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ABSTRAKT

Tato bakalarské prace se zabyva charakteristikou ptirodnich a syntetickych antioxidantl a
jejich pisobenim na volné radikaly. Pfirodni antioxidanty pfijimame vétSinou jako soucasti
slozitych smési, a proto se snazime antioxidacni aktivitu charakterizovat jako celek. Pro
stanoveni celkové antioxidacni aktivity potravin byly vyvinuty chemické a fyzikalni metody.
Prace se soustfedi na chemické metody, konkrétné na ABTS a DPPH, které jsou zalozeny na
reakci antioxidantl se syntetickymi radikaly, a dale na metodu FRAP, kterd je zaloZena na
redukéni schopnosti antioxidantli. V experimentdlni ¢asti jsou tyto metody porovnavany
Z hlediska jejich naro¢nosti a poskytnutych vysledkd z analyz redlnych vzorkt potravin.

ABSTRACT

This bachelor s thesis deals with the characterization of natural and synthetic antioxidants
and their effects on free radicals. Natural antioxidants are usually absorbed as a part of
complex mixtures and that’s why we try to characterize an antioxidant activity as a whole.
Chemical and physical methods have been developed to determine the total antioxidant
activity of food. This thesis focuses on chemical methods, specifically on ABTS and DPPH,
which are based on a reaction of antioxidants with synthetic radicals. Next chemical method
is FRAP, which is based on the reducing ability of antioxidants. In the experimental part,
these methods are compared from a perspective of their performance and the results of the
analysis of real food samples.

KLICOVA SLOVA
Volné radikaly, antioxidanty, celkova antioxidaéni aktivita, ABTS, DPPH, FRAP.
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Free radicals, antioxidants, total antioxidant activity, ABTS, DPPH, FRAP.
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1 UVvOoD

Antioxidaéni aktivita potravin je bezprostiedné spojena s ochranou biologickych systémt
proti Skodlivému uc¢inku reakci zahrnujicich reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS a RNS).
Tyto radikaly piisobi na biologicky vyznamné slouceniny, pfedevsim lipidy, bilkoviny a
nukleové kyseliny, a pozménuji tim jejich strukturu a funkci. Jejich plisobenim muize
dochazet ke zménam ve struktuie bunék a k poskozeni celych tkéni a orgénd. Jednou
Z moznosti ochrany organismu proti volnym radikdlim je plsobeni antioxidanti.
Antioxidanty zabranuji nebo omezuji oxidac¢ni destrukci téchto latek. Mnoho latek ptirodniho
puvodu, které piijimame v potravé, ma tyto vlastnosti, zejména pak antioxida¢ni vitaminy,
polyfenolické latky, karotenoidy a flavonoidy.

Ptirodni antioxidanty pfijimame vétSinou jako soucasti slozitych smési, jejichz slozky
reaguji s radikaly odliSnymi mechanismy. Z tohoto diivodu se snazime charakterizovat
antioxida¢ni aktivitu vzorku jako celek. Byl zaveden pojem celkova antioxidacni aktivita
(TAA), pomoci kterého mizeme porovnavat antioxida¢ni G€inky riznych smési méfenych
riznymi metodami.

Ochranné ucinky antioxidantii upoutavaji stale vétsi pozornost a tim se zvySuje pozadavek
na jednoduché a spolehlivé metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity potravin. Celkovou
antioxida¢ni aktivitu Ize stanovit jak metodami chemickymi, tak fyzikalnimi. Tato prace se
zaméfuje na chemické metody, které jsou zalozeny na reakci antioxidantti se syntetickymi
(ABTS, DPPH) nebo kyslikovymi radikaly (ORAC). Kromé téchto metod je v praci dale
pouzita metoda FRAP, kterd vyuziva pro méfeni antioxida¢ni aktivity latek schopnosti
antioxidanti redukovat komplexy Fe"'-TPTZ na Fe"-TPTZ.

Cilem této bakaldiské prace bylo na zakladé dostupnych literarnich zdrojii vypracovat
postupy pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity a porovnat tyto metody na zaklad¢
analyzy vybranych vzorki potravin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou nestabilni, vysoce reaktivni molekuly, atomy nebo ionty, které obsahuji
alespont jeden nebo vice neparovych elektrond ve své valenéni sféte [1]. Ve snaze ziskat
chybéjici elektron jsou schopny se rychle vazat na jinou strukturu nebo odebrat ¢i pfidat
elektron jiné molekule. Z toho prameni jejich velka reaktivita a omezena doba existence.
Reaguji nejen s ostatnimi volnymi radikaly, ale i s inaktivnimi molekulami, a tim vytvareji
dalsi volny radikal; tento d¢j dale pokracuje jako fetézova reakce [2]. V molekulach mohou
volné radikaly vznikat tfemi zplisoby: redukci, oxidaci a homolytickym §tépenim kovalentni
vazby [3]. Oxidace piedstavuje zakladni proces metabolismu a celého aerobniho Zzivota.
Voln¢é radikdly mohou napadat lipidy v lipoproteinech a buné¢nych membranach, nukleové
kyseliny, sacharidy 1 bilkoviny vetné enzymt, coz miize vést k t€zkému posSkozeni tkani a
celych organu [2]. Dusledkem agresivniho ptisobeni na buiiky zpuisobuji volné radikaly rtizné
zdravotni problémy, vCetné aterosklerdzy, zanétii, srdecné-cévnich chorob a nékterych typt
rakoviny [1].

2.1.1 Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS)

V organismu jsou nejdulezitéjsi reaktivni formy kysliku a dusiku. Reaktivni formy kysliku,
znamé pod pojmem ROS, jsou Vv téle produkovany pii metabolickych procesech vyzadujicich
kyslik — pfi dychani a pii uréitych bunéénych imunitnich funkcich [3],[4]. Zahrnuji jak
radikdlové, tak neradikdlové formy. Reaktivni formy dusiku jsou oznaCovany jako RNS
(reactive nitrogen species) [4].

Tabulka 2.1. Reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku (RNS) a neradikdlové formy [4]

Reaktivni formy kysliku Neradikalové formy
Superoxid O, Peroxid vodiku H,0,
Hydroxyl HO' Singletovy kyslik '0,

Hydroperoxyl HOO Ozon O,
Lipid L Lipid hydroperoxid LOOH
Lipid peroxyl LOO Kyselina chlorna HOCI
Peroxyl ROO Peroxynitrit ONOO
Lipid alkoxyl LO Oxid dusity N,O3
Oxid dusicity NO, Kyselina dusita HNO,
Oxid dusnaty NO Nitryl chlorid NO,CI
Nitrosil NO™ Nitroxyl NO~
Thiyl RS Kyseliny peroxydusita ONOOH
Protein P Oxid dusny N,O




Nejvykonnéjsim producentem reaktivnich metabolitd kysliku v bunikach jsou membranoveé
vazané enzymy — hlavné ty, jejichz koenzymy jsou schopné redukovat kyslik pouze jedinym
elektronem za vzniku superoxidu O, = Jedna se o koenzymy s flavinovou nebo chinoidni
strukturou, koenzymy s médi v aktivnim centru nebo o hemové koenzymy [5]. Velikym
zdrojem ROS je respiracni fetézec mitochondrii, kdy misto ctyfelektronové redukce kysliku
na vodu dochazi pouze k jednoelektronové redukci kysliku za vzniku superoxidu, ktery je
samovolné nebo enzymaticky pfeveden na peroxid vodiku. Dal$im zdrojem ROS je vznik
superoxidu z oxykomplexu cytochromu P-450 v endoplazmatickém retikulu nebo B-oxidace
mastnych kyselin probihajici v peroxisomech. Ve specializovanych buiikach (napt. leukocyty,
makrofagy) je superoxid produkovin NADPH-oxiddzou obsaZenou v cytoplazmatické
membrané jako soucast baktericidniho ochranného systému. ROS jsou v téle tvoteny 1 velkym
mnozstvim dalSich procest [3].

Nejvyznamnégjsim reaktivnim metabolitem kysliku je superoxidovy radikal, ktery neni ptili§
reaktivni, ale je prekurzorem a vychozi latkou pro tvorbu dalSich neredukovanych reaktivnich
forem kysliku (napf. hydroxylového radikalu) [1].

Nejvyznamnéj$im reaktivnim metabolitem dusiku je oxid dusnaty. Oxid dusnaty je radikal,
za urCitych okolnosti prudce jedovaty. Pfi nizkych koncentracich reaguje velmi pomalu
s vétSinou molekul, véetné kysliku. Pomala reakce je zpisobena nc¢kolika faktory: pribéznym
vychytavanim oxidu dusnatého v erytrocytech za vzniku methemoglobinu, mnohem rychlejsi
difuzi oxidu dusnatého do krve, nez je rychlost syntézy oxidu dusnatého, regulac¢ni funkci
oxidu dusnatého v nizkych koncentracich a schopnosti oxidu dusnatého reagovat in vivo
dostatec¢né rychle jen s tranzitnimi kovy [1].

Na druhou stranu ale oxid dusnaty ovliviiuje regulaci krevniho tlaku a krevniho obé&hu.
Déle je soucasti systémt, které chrani organismus proti bakteriim, prvokiim, nadortiim a
zasahuje do procest nespecifické imunity [3].

2.1.2 Oxidaéni stres

Pojmem oxidacni stres oznaCujeme poSkozeni rovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim
reaktivnich forem kysliku a dusiku. Miize byt vyvolan nedostate¢nou funkci antioxida¢niho
systému, nadmérnou produkci RONS nebo spojenim obou nedostatku [5].

ROS jsou v organismu souc¢asti enzymovych mechanismul, ¢astni se uvoliiovani a pfemény
energie nezbytné pro zivot. Za normalnich okolnosti v organismu neskodi — skodi pouze,
vymknou-li se kontrole [5].

2.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou molekuly, které — jsou-li pfitomny v malych koncentracich ve srovnani
s latkami, jeZ by mély chranit — mohou zabraifiovat nebo omezovat oxida¢ni destrukei téchto
latek [6]. Antioxidanty (spravné nazyvany inhibitory oxidace) maji znaény vyznam z hlediska
eliminace volnych radikali — zejména kysliku a dusiku. Zajist'uji ochranu bunék a jejich
struktur pfed neZddoucim pisobenim téchto radikalli a podileji se na eliminaci G¢inka
tzv. oxida¢niho stresu v zivo¢iSnych i rostlinnych bunkach [7]. Antioxidanty pifedstavuji
skupinu latek, které se velmi 1i§i chemickou strukturou a maji rozdilné mechanismy ptsobeni.
inaktivnich, netoxickych produkta [8]. Antioxidanty tedy vytvari pfirozeny ochranny systém
organismu pred nezadoucimi zménami, kterymi jsou nejcastéji nenasycené mastné kyseliny,
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nékteré aminokyseliny (zejména tryptofan a emthionin), ptisobeni na integritu a nasledné
permeabilitu membran a fadu strukturalnich dezintegracnich zmén s funkénimi projevy [7].
Tato ochrana organismu piedstavuje slozity komplex mechanismd, které prodluzuji iidrznost
potravin tak, ze je chrani pfed znehodnocenim oxidaci a pied snadno se oxidujicimi latkami.
Projevem oxidace potravin je napt. Zluknuti tukt [9].

Epidemiologické studie dokazuji, ze nezdravy zivotni styl je nejCastéjsi faktor ptispivajici
k vyskytu degenerativnich chorob, jako je rakovina a kardiovaskularni choroby. Je prokazano,
ze zvysSena konzumace ovoce a zeleniny pfispiva k lepSimu zdravotnimu stavu. Ovoce a
zelenina jsou zdrojem velkého mnozstvi zivin, které mohou svymi reakcemi snizit LDL
cholesterol, krevni tlak, a mohou zlepsit celkovy stav antioxidacniho systému. Nedostatek
antioxidantll je spojovan s mnoha zdravotnimi komplikacemi. Za ubyvani antioxidant(
mohou diety omezujici celkovy pfisun potravin, zneciSténi Zivotniho prostfedi, koufeni,
stresové situace, atd. [10].

2.2.1 Déleni antioxidantu

Antioxida¢ni systémy zahrnuji jak antioxidacni enzymy (superoxiddismutaza, katalaza, aj.),
tak 1 neenzymatické substraty [7]. Mezi neenzymatické substraty patii endogenni
nizkomolekularni antioxidanty (glutathion, kyselina mocova, kyselina lipoova, koenzym Q) a
ptirodni latky s antioxidaénimi ucinky (vitamin C, vitamin A, vitamin E, flavonoidy,
katechiny, fenolické kyseliny a karotenoidy) [6]. Mezi antioxidanty fadime i né&které
biomolekuly, jako je transferin, feritin, hemopexin, haptoglobin, aj. Nezastupitelnou roli
v donor-akceptorovém systému sehravaji prechodné prvky Zelezo a méd’. Zelezo je vazano na
hemoglobin a uplatiuje se pfi transportu kysliku a pii dalSich fyziologickych funkcich
vorganismu. Méd je soucasti fady enzyml (superoxiddismutdzy, cytochromoxidazy a
biomolekuly ceruloplazminu) [7].

Antioxidanty rozd€lujeme podle rtznych kritérii. Nejcastéji je uvedeno déleni podle
puvodu, mechanismu piisobeni, chemického sloZzeni nebo podle stupné ochrany
v komplexnim antioxida¢nim systému [3], [9].

Podle ptivodu délime antioxidanty na pfirodni (extrakty a smési ziskané ze zeleniny, kofeni,
bylin, obilovin, olejnin, ovoce), piirodné identické (kyselina askorbova, syntetické tokoferoly)
a syntetické (BHA, BHT, gallaty) [9].

Podle struktury délime antioxidanty na fenolové slouceniny (tokoferoly, syntetické
tokoferoly, fenolové antioxidanty, gallaty), endioly (kyselina askorbova, kyselina
erythorbova, jejich soli a derivaty) a na jiné latky (amidy, kurkuminoidy, alkaloidy rostlin,
flavonoidy) [9].

Podle stupné¢ ochrany v komplexnim antioxida¢nim systému délime antioxidanty na
primérni antioxidanty (eliminaci volnych iontli Cu nebo Fe riiznymi internimi chelataénimi
¢inidly nebo inhibici enzymi, které katalyzuji tvorbu ROS, zabranuji tvorbé radikald),
vytvofené ROS) a terciarni antioxidanty (lipofilni a proteolytické enzymy a regeneracni
systémy pro opravu oxida¢niho poskozeni DNA odstraniuji molekuly poSkozené plisobenim
ROS) [3].

Podle ovlivnéni procesu oxidace lipidl a jinych oxilabilnich latek d€lime antioxidanty tak,
ze mohou reagovat s volnymi radikaly (primarni antioxidanty), redukovat jiz vzniklé
hydroperoxidy (sekundarni antioxidanty), vazat do komplext katalyticky ptsobici kovy nebo
reagovat s pritomnym kyslikem [9].
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2.2.2 Ptirodni latky s antioxida¢nimi G¢inky

V posledni dob¢ je velkd pozornost vénovana latkdm ptirodniho piivodu, které se do
lidského organismu dostavaji spole¢né s potravou. Nékteré potraviny rostlinného ptivodu maji
dulezitou roli jako zdroj antioxidantt [6]. K pfirodnim latkam s antioxida¢nimi ucinky fadime
antioxida¢ni vitaminy A, C a E. Cim dal tim v&tsi vyznam je ptikladan dal§im piirodnim
latkam, zejména polyfenolickym slouc¢eninam a karotenoidim [11]. Zdrojem téchto latek je
zelenina, ovoce, vlaknina, ¢aje, vina a aromatické a lé¢ivé rostliny [6].

Davkovani jednotlivych antioxidantti je individualni, proto je v pfipadé nemoci nutna
konzultace s lékafem. Preventivni davkovani je niz$i nez davkovani v dob&é nemoci nebo pii
nespravné stravé [12].

2.2.2.1 Vitamin A — retinol

Vitamin A a jeho provitaminy se fadi mezi terpenoidy nazyvané také isoprenoidy.

Provitaminy A jsou tetraterpeny (uhlovodiky) nebo tetraterpenoidy (jejich kyslikaté derivaty),
které obsahuji v molekule 40 atomti uhliku. Jejich $tépné produkty nazyvame apokarotenoidy,
z nichZz nejznaméjsi biologicky aktivni apokarotenoid ZivociSnych tkani je retinol neboli
vitamin A; [13].
Predstavuji nejSir$i skupinu ptirodnich barviv. NejznaméjSim prekurzorem vitaminu A je
B-karoten. Vitamin A ma vSak mnoho moznych prekurzord, jako je a-karoten, y-karoten, aj.
Casto byva zminovano 30 az 50 karotent, které maji uéinnost vitaminu A, aviak celkem jich
existuje vice nez 400 [11]. Vitamin A je rozpustny v tucich a je skladovan v jatrech, proto je
nutné syrové karoteny vzdy spojit s konzumaci tuku [12].

Provitaminy A jsou soucasti kontrolnich mechanismti likvidujicich volné radikaly, avSak
vyrazné vyssi antioxidacni kapacitu maji nékteré jiné karotenoidy bez vitaminové Ucinnosti
[13].

Provitaminy A (karoteny nebo xanthofyly) se vyskytuji v potravinach rostlinného ptivodu a
také v mnoha mikroorganismech a vyssich houbach [13].

HsC CHjs CHs CH;
e X OH
CHs

Obrazek 2.1. Vitamin A — retinol [14]
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2.2.2.2 Vitamin C — kyselina askorbova

Vitamin C zaujal béhem poslednich let klicovou roli pfi prevenci a 1é¢bé velkého mnozstvi
nejruznéjSich onemocnéni, ponévadz jeho ucinky vyznamné posiluji fungovani naseho
imunitniho systému. V nasem téle se ucastni vice nez tii set té¢lesnych funkci, proto je pro nas
organismus naprosto nepostradatelny [11]. Vitamin C ma &tyfi mozné stereoisomery, ale
pouze kyselina L-askorbova vykazuje pfisluSnou aktivitu. Nazvem vitamin C se oznaCuje
nejen kyselina L-askorbova, ale také cely reversibilni redoxni systém, ktery zahrnuje produkt
jednoelektronové oxidace L-askorbylradikdl a produkt dvouelektrodové oxidace
L-dehydroaskorbovou kyselinu [13].

Vitamin C je vitaminem pouze pro Clovéka a pro nékteré dalSi savce (primati, netopyti
zivici se ovocem, morcata). V potravinach rostlinného ptiivodu (stejné jako v plasme a tkanich
zivoCichit) je 90-95 % vitaminu pfitomno ve form¢ askorbové kyseliny, zbytek je tvoren
dehydroaskorbovou kyselinou. Nejbohat$im zdrojem vitaminu C je Cerstvé ovoce a Cerstva
zelenina. Zpravidla nam ale konzumace ovoce a zeleniny nepokryje nasi spotfebu vitaminu,
nebot’ ji konzumujeme pouze ptileZitostné (sezénni ovoce) a v malém mnozZstvi. Proto pro nas
maji mnohem vétsi vyznam plodiny, které maji primérnou hladinu vitaminu C, ale zato je
konzumujeme cely rok — napf. brambory nebo zeli [13].

Kyselina askorbova je v rostlinach syntetizovana z D-glukosy. Jako antioxidant reaguje
s peroxidem, superoxidem nebo s tokoferolovym  radikalem za vzniku
monodehydroaskorbové kyseliny nebo dehydroaskorbové kyseliny. Redukované formy jsou
recyklovany zpét na askorbat pomoci NADPH nebo glutathionu za ucasti ptislusnych
enzymu [3].

Kyselina askorbovd ma pro své vlastnosti Siroké vyuziti jako potravinaiské aditivum. Jako
antioxidant se pouziva také natrium askorbat (askorbat sodny), ve vodé rozpustna sul
askorbové kyseliny a lipofilni slou¢enina 6-palmitoyl-L-askorbova kyselina [13].

Kyselina askorbova je jednim z nejucinnéjSich antioxidantli, plsobi proti celé tadé
oxida¢nich latek a volnych radikala [11]. Velmi dilezité jsou reakce s aktivnimi formami
kysliku a oxidovanymi formami vitaminu E, které zabezpecuji ochranu vitaminu E a lipida
membran pied oxidaci. Reakce askorbové kyseliny s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny
(R-O-0O) nebo s alkoxylovym radikidlem (RO) je uvedena Vrovnicich 1-3 (R-O-OH je
hydroperoxid mastné kyseliny) [13].

HpA + R-0-Os — HAe +R-O-OH 1)
H, A+ HOe — HAe + H,O ()
H,A + 02 o +H" > HAe + H,O, (3)

Vznikly askorbylradikal disproporcionuje na askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu,
protoze uz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci [13].

Vitamin C ma ochrannou funkci i pro labilni formy listové kyseliny a inhibuje také tvorbu
nitrosamind. Pisobi jako modulator mutageneze a karcinogeneze [13].
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Obrazek 2.2. Vitamin C — kyselina askorbovad [15]
22.2.3 Vitamin E — tokoferol

Vitamin E, zvlasté¢ a-tokoferol, je nejvyznamnéj$i V tucich rozpustny antioxidant,
uplatniujici se u eukaryotickych bunék. Je povazovan za nejvyznamnéjsi antioxidant, ktery
spolu s B-karotenem a koenzymy Q chrani strukturu a integritu biomembran — bunécné
(cytoplasmatické) membrany a membran vnitrobunéénych organel (bunécné jadro,
mitochondrie, endoplasmatické retikulum, lysozomy) [13]. Dale se uplatiiuje pii rozbijeni
fetézovych reakci volnych radikalu v lipidech a lipoproteinech. Vitamin E napomaha chranit
LDL pied oxidaci (je transportovan asociovany S lipidovou fazi lipoproteinovych castic
LDL), minimalizuje opottebovavani nervovych tkani a zabranuje vétsimu hromadéni krevnich
desticek, tvofeni krevnich srazenin, kieCovych zil a srde¢nim a mozkovym mrtvicim [11],
[12]. Vitamin E je faktorem zpomalujicim proces starnuti organismu a nachazi uplatnéni
Vv prevenci kardiovaskularnich chorob a vzniku rakoviny [13].

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm zdkladnich strukturné¢ ptibuznych derivati
chroman-6-olu. Strukturnim zakladem vsech sloucenin vykazujicich aktivitu vitaminu E jsou
tokol a tokotrienol, které¢ dale obsahuji chromanovy cyklus s hydrofobnim nasycenym nebo
nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem o 16 atomech uhliku [13].

Za neju¢inngjsi antioxidant (in vivo) je povazovan a-tokoferol. To v8ak nemusi platit vzdy,
ponévadz antioxidacni aktivita pfitomnych tokoferolii a tokotrienoli v potravinarskych
lipidech zavisi na fad¢ faktori — vyznamnym faktorem je sloZeni nenasycenych mastnych
kyselin. Pfi uréitych podminkach skladovéni jsou napft. tokoferoly G¢innéjSimi antioxidanty
Vv zivoc¢iSnych tucich (hlavni mastnou kyselinou je olejova kyselina) nez v rostlinnych olejich
(hlavni mastnou kyselinou je linolova kyselina) [13].

Mechanismus antioxida¢niho G¢inku vitaminu E je podobny ucinku ostatnich lipofilnich
antioxidantl, jako jsou napt. fenolové slouceniny. Tokoferoly reaguji s volnymi radikaly,
véetné ROS. Jedna molekula tokoferolu mlize reagovat celkem se dvéma hydroperoxylovymi
radikaly. Autooxidace lipidi je inhibovana reakci s hydroperoxylovymi radikaly lipida za
vzniku hydroperoxidl a radikalii tokoferold, ¢imZ se pterusi fetézova reakce v propagaéni fazi
(rovnice 4) [13].
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R-O-Oe + T-OH — R-O-OH + T-Oe (4)

R-O-Oe je hydroperoxylovy radikal lipidu nebo mastné kyseliny, T-OH je tokoferol,
R-O-OH je hydroperoxid a T-Oe je radikal tokoferolu. Vznikly radikal tokoferolu neni
dostatecné reaktivni, a proto nemtize Stépit dalsi molekulu lipidu. V posledni fazi radikélové
reakce — terminaci — dochazi ke stabilizaci radikalu tokoferolu, a to nevratnou reakci s jinymi
radikaly, nejéastéji s druhym hydroperoxylovym radikalem (rovnice 5) [13].

R-O-Oe + T-Oe — stabilni produkty (5)

Je-lIi koncentrace tokoferolu vyssi, mohou nékteré tokoferolové radikaly reagovat vzajemné
za vzniku dimeru (pfipadné trimeru) [13].

V potravinach se vyskytuje vSech osm biologicky aktivnich tokoferoli a tokotrienold.
Samotny tokol a tokotrienol se v pfirodé nevyskytuji. Vitamin E se vyskytuje pfedevs§im
v potravinach rostlinného ptvodu, méné uz v potravinach zivoc¢isného ptvodu, tudiz
zivo€isné tuky budou obsahovat mnohem méné vitaminu E nez tuky rostlinné. V potravinach
zivo¢iSného pivodu ovliviiuje slozeni vitaminti E hlavné slozeni krmiva, hlavni sloZkou je
vSak vzdy a-tokoferol [13]. Nejlepsimi zdroji jsou olej z obilnych klickt (obsahuje 59,4 mg
na 100 g), neloupané Inéné seminko, slune¢nicovy olej (50 mg na 100 g), olej ze
slune¢nicovych klicka, sdjovy olej, ofechy, Cerstvé pSenicné klicky, zelena listova zelenina,
vajecny zloutek, liskové ofisky, mandle a lusténiny [11], [12].

Obrazek 2.3. Vitamin E — tokoferol [16]

2.2.2.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou piirodni fenolické antioxidanty obsazené v lidské stravé. K antioxidacni
aktivité potravin pfispivaji hlavné v zelenin€, ovoci, olivach, v sojovém oleji, Cerveném ving,
¢okolade a ¢aji [17].

Flavonoidy (vitaminy skupiny P) jsou rostlinna barviva syntetizovana z fenylalaninu,
piedstavujici obrovskou skupinu polyfenolickych sloucenin. Zakladnimi rysy struktury
polyfenolit je pfitomnost jednoho nebo vice hydroxylovanych benzenovych jader
S heterocyklickym kruhem obsahujicim ve své struktufe kyslik a dalsi hydroxylové skupiny.
Spole¢nym strukturnim zékladem je uhlikaty skeleton Cs-C3-Cs. Diky jejich polyfenolické
povaze vykazuji flavonoidy dobré antioxida¢ni U€inky. Antioxidacni aktivita flavonoida
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zavisi na redoxnich vlastnostech a struktufe flavonoidi [17]. Dulezity je pro né pocet
hydroxylovych skupin v molekule a jejich poloha [18].

Mezi flavonoidy fadime katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony,
anthokyany, chalkony, dihydrochalkony a aurony [18].

Flavonoidy jsou hlavni barevnou slozkou kvetoucich rostlin. Potravindm udavaji urcitou
barvu a chut, navic ptisobi jako prevence proti oxidaci tukii a jako ochrance vitamint a
enzymu [17].

Flavonoly jsou nejvice zastoupenymi flavonoidy v potravinach — fadime mezi né quercetin,
kaempferol a myricetin. Flavonony se vyskytuji hlavné v citrusovych plodech, flavony
v celeru [17].

Anthokyany

Anthokyany, nazyvané téz anthokyaniny, jsou nejrozsifenéjsi a pocetné velice rozsahlou
skupinou rostlinnych barev — v pfirodé bylo identifikovano pies 500 riznych antokyanii [19].
Antokyany jsou barviva rozpustnd ve vodé a udavaji barvu kvétindm a spotiebitelsky
zddanym druhlim ovoce a zeleniny. Vyznacuji se oranZovou, ¢ervenou, fialovou a modrou
barvou [18].

Podle poctu véazanych molekul cukru se anthokyany déli na 18 skupin, z nichZ
nejvyznamnéjsi jsou monosidy s glukosou, galaktosou, rhamnosou nebo arabinosou v poloze
C-3; biosidy s disacharidy (napf. rutinosa, sambubiosa, soforosa, genciobiosa) vazanymi
v poloze C-3; triosidy s linearnimi nebo rozvétvenymi trisacharidy vazanymi v poloze C-3;
3,5-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-5; 3,7-diglykosidy s monosacharidy
v poloze C-3 a C-7 a 3-biosidy-5-monosidy, u kterych je v polohach C-3 vazan disacharid a
v poloze C-5 monosacharid [18].

Anthokyany se vyskytuji v riznych druzich rostlin, kde jsou lokalizovany v buné¢nych
vakuolach [18]. Anthokyany jsou pomérné nestabilni a snadno oxidovatelné, jsou citlivé na
mnoho faktort, jako je pH, které mize ovlivnit jejich stabilitu a barvu, dale na teplotu a UV
zateni [19].

Katechiny

Zeleny Caj obsahuje 15-20 % katechinli — pfirodnich zdroji antioxidantt, které jsou
absorbovany a zpracovany metabolismem [20]. Krom¢ zeleného caje se vyskytuji také
Vv ¢ajich ¢ernych a v ¢erveném viné [17].

2.2.2.5 Karotenoidy

Karotenoidy jsou V tucich rozpustné slouceniny, které jsou zodpovédné za barvy mnoha
rostlin a potravin [21]. Vyskytuji se ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech, kde
jsou piitomny jako fotochemicky aktivni slozky [18]. Hromadi se jako sekundarni metabolity
v chromoplastech, ¢imz rostlinam propujcuji jejich ¢ervenou, oranzovou nebo zlutou barvu
[22]. Pfitomnost karotenoidll v zelenych ¢astech rostlin byva maskovana chlorofylem. Dnes je
znamo asi 700 karotenoidnich pigmentd vyskytujicich se piirozené v piirodé [18].
V rostlinach maji diky jejich struktufe potencialni antioxida¢ni vlastnosti a také v lidském
organismu jsou souc¢asti antioxida¢niho obranného systému. Jejich ucelem je ochrana rostlin
proti fotooxidacnim procesim a vychytavani singletového kysliku a peroxylového radikalu
[23].
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VeétSina zastupcl se fadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy, které formalné obsahuji
osm izoprenovych jednotek. Divodem jejich barevnosti je fetézec konjugovanych dvojnych
vazeb, vyskytujici se v n€kolika zékladnich strukturach, nebo kombinace téchto fetézcu.
Karotenoidy rozdélujeme na dveé hlavni skupiny — karoteny a xantofyly [18].

Karoteny jsou uhlovodiky, jejichz nejjednodussim prototypem je acyklicky polynenasyceny
uhlovodik fytoen. Acyklické karoteny se nachdzeji v potravinaiskych materidlech malo a
pouze jako doprovodné latky alicyklickych karotent a xanthofyld. Vyjimku tvofi lykopen,
ktery je obsazen pomérné hojné. Alicyklické karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou
cyklizaci na jednom nebo na obou koncich acyklickych wy-karoteni [18]. Nejdulezitéjsim
zastupcem karotenti piijimanych ve stravé je B-karoten, lutein a lykopen [23].

Xanthofyly — kyslikaté slouc¢eniny odvozené od karotenti — jsou hlavnimi karotenoidy
rostlin. Jedna se o alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy aj., které primarné vznikaji jako
jsou B-kryptoxanthin, zeaxanthin a astaxanthin [23].

Mezi potraviny bohaté na karotenoidy fadime ovoce, mrkev, listovou zeleninu, rajcata,
papriky, Safran, rostlinné oleje, vejce, ryby a koryse [18].

2.2.2.6 Fenolické latky

Antioxida¢ni aktivita fenolickych latek spoCivd v jejich redoxnich schopnostech, které
mohou hrat dilezitou roli pfi poutani a neutralizaci volnych radikalt, pfi rozkladu peroxidu
nebo vychytavani (quenchingu) singletového a tripletového kysliku [24]. Nachazeji se
v rostlinnych tkanich, kde slouzi jako pigmenty nebo jako ldkadla opylovact. Obsahuji
chemicky obranny mechanismus proti zranéni hmyzem a infekcim zplsobenym
mikroorganismy [25]. Fenoly zpomaluji oxida¢ni degradaci lipida, ¢imz zlepSuji kvalitu a
nutriéni hodnoty potravin. Kromé vyskytu v ovoci, rostlinach a obili se hojn¢ vyskytuji
Vv kofeni, jako je Salvéj, oregano a tymian [24].

Fenolické latky mohou byt rozdéleny na dvé hlavni tfidy podle stavby uhlikového fetézce —
flavonoidy a neflavonoidové slouceniny. Hlavni podil neflavonoidovych sloucenin
predstavuji skoficové kyseliny (kdvova, kumarova a ferulova kyselina), benzoové kyseliny
(gallova, vanilova a syringova kyselina), stilbeny (resveratrol) [26], tanniny, lignany a ligniny
[27].

2.2.3 Syntetické latky s antioxida¢nimi Gcinky

Mezi syntetické antioxidanty fadime slouceniny fenolového typu, dihydrochinolinové
slou¢eniny a slouceniny s dusikatym heterockylem, které jsou vSak pro zna¢nou toxicitu méné
pouzivané. V CR jsou povolené BHA, BHT, TBHQ, fumarova kyselina a gallaty [28].

2231 BHA

Butylhydroxyanisol (E320) je smési dvou isomerd, zcéehoz asi 90 % piedstavuje
3-terc-butyl-4-hydroxyanisol (3-BHA) a 10 % jeho isomer 2-terc-butyl-4-hydroxyanisol
(2-BHA). Pouziva se hlavné jako ochrana tukii obsahujicich mastné kyseliny s krat§im
fetézcem, aroma a barvy silic; mize se vsak projevovat pachem pfipominajicim fenoly [18].

BHA vykazuje synergismus s BHT a gallaty. Ma vyssi tzv. carry-through efekt nez BHT,
coZ znamena, Ze je u¢innym antioxidantem i po konec¢ném tepelném zpracovani potraviny.
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Nejbéznéjsimi produkty pii oxidaci lipidi jsou dimery, bifenyly a jejich ethery, pfiCemz
vétsina primarnich oxida¢nich produktd si zachovava antioxida¢ni aktivitu [18].

Butylhydroxyanisolu se vyuziva hlavné v pekarenstvi, masné vyrob¢, tukovém pramyslu,
cukrafstvi, ve vyrobé nealkoholickych napoju, cerealii, zvykacek, aj. [29].

OH
C[CH3]3

OCH,

Obrdazek 2.4. Synteticky antioxidant BHA [30]

2.2.3.2 BHT

v v

tukt. Vyznamnymi produkty degradace 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu jsou rovnéz
aktivni antioxidanty [18].

Vyuziti nachazi pfevazné pii vyrobé cerealii, masla, bramborovych lupinkt, oleji a
margarinti a pfi zpracovani moiskych plodi pro ochranu pfitomnych lipida [29].

OH
(C HSJSC c(C H3]3

CHs

Obrazek 2.5. Synteticky antioxidant BHT [31]
2.2.3.3 TBHQ

TBHQ (2-terc-butylhydrochinon) patii k nejlep§im syntetickym antioxidantim tukd
urenym na smazeni, jeho carry-through efekt je srovnatelny s BHA. Ke zvyseni antioxida¢ni
aktivity dochazi v kombinaci s chelataénimi ¢inidly (napft. s kyselinou citronovou). VSechny
degrada¢ni produkty TBHQ vykazuji antioxida¢ni aktivitu, 2,3-dihydro-2,2-dimethyl-
-benzofuran-5-ol vykazuje antioxida¢ni aktivitu dokonce vyssi [18].

Ptidava se do uzenin, susen¢ho masa, tukli na smazeni; dale slouzi jako ochrana cerealii,
margarinil a pfi zpracovani dribeziho masa [29].
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OoH
C{CH3]3

OoH

Obrdazek 2.6. Synteticky antioxidant TBHQ [32]
2.2.34 Fumarova kyselina (E297)

Fumarova kyselina ((E)-but-2-endiova kyselina se vyskytuje ve vSech rostlinnych a
zivociSnych organismech a ve vybranych druzich hub. Pouzivd se v uzeninach, suSeném
mléku, chipsech, v masle (zabrafiuje zluknuti) nebo jako ochucovadlo [28].

2235  Gallity

v v

-gallat, oktylgallat a dodecylgallat [28]. Gallaty jsou polarnéjsi nez BHA, BHT a TBHQ a
ucinnéjsi v bezvodych tucich. V emulzich, kde jsou gallaty rozpustnéjsi, jsou mén¢ aktivni
nez fenolové antioxidanty BHA a BHT [18].

Propyl-gallat neni vhodny pro tuky urCené ke smazeni (kde teplota piesahuje 190 °C),
ponévadz je pomérné nestabilni a vykazuje slaby carry-through efekt. Vyuziva se
v kombinaci s chelata¢nimi ¢inidly. Synergismus vykazuji s BHA a BHT, kombinace
s TBHQ neni povolena [18].

Pouzivaji se v omezeném mnozstvi pro rybi tuk, sadlo, 14j, dribezi sadlo, smési pro
piipravu moucnikl, pripravky pro polévky a vyvary, studené omacky, majonézy, koienici
piipravky, cerealie, zvykacky, aj. [28].

2.2.4 Mechanismus piisobeni antioxidantu

Ptidavkem antioxidantu do reakéni smési dochazi k inhibici reakce tim, Ze interferuje
s nahromadénymi prechodnymi radikaly. Jestlize je antioxidant pfidan do reakéni smési aZ ve
fazi, kdy se utvofila vysokd koncentrace téchto latek, nemusi dojit k zastaveni reakce.
Mechanismus a U¢innost pisobeni antioxidantl jsou pfimo ovlivnény vyskytem reaktivnich
produktti autooxidace lipidi. Obecné plati, Ze spotfeba antioxidanti je pfimo imérnd rychlosti
a obsahu vznikajicich volnych radikélii. Jejich u¢innost je vyssi, pfidame-li je do chranéného
substratu pfed rozvinutim vlastni oxida¢ni reakce. Po rozvinuti oxida¢ni reakce jsou schopny
substrat chranit pouze vysoce ucinné antioxidanty rozkladajici hydroperoxidy na neaktivni
latky, ponévadz méné U¢inné antioxidanty nereaguji s hydroperoxidy, tudiz jsou G¢inné pouze
pti pridani pfed zacatkem reakce [33].
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2241 Pfemény antioxidanti p¥i inhibi¢nim procesu

Pro posouzeni ucinnosti antioxidantl je dulezitd nejen znalost zplsobu, jakym probiha
reakce mezi peroxidickymi latkami a antioxidantem, ale i znalost charakteru latek tvoticich se
Z antioxidantd V pribéhu inhibi¢niho procesu. Na celém procesu se vyznamné podileji
reaktivni pfechodné produkty a produkty premény. Mechanismus pfemén muze byt odlisny
v ruznych fazich oxidace podle obsahu hydroperoxysloucenin [28].

V prubéhu inhibi¢ni reakce za ucasti antioxidantGi muize dochazet k nékolika odlisnym
procesim, ke kterym dochazi pievazné v primarnich fazich premény. Dochazi k rychlé
pfeméné inhibitord na aktivni latku, ke zvySeni antioxidaéni aktivity produktu ve srovnani
s puvodni slou¢eninou, k zachovani antioxida¢ni u¢innosti primarniho produktu, kterou vsak
tento produkt ztraci po dalsich reakcich, nebo k cyklické regeneraci produktii v synergickém
systému [33].

2242 Synergie antioxidanti

Synergismus predstavuje zesileni G¢innosti inhibi¢nich systémd, jehoz mechanismus je
odlisny podle povahy slozek. Synergicka smés byva tvofena antioxidanty a dalSimi latkami,
které kladné ovliviiuji plsobeni primarnich antioxidantli a jejich vlastni inhibi¢ni €innost je
Casto zcela zanedbatelnd [28]. Zhlediska reakce antioxidanti rozeznavame
homosynergismus, kde smés antioxidantl reaguje stejnym  mechanismem a
heterosynergismus, kde smés antioxidantli reaguje riznymi mechanismy [33].

Aktivita synergickych systému je ovlivnéna sloZenim substratu, kdy napt. voda ptitomna
V tucich ma spiSe negativni vliv na piisobeni synergickych smési [28].

Zakladnim mechanismem synergie je vznik hydroperoxidd a jejich nasledny rozklad na
neaktivni latky pomoci druhé slozky pfitomné synergické smeési, ¢imzZ je prvni antioxidant
chranén pred pfimou oxidaci hydroperoxidem. Dale dochazi ke snizeni rychlosti reakce
iniciované aktivnimi produkty rozpadu hydroperoxidu a ke sniZzeni spotieby prvni latky.
Timto mechanismem se fidi nejen smési dvou antioxidantti, ale 1 jejich smési s latkami,
jejichz vlastni u¢inek je slaby [33].

2.3 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity potravin

Celkova antioxida¢ni kapacita (TAA) je termin, ktery charakterizuje souhrnnou koncentraci
vSech latek s antioxida¢nimi ucinky ve vzorku [5].

V literatufe je popsdno hodné metod pouzivanych ke stanoveni celkové antioxidacni
aktivity. Tyto metody byvaji velmi rozmanité, coz je dano plsobenim riznych mechanismi
nizkomolekularnich antioxidanti. Obecné mohou byt rozdéleny do dvou skupin: metody
hodnotici schopnost eliminovat radikaly a metody posuzujici redoxni vlastnosti latek [6].

2.3.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Tyto metody vyuzivaji schopnosti vzorku zastavit nebo alespofi zpomalit tvorbu volnych
radikalti [3]. Z chemického hlediska se jedna o kyslikové radikaly (hydroxyl, peroxyl,
superoxidovy anion-radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH, ABTS™", galvinoxyl).
Radikaly mohou byt v reakéni smési generovany nebo jsou piidavany [6].
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23.11 Metoda TEAC (metoda pouzivajici ABTS)

Tato metoda je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni celkové antioxidaéni
kapacity [6]. ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)) je
peroxidazovy substrat, ktery reakci s peroxylovymi radikaly nebo jinymi oxidanty vytvari
v ptitomnosti H,O, metastabilni radikal kation ABTS', ktery je intenzivné zeleno-modie
zbarven a mtze byt sledovan spektrofotometricky v rozmezi 600—750 nm [34]. Nejcastéji se
méfeni provadi pti 734 nm [6]. Antioxidacni aktivita latky, ktera se chova jako donor vodikd,
je méfena jako schopnost snizit intenzitu zabarveni pfimou reakcis ABTS™™ [34].

Vyuziva se systém ABTS/H,O./peroxidasa nebo ABTS/methmyoglobin/H,0,, dale se
vyuziva 1 chemické oxidace ABTS, napf. peroxodisiranem draselnym nebo oxidem
manganicitym. Pfi vlastnim méfeni se antioxidant ptidava bud’ do reakéni smési, ve které jiz
byl vytvofen radikal ABTS™, nebo je vreakcéni smési obsazen pii generovani radikalu
ABTS™ [6].

K hodnoceni TAA vzorkd se vyuziva parametr TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), jenz oznacuje antioxidac¢ni aktivitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi
syntetického derivatu Troloxu [6]. Trolox je analog vitaminu E rozpustny ve vod¢ [35].

ABTS™ v roztoku neni ovliviiovan iontovymi silami a mize byt rozpustén jak ve vodé, tak
v organickém rozpoustédle. Z tohoto divodu miZeme zméfit hydrofilni 1 lipofilni
antioxidanty [34]. Metoda stanoveni pomoci ABTS je jednoducha, rychla a ma Siroké
uplatnéni — od hodnoceni antioxida¢ni aktivity latek rizného plivodu az po smésné vzorky

[6].
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Obrazek 2.7. Jednoelektronova oxidace ABTS [36]
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2.3.1.2 Metoda pouzivajici DPPH

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) je stabilni organicky dusikaty radikal
tmavé fialové barvy. Je komeréné dostupny a pied méfenim nemusi byt generovan [34].
Metoda spociva v reakci testované latky se stabilnim radikdlem DPPH, pii které dochazi
k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazinu) [6] a ke ztraté fialové barvy
(vznika svétle zluta barva kvuli ptitomnosti pikrylové skupiny) [34]. Reakce byva nejcastéji
sledovana spektrofotometricky, kdy se méti pokles absorbance pti 517 nm bud’ po uplynuti
ur¢itého konstantniho Casu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu [6]. Reduk¢ni schopnost
antioxidanti va¢i DPPH v organickém rozpoustédle Ize méfit i elektronovou Spinovou
rezonanci nebo sledovanim poklesu absorbance pii 515-528 nm, dokud se absorbance
neustali na konstantni hodnoté [34]. Detekci ubyvajiciho radikalu je mozno provadét pomoci
HPLC, coz je vhodné prevazné pii méfeni barevnych roztokl, které by mohly pii
spektrofotometrickém stanoveni interferovat [3].

U smésnych vzorkl se radikalova aktivita vyjadiuje v jednotkach standardu Troloxu nebo
v ekvivalentech askorbové kyseliny [6]. Na zakladé hodnoty Tecso je klasifikovano kinetické
chovani nasledovné: <5 min (rychlé), 5-30 min (stiedni) a >30 min (pomalé). Parametr ECsg
(efficient concentration value) udava koncentraci substratu, ktery zapti¢ini 50% pokles
aktivity nebo barvy DPPH [34].

Tento test je po technické strance jednoduchy, je zapotiebi pouze UV-VIS
spektrofotometru. Analyza vétSiho mnoZstvi vzorkli miZze byt provedena na mikrotitracnich
destickdch. Nevyhodou metody je, ze DPPH mize byt rozpusSténo pouze v organickych
rozpoustédlech (pifednostné v alkoholech) a ne ve vodé [34].

Q.0 L0
Q,N y NO, ' NO, TR
4 Dﬁ

+ RH———= N

0N %L i

difenyipikrylhydrazyl difenylpikrylhydrazin
(volny radikal) (neradikalova forma)

Obrazek 2.8. Redukce radikalu DPPH na DPPH-H [37]
2.3.1.3 Metoda ORAC

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je zalozena na schopnosti testované
latky zpomalit nebo zastavit radikdlovou reakci, zatimco se v testovaném systému generuji
kyslikové radikaly [6]. Peroxylové radikaly se generuji tepelnym rozkladem AAPH
(2,2’-azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-chloridu), zatimco hydroxylové radikaly se generuji
systémem Cu?* + H,0, [34]. Detekce je zaloZzena na tbytku fluorescence B-fykoerytrinu
(B-PE) po utoku radikaly [6].
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Pii stanoveni antioxidacni kapacity polyfenolii byla objevena omezeni, ktera se tykaji
vlastnosti B-PE (napf. omezena fotostabilita). Pouzitim jiného typu fluorescencni sondy —
fluoresceinu (FL) — se metodika (ORACk,) zpiesiiuje [6].

Vysledky se vyjadiuji v jednotce standardu Troloxu [35].

2.3.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Nizkomolekularni antioxidanty charakterizujeme mimo jiné jako redukéni Cinidla, ktera
reaguji s oxidanty, redukuji je, a tim je inaktivuji [6].

2.3.2.1 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) vyuziva schopnost antioxidantt
redukovat Zelezité komplexy (Fe"'-TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin)), které jsou témat
bezbarvé a po redukci vytvareji barevné produkty [38]. Narist absorbance pii 593 nm
odpovidajici mnoZstvi komplexu Fe'-TPTZ je mirou antioxida¢ni aktivity vzorku [6].

Redoxni potencial Fe'" soli (0,70 V) je podobny jako redoxni potencial ABTS™, a proto je
mezi témito metodami pouze maly rozdil. Tento rozdil spociva v pH, pifi kterém metody
pracuji. TEAC vyuZzivd neutrdlniho prostfedi, kdezto FRAP potiebuje kyselé podminky
(pH 3,6) [35]. Dale nejsou pii méfeni zachyceny polyfenolické latky a thioly — z divodu
pomalé reakce s komplexem. Metoda FRAP piedstavuje pouze schopnost latek redukovat
Fe'' komplexy a s celkovou antioxida&ni aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat [6].

Obrazek 2.9. Kladné nabity komplex Fe(Il)-TPTZ, [39]
2.3.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie indikuje schopnost latek odStépovat elektrony. Na pracovni elektrodu
se vklada potencialovy pulz s urcitou rychlosti polarizace, zarovenn se sleduji proudové
odezvy v roztoku méfené latky. Ziskany zaznam se zachycuje pomoci kiivky — cyklického
voltamogramu. Redukéni schopnost latek se pak vyhodnocuje dvéma parametry. Prvnim
parametrem je potencial anodického oxida¢niho piku Ea, druhym parametrem je jeho
anodicky proud la. Plati, Ze ¢im je niz§i hodnota Ea, tim latka snadnéji odevzdava elektrony,
a proto miize byt lepSim antioxidantem. Koncentraci latek je mozné urCit z hodnoty vysky
proudu anodického piku la. Tato metoda je vhodnd pro ziskdni informace, jestli je latka
schopna snadno odevzdavat elektrony — poté je mozné urcit metodu na stanoveni antioxida¢ni
kapacity [6].
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2.3.2.3 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Pti analyze HPLC je mozno velmi piesné a citlivé detekovat elektroaktivni latky pouzitim
amperometrickych nebo coulochemickych detektorit (HPLC-ECD). Pii HPLC-ECD se na
pracovni elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencial. Je-li latka pfi tomto potencialu
oxidovana, zobrazi se jeji pik. Latka je tedy charakterizovana reten¢nim ¢asem a potencidlem,
pti kterém dochézi k jeji oxidaci. To umoziuje analyzu komplexni smési a identifikaci
jednotlivych ucinnych antioxida¢nich komponent na zakladn¢ hodnoty potencidlu vlozené¢ho
na elektrodu. Pti analyze je diilezité dodrzet vysokou Cistotu reagencii v mobilni fazi (véetné
snizeni koncentrace stopovych prvkt). Zbarveni analyzovanych smési nerusi [6].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouZitych piistroji a chemikalii

3.1.1 Pristroje

e UV £ VIS spektrofotometr Helios y (Unicam, UK)
e analytické vahy (Boeco, SRN)

3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Standardni chemikalie

e Trolox 97%, ((%)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina),
C14H1504, Sigma-Aldrich, RUS

e ABTS 98%, (diamonna sl 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazolin)-6-sulfonové
kyseliny) C1gH1sN406S4, Sigma-Aldrich, CAN

e TPTZ>99,0%, (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin), C1sH12Ns, Sigma Aldrich, CHE

e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), C1gH12NsOs, Sigma Aldrich, SRN

3.1.2.2 Ostatni chemikalie

Octan sodny CH3COONa-3H,0, Lachema, CR

Hexahydrat chloridu Zelezitého, FeCls-6H,0, Sigma-Aldrich, USA
Peroxodisiran draselny K,S,0g, Lach-Ner, s.r.o., CR

Kyselina octova ledova CH3COOH, Penta, CR

Methanol CH,O, Sigma-Aldrich, SRN

3.1.3 Pracovni pomiicky

e mikropipeta Finnpipette, Thermo labsystems (objem 0,1-1,0 ml) a piislusné $picky
e mikropipeta Finnpipette F1, Thermo scientific (objem 0,5-5,0 ml) a pfislusné $picky
e filtra¢ni aparatura — filtracni papir KA 5 — M (stiedni filtracni rychlost)

e stojan na zkumavky

e odmérné a bézné laboratorni sklo

3.1.4 Priprava roztoki

Vsechny nize uvedené roztoky byly pro kazdé méfeni piipravovany cerstvé. Piiprava
roztokd vychazela z vysledkt publikovanych praci [40], [38]. Chemikalie Trolox, ABTS,
TPTZ a DPPH byly mezi métenimi uskladnény v lednici.

Trolox

800 uM roztok standardu byl pfipraven rozpusténim 0,020 0 g Troloxu v methanolu a
doplnénim na 100,0 ml.
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ABTS™
7,4 mM roztok byl ptipraven rozpusténim 0,038 1 g ABTS v destilované vodé a doplnénim
na 10,0 ml.

Peroxidisiran draselny

2,6 mM roztok byl pfipraven rozpusténim 0,070 3g K3S,0g Vv destilované vodé a
doplnénim na 100,0 ml.

DPPH

0,024 0 g DPPH bylo rozpusténo v methanolu a doplnéno na 100,0 ml, ¢imz byla ziskana
koncentrace 6,1 uM.

TPTZ

10 mM roztok byl ptipraven rozpusténim 0,031 0 g TPTZ v methanolu a dopInénim na
10,0 ml.

Hexahydprat chloridu Zelezitého

20 mM roztok byl pfipraven rozpusténim 0,054 0 g FeCl;-6H,0 v destilované vodé a
dopInénim na 10,0 ml.

Acetdatovy pufr

300 mM roztok acetatového pufru o pH =3,6 byl pfipraven rozpusténim 0,31 g
CH3COONa-3H;0 v destilované vod¢, piidanim 1,60 ml ledové kyselina octové a doplnénim
na 100,0 ml.

3.1.5 Vzorky — rostlinny material

Pro tcel srovnani metod ABTS, DPPH a FRAP byly vybrany 3 nahodné vzorky, zakoupené
v obchodech TESCO a Brnénka.
e Miiller Thurgau 2011, Moravské zemské vino bilé — suché, vinny sklep Sovin
e Zlaty Gunpowder — zeleny &insky ¢aj sypany, JEMCA
e 100% pomerancovy dzus z koncentratu, HELLO

3.1.6 Priprava vzorki

100% pomerancovy dzus byl prefiltrovan pies filtraéni papir (stfedni filtraéni rychlost).
Sypany zeleny ¢aj byl pfipraven podle doporuc¢ené¢ho navodu na obalu — obsah jedné 1zicky
byl zalit 200 ml vody o teploté cca 80 °C a byl ponechan 3 minuty vyluhovat. Bilé vino
nebylo tfeba pfed méfenim piipravovat. VSechny tfi vzorky byly pro méfeni metodami ABTS,
DPPH a FRAP 10krat nafedény.
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3.2 Pracovni postupy pii provadéni jednotlivych metod
3.2.1 Metoda TEAC (metoda pouZivajici ABTS)

3.2.11 Stanoveni kinetiky reakce

Zasobni roztok byl pfipraven smichanim 7,4 mM roztoku ABTS ™ a 2,6 mM roztoku

K2S,0g v poméru 1 : 1 (5,0 ml roztoku ABTS " a 5,0 ml roztoku K2S20g). Zasobni roztok byl
ponechan reagovat 12 h ve tmé pii pokojové teploté. Vlastni pracovni roztok byl ziskan

smichanim 2,0 ml roztoku ABTS ™" s 60,0 ml methanolu [40].

Pro stanoveni kinetiky reakce byl vybran standardni roztok Troloxu o koncentraci
400 umol/l, ktery byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku Troloxu o koncentraci
800 umol/l. 2 850 ul pracovniho roztoku ABTS™ bylo smichdano se 150 ul Troloxu.
Absorbance byla méfena pii 734 nm proti blanku (methanolu), a to prvnich 30 minut
Vv 10minutovych intervalech a dale pak v 15minutovych intervalech, celkem byla méfena
140 minut. Mezi méfenimi byla zkumavka se vzorkem ponechdna ve tmé pii pokojové
teploté.

3.2.12 Stanoveni kalibracni krivky

Pracovni roztok byl pfipraven stejné jako v piipad¢ stanoveni kinetiky reakce ABTS.

Pro naméfeni a sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zakladni standardni roztok Troloxu
0 koncentraci 800 umol/l. Z tohoto roztoku byla piipravena kalibra¢ni fada Troloxu o
vzristajici koncentraci v jednotlivych vzorcich: 100, 200, 300, 400, 500, 600 umol/1. V tomto

rozmezi je kalibra¢ni zavislost linearni. Ke 2 850 pl pracovniho roztoku ABTS™ bylo ptidano
vzdy 150 pl roztoku Troloxu o urcité koncentraci. Takto pfipravené kalibra¢ni roztoky byly

promichany a ponechany reagovat 2 h ve tmé pii laboratorni teploté. Po 2 h byla zmétena
absorbance pii 734 nm proti blanku (methanolu) [40].

3.2.2 Metoda DPPH

3.2.21 Stanoveni Kkinetiky reakce

Zasobni roztok byl ptipraven rozpusténim 0,024 0 g DPPH v methanolu a dopInénim na
100,0 ml. Pracovni roztok byl ziskan smichanim 10,0 ml roztoku DPPH s 45,0 ml methanolu
[40].

Pro stanoveni kinetiky reakce byl vybran standardni roztok Troloxu o koncentraci
400 pmol/l. 2 850 pnl pracovniho roztoku DPPH bylo smichdno se 150 pl Troloxu.
Absorbance byla méfena pifi 515 nm proti blanku (methanolu), a to prvnich 40 minut
v 10minutovych intervalech, dalsich 80 minut v 20minutovych intervalech, a poté kazdou
hodinu po dobu 5 hodin. Dal$i méfeni byla provedena po 24 a po 29 hodinach od zacatku
méfeni. Celkem tedy byla kinetika reakce méfena po dobu 29 hodin. Mezi méfenimi byla
zkumavka se vzorkem ponechdna ve tmé pfi pokojové teplot¢.
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3.2.2.2 Stanoveni kalibra¢ni kfivky

Pracovni roztok DPPH byl pfipraven stejné, jako pfi stanoveni kinetiky reakce.

Pro naméfeni a sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zakladni standardni roztok Troloxu o
koncentraci 800 pmol/l. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada o vzrustajici
koncentraci v jednotlivych vzorcich: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 umol/l. V tomto
rozmezi je kalibra¢ni zavislost linearni.

Ke 2 850 ul pracovniho roztoku DPPH bylo ptfiddno 150 pl roztoku Troloxu o uréitych
koncentracich. Kalibra¢ni roztoky byly ponechany reagovat 24 h ve tmé pti laboratorni
teploté. Absorbance byla zméfena pti 515 nm proti blanku (methanol) [40].

3.2.3 Metoda FRAP

3.23.1 Stanoveni kinetiky reakce

Pracovni roztok pro metodu FRAP byl ptfipraven smichdnim 25,0 ml acetidtového pufru
(pH = 3,6), 2,50 ml roztoku TPTZ a 2,50 ml roztoku FeCls;-6H,0 [40].

Pro stanoveni kinetiky reakce byl vybran standardni roztok Troloxu o koncentraci
300 pmol/I. 2 850 pl pracovniho roztoku bylo smichano se 150 ul Troloxu. Absorbance byla
méfena pii 593 nm proti blanku (acetatovy pufr), a to prvnich 5 minut v minutovych
intervalech a dalsich 35 minut v Sminutovych intervalech. Celkem tedy byla kinetika reakce
métena po dobu 40 minut. Mezi méfenimi byla zkumavka se vzorkem ponechdna ve tmé pti
pokojové teploté.

3.2.3.2 Stanoveni kalibracni krivky

Pracovni roztok FRAP byl ptipraven stejné€, jako pfi stanoveni kinetiky reakce.

Pro naméfeni a sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byl pouzit zédkladni standardni roztok Troloxu o
koncentraci 800 pmol/l. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibraéni fada o vzrustajici
koncentraci v jednotlivych vzorcich: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 umol/l. V tomto
rozmezi je kalibracni zavislost linearni.

Ke 2 850 ul pracovniho roztoku FRAP bylo ptiddno 150 pl roztoku Troloxu o urcitych
koncentracich. Kalibra¢ni roztoky byly ponechany reagovat 30 minut ve tmé pii laboratorni
teploté. Absorbance byla zméfena pii 593 nm proti blanku (acetatovy pufr). Vzorky
obsahujici koncentraci Troloxu od 500 az do 800 umol/l musely byt pro méfeni absorbance
dvakrat ztedény [40].

3.2.4 Meéreni vzorku

3.24.1 Méreni vybranych vzorki metodami ABTS, DPPH a FRAP

Pracovni roztoky jednotlivych metod byly pfipraveny stejné jako v pifipad€ stanoveni
kalibra¢ni kiivky 1 stanoveni kinetiky reakce. Ke 2 850 pl pracovniho roztoku bylo ptidano
150 pl vzorku — vina, ¢aje a dzusu (10krat nafedéného). Vzorek byl ponechdn reagovat ve tmé
za laboratorni teploty. Pro metodu ABTS byla absorbance zmétena po 2 hodinach pti 734 nm
proti methanolu, pro metodu DPPH po 24 hodinach pti 515 nm proti methanolu a pro metodu
FRAP po 30 minutach pti 593 nm proti acetatovému pufru.

28



3.2.4.2 Statistické hodnoceni

Vsechna stanoveni vzorka byla opakovéana 3krat.

Vysledky opakovanych meéfeni jsou v disledku nahodilych chyb rozmistény v okoli
nejpravdépodobnéjsi sttedni hodnoty. Odhadem stfedni hodnoty je aritmeticky primér X
(rovnice 6),

X:%Zn:xi (6)

kde n je pocet analyz a X; (pro i =1, 2, 3...n) jsou jednotlivé naméfené hodnoty.
Ze ziskanych vysledkl byly odstranény odlehlé vysledky provedenim Dean-Dixonova testu
(rovnice 7),
X J—

Q=221 - X (7)
kde vypoctenou veli¢inu Q; porovnavame s Kritickou hodnotou Q.. Pro hladinu vyznamnosti
a =0,05je Qa=0,941. Je-li Q; > Q,, vysledek je odlehly [41].

Rozdil hodnoty vysledku a primérné hodnoty stfedni hodnoty vyjadiuje smérodatna
odchylka s, ktera vraci miru rozptylenosti od méfitka pavodnich dat (rovnice 8),

. Jni_li(xi %) )

i=1

kde n je pocet analyz, X; (pro i=1, 2, 3...n) jsou jednotlivé naméfené hodnoty a X je

aritmeticky primeér.
Pro porovnani metod bylo pouzito porovndni aritmetickych priméru a Lordiv test
(rovnice 9), _ X, — X

R, +R, ©)

kde X,a Xgjsou aritmetické priméry vysledkd porovnavanych metod, Ra a Rg jsou rozptyly
vysledkti porovnavanych metod.

29



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Piiprava roztoki

Ptiprava roztokl vychazela z publikované literatury [40], [38].

Literatura uvadi, ze roztok TPTZ ma byt pfipraven rozpusténim TPTZ v 40 mM kyseliné
chlorovodikové, popi. ve vod¢. Ten se vSak ve vod¢ ani v kyseliné nerozpustil, nepomohlo
ani dlouhodobé zahtivani na vyssi teplotu. Proto jsme pftistoupili k moznosti, rozpustit ho
v methanolu, v némz se rozpustil.

4.2 Kinetika reakci

Pievzaty postup z publikované literatury [40] uvadi pro kazdou metodu uréité Casy, po
jejichz uplynuti se méfi absorbance vzorku (popf. standardu Troloxu). Utelem méfeni
kinetiky reakce bylo ovéfeni, jestli se v daném experimentu nadale méni absorbance 1 po
uplynuti uvedeného c¢asu nebo jestli absorbance zlstava konstantni. Vysledné zmény
absorbanci jsou zobrazeny pro metodu ABTS (graf 4.1), DPPH (graf 4.2) a FRAP (graf 4.3).
U vSech tfi metod mizeme pozorovat pokles absorbance, ktery se ustalil na konstantni
hodnot¢, z ¢ehoz piredpokladdme ustéleni vlastni reakce.
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Graf 4.1. Stanoveni kinetiky reakce ABTS
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Graf 4.3. Stanoveni kinetiky reakce FRAP

4.3 Kalibraéni kiivky

Dle postupti popsanych v kapitole 3.2.1-3.2.3 byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti.
Sestrojeni kalibra¢nich kiivek pro metody ABTS, DPPH a FRAP bylo provedeno nékolikrat a
v rizné dny, abychom dokazali reprodukovatelnost méfeni. Kalibra¢ni zavislost se ménila
minimalné. Rozdily v jednotlivych méfenich jsou zobrazeny pomoci chybovych useéek.

Z grafi miZeme vycist, Ze kalibra¢ni zavislost metod ABTS a DPPH m4 velice podobny
pribéh (graf 4.4, graf 4.5). Po smichani pracovniho roztoku a Troloxu dochazi u metod
ABTS a DPPH ke sniZzeni intenzity zabarveni pfimou reakci latky se stabilnimi radikaly.
Latka se v tomto pfipadé chova jako donor protoni, ¢imz dochazi k zaniku radikald a k jejich
odbarveni. ABTS™ je tmavé modro-zeleny, po odbarveni je svétle zeleny az ¢iry. DPPH je
fialovy, po odbarveni piechazi na svétle fialovou az svétle Zlutou. Plati tedy, Ze ¢im
koncentrovangjsi roztok Troloxu pfidame k pracovnimu roztoku, tim vice se roztok ABTS
nebo DPPH odbarvi.
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Kalibra¢ni kiivka metody FRAP (graf 4.6) ma odlisny pribéh od obou predchazejicich
metod. Metoda je zalozena na schopnosti antioxidanti redukovat zelezit¢é komplexy
(Fe"'-“TPTZ). Narust absorbance pfi 593 nm pak odpovida mnozstvi komplexu Fe'-TPTZ a je
mirou antioxidaéni aktivity vzorku. Cim koncentrovangjsi je roztok Troloxu, tim vice vznika
zeleznatého komplexu. Samotny pracovni roztok je bezbarvy az nazloutly, po vytvofeni
Fe'-“TPTZ je roztok svétle az tmavé modry. V rozmezi koncentraci Troloxu 500-800 pmol/l
musely byt roztoky dvakrat fedény.
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Graf 4.5. Kalibracni kifivka metody DPPH

32



1,8 -
1,6 -
14 -
12 -

y =0,0022x +0,0781
R%=0,9970

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

A (593 nm)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

c (uMm)

Graf 4.6. Kalibracni krivka metody FRAP

4.4 Porovnani testovanych metod

Zkoumané metody pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity potravin nejsou ndrocné na
vybaveni a pfistroje — Kk méfeni je potieba pouze spektrofotometr. Metody se vSak lisi
v ¢asové narocnosti. U metody FRAP se méti absorbance po 30 minutach od smichéani
pracovniho roztoku se vzorkem (popf. Troloxem) a u metody DPPH se méti absorbance po
24 hodinach. V ptipadé metody ABTS se musi generovat ABTS™, a to po dobu 12 hodin. Po
ziskdni  ABTS™ mulzeme piipravit pracovni roztok a smichat ho se vzorkem (popf.
Troloxem) a absorbanci pak métime po 2 hodinach.

Pro vzdjemné porovnani pouzitych metod byla proméiena sada vybranych vzorka. Jako
vzorky byly vybrany sypany zeleny €aj, bilé vino a 100% pomerancovy dzus. VSechny tii
vzorky byly po piipravé desetkrat zfedény. Vhodné fedéni vzorkti bylo urceno
experimentalné. Vysledky absorbanci, primérné absorbance a smérodatné odchylky pro
jednotlivé metody jsou uvedeny v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1. Namérené hodnoty absorbanci, priimérné hodnoty absorbanci a smérodatné

odchylky

ABTS DPPH FRAP

Vzorky A Pramér | Odch. A Pramér | Odch. A Pramér | Odch.
Caj1 0,147 0,303 0,954

Caj 2 0,126 0,135 | 0,009 0,282 0,287 | 0,012 0,948 0,959 | 0,011
Caj 3 0,133 0,275 0,974

Vinol| 0,575 0,632 0,703

Vino2 | 0,569 0,573 | 0,003 0,633 0,638 | 0,008 | 0,686 0,687 | 0,012
Vino3| 0,576 0,650 0,673

Dzus1| 0,661 0,763 0,689

Dzus2| 0,651 0,653 | 0,006 0,753 0,751 | 0,010 | 0,679 0,684 | 0,004
Dzus3| 0,647 0,738 0,684
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Z primérné hodnoty absorbance a z rovnice regrese piislusné kalibracni kiivky byly
vypocteny koncentrace antioxidanti ve vSech vzorcich. Vypoctené koncentrace byly
zkorigovany pomoci zied'ovaciho faktoru. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 4.2-4.4.

Tabulka 4.2. Koncentrace antioxidantii ve vzorcich stanovené metodou ABTS

ABTS A C1 (umol) C; (umol) ¢ (mmol)
¢aj 0,135 633,188 6331,9 6,332
vino 0,573 359,438 3594,4 3,594
dzus 0,653 309,438 3094,4 3,094

V tabulkach 4.2-4.4 jsou uvedeny prumérné hodnoty absorbanci. Hodnota c; pfedstavuje koncentraci

antioxidantli vypocitanou z kalibraénich kiivek prislusné metody, hodnota c, predstavuje jiz celkovou

koncentraci antioxidantl (po vynasobeni faktorem zfedéni).

Tabulka 4.3. Koncentrace antioxidantii ve vzorcich stavené metodou DPPH

DPPH A C1 (wmol) Cz (wmol) ¢ (mmol)
¢aj 0,287 813,308 8133,1 8,133
vino 0,639 542,538 5425,4 5,425
dzus 0,751 456,385 4563,8 4,564

Tabulka 4.4. Koncentrace antioxidantii ve vzorcich stanovené metodou FRAP

FRAP A C; (wmol) C, (wmol) ¢ (mmol)
¢aj 0,959 400,409 4004,1 4,004

vino 0,687 276,773 2767,7 2,768

dzus 0,684 275,409 2754,1 2,754

Vysledné hodnoty koncentraci ve vzorcich méfenych riznymi metodami nam ukazuje

tabulka 4.5 a graf 4.7.

Tabulka 4.5. Porovnani vyslednych koncentraci antioxidantii stanovenych metodami ABTS,

DPPH a FRAP
¢ (mmol TE)
Vzorek ABTS DPPH FRAP
Caj 6,332 8,133 4,004
Vino 3,594 5,425 2,768
Dzus 3,094 4,564 2,754
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Graf 4.7. Porovndani vyslednych koncentraci antioxidantii stanovenych riiznymi metodami

Podle Dean-Dixonova testu naméfené vysledky neobsahuji zadné odlehlé hodnoty (n =3,
a =0,05) a rozdily aritmetickych priméra ziskané metodami ABTS, DPPH i FRAP jsou
statisticky vyznamné (n=3, a=0,05). Celkova antioxida¢ni aktivita naméfena rtuznymi
metodami se tedy vyznamné liSila. Kazda reak¢éni smés reaguje s riznymi antioxidanty
riznymi mechanismy. Nejpfesnéjsi by méla byt metoda ABTS, kde ¢inidlo reaguje se vSemi
latkami vykazujicimi antioxida¢ni aktivitu [38]. Vysledky ziskané metodou DPPH by méli
byt na zaklad¢ podobného principu s metodou ABTS srovnatelné. Tento predpoklad se vSak
po analyze redlnych vzorkd potravin nepotvrdil. Rozdilnost ve stanovené celkové
antioxidacni aktivit¢ muize byt zplsobena tim, ze radikdl DPPH je hned po namichani
ptipraven k pouziti, kdezto ABTS™ musi byt pfed pouzitim generovan (po dobu 12 hodin).
Hodnoty namétené metodou FRAP jsou mensi a odrazi redukéni schopnost latek, ktera ptimo
nemusi korelovat s antioxida¢ni aktivitou. Niz§i hodnoty stanovené celkové antioxidaéni
aktivity jsou zplsobeny pomalou reakci polyfenolickych latek s zelezitym komplexem, coz
vede k tomu, ze polyfenolické latky nejsou do méfeni zahrnuty. Na zakladé prvnich ziskanych
poznatkli o riznych metodach pouzivanych pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity v této
praci se lze domnivat, ze k vytvofeni celkového zavéru o antioxida¢ni aktivité daného vzorku
potravin je tfeba analyzovat vzorek vice nezavislymi metodami. K vytvofeni hlubsiho zavéru
by bylo tfeba analyzovat vice vzorkl potravin a méteni nékolikrat zopakovat.
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5 ZAVER

V piedlozené praci byla vypracovana literarni reSerse z oblasti problematiky antioxidanti a
stanoveni antioxida¢ni aktivity potravin. Dale byly vypracovany a ovéfeny jednotlivé vybrané
postupy pro stanoveni antioxidacni aktivity potravin. Tyto postupy byly porovnavany na
zaklad¢ analyzy vybranych vzorki potravin.

Celkova antioxida¢ni aktivita vybranych vzorkli potravin byla zméfena metodami
vyuzivajicimi schopnosti antioxidantli zhaset syntetické radikdly ABTS a DPPH. Byla také
odzkousena a pouzita metoda FRAP, u které plisobenim antioxidantt dochazi k redukci
zelezitého komplexu na zeleznaty. Antioxidacni aktivita vzork( potravin byla stanovena
z kalibra¢nich ktivek sestrojenych za pouziti modelové latky Troloxu. Analyzou vzorkl bylo
zjisténo, ze metoda DPPH vykazuje vyssi hodnoty antioxida¢ni aktivity nez metody ABTS a
FRAP. Vyssi hodnoty antioxida¢ni aktivity ziskané metodou s DPPH ve srovnani s metodami
ABTS a FRAP mohou byt zptisobeny tim, Ze radikal DPPH je hned po namichani ptipraven
Kk pouziti a reaguje se vzorkem po dobu 24 hodin, kdezto ABTS™ musi byt pfed pouzitim
generovan (po dobu 12 hodin) a poté se vzorkem reaguje 2 hodiny. Nizsi hodnoty ziskané
metodou FRAP mohou byt zplsobeny tim, ze pfi metodé¢ FRAP je méfena spiSe redukcni
schopnost latek, ktera nemusi zcela korelovat s antioxida¢ni aktivitou potravin. Vzhledem
k tomu, Ze kazda z testovanych metod poskytovala statisticky vyznamné rozdilné hodnoty
antioxidacni aktivity, je tfeba pfi analyze redlnych vzorkd potravin pro stanoveni celkové
antioxidacni aktivity pouzit vzdy vice metod. K vytvotfeni hlubSiho zavéru by vSak bylo tieba
analyzovat vice vzorktli potravin a méteni n¢kolikrat zopakovat.
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AAPH
ABTS
BHA

BHT

DPPH
FRAP
HPLC

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

2,2’-azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-chlorid
2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
butylhydroxyanisol

butylhydroxytoluen
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
Ferric Reducing Antioxidant Power

High Performance Liquid Chromatography

HPLC-ECDHigh Performance Liquid Chromatography — Electrochemical Detection

LDL
NADPH
ORAC
RNS
RONS
ROS
TAA
TBHQ
TEAC
TPTZ
Trolox

Low-density lipoprotein

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
Oxygen Radical Absorbance Capacity

Reactive Nitrogen Species

Reactive Nitrogen and Oxygen Species
Reactive Oxygen Species

Total Antioxidant Activity
2-terc-butylhydrochinon

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
(x)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina



