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ABSTRAKT 

Diplomová práce obsahuje charakteristiku obilovin, antioxidační aktivity a antioxidantů, 

definování jednotlivých metod sloužících ke stanovení antioxidační aktivity se zaměřením 

na metodu DPPH. Dále je zde popsané využití metody DPPH v oblasti cereálií. Praktická 

část je zaměřena na stanovení antioxidační aktivity metodou DPPH ve vzorcích 

 netradičních cereálií s využitím extrakce pomocí metanolu jako hlavní extrakční složky. 
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ABSTRACT 

The thesis contains the characteristics of cereal, antioxidant activity and antioxidants  

definition of the method used to determine the antioxidant activities focused on DPPH  

method. The use of DPPH methods in cereals is also described. The practical part 

 is focused on the determination of antioxidant aktivity by DPPH in samples  

of non-traditional cekals with using the metanol-based extraction procedure. 
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ÚVOD 

Obiloviny mají mezi zemědělskými plodinami a také potravinovými výrobky zásadní  

postavení. Ze zdravotního hlediska jsou významné především celozrnné výrobky,  

které působí příznivě na celou řadu závažných onemocnění. Jedná se především o cévní 

onemocnění, onemocnění srdce, diabetes a rakovinu. Pro lidskou výživu se z obilovin  

využívá výhradně zrno, které je bohaté na nutriční složky nezbytně důležité pro lidský  

organizmus. Zdrojem energie jsou sacharidy, bílkoviny a v menší míře tuky, nacházející se 

převážně v klíčku. Obiloviny jsou také cenným zdrojem vitaminů, zejména skupiny B a E 

a minerálních látek (hořčík, fosfor, vápník aj.) Významnou část také tvoří látky 

s antioxidačním působením, mezi ně můžeme zařadit fytoestrogeny, flavonoidy,  

izoflavonoidy a antokyanová barviva. Antioxidanty působí již v malých koncentracích. 

Jsou to látky, které omezují aktivitu volných radikálů, snižují jejich pravděpodobnost  

výskytu, nebo je převádějí do méně reaktivního stavu. 

Teoretická část diplomové práce je zaměřena na charakteristiku cereálií, definování  

antioxidační aktivity a sní důležitá charakteristika pojmů antioxidanty a radikály. Dále jsou 

zde popsány metody stanovení antioxidační aktivity se zaměřením na metodu DPPH. 

Praktická část je zaměřena na stanovení antioxidační aktivity ve vybraných vzorcích  

netradičních cereálií, zejména v barevných a nebarevných druzích rýže a netradičních  

druzích pšenice. Je zde popsána metodika, přístroje, pomůcky, analyzované vzorky,  

výsledky měření a jejich srovnání s hodnotami v odborných článcích. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 OBILOVINY 

Obiloviny provázejí lidskou společnost od nepaměti. Náznaky pěstování obilovin  

na základě historických poznatků se datují k 12 – 10 tisíciletí před naším letopočtem.  

Cereálie si v průběhu tisíciletí udržely výlučné postavení základní potraviny. K přednostem 

obilovin patří obsah sušiny, která se pohybuje kolem 85 % a právě díky ní, jsou obilné  

suroviny údržné a dobře skladovatelné [1, 2].    

  Botanicky je řadíme mezi traviny (Gramineae). Téměř všechny známé obiloviny patří  

do čeledi lipnicovité (Poaceae). Výjimku tvoří pohanka, patřící do čeledi rdesnovité  

(Polygonaceae), amarant z čeledi laskavcovitých (Amaranthaceae) či quinoa (merlík  

chilský) z čeledi merlíkovitých (Chenopodiaceae). Cereálie jsou zdrojem cenných 

 substancí, které vykazují celou řadu příznivých zdravotních účinků [3, 4]. Chemické  

složení a biologická dostupnost živin se pohybuje mezi druhy a odrůdami zrn a může být 

ovlivněna formou zpracování. Obilná zrna poskytují významné množství energie, bílkovin 

a vybraných mikronutrientů [5]. Obsahují značné množství vlákniny, sacharidů, bílkovin, 

vitaminů skupiny B a E, minerálních látek včetně hořčíku, zinku a železa [6]. Dále jsou 

bohaté na fytoestrogeny, flavonoidy a celou řadu chemických látek vykazujících  

antioxidační aktivitu. Mezi dnes již běžné druhy obilovin v naší republice patří pšenice, 

ječmen, žito, oves, kukuřice, proso, bér, čirok, triticale, rýže, pohanka, amarant a quinoa 

[4, 5]. Nejdůležitější netradiční obilninou a zároveň potravou pro více než polovinu  

světové populace je rýže [7]. Tato plodina se dnes již pěstuje po celém světě včetně Asie, 

Severní a Jižní Ameriky, Evropské Unie, Středního východu a Afriky [8]. Zrna rýže jsou 

pluchatá s tuhými celulózovými obaly [9]. Rýže je jednou z nejhodnotnějších potravin. 

Přes 85 % její energie tvoří komplexní cukry. Existují důkazy, že tyto vstřebané sacharidy 

jsou příznivé pro řízenou dietní výživu metabolických poruch jako je diabetes nebo  

hyperlipidémie. Na tuzemském trhu se můžeme setkat s rýží bílou, ze které jsou  

odstraněny všechny obaly, rýží hnědou natural, která nemá odstraněnou poslední obalovou 

vrstvu bohatou na vitaminy a minerály, rýží pololoupanou, která má slupku jen částečně 

broušenou, rýží ve varných sáčcích a rýží parboiled [4, 7].  
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Obrázek 1 Rýže setá [4] 

 

Obiloviny se využívají pro lidskou výživu (trvanlivé pečivo, extruzní výrobky, těstoviny, 

ječné kroupy, ovesné vločky, kaše aj.), pro krmné účely, k průmyslovým a jiným účelům. 

Například sladovnický ječmen slouží pro výrobu sladu a piva, z pšenice a kukuřice  

se získává škrob, jehož deriváty mají široké uplatnění (škrobový a glukózový sirup, 

 modifikované škroby), řada dalších se používá k výrobě alkoholických nápojů [2]. 

1.1 Technologicky významné složky zrna 

Obilky jsou semena obilovin, jejichž přirozenou funkcí je uchování životaschopnosti  

zárodku nové rostliny. Mezi hlavní anatomické části obilek patří obalové vrstvy,  

endosperm a klíček. Obalové vrstvy chrání obilku před mechanickým poškozením, 

v mlýnské technologii jsou označovány jako otruby. Vnější obalové vrstvy jsou složeny 

převážně z nerozpustných polysacharidů typu celulózy, podpovrchové vrstvy taktéž  

obsahují polysacharidy, které s vodou bobtnají nebo se částečně rozpouští a jsou schopny 

velmi pevně vázat vodu [2]. Vnější obalové vrstvy jsou zdrojem vlákniny, minerálních 

látek, vitaminů skupiny B a antioxidantů. U rýže jsou obalové vrstvy odstraňovány  

frézováním, čímž dochází ke ztrátě většiny nutričních složek. Proto se dnes využívá  

biofortifikace s cílem zlepšení nutriční kvality pomocí transgenního inženýrství [10, 11]. 

Mezi obalovými vrstvami a endospermem se nachází vrstva aleuronová, která je bohatá  
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na bílkoviny a minerální látky. Největší část zrna tvoří endosperm. Endosperm zaujímá 

 82 – 84 % hmotnosti zrna a je technologicky nejvýznamnější částí zrna. Je tvořen buňkami 

krychlového tvaru bohatých na bílkoviny a enzymy, které hrají důležitou roli v klíčícím 

procesu. Obsah minerálních látek a vlákniny je velmi nízký [12]. Další částí obilného zrna 

je klíček. Ten slouží jako zárodek nové rostliny. Klíček je od endospermu oddělen štítkem, 

který obsahuje až 33 % bílkovin. Je bohatý na jednoduché cukry, bílkoviny, aminokyseliny 

a vitaminy nerozpustné ve vodě (zejména vitamin E), taktéž se zde vyskytují vitaminy 

skupiny B. Další obsahovou látkou jsou lipidy, převážně tuky, kvůli nim jsou klíčky 

 před mletím z obilky odstraňovány [1].  

 

                                              Obrázek 2 Struktura obilného zrna [1]  

1.2 Chemické složení obilného zrna 

1.2.1 Sacharidy 

Obsah volných monosacharidů ve zralém obilném zrnu je poměrně nízký. V bílé rýži  

zaujímají pouze 0,3 – 0,6 %, v rýži hnědé se pohybují v rozmezí 0,6 – 1,4 %.  

Monosacharidy se nacházejí převážně v klíčku a mezi nejdůležitější zástupce patří  

arabinóza, xylóza, glukóza, fruktóza, galaktóza a manóza. Taktéž oligosacharidy  
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se vyskytují ve velmi nízkých koncentracích. Z technologického hlediska jsou  

nejvýznamnější skupinou polysacharidy. Typickým představitelem této skupiny je škrob 

[1, 13]. Ten se nachází převážně v endospermu a je zdrojem energie. Hlavními složkami 

škrobu jsou lineární amylóza a větvený amylopektin [14]. Škrob je ve studené vodě  

nerozpustný, v teplé vodě nad 60 °C mazovatí. Důležitý proces probíhající vlivem enzymů 

se nazývá hydrolýza škrobu. Tyto enzymy nazývané amylázy škrobový substrát ztekucují  

a zcukřují. Hydrolýzou α-amylázou vznikají rozpustné škroby, β-amyláza je enzym  

zcukřující. Hydrolyzuje vazby od neredukujícího konce řetězce tak, že se vždy oddělí  

obě poslední glukózové jednotky ve formě maltózy. Amylózu štěpí úplně, amylopektin 

 rozkládá z 60 % [1]. Škrob je hlavní součástí rýže a taktéž důležitá součást mnoha rýžových 

výrobků. V potravinářském průmyslu je rýžový škrob využíván zejména jako zahušťovadlo 

[15]. Studie prokázaly, že molekulární vlastnosti amylózy jako je délka řetězce,  

či molekulová hmotnost, mají vliv na viskozitu, lepivost při vaření a rychlost retrogradace 

škrobu této netradiční obiloviny. Polysacharidy rýže se tráví pomalu a tím umožňují tělu 

využívat uvolněnou energii po mnohem delší dobu. Rozsah a rychlost stravitelnosti škrobu 

jsou měřeny metodami, které jsou vyvinuty ve snaze napodobovat lidské trávení [13, 16, 

17]. 

 

                                 Obrázek 3 Struktura amylózy [18] 

 

                             Obrázek 4 Struktura amylopektinu [18] 
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  Dalšími představiteli polysacharidů je celulóza, hemicelulóza a rostlinné slizy. Celulóza 

je základním buněčným polysacharidem buněčných stěn rostlin. Tento lineární polymer 

obsahuje až 15 000 D-glukózových zbytků spojených β(1→4) glykosidovými vazbami. 

Jelikož lidský organizmus neobsahuje enzymy, které by štěpily tuto vazbu, prochází  

celulóza v nezměněné podobě trávicím traktem a plní tak funkci vlákniny. Celulózová 

vlákna ve stěně rostlinných buněk jsou navzájem propojena hmotou, která se skládá 

z necelulózových polysacharidů a proteinů. Ve dřevě tato hmota obsahuje hemicelulózy  

a lignin. Hemicelulózy jsou polysacharidy necelulózové povahy a řadíme  

mezi ně heteroglukany, heteroxylany, heteromanany aj. Lignin, polymer fenolového typu 

doprovázející celulózu v ovoci, zelenině a obilovinách, však polysacharidem není [19].  

Další skupinu polysacharidů tvoří rostlinné slizy. Jedná se o směs polysacharidů  

vyskytujících se v různých orgánech rostlin. Vzhledem k jeho vysoké variabilitě,  

co se týká chemického složení, plní v rostlinách mnoho fyziologických funkcí.  

Hydroxylové skupiny v polysacharidech mají schopnost vázat velké množství vody,  

čímž mohou rostlinám pomoci odolávat proti suchu [1, 20].  

 

1.2.2 Vláknina obilovin 

Vláknina je definovaná jako jedlá část rostlinných materiálů, kterou nemohou pankreatické 

a gastrointestinální enzymy rozložit Jedná se o komplexní sacharidy často také někdy 

označované jako neškrobové polysacharidy. Do této skupiny řadíme celulózu,  

hemicelulózu, lignin, pektin a další. Vlákninu obsahují všechny obiloviny. Podle  

rozpustnosti v trávicím ústrojí ji dělíme na vlákninu rozpustnou a nerozpustnou. Rozpustná 

vláknina má schopnost vázat vodu a tím navozuje větší pocit sytosti. Mezi rozpustnou 

vlákninu patří pektin, nerozpustnou např. celulóza. Vláknina je důležitá pro správnou 

funkci zažívacího traktu. Příznivě působí na střevní motilitu a peristaltiku s pozitivním 

efektem na posouvání střevního obsahu. Tím omezuje celou řadu nemocí trávicího traktu 

jako např. zácpu, hemoroidy či rakovinu tlustého střeva. Vláknina také zpomaluje  

vstřebávání jednoduchých cukrů ze střeva, čímž zabraňuje výkyvům krevní glukózy 

 a inzulinu. Dále je schopna ve střevě na sebe vázat cholesterol a pomáhá tak zabraňovat 

srdečním a cévním onemocnění [21, 22].  

Problémem je, že v našem potravinářském průmyslu se obiloviny zpracovávají z pohledu 

zdraví ne moc vhodným způsobem. Před samotným mletím je většina obalových vrstev, 
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které jsou právě bohaté na vlákninu, odstraňována. Kromě vlákniny se během zpracování 

ztrácejí také minerální látky, esenciální mastné kyseliny a vitaminy. Takto zpracované  

obiloviny pak obsahují vyšší množství škrobu a díky absenci vlákniny se lépe odbourávají 

v zažívacím traktu, čímž vedou k větším výkyvům hladiny krevního cukru a k vyšší  

sekreci inzulinu [22]. 

1.2.3 Proteiny 

Obsah bílkovin má důležité dopady na nutriční kvalitu zrna, jak pro lidskou výživu,  

tak pro hospodářská zvířata a na jejich funkční vlastnosti při zpracování. Zralá zrna  

obilovin obsahují podle druhů a odrůd 9 – 13 % bílkovin v sušině.  Obilné bílkoviny  

můžeme klasifikovat podle morfologického původu, biologické funkce, chemického  

složení či rozpustnosti v různých rozpouštědlech [9, 23]. Mezi jednotlivými obilovinami 

v rámci základních stavebních látek, aminokyselin, velký rozdíl není. Převažující  

aminokyselinou je kyselina glutamová, dále prolin. Je nutné upozornit na velmi nízký  

obsah lyzinu. Díky jeho malému obsahu není obilná bílkovina pro člověka plnohodnotná, 

proto se doporučuje obilná strava doplňovat vhodnými zdroji bohatými na tuto  

aminokyselinu např. bílkovinou mléčnou. Vyšší obsah lyzinu obsahuje rýže. Pro srovnání 

obsah lyzinu v rýži činí (3,2 – 4 g·16 g.N
-1

), v pšenici je ho (2,9 g·16 g.N
-1

) [3, 13].  

Zvláštní postavení má bílkovina pšeničná, která jako jediná vytváří s vodou pružný gel 

nazývaný lepek. Na tvorbě lepku se podílí zásobní proteiny (gliadiny a gluteniny), které 

zaujímají téměř 50 % celkového obsahu proteinů, albuminové a globulinové frakce tvoří 

asi 25 % obsahu celkových bílkovin [1, 23]. Hlavní znaky lepku určující fyzikální  

vlastnosti jsou: pružnost, tažnost, bobtnavost a plasticita. Žitné těsto, jehož kostrou není 

bílkovinný gel, ale je tvořeno převážně na bázi polysacharidů, tyto vlastnosti nemá. Lepek 

vytváří konstituci těsta tím, že vytváří trojrozměrnou síť peptidických řetězců navzájem 

propojených různými vazbami a můstky. Hlavní roli zde hrají především disulfidové  

můstky mezi jednotlivými aminokyselinami [1, 3]. Obsah bílkovin v rýži je ve srovnání 

s ostatními obilovinami nižší, avšak bílkoviny rýže jsou považovány za jedny 

z nejkvalitnějších. Hlavním proteinem rýže je glutelin oryzenin, který tvoří asi 80 %  

celkového obsahu bílkovin. Tato bílkovina je rozpustná ve zředěných roztocích kyselin 

 a zásad, avšak rozpustnost ve vodě je značně omezena. Obsah bílkovin v bílé rýži  

se pohybuje v rozmezí 5,3 – 13,4 %, v rýži hnědé 6,7 – 13,5 %. Rýže neobsahuje lepek, 

proto je tomuto rýžovému proteinu přisuzována značná pozornost vzhledem k jeho 

 nutričním a zdravotním vlastnostem [13, 24]. 
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                 Obrázek 5 Proteiny obilovin a jejich složení (%) [25]  

 

1.2.4 Lipidy 

Lipidy jsou rozsáhlou, významnou skupinou organických látek, běžně se vyskytujících 

v přírodě. Jejich společnými vlastnostmi je nerozpustnost, nebo pouze částečná rozpustnost 

ve vodě. Rozpustné jsou v organických rozpouštědlech (hexan, benzen, aceton, chloroform 

aj.) Z chemického hlediska jsou to nejčastěji estery alkoholu glycerolu a vyšších mastných 

kyselin. Obilná zrna jsou na lipidy poměrně chudá. Průměrně zjištěné obsahy lipidů  

po extrakci éterem se pohybují kolem 1,9 %. Vyšší množství tuků pak obsahuje klíček. 

Hmotnostní podíl klíčku zaujímá pouze 2,54 % zrna, ale podíl lipidů v něm obsažených 

tvoří až 64 %. Tuk obilných klíčků je z výživového hlediska velmi cenný, proto se z nich 

lisuje olej. Tuky obilovin jsou nažloutlé olejovité kapaliny, které obsahují nenasycené 

mastné kyseliny v množství 18 – 25 %. Z tohoto množství převažuje kyselina linolová  

(48 – 57 %), kyselina olejová (16 –18 %) a kyselina linolenová (5 %). Převládající linolová 

kyselina velmi snadno podléhá oxidaci, což má za následek žluknutí mouky při delším 

skladování [9]. Z dalších lipidů jsou zde obsaženy fosfatidy, mezi jejichž zástupce řadíme 

fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin. Při skladování vlhkého obilí působí enzym  

glycerolfosfatáza, díky němu dochází k uvolňování kyseliny fosforečné z těchto lipofilních 

sloučenin, což má za následek zvyšování kyselosti mouky [1]. Mezi doprovodné látky  

lipidů můžeme zařadit lipofilní barviva s převládajícími dvěma druhy pigmentů a to  

xantofyly a karotenoidy. Vyšší obsah těchto barviv najdeme převážně v pšenici tvrdé. 
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Z karotenoidů je zejména důležitý β-karoten, který je významným prekurzorem  

vitaminu A. Mezi další barviva avšak ne už hydrofobního charakteru patří antokyany. Tyto 

sekundární metabolity rostlin jsou zodpovědné za červené či černé zbarvení určitých druhů 

rýže, dalších obilovin, ale také ovoce a zeleniny [26].  

 

1.2.5 Vitaminy a minerální látky  

Vitaminy jsou v obilovinách soustředěny především v klíčku a aleuronové vrstvě.  

Převládají vitaminy skupiny B a to zejména tiamin, riboflavin a niacin. Obsahují taktéž 

značné množství vitaminu E. Vitamin B12 však v obilovinách obsažen není, vitamin C 

pouze v minoritním množství v klíčku [1, 6].  

 Minerální látky se souhrnně označují jako popel a představují anorganický zbytek,  

který je získán po spálení rostlinného materiálu. Obsah popela v celých zrnech se pohybuje  

kolem 1,25 – 2,5 %, u rýže až kolem 5 %, přičemž jeho koncentrace je nejvyšší 

v obalových vrstvách, nejnižší v endospermu. Nejvyšší podíl minerálií tvoří oxid  

fosforečný, draselný, hořečnatý a vápenatý. Cereálie mají nízký obsah sodíku, který  

se v rýži prakticky nevyskytuje. Na draslík jsou obiloviny bohaté. Převládajícím  

mikroprvkem je železo, jehož obsah v pšenici činí 33 – 66 mg.kg
-1

, u rýže 28 mg.kg
-1

,  

taktéž u rýže převládá oproti ostatním cereáliím selen v množství 10 – 13 μg.100g
-1

. [1, 4, 

27].  

 

 

    Obrázek 6 Obsah vitaminů ve vybraných cereáliích (mg.100 g
-1

) [4] 
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1.2.6 Další složky obilovin 

Mezi další složky obsažené v obilovinách pouze v nízkém množství řadíme kyselinu 

 fytovou, cholin, kyselinu p-aminobenzoovou a již už zmíněná antokyanová barviva. 

 Kyselina fytová představuje hlavní zásobárnu fosforu [3]. V semenech rostlin váže   

50 – 85 % fosforu. Tato přirozeně vznikající sloučenina v buňkách je známa také  

pod názvem jako fytát nebo inozitolhexakisfosfát. V pšenici fytát zaujímá 1,13%, v hnědé 

rýži 0,89 %. Na jedné straně je považována za antinutriční látku, která snižuje využití  

fosforu, zinku, mědi a vápníku u lidí a zvířat. Na druhé straně potlačuje tvorbu reaktivních 

radikálů katalyzovanou železem a vykazuje také anticholesterolemický účinek [28].  

Na tuto kyselinu jsou bohaté zejména obalové vrstvy, naopak její množství v endospermu  

je nízké. Cholin představuje velký význam pro neuromotorickou činnost lidského  

organizmu, v obilném zrnu je rozložen téměř rovnoměrně. Kyselina p-aminobenzoová  

je důležitým růstovým faktorem. Najdeme ji převážně v obalových vrstvách [3, 29].  

Antokyany patří k nejrozšířenějším rostlinným pigmentům. Nejčastěji se vyskytují  

ve formě glykosidů. Tato barviva jsou dobře rozpustná ve vodě a zodpovídají za červené, 

fialové a modré zbarvení rostlin. Stupeň zbarvení je závislý na pH prostředí. Antokyanům 

jsou přisuzovány také antioxidační účinky, a dnes se ve velké míře využívají  

ve farmakologickém průmyslu. Např. antokyany v borůvkách se příznivě uplatňují  

proti mikrobiálním infekcím a poruchám vidění. Jsou nestálé a citlivé na oxidaci [30, 31].  
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Obrázek 7 Orientační hodnoty obsahu složek v neloupaném zrnu různých obilovin [4] 

 

1.3 Obiloviny a jejich vliv na lidské zdraví 

Cereálie a výrobky z nich jsou cenným zdrojem živin jak ve stravě lidí, tak i zvířat.  

Představují vyvážený zdroj živin a jsou považovány za hlavní potravu lidstva.  Dnes  

se často setkáváme s pojmem ,,celozrnný výrobek’’. Za celozrnné výrobky jsou 

 považovány ty, které obsahují úplné obilné zrno. Jak už bylo výše uvedeno, obilné zrno  

se skládá z obalových vrstev, endospermu a klíčku. Pokud se zrno drtí nebo vločkuje  

s cílem získat celozrnný výrobek, musí být v celozrnném produktu zachovány všechny 

 tři zmíněné složky ve stejném poměru jako v originálním zrnu [4, 32].  

Cereální výrobky jako základní potraviny by měly být zahrnuty aspoň v jednom denním 

jídle. Obilná zrna jsou významným zdrojem sacharidů, bílkovin a vlákniny. Na základě 

nedávných zdravotních poznatků bylo zjištěno, že konzumace cereálních výrobků snižuje 

riziko srdečních onemocnění, diabetu typu 2, některých typů rakoviny a pomáhá regulovat 

tělesnou hmotnost [33]. Díky obsahu neškrobových polysacharidů jsou cereálie také  

zdrojem vlákniny. Vysoký obsah vitaminu E obsaženého v klíčku příznivě ovlivňuje  

reprodukční systém a díky jeho silnému antioxidačnímu účinku zpomaluje stárnutí buněk. 

Tiamin působí proti onemocnění beri-beri, degeneraci mozkových buněk, čímž tlumí riziko 

rozvoje depresí. Niacin vykazuje pozitivní účinky při léčbě schizofrenie, pelagry 
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 a vykazuje pozitivní vliv na kvalitu kůže. Obilná zrna jsou bohatá také na fenolové  

kyseliny a saponiny. V nižších množstvích se zde vyskytuji flavonoidy a fytoestrogeny. 

Tyto sloučeniny vykazují antioxidační působení, čímž přispívají dalším pozitivním  

aspektům ku zdraví [5, 34].  

Avšak ne všichni mohou cereální výrobky konzumovat. Důvodem je intolerance lepku, 

která je příčinou onemocnění zvané celiakie. Jedná se o celoživotní onemocnění, 

 jehož jedinou účinnou léčbou je přísné dodržování konzumace bezlepkových výrobků. 

Mezi obiloviny, které neobsahují lepek, patří např. rýže, kukuřice, pohanka a amarant [35].  

 

 

 

                              Obrázek 8 Cereálie, cereální [36] 
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2 ANTIOXIDANTY A JEJICH ANTIOXIDAČNÍ AKTIVITA 

Antioxidační kapacita je definována jako schopnost látky, sloučeniny nebo směsi látek 

inhibovat rozklad různých sloučenin. V souvislosti s analýzou vzorků pro vzájemné  

porovnání antioxidačního působení byl zaveden pojem antioxidační aktivita. Čili  

antioxidační aktivita kvalifikuje kapacitu biologického vzorku eliminovat volné radikály. 

V komplexním pojetí se hovoří o celkové antioxidační kapacitě, která představuje souhrn 

všech látek s antioxidačním účinkem ve vzorku. U metody DPPH, na kterou je diplomová 

práce zaměřena se výsledek obvykle vyjadřuje ve vztahu k tzv. troloxu nebo kyselině 

askorbové. Jde o poměr antioxidačního účinku vzorku k roztoku troloxu nebo kyselině 

askorbové [37]. 

 

2.1 Antioxidanty  

Antioxidační látky v potravinách hrají důležitou roli ochranného faktoru. Vědecké důkazy 

naznačují, že tyto látky snižují riziko chronických onemocnění, včetně rakoviny  

a srdečních chorob. Primárními zdroji přirozeně se vyskytujících antioxidantů jsou  

obiloviny, ovoce a zelenina. Silné antioxidační účinky vykazují také některé byliny  

či koření zejména z čeledi hluchavkovitých (Lamiaceae), jako je šalvěj, oregano a tymián 

[38, 39]. Nejvýznamnějšími přírodními antioxidanty jsou tokoferoly a tokotrienoly  

(vitamin E), askorbová kyselina (vitamin C), fenolové látky (především flavonoidy,  

fenolové kyseliny, jednoduché fenoly, stilbeny) a karotenoidy, přičemž nejvíce  

zastoupenými antioxidanty v potravě jsou flavonoidy a fenolové kyseliny. V potravinách 

lze obsah antioxidačních látek nad přirozenou hladinu navýšit přídavkem dalších  

antioxidantů. Toho se využívá především pro prodloužení trvanlivosti, zabránění vzniku 

nežádoucí chuti a vůně, nebo pro dosažení vyšší nutriční hodnoty potravin obsahujících 

snadno oxidovatelné složky. Antioxidanty dodané do potravin by měly být zdravotně  

nezávadné, účinné v nízkých koncentracích, snadno aplikovatelné, neměly by vykazovat 

nežádoucí aroma a chuť. Taktéž by měly být cenově dostupné. Kromě přírodních  

antioxidatnů jsou také používané syntetické antioxidanty jako např. (butylhydroxyanizol) 

BHA, (butylhydroxytoluen) BHT nebo estery kyseliny gallové. I přestože jsou velmi 

 účinné a stabilní, díky jejich nepříznivým účinkům na lidské zdraví je jejich použití 

v mnoha zemích omezeno [40, 41].  
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Antioxidační účinek látek vyplývá z jejich specifické struktury. Např. u tokoferolů,  

flavonoidů, čili látek fenolového typu závisí přerušení radikálové řetězové reakce na počtu 

a poloze hydroxylových skupin a typu dalších substituentů. Skutečnost, že převážná část 

antioxidantů je kovalentně vázána na buněčnou stěnu, je třeba pro jejich získávání použít 

různých rozpouštědel např. vodu, etanol, metanol, aceton, či různé kombinace těchto  

rozpouštědel [40, 42].  

Pro stanovení antioxidační aktivity se používá nespočet metod a pracovních postupů, které 

obecně poskytují vzájemně odlišné výsledky. Přestože je tato skutečnost dobře známa, 

často nejsou identifikovány či dokumentovány faktory způsobující rozmanitost  

v hodnotách stanovených různými metodami. Mezi faktory ovlivňující antioxidační  

aktivitu patří koncentrace antioxidantu, přítomnost jiných antioxidantů, oxidovaný  

substrát, použité rozpouštědlo při reakcích vzorku, homogenita či vícefázovost  

sledovaného systému, pH, přítomnost dalších složek, oxidační činidlo, fyzikální faktor, 

parciální tlak kyslíku, teplota, přítomnost iontů kovů aj. Hlavním úkolem antioxidantů  

je schopnost vychytávat volné radikály [38, 43].  

 

                                

 

                 

             Obrázek 9 Přírodní antioxidanty v obilovinách [44] 
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2.1.1 Stručná charakteristika některých antioxidantů 

2.1.1.1 Tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E) 

Z rostlinných zdrojů bylo izolováno 8 derivátů, které vykazují biologické účinky vitaminu 

E a zároveň tvoří jeho strukturu. Tento vitamin patří k významným antioxidantům,  

a proto je také považován za faktor zpomalující stárnutí organizmu. Vitamin E omezuje  

neenzymové působení molekulárního kyslíku na dvojné vazby mastných kyseliny  

vázaných v tkáňových lipidech. V játrech se snadno oxiduje za vzniku tokoferylchinonů, 

které mohou být redukovány na tokoferylhydrochinony, jejichž cyklizací vznikají  

opět tokoferoly. Jedinou obilovinou, která obsahuje všech 8 izomerů vitaminu E je ječmen 

[19, 45].  

 

                                                   Obecný vzorec tokoferolů  

 

2.1.1.2 Kyselina askorbová (vitamin C) 

Jedná se o vitamin dobře rozpustný ve vodě. V kyselém, neutrálním i alkalickém prostředí 

za katalytického působení kovů (např. Fe, Cu) snadno podléhá oxidaci za vzniku kyseliny 

L-dehydroaskorbové. Jeho extracelulární funkce spočívají v ochraně granul LDL  

proti oxidaci, dále redukuje železo z potravy a tím blokuje reakce, jejichž produkty jsou  

karcinogenní nitrózaminy. Zvyšuje aktivitu fagocytů a tím zvyšuje hladinu protilátek. 

Zdrojem tohoto vitaminu je ovoce a zelenina. Ve zralém obilí se nevyskytuje [19].  

 

2.1.1.3 Karotenoidy 

Jedná se o skupinu žlutých, oranžových, červených a fialových barviv nerozpustných  

ve vodě, často doprovázejících chlorofyly v rostlinách. Jejich základní struktura je tvořena 

izoprenoidními jednotkami. Karotenoidy, obsahující ve své molekule β-jononový kruh, 

plní funkci vitaminu A. Z obilovin je na karotenoidy bohatá pšenice tvrdá [9, 19].  
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2.1.1.4 Fenolové kyseliny  

Fenolové kyseliny se v rostlinách nacházejí nejčastěji ve formě esterů, v nichž se váží  

karboxylem na hydroxylové skupiny organických kyselin nebo sacharidů. Jako zástupce 

této skupiny můžeme zmínit kyselinu kávovou, ferulovou, chlorogenovou nebo gallovou 

[46]. 

2.1.1.5 Flavonoidy 

V dnešní době je známo asi 6400 druhů flavonoidů. Jejich základní strukturu tvoří  

flavanové jádro, nebo 2-fenylbenzopyren. Tato struktura je také charakteristická  

pro flavony, flavanony, izoflavony a neoflavony. V rostlinných materiálech se nejčastěji  

vyskytují ve formě glykosidů. Právě tato forma jim umožňuje větší rozpustnost v běžných 

fyziologických podmínkách, zároveň snižuje jejich reaktivitu a zabezpečuje lepší stabilitu 

[46].  

2.1.1.6 Estery kyseliny gallové 

Estery kyseliny gallové neboli galláty se v potravinách rostlinného původu nacházejí  

ve velmi malém množství. Jedná se o bílé krystalické látky s charakteristickým aroma. 

Jsou vhodné zejména pro stabilizaci živočišných tuků [47].  

2.1.1.7 Antokyany 

Jedná se o přírodní bezdusíkatá, ve vodě rozpustná barviva zbarvena červeně až modře. 

Jsou velmi reaktivní, tudíž nestálé. Na jejich stabilitu má vliv nízká teplota a kyselé  

prostředí. Chemicky jsou to heteroglykosidy, jejichž aglykony jsou nazývané  

jako antokyanidiny. Každý rostlinný druh obsahuje charakteristické antokyanové pigmenty 

v různém obsahu [30, 48].  

                                            

2.2 Volné radikály 

 Volné radikály jsou vysoce reaktivní látky, které jsou v biologickém systému přítomny 

z mnoha různých zdrojů např. působením výfukových plynů, kouření, UV záření [38].  

Jedná se o látky s nepárovými elektrony, které jsou často přirozenou složkou lidského  

organizmu. Převážné působení radikálů má na lidské zdraví negativní vliv,  

avšak pozitivním účinkem je schopnost bílých krvinek využívat tyto látky k ničení  
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mikroorganizmů. Na druhou stranu poškozují biomolekuly, oxidují mastné kyseliny  

za tvorby peroxidů, taktéž způsobují oxidaci nukleových kyselin, proteinů a tím způsobují 

celou řadu degenerativních onemocnění [38, 49].  

Volné radikály jsou považovány za spolupůvodce celé řady civilizačních onemocnění. 

Svým působením se podílejí na vzniku diabetu, očních chorob (šedý zákal), kožních  

onemocnění, imunitních onemocnění, revmatických zánětech kloubů. Podporují stárnutí, 

neurodegenerativní onemocnění jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba a také  

hrají významnou roli při vzniku rakovinných onemocnění. Volné radikály a jejich  

metabolické produkty jsou v organizmu eliminovány působením antioxidantů. V případě, 

že dojde k porušení rovnováhy radikálů a antioxidantů, nastává stav, který je často nazýván 

jako oxidační stres, který zapříčiňuje výše zmíněné negativní zdravotní následky [49].  
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3 CHARAKTERISTIKA METOD PRO STANOVENÍ 

ANTIOXIDAČNÍ AKTIVITY V POTRAVINÁCH S DŮRAZEM NA 

METODU DPPH 

3.1 Metoda DPPH 

Test s využitím stabilního 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikálu (DPPH•) je běžně 

využívanou metodou pro stanovení antiradikálové aktivity čistých syntetických  

antioxidantů, izolovaných přírodních látek, rostlinných extraktů a potravin. Jedná  

se o rychlou, jednoduchou a nenákladnou metodu, která může být široce využívána  

u pevných a kapalných vzorků. Principem reakce je redukce radikálu DPPH• za vzniku 

DPPH-H [38, 50]. DPPH v metanolu vytváří intenzivní fialové zbarvení, které  

se v přítomnosti antioxidantu odbarvuje do žluta. Odbarvení je snadno pozorovatelné 

 pouhým okem. Rychlost a rozsah odbarvení je úměrný antioxidační účinnosti analyzované 

látky (extraktu) [50, 51, 52]. (Pokles absorbance je měřen při vlnové délce  

515 – 520 nm. Reakce je nejčastěji sledována spektrofotometricky. Antioxidační látky  

mohou být rozpustné ve vodě, v tuku, či vázány na buněčnou stěnu. Proto pro jejich  

efektivní získání je nutná extrakce [38, 53, 54].  

 

       

          Reakce  DPPH• s antioxidantem za vzniku DPPH-H [50]  

 

Antioxidační aktivita může být vyjádřena různými způsoby, včetně procenta použitého 

činidla či rychlosti oxidační inhibice. Jednodušší způsob, jak prezentovat antioxidační  

aktivitu metodou DPPH je použití společného referenčního standardu, kterým je trolox 

nebo kyselina askorbová [38].  
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Antioxidační působení látky můžeme také vyjádřit jako účinnou koncentraci antioxidantu, 

která je potřebná k redukci 50 % radikálu DPPH •. Takto vyjádřenou antioxidační aktivitu 

označujeme jako EC50 [50].  

Další možností výpočtu je inhibice radikálu, kterou lze vyjádřit vztahem 

 

                                 I (%) = [ (Ablank – A sample) / Ablank ] * 100                                    (1) 

kde: 

I…..inhibice radikálu DPPH v %, 

Ablank…..absorbance získaná při slepém pokusu, 

Asample…..absorbance analyzovaného vzorku [55].  

 

3.1.1 Trolox  

Celým názvem (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylová kyselina) je ve vodě 

rozpustný derivát vitaminu E se silnými antioxidačními účinky. Taktéž je dobře rozpustný 

ve 100% etanolu a metanolu. Jedná se o bílý prášek o 97% čistotě běžně používaný  

jako standard u metod detekujících antioxidační aktivitu. V lékařství je účinný jako  

přídatná léčba u některých typů rakoviny [56, 57]. 

 

                                                      

   Trolox  

 

3.1.2 DPPH 

DPPH neboli 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl je stabilní, intenzivně fialový krystalický  

prášek. Je často používán jako činidlo v kvantitativním stanovení antioxidační aktivity 

 pro spektrofotometrickou analýzu [58, 59].  
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Tuto sloučeninu o sumárním vzorci C18H12N5O6 a čistotě vetší než 85 % nabízí řada  

chemických firem např. jako je Sigma Aldrich. DPPH je nerozpustný ve vodě, za to dobře 

rozpustný v etanolu a metanolu [60].  

 

                                                                             (5) 

                                              2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl  

3.1.3 Metanol 

Metanol je nejběžněji používaným rozpouštědlem a také extrakčním činidlem v metodě 

využívající DPPH. Jedná se o vysoce toxickou, těkavou, čirou a hořlavou kapalinu  

etanolového zápachu [61]. V nízkých koncentracích je přirozenou složkou lihovin a jeho 

obsah je závislý na typu alkoholického nápoje. Malé množství metanolu vzniká hydrolýzou 

pektinů ovoce, které bylo použito ke kvašení. Slouží jako výchozí surovina k výrobě  

bionafty, je součástí ostřikovačů autoskel, kapalin do kopírek a v chemickém průmyslu  

je rozšířeným rozpouštědlem. Riziko otravy představují nekvalitní lihoviny obsahující  

toxikologicky významné množství metanolu. Stejně jako jiné alkoholy působí excitačně, 

vyšší dávky působí narkoticky na CNS. Nejzávažnější je však toxicita jeho metabolitů  

a to kumulace kyseliny mravenčí v sítnici a očním nervu. Působí trvalé poruchy zraku. 

Působením enzymu alkoholdehydrogenázy se rychle přeměňuje na formaldehyd, z něho 

pak vzniká kyseliny mravenčí. Ta se velmi pomalu oxiduje na oxid uhličitý a vodu.  

Minimální toxická dávka čistého metanolu činí asi 0,1 ml.kg
-1

. V průměru se udává kolem 

10 ml. Hladina metanolu v krvi nutně vyžaduje léčbu antidotem, kterým je etanol  

nebo fomepizol. Včasné podání těchto látek minimalizuje tvorbu metabolitů [62].  

Chemický vzorec: CH3OH 

Molární hmotnost: 32,04 g.mol
-1 

Bod tání: - 98 °C 

Bod varu: 64,5 °C (1013 hPa) [63]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 32 

 

 

 

                       Obrázek 10 Výstražné symboly na obalu metanolu [64]  

 

3.2 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

Tato metoda slouží k měření antioxidační aktivity v biologickém vzorku. Biologickými 

vzorky mohou být tělesné tekutiny lidí nebo zvířat (plazma, moč, sérum, sliny), rostlinné 

extrakty, zemědělské, potravinářské produkty či farmaceutické výrobky. Výhodou ORAC 

je široké spektrum aplikace. Tato metoda může být využita jak u lipofilních, tak  

u hydrofilních vzorků [65]. Principem je měření zániku fluorescence fluorescinů  

v důsledku reakce s volnými radikály generovanými důsledkem termického rozkladu  

(2,2‘-azobis-2-metyl-propanimidamidu). Přítomnost antioxidantů v systému chrání  

fluoresciny před oxidací a tím zpomaluje jejich odbarvení. Hodnota ORAC je vyjádřena  

ve vztahu ke standardu, kterým je trolox (analog vitaminu E) v μmol na gram tuhého  

vzorku či litr v případě vzorků tekutých [66].   

3.3 DMPD 

Sloučenina DMPD (N,N-dimetyl-1,4-diaminobenzen) je působením železité soli v roztoku 

převedena na relativně stabilní a barevnou radikálovou formu DMPD•+. Sloučeniny  

s antioxidační aktivitou jsou schopny DMPD•+ radikály zhášet a tím dochází k odbarvení 

roztoku a poklesu absorbance [67].  

