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Souhrn

Tato bakalarska prace je zaméfena na vyznam antioxidacni kapacity (antiradikalove
aktivity) potravin pro zdravy lidsky organismus a na analytické metody potfebné k jejimu
stanoveni. Diraz je kladen na klasifikaci latek s antioxida¢nim Gc¢inkem a jejich vyznamny
vliv v prevenci civilizanich onemocnéni. Zé&kladni principy jednotlivych analytickych
metod jsou uvedeny v jednotlivych kapitolach. PouZitelnost nynéjSich metod pro analyzu
antioxidaCni kapacity potravin je demonstrovana pomoci jednotlivych aplikaci zamérenych
na stanoveni vyznamnych antioxidantl ¢i jejich vlastnosti v rliznych potravinach. V préci
je diskutovana moZnost pouZiti elektrochemického stanoveni antioxidantd jakoZzto

ekonomicky vyhodné alternativy.

Klicova slova
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Abstract

This bachelor work is focused on the importance of the food antioxidants capacity
(antiradical activity) for a healthy human organism and on analytical methods needed for
its determination. Emphasis is placed on the classification of substances with antioxidant
effects and their significant impact influence to prevent civilization diseases. Basic
principles of analytical methods are given in the individual chapters. Applicability of
current methods to analyse the food antioxidant capacity is demonstrated by applications
focused to determination of significant antioxidants and their properties in food various
provenance. In this work, the possibility is discussed of using electrochemical

determination of antioxidants as a cost-effective alternative.
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1. UVOD

Tato bakalafska prace je rozdélena na dva celky. Prvni Cast je zaméfena na vymezeni
pojmd (antioxidanty, volné radikaly, antioxidacni kapacita) a na klasifikaci latek s
antioxidacnim 0c€inkem. V préaci je diskutovan pozitivni vliv téchto latek na zdravi
a celkovou vitalitu. PFi¢inami velkého narGstu civilizaGnich onemocnéni (ateroskler6za,
diabetes mellitus, hypertense, zanétliva stfevni onemocnéni a infarkt myokardu) jsou
zfejmé nespravné stravovaci navyky, nedostatek aktivniho pohybu, stres a pozivani
navykovych latek. Pravidelnd konzumace potravin s vyznamnym obsahem antioxidant
(antioxidacni kapacity) ma bezpochyby preventivni efekt vzniku vySe zmifiovanych
onemocnéni.

Druha cCast se zabyva analytickymi metodami, které lIze aplikovat ke stanoveni této
antioxidaCni kapacity. Mezi tyto metody zahrnujeme spektralni techniky zaloZzené na
meéFeni absorpcniho zafeni v UV-VIS oblasti, chromatografické metody (z nichz nejvyssi
vyznam ma HPLC) a v posledni fadé elektrochemické metody. Pouzitim citlivého
elektrochemického ¢idla Ize dosahnout spravnych vysledkd méreni vzork( potravin.
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2. ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou definovany jako latky, jejichz molekuly omezuji aktivitu
kyslikovych radikald, které prevadéji do méné reaktivnich nebo nereaktivnich forem. Jina
definice je charakterizuje jako slouceniny, které reguluji oxidacni pochody v organismu,
zabranuji nezadoucim reakcim a poskytuji ochranu buné€nym strukturam proti volnym
radikaldim [1]. V potravinach hraji dllezitou roli z hlediska ochrany zdravi. Védecké
poznatky naznaCuji, Ze antioxidanty sniZuji riziko civilizacnich onemocnéni. Skupina
neinfek€nich onemocnéni se statisticky vyskytuje Castéji ve vyspélych zemich nez
v zemich tfetiho svéta. Mezi tato onemocnéni patfi zejména diabetes mellitus,
aterosklerdza, infarkt myokardu, cévni mozkova prihoda, celkové oslabeni imunitniho
systému, hypertense, ulcerozni kolitida atd. [2]. K ochrané struktur a funkci mnohych
biomolekul jakoZto polynenasycenych mastnych kyselin v bunéfnych biomembranéch,
aminokyselin v proteinech, sacharidi, nukleovych kyselin mohou aktivné pFispét
antioxidanty. Jak zndmo[3], ty totiz udrZuji fyziologickou rovnovahu mezi iniciatory

oxidaci a systémem antioxidacni ochrany organismu.

2.1. Vyskyt antioxidant(

Mezi nejvyznamnéjsi latky s antioxidanim acinkem (kromé kyseliny askorbove-
vitaminu C), fadime polyfenolické slouceniny (polyfenoly). Tyto latky obsahuji ve své
chemické struktufe jedno nebo vice benzenovych jader s navazanymi
hydroxyskupinami [4]. Polyfenoly patfi mezi hojné se vyskytujici latky pFevazné
v rostlindch a potravinach z nich vyrobenych, které tvofi béznou soucast lidské stravy.
Denni pfijem polyfenold ve stravé se pohybuje kolem 1 g [5]. Hojné se vyskytuji v ovoci,
zeleniné, Cokoladé a napojich. Ovoce ve srovnani se zeleninou byva vétSinou bohatsi na
celkovy obsah polyfenoll. Bézné se vyskytujici ovoce na naSem Gzemi (ostruziny, maliny,
rybiz, borlivky, hroznové vino, jahody, jablka, atd.) je bezpochyby cennym zdrojem téchto
pro zdravy blahodarnych latek. Z druh(i zeleniny mzeme vybrat brokolici, Spenat, chiest,
kvétak, cibuli, rajéata a brambory. Vysoky obsah polyfenold nalezneme i u napoji jako
jsou kava, ¢aj, vino, ovocné dzusy a pivo [6,7].
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2.2. Klasifikace antioxidant(

Na zékladé biologické funkce mlZeme antioxidanty rozdélit na enzymatické
a neenzymatické substraty. K enzymatickym substratdm fadime enzymy jako katalazu,
superoxiddismutazu, glutathionperoxidazu, glutathionreduktazu a glutathion-S-transferazu
[2,8]. Béhem naseho metabolismu vznika nepretrzité v téle celd fada volnych radikald,
které jsou pomoci téchto enzyml eliminovany na nereaktivni formy. Tyto enzymatické
substraty jsou béZznou soucasti naSeho organismu a jejich kapacita je omezovana vysokym
prijmem potravin s vysokym obsahem kalorii (volnych radikald). Z tohoto diivodu je
dalezité zvysit obranyschopnost organismu vici antioxidaGnimu stresu vysokym pfijmem
antioxidantd a kompenzovat tak jejich nedostatek.

Mezi antioxidanty, které nemaji enzymaticky charakter, patfi napf. bilirubin,
kyselina mocCova, kyselina lipoova, koenzym Q, vitamin C, vitamin A, vitamin E,

karotenoidy a polyfenoly (flavonoidy, fenolické kyseliny, stilbeny) [9].

2.2.1. Polyfenoly

Dodnes bylo identifikovano nékolik tisic polyfenolyckych latek, jejichZz spoleCnym
znakem je obsah jednoho nebo vice aromatickych jader, na nichZz jsou navazéany
hydroxylové skupiny [4]. Polyfenoly rozdélujeme na flavonoidy, fenolické kyseliny,
stilbeny, tokoferoly a karotenoidy [10]. Lze je najit v nejriiznéjSich komoditach rostlinného
plvodu. V potravinarstvi se hojné pouzivaji synteticky vyrobené polyfenolické latky jako
konzervanty, na produktech musi byt na oznaCeny E-kddem;napf. anthokyany E163,
y-tokoferol E308, butylhydroxytoluen E321, butylhydroxyanisol E320 atd. [11].

2.2.1.1. Flavonoidy

Flavonoidy patfici do skupiny rostlinnych pigmentl syntetizovanych z fenylalaninu
se vyskytuji prakticky ve vSech Castech rostlin, zejména ve fotosyntetizujicich rostlinnych
burikach [12]. Dodnes bylo identifikovano vice nez 4000 druhd flavonoid(, z nichz mnohé
jsou odpovédné za atraktivni barvy kvétl, plodl a listd. V pFirodé se vyskytuji obvykle
jako glykosidy (chemicky vazané na sacharidy), méné Casto jako volné latky. Molekula
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flavonoidl obsahuje dvé benzenova jadra, ktera jsou spojena alkylovym fetézcem (C3).

Tento Tetézec tvofi heterocyklicky (pyranovy) kruh[13]. Obecny strukturni vzorec

flavonoidi je uveden na obr. 1.

Obrazek 1. Strukturni vzorec flavonoid [13].

2.2.1.1.1. Flavonoly

Flavonoly se fadi mezi nejvice rozsifenou skupinu flavonoidli v pfirodé. Mezi

hlavni zéstupce patfi quercetin, myricetin, rhamnetin a kemferol. Casto tvofi glykosidy

a jsou vazané na glukézu ¢i rhamndzu. Hojné se vyskytuji v rajéatech, ¢esneku, borlivkach,

brokolici, cibuli, Spenatu, chmelu a viné. Kromé antioxidacnich G¢ink{ maji flavonoly také

pozitivni vliv na permeabilitu a pruznost krevnich kapildr [10,14]. Chemicka struktura

flavonolll je zobrazena na obr. 2.

R: R, R3 R4 Rs
quercetin ~ OH OH H OH OH
myricetin ~ OH OH OH OH OH
rhamnetin  OH OH H OH OCHg;
kemferol H OH H OH OH

Obrazek 2. Chemicka struktura flavonolt [15].
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2.2.1.1.2. Flavony

Flavony se v pfirodé vyskytuji méné Castéji nez flavonoly. Spole€né s nimi tvori
Zluté pigmenty. Cervené papriky, celer a byliny obsahuji apigenin a luteolin, coZ jsou
glykosidy patfici k hlavnim zastupcim flavon(, jejichz struktura je znazornéna na obr. 3
[10]. Mezi aglykony mliZzeme zafadit nobiletin, sinensetin a tangeretin, které se podileji na
hotké chuti citrusti [16].

apigenin H OH H
luteolin H OH OH

Obrazek 3. Chemicka struktura flavond [15].

2.2.1.1.3. Isoflavony

V soucasné dobé bylo identifikovano kolem 200 rdznych isoflavonl. Vyskytuji se
predevsim v lusténinach a so6ji. Jeden kilogram séjovych bobl miiZe obsahovat az
580-3800 mg isoflavon(. Mezi hlavni zastupce patfi genistein, daidzein, glycitein
a biochanin A [10,17].

Ry R, R3
genistein OH H OH
daidzein H H OH
glycitein H OCH; OH
biochanin A OH H OCHj;

Obrazek 4. Chemicka struktura isoflavon( [17].
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Struktura isoflavond (obr. 4) je podobna estrogenlim. Jsou schopné vazby
na estrogenoveé receptory a proto jsou nazyvany fytoestrogeny. Jejich biologické Gc€inky
jsou rozmanité (antioxidacni, kardioprotektivni, protirakovinotvorné, antibakteridlni, atd)
[10,17].

2.2.1.1.4. Flavanoly (katechiny)

Flavanoly se v pfFirodé nachazeji jako monomery (katechiny) nebo polymery
(proanthokianidiny). Katechiny jsou tvoreny dvéma enantiomery, (-)-epikatechinem a (+)-
katechinem. Existuji také (+)-epikatechin a (-)-katechin, v pFirodé se ale béZné nevyskytuiji.
Flavanoly nalezneme napf. v grepu. arty¢oku, brusinkach, ¢erveném vinu, zeleném caji
a Cokoladé. NejbohatS§im pfirodnim zdrojem jsou merufky, které obsahuji az 250 mg
flavanolli na 1 kg Cerstvé vahy [10,17,18]. Chemicka struktura flavanoll je uvedena

na obr. 5.

Obrazek 5. Chemicka struktura flavanold [10].

2.2.1.1.5 Flavanony

Flavanony nalezneme ve vysSich koncentracich pouze v citrusech, v nichz
pfispivaji k jejich typické chuti. Vyskytuji se tésné pod slupkou a mezi jednotlivymi
segmenty, proto je jejich obsah v celém ovoci aZz pétkrat vyssi nez ve sklenici dzusu.
K hlavnim zastupclm patfi eridictyol, hesperetin, naringenin a pinocembrin [10]
(viz.obr. 6.).

18



Ry R2 Rs

Ry eridictyol OH OH OH

R, hesperetin OH OCH3 OH

naringenin H OH OH

R O pinocembrin H H OH

OH O

Obrazek 6. Chemicka struktura flavanon( [19].

2.2.1.1.6. Anthokyany

Anthokyany, jejichz chemickd struktura je znazornéna na obr.7, patfi
k nejrozSifengjSi skupiné rostlinnych barviv. Jsou zodpovédné za Cervené, modré
a modrofialové barvy ovoce ¢i zeleniny. V potravinaiském primyslu se nejcastéji
pouZivaji k barveni potravin a vykazuji téZ antioxidaCni 0Cinky. Trpi ale znanou
nestabilitou, proto dochazi ke glykosilaci pfevazné glukozou v pozici C3. Vyskytuji se
v bobulich modrych odrlid vinné révy a v listové a kofenové zelening, napf. Cerveném zeli,
cibuli, Fedkvickach. Mezi hlavni zastupce patfi pelargonidin, peonidin, petunidin, malvidin
a delfinidin [20].

R,

Ol Ry R,

pelargonidin H H

peonidin OCH3 H

HO O -
= R, petunidin OCH3 OH
malvidin OCHS3 OCHS3
OH delfinidin OH OH
OH

Obrazek 7. Chemicka struktura anthokyand [15].
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2.2.1.2. Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny a jejich derivaty nalezneme v mnoha potravinach (kéva, rajcata,
brambory atd.). K zastupclim tadime predevsim hydroxyderivaty kyseliny skoficové
(obr. 8) a benzoové (obr. 9). Mezi derivaty kyseliny skoficové patfi kyselina k&vova,
kumarova, chlorogenova a felurova. Hydroxyderivaty kyseliny benzoové jsou kyselina
vanilov4, gallova, protokatechovd, aj. K nejrozsirenéjsim esterlim kyseliny kavové patfi
kyselina chlorogenova. Vyskytuje se v fadé druhll ovoce, zeleniny a v kavé. Bohatym
zdrojem jsou brambory, jablka, hrusky a arty¢ok. Kyselinu felurovou obsahuje vlaknina,

Vv niZ je esterovou vazbou navazana na hemicelul6zu [10,21].

0 R1 R> Rs R4

o-kumarova OH H H H

m-kumarovd H OH H H

H OH p-kumarova H H OH H

Ras felurova H OCH; OH H
kavova H OH OH H

Es E1

Ba

Obréazek 8. Chemicka struktura hydroxyskoficovych kyselin [22].

R R, Rs Rq H O
benzoova H H H H R4
p-hydroxybenzoova H H OH H OH
gallova H OH OH OH
salicylova OH H H H
vanilova H OCH; OH H Rs R;
R,

Obréazek 9. Chemicka struktura hydroxybenzoovych kyselin [22].
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2.2.1.3. Stilbeny

Stilbeny patfi do skupiny antioxidantd strukturné podobnych flavonoidiim. Mezi
znamé stilbeny patfi resveratrol (obr. 10), ktery se vyskytuje ve vysoké mife v bobulich
vinné révy a ve vingé. Dale ho miZeme najit napfiklad v ¢inském zeli, cerveném a bilém
zeli, brokolici, mrkvi, cibuli, Cesneku a Cervené Fepé. Resveratrol lze zafadit mezi
sekundarni metabolity rostlin, jelikoz se mdze vyskytovat ve volné formé, nebo navazany
na néjaky sacharid. Ve zvySené mife se tvofi po napadeni rostliny houbami, viry nebo
bakteriemi. V lidském organismu plsobi svymi antioxida¢nimi a protizanétlivymi Gcinky,

maji blahodarny vliv v prevenci proti kardiovaskularnim onemocnénim [23,24].

HO

HO \ O o

Obréazek 10. strukturni vzorec resveratrolu [15].

2.2.2. Kyselina askorbova

Kyselina askorbova (vitamin C) je ve vodé rozpustny antioxidant nachézejici se
hlavné v extracelularnim prostfedi organismu. Uginné chréani lidsky organismus pred
plsobenim superoxidd, chlornand, peroxidu vodiku a pfed hydroxylovymi a peroxylovymi
radikaly. MiZe také chranit buné¢né membrany pred peroxidaci tim, Ze zvysuje G¢innost
tokoferolu.

Mezi zékladni zdroje vit. C patfi citrusové plody a listova zelenina. PFi jeho
nedostateCném prfijmu v potravé se zvySuje riziko vyskytu astmatu, bronchitid a dalSich
plicnich onemocnéni, jelikoZ patfi mezi antioxidanty vyskytujici se v extracelularni
tekutiné plic [25,26].
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2.2.3. Tokoferoly

Tokoferoly tvofi skupinu latek osmi izomer( (viz. Tab. 1). Z této fady izomerd ma
pro lidsky organismus nejvétsi vyznam a-tokoferol (vitamin E). Tokoferoly se rozpoustéji
v tucich a zodpovidaji za ochranu polynenasycenych mastnych kyselin v bunéénych
membranach pred lipoperoxidaci [25,27].

P¥i reakcich vitaminu E s alkylperoxylovymi radikaly lipidd LOO® dochazi k jejich
pfeméné na  hydroxyperoxidy (LOOH), které nasledné rozkladd enzym
glutathionperoxidaza a dochazi k zastaveni lipoperoxidace a napadani dalSich molekul
masnych kyselin. Reakcemi s volnymi radikaly vznika z vit. E tokoferylovy radikal, ktery
jiz nema antioxidacni schopnosti. K jeho regeneraci na aktivni formu s hydroxylovou

skupinou na aromatickém jadre slouzi kyselina askorbova [25,28].
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Tabulka 1. Pfehled tokoferolli a tokotrienol(i [29].

R

2

Alpha-
tocotrienol

methyl methyl

Beta-tocotrienol methyl H methyl

Gamma- H methyl  methyl
tocotrienol
Delta- H H methyl
tocotrienol

Alpha- o methyl  methyl methyl
tocopherol
‘\\\\
0
Beta-tocopherol o methyl H methyl
R
H 0
Gamma- H H methyl methyl
tocopherol HO
R
0
Delta-tocopherol H H H methyl
HO
.\\\\
H 0

23



2.2.4. Karotenoidy

Karotenoidy tvofi Sirokou skupinu pfirodnich pigment( syntetizovanych rostlinami
a mikroorganismy, které se vyskytuji v rostlinch, konkrétné v chromoplastech vysSich
rostlin a fas. Karotenoidy byly objeveny také u nékterych druhl bakterii [30]. VétSina
karotenoidd obsahuje systém dvojnych konjugovanych vazeb, ktery zodpovida za jejich
antioxidacni aktivitu [25]. Uplatiiuji se zejména pfi odstrafiovani (ROQs) radikald
v lipidech a maji vyznam v prevenci proti rakoviné. Lidsky organismus totiZ neni schopen
tyto latky syntetizovat, a proto karotenoidy pfijima hlavé z ovoce a zeleniny (napf. kapusta,
rajce, mrkev, brokolice, dyné grapefruit, meruniky). Tyto lipofilni latky se vstfebavaji
v tenkém stfevé pouze za pritomnosti ZluGovych kyselin a neporusené absorpce tukd.
V soucasnosti je znamo vice nez 600 druh(, mezi které patfi napf. o-karoten,
B-karoten, y-karoten, lutein a kryptoxantin. Mezi nejrozSifenéjSi patfi B-karoten (obr. 11),

jakoZ to cenny zdroj vitaminu A [31].

f-karoten

Obrézek 11. Strukturni vzorec B-karotenu [29].

2.2.5. Koenzym Q

Koenzym Q byl izolovan v 50. letech z mitochondrii hovéziho srdce. Jeho hlavni
funkce byla pridélovana prenaseni elektronl a syntéze adenosintrifosfatu (ATP)
v dychacim fetézci. Postupnym zkoumanim koenzymu Q bylo zjisténo, Ze se nachazi
ivriznych ¢&astech buiky: Golgiho aparatu, bunééném jadre, lysozomech
a cytoplazme [32].

Vyskytuje se ve tfech hlavnich redoxnich formach: pIné oxidovany (ubichinon),
CasteCné redukovany (semichinon) a plné redukovany (ubichinol), ktery patfi mezi G¢inné
antioxidanty. Je to jediny lipofilni antioxidant, ktery si lidsky organismus dokéaze

syntetizovat sdm. Regeneruje vit. E a vit. C, dale je schopny zasahnout do lipoperoxidaéni
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kaskady a tim Gc€inné chranit bunééné membrany pred peroxidaci lipidd. Velké uplatnéni
ma koenzym Q také v dermatologii a kosmetice. V klzi predstavuje prvni antioxidacni

obranu pred vlivy slune¢niho zéafeni a tim chrani plet’ pfed starnutim [33].

3. VOLNE RADIKALY

Volné radikaly miizeme charakterizovat jako Castice obsahujici jeden nebo vice
neparovych elektrond ve svém elektronovém obalu. Tyto nepéarové elektrony zpisobuji
jejich znaCnou reaktivitu. V organismu vznikaji pfi mnoha fyziologickych nebo
patologickych procesech, napf. pfi svalovém vykonu na kyslikovy dluh, rozpadem
fagocytl, kourenim, odbouravanim alkoholu a pusobenim ultrafialového svétla. Volné
radikaly tvofi predevsim reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS)
[34,35]. Jejich prehled je zndzornén v Tab. 2.

3.1. Patologické plsobeni volnych radikald

V lidském organismu mize oxidaénim plsobenim volnych radikalld dochazet
ke strukturnim ¢i funk&nim zméndm molekul, coZ vede az k zéniku bunék nekrézou
Ci apoptozou. PFi apoptoze dochazi k tzv. programované bunécné smrti, kdy se bunka
rozpada na malé Casti, které mohou byt nasledné fagocytovany aniz by doslo k z&nétu. Ten
vznika pravé pfi nekroze, kdy burika praska a jeji obsah se vyléva do jejiho okoli. Mezi
molekuly, na které plisobi volné radikaly, patfi napf. bilkoviny, DNA nebo lipidy [35,36].
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Tabulka 2. Pfehled volnych kyslikatych a dusikatych radikal(i (prevzato z 34).

Reaktivni latka Vzorec

Reaktivita a vlastnosti

Reaktivni formy kysliku

Superoxid 0,
Hydroxylovy radikal OH.
Peroxid vodiku H,0,
Peroxylovy radikal ROQe

Organické hydroperoxidy = ROOH

Singletovy kyslik 0,

Ozon O3

vznik v mitochondriich, kardiovaskularnim
systému atd.

vysoce reaktivni, tvorba pfi pretizeni
organismu zelezem

vysoce reaktivni, vysledek metabolismu,
prekurzorem hydroxidového radikalu
vznik pFi oxidaénim poskozeni lipidd,
proteind, DNA, cukr(, atd.

reaguje s ionty prechodnych kovl za
vzniku reaktivnich forem

vysoce reaktivni, vznik pfi
fotosenzitivnich a chemickych reakcich
pritomny v atmosfére, mlZe reagovat s

riznymi latkami, vznika O,

Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty NO’
Peroxynitrit ONOO

Peroxynitridova kyselina ~ ONOOH
Oxid dusicity NO;

neurotransmiter a regulator krevniho tlaku
tvori se z NOe a superoxidu, vysoce
reaktivni

protonovana forma ONOO-

vznik pfi zne€isténi vzduchu
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3.1.1. PoSkozeni bilkovin

ROS a RNS napadaji bilkoviny, které jsou soucasti lipidovych bunéénych membran
nebo lipoprotein(l. PFi styku peroxidl s bilkovinami obsahujici ve své struktufe Zelezo
dochazi k tzv. Fentonové reakci, pfi které jsou Zeleznaté ionty oxidovany peroxidem
vodiku na Zelezité ionty a hydroxidovy radikal. Spole¢né s ostatnimi typy oxida¢niho
poSkozeni se predpoklada, Zze poskozovani bilkovin volnymi radikaly se podili na rozvoji
Alzheimrovy choroby, Parkinsonovy choroby, cirh6zy jater, rakoviny a dalSich
patologickych stavech [35,37,38].

