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ABSTRAKT

Predkladana bakalatskd prace se zabyva volnymi radikaly, jejich vznikem a pisobenim a
zvlasté pak latkami pisobicimi proti volnym radikaliim a chranicim organismus pied ucin-
ky volnych radikalu — antioxidanty. Cést prace je vénovéna pfirozenému vyskytu a zastou-
peni antioxidantli v potravinach a dale pak popisu nejcastéjSich metod stanoveni antio-

xidantu.

Cilem prace bylo otestovat zatizeni pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity napoji a

zautomatizovat méfeni pomoci vyrobeného (homemade) autosampleru.

Dalsim cilem bylo stanovit celkovou antioxidac¢ni kapacitu u vybranych vzorkti napoju,

kdy jako velice zajimavé a pomérné slozité matrice byly vybrany vzorky piv.

Kli¢ova slova: volné radikaly, antioxidanty, pivo, celkova antioxida¢ni kapacita

ABSTRACT

The presented bachelor thesis deals with free radicals, their formation, effects, and sub-
stances that act against free radicals and protective organisms from free radicals - antio-
xidants. Part of the work is devoted to the natural occurrence and representation of antio-
xidants in food and to the description of the most common methods of antioxidant deter-

mination.

The aim of the thesis was to test equipment for determination of total antioxidant capacity
of beverages and to make measurements automatic using a manufactured domestic au-

tosampler.

Another objective was to determine the total antioxidant capacity in selected beverage

samples and selected samples of beers were very interesting and relatively complex.

Keywords: free radicals, antioxidants, beer, total antioxidant capacity
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UvVOD

V zivotnim prostiedi dnes vlivem lidské ¢innosti stale vice ptibyva latek radikalové pova-
hy, ¢imz muze dochazet k nepoméru, mezi volnymi radikaly a latkami chrénici télo, antio-
xidanty. Lidé jsou také vice ohrozeni zvysujici se mirou oxida¢niho stresu v organismu,
ktera ma za nasledek vznik, ptipadné podporu vzniku riznych nemoci — ptredevsim civili-
zacnich. K nartstu poctu a intenzity ptisobeni volnych radikalt v téle dochazi také bézny-
mi fyziologickymi procesy béhem starnuti. Radu volnych radikala si do organismu vnasi-
me sami, napfiklad koufenim, nadbytkem konzumovanych tukli a nizkou konzumaci po-
travin obsahujicich latky s antioxidacnimi ucinky. Pravé dostate¢ny piisun potravin boha-
tych na latky eliminujici radikély napomahd chranit organismus pted plisobenim volnych
radikalt. Latky obsazené v téchto potravinach, majici schopnost snizovat vyskyt volnych
radikalt v téle, nazyvame antioxidanty. Mezi tyto latky s antioxidacnimi ucinky patii vita-
miny a mineraly obsazené v ovoci a zelening, polyfenolické latky riizné povahy nachazeji-
ci se v obilovinach ¢i ofesich. K dulezitym zdrojim pfijmu antioxidantl patii 1 ndpoje, jak
nealkoholické mezi kterymi jsou cennymi zdroji ovocné a zeleninové §tavy, zeleny nebo
cerny Caj, tak 1 napoje s nizSim obsahem alkoholu, jako jsou pivo a vino, do kterych se
dostavaji antioxidanty z vychozich surovin pfi zpracovani. Latky s antioxida¢nim a¢inkem
nejsou jen prospésné pro organismus konzumentt, ale také chrani potraviny pted vnéjSimi

vlivy, prodluZuji stabilitu a trvanlivost vyrobk.

Potraviny s antioxida¢nimi G¢inky v sob& neobsahuji nikdy jen jeden antioxidant, ale sou-
bor vice latek navzajem se doplnujicich. Z tohoto divodu byly zavedeny rtizné metody
stanoveni tzv. celkové antioxida¢ni kapacity. Mezi nejzndméjsi a nejpouzivangj$i metody

fadime metody ORAC, FRAP, TEAC, metody elektrochemické ¢i EPR.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VOLNE RADIKALY

Volnymi radikaly jsou oznacovany atomy, ionty nebo molekuly obsahujici jeden ne-
bo vice neparovych elektronti. Volné radikaly vznikaji pfijetim nebo ztratou elektront,
napiiklad pfi oxidativnim stresu v zivych organismech, kde ptisobi negativné na biologicky
vyznamné slou€eniny, pfedevsim na lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, kdy pozménuji
jejich strukturu a tim dochézi k jejich destrukci ¢i modifikaci jejich funkce. Radikaly jsou
nestalé, velmi reaktivni a maji tendenci vytvaret dalsi volné radikaly a tim zahajovat feté-
zovou reakci sestavajici ze tfech fazi. Prvni z nich je iniciace, dalsi propagace a posledni
volnymi radikéaly nebo s intaktnimi molekulami a rozbiji je na volné radikély a dals$i elek-

trony, které vedou ke vzniku naslednych radikal. [1]

vvvvvv

preménami mohou vznikat jiné reaktivni latky, které jiz ale nemaji neparovy elektron (pe-
roxid vodiku, kyselina chlorna). Tyto latky se spolu s volnymi radikédly oznacuji ndzvem

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS), reaktivni formy dusiku (RSN).[2]
Volné radikaly vznikaji z molekul tfemi zptisoby:

e homolytickym Stépenim kovalentni chemické vazby, pficemz kazdy fragment ziska
jeden neparovy elektron,
e redukci — pfijiméni elektronu molekulou,

e oxidaci — ztratou jednoho elektronu.

1.1 Reaktivni formy kysliku

Mezi nejcastéji se vyskytujicimi radikaly reaktivnich forem kysliku jsou: peroxidovy
radikal (O2:-), hydroperoxylovy radikal (HO), peroxylovy radikdl (ROO-),hydroxylovy
radikal (OH-) a alkoxylové radikédly (RO-). Pomérné Casté jsou i reaktivni formy kysliku
neradikalové povahy, jako singletovy kyslik (102), ozon (O3), peroxid vodiku (H202) a
kyselina chlorna (HCIO). [3]
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1.1.1 Vznik hydroxilového radikalu
Superoxid vzniké pfijetim jednoho elektronu molekulou kysliku:
O2te— 0.
Po pfijmuti dal$iho elektronu dojde k redukci superoxidu na peroxid vodiku:
0*+ e +2H'—> H,0, .

Takto vznikly peroxid vodiku se pfijmutim dalSiho elektronu rozpadne na vodu a hyd-

roxylovy radikal (HO®).

Fentonova reakce — pfi této reakci vznika z peroxidu vodiku v reakci s zeleznatym ka-
tiontem Fe?* vysoce toxicky hydroxylovy radikal HO®, ktery v Zivé hmot& okamzité reagu-
je s okolnimi molekulami. Jako silné oxida¢ni ¢inidlo vytrhuje z nenasycenych mastnych

kyselin elektron a atakuje baze nukleovych kyselin. [4]
Fentonova reakce: H,O, + Fe** - HO® + OH" + Fe**

1.2 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS) jsou odvozeny od dusiku a

déli se do skupin radikalovych a neradikélovych.

Do radikéalové skupiny se fadi oxid dusnaty (NO-) a dusicity (NO2-), mezi neradikélo-
vé RNS fadime nitrosylovy kation (NO™), nitroxyl (NO"), kyselinu dusitou (HNO), oxid
dusity (N203), oxid dusicity (N204), peroxonitritovy anion (peroxodusitan, ONOO-) a al-
kylperoxynitrit (ROONO). [5]

Kazdy organizmus ma svoji antioxidacni ochranu a pfi spravném fungovani je
v rovnovaze se vznikajicimi radikaly. Pokud ale dojde k poruseni rovnovahy mezi vznikem
a odstranovanim volnych radikalt, dochéazi k oxida¢nimu stresu. Poruseni rovnovahy je
zpiisobeno, nahromadénim volnych radikali v organismu, jak radikalt v organismu pfiro-
zené vzniklych, tak radikalt dostavajici se do téla zvenci (napi: koutem, zafenim aj.). Oxi-
dacni stres je tedy stav, kdy je organismus v t€Zké nerovnovaze a ptispiva tim k tvorbé
pfedevsim civiliza¢nich chorob (napi: infarktu myokardu, diabetes aj.). K zabranéni ne-
rovnovahy a tim i vzniku oxidacniho stresu je kladen velky diraz na pfijem antioxidan-

£6.[6]
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2  ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou latky (molekuly) chranici organismus pied ptisobenim volnych radi-
kalt tim, Ze zabranuji jejich oxidaci. Chrani organismus jak pfed vlivem exogennich tak 1
endogennich volnych radikalti a zapojuji se do metabolismu, ve kterém vznikly nebo do

kterého byly dopraveny. [2,6]

Po chemické strance mohou byt antioxidanty naptiklad latky polyfenolického charakte-

ru, jako jsou kumariny, flavonoidy aj., ale 1 vitaminy a to vitamin C, E a karotenoidy.[7]

vvvvvv

myslové vyroby €i v potravinafstvi pro konzervaci potravin a uchovavani snadno degrado-
vatelnych latek. V soucasné dobé jsou vyuzivany jako latky s Sirokym uplatnénim
v medicing, dale pak v chemickém a potravindiském primyslu, pfedevsim pro eliminaci
pusobeni volnych radikald uvolnujicich se pii oxidativnich procesech v organismu, ale
také naptiklad zabranuji projeviim piisobeni volnych radikald v potravinach, jako je zluk-

nuti tuki.[8,9]

Pfirodni antioxidanty se nachéazeji v zelening, ovoci, kofeni, ¢aji a bylinkach. Jako je-
jich zdroje mohou také poslouzit olejnata semena, ofechy, obiloviny, lusténiny a zivocisné
produkty. Konzumace potravin obsahujicich cenné antioxidanty ve vétSim mnoZstvi je
prospesSna a nepostradatelnd, snizuje riziko rakoviny a kardiovaskuldrnich onemocnéni,

chrani strukturu bunééné a cytoplasmatické membrany aj.[9]

2.1 Déleni antioxidantu

Antioxidanty netvoii sourodou skupinu latek, tudiz je obtizné je rozdélit do specific-
kych skupin. VétSinou se déli podle rtiznych kritérii, nejcasteji v§ak podle mechanismu
ucinku na katalyzatory, chelatacni latky, inhibitory enzymi, a déle dle rozpustnosti na lat-
ky hydrofilni, lipofilni, podle velikosti jejich molekul na vysokomolekularni, nizkomoleku-
larni, ¢i dle pivodu na endogenni, exogenni, pfirozené, umélé. [2,10]

Antioxidanty mohou byt ziskavany syntézou jako latky identické nebo jako latky cas-
tecné identické s antioxidanty, které se pfirozené vyskytuji v pfirodé€, nebo jako latky zcela

specifické. [10]
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2.2 Antioxidanty prijimané potravou

Antioxidanty jsou obsazeny v nejruznéjsSich potravinach, nicméné¢ pokud bychom se
pokusili o zobecnéni skupiny potravin, obsahujicich nejvétsi mnozstvi antioxidantti, jedna-
lo by se o potraviny, které¢ neobsahuji cholesterol, obsahuji minimum tuki a sodiku, lid-
skému télu dodéavaji dostatek vitamint, esencidlnich latek, minerdlnich latek, rostlinnych
bilkovin a vlakniny (lusténiny, ofechy, ovesné vlocky). NejcastéjSimi pifirodnimi antio-
xidanty obsazenimi v potravinach jsou vitaminy skupiny B, vitamin C, tokoferoly, polyfe-

noly a mineralni latky.[9,10,12]

2.2.1 Vitamin C - kyselina askorbova

Vitamin C, neboli kyselina askorbova je ve vodé rozpustna latka, pfispivajici
k udrZeni télesného zdravi. Vitamin C je vitaminem esencidlnim, télo si jej neumi samo
vytvoftit, tak jej musime ziskdvat z potravy. Denni davka je v rozmezi mezi 60-200
mg/den. Nachdazi se jak v ovoci, tak v zelening, ale lisi se svym mnozstvim v jednotlivych
druzich potravin. Nejvice vitaminu C mlizeme nalézt v citrusovych plodech, v Sipku, Cer-
ném rybize, paprice, bramborach. Vitamin C je velmi dilezitym a nezastupitelnym antio-
xidantem. Pusobi jako kofaktor fady enzymt, sehrava dulezitou roli pfi oxidoredukénich
déjich v organismu. Antioxidacni ucinek spocivéa v redukeci anorganickych i organickych
radik4ldi, mezi které fadime kyslikovy, hydroxylovy, peroxidovy aj.[11,12,13]
Kyselina L-askorbova byva pouZivana jako potravinaiské aditivum, jak v konzervarenskeé
technologii, tak i v technologii masa, tuk.
HO

HO =0

HO OH

Obr. 1: struktura vitaminu C

2.2.2 Vitamin E - tokoferol

Lipofilni vitamin zahrnujici skupinu osmi izomerti, z nichZ nejvice zastoupenou a
nejucinnéjsi formou vyskytujici se v prirode€ je a-tokoferol. Vitamin E je typicky membra-
novy antioxidant, uplatiiujici se v antioxida¢ni ochrané lipidi biologickych membran a
lipoproteinovych ¢astic plazmy. Vitamin E jako antioxidant ma aktivni hydroxylovou sku-

pinu na aromatickém jadfe. Pfi reakci s volnymi radikély ztraci vitamin E svou aktivni
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skupinu a tim dochazi k jeho inaktivaci. Dulezitym krokem k obnové je tzv. regenerace
vitaminu, kterou u vitaminu E zaujimé kyselina askorbova a poté nasleduje aktivace kyse-
liny dehydroaskorbové pomoci glutationu. Mezi potraviny obsahujici vitamin E jsou taze-

ny obilné klicky, ofechy a listova zelenina.[11,14]

CHj

HO

CH,
CH,

Obr.2:strukturavitaminu E

2.2.3 Polyfenoly

Polyfenoly jsou latky, které maji ve své molekule dvé a vice hydroxylovych skupin
navazanych na aromatickém jadie. Nachdzeji se témet ve vSech rostlinach a maji rizné
funkce. Chrani rostliny jak pfed oxidativnim stresem, tak i pfed UV zafenim a plisobenim
patogend. Polyfenoly jsou rozsahlou skupinou latek. V dne$ni dob€ je znamo vice nez
8000 druhil polyfenold, rozdélujicich se do 4 skupin v zavislosti na po¢tu aromatickych
kruhti a zplsobu vazby mezi jednotlivymi aromatickymi kruhy, nebo do deseti tfid na za-
kladé jejich chemické struktury.[15,16]

v zavislosti na poctu aromatickych kruhii a zptisobu vazby mezi jednotlivymi aro-

matickymi kruhy se dé€li na:
1. Fenolové kyseliny
2. Flavonoidy
3. Lignany

4.Stilbeny

2.2.3.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny rozdélujeme do dvou tfid na derivaty kyseliny benzoové a derivaty
kyseliny skoficové.

Mezi derivaty kyseliny benzoové se tadi kyselina ellagova, gallova a hydrolyzované
tanniny, nachézejicich se pfevazné v bobulovitém ovoci (maliny, rybiz, jahody, ostruziny),

ale také ve skotapkovych plodech a cibuli.
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K derivatim kyseliny skoficové se fadi kyselina p-kumarova, kyselina kavova, ky-
selina chlorogenova, kyselina nerulova a kyselina sinapova, vyskytujici se prevazné
v obilovinach, kavé ale 1 v ovoci (kiwi, jablka, tfesné).[15]

2.2.3.2 Flavonoidy

Vyskyt flavonoidu je nejéastéjsi ve formé glykosidt. Glykosidova forma umoziuje
vyssi rozpustnost v béznych fyziologickych podminkach, snizuje a zabezpecuje lepsi stabi-
litu. Glykosidovou ¢asti flavonoidii byva obvykle glukéza, galaktdza, xyloza a arabindza.

Flavonoidy jsou pfitomné piiblizné v 80 % vysSich rostlin. [16]

Mezi hlavni skupiny flavonoidt ke vztahu k ¢loveéku a dle stupné oxidace kyslikového

heterocyklu patii:
e Flavonoly - zéstupci kvercetin, kemferol a myricetin
¢ Flavanony — hesperetin, naringenin, eriodictyol
¢ Flavanoly — katechiny( epikatechiny), proanthokyanidiny
e Flavony - glykosidy apigenin a luteolin
e Isoflavony — daidzein, glycitein, genistein

e Anthokyanidiny - kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin, malvidin

Flavonoly jsou hlavnimi zéastupci flavonoidi. Jejich obsah se v rostlinach odhaduje az
na desitky mg-kg . Nejvice se vyskytuji v Sesneku, brokolici, jablkach, bobulovitém ovo-

ci, listové a kofenové zeleniné, v ¢aji a ve ving, kde pfispivaji k jejich trpké chuti. [17,18]

Obr. 3: struktura flavonolu

Flavanony jsou v nejvétsi koncentraci obsazeny v citrusovych plodech (pomeranc,
grep, citron), v mensi koncentraci v rajcatech. Nachazeji se 1 v aromatickych rostlindch

jako lékofice ¢i skofice. [17]
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OH

o)

Obr. 4: struktura flavanonu

Flavanoly - mezi nejvétsi skupinu patiici pod flavanoly patii katechiny. Jejich nejvétsi
zastoupeni je v zeleném caji a Cokoladé. Nachazeji se i v mnoha druzich ovoce a vinné
révé. Do druhé skupiny flavonolii patti proanthokyanidiny, také znamé jako kondenzované
tanniny. Ty jsou odpovédné za sviravou chut’ ovoce a ndpojl a také za hotkost ¢okolady,
kterou zptsobuji diky tvorbé komplexil se silnymi proteiny. Postupem zrani sviravost mizi.

[17,18]

\\\\

OH

Obr. 5: struktura flavanolu

Flavony jsou méné béZzné nez flavonoly. Flavony ve vétSich koncentracich pfispivaji k
zabarveni rostlinnych tkéni a spolecné s flavonoly jsou Zlutymi pigmenty rostlin. Nejvice

jsou zastoupené v kofenové zelening a citrusovych plodech.

(0]
Obr. 6: struktura flavonu

Isoflavony, neboli fytoestrogeny, jsou schopné vazat se k estrogenovym receptortim.

Nejvice zastoupené jsou v s0ji a luSténinach. [17,18]
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Obr. 7: struktura isoflavonu

Anthokyanidiny patii do skupiny rostlinnych barviv (rizova, ¢ervena, modra) nachaze-
jicich se jak ve slupkach, tak i v duziné. Vytvareji komplexy se silnymi proteiny jako fla-
vanoly a tim maji za nasledek trpkou chut' ovoce a ndpoji. Jsou nejvice zastoupeny

v ovoci, bobulich hroznového vina, v pivé, zeleném ¢aji, Cerveném zeli, cibuli. [ 18]

Obr. 8: struktura anthokyanidinu

2.2.3.3 Lignany

Nekdy téz fytoestrogeny se nachéazeji predev§im ve slupkach v riznych druzich
semen, v celych zrnech, luscich zeleniny a také v ovoci. Nejvice zastoupeny jsou v Inéném
oleji, Inéném seminku a celozrnném Zitném pecivu. [19]

2.2.3.4 Stlibeny

Nejvyznamnéj§imi zastupci jsou resveratrol a jeho glukosidpiceol, nachdzejici se
v bobulich hroznového vina a v ¢erveném viné. Resveratrol mlZe slouzit jako ochranny

faktor pred vznikem Skodlivého peroxidu, oxidii dusiku a ROS. [19]
OH
(7

OH

Obr. 9: struktura stibenu
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Jak vyplyva z vyse uvedenych skutecnosti, vétSina antioxidantti se nachézi v ovoci,
zelening€, skotapkovych plodech, olejninach. Nejvétsi mnozstvi polyfonolickych latek 1ze
potom nalézt v pivu, ¢aji, ving, kavé, cokolade s vysokym obsahem kakaa, v ovoci a nékte-
rych druzich zeleniny, pfevazné kofenové.

Jako antioxidanty ptsobi také mikroelementy a stopové prvky, které patii mezi esen-
cidlni, stejné jako esencialni aminokyseliny, musime je tedy do téla dodavat potravou. Me-

zi takovéto prvky fadime selen, zinek, méd’, zelezo, jod aj.

2.3 Antioxida¢ni kapacita

Antioxidacni kapacita je vlastnost ¢i schopnost latky (tkani) vychytdvat a eliminovat
volné radikdly, a tim odolavat oxida¢nimu stresu a chranit organismus pied Skodlivymi
procesy zpusobenymi volnymi radikaly. Jelikoz existuje velké mnozstvi antioxidanti
s rozdilnymi mechanismy u¢inku, byl zaveden pojem tzv. celkova antioxidacni kapacita
(total antioxidant capacity — TAC), popisujici celkové mnozstvi vSech antioxidantii ve
zkoumaném prostiedi (vzorku). TAC slouzi k rychlému a piehlednému srovnani antioxi-
dacénich ucinkl riznych vzorkl. Celkova antioxidacni kapacita se nejéastéji urCuje na za-
klad¢ porovnani TAC vzorku se zndmym mnoZstvim antioxidantl ve standardu. Mezi latky
s vysokou antioxidaéni kapacitou fadime vitaminy, flavonoidy, karotenoidy, stopové prvky
a koenzym A. Metody stanoveni TAC jsou rozdilné, jde napiiklad o pfimou reakci
s radikaly nebo reakci s pfechodnymi kovy. Pro stanoveni se nejCastéji v praxi vyuziva

metod TEAC (ABTS), FRAP, ORAC, DPPH, TRAP. [2,20]
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3 METODY STANOVENI CELKOVE ANTIOXIDACNI KAPACITY

3.1 Stanoveni TAC chemickymi metodami

3.1.1 Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

Metoda ORAC je fluorescencni metoda zaloZena na eliminaci kyslikovych radikali
antioxidanty a ubytek fluorescence B- fykoerytrinu. Pfi této metod¢ se v systému generuji
pomoci ¢inidla ABAP (2,2'- azobis-2-methyl- propionamidinu) kyslikové radikaly a sledu-
je se schopnost antioxidantt ve vzorku tyto radikaly vychytavat a tim zpomalit nebo zasta-

vit radikélovou reakei. [2,21]

3.1.2 Metoda TEAC (TroloxEquivalent Antioxidant Capacity)

Metoda TEAC je spektrofotometricka metoda. Je jednou ze zékladnich a nejpouzi-
van¢jSich metod pro stanoveni TAA. Principem metody je zhaseni uméle ptfipraveného
radikalu (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) (ABTS<+) antioxidan-
ty obsazenymi ve vzorku. Metoda se da vyuzit dvéma zplsoby. Prvnim zptsobem je, Ze se
k jiz ptipravenému radikalu (ABTSe+) pfidavé antioxidant. Pfi druhém zpisobu se antio-
xidant ptidava ptimo do reak¢éni smési, ktera slouzi pro generaci radikalu. V pribéhu expe-
rimentu se porovnava zpomalovani tvorby radikalu a pomoci spektrofotometrie se sleduje
zhéSeni radikalu antioxidacni latkou. U této metody se vyuziva troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina) s jehoz antioxida¢ni kapacitou je poté srov-

navana vysledné antioxida¢ni kapacita dan¢ho vzorku. [20,22]

3.1.3 Metoda FRAP (FerricReducing Antioxidant Power)

Jedna se o spektrofotometrickou metodu zaloZenou na schopnosti antioxidantli ob-
sazenych ve vzorku redukovat Zelezité komplexy na Zeleznaté, za vzniku komplexu mod-
ro-fialového zbarveni. Intenzita zmény zbarveni reakéni smési, stanovovana spektorfoto-

metricky, je poté imérné obsahu antioxidantii ve vzorku. [2,23]

3.1.4 Metoda DPPH (difenyl pikrylhydrazyl)

Metoda je zaloZena na reakci sledované antioxidacni latky s difenylpikryl-
hydrazylem. Pii této metod¢€ se reaktivni radikél redukuje za vzniku difenylpikrylhydrazi-

nu. Nejcastéji je tato reakce sledovana spektrofotometricky. [20]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

3.2 Stanoveni TAC elektronovou paramagnetickou rezonanci (EPR)

Metoda je zaloZena na absorpci mikrovinného zareni neparovymi elektrony a radika-
ly v silném magnetickém poli. Touto metodou je mozné studovat jak volné radikaly rtizné-
ho typu, tak i paramagnetické komplexy nebo excitované stavy. Do zkoumaného vzorku je
pfidan znaceny radikal a je sledovan jeho ubytek vlivem plsobeni antioxidantii obsazenych

ve vzorku. [24]

3.3 Stanoveni TAC elektrochemickymi metodami

Elektrochemické metody jsou vhodnou alternativou pro stanoveni nejriznéjSich anti-
oxidantil s redoxnimi vlastnostmi. Principem metody je sledovani proudové odezvy redox-
nich reakci antioxidanti v zavislosti na vkladaném napéti na pracovni elektrodu (senzor).