                                                                 

                                              N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen  
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3.4 FRAP (Ferric Reduction Ability of Plasma) 

 FRAP metoda je založena na redukci železitých komplexů na železnaté formy. Při nízkém 

pH v přítomnosti antioxidantu se železitý tripyridyltriazinový komplex (TPTZ) redukuje 

 na železnatou formu. Redukce se projeví vznikem intenzivně modrého zbarvení 

s absorpčním maximem 593 nm. Antioxidační aktivita se vyhodnocuje na základě získané 

kinetické reakce jako závislost koncentrace vytvořeného dvojmocného železa 

z koncentrace antioxidantu [68]. 

 

                                 

                                              2,4,6-tri-(2pyridyl)-s-triazin   (TPTZ)  

3.5 ABTS 

Metoda ABTS, taktéž označována jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity) je založena na zhášení syntetického stabilního radikálového kationu ABTS•+. 

Reakce ABTS+ s látkou se sleduje spektrofotometricky. ABTS má výraznou  

modrozelenou barvu a v přítomnosti antioxidantu se redukuje a odbarvuje. Snížení  

absorpce po přidání antioxidantu je přímo úměrná počtu ABTS•+ radikálů. Absorbance 

vzniklého kationtu ABTS•+ se nejčastěji měří při 600 nm [69]. 

 

                                                                     ABTS  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 34 

 

4 VYUŽITÍ METODY DPPH V OBLASTI CEREÁLIÍ 

Metoda DPPH je využívána ke stanovení antioxidační aktivity nejen v cereáliích 

 a výrobcích z nich, ale také v široké škále potravinářského průmyslu a biologického  

výzkumu. Dokazuje to celá řada článků, které najdeme v bakalářské práci, která slouží  

jako podklad této diplomové práce. 

4.1 Stanovení antioxidační aktivity mletých frakcí, vybraných druhů 

obilovin 

V mnoha zemích jsou obiloviny hlavní složkou lidské stravy nebo krmiv pro zvířata. 

 Epidemiologické studie dokazují, že spotřeba celozrnných produktů snižuje ischemickou 

chorobu srdeční, diabetes a karcinogenní onemocnění. Tyto příznivé účinky jsou  

připisovány řadě bioaktivních látek obsažených v obilném zrnu. Jedná se zejména  

o skupinu antioxidantů. Mezi ně můžeme zařadit tokoferoly, flavonoidy, fenolové  

kyseliny, saponiny a fytoestrogeny. Z fenolových kyselin zde převládají ferulové kyseliny, 

které představují až 90 % celkových polyfenolů. Nejvyšší koncentrace těchto sloučenin 

najdeme v obalových vrstvách zrna. Celkový obsah polyfenolů je v obilovinách velmi  

variabilní, závisí na rozmanitosti obiloviny a také způsobech zpracování (frézování).  

Hlavní složkou obilovin je endosperm, který zaujímá až 83 % celého zrna a během mletí  

je hlavním zdrojem bílé mouky. Obalové vrstvy tzv. otruby zaujímají 14,5 % a jsou 

z obilného zrna často odstraňovány a jsou často součástí krmiva pro zvířata. Klíček tvoří 

pouhé 2,5 % zrna. Účelem frézování je oddělit otruby a klíčky od endospermu a získat  

tak maximální množství mouky za minimálních provozních nákladů a při zachování  

vysoké jednotné kvality. Antioxidační působení vzorků bylo měřeno pomocí metody 

FRAP a DPPH, na kterou bude kladen důraz.Jako rostlinný materiál bylo použito několik 

druhů obilovin a to pšenice, oves, špalda, triticale, žito a ječmen. Tyto vzorky byly 

 rozemlety pomocí laboratorního mlýnku na jemnou mouku (MF I.), mouku (MF II.),  

jemné otruby (MF III.) a hrubé otruby (MF IV.). Poté byly 20 h extrahovány etanolem 

v poměru 1:80 a centrifugovány. 25 µl těchto extraktů bylo smícháno se 100 ml roztoku 

DPPH (0,012 g DPPH ve 100 ml metanolu). Tyto reakční směsi byly po 10 minut  

inkubovány při laboratorní teplotě a proměřeny při vlnové délce 550 nm za použití  

přístroje Biotek Reader. Radikálová aktivita vzorků byla vyjádřena v mg troloxu  

ekvivalentní antioxidační aktivitě na 1 g sušiny. Nejvyšší úbytek absorbance u mouky 

v roce 2009 vykazoval ječmen, pšenice špalda a nejnižší hodnota byla naměřena u pšenice. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 35 

 

Stejné pořadí bylo zachováno při proměřování antioxidační aktivity v roce 2010. U otrub 

v roce 2009 taktéž nejvyšší úbytek absorbance byl vypočten u ječmene a triticale, nejnižší 

u špaldy a ovsa. Taktéž v roce 2010 se pořadí těchto obilovin nezměnilo. 

Z naměřených výsledků vyplynulo, že nejsilnější antioxidační působení vykazoval extrakt 

z ječmene. Už z literatury je známo, že ječmen vyniká svým zdrojem antioxidačních látek. 

Taktéž je obtížné porovnávání výsledků z různých studií vzhledem k variabilitě  

experimentálních podmínek [70].   

 

4.2 Antioxidační aktivita pšenice ozimé (Triticum aestivum) 

Pšenice obsahuje pestrou škálu bioaktivních látek, které mohou přispět k antioxidační  

aktivitě. Mezi tyto bioaktivní komponenty patří karotenoidy, tokoferoly, tokotrienoly,  

fenolové kyseliny, fytové kyseliny, fytosteroly a flavonoidy. Odhaduje se, že flavonoidy 

tvoří přibližně 2/3 fenolických látek v naší stravě a jejich nejvyšší koncentrace  

je soustředěna v aleuronové vrstvě. Obsah těchto biologicky aktivních látek je ovlivněn 

řadou environmentálních faktorů, jako je zeměpisná šířka, klimatické variace, nadmořská 

výška, typ půdy a další. Cílem této práce bylo zhodnocení antioxidační aktivity bílé mouky 

pšenice ozimé, celozrnné mouky a otrub.  

Pšeničná zrna byla pomleta pomocí laboratorního mlýnku, který umožňuje získat 4 frakce: 

mouka I, II, a otruby III, IV. 2 g těchto vzorků byly smíchány s 15 ml 80% metanolu, 

 následně umístěny na 15 min do ultrazvukové lázně. Po odstředění bylo 0,6 ml extraktu 

smíseno s 0,9 ml roztoku DPPH, který byl přípraven rozpuštěním 12,5 mg DPPH  

v 100 ml 80% metanolu. Reakční směs byla uchována v temnu a po 30 min byla měřena 

absorbance při vlnové délce 515 nm proti slepému vzorku (0,9 ml roztoku DPPH + 0,6 ml 

80% metanol). Slepý vzorek byl měřen v čase t=0, vzorek v čase t=30. Z těchto poznatků 

byl procentuální úbytek absorbance vypočten z následující  rovnice: 

% úbytek absorbance = [(Abs(t=0) - Abs(t=30)) / Abs(t=0)]  * 100                                                  (2) 

 

Vypočítaný procentuální úbytek absorbance u bílé mouky činil pouhých 23,26 %, u mouky 

celozrnné 49,57 % a u otrub 76,47 %. Jelikož bílá mouka obsahuje dvakrát méně  

flavonoidů než mouka celozrnná, tudíž i její antioxidační aktivita je nižší [71].  
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4.3 Obsah fytochemikálií a antioxidační aktivita barevných a nebarev-

ných druhů rýže 

Rýže (Oriza sativa)je jednou z důležitých obilovin na světě a také hlavním exportním 

 produktem Thajska. Jako každodenní potravina je používána zejména v asijských zemích. 

Je zdrojem mnoha bioaktivních živin, zejména fytochemikálií. Na světě existuje široká 

škála kultivarů rýže obsahujících barevné pigmenty a právě tyto druhy jsou bohaté  

na fenolické sloučeniny, antokyanová barviva s výraznou antioxidační aktivitou. Existují 

důkazy, že fenolické látky působí jako antioxidanty tím, že brání oxidaci LDL  

lipoproteinů, agregaci krevních destiček a červených krvinek. Působí také jako  

antimutagenní a antikarcinogenní činidla. Tyto sloučeniny jsou součástí každodenní 

 stravy, léčiv a potravinových doplňků. Kyanidin-3-O-β-D-glukopyranosid patří mezi  

nejrozšířenější antokyanové barvivo fialové rýže. Je známo pro své chuťové a zdraví 

 prospěšné vlastnosti. Tato studie byla zaměřena na stanovení fytochemikálií,  

antokyanových barviv, obsah celkových fenolů, fytových kyselin, γ-oryzanolu   

a antioxidační aktivity. Použitým rostlinným materiálem bylo 12 kultivarů barevné  

i nebarevné rýže. Tyto vzorky pocházely ze Surin Rice Centra Severovýchodního Thajska. 

Semena rýže byla pomleta na jemný prášek. 7 g tohoto prášku bylo extrahováno ve 21 ml 

různých rozpouštědel (metanol, destilovaná voda, hexan a etylacetát). Extrakce byla 

 provedena 1h na třepačce. Za sníženého tlaku při teplotě 50 °C bylo pomocí rotační  

odparky odstraněno rozpouštědlo. Antioxidační aktivita rýžových extraktů byla měřena 

pomocí DPPH testu. Jako standard byl použit BHA. Všechna měření byla provedena  

ve 3 vyhotoveních. Výpočet antioxidační aktivity: 

 

DPPH (%) =  (1-  ) * 100                                                                                  (3) 

kde: 

Asimple…...absorbance vzorku  

Acontrol…..absorbance kontroly (metanol + DPPH) 

 

Zjištěné hodnoty prokázaly vyšší antioxidační aktivitu barevné rýže oproti druhům 

 bezbarvých díky obsahu antokyanových barviv, které působí jako silná redukční činidla. 

Z použitých extrakčních činidel se nejúčinnějším ukázal metanol. Vysokou antioxidační 

aktivitu vykazoval také etanolový extrakt [72]. 
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4.4 Antioxidační aktivita semen amarantu, quioni a jejich klíčků během 

jejich růstu 

Využití amarantu a quinoi se v posledních letech rozšířilo nejen ve společné stravě,  

ale také ve stravě lidí s potravinovou alergií na lepek, celiakií. Tyto pseudoobiloviny mají 

vysokou nutriční hodnotu, která je spojena s kvalitou a množstvím bílkovin, tuků  

a antioxidantů. Rostlinným materiálem byla semena amarantu (Amaranhtus cruentus)  

odrůdy Aztek a Rawa pocházejících z východního Polska, semena quinoi (Chenopodium 

quinoa) pocházejících z Bolívie. Semena amarantu a quinoi byla ponechána ve vodě  

po dobu 3 hodin. Klíčky byly pěstovány po dobu 4 – 7 dnů po výsevu při teplotě 20 °C. 

Polovina kultivaru byla ponechána na denním světle, druhá polovina ve tmě.  

1 g jednotlivých rozdrcených vzorků byl po dobu 2h extrahován v rozpouštědle  

(metanol + 0,16 mol.dm
-3

 HCl + voda). Poměr těchto sloučenin činil 8:1:1. Extrakty byly 

odděleny dekantací a znovu extrahovány ve 40 ml 70% acetonu opět po dobu 2 h.  

Po odstředění byly vzorky uchovány v mrazáku při teplotě - 20 °C. Antioxidační účinek 

byl měřen metodou DPPH podle způsobu Yen a Chena (1995) s úpravou dle Bartona  

a Folta (2006). Do kyvet obsahujících rostoucí objemy vzorků (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,45,  

a 0,6 ml) s odpovídajícími objemovými díly metanolu, tak aby celkový objem byl 1 ml, 

bylo přidáno 0,4 ml metanol-acetátového pufru. Do každé kyvety byl nepipetován  

1 ml roztoku DPPH a po 24 h byla při vlnové délce 514 nm měřena absorbance reakční 

směsi. Celková antioxidační kapacita byla přepočtena na ekvivalentní množství troloxu 

(mmol.kg
-1

). Nejvyšší antioxidační aktivita byla naměřena u semen quinoy, nejnižší  

u semen amarantu odrůdy Rawa. Naměřené hodnoty semen amarantu byly srovnatelné, 

 či nižší, než údaje získané z měření různých odrůd pšenice. Vysokou antioxidační aktivitu 

vykazovaly klíčky amarantu a quinoi pěstované při denním světle, u klíčku pěstovaných  

za tmy bylo antioxidační působení výrazně nižší.  

Touto studií bylo prokázáno, že tyto alternativní plodiny vykazují značnou antioxidační 

aktivitu a jejich použití ve stravě je významným zdrojem potravy s vysokou výživnou  

hodnotou [73].   
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4.5 Stanovení antioxidační aktivity pohanky 

Pohanka je známá svým obsahem antioxidačních látek, vitaminů B1, B2, E a fenolických 

sloučenin jako je rutin, kvercetin aj. Kromě toho pohanková zrna vykazují vyšší  

antioxidační aktivitu než jiná obilná zrna (Zielinsky a Kozlowska, 2000).  

Mezi antioxidační sloučeniny zodpovědné za vysokou aktivitu v pohankových slupkách 

patří fenolické sloučeniny zahrnující flavonoidy, zatím co v pohankových kroupách  

jsou to katechininy. K určení antioxidační aktivity byla použita spektrofotometrická  

metoda DPPH. Rostlinným materiálem bylo několik kultivarů pohanky pocházejících 

z regionu Kyushu v Japonsku. Po rozemletí obilek bylo 0,6 g pohankové mouky  

extrahováno v 6 ml 80% etanolu. Extrakce probíhala v uzavřené zkumavce. Roztok  

byl zahřán na 80 °C a po 30 min inkubaci ochlazen a odstředěn po dobu 10 min.  

