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1 UVOD



Antioxidanty jsou latky, které chrani zivy organismus pted plisobenim volnych
radikalt. Volné radikaly zpisobuji oxidaci bunék. Obecné je tento jev oznacovan jako
starnuti bun€k. V lidském organismu jsou volné radikdly produkovany v dasledku
stresu a pii nadmérné konzumaci tuénych a alkoholickych vyrobki. Poskozuji buiky
bilkovin, lipidd a DNA. Vysledkem jsou vaznd nadorovd onemocnéni a obezita.
Antioxidanty se vyskytuji volné¢ v pfirod¢. Neutralizuji volné radikaly, a tim chrani
zivy organismus pted jejich toxickymi Gc¢inky. Antioxidanty, které si Zivy organismus
produkuje sdm, oznaCujeme jako endogenni antioxidanty. K endogennim
antioxidantlim zatazujeme: enzymy, bilkoviny a koenzymy. Antioxidanty, které si Zivy
organismus neni schopen syntetizovat sam, nazyvame exogennimi antioxidanty.
Exogenni (rostlinné) antioxidanty mizeme rozdélit dle jejich struktury na: polyfenoly,
karotenoidy a na kyselinu askorbovou a tokoferoly. Vyskytuji se v ovoci, zelening
a rostlinach. Velké mnozstvi antioxidanti v podobé& katecholli je obsaZzeno Vv caji,
zejména v zeleném a bilém. Doporucena je také konzumace kvalitniho ¢erveného vina,
ktery obsahuje antioxidanty, jako je resveratrol a jiné polyfenoly. Existuji
I antioxidanty, které ve vétSich koncentracich maji prooxidaéni uc¢inky. Mezi né patii
hlavné syntetické antioxidanty ale, i1 nékteré rostlinné antioxidanty (napft. 1,2-
dihydroxybenzen).

Cilem této bakalarské prace bylo porovnani antioxidac¢ni kapacity resveratrolu
a vybranych katecholtu. A to jak v Cisté podobé¢, tak i v realnych vzorcich jako je vino,
¢aj, kava a ovocna Stdva. Porovnavana byla také zavislost antioxidacni kapacity
na zméné pH roztoku resveratrolu a katechin hydratu. Pro stanoveni antioxidacni
kapacity byla pouzita metoda chemiluminiscencni TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity).
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2.1 Reaktivni formy kysliku

2.1.1 Vznik a vlastnosti volnych radikala

Reaktivnimi formami kysliku (ROS - reactive oxygen species) nazyvame volné
radikaly a latky, které se Gcastni reakci jejich vzniku. Volnym radikalem je atom nebo
molekula, kterd ma neparovy elektron. Radikaly mohou byt neutralni castice nebo
ionty kladné €1 zdporné nabité.

Volné radikaly z molekul vzniknou diky redukci (pfidanim elektronu), oxidaci
(ztratou elektronu) nebo homolytickym Stépenim kovalentnich vazeb, které je
zpusobeno UV, rentgenovym nebo ionizanim zéfenim nebo piidanim velkého
mnozstvi energie Ci teploty.

Jako radikéaly obecné se oznacuji vysoce reaktivni Castice, které se snazi co
nejrychleji doplnit neparovy elektron nebo jej piedat jiné molekule, ktera se poté stane

volnym radikalem a timto zptisobem dojde k iniciaci fetézce dalSich reakei. [1]
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2.1.2 Volné radikaly. Superoxidovy radikal anion.

Mezi kyslikové radikaly zafazujeme superoxid O," , hydroxylovy radikal HO",
peroxyl ROO", alkoxyl RO" a hydroperoxyl HO,".
Superoxid se zaroven redukuje 1 oxiduje pomoci enzymu superoxid dismutaza.
Této reakci fikame dizmutace, pii niz vznikne v organismu méné Skodlivy peroxid
vodiku, ktery je enzymem katalaza dale rozlozen na vodu a kyslik. Nezbytnou reakci
pro aerobni zplsob Zivota je redukce atmosférického kysliku na 2 molekuly vody
(rovnice 1-4).
O, +e—0;
O, +e — H,O;,
H,0,+ e — H,0 + HO
HO +e — H,O

A 0w N -

Probihda v dychacim fetézci mitochondrii, v aktivnim centru enzymu
cytochromoxidaza. Tam dochéazi k transformaci energie chemickych vazeb Zivin
na ATP. V pritbéhu této reakce vznikaji toxické radikaly jako superoxid a hydroxylovy
radikal. Ve spojeni s enzymem se zneutralizuji, a proto pro zZivy organismus Skodlivé

nejsou. [1, 2]
2.1.3 Ostatni reaktivni formy kysliku

K ROS také patii peroxid vodiku, ktery ptfedevsim reaguje s tranzitnimi kovy.
Ve Fentonové reakei, kde reaguje zmitiovany peroxid vodiku s Zelezem Fe®*, vznika
vysoce toxicky hydroxylovy radikél, ktery okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami
(rovnice 5).

Fe?* + H,0,— Fe*" + HO + HO™ 5

Dale k ROS patii latky: kyselina chlorna HOCI, ozon O3 a singletovy kyslik ‘O,. [1,2]
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2.2 Antioxidanty

2.2.1 Endogenni a exogenni antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které¢ maji schopnost neutralizovat volné radikaly. Diky
tomu je zivy organismus chranén pfed vznikem nadorti a je stimulovan imunitni

systém. Podle mista vyskytu antioxidanty délime na exogenni a endogenni (Tab. 1).

&Jsi endogennimi  antioxidanty jsou: enzymy, rizné bilkoviny

a koenzymy. Exogenni antioxidanty jsou obsazené v potravinach nebo v doplicich

stravy. [3]

Endogenni antioxidanty

Exogenni antioxidanty

Superoxid dismutdza Vitamin A
Katal4za Vitamin E
Glutathion reduktaza Vitamin C

Transferaza Karotenoidy
Polyaminy Xantofyly
Melatonin Exogenni koenzym Q1

Estrogen Polyfenoly
Laktoferin

Kyselina mocova

Kyselina lipanova

Ceruplazmin

Albumin

Glutathion

Endogenni koenzym Q19

13

Tabulka 1: Rozd¢leni antioxidantii na exogenni a endogenni.




2.2.2 Antioxidanty rostlinného ptiivodu

Antioxidanty rostlinného puvodu muzeme rozdé¢lit dle jejich struktury do tii
skupin:
e Polyfenoly, které¢ tvoifi dvé hlavni skupiny slou€enin: fenolové kyseliny
a flavonoidy
e Karotenoidy

e Kyselina askorbova a tokoferoly

Flavonoidy jsou nejrozsitenéj$imi fenolickymi slou¢eninami. Jsou obsazeny
Vv zelening, ovoci a v napojich, jako je vino nebo ¢aj. Zakladem jejich struktury je Ce-
Cs-Cs flavonovy skeleton (Obr. 1), ve kterém jsou jednotlivé fenolické skupiny
obvykle propojeny kyslikem. Rtazné druhy flavonoidii mizeme rozlisit od sebe pomoci
stupné nenasycenosti a stupné oxidace tfi-uhlikatého segmentu. Déle pak jsou

rozliSovany podle poé¢tu a druhu substituenti pfipojenych k fenolickému jadru. [4,5]

O

Z

Obr. 1: Flavan
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Karotenoidy jsou dulezitymi rostlinnymi barvivy, ktera jsou zodpovédna
za zluty, oranzovy, Cerveny nebo fialovy odstin rizného druhu ovoce, zeleniny a
rostlin. U rostlin jsou Casto odstiny karotenoidl prekryty zelenym chlorofylem a jejich
pravy odstin je mozné spatiit teprve na podzim, kdy je pigment chlorofylu rozlozen.
Existuje zhruba 600 druht karotenoidli, znamych hlavné jako a- nebo -karoten (obr.
2). Obecné jsou oznacovany jako zdroj vitaminu A, potravinaiské barvivo nebo jako
dopln€k stravy. Odstin a antioxida¢ni kapacita karotenoidli je dana jejich specifickou

strukturou, konjugovanymi dvojnymi vazbami. [6]

f-Carotene

Obr. 2: B-karoten

Tokoferoly a tokotrienoly a kyselina askorbova reaguji se singletovym kyslikem
a S volnymi radikaly, zejména s peroxylem. Tokoferoly pusobi hlavné v lipidovych
membranach a LDL (low-density lipoprotein). Kyselina askorbova je hlavnim
akceptorem radikald v télesnych tekutinach (napt. v cytosolu nebo plasmé¢) a dokaze
také zredukovat tokoperoxyl radikél. Vitaminem E jsou obecné pojmenovany vSechny

homology tokoferolu (obr. 3) a tokotrienoly.

Vitamin E

Obr. 3: Vitamin E
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a-Tocopherol CH3 CH3 Ci6H33
f-Tocopherol CHj H CigH33
¥ -Tocopherol H CH3 CieH33
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Vitamin C neboli kys. L-askorbova (obr. 4) je rozpustna ve vodé a stala

vvvvvv

v mimobunéénych tekutinach a v ptirodé. Efektivné vychytava superoxid, peroxid

vodiku, chlornany, hydroxylové a peroxylové radikaly a singletovy kyslik. [7]

Vitamin C

U@Y\DH

OH

Obr. 4: Vitamin C
2.2.3 Oxidacni stres

Pti neutralizaci radikalt antioxidanty dochdzi k rovnovaze. Tato rovnovaha
muze byt narusena vnéjSim faktorem, a to napf. zneCiSténym prostiedim, pozivanim
velkého mnozstvi alkoholu, koufenim tabakovych vyrobki nebo stresem. Oxidac¢ni
stres nastane v dusledku nahromadéni volnych radikalti. Volné radikaly poskozuji
buinky RNA, DNA, bilkovin a lipidi. Nasledkem jsou vdznd nadorovd onemocnéni,

cukrovka, Parkinsonova ¢i Alzheimerova choroba. [8]
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2.2.4 Antioxida¢ni kapacita

Antioxida¢ni kapacita TAC (Total Antioxidant Capacity), coz je schopnost
potraviny nebo doplnki vyzivy vazat volné radikaly, poskytuje informaci o délce
trvani antioxida¢niho uc¢inku. Vyse antioxidacni kapacity v rostlinach, ovoci a zeleniné
z4visi na raznych faktorech: skladovani, vnéj$i podminky , zpisobu péstovani a
zpusobu zpracovani. [9]

Ptehled celkové antioxida¢ni kapacity napojii naméfené riznymi metodami je v

tabulce 2. [10]

Antioxidant Source Antioxidant activity (estimated by three
different methods)
FRAP TRAP TEAL {ramol
{rarnal ieeleclel) TraloyL]
Feftil) TroloL]
| Beer (lager) [ 278 [ - [ 1.04
[ Charnomile [ 065 [ 126 [ 05T
| Coffee (espresso) | 12533 [ 65.00 | 35.54
Coffee (espresso, ‘ 93.01 | 452 ‘ 26.95
decaffeinated)
| Coffee (sutracted) | 95.40 | 5957 | 30.29
[ Caoffes (soluble) [ 108.56 [ 5257 [ 32.48
| Cognac [ 2.25 [ 145 [ 1.29
| Grappa | MD | ND | 0.18
| Rurm [ MD [ D [ 0.04
| Tea (black) [ 10.09 [ 457 [ 3.60
| Tea (green) [ 18.00 [ 763 [ £.01
| “inegar (red) [ 9.50 [ 480 [ 3.12
| WWhiskey | 3.45 [ 2.31 | 1.68
| “Wine (Aglianico, red) || 30053 [ 16.09 [ 12,14
| “Wine (Chianti, red) | 31.53 [ 14.84 [ 11.43
| Wine (Sawvignon, red) || 23.90 [ 11.73 [ 595
| “Wine (Villa Torre, rosé) || 5.33 [ 224 [ 2.42
| Wine (Tarnerici, rosé) || 7.22 | 2.20 | 2.18
| “Wine (Bardoling, rosé) || 4.66 [ 158 [ 152
Wyine MWeraccia, 5.04 2.32 1.94
wehite]
| “Wine (Pinot, white) [ 3.72 [ 2.10 [ 1.68
Wine (Greco di Tufo, 3.83 1.86 1.61
wehite]

Tabulka 2: Prehled TAC napoji. [10]
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2.3 Metody stanoveni TAC

2.3.1 TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) s vyuzitim ABTS

Metoda je zaloZena na schopnosti antioxidantti odbarvit pomérné staly radikal
ABTS- + (2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat), modrozeleny chromofor
S charakteristickou absorbanci v 734nm, ktery je srovnavan s Troloxem, ve vodé
rozpustnym analogem vitaminu E. Pfidanim antioxidantd k latce, ktera je ve formé
radikalu, dochazi k redukci a tedy i k odbarveni této latky. Rychlost a mira odbarveni

jsou imérné antioxidacni aktivité vzorku.[11, 12]

2.3.2 TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter)

TRAP je metoda zaloZzend na antioxidacni protekci pted fluorescencnim
rozkladem R-fytoeritrinu v prub&hu peroxida¢nich reakcich. Vysledky jsou vyjadieny
Vv ekvivalentnich jednotkach Troloxu. [11, 12]

2.3.3 FRAP ( Ferric Reducing-Antioxidant Power)
Benzie a Strain metoda vyuzivajici Hewlett-Packardiuv 8543 spektrofotometr
s diodovym polem. Metoda je zalozena na redukci Zelezitych komplextit TPTZ (2,4,6-

tripyridyl-S-triazin) do formy Zeleznatnatych komplexti TPTZ. Absorbance se méfi pfi
593nm. [11]
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2.3.4 Metoda pouzivajici DPPH

U této metody dochazi k reakci analyzované latky s DPPH (1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce je
obvykle métena spektrofotometricky pii vinové délce 517nm. Analyzu lze provést i na
mikrotitraénich destickach nebo metodou ESR (Electron Spin Resonance) nebo
HPLC. [13]

2.3.5 FIA-CL (Flow Injection with Chemiluminescence Detection)

Metoda je zalozena na chemiluminiscencnich reakcich mezi luminolem
a hydroxylovymi radikaly vytvofenymi peroxidem vodiku v pfitomnosti iontii Co**
ve spojeni s EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) podle Fentonovy reakce.
Ptistroj pro stanoveni metodou FIA-CL se skladd ze tii kanalkd, kterymi jsou
piivadény ptislusné kapaliny: nosnd kapalina, boritan sodny 0 pH=9, do které¢ho je

vzorek aplikovan, dale tok H,O, a tok obsahujici chemiluminiscenéni ¢inidlo.[14]
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2.4 Chemiluminiscence

Chemické reakce obvykle doprovazi vyména energie mezi reakénim systémem
a okolim. Tyto reakce mohou byt exotermické — energie se uvoliiuje ze systému, nebo
reakce endotermické, kde je energie pohlcovana. Uvolnéna energic muize byt
rozptylend do okoli, nebo zlstava v reagujicich molekuldch, ¢imz dochéazi k excitaci
molekuly. Excitované ¢astice v molekule pomalu ztraci svou energii v podobé& tepla
nebo emise zafeni. V piipad¢ emise zafeni doprovazejiciho chemické reakce mluvime
0 chemiluminiscenci. Jablonskeho diagram (obr. 5) ptedstavuje zafivé (F-fluorescence,
P-fosforescence) a nezativé (IC — vnitini konverze, ISC - mezi-systémové kiiZeni)
pochody. Aby latka mohla emitovat svétlo, musi svétlo absorbovat (A — absorpce
fotonu = excitace Castice). Pti pifechodu z hladiny S; do Sy dochazi k emisi fotonu —
fluorescenci (doba zivota 1-100ns). Pii pifechodu z hladiny T; do Sy dochazi k emisi
fotonu — fosforescenci (doba Zivota 1ms-dny). Jelikoz piechody Triplet-Singlet jsou
spinové zakazany, doba zivota fosforescence je mnohem delsi. Pti chemiluminiscenci

se ¢astice excituji absorpci energie, ktera se uvolni pii chemické reakci. [15, 16]

excited vibrational states
(excited rotational states nok shown)

= photon absorption
= fluorescence (emission)
= phosphorescence
= 5inglet state

Ic T = triplet state

IC = internal conyersion
I5C = intersystem crossing

YA T,

Ic

A F T
1

S
S

A
F
P
5

4
electronic ground state

Obr. 5: Jablonského diagram. F je emise zafeni — chemiluminiscence.
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2.5 Resveratrol

2.5.1 Chemické vlastnosti, struktura

Resveratrol systematickym nazvem 3.,4,5-trihydroxystilben existuje ve dvou
geometrickych isomerech, cis a trans (obr. 6). V rostlinach se vyskytuji oba tyto
isomery, kde trans — isomer pievazuje.[17,18] Resveratrol snizuje rychlost oxidace
‘cytochromu ¢’” hydroxylovymi radikaly, které vznikly z peroxidu vodiku UV
zatenim. Resveratrol je také efektivnim akceptorem hydroxylovych radikalt
v ethanolickych roztocich [-karotenu. Resveratrol ma silné tlumici ucinky na
superoxidovy anion a H,O,. Rozpustnost resveratrolu ve vodnych roztocich je velmi
slaba. Rozpustnost polyphenolti ve vodé je méné nez 0,05 mg/ml, nicméné v

pritomnosti ethanolu se rozpustnost resveratrolu zvysuje na 50 mg/ml. [19,20]

T O
HO. A X
| OH

OH OH

o

trans-resveratrol cis-resveratrol

Obr. 6: Struktura trans- a cis- resveratrolu.

21



2.5.2 Vyskyt, funkce v rostliné, Gcinky na lidsky organizmus

Resveratrol je antioxidant obsazeny ve vice nez 72 druzich rostlin.
NejznaméjS§im zdrojem resveratrolu jsou hrozny vinné révy. Obsah resveratrolu v
¢erveném vin¢ je cca 2-6mg/l, ve ving bilém 0,2-0,8 mg/l. Resveratrol je také obsazen
Vv zeleniné napft. v ¢inském zeli, brokolici, Cesneku, Cervené fepé atd., a v ofeSich, napf.
v arasidech. [17,18]

Resveratrol patii mezi fytoalexiny. Jeho produkce se zvySuje vlivem vné&jsiho
prostiedi: UV zéfeni, mechanické poSkozeni rostliny, vliv ozonu apod. nebo po
napadeni rostliny viry, houbami nebo bakteriemi. Pfi napadeni hroznl révy vinné
Botrytis cinerea plisni je mozno pozorovat vznik resveratrolové bariéry okolo
napadeného mista. V misté napadeni je koncentrace reSveratrolu nizka.[17,18]

Resveratrol jakoZto antioxidant pohlcuje volné radikéaly, a tim brani vzniku
nadorl, srdecnich onemocnéni a obezity. Trans-resveratrol je preventivnim faktorem
n¢kolika vaznych onemocnéni, jako je: neurodegenerativni proces, cévni onemocnéni,

virové infekce a rakovina.[20]

2.5.3 Francouzsky paradox

Je zajimavym jevem, ze paradoxné¢ Francouzi trpi podstatné mén¢
kardiovaskularnimi nemocemi oproti ostatnim obyvateliim zapadni Evropy, pfestoze
konzumuji vice syrl, tuénych vyrobkil nebo maji horsi zivotospravu. Timto zazrakem
je prave resveratrol spolecné s dal§imi polyfenoly obsazenymi v ¢erveném ving, které

Francouzi konzumuji v daleko vétsi mife nez obyvatelé ostatnich zemi. [17,18]
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2.5 Katecholy

2.5.1 Vyskyt a pouZziti katecholi

Katecholy (1,2-dihydroxybenzen) jsou vyznamnymi slou¢eninami v riznych
oborech. Jsou pouzivany jako ¢inidla ve fotografickém odvétvi, v produkci plasti
agumy a ve farmaceutickém pramyslu. Chlorované a methylové katecholy jsou
vedlej$im produktem zpracovani duzin a oleje.Katecholy jsou také meziproduktem pii
rozkladu aromatickych sloucenin a buni¢iny mikroorganismy. Navic se mohou objevit
V koufi tabdkovych vyrobka (semichinony, polymerizovany katechol) nebo jako

slozky potravin (kyselina kavova, katechin obsazen v ¢aji, dopamin). [21]

2.5.2 Chemické vlastnosti katecholu

Katecholy zarazujeme mezi fenolické latky. ZvySenim jejich konzumace
snizujeme riziko vzniku kardiovaskularnich nemoci, a jistych druht rakoviny. Jsou
ucinnymi akceptory hydroxylovych a peroxylovych radikald. [22]

Katecholy maji antioxida¢ni vlastnosti, ale mohou mit také vlastnosti pro-
oxidaéni, které poSkozuji makromolekuly jako je DNA a proteiny.

