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Uvod

Fenolové zluceniny iniciuji v poslednom obdobi
znaCny zaujem tak producentov potravin ako
i spotrebitel'ov. Je to vd’aka pocetnym epidemiologickym
Stadiam indikujucim ich zdraviu prospesné ucinky, ktoré
su  vicSinou prisudzované ich antioxida¢nym
vlastnostiam'~. Napr. rutin, ktory sa s vynimkou pohanky
nevyskytuje v Ziadnej cerealii ani pseudocerealii, sa vy-
znac¢uje mnohymi farmakologickymi G¢inkami. Spomenie-
me napr. antihemoragické®, antikarcinogénne®’,
hypotenzivne® >, pozitivne u¢inky na permeabilitu ciev
a protizapalové” ' uinky.

Extrakcia a purifikdcia bioaktivnych zlicenin
z prirodnych zdrojov su vyznamné technologické postupy,
nakol’ko sa ¢asto pouzivajl na pripravu nutraceutik, potra-
vinovych aditiv, farmaceutickych a kozmetickych produk-
tov. Dolezité st i preto, Ze vysledky in vitro §tadii
a pokusov so zvieratami ukazuju, ze terapeuticky
a klinicky dostatocné davky fytochemikalii su vysSie ako
je ich obsah v potrave''. Extrakéna procedura je velmi
dolezita, nakol’ko podmienky extrakcie urcujt kvalitativne
i kvantitativne zastipenie jednotlivych zloziek'2. Okrem
inych, k dolezitym parametrom extrakéného procesu pat-
ria: extrakéné Cinidlo, Cas, teplota, vzajomny pomer Cinid-
la a suroviny, extrakény tlak. Autori pri svojich pokusoch
pouzivaji na pripravu extraktov rozne parametre extrakcie.
Konkrétne pre pohdnku sa ako extrahovadlo najCastejSie
pouziva etanol, ¢i uz absolttny alebo s urcitym obsahom
vody. Teploty pri extrakcii sa pohybuju od laboratérnych
az po reflux, pri¢om je adekvatne tomu prispésobena dizka
extrakcie, t.j. pri niz8ich teplotach dlhsi ¢as a naopak. Pub-
likovanych je niekol'ko prac systematicky sledujtcich vply-
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vy faktorov pri extrakcii pohanky na vytazok rutinu'? 4.

Cielom naSej prace bolo optimalizovat' extrakéné
podmienky tak, aby boli ziskané extrakty nelipanej pohan-
ky s najvdcSou antioxidacnou aktivitou, najva¢sim mnoz-
stvom fenolov, resp. rutinu.

Experimentalna cast’
Pouzity material a chemikdalie

Pohanka nelupana (Fagopyrum esculentum, odroda
Spaginska) — zhomogenizovana mletim (prepad cez sito
s velkost'ou oka 0,5 mm) na laboratdrnom mlyne VM 4-
386.

2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl volny radikal (DPPH)
(Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko), cinidlo Folin-
Ciocalteu (Merck, Nemecko), etanol 96 %, uhli¢itan sod-
ny, chlorid hlinity (Lachema, Brno), Standardy kyseliny
galovej a rutinu (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko).

