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Zoznam pouzitych skratiek a symbolov
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butylhydroxyanizol
Mozgovo- srdcova infuzia (Brain Heart Infusion)
butylhydroxytoluén
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hmotnost’ suchej rastlinnej hmoty (Dry Weight)
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
esencialne oleje
zelezo redukujuca antioxidacna sila (Ferric Reducing Antioxidant Power)
ekvivalenty kyseliny gallovej (Gallic Acid Equivalents)
vodikovy radikal
prenos atomu vodiku (Hydrogen Atom Transfer)
chrenova peroxidaza
iniciator
kontrola (¢ista inokula¢na zmes pri konzervaénom teste)
monohydrat 2-(N-morpholino)etansulfénovej kyseliny
Murashige and Skoog médium
¢ista plocha pod krivkou (Net Area Under the Curve)
N-nitrozodietylamin
N-nitr6zodimetylamin

kyslikova radikalova absorp¢na kapacita



PG
PPO

Rc
RH
RH

ROQO-
ROOH
ROS
SET
TAA
TE
TMB
TPC
uv
VIS

propylgalat

polyfenoloxidaza

radikal mastnej kyseliny
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vhodny substrat pre chrenovu peroxidazu

alkoxylovy radikal

peroxidovy radikal

hydroperoxid

vol'né kyslikové radikaly (Reactive Oxygen Radicals)
jedno-elektronovy prenos (Single Electron Transfer)
celkova antioxida¢na aktivita (Total Antioxidant aktivity)
ekvivalenty Troloxu (Trolox Equivalents)

3,3, 5,5 -tetrametylbenzidin

celkovy obsah fenolickych latok (Total Phenolic Content)
ultrafialové ziarenie
viditeI'na oblast’ spektra
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1 Uvod a ciele prace

LCudia uz po starocia pouzivali rézne pridavné (aditivne) latky prirodného pdvodu, ktoré
pridavali do jedla primarne za u¢elom prediZenia trvanlivosti. I§lo napriklad o sol’ (pri
konzervacii médsa), cukor (pri vyrobe dzemov) alebo oxid siri¢ity (pri vyrobe vina). V sucasnosti
sa rozsirilo pouzitie syntetickych foriem konzervantov, farbiv, antioxidantov, zvyraziiovacov
chuti, alebo latok upravujtcich Struktiru potravin. Pouzitie farbiv ma za ucel kompenzovat
napriklad stratu farby spdsobenu tepelnou upravou alebo nevhodnym skladovanim potraviny.
Antioxidanty zase =zabrafiuji pdsobeniu volnych kyslikovych radikdlov, ktoré mozu
Vv organizme spdsobovat’ poSkodenie na bunkovej Urovni. V pripade pouzitia syntetickych
aditivnych latok vystupuje ako vyhoda to, ze su viac stabilné ako prirodné. Syntetické aditivne
latky zaroven nevnasaju do potraviny neziaducu chut, farbu alebo vonu ako tomu moéze byt
u prirodnych latok. Na druhej strane prirodné aditivne latky mozu poskytovat’ naraz viac
priaznivych vlastnosti ako napriklad mikrobialnu aktivitu kombinovanli s antioxida¢nou
aktivitou. V potravinarskom priemysle zaroven vzrastd zaujem o prirodné latky, ktoré by
obmedzili hnednutie potravin sposobené polyfenoloxidazou.

Cielom mojej bakalarskej prace bolo najskor extrahovat’ vybrany rastlinny materiél
a nasledne ho pouzit’ pri 1-elektronovej oxidacii rastlinnych metabolitov pomocou chrenovej
peroxidazy. Potencial enzymaticky transformovanych ale aj Cistych extraktov bol nasledne
overeny prostrednictvom merania antioxidacnej aktivity pomocou metddy na zistenie celkového
obsahu fenolickych latok (TPC) a metody kyslikovej radikdlovej absorpcnej kapacity (ORAC).
Zaroven bol zistovany potenciondlny konzervacny ucinok tychto extraktov. Bola taktiez
premerand zmena absorbancie €istych a enzymaticky transformovanych extraktov vo viditel'nej
oblasti svetla aby sa stanovilo, ¢i doslo k zmene farby extraktu po prebehnutej enzymatickej
transformacii. Na zaver som pouzila Cisté aj enzymaticky transformované extrakty pri

stanovovani inhibicie enzymatického hnednutia jablka.



