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ABSTRAKT 

Předkládaná bakalářská práce se zabývá volnými radikály, jejich vznikem a působením a 

zvláště pak látkami působícími proti volným radikálům a chránícím organismus před účin-

ky volných radikálu – antioxidanty. Část práce je věnována přirozenému výskytu a zastou-

pení antioxidantů v potravinách a dále pak popisu nejčastějších metod stanovení antio-

xidantů. 

Cílem práce bylo otestovat zařízeni pro stanovení celkové antioxidační kapacity nápojů a 

zautomatizovat měření pomocí vyrobeného (homemade) autosampleru. 

Dalším cílem bylo stanovit celkovou antioxidační kapacitu u vybraných vzorků nápojů, 

kdy jako velice zajímavé a poměrně složité matrice byly vybrány vzorky piv. 

 

Klíčová slova: volné radikály, antioxidanty, pivo, celková antioxidační 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. 
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ÚVOD 

V životním prostředí dnes vlivem lidské činnosti stále více přibývá látek radikálové pova-

hy, čímž může docházet k nepoměru, mezi volnými radikály a látkami chránící tělo, antio-

xidanty. Lidé jsou také více ohroženi zvyšující se mírou oxidačního stresu v organismu, 

která má za následek vznik, případně podporu vzniku různých nemocí – především civili-

začních. K nárůstu počtu a intenzity působení volných radikálů v těle dochází také běžný-

mi fyziologickými procesy během stárnutí. Řadu volných radikálů si do organismu vnáší-

me sami, například kouřením, nadbytkem konzumovaných tuků a nízkou konzumací po-

travin obsahujících látky s antioxidačními účinky. Právě dostatečný přísun potravin boha-

tých na látky eliminující radikály napomáhá chránit organismus před působením volných 

radikálů. Látky obsažené v těchto potravinách, mající schopnost snižovat výskyt volných 

radikálů v těle, nazýváme antioxidanty. Mezi tyto látky s antioxidačními účinky patří vita-

míny a minerály obsažené v ovoci a zelenině, polyfenolické látky různé povahy nacházejí-

cí se v obilovinách či ořeších. K důležitým zdrojům příjmu antioxidantů patří i nápoje, jak 

nealkoholické mezi kterými jsou cennými zdroji ovocné a zeleninové šťávy, zelený nebo 

černý čaj, tak i nápoje s nižším obsahem alkoholu, jako jsou pivo a víno, do kterých se 

dostávají antioxidanty z výchozích surovin při zpracování. Látky s antioxidačním účinkem 

nejsou jen prospěšné pro organismus konzumentů, ale také chrání potraviny před vnějšími 

vlivy, prodlužují stabilitu a trvanlivost výrobků.  

Potraviny s antioxidačními účinky v sobě neobsahují nikdy jen jeden antioxidant, ale sou-

bor více látek navzájem se doplňujících. Z tohoto důvodu byly zavedeny různé metody 

stanovení tzv. celkové antioxidační kapacity. Mezi nejznámější a nejpoužívanější metody 

řadíme metody ORAC, FRAP, TEAC,  metody elektrochemické či EPR. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 VOLNÉ RADIKÁLY 

Volnými radikály jsou označovány atomy, ionty nebo molekuly obsahující jeden ne-

bo více nepárových elektronů. Volné radikály vznikají přijetím nebo ztrátou elektronů, 

například při oxidativním stresu v živých organismech, kde působí negativně na biologicky 

významné sloučeniny, především na lipidy, bílkoviny a nukleové kyseliny, kdy pozměňují 

jejich strukturu a tím dochází k jejich destrukci či modifikaci jejich funkce. Radikály jsou 

nestálé, velmi reaktivní a mají tendenci vytvářet další volné radikály a tím zahajovat řetě-

zovou reakci sestávající ze třech fází. První z nich je iniciace, další propagace a poslední 

terminace. Principem vzniku řetězové reakce je, že volné iniciační radikály reagují s jinými 

volnými radikály nebo s intaktními molekulami a rozbíjí je na volné radikály a další elek-

trony, které vedou ke vzniku následných radikálů. [1] 

Pro organismus jsou nejdůležitější volné radikály kyslíku a dusíku, z nichž dalšími 

přeměnami mohou vznikat jiné reaktivní látky, které již ale nemají nepárový elektron (pe-

roxid vodíku, kyselina chlorná). Tyto látky se spolu s volnými radikály označují názvem 

reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species, ROS), reaktivní formy dusíku (RSN).[2] 

Volné radikály vznikají z molekul třemi způsoby: 

 homolytickým štěpením kovalentní chemické vazby, přičemž každý fragment získá 

jeden nepárový elektron, 

 redukcí – přijímání elektronu molekulou, 

 oxidací – ztrátou jednoho elektronu. 

 

1.1 Reaktivní formy kyslíku 

Mezi nejčastěji se vyskytujícími radikály reaktivních forem kyslíku jsou: peroxidový 

radikál (O2∙-), hydroperoxylový radikál (HO), peroxylový radikál (ROO∙),hydroxylový 

radikál (OH∙) a alkoxylové radikály (RO∙). Poměrně časté jsou i reaktivní formy kyslíku 

neradikálové povahy, jako singletový kyslík (1O2), ozon (O3), peroxid vodíku (H2O2) a 

kyselina chlorná (HClO). [3] 
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1.1.1 Vznik hydroxilového radikálu 

Superoxid vzniká přijetím jednoho elektronu molekulou kyslíku: 

O2 + e- O2
●. 

Po přijmutí dalšího elektronu dojde k redukci superoxidu na peroxid vodíku: 

O2
●+ e- + 2H+ H2O2 . 

Takto vzniklý peroxid vodíku se přijmutím dalšího elektronu rozpadne na vodu a hyd-

roxylový radikál (HO●). 

Fentonova reakce – při této reakci vzniká z peroxidu vodíku v reakci s železnatým ka-

tiontem Fe2+ vysoce toxický hydroxylový radikál HO●, který v živé hmotě okamžitě reagu-

je s okolními molekulami. Jako silné oxidační činidlo vytrhuje z nenasycených mastných 

kyselin elektron a atakuje báze nukleových kyselin. [4] 

Fentonova reakce: H2O2 + Fe2+  HO● + OH- + Fe3+ 

1.2 Reaktivní formy dusíku 

Reaktivní formy dusíku (reactive nitrogen species, RNS) jsou odvozeny od dusíku a 

dělí se do skupin radikálových a neradikálových. 

