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SOUHRN

Cilem této prace bylo stanovit celkovou antioxidacni aktivitu u vybranych
vzorkll piv, mezi kterymi byli zéastupci svétlych lezakl, svétlych vycepnich piv,
tmavych piv a piv nealkoholickych. Pro samotné métfeni antioxidacni aktivity byla
pouzita spektralni metoda (konkrétné¢ UV/VIS spektrofotometrie) zalozena na principu
zhaseni stabilniho volného syntetického radikalu 1,1-difenyl-2-(2.,4,6-
trinitrofenyl)hydrazylu (DPPH). Dale byla provedena validace metody a ziskané
vysledky byly porovnany s dal§imi tfemi metodami: pritokovou coulometrii, cyklickou

voltametrii a chemiluminiscenci.



SUMMARY

The aim of this work was to determine the total antioxidant activity of selected
samples of beer, among whom were representatives of the pale lagers, light draft beers,
dark beers, non-alcoholic beer. The spectral method (specifically UV/VIS
spectrophotometry) was used to measure antioxidant aktivity alone. This method based
on the principle of scavenging the stable free synthetic radical 1,1-diphenyl-2-(2,4,6-
trinitrophenyl)hydrazyl (DPPH). The validation of the method was performed and the
results obtained were compared with three other methods: flow coulometry, cyclic

voltammetry and chemiluminiscence.
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1. UVOD

Nase télo je kazdodenné vystavovano potencidlné nebezpecnym
slou¢enindm obsahujicim jeden nebo vice neparovych elektrontl, tzv. volnym radikalim.
Diky své vysoké reaktivité mohou byt inicidtory celé kaskady reakci, vedouci
k naslednym zménam ve struktufe bunék, k poskozeni celych tkani, organii a dilezitych
funkei v organismu.

Jednou z moznosti, jak chranit lidsky organismus pted nezadoucimi vlivy
volnych radikali, je dostateCny piisun antioxidantd. Antioxidanty totiz dokézi
zabraniovat nebo alespon c¢astecné eliminovat oxida¢ni destrukci latek[1]. Proto se
béhem poslednich deseti let dostaly pravé latky s antioxidacnimi G¢inky do poptedi
zajmu odbornikl v fad€ potravinarskych obori, pivovarstvi nevyjimaje.

Pivo je jednim z nejstarSich napoji pochazejicich jiz z doby pted 7000 lety,
které se puvodné ptipravovalo jako velmi vyznamné potravina. Rozdilné druhy piv
vznikaly jiz v samém pocatku jeho vyroby v zavislosti na lokalité, péstovanych
surovinach a klimatickych podminkach[2]. Vzhledem k tomu, Ze je u nas pivo velice
oblibenym a vyhledavanym napojem, patii tak mezi jeden z nejvyznamnéjSich zdrojt
prirodnich antioxidanti v potravé. Velky vyznam se piiklada zejména polyfenolickym

V fad¢ experimentalnich studii bylo prokdzano, Ze antioxidacni aktivita
mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi nez ucinek tzv. antioxidacnich vitamint[3].
A pravé také diky témto diivodim vzriista zajem stanovit antioxidacni aktivitu riznych
latek rostlinného plivodu v potravinach a ndpojich. Jelikoz vSak vétSinu ptirodnich
antioxidantl pfijimdme potravou jako soucast slozitych smési, snazime se
charakterizovat antioxida¢ni aktivitu smésnych vzorkl i jako celku. Proto byl také
zaveden pojem celkova antioxida¢ni aktivita (total antioxidant activity — TAA). Celkova
antioxidacni aktivita je parametr, ktery kvantifikuje schopnost biologického vzorku

vychytavat volné radikaly[4].



2. TEORETICKA CAST

2.1 Absorpcni spektrometrie v UV/VIS oblasti spektra

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti je dnes
velmi béZnou spektrdlni metodou pouzivanou piedev§im v kvantitativni analyze.
Zabyva se méfenim a interpretaci elektronovych spekter molekul latek, které absorbuji
elektromagnetické zateni v blizké ultrafialové (200 — 400 nm) a nebo ve viditelné
oblasti (400 — 800 nm) spektra. Za své Siroké vyuziti vdéci jednak tomu, Ze se jedna o
metodu s vysokou mezi detekce, vhodnou pro stanoveni obsahu stopovych mnozstvi
latek v nejriznéjsich prostiedich, ale také tomu, ze prislusné spektrometry jsou relativné
levné. Velmi cCasto se tato metoda pouziva jako koncovd metoda stanoveni, po

ptedchozi aplikaci napt. n¢kterych ze separacnich metod[5].
2.1.1 Princip UV/VIS spektrometrie

Celkovou energii molekuly Ej v zékladnim elektronové stavu, kde se
molekula latky nachazi za normalnich podminek, lze vyjadiit jako soucet tii
energetickych clent: energie elektronti E, , vibracni energie E, a rotacni energie E, :

E,=E,+E +E, (1)
Pohlcenim fotonl zafeni z ultrafialové ¢i viditelné oblasti elektromagnetického spektra
piechazi molekula do excitovaného stavu. Jeji setrvani v tomto energeticky bohatSim
stavu je kratké (fadové 107 s), nasledné prechazi riznymi deexcitaénimi piechody
(z&fivymi 1 nezafivymi) za piedani energie zpét do zakladniho stavu.

Mnozstvi absorbované energie AE, které je rovno rozdilu energie stavu
excitované¢ho E; a energie stavu zédkladniho Ey, musi byt rovno pfijatému kvantu zafeni

v souhlase s rovnici:

AE=E —E,=hv=hS=AE, +AE, +AE, 2)
A



kde je h Planckova konstanta (h = 6,626:10>* J-s), v je frekvence, 4 je vinova délka
zéfeni a ¢ rychlost svétla ve vakuu (¢ = 3.10°m-s™).

Interakce molekul s viditelnym a ultrafialovym zafenim je disledkem
pfechodt vngjSich (valen¢nich) elektrond mezi vazebnymi a antivazebnymi orbitaly
molekul[5]. Tyto vazebné a antivazebné molekulové orbitaly se tvofi linedrni kombinaci
z ptisluSnych orbitali atomovych pii vzniku molekuly, pfi¢emz vazebné molekulové
orbitaly maji niz$i energii nez pivodni atomové orbitaly a antivazebné molekulové
orbitaly energii vyssi.

Elektrony, které se podileji na tvorbé kovalentnich vazeb, oznacujeme jako
molekulové orbitaly. V molekuldch obsahujicich heteroatomy mohou byt pfitomny i
elektrony, které¢ se na tvorbé kovalentnich vazeb nepodileji — volné elektronové pary,

témto nevazebnym elektronim odpovidaji nevazebné molekulové orbitaly[6].

2.1.2 Veli¢iny a vztahy pouzivané v UV/VIS spektrometrii

Transmitance, absorbance a absorptance
Zeslabeni toku elektromagnetického zafeni pii prichodu vzorkem, neboli
intenzitu absorpce, popisuji tii oddélené, ale souvisejici veliCiny: transmitance T,

absorbance A4 a absorptance a.

Transmitance T (propustnost) je definovana jako pomér intenzity zéfeni
vzorkem proslého Pr a intenzity zatfeni dopadajici na vzorek Py a udava se nejcastéji
v procentech.

PT
T=— %T =—-x100% (3)
0 5
Pokud je T = 100 % k absorpci zafeni nedochazi, jestlize je ale T = 0 % dochazi
k absorpci uplné.



Alternativni veli¢inou pro vyjadieni zeslabeni toku elektromagnetického
zateni vlivem absorpce je absorbance A (starSim nazvem extinkce). Je definovana jako
zaporny dekadicky logaritmus transmitance.

P P
A=—logT =-log—L =log—> 4)
£ B
Je-li absorpce zareni nulova je nulova i absorbance. S rostouci absorpci zareni tedy roste
1 absorbance. Blizi-li se transmitance nule, bliZi se absorbance nekone¢nu[7]. Obecné je

vvvvvv

uvedeno v nasledujici sekci, je linedrni funkei koncentrace analytu[8§].

Absorptance a  je  vyjadfenim  podilu  toku  absorbovaného
monochromatického zareni k toku zatfeni vstupujiciho. Hodnoty absorptance se opét
¢asto uvadgéji v procentech[9].

— Po - B T _
= TO =

o 1-T (5)

Experimentalné¢ se da transmitance ¢i absorbance  zjistit tak, Ze
porovnavame tok zatfeni prosly srovnavacim roztokem (blank) a ziskame tedy odezvu
detektoru imérnou hodnoté Py, a poté zatadime kyvetu s méfenym vzorkem a odecteme

hodnotu odpovidajici Pr[10] (viz. Obr. 1. a Obr. 2.)

Blank

o
(1
PR

S
Obr. 1. Schématicky diagram, ukazujici, Ze Py je predefinovana jako zarivy tok
prochazejici blankem, upravujici T v Obr.2. vzhledem k jakymkoliv mozZnym
ztratam zareni zpiisobenym rozptylem, odrazem, absorpci kyvety, ¢i absorpci

matrice[8]
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Obr. 2. Schématicky diagram zobrazujici utlum zdreni prochdzejiciho vzorkem, kde

Py je zarivy tok pochazejici od zdroje a Prje zarivy tok vzorkem prosly[8]

Absorbance a koncentrace: Lambertiiv-Beeritv zdkon
Prochdzi-li monochromatické zateni infinitezimalné tenkou vrstvou latky o
tloustce dx, dochdzi k zeslabeni intenzity zafivého toku o dP, vlivem absorpce
pritomnych castic. Toto zeslabeni intenzity zatfivého toku dP je pifimo umérné
koncentraci analytu C. Tento fakt se da nasledovn¢ vyjadrit jako:

dP
——=aCd 6
7 x (6)

kde a je konstanta timérnosti a P je intenzita zafeni vstupujici do vrstvy o tloust’ce dx.
Integraci levé strany rovnic od P = Py do P = Py a pravé strany rovnice od x =0 do x =

b, kde b je celkova tloustka vzorku

P=P; x=b
s j dx
P=P, P x=0
ziskame:
ln(&] =abC (7
T

Upravou pfirozeného logaritmu In na dekadicky log a nahrazenim rovnici (4) dostaneme
konecny vztah pro vyjadieni Lambertova-Beerova zédkona

A=abC )

kde a je tzv. absorptivita vzorku[8]. Pokud je koncentrace vzorku vyjadfena pomoci

vvvvvv



absorptivitou (tedy moldrnim absorpénim koeficientem) &, pii vinové délce A,

udavaném nejéast&ji v jednotkach I'mol-cm™. Rovnice (8) tak nabude znamého tvaru:

A=¢g,bC )
[ f/p'
[ i
»
N=0 »>| |« x=b
dx

Obr. 3. Veliciny pouzivané pri odvozovani Lambertova-Beerova zdkona [§]

2.1.3 Elektronova absorp¢ni spektra

Elektronové absorpcni spektrum predstavuje zavislost absorbance A4 C¢i
transmitance T na vinové délce 4, na vinoctu v= 1/ A nebo na frekvenci v =c/ A (¢ —
rychlost svétla ve vakuu). Vzhledem k zavislosti absorbance na koncentraci se pro ucely

srovnavani spekter pouziva také zavislosti logaritmu molarniho absorp¢niho koeficientu

log & na vlnovée délce 4.

Puvod elektronovych absorpcnich spekter
K vyvolani pfechodl valen¢nich elektroni mezi riznymi energetickymi
hladinami je zapottebi energie z ultrafialové a viditelné oblasti. Absorpcni prechody
mohou probihat z riiznych vibra¢nich a rota¢nich stavli zakladniho elektronového stavu
do riznych vibracnich a rota¢nich stavii excitovaného stavu. Protoze jsou energetické
nez je tomu u piechodit mezi hladinami vibracnimi a rota¢nimi, je tedy kazdy takovyto
elektronovy piechod doprovazen tfadou piechodl vibra¢nich a rotacnich. Proto se tyto

pfechody oznauji n€kdy téz jako vibronické[6]. Na Obr. 4. je zobrazena zakladni



elektronova hladina Ey a jeji vibracni vy, vy, vz a rotacni ry, ry, 12, r3, rg podhladiny a

prvni excitovana elektronova hladina E; a jeji vibrac¢ni podhladiny v'y, v'ya v'; .

Obr. 4. Schéma energetickych hladin a elektronového prechodu pro diatomickou

molekulu/9]

Vysledné absorpéni spektrum latky je tedy pasové, protoze pfii jeho registraci
jednotlivé prechody zpravidla splyvaji. Pfi méteni v plynné fazi, lze v absorpénim

spektru rozliSit jemnou vibracni a nékdy i rotacni strukturu.

Typy elektronovych piechodii v molekuldach a jejich projevy ve spektrech
Absorpce vUV nebo VIS oblasti je zplusobena piechody vazebnych
elektronti v molekule z molekulovych orbitalii ¢ nebo z, pfip. nevazebnych n, do
antivazebnych molekulovych orbitalii ¢* nebo 7* (podle LCAO Hiickelovy teorie)[9].
Jak je schématicky zndzornéno na Obr. 5., roste energie hladin v molekule obecné

vpotadi: 6 <m<n<gmg*< o*.

11|

Obr. 5. Schématické znazornéni energetickych hladin jednotlivych typii elektronii

v molekule [12]



Za absorpci zateni v UV/VIS oblasti jsou odpovédné funkéni skupiny, které
nazyvame chromofory. Obecné lze fici, Ze skupiny obsahujici m elektrony jsou
chromofory pro ultrafialovou a viditelnou oblast a skupiny obsahujici pouze ¢ elektrony
jsou chromofory pro dalekou ultrafialovou oblast. Auxochromy jsou funkéni skupiny,
které zpusobuji posun vilnovych délek absorpénich maxim chromofort k del§im
vlnovym délkam a zvySuji intenzitu pasu (napt. -OH, —NH,). Toto zvySeni intenzity
absorpce se oznacuje jako hyperchromicky efekt. Hypochromni efekt naopak predstavuje
sniZeni intenzity absorpce.

Podle toho, mezi kterymi obsazenymi a volnymi energetickymi hladinami
molekuly dochazi k pfechodiim elektronli, rozliSujeme Sest typt piechodld. Tyto
pfechody jsou oznacCeny symboly orbital hladin, mezi nimiz dochazi k ptechodu a smér
prechodu je zpravidla oznacen Sipkou: 1. —0c* (o0*); 2. 0— 7* (on*); 3. 7—0* (W6 *);
4. m—r* (xr*); 5. n—>n* (nw*); 6. n—oc* (no®).

Ptechody o— 7n* a 7—0™* nemaji valny vyznam, jsou symetricky zakazané a
projevily by se ve vzdalené ultrafialové oblasti[6].

Ptechody 6—a* vyzaduji vysokou energii (diky vysokému energetickému
rozdilu mezi vazebnym orbitalem ¢ a antivazebnym orbitalem o*) a Ize je o¢ekavat ve
vzdalené (vakuové) ultrafialové oblasti. K témto pfechodim dochézi ve slouceninach
obsahujicich jednoduché vazby, tedy napf. u nasycenych uhlovodikd, které maji
absorp¢ni pasy s maximem pii vlnovych délkach kratSich nez 150 nm, a proto jsou
s vyhodou pouzivany jako rozpoustédla pro méteni spekter jinych latek v blizké UV a
VIS oblasti (n-hexan, n-heptan, isooktan atd.). Obecné vSak tyto pfechody nemaji
v praxi vét§iho vyznamu.

Ptechody n—a* vyzaduji poncékud mensi energii nez pfechody c—o* a
mohou se projevovat i v blizké ultrafialové oblasti. Tyto piechody jsou mozné u
sloucenin obsahujicich ve svych molekulach heteroatomy (O, S, N, halogeny)
s nevazebnymi elektronovymi pdry, tj. s elektrony v nevazebnych orbitalech. Energie
téchto ptechodi a poloha absorpcniho pasu zde zavisi na elektronegativité heteroatomu
(tedy na pevnosti, sjakou jsou volné elektronové pary poutiny k danému atomu).
Zvysujici se elektronegativita heteroatomu posunuje maxima absorpce ke kratSim

vlnovym délkdm. Naopak s klesajici elektronegativitou atomu jsou elektrony



v nevazebnych orbitalech vazany volnégji a jejich excitace vyzaduje mensi energii, coz
se projevi posunem maxima absorp¢niho pasu smeérem k delSim vinovym délkam.

Ptechody m—ax* jsou charakteristické pro slouceniny s ndsobnymi vazbami
(dvojnymi a trojnymi). Naptiklad olefinické uhlovodiky s izolovanou dvojnou vazbou
poskytuji absorpéni pasy prislusejici 7—z* prechodim s absorpénim maximem ve
vzdalené ultrafialové oblasti. Pfi konjugaci vétSiho poctu dvojnych vazeb se ale
absorpéni maximum vyrazné posouva k delsim vlnovym délkam do blizké ultrafialové
oblasti nebo az viditelné oblasti (latky se pak jevi jako barevné).

Ptechody n—z* se projevuji u slou¢enin, které obsahuji dvojné nebo trojné
vazby, na nichz se podili alespon jeden atom s volnym elektronovym parem, tedy napf.
u latek s funkénimi skupinami —C=0, —C=S, —-N=S, apod. Jak ukazuje Tabulka I.
zatimco u 7—z* prechodll neni poloha pasu citelné ovlivilovana druhem atomu, tak u
n—n* ptechodl je silné ovliviiovdna nejen poloha, ale i hodnota €. Dale je intenzita
past odpovidajici 7—x* pfechodiim mnohokrat vyssi nez intenzita pasi n—z* (viz.

Tabulka I.) [13].

Tabulka 1. Absorpcni maxima Amax nékterych funkcnich skupin a vazebnych

seskupeni [12]
n—m* n—m*
Skupina (intenzivni) (slaby)
>C=C< 170 -
-C=C- 170 -
-C=C-C=C- 220 -
-C=C-C=C- 260 -
C=C-
>C=0 166 280
>C=N- 190 300
-N=N- - 340
>C=S 500

Vliv rozpoustédla na n—n* a n—n*piechody
Tyto prechody mohou byt rozliSeny ptisobenim rizné polarnich rozpoustédel.

ZvySovanim polarity rozpoustédla u n—z* pifechodu se posunuje absorpni maximum



smérem ke krat§im vlnovym délkam (modry — hypsochromni posun), zatimco u r—m*
piechodu se posunuje absorpcni maximum smérem k delSim vinovym délkam (cerveny

— batochromni posun) (viz. Obr. 6).

T 7" T 7t
it o " = —
¢erveny
A A posun n w*
n 1 d ~— modry
— posun h
1 N 1 N 4
200 300 200 A g - . A
nm 200 300 400 DM

Obr. 6. Priklad absorpcniho spektra molekuly v riznych rozpoustedlech[12]

a — nepolarni rozpoustédlo; b — polarni rozpoustédlo

2.1.4 Instrumentace v UV/VIS spektrometrii

Optické pfistroje, jimiz objektivné mefime absorpéni spektra latek, se
obecné skladaji z n€kolika nésledujicich prvki: zdroje zdreni, zarizeni pro spektralni
rozklad zareni, kyvetového prostoru, detektoru zareni proslého kyvetami, ktery
preménuje zarivy tok na elektricky signal a zarizeni pro zapsani a zpracovani signalu
(PC). Zékladni prvky spektrofotometri pak mohou byt uspofddany zplsobem
jednopaprskovym ¢i dvoupaprskovym (viz. Obr. 7.)

Zdroj zifeni

Zdroj zéfeni

Zrcadlo

ik

Zrcadlo )
'
L]

?

1o il g

L :
a) Zrcadlo Vzorek Fotonasobi b) Zrcadlo Vzorek Zrcadlo

Obr. 7. a) Schéma jednopaprskového pristroje; b) Schéma dvoupaprskového
pristroje[9]
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Zdroje primarniho zdreni

Jako zdroj spojitého primarniho zéafeni se ve spektrofotometrech pro blizkou
ultrafialovou oblast pouziva vodikova nebo Castéji deuteriova vybojka (150 — 380 nm),
kterd ma mnohem vys$i intenzitu. Poptipadé lze v UV oblasti vyuzit téz jako zdroje
zateni vysokotlaké vybojky naplnéné inertnim plynem (Xe, Ar) (200 — 1000 nm), ¢i
velmi intenzivni rtutové vybojky. Ve viditelné oblasti spektra slouzi jako zdroje zafeni
wolframova zarovka (320 — 2400 nm) s vldknem Zhavenym na T ~ 2800 K nebo

halogenova zZarovka, které poskytuji spojité spektrum.

Disperzni systémy

Disperzni systém (zafizeni pro spektralni rozklad zatreni) slouzi k vymezeni
zéfeni o ur¢itém intervalu vinovych délek. K vybéru vinové délky mizeme pouzit filtru
nebo monochromatoru, v zavislosti na tom, jak velky rozsah vinovych délek chceme
vymezit.

Absorpcni filtry jsou zpravidla barevné sklenéné desticky (popt. desticky z
zelatiny nebo plastu), které propousti pouze pozadované vinové délky
elektromagnetického zafeni a ostatni absorbuji. RozliSujeme absorp¢ni filtry pasové a
hranové.

Interferencni filtry jsou pfistroje vyuzivajici jevu interference svétla
k méfeni vlnovych délek ¢i nékterych dalSich veli¢in. Jedna se vétSinou o tenkou
desticku (o urcitém indexu lomu n) z SiO, pfip. z MgF,, pokrytou z obou stran
(polopropustnym) stfibrnym filmem. Piikladem takovéhoto zatizeni mize byt tzv.

Fabryho-Perotuiv interferometr (viz. Obr. 8.), ktery ma vysokou rozliSovaci schopnost.

Dl 1|.| [}2 C

d

Obr. 8. Fabryho—Perotiiv interferometr, Dy a D, jsou rovnobezné sklenéne desky
opatrené zrcadlici vrstvou, d je vzdalenost vnitinich stén; y je uhel dopadu

paprsku na odrazejici vrstvu, C je objektiv dalekohledu (cocka)[14]
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Nejcastéji se ale kvybéru vinové délky pouzivaji monochromatory.
Monochromator rozdéli vstupujici zareni na fadu monochromatickych paprskii, z nichz
je nasledn€¢ vybrana poZzadovand vinova délka. Sklada se ze vstupni Stérbiny,
disperzniho prvku (hranol nebo reflexni miizka), vystupni Stérbiny a zaostiovaci
pomocné optiky (Cocky, zrcadla).

K rozkladu zateni hranolem dochazi v disledku rizného indexu lomu zareni
o riznych A. Plati, ze zafeni s mens$i vinovou délkou se lame vice, nez zéfeni s vétsi
vinovou délkou. Material hranolu musi propoustét zafeni ve spektralni oblasti, pro
kterou je uréen. Monochromator s hranolem je v soucasnych pfistrojich vyjimkou.
Diivodem je jednak vySSi pofizovaci cena tohoto prvku, tak 1 nékteré nezadouci
vlastnosti.

Rozklad (disperze) zateni mrizkou je diisledkem odrazu nebo difrakce (ohyb)
zafeni a interferce odrazenych ¢i ohnutych paprskii. Mtizka je plocha z transparentniho
materidlu (vétSinou syntetickd pryskyfice) opatiena fadou rovnobéznych cCar neboli
vrypu. Pocet vrypll na mfiZce z&visi na oblasti vinovych délek, ve které ma miizka
pracovat. Pro UV/VIS oblast je to asi 1200 vrypt na 1 mm[12]. Aby mohl ohyb na
miiZzce nastat, musi byt vzdalenost vrypt (miizkova konstanta) fddové blizkd vinové
délce zateni. Naklanénim miizky lze plynule ménit vlnovou délku. Schéma

monochromatoru s reflexni miiZzkou je na Obr. 9.

‘wyduta
- arcadla,__

W
r\ | U
zobrazovaci

g
f':-.-“rx—_izz rovina

vystupni
ft8rbina

————— == reflexni
vatupni mEiZka
térbina

Obr. 9. Monochromator s reflexni mrizkou, usporadani Czerny — Turner (11> ;) [12]

Kyvetovy prostor
Absorbujici prostiedi je realizovano prostfednictvim kyvet, které jsou
umistény mezi monochromdtorem a detektorem. Pro ultrafialovou oblast je vyuzivano

kyvet kifremennych a pro viditelnou oblast kyvet sklenénych. Pti méteni latek v roztoku,
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se do jedné kyvety umisti vzorek sledované latky, a do druhé pak roztok srovnavaci, tj.
Cisté rozpoustédlo nebo slepy roztok (blank), ktery obsahuje vSechny slozky kromé
analytu. Vnitini tloustka absorbujici vrstvy kyvet se pohybuje v rozmezi 0,2 — 5 cm. Pro
bézna méteni se pouzivaji kyvety o vnitini tloust’ce 1 cm. Pro specialni méfeni se pak
uziva zvlastnich typi kyvet: kyvety s vétsi délkou absorpéni vrstvy pro méfeni absorpce

plyna, priitokové kyvety, kyvety s proménlivou tloustkou absorbujici vrstvy aj.[9]

Detektory pouZivané v UV/VIS spektrometrii

K detekci zareni se v UV/VIS spektrometrii nejcastéji vyuziva fotoelektrické
detekce pomoci fotondsobice nebo jeho jednodussi podoby — fotonky. V ptipadé¢ diode —
array spektrofotometru (spektrofotometru s diodovym polem) je jeden univerzalni

detektor nahrazen fadou fotodiod (viz. Obr. 10.)

Diodové pole

Ridici potitac

Zdroj zateni

Obr. 10. Schéma diode — array spektrofotometruf[9]

Fotonky a fotonasobice pracuji na principu vnéjSiho fotoelektrického jevu,
coz znamena, ze po dopadu svételného kvanta na katodu dojde k emisi elektronti, které
se diky vlozenému napéti mezi katodu a anodu pohybuji smérem k anodé a to se
detekuje jako elektricky proud[15]. U fotonasobici je proud zesilovan zarazenim dynod
mezi katodu a anodu, znichz kazdd ma vici té piedchdzejici zvySujici se kladny
potencial.

Fotodiody (tvotené krystalem Si) patifi mezi polovodi¢ové fotoelektrické
¢lanky vyuzivajici tzv. vnitfniho fotoelektrického jevu. Dopadajici zafeni uvoliuje

elektrony uvniti materialu polovodic¢e a umoziuje vést elektricky proud, ktery se méfi.
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Diodové pole (DAD) predstavuje seskupeni fady (200 a vice) fotodiod,
umisténych vedle sebe na kiemikové desticce o délce ne¢kolika cm, pevné nastavenych

v celé spektralni oblasti na jednotlivé vinové délky dopadajiciho zateni.

2.2 Volné radikaly a antioxidanty

2.2.1 Volné radikaly

Volné radikaly (VR) jsou atomy, molekuly ¢i ionty schopné samostatné
existence, které maji ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice nepdrovych
elektronti. Snazi se proto ziskat dalsi elektron a doplnit si tak par do stabilni elektronové
konfigurace. Z toho prameni jejich velka reaktivita a omezena doba existence. Reaguji
nejen s dal§imi VR, ale 1 s intaktnimi molekulami a tim vytvéreji dalsi volny radikal.
Tento déj mé pak tendenci pokraovat formou fetézové reakce[16]. Pro organismus
nejdilezitéjsi jsou volné radikaly kysliku a dusiku, oznacované téz jako reaktivni formy
kysliku (ROS — reactive oxygen species) ¢i reaktivni formy dusiku (RNS — reactive
nitrogen species). Na jedné stran¢ organismy vyuzivaji VR ve sviij prospéch, na druhé
stran¢ vSak mohou tyto VR organismus poskodit. Piisobi totiZ na biologicky vyznamné
slouceniny, ptredevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozménuji jejich strukturu
a tim modifikuji jejich funkci[3]. Nemoci, stres, koufeni, ¢i nadmérné vystaveni vlivim
znecisténého prostiedi prispivaji k intenzivnéjsi tvorbé VR. Proto organismus vyvinul
ucinné mechanismy obrany proti VR, obecné pak hovotfime o tzv. antioxidaéni ochrané

tedy o antioxidacni aktivité latek.
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2.2.2 Antioxidanty

Jednou z moznosti, jak organismus chranit pifed vlivem exogennich a
endogennich volnych radikall, je dostateCny piisun antioxidanti. Antioxidanty totiz
maji schopnost eliminovat negativni ucinky volnych radikdlu v krvi. Kupiikladu
inhibuji oxidaci lipida tim, ze reaguji s hydroperoxidovym volnym radikalem na malo
reaktivni hydroperoxid a pferuSuji tak fetézovou radikdlovou reakci[17]. Tyto latky
ptiznivé ovliviiuji 1 procesy regulace tlaku krve a hladiny glukosy vkrvi a maji
protinadorové, antimikrobialni a protizdnétlivé vlastnosti[18]. Pfirodni antioxidanty
ziskavame potravou hlavné z ovoce, zeleniny, obilovin a napoji. Miizeme je nalézt jak
v nealkoholickych népojich napt. ve drenich, Stavach, dzusech a cajich, tak 1
v alkoholickych napojich a to ve vinech a pivech. Tradi¢né se mezi ptirodni
antioxidanty ziskavanych potravou fadi tzv. antioxida¢ni vitaminy C, E a karotenoidy.
V dnesni dobé se vSak vétsi pozornost vénuje dal$im pfirodnim latkdm, a to

polyfenolickym slouc¢eninam.

