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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyva antioxidacni aktivitou potravinového doplitku

Chlorella se zamétenim na jeji ovliviiovani vnéjsimi faktory.

V teoretické cCasti jsou popsany antioxidanty, co to je celkova antioxidacni
aktivita, jak ji lze analytickymi postupy stanovit a které faktory zpisobuji jeji zvySeni ¢i
snizeni. Dale jsou popsany druhy volnych radikali a kyselina askorbova jako pouzity

standard.

Experimentalni ¢ast porovnava u pouziti pritokové coulometrie vysledky méfeni
pti aplikaci riznych vnéjSich podminek. Zaroveinl je srovnavana elektrochemicka pritokova
coulometrie s UV/Vis spektrometrii. Dale jsou popsany mozné disledky zjisténi riznych

koncentraci antioxidantt ve vzorcich.



SUMMARY

This bachelor thesis deals with antioxidant activity of the food supplement

Chlorella with focus on how it is influenced by outer factors.

In the theoretical part of the thesis there is a description of antioxidants,
description of total antioxidant activity, how it can be detected by usage of analytical methods
and which factors contribute on its increase or decrease. Afterwards, the kinds of free radicals

are described with ascorbic acid used as a standard.

Experimental part of the thesis compares the results of the method using the flow-
through coulometry in various outer factors. The electromechanical flow-through coulometry
with UV/Vis spectrometry is compared as well. Then, there are described the possible

consequences of the presence of different concentration of the antioxidants in the samples.
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1 Uvod

Je znamo, ze jednou z pfi¢in vzniku kardiovaskularnich a neurologickych
probléml je negativni plisobeni volnych radikali. Svou velkou reaktivitou jsou schopny
vytvaret dal§i volné radikaly a tim naruSit mnoho dulezitych biologickych procesi, které
mohou vést k nenavratnym destruktivnim zménam tkani a celych organti. Predejit takovému
poskozeni napomahaji antioxidanty, coz jsou molekuly zabranujici oxida¢ni destrukci latek.
Zdrojem antioxidantli mize byt ovoce, zelenina, ale také vino, ¢aj a 1€Civé rostliny. Vlastnosti

antioxidant mohou mit i nékteré vitaminy. 2

V soucasné dob¢, kdy se zvySuje poptavka po potravinovych doplicich, se jako
pfihodnym zdrojem mineralti, vitamind, antioxidantd a dalSich nezbytnych latek pro zivot jevi
fasa Chlorella. Pro jeji nutricni hodnoty a detoxikacni vlastnosti je nazyvana super
potravinou. Chlorella patii mezi jednobunééné zelené sladkovodni fasy a svym slozenim je
pro lidsky organismus piinosna jako prevence a 1€k, nebot’ obsahuje latky, které si té€lo samo

nemiize vytvoiit. 34

Teoreticka ¢ast se zaméfuje na obecnou definici a rozd€leni antioxidantt,
rozdéleni volnych radikdlii a moZzné obecné analytické postupy pro zjisStovani celkové

antioxidacni aktivity.

Cilem prace je zjistit jakou vykazuje sladkovodni fasa Chlorella (vyrobce Green
Ways) antioxida¢ni aktivitu v porovnani s kyselinou askorbovou, ktera patii
Kk nejvyznamnéjsSim antioxidantlim, a jak se jeji celkova antioxidacni aktivita méni pii pouZiti
zasobniho elektrolytu o rizné teploté a v zavislosti na Case pti pouziti prutokové coulometrie
s pracovni porézni uhlikovou elektrodou. Pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity byla
také pouzita spektrofotometrickd metoda DPPH, pii které se sleduje ubytek absorbance

béhem zhaseni stabilniho barevného radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl.



2 Teoreticka Cast

2.1 Chlorella

Chlorella patfi mezi jednobunééné sladkovodni fasy. Obsahuje Sirokou skalu
mineralnich latek, které jsou Zivotné duleZité pro vystavbu tkani. Vzhledem k neschopnosti
lidského t€la vytvorit si vSechny latky potiebné pro zivot se rostlinna strava stala nedilnou

soudasti jidelnicku. *

Chlorella je jedna z latek bohatych na obsah chlorofylu, tedy zeleného barviva.
Ten ma velmi pfiznivy vliv na lidsky organismus. Mezi mozné G¢inky chlorofylu patii
protizanétlivé vlastnosti, desinfek¢ni ptisobeni, podporuje funkci hemoglobinu a ma vyrazny
pozitivni vliv na stfevni mikrofloru. Dalsimi slozkami chlorelly jsou napt. karoteny, tiamin,
riboflavin, kyselina listova, feoforbidy. Mnohé maji antioxidacni ucinky, ale n¢které se fadi
mezi alergizujici latky. Pravé feoforbidy v malém mnoZstvi nemaji vliv na organismus, ale
ve vétsim mnozstvi mohou zpiisobit alergie. Jsou odpadnim produktem chlorofylu a vznikaji
zaménou hot¢ikového atomu za atom vodiku pii plsobeni vysSich teplot, svétla nebo
kyselého prostiedi. Vzhledem k této citlivosti muze byt piitomnost vétStho mnozstvi
feoforbidli mnohdy zptsobena napiiklad Spatnym skladovanim. Povolené mnozstvi je 60 mg

feoforbidti na 100 g potravin. °~°

2.2 Kiyselina askorbova — vitamin C

Kyselina askorbova (Ascorbic acid - AA) ma dilezity vyznam pro lidsky
organismus a je nedilnou soucasti pestrého jidelnicku. Experimentalné byly prokazany jeji
V kombinaci s jinymi vitaminy miZze vykazovat ptiznivéjsi ucinky. Tyto Gcinky ale nebyly
klinicky jednoznacné prokazany. Nékteti Zivocichové si ji umi syntetizovat, ¢lov€ku vSak tato
schopnost chybi. Sama byva zatazena mezi vitaminy s antioxida¢nimi G¢inky. Pfimo reaguje
S hydroxylovym radikalem, superoxidovym radikalem nebo singletovy kyslikem za vzniku

kyseliny dehydroaskorbové. 1112
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Obrazek ¢. 1 — Redoxni reakce kyseliny askorbové (vlevo) na kyselinu dehydroaskorbovou (vpravo)

Jde o vitamin rozpustny ve vod¢. Jeho nadbytek je vylou¢en moci a nemélo by tak
dojit k predavkovani. Naopak jeho nedostatek mutize zpuisobit pocit unavy, bolesti svall a vEtsi
nachylnost organismu k infekénim nemocem. Extrémni nedostatek pak zplsobuje kurd¢je.

Nejvétsi koncentrace vitaminu C se nachazi v ovoci a v zelening. %13

2.3 Volné radikaly

Volné radikdly jsou atomy, molekuly nebo ionty, které obsahuji jeden ¢i vice
neparovych elektronli ve svém elektronovém obalu. Kvili netplnému obsazeni jsou velmi
reaktivni a nestabilni, proto se snazi sparovat elektron do stabilni konfigurace. Ziskavani
elektront mize probihat formou fetézové reakce 1 mezi jednotlivymi volnymi radikéaly. Volné
radikdly v téle mohou byt produkovany pii uzivani nckterych 1ékl, xenobiotik, vlivem
zivotniho prostfedi, vlivem Zivotniho stylu, konzumaci alkoholu, ale také pii zvysené fyzické
aktivitg, 111

Volné radikaly mohou vznikat jednak homolytickym St€penim dvouelektronové
vazby, ale také oxidaci ¢i redukci molekuly. Energeticky méné naro¢né jsou ovSem pouze
redukce a oxidace, proto se uplatiiuji v biologickych systémech pro vznik volnych radikala,
jsou nejzasadnéjsi reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS) a dusiku (reactive
nitrogen species — RNS). Pouze nékteré reaktivni formy jsou volné radikaly. Ty se vzhledem
kK moznému toxickému pusobeni staly pfedmétem intenzivniho vyzkumu, jelikoz mohou

atakovat vét$inu biomolekul. 11t

2.3.1 Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly kysliku (ROS) mohou existovat ve form¢ superoxidu (03 ),

hydroxylového radikalu (OH"), nejaktivnéjsi formé kysliku, peroxylu (ROO’), alkoxylu ( RO)



a hydroperoxylu (HO3). Napomahaji pii ni¢eni fagocytovanych mikroorganismu pii ovulaci a
oplodnéni vajicka. Na druhou stranu mohou organismus vazné poskodit a zpusobit rozvoj
arterosklerdzy, diabetes ¢i riznych zanétl. Mezi nepiiznivé ucinky volnych radikalt patii
poskozeni bunéénych membran. Dochazi rovnéz ke zméndm, které zplsobuji autoimunni

onemocnéni, 11011

Mezi ROS patii také latky, které nejsou volnymi radikaly, jako je peroxid vodiku
(H,0,), ktery je dulezitou slozkou pti vzniku radikald, kyselina chlorna (HOCI), ozon (05) a
singletovy kyslik ( 10,).

2.3.2 Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly pattfici mezi reaktivni formy dusiku (RNS) se vyskytuji ve formé
oxidu dusnatého (NO') a oxidu dusi¢itétho (NO, ). Radikal oxidu dusnatého reaguje
s hemovym zelezem a zptsobuje relaxaci hladkého svalstva a gastrointestindlniho traktu. Jeho
doba zivota je kratka, rychle reaguje s kyslikem za vzniku NO2 nebo se superoxidem,

za vzniku ONOO'. Obé slouceniny poskozuji buiiky a jsou reaktivni. 1

Také mezi RNS patii latky, které nejsou volné radikély. Napfiklad nitrosyl (NO™),
nitroxid (NO), kyselina dusita (HNO,), oxid dusity (N,03) a dalsi jsou latky patiici mezi

metabolity oxidu dusnatého.

2.4 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zabranuji negativnimu plisobeni volnych radikalt
tim, Ze jim dodavaji chybégjici elektrony do stabilni elektronové konfigurace. Jedna se
0 molekuly zabranujici ¢i omezujici oxida¢ni destrukei latek. Pisobeni volnych radikali miize
mit za nasledek rozvoj nékterych chorob. Antioxidanty je mozné rozd¢lit napiiklad podle

jejich ptivodu na ptirodni a syntetické nebo podle struktury na fenolové a endioly. 1* 23



2.4.1 Déleni podle piivodu

2.4.1.1 Prirodni antioxidanty

Ptirozen¢ se vyskytuji v rostlinach a maji mnoho nepostradatelnych funkci,
mezi které patii napiiklad ochrana pfed pojidani Zivo¢ichy (mohou zpisobit hoifkou chut’
rostliny) nebo naopak vabeni zivolichii svou barevnosti nebo vuni kvuli opyleni.
Nejznaméjsimi ptirodnimi antioxidanty jsou vitamin C, a-tokoferol (vitamin E), coz je
nejvyznamnéj$i lipofilni antioxidant, dale pak koenzym Q10 a rovnéz také flavonoidy nebo
antioxidanty na béazi aminokyselin (napf.tryptofan a emthionin). Flavonoidy se vyskytuji
Vv piirod¢ v riizném uspotradani. Nachazi se napiiklad v rajskych jablcich, brokolici, cibuli
) 19

nebo Spenatu. Nejzajimavéjsim flavonoidem je kvercetin (Obrazek ¢. 2) °, ktery ma

-----

méni S podnebim konkrétniho vyskytu. Flavonoidy patii do skupiny polyfenoll, které se
vtéle preménuji na metabolity se srovnatelnou antiradikalovou aktivitou ptvodnich
polyfenold. Spousta pfirodnich antioxidantli se také nachazi v olejich, tucich a kofeni

(rozmaryna — diterpeny, tymian — jednoduché fenoly). 1°-18

OH
OH

HO @)

OH
OH O

Obrazek & 2 — Kvercetin

2.4.1.2 Syntetické antioxidanty

Syntetické antioxidanty jsou antioxidanty, které musi byt do potravy piidavany
umgéle, a to pro zlepSeni vlastnosti n¢kterych potravin. Piikladem jsou margariny, které jsou
obohaceny o antioxidanty jako ochrana pfed zluknutim. Do této skupiny patii gallaty,
kyselina  fumarova, BHA  (butylhydroxyanisol), coz je smés  izomerid
3-terc. butyl-4-hydroxyanisol a 2-terc. butyl-4-hydroxyanisol, TBHQ (terc-butylhydrochinon)
a BHT (3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen). Gallaty byvaji zminované v souvislosti s jejich



protinadorovym ucinkem, ktery muze ovlivnit Stereochemii sloufeniny a tim ochranit

napadené buiiky. %

2.4.2 Déleni podle struktury

2.4.2.1 Fenolové

Do této skupiny patii jednoduché fenoly (hydrochinon, guajakol, isoeugenol a
dalsi), tokoferoly, gallaty a tfada dalSich. Gallaty (estery kyseliny gallové) se vyuZzivaji
naptiklad pro stabilizaci Zivogisnych tuktl. Uginek gallatd mohou zesilovat BHT a BHA. 5

2.4.2.2 Endioly

Mezi endioly patii naptiklad kyselina askorbovd nebo kyselina erythorbova

(kyselina isoaskorbova) a jeji soli. 1°

Na porovnavani ucinnosti rtiznych antioxidanti se zavadi pojem celkova
antioxidacni aktivita (Total antioxidant activity — TAA). Pro jeji stanoveni bylo vyvinuto
né&kolik analytickych metod. 2

2.5 Antioxidaéni aktivita

Pojem antioxidac¢ni aktivita byl zaveden pro posouzeni antioxida¢ni Uc€innosti
riznych smési. TAA kvantifikuje schopnost latky eliminovat volné radikaly. Existuje ale
mnoho faktort, které ji ovliviiuji. Obecné mezi tyto faktory patii koncentrace antioxidantu,
piitomnost jinych antioxidantd, teplota, substrat, rozpoustédlo, doba stani a pfitomnost dal$ich

latek. 21-23

Pro méfeni antioxidacni aktivity existuje mnoho riznych analytickych metod.
Pro jejich odlisné vysledky je vhodné pouzit pro jednu analyzu vic metod. Obecné se daji
rozdé@lit naptiklad na metody eliminujici volné radikaly (dochazi ke zhaseni radikald, které
jsou smési generovany nebo v piipadé stabilnich radikalt, jsou do smési uméle pfidavany) a
metody sledujici redoxni vlastnosti antioxidantii, u kterych se na antioxidacni aktivitu nahlizi

jako na redukéni schopnost latky. 21 -2



2.5.1 Metody eliminujici volné radikaly

VétsSina metod vychytavajici volné radikaly vyzaduje pouziti ¢inidel (naptiklad
barevné stabilni radikaly), které poskytuji s antioxidanty barevné produkty nebo jsou
pusobenim antioxidantti odbarveny. Proto metody sledujici zhaseni volnych radikaltt mohou
byt zarovenn metodami spektrofotometrickymi.  Antioxidanty jsou Vtomto piipadé

povazovany za redukéni ¢inidla. 23

Meéifenou veli¢inou u spektrofotometrickych metod je absorbance a ftidi se
Lambert-Beerovym zakonem, ktery fika, ze hodnota absorbance je pfimo umérna koncentraci

latky v roztoku a tloust’ce kyvety.

Vztah pro vypocet Lambert-Beerova zakona:

A= ¢e'c-d

A — absorbance

I v 7 . mol
& —molarni absorp¢ni koeficient [E]

) 1
¢ — koncentrace latky v roztoku [%]

d — tloustka absorbujici vrstvy (tloustka kyvety) [cm]

25.1.1 Metoda ORAC

Principem metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) je vytvafeni
kyslikovych radikalt a na antioxidacni aktivitu je nahliZeno jako na schopnost antioxidantl
Vv latce zastavit nebo zpomalit radikalovou reakci. Vyhodnocovani je zaloZeno na sledovéni
rychlostniho ubytku fluorescence B-fykoerytrinu (B-PE) po piidani vzorku. U latek
obsahujicich polyfenoly neni vhodné pouziti B-PE vzhledem k jeho omezené fotostabilité.

Jako nahradu lze pouzit fluorescein pro jeho jednoduchy reakéni mechanismus (pienos

vvvvvv



2.5.1.2 Metoda ABTS

Jedna z nejzakladngjsich analytickych metod pro zjisStovani antioxidacni aktivity,
téz oznaCovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), protoze je
antioxidacni aktivita srovnavana s antioxida¢ni aktivitou ekvivalentniho mnozstvi Troloxu
(6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Trolox (Obrazek ¢&. 3) %
je synteticka latka, strukturné podobna vitaminu E. Metoda je zalozena na principu eliminace
syntetickych modrozelenych radikali ~ ABTS™*  vzniklych oxidaci ABTS
[2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu)]. Vlivem antioxidantti se modrozelena forma
radikalt ABTS* redukuje zpét na bezbarvou formu ABTS. Absorpéni maximum kation
radikalové formy ABTS™* je pfi vlnové délce 734 nm. Metoda se pouziva na analyzu

antioxidaéni aktivity jak Cistych latek, tak smési. 2 224

CH

a

Obrazek & 3 — Trolox

2.5.1.3 Metoda DPPH

Pii této metodé je K reakci santioxidanty ve vzorku vyuzivan stabilni radikal
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPHe) (Obrazek ¢. 4). Dochazi k redukci radikalu za vzniku
DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Vzhledem k jeho vyraznému fialovému zbarveni, které je
zpiisobené neparovym elektronem na atomu dusiku, je mozné jej analyzovat
spektrofotometricky. Plisobenim antioxidantii dochéazi k odbarvovani roztoku na svétle zluty,
které doprovazi ubytek absorbance. Absorpéni maximum stabilniho radikdlu DPPH je
ve viditelné oblasti spektra pii vinové délce 515 nm. U barevnych vzorkl je moZné reakci

analyzovat i metodou HPLC (High performance liquid chromatogramyy). 22-24



N NO,

NO,

Obrazek ¢ 4 -2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Stejné jako u metody predchozi i zde je mozné analyzovat jak Cisté latky, tak
smési. U smésnych vzorkd je mozné piepocitavat TAA na ekvivalentni mnozstvi Troloxu

nebo kyseliny askorbové. 23

2.5.1.4 Metoda zaloZend na thdaseni OH-radikali

Jde o metodu =zalozenou na vychytavani OH-radikali, které mohou byt
produkovany riznymi zpisoby (pf. UV-fotolyza peroxidu vodiku). Radikaly reaguji
s latkami, jejichz reakcni produkty jsou snadno detekovatelné a pfitomnost antioxidantii, svou
reakci s radikaly, sniZzuje mnozstvi téchto produkti. Vhodnou latkou k reakci s OH-radikaly je

kyselina salicylova.

2.5.2 Metody sledujici redoxni vlastnosti latky
2.5.2.1 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric reducting antioxidant potential) je zalozend na principu
redukce zelezitych ionti v komplexech spolu s chloridem Zelezitym na Zeleznaté ionty,
piicemz Zelezité komplexy jsou bezbarvé a redukované Zeleznaté maji svétle modrou barvu.
Pouziti metody FRAP je limitovano v tom, Ze méfeni musi probihat pfi velmi nizkém pH
(az 3,6). Tato metoda neni zaroven schopna zachytit pomalu reagujici polyfenolické latky a
thioly. Absorbance je méfena pfi 593 nm a mnozstvi miize byt pfepocteno na ekvivalentni
mnozstvi Troloxu pomoci kalibra¢ni kiivky. Antioxidacni aktivita naméfend a skutecna
nemusi vzdy souhlasit vzhledem k tomu, ze nam méfeni ukazuje pouze schopnost vzorku

redukovat ionty Zelezité na Zeleznaté. 23 24



2.5.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklickou voltametrii se hodnoti redoxni vlastnosti latek. Pomoci této metody se
kontroluje schopnost latek odStépovat elektrony. Pfi meéfeni se sleduje elektricky proud

prochazejici soustavou v zavislosti na elektrickém potencialu.

Pouzivaji se tii typy elektrod.
1. Pracovni (z platiny, zlata nebo skelného uhliku)
2. Referentni (kalomelova nebo argentochloridova)

3. Pomocna (z platinového dratku nebo plisku)

Na pracovni elektrodu je vkladan potencidlovy pulz. V roztoku jsou soucasné

sledované proudové odezvy. Tato metoda je odvozena od polarografie. 23

2.5.2.3 Coulometrie

Patfi mezi elektroanalytické metody, které nejCastéji sleduji latky rozpusténé
v roztoku (vétsinou vodné roztoky). Roztok musi byt zaroven vodivy, takze jeho nedilnou
soucasti musi byt inertni elektrolyt. P¥i coulometrii dochazi na pracovni elektrodé k reakci se
100% proudovou ucinnosti bud’ za konstantniho potencidlu pracovni elektrody
(potenciostaticky), nebo za konstantniho proudu (amperostaticky). Coulometrie
potenciostatickd a amperostatickd se tidi Faradayovymi zdkony. Formulace Faradayovych
zakonu fika, Ze naboj prosly roztokem, je umérny mnozstvi latky vylou¢ené na elektrodé a
za konstantniho proudu i dobg, po kterou proud roztokem prochazel.

M MQ

m nF nkF

M — molarni hmotnost [--]

mol
n — pocet elektronti vyménénych pfi reakcei
F — Faradayova konstanta [F = 96 485 miol]
Q — elektricky naboj [C]
t — Cas [5]
| — elektricky proud [A]
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2.5.2.3.1 Prutokova coulometrie

Metoda téz zvana galvanostatickd rozpoustéci chronopotenciometrie (GRC).
Pti prutokové coulometrii se méfeni provadi za konstantniho proudu a prabéh se sleduje
zménou elektrického potencialu. Dochazi ke kvantitativni pfeméné analytu. B€hem oxidace se
zpocatku potencial méni pomalu, ale po zoxidovani veskeré kyseliny askorbové nebo jinych
antioxidantli dojde ke skokové zméné potencidlu a tim je znacen konec reakce. Konecny
signal E = f(t) ma tvar piku, jehoz plocha odpovida pfechodovému Casu a je pfimo timérna

koncentraci antioxidanti. 2
2.5.3 Vnéjsi faktory ovliviiujici antioxidacni aktivitu

Vzhledem k velkému mnozstvi metod vhodnych ke stanoveni antioxidaéni
aktivity a vlastnostem antioxidantd, je relevantni sledovat mozné zmény vysledki TAA
antioxidantli pfe zméné riznych faktorti nebo podminek. Mezi obecné faktory ovliviiujici
celkovou antioxidacni aktivitu patii koncentrace samotného antioxidantu, koncentrace jinych
antioxidantll (moZznost posileni ¢i zeslabeni ucinkil), rozpoustédlo, pH, pfitomnost jinych
latek, které mohou reagovat s antioxidanty prednostné, piistup vzdusného kysliku,
pritomnosti oxida¢niho ¢inidla nebo i jiné fyzikalni faktory (pf. plisobeni svétla), které mohou

zmeénit teplotu roztoku nebo zapficinit oxidaci.

Pti zpracovani tuhych vzorku je vétSinou neodmyslitelnou ¢asti jejich extrakce
v rozpoustédlech. Cast antioxidanti tak piechazi do roztoku, ale &ast ziistiva spojena
spevnou fazi napiiklad kvali nerozpustnosti antioxidantu, kvili pevné vazbé s tuhou
nerozpustnou ¢asti vzorku nebo jejich uzavieni v bunéénych strukturdch. V lidském
organismu mohou samotné extrakci piedchdzet pochody schopné vyvazat antioxidanty

z téchto struktur a tim zvysit celkovou antioxida¢ni aktivitu.

Dalsim faktorem ovliviiujicim TAA je jejich vstfebatelnost travicim traktem.
Proto 1 u extrahovatelnych antioxidanti muZe dojit ke zvySeni nebo sniZzeni TAA (napf.
oxidaci). Svljj podil méa také sttevni mikroflora, ktera je v nékterych piipadech schopnd ménit
biologickou aktivitu a TAA antioxidantti, ty mohou kromé vlastniho antioxida¢niho piisobeni

pozitivné ovliviiovat sloZeni stfevni mikroflory. 2!
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Mnoho analytickych vysledkti ukazuje na skutecnost, ze skladovani potravin je
zasadni s ohledem na udrzeni jejich vyzivovych hodnot. Jak jiz bylo uvedeno, vliv na stabilitu
slozek potravin ma hlavné piitomnost kysliku, svétlo, pH, teplota nebo ptitomnost né¢kterych
kovii. Z téchto divoda 1ze pomysiné vitaminy rozd¢€lit na relativné stabilni a labilni vici
témto vlivim. Mezi stabilni miizeme zatadit vitaminy Be, B2, D nebo E. Naopak mezi labilni

se fadi vitaminy C, B1z, K nebo A. 3!
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3 Experimentalni Cast

Ugelem této prace bylo zjistit, pfi jakych podminkach vykazuje Chlorella znagky
Green Ways nejvyssi antioxidaéni aktivitu ve srovnani s Kyselinou askorbovou. Byla vybrana
jedna metoda ze skupiny metod eliminujici volné radikaly a jedna ze skupiny metod sledujici
redoxni vlastnosti latek. Zvolenou elektrochemickou metodou byla pritokova coulometrie a
spektrofotometrickou metoda DPPH. Byla sledovana stabilita antioxidantii obsazenych
v tabletach Chlorelly v zavislosti na teploté a na ¢ase u prutokové coulometric a schopnost

zhasSet stabilni radikaly u metody DPPH.

3.1 Pristrojové vybaveni

K provedeni pratokové coulometrie byl vyuzit poCitaCem fizeny elektrochemicky
analyzator EcaFlow 120 GLP (Istran Bratislava) (Obrazek ¢. 5). Byla pouzita kompaktni
priatokova méfici cela s pracovni porézni uhlikovou elektrodou ES6C nebo E53C. Vzorky,
kalibracni roztoky i zasobni elektrolyt byly do pfistroje pfivadény hadickami pomoci

peristaltického Cerpadla.

Pro metodu DPPH, zhaSeni syntetickych radikalt 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu,
byl pouzit UV-Vis spektrometr (Lambda 25) sprogramem Wavelenght 2.85.04.

(Obrazek €. 6). Po prométeni absorpéniho spektra byla vybrana vinova délka o 515 nm.

Pro pfipravu zasobniho elektrolytu, vzorki, kalibracnich roztokii a roztoku
syntetického radikalu byly pouzity automatické pipety Eppendorf research, dale automatické
vahy METTLER TOLEDO. Pro filtraci vzorkli chlorelly byly pouzity mikrofiltry LUT
Syringe Filters Nylon (25 mm, 0,45 um). V piipadé metody DPPH byly vzorky piipravovany

do 5 ml Sroubovacich vialek a stanovovany v plastovych kyvetach (d =1 cm).
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Obrazek ¢. 5 — Elektrochemicky analyzdtor EcaFlow 120 GLP

3.2 Chemikalie
Pouzité chemikalie pii méfeni:
e Pevny chlorid sodny — NaCl (Ing. Petr Svec, PENTA)
e L - askorbova kyselina — CsHsOs (Ing. Petr Svec, PENTA)
o Stavelova kyselina — C2H204 (Lachema)
e Triton — etylen glykol oktyl - fenol ether (Fluka)
e DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (Sigma Aldrich)
e Methanol — CH3OH (Ing. Petr Svec, PENTA)

3.3 Pritokova coulometrie
3.3.1 Priprava roztoku a vzorki
3.3.1.1 Piiprava zakladniho elektrolytu

Roztok Tritonu byl pfipraven odvazenim 5,48 g chloridu sodného, 1 g kyseliny
Stavelové a kvantitativnim pievedenim do litrové odmérné baiiky. Suchy podil byl rozpustén
v malém mnozstvi destilované vody. Dale byl piidan 1 ml Tritonu. Takto pfipravena smés

byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. (pH = 2,13)
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3.3.1.2 P#iprava zdasobniho a kalibraéniho roztoku kyseliny askorbové

Zasobni roztok kyseliny askorbové o koncentraci 10 g/l byl pfipraven
kvantitativnim pfevedenim navazky do 25 ml odmérné bainky a doplnénim destilovanou

vodou po rysku. Navazka Cinila 0,25 g pevné kyseliny askorbové.

Kalibra¢ni roztok byl pfipraven ze zasobniho roztoku kyseliny askorbové do 25
ml odmérné banky a doplnén zakladnim elektrolytem po rysku. Novy kalibra¢ni roztok byl
pfipraven vzdy pfed kazdym meéfenim. Konecna koncentrace kalibra¢niho roztoku cinila
20 mg/l.

3.3.1.3 Priprava vzorki chlorelly

Pied kazdou ptipravou vzorku chlorelly byly tablety jemné rozetfeny na prasek.
Nasledné byl navazen vzorek o hmotnosti 1 g (= 0,0010 g). Doporuc¢ena denni davka (DDD)
chlorelly ¢ini 5 g. 8 Postupné byly viechny dily kvantitativné pievedeny do 100 ml odmémych
banék a doplnény zésobnim elektrolytem po rysku. Po rozmichani prasku v zasobnim
elektrolytu byl suchy podil roztoku zfiltrovan pies filtra¢ni papir. Filtrat prosSel jesté filtraci
mikrofiltrem upevnénym na stiikacce. Takto zpracovany vzorek byl zanalyzovan pratokovym

analyzatorem.

Vzhledem ke sledovanym zavislostem byly jednotlivé vzorky piipraveny razné.
Pti Casové zavislosti byly vzorky pfipraveny podle piedchoziho odstavce, ale vlastni analyza
probihala v riznych casovych intervalech (Tabulka I). Pfi teplotni zavislosti byl prasek
chlorelly rozmichan v zasobnim elektrolytu o rizné teploté (Tabulka Il). Pro dané podminky

(Cas, teplota) byly ptipraveny 3 vzorky. Kazdy vzorek byl pfistrojem méfen 3x.

Doba stani
VZ.a vz. b VZ.C
vzorek 1
vzorek 2 0 2 hod 24 hod
vzorek 3

Tabulka | — Vzorky sledované v zavislosti na ¢ase p¥i 24 °C
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Teplota elektrolytu

vzorek 4a
vzorek 4b 24 °C
vzorek 4c
vzorek 5a
vzorek 5b 30 °C
vzorek 5¢
vzorek 6a
vzorek 6b 40 °C
vzorek 6¢
vzorek 7a
vzorek 7b 50 °C
vzorek 7¢
vzorek 8a
vzorek 8b 100 °C
vzorek 8c

Tabulka Il — Vzorky sledované v zavislosti na teploté

3.3.2 Postupy pri méreni

Pted analyzou vzorkil byl zapnut pocita¢ a samotny pfistroj. Rameno cerpadla
bylo uvedeno do pracovni polohy. Na pocitaci se zapnul program EcaFlow Autosampler,
vSechny tfi pfivodné hadicky se ponofily do destilované vody a pied samotnou analyzou se
nechal pfistroj 3 min promyvat. Déale byly nastaveny potifebné parametry. Byla vybrana
metoda €. 36 — kyselina askorbova. Poté byla zjiStovana pritokova rychlost zvaZenim suché
kadinky a naslednym jimanim vody z pfistroje. Po 5 min byla kadinka zvédZena a
Z hmotnostniho pfirtistku zjistén objemovy pritok (ml/min). Zjisténd hodnota byla zapsana
do parametri pristroje (Tabulka IIl). Po proméfeni standardu byly hadicky urcené
pro elektrolyt a standard umistény do nadoby se zasobnim elektrolytem. Hadi¢ka urcena
pro vzorek se podle potieby vkladala do odmérnych ban¢k se vzorky. Po provedeni analyzy

byly ziskané signaly zintegrovany.

Objem davky vzorku 3ml
Pocatecni potencial 0 mV
Koneény potencial 800 mV
Proud - konstantni 100 pA
Koncentrace standardu 20 mg/I
Priitokova rychlost 7-8 ml/min
Tabulka 111 — Parametry nastavené v programu EcaFlow Autosampler
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Obrazek ¢& 6 — UV/Vis spektrometr

3.4 Metoda DPPH

3.4.1 Priprava roztoki a vzorki
3.4.1.1 Piiprava syntetického radikalu DPPH

Na pfipravu 0,001 mol/l zasobniho roztoku syntetického radikalu
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu bylo navazeno 39,5 mg pevné latky, rozpu$téno v malém
mnozstvi methanolu a kvantitativné pfevedeno do 100 ml odmérné banky. Nasledné doplnéno

methanolem po rysku.
3.4.1.2 Priprava kalibracnich roztoku kyseliny askorbové

Ze zasobniho roztoku kyseliny askorbové (¢ = 10 g/l) byl odpipetovan 1 ml
do prvni odmérné bariky a poté byly postupnym fedénim piipraveny dalsi kalibra¢ni roztoky
(16; 6,5; 5; 2,5 mg/l). Tyto roztoky byly doplnény destilovanou vodou po rysku. (Tabulka 1V)

Pro spektrofotometrické méteni byly kalibracni roztoky odpipetovany do 5 ml

vialek v pomé&ru: 10 ul kalibra¢niho roztoku, 300 ul DPPH a 2,7 ml methanolu.
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Cislo roztoku C Kalibra¢niho roztoku (mg/ |)
1. 16
2. 6,5
3. 5
4 2,5

Tabulka 1V — Kalibraéni sada

3.4.1.3 Priprava vzorki

Tablety Chlorelly byly ve tfeci misce opét rozetfeny na prach a byl pfipraven
vzorek vazici 1 g (+ 0,0010 g). V piipadé metody DPPH byly dily Chlorelly rozmichany
v destilované vodé a kvantitativné prevedeny do 100 ml odmérnych ban¢k. Pevny podil byl
zfiltrovan ptes filtracni papir. Pro spektrofotometrick¢é méfeni bylo do 5 ml vialek

odpipetovano 10 pl filtratu, 300 ul syntetického radikalu DPPH a 2,7 ml methanolu.

3.4.1.4 Pfiprava methanolového roztoku DPPH

Pro odecteni absorbance samotného DPPH od absorbance vzorkt byl pfipraven

roztok obsahujici 2,7 ml methanolu a 300 ul DPPH.
3.4.2 Postupy pri méreni

Vsechny vzorky byly odstaveny na tmavém misté po dobu 30 minut.
Po piipravé vSech vzorkt byl zapnut pocita¢ a spektrometr. Byl zapnut program Wavelenght
2.85.04. a zvolilo se nastaveni na prométeni absorp¢niho spektra (380 — 750 nm). Proméfeno
bylo absorpéni spektrum piipraveného vzorku, vodného filtratu Chlorelly bez ptidavku DPPH
a metanolového roztoku syntetického radikalu pro vybér vhodné vinové délky. Nejvyssi

absorbance byla zaznamenana pti 515 nm.

Po zjisténi vinové délky, pfi které stabilni radikél vykazuje maximalni absorbanci,

bylo nastaveni zménéno na méteni o jedné vinové délce (515 nm).

-18 -



Pti dané vinové délce v plastové kyvet€¢ (d = 1 cm) byla postupné prométena
kalibra¢ni fada, methanolovy roztok DPPH a vzorky. Méfeni bylo provadéno proti methanolu.

Kazdy vzorek byl ve tiech vyhotovenich.
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4 Vysledky a diskuze

V této praci byla sledovana antioxidacni aktivita potravinového doplitku
Chlorella, a to v zavislosti na vnéjsich podminkach (teplota, ¢as). Srovnavaci metodou byla
metoda DPPH se spektrofotometrickou detekci na UV/Vis spektrometru. U této metody byla

sledovana zména absorbance DPPH po ptidani vzorku Chlorelly.
4.1 Pritokova coulometrie

Pted kazdym méfenim byl zméten standardni roztok o znadmé koncentraci. Jako
standardni latka pro méfeni TAA roztoku Chlorelly byla zvolena kyselina askorbova
(c =20 mg/l). Koncentrace nasledné prométenych vzorkd odpovidala integrované plose piku.
Naméifené hodnoty koncentrace AA, TAA antioxidantli a vypocétené hodnoty smérodatné

odchylky (o) vzorkt jsou uvedené v Tabulce V.

Pfi méfeni Casové zavislosti hodnota koncentrace (mg/l) antioxidanti v roztoku
vztazena na ekvivalentni mnozstvi kyseliny askorbové klesala (Graf 1) v disledku mozné
oxidace antioxidantd zpiisobené stdnim vzorku za pfistupu vzdusného kysliku ¢i ptisobenim
svétla. V grafu Il je vyjadiena hodnota TAA piepoétena na ekvivalentni mnozstvi kyseliny

askorbové v mmol/I.

mvzorek 1

W vzorek 2

vzorek 3

t (h)

Graf | — Zavislost ekvivalentniho mnoZstvi AA na dobé stani
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¢ (mg/l) & (mg/l) (nmﬁ”) o (mmol/l) D“"z‘hjta“‘
165
2.04 1,88 0,0107 1.14-10° 0
194
2.21
2.45 2,35 0,0133 72110 0
2.38
1.95
2.25 2.16 0,0123 1,02:10°% 0
2.27
0.31
0,11 0,21 0,0012 5,68-10* 2
0,22
0,43
0,56 0,57 0,0032 7.9610 2
0.71
0,49
0,57 0,56 0,0032 4,01-10" 2
0,63
0
0 0 0 0 24
0
0
0 0 0 0 24
0
0
0 0 0 0 24
0

Tabulka V — Naméiené hodnoty pii opakovaném méieni v riiznych éasovych intervalech
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vzorek 1

0,014

0,012 &
0,01 \\\
AN

0,008
0,006 \

0,004 \

0,002 \\

vzorek 2

vzorek 3

TAA (mmol/l)

t (h)

Graf 1l — Naméiené hodnoty TAA v zavislosti na dobé stani vzorku vyjadiené v mmol/l vitaZené na

ekvivalentni mnoZstvi AA

Pfi méfeni teplotni zavislosti koncentrace (pfepoctené na ekvivalentni mnozstvi
AA) antioxidantd lze sledovat u vétSiny vzorka (Graf Il1) klesajici trend u vyssich teplot
zasobniho elektrolytu (Tabulka VI). Vzhledem k labilnosti nékterych vitamint, které jsou
obsazeny v tabletach chlorelly, dochazi k jejich rozkladu. Pfi¢inou tohoto trendu jsou vyssi
teploty zékladniho elektrolytu. Mnozstvi antioxidantl bylo pfepocteno na ekvivalentni

mnozstvi AA (mmol/l) (Graf 1V). 33!

3
)
E
o
24 30 40 50 100
t(°C)
Graf 11l — Zavislost koncentrace antioxidantit na teploté zdakladniho elektrolytu
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¢ (mg/l)

¢ (mg/)

TAA

¢ (mg/l) vzorki vysledna (mmol/l) (mTrﬁ;AI/I) o (mmol/) t(eo)
1,49 0,00846
2,29 1,87 0,013 0,00227847
1,83 0,01039
1,47 0,00834
2,41 2,02 1,58 0,01369 | 0,008966 | 0,00277908 24
2,17 0,01232
1,44 0,00818
0,48 0,85 0,00273 0,00293215
0,63 0,00358
2,62 0,01488
2,2 2,47 0,01249 0,00131607
2,58 0,01464
2,3 0,01306
1,83 2,03 2,29 0,01039 | 0,013019 | 0,00137158 30
1,97 0,01118
1,98 0,01124
2,49 2,38 0,01413 0,00203222
2,67 0,01516
1,83 0,01039
1,57 1,76 0,00891 0,00092455
1,87 0,01061
1,97 0,01118
2,56 2,27 1,78 0,01453 | 0,010084 | 0,00167572 40
2,28 0,01294
1,18 0,0067
1,3 1,3 0,00738 0,00071021
1,43 0,00812
0,01 0,00005
0,02 0,02 0,00011 3,4641-10°
0,02 0,00011
0,02 0,00011
0,03 0,03 0,02 0,00017 | 0,000117 | 3,4641-10° 50
0,03 0,00017
0,02 0,00011
0,02 0,02 0,00011 0
0,02 0,00011
0 0
0 0 0 0 0 0 100
0 0

Tabulka VI — Naméiené koncentrace AA p¥i riiznych teplotach zakladniho elektrolytu
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Pti 30°C a 40°C byl zaznamenan rust hodnot TAA oproti hodnotdm namétenych
pfi laboratorni teploté. Moznym divodem tohoto zvySeni je skutecnost, Ze jsou v tabletach
Chlorelly obsazeny i antioxidanty enzymového charakteru. Aktivita enzymi je krom¢ jinych
faktori ovlivnéna i teplotou. Z vysledkii coulometrického meéteni vyplyva, ze optimalni

teplota antioxidaéni aktivity se nachdzi mezi 30 — 40°C. 13233

0,014
0,012 A\
0,01 /
0,008
0,006 \\

0,004 \
0,002
0 T T T ¥ T ‘ 1

24 30 50 100
t(°c)

TAA (mmol/l)

Graf IV — Trend ménici se hodnoty TAA pii pouZiti zakladniho elektrolytu o rizné teploté
4.2 Metoda DPPH

Pfed méfenim absorbance vzorku bylo zméfeno absorpéni spektrum stabilniho
syntetického radikalu DPPH a vzorku pro vybér vhodné vinové délky. Nejvyssi absorbanci
roztoky vykazovaly pii 515 nm. Pii dané vinové délce byla proméfena kalibracni fada
kyseliny askorbové (Graf V), ktera byla vybrana jako srovnavaci roztok (Tabulka VII).
Po prolozeni linedrni spojnice trendu byla hodnota TAA, vztaZzend na ekvivalentni mnoZstvi

kyseliny askorbové, vypocitdna pomoci rovnice regrese y = - 0,010x + 0,701.

c (mg/l) A
1. 16 0,5371
2. 6,5 0,6347
3. 5 0,6565
4. 2,5 0,6709

Tabulka VII - Naméiené hodnoty absorbance kalibracénich roztokii
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Béhem reakce zhaSeni volnych radikalti antioxidanty obsazenymi v roztoku
Chlorelly dochazi k postupnému odbarvovani syntetického radikalu z fialové barvy na Zlutou.

V disledku odbarvovani byla podle ofekavani naméfena u vzorku absorbance niz§i nez

Graf V — Kalibraéni sada kyseliny askorbové

u methanolového roztoku DPPH (Tabulka 1X).

Vysledna hodnota absorbance vzorku také pfepoctena na procento odbarveni dle

rovnice 34 A [%] = [M] -100

ApppPH

A A=515nm
DPPH 0,6370
Chlorella 0,0316

Tabulka V111 — Naméiené hodnoty absorbance DPPH a vzorku Chlorelly

TAA

Aa=515nm Aprimer ¢ (mg/l) (mmol/l) A [%0]
8a 0,6316
8b 0,6360 0,6319 6,91 0,0392 0,8
8c 0,6281

Tabulka IX — Naméiené hodnoty absorbanci vzorkit




Metodou DPPH bylo stanoveno 6,91 mg/l antioxidanti a pfepocteno

na ekvivalentni mnozstvi kyseliny askorbové (Tabulka 1X).
4.3 Srovnani prutokové coulometrie a metody DPPH

Obé metody pouzité v praktické casti prace jsou vhodné pro zjisStovani TAA
antioxidanta v roztoku. Vzhledem K pouziti riznych rozpoustédel vSak nejsou Uplné

srovnatelné.

Niz§i hodnoty TAA antioxidantl pifi pouziti pratokové coulometrie mohou byt
zpusobeny pouzitim elektrolytu o nizkém pH jako rozpoustédla nebo nerozpustnosti
antioxidantd ve vod¢é. Vzhledem ke kyselému prosttedi mohou nékteré antioxidanty
vykazovat nizsi aktivitu nebo mohou byt danym pH reakce antioxidantl uplné inhibovany.
Narozdil od metody zhéaseni stabilniho syntetického radikalu DPPH pouziti kyselého
elektrolytu u pratokové coulometrie dobie demonstruje situaci v travicim traktu, protoze pH
traviciho traktu ,,na lacno* se priimérné pohybuje kolem hodnot 1,5 — 1,9. Z toho vyplyva, ze

zaludeéni §tavy Gaste¢né eliminuji piisobeni volnych radikala. *°

Naopak metoda DPPH vzhledem k zasadittmu pH methanolu muze

korespondovat s zalude¢nimi §t'avami po jidle, kdy se hodnota pH pohybuje v rozmezi 3 - 7.

v

Toto pH se jevi pro pfitomnost antioxidantii pfiznivejsi, ale z Casovych zavislosti vyplyva, ze

pti del$im setrvani antioxidantli v roztoku jejich TAA kleséa s ¢asem. %
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S5 Zavér

Cilem prace bylo stanoveni antioxidacni aktivity potravinového dopliiku
Chlorella. Chlorella obsahuje mnoho latek s piiznivymi ucinky na lidsky organismus. Véetné
vitaminu s antioxidacnimi ucinky také bilkoviny, aminokyseliny a mineraly, které také mohou
vykazovat antioxida¢ni aktivitu. Antioxidacni aktivita byla méfena metodou pratokové
coulometrie a spektrofotometrickou metodou DPPH. Rozdil hodnot je zplsoben jednak
riznym pH roztokd Chlorelly dale také riznym skladovanim vzorkti. TAA byla sledovana
Vv zavislosti na teploté a dob¢ stani. Z vysledki méfeni je zfejmé, ze nejvysSich hodnot TAA
dosahuje okolo 30 — 40 °C. I pies kyselé pH organismu jeho teplota umoznuje vyssi aktivitu

antioxidantu.

Pii porovnani jednotlivych vysledkli a okolnosti analyzy vychazi z prace, ze
uzivani tablet Chlorelly je vhodnéjsi ,,na lacno®, protoze antioxidanty stravi v travicim traktu

mén¢ Casu, a proto by mély vykazovat vys$si TAA i pies kyselé prostiedi traviciho traktu.
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6 Seznam pouzitych zkratek

AA - ascorbic acid

ABTS - 2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu)
BHA - butylhydroxyanisol

BHT - 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen

DPPH- - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

DPPH-H — difenyl pikrylhydrazin

DDD — Doporucena denni davka

FRAP - Ferric reducting antioxidant potential

GRC - galvanostaticka rozpoustéci chronopotenciometrie
HPLC - High performance liquid chromatogramy

ORAC - oxygen radical absorbance capacity

ROS - reactive oxygen species

RNS - reactive nitrogen species

TBHQ - terc. butylhydrochinon

TAA - total antioxidant activity

TEAC - Trolox equivalent antioxidant capacity

Trolox - 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman -2-karboxylova kyselina
B - PE - B — fykoerytrin
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