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Seznam zkratek a symboll

A absorbance

c molarni koncentrace (mol.dm™)

cm centimetr

Eo energie zakladniho elektronového stavu (J)
E, energie exitovaného stavu (J)

AE absorbované energie (J)

E. energie elektronového piechodu (J)

E, energie rota¢niho pfechodu (J)

Ev energie vibra¢niho pfechodu (J)

€ moléarni absorp&ni koeficient pfi vinové délce A (I.mol™.cm™)
g gram

h Planckova konstanta (6,62607.10°* J.s)
hod hodina

J Joule

1 tloust’ka absorpéni vrstvy (cm)

A " vlnova délka (nm)

M molarni; 1 M =1 mol.dm>

mM milimolarni; 1 mM = 10> mol.dm™
uM mikromolarni; 1 pM = 10" mol.dm
ml mililitr; 1 ml = 101

pl mikrolitr; 1ul =10°1

M, relativni molekulova hmotnost

nm nanometry; 1 nm = 10" m

c smérodatna odchylka

t ¢as (hod)

T propustnost (transmitance)

v frekvence zareni (Hz)

()] zakivy tok vystupujici

(O absorbovany zativy tok

D, zarivy tok vstupujici

AAPH (2,2’ -azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid)



ABTS
DMPO
DPPH
EGCG
FRAP

GSHPx
HPLC
HPLC-ECD
NADPH
ORAC

RNS
ROS
SOD
TAA
TEAC

TPTZ

(2,2"-azinobis)3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
(2,2-dimethyl-2 H-pyrrol-1-oxid)
(1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl))
epigalokatechingalat

ferric reducting antioxidant power (metoda hodnotici redukci
Zelezitych komplext)

glutathionperoxidaza

vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC s elektrochemickou detekci

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovana forma)
oxygen radical absorbance capacity (metoda hodnotici eliminaci
peroxylového radikalu)

reactive nitrogen species (reaktivni formy dusiku)

reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

superoxid dismutéiza

total antioxidant activity (celkova antioxida¢ni aktivita)
trolox equivalent antioxidant capacity (antioxida¢ni aktivita
ekvivalentni mnoZstvi Troloxu)

2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin))



1 UvOD

Cilem bakalafské prace bylo stanovit celkovou antioxida¢ni aktivitu vybranych
potravinovych dopliiki a napoji spektrofotometrickou metodou pouzivajici ABTS
((2,2"-azinobis)3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou kyselinu). V prvni ¢asti prace byly
hledany optimalni podminky stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity v kapalnych vzorcich,
ve druhé &asti prace byla zjiStovana antioxidaéni aktivita redlnych vzorki a jeji hodnoty

byly nasledné vzajemné porovnany u jednotlivych vzorka.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Molekulova absorpcni spektrometrie ve viditelné oblasti

Molekulova absorpéni spektrometrie patfi mezi nejstar$i a nejobliben&jsi fyzikalné-
chemické metody. Je jednou z nejuzivanéjich analytickych metod diky své presnosti, rychlosti,
citlivosti a experimentalni nenaro¢nosti. Absorpéni spektrometrie je zaloZena na interakci
molekul latek s elektromagnetickym zafenim. Pro viditelnou oblast sleduje absorpci zareni
v rozsahu vinovych délek 380 az 770 nm, pro ultrafialové zéafeni oblast v rozsahu 200 — 400
nm. Pohlcenim elektromagnetického zafeni se molekula dostava ze svého zakladniho stavu Eg
do energeticky bohatSiho, excitovaného stavu E,. Rozdil energii AE odpovida

energii absorbovanych fotonli a spliiuje tzv. Planckovu podminku:
C
AE=h — 1
P ()

kde & je Planckova konstanta [6,62607.10* Js ], ¢ rychlost svétla ve vakuu [299 792

458 m.s'] a A vinova délka zateni [nm].
Absorpci elektromagnetického zafeni lze popsat vztahem:
AE = E; —Eg=hv=AE, + AE, + AE, )

kde AE je absorbovanid energie [J], E; energie v energeticky vy$8im stavu
(excitovaném) [J], Ey energie v zakladnim energetickém vztahu [J], A Planckova konstanta
[6,62607-10* Js ],

v frekvence [Hz], E. energie elektronového ptechodu [J], E, energie vibra¢niho
prechodu [J] a E, energie rota¢niho ptechodu [J].

Absorpci zafeni lze méfit na pristrojich, které se nazyvaji absorpéni spektrometry.
Zékladni prvky spektrometru mohou byt uspofadany zpisobem jednopaprskovym nebo

dvoupaprskovym. V tétovpréci byl pouzivan spektrometr dvoupaprskovy (Obr. 2.1). Paprsek po



vystupu z monochromatoru dvoupaprskovych pfistroji je smérovan rotujicim polokruhovym
zrdcadlem stfidavé do mémé a do srovnavaci kyvety. Po vystupu z kyvet jsou oba paprsky
pomoci zrdcadel spojeny do paprsku spoleéného, ktery dopada na detektor s dostatené rychlou
odezvou. Vznika stfidavy proud, odpovidajici poméru toki @/@®y. Zaznam absorp¢niho spektra

trva obykle n€kolik minut.

Obr. 2.1: Schéma dvoupaprskového spektrometru

Pii absorpénim méieni je ze vstupjiciho toku zafeni @, ¢ast absorbovana vzorkem
(absorbovany zafivy tok @,), zbytek zafeni vzorkem projde a je zaznamenan jako zafivy
vystupujici tok @. Podil zafivych tokli se nazyva propustnost (transmitance). Na vétsiné
spektrofotometri lze také odecist hodnotu absorbance A — zaporné vzaty logaritmus

transmitance /3 }
A = -log t = log (/D) 3)
kde 7 je transmitance, @y je zafivy tok vstupujici, @ je zafivy tok vystupujici.
Nejvetsi pocet aplikaci molekulové absorpéni sprektrometrie v ultrafialové a viditelné

oblasti je v kvantitativni analyze a je zaloZen na platnosti Lambertova — Beerova zdkona:

A=¢gcl O]
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kde &£;je molarni absorp¢ni koeficient pfi dané vinové délce A (Lmol'.cm™), ¢ je
molamni koncentrace (mol.dm™) a / je tloust’ka absorpéni vrstvy (cm).

Pracuje se obvykle pfi vinové délce maxima absorbance. Absorbance pro danou latku
zavisi nejen na jeji koncentraci a tloust'’ce absorpéni vrstvy, ale také na molamni absorptivité €.
Latky, které maji ve své molekule skupiny schopné absorpce viditelného zéfeni, 1ze stanovovat
pfimo. Naopak latky, které viditelné zafeni neabsorbuji nebo latky, které maji nizké hodnoty &,
je nutné nejprve kvantitativné pievést na absorbujici latky reakcemi, kdy se do slouceniny

zanese vhodny chromofor, s kterym poskytuji intenzivni zabarveni [4].

2.2 Volné radikaly

Volné radikaly jsou slouceniny kysliku a dusiku, které vznikaji v nasem téle jako
vedlejsi produkt bunéného metabolismu. Jsou charakterizovany neparovymi elektrony a proto
jsou velmi reaktivni — reaktivni formy kysliku ROS (ractive oxygen species) (7ab. 2.1a, Tab.
2.1b), reaktivni formy dusiku RNS (reactive nitrogen species) (Tab. 2.2a, Tab. 2.2b).
V piitomnosti kysliku se na misto neparového elektronu okamzité navaze molekula kysliku a
vznika peroxylovy radikal, ktery se snazi zjiné slouceniny ziskat chybgjici elektron, ¢imz
vytvafi jiny volny radikal. Tato fetézova reakce je bud’ pferuSena vazbou dvou radikalli na sebe
nebo reakci s antioxidantem /5 /. Pfevaha volnych radikali nad antioxidanty se nazyva oxidaéni
stres /6.

V zivém organismu je mnoho biochemickych pochodlii s ucasti reaktivnich forem
kysliku.

Nejznaméjsi vznik volnych radikali probiha v dychacim tetézci, kde oxidaci vzdusnym
kyslikem vznika energie a jako vedlejsi produkty volné radikaly superoxid (O,) a volny
hydroxylovy radikal (OH). Superoxid je ¢inkem superoxiddismutazy (SOD) zpracovan na
peroxid vodiku, ktery neni volnym radikalem, ale je neméné $kodlivy, pronikd pfes buné¢né
membrany a ma del$i polo€as trvani nez volné radikaly, které maji obvykle polo€as v rozmezi
10 - 10” sekund. Peroxid vodiku sice neni radikalem, ale do skupiny ROS patii, nebot’ se
ucastni vzniku radikalt (Obr. 2.2). Reakce samotného peroxidu vodiku s biomolekulami jsou
pomalé, ale v ptitomnosti prechodnych kovii (Fe** &i Cu®") se peroxid rychle redukuje na

vysoce toxicky hydroxylovy radikal HO, ktery v Zivé hmoté okamZité reaguje s okolnimi
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biomolekulami; jde o extrémné silné oxida¢ni ¢inidlo, vytrhujici elektron z nenasycenych

mastnych kyselin, a atakujici aminokyseliny a baze nukleovych kyselin /7].

Tab. 2.1a: Reaktivni formy kysliku ( ROS) [5]

Volné radikaly

nazev vzorec
superoxid Oy
hydroxylovy radikéal HO
peroxyl ROO
alkoxyl RO
hydroperoxyl HOy

Tab. 2.1b: Reaktivni formy kysliku ( ROS) /57

Latky, které nejsou volnymi radikaly

nazev vzorec
peroxid vodiku H,0,
kyselina chlorna HOCI
ozon 0O;
singletovy kyslik '0,

Tab. 2.2a: Reaktivni formy dusiku (RNS) /57

Volné radikaly

nazev vzorec
oxid dusnaty NO
oxid dusidity NOy

12



Tab. 2.2b: Reaktivni formy dusiku (RNS) /57

Latky, které nejsou volnymi radikaly

nazev vzorec
nitrosyl NO*
nitroxid NO
kyselina dusita HNO,
oxid dUSit}" N203
oxid dusicity N,O4
nitronium NO,"
peroxynitrit ONOO
alkylperoxynitrit ROONO
tripletovy %0,  cxcitace 'o, singletovy
kyslik — kyslik
le-
H
superoxid 0y — HOz' hydropcroxylovy
pK =48 radikdl
le
H* HO; H*
peroxidovy O; ——  hydrogenper- —_ H,0,;
ion pK>14  oxidovy ion pK=118
de
hypoteticky H OH" i
produkt [(0] ——  hydroxidovy —_— H;0
ion
!
H«f
oxen o — HO' hydroxylovy
pK=119 radik4l
le
H oI W
oxid 0¥ ——  hydroxidovy _— H,0

ion

Obr. 2.2: Postupna redukce kysliku (upraveno dle /8))
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Organismy jsou pfirozen& vybaveny enzymy, které jim pomahaji vyrovnavat se s naporem
radikali. Peroxid vodiku je vorganismu zne$kodiiovan hlavné glutathionperoxidazou
(GSHPx), méné pak katalazou (CAT). Pii nedostatku téchto enzymi a v pritomnosti kovi (Fe,
Ni, Cu) vznikaji z peroxidu vodiku dva volné hydroxylové radikaly, které az s dalSim
elektronem daji molekulu vody /5 /.

Volné radikaly pfispivaji vyznamné ke vzniku a pribéhu diabetu, vzniku o¢nich chorob,
zanéti, fady plicnich a koZnich chorob, poruch imunity, podporuji virové infekce ¢i zpisobuji
muzskou neplodnost. Mnoho studii se zabyva Glohou volnych radikalii pfi rakovinném bujeni

a procesu starnuti organismu. Na druhé strané organismus umi vyuZzivat volné radikaly,

napt. bilé krvinky obsahuji hodné& volnych radikali, jimiz zabiji mikroorganismy /9].

2.3 Antioxidaéni ochrana organismu

Jednou z moznosti, jak organismus chréanit pfed vlivem exogennich i endogennich
volnych radikali, je pisobeni antioxidanti. Antioxidanty jsou molekuly, které mohou
zabraiiovat nebo omezovat oxidacni destrukci latek, omezuji aktivitu kyslikovych radikali -
snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je pievadéji do méné reaktivnich nebo
nereaktivnich stavii. Reaguji s volnymi radikaly a ukoné&uji tak fetézovou reakci pred tim, nez
dojde k poskozeni bunék.

Antioxidanty jsou latky riizné podoby a rizného slozeni. Jsou to latky jednoduchych
struktur a sloZeni (stopové prvky selen a zinek) i slozitéjSich struktur (napf. enzymy -
superoxiddismutaza SOD). Déli se na endogenni a exogenni antioxidanty, podle toho jestli si je
organismus vytvafi saim nebo je pfijima z vné€jsku. Endogenni antioxidanty rozdélujeme na
enzymové a neenzymové. Mezi enzymové antioxidanty se fadi cytochrom c, SOD, GSHPx,
katalasa. Mezi neenzymové antioxidanty patii membranové (a-tokoferol, B-karoten, koenzym

QIO) a nemembranové (askorbat, uraty, transferin a bilirubin). K vysokomolekularnim

endogennim antioxidantim fadime transferin, kyselinu mocovou, flavonoidy, melatonin,
feritin, haptoglobin, hemopexin a albumin. K exogennim antioxidantim patfi mnoho latek
rizné velikosti a struktury, k t®m nejjednodus$im patfi stopové prvky selen a zinek. Selen

ovliviiuje vstiebavani vitaminu E (Obr. 2.3), zinek stabilizuje bunééné membrany, zvySuje
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Mezi nejvyznamné;jsi vitaminové antioxidanty patfi vitamin C, ktery je rozpustny ve vodé¢, dale
kyselina listova, vitamin E a vitamin A.

Velky vyznam se piiklada i polyfenolickym sloufenindm. Mezi n€ patfi napf.
flavonoidy, katechiny a fenolické kyseliny. Tyto latky maji mimo antioxidacni aktivity i
antimikrobialni schopnosti. Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce, vldknina, ¢aje a vina.
V fad¢ experimentalnich studii bylo prokazéno, Ze antioxida¢ni aktivita mnoha rostlinnych
fenolickych latek je vyssi nez i¢inek antioxidaénich vitaminu.

Vétdinu ptirodnich antioxidantii pfijimame jako soucast slozitych smési, jejichz slozky
mohou reagovat s riiznymi radikdly riznymi mechanismy, mohou na sebe také vzdjemné
pusobit (synergicky i inhibi¢né€). Proto je snaha charakterizovat antioxida¢ni aktivitu smésnych
vzorki i jako celku /710].

Za fyziologickych podminek je tvorba radikali i antioxidantli v rovnovaze, idealni
pomér volnych radikalt a antioxidanti je 1:3. Produkce radikali je ale ¢asto nadlimitné vyssi.
Mezi vnitini pfi€iny patfi napf. vyssi hladina krevniho cukru nebo svalova namaha na tzv.
kyslikovy dluh. Do vnéjsich vlivii nadprodukce patii koufeni, konzumace alkoholu, nevhodna
Uprava potravin, vysoky piijem kalorii, UV zafeni, zne€i§téni Zivotniho prostfedi a mnohé dalsi.

Volné radikaly, které uniknou antioxida¢nimu plsobeni, mohou puisobit lokalni, ale
i celkova poskozeni. Proto musi antioxida¢ni terapie obsahovat vice antioxidantd, aby pokryla
celou $kalu riznych volnych radikalt. Odstraitovani volnych radikali pak probiha asto
ve vzijemné souhfe riznych reakci. Napf. superoxid je odbouran na kyslik vitaminem E,
pfitom vSak vznika radikdl vitaminu E, dale vitamin C regeneruje vitamin E za vzniku radikalu
vitaminu C a ten je teprve odstrafiovan redukovanym glutathionem. Ten je zpétné redukovan

glutathionreduktazou za Gcasti NADPH /5 /.

2.4 Antioxidacni aktivita a zakladni metody jejiho stanoveni
Pro vzidjemné porovnavani antioxidacnich U€inkl riznych smési byl zaveden pojem
celkova antioxida¢ni aktivita TAA (total antioxidant activity). TAA je parametrem, ktery

kvantifikuje schopnost vzorku biologického materialu eliminovat radikaly.

15



Existuje velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity.
Antioxida¢ni aktivitu latek Ize méfit metodami chemickymi a fyzikalnimi. Chemické metody
jsou zaloZzeny na pouziti Cinidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikély barevné
produkty. Vzniku radikalti brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Intenzita zabarveni se méti
nejcastéji spektrofotometricky. Jejich rozmanitost vyplyva ze skute¢nosti, Ze nizkomolekularni
antioxidanty mohou putsobit riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o pfimou reakci s radikaly
(zha3eni, vychytavani) nebo reakci s piechodnymi kovy.

Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity mohou byt rozdéleny do dvou skupin — na
metody zaloZené na eliminaci radikalu (metoda pouzivajici ABTS (Obr. 2.4), metoda
pouzivajici DPPH, metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity), metody zaloZené na
vychytavani hydroxylovych-radikald, superoxidového anion-radikdlu) a dale na metody
posuzujici oxidacné-redukcni vlastnosti latek (metoda FRAP, cyklickd voltametrie, HPLC

metoda s elektrochemickou detekci) /70/.

2.4.1 Metody zaloZené na eliminaci syntetickych radikald

Metoda pouZivajici ABTS (metoda TEAC)

Jednou ze zakladnich a nejpouzivanéj$ich metod pro stanoveni TAA je metoda TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Vysledna antioxidaéni aktivita vzorku je srovnavana
s antioxida¢ni  aktivitou syntetické latky, standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Chemicka struktura Troloxu je zobrazena na
Obr. 2.5.

Vreakéni smési se kation-radikil ABTS™ (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonat)) generuje oxidaci ABTS (2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina))
napf. peroxodisiranem draselnym za vzniku modrozeleného roztoku. Reakéni smés je sloZena
zradikalu ABTS a nezreagovaného ABTS. Nadbytek ABTS je nutny pro zachovani stability
reakéni smési. Zhaseni radikdlu ABTS " antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se
sleduje spektrofotometricky nejcastéji pti vinové délce 734 nm na zékladé zmén absorp&niho
spektra ABTS *. Vlivem ptidanych antioxidanti dochazi k odbarveni reakéni smési.

Ubytek / nérist absorbance je umémy antioxidagni aktivits. Nejéastéji se pouziva

postupu, pfi némz se antioxidant ptidava k jiz vyprodukovanému radikalu ABTS * /10].
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Obr. 2.3: Chemicka struktura vitaminu E

Obr. 2.4: Chemicka struktura ABTS

CH,
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CO,M
CH, 0 CH,
H,

Obr. 2.5: Chemicka struktura Troloxu

TAA vzorki se hodnoti parametrem TEAC. Uruje antioxidani aktivitu vzorku
ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu (ve vodé€ rozpustny
homolog vitaminu E). Pro Cisté latky je TEAC definovana jako milimolarni koncentrace
Troloxu vykazujici stejnou antioxida¢ni aktivitu jako testovana latka pfi koncentraci 1 mM.
vzorku /9]. Hodnota TEAC vyjadtuje tedy poéet radikalovych kationti ABTS"" inaktivovanych
jednou molekulou antioxidantu. Antioxidaéni aktivita smésnych vzorkid se vyjadiuje jako
latkové mnozstvi Troloxu odpovidajici aktivit€¢ 1 g €i 1 ml vzorku. Stanoveni TEAC je zavislé
na ¢ase inkubace i na poméru mnoZstvi vzorku a koncentrace ABTS™".

Metoda stanoveni TAA vzorkli pomoci ABTS je jednoducha, rychld v provedeni a

velmi presna. Cinidlo reaguje se viemi latkami vykazujicimi antioxidaéni aktivitu a ma $iroké
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uplatnéni od hodnoceni antioxida¢ni aktivity latek rizného pivodu aZ po smésné vzorky, je

vhodna pro méfeni hydrofilnich i lipofilnich antioxidantt /11 ].

Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda je zaloZena na reakci testované latky se stabilnim radikdlem DPPH
(1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Pti reakci dochazi k redukci radikalu za vzniku
DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce je sledovana nejcastéji spektrofotometricky. Pokles
absorbance pfi 517 nm se méfi bud’ po uplynuti n&jakého konstantniho asu nebo se pracuje
kineticky. Reakci je mozno sledovat i metodou elektronové spinové rezonance (ESR) nebo
HPLC. Hodnoty antioxidatni aktivity stanovené touto metodou mohou byt v nékterych
pripadech niz$i nez je tomu napf. u metody ABTS, nebot’ nékteré polyfenolické latky reaguji

s DPPH pomalu ¢i nereaguji vibec [10].

2.4.2 Metody zaloZené na eliminaci kyslikovych radikala

Metoda ORAC

Pii pouziti této metody se v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a hodnoti
se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci. Detekce je zaloZena
na sledovani poklesu fluorescence B-fykoerytrinu po reakci sradikdly. Pro generovani
peroxylovych radikali se pouzivda AAPH (2,2'-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid),
pti generovani hydroxylovych radikald systém H,0, + Cu®*. Jelikoz tyto radikaly patii
k nejreaktivnéjsim, test ORAC patii k dilezitym parametrim charakterizujicim antioxidanty

[6].

Metody zaloZené na vychytavani OH-radikald

OH-radikaly jsou generovany riznymi postupy (Fentonova reakce, UV fotolyza
peroxidu vodiku). Detekce je zaloZena na vychytavani radikalu latkami, jejichz reakéni
produkty lze snadno stanovit. Antioxidanty vychytavajici OH' sniZuji tvorbu téchto produktt.
Jednou zmozZnosti je vychytavani té€chto radikali kyselinou salicylovou, kdy vznikaji
hydroxylované produkty salicylové kyseliny, jejichZ detekce a kvantifikace se provadi metodou
HPLC s UV detekci.
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Metody zaloZzené na vychytavani superoxidového anion-radikalu

K produkci radikalu se pouziva napf. systém xanthin/xanthinoxidadza. Vznikly radikal
redukuje nitrotetrazoliovou modf, detekce se provadi spektrofotometricky pii 550-560 nm. Je
také moZna detekce metodou ESR na zédkladé superoxidového anion-radikdlu s DMPO (2,2-

dimethyl-2 H-pyrrol-1-oxid) /10].

2.4.3 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich viastnosti latek

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant power)

Jedna se o metodu chemickou, pfi které antioxidanty ze vzorku redukuji bezbarvé
zelezité komplexy (napt. Fe**-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)) (Fe**-TPTZ) a vytvafi barevné
produkty. Nariist absorbance odpovidajici mnozstvi komplexu Fe**-TPTZ je mirou antioxidaéni
aktivity vzorku. Méfeni probiha pfi nizké hodnoté pH (3,6) a pii této metod€ nejsou zachyceny
s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky. Metoda odrazi pouze schopnost latek

redukovat ion Fe** a s celkovou antioxida&ni aktivitou vzorku nemusi souhlasit /10].

Cyklicka voltametrie

Tato elektrochemickd metoda indikuje schopnost latek odSt€povat elektrony. Na
pracovni elektrodu se vklada potencidlovy pulz surlitou rychlosti polarizace a sleduji se
proudové odezvy vroztoku studované latky. Zaznam zachycuje kiivka (tzv. cyklicky
voltamogram). Redukéni schopnost latek se vyhodnocuje z potencidlového anodického
oxida&niho piku E, a jeho anodického proudu I. Cim je nizsi hodnota E,, tim latka snadnéji
odevzdava elektrony a je lep$im antioxidantem. Cyklickou voltametrii se zisk4 informace, zda
latka snadno odevzdavé elektrony a pak je mozné zvolit metodu pro stanoveni antioxida¢ni

aktivity /6.

HPLC metoda s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD)

Pii HPLC-ECD metod€ se na pracovni elektrodu vklada kladny potencial, pik latky se
objevi pouze tehdy, je-li latka pfi tomto potencidlu oxidovana. Latka je charakterizovana
retenénim Casem a potencidlem, pii kterém se oxiduje. Tato metoda umoziuje analyzovat

komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé antioxidanty na zakladé hodnoty potencialu
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vlozené na elektrodu. Hodnoceni antioxidaénich vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD koreluje

s riznymi jinymi metodami, napt. s metodou DPPH /10].

2.5 Hodnoceni vysledkl méfeni

2.5.1 Kalibrace a linearni regrese

Kalibragni zavislost je nejvhodnéjsi a univerzalni zpiisob ureni koncentrace analytu. Ta
se odecitd pomoci kalibragni kfivky, kterd vyjadfuje zavislost méfeného signalu (odezvy) se
standardy na méfené vlastnosti (koncentraci). Vysledky méfeni odezvy standardi mohou byt
zpracovany bud graficky nebo linearni regresi s pouzitim metody nejmenSich ctverct.

Ta umoziiuje ureni parametrt v rovnici Lambertova-Beerova zakona:
A=kxc %)
kde k& je smémice a ¢ koncentrace analytu ve vzorku (mM).

2.5.2 Mez detekce

Mez detekce daného analytického postupu je dana nejmenS$im mnoZstvim analytu
ve vzorku, které mize byt detekovano, ale nemusi byt stanovitelné jako exaktni hodnota. Mez
byt na dané hladin€ vyznamnosti pfijat za odlisny od hodnoty ziskané stejnym analytickym
postupem pfi pouziti materidlu, ktery dany analyt &i slozku neobsahuje. Mez detekce je
vysledek méfeni, ziskany uréenym méficim postupem, pro ktery plati, Ze pravdépodobnost a
vyskytu falesné negativniho vysledku je rovna pravdépodobnosti b vyskytu fale$né pozitivniho
vysledku. [IUPAC doporucuje uzit pro tento vztah hodnot a = b = 0,05. Dle IUPAC se ur¢i mez
detekce (Lp) obecné podle vztahu:

LD = 3,29. AYYi (6)
kde s, je smérodatna odchylka blanku - slepého pokusu.
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2.5.3 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti metody je nejniz§i mnoZstvi analytu ve vzorku, které muize byt
stanoveno jako exaktni hodnota s poZadovanou hodnotou nejistoty. Mez stanovitelnosti (Lq) se
dle IUPAC ur¢i takto:

Lop=10sg )

kde so je smérodatna odchylka v bodé meze stanovitelnosti.

2.5.4 Opakovatelnost

Uréeni opakovatelnosti s jakou byla hodnota zjistované veli¢iny urcena, je nezbytnou
soucasti kazdé analyzy. Opakovatelnost je vlastnosti metody, ne vysledku. Podminky
opakovatelnosti jsou ty, pfi nichZ se nezavislé vysledky zkou$ek ziskaji toutéZ metodou,
na identickych zkous$enych jednotkach, v téze laboratofi, tymz operatorem, za pouZiti téhoz

vybaveni, béhem kratkého ¢asového rozmezi [12].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

ABTS chromofor (2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonovéa kyselina)), diamonna
stl; M, = 548,7; ¢istota: 99,4%; Merck, Darmstadt, Némecko

zasobni 3,5mM roztok ve vodé (0,1920 g ABTS rozpusténo, doplnéno na celkovy objem

100 ml deionizovanou vodou)

Peroxodisiran draselny (K,S;03); M, = 270,33; Merck, Darmstadt, Némecko
zasobni 60mM roztok ve vodé (1,6218 g K,S;0s rozpusténo a doplnéno na celkovy objem

100 ml deinizovanou vodou)

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina); M; = 250,3;
Merck, Darmstadt, Némecko
zasobni 1mM roztok v methanolu (25 mg Troloxu rozpusténo a doplnéno na celkovy objem

100 ml methanolem)

Acetadtovy pufr (c = 60 mM; pH = 4,3); pfipraven smichanim kyseliny octové (CH;COOH;
M; = 60,05; 99%; Lachema, Brno, CR) a octanu sodného (CH;COONa.3H;0; M; = 136,08;
99%; Lachema, Brno, CR)

Deionizovana voda produkovana zaiizenim Mili Qp,ys; Milipore; USA

3.2 Laboratorni pfistroje

Spektrofotometr Pye-Unicam PU 8800; Philips-Unicam; Anglie, pfipojeny k fidicimu
pocitadi a ovladany vytvofenym softwarem Labview: National Instruments; USA

Spektrum sniméno v intervalu vinovych délek 400 — 800 nm, rychlost sniméani spektra
2 nm.s”', &ifka spektralniho intervalu 1 nm, krok digitalizace spektra 1 nm

pH metr pHM 82; Radiometer; Dansko

sklenéné kyvety s tloustkou absorbujici vrstvy 10 mm
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3.3 Pracovni postup pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Pracovni postup stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity byl pfevzat z experimentalni
prace ,,Analyza antioxidanti v chmelu a pivu“, katedra analytické chemie, Univerzita
Pardubice [13].

Pii stanoveni TAA praktickych vzorkti se k roztoku ABTS ptfidd odpovidajici
mnoZstvi K;S,0s, aby vznikld smés byla v poméru 2:1 (ABTS:K;S,0s). Roztok se necha
reagovat pfes noc za nepiistupu svétla pifi laboratorni teploté. Takto vznikly roztok se
smich4 s &erstvé piipravenym octanovym pufrem o pH 4,3 v poméru 39:1 (pufr:ABTS ™).

2 ml této smési se ptidaji ke 25 pl vzorku. Roztok se po promichani necha reagovat 30 min
pfi laboratorni teploté za neptistupu svétla a proméfi se absorbance pti vinové délce 414 nm
proti slepému vzorku [13].

Pro vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity analyzovanych praktickych vzorkid se pouZije
standardni latka Trolox. Redénim se pfipravi fada o koncentracich 5 pM — 25 pM a
kone¢ném objemu 50 pl a sestroji se kalibra¢ni zavislost pfi vinové délce 414 nm.

Takto byla proméfena spektra jednotlivych studovanych vzorkid, potravinové
dopliiky stravy byly pfipraveny dle doporueného davkovéni a nasledné podle potieby
zfedény.
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4 VYSLEDKY MERENI

Tato prace je zaméfena na stanoveni celkové antioxidaCni aktivity u vybranych
napojt a dopliikd stravy. Jak bylo fe¢eno v uvodni €asti, v této bakalafské praci byla pro
stanoveni celkové antioxida¢ni schopnosti vybrana reakce s ABTS, kterd je zaloZena
na méfeni odbarvovani pfipraveného roztoku ABTS * pFislu§nym antioxidantem.

V prvni &asti experimentdlni prace byly ovéfovany optimalni podminky pro
stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS.

Byla sledovana stabilita ptipraveného zasobniho roztoku radikdlu ABTS, rizné
poméry ABTS a K;S,03 v reakéni smési a vliv pH na priib¢h a citlivost stanoveni.

4.1 Ovéreni optimalnich experimentalnich podminek pro stanoveni

celkové antioxidacni aktivity (TAA)

4.1.1 Stabilita radikélu ABTS *

V prvni fazi experimentélni prace bylo proméfeno spektrum smeési roztoku ABTS a
K,S,0s, ve kterém byla zjist€na 3 absorpéni maxima pii vinovych délkach 414 nm, 646 nm
a 734 nm.

Déle byly pfipraveny roztoky ABTS (3,5 mM) se ¢tyimi riznymi koncentracemi
K>S;03 (ImM, 2 mM, 3,5 mM a 5 mM) ve smési a byla sledovana Casova stabilita téchto
roztokli méfenim absorbance pii vinové délce 414 nm, 646 nm a 734 nm po dobu 65 hodin.

Pii vSech tfech zminénych vinovych délkach byly ziskdny podobné ¢asové
zavislosti, proto je na Obr 4.1 zndzornéna pouze Casova zavislost absorbance pfi vinové
délce 414 nm, tj. pti vinové délce, ktera poskytla nejvyssi citlivost. Vyhodnocenim
Casovych zavislosti stability bylo zjisténo, Ze roztoky ABTS s 1 mM a 2 mM K,S,03 ve
smési jsou dostate¢né stabilni po zvolenou dobu.

Radikal ABTS " s témito koncentracemi K>S,03 vroztoku je stabilni zhruba po 19
hodinach od smichani reagencii. Tuto dobu je tedy nutné nechat reagovat ABTS s K;S,0s
pfi ptipravé nového zasobniho roztoku ABTS *.

V3echny dal3i roztoky ptipravenych radikalit ABTS * byly dale uchovavéany v temnu

pfi laboratorni teploté.
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Obr. 4.1: Casovd stabilita roztokii ABTS * (3,5 mM) pFipravenych reakci ABTS s riiznymi
koncentracemi K>S,0s v prostfedi acetatového pufru (pH=4,3 ); A =414 nm
1-1 mMK2S203,' 2-2 mMK;SQOg,' 3 - 3,5 mMK2S203,' 4-5 mMKzSan

4.1.2 Nadbytek ABTS v reak¢ni smési

Po zjisténi stability ptipravenych roztoki ABTS ™ byla sledovana reakce se
standardem Troloxem. Byla prom&fena spektra reakéni smési ABTS * (s n&kolika riznymi
koncentracemi K,S;03) s0,01uM Troloxem. Spektra byla hodnocena pti 3 vinovych
délkach absorpénich maxim ABTS *.

Jak je patrné z Obr. 4.2, Trolox poskytuje nejvétsi odezvu s ABTS™ je-li ptipraven
ve smési s K;S,03 o koncentraci 2 mM. To potvrzuje fakt, Ze v reakéni smési pro piipravu
ABTS * musi existovat nadbytek ABTS. Pro stanoveni TAA studovanych vzorkd byl tedy
déle pfipravovan radikal ABTS ™" z reakéni smési 2:1 (ABTS:K,S,05), coZ souhlasi s udaji
uvedenymi v literatute [13].
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Obr. 4.2 Zavislost vysledné absorbance roztokit ABTS ™ (3,5 mM) s 0,01 M Troloxem na
koncentraci K2S;0g ve smési. Roztoky ABTS " byly pFipraveny reakci ABTS s riznou
koncentraci K3S,0s,v prostredi acetdatového pufru (pH=4,3)
1-A=414nm,2-1=734nm,3-1 =646 nm

4.1.3 Viiv pH na stanoveni TAA

V dalsi &asti prace byl sledovan vliv pH na stanoveni TAA. Byla proméfena
zavislost absorbance ABTS™ s JiZ optimalnim mnoZstvim K;S;0g v zavislosti na pH
acetatového pufru v rozmezi hodnot 2 aZ 6. Jak je patrné z Obr. 4.3, maximum absorpce
bylo dosazeno pii pH = 4,3, které odpovida hodnoté z literatury [/3]. Analyza praktickych
vzorku byla tedy provadéna pfi této hodnoté pH.
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Obr. 4.3: Vliv pH na absorbanci reakcni smési ABTS™; ¢ (ABTS) = 3,5 mM:
C (KzSzOg) =2 mM,‘ A=414 nm

4.1.4 Kalibraéni zavislost pomoci standardu Troloxu

Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti, je celkova antioxidaéni aktivita (TAA) vzorku
udavéana jako ekvivalentni mnoZstvi standardu — Troloxu. V dal$i &asti prace proto byla
sestrojena kalibra¢ni zavislost pro stanoveni mnozZstvi Troloxu. Ze zasobniho 1mM roztoku
Troloxu byla fedénim piipravena kalibraéni fada obsahujici 5 pM — 25 pM Troloxu
s ABTS ™ v kone&ném objemu 50 pl v prostiedi acetatového pufru. Absorbance kalibra¢nich
roztok byla méfena po pil hoding stani v temnu proti slepému vzorku (ABTS *, acetatovy
pufr) (viz kapitola 4.2.) a z naméfenych hodnot byla sestrojena kalibra¢ni zavislost.

Pro analyzované vzorky byly pozd€j$i hodnoty absorbance ptepocitiny pomoci
rovnice regerese kalibraéni pfimky na odpovidajici koncentrace Troloxu a piepolteny na
hodnotu TEAC, ktera byla vztaZena na jednotku mnoZstvi vzorku (1 g ¢ 1 ml). Tyto
hodnoty byly srovnavany s hodnotami uvedenymi na obalech analyzovanych pfipravki
(Tab. 4.7).
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Obr. 4.4: Kalibracni pFimka pro stanoveni koncentrace Troloxu, prostredi acetdtového

pufru (pH=4,3); ¢ (ABTS) = 3,5 mM; ¢ (K3S:;03) = 2 mM; . = 414 nm

4.2 Optimalni podminky pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

praktickych vzorku
Na zakladé€ uvedenych optimalizaénich zavislosti byly pro stanoveni antioxida¢ni
aktivity vzorkt nalezeny vhodné experimentalni podminky. Tyto podminky shrnuje
Tab. 4.1.

Tab. 4.1 Optimalni podminky stanoveni antioxidacni aktivity vzorki

koncentrace ABTS 3,5mM
koncentrace K,S,0g 2 mM
koncentrace acetatového pufru 60 mM
pH acetatového pufru 43
vinova délka 414 nm
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4.3 Analyza praktickych vzorki

Po ovéfeni optimalnich pracovnich podminek bylo pfistoupeno k analyze vybranych
vzork, u kterych byla vysoka pravdépodobnost vyskytu antioxida¢ni aktivity.

Pro analyzu praktickych vzorkid byl pfipraven roztok radikalu ABTS ™ reakci ABTS
s K;S,05 v poméru 2:1. ABTS ™ byl pfidan ke 25 pl vzorku, vhodng ziedénému (Tab. 4.2;
4.3) v prostiedi acetatového pufru a byla proméfena absorpéni spektra jednotlivych vzorkd.
Puvodné tmavé modrozeleny roztok se odbarvil na svétle zeleny.

Meéfeni realnych vzorki bylo provadéno proti slepému vzorku, ktery obsahoval
pouze odpovidajici mnoZstvi ABTS * v prostfedi acetatového pufru. ProtoZe v tomto ptipadé
spektrofotometrického stanoveni dochazi u¢inkem antioxidantu k odbarvovani reakéni
smési, byla kyveta se slepym vzorkem umist¢na do mémého svazku a kyveta s méfenym
roztokem do srovnavaciho svazku. Ziskané zavislosti rozdilu absorbance slepého vzorku a
vzorku na vinové délce pro roztoky analyzovanych potravinovych dopliikii jsou znazornény
na Obr. 4.5; pro vzorky analyzovanych piv na Obr. 4.6, pro vzorky analyzovanych vin na
Obr. 4.7 a pro analyzované &aje (vyluh dle nivodu) na Obr. 4.8. Kazdé stanoveni bylo 3
krét opakovano.

Tab. 4.2: Seznam analyzovanych vzorki a jejich Fedéni

Analyzované vzorky (vyrobce) Fedéni
Energy Drink (Penco) 5x
Form Drink (Nutrend) 5x
Regener (Nutrend) 5x

Svétlé vycepni pivo (Budweiser)
Svétly lezak (Budweiser)
Tmavé pivo (Budweiser) 10x

Nealkoholické pivo (Budweiser)

Vino ¢ervené (Chateau Bzenec) 10x
Vino bilé (Chateau Bzenec) 10x
Caj zeleny (Pangea Tea, s.r.0.) 10x
Caj &erny (Ahmad Tea Ltd) 10x
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Tab. 4.3: Doporucené ddavkovani analyzovanych potravinovych doplriki

Pripravek Doporucené davkovani

Form Drink 15 ml na 100 ml napoje
Energy Drink 20 g na 300 ml népoje
Regener 69 g na 450 ml népoje

0,600
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T

0,200

0,000

T

Obr. 4.5: Absorpéni spektrum analyzovanych potravinovych doplrikii s reakéni smési
(diferencni méreni),
Podminky méfeni: prostFedi acetdtového pufru (pH=4,3); ¢ (pufr) = 60 mM;
¢ (ABTS) = 3,5 mM; ¢ (K55,03) = 2 mM
1 — Regener 5x ziedény; 2 — Energy Drink 5x zfedény; 3 — Form Drink 5x zFedény
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Obr. 4.6. Absorpcni spektrum analyzovanych piv s reakcni smési (diferencni méreni)
Podminky méfeni: prostfedi acetdtového pufru (pH=4,3); ¢ (pufr) = 60 mM;
¢ (ABTS) = 3,5 mM; ¢ (K,S,0s) = 2 mM
1 — pivo tmavé; 2 — pivo 10°;, 3 — pivo 12°; 4 — pivo tmavé 10x zied’, 5 — pivo nealkoholické
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Obr. 4.7: Absorpcni spektrum analyzovanych vin s reakéni smési (diferencni méreni)
Podminky méfeni: prostfedi acetatového pufru (pH=4,3); c (pufr) = 60 mM;
¢ (ABTS) = 3,5 mM; ¢ (K>S,08) = 2 mM

1 —vino cervené 10x ziedéné; 2 — vino bilé 10x zFedéné
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Obr. 4.8: Absorpcni spektrum analyzovanych caji s reakéni smési (diferencni méreni)
Podminky méteni: prostfedi acetatového pufru (pH=4,3); ¢ (pufr) = 60 mM,
¢ (ABTS) = 3,5 mM; c (K75,0s8) = 2 mM
1 — Caj zeleny 10x zFedény; 2 — ¢aj Cerny 10x zFedény

4.4 Mez detekce, mez stanovitelnosti, opakovatelnost

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly uréeny na zakladé 10 mefeni s roztokem
o koncentraci Troloxu 0 mM. Hodnoty absorbance byly pomoci rovnice kalibra¢ni ptimky
pfepocitany na koncentrace a ze smérodatné odchylky o byla vypocitina mez detekce

(30) a mez stanovitelnosti (10c). Opakovatelnost byla stanovena pro koncentraci roztoku

Troloxu 0,01 mM.

Tab. 4.4: Zdkladni charakteristiky spektrofotometrického stanoveni TAA

Mez detekce [uM] 7,24610™
Mez stanovitelnosti [uM]  2,41510™
Opakovatelnost (%) 1,59
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Nakonec byly jest¢ zjistény hodnoty opakovatelnosti pro jednotlivé analyzované

vzorky:
Doplné&k stravy Pivo Vino Caj
(Regener) (12°) (Cervené) (zeleny)
Opakovatelnost (%) 0,79 3,47 2,98 6,21

4.5 Vyhodnoceni vysledku

U kazdého vzorku byla provedena tfi méfeni a stanovena primérna hodnota pfi
viech tfech absorpénich maximech (414 nm, 646 nm, 734 nm). Pomoci pfislu$né regresni
rovnice kalibra¢ni pfimky byly hodnoty absorbanci pfepoéteny na koncentrace a vzajemné
porovnany. Ziskané stfedni hodnoty, smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou
odchylku pro jednotlivé vzorky ptehledné shrnuje Tab. 4.5. U studovanych potravinovych
dopliikti byly hodnoty vztaZeny na hmotnost Troloxu a porovnany s tabelovanymi
hodnotami od vyrobce (Tab. 4.6 a Tab. 4.7).
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Tab. 4.5: Tabulka hodnot obsahii antioxidantii ve studovanych vzorcich

Primérna koncentrace, mM

A 414 646 734 I SD RSD (%)
Energy
0,00515 0,00485 0,00523 0,0257 0,00100 39
Drink
Form
0,00295 0,00273 0,00303 0,0148 0,00079 53
Drink
Regener 0,0105 0,0103 0,0105 0,0525 0,000737 1,4
Pivo 10° 0,0133 0,0133 0,0135 0,0133 0,000112 0,8
Pivo 12° 0,00919 0,00965 0,00987 0,00965 0,000349 3,6
Pivo
0,00453 0,00457 0,00471 0,0457 0,000959 2.1
tmavé
Pivo
0,00342 0,00360 0,00367 0,00360 0,000130 3,6
nealko
Vino
5 ) 0,0150 0,0148 0,0151 0,150 0,00145 1,0
cervené
Vino
0,00532 0,00513 0,00535 0,0532 0,00120 23
bile
Caj
0,0109 0,0111 0,0113 0,111 0,00232 2,1
zeleny
Caj
o 0,00741 0,00767 0,00795 0,0767 0,00271 35
Cerny

I - sttedni hodnota, SD — smérodatn4 odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka
Na Obr. 4.9 jsou graficky znazornény (sefazeny) hodnoty koncentraci antioxidanti

ve studovanych vzorcich. U vzorki potravinovych dopliikti (Regener, Energy Drink a Form

Drink) jsou vyznaceny i vyrobcem deklarované obsahy antioxidanti.
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Tab. 4.6: Tabulka hodnot koncentraci antioxidantii ve studovanych doplricich stravy
prevedenych na hmotnost Troloxu

TEAC,mM  TEAC, umolg™*' TEAC, ug Troloxu.g" **

Energy Drink 0,0257 15,482 3875
Form Drink 0,0148 3,947 988
Regener 0,0525 13,816 3458

*! Navazky (dle doporu¢eného davkovani): Energy Drink 1,66 g
Form Drink 3,75 ml
Regener 3,8 g

*2 M, (Trolox) = 250,3

Tab. 4.7: Obsah vitaminu C a vitaminu E ve 100 g pFipravku udavany vyrobcem
(pFepocteno na obsah v 1 g)

Vitamin C, Vitamin E, Celk. mnozstvi nejvyznamnéjsich
ug.g’ ug. g" antioxidanti, ug.g”’
Ener
) &y 3600 275 3875
Drink
Form
) 1500 1500
Drink
Regener 2467 833 3300
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Obr. 4.9: Grafické zndazornéni a srovnani vysledkii hodnot koncentraci antioxidantii ve

studovanych vzorcich (u potravinovych doplriki 1 — 3 vyznacena vyrobcem deklarovana

1 - Form Drink
2 - Energy Drink
3 - Regener

4 - Pivo nealkoholické

2 3 4 5 6 7

hodnota obsahu antioxidantit)

5 - Pivo 12°
6 - Pivo 10°
7 - Pivo tmavé
8 - Vino bilé
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5 DISKUSE A ZHODNOCENI VYSLEDKU

Metodou pouzivajici ABTS (metodou TEAC) bylo prométeno celkem 11 vzorkd,
mezi nimiZ byly potravinové dopliiky (Energy Drink, Form Drink a Regener) a napoje (pivo
Budweiser 10°, 12°, tmavé a nealkoholické, Eervené a bilé vino, zeleny a Cerny &aj).

Pii porovnani viech studovanych vzorkii vykazuje nejvyssSi antioxida¢ni aktivitu
gervené vino. Cervené vino je vyznamnym zdrojem polyfenold, které plisobi jako Gi¢inné
antioxidanty. JiZ mnoho studii dokazalo, Ze pfiméfena konzumace Eerven¢ho vina ma
pozitivni u¢inek v boji proti kardiovaskularnim chorobam. Za toto je zodpovédna latka
obsazena ve slupkach vinné révy — resveratrol [14]. Jeho nejhojné€j$im zdrojem je praveé
¢ervené vino, vyskytuje se s men$im obsahem i ve viné bilém. To odpovida ziskanym
hodnotam antioxida¢ni aktivity ¢erveného vina 3x vét$im oproti vinu bilému. Tento zavér
souhlasi s vysledky ziskanymi z literatury, kde v zavislosti na druhu vina je antioxida¢ni
aktivita ¢erveného vina 5-10x vy$$i neZ u vina bilého [15].

Druhym nejhojnéj$§im zdrojem antioxidanti je zeleny ¢aj, jehoz hlavni slozkou je
katechin — epigalokatechingalat (EGCG), ktery se vyskytuje v listech ¢ajovniku a je velmi
silnym antioxidantem a v boji proti volnym radikalim je podle vyzkumia 100x silnéji nez
vitamin C a 25x siln€j8i neZ vitamin E. Proto lze ofekavat mnohem vy$si antioxida¢ni
aktivitu u ¢aje zeleného nei~ u ¢aje Cerného [15]. V této praci byla nalezena hodnota TAA
u ¢aje zeleného jen zhruba 1,5x vy$$i nez u €erného (coZz mohlo byt zplisobeno napi.
nespravnou dobou louhovani né€kterého z ¢aji).

Dal$im zdrojem antioxidantii jsou piva. Svétlé lezaky a svétla vycepni piva vykazuji
antioxida¢ni aktivitu ptibliZzn€ stejnou, zatimco nejvyssi hodnoty dosahuje pivo tmavé, pro
jehoZ vyrobu se vyuziva jiny typ sladu a chmelu (mnichovsky a karamelovy slad). Nejmensi
aktivitu ma pivo nealkoholické, které se od ostatnich piv zcela li§i svym technologickym
postupem vyroby [16].

Hodnoty analyzovanych potravinovych dopliikki byly pievedeny na mnoZstvi
Troloxu a nasledné porovnany. Nejmensi mnoZstvi antioxidanti 1ze nalézt u piipravku Form
Drink, ktery ale obsahuje extrakt ze zeleného ¢aje, jenZ obsahuje velké mnoZstvi polyfenold
a je zdrojem jiz zmitiovaného velmi silného antioxidantu EGCG, tudiZ by se u né&j daly
ocekavat nejvyssi hodnoty. Zbylé 2 ptipravky vykazuji podobnou antioxidaéni aktivitu. PFi
porovnani ziskanych hodnot metodou ABTS s hodnotami, které lze nalézt na obalech
studovanych ptipravkd, je vidét velmi dobra shoda, coZ mliZze poukazovat nejen na piesnost

metody, ale také na skute¢ny obsah antioxidantt, ktery je na daném piipravku tabelovan.
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6 ZAVER

V této praci byla metodou pouZivajici ABTS stanovena celkova antioxida¢ni aktivita
u celkem 11 vzorkl, zahrnujici potravinové dopliiky a napoje, a ziskané hodnoty byly
nasledné porovnany. U potravinovych doplitkii se metoda ABTS se ukézala jako pfesna, pti
porovnani ziskanych hodnot méfenim s hodnotami udavanymi na obalech je vidét shoda.
Oviem pfi celkovém srovnani potravinovych dopliikd, které byly vybrany vzhledem
k ,,udajnému“ vysokému obsahu antioxidantd, s béZnymi napoji, je patrnd nenahraditelnost

pfirodnich antioxidantt.
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