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Antioxidanty jsou skupinou latek, které jsou schopné zpomalit ¢i Gplné zabranit
oxidacni destrukci latek, které maji za kol chrénit. Antioxidanty ptisobi proti tzv. volnym
radikalim, a to 1 v relativné nizkych koncentracich I pfesto, ze volné radikaly v nizkych
koncentracich v organismu zaujimaji rizné dulezité funkce, vysoka hladina volnych radikald,
je pro buiku velmi nebezpecna a vede k tzv. oxidaénimu stresu a mize vést az ke smrti
bunky. Oxidac¢ni stres je stav, kdy volné radikaly v organismu mnohondsobné ptevazuji nad
antioxidanty a organismus jiz neni schopen volné radikaly zneSkodnit.

Existuje cela fada metod, kterymi lze stanovit antioxida¢ni kapacitu. Mezi
nejzakladnéjsi patfi metoda FRAP, ORAC nebo TEAC. Dale existuje i fada metod
zalozenych na inhibici chemiluminiscence (CL). Uvedenymi metodami se analyzuji pfevazné
vzorky obsahujici antioxidanty rozpustné ve vod¢. Po stanoveni lipofilnich vzorku se metody
museji modifikovat.

Cilem této prace je ovefeni chemiluminiscencni metody vyuzivajici CTAB pro
stanoveni antioxidacni aktivity lipofilnich antioxidantli v realnych vzorcich. Pro solubilizaci
lipofilnich antioxidant bylo vyuzito Kationaktivniho tenzidu cetyltrimethylamoniumbromidu
(CTAB) v pfitomnosti organického pufru Bis-tris  (Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan)-HCI. Zvysuje intenzitu chemiluminiscence luminolu, ktera je
vyvolana rozkladem peroxidu vodiku katalyzovaného chloridem kobaltnatym. Jako realné
vzorky byly v této metod¢é pouzity rtzné druhy rostlinnych oleji. Zvlastni pozornost byla

vénovana lupinovému oleji.
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2 TEORETICKA CAST
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2.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku oznaCovany také jako ROS (reactive oxygen species) jsou Castice
odvozené od molekularniho kysliku. Ve srovnani s molekularnim kyslikem jsou ale tyto
castecné redukované ¢i aktivované derivaty kysliku velmi reaktivni ¢i dokonce toxické.
Zahrnuji tzv. volné radikaly a latky neradikalové povahy. ROS jsou produkty fyziologickych
procest uvniti bunék a tkani. Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species) jsou ¢astice
odvozené z oxidu dusnatého. DéEli se také na radikaly a latky neradikélové povahy. Piehled

nejdulezitéjsich ROS a RSN je dale shrnut v (Tab.1) [1].

Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Superoxidovy radikél 0," Singletovy kyslik 0,
Hydroxylovy radikal OH’ Oz6n O3
Hydroperoxylovy radikal HO,' Kyselina chlorna HCIO
Peroxylovy radikal ROO’ Peroxid vodiku H,0,
Alkoxylovy radikal RO’

Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly Latky neradikalové povahy

Oxid dusnaty NO’ Kyselina dusita HNO,

Oxid dusicity NOy Oxid dusity N,03
Peroxynitrit ONOO
Alkylperoxynitrit ROONO
Chlorid nitrilu NO,CI

Tab. 1 reaktivni formy kysliku a dusiku

12




2.1.1 Vznik reaktivnich forem kysliku

Molekularni kyslik je pomérné¢ malo reaktivni vzhledem k jeho elektronové
konfiguraci. Aktivace kysliku probihd absorpci dostatecné energie konkrétné 22 kJ mol?,
ktera je potfebna k tomu, aby se obratil spin na jednom z neparovych elektronti. Energie je
ziskdna pfenosem excitacni energie svételnych kvant pigmenty fotosyntetického reakéniho
centra. Nasledné vznikne singletni kyslik, ktery je v porovnani s molekulovym kyslikem
velmi reaktivni [2]. Singletni kyslik pfenasi svoji energii bud’ na jiné biologické molekuly,
nebo snimi reaguje za vzniku hydroperoxidi [3]. Dale reaktivni formy kysliku vznikaji
jednoelektronovou redukei kysliku ve Ctyfech zakladnich fazich. Reakce probihaji

exotermicky. Nasledujici faze jsou shrnuty do jedné reakce
H,O, + 02._ — OH + OH’ +0, (1)

V prvni fazi vzniknou superoxidové radikaly okolo bunky. Ve vodném prostiedi jsou tyto
radikaly v rovnovaze s hydroperoxylovym radikalem (O,” + H,O— HO, + OH’). Oba
radikdly jsou velmi reaktivni a zplsobuji peroxidaci lipidi bun€k, dokonce zpiisobuji
zeslabeni ¢i poSkozeni bunééné membrany. Radikaly jsou velmi nestabilni a rychle se méni na
peroxid vodiku. Peroxid vodiku je relativné stabilni latka, kterd je schopnéd difundovat do

vétsi vzdalenosti od mista vzniku [4].

2.1.2 Volné radikaly

Jako volné radikaly jsou oznaovany molekuly piipadné molekulové fragmenty,
obsahujici ve svém atomu ¢i molekulovém obale jeden ¢i vice neparovych elektronti. Kvili
tomu jsou radikaly nestalé, extrémné reaktivni. Volné radikdly mohou vznikat homolytickym
Stépenim kovalentni vazby, kdy kazdy fragment ziskéd jeden elektron. Déle volné radikaly
vznikaji jednoelektronovou redukei, kdy molekula pfijima elektron ¢i oxidaci kdy molekula
ztraci elektron [2]. Typicky je pro radikaly také fetézovy prubéh reakei, kdy radikal napada
jinou molekulu. Molekula se ztratou elektronu méni na radikal, plvodni radikal zanika.
K zastaveni reakce dojde pii setkdni dvou radikdli nebo vzniku dvou radikalti. Timto
procesem muze byt pozméneéno velké mnozstvi molekul. Jednd se o reakci, ktera zahrnuje
celou fadu kroki, z nichz kazdy tvoti volny radikal, ktery spousti dalsi krok. Existuji tii faze

fetézové reakce: iniciace, propagace a terminace [1]. Inicia¢ni faze zahrnuje tvorbu volnych
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radikali. Propagacni faze zahrnuje reakci radikdlu s molekulou a jeji zménu na radikal.
Terminacni faze jsou ty reakce, které maji za nasledek snizeni poctu radikald. NejCastéji se

jedna o reakci dvou radikald za vzniku molekuly [6].

2.1.3 Negativni vliv ROS

Na rozdil od molekuldrniho kysliku jsou redukované nebo aktivované derivaty kysliku
velmi reaktivni a toxické. Hlavni pfi¢inou toxicity reaktivnich forem kysliku je jejich
schopnost zahajit fetézovou reakci, ktera vede Kk produkci hydroxylového radikalu a dalsich
destruktivnich druht. Ty mohou zplsobit poskozeni DNA, bilkovin, lipidovou peroxidaci ¢i
mohou vést az k poskozeni bunéénych struktur. Z toho diivodu vyvinuly aerobni organismy
obranny antioxida¢ni systém. Obecné plati, Ze na zvySenou tvorbu reaktivnich forem reaguje
organismus zvysenou tvorbou antioxidantl. Jestlize je ale porusena rovnovaha mezi tvorbou
ROS ¢i RNS a obrannym antioxida¢nim systémem, vznika tzv. oxidacni stres. Jedna se o
stav, kdy reaktivni castice v organismu mnohonasobné pievazuji nad antioxidanty, coz

zpusobi, ze organismus neni schopen reaktivni formy zneskodnit a eliminovat [4].

