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Anotace

Cilem bakalaiské prace bylo urcit celkovou antioxidacni aktivitu extraktu z list
mladého zeleného je¢mene. Jedna se o doplnék stravy s vysokym obsahem enzymii, vitaminii,
mineraldl a stopovych prvka v pfirozené organické formé. Teoretickd Cast se zabyva
souCasnymi poznatky o zeleném je¢meni, popisuje antioxidanty a volné radikaly véetné jejich
vlastnosti a ptisobeni v lidském organismu. Definuje pojem celkova antioxidacni aktivita a
uvadi piehled metod jejiho urCovani. EXperimentalni ¢ast je zaméiena na zjiSténi celkové
antioxidacni aktivity vzorku zeleného je¢émene Green Ways. Metodou pritokové coulometrie
byl sledovan vliv teploty a doby stani po ptipravé vzorku na jeho celkovou antioxidaéni
aktivitu. Maximalni celkovou antioxida¢ni aktivitu vykazoval roztok ptipraveny pii 30 °C.
S rostouci dobou od pfipravy roztoku jeho celkova antioxidacni aktivita klesala. Nezavislé
mefeni spektrofotometrickou metodou DPPH poskytlo vysledky srovnatelné s priitokovou

coulometrii.



Annotation

The purpose of the bachelor theses was to determine total antioxidant activity of the
extract from green barley leaves. It is a food supplement with high content of enzymes,
vitamins, minerals and trace elements in natural organic form. Theoretical part brings current
knowledge on green barley, describes antioxidants and free radicals, including their properties
and influence on human organism. The concept of total antioxidant activity is explained and
methods of its determination are summarized in this part. Experimental part is focused on the
determination of the total antioxidant activity of Green Ways green barley samples prepared
under different conditions. Two analytical methods were used: flow-through coulometry and
DPPH spectrophotometric method. The first method was used to study influence of
temperature and time from the preparation of green barley solution on its total antioxidant
activity. Maximum total antioxidant activity was determined in the solution prepared at 30 °C.
The total antioxidant activity decreased with increasing time from preparation of the solution.
Independent measurement by DPPH spectrophotometric method gave results comparable to

those obtained using flow-through coulometry.
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1 Uvod

V nékolika poslednich desetiletich se exponencialng zvysil vyskyt civiliza¢nich chorob.
Lidské zdravi je ohroZovano mnoha nepfiznivymi vnéjSimi faktory. Inhalace znecisSténého
vzduchu, nedostatek pohybu, cigaretovy kouf, konzumace alkoholu a nadmira stresu vede

k nahromadéni $kodlivych volnych radikala v lidském téle.

Volné radikaly, jakozto castice obsahujici neparové elektrony se vyznacuji velkou
reaktivnosti a zna¢nou mirou tak mohou narusovat nejriznéjsi biologické procesy lidského
organismu. Jejich u¢inek na lidské zdravi je negativni a maji destruktivni vliv na buiiky, tkdné
i celé organy. Zpusobuji celou fadu chorob pocinaje rakovinou. Vycet pokracuje infarktem
myokardu, cévnimi mozkovymi piithodami, nejriznéj§imi srde¢nimi chorobami, pied¢asnym

starnutim a celkovym chétranim organismu.

Velkym trendem tietiho tisicileti se proto staly takzvané zelené potraviny. Mnoho
odbornikd na zdravou vyzivu a zdravy zivotni styl doporucuje zahrnout co mozna nejvice
rostlinné stravy v syrovém stavu do jidelni¢ku. Tato strava je bohata na nejriznéjsi vitaminy,

a4

mineraly a pfedevSim antioxidanty, které dokézi bojovat proti G€¢inklim volnych radikala.

V tomto ohledu je velmi dobfe hodnocen, zejména pro vysoky obsah zminénych
antioxidantli, zeleny (mlady) je¢men. Tato plodina mé celou fadu blahodarnych ucinkl na
lidské zdravi od celkového posileni imunity az po optimalizovani télesnych funkci a odkyseleni

organismu.

Cilem prace je stanovit jakou antioxidac¢ni aktivitu vykazuje extrakt z mladého je¢mene.
Zkoumany jsou také vné&jsi vlivy: teplota a doba stani od ptipravy roztoku. Respektive jak tyto
vnéjsi podminky ovlivni koncentraci antioxidantd ve vzorku. Jako adekvatni analytickd metoda
pro tyto ucely byla vybrana prutokova coulometrie, ke které byla po uvazeni zvolena jako

srovnavaci spektrofotometrickd metoda DPPH.



2 Teoreticka Cast

2.1 Zeleny jeCmen

Pojem zeleny neboli mlady je¢men (Obr. 1) oznacuje ranou fazi bézné péstované
kulturni rostliny je¢mene setého (lat. Hordeum vulgare). Nezrala forma této obiloviny je zcela
zelena a jeji sklizen by z hlediska vyroby potravin postradala smysl, ale vzhledem k tomu, ze
obsahuje mnoho zdravi prospésnych latek, vyuziva se k vyrobé potravinovych dopliki a fadi
se tak mezi tzv. zelené potraviny, které si nasly Siroké uplatnéni v pfirodni medicing. Mezi

zelené rostliny déle patii napt. mlada p3enice, spirulina nebo chlorella. !

Obr. 1: Nezrald forma jeCmene setého.

Zeleny jeémen je bohaty predevsim na obsah vitamind. Konkrétné 1ze zminit vitaminy
typu B, vitamin C (L-askorbova kyselina), E (tokoferol) nebo vitamin K (fylochinon). Mimo to
obsahuje mlady jeCmen i celé spektrum mineralnich latek, jako je draslik, vapnik, zelezo, méd’,
fosfor, mangan nebo hoi¢ik. Neméné dulezity je i obsah a—aminokyselin, véetné 8 esencialnich,
které si lidské télo neni schopno syntetizovat samo a je tedy nezbytné tyto latky piijimat formou
potravy. Aminokyseliny tohoto typu podporuji napiiklad hojeni ran a jsou nezbytné i pro

spravnou funkci imunitniho systému, kdy se uplatituji mimo jiného pii tvorbé erytrocyti. 2



Dulezity je vysoky obsah chlorofylu. Jedna se o zeleny pigment piitomny ve vSech
zelenych rostlinach, ktery vyznamné ovlivituje okysliceni tkéani, zlepSuje funkci srdce i cév,
urychluje hojeni popalenin, snizuje bolest pii poranénich klize a diky svym antiseptickym

vlastnostem pomaha bojovat proti zandtlivym onemocnénim.>#

V neposledni fadé je cenénou vlastnosti zeleného je¢mene schopnost alkalizovat
organismus, ¢imz pomaha udrzovat acido—alkalickou rovnovahu vnitiniho prostiedi lidského
organismu. Diky tomu se snizuje moznost vyskytu kvasinek, zanéti, ale i rakovinotvorného

bujeni. 34

2.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou molekuly, které jsou schopny rusit uc¢inky oxida¢ni destrukce latek,
¢i tento jev v ur€ité mife potlacovat. Na nechténé oxidaci samostatnych latek, ale i celych bunék
uvnitf lidského organismu se nejvétsi mérou podili tzv. volné radikaly. Antioxidanty dokazi

pievést volné radikaly do méné reaktivni formy ¢&i zcela predchazet jejich vzniku.®

Existuje velké mnoZzstvi pfirodnich antioxidantl, z nichz vétSinu piijimame
do organismu spolu s potravou. Mezi latky, které disponuji velkym antioxida¢nim potencialem
patii polyfenolické slouceniny. Ty se ve velké mife vyskytuji v ovoci, zelening, ¢aji, vinu nebo
chmelu. Dal§im vyznamnym zdrojem antioxidanti jsou n&které vitaminy. Radime mezi né
vitamin A, E, C nebo B3.V neposledni fadé ma velkou antioxida¢ni aktivitu peptid glutathion

a dal$i.b

Tyto latky jsou mezi sebou porovnavany prostfednictvim tzv. celkové antioxida¢ni
aktivity (Total Antioxidant Activity — TAA), coz je veli¢ina, ktera definuje vzorek dle miry,
jakou dokaze eliminovat ucinky volnych radikala ¢i jejich existenci a stal se tak méfitkem

pro srovnavani antioxidaénich schopnosti viech antioxidant.”®

2.2.1 Vitamin C

Vitamin C patii mezi ve vodé¢ rozpustné vitaminy. Jeho nadbytek v lidském organismu

je vyloucen moci, a proto se u néj nesetkavdme s predavkovanim. Malo obvykla je v tomto



pfipadé¢ pouze mirnad hypervitamindza, kterd se projevuje slabym podrazdénim zazivaciho
ustroji. Na druhou stranu dlouhodoby nedostatek vitaminu C v potravé lidi zptisobuje kurdéje.
Latinsky ndzev pro tuto nemoc zni skorbut, odkud pochdzi i oznaCeni vitaminu C jako
askorbova kyselina (Ascorbic Acid— AA). Jedna se o onemocnéni spojené s poruchou
krvetvorby a snizenim imunity. Vede ke krvaceni z dasni, do nehtovych lizek, tkani ¢i svali.

Tato choroba je dnes jiz témé&f vymycena a vyskytuje se vyjimeéné v zemich tetiho svéta. %1

Vitamin C (Obr. 2) posiluje obranyschopnost organismu, umoziuje vyuziti Zeleza
Z potravy, napomaha spravné ¢innosti mozku a pruznosti kiize a ma protizanétlivé ucinky. Je
nezbytny pro spravné fungovani imunitniho systému a chrani tkané, predevSim centralni
nervovou soustavu, pted vlivem volnych radikald, ¢emuz odpovidé jeho vysoka antioxidacni

aktivita.lt

OH

HO OH

Obr. 2: Vitamin C (L—askorbova kyselina).

2.2.1.1 Zdroje vitaminu C

Vyznamnymi zdroji vitaminu C jsou plody rakytniku, Sipek, syrova i1 vafend brokolice,
citrusové plody, brambory vafené ve slupce, syrové zeli, rizickova kapusta, kvétak, zeleny

hrasek, rajcata, bandny, ananas a dalsi ovoce a zelenina.*?

2.2.1.2 Historie vitaminu C

Jedna se o uplné prvni vitamin, ktery byl objeven. Stalo se tak roku 1928 a o jeho
objeveni se zaslouzil mad’arsky biochemik Albert Szent-Gyorgyi. V této dobé byl oznacen jako

hexuronicka kyselina. Fakt, ze se jedna o stejnou latku, ktera zabranuje kurdéjim byl prokazan



az o n¢kolik let pozdéji. Askorbova kyselina byla navic ze vSech vitamind jako prvni uméle

pfipravena v laboratoti (Haworth, Reichstein, 1933).%13

Clovek, jako jeden z méla saveid, si nedokaze vitamin C syntetizovat v téle a musi se tak
spolehnout pouze na pfisun vitaminu v potravé. Rozsahlé védecké vyzkumy prokazaly, ze nasi
predkové také disponovali schopnosti vytvafet vitamin C z jednodusSich latek pfijimanych
spolu s potravou. Postupem casu tuto schopnost, z dosud nejasnych pticin, lidé ztratili. Jedna
z teorii uvadi, ze dfive byly rostliny mnohem bohatéj$i na obsah vitaminu C nez dneSni
kultivované rostliny, a proto lidsky organismus v prubéhu evoluce o tuto svoji schopnost,

nejspise nasledkem sledu mutaci, ptisel. !4

2.2.2 Glutathion

V mnohé odborné literatufe zabyvajici se 1ékafstvim je latka glutathion (Obr. 3)
popisovana jako jeden zhlavnich antioxidantGi v lidském téle. Cetné védecké vyzkumy
potvrdily blahodarny ucinek této latky na zdravi cloveéka. Byl potvrzen jeho kladny vliv
pii 1é¢b¢ srde¢nich chorob ¢i demence. Mluvi se 0 ném i jako o podpurné latce pii zvladani
Alzheimerovy choroby a vylou¢en neni ani jeho podplrny vliv pfi zvladani tézkych stavi

autismu. °

SH
O O 0O
H
N\)L
HO m OH
NH, O

Obr. 3: Glutathion.

Jedna se o tripeptid, je to tedy latka slozena ze tii aminokyselin. Jsou jimi glutamova

kyselina, cystein a glycin. Lidské télo si dokaze glutathion samo syntetizovat v jatrech, ale je



obsazen i v n¢kterym potravinach jako je brokolice, kvétdk a jind kost'dlova zelenina.

V neposledni fadé se vyrabi i dopliiky stravy s obsahem glutathionu.

Dulezitou roli sehrava glutathion v metabolismu xenobiotik. Méni je na ve vodé
rozpustné formy a tim vyrazné€ usnadiuje jejich vylouceni z téla. Navic glutathion funguje jako
koenzym enzymu galathion peroxidazy, ktery dokaze preménit jedovaty peroxid vodiku na

vodu a molekularni kyslik. 61/

2.3 Volné radikaly

Volny radikal je takovy atom, ion ¢i molekula, jez ma v nékterém ze svych orbitalt jeden
(¢i vice) neparovych elektronli. VétSinou jsou znaceny teckou u chemického vzorce,
napf. methylovy radikal CHs'. Jsou to castice schopné samostatné existence, ale kvili
ptitomnosti neparovych elektronli podléhaji velice snadno chemickym reakcim ve snaze ziskat
dalsi elektrony, diky ¢emuz piejdou do stabilnéjsi elektronové konfigurace. Jsou to tedy ¢éstice
disponujici velkou reaktivnosti a tim padem nevelkou dobou existence a zna¢nou mirou
prispivaji k oxida¢né-redukénim d&jim v prostfedi, ve kterém se nachazeji. Volné radikaly
reaguji jednak spolu navzajem, vétSinou za vytvoteni elektroneutralni molekuly, nebo reaguji
praveé s neutralni molekulou za vzniku nového volného radikéalu. Tento d¢j je fizen fetézovym

reak¢énim mechanismem. 32!

2.3.1 Vznik volnych radikala

Volné radikaly mohou vznikat n€kolika zplisoby. Nejcastéjsi pti¢inou jejich vzniku je
rovnomeérné rozvolnéni vazby mezi dvéma vazebnymi partnery. Vazba je rozrusena v poloving
a kazdy z pfitomnych vazebnych partnerti si ponecha jeden elektron. Molekula se rozpada za
vzniku dvou volnych radikélii. Tento jev se nazyva homolyza, popi. homolytické Sté€peni a je
nejcastéji vyvolana ozarenim molekuly, napt. molekuly chloru, elektromagnetickym zatfenim
o vhodné energii.

Ch—-2Cl-

Dale je vznik mozny redukci, kdy dochazi k pfidani jednoho elektronu, nebo naopak

chemickou oxidaci, tedy odebranim jednoho elektronu z elektronového obalu. 12!

6



2.3.2 Volné radikaly uvnitf lidského organismu

Ptitomnost volnych radikalti uvniti lidského téla mize byt zplisobena jejich piijetim
z vn¢jsiho prostiedi. Déje se tak jednak jejich konzumaci, pokud jsou pfitomny v jidle ¢i pitné
vodé. To byva zpisobeno piepalovanim tukti a oleji pfi piipravé jidla ¢i pouzivanim
nevhodnych plastovych oball pfi jeho uchovavani. Do lidského t€la se mohou dostat i jako
chemické latky, které byly pouzivany pii péstovani plodin a ty byly pfed konzumaci Spatné
umyty. Velmi ¢astd je i jejich inhalace pii pobytu v zne¢isténém prostiedi. 22

Ke vzniku volnych radikalti dochazi i uvnitt lidského organismu, a to predevsim vlivem

koufeni, dopadem ionizujiciho nebo ultrafialového zafeni na pokozku ¢&i premirou stresu. 2223

2.3.2.1 Vliv volnych radikali na lidské zdravi

Piisobeni volnych radikali je ve vétSiné ptipadl negativni a jejich pfitomnost
v organismu nechténa. Mezi nejCastéj$i projevy jejich destruktivniho vlivu patii vznik
nadorovych onemocnéni, kdy podporuji rakovinotvorné bujeni, nebo vétsi riziko vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni mozku. Volné radikaly poSkozuji buiky i celé tkang,
narusuji stavbu bunéfnych membran. Rozsdhlé vyzkumy potvrdily jejich vliv na vznik
srde¢nich a plicnich onemocnéni. Jsou pti¢inou celkového chétrani organismu spojeného s jeho

piedéasnym starnutim. 24 2°

2.3.3 Déleni volnych radikali

Velka pozornost se v dne$ni dob¢ upind predevsim na latky, které nazyvame reaktivni
formy kysliku (ROS— Reactive Oxygen Species) a reaktivni formy dusiku (RNS— Reactive
Nitrogen Species) souhrnné oznacované jako RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species).
Tato skupina latek zahrnuje volné radikaly, ale 1 latky neradikalové, které snadno oxiduji jiné
atomy ¢i molekuly nebo se na volné radikdly preménuji. Proto pouzivame pojem reaktivni

formy namisto nepfesného oznadeni kyslikové a dusikové radikaly. !> 26



2.3.3.1 Reaktivni formy kysliku

Z volnych radikalt jsou pro biologicky systém nejvice Skodlivé radikaly kyslikové.
Jedna se zejména o volny radikal superoxidu (-O2), hydroxylu (-OH) a hydroperoxylu (-O2H).
Radime sem i radikély peroxylové (ROO-) & alkoxylové (RO-). Tyto skupiny volnych radikalt
vznikaji pfi oxidaci nenasycenych mastnych kyselin. Poskozeni zplsobené kyslikovymi
radikaly oznacujeme jako oxidativni destrukce. Mezi reaktivni formy kysliku patii peroxid

vodiku (H202), ozon (Os) ¢&i kyselina chlorna (HCIO). ?7

2.3.3.1.1 Hydroxylovy radikal

V mnohé odborné literatuie byva jako nejreaktivnéjsi forma kysliku oznacovan
hydroxylovy radikal (-OH). Byl potvrzen jeho devastujici vliv na vSechny biologicky vyznamné
molekuly v lidském téle jako jsou proteiny, lipidy ¢i deoxyribonukleova kyselina. Tento radikal
pusobi oxidacni poskozeni v misté svého vzniku, coz odpovida jeho polocasu zivotnosti uvnitf
bunék (10 s). V Zivych organismech miize vznikat nékolika zplisoby. Mezi b&zné patii vznik
radianim zafenim ¢i reakci kyseliny chlorné se superoxidem. Velmi casty je i vznik
tzv. Fentonovou reakci — redukci peroxidu vodiku v pfitomnosti iontd tranzitnich

kovi (napt. Fe?"). 28

2.3.3.1.2 Superoxidovy radikal

Superoxidovy radikal (-O2) vznikda z molekuly kysliku pfijetim jednoho elektronu.
Tento proces se da oznacit jako jednoelektronova redukce. Sama molekula kysliku Oz se tfadi
mezi diradikaly (obsahuje dva neparové elektrony), ale diky zvlastnimu uspotfadani elektronti
v obalu se jedna o ¢astici pomérné stabilni. V biologickych systémech muze prochazet ptes
bunééné membrany. V lidském organismu byva G¢inné odstranovan enzymem
superoxiddismutasou. Tento enzym je schopen rozlozit dva superoxidové radikaly za vzniku
dvou molekul kysliku a jedné molekuly peroxidu vodiku, ktery byva odstranén jinym fetézcem
reakci. Superoxid je produkovan mitochondriemi jako nechtény vedlejsi produkt jejich

¢innosti. 282



2.3.3.1.3 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik se vyznacuje jinym uspotfadanim valen¢nich elektroni oproti kysliku
v tripletovém stavu. Jednd se o excitovanou formu kysliku, ve které je excitace molekuly
doprovazena sparovanim dvou elektrond v protivazebném =n* orbitalu, které se pred tim
vyskytovaly jako elektrony neparové v protivazebnych orbitalech. Singletovy kyslik je tedy

méné staly a je silngj$im oxidaénim ¢inidlem neZ kyslik v zakladnim stavu. 2

2.3.3.2 Reaktivni formy dusiku

Mezi reaktivni formy dusiku patii kyselina dusita (HNO2), oxid dusi¢ny (N20s)
¢i nitrosyl NO*. Skupina volnych radikalti dusiku poté zahrnuje ¢astice jako oxid dusnaty NO-

nebo oxid dusi¢ity NO-. 2

2.3.3.2.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty vznikd pfi reakci katalyzované nitroxidsynthasou, ve které dochdzi
K pfemén¢ argininu na citrullin. Oxid dusnaty v lidském organismu dopomaha §iteni nervovych
vzruchil v centralni nervové soustavé a ma protizanétlivy ucinek. Jistou mérou piisobi jako
antagonista vici superoxidu. Zatimco oxid dusnaty napomaha rozSifovani cév, superoxid ma

i¢inky vazokonstrikéni. %

2.4 Metody méreni antioxidac¢ni aktivity latek

Antioxidacni aktivita latek je v poslednich letech velmi atraktivnim tématem pro celou
fadu védeckych disciplin, a proto se vyvinulo, a stile vyviji, mnoho analytickych metod
pro stanoveni této vlastnosti latek. Rlznorodost téchto metod vyplyva z mnoZstvi riznych
mechanism, kterymi antioxidanty mohou v organismu plsobit. Nejb&znéjsim typem reakce je

piima reakce s volnymi radikaly, tedy jejich vychytavani ¢i zhageni.”®



2.4.1 Metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikaly

Tyto metody jsou zaloZeny na vychytavani volnych radikalt slozkami vzorku, coz je
vetsSinou umoznéno donaci protonu. Radikaly jsou do reakéni smési piidavany nebo mohou byt
generovany piimo reakéni smési. NejcCastéji se vyuziva eliminace kyslikovych nebo

syntetickych stabilnich radikald. ’

2.4.1.1 Metoda ABTS

Metoda ABTS je hojné vyuzivana pii analyze v oblasti studia antioxidacni aktivity a je

zalozena na schopnosti antioxidantii zhéaset radikalovy kation ABTS-+ (2,2 —azinobis(3—ethyl—
2,3—dihydrobenzothiazol-6—sulfonat) radikal). ®

V této metod¢€ se pouziva piimé generovani volnych radikalt oxidaci ABTS (Obr. 4),

coz Ize provést napt. MnOz nebo systémem H>O,/peroxidaza. °

Neékdy se také muzeme setkat s oznacenim metody ABTS jako ABTS-TEAC, a to
z toho diivodu, Ze se zde zjistuje zhaseci schopnost antioxidantli, coZ se porovnava se zhaseci

schopnosti TROLOXU (6-hydroxy-2,5,7,8—tetramethylchroman—2—karboxylova kyselina).

Odtud poté oznaceni TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). 3% 3!

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity se zde nabizi stanoveni spektrofotometrické, nebot’
radikal ABTS-+ siln¢€ absorbuje elektromagnetické zareni ve viditelné oblasti spektra (absorpéni
maximum pii 734 nm). Po prob&hnuti reakce se inaktivace barevného radikélu antioxidanty

projevi snizenim absorbance.

NH4D

I @CLN,N o :

B 0T NH,

Obr. 4: Molekula ABTS
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2.4.1.2 Metoda DPPH

Metoda DPPH je oznaCovéana za zakladni metodu pii méfeni antioxidacni aktivity
Cistych latek 1 smési obecné. Tento test je zaloZen na faktu, zZe volny stabilni radikal DPPH
(Obr. 5) (2,2 difenyl-1-pikrylhydrazyl) je schopen reagovat s Casticemi, které zde vystupuji
jako darci atomu vodiku, jednd se tedy o reduk¢ni proces za vzniku systému DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Tato reakce vykazuje vétsi selektivitu nez vyse zminénd metoda
ABTS. Pro sledovani této reakce se nejcastéji pouzivaji spektrofotometrické metody. Roztok
DPPH ma tmavé fialové zbarveni s absorpénim maximem pii vinové délce 515 nm. Pti reakci
s antioxidanty se sleduje ubytek absorbance pfi této vinové délce. Reakci je mozné sledovat téz

jinou metodou, napt. HPLC, coZ je vyhodné zejména u barevnych vzork. & 3233

@ BINE N
N Oz

NO>

Obr. 5: Radikal DPPH.

2.4.1.3 Metoda ORAC

Ptfi metodé¢ ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) se zjiStuje schopnost
testované latky zpomalit ¢i zcela zastavit tvorbu volnych radikalt. Ty se do reakéni smési
neptiddvaji, ale jsou v ni pfimo generovany. Jednd se o kyslikové radikaly, nejCastéji
hydroxylové nebo peroxylové. Oba typy patii k nejreaktivnéjSim radikaliim, proto se stala
metoda ORAC velmi vyznamnou analytickou metodou, kterd poskytuje cenné informace o
antioxidac¢ni kapacité Sirokého spektra vzorkl. S omezenim, kterd se stykaji polyfenolovych

slou¢enin, kde je problém mensi fotostabilita. 7% 3
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Zakladem analyzy je sledovani fluorescence f—fykoerythrinu (B—PE), ktera v ¢ase klesa
kvali reakcim s radikaly. Jako generdtory radikali se nejcastéji vyuzivaji AAPH
(2,2'— azobis(isobutyrimidamid)—dihydrochlorid) u radikali peroxylovych nebo systém H>O-

obohaceny o méd’naté kationty pii generaci radikal hydroxylovych. 7% 34

2.4.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Antioxidanty vyuzivané v téchto reakcich 1ze popsat jako chemicka ¢inidla s redukénimi
vlastnostmi, které reaguji s oxidanty, redukuji je a tim dochazi k inaktivaci oxidantti. Mizeme
tedy hovoftit o posuzovani antioxidacni aktivity latek z hlediska redukénich schopnosti téchto

latek. ’

2.4.2.1 Metoda FRAP

Tato metoda je zalozena na redukci Zelezit¢ho, témét bezbarvého, komplexu TPTZ
[2,4,6—tri—(2—pyridyl-1,3,5—triazin)] na barevné komplexy zeleznaté. Vyhodnoceni testu FRAP
(Ferric Reducting Antioxidant Power) je nevyhodné potiebou pracovat ve velmi nizkych
nefyziologickych hodnotach pH. Metoda je nevyhodnd i kviili tomu, Ze nejsou v reakci
zachyceny latky, které reaguji s komplexem pomalu, napf. polyfenoly. Proto tato metoda
nemusi poskytovat ptfesné informace o celkové antioxidacni aktivité¢ vzorku jako celku,
ale charakterizuje pouze schopnost latek redukovat Zelezity komplex TPTZ. Jako zdroj

zelezitych ionti se zde pouziva hexakyanozelezitan draselny, popiipadé chlorid Zelezity. > 73

2.4.2.2. Coulometrie

Coulometrie je jednou ze zakladnich elektroanalytickych metod, ktera vyuziva méfeni
elektrického naboje, jenz je potifebny k uplné pfeméné stanovované latky. Preménou latky
rozumime transformaci na jinou formu této latky v odlisSném oxida¢nim stupni v dasledku
procesu elektrolyzy, ktera probiha na pracovni elektrod€. Zjistény naboj se pomoci Faradayova
zékona ptfepocte na hmotnost latky. Pro bezchybné uplatnéni Faradayova zédkona pozadujeme,

aby na pracovni elektrod€ probihala vzdy pouze jedina reakce se 100% proudovym vytézkem,

12



jinymi slovy veskery naboj, ktery projde elektrodou, musi byt pouzit jen na pfisluSnou pfeménu
analytu. Rusivou vedlejsi reakcet, ktera by zkreslila vysledky méteni, by mohl byt napt. rozklad

rozpoustédla nebo rozpousténi elektrody, k éemuz dochazi p¥i nevhodné volbé pH. 33737

2.4.2.2.1 Coulometrické titrace

Pti coulometrickych titracich je hodnota elektrického proudu pfedem zvolena a po celou
dobu analyzy se tato hodnota udrzuje konstantni. Jsou dvé mozné varianty, jak miize
stanovovand slozka reagovat. Pokud reakce probiha pfimo na elektrodé, hovoiime
o tzv. titracich primdrnich. Jejich vyuziti v praxi ale neni p#ilis Siroké, jelikoz se timto zpiisobem
da stanovit pouze malé mnozstvi latek. Druhou, béznéjsi variantou jsou titrace sekundarni,
pti kterych reaguje analyzovana slozka s ¢inidlem, které bylo generovdno na jedné

z elektrod. 3°

Metoda nese nazev coulometrické titrace, nebot’ pfipomind klasické titrace, ale s tim
rozdilem, Ze se titra¢ni ¢inidlo generuje piimo v roztoku na elektrod¢, polarizované konstantnim
proudem. Latka, ze kter¢ je titra¢ni ¢inidlo generovano, musi byt v daném roztoku rozpusténa,
a to ve velké prebytku. Vzniklé ¢inidlo poté okamZité reaguje s analyzovanou latkou. Pfima

JS 24

generace piinasi nékolik zjednoduseni, napt. odpada nutnost standardizovat €inidla, titraci 1ze

provést i tékavymi ¢i nestalymi ¢inidly a miiZze byt i snadno zautomatizovéana. 3> 37

Hlavni vyhodou je ale pfesnost. ProSly naboj se stanovi pfesnéji neZ spotieba ¢inidla
z byrety, proto jsou meze detekce niz8i u coulometrickych titraci nez u titraci klasickych.
Ke stanoveni bodu ekvivalence se vyuzivaji jako obvykle barevné indikatory, nebo se tak déje
pomoci instrumentalnich metod jako jsou potenciometrie nebo amperometrie. Coulometrické
titrace naSly uplatnéni u neutralizacnich, sraZecich, komplexotvornych i redoxnich metod

odmérnych stanoveni. 3> 3
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2.4.2.2.2 Potenciostatickd coulometrie

Metoda potenciostatické coulometrie je vlastné elektrolyza za konstantniho potencialu
na pracovni elektrod¢. Ten je na své neménné hodnoté udrzovan pomoci potenciostatu. Voli se
takova hodnota potencialu, pfi které tece elektrodou limitni proud elektrolyzované latky, takze
v prubéhu reakce proud exponencialné klesa v souladu s tim, jak v systému ubyva stanovované
latky. Celkovy elektricky naboj, ktery byl potfebny k uplné preméné analyzované slozky, se
poté vypocte integraci kiivky, ktera vznikne v grafu zavislosti proudu na case. Soucasti
modernich pfistroji  byva elektronicky integrator, ktery tento vypocCet provede jiz

automaticky. 3%-36-38
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3 Experimentalni Cast

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace bylo cilem zjistit jakou celkovou
antioxidacéni aktivitou disponuje vzorek zeleného je¢mene JeCmen Green Ways. Laboratorni
meéfeni bylo provedeno dvéma analytickymi metodami. Prvni metodou bylo elektrochemické
méieni roztoku zeleného jeCmene pomoci priitokové coulometrie, pii které byla pozornost
zaméiena na zkoumani vnéjsSich vlivl, tedy na teplotu a Cas. Jako srovnavaci metoda byla

vyuzita metoda DPPH, kterd se realizuje pomoci spektrofotometrického méteni.

3.1 Prutokova coulometrie

Metoda je zalozena na kvantitativni redoxni pfeméné analytu konstantnim proudem. Jako
standardni latka, s niz se srovnavala antioxidacni aktivita vzorku, byla pouzita L—askorbova
kyselina. Ta se konstantnim proudem oxiduje na povrchu pracovni elektrody na

dehydroaskorbovou kyselinu (Obr. 6).

HO HO
0 + e
HO =0 i H HDWD
— e RN
HO CH e .

Obr. 6: Oxidace askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou kyselinu.

3.1.1 Pr¥iprava roztoki a vzorki

3.1.1.1 Piiprava zdakladniho elektrolytu

Zakladni elektrolyt pro coulometrické méfeni byl pfipraven navaZzenim 1 g Staveloveé
kyseliny a 5,844 g chloridu sodného a kvantitativnim pfevedenim obou téchto latek do jedné
litrové odmérné banky. Po jejich rozpusténi v malém objemu vody byl pfidan 1 ml tritonu

X-100. Po vymizeni pény byla odmérna banka opatrné doplnéna destilovanou vodou po rysku.
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3.1.1.2 Piiprava zdsobniho roztoku L—askorbové kyseliny

Zasobni roztok, jehoz vysledna koncentrace byla 10 g/l byl pfipraven navazenim 0,25 g
L-askorbové kyseliny a naslednym kvantitativnim pfevedenim této navazky do baiky o objemu
25 ml. Kyselina byla nejprve rozpusténa v malém mnozstvi destilované vody a az poté byl

roztok vodou doplnén po rysku.

3.1.1.3 Priprava kalibracniho roztoku L—askorbové kyseliny

Pted kazdym coulometrickym méfenim byl ze zasobniho roztoku pfipraven novy roztok
kalibracni. Pomoci automatické pipety bylo odpipetovano 50 ul zdsobniho roztoku do Cisté 25
ml odmérné banky a tento obsah byl nésledn¢ doplnén po rysku zakladnim elektrolytem.

Vyslednd koncentrace kalibra¢niho roztoku tedy byla 20 mg/1.

3.1.1.4 Priprava roztoku zeleného jecmene

Pro kazdé elektrochemické méteni bylo nezbytné pfipravit si vzorek zeleného je¢mene.
Nejprve byl na analytickych vahach navazen 1 g (+ 0,0010 g) je¢mene. Je¢men Green Ways je
prodavan Vv praskové formé, ptipadné hrudky byly rozmélnény 1zickou na jemny prasek. Poté
byla tato navazka kvantitativné prevedena do odmérné barnky o objemu 25 ml a doplnéna
po rysku zakladnim elektrolytem. Je¢men byl v elektrolytu rozmichan. Nasledné byl pevny
podil zfiltrovan ptes filtracni papir a ziskany filtrat byl filtrovan znovu, a to protlacenim

pres mikrofiltr pomoci injekéni stiikacky. Vzorek v této podobé€ uz byl pfipraven k analyze.

Pro sledovani vnéjsich vlivli na je¢men byly pfipraveny vzorky riznymi postupy. Pro
sledovani Casové zavislosti byly méfeny vzorky jednak ihned po filtraci, coz odpovida
cca 30 minutam od rozpusténi jeCmene v elektrolytu, dale po dvou a dvaceti ¢tyfech hodinach
od rozpusténi. Vzorek nebylo mozno méfit okamzité, nebot’ pfitomnost nerozpustnych
suspendovanych ¢astic by zplisobila ucpani porézni uhlikové elektrody. Pilhodinova prodleva
mezi rozpusténim a métenim byla potiebna pro filtraci vzorku. Pro toto méfeni byl vzdy pouzit
elektrolyt o stejné teploté (25 °C), aby nedochazelo k ovlivnéni vysledkti zménou teploty. Pro

kazdy casovy tdaj byly méfeny tii vzorky a kazdy z téchto vzorkd byl méten tiikrat (Tab. I).
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Tab. I: Série vzorkii pro méieni casové zavislosti antioxidacni aktivity jecmenného roztoku

Vzorek Doba me%iv pl"fpravou a

merenim

la

1b 30 minut

1c

2a

2b 2 hodiny

2c

3a

3b 24 hodin

3cC

Dalsim sledovanym vngjSich vlivem byla teplota. Pro méfeni této zavislosti byl pouzit
stejny postup pfipravy, liSila se pouze teplota elektrolytu, ve kterém se navazeny je¢men
rozpoustél. Pro kazdou teplotu byly pripraveny opét tfi rizné vzorky a kazdy z nich byl méfen

celkem tiikrat. Pouzité teploty uvadi nasledujici tabulka (Tab. I1).

Tab. I1: Teplota elektrolytu pouzitého k piipravé jednotlivych vzorkii

Vzorek Teplota elektrolytu

4a
4b 25°C
4c
5a
5b 30 °C
5¢c
6a
6b 50 °C
6C
7a
7b 80 °C
7c
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3.1.2 Analyticka laboratorni technika

K coulometrickému méteni byl vyuzit elektroanalyticky ptistroj EcaFlow 150 GLP (Obr. 7)
od slovenské firmy Istran (Istran, Bratislava). Tento analyzator je fizeny pocitacem pomoci
programu EcaFlow Autosampler. Byla pouzita kompaktni pritokova méfici cela s pracovni
porézni uhlikovou elektrodou ES6C. Tato elektroda je lehce vymeénitelnd za novou. V méfici
cele se dale nachazi platinovd pomocnd a referentni argentchloridova elektroda. Pfed mérnou

celou byl pfipojen stiikackovy mikrofiltr.

Obr. 7: Analyzator EcaFlow 150 GLP.

U pfistroje EcaFlow 150 GLP se nachazi tii pfivodné teflonové hadicky, které jsou opatfeny
rizné barevnymi krouzky (Cervend, Zlutd, modrd) a slouzi k nasédvani zakladniho elektrolytu,
kalibra¢niho roztoku i vzorku samotného. Dle potieby a druhu analyzy se potom tyto hadicky
vkladaji do piislusnych kadinek. Nasavani kapaliny je umoZznéno peristaltickym Cerpadlem,

které vede roztoky pies ventil do méftici cely.

Pro odebirani malych objemG béhem piipravy kalibracniho roztoku byly vyuzity
automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Némecko) s pfislusnymi S$pickami

od stejné firmy.

Dalsi vyuzitou technikou byly analytické vahy (RADWAG, AS 220.R2, Polsko).
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3.1.3 Postup provedeni experimentu

Pfed samotnym méfenim byl nejprve zapnut pocita¢ a pristroj EcaFlow. Pied mérnou
celu byl zapojen ¢isty mikrofiltr a rameno ¢erpadla bylo pfitlaceno do pracovni polohy, aby
mohlo dochazet k plynulému nasavani roztoku. Poté nasledovalo spusténi programu EcaFlow
Autosampler, pomoci kterého se provedlo proplachnuti vSech tii pfivodnich hadicek,
ponofenych do kadinky s destilovanou vodou. Poté byly v programu nastaveny parametry
Vv metodé¢ €. 36 (analyza askorbové kyseliny) vhodné pro nasi analyzu. Pritokova rychlost byla
urcena tak, ze do suché a pfedem zvazené kadinky byla po dobu péti minut jiméana z vytokové
hadicky voda. Z piirGstku hmotnosti kadinky byl vypocitan objemovy pritok a tato hodnota

byla nastavena v parametrech ovladaciho programu spolu s dal$imi parametry (Tab. II).

Tab. UI: Hodnoty nastaveni coulometrického priitokového analyzdtoru

¢islo metody 36
objemovy pritok 8,5 -9 ml/min
koncentrace kalibra¢niho
roztoku 20 mg/l
pocet opakovani méreni 3
pocatecni potencial 0mvV
koneény potencial 800 mV
hodnota proudu 100 pA

Po nastaveni vSech parametr byl zméfen kalibra¢ni roztok. Modra a ¢ervend hadicka
byly pro toto méteni ponoteny v roztoku zakladniho elektrolytu, zlutd zasahovala do kadinky
s kalibra¢nim roztokem (20 mg/1). Po skonéeni méfeni se Zluta hadicka proplachla destilovanou
vodou, osusila buni¢inou a vlozila se do roztoku analyzovaného vzorku. Po skonceni analyzy
byly piky namétenych signall zintegrovany. Pro méteni dalSiho vzorku byla zlutd hadicka
nejprve proplachnuta destilovanou vodou a opét osusena bunicinou. Po skonceni méfeni vsech
vzorktl byly teflonové hadicky vlozeny do kadinky s destilovanou vodou a fadn¢ proplachnuty,
kazda z nich se tak vymyvala alespoii 2 minuty. Rameno cerpadla bylo uvolnéno z pracovni

polohy a nakonec byl vypnut pfistroj i pocitac.
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3.1.4 Chemikalie a pomiicky

Chemikalie, jez byly pouzity pii coulometrickém meéfeni, jsou zaznamenany

nize (Tab. IV).

Tab. 1V: Chemikalie pouZité pro coulometrické méieni

nazev slouceniny sumarni vzorec vyrobce
chlorid sodny NaCl PENTA, Praha
Stavelova kyselina C2H204 Lac}}ema a.s., odsj[ cpny
zavod Neratovice
L-askorbova kyselina CeHsOs PENTA, Praha
TRITON X-100 Fluka. Buchs
(Polyethylenglykol | C14H220(C2H40)n (n=9-10) S ’
Svycarsko
oktylfenyl ether)
destilovana voda H,O Agqual, Brno

Mezi dalsi pouzité laboratorni pomucky se fadi kadinky (50, 100, 200 ml), odmérné
bariky (25, 1000 ml), kompletni filtraéni aparatura— stojan s drzaky, filtra¢ni kruh, nalevka,
filtraéni papir. Déle lZice, pinzeta, Spachtle, zkumavky, vaZenky, hodinova sklicka, teplomér
s gumovym drzadkem, LUT stfikackovy mikrofiltr (25 mm, 0,45 pm) Syringe Filters Nylon,

injekéni stiikacka, sklenéna tycinka, varic.
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3.2Metoda DPPH

3.2.1 Priprava roztoki a vzorki

3.2.1.1 Piiprava zdsobniho roztoku L—askorbové kyseliny

Zasobni roztok askorbové kyseliny byl pfipraven stejnym zpisobem popsanym
v odstavei 3.1.1.2, tj. navazenim 0,25 g L-askorbové kyseliny na analytickych vahach
a naslednym kvantitativnim pievedenim tohoto mnozstvi kyseliny do odmérné baiiky o objemu
25 ml. Po rozpusténi pevné latky v malém objemu vody byl roztok doplnén vodou po rysku.

Vznikl roztok o vysledné koncentraci 10 g/l.
3.2.1.2 Priprava kalibracnich roztokit L—askorbové kyseliny

Ze zasobniho roztoku askorbové kyseliny (c= 10 g/l) byla pfipravena sada roztoku
kalibra¢nich (c= 50;60;70;80;90;100 mg/l) pomoci automatickych pipet. Roztoky byly
ptfipravovany do 50 ml odmérnych banék. Vzdy byl odpipetovan odpovidajici objem zdsobniho
roztoku a nasledné¢ byl tento roztok doplnén po rysku vodou. Vysledné koncentrace
kalibracnich roztokli a mnozstvi pouzitého zdsobniho roztoku na jejich pfipravu uvadi

nasledujici tabulka (Tab. V).

Tab. V: Objemy zdsobniho roztoku pro piipravu sady kalibracnich roztokii

askorbové kyseliny
koncentrace objem pouzitého
kalibra¢niho roztoku zasobniho roztoku
(mg/l) (nD
50 250
60 300
70 350
80 400
90 450
100 500
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Pro samotné méfeni na spektrofotometru byly kalibraéni roztoky pfipraveny do vialek
o objemu 5 ml. Odpipetovano bylo 2,7 ml methanolu, 300 pl methanolového roztoku

syntetického radikalu DPPH a 10 ul odpovidajiciho kalibra¢niho roztoku askorbové kyseliny.

3.2.1.3 P¥iprava roztoku syntetického radikalu DPPH

Pro pfipravu roztoku syntetického radikalu DPPH (2,2—difenyl-1—pikrylhydrazyl) bylo
navazeno 39,5 mg pevné latky. Navazka byla kvantitativné prevedena do odmérné banky
0 objemu 100 ml a po rozpus§téni v malém mnozstvi methanolu byl roztok doplnén methanolem
po rysku. V pfipad¢ potieby byl roztok nafedén piidanim 2,7 ml methanolu k 0,3 ml
roztoku DPPH.

3.2.1.4 Priprava vzorkii jeCmene

Stejné jako u coulometrického méteni byl i u této metody pro ptipravu vzorkl navazen
vzdy 1 g (+0,0010 g) jeCmene. Toto mnozstvi pevné latky bylo kvantitativné pievedeno
do 25 ml odmérné barky, doplnéno po rysku vodou a dobie rozmichano. Nasledné se obsah
banky zfiltroval pfes filtra¢ni papir a poté ptes mikrofiltr. Pro potfeby spektrofotometrického
méfeni bylo do tii vialek o objemu 5 ml odpipetovano pomoci automatickych pipet 10 pl

filtratu, 300 pl roztoku DPPH a 2,7 ml methanolu.

3.2.2 Postup provedeni experimentu

Veskeré nachystané vzorky byly ponechany po dobu 30 minut ve tm&. Mezitim byl
zapnut pocita¢ a UV-VIS spektrofotometr. Na pogcita¢i byl spustén program Wavelenght
2.85.04. a bylo zméfeno absorpéni spektrum methanolového roztoku DPPH Vv rozmezi
vlnovych délek 380-750 nm. Maximalni absorbance radikdlu DPPH odpovidala vinové délce
515 nm. Dalsi méfeni bylo provadéno pii jedné vinové délce (515 nm). Postupné byla

promé&iena Kalibra¢ni sada roztokl a vzorky vodného roztoku zeleného je¢mene.

Spektrofotometrické méteni se provadélo v plastové kyveté (d=1 cm), mezi méfenim

jednotlivych roztokl byla kyveta vzdy proplachnuta Cistym methanolem a nasledné dalSim
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méfenym roztokem. Méteni probihalo proti methanolu ve druhé kyveté. Po naméteni vSech
roztokl byly ob¢ kyvety proplachnuty methanolem a destilovanou vodou, pfistroj i pocita¢ byly

vypnuty.

3.2.3 Chemikalie a pomiicky

Chemikalie, které¢ byly pouzivany pro méfeni antioxidacni aktivity pii metodé DPPH,

jsou zaznamenany v nasledujici tabulce (Tab. VI).

Tab. VI: Chemikalie pouZité pii metodé DPPH

nazev slouceniny sumarni vzorec vyrobce
L-askorbova kyselina CeHsOs PENTA, Praha
destilovana voda H.O Aqual, Brno
methanol CH30H PENTA, Praha
Z’Z‘dife”y'(‘[)l;glif)r ylhydrazyl C1sH12NsO6 Sigma Aldrich, Némecko

Kromeé plastovych vialek o objemu 5 ml byly pouZity stejné laboratorni pomticky jako

u stanovovani antioxida¢ni aktivity pomoci priitokové coulometrie.
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3.2.4 Analyticka laboratorni technika

K metodé DPPH byl vyuzit UV-VIS spektrofotometr Lambda 25 (Perkin Elmer, USA)
(Obr. 8). Jedna se o dvoupaprskovy spektrofotometr, jehoz jeden paprsek prochazi slepym
vzorkem a druhy paprsek prochazi ptislusnym métenym vzorkem. Celkovy rozsah vinovych
délek tohoto pfistroje je 190-1100 nm. Pro nase potieby byl vybran rozsah vinovych délek
viditelného spektra a nasledné jedna vinova délka s nejvyssi absorbanci pro synteticky radikal

DPPH. Tento piistroj byl fizeny pocitacem pomoci programu Wavelenght 2.85.04.

Obr. 8: UV-VIS spektrofotometr Lambda 25.

Pii ptipravé roztokt potiebnych k analyze byly vyuzivany automatické pipety Eppendorf
Research (Eppendorf, Némecko). Navazovani piresnych hmotnosti latek probihalo s vyuzitim

analytickych vah RADWAG (RADWAG, AS 220.R2, Polsko).
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4 Vysledky a diskuze

Cilem této bakalatské prace bylo zjisténi antioxidacni aktivity mladého je¢mene a jeji
zavislosti na vnéjsSich podminkéch — teploté a dob¢ stani ptipraveného roztoku. Konkrétné byl
pouzit produkt Zeleny je¢men znacky Green Ways. Sledovani vnéjsich podminek mélo odhalit
vhodnou teplotu napoje ze zeleného jeCmene a Cas mezi piipravou napoje a jeho konzumaci
k dosazeni maximalni G¢innosti tohoto potravinového dopliiku, kdy budou mit antioxidanty

obsazené v napoji nejvyssi antioxidacni aktivitu.

Hlavni metodou k tomuto ucelu byla pritokova coulometrie za konstantniho proudu a jako

srovnavaci metody bylo vyuzito spektrofotometrického méfeni metodou DPPH.

4.1 Vysledky coulometrického méreni

4.1.1 Kalibrace

Kalibra¢ni roztok askorbové kyseliny o piesné znamé koncentraci (20 mg/l) byl zméten
vzdy pfed méfenim vlastnich vzorki. Kalibra¢ni roztok byl méfen vzdy tiikrat. Odezvy
L— askorbové kyseliny tvaru piku na zaznamenanych chronopotenciogramech (Obr. 9) byly
vyhodnoceny integraci v nastavenych mezich. K takto ziskané plose piku odpovidajici
koncentraci standardu L-askorbové kyseliny byly poté vztahovany plochy piki méfenych

vzorku.
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Obr. 9: T¥i opakovand méieni standardniho roztoku L—askorbové kyseliny (c= 20mg/l)

S nastavenymi mezemi integrace (hodnoty na ose x jsou v mV, hodnoty na ose y

uddvaji bezrozmeérnou intenzitu signalu).

4.1.2 Méreni vzorku

Po zméteni kalibra¢niho roztoku L—askorbové kyseliny byly méteny ptipravené vzorky
roztoku zeleného je¢mene. Nejprve byly méfeny Casové zavislosti, a aby se piedeslo ovlivnéni
vysledkl jinym vnéjSim faktorem (teplotou), byla teplota zdkladniho elektrolytu pouZzitého
K rozpusténi pevné formy vzorku vzdy stejna, a to 25 °C. Mezi zalitim vzorku elektrolytem,
a tedy jeho rozpusténim, a analyzou pomoci prutokového coulometru byly ¢asové prodlevy 30
minut, 2 hodin 24 hodiny. Pro kazdy ¢asovy interval byly pfipraveny 3 vzorky, jehoz kazda
analyza probéhla ve tfech opakovanich. Naméfené hodnoty koncentrace antioxidantl vyjadiené
v mg/l L-askorbové kyseliny, hodnoty celkové antioxidacni aktivity vyjadiené ekvivalentni
latkovou koncentraci L-askorbové kyseliny v mmol/l a jejich smérodatnou odchylku

vypoctenou ze tii opakovanych méfeni, uvadi nasledujici tabulka (Tab. VII).
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Tab. VII: Vysledky coulometrického méieni pro ¢asovou zavislost

vzorek

koncentrace
antioxidantu

(mg/l)

primérna
koncentrace
antioxidantua

(mg/l)

celkova
antioxidacni

aktivita

(mmol/l)

S
(smérodatna
odchylka)
(mmol/l)

casova
prodleva

la

79,17

81,73

81,56

80,8

0,459

0,007

30 minut

1b

83,71

82,97

82,14

82,9

0,471

0,004

30 minut

1c

84,21

84,15

82,83

83,7

0,475

0,004

30 minut

2a

58,13

60,35

60,14

59,5

0,381

0,006

120 minut

2b

56,15

58,76

59,51

58,1

0,330

0,008

120 minut

2C

60,03

59,29

58,76

59,4

0,337

0,003

120 minut

3a

40,35

42,06

42,03

41,5

0,236

0,005

24 hodin

3b

41,57

41,34

40,66

41,2

0,234

0,002

24 hodin

3c

43,15

42,44

40,74

42,1

0,239

0,006

24 hodin
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Pti méteni Casové zavislosti byla zjiSténa nepfima iméra mezi casovou prodlevou a koncentraci
antioxidantli ve vzorku, respektive celkovou antioxidacni aktivitou (Graf 1). Z tohoto jasné
vyplyva, Ze s Casem klesa koncentrace antioxidantli ve vzorku zelené¢ho jeCmene (vztazena na
odpovidajici koncentraci L—askorbové kyseliny), a tim klesa i celkova antioxidacni aktivita

roztoku zeleného je¢mene.
0,6

0,495
0,5 0,471 0,475

0,4 0,381
0,33
0,3
0,236
0;
0;
0

H 0,5 hodiny ®2hodiny ™24 hodin

0,337

0,239

0,234

N

[EEN

Celkova antioxidacni aktivita (mmol/I)

Graf 1: Vliv doby stdni roztoku zeleného jecmene na jeho celkovou antioxidacéni aktivitu.

Po naméfeni Casové zavislosti byla zamétena pozornost na zkoumani teplotni zavislosti.
K ptipravé vzorkl zeleného je¢mene byl vyuZit elektrolyt o riznych teplotach. Konkrétné se
jednalo o teploty 25, 30, 50 a 80 °C, pfi¢emz vysledky méteni pro teplotu 25 °C byly pievzaty
z méfeni Casové zavislosti. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, pii jaké teploté dosahuje
zeleny je¢men nejvyssi antioxidacni aktivity. Vysledky z méfeni teplotni zavislosti jsou shrnuty

v nasledujici tabulce (Tab. VIII).
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Tab. VIII: Vysledné hodnoty coulometrického méieni pro teplotni zdvislost

vzorek

koncentrace
antioxidanta

(mg/l)

primérna
koncentrace
antioxidanta

(mg/l)

celkova
antioxidacni

aktivita

(mmol/l)

S
(smérodatna
odchylka)
(mmol/l)

teplota
elektrolytu

4a

79,17

81,73

81,56

80,8

0,459

0,007

25°C

4b

82,14

82,97

83,71

82,9

0,471

0,004

25°C

4c

82,83

84,15

84,21

83,7

0,475

0,004

25°C

S5a

114,29

116,15

117,23

115,9

0,658

0,007

30°C

5b

115,23

115,44

117,63

116,1

0,659

0,006

30°C

5C

114,75

116,62

117,83

116,4

0,661

0,007

30°C

6a

44,91

45,03

47,13

45,7

0,259

0,006

50°C

6b

45,32

46,58

46,85

46,3

0,262

0,004

50°C

6c

45,11

47,09

48,47

46,9

0,266

0,008

50°C
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Tab. VIII- pokracovani: Vysledné hodnoty coulometrického méveni pro

teplotni zavislost
Koncentrace primérna celkova S
vzorek | antioxidanti kor]ceptrac? antioxida¢ni | (smérodatna | teplota
(ma/l) antioxidant| aktivita odchylka) [elektrolytu
(mg/l) (mmol/l) (mmol/l)
13,59
7a 14,89 14,7 0,083 0,005 80 °C
15,56
13,56
7b 15,13 14,9 0,085 0,006 80 °C
15,98
14,81
7c 15,5 15,7 0,089 0,005 80 °C
16,79

Celkova antioxidac¢ni aktivita roztokli zeleného je¢mene vztazena na ekvivalentni

latkovou koncentraci (mmol/l) askorbové kyseliny je zobrazena pomoci grafu (Graf 2).

0,7 0,658 0,659 0,661
0,6

0,471 0,475

0,259 0,262
I0,083 I0,0

85
m25°C m30°C m50°C m80°C

0,5 0,459
0,4

0,3 0,266

I 0,089

Graf 2: Vliv teploty na celkovou antioxidacni aktivitu roztoku zeleného jecmene

0,2

7
’
’
’

0,1

Celkova antioxidac¢ni aktivita (mmol/I)

0
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Z naméfenych vysledkl vyplyva, ze extrakt ze zeleného jeCmene dosahuje nejvyssi
antioxidacni aktivity, pokud je pfipraveny pii teplot¢ 30 °C. Pfi vysSSich teplotach jiz

antioxida¢ni schopnost slabne.

4.2 Vysledky metody DPPH

Antioxidacni aktivita roztoku je¢mene byla pro porovnini zméfena jeSté jinou,
nezavislou metodou vyuzivajici zhaseni volného radikdlu DPPH antioxidanty ze vzorku.
Ubytek koncentrace tohoto radikalu se sledoval spektrofotometricky pii vinové délce
A=515nm. Pfi této vinové délce byly nejprve zméfeny kalibraéni zavislosti pro askorbovou
kyselinu jako standardni latku, a to ve tfech sadach kalibracnich roztokl. Koncentrace

kalibra¢nich roztokd a odpovidajici absorbance jsou uvedeny v Tabulce IX.

Tab. IX: Naméiené hodnoty absorbance p¥ii méieni tiech Kalibra¢nich sad standardu

askorbové kyseliny
koncentrace
kalibraéniho absorbance
roztoku (mg/l) — — —
1. méreni 2. méreni 3. méreni
1. 50 1,0679 1,0823 1,0663
2. 60 1,0612 1,0761 1,0603
3. 70 1,0559 1,0705 1,0547
4, 80 1,0497 1,0641 1,0483
5. 90 1,0431 1,0583 1,0423
6. 100 1,0370 1,0520 1,0375
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Kalibra¢ni zavislosti byly linearni v rozsahu 50-100 mg/l. Ukazka kalibra¢ni ptimky
zméfené v prvni sadé kalibracnich roztokd vcetné regresni rovnice kalibra¢ni piimky

je v Grafu 3. Nasledn¢ byla zméfena absorbance vzorku zeleného jeCmene (Tab. X).

1,07
y = -0,0006x + 1,0985

R?=0,9992
1,065

1,06

-
o
(93]
(6]

1,05

Absorbance

1,045
1,04
1,035
0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace (mg/l)

Graf 3: Kalibracni zavislost askorbové kyseliny z méieni é. 1.

Tab. X: Naméiené hodnoty absorbance vzorkii jeCmene

absorbance | Prumerna
absorbance
1. méreni 1,0506
1,0489 1,0496
1,0493
2. méieni 1,0576
1,0571 1,0575
1,0579
3. méreni 1,0471
1,0469 1,0473
1,0479
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Z regresnich rovnic kalibracnich piimek byla vypocitana celkova antioxidacni aktivita
(TAA) roztoki zeleného jeCmene, kterd byla vyjadiena jako ekvivalentni hmotnostni

koncentrace (mg/l) i jako ekvivalentni latkova koncentrace (mmol/l) askorbové kyseliny
(Tab. XI).

Tabulka XI: Vypoctené hodnoty ze spektrofotometrického méreni

hOdn.Ota .| regresni rovnice vysledna primérna TAA s
méreni [ spolehlivosti Kalibraéni pHmk koncentrace | koncentrace £ s (mmol/l)
R2 alibracni primky (mg/l) (mg/l)
1. 0,9992 y=-0,0006x+1,0985 81,5
2. 0,9998 y=-0,0006x+1,1125 82,0 81,2+0,8 0,461+0,004
3. 0,9988 y=-0,0006x+1,0954 80,2

S— smérodatna odchylka.

Vysledky méfeni celkové antioxidacni aktivity roztokli zeleného jeCmene ziskané
spektrofotometrickou metodou DPPH (0,461 + 0,004 mmol/l) se shoduji s vysledky
ziskanymi coulometrickou analyzou (0,468 = 0,007 mmol/l) za stejnych podminek (teplota
25 °C, doba stani vzorku 30 minut). Minimélni odchylka vysledkd, kterd neptesahuje ramec
statistického rozptyleni opakované métenych hodnot, miiZze byt zplisobena riznym principem
obou metod, kdy metoda DPPH vyuziva pfenosu protonti v homogenni fazi, kdezto

coulometrickd metoda vyuziva ptenosu elektronti v heterogennim systému elektroda/roztok.
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5 Zavér

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace se zabyva stanovenim antioxidacni aktivity
roztoku mladého zelen¢ho je¢mene. K analyze byl vybran produkt Jecmen od firmy Green
Ways. Jedna se o vyzivovy doplnék prodavany ve formé jemného prasku, ktery vznikl ususenim
mladych rostlinek je¢mene setého. Tento doplnék stravy se rozpousti ve vodé a nasledné
konzumuje pro jeho vysoky obsah nejriznéjsich enzymi, mineraltl, vitamin a stopovych
prvku. Pomoci chemické analyzy bylo zjistovano, jakou antioxida¢ni aktivitou tento doplnék
stravy disponuje. K tomuto uUcéelu byla vyuZzita metoda pratokové coulometrie. Metoda
je zalozena na kvantitativni pfeméné analytu konstantnim proudem. Jako srovnavaci latka byla
vybrana L—askorbova kyselina. Béhem analyzy dochazelo K jeji oxidaci na dehydroaskorbovou
kyselinu. Hodnoty koncentrace antioxidantt byly vyjadieny jakozto ekvivalentni mnozstvi

L— askorbové kyseliny.

Cilem prace bylo sledovat ¢asovou a teplotni zavislost obsahu antioxidantt, tedy
optimalizovat vnéjsi podminky tak, aby byl maximaln¢€ vyuzit antioxida¢ni potencial ptipravku.
Maximalni antioxidacni aktivity dosahoval roztok zelené¢ho jeCmene ptipraveny pii 30 °C.
Roztoky métfené pii vyssSich teplotach vykazovaly S rostouci teplotou klesajici antioxidacni
aktivitu. Tento jev by mohl byt objasnén naptiklad tim, Ze mnoho antioxidantii obsazenych
V zeleném je¢meni je enzymatického charakteru. Aktivita enzyma byva zna¢né ovliviiovana
teplotou. Dal$im divodem muze byt oxidace antioxidantll vzdusnym kyslikem, kterou zvySeni

teploty urychluje.

Roztoky meéfené v riznych casovych prodlevach od piipravy vykazovaly pokles
antioxidacni aktivity S rostouci dobou stani. To opét svéd¢i o samovolné oxidaci pfitomnych

antioxidanti vzdu$nym kyslikem.

Z experimentalni C¢asti prace tedy jasné vyplyva, ze nejvyhodnéjsi pro lidsky
organismus je konzumace napoje piipraveného ze zeleného je¢mene ihned po jeho pfiprave.
Zarovent je vhodné pro piipravu pouzit vlaznou vodu o teplot¢ 30 °C. Tim docilime

maximalniho vyuziti potencialu tohoto potravinového dopliku.
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Po uvéazeni byla jako srovnavaci méfeni zvolena metoda DPPH, kterd je realizovdna
pomoci UV/VIS spektrofotometru. Vyuzito zde bylo schopnosti antioxidantli reagovat
s volnym radikalem 2,2—difenyl-1-pikrylhydrazylem. Vzajemnou reakci dojde ke zhaSeni
radikalu, a tedy postupnému odbarveni roztoku z tmavé fialové barvy do zabarveni Zlutého.
Zhasenim radikalu se rozumi redukce (hydrogenace) DPPH na systtm DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). To se projevi  poklesem  absorbance ve viditelné  Casti
elektromagnetického spektra, respektive pfi vinové délce A= 515 nm. Pii této vlnové délce

vykazuje radikal DPPH maximalni absorbanci.

Vysledky ziskané prostfednictvim metody DPPH potvrdily koncentraci antioxidant,
ktera byla naméfena prutokovou coulometrii. Vysledna antioxida¢ni aktivita pfi
coulometrickém méteni (25 °C) se rovnala 0,468 + 0,007 mmol/l a pii spektrofotometrickém
meéfeni byla 0,461 + 0,004 mmol/l. Vysledky jsou srovnatelné. Minimalni odchylka muze
vychazet z rizné podstaty obou metod, piipadné mize byt zpisobena jinymi rozpoustédly

pouzitymi béhem ptiprav vzorku.
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6 Seznam pouzitych zkratek

AA— Ascorbic Acid

AAPH- 2,2"—azobis(isobutyrimidamid)—dihydrochlorid

ABTS-+ — 2,2"—azinobis(3—ethyl-2,3—dihydrobenzothiazol-6—sulfonat) radikal

DPPH- 2,2 —difenyl-1-pikrylhydrazyl

DPPH-H- difenylpikrylhydrazin

FRAP- Ferric Reducting Antioxidant Power

HPLC- High Performance Liquid Chromatography (Vysokou¢inna kapalinova
chromatografie)

ORAC- Oxygen Radical Absorbance Capacity

RNS- Reactive Nitrogen Species

RONS- Reactive Oxygen and Nitrogen Species

ROS- Reactive Oxygen Species

TAA- Total Antioxidant Activity

TEAC- Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

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

TRITON X-100- polyethylenglykol oktylfenyl ether

TROLOX- 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman—2—karboxylova kyselina

p-PE— B—fykoerythrin
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