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Souhrn

Tato prace byla zaméfena na stanoveni celkové antioxidaéni aktivity v tabletach potra-
vinového doplinku Recovery, ktery je schopen v kyselém prostiedi uvoliiovat molekularni
vodik. Pomoci spektralnich metod DPPH a FRAP byla u tablet Recovery s HydroFX a
Recovery H2 stanovena celkovd antioxidac¢ni aktivita, kterd je vyjadifena na ekvivalentni
mnozstvi askorbové kyseliny [mg AAE.g* vzorku]. U metody DPPH byla provedena optima-
lizace jednotlivych podminek méfeni a u obou metod byla stanovena jejich preciznost.
Atomovou absorpéni spektrometrii byl u tablet obou piipravkia Stanoven obsah hoiciku a
vapniku. Pomoci potenciometrie byla naméfena zavislost redoxniho potencidlu na Case
u jednotlivych tablet Recovery. Ziskané vysledky byly porovnany s dostupnymi literdrnimi

udaji o antioxidacni aktivité.



Summary

The aim of this work was to determine the total antioxidant activity of different food
supplements Recovery which are capable of releasing of molecular hydrogen in the acidic
environment. The spectral methods DPPH and FRAP, were implemented to determine total
antioxidant capacity (expressed as an equivalent amount of ascorbic acid [AAE mg.g* of
sample]) in pills of Recovery with HydroFX and Recovery H2. For method DPPH measure-
ment conditions were optimized and for both methods precission under repeatability condi-
tions was estimated. Atomic absorption spectrometry was used to determine the content of
magnesium and calcium in Recovery with HydroFX and Recovery H2. The dependence of
redox potential versus time was measured by potentiometry for both Recovery pills. The ob-

tained results of AAE were compared with literature data.
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1. Uvod

Mrwe

Volné radikaly jsou latky, které se pfirozené tvoii v nasem téle (atom, molekula, ion). Jsou
obsazeny v rizném mnozstvi a mohou zptsobit vazné problémy, kterym je potieba zabranit.
Pro zdravi organismu je dobré, aby tyto latky byly odstranény hned po jejich vzniku. Schop-

nost zniCit volné radikaly maji antioxidanty.

Vodik je nejvice zastoupeny prvek ve vesmiru (az 75 % hmoty). Na Zemi je vodik
pfitomen v jednoatomové formé (voda, anorganické i organické slouceniny). Zemska atmo-
sféra obsahuje méné nez 1 um.m™* vodiku. Je to bezbarvy plyn, bez chuti a zapachu, vysoce
hotflavy dvouatomovy plyn. Molekularni vodik je méné aktivni, chova se spiSe jako inertni
plyn v nepiitomnosti katalyzatort nebo i pfi bézné teploté. Vodik nereaguje s vétSinou slou-
¢enin, veetné plynného kysliku pii pokojové teploté, ale reaguje teprve az za zvysené teploty

(527 °C) a exploduje s kyslikem fetézovou reakci.

Molekularni vodik se dostal v soucasné dobé do popiedi védeckého vyzkumu. Mlzou
za to predevsim jeho antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky. Dalsi jeho pozitivni piednosti je
pusobeni proti prekyseleni organismu. Vodik ale i voda bohatd na vodik je studovéana
v souvislosti s rakovinou, cévnimi onemocnénimi, neurodegenerativnimi onemocnénimi,

alergickymi onemocnénimi a dalSich.

Cilem této diplomové prace je prispét k vyzkumu molekularniho vodiku z hlediska

jeho antioxidacni aktivity a redoxniho potencialu.



2. Teoreticka cast

2.1 Volné radikaly
Tyto latky se v posledni dob¢ staly predmétem I€katského vyzkumu. Z fyzikéalniho

hlediska jsou volné radikaly atomy ¢i molekuly, které obsahuji alesponn jeden neparovy
elektron. Jsou to ¢astice elektronové nestabilni. VétSinou se jednd o vysoce reaktivni latky,
které mohou oxidovat nebo redukovat dalsi atomy ¢i molekuly. Tim dochazi ke stabilizaci
molekul. Jedna se o velmi rychly d¢j, ktery probiha v fadech mikro ¢i milisekund. Diky velké

reaktivité ma vétsina radikali velmi kratkou Zivotnost (tabulka 1) 12,

Tabulka 1:Biologicky polocas reaktivnich forem kysliku a dusiku 3

volné radikaly biologicky polocas
[s]
hydroxylovy radikal 10°
superoxodovy radikal 10
alkoxylovy radikal 10°
singletovy kyslik 10°
alkylperoxylovy radikal 7
radikal oxidu dusnatého 1-10

Jedna se o latky, které reaguji s riznymi biologickymi strukturami, a to piedevs§im
S mastnymi kyselinami, lipidy, aminokyselinami, nukleovymi kyselinami, proteiny, ale i
s fadou nizkomolekuldrnich metabolitl. V Zivych organismech se radikély podili na pfenosu
energie. Dale funguji jako faktory imunitni ochrany a signalni molekuly bunétné regulace.
Mohou za urcitych okolnosti ptisobit jako toxické latky a dezinformacni agenti, ktefi dokazi

nenavratné poskodit organismus nebo zpisobit az jeho smrt 14,

2.1.1 Vznik volnych radikali

Volny radikal miize vzniknout tfemi zptisoby (obrazek 1) 2.
a. Homolytickym $tépenim kovalentni vazby — fragment ma 1 neparovy elektron.
Ke Stépeni je potieba podavat velké mnozstvi energie (napft.: vysoka teplota, ioni-
zaCni zareni, ultrafialové zareni).
b. Pridanim jednoho elektronu k molekule (redukce) a ztratou jednoho elektronu
z molekuly (oxidace).
c. Dalsi reakci pomoci iniciace celého fetézce. Tyto latky se snazi doplnit neparovy

elektron n¢kolika zplisoby (propagace) — chtéji se navazat na strukturu odliSné

10



molekuly, predat ¢i odebrat elektron jiné molekule. Reakei 2 radikalt s neparovym
elektronem dojde ke vzniku tzv. ,,normalni molekuly. Dojde k ukonceni radikélo-

vé reakce tzv. terminace.
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Obrazek 1: Vznik volnych radikali ®

2.1.2 Rozdéleni volnych radikala

Je znamo, ze v organismu vznika fada reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive
oxygen species) a reaktivnich forem dusiku (RNS — reactive nitrogen species). Tyto latky
maji fyziologicky a patogeneticky vyznam.

Obecné se da fict, ze ROS jsou velmi reaktivni molekuly, ale neplati to u vSech. Pii je-
jich reakcich mohou vzniknout reaktivni latky, ale i neradikalové molekuly, které jsou vazany
kovalentni vazbou. Radikal mize byt neutrdlni ¢astice, nebo ion zaporné ¢i kladné nabity
(obrazek 2). Radikal se oznacuje ve vzorci teckou (identifikace neparového elektronu). Pokud

je dana latka soudasné i iontem, je ve vzorci zahrnuto i znaménko (tabulky 2, 3) .
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2.1.2.1 Reaktivni formy kysliku

Tabulka 2: Reaktivni formy kysliku

volné radikaly (ne)-radikaly
superoxid Oz peroxid vodiku H>O>
hydroxylovy radikal HO" kyselina chlorna HCIO
hydroperoxyl HO,' 0zo6n O3
peroxyl ROO" singletovy kyslik 1O,
alkoxyl RO’

Superoxid
0O," se tvori ze superoxidové formy redukci kyslikem. Miize byt tvofen autooxidacni
reakci nebo vznika v mitochondrialnim elektronovém fetézci (rovnice 1). Superoxid je reak-
tivni, jestlize se dostane do styku s jinymi volnymi radikaly (NO, Fe). Je vychozi latkou pro
vznik dal§ich ROS (hydroxylovy radikal, hydroperoxidovy radikal, peroxid vodiku — rovnice
2). Jevi se méné nebezpecné nez hydroxylovy radikal, jehoz polo¢as rozpadu je 10° s 12,
O2+e — 02" 1)
Ma redukéni i oxidaéni vlastnosti. V pfitomnosti superoxiddizmutazy (SOD) podléha
dizmutaci, coz znamena, Ze jedna molekula poskytuje druhy elektron. Superoxid je vysoce
selektivni. Ve tkanich ptisobi prospésné, ale i Skodlivé. Poskozuje i biomolekuly, ale ptisobi
pomaleji nez hydroxylovy radikal °.

202"+ 2 H* - H20, + O 2

Peroxid vodiku

H20:> je slaba kyselina, ktera obsahuje vazbu O-O. Peroxid neni bran jako radikal,
protoze obsahuje parovy elektron, ale je dulezitou biologickou molekulou. M4 schopnost
degradovat n¢ktery hemoprotein (napf.: hemoglobin, myoglobin), aby doslo k uvolnéni Zeleza

(Fentonova reakce — viz HO") °.

Hydroxylovy radikal

HO" patii mezi neucinnéjsi formy kysliku. Ihned reaguje s okolnimi molekulami.
Ve tkani se slucuje se vSemi sousednimi biomolekulami nebo z ni vytrhne elektron a tim ji
aktivuje. Je schopen poSkozovat pyrimidinové i purinové baze v nukleovych kyselindch

(nepfesny zapis genetické informace) &’

. Vznika rozpadem H202 za pomoci pisobeni jednoho
elektronu (rovnice 3).

H,0;, + & — HO" + OH" (3

12



Casto je tvoien Fentonovou reakei peroxidu vodiku s Zelezem nebo médi (rovnice 4,

5). Reakci s kyslikem a kyseliny chlorné s ptispévkem ionizacnim zafenim vznika peroxy-
nitrit (ONOOQ") °.

H20, + 2Cu* — 2Cu?" + 2HO"® + 20H - (4)

H202 + Fe** — Fe 3"+ HO®*+ OH - (5)

Je biologicky dulezité odstranit hydroxylové radikaly, protoze superoxidovy anion a
peroxid vodiku je schopny detoxikovat antioxida¢ni obranné enzymy. Nicméng, zadny enzym

nedetoxikuje hydroxylové radikaly.

Singletovy Kyslik

Molekula kysliku ma vlastnost diradikalu, protoze vlastni dva neparové valencni
elektrony. Proto se mize snadno zménit v reaktivni formu kysliku. Sta¢i mu dodat energie
nebo pridat/odebrat elektron. Existuji dal§i dva typy — singletovy a tripletovy kyslik.
Singletovy kyslik vznika z tripletového kysliku (rovnice 6). Odlisuji se od sebe smérem uspo-
fadani elektront 8.

Jedna se o reaktivni formu kysliku, kdy kyslikova molekula piechazi do excitovaného
stavu. Singletovy kyslik miiZe existovat ve dvou reaktivnich formach s odliSnym uspofadanim

wrwe

relativné dlouhou dobou zivota. Muze vznikat pii nékterych fotochemickych, biochemickych
reakcich v organismu (napf.: v dychacim fetézci) 8°.

30, —— 10, (6)

excitace
tripletovy singletovy
kyslik kyslik

Peroxylovy radikal
Tento radikal vznikd navazanim kysliku do mista neparového elektronu volného radi-
kalu. Snazi se ziskat chyb¢jici elektron z jiné molekuly, ¢imz dojde ke vzniku nového radika-

lu. Tato fetézova rekce je ukonéena vazbou dvou radikali nebo reakei s antioxidantem 10,

13



2.1.2.2 Reaktivni formy dusiku

Tabulka 3: Reaktivni formy dusiku

volné radikaly (ne)-radikaly
oxid dusnaty NO* nitrosyl NO*
oxid dusié¢ity NO2’ nitroxid NO
kyselina dusita HNO>
oxid dusity N2O3
nitronium, NO2*
peroxynitrit ONOO
alkylperoxynitrit ROONO

Oxid dusnaty

NO je vysoce reaktivni bezbarvy plyn, ktery v téle ptsobi jako signalni molekula a je
hlavnim zdrojem RNS. NO® je relativné nestabilni a toxicky, bioaktivni volny radikal. Ma
lipofilni povahu, diky niZ se mize prochdzet pies bunééné membrany bez membranovych
transportérii 1. V t&le se tvoii pomoci enzymového mechanismu. V ptitomnosti kysliku a pfi-
slusné aminokyseliny (albumin, cystein, glutation) je pfeménén na NO a aminokyselinu. Oxid
dusnaty je Skodlivy pouze pii uvolfiovani ve velkém mnozstvi (pozor na ONOQO™ - rovnice 7).
Jsou identifikovany 3 typy NO — v nervové soustavé, v tkanich a produkovany fagocyty *.

V lidském organismu se podili na udrZzovani krevniho toku ¢i tlaku.

Peroxynitrit
ONOQO' je nitra¢ni a oxidacni ¢inidlo. Diky oxida¢nim vlastnostem poskozuje radikal
Siroké spektrum biomolekul, bilkovin i DNA. Vznika béhem rychlé reakce O™ a NO* (cit. 3).
NO™ + 02" — OONO (7)
Protonovany peroxonitrit je za fyziologického pH tzv. kyselina peroxodusita a dale se
rozkl4d4 na hydroxylovy radikél a oxid dusigity (téz radikal — rovnice 8, 9) .
OONO" + H" — HOONO — HO" + NO2" (8)
Tyto formy jsou velmi reaktivni a mohou vést k poskozeni DNA nebo iniciovat pero-

xidaci lipida.

14



Rovnice 9: Reakce superoxidu s oxidem dusnaty 2

Fe™ L0 2H + 0y NO'
OH'=— H)Oy=<~—— 0", - NO'———> [ONOO'] — > 2NO;’
-OH" -0y P (3
3 * CD'!
€O: . ONOO™——__
..x) ®) ®© \'\
1 N N ’I,"
. ‘co - CH||=H  cos |
0,NOO™ Y
2 _O:._ ¢ a D Ll '\{Ol _'\.DI-
nebo - NO," — ONOOH—— NO," ——N,0;
NO.- DH .- -HNO,
N0 +0: @

Poznamka 2:
1) Hlavnim produktem reakce ekvivalentniho mnozstvi NO"a O2" je peroxodusitan
2) Pfi mirném nadbytku jednoho z reaktantd vznika NO>’
3) Pfii mirném nadbytku jednoho z reaktantd vznika NO>’
4) Vyssi nadbytek NO™ vede ke vzniku N2O3
5) Pii vysoké koncentraci NO" a Oz dochazi k autooxidaci NO2’
6) Jestlize koncentrace 02" pievazuje nad NO" - vznika peroxydusi¢nan nebo dusitan
7) Ptinadbytku a O2™ dochazi ke vzniku HO" a nésledné k vyvolani oxida¢niho stresu

8) Vysoka koncentrace CO2 zptisobuje vznik NOy

2.1.2 Pisobeni volnych radikala v organismu
Volné radikély se v organismu tvoii samovolné pii latkové preméné, ochrané pred
bakteriemi nebo pfi explozi ultrafialovym zafenim. K tvorbé radikald pfispivaji nemoci, stres,
zneCisténé Zivotni prostfedi ale 1 psychicka a fyzicka zatéz. Nékteré radikaly jsou nedilnou
soucasti metabolismu, nékteré se objevuji nebo jsou piipady, kdy se zvySuji pii pribehu ne-
moci. Nepiiznivy vliv ma kyslik, ktery reaguje s nékterymi slou¢eninami a vytvati ROS "0,
Opakovany stres, onemocnéni a starnuti zvySuje tvorbu volnych radikalt a dochazi
ke snizeni eliminace radikald. Volné radikaly poSkozuji zdravé buiiky (vznik rakovinovych
bunék, oslabeni imunitniho systému). Maji za nésledek opotiebovani té€lnich bunck, Spatnou
vyzivu, zménu pruznosti vaziva (kize, klouby), zménu ve vnitinich organech, poSkozeni
DNA ¢i tukové ¢asti membran (obrazek 2) 1913, Idealni partner pro aktivni kyslik by mél byt

»aktivni vodik*. Ten mlze byt vyroben pii elektrolyze vody na katodé¢.

15



Voln¢é radikdly nemaji jen zaporné Gcinky. N&§ organismus si je denné vytvari, aby
bojovaly s cizimi bunikami a podilely se na chemickych reakcich v metabolismu. Tim je
plnéna spravna funkce naseho organismu. Volné radikaly zpiisobuji potize, pokud jsou
v organismu Vv nadbytku. VSechny radikaly jsou tvofeny uvniti organismu a pochazeji z tzv.

endogennich (vnitinich) a exogennich (okolnich) zdrojt "%,

NepriznivelicinkylvolnychiradikalUlEonganis mufcioyekal

Mozek
Kiize Parkinson Klouby
deramtitida Alzheimer rheumatoidni
spéleniny ~ demence, mrtvice arthritida .
sluneéni ozéfeni A ~ Moc
‘ \ 4 VYY) katarja‘lky
Srdce \ / degenerativni
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Obrazek 2: Piisobeni volnych radikalii na organismus **

2.2 Antioxidanty

Jedna se o latky, které omezuji pisobeni volnych radikali. Maji za ukol snizovat
pravdépodobnost vzniku volnych radikalti nebo je pfevadét do méné reaktivni ¢i nereaktivni
formy. Maji schopnost blokovat volné radikaly °. Né&které antioxidanty piisobi jako prevence
pred utokem volnych radikalti. Antioxidant je schopen poskytnout radikalu elektron, ktery
potiebuje, aniz by doslo k poSkozeni samotného antioxidantu, tedy pokud ma organismus jeho
dostatecné mnozstvi. Antioxidanty maji za kol zpomalit starnuti a chranit nase télo pied pro-
cesem oxidace. Obecné jsou to latky rozpustné ve vodé i v tucich °.

Antioxidanty (BHA — butyl-hydroxyanisol, BHT — butyl-hydroxytoluen, vitamin C) se
ptidavaji do potravin pro lepsi uchovani produktu (tabulka 4) nebo pro pozitivngjsi ti¢inky na
zdravi Cloveka. Vyskytuji i ve formé enzymt (SOD, kataldza, glutathion peroxidéaza), které
plisobi v naSem organismu a jsou produkovany v buitkach podle genetického kodu naSeho
DNA 7. Dalsi vyuziti antioxidanti je pfi vyrobé vitaminovych dopliikii vyzivy, fytoterapii a
mnoho dalich #*°, Vitaminy C, E a B skupiny patii mezi antioxidanty, které maji pro nas

organismus zasadni vyznam. Dal§im zdrojem jsou karotenoidy (vznik vitaminu A), nékteré
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ziviny (stopové prvky Se, Zn, Cu, Fe, Mn), flavonoidy a koenzym Q10, ktery se tvofi v téle

spole¢né s glutathionperoxidazou 1012,

Tabulka 4: Antioxidanty pritomné v potravé (,, Ecka*)

oznadeni ,,é¢ka“ antioxidant
300 L-askorbova kyselina (vitamin C)
301 L-askorbat sodny
302 L-askorbat vapenaty
304 6-palmitan L-askorbové kyseliny
306 tokoferol (pfirodni vitamin E)
307 a-tokoferol (synteticky vitamin E)
308 y-tokoferol (synteticky vitamin E)
309 d-tokoferol (synteticky vitamin E)
310 propylgallat
311 oktylgallat
312 dodecylgallat
320 butyl-hydroxyanisol (BHA)
321 butyl-hydroxytoluen (BHT)
322 lecitin
325 mlécnan sodny
326 mlécnan draselny
327 mlécnan vapenaty
330 Kyselina citronova
33la citrat sodny (kysely)
331b citrat sodny (dvojsodny)
331c citrat sodny (trojsodny)
332 citrat draselny kysely, normalni
333 mono-, di-, trikalcium citrat
334 Kyselina vinna

2.2.1 Rozdéleni antioxidantu

Jde o velmi riznorodé skupiny latek a je tedy velmi obtizné najit vhodné kritérium,
podle kterého je roztfidit do skupin. Antioxidanty mizeme rozdélit podle nasledujicich
hledisek (dle J. Racka) 1°:

a) Ovlivnéni tvorby volnych radikali:
Primarni — brani vzniku volnych radikalti (napf.: chelata¢ni latky, inhibitory NADPH-
oxidazy)
Sekundarni — likviduje jiz vzniklé volné radikaly. Jedna se o latky s redukénimi G€inky, ale

zahrnujeme sem i katalyzatory. (napt.: enzym SOD)
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Terciarni — eliminuje ¢i opravuje molekuly, které jsou poSkozené volnymi radikély (napf.:

endonukleéza).

b) Podle vstupu do organismu:
Exogenni — ptivadén do organismu zven¢i pomoci potravy (napf.: vitaminy C a E).

Endogenni — organismus si latky vytvaii sam (napf.: enzym katalaza).

c) Podle rozpustnosti:
Lipofilni (hydrofobni) — rozpustné v tucich — pomérné pomalu se dostavaji na misto ucinku.
Pisobi v membranach a lipoproteinech. N¢kdy jsou oznaovany jako membranové
antioxidanty (napf.: vitamin E, karotenoidy).
Hydrofilni — rozpustné ve vod¢ — pomérné snadno a rychle se dostavaji do naseho organismu,
ale hufe prochazeji pres bunénou membranu do bunék a CNS. Pusobi v lipoproteinech a
membrandch (napf.: vitamin C).

Amfofilni — spojeni vlastnosti pfedchozich skupin (napf.: melatonin).

d) Podle mista vyskytu:
Extracelularni — obsazen mimo buniku, vyznam je mensi nez intracelulérni.

Intracelularni — ptsobi uvnitt bunky. Hlavni vyznam je ochrana pted volnymi radikaly.

e) Podle velikosti molekuly:
Nizkomolekularni — (napft.: vitamin C, B-karoten).

Vysokomolekularni — v prvni fadé zahrnuje enzymy, které se podileji na antioxidacni ochrané

(napt.: SOD).

f) Podle mechanismu a¢inku:
Katalyzatory — latky, které se pii dané reakci nespotfebovavaji (napf.: enzymy, slouceniny
kovi napodobujici enzymy mechanismem ucinku).
Chelatacni latky — véazi ptrechodné kovy (napf.: Cu, Fe, Ni a brani v uplatnéni ve Fentonoveé
reakci). Obdobné ptisobi 1 n€které bilkoviny (napf.: laktoferin).
Inhibitory enzymaui
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g) Prakticky zpusob déleni antioxidantii:

Antioxidanty nelze délit pouze podle jednoho kritéria, jak vyplyva z vyse uvedenych
piikladii. Dé€leni by bylo zcela nedostatecné, a navic se jednotliva kritéria ptekryvaji.
Pro zjednoduseni d€leni antioxidantli Ize pouzit:

Prirozené antioxidanty — latky, které jsou nasim télem produkovany nebo jsou pfijimany
V potravé a jsou zapojeny do lidského metabolismu (napf.: vitaminy).
Syntetické antioxidanty — zde mtizeme zaradit 1éCiva, latky piirozené (chemicky ¢i jinak modi-

fikované — tedy nové s jinymi vlastnostmi).

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity latek se pouziva jako srovnavaci standard askorbo-
va kyselina nebo Trolox.
Askorbova kyselina (vitamin C — E 300)

Jeji pfesny nazev je L-askorbova kyselina. Jde o bilou krystalickou latku, ktera je
rozpustna ve vod¢. Askorbova kyselina ma redukéni ucinky, diky nimz dochazi k snadné

oxidaci na dehydroaskorbat (rovnice 10). Latka je citliva na teplo ’.

Rovnice 10: Oxidace askorbové kyseliny 1

HO HO,
HO HO
o) (o) +2H O 0]
H\ (R 4_ H Vot
— -2H
HO OH 0} O
L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina

Zdrojem vitamin C je &erstvého ovoce. V organismu ji muzeme najit v jatrech,
v plazmé. Vitamin C je nezbytny k zivotu, protoze plni spoustu diilezitych funkei v nasem
organismu. Je nezbytny pro prevenci, podporuje funkci imunitniho systému, hojeni ran,
tvorb& kolagenu, napoméhd ke vstiebavani Zeleza z tenkého stfeva, spravnému fungovani
nervového systému, spravné funkce psychiky, pfispiva ke spravné funkci cév, klize, zub,
kosti aj. Clovék si nedokaze askorbovou kyselinu syntetizovat, protoze postrada
L-gulonolaktonoxiddzovou aktivitu, tudiZ ji musi p¥ijimat v potravé 101°,
Askorbova kyselina se vyuziva jako ucinny antioxidant (snizovani oxidaci tuku),

konzervacni prostiedek (zpracovani mouky, zachovani barvy masa, ptisada do ovocnych
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Stav). Chrani membrany a lipidy pted oxidaci, kterou zpiisobuji radikaly hydroxylu a peroxy-

2

lu . Nedostatek vitaminu C se mize projevit nemoci tzv. kurdéje, ktera se projevuje napft.:

inavou, ztratou zubi, krvacenim dasni ’.

Trolox

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) je ve vodé
rozpustny derivat vitaminu E (obrazek 3) se silnymi antioxida¢nimi vlastnostmi. Vyuziva se
jako antioxida¢ni standard, ke kterému je vztaZena antioxida¢ni aktivita vzorku (viz kapitola
2.6.2). Casto se pouziva v biologické nebo biochemické aplikaci pro sniZeni oxidaéniho

stresu. Trolox je uc¢inny v podptrné 1é¢be urcitych typt rakoviny.

CHj3
HO

COOH
HaC 0

Obrazek 3: Standardni ldtka Trolox

2.3 Oxidacni stres

Oxidacni stres je fyziologicky stav, ktery nastava pii nerovnovaze mezi ROS a antio-
xidaéni ochranou °. Oxidaé¢ni stres ma za nasledek rist koncentrace volnych radikala (ROS,
RNS) v bunkach. Nadbytek oxida¢niho stresu mutize poskodit buiiky i membrany, tkang,
mitochondrie, DNA, proteiny a dalsi 5. Je vieobecn& zndmo, ze ROS jsou jednou z pfiin
nemoci souvisejicich s zivotnim stylem, rakoviny a starnuti *°.

Akutni oxidaéni stres mize vzniknout pfi: t€Zkém cviceni, infarktu myokardu, zasta-
veni krvaceni, onkologickém onemocnéni, transplantaci organt, hyperglykemii, infekci a dal-
Sich ptipadech 8. Na druhé strang, pretrvavajici oxidaéni stres je hlavni pfi¢inou mnoha béz-
nych chorob — rakoviny a starnuti. Oxidac¢ni stres ptisobi na jednotlivé bunky, ale i na organo-
vé a imunitni systémy. VéEtSina klinickych studii s antioxidanty neprokdzala vyrazny Gspéch
v oblasti prevence oxida&ni poruch spojenych se stresem 51,

Oxidacni stres 1ze zméfit: pomér GSH/GSSG (okysliceny glutathion) — Glutathion
(GSH) je bunécny antioxidant, podle kterého se méti oxidacni stres. Nerovnovaha oxidantii a

antioxidantli mize byt stanovovana v plazmé. Jedna se tedy o Stanoveni poméru oxidované a
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redukované formy (pfitomnost NADPH). Vétsina bun¢k se nachdzi v homeostdze nebo
v rovnovaze. Pokud je vice volnych radikalti nez antioxidantl, hodnoty redoxni reakce ukazu-
ji na mozny oxida¢ni stres 8. Pomér GSH/GSSG v krvi miiZze byt biomarkerem cukrovky,

Parkinsonovy nemoci, Alzheimerovy choroby nebo nadorovych onemocnéni °,

2.4 Molekularni vodik

Vodik, jako chemicky prvek, je nejmensi atom ve vesmiru, nejjednodussi prvek
Vv ptirod¢ ale také prvek Zivota. V soucasné dobé zaujimé molekularni vodik vyznamné mista
v 1ékaiském vyzkumu. Podle védeckych studii se molekularni vodik jevi jako U¢inny antio-
xidant, ktery bojuje s oxida¢nim stresem. Dalsi jeho pozitivni vlastnosti jsou jeho antioxidacni
a protizanétlivé ucinky. Podle poslednich studii mize mit vodik pozitivni vliv na fadu one-

mocnéni (Parkinsonova nemoc, onkologické onemocnéni, zanét stiev a jater, diabetes aj.) .

2.4.1 Vyroba vodiku a jeho aplikace

Jediny zptsob aplikace molekularniho vodiku do organismu bylo pomoci inhalace
vody bohaté na vodik. Ta byla vyrobena pomoci elektrolyzy. Jak vypliva ze studii, cilem bylo
vytvoftit velmi Cisty plyn, ktery by obsahoval maximalné 5 % necistot a ucinnost by dosahova-
la 90 — 95 % 2122, Vsoucasné dob& existuje né&kolik zpisobtli, jak pfijimat vodik

do organismu:

a. Inhalace plynného vodiku — vodik vstupuje do lidského téla pies dychani nebo krevni
ob¢h. Veskeré faktory (napt.: kardiopulmonalni funkce, vnéjsi podméty), které ovliv-
fuji dychani a krevni ob&h u pacienta, mohou mit vliv na skuteény rozsah absorpce
vodiku. Mnoho lidskych studii bylo provedeno pomoci inhalace vodiku v potapécské
mediciné a vysledkem byla fada zkuSenosti s 1é¢enim nemoci pomoci plynného vodi-
ku i ve srovnani s jinymi plyny (kyslik, helium a oxid uhli¢ity). Pfi pouziti plynného
vodiku jsou vyzadovéana piisnd bezpecnostni pravidla. Nevyhodou pii vdechovani

vvvvvv

pii inhalaci vodiku jsou celkovy objem smési a koncentrace vodiku %°.
b. Piti vody bohaté na vodik — voda obohacena o vodik mtze byt pfipravena nekolika
zpusoby — rozpusténim vodiku za vysokého tlaku, rozpusténim elektrolyzovaného

vodiku ve vodé€ nebo reakci kovového hoi¢iku s vodou. Hlavnim problémem je stabili-
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ta uvolnéného vodiku ve vodé, kdy po urcité dobé dochdzi k postupnému snizovani

koncentrace vodiku 2923,

C. Injekcné — tento zpusob aplikace je malo G¢inny ve srovnani s piedchozimi. Podava se
injekéné vodny fyziologicky roztok bohaty na vodik. Tato klinicka aplikace neni
ovlivnéna vlastnimi faktory pacient. Davka piijmu vodiku miize byt piesné fizena.
Injekce s fyziologickym roztokem bohaté na vodik byly aplikovany v riznych typech
organovych poranéni, zanétlivych onemocnéni, arteriosklerozy, hypertenze, poskozeni

jater, diabetu aj 2°.

d. Koupeli — vodik ma silnou difuzni kapacitu, a proto mize byt absorbovan pies ktizi do

krevniho toku.

e. Zvyseni mnozstvi vodiku ve strevech — 1éky nebo potraviny, které nemohou byt absor-
bovany tenkym stfevem, jsou piepravovany do tlustého stfeva, kde mize byt vodik
produkovany stfevnimi bakteriemi. Vodik by mél ve stievech plnit funkci antioxidantu

(zabranéni kardiovaskularnich piihod) 2.

f.  Dalsi aplikace — napr.: oéni kapky

2.4.2 Vlastnosti a vyzkum molekularniho vodiku

Molekularni vodik se podle japonskych védeckych studii chova jako velmi Géinny
antioxidant. Vyzkumem bylo zjisténo, ze ma schopnost velmi rychle proniknout pomoci
difuze biologickymi membranami do vSech tkani, bun¢k a také do mozkové tkané. Vodik
dokéze difundovat do cytosolu, mitochondrii a bunééného jadra k DNA 2. Tuto schopnost
jiny antioxidant nemd. Molekularni vodik pracuje jako selektivni antioxidant, ktery odstrani
nebezpecné radikaly (ROS), ale iginné zachovava . Je schopny v téle produkovat oxidaéné-
redukéni potencial (NORP), diky némuz dokaze organismus reagovat s volnymi radikaly.
Vodik neni toxicky ani pfi vys§ich koncentracich 18242°, Je schopen selektivné snizovat hladi-
nu hydroxylovych radikali in vitro a vykazovat terapeutickou antioxida¢ni aktivitu 2627,

Podle studii molekularni vodik eliminuje zvySeny obsah kyseliny mlécné, coz se
projevuje pii velké zatézi. Dochazi K vyplavovani mlééné kyseliny do svalovych bun¢k, coz

muZe zplsobit tnavné piekyseleni, bolesti az kiece svalstva. M4 schopnost po z4téZi rychle
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regenerovat tkané a odstranovat dalsi Skodlivé latky (mocovina, amoniak, kreatinkinaza),
které zptisobuji tnavu %,

V poslednich studiich byla snaha prokazat, ze inhalace plynného vodiku v malych
koncentracich (nutné dodrZeni bezpe¢nosti) ma 1é¢ebné ucinky na nékteré choroby 2°:
diabetes, zanét jater a stiev, zanéty kloubt, infarkt myokardu, obezitu, onkologické onemoc-
néni 3°, mozkovou mrtvici, Parkinsonovu nemoc a dalsi 1°?°. B&hem 8 let co se védci zabyvaji

molekularnim vodikem, bylo publikovano nékolik desitek védeckych praci 203432,

2.4.3 Tablety Recovery s HydroFX™ 1. generace

Dusan Miljkovi¢ si nechal v roce 2010 patentovat vyrobek Recovery s HydroFX™,
Podle propaga¢nich materialdi ma Recovery s HydroFX™ vyjimeéné mineralni slozeni a
obsahuje Cisty ptirodni hotcik. Jedna se o aktivni biologickou smés, ktera je schopna genero-
vat molekularni vodik. Pfi poziti tablety v zazivacim traktu by mélo dojit k reakcim, které
uvolnuji mnoho bublinek molekularniho vodiku. Tyto bublinky diky své malé hmotnosti, by
se mély §ifit po celém téle ve velmi kratkém case (milisekundy) a pronikat pies veskeré tkané
a bunky v téle. Vodik produkuje v téle zaporny redoxni potencial, ktery ma za tikol chranit
nase télo pred volnymi radikaly a oxida¢nim stresem 28, Recovery dokaze zvysit pufracni
kapacitu vnitiniho prostiedi, selektivné snizuje hladinu hydroxylovych radikali in vitro,
vykazuje terapeutickou antioxidacni aktivitu a snazi se udrZet optimélni pH krve, které je
kolem 7,4 27, U vodiku nebyly zatim zjistény z4dné negativni G¢inky 3.

Piipravky na bazi molekularniho vodiku jsou na ¢eském trhu velmi kratkou dobu.
Nejsou zcela znamé jeho G¢inky na lidsky organismus, ale co se o ném zatim vi, je podle
vyrobcil pritlomové. V soucasné dobé€ je princip vyroby patentovan firmou H2 Europe (diive
Sevenpoint 2 z USA). Recovery s HydroFX™ nebude podle vyrobce nikdy distribuovan
v 1ékarnach ani v maloobchodech, ale pouze u obchodnich partnerd H2 Europe 2’. V tom bych
vidéla pfedev§sim vyhodu pro partnery firmy H2 Europe a nevyhodu pro odbératele tablet
predevs§im v poskytovani informaci o daném vyrobku a jeho ucincich.

Davkovani tablet vypliva pfedevsim z testovani na mysich. Podle pfibalové dokumen-
tace je davkovani tablet Recovery pomérné jednoduché. Tablety se mohou vyuzivat od véku 3
let. Bezpecna davka Recovery je maximalné 9 tablet denné. Tablety se podle vyrobct
doporucuji brat na lacno a zapit ionizovanou vodou bez chloru (silny antioxidant). SloZeni
tablety Recovery s HydroFX o hmotnosti 450 mg (obrazek 4) je podle vyrobce nasledujici:

fosfore¢nan vapenaty (0,198 mg), mikrokrystalicka celuloza (139,50 mg), uhli¢itan hotecnaty
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(70,875 mg), hot¢ik ve formé prasku (23,625 mg), stearan hote¢naty (16,65 mg) a oxid kie-
micity (1,35 mg).

Obrdzek 4: Baleni Recovery '

2.4.4 Tablety Recovery 2. generace

Na podzim roku 2016 firma H2 Europe piedstavila novou sérii tablet Recovery.
Rozdil mezi pivodnim a novym balenim je ve slozeni tablet. Tablety Recovery 2. generace
jsou obohaceny o dalsi pfidané latky, které ovliviuji jejich rozpustnost ve vodé. Tyto nové
tablety by mély byt 1épe vyuzitelné pro lidsky organismus. U tablet by mél byt naméfen nizsi

redoxni potencial, a proto by tablety mély byt i¢innéjsi vii¢i pavodnimu vzorku Recovery 2.

Nové tablety Recovery byly schvaleny pouze pro vnéjsi pouziti. Vyuziti téchto tablet
ma vice forem (koupele, postiiky, obklady aj.). Podle navodu je jejich pouziti velmi snadné.
Mineralni tabletu nechame rozpustit ve vodé (1 tableta do 5 | vody) po dobu 5 — 10 minut.
Vysledkem jsou koupele v roztocich, které jsou obohacené o hoicik. Koupele by mohly
pfispét ke zlepSeni pfirozené koZni bariéry, podporovat hydrataci a regeneraci ktize. Distribu-
tofi tablet doporucuji tablety Recovery i1 pro vnitini pouziti, kdy do plastové nadoby, kterad
obsahuje neperlivou vodu (bez chloru), pfiddm jednu tabletu Recovery. Nadoba se rychle
uzavie a necha se asi 5 minut odstat, kdy dochéazi k uvoliiovani molekularniho vodiku. Dopo-
rucuje se vodu obohacenou o vodik vypit do 10 minut, kdy v Zaludku dojde jesté k dalSimu
vyvoji molekularniho vodiku. Tento zpusob aplikace vodiku je ovSem na vlastni nebezpeci.
Slozeni nové tablety Recovery s HydroFX o hmotnosti 400 mg (obrazek 5) je podle vyrobce
nasledujici: Kyselina jablecna, D-glukoza, hoicik ve formé prasku, Stearylfumarat sodny,

fumarova kyselina a voda.
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Obrdzek 5: Nové baleni Recovery '

Stearylfumarat sodny C22H3zgNaO4 (obrazek 7) patii mezi nejnovéjsi kluzni latky, které
se vyuzivaji k vyrobé a lisovani tablet. Koncentrace latky se vyuziva v rozmezi 0,5 — 2 %,
tedy niz8i nez stearan hotecnaty (obrazek 6). Stearylfumarat sodny, ktery je hydrofilngjsi nez
stearan hofec¢naty, umoziuje rychlejsi absorpci vody do tablet vzorku. Doba rozpadu tablet se
stearylfumaratem je niz$i neZz se stearanem hotecnatym. Pii pouziti stearylfumaratu maji
tablety vyS$i pevnost a zvySuje se rychlost uvoliiovani 1éCivé latky ze vzorku tablety.
K vytlaceni tablety z matrice je potiebna sila vyssi u stearylfumaratu sodného nez u stearanu

hofe¢natého 4.
)]
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Obrazek T: Stearylfumardt sodny 3*
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2.4.5 Dalsi vyrobky molekularniho vodiku

Firma H2 Europe neni jedinou firmou, ktera vyrabi molekularni vodik v tabletach.
Na trhu existuji i dalsi produkty, které garantuji uvolilovani vodiku z tablet. Jako napf.: paten-
tovana kombinace pfirodnich materiali Active H (obrazek 8). Slozeni tablety Active Ha
0 hmotnosti 450 mg je podle vyrobce nasledujici: smés Cistého hoiciku, kyselina jable¢na,

kyselina fumarova a maltéza. V baleni je obsazeno 60 tablet *°.
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2.4.6 Klinicky vyzkum molekularniho vodiku
Detekéni techniky pro stanoveni molekularniho vodiku

Standardni metody pro stanoveni koncentrace vodiku V klinickych vzorcich jsou
plynové chromatografie a elektrochemické metody. Stanoveni pfesné koncentrace vodiku je
nezbytné jak pro védecky vyzkum, tak i pro praktické vyuziti vodiku .

Plynova chromatografie je technika, ktera je pouzivana pro rozsahlé stanoveni koncen-
trace vodiku v roztoku krve. Tato technika je schopna kvantitativné analyzovat az stopové
mnoZzstvi koncentrace vodiku.

Elektrochemické metody jsou casto vyuzivany ke stanoveni koncentrace vodiku
u vzorkl tkani a krve. Pomoci standardniho roztoku vodiku o riznych koncentracich byla
ziskana kalibrac¢ni kiivka, ze které byly vyhodnoceny naméfena data, ¢imz doslo k ziskani
absolutni koncentrace vodiku ve vzorku. To piedstavuje velkou vyhodu pro vodikové snimace
pro detekci koncentrace vodiku v kapaliné nebo v tkani. Podle principu lze vodikové senzory

rozdélit na elektrochemické, polovodicové, termoelektrické nebo typ optického vldkna 20,
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Studie: Vliv inhalace vodiku na poskozena jatra a mozek

V experimentu na mySich byla snaha prokazat vliv inhalace vodiku na poskozena jatra.
Tém byl blokovan na 90 minut piisun krve a nasledné byl krevni pratok jatram obnoven
transferdza) a nizsi obsah malondialdehydu. Byla provedena inhalace helia, ale tento ptiznivy
efekt se nepotvrdil 2. Antioxida¢ni efekt byl také potvrzen v modelovych pokusech na potka-
nech, u kterych bylo navozeno umélé poskozeni mozku na tkanovych kulturach, které byly
uvedeny do akutniho oxidacniho stresu tfemi nezavislymi metodami. Vodik redukoval

selektivné HO", ktery vykazoval nejvétsi cytotoxicky ucinek ze skupiny ROS 202,

Studie: vliv vody obohacené o vodik na hladinu cholesterolu?

Cilem studie bylo zjistit, jaké charakteristické uc¢inky béhem 10 tydnti ma voda oboha-
cena o vodik (0,9 — 1,0 litr/den) na obsah, sloZeni a biologickou aktivitu lipoproteind v séru
u 20 pacientt (12 muZd, 8 Zen ve véku 20 > 43) s metabolickym syndromem. Clovék s meta-
bolickym syndromem ma zvySené riziko vzniku kardiovaskularnich chorob, mrtvice a diabetu
2. typu. Pro spravné vyhodnoceni vysledkli musela byt splnéna alesponi jedna podminka —
hypertenze (diastolicky krevni tlak 80-89 mmHg a systolicky krevni tlak 139 mm Hg),
diabetes (hladina glukozy nala¢no od 5,2 do 6,9 mmol.l"}), LDL-C > 2,59 mmol.I". Vsichni
ucastnici museli podepsat pisemny souhlas s jejich ucasti v této studii. Pacienti konzumovali
vodu obohacenou vodikem (0,9 — 1,0 litr/den) po dobu 10 tydnd. Vzorky séra byly odebirany
na pocatku studie (0 tyden) a po uplynuti 10 tydne na la¢no. Nésledné byla provedena analyza
odebraného séra, ktera ukazala spotiebu vodiku. Ta vedla ke snizeni HDL-cholesterolu (HDL-
C ,,hodny*) a LDL-cholesterolu (LDL-C ,,zIy*). Zlepseni hodnot HDL-cholesterolu bylo
posouzeno 4 nezavislymi hodnotami. Bylo zjisténo, Zze voda obohacena o vodik vede ke zvy-
Seni antioxidacniho enzymu SOD a ke sniZeni reaktivni thiobarbiturové kyseliny v celém séru
a LDL-cholesterolu. Spotifeba vodiku neovlivnila hodnotu glukézy. Vysledkem této studie

bylo zjisténi, ze vodik ma blahodarné uginky na snizeni koncentrace lipidi .

Studie: vliv inhalace vodiku na akutni poranéni plic

Akutni poranéni plic (ALI) je velmi vazné onemocnéni, U kterého maji jedinci
parcialni arterialni (tepenny) tlak < 300 mm Hg . V této studii byla zkoumana hypotéza, ktera
za pomoci inhalace vodiku, méla u mysi zmirnit akutni poranéni plic vyvolané liposacharidem
(LPS). Pro experiment byli vybrani mysi samci ve véku 8 — 10 tydnti o hmotnosti 20 — 25 g.

Zakoupeny smésny plyn, ktery obsahoval 2 % vodiku, se rozpustil ve fyziologickém roztoku a
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koncentrace nového roztoku byla upravena na 5 mg.ml™. V samotném experimentu byli mysi
samci pod vlivem anestezie, kdy jim byl proveden vyplach pridusnice fyziologickym
roztokem. Méfeni se skladalo z nékolika ¢asti >’
a. tricet Sest mysi bylo ndhodné vybrano a rozdéleno do tfi skupin — faleSna
skupina (fyziologicky roztok + 2 % vodiku ve smési plyni), kontrolni skupina
(LPS + normalni vzduch) a experimentalni skupina (LPS + 2 % vodiku
ve smési plynil). Cilem bylo sledovat imrtnost mysi kazdych 12 hodin po dobu
96 hodin.
b. tato Cast je urCena k testim a imunochemickému vysetfeni. Tticet Sest mysi
bylo rozdéleno do tii skupin. Sest mysi bylo usmrceno po stimulaci LPS.
c. mysi pod vlivem anestezie byly umistény do inhala¢niho zatizeni, kde 2 hodi-
ny spontanné dychaly.

Plicni tkdn€ byly testovany na pomér mokré/suché (W/D), oxidacni stres, imunohisto-
chemii, histologii a ,,western blot” vySetieni. Pomoci testl a vySetfeni bylo zjisténo, Ze vodik
zvysil Zivotnost mysi, snizil v plicich pomér W/D, snizil obsah malonaldehydu a obsah
nitrotyrosinu. Vodik inhiboval myeloperoxiddzu a diky SOD udrZuje ¢innost v plicni tkani.
Vodik oslabuje histopatologické zmény a zmirfiuje apoptézu plicnich bunék. Vysledky
ukazuji, ze vodik zlepsil inhalaci LPS-indukované ALI a muze se projevit svou ochrannou

funkci proti ROS %/,

Studie: u¢inek vodiku na diabetickou retinopatii u potkani?

Diabeticka retinopatie je nejcastéjsi pii¢ina cévniho onemocnéni sitnice a mize vést az
K uplné slepoté. Studie byla zaméfena na posouzeni ochranného ucinku roztoku vodiku
u diabetickych potkant, ktefi byli indukovani streptozotocinem. Samci potkanti byli rozdéleni
do tfi skupin — nediabeticka kontrolni skupina (kontrola bez DM — diabetes mellitus),
diabeticka kontrolni skupina (kontrola DM) a diabeticka skupina potkanid (DM — vodikovy
fyziologicky roztok). Po dobu 4 tydnii byl potkanim v DM vodikové skupiné aplikovan
injek¢éné do oblasti pobfisnice vodikovy roztok (roztok nasyceny vodikem chloridu sodného
v mnozstvi 5 ml.kg? denng). Cévni sitnicovd permeabilita byla hodnocena pomoci méieni
uniku do sitnice (Evans blue). Odumirani sitnice pak bylo hodnoceno specialnimi postupy.
Pomoci barveni hematoxylinem a eosinem byla sledovana tloustka sitnice. Vysledky 1é¢by
ukazaly, Zze vodikovy fyziologicky roztok by mohl snizit aktivitu kaspazy, snizit vaskularni
permeabilitu a apoptdzu sitnice. V budoucnu by mozna mohl vodikovy fyziologicky roztok

vést ke klinické 16¢bé diabetické retinopatie .
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2.5 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita byla definovana jako schopnost latky (i smési latek) inhibovat
oxida¢ni degradaci rozdilnych sloucenin. Dale by se mély rozliSovat dva pojmy — antioxidacni
kapacita a reaktivita. Kapacita udava informaci o ¢asovém intervalu trvani antioxida¢niho
ucinku. Reaktivita charakterizuje pocatek dynamiky v pribéhu antioxida¢niho procesu
pii koncentraci antioxidantu 3°.

Pro porovnani antioxida¢nich u¢inkl raznych smési byl zaveden pojem celkova antio-
xidacni aktivita (TAA). TAA urcCuje schopnost latky eliminovat radikaly. Obecné existuje
mnoho faktort, které ovliviiuji antioxidacni aktivitu. Typickymi ptiklady jsou — koncentrace
antioxidantu, pfitomnost dal$ich antioxidanta ¢i jinych latek, pH, rozpoustédlo, homogenita,

teplota ¢i doba stani a mnoho dalgich 4°.

2.6 Metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
Pro stanoveni antioxidacni aktivity bylo vyvinuto fadu metod. Obecné lze metody
rozdélit do dvou skupin:
a. metody, které dokazi hodnotit schopnost eliminovat radikaly
b. metody, které posuzuji redoxni vlastnosti latek
Nejcastéjsi metody pro jeji stanoveni jsou TRAP (Total Radical Trapping Parameter),
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity). Dale se antioxida¢ni aktivita da stanovit z celkového mnoZstvi antioxidanti
ve vzorku (TAC), které se stanovuji chemickymi metodami s fluorimetrickou ¢i spektrome-
trickou detekci. Mezi tyto metody patii ABTS/TEAC, FRAP (Total Radical Trapping
Parameter), CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) a DPPH [radikal 1,1-difenyl-
2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl] 4142,
Existuji 2 zakladni principy, které popisuji reakci antioxidantu s volnymi radikaly
(redukénimi ¢inidly). Jednotlivé metody lze podle mechanismii rozdélit na 4
a) metody, které jsou zalozeny na principu prenosu atomu vodiku, maji schopnost
antioxidantu likvidovat volné radikdly pfedanim atomu vodiku. Tento mecha-
nismus se nejcasteji uplatinuje u sloucenin fenolického typu (Ar-OH) s ROO’
radikalem. To je typické pro metody ORAC a TRAP.
b) metody zalozené na principu pienosu elektronu, vyuzivaji redukéni schopnosti
antioxidantl. Ke vzorku, ktery obsahuje antioxidant, je pfidano ¢inidlo (kovo-

vy ion, vhodné radikaly napt.: radikal kation ABTS™ aj.) ptenosem elektronu.
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Cinidlo (oxidant) se redukuje, dochazi ke zméné zabarveni a barevna zména je
spektrometricky detekovatelna. Patii sem ABTS/TEAC, FRAP, CUPRAC a
DPPH 41,

2.6.1 Metoda DPPH

Mectoda DPPH je povazovana za jednu ze zakladnich metod, kterou stanovujeme
celkovou antioxidacni aktivitu Cistych latek, ale i riznych smési. Zhruba pied 50 lety tuto
metodu poprvé popsal Marsden Blois 4.

Metoda je zalozena na reakci antioxidantu se stabilnich dusikovym radikalem DPPH’
[1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl] méfené spektrometricky pii vinové délce 517 nm,
kde dosahuje maxima absorbance. Pii této reakci dochazi k redukci barevného fialového radi-
kalu na nazloutlou neutralni molekulu DPPH-H (rovnice 11). Pokles absorbance (odbarveni) a
rychlost je pfimo umérna antioxida¢ni uc¢innosti stanovované latky *. Reakce je nejcast&ji
detekovana spektrometricky, ale lze ji provadét i na mikrotitra¢nich desti¢kach, metodou ESR
¢i HPLC ?°. Jedna se o jednoduchou metodu, ale mohou nastat jistd omezeni. Jednim z nich
je, ze antioxidanty mtzou reagovat velmi rychle (napi.: peroxylové radikaly). Pfesto je tato
metodika pouZivana v potravinaiském, pivovarském primyslu a dalsich *3. Antioxidaéni

aktivita smésnych vzorki se stanovuje na standard askorbové kyseliny nebo na Troloxu >4,

Rovnice 11: Struktura DPPH a redukce na neutralni molekulu %
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2.6.2 Metoda FRAP

FRAP je zkratka, ktera oznacuje ferric reducing antioxidant power nebo také mizeme
v literatufe najit pod nazvem ferric reducing ability of plasma. Patfi mezi jednoduchou meto-
du, kterd je zalozena na hodnoceni redukénich ucinkli antioxidant. Na rozdil od ostatnich

metod zde neni vyuzity zddny radikal, protoZe je métena redukéni sila antioxidantd. Poprvé
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tato metoda byla popsana v roce 1996 Benziem a Strainem pro méfeni redukéni sily Krevni
plazmy. V dalSich letech byla upravovana a pouzita na meéfeni antioxidantd rostlinnych
vytazk *. Princip metody je zaloZen na redukci bezbarvych Zelezitych komplexi ze vzorku
(Fe**-TPTZ) pomoci antioxidanti. P¥i vinové délce 593 nm dochézi k nartistu absorbance,
coz odpovidd antioxida¢ni aktivité modrého komplexu Fe?*-TPTZ (rovnice 12). Méieni
probiha za nizkého pH (3,6) a je doprovazeno barevnou zménou 2. Metoda FRAP méfi spise
reduk¢ni schopnost antioxidantli, nez antioxidacni aktivitu latek. Naméfené hodnoty se pak
vyhodnoti do grafu — zavislost absorbance na koncentraci Fe?" iontil. Nasledné se vypodita

redukéni schopnost antioxidantt 4°.

Rovnice 12: Redukce bezbarvého komplexu Fe** - TPTZ na modry Fe** - TPTZ komplex 4/

2.6.3 Metoda ABTS/TEAC

Patii k zakladnim a nejpouzivanéj$im metodam, které se pouzivaji na stanoveni TAA.
Mizeme ji zaradit do skupiny, ktera eliminuje synteticky radikal. Metoda je zaloZena na zha-
Seni  syntetického  stabilniho radikalového  kationtu ~ABTS™  [2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazol-6-sulfonova kyselina] (rovnice 13). Metoda je nékdy oznaCovana jako
TEAC, jelikoZz vyslednd antioxidacni aktivita vzorku je vztahovéana k antioxida¢ni aktivité

troloxu 18,

Antioxidanty, které zhaseji ABTS™ radikal, mizeme stanovovat spektrometricky na
zéklad& zmén absorpéniho spektra radikalu. ABTS™ radikal je staly a ma intenzivné modré

zabarveni. Absorpéni maxima radikalu jsou u vinovych délek 415, 645, 734 a 815 nm.

48

M¢teno je nejcastéji kolem 714 nm *°. Radikal kation je rozpustny ve vodé ale i

v organickych rozpoustédlech. Lze ho pouzit pfi mnoha stanovenich antioxidacni aktivity

lipofilnich i hydrofilnich vzork®. Tato metoda byla poprvé popsana panem Millerem a kol .
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Rovnice 13: Jednoelektronova oxidace ABTS na ABTS™ radikal kation *°
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2.6.4 Metoda ORAC

Tato metoda byla poprvé navrzena v pracich Cao a kol.>* a Ghiselliho a kol.>2
V systému jsou generovany kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost stanovované latky
zpomalit ¢i zastavit radikdlovou reakci °%. U metody se pouziva bis azidovy inicidtor AAPH
[2,2"- azobis (2-amidinopropan)-dihydrochlorid], ktery se zahtiva za dostate¢ného mnozstvi
kysliku a tim dochdzi ke vzniku peroxidovych radikalt. Vznikl¢ radikaly reaguji
s fluorescenéni sondou a tim dochazi ke zhaSeni fluorescence. Pokles fluorescence se pak
sleduje spektrometricky. Dochazi k porovnani poklesu fluorescence reakéni smési obsahujici
jen peroxidové radikaly a fluorescen¢ni sondou s klesajici fluorescenci smési, kterd obsahuje
navic antioxidant. OvSem v pfitomnosti antioxidantu je pokles absorbance pomalejsi.
Antioxidacni kapacita stanovuje plochu mezi kiivkami, kterd vyjadiuje zhaseni fluorescence
Vv obou piipadech >,

Ptvodni metoda ORAC pouziva jako fluorescen¢ni sondu protein B-fykoerythrin.
Protein byl nahrazen fluoresceinem kvili problémim s citlivosti na svétlo, reakcim
s polyfenoly a konzistentnosti vysledkii >*. Fluorescein je stabilni fluorescenéni indikator,
ktery ma vysoky kvantovy vytéZzek a dosahuje reprodukovatelnéjSich vysledk.

Metoda se pouziva ke stanoveni antioxida¢ni aktivity rdznych vzorkl (potravinaiské a
zeméedelské vyrobky, farmaceutické produkty, krevni sérum). Jako kontrolni latka se pouziva
standard trolox. Nevyhodu metody je, Ze neni mozné stanovit lipofilni antioxidanty. Muselo

by dojit k modifikaci metody 4!,
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2.6.5 CUPRAC

Metoda CUPRAC vyuziva redukénich vlastnosti podobné jako metoda FRAP
s rozdilem pouziti médi misto Zeleza. Je popsana autory Apak a kol., ve které se pouziva ¢ini-
dlo neocuproinu (Nc) jako chelata¢niho cinidla. Podstatou metody je redukce médi
z oxidaéniho stavu dva do stavu jedna antioxidantem, ktery je obsazen ve vzorku. Dochazi
k mé&feni absorbance chromoforu Cu(I)-Nc chelatu jako vysledek redoxni reakce CUPRAC
s antioxidantem a ¢inidlem Cu(II)-Nc. Maximum absorbance chromoforu odpovida pii vinové
délce 490 nm. Metoda byla aplikovand na stanoveni antioxida¢ni aktivity antioxidanta

V potravinafstvi ale i v krevnim séru >>°°,

2.6.6 TRAP

Tato metoda byla poprvé popsana Waynerem a kol %' Je zaloZena na principu metody
ORAC, ale pouziva se §irsi spektrum iniciatora a sond. Stanovuje tedy schopnost antioxidantu
ovlivnit reakci mezi peroxidovymi radikaly a cilovou sondou. Iniciaéni radikaly jsou genero-
vany selektivnéj$imi azidy (AAPH), enzymy (kienové peroxidasa), singletovym kyslikem
nebo NO’ radikalem. Jako cilova sonda se pouziva dichlorofluorescein diacetat, fluorescein,

luminol nebo B-fykoerythrin >,

Obdobn¢ jako u metody ORAC, dochazi ke zhaSeni fluorescence sondy pomoci
volnych radikalt, ale v pfitomnosti antioxidantu je zhaseni fluorescence potlaceno. Oxidace
sondy je tedy sledovana opticky €1 pomoci fluorescence. Jako kalibra¢ni standard se pouziva

Trolox. U metody TRAP musi byt splnéno nékolik predpokladu:

= sonda musi reagovat S peroxidovym radikalem 1 pfi nizkych koncentracich,
= pro dosaZeni nejvétsi intenzity se musi projevit spektroskopickd zména mezi
plvodni a oxidovanou sondou,

= pfii oxidaci sondy se nesmi projevit Zadna radikalova fetézova reakce.

Metoda TRAP se pouZiva pro stanoveni antioxida¢ni aktivity plazmy a krevniho séra.
Jsou méfeny nizkomolekularni antioxidanty jako napf.: askorbova kyselina, glutathion nebo
B-karoten 41,

2.6.7 Cyklicka voltametrie
Cyklicka voltametrie je vhodnou metodou pro ziskani informaci o latce, ktera je

ochotna odstépovat elektrony. Je prokazano, ze v mnoha piipadech hodnoty potencialt (Ea)
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koreluji s antioxidaéni aktivitou latek, kterd je stanovena jinymi metodami napt.: DPPH °8,
Redukéni schopnost latek miizeme vyhodnotit dvéma zpiisoby °8°°:
» Potencidl oxida¢ni anodicky pik Ea
= Anodicky proud Ia
Cim je niz8i hodnota Ea, tim latka snadnéji odevzdava elektrony a miize byt tedy lep-

$im antioxidantem. Z vysky anodického proudu Ia miizeme zjistit koncentraci latky.
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3. Experimentalni ¢ast

Tato diplomova prace byla zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity rozdilnych
tablet molekularniho vodiku od firmy H2 Europe. Ke stanoveni antioxidaéni aktivity jsme
ziskali dvé zcela odlisné baleni Recovery popsané v samostatné kapitole (viz. kapitola 3.3.1 a
3.3.2). K testovani tablet Recovery byly pouzity dvé metody, které se pouzivaji ke stanoveni
antioxidac¢ni aktivity (DPPH, FRAP). Nasledné byl pomoci atomové absorpéni spektrometrie
stanoven obsah vapniku a hotc¢iku v tabletach Recovery. Nakonec byl pomoci potenciometrie

naméien redoxni potencial tablet.

3.1 Pouzité chemikalie
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, p.a SIGMA-ALDRICH®, Némecko
PENTA, Ceska republika
VWR, Ceska republika

PENTA, Ceska republika

Askorbova kyselina, p.a
Methanol, ¢istota: p.a
Kyselina ortofosforecna, p.a
Hydroxid sodny, p.a PENTA, Ceska republika

pH Kalibra¢ni roztoky (4,0; 7,0) Merck spol. s.r.o., Ceska republika

Kyselina chlorovodikova 35 %, p.a
Kyselina dusi¢nd 65 %, p.a

Monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu vapenatého, p.a

PENTA, Ceska republika
PENTA, Ceska republika

Lachema, Ceska republika

PENTA, Ceska republika
PENTA, Ceska republika
SIGMA-ALDRICH®, Némecko

Kyselina octova 99 %, p.a
Trihydrat octanu sodného, p.a
2,4,6-tris-(2-pyridyl)-s-triazin, p.a
Hexahydrat chloridu zelezitého, p.a SIGMA-ALDRICH®, Némecko
Chlorid draselny, p.a Lachema n.p., Ceska republika
Uvoliiovaci ¢inidlo LaCls 0 koncentraci 25 g.I* Analytika, Ceska republika
CRM — kalibra¢ni roztok, ASTASOL® - Mg Analytika, Ceska republika

CRM — kalibra¢ni roztok, ASTASOL® - Ca Analytika, Ceska republika
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3.2 Pouzité pristroje k méreni

Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provadéno spektrometricky pomoci UV/VIS
spektrometru Lambda 25 (Perkin Elmer, USA) v kifemennych kyvetach o tloustce 1 cm.
Nameéfend data byla vyhodnocena pomoci softwaru UV WinLab a graficky zpracovana
programem MS Excel.

Pro stanoveni obsahu vapniku a hoi¢iku v tabletich Recovery byl pouzity metoda
atomové absorpni spektrometrie. Pro méfeni se provedlo pomoci spektrometru SavantAA
(GBC, Australie).

Pro pfipravu tlumivych roztoki byl pouzit pH-metr InoLab 720 s kombinovanou
sklenénou elektrodou (WTW, Némecko).

Pro stanoveni redoxniho potencialu tablet Recovery byl pouzit pfistroj ISES Professi-
onal (3kolni experimentéalni systém PC.IN/OUT, Ceska Republika). Byl pouzity elektrodovy

systém s mérnou platinovou elektrodou a srovnavaci kalomelovou elektrodou.

Vsechny chemikalie vcetné vzorkd byly véazeny na elektronickych analytickych

vahach znacky KERN (Kern & Sohn, GmbH, Némecko).

Pro diikladné rozpusténi pfipravovanych roztokl ¢i vzorkil byla vyuzivana ultrazvu-
kova lazen znacky Sonorex (Bandelin, Némecko). K zahfati pripravenych roztokl na teplotu

37 °C se pouzil vyhiivaci blok znatky EVATERM (Labicom s.r.0., Ceska Republika).

3.3. Analyzované vzorky

3.3.1 Recovery s HydroFX
K dispozici byly tablety ze dvou riznych Sarzi:

1. Tablety sarze LOT dale necitelné byly vyrobeny v USA pro dovozce SevenPoint 2
Europe s.r.o. se sidlem v Ostravé. Podle vyrobcet jsou tablety Recovery unikatni mix
minerali, jeZ vylucuji plynny vodik v redoxnich reakci. SloZeni téchto tablet je uvede-
no v kapitole 2.4.3. Recovery je podle pfibalového letaku definovan jako doplnék
stravy, ale tablety nejsou vhodné jako nahrada pestré stravy. Tyto tablety nejsou
rozpustné ve vodé, ale pouze ¢aste¢né v kyselém prostiedi. Baleni obsahovalo 90 tab-

let, kdy jedna tableta vazila ptiblizn¢ 450 mg.
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2. Tablety sarze 42609EXP7 byly vyrobeny pro stejnou firmu. Minimalni trvanlivosti
tablet byla datovana do roku 2016. Dalsi informace jsou totozné jako v pfedchozim

pripadé.

3.3.2 Recovery H2
Tablety Sarze LOT 2161108 byly vyrobeny v Kanad¢ pro firmu H2 Europe se sidlem
v Ostravé (The Molecular Hydrogen Company). Minimalni trvanlivost tablet je datovana
do EXP 11/2019. Tyto tablety jsou ¢aste¢né rozpustné ve vod¢. Recovery H2 jsou definovany
jako mineralni tablety do vody. Baleni obsahovalo 90 tablet, kdy jedna tableta vazila ptiblizné
400 mg (kapitola 2.4.4).

3.4 Priprava a Gprava roztoki

3.4.1 Priiprava roztoki pro metodu DPPH
Pracovni roztok volného radikalu DPPH
Roztok volného radikalu DPPH o koncentraci 1,16.10* mol.I" byl pfipraven rozpusté-

nim navazky v methanolu. Pro dikladné rozpusténi byla pouzita ultrazvukova lazen.

Priprava fosfatového tlumivého roztoku

Fosfatovy tlumivy roztok o pH = 3 byl pfipraven titraci pfipravenymi roztoky
0,1 mol.I"! kyseliny fosforeéné a 50 % hydroxidu sodného. Pro titraci byl pouzit z kalibrovany
pH metr.

Kalibraé¢ni Fada standardu askorbové kyseliny

Zasobni roztok standardu askorbové kyseliny o koncentraci 1.10° mol.I* byl pfipra-
ven rozpus$ténim navazky v tltumivém roztoku o pH = 3. Pro Gplné rozpusténi pevné latky byla
pouzita ultrazvukova lazen. Z ptipravené¢ho zasobniho roztoku byla pfipravend postupnym

fedénim kalibraéni fada o koncentraci 5.10°, 1.10°, 2.10°, 3.10°, 4.10°, 5.10° mol.I%.

P¥iprava Clark-Lubs tlumivého roztoku (0,2 mol.I* HCI + 0,2 mol.I* KCI)
Zasobni roztok tlumivého roztoku o pH = 2 byl pfipraven do 500 ml odmérné banky.
Roztok chloridu draselného byl pfipraven navazenim 7,456 g do 500 ml odmérné banky. Roz-

tok kyseliny chlorovodikové byl pfipraven odpipetovanim vypocteného mnozstvi do 100 ml
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odmérné baniky. Do 500 ml odmérné baiky bylo pfiddno 58,5 ml pfipravené¢ho roztoku
0,2 mol.I1 HCI a celkovy objem byl doplnén roztokem 0,2 mol.I"t KCI.

3.4.2 Priprava roztoki pro metodu FRAP
Piiprava pracovniho roztoku FRAP

Pracovni roztok FRAP byl pfipraven smichanim 10 dila pfipraveného acetatového
tlumivého roztoku 0 pH = 3,6; 1 dilu 10 mmol.I* roztoku TPTZ ve 40 mmol.I"* HCl a 1 dil

20 mmol.I"t roztoku FeCls.

Priprava acetatového tlumivého roztoku

Acetatovy tlumivy roztok o pH = 3,6 byl pfipraven do 500 ml odmérné barky.
Podle vypocitaného mnozstvi pevného octanu sodného bylo jeho mnozstvi rozpusténo
Vv destilované vod¢. K tomuto mnozstvi bylo odpipetovano 8 ml kyseliny octové a celkovy

objem byl doplnén destilovanou vodou po rysku bariky.

Kalibracni fada askorbové kyseliny

Zasobni roztok standardu askorbové Kyseliny o koncentraci 1.10° mol.I* byl ptipra-
ven rozpu$ténim navazky Vv destilované vod¢. Z tohoto roztoku byla pfipravena postupnym
fedénim destilovanou vodou kalibra¢ni fada o koncentraci 5.10%; 4.10*: 3.10*: 2.10*: 1.10™:

5.10° mol.I"%.

3.4.3 Priprava roztoki pro AAS
Zasobni roztok vapniku

Ze z4sobniho standardu vapniku (CaCOs v HNOs) o koncentraci 1 g.I"? byl pfipraven
roztok o koncentraci 100 mg.I" (max. fedéni v jednom kroku 100x). Z tohoto roztoku byla
pfipravena kalibra¢ni fada o rozdilnych koncentracich dle tabulky 5. Do baiky byly pfidany
2 ml uvolnovaciho ¢inidla LaCls (uvolnéni vapniku z komplexi) a celkovy objem byl doplnén

destilovanou vodou po rysku.
Zasobni roztok hor¢iku

Ze zasobniho roztoku hoi¢iku o koncentraci 1 g byl piipraven roztok o koncentraci

10 mg.I"! (max. fedéni vjednom kroku 100x). Z piipraveného roztoku byla piipravena
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kalibra¢ni fada o rozdilnych koncentracich dle tabulky 5. Dalsi postup byl totozny jako

u stanoveni vapniku.

Zasobni roztok dihydrogenfosfore¢nan vapenaty
Byl pfipraven zasobni roztok dihydrogenfosfore¢nanu vapenatého 0 koncentraci
vapniku 1 g.I%, ze kterého byl pfipraven roztok o koncentraci 100 mg.It. Dalsi postup byl

totozny jako u stanoveni vapniku.

Tabulka 5: Hmotnostni koncentrace Ca a Mg

prvek standard 1 standard 2 standard 3 | standard4 | standard5
Ca[mg.I"] 1 2 5 8 10
Mg [mg.I}] 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75

3.4.4 Uprava vzorki
Jednotlivé tablety Recovery byly zhomogenizovany v achatové tfeci misce a presypa-

ny do plastovych mikrozkumavek.

3.5 Pracovni postupy méreni

3.5.1 Optimalizace kalibra¢nich zavislosti metody DPPH

Jako kalibra¢ni standard byla pouzita askorbova kyselina, ktera byla rozpusSténa
ve fosfatovém tlumivého roztoku. U askorbové kyseliny byly studovany rozdilné koncentrac-
ni rozsahy kalibraci. Vybarvovaci reakce byla provedena v 5 ml odmérnych banikach, kde
bylo smichano 2,5 ml methanolického roztoku DPPH o koncentraci 1,16.10 mol.I"%, p¥idavek
askorbové kyseliny podle ptislusné koncentrace (tabulka 6) a celkovy objem byl doplnén fos-
fatovym tlumivym roztokem 0 pH = 3. Takto pfipravené roztoky byly inkubovany ve tmé& pfi
laboratorni teploté 24 °C po dobu 30 minut nebo pii teploté 37 °C v ¢asovém intervalu
20 minut a 10 minut chladnuti na laboratorni teplotu. Po uplynuti doby inkubace byla métena
absorbance pii konstantni vinové délce 524,3 nm vuéi slepému vzorku. Srovnavaci kyveta
obsahovala methanolicky roztok. Naméfena data byla vyhodnocena pomoci softwaru UV

WinLab a graficky zpracovana programem MS Excel.

39




Tabulka 6. Pridavek askorbové kyseliny

koncentrace askorbova kyselina
[mol.I] [ul]
5.10° 12,5
1.10° 25,0
2.10° 50,0
3.10° 75,0
4,107 100
5.10° 125

3.5.2 Pracovni postup metody DPPH

Do 25 ml odmérnych ban¢k bylo navazeno mnozstvi vzorku tablet Recovery.
K tomuto mnozstvi bylo odpipetovano 12,5 ml methanolického roztoku volného radikalu
DPPH, 200 pl koncentrované H3POs nebo 630 pl ziedéné HCI (podle vypoctu) a nasledné
celkovy objem byl doplnén fosfatovym tlumivym roztokem o pH = 3. Inkubace vzorkt probi-
hala ve tmé pfi laboratorni teploté 24 °C po dobu 30 minut nebo pii teploté 37 °C v ¢asovém
intervalu 20 minut a 10 minut chladnuti na laboratorni teplotu. V pribchu inkubace byly
baiikky promichény. Po uplynuti doby inkubace byly vzorky spolu s roztoky kalibracni fady
kyseliny askorbové (kalibraéni rozsah 5.10° — 5.10° mol.I"Y) proméfeny spektrometricky
v ktemennych kyvetach pii vlnové délce 524,3 nm proti slepému vzorku (methanolicky
roztok). Vysledkem byly namétené hodnoty absorbanci. Pomoci vypocitané regresni kiivky
z kalibracni kiivky byla vypocitana antioxidacni aktivita vzorki (TAA) a nasledné

piepocitana na AAE (ascorbic acid equivalents v mg.g™?).

3.5.3 Optimalizace kalibra¢nich zavislosti metody FRAP

U metody FRAP byl pouzity kalibracni standard askorbové kyseliny. Déle byl
standard askorbové kyseliny vyzkouSen a uspés$né pouzit pro tuto metodu. Jako v pfedchozim
ptipadé byly studovany rozdilné koncentra¢ni rozsahy kalibraci askorbové kyseliny. Stanove-
ni bylo provadéno v 10 ml odmérnych barnkach, kam bylo odpipetovano 6 ml pracovniho
roztoku FRAP, 200 ul standardu askorbové kyseliny a celkovy objem byl doplnén destilova-
nou vodou. Pfipravené roztoky byly promichany a temperovany pii 37 °C nebo laboratorni
teploté 24 °C po dobu 30 minut. Poté byla zméfena absorbance pii konstantni vinové délce
593 nm proti slepému vzorku. Srovndvaci kyveta obsahovala acetatovy tlumivy roztok.
Naméfena data byla vyhodnocena pomoci softwaru UV WinLab a graficky zpracovana

programem MS Excel.
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3.5.4 Pracovni postup metody FRAP

U metody FRAP byla sledovana zména absorbance pfi vinové délce 593 nm, ktera ma
za nasledek jednoelektronovou redukci Zluté zbarveného komplexu Fe(ll1)-TPTZ na modry
Fe(I)-TPTZ 24,

Do 10 ml odmérnych banék bylo navazeno mnozstvi vzorku tablet Recovery.
K tomuto mnozstvi bylo napipetovano 6 ml pracovniho roztoku FRAP a celkovy objem byl
doplnén destilovanou vodou. Pfipravené roztoky byly promichany a inkubovany pfi labora-
torni teploté nebo pfi teploté 37 °C pomoci vyhiivaci bloku po dobu 30 minut. Poté byly
vzorky spolu s kalibra¢nimi roztoky standardu askorbové Kyseliny (kalibraéni rozsah 5.10% —
5.10° mol.I"Y) proméieny spektrometricky v kiemennych kyvetach pii konstantni vinové délce
593 nm proti slepému vzorku (acetatovy tlumivy roztok).

Vysledkem byly naméfené hodnoty absorbanci. Pomoci vypocitané regresni kiivky
z kalibra¢ni kiivky byla vypocitana antioxidacni aktivita vzorkti (TAA) a nésledné ptepocita-

n4 na AAE (ascorbic acid equivalents v mg.g™).

3.5.5 Pracovni postup metody AAS

AAS méii ubytek intenzity elektromagnetického zateni, které jsou zplisobeny absorpci
volnymi atomy v plynném stavu. Ubytek primarniho zafeni je mirou koncentrace volnych
atomu prvku, ktery zatfeni absorboval. Toto popisuje Lambert-Beeriiv zdkon.

Do 25 ml odmérné banky bylo navazeno mnozstvi vzorku z tablety Recovery. Pro lep-
$1 uvolnéni vapniku byly odpipetovany a ptidany ke vzorku 2 ml uvoliiovaciho ¢inidla LaCls,
pro okyseleni bylo pfiddno 250 pl koncentrované HNOs a celkovy objem byl doplnén
destilovanou vodou. Nésledné piipravené vzorky s kalibracnimi roztoky véapniku a hoic¢iku
byly proméfeny atomovym absorpénim spektrometrem za vyuziti plamenové atomizace
v plameni acetylen-vzduch. Vysledkem je stanoveni koncentrace vapniku a hotciku

Vv tabletach Recovery.

3.5.6 Pracovni postup potenciometrie

Do nadobky bylo napipetovano 50 ml Clark-Lubsova tlumivého roztoku. Pro stano-
veni redoxniho potencidlu byl sestrojen elektrodovy systém, ktery se skladal z mérné platino-
vé elektrody a srovnavaci kalomelové elektrody. Nejprve byl roztok probublan dusikem kvtli
pritomnému kysliku, Ktery je schopen reagovat suvoliovanym vodikem. Po ustaleni

redoxniho potencidlu byla pfiddna navazka tablet Recovery. Po ptfidavku dochazelo
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K postupnému snizovani redoxniho potencidlu V zavislosti na pfidané navazce. Doslo
K postupnému uvoliovani vodiku do roztoku a nasledn¢ jeho uniku z roztoku. Naméiené

redoxni potencialy byly graficky zpracovany programem ISES (tabulka 7).

Tabulka 7: Podminky méreni

doba méfeni 3600 s
vzorkovani 1Hz
voltmetr -500 az +500 mV
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Metoda DPPH

4.1.1 Optimalizace podminek

Pied samotnym stanovenim byla potieba zjistit, pti kterém pH tlumivého roztoku vy-
kazuji methanolicky roztok volného radikalu DPPH o koncentraci 1,16.10* mol.I, standard
askorbové kyseliny a samotny vzorek nejvyssi stabilitu. Samotné stanoveni bylo provadéno
Vv plastovych mikrozkumavkach. Podle provedenych vypocti a experimentt bylo zjisténo, Ze
vhodny pomér askorbové kyseliny a tlumivého roztoku je 1:10 v 1 ml methanolického
roztoku DPPH.

Byla provedena fada experimentd, ktera identifikovala odbarvovani vzorku tablet
Recovery. Bylo zjisténo, Ze pfipravené roztoky se musi michat v urcitém potadi. Nejprve byl
odméfen methanolicky roztok DPPH o koncentraci 1,16.10 mol.I*%, dale piislusna kyselina a
nakonec tlumivy roztok 0 pH = 3. Pro udrzeni kyselého prostiedi byla pfidana kyselina
(H3POs, HCI), protoze samotny tlumivy roztok nedokazal udrzet kyselé prostiedi v roztoku.
Odbarvovaci reakce musela probihat v kyselém prostfedi kvtili uvoliiovani bublinek plynného

vodiku z roztoku.

41.1.1 Kalibraé¢ni zavislost
Pro stanoveni antioxidacni aktivity byl zvolen srovnavaci standard askorboveé
kyseliny. Tento standard je dobie rozpustny ve vodé. Aby doslo k zabranéni oxidaci na jeji
redukovanou formu, askorbova kyselina byla rozpusténa ve fosfatovém tlumivém roztoku.
Kalibraéni zavislost byla stanovovéana u standardu askorbové kyseliny za laboratorni teploty
24 °C a teploty 37 °C (obrazek 9). Z kalibraéni zavislosti byly ziskany rovnice linearni regrese
a koeficient determinace (R?). Tyto informace byly vyuzity pro vyhodnoceni vysledk.
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Obrazek 9: Kalibracni kirivka standardu askorbové kyseliny pri laboratorni teploté a
teplote 37 °C.

4112 Optimalizace doby inkubace

Na stanoveni TAA u vybranych vzorkl byl sledovan vliv doby inkubace (t = 10 — 40
minut) tablet Recovery. Rostouci navazky (1 az 4 mg) byly inkubovany Vv ptislusném case pii
laboratorni teploté a nasledné byly prométeny na UV/Vis spektrometru postupem pro metodu
DPPH. Zrovnice linedrni regrese askorbové kyseliny byly naméfené absorbance tablet
prepocitany na TAA a nasledné na AAE. Z vyhodnocenych vysledkl vypliva, Ze antioxidacni
aktivita dosahuje nejvyssich hodnoty u 1 mg vzorku a s rostouci navazkou postupné klesa
(tabulka 8). Doba inkubace nemé¢la vliv na antioxida¢ni aktivitu u navazky 2 mg a dosahovala
piiblizné stejnych vysledkd (tabulka 9). Pro dals$i stanoveni byla vyuZzivana inkubace

pti 30 minutach vzhledem k nejvétsi stabilité.

Tabulka 8: Vliv doby inkubace na AAE tablet Recovery s HydroFX 1. sarze

navazka AAE
[mg] [mg.g]
1 54
2 34
3 17
4 13
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Tabulka 9: Vliv inkubace na AAE u navazky 2 mg vzorku Recovery s HydroFX 1. sarze

doba inkubace AAE
[min] [mg.g"]
10 34
20 33
30 32
40 31

4113 Volba vhodné kyseliny

Kyselina fosforecna (H3POa)

Kwvli uvoliiovani bublinek vodiku z roztoku muselo byt zajisténo pH v kyselé oblasti.
Byl testovan piidavek kyseliny fosfore¢né (150 pl, 250 pl, 300 pl a 400 pl) do piipravenych
roztoku vzorku (tabulka 10). Po stanoveni podle postupu metody DPPH bylo zjisténo, ze
u pridavku 150 pl H3POs byly zaznamenany veliké odchylky ve stanoveni AAE, které byly
pravdépodobné zplsobeny malym ptidavkem kyseliny (neudrZeni pH). Zatimco u objemu
250, 300 a 400 ul byla metoda robustni na mirné odchylky objemu H3PO4. Kvuli pomalejsi
disociaci bude reakce kyseliny fosforecné s hoif¢ikem probihat pomaleji. Diky tomu, ze

hoteénaté ionty s fosfore¢nanem tvofi srazeninu (souéin rozpustnosti 10%?), Pro stanoveni

AAE bylo déle ptidavano 200 pl HsPOs.

Tabulka 10: Pridavek H3POa na navizku 2 mg Recovery s HydroFX 1. sarze

pridavek Kyseliny AAE " pH
H3PO4 [pl] [mg.g?]

150 34,3+6,5 2,40

250 353+2,2 2,28

300 37,3+1,2 2,25

400 380+1,4 2,26

* Primé&rné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 3 opakovani

Kyselina chlorovodikova (HCI)

V Zaludku je pfitomna kyselina chlorovodikova, ktera se smichdva s potravou
za dosahnuti pH v rozmezi 2 — 4, coz je optimalni pro plisobeni enzymt (lipaz, pepsinll). Na-
Sim cilem bylo nastavit podminky podobné v zaludku pro uvolnéni bublinek vodiku v rozmezi
pH 2 — 4. Protoze koncentrovana HCI byla pro reakci metody DPPH pfilis ,,silna* a zpisobo-
vala nezadouci urychlenou reakci odbarvovani roztoku do Zluta, bylo potfeba HCI podle pfi-

slusného vypodtu natedit na koncentraci 1,164 mol.I, coz odpovidalo acidobazickym rovno-
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vaham H3zPOs. Dale byl testovan piidavek zfedéné HCIl (600 upl, 630 pl a 660 pl)

Kk pfipravenym vzorktim (tabulka 11). Bylo zji$téno, Ze nejidealnéjsi robustni piidavany objem

byl 630 ul zfedéné HCI.

Tabulka 11: Pridavek HCI na navazku 2 mg Recovery s HydroFX 1. Sarze

*

pridavek kyseliny AAE pH
HCI [pI] [mg.g]

600 48,7 £1,7 2,60

630 44,7 +£0,5 2,52

660 44,5+ 0,4 2,50

* Primérné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 3 opakovéni

4.1.1.4  Vliv teploty na antioxida¢ni aktivitu

Byl studovan vliv teploty u dvou rozdilnych vzork Recovery piipravenych postupem

metody DPPH. V obou ptipadech vybarvovaci reakce probihala ve tmé pii dané teploté

(tabulka 12). Je viditelné, ze teplota snizuje hodnoty AAE v obou ptipadech.

Tabulka 12: Srovndni AAE Recovery s pridavkem 630 ul HCI

laboratorni teplota 24 °C ~ teplota 37°C ~
Recovery Recovery Recovery s Recovery
s HydroFX 1. Sarze H2 HydroFX 1. Sarze H2
[mg.g] [mg.g*] [mg.g] [mg.g*]
46,6 £ 0,7 28,4+04 34,9+0,5 19,3+0,2

“Priimérné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 6 opakovani

4.2 Metoda FRAP

4.2.1 Optimalizace podminek u metody FRAP

U této metody byly pouzity podminky dle citace 24.

4.2.1.1 Kalibrac¢ni zavislost

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byl zvolen srovnavaci standard

askorbové

kyseliny. Aby doslo k zabranéni oxidaci na jeji redukovanou formu, askorbova kyselina byla

rozpu$téna v acetdtovém tlumivém roztoku. Kalibra¢ni zavislost byla stanovovana u vzorkl

Recovery za teploty 37 °C (obrazek 10). Z vysledné kalibra¢ni zavislosti byla ziskana rovnice

linearni regrese a koeficient determinace (R?). Tyto informace byly vyuzity dale ke zpracova-

ni vysledk.
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Obrazek 10: Kalibracni kiivka standardu askorbové kyseliny pri 37 °C

4.2.1.2 VIiv navazky na antioxida¢ni aktivitu

Byl studovan vliv teploty na rostouci navazku (1 — 6 mg) tablet Recovery s HyroFX
1. sarze. U navazek vétsich jak 3 mg doslo pii zahiati pfipravenych vzorkd na teplotu 37 °C a
nasledné zchladnuti na laboratorni teplotu ke vzniku shluki, které negativné ovliviiovaly
spektrometrické stanoveni (tabulka 13). Tento jev je zpusoben kvuli nerozpustnym latkam ve
vzorku Recovery s HydroFX 1. sarze. Rozptyl svétla na téchto nerozpustnych casticich
Proto u nasich vzorkli dochazelo k rozdilnému naméteni absorbanci (porusovani Lambert-
Beerova zakona). Byl studovan vliv laboratorni teploty na rostouci navazky (nad 3 mg), ale
vysledek byl stejny jako v pfedchozim piipade. Z tohoto experimentu vypliva, Ze rostouci
navazky tablet Recovery s HydroFX 1. Sarze jsou pouze Caste¢né rozpustné v tlumivém
roztoku.

Byl zjistovan vliv rostouci navazky (1 — 6 mg) tablet Recovery H2. Pfipravené rozto-
ky vzorkl byly méfitelné a nevznikaly v nich shluky jako v pfedchozim ptipadé€. Lze fict, ze

s rostouci navazkou roste antioxidaéni aktivita (obrazek 11).

47



Tabulka 13: VIiv navdzky na AAE pii teploté 24 °C a 37 °C

navazka | laboratorni teplota teplota 37 °C
[mg] 24 °C
Recovery Recovery Recovery
s HydroFX 1. Sarze | s HydroFX 1. Sarze H2
[mg.g™]” [mg.g™]” [mg.g™]~
1 4313 +3,7 59,5+0,2 56,2 0,3
2 236,3 +2,7 68,7 + 0,2 91,3+0,4
3 - - 1341+ 1,1
4 - - 179,2+2,2
6 - - 218,4 £ 10,5

*Primérné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 3 opakovani

300
250
200 | e

o0 e

Primérna AAE [mg.g!]

00 e y = 36,633x + 20,404
....... R? = 0,9992

50 L4

0 1 2 3 4 5 6 7

navazka [mg]

Obrazek 11: Grafické zndzornéni vlivu navazky na AAE u Recovery H2

4.3 Srovnani metod DPPH a FRAP

4.3.1 Opakovatelnost metody DPPH a FRAP
Z namé&fenych hodnot absorbanci jednotlivych vzorki Recovery, byla vypocitana
relativni smérodatna odchylka (RSD), ktera odrazi preciznost metody (tabulka 14, 15). RSD

byla vypocitana dle nasledujiciho vzorce:

RSD = § 100 (14)

kde sje smérodatna odchylka, X je aritmeticky prumér ze 6 opakovani pro metody
DPPH a FRAP.
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Tabulka 14: Opakovatelnost metody DPPH s pridavkem H3POs, HCI

Vzorek pocet RSD [%0] RSD [%0]
opakovani H3POg4 HCI
Recovery s HydroFX 1. $arzZe 6 1,4 1,4
Recovery s HydroFX 2. $arzZe 6 1,9 1,5
Recovery H2 6 1,5 1,5

Tabulka 15: Opakovatelnost metody FRAP pii 37 °C

vzorek pocet RSD [%0]
opakovani
Recovery s HydroFX 1. $arzZe 6 1,1
Recovery s HydroFX 2. $arzZe 6 0,9
Recovery H2 6 0,5

Opakovatelnost definuje preciznost za podminek opakovatelnosti. Opakovatelnost je
vlastnosti méfici metody, ne vysledku méteni. Ze Sesti opakovani byla vypocitana RSD
v rozmezi 0,5 — 1,9 %. Z téchto vyhodnocenych vysledkt 1ze predpokladat, ze opakovatelnost
metody DPPH a FRAP je pro nasi studii dostate¢na. Pro jednotlivé metody byly nastaveny
urc¢ité podminky (promichani vzorki, inkubace vzorkl ve tmé¢ za zvoleny ¢as aj.), které pfi-
nesly uspokojivé vysledky. Ve srovnani s vysledky opakovatelnosti metody DPPH u vzorku
) 60

cerealii (viz. nize) * muzeme fict, ze zvolené podminky byly pro nase vzorky vyhodnéjsi a

pfinesly reprodukovatelnéjsi vysledky.

4.3.2 Porovnani antioxida¢ni aktivity riznymi metodami

Cilem bylo stanovit antioxida¢ni aktivitu u ndhodné vybranych tablet Recovery
s HydroFX a Recovery H2. Stanoveni bylo provedeno postupem metody DPPH za laboratorni
teploty u navazky 2 mg s pfidavkem H3sPOs. Z namétenych hodnot vypliva, Zze AAE tablet
Recovery u obou $arzi vykazuji obdobné vysledky (tabulka 16), které byly ocekavany kvuli
stejnému slozeni vzorku obou $arzi. Niz8i vysledky oproti jinym (tabulka 17) mohou byt
bylo provedeno 1 s pfidavkem HCl metodou DPPH. Z vysledkl vypliva, ze AAE byla vyssi
u nového Recovery H2. To mlze byt pfi¢inou jin¢ho sloZeni tablet Recovery H2, ktery je
pravdépodobné ucinnéjsi nez pivodni Recovery s HydroFX 1., 2. Sarze.

Toto stanoveni tablet bylo provedeno i metodou FRAP pfi teploté 37 °C. Je patrné, Ze
hodnota AAE se nam u Recovery H2 zvysila a to nekolikrat (tabulka 17). Tyto vysledky
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mohou byt zplsobeny oproti pfedchozi metod¢ jinym pracovnim postupem ale i zvySenou

teplotou. Odlisné hodnoty jsou zapfi¢inéné nehomogenitou vzorku.

Tabulka 16: Porovnani AAE u riznych tablet Recovery s pridavkem H3PO4 metodou DPPH
na navazku 2 mg pri laboratorni teploté 24 °C

Recovery Recovery Recovery
s HydroFX 1. Sarze s HydroFX 2. $arze H2
[mg.g7]” [mg.g7]” [mg.g7]”
tableta 1 tableta 2 tableta 3 tableta 4 tableta 5
26,7+0,5 28,7+0,5 28,7+0,5 32,7+0,5 37,3+0,6

* Primé&rné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 3 opakovani

Tabulka 17: Porovnani AAE u tablet Recovery za teploty 37 °C

Metoda Recovery Recovery Recovery
s HydroFX 1. 8arze | s HydroFX 2. $arzZe H2
[mg.g™” [mg.g™” [mg.g™"
DPPH 46,7+0,8 50,4 +0,7 82,8+0,2
s pridavkem HCI
FRAP 72,3+0,3 62,7+0,2 219,1 £ 0,6

“ Prlimérné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou ze 3 opakovani

Ukolem bylo porovnat antioxidaéni aktivitu tablet Recovery s jinymi pevnymi vzorky,
abychom zjistili, zda jsou tablety Recovery G¢innym antioxidantem. Byly vybrany rizné
vzorky cerealii (tabulka 18), které byly stanovovany metodou DPPH. Jestlize porovname
primé&mé hodnoty AAE u Recovery a ceredlii, je jednoznac¢né, ze AAE u Recovery
s HydroFX 1. a 2. Sarze jsou 27 az 40x vys§i nez v piipadé stanoveni AAE u cerealii.

U Recovery H2 byly hodnoty AAE az 80% vyss$i nez v ptipad¢ stanoveni AAE u cerealii.

Tabulkal8: Priimérné hodnoty AAE u ceredlii ®

vzorek AAE [mg.g1]”
ryze natural 098 +0,4
ryze indicka 0,93 +£0,3
psSenice Spalda 0,72+0,5
kamut 0,69+ 0,7
psenice ozima 0,67+0,3
ryze parboiled indicka 0,61 £0,4

“ Priimérné hodnoty AAE se smérodatnou odchylkou z 5 opakovéni
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Pomoci metody DPPH byla stanovena antioxidacni aktivita u potravinové doplitku
chlorella. Pro stanoveni TAA byl pouzit standard askorbové kyseliny, podle které byla zjiste-
na pramérna koncentrace 6,91 mg.I! antioxidantu, coz odpovidalo TAA 0,0392 mmol.I* 82,
Ve srovnani se vzorkem Recovery byly hodnoty nejméné 1x vys$i a tento rozdil nartstal

s rostouci navazkou tablety (tabulka 19).

Tabulka 19: Srovndni TAA Recovery s Hydro FX 1. sarze a Recovery H2

navazka TAA [mmol.I]
[mg] Recovery s HydroFX | Recovery H2
1 0,05 0,06
2 0,12 0,15

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity byly vybrany tfi druhy vina (Cervené, rizové a
bilé), u kterych byla béhem vyroby pouzita metoda FRAP. TAA byla vyjadiena pomoci ekvi-
valentniho mnozstvi askorbové kyseliny [mmol.I"}]. Jednotlivé vzorky vina byly centrifugo-
vany a fedény V jednotlivych pomérech (1:5, 1:10) *°. Nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity
byly naméfeny u ¢erveného vina, a naopak nejnizsi u vina bilého. Z vyhodnocenych vysledkt
vypliva, ze TAA je 6 az 40x vys§i u vzorkl vina (v zavislosti na fazi vyroby a druhu vina),

nez u tablet Recovery.

Dalsi udaje v literatuie pouzivaji standard Trolox, proto srovnani s nasimi idaji neni
mozné. Z téchto vysledktl vypliva, ze uvolnény molekuldrni vodik lze povazovat za G¢inny

ale pfesto ne za nejlepsi antioxidant.
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4.4 Stanoveni Ca a Mg pomoci AAS

Atomovou absorpéni spektrometrii byla stanovena koncentrace vapniku a hoi¢iku
v tabletach Recovery. Podle slozeni tablet z piibalového letaku byl teoreticky vypocitan obsah
hoi¢iku (44,725 mg) a vapniku (76,65 mg) v jedné tableté Recovery, ktera vazila asi 450 mg.
V piibalové dokumentaci byly zaznamenany informace o obsahu hoic¢iku a vapniku ve 100 g
(8889 mg Mg — 10 %), 10 222 mg Ca — 4,6 %). Podle vypocitanych obsaht hot¢iku a vapni-
ku byly vysledky pfepocitany na procentualni zastoupeni (40 % Mg, 37,4 % Ca). Z vysledki
lze usoudit, ze pfidavek LaClz mél veliky vliv na uvolnéni vapenatych ionti do roztoku.
Naopak u hoic¢iku tento vliv nebyl  prokazan (tabulka 20). U Recovery H2 bylo stanoveni
koncentraci provadéno pouze s pfidavkem uvoliiovaciho ¢inidla (tabulka 21). Stanoveni

koncentrace hot¢iku a vapniku bylo provedeno u vice tablet z jednotlivych $arzi (viz ptiloha

tabulka 24).

Tabulka 20: Stanoveni{ koncentrace horciku a vapniku

Recovery koncentrace ve 100 g 1 tableta
s HydroFX 1. §arze [mg.g?] [mg] [mg]
Hoi'¢ik bez LaCls 39,5 3950 17,8
Hoi¢ik s LaCls 39,9 3990 17,9
Vapnik bez LaCls 27,2 2720 12,2
Vapnik s LaCls 63,6 6364 28,6

Tabulka 21: Stanoveni koncentrace horciku a vapniku

Recovery H2 koncentrace ve 100 g 1 tableta
[mg.g™] [mg] [mg]
Hoi¢ik s LaCls 62,6 6263 25,1
Vapnik s LaCls 0,9 96,3 0,4

Stanovené hodnoty hoi¢iku a vapniku v 1 tableté Recovery ve srovnani s teoretickou
vypo¢itanou hodnou odpovida pouze ¢asteéné. S pridavkem LaCls bylo v 1 tableté Recovery
s HydroFX stanoveno pouze 40,1 % hot¢iku a 37,4 % vapniku. Tento jev mlze byt zpisoben
v disledku pouziti jiného standardu hoi¢iku a vapniku. Z tohoto diivodu pro stanoveni vapni-
ku byl piipraven zasobni roztok dihydrogenfosfore¢nanu vapenatého o ¢ 1 g.I"! okyseleny
HNOs. Dalsi postup byl obdobny jako u ptedchoziho stanoveni (tabulka 22). Byly ziskano
v priméru 71 % zastoupeni vapniku ve vzorku, tedy byly stanovené vyssi obsahy vapniku
Vv tabletaich Recovery s HyroFX 1. Sarze nez v pfedchozim stanoveni. Toto stanoveni bylo
pro nas piinosné. U Recovery H2 miize byt pfepocet pouze na 1 tabletu, protoze na ptibalo-

vém letdku nebyly zaznamendny hmotnostni navazky jednotlivych latek. Z vysledkl
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vypovida, ze v tablet¢ Recovery H2 bude pravdépodobné vice hoiciku a nepatrné mnozstvi

vapniku oproti puvodnimu Recovery s HydroFX.

Tabulka 22: Stanoveni Ca z fosforecnanu vapenatého

Recovery koncentrace 1 tableta
s HydroFX [mg.gY] [mg]
1 tableta ! Sare 107,7 48,5
2 tableta * Sar7e 116,7 52,5
3 tableta ! arze 140,3 63,1
4 tableta 2 Sarze 119,1 53,6

4.5 Potenciometrie

Pomoci potenciometrie bylo provedeno stanoveni standardnich redoxnich potencialt
ptipravenych vzorkil Recovery. Cilem bylo stanovit, zda Recovery H2 vykazuje vyssi redoxni
potencialy nez Recovery s HydroFX 1.8arze, jak ve svych propagac¢nich materialech uvadi
vyrobce. Pro méfeni byla sestavena elektrochemicka cela, kterd se skladala z mérné platinové
a kalomelové referentni elektrody. Tyto elektrody byly umistény V konstantni vzdalenosti.
Clark-Lubsovy tlumivy roztok byl po celou dobu stanoveni probublavan dusikem z divodu
odstranéni ptitomného kysliku, ktery ndm reagoval s uvolinovanym vodikem. Zna¢ny problém
byl ve stanoveni redoxniho potencialu vzorku, kdy dochazelo k pasivaci platinové elektrody.
Tento fakt byl zplisoben nerozpustnymi ¢asticemi pfitomnymi ve vzorku a nehomogenitou
tablet pfipravku. Z naméfenych vysledkli vypliva, Ze srostouci navazkou klesd redoxni
potencial u obou typt vzorku (tabulka 23). Naméfené redoxni potencialy byly o néco nizsi u

vzorku Recovery s HydroXF 1. sarze, tedy opacné, nez tvrdi vyrobci (obrazek 12).

Tabulka 23: Stanovené redoxni potencialy u tablet Recovery

navazka redoxni potencial [mV]
[mg] Recovery Recovery H2
s HydroFX 1. $arze
1 83 110
2 190 180
3 263 257
4 364 332
5 - 377
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Obrazek 12: Redoxni potencidly Recovery s HydroFX 1. sarze a Recovery H2

Pomoci programu ISES Professional bylo mozZzno graficky naméfit zavislost redoxnich
potencialt [mV] na Case [S] u tablet Recovery s HydroFX 1. sarze (1) a Recovery H2 (2). Na
obrazku 13 je mozno pozorovat pokles redoxnich potencialti s rostouci navazkou (1 — 5 mg)

u jednotlivych vzorkli Recovery.

10 000 . 15000 |

Obrazek 13: Zavislost redoxniho potencialu na case
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Hodnota elektrodového potencialu elektrody urcuje schopnost kovu piechazet do ion-
tového stavu v elektrolytu. Na zékladé tohoto tvrzeni se da pfedpokléddat chemické aktivita
daného kovu v roztoku. Pokud je jedna z dvojice elektrod definovana jako referentni, tedy
v nasem piipadé¢ kalomelovd elektroda, zméfeny potencial se vztahuje na kalomelovu
elektrodu, kterd mé redoxni potencial 0,241 V proti vodikové elektrod¢. Platinova elektroda
nasycena vodikem, ktera je ponofena do roztoku kyseliny s jednotkovou aktivitou HzO"

(rovnice 15), vykazuje standardni redoxni potencial nula (z toho vychazi Nernstova rovnice).
2H* (aq) + 2 & — H2(Q) (15)

Stanovené redoxni potencialy uvolnéného molekularniho vodiku do Clark-Labsoba
tlumiciho roztoku mtzeme vidét jak v tabulce, tak i v grafickém zpracovani (viz obrazek 13).
Na zobrazenych kiivkach je pozoruhodné, ze mizeme vedle sebe porovnat dva rizné vzorky
Recovery. U jednotlivych kiivek s rostouci navazkou klesa jejich redoxni potencial. Tento
vliv byl oéekavan a doslo tedy k jeho potvrzeni, i kdyZ ne uplné jak bylo tvrzeno vyrobci

tablet Recovery.
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5. Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na sledovani antioxidacni aktivity tablet
potravinového dopliiku Recovery, ktery tvoii molekularni vodik. K vyhodnoceni celkové
antioxidacni aktivity tablet Recovery byly vybrany dvé rozdilné spektrdlni metody, a to
metoda DPPH a metoda FRAP. Metoda DPPH charakterizuje antioxidacni aktivitu, kterd ma
schopnost antioxidantl pfitomnych V tabletach Recovery zhaset radikal DPPH. Metoda FRAP
Charakterizuje antioxida¢ni aktivitu z pohledu reduk¢nich schopnosti antioxidantt. U obou
metod byly hodnoty AAE vyjadieny v ekvivalentnim mnozZstvi askorbové kyseliny [mg.g™].
Ze ziskanych vysledkli u metody DPPH lze soudit, ze s rostouci navazkou Recovery a
teplotou dochazi k postupnému snizeni antioxidac¢ni aktivity. Naopak u metody FRAP
s rostouci navaZzkou Recovery H2 dochézi ke zvySovani antioxidaéni aktivity a to az 3% vice
nez u Recovery s HydroFX.

Pomoci atomové absorpcéni spektrometrie byla Vv tabletich Recovery stanovena
koncentrace hotc¢iku a vapniku. Podle slozeni na pfibalovém letaku byl vypocitan teoreticky
obsah hoiciku a vapniku. Ve srovnani s piibalovou dokumentaci bylo v 1 tablet¢ Recovery
s HydroFX s pfidavkem LaCls zjisténa pouze 40 % ptitomnost hotéiku a 37 % piitomnost
vapniku. V 1 tableté Recovery H2 s pridavkem LaClsz byla zjisténa ptitomnost 25 mg hoiciku
a 0,39 mg vapniku.

Potenciometrii byl stanoven standardni redoxni potencidl tablet Recovery. Z vysledk
vypliva, Ze s rostouci navazkou klesa redoxni potencial u tablet Recovery. Naméfené redoxni
potencialy byly nizsi u tablet Recovery s HydroXF. Toto tvrzeni je tedy opacné, nez uvadéji
ve svych materialech vyrobci.

Zajimavosti této studie bylo stanoveni molekuldrniho vodiku ve formé plynu, ktery se
uvolnoval do roztoku. Hodnoty TAA tablet Recovery byly srovnany se vzorky riznych druht
cerealii, potravinového dopliiku chlorella a tfech druht vin. Porovnanim hodnot TAA
vyplynulo, Ze tablety Recovery uvolnujici molekularni vodik lze povazovat za ucinny ale ne

za nejlepsi antioxidant.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AAE piepodet na ekvivalentni mnozstvi askorbové kyseliny [mg AAE.g* vzorku]
AAPH 2,2’- azobis (2-amidinopropan)-dihydrochlorid

ABTS 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonova kyselina)

ALI akutni poSkozeni plic

BHA butyl-hydroxyanisol (E — 320)

BHT butyl-hydroxytoluen (E — 321)

CNS centralni nervovy systém

CRM certifikovany referencni material

CUPRAC redukce médi antioxidantem (Cupric Reducing Antioxidant capacity)

DM cukrovka (diabetes mellitus)

DNA nukleova kyselina

DPPH synteticky radikal 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

Ea potencial oxida¢niho piku

ESR elektronova spinova rezonance

FRAP hodnoceni reduk¢énich ucinka antioxidantt pomoci Zeleza (ferric reducting

antioxidant potential)

GSH glutathion

GSSG okysli¢eny glutathion

HDL-C HDL-cholesterol (,,hodny*)

Ia anodicky proud

LDL-C LDL-cholesterol (,,z1y*)

LPS lipopolysacharid

MDA maloaldehyd

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Nc 2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin

NORP oxidaéné redukéni potencial

ORAC generovani kyslikovych radikali (Oxygen Radiacal absorbance Capacity)
RNS reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

RONS reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

RSD relativni smérodatna odchylka

S-ALT alaninaminotransferaza (jaterni testy)
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SOD
TAA
TBARS

TEAC

TG
TPTZ
TRAP
Trolox
uv
VIS

superoxiddizmutaza

celkova antioxidacni aktivita (Total Antioxidant Activity)

metoda s thiobarbiturovou kyselinou (thiobarbituric acid reactive substance)
prepocet na ekvivalentni mnozstvi Troloxu (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity)

triacylglycerol

2,4,6-tris-(2-pyridyl)-s-triazin

detekce fluorescenéni technikou (Total Radical Trapping Parameter)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina

ultrafialova ¢ast spektra

viditelna oblast spektra
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8. Prilohy

Tabulka 24: Stanoveni koncentrace horciku a vapniku u riznych tablet Recovery

Recovery vzorek koncentrace ve 100 g 1 tableta
s HydroFX [mg.g™] [mg] [mg]
hoi*¢ik bez tableta 1? 36,75 3675 16,54

LaCls tableta 22 37,13 3713 16,71
tableta 3 30,00 3000 13,50

tableta 4° 29,00 2900 13,05

vapnik bez | tableta 1? 30,80 3080 13,86
LaCls tableta 2° 30,08 3008 13,53
tableta 3 25,88 2588 11,64

tableta 4° 24,35 2435 10,96

vapnik tableta 1° 63,59 6359 28,61
s LaCls tableta 22 67,94 6794 30,57
tableta 3° 67,10 6710 30,20

tableta 4° 58,44 5844 26,30

a ... Recovery s HydroFX 1. sarze
b ... Recovery s HydroFX 2. sarze
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