Planovany experiment

Metdda planovaného experimentu bola pouzitd za
ucelom komplexného popisu vplyvu skimanych fyzikal-
nych parametrov extrakcie na vytazok extrakcie. Regresné
rovnice ako vystup zo Statisticko-regresného spracovania
planovaného experimentu boli d’alej vyuzité pre optimali-
zacny vypocet. Realizovany bol trojfaktorovy péttaroviio-
vy experiment. Faktory boli navrhnuté nasledovne: teplota
(rozsah od 20 °C do 80 °C), ¢as (rozsah od 30 min do
180 min), extrakéné ¢inidlo etanol o rdznej koncentracii
(rozsah od 40 % do 96 %). Nemenny bol pomer suroviny
a extrakéného Cinidla 1:20 (w/v). Redlne hodnoty faktorov
boli transformované na bezrozmerné kdédované hodnoty.
BlizS§ie s podmienky a rozpis experimentu uvedené
v tabulke I a II. Meranymi parametrami boli antioxida¢na
aktivita sledovanad metdodou vychytavania vol'nych DPPH
radikdlov (AOA), celkové mnozstvo fenolov (TPC)
a mnozstvo flavonoidov (FL). Matematickym vyhodnote-
nim nameranych hodndt boli ziskané regresné rovnice
typu: y = b0+ b1X1+ b2X2+ b3X3+ b12X1X2+ b|3X1X3+
b23X2X3+ b11X12+ b22X22+ b33X32, pOpiSUjﬁCC zavislosti me-
ranych vlastnosti od kédovanych hladin sledovanych fak-
torov. Hodnoty regresnych koeficientov st uvedené
v tabul’ke IV. Systém regresnych rovnic sa pouzil na opti-
maliza¢né vypocty pomocou podprogramu Solver progra-
mu Microsoft Excel.

Analytické metody

Vychytavanie volnych DPPH radikadlov

Mnozstvo vychytaného DPPH radikélu bolo stanove-
né modifikovanou metédou podl'a Yen a Chen'. K 1 ml
extraktu boli pridané 3 ml 96% etanolu a 1 ml DPPH
(0,12 g I'"). Presne po 10 min bola zmerana absorbancia
pri 517 nm oproti 96% etanolu. Vysledok uddva mnozstvo
vychytaného DPPH v mg na 1 g suchej vzorky.
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Tabulka I
Podmienky planovaného experimentu pre definované faktory
Faktor Kédované hladiny
—-1,682 -1 0 1 1,682 krok stred
Teplota, °C x1 20 32 50 68 80 17,836 50
Cas, min x2 30 60 105 150 180 44,59 105
Koncentrace etanolu, % x3 40 51 68 85 96 16,648 68
Tabulka IT
Rozpis pokusov experimentu
Cislo pokusu Kodované hodnoty faktorov Reélne hodnoty faktorov
teplota cas etanol teplota [°C] ¢as [min] etanol [%]
1 -1 -1 -1 32 60 51
2 1 -1 -1 68 60 51
3 -1 1 -1 32 150 51
4 1 1 -1 68 150 51
5 -1 -1 1 32 60 85
6 1 -1 1 68 60 85
7 -1 1 1 32 150 85
8 1 1 1 68 150 85
9 —-1,682 0 0 20 105 68
10 1,682 0 0 80 105 68
11 0 —-1,682 0 50 30 68
12 0 1,682 0 50 180 68
13 0 0 -1,682 50 105 40
14 0 0 1,682 50 105 96
15 0 0 0 50 105 68
16 0 0 0 50 105 68
17 0 0 0 50 105 68
18 0 0 0 50 105 68
19 0 0 0 50 105 68
20 0 0 0 50 105 68

Stanovenie celkového mnozstva fenolov

Na stanovenie bola pouzita metoda s Cinidlom Folin-
Ciocalteu'®. Reakciou fenolovych zlugenin s &inidlom
Folin-Ciocalteu vzniklo modré zafarbenie, ktorého intenzi-
ta bola merana pri 765 nm. Ako Standard bola pouzita ky-
selina galovd (GAE) a celkovy obsah fenolovych zlicenin
bol vyjadreny v mg GAE na 1 g suchej vzorky. Na analyzu
bolo pipetované 0,5 ml roztokov Standardu resp. vzorky,
0,5 ml ¢inidla Folin-Ciocalteu a po 3 mintatach 1,5 ml 20%
uhli¢itanu sodného a doplnené destilovanou vodou do
10 ml. Po 2 h bola zmerana absorbancia pri 765 nm.

Stanovenie flavonoidov
Na stanovenie obsahu flavonoidov bola pouzita meto-
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da pridavku AICI; (cit.®). K 2 ml vzorky v etanole bolo
pridané 0,2 ml 5% etanolového roztoku AICI;. Po 30 min
bola zmerand absorbancia pri 420 nm oproti etanolu
s pridavkom AICl;. Vysledok bol vztiahnuty na rutin
a vyjadreny v mg rutinu na 1 g suchej vzorky.

Vysledky a diskusia

Utinnost extrakcie je vo vseobecnosti ovplyvnend
viacerymi faktormi, priCom ich vplyvy mézu byt bud
navzajom nezavislé alebo su¢inné'?. V nasom experimente
sme sledovali a vyhodnotili z4vislost’ polarity extrahovad-
la, teploty a doby extrakcie a to z toho dovodu, ze ich po-
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Tabulka III

Namerané hodnoty sledovanych parametrov: antioxidacnej
aktivity, mnozstva celkovych fenolovych zli¢enin a mnoz-
stva flavonoidov
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vazujeme za jedny z najvyznamnejSich. Rozmedzia fakto-
rov sme vybrali na zéklade doterajSich praktickych skuse-
nosti a poznatkov. Uskuto¢nenych bolo 20 pokusov. Vy-
sledky stanovenia antioxidacnej aktivity, celkovych feno-
lov a flavonoidov jednotlivych pokusov st uvedené

Cislo pokusu AOA TPC FL v tabulke III. Ziskané vysledkové plochy AOA v zi-
[mg I?PPH/ [mg ?{AE/ [mg r}{th/ vislosti od sledovanych faktorov su zobrazené na obr. 1.
g susiny] g susiny] g susiny] Z vysledkovych ploch zvysnych dvoch sledovanych para-
1 12,3 1,76 0,171 metrov sme na znazornenie vybrali zavislosti pri najvyssej
2 14’0 2,62 0’351 teplote (Obr. 2 Va Obr 3) ) o )
4 Koncentracia etanolu vyrazne ovplyviluje sledované
3 12, 1,78 0,183 vystupné parametre. So vzrastom organickej zlozky
4 16,1 2,79 0,475 v extrakénom médiu merané parametre stipaji aZ po ma-
5 7,5 1,42 0,148 ximum, po ktorom nasleduje pokles. Hodnoty parametrov
st po extrakcii 96% etanolom nizsie ako po extrakcii 40%
6 12,1 1,84 0,291 o . S o .
etanolom, pricom rozdiely medzi tymito krajnymi bodmi
7 10,4 1,59 0,190 su pri nizSich teplotach v pripade fenolov a flavonoidov
8 12,7 2,16 0,422 mensie a so vzrastom teploty sa zvacsuju.
9 11,2 1,77 0,178 S ohl'adom na extrakénil teplotu mozno z grafov vi-
10 20,7 3,18 0.706 (Vilet , 7€ pri ’narastanl teploty sa plocha grafu posiva nahor,
¢o znamena rast sledovanych parametrov. K narastu do-
11 14,4 2,23 0,306 chadza v celom zadanom rozsahu teplot, avSak rozdiely
12 16,9 2,90 0,474 medzi 68 °C a 80 °C st malé. Z meranych parametrov
13 11,4 2,02 0,265 bolo teplotou najviac ovplyviiované mnozstvo flavonoi-
dov.
14 8,0 1,40 0,250 Z nezavislych premennych bola dizka extrakcie naj-
15 14,7 2,43 0,361 menej vplyvajlica, najmé ¢o sa tyka antioxidacnej aktivity
16 15,2 2,42 0,389 a obsahu fenolov. Mnozstvo flavonoidov zéviselo od ¢asu
17 15.4 257 0.392 vo vicSej miere, najmé pri vysSej teplote viedlo predlzenie
’ ’ ’ extrakcie k vyraznejSiemu narastu ich mnozstva.
18 15,0 257 0,388 Podiel organickej zlozky v extrakénom cinidle ma
19 14,3 2,49 0,369 najvyraznej$i vplyv na antioxidaénu aktivitu a tieZ na
20 14,4 2,54 0,362
teplota 20 °C teplota 32 °C
AOA, 2 AOA,
mg DPPH/ |, mg DPPH/
g susiny = g susiny
104 S
5 16 L6
0 U konc. konc.
-6 1 16 etanolu, -L6  etanolu,
3 LS % %
¢as, min
AOA, AOA,
mg DPPH/ mg DPPH/
g susiny g susiny
L L6
konc. konc.
etanolu, etanolu,

%

¢as, min

%

¢as, min

Obr. 1. Vysledkova plocha antioxidacnej aktivity v zavislosti od ¢asu (faktor x2) a koncentracie etanolu (faktor x3) pri roznych

teplotach (faktor x1)
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teplota 80 °C

TPC,
mg GAE/
g susiny

L6
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etanolu,
%

Obr. 2. Vysledkova plocha celkového mnoZstva fenolov
v zavislosti od ¢asu (faktor x2) a koncentracie etanolu (faktor
x3) pri teplote 80 °C (faktor x1)

teplota 80 °C

FL, 08
mg rutinu/
gsusiny 0.6
0.4
0,2 16
0 konc.
etanolu,

%

¢as, min

Obr. 3. Vysledkova plocha mnoZstva flavonoidov v zavislosti
od casu (faktor x2) a koncentracie etanolu (faktor x3) pri
teplote 80 °C (faktor x1)

mnozstvo fenolov a flavonoidov v extraktoch.

Na zaklade regresnych rovnic, ktorych vypocitané
koeficienty st uvedené v tab. IV sme sa pokusili vypocitat’
optimalne podmienky pre pripravu pohankovych extraktov
tak, aby tieto produkty mali ¢o najvicsiu schopnost’ vy-
chytavat’ vol'né radikaly.

Pre optimaliza¢ny vypocet sme pouzili podprogram
Solver programu Microsoft Excel, pricom ako ucelova
funkcia bola zadana rovnica pre antioxida¢nu aktivitu, pre
ktorti sa poZadovala maximalna hodnota. Vysledkom opti-
malizacného vypoctu st nasledovné podmienky extrakcie:
koncentracia etanolu 65 %, teplota 80 °C, doba extrakcie
180 min.

Za tychto vypocitanych podmienok bol realizovany
experiment, ktorého vysledky boli porovnané s pred-
pokladanymi hodnotami ziskanymi na ziklade vypoctu
z regresnych rovnic. Vysledky porovnania su uvedené
v tabul’ke V.
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Tabulka IV
Vypocitané koeficienty jednotlivych regresnych rovnic
Koeficienty AOA TPC FL

b0 14,87 2,51 0,38
bl 2,07 0,38 0,13
b2 0,74 0,13 0,04
b3 -1,29 -0,22 -0,01
bll 0,09 —-0,06 0,005
b12 —-0,04 0,04 0,02
bl13 0,20 -0,11 -0,01
b22 -0,03 -0,03 -0,01
b23 0,17 0,04 0,005
b33 -2,13 -0,33 -0,06

Pozn.: Hrubym st vyznacené Statisticky vyznamné regres-
né koeficienty na hladine spol'ahlivosti P=0,05

Na zaklade porovnania vypocitanych a nameranych
vysledkov moZno konStatovat, Ze je medzi nimi dobra
zhoda a teda vypocCet mozno povazovat za dostatoCne
vierohodny.

Metdda optimalizacie, zaloZzena na regresnych rovni-
ciach ziskanych pomocou planovaného experimentu,
umoziuje zohladnit’ nielen izolované efekty sledovanych
faktorov, ale aj ich vzdjomné spolupdsobenie, vyjadrené
v interakénych koeficientoch regresnych rovnic. Doposial’
publikované prace nepopisuju takéto komplexné rieSenie
optimalizacie pripravy pohankového extraktu, ale vycha-
dzaju z postupnych zmien jednotlivych parametrov. Tak
napriklad Kim a spol.”” dvojstupiiovo extrahovali rutin
z celej rastliny pohdnky 50% etanolom pri teplotach 30 °C
az 100 °C. Na dosiahnutie vysokého vytazku rutinu
(stanovované pomocou HPLC) stanovili ako optimalny
teplotny rozsah 60—-80 °C. Nasledne pri teplote 80 °C sle-
dovali vplyv ¢asu (rozsah 0,5—4 h). Obsah rutinu rastol do
1 h, potom postupne klesal. Autori pokles vysvetl'uji prav-
depodobnymi stratami rutinu pri vyssej teplote. V nasom
experimente sme do 3 h pokles nezaznamenali, zhodujeme
sa viak s autormi® v optimalnom teplotnom rozmedzi.
Podla inych autorov, prediZenie asu (viac ako 2 h) pri
nizkej (25 °C) i vysSej (60 °C) teplote a extrakcii 30%
etanolom vedie k stratam rutinu, ¢o nebolo pozorované, ak
sa pouzil 70% etanol'?. Kreft a spol.'* uvadzaju 50-60%
etanol ako najvhodnejsi na ziskavanie rutinu zo zrna po-
hanky, avsak pri nizSej teplote (30 °C) a dobe extrakcie
3h

