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ABSTRAKT

Bakalatska prace obsahuje stru¢nou charakteristiku ceredlii, cerealnich vyrobkt, vymezeni
pojmu antioxidacni aktivity a jednotlivé metody jejiho stanoveni. Podrobné&jsi popis je
zaméfen na vyznam a vyuziti metody DPPH. Bakalaiska prace je podrobnéji vénovana
stanovenim antioxida¢ni aktivity metodou DPPH v oblasti cerealii a zaroven jejimu

dalSimu vyuziti v oblasti potravinaiského primyslu a biologického vyzkumu.

Klicova slova: ceredlie, antioxida¢ni aktivita, DPPH

ABSTRACT

The thesis includes characterization of cereals, cereal products, antioxidant activity and the
various methods of its determination. A more detailed description is focused on the
importance and use of DPPH methods. Furthermore, the main focused was on antioxidant
activity determination by DPPH in cereals, and also its use in the food industry and

biological research.

Keywords: cereals, antioxidant aktivity, DPPH
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UvVOD

Obiloviny a vyrobky znich maji v lidské vyzivé a zemédélském primyslu klicové
postaveni. Jsou bohatym zdrojem sacharidii, vlakniny, vitamin®, minerali a antioxida¢nich
latek. V CR jsou nejpéstovangjsimi druhy pSenice, je¢men, Zito a kukufice. Pro lidské
zdravi jsou zejména prospésné celozrnné vyrobky, coz jSOU vyrobky z tmavé mouky.
Konzumace celozrnnych vyrobkt snizuje hladinu krevniho cukru, cholesterolu a eliminuje
riziko rozvoje rakoviny a srde¢nich onemocnéni. Na ptiznivych ucincich obilovin na nas
organizmus se podileji hlavné antioxidacni latky, Které cerealie obsahuji v nemalém
mnozstvi. Antioxidanty jiz v malych koncentracich maji schopnost redukovat volné
radikaly, nestabilni molekuly, které jsou zodpovédné za starnuti organizmu, rozvoje
rakoviny, ale také za oxidaci, rychlejsi kazeni potravin. Antioxida¢ni plisobeni vykazuji
hlavn¢ vitaminy a polyfenolické latky, z nichz nejvyssi zastoupeni v obilném zrnu

predstavuji fenolové kyseliny, flavonoidy a fytoestrogeny.

Cilem této bakalafské prace bylo pojednat pravé o vyznamu ceredlii pro lidskou vyzivu
s dirazem na obsah latek, které vykazuji antioxidac¢ni aktivitu a tento pojem definovat.
Dalsim cilem bylo popsat metody stanoveni antioxidacni aktivity a zaméfit se blize na
metodu méfeni antioxidacéni aktivity pomoci DPPH ((1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)-

hydrazyl)) se zamé&fenim na oblast cerealii a cerealnich technologii.
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1 CEREALIE

Ceredlie neboli obiloviny maji mezi zemédélskymi potravinami vyznamné postaveni.
Botanicky je fadime mezi traviny — latinsky Graminaceae a témé&f vSechny patii do Celedi
lipnicovité (Poaceae) [1]. Obiloviny piedstavuji vyznamnou slozku lidské stravy na celém
svéte, a to bud’ pfimo jako pecivo z mouky, nebo neptimo jako soucast krmiv [2]. Vlivem
riznych klimatickych podminek se vytvofily zna¢né odliSnosti mezi jednotlivymi rody
a druhy obilovin. Vyjimku tvoii pohanka, kterou fadime do c¢eledi rdesnovitych
(Polygonaceae). Spole¢ny botanicky ptivod obilovin tfazenych do celedi lipnicovité
ptedurcuje jejich zna¢nou vzajemnou podobnost jak ve struktuie a tvorbé zrna, tak v jeho
chemickém sloZeni, tj. napt. v uspofddani obalovych a podobalovych vrstev zrna, nebo
Vv zastoupeni mastnych kyselin v tukovych slozkach nebo jednotlivych aminokyselin
v obilné bilkoving¢ [1]. Ceredlie jsou bohaté na sacharidy, vlakninu, fytochemikalie,
antioxidanty, vitaminy (pfedev$im skupiny B a E) a také mineralni latky. Jsou dobie
skladovatelné a jako potraviny pomérné levné [3]. K nejvyznamnéj$im obilovinam
péstovanym v naSich podminkach patii pSenice, Zito, jeCmen, oves a kukufice. Mezi méné
roz$itené cerealie patii proso, Bér vlassky, ¢irok nebo tritikale. K cerealiim se pfifazuji
také pseudoceredlie, coz jsou rostliny zjinych celedi nez Poaceae a muzeme mezi

né zafadit napf. pohanku, merlik a amarant [4].

Obrazek 1 PSenice seta [3]

Vynos a kvalita vSech obilovin je siln¢ zavisld na dostatecném piisunu Zivin, kvalité pady
a vegetacnim obdobi. Obiloviny s vy$Sim obsahem dusiku jsou vyznamnym faktorem

kvality u jeémene a pSenice. Ve srovnani s mnoha plodinami maji obiloviny relativné
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nizkou poptavku po fosfatech a drasliku. Obiloviny jsou nachylné k fadé¢ onemocnéni
zpusobené mikroorganizmy, prevazné plisnémi a houbami. Zplsobuji znacné ztraty
vynosu, maji negativni vliv na kvalitu zrna. Tlumeni nékaz je tradi¢né zalozeno na zlepSeni

schopnosti plodiny odolavat infekci nebo na pfimém zasahu Zivotniho cyklu patogena [5].

1.1 Slozeni zrna

Morfologickd skladba zrn obilovin se zhruba shoduje. Zrna se 1isi velikosti, tvarem
a podilem jednotlivych vrstev. Pro jednotlivé obiloviny je charakteristické to, zda ma zrno
pluchy ¢i je nahé. I obsah chemickych slozek je velmi variabilni [1]. Mezi faktory
ovliviujici slozeni obilovin patii odridy, podminky pro rdst, nemoci a napadeni riznymi

skidci [6].

1.1.1 Morfologie zrna

Obilné zrno je slozeno ze tii hlavnich vrstev, a to z otrub (oplodi + osemeni), endospermu
a klicku. Nejsvrchnéjsi vrstvu tvoii oplodi, které chrani zrno pfed mechanickym
poskozenim, rGznymi Skodlivinami a je tvofeno pfedev§Sim celulozou. Dalsi vrstva
predstavuje osemeni. Osemeni obsahuje burniky s barvivem, které urcuji barevny vzhled
zrna. Obalové vrstvy obsahuji polysacharidové latky, majici za kol udrzeni rovnovahy
vlhkosti zrna. Dal$i vrstvu pfedstavuje vrstva aleuronova, nachéazejici se mezi obalovymi
vrstvami a endospermem. Ta obsahuje velky podil bilkovin (cca 30 %) a mineralnich latek
[1]. Endosperm piedstavuje nejveétsi ¢ast jadra a obsahuje bilkoviny, Skrobové sacharidy,
malé mnozstvi vitamini a minerald [7]. Dalsi ¢asti zrna je klicek. Ten byva pied
zpracovanim odstraiiovan, protoze snadno podléhd oxidacnim a enzymatickym zménam,
a tim negativné ovliviiuje senzorickou kvalitu potravin. Velky rozdil v podilu kli¢ku ¢ini
mezi ostatnimi obilninami a kukufici. Z kukufi¢nych kli¢ka se lisuje olej, ktery patii mezi

ty nejkvalitnéjsi [1].

1.1.2 Chemické sloZeni zrna

Chemické slozeni zrn je velmi ovlivilovano druhem a péstebnimi podminkami obilnin [1].
Nejvetsi podil obilky zahrnuji sacharidy, které mtizeme rozdé€lit na monosacharidy, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou pentdzy, které jsou zédkladnimi stavebnimi ¢astmi podptirnych pletiv.
Dalsi vyznamné postaveni zaujima glukoza, fruktdza, maltéza a sachardza, jejichZ nejvyssi

podil obsahuje kli¢ek. Mezi koloidné disperzni sacharidy mizeme zatadit celulozu, skrob,

vvvvvv
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Skrob je ulozen ve $krobovych zrnech, jejichZ velikost a tvar je pro kazdou obilninu
charakteristicky. Tento polysacharid je slozen z amyldzy a amylopektinu. Ve studené vodé
je nerozpustny, pouze bobtna [8]. Jeho obsah v obilném zrnu ¢ini 50 — 80 %. K dalsim
obsahovym latkam obilného zrna patii neskrobové polysacharidy, jinak nazyvané rostlinné
slizy. Slizy jsou soucasti bunécnych stén, buné¢ného obsahu. Jednd se o makromolekuly
na bazi xylézy, arabin6zy nebo pfislusnych glykoproteint. Zvlastni postaveni maji obilné

bilkoviny, které¢ délime podle n¢kolika hledisek:

a) morfologického ptivodu: bilkoviny endospermu, aleuronové vrstvy, bilkoviny klicku,
b) biologické funkce: zadsobni, metabolicky aktivni,

c¢) chemického slozeni: glykoproteiny, lipoproteiny, nukleoproteiny aj.,

d) rozpustnosti v ruznych rozpoustédlech: albuminy, globuliny, prolaminy, gluteliny.

Molekuly proteinti jsou pojeny peptidovou vazbou a jsou tvofeny dvaceti zdkladnimi
aminokyselinami, jejich jednotlivé usporadani je fizeno geneticky. Vyrazné odliSeni
od ostatnich bilkovin maji bilkoviny pSenicné, které po smiseni s vodou vytvaii pruzny
gel — lepek. Lepek je slozen ze dvou bilkovin, a to gliadinu a glutelinu. Mezi jeho fyzikalni
vlastnosti patii taznost, pruznost, bobtnavost a plasticita. Pravé tyto hlavni znaky jsou
ukazately jakosti tésta. Lepek obsahuje cukry, skrob, vlakninu, kyselinu fosfore¢nou a Ize
ho z tésta izolovat vypiranim proudem studené vody. Mensi podil obilného zrna zaujimaji
tuky. Tyto naZloutlé olejovité kapaliny obsahuji nenasycené mastné kyseliny.
Z nenasycenych mastnych kyselin pfevladd kyselina linolovd, olejova a linolenova.
Je nutno dbat na spravné skladovani mouky, pfi nevhodné teploté a vlhkosti mize dojit
ke zluknuti a zvySovani kyselosti. Mezi latky lipofilni povahy patii karotenoidy, ptedevsim
lutein, jehoz vyssi obsah vykazuje pSenice [1, 8]. Obiloviny jsou také zdrojem B-glukand.
Tyto polysacharidy slozené z glukdézovych jednotek jsou soucdsti bunééné stény zrna.
Jejich schopnosti je aktivace makrofagl, snizovani krevni glukézy, cholesterolu a rizika
tvorby rakoviny. Zvitaminu pievladaji predev§im vitaminy skupiny B, C a E,
Zz mineralnich latek je to zinek, zelezo, méd’, mangan, molybden, vapnik, hoic¢ik, fosfor,
draslik a dusik [9].