3.1.2. Poskozeni ribonukleovych kyselin

Negativnim plsobenim volnych radikald na deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
dochézi k vzniku fetézovych zlom(, modifikacim purinovych ¢i pyrimidinovych bazi nebo
deoxyribdzy. K poskozeni dochazi predevsim plsobenim OH radikall, které se aduji k
bazim a méni je na oxo- a hydroxyderivaty. Tyto modifikace jsou disledkem chybného
parovani G¢i preruSeni Tetézce, coz mize vést k apoptéze, metagenezi nebo

karcinogenezi [35,38].

3.1.3. Poskozeni lipidd

Volné radikaly poskozuji lipidy prostrednictvim jejich peroxidace, v pripadé lipidd
lipoperoxidace (LP), kdy dochazi k nezadouci preméng lipidl obsaZzenych predevsim
v bunénych sténach a lipoproteinech. Obvykle dochazi k LP tzv. polyenovych mastnych
kyselin, které obsahuji vice dvojnych vazeb. Proces LP probihd ve 3 fazich, kterymi
iniciace, propagace a terminace.

PFi iniciaci dochazi k odtrZeni atomu vodiku z metylenové skupiny mastné kyseliny
a vzniku uhlikového radikalu. U tohoto radikalu se preskupi dvojna vazba a vytvofi se
konjugovany dien. Ten poté reaguje s molekulou Kkysliku a dochdzi k tvorbé
lipoperoxidového radikalu LOOQe.

Ve fazi propagace napada LOOe dalSi mastné kyseliny, odtrZzenim atomu vodiku
vznikaji nove radikaly a hydroxyperoxidy LOOH. Tyto reakce probihaji tak dlouho, dokud
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se spolu nesetkaji 2 radikaly nebo se radikal nesetka s antioxidantem. PFi téchto reakcich

dochazi k terminaci a ukonceni fetézové reakce [9,34,35].

3.2. Onemocnéni vyvolana volnymi radikaly

Onemocnéni vyvolané volnymi radikaly byva spojovano s oxidacnim stresem. To
je stav, pfi kterém se poruSuje rovnovdha mezi vznikajicimi volnymi radikaly
a antioxidanty [8]. VolIné radikaly mohou pisobit dvéma zplsoby, bud pfimo vyvolavaji
onemocnéni nebo zhorsuji pribéh jinych onemocnéni. Volné radikaly vyznamné pfispivaji
ke vzniku diabetes mellitus, podporuji starnuti, vznik zanétd, nadord, plicnich onemocnéni
a aterosklerosy. Typickym pFikladem mohou byt infek&ni onemocnéni (angina, virdza), pfi
kterych v téle vznikéa bezpodet volnych radikald, a proto Iékafi doporucuji vyssi konzumaci

ovoce a zeleniny (zdroje antioxidant() [34,39,40,41].

3.2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus patfi mezi skupinu civilizacnich chronickych chorob, jejichZ
projevem je hyperglykemie. K hyperglykémii mlze dojit disledkem poruchy tvorby
inzulinu, jeho nedostateCnou funkci nebo kombinaci obou téchto variant. Hlavni funkci
inzulinu je transport glukozy z krve do intracelularniho prostfedi bunék, kde je vyuzZivana
jako hlavni zdroj energie. PFi poruSeni tohoto transportu se zvySuje koncentrace glukézy
v krvi a buiky nemohou byt dostatecné zasobovany. Charakteristickymi pfiznaky diabetes
mellitus jsou ztrata télesné hmotnosti, nechutenstvi, polyurie a nadmérné poZivani tekutin.

Hyperglykemie podporuje vznik volnych radikall. Ty reaguji s glykovanymi
bilkovinami a vznikaji tzv. produkty pokrocilé glykace (Advanced Glycosylation
End-products-; AGE). Tyto latky se hromadi v proteinech, které se nachazeji v reting,
glomerularni membréné, cévnim endotelu a myelinu. Jejich vznik je rychlejSi neZ
odbouravani, pfi kterém se musi navazat na receptor (RAGE). Touto vazbou AGE latek
na receptor vznikaji dal$i volné radikaly. Plisobenim AGE latek dochazi ke stimulaci
tvorby cytokin(, zplsobuji proliferaci bunék, lipoperoxidaci, koagulopatii a podporuji
vznik volnych radikald [40,41,42].
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3.2.2. Ateroskleré6za

Ateroskler6za je onemocnéni, pfi kterém volné radikaly napadaji lipoproteiny
0 nizké hustoté (LDL) a dochédzi k jejich oxidaci. Tim wvznikaji reaktivni aldehydy
(malondialdehyd) atakujici aminokyseliny apolipoproteinu B, dochazi ke zméné jeho
struktury a stavad se nerozpoznatelnym pro LDL receptory. Vzniklé Castice pronikaji
endotelem, kde se vazi na scavengerové receptory makrofagll a vytvari se pénové buriky
obsahujici cholesterol. Pénové bunky se hromadi v endotelu cévni stény ve formé
lipidovych prouzk(. Tyto déje jsou jesté reversibilnim stadiem aterosklerézy.

V dalsi fazi pénové burky zanikaji, coz zpdsobi proliferaci cévni stény a stimulaci
produkce vaziva. LDL pronikaji endotelem, ktery se tim poSkozuje a pFestava produkovat
NO, coZ ma za nasledek nachylnost ke zuZovani cév a snizeni jejich pruznosti. K organtim
neproudi dostatek okyslicené krve a miZze dojit k jejich poskozeni. Ateroskleréza je
prekurzorem pro dalSi onemocnéni, jako napfiklad infarkt myokardu nebo cévni mozkovou
prihodu [2,34,39,].

3.2.3. Zanétliva onemocnéni stiev

Mezi z&nétlivd onemocnéni tenkého a tlustého stfeva fadime ulcerdzni kolitidu
a Crohnovu nemoc, coz je zanétlivé viedovaténi jednoho nebo vice Usek( traviciho traktu.
Postihuje sliznici, podslizni¢ni vrstvu, pojivovou a svalovou vrstvu. Zanicend mista se hoji
jizvami, které zuZuji travici trubici. Typickymi pfiznaky mohou byt bolesti bficha, vyskyt
viidk{ v Ustech ¢i koneéniku, poruchy vstfebavani a podvyziva, objevovani krve ve stolici,
z toho vyplyvajici anémie ze ztrét Zeleza pfi krvaceni atd. Podle lékafskych studii mohou
byt jednou z pficin téchto onemocnéni pravé volné radikaly a nedostatek vitamin(i C a E.
[43,44].
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4. ANTIOXIDACNI KAPACITA

Antioxidacni kapacitu lIze definovat jako schopnost dané slouceniny nebo smeési
latek inhibovat oxidacni degradaci pro nads vyznamnych sloucenin. Dilezita je také
informace o délce trvani antioxida¢nich Gc¢ink(. Pro vzajemné porovnavani antioxidacnich
ucinkl rdznych latek byl nékterymi autory zaveden pojem celkova antioxidacni kapacita
(Total Antioxidant Capacity-TAC). TAC je parametrem, ktery kvantifikuje schopnost
vzorku biologického materidlu eliminovat volné radikaly, a ktery koreluje s antioxidacni
kapacitou krevni plazmy.

Aktivitu antioxidantd v potravinach ovliviiuje fada faktor(, které se mohou projevit
v rozdilech experimentalnich vysledkl. Vyznamnou ulohu v mife TAC hraje koncentrace
amnozstvi druh(l pfitomnych antioxidantd, které spolu mohou synergicky nebo
antagonicky reagovat. Zalezi také na teploté, pH, pritomnosti oxidacnich ¢inidel enzymd

a dalSich latek (napf. bilkovin v potravinach) [7,45].

4.1. Vyznam antioxidacni kapacity potravin

VSeobecné je znamo, Ze obyvatelé pFfimorskych oblasti trpi méné civilizatnimi
onemocnénimi nezZ lidé z vnitrozemskych oblasti a velkych mést. V téchto oblastech se
vice konzumuje pestrd strava bohatd na ovoce a zeleninu, s vysokym obsahem
antioxidant(l. Naopak lidé z velkych mést se vystavuji vétsimu stresu, konzumuji kalorické
potraviny a trpi nedostatkem pohybu.