Je vSak publikovanych vel'a prac venujucich sa prob-
lematike predikcie a optimalizdcie chemickych
a biochemickych procesov v roznych oblastiach, napr.
potravinarstve' ', farmacii** >, toxikologii*® i pol'no-
hospodarstve®®.  Aplikované optimalizaéné metody
v pracach su klasické modelovacie techniky (t.]. ,,response
surface methodology®, RSM) a tiez umelé neurénové siete
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Tabulka V

Porovnanie vypocitanych a experimentalnych hodnét pre optimalizovany postup extrakcie pohénky etanolom
Faktory PoZiadavka optimalizicie Vypocitané Experimentélne
a parametre

Teplota, °C Ziadna 80

Cas, min ziadna 180

Konc. etanolu, % 7iadna 65

AOA, mg DPPH/g susiny maximum 19,7+£2,2 20,2+0,3
TPC, mg GAE/g susiny Ziadna 3,284+0,29 3,24+0,01
FL, mg rutinu/g susiny Ziadna 0,719+0,093 0,748+0,005

(,,artificial neural networks®, ANN). Objavuji sa publika-
cie, v ktorych su porovnivané RSM a ANN?
i publikacie pojednavajuce o moznostiach vzajomného
prepojenia tychto metod*® %,

Zaver

Pomocou regresnych modelov ziskanych na zaklade
planovaného experimentu mozno ziskat' predstavu
o hodnotach sledovanych parametrov v extraktoch ziska-
nych pri konkrétnych podmienkach extrakcie pohanky
etanolom. Podmienky extrakcie mozno volit’ tak, aby bol
ziskany extrakt o pozadovanych vlastnostiach. Umoziuju
predpovedat’ vplyv faktorov na antioxida¢nu aktivitu, resp.
mnozstvo fenolovych zltéenin.

This work was supported by the Governmental Pro-
Jject 2003 SP 27/028 OE 02/028 OE 02 “Quality, Safety
and Functionality of Primary Food Resources”.
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The selection of suitable extraction conditions for
antioxidants from plant material is crucial. In consequence
of various nature of active compounds in different plant
materials, the extraction conditions cannot be generalized.
The objective of this study was to optimize the extraction
conditions of buckwheat phenolics using the results of an
experimental design method.
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Plna znéni prispévkt na CD i v tisténé forme * Pro ob¢ dil¢i akce jedind registrace

1. cirkuléf vyjde v zéari 2007. Nabidky prispévka budou zadany do 15. 1. 2008, plna znéni
do 15. 3. 2008. 2. cirkular vyjde v tnoru 2008. VSechny informace soucasné na internetu.

Piipravuje: PCHE s CSPCH, CSCHI, CSCH, VSCHT Praha, SCHP CR, UCHP AV CR a CEMC.
Priprava 3. symposia ODPADOVE FORUM 2008 s Redakci ¢asopisu Odpadové forum CEMC.

Kontakty: PCHE - PetroCHemEng, Ing. Jaromir Skarka, CSc., Na Drackach 13, 162 00 Praha 6
T/F: 220 518 698 « M: 607 671 866

www.aprochem.cz * pche@csvts.cz
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