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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim celkové antioxidacni aktivity Cervenych a bilych
angreSti a Cervenych, bilych a ¢ernych rybizt. V teoretické ¢asti jsou shrnuty dostupné
informace o drobném ovoci, ptehled pfirodnich a syntetickych antioxidanti a souhrn
pouzitych metod pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Zmrazené vzorky ovoce byly
poskytnuty vyzkumnym a Slechtitelskym tstavem ovocnaiskym Holovousy, S.r. 0. V rdmci
projektu QI111A141 — Vyzkum novych technologii v péstovani angreStu a rybizu se
zaméfenim na kvalitu a vyuZiti plodt (Ministerstvo zem&délstvi CR). Celkové antioxidaéni
aktivita Cervenych a bilych angresti a rybiz byla zméfena spektrofotometrickymi metodami
vyuZzivajici volné radikaly ABTS * a DPPH a byla vyjadiena jako ekvivalent latky Trolox.
Cerné rybizy byly proméfeny elektronovou paramagnetickou rezonanci S vyuzitim volnych
radikali ABTS* a DPPH a celkova antioxidadni aktivita byla vyjadiena hodnotami
TEACagTs @ TEACpppy. Celkem bylo prométeno 8 odrud ¢ervenych angrestt, 6 odrid bilych
angrestl, 12 odrid cervenych rybizu, 6 odrid bilych rybizu a 8 odrid cernych rybizi.
Nejvyssi hodnoty celkové antioxidacni aktivity vykazovaly odridy cervenych a bilych
angre$ti Alan, Karmen, Pax a Invicta a odridy ¢ervenych a bilych rybizii Rovada, Orion a
Olin. Mezi ¢ernymi rybizy dosahovaly nejvyssi hodnoty celkové antioxida¢ni aktivity odridy
Ometa a Ruben.

ABSTRACT

This diploma’s thesis deals with the determination of total antioxidant activity of red and
white gooseberries and red, white and black currants. There are available information about
small fruits, an overview of natural and synthetic antioxidants and a summary of the methods
to determine the total antioxidant activity in the theoretical part. Frozen fruit samples were
provided by Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd. in the project
QI111A141 — Research of new technologies in the cultivation of gooseberries and currants
with a focus on quality and use of fetuses (Ministry of Agriculture). The total antioxidant
activity of red and white gooseberries and currants was measured by spectrophotometric
methods using free radicals ABTS™ and DPPH and was expressed as a Trolox equivalent.
The total antioxidant activity of black currants was measured by electron paramagnetic
resonance using free radicals ABTSe+ and DPPH and expressed as a TEACagts and a
TEACpppy. There were measured 8 species of red gooseberries, 6 species of white
gooseberries, 12 species of red currants, 6 species of white currants and 8 species of black
currants in this thesis. The highest values of total antioxidant activity showed species of red
and white gooseberries Alan, Karmen, Pax and Invicta and species of red and white currants
Rovada, Orion and Olin. Among black currants, species Ometa and Ruben had the highest
values of total antioxidant activity.

KLiCOVA SLOVA
Rybiz, angrest, volné radikaly, antioxidanty, celkova antioxida¢ni aktivita, ABTS, DPPH, EPR.
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Currant, gooseberry, free radicals, antioxidants, total antioxidant activity, ABTS, DPPH, EPR.
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1 UVvOoD

Antioxidacni aktivita potravin je bezprostfedné spojena s ochranou biologickych systémi
proti Skodlivému u¢inku reakei zahrnujicich reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS a RNS).
Tyto radikdly piisobi na biologicky vyznamné slouCeniny, ptfedevsim lipidy, bilkoviny a
nukleové kyseliny, a pozménuji tim jejich strukturu a funkci. Jejich plsobenim mize
dochazet ke zménam ve struktuie bunc¢k a k poSkozeni celych tkani a orgdnt. Jednou
Zmoznosti ochrany organismu proti volnym radikdlim je pulsobeni antioxidantt.
Antioxidanty zabranuji nebo omezuji oxidaéni destrukci téchto latek. Mnoho latek piirodniho
puvodu, které ¢loveék piijima Vv potravé, ma tyto vlastnosti: zejména to jsou antioxidaéni
vitaminy, polyfenolické latky, karotenoidy a flavonoidy.

Vyznamnymi zdroji antioxida¢nich latek jsou lokalni druhy drobného ovoce — Cervené a
bilé angresty a Cervené, bilé a Cerné rybizy. Prvni zminky o rybizu a angrestu na izemi dnesni
Ceské republiky jsou datovany do 16. stoleti, kdy dochazelo k rozsiteni ze zapadni Evropy do
dalSich zemi. Obsahov¢ latky v duzniné téchto plodl jsou velmi rozmanité. Vedle vysokého
obsahu antioxidantt, pfedevs§im vitaminu C a riznych polyfenolickych latek, jsou v plodech
obsazeny organické kyseliny, pektiny, tfisloviny, vldknina a v neposledni fadé¢ mineralni
latky.

Ptirodni antioxidanty jsou piijimany vétSinou jako soucasti slozitych smési, jejichz slozky
reaguji s radikaly odliSnymi mechanismy. Z tohoto davodu je snaha charakterizovat
antioxidacni aktivitu vzorku jako celek. Byl zaveden pojem celkova antioxidacni aktivita
(TAA), pomoci kterého je mozné porovnavat antioxidacni G€inky rtiznych smési métenych
riznymi metodami.

Ochranné ucinky antioxidantli upoutdvaji stale vétsi pozornost, ¢imz se zvysuje pozadavek
na jednoduché a spolehlivé metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity potravin. Celkovou
antioxidacni aktivitu Ize stanovit jak metodami chemickymi, tak fyzikalnimi. Tato prace se
zaméfuje na chemické metody, které jsou zaloZeny na reakci antioxidantii se syntetickymi
radikaly (ABTS a DPPH).

Tato prace navazuje na bakalafskou praci, kterd byla zaméfena na metody pro stanoveni
celkové antioxidacni aktivity potravin. Cilem diplomové prace bylo pfipravit vzorky ovoce
k analyze, stanovit jejich celkovou antioxida¢ni aktivitu metodami ABTS, DPPH a
elektronovou paramagnetickou rezonanci a namétend data zpracovat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vybrané druhy drobného ovoce

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni celkové antioxidacni aktivity drobného ovoce —
konkrétn¢ vybranych odrid cervenych a bilych angrestl a cervenych, bilych a cernych rybizi.
Obsahové latky v duziné plodli jsou velmi rozmanité. Vedle mineralnich prvka (draslik,
fosfor, vapnik, hoicik a Cetné stopové prvky) je tieba zdlraznit diilezitost organickych kyselin
s bakteriostatickymi Uc¢inky, pektint, tfislovin nebo vldkniny. Rybiz a angrest obsahuje
vysoké mnozstvi antioxidantl, piedev§im vitaminu C a riznych polyfenolickych latek.
Zahradkari u téchto rostlin ocenuji jejich rychly nastup do plodnosti, relativni nenaro¢nost na
podminky prostfedi, snadnou sklizei, moznost rychlé obnovy sortimentu a také pestré
spektrum vyuziti ovoce jak pro pfimy konzum, tak pro nejrizné;jsi formy zpracovani [1].

2.1.1 Angrest (Ribes uva-crispa L.)

Evropské odridy angrestu patii v botanicko-systematickém rozdéleni k rodu Ribes L. [2].
Pravlasti angrestu je Evropa, Amerika i Stiedni Asie. Rod angrest (Glossularia) patii do fadu
lomikamenotvaré (Saxifragales), celedi srstkovité (Grossulariaceae). Nejdulezitéjsi
péstované odrudy patii k druhu angrest obecny [3].

Jsou to nizké az stiedné vysoké kefe, trnité, s Sedohnédymi vétvemi a s tfilaloénymi az
pétilalocnymi nestejné vroubkovanymi listy. Kratce stopkaté drobné kvéty jsou umistény na
plodnych vétvickach jednotlivé nebo ve svazeCcich po 2 az 3 kvétech [2]. Dulezitou
charakteristikou odliSnosti odridy je barevnost a tvar plodu. Barva angrestu byva zelena,
bélozelend, Zlutozelena, Zlutd, nachova az Cervenohnéda. Tvar byva kulaty, ovalny, vejcity
nebo hruskovity. VSechny plody na kefi nemaji jednotny tvar, vzdy vSak jeden typicky
prevlada. Plody angrestu slouzi k pfimému konzumu, mosStovani, kompotovani, ¢i ke
zpracovani na dzem [4].

Rozeznavame nékolik odrid angresth, které se lisi riznou dobou sklizné€, vzhledem plod,
naroky na stanovisté 1 vyuzitim. Rané odriidy se sklizi od poloviny do konce Cervna, stfedné
rané, neboli polorané se sklizi do poloviny cervence a pozdni odridy koncem cervence.
Angrest lze sklizet v riznych stupnich zralosti probirkou podle pldnovaného zpiisobu vyuziti
[4]. Zastupci odrud angresti jsou napf. Astrid, Britania, Citronovy obfi, Industrie, Invicta,
Produkta, Rixanta, Rolonda, Zlaty fik, Alan, Karat, Karmen, Remarka, Pax aj. [1], [3].

Angresty jsou nutri¢né bohatymi potravinami. Obsahuji cukry, vlakninu, bilkoviny, tuk,
vitaminy C, D, E, B, karoten, niacin a mineralni latky, jako jsou draslik, vapnik, hoi¢ik,
zelezo, mangan, zinek a méd’. Obsah vody v plodech je asi 90 % [4].

2.1.2 Rybiz

Rod rybiz (Ribes L.) patii do fadu lomikamenotvaré (Saxifragales), celedi srstkovité
(Grossulariaceae). Rozlisujeme tfi hlavni skupiny rybizl: rybizy cervené, cerné a bilé [4].
Rybiz je rozsifeny v oblasti euroasijské, severni Africe a Severni a Jizni Americe. Jedna se 0
stiedné velké kefe se stiidavymi, dlanité lalo¢natymi a slozité zubatymi listy. Kvétenstvi je
hroznovité, popft. jsou kvéty ve svazeccich. Kvéty jsou zelenavé, prevazné drobné. Plody —
bobule — obsahuji semena s rosolovitym vnéjsim a kamennym vnitinim osemenim. Jednotlivé
kulturni odrady rybizu, které pochézeji z vétSiho poctu botanickych druhii, maji rozdilné
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pozadavky na podminky péstovani. Vlastni odridy rybizu lze identifikovat podle charakteru
rustu, letorostil, pupent, listti, kvéti a plodi — podle doby dozravéani plodt (rané, polorané a
pozdni) a samotné plodnosti [2], [4].

21.2.1 Rybiz ¢erveny (Ribes rubrum)

Odrady cerveného rybizu pochéazeji nejcastéji z druhi rybizu mnohokvétého (Ribes
multiflorum), skalniho (R. petraeum) nebo pyiitého (R. pubescent) [2].

Mezi odridy cerveného rybizu patii napt. Detvan, J. V. Tets, Kozolupsky rany, Losan,
Maraton, Rovada, Rubigo, Tatran, Vitan aj. [1], [3].

Bobule cerveného rybizu obsahuji velké mnozstvi kyselin, jsou zdrojem vlakniny,
antokyant, vitaminu C, vitamint B a mineralnich latek (Fe, Ca, Mg, Zn). Syrové plody maji
osvézujici nakyslou chut’ [4].

21.2.2 Rybiz bily (Ribes vulgare)

Odrtdy bilého rybizu maji podobné potieby pro péstovani jako Cerveny rybiz, jelikoz
pochazi z mutaci a kiizenct Cervenych rybizii. Stejné jako Cerveny rybiz pochdzeji z druhti
rybizu mnohokvétého (Ribes multiflorum), skalniho (R. petraeum) nebo pyfitého (R.
pubescent) [2], [4].

Nejznaméjsimi odrudami bilého rybizu péstovanymi u nas jsou Blanka, Jantar, Orion, Olin,
Primus a Viktoria [1], [3].

Bily rybiz je chutové slad$i a méné Stavnaty neZz Cerveny rybiz. Barva bobuli je bila,
krémova az zlutd. Nékteré odridy maji rizovy nadech. Z hlediska chemického slozeni se
podobaji ¢ervenému rybizu [4].

2.1.2.3 Cerny rybiz (Ribes nigrum)

Mezi odridy ¢erného rybizu patii napt. Ceres, Démon, Eva, Focus, Moravia, Tisel, Titania,
Triton, Vebus aj. [1], [3].

Cerny rybiz je bohatym zdrojem vitaminu C, vitaminu P, flavonoidd, pektind a
resveratrolu. Je fazen mezi rostlinné antioxidanty a 1éCivé rostliny [4]. Je v ném pomérné
vysoky obsah organickych kyselin (1-4 %), které maji bakteriostatické ginky. Cerny rybiz
obsahuje vice mineralnich latek nez ostatni druhy rybizt [1].

2.2 Volné radikaly

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni a nestabilni molekuly, atomy nebo ionty, které ve své
valen¢ni sféfe obsahuji alespon jeden nebo vice neparovych elektrond [5]. Ve snaze ziskat
chybéjici elektron se rychle vazou na jinou strukturu nebo odebiraji ¢i pridavaji elektron jiné
molekule. Jsou velice reaktivni, ¢imZz je znatné omezena doba jejich existence. Reaguji nejen
S ostatnimi volnymi radikaly, ale i s inaktivnimi molekulami. Témito reakcemi vytvateji dalsi
volny radikal a d¢j dale pokraCuje jako fetézova reakce [6]. V molekulach vznikaji volné
radikdly tfemi zpisoby: oxidaci, redukci a homolytickym S$tépenim kovalentni vazby.
Homolytické Stépeni vyzaduje velké mnozstvi energie, proto v biologickych systémech
radikaly vznikaji pfevazn€¢ odejmutim nebo pfijetim elektronu [7]. Oxidace predstavuje
zakladni proces metabolismu a celého aerobniho zivota. Volné radikaly mohou napadat
nukleové kyseliny, lipidy Vv lipoproteinech a bunéénych membranach, sacharidy i bilkoviny
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véetné enzymu. Napadeni radikaly mize vést k t€zkému poskozeni tkani a celych organt [6].
Dusledkem agresivniho piisobeni na bunky zpisobuji volné radikdly rGzné zdravotni
problémy, véetné aterosklerdzy, zanétl, srdecné-cévnich chorob a nékterych typt rakoviny

[8].
2.2.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Rada volnych radikalti patii mezi reaktivni formy kysliku a dusiku. Reaktivni formy
kysliku ROS (reactive oxygen species) jsou V téle produkovany pii metabolickych procesech
vyzadujicich kyslik — pfi dychani a pii uréitych bunéénych imunitnich funkcich [9], [10].
Zahrnuji jak radikdlové, tak neradikalové formy. Reaktivni formy dusiku jsou oznaCovany
zkratkou RNS (reactive nitrogen species) [9].

Tabulka 1. Reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku (RNS) a neradikdlové
formy [9]

Reaktivni formy kysliku Neradikalové formy
Superoxid O, Peroxid vodiku H,0,
Hydroxyl HO Singletovy kyslik 'o )
Hydroperoxyl HOO Ozon O,
Lipid L Lipid hydroperoxid LOOH
Lipid peroxyl LOO Kyselina chlorna HOCI
Peroxyl ROO Peroxynitrit ONOO
Lipid alkoxyl LO Oxid dusity N,O;
Oxid dusicity NO, Kyselina dusita HNO,
Oxid dusnaty NO Nitryl chlorid NO,CI
Nitrosil NO* Nitroxyl NO~
Thiyl RS Kyselina peroxydusita ONOOH
Protein p Oxid dusny N,O

Hlavnim producentem reaktivnich metabolitt kysliku v bunkach jsou membranové vazané
enzymy, jejichz koenzymy jsou schopné redukovat kyslik pouze jedinym elektronem
za vzniku superoxidu O; . Jedna se o koenzymy s chinoidni nebo flavinovou strukturou,
hemové koenzymy nebo koenzymy s médi v aktivnim centru [11]. Dal$im velice vyznamnym
zdrojem ROS je respiracni fetézec mitochondrii. Misto Ctyfelektronové redukce kysliku na
vodu dochazi pouze k jednoelektronové redukci kysliku za vzniku superoxidu. Superoxid je
enzymaticky nebo samovolné nebo pieveden na peroxid vodiku. Dal§im zdrojem ROS je
B-oxidace mastnych kyselin probihajici v peroxisomech nebo vznik superoxidu
z oxykomplexu cytochromu P-450 v endoplazmatickém retikulu. Ve specializovanych
bunikach jako jsou leukocyty nebo makrofagy, je superoxid produkovan NADPH-oxidazou
obsazenou v cytoplazmatické membrané jako soucast baktericidniho ochranného systému.
ROS jsou v téle tvofeny i mnohymi dal$imi procesy [12].
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NejvyznamnéjSim reaktivnim metabolitem kysliku je superoxidovy radikal, ktery vSak neni
ptili§ reaktivni. Tento radikal je prekurzorem a vychozi latkou pro tvorbu dalSich
neredukovanych reaktivnich forem kysliku (napf. hydroxylového radikalu) [5].

Nejvyznamnéj§im reaktivni formou dusiku je oxid dusnaty. Pfi nizkych koncentracich
reaguje velmi pomalu s vétsinou molekul, véetné kysliku. Pomala reakce je zpiisobena
nékolika faktory: pribéznym vychytavanim oxidu dusnatého v erytrocytech za vzniku
methemoglobinu, mnohem rychlejsi difuzi oxidu dusnatého do krve (proti rychlost syntézy
oxidu dusnatého), schopnosti oxidu dusnatého reagovat in vivo dostate¢né rychle jen
s tranzitnimi kovy a regulacni funkci oxidu dusnatého v nizkych koncentracich. Oxid dusnaty
je za urcitych okolnosti prudce jedovaty [5].

Na druhou stranu ale oxid dusnaty ovliviiuje regulaci krevniho tlaku a krevniho obéhu a je
soucasti systému, které chrani organismus proti bakteriim, prvokiim a nadorum. Zasahuje také
do procesu nespecifické imunity [12].

2.2.2 Oxidaéni stres

Oxidac¢ni stres popisuje poskozeni rovnovahy mezi vznikem a odstraiovanim reaktivnich
forem kysliku a reaktivnich forem dusiku [11].

ROS jsou v organismu nezbytnou soucasti enzymovych mechanismi, G¢astni se uvoliovani
a pfemény energie potiebné pro Zivot. Za normalnich okolnosti v organismu neskodi — Skodi
pouze, vymknou-li se kontrole. Oxidac¢ni stres mize byt vyvolan nadmérnou produkci RONS,
nedostate¢nou funkci antioxida¢niho systému nebo spojenim obou nedostatkt [11].

2.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou molekuly, které mohou zabrafiovat nebo omezovat oxidacni destrukci
latek a celych biologickych systému. Jsou pfitomny v malych koncentracich ve srovnani
s latkami, jez by mély chranit. [8]. Antioxidanty neboli inhibitory oxidace, maji zna¢ny
vyznam z hlediska eliminace volnych radikald — zejména kysliku a dusiku. Zaji$tuji ochranu
bunék a jejich struktur proti nezddoucimu ptisobeni téchto radikalti a podileji se na eliminaci
ucinki oxidacniho stresu v rostlinnych i zivo¢isnych bunkach [13]. Antioxidanty piedstavuji
skupinu latek lisici se chemickou strukturou a rozdilnymi mechanismy puasobeni. Jednim
inaktivnich produktt [14]. Antioxidanty v systému vytvaii ptirozeny ochranny systém pied
mnohymi zménami. Nejcastéji dochazi ke zménam nenasycenych mastnych kyselin,
nekterych aminokyselin (zejména emthioninu a tryptofanu), dale dochazi k pisobeni na
integritu a permeabilitu membran a k fadé strukturalnich dezintegra¢nich zmén [13].
Antioxidanty chrani biologické systémy a prodluzuji tdrZznost potravin slozitym komplexem
mechanismu. Projev oxidace potravin je napt. zluknuti tukd [15].

Epidemiologicka studia ukazuji, Ze nezdravy zivotni styl je nejCastéjsi faktor piispivajici
k vyskytu degenerativnich chorob, jako jsou kardiovaskularni choroby a rakovina. Je
prokazano, ze zvySena konzumace ovoce a zeleniny pfispiva k lepSimu zdravotnimu stavu,
protoze ovoce a zelenina jsou zdrojem velkého mnozstvi zivin. Pii jejich konzumaci muize
dochazet ke snizeni LDL cholesterolu, krevniho tlaku, a muze dojit ke zlepSeni celkového
stavu antioxidacniho systému. Nedostatek antioxidantli je spojovan s mnoha zdravotnimi
komplikacemi. Za ubyvani antioxidanti mohou stresové situace, koufeni, diety omezujici
celkovy pfisun potravin, znecisténi zivotniho prostiedi atd. [16].
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2.3.1 Déleni antioxidantu

Antioxida¢ni systémy zahrnuji nékteré enzymy (superoxiddismutaza, katalaza, aj.)
I neenzymatické substraty [13]. Mezi neenzymatické substraty fadime endogenni
nizkomolekularni antioxidanty (koenzym Q, kyselinu mocovou, glutathion, kyselinu
lipoovou) a prirodni latky s antioxida¢nimi 0c¢inky (vitamin C, vitamin E, vitamin A,
fenolické kyseliny, karotenoidy, flavonoidy, katechiny) [8]. Mezi antioxidanty fadime
I nékteré biomolekuly, jako je feritin, transferin, hemopexin, haptoglobin, aj. Nezastupitelnou
roli v donor-akceptorovém systému maji piechodné prvky Zelezo a méd’. Méd’ je soucasti
fady enzyml (superoxiddismutiazy, cytochromoxiddzy a biomolekuly ceruloplazminu),
zatimco Zelezo je vazano na hemoglobin a uplatiiuje se pii transportu kysliku a pfi dalSich
fyziologickych funkcich v organismu [13].

Antioxidanty jsou rozliSovany podle riznych kritérii — nejcastéji je uvedeno déleni podle
pivodu, chemického slozeni, mechanismu plsobeni nebo podle stupné ochrany
v komplexnim antioxida¢nim systému [15], [17].

Podle puvodu se antioxidanty déli na ptirodni (extrakty a smési ziskané ze zeleniny, kofeni,
obilovin, bylin, ovoce, olejnin), ptirodné identické (kyselina askorbova, syntetické tokoferoly)
a syntetické (gallaty, BHT, BHA) [15].

Podle struktury se antioxidanty déli na fenolové slouceniny (tokoferoly, syntetické
tokoferoly, gallaty, fenolové antioxidanty), endioly (kyselina askorbova, Kkyselina
erythorbova, jejich soli a derivaty) a na jiné latky (flavonoidy, kurkuminoidy, alkaloidy
rostlin, amidy) [15].

Podle stupné ochrany v komplexnim antioxidaénim systému rozliSujeme antioxidanty
na primarni antioxidanty (eliminaci volnych iontti Cu nebo Fe riznymi internimi chelata¢nimi
¢inidly nebo inhibici enzymu, katalyzujicich tvorbu ROS, zabranuji tvorbé radikall),
vytvofené ROS) a terciarni antioxidanty (proteolytické a lipofilni enzymy a regeneracni
systémy pro opravu oxidacniho poskozeni DNA — odstranuji molekuly poskozené piisobenim
ROS) [17].

Podle ovlivnéni procesu oxidace lipidi a jinych oxilabilnich latek antioxidanty mohou
reagovat s volnymi radikaly (primérni antioxidanty), redukovat jiz vzniklé hydroperoxidy
(sekundarni antioxidanty), reagovat s pifitomnym kyslikem nebo vazat do komplext
katalyticky pusobici kovy [15].

2.3.2 Prirodni latky s antioxida¢nimi ucinky

V posledni dobé je velkd pozornost vénovana latkdm piirodniho ptvodu, které se do
lidského organismu dostavaji jako slozky potravy. Nékteré potraviny rostlinného pivodu jsou
dilezitym zdrojem antioxidanti [8]. K pifirodnim latkam s antioxida¢nimi ucinky patii
antioxidacni vitaminy A, C a E. Stale vétsi vyznam je pfikladan dalSim pfirodnim latkam,
zejména polyfenolickym slouc¢eninam a karotenoidim [18]. Zdrojem téchto latek je zelenina,
ovoce, vlaknina, ¢aje, vina a aromatické a 1éCivé rostliny [8].

Davkovani jednotlivych antioxidantd je individudlni, proto je v pfipadé nemoci nutna
konzultace s lékafem. Preventivni davkovani je nizsi nez davkovani v dob&é nemoci nebo pii
nespravné strave [19].
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2.3.2.1 Vitamin A — retinol

Vitamin A a jeho provitaminy se fadi mezi terpenoidy, jinak nazyvané isoprenoidy.
Provitaminy A jsou tetraterpeny (uhlovodiky) nebo tetraterpenoidy (jejich kyslikaté derivaty)
obsahujici v molekule 40 atoma uhliku. Jejich $t€pné produkty nazyvame apokarotenoidy,
Z nichz nejznam¢jsi biologicky aktivni apokarotenoid zivocisnych tkani je retinol neboli
vitamin A; [20].

vvvvvv

-----

B-karoten. Vitamin A ma vSak mnoho moznych prekurzord, napf. o-karoten, y-karoten aj.
V literatufe byva zminovano asi 30 az 50 karotent, které maji ucinnost vitaminu A, avSak
celkem jich existuje vice nez 400 [18]. Vitamin A je rozpustny v tucich a je skladovan
V jatrech, proto je nutné syrové karoteny vzdy konzumovat spole¢né s tuky [19].

Provitaminy A jsou soucasti kontrolnich mechanismii likvidujicich volné radikaly, ale
vyrazn€é vysSi antioxidacni aktivit maji nékteré jiné karotenoidy bez vitaminové ucinnosti
[20].

Provitaminy A (xanthofyly nebo karoteny) se vyskytuji nejen v potravinach rostlinného
puivodu, ale také v mnoha mikroorganismech a vyssich houbach [20].

H3C CHs CHs CHj
X OH
CHs

Obrdazek 1. Vitamin A — retinol [21]
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2.3.2.2 Vitamin C — kyselina askorbova

Vitamin C zaujima béhem poslednich let kli¢ovou roli pti prevenci a 1é¢bé velkého
mnozstvi nejriznéjsSich onemocnéni. Jeho ucinky vyznamné posiluji fungovani naseho
imunitniho systému. Pro organismus ¢lovéka je naprosto nepostradatelny — v téle se Gcastni
vice nez tfi set télesnych funkci [18]. Vitamin C ma ¢Etyfi mozné stereoisomery, pouze
kyselina L-askorbova ale vykazuje piislusnou aktivitu. Nazvem vitamin C je oznaCovana
nejen kyselina L-askorbova, ale také cely reversibilni redoxni systém, ktery zahrnuje produkt
jednoelektronové oxidace L-askorbylradikdl a produkt dvouelektrodové oxidace
L-dehydroaskorbovou kyselinu [20].

V potravinach rostlinného pivodu (stejné jako v plasmé a tkanich zivocCichii) je 90-95 %
vitaminu pfitomno ve formé¢ askorbové kyseliny a zbytek je tvofen dehydroaskorbovou
kyselinou. Nejbohat$im zdrojem vitaminu C je ¢erstvé ovoce a Cerstva zelenina, ale zpravidla
konzumace ovoce a zeleniny nepokryje potiebné mnozstvi vitaminu pro ¢lovéka, nebot’ ovoce
konzumujeme pouze piileZitostné (sezénnost ovoce) a v malém mnozstvi. Proto pro ¢lovéka
maji mnohem vétsi vyznam plodiny s primérnou hladinou vitaminu C, které konzumuje
po cely rok — napf. zeli nebo brambory [20].

Kyselina askorbova je v rostlinach syntetizovana z D-glukosy. Jako antioxidant reaguje
s peroxidem, superoxidem nebo s tokoferolovym radikalem za vzniku
monodehydroaskorbové kyseliny nebo dehydroaskorbové kyseliny. Redukované formy jsou
recyklovany zpét na askorbat pomoci NADPH nebo glutathionu za ucasti pfislusnych
enzymi [22].

Kyselina askorbova se pro své vlastnosti vyuziva jako potravinaiské aditivum. Dale se
pouziva  askorbat sodny (ve vodé rozpustna stl  askorbové  kyseliny)
a 6-palmitoyl-L-askorbova kyselina (lipofilni slouc¢enina) [20].

Kyselina askorbova je jednim z nejucinnéjSich antioxidantd pusobicich proti velkému
mnozstvi oxidacnich latek a volnych radikalt [18]. Velice dulezité jsou reakce s oxidovanymi
formami vitaminu E a aktivnimi formami kysliku, které zabezpeCuji ochranu vitaminu E
a lipidi membran pied oxidaci. Reakce askorbové kyseliny s peroxylovym radikalem mastné
kyseliny (R-O-O) nebo s alkoxylovym radikalem (RO) je uvedena v rovnicich 1-3 (R-O-OH
je hydroperoxid mastné kyseliny) [20].

H,A + R-O-Oe — HAe + R-O-OH 1)
H,A + HOe — HAe + H,0 (2)
H,A + 02 o +H" > HAe + H,0O, (3)

Vznikly askorbylradikal uz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje
na askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu [20].

Vitamin C je inhibitor tvorby nitrosamin a ma ochrannou funkci pro labilni formy listové
kyseliny. Plisobi jako modulator mutageneze a karcinogeneze [20].
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Obrdazek 2. Vitamin C — kyselina askorbova [23]
2.3.2.3 Vitamin E — tokoferol

Vitamin E, zvlasté a-tokoferol, je nejdulezitéjsi antioxidant rozpustny v tucich vyuZzivany
eukaryotickymi bunkami. Je povazovan za nejvyznamnéjSi antioxidant, ktery spolu
s B-karotenem a koenzymy Q chrani integritu a strukturu biomembran — bunéc¢né
(cytoplasmatické) membrany a membran vnitrobunéénych organel (bunécné jadro,
endoplasmatické retikulum, mitochondrie, lysozomy) [20]. Dale je vitamin E vyuzivan pfi
rozbijeni fetézovych reakci volnych radikala v lipidech a lipoproteinech, pomaha chranit LDL
pfed oxidaci (je transportovan asociovany S lipidovou fazi lipoproteinovych ¢astic LDL),
minimalizuje opotiebovavani nervovych tkani a zabrafiuje vétSimu hromadéni krevnich
desti¢ek, tvotfeni krevnich srazenin, kieCovych Zil a mozkovym a srde¢nim mrtvicim [18],
[19]. Vitamin E je jednim z faktort zpomalujicich proces starnuti organismu a nachazi
uplatnéni v prevenci kardiovaskularnich chorob a vzniku rakoviny [20].

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm strukturné ptibuznych derivatd chroman-6-olu.
Strukturnim zékladem vSech téchto derivati jsou tokol a tokotrienol, které dale obsahuji
chromanovy cyklus s hydrofobnim nasycenym nebo nenasycenym isoprenoidnim postrannim
fetézcem o 16 atomech uhliku [20].

Za nejucinnéjsi antioxidant (in vivo) je povazovan a-tokoferol. Antioxida¢ni aktivita
pfitomnych tokoferolll a tokotrienoll v potravinaiskych lipidech zavisi na fad¢ faktord, jako
je slozeni nenasycenych mastnych kyselin. Pfi ur€itych podminkach skladovani jsou napf.
tokoferoly ti¢inng€j$imi antioxidanty v zivo¢isnych tucich (olejova kyselina je hlavni mastnou
kyselinou) nez v rostlinnych olejich (linolova kyselina je hlavni mastnou kyselinou) [20].

Mechanismus protiradikalového ucinku vitaminu E je podobny G¢inku ostatnich lipofilnich
antioxidantt (napt. fenolovych sloucenin). Reaguje s volnymi radikaly vcetné ROS; jedna
molekula tokoferolu miize reagovat celkem se dvéma hydroperoxylovymi radikaly.
Autooxidace lipidi je inhibovana reakci s hydroperoxylovymi radikaly lipidd za vzniku
hydroperoxidu a radikald tokoferolt. Dochazi k pferuseni fetézové reakce v propagacni fazi
(rovnice 4) [20].
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R-O-Oe + T-OH — R-O-OH + T-Oe (4)

R-O-O e je hydroperoxylovy radikal lipidu nebo mastné kyseliny, T-OH je tokoferol, T-O e
je radikal tokoferolu a R-O-OH je hydroperoxid. Radikal tokoferolu neni dostate¢né reaktivni,
a proto nemiize $tépit dalsi molekulu lipidu. Ve fazi terminace se nevratnou reakci s druhym
hydroperoxylovym radikalem stabilizuje radikal tokoferolu (rovnice 5) [20].

R-O-Oe + T-Oe — stabilni produkty (5)

Pii vySSich koncentracich tokoferolu mohou nékteré tokoferolové radikaly reagovat
vzéajemné za vzniku dimeru (ptipadné trimeru) [20].

V potravinach se vyskytuje vSech osm biologicky aktivnich tokoferoli a tokotrienold,
samotny tokol a tokotrienol se v pfirod¢ nevyskytuji. Vitamin E se vyskytuje piedev§im
vV potravinach rostlinného ptivodu, méné uZ v potravinach Zivo&isného ptvodu. Zivod&isné
tuky tedy obsahuji mnohem mén¢ vitaminu E nez tuky rostlinné. V potravinach zivocisného
puvodu ovlivituje slozeni vitaminG E hlavné sloZeni krmiva, hlavni slozkou je vSak vzdy
a-tokoferol [20]. Nejlepsimi zdroji vitaminu E je olej z obilnych klicka (obsahuje 59,4 mg
na 100 g), sluneénicovy olej (50 mg na 100 g), olej ze sluneénicovych klickt, neloupané
Inéné seminko, s6jovy olej, ofechy, Cerstvé pSeni¢né klicky, vajecny zloutek, zelena listova
zelenina, liskové ofisky, mandle a lusténiny [18], [19].

Obrdazek 3. Vitamin E — tokoferol [24]
2.3.2.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou pfirodni fenolické antioxidanty obsaZzené v lidské stravé, prevazné
Vv zelening, ovoci, olivach, ¢erveném ving, sojovém oleji, ¢aji a Cokolade [25].

Flavonoidy jsou fazeny mezi vitaminy skupiny P. Tato rostlinna barviva jsou syntetizovana
z fenylalaninu a predstavuji obrovskou skupinu polyfenolickych sloucenin. Zakladnimi rysy
struktury polyfenoll je pfitomnost jednoho nebo vice hydroxylovanych benzenovych jader
s heterocyklickym kruhem obsahujicim ve své struktufe kyslik a dal§i hydroxylové skupiny.
Spolecnym strukturnim zékladem je uhlikaty skeleton Cg-C3-Cs. Flavonoidy vykazuji dobré
antioxidacni ucinky kvuli jejich polyfenolické povaze, struktufe a redoxnich vlastnostech
[25], [26]. Dilezity je pro né pocet hydroxylovych skupin v molekule a jejich poloha [27].

Mezi flavonoidy patii katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavony, flavanonoly,
chalkony, dihydrochalkony, anthokyany a aurony [27].
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Flavonoidy jsou hlavni barevnou slozkou kvetoucich rostlin. V potravinach udavaji danou
barvu a chut, navic pusobi jako prevence proti oxidaci tukt a jako ochrance enzymu a
vitamint [25].

Flavonoly jsou nejvice zastoupenymi flavonoidy v potravinach — fadi se mezi né quercetin,
myricetin a kaempferol. Flavony se vyskytuji hlavné v celeru, flavonony v citrusovych
plodech [25].

Anthokyany, nazyvané téz anthokyaniny, jsou nejrozsifenéjsi a pocetné velice rozsahlou
skupinou rostlinnych barviv — v ptirodé jich bylo identifikovano pies 500 [28]. Jsou to
barviva rozpustna ve vod¢, kterd udéavaji barvu kvétinam a spotiebitelsky zadanym druhiim
ovoce a zeleniny. Vyznacuji se oranzovymi, ¢ervenymi, fialovymi a modrymi odstiny [27].

Podle poctu vazanych molekul cukru se anthokyany déli na 18 skupin, znichz
nejvyznamnéjsi jsou monosidy s glukosou, galaktosou, arabinosou nebo rhamnosou v poloze
C-3; biosidy s disacharidy (napf. rutinosa, soforosa, sambubiosa, genciobiosa) vazanymi
v poloze C-3; triosidy s linearnimi nebo rozvétvenymi trisacharidy vazanymi v poloze C-3;
3,5-diglykosidy s monosacharidy v poloze C-3 a C-5; 3,7-diglykosidy s monosacharidy
v poloze C-3 a C-7 a 3-biosidy-5-monosidy, kde je v polohach C-3 vazan disacharid
a v poloze C-5 monosacharid [27].

Anthokyany jsou Vv riznych druzich rostlin lokalizovany v bunénych vakuolach [27].
Jedna se o pomérné¢ nestabilni a snadno oxidovatelné latky, které jsou citlivé na mnoho
faktori, jako je pH (zména stability a barvy), teplota a UV zateni [28].

2.3.25 Karotenoidy

Karotenoidy jsou Vv tucich rozpustné slou¢eniny, které propujéuji barvy mnoha rostlinam a
potravinam [29]. Vyskytuji se ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech ve formé
fotochemicky aktivnich slozek [27]. Hromadi se jako sekundarni metabolity
v chromoplastech a jsou zodpovédné za Cervenou, oranzovou nebo Zlutou barvu rostlin [30].
Ptitomnost karotenoidd v zelenych ¢astech rostlin vSak byva maskovana chlorofylem. Dnes je
znamo asi 700 pigmentd karotenoidd vyskytujicich se piirozené v piirodé [27]. V rostlinach
maji diky jejich struktufe potencidlni antioxidacni vlastnosti a také v lidském organismu jsou
soucasti antioxida¢niho obranné¢ho systému. Jejich funkci je ochrana rostlin proti
fotooxida¢nim procestim, vychytavani singletového kysliku a peroxylového radikalu [31].

Vétsina zastupc karotenoidi se fadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy, které
formaln€¢ obsahuji osm izoprenovych jednotek. Pfi¢inou jejich barevnosti je fetézec
konjugovanych dvojnych vazeb, vyskytujici se v nékolika zakladnich strukturach, nebo
kombinace téchto fetézci. Karotenoidy rozdélujeme na dvé hlavni skupiny — Kkaroteny a
xantofyly [27].

Karoteny jsou uhlovodiky, jejichZ nejjednodussim prototypem je polynenasyceny acyklicky
uhlovodik fytoen. Acyklické karoteny se V potravinafskych materialech nachazeji v malém
mnozstvi a pouze jako doprovodné latky alicyklickych karotent a xanthofyli. Vyjimku tvoii
pomérné hojné obsazeny lykopen. Alicyklické karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou
zastupci karotent piijimanych ve stravé jsou lykopen, B-karoten a lutein [31].

Xanthofyly jsou alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy aj., které primarné vznikaji jako
produkty biochemické oxidace karotentl. Jedna se o hlavni karotenoidy rostlin, strukturné jsou
jsou B-kryptoxanthin, astaxanthin a zeaxanthin [31].
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Mezi potraviny bohaté na karotenoidy fadime ovoce, mrkev, rajcata, papriky, listovou
zeleninu, safran, rostlinné oleje, ryby, koryse a vejce [27].

2.3.2.6 Fenolické latky

Antioxidacni aktivita fenolickych latek spoc¢iva Vv jejich redoxnich schopnostech. Hraji
dulezitou roli pfi neutralizaci a poutani volnych radikald, pii rozkladu peroxidu nebo
vychytavani (quenchingu) singletového a tripletového kysliku [32]. Nachazeji se
Vv rostlinnych tkanich, kde slouzi jako pigmenty nebo ldkadla opylovact. Obsahuji chemicky
obranny mechanismus proti zranéni hmyzem a infekcim zptsobenym mikroorganismy [33].
Kromé vyskytu v rostlinach, ovoci a obili se hojné vyskytuji v kofeni jako je Salvéj, tymian a
oregano. Fenoly zpomaluji oxida¢ni degradaci lipidt, ¢imz zlepsuji kvalitu a nutricni hodnoty
potravin [32].

Fenolické latky mohou byt podle stavby uhlikového fetézce rozdéleny na flavonoidy a
neflavonoidové slouceniny. Hlavni podil neflavonoidovych sloucenin ptedstavuji skotficové
kyseliny (kdvova, nerulova a kumarova a kyselina), benzoové kyseliny (gallovd, vanilova a
syringova kyselina), stilbeny (resveratrol) [34], lignany, ligniny a tanniny [35].

2.3.3 Syntetické latky s antioxida¢nimi uc¢inky

Mezi syntetické antioxidanty fadime dihydrochinolinové slouceniny, slouceniny
fenolového typu a slouceniny s dusikatym heterockylem, které jsou vSak pro zna¢nou toxicitu
méné pouzivané. V CR jsou povolené BHA, BHT, TBHQ, fumarova kyselina a gallaty [36].

Butylhydroxyanisol (BHA) je smési dvou isomerd, zc¢ehoz asi 90 % piedstavuje
3-terc-butyl-4-hydroxyanisol (3-BHA) a 10 % jeho isomer 2-terc-butyl-4-hydroxyanisol
(2-BHA). Pouziva se jako ochrana tukl obsahujicich mastné kyseliny s krat§im fetézcem,
barvy a aroma silic. Vykazuje synergismus s BHT a gallaty, je u¢innym antioxidantem i po
tepelném zpracovani potraviny. VétSina primarnich produktt, jako jsou dimery, bifenyly a
jejich ethery, si zachovava antioxidacni vlastnosti [27]. BHA je vyuZzivan hlavné v masné
vyrobé, tukovém primyslu, pekarenstvi, cukrafstvi, ve vyrobé nealkoholickych napoju,
zvykacek, cerealii aj. [37].

OH
C[CH3]3

OCH,

Obrazek 4. Synteticky antioxidant BHA [38]

v

Butylhydroxytoluen (BHT) je ve srovnani s BHA G¢inngjsi jako antioxidant zivociSnych
tukt. Vyznamnymi produkty degradace 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu jsou rovnéz
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aktivni antioxidanty [27]. Vyuziti nachdzi pfevazné pii vyrobé masla, bramborovych lupinkd,
olejii a margarint a pfi zpracovani moiskych plodi jako ochrana piitomnych lipida [37].

OH
(CH3)3C C{CH3)5

CHj

Obrazek 5. Synteticky antioxidant BHT [39]

2-terc-butylhydrochinon (TBHQ) patii k nejleps§im syntetickym antioxidantim tukui
uréenym na smazeni. VSechny degrada¢ni produkty TBHQ vykazuji antioxida¢ni aktivitu,
2,3-dihydro-2,2-dimethyl--benzofuran-5-ol vykazuje antioxida¢ni aktivitu dokonce vyssi.
Ke zvySeni antioxida¢ni aktivity mize dojit i v kombinaci s chelataénimi ¢inidly (napf.
s kyselinou citronovou) [27]. Piidava se do suSeného masa, uzenin, tuki na smazeni, slouzi
jako ochrana margarint, cerealii a pti zpracovani dribeziho masa [37].

OoH
C{CH3]3

OoH

Obrdazek 6. Synteticky antioxidant TBHQ [40]

Fumarova kyselina ((E)-but-2-endiova kyselina) s ozna¢enim E297 se vyskytuje ve vSech
rostlinnych a Zivo€iSnych organismech a ve vybranych druzich hub. Primyslové vyuZiti
nachdzi v uzeninach, bramborovych lupincich, suSeném mléku, masle (zabranuje Zluknuti)
nebo jako ochucovadlo [36].

o 24

propyl-gallat, oktylgallat a dodecylgallat [36]. Jsou polarngjsi nez BHA, BHT a TBHQ a
ucinnéjsi v bezvodych tucich. V emulzich, kde jsou gallaty rozpustnéjsi, jsou méné aktivni
nez fenolové antioxidanty BHA a BHT [27]. Propyl-gallat neni pro svou mensi stabilitu
vhodny pro tuky uréené ke smazeni (kde teplota presahuje 190 °C). Vyuziva se v kombinaci

s chelatacnimi Cinidly. Synergismus vykazuji s BHA a BHT, kombinace s TBHQ neni
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povolena [27]. V omezeném mnozstvi se pouzivaji do vepfového a dribeziho sadla, loje,
rybiho tuku. Pfidavaji se do smési pro ptipravu moucnikti, piipravka pro polévky a vyvary,
studenych omacek, majonéz, kofenicich ptipravku, cerealii, zvykacek aj. [36].

2.4 Mechanismus pusobeni antioxidant

Pridavkem antioxidantu do reakéni smési dochazi k inhibici fetézové reakce tim, ze
interferuje s nahromadénymi piechodnymi radikaly. V piipadé, Ze je antioxidant ptidan do
reakéni smési az ve fazi, kdy se utvofila vysokd koncentrace radikalti, nemusi dojit
k zastaveni reakce. Obecné plati, ze spotieba antioxidantli je pfimo umérna rychlosti a
mnozstvi vznikajicich volnych radikalt. Jejich G¢innost je vyssi, pfidame-li je do chranéného
substratu pfed rozvinutim vlastni oxida¢ni reakce. Po zaCatku oxidac¢ni reakce jsou schopny
substrat chranit pouze vysoce ucinné antioxidanty rozkladajici hydroperoxidy na neaktivni
latky. Mén¢ ucinné antioxidanty nereaguji s hydroperoxidy a jsou uéinné pouze pii pridani
pted zacatkem reakce. Mechanismus a G¢innost pusobeni antioxidantl jsou pifimo ovlivnény
vyskytem reaktivnich produkti autooxidace lipida [41].

2.4.1 Premény antioxidanti pri inhibiénim procesu

Pro posouzeni uCinnosti antioxidantli je dllezitd nejen znalost zptisobu, jakym probiha
reakce mezi peroxidickymi latkami a antioxidantem, ale 1 znalost charakteru latek
vznikajicich z antioxidant Vv pribéhu inhibi¢niho procesu. Na celém procesu se vyznamné
podileji produkty pfemény a reaktivni prechodné produkty. Mechanismus piemén mize byt
odlisny v riznych fazich oxidace v zavislosti na obsahu hydroperoxysloucenin [41].

V prub¢hu inhibi¢ni reakce za Gcasti antioxidanti muze dochazet k n€kolika odlisnym
procesim. Pfevazné v primarnich fazich reakce dochazi k rychlé pfeméné inhibitori na
aktivni latku, ke zvySeni antioxida¢ni aktivity produktu ve srovnani s ptivodni slouceninou,
k zachovani antioxida¢ni G¢innosti primarniho produktu, kterou vSak tento produkt po dalsich
reakcich ztraci, nebo k cyklické regeneraci produktii v synergickém systému [41].

2.4.2 Synergie antioxidantu

Synergie antioxidantli pfedstavuje zesileni ti€innosti inhibi¢nich systémd. Mechanismus je
ur¢en podle povahy jednotlivych slozek obranného systému. Synergicka smés byva tvorena
antioxidanty a dalS§imi pomocnymi latkami, které kladné ovliviiuji piisobeni primarnich
antioxidantli, pficemZ jejich vlastni inhibi¢ni Ccinnost je casto zcela zanedbatelna.
Rozeznavame homosynergismus (—smés antioxidantli reaguje stejnym mechanismem) a
heterosynergismus (—smés antioxidantti reaguje riznymi mechanismy). Aktivita synergickych
systémt je ovlivnéna sloZenim substratu, kdy napt. voda pfitomna v tucich ma spise negativni
vliv na pusobeni synergickych smési [41].

Zakladnim mechanismem synergie je vznik hydroperoxidu a jejich nasledny rozklad na
neaktivni latky pomoci druhé slozky pfitomné synergické smési, ¢imZ je prvni antioxidant
chranén pred piimou oxidaci hydroperoxidem. Déle dochazi ke sniZeni rychlosti reakce
iniciované aktivnimi produkty rozpadu hydroperoxidu a ke snizeni spotieby prvni latky.
Timto mechanismem se fidi smési dvou antioxidanti 1 jejich smési s latkami, jejichZz vlastni
antioxidacni ucinek je slaby [41].
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2.5 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity potravin

Pro charakterizaci souhrnné koncentrace vsech latek s antioxidacnimi u¢inky ve vzorku
pouzivame termin celkova antioxidaéni kapacita (TAA) [11].

V literatufe je popsano vice metod, které se pouzivaji ke stanoveni celkové antioxidacni
aktivity. Tyto metody byvaji velmi rozmanité, coz je dano pisobenim riznych mechanismu
nizkomolekularnich antioxidantii. Obecné mohou byt postupy stanoveni TAA rozdéleny do
dvou skupin na metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly a metody posuzujici redoxni
vlastnosti latek [8]. V této praci bylo vyuzito metod zaloZenych na eliminaci radikalt (ABTS
a DPPH). Prehled ostatnich metod je popsan v ptfedchozi (bakalaiské) praci. V pripade
analyzy ¢ernych rybizt bylo vyuzito metody EPR ve spojeni s metodami ABTS a DPPH.

2.5.1 Metody zaloZené na eliminaci radikala

Tyto metody vyuzivaji schopnosti vzorku zastavit nebo alespont zpomalit tvorbu volnych
radikali [11]. Z chemického hlediska se jedna o kyslikové radikaly (hydroxyl, peroxyl,
superoxidovy anion-radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH, ABTS™, galvinoxyl),
které jsou generovany pfimo v reak¢éni smési nebo jsou do reakéni smési piidavany [8].

25.11 Metoda TEAC (metoda pouzivajici ABTS)

Metoda vyuzivajici ABTS je jednou z nejpouzivanéj$ich metod pro stanoveni celkové
antioxidacni kapacity [8]. ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina))
je peroxidazovy substrat, ktery reakci s peroxylovymi radikaly nebo jinymi oxidanty vytvaii
v ptitomnosti H,O, metastabilni radikal kation ABTS'", ktery je intenzivné zeleno-modie
zbarven a muze byt sledovan spektrofotometricky v rozmezi 600-750 nm [42], nejcastéji pii
734 nm [8]. Antioxidacni aktivita latky, ktera se chova jako donor vodikt, je méfena jako
schopnost snizit intenzitu zabarveni pfimou reakci s ABTS™ [42], [43].

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity s vyuZzitim ABTS se vyuziva systém
ABTS/H,0,/peroxidasa, ABTS/methmyoglobin/H,0,, popf. se vyuziva chemické oxidace
ABTS pomoci peroxodisiranu draselného nebo oxidu manganicitého. Pfi vlastnim méfeni se
antioxidant pfidava do reakéni smési, ve které jiz byl vytvoren radikal-kation ABTS™", nebo
je v reakéni smési obsazen pii generovani radikal-kationu ABTS™ [8].

K hodnoceni celkové antioxidaéni aktivity vzorkli se vyuziva parametr TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). TEAC oznacuje antioxida¢ni aktivitu vzorku ekvivalentni
definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu [8]. Trolox je analog vitaminu E
rozpustny ve vodé [44].

ABTS™ v roztoku neni ovliviiovan iontovymi silami a mize byt rozpustén jak ve vodé, tak
v organickém rozpoustédle, mizeme tedy zméfit hydrofilni i lipofilni antioxidanty [42].
Metoda stanoveni pomoci ABTS je rychla, jednoducha a mé Siroké uplatnéni — od hodnoceni
antioxidacni aktivity latek rizného ptivodu az po analyzu smésnych vzorku [8].
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Obrazek 1. Jednoelektronova oxidace ABTS [45]
251.2 Metoda pouzivajici DPPH

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) je stabilni organicky dusikaty radikal
tmav¢ fialové barvy, ktery nemusi byt pfed méfenim generovan. Je komeréné dostupny [42].
Metoda spociva v reakci vzorku testované latky se stabilnim radikalem DPPH za vzniku
redukovaného radikalu DPPH-H (difenylpikrylhydrazinu) [8]. Pti reakci dochazi ke zméné
fialového zbarveni na svétle zluté, z diivodu ptitomnosti pikrylové skupiny [42]. Reakce se
nejcastéji sleduje spektrofotometricky, kdy se méfi pokles absorbance pii 517 nm po uplynuti
ur¢itého konstantniho Casu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu [8]. Redukéni schopnost
antioxidantd vi¢i DPPH v organickém rozpoustédle Ize méfit 1 elektronovou
paramagnetickou rezonanci nebo sledovanim poklesu absorbance pii 515-528 nm, dokud se
absorbance neustali na konstantni hodnoté [12]. Detekci ubyvajiciho radikalu je mozno
provadét pomoci HPLC, coz je vhodné ptevazné pii méfeni barevnych roztokd, které by
mohly pfi spektrofotometrickém stanoveni interferovat [8].

U smésnych vzorkl se radikalova aktivita vyjadfuje v ekvivalentech askorbové kyseliny
nebo v jednotkach standardu Troloxu [8]. Na zaklad¢ hodnoty Tecso je klasifikovano kinetické
Chovéni nasledovné: <5 min (rychlé) 5 30 min (stfedni) a >3O min (pomalé) Hodnota ECso
aktivity nebo barvy radikalu DPPH [42].

Tato metoda je po technické strance jednoducha, je =zapotiebi pouze UV-VIS
spektrofotometru. Analyza vét§tho mnozstvi vzorki mlize byt provedena na mikrotitraénich
destickach. Nevyhodou je, Ze radikdl DPPH miiZe byt rozpuStén pouze vV organickych
rozpoustédlech (prednostné v alkoholech) a ne ve vode¢ [42].
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Obrazek 8. Redukce radikalu DPPH na DPPH-H [46]

2.5.2 Elektronova paramagneticka rezonance

Elektronovou paramagnetickou rezonanci (EPR) fadime do skupiny magnetickych
rezonan¢nich metod, jejiz vyuziti je omezené na systémy s paramagnetickou povahou.
Metoda poskytuje cenné informace o struktufe a vlastnosti latek obsahujicich neparovy
elektron. Mezi tyto latky patii napi. volné radikaly a Siroka fada koordina¢nich molekul
obsahujicich pfechodové prvky s neliplné obsazenymi d-orbitaly [47], [48].

2.5.2.1 Princip EPR

Metoda je zaloZena na interakci elektromagnetického vinéni v oblasti mikrovin (10'° Hz)
nebo kratkych radiovych vin (10® Hz) s elektrony méfené latky. M&fena latka je pfitom
umisténa v silném magnetickém poli. Pfi interakci s latkou zplisobi absorbovana energie
prechody nenulovych magnetickych momenti na vyssi energetické stavy, ¢ehoz lze vyuzit
pro kvalitativni 1 kvantitativni popis méfené latky. Zakladnim ptedpokladem je existence
nenulového elektronového magnetického momentu a vystaveni zkoumané latky dostatecné
intenzivnimu homogennimu magnetickému poli [49]. Metodu EPR nemuZeme pouzit
u veétsiny latek, protoze obsahuji sparované elektrony, které nemaji magneticky moment.
Mizeme ji vSak vyuZit na zkoumani volnych radikalti (napf. hydroxylové, superoxidové,
nitroxidové radikaly), paramagnetickych iontti pfechodnych kovii a excitovanych stavi
(molekuly s vybuzenym elektronem) [50], [51].

Elektron ma dva spinové kvantové stavy, a tim dvé mozZné orientace V magnetickém poli.
Rezonance mezi témito dvéma stavy miize byt indukovéna aplikaci elektromagnetického pole
o dané frekvenci [50]. Pocet moznych orientaci spinu SV magnetickém poli muizeme
vSeobecné vyjadiit pomoci magnetického spinového kvantového Cisla

Mg =2s+1 (6)

Energeticky stav elektronu s hodnotou Mg =1/2 je oznafovan jako stav o, hodnota

Mg =-1/2 je oznaovéana jako stav B [47]. V magnetickém poli dochazi k rozstépeni

existujici energetické hladiny na dvé€ hladiny s odliSnou energii. Energetické hladiny, které
timto Stépenim vznikly, se nazyvaji Zeemanovy hladiny, rozStépeni pivodni hladiny se
oznacuje jako Zeemanovo $tépeni [48].

24



EQM=12)=g B2

0 A:E:gr ﬂ'fB :'=]'w[l

E(M=-1/2=¢gp, B2

-I'—B,:'] - B 3=

Obrazek 9. Schéma :zavislosti vzdalenosti mezi Zeemanovymi hladinami od indukce
magnetického pole B. S rostouci hodnotou indukce magnetického pole se vzddilenost mezi
Zeemanovymi hladinami zvysuje [47]

Pokud je magnetické pole orientovano ve sméru osy z, potom slozka indukce magnetického
pole je

Hz:’Ye'h'Ms:_ge'Be'Ms (7)

je

S

kde vy, je gyromagneticky pomér elektronu, h je 21,h26,62608-1034.]-s, M
T

magnetické spinové ¢islo, g, je g-faktor volného elektronu (ge =2,00231930486), B.je
e-h

Bohriiv magneton, B, = =9,2740154-1024J- T,

Se zohlednénim ptedchozich tvah plati pro energii elektronu v magnetickém poli
E=—n,B=g.-p.-M,-B (8)
Dosazenim piipustnych hodnot pro M, ==£1/2 je mozné zrovnice (8) ziskat vztah
popisujici vzdalenost obou Zeemanovych hladin
AE=h-v=—n,B=g, B, B, 9)
kde B, je indukce statického magnetického pole a v je frekvence zdroje zafeni, pii které se

pozoruje piechod elektronu mezi energetickymi hladinami. Tato rovnice je zaroven rovnici
rezonan¢ni podminky v EPR spektroskopii, ktera muze byt v ERP spektroskopii splnéna
dvéma zplsoby [47], [52]. Bud’ se méfi pii konstantni frekvenci v, , pfi které se plynule méni
indukce magnetického pole B az do dosazeni rezonance, nebo se pfi konstantni hodnoté
indukce magnetického pole méni frekvence. Druhého zplsobu vyuZiva pulzni EPR
spektroskopie. Pro hodnoty indukce magnetického pole okolo 0,35 T je rezonan¢ni podminka
splnéna pfiblizné pii frekvenci v =9,5 GHz,tedy v mikrovinné oblasti pti vinové délce 3 cm
pro X-pasmové spektrometry [48].

EPR spektroskopii délime na nékolik pasem, a to v zavislosti na frekvenci, s jakou
spektrometr pracuje. Pro lepsi identifikaci vzorkli vyuzivime kombinaci vice pasem —
dostaneme tak piesnéjsi informace o struktufe vzorki. Prehled pasem a odpovidajici
frekvence jsou uvedeny v Tabulce 2 [47].
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Tabulka 2. Prehlede pasem a frekvenci EPR spektrometrii
Pasmo Frekvence [GHZ]
1
3
9-10
24
34
94

SO XX |»|r

2.5.2.2 Charakteristiky spinovych systémi — g-faktor

Ve vzorku muze existovat krom¢ vnéjStho magnetického pole o urcité indukci i lokalni
magnetické pole. Lokalni magnetickd pole mohou byt bud’ vlastni (nezavisld na velikosti
vnéjSiho magnetického pole) nebo indukované vnéjsim magnetickym polem (jsou zavisla na
jeho velikosti). Celkové efektivni magnetické pole ziskdme vektorovym souctem téchto dvou
poli

— —

Beff = Bext + BIoc (10)
Pro latky, u kterych se lokalni magnetické pole v latce indikuje, plati
B,, =B.(1—c)=(i]-8 (11)
9e

Vztah (1—6):(iJ je obdobou stinici konstanty, ktera se bézné¢ vyuziva v NMR
e

spektroskopii. Parametr g ptedstavuje tzv. efektivni Zeemanlv g-faktor. Pomoci EPR
spektroskopie miizeme méfit paramagnetické latky — kazda z téchto latek ma vlastni hodnotu
g-faktoru, kterd slouzi k charakterizaci polohy signalu. Schopnost vné¢jSiho pole Bex
indukovat ve zkoumaném vzorku (v radikdlu nebo komplexu) lokalni magnetické pole se
projevi odchylenim g od g [47]. Studiem g-faktoru Ize ziskat nékteré informace o elektronové
struktufe studovaného radikalu nebo komplexu [52]. U anizotropnich systémi zvazujeme
zavislost hodnoty g-faktoru na orientaci latky v magnetickém poli. U systému s izotropnimi
vlastnostmi (roztoky s nizkou viskozitou) je hodnota g-faktoru nezavisla na orientaci vzorku
v magnetickém poli a oznacuje se jako efektivni g-faktor. G-faktor v téchto systémech je
identicky se stiedem spektra [48].

2.5.2.3 Hyperjemné Stépeni EPR spekter

Vyznamnou vlastnosti EPR spektra je jejich hyperjemna struktura, kterd pifedstavuje
rozStépeni jednotlivych rezonancnich €as na slozky. Zdrojem hyperjemné struktury je
magnetickd interakce mezi elektronem a magnetickym dipélovym momentem jader
v radikalech nebo komplexech [53]. Neparovy elektron muze interagovat s magnetickymi
dipolovymi momenty ve svém okoli, a to dvéma zplsoby. Bud dochazi k dip6l-dipdlové
interakci, nebo k Fermiho kontaktni interakci. Velikost a charakter dip6l-dipolové interakce
zavisi na orientaci elektronu vzhledem k vnéj§imu magnetickému poli, je pozorovéno jen
u radikall, zachycenych v tuhych latkach a zanikd s moZnosti volného pohybu radikali.
Vyskytuje se u latek, jejichz elektrony se nachazi v orbitalu p. Fermiho kontaktni interakce je
charakteristicka pro latky, jejichz elektrony se nachazeji v orbitalu s — elektronova hustota je
okolo jadra rozlozena sféricky. Tato interakce je magnetické povahy, jeji velikost nezavisi na
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orientaci radikalu v magnetickém poli. Mize se projevovat i u voln¢ pohyblivych ¢astic, ale
pouze za piedpokladu, ze ¢ast jejich elektronové hustoty se nachazi v orbitalu s [48].
Kazdé jadro je zdrojem magnetického pole. V zavislosti na orientaci jaderného spinu se
zesiluje (zvysuje) nebo zeslabuje (snizuje) lokalni magnetické pole
B,. =B, +a-m, (12)

kde o je konstanta hyperjemné interakce (Stépici konstanta), m, je magnetické jaderné

loc

kvantové ¢islo (I, I-1,...-1) a B, je indukce magnetického pole, pii kterém je splnéna
rezonan¢ni podminka. Obecné plati, ze pfitomnost n chemicky ekvivalentnich jader se spinem
I zptsobi $tépeni vSech ¢ar v EPR spektru na (2-n-1+1) rezonan¢nich ¢ar. Velikost $tépici
konstanty a je zavisla na rozlozeni elektronové hustoty v blizkosti interagujicich jader. Na
spolehlivé identifikaci radikald v systému se podili pocet rezonan¢nich ¢ar v EPR spektru,
hodnoty Stépicich konstant, poloha spektra, ktera je charakterizovana hodnotou indukce
magnetického pole B a hodnota g-faktoru. Plocha EPR spektra urcuje koncentraci, resp.
mnozstvi radikali ptitomnych ve vzorku. Pokud se neméni Sitka spektralni ¢ary, je intenzita
EPR signalu timérna koncentraci radikalt v systému [47].

2524 Spinové lapace

Spinové lapae jsou slouceniny na bazi pyrolinoxidii nebo nitronil, které transformuji
reaktivni kyslikaté a organické radikaly s kratkou dobou Zivota na déle zijici nitroxylové
radikdly. Z diamagnetickych sloucenin se tak stdvaji slouceniny paramagnetické.
Charakterizaci zachyceného radikalu umoznuje analyza hodnot $tépicich konstant a g-faktor

[47].
2.5.25 Spinové znac¢ky

Spinové znacky muzeme definovat jako stabilni radikaly, které se zamérné ptidavaji do
reakéniho systému. UmozZiluji napi. sledovani kinetiky radikdlovych reakci a urceni
kvalitativnich 1 kvantitativnich parametrii reakéniho systému. Volba spinové znacky zavisi na
vlastnostech reak¢niho systému a charakteru prostredi. BéZné€ se vyuZzivaji derivaty kyseliny
stearové, derivaty 3-karbamoyl-2,2,5,5,-tetrametylpyrolidin-N-oxyl (PROXYL) nebo derivaty
spinové znacky 2,2,6,6-tetrametylpiperidinyl-N-oxyl (TEMPO) [47].

Stabilni volny radikal 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH) je jednim =z nejéastéji
pouzivanych dostateéné stabilnich volnych radikali v EPR experimentech. Jeho roztoky jsou
vSak znacné fotosenzitivni a podléhaji proton-vyménnym reakcim, pii kterych se z piivodné
paramagnetické slouceniny pfeménuje na diamagneticky pikrylhydrazin [47].

25.2.6 Pouziti EPR

EPR spektroskopie miiZze byt vyuzita na vSechny vzorky, které obsahuji paramagneticky
elektron. To zahrnuje celou fadu vzorkii od zdkladnich organickych a anorganickych
sloucenin az po slozit¢ biomolekuly, jako jsou napf. proteiny. Spektra pouzivame
k identifikaci molekul ve vzorcich. EPR spektroskopie je velice citliva a specificka metoda,
ktera se vyuZziva napf. pro zjisténi, jak se substraty vazou na kofaktory obsahujici kovy. Déle
je vyuzivana ke sledovani volnych radikald, které wvznikaji pii  chemickych,
elektrochemickych nebo fotochemickych reakcich. EPR spektroskopie se prosazuje i pfi
urcovani zmeén v biologickych materialech a pti sledovani molekul adsorbovanych na povrchu
aktivnich latek [49].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych pristroji a chemikalii

3.1.1 Pristroje

e UV = VIS spektrofotometr Helios y (Unicam, UK)

e EPR spektrometr Magnettech (SRN)

e analytické vahy (Boeco, SRN)

e homogenizator IKA T188, Ika-Werke GmbH (SRN)

3.1.2 Chemikalie

3121 Standardni chemikalie

e Trolox 97%, ((+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina),
C14H1804, Sigma-Aldrich, RUS

e ABTS 98%, (diamonna sul 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazolin)-6-sulfonové
kyseliny) C1gH1sN4O6S4, Sigma-Aldrich, CAN

e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), C1sH12Ns0g, Sigma Aldrich, SRN

3.1.2.2 Ostatni chemikalie

e Peroxodisiran draselny K,S,0g, Lach-Ner, s.r.o., CR
e Methanol CH,O, Sigma-Aldrich, SRN

3.1.3 Pracovni pomicky

e mikropipeta Finnpipette, Thermo labsystems (objem 0,1-1,0 ml) a pfislusné Spi¢ky

e mikropipeta Finnpipette F1, Thermo scientific (objem 0,5-5,0 ml) a piislusné $picky

e filtra¢ni aparatura S Biichnerovou nalevkou a membranovou vyvévou — filtrani papir
Filtrapak No. 390

e Kkyveta pro EPR, Magnettech (SRN)

e stojan na zkumavky

e odmérné a bézné laboratorni sklo

3.1.4 Piiprava roztoki

Vsechny nize uvedené roztoky byly pro kazdé méfeni pfipravovany cerstvé. Ptiprava
roztokti vychazela z vysledki publikovanych praci [54], [55]. Chemikalie Trolox, ABTS a
DPPH byly mezi méfenimi uskladnény v lednici.

Trolox
800 uM roztok standardu byl pfipraven rozpusténim 0,020 0 g Troloxu v methanolu a
doplnénim na 100,0 ml.
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ABTS
7,4 mM roztok byl piipraven rozpusténim 0,038 1 g ABTS v destilované vodé a doplnénim
na 10,0 ml.

Peroxidisiran draselny
2,6 mM roztok byl pfipraven rozpusténim 0,070 3 g KjyS;0g V destilované vodé a
doplnénim na 100,0 ml.

DPPH
0,024 0 g DPPH bylo rozpusténo v methanolu a doplnéno na 100,0 ml, ¢imz byla ziskéna
koncentrace 6,1 pM.

3.2 Vzorky — rostlinny material

Metodami ABTS a DPPH byly spektrofotometricky prométeny vzorky Cervenych a bilych
angresti a Cervenych a bilych rybizi. Odridy cernych rybizG byly proméfeny pomoci
elektronové paramagnetické rezonance. U této techniky nerusi zbarveni rybizli a nasledné
jejich extrakti, jako je tomu u spektrofotometrickych metod.

Zmrazené vzorky byly poskytnuty vyzkumnym a Slechtitelskym tstavem ovocnaiskym
Holovousy, s. r. 0. v ramci projektu QI111A141 — Vyzkum novych technologii v péstovani
angrestu a rybizu se zaméfenim na kvalitu a vyuziti plodd (Ministerstvo zemédélstvi CR).
Vsechny kultivary rybizti a angresti byly péstovany v Ceské republice v sadech
vybudovanych na podzim roku 2008 (50° 22' 29" severni Sitky, 15° 34' 38" vychodni délky,
321 m.n.m.). V sadech se na kamenném a hlinitém podlozi nachazi tézka hlinita a jilovita
puda. Primérnd roc¢ni teplota lokality je 8,14 °C. Primérné mnoZstvi ro¢nich srazek cini
Vv dané lokalit¢ 655 mm a primérné mnozstvi srazek béhem vegetacniho obdobi je 379 mm.
Béhem kultivace nebyly pouzity zddné pesticidy. Plody ovoce byly sklizeny v plné zralosti a
pred analyzou uchovavany pii —18 °C.

Zkoumané odridy cervenych angrestd byly Alan, Hinnonmaki Rot, Karat, Karmen,
Krasnoslawjankij, Remarka, Rolonda a Pax. Z bilych angresti byly zkoumany odridy Darek,
Invicta, Mucurines, Reflamba, Rixanta a Rodnik.

Z Cervenych odrud rybizii byly do této prace zahrnuty odridy Detvan, Jesan, Junnifer,
Kozolupsky rany, Losan, NSLS, Rovada, Rubigo, Stansa, Tatran, J. V. Tets a Ronda; z bilych
rybizii odridy Blanka, Jantar, Olin, Orion, Primus a Viktoria a z ¢ernych rybizti odrudy
Ceres, Lota, Ruben, Ometa, Fokus, Démon, Triton a Moravia.

3.2.1 Piiprava vzorki

Metodika piipravy extraktu byla pfevzata z literatury a byla drobné modifikovana
[56],[57]. 5 g ovoce bylo 20 vtefin homogenizovano v 50 ml methanolu pomoci
homogenizatoru. Vznikla smés byla ponechéna 24 hodin pfi laboratorni teploté. Obsah byl
prefiltrovan pomoci membranové vyvévy a Biichnerovy nalevky pies filtra¢ni papir Filtrapak
No. 390. Extrakty byly na kazdé méfeni pouzity Cerstvé, popt. byly skladovany pti 4 °C [58].
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3.3 Pracovni postupy pri provadéni jednotlivych metod
3.3.1 Metoda TEAC (metoda pouzivajici ABTS)

3.3.11 Stanoveni Kinetiky reakce

Zésobni roztok ABTS* byl piipraven smichanim 7,4 mM roztoku ABTS™ a 2,6 mM

roztoku K;S;0g v poméru 1 :1 (5,0 ml roztoku ABTS * a 5,0 ml roztoku K2S,0g). Zéasobni
roztok byl ponechan reagovat 12 h ve tmé pfi pokojové teploté. Vlastni pracovni roztok byl
ziskan smichanim 2,0 ml roztoku ABTS ™ s 60,0 ml methanolu [54].

Pro stanoveni kinetiky reakce byl vybran standardni roztok Troloxu o koncentraci
400 umol/l, ktery byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 800 pmol/l.
2 850 ul pracovniho roztoku ABTS ™ bylo smichano se 150 ul Troloxu. Absorbance byla
méfena pii 734 nm proti blanku (methanolu), a to prvnich 30 minut v 10minutovych
intervalech a dale pak v 15minutovych intervalech, celkem byla méfena 140 minut. Mezi
mefenimi byla zkumavka se vzorkem ponechéana ve tmé pii pokojové teploté.

3.3.1.2 Stanoveni kalibra¢ni krivky

Pracovni roztok byl pfipraven stejné jako v ptipad¢ stanoveni kinetiky reakce ABTS.

Pro naméfeni a sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zakladni standardni roztok Troloxu
o koncentraci 800 umol/l. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada Troloxu
se vzrustajici koncentraci v jednotlivych vzorcich: 100, 200, 300, 400, 500, 600 pmol/I
V tomto rozmezi je kalibracni zavislost linedrni. Ke 2 850 pul pracovniho roztoku ABTS ™
bylo pfiddno vzdy 150 pl roztoku Troloxu urcité koncentrace. Takto ptfipravené kalibracni
roztoky byly promichany a ponechany 2 h ve tm¢ pfi laboratorni teploté. Po 2 h byla zméfena
absorbance pii 734 nm proti blanku (methanolu) [54].

3.3.2 Metoda DPPH

3.3.21 Stanoveni Kinetiky reakce

Zasobni roztok byl pripraven rozpusténim 0,024 0 g DPPH v methanolu a doplnénim na
100,0 ml. Pracovni roztok byl ziskan smichanim 10,0 ml roztoku DPPH s 45,0 ml methanolu
[54].

Pro stanoveni kinetiky reakce byl vybran standardni roztok Troloxu o koncentraci
400 umol/l. 2 850 ul pracovniho roztoku DPPH bylo smichano se 150 ul Troloxu.
Absorbance byla méfena pfi 515 nm proti blanku (methanolu), a to prvnich 40 minut
v 10minutovych intervalech, dalsich 80 minut v 20minutovych intervalech a poté kazdou
hodinu po dobu 5 hodin. Dalsi méfeni byla provedena po 24 a po 29 hodinach od zacatku
meéfeni. Celkem tedy byla kinetika reakce méfena po dobu 29 hodin. Mezi méfenimi byla
zkumavka se vzorkem ponechdna ve tmé pii pokojové teplote.
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3.3.2.2 Stanoveni kalibra¢ni krivky

Pracovni roztok DPPH byl pfipraven stejné, jako pii stanoveni kinetiky reakce.

Pro naméfeni a sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zakladni standardni roztok Troloxu o
koncentraci 800 umol/l. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada se vzrustajici
koncentraci Vv jednotlivych vzorcich: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 pmol/l. V tomto
rozmezi je kalibracni zavislost linedrni.

Ke 2 850 ul pracovniho roztoku DPPH bylo pfidano 150 pl roztoku Troloxu urcitych
koncentraci. Kalibra¢ni roztoky byly ponechiany 24h ve tmé pii laboratorni teploté.
Absorbance byla zmétena pii 515 nm proti blanku (methanol) [54].

3.3.3 Méreni vzorki c¢ervenych a bilych angresti a cervenych a bilych rybizi

metodami ABTS a DPPH

Pracovni roztoky jednotlivych metod byly pfipraveny stejné jako v pfipad¢ stanoveni
kalibracni kiivky i stanoveni kinetiky reakce. Ke 2 850 ul pracovniho roztoku bylo ptidano
150 ul podle potieby ziedéného extraktu ovoce. Redéni bylo uréeno experimentalné a v ramci
skupin jednotlivych druht ovoce bylo shodné. VVzorek byl ponechan ve tmé pii laboratorni
teploté. Pro metodu ABTS byla absorbance zméiena po 2 hodinach pii 734 nm a pro metodu
DPPH po 24 hodinach pti 515 nm proti blanku.

Jako blank byla u obou metod pouzita smés 2 850 pl methanolu a 150 pl odpovidajiciho
nafedéného extraktu ovoce. Z kazdého extraktu odridy ovoce byly zméfeny tii paralelni
vzorky.

3.3.4 Vyhodnoceni celkové antioxida¢ni aktivity Cervenych a bilych angresti a

¢ervenych a bilych rybizii metodami ABTS a DPPH

Pomoci metod ABTS a DPPH byla prométfena celkova antioxida¢ni aktivita Cervenych a
bilych angresti a Cervenych a bilych rybizi. Kazdd odrida téchto druhii ovoce byla
prométena ttikrat. Koncentrace antioxidantli ve vzorcich byla vypoctena z primérné hodnoty
absorbance vzorku zmétené na UV/VIS spektrofotometru, zfed'ovaciho faktoru a z rovnice
kalibra¢ni kiivky pro danou metodu. Antioxidacni aktivita byla vyjaddiena jako ekvivalent
Troloxu (TE).

3.3.5 EPR experimenty

3351 Charakterizace pouzitych reakénich systémi

Extrakty cernych rybizii byly pfipraveny stejné jako pro méteni metodami ABTS a DPPH
pomoci UV/VIS spektrofotometru. Extrakty byly pro méfeni pomoci elektronové
paramagnetické rezonance 10x zfedény methanolem z divodu odezvy systému. Z kazdého
extraktu byly provedeny tfi méfeni, Z nichz byl vypocten primér a vypocitany vysledné
koncentrace antioxidanti ve vzorcich.

DPPH

K 500 ul 10x zfedéného extraktu ovoce bylo piidano 1 000 ul roztoku DPPH v methanolu

o koncentraci Cpppy =6,1umol-dm™. Takto pfipraveny reakéni systém byl promichan
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dusikem a umistén do kyvety. V piipadé referencniho systému byl do reakéni smési ptidan
misto extraktu ovoce pfislusSny objem ¢istého methanolu.

ABTS*
Byl pouzit Cerstv€  pfipraveny zasobni  roztok ABTS™® 0o  koncentraci
Copre = 14 mmol-dm3, ktery byl 10x ziedén methanolem na vyslednou pouZivanou

. _ -3 , , °y v ey . .
koncentraci ¢ ... =0,74 mmol-dm™. Zasobni roztok ABTS " byl piipraven stejn¢ jako pfi

metodé TEAC. Ke 200 ul 10x zfedéného extraktu ovoce bylo pfidano 1 000 pl roztoku
ABTS™ v methanolu. Takto piipraveny reakéni systém byl promichan dusikem a umistén do

kyvety. V ptipad¢ referencniho systému byl do reakéni smési pfidan misto extraktu ovoce
prislusny objem cCistého methanolu.

3.35.2 Podminky EPR méreni

Vsechna meéfeni se uskutecnila v kiemenné ploché kyveté vhodné pro EPR méfeni
polarnich roztokl. Kyveta byla opatfena injekéni stfikackou o objemu 2 ml pro ulehceni
plnéni méfenym roztokem. Pii méfeni vSech vzorkli byla pouzita stejna kyveta a vzdy byla
vkladana do dutiny EPR spektrometru stejnym zpusobem, aby byla zajisténa
reprodukovatelnost méteni. Nastaveni a odezva spektrometru byla vzdy pfed méfenim
kontrolovana opakovanym métenim referen¢niho roztoku DPPH a ABTS™.

Kyveta byla umisténa do dutiny ERP spektrometru a po nastaveni parametri méfeni se
pfesné v Case 2 min po ptidavku volného radikélu do systému sledoval ¢asovy vyvoj 10 EPR
spekter béhem 30 minut. Po dobu 30 min byla proméfena i stabilita samotnych volnych
radikali. DPPH a ABTS'. Kazdé EPR spektrum pifedstavuje akumulaci (primér)
10 individualnich scand.

Parametry EPR spektrometru

- stfed magnetického pole — central field (CF): 3358 mT
- Sitka pole — sweep width (SW): 15mT
- modulac¢ni amplituda (Modulation Amplitude): 0,5mT
- zesileni/citlivost (Reciever Gain): G=2810"
- vykon/zeslabeni mikrovinného zdroje (MW attenuation/Attenuation):  6mW/10dB
- délka 1 scanu (Sweep time): 524s
- Casovy rozdil mezi spektry: At=3 min
- ¢as méfeni jednoho spektra: 12s
- pocet snimanych spekter: 10
3.35.3 Zpracovani namérenych udaji

Pro kazdy vzorek byly provedeny 3 identické experimenty pro oba zvolené experimentalni
systémy. Namé&fena spektra byla zpracovana programem KinetikD (Magnettech, Berlin).
Numericka data ziskand zprib¢hu kinetickych kiivek byla exportovana do Excelu
(Microsoft, 2007) a nasledné zpracovana. Koncentrace antioxidantd ve vzorcich byla
vyjadiena pomoci parametri TEACagts @ TEACpppu. Pro vypocet byly vyuzity relativni

poklesy koncentraci volnych radikalti v ¢ase t = 23 min po piidani ABTS " do systému proti
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jejich koncentraci v referenénim systému, které maji hodnotu 1. Hodnoty TEACagts byly
vypocteny podle vztahu:
(CO(ABTS'*) - Ct(ABTs”))' V perss '

CirroLox) = Vv

vzorku

v-Z (13)

kde c ct(

. je koncentrace ABTS ™ véase t=0,resp. ve zvoleném <&ase

o(aBTS™ )
t=23min, V,_ . je objem ABTS™ pridaného do systému, V,,.n.Je objem vzorku
pfidaného do systému, v je stechiometricky koeficient reakce ABTS a Trolox (v tomto
piipadé v=1/2) a Z je faktor zfedéni vzorku.
Hodnoty TEACpppH byly vypocteny podle vztahu:
Co(DPPH) _Ct(DPPH))'VDPPH
CirroLox) = v )

vzorku

v-Z (14)

kde Cy(opprys Cioper) J€ kONCENtrace DPPH v Case t =0, resp. ve zvoleném case t =23 min ,

Vpepy j€ objem DPPH piidaného do systému, V,, ..je objem vzorku pfidané¢ho do systému,
v je stechiometricky koeficient reakce DPPH a Trolox (v tomto piipadé v=1/2) a Z je faktor
zfedéni vzorku.

3.4 Statistické hodnoceni

Vsechna stanoveni vzorkii byla opakovana 3krat. Pro statistické hodnoceni byl vyuzit
program Microsoft Excel, XLSTAT (statisticky software MS Excel) a STATISTICA
(StatSoft).

Vysledky opakovanych méfeni jsou v disledku nahodilych chyb rozmistény v okoli
nejpravdépodobngéjsi stiedni hodnoty. Odhadem stiedni hodnoty je aritmeticky primér X
(rovnice 15),

X :%Zn:xi (15)

kde n je poCet analyz a x; (pro i =1, 2, 3...n) jsou jednotlivé namétené hodnoty [59].
Ze ziskanych vysledki byly odstranény odlehlé vysledky provedenim Dean-Dixonova testu
(rovnice 16),

Q=22 (16)

kde vypoétenou veli¢inu Q; porovnavame s Kritickou hodnotou Q. Pro hladinu vyznamnosti
a =0,05 je Qa=0,941. Je-li Q1 > Q,, vysledek je odlehly [59].

Rozdil hodnoty vysledku a primémé hodnoty stfedni hodnoty vyjadiuje smérodatna
odchylka s, ktera vraci miru rozptylenosti od métitka pavodnich dat (rovnice 17),

_ LSk _xy 17
S_\/n—lz(xi X) (17)

i=1

kde n je pocet analyz, X; (pro i=1, 2, 3...n) jsou jednotlivé naméfené hodnoty a X je
aritmeticky prumeér [59].
Interval spolehlivosti (a,b) je odhadem parametru @ rozdéleni ndhodné velic¢iny X
takovym, Ze plati vztah
Pla<d<b)=1-«, (18)
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kde o e (O, 1), pricemz nabyva hodnot 0,01; 0,05 nebo 0,10; a je dolni mez spolehlivost a b je
horni mez spolehlivosti. Interval (a, b) se nazyva 100-(1—a)% oboustranny interval
spolehlivosti [59].

Pro urceni, jestli jednotlivé odrtidy daného ovoce vykazuji vyznacné jinou aktivitu, byl
pouzit Tukeyho test. Tukeyho metoda mnohonasobného porovnavani se pouziva v ptipadé
vyvéazeného tfidéni, tedy pokud n, =---=n, =n, kde n je pocet pozorovani. Z hlediska sily
testu a ptipadné robustnosti k poruseni piedpokladi analyzy rozptylu je u tohoto testu
doporucen stejny pocet pozorovani. Testujeme nulovou hypotézu H, @z = u;, oproti
alternativni hypotéze H, g # 4, tj. nulovd hypotéza tvrdi, Ze stiedni hodnoty
porovnavanych skupin i a j se neli$i. Testové kritérium ma tvar

/}i_l[lj
Q=" (19)

kde smérodatna odchylka S, je pro shodné poéty pozorovani n ve skupinach i a j tvaru

SE
S, :W,n(N——l) (20)

a testové kritérium Q se porovna s tabelovanou kritickou hodnotou g, (I, N —1), ktera se

*

nazyva studentizované rozpéti. Studentizované rozpéti je nahodna veli¢ina Q =—, kde
S

R=max X, —min X, je rozpéti nahodného vybéru z rozdéleni N(,u,az) a s° je odhad
rozptylu o*. Pak P{Q>q(I,N —1)} = & [60].

V ramci srovnavani jednotlivych skupin ovoce byly provedeny dvé analyzy — Brown-
-Forsythetiv test shody rozptyll a t-test pro nezavislé proménné. V piipade, ze mame
k nahodnych vybéri Xil,XiZ,,....Xin,i=1, 2,..., k, fidicich se normalnimi rozloZenimi

N (,ui o7 ), n, 22,i=12,..,k, na porovnani jejich rozptyli pouzijeme Brown-Forsythetv

test. Testujeme nulovou hypotézu H, : 0, =0, =--=0,.
Zaved’'me:
Zy =[x - X, (21)
k
n=>n, (22)
i-1
~ 1 QO
X, = Z;, (23)
i j=l
~ 1 &Ko
X, ==>>7,, (24)
Nz =
k 0 - 2
SZE :Z (Zij _XZi) ) (25)
i=1 j=1
K ~ ~ 2
SZA:Zni<XZi_XZ) , (26)

kde X . je median i-té skupiny. Testova statistika Brown-Forsytheova testu ma tvar:
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F, =K1 27)

n—k
Hypotézu o shod¢ rozptyli zamitdme na hladin€ statistické vyznamnosti o, pokud
F, >F_, (k-1 n-k)[59].

Dvouvybérovy neparovy t-test je test vyznamnosti rozdilu dvou primérti nezavislych
vzorkll. Pouziva se pro ovéteni hypotézy, jestli zjistény rozdil primért vzorku je nebo neni na
hladin€¢ vyznamnosti statisticky vyznamny. Testuje nulovou hypotézu H, : gz —u, =d,.
Pomoci Brown-Forsytheova testu byla prokdzana shodnost rozptyll a tedy vyuziti nasledujici
testové statistiky:

(28)

(X, -X,)-d, .\/m-n-(m+n—2)
Jo-Dsiem-nsz V. men
kde X jsou vybérové priméry, S* vybérové rozptyly, d, testovany rozdil sttednich hodnost
am, n rozsahy soubort. Existuje nékolik moznosti — alternativni hypotéza H, : 2, — 1, #d,:
pokud je vypoctena hodnota |T| vys$si nez t, (n + m—2), pak nulovou hypotézu zamitame a
tvrdime, Ze rozdil je statisticky vyznamny. Alternativni hypotéza H, @z, —u, <d,: pokud je
vypoétena hodnota T niZsi nez —t,, (n+m—2), pak nulovou hypotézu zamitame. Alternativni
hypotéza H, @, —p, >d,: pokud je vypoctend hodnota T vy$§i neZ tzp(n+m—2), pak
nulovou hypotézu zamitame. Pokud je hodnota p nizsi nez zvolena hladina vyznamnosti, pak
nulovou hypotézu zamitame a piijimame alternativni hypotézu [61].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Metody ABTS a DPPH

4.1.1 Kinetika reakci

Pievzaty postup z publikované literatury [54] uvadi pro kazdou metodu uréité Casy, po
jejichZ uplynuti se méi absorbance vzorku (popf. standardu Troloxu). Ugelem méfeni
kinetiky reakce bylo ovéfeni, jestli se v daném experimentu nadale méni absorbance i po
uplynuti uvedeného cCasu, nebo jestli absorbance ziistdva konstantni. Vysledné zmény
absorbanci jsou zobrazeny pro metodu ABTS (graf 1) a DPPH (graf 2). U obou metod
muzeme pozorovat pokles absorbance, ktery se ustalil na konstantni hodnoté, z ¢ehoz
predpokladame ustaleni vlastni radikalové reakce.
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Graf 1. Stanoveni kinetiky reakce ABTS
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Graf 2. Stanoveni kinetiky reakce DPPH

4.1.2 Kalibra¢ni krivky

Dle postupti popsanych v kapitole 3.3.1.2 a 3.3.2.2 byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti.
Sestrojeni kalibra¢nich kiivek pro metody ABTS a DPPH bylo provedeno nékolikrat a
v rizné dny, abychom dokazali reprodukovatelnost méfeni. Kalibrani zavislost se ménila
minimalné. Rozdily v jednotlivych méfenich jsou zobrazeny pomoci chybovych tsecek na
zaklad¢ intervall spolehlivosti.

Z grafii mizeme vycist, ze kalibracni zévislost metod ABTS a DPPH méla velice podobny
prub¢h (graf 3, graf 4). Po smichani pracovniho roztoku a Troloxu dochazelo u metod ABTS
a DPPH ke snizZeni intenzity zabarveni pfimou reakci latky se stabilnimi radikaly. Latka se
v tomto ptipadé chovala jako donor protont, ¢imz dochazelo k zaniku radikalt a k jejich
odbarveni. ABTS™ byl tmavé modro-zeleny, po odbarveni byl svétle zeleny az ¢iry. DPPH
byl fialovy, po odbarveni piechazel na svétle fialovou az svétle zlutou. Platilo tedy, Ze ¢im
koncentrovanéjsi roztok Troloxu byl pfidan K pracovnimu roztoku, tim vice se roztok ABTS
nebo DPPH odbarvil.
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Graf 3. Kalibracni krivka metody ABTS
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Graf 4. Kalibracni krivka metody DPPH
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4.1.3 Celkova antioxidacni aktivita ¢ervenych a bilych angresti namérena metodami

ABTS a DPPH

Podle Dean-Dixonova testu neobsahovaly naméfené absorbance v ptipadé¢ metod ABTS
i DPPH zadné odlehlé hodnoty (n =3, a = 0,05). Kazda reakéni smés reaguje s obsazenymi
antioxidanty riznymi mechanismy — ptesnéj$i by méla byt metoda ABTS, kde ¢inidlo reaguje
se vSemi latkami vykazujicimi antioxidaéni aktivitu [55]. Vysledky ziskané metodou DPPH
by mély byt na zakladé¢ podobného principu s metodou ABTS srovnatelné. Rozdily ve
stanovené celkové antioxidac¢ni aktivit¢ mohly byt zpisobeny tim, Ze radikal DPPH byl hned
po namichani ptipraven k pouziti a reagoval se vzorkem po dobu 24 h, kdezto ABTS™ musel
byt pied pouzitim generovan (po dobu 12 hodin) a reagoval se vzorkem 2 h.

Konkrétni vysledky celkové antioxidaéni aktivity pro jednotlivé odriidy riznych druht
angreSti jsou uvedeny v nasledujicich grafech (graf5 a 6). Hodnoty celkové antioxidacni
aktivity jsou zobrazeny jako praméry (n=3). Naméfena data byla zpracovana pomoci
Tukeyho testu, ktery na zdkladé provedené analyzy rozptylu urcil vzajemnou podobnost
naméfenych prumérnych hodnot celkové antioxidacni aktivity jednotlivych odrid. Hodnoty
s rozdilnymi pismennymi indexy (graf 5 a 6) byly na dané hlading statistické vyznamnosti
(o = 0,05) vyznamné odlisné (p < 0,05).
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Graf 5. Celkova antioxidacni aktivita odrud cervenych angrestii

Z cervenych angrestd vykazovaly nejvétsi celkové antioxidaéni aktivity odridy Alan,
Karmen a Pax (graf 5). Hodnoty celkové antioxidac¢ni aktivity byly 1,6 mM TE metodou
ABTS a 1,9 mM TE metodou DPPH pro odridu Alan; 1,4 mM TE metodou ABTS a
1,6 mM TE metodou DPPH pro odradu Karmen a 1,5 mM TE metodou ABTS a 1,6 mM TE
metodou DPPH pro odrtidu Pax.

Na zaklad¢ Tukeyho testu bylo zjisténo, Ze se na dané hladin¢ statistick¢é vyznamnosti
a = 0,05 celkova antioxidacni aktivita odrid ¢ervenych angresti vyznamné lisila (p < 0,05).
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Nejvyraznéjsi vzajemné rozdily v pripadé metod ABTS i DPPH vykazovaly odrudy Alan
(skupina E pro metodu ABTS a skupina F pro metodu DPPH) a Remarka (skupina A pro obé
metody).
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Graf 6. Celkova antioxidacni aktivita odrid bilych angrestii

Z hlediska celkové antioxidacni aktivity z bilych angrest se jako nejvyznamnéjsi ukazala
byt odrida Invicta (graf 6). Jeji hodnota dosahovala 0,9 mM TE pro metodu ABTS a 1,1 mM
TE pro metodu DPPH.

Tukeyho test ur€il vyznamné odliSnosti celkové antioxidacni aktivity nékterych odrid
bilych angresti (p < 0,05) na hlading statistické vyznamnosti a = 0,05. Rozdil v celkové
antioxidac¢ni aktivit¢ odrid Reflamba, Rixanta a Rodnik zméfené metodou ABTS byl
statisticky nevyznamny. V pfipadé¢ metody ABTS vykazovaly nejvyznamnéjsi vzajemné
rozdily odrudy Invicta (skupina D dle Tuekyho testu) a Mucurines (skupina A), v piipadé
metody DPPH odrudy Invicta (skupina D), Darek a Rodnik (skupina A).

414 Celkova antioxida¢ni aktivita ¢ervenych a bilych rybizii namérena metodami

ABTS a DPPH

Konkrétni vysledky celkové antioxidacni aktivity pro jednotlivé odridy riznych druhii
rybizli jsou uvedeny v nasledujicich grafech (graf 7 a 8). Aplikaci Dean-Dixonova testu na
zmétené absorbance byly odstranény odlehlé hodnoty (n =3, a =0,05). Hodnoty celkové
antioxidacni aktivity jsou zobrazeny jako priméry (n = 3). Naméfena data byla zpracovana
pomoci Tukeyho testu, ktery na zdkladé provedené analyzy rozptylu ur¢il vzajemnou
podobnost naméfenych pramérnych hodnot celkové antioxidaéni aktivity jednotlivych odrud.
Hodnoty s rozdilnymi pismennymi indexy (graf 7 a 8) byly na dané hlading statistické
vyznamnosti (o = 0,05) vyznamné odlisné (p < 0,05).
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Graf 7. Celkova antioxidacni aktivita odrid cervenych rybizii

Z Cervenych rybizi byla nejvyssi celkova antioxida¢ni aktivita nameéiena u odridy Rovada
(graf 7), ato 2,4 mM TE pro metodu ABTS a 2,6 mM TE pro metodu DPPH.

Na zéklad¢ Tukeyho testu bylo zjisténo, ze se na dané hladin¢ statistické vyznamnosti
a=0,05 celkova antioxida¢ni aktivita odrid cervenych rybizii vyznamné odliSuje.
Nejvyraznéjsi vzajemné rozdily v ptipadé metod ABTS i DPPH vykazovaly odridy Rovada
(skupina G pro metodu ABTS a skupina | pro metodu DPPH), NSLS (skupina A pro obé
metody) a JVT (skupina A pro metodu ABTS a skupina A, B pro metodu DPPH).
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Graf 8. Celkova antioxidacni aktivita odrid bilych rybizii
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Mezi bilymi rybizy mély nevyssi celkovou antioxida¢ni aktivitu odridy Orion a Olin
(graf 8), a to 1,8 mM TE metodou ABTS a 2,0 mM TE metodou DPPH pro odridu Olin a
2,0 mM TE metodou ABTS a 2,2 mM TE metodou DPPH pro odrtidu Orion.

Tukeyho test urc¢il vyznamné odliSnosti celkové antioxidacni aktivity odrtd bilych rybizt
na hladiné statistické vyznamnosti o = 0,05. V piipadé¢ metody ABTS i DPPH vykazovaly
nejvyznamnéj$i vzajemné rozdily odridy Olin (skupina D pro metodu ABTS, skupina E pro
metodu DPPH), Orion (skupina E pro ob¢é metody) a Viktoria (skupina A pro obé metody).

4.1.5 Porovnani celkové antioxida¢ni aktivity ¢ervenych a bilych angresti a ¢ervenych

a bilych rybizu

Porovnani rozsahu celkové antioxidacni aktivity angresti a rybizti méfenych metodami
ABTS a DPPH pomoci medianu zobrazuji graf 9 a graf 10.

V ramci srovnavani jednotlivych skupin ovoce byly provedeny dvé analyzy — Brown-
-Forsythetiv test shody rozptylti a t-test pro nezavislé proménné. Brown-Forsythetiv test
potvrdil nulovou hypotézu (p > 0,05; p — pomér shody rozptyli) a tedy shodnost rozptylu.
Naslednou aplikaci t-testu bylo zjisténo, zda mély dvé skupiny v pruméru stejnou celkovou
antioxidacni aktivitu v ramci hladiny statistické vyznamnosti a = 0,05. Pokud p > 0,05, platila
nulova hypotéza a tedy shodnost celkové antioxidacni aktivity v ramci hladiny statistické
vyznamnosti a = 0,05. Pokud p < 0,05, platila alternativni hypotéza, ktera vyvracela shodnost
celkové antioxidacni aktivity v ramci hladiny statistické vyznamnosti o = 0,05.

2.4
22
20
1.8 |
16 | T
1.4 F o a]
1.2 - =]
L
1.0
0.8 |
0.6 l
0.4 1 & Median
[125%-75%
0.2 1 1 1 1 . . T Rozsah neodleh.
Angrest Cerveny Rybiz cerveny o QOdlehle
Angrest bily Rybiz bily * Extrémy

Graf 9. Zobrazeni celkové antioxidacni aktivity angrestii a rybizii mérené metodou ABTS
pomoct krabicoveho grafu

Srovnanim celkové antioxidacni aktivity ¢ervenych a bilych angresti méfenych metodou
ABTS bylo pomoci t-testu zjisténo, ze p = 0,01, tedy Cervené a bilé angreSty nemély
vV priméru stejnou antioxidacni aktivitu v ramci hladiny statistické vyznamnosti a = 0,05.
Pti porovnani celkové antioxida¢ni aktivity Cervenych a bilych rybizi méfenych touto
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metodou bylo t-testem zjisténo, ze p = 0,62. Antioxidac¢ni aktivita Cervenych a bilych rybizt
byla v priméru stejna na hladiné statistické vyznamnosti a = 0,05 (graf 9). Antioxida¢ni
aktivita rybizti a angrestli mezi sebou vzajemné nebyla porovnavana. Z grafu 9 je vidét, ze
mediany celkové antioxida¢ni aktivity bilého rybizu, ¢erveného rybizu a ¢erveného angrestu
jsou velmi podobné, zatimco median celkové antioxidacni aktivity bilého angrestu je
podstatné nizsi v porovnani s ostatnimi testovanymi druhy ovoce.
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Graf 10. Zobrazeni celkové antioxidacni aktivity angrestii a rybizii mérené metodou DPPH
pomoci krabicového grafu

Pti porovnani celkové antioxidacni aktivity Cervenych a bilych angrestl méfenych metodou
DPPH bylo t-testem zjisténo, ze p = 0,02. Cervené a bilé angresty nemély v praméru stejnou
antioxida¢ni aktivitu v ramci hladiny statistické vyznamnosti o = 0,05, stejné jako v ptipade
metody ABTS. Srovnanim celkové antioxidaéni aktivity ¢ervenych a bilych rybizi méfenych
metodou DPPH bylo pomoci t-testu zjisténo, ze p = 0,28, tedy Cervené a bilé rybizy mély
V priméru stejnou antioxidacni aktivitu v ramci hladiny statistické vyznamnosti a = 0,05,
stejné jako v piipadé metody ABTS (graf 10). V ramci porovnani jednotlivych druhi ovoce
bylo dosazeno podobnych vysledki jako v pfipadé metody ABTS.

4.2 EPR méreni

4.2.1 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity ¢ernych rybizi

Celkova antioxidac¢ni aktivita vzorkl z odrid ¢ernych rybizl byla stanovena pomoci EPR
spektrometru. V ptipad¢ téchto barevnych odrid neni mozné pouzit standardni techniku
UV-VIS vzhledem ktomu ze anthokyany obsazené vV c¢erném rybizu vyrazné rusi
spektrofotometrické stanoveni.
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4211 Reakéni systém ABTS a TEACagTs

Z davodu lepsi porovnatelnosti dat byla celkova antioxidac¢ni aktivita pievedena na
univerzalni hodnotu TEACagTs a vysledky jsou uvedeny v grafu 12.

Stabilita referenéniho roztoku ABTS * a chovani realného systému po pridani ABTS * ke
vzorku ovoce jsou znazornény Vv grafu 11. Kazda odruda ¢erného rybizu byla proméifena
ttikrat, rozdily v jednotlivych métenich jsou zobrazeny pomoci chybovych tsecek na zaklade
intervali spolehlivosti.
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Graf 11. Ukdzka poklesu koncentrace radikalu ABTS™ po pridani k extraktu odriidy Démon

vcaseT

Z grafu 11 je mozné vy¢ist, e referenéni systém ABTS™ byl po dobu experimentu stabilni
a nedochazelo v ném K terminaci radikali. Kinetické kiivky vSech odrid ¢ernych rybizi
vykazovaly podobny prubeh zévislosti relativni koncentrace ABTS na case, V piipadé odrudy
Démon dochdzi k terminaci piiblizné 65 % radikal v prvnich 5 minutach experimentu.
Pro snadn¢jsi interpretaci a srovnani vysledki s literaturou byly vysledky prepocitany na
ekvivalent Troloxu dle vztahu (13) a jsou uvedeny v grafu 12.
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Graf 12. Hodnoty TEACagts odriid cernych rybizii
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Nejvyssi celkova antioxidacni aktivita V ramci vzorkll ¢ernych rybizli byla namétena pro
odridy Ruben a Ometa (graf 12), ato TEACagts = 16 TE pro obé¢ odrudy.

Ze srovnani odrid je patrné, ze vykazovaly podobné hodnoty celkové antioxidacni aktivity.
Na zaklad¢ Tukeyho testu vykazovaly nejvyznamnéjsi vzijemné rozdily odridy Ruben
(skupina D), Ometa (skupina D) a Moravia (skupina A).

4.2.1.2 Reak¢éni systém DPPH a TEACpppy

Vysledky celkové antioxidaéni aktivity ¢ernych rybizii méfenych metodou DPPH pomoci
elektronové paramagnetické rezonance byly pievedeny na hodnoty TEACpppy a jsou uvedeny
v grafu 14.

Stabilita referen¢niho roztoku DPPH a chovani redlného systému po piidani radikalt DPPH
ke vzorku ovoce je znazornéna v grafu 13. Kazda odrida ¢erného rybizu byla prométena
ttikrat, rozdily v jednotlivych méfenich jsou zobrazeny pomoci chybovych usecek na zaklad¢
intervall spolehlivosti.
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Graf 13. Ukdzka poklesu koncentrace radikdlu DPPH po pridani extraktu odriidy Démon

vcaseT

Z grafu 13 je patrné, ze referencni systtm DPPH byl po dobu experimentu stabilni a
nedochazelo k terminaci téchto radikald. Kineticky vystup experimentu ukazal, ze v pfipadé
odridy Démon dochéazelo kterminaci pftiblizné 45 % radikal v prvnich 5 minutach
experimentu. Kinetické vystupy experimentd mély pro vSechny odridy podobny pribéh
zavislosti asu experimentu na poklesu mnoZstvi volného radikalu.

Pro snadnéj$i interpretaci a srovnani s literaturou byly vysledky piepocitany na ekvivalent
Troloxu dle vztahu (14) a jsou uvedeny v grafu 14.
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Graf 14. Hodnoty TEACpppn odriid cernych rybizii

Nejvyssi celkova antioxidacni aktivita ¢ernych rybizii byla naméfena pro odriidu Ruben
(graf 14), ato TEACpppy = 40 TE.

Z grafu 14 je patrné, ze odrudy cernych rybizti vykazovaly podobné hodnoty celkové
antioxidacni aktivity. Tukeyho test uril vyznamnou odlisnost celkové antioxidacni aktivity
odridy Ruben na hladiné¢ statistické vyznamnosti o = 0,05. Celkové antioxidacni aktivity
ostatnich odrid davaly statisticky nevyznamné rozdily (a = 0,05).
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5 ZAVER

V piedlozené praci byla vypracovana literarni reSerSe, ktera shrnuje dostupné informace
0 drobném ovoci, antioxidantech a metodach pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity
potravin. V experimentalni ¢asti byly pomoci metod ABTS a DPPH spektrofotometricky
stanoveny celkové antioxidacni aktivity vzorkii Cervenych a bilych angresti a cervenych
abilych rybizi. Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity odrid cernych rybizti byla
pouzita elektronova paramagneticka rezonance, pii které je na rozdil spektrofotometrickych
metod ABTS a DPPH minimalizovan rusivy vliv antokyant pfitomnych ve vzorcich. Celkova
antioxida¢ni aktivita vybranych angresti a cCervenych a bilych rybizi byla stanovena
Z kalibracnich kiivek sestrojenych za pouziti modelové latky Troloxu a byla vyjadifena
v ekvivalentech Troloxu. Celkova antioxida¢ni aktivita jednotlivych odrud Cernych rybizu
zméfenych elektronovou paramagnetickou rezonanci byla vyjadiena parametry TEACagTs
a TEACppph.

Jako nejperspektivnéjsi z odrid Cervenych angrestu se jevily odridy Alan, Karmen a Pax.
Hodnoty celkové antioxidaéni aktivity téchto odrud byly 1,6 mM TE (ABTS) a 1,9 mM TE
(DPPH) pro odrudu Alan; 1,4 mM TE (ABTS) a 1,6 mM TE (DPPH) pro odridu Karmen
al5mM TE (ABTS) a 1,6 mM TE (DPPH) pro odriidu Pax. Nejvyssi antioxida¢ni aktivita
bilych angresti byla namétfena u odridy Invicta, a to 0,9 mM TE (ABTS) a 1,1 mM TE
(DPPH). Porovnanim celkové antioxidacni aktivity Cervenych a bilych angresti méfenych
metodou ABTS bylo pomoci t-testu zjisténo, ze primérna hodnota antioxidacni aktivity se
vyznamné ligila na hlading statistické vyznamnosti o = 0,05. Cervené angreity vykazovaly
vys$s§i hodnoty celkové antioxidacni aktivity, coz muize byt zplisobeno pfitomnosti vysSiho
mnozstvi polyfenolickych latek v porovnani s bilymi angresty. Metodou DPPH bylo pomoci
t-testu dosazeno stejného zavéru.

Z odrud Cervenych rybizi byla vyzdvizena odriida Rovada. Hodnota celkové antioxidacni
aktivity této odrudy byla stanovena na 2,4 mM TE (ABTS) a 2,6 mM TE (DPPH). U odrad
bilych rybizli byly nejvétsi celkové antioxidacni aktivity zméfeny pro odriidy Orion a Olin,
ato 1,8 mM TE (ABTS) a 2,0 mM TE (DPPH) pro odridu Olin a 2,0 MM TE (ABTS)
a2,2mM TE (DPPH) pro odridu Orion. Aplikaci t-testu na vysledky ziskané analyzou
cervenych a bilych rybizil bylo zjisténo, Ze jejich celkova antioxidacni aktivita byla v priméru
stejna na hlading statistické vyznamnosti a = 0,05 pro metodu ABTS i DPPH.

Antioxida¢ni aktivita rybizii a angrestd mezi sebou vzajemné nebyla porovnavana, ale
mediany celkové antioxidacni aktivity bilého rybizu, ¢erveného rybizu a Cerveného angrestu
byly velmi podobné, zatimco median celkové antioxidacni aktivity bilého rybizu byl
podstatné niz§i v porovnani s ostatnimi druhy ovoce.

Nejslibngjsimi odridami Cernych rybizi z hlediska celkové antioxidacni aktivity byly
odridy Ruben a Ometa s hodnotou TEACagts = 16 TE pro obé odriady. Metodou DPPH byla
stanovena celkovd antioxida¢ni aktivita u  nejperspektivnéjsi odridy Ruben
na TEACpppy = 40 TE. Hodnoty celkové antioxidacni aktivity TEACpppy byly vyrazné vyssi
nez hodnoty TEAC agts. Podobnych vysledki bylo dosazeno i v publikované literatute [48].

V porovnani s dostupnou literaturou byla celkova antioxidacni aktivita angrestii a rybiza
naméfena V této praci vyznamné vyssi. Hodnoty celkové antioxida¢ni aktivity ovoce mohou
byt ovlivnény rtiznymi postupy piipravy extraktli, piipadn€ rozdilnym obsahem organickych
latek v jednotlivych odridach angresti a rybizii. V porovnani s jinymi druhy ovoce jsou
rybizy a angreSty dobrymi zdroji antioxidanti, zejména pak Cerny rybiz.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAPH 2,2’-azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-chlorid
ABTS 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
BHA butylhydroxyanisol

BHT butylhydroxytoluen

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HPLC-ECDHigh Performance Liquid Chromatography — Electrochemical Detection
LDL Low-density lipoprotein

NADPH  redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
PROXYL 3-karbamoyl-2,2,5,5,-tetrametylpyrolidin-N-oxyl

RNS Reactive Nitrogen Species

RONS Reactive Nitrogen and Oxygen Species
ROS Reactive Oxygen Species

TAA Total Antioxidant Activity

TBHQ 2-terc-butylhydrochinon

TE Trolox Equivalent

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

TEMPO  2,2,6,6-tetrametylpiperidinyl-N-oxyl

TPTZ 2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin

Trolox (+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina



