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Antibakterialni uc¢inky izoflavonoidi izolovanych ze
sojovych fermentovanych produktii

Souhrn

Predlozend diplomova prace se zabyva studiem antibakteridlnich ucink sdéjovych
isoflavonoidd, které byly ziskany ze s6jové fermentované pasty doenjang methanolovou
extrakci. Minimalni koncentrace isoflavonoidi, které inhibovaly bakterie a zaptiCinily tak 80
% ubytek ristu oproti kontrole, se oznacuji jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Testovano bylo celkem 10 kmenti methicilin resistentni Staphylococcus aureus: ATCC 29213,
ATCC 33591, ATCC 43300, ATCC BAA 976, CCM 6188, CMM 4442, klinicky izolat SA 1,
klinicky izolat SA 2, klinicky izolat SA3 a EMRA-15. MIC vyextrahovanych isoflavonoidi
byla stanovena in vitro mikrodiluéni metodou v mikrotitra¢ni desticce s 96 jamkami
uspotfadanych v 8 fadach po 12 jamkach.

Rist vSech testovanych kmenti byl ptisobenim isoflavonoidti inhibovan. MIC se
pohybovaly v rozmezi 2048-4096 ul /ml. Nejcitlivéjsi na antibakterialni u¢inky byl kmen
ATCC 43300, jehoz rtst byl inhibovan pii koncentraci 2048 ul/ml. V ptitomnosti isoflavonoida
s koncentraci 2048 ul /ml byl potlacen také rast klinickych izolata SA 1 a SA 2. Pti MIC 4096
pl /ml byl inhibovan rist 60 % testovanych MRSA kmenii, konkrétné: ATCC 29213, CCM
6188, ATCC 33591, ATCC BAA 976, klinicky izolat SA 3 a EMRA-15. Rust CMM 442 byl
inhibovan v pfitomnosti isoflavonoidd o koncentraci 2560 ul/ml. Lze konstatovat, Ze

isoflavonoidy séjovych fermentovanych produkti vykazuji antibakterialni uc¢inek proti MRSA.

Klic¢ova slova: inhibice, antibiotika, pathogeny, mikrobiota, rezistence



Antibacterial effect of isoflavonoids isolated from
fermented soy products

Summary

The thesis presented deals with the study of antibacterial effects of soy isoflavonoids,
which were obtained from soy fermented paste doenjang by methanol extraction. The minimum
concentration of isoflavonoids, that inhibit bacteria and cause an 80% growth loss compared to
control, is referred to as the minimum inhibitory concentration (MIC). In total, 10 strains of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) were tested: ATCC 29213, ATCC 33591,
ATCC 43300, ATCC BAA 976, CCM 6188, CMM 4442, clinical isolate SA 1, clinical isolate
SA 2, clinical isolate SA3 and EMRA-15. The MIC of the extracted isoflavonoids was
determined in vitro by microdilution method in a microtiter plate with 96 pits arranged in 8
rows of 12 pits.

The growth of all tested strains was inhibited by isoflavonoids. MIC values ranged from
2048-4096 ul / ml. The most sensitive to antibacterial effects was strain ATCC 43300, whose
growth was inhibited at concentration of 2048 ul / ml. Growth of clinical isolates SA 1 and SA
2 was also suppressed in the presence of isoflavonoids at 2048 ul / ml. At a MIC of 4096 ul /
ml, growth of 60% of the tested MRSA strains was inhibited, namely: ATCC 29213, CCM
6188, ATCC 33591, ATCC BAA 976, clinical isolate SA 3 and EMRA-15. Growth of CMM
442 was inhibited in the presence of isoflavonoids at 2560 pul / ml. It can be stated that the

isoflavonoids of soy fermented products show an antibacterial effect against MRSA.

Keywords: inhibition, antibiotics, pathogens, microbiota, resistance
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1 Uvod

Pocatek péstovani soji se datuje do 11. stoleti pfed nas§im letopoctem, kdy byla jednim
z hlavnich zdroju potravy v asijskych zemich. Objeveni fermentace umoznilo vznik novych
chuti a pravé z Asie pochazi vétSina dnes jiz tradiCnich fermentovanych pokrmd, jejichz
charakteristicky vzhled vznika pisobenim mikrorganismii a jejich enzymt. Kromé velkého
vyznamu fermentace v potravinaistvi ma z vyzivového hlediska vliv i na stravitelnost bilkovin,
které jsou béhem fermentace hydrolyzovany ptisobenim enzymii. Zajimavé jsou ale predevs§im
isoflavonoidy diky své antimikrobialni aktivité. V sdje se nachazi tfi hlavni zastupci
isoflavonoidii: genistein, daidzein a glycitein. Nejvice prostudovanym s6jovym isoflavonoidem
je pravé genistein, jehoz antibioticka aktivita je pficitdna schopnosti inhibovat jak
topoizomerazu II tak i proteinovou tyrosinkinazu. Jelikoz rezistence bakterii k antibiotikiim

rychle roste je na misté hledani novych, alterativnich ptistupt k 1é€bé bakterialnich infekci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou je, ze s6jové isoflavonoidy izolované ze sojovych produktti maji antibakterialni
ucinek. Cilem diplomové prace bylo stanovit minimdlni inhibicni koncentrace na

enteropatogenni bakterie mikrodilu¢ni metodou.



3 Literarni reSerse
3.1 Puvod a rozSifeni s6ji luStinaté

Pocatek péstovani séji se datuje do 11. stoleti pfed nasim letopoctem v severnich
oblastech dnesni Ciny. V Asii byly Gerstvé sojové lusky, které se pozdé&ji staly i soucasti
susenych pokrmt, zakladnim zdrojem potravy (Burton 1997). Za vlady dynastie Chou byla
objevena fermentace jako novy zpusob Upravy potravin. Fermentované potraviny byly
chutnéj$i, 1épe stravitelné a staly se tak zdkladem pro vznik dnes jiz tradi¢nich séjovych
fermentovanych pokrmd, které se rozsitily do celého svéta (Badole & Bodhankar 2013).

Do Evropy byla soja ptivezena kolem roku 1700 a do Ameriky o sto let pozdéji (Badole
& Bodhankar 2013). V Evropé se soje dafilo v jiznich zemich, pfedev§im v Italii. V Ceskych
zemich byla prvni snaha o rozsiteni s6ji v roce 1934, kdy byla péstovana na 1500 ha. Po druhé
svétové valce se v Ceskoslovensku péstovala jiz na plose 2631 ha. Vzhledem k nizkym
vynosiim, zapfi¢inénych klimatickymi podminkami a nevhodnymi odriidami nedoslo na naSem

uzemi k vét§imu rozvoji produkce soji (Flohrova 2001).

3.2 Péstovani

Vzhledem K nutri¢nim slozkam séjovych bobii a schopnosti soji snaset vysoké teploty,
hovoti Zhan et al. (2019) o séje jako o potravin¢ budoucnosti. Obsahuje vysoké procento
kvalitnich bilkovin, tuk®, vitamini a mineralnich latek, které piisobi pozitivné na lidsky
organismus. Jeji konzumace ma vyznam v prevenci osteopordzy, onemocnéni srdce a tlumi
piiznaky spojené s menopauzou (Kalaiselvan et al. 2010).

V soucasnosti ptedstavuje soja vice nez polovinu péstovanych olejnatych semen a jeji
produkce neustale roste. Svétovy trh ovladaji ¢tyfi hlavni producenti, kterymi jsou Spojené
staty americké, Brazilie, Argentina a Cina (Zhan et al. 2019). Za sledované obdobi 2017/2018
bylo vyprodukovano 334,81 milionll tun sdji (Statista 2019a) - viz Graf 1. S globalnim
oteplovanim se rozSifuji i moznosti pro péstovani soji vV zemich, pro které neni typickou
plodinou. Ptikladem je Kanada, ve které vzrostla produkce soji za poslednich pét let o 27 %
(Gendron St-Marseille et al. 2019). V Kanad¢ byly také vyslechtény odriidy vhodnéjsi pro
péstovani s6ji v naSem podnebi, kterym se dafi v teplejsich oblastech Ceské republiky,
konkrétné v Polabské nizin€ a na jizni Moraveé v Dolnomoravském a Dyjskosvrateckém uvalu

(Flohrova 2001). V sou¢asné dobé se soja péstuje na plose 15230 ha (CSU 2019) — viz Graf 2.
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Graf 1: Produkce s6ji za obdobi 2017/2018 (Statista 2019a)
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Graf 2: Vyvoj osevnich ploch s6ji v CR (CSU 2019)
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3.3 Zivinové sloZeni séjovych bobii

Séjové boby obsahuji 36% bilkovin, 30% sacharid, 19% oleje, 5% vlakniny a
popeloviny. Jsou bohatym zdrojem mnoha mineralnich latek a vitamini (Wijewardana et al.
2019) — viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Mnozstvi mineralnich latek a vitaminti v syrovych s6jovych bobech vztazenych na 100g

(upraveno dle Vagadia et al. 2017)

Mineraly Hmotnost [mg]
Vapnik 277
Zelezo 15,7
Fosfor 704
Draslik 1797
Hoft¢ik 280
Sodik 0
Zinek 4,89

Vitaminy Hmotnost [mg]

Bs 0,3
C 6,0
K 0,04

Sojové proteiny svou kvalitou a aminokyselinovym skore odpovidaji zivociSnym
proteintim. Pro lidi, ktefi z riznych divodi vynechavaji ze svého jidelnicku maso a produkty
zivoc¢iSného ptvodu je tak s6ja vhodnou nahradou (Guo & Yang 2015). Kromé methioninu, je
s6ja zdrojem esencialnich aminokyselin, které si t¢lo neumi samo syntetizovat (Friedman &
Brandon 2001). Pomoci ultrafiltrace lze sdjové proteiny rozdélit na zdkladé molekulové
hmotnosti do €ty frakci: 2S, 7S, 11S a 15S. V sdje jsou nejvice zastoupené frakce 7S a 118S.
Frakce 7S je zastoupena predev§im B-conglycininem, o molekulové hmotnosti 180-210 kDa,
ktery je tvofen tfemi podjednotkami. V mensi mite je ve frakci 7S zastoupena lipoxygenaza, 3-
amylaza a hemaglutinin. Frakci 11S pfedstavuje vyhradné glycinin, ktery je tvofen péti
podjednotkami obsahujicich kyselé a bazické polypeptidy (Guo & Yang 2015). Dle Chen et al.
(2014) je az 40% sojovych proteind tvofeno pravé glycininem.

Spotieba s6jového oleje za obdobi 2017/2018 Cinila 54, 59 milionl tun a zaujima tak

druhé misto za olejem palmovym (Statista 2019b) — viz Graf 3.
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Graf 3: Svétova spotieba rostlinnych oleji za obdobi 2017/2018 (Statista 2019b)

Zakladem oleje jsou triacylglyceroly, obsahujici ve své struktuie mastné kyseliny (MK)
(Perkins 1995), které jsou zdrojem energie a podili se na stavbé buné¢nych membran. Podle
chemické struktury a poctu dvojnych vazeb se MK rozd€luji do tfi skupin na nasycené,
obsahujici pouze jednoduché vazby a nenasycené MK s jednou, nebo vice dvojnymi vazbami
(El Shatshat et al. 2019). Nasycené MK jsou zastoupené palmitovou (10%) a stearovou
kyselinou. 23% MK s jednou dvojnou vazbou tvoii kyselina olejova (Kong et al. 2019). Mastné
kyseliny s vice dvojnymi vazbami se také oznacuji jako polynenasycené neboli PUFA
(Polyunsaturated Fatty Acids) a predstavuji 58% vSech mastnych kyselin v sdjovém oleji
(Wijewardana et al. 2019). Zakladem PUFA je uhlovodikovy fetézec, zakonceny na jednom
konci karboxylovou a na druhém konci methylovou skupinou a podle polohy dvojné vazby se
déli na omega-3 a omega-6 MK (Visentiny et al. 2019). Hlavnim zastupcem omega-3 je s 8%
kyselina a-linolenova. Kyselina linolova patii do skupiny omega-6 a v sdjovém oleji ma s 54%

dominantni zastoupeni (Wijewardana et al. 2019) — viz Obrazek 1.