Proudova odezva senzoru je potom umérna uhrnné koncentraci antioxidanti ve vzorku.

Diive byly pro elektrochemické stanoveni zavadény nejriznéjsi polarografické me-
tody. V dnesni dob€ jsou metody zaloZzené piedevsim na cyklické voltametrii nebo ampe-
rometrii. Témito metodami mohou byt stanovovany antioxidanty obsazené v ovoci, zeleni-

né, v pivu a vinu, v ovocnych $t'avach, extraktech rostlin apod.[2,25]

3.3.1 HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)s elektrochemickou detekei

Metoda sestava ze dvou zakladnich fazi. Prvni fazi je separace jednotlivych antio-
xidanti a jinych latek pomoci HPLC na koloné€. Druhou fézi je nenéslednd postupna detek-

ce (kvantifikace) latek s vyuzitim elektrochemické detekce.

Elektrochemicka detekce je zalozena na oxidaci/redukci latky pod urcitym potencid-
lem, ktery je vloZen na pracovni elektrodu detektoru. Pokud je latka pfi tomto potencialu
oxidovana ¢i redukovéana projevi se to zménou proudové odezvy. Pti pouziti metody HPLC
s amperometrickym nebo coulometrickym detektorem, lze elektroaktivni latky, v nasem

pifipadé antioxidanty, pfesné a citlivé detekovat. [2,25]
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4 PIVO

Pro tcely vyhlasky je pivo definovano jako pénivy napoj, vyrobeny zkvasenim mladi-
ny piipravené ze sladu, vody, neupravené¢ho chmele, upraveného chmele nebo chmelovych
produktl, kdy pfi kvasném procesu v pivu vznikd alkohol (etylalkohol) a oxid uhli¢ity,
tvotici rozsdhlou a vyznamnou skupinou alkoholickych napoji. Nalézt tu mizeme pivo

stolni, vycepni, typu lezak, specialni aj., fazené¢ do skupin podle obsahu alkoholu. [26]

Pivo je velmi oblibenym napojem jiz mnoha staleti, obsahuje latky dtlezité pro télo :
vodu, bilkoviny, sacharidy, biogenni prvky , ionty a vitaminy. Z fady vitaminll tu miizeme
nalézt niacin, pyridoxin, kyselinu pantotenovou, riboflavin aj. Tyto prospésné latky obsa-
huje pivo z pouzitych surovin, mezi které patii sladovnicky je¢men, chmel, voda, pivovar-
ské kvasinky a dopliujici latky (surogaty).

vvvvvv

vin¢ pro vyrobu piva. Ziska se nakli¢enim a hvozdénim sladovnického je¢mene. Ziskany
jeny slad je zdrojem nejvétsiho podilu polyfenolickych latek obsazenych v pivu (pfiblizné

80%).

Chmel je dal$i nepostradatelnou slozkou pro vyrobu piva, pouzivany bud
v granulované formé, nebo ve formé listové. Chmel obsahuje cenné sloZky, mezi které
patii pryskyfice ( a — hotké kyseliny, f — hotké kyseliny), silice a polyfenolické latky do-
davajici pivu charakteristickou hotkou chut’ a zaujimaji zbylych 20% obsahu polyfenolyc-

kych latek.

Voda je nejvice zastoupenou surovinou pii vyrob& piva. Jeji obsah v pivu je piiblizné
85 - 90% . Pro tak vysoky obsah vody, nezpiisobuje piti piva dehydrataci, jako jiné alko-

holické népoje.

Zminéné polyfenolické latky obsazené v pivu z je€mene a chmele maji pro konzumen-
ty jak antioxida¢ni, antimikrobialni, antikarcinogenni Uc¢inky ale dokéazi regulovat krevni
tlak a krevni glukézu. Z potravinaiského hlediska pfispivaji k stabilité a trvanlivost piva a
podileji se i na jeho senzorickych vlastnostech - hotka chut’, ktera je zpiisobena prevazné

ttislovinami, zaujimajici az 30% vSech polyfenolti obsazenych v pivu.

Ptes vSechny tyto kladné Gc€inky piva musime mit na paméti, Ze v§eho moc Skodi, ale

v rozumné mife je konzumace vice nez prospésna. [27,28,29]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CHEMIKALIE A PRISTROJOVE VYBAVENI

5.1 Pouzité chemikalie

Chlorid sodny - NaCl - - Sigma-AldrichChemie GmbH, Steinheim, Némecko
NaH>POs - 2 H>0 (dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat) - Pentachemicalss.r.o
NaxHPO4 - 12 H2O (hydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat) - Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Némecko

Kyselina gallova - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Némecko

Kyselina askorbova - Lach-Ners.r.o.

Etanol-Verkon.s.r.o

Dichlormethan— Pentachemicals s.r.0.

Vzorky piv — obchodni sit’

Epoxid Havel Composites— HavelComposites

Stiibrné vodivé epoxidové lepidlo — Epotek H20E, EpoxyTechnology— Epoteks.r.o

Uhlikova vlakna— Fiberpreg CZ a.s.
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Tabulka 1: Vzorky pouzitych piv

Znacka piva Stupriovitost piva | Obsah alkoholu | pH

BudweiserBudvar 12 5,0% 4.8
Gambrinus 10 4,3% 4.9
Heineken 12 5,0% 4.7
Holba 12 5,2% 4.9
KrusSovice 10 4.2% 5,1
Litovel 10 4.2% 4.8
PilsnerUrquell 12 4,4% 5,1
Radegast 12 5,0% 4.7
Starobrno 11 4,7% 4.7
Svijany 11 4,8% 4,8
Velkopopovicky kozel 11 4,6% 4,6
Vyskov 12 5,5% 4,9
Zubr 10 4,1% 5,1

5.2 Pristrojové vybaveni

Potenciostat Lchem

Potenciostat CHI instruments

InfGzni ddvkova¢ —HPLC pumpa Agilent

Home made autosampler — nami vyrobeny automaticky davkovac
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6 VYROBA A AKTIVACE MIKROELEKTROD - SENZORU

6.1 Priprava mikroelektrody

Mikroelektroda je elektroda, jejiz aktivni ¢ast je velmi malych rozmért v fadech jed-
notek az desitek um. Mikrosenzor je tvoien uhlikovym vldknem nalepenym pomoci vo-
divého stiibrného lepidla na médéném vodici, kdy celd tato ¢ast je vlozena do sklenéné

kapilary a nasledné zatésnéna epoxidem.

Pro ziskani co nejlepsiho vodivého povrchu a tim dobrého spojeni médéného dratku
s uhlikovym vldknem je dilezitym krokem spravné ocisténi dratku. Pti Cisténi dratku do-
chézi k redukei oxidit médi na nulamocnou méd’. Takovéhoto ocisténi bylo dosahnuto roz-
zhavenim méd'ného dratku nad kahanem a ponofenim do etanolu. Oc¢istény médény dratek
a uhlikové vldkno o pozadované délce bylo k sob¢ ptilepeno stiibrnym vodivym epoxido-
vym lepidlem. Pro ztuhnuti a vytvrzeni lepidla byl dratek s vlaknem ponechén v su§arné€ po
dobu 40 - 45 minut pfi teploté ptiblizné135°C. Po vytvrzeni stiibrného epoxidu a vychlad-
nuti na pokojovou teplotu byl dratek vlozen do sklenéné kapilary, ze které vycnivala asi
desetimilimetrova ¢ast uhlikového vldkna. Sklenénd kapildra byla poté utésnéna pomoci
epoxidové pryskyfice z obou stran. Na spodni stranu, ze které vy¢nivalo vldkno, bylo zapo-
ttebi velké opatrnosti a to z divodu, aby nebylo uhlikové vldkno potiisnéno epoxidem a

tim nedo$lo ke znehodnoceni elektroaktivni plochy.

Na obrazku ¢.10. a) je schéma uhlikové mikroelektrody, kdy 1 je uhlikové vlakno o
tloust'ce 8 um, 2 — kapka epoxidu utésnujici sklenénou kapilaru (5) na stran¢ vlakna, 3 —
stiibrny vodivy epoxid — spoj uhlikového vlakna s médénym vodicem (4), 6 — epoxid utés-
fyjici sklenénou kapilaru. Na obrazku ¢.10. b) je ukazano srovnéni uhlikové mikroelektro-
dy (vlevo) s lidskym vlasem (vpravo). Ze snimku je patrnd malé tloustka uhlikového vlak-

na.
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Obr. 10: a) schéma uhlikové mikroelektrody, b) srovnani uhlikové mikroelektrody

s lidskym vlasem. [31]

6.2 Preduprava elektrody — ociSténi a aktivace elektrody

Pred samotnym méfenim je dualezité elektrodu ocistit, zlepSit vodivost médéného
dratku a elektrodu aktivovat. Nejdiive byla elektroda povrchové o€isténa pomoci sonifika-
ce v dichlormethanu po dobu asi pll minuty. Pro zlepsSeni vodivosti povrchu médéného
dratku vyénivajiciho z elektrody, byla pomoci ostrého kovového predmétu (niizky, skalpel,
Spachtle) z dratku odSkrabnuta povrchova vrstva oxidu. Takto o€isténa elektroda byla po-

nofena do roztoku elektrolytu — 1% roztoku NacCl.

Cely proces aktivace elektrody probihal v tfielektrodovém zapojeni. Cisténa elektro-
da s uhlikovym vlaknem byla pouzita jako pracovni elektroda, referentni elektrodou byla
v tomto piipadé Ag/AgCl elektroda (Ag/AgCl — nasyceny roztok KCl) a platinovy dratek
byl elektrodou pomocnou. Pracovni mikroelektroda byla k systému pfipojena az po 5-ti
minutovém namoceni v roztoku elektrolytu (roztoku NaCl), a to z divodu mirné polariza-

ce. Celkova aktivace elektrody zahrnovala 3 kroky. V prvnim kroku byl na elektrodu vkla-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

dan po dobu 20-ti sekund proménny potencial se sinusovym prubéhem o frekvenci 50 Hz
od 0 do 2,9 V, druhy krok zahrnoval elektro redukei po dobu 5-ti sekund pfi konstantnim
potencialu — 0,8 V a nakonec byla elektroda vystavena po dobu 5-ti sekund konstantnim
potencialu 1,5 V. Po skonceni byla elektroda odpojena od zdroje, aby nedoslo k jeji polari-

zaci a byla oplachnuta destilovanou vodou. [31]

Obr. 11: Potenciostat L-chem s tfielektrodovym zapojenim pro aktivaci mikrosenzoru.

Béhem procesu ocisténi a aktivace dochazi k tvorbé uhlikovych a kyslikovych
funkénich skupin na povrchu elektrody, ale 1 k odstranéni svrchni ¢asti vlakna vlivem vy-

sokého anodického potencialu.

Samotny proces neslouzi pouze k ocisténi a aktivaci mikroelektrody, ale ma zaro-
ven diagnostickou funkci. Z proudového zaznamu aktivace je zjisténo, jestli byla elektroda
spravné oCisténa a aktivovana a zda je viibec funkéni. Pokud doslo ke spravné aktivaci
mikrosenzoru a elektroda se miiZze pouZzit, méa proudovy zadznam typicky tvar, jak je ukéza-
no na obr. 12 a). Tudiz dle tvaru proudového zaznamu lze rozhodnout, zda bude elektroda
pouzita pro dal§i méteni.

Pokud by elektroda nebyla spravné ociSténa a aktivovana, byl by povrch vlakna
oxidovan vlivem vzdu$ného kysliku a byl by mén¢ aktivni ¢i pln€ inaktivni. Aktivaéni pro-
ces odhali i elektrody se Spatnym kontaktem ¢i elektrody neutésnéné. Piiklad aktivacniho

zaznamu nefunk¢ni elektrody je na obr. 12 b).
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Obr.12: a) Proudovy zdznam aktivace funkéni elektrody
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Obr. 12: b) Proudovy zaznam aktivace elektrody nevhodné pro dalsi pouziti

Proudovy zdznam aktivace elektrody je tvofen mnoha slitymi kfivkami pribéhu

proudu pfi aktivaci — vliv vysoké frekvence napéti pii aktivaci, jak je ukdazano na obrazku

12 ¢).
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Obr. 12 c): Zvétsené kiivky z obrazku 12 a) ve kterém jsou kiivky slity dohromady a tvoti

¢ernou plochu.
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v W

7 MERICI SYSTEM

7.1 Popis systému

Mg¢fici systém je zalozen na kombinaci mikrodialyzy a elektrochemického detekc-
niho systému. Pomoci vysokotlaké pumpy, v nasem piipadé starsi HPLC pumpy, je pum-
povana pres mikrodialyza¢ni sondu mobilni faze, za kterou byl zvolen PBS pufr o pH=74.
Membréana mikrodialyzac¢ni sondy je polopropustna pro nizkomolekularni latky obsazené
ve vzorku (pivo) a ty jsou vedené pies elektrodovy systém k potenciostatu. Elektrochemic-
ky detektor, s pracovni elektrodou tvoienou vyse popsanou mikroelektrodou (mikrosenzo-
rem), je pfipojen na vystupu z mikrodialyzacni sondy. Potenciostat pfipojeny k detektoru,
zajistuje elektrod¢ potrebné konstantni napéti a snima proud. Velikost proudu je piimo
umérna koncentraci snadno oxidovatelnych latek v okoli aktivni ¢asti elektrody — uhliko-
vého vlakna. K fizeni chodu systému slouZzi pocita¢ s vyhodnocovacim programem zalozZe-

nym na platformé LabView. Na obrazku 13 je schéma usporadani systému.

elektrodovy systém
mikrodialyzaéni ’
sonda :
pumpa ' 1 i N
: AU e

potenciostat
PC

Obr. 13: Schéma uspotadani mikrodialyza¢niho systému s elektrochemickym detektorem.

Samotny detektor je ukdzan na obrazku 14. Cislem 1 je ozna¢ena pracovni elektro-
da (vyse popisovand mikroelektroda), ¢islem 2 peekova kapiléra, do které je vlozeno vlak-
no elektrody (aktivni plocha mikrosenzoru) ze strany jedné, ze strany druhé je ptfiveden
vyvod mikrodialyzaéni sondy. Cislem 3 je oznacena referentni elektroda (Ag/AgCl), mé-

déné deska slouzici jako podklad a zaroven jako elektroda pomocna je oznacena Cislem 4.
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Obr. 14.: Otevieny systém elektrochemického detektoru

Pred zacatkem kazdého méteni byl systém promyt pomoci roztoku etanolu a na-
sledné¢ zavodnén mobilni fazi. Béhem zavodnovani byla k systému pfipojena sonda s mi-
krodialyza¢ni membranou, ta byla ponofena do roztoku PBS. Priitok mobilni faze a tim 1
zavodnovani a hydratace mikrodialyza¢ni sondy byl nastaven na 10 pl/min a trval pfiblizné
dvacet azZ tficet minut. Experimenty bylo zjisténo, Ze pfedem hydratovana sonda zarucuje
presnéjsi, reprodukovatelnéjsi a stabilngjsi vysledky, proto byla hydratace sondy provadé-

na po dobu minimalné dvacet minut az pil hodiny v roztoku PBS pufru o pH 7.,4.

Za nejvhodnéjsi pracovni potencidl byl vybran na zdkladé zkuSenosti z literatury

konstantni potencidl o hodnoté 800 mV, 1000 mV a 1200 mV vs. Ag/AgClL.

Soucasti celého zafizeni je i home-made autosampler se dvéma mikrotitracnimi
destickami, ktery zajistoval automatické méfeni v rozsahu az 184 vzorkii béhem jednoho
experimentu. Autosampler byl ovladan, pro tento el naprogramovanym softwarem na
platformé LabView. Celé uspofadani systému je na obrazku 15. Pod ¢&islem 1 je HPLC
pumpa, 2 a 3 — membranovy tlumic¢ pulsti, 4 — zasobni lahev s pufrem, 5 — mikrodialyza¢ni
sonda, 6 — autosampler, 7 — detektor v kovové krabicce (krabicka funguje jako Faradayova

klec), 8 — potenciostat.

Po skonceni méteni byl cely systém promyt mobilni f4zi po dobu ptl hodiny a poté

10 min vodnym roztokem etanolu (40% v/v).
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Obr. 15: Uspotadani pouzitého méficiho systému. 1. HPLC pumpa, 2., 3. Membranovy
tlumic pulst, 4. Zasobni lahev s pufrem, 5. Mikrodialyza¢ni sonda, 6. Autosampler, 7. De-

tektor v kovové krabicce (krabic¢ka funguje jako Faradayova klec), 8. Potenciostat

7.2 Regenerace sondy

Z literatury je znamo, ze latky obsazené v pivé se béhem méfeni nanasSeji na povrch
pracovni elektrody, kde vytvareji vrstvu nanosu a tim dochazi k inaktivaci (Castecné ¢i
uplné) elektrody. Vhodnym zplisobem jak zabranit inaktivaci je regenerace elektrody. Pro
regeneraci staci vyuziti kratkodobého potencidlového pulzu, ktery je identicky s druhym
krokem ocisténi a aktivace elektrody. Na obrazku ¢.16 je ukazka zaznamu experimentu,
ktery sestava z Cisticiho pulsu, ustaleni zdkladni proudové linie, méfeni analytu, opétovné-
ho ustaleni zdkladni proudové linie a Cisticiho pulsu, to vSe pro tii vzorky piva. Méfeni
analytu ptredchazi ponofeni mikrodialyzaéni sondy do jamky mikrotitra¢ni desticky, kde je
napipetovan zkoumany vzorek piva (ponofeni sondy do jamky je provedeno v ¢ase odpo-
vidajicim né€kolika sekund pfed bodem a v grafu — pied samotnou odezvou na analyt, ana-

lyt musi doputovat k senzoru vlivem proudu pufru).
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Obr. 16.: Zaznam experimentu: Ec -vloZeni Cisticiho pulzu, tc- €as Cisticiho pulzu, Ey - za-
catek vloZeni pracovniho potencialu 800 mV vs. Ag/AgCl a zasunuti mikrodialyza¢ni son-

dy do jamky.

7.3 Meéreni s mikroelektrodami

Do mikrotitracni desticky o objemu jedné jamky 350 pl byly nepipetovany jednotlivé
vzorky standardi ptfipadné vzorkd. Vstupni mikrodyaliza¢ni sondou ponofenou
v analyzovaném vzorku proudil PBS puft, pies polopropustnou membranu byly do pufru
vnaSeny nizkomolekularni latky plsobici TAC a spolu s PBS pufrem byly unaSeny az
k detekénimu systému. Po urcitém case za¢aly membranou sondy pronikat nizkomoleku-

larni latky, které byly unaSeny az k detektoru.

7.4 Kalibrace na kyselinu askorbovou a gallovou na mikroelektrodé

Aby bylo mozZno z proudové odezvy analytu stanovit jeho koncentraci, byla promé-
fena kalibra¢ni kiivka u kyseliny askorbové a gallové v rozmezi 5-107 - 5-10* mmol/l (u
dvou béznych vzorovych a dostupnych antioxidant®). Jednotlivé body v grafu ¢. 1.jsou
primérné hodnoty 15-ti métfeni pro kazdou koncentraci. Z rovnice regrese kiivky kalibrace
na kyselinu askorbovou resp. gallovou a proudové odezvy analytu byla poté¢ vypocitana
koncentrace latek, majicich majoritni podil na celkové antioxida¢ni kapacité vzorku, tedy
celkova antioxidac¢ni kapacita. Kalibracni kiivky byly naméteny pfi konstantnim vloZeném

potencidlu 1000 mV vs. Ag/AgCl.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Kalibrace na kyselinu askorbovou a gallovou

Kalibra¢ni kiivky pro kyselinu askorbovou a gallovou byly naméteny dle popisu
v kapitole 7.4. Kalibrac¢ni kiivky a pfislusné rovnice regrese nezbytné pro vypocet TAC

vzorkl piv jsou uvedeny v grafu ¢.1.
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Graf ¢.1.: Kalibracni kiivka TAC na kyselinu askorbovou a gallovou

Rovnice regrese pro kyselinu askorbovou: y=1,94-10*x —4,23-10"1°
Rovnice regrese pro kyselinu gallovou: y=1,1610*x + 6,34-10°1°

Kalibraéni kiivka TAC na kyselinu askorbovou a gallovou je diky vyuziti autosa-
mpleru (kazdy bod byl vytvofen jako aritmeticky primér minimalné 15-ti naméfenych
hodnot, ¢imz doslo ke zna¢né eliminaci ndhodné chyby) dostate¢né piesna a rovnice regre-
se muze byt vyuzita pro piepoc¢et TAC métenych vzorkil, nebot’ koncentracni zavislost je

témeér linearni v celém méfeném rozsahu.
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8.2 TAC vzorki piv

Vzorky piv o rizné stupnovitosti byly nafedény pomoci fosfatového pufru (PBS)

v poméru 1:4 a nepipetovany do mikrotitra¢nich jamicek o objemu 350ul.

Kazdy vzorek piva byl na pfistroji zméfen minimélné 15x pro kazdou hodnotu kon-
stantniho potencialu, celkové pro tfi konstantni potencidly. Hodnoty naméteného proudu
byly poté prepocitdny na celkovou koncentraci antioxidanti ve vzorku (TAC, TAA) na
kalibracni kiivku pro kyselinu askorbovou a kyselinu gallovou a hodnota vSech 15 vysled-
ku byla poté zprimérovana. Ziskané zprimérované vysledky z méfeni jsou uvedeny
v tabulce 2 a 3, graficky je zavislost TAC na typu vzorku piva zndzornéna v grafu ¢. 2 a €.

3.

Tabulka ¢.2.: TAC vybranych vzorkt piv — kalibrace na kyselinu askorbovou

Celkova antioxidacnikapacita
[mmol/1]

Pivo stupna | pH 800mV 1000mV 1200mV
Budweiser Budvar 12 4.8 0,235 0,752 0,568
Gambrinus 10 4,9 0,189 0,610 0,499
Heineken 12 4,7 0,262 0,833 0,706
Holba 12 4,9 0,205 0,731 0,583
Kru$ovice 10 5,1 0,169 0,662 0,509
Litovel 10 4,8 0,196 0,639 0,456
PilsnerUrquell 12 5,1 0,247 0,803 0,625
Radegast 12 4,7 0,281 0,832 0,669
Starobrno 11 4,7 0,196 0,635 0,450
Svijany 11 4,8 0,211 0,744 0,525
Velkopopov. kozel 11 4,6 0,156 0,350 0,178
Vyskov 12 4,9 0,165 0,424 0,339
Zubr 10 5,1 0,238 0,611 0,489
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Tabulka ¢€.3.: TAC vybranych vzorkl piv — kalibrace na kyselinu gallovou

Celkova antioxidacni kapacita
[mmol/l]
Pivo stupni | pH 800mV 1000mV 1200mV
BudweiserBudvar 12 4,8 0,393 1,258 0,950
Gambrinus 10 4,9 0,316 1,021 0,834
Heineken 12 4,7 0,438 1,392 1,181
Holba 12 4,9 0,343 1,223 0,976
Krusovice 10 5,1 0,283 1,107 0,851
Litovel 10 4,8 0,328 1,069 0,763
PilsnerUrquell 12 5,1 0,413 1,343 1,045
Radegast 12 4,7 0,470 1,392 1,119
Starobrno 11 4,7 0,328 1,062 0,752
Svijany 11 4,8 0,353 1,245 0,878
Velkopopov. kozel 11 4,6 0,261 0,585 0,297
Vyskov 12 4,9 0,276 0,708 0,567
Zubr 10 5,1 0,398 1,022 0,818
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Graf ¢.2: Zavislost TAC na typu vzorku piva - kalibrace na kyselinu askorbovou
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Graf €. 3: Zavislost TAC na typu vzorku piva - kalibrace na kyselinu gallovou

Z prezentovanych vysledkl je patrny rozdil zavislosti TAC na vloZzeném konstant-
nim potencialu pfi elektrochemické detekci. Nejvétsi proudovou odezvu snadno oxidova-
telné latky tvotici TAC vykazuji pii potencidlu 1000mV, coz potvrzuji nejen zkusenosti
z literatury, ale také samotné cyklické voltamogramy latek podilejicich se na TAC, kdy
maximalni intenzita voltametrické kiivky (nejvyssi proudovd odezva) je pravé pii
1000 mV vs. Ag/AgCl. Rozdilné¢ hodnoty TAC pro stejné vzorky vychdzeji z rozdilné
proudové odezvy a pouziti rovnice regrese métené pro standardy (kyselina askorbové a
gallovd) pouze pii konstantnim potencidlu 1000 mV vs.Ag/AgCl. Experimentem bylo pro-

kazéano, Ze 1 pti pouZiti kalibrace pfi jiném potencialu zlstavaji poméry TAC shodné.

Dale byla srovnavéana i TAC v zavislosti na mnozstvi alkoholu ve vzorcich piv. Ex-
perimenty a srovnanim naméfenych hodnot bylo prokdzano, ze obsah alkoholu u vzorkli o
stupniovitosti 10°,11°,12° nemd vyznamny vliv na antioxida¢ni kapacitu. CoZ opé&t potvrdi-

lo poznatky z literatury.

Nami ziskané vysledky méfeni pomoci mikrodialyzy kombinované s amperome-
trickou detekci byly porovnavany s vysledky publikovanymi v literatufe ziskanymi s bézné
pouzivanymi metodami (ORAC, TRAP, EPR, aj.). Namétené hodnoty odpovidaly hodno-
tdm ziskanym b&zné€ pouzivanymi metodami (ORAC, TRAP, EPR, aj.).
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Pti srovnani celkové antioxidacni kapacity mezi jednotlivymi druhy piv je patrné,
ze jednotlivé vyrobky se piilis, z pohledu TAC, nelisi, s vyjimkou vzorku Vyskov a Vel-

kopopovicky kozel, nicméné¢ i v ptipad¢ téchto dvou vzorka neni rozdil nikterak velky.

Vzhledem k faktu, ze vyrobci neuvadi TAC na vyrobcich a ani nejsou tyto informa-
ce vefejné dostupné, nebylo mozno provést porovnani a korelaci vysledkli u konkrétniho
vyrobku, nicmén¢ jak jiz bylo vySe zminéno, vysledky nami ziskané¢ koresponduji

s vysledky z literatury pro obdobné vzorky napojt.

Vysledky TAC ziskané pro vySe uvedené vzorky piv byly porovnany s v literatuie
dostupnymi vysledky TAC pro jiné napoje — vino, dzusy, ovocné limonady, kavu a Caj.
Z porovnani bylo prokazano, ze pivo patii mezi ndpoje s nejvyssim obsahem antioxidanti

vubec, spolecné s Cervenym vinem.

Nameétené vysledky ovéfili funkénost ndmi zkonstruovaného systému a ovéfili i

uzitecnost, funk¢nost a ¢asovou usporu pii pouziti autosampleru.
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ZAVER

Volné radikaly plisobi negativné na lidsky organismus a zdravi ¢loveéka obecné,
zpusobuji nebo se podileji na mnoha civiliza¢nich chorobach. Volné radikaly také phsobi
na nase zivotni prostfedi a na lidské potraviny, ve kterych maji za nésledek vznik ¢i urych-
leni degradaénich procesti. Rada volnych radikald je v organismu i v piirodé produkovana
samovoln¢, ale na velké ¢asti produkce se aktivné podileji lidé sami. Naptiklad do orga-
nismu si volné radikaly vnasime sami koufenim, nadbytkem konzumovanych tuk, stresem
apod.. Je tedy potteba se pred ucinky volnych radikalt chranit. Prvni moznosti je elimino-
vat kontakt se zdroji volnych radikal, coz ovSem neni vzdy absolutné mozné. Druhou
moznosti je vyuziti latek chranicich nas ptfed plisobenim volnych radikéli, tzv. antioxidan-
t. Mezi tyto latky s antioxidacnimi U€inky patii vitaminy a minerdly obsaZené v ovoci a
zelening, polyfenolycké latky riizné povahy nachazejici se v obilovinach ¢i skotfapkovych
plodech. K dtlezitym zdrojim piijmu antioxidantd patfi napoje, cennymi zdroji jsou ovoc-
né a zeleninové §tavy, zeleny nebo cerny Caj, ale i ndpoje s niz§im obsahem alkoholu, jako
jsou pivo a vino, do kterych se dostavaji antioxidanty z vychozich surovin pii zpracovani.
Latky s antioxida¢nim uc¢inkem nejsou jen prospesné pro organismus konzumentt, ale také

mohou chranit potraviny pied vnéjsimi vlivy, prodluzuji stabilitu a trvanlivost vyrobku.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, potraviny s antioxidacnimi ucinky v sob& neobsahuji ni-
kdy jen jeden antioxidant, ale soubor vice latek navzajem se dopliujicich. Pro porovnani
obsahu téchto pozitivnich latek v potravinach byl zaveden pojem celkova antioxida¢ni ka-

pacita (aktivita)

Cilem ptredkladané prace bylo otestovat zafizeni pro elektrochemické stanoveni
celkové antioxidac¢ni kapacity napojii a zautomatizovat méteni pomoci vyrobeného (ho-
memade) autosampleru. Testovani zatizeni mélo byt provedeno na vybrané skupiné napo-

ju, kdy jako velice zajimavé a pomérné slozité matrice byly vybrany vzorky piv.

Nameétené vysledky ovéfili funkénost nami zkonstruovaného systému a ovéfili i
uzitecnost, funkénost a ¢asovou usporu pii pouziti autosampleru. Ziskané vysledky TAC
pro vzorky piv byly porovnany s v literatufe dostupnymi vysledky TAC pro jiné vzorky
piv, ale 1 jiné napoje — vino, dzusy, ovocné limonady, kdvu a ¢aj. Z porovnani bylo proka-
zano, ze vysledky ndmi ziskané velice dobte koresponduji z vysledky v literatufe a ze pivo

patii mezi napoje s nejvyssim obsahem antioxidantl viibec.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

KOPPENOL, W. H. Names for inorganic radicals (IUPAC Recommend ations
2000), Pure Appl. Chem., vol. 72, 2000, no. 3, 437-446.

[2] PAULOVA, H. BOCHORAKOVA, H. TABORSKA, E.: Metody stanove-

[3]

[4]

[5]

[8]

[10]

ni antioxidac¢ni aktivity ptirodnich latek in vitro, Chemické listy, 2004, 98,174-
179.
VALKO, M. LEIBFRITZ, J. MONCOL, M. T. T. CRONIN, M. MAZUR, M. and

TELSER, J. Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and

humand is ease.,” Int. J. Biochem. Cell Biol., vol. 39, Jan. 2007, no. 1, pp. 44-84.

BARBUSINSKI, K.: Fenton reaction — controversy concerning the chemis-
try.Ecological Chemistry and Engineering , Vol. 16, 2009.No.3, 347-357.

PATEL, R. P. MCANDREW, J. SELLAK, H. WHITE, CR. et al. Biological
aspects of reactive nitrogen species. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bio-

energetics ,1999, 1411(2-3), 385-400, ISSN 0005 - 2728.
VALAVANIDIS, A. VLAHOGIANNI, T. DASSENAKIS, M. SCOULLOS, M.

Molecular biomarkers of oxidative stress in aquatic organisms in relation to toxi-

cenv ironmental pollutants. Ecotoxicology and Environmental Safety,

2006, 64(2), 178-189 , ISSN 0147 - 6513.
MILLER, J.K. BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA, E. a MADSEN, F.C. Oxidati-

ve Stress, Antioxidants and Animal Function. Journal of DairyScien-

ce ,1993, 76(9), 2812-2823, ISSN 0022 - 0302.
ANISHLIEVA, N.V. MARINOVA, E. a POKORNY, J. Natural antioxidants

from herbs and spices. European Journal of Lipid Science and Technology,

2006, 108(9), 776-793, ISSN 1438-7697.

PODSEDEK, A. Natural antioxidants and antioxidant capacity of Brassica vege-
tables: A review. LWT - Food Science and Technology, 2007, 40(1), 1-11, ISSN
0023 - 6438.

LE ROUX, A. KUZMANOVSKI, I. HABRANT, D. et al. Design and Synthesis
of New Antioxidants Predicted by the Model Developed on a Set of Pulvinic Acid
Derivatives. Journal of Chemical Information and Modeling , 2011, 51(12), 3050-
3059, ISSN 1549-9596.


https://www.google.cz/search?q=PAULOVA,+H.+BOCHO%C5%98AKOVA,+H.,+T%C3%81BORSK%C3%81,+E.:Metody+stanoven%C3%AD+antioxida%C4%8Dn%C3%AD+aktivity+p%C5%99%C3%ADrodn%C3%ADch+l%C3%A1tek+in+vitro,+Chemick%C3%A9+listy,+2004,+98,174-179&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjQzPL-q9nTAhWLLFAKHdAaCugQBQgiKAA
https://www.google.cz/search?q=PAULOVA,+H.+BOCHO%C5%98AKOVA,+H.,+T%C3%81BORSK%C3%81,+E.:Metody+stanoven%C3%AD+antioxida%C4%8Dn%C3%AD+aktivity+p%C5%99%C3%ADrodn%C3%ADch+l%C3%A1tek+in+vitro,+Chemick%C3%A9+listy,+2004,+98,174-179&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjQzPL-q9nTAhWLLFAKHdAaCugQBQgiKAA
https://www.google.cz/search?q=PAULOVA,+H.+BOCHO%C5%98AKOVA,+H.,+T%C3%81BORSK%C3%81,+E.:Metody+stanoven%C3%AD+antioxida%C4%8Dn%C3%AD+aktivity+p%C5%99%C3%ADrodn%C3%ADch+l%C3%A1tek+in+vitro,+Chemick%C3%A9+listy,+2004,+98,174-179&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjQzPL-q9nTAhWLLFAKHdAaCugQBQgiKAA
https://www.google.cz/search?q=Barbusi%C5%84ski+K.:+Fenton+reaction+-+controversy+concerning+the+chemistry.+Ecological+Chemistry+and+Engineering+(2009),+Vol.+16,+No.3,+347-357.&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjm3Oj8sdnTAhWIYJoKHQT8D54QBQgiKAA
https://www.google.cz/search?q=Barbusi%C5%84ski+K.:+Fenton+reaction+-+controversy+concerning+the+chemistry.+Ecological+Chemistry+and+Engineering+(2009),+Vol.+16,+No.3,+347-357.&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjm3Oj8sdnTAhWIYJoKHQT8D54QBQgiKAA

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

RACEK, J. Oxidaéni stres a moznosti jeho ovlivnéni. Galén, Praha 2003, 90 s.

HERTOG, M.G.L. FESKENS, E.J.JM. KROMHOUT, D. HOLLMAN, P.C.H a
KATAN, M.B. Dietary antioxidant flavonoids and risk of coronary heart disease:
the Zutphen Elderly Study. The Lancet ,1993, 342(8878), 1007-1011, ISSN 0140-
6736.

PADAYATTY, S. KATZ, J.A. WANG, Y. et al. Vitamin C as an Antioxidant:
Evaluationoflts Role in Disease Prevention. Journalofthe American College of

Nutrition , 2003, 22(1), 18-35, ISSN 0731-5724.

BEYER, R.E. The role of ascorbate in antioxidant protection of biomembranes:
Interaction with vitamin E and coenzyme Q. Journalof Bioenergetics and Bio-

membranes, 1994, 26(4), 349-358, ISSN 0145-479.
BALASUNDRAM, N. SUNDRAM, K. a SAMMAN, S. Phenolic compounds in

plants and agri-industrial by-products: Antioxidant activity, occurrence and poten-

tial uses. Food Chemistry. 2006, 99(1), 191-203, ISSN 0308-8146.
VINSON, A. DABBAGH, A. SERRY, M. M. a JANG, J.. Plant Flavonoids,

Especially Tea Flavonols are Powerful Antioxidants Usingan in Vitro Oxidation
Model for Heart Disease.Journalof Agricultural and Food Chemis-

try ,1995, 43(11), 2800-2802 , ISSN 0021-8561.

GIBSON, G. R. 2000: Functional foods : Concept to Product. 1. vyd. Cambridge:
Woodhead Publishing, 17 s, ISBN 1-85573-503-2.

SLANINA, J. TABORSKA, E. Piijem, biologicka dostupnost a metabolismus
rostlinnych polyfenolii u ¢loveéka, Chemickeé listy, 2004, 98, 239 — 245.

HARMATHA, J. Strukturni bohatstvi a biologicky vyznam lignani a jim ptibuz-
nych rostlinnych propanoidii, Chemické listy, 2005, 9, 622 - 632.

DUDONNE, S. VITRAC, X. COUTIERE, P. WOILLEZ, M. MERILLON, J.
Comparative Study of Antioxidant Properties and Total Phenolic Content of 30
Plant Extracts of Industrial Interest Using DPPH, ABTS, FRAP, SOD, and ORAC
Assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2009, 57(5), 1768-1774,
ISSN 0021-8561.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]
[30]

[31]

HAMPSCH-WOODILL, B. a PRIOR, R. Development and Validation of an Im-
proved Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay Using Fluorescein as the
Fluorescent Probe. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2001, 49(10),
4619-4626, ISSN 0021 - 8561.

PELLEGRINI, N. PROTEGGENTE, A. PANNALA, A. YANG, M. a RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation de-
colorization assay. Free Radical Biology and Medicine . 1999, 26(9-10), 1231-
1237, ISSN 0891 - 5849.

BENZIE, Iris F.F. a STRAIN, J. The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP)
as a Measure of “Antioxidant Power”: The FRAP Assay. Analytical Biochemis-
try, 1996, 239(1), 70-76, ISSN 0003 - 2697.

ZEMAN, M. STOPKA, P. VECKA, M. ZAK, A. et.al. Stanoveni hydroxylovych
a nitroxydovych radikalt u deprese a hyperlipidémie elektronovou paramagnetic-
kou rezonanci. Chemické listy, 2009, 103, 667 — 671.

WANG, Joseph. Analytical electrochemistry. 3rd ed. Hoboken, N.J.: Wiley-VCH,
2006, xvi, 250 s. ISBN 0-471-67879-1

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-335#0ddil3

Mikyska, A. Hartman, I. HaSkovéa, D.: Polyfenolové latky a antioxidacni vlastnos-
ti odriid jeémene doporuéenych pro Ceské pivo. Kvasny primysl. 57, 2011, &. 7—
8, s. 182—1809.

TANIGUCHIL Y. YAMADA, M. TANIGUCHI, H. MATSUKURA, Y. SHINDO,
K. Chemical Characterization of Beer Aging Products Derived from Hard Resin
Components in Hops (Humulus lupulus L.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry , 2015, 63(46), 10181-10191, ISSN 0021-8561.
https://kvasnyprumysl.cz/pdfs/kpr/1998/03/02.pdf

JAKUBEC, P. BANCIROVA, M. HALOUZKA, V. et al. Electrochemical Sen-
sing of Total Antioxidant Capacity and Polyphenol Content in Wine Samples
Using Amperometry Online-Coupled with Microdialysis , 2012. 7836 — 7843.
BARTOSOVA, Z. RIMAN, D. JAKUBEC, P. HALOUZKA, V. HRBAC. J. a

JIROVSKY, D. Electrochemically Pretreated Carbon Microfiber Electrodes as
Sensitive HPLC-EC Detectors. Scientific World Journal, 2012, 2012.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3361223/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

45

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
DPPH Difenyl pikrylhydrazyl.

EPR Electron paramagnetic resonance.

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power.
HPLC High Performace Liquid Chromatography.
ORAC Oxygen radical absorbance capacity.

PBS Phosphate Buffered Saline.

ROC  Reactive oxygen species.

RSN Reactive nitrogen species.

TAC Total antioxidant capacity.

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.

VR Volné radikaly.
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