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Seznam pouzitych zkratek
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1. UVOD

V naSem organizmu neustdle vznikaji volné radikaly, které pro nas ptedstavuji
trvalé potencidlni nebezpeci. Mohou posSkodit buiiky, oslabit imunitni systém a
napomahat tak ke vzniku fady onemocnéni. Proto je pro zdravi organizmu nutné, aby
tyto Castice byly ithned po svém vzniku zachyceny a zniCeny. Latky, které maji
schopnost volné radikaly znicit, popt. blokovat, se nazyvaji antioxidanty.

I kdyz si lidské télo produkuje vlastni GCinné antioxidanty, ke zvySeni
obranyschopnosti organizmu, odolnosti vic¢i zatézi, zlepSeni metabolismu a ochrany
pfed jeho odpadnimi latkami, je nutné antioxidanty pfijimat. Jsou pfitomny
V potravinach a Vv biologickém materialu, také se mohou do potravin ptidavat, protoze
prodluzuji jejich udrznost, chrani je pied znehodnocenim a kazenim zplisobenym
oxidaci.

K nejvyznamnéj$im antioxidantim patii vitaminy C (kyselina L-askorbova),
vitamin E (tokoferol), B-karoten (provitamin A), mineraly (selen, mangan, zinek),
koenzym Q 10, flavonoidy a fada dal$ich.

Cilem této prace je popsat metody stanoveni antioxidanti v potravinach. Pied
vlastnim stanovenim téchto antioxidantu je tfeba nejprve provést izolaci, pro kterou se
vyuziva zejména extrak¢ni technika. Poté se uz muze provadét stanoveni, a to celou
fadou metod jako je napftiklad v dne$ni dob¢ jedna z nejpouzivanéjSich vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Mezi dal$i vyuzivané metody patii plynova
chromatografie (pfedevsim s plamenovym ioniza¢nim detektor), ale i spektrofotometrie
¢i kapilarni zonova elektroforéza.

Dilezitou vlastnosti antioxidantii je jejich aktivita, ktera je zavisla na
skladovacich podminkach a zpracovani potravin. Lze ji stanovit chemickymi ¢i

fyzikéalné-chemickymi metodami.
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2. ANTIOXIDANTY

Antioxidanty, neboli inhibitory oxidace, jsou latky, které svou pfitomnosti

zabranuji autooxidaci, jejimZ projevem v potravinach je napiiklad zluknuti tuk nebo

p ce oy . 1
znehodnoceni barvy, chuti 1 viiné potraviny.

Antioxidanty reaguji s volnymi radikaly a likviduji je tim, Ze jim dodavaji

chybéjici elektron a zabranuji tak Skodlivému poskozeni. Bylo zjisténo, Ze antioxidanty

zpomaluji, blokuji a zabraiuji oxidacnim zméndm v lidském téle a proto se zamérné

pridavaji do potravin, kde svym antioxida¢nim ptisobenim prodluzuji jejich trvanlivost.’

Hlavni zdroje antioxidantd v potravé jsou uvedeny v tabulce 1.

Antioxidanty jsou také schopny reagovat i se vzniklymi hydroperoxidy nebo na

sebe mohou vazat kovy, které katalyticky podporuji radikalovou oxidaci. 2

Tab 1. Pouziti, davkovani a zdroje antioxidanti

Antioxidant Udinna davka Zdroj v potravé
pro dospélého clovéeka
(70 kg) / den
Vitamin C 250 — 1000 mg dlouhodobé¢ | ovoce (Cerny rybiz, citrusové plody),
Vv zavislosti na rizikovych zelenina (papriky, brambory), Sipek
faktorech
B — karoten 10 — 30 mg, dlouhodobé kiwi, citrusy, mrkev, raj¢ata, Spenat,
ale jen okolo 10 mg kukufice, okurka, sojové klicky
Vitamin E 100 — 400 mg dlouhodobé | ofechy, ¢erstvé psenicné klicky,
nebo v, kurach zelena listova zelenina, lusténiny
v zavislosti na riziku
Selen 50 — 150 mg dlouhodobé celozrnna mouka, plody mote, jatra,
ledviny, para ofechy, ovesné vlocky
Mangan 1 mg dlouhodobé celozrnné obiloviny, ofechy,
avokédo, hréach, fepa
Zinek 10 — 30 mg dlouhodobé maso (teleci, skopové), vajecny

zloutek, mlécné vyrobky, ceredlie

Bioflavonoidy

1000 — 2000 mg
dlouhodobé

rajcata, bila duzina citrusovych

plodt

11




2.1. Rozdéleni antioxidantu

2.1.1. Podle piivodu

2.1.1.1. Prirodni antioxidanty

Tyto antioxidanty se do potravy dostavaji z pfirodnich zdrojid. Mezi tyto
potravinarské suroviny patii predev§im kofeni (jako je napiiklad majoranka, tymidn,
Salvéj, rozmaryna), obiloviny a olejniny (hlavné pSenice, Zito, ryze, arasidy, fepka) nebo
ovoce a zelenina (olivy nebo cibule a paprika). Ovlivituji charakteristické vlastnosti,
barvu, chut a vini potravin.® Nevyhodou pfirodnich antioxidanti je jejich nizka
odolnost proti kysliku, a to zejména v rAmei expozice svétlu, vysoké teplots a sugeni.*

K nejcastéj$im piirodnim antioxidantlim lze zaradit:

a) Jednoduché fenoly, fenolové kyseliny a jejich derivdty

Fenoly jsou béZnou slozkou kofeni, naptiklad v tymianu se vyskytuje thymol a
karvakrol. Nékteré jednoduché fenoly, jako jsou napiiklad hydrochinon, guajakol nebo
salicylaldehyd maji krom¢ antioxida¢nich G¢inkt také antimikrobni Gc¢inek. A k jejich
hlavnimu vyuziti spolu s fenolovymi kyselinami patii uzeni potravin, a to jako slozky
koufe.

Mezi nejbéznéjsi estery fenolovych kyselin patii depsidy. Zastupcem depsidi je
velmi rozsitend kyselina chlorogenova vyskytujici se hlavné v kavé a v syrovych
bramboréch.’

b) Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou antioxidanty primarni. Ne&které znich (napf.
5-hydroxysubstituované flakony) vazi navic kovy do netGc¢innych komplexd. Pro
antioxidacni aktivitu flavonoidd je dulezity pocet hydroxylovych skupin a jejich
poloha.!

Flavonoidy chrani vitamin C pied predCasnym poSkozenim a zvySuji jeho
ucinnost nékdy az dvacetinasobné. Tyto latky se Casto vyskytuji predevs§im v zelening

(raj¢atech, paprice, brokolici) a ovoci, pfedevsim v bilé¢ duzing citrusovych plodﬁ.6
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c¢) Lignany

Patii mezi fytoestrogeny, coz jsou vicesytné fenoly strukturou podobné steroidnim
hormontm. Jednim z nejznamé;jSich ligninQ je NDGA (kyselina
nordihydroguajaretovd), kterd se z pocatku pouzivala jako antioxidant, ale pro jeji
nepiiznivé toxikologické hodnoceni se dnes uz nepouziva.' Lignany jsou obsaZeny
hlavné v ovesnych vlockéch, Inénych seminkéch, je¢meni ¢i zité. °
d) Diterpeny a chinony

K nejaktivnéjsim patii tzv. fenolové diterpeny karnosové kyseliny, které se
vyskytuji nejcastéji v extraktech z rozmarynu a Salvéje. Vyznamnou skupinou diterpenti
jsou chinony neboli derivaty fenanthrenchinonil (s jinym biochemickym vyznamem).

rrrrr

Géinek.!
2.1.1.2. Syntetické antioxidanty

vvvvvv

skupiny gallatd. Ptidavaji se do rostlinnych oleji a margarinti k inhibici zluknuti a
zachovani jejich chuti. KdalSim dilezitym syntetickym antioxidantim patii
monofenolové antioxidanty BHA (terc. butylhydroxyanisol), BHT
(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen) a difenol TBHQ (terc. butylhydrochinon).*?
a) BHA

Butylhydroxyanisol je tvofen z 90 % 3-terc. butyl-4-hydroxyanisolem a 10 %
2-terc. butyl-4-hydroxyanisolem. Jeho u¢inky se vyuzivaji predev§im k ochrané tuk
(napft. u oleji kokosovych nebo palmojadrovych — tedy u mastnych kyselin, které maji
krati fetdzce).!
b) BHT

Butylhydroxytoluen, dfive také znamy jako Ionol, je ve srovnani s BHA mnohem
ucinnéjsi antioxidant, a to hlavné u zivoc¢isnych tuka, ale je vhodny i pro rostlinné tuky.
Stejn¢ jako BHA se cCasto pouziva do obalovych materidlii, a tim se dostdva do

potravin.'?
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¢) TBHQ

2-terc. butylhydrochinon patii jako jediny antioxidant do skupiny difenold. Lze ho
pouzivat v kombinaci s chelataénimi ¢inidly (napf. citrobnovou kyselinou), tim se zvysi
antioxidaéni kapacita, coz se pouziva specidln¢ pro ochranu rostlinnych oleja. TBHQ
obecné patii k nejlepsim antioxidantim tukil, které se pouzivaji ke smazeni.*
d) gallaty

Gallaty, neboli estery kyseliny gallové, se vyskytujici v malém mnozstvi
V potravinach rostlinného ptivodu. Proto byly diive fazeny do pfirodnich antioxidantt,
dnes jsou vSak fazeny pouze k syntetickym latkdm. Spolu s BHA a BHT vykazuji

synergismus, avSak v kombinaci s TBHQ je jejich pouziti zakazano.'

2.1.2. Podle struktury

Podle chemické struktury antioxidanty délime do tfi hlavnich skupin:
na polyfenoly (jako jsou flavonoidy, anthokyany, fenolkarboxylové Kkyseliny,
kumariny), karotenoidy (karoteny - prekursory vitaminu A nebo xanthofyly) a
tokoferoly (vitamin E). °

Vitamin E byl nazvan ,,1zasnou molekulou! pro svou mnohotvarnost, ovSem
pouze ve své prirodni podobé, synteticky je tzv. mrtva latka. Dosud je znamo
pfinegjmensim osm ridznych forem vitaminu E. Obsahuje-li strava pfili§ malo
vitaminu E, tuk v lidském téle zezlukne — typické znamky se pak projevi skvrnami na
rukach.

U Zen ma velky vyznam pii 1écbé neplodnosti, zabranuje taky naptiklad tvorbé
kiecovych zil, srde¢nim a mozkovym mrtvicim, rakovin¢ a mnoha jinym onemocnénim.
Potraviny bohaté na vitamin E jsou hlavné ofechy, celozrnné obilné vyrobky, zelend

. , . v A 6
listova zelenina, luSténiny nebo vajecny zZloutek.
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2.2. Mechanismus ptsobeni antioxidanti

Vlivem UV-zafeni, kysliku a nékterych organickych latek ptitomnych v ovzdusi
dochazi k poskozeni vazeb u vyssich mastnych aminokyselin a dalsich latek. U potravin
se tyto zmény projevi zménou senzorickych vlastnosti (barvy, chuté, viing). Témto
zménam se ik ,,radikalova oxidace[] a dochazi pii nich ke vzniku volnych radikali.

Antioxidant se zapojuje do této reakce a proces vzniku nezadoucich radikalt
zpomaluje tim, Ze zkracuje antioxidacni fetézec a zvysuje rychlost terminacnich reakci.
Antioxidant se béhem reakce spotiebovava, takze kdyz je veSkery vypotiebovan,
autooxidace probiha dal jakoby zadné antioxidanty nebyly pfitomny. Antioxidanty tedy
nemohou radikalovou oxidaci uplng zastavit, pouze ji zpomali.™’

Mechanismus plisobeni antioxidanti 1ze popsat reakei (1):

R-O-OH — R-0O-Oe + A-H — R-O-OH + Ae (1)
-H,0O
hydroperoxid hydroperoxidovy  antioxidant hydroperoxid radikal
radikal antioxidantu

2.3. Antioxidanty a jejich vliv na zdravi ¢lovéka

Antioxidanty v dnesni dobé vyvolaly zna¢ny zajem kvuli svym potencidlnim
nutricnim a terapeutickym u¢inktim.

Pfirodni antioxidanty pfitomné v potravinach plsobi kladné€ na lidsky organismus,
protoze nic¢i volné radikély, které mohou v organismu zpiisobovat oxidativni stres a
které¢ se podileji na vzniku a progresi vice jak 60 zavaznych onemocnéni (napf.
kardiovaskularnich, neurodegenerativnich, rakoviny, Sedého zakalu) a poskozuji DNA,
lipidy a proteiny. Svoji vyznamnou tlohu sehravaji volné radikaly i pii starnuti.®

Obsah antioxidanti v potravinach zpomaluje ve zna¢né mife atherosklerotické
procesy, inhibuje akumulaci cholesterolu v krevnim séru a zvysSuje rezistenci cévnich
stén proti lamavosti. Mnoh¢é antioxidanty sniZuji riziko onemocnéni koronarnich cév,

které zptisobuje volny radikal ,,peroxidovany cholesterol ] 3
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Zelenina, ovoce a zemédélské plodiny predstavuji v lidské vyzivé vyznamny
zdroj antioxidanta jak pfi pfimé konzumaci, tak i ve form¢ zeleninovych a ovocnych
stav.

Jednim z nejbohatSich zdroji antioxidantl v lidské vyzivé jsou bramborové
hlizy (Solanum tuberosum L.). Spolu s ovocem a zeleninou zajist'uji denni piijem asi 64
mg polyfenoli na osobu a zaujimaji druhé misto v pfisunu antioxidantli za rajéa‘[y.10
Z antioxidantd jsou nejbohatsi na polyfenoly (1226 mg.kg™") a L-askorbovou kyselinu
(170 mg.kg™"). Z ostatnich latek typu antioxidantd jsou v bramborich zastoupeny
karotenoidy (az 4 mg.kg '), a-tokoferol (az 2,5 mg.kg™') a v mensi mite selen (0,01
mg.kg™") a a-lipoova kyselina. **

Strava ma vyznamny dopad na zdravi a pohodu b&hem Zivota. Cast svétového
obyvatelstva trpi nedostatkem dllezitych vyzivovych skupin, zatimco jind Cast trpi

- . y y e 1o 12
nemocemi zpusobené nadmérnou spotiebou lipidl a sacharidu.
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3. Metody stanoveni antioxidanti

3.1. Izolace antioxidantu

Pied stanovenim antioxidantti se musi nejprve vhodnym zpuisobem antioxidanty
izolovat z puvodniho obvykle tuhého vzorku. Kizolaci se nejéastéji pouzivaji rtuzné
druhy extrakce, jako jsou napiiklad extrakce v Soxhletové extraktoru, vysokotlaka
extrakce rozpoustédlem, extrakce s vyuzitim ultrazvuku nebo extrakce nadkritickou
tekutinou.

Extrakce samotna je separa¢ni metoda, pii které¢ prechazi slozka ze smési latek
Vv kapalné ¢i tuhé fazi do jiné kapalné faze — rozpoustédla. Dulezita je volba vhodného
rozpoustédla Fidici se charakterem latky, ktera ma byt extrahovéana.™

Zvolena extrakéni metoda by méla byt rychld, jednoduchd, s minimalni spotiebou
organického rozpouétédla.14 Podle zpiisobu provedeni lze extrakéni metody rozdélit na
jednostupiiovou, dvoustupnovou a kontinualni. A podle zucastnénych fazi extrakéni
metody dé&lime: *°

o L(S) - G extrakce (extrakce plynem)
¢ L(G) - S extrakce (extrakce tuhym sorbentem)
o L - L extrakce (extrakce kapaliny kapalinou)

e S - L extrakce (extrakce tuhych latek kapalinou)

Pii extrakci antioxidantli dochédzi ke koextrakci dalSich latek, a proto se musi
extrakt vétSinou precistit (extrakce kapalina-kapalina, kolonovd chromatografie,
destilace s vodni parou). Z extraktu se pak antioxidanty nasledné reextrahuji obvykle
75 % vodnim roztokem methanolu nebo z acetonitrilu. Kizolaci malo tékavych
antioxidantll je mozné vyuzit destilace s vodni parou (terc. butylhydroxyanisol, di-terc.

butylhydroxytoluen).'®

17



3.2. Analyza antioxidantu

Ke stanoveni antioxidantli se pouZzivaji nejCastéji metody spektrofotometricke,

HPLC a plynova chromatografie.

3.2.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato separacni metoda je v analytické chemii Vvdnesni dobé jednou
z dominantnich. Vlastni separace probiha v separa¢ni kolong, ktera obsahuje stacionarni
(nepohyblivou) fazi = sorbent a mobilni (pohyblivou) fazi = eluent. Tato kolona se
vyznacuje vysokou hustotou a homogenitou naplné staciondrni faze a tedy 1 velkym
hydrodynamickym odporem.'” Schéma kapalinového chromatografu je na obrazku 1.

Kapalinovd chromatografie je vhodnd pro separaci nepolarnich az iontovych,
tepelné nestalych a méné tékavych organickych latek, nebot’ je mozné pracovat za
laboratorni teploty bez nutnosti zplyfiovani vzorku. *®

Jeji hlavni vyhodou je, ze k d€leni latek je mozné vyuzit vSech vratnych
dvoufdzovych separa¢nich mechanismi, jako je adsorpce, iontova vyména ¢i

18

rozdélovani mezi dvé nemisitelné¢ latky.”™ Aplikace HPLC metod na stanoveni

antioxidantt je uvedena v tabulce 2.

CHECMIO T OGRS B
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Obr 1. Schéma kapalinového chromatografu *°
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Tab 2. Aplikace HPLC metod na stanoveni antioxidant

potravina podminky
antioxidant extrakce (rozpoustédlo, UV)
BHA, BHT maslo, maso *° ODS-Sil-X-1, methanol + voda
extrakce methanolem (75 + 25 nebo 65 + 25), UV 280 nm
BHA, oleje mStyragel, chloroform, UV 280 nm

BHT, TBHQ rozpusténi v chloroformu

BHA, BHT, olej, potraviny ODS-Sil-X-I, gradient acetonitril +
TBHQ, gallaty extrakce acetonitrilem, voda (od 30+70 do 65+35), UV 280,
72 % ethanolem, 360 nm

dimethylsulfoxidem

BHA, BHT, suSené potraviny Supelcosil LC-18, kyselina octova +
TBHQ, gallaty extrakce hexanem a voda + methanol + acetonitril
nasledné acetonitrilem (isokratickd nebo gradientova eluce),
UV 280 nm
BHA, BHT, potraviny % Ultrasphere ODS, acetonitril + voda +
gallaty extrakce acetonitrilem methylterc.butylether, UV 230 nm

19



3.2.1.1. Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu

a)

b)

d)

f)

Zasobnik mobilni fdze — hojné se vyuziva sklenéné nebo nerezové nadoby.
Zasobnik musi byt dobie uzavien, aby kapalina v nich mohla dobie odtékat a jeji

pary neunikaly do okoli.*

Vysokotlaké cerpadlo — umoziuje praci s tlaky az do 60 MPa, coz umoziuje
pomérné velky pritok mobilni faze (0,1 — 20 ml/min). Mezi nejCastéji pouzivana
Cerpadla patii membranova Cerpadla a pistova Cerpadla s malym pracovnim

tlakem.®

Davkovac vzorku — potize zpusobuje vliv velkého pracovniho tlaku uvnitt
kolony (az 60 MPa), ktery je tieba pii vstiiku vzorku piekonat. Byla proto
konstruovana tfada nastfikovych zafizeni, mezi nejefektivnéj$i patii provadéni

L . o “lo s 1 1
nasttiku proti normalnimu tlaku nebo smyckovy davkovac. 8

Separacni kolona - rovné trubice znerezové oceli o délce 10 az 25 cm a
vnitinim priméru 3, 4 nebo 4,6 mm naplnéné sorbentem o pruméru zrn 3, 5

nebo 10 um, ktery je drzen v koln€ pomoci frit. "

Termostat — udrzuje teplotu kolony. Teplotni rozsah u moderniho termostatu
byva od 10 °C pod okolni teplotou az do 140 °C. Zajistuje distribuci tepla
chromatografickou kolonou a soucasné¢ piedehiiva mobilni fazi pted vstupem do

kolony.*

Detektor — nejcastéji pouzivané jsou absorpéni fotometricky detektor,
fluorimetricky detektor, refraktometricky detektor, amperometricky detektor,
vodivostni detektor, detektor s diodovym polem (DAD) nebo hmotnostni

spektrometr jako detektor.*
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3.2.1.2. HPLC ve spojeni s detektoru CoulArray

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s coulometrickou detekci je v
soucasn¢ dob¢ jedna z nejcitlivéjSich metod pro stanoveni ptfirodnich antioxidantl
(hlavné fenolickych latek a flavonoidd). K separaci se vyuZziva systému obracenych fazi,
kdy stacionarni fdze je nepolarni a mobilni fazi je polarni rozpoustédlo. Vodivost
mobilni faze se zvysuje ptidavkem soli. 23

Velkou vyhodou CoulArray detektoru je jeho citlivost, selektivita, moznost prace
s gradientovou eluci a vyuziti poméru signali z cel s riznymi vloZzenymi potencialy
k identifikaci latek. Pti jeho pouziti asto neni tfeba izolovat latky z kapalnych matric,

o T . . « s w2425
naptiklad napoji, coz je Cinnost velmi pracné a casove naro€na.

3.2.2. Plynova chromatografie (GC)

Tato separacni analytickd metoda umoziuje kvalitativni a kvantitativni analyzu
plynt i kapalin, které 1ze pfed separaci pievést na pary. Mobilni fazi je vzdy vhodny
nosny plyn, stacionarni fazi je bud’ zakotvena kapalna faze nebo tuhy sorbent umistény

v kolon&." Schéma plynového chromatografu je na obrazku 2.

DAVEOVAC

| LT &=

E

CHROMATOCRAT

TERMOSTAT

ZASOENIX S NOSNYM JLYEM

Obr 2. Schéma plynového chromatografu 19
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3.2.2.1. Zakladni ¢asti plynového chromatografu

a)

b)

d)

Zasobnik s nosnym plynem — obvykle tlakové lahve s plynem, ktery transportuje
jednotlivé slozky vzorku kolonou. Nejcastéji se pouzivaji plyny, které jsou

inertni k naplni kolony i k analyzovanému vzorku (napf. vodik, dusik, helium) *’

Zarizeni na davkovani vzorku — davkovani se provadi do nastiikové hlavy
opatfené¢ septem, ktera je vyhfivana na zvolenou teplotu a proplachovana
nosnym plynem. Plynny vzorek se davkuje injekéni stiikackou o objemu 0,001
az 0,1 ml, kapalné 0,1 az 1 pl a tuhy vzorek se nejprve rozpusti ve vhodném
rozpoustédle. Davkovani se provadi pomoci dé€lice toku (split injection), které
se pouziva u kapilarnich kolon (na kolonu se pfivadi jen ¢ast nastfikovaného
vzorku). Nebo se davkuje bez déli¢e toku (splitless injection). Zde se vyuziva
zakoncentrovani vzorku v kapaling tvofici film v hlavé kolony. ZvySenim

teploty se pak slozky vzorku odpati a pfevedou na kolonu.*

Chromatograficka kolona — zde dochazi k separaci latek. Kolony se vyrabi bud’
kovové nebo sklenéné o priméru cca 0,1 — 0,5 mm a dosahuji délky cca

25 — 100 m. Rozd¢€luji se na napliové nebo kapilétrni.19

Termostat - jednou z kritickych veli¢in v plynové chromatografii je teplota, na ni
zavisi presnost a reprodukovatelnost meéfenych udajii. Je nutno udrzovat zvoleny
konstantni teplotni rezim nastfiku, kolony, detektoru a regulatoru tlaku a

pr1°1toku.19

Detektor — neboli ¢idlo, které reaguje na pritomnost separovanych latek.
Umist'uje se na vystupu z kolony v termostatovém prostoru. Idealni detektor pro
vSechny typy délenych latek, vysoce citlivy pro nizké koncentrace, avSak malo
citlivy na zménu teploty v praxi neexistuje. K nejb&zn&jsim detektort patii: *°

- plamenovy ioniza¢ni detektor, FID - selektivni, destruktivni

- detektor elektronového zachytu, ECD - selektivni, nedestruktivni

- tepelné€ vodivosti detektor, TCD — univerzalni, nedestruktivni

- hmotnostné spektrometricky detektor, MS — univerzalni, velmi citlivy

- elektrochemické detektory — selektivni, velmi citlivy
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3.2.2.2. GC s plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID)

Pracuje na principu ionizace chromatografované latky v mikroplameni smési
vodiku a vzduchu za danych podminek. Spalovanim vznikaji vodivé Castice, které se
vedou mezi elektrody, kde jsou pfi¢inou vzniku ioniza¢niho proudu. Jednou elektrodou
je ptimo tryska (katoda) a anodou je sbérna elektroda nad plamenem. " Schéma

plamenového ioniza¢niho detektoru je na obrazku 3.

RN
zapalovani ——]] iﬁ E{h‘nd}f

-~

vzduch—» — +— vodik

T

cluat

Obr 3. Schéma FID *°

Jednou z moznych aplikaci metody GC-FID je analyza antioxidantd v tuku.
Nejprve se antioxidanty oddeli od tuku rozpusténého v chloroformu pomoci gelové
permeacni chromatografie (GPC) na kolon¢ naplnéné gelem Bio Beads S-X3
v acetonitrilu pii laboratorni teploté. Vlastni stanoveni antioxidantd se provede na

plynovém chromatografu vybaveném plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) 2
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3.2.3. MEKC — micelarni elektrokineticka chromatografie

Metoda MEKC (Micellar Electrokinetic Chromatography) umoziiuje mimo jiné
elektromigracni separaci neionogennich slou¢enin. PouZitim povrchové aktivni latky
v elektrolytu (napt. dodecyl sulfat sodny (SDS), zlu¢ové kyseliny, neionogenni Triton
X-100) vznikaji koloidni shluky (micely) na povrchu polarni a uvniti nepolarni. Metoda

umoZiiuje separovat ionty s nizkou pohyblivosti.*?

Jednou z moznych aplikaci metody MEKC je analyza antioxidanti ve vingé. Ve
vzorku vina byly stanovovany flavonoidy (katechin, naringenin, apigenin, myricetin,
kverecetin a kaempferol) pomoci metody MEKC s UV detekci. Vzorek byl nejprve
extrahovan diethyletherem a octanem ethylnatym. VysuSeny extrakt byl poté rozpustén
v roztoku propan-1-olu a vody (1:1). Separace byla provedena pii pH = 9 po dobu 16
minut. Pracovni elektrolyt byl slozen z 40 mmol.I"* boritanového pufru, 40 mmol.I"
dodecylsulfatu sodné¢ho a 20 % propan-1l-olu. Informace ziskané touto metou se

N ey v ’ v 1v r o ’ ’ 27
vyuzivaji k urceni zemédélského ptivodu zpracovanych vin.

3.2.4. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je vysoce ucinnd separa¢ni metoda.
Vyhody, jako jsou mald spotifeba vzorku, kratka doba analyzy ¢i velka separacni
ucéinnost, z ni u€inily jednu z nejprogresivnéjSich analytickych metod. Nabité ¢astice se
v pribéhu analyzy od sebe déli ucinkem elektrického pole podle riznych rychlosti
elektromigrace. Separace je ovlivnéna mnoha faktory (druhem zakladniho elektrolytu,
jeho pH a koncentraci, separacnim napétim, teplotou atd.).?® Schéma kapilarni zoénové

elektroforézy je na obrazku 4.
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Obr 4. Schéma CZE *°

Jednou z moznych aplikaci metody CZE je analyza antioxidantd v kakau. Kofink
a kol. studovali flavonoidy (hlavné katechiny) v kakau a ¢okolad¢ chiralni kapilarni
elektroforézou. Separace bylo dosazeno pouzitim 100 mmol.I" boritanového pufru o
pH = 8,5 s12 mmol.I"* (2-hydroxypropyl)-a-cyklodextrinu. Bylo zjiiténo, e kakao

obsahovalo flavonoidy o stiedn& vysoké koncentraci. 2°
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3.2.5. Spektrofotometrie

Jde o optickou metodu stanoveni latek absorbujicich elektromagnetické zateni
(pfedevsim z oblasti ultrafialové a viditelné, n€kdy z oblasti infracervené). Mnozstvi
absorbovaného zatfeni o urcité vinové délce zavisi na charakteru a mnozstvi absorbujici
latky - vzorku. Méfeni se provadi pfi konstantni vlnové délce, kterd odpovidd maximu
absorpce stanovovanou latkou. Pokud se neméfi jen pii jedné vinové délce, ale hodnoti
se urcity tusek spektra, jde o spektrofotometrii. Nejvice vyuzivany vztah ve
spektrofotometrii je Lambertiv-Beertiv zakon (viz vzorec 2), kde je absorbance pfimo

umérna koncentraci absorbujici latky.™

A=¢.l.cC (2)
A ... absorbance
1... délka kyvety [cm]

¢ ... koncentrace [mol.dm™]

¢ ... molarni absorp¢ni koeficient [dm®.mol™t.cm™]
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4. Antioxidacni aktivita

Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost slouCeniny (smési latek)
inhibovat oxidaéni degradaci riiznych sloucenin (napt. zabranovat peroxidaci lipidi).
Pro vzajemné porovnavani antioxida¢nich G¢inka riznych smési byl v souvislosti s
analyzou potravinovych vzorkl zaveden pojem celkova antioxidaéni aktivita TAA (total
antioxidant activity), ktera kvalifikuje kapacitu vzorku biologického materialu
eliminovat radikaly.®

Rovnéz byl prokazdn vztah mezi antioxida¢ni aktivitou latek pfijimanych v
potravé ¢i v ndpojich a prevenci nékterych onemocnéni, napt. kardiovaskuldrnich
chorob, neurologickych poruch nebo procest starnuti.™

Antioxidac¢ni aktivitu latek lze méfit metodami chemickymi a fyzikalng-
chemickymi. Chemické metody mohou byt zalozeny na pouziti ¢inidel poskytujicich s
volnymi radikaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsaZzené
antioxidanty. Intenzita zbarveni se vétSinou méfi spektrofotometricky. Naproti tomu
fyzikalné-chemické metody nesleduji bezprostiedné chemickou reakci nebo zmény
obsahtl jednotlivych latek. Zabyvaji se zménou fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy

doprovazi.

4.1. Chemické metody

4.1.1. ABTS metoda

ABTS metoda, nékdy téz oznacovana jako TEAC metoda (Trolox equivalent
antioxidant capacity), patfi mezi zakladni metody pro stanoveni antioxidacni aktivity.
Principem ABTS testu je sledovani zhaseni radikédlového kationu ABTS®" vznikajiciho
oxidaci ABTS [2,2.-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu)], kde aktivacnim
¢inidlem je AAHP [2,2.-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid], H,O, Vv pfitomnosti
peroxidasy, Ks[Fe(CN)s] ¢i K»S,0s. ABTS®" ma silnou absorbanci ve viditelné oblasti
600—750 nm (roztok je zeleny), antioxidacni aktivitu lze stanovit spektrofotometricky.

TEAC potom vyjadiuje pocet radikalovych kation ABTS®' inaktivovanych jednou

27



molekulou antioxidantu. Metoda je zavisla na Case, mnozstvi vzorku a koncentraci
ABTS®". Je vhodna pro méfeni hydrofilnich i lipofilnich antioxidantt. 30

Pfi vlastnim experimentalnim meéfeni se uzivaji dva postupy. V prvém se
antioxidant pfidivad do reakéni smési, ve které byl jiz vytvofen radikal ABTS®*, pii
druhém postupu je antioxidant v reakéni smési pfitomen pii generovani radikalu

ABTS®" 3

4.1.2. DPPH metoda

DPPH test je zalozen na schopnosti stabilniho volného radikalu
2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazylu reagovat s donory vodiku.*®* DPPH vykazuje silnou
absorpci v UV a VIS spektru. Pii vinové délce 517 nm se sleduje ubytek absorbance,
pfi¢emz dochazi k odbarvovani fialového roztoku DPPH radikalu vlivem antioxidacnich
latek obsazenych ve vzorku. Méfeni se provadi po wuplynuti dané doby
spektrofotometricky. Antioxida¢ni aktivita se pak vyjadii jako procenticky ubytek

absorbance podle vzorce (3) nebo pomoci kalibracni fady je pfepoctena na ekvivalentni

mnoZstvi Troloxu. >
A - A
| () = —= =W 150 (3)
blank
| IR inhibice DPPH
Ablank e eeennnn. absorbance slepého pokusu
Asample «--vnee absorbance vzorku

Porovnani pfirodnich antioxidantti na zéklad¢ jejich celkové antioxidacni aktivity.
Mezi bohaté zdroje pfirodnich antioxidanti patii i 1é¢ivé rostliny. Pro 18 z nich byla
jejich antioxidacni aktivita stanovena metodou zhaseni radikalu DPPH na pfistroji
Oxipres ve vodnych a ethanolovych extraktech za laboratorni teploty. Zjisténé celkové

antioxida¢ni aktivity jsou uvedeny v grafu 1.
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Graf 1. Celkova antioxidac¢ni aktivita v mg askorbové kyseliny na 1 g susené rostliny
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rostliny

1-hefmanek (kvét), 2-bortivka (plod), 3-ostruzina (plod), 4-jahoda (list), 5-hluchavka
(kvét), 6-medunka (nat’), 7-malinik (list), 8-Cekanka (kofen, nat’), 9-mata (nat’), 10-lipa
(kvét), 11-Cerny bez (kvét), 12-zeleny ¢aj, 13-jefab (Cerveny plod), 14-dobromysl (nat),
15-rakytnik (plod), 16-matefidouska (nat’), 17-fenykl (plod), 18-sipek (plod)

Vyznamnou antioxidaéni aktivitu (stanovenou jak ve vodném, tak v ethanolovém
extraktu) vykazovaly list jahodniku lesniho, list maliniku a list ostruziniku, dale pak nat’
medunky, nat’ matefidousky, nat’ maty peprné, nat’ dobromysli a kvét hluchavky spolu
s kvétem lipy a kvétem cerného bezu. 1 kdyz tyto rostliny mély nizsi antioxidacni
aktivitu nez zeleny ¢aj, mohou byt povazovany za dobré zdroje antioxidantli vhodné

. vr . r oy .33
nejen pro pfimou konzumaci, ale také pro obohacovani potravin.
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4.1.3. ORAC metoda

ORAC metoda (oxygen radical absorbance capacity) narozdil od piedchazejicich
metod, které byly zalozeny na eliminaci syntetickych radikald, generuje kyslikové
radikaly a hodnoti schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci.
Detekce je zaloZzena na sledovani tbytku fluorescence B-fykoerytrinu (B-PE) po ataku
radikaly. Pro generaci hydroxylovych radikala se pouziva H,O; + Cu* a pro peroxalové
radikaly AAPH [2,2.-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid]. Vzhledem k tomu, ze
tyto radikaly patii k nejreaktivnéjSim, patii test ORAC k dulezitym parametrim

e, .. 4
charakterizujicim antlodeanty.3

4.1.4. FRAP metoda

Tato metoda je zaloZena na principu redoxni reakce, kde se vyuziva schopnost
antioxidantd ve vzorku redukovat Zelezité komplexy [napi. Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-
pyridyl)-1,3,5-triazin)], které jsou tém&F bezbarvé a po redukci na Fe**-TPTZ vytvaii
barevné produkty, které se méfi pti vinové délce 593 nm po urcené dobé. Vysledek se
poté vyjadii pomoci kalibracni kiivky na ekvivalentni mnozstvi Troloxu. Metoda je
nevhodna pro polyfenolické latky, které reaguji s komplexem pomalu, a pro méfeni
vzorkll s velmi nizkou hodnotou pH. Naproti tomu je vhodna pro méfeni ve vodném

g0 31
prostiedi.

4.1.5. Metoda s Folin-Ciocalteovym ¢inidlem

Metoda se uplatiiuje pfedev§sim k celkovému stanoveni fenolickych latek. Je
zalozena na reakci s Cinidlem dle Folin-Ciocalteua (kysely roztok fosfore¢nanu
molybdenového a wolframového — zluté zbarveni). V piitomnosti ¢inidla dochazi
v alkalickém prostiedi k rychlé oxidaci fenolickych latek za vzniku modfe zabarveného
molybdeno-wolframového komplexu. Vysledky jsou udavany jako ekvivalent kyseliny

gallové.35
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4.2. Fyzikalné-chemické metody

4.2.1. Elektronova spinova rezonance

Principem je schopnost urcit pfitomnost iontd, které obsahuji neparové elektrony.
To je vhodné pro stanoveni volnych kyslikovych radikall, popft. jejich komplext. Jako
¢inidla se nejéastéji pouzivaji N-terc-butyl-a-fenylnitron a 2,2-dimethyl-3,4--dihydro-
2H-pyrrol-1-oxid (DMPO). Byl prokazan fakt, ze k tvorbé hydroxylového radikalu
nedochézi ihned po zapoceti testu, ale az po uréitém ¢asovém posunu. Tento ¢as pak

muze byt vyuzit jako indikéator endogenni antioxidacni aktivity vzorku 3
4.2.2. Stanoveni redox potencialu

Toto stanoveni se uplatiuje piedevS§im v pivovarském prumyslu. Nejprve se
stanovovalo s pomoci kolorimetrické detekce, postupem ¢asu se vyzkum soustiedil
vyhradn¢ na elektrochemické stanoveni rH (redox potencial vztazeny ke standardni
vodikové elektrode). Byly urCeny tfi skupiny latek, které zadsadné ovliviiuji hodnotu
redox potencialu, a to rozpustény kyslik (hodnota rH je linearné¢ zavisla na jeho
koncentraci), tézké kovy a jejich komplexy (zejména Zelezo a méd’) a latky povahy
reduktont.

Bylo rovnéz prokazano, ze méfené potencialy vyjadiuji pouze okamzity oxida¢né-
redukéni vliv zminovanych latek ve vzorku, proto hodnoty nemohou byt pouzity pro
kvantifikaci obecnych antioxida¢nich vlastnosti vzorku, nebot’ na ném se podileji i
dalsi, elektrochemicky neaktivni latky. Vyzkum se proto pouze omezil na sledovani

obsahu rozpusténého kysliku. *
4.2.3. Chemiluminiscence

Chemiluminiscence, jinak téz chemické svétlo vznika pfimou pieménou chemické
energie na svételnou. Uvolnéna chemickd energie ptrevadi atomy nebo molekuly do
energeticky bohatsiho, tzv. excitovaného stavu, které takto ziskanou energii uvoliuji ve
formé svételnych kvant (fotonil). Tato metoda se predevSim pouzivd pro stanoveni

intenzity oxidace lipidii s pouZitim luminiscen&nich &inidel isoluminol a pyrazin-3-on.*
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5. ZAVER

Cilem této prace byla charakteristika antioxidanti, jejich rozdé€leni na piirodni a
syntetické, dale jejich mechanismus ptlisobeni a ptiznivy vliv na zdravy clovéka.
Antioxidanty omezuji aktivitu kyslikovych radikali, tim omezuji proces oxidace
v organismu nebo smésich, kde se vyskytuji. Z tohoto divodl se ptidavaji do potravin,
které by byly jinak oxidaci nadmérné poSkozovany. Mezi nejhlavnéjsi antioxidanty patii
vitaminy C a vitamin E, B - karoten, flavonoidy nebo také cela fada minerald (napf.
selen, mangan, zinek).

Analyzu antioxidantli pfedchazi nejprve jejich izolace, kterd se provadi hlavné
extrakénimi technikami. Pro samotné stanoveni je v dne$ni dobé& nejvice vyuZivana
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Dale se pouziva plynova
chromatografie, ¢asto ve spojeni s plamenovym ionizacnim detektorem, micelarni
elektrokinetickd chromatografie, kapilarni zénovéa elektroforéza nebo také casto
vyuZivana spektrofotometrie.

Dulezitou vlastnosti antioxidantli je jejich antioxidacni aktivita, kterd ma
dominujici tlohu mezi pfiznivymi biologickymi ucinky potravin na zdravi ¢lovéka.
Mezi nejcastéji pouzivané metody stanoveni antioxida¢ni aktivity patii ABTS, DPPH,
ORAC, FRAP. Tyto metody se fadi k metoddm chemickym. Mezi metody fyzikdlné-
chemické patii elektronova spinova rezonance, stanoveni redox potencidlu a

chemiluminiscence.
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