O
1/\/\/6;/:\/\/\/\/”\
OH
Linoleic acid (LNA)
1 3 2
_ _ _ OH

a-Linolenic acid (ALA)

Obrazek 1: Chemicka struktura linolové (LNA) a a-linolenové (ALA) kyseliny (El Shatshat et al. 2019)
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Nejvyznamnéjsi z rozpustnych sacharidii v s6ji je sachar6za, ktera tvoii 25-35% vSech
sacharidd. Oligosacharidy jsou v sdji zastoupeny galaktooligosacharidy: stachy6zou, rafindzou
a verbaskozou, které jsou Spatné stravitelné a zpusobuji nadymani ¢i prijem. Soéjové
oligosacharidy se mohou uplatnit také jako prebiotika a podporovat imunitni systém (Ma et al.
2017). Celuléza je tvofena glukézovymi jednotkami spojenych glykosidickou vazbou.
Jednotlivé fetézce celuldzy jsou vzajemné propojené vodikovymi vazbami a van der
Waalsovymi silami, které poskytuji celuldéze uréitou odolnost viic¢i enzymim. Hemicelulozy
maji na rozdil od celulozy niz§i molekulovou hmotnost a jsou tvofeny jednotkami xylanu.
Celuloza a hemiceluléza jsou spolecné s pektinem soucasti bunééné stény s6jovych bobt.
Sojovy pektin je tvofen neutralnimi fetézci obsahujici arabindézu a galaktéozu a kyselymi

sloZkami obsahujicich 20-35% kyseliny uronové (Al Loman & Ju 2017).

3.4 Antinutri¢ni latky

Kromé¢ kvalitnich bilkovin a oleji (Kalaiselvan et al. 2010), obsahuje s6ja znacné
mnozstvi antinutri¢nich latek, které snizuji vyuzitelnost téchto zivin. Antinutrini latky vznikaji
Vv rostlinach pfirozené za tcelem obrany proti Skiidcim a hmyzu (Gemede & Ratta 2014).
Pokud jsou pfitomné v nizkych koncentracich, mohou byt pro ¢lovéka prospésné (El-Hady &
Habiba 2003). Jako piiklad 1ze uvést kyselinu fytovou, lektiny nebo saponiny, které snizuji
hladinu glukézy v Krvi a cholesterol v plazmé (Gemede & Ratta 2014).

3.4.1 Saponiny

Saponiny jsou latky amfifilniho charakteru slozené z polarni (hydrofilni) a nepolarni
(hydrofébni) ¢asti. Nepolarni slozka je tvofena ve vod€ nerozpustnym aglykonem (Podolak et
al. 2010). Polarni, ve vod¢ rozpustnou ¢ast piedstavuji sacharidy jako hexozy, pentdzy nebo
kyselina uronova a jsou k aglykonu ptipojené glykosidickou vazbou. Vzhledem ke své amfifilni
povaze pusobi jako povrchové aktivni latky schopné tvofit pény, snizovat povrchové napéti a
odstrafiovat necistoty. Podle struktury aglykonu délime saponiny na triterpenoidni glykosidy,
steroidni glykosidy a glykosidy steroidnich alkaloidt (Singh et al. 2017).

Glykosidy se oznacuji proto, Ze obsahuji jak cukernou tak necukernou ¢ast. Sojové
saponiny patii mezi triterpenoidni glykosidy a déli se na dvé zakladni skupiny. Skupina A ma
pfipojené dva sacharidové fetézce na uhliku C3 a C22 a oznacuji se jako bidesmosidy.
Bidesmosidy se déli do dalSich dvou podskupin podle toho, zda obsahuji na uhliku C 22
acetylovou skupinu ¢i nikoliv. Sojové saponiny skupiny B maji navazany pouze jeden

sacharidovy fetézec na uhliku C3 a nazyvaji se monodesmosidy. Skupina B se dale rozdéluje
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na dvé podskupiny na zakladé konjugace s 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-
on (DDMP) na uhliku C22 (Barakat et al. 2015). Sojové saponiny konjugované s DDMP jsou
citlivé na vysokou teplotu a extrémni pH pfi kterém ztraci navdzanou DDMP c¢ast, takze se
s nimi v tepelné opracovanych potravinach nesetkame. Zvlastni skupinou jsou s6jové saponiny
skupiny E, které vznikaji pii extrakci saponini. Na uhliku C3 maji navazany sacharidovy
fetézec a na uhliku C22 karbonylovou skupinu (Singh et al. 2017).

Kamo et al. (2014) popisuje jako hlavni pozitiva konzumace s6jovych saponini jejich
antioxidacni ucinek, snizovani cholesterolu a glykémie, protizanétlivé a protinddorové ucinky.
Hlavnim nebezpe¢im pii zvySené koncentraci saponini v krvi je hemolyza erytrocytu.
Saponiny reaguji s lipidy pfitomnych v membrané erytrocytii, ¢imz naruSi rovnovahu
draselnych a sodnych iontli a zpuisobi Iyzy bunky ktera vede k vyplaveni hemoglobinu (Zehring
et al. 2015).

3.4.2 Inhobitory proteaz

v

V s6ji se nachdzi zna¢né mnozstvi inhibitora serinovych proteaz, z nichz nejzndme¢jsi je
Bowman-Birkiv inhibitor o molekulové hmotnosti 7,9 kDa a Kunitziv inhibitor jehoz
molekulovd hmotnost je 20 kDa (Li et al. 2017). Mezi serinové proteazy patii trypsin,
chymotrypsin a elastaza (Di Cera 2009). U Bowman-Birkova inhibitoru (BBI) rozliSujeme pét
izoforem : BBI (A, B, C, C-Il, D-11, E-I). BBI inhibuje serinové proteazy pies dvé reakéni mista.
BBI-A inhibuje jednim reaktivnim mistem trypsin a druhym chymotrypsin, BBI-D-I1 inhibuje
vyhradné trypsin a BBI-C-II ma jedno reaktivni misto pro elastdzu a druhym muze inhibovat
jak trypsin tak chymotrypsin. Kunitzv inhibitor je citlivy pfedevSim na trypsin a v mensi mii'e
na chymotrypsin (He et al. 2017).

BBI je tvofen 71 aminokyselinami, které jsou zpevnéné disulfidovymi mistky a
prostifednictvim smycky se navaze na aktivni misto trypsinu. Tim inhibuje jeho aktivitu a
schopnost S§tépit proteiny (Fields et al. 2012). Vysoké mnoZstvi serinovych inhibitorQ
vV organismu tlumi aktivitu trdvicich enzymu trypsinu a chymotrypsinu a mize zapfiCinit
hypertrofii (zvétSeni velikosti acindrnich bun€k) a hyperplazii (zvétSeni poctu acinarnich
bun€k) pankreatu. SOjové potraviny obsahuji kolem 2 9% inhibitorQi serinovych protedz
(Vagadia et al. 2017), a protoze se jedna o peptidy lze jejich skodlivy ucéinek inaktivovat
tepelnym zahtevem (Chen et al. 2014).
protirakovinové ucinky. Na rozdil od vySe uvedenych inhibitord neni schopen odoldvat

kyselému prostfedi a témet veskery lunasin se pii prichodu travicim systémem degraduje.
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Jednou z moznosti jak snizit jeho traveni je prostfednictvim serinovych inhibitort, které
inhibuji protedzy a tim ochrani bilkovinu pted stépenim peptidové vazby. Vyuziti lunasinu jako

potencionalniho Ié¢iva je zatim ve stadiu vyzkumu (Price et al. 2016).

3.4.3 Kyselina fytova

Pei et al. (2019) uvadi, ze se v rostlinach vyskytuje fosfor nejcastéji ve forme kyseliny
fytové, jejiz mnozstvi vV semenech obilovin a lusténin se pohybuje v rozmezi 0,5-5 %. Sojové
boby obsahuji 9,2-16,7 mg kyseliny fytové na 1 g bobl. V semenech se hromadi béhem
dozravani rostliny. Po konzumaci nedochézi k jeji degradaci, protoze v lidském travicim
systému nenajdeme enzym fytazu, ktery by kyselinu fytovou rozlozil. Misto toho dokéze
chelatovat vapenaté, hote¢naté, zine¢naté, méd’naté nebo zeleznaté kationty za vzniku fytati a
tim omezit vstiebavani téchto minerdlti v travicim traktu. Fytaty jsou soli kyseliny fytové se
zépornym nabojem, které vazbou s minerdlnimi kationty mohou zpiisobit jejich nedostatek
vedoucim k fad¢ onemocnéni (Kumar et al. 2010) — viz Obrazek 2. Z tohoto divodu jsou dnes
mikrobialni fytazy pridavany do potravin béhem piipravy chleba ¢i mleti obili (Song et al.
2019).

Obrazek 2: Chemicka struktura kyseliny fytové (Kumar et al. 2010)

Ptikladem je anémie, kterd je az u poloviny pacienti zplisobend pravé nedostatkem
zeleza. Kromé anémie, deficit Zeleza zvySuje nachylnost organismu k infekcim, u té¢hotnych
zen muze vyvolat piedCasny porod a u déti méa negativni dopad na kognitivni vyvoj. Nedostatek
zinku, ktery je potfebny pro rast bun€k a jejich proliferaci zpiisobuje poruchy imunity a
zpomaleny rust u déti (Gupta et al. 2015). Kromé mineralnich kationt vaze kyselina fytova
také proteiny. NejenZe vazbou znemoziiuje jejich traveni, ale také tlumi stravitelnost skrobi
inhibici a-amylazy. Kyselina fytova ale nemd pouze negativni vliv na lidsky organismus.

Plisobi jako antioxidant a interakci s kationty Zeleza omezuje oxida¢ni degradaci lipida a s tim
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spojenou tvorbu volnych radikali. Dale brani uklddani vapenatych soli, ¢imz snizuje riziko
tvorby ledvinovych kamentl, a vazbou se zinkem snizuje sérovy cholesterol (Lee et al. 2015).
Podle Diouf-Lewis et al. (2017) existuji studie zabyvajici se vyuzitim kyseliny fytové jako
potravniho aditiva, kter¢ muze prodlouzit stabilitu rybich lipidii nebo Zivotnost produktii

v emulzi.

3.4.4 Lektiny

Prvni zminka o lektinech pochdzi z roku 1888, kdy byly vyextrahovany ze semen ricinu.
Tyto vazebné proteiny se objevuji u rostlin, zvifat i mikroorganismii. MikrobidIni lektiny se dle
plvodu déli na virové a bakterialni. Bakterialni lektiny mohou byt produkovany jako toxiny,
nebo jsou umisténé na povrchu bakterie a zprosttedkovavaji jeji adhezi. Lektiny u zvitat byly
nejprve zkoumany u ¢lenovct konkrétné u pavoukt a koryst (Lavin de Juan et al. 2017). U
obratlovci rozliSujeme lektiny membranové a rozpustné. Membranové jsou pevné ukotveny na
biologické membrang, zatimco rozpustné lektiny mohou membranou prochdzet. Nejrozsirenéjsi
jsou lektiny u rostlin, kde je nachdzime v semenech, listech i klife a chrani tak rostlinu pted
napadenim mikroorganismy a hmyzem (Carvalho et al. 2018).

Rostlinné lektiny rozdélujeme do Ctyi skupin: merolektiny, hololektiny, chimerolektiny
a superlektiny. Sojovy lektin patii mezi hololektiny, které obsahuji minimalné dvé vazebné
domény sacharidi (Vandenborre et al. 2011). Tyto domény maji schopnost navazat se na
cukerny zbytek nachézejiciho se na povrchu Cervenych krvinek a selektivné je aglutinovat.
Schopnosti lektinil vazat cukry se vyuziva pii urcovani krevnich skupin, které se 1i§i prave
Vv poslednim cukerném zbytku (Khan et al. 2002). Lektiny, které se pii pruchodu travicim
traktem na epitelové buniky nenavazi, nevykazuji zadny antinutri¢ni ucinek. Naopak lektiny,
které se navazi na cukerné ¢asti v membranach spousti skodlivé reakce. Mohou zapfi¢init ztratu
epitelovych bun€k, narusSit metabolismus sacharidd, lipidi nebo bilkovin (Vasconcelos &
Oliveira 2004). U tepelné opracovanych pokrm se s lektiny témef nesetkame, protoze dochazi
Kk denaturaci vazebnych proteint. Dalsi z moznosti jak potlacit jejich biologickou aktivitu je

pouziti proteolytickych enzymu trypsin nebo papain (Gorakshakar & Ghosh 2016).

3.4.5 Puriny

Puriny jsou heterocyklické aromatické slouceniny, mezi které patii dusikaté baze adenin
a guanin podilejici se na stavbé DNA a RNA. Spolu s pirimidiny se podili na pfenosu genetické
informace, ve formé adenosintrifosfatu (ATP) slouzi jako zasobni zdroj energie, nebo jsou

soucasti kofaktori nezbytnych pro enzymatickou aktivitu (Chitrakar et al. 2017). Doporuceny
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pfijem purini je niz§i nez 400 mg/den. Potraviny bohaté na puriny jsou maso, zejména
vnitinosti a zvétina, houby shiitake a susené ryby jako napiiklad ancovicky. Ze s6jovych
produktt je to lyofilizované tofu s celkovym obsahem 293,1 mg purinii na 100 g tofu. Susené
s6jové boby obsahuji 172,5 mg purini na 100 g produktu a mnoZzstvi purini v natto je 113,9
mg/100 g (Kaneko et al. 2014).

Nadmérny ptisun purinli v potravinach vede k hyperurikémii a dné. Pti hyperurikémii
se zvySuje koncentrace kyseliny mocové v séru, jejiz fyziologické hodnoty v séru se u zdravého
¢loveéka pohybuji v rozmezi 155-339 pm/lu zen a 208-416 um/l1 u muzt (Ndrepepa 2018) — viz
Obrazek 3.
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Obrazek 3: Chemicka struktura kyseliny moc¢ové (Makarska- Bialokoz &Lipke 2019

Pti hyperurikémii dochéazi k ukladani kyseliny mocové ve formé krystalli uratu
monosodného V okoli kloubli (Azzeh et al. 2017). Vlivem zanétu dochazi k zarudnuti, otoku a
prudkeé bolesti postizen¢ho kloubu. Pokud nedojde k upravé jidelnicku a 1€cbé miize se akutni
artritida rozvinout v chronickou formu nemoci, piikteré vznikaji dnavé tofy. Jedna se o uzlovita
loziska krystalti uratu monosodného, které zpusobuji deformaci kloubu (Yao et al. 2012).
Kyselina mocova je organicka kyselina, kterd se Spatné rozpousti ve vodé a vylucuje se moci.
U cloveka je konecnym produktem metabolismu purinovych latek (Maiuolo et al. 2016), které
kromé potravin ziskavame i z vnittnich zdroji. Pfikladem jsou nukleové kyseliny nebo

purinové nukleotidy adenosinmonofosfat nebo guanosinmonofosfat (Ndrepepa 2018).

3.5 Fermentované séjové vyrobky

Vlivem mikroorganismli a jejich enzyml dochdzi b&hem fermentace k preméné
substratd na jednodussi latky, které pak dodavaji pokrmu nejen charakteristickou chut’ ale i
vzhled (Lin et al. 2012). Piikladem je slizovity obal sojovych bobti u natto (Shih et al. 2009),
nebo bilé mycelium Rhizopus microsporus var. oligosporus vytvarejici typickou strukturu

tempehu (Jennessen et al 2008). Z vyzivového hlediska je dulezita hydrolyza proteini pomoci
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enzymt, kterd pak ¢ini bilkoviny Iépe stravitelné. Zanedbatelny neni ani vznik sekundarnich
metabolit béhem fermentace jako jsou antioxidanty nebo vitaminy a jejich pozitivni vliv na

zdravi (Lin et al. 2012).

3.5.1 Natto

Natto je tradi¢ni japonsky pokrm, ktery si dodnes mnoho rodin ptipravuje sama doma.
Zakladem pro vyrobu natto jsou sdjové boby fermentované grampozitivni bakterii Bacillus
subtilis var. natto. Prvnim krokem pfipravy pokrmu je namaceni celych sdjovych bobti po dobu
20 hodin pfi teploté 21-23 °C. Nasleduje jejich povareni pti teploté 121 °C po dobu 40 minut.
Vychladlé boby jsou o¢kovany startovaci kulturou Bacillus subtilis var. natto a poté zabaleny
do polystyrenovych oball ve kterych se nechaji fermentovat 16-20 hodin pfi teploté 42 °C a
relativni vlhkosti 85%. Béhem této doby dochdzi ke zmnoZeni naockovany bakterii. Aby proces
fermentace probéhl spravné, je potieba zajistit dostate¢ny piisun kysliku, protoze se Bacillus
subtilis var. natto fadi mezi aerobni bakterie (Wei et al. 2001). U kvalitniho natto jsou sojové
boby obalené bilym slizem tvofenym polymery kyseliny glutamové. Bila barva slizu znaci
dostatecny narast Bacillus subtilis var. natto a spravny prabéh fermentace. Diky jeho
nevabnému vzhledu a charakteristickému zapachu neni kromé vychodni Asie ve svété prilis
konzumovan. Tradi¢né se serviruje s ryzi nebo se jim dochucuji jiné pokrmy (Shih et al. 2009)

— viz Obrazek 4.

Obrazek 4: Natto s charakteristickym slizovitym obalem (upraveno dle Liu et al. 2018)

Velkou piednosti tohoto jidla je kromé nizké ceny pfitomnost nattokinizy. Jedna se o
fibrinolyticky enzym produkovany Bacillus subtilis var. natto a je tvofen celkem 275

aminokyselinovymi zbytky. Nattokindza m4 aZ ¢tyfnasobné siln¢;jsi fibrinolytickou aktivitu nez
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plazmin a navic je také aktivatorem dalSich fibrinolytickych enzymu jako je naptiklad pro-
urokinaza (Takabayashiet al. 2017). Jak uvadi Chang et al. (2012) je nattokinaza schopna
rozkladat vlakna fibrinu, zabranuje jeho hromadéni v cévach a predchazi tak vzniku trombdzy.
Natto je spolu s tvrdymi syry, vajecnym zloutkem nebo maslem jednim z hlavnich zdroju
vitaminu K2, ktery slouzi jako prevence kardiovaskularnich onemocnéni, zvySuje pevnost kosti

a tim snizuje riziko zlomenin (Schwalfenberg 2017).

3.5.2 Tempeh

Mezi tradi¢ni pokrmy pochazejici z indonéské kuchyné patii bezesporu tempeh, ktery
vznika fermentaci so6jovych bobi po zaockovani kulturou mikroskopickych hub Rhizopus
microsporus var. oligosporus. Pro vegetariany a obyvatele asijskych oblasti, ve kterych
pievazuje rostlinnd strava nad tou zivociSnou je tempeh vyznamnym zdrojem bilkovin, vapniku
a z vitamind je pak bohaty pfedev§im na kyselinu listovou a B2 (Gunawan-Puteri et al. 2015)
— viz Obrazek 5.
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Obrazek 5: Struktura vitaminu Bz (upraveno dle Dereven’kov et al. 2016)

Pti pfipraveé tempehu se nejprve s6jové boby nechaji pfes noc namacet ve vodé, aby se
1épe zbavily slupky. Odslupkované boby se vaii ve vodé 30-40 minut a poté se rozlozi na plech,
kde vychladnou a oschnou. Vychladlé boby se naockuji ¢istou kulturou Rhizopus microsporus
var. oligosporu snebo sporami této vlaknité houby. Béhem inkubace, ktera probiha pii 30-37
°C po dobu 40-48 hodin se vytvafi typicka struktura tempehu (Mo et al. 2013). Dle Jennessen

et al. (2008) bilé mycelium nartistajici béhem fermentace spojuje sojové boby do kompaktni
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hmoty a enzymy produkované Rhizopus microsporus var. oligosporus zlepsuji stravitelnost
bilkovin. Ve srovnani s ostatnimi s6jovymi produkty nalezneme u tempehu i vysoky obsah
isoflavonoidti, konkrétné daidzeinu a genisteinu. Pii tepelné upravé, predevsim smazenim se
ale mnozstvi isoflavonoidti mize snizit az na polovinu ptivodniho obsahu. Pfeménou substratt
v pribéhu fermentace vznikaji ve vod¢ rozpustné dusikaté slouceniny, aminokyseliny a volné
MK, které dodavaji tempehu charakteristickou chut’ (Jelenet al. 2013).

Béhem fermentace vznika také kobalamin neboli vitamin B1> v mnozstvi 0,7-0,8 pug/100
g tempehu. Kobalamin je tvofen slozitou molekulou s centralnim atomem kobaltu a je to jediny
ve vod¢ rozpustny vitamin, ktery se ukladd do jater po mnoho let. Nejstabiln€j$i formou
vitaminu Bio, ktery se pouziva v 1éCivech a dopliicich stravy, je synteticky kyanokobalamin.
Ten se pak v téle cloveéka preméni na biologicky aktivni formu methylkobalamin. Vitamin B1,
je dulezity pro tvorbu erytrocytl, syntézu DNA pfi déleni bun€k, plisobi jako koenzym a
zajist'uje spravnou funkci nervového systému. Nedostatek vitaminu B2 je vzacny, ale mize se
objevit u striktnich vegetarianti a veganti. U téchto lidi je praveé tempeh jednim z hlavnich zdroji
tohoto vitaminu. Jeho nedostatek se projevuje jako megaloblastova anémie (Nakos et al. 2017),
pro kterou je typicka pfitomnost velkych nezralych erytrocytti v kostni dieni (Castellanos-Sinco
et al. 2015).

3.5.3 Doenjang

Doenjang je fermentovana séjova pasta puvodem z Koreje. Zakladem pro vyrobu
doenjangu tradi¢nim zpisobem je meju, které je prirozené¢ fermentovano bez ockovani
startovaci kulturou (Kim et al. 2018). Meju se pfipravuje ze sdjovych bobu, které se nejprve
oCisti, namaci ve vod¢ a poté se 2 hodiny vaii se pti 100 °C. Uvarené s6jové boby se drti,
formuji do pozadovaného tvaru a venku zavéSené se nechaji 1-2 mésice fermentovat. Na
fermentaci probihajici na vzduchu se podili kromé Bacillus subtilis, coz je hlavni pfirodni
fermentacni kultura, i vzdu$né mikroby (Park et al. 2003). Sun et al. (2018) fadi mezi hlavni
plisn¢ ulpivajici na povrchu fermentované pasty rody Aspergillus sp, Penicillium sp, Mucor sp.
a Rhizopus sp, které vytvaii specialni mikrofloru. Tyto mikroorganismy produkci enzymu
rozkladaji proteiny a dodavaji meju chut’ a aroma (Shin & Jeong 2015).

Hotové meju se spolu s dfevénym uhlim, chilli paprickami a susenym pepiem vloZi do
velkého keramického hrnce a zalité roztokem soli se fermentuje dalsi 2-3 mésice. B€hem
fermentace se z roztoku soli stava sdjova omacka zvana kanjang, ktera se zfiltruje a plni do
lahvi. Pevny podil se necha fermentovat dalsi 2 mésice za vzniku s6jové pasty doenjangu (Park

et al. 2003) — viz obrazek 6. Konzumaci doenjangu je posilovana imunita a snizuji se IgE
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protilatky v téle, coz vede k prevenci vzniku alergii a utlumeni ptiznak s alergii spojenych.
Kromé¢ jiného se v pasté tvofi dipeptid argininprolin produkujici inhibitory enzymu
angiotensin-konvertazy. Inhibici tohoto enzymu piedchazi vzniku vysokého krevniho tlaku
(Shin & Jeong 2015).

Varené sdjové boby

!

Meju

— !

Solanka, pepf¥, chilli papricky, dfevéné uhli

Kanjang Doenjang
S, |

Obrazek 6: Vyroba tradi¢niho doenjangu (upraveno dle Shin & Jeong 2015)
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3.54 Miso

Miso je tradi¢ni japonské koteni pastovité konzistence vyrobené ze sojovych bobi, soli
a koji. Zakladem koji mize byt ryze, je¢men nebo s6jové boby. Miso se rozliSuje na zakladé
pouzitého koji a doby zrani na bilé, Cervené a hatcho miso. Bilé a ¢ervené miso je pfipraveno z
ryzové koji. Bilé miso je rozSifené predev$im ve vychodni Césti Japonska, zraje tii az Sest
mésici a ma jemné slanou chut’. Cervené miso oblibené v severnim Japonsku, ma vyrazngjsi
chut’ a tmavsi barvu diky delSimu zréani, které trva Sest mésict az rok. Ve stftednim Japonsku je
nejrozsifenéj$i hatcho miso ze sdjove koji, které zraje dva roky a ma tmavou barvu s intenzivni
chuti umami (Inoue et al. 2016). Méné rozsitené je pouziti koji z jeCmene, které je typické
hlavné pro regiony Chukyo a Kyushu. Kromé& dochucovani pokrmii se miso pouziva pti
piipravé miso polévky a nahrazuje tak vyvar ¢i bujon (Marui et al. 2013).

Prvnim krokem pti vyrobé miso je ptiprava koji, jejimz zédkladem je nejCastéji ryze,
ktera se pres noc namaci ve vode¢ a poté se vaii 30 minut. Vychladla ryze se naockuje kulturou
Aspergillus oryzae a ponecha se fermentovat pii 30 °C po dobu 40 hodin. S6jové boby se po
nocnim stani ve vod¢ vafi pod tlakem piiblizn€¢ 15 minut. RyZova koji se smicha se soli,
vafenymi boby a smés se necha fermentovat pii 30 °C. Délka fermentace zavisi na druhu miso
(Inoue et al. 2009). Béhem fermentace koji uvoliuje Aspergillus oryzae hydrolytické enzymy,
které stépi sacharidy a bilkoviny (Chancharoonpong et al. 2012). Charakteristickou chut
ziskava miso diky fermentaci, Maillardovym reakcim a schopnosti kvasinek a bakterii

mlééného kvaseni hydrolyzovat slozky séji (Inoue et al. 2016).

3.5.5 Sufu

Sufu, v nékteré literatufe oznacovany také jako furu, je tradini ¢insky syr roztiratelné
konzistence a vyrazné chuti. S oblibou je konzumovan hlavné na snidani jako pfiloha k ryzi
nebo chlebu. Existuje nékolik druht sufu rozdélenych podle pouzité vyrobni technologie nebo
podle barvy. Zakladni surovinou pro vyrobu sufu je tofu, které mize byt fermentovano
piirozenou cestou, plisnémi, bakteriemi nebo enzymaticky. Vyroba probiha ve ¢tyiech krocich:
piipravou tofu, pehtze, solenim a zranim (Moy et al. 2012).

Prvnim krokem je pfiprava tofu, které vznikd sraZenim s6jového napoje solemi nebo
kyselinami. Jako srazedla se pouZivaji siran vapenaty, chlorid hotfecnaty nebo kyselina octova
(Fei et al. 2018). Tofu se nakraji na kostky a zaockuje se posttikem plisni Actinomucor elegans
(Liu et al. 2018). Po naockovani Cistou kulturou se tofu fermentuje pti 15-20 °C po dobu 5-15
dni a vznikd pehtze. Nakonec se kostky pehtze osoli, obali se ve smési kofeni, ryze a zabalené

se vkladaji do sklenic, kde zraji. U enzymaticky fermentovaného sufu se nepfipravuje pehtze a
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nedochazi tak k fermentaci. Proto se pied zranim, které trva 6-10 mésict ptidava k tofu jiz
hotové koji. Vyroba bakteridlné fermentovaného sufu zahrnuje krok navic a to piedsolovani
tofu, které trva dva dny a potiebny obsah soli je 6,5 %. Pehtze se ptipravi zaockovanim rodem
Bacillus sp. nebo Micrococcus sp. a tydenni fermentaci pii 30-38 °C. Pied solenim se pehtze
susi, aby si udrzelo pozadovany tvar, a zrani netrva déle nez tfi mésice. Barvu a slanou chut’
dodava sufu obvazova smés ve které zraje. Nejoblibenéjsi je Cervené sufu, které ziskava barvu
diky angkaku ptidavaného spolu se soli, cukrem, alkoholem, moukou a kotfenim do obvazové
smési. Angkak je pfirodni barvivo, které vznika fermentaci varené ryze po zaockovani plisni
Monascus purpureus. Do obvazové smési bilého sufu se angkak neptidava, takze ma na rozdil
od &erveného sufu svétle Zlutou barvu i na povrchu. Sedé sufu obsahuje kromé kofeni a soli

také sojovou syrovatku a nepiijemné zapacha (Han et al. 2001).

3.5.6 Sdéjova omacka

Sojova omacka je oblibenym dochucovadlem piedevsim v asijskych zemich, ale diky
své vyrazné chuti a aroma se rozsifila do celého svéta. U shoyu, tradi¢ni japonské omacky
rozliSujeme tii zakladni druhy. Koikuchi shoyu, tamari shoyu a shiro shoyu, které se lisi
pomérem séjovych bobil a pSenice. Pfi vyrobé tamari shoyu se pouzivaji predevSim sojové
boby, diky nimz méa omacka tmavsi barvu a hustsi konzistenci, ale méné aroma nez koikuchi
shoyu. Naopak shiro shoyu ma svétle hnédou barvu kvili vysokému obsahu pSenice. Ze
stejného mnoZzstvi s6jovych bobl a pSenice se vyrabi koikuchi shoyu, které ma silné aroma a
tmavé hnédou barvu (Lioe et al. 2007). Hnéda barva omacky vznika béhem fermentace a
nasledné pasterizace jako vysledek Maillardovy reakce. Reakce probihd mezi redukujicimi
cukry a aminoslouc¢eninami za vzniku hnédych pigment. Mnozstvi dusikatych sloucenin se
pohybuje okolo 1,3-1,8 % a pro ziskani dostate¢né intenzivni chuti musi byt minimalné
polovina téchto sloucenin aminokyselinami, pfedev§im kyselina glutamova. Hotova sojova
omacka obsahuje 1,5-5 % redukujicich cukru, 1,5-2,5 % etanolu, 1-1,5 % glycerolu, 1-2 %
organickych kyselin a 16-18 % NaCl (Miyagi et al. 2013).

Séjova omacka se vyrabi dvoustupiiovou fermentaci. Prvni stupenl se nazyva koji na
kterou navazuje druhy stupent moromi. V prvnim stupni fermentace se smes vafenych sojovych
bobti a prazenou pSeni¢nou moukou o¢kuje sporami Aspergillus oryzae nebo Aspergillus sojae.
Béhem tfidenni inkubace prorista mycelium smési a dodava ji celistvou formu. Po inkubaci se
koji namaci v 18-22% roztoku soli. Timto namacenim zac¢iné druhy stupeil fermentace moromi,
kterd trva tfi az Sest mésicli v zavislosti na druhu omacky (Devanthi et al. 2018). Pfi fermentaci

koji produkuje Aspergillus oryzae mnozstvi enzymd, jako napiiklad pektinazy, celulazy a
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hemicelulazy, které narusuji bunécnou sténu séjovych bobt. Tim umoziuji hydrolytickym
enzymum protedzdm a amyldzam $tépit bilkoviny a Skroby uvniti bobti. Namoc¢enim do solného
roztoku na zacatku fermentace moromi se zastavi rust Aspergillus oryzae a usmrti se nezadouci
mikroflora. Existuji ale i bakterie, které snasi vysokou koncentraci soli v substratu dobfie a jsou
schopné se v ném 1 mnozit. Pfikladem jsou bakterie mlécného kvaseni Tetragenococcus
halophilus a kvasinky Zygossaccharomyces rouxii a prispivaji tak k typické chuti sdjové
omacky (Kaewkrod et al. 2018).

Po dokonceni fermentace se filtraci oddé€li kapalnd a pevna ¢ast moromi. Kapalna cast
se pasteruje a plni do lahvi. Podle Svétové zdravotnické organizace je optimalni denni spotieba
sodiku 2 g/osobu/den coz odpovida 5 g soli. Ve skutecnosti je ale pfijem sodiku témér
dvojnasobny a Casté a nadmérné dochucovani pokrmi sdéjovymi omackami s 16-18 % soli tomu
pfispivd. ZvySena konzumace soli napomahd vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,

hypertenzi a poruchdm ledvin (Singracha et al. 2017).

3.6 Charakteristika isoflavonoida

Isoflavonoidy se spolu s lignany, kumestany a stilbeny fadi mezi tzv. fytoestrogeny. Tyto
latky maji Siroké spektrum bioaktivnich G¢inkl jako je prevence proti starnuti, rakoviné prsu a
prostaty, kardiovaskularnim onemocnénim a osteoporéze. NejbohatSim zdrojem isoflavonoid
jsou sojové boby, bohatym zdrojem kumestanti jsou kromé séje i klicky jetelu a vojtéska.
Lignany jsou ve véts$i mife zastoupeny napiiklad ve Inéném seminku (Sirotkin & Harrath 2014).
Nejvyznamnéj$im piedstavitelem stilbenli je resveratrol obsazeny v Cerveném viné. S
Cerveného vina pozitivni vliv na kardiovaskularni systém (Wicinski et al. 2018). Jak nazev
vypovida, jsou fytoestrogeny z hlediska chemické struktury podobné Zenskym pohlavnim
hormonim estrogeniim, konkrétné¢ 17f-estradiolu. Této podobnosti se vyuziva v ptipadné
poklesu estrogenu Vv obdobi menopauzy, kdy fytoestrogeny mohou chybé&jici hormon
substituovat vazbou na estrogenové a a 3 receptory (Soni et al. 2014). Tyto receptory se
nachéazeji v mozku, plicich, kostech, ale i v pohlavnich Zlazach, prsni Zlaze nebo placenté
(Sirotkin & Harrath 2014). Soni et al. (2014) uvadi, Ze isoflavonoid genistein, ktery se
pfednostné vaze s § receptory ma az 500 krat vyssi afinitu k estrogenovym receptorim nez
daidzein a glycitein.
Isoflavonoidy jsou odvozené od benzo-y-pyronu tvofici kruh A a C. y-pyron (kruh C) je
heterocyklus obsahujici kyslik a na uhliku C3 ma navazany fenylovy substituent tvofici kruh B

(Szultka et al. 2013) — viz Obrazek 7. Nejvice zastoupenymi isoflavonoidy v soje jsou aglykony
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daidzein, genistein a glycitein, které se vyskytuji hlavné jako glykosidy konjugaci s gluk6zou
ve form¢ 7-O-B-D-glykosidi (daidzin, genistin, glycitin), 6-O-acetyl-7-O-p-D-glykosidu
6-0O-malonyl-7-O-B-D-glykosidu
(malonyldaidzin, malonylgenistin, malonylglycitin) (Shao et al. 2011).

(acetyldaidzin,  acetylgenistin,  acetylglycitin) a

Obrazek 7: Chemicka struktura isoflavonoidt (Heinonen et al. 2003)

Konjugované isoflavonoidy se stavaji biologicky aktivni az po jejich hydrolyze
sttevnimi bakteriemi. Hydrolyzou vzniklé aglykony jsou vstiebany enterocyty a po nasledné
hydroxylaci v jatrech, ktera zvysi jejich rozpustnost, jsou pievedeny na kyseliny glukuronovou
a sulfonovou a poté vylu¢ovany moci. S6jové fermentované produkty obsahuji na rozdil od
téch nefermentovanych vice isoflavonoidi ve formé aglykoni a jejich mnozstvi se

V jednotlivych vyrobcich 1isi (Heinonen et al 2003) — viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Obsah isoflavonoidii ve vybranych sdjovych produktech
(upraveno dle Cederroth et al. 2012)

Séjovy Daidzein Genistein Glycitein Celkem

produkt [mg/100g] [mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Syrové boby 20,4 22,6 7,6 49,0
Vatené boby 5,0 6,7 0,8 12,5
Natto 33,2 37,7 10,6 82,3
Tempeh 22,7 36,2 3,8 60,6
Miso 16,4 23,2 3,0 41,5
So6jova omacka 0,8 0,4 0,1 1,2
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3.7 Biosyntéza isoflavonoidii

Isoflavonoidy jsou syntetizovany v cytoplazmé rostlin jako ochrana pted skudci,
patogeny a biologickymi vlivy jako sucho nebo UV zafeni. Sdja vylucuje isoflavonoidy svymi
kofeny, které pusobi jako signalni molekuly a zprostiedkovavaji spojeni s Rhizobium,
bakteriemi fixujicimi dusik (Sugiyama et al 2017).

Prvnim krokem biosyntézy isoflavonoidi je tvorba chalkonu, reakci 4-coumaroylCoA
a tfi molekul malonylCoA (Dixon & Steele 1999). V soje existuji dva typy chalkon syntazy,
ktera vznik chalkonu katalyzuje. Chalkon synt4za I katalyzuje vznik naringenin chalkonu za
podpory chalkon reduktdzy, ze kterého se syntetizuje genistein. Chalkon syntdza I muze dat
vznik jak naringenin chalkonu tak isoliquirtigeninu, vedoucimu k syntéze daidzeinu. DalSim
krokem je uzavien heterocyklicky kruh za katalyzy chalkon izomerdzou a naslednou
hydroxylaci na uhliku C2, coz vede k posunu fenylového substituentu z uhliku C2 do polohy
C3 za katalyzy isoflavon syntazy. Témito kroky vznika naringenin respektive liquirtigenin, ze
kterych je za pritomnosti 2-hydroxyisoflavon dehydratazy odstépen kyslik a vodik z uhliku C2
za vzniku genisteinu respektive daidzeinu. Plsobenim methyltransferaz a glykosyltransferaz
jsou pfeménény na glykosidy a skladovany ve vakuolach (Cederroth et al. 2012) — viz Obrazek
8.

4-coumarovlCoA + 3x malonvlCoA
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Obrazek 8: Biosyntéza isoflavonoidd v soje (CHS,chalkon syntdza; CHR, chalkon reduktaza; CHI, chalkon
izomeraza; IFS, isoflavon syntaza; 2HID, 2-hydroxyisoflavon dehydrataza) (upraveno dle Cederroth et al 2012)
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3.8 Metody extrakce

Tradi¢ni extrakéni metody ustupuji takzvanym zelenym technologiim, jejichz hlavnim
cilem je ochrana Zzivotniho prostfedi a nalezeni SetrnéjSich metod, které budou zéaroven
poskytovat vysokou u¢innost. Minimalizovanim procesu extrakce se snizi mnozstvi pouzitych
rozpoustédel, vzniklého biologického odpadu a spotfeba energie. Mikrovinna asistovana
extrakce, ultrazvukova asistovana extrakce, tlakova extrakce kapalinou a superkriticka fluidni

extrakce se fadi mezi tyto ekologické metody (Wen et al. 2018).

3.8.1 Mikrovinna asistovana extrakce

Mikroviny, které byly difive vyuzivany k potlaceni aktivity enzymt a bakterii
V potravinach (Terigar et al. 2010), v soucasnosti nalézaji uplatnéni pii extrakci latek
Z rostlinnych matric. Mezi vyhody mikrovinné asistované extrakce (MAE) patii nizsi spotieba
materialu, krat$i doba extrakce a minimalni manipulace se vzorky, ¢imzZ se eliminuje riziko
chyby pfi méfeni (Elez Garofulicet al. 2013). Principem MAE je lokalizovany ohiev molekul
vody Vv matrici béhem kratké doby, fadové nékolika vtefin. Voda, ktera absorbuje energii
elektromagnetickych vin, se v bunkach piehtiva a narist tlaku narusuje bunécnou sténu. Tim
dochazi k extrakci pozadovanych latek z bun¢k do rozpoustédla (Lee & Choung 2011). Mezi
proménné ovliviujici ucinnost MAE patii teplota, Cas a slozeni extrak¢nich rozpoustédel
(Terigar et al. 2010). Narast teploty vede ke zvySeni vytéznosti, protoze rozpoustédlo pronika
do bun€k snadnéji, zaroven ale zptsobuje rychlejsi 1yzy bunécné stény a do rozpoustédla se
extrahuji i nezadouci slouceniny (Elez Garofuli¢ et al. 2013). Terigar et al. (2010) stanovuji
jako nejvhodnéjsi rozpoustédla pro extrakci isoflavonoidi vodu, metanol, etanol, nebo

acetonitril a jako optimalni podminky pro extrakci teplotu 73 °C po dobu osmi minut.

3.8.2 Tlakova extrakce kapalinou

Pisobenim zvySeného tlaku a teploty na rozpoustédlo se zvysSuje G¢innost metody
(Mustafa & Turner 2011) za uspory Casu a extrakénich Cinidel. Vysoka teplota usnadiiuje
rozpustnost extrahované latky, ale i rozpoustédla snizenim jeho povrchového napéti. Tlakova
extrakce kapalinou (PLE) je vhodna pro izolaci analytli z pevné a polotvrdé matrice, polarnich
latek a latek odolavajicim vysokym teplotam (Azmir et al. 2013). Pfi extrakcei isoflavonoidi se
pracuje pii tlaku az 20 MPa a teplotou do 200 °C. Ve stanoveni optimdlnich poméra
rozpoustédel se autofi rozchdzi (Rostagno et al 2004). Luthria et al. (2007) uvadi jako idealni

kombinaci rozpoustédel pro ziskani isoflavonoidi smes sulfoxidu, etanolu a vody v poméru
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5:70:15. Rostagno et al. (2004) sledovali G¢innost extrakce za pouziti riznych rozpoustédel a

nejlepSimi vysledky doséahli za pouziti 70% etanolu.

3.8.3 Ultrazvukova asistovana extrakce

Principem ultrazvukové asistované extrakce (UAE) je akusticka kavitace, vznikajici pfi
prachodu ultrazvukové viny rozpoustédlem. Vina $itici se kapalnym prostfedim v ném vytvari
expanze a komprese, zplsobujici zmény tlaku, které vedou ke vzniku bublin. Bubliny plynu
postupné narustaji, az dosdhnou teploty 5000 K a tlaku 100 MPa. Pti téchto hodnotach se stavaji
nestabilnimi a dochazik jejich zhrouceni. Kolaps bubliny je spojen s uvolnénim vysokého tlaku
a teploty, které plisobi na bunécné membrany v rostlinné matrici coZ ma za nasledek jeji
naru$eni (Tiwari 2015) v podobé mikrotrhlin a poria (Li et al. 2004) — viz Obrazek 9. Zaroven
dochazi ke zmensovani castic rozpoustédla, coz vede Kusnadnéni difuze ptfes bunéénou
membranu (Tiwari 2015). Kromé vyssi vytéZnosti patti mezi dal§i vyhody UAE zkraceni doby

extrakce a s tim spojené niz$i naklady na energie, niz8i spotfeba rozpoustédel a mén¢ odpadniho

materialu (Chemat et al 2017).

Obrazek 9: Sojové vlocky pod elektronovym mikroskopem (A, morfologie povrchu vlocek po 30 min ultrazvukové
asistované extrakce; B, porézni vzhled vlocek po 2 h plisobeni ultrazvukové asistované extrakce) (upraveno dle Li

et al. 2004).

Klasickym pfistrojem V laboratorni praxi zaloZenym na akustické kavitaci je
ultrazvukova lazen, jejimz zékladem je nerezova nadoba naplnénd vodou, ve které se Sifi
ultrazvukové viny o frekvenci kolem 40 kHz. Mnohem efektivnéjSich vysledkl je dosazeno za
pouziti ultrazvukové sondy, ktera se vklada piimo do rozpoustédla se vzorkem (Picd 2013).
Rostagno et al. (2003) tspesné extrahovali pomoci UAE ¢tyii derivaty sojovych isoflavonoidii

a to konkrétn¢ daidzin, glycitin, genistin a malonylgenistin. Vliv na vytézek extrakce mél i druh
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pouzitého rozpoustédla (Azmir et al. 2013). Krom¢ isoflavonoidl, lze touto metodou ze

sojovych bobt izolovat také peptidy (Dominguez-Vega et al. 2010).

3.8.4 Superkriticka fluidni extrakce

Zahtivanim a soucasnym stla¢enim plynu nebo kapaliny nad jejich kritické hodnoty
ziskame superkritické kapaliny, které timto ptebiraji vlastnosti plynt, jako jsou nizka viskozita
nebo vyssi difuzivita rozpoustédla. Aplikaci vysokého tlaku a teploty se superkritické kapaliny
stavaji vice rozpustné a rychleji pronikaji pory bunééné stény pevné matrice (Pitchaiah et al.
2019). Nejcastéjsi rozpoustédlo pouzivané v superkritické fluidni extrakci (SFE) je oxid
uhlicity, ktery dosahuje kritické teploty jiz ptfi 31 °C a tlaku 7,38 MPa. Po extrakci se
superkriticky oxid uhli¢ity (SCCO.) odpatuje, ¢imz snadno izolujeme vyextrahovanou latku a
zéaroven odpafenim vznikd minimalni biologicky odpad (Prabhat et al. 2016). Isoflavonoidy se
Vv soje vyskytuji predevsim ve formé polarnich glykosidi, zatimco SCCO2se pouziva k extrakci
nepolarnich a stfedné€ polarnich sloucenin. Pfidavkem malého mnoZstvi polarniho rozpoustédla
ke SCCO: se usnadni rozpustnost polarnich ¢asti glykosidu a SFE se tak stava u¢innou metodou

pro ziskani isoflavonoidii (Kumhom et al. 2011).

3.9 Stanoveni isoflavonoidii vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda, zalozena na
rozdilné afinité¢ slozek vzorku ke stacioniarni a mobilni fazi. Pro stanoveni isoflavonoidi
probiha separace na obracenych fazich (Szultka et al. 2013). Stacionarni faze v kolon¢ je
nepolarni, tvofena uhlovodikovymi fetézci C-8 nebo C-18 navazanych na silikagel (de Rijke et
al 2006). Pro separaci se pouzivaji napliové kolony s vnitinim pramérem 2,1-5 mm a velikosti
¢asti 3-5 um. Smés metanolu nebo acetonitrilu s vodou piedstavuji polarni mobilni fazi (Valls
et al. 2009). Aby nedochazelo k asymetrii piku je mobilni faze okyselena ptidavkem kyseliny
octové nebo mravenci, které nahradily kyselinu fosforeénou, kviili obavam z kontaminace
iontového zdroje (Szultka et al. 2013).

Fytoestrogeny diky aromatickym kruhiim pohlcuji UV zatfeni o vinové délce 250-270
nm (Wang et al. 2002). Ve struktufe isoflavonoidl se nachazi dvé benzenova jadra A a B,
ptiemz kazdé jadro pohlcuje UV svétlo o jiné vinové délce. Zatimco jadro A ma absorpéni
maximum pii vlnovych délkach 240-285 nm, jadro B absorbuje vinové délky 300-550 nm.
Vzhledem K rozdilnym vinovym délkam je nejvhodnéjsi detektor pro metfeni absorpce UV
zateni detektor diodového pole, ktery proméii celé absorpéni spektrum Vv nastavené oblasti

vlnovych délek Szultka et al. 2013). Pfi pouziti hmotnostniho detektoru zavisi citlivost a
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presnost mefeni na iontovém zdroji a analyzatoru. Pro stanoveni isoflavonoidi je vhodnym
zdrojem elektrosprej (ESI), ktery proudem elektront ionizuje slozky separované v HPLC. Jako
analyzator se pouziva trojity kvadrupol, ktery vykazuje v sériovém fazeni za sebou vétsi

selektivitu (Valls et al. 2009) — viz Obrazek 10.
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Obrazek 10: Chromatogram sojovych isoflavonoidi (1, daidzin; 2, glycitin; 3, genistin; 4, malonyldaidzin; 5,
malonylglycitin; 6, acetyldaidzin; 7, acetylglycitin; 8, malonylgenistin; 9, daidzein; 10, acetylgenistin; 11,
glycitein; 12, genistein) ( Shao et al. 2011).

3.10 Stanoveni isoflavonoidi kapilarni elektroforézou

Principem kapilarni elektroforézy je separace slozek vzorku na zaklad¢ rozdilné
pohyblivosti v elektrickém poli. Vzorek o objemu 10-50 nl (de Rijke et al. 2006) je davkovan
na zacatek kapilary s vnitinim priimérem 50-100 pum, kterd je naplnéna elektrolytem (Wang et
al. 2002). Oba konce kapilary jsou ponofené do zasobniku téhoz elektrolytu, kterym je kapilara
naplnéna. Elektrolyt je obvykle tvoten fosfatovym nebo boratovym pufrem. Pfivedenim napéti
0 velikosti 10-30 kV do zasobniku s elektrolytem je zahajena separace slozek (de Rijke et al.
2006). Kapilara prochazi detektorem, kterym miize byt v piipadé separace fytoestrogenil
detektor diodového pole (Wang et al. 2002). Oproti HPLC poskytuje kapilarni elektroforéza
vysledky jiz béhem nékolika minut, ale na ukor niZsi citlivosti metody. Stanoveni isoflavonoidii

daidzeinu a genisteinu probihd zpravidla pfipH 11 a napéti 12 kV (Valls et al. 2009).
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3.11 Staphylococcus sp

Stafylokoky jsou grampozitivni koky, uspotadané jednotlive, po dvojicich, v kratkych
fetizcich, ale nejCastéji vytvareji shluky pfipominajici hrozen. Jsou to nepohyblivé bakterie,
které nevytvari spory a snaseji vyssi koncentrace soli. Schopnosti riist v ptitomnosti 10% NaCl
se vyuziva pro vytvofeni selektivnich pid. Na zakladé schopnosti tvofit plazmakoagulazu se
stafylokoky d€li na koaguldza pozitivni a koagulaza negativni. Pro ¢lovéka vyznamné jsou
z koagulaza pozitivnich Staphylococcus aureus a Staphylococcus intermedius, ktery se
vyskytuje pfedevsim na sliznici a kizi zvirat, ale po kousnuti miize zapticinit hnisavé rany
(Votava 2003). Zastupcem koagulaza negativnich je Staphylococcus epidermidis, ktery je
soucasti kozni mikrobioty jako oportunni patogen. Riziko pfedstavuje v ptitomnosti ciziho
télesa v téle, jako jsou umélé ¢ocky ¢i chlopné, jejichz povrch kolonizuje. Vytvofenim biofilmu
je chranén pted pisobenim antibiotik (Zhang et al. 2019).

Schopnost stafylokokii adherovat rtizné povrchy od implantati, katetri az po potraviny
a vytvaret na nich biofilm, je divodem proc jsou Castym ptivodcem onemocnéni jak infek¢ni
povahy, tak i zdrojem nakazy z kontaminované potravy (Lee et al. 2016). Produkci ve vodée
rozpustnych, extracelularnich proteinti oznaCovanych jako enterotoxiny ptisobi na stfevni
sliznici a vyvolava kieCe a prijem (Grispoldi et al. 2019). Tvorba biofilmu je pro bakterie
vyhodné, protoze jsou lépe chranéné pied imunitnim systémem, pisobenim antibiotik (Mirani
et al. 2013) a nepfiznivymi vnéjSimi podminkami jako je sucho a vysoka teplota. Vznik
biofilmu je fizen pomoci extracelularni genomové DNA. Stafylokoky diky polysacharidovému
intercelularnimu adhezinu (PIA) kolonizuji povrch a vytvoii okolo shluku bunék obal tvoteny
mukoidnimi latkami, polysacharidy a proteiny. Kromé adheze stoji PIA 1 za tvorbou slizu, ktery
jesté zvySuje odolnost kolonie vi¢i antibakteridlnim latkdm (Lee et al. 2016). Aby se
pfedchézelo kontaminaci potravin, jsou pouzivdna riizna aditiva. Mohou byt zaloZend na
ptirodni bazi, jako jsou lysozym a nisin nebo patfit k chemickym latkdm typu benzoan sodny

nebo kyselina benzoova (Albert Dhayakaran et al. 2015).

3.11.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus

Staphylococcus aureus subsp. aureus (SA) je vSudypfitomna bakterie, vyskytujici se
jako komenzal na kiizi a sliznicich u 10-20 % obyvatel. Radi se mezi oportunni bakterie, které
se pii proniknuti do organismu méni na patogenni, zpisobujicich lokaIni hnisavé zanéty kize
az zavazna onemocnéni jako endokarditida ¢i syndrom toxického Soku (Horn et al. 2018).

Zakladni slozkou bunééné stény je peptidoglykan tvofeny polysacharidovymi fetézci. Retézec
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se sklada ze N-acetylglukosaminovych a N-acetylmuramovych kyselinovych zbytkt, které se
na fetézci stiidaji a jsou vzajemné propojené peptidovymi mistky (Livermore 2006). Soucast
bunécné stény je polysacharid A, ktery se diky kyselin€ teichoové mize adherovat na povrch
sliznic a ran (Votava 2003). Vazana koaguldza je protein na povrchu bunééné stény, ktery vaze
rozpustny fibrinogen a pfeménuje ho na fibrin. Vytvofena fibrinova sit’ pak chrani stafylokoka
pred imunitnim systémem (Bharadwaz et al. 2017).

B-lactamy jsou Sirokospektrd baktericidni antibiotika pouzivand k 1é€bé infekci.
V soucasné dobeg je vétsina stafylokokovych kmeni na penicilin rezistentni. V téchto piipadech
se podavaji jako antibiotika derivaty penicilinu: methicilin a isoxazoyl penicilin neboli oxacilin
(Foster 2019). Problém piedstavuji kmeny rezistentni na methicilin oznacované jako
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). Sifeni téchto kmenti komplikuje a
prodluzuje 1é€bu, zvySuje umrtnost (Yilmaz & Aslantag 2077) a je ohroZujici pfedevSim pro
dlouhodob¢ hospitalizované pacienty se snizenou imunitou. MRSA jsou rezistentni diky
ptitomnosti dvou penicilin vazajicim proteinim PBP2 a PBP2’. PBP2 je kodovan genem mecA
na chromozomu stafylokokové kazety a neni citlivy k B-laktamovym antibiotikiim. V ptipade,

ze je puvodni PBP2 inaktivovan, PBP2" ho muze zastoupit (Shiga et al. 2013).

3.12 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky vznikaji pfirozené v zZivych organismech nebo jsou uméle
syntetizovany. Do téla se dostavaji ptimo jako soucast I€Cby, nebo sekundarné v podobé rezidui
z potravy (Bacanli & Basaran 2019). Podle typu G¢inku d¢lime antibiotika na baktericidni a
bakteriostaticka. Baktericidni antibiotika ptisobi rychle a bakterie usmrti béhem 48 hodin po
podani léCiva. Oproti tomu ta bakteriostatickd pouze zastavuji riist a mnozeni mikroorganismti.
Utinkuji béhem 3-4 dnii a je tu riziko, Ze se za¢nou opétovné mnozit. Antibiotika jsou podavana
v takovych déavkéch, které nejsou pro organismus toxické. Toxicitu antibiotika vyjadiuje
chemoterapeuticky index jako pomér toxické déavky pro hostitele ku davce U€inné na

mikroorganismus. Cim je tento index vys§i tim, je latka méné toxicka (Votava 2005).

3.12.1 Mechanismus uéinka antibiotik

Vzhledem K mnozstvi pouzivanych antibiotik, existuje pomérné omezené mnozstvi
mechanismd, jak mohou svou aktivitu uplatnit. Hlavnimi mechanismy jsou inhibice syntézy
bunécné stény, bilkovin, nukleovych kyselin a poskozeni cytoplazmatické membrany (Bednaft

et al. 1999).
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Antibiotika mohou ptisobit jako inhibitory syntézy bunécné stény. Principem je
navazani penicilinu a B-laktamil na penicilin vazajici protein (PBP), ktery vznikd v posledni
fazi syntézy bunécné stény a jeho tukolem je zpevnéni mureinu. Podobnd struktura [-
laktamového kruhu a D-alanyl-D-alanyl-dipeptidu nachazejiciho se v mureinu umoziuje vazbu
k PBP. PBP, ktery je dulezity pro metabolismus a déleni bunky je B-laktamovym kruhem
acylovan, coz vede k jeho deaktivaci a nasledné usmrceni bunky. V zavislosti na druhu bakterie
obsahuji bunky tfi az osm PBP, které se oznacuji ¢isly podle molekulové hmotnosti. Vyznacuji
se také riznou citlivosti k jednotlivym antibiotikiim. Pfikladem je aztreonam, ktery plsobi
baktericidn€ pouze na gramnegativni bakterie (Bednaf et al. 1999).

Inhibice syntézy bilkovin probih4 na ribosomu a mechanismus ucinku zavisi na misté
plusobeni. Na 30S podjednotku ribozomu se vazi jak tetracykliny branici vazbé aminoacyl-
tRNA na pfisluSné misto ribozomu, tak i aminoglykosidy, které brani vzniku iniciacnich
komplext (Bednaf et al. 1999). Chloramfenikol vazbou na 50S podjednotku blokuje vznik
peptidové vazby inhibici peptidyltransferdzy. Makrolidy inhibuji proteosyntézu tim, ze po
vzniku peptidické vazby brani uvolnéni tRNA (Votava 2005).

Vazbou antibiotik na RNA polymerdzu dochézi k inhibici syntézy mRNA a znemoznéni
prubéhu proteosyntézy. Na tomto principu pracuje napiiklad rifampicin patfici mezi
ansamycinova antibiotika. Druhou moznosti je inhibice DNA gyrazy, kterd je zodpovédna za
rozvijeni a nasledné staceni fetézce DNA béhem replikace bunky. Timto zpusobem ucinkuji
chinolony na gramnegativni bakterie (Votava 2005). Posledni z moznosti jak uc¢inkovat na
bakterie je pies poskozeni cytoplazmatické membrany a zménit tak jeji propustnosti (Bednar et

al. 1999).

3.12.2 Antimikrobialni G¢inky séjovych isoflavonoidi

Krom¢ antibiotik existuji i dalsi, do jist¢é miry alternativni piistupy k terapii
bakteridlnich infekci. Pravé vzhledem k rozvoji rezistence bakterii na antibiotika jsou
V soucasné dob¢ intenzivné zkoumany. Jednou z alternativ jsou i sojové isoflavonoidy. Nejvice
prozkoumanym séjovym isoflavonoidem je genistein. Jeho antimikrobidlni G¢inky jsou dany
schopnosti inhibovat proteinovou tyrosinkindzu a topoizomerazu II. Inhibici tyrosinkinazy
brani uvolnéni tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) a interleukinu-6 (Verdrengh et al. 2004).
TNF patii mezi cytokiny a je uvolilovan jako odpovéd’ imunitniho systému. Pfi nadmérném
vyplavovani pisobi skodlivé a podnécuje apoptozu bunék a nekrozu tkani (Cho et al. 2019).
Topoizomeraza II neboli DNA gyrdza je enzym nezbytny pro spravny pribéh transkripce a

replikace DNA. Jeji inhibici se neni bunka schopna délit a zanikd (Khan et al. 2018). Daidzein
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neinhibuje topoizomerazu II s takovou G¢innosti a proto ma nizsi antimikrobidlni aktivitu
(Verdrengh et al. 2004).

Nizké biologické vyuzitelnosti isoflavonoidd, kterd je dana jejich Spatnou rozpustnosti
ve vod¢ a nizkou permeabilitou stiev je pfedmétem mnoha studii. Zkouméana byla biologicka
vytvofit nové a stabilnéjsi derivaty, které by jinak synteticky nebylo mozné ziskat. Inkubaci
genisteinu s Bacillus amyloliquefaciens KCTC 13588 vzniklo pét derivati. Nejvyssi
mikrobidlni aktivitu vykazoval 4’-O-isopropylgenistein, ktery pasobil inhibi¢né na methicilin
senzitivni SA, MRSA, Proteus hauserii, Salmonella enterica a Kocuria rhizophila (Choi et al.
2018).

Genistein je ve stfevech absorbovan pasivni difuzi. Rozpusténim genisteinu nebo
pouzitim ve vodé€ rozpustného derivatu, vznikne koncentracni gradient, ktery difuzi urychli.
Potiebny derivat ve forme genistein 7-O-fosfat poskytne inkubace genisteinu s Bacillus subtilis
var natto BCRC80517. Vyuzitelnost genisteinu je niz§i nez 5 % a pro terapeutické ucinky je
vyzadovan jeho dlouhodoby a vysoky pfijem. Pfidanim genistein 7-O-fosfatu, ktery je
defosforylovan pomoci alkalické fosfatdzy se zvySi koncentrace genisteinu na povrchu
kartaCového lemu. Timto dochdzi k nartstu koncentra¢niho gradientu a lepSi propustnosti pro

genistein (Wang et al. 2015).

3.12.3 Antimikrobialni rezistence

Rezistence vznika jako odpovéd’ bakterii na u¢inky antibiotik. Prostfednictvim raznych
mechanismi snizuji G¢inek antibiotika (WHO 2018). Piikladem jsou gramnegativni bakterie,
které zménou velikosti otvorit v bunééné membran¢ minimalizuji mnozstvi a¢inné latky, ktera
se dostane do cytoplazmy. Oproti tomu Pseudomonas aeruginosa ma v bunééné sténé
zabudovana Cerpadla, kterymi pumpuje antibiotika z buniky. Jiné bakterie produkci enzymu
degraduji 1é¢ivo. Napiiklad Klebsiella pneumoniae takto rozklada vétSinu B-laktamovych
antibiotik. Bakterie se mohou také maskovat zménou struktury cilového receptoru, jako je tomu
u Escherichie coli nesouci gen mer-1 (CDC 2018).

KaZdoro¢né na nasledky infekci zplisobenych rezistentnim kmenem bakterie zemie
kolem 700 000 lidi. Pfedpoklada se, Ze by tento pocet mohl vystoupat do roku 2050 az k 10
milionim (Ghosh et al. 2019). Vyvoj rezistence je dan evolu¢n¢ (WHO 2018a), nicméné
nadmérné uzivani antibiotik jak v humanni medicing, tak v zeméd¢lstvi tento postup urychluje

(Caffrey et al. 2019).
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Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) patfi mezi mezi nejrozsifené;si
rezistentni bakterie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Salmonella sp a Mycobacterium tuberculosis. Zvyseny vyskyt
bakterialni rezistence proti antibiotikim zaznamenal Globalni systém pro sledovani antibiotik
ve 22 zemich, zahrnujici jak vyspé€lé tak rozvojové zemé (WHO 2018a). Pravdépodobnost
infekce rezistentni bakterii v zemich, které sdruzuje Organizace pro hospodarskou spolupraci a
Islandu, v Norsku a Nizozemsku. Naopak v Rusku, Koreji a Turecku je rezistentnich az 35 %
bakterii. Predpoklada se, Ze v zemich tietiho svéta poroste rezistence az sedmkrat rychleji nez

V zemich, které jsou soucasti Organizace pro hospodatskou spolupraci (OECD 2018).

3.12.4 Alternativy antibiotik

Vzristajici resistence bakterii a jejich odolnost proti antibiotikim vede k hledani
alternativnich zpusobti jak v budoucnu antibiotika nahradit. Jednou z moznosti jsou
bakteriofagy, které byly jiZ v minulosti pouzivany k 1é€bé zvifat. Tyto viry se uchyti na bunééné
stén¢ bakterie a pfenesou svoji genetickou informaci do cytoplazmy. Zapojenim své DNA do
té bakterialni mu umozni syntézu novych bakteriofagli. Po namnoZeni dochazi k destrukci
bunky a uvolnéni bakteriofagu, ktefi jsou piipraveni infikovat dalsi bakterie (Ghosh et al. 2019)
— viz Obrazek 11.

Obrazek 11: Bakteriofag pod transmisnim elektronovym mikroskopem (Yuan et al. 2019).
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Hydrolytické enzymy pouzivaji predatorské bakterie z rodu Bdellovibrio ke zniceni
gramnegativnich bakterii. Vytvofenim poru v membrané se dostdvaji do periplazmatického
prostoru, kde vytvoii bdelloblast (Markelova 2010). Cytoplazma napadené bakterie slouzi jako
zdroj zivin pro rust a replikaci (Lambert et al. 2006). Po namnozeni bunku lyzuji pomoci
protedz a deoxyribonukleaz a §iii se dale (Ghosh et al. 2006).

Nisin je peptid o nizké molekulové hmotnosti, ktery se bézn¢€ pouziva jako potravni
aditivum. Tento bakteriocin produkovany kmeny Lactococcus lactis se ukotvi na lipid II
V bunécné sténé grampozitivni bakterie. Naslednym vytvotfenim port, které narusi jeji stabilitu,
dochazi k zaniku bunky (Sosa Morales et al. 2019). Dalsi z fady zkoumanych bakteriocint je
nukacin-ISK-1 syntetizovany Staphylococcus warneri. Interakci s lipidy II narusuje syntézu

bunécné sténu a je schopny pronikat do biofilmu MRSA (Cavera et al. 2015).
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4 Metodika

4.1 Teoreticka ¢ast

Teoretickd ¢ast, kterd byla sepsana formou literarni reSerSe, obsahuje informace

tykajicich se u€inkt s6ji lustinaté na zdravi cloveka, predevsim pak s6jovych fermentovanych

vyrobki. Tyto G¢inky jsou dany ptitomnosti sojovych isoflavonoidii o kterych se mimo jiné

uvazuje, jako o jedné z alternativnich nahrad tradi¢nich antibiotik. Pro vyhledavani zdroju byly

pouzity vyhradné odborné databaze Web of Science, Science Direct a Willey Online Library.

Jako klicova slova pro vyhledavani védeckych ¢lanki a knih byla pozita: inhibice, antibiotika,

patogeny, mikrobiota a rezistence.

4.2 Prakticka ¢ast

42.1

Material pouzity v teoretické ¢asti prace

4.2.1.1 Bakterialni kmeny

Tabulka 3: Citlivost a kultivaéni média vybranych kment Staphylococcus aureu pouzitych v praktické ¢asti

Druh Kmen Citlivost Kultivacni médium

Staphylococcus aureus | ATCC 29213 MSSA MHB
ATCC 33591 MSSA MHB
ATCC 43300 MRSA MHB
ATCC BAA 976 MRSA MHB
CCM 6188 MSSA TSB
CMM 4442 MSSA TSB
klinicky izolat 1 MSSA MHB
klinicky izolat 2 MSSA MHB
klinicky izolat 3 MSSA MHB
EMRSA - 15 MRSA MHB

Jednotlivé kmeny pochazely z nasledujicich zdroju:

ATCC —American Type Culture Collection(Manassas, USA)
CCM- Ceska sbirka mikroorganismil (Masarykova Univerzita, Brno, CR)
klinické izolaty (k. i. 1, k. i. 2, k. i. 3) a epidemicky kmen (EMRA — 15) byly poskytnuty

Fakultni nemocnici v Motole (Praha, CR)
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4.2.1.2 Kultivaéni média

Tabulka 4: Slozeni pouzitych kultivaénich médii v praktické ¢asti (Oxoid, 2019)

Miiller-Hinton bujon (MHS) Trypton séjovy bujon (TSB)
Slozeni [g/1] Slozeni [g/1]
Dehydratovand hovézi infuze 300,0 Pankreaticky kasein 17,0
Kasein hydrolyzat 17,5 Enzymaticky Stépené séjové 30
boby !
Skrob 1,5 Chlorid sodny 5,0
Hydrogenfosforecnan 2,5
draselny
Glukodza 2,5
pH 7,3 £ 0,1 pii 25 °C pH 7,3 £ 0,2 pii 25 °C

4.2.2 Metody pouzité v praktické ¢asti

4.2.2.1 Methanolova extrakce isoflavonoidi ze sojové pasty doenjang

Z doenjangu, s6jové fermentované pasty, od znacky Haechandle byl odebran vzorek o
hmotnosti 100 g, ktery byl extrahovan ve 100 ml methanolu (Sigma Aldrich, CR) na tfepacce
(GFL, Burgwedel, Némecko). Extrakce probihala pti 200 otaCkach/min, pti laboratorni teploté
po dobu 24 hodin. Roztok byl zfiltrovan a vlozen do vakuové rota¢ni odparky (Biich
Labortechnik, Flawil, Svycarsko), kde byl pii 40 °C koncentrovan. Naslednou lyofilizaci byl
vysuseny vzorek rozpustén v dimethylsulfoxidu (Sigma Aldrich, CR) a poslouzil jako zasobni

roztok o koncentraci 51,2 mg/ml. Zasobni roztok byl skladovan piti— 20 °C.

4.2.2.2 Testovani antibakterialnich u¢inku isoflavonoidt ziskanych z doenjangu

Minimalni inhibi¢ni koncentrace sojovych isoflavonoidi byla testovana in vitro
mikrodiluéni metodou, ktera byla provadéna v mikrotitracni desticce s96 jamkami
uspofadanych v 8 fadach po 12 jamkach — viz Tabulka 5. Ze zasobniho roztoku (90 ul) byla
vytvofena sestupna fedici fada s nejvyssi koncentraci 16 384 pg/ml. Ke standardizaci suspenze
jednotlivych bakteridlnich kmenii na hustotu 10° CFU/ml byla pouzita McFarlandova zakalova
stupnice s proméienim v nefelometru. Néasledné byla standardizovana suspenze o objemu 10 pl
naoCkovana do jamek k zdsobnimu roztoku a takto pfipravené desticky byly vlozeny do

termostatu na 24 hodin pti 37 °C.
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4.2.2.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro méfeni zakalu jamek pti vinové délce 405 nm byl pouzit piistroj Infinite® 200 PRO

Microplate Reader (Tecan, Svycarsko). Minimalni koncentrace zisobniho roztoku

isoflavonoidu, které inhibovali bakterie v jamkach a zapti€inily tak 80 % ubytek ristu vzhledem

ke kontrole rustru bakterii (RB) se oznacuji jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Kontrola citlivosti bakterialnich kmenti k penicilinu G byla provedena stejnym zptisobem,

pouze bylo misto zasobniho roztoku isoflavonoidli pouzito antibiotikum. Pro vizudlni kontrolu

ristu bylo do vSech jamek napipetovano 25 ul methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromidu

(MTT; Sigma Aldrich, CR. Vysledky pro jednotlivé desticky jsou priméry MIC ve sloupcich

a ty pak byly pouzité pro vyhodnoceni modusem. VSechny kmeny byly testovany v triplikatech

ve tfech nezavislych stanovenich.

DOENJANG
Bakterie 1 Bakterie 2

1 6 7 3 9 10 11 12
A RB CB RB CB
B RB ¢B RB CB
C RB | 4096 | 4096 | 4006 | 4096 | (B RB | 4096 | 4096 | 4006 | 4096 | (B
D RB | 2048 | 2048 | 2048 | 2048 | (B RB | 2048 | 2048 | 2048 | 2048 | (B
E RB | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | ¢B RB | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | CB
F RB 512 | 512 | 512 | 512 CB RB 512 | 512 | 512 | 512 CB
G RB 256 | 256 | 256 | 256 ¢B RB 256 | 256 | 256 | 256 CB
H RB 128 128 128 128 B RB 128 128 128 128 cB

Tabulka 5: Schéma mikrotitraéni desti¢ky pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

(A-H, jamky s klesajici fedici fadou; RB, riist bakterii; CB, &istota)
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5 Vysledky

Vyse uvedenym postupem byla ziskana data o MIC isoflavonoidl z fermentované sojoveé

pasty doenjangu na jednotlivé kmeny Staphyloccoccus aureus. Pruméry MIC z kazdé desticky

byly zaznamenany do tabulky, z nichz byl nasledné stanoveny modus, jako nejcastéji se

opakujici hodnota — viz tabulka 6 ,7. Byla provedena penicilinova kontrola a zjisténé MIC u

sbirkovych kmenti odpovidaji standardnim hodnotam.

DOENJANG| 29213 43300 SAl 6188 33591 | BAA 976 SA2 SA3  |EMRA 15| 4442
1 4096 4096 2360 4096 4096 4096 3072 4096 4096 2360
2 4096 2048 2048 4096 4096 4096 3072 4096 4096 4096
3 4096 3413 2048 4096 4096 4096 2048 4096 4096 1096
4 4096 4096 3584 4096 4096 4096 2560 4096 4096 2560
5 4096 4096 4096 4096 4096 4096 2048 4096 4096 2560
6 4096 2048 4096 4096 4096 4096 4096 4096 4096 2048
7 4096 2048 3072 4096 4096 4096 2048 4096 4096 3584
8 4096 2048 3584 4096 4096 4096 2048 4096 2360 2360
9 4096 2048 2048 2360 4096 4096 2048 2048 3072 2048
MODUS 4096 2048 2048 4096 4096 4096 2048 4096 4096 2560
Tabulka 6: Minimalni inhibi¢ni koncentrace izoflavonoidu proti Staphyloccoccus aureus [mg/ml]
(1-9, pramér MIC jednotlivych desti¢ek; MODUS, nejcast&ji se opakujici hodnota MIC, 29213, 43300,
SA1,6188, 33591, BAA976, SA2, SA3, EMRAL5, 4442- testované kmeny MRSA)
Bakterialni kmen
29213 | 43300 | SA1 6188 | 33591 |BAA976| SA2 SA3 |EMRA15| 4442
16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384 | 16384
8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192 | 8192
4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096 | 4096

T MmO 0|

Tabulka 7: Schéma desticky znacici hodnoty, pfi kterych doslo k 80% ubytku rastu MRSA

(A-H, jamky s fedici fadou; 29213, 43300, SA1,6188, 33591, BAA976, SA2, SA3, EMRAL5, 4442-

testované kmeny MRSA; zelena barva, inhibice riistu; ¢ervena barva, nartst bakterie)
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Vsech testované kmeny byly ptisobenim isoflavonoidd inhibovany. MIC se pohybovaly
vV rozmezi 2048-4096 pl /ml. Nejcitlivéjsi na antibakterialni G¢inky byl kmen ATCC 43300,
jehoz rtst byl inhibovan pii koncentraci 2048 pl/ml. V ptitomnosti isoflavonoidt s koncentraci
2048 pl /ml byl potlacen také rist klinickych izolatd SA 1 a SA 2. Pti MIC 4096 ul /ml byl
inhibovan rist 60 % testovanych MRSA kmenti, konkrétné: ATCC 29213, CCM 6188, ATCC
33591, ATCC BAA 976, klinicky izolat SA 3 a EMRA-15. Riast CMM 442 byl inhibovan
Vv pritomnosti isoflavonoidii o koncentraci 2560 pl /ml. Lze konstatovat, ze isoflavonoidy

s6jovych fermentovanych produktti vykazuji antibakterialni u¢inek proti MRSA.

Staphylococcus aureus

Modus [ul/ml]

0 1 1 1 1 1 1 1 1 |
29213 43300 SA1 6188 33591 BAA  SA2 SA3 EMBRA 4442
976 15

Testovany kmen

Graf 4: Modus minimalnich inhibi¢nich hodnot proti narstu MRSA
(29213, 43300, SA1,6188, 33591, BAA976, SA2, SA3, EMRALS, 4442- testované kmeny)
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6 Diskuze

Podle odhadi WHO (2018) maji lid¢, ktefi onemocnéli MRSA az o 64 % vyssi
pravdépodobnost, ze na nasledky infekce zemiou, nez lidé nakazeni nerezistentni bakterii. Toto
vysoké ¢islo vede k hledani alternativnich zptsobu jak nahradit tradi¢ni antibiotika v boji proti
rezistentnim bakteriim. Jednou z moznosti jsou i sojové isoflavonoidy, jejichz antibakterialni
ucinky na MRS A byly dokazany v predchozi kapitole. Vysledky méteni, které byly pfedmétem

praktické ¢asti predlozené diplomové prace jsou podpofeny mnoha studiemi.

Hummelova et al. (2014) testovali in vitro antimikrobidlni Gc¢inky isoflavonoidi na
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie. Nejvétsi antibakteridlni ucinek vykazoval
demethyltexasin (6,7,4-trihydroxyisoflavon) na SA s MIC 16 pg/ml. Kromé SA vykazoval
demethyltexasin inhibi¢ni uc¢inek na Bacillus cereus a Staphylococcus epidermidis se shodnou
MIC, ktera byla 32 pg/ml. Jako druhy neju¢innéjsi metabolit byl stanoven biochanin A (5,7-
dihydroxy-4'-methoxyisoflavon) s MIC 32 ug/ml ke Streptococcus pyogenes. Listeria
monocytogenes a Bacillus cereus byly biochaninem A inhibovany pfti stejné MIC 64 pg/ml.
MIC genisteinu (5,7,4'- trihydroxyisoflavon) pro potlaceni rastu Streptococcus pyogenes byla

64 pg/ml.

Demethyltexasin byl Hummelova et al. (2014) vybran jako metabolit s nejsilnéjsi
antimikrobialni aktivitou pro testovani kmeni SA. VsSechny kmeny SA byly uspésné
inhibovany v rozmezi 16-128 pg/ml. Nejvyssi citlivost na demethyltexasin mély kmeny MSSA
(MS 12001), MRSA (CCM 7112), MRSA (MR 12004) a TRSA (TR12001), které byly
inhibovany pfi MIC 16 pg/ml. Nejméné senzitivni na demethyltexasin byly kmeny MSSA
(ATCC 25923), MRSA (ATCC 43300), MRSA (ATCC BAA-976) a MRSA (ATCC 33591)
pro jejichZ inhibici byla potieba MIC 128 pg/ml. Dale poukazuji na to, ze antimikrobialni
ucinnost je ovlivnéna polohou hydroxylové vazby na pyranu ve struktufe metabolitti. Nejvyssi

aktivitu vykazovaly metabolity s hydroxylovou skupinou na uhliku C5, C6 a C7.

Choi et al. (2018) se ve své praci zabyvali metodou biologické derivatizace k ziskani
novych derivatl genisteinu, které by mély vyssi antimikrobidlni aktivitu neZ zminény aglykon.
Inkubaci genisteinu s Bacillus amyloliquefaciens KCTC 13588 vzniklo pét derivatd. Pouze
jeden, 4’-O-isopropylgenistein, vykazoval antimikrobidlni G¢inky: proti MRSA, methicilin
senzitivni Staphylococcus aureus (MSSA), Proteus hauserii, Salmonella enterica a Kocuria

rhizophila. MIC 4’-O-isopropylgenisteinu pro MRSA byly stanoveny v rozmezi 64-128 pg/ml.
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Konkrétné pro kmeny SA (CCARM 3640) byla MIC 64 pg/ml, SA (CCAMR 3634 128) ug/ml
a SA (ATCC 33591) 64 pg/ml. Pro potlaceni rustu Proteus hauserii, Salmonella enterica a
Kocuria rhizophila byla namétena shodna MIC 32 pug/ml. Nejcitlivéjsimi kmeny byly MSSA,
kdy pro potlaceni ristu SA (CCARM 0205) a SA (CCARM 0204) postacila koncentrace 8
pg/ml. Oproti tomu genistein pii koncentraci 128 pg/ml neinhiboval zadny z testovanych

kmenu.

Dalsi z moZnosti jak podpofit antimikrobialni aktivitu isoflavonoidi, je zvysit jejich
absorpci ve stfevé. K tomuto zkoumani byl pouzit genistein 7-O-fosfat, jako vice rozpustny
derivat, ktery vznikl inkubaci aglykonu s Bacillus subtilis var natto BCRC80517. Studie byla
zalozena na schopnosti alkalické fosfatazy defosforylace genistein 7-O-fosfatu ve stievé a tim
zvysit koncentracni gradient vedouci k lep$i propustnosti genisteinu pfes membranu enterocyti.
Pro testovani in vitro byly pouzity Caco-2 buiiky (Wang et al. 2015), které jsou podle Sambuy
et al. (2015) vyuzivany pro svou podobnost se stievnimi epitelidlnimi buiikami. Pivodné byly
tyto bunky odvozeny z lidského kolorektalniho adenokarcinomu za ucelem zkoumani

absorp¢niho mechanismu (Marziano et al al. 2019).

Pfedmétem studie Hong et al. (2006) byl vliv genisteinu na probiotické bakterie
Lactobacillus reuteri a na vybrané enteropatogenni bakterie. Jako zastupci nejvyznamnéjsich
enteropatogent byly vybrany SA, Escherichia coli, Shigella sonnei a Klebsiella pneumoniae.
Utinek genisteinu byl stanoven jako tbytek poétu kolonii tvoficich jednotek oproti kontrole.
Genistein 0 koncentraci 100 uM vyrazné snizil pocet kolonii tvoficich jednotek pouze u SA,
zahrnujici kmeny MRSA. Stejna koncentrace genisteinu narust ostatnich testovanych bakterii
neovlivnila. Ze studie vyplyva, Ze je mozné uvazovat o kombinaci Lactobacillus reuteri

S genisteinem za Ucelem zvysit U€inek antibiotik.

Vysledky ptedchozi studie potvrzuje vyzkum Verdrengh et al. (2004), kteti publikovali,
ze ucinkem genisteinu o koncentraci 100 uM se sniZi narlist SA zahrnujici i kmeny MRSA,
Streptococcus pasteurianus a Bacillus cereus. Testovany byly také Escherichia coli a
Helicobacter pilory jako zastupce gramnegativnich bakterii. Zatimco kmeny Helicobacter
pilory byly v pfitomnosti genisteinu inhibovany, Escherichia coli nikoliv. Nejvyssiho
inhibi¢niho ucinku bylo dosazeno pfti inkubaci MSSA LS-1, ktery byl zaockovan do bujoénu
s genisteinem o koncentraci 100 uM a inkubovan 10 hodin. S delsi inkubaci inhibi¢ni aktivita

klesala pravdépodobné rozkladem genisteinu.
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Krom¢ isoflavonoidi jsou bioaktivnimi latkami v s6jovych bobech také peptidy.
Methylové podjednotky peptidi s dlouhym fetézcem, které vazbou na buné¢nou sténu bakterie
vytvoii pory, ¢im narusi permeabilitu membrany a bunika zanika (Pina-Pérez & Ferrts Pérez
2018). Sitohy et al. (2013) zkoumali antimikrobidlni aktivitu dvou methylovanych podjednonek
sojovych proteind (MSP) 7S a 11S. Citlivost testovanych bakterii Listeria monocytogenes a
Salmonella Enteritidis na methylované podjednotky byla porovnana s uc¢inkem penicilinu.
K inhibici rastu Listeria monocytogenes o 50 % doslo v pfitomnosti MSP o koncentraci 17
ug/ml, coz jsou hodnoty téméf totozné s penicilinovou kontrolou (16 pg/ml). Rist Salmonella
Enteritidis byl inhibovan o 50 % po ptidavku MSP o koncentraci 15 pg/ml. Inhibice rastu pii
inkubaci s penicilinem se projevila az pii 85 pg/ml. Niz§i koncentrace MSP potiebna k
potlaceni rlstu ve srovnani s penicilinovou kontrolou naznacuje vyssi antibakterialni uc¢inek

vici gramnegativnim bakteriim s rezistenci na penicilin.

Kromé¢ antimikrobidlnich ucinkd sojovych isoflavonoidii je znama také jejich
antioxida¢ni aktivita. Z fermentované pasty doenjang byly extrakci se smési acetonitrilu a
methanolu ziskdny Ctyfi slouc¢eniny identifikované jako daidzein, genistein, glycitein a 6,7,4'-
trihydroxyisoflavon. Testovana byla antioxidacni aktivita proti volnym radikalim 1,1-difenyl-
2-pikrylhydrazyl (DPPH) a superoxidu. Z uvedenych slou¢enin mél nejvyssi antioxida¢ni
aktivitu 6,7,4'-trinydroxyisoflavon. Jeho koncentrace 31.5 + 1.2 uM snizila mnozstvi DPPH o
polovinu a stejny té¢inek mél pii 50.0 + 2.5 uM i na superoxid (Roh et al 2011).
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Zavér

V teoretické Casti prace jsou formou literarni reSerSe sepsany poznatky o ptivodu sdji,
zivinovém slozeni s6jovych bobu, jejich charakteristika z hlediska chemické struktury a
proces biosyntézy izoflavonoidt. Hlavni ¢ast teorie je vénovana fermentovanym s6jovym
produktiim a jejich u¢inktim na lidské zdravi. Kromé pozitivné ptisobich bioaktivnich latek
jako jsou izoflavonoidy ¢i methylované peptidy, obsahuji fadu antinuti¢nich latek. Nutno
podotknout, Ze malé koncentrace téchto latek mohou byt prospésné.

Antibakterialni aktivita vyextahovanych isoflavonoidi byla stanovena in vitro
mikrodilu¢ni metodou v mikrotitracni desticce s 96 jamkami. Testovano bylo 10 kment
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus a rust vSech kment byl plsobenim
izoflavonoidli inhibovan. Inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly v rozmezi 2048-4096
ng/ml. Nejcitlivéjsi na antibakterialni uc¢inky byly kmeny ATCC 43300 a klinické izolaty
SA 1 A SA2, které byly inhibovany v pfitomnosti izoflavonoidi 0 koncentaci 2048 ug/ml.

Vzhledem k vysledkiim ziskanych v praktické ¢asti, které jsou podpoiené fadou studii,
mohou byt do budoucna séjové izoflavonoidy vyuzité jako vhodna alternativa k tradi¢nim

abtibiotikim.
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