2.2.3 Polyfenolické slou¢eniny v pivu

-----

majici prokazateln¢ antikancerogenni u¢inky. Hraji navic vyznamnou ulohu i v branéni
procesu oxidacnich zmén béhem chmelovaru a skladovani[19]. Do piva se dostavaji
z jeCmene, resp. sladu, chmele a chmelovych vyrobka jako ptirodni slozky, které
dalekosahle ovliviiuji jeho senzorické vlastnosti i celkovou trvanlivost[20]. Patfi mezi
n¢ napt. flavonoidy, katechiny a fenolické kyseliny. Fenolické slouceniny mohou tedy
v lidském téle plsobit jako antioxidanty, a to naptiklad jako ochranné prostfedky proti

oxidaci kyseliny askorbové a n€kterych nenasycenych mastnych kyselin[21].
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2.3 Metody stanoveni antioxidac¢ni aktivity

2.3.1 Antioxidaé¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost slouceniny (smési latek)
inhibovat oxida¢ni degradaci riznych sloucenin. Pro vzijemné porovnavani
antioxidacnich ucinkl, byl v souvislosti s analyzou potravinovych vzorkii zaveden
pojem celkova antioxida¢ni aktivita (fotal antioxidant aktivity/capacity — TAA/TAC).
Mély by se rozliSovat dva pojmy — antioxidacni kapacita a reaktivita. Antioxidacni
kapacita poskytuje informaci o délce trvani antioxidacniho UC€inku, reaktivita
charakterizuje pocatecni dynamiku pribéhu antioxida¢niho procesu pii urcité
koncentraci antioxidantu[22].

Metody stanoveni antioxida¢nich ucinki v pivovarskych materidlech je
mozno rozdélit do dvou =zakladnich skupin, na metody chemické a fyzikalni.
K metoddm chemickym lze déle pfifadit metody elektrochemické. Nasledujici text, se
vénuje prevazné metodam chemickym, fyzikdlni metody budou zminény pouze

okrajove.

2.3.2 Chemické metody stanoveni TAA

Metody chemické spocivaji v pouziti Cinidel, kterd poskytuji s volnymi
kyslikovymi radikdly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsaZené
antioxidanty. Intenzita zabarveni se méfi nejcastéji spektrofotometricky a rozdil
v hodnotach absorbanci méteného a slepého vzorku pak udavéd obsah latek
s antioxida¢nimi Gc¢inky.

TAA vzorkii se hodnoti parametrem TEAC (The Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)[23]. Pfedstavuje antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni
definovanému mnozstvi syntetického derivatu  Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8,-

tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina). Pro Cisté latky je TEAC definovana jako
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milimolarni koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antioxidacni aktivitu jako testovana
latka p¥i koncentraci mmol-17". Pro smési TEAC udava koncentraci Troloxu (mmol‘l™),
ktera je rovna antioxidacni aktivité vzorku[3].

Pii pouziti metody ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) se
v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované
latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci. Detekce je zaloZena na sledovani
ubytku fluorescence B-fykoerytrinu (B-PE).

Na principu redoxni reakce zaloZzena metoda FRAP (Ferric Reducting
Antioxidant Power), kde se vyuziva schopnosti antioxidantli redukovat zelezité

komplexy (napt. Fe'

— TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5triazin), které jsou témér
bezbarvé a po redukci vytvari barevné produkty[1].

Metoda vyuZivajici schopnost antioxidantfi zh4set radikélovy kation ABTS "™
patii mezi jednu ze zakladnich metod stanoveni TAA. Zakladem této metody je
generovani radikalu kationu ABTS'. Jeho nasledné zhaseni antioxidanty, které se
chovaji jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky na zdkladé zmén
absorpéniho spektra ABTS'-. Vyslednd antiradikalova aktivita je srovnavana
s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu[1,3].

Dalsi metodou zaloZenou na zhaSeni stabilniho syntetick¢ého radikalu je

metoda vyuzivajici DPPH. Této metod¢ bude vénovana nasledujici samostatna kapitola.

2.3.3 Metoda vyuzivajici DPPH

Metoda vyuzivajici zhaseni stabilniho volného radikdlu DPPH (1,1-difenyl-
2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) je povazovana za jednu ze zakladnich metodik pro
posouzeni antiradikalové aktivity cistych latek ale i rGznych smésnych vzorkl. Je
technicky velmi jednoduchd, protoze v podstaté vyzaduje pouze pouziti UV/VIS
spektrofotometru. Nicméné v pfipadé barevnych antioxidanti jako jsou napf.
karotenoidy, které maji spektra piekryvajici DPPH v jeho maximu absorbance, je
vyhodnéjsi pouziti ESR (elektronova spinova rezonance). Nebot’ pravé tato metoda je

schopna pifimo urcit koncentraci volnych radikalt[24].
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U smésnych vzorkl se radikalova aktivita nékdy vyjadiuje v ekvivalentech
askorbové kyseliny[25] nebo s vyuzitim kalibra¢ni fady v jednotkach standardu
Troloxu[3].

DPPH (difenylpikrylhydrazyl) je stabilni synteticky volny radikal, ktery se
vyznaCuje svym typickym intenzivné fialovym zbarvenim, které je zpisobeno
neparovym elektronem na dusiku hydrazylu, a maximalni méfitelnou absorbanci v
rozmezi 515 — 520 nm. Diky své struktufe mtze byt akceptorem atomu vodiku a ptejit
tak do formy stabilni diamagnetické molekuly DPPH-H (difenylpikrylhydrazin).
Testovana latka (antioxidant) tedy reaguje s timto radikalem, redukuje ho a soucasné
snizuje jeho zabarveni. V literatufe je tato metoda oznaCovana téz jako tzv. DPPH — test.

Vzorec a absorp¢ni spektrum DPPH je zndzornéno na Obr. 11.
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Obr. 11. Absorpcni spektrum DPPH

2.3.4 Fyzikalni metody stanoveni TAA

Fyzikalni metody nesleduji bezprostiedné chemickou reakci nebo zmény
obsaht jednotlivych latek. Namisto toho sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto
procesy doprovazeji. Ptikladem takovychto fyzikalnich metod je napt. elektronova
spinova rezonance (ESR), stanoveni redoxniho potencidlu ¢i chemiluminiscence, které

bylo vyuzito japonskymi védci jako metody pro stanoveni intenzity oxidace lipidi.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pristrojova vybaveni

3.1.1 Chemikalie

Tato prace byla zaméfena na sledovani antioxidaéni aktivity u osmi

vybranych vzorkt piv (viz. Tabulka II.).

Tabulka II. Seznam studovanych vzorkii piv

Obsah alkoholu .
Nazev Popis Sarze
[% obj.]
nealkoholické pivo,

. , max. 0,5

Bernard Free nepasterizovane 29. 11. 08-09:57-T56
svétly lezak,

Bernard 12° nepasterizovany 4,7 30.01. 09-09:26-T04
Budweiser Budvar 12° svetly lezak 5,0 3.4.2009
Litovel Dark vycepni tmavé pivo 3,8 14.01.10 7 08:01
Litovel Moravan 11°  vycepni svétlé pivo 4,6 15.05.09 3 15:59
Litovel Premium 12° svétly lezak 5,0 15.05.09 13 11:18
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Litovel 13° svate¢ni special 6,0 04.08.09 4 22:15

Krusovice 12° svetly lezak, 5.0 19.3.10 L2206092152
pasterizovany

Pii méfeni byly pouzity tyto chemikalie:
e [,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl — DPPH
(SIGMA—ALDRICH®, Steinheim, Némecko)
e 06-hydroxy-2,5,7,8,-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina —  Trolox
(FLUKA, Buchs, Svycarsko)
e methanol — CH;0OH
(Cistota p.a., PENTA, Chrudim, CR)
Pro ptipravu tlumivych roztokt byly pouZity nasledujici chemikalie:
e kyselina fosforecnd (85%) — H3PO4
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)
e hydroxid sodny — NaOH
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)
e kyselina octova (99%) — CH;COOH
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)
e octan sodny — CH;COONa
(Cistota p.a., LACH — NER, Neratovice, CR)

3.1.2 Pristrojova vybaveni

Sledovani antioxidac¢ni aktivity bylo provadéno spektrofotometricky pomoci
UV/VIS spektrofotometru Lambda 25 (Perkin Elmer, USA) v kiemennych kyvetach
tloustky 1 cm. Naméfend data byla vyhodnocena pomoci software UV WinLab a

nasledné graficky a matematicky zpracovana programem MS Excel popt. QC Expert.
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Tlumivé roztoky byly pfipraveny titraéné pomoci pH—metru inoLab 720
s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 21 (WTW, Némecko).

Chemikalie byly vaZeny na elektronickych analytickych vahach znacky
KERN 770/GS/GJ, Max 220 g, d = 0,0001 g (Kern & Sohn GmbH, Némecko).

3.2 Pripravy roztoki a uprava vzorku

3.2.1 Pripravy roztoki

Pracovni roztok volného radikalu DPPH
Pracovni roztoky volného radikalu DPPH o koncentracich 1,16:10* moll" a
2,32-10* mol-1" byly ptipraveny rozpusténim navazky pevného DPPH v methanolu. Pro

dosazeni Gplného rozpusténi latky byla pouzita ultrazvukova lazen.

Kalibracni iada standardu Troloxu

Standardni roztok Troloxu o koncentraci 1-10° molI’ byl pfipraven
rozpusSténim navazky pevného standardu v destilované vodé€. Pro dosazeni uplného
rozpusténi latky byl roztok ponofen na cca. 5 minut do ultrazvukové lazné. Ziedéné
roztoky (koncentrace 5-107%; 3-107%; 2,5-10% 2,25-10%; 1,5-10*; 0,75-10™*; 3-10”° mol-1™)

byly ziskany postupnym fedénim destilovanou vodou.

Tlumivé roztoky

Acetatovy tlumivy roztok o pH = 4,3 byl piipraven titraci 0,2 mol-I"' roztoku
octanu sodného 0,2 moll”" kyselinou octovou na pH metru. Fosfatovy tlumivy roztok o
pH = 7,03 byl piipraven titraci 0,1 mol-lI" kyseliny fosfore¢né ptipravenym 50%
roztokem hydroxidu sodné¢ho na pH metru. Tlumivy roztok o pH = 11,03 byl nasledné
pripraven dotitrovanim fosfatového tlumivého roztoku pfipravenym 50% roztokem

hydroxidu sodného.
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3.2.2 Uprava vzorku

Redlné vzorky piva byly fedény danymi tlumivymi roztoky (acetatovy
tlumivy roztok pH = 4,3, fosfatovy tlumivy roztok pH = 7,03, tlumivy roztok o pH =
11,03) vzdy pted méfenim v nésledujicich objemovych pomérech (pivo : tlumivy

roztok) 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:10, 1:20. Méteny byly také netfedéné vzorky danych piv.

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Volba vhodného tlumivého roztoku

Pfed samotnym métenim vzorkd piv bylo potieba zjistit, ve kterém ze tii
nabizenych tlumivych roztokl o rtiznych hodnotach pH vykazuje methanolicky roztok
DPPH, vodny roztok standardu Troloxu a modelovy vzorek piva nejvyssi stabilitu.

Meéieni bylo provedeno metodou UV/VIS spektrometrie.

Sledovani stability methanolického roztoku DPPH v tlumivych roztocich o rizném pH

Sledovéni stability methanolického roztoku DPPH o koncentraci 1,16:107
mol'l" bylo provadéno ve tiech nasledujicich tlumivych roztocich: acetatovém
tlumivém roztoku o pH = 4,3, fosfatovém tlumivém roztoku o pH = 7,03 a tlumivém
roztoku o pH = 11,03. Srovnavaci kyveta (blank) obsahovala 2 ml MeOH a 1 ml
ptislusného tlumivého roztoku. Mérna kyveta obsahovala 2 ml methanolického roztoku
DPPH a 1 ml pfislusného tlumivého roztoku. Vysledna absorp¢ni spektra byla
sestrojena jako zavislost absorbance na vinové délce zafeni a jsou zobrazena v Césti
Ptilohy (viz. Ptiloha 1, 2, 3).

Parametry méfeni:

Rozsah vinovych délek: 200 — 770 nm

Pocet cyklu: 10

22



Délka trvani jednoho cyklu: 15 min

Sledovani stability vodného roztoku Troloxu v tlumivych roztocich o rizném pH

Sledovani stability methanolického roztoku DPPH o koncentraci 1,16:10™
moll" s pfidavkem vodného roztoku standardu Troloxu o koncentraci 1,5-10™ mol-I”
bylo provadéno opét ve tfech nabizenych pufrech: acetatovém tlumivém roztoku o pH =
4,3, fostatovém tlumivém roztoku o pH = 7,03 a tlumivém roztoku o pH = 11,03.
Srovnavaci kyveta (blank) obsahovala 2 ml MeOH a 1 ml pfislusného tlumivého
roztoku. Mérna kyveta obsahovala 2 ml methanolického roztoku DPPH, 0,2 ml vodného
roztoku standardu Troloxu a 0,8 ml ptislusného tlumivého roztoku. Vyslednd absorpcni
spektra byla sestrojena jako zavislost absorbance na vinové délce zéafeni a jsou
zobrazena v ¢asti Ptilohy (viz. Ptiloha 4, 5, 6).

Parametry méreni:

Rozsah vinovych délek: 200 — 770 nm

Pocet cyklu: 18

Délka trvani jednoho cyklu: 5 min

Volba vhodného tlumivého roztoku pro méieni modelového vzorku piva

Bylo prométfeno absorpcni spektrum modelového vzorku piva v pracovnim
roztoku DPPH o koncentraci 1,16:10™ mol'I' a v tlumivych roztocich o dvou riznych
hodnotach pH — acetatovém tlumivém roztoku o pH = 4,3 a fosfatovém tlumivém
roztoku o pH = 7,03. Srovnavaci kyveta obsahovala 2 ml MeOH a 1 ml pfislusného
tlumivého roztoku. Mérné kyveta obsahovala 2 ml methanolického roztoku DPPH, 0,2
ml vzorku piva a 0,8 ml daného tlumivého roztoku. Vzorek piva byl nésledné ziedén
danymi tlumivymi roztoky v objemovych pomérech 1:1 a 1:4 a opét bylo proméfeno
jeho absorpéni spektrum. Naméfena data byla zpracovana jako zavislost absorbance na
case.

Parametry méreni:

Meéfieno pii vinové délce: 519 nm

Pocet cykla: 30

Délka trvani jednoho cyklu: 1 min
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3.3.2. Kalibracni zavislost Troloxu

Trolox byl vybran jako standardni antioxidacni latka, ke které se obvykle
vztahuji hodnoty celkové antioxidaéni aktivity. Kalibra¢cni tada Troloxu
v koncentraénim rozsahu 3-10° — 3-10 mol-I” byla proméfena v pracovnim roztoku
DPPH o koncentraci 1,16:10* mol-1" v acetatovém tlumivém roztoku o pH =43 a
nasledné fosfatovém tlumivém roztoku o pH = 7,03. M¢feni bylo provedeno pro
kone¢nou dobu inkubace 30 a 60 min. Srovnavaci kyveta obsahovala 2 ml MeOH a 1
ml pfislusného tlumivého roztoku. Mérnd kyveta obsahovala 2 ml methanolického
roztoku DPPH, 0,2 ml vodného roztoku standardu Troloxu ptislusné koncentrace a 0,8
ml daného tlumivého roztoku. Naméfena data byla zpracovana jako zavislost
absorbance na ¢ase pro danou koncentraci Troloxu a absorbance na koncentraci Troloxu
v ¢ase t = 10 min, t = 20 min, t = 30 min (popf. t = 20 min, t =40 min a t = 60 min).

Parametry méreni:

Meéfieno pii vinové délce: 519 nm

Pocet cykla: 30

Délka trvani jednoho cyklu: 1 min/2 min

3.3.3 Nalezeni vhodnych podminek pro méreni modelového vzorku

piva

Volba vhodné doby inkubace a sledovani zavislosti hodnoty TAA na iedéni piva

Byla prométena absorp¢ni spektra modelovych vzorkl piv riznych fedéni
(1:2, 1:5, 1:10, 1:20) v pracovnim roztoku DPPH o koncentraci 2,32-10'4 mol-I! a
fosfatovém tlumivém roztoku o pH = 7,03. Na zaklad¢ nalezeni maxima v absorpcnim
spektru byla zvolena pro méteni konstantni vinova délka 519 nm, kterd byla nasledné
pouzita pii vSech métenich realnych vzorki piv.

Do 10 ml odmérnych ban¢k bylo napipetovano vzdy 6,5 ml methanolického
roztoku DPPH, 2,5 ml tlumivého roztoku a 1 ml piva (popf. 1 ml standardu Troloxu o

prislusné koncentraci). Odmérné banky byly promichany a ponechany na tmavém mist¢.
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Po uplynuti pozadované¢ doby inkubace (t = 60 min) byly vzorky proméieny
v ktemennych kyvetach pii nastavené vinové délce 519 nm spolu s kalibra¢ni fadou
standardu Troloxu. Pro dobu inkubace t = 60 min byla s vyuzitim naméfenych
absorbanci a rovnice linedrni regrese standardu Troloxu vypoctena antioxidacni aktivita
netfedénych i fedénych modelovych vzorkt piv.

Pii méfeni modelového vzorku piva KruSovice 12° byla doba inkubace pro
srovnani postupné zkracena o 10 minutovy interval (tedy na t = 40 min, t = 30 min, t =
20 min, t = 10 min). Naméfena data byla zpracovdna obdobn¢ jako v ptipadé doby

inkubace t = 60 min.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace metody

4.1.1 Volba vhodného tlumivého roztoku

Z absorp¢nich spekter methanolického roztoku DPPH a vodného roztoku
standardu Troloxu zobrazenych v Piiloze 1 — 6 vyplyva, ze se v tlumivém roztoku o pH
= 11,03 ztraci intenzita nami sledovaného absorpéniho maxima DPPH a z toho diivodu
byl z dal§ich méfeni vyloucen. DalS$i méfeni prokézala, Ze se pro méfeni jevi jako
nejvhodnéjsi fosfatovy tlumivy roztok o pH = 7,03, ktery byl dale pouzivan pii méefeni

realnych vzorki piv.
4.1.2 Vliv Fedéni piva na celkovou antioxidacni aktivitu
Byl studovan vliv fedéni piva na hodnotu celkové antioxidacni aktivity
(vztazené na standard Trolox). Z naméfenych dat vyplyva, Ze hodnota celkové

antioxidacni aktivity piva mirn¢ vzristd s rostoucim fedénim piva (viz Tabulka III.)

Tabulka III. Hodnoty TAA modelového vzorku piva Bernard Free pro riizna redeni

zmerené metodou UV/VIS spektrometrie, doba inkubace cinila 60 min.

TAA [mmol-l'1 Troloxu]
Redéni piva | Absorbance | Redéné pivo | Piepodet na nefedéné pivo
neiredéné 0,5221 0,73497 0,73497
1:2 0,7814 0,57236 1,14472
1:5 1,0852 0,38191 1,90952
1:10 1,2605 0,27199 2,71992
1:20 1,4081 0,17945 3,58894
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4.1.3 Zavislost na dobé inkubace

Byl sledovan vliv doby inkubace na hodnotu TAA vybrané¢ho vzorku piva

Krusovice 12°. TAA zde bylo urceno z kvadratického kalibraéniho modelu standardu

Troloxu vypocteného pomoci programu QC Expert. Z vysledkii tohoto méfeni

zobrazenych v Tabulce IV. vyplyva, ze srostouci dobou inkubace nadale probiha

chemicka reakce wvedouci

k odbarvovani roztoku, coz by mohlo byt mylné

interpretovano jako narist celkové antioxidacni aktivity piva. Grafické znazornéni je

uvedeno na Obr. 14.

Tabulka IV. Viiv doby inkubace na TAA piva Krusovice 12° svétly lezak pro riiznd

redeni piva. Hodnoty oznacené kurzivou byly urceny extrapolaci

TAA [mmol-l" Troloxul]
(TAA urceno z kvadratického kalibra¢niho modelu Troloxu)
Doba inkubace [min]
Redéni | t=10 t=20 t=30 | t=40 | t=50 | t=60
nefedéné | ; 2520 103160 1,2962 1,0560 09152  0,9178
1:2 1,1255  1,1737  1,4708  1,5747 1,8304  1,8356
1:5 1,1038  1,2479 14346 1,5476  1,7350  1,8092
1:10 0,9201 1,8313 12766 22075 2,1736  2,2699
2,5
::: —— 10 min
g 7 —=—20 min
é 1,5 A /. 30 min
g '—//./—‘\’ 40 min
‘E’ 1 —%— 50 min
Z 05 ‘ ‘ ‘ —e— 60 min
0 2 4 6 8 10 1
fedéni (x)

Obr. 14. Graf zavislosti TAA piva Krusovice 12° svetly lezak na jeho redent
(1:2, 1:5, 1:10) pro riizné doby inkubace
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4.1.4 Presnost méreni

Z namétenych hodnot absorbanci pro jednotliva fedéni modelovych vzork
piv byla vypoctena relativni smérodatna odchylka RSD, odraZejici pfesnost metody za
podminek opakovatelnosti (viz Tabulka V.). RSD byla vypoctena podle nasledujiciho
vzorce:

RSD =3 %100 (10)

X

kde § je smérodatna odchylka a x je aritmeticky primér ze sedmi opakovani.

V ptipad¢ piva Litovel 13° bylo provedeno paralelni stanoveni (viz. Tabulka VI.).

Tabulka V. Presnost méreni urcena pomoci vypoctu relativni smérodatné odchylky

RSD pro pocet opakovani sedm a vedeni 1:2, 1:5, 1:10, 1:20

Redéni Relativni
Pocet
Nazev piva piva smérodatna
opakovani

[v/v] odchylka [%]
Bernard Free 1:2 7 4,52
Litovel Premium 12° 1:5 7 1,81
Litovel Moravan 11° 1:10 7 2,03
Litovel Dark 1:20 7 1,24

Tabulka V1. Paralelni stanoveni piva Litovel 13° pro redeni 1:2, 1:5, 1:10, 1:20,

doba inkubace cinila 60 minut

Redéni piva Pocet
Nazev piva Absorbance
[v/v] opakovani
Litovel 13° 1:2 o) 0,7090 0,7136
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Litovel 13° 1:5 2 0,9872 1,0131
Litovel 13° 1:10 2 1,3518 1,3296
Litovel 13° 1:20 2 1,5206 1,5051

4.2 Souhrn namérenych vysledki

4.2.1 Kalibra¢ni krivka Troloxu

Kalibra¢ni kiivka standardu Troloxu byla méfena pifi konstantni vinové

délce 519 nm v tlumivém roztoku o pH = 7,03. Doba inkubace ¢inila 60 minut.

1,8 ¢ model
Linearni (model
1,6 - ( )
——— Polynomicky (model)
8 14 ~
2 y =-677,17x + 1,5249
8 12 R? = 0,8849
5 L
2 y =915607x? - 1634,3x + 1,6354
< 14 R? = 0,9906
0,8 -
0,6 ; ; ; ; ;
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
c (molll)

Obr. 15. Kalibra¢ni kiivka standardu Troloxu v tlumivém roztoku o pH = 7,03

Kalibra¢ni kiivka standardu Troloxu je linearni v koncentratnim rozsahu
3-10° — 1-10° mollI"!. Rovnice linearni regrese y = -677,17x + 1,5249, koeficient
spolehlivosti R* = 0,8849. Rovnice polynomické regrese je y = 915607x* — 1634,3x +
1,6354, koeficient spolehlivosti R*=0,9906.
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4.2.2 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

U osmi vybranych vzorkl piv byla stanovena celkovéa antioxidacni aktivita

(vztazena na standard Trolox) metodou DPPH. Souhrn ziskanych vysledkii TAA

jednotlivych vzorka piv pro fedéni 1:2, 1:5 a 1:10 je zobrazen v Tabulce VII. Doba

inkubace pfi méfenich ¢inila 60 min.

Tabulka VII. Hodnoty TAA urcené metodou DPPH pro osm vybranych vzorkii piv

Nazev piva

Redéni [v/v]

TAA [mmol-l" Troloxul]

Redéné pivo

Prepocet na neredéné pivo

1:2 0,572 1,144
1:5
Bernard Free 0,382 1,910
1:10 0,272 2,720
1:2 0,361 0,722
Bernard 12° 1:5 0,333 1,665
1:10 0,233 2,332
1:2 0,303 0,606
Budweiser Budvar 12° 1:5 0.228 1.142
1:10 0,171 1,710
1:2 0,538 1,076
Litovel Dark 1:5 0.521 2.605
1:10 0,492 4,920
1:2 0,749 1,498
Litovel Moravan 11° 1:5 0.448 2.240
1:10 0,257 2,567
1:2 0,713 1,426
Litovel Premium 12° 1:5 0.449 2.245
1:10 0,305 3,050
1:2
Litovel 13° 0992 1,990
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1:5 0,695 3,475
1:10 0,341 3,410
1:2 0,951 1,902
Krugovice 12° 1:5 0,520 2,600
1:10 0,307 3,070

4.2.3 Porovnani vysledkii TAA piv namérenych metodou DPPH s cyklickou

voltametrii a pritokovou coulometrii.

Vysledky TAA ziskané spektrofotometrickou metodou zalozenou na zhaseni
stabilniho volné¢ho radikdlu DPPH byly porovnany se dvéma dal§imi metodami —

pritokovou coulometrii a cyklickou voltametrii[26] (viz. Tabulka VIIL.).

Tabulka VIII. Hodnoty TAA urcené tremi metodami pro redeni piva 1:10 (v/v),

prepocitané na neredené pivo, doba inkubace 60 minut

TAA [mmollI" Troloxu]
Nazev piva

Metoda Pratokova Cyklicka voltametrie

DPPH coulometrie [800 mV]
Bernard Free 2,72 0,42 0,92
Bernard 12° 2,33 1,63 1,16
Budweiser Budvar 12° 1,71 3,42 1,21
Litovel Dark 4,92 3,61 1,48
Litovel Moravan 11° 2,57 2,92 1,36
Litovel Premium 12° 3,05 5,19 1,48
Litovel 13° 2,96 4,30 1,73
Krusovice 12° 3,07 0,32 -
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5. ZAVER

Tato prace byla zamétfena na studium antioxida¢ni aktivity v pivu pomoci
spektrofotometrické metody zaloZené na zhaSeni volného radikalu DPPH. Po nalezeni
vhodnych parametrd metody (volba vhodného tlumivého roztoku, vhodné doby
inkubace a fedéni piva) byla stanovena celkova antioxidacni aktivita osmi vybranych
vzorkd piv. Hodnoty TAA byly vztazeny na standardni latku Trolox a vyjadieny v
mmol-1" Troloxu (kvili porovnatelnosti jednotlivych vzorkti a metod). Ziskané
vysledky byly porovnany s dal§imi dvéma metodami — cyklickou voltametrii a
prutokovou coulometrii.

Vysledky TAA ziskané metodou DPPH ukazuji, Ze s rostoucim fedénim piva
a s rostouci dobou inkubace roste mirné i hodnota celkové antioxidacni aktivity.
Presnost méfeni metodou DPPH byla v rozsahu RSD = 0,45 — 4,52 %.

Dal$im moZnym postupem pii stanovovani TAA piva by mohlo byt
porovnani ziskanych vysledki namétenych metodou DPPH s metodou ABTS, ktera je
zalozena na podobném principu jako metoda DPPH, konkrétn¢ tedy na zhéaseni
radikalového kationtu ABTS™-. Zajimavym by téz bylo zjisténi, zda-li by se nami
pouzivana metoda DPPH dala pouzit i pifi méfeni jinych alkoholickych ¢i
nealkoholickych napojiim zndmych svymi antioxida¢nimi Gc¢inky, jako je naptiklad vino,

¢aj a kava.
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6. PRILOHY
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Ptiloha 1. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH v tlumivém roztoku
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Ptiloha 2. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH v tlumivém roztoku

opH=7,03
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Ptiloha 3. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH v tlumivém roztoku
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Ptiloha 4. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH s pridavkem vodného

roztoku standardu Troloxu v tlumivém roztoku o pH = 4,3
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Ptiloha 5. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH s pridavkem vodného
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roztoku standardu Troloxu v tlumivém roztoku o pH = 7,03
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Ptiloha 6. Absorpcni spektrum methanolického roztoku DPPH s pridavkem vodného

roztoku standardu Troloxu v tlumivém roztoku o pH = 11,03
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS
DAD

DPPH
ESR

FRAP
LCAO

ORAC

B-PE
RSD

TAA

TAC

TEAC
TPTZ
ROS
RNS

UV/VIS

VR

2,2’ -azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat
detektor s diodovym polem

(diode — array detektor)
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl radikal
elektronova spinova rezonance

(electron paramagnetic resonance)

ferric reducing antioxidant power

linearni kombinace atomovych orbitalil

(linear combination of atomic orbitals)
absorp¢ni kapacita kyslikového radikalu
(oxygen radical absorbance kapacity)
B-fykoeritrin

relativni smérodatna odchylka

(relative standard deviation)

celkova antioxidacni aktivita
(total antioxidant activity)

celkova antioxida¢ni kapacita
(total antioxidant capacity)

Trolox equivalent antioxidant capacity
2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5triazin
reaktivni formy kysliku

(reactive oxygen species)

reaktivni formy dusiku

(reactive nitrogen species)

ultrafialova a viditelna oblast spektra
(ultraviolet and visible spectrum)

volné radikaly
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