1,2- dihydroxybenzen je metabolitem benzenu a ma cytotoxické, hematotoxické
a genotoxické ucinky. Je to tékava latka, ktera se vyuziva v primyslu k syntéze jinych
chemikalii. [21]

Katecholy tvoii stabilni komplexy s dvoj- a trojmocnymi kovy. Komplexy

s trojmocnymi kovy jsou stabilnéjsi. Komplexy s Fe (II) uptfednostnuji kyselé pH

a komplexy Fe (111) naopak se vyskytuji v zasaditém prostiedi. [21]
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2.5.3 Kyselina kavova

Kyselina kavova (3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenova kyselina) (obr. 7) se
vyskytuje v mnoha druzich potravin a rostlin. Hlavné v zeleniné, ovoci, ¢aji, kaveé

a ve viné. Fenolické kyseliny, jako je kyselina kavova, maji antimutagenni, antikarci-

-----

HO

HO
Obr. 7: Struktura kyseliny kavové.

Kyselina kavova ma schopnost reaktivace a-tokoferolu na povrchu LDL (low-
density lipoprotein, cholesterol, ktery se vaze na bilkoviny a je transportovan v Krvi,
ma negativni G¢inky na organismus). Rovnice 6: reakce kyseliny kavové (Caf-OH) a
a-tokoferolu (a-TOH). Redukce a-tokoperoxyl radikalu (a-TO’) Caf-OH na povrchu
LDL za vzniku kyseliny kavové o-semichinon (Caf-O). [24]

Caf-OH + 0-TO  — Caf-O + a-TOH 6
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2.5.4 (+)-Catechin

(+)-Catechin (5,7,3°,4¢-tetrahydroxyflavan-3-ol) (Obr. 8) se vyskytuje v ovoci,
zelening€, zeleném a Cerném caji, ve viné a v kakaovych plodech. Je to exogenni
antioxidant, ktery ma vyznam chranit nas pfed vznikem nadorti a rakoviny. Tvofi

komplexy s tranzitnimi kovy, zejména s zelezem a médi. [25]

OH

HO O ﬂs\\
- OH

OH
(+)-Catechin
Obr. 8: Struktura (+)-catechinu.
2.5.5 Hydrochinon

Hydrochinon (benzen-1,4-diol) je fenolickou slouc¢eninou majici za kol brzdit
enzymatickou oxidaci tyrozinu a PPO (polyphenol oxidase, enzym ucastnici
se procesu hnédnuti potravin). Hydrochinon je velmi toxicky, nebot’ ma silné oxidacni
ucinky. Rychle reaguje soxidy, vedlejsimi produkty jsou: p-benzochinon
a hydroxybenzochinon, které mulzou zpusobit depigmentaci. Je obsazen
v zesvétlyjicich krémech, z divodl toxicity je prodej téchto piipravkd v Evropé

zakazan. Alternativou je mechinol (4-methoxyfenol). [26]
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2.5.6 Hnédnuti rostlin

Hnédnuti je zména kvality potravin, tyka se to hlavné cCerstvych napoji
a zpracovanych rostlinnych potravin. Catechin, kyselina chlorgenova nebo
epicatechin, jsou latky spojené s hnédnutim potravin. Katecholy, které jsou
zoxidovany, méni svlj odstin na hnédou barvu. PPO (polyphenol oxidase) je
nejbéznéj$im enzymem ucastnicim se procesu hnédnuti (obr. 9). V potravinaiském
primyslu se proces hnédnuti zpomaluje pomoci latek jako je NaCl nebo Na,SOs;,

které jsou béznymi ptisadami potravin. [27]

HO

O Catechol
HO
PPO - 0,
° Highly
- - - colored
0 Polymerization pigments
o-quinone (Browning)

Obr. 9: Mechanismus hnédnuti katecholu. Katechol je oxidovan PPO na o-chinon.

O-chinon je dale polymerizovan na hnédou latku. [27]
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3 EXPERIMENTALNI CAST



Cil prace

Stanoveni antioxida¢ni kapacity resveratrolu — vliv teploty.

Stanoveni antioxidacni kapacity resveratrolu a katechin hydratu — vliv pH.
Stanoveni antioxida¢ni kapacity katechold.

Stanoveni celkové antioxidacni kapacity bilého a cerveného vina.
Stanoveni celkové antioxidacni kapacity kavy, caje a ovocné S§tavy.

Porovnani antioxida¢ni kapacity resveratrolu a katechold.
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3.1. Chemikalie.

Zasobni roztoky:
e Fosfatovy pufr: pH 7,4 (Na;HPO,4.12H,0 (0,007 M roztok v destilované vod¢)
a KH,PO,4 (0,067 M roztok v destilované vod¢) v poméru 5:1)
e Trolox: koncentrace 10 M roztok ve fosfatovém pufru. (98%, Fluka Chemika)

e Kyselina askorbova: koncentrace 1,4.10° M roztok ve fosfitovém pufru.

(99,5%, Fluka Biochemika)

e HRP: kienova peroxidasa, koncentrace 0,0227.10°M roztok ve fosfatovém

pufru. (181purpurogallin U/mg pevné 1., Sigma-Aldrich)

Chemiluminiscenéni smés:

e Luminol: 2.10°M roztok luminolu sodné soli ve fosfatovém pufru. (98%,
Sigma-Aldrich)
e Peroxid vodiku: 3% roztok. (3%, Fluka Analytical)

HO O

OH
O

Trolox

Kys. askorbova

NH, O

z—Z
= D G

)

Luminol
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Analyzované latky:

Resveratrol: koncentrace 4,38.10*M roztok v ethanolu. (98%, TCI Europe)
Katechin hydrat: koncentrace 3,45.10°M roztok v destilované vodg. (98% ,
Sigma)

Benzochinon: koncentrace 0,0925.10 M roztok v destilované vodé¢. (Lachema)
Kyselina kavova: koncentrace 5,55.10°M roztok v destilované vodg. (99%,
Sigma)

Kyselina 4,5-dihydroxybenzen sulfonova disodna stl monohydrat: koncentrace
15.10°M roztok v destilované vodg. (98%, Sigma-Aldrich)

Hydrochinon: koncentrace 0,0908M roztok v destilované vod¢. (99%, Sigma-
Aldrich)

1,2-naptochinon-4-sulfonova kyselina sodna sul: koncentrace 0,0151M roztok
Vv destilované vodé¢. (97% , Aldrich)

Anthrachinon-1,5-disulfonova kyselina: koncentrace 0,0151M roztok

Vv destilované vodé. ( 95%, Sigma-Aldrich)

Anthrachinon-B-sulfonan sodny: koncentrace 0,0322 M roztok v destilované

vodé. (Lachema)
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Realné vzorky:
e Cervené vino &.1: Cabernet, Gervené vino polosladké, 2009, Moldavsko
e Cervené vino &.2 : Cabernet Souvignon, ¢ervené vino suché, 2007, Moldavsko
e Bilé vino ¢.1 : Muscat, bilé vino polosladké, 2007, Moldavsko
e Bil¢ vino ¢.2 : Chardonnay, bilé vino suché¢, 2009, Moldavsko
e Bily &aj: Bily ¢aj s kvéty rtize. (BioActive, ptivodem z Ciny).
1g v 100ml horké vody (cca 80°C), louhovani po dobu 5 minut.
e Ovocny ¢aj: Tropicka smés.(Bastek Coffee & Tea).
1g v 100ml horké vody (cca 80°C), louhovani po dobu 5 minut.
e Cerveny &aj: Rooibos erveny. (Tesco stores, ptivodem z Jihoafrické republiky)
1g v 100ml horké vody (cca 80°C), louhovani po dobu 5 minut.
e Bylinny ¢aj: Einstein Tea. (Dr. Popov)
1g v 100ml horké vody (cca 80°C), louhovani po dobu 5 minut.
e Ledovy Caj zeleny: Nestea Vitao Green Tea.
SlozZeni: voda, cukr, regulatory kyselosti: kyselina citronova a citronan sodny, extrakt
ze zeleného Caje (0,17%), aroma, antioxidant kyselina askorbova. Obsah antioxidantt
(polyfenoly): 70 mg/100 ml. (Coca-Cola, ¢aj pivodem z Indie)
e Ledovy ¢aj bily: Nestea Vitao White Tea.
SloZeni: voda, cukr, regulatory kyselosti: kyselina citronova a citronan sodny, extrakt
z bilého caje (0,2%), merunkova Stava (0,1%) z koncentratu, aroma, antioxidant
kyselina askorbova. Obsah antioxidantii (polyfenoly): 70mg/100ml. (Coca-Cola, ¢aj
piivodem z Ciny)
e Kava: Tchibo Family classic. 3g v 50ml horké vody (cca 80°C). (Tchibo)
e Cerstva §Pava z pomerande: hmotnost pomeranée: 4329, objem §tavy: cca 185ml.
(Pomeranée ptivodem ze Spanélska)
e Cerstva §tava z citronu: hmotnost citronu: 104g objem §tavy: cca 65ml.
(Pavodem z Turecka)
e Pomerancovy dzus: Pfanner 100% arancia. 100% pomerancovy, pasterizovany

dzus bez konzervacnich latek. (Hermann Pfanner)
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3.2 Pristrojové vybaveni:

Fluoroskan Ascent FL znacky Thermo Scientific, ma funkci fluorescen¢niho
I luminiscenéniho méfeni v mikrotitracnich desti¢kach s po¢tem jamek od 1 do 384.
Soucasti zafizeni je i tfepacka s regulaci rychlosti a amplitudy a inkubator s rozsahem
teplot od +3°C od teploty okoli do 45°C. Luminiscen¢ni detekce v oblasti spektra
270-670nm. Detektorem je fotonasobi¢ (PMT — photonmultiplier tube). Piistroj je
fizen jednoduSe ovladatelnym programem Ascent, ktery umozZnuje 1 kompatibilitu

s robotem.

FLUBRISKAN ASCENT FL,

Fluoroskan Ascent FL
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3.3 Metoda stanoveni TAC

Pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity byla zvolena metoda TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Metoda TEAC je definovana jako
milimolarni koncentrace Troloxu odpovidajici ImM stanovené latky. Trolox je ve vodé

rozpustny analog vitaminu E. [28]

Princip stanoveni:

Chemiluminiscen¢ni smés obsahuje peroxid vodiku, ktery je rozloZzen kienovou
peroxidasou za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) a nasledné chemiluminiscence
luminolu (obr. 10). Antioxidanty obsazené ve vzorku vychytavaji tyto ROS a timto
zpusobem opozd’uji chemiluminiscenci. Méfena je ¢asova prodleva. Jako standard byl

pouzit Trolox a kyselinu askorbovou.

O — O == (9]
NH Oxidation o (o8
—_— —_— + Awv
NH Base {:}— {:r
NH: O — NH: O = NH. O

Obr. 10: Oxidaci luminolu peroxidem vodiku dochazi k excitaci molekuly a nasledné

chemiluminiscneci. Reakce je urychlovana katalyzatorem (HRP).

3.4 Postup stanoveni

K 20ul standardu (Trolox, kyselina askorbova) nebo vzorku bylo ptidano 20ul
katalyzatoru- kienové peroxidasy (HRP). Po vloZeni mikrotitracni desticky do pfistroje
Fluroskan Ascent FL doslo k nastfiku 160ul chemiluminiscenéni smési (100ul H,O, se
200ul roztoku luminolu doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml).

Nastaveni pfistroje: teplota= 25°C, tfepani 10s, integracni doba: 20ms.
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3.5 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Z nam&fenych hodnot byl sestrojen graf intenzity chemiluminiscence
v zavislosti na case (graf 1). Dale pak kalibra¢ni kiivka zavislosti ¢asové prodlevy
chemiluminiscence na koncentraci Troloxu (graf 2). Z vysledné rovnice regrese byla
vypoctena antioxida¢ni kapacita vzorku. Stejny postup vyhodnoceni byl pouzit pro

kyselinu askorbovou (graf 3 a 4). Vse jsem zpracovala v programu Microsoft Excel.

3.6 Vysledky a diskuze

3.6.1 Vyhodnoceni standardi

V grafu 1 je zobrazena zavislost intenzity CL na Case pro rtizna fedéni Troloxu.

V grafu 2 je zobrazena zavislost ¢asové prodlevy na koncentraci Troloxu. Jednotlivé
hodnoty Casové prodlevy byly odecteny z grafu 1. Nejvyssi bod na ose y pro uréitou
koncentraci Troloxu (kyseliny askorbové), odpovidal hodnoté na ose x. Odectena
hodnota na ose x se rovna ¢asové prodlevé Troloxu (kyseliny askorbové) pro urcitou

koncentraci.
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Graf 1: Zavislost intenzity CL na Gase pro riizna fedéni Troloxu (koncentrace 102 M
roztok ve fosfatovém pufru, CL smés: 100ul H,O, s 200ul roztoku luminolu doplnéno
fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=7,4.
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Graf 2: Kalibracni kiivka pro Trolox.
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V grafu 3 je zobrazena zavislost intenzity CL na ¢ase pro rtizna fedéni kyseliny

askorbové. V grafu 4 je zobrazena zavislost ¢asové prodlevy na koncentraci kyseliny

askorbové.
Kyselina askorbova i
100 v g
Redéni:
90 -
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O
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Graf 3: Zavislost intenzity CL na Case pro rizna fedéni kyseliny askorbové
(koncentrace 1,4.10° M roztok ve fosfatovém pufru, CL smé&s: 100ul H,O, s 200pl
roztoku luminolu doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=7,4.
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Kalibrace - Kyselina askorobova
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Graf 4: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu askorbovou.

3.6.2 Antioxida¢ni kapacita resveratrolu — vliv teploty

Antioxida¢ni kapacita resveratrolu je uvedena v tabulce 2 a zobrazena v grafech 5 a 6.

Teplota | Trolox | Kys. askorbova
°C mmol/I mmol/I
25 0,1410 3,0621
30 0,1592 3,4406
35 0,1564 3,3813
40 0,1471 3,1876
45 0,1425 3,0958

Tabulka 2: Antioxidacni kapacita resveratrolu v zavislosti na teplot¢.
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Antioxidacni kapacita resveratrolu
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Graf 5: Vliv teploty na antioxida¢ni kapacitu resveratrolu, standardem je Trolox,
pH=7.4.
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Graf 6: Vliv teploty na antioxida¢ni kapacitu resveratrolu, standardem je kyselina

askorbova, pH= 74.

V grafech 5 a 6 lze pozorovat zménu antioxidacni kapacity ovlivnénou

Cvvr

teplotou antioxida¢ni kapacita roste. Pfi teplotach vyssich 30°C antioxida¢ni kapacita

resveratrolu klesa.
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3.6.4 Antioxida¢ni kapacita resveratrolu a katechin hydratu — vliv pH

Porovnani antioxida¢ni kapacity resveratrolu, ktery je obsazen hlavné ve vin¢ a

katechin hydratu, ktery je slozkou ovoce a caje v odlisném pH. pH 6-8 bylo zvoleno

podle rozsahu pH tekutin v lidském organismu.

Vysledna antioxida¢ni kapacita resveratrolu a katechin hydratu pfi odlisSném pH

je shrnuta v tabulce 3 a zobrazena v grafu 7 a 8.

Resveratrol Katechin hydrat

pH Trolox Kys. askorbova Trolox Kys. askorbova
mmol/Il mmol/I mmol/I mmol/l
6 0,0519 1,0542 0,0476 0,9568
6,5 0,0686 1,3313 0,0624 1,1918
7 0,0763 1,5082 0,0687 1,3397
7,5 0,1219 2,5530 0,1136 2,3288
8 0,2111 4,5993 0,1581 3,3654

Tabulka 3: TAC resveratrolu a katechin hydratu v odliSném pH.
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Vliv pH na antioxidacni kapacitu resveratrolua

katechin hydratu
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Graf 7: Vliv pH na antioxida¢ni kapacitu resveratrolu a katechin hydratu, standardem

je Trolox, t=25°C.
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Graf 8: Vliv pH na antioxida¢ni kapacitu resveratrolu a katechin hydratu, standardem

je kyselina askorbova, t=25°C.
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Antioxidacni kapacita obou antioxidanti se zvé€tSuje s rostoucim pH. Nartst
antioxidacni kapacity resveratrolu je intenzivnéj$i nez u katechin hydratu. Hodnoty
antioxidacni kapacity latek jsou vztaZzeny k plvodnim koncentracim roztoku (viz.

kapitola 3.1 chemikdlie).

3.6.3 Antioxida¢ni kapacita katecholi.

Antioxida¢ni kapacita byla méfena U vSech 8 katechold, dostupnych
v laboratofi. Antioxida¢ni kapacita katecholl je uvedena v tabulce 4 a zobrazena v
grafu 9 a 10. Katecholy, které nebylo mozné stanovit z divodu velmi malé nebo zadné

casoveé prodlevy jsou zobrazeny v grafech 11, 12, 13 a 14.

Katechol Trolox Kys. askorbova
mmol/I mmol/I
Katechin hydrat 0,1124 2,3910
Benzochinon 0,0205 0,0873
Kyselina kdavova 0,1820 3,4432
Kyselina 4,5-dihydroxybenzen 1,6293 34,4761
sulfonova disodna sil monohydrat

Tabulka 4: Antioxida¢ni kapacita katechold.
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Graf 9: Antioxida¢ni kapacita katechold. Standardem je Trolox, t= 25°C, pH=7,4.
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Graf 10: Antioxidacni kapacita katecholt. Standardem je kyselina askorbova,
t= 25°C, pH=7,4.

V tabulce 4 a v grafu 7 jsou zobrazeny hodnoty antioxida¢ni kapacity
katecholti, které jsou vztazeny k ptivodnim koncentracim roztoku (viz. kapitola 3.1

chemikalie).
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Graf 11: Zavislost intenzity CL na ¢ase pro ruzna fedéni 1,2-naptochinon-4-sulfonové
kyseliny sodné soli (koncentrace 0,0151M roztok v destilované vod¢, CL smés: 100ul
H,0, s 200l roztoku luminolu doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C,
pH=7,4.
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Graf 12 Zavislost intenzity CL na Case pro riizna fedéni hydrochinonu (koncentrace
0,0908M roztok v destilované vodé, CL smés: 100ul H,O, s 200ul roztoku luminolu
doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=7,4
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Anthrachinon-B-sulfonan sodny
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Graf 13: Zavislost intenzity CL na ¢ase pro rtzna fedéni antrachinon-B-sulfonanu
sodného (koncentrace 0,0322 M roztok v destilované vod¢, CL smés: 100ul H,O, s
200ul roztoku luminolu doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=
74.
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Graf 14 Zavislost intenzity CL na ¢ase pro rizna fedéni antrachinon-1,5-disulfonové
kyseliny (koncentrace 0,0151M roztok v destilované vodé, CL smés: 100ul H,O, S
200l roztoku luminolu doplnéno fosfdtovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=
74.
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V grafech 11, 12, 13, 14 byly ptedstaveny katecholy, které se mi nepodafilo
stanovit z diivodu velmi malé nebo zadné Casové prodlevy. U nezfedénych a malo
ziedénych vzorkili se projevuji silné antioxida¢ni vlastnosti katechold. Katecholy
potlacuji vznik reaktivnich forem kysliki, intenzita CL je tedy niZ$i nez v samotném
pufru. U vzorkad s vétsi intenzitou CL nez ma pufr, pravdépodobné doslo k rychlému

vyCerpani antioxidantli a postupného zhasinani volnych radikald.
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3.6.4 TAC vina

TAC vina je uvedena v tabulce 5 a zobrazena v grafu 15.

Nazev Trolox Kyselina askorbova
mmol/Il mmol/I|
Cabernet 0,1990 4,2227
Cabernet Souvignon 0,2141 4,4426
Muscat 0,0097 0,1769
Chardonnay 0,0070 0,1150

Tabulka 5: Celkova antioxidaéni kapacita ¢erveného a bilého vina.

¢ [mmol/l)
N
=] L [¥¥]

=
=

=
in

TACvina

M Trolox

M Kys. gskorbova

L]

Cabernet Cabernet
Souvignon

Muscat

Chardonnay

Graf 15: TAC ¢erveného a bilého vina.

Ztabulky 5 a grafu 15 je zfejmé, Ze antioxidacni kapacita Cerveného vina
(Cabernet a Cabernet Souvignon) je mnohem vétsi, nez v pripad¢ vina bilého (Muscat
a Chardnonnay). Rozdil v obsahu resveratrolu mezi ¢ervenym a bilym vinem je spojen
s jeho zpisobem upravy. Na vyrobu Cerveného vina jsou pouzity celd hrozna i se

slupkami, kde je koncentrace resveratrolu nejvétsi. [17]
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3.6.5 TAC realnych vzorkii vztazena ke standardiim: Trolox a kyselina askorbova

Celkova antioxida¢ni kapacita vzorkl je uvedena v tabulce 6 a zobrazena v
grafu 16. Cerstva §tava z citronu a pomeranéovy dzus, které nebylo mozné stanovit z

diivodu zadné nebo velmi malé ¢asové prodlevy, jsou zobrazeny v grafech 17 a 18.

Vzorek Trolox Kys. askorbova
mmol/I mmol/I
Bily ¢aj 0,3528 7,6244
Ovocny Caj 0,0046 0,0808
Cerveny &aj 0,0481 0,9038
Bylinny ¢aj 0,0671 1,4693
Ledovy ¢aj zeleny 0,1490 3,0256
Ledovy ¢aj bily 0,1080 2,0793
Kava 1,150 20,6691
Cerstva pomerancova Stava 0,0072 0,3243

Tabulka 6.: TAC realnych vzorkd.
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TAC realnych vzorka
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Graf 16: TAC realnych vzorku, t= 25°C, pH= 7,4. Bily caj: bily ¢aj s kvéty raze,
ovocny c¢aj: tropickd smés, Cerveny Caj: rooibos Cerveny, bylinny ¢aj: Einstein Tea,
ledovy Caj zeleny: Nestea Vitao Green Tea, ledovy ¢aj bily: Nestea Vitao White Tea,

kava: Tchibo Family classic, ¢erstva $tava z pomerance pivodem ze Spanélska.

49



Stava z cerstvého citronu
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Graf 17: Zavislost Zavislost intenzity CL na ¢ase pro ruzna fedéni Cerstvé citronové
Stavy (hmotnost citronu: 104g objem §tavy: cca 65ml, CL smés: 100ul H,O, s 200ul
roztoku luminolu doplnéno fosfatovym pufrem na objem 10ml), t= 25°C, pH=7,4.

Pomerancovy dzus
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Graf 18: Zavislost intenzity CL na ¢ase pro rizna fedéni pomeranc¢ového dzusu (100%
pasterizovany dzus, CL smé&s: 100ul H,O, s 200ul roztoku luminolu doplnéno
fosfatovym pufrem na objem 10ml), t=25°C, pH= 7,4.
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V tabulce 6 a grafu 16 je zobrazena TAC realnych vzorkt. Nejvétsi TAC mél
vzorek kavy, za nim bilé a zelené ¢aje. Ostatni Caje a Cerstva Stava z pomerance jiz tak
velkou antioxida¢ni kapacitu nemély. V grafech 17 a 18 jsou zobrazeny: Cerstva Stava
z citronu a pomerancovy dzus. Jejich TAC nebylo mozné stanovit z divodi malé nebo

zadne Casovée prodlevy.

3.5.5 Porovnani antioxida¢ni kapacity resveratrolu a katecholi.

V tabulce 7 a grafu ¢. 19 a ¢. 20 je zobrazena antioxidacni kapacita resveratrolu a

katechin hydratu pti odliSném pH. Koncentrace resveratrolu a katechin hydratu Imol/I.

Resveratrol c= 1mol/l Katechin hydrat c= 1mol/l

pH Trolox Kys. askorbova Trolox Kys.

mmol/I mmol/I mmol/I Askorbova
mmol/Il

6 11,8493 240,6849 13,7971 277,3333
6,5 15,6621 303,9498 18,0870 345,4493
7 17,4201 344,3379 19,9130 388,3188
7,5 27,8311 582,8767 32,9275 675,0145
8 48,1964 1050,068 45,8261 975,4783

Tabulka 7: TAC resveratrolu a katechin hydratu pti odlisném pH.
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Porovnani TAC resveratrolu a katechin hydratu
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Tabulka 19: Porovnani TAC resveratrolu a katechin hydratu pfi odliSném pH,

standardem je Trolox, t= 25°C

Porovnani TAC resveratrolua katechin hydratu
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Graf 20: Porovnani TAC resveratrolu a katechin hydratu pfi odlisSném pH, standardem
je kyselina askorbova, t=25°C.
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Z tabulky 7 a grafa 19 a 20 vyplyva, Ze katechin hydrat i1 resveratrol jsou
nestabilni pfi zméné¢ pH. Antioxidacni kapacita resveratrolu je mirn€ nizSi nez u

katechin hydratu, naopak u pH 8 antioxida¢ni kapacita resveratrolu vvyrazné vzrista.

V tabulce 8 a v grafu 21 je porovnavana antioxida¢ni kapacita katecholil a

resveratrolu. Koncentrace katecholii a resveratrolu je pfepoctena na 1mol/Il.

Latka o konc. Trolox Kys. askorbova
1mol/I mmol/I mmol/l
Kyselina 4,5-dihydroxybenzen 108,6 2298,4

sulfonova disodna stil monohydrat
Katechin hydrat 33,2 693,1
Kyselina kdavova 32,8 620,4
Resveratrol 27,8 582,9
Benzochinon 0,22 0,94

Tabulka 8: Porovnani antioxida¢ni kapacity katecholt s resveratrolem.
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Porovnani TAC katecholl s resveratrolem

B Trolox
2500

B Kys. askorbova
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1500 Ao
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Graf 21: Porovnani TAC katecholt s resveratrolem, t= 25°C, pH=7,4.

Z grafu 21 je mozno usuzovat, ze kyselina 4,5-dihydroxybenzen sulfonova
disodna sl monohydrit ma velmi vysokou antioxidaéni kapacitu oproti ostatnim
latkdm. Antioxidacni kapacita resveratrolu je porovnatelnd s antioxidacni kapacitou

katechin hydratu a kyseliny kavové.
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V tabulce 9 a v grafu 22 je porovnavana TAC vina s TAC ostatnich realnych

vzorki.

Realny vzorek Trolox Kys. askorbova
mmol/I mmol/I
Kéva 1,150 20,6691
Bily &aj 0,3528 7,6244
Cervené vino ¢&. 2 0,2141 4,4426
Cervené vino ¢&. 1 0,1990 4,2227
Ledovy Caj zeleny 0,1490 3,0256
Ledovy ¢aj bily 0,1080 2,0793
Bylinny ¢&aj 0,0671 1,4693
Cerveny Gaj 0,0481 0,9038
Bilé vino &. 1 0,0097 0,1769
Cerstva pomeran¢ova $tava 0,0072 0,1243
Bilé vino &. 2 0,0070 0,1150
Ovocny &aj 0,0046 0,0808

Tabulka 9: Porovnani TAC ¢aje, kavy a ovocné §tavy s TAC vina.
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Porovnani TAC realnych vzorka
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Graf 22: Porovnani TAC ¢aje, kavy a ovocné §tavy s TAC vina, t=25°C, pH=7,4.

Tabulka 9 a graf 22 porovnava TAC realnych vzorkt. Nejvétsi TAC ma kava a
bily ¢aj. Ob¢ Cervena vina maji vysokou antioxida¢ni kapacitu v porovnani k ostatnim
vzorkim, nicméné bilé vina maji TAC nizkou. Ve srovnani s tabulkou 2 (kapitola 2.2.4

antioxidac¢ni kapacita), potadi ptiblizn¢ odpovidd mym naméfenym hodnotam.
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4 ZAVER



Cilem této bakalatské prace bylo stanoveni a porovnani antioxidacni kapacity
resveratrolu a katecholl. Ke studii byly pouzity nasledujici latky: resveratrol, katechin
hydrat, benzochinon, kyselina kavova, kyselina 4,5-dihydroxybenzen sulfonova
disodna sul monohydrat, hydrochinon, 1,2-naptochinon-4-sulfonova kyselina sodna
sul, anthrachinon-1,5-disulfonova kyselina a anthrachinon-p-sulfonan sodny. Dale
byla stanovena a porovnavana antioxida¢ni kapacita realnych vzorkd bilého a
cervené¢ho vina, bilého, Cervené¢ho, bylinného a ovocného Caje, rozpustné kavy,
pomeranc¢ového dzusu, Cerstvé §tavy z citronu a pomerance a zeleného a bilého
ledového caje.