(3000 ot.min
-1

). Reagent DPPH byl rozpuštěn v 99,9% etanolu na konečnou koncentraci 

0,4 mmol.dm
-3

. Reakční směs se skládala z 0,3 ml 0,4 mmol.dm
-3

 DPPH,  

0,3 ml 200 mmol.dm
-3

 pufru (pH=6), 0,3 ml 20% etanolu, 0,24 80% metanolu a 0,06 ml 

zředěného pohankového extraktu. Právě přidáním pohankového extraktu byla zahájena 

reakce, po 20 min byla měřena absorbance při vlnové délce 520 nm. Jako kontrolní směs 

byl připraven roztok troloxu rozpuštěním v 80% etanolu na konečnou koncentraci  

0,2 mmol.dm
-3

. Radikálová činnost DPPH byla hodnocena poklesem absorbance 

 a vyjádřena jako ekvivalentní množství troloxu na 1 ml vzorku, vypočtena z kalibrační 

křivky. Naměřená antiradikálová činnost se pohybovala od 0,497 do 1,233 µmol  

ekv. troloxu na 1 ml vzorku. Velmi vysoké hodnoty byly naměřeny u odrůd Phapal  

a Mitephapal pocházejících z Nepálu. Druhou skupinou s vysokým antioxidačním účinkem 

jsou druhy pocházející z Francie a Kanady. Uschimoko 9, pocházející z Číny ukázala 

 nejnižší antioxidační aktivitu a to 0,497 µmol ekv. troloxu na 1 ml vzorku. Aktivita  

japonských odrůd se pohybovala v rozmezí 0,581 – 0,922 µmol ekv. troloxu.ml
-1

 [74].    

 

Obrázek 11 Loupaná semena pohanky seté (Fagopyrum esculentum) [75] 
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4.6 Stanovení antioxidační aktivity surového extraktu čiroku 

Čirok (Sorghum bicolor) je důležitou potravinovou plodinou v mnoha částech světa.  

Tato alternativní plodina je bohatá na fytochemikálie jako jsou třísloviny fenolické  

kyseliny, antokyany a fytosteroly. Nedávné studie dokázaly antioxidační, antikarcinogenní 

účinky. Pohanka má taktéž blahodárný účinek na kardiovaskulární systém a podílí  

se na snižování cholesterolu. Všechny odrůdy čiroku pocházely ze zemědělského družstva 

v Kangwonu. 2 g jemně pomletého osiva z každé odrůdy čiroku byly 24 h extrahovány 

100% metanolem při pokojové teplotě.  Každý roztok byl potom zfiltrován pomocí 

Whatman filtračního papíru č. 42. Prostřednictvím rotační odparky při teplotě 40 °C byly 

použité extrakty odpařeny. Po suspendaci ve vodě byly surové extrakty rozděleny  

a smíchány s hexanem, etylacetátem, n-butanolem a vodou. Účinky rostlinných extraktů  

na radikálovou činnost DPPH byly studovány pomocí modifikované metody Shimada, 

Fujikawa, Yahara a Nakamura (1992). Roztok DPPH byl připraven zředěním  

0,15 ml DPPH se 4 ml metanolu. 1 ml této směsi byl přidán k připravenému vzorku čiroku. 

Reakční směs byla protřepána a inkubována při pokojové teplotě. Po 30 min byla měřena 

absorbance výsledného roztoku při vlnové délce 517 nm proti blanku. Inhibiční procento 

bylo vypočteno dle následující rovnice [76].   

% inhibice = [1- (Abssample) / Abskontrol)] * 100                                                                (4) 

Naměřené hodnoty udává obrázek č. 12 

 

 

Obrázek 12 Činnost DPPH radikálu ve vybraných odrůdách čiroku [76]       
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL EXPERIMENTÁLNÍ ČÁSTI PRÁCE 

Cílem této diplomové práce je stanovení antioxidační aktivity netradičních druhů cereálií 

metodou DPPH za využití různých způsobů extrakce s metanolem. Analyzovanými vzorky 

budou pomletá zrna různých druhů pšenice a zrna barevných a nebarevných druhů rýže. 

Pomocí několika extrakčních činidel budou z těchto druhů netradičních obilovin  

připraveny extrakty. Extrakce bude probíhat 60 min v ultrazvuku, nebo 24 h ve tmě. Poté 

budou extrakty odstředěny a zfiltrovány. Vzorky poté budou ponechány reagovat 

s pracovním roztokem DPPH a tato reakční směs bude po dobu 60 minut ponechána 

v temnu. Pomocí spektrofotometru Libra S6 bude měřena absorbance při vlnové délce  

515 nm proti příslušnému použitému extrakčnímu činidlu. Cílem bude také zhodnotit 

 jednotlivé extrakce. 
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6 METODIKA 

6.1 Použité chemikálie 

 DPPH (Sigma Aldrich, Německo) 

 Metanol (Chrudim) 

 Destilovaná voda, destilační aparatura 

 HCl  (37%, Lukeš, Uherský Brod) 

 Carrez I + Carrez II (30% síran zinečnatý + 15% hexakyanoželeznatan draselný) 

 Trolox (Sigma Aldrich, Německo) 

6.2 Použité přístroje a laboratorní vybavení 

Běžné laboratorní vybavení 

 Analytické váhy (Adam, AFA-210 LC) 

 Ultrazvuková lázeň 

 Tmavé lékovky 

 Erlenmayerovy baňky 

 Kádinky, nálevky, odměrné baňky, pipety aj. 

 Mikropipety (Biohit Proline 1 – 100 μl, 100 – 1000 μl) 

 Odstředivka 

 Spektrofotometr Libra S6 (Biochrom) 

 

                            

Obrázek 13 Analytické váhy AFA-210 LC      Obrázek 14 Mikropipeta 100 – 1000 μl 
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6.3 Charakteristika analyzovaných vzorků 

K analýze bylo použito celkem 15 vzorků, z toho 11 vzorku barevné a bezbarvé rýže 

 a 4 vzorky pšenice (Kamut, bio červená, ozimá, špalda). 

6.3.1 Pšenice ozimá 

Pšenice ozimá – produkt kontrolovaného ekologického zemědělství. Balení obsahuje  

1000 g. Energetická hodnota/ energie ve 100 g činí 1199 kJ/285 kcal. Obsah bílkovin:  

12 g, obsah sacharidů: 57 g a obsah tuků: 1,9 g. 

                                            

Obrázek 15 Balení pšenice ozimé bio                        Obrázek 16 Zrna pšenice ozimé 

 

6.3.2 Pšenice špalda 

Tento analyzovaný vzorek je původem z České republiky. Balení obsahuje 1 kg špaldy. 

Nutriční obsah ve 100 g je 1480 kJ/352 kcal, 16 g bílkovin, 68 g sacharidů a 68 g tuku.  

                                            

Obrázek 17 Balení pšenice špaldy                            Obrázek 18  Zrna pšenice špaldy 
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6.3.3 Kamut 

Obsah balení činil 500 g. Kalorická hodnota/energie na 100g je 1411kJ/337 kcal.  

Bílkoviny činí 14,2 g, sacharidy 70,4 g, tuky 2,2 g, vláknina 9,1 g.  

 

 

                                    Obrázek 19 Kamut zrno bio 

 

6.3.4 Pšenice červená bio 

Pšenice červená bio byla vypěstována na ekologické farmě na území jižní Moravy.  

Výrobcem je společnost Bio nebio. Hmotnost v balení činí 300 g. Výživové informace jsou 

následující. Energie: 1385 kJ/331 kcal, bílkoviny: 10,4 g, sacharidy: 74,2 g, tuky:  

1,6 g a vláknina: 12,5 g. 

 

                  

Obrázek 20 Zrna pšenice červené                       Obrázek 21  Mletá zrna pšenice červené 
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6.3.5 Dlouhozrnná rýže Lagris 

Jedná se o dlouhozrnná loupaná zrna rýže seté balena ve varných sáčcích. Nutriční hodnota 

ve 100 g vzorku činí 1496 kJ/357 kcal, 6,7 g bílkovin, 80,4 g sacharidů a 0,4 g tuku. 

 

                                         

Obrázek 22 Balení dlouhozrnné rýže          Obrázek 23 Dlouhozrnná rýže ve varném sáčku 

 

 

6.3.6 Rýže červená biolinie 

Analyzovaný vzorek biolinie bio červené rýže je produktem ekologického zemědělství. 

Balení obsahuje 500 g rýže. Nutriční hodnoty nebyly na obale uvedeny. 

 

 

 

                              Obrázek 24 Rýže červená Biolinie 
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6.3.7 Rýže červená natural 

Rýže červená natural je balena do 500 g balení. Země původu této netradiční obiloviny 

 je Řecko. Nutriční hodnoty na obalu nejdou udány. 

 

 

                                              Obrázek 25 Rýže červená Natural 

 

6.3.8 Bio mléčná rýže kulatozrnná loupaná 

Původní zemí mléčné rýže je Itálie. Balení obsahuje 500 g rýže. Nutriční hodnota rýže  

ve 100 g činí 1397 kJ/334 kcal. Obsah živin ve 100 g: bílkoviny 6,7 g, sacharidy 80,4 g  

a tuky 0,4 g. 

 

 

                                             Obrázek 26 Zrna bio mléčné rýže 

6.3.9 Grünkern 

 Grünkern je balen v 300 g balení, energetická hodnota činí 1382 kJ/329 kcal. Ve 100 g 

obiloviny je obsaženo 18,3 g bílkovin, 82,5 g sacharidů a 3 g tuku. 
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                                        Obrázek 27 Grünkern 

6.3.10 KhawDam  

KhawDam, jedná se o černou neloupanou dlouhozrnnou rýži pocházející z Laosu. Rýže  

je balena do 500 g balení. Energetická hodnota ve 100 g je 1520 kJ/359 kcal. Bílkoviny 

v množství 9,0 g, sacharidy 75,0 g a tuky 2,5 g. 

                  

Obrázek 28 Celá zrna KhawDam                   Obrázek 29 Pomletá zrna KhawDam 

   

6.3.11  Jasmínová rýže hnědá 

Jasmínová rýže hnědá je produktem společnosti El Puente. Pochází z Thajska a je balena 

v množství 500 g. Energetické hodnoty na obale nejsou uvedeny. 

 

 

                                Obrázek 30 Jasmínová rýže hnědá 
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6.3.12 Jasmínová rýže červená 

Analyzovaný vzorek je opět produktem společnosti El Puente. Taktéž jako jasmínová rýže 

hnědá pochází z Thajska a je balena v 500 g balení. Nutriční obsah na obale není udán. 

 

                              Obrázek 31 Jasmínová rýže červená 

 

6.3.13 Basmati natural 

Basmati natural je rýže pocházející z Řecka. Je balena do 500 g balení. Nutriční hodnoty 

na obale nejsou uvedeny. 

 

                         Obrázek 32 Balení rýže Basmati natural 

 

 

                                   Obrázek 33 Zrna rýže Basmati 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 49 

 

6.3.14 Lila Reis  

500 g balení této speciální rýže obsahuje 40 % bílé dlouhozrnné rýže, 40 % bílé rýže  

(lepkavá rýže Kainoy) a 20 % fialové rýže. Tato rýže je velmi zvláštní tím, že po uvaření 

zcela zfialoví. Nutriční obsah ve 100 g této rýže je 6,8 g bílkovin, 77,8 g sacharidů,  

0,6 g tuku, 1461 kJ. 

 

 

                         Obrázek 34 500g balení rýže Lila Rreis 

 

 

                       

Obrázek 35 Celá zrna Lila Reis                                 Obrázek 36  Pomletá zrna Lila Reis      

 

                                                             

6.3.15 Rýže černá natural 

Rýže černá natural pochází ze zemí EU. Je balena do 200 g balení. Více informací o této 

obilovině na obale není udáno.  
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Obrázek 37 Balení rýže černé natural                    Obrázek 38 Zrna rýže černé 

 

6.3.16  Příprava vzorků pro následnou extrakci 

Všechny vzorky byly pomlety pomocí laboratorního mlýnku Waltner Biotech na hrubost 

jemné mouky. Namleté vzorky byly skladovány v polypropylenových nádobách,  

skladované při laboratorní teplotě nejdéle 14 dnů. 

 

6.4 Optimalizace extrakčních postupů při metodě DPPH s použitím  

metanolu jako hlavního extrakčního činidla 

Extrakce je separační metoda, při které přechází složky látky v kapalné či tuhé fázi do jiné 

kapalné fáze. Je v hodná pro izolaci tepelně nestálých látek, protože se může provádět  

jak za laboratorní teploty, tak za chladu. Obecně platí, že opakovaná extrakce několika 

menšími podíly rozpouštědla je účinnější než extrakce celým množstvím rozpouštědla. 

Extrakce z pevné fáze do kapaliny můžeme rozdělit  na: 

 maceraci  

 digesci 

 kontinuální extrakci v Soxhletově extraktoru 

Macerace je nejjednodušší extrakce, při níž je tuhá fáze smísena s kapalným  

rozpouštědlem a následně zfiltrována. Digesce je macerace horkým rozpouštědlem. 
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6.4.1 Extrakční činidla 

Jako extrakční činidlo byl použit metanol a testovaná extrakční směs obsahující metanol, 

HCl a vodu. Extrakční směs obsahující kyselinu chlorovodíkovou byla připravena 

 následně. Do 100 ml odměrné baňky bylo napipetováno 18 ml destilované vody. 

V digestoři byly k destilované vodě přidány 2 ml HCl, potom byl po rysku dolit metanol. 

Po uzavření odměrné baňky byla směs promíchána. Jelikož tato koncentrace HCl analýze 

nevyhovovala, byla stejným způsobem připravena nová extrakční směs v poměru: 

 0,5 HCl + 19,5 destilovaná voda + 80 metanol. 

 Kyselina chlorovodíková způsobovala odbarvování pracovního roztoku DPPH.  

I přes přípravu několika extrakčních směsí, v níž byla tato kyselina v nižší koncentraci, 

bylo docíleno toho, že tato směs nebyla vhodná pro analýzu s použitím DPPH. Proto bylo 

dále pracováno se směsí s absencí této kyseliny, tudíž nová extrakční směs, která byla  

vyzkoušena, měla složení 80 dílů metanolu a 20 dílů destilované vody. 

6.4.2 Testované způsoby extrakce 

6.4.2.1 Extrakce v ultrazvuku 

Do vytárované tmavé uzavíratelné lékovky bylo naváženo 5 g pomletého vzorku 

s přesností na 0,1 mg. Potom bylo ke vzorku napipetováno extrakční činidlo (metanol  

či metanolová extrakční směs s vodou.). Pokud šlo o vzorky barevné, extrakčního činidla 

bylo napipetováno 25 ml, u bezbarvých vzorků 10 ml. Uzavřená lékovka se vzorkem byla 

vložena na 60 min do ultrazvukové lázně zahřáté na teplotu 40 °C. Jelikož ultrazvuk  

způsobuje pohyb molekul, které se navzájem o sebe třou a tím se uvolňuje teplo,  

je nutno pomocí teploměru udržovat stanovenou teplotu. Získané extrakty byly přelity  

do zkumavek a odstředěny pomocí odstředivky po dobu 10 – 20 minut při 6000 ot.min
-1

.  

Po odstředění následovala filtrace. Jedná se opět o metodu dělení heterogenních směsí 

pevná fáze – kapalina. Roztok prochází filtrační přepážkou, která zachycuje částice pevné 

fáze, kapalná fáze prochází a nazývá se filtrát. K filtraci byl použit modrý filtrační papír 

Filtrapak. 
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                               Obrázek 39 Ultrazvuk PS04000A 

6.4.2.2 24 h extrakce na třepačce 

24 hodinová extrakce zahrnuje stejnou přípravu vzorku jako u extrakce v ultrazvukové 

lázni. Extrakce však probíhá v temnu. Do vytárované Erlenmayerovy baňky je naváženo 

s přesností na 4 desetinná místa 5 g pomletého vzorku, ke kterému je přidáno extrakční 

činidlo ve množství, jako je uvedeno v kapitole 6.4.2.1. Uzavřená Erlemayerova baňka  

se vzorkem byla 24 hodin ponechána ve tmě. Po ukončení procesu extrakce byly získané 

extrakty přelity do zkumavek a odstředěny pomocí odstředivky po dobu 10 – 20 minut  

při 6000 ot.min
-1

. Po odstředění následovala filtrace. Jedná se opět o metodu dělení  

heterogenních směsí pevná fáze – kapalina. Roztok prochází filtrační přepážkou, která  

zachycuje částice pevné fáze, kapalná fáze prochází a nazývá se filtrát. K filtraci byl použit 

modrý filtrační papír Filtrapak.  

 

 

 

                                       Obrázek 40 Odstředivka 
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6.5 Nastavení metodiky stanovení antioxidační aktivity s využitím 

DPPH v oblasti netradičních druhů cereálií 

6.5.1 Příprava zásobního a pracovního roztoku DPPH 

Do vytárované lodičky na analytických vahách navážíme 0,012 g krystalické látky  

DPPH s přesností na 0,1 mg a toto množství kvantitativně převedeme do 50 ml odměrné  

baňky. Odměrnou baňku dolijeme metanolem po rysku a uzavřeme zátkou. Pro dostatečné  

rozpuštění chemikálie DPPH umístíme odměrnou baňku zhruba na 10 minut  

do ultrazvukové lázně. Ultrazvuk způsobuje tření molekul o sebe a tím zahřívání roztoku, 

čímž dojde k dostatečnému rozpuštění DPPH. Zásobní roztok se zchladí pod tekoucí vodou 

nebo se nechá stát v temnu při laboratorní teplotě. Pokud zásobní roztok není použit 

k analýze, tak jelikož se jedná o relativně stabilní roztok, může být uchováván v mrazáku 

při teplotě -18 °C po dobu i několika týdnů. 

 Pracovní roztok DPPH byl připraven tak, že do kádinky ze zásobního roztoku bylo  

napipetováno 10 ml zásobního roztoku DPPH, k němuž bylo přidáno 45 ml metanolu. 

 Následně byla změřena absorbance tohoto roztoku při vlnové délce 515 nm proti metanolu 

jako blanku. Absorbance tohoto roztoku se pohybuje kolem 1 a je označována jako A0. 

Tato hodnota je nezbytná pro výpočet procentuálního úbytku absorbance.  

6.5.2 Příprava reakční směsi 

Z pracovního roztoku DPPH je následně do kádinek rozpipetováno po 8,55 ml. K tomuto 

množství pracovního roztoku DPPH je poté přidáno 450 μl extraktu vzorku, který byl  

získán postupem uvedeným v kapitolách 6.4.2.1 a 6.4.2.2. Každá kádinka byla označena 

názvem a číslem vzorku a dobou, kdy došlo ke smísení vzorku a pracovního roztoku.  

Reakční směs byla uložena do tmy a po 60 min byla měřena její absorbance (úbytek  

absorbance) při 515 nm. Získaná absorbance je označována jako A1. Od každého vzorku 

byly připraveny 2 – 4 reakční směsi, které byly třikrát proměřeny. Pokud se reakční směs 

začne po aplikaci vzorku odbarvovat, nebo k celkovému odbarvení dojde do 60 minut  

po uložení na temné místo, je nutno vzorek naředit a připravit novou reakční směs. 
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6.6 Příprava kalibrační křivky 

Pro přípravu sestrojení kalibrační křivky pro metodu DPPH byl jako standard použit  

trolox. Do 200 ml odměrné baňky bylo na analytických vahách naváženo 0,160 g troloxu, 

čímž byla získána koncentrace 800 mg.l
-1

. Z toho zásobního roztoku byly do 10 ml  

odměrných baněk připraveny tyto koncentrace troloxu (20, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 

140, 150, 160 mg.l
-1

). Baňky byly po rysku doplněny metanolem.  

Z každé odměrné baňky bylo odpipetováno 450 μl příslušné koncentrace z kalibrační  

křivky a smíseno s 8,55 ml pracovního roztoku DPPH. Reakční smě byla ponechána 

v temnu a po 60 minutách byla proměřena absorbance při vlnové délce 515 nm proti 

 metanolu. Absorbance každé odměrné baňky s požadovanou koncentrací troloxu byla  

měřena třikrát. Ze získaných hodnot absorbance byl udělán průměr a následně vypočítán 

procentuální úbytek absorbance dle vzorce: 

 

 Úbytek absorbance (%)  =  [ (A0 – A1) / A0 ]  * 100                                                       (5)          

kde: 

A0…..absorbance pracovního roztoku DPPH 

A1…..absorbance reakční směsi (pracovní roztok DPPH + připravená koncentrace troloxu) 

Kalibrační křivka byla sestrojena jako závislost úbytku absorbance (%) na koncentraci 

troloxu v mmol.dm
-3

 (mmol.l
-1

). 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

7.1 Výsledky extrakcí  

Všechny vzorky byly nejprve extrahovány ve 25 ml extrakčního činidla. U nebarevných 

vzorků však absorbance přesahovala 1,0 tzn, že extrakt vzorku vykazoval tak velmi nízkou 

antioxidační aktivitu, že nebylo možno v tomto případě metodu použít. Bylo nutno vzorek 

zakoncentrovat, tudíž nebarevné vzorky byly extrahovány do 10 ml metanolu či 10 ml 

směsi metanol:voda (80:20). Např. u vzorku bílé dlouhozrnné rýže průměrná absorbance 

dosahovala 1,123, a to z toho důvodu, že se jednalo o rýži s obroušenými obalovými  

vrstvami. Právě nejvyšší koncentraci antioxidačních látek najdeme v obalových vrstvách, 

jak uvádí autoři Ivanišová et al. (2012) [70]. Tedy pro nebarevné vzorky bylo pro extrakci 

zvoleno 10 ml extrakčního činidla. U vzorků pšenice špaldy a ozimé došlo při extrakci 

k nabobtnání a k počáteční imbibici škrobových zrn. Autor Velíšek definuje imbibici jako 

přijímání vlhkosti škrobových zrn. Škrobová zrna jsou ve vodě nerozpustná, při záhřevu 

však množství absorbované vody roste, aniž se poruší jejich integrita. Tento děj je právě 

nazýván jako imbibice škrobu [77]. V tomto případě bylo nutno zvýšit množství  

extrakčního činidla na 15 ml. U barevných vzorků bylo množství 25 ml extrakčního činidla 

dostačující, avšak i u některých došlo vlivem vysoké koncentrace antioxidantů k odbarvení 

reakční směsi. V tomto případě bylo nutno vzorek zředit, čili snížit koncentraci  

antioxidačních látek. Ředění v různých poměrech bylo provedeno několikrát. Bylo totiž 

nutné dosáhnout takového poměru vzorku a činidla, aby se reakční směs zcela neodbarvila 

a to do 60 minut. Na odbarvení reakční směsi se z velké míry podílela také antokyanová 

barviva, která vykazují vysoké antioxidační vlastnosti. Tyto látky způsobí redukci radikálu 

DPPH, což se projeví odbarvením fialového roztoku na žlutou. Absorbance takto  

odbarveného roztoku je pak neměřitelná. Vzhledem k tomu, že některé z látek vykazujících 

antioxidační vlastnosti jsou do jisté míry termolabilní, proto byl volen postup optimalizace 

extrakce s volbou vhodného objemu extrakčního činidla. Dále je možno zvolit  

zakoncentrování vzorku pomocí vakuové odparky, ovšem s přihlédnutím k bodu varu  

metanolu toto bylo zavrhnuto. Lépe by bylo možno využít metodu vakuového odpařování 

s následným chlazením. 
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Při extrakci reakční směsí obsahující HCl v poměru 2 (HCl) : 18 (destilovaná voda) : 80 

(metanol) se reakční směs ihned odbarvila. Nepomohlo ani zředění vzorku. Proto byla 

 připravena nová reakční směs stejného složení, ale v poměru 0,5:19,5:80. Snížením  

koncentrace HCl došlo opět k odbarvení reakční směsi. Tudíž bylo zjištěno, že HCl není 

vhodná pro tuto metodiku. Nová extrakční směs obsahovala pouze vodu a metanol  

v poměru 20:80. Kyselina chlorovodíková napomáhá lepšímu uvolnění vázaných  

antioxidantů v buněčných stěnách obalových vrstev, jak u ovoce, tak u obilovin. Příkladem 

je provedená extrakce 10 g čerstvého, homogenizovaného ovoce ve 40 ml extrakční směsi 

obsahující taktéž HCl, metanol a vodu v poměru 2:80:18 autorky Sengee, která se ve své 

dizertační práci zabývala stanovením biologických látek v ovoci [78].   

U vzorků pšenice ozimé a špaldy byl extrakt směsí silně zakalen. Jelikož pšenice špalda 

 a ozimá jsou bohaté na vysoké množství škrobu, lze předpokládat, že právě ten zákal  

způsobil. Vzorky byly nejprve zpracovány předepsaným způsobem, čili odstředěny,  

zfiltrovány přes filtrační papír, ale i přesto zákal dále přetrvával. Po aplikaci vzorku  

do pracovního roztoku byla přes zákal reakční směs neměřitelná. Poté byl znovu 

 připravený extrakt opět odstředěn, přefiltrován přes syring mikrofiltry a opět odstředěn 

 a přefiltrován přes filtrační papír. I přes použití tohoto postupu se zákal nepodařilo 

 odstranit. Další možností pro odstranění zákalu bylo použití Carezzových činidel. Získaný 

extrakt byl odstředěn a poté byly k němu přidány 3 kapky Carrez I., po 1 minutě 3 kapky 

Carrez II. Carrezova činidla se používají k vyčeření bílkovin, avšak s bílkovinami jsou 

strhávány i škroby, na které jsou tyto obiloviny bohaté. Po odstředění, filtraci bylo  

450 μl vyčeřeného extraktu smíseno s 8,55 ml pracovního roztoku DPPH. Po smísení  

se však utvořila sraženina, která byla odstraněna odstředěním a tím byla získána čirá  

reakční směs, která byla uložena do tmy a po 60 minutách byla měřena absorbance. 

7.2 Výsledky měření kalibrační přímky 

Z hodnot uvedených v kapitole 6.6 byla sestrojena kalibrační křivka. V našem případě 

hodnota spolehlivosti činila 0,9996. Získaná rovnice lineární regrese byla:   

y = 162,46 x + 2,2177 

Kalibrační křivka byla sestrojena jako závislost úbytku absorbance (%) na koncentraci 

troloxu (mmol.l
-1

) 
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                  Tabulka 1 Hodnoty pro sestrojení kalibrační křivky 

 

koncentrace 

mg.l
-1 

koncentrace 

mmol.dm
-3 A0 A1 A2 A3 průměr A úbytek A [%] 

0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0,08 1,158 1,156 1,157 1,154 1,156 16,00 

40 0,16 1,158 1,010 1,011 1,008 1,010 28,61 

40 0,16 1,158 1,009 1,007 0,999 1,005 29,01 

50 0,20 1,158 0,935 0,933 0,931 0,933 35,23 

50 0,20 1,158 0,939 0,938 0,931 0,936 34,97 

60 0,24 1,158 0,864 0,865 0,867 0,865 41,07 

60 0,24 1,158 0,869 0,868 0,861 0,866 41,02 

70 0,28 1,158 0,789 0,787 0,782 0,786 47,92 

70 0,28 1,158 0,783 0,786 0,784 0,784 48,07 

80 0,32 1,158 0,710 0,711 0,713 0,711 54,37 

80 0,32 1,158 0,709 0,710 0,710 0,710 54,52 

100 0,40 1,158 0,563 0,567 0,566 0,565 66,98 

100 0,40 1,158 0,567 0,567 0,563 0,566 66,95 

120 0,48 1,158 0,411 0,411 0,419 0,414 80,08 

120 0,48 1,158 0,416 0,415 0,415 0,415 79,93 

140 0,56 1,158 0,262 0,263 0,262 0,262 93,15 

140 0,56 1,158 0,261 0,261 0,260 0,261 93,29 

150 0,60 1,158 0,189 0,184 0,188 0,187 99,65 

150 0,60 1,158 0,183 0,189 0,187 0,186 99,71 

160 0,64 1,158 0,112 0,114 0,112 0,113 106,07 

160 0,64 1,158 0,117 0,114 0,114 0,115 105,87 
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                 Graf 1 Kalibrační křivka troloxu 

 

 

7.3 Výsledky spektrofotometrického měření antioxidační aktivity 

 metodou DPPH 

Absorbance všech vzorků byla měřena pomocí spektrofotometru Libra S6. Každý vzorek 

byl proměřen ve trojím provedení. Taktéž byla proměřena absorbance pracovního roztoku. 

Z naměřených absorbancí u vzorku byl vypočten procentuální úbytek absorbance  

dle vzorce: 

Úbytek absorbance (%) = [(A0 – A1) / A0] * 100 

Pro výpočet celkové antioxidační aktivity bylo nutno znát také navážku vzorku, množství 

extrakčního činidla v ml a popř. ředění. Příklad těchto hodnot udává tabulka 1.  

Výsledky průměrné celkové antioxidační aktivity jednotlivých extrakcí v μmol troloxu  

na g (µmol.g
-1

) a směrodatná odchylka jsou uvedeny v tabulkách č. 2, 3, 4 a 5. 
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Tabulka 2 24 hodinová extrakce metanolem 

VZOREK Navážka 

    (g) 

Metanol 

  (ml) 

Úbytek 

A (%) 

ředění Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Ø Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Směrodatná 

odchylka 

Lagris 5,0021 10 38,72  0,449   

dlouhozrná 5,0089 10 40,42  0,469 0,46 0,01 

rýže 5,0053 10 39,15  0,454   

Biolinie  5,0056 25 69,38 1:9 20,53   

červená  5,0050 25 71,14 1:9 21,191 20,87 0,27 

rýže 5,0050 25 70,12 1:9 20,878   

Natural 5,0010 25 65,02 1:4 9,662   

červená 5,0033 25 64,41 1:4 9,564 9,58 0,06 

rýže 5,0022 25 64,12 1:4 9,522   

Bio  5,0050 10 23,15  0,257   

mléčná 5,0091 10 23,49  0,261 0,26 0,00 

kulatozrná 5,0075 10 23,20  0,258   

KhawDam 5,0027 25 71,79 1:15 34,241   

černá 5,0032 25 72,62 1:15 34,646 34,28 0,29 

rýže 5,0035 25 71,19 1:15 33,940   

Hnědá 5,0052 10 55,19  0,651   

jasmínová 5,0049 10 55,60  0,657 0,65 0,00 

rýže 5,0050 10 55,21  0,652   

 5,0015 10 31,97 1:4 1,831   

Grünkern 5,0082 10 34,18 1:4 1,964 1,88 0,06 

 5,0017 10 32,12 1:4 1,839   

 5,0027 25 35,77 1:4 5,160   

Lila Reis 5,0065 25 37,99 1:4 5,498 5,29 0,15 

 5,0052 25 36,12 1:4 5,212   

 5,0010 10 70,31  0,838   

Basmati 5,0060 10 67,25  0,799 0,82 0,02 

natural 5,0023 10 68,12  0,812   

Červená 5,0036 25 82,04 1:14 36,824   

jasmínová 5,0016 25 80,89 1:14 36,308 36,58 0,21 

rýže 5,0024 25 81,52 1:14 36,593   

Bio 5,0021 25 33,61  0,966   

pšenice 5,0050 25 31,32  0,892 0,92 0,03 

červená 5,0042 25 31,85  0,911   

Kamut 5,0006 10 37,89  0,439   

zrno 5,0063 10 37,97  0,439 0,44 0,00 

bio 5,0060 10 37,92  0,439   

Černá 5,0029 25 32,65 1:15 14,977   

rýže 5,0053 25 37,01 1:15 17,115 16,10 0,88 

Natural 5,0041 25 35,18 1:15 16,218   

Pšenice 5,0025 15 37,39  0,649   

špalda 5,0005 15 35,47  0,614 0,63 0,01 

 5,0012 15 35,93  0,622   

Pšenice 5,0066 15 51,66  0,912   

ozimá 5,0068 15 51,66  0,912 0,91 0,00 

 5,0062 15 51,73  0,913   
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24 hodinovou extrakcí metanolem vykazovala nejvyšší úbytek absorbance s průměrnou 

procentuální hodnotou 81,5 % červená jasmínová rýže, Která obsahovala zároveň nejvyšší 

množství antioxidantů v hodnotě 36,58 μmol.g
-1 

± 0,21. Vysoký úbytek absorbance a také 

množství antioxidačně aktivních látek vykazovala černá neloupaná rýže KhawDam.  

Zde úbytek absorbance činil 71,9 %, množství antioxidantů 34,28 μmol.g
-1 

± 0,29. U těchto 

vzorků je předpokládaná vysoká antioxidační aktivita a to z toho důvodu, že se jedná 

 o vzorky barevné, tudíž k antioxidačnímu působení přispívají antokyanová barviva.  

Naopak nejnižší úbytek antioxidační aktivity byl zjištěn u vzorků bio mléčné kulatozrnné 

rýže (23,3 %), u pšenice bio kamut (37,9 %) a u dlouhozrnné rýže Lagris (39,4 %).  

Množství antioxidantů v těchto nebarevných vzorcích bylo následující: bio mléčná  

kulatozrnná rýže 0,26 μmol.g
-1 

± 0,00, kamut zrno bio 0,44 μmol.g
-1 

± 0,00 a dlouhozrnná 

rýže Lagris 0,46 μmol.g
-1 

± 0,01. U vyjádření antioxidační aktivity se vždy jedná  

o μmol troloxu na 1 g obiloviny. 
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Tabulka 3 Hodinová extrakce metanolem v ultrazvuku 

VZOREK Navážka 

    (g) 

Metanol 

  (ml) 

Úbytek 

A (%) 

ředění Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Ø Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Směrodatná 

odchylka 

Lagris 5,0071 10 18,91  0,202   

dlouhozrnná 5,0049 10 17,91  0,193 0,20 0,00 

rýže 5,0051 10 18,63  0,202   

Biolinie  5,0223 25 45,27 1:4 6,596   

červená  5,0196 25 46,95 1:4 6,857 6,71 0,11 

rýže 5,0187 25 45,83 1:4 6,686   

Natural 5,0025 25 39,26 1:9 11,395   

červená 5,0031 25 34,89 1:9 10,049 10,52 0,62 

rýže 5,0030 25 35,12 1:9 10,120   

Bio  5,0036 10 63,42  0,629   

mléčná 5,0032 10 53,00  0,625 0,63 0,00 

kulatozrnná 5,0030 10 53,12  0,626   

KhawDam 5,0000 25 73,38 1:14 32,852   

černá 5,0006 25 66,82 1:14 29,820 31,21 1,25 

rýže 5,0009 25 69,32 1:14 30,972   

Hnědá 5,0006 10 65,22  0,776   

jasmínová 5,0045 10 62,59  0,743 0,76 0,01 

rýže 5,0021 10 63,18  0,750   

 5,0025 10 36,43 1:4 2,105   

Grünkern 5,0047 10 36,85 1:4 2,129 2,11 0,01 

 5,0032 10 36,39 1:4 2,102   

 5,0050 25 83,56  2,501   

Lila Reis 5,0002 25 85,97  2,578 2,53 0,03 

 5,0012 25 83,96  2,515   

 5,0000 10 63,54  0,755   

Basmati 5,0032 10 67,92  0,808 0,78 0,02 

natural 5,0015 10 64,12  0,762   

Červená 5,0050 25 47,87 1.15 22,458   

jasmínová 5,0023 25 52,98 1:15 22,985 23,51 1,07 

rýže 5,0032 25 49,12 1:15 23,081   

Bio 5,0055 25 43,75  1,277   

pšenice 5,0075 25 40,33  1,174 1,22 0,04 

červená 5,0050 25 41,12  1,196   

Kamut 5,0010 10 54,45  0,643   

zrno 5,0015 10 54,78  0,647 0,65 0,00 

bio 5,0011 10 54,62  0,645   

Černá 5,0058 25 39,13 1:15 18,156   

rýže 5,0036 25 42,01 1:15 19,581 18,81 0,59 

Natural 5,0037 25 40,22 1:15 18,699   

Pšenice 5,0004 15 37,98  0,660   

špalda 5,0032 15 38,81  0,675 0,66 0,01 

 5,0030 15 37,56  0,652   

Pšenice 5,0018 15 41,38  0,723   

ozimá 5,0015 15 41,78  0,730 0,73 0,01 

 5,0011 15 52,14  0,737   
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V případě hodinové extrakce za použití metanolu jako extrakčního činidla bylo nejvyšší 

množství antioxidantů naměřeno v rýži černé KhawDam v množství 31,21 μmol.g
-1 

± 1,25. 

Následovala červená jasmínová rýže s obsahem antioxidantů 23,51 μmol.g
-1 

± 1,07.  

Vysoký obsah byl také stanoven u rýže černé natural, zde obsah antioxidačně aktivních 

látek činil 18,81 μmol.g
-1 

± 0,59. Nejnižší hodnoty byly naměřeny u kulatozrnné rýže  

Lagris  (0,20 μmol.g
-1 

± 0,00), a bio mléčné rýže (0,63 μmol.g
-1 

± 0,00). U vyjádření  

antioxidační aktivity se vždy jedná o μmol troloxu na 1 g obiloviny. 
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Tabulka 4 24 hodinová extrakce směsí metanol:voda 

VZOREK Navážka 

    (g) 

Metanol 

  (ml) 

Úbytek 

A (%) 

ředění Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Ø Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Směrodatná 

odchylka 

Lagris 5,0090 10 26,23  0,295   

dlouhozrnná 5,0048 10 26,70  0,301 0,30 0,00 

rýže   5,0051 10 26,26  0,296   

Biolinie  5,0052 25 30,49 1:15 13,908   

červená  5,0012 25 31,17 1:15 14,254 14,29 0,33 

rýže 5,0031 25 32,11 1:15 14,711   

Natural 5,0010 25 65,97 1:10 21,579   

červená 5,0016 25 69,51 1:10 22,774 22,00 0,55 

rýže 5,0021 25 66,15 1:10 21,635   

Bio  5,0013 10 20,98  0,231   

mléčná 5,0047 10 22,45  0,249 0,24 0,01 

kulatozrnná 5,0022 10 21,36  0,235   

KhawDam 5,0038 25 43,14 1:15 20,136   

černá 5,0053 25 42,35 1.15 19,741 19,93 0,16 

rýže 5,0046 25 42,72 1:15 19,926   

Hnědá 5,0055 10 66,91  0,796   

jasmínová 5,0032 10 67,85  0,807 0,80 0,00 

rýže 5,0039 10 67,12  0,798   

 5,0050 10 22,68 1:4 1,258   

Grünkern 5,0032 10 34,35 1:4 1,361 1,31 0,04 

 5,0039 10 23,62 1:4 1,316   

 5,0029 25 42,14 1:4 6,140   

Lila Reis 5,0005 25 44,54 1:4 6,512 6,30 0,16 

 5,0022 25 42,75 1:4      6,238   

 5,0039 10 77,94  0,931   

Basmati 5,0060 10 74,51  0,889 0,91 0,02 

natural 5,0026 10 75,83  0,906   

Červená 5,0028 25 69,31 1:15 33,019   

jasmínová 5,0037 25 66,76 1:15 31,759 32,26 0,54 

rýže 5,0030 25 67,27 1:15 32,014   

Bio 5,0022 25 30,56  0,872   

pšenice 5,0074 25 32,72  0,937 0,90 0,03 

červená 5,0052 25 31,36  0,896   

Kamut 5,0086 10 25,54  0,287   

zrno 5,0085 10 26,46  0,298 0,29 0,00 

bio 5,0081 10 25,93  0,291   

Černá 5,0017 25 42,87 1:15 20,012   

rýže 5,0034 25 44,75 1:15 20,929 20,35 0,41 

Natural 5,0022 25 43,05 1:15 20,098   

Pšenice 5,0031 15 23,01  0,384   

špalda 5,0026 15 21,86  0,363 0,37 0,01 

 5,0030 15 22,28  0,370   

Pšenice 5,0030 15 26,65  0,451   

ozimá 5,0031 15 26,08  0,440 0,44 0,00 

 5,0028 15 26,17  0,442   
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Analýzou obilných vzorků extrahovaných 24 hodin extrakční směsí metanol:voda byl  

nejvyšší obsah antioxidantů stanoven u červené jasmínové rýže (32,26 μmol.g
-1 

± 0,54), 

dále u červené rýže natural 22,00 μmol.g
-1 

± 0,55). Taktéž vysoké množství antioxidantů  

se pohybovalo v barevných vzorcích rýže černé KhawDam a rýže černé natural. Nejnižší 

obsah antioxidantů obsahovala bio mléčná rýže (0,24 μmol.g
-1 

± 0,01), kamut zrno  

bio (0,29 μmol.g
-1 

± 0,00), a rýže Lagris (0,30 μmol.g
-1 

± 0,00). U vyjádření antioxidační 

aktivity se vždy jedná o μmol troloxu na 1 g obiloviny. 
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Tabulka 5 Hodinová extrakce směsí metanol:voda v ultrazvuku 

VZOREK Navážka 

    (g) 

Metanol 

  (ml) 

Úbytek 

A (%) 

ředění Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Ø Antiox. 

aktivita 

(μmol.g
-1

) 

Směrodatná 

odchylka 

Lagris 5,0059 10 33,41  0,384   

dlouhozrnná 5,0030 10 32,48  0,372 0,38 0,00 

rýže   5,0037 10 32,93  0,378   

Biolinie  5,0026 25 49,31 1:15 23,178   

červená  5,0048 25 47,22 1:15 22,139 22,74 0,44 

rýže 5,0035 25 48,73 1:15 22,888   

Natural 5,0069 25 49,77 1:10 16,076   

červená 5,0086 25 50,85 1:10 16,436 16,21 0,16 

rýže 5,0071 25 49,89 1:10 16,116   

Bio  5,0084 10 42,25  0,492   

mléčná 5,0038 10 40,69  0,473 0,48 0,01 

kulatozrnná 5,0042 10 41,93  0,489   

KhawDam 5,0036 25 47,55 1:14 20,913   

černá 5,0034 25 47,45 1:14 20,867 20,99 0,14 

rýže 5,0030 25 48,12 1:14 21,178   

Hnědá 5,0013 10 34,03 1:4 1,958   

jasmínová 5,0025 10 32,56 1:4 1,867 1,92 0,04 

rýže 5,0021 10 33,49 1:4 1,924   

 5,0028 10 29,93 1:5 2,046   

Grünkern 5,0034 10   30,93 1:5 2,079 2,06 0,01 

 5,0030 10 30,15 1:5 2,062   

 5,0028 25 27,70 1:5 4,703   

Lila Reis 5,0037 25 28,47 1:5 4,844 4,76 0,06 

 5,0030 25 27,93 1:5      4,745   

 5,0006 10 33,14 1:4 1,903   

Basmati 5,0025 10 35,69 1:4 2,059 1,98 0,06 

natural 5,0010 10 34,12 1:4 1,963   

Červená 5,0015 25 41,08 1:15 19,131   

jasmínová 5,0023 25 43,63 1:15 20,383 19,87 0,54 

rýže 5,0020 25 43,05 1:15 20,099   

Bio 5,0029 25 37,19  1,076   

pšenice 5,0010 25 35,96  1,038 1,05 0,02 

červená 5,0015 25 36,23  1,046   

Kamut 5,0030 10 51,33  0,604   

zrno 5,0031 10 52,24  0,615 0,61 0,00 

bio 5,0028 10 51,76  0,609   

Černá 5,0039 25 52,12 1:15 24,554   

rýže 5,0028 25 51,29 1:15 24,151 24,36 0,16 

Natural 5,0032 25 51,73 1:15 24,366   

Pšenice 5,0032 15 36,71  0,667   

špalda 5,0030 15 35,99  0,623 0,64 0,02 

 5,0037 15 36,11  0,625   

Pšenice 5,0028 15 40,74  0,711   

ozimá 5,0027 15 41,26  0,720 0,72 0,00 

 5,0022 15 40,93  0,715   
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Hodinovou extrakcí vzorků v ultrazvuku směsí metanol:voda, nejvyšší obsah antioxidantů 

vykazovala rýže černá natural (24,36  μmol.g
-1 

± 0,16), druhý nejvyšší obsah antioxidantů 

byl naměřen ve vzorku červené rýže biolinie, kde obsah antioxidační aktivity  

činil (22,74 μmol.g
-1 

± 0,44). Hodnota kolem 20 μmol.g
-1

 byla naměřena u černé rýže  

KhawDam a červené rýže jasmínové. Velmi nízké obsahy obsahovala opět dlouhozrnná 

rýže Lagris (0,38 μmol.g
-1 

± 0,00) a bio mléčná kulatozrnná rýže s hodnotou 

 0,48 μmol.g
-1 

± 0,01). 

 

Z výpočtů uvedených v tabulkách 2, 3, 4 a 5 vyplývá, že nejnižší antioxidační aktivitu  

ve všech případech extrakce vykazuje dlouhozrnná rýže Lagris, jejíž antioxidační aktivita 

se pohybuje v rozmezí hodnot 0,20 – 0,46 μmol.g
-1

. Druhou nejnižší antioxidační aktivitu 

vykazovala bio mléčná rýže 0,24 – 0,63 μmol.g
-1

. Důvodem nízkého obsahu  

antioxidačních látek je absence obalových vrstev, které právě jsou na antioxidanty bohaté, 

jak uvádí autoři Ivanišová et al. (2012) [70]. Tyto rýže také neobsahují barviva, která  

přispívají k antioxidačnímu účinku. Nízké množství antioxidantů obsahovala také pšenice 

špalda (0,37 μmol.g
-1

± 0,01), dále pšenice ozimá s hodnotami 0,44 μmol.g
-1

. Takto nízké 

hodnoty se vyskytovaly u tohoto vzorku v případě ultrazvukové extrakce směsí  

metanol:voda. Nejvyšší obsahy antioxidantů a tudíž i nejvyšší hodnoty antioxidantů byly 

naměřeny u barevných druhů rýže. K antioxidační aktivitě těchto vzorků z velké míry  

přispívá obsah antokyanových barviv. Je nutno zmínit, že při extrakci těchto vzorků  

ve 25 ml extrakčního činidla bylo nutno vzorek ještě naředit příslušným extrakčním  

činidlem, použitým při téže extrakci. Vysoké poměry ředění 1:15 bylo použito u vzorků 

např. biolinie červená rýže, KhawDam rýže černá, černá rýže natural a červená rýže 

 jasmínová. U bezbarvých vzorků v převážných případech ředění nebylo nutné.  Nejvyšší 

obsah antioxidantů byl obsažen ve vzorku červené jasmínové rýže při 24 hodinové extrakci 

metanolem. Obsah antioxidantů činil 36,58 μmol.g
-1 

± 0,21. Při téže extrakci se vysoké 

hodnoty pohybovaly u černé rýže KhawDam (34,28 μmol.g
-1 

± 0,29) a u rýže červené  

biolinie (20,87 μmol.g
-1 

± 0,27). Černá rýže KhawDam je rýže neloupaná, čili obsahuje 

obalové vrstvy, takže se předpokládá, že tato rýže na množství antioxidantů bude bohatá. 

V případě ultrazvukové extrakce směsí se vysoké hodnoty antioxidantů pohybovaly  

u červené jasmínové rýže, množství antioxidantů zde činilo 32,26 μmol.g
-1 

± 0,54, 

 u červené rýže natural (22,00 μmol.g
-1 

± 0,55) a u rýže černé natural, kde obsah  

antioxidantů činil 20,35 μmol.g
-1 

± 0,41.  
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Graf 2 Ukázkový sloupcový graf závislosti antioxidační aktivity na vzorku v případě 24 

hodinové extrakce metanolem a hodinové extrakce metanolem v ultrazvuku    

 

 

Graf 3 Ukázkový sloupcový graf závislosti antioxidační aktivity na vzorku v případě 24 

hodinové extrakce směsí a hodinové extrakce směsí v ultrazvuku    

 

Z grafu 2 vyplývá, že nejvyšší obsah antioxidantů byl získán 24 hodinovou extrakcí  

metanolem, naopak z grafu 3 byla nejvyšší výtěžnost antioxidantů získána hodinovou  

extrakcí směsí v ultrazvuku. 
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7.4 Porovnání výsledků a hodnoty antioxidační aktivity uvedené 

v odborných článcích 

Výsledky naměřené v této diplomové práci byly obrazně porovnány s hodnotami, které 

uvádějí autoři jiných odborných článků. Např. procentuální úbytek absorbance etanolových 

extraktů různých druhů obilovin naměřený od autorů Ivanišová et al., (2012) u pšenice 

špaldy se pohyboval v rozmezí 14 – 22 % [70], mnou naměřený úbytek metanolového 

 extraktu se pohyboval mezi 21,86 – 37,98 %. Vyšší procentuální úbytek mohl být 

 způsoben rozdílným extrakčním činidlem. Úbytek absorbance u ječmene činil 20 – 26 %, 

u žita 13 – 15 %, u ovsa 14 – 16 % a u triticale 13 – 18 %. Vyšší aktivity extraktů byly 

naměřeny v otrubách. Autoři Lacko-Bartošová a Kobida (2013), kteří se zabývali  

stanovením obsahu polyfenolů a antioxidační aktivity u pšenice zimní naměřily úbytek 

absorbance u metanolového extraktu pšeničné mouky 23,26 %, u celozrnné mouky  

49,57 % a u pšeničných otrub úbytek absorbance činil 76,47 % [71].   Procentuální úbytek 

metanolových extraktů pšenice špaldy, ozimé a bio červené naměřené v diplomové práci  

se pohyboval kolem 31,32 – 51,73 %. Ve článku El-Sayed et al (2008) je průměrná  

antioxidační aktivita u pšenice špaldy 3,03 – 3,17 μmol.g
-1

 [79]. Naměřené hodnoty této 

diplomové práce převyšují až desetinásobek těchto hodnot. Důvodem je různé zpracování  

a odrůdy vzorků. U autorů Ragaee et al. (2006), kteří se zabývali antioxidační aktivitou  

u vybraných obilovin, antioxidační aktivita u pšenice činila 4,13 – 4,33 μmol.g
-1

, 

 u ječmene 21,00 μmol.g
-1

± 0,83, u prosa 28,83 μmol.g
-1 

± 0,67, u čiroku 12,17 μmol.g
-1 

± 0,50 a u žita 195,8 μmol.g
-1

± 8,82. Je nutno zmínit že měření reakční směsi bylo  

provedeno po 10 minutách a jako standard byl použit BHT [80].  Procentuální úbytek  

absorbance hnědé rýže extrahované ve vodném roztoku metanolu (1:10), jak uvádí Butsat  

a Siriamornpun (2010), se pohybuje v rozmezí 37,5 – 68,0 % [81]. Výsledky diplomové 

práce u hnědé rýže, taktéž extrahované v extrakční směsi voda:metanol, se pohybovaly 

 v rozmezí 32,56 – 67,85 %. Naměřené hodnoty u obou analýz jsou velmi podobné.  

Qiu et al. (2009) udává hodnoty antioxidační aktivity metanolových extraktů u různých 

druhů různě zpracované rýže. Obsah antioxidační aktivity u rýže bílé je 1,59 μmol.g
-1 

± 4, 

u rýže vařené 3,47 μmol.g
-1

 a směs 3 vzorků (rýže bílá, Basmati a divoká rýže)  

3,18 μmol.g
-1 

± 2. Antioxidační aktivita je vztažena na ekvivalentní množství troloxu [82]. 

Pasko et. al (2009) vypracovali studii, která uvádí hodnoty netradičních cereálií   

u amarantu 4,42 mmol ekv. troloxu. kg
-1 

± 0,5, u quinoi 38,84 mmol ekv. troloxu.kg
-1  

± 1,63 [73].  
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Hodnoty naměřené v rámci diplomové práce a hodnoty uvedené v odborných článcích jsou 

z větší míry rozdílné. Rozdílnost spočívá v rozlišném zpracování a druhu vzorku, použití 

jiných činidel, a času, jak doby extrakce, tak doby působení reakční směsi. Dalším  

problémem při srovnávání antioxidační aktivity je kromě jiného srovnávacího standardu 

 i jiná koncentrace použitých chemikálií DPPH, jiná koncentrace standardů, taktéž různé 

pracovní postupy, různá extrakční činidla a směsi extrakčních činidel. Dále je nutno  

přihlédnout k délce extrakce a době, po kdy byla reakční směs nechána reagovat  

se vzorkem a poté měřena absorbance. Dalším problematickým článkem je samotná  

interpretace antioxidační aktivity, tzn., uvádí se % úbytek absorbance, ekvivalent standardu 

v molech na danou hmotnost vzorku, či v mg na hmotnostní jednotku vzorku apod. 
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ZÁVĚR 

V teoretické části diplomové práce jsme se setkali s charakteristikou obilovin, vymezení 

pojmů antioxidační aktivity a popisem metod sloužících ke stanovení antioxidační aktivity 

se zaměřením na metodu DPPH a zároveň jejím využitím. 

Cílem této diplomové práce bylo stanovení antioxidační aktivity ve vzorcích rýže  

a netradičních druzích pšenice. K analýze byla použita metoda DPPH, která je založena  

na redukci radikálu DPPH• za vzniku DPPH-H. Z naměřených výsledků, uvedených 

v tabulkách nejvyšší antioxidační aktivitu vykazovaly vzorky barevné, přičemž nejvyšší 

obsah antioxidantů obsahoval metanolový extrakt při 24 hodinové extrakci u červené rýže 

jasmínové. Obsah antioxidantů byl 36,58 μmol.g
-1

 ± 0,21. Jako standard byl použit trolox. 

Vysoký obsah antioxidantů vykazovaly barevné vzorky včetně černé rýže KhawDam,  

černé rýže natural a červených vzorků rýže natural a biolinie. Všechny tyto vzorky byly 

extrahovány ve 25 ml metanolu či extrakční směsi metanol:voda. Z důvodu vysokých 

 obsahů antioxidantů musely být ještě zředěny použitým extrakčním činidlem.  

U nebarevných vzorků byl však problém opačný. Z důvodu velmi nízkých koncentrací 

byla extrakce provedena v 10 ml extrakčního činidla. Ředění těchto vzorků nutné nebylo. 

Nejnižší obsah vykazoval metanolový extrakt ultrazvukem u dlouhozrnné rýže Lagris.  

I přes to, že rýže byla extrahována v 10 ml extrakčního činidla, obsah antioxidantů činil 

pouze 0,20 μmol.g
-1 

± 0,00.  Velmi nízký obsah antioxidační aktivity bal také naměřen 

 u bio mléčné kulatozrnné rýže a u kamutu. Množství antioxidantů těchto vzorků  

nepřesahovalo 0,5 μmol.g
-1

. 

Ze sloupcových grafů sestavených na základě závislosti antioxidační aktivity v μmol.g
-1 

  

na druhu analyzovaného vzorku je viditelné, že nejvyšší výtěžek antioxidantů vykazovala 

24 hodinová extrakce metanolem a hodinová extrakce směsí v ultrazvuku. 

Významné množství antioxidantů bylo zjištěno nejen v cereáliích a výrobcích z nich,  

ale také v široké škále ovoce, zeleniny a jiných potravin. Antioxidanty se již v malých 

koncentracích podílí na ochraně lidského organizmu proti procesu zvaným oxidace,  

zpomalují stárnutí buněk a příznivě se uplatňují na eliminaci krevního cukru, cholesterolu, 

srdečních onemocnění, rozvoje rakoviny aj. Tudíž vyšším příjmem těchto netradičních 

obilovin můžeme získat pestřejší stravu i s vyšším obsahem antioxidantů. 
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