Do radikálové skupiny se řadí oxid dusnatý (NO∙) a dusičitý (NO2∙), mezi neradikálo-

vé RNS řadíme nitrosylový kation (NO+), nitroxyl (NO-), kyselinu dusitou (HNO2), oxid 

dusitý (N2O3), oxid dusičitý (N2O4), peroxonitritový anion (peroxodusitan, ONOO-) a al-

kylperoxynitrit (ROONO). [5] 

 

Každý organizmus má svoji antioxidační ochranu a při správném fungování je 

v rovnováze se vznikajícími radikály. Pokud ale dojde k porušení rovnováhy mezi vznikem 

a odstraňováním volných radikálů, dochází k oxidačnímu stresu. Porušení rovnováhy je 

způsobeno, nahromaděním volných radikálů v organismu, jak radikálů v organismu přiro-

zeně vzniklých, tak radikálů dostávající se do těla zvenčí (např: kouřem, zářením aj.). Oxi-

dační stres je tedy stav, kdy je organismus v těžké nerovnováze a přispívá tím k tvorbě 

především civilizačních chorob (např: infarktu myokardu, diabetes aj.). K zabránění ne-

rovnováhy a tím i vzniku oxidačního stresu je kladen velký důraz na příjem antioxidan-

tů.[6] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 14 

 

2 ANTIOXIDANTY 

Antioxidanty jsou látky (molekuly) chránící organismus před působením volných radi-

kálů tím, že zabraňují jejich oxidaci. Chrání organismus jak před vlivem exogenních tak i 

endogenních volných radikálů a zapojují se do metabolismu, ve kterém vznikly nebo do 

kterého byly dopraveny. [2,6] 

Po chemické stránce mohou být antioxidanty například látky polyfenolického charakte-

ru, jako jsou kumariny, flavonoidy aj., ale i vitamíny a to vitamín C, E a karotenoidy.[7] 

Již v dřívějších dobách začaly být antioxidanty aplikovány zejména v oblastech prů-

myslové výroby či v potravinářství pro konzervaci potravin a uchovávání snadno degrado-

vatelných látek. V současné době jsou využívány jako látky s širokým uplatněním 

v medicíně, dále pak v chemickém a potravinářském průmyslu, především pro eliminaci 

působení volných radikálů uvolňujících se při oxidativních procesech v organismu, ale 

 také například zabraňují projevům působení volných radikálů v potravinách, jako je žluk-

nutí tuků.[8,9] 

Přírodní antioxidanty se nacházejí v zelenině, ovoci, koření, čaji a bylinkách. Jako je-

jich zdroje mohou také posloužit olejnatá semena, ořechy, obiloviny, luštěniny a živočišné 

produkty. Konzumace potravin obsahujících cenné antioxidanty ve větším množství je 

prospěšná a nepostradatelná, snižuje riziko rakoviny a kardiovaskulárních onemocnění, 

chrání strukturu buněčné a cytoplasmatické membrány aj.[9] 

2.1 Dělení antioxidantů 

Antioxidanty netvoří sourodou skupinu látek, tudíž je obtížné je rozdělit do specific-

kých skupin. Většinou se dělí podle různých kritérií, nejčastěji však podle mechanismu 

účinku na katalyzátory, chelatační látky, inhibitory enzymů, a dále dle rozpustnosti na lát-

ky hydrofilní, lipofilní, podle velikosti jejich molekul na vysokomolekulární, nízkomoleku-

lární, či dle původu na endogenní, exogenní, přirozené, umělé. [2,10] 

Antioxidanty mohou být získávány syntézou jako látky identické nebo jako látky čás-

tečně identické s antioxidanty, které se přirozeně vyskytují v přírodě, nebo jako látky zcela 

specifické. [10] 
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2.2 Antioxidanty přijímané potravou 

Antioxidanty jsou obsaženy v nejrůznějších potravinách, nicméně pokud bychom se 

pokusili o zobecnění skupiny potravin, obsahujících největší množství antioxidantů, jedna-

lo by se o potraviny, které neobsahují cholesterol, obsahují minimum tuků a sodíku, lid-

skému tělu dodávají dostatek vitamínů, esenciálních látek, minerálních látek, rostlinných 

bílkovin a vlákniny (luštěniny, ořechy, ovesné vločky). Nejčastějšími přírodními antio-

xidanty obsaženími v potravinách jsou vitaminy skupiny B, vitamin C, tokoferoly, polyfe-

noly a minerální látky.[9,10,12] 

2.2.1 Vitamín C – kyselina askorbová 

Vitamín C, neboli kyselina askorbová je ve vodě rozpustná látka, přispívající 

k udržení tělesného zdraví. Vitamín C je vitamínem esenciálním, tělo si jej neumí samo 

vytvořit, tak jej musíme získávat z potravy. Denní dávka je v rozmezí mezi 60-200 

mg/den. Nachází se jak v ovoci, tak v zelenině, ale liší se svým množstvím v jednotlivých 

druzích potravin. Nejvíce vitamínu C můžeme nalézt v citrusových plodech, v šípku, čer-

ném rybíze, paprice, bramborách. Vitamín C je velmi důležitým a nezastupitelným antio-

xidantem. Působí jako kofaktor řady enzymů, sehrává důležitou roli při oxidoredukčních 

dějích v organismu. Antioxidační účinek spočívá v redukci anorganických i organických 

radikálů, mezi které řadíme kyslíkový, hydroxylový, peroxidový aj.[11,12,13] 

Kyselina L-askorbová bývá používána jako potravinářské aditivum, jak v konzervárenské 

technologii, tak i v technologii masa, tuků. 

O

OH OH

O

OH

OH

 

Obr. 1: struktura vitamínu C 

2.2.2 Vitamín E - tokoferol 

Lipofilní vitamín zahrnující skupinu osmi izomerů, z nichž nejvíce zastoupenou a 

nejúčinnější formou vyskytující se v přírodě je α-tokoferol. Vitamin E je typický membrá-

nový antioxidant, uplatňující se v antioxidační ochraně lipidů biologických membrán a 

lipoproteinových částic plazmy. Vitamín E jako antioxidant má aktivní hydroxylovou sku-

pinu na aromatickém jádře. Při reakci s volnými radikály ztrácí vitamín E svou aktivní 
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skupinu a tím dochází k jeho inaktivaci. Důležitým krokem k obnově je tzv. regenerace 

vitamínu, kterou u vitamínu E zaujímá kyselina askorbová a poté následuje aktivace kyse-

liny dehydroaskorbové pomocí glutationu. Mezi potraviny obsahující vitamin E jsou řaze-

ny obilné klíčky, ořechy a listová zelenina.[11,14] 

O

OH

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3CH3

CH3

 

Obr.2:strukturavitamínu E 

2.2.3 Polyfenoly 

Polyfenoly jsou látky, které mají ve své molekule dvě a více hydroxylových skupin 

navázaných na aromatickém jádře. Nacházejí se téměř ve všech rostlinách a mají různé 

funkce. Chrání rostliny jak před oxidativním stresem, tak i před UV zářením a působením 

patogenů. Polyfenoly jsou rozsáhlou skupinou látek. V dnešní době je známo vice než 

8000 druhů polyfenolů, rozdělujících se do 4 skupin v závislosti na počtu aromatických 

kruhů a způsobu vazby mezi jednotlivými aromatickými kruhy, nebo do deseti tříd na zá-

kladě jejich chemické struktury.[15,16] 

v závislosti na počtu aromatických kruhů a způsobu vazby mezi jednotlivými aro-

matickými kruhy se dělí na: 

1. Fenolové kyseliny  

2. Flavonoidy 

 3. Lignany 

4.Stilbeny 

2.2.3.1 Fenolové kyseliny 

Fenolové kyseliny rozdělujeme do dvou tříd na deriváty kyseliny benzoové a deriváty 

kyseliny skořicové. 

Mezi deriváty kyseliny benzoové se řadí kyselina ellagová, gallová a hydrolyzované 

tanniny, nacházejících se převážně v bobulovitém ovoci (maliny, rybíz, jahody, ostružiny), 

ale také ve skořápkových plodech a cibuli. 
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K derivátům kyseliny skořicové se řadí kyselina p-kumarová, kyselina kávová, ky-

selina chlorogenová, kyselina nerulová a kyselina sinapová, vyskytující se převážně 

v obilovinách, kávě ale i v ovoci (kiwi, jablka, třešně).[15] 

2.2.3.2 Flavonoidy 

Výskyt flavonoidů je nejčastější ve formě glykosidů. Glykosidová forma umožňuje 

vyšší rozpustnost v běžných fyziologických podmínkách, snižuje a zabezpečuje lepší stabi-

litu. Glykosidovou částí flavonoidů bývá obvykle glukóza, galaktóza, xylóza a arabinóza. 

Flavonoidy jsou přítomné přibližně v 80 % vyšších rostlin. [16] 

Mezi hlavní skupiny flavonoidů ke vztahu k člověku a dle stupně oxidace kyslíkového 

heterocyklu patří:  

 Flavonoly - zástupci kvercetin, kemferol a myricetin 

 Flavanony – hesperetin, naringenin, eriodictyol 

 Flavanoly – katechiny( epikatechiny), proanthokyanidiny 

 Flavony - glykosidy apigenin a luteolin 

 Isoflavony – daidzein, glycitein, genistein 

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

 

Flavonoly jsou hlavními zástupci flavonoidů. Jejich obsah se v rostlinách odhaduje až 

na desítky mg·kg -1. Nejvíce se vyskytují v česneku, brokolici, jablkách, bobulovitém ovo-

ci, listové a kořenové zelenině, v čaji a ve víně, kde přispívají k jejich trpké chuti. [17,18] 

O

O

OH

 

Obr. 3: struktura flavonolu 

Flavanony  jsou v největší koncentraci obsaženy v citrusových plodech (pomeranč, 

grep, citrón), v menší koncentraci v rajčatech. Nacházejí se i v aromatických rostlinách 

jako lékořice či skořice. [17] 
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Obr. 4: struktura flavanonu 

 

Flavanoly - mezi největší skupinu patřící pod flavanoly patří katechiny. Jejich největší 

zastoupení je v zeleném čaji a čokoládě. Nacházejí se i v mnoha druzích ovoce a vinné 

révě. Do druhé skupiny flavonolů patří proanthokyanidiny, také známé jako kondenzované 

tanniny. Ty jsou odpovědné za svíravou chuť ovoce a nápojů a také za hořkost čokolády, 

kterou způsobují díky tvorbě komplexů se silnými proteiny. Postupem zrání svíravost mizí. 

[17,18] 

O

OH  

Obr. 5: struktura flavanolu 

 

Flavony jsou méně běžné než flavonoly. Flavony ve větších koncentracích přispívají k 

zabarvení rostlinných tkání a společně s flavonoly jsou žlutými pigmenty rostlin. Nejvíce 

jsou zastoupené v kořenové zelenině a citrusových plodech.  

O

O  

Obr. 6: struktura flavonu 

Isoflavony, neboli fytoestrogeny, jsou schopné vázat se k estrogenovým receptorům. 

Nejvíce zastoupené jsou v sóji a luštěninách. [17,18] 
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Obr. 7: struktura isoflavonu 

 

Anthokyanidiny patří do skupiny rostlinných barviv (růžová, červená, modrá) nacháze-

jících se jak ve slupkách, tak i v dužině. Vytvářejí komplexy se silnými proteiny jako fla-

vanoly a tím mají za následek trpkou chuť ovoce a nápojů. Jsou nejvíce zastoupeny 

v ovoci, bobulích hroznového vína, v pivě, zeleném čaji, červeném zelí, cibuli. [18] 

O
+

 

Obr. 8: struktura anthokyanidinu 

2.2.3.3 Lignany 

Někdy též fytoestrogeny se nacházejí především ve slupkách v různých druzích 

semen, v celých zrnech, luscích zeleniny a také v ovoci. Nejvíce zastoupeny jsou v lněném 

oleji, lněném semínku a celozrnném žitném pečivu. [19] 

2.2.3.4 Stlibeny 

Nejvýznamnějšími zástupci jsou resveratrol a jeho glukosidpiceol, nacházející se 

v bobulích hroznového vína a v červeném víně. Resveratrol může sloužit jako ochranný 

faktor před vznikem škodlivého peroxidu, oxidů dusíku a ROS. [19] 

OH

OH

OH

 

Obr. 9: struktura stibenu 
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Jak vyplývá z výše uvedených skutečností, většina antioxidantů se nachází v ovoci, 

zelenině, skořápkových plodech, olejninách. Největší množství polyfonolických látek lze 

potom nalézt v pivu, čaji, víně, kávě, čokoládě s vysokým obsahem kakaa, v ovoci a někte-

rých druzích zeleniny, převážně kořenové. 

Jako antioxidanty působí také mikroelementy a stopové prvky, které patří mezi esen-

ciální, stejně jako esenciální aminokyseliny, musíme je tedy do těla dodávat potravou. Me-

zi takovéto prvky řadíme selen, zinek, měď, železo, jod aj. 

 

2.3 Antioxidační kapacita 

Antioxidační kapacita je vlastnost či schopnost látky (tkání) vychytávat a eliminovat 

volné radikály, a tím odolávat oxidačnímu stresu a chránit organismus před škodlivými 

procesy způsobenými volnými radikály. Jelikož existuje velké množství antioxidantů 

s rozdílnými mechanismy účinku, byl zaveden pojem tzv. celková antioxidační kapacita 

(total antioxidant capacity – TAC), popisující celkové množství všech antioxidantů ve 

zkoumaném prostředí (vzorku). TAC slouží k rychlému a přehlednému srovnání antioxi-

dačních účinků různých vzorků. Celková antioxidační kapacita se nejčastěji určuje na zá-

kladě porovnání TAC vzorku se známým množstvím antioxidantů ve standardu. Mezi látky 

s vysokou antioxidační kapacitou řadíme vitamíny, flavonoidy, karotenoidy, stopové prvky 

a koenzym A. Metody stanovení TAC jsou rozdílné, jde například o přímou reakci 

s radikály nebo reakci s přechodnými kovy. Pro stanovení se nejčastěji v praxi využívá 

metod TEAC (ABTS), FRAP, ORAC,  DPPH, TRAP. [2,20] 
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3 METODY STANOVENÍ CELKOVÉ ANTIOXIDAČNÍ KAPACITY 

3.1 Stanovení TAC chemickými metodami 

3.1.1 Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity) 

Metoda ORAC je fluorescenční metoda založená na eliminaci kyslíkových radikálů 

antioxidanty a úbytek fluorescence β- fykoerytrinu. Při této metodě se v systému generují 

pomocí činidla ABAP (2,2´- azobis-2-methyl- propionamidinu) kyslíkové radikály a sledu-

je se schopnost antioxidantů ve vzorku tyto radikály vychytávat a tím zpomalit nebo zasta-

vit radikálovou reakci. [2,21] 

3.1.2 Metoda TEAC (TroloxEquivalent Antioxidant Capacity) 

Metoda TEAC je spektrofotometrická metoda. Je jednou ze základních a nejpouží-

vanějších metod pro stanovení TAA. Principem metody je zhášení uměle připraveného 

radikálu (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonát) (ABTS•+) antioxidan-

ty obsaženými ve vzorku. Metoda se dá využít dvěma způsoby. Prvním způsobem je, že se 

k již připravenému radikálu (ABTS•+) přidává antioxidant. Při druhém způsobu se antio-

xidant přidává přímo do reakční směsi, která slouží pro generaci radikálu. V průběhu expe-

rimentu se porovnává zpomalování tvorby radikálu a pomocí spektrofotometrie se sleduje 

zhášení radikálu antioxidační látkou. U této metody se využívá troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2- karboxylová kyselina) s jehož antioxidační kapacitou je poté srov-

návána výsledná antioxidační kapacita daného vzorku. [20,22] 

3.1.3 Metoda FRAP (FerricReducing Antioxidant Power) 

Jedná se o spektrofotometrickou metodu založenou na schopnosti antioxidantů ob-

sažených ve vzorku redukovat železité komplexy na železnaté, za vzniku komplexu mod-

ro-fialového zbarvení. Intenzita změny zbarvení reakční směsi, stanovovaná spektorfoto-

metricky, je poté úměrná obsahu antioxidantů ve vzorku. [2,23] 

3.1.4 Metoda DPPH (difenyl pikrylhydrazyl) 

Metoda je založena na reakci sledované antioxidační látky s difenylpikryl-

hydrazylem. Při této metodě se reaktivní radikál redukuje za vzniku difenylpikrylhydrazi-

nu. Nejčastěji je tato reakce sledována spektrofotometricky. [20] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 22 

 

3.2 Stanovení TAC elektronovou paramagnetickou rezonancí (EPR) 

Metoda je založena na absorpci mikrovlnného záření nepárovými elektrony a radiká-

ly v silném magnetickém poli. Touto metodou je možné studovat jak volné radikály různé-

ho typu, tak i paramagnetické komplexy nebo excitované stavy. Do zkoumaného vzorku je 

přidán značený radikál a je sledován jeho úbytek vlivem působení antioxidantů obsažených 

ve vzorku. [24] 

3.3 Stanovení TAC elektrochemickými metodami 

Elektrochemické metody jsou vhodnou alternativou pro stanovení nejrůznějších anti-

oxidantů s redoxními vlastnostmi. Principem metody je sledování proudové odezvy redox-

ních reakcí antioxidantů v závislosti na vkládaném napětí na pracovní elektrodu (senzor). 

Proudová odezva senzoru je potom úměrná úhrnné koncentraci antioxidantů ve vzorku. 

Dříve byly pro elektrochemické stanovení zaváděny nejrůznější polarografické me-

tody. V dnešní době jsou metody založené především na cyklické voltametrii nebo ampe-

rometrii. Těmito metodami mohou být stanovovány antioxidanty obsažené v ovoci, zeleni-

ně, v pivu a vínu, v ovocných šťávách, extraktech rostlin apod.[2,25] 

3.3.1 HPLC (vysokoúčinná kapalinová chromatografie)s elektrochemickou detekcí 

Metoda sestává ze dvou základních fází. První fází je separace jednotlivých antio-

xidantů a jiných látek pomocí HPLC na koloně. Druhou fází je nenásledná postupná detek-

ce (kvantifikace) látek s využitím elektrochemické detekce. 

Elektrochemická detekce je založena na oxidaci/redukci látky pod určitým potenciá-

lem, který je vložen na pracovní elektrodu detektoru. Pokud je látka při tomto potenciálu 

oxidována či redukována projeví se to změnou proudové odezvy. Při použití metody HPLC 

s amperometrickým nebo coulometrickým detektorem, lze elektroaktivní látky, v našem 

případě antioxidanty, přesně a citlivě detekovat. [2,25] 
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4 PIVO 

Pro účely vyhlášky je pivo definováno jako pěnivý nápoj, vyrobený zkvašením mladi-

ny připravené ze sladu, vody, neupraveného chmele, upraveného chmele nebo chmelových 

produktů, kdy při kvasném procesu v pivu vzniká alkohol (etylalkohol) a oxid uhličitý, 

tvořící rozsáhlou a významnou skupinou alkoholických nápojů. Nalézt tu můžeme pivo 

stolní, výčepní, typu ležák, speciální aj., řazené do skupin podle obsahu alkoholu. [26] 

Pivo je velmi oblíbeným nápojem již mnohá staletí, obsahuje látky důležité pro tělo : 

vodu, bílkoviny, sacharidy, biogenní prvky , ionty a vitamíny. Z řady vitamínů tu můžeme 

nalézt niacin, pyridoxin, kyselinu pantotenovou, riboflavin aj. Tyto prospěšné látky obsa-

huje pivo z  použitých surovin, mezi které patří sladovnický ječmen, chmel, voda, pivovar-

ské kvasinky a doplňující látky (surogáty).  

Sladovnický ječmen je ve sladovnách zpracováván na slad. Patří k nejdůležitější suro-

vině pro výrobu piva. Získá se naklíčením a hvozděním sladovnického ječmene. Získaný 

ječný slad je zdrojem největšího podílu polyfenolických látek obsažených v pivu (přibližně 

80%).  

Chmel je další nepostradatelnou složkou pro výrobu piva, používaný buď 

v granulované formě, nebo ve formě listové. Chmel obsahuje cenné složky, mezi které 

patří pryskyřice ( α – hořké kyseliny, β – hořké kyseliny), silice a polyfenolické látky do-

dávající pivu charakteristickou hořkou chuť a zaujímají zbylých 20% obsahu polyfenolyc-

kých látek. 

Voda je nejvíce zastoupenou surovinou při výrobě piva. Její obsah v pivu je přibližně 

85 -  90% . Pro tak vysoký obsah vody, nezpůsobuje pití piva dehydrataci, jako jiné alko-

holické nápoje. 

Zmíněné polyfenolické látky obsazené v pivu z ječmene a chmele mají pro konzumen-

ty jak antioxidační, antimikrobiální, antikarcinogenní účinky ale dokáží regulovat krevní 

tlak a krevní glukózu. Z potravinářského hlediska přispívají k stabilitě a trvanlivost piva a 

podílejí se i na jeho senzorických vlastnostech  - hořká chuť, která je způsobena převážně 

tříslovinami, zaujímající až 30% všech polyfenolů obsažených v pivu. 

Přes všechny tyto kladné účinky piva musíme mít na paměti, že všeho moc škodí, ale 

v rozumné míře je konzumace více než prospěšná. [27,28,29] 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CHEMIKÁLIE A PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ 

5.1 Použité chemikálie 

 Chlorid sodný - NaCl -  - Sigma-AldrichChemie GmbH, Steinheim, Německo 

 NaH2PO4 · 2 H2O (dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát) - Pentachemicalss.r.o 

 Na2HPO4 · 12 H2O (hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát) - Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim, Německo  

 Kyselina gallová - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Německo  

 Kyselina askorbová - Lach-Ners.r.o. 

 Etanol–Verkon.s.r.o 

 Dichlormethan– Pentachemicals s.r.o. 

 Vzorky piv – obchodní síť 

 Epoxid Havel Composites– HavelComposites 

 Stříbrné vodivé epoxidové lepidlo – Epotek H20E, EpoxyTechnology– Epoteks.r.o 

 Uhlíková vlákna– Fiberpreg CZ a.s. 
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Tabulka 1: Vzorky použitých piv 

Značka piva Stupňovitost 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 

Krušovice 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 

Velkopopovický kozel 11 4,6% 4,6 

Vyškov 12 5,5% 4,9 

Zubr 10 4,1% 5,1 

 

5.2 Přístrojové vybavení 

 Potenciostat Lchem 

 Potenciostat CHI instruments 

 Infúzní dávkovač –HPLC pumpa Agilent 

 Home made autosampler – námi vyrobeny automatický dávkovač 
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6 VÝROBA A AKTIVACE MIKROELEKTROD – SENZORŮ 

6.1 Příprava mikroelektrody 

Mikroelektroda je elektroda, jejíž aktivní část je velmi malých rozměrů v řádech jed-

notek až desítek µm. Mikrosenzor je tvořen uhlíkovým vláknem nalepeným pomocí vo-

divého stříbrného lepidla na měděném vodiči, kdy celá tato část je vložena do skleněné 

kapiláry a následně zatěsněna epoxidem. 

Pro získání co nejlepšího vodivého povrchu a tím dobrého spojení měděného drátku 

s uhlíkovým vláknem je důležitým krokem správné očištění drátku. Při čištění drátku do-

chází k redukci oxidů mědi na nulamocnou měď. Takovéhoto očištění bylo dosáhnuto roz-

žhavením měďného drátku nad kahanem a ponořením do etanolu. Očištěný měděný drátek 

a uhlíkové vlákno o požadované délce bylo k sobě přilepeno stříbrným vodivým epoxido-

vým lepidlem. Pro ztuhnutí a vytvrzení lepidla byl drátek s vláknem ponechán v sušárně po 

dobu 40 - 45 minut při teplotě přibližně135°C. Po vytvrzení stříbrného epoxidu a vychlad-

nutí na pokojovou teplotu byl drátek vložen do skleněné kapiláry, ze které vyčnívala asi 

desetimilimetrová část uhlíkového vlákna. Skleněná kapilára byla poté utěsněna pomocí 

epoxidové pryskyřice z obou stran. Na spodní stranu, ze které vyčnívalo vlákno, bylo zapo-

třebí velké opatrnosti a to z důvodu, aby nebylo uhlíkové vlákno potřísněno epoxidem a 

tím nedošlo ke znehodnocení elektroaktivní plochy. 

Na obrázku č.10. a) je schéma uhlíkové mikroelektrody, kdy 1 je uhlíkové vlákno o 

tloušťce 8 µm, 2 – kapka epoxidu utěsňující skleněnou kapiláru (5) na straně vlákna, 3 – 

stříbrný vodivý epoxid – spoj uhlíkového vlákna s měděným vodičem (4), 6 – epoxid utěs-

ňující skleněnou kapiláru. Na obrázku č.10. b) je ukázáno srovnání uhlíkové mikroelektro-

dy (vlevo) s lidským vlasem (vpravo). Ze snímku je patrná malá tloušťka uhlíkového vlák-

na. 
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Obr. 10: a) schéma uhlíkové mikroelektrody, b) srovnání uhlíkové mikroelektrody 

s lidským vlasem. [31] 

 

6.2 Předúprava elektrody – očištění a aktivace elektrody 

Před samotným měřením je důležité elektrodu očistit, zlepšit vodivost měděného 

drátku a elektrodu aktivovat. Nejdříve byla elektroda povrchově očištěna pomocí sonifika-

ce v dichlormethanu po dobu asi půl minuty. Pro zlepšení vodivosti povrchu měděného 

drátku vyčnívajícího z elektrody, byla pomocí ostrého kovového předmětu (nůžky, skalpel, 

špachtle) z drátku odškrábnuta povrchová vrstva oxidu. Takto očištěná elektroda byla po-

nořena do roztoku elektrolytu – 1% roztoku NaCl.  

Celý proces aktivace elektrody probíhal v tříelektrodovém zapojení. Čištěná elektro-

da s uhlíkovým vláknem byla použita jako pracovní elektroda, referentní elektrodou byla 

v tomto případě Ag/AgCl elektroda (Ag/AgCl – nasycený roztok KCl) a platinový drátek 

byl elektrodou pomocnou. Pracovní mikroelektroda byla k systému připojena až po 5-ti 

minutovém namočení v roztoku elektrolytu (roztoku NaCl), a to z důvodu mírné polariza-

ce. Celková aktivace elektrody zahrnovala 3 kroky. V prvním kroku byl na elektrodu vklá-

1 

2 

  1 

3 

4 

6 

5 
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dán po dobu 20-ti sekund proměnný potenciál se sinusovým průběhem o frekvenci 50 Hz 

od 0 do 2,9 V, druhý krok zahrnoval elektro redukci po dobu 5-ti sekund při konstantním 

potenciálu – 0,8 V a nakonec byla elektroda vystavena po dobu 5-ti sekund konstantním 

potenciálu 1,5 V. Po skončení byla elektroda odpojena od zdroje, aby nedošlo k její polari-

zaci a byla opláchnuta destilovanou vodou. [31]  

 

Obr. 11: Potenciostat L-chem s tříelektrodovým zapojením pro aktivaci mikrosenzoru. 

 

Během procesu očištění a aktivace dochází k tvorbě uhlíkových a kyslíkových 

funkčních skupin na povrchu elektrody, ale i k odstranění svrchní části vlákna vlivem vy-

sokého anodického potenciálu. 

Samotný proces neslouží pouze k očištění a aktivaci mikroelektrody, ale má záro-

veň diagnostickou funkci. Z proudového záznamu aktivace je zjištěno, jestli byla elektroda 

správně očištěna a aktivována a zda je vůbec funkční. Pokud došlo ke správné aktivaci 

mikrosenzoru a elektroda se může použít, má proudový záznam typický tvar, jak je ukázá-

no na obr. 12 a). Tudíž dle tvaru proudového záznamu lze rozhodnout, zda bude elektroda 

použita pro další měření. 

Pokud by elektroda nebyla správně očištěna a aktivována, byl by povrch vlákna 

oxidován vlivem vzdušného kyslíku a byl by méně aktivní či plně inaktivní. Aktivační pro-

ces odhalí i elektrody se špatným kontaktem či elektrody neutěsněné. Příklad aktivačního 

záznamu nefunkční elektrody je na obr. 12 b). 
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Obr.12: a) Proudový záznam aktivace funkční elektrody 

 

 

 

Obr. 12: b) Proudový záznam aktivace elektrody nevhodné pro další použití 

 

 

 

Proudový záznam aktivace elektrody je tvořen mnoha slitými křivkami průběhu 

proudu při aktivaci – vliv vysoké frekvence napětí při aktivaci, jak je ukázáno na obrázku 

12 c). 
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Obr. 12 c): Zvětšené křivky z obrázku 12 a) ve kterém jsou křivky slity dohromady a tvoří 

černou plochu. 
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7 MĚŘÍCÍ SYSTÉM 

7.1 Popis systému 

 Měřící systém je založen na kombinaci mikrodialýzy a elektrochemického detekč-

ního systému. Pomocí vysokotlaké pumpy, v našem případě starší HPLC pumpy, je pum-

pována přes mikrodialyzační sondu mobilní fáze, za kterou byl zvolen PBS pufr o pH=7,4. 

Membrána mikrodialyzační sondy je polopropustná pro nízkomolekulární látky obsažené 

ve vzorku (pivo) a ty jsou vedené přes elektrodový systém k potenciostatu. Elektrochemic-

ký detektor, s pracovní elektrodou tvořenou výše popsanou mikroelektrodou (mikrosenzo-

rem), je připojen na výstupu z mikrodialyzační sondy. Potenciostat připojený k detektoru, 

zajišťuje elektrodě potřebné konstantní napětí a snímá proud. Velikost proudu je přímo 

úměrná koncentraci snadno oxidovatelných látek v okolí aktivní části elektrody – uhlíko-

vého vlákna. K řízení chodu systému slouží počítač s vyhodnocovacím programem založe-

ným na platformě LabView. Na obrázku 13 je schéma uspořádání systému. 

 

Obr. 13: Schéma uspořádání mikrodialyzačního systému s elektrochemickým detektorem. 

 

Samotný detektor je ukázán na obrázku 14. Číslem 1 je označena pracovní elektro-

da (výše popisovaná mikroelektroda), číslem 2 peeková kapilára, do které je vloženo vlák-

no  elektrody (aktivní plocha mikrosenzoru) ze strany jedné, ze strany druhé je přiveden 

vývod mikrodialyzační sondy. Číslem 3 je označena referentní elektroda (Ag/AgCl), mě-

děná deska sloužící jako podklad a zároveň jako elektroda pomocná je označena číslem 4. 
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Obr. 14.: Otevřený systém elektrochemického detektoru 

 

Před začátkem každého měření byl systém promyt pomocí roztoku etanolu a ná-

sledně zavodněn mobilní fází. Během zavodňování byla k systému připojena sonda s mi-

krodialyzační membránou, ta byla ponořena do roztoku PBS. Průtok mobilní fáze a tím i 

zavodňování a hydratace mikrodialyzační sondy byl nastaven na 10 µl/min a trval přibližně 

dvacet až třicet minut. Experimenty bylo zjištěno, že předem hydratovaná sonda zaručuje 

přesnější, reprodukovatelnější a stabilnější výsledky, proto byla hydratace sondy provádě-

na po dobu minimálně dvacet minut až půl hodiny v roztoku PBS pufru o pH 7,4.  

Za nejvhodnější pracovní potenciál byl vybrán na základě zkušeností z literatury 

konstantní potenciál o hodnotě 800 mV, 1000 mV a 1200 mV vs. Ag/AgCl.  

Součástí celého zařízení je i home-made autosampler se dvěma mikrotitračními 

destičkami, který zajišťoval automatické měření v rozsahu až 184 vzorků během jednoho 

experimentu. Autosampler byl ovládán, pro tento účel naprogramovaným softwarem na 

platformě LabView. Celé uspořádání systému je na obrázku 15. Pod číslem 1 je HPLC 

pumpa, 2 a 3 – membránový tlumič pulsů, 4 – zásobní lahev s pufrem, 5 – mikrodialyzační 

sonda, 6 – autosampler, 7 – detektor v kovové krabičce (krabička funguje jako Faradayova 

klec), 8 – potenciostat. 

Po skončení měření byl celý systém promyt mobilní fází po dobu půl hodiny a poté 

10 min vodným roztokem etanolu (40% v/v). 
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Obr. 15: Uspořádání použitého měřícího systému. 1. HPLC pumpa, 2., 3. Membránový 

tlumič pulsů, 4. Zásobní lahev s pufrem, 5. Mikrodialyzační sonda, 6. Autosampler, 7. De-

tektor v kovové krabičce (krabička funguje jako Faradayova klec), 8. Potenciostat 

 

7.2 Regenerace sondy 

Z literatury je známo, že látky obsažené v pivě se během měření nanášejí na povrch 

pracovní elektrody, kde vytvářejí vrstvu nánosu a tím dochází k inaktivaci (částečné či 

úplné) elektrody. Vhodným způsobem jak zabránit inaktivaci je regenerace elektrody. Pro 

regeneraci stačí využití krátkodobého potenciálového pulzu, který je identický s druhým 

krokem očištění a aktivace elektrody. Na obrázku č.16 je ukázka záznamu experimentu, 

který sestává z čistícího pulsu, ustálení základní proudové linie, měření analytu, opětovné-

ho ustálení základní proudové linie a čistícího pulsu, to vše pro tři vzorky piva. Měření 

analytu předchází ponoření mikrodialyzační sondy do jamky mikrotitrační destičky, kde je 

napipetován zkoumaný vzorek piva (ponoření sondy do jamky je provedeno v čase odpo-

vídajícím několika sekund před bodem a v grafu – před samotnou odezvou na analyt, ana-

lyt musí doputovat k senzoru vlivem proudu pufru). 
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Obr. 16.: Záznam experimentu: Ec -vložení čistícího pulzu, tc- čas čistícího pulzu, Ew - za-

čátek vložení pracovního potenciálu 800 mV vs. Ag/AgCl a zasunutí mikrodialyzační son-

dy do jamky. 

7.3 Měření s mikroelektrodami 

Do mikrotitrační destičky o objemu jedné jamky 350 µl byly nepipetovány jednotlivé 

vzorky standardů případně vzorků. Vstupní mikrodyalizační sondou ponořenou 

v analyzovaném vzorku proudil PBS pufr, přes polopropustnou membránu byly do pufru 

vnášeny nízkomolekulární látky působící TAC a spolu s PBS pufrem byly unášeny až 

k detekčnímu systému. Po určitém čase začaly membránou sondy pronikat nízkomoleku-

lární látky, které byly unášeny až k detektoru. 

7.4 Kalibrace na kyselinu askorbovou a gallovou na mikroelektrodě 

Aby bylo možno z proudové odezvy analytu stanovit jeho koncentraci, byla promě-

řena kalibrační křivka u kyseliny askorbové a gallové v rozmezí 5·10-5 - 5·10-4 mmol/l (u 

dvou běžných vzorových a dostupných antioxidantů). Jednotlivé body v grafu č. 1.jsou 

průměrné hodnoty 15-ti měření pro každou koncentraci. Z rovnice regrese křivky kalibrace 

na kyselinu askorbovou resp. gallovou a proudové odezvy analytu byla poté vypočítána 

koncentrace látek, majících majoritní podíl na celkové antioxidační kapacitě vzorku, tedy 

celková antioxidační kapacita. Kalibrační křivky byly naměřeny při konstantním vloženém 

potenciálu 1000 mV vs. Ag/AgCl. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Kalibrace na kyselinu askorbovou a gallovou 

Kalibrační křivky pro kyselinu askorbovou a gallovou byly naměřeny dle popisu 

v kapitole 7.4. Kalibrační křivky a příslušné rovnice regrese nezbytné pro výpočet TAC 

vzorků piv jsou uvedeny v grafu č.1. 

 

 

Graf č.1.: Kalibrační křivka TAC na kyselinu askorbovou a gallovou 

Rovnice regrese pro kyselinu askorbovou:  y = 1,94·10-4 x – 4,23·10-10 

Rovnice regrese pro kyselinu gallovou:  y = 1,16·10-4 x + 6,34·10-10 

Kalibrační křivka TAC na kyselinu askorbovou a gallovou je díky využití autosa-

mpleru (každý bod byl vytvořen jako aritmetický průměr minimálně 15-ti naměřených 

hodnot, čímž došlo ke značné eliminaci náhodné chyby) dostatečně přesná a rovnice regre-

se může být využita pro přepočet TAC měřených vzorků, neboť koncentrační závislost je 

téměř lineární v celém měřeném rozsahu. 
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8.2 TAC vzorků piv 

Vzorky piv o různé stupňovitosti byly naředěny  pomocí fosfátového pufru (PBS) 

v poměru 1:4 a nepipetovány do mikrotitračních jamiček o objemu 350µl. 

Každý vzorek piva byl na přístroji změřen minimálně 15x pro každou hodnotu kon-

stantního potenciálu, celkově pro tři konstantní potenciály. Hodnoty naměřeného proudu 

byly poté přepočítány na celkovou koncentraci antioxidantů ve vzorku (TAC, TAA) na 

kalibrační křivku pro kyselinu askorbovou a kyselinu gallovou a hodnota všech 15 výsled-

ku byla poté zprůměrována. Získané zprůměrované výsledky z měření jsou uvedeny 

v tabulce 2 a 3, graficky je závislost TAC na typu vzorku piva znázorněna v grafu č. 2 a č. 

3. 

 

Tabulka č.2.: TAC vybraných vzorků piv – kalibrace na kyselinu askorbovou 

   Celková antioxidačníkapacita 

 [mmol/l] 

Pivo stupňů 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 

Krušovice 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 

Vyškov 12 4,9 0,165 0,424 0,339 

Zubr 10 5,1 0,238 0,611 0,489 
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Tabulka č.3.: TAC vybraných vzorků piv – kalibrace na kyselinu gallovou 

   Celková antioxidační kapacita 

[mmol/l] 

Pivo stupňů 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 

Krušovice 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 

Vyškov 12 4,9 0,276 0,708 0,567 

Zubr 10 5,1 0,398 1,022 0,818 

 

 

 

 

Graf č.2: Závislost TAC na typu vzorku piva - kalibrace na kyselinu askorbovou 
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Graf č. 3: Závislost TAC na typu vzorku piva - kalibrace na kyselinu gallovou 

 

Z prezentovaných výsledků je patrný rozdíl závislosti TAC na vloženém konstant-

ním potenciálu při elektrochemické detekci. Největší proudovou odezvu snadno oxidova-

telné látky tvořící TAC vykazují při potenciálu 1000mV, což potvrzují nejen zkušenosti 

z literatury, ale také samotné cyklické voltamogramy látek podílejících se na TAC, kdy 

maximální intenzita voltametrické křivky (nejvyšší proudová odezva) je právě při 

1000 mV vs. Ag/AgCl. Rozdílné hodnoty TAC pro stejné vzorky vycházejí z rozdílné 

proudové odezvy a použití rovnice regrese měřené pro standardy (kyselina askorbová a 

gallová) pouze při konstantním potenciálu 1000 mV vs.Ag/AgCl. Experimentem bylo pro-

kázáno, že i při použití kalibrace při jiném potenciálu zůstávají poměry TAC shodné. 

Dále byla srovnávána i TAC v závislosti na množství alkoholu ve vzorcích piv. Ex-

perimenty a srovnáním naměřených hodnot bylo prokázáno, že obsah alkoholu u vzorků o 

stupňovitosti 10°,11°,12° nemá významný vliv na antioxidační kapacitu. Což opět potvrdi-

lo poznatky z literatury. 

Námi získané výsledky měření pomocí mikrodialýzy kombinované s amperome-

trickou detekcí byly porovnávány s výsledky publikovanými v literatuře získanými s běžně 

používanými metodami (ORAC, TRAP, EPR, aj.). Naměřené hodnoty odpovídaly hodno-

tám získaným běžně používanými metodami (ORAC, TRAP, EPR, aj.). 

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

1,200

1,400

1,600

A
n

ti
o

xi
d

ač
n

í k
ap

ac
it

a 
(m

m
o

l/
l)

800mV 1000mV 1200mV



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 40 

 

Při srovnání celkové antioxidační kapacity mezi jednotlivými druhy piv je patrné, 

že jednotlivé výrobky se příliš, z pohledu TAC, neliší, s výjimkou vzorku Vyškov a Vel-

kopopovický kozel, nicméně i v případě těchto dvou vzorků není rozdíl nikterak velký. 

Vzhledem k faktu, že výrobci neuvádí TAC na výrobcích a ani nejsou tyto informa-

ce veřejně dostupné, nebylo možno provést porovnání a korelaci výsledků u konkrétního 

výrobku, nicméně jak již bylo výše zmíněno, výsledky námi získané korespondují 

s výsledky z literatury pro obdobné vzorky nápojů. 

Výsledky TAC získané pro výše uvedené vzorky piv byly porovnány s v literatuře 

dostupnými výsledky TAC pro jiné nápoje – víno, džusy, ovocné limonády, kávu a čaj. 

Z porovnání bylo prokázáno, že pivo patří mezi nápoje s nejvyšším obsahem antioxidantů 

vůbec, společně s červeným vínem. 

Naměřené výsledky ověřili funkčnost námi zkonstruovaného systému a ověřili i 

užitečnost, funkčnost a časovou úsporu při použití autosampleru. 
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ZÁVĚR 

Volné radikály působí negativně na lidský organismus a zdraví člověka obecně, 

způsobují nebo se podílejí na mnoha civilizačních chorobách. Volné radikály také působí 

na naše životní prostředí a na lidské potraviny, ve kterých mají za následek vznik či urych-

lení degradačních procesů. Řada volných radikálů je v organismu i v přírodě produkována 

samovolně, ale na velké části produkce se aktivně podílejí lidé sami. Například do orga-

nismu si volné radikály vnášíme sami kouřením, nadbytkem konzumovaných tuků, stresem 

apod.. Je tedy potřeba se před účinky volných radikálů chránit. První možností je elimino-

vat kontakt se zdroji volných radikálů, což ovšem není vždy absolutně možné. Druhou 

možností je využití látek chránících nás před působením volných radikálů, tzv. antioxidan-

tů. Mezi tyto látky s antioxidačními účinky patří vitamíny a minerály obsažené v ovoci a 

zelenině, polyfenolycké látky různé povahy nacházející se v obilovinách či skořápkových 

plodech. K důležitým zdrojům příjmu antioxidantů patří nápoje, cennými zdroji jsou ovoc-

né a zeleninové šťávy, zelený nebo černý čaj, ale i nápoje s nižším obsahem alkoholu, jako 

jsou pivo a víno, do kterých se dostávají antioxidanty z výchozích surovin při zpracování. 

Látky s antioxidačním účinkem nejsou jen prospěšné pro organismus konzumentů, ale také 

mohou chránit potraviny před vnějšími vlivy, prodlužují stabilitu a trvanlivost výrobků.  

Jak již bylo výše uvedeno, potraviny s antioxidačními účinky v sobě neobsahují ni-

kdy jen jeden antioxidant, ale soubor více látek navzájem se doplňujících. Pro porovnání 

obsahu těchto pozitivních látek v potravinách byl zaveden pojem celková antioxidační ka-

pacita (aktivita)  

Cílem předkládané práce bylo otestovat zařízeni pro elektrochemické stanovení 

celkové antioxidační kapacity nápojů a zautomatizovat měření pomocí vyrobeného (ho-

memade) autosampleru. Testování zařízení mělo být provedeno na vybrané skupině nápo-

jů, kdy jako velice zajímavé a poměrně složité matrice byly vybrány vzorky piv. 

Naměřené výsledky ověřili funkčnost námi zkonstruovaného systému a ověřili i 

užitečnost, funkčnost a časovou úsporu při použití autosampleru. Získané výsledky TAC 

pro vzorky piv byly porovnány s v literatuře dostupnými výsledky TAC pro jiné vzorky 

piv, ale i jiné nápoje – víno, džusy, ovocné limonády, kávu a čaj. Z porovnání bylo proká-

záno, že výsledky námi získané velice dobře korespondují z výsledky v literatuře a že pivo 

patří mezi nápoje s nejvyšším obsahem antioxidantů vůbec. 
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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 Zlíně, Fakulta technologická 44 

 

 [21] 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. 

 [22] 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. 

 [23] 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. 

 [24] ZEMAN, M. STOPKA, P. VECKA, M. ŽÁK, A. et.al. Stanovení hydroxylových 

a nitroxydových radikálů u deprese a hyperlipidémie elektronovou paramagnetic-

kou rezonancí. Chemické listy, 2009, 103, 667 – 671. 

 [25] WANG, Joseph. Analytical electrochemistry. 3rd ed. Hoboken, N.J.: Wiley-VCH, 

2006, xvi, 250 s. ISBN 0-471-67879-1 

 [26] https://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-335#oddil3 

 [27] Mikyška, A. Hartman, I. Hašková, D.: Polyfenolové látky a antioxidační vlastnos-

ti odrůd ječmene doporučených pro České pivo. Kvasný průmysl. 57, 2011, č. 7–

8, s. 182–189. 

 [28] TANIGUCHI, 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. 

 [29] https://kvasnyprumysl.cz/pdfs/kpr/1998/03/02.pdf 

 [30] 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. 

      [31] 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 Zlíně, Fakulta technologická 45 

 

SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

DPPH  Difenyl pikrylhydrazyl. 

EPR  Electron paramagnetic resonance. 

FRAP 

HPLC 

ORAC 

PBS 

ROC 

RSN 

TAC 

TEAC 

VR 

 Ferric Reducing Antioxidant Power. 

High Performace Liquid Chromatography. 

Oxygen radical absorbance capacity. 

Phosphate Buffered Saline. 

Reactive oxygen species. 

Reactive nitrogen species. 

Total antioxidant capacity. 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity. 

Volné radikály. 
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