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byla zvolena metoda TEAC. Celkova
antioxida¢ni kapacita stanovena touto metodou je definovana jako milimolarni
koncentrace Troloxu odpovidajici 1mM stanovené latky.

Antioxida¢ni kapacita resveratrolu a katechin hydratu stoupala v zavislosti na
zméné pH. Antioxida¢ni kapacita resveratrolu o koncentraci 1mol/l v kyselém pH byla
nizka 11,8 mmol Trolox/I, 240,7 mmol Ask/l, naopak v zasaditém pH byla vysoka 48,2
mmol Trolox/l, 1050,1 mmol Ask/l. Zména antioxidacni kapacity v zavislosti na pH
byla pozorovatelna i u katechin hydratu. U pH=6 zaéinala na 13, 8 mmol Trolox/I,
277,3 mmol Ask/l, u pH=8 dosahla hodnoty 45,8 mmol Trolox/l, 975,5 mmol Ask/I.

Pti porovnani testovanych latek, nejvétsi antioxidacni kapacitu méla kyselina
4,5-dihydroxybenzen sulfonova disodna stil monohydrat 108,5 mmol Trolox/l, 2298,4
mmol Ask/l, dale: katechin hydrat 33,2 mmol Trolox/l, 693,1 mmol Ask/l, kyselina
kavova 32,8 mmol Trolox/l, 620,4 mmol Ask/l, resveratrol 27,8 mmol Trolox/l, 582,9
mmol Ask/l a nejmensi antioxida¢ni kapacitu mél benzochinon 0,22 mmol Trolox/I,
0,94mmol Ask/I.

Pfi srovnéni redlnych vzorkl, nejvetsi antioxidacni kapacitu méla kava 1,150
mmol Trolox/l, 20,6691 mmol Ask/l a bily ¢aj 0,3528 mmol Trolox/l, 7,6244mmol
Ask/l. Cervena vina, ktera jsou predeviim zdrojem resveratrolu mély také vysokou
TAC 0,1990-0,2141 mmol Trolox/l, 4,2227-4,4426 mmol Ask/l. Ovocné stavy mély
TAC velmi nizkou nebo je nebylo mozné stanovit. Diivodem mize byt prilis kyselé pH

vzorku, tudiz pro jejich stanoveni metoda TEAC nebyla vhodné zvolend. Pro
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stanoveni TAC ovocnych §tav se jevi vhodnymi metody FRAP a DPPH. [29]

Pii zvySovani teploty vzorku, antioxidac¢ni kapacita resveratrolu se vyrazné
nemeénila.

Cilem bylo porovnani G¢innosti resveratrolu s katecholy. Resveratrol se jevi
v souladu s literarnimi tdaji jako latka, ktera se mize projevovat jako, vyznamné
antioxidacni ¢inidlo a mize tedy mit 1 vyznam jako antioxidacni protektivum Zivych

organismul.
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5 SUMMARY



Antioxidants are compounds, which protect a living organism against free
radicals. Free radicals cause an oxidation of cells and can damage them. Antioxidants
are divided into two groups: exogenous antioxidants and endogenous antioxidants.
Endogenous antioxidants like enzymes, proteins and coenzymes are produced in living
organism. Exogenous antioxidants are contained in plants, fruits, and vegetables. A
great number of antioxidants as catechols, are contained in teas, especially in green or
white teas. Consumption of red wines is highly recommended. They contain
resveratrol and other polyphenols.

The aim of the work was to determine and compare the antioxidant capacity of
resveratrol and catechols. Single compounds were compared: resveratrol, catechine
hydrate, benzoquinone, caffeic acid, 4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic acid
disodium salt monohydrate, hydroquinone, 1,2-naphthoquinone-4-sulfonic acid
sodium salt, anthraquinone-1,5-disulfonic acid and anthraquinone-p-sulfonic acid
sodium salt. The total antioxidant capacity (TAC) was determined and compared of
samples of white and red wines, teas: white tea, rooibos, herbal tea and fruit tea,
soluble coffee, orange juice, fresh lemon and orange squash and green and white iced
tea.

For the determination of total antioxidant capacity there it was used the method
called Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC). It is based on the relation
between the total antioxidant capacity and equivalent concentration of Trolox solution.
Trolox is a water-soluble vitamin E equivalent.

Antioxidant capacities of resveratrol and catechin hydrate were increased in
dependence on variation of pH. Antioxidant capacity of resveratrol with solution
concentration of 1mol/l in acidic pH=6 was low 11,8 mmol Trolox/l, 240,7 mmol
Ask/l, whereas in alkaline pH=8 was high 48,2 mmol Trolox/l, 1050,1 mmol Ask/l.
The antioxidant capacity of catechin hydrate with solution pH=6 started on 13, 8 mmol
Trolox/l, 277,3 mmol Ask/l, at pH=8 reached a value of 45,8 mmol Trolox/l, 975,5
mmol Ask/I.

In case of the comparison, antioxidant capacity of single compounds, the

highest value of the antioxidant capacity had 4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic
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acid disodium salt monohydrate 108,5 mmol Trolox/l, 2298,4 mmol Ask/l, than:
catechin hydrate 33,2 mmol Trolox/l, 693,1mmol Ask/l, caffeic acid 32,8 mmol
Trolox/l, 620,4 mmol Ask/l, resveratrol 27,8 mmol Trolox/I, 582,9 mmol Ask/l and the
lowest antioxidant capacity had benzoquinone 0,22 mmol Trolox/I, 0,94mmol Ask/I.

In case of the comparison samples of beverages, the highest total antioxidant
capacity had soluble coffee 1,150 mmol Trolox/l, 20,6691 mmol Ask/l and white tea
0,3528 mmol Trolox/l, 7,6244mmol Ask/l. Red wines, that are the main source of
resveratrol, had a high TAC t00,1990-0,2141 mmol Trolox/l, 4,2227-4,4426 mmol
Ask/l. Fresh orange and lemon squash and orange juice had very low TAC or it wasn’t
possible to determine it. A reason can be very acidic pH of sample, so the method
TEAC wasn’t suitably chosen. For the determination TAC of fruit juices, the method
FRAP and DPPH there was suggested. [29]

The antioxidant capacity of resveratrol wasn’t significantly changed by
increasing the temperature of sample.

The aim of this study was to find out the relation among the antioxidant
capacities of resveratrol and catechols. Resveratrol seems to be an important
antioxidative agent and can be understood as protective substance of living organisms.

This fact is confirmed by citation of many literature’s sources.
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