2 Teoreticka cast’

2.1. Potravinové aditiva

V SirSom ponati je aditivum latka, ktora bola pridana do potraviny. A to bud’ za ac¢elom
prediZenia skladovatelnosti alebo kvoli uprave chuti, farby, vone popripade aby sa navysila
vyzivova hodnota dané¢ho produktu. Kazdé potravinové aditivum podliecha prisnym
podmienkam kontroly a teda musi byt dlhodobo testované aby sa zarucilo, ze nepOsobi
karcinogéne, toxicky alebo inak neposkodzuje zdravie pripadne neohrozuje Zivotné prostredie.
Tieto kontroly zabezpetuje Eurdpsky tirad pre bezpeénost potravin a v Ceskej republike
Ministerstvo zdravotnictvi a Statni zdravotni Gstav (SZU). Podl'a povodu st potravinové aditiva
delené na prirodné, chemickym zlozenim zhodné s prirodnymi a syntetické. Pridavné latky su
uvedené vo vyhlaske Ministerstva zdravotnictvi ¢. 52/2002 Sb., kde st rozdelené do skupin ako:
antioxidanty, baliace plyny, farbivé, emulgatory, konzervanty, modifikované skroby, regulatory
kyslosti, nosi¢e, odpetiovade, sekvestranty a stabilizatory. Dalej latky upravujice povrch
potravin, zlepSujice muku, zvyraziiujuce chut, vonu, latky penotvorné, zvlhcujuce,

zelirujtce, kypriace a iné.

2.1.1.Antioxidanty

Ide o skupinu latok prirodného alebo syntetického povodu, ktora zabranuje posobeniu
vol'nych kyslikovych radikalov znamych ako ROS v organizme a zaroven predlzuje trvanlivost’
potravin tym, Ze zabranuje oxidacii komponentov potravin. ROS moézu v organizme spdsobovat’
poskodenie na Urovni buniek. Antioxidanty maji schopnost’ reagovat s vol'nymi radikalmi,
neutralizovat’ ich reaktivny potencial a zniZit' tak ich schopnost’ poskodzovat DNA a d’alSie
bunkové Struktury (Minarik & Kimakova, 2016). Existuju endogénne a exogénne mechanizmy
reguldcie posobenia ROS na organizmus. Endogénne mechanizmy neutralizuju ROS a opravuju
oxidativne poskodenie. Exogénne mechanizmy obrany pochadzajui zo spravnej stravy vo forme
antioxidantov prevazne z ovocia a zeleniny. Pouzitie antioxidantov ako aditiv je dnes
V potravinarskom priemysle pomerne rozsirené. Antioxidanty mézeme rozdelit do dvoch
skupin. Prva skupina je tvorend hlavne antioxidantmi pochadzajucimi z prirodnych zdrojov,

ktoré zabranuju zmene farby v mésovych vyrobkoch a ovoci. Typickym prikladom je kyselina
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L-askorbova. Medzi prirodné antioxidanty patria tiez napriklad vitaminy A, E a karotenoidy.
Druhd skupina antioxidantov je tvorena latkami, ktoré zabranuji oxidacii tukov a olejov
a taktiez posobia pozitivne v pripade zltnutia potravin. Patria tu synteticky vyrabané latky ako

butylhydroxytoluén (BHT, E 321) alebo butylhydroxyanizol (BHA, E 320).

2.1.2.Prirodné antioxidanty

Prirodné antioxidanty sa nachddzaju v potravinach rastlinného i ZivociSneho pdovodu.
Antioxidanty rastlinného povodu vsak svojimi hodnotami vysoko prevySuju tie zivociSne, ktoré
sa v malych mnozstvach nachadzaju napriklad v mésovych vyrobkoch alebo rybach. Medzi
prirodné antioxidanty rastlinného povodu sa radia polyfenoly (fenolové kyseliny, flavonoidy,
antokyany, lignany a stilbény), karotenoidy (xantofyly a karotény) a vitaminy (vitamin E a C).
Karotenoidy a polyfenoly st zname tym, Ze pdsobia protizapalovo, antibakterialne, proti
starnutiu ale zaroven boli popisané aj protirakovinové ucinky (Zheng et al., 2016).

Polyfenoly s sekundarne metabolity rastlin. Chrania rastliny proti ultrafialovému
ziareniu (UV) a zaroven pomadhaju pri ochrane rastlin pred Skodcami alebo patogénmi.
V sucasnosti je znamych viac ako 8000 polyfenolickych zlu¢enin vyskytujtcich sa u ré6znych
rastlinnych druhov (Pandey & Rizvi, 2009). Polyfenoly predstavuji skupinu chemickych
latok, ktoré st charakteristické pritomnost'ou viac ako jednej fenolovej Struktiurnej jednotky.
Polyfenoly sa delia na fenolové kyseliny (derivaty kyseliny benzoovej a Skoricovej),
flavonoidy (flavonoly, flavony, flavanony, katechiny (alebo flavanoly), antokyanidiny,
dihydroflavonoly, chalkény a izoflavonoidy), stilbény (resveratrol- Obrdzok 1), lignany
(matairesinol, sekoisolariciresinol). Vo vel'kej miere su zastipené v ovoci ako hrozno, jablka,
hrusky, ¢eresne a bobul'oviny a to az 200-300 mg polyfenolov na 100 g Cerstvej hmoty. Pdsobia
ako antioxidanty a hraji  vyznamni ulohu v liecbe kardiovaskularnych
a neurodegenerativnych ochoreni (Pandey & Rizvi, 2009). Ich pritomnost’ v jedle moze byt
sprevadzana trpkostou, Specifickou chutou alebo farbou. Medzi polyfenolmi sa flavan-3-
olom, flavonolom a taninom dostalo vacsej pozornosti kvoli ich vysokej antimikrobialnej
aktivite. Zarovei su tieto vybrané skupiny polyfenolov schopné potlacit’ faktory mikrobiélnej
virulencie ako napriklad inhibiciu tvorby biofilmu alebo neutralizaciu bakteridlnych toxinov

a posobia synergicky s antibiotikami (Daglia, 2012).
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Obrazok 1 Struktara resveratrolu

Karotenoidy st prirodné pigmenty, ktoré patria do skupiny tetraterpenoidov a
Z chemického hladiska ide o oligoméry izoprénu. Delia sa do dvoch hlavnych skupin a to na
uhl'ovodiky nazyvané karotény a na kyslikaté zluceniny odvodené od karoténov, ktoré sa
nazyvaju xantofyly. Je znamych viac ako 700 karotenoidov vyskytujicich sa v prirode
(Fernandez-Garcia et al., 2012). NajjednoduchS$im karoténom je acyklicky polynasyteny
uhlovodik lykopén, z ktorého sa prostrednictvom izomeracie a cyklizacie da odvodit’

postupne y-karotén , a-karotén a B-karotén (Obrazok 2).

Obrizok 2 Struktira - karoténu

Karotenoidy zastavaju tlohu pri pochopeni vyznamu fotoprotekcie, zaroven st sucastou
svetlozbernych systémov posobiacich vo fotosyntéze. Deaktivuju ROS v organizme a teda sa
radia medzi antioxidanty. Karotenoidy tvoria skupinu ZItych, oranzovych, Cervenych a fialovych
pigmentov, ktoré su pritomné v rastlinach. Tam st viazané v chloroplastoch vo forme
chromoproteinov. Okrem rastlin sa vyskytuju aj u mikroorganizmov a hub (Armstrong
& Hearst, 1996). Pozitivne u€inky na zdravie plynt z ich antioxida¢nej kapacity, ktora sa
zvySuje v dosledku schopnosti konjugovanych dvojitych vdzieb premiestiiovat’ neparové
elektrony. Tato vlastnost’ je primarne zodpovedna za skvelu schopnost’ karotenoidov fyzicky
uhasit’ singletovy kyslik a obmedzit' tak tvorbu ROS v tkanivach popripade pletivach
(Leatherman et al., 1999).
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Vitaminy st organické nebielkovinové zlozky, ktoré nesluzia ako zdroj energie.
Primérne ich organizmus potrebuje na spravne fungovanie metabolizmu. Je dolezité, aby boli
vitaminy prijimané z potravy, teda z vonkajsich zdrojov, ked’Ze si ich organizmus nedokaze
vyrobit. Vynimku c¢iasto¢ne tvori vitamin D, ktorého prekurzor je produkovany v kozi
a nasledne je prostrednictvom svetla premeneny na aktivny vitamin D.

Vitamin C alebo inak kyselina L-askorbova (Obrazok 3) je vo vode rozpustny vitamin,
ktory v organizme nemdze byt skladovany do zasoby. Primérne sa vyskytuje v ovoci
a zelenine. Vitamin C je povaZovany za antioxidant vd’aka svojim redukujiicim schopnostiam
(vysoky redoxny potencial), ktoré dokazu eliminovat ROS, ktoré vznikaju v organizme
v dosledku premeny potravy na energiu (Lobo et al., 2010). Kyselina askorbova (AA) je
prevedend pomocou jednoelektronovej oxidacie na prvy chemicky staly oxida¢ny produkt
kyselinu dehydroaskorbovii (DHA) