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ABSTRAKT

Bakalatské prace se zabyva cerealiemi, jejich slozenim a nejvyznamnéj$imi obilovinami.
Daéle je pozornost vénovana moznostem stanoveni jejich antioxidacni aktivity se zaméie-
nim na metodu ABTS, uvedeno je i stanoveni antioxidacni aktivity v oblasti ceredlnich

a potravinatskych technologii.

Kli¢ova slova: cerealie, antioxidacni aktivita, ABTS

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with cereals, their structure and the best known kinds of cereals.
It is focused mainly on their antioxidant activity, especially the ABTS method. It also
indicates the appropriate antioxidant activity in the field of cereal and food industry

technologies.

Keywords: cereals, antioxidant activity, ABTS
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UvVOD

Obiloviny jsou rostliny, které ve svych semenech obsahuji dalezit¢ ziviny. Uz v davné
minulosti lidé vnimali jejich pozitivni G¢inek na organizmus. Dnes pfedstavuji pro veEtsi
mineralnich latek, vitamint a také vldkniny. Obilna zrna jsou konzumovéna piimo nebo
mleta na mouku, vétSinou se pouzivaji cela zrna. Po odstranéni vné&jSich vrstev ziskame
jemnou mouku, kterd ovSem nemd tak pozitivni vliv na nase zdravi. Pravé proto je
doporuc¢ovano konzumovat vyrobky obsahujici celd zrna, klicky a otruby, také miisli
a ovesné vlocky. Obiloviny by mély tvofit vice nez 50 % celého jidelni¢ku, a to v co
nejvice v pfirozené podob¢.

Mezi nejznaméjsi obiloviny patii pSenice, Zito, oves a jeCmen, které jsou zpracovavany
predevsim na mouku. V dne$ni dobé si miizeme vybirat z nejriznéjSich druhti ceredlnich
vyrobkd. Do poptedi se dostavaji také pseudoceredlie jako jsou pohanka, amarant. Tyto
jsou oznacovany jako nepravé obiloviny, nahrazuji a dopliiuji sortiment béznych obilovin.
Jelikoz neobsahuji lepek, pouZzivaji se také jako soucast raciondlni vyzivy a 1é€ebnych diet.
Ceredlie jsou vyznamnymi antioxidanty a chrani télo pfed vné&j$imi vlivy. Antioxidacni
aktivitu lze stanovit nékolika metodami. Nejéastéji se jednd o ptfimou reakci s radikaly,
zhaseni nebo o reakci s pfechodnymi kovy.

Bakalaiska prace je zaméfena na popis metody ABTS v oblasti cerealnich
a potravinaiskych technologii. Tato metoda testuje schopnost vzorku ¢i latek zhaset kation-
radikdl ABTS™. Zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty se sleduje spektrofotometricky na

zakladé zmen absorpéniho spektra ABTS™ a poté je méfena absorbance.
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1 CEREALIE

Cerealie neboli obilniny doprovazeji nasi spolec¢nost uz od nepaméti. Patii botanicky mezi
traviny (latinsky Gramineae). Mezi nejznaméjsi a nejvyuzivanéjsi patii pSenice, Zito,

je¢men, oves, ryze, kukufice, proso a dalsi. Viceleté travy se pro péstovani neprosadily [1].

Mezi cerealie fadime také pohanku z ¢eledi rdesnovité (Polygonaceae) a z novych plodin
také Merlik cCilsky a laskavec. Tyto cerealie fadime do zvlastni skupiny, kterd se nazyva
pseudocerealie. To jsou plodiny, které nepatii botanicky do ¢eledi lipnicovitych (Potaceae)

jako obiloviny. Péstuji se, vyuzivaji a zpracovavaji se vSak podobnym zptisobem.

Vhodné zpracované obiloviny jsou v celosvétovém méfitku nejvyznamnéjSim piinosem
energie ve form¢ sacharidi. Kromé sacharidl jsou vSak zdrojem mnoha dalSich zivotné
dualezitych latek, které jsou v jinych potravinach obsazeny tieba i ve vysSich koncentracich,

ale spotiebou se obilovinam nevyrovnaji [2].

Celkova vyse sklizné obilovin v CR v roce 2010 byla 7 038,2 tis. tun. Je fazena mezi
primérné sklizné (devatd nejvyssi sklizenn od roku 1990). I pfesto produkce obilovin
ptekryvala ve vSech zakladnich obilovinach doméci poptdvku. Na domécim trhu se
v lofiském roce objevily prebytky pfevazné krmnych obilovin. Lonské piebytky obilovin
v CR (na rozdil od jinych roénik{) neovliviuji cenovy pad jednotlivych obilnich druhd, ale

vzhledem k situaci na svétovych a evropskych trzich miti cena obilovin vzhiru [3].

1.1 SloZeni a anatomicka stavba obilky

Zékladni ¢asti kazdé obilky jsou endosperm, klicek a obalové vrstvy. Vlivem vnitinich
a hlavné vnéjsich faktorti jako je druh, vlastnosti piidy, hnojeni a klimatické podminky, je

velice ovliviilovan hmotnostni podil obilky.

Endosperm zaujima nejvétsi hmotnostni podil. Je v ném ulozen ptedev§im Skrob
a bilkoviny. Od obalovych vrstev je oddélen fadou aleuronovych bunék, které jsou bohaté
na bilkoviny, mineralni latky, vitaminy a tuky. Endosperm tvoifi nejvétsi zastoupeni

ve findlnim vyrobku a zajistuje vyzivu zarodku.

Kli¢ek obsahuje mnoho Zivin, potfebnych pro vykliCeni nové rostliny. V obilce vSak
zaujima nejmensi hmotnostni podil, pfedevSim u pSenice. Krom¢ jednoduchych cukra

obsahuje klicek také bilkoviny, aminokyseliny, vitaminy rozpustné ve vodé a velké
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mnozstvi vitaminu E. Aby se zabranilo zlukl¢é chuti, musi byt klicek pfi vyrobé

odstranovan, kvili znacnému mnozstvi tuku, ktery obsahuje.

Obalové vrstvy jsou tvofeny nékolika vrstvami, které chrani pired mechanickym

poskozenim a vysychanim. Obalové vrstvy se skladaji z oplodi a osemeni [4].

A
I

a-oplodi,

b-osemeni,
c-aleuronové buiiky,
d-endosperm,
f-stitek,

g-pochva,

h-zarodek listu,
i-krcek,

J-zarodek koftinku,
m-vousky

Obrazek 1 Anatomicka stavba obilného zrna [4]
1.2 Chemické slozeni obilného zrna

Chemické sloZzeni neni u kazdého zrna ptesné shodné. SloZeni je ovlivnéno druhem
obiloviny, odridou, péstitelskymi a klimatickymi podminkami. Obsah vody je vétSinou
v rozmezi 12 — 15 %, procentudlni zbytek tvoii suSina, jejiz hlavni soucésti je Skrob.
Endosperm tvofi z 55 — 69 % Skrob, dale polysacharidy, bilkoviny, tuky, mineralni latky
aj. V endospermu jsou obsazeny zakladni bilkoviny, gliadiny a gluteniny, jejich obsah se
pohybuje kolem 10 %. Ve vodé a v solnych roztocich jsou nerozpustné a rozpoustéji se
hlavn¢ v etanolu. Jejich vlastnosti je tvorba lepku, proto jsou dilezité pro pekaiskou
kvalitu pSenice. Tyto bilkoviny udrzuji tvar a kyprost pe€iva. Zasobni bilkoviny jsou
nejvice soustied’ovany na krajich endospermu, smérem ke sttedu zrna je mnozstvi bilkovin
mens$i. Diky tomuto jsou rozdélovany mouky, které jsou semlety ze stfednich Casti

endospermu a z obvodovych ¢asti endospermu. Mouky ze stfednich ¢asti jsou bélejsi, maji
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méné lepkovych bilkovin a vice Skrobu. Mouky obvodovych ¢asti jsou tmavsi, obsahuji
mnohem vice lepkovych bilkovin. Podobné je tomu i s obsahem tuku. Jeho soustfedéni

je vyssi na obvodu nez uvniti obilky. Endosperm obsahuje také albuminy a globuliny [5].

Tabulka 1 Chemické slozeni obilovin [%][4]

voda Skrob | bilkoviny | tuky celuloza | popeloviny
PSenice 14,6 65,3 12,4 1,7 2,7 1,8
Zito 15,3 62,0 11,4 1,7 2,0 1,8
JeCmen 13,8 66,0 10,5 2,1 4.8 2,7
Oves 12,0 54,5 11,7 6,0 10,8 3,0
Kukutice 10,5 69,0 10,0 4.8 2,8 1,7
Proso 12,5 61,1 10,6 39 8,1 2,8

Klic¢ek obsahuje od 0,5 — 5 % tuku ve vztahu Kk celé obilce v zavislosti na druhu obilovin.
Samotny klicek obsahuje 10 — 15 % tuku. Nejvice jsou zde zastoupeny kyselina palmitova
a stearova. U ovsa je to také kyselina erukova. Pfedev§im z klicku pSenice se ziskava
kvalitni olej. V klicku se také nalézaji bilkoviny, jednoduché cukry, mineralni latky

a vitamin E. V klicku neni obsazen Skrob [6].

1.2.1 Vyznamné antioxidanty obilného zrna

Obiloviny obsahuji nékolik typl sloucenin, které jsou schopné minimalizovat Skodlivé
ucinky oxidacnich reakci. Patii mezi né napt. tokoferoly, flavonoidy, vitamin C, které jsou
pfitomny v klicku a B-karoten piitomny v obalovych vrstvach. Zrna obsahuji vyznamnou
koncentraci antioxidacnich latek, které by mohly vyznamné pfispét i ke sniZeni oxida¢niho

stresu, pokud jsou tyto antioxidanty pfitomné v aktivnich formach [7].
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1.2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy se nachazeji v oplodi zrna vSech cerealii. Nejvétsi zastoupeni riznych druhti
flavonoidu je v ¢iroku. Flavonoidy jsou slouceniny slozené z C6-C3-C6 skeletu, ktery je
tvoren ze dvou aromatickych kruhti spojenych tfi uhlikovym fetézcem, n¢kdy se nazyva
jako flavonovy skelet. Patfi k nim katechiny, antokyanidiny, leukoantokyadiny, flavonoly,
flavanony. Ptirodni flavonoidy mohou vyznamnym zpisobem pusobit pii prevenci chorob
majicich svij pavod v oxidaénim poskozeni biologickych struktur. Mezi tato onemocnéni

patii aterosklerdza a kardiovaskularni onemocnéni [8,9].

1.2.1.2 Vitamin E

Vitamin E se nachazi v klicku obilného zrna a ptedstavuji ho veskeré tokoferoly a derivaty
tokotrienolli, Z nichz nejucinngj$i je a-tokotrienol. Jsou to hlavni lipofilni antioxidacni
latky, které chrani bunécné membriany ptfed oxidacnim piisobenim. Spolupodili se
na prevenci aterosklerdzy. Je prokazano snizeni rizika kardiovaskularnich chorob. Vitamin

E chrani ukladani tukti v obdobi vegetac¢niho klidu a kli¢eni [10,11].

1.2.1.3 Vitamin C

Vitamin C nachézejici se v klicku obilovin se vyskytuje ve dvou aktivnich formach, a to
jako kyselina askorbova a dehydroaskorbovd, které vytvareji reverzibilni oxida¢né-
redukéni systém. Podili se na resorpci Zeleza z traviciho traktu, ma antioxidacni vlastnosti

a obnovuje oxidovany tokoferol a jeho aktivni, redukovanou formu [10].

1.2.1.4 p-karoten

Nebo také provitamin A se nachdzi v obalovych vrstvach. Rafinované moucné vyrobky

maji proto mnohem nizsi antioxidacni aktivitu nez produkty celozrnnych obilovin [12].

1.3 Vyznamné obiloviny

Mlynsky primysl zpracovava ve specializovanych provozech obiloviny a zrniny, kterymi
jsou mimo nejvyznamnéj$i pSenice a Zzita, také jeCmen, oves a dalsi ceredlie, které se

vyuzivaji k lidské vyzivé [5].
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1.3.1 PSenice

Psenice tvrda (Triticum durum) je povazovana za obilovinu pfedevsim pro vyrobu téstovin,
pouziva se také k vyrob& bulguru, kuskusu, pufovanych ceredlii, snidaniovych cerealii,
dezerth ¢i riznych druhil specialnich chlebt. Tvrda pSenice se od dalSich druht pSenice lisi
v fad¢ ukazatell. Vykazuje vyssi objemovou hmotnost a hmotnost tisice zrn, zrna jsou
v porovnani s pSenici obecnou (Triticum aestivum) vétsi, jsou jantarové zabarvena, maji
mnohem tvrds$i endosperm a vyssi obsah bilkovin (minimalné 14 %). Téstoviny vyrobené
z mouky ziskané semletim tvrdé pSenice (semoliny) maji vynikajici vafivé vlastnosti,
nejsou lepivé a po uvareni si uchovavaji ptivodni tvar. Mouka z tvrdé pSenice ma ale fadu
prednosti i pro vyrobu chleba. Chléb z této mouky ma delsi trvanlivost nez odpovidajici
tradi¢ni vyrobek a mouka se mlZe rovnéZ pouzivat k vyrobé& specidlnich druhii chleba,
vcetné vyrobkil pro osoby s glutenovou (lepkovou ) intoleranci. Od dvacatych let minulého
stoleti byla uskute¢néna tada studii zamétena na vyuziti pSenice tvrdé pro vyrobu chleba,
kterd by rozsitila moznosti jejiho vyuziti a zvysila podil mouky z tvrdé pSenice na trhu.
V predchozich vyzkumech byla pouzivana konven¢ni mouka z tvrdé pSenice (se slabym
lepkem) a vysledky obecné naznacovaly, Ze tato mouka neni pro vyrobu chleba vhodna.
V nékterych studiich byla zaznamenana lepsi schopnost udrzeni kvality chleba z pSenice

durum.

V roce 2010 doslo ke snizeni vyroby pSenice a na tomto se podili pfedev§im meziro¢ni
pokles primérového hektarového vynosu ozimi pSenice, ale také pokles osevnich ploch.
Presto pSenice i nadéle ziistdva na nasem trhu s obilovinami zcela dominantni plodinou,

ktera tvoti 60,1 % nabidky vsech obilovin [3,13].

Obrazek 2 PSenice ozima - kvétenstvi, zacatek tvorby zrna [3]
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1.3.2 Jeémen

JeCmen se zpracovava hlavné na kroupy, krupky, je¢nou mouku, jecnou krupici a jecné
vlocky. Tyto vyrobky byly vyznamnou slozkou potravy. V soucasné dob¢é vyznam téchto
vyrobku poklesl, ale je snaha zvysit zdjem o jejich konzum pro jejich obsah B-glukanii
(rozpustna slozka vlédkniny). Odhad celkové sklizn¢ za rok 2010 je na urovni
16175 tis. tun. Z celkového sklizeného mnozstvi je 497,4 tis. tun (tj. 30,8 %) je¢mene
ozimého a 1120,1 tis. tun (tj. 69,2 %) je¢mene jarniho. Celkova vyroba je¢mene opétovné
poklesla proti roku 2009 o 385.,5 tis. tun. Na vyznamném snizend produkce ma podil jak

nizka vyroba ozimého je¢mene, tak také vyrazny propad produkce u jarniho je¢mene [3,5].

Obrézek 3 Je¢men jarni [3]

1.3.3 Oves

Oves ma ve srovnani s ostatnimi obilovinami nejvyssi obsah tuku (az do 7 %) s vysokym
podilem nenasycenych mastnych kyselin, dale vysoky obsah bilkovin, mineralnich latek.
Oves obsahuje sedm esencialnich aminokyselin z deviti. Zpracovava se na ovesné vlocky,
ovesné vlocky drcené s ovesnou moukou. Produkce za rok 2010 je na vysi 148,2 tis. tun.
Tento Udaj je ve srovnani se sklizni roku 2009 nizsi o 17,8 tis. tun. Po mirném navyseni
ovsa Vv roce 2009 dochazi v roce 2010 opét k jejimu poklesu, a to cca na troveit roku 2005
[3,5].
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Obrazek 4 Oves bezpluchy [14]

1.3.4 Kukufice

Pro mlynské zpracovani a nasledné pro lidskou vyzivu je zadana kukufice s vysokym
obsahem bilkovin. Pro mlynské zpracovani je dulezitym technologickym ukazatelem
sklovitost. Endosperm kukufice ma rohovité povrchové vrstvy, které obsahuji hodné
bilkovin, vnitini vrstvy jsou moucnaté. Pomér sklovité a moucnaté €asti zrna ovliviiuje
vytéznost krupic. Zrno kukufice ma klicek, ktery obsahuje az 35 % tuku a je potieba
ho pted vlastnim mletim odstranit. Z kukufi¢nych klickt se lisuje jakostni olej a zbylé
pokrutiny nebo extrahované Sroty se vyuZzivaji jako bilkovinné krmivo. Dale se kukufice
zpracovava mletim na kukufi¢nou krupici, méné na mouku. Podle odhadu CSU (Cesky
statisticky rad) byla v roce 2010 snizenad produkce kukufice o 17,9% na 730,6 tis. tun.
V dlouhodobém srovnani se piesto tato sklizen stane treti nejvyssi sklizni kukufice na zrno

v CR [3,5].