Vitamin E patii mezi lipofilni vitaminy. Je to vyznamny antioxidant, ktery chrani lipidy
bunéénych membran pted poskozenim volnymi radikdly. Strukturnim zakladem
vykazujicim aktivitu vitaminu E je tokol a tokotrienol obsahujici chromanovy kruh

s nasycenym nebo nenasycenym izoprenoidnim postrannim fetézcem. Vitamin E pomaha
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chranit pfed Skodlivymi uc€inky volnych radikali, které mohou pfispét k rozvoji
chronickych onemocnéni jako je rakovina. Tento vitamin blokuje vznik nitrozamini, které
se tvofi V zaludku z dusitanti obsazenych ve stravé a posiluje imunitni systém. Mezi zdroje
vitaminu E patii rostlinné oleje, pSeni¢éné klicky, soja a obiloviny [10, 11].

Vitamin C neboli kyselina askorbové patii mezi ve vod¢ rozpustné vitaminy. Je dalezity
pro rist a obnovu tkani, kolagenu, cév a hojeni ran. Stejné tak jako vitamin E blokuje
pusobeni pfirozené se vyskytujicich volnych radikali. Nedostatek vitaminu se projevuje
krvacenim z dasni, suchou Supinatou kuazi, Spatnym hojenim ran, krvacenim z nosu
a snizenym imunitnim systémem. Tézka forma nedostatku vede ke vzniku kurdéji. Zdroji

tohoto vitaminu jsou: citrusové plody, paprika, kiwi, jahody, brokolice, kvétak aj. [12].

Tabulka 1 Obsah jednotlivych slozek v obilovinach v % hmot. pii 15% vlhkosti obili

[8]

Obiloviny, zrniny mlllzlfg,lm bilkoviny | tuk | sacharidy | vlaknina
Zito 1,7 9,0 1,7 70,7 1,9
PSenice durum 1,7 13,2 2,4 65,0 25
Je¢men s pluchami 25 95 2,1 67,0 4.0
Oves s pluchami 3,2 10,3 4,8 56,4 10,3
Kukuftice 15 11,0 4.4 67,2 2,2
Proso loupané 1,8 11,5 3,9 68,1 2,3
RyzZe Paddy 4,0 6,9 1,6 68,4 8,9

1.2 Energeticka bilance u cerealii

Ceredlie jsou piedevsim zdrojem sacharidta (55 — 78 %), a to pievazné Skrobu. Pravé
pro vysoky obsah sacharidl je diilezitym ukazatelem pro klasifikaci potravin glykemicky
index. Glykemicky index udava, do jaké miry je potravina schopna zvysit krevni glukézu.
Pii vyS$§$im pfisunu cukru dochazi ke stimulaci slinivky bfiSni, ktera nasledné uvolni
hormon inzulin. Konzumace potravin s vysokym glykemickym indexem ma za nasledek
rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni, diabetu a nékterych forem rakoviny. Mezi dalsi
energetickou slozku fadime bilkoviny [3, 13]. Cerealni bilkoviny jsou neplnohodnotné,
limitujici aminokyselinou je lyzin. Pro toto zjisténi se pouziva tzv. biologicka hodnota
bilkovin, coz je stupeii shody aminokyselinového slozeni bilku s aminokyselinovym

slozenim srovnavacich bilkovin vyuzivanych v lidském organizmu [4].
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1.3 Cerealni vyrobky a jejich vliv na zdravi

Jsou to potraviny s vysokym stupném inovace, velmi preferovany v potravinaiském
pramyslu. Z vyzivového hlediska davame prednost predev§im vyrobkim z tmavé mouky,
vyrobkiim celozrnnym. Tyto vyrobky obsahuji vice obalovych vrstev zrn. Jejich
konzumace v soucasné dobé¢ piispiva k feSeni zdravotnich problémut populace. Rozsahlé
studie prokazaly, ze u lidi konzumujicich tyto vyrobky se snizuje riziko rakoviny,
srdecnich a zazivacich onemocnéni. Maji vliv na hladinu krevni glukozy a cholesterolu.
I ptesto, mnozi lidé tyto potraviny nemuzou konzumovat z dGvodu potravinové
precitlivélosti [3, 4]. Toto alergické onemocnéni se nazyva celiakie neboli glutenova
enteropatie a jedinym opatfenim je dodrzovani diet. Jedna se o chronické onemocnéni
zazivaciho traktu vyvolané nesnaSenlivosti lepku. Ale i pfesto ne vSechny cereélie lepek

obsahuji. Mezi bezlepkové obilniny patii pohanka, kukufice, jahly, ryze a amarant [14].

1.3.1 Kontrola a kvalita cerealii

Pti vyrobé ceredlnich vyrobkt je hlidan kazdy krok. Protoze obilniny jsou uréeny k lidské
spotfebé, hygiena je pfi zpracovani zrn zasadni. Stroje slouZici ke zpracovani jsou
vyrobeny z nerezové oceli, kterou 1ze pomérné snadno distit a sterilizovat vodni parou.
Od zacétku procesu vyroby az do konce jsou zrna kontrolovéna na ptitomnost cizorodych
latek, obsah vitamind a mineral. Neustale monitorovana je teplota i vlhkost [15]. Pro lepsi
orientaci kvality a veSkerych informaci o téchto vyrobcich predstavil Vybor pro celozrnné
potraviny WGC (Whole Grains Council) tfi znamky s oznacenim WGS (Whole Grain
Stamp). Jednotliva znamka charakterizuje, zda je potravina dobry zdroj, vynikajici zdroj,
¢1 vynikajici zdroj 100% celozrnné komponenty. Vyrobky, které jsou oznaceny témito
znamkami jsou roz€lenény do nékolika kategorii napf. chléb, krekery, ceredlni tycinky,
cerealni snidang, cerealni pfilohy (napf. pekaiské smési, pizza, toasty, susenky, keksy,
oplatky aj.). Seznamy téchto potravin obsahuji tidaje o obsahu celého zrna v jedné porci

a o vyrobci kazdého konkrétniho vyrobku [3].
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2 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Antioxida¢ni aktivita potravinovych slozek se vyznacuje svymi piiznivymi biologickymi
ucinky potravin na zdravi ¢lovéka. V rostlinnych zdrojich bylo identifikovano kolem
5 tisic druht fytonutrientd, faktorG s mimonutricni aktivitou, které maji vliv na fadu
biochemickych reakei. Tyto latky jiz v malych koncentracich maji schopnost zpomalovat
nebo rusSit nezadouci oxidac¢ni reakce. Tato aktivita je dana jejich relativné vysSim
oxidacné-redukénim potencidlem, schopnosti rychle odstranit reaktivni formy kysliku
a dal$i volné radikaly, schopnosti chelatové vazat katalyticky aktivni prvky, redukovat
meziprodukty fetézovych oxida¢nich zmén nebo stimulovat aktivity endogennich
antioxidacnich enzymii. VétSinu antioxidanti pfirodniho pivodu pfijimame jako soucést
sloZitych smési, jejichz jednotlivé slozky mohou riznymi mechanizmy reagovat s riiznymi
radikaly. Mezi latky vykazujici vysokou antioxidac¢ni aktivitu v potravinach patii
jednoduch¢ fenoly a furany, slozené fenolové latky (napf. lignany), flavonoidy vcetné
katechini a antokyanint, stilbeny, alkylsulfidy, indoly a také nékteré vitaminy
a karotenoidy [17, 18].

Volné radikaly jsou molekuly, které maji ve své valenc¢ni sféte jeden nebo vice neparovych
elektront. Takova molekula byva znacn€ nestabilni a rychle se snazi ziskat ze svého okoli
jiny elektron od paru. Molekula, ktera ztratila elektron se stava novym radikdlem, rychle se
oxiduje a ztraci n&které své potiebné vlastnosti. Reakce probiha velmi rychle. Retézova
reakce probiha tak dlouho, dokud se volny radikal nesetka s antioxidantem, ktery reakci
zpomali nebo zastavi. Volnych radikali je mnoho druhd, proto neni Zadny antioxidant,

ktery by chranil pted v§emi [19].

2.1 Metody stanoveni antioxidaéni aktivity

Béhem poslednich desetileti byla vyvinuta fada analytickych metod ke stanoveni
antioxidacni aktivity pfirodnich sloucenin a jejich smési in vitro. Metody mizeme rozd¢lit
na fyzikalni, chemické a elektrochemické. Metody vyZaduji specidlni vybaveni a technické

dovednosti pro analyzu [20, 21].

2.1.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody stanoveni antioxida¢ni aktivity nesleduji bezprostfedné¢ chemickou

reakci nebo zmény obsahti jednotlivych latek, ale zménu fyzikalnich vlastnosti, které tyto
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procesy doprovazi. Mezi fyzikalni metody muZzeme zafadit chemiluminiscenci,

elektronovou spinovou rezonanci ¢i stanoveni redoxniho potencialu [18].

2.1.2 Chemické metody

Chemické metody spocivaji v pouziti ¢inidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikaly
barevné komplexy, jejichz vzniku ve vzorku brani antioxidaéni latky. Mezi nejcastéji
pouzivané metody slouzici ke stanoveni antioxidaéni aktivity patii metody TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl),
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reduction Ability of
Plasma), HPLC-ECD (High Performance Liquid Cromatography with Electrochemical
Detection) [18, 20].

2.1.2.1 TEAC (metoda ABTS)

Metoda TEAC patii mezi zakladni a nejpouzivanéj$i metodu pro stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity. Testuje schopnost vzorku ¢&i latek zhaset kation-radikal ABTS™ (2,2-
azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonatu)) [22]. Vysledna antiradikalova aktivita
vzorku je srovnana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu ((6-hydroxy-
2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylové kyseliny). Zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty
chovajicimi se jako donory vodiku se sleduje spektrofotometricky na zdkladé¢ zmén
absorpce svétla ABTS™. Nejastéji se méii absorbance pii 734 nm. V reakéni smési se
kation-radikal ABTS™ generuje oxidaci ABTS. Pfi experimentdlnim méfeni se uzivaji dva
postupy. V prvnim postupu se antioxidant pfidava do smési, ve které byl vytvoren radikal
ABTS™, v druhém piipadé je antioxidant v reakéni smési pfitomen pfi generovani radikalu

ABTS™ [20, 23, 24].

2.1.2.2 DPPH

Metoda DPPH patii mezi dalsi nejpouzivanégjsi metody slouzici pro posouzeni
antiradikalové aktivity Cistych latek i riznych smésnych vzorkti. DPPH 1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl je stabilni volny radikal, ktery mize byt diky své struktuie
akceptorem atomu vodiku. Intenzivni fialové zabarveni méfitelné pii absorbanci 520 nm
zpusobi neparovy elektron na dusiku hydrazylu. Plisobenim antioxidacnich latek se
intenzita zabarveni sniZuje a je meéfena v minutovych intervalech po dobu 10 minut.
Vzhledem k tomu, Ze je sledovan tbytek latky, je mozno pouzit i detekci HPLC, kdy je

sledovanou veli¢inou plocha piku odpovidajici DPPH. Metoda je rychld, jednoducha, levna
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a pouzitelna pro pevné nebo kapalné vzorky. Neni specifickd na jakékoli konkrétni

antioxidacni slozky [21, 25, 26].

2.1.2.3 ORAC

Metoda ORAC je zalozena na schopnosti peroxylového radikalu zhaset fluorescenéni
barviva. Peroxylové radikaly vyuzivané u metody ORAC jsou generovany ve vodném
roztoku z hydrochloridu 2,2°-azobis-2-metyl-propanimidamidu. Pfi absenci inhibitoru
radikaly snizuji fluorescenci barviva fluoresceinu. Smyslem této metody je reakce
antioxidantl (vitamind, fenolickych latek) s peroxylovymi radikdly v pfitomnosti
fluoresceinu. Antioxidaéni aktivitu je mozno zméfit u hydrofilnich i lipofilnich vzorku [27,
28].

2124 FRAP

Metoda FRAP nebo FOX (Ferrous Oxidation Assay) je zalozena na redukci Zelezitych
komplext jako je TPTZ (2.4,6-tripyridil-S-triazin), ferrikyanid aj., které jsou téméf
bezbarvé a po redukci a reakci s dal§im Cinidlem vytvari barevné produkty, jakym mize
byt napf. berlinska modi [29]. Nartst absorbance pii 593 nm odpovidajici mnozstvi
komplexu [Fe**-TPTZ] je mirou antioxida¢ni aktivity vzorku. Limity této metody spo&ivaji
VvV tom, ze méfeni probiha pii nizké hodnoté pH (3,6), nejsou zachyceny s komplexem
pomalu reagujici polyfenolické latky a tioly. Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost
latek redukovat ion Fe** a s celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku nemusi pozitivng
korelovat. Reakce je nespecificka. V poloviné reakce, ktera ma niz§i redoxni potencial

ji bude tidit zeleznaty iont [30, 31].
2.1.3 Elektrochemické metody

2.1.3.1 HPLC s coulochemickou detekci

Elektroaktivni latky je mozno velmi pfesné a citlivé detekovat pomoci coulochemickych
nebo amperometrickych detektorid pii analyze HPLC-ECD. Pti HPLC-ECD se na pracovni
elektrodu detektoru vklada urcity potencial. Pik latky se projevi pouze tehdy, je-li latka pii
tomto potencidlu oxidovana. Latku je tak mozno charakterizovat nejen retencnim Casem,
ale také potencidlem, pii kterém se oxiduje. To umoZziiuje analyzovat komplexni smési
a identifikovat v nich jednotlivé G¢inné antioxida¢ni komponenty na zakladé¢ hodnoty

potencialu aplikovaného na elektrodu. Pfi analyze nerusi barveni smési, ale je nutné
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dodrzet vysokou c¢istotu reagencii v mobilni fazi. Hodnoceni antioxidacnich vlastnosti
latek pomoci HPLC-ECD Kkoreluje s riznymi jinymi metodami na testovani celkové
antioxidac¢ni aktivity latek, napi. s metodou DPPH [20, 32, 33].

2.2 Antioxidanty v cerealiich

Vyznamné mnozstvi antioxidantli bylo zjiSténo v ceredliich a ceredlnich vyrobcich. Obilna
zrna obsahuji celou fadu chemickych latek s antioxidaéni aktivitou, jsou bohatd na
fenolové kyseliny, saponiny, flavonoidy a fytoestrogeny. Zna¢né mnozstvi fenolickych
antioxidanti obsahuje je¢men. Je také znamo, ze v ceredliich se nachazi ur¢ité mnozstvi
antinutricnich komponent jako jsou soli kyseliny fytové (myoinozitol, fytaty), které maji
pro lidsky organizmus omezenou Stravitelnost, stejn¢ tak jako hemicelulozy. Mezi dalsi
antinutriéni latky v obilovinach patii B-glukany a arabinoxylany. Pfitomnost antioxidanti
Vv cerealiich ma pfiznivé ucinky na zpomaleni starnuti, kardiovaskularni choroby a nékteré
typy rakoviny [34]. V poslednim desetileti se rozsitilo pouziti amarantu a quinoi nejen
vV ramci spole¢ného stravovéni, ale také ve stravé lidi s celiakii nebo alergii na typické
obiloviny. Tato semena pseudoobilnin maji vysokou nutri¢ni a funkéni hodnotu. Hodnoty
jsou spojeny s kvalitou a kvantitou jejich bilkovin, ale také tukd. V poslednich letech je
novym zplusobem vyzZivy spotfeba klickl, které jsou zdrojem aminokyselin, stopovych
prvki, flavonoidd, fenolickych latek, vlakniny, vit. C a E. Kli¢ky laskavce a quinoi lze
pouzit do salatd, sendvicli a jako dalsi komponenty chleba. Spotieba semen a klicka
ptiznivé plisobi na zachovani a zlepSeni zdravotniho stavu. Klicky pseudoobilovin mohou
byt soucasti bézné vyzivy, ale také vyzivy veganu a vegetariani [35]. Polyfenolické latky
patii mezi nejrozsirenéjsi slouceniny s antioxidacnimi U¢inky v nasi strav€. V rostlinach
bylo identifikovdno aZ nékolik tisic fenolickych latek s riiznou rozmanitosti struktur.
Spole¢nym znakem je pfitomnost jednoho ¢i vice aromatickych jader substituovanych
hydroxylovymi skupinami. Tyto slouceniny se béZzné vyskytuji v potravinach, ovoci,
zelening a népojich. Celkovy denni piijem byl odhadnut na 1 g, coz je vyssi nez denni
pfijem antioxidacnich vitaminG. Mezi polyfenolické latky fadime fenolické kyseliny,
flavonoidy, flavanony aj. [36]. Fenolické kyseliny tvoii velkou skupinu pfirozené se
vyskytujicich organickych sloucenin s Sirokym spektrem farmaceutické ¢innosti. Vykazuji
nejen antioxidacni, ale také antivirové a antibakterialni uc¢inky. Maji pozitivni G¢inek na
lidsky organizmus. Piisobi proti starnuti, rozvoji rakoviny a ischemické chorobé srde¢ni.

MiZzou nahrazovat syntetické antioxidanty jako je BHT (butylhydroxytoluen) nebo BHA
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(butylhydroxyanizol), u nichZ existuje podezieni na toxické a karcinogenni ucinky.
Antioxidacni piisobeni polyfenolickych latek je zvlasté dalezité, nebot’ znecisténi zivotniho
prostiedi, radiacni a fyzicka zatéz vykazuji schopnost produkce velkého mnozstvi radikalu,

které zptisobuji zavazna onemocnéni [37].
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3 VYZNAM METODY DPPH

Metoda DPPH patii mezi rychlé, jednoduché a nendkladné metody slouzici ke stanoveni
antioxidacni aktivity. Tato metoda muze byt pouzita u pevnych nebo kapalnych vzorka.
Neni specificka pro konkrétni antioxidacni slozky. Zvlastni elektron v DPPH vykazuje
silné maximum pii 515 nm a zdrovenl zbarvuje roztok do fialova. Pfitomnost antioxidantl
ve vzorku fialové zbarveni odbarvuje. Antioxida¢ni aktivita mize byt vyjadiena raznymi
zpusoby vcetné procentudlniho podilu ¢inidla a oxida¢ni inhibice rychlosti. Jednodussi
zpusob jak prezentovat antioxidacni aktivitu je spole¢ny referencni standard Trolox. Mezi
dal$i pouzivané standardy patii kyselina askorbova, vitamin E a BHT
(butylhydroxytoluen). Ze ziskané kalibracni kiivky se vypoéte IC50 coz je méfitko
udavajici polovinu maximalni inhibi¢ni koncentrace latky (IC, Inhibitory Concentration).
IC50 udava mnozstvi antioxidantu, ktery ma schopnost uhasit 50 % radikalu DPPH [21,
38]. Cely postup stanoveni je tedy slozen ze slepého pokusu na ¢inidlo (A¢), slepého
pokusu na vzorek (Asp) a vlastniho stanoveni (Ayz). SniZzovani intenzity odbarvovani
roztoku je obvykle sledovano odectem absorbanci reakéni smési po minutdch. Okamzik
smichani roztoku ¢inidla a vzorku se povazuje za zacatek reakce. Reduk¢ni aktivita RA

(Reduction Activity) DPPH je vypocitana ze vztahu:

RADppH = Ag + AsL. — Avz 1)

V praxi bylo zjisténo, Ze absorbance slepého pokusu na vzorek je zanedbatelna, proto ma
na vysledek stanoveni minimalni vliv. Pfi opakovanych méfenich a dlouhodobych
pokusech je nutno pfipravovat Cerstvy roztok DPPH vzhledem k jeho omezené trvanlivosti.
Vyhodnéjsi vyjadfovani redukcni aktivity vzorkd je mira poklesu absorbance reakcéniho

prostfedi po 10 minutach [39].

Dalsi moZnosti vypoctu antioxidac¢ni aktivity jsou nasledujici:

DPPH aktivita = [(Ac — As) / Ac * 100] * Mpppy/ My, 2
kde:

Ac.iinnn. absorbance reakéni smési s metanolem,

As......... absorbance reak¢ni smési se vzorkem,

MpppH. . ...nmotnost DPPH,

Mrs.........nmotnost extraktu, [40]
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Antioxidacni aktivita je také castéji vyhodnocovana v %, jako mnozstvi inhibovaného
radikalu DPPH. Inhibice volného radikalu se vypocte podle vztahu, kde Apjank odpovida

absorbanci pii slepém pokusu, Asample absorbanci analyzované slouceniny [41].

1% = Aplank— A sample ! Aplank * 100 (3)

3.1 DPPH

DPPH je zkratka pro organickou chemickou slouéeninu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl.
Jedna se o tmavy, barevny krystalicky prasek slozeny ze stabilnich volnych radikalovych
molekul.

Tato chemicka latka mé4 nékolik krystalickych forem, které se li§i miizkovou symetrii
a bodem tadni. DPPH se pro jeho radikdlni povahu pouziva jako indikator chemickych
reakci. V pfitomnosti antioxidantu se tmavé fialovy roztok odbarvuje. Tato vlastnost
umoznuje vizualni sledovani reakci. DPPH je mozno zakoupit u celosvétové znamé
spole¢nosti Sigma-Aldrich (Némecko). Tato chemikalie se prodava v 85 a 95% Cdistoté
a jeji cena dosahuje n€kolika tisicti korun. Sumarni vzorec DPPH je C13H1,NsO6. Na obale
chemické latky kromé& uvedeného signadlniho slova nebezpeci se setkdme s vétami

0 nebezpecnosti, s kody nebezpecnosti a s pokyny o bezpe¢ném zachazeni [42, 43].

_N- NO
9N 2

NO,
(4)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

3.2 Trolox

Trolox neboli (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina) je latka ve
vodé rozpustna. Jedna se o analog a-tokoferolu, znamy pro svou vysokou radikalovou
aktivitu, bézné pouZivany jako referentni antioxidant. Tato latka je také vyznamnym

antioxidantem motorovych olejt, ale méné aktivni je v emulzich. Pfes mnozstvi riznych
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studii, je jen mélo zndmo o mechanizmech, které ovliviuji efektivitu emulgovaného

systému [44].

CHs
HO
COOH
H-,C O
3 CH,
CH, ©)
Trolox

Jeden z prodejct poskytujicich tuto latku na trhu je spolecnost Cayman (USA). Tento
prodejce nabizi Trolox v 50, 100, 250 a 500 mg baleni ve form¢ pevné krystalické latky
pod formalnim nazvem 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametyl-2H-1-benzopyran-2-
karboxylovéa kyselina. Molarni hmotnost této latky &ini 250 g.mol™, suméarni vzorec je
C14H1804. Data déle informuji o ¢istoté Troloxu, ktery dosahuje 98 %. Vyrobek by mél byt
skladovan pfi teploté - 20 °C a jeho doba pouzitelnosti dosahuje 2 let. V popisu se také
dovidame, ze Trolox je UCinny jako pfidatna terapie pti 1é€bé nékterych druhti rakoviny.

Varovani uvadi, Ze tento vyrobek neni ur¢en pro humanni a veterinarni pouziti [45].

3.3 BHT

BHT — butylhydroxytoluen, chemicky 2,6-di-terc-butyl-p-kresol, je bila krystalicka latka
nerozpustna ve vodé, snadno rozpustna v alkoholu, se slabym charakteristickym zapachem.
Ziskava se alkylaci p-kresolu s izobutanem. BHT je pouzivan jako chemicky antioxidant
Vv potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Tento derivat fenolu reaguje
s volnymi radikaly, a tim zpomaluje autooxidaci potravin, 1é¢iv a kosmetickych vyrobku
[46]. Tato chemicka latka je soucasti mnoha obalovych materialti a pfidava se piimo do
obilovin k prodlouzeni jejich skladovatelnosti. Sumarni vzorec slouceniny BHT je
C15H240, molekulova hmotnost 220,35 g.mol“l. Mezi fyzikalni vlastnosti BHT patii teplota
vzniceni, ktera dosahuje 345 °C, bod tani, ktery se pohybuje kolem 70 °C a bod varu
265 °C [46, 47].
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4 VYUZITI METODY DPPH V OBLASTI CEREALIL

4.1 Vliv fermentace na antioxidaé¢ni aktivitu nékterych obilovin

a pseudocerealii

Cilem studie bylo zjisténi vlivu fermentace na antioxida¢ni aktivitu 4 obilovin (pohanky,
pSeni¢nych klickl, jeCmene a zita). Fermentace byla fizena dvéma mikroorganizmy, a to
bakterii mlécného kvaseni (Lactobacillus rhamnosus) a kvasinkou (Saccharomyces
cerevisie). Antioxida¢ni aktivita fermentovanych vzorkli byla porovnana s antioxidaéni
aktivitou jejich nezkvasenych forem. Obiloviny a pseudoobiloviny jsou vyznamnymi
zdroji antioxidantd. Obilné zrno obsahuje fenolové kyseliny, saponiny, fytoestrogeny
a flavonoidy, které jsou obsazeny v malém mnozstvi. Dal§imi obsahovymi latkami jsou
soli kyseliny fytové, B-D-glukany a arabinoxylany. Biochemické zmény, které nastanou
béhem kvaseni, vedou k poSkozeni poméru vyZzivovych a antinutricnich latek, které
ovlivituji  vlastnosti vyrobku, napf. biologickou aktivitu a stravitelnost. Vzorky
jednotlivych obilovin byly pfipraveny ve 3 vyhotovenich. 100 g obilného zrna bylo
ponechédno 24 h v destilované vodé. Pak byly rozemlety a smiseny se 400 ml destilované
vody. Obilna kaSe pak byla sterilovana v autoklavu po dobu 1 hodiny. Do prvniho vzorku
kazdé obiloviny bylo naockovano 5 ml suspenze bakterii mlécného kvasSeni, do druhého
kvasinka. Tteti vzorek (kontrolni) mikroorganizmy neobsahoval. VSechny vzorky byly
inkubovany 24 h pii teploté 30 °C. Poté byly extrahovany 700 ml 70% etanolu po dobu
3 h a naslednd odstiedény (4500 ot.min™) po dobu 10 min. Vysusené vzorky byly
uchovany v hermeticky uzavienych obalech v mrazni¢ce az do nasledujici analyzy.
Antioxidacni aktivita suSenych etanolovych extrakti byla meéfena na zaklad¢ cCinnosti
stabilniho radikdlu DPPH. 1 ml 0,2 mmol.dm™® DPPH bylo smiseno s 3,95 ml metanolu.
Po 30 minutach inkubace ve tmé pii pokojoveé teploté byla méfena absorbance pii 517 nm
proti slepému vzorku obsahujicimu pouze metanol pomoci spektrofotometru Ultrospec
3300. Hodnota IC50 (koncentrace vzorku zhasejici 50 % volnych radikald) byla vypoctena
z regresni rovnice. Jako pozitivni antioxidant byla pouZita kyselina L-askorbova. Vysledky

antioxidacni aktivity jsou uvedeny na nasledujicim obrazku ¢.3 [34].
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Sample name Inhibition of DPPH radical (%)
s o™ 10 pg/ml 5. . 20 pgfml 5. . 50 pgfml L LT 5. €. 200 pgfmil
Buckwheat (Fagopyranm esculentem) Mative 116+ 055" 216 050" 34.8 + 065" 6833 £ 050 8251045
Fermented with L. rharmmoes s 147 + 065" 235 + 00" A2 4 + 0557 TOL1 + 0857 BHD+ 0457
Fermented with 5. cerevisioe 116+ 095" 220+ 085" 424 £ 055" 5.4 £ 065" 853 £ 055"
Barley (Hordeum vl gare) Native 6.5+ 045 125 + 65" 1791075 280+ 075" 366+ 095
Fermented with L. rhammnosus 15.5 £ OLRO® 161 £ 075" 232 £ 045" 35.4 £ 065" A2 9+ 00"
Fermented with 5. cerevisioe 125+ 0.55° 143 + 065" 2210 + OB 280 + 095" 417 + 065"
‘Wheat (Triticum dunm) Native 67 £ 055" 122 + 060" 15.6 £ 055" 3.4 £ 050" 31.0 £ 065"
Fermented with L. rhammoesus 101 £ 0uBo® 159 085 185 £ 065" 282 +0.55° 359+ 055"
Fermented with 5. cerevisice B2 x070" 13.4 £ Ouel" 16.9 £ 065" 274 £055" 34.3 £ 045"
Rye (Secale cereale) Mative 1006 + 0LG5" 189 + 0LG5" 258 +0.55" 327 + 060" 450 + 080"
Fermented with L. rhammosis 15.1 £ 065" 24,6 £ 00507 31.5 £ 055" 392 + 065" 50.4 + 065"
Fermented with 5. cerevisioe 136+ 0LG5* 223 + 065 30.0 £ 095° 352 055 488 + 065

Obrazek 3 Inhibice DPPH radikalu u¢inkem fermentovanych a nefermentovanych
vzorkl [34]

A koncentrace vzorku, buckwheat — pohanka, barley — je¢men, wheat — p3enice, rye - Zito

Jak je na obrazku ¢.3 uvedeno, nejnizsi inhibici radikalu DPPH, a to pouze 31 %, vykazuje
nefermentovany pseniény extrakt i s pouZitim nejvyssi koncentrace vzorku 200 pg.ml™.
Silngjsi ucinky zhaSeni DPPH radikalu vykazoval je¢men (36,6 %) a zito (45 %).
Nejsiln€jsi vliv na zhaSeni radikdlu DPPH méla pohanka. Hodnota procentudlni inhibice
radikalu ¢inila 82 %. Z idaji v obrazku ¢.3 mizeme posoudit, Ze proces fermentace mél
vliv na inhibici radikdlu DPPH ve vSech koncentracich kazdého obilného vzorku.
U pohanky se inhibice DPPH radikalu zvysila z 82,5 na 86 %. Tato hodnota byla ze vSech
nejvyssi. Hodnota IC50, pro fermentovany extrakt pohanky, vypoctena z regresni kiivky
Ginila 76,7 pg.ml™. Tato studie ukézala, Ze obiloviny obsahuji zna&né mnoZstvi
antioxidantli. Proces fermentace zvysil hladinu mnoha bioaktivnich latek, a tim zlepsil

antioxida¢ni vlastnosti obilovin. Na zavér muzeme dodat, Ze pouziti startovacich

mikrobialnich kultur ke zvySeni antioxida¢ni aktivity je velmi ptinosné [34].

W .

4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity u vybranych druhii je¢mene jarniho

Cilem experimentu bylo stanoveni a porovnani antioxidac¢ni aktivity vybranych druht
je¢mene jarniho s kvalitativnimi parametry sladu. Vychozim materidlem byly vzorky zrna
je¢mene jarniho (Hordeum vulgare). V pokusu byl také sledovan vliv aplikovaného
hnojiva Zinranu ve dvou ristovych fazich. Ze Sesti vybranych odrid jeCmene (Aksamit,
Bojos, Prestige, Jersey, Sebastian, Radegast) bylo odebrano 30 g vzorku. Ten byl rozemlet
na velikost Castic 0,8 mm a nasledné homogenizovan. 25 g tohoto meliva bylo
ve rmutovaci nadobé smichano s 225 ml vody a 15 min pfi 45 °C rmutovano, poté

ponechano 30 min pii pokojové teploté. Vychladlé vzorky byly hodinu filtrovany
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a skladovany v uzaviratelnych plastovych lahvi¢kach pfti teploté - 20 °C. Pfed méfenim
absorbance byly vzorky rozmrazeny a prefiltrovany ptes nitrat-celulézovy filtr
s porovitosti 0,2 um. Pro stanoveni antioxidacni aktivity byla pouzita metoda vyuZzivajici
eliminaci syntetickych radikalt DPPH. Jako standardni latka byl pouzit Trolox. Trolox byl
rozpustén v metanolu a z tohoto zasobniho roztoku byla fedénim pfipravena kalibracni
fada v experimentalné zjisténém rozmezi koncentraci 20 — 500 umol.dm'3. Pracovni roztok
o koncentraci 100 pmol.dm'3 byl piipraven ze zasobniho roztoku DPPH (0,2 mol.dm‘s)
v metanolu. Mimoto pracovni roztok také obsahoval octanovy pufr (pH 4,3) v poméru
1:2 (DPPH:pufr). Do kyvet bylo odebrano 1,9 ml pracovniho roztoku a 100 ul vzorku.
Ubytek absorbance byl méfen po dobu 10 min p¥i 515 nm na spektrofotometru Life science
UV/VIS DU 730 (Beckman Coulter, USA). Plisobenim antioxidantti bylo ptivodni fialové
zbarveni roztoku odbarveno. Rozsah schopnosti inhibice fialového zbarveni byla vyjadiena
Vv procentech a pomoci kalibra¢ni kiivky pfepoctena na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.
Timto experimentem byl zjiStén rozdil antioxidacnich aktivit zrn mezi jednotlivymi

genotypy i mezi variantami o$etfenymi zine¢natym hnojivem [48].

4.3 Porovnani antioxidacni aktivity cerealni snidané, ovoce a zeleniny.

Tento vyzkum porovnava antioxidani aktivitu snidanovych ceredlii s antioxidacni
aktivitou ovoce a zeleniny. Z Cerstvého ovoce a zeleniny byly analyzovany predev§im
jedlé ¢asti, brambory a okurky byly zpracovany se slupkou. Snidatiové cerealie byly asi
mésic staré, vSechny byly oznaceny ndzvem General Mills. Vzorky byly jemné rozemlety
a vmnozstvi 10 — 100 g byly rozpustény v 50% vodném roztoku metanolu s piidavkem
50 ml DPPH o koncentraci 101 pmol, ktery zbarvuje roztok do tmavé fialova. DPPH
reaguje s antioxidanty a tim dochazi ke snizeni intenzity zbarveni roztoku. Reakéni baika
s roztokem byla umisténa do rotujiciho inkubatoru pfti teploté¢ 100 °C. Po 4 hodinéch bylo
pomoci spektrofotometru Milton Roy 21D provedeno méteni pii vinové délce 515 nm.
DPPH reaguje s antioxidanty a tim dochazi ke snizeni intenzity zbarveni roztoku.
Vysledky byly vyjadfeny v pmol Troloxu na 100 g vzorku. Primérnd antioxidacni aktivita
produktii z obilovin je vy$$i nez u ovoce a zeleniny. U zeleniny antioxida¢ni aktivita
dosahuje nizSich hodnot, coz je obecné znamo. Dikazem toho byla velmi nizka
antioxidacni aktivita melounu. V porovnani bilého a tmavého peciva vykazoval vyssi
aktivitu celozrnny chléb, ktery obsahuje otruby, v nichz je soustiedén vys$i obsah

antioxidant. VyS$si hodnoty vykazovaly také ceredlie s pfidavkem rozinek. Zrna pSenice
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a ovsa ve srovnani sryzi a kukufici jsou siln¢j$imi antioxidanty. U zeleniny, jako je
cervené zeli, Cesnek, fepa, byla namétena vyssi antioxidacni aktivita nez u okurkd, celere,
mrkve, Cervenych fazolek a bilého zeli. Rozdil mezi ¢ervenym a bilym zelim je zarazejici.
Zda se, ze fialovy pigment u ¢erveného zeli piispiva k vysoké trovni antioxidacni aktivity.
Také nejvyssi hodnoty byly naméfeny u ovoce s vyssim obsahem pigmentu. U suseného

ovoce je koncentrace mnohem nizsi v dasledku jeho zpracovani [49].

4.4 Celkova antioxida¢ni aktivita ryZového oleje

Ryze je dilezitou hospodaiskou plodinou. Obilka je sloZena z otrub, klicku a zrna. Otruby
jsou vyznacCovany vysokou vyzivovou hodnotou. Olej zryzovych klicki obsahuje
18 — 23 % nenasycenych mastnych kyselin, z nichz pfevlada kyselina linoleova a olejova.
RyZovy olej vykazuje vysokou antioxidacni G¢innost. Je také bohaty na ferulové kyseliny,
triterpenové alkoholy a esencialni komplex vitaminu E a oryzanol. Tyto slouceniny hraji
dalezitou roli pii prevenci infarktu, snizovani hladiny cholesterolu, a také chrani kazi pred
UV-zéfenim. Antioxidac¢ni aktivita byla méfena metodami DPPH, FRAP a TEAC.
Mikrotitracni destiC¢ka obsahujici 96 jamek byla rozdélena do tii sad. Kazd4 jamka se
vzorkem obsahovala 100 ml etanolového vzorku o koncentraci 25 — 400 mg.ml™ a 100 ml
DPPH v roztoku etanolu. Slepy zkuSebni vzorek obsahoval taktéZ 100 ml etanolového
vzorku a 100 ml etanolu. Kontrolni vzorek obsahoval 100 ml etanolu a 100 ml DPPH
v roztoku etanolu. Jako standard byl pouzit Trolox. Poté byla mikrotitra¢ni desticka
inkubovdna 30 min. pi1 25 °C. Absorbance byla meétfena pii vilnové délce 520 nm.

Po vypocteni byla zjisténa hodnota 0,0133 mg Troloxu na 1ml vzorku [50].

4.5 Antioxidaéni aktivita ¢iroku

Cirok (Sorghum bicolor Moench.) je hlavni potravinova plodina v mnoha &astech svéta,
dilezita také jako medicina v Asii a Africe. Tato obilovina obsahuje bohaté mnoZzstvi
fytochemikalii jako jsou tfisloviny, fenolické kyseliny, antokyany, fytosteroly aj. Nedavné
studie odbornikii Choi, Jeong a Lee v roce 2006 ukazaly antioxida¢ni i antikarcinogenni
ucinnost ¢iroku. Zvysena spotieba celozrnnych vyrobka z Ciroku je spojena se snizenim
rizika chronickych chorob. Do stabiliza¢nich smési, které chrani vyrobky proti oxidaci
lipidi jsou casto pridavany antioxidanty jako je BHA (butylhydroxyanizol), BHT
(butylhydroxytoluen) a TBHQ (terc-butylhydrochinon). Antioxida¢ni aktivita ¢iroku byla

méfena mnoha metodami, vybrana byla pouze metoda DPPH. Pfipravené vytazky
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z 25 Kultivari pochazely zJizni Koreje. Semena byla skladovana pii teplot¢ 4 °C.
2 g semen od kazdé odrady byly rozemlety a extrahovany 100% metanolem pii pokojové
teploté po dobu 24 h. Kazda smés byla zfiltrovana pies filtraéni papir. Pomoci rota¢ni
odparky byl extrakt odpafen pii teplot€¢ 40 °C. Surové extrakty byly odlezeny ve vodé,
rozdéleny a smichany s hexanem, etylacetatem, n-butanolem a vodou. Uéinek extraktd
produktu na radikal DPPH byl studovan pomoci modifikované metody Shimady et al.
0,15 ml DPPH bylo ziedéno se 4 ml metanolu. 1 ml tohoto roztoku byl pfidan ke
zkusebnimu vzorku. Reak¢éni smés byla protiepana a inkubovana 30 min pii pokojové
teploté. Absorbance vysledného roztoku byla méfena pii 517 nm proti slepému vzorku.
Hodnota IC50 (mg.ml™) byla odedtena z grafu. Vysledky jsou uvedeny na obrazku
¢.5 [51].

Cultivars RiCae™{ il ) Cultivars RCae™ pgjul)
Gumeunchalsssu 401000 Bitjarususu FEEESN]
Gin jamgmaoksusy 66 1.1 Susongsaengl B3OS
Kkachisus 1290 +1.7 Slkyungsiusu GO+ 05
Kkachisusu{daerip) BlE+15 llhanchalusu b6+ 05
Khomad ansusu 63 +05 Jamgmeksusu BE+05
Neulsisu B0+ 00 Jangsususy A6+ 1.1
Mees 151 TO+00 Jaerasjongsusu 6305
Makt aksusu 56 +05 Joburangsusu BEL1.1
Maongdangsusu 56 105 Chalsusu{RDA) BOE10
Busl keuinsa ebesissu 56 0.5 Chalsuau|2) Qe+ 05
Bl ket a ngmsskes s L20+10 Hewl nswsu T+ 00
Bl ke a ngsiesi s 53 105 Hieval mj ang mnacsbesa su B3+05
Bul keund hal swsw BO+10

- tocopheml 120 EHT 340
BHA" 140 Ascorbic acid <2

Obrazek 4 Antioxida¢ni piisobeni ¢iroku a vybranych antioxidantd na radikal DPPH [51]

4.6 Antioxida¢ni aktivita semen a kli¢ki amarantu a quinoi

Cilem této studie bylo srovnani antioxida¢niho potencialu semen a klickt vybranych
pseudoobilovin. Jako rostlinny material byl pouzit laskavec (Amarantus cruentus), a to
odridy Aztek a Rawa, které byly sklizeny ve vychodnim Polsku. Semena quinoi
(Chenopodium quinoa) byla dovezena z Bolivie. Semena pseuodobilovin byla ponofena po
dobu 3 hodin do sklenénych nadob s vodou. Klicky byly péstovany 5 - 7 dni. Polovina
vzorku byla ponechana na dennim svétle, druha polovina byla uloZena ve tmé. Po
5 - 7 dnech byly vyhonky sklizeny a extrahovany. Rozdrcené vzorky semen a klicka byly
extrahovéany se 40 ml rozpoustédla skladajiciho se z metanolu, 0,16 ml.dm™ HCI a vody
smichané v poméru 8:1:1. Po 2 hodinach byly extrakty oddéleny dekantaci a zbytky byly

extrahovany se 40 ml 70% acetonu. Po odstiedéni byly vzorky skladovany v mrazni¢ce pfi
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teploté — 20 °C. Antioxida¢ni aktivita byla méfena metodou DPPH podle zptsobu Yen,
Chena s modifikaci Bartona a Folta. Pro méteni vzorki bylo pfidano 0,4 ml metanolového
acetatového pufru do kyvet, obsahujicich rostouci objemy vzorku (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,45, 0,6
ml) a odpovidajici mnozstvi metanolu na celkovy objem 1 ml. Do kazdé kyvety byl pak
napipetovan 1 ml roztoku DPPH. Absorbance vysledného roztoku byla méfena pomoci
Jasco UV-530 spektrometru pti vinové délce 514 nm. Celkova antioxida¢ni aktivita byla
pfepoctena na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu. Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovala
semena quinoi, a nejnizsi semena amarantu odridy Rawa. Hodnoty antioxidacni aktivity
klicka quinoi byly vyrazné nizsi nez u klickd amarantu. Divodem mohly byt pigmenty
jako napt. antokyany, které zpisobily zdsah vedouci k podcenéni antioxidacni aktivity.
Vysledky ukézaly, ze semena a klicky pseudoceredlii vykazovaly relativné¢ vysokou
antioxidacni aktivitu, pficemz quinoa se zdad byt lepsi ndhrada za tradi¢ni obiloviny nez
amarant, co se tykd semen. Vyznamné vys$i antioxidacni aktivitu oproti sementim
prokéazaly klicky, v dusledku rozdilu v obsahu antokyanid a dalSich sloucenin. Tyto
alternativni plodiny mohou byt pouZzity v tradicni stravé jako prospéSny zdroj potravy

s vysokou vyzivnou hodnotou [35].

4.7 DalSi vyuziti DPPH v oblasti cerealnich technologii

Metoda DPPH byla vyuzita nejen u mnoha druhti obilovin, pseudoobilovin, ale také
u jejich vyrobkia. Bakalédiska prace obsahuje pouze nckolik z mnoha ¢lankd stanoveni
antioxidacni aktivity metodou DPPH. Mezi dalsi studie patfi napt. stanoveni antioxida¢ni
aktivity autory Dvotakové, Dostalka et al., ktefi se v roce 2010 zabyvali antioxida¢nim
pusobenim je¢mene a sladu [52]. Antioxida¢ni plsobeni V ryzovych otrubach a vytazk
z produkti celého zrna popsali autofi Korycinska, Czelna et al. [53]. Hodnocenim
antioxidacnich vlastnosti a kvality obilnych kojeneckych vyrobkl se zabyvali Li, Friel

a Beta [54].
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5 POUZITI METODY DPPH V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU

5.1 Analyza antioxidantii v chmelu a pivu

Tato prace byla zaméfena na sledovani antioxidacni aktivity u 20 vybranych vzorki piv.
Standardni latka pouzita u toho méfeni je Trolox, ktery byl rozpustén v metanolu a z tohoto
zasobniho roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada obsahujici 0,01 — 0,08 umol Troloxu. Ze
zasobniho roztoku DPPH o koncentraci 0,2 mol.dm™ v metanolu byl pfipraven roztok
o koncentraci 100 pmol.dm™. Tento roztok obsahoval octanovy pufr v poméru
1:2 (DPPH:pufr). K 1,9 ml této smési bylo piidano 100 pl vzorku. Ubytek absorbance byl
méien pii vinové délce 515 nm v 30 s intervalech po dobu 10 minut. Pivodni fialové
zbarveny roztok byl ptisobenim antioxidantii odbarven na svétle fialovy. V % byl vyjadien
ubytek absorbance a pomoci kalibracni kiivky byl pfepocten na ekvivalentni mnozstvi

Troloxu a kone¢né hodnota byla vztaZzena na 1 ml vzorku piva.
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Obrazek 5 Pribéh reakce radikalu DPPH s vybranymi vzorky piv [18]

A P3 (Velkopopovicky kozel-premium), oP8 (Radegast-premium), ®P12 (Zlatopramen
11°), xP14 (Klasik), +P16 (Bud Superstrong), OP17 (Staropramen cerny), mP20

(Staropramen nealko)
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Z naméfenych vysledkii vyplynulo, ze nealkoholicka piva reaguji s DPPH velmi pomalu.
Pivo specidlni a piva Cerna reaguji zpocatku rychle, po cca 3 min se jejich absorbance uz
prakticky neméni. Touto metodou byly také proméieny ve vodé nerozpustné chmelové
extrakty a granule. Extrakty a granule byly rozpustény v metanolu, roztok DPPH odpovidal
koncentraci 0,5 g.dm™®. Po méfeni bylo zji§téno, Ze nejvyssi antioxidaéni aktivitu

vykazoval chmelovy extrakt [18].

5.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity extrakti palmovych listi (Elaesis

quineensis)

Palmovy olej obsahuje predevsim glyceridy, tokoly, karotenoidy, koenzym Q a fosfolipidy.
Studie dokazaly, Zze tyto latky obsazené¢ v oleji vykazuji antioxidacni, ale také
antikarcinogenni G¢inek. Jako vzorek byl pouzit olej a extrakty z listi palmy Elaesis
quineensis. Nejprve byly listy suSeny pfi teploté 60 °C, odolejovany a ponofeny pies noc
do rozpoustédla hexanu. Po filtraci byly podrobeny sérii extrakci. DPPH radikalovy test
byl proveden v souladu s metodou Thaipong et al. s drobnymi upravami. 24 mg DPPH
bylo rozpusténo ve 100 ml metanolu. Ke 2,85 ml pracovnimu roztoku bylo ptidano 0,15 ml
extraktu. Roztok byl ponechdn ve tmé& 24 h. Absorbance byla méfena pomoci
spektrofotometru Thermo Spectronic Helios oo UV-Visible pti vlnové délce 515 nm. Po
zpracovani vysledkid bylo zjisténo, ze suSené extrakty z listl obsahuji vyssi antioxidaéni
aktivitu pohybujici se od 0,7 do 1,0 mg rutinu.g™. Extrakty z Serstvého listi vykazovaly

mnohem niZ§i aktivitu, pohybujici se v rozmezi 0,06 — 0,38 mg.rutinu.g™ [55].

5.3 Antioxida¢ni aktivita zeleninovych a ovocnych $tav

Cilem této laboratorni prace bylo hodnoceni antioxida¢ni aktivity jednodruhovych
ovocnych a zeleninovych §t'av. Mezi antioxidacni latky obsaZené v ovoci a zeleniné patii
fenolické latky, flavonoidy, karotenoidy, tokoferoly, organické kyseliny a nékteré stopové
prvky a enzymy. Ptikladem pouzitych surovin je mrkev, ¢ervena fepa, celer, Cervené, bilé
zeli, okurky, brokolice, rajcata, jablka a hrusky. Z jednotlivych druhti ovoce a zeleniny
byla pfipravena $tava, kterd byla skladovana v saccich pfi teploté — 40 °C. Nasledovala
ptiprava vodného a etanolového extraktu, ktery obsahoval 1 - 3 g §tavy doplnéné vodou na
10 ml. U etanolového extraktu byla §t'ava doplnéna metanolem. Dale byl roztok 10 min.

ttepan a odstfedén. 4 ml vzorku DPPH a 100 ml vodného nebo metanolového extraktu bylo
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ponechano 2 h pii laboratorni teploté. Méfeni bylo provedeno pii vinové délce 515 nm.
Pokles absorbance byl vyjadien v pg kyseliny askorbové nebo pg Troloxu v 1 g stavy,
které maji stejnou antioxidacni aktivitu jako antioxidanty pfitomné v kalibrovaném roztoku
(3,2 — 16 pg kyseliny askorbové (AK) ve 100 ml vody nebo 5 - 25 pg Troloxu ve 100 ml
metanolu). Touto metodou bylo zjisténo, ze stavy z mrkve, okurky, jablka, hrusky a celeru
vykazuji antioxidadni aktivitu ve vodnych extraktech fadové 10 pg AK.g™h
V metanolovych extraktech < 1pmol Troloxu.g‘l. Stavy z &ervené fepy, brokolice, bilého
zeli a rajCete vykazuji antioxidacni aktivitu ve vodnych extraktech fadovée 102 ug AK.g‘l,
v metanolovych extraktech < 6pmol Troloxu.g™ Nejvyssi hodnoty byly namékeny ve §tavé
z cerveného zeli, kde antioxidacni aktivita ve vodnych extraktech vykazovala tadove

10° ug AK.g, v metanolovych extraktech 9 pmol Troloxu.g™ [56].

Tabulka 2 Antioxidac¢ni aktivita vodnych a metanolovych extrakti [56]

vzorek vodny extrakt | metanolovy extrakt
(ng AK.g™) (1 pmol Troloxu.g™)
Mrkev 32,3 0,30
Bilé zeli 100,6 1,12
Jablko 68,3 0,71
Hruska 98,6 0,54
Okurka 17,5 0,24
Cervena fepa 649,0 450
Celer 56,4 0,41
Brokolice 214,3 2,38
Rajce 288,6 1,88
Cervené zeli 1465,5 9,18

5.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity v pivovarnictvi

-----

hraji dileZitou roli v branéni procesu oxidac¢nich zmén béhem chmelovaru a skladovani.
Tento oxidacni proces miiZze byt diisledkem vzniku celé fady senzoricky negativnich latek.
Polyfenolické latky v pivu reaguji s bilkovinami za vzniku nezadoucich komplext, které
snizuji koloidni stabilitu piva. Antioxidacni vlastnosti byly stanovovany z vyluha
6 Ceskych a 8 zahrani¢nich chmelt a 2 druht chmelovych vyrobkii. Pro stanoveni této
aktivy byla autory, krom¢ jinych metod, odzkousena metoda DPPH. Roztok DPPH

o koncentraci 1,86 10™ mol.dm™ v etanolu byl smichén s acetatovym tlumivym roztokem
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(pH 4,3). Pomér roztoku DPPH v etanolu a acetatovym tlumivym roztokem ¢inil 2:1. Ke
2,8 ml tohoto roztoku byl pfidan vzorek v mnozstvi 0,2 ml. Pfi vinové délce 525 nm byla
thned zméiena absorbance. Odbarvovani indikatoru bylo méfeno v minutovych intervalech
po dobu 10 minut. Vysledkem je procentudlni vyjadieni ibytku DPPH po 10 minutéach.
Touto metodou bylo zjisténo, ze nejvyssich hodnot antioxidaéni aktivity dosahuje zatecky
polorany cervenak. Nekteré zahranicni odriidy mohou také zateckému chmelu konkurovat,
zde je vSak nutno uvést, ze tyto chmely obsahuji vyssi mnozstvi hotkych kyselin, proto se

jich pfi vyrob¢ piva davkuje méné [26].
5.5 Antioxida¢ni aktivita semen lupiny

Lupina neboli vI¢i bob je rostlina péstovana v mnoha zemich svéta pro krmivo, ale také
k lidské spotfebé. Semena jsou bohatym zdrojem bilkovin a vlakniny. Bylo také zjisténo,
ze jadra diky nizkému glykemickému indexu maji schopnost snizovat krevni glukézu,
cholesterol a pfiznivé pasobi na ¢innost stiev. V zemich jizni Evropy, Stiedniho vychodu
a Jizni Ameriky se vysoce alkaloidni hotk4 semena pouzivaji jako ptfisada do potravin.
V Zapadni Australii se tato hotkd semena vyuzivaji minimalng. Uéelem této studie bylo
zjisténi antioxidacni aktivity 11 riznych druht lupin, véetné ¢tyt druhti lupin péstovanych
v Australii, a to Lupinus angustifolius, L. luteus, L. albus a L. mutabilis. Ze vSech druht
lupin byl ziskan jemny prasek. 1 g prasku byl pies noc extrahovan 20 ml 80% metanolu pii
pokojové teploté. Vzorek byl odstiedén a rozdélen na 2 vrstvy. Ciry roztok byl filtrovan
a pouzit pro antioxidacni test. Trolox byl rozpustén v etanolu v mnozstvi 0,63 mg.ml'l.
Po té byl roztok zfedén metanolem na 5 riznych koncentraci, tato smés byla zaroven
referen¢nim standardem. 2 ml extraktu z lupiny bylo pifidano ke 3 ml DPPH a 5 ml
metanolu. Stejné mnozstvi metanolu a DPPH obsahoval slepy vzorek. Pokles absorbance
byl méfen pti 517 nm. Aktivita lupiny byla vyjadiena v mg ekvivalentniho mnozstvi
Troloxu.100 g, kterd byla vypoltena pomoci linearniregrese z kalibraéni kiivky
S 5 ruznymi koncentracemi Troloxu. Trolox slouzi jako referenc¢ni sloucenina K porovnani
antioxidacni aktivity jiného antioxidantu. Tato metoda je rychld, jednoduché a levnd. Po
zpracovani vysledki bylo zjisténo, Ze nejvyssich hodnot dosahoval L. luteus, a to 0,635 mg
ekv. Troloxu na 1 g osiva, dale nasledoval L. micranthus 0,513 mg ekv. Troloxu

cv v

ekv. Troloxu na 1 g osiva [57].
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Tabulka 3 Antioxida¢ni aktivita 11 druhti lupin [57]

Druhové jméno Nazev odridy mg Troloxu Eq.g™
L. albus Etho 66 0,195
L. albus 0,153
L. albus Andromeda 0,153
L. angostifolius 0,424
L. angostifolius Belara, 99 WH10 0,210
L. angostifolius Kalya 0,438
L. angostifolius | Wongan Hills Telerack 0,163
L. atlantieus 0,240
L. consentinii 0,227
L. digitatus 0,362
L. hispanicus 0,277
L. luteus 0,217
L. luteus Pootalong 0,635
L. micrevthus 0,513
L. mutabilit 0,339
L. mutabilit P28725 0,394
L. palaestinus 0,238
L. pilous 0,316

5.6 Stanoveni reduk¢ni aktivity chmele a piva metodou DPPH

Metoda je zaloZena na reakci barevného radikdlu DPPH s antioxidanty obsazenymi ve
vzorku. Nepdrovy elektron hydrazylového dusiku je zodpovédny za intenzivni modré
zbarveni volného radikalu. Reakce tohoto radikalu s antioxidanty mé za nasledek postupné
odbarvovani reakéni smési a snizovani absorbance roztoku, métené pti 525 nm. M¢éfeni
kromé spektrofotometrie mtize byt provedeno metodou ESR (Electron Spin Resonance,
Elektronovd spinovd rezonancni spektrometrie). V piipadé metody ESR jsou volné
radikdly vreakéni smési generovany termicky. Radikdly reaguji s pfitomnymi
antioxidanty, je zde métfena Casova zavislost hodnoty nezreagovanych volnych radikald.
Rozdil absorbance na zacitku a po 10 minutich reakce kvantifikuje redukéni aktivitu
zkoumaného vzorku. Z hlavkového ¢i granulovaného chmele byl pfipraven vyluh.
5 g chmele a 700 g destilované vody bylo pifivedeno pod zpétnym chladicem k varu. Po
ukonceni varu byla smés zchlazena a doplnéna na objem 1 litru. Poté byla smés zfiltrovana
ptes filtraéni papir a nakonec pfes membranovy filtr. Takto Cisty filtrat byl pouzit pro
méfeni redukéni neboli antiradikdlové aktivity. Vzorek piva byl pfed méfenim
Vv ultrazvukové lazni zbaven CO,. Pfi vlastnim stanoveni bylo ve zkumavce smichano

2,8 ml cinidla DPPH s 0,2 ml vzorku. Po 10 minutach byla méfena absorbance pfi
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525 nm. Stejnym zpisobem bylo provedeno méfeni slepého vzorku, ktery obsahoval
2,8 ml smési etanol-acetatového pufru v poméru 2:1 a 0,2 ml vzorku. Pfi stanoveni slepého
pokusu, ktera je potiebna pro vypocet, bylo smichano 2,8 ml ¢inidla a 0,2 ml destilované
vody. Nejvyssi redukéni aktivitu vice nez 70 % rel., vykazovala odriida Zatecky &ervetiak,
odridy Sladek, Premiant a Agnus vykazovaly antiradikalovou aktivitu v rozmezi 45 —
55 % [39].

5.7 Antioxidacni aktivita kyseliny L-askorbové v nealkoholickych
napojich

Kyselina askorbovd patifi mezi vyznamné antioxidanty. Chrani bunky pfed uG€inkem
volnych radikal, které v organizmu vznikaji napf. pusobenim vyfukovych plyni,
koufenim, UV zafenim aj. Kyselina askorbova se uplatiiuje v metabolizmu cholesterolu,
ucastni se biosyntézy mukopolysacharidd, prostaglandinii, stimuluje transport sodnych
a chloridovych iontl, Gcastni se absorpce a transportu iontovych forem zeleza. V tomto
experimentu bylo analyzovano 10 vzorkl nealkoholickych népojt od ¢eskych, slovenskych
a rakouskych vyrobct. O jaké vzorky se jednalo autofi neudavaji. Z chemikalii byl pouzit
etanol, kyselina L-askorbova, kyselina octova, volny radikal DPPH a redestilovana voda.
Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byl pouzit HELIOS Gamma UV-VIS spektrometr. Pfi
stanoveni antioxida¢ni kapacity byla nejprve zméfena absorbance Cerstvé piipraveného
roztoku DPPH pii vinové délce 517 nm. Koncentrace roztoku DPPH ¢inila 0,025 g.l'l.
5 ml tohoto roztoku bylo smichdno s 200 pg 10x zfedéného nealkoholického napoje. Tato
smés byla ponechana ve tmé po dobu 5 minut, poté byla zmétfena absorbance. Zjisténa
antioxidacni aktivita nesouvisi pouze s obsahem kyseliny askorbové, ale také s obsahem
jinych antioxidantii, napf. polyfenolii, pievazujicich u vzorka €. 1 a 2. Pravé tyto dva

vzorky ¢ajového piivodu poskytovaly nejvyssi hodnoty inhibice volného radikalu [41].
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Obrazek 6 Antioxidaéni aktivita analyzovanych nealkoholickych napoji [41]

5.8 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ¢ervenych a fialovych odrid

brambor

Bramborové hlizy s takto zbarvenou duzninou vykazuji vyznamnou antioxidacni aktivitu,
ke které prispivaji piedev§sim antokyany, karotenoidy a kyselina askorbova. Cilem této
prace bylo zjiSténi antioxida¢ni aktivity Cervenych a fialovych brambor a jeji porovnani
s antioxidacni aktivitou standardné pouzivanych Zlutomasych odrid. Vzorky pochézely
z hliz Solanum tuberosum, které byly vypéstovany na tzemi CR. Vzorky hliz byly
analyzovany jak lyofilizované, tak v Cerstvém stavu. Od ptipravy vzorku do analyzy
nesmélo uplynout vice jak 30 minut. Pro méfeni antioxida¢ni aktivity DPPH testem byla
pouzita metodika Pareja et al. Byl ptfipraven roztok DPPH o absorbanci (to)
0,200 £+ 0,01. Absorbance byla métena pii 515 nm. Namétené a vypoctené hodnoty byly
vyjadifeny v mmol kyseliny askorbové na 1 kg cerstvych hliz brambor. Pomoci softwaru
Statistica 7.0 byla provedena statistickd analyza. Antioxida¢ni aktivita u lyofilizovaného
vzorku se pohybovala v rozmezi 0,67 — 3,46 mmol kyseliny askorbové v lkg Cerstvé
hmoty. Je nutno upozornit, ze lyofilizaci muze dochazet k degradaci nebo inaktivaci
antioxidacnich latek. U Cerstvé §tavy z brambor dosahovala hodnot 0,34 — 7,69 mmol
kyseliny askorbové na 1 kg cerstvé hmoty. Primérny rozdil €inil asi 31 %. U vzorki §tav
z brambor se nejvice odliSovaly odrudy Vittelotte, Violette a Shetland Black. Ziskané
vysledky prokazaly vySsi antioxidacni aktivitu u Cervenych a fialovych brambor oproti

bramboram zlutomasym [58].
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5.9 Porovnani antioxida¢ni aktivity kakaa, ¢aje a cerveného vina

Cerny, zeleny &aj, kakao a Cervené vino obsahuji fenolické latky, zejména teaflaviny.
Teaflavin, resveratrol a prokyanidin jsou povazovany za silné antioxidanty. Hlavnimi
antioxidanty v zeleném ¢aji jsou katechininy a resveratrol. Tyto antioxidanty predstavuji
mensi ¢ast Cerného Caje. Kakao obsahuje mnohem vyssi hladinu celkovych fenolickych
latek, nez porce zeleného a Cerného Caje a Cerveného vina. Resveratol a fytoalexin
obsazené také v Cerveném viné jsou hlavnimi komponentami zodpovédnymi za
antikarcinogenni aktivitu, ale v tomto vzorku jsou obsazeny na minimalni Grovni, ktera ¢ini
1,5 mg.l®. Proto vétsinu prosp&$nych uginki &erveného vina lze piipsat jingm
fytochemikaliim nez je resveratrol. Monomerni katechiny jsou povazovany za antioxidanty
pouze Vv cerném ¢aji a cokoladé. Antioxidacni aktivita téchto vzorkd byla méfena metodou
ABTS a metodou DPPH. 7,3 g kakaového prasku bylo rozpusténo ve 200 ml destilované
vody pii teploté 100 °C. Cerny a zeleny ¢aj v mnozstvi 2 g byly extrahovany takté
ve 200 ml destilované vody pfi teploté 100 °C. Mnozstvi vzorku Cerveného vina ¢inilo
140 ml. VSechny vzorky pak byly odstfedény na odstfedivce po dobu 5 minut.
Supernatanty pak byly pouzity jako kone¢né vzorky. Roztok DPPH byl rozpustén
v 80% metanolu. Ke 2,9 ml tohoto roztoku bylo ptidano 0,1 ml vzorku. Smés se pak
dikladné protiepala a nechala se odlezet 30 min. vtemnu pfi teplot¢ 23 °C. Pokles
absorbance byl méten pii 517 nm pomoci spektrofotometru Hitachi. Kontrolni vzorek
obsahoval 0,1 ml 50% vodného metanolu a 2,9 ml DPPH. Namétené vysledky celkové
antioxidacni aktivity dokazovaly nejvyssi hladinu antioxidanti v kakau, v ¢erveném vinu,
Vv zeleném c¢aji a nakonec v €aji ¢erném. Celkova antioxidaéni aktivita je asi 4-5 krat
silngjsi nez u Cerného Caje, 2-3 krat silngjsi nez u zeleného Caje a témét dvakrat silngjsi nez

u ¢erveného vina [59].
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6 POUZITI METODY DPPH V OBLASTI BIOLOGICKEHO
VYZKUMU

6.1 Antioxidacni aktivita 50% etanolového extraktu z Acantholippia

deserticola

Acantholippia deserticola obycejné¢ znama také jako rica-rica, je 30 — 60 cm vysoka
rostlina rostouci v severni Cile. Nadzemni ¢asti této rostliny se vyuzivaji v medicing
k1écbeé prijmu, jater, gastrointestindlniho nadymani a nechutenstvi. Zrostliny se
ptipravuje vyluh ve 200 ml vody, ktery se pije 3 krat denn¢ dokud nemoc neodezni. Cilem
této prace bylo zhodnoceni antioxida¢ni aktivity 50% etanolového extraktu z nadzemnich
¢asti této rostliny. Jako rostlinny material byly pouzity listy Acantholippia deserticola
nasbirané na Socaire v severnim Cile. Ususené listy v mnozstvi 1,2 kg byly nasekany
a extrahovany etanolovym roztokem v poméru 1:1 (etanol:voda) po dobu jednoho tydne pfi
pokojové teploté. Extrakt byl pak zfiltrovan, odpafen za snizeného tlaku a zmrazen. Vynos
lyofizilovaného vodného roztoku ¢inil 145 g. Antiradikdlova ¢innost byla hodnocena
spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm. Vzorek zasobniho roztoku (1,0 mg.ml™) byl
zfedén na kone¢né koncentrace 100, 80, 60, 40, 20,10a5 mg.ml'1 v etanolu. Roztok DPPH
(0,025 g.I") vetanolu o objemu 1,5 ml byl pfidan ke 2,5 ml vzorku o riznych
koncentracich. Smés byla dtikladné protiepana a ponechana 30 min v klidu pfi pokojové
teploté. Poté byla méfena absorbance. Smichanim 2,5 ml vyluhu a 1,5 ml etanolu byl
ptipraven slepy roztok. Pracovni roztok obsahoval 1,5 ml DPPH (0,025 mg. mI™) a 2,5 ml
etanolu. Tento roztok byl zaroven pouzit jako negativni kontrola. Trolox a kvercetin byly
pouzity jako kontrola pozitivni. VSechny experimenty byly pouZity ve tfech vyhotovenich.
Vyuziti metody DPPH poskytuje snadny a rychly zpisob, jak zhodnotit koncentraci
antioxidantli. DPPH je volny radikal stabilni pii pokojové teploté, ktery vytvati purpuroveé
zbarveni v roztoku etanolu. Intenzita zbarveni je snizena v ptitomnosti antioxidantu.
Pritomnost molekul antioxidantu roztok zbarvi do Zluta nebo zcela odbarvi. Koncentrace
antioxidantu, ktery za uréitou dobu zhasi 50 % radikdlu DPPH byla vypoctena

z odpovidajici kalibragni kfivky a &inila 18 £ 0,5 mg.ml™ [60].
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Obrazek 7 Acantholippia deserticola [61]

6.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ve vzorcich biologického piivodu

Cilem tohoto experimentu byla optimalizace a pfesné popsani fotometrickych metod
pouzitych ke stanoveni antioxidacni aktivity v biologickych vzorcich. Pro méfeni byl
pouzit automaticky spektrofotometr BS-200, jehoz robotické rameno s davkovaci jehlou
zabezpecovalo pienos vzorkll a reagenci. Obsah kyvet byl vZdy promichan automatickym
michadlem. DPPH test je moZno pouZit pouze u vzorkl s nizkymi hodnotami antioxida¢ni
aktivity vyjadienymi nasledujici koncentraci Troloxu 0,05 - 0,15 mmol.dm?.
V koncentracich nad 0,2 mmol.dm™ jsou hodnoty absorbance zaporné. Zaporné hodnoty
znaci, ze antioxidanty ve vzorku dokézaly zhasit nebo vychytat vS§echny volné radikaly.
Pokud chceme touto metodou stanovit vyS$i antioxidacni aktivitu, musi byt vzorky

nafedény [62].

6.3 Izolace antioxidanta z Alchemilla xanthochlora

Alechemilla xanthochlora nebo-li Kontryhel Zlutozeleny je rostlina ¢eledi Rosaceae. Bézné
se pouziva pro 1écbu koznich onemocnéni. Antibakterialni ucinek této rostliny je spojen
s obsahem tfislovin. Ve studiich v roce 2003 byla Alechemilla xanthochlora prezentovana
jako bylina se silnymi antioxidacnimi G¢inky. Pro analyzu antioxidantd byly pouzity rizné
testy, ale vétSinou byly pouzity metody, které zahrnuji generaci radikald. Jakakoli
molekula, kterd miize darovat atom vodiku, bude reagovat s DPPH. 1g suSenych listl
kontryhele byl rozdrcen a extrahovan hexanem a destilovanou vodou asi 1 hodinu pfi
teploté 50 °C. Extrakéni smés byla odstfedéna. Rozpoustédlo bylo odpatreno za snizeného

tlaku na rota¢ni vakuové odparce pii teploté 50 °C. Pevny zbytek byl rozloZen ve smési
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chloroformu a vody. Vodna faze s obsahem roztoku NaCl byla extrahovana etylacetatem
a izopropanolem. Antioxidacni aktivita byla méfena metodou DPPH. Jako standard byl
pouzit BHT (butylhydroxytoluen). Bylo smichano 100 ml metanolového roztoku DPPH
a 25 ml vzorku. Tato smés byla aplikovana do 96 jamek mikrotitraéni desticky
a inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 10 min. Po inkubaci byla méfena absorbance
pfi vinové délce 517 nm. Specifickd antioxidac¢ni aktivita cinila 535,2 mg DPPH
na 1 g vzorku [40].

6.4 Antioxida¢ni aktivita rostlinného materialu

Cilem této studie bylo porovnani antioxidacni aktivity u nckolika druhd rostlin
pochazejicich ze Stdanu. Sclerocarya birrea subsp. caffera je strom pattici do celedi
Anacardiaceae. Plody tohoto stromu se pouZzivaji k vyrobé jedlého oleje. Dalsi rostlinou je
taktéz strom Salvadora persica z ¢eledi Salvadoraceae. Jedna se o stale zelenou rostlinu,
jejiz vytazky z vétvi se pouzivaji k Gstni hygiené. Guiera senegalensis patii do celedi
Combretaceae. Tento 3 m vysoky kef je pouzivan k prevenci malomocenstvi, k 1é¢bé
prijmu a uplavice. Combretum hartmannianum je 4 m vysoky kef. Jeho listy se pouzivaji
k potlaceni oxidace kyseliny linolové, k 1é¢bé chiipky, revmatizmu, hemoroidi, kasle,
anorexie, malarie aj. Listy a kofeny téchto rostlin byly odebrany v zapadnim Sudanu.
Po usuSeni byly rozdrceny na jemny prasek, ktery byl uloZen v lednici. 2 g suSeného
rozdrceného materialu bylo extrahovano 50 ml vodného roztoku metanolu v poméru
60:40 (metanol:voda). Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci rotaéni odparky. Pro stanoveni
antioxidacni aktivity byla pouzita metoda DPPH popsana podle metody Hatano et al.
0,5 ml roztoku DPPH o koncentraci 50 mg.100 ml™ bylo smichano s 4,5 ml vodného
roztoku metanolu. Smés byla dikladné protiepana a ponechana v temnu po dobu 45 min.
Pokles absorbance byl méfen pii vinové délce 515 nm proti slepému vzorku. Hodnoty
IC50 se pohybovaly od 0,05 az do 3,4 mg na vzorek. Antioxida¢ni aktivita rGznych
extraktti nasledovala v potadi: Guiera senegalensis (listy) > Sclerocarya birrea (listy) >
Guiera senegalensis (kotfeny) > Combretum hartmannianum (listy) > Salvadora persica

(kura) > Salvadora persica (listy) [38].
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ZAVER

Prvni ¢ast bakalaiské prace obsahuje charakteristiku, chemické slozeni zrna, energetickou
bilanci cerealii, cerealni vyrobky a jejich vliv na zdravi. Obiloviny a jejich vyrobky patii
mezi dobie skladovatelné a cenové pristupné. Vyznacuji se bohatym zdrojem sacharidi
(pfevazné Skrobu) a vlakniny. Piestoze vyrobky z celych zrn maji ptiznivé u¢inky na naSe
zdravi, vyrobky z bilé mouky obsahuji vysoky glykemicky index. Konzumace potravin
s vysokym glykemickym indexem vede k rozvoji fadé onemocnéni. Obiloviny jsou fazeny
mezi alergizujici potraviny diky pfitomnosti lepku. Lepek je sloZzen ze dvou bilkovin,
gliadinu a glutelinu. U nékterych jedinci vyvolava nesnaSenlivost, ktera se projevuje
kiecemi v biise a prujmy. Ne vSechny cerealie ho obsahuji. Mezi tzv. bezlepkové obiloviny

fadime napft. pohanku, kukufici, ryZi a jahly.

Druha ¢ést bakalaiské prace se zabyva antioxidacni aktivitou a metodami jejiho stanoveni.
Hlavni roli zde hraji radikély, které jsou vyznaCovany nepifiznivym ucinkem jak na
organizmus, tak na stabilitu potravin. Radikalem se stava molekula, ktera ztratila elektron.
Retézova reakce radikalu probiha tak dlouho, dokud se nesetka s antioxidantem. Bohatymi
zdroji antioxidantd jsou pravé obiloviny, ovoce a zelenina. Antioxidacni aktivitu lze
stanovovat mnoha metodami, jejichz principy byly v této praci popsany. Napt. hodnota
IC50 u pohanky byla 82,5 pg.ml™, hodnota je¢mene 36,6 pg.ml™ a hodnota psenice
31,0 pg.ml™.

Posledni cast této prace poukazuje na vyuziti metody DPPH Vv oblasti cerealii, ale také
V potravinarském primyslu ¢i biologického vyzkumu. Touto metodou bylo dokéazano
antioxida¢niho pusobeni ceredlii, pseudoceredlii, potravin, alkoholickych (pivo, Cervené
vino, nealkoholickych (¢aj, kakao, ovocné a zeleninové $tavy) ndpoji a rostlinného
materialu.

Bakalatska prace slouzi jako podkladovy material pro naslednou experimentalni

diplomovou préci, kterd se bude vénovat antioxidacni aktivité netradi¢nich druhti obilovin,

ceredlii a cerealnich vyrobk.
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IGN. rezidui

mp

skladovaci teplota.

Bezpefnostni
Symbol
Signaini slovo

Udaje o nebezpeénosti

Technicke

2 85% (CHN)

<10 ppm benzenu

= 5%

~ 135 ° C {prasinec) {rozsviceny.)
2-8°C

GHS08
Nebeazpedi
H317-H334

Pokyny pro bezpednd zachazeni P261-P280-P342 + P311

Kédy nebezpednosti

Prohlageni riziko

Prohlaseni o hezpednostt

WGK Némecko

xn

42/43
22-36137-45
1
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