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vy faktorov pri extrakcii pohánky na výťa�ok rutínu12−14.  
Cieľom na�ej práce bolo optimalizovať extrakčné 

podmienky tak, aby boli získané extrakty nelúpanej pohán-
ky s najväč�ou antioxidačnou aktivitou, najväč�ím mno�-
stvom fenolov, resp. rutínu. 

 
 

Experimentálna časť 
 
P o u � i t ý  m a t e r i á l  a  c h e m i k á l i e  

 
Pohánka nelúpaná (Fagopyrum esculentum, odroda 

�pačinská) − zhomogenizovaná mletím (prepad cez sito 
s veľkosťou oka 0,5 mm) na laboratórnom mlyne VM 4-
386. 

2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl voľný radikál (DPPH) 
(Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko), činidlo Folin-
Ciocalteu (Merck, Nemecko), etanol 96 %, uhličitan sod-
ný, chlorid hlinitý (Lachema, Brno), �tandardy kyseliny 
galovej a rutínu (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko). 

 
P l á n o v a n ý  e x p e r i m e n t  

 
Metóda plánovaného experimentu bola pou�itá za 

účelom komplexného popisu vplyvu skúmaných fyzikál-
nych parametrov extrakcie na výťa�ok extrakcie. Regresné 
rovnice ako výstup zo �tatisticko-regresného spracovania 
plánovaného experimentu boli ďalej vyu�ité pre optimali-
začný výpočet. Realizovaný bol trojfaktorový päťúrovňo-
vý experiment. Faktory boli navrhnuté nasledovne: teplota 
(rozsah od 20 °C do 80 °C), čas (rozsah od 30 min do 
180 min), extrakčné činidlo etanol o rôznej koncentrácii 
(rozsah od 40 % do 96 %). Nemenný bol pomer suroviny 
a extrakčného činidla 1:20 (w/v). Reálne hodnoty faktorov 
boli transformované na bezrozmerné kódované hodnoty. 
Bli��ie sú podmienky a rozpis experimentu uvedené 
v tabuľke I a II. Meranými parametrami boli antioxidačná 
aktivita sledovaná metódou vychytávania voľných DPPH 
radikálov (AOA), celkové mno�stvo fenolov (TPC) 
a mno�stvo flavonoidov (FL). Matematickým vyhodnote-
ním nameraných hodnôt boli získané regresné rovnice 
typu: y = b0 + b1x1 + b2x2 + b3x3 + b12x1x2 + b13x1x3 + 
b23x2x3 + b11x1

2 + b22x2
2 + b33x3

2, popisujúce závislosti me-
raných vlastností od kódovaných hladín sledovaných fak-
torov. Hodnoty regresných koeficientov sú uvedené 
v tabuľke IV. Systém regresných rovníc sa pou�il na opti-
malizačné výpočty pomocou podprogramu Solver progra-
mu Microsoft Excel.  

 
A n a l y t i c k é  m e t ó d y  

 
Vychytávanie voľných DPPH radikálov 

Mno�stvo vychytaného DPPH radikálu bolo stanove-
né modifikovanou metódou podľa Yen a Chen15. K 1 ml 
extraktu boli pridané 3 ml 96% etanolu a 1 ml DPPH 
(0,12 g l−1). Presne po 10 min bola zmeraná absorbancia 
pri 517 nm oproti 96% etanolu. Výsledok udáva mno�stvo 
vychytaného DPPH v mg na 1 g suchej vzorky. 
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Úvod 
 
Fenolové zlúčeniny iniciujú v poslednom období 

značný záujem tak producentov potravín ako 
i spotrebiteľov. Je to vďaka početným epidemiologickým 
�túdiam indikujúcim ich zdraviu prospe�né účinky, ktoré 
sú väč�inou prisudzované  ich antioxidačným 
vlastnostiam1,2. Napr. rutín, ktorý sa s výnimkou  pohánky 
nevyskytuje v �iadnej cereálii ani pseudocereálii, sa vy-
značuje mnohými farmakologickými účinkami. Spomenie-
me napr. antihemoragické3,4, antikarcinogénne5−7, 
hypotenzívne3−5,7−9, pozitívne účinky na permeabilitu ciev 
a  protizápalové7−10 účinky.  

Extrakcia a purifikácia bioaktívnych zlúčenín 
z prírodných zdrojov sú významné technologické postupy, 
nakoľko sa často pou�ívajú na prípravu nutraceutík, potra-
vinových aditív, farmaceutických a kozmetických produk-
tov. Dôle�ité sú i preto, �e výsledky in vitro �túdií 
a pokusov so zvieratami ukazujú, �e terapeuticky 
a klinicky dostatočné dávky fytochemikálií sú vy��ie ako 
je ich obsah v potrave11. Extrakčná procedúra je veľmi 
dôle�itá, nakoľko podmienky extrakcie určujú kvalitatívne 
i kvantitatívne zastúpenie jednotlivých zlo�iek12. Okrem 
iných, k dôle�itým parametrom extrakčného procesu pat-
ria: extrakčné činidlo, čas, teplota, vzájomný pomer činid-
la a suroviny, extrakčný tlak. Autori pri svojich pokusoch 
pou�ívajú na prípravu extraktov rôzne parametre extrakcie. 
Konkrétne pre pohánku sa ako extrahovadlo najčastej�ie 
pou�íva etanol, či u� absolútny alebo s určitým obsahom 
vody. Teploty pri extrakcii sa pohybujú od laboratórnych 
a� po reflux, pričom je adekvátne tomu prispôsobená dĺ�ka 
extrakcie, t.j. pri ni��ích teplotách dlh�í čas a naopak. Pub-
likovaných je niekoľko prác systematicky sledujúcich vply-
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Stanovenie celkového mno�stva fenolov  
Na stanovenie bola pou�itá metóda s činidlom Folin-

Ciocalteu16. Reakciou fenolových zlúčenín s činidlom 
Folin-Ciocalteu vzniklo modré zafarbenie, ktorého intenzi-
ta bola meraná pri 765 nm. Ako �tandard bola pou�itá ky-
selina galová (GAE) a celkový obsah fenolových zlúčenín 
bol vyjadrený v mg GAE na 1 g suchej vzorky. Na analýzu 
bolo pipetované 0,5 ml roztokov �tandardu resp. vzorky, 
0,5 ml činidla Folin-Ciocalteu a po 3 minútach 1,5 ml 20% 
uhličitanu sodného a doplnené destilovanou vodou do 
10 ml. Po 2 h bola zmeraná absorbancia pri 765 nm.  

 
Stanovenie flavonoidov  

Na stanovenie obsahu flavonoidov bola pou�itá metó-

da prídavku AlCl3 (cit.8). K 2 ml vzorky v etanole bolo 
pridané 0,2 ml 5% etanolového roztoku AlCl3. Po 30 min 
bola zmeraná absorbancia pri 420 nm oproti etanolu 
s prídavkom AlCl3. Výsledok bol vztiahnutý na rutín 
a vyjadrený v mg rutínu na 1 g suchej vzorky.  

 
 

Výsledky a diskusia 
 
Účinnosť extrakcie je vo v�eobecnosti ovplyvnená 

viacerými faktormi, pričom ich vplyvy mô�u byť buď 
navzájom nezávislé alebo súčinné12. V na�om experimente 
sme sledovali a vyhodnotili závislosť polarity extrahovad-
la, teploty a doby extrakcie a to z toho dôvodu, �e ich po-

Tabuľka I 
Podmienky plánovaného experimentu pre definované faktory 

Faktor  
  −1,682 −1 0 1 1,682 krok stred 
Teplota, °C x1 20 32 50 68 80 17,836 50 
Čas, min x2 30 60 105 150 180 44,59 105 
Koncentrace etanolu, % x3 40 51 68 85 96 16,648 68 

Kódované hladiny  

Tabuľka II 
Rozpis pokusov experimentu 

Číslo pokusu Reálne hodnoty faktorov  
 teplota čas etanol teplota [°C] čas [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 

Kódované hodnoty faktorov  
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va�ujeme za jedny z najvýznamnej�ích. Rozmedzia fakto-
rov sme vybrali na základe doteraj�ích praktických skúse-
ností a poznatkov. Uskutočnených bolo 20 pokusov. Vý-
sledky stanovenia antioxidačnej aktivity, celkových feno-
lov a flavonoidov jednotlivých pokusov sú uvedené 
v  tabuľke III. Získané výsledkové plochy AOA v zá-
vislosti od sledovaných faktorov sú zobrazené na obr. 1. 
Z výsledkových plôch zvy�ných dvoch sledovaných para-
metrov sme na znázornenie vybrali závislosti  pri najvy��ej 
teplote (obr. 2 a obr. 3).  

Koncentrácia etanolu výrazne ovplyvňuje sledované 
výstupné parametre. So vzrastom organickej zlo�ky 
v extrakčnom médiu merané parametre stúpajú a� po ma-
ximum, po ktorom nasleduje pokles. Hodnoty parametrov 
sú po extrakcii 96% etanolom ni��ie ako po extrakcii 40% 
etanolom, pričom rozdiely medzi týmito krajnými bodmi 
sú pri ni��ích teplotách v prípade fenolov a flavonoidov 
men�ie a so vzrastom teploty sa zväč�ujú. 