Obrazek 5 Kukufice [3]
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135 Ryze

RyZe jsou zrna ziskavana z kulturni rostliny ryze seté (Oryza sativa) a jejich odrud.
Obchodné¢ se ryze nerozliSuje podle odrad, ale podle tvaru a velikosti zrna. Jsou
rozliSovany tyto druhy: bild- white (oloupany, obrouseny a lestény endosperm ryzového
zrna) ¢i ¢ervend brown, red, cargo (jen oloupany nebo jesté ¢astecné obrouseny endosperm
s podobalovymi vrstvami), zlomkova a poskozena paddy (zlomky bilych zrn, ¢astec¢né
obruSované), parboiled specialni tradi¢nim postupem upravena a pak oloupana a obrousena
zrna. Podle tvaru a délky zrna se rozliSuje ryZe na dlouhozrnnou délka primérné 6 mm,
pomér délky a sitky je zpravidla vice nez 3, sttedné zrnnou délka mezi 5,2 — 6 mm, pomér
délky a sitky zrna je niz$i nez 3 a kulatozrnnou, kde délka je mensi nez 5,2 mm, pomér

délky a Sitky zrna je méné nez 2 [5].

1.3.6 Pohanka

V soucasné dob¢ predstavuje pohanka atraktivni plodinu pro své nutricni a diabetické
vlastnosti. Vzhledem k velmi pfiznivému slozeni - bilkoviny, sacharidy, tuky, vlaknina
1 mineralni latky, které se nachazi ve vhodném poméru, mé pozitivni vliv na lidsky
organizmus, posiluje imunitni systém. Loupana pohanka je lehce stravitelnd, vhodna
k diabetickym t¢eltim, zvlasté pii cévnich obtizich, zvySuje pruznost cévnich stén, reguluje
srazlivost krve a obsah cholesterolu. Obsahuje rutin, ktery je povaZzovan za vyznamny
antiateroskleroticky faktor. Je vhodné pro bezlepkovou dietu, doporucuje se 1 u viedovych

onemocnéni [3].
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2 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

2.1 Antioxidanty

Za posledni desetileti se zvySuje mnozstvi poznatkli a urovenn védomosti o uloze volnych
radikalt u zivych organizmii. Tyto radikaly ptisobi na biologicky vyznamné slouceniny,
a to hlavné¢ na lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny. Pozménuji jejich strukturu, a tim
dochazi k modifikaci jejich funkce. Reakce, které jsou iniciovany radikaly, vedou
ke zménam ve struktufe bunky, k poskozeni celych tkani, organi a dulezitych funkci
v organizmu. Vyznamnou roli pii ochrané pfed volnymi radikaly hraje prevence, tedy
redukce pficin jejich vzniku. Jelikoz reparativni procesy v organizmu nejsou schopny plné
eliminovat poSkozeni molekul, je jednou z moznosti na ochranu organizmu pied vlivem
volnych radikala pisobeni antioxidantli. Antioxidanty prodluzuji trvanlivost potravin, které
chrani pfed oxidaci, redukuji vzniklé hydroperoxidy, vazi do komplext katalyticky
pusobici kovy a eliminuji ptfitomny kyslik. Mnoho latek pfirodniho pivodu, které se
do lidského organizmu dostavaji spolu s potravou, maji antioxida¢ni u¢inky.

Antioxidanty jsou molekuly, které jsou-li pfitomny i v malych koncentracich, chrani orga-
nizmus. Mohou zabratiovat, eventualné omezovat, oxida¢ni destrukci tkani a bunék. Kli-
nické a epidemiologické studie prokazuji souvztaznost mezi antioxidacni aktivitou latek
pfijimanych v potrave a prevenci nékterych onemocnéni, jako jsou napiiklad kardiovasku-
larni choroby, neurologické poruchy ¢i procesy starnuti. Mezi antioxidacné nejaktivnéjsi
latky v potravinach patti jednoduché fenoly a furany, slozené fenolové latky (napft. ligna-
ny), flavonoidy véetné katechinl a antokyanind, alkylsulfidy, indoly, a také nékteré vita-
miny a karotenoidy [15,16].

2.2 Antioxidacni aktivita

Z vyse uvedenych divoda vzriistd zdjem stanovit antioxidacni aktivitu riznych latek, pre-
devsim rostlinného ptivodu. Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost antioxidan-
tu inhibovat oxida¢ni degradaci riznych sloucenin (napi. zabranovat peroxidaci lipida). Je
vhodné rozlisovat dva pojmy, a to antioxidacni kapacita a reaktivita. Antioxidac¢ni kapacita
poskytuje informaci o délce trvani antioxida¢niho ucinku, reaktivita antioxidantu. V oblasti
chemické analyzy a biologického hodnoceni jakosti rostlinnych produkti byly v posled-
nich letech vypracovany cetné metody, které umoznuji stanovit

tzv. celkovou antioxida¢ni aktivitu vzorku (TAC, Total Antioxidant Capacity).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

Pro vzajemné porovnavani antioxidacnich G¢inkd riznych smési byl nékterymi autory
zejména v souvislosti s analyzou potravinovych vzorkii zaveden pojem celkova antioxi-
dac¢ni aktivita (TAA, Total Antioxidant Activity). TAA je parametrem, ktery kvantifikuje
kapacitu vzorku biologického materialu eliminovat radikaly. Antioxidacni aktivitu latek 1ze
mefit metodami chemickymi a fyzikalnimi. Metody chemické mohou byt zalozeny
na pouziti ¢inidel poskytujici s volnymi kyslikovymi radikély barevné produkty, jejichz
vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Pro méfeni intenzity zbarveni se pouziva
predevsim spektrofotometricka metoda. Rozdil v hodnotach absorbanci méfeného
a slepého vzorku pak udava obsah latek s antioxidacnimi uc¢inky. Je nutno podotknout,
ze srovnani hodnot poskytovanych jednotlivymi metodami je velmi nesnadné, nebot jak
antioxidantu, tak reaktivnich latek zpisobujicich oxida¢ni zmény je cela fada. Fyzikalni
metody nesleduji bezprostredné chemickou reakci nebo zmény obsaht jednotlivych latek.
Namisto toho sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy provazeji [17,

18,19,20].

2.3 NejcéastéjSi metody stanoveni antioxidacni aktivity

Existuje velky pocet metod pouzivanych pro stanoveni antioxidacni aktivity. Rozli¢nost
metod vyplyva ze skute€nosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou plisobit riznymi
mechanizmy. Nejcastéji se jedna o pifimou reakci sradikaly, zhaSeni nebo
0 reakci s prechodnymi kovy. Presngjsi chemické vymezeni mechanizmu t¢inku je vSak
Casto problematické. Proto jsou na riznych principech zalozeny také postupy hodnotici
miru antioxida¢niho pasobeni. Obecné jsou kategorizovany do dvou skupin. Prvni skupi-
nou jsou metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly a druhou skupinou jsou metody
posuzujici redoxni vlastnosti latek. Chemické metody mohou byt zaloZeny
na pouziti Cinidel, které poskytuji s volnymi kyslikovymi radikaly barevné produkty,
jejichz vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Intenzita zbarveni se vétSinou méfi
spektrofotometricky [15].

Nejcastéji pouzivanou metodou je TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Jedna
se 0 metodu, ktera vyjadiuje antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni uré¢itému mnozstvi
standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-dikarboxylova kyselina).
TEAC je vétSinou definovana jako milimolarni koncentrace Troloxu odpovidajici

antioxidagni aktivité testované latky o koncentraci 1 mmol.dm™ pro &isté latky. Pro smésné
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vzorky se jedna o latkové mnozstvi Troloxu, které¢ odpovida aktivité¢ 1 g nebo 1 ml vzorku.

Metoda je pouzitelna pro méfeni Cistych latek, vodnych roztokl i napoja [21].

HO @

OH
O

Trolox

2.3.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Princip této metody spociva v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly.
Radikaly mohou byt v reakéni smési vytvareny nebo jsou do reakéni smési ptidavany.
Z chemického hlediska jsou to radikdly kyslikové, napt. hydroxyl, superoxidovy anion-
radikal. Z hlediska syntetického pak syntetické stabilni radikaly, a to DPPH (1,1-difenyl-2-
(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) a ABTS. Zvlastni skupinou jsou pak metody testujici

schopnost inhibovat nebo zpomalovat lipidovou peroxidaci [15].

2.3.1.1 Metoda ABTS

Je jednou ze zékladnich a nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity TAA. Tato metoda testuje schopnost latek nebo vzorku zhaset kation-radikal
ABTS™ (2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)) [15].

ABTS
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2.3.1.2 Metoda DPPH

Metoda pouzivajici DPPH je pokladéna za jednu ze zékladnich metodik pro posouzeni
antiradikdlové aktivity Cistych latek i1 riznych smésnych vzorkd. DPPH test je zalozen
na schopnosti stabilniho volného radikalu 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu reagovat s donory
vodiku. DPPH test je pti reakci s donory vodiku selektivngjsi nez ABTS™. U vétsiny testi
se vyuziva slou¢enina DPPH, ktera je v metanolovém roztoku v barevné radikalové forme
DPPH’ a vykazuje silnou absorpci v UV/VIS spektru. Redukce DPPH antioxidantem nebo

radikalem se projevuje odbarvenim roztoku, které se méti spektrofotometricky [15,17].

N—N NO,
O,N

DPPH

2.3.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Jako redukéni €inidla mohou byt charakterizovany neenzymové antioxidanty, které reaguji
s oxidanty, redukuji je a tim je aktivuji. Z tohoto pohledu je mozno antioxidacni aktivitu

posuzovat na zakladé reduk¢ni schopnosti latky [15].
2.3.3 Chemické metody

2.3.3.1 Metoda FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power)

Metoda FRAP je zalozena na redukci zelezitého komplexu TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-
triazin) s hexokyanatanem draselnym nebo chloridem zelezitym, které jsou téméi bezbarvé
a po redukci, eventualné po reakci s dalsim cinidlem vytvafi barevné, modie zbarvené
zeleznaté komplexy, kterymi mulZze byt napt. berlinskd modi. Tyto komplexy jsou
méfitelné spektrofotometricky. Jako standard Ize pouzit roztok kyseliny gallové,
epikatechinu nebo troloxu. Vysledky se vyjadiuji ekvivalentnim mnozstvim standardu,

odpovidajiciho 1 g nebo 1 ml vzorku se stejnou redukéni aktivitou [17,20].
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2.3.3.2 Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Metoda ORAC spociva ve vytvoreni peroxylového radikalu B-fykoeritrinu, ktery se
kvantitativné stanovuje fluorimetricky, a to jeho oxidaci ¢inidlem ABAP (2,2 -azobis-2-
metyl-propionamidin). Radikal je urovan kvantitativné fluorimetricky a hodnoti se
rychlost ubytku signalu po pfidani testovaného vzorku. Hodnoti se rychlost tbytku

fluorescence po pridani testované¢ho vzorku [16,20].
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3 METODA ABTS

2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina) neboli ABTS je che-
micka sloucenina, slouzici pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity. Bezbarva molekula
ABTS je pfevadéna na modro-zeleny radikal ABTS™ (2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydro-

benzotiazol-6-sulfonat)) oxidaci jednoho elektronu.

038 NS - SOy
/ \‘\rr T"_

CoHs CoHg
ABTS

Oxidace jednoho elektronu

O:}S\ \ s o3 / SO3-
N T+ T N

CaHs CoHg
ABTS**

Obrazek 6 Oxidace ABTS na ABTS™ [22]

Test ABTS je velmi podobny metodé DPPH v tom, ze obé metody pouzivaji silné
zbarvené stabilni radikdlni smési. Na rozdil od metody DPPH, v niZ je radikalova forma
DPPH jiZz vytvotena a komercné k dispozici, musi byt ABTS oxidované do své radikalni
podoby kationtu na zacatku kazdé zkousky. Toto je obyCejné dosazeno inkubaci ABTS
s metmyoglobinem a peroxidem vodiku. Reakce jsou pak provadény podobnym zplisobem
jako v testu DPPH v tom, Ze schopnost zkuSebnich materidli k navozeni odbarveni
z kationti ABTS se méii spektrofotometricky. ABTS ma vyhodu oproti ostatnim

antioxida¢nim systémiim, Ze je snadno rozpustny v organickych a vodnych rozpoustédlech
[23].

Metoda ABTS testuje schopnost vzorku ¢&i latek zhaset kation-radikal ABTS™. Je také
mnohdy prohlasovana za metodu TEAC, vzhledem k tomu, ze vysledna antiradikalova
aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu. ZhaSeni

radikdlu ABTS™ antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se sleduje
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spektrofotometricky na zakladé zmén absorpéniho spektra ABTS™. Absorbance se
nejéastéji meti pii 734 nm. V reakéni smési se kation-radikal ABTS™ generuje oxidaci
ABTS.

Jsou také i mozZnosti chemické oxidace ABTS, napi. peroxodisiranem draselnym nebo
oxidem manganic¢itym. Pfi vlastnim experimentalnim méfeni se uzivaji dva postupy.
U prvniho pokusu se antioxidant ptfidava do reakéni smeési, ve které byl jiz vytvoren radikal
ABTS™. U druhého postupu je antioxidant v reakéni smési piftomen pii generovani
radikalu ABTS™". Castgji se uziva usporadani, pii némz se antioxidant piidavéa k radikalu
ABTS™ jiz vyprodukovanému pomoci peroxiddzy. Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity
je mozno provadét i komeréné vyrabénymi sety (napt. Randox Laboratories Ltd.). Pouziva
se 1 sériové vyrobenych mikrotitracnich desti¢ek. Pro spektrofotometrickou metodu
stanoveni celkové antioxidacni aktivity s ABTS jsou popsany aplikace méfeni
v hydrofilnim i lipofilnim prostiedi. Metoda stanoveni TAA vzorkli pomoci ABTS je
jednoduchd, rychla v provedeni a ma Siroké uplatnéni, od hodnoceni antioxida¢ni aktivity

latek rGzného pitivodu a také pro smésné vzorky [21].
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4 VYUZITI METODY ABTS V OBLASTI CEREALNICH
TECHNOLOGII

4.1 Stanoveni antioxidacni aktivity obilnych produktu

Epidemiologické studie ukazuji, Ze spotfeba obilnych produktii se vztahuje ke snizeni
celkové umrtnosti, ischemické choroby srde¢ni, diabetu a vyskytu rakoviny. Tyto pfinosy
pro zdravi jsou casteéné pripsany k Sirokému spektru chemopreventivnich latek,
tzv. fytochemikalii, vcetn¢ antioxidanti, které jsou v obilnych produktech hojné
zastoupeny. Obilnad zrna obsahuji v tuku rozpustné antioxidanty, jako jsou napf. tokoly,
karotenoidy a ve vodé¢ rozpustné antioxidanty, jejichz zastupci jsou fenolové kyseliny
a flavonoidy. V posledni dob¢ je velky zajem o stanoveni antioxidacni kapacity potravin,
kvili prevenci degenerativnich onemocnéni. Stanoveni celkové antioxidacni aktivity je
docela komplikované vzhledem k Siroké Skale polarity pouzitych extrakénich rozpoustédel
a také skutecCnosti, ze vétSina antioxidantl je kovalentné vazéna na bunécnou sténu.
Nejvyuzivangj$imi rozpoustédly je voda, etanol, metanol a aceton a jsou pouzivany
samostatné nebo v kombinaci pro dosazeni maximalizace vynosu. Byly vybrany obilné
vzorky, podle jejich nejvétsiho vyuziti v lidské stravé. Zrna byla ziskana z lokélnich trha
a byla pouzita loupana zrna ovsa, prosa, pSenice dvouzrnky a jemene a poté¢ naha zrna
ryze, zita, pSenice a kukufice. Navic byly pouzity dvé frakce otrub tvrdé pSenice. Vzorky
byly pomlety a prosety Kk ziskani velkych, stfednich a malych ¢astecek. Pro stanoveni
celkové antioxidacni kapacity produktid z obilovin byly pouZity dva postupy. Prvnim
postupem bylo pfimé méfeni celkové antioxidaéni kapacity z rliznych vzorkl obilovin.
Pro méfeni pfimym postupem bylo pouZito 10 mg mletého vzorku obiloviny a vzorek byl
preveden do zkumavky. Ke vzorku bylo poté piidino 6 ml ABTS™. Doslo k rozpusténi
ve 100% etanolu nebo ve smési etanol:voda v poméru 50:50, byl také testovan vliv
rozpousStédla na méfeni antioxidacni aktivity. Zkumavka byla protfepana na tfepacce
k usnadnéni reakci mezi &asticemi a ABTS™. Absorbance byla méfena pii 734 nm,
a to pfesné po 6, 15, 30 a 60 min. Za ucelem zjisténi vlivu rlznych rozpoustédel byly
vzorky postupné extrahovany vodou, etanolem, metanolem. Po alkalické hydrolyze bylo
pH smé&si upraveno na 3,5, a to pfidanim 3 mol.dm™ kyseliny citronové. Vzorek byl
rozpustén ve smesi metanol:voda v poméru 50:50 a ponechan ve tmé pii teploté¢ 4 °C.
100 ml extraktu bylo smichéno s 1,7 ml ABTS™ a rozpusténo ve 100% etanolu. Smés byla

promichana a méfeni absorbance bylo provedeno piesn€ po 6 min pfi 734 nm [24,25,26].
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Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zaznamenana u dvou vzorkii pSenice a otrub. Naproti
produktt. P¥imé méfeni piimou metodou ABTS vykazovalo 4 — 5krat niz$i hodnoty nez
koncentrace namétené po hydrolyze. Bylo zjisténo, ze rozpoustédlo pouzivané k fedéni
roztoku ABTS by mohlo hrat zasadni roli v pfimém méteni TAC obilovin. Déle bylo
zjistovano, zda celkova plocha pevného vzorku ma vliv na reakci a jeji rychlost pii méfeni
antioxidacni aktivity. Byly zkoumany tii zlomky obilovin o riizné velikosti ¢astic, a to
malé, stiedni a velké, které byly ziskany mletim obili. Zadny vyznamny vliv velikosti

¢astic na naméfené antioxidacni aktivité obilovin nebyl pozorovan [24].
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Obrazek 7 Porovnani hodnot antioxida¢ni aktivity

Antioxida¢ni aktivita méfena po pfimém zpracovani - ¢erné sloupce, antioxidacni aktivita métena

v extraktech - bilé sloupce [24]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

4.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity jeémene, prosa, Zita a ¢iroku

Celozrmné vyrobky jsou vhodné pro zdravou stravu a jsou uznavanym zdrojem vlakniny
a antioxidacnich latek. Antioxidacni u€inky byly hodnoceny u ¢tyf obilovin, a to jeCmene,
prosa, zita a Ciroku. Tyto ceredlie byly pfizpisobeny péstitelskym podminkam
ve Spojenych arabskych emiratech (SAE). Ve vyvoji a zavadéni téchto plodin do SAE je
potieba vyhodnotit jejich nutri¢ni kvalitu. Tato studie byla zaméfena na porovnani antioxi-
daéni aktivity celych zrn s pseni¢nou moukou. Cirok (Sorghum bicolor) mél mimotadné
vysokou antioxida¢ni aktivitu, nasledné proso (Pennisetum glaucum) a je¢men (Hordeum
vulgare). Antioxida¢ni vlastnosti téchto téi zrn byly srovnatelné s butylhydroxytoluenem.
Nutri¢ni udaje naznacuji, Ze vybrand zrna, pfedev§im jeCmene a ¢iroku, jsou opravdu nu-

tri¢né bohaté slozky potravin.

5 g rozemletého zrna bylo smichano s 50 ml 80% metanolu. Smés byla proplachnuta
proudem dusiku a diikkladn¢ promichana na tfepacce po dobu 30 min. Poté byla smés

odstfedéna, proplachnuta proudem dusiku a uloZena v chladni¢ce az do analyzy.

Byla méfena kapacita radikalového kationtu ABTS™. Trolox byl v testu pouzivan jako
standard. Antioxidacni aktivita byla vypoctena jako pmol ABTS na g vzorku v rGznych
Casovych intervalech. Cela analyza byla provedena ve tfech vyhotovenich a tidaj byl hlasen
jako primér téchto stanoveni. Test ABTS je zaloZen na tvorb& ABTS™ tim, Ze reaguje
s ABTS metmyoglobinem a peroxidem vodiku pti 37 °C. ABTS™ ma4 relativné stabilni
modro-zelenou barvu, ktera je méfena pii 600 nm. V pfitomnosti antioxidantu troloxu nebo
potencidlnich antioxidanti v materidlu extrakti byla produkce barvy do urcité miry

potlacena mérnou koncentraci antioxidantd.
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Obrazek 8 Porovnani antioxidacni aktivity (miry schopnosti zhaseni radikalu
ABTS) u pSeni¢né mouky a testovanych cerealii

hard wheat (tvrda pSenice), soft wheat (pSenice), barley (je¢men), millet (proso), rye (Zito), sorghum (&irok)
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Zmo c¢iroku mélo nejvyssi kapacitu zhdSeni ABTS ', nésledovalo proso a je¢men.

Celozrnné Zitné a pseni¢né mouky prokazaly relativné nizké zhaseni kationtu ABTS™ [27].

4.3 Antioxida¢ni aktivita v ryZovém zrnu a jeji vztah k barvé, velikosti a

hmotnosti zrna

Ryze je zakladni potravinou, kterd je konzumovana téméf polovinou obyvatelstva na svéte.
Nutri¢ni kvalita ryZze ziskala vétS$i pozornost v rozvojovych zemich, kde nizk4 spotieba
ryze muze vést k nedostatku dileZitych vitaminll, minerall a ostatnich sloZzek obsaZenych
VvV ryzovém zrnu. Frézovanim hnédé ryze se odstrani otruby, které jsou bohaté na bilkoviny,
vlakninu, oleje, mineralni latky, vitaminy a dalsi fytochemikalie. To vede ke ztraté vétSiny
nutri¢nich slozek. Pfi studovani genotypti ryZze Goffmanem a Bergmanem bylo zjisténo, Ze
barva otrub byla vysoce vyznamna v souvislosti s obsahem fenolickych latek v otrubach.
V obilnych zrnech lze Siroce identifikovat a charakterizovat antokyany se skupinou
nacervenalych az fialovych ve vod¢ rozpustnych flavonoidii, které jsou primarnimi
pigmenty v cervenych a c&ernych zrnech. Fenolické slouceniny jsou znamé jako
antioxidanty spolu s dal§imi fotochemikaliemi jako jsou karotenoidy, tokoly, oryzanoly

atd. Cilem této studie bylo stanovit celkové fenoly, flavonoidy a antioxida¢ni kapacitu
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a analyzovat jejich vztahy k barvé, velikosti a hmotnosti zrna, jelikoz tyto vysledky mohou

byt dilezité pro Slechtitele ryze.

Pro tuto studii bylo pouzito celkem 481 druhii ryze. Z toho 423 druhti bilé ryze, 52 Cervené
a 6 druhtl ryze Cerné. Zrna ryZe byla suSena vzduchem a skladovana pii pokojové teploté
po dobu tfi mésici. Celkova antioxidacni kapacita z extraktli ryze byla stanovena
spektrofotometricky pomoci ABTS testu. 3,9 ml roztoku ABTS o absorbanci 0,700 bylo
pridano do 0,1 ml extraktii a fadné promichano. Reak¢ni smés byla uchovavana po dobu

6 minut pi1 pokojové teploté a poté byla okamzité¢ zmétena absorbance pii 734 nm.

Byly namé&feny hodnoty v rozmezi 0,012 — 5,533 mmol-dm™ TEAC z celkového mnozstvi
vzorki ryze. U bilé ryze byly hodnoty ABTS 0,196 mmol-dm™ TEAC v rozmezi
0,012 — 0,413 mmol-dm® TEAC. U ryze cervené to bylo primérné 1,705 mmol-dm™
TEAC, v rozmezi mezi 0,291 aZ 2,963 mmol-dm™ TEAC. U Sesti vzorki Serné ryze byla
priméma antioxidaéni kapacita 4,484 mmol-dm™ TEAC. Obsah fenolickych latek byl
pozitivni S antioxida¢ni kapacitou mezi vS§emi druhy ryze. Bylo prokazano, ze co se tyce
antioxidac¢ni aktivity, nebyla projevena zddnd zavislost na délce zrna ani na jeho hmotnosti.
Na vysledné hodnoté antioxida¢ni kapacity zrna se podilely nejen fenolické slouceniny,
ale 1 dalsi fotochemikalie, jako jsou karotenoidy a tokoly. Antioxidaéni kapacita se lisi
pfedevsim u bilé ryZe, proto je Usili o péstovani nutriéné kvalitnéjsi ryze. Tato studie
ukazala Sirokou rozmanitost v obsahu fenold, flavonoidd a antioxida¢ni kapacity v celém
ryzovém zrnu a proto tyto udaje poskytuji ptileZitost k dalSimu zvySeni jejich obsahu,

a to zejména v bilé ryzi [28,29].

4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity ryZzovych otrub

RyZové otruby jsou jednim z nejrozsifengjSich produktii, které jsou bohatym zdrojem
vitaminli a mineralti. Bézné jsou pouzivany pro lidskou vyzivu, ale jsou také pridavany
do krmiv pro zvifata. Vyzkumy provadéné v poslednich dvou desetiletich ukazuji,
ze ryzové otruby obsahuji unikdtni komplex pfirozené se vyskytujicich antioxidanti.
Soucasny vyzkum ukdzal, Ze mohou obsahovat az 100 rGznych antioxidantl a mezi
nejsiln€j$i z nich patii tokoferoly, tokotrienoly a oryzanol. Antioxidacni slouceniny
Z ryzovych otrub nebo ryZzového oleje jsou charakteristické pro zlepSeni skladovatelnosti
potravin a maji mnoho zdravotnich vyhod jako je napf. snizeni hladiny cholesterolu.
Oryzanol se vyuziva k 1é€bé nervové nerovnovahy a pii poruchach u menopauzy. Surovy

ryzovy olej muze obsahovat az 62 % oryzanolu. Bylo provedeno stanovovani antioxida¢ni
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aktivity u péti odrud ryzovych otrub. Byly pouzity tyto odridy ryze: Super (RB-kr),
Super 2000 (RB-S2), Super Basmati (RB-bm), Super-386 (RB-86) a Super jemné (RB-sf).
Tato studie popisuje antioxidac¢ni aktivitu raznych odrad ryzovych otrub, jakozto
1 stanoveni jejich hlavnich slozek zodpovédnych za antioxidac¢ni aktivitu. Stanoveni
antioxidacni aktivity bylo provadéno metodami ABTS a DPPH. Bylo taktéz provedeno
stanoveni hlavnich slozek ryzovych otrub, tokoferolti, tokotrienolli a oryzanolu pomoci

reverzni HPLC.

Vzorky byly uchovany ve vzduchotésnych obalech a skladovany v chladnicce pii teploté
4 °C. Stabilizace ryzovych otrub byla provedena na zakladé metody Malekian et al. 100 g
kazdého vzorku bylo zabaleno do polyetylenového vaku a suSeno v mikrovinné troubé
po dobu 3 min pii teploté 120 °C. Vzorek byl ochlazen na pokojovou teplotu a cely postup
byl opakovan tfikrat pro zajiSténi optimalni stability. Poté byly vzorky uchovavéany tyden
pfi 4 °C az do provedeni analyzy. Extrakce vzorkl byla provedena na zakladé¢ metody
podle Zua et al. 5 g vzorku bylo extrahovano 25 ml 80% metanolu po dobu 3 hodin
v elektrické tfepacce pii pokojové teploté. Vzorky byly déle dvakrat extrahovany 20 ml
80% metanolu obsahujiciho 0,15 % HCI. Extrakty byly zfiltrovany pfes membranové filtry
a odpafeny do sucha za snizeného tlaku. Extrakty byly uloZeny v mrazdku pfi teploté
—18 °C. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita metoda ABTS podle Re et al. Byl
pfipraven vodny roztok ABTS™ s piidavkem oxida¢niho &inidla oxidu mangani&itého.
Pro odstranéni piebytku oxidu manganicitého byl roztok zfiltrovan membranovym filtrem.
Do extrakti byl ptidan fosfatovy pufr o pH 7,4, aby namétend absorbance pfi vlnové délce
734 nm ¢&inila 0,700 (+ 0,200). Do extraktil bylo piiddno 5 ml roztoku ABTS™. Absorbance
byla méfena po 10 minutdch od promichani proti slepému roztoku obsahujiciho pouze
fosfatovy pufr. Antioxida¢ni aktivita extraktli z otrub byla vyjadfena jako ekvivalentni

mnozstvi Troloxu vztazeného na 1 g extraktu [30,31,32,33].
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Mnozstvi troloxu
(umol . ot otrub)

RB-kr RB-s2 RB-bm RB-86 RB-sf
Odriidy RB

Obrazek 9 Stanoveni antioxidacéni aktivity pomoci ABTS [30]

Nejvyssi antioxidacni aktivita byla pozorovana u odridy RB-kr, dale nasledovala RB-s2,
silnych antioxidantli jsou tyto ceredlie doporucovany jako prevence kardiovaskularnich

onemocnéni a rakoviny [30].

4.5 Stanoveni antioxidacni aktivity pSeni¢nych klicki

Extrakty bohaté na antioxidanty byly ziskany z pSenice pomoci riiznych rozpoustédel
vcetné vody, etanolu, metanolu, vodného roztoku metanolu a etanolu. Odtu¢néné pSenicné
klicky obsahuji mnoho nutri¢nich slozek, jako jsou bilkoviny, sacharidy, komplex
vitaminu B, mineralni latky apod. Antioxidacni aktivita byla méfena radikdlovym testem
ATBS. Radikdl ABTS byl vytvofen oxidaci ABTS s peroxosiranem draselnym.
Radikalovy kationt ABTS byl pfipraven smichdnim 5 ml ABTS s 88 pl peroxosiranu
draselné¢ho a smés byla inkubovana ve tmée pii pokojové teploté po dobu 12 — 16 hod. Poté
byl roztok ziedén roztokem fosfatového pufru, dokud absorbance pii 734 nm nebyla
0,70 £ 0,02. Roztok byl ponechan ve tmé po dobu 30 min pted jeho pouzitim. Posléze bylo
150 pl kazdého vzorku smichano s 2,85 ml roztoku obsahujiciho ABTS a smés byla
dukladné protfepana a nechéana stat 10 min pii pokojové teploté. Absorbance reakéni smeési
byla méfena pii 734 nm. Schopnost zhaSeni radikélového kationtu ABTS byl vypocten v %

dle vzorce:
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kontrolni ABTS—vzorek ABTS
kontrolni ABTS

- 100 1)

Vodny roztok ukazal nejniz$i schopnost zhaset radikal ABTS. Vytazky pii nizkych
koncentracich 5,0 a 7,5 mg.ml™ mély schopnost zhéaset radikalovy kationt ABTS v pofadi:
100% etanolovy extrakt > 30% etanolovy extrakt > 50% etanolovy extrakt a vodny extrakt.
V jinych koncentracich byl rozdil mezi ¢innostmi extrakti nevyrazny, krom¢ vodného
roztoku. Vynosy zvodného extraktu a extraktu etanolu jsou pfijatelné, 1 prestoze
antioxida¢ni aktivita vodného extraktu byla nizka. PSeni¢né klicky mohou slouzit jako

dobry zdroj antioxidantii a nutraceutik [33,34,35].

4.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity v kukuFici

V této studii byla zjisStovana antioxidacni aktivita u 18 raznych, vétSinou pigmentovanych,
fenotypti mexické kukufice. Ziskana jadra kukufi¢ného klasu byla susena na slunci, aby
jejich obsah vody byl 20 %. VSechny vzorky byly potom rozmélnény do podoby celozrnné
mouky, diikladné¢ promichany a uloZeny pii 20 °C po dobu del§i nez dva dny pied
analyzou. 5 ml roztoku ABTS™ bylo smichdno s 88 ml peroxodisiranem draselnym
a ponechéano ve tmé po dobu 6 — 12 hod do vytvofeni tmavé zeleného roztoku. Roztok se
poté zfedil metanolem do absorbance 0,70 pfi 734 nm. Vytazek kukuficného zrna byl
smichan s1 ml ABTS™ a po 10 min byla méfena absorbance pfi 734 nm. Nejvyssi
schopnost zhaset ABTS™ mély fialové, ¢erné a Cervené fenotypy. Schopnost Zlutého

fenotypu kukufice byla 89,4 % [36,37,38].
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5 VYUZITI METODY ABTS V POTRAVINARSKE OBLASTI

5.1 Antioxida¢ni aktivita nékolika druha kav

Kéva patii mezi nejoblibenéjsi napoje na svét€ a az 75 % pravidelné spottebovanych
nealkoholickych napoju tvofi pravé kava. Kavovnik patii do rodu Coffea ¢eledi Rubiaceae,
je to stale zelenad dievina. Nejznaméjsi druhy jsou Coffea arabica a Coffea canephora.
Dalsi znamé druhy jsou Coffea exelsa a Coffea liberica. Ve slozeni zelené kavy dominuji
sacharidy, vcetn¢ polysacharidi (celuléza, glukomanany), disacharidii (sachardza)
a monosacharidi (glukéza, galaktoza, arabindza, fruktdoza, mandza, manitol, xyloza
a riboza). Také jsou zde obsaZeny lipidy (ze 75 % triglyceridy), dale steroly, mastné
kyseliny (linolova, lenolenova, olejova, palmitova, stearova) a cyklické diterpeny. Kava
obsahuje nékolik druhii xantinti jako je kofein, teobromin a teofylin. V kavovych zrnech
nalezneme také draslik, hot¢ik, vapnik, fosfor, siru, chrom, zinek, méd’, nikl a Zelezo.
Obsah fenolickych latek se pohybuje v mnoZstvi od 200 do 550 mg na jeden Salek kavy.
Procesem prazeni vSak dochazi k hlubokym zménam v chemickém slozeni a biologické
aktivit¢ kavy v disledku vzniku sloufenin odvozenych od Maillardovych reakcei
a organické slouceniny, které vznikaji pfi pyrolyze. Ke zménam sloucenin siry dochéazi

oxidaci a tepelnou degradaci [39,40].

Kava zvySuje Zalude¢ni sekreci a tvorbu moc¢i, mizZe také sniZzovat sérové koncentrace
kyseliny mocové a snizuje riziko vzniku zluCovych kameni, vzniku astma a rtiznych
alergickych reakci. Hlavni vyuziti kavy bylo pouZiti pro obsah kofeinu a tedy pro snizeni
ospalosti a Unavy, pro zlepSeni vykonu a vnimani. V posledni dobé se zvySuje zdjem
o kavu predevsim diky jeji antioxidacni aktivité. Cilem této studie bylo vyhodnotit ¢innost
volnych radikalii a antioxidacni kapacitu u 14 druhll kav. Antioxidacni kapacita byla
zkoumana u kavy Arabica a Robusta ziskanych z 12 riznych mist ptivodu (Uganda, Papua,
Jamajka, Etiopie, Kena, dvé oblasti Portorika, Nikuragua, Kolumbie, Vietnam, Brazilie
a Guatemala) a poté dvé kavy bez kofeinu z Kolumbie a Brazilie. Kavy byly ptipraveny
ttemi bézné pouzivanymi zpusoby, a to espresso, italskd kéva a filtrovana kdva. Vysledky
byly vyhodnoceny a porovnany s antioxida¢nimi normami a obsahem fenolickych latek,

které byly popsany v kavé.

Méfeni celkové antioxidacni aktivity TEAC bylo méfeno testem ABTS™. Byla pouzita
&inidla 2,5 mmol-dm™ ABAP a 20 mmol-dm™ ABTS? v roztoku fosfatového pufru (PBS)
obsahujiciho 100 mmol-dm™ fosfatu a 150 mmol-dm™ NaCl, pH bylo 7,4. Ve bylo
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inkubovéno pti 60 °C po dobu 12 min, chranéno pted svétlem a skladovano pti pokojové
teploté. Absorbance byla méfena pfi 734 nm a kontrolovana s ABTS", jeji vysledky
musely byt vrozmezi 0,35 — 0,45. Antioxidacni aktivity analyzovanych vzorkt, které
se skladaly ze 40 pl smési a 1960 pl radikadlového roztoku, byly méfeny pii 734 nm
a ubytek absorbance byl proméfen po 6 min. Namétené hodnoty prokazaly, ze kavy
bez obsahu kofeinu maji niz§i hodnoty antioxidacni aktivity nez kavy s kofeinem.
Nicméné, vSechny vzorky kavy analyzované po 24 hod vykazovaly vyssi TEAC hodnoty,
nez vzorky kavy méfené po 6 min. Dale bylo zjiSténo, ze filtrovana a italskd kéava
analyzovana po 6 min vykazovala vy$§i TEAC nez kava espresso. Kdyz byly vzorky kavy
analyzovany po 24 hod, rozdily mezi tfemi typy kdvovych napoji se zvysily v sestupném
poradi filtrovana kava poté italskd a espresso. Hlavnim divodem zmén u specialné
upravovanych kav je ztrata asi 10 — 20 % antioxida¢ni aktivity béhem oSetfeni parou.
Hodnota TEAC podle antioxidacni kapacity po 6 min byla stanovena v sestupném potadi
dle vzorki kév dle ptvodu takto: Vietnam, Uganda, Nikaragua, Kolumbie, Brazilie,
Portoriko, Guatemala, Kena, Papua a u kav bez kofeinu: Kolumbie, Etiopie, Jamajka
a Brazilie. VSechny sledované kavy jsou dobrymi antioxidanty bez ohledu na jejich cenu,

puvod a zptisob Upravy, jakym se vaii [40].

5.2 Antioxidaéni aktivita kakaovych vyrobki

Cokoladové a kakaové rozpustné potravinaiské prasky jsou zdrojem antioxidantii. P¥irodni
rostlinné¢ antioxidanty jsou be&znymi slouceninami, které maji potencidlni zdravotni
vyhody. Kakao obsahuje celou ftadu antioxidantli, rozpustné fenolické slouceniny,
nerozpustné polymerni fenoly. Pro tuto studii byly pouzity obchodni rozpustné kakaové
prasky a &okolady, které jsou Siroce konzumovany ve Spanélsku. Byly pouzity tmavé
a mlé¢né Sokolady s 52% a 34% obsahem kakaa. Cokoldda a kakaova hmota byly pied
pouzitim pomlety a prosety do urCité velikosti. 1 g vzorku byl smichan se 40 ml
okyseleného metanolu smichaného s vodou v poméru 50:50 o pH 2,0. Posléze byly vzorky
dikladné promichany a ponechany po dobu 1 hod pti pokojové teploté. Po uplynuti daného
Casu byl separat oddélen a k nému znovu piidano 40 ml roztoku vody v acetonu v poméru
30:70 a bylo protiepano. Vytazky byly pouzity pro stanoveni antioxidacni aktivity.
Radikalovy kationt ABTS™ byl produkovén reakci ABTS s 10 ml 2,45 mmol.dm™ siranu
draselného a smés byla ponechana ve tmé pii pokojové teploté po dobu 12 — 16 hod

pred pouzitim. ABTS™ byl zfedén s metanolem na absorbanci 0,70 £ 0,02 pti 730 nm. Po
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pfidani 0,1 ml vzorku k 3,9 ml zfedéného ABTS™ byla kazdych 20 s méfena absorbance
na spektrofotometru. Reakce byla sledovana po dobu 6 min.

Ve zminované studii byly pouzity tfi metody pro stanoveni antioxidacni aktivity: FRAP,
ABTS a DPPH. Kakao je hlavni slozka kakaovych vyrobkl pro stanovovani antioxidacni
aktivity. Pfitomnost mléka v mlécné cokoladé caste¢né odpovidd za to, Zze obsah
antioxidacéni aktivity je az o 50 % nizsi nez u hotké ¢okolady. Stejné tak to bylo v piipade
kakaovych praski. Antioxidacni aktivita po rozpusténi v mléce byla o 35 % niz$i nez

po rozpusténi ve vode.

Primérna spotieba kakaovych vyrobki je 8,6 g na osobu na den. Z toho tvoii 75 % coko-
lada a 25 % rozpustné kakaové prasky. Tyto udaje jsou reprezentativni na vnitrostatni
urovni, ale spotfeba Cokolady neni obyvatelstvem rovnomérné spotifebovavana. Mnoho
studii uvadi, ze pfijmem flavonoidu z kakaa se pfedchazi chronickym chorobam a piede-

v§im kardiovaskularnim onemocnénim [41].

5.3 Stanoveni antioxidacni aktivity vin

Vino je obecné znamo, pro sviij ochranny proces organizmu proti kardiovaskuldrnim
a degenerativnim onemocnénim. Nékteré z G€inkli vina pfimo souvisi s jejich schopnosti
zhaSet volné radikaly, tato schopnost zavisi na jejich chemické struktufe. Nejcastéjsi
metoda pro zjisténi antioxida¢ni aktivity je ABTS, test radikalnim kationtem ABTS™.
Tento test pouziva pro ndpoje a potravina, ale také v biologickych tekutindch. Bylo
zkoumano 42 druhti vin zriznych rocnikit a ptvodi zakoupenych v supermarketech.
Vzorki bilého vina bylo 17, Sherry 9 a ¢erveného 16. Vzorky byly otevieny, chranény
pfed sluncem a skladovany pfii teplot¢ 4 °C. Analyza vzorkd byla provedena bc¢hem
n&kolika dnii. Antioxidaéni aktivita byla stanovena pomoci ABTS™ metody popsané
Cenem et al. pro ovocné §tavy. Radikal vznikl reakci mezi 1,5 mmol-dm™ ABTS, 15 ul
peroxidu vodiku a 0,25 mmol-dm™ peroxiddzy v 50 mmol-dm™ glycin-HCI pufru o pH
4,5. Ke 100 ul byly piidiny 2 ml ABTS™ a absorbance byla méfena pii 414 nm
po uplynuti 2, 6, 10 a 15 min. Pro kazdy vzorek vina bylo pfipraveno 5 — 6 rtiznych fedéni.
Vzorky byly pfipraveny ve vodném roztoku etanolu a analyzovany. VSechna méteni byla
provedena ve dvou stanovenich. Vino je komplexni smés fenolickych sloucenin
S rozmanitymi chemickymi strukturami, které déavaji vinu zvlastni vlastnosti. Hodnoty
TEAC odrazeji relativni schopnost zhaset radiklni kationt ABTS™ Vv porovnani

s Troloxem. Cervena vina prokazala vysokou antioxidacni aktivitu s hodnotami TEAC
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az 10krat vysSimi nez u bilého a Sherry vina. To souvisi s vy$§im obsahem fenolickych
latek v Gerveném vinu. Zadné vyznamné rozdily mezi bilymi viny a viny Sherry nebyly
pozorovany. Srovnanim TEAC s jinymi potravinami pii vyuziti metody ABTS jsou podle
literatury takové, ze jedna sklenka Cerveného vina (125 ml) ma stejné antioxidacni
vlastnosti jako 212 ml hroznové stavy, 190 ml pomerancové §tavy, 225 ml ¢erného caje,

286 g Cerstvého Spenatu nebo 926 g rajcat [42].
12 -

10

[5-]

- O TEAC 2 min
m TEAC 15 min

mmol-dm™
[5¥]

0 I_E|_}\ [ e |

éervené bilé sherry

Obrézek 10 Primérné TEAC hodnoty pro Cervena, bila a Sherry vina [42]

5.4 Celkova antioxida¢ni aktivita chleba

Bé&hem peceni chleba dochazi k riznym chemickym zméndm ve sloZeni a také vlastnosti,
coz vede ke zménam nutriénich hodnot kone¢ného vyrobku. Maillardovy reakce se ptimo
podileji na téchto zménach, produkuji noveé vytvotfené slouCeniny a na druhou stranu
zlepSuji organoleptické vlastnosti chleba jako je vzhled a chut. Mezi nejzajimavé;si
biologické aktivity spojené s témito vzniklymi slouceninami jsou jejich antioxidacni
vlastnosti. Ostatni komponenty jako jsou fenolické slouceniny, tokoly a vldknina, které
jsou obsazeny v chlebové mouce, mohou také ptispét k celkové antioxidacni aktivité. Byly
analyzovany vzorky chlebl z pSenice a pSeni¢nych otrub, které uz byly predpeCeny,
aby mohlo dojit, pouze ke kone¢nému peceni v domacnosti v horkovzdusnych susarnach.
Vzorky byly dopékany pii 200 °C po dobu 0, 12, 20 a 30 min. Chleby pecené po dobu
20 min byly vybrany i pro studium vlivu stravitelnosti chleba pomoci pepsinu
a pankreatinu. Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno metodou ABTS, ktera byla
provedena dle H.R. Andradeho. ABTS™* byl produkovan smichanim 7 mmol-dm™
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zésobniho roztoku ABTS s2,4 mmol-dm™ peroxodisiranu draselného a smés byla
ponechédna ve tmé a pokojové teploté po dobu 12 — 16 hod pred pouzitim. Stabilni roztok
ABTS™ se ziedil smési etanol:voda v poméru 50:50, aby absorbance pii 730 nm byla
0,70 + 0,02. Po pfidani 100 ml vzorku k1 ml zfedéného ABTS™ byly absorbance
odec¢itany po 20 min. Pro kalibraci pfistroje byly pouzity vodné roztoky Troloxu. Je
znamo, ze pepsin hydrolyzuje pSeni¢ny lepek a dochazi tedy ke vzniku riznych peptida
s vysokym stupném antioxidacni aktivity. Antioxida¢ni aktivita se vSak nijak vyrazné
nem¢nila pisobenim pankreatinu a Zlucovych soli, coz potvrzuje zasadni tlohu pepsinu

V Uvolnovani antioxidanti [43,44].

5.5 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity ve vybranych ovocnych semenech

Antioxidanty v ovoci a zeleniné chrani télo pted posSkozenim volnymi radikaly. Proto se
povazuje za dulezité, aby byl zvySen pfijem antioxidantli v lidské stravné. Jednim
ze zpusobu dosazeni tohoto cile je obohacovani potravin antioxidanty. Nékteré syntetické
antioxidanty vSak vykazuji toxicitu a vyzaduji vysoké vyrobni ndklady. VétSinou maji
daleko niz$i u€innost nez antioxidanty ptirodni. Antioxida¢ni aktivita byla identifikovéna
v semenech citrusi, hroznl, manga, fepky, slunecnice, sezamu, snéného seminka a vi¢iho
bobu. Ovocna semena jsou obecné znama pro svou antioxida¢ni aktivitu. Pro toto
stanoveni byly pouzity nasledujici druhy ovoce: avokado (Persea americana Mill.),
jackfruit neboli chlebovnik (Artocarpus hetetophyllus Lam.), longan (Dimocarpus longan
Lour.), mango (Mangifera indica L.) a tamarind (Tamarindus indica L.). Jedl¢é ¢asti semen
z téchto péti druhlt vybraného ovoce byly suseny mrazem pii -50 °C po dobu 24 hod. Poté
byly smichany s roztokem etanolu:vody v poméru 50:50 a zahiivany na vodni lazni
pti 70 °C po dobu jedné hodiny. Extrakty byly posléze zfiltrovany a vSechny filtraty se
méfily metodou ABTS. Zaisobni roztok byl pfipraven reakci 7 mmol-dm® ABTS
s 2,45 mmol-dm™ peroxosiranem draselnym. Smés s kationtem ABTS™" byla zied&na
etanolem, aby absorbance méfitelna pii 414 nm byla 0,5 — 1. 10 — 40 ul vzorku bylo
smichano se3 ml &inidla ABTS™. Absorbance byla méfena ihned po promichani
a po 90 min. Celkova antioxida¢ni kapacita byla vypoctena ze vztahu k reaktivité kyseliny

askorbové. Jadro manga vykazovalo nejvyssi antioxidacni ¢innost [45].
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ZAVER

Cerealie neboli obilniny doprovazeji nasi spole¢nost uz od nepaméti. Jsou to vyslechténé
jednoleté travy fadici se botanicky mezi ¢eled” Gramineae. Vhodn¢ zpracované obiloviny
jsou v celosvétovém meéfitku nejvyznamnéj$im piinosem energie ve formé¢ sacharidi.
Kromé sacharidii jsou vSak zdrojem mnoha dalSich zivotné dulezitych latek, které jsou
v jinych potravinach obsazeny tfeba i ve vysSich koncentracich, ale spotiebou se obilovi-
nam nevyrovnaji.

Obiloviny obsahuji nékolik typt sloucenin, které jsou schopné minimalizovat Skodlivé
uc¢inky oxidacnich reakci a maji vyznamnou roli pfi ochrané pfed volnymi radikaly. Studie
prokazuji souvztaznost mezi antioxidacni aktivitou latek pfijimanych v potravé a prevenci
nékterych onemocnéni, jako jsou napiiklad kardiovaskuldrni choroby, neurologické poru-
chy ¢i procesy starnuti.

Existuje velky pocet metod pouzivanych pro stanoveni antioxidacni aktivity. Rozli¢nost
metod vyplyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou plsobit riznymi
mechanizmy. Nejcastéji se jedna o pfimou reakci s radikaly, zhaseni, nebo 0 reakci
S ptechodnymi kovy.

Bakalaiska prace se zabyva metodou ABTS a jejim vyuzitim v oblasti ceredlnich
a potravindiskych technologii. ABTS je chemicka sloucenina, slouZici pro stanoveni
celkové antioxidacni aktivity, kdy bezbarva molekula ABTS je pfevadéna na modro-zeleny
radikal ABTS™ oxidaci jednoho elektronu. Metoda ABTS testuje schopnost vzorku ¢&i latek
zhaset kation-radikal ABTS™ a toto zhaseni se sleduje spektrofotometricky na zakladé
zmén absorpéniho spektra ABTS™. Absorbance se nejéastéji meii pii 734 nm. Jsou také
i moznosti chemické oxidace ABTS, napi. peroxodisiranem draselnym nebo oxidem
manganicitym.

Bakalarska prace slouzi jako podklad pro néslednou diplomovou praci, kterd se bude
vénovat izolaci antioxidacnich latek z obilovin a ceredlnich vyrobku a jejimu naslednému

Stanoveni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABAP
ABTS
ABTS™
DPPH

FRAP

ORAC

SAE
TAA

TEAC

TEC

TPTZ

2,2’-azobis-2-metyl-propionamidin

2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina)
2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydro-benzotiazol-6-sulfonat)
2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

Ferric Reduction Antioxidant Power (metoda zaloZena na redukci Zelezitého

komplexu )

Oxygen Radical Absorbance Capacity (metoda, kdy dochazi k vytvoreni peroxy-
lového radikalu p-fykoeritrinu)

Spojené arabské emiraty
Total antioxidant activity (celkova antioxida¢ni aktivita)

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (metoda, ktera vyjadiuje antioxidacni

kapacitu vzorku ekvivalentni ur¢itému mnozstvi standardu Troloxu)
Total antioxidant capacity (celkova antioxida¢ni kapacita)

2,4,6-tripyridyl-S-triazin
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