2.2 Antioxidanty

Antioxidanty reaguji s vysoce reaktivnimi formami kysliku ¢i dusiku. Jsou obecné
definovany jako latky, které jsou schopné zpomalit ¢i Uplné zabranit oxidacni destrukci latek,
které maji za ukol chranit. A to i v nizkych koncentracich v porovnani s reaktivnimi druhy
[6]. Antioxidanty se mohou vyskytovat na riznych mistech v ramci buiiky, v membrané, nebo
extracelularnim prostoru [7]. Antioxida¢ni ochrana je velmi dulezita, protoze zpisobuje piimé
odstranéni ROS. Antioxidanty se déli na enzymatické ¢i neenzymatické. Enzymatické
antioxidanty se dale déli na enzymy, které regeneruji redukované formy antioxidanti a
enzymy, které interaguji S reaktivnimi formami kysliku, kde patii superoxidismutdza, kataldza
¢i glutathion peroxidaza. Kazda eukaryoticka burika v organismu obsahuje silny enzymaticky
antioxidant. Mezi neenzymatické antioxidanty zahrnujeme Kyselinu askorbovou, tokoferoly,

karotenoidy, thioly (glutathion, thioredoxin a kyselina lipoova), flavonoidy, melatonin a dalsi
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slouceniny. Ne¢které antioxidanty se rozpousti v hydrofilnim prostiedi (kyselina askorbova,
kyselina mocCova a vySe zminéné thioly) a nékteré v lipofilnim prostfedi (karotenoidy,
tokoferoly) [8]. Zvlastni skupinou jsou fenolické slouceniny, které mohou Vv rostlinnych

tkanich slouzit jako potencionalni antioxidanty [9].

2.2.1 Antioxidanty rozpustné v hydrofilnim prostredi

Kyselina askorbova (2,3-endiol-laktonu kyseliny 2-oxo-L-gulonové). Je to nestala
latka, ktera se velmi snadno oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou (DHA) (Obr.1). Tvofi
bezbarvé, ve vodé rozpustné krystaly. Kyselina askorbovd se nachazi ve vysokych
koncentracich v mnoha rostlinnych buiikach pfedevsim v chloroplastech. Hodn¢ rozsifena je i
v organismu, kde se nachédzi napiiklad v buikach, tkanich. Kyselina askorbova je jeden
Z nejsilnéjSich antioxidanti. Za antioxidacni vlastnosti je primarné zodpovédny vodik
V hydroxylové skupiné kyseliny askorbové. Ma schopnost predavat elektron béhem fady

enzymatickych a neenzymatickych reakeci, je to hlavni lapa¢ ROS ve vodni fazi. [10].

HQ
Ho\m%()
HO OH
Obr. 1 kyselina askorbova

Kyselina mocova (2,4,6-trioxypurin) (Obr. 2) je bezbarva krystalicka latka. Je
odvozena od purinovych bazi adeninu a guaninu. Dlouhou dobu byla povaZzovana pouze za
odpadni latku. Pozdé&ji se zjistilo, Ze kyselina mocova je vybornym antioxidantem lidské

plazmy [11].

(@]
| v
HN N
T
07 >N N
H H

Obr. 2 kyselina mocova
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Glutathion je tripeptid slozeny ze tfi druhti aminokyselin (kyseliny glutamové,
cysteinu a glycinu). Aminokyseliny dohromady tvoii tripeptid s chemickym nazvem
glutamyl-cysteil-glycin. Jeho hlavni fetézec tvofi thiol. Glutathion (Obr. 3) se nachazi
Vv rostlinnych tkanich a bunécnych organelach jako naptiklad v endoplazmatickém retikulu,
vakuole a mitochondrii. Jeho hlavnim tkolem je ochrana bilkovin obsahujicich SH skupiny,
které jsou pro jejich funkci nezbytné. Volny glutathion se vyskytuje v redukované form¢ jako

GSH, ktera se pfeméni béhem oxida¢niho stresu na oxidovatelnou formu GSSG [12].

HS

NH,
Obr. 3 glutathion

2.2.2 Antioxidanty rozpustné v hydrofilnim i lipofilnim prostiedi

Flavonoidy jsou nizkomolekularni polyfenolické slouceniny. Flavonové jadro se sklada
ze dvou benzenovych jader propojenych O-heterocyklem (2H-pyranem). Flavonové jadro je
tedy slozeno dohromady z 15 atomt uhliku. Heterocyklické kruhy byvaji substituovany
hydroxyskupinami ¢i methoxyskupinami. Jednotlivé derivaty se od sebe liS§i stupném
substituce a oxidace. N¢které flavonoidy jsou rozpustné v hydrofilnim a nékteré v lipofilnim
prostiedi [29]. Flavonoidy maji schopnost jak pfimo zhaset ROS, tak i inhibovat enzymy
zapojené v ruznych oxidacnich procesech jako je xanthinoxidasa ¢i NADPHoxidasa [14]
nebo naopak zvySovat aktivitu antioxidacnich enzymi jako katalasa, superoxiddismutasa,

glutathionperoxidasa ¢i glutathionreduktasa [15].

Obr.4 zakladni struktura flavonoidta

16



Flavonoidy délime na flavanoly, flavony, isoflavony, flavoly, antokyany, flavanony,
katechiny, chalkony a aurony. Mezi flavanoly patii katechin, epikatechin,

Katechin patfti do skupiny flavanoli (flavon-3-ol). Nachazi se ve vysokych
koncentracich v listech ¢ajovniku, ale také v ¢erveném vin¢. Katechin je hydrofilni povahy
[16].

Kvercetin (pentahydroxyflavon) patiti do skupiny flavonolt. Nachazi se ve vysokych
koncentracich v rostlinach. Vyskytuje se predevsim vazany s glykosidickou jednotkou na tieti
pozici nenasycené¢ho heterocyklického kruhu jako hyperon, isokvercetin ¢i rutin. Kvercetin je
vyborny hydroantioxidant. Za antioxida¢ni vlastnosti zodpovida struktura kvercetinu. V ramci
sekreci protizanétlivych cytokint a tim zabranuje bunééné smrti apoptoze [17].

Rutin (kvercetin-3-rhamnoglukosid) je ptirodni flavonovy derivat, ktery je obsazen
Vv rostlinach, predevsim v pohance seté. Je to glykosid odvozeny od kvercetinu, znamy také
jako vitamin P. Jednd se o vyznamny antioxidant, velmi dilezity pro organismus. V
organismu pisobi protizanétlivé, antihypertenzné, zvySuje pruznost cévnich stén, reguluje
srazlivost krve a také mnozstvi cholesterolu v krvi. Kromé¢ toho také zvySuje imunitni systém
[18].