S ohľadom na extrakčnú teplotu mo�no z grafov vi-
dieť, �e pri narastaní teploty sa plocha grafu posúva nahor, 
čo znamená rast sledovaných parametrov. K nárastu do-
chádza v celom zadanom rozsahu teplôt, av�ak rozdiely 
medzi 68 °C a 80 °C sú malé. Z meraných parametrov 
bolo teplotou najviac ovplyvňované mno�stvo flavonoi-
dov. 

Z nezávislých premenných bola dĺ�ka extrakcie naj-
menej vplývajúca, najmä čo sa týka antioxidačnej aktivity 
a obsahu fenolov. Mno�stvo flavonoidov záviselo od času 
vo väč�ej miere, najmä pri vy��ej teplote viedlo predĺ�enie 
extrakcie k výraznej�iemu nárastu ich mno�stva.  

Podiel organickej zlo�ky v extrakčnom činidle má 
najvýraznej�í vplyv na antioxidačnú aktivitu a tie� na 

Tabuľka III 
Namerané hodnoty sledovaných parametrov: antioxidačnej 
aktivity, mno�stva celkových fenolových zlúčenín a mno�-
stva flavonoidov 

Číslo pokusu AOA 
[mg DPPH/ 

g su�iny] 

TPC 
[mg GAE/ 
g su�iny] 

FL 
[mg rutínu/ 
g su�iny] 

1 12,3 1,76 0,171 
2 14,0 2,62 0,351 
3 12,4 1,78 0,183 
4 16,1 2,79 0,475 
5 7,5 1,42 0,148 
6 12,1 1,84 0,291 
7 10,4 1,59 0,190 
8 12,7 2,16 0,422 
9 11,2 1,77 0,178 
10 20,7 3,18 0,706 
11 14,4 2,23 0,306 
12 16,9 2,90 0,474 
13 11,4 2,02 0,265 
14 8,0 1,40 0,250 
15 14,7 2,43 0,361 
16 15,2 2,42 0,389 
17 15,4 2,57 0,392 
18 15,0 2,57 0,388 
19 14,3 2,49 0,369 
20 14,4 2,54 0,362 

Obr. 1. Výsledková plocha antioxidačnej aktivity v závislosti od času (faktor x2) a koncentrácie etanolu (faktor x3) pri rôznych 
teplotách (faktor x1) 

AOA, 
mg DPPH/ 
g su�iny 

AOA, 
mg DPPH/ 
g su�iny 

AOA, 
mg DPPH/ 
g su�iny 

AOA, 
mg DPPH/ 
g su�iny 

konc.  
etanolu, 
% 

konc.  
etanolu, 
% 

konc.  
etanolu, 
% 

konc.  
etanolu, 
% 

čas, min čas, min 

čas, min čas, min 

teplota 20 °C teplota 32 °C 

teplota 68 °C teplota 80 °C 
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mno�stvo fenolov a flavonoidov v extraktoch. 
Na základe regresných rovníc, ktorých vypočítané 

koeficienty sú uvedené v tab. IV sme sa pokúsili vypočítať 
optimálne podmienky pre prípravu pohánkových extraktov 
tak, aby tieto produkty mali čo najväč�iu schopnosť vy-
chytávať voľné radikály. 

Pre optimalizačný výpočet sme pou�ili podprogram 
Solver programu Microsoft Excel, pričom ako účelová 
funkcia bola zadaná rovnica pre antioxidačnú aktivitu, pre 
ktorú sa po�adovala maximálna hodnota. Výsledkom opti-
malizačného výpočtu sú nasledovné podmienky extrakcie: 
koncentrácia etanolu 65 %, teplota 80 °C, doba extrakcie 
180 min.  

Za týchto vypočítaných podmienok bol realizovaný 
experiment, ktorého výsledky boli porovnané s pred-
pokladanými hodnotami získanými na základe výpočtu 
z regresných rovníc. Výsledky porovnania sú uvedené 
v tabuľke V. 

Na základe porovnania vypočítaných a nameraných 
výsledkov mo�no kon�tatovať, �e je medzi nimi dobrá 
zhoda a teda výpočet mo�no pova�ovať za dostatočne 
vierohodný. 

Metóda optimalizácie, zalo�ená na regresných rovni-
ciach získaných pomocou plánovaného experimentu, 
umo�ňuje zohľadniť nielen izolované efekty sledovaných 
faktorov, ale aj ich vzájomné spolupôsobenie, vyjadrené 
v interakčných koeficientoch regresných rovníc. Doposiaľ 
publikované práce nepopisujú takéto komplexné rie�enie 
optimalizácie prípravy pohánkového extraktu, ale vychá-
dzajú z postupných zmien jednotlivých parametrov. Tak 
napríklad Kim a spol.13 dvojstupňovo extrahovali rutín 
z celej rastliny pohánky 50% etanolom pri teplotách 30 °C 
a� 100 °C. Na dosiahnutie vysokého výťa�ku rutínu 
(stanovované pomocou HPLC) stanovili ako optimálny 
teplotný rozsah 60−80 °C. Následne pri teplote 80 °C sle-
dovali vplyv času (rozsah 0,5−4 h). Obsah rutínu rástol do 
1 h, potom postupne klesal. Autori pokles vysvetľujú prav-
depodobnými stratami rutínu pri vy��ej teplote. V na�om 
experimente sme do 3 h pokles nezaznamenali, zhodujeme 
sa v�ak s autormi13 v optimálnom teplotnom rozmedzí. 
Podľa iných autorov, predĺ�enie času (viac ako 2 h) pri 
nízkej (25 °C) i vy��ej (60 °C) teplote a extrakcii 30% 
etanolom vedie k stratám rutínu, čo nebolo pozorované, ak 
sa pou�il 70% etanol12. Kreft a spol.14 uvádzajú 50−60% 
etanol ako najvhodnej�í na získavanie rutínu zo zrna po-
hánky, av�ak pri ni��ej teplote (30 °C) a dobe extrakcie 
3 h.  

Je v�ak publikovaných veľa prác venujúcich sa prob-
lematike predikcie a optimalizácie chemických 
a biochemických procesov v rôznych oblastiach, napr. 
potravinárstve17−21, farmácii22−24, toxikológii25 i poľno-
hospodárstve26. Aplikované optimalizačné metódy 
v prácach sú klasické modelovacie techniky (t.j. �response 
surface methodology�, RSM) a tie� umelé neurónové siete 

Obr. 2. Výsledková plocha celkového mno�stva fenolov 
v závislosti od času (faktor x2) a koncentrácie etanolu (faktor 
x3) pri teplote 80 °C (faktor x1) 

TPC, 
mg GAE/ 
g su�iny 

konc.  
etanolu, 
% 

čas, min 

teplota 80 °C 

teplota 80 °C 

konc.  
etanolu, 
% 

čas, min 

FL, 
mg rutinu/ 
g su�iny 

Obr. 3. Výsledková plocha mno�stva flavonoidov v závislosti 
od času (faktor x2) a koncentrácie etanolu (faktor x3) pri 
teplote 80 °C (faktor x1) 

Tabuľka IV 
Vypočítané koeficienty jednotlivých regresných rovníc  

Koeficienty AOA TPC FL 
b0 14,87 2,51 0,38 
b1 2,07 0,38 0,13 
b2 0,74 0,13 0,04 
b3 −1,29 −0,22 −0,01 

b11 0,09 −0,06 0,005 
b12 −0,04 0,04 0,02 
b13 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.: Hrubým sú vyznačené �tatisticky významné regres-
né koeficienty na hladine spoľahlivosti P=0,05 
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(�artificial neural networks�, ANN). Objavujú sa publiká-
cie, v ktorých sú porovnávané RSM a ANN27−30 
i publikácie pojednávajúce o mo�nostiach vzájomného 
prepojenia týchto metód30−32. 

 
 

Záver 
 
Pomocou regresných modelov získaných na základe 

plánovaného experimentu mo�no získať predstavu 
o hodnotách sledovaných parametrov v extraktoch získa-
ných pri konkrétnych podmienkach extrakcie pohánky 
etanolom. Podmienky extrakcie mo�no voliť tak, aby bol 
získaný extrakt o po�adovaných vlastnostiach. Umo�ňujú 
predpovedať vplyv faktorov na antioxidačnú aktivitu, resp. 
mno�stvo fenolových zlúčenín.  

 
This work was supported by the Governmental Pro-

ject 2003 SP 27/028 OE 02/028 OE 02 �Quality, Safety 
and Functionality of Primary Food Resources�. 
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Tabuľka V 
Porovnanie vypočítaných a experimentálnych hodnôt pre optimalizovaný postup extrakcie pohánky etanolom  

Faktory  
a parametre 

Po�iadavka optimalizácie Vypočítané Experimentálne 

Teplota, °C �iadna 80   
Čas, min �iadna 180   
Konc. etanolu, % �iadna 65   
AOA, mg DPPH/g su�iny maximum 19,7±2,2 20,2±0,3 
TPC, mg GAE/g su�iny �iadna 3,28±0,29 3,24±0,01 
FL, mg rutínu/g su�iny �iadna 0,719±0,093 0,748±0,005 
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A. Mikulajováa, M. Takácsováa, P. Alexyb, and 
L. Brindzováa (aInstitute of Biochemistry, Nutrition and 
Health Protection, Department of Nutrition and Food As-
sessment, b Department of Plastics and Rubber, Faculty of 
Chemical and  Food Technology, Slovak Technical Uni-
versity, Bratislava): Optimization of Extraction of Phe-
nolic Compounds from Buckwheat Based on an Ex-
perimental Design Method 

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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