla zase nepolarni antioxidanty. To by potvrzoval 1 fakt, ze rakytnik obsahuje
vysoké koncentrace vitaminu C a také latek fenolické povahy, coz jsou silné polarni
antioxidanty. Tento poznatek protektivniho efektu polarnich antioxidantl z bylin by mohl byt
dale vyuZit pro praci s rostlinnymi oleji jakoZto "zelenymi" rozpoustédly. Pokud by se zvolila
bylina s vysokym obsahem polarnich antioxidanti, cely extrakéni systém by byl diky tomu vice
ochranén pied oxidativni degradaci.
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5 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace byla zaméfena na optimalizaci vybranych postupti pro extrakci
latek lipofilni povahy z plodu rakytniku fesetlakového. Pfi optimalizaci byl sledovan vliv doby
macerace a druhu rostlinného oleje jakozto extrakéniho €inidla na vybrané parametry. Pouzita
maceracni Cinidla byla charakterizovana z pohledu zakladnich tukovych cisel a profilu
celkovych a volnych mastnych kyselin. Extrakty byly pribézné charakterizovany pomoci
UV-VIS spektroskopie a HPLC/PDA. Stejn¢ tak bylo v pribéhu macerace pozorovano
peroxidové ¢islo pro zhodnoceni oxidacni degradace oleju.

Celkové bylo testovano pét rostlinnych oleji: c¢ajovnikovy, cajovnikovy organic,
marakujovy, kukui a kiwi olej. Ugelem bylo zjistit, které rozpoustddlo je vhodné&jsi pro zisk
prevazné karotenoidnich a steroidnich sloucenin z matrice, pro vyuziti v potravinaiském a
farmaceutickém primyslu. Rovnéz byla sledovana vytéZznost parametrii na dobé extrakce, a to
1, 3,5, 7, 14, 21 a 66 dni. Ze ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, Ze doba extrakce mé ve
vétsSing pripadil podstatny vliv na zisk sledovanych sloucenin. Extrakéni vytéznost jednotlivych
rozpoustédel se od sebe vyrazné neliSila, co se tyce stanoveni celkovych parametri (TCC a
TPC). Naopak byly pozorovany vyznamné rozdily pii extrakci jednotlivych parametrii
(primarn¢ lutein, neoxanthin, astaxanthin a -sitosterol). V pfipadé vitaminu E a stigmasterolu
nedochézelo k vyraznéjsi extrakci ¢i dokonce v pribehu procesu degradovali.

Jednotlivé rostlinné oleje pro maceraci se liSily v tukovych Cislech a sloZeni celkovych a
volnych mastnych kyselin. Stejn¢ tak bylo v kazdém oleji na pocatku procesu zastoupeno
rozdilné mnozstvi sledovanych slouéenin. Cajovnikovy olej ma dominantni zastoupeni
kyseliny olejové, marakujovy olej zase kyseliny linolové, kiwi olej obsahuje nejvice kyseliny
linolenové a kukui olej ma vice méné vyrovnany obsah vSech téchto nenasycenych mastnych
kyselin. Nejvyssiho stupné nenasycenosti dosahuje kiwi olej a nejmenSich stupili
nenasycenosti dosahuji oleje z ¢ajovniku.

Pro extrakci celkovych karotenoidii bychom mohli pouzit jakékoliv sledované extrakéni
¢inidlo, protoZze u vSech rostl TCC s ¢asem vice méné logaritmicky. Nejvyssiho vytézku
do cajovnikového oleje organic. Zaroven mély ale tyto oleje nejvysSi (kiwi) a nejniZsi
(¢ajovnikovy organic) obsah karotenoidl na pocatku extrakce. Vzhledem k logaritmickému
trendu naristu TCC by ptipadalo v potaz extrakci z ditvodii ¢asové uspory zastavit v dobé, kdy
jejich obsah pfestava vyznamnéji rust. Pro nami sledované podminky se nabizi 21 den
macerace.

Obdobné¢ logaritmicky rostl s ¢asem obsah jednotlivych karotenoidil. Pokud jsme se zaméfili
na lutein, neu¢innéjSim rozpoustédlem byl ¢ajovnikovy organic olej s extrakénim maximem
136,35 £ 0,95 ug/kg. Utinnost oleje ale nebyla zavisla na specifickém profilu MK, jelikoz
a to 109,79 £ 0,87 pg/kg. U astaxanthinu byl pozorovan stejny trend, nevhodnéjSim
rozpoustédlem byl znovu ¢ajovnikovy organic olej s maximem 431,72 + 3,81 pg/kg. Nejméné
ucinny byl kiwi olej s minimem 321,12 + 3,51 pg/kg, stejné tak doséhl nizkych extrakénich
vytézkl 338,62 + 3,21 ¢ajovnikovy olej. Pro neoxanthin byla situace opacnd, nejucinnéj$im
rozpoustédlem byl s maximem 139,19 + 1,59 png/kg €ajovnikovy olej a nejnizsi Gc¢innost
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120,74 + 1,49 ng/kg vykazoval ¢ajovnikovy organicky olej. Znovu se potvrdilo, ze extrakéni
ucinnost pravdépodobné nebude zavisla na profilu MK olejt.

Fytosteroly se obecné extrahovaly velmi malo a v prubéhu analyzy dochézelo kontinualné k
jejich degradaci. Vhodnymi extrakénimi €inidly by mohly byt oleje z ¢ajovniku a kukui. U
¢ajovniku TPC drobné rostl po celou dobu extrakce a u kukui nastala v prvnich dnech degradace
anasledné prudcejsi nartst od 14 dne procesu. Extrakéni vytéznost obou systémi se pohybovala
okolo 98 mg/kg. Cajovnikovy organicky olej si po celou dobu procesu zachoval obdobné
hodnoty TPC. V piipadé zbylych extrakénich ¢inidel byl v prvnich 7—10 dnech pozorovan
ubytek celkovych fytosteroli. Nasledné obsah fytosterolii rostl do 21 dne, v 66 dnu extrakce
byl obsah fytosteroli obdobny jako pii 21 dnu. Pro zisk celkovych fytosteroli by bylo tedy
dobré vyuzit jinou techniku nezli maceraci, naptiklad SFE.

Podobné netcdinna byla extrakce stigmasterolu, kdy se jeho obsah po celou dobu macerace
drzel na obdobnych hodnotach anebo spiSe degradoval pro vSechny pozorované extrakéni
systémy. U B-sitosterolu se osvédcil cajovnikovy olej s vytézkem 189,09 mg/kg a extrakénim
maximem 684,21 = 3,75 mg/kg, dale byl vhodnym rozpoustédlem marakujovy olej s vytézkem
138,07 mg/kg maximem 653,95 + 4,12 mg/kg. U zbylych rostlinnych oleji se B-sitosterol drzel
po celou dobu procesu na velmi obdobnych hodnotach a v prvnich 7 dnech spise degradoval.

Podobné malo ucinna byla extrakce vitaminu E, ktery se drzel v pribéhu macerace u vSech
maceratd na stale obdobnych hladinach. Nejvyssi mnozstvi 0,72 + 0,02 mg/kg bylo pozorovano
v 66 dni v kiwi oleji, zbytek oleji obsahoval pouze 0,06-0,16 mg/kg vitaminu E po celou dobu
extrakce U cajovnikového neorganického oleje navic vitamin E nebyl vibec stanoven.
V ptihlédnuti na peroxidové ¢islo oleje v prib&hu experimentu je ziejmé, Ze vitamin E nebude
jedinou sté€Zejni ochranou pred oxida¢nimi zménami. Olej z ¢ajovniku totiz degradoval v Case
ze vSech nejméné. Zbyl¢ oleje degradovali také velmi mélo, coz by mohlo byt vysvétleno teorii
polarniho paradoxu, ktera fika, Ze jsou pro nepolarni rozpoustédla vhodné antioxidanty
polarniho charakteru a pro polarni rozpoustédla zase nepolarni antioxidanty.

Tato prace stru¢né shrnuje dosavadni poznatky tykajici se extrakce karotenoidi a fytosterolti
z rakytniku feSetlakového. Podava ptrehledné informace o mozZzném vyuZiti ,,zelenych®
rozpoustédel, jakoZto alternativnich solventli pro extrakci bioaktivnich latek z bylinnych
matric. Prace by mohla slouzit jako metodicky material vyuzitelny pro dalsi studium a vyzkum.
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ABTS
ATP
BHT
DNA
DPPH
DSB
EB
EGCG
EPR
EVO
EVS
FC
FID
FRAP
HPLC

LB
LDL
MK
MUFA
SFA
SFE
SWE
PDA
PLOT
PUFA
ROS
RS
SCOT

TAC
TE
TEAC
TCC
TPC
USE
UV
UV-VIS

VOCs
WCOT

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzthiazol)-6-sulfonat)
adenosintrifosfat

butylovany hydroxytoluen

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Dried sea buckthorn (suseny rakytnik)

Epstein-Barrové (virus mononukledzy)

Epigallokatechin galat

Electron Paramagnetic Resonance (elektronova paramagnetickd rezonance)
Extra virgin olive (oliva nerafinovana)

Extra virgin sunflower (slune¢nice nerafinovana)

Folin-Ciocalteliv

Flame ionization detector (plamenov¢ ionizacni detektor)

Ferric reducing antioxidant potential

High performance liquid chromatography (vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie)

Liebermann-Burchardovo

Low density lipoprotein (nizkodenzitni lipoprotein)

Mastna kyselina

Monounsaturated fatty acids (mononenasycené mastné kyseliny)

Saturated fatty acids (nasycené mastné kyseliny)

Supercritical fluid extraction (superkritickd fluidni extrakce)

Subcritical Water Extraction (subkritick4 vodni extrakce)

Photodiode array (pole fotodiod)

Porous-Layer Open Tubular (kolony s vrstvou pevného aktivniho sorbentu)
Polyunsaturated fatty acids (polynenasycené mastné kyseliny)

Reactive Oxygen Species (reaktivni formy kysliku)

Refined sunflower (rafinovana slunecnice)

Support-Coated Open Tubular (kolony s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou
na vnitini sténe kapilary pomoci nosise)

Total Antioxidant Capacity (celkova antioxidacni aktivita)

Trolox equivalent

Trolox equivalent antioxidant capacity

Total Carotenoid Content (celkové mnozstvi karotenoidit)

Total Phytosterol Content (celkové mnozstvi fytosterol)

Ultrasound Extraction (ultrazvukova extrakce)

Ultraviolet (ultrafialova)

Ultraviolet-Visible Spectroscopy (spektroskopie v ultrafialové a viditelné
oblasti)

Volatile organic compounds (netékavé organické slouceniny)

Wall-Coated Open tubular (kolony s kapalnou stacionarni fazi)
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8 PRILOHY

Tabulka 22: Standardy pouzité pro identifikaci a kvantifikaci mastnych kyselin

ZKkraceny “ Ps Viree Mrmk
Nazev MK Tr[min] | [mg - [g - mol
zapis MK [mV -] [g - mol]
ml] 1
Kyselina maselna C4:0 4,35 0,04 | 3125173 | 102,133 88,106
Kyselina kapronova C6:0 5,59 0,04 | 3194222 | 130,187 116,160
Kyselina kaprylova C8:0 6,75 0,04 | 4061317 | 158,241 144,214
Kyselina kaprinova C10:0 7,88 0,04 | 4223169 | 186,295 172,268
Kyselina undekanova C11:0 8,5 0,02 | 2210409 | 200,322 186,295
Kyselina laurova C12:0 9,20 0,04 | 4640412 | 214,349 200,322
Kyselina tridekanova C13:0 10,00 0,02 | 2365835 | 228,376 214,349
Kyselina myristova C14:0 10,96 0,04 | 4953419 | 242,403 228,376
Kyselina myristoolejova C14:1% 11,39 0,02 | 2366989 | 240,387 226,360
Kyselina pentadekanova C15:0 12,08 0,02 | 2470555 | 256,430 242,403
Kyselina cis-10-pentadecenova C15:1410 12,59 0,02 | 2447994 | 254,414 240,387
Kyselina palmitova Cl16:0 13,41 0,06 | 8071065 | 270,457 256,43
Kyselina palmitoolejové C16:1%° 13,83 0,02 | 2520590 | 268,441 254,414
Kyselina heptadekanova C17:0 14,92 0,02 | 2544888 | 284,484 270,457
Kyselina cis-10-heptadecenova C17:1210 15,40 0,02 | 2489531 | 282,468 268,441
Kyselina stearova C18:0 16,63 0,04 | 5174886 | 298,511 284,484
Kyselina olejova C18:1% 17,06 0,04 | 9238057 | 296,495 282,468
Kyselina linolova C18:28%12 17,96 0,02 | 4897549 | 294,479 280,452
Kyselina y-linolenové C18:3469.12 18,62 0,02 | 2376273 | 292,463 | 278,436
Kyselina o-linolenova C18:34%1215 1 19,38 0,02 | 2266846 | 292,463 | 278,436
Kyselina arachova C20:0 21,08 0,04 | 4888960 | 326,565 312,358
Kyselina cis-11-eikosenova C20:14! 21,71 0,02 | 2433557 | 322,533 308,506
Kyselina cis-11,14-eikosadienova | C20:24!1:14 23,20 0,02 | 2504386 | 322,533 308,506
Kyselina heneikosanova C21:0 24,18 0,02 | 4522345 | 340,592 326,565
Kyselina cis-8,11,14-
C20:34%1L14 1 2499 | 0,02 | 2016421 | 320,517 | 306,490

eikosatrienova
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C20:4A5’8’11’1

Kyselina arachidonova . 25,55 0,02 | 2213031 | 318,501 304,474
Kyselina cis-11,14,17- 1767455
. ' C20:3A1L1417 1 25 95 0,2 316,485 302,458
eikosatrienova 0
Kyselina behenova C22:0 27,68 0,04 | 2046415 | 354,619 340,592
Kyselina eikosapentaenova C20:5 28,27 0,02 | 4092799 | 316,477 302,451
Kyselina erukova C22:1A13 29,31 0,02 | 2010098 | 352,603 338,576
Kyselina cis-13,16-docosadienova | C22:2413:16 31,84 0,02 | 1902903 | 350,587 336,560
Kyselina trikosanova C23:0 33,46 0,02 | 1619779 | 368,646 354,619
L 2146494
Kyselina lignocerova C24:0 40,90 0,4 0 382,673 368,646
Kyselina nervonova C24:141 42,08 0,2 | 7602600 | 380,657 366,630
Kyselina cis-4,7,10,13,16,19- C22:624710.1
31619 42,64 0,2 6545812 | 342,523 328,496

dokosahexaenova

Tr — retencni cas MEMK, cs — koncentrace standardiu MEMK, Py — plocha standardiu MEMK,

Mryeux — molekulova hmotnost MEMK, Mryx — molekulova hmotnost MK

C16:0
-

C140
-

Cc10:0
C1z:0
-

diﬂ_i A AT

C18:2 cis
-

C23:0
-

Obr. 43: Ukdzka chromatogramu GC/FID analyzy cajovnikového oleje
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