Kyselina gallova ( 3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina) se ziskava kyselou hydrolyzou
tanint. Kyselina gallova je substituovana rtiznymi atomy uhliku na postrannim fetézci za
vzniku esterti kyseliny gallové, které maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. Lisi se
zejména svoji rozpustnosti v lipofilni fazi. Estery kyseliny gallové, zejména alkylové estery,
slozeny z osmi ¢i vice atomil uhliku v postrannim fetézci je efektivnéjsi, zabraniuje vzniku

virt a plisni [19].

2.2.3 Antioxidanty rozpustné v lipofilnim prostiedi

Tokoferoly jsou za normalnich podminek bezbarvé nebo slabé zluté viskozni oleje.
Nachazi se ve vSech Castech rostlinné bunky. V tylakoidni membrané chloroplastli mayji
enzymatickou i neenzymatickou funkci. Mimo jiné zabranuji destruktivnimu neenzymovému

pusobeni molekuldrniho kysliku na dvojné vazby nenasycenych mastnych kyselin vazanych
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v tkanovych lipidech [20]. Struktura tokoferol (Obr. 4) je tvoiena z hlavniho chromanového
kruhu a postranniho hydrofobniho fytylového fetézce, ktery zapficifiuje nerozpustnost ve
vodé. Existuji Ctyfi tokoferolové isomery (a-, B-, y-, 6-). a-tokoferol vykazuje nejvyssi
antioxidacni aktivitu v disledku pfitomnosti tii methylovych skupin, které jsou navazany na
chromanovy kruh. Relativni antioxida¢ni aktivita tokoferolovych izomerd in vivo je v
dasledku poctu methylovych skupin ptipojenych na fenolovy kruh nésledujici: o > >y > 9o
[21]. o -tokoferol neboli 57,78 -trimethyltokol.

Obr. 5 o-tokoferol

Karotenoidy jsou pigmenty rostlin, hub, fas, mikroorganismt a Zivo¢ichl. Poskytuji
intenzivni zZlutou, oranzovou ¢i Cervenou barvu. Jejich barva a také antioxidacni vlastnosti
jsou zpusobené piitomnosti konjugované dvojné vazby systému v molekuldch. Karotenoidy
jsou z chemického hlediska polyenové uhlovodiky syntetizovany z osmi izoprenovych
jednotek, které odpovidaji fetézci o 40 atomech, uhliku. Hlavni fetézec nekterych karotenoidii
obsahuje na obou koncich cyklickou skupinu. Tyto cyklické skupiny mohou byt nahrazeny
funkénimi skupinami obsahujici kyslik. Na zakladé jejich sloZeni jsou karotenoidy rozdéleny
do dvou tfid, na karotenoidy obsahujici pouze uhlikové a vodikové atomy (napf. a-karoten, B-
karoten (Obr. 5), lykopen) a tzv. oxokarotenoidy nebo-li xantofyly, které maji ve své struktute
alespon jeden atom kysliku [22]. Xantofyly dale délime na hydroxykarotenoidy (lutein,
zeaxantin) nebo ketokarotenoidy (napf. asthaxanthin, kanthaxanthin) v zavislosti na tom, zda

obsahujici kyslikovy substituent je hydroxyl ¢i keton [23].

Obr. 6 B-karoten
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2.3 Celkova antioxida¢ni kapacita

Celkova antioxidacni kapacita meii schopnost vzorku biologického materialu
eliminovat radikaly. Metody, které jsou stanoveny pro méteni celkové antioxidacni kapacity
biologickych vzork, jsou oznacovany jako takzvané inhibi¢ni metody tykajici se reaktivnich
druhti kyslika a dusiku. Celkova antioxida¢ni kapacita je tedy mira, jakou jsou antioxidanty
schopné eliminovat volné radikaly, nebo také schopnost antioxidantii odolavat oxida¢nimu
stresu. Celkovad antioxidacni kapacita byla zavedena pro vzdjemné porovnavani
antioxidacnich ucinkd rtznych smési latek. Antioxida¢ni kapacita se obvykle vyjadiuje
srovnanim G¢inku antioxidantt s pfedem danym mnozstvim standardu. Antioxidac¢ni kapacita
se dale udava jako latkové mnozstvi piisluSného standardu, kterym miize byt naptiklad trolox
nebo kyselina askorbova, na urcitou hmotnost ¢i objem vzorku. V oblasti chemické analyzy a
biologického hodnoceni jakosti rostlinnych produkti byly v poslednich letech vypracovany
¢etné metody, které umoznuji stanovit tzv. celkovou antioxidacni aktivitu vzorku (TAC tj.
total antioxidant capacity). Metody TAC jsou principialné navzajem znacné odli$né,
postupné se vyvijeji jejich rizné modifikace [26]. V praxi jsou nejcastéji pouzivanymi

metodami TEAC (ABTS), ORAC, FRAP, DPPH, TRAP.

2.3.1 Metody stanoveni antioxidacni kapacity

Metoda TEAC
Metoda TEAC patii mezi zakladni metody pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity.
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) byla vyvinuta Millerem a kol. [24]. Pozdé&ji
byla upravena Re a kol. [25]. Jedna se o metodu, ktera je zalozena na principu zhaseni uméle
piipraveného stabilniho radikalového kationtu (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) (ABTS™). Z toho diivodu je téz nékdy oznaGovana jako
metoda ABTS. V reakéni smési se kation-radikdl ABTS™ vytvaii oxidaci ABTS (Obr.6).
Antioxidanty vystupuji jako donory vodiku.
Plivodni metoda ABTS™, ktera byla vyvinuta v Randox laboratofi v San Francisku, je
tvofena vzdjemnym puasobenim ABTS s ferrylmyoglobinem, ktery je generovan reakci

peroxidazou (metmyoglobinu) s H,O,. Pii vlastnim experimentalnim méfeni se pouzivaji dva
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postupy. Nejpouzivangj$i zpilisob je metoda, pii které se antioxidant piridava k jiz
vygenerovanému radikalu ABTS™. V druhém piipadé se piidava antioxida¢ni ¢inidlo do
reak¢ni smési, ktera slouzi ke generaci radikalu. Dale je zjisStovano, jak moc je zpomalovana
generace.  ZhaSeni radikalu slatkou, ktera ma antioxidatni ucinky je sledovano
spektrofotometricky na zakladé zmén absoréniho spektra ABTS™ pii vinové délce 660, 734 a
820 nm. Metoda se nazyva TEAC z toho diivodu, Ze vysledna aktivita vzorku je srovnavana s
antioxida¢ni  aktivitou syntetické latky standardu  Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), Trolox je rozpustny analog vitaminu E. Dale je

znazornén mechanismus reakce [26].
Mechanismus reakce:
HX-Fe* + H,0, — X- [FE**= 0] + H,0 (2)
ABTSe + X — [Fe**=0] — ABTS" + HX —Fe® (3)
HX-Fe* .. .metmyoglobin

X — [Fe**=0] ...ferrylmyoglobin

HC ||

T

Obr. 7 ABTS

Metoda ORAC

Metodu ORAC (oxygen radical absorbance capacity) vyvinul Cao a kol. v roce 1993
[26]. Principem metody ORAC je zhaSeni antioxida¢ni kapacity, kterd je vyvolana
peroxylovym radikalem 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihydrochloridem (AAPH) pii teploté

37 °C. Pti méfeni celkové antioxidaéni kapacity je sledovan ubytek fluorescence na zaklade
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vhodného fluorescencniho indikatoru jako je naptiklad B-fykoeritrin. B-fykoeritrin je protein
ziskany z ruduchy porphyridium cruentum. Reakce s peroxylovym radikalem AAPH
zpusobuje ztratu fluorescence. Antioxida¢ni kapacita se meéfi stanovenim plochy
fluorescenéni kiivky rozpadu vzorku v porovnani se slepym vzorkem, kde neni pfitomen
zadny antioxidant. V systému se generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost zpomalit
¢i tplné zastavit radikalovou reakci. V roce 2001 Ou a kol. [30] ptedstavil fluorescein (3°,6°-
dihydroxyspiro[isobenzofuran-1[3H],9‘[9H]-xanthen]-3-on) jako spolehlivéjsi  indikator
metody ORAC. Ztoho divodu se upustilo od pouzivani B-fykoerytrinu. Vysledky jsou

standardizovany pomoci srovnavani s troloxem, coz je hydrofilni derivat vitaminu E.

R-N=N-R+ O; — N; +2RO0O’ 4)

ROO" + fluorescein -ROOH + ztrata fluorescence (5)
ROO’+ AH — ROOH + A’ (6)

ROO" + A" >RO0A @

CHj
HO
0]
/
HsC CHZOH
Obr. 8 Trolox

Metoda FRAP

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potential), kterou vytvoiil Benzie a Strain
[29], je zaloZena na principu redoxni reakce, tj. na redukci zelezitych komplexd. Konkrétné se
jedna o reakci, kdy z komplexu tripyridyltriazinzelezitého (Fe**-TPTZ) (Obr.5), ktery je
témet bezbarvy, vznikd komplex tripyridyltriazinZeleznaty (Fe2+-TPTZ) vytvarejici barevné
produkty, které jsou zbarveny do modré barvy s absorpénim maximem 593 nm. K tomu, aby

bylo mozné piesn€¢ zméfit redukéni silu, musi byt splnény nésledujici podminky. VSechny
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antioxidanty musi byt schopné redukovat Fe**-TPTZ, dale reakéni rychlost musi probihat
dostatecné rychle v kratkém casovém tuseku, oxidujici antioxidant a vedlejsi produkty reakce

by nemé&ly mit absorpci v&tsi nez Fe?*-TPTZ.
=
/\1 N

Obr. 9 Redukce bezbarvého komplexu Fe(IIl)-TPTZ na modry Fe(II)-TPTZ

Metoda DPPH

Metoda DPPH (difenyl pikrylhydrazyl) byla poprvé popsana Bloisem v roce 1958 [31].
V roce 1995 Brand-Williams, Cuvelier a Berset [32]. poupravili pivodni metodu a DPPH" se
stala velmi oblibenou metodou pro méfeni celkové antioxidacni kapacity. Metoda DPPH je
zalozena na reakci testované latky se stabilnim syntetickym volnym dusikovym radikalem
DPPH’ (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl), ktery je kvili své struktuie akceptorem atomu vodiku.
Ztoho diavodu béhem reakce dochazi kredukci radikdlu a vznikd tak  DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Metoda DPPH je sledovana pomoci UV/VIS spektrometru pii
vlnové délce 517 nm, kde se sleduje Ubytek absorbance, pficemz dochazi k odbarvovani
tmavé fialového roztoku DPPH radikalu vlivem antioxidacnich latek obsazenych ve vzorku.
Tmavé fialova barva je zplsobena pfitomnosti neparového elektronu na dusiku hydrazilu.
Metodu lze meéftit také pomoci ESR (elektronova spinova rezonance), nebot pravé tato

metoda je schopna piimo urcit koncentraci volnych radikali.
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Obr. 10 Struktura DPPH a jeho redukce antioxidantem RH

Metoda TRAP

Metoda TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter), kterou vyvinul Wayner
a kol. [27], je nejrozsifenéjsi metodou pro méfeni antioxidaéni kapacity v plazmé. Je to
luminometrickd (chemiluminiscen¢ni) metoda. M¢EFi pfimo antioxida¢ni kapacitu proti
peroxylovému radikalu. Metoda je zaloZena na termalni dekompozici ABAP (2,2-azobis-(2-
aminodinopropan)hydrochlorid), ktery produkuje peroxylové radikdly pti konstantni
rychlosti.

2.3.2 Metody stanoveni antioxidacni kapacity lipofilnich vzorku

Metoda vyuzivajici chemiluminiscenci

Triantis a kol. [33] navrhli metodu, ktera popisuje citlivy a jednoduchy postup pro
meéfeni celkové antioxidacni kapacity v olivovém a slune¢nicovém oleji ve vodném
methanolickém extraktu. Tato metoda vyuziva chemiluminiscenci. K méfeni se pouziva
chemiluminiscen¢ni latka lucigenin, alkalicky peroxid vodiku a olejovy extrakt. Kdyz
chemiluminiscence dosdhne maxima, pfidd se vzorek s antioxidanty, coz zplsobi sniZeni
emise svétla. Olivovy olej vykazuje véEtSi antioxidac¢ni aktivitu nez slunecnicovy olej.
Vyjadfeni antioxidacni kapacity se provadi na zdklad¢ srovnani s pfedem pfipravenym

standardem kyseliny kavové [33].
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Obr. 11 Cl reakce lucigeninu

Metoda ABTS/HPR odbarveni roztoku

Metodu ABTS [24] navrhnul Cano a kol. [35]. Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity u
lipofilnich vzorki se pouzila reakéni smés ABTS, H,0, a HRP (kienové peroxiddza) v ¢istém
ethanolu. Metoda zahrnuje generaci ABTS™ peroxidazou, pfidani antioxidantu a ziskani
kone¢né hodnoty absorbance. Méfeni je vyhodnoceno jako rozdil hodnot absorbance na
zacatku méteni, kdy A= 730 nm a na konci méfeni (po uplynuti doby 5 minut). Jako standard

je pouzit trolox.
Metoda ORAC pouzitelna pro lipofilni vzorky

Prior a kol. [26] poupravili metodu ORAC, aby byla pouzitelna jak pro lipofilni, tak i
hydrofilni vzorky. Extrakce vzorku se pro lipofilni ¢ast provadi pfidanim hexanu do vzorku.
Nasledné se smés odstiedi v centrifuze. Vznikly lipofilni extrakt je vysuSen pomoci tekutého
dusiku a znovu rozpustén ve smési voda/acetat, obsahujici 7% p—cyclodextrin. Standard
trolox se pfida do jiz ptipraveného roztoku voda/acetat. Do kazdého vzorku se ptida urcité
mnozstvi v pfedem daném rozmezi. Tim se vytvofi kalibracni standardy. Titracni desticka se
vzorky se vlozi do fluorimetru a inkubuje se pii konstantni teploté 37 °C, po dobu 120 minut.
Soucastné je inkubovan i fosfatovy pufr. Po uplynuti stanovené doby je do fosfatového pufru
ptidan AAPH, titracni desticka je také vyndana a co nejrychleji je do jamek napipetovan
roztok AAPH. Fluorescence se méfi pfi excitacni vinové délce A= 485 nm a emisni vinové

délce A=510nm. K vyhodnoceni méfeni se pouziva casovy prubéh vyhasinani

24



fluorescence. Plocha mezi kiivkami slepého vzorku a vzorku s obsahem antioxidantii

odpovida antioxidaé¢ni kapacité [36].
Chemiluminiscencni metoda s vyuzitim Luminolu

Outila a kol. [37] navrhli mechanismus chemiluminiscen¢ni metody, ktera je vyvolana
ptidanim luminolu (hydrazid kyseliny 3-aminoftalové) do reakéni smési. Reakéni smés
obsahuje zdroj volnych radikali, luminol ve fosfatovém pufru ¢i glycinu. Reakéni smés se
inkubuje pfi teploté 21 °C. Luminol detekuje peroxilové radikaly, které vznikaji termickym
rozkladem (2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid) pii konstantni rychlosti. Dale se
pomoci luminometru zméfi signal. Poté, co se do vzorku piidaji antioxidanty, dojde
Kk naslednému vychytavani peroxidovych radikalt a ke sniZzeni chemiluminiscen¢niho signalu.
Po vycerpani antioxidantli z reakce se signal opét zvysi. Celkova antioxida¢ni kapacita je

doba, po kterou je vzorek schopny vychytavat radikaly [38].
Metoda FRAP pro lipofilni vzorky

Dragland a kol. [39] poupravili ptivodni metodu FRAP, aby byla co nejvice pouzitelna
pro hydrofilni a lipofilni antioxidanty. Vzorky jsou homogenizovany. Dale se provadi
extrakce vzorku piidanim roztokt voda/metanol, voda/2-propanol a 2-propanol do vzorku.
Celkovy obsah antioxidantl se mé&fi v kazdém rozpoustédle zvlast. Pro méfeni se pouZije
pfistroj Technicon RA 1000. Mé&feni se provadi pii vlnové délce 600 nm. Inkubuje se pfi
konstantni teploté 37 °C po dobu 4 minut. Jako standard se pouzije vodny roztok heptahydrat
siranu Zeleznatého. Vysledky méfeni Cistych sloucenin se uvadi jako mnozstvi redukovanych

sloucenin Fe**-TPTZ, konkrétn& pmol Fe**-TPTZ/umol sloucenin [40].

Metoda DPPH pro lipofilni vzorky

V této metod¢ byly pouzité synteticky piipravené antioxidanty BTA, BTH, dale
karotenoidy a a-tokoferol. Pfed samotnym méfenim se latky rozpusti v roztoku ethanol/ n-
hexan. Méfeni se provadi v triplikatech ve ctyfech odlisnych koncentracich. Nasledné se

spektrofotometricky stanovi celkova antioxidani kapacita testované latky se stabilnim
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syntetickym volnym dusikovym radikdlem DPPH’. Metoda DPPH [32] je zvlastni tim, Ze
nedokaze piimo detekovat antioxidacni aktivitu zadného karotenoidu. Vykazuje pouze
antioxida¢ni aktivitu synteticky pfipravenych latek BHA, BHT a a-tokoferolu. Mendez-
Robles a kol. zjistili nizkou antioxida¢ni aktivitu u apokarotenoidu ditaxinu a heteranthinu ve
srovnani s B-karoten a lykopenem. Aby se latky daly zmétit, musi byt namichany ve vysokych

koncentracich s methanolem (az 1500 uM) [41].

2.4 Rostlinné oleje a lupina

Rostlinné oleje jsou tvofeny triacylglyceroly. Ziskavaji se z olejovych semen
(slune¢nice, fepka olejna), z ofechti, nékterych druhi ovoce (olivy ¢i avokado), ale také
Z lusténin (s6ja). Rostlinné oleje jsou lisovany z olejnatych semen a duzin plodi a dale
primyslové zpracovavany ruznymi technologickymi procesy. V zavislosti na technologii
vyroby olejl se urcuje konecna kvalita oleju.

Olivovy olej obsahuje zdravi prospéSné nenasycené mastné kyseliny a také ptirodni
antioxidanty jako tokoferoly, karotenoidy, steroly a fenolové slouceniny (oleuropein,
hydroxytyrosol, tyrosol). Vsechny tyto latky vykazuji vyznamné antioxidacni ucinky. Tyto
antioxida¢ni ucinky jsou v zéavislosti na zplisobu zpracovani zachovany ¢i zniceny. Mezi
nejkvalitnéj$i olivové oleje patii extra panenské olivové oleje, které jsou lisovany za studena.
Tyto olivové oleje se vyrabi z prvniho lisovani a neprochazi zadnou chemickou upravou [42].

Slunecnicovy olej se ziskava ze slune¢nicovych semen. Obsahuje kyselinu linolovou a
nepatrné mnozstvi Kyseliny a-linolenové. Je bohaty na nenasycené mastné kyseliny.

Repkovy olej se ziskava z fepky olejné. Je vyznamnym zdrojem kyseliny a-
linolenové.

Zvlastnim typem oleji je nepochybné lupinovy olej, ktery je doposud malo
prozkoumany. Lupinovy olej se ziskava z lupinovych semen. V lupinovych semenech se
vyskytuji latky, které maji antioxidacni vlastnosti. Mezi tyto latky patii pfedev§im polyfenoly
(taniny), flavonoidy a karotenoidy. Lupina je dobrym zdrojem bilkovin, cukru, lipidd,
minerald a vitaminl. Lupinova semena obsahuji mimo jiné i a-galaktosidy. Tyto latky maji

negativni dopad na fyziologické funkce [43].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
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Cilem mé prace je ovéfeni chemiluminiscencni metody vyuzivajici systém CTAB-
BisTris-CoCl, [42] pro stanoveni antioxida¢ni aktivity lipofilnich antioxidanti v realnych
vzorcich. Pro solubilizaci lipofilnich antioxidanti bylo vyuZito jiz zminéného kationaktivniho
tenzidu cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB). CTAB v pfitomnosti organického pufru
Bis-tris  (Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan)-HCl  zvySuje intenzitu
chemiluminiscence luminolu, kterd je vyvolana rozkladem peroxidu vodiku katalyzovaného

chloridem kobaltnatym.

3.1 Pouzité chemikalie, pFistrojové vybaveni

Latka Vyrobce M (g/mol) Cistota
Trolox Fluka 250,32 98%
a-tokoferol Sigma 430,72 95%
Roztok peroxidu Fluka 34,02
vodiku (3%)
Luminol (sodna sul) Sigma 199,15
Hexahydrat chloridu Lachema 237,05 p.a.
kobaltnatého
Kys. chlorovodikova Penta 36,45 p.a.
Bis-Tris Fluka 209,24 99%
CTAB Fluka 364,46 99%
Methanol Lachema 32,04 p.a.

Tab. 1. Chemikalie

Jako lipofilni realné vzorky byly pouzity nasledujici jedlé oleje- extra panensky

olivovy olej Franz Josef (Spanélsko), extra panensky olivovy olej Monini Classico (Italie),
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lupinovy olej, slune¢nicovy stolni olej Heliol Palma (Slovensko) a slune¢nicovy stolni olej
Budget (Polsko), fepkovy olej Varoma (Ceska republika), olivovy olej pokrutinovy Penny
(Polsko).

Pouzité pristroje a vybaveni

Meéfeni chemiluminiscence bylo provadéno na pfistroji Fluoroskan Ascent F1 (Thermo
Labsystems), ktery umoziiuje meéfeni luminiscence a fluorescence v mikrotitracnich
destickach s 96 jamkami. Nastiik reak¢ni slozky je v rozsahu 5-1000 pl. Pfistroj je pfipojeny
K pocitaci a fizeny programem Ascent. Pro rozpus$téni lipofilnich vzorki byl pouzit ultrazvuk
Ultrasonic Compact Cleaner (Powersonic). Pro méfeni pH pufru Bis-Tris byl vyuzity pH metr
ISFET 1Q125 (miniLab).

3.2 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok pufru Bis-Tris byl pfipraven v deionizované vodé. Na pfipravu 0,025
M roztoku o pH 8 je tieba 1,0462 g pevného Bis-Trisu, ktery se nasledné rozpusti
V minimalnim mnozstvi vody a pomoci HCL byl roztok upraven na pozadované pH. Po
upraveé pH byl roztok doplnén deionizovanou vodou na 200 ml.

1 M zasobni roztok CTAB byl pfipraven navazenim 1,8273 g latky a rozpusSténim v
deionizované vodé. CTAB je za normalni pokojové teploty ve vodé Spatné rozpustny, proto
zasobni roztok musel byt zahfivan na teplotu minimalné 30 °C, coz je tzv. Krafftova teplota.
Pii dosaZeni teploty 30 °C dochézi ke snadnému rozpusténi molekul CTAB a vznikaji micely.

Dale byl namichan zasobni roztok chloridu kobaltnatého o koncentraci 2,510 mol/l
navazenim 0,0059 g a dopInénim deionizovanou vodou do 100 ml.

Zasobni roztok troloxu o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraveny navazenim 6,3-10° g
troloxu, ktery byl nasledné rozpustény v 1 ml methanolu a doplnény do 25 ml deionizovanou
vodou. Zasobni roztok o koncentraci 1 mmol/l a-tokoferolu byl pfipraven navazenim
10,8-10’3g a rozpuStén V minimalnim mnoZstvi zasobniho roztoku CTAB. Pro snadnéjsi
rozpusténi a-tokoferolu byl roztok CTAB zahtaty na 30 °C a vlozeny do ultrazvukové lazn¢.
Po rozpusténi byl doplnén roztokem CTAB do 25 ml a neustile zahiivan na Krafftovu
teplotu. Vzorky oleji byly zfedény v poméru 1:1 se zahtatym roztokem CTAB a nasledné

rozpustény v ultrazvukové lazni.
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Zasobni roztok luminolu o koncentraci 3,85-10* mol/l byl p¥ipraven navazenim 7-10™
g luminolu a doplnénim do 10 ml deionizovanou vodou.

Zasobni roztok chemiluminiscencni smési byl pfipraven kazdy den cerstvy a to
smichanim 500 pl 3% zasobniho roztoku peroxidu vodiku s 218 pl roztoku luminolu o

koncentraci 3,85 -10™ mol/l . Smés se doplnila do 50 ml deionizovanou vodou.

Latka Zasobni koncentrace Vysledna koncentrace
(mol/l) V jedné jamicce pri

experimentu (mol/l)

Bis-Tris 0,025 0,005
CTAB 0,1 0,01
Chlorid kobaltnaty 2,50E-04 2,50E-05
Luminol 3,85E-04 1,00E-05
Peroxid vodiku 0,882 1,00E-05

Tab. 2. Vysledné koncentrace slozek chemiluminiscenéni smési

3.3 Popis prubéhu experimenti pri méieni antioxida¢ni aktivity

Pfi samotném meéfeni se do jamky mikrotitratni desticky napipetuje z predem
pfipravenych zasobnich roztokli reakéni smés, ktera obsahuje 50 pl pufru Bis-Tris, 25 pl
CTAB, 25 pl CoCl; a 20 pl vzorku. V piipadé hydrofilni latky troloxu se zasobni roztok dale
nafedi do kazdé jamky deionizovanou vodou tak, aby bylo dosaZeno odlisnych koncentraci.
latky CTAB a vzorku tak, aby bylo zachovano plivodni mnozstvi CTAB 25 pl a zaroven aby
byla u kazdého vzorku odlisné koncentrace. Pro zachovéni stejného celkového objemu jak u
hydrofilniho vzorku, tak i u lipofilnich vzorkti se do lipofilnich vzorkti ptidava 20 pl
deionizované vody. V pftistroji dojde k nastfiku chemiluminiscen¢ni smési 130 pl do kazdé

jamky. Celkovy objem smési, pfipadajici na kazdou jamku, ¢ini 250 pl.
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Parametry a podminky méfeni byly nastaveny prostiednictvim PC software Ascent.
Pfistroj je vybaven dvéma davkovaci pro nastiik reagentti. Teplota byla nastavena na 25 °C.
Nastiikové cCerpadlo méficiho zafizeni je pfipraveno k pouziti po proplachnuti 5 ml
destilované vody a poté¢ 5 ml chemiluminiscencni smési. Pred kazdym dal§im méfenim je
nutné proplachnout ¢erpadlo nejméné 1 ml chemiluminiscen¢ni smési. Méfeni je provadéno
po fadcich. Objem nastiiku chemiluminiscenéni smési ¢ini 130 ul smési, doba tiepani je 10 s,
doba integrace 500 ms. V nasledujici tabulce (Tab. 3.) jsou uvedeny hodnoty vyslednych

objemi standardu a lipofilnich readlnych vzorkl v jedné mikrotitracni desticce.

Koncentvl:acevf tal}dardﬁ Objem realnych vzorki
pri méreni vl
Trolox + a-tokoferol

0,00E+00 0
1,00E-05 0,64
2,00E-05 1,25
3,00E-05 15
4,00E-05 1,75
5,00E-05 2,0
7,00E-05 2,25
8,00E-05 25

Tab. 3. objemy standardd v mikrotitra¢ni destice pii méteni

3.4 Vysledky a zpracovani

Vychazela jsem z diplomové prace Ondieje Tunky [42], kde bylo zjisténo, ze v
micelarni fazi CTAB nastava intenzivni chemiluminiscence luminolu pf#i iniciaci smési
kobaltnaté soli a peroxidu vodiku, pokud je v reakéni smési pouzity pufr BIS-TRIS.
Kationaktivni tenzid CTAB je mimo jiné také schopny solubilizovat i ve vodé nerozpustné
antioxidanty. Vysledky jsou zpracovany v programu MS-EXCEL. Z nasledujiciho grafu (graf
1)) je zfejmé, Ze pritomnost antioxidantl ve vzorku zpusobuje Casové zpozdéni nastupu

chemiluminiscence.
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Graf 1. Zavislost intenzity chemiluminiscence v ¢ase pro reak¢éni smés luminol-H,O,-CoCL,-

Bis-tris v pfitomnosti riiznych koncentraci Troloxu.

Chemiluminiscen¢ni reakce mohou mit riizny prabéh i kinetiku. Tyto dva faktory jsou
ovlivnény pfitomnosti riznych antioxidanti v reakéni slozce. Ktivka 0,00E+00 znazoriiuje
Kinetiku CL reakce, kde neni pfitomny zadny antioxidant. V ostatnich kfivkach je znazornén
priibéh chemiluminiscenéni reakce v piitomnosti riizné koncentrovanych antioxidanti. Cim
vétsi  koncentrace antioxidantd v reakéni smési, tim vétsi doba zpozdéni nastupu

chemiluminiscence.

Pfi méteni zpozdéni chemiluminiscence muze dojit k hrubé chybé, kterd mize vyrazné
ovlivnit antioxidacni kapacitu. Z toho diivodu je tieba takovou chybu odhalit a z méfenych
hodnot vyloucit, k ¢emuz slouzi tzv. Grubbstiv test. Pomoci tohoto testu byly dale vylouceny
nezadouci hodnoty, které jsou v nasledujicich tabulkach vyznaceny Cervené. Tyto hodnoty

nebyly zahrnuty do celkového hodnoceni.
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Trolox

Aritmeticky Smérodatna
Koncentrace (mol/l) Zpozdéni nastupu CL (s) pramér Odchylka

0,00E+00 0 0 0 0 0 0 0 0

1,00E-05 784 78,39 78| 784| 784 7839 78| 789 78,36 0,2639
2,00E-05 172,42 | 172,42 | 172,8|172,43| 172,42 | 172,42 172,8]|172,44 172,52 0,1625
3,00E-05 250,85| 250,8| 250,8 | 250,83 | 250,81 | 250,81 | 250,84 | 250,9 250,83 0,0316
4,00E-05 297,8 300 | 297,85 | 297,82 | 297,8 ] 297,81 | 297,85 300 298,37 0,9434
5,00E-05 376,18 | 376,18 | 376,2 | 376,19 | 376,18 | 376,18 | 376,2 | 376,17 376,19 0,01
7,00E-05 580,0 | 580,5|572,48 | 580,01 580 580 | 572,48 | 572,49 577,25 3,6917
8,00E-05 642,73 | 642,3| 642,7 | 642,75 | 642,73 | 642,73 | 642,7 | 643,19 642,73 0,2232

Tab. 4 Zpozdéni chemiluminiscence pii stanoveni antioxida¢ni kapacity troloxu

800
700
600

- 500

g 400
300
200
100

0

y = 7,984E+06x - 2,841E-01
R?=9,960E-01

0,00E+00 2,00

E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05 1,00E-04
koncentrace (mol/l)

Graf 2. Vliv riznych koncentraci troloxu na zpozdéni chemiluminiscence
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a-tokoferol

Aritmeticky Smérodatna
Koncentrace (mol/l) Zpozdéni nastupu CL (s) prumer Odchylka

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1,00E-05| 83,65| 83,66 | 83,65| 83,67| 83,67| 83,68 83,69| 83,68 83,67 0,0136
2,00E-05 | 167,33 | 165,51 | 165,52 | 167,33 | 167,32 | 167,33 | 167,33 | 167,34 166,88 0,7859
3,00E-05 | 251,02 | 251,01 | 251,01 | 251,01 | 252,85 | 251,01 | 251,02 | 252,85 251,47 0,7953
4,00E-05 | 376,54 | 374,84 | 374,7|376,55| 376,54 | 376,55 | 374,37 | 376,56 375,83 0,9331
5,00E-05 | 418,37 | 418,7 | 418,04 | 420,21 | 420,61 | 418,9 | 418,89 | 418,38 419,01 0,8566
7,00E-05 | 627,65 | 627,67 | 627,62 | 627,62 | 627,35 | 630,5 | 627,51 | 627,49 627,56 0,1062
8,00E-05 | 753,49 | 760,37 | 755,34 | 753,24 | 753,3 | 753,27 | 753,28 | 753,3 753,60 0,7131

Tab. 5 Zpozdéni chemiluminiscence pii stanoveni antioxidacni kapacity a-tokoferolu

900 -
800 -
700 -
600 -

= 500 -

8 400 -
300 -
200 -
100 -

0‘ T T T T 1
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05 1,00E-04

koncentrace (mol/l)

y = 9,287E+06x - 1,335E+01
R2=9,949E-01

Graf 3. Vliv riznych koncentraci a-tokoferolu na zpozdéni chemiluminiscence. Metoda by
méla byt prakticky stejné citliva pro trolox a tokoferol a to z divodu toho, ze trolox je
hydrofilni analog a-tokoferolu. Podle vyslednych smérnic u tokoferolu a troloxu, je ziejmé,

ze pii méteni doslo k drobné chybé v diisledku $patného méteni ¢i rozpusténi troloxu.
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Extra panensky olivovy olej znacky Monini

Aritmeticky | Smérodatna
Objem vzorku (ul) Zpozdéni nastupu CL (s) prameér Odchylka

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,64] 178,17| 188,81 | 188,82 188,8| 188,1 188,2 188,7| 188,83 188,60 0,2939

1,25] 533,31 | 533,67 | 533,32| 545,67 | 533,32 | 533,32| 545,67 | 533,67 536,49 5,2998

15| 628,79 | 62743| 628,8| 628,78 627,05| 628,76 | 628,78 | 627,43 628,23 0,7242

1,75| 81564 | 81564 81565| 815,63 | 81564 | 81564 | 81565| 815,64 815,64 0,0059

211066,56 | 1066,57 | 1066,57 | 1066,56 | 1066,56 | 1066,56 | 1066,56 | 1066,57 1066,56 0,0048

2,25]1192,01 | 1192,01 1192 11191,99 | 1191,99 1192 1191,98 | 1192,01 1192,00 0,0105

2,5 1223,37 | 1223,38 | 1223,37 | 1223,38 | 1223,38 | 1223,38 | 1223,38 | 1223,4 1223,38 0,0086

Tab. 6 Zpozdéni chemiluminiscence pii stanoveni antioxida¢ni kapacity extra panenského

olivového oleje Monini

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

O

y =539,38x - 97,152
R*=0,9736

cas

600 -

v

400 -

200 -

0 ‘ T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

objem (ul)

Graf 4. Vliv riznych objemi extra panenského olivového oleje znacky Monini na zpozdéni

chemiluminiscence.
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Extra panensky olivovy olej Franz Josef

Aritmeticky | Smérodatna
Objem vzorku (ul) Zpozdéni nastupu CL (s) prameér Odchylka

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,64 ] 203,92 203,92 203,91 203 | 208,25 203,91 203,9 203,9 188,60 0,2939

1,25 549 | 549,01 549,02 | 549,01 549 | 549,02 | 549,02 | 549,02 536,49 5,2998

15| 690,17 | 690,16 | 690,17 | 690,16 | 690,17 | 690,16 | 690,16 | 690,17 628,23 0,7242

1,75| 87855| 878,53| 87853 | 87853| 8785| 87853| 878,53 | 87854 815,64 0,0059

2| 11138 1113,8] 1113,8| 1113,8| 1113,8]1113,81| 1113,8]| 11138 1066,56 0,0048

2,251 1207,95 | 1207,98 | 1207,97 | 1207,98 | 1207,98 | 1207,98 | 1207,98 | 1207,98 1192,00 0,0105

2,5]1302,16 | 1302,16 | 1302,16 | 1302,15 | 1302,16 | 1302,16 1302 1303 1223,38 0,0086

Tab. 7 Zpozdéni chemiluminiscence pfi stanoveni antioxida¢ni kapacity extra panenského

olivového oleje Franz Josef

1600 ~
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0 ‘ T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

objem (ul)

(t)

cas

® | - 5591F+02x - 8,776E+01
R2 = 9,820E-01

Graf 5. Vliv riznych objemi extra panenského olivového oleje znacky Franz Josef na

zpozdéni chemiluminiscence.
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Lupinovy olej

Aritmeticky Smérodatna
Objem vzorku (ul) Zpozdéni nastupu CL (s) prumér Odchylka

0 0 0 0 0 0 0 0 0

064] 6281 62,81 62,81| 62,22| 63,22 62| 63,13 | 62,81 204,34 1,50804

1,25 | 157,02 | 125,64 | 125,63 | 125,63 | 124,63 | 127,02 | 137,63 | 137,02 549,01 0,00829

1,5 168,44 | 157,02 | 157,02 | 168,43 | 170,44 | 166,44 | 157,02 | 154,4 690,17 0,00500

1,75 | 219,83 | 219,86 | 219,86 | 219,83 | 219,83 | 220,8 | 230,8 | 219,83 878,53 0,01323

2| 282,72 | 282,72 | 282,75 | 282,75 | 282,75 | 282,76 | 282,76 | 282,72 1113,80 0,00331

2,251314,15 | 314,15 | 314,15 | 314,17 | 314,15 | 314,15 | 314,15 | 314,15 1207,98 0,01000

2,51376,97 | 376,36 | 376,98 | 376,98 | 376,38 | 388,38 | 376,99 | 376,97 1302,24 0.29051

Tab. 8 Zpozdéni chemiluminiscence pii stanoveni antioxida¢ni kapacity lupinového oleje

450 -
400 -
350 -
300 -

2250 -

8200 -
150 -
100 -

50 -

# y=1510E+02x - 3,098E+01
R2 = 9,644E-01

0 e
0

1,5 2
objem (ul)

Graf 6. Vliv riiznych objemi lupinového oleje na zpozdéni chemiluminiscence.
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Byla také méfena antioxidacni aktivita u redlnych vzorkt slune¢nicového oleje Heliol,
slune¢nicového oleje Budget, fepkového oleje Varoma a olivového oleje pokrutinového

Penny. U Zadného ze vzorkl nebyla prodleva pozorovéna.

B slunec¢nicovy olej Heliol

B slunecnicovy olej Budget

B fepkovy olej Varoma

B olivovy olej z pokrutin
Penny

B lupinovy olej

B extra panensky olivovy
olej Monini

opakovatelnost méFeni vzorki extra panensky olivovy
olej Franz Josef

Graf. 7 Srovnani chemiluminiscen¢niho zpozdéni realnych vzorkt oleji o objemu 0,64ul

vzorku v reakéni smési.

antioxidacni kapacita

extra panensky olivovy olej

Monini 1,44E-05
extra panensky olivovy olej Franz

Josef 1,38E-05
lupinovy olej 3,89E-06
slune¢nicovy olej Heliol 0,00E+00
slune¢nicovy olej Budget 0,00E+00
fepkovy olej Varoma 0,00E+00
olivovy olej pokrutinovy Penny 0,00E+00

Tab. 9 Antioxidac¢ni kapacita
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Graf. 7 Srovnani antioxida¢ni kapacity redlnych vzorki jedlych oleji.
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4 ZAVER
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Chemiluminiscencni metoda zalozena na CL luminolu s vyuzitim systému HyO,-
CTAB-BisTris-CoCl, byla aplikovana pro méfeni antioxidacni kapacity vybranych jedlych
oleju. Metoda byla nejdiive ovéfena nékolika méfenimi na standardech troloxu a a-
tokoferolu. Jelikoz tokoferol je lipofilni analog troloxu, mély by oba standardy vykazovat
stejnou antioxidacéni aktivitu. Podle vyslednych smérnic u tokoferolu a troloxu, je zfejmé, ze
pti méteni doslo k drobné chybé v diisledku Spatného méteni ¢i rozpusteéni troloxu. Dale byla
testovana antioxidacni aktivita oleji, jako jsou extra panensky olivovy olej Franz Josef
(Spanélsko), extra panensky olivovy olej Monini Classico (Italie), lupinovy olej, slunenicovy
stolni olej Heliol Palma (Slovensko) a slune¢nicovy stolni olej Budget (Polsko), fepkovy olej
Varoma (Ceska republika), olivovy olej pokrutinovy Penny (Polsko). Nejlepsi, téméf stejnou
antioxidacni kapacitu vykazovaly extra panensky olivovy olej Franz Josef a olivovy olej
Monini Classico. Tyto oleje jsou lisované za studena, vyrdbi se z prvniho lisovani a
neprochazi zadnou chemickou upravou. Obsah antioxidantii v téchto olejich proto zlstava
zachovan. Lupinovy olej vykazoval nizsi antioxida¢ni aktivitu ve srovnani s extra panenskymi
olivovymi oleji. Slunecnicové stolni oleje nevykazovaly Zadnou antioxidacni aktivitu.
K porovnani byl zamérné vybran slune¢nicovy stolni olej Heliol, ktery je v potravindiském
trhu preferovan jako kvalitngjsi stolni olej, a méné kvalitni stolni olej Budget. Zadnou
antioxida¢ni aktivitu nevykazoval ani fepkovy olej Varoma a ani olivovy olej pokrutinovy

Penny, ktery je zbaven antioxidantl zfejmé v disledku zptisobu zpracovani oleje.
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5 SUMMARY
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The validity of chemiluminiscence method based on luminol CL initiated by the
CTAB-BisTris-CoCl,-hydrogen peroxide system was first verified by several measurements
of trolox and a-tocopherol. Since trolox is hydrophilic analog of tocopherol both tests should
have indicate equal or at least similar antioxidant activity. The resulting data for tocopherol
and trolox are sililar, although a small mistake due to incorrect measurements or dissolution
trolox might have occured.Subsequently, the antioxidant activities of several edible oils were
determined, namely Franz Josef olive oil (Spain), Monini Classico extra virgin olive oil
(Italy), lupine oil, Heliol Palma sunflower oil (Slovakia), Budget sunflower oil (Poland),
Varoma rapeseed oil (Czech republic), and Penny oilseed cake olive oil (Poland). Franz Josef
olive oil Monini Classico olive oil demonstraded by far the strongest antioxidant capacities.
Both are cold pressed, produced from the first squeeze, and are not subject to any chemical
modifications. The net effect is that the whole content of antioxidants in these oils is
conserved. Compared to extra virgin olive oils, lupine oil showed somewhat lower antioxidant
activity. Sunflower oils did not generate any antioxidant activity at all. Deliberately selected
were two distinct brands of these; Heliol, supposedly superior of the two, that enjoy a good
reputation within the food industry; and Budget, allegedly the lesser oil of the duo. Varoma
rapeseed oil exhibited no antioxidant activity whatsoever and nor did Penny oilseed cake olive
oil, with the latter being deprived of antioxidants presumably as a result of its processing

technique.
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