Mezi typicky se vyskytujici onemocnéni zemi stfedni Evropy patfi zanétliva
onemocnéni tenkého a tlustého stfeva (nejCastéji v oblasti koneCniku), tzv. ulcerdzni
kolitidu, dale infarkt myokardu a diabetes mellitus. Tato onemocnéni se pravé u obyvatel
jizni Evropy vyskytuji jen sporadicky [33,46,47].

Antioxidacni kapacita popisuje jen sumu antioxidantl vyskytujici se v dané
potraviné a bliZze nespecifikuje zastoupeni jednotlivych latek s antioxidacnim ucinkem.
Kazdy antioxidant prispivd svou mérou k celkove antioxidaini kapacité. Tato prace je
cilena na stanoveni pravé této sumy. Celkovou antioxidaCni kapacitu potravin
i koncentraéni zastoupeni jednotlivych antioxidant( pfitomnych ve vzorku Ize ur€it pomoci

separacnich metod.
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4.2. Ekvivalent antioxidacni kapacity

Aby bylo viibec mozné porovnavat nutriéni hodnoty potravin (celkovy obsah latek
s antioxidanim Gcinkem) bylo zapotfebi pFepocitat jednotlivé pFispévky pritomnych
antioxidantl na celkovy obsah komeréné nebo Casto se vyskytujiciho antioxidantu, jakym
je napf. kyselina gallové, kyselina askorbova, BHT (butylhydroxytoulen) [47] nebo Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-karboxylova  kyselina)-synteticky ve vodé
rozpustny analog vitaminu E. Antioxidacni kapacita u vzork( potravin se nejcastéji
vyjadfuje jako tzv. Total Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) v jednotkach

koncentrace 1 mmol I Troloxu [48] (obr. 12).

CH,
HO
CO,H
CH, 0~ CH;
CH,
Obréazek 12. Chemicka struktura Troloxu [48].

5. METODY STANOVENI ANTIOXIDACNI KAPACITY
POTRAVIN

V moderni dobé se vanalyze potravin pouZivaji metody jako TEAC, FRAP,
ORAC, TRAP a DPPH, u kterych lze vyuZit spektralni detekce. DalSi moZnosti je pouZiti
kapalinoveé chromatografie nejcastéji HPLC (High-Performance Liquid Chromatography),
kdy se jednotlivé prispévky antioxidantdl pfepocitaji na hmotnosti ekvivalent kys gallové,
Troloxu atd. V posledni fadé je tu mozZnost vyuZiti elektrochemickych metod, které
nabizeji rychlou, snadnou a ekonomicky vyhodnou alternativu [49]. Principy jednotlivych
analytickych metod, které se v momentalni praxi pouZivaji, jsou detailné popsany

v nasledujicich kapitolach se zd&znamy reéalnych analyz.
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5.1. Spektralni metody

Spektrélni metody patfi do skupiny analytickych metod zaloZenych na sledovani
rlznych optickych vlastnosti latek. VétsSina spektralnich metod zamérena na stanoveni
antioxidacni kapacity spoCivd v méfeni absorpce (pohlceni) elektromagnetického zareni
molekul obsazenych ve sledovaném vzorku v UV nebo viditelné oblasti o vinové délce
200 az 800 nm.

PFi absorpci dochazi u molekulovych orbitalli k excitaci valencnich elektrond
a vznikaji elektronova spektra. Miru absorbovaného zafeni stanovovanymi latkami
mizeme vyjadrit pomoci fyzikalné-chemického zékona (Lambert-Beer). Tento vztah
vyjadfuje pfimou zavislost mezi absorpci zareni, koncentraci a délkou vrstvy absorbujici
latky. Matematicky mdzeme Lambert{v-Beer(v zdkon popsat nasledujicim vztahem

A= c-el

kde A je absorbance vzorku, € molarni absorpcni koeficient, ¢ koncentrace
absorbujici slozky a | délka absorbujici vrstvy.

Tyto metody jsou Casto vyuzivany diky své rychlosti, citlivosti a experimentalni
nenarocnosti. Nevyhodou ovsem mizZe byt velka spotfeba chemikalii a velké mnozstvi
spotfebovaného vzorku. VeétSina spektralnich metod na meéfeni antioxidacni kapacity
potravin je zalozena na redukénich schopnostech stanovovanych latek (antioxidant().

5.1.1. TEAC test (ABTS)

Metoda TEAC s pouZitim ABTSe- radikalu 2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonové kyseliny) se stava posledni dobou jednou z nejcastéji pouzivanych metod
k stanoveni celkové antioxidacni kapacity. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) spociva v neutralizaci modrozeleného radikal kationu ABTS™ (obr. 13), jedno-

elektronovou oxidaci vznika bezbarvy chromofor ABTS [7,50].
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Obréazek 13. Jednoelektronova redukce ABTS™ radikalu (pfevzato z 51).

Zdrojem elektron(, které se zUcCastiiuji této reakce, jsou pravé stanovované latky
s antioxidacnimi schopnostmi. MnoZstvi antioxidant(i se vétSinou prevadi na koncentraci
troloxu, ktera je v literatufe popisovana jako TEAC. Pfi této metodé se spektrometricky
meéfi Gbytek absorbance zplsobeny neutralizaci ABTS™ radikalu pfi 645 nm, 734nm
a 815nm [50].

5.1.2 FRAP test

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) vyuZiva schopnosti
antioxidantl redukovat bezbarvy Zelezity komplex Fe®'-2,4,6-tris(2-pyridyl-S-triazin)
(Fe**-TPTZ), ktery vzniké reakci TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) (obr. 14) s chloridem
zelezitym (FeClz). Tmavé modfe zbarveny produkt, ktery je vysledkem redukce

antioxidanty pfitomnymi ve vzorku, se stanovuje fotometricky pfi vinové délce 593 nm.
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Obréazek 14. Strukturni vzorec TPTZ [52].

Nevyhodou metody je méfeni pFi nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6), coZz ma
za nésledek malou citlivost na pomalu reagujici polyfenolické latky a trioly. Z tohoto
hlediska FRAP test odraZi pouze schopnost latek redukovat ion Fe** a nemusi pozitivné
odrézZet celkovou antioxidacni aktivitu vzorku [7,53].

5.1.3. ORAC test

U spektralni metody ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) sledujeme
ubytek fluorescence B-fykoerytrinu nebo fluoresceinu po reakci s hydroxylovymi nebo
peroxylovymi radikaly. Peroxylové radikdly jsou generovany ve vodném roztoku
z 2-azobis(2-amidinopropanu) hydrochloridu (AAPH), hydroxylové radikaly pak
ze systému H,0, + Cu*".

V zavislosti na mnozstvi antioxidantd v roztoku dochazi ke snizovani fluorescence.
Pouzitim fluoresceinu se stava metoda ORAC presnéjSi diky jednoduchému reak&nimu
mechanismu, ktery je zaloZen na prenosu vodiku. ORAC test patfi k diilezitym parametrdm
charakterizujicim antioxidanty, jelikoZ vyuZivané peroxylové a hydroxylové volné radikaly
patfi mezi nejreaktivnéjsi [50,54].
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5.1.4. TRAP test

Spektralni metoda TRAP (Total Radical-Trapping Potential) je ve své podstaté
velmi podobnd metodé ORAC. VyuzZiva peroxidace R-fykoerytrinu, kterd je zplsobena
termalnim rozkladem AAPH. ProtoZe antioxidanty ve vzorku peroxidaci potlacuji, reakce
zaCne az v okamziku, kdy jsou antioxidanty spotfebovany. Doba nastupu peroxidace je
tedy pfimo Umérnd antioxidacni kapacité vzorku. Vysledky méfeni se vyjadfuji
v jednotkach TEAC [7].

5.1.5. DPPH test

Tato spektralni metoda je zaloZzena na schopnosti stabilniho volného radikalu
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) reagovat s donory vodiku. Tato metoda je
jednoduchd a ¢asové nenarocna i pro manuélni analyzu. DPPHe (obr. 15) vykazuje silnou
absorpci v UV-VIS oblasti. Vhodné nafedény roztok vzorku se prida k Cerstvé
pfipravenému roztoku DPPH radikalu. PFi vinové délce 517 nm se sleduje Ubytek
absorbance, pficemz dochazi k odbarveni fialového roztoku DPPH radikalu do Zlutého
zbarveni (zcela redukovany roztok DPPH) vlivem antioxidacnich latek pfitomnych
ve vzorku [53,55].

O2N
( l N’ N NO;

NO,

Obréazek 15. Strukturni vzorec DPPH radikalu [56].

DPPH test se pouZiva jako orientatni metoda pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity vzorku, jelikoZ je zaloZena na vyuZivani redukce DPPH radikalu. Naméfené
vysledky se nejcastéji uvadéji v procentech jako mnozstvi inhibovaného DPPH radikalu
I (%) [53,55].
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Vypocet Ize snadno proveést ze vztahu:

A}Iank - 'A\sample
| (%)=———=.100

sample

kde Apiank je absorbance slepého pokusu a Asampie absorbance vzorku [53,55].

Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity ovoce a zeleniny, (vZdy po deseti druzich
dané komodity), jsou uvedeny v tabulkach ¢. 3 a 4. Z téchto vysledk( byly zamérné
vybrany pouze antioxida&ni kapacity plodin rostoucich v Ceské republice. Pro porovnani
naméfenych vysledk( byly pouzity tfi spektralni metody a to FRAP, TRAP a TEAC.
Z tabulek je zfejmé, Ze hodnoty antioxidacnich kapacit u jednotlivych vzork( nejsou zcela
shodné pro vSechny aplikované metody, ale autofi poukazuji na Uzkou Kkorelaci
analytickych vysledk( pofizenych témito metodami [7].

Analyzované druhy ovoce a zeleniny byly nakoupeny ve tfech rliznych italskych
supermarketech. Po omyti a nakrajeni se z jednotlivych vzork( vytvofila v dusikové
atmosféfe homogenni smés pomoci vysokorychlostnihno mixéru. Prfesné mnoZstvi
homogenizovaného vzorku (1 g) se za stalého mich&ni 15 minut extrahovalo se 4 ml vody
pfi pokojové teploté, centrifugovalo pfi 1000 otaCk&ch 10 minut a shromazdoval
se vznikly supernatant. Poté se extrakce opakovala se 2 ml vody a supernatanty se spojily.
Postup zpracovani vzniklych zbytk{ po centrifugaci a duziny byl stejny, akorat se misto
vody pouZil aceton. V pripadé potravin bohatych na lipidy se zbytky a duZina extrahovaly
dvakrat se 2 ml chloroformu pfi pokojové teploté 15 minut. Po provedené centrifugaci
se opét shromazdoval vznikly supernatant. VSechny extrakty se nafedily vhodnym
rozpoustédlem (v zavislosti na jejich aktivité) a ihned se provedla méfeni antioxidacni
kapacity [7].

PFi méfeni metodou TEAC se pracovni roztok upravil pfidanim z&sobniho roztoku
etanolu tak, aby dana absorbance vzorku dosahovala pfi 734 nm hodnot 0,70 + 0,02 AU.
Méreni se provadélo na pfristroji Hewlett-Packard 8453 spektrofotometru s diodovym
polem (HP, Waldbronn, Némecko). Takto upraveny pracovni roztok se pouZil jako mobilni
faze v pritokovém systému. Vysledky byly vyjadieny v mmol Troloxu na 1 kg daného
vzorku [7].

U TRAP testu se zfedény vzorek (120 pl) smichal s 2,4 ml fosfatového pufru

opH 7,4, 375 pl redestilované vody, 30 pl zfedéného R-PE a 75 pl ABAP. Méfeni
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se provadi pfi teploté 38 °C po dobu 45 minut na LS-55 luminiscenénim spektrometru
(Perkin Elmer, Wellesley, MA). Vysledné hodnoty byly vypocteny z délky lag-faze vzorku
porovnané s Troloxem a vyjadreny v jednotkach mmol Trolox na 1 kg [7].

Metoda FRAP se hodnotila pomoci Hewlett-Packard 8453 spektrofotometru
s diodovym polem. VVytvorena smés obsahujici 100 ul zfedéného vzorku a 3 ml pracovniho
roztoku se nechala 30 minut inkubovat pfi 37 °C a poté se zméfila jeji absorbance pfi
539 nm. Vysledné hodnoty byly ziskany porovnanim absorpénich zmén v testovaném
vzorku s vysledky ziskanymi ze zvysujicich se koncentraci Fe*" a vyjadiené jako mmol
Fe?" na 1 kg vzorku [7].
Mezi zeleninu s nejvyssi antioxidacni kapacitou mérenou pomoci metod TEAC a FRAP
mizeme zafadit Spenat a papriku. Vysoka hodnota u $penatu je zplsobena pFitomnosti
flavonoidd, derivatll kyseliny glukuronové a kyseliny p-kumarové. Z ovoce, byly nejvyssi
antioxidaCni kapacity nalezené v bobulich (tj., ostruziny, rybiz a malina), bez ohledu
na pouZzity test [7].

Tabulka 3. Antioxidacni kapacity u vybranych vzorkd zeleniny (pfevzato z 7).

selenina FRAP TRAP TEAC
mmol Fe®* / kg mmol Trolox / kg
Brambor 3,67 0,85 0,80
Brokolice 11,67 3,07 3,04
Cibule 5,28 2,43 1,82
Cervené fepa 15,31 7,67 2,94
Hlavkovy salat 4,94 2,31 1,33
Kvétak 4,27 1,61 1,10
Paprika 23,54 6,42 7,62
Rajce 512 1,31 1,65
Spenat 26,94 5,79 8,49
Zeli 5,79 2,83 1,15
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Tabulka 4. Antioxidacni kapacity u vybranych vzork{ ovoce (pfevzato z 7).

FRAP TRAP TEAC
ovoee mmol Fe** / kg mmol Trolox / kg
Bordvka 18,61 9,30 7,43
Broskev 6,57 1,49 1,67
Hruska 5,00 3,87 2,19
Jablko 3,84 2,23 1,59
Jahoda 28,00 10,34 11,34
Malina 43,03 10,48 16,79
Ostruzina 51,53 21,01 20,24
Rybiz 44,86 12,14 14,05
Svestka 12,79 8,09 5,11
TreSen 8,10 4,17 2,69

5.2. Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou analytické techniky zaloZzené na separaci
pfitomnych latek ve smeésich (potraviny). Z&kladnim principem chromatografie je
rozdélovani jednotlivych sloZzek smeési mezi mobilni a stacionarni fazi. UmoZiuje
kvalitativni i kvantitativni analyzu smési, kdy urime druh a koncentraci jednotlivych
slozek. Mezi star$i metody, které se vyuZzivaji pro analyzu polyfenolli v potravinach, patfi
napf. papirova chromatografie (PC) a chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Mezi moderni
metody lze zafadit kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), plynovou chromatografii (GC)

a v soucasné dobé nejcastéji vyuzivanou kapalinovou chromatografii (LC) [17].

5.2.1. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

K separaci stanovovanych latek dochdzi na zékladé jejich rlzné mobility
v elektrickém poli, kde kationty migruji k zapornému polu a opatné. V CZE dochazi
k separaci latek v kratké kfemenné kapilare, obvykle o prliméru 50-100 ym. Tato metoda
je pomérné rychld a levna. Separace latek je ovliviiovana hodnotou pH a organickymi

latkami, které slouzi jako modifikatory v nosnych elektrolytech kde snizuji polaritu pufru
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a mohou ménit pohyblivost analytu. Tyto vlastnosti prispivaji ke zlepSeni selektivity
a vysSi pravdépodobnosti identifikace zkoumanych latek [17,57].

5.2.2. Plynova chromatografie (GC)

V GC dochazi k separaci latek v plynném skupenstvi, a proto je dllezité aby
stanovované latky byly dostatecné tékavé, coz mlze byt problém pro stanoveni
polyfenolickych slou€enin pro svoji vysokou polaritu. GC lze vyuZzit predevSim ke
stanoveni nizkomolekularnich flavonoidd a jednoduchych fenolovych kyselin. Tékavost
vyssich polyfenolll se prakticky zvySuje derivatizaci prevedenim na ethery ¢i estery.

Casto vyuZivanou metodou pfi derivatizaci je methylace, kdy jako derivatizacni
Cinidla slouzi napf. diazomethan nebo dimethyl sulfoxid s methyljodidem v alkalickém
prostfedi. Dalsim zplsobem jak prevést polyfenoly na ethery nebo estery je silylace. Jako
Cinidla se pouZivaji napf. N,O-bis-(trimethylsilyl)acetamid (BSA), N-methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamid (MSTFA) nebo N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
(BSTFA). Tato Cinidla maji vyhodu v tom, Ze mohou reagovat s vice funkénimi skupinami
derivatizovanych polyfenoll. Pro urychleni procesu silylace je mozné reakéni smés zahrat.

PFi stanoveni polyfenold se pouzivaji vétSinou kapilarni kolony z taveného
kiemene, které jsou dlouhé 25-30 m, vnitfni prdmér maji 0,25-0,5 mm a tloustku
stacionarni faze 0,25um. Jako stacionarni faze miZze slouzit polysiloxanovy material DB-5,
obsahujici 5% fenylovych a 95% methylovych substituentd. GC s hmotnostni detekci
(GC-MS) je jednou z nejefektivnéjSich v soucasnosti pouzivanych analytickych metod,

jejiz jedinou nevyhodou jsou vysoké pofizovaci naklady [58,59].

5.2.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC lze rozdélit na normélni HPLC (NP HPLC) a reversni HPLC (RP HPLC).
Rozdilem téchto dvou metod je polarita jejich stacionarnich fazi. Zatimco pfi normalni
HPLC mé stacionarni faze polarnéjsi charakter nez faze mobilni, u reversni je tomu
naopak. Metoda RP HPLC je v praxi vyuZivana mnohem Castgji.

Stacionarni fazi tvofi mikrocCastice silikagelu, na které je navazéna vlastni

stacionarni faze. Ta se sklada napf. z nepolarnich uhlovodik( (C8-C18) nebo polarnéjsich
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uhlovodiku s funkénimi skupinami (napf. -CN a pod.). PFi stanoveni polyfenold
ve vzorcich se vyuziva prevazné oktadekan. Podle pouzité stacionarni faze volime mobilni
fazi. Pfi RP HPLC tvofi mobilni fazi polarni, nebo-li vodna a nepolérni faze. Vodnéa faze
obsahuje obvykle pridavek kyseliny octové. Jako nepolarni faze slouzi organicka
rozpoustédla, napfF. propanol, butanol, ethylacetat, methanol a acetonitril [60].

Oproti GC ma HPLC mnohem S$ir$i uplatnéni v analyze polyfenold, jelikoZ neni
zapotiebi derivatizace vzorkd. Polyfenolické slouceniny jakoZto aromatické latky dobre
absorbuji UV zareni a diky tomu jsou snadno detekovatelné UV-VIS detektorem, ktery je
béZnou soucésti kazdého chromatografu. Pouziti HPLC s hmotnostnim detektorem (HPLC-
MS) umoznfiuje identifikaci velkého mnoZstvi latek. Jednou z nevyhod pouZiti téchto

~7

detektorl je vysoky narok na Cistotu latek a velmi drahy provoz a pofizovaci cena méficich
pristrojl. Podle zplsobu ionizace ji mizeme rozdélit na chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku (APCI) a elektrospray ionizaci (ESI). ESI se vyznaCuje vysokou
citlivosti a je vhodna k analyze polarnich, netékavych a termolabilnich sloucenin jako napfr.
anthokyan(. APCI je zdokonalenim ESI, kdy k ionizaci odpafeného vzorku dochazi
pomoci koronového vyboje. APCI se da vyuZit napf. pfi stanovovani isoflavond[59].

PFi analyze polyfenold mizZeme také pouzit detekéni metody zaloZené na méreni
elektrochemickych reakci. Identifikace jednotlivych latek je zaloZzena na jejich
oxidovatelnosti, kdy dochazi ke zméndm ve struktufe molekul jednotlivych polyfenoll.

V analyze polyfenoli se nejcastéji vyuziva voltametricka a coulometricka detekce [17].

Na obr. ¢. 16 je uveden priklad zdznamu méfeni obsahu polyfenolli ve ving
Chardonnay, za pouZziti UV (a) a chemiluminiscencni (b) detekce, pochazejici z vinafskych
oblasti Australie, a to Coonawarra a Geelong. VVzorky byly uloZeny do centrifugacnich
zkumavek a zmraZzeny pfi teploté -18 °C. Pfed analyzou doSlo k rozmrazZeni, vizualni
kontrole, aby neosahovaly Zadné srazeniny, a poté se pfi pokojové teploté dikladné
promisily pomoci mixéru. Nakonec se vzorky prefiltrovaly pfes 0,45 pum nylonovy
membranovy filtr (Acrodisc PSV injekeni filtry; Pall Austrélie, Vic., Australie) [61].

Samotnéa analyza byla provedena pomoci Hewlett Packard 1100 series kapalinovém
chromatografu s UV detektorem s diodovym polem a chemiluminiscenénim detektorem.
Chromatograf byl vybaven autosamplerem (Agilent Technologies, FORESTHILL, Vic.,
Australie), kolonou Performance RP-18e Chromolith o rozmérech 100 mm x 4,6 mm
a 5mm monolitickou ochrannou kolonou (Merck, Kilsyth, Vic.,Australie). Data z obou
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detektorl byla zpracovana pomoci Hewlett Packard Chemstation Software (Agilent

Technologies).
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Obréazek 16. Zdznam HPLC za pouZiti UV (a) a chemiluminiscencni (b) detekce s piky:

c kyselina gallova, d gallokatechin, e kyslina vanilova, f quercetin, g katechin,
h epigallokatechin, i kyselina kumarova, j kyselina kadvova, k kyselina sinapinikova,
| epikatechin, m myricetin, n kyselina syringova, o procyanidin B, p prokyanidin A,

q resveratrol, s morin (prevzato z 62).
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5.3. Elektrochemické metody

Elektrochemické metody pFedstavuji skupinu analytickych technik, které vyuZivaji
redoxnich vlastnosti stanovovanych latek. Antioxidanty jsou latky s redukénimi
vlastnostmi a prednostné reaguji s volnymi radikaly, které jsou extrémnimi oxidacnimi
Cinidly. Z tohoto hlediska je teoreticky mozné stanovit antioxidacni kapacitu nezndmych
vzorkll (potravin). Mezi vyznamné elektrochemické metody, které lIze Gspésné aplikovat
pro analyzu antioxidant(, patfi cyklicka voltametrie, pulzni voltametrie a amperometrie
s pouZzitim biosensoru [62,63].

Elektrochemickd méfeni se prevdzné uskuteChiuji v tFielektrodovém zapojeni
(obr. 17). Elektrody jsou ponofeny ve standardnim elektrolytu, ktery je definovan
objemem, koncentraci pouzitych soli, hodnotou pH, typem pouZitého rozpoustédla (voda,
ethanol, organicka rozpoustédla, smésné elektrolyty), pFitomnosti kysliku, teplotou atd.
Elektrochemické déje se odehravaji na povrchu pracovni elektrody (rtutova, platinova,
zlata, uhlikova atd.), pracovni potencial je Fizen potenciostatem pomoci referentni
elektrody (argentchloridova nebo kalomelovd) a méreny elektricky proud je veden mezi
pracovni a pomocnou elektrodou (platinovy dratek nebo plisek) [62,63].

AL / Referentni elektroda
Pracovni eleldroda
Tiielektrodove zapojeni
Platinova pomocna s, Teflonovy drzak
elektroda ¥ T‘__ -
s
/i_-__:_-- Voltametricka

sklenénd cela

Zatka z teflonu

Obrézek 17. Schéma tfielektrodoveho zapojeni pro elektrochemickou analyzu
(prevzato z 64).
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5.3.1. Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie se vyuziva pro stanoveni fady antioxidantd, véetné kyseliny
askorbové, flavonoidl, fenolickych kyselin a syntetickych antioxidantd. Polyfenoly
obsahujici ortho- nebo para-difenolovou skupinu maji niz8i oxidacni potencidl neZ
slou€eniny s meta-difenoly. JeSté nizs§i oxidacni potencial vykazuje kyselina askorbova
a syntetické antioxidanty.

Na pracovni elektrodu se vklada potencialovy pulz s ur€itou rychlosti polarizace
a zaroven se sleduji proudové odezvy latek ve zkoumaném roztoku. Redukéni vlastnosti
latek se vyhodnocuji pomoci dvou parametrdi, z potencialu anodického oxidacniho piku E?
a jeho anodického proudu I2. Cim je hodnota E* zkoumané latky nizsi, tim je lepsim
antioxidantem. Z vysky piku I Ize urit koncentraci dané latky [65].

Na obr. 18 je zobrazen zdznam meéfeni flavonoid(l, které byly analyzovany pomoci
modifikovaného FRAP testu a jejich oxidacni potencialy byly méfeny cyklickou

voltametrii.

(yr)z2

- Quercetin
———  M}OHTFlavone
———  Hesperetin

14 [ LT ALS

E (Volt)

Obréazek 18. Cyklické voltamogramy Quercetinu, 3-OH Flavonu a Hesperetinu [67].
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K voltametrickému méfeni byl pouzit tfielektrodovy multipolarograf (AMEL 472)
spolecné s digitalnim x/y rekordérem (AMEL 863). Ttielektrodovy systém tvorila uhlikova
pracovni elektroda, referentni SKE (+0,242 V) a platinovy dréatek. Pracovni elektroda byla
pfed kazdym méfenim vyleSténa pomoci lestici latky Buehler. Roztok obsahoval 300 mM
acetatovy pufr o pH 3,6 a 20 mM kyselinu chlorovodikovou v poméru 10:2, k napodobeni
stejného stavu analyzy jako ve FRAP testu. Fe ** byl analyzovan v p¥itomnosti TPTZ za
stejnych podminek jako ve FRAP testu za UCelem ziskani katodického potencialu.
ZkouSena latka se prida do tohoto roztoku v kone¢né koncentraci 0,1 mM [66].

5.3.2. Pulzni voltametricke techniky

Diferencné pulzni voltametrie (DPV), normalni pulzni voltametrie (NPV) a square
wave voltametrie (SWV) jsou vysoce citlivé analytické metody, které mohou mit detek¢ni
limit od 107 do 10® mol.I'* pro nevodivé prostredi. Stanoveni polyfenoli se obvykle
uskute€fiuje ve vodnych roztocich, Ize tedy pfedpokladat, Ze detekéni limity budou jesté
nizsi. Obsah polyfenold v potravindch jako je ovoce, zelenina a produkty z nich se
pohybuje v fadech gramd na kilogram dané potraviny. Z tohoto dlivodu se tyto
voltametrické techniky v praxi nepouZivaji, nebot” bohaté postaci i cyklickd voltametrie,
ktera se spiSe preferuje na elektrochemické studie elektrodovych déjl.

Pro velikou citlivost téchto elektrochemickych metod se spiSe pouziva pro
stanoveni polyfenold ve vzorcich, ve kterych se predpoklada nizka koncentraéni hladina,
jedna se vétSinou o vzorky z klinického prostfedi, jako je mo¢ a krevni plazma [67,68].
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5.3.3. Biosenzory

Biosenzory predstavuji rychlou a spolehlivou alternativu pro méfeni antioxidacni
kapacity zkoumanych latek v fadé vzork( potravin. Jejich vyuziti je velice vyhodné
vzhledem k jejich jednoduchosti v aplikaci a specifinosti reakci, které probihaji na
membrané. Skladaji se ze tfi komponent: prvni ¢ast tvofi prvek prirodniho plivodu (enzym,

protilatka, organela aj.), dale fyzikalné-chemicky prevodnik a detektor [63]. (obr.19).

— ﬁ, -n-r 2376

Obréazek 19. Schéma znézorfujici hlavni ¢asti biosenzoru, skl&dajici se z
biokatalyzatoru (a), transduktor (b), potenciostat (c) zesilovac signalu (d), zpracovani

a zobrazeni (e). [69].

Vétsina biosenzord, které se pouzivaji pro stanoveni polyfenold,je konstruovana na
bazi enzymu. Polyfenoloxidaza (PPO) je enzym (biokatalyzator), ktery katalyzuje oxidaci
polyfenolll vzdusnym kyslikem na chinoidni slouceniny. Tyto produkty enzymatické
reakce mohou byt snadno elektrochemicky detekovatelné, nebot” vykazuji
elektrochemickou aktivitu.

Polyfenoloxidazy jsou enzymy, které patii do skupiny metaloproteini s obsahem
médi a patfi do skupiny enzym( oxidoreduktaz, které katalyzuji oxidaci Sirokého spektra
fenolovych sloucenin s vyuZitim molekularniho kysliku. K dispozici jsou pfedevsim tfi
typy PPOs klasifikovanych podle jejich specifickych substratli a mechanismu reakci. Jedna
se 0 tyrozindzu, katechol-oxiddzu a laktazu. Biosenzory po své miniaturizaci nachazeji

Siroké uplatnéni v pritokové injekéni analyze (FIA, Flow Injection Analysis) [62,63].
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5.3.4. Prltokova injekéni analyza

Pritokova injekeni analyza, zkracené FIA, se v poslednich desetiletich stava velmi
oblibenou instrumentélni technikou pouZivanou ke stanoveni polyfenolickych latek pro
svoji univerzalnost, presnost, jednoduchost a ekonomickou vyhodnost. Princip spoCiva v
nadavkovani vzorku v kapalném skupenstvi do pohybujiciho se proudu nosné kapaliny.
Vzorek je transportovan k detekéni cele, kde se zaznamendva zména potencialu elektrody,
absorbance nebo jinych fyzikalnich parametrli zavislych na pouZzitém druhu detektoru
[70,71,72]. Na obr. 20 je schematicky zndzornéna pritokova cela s pouZitim sitované

uhlikové elektrody (RVC) s kovalentné navazanou tyrozinazou.

Referentni elektmda

(Ag/AgCh) ‘ Nerezova trubice

D —2» Odpad

B "Fm |
RVC kontakt (Pt) :(P]gc?}]i. glaktmda
=
A \
' Metakrylat

WNosié rcrztcrkl.l

Obrazek 20. Schéma pritokové cely (prevzato z 73).

RVC/Tyr elektroda byla pouzita pro méfeni rdznych fenolickych latek.Tento
zéznam je znazornén na obr. 21. Jejich koncentrace byla 1x10™ mol I* a 5x10* mol I'*
pro 2,4-dimetylfenol a 2-aminofenol. VVzorky o objemu 90 pl byly méfeny v 0,05 mol I*
fosfatovém pufru a p¥i pH 6,5. Potencial mél hodnotu -0,2 V a rychlost pritoku 1 ml min™.
Tato elektroda mdze byt wvyuZita pro stanoveni fenolickych sloucenin napf.
v priimyslovych odpadnich vodéach, kde je jejich nejvy3si povolené mnozstvi 2 mg I*
a dale ke kontinu&lnimu monitorovani téchto latek za tekoucich podminek [73].
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Obrazek 21. Zaznam méreni fenolli pomoci RVC/Tyr elektrody [73].
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6. ZAVER

V prvni Casti této prace jsem se zabyval popisem a charakteristikou antioxidacni
kapacity potravin. SnaZil jsem se charakterizovat antioxidanty, jejich vyskyt v potravinach
a vliv na lidské zdravi, a volné radikaly zplsobujici fadu civiliza¢nich onemocnéni.

V druhé Casti jsem se vénoval stanoveni antioxidacni kapacity pomoci nejcastéji
vyuzivanych chemickych metod, mezi které Ize zafadit metody spektralni,
chromatografické a elektrochemické. Dle vysledkd se domnivam, Ze elektrochemické
metody se zdaji byt pro stanoveni antioxidantl vhodnou alternativou pro svoji citlivost,

nizkou spotfebu reagencii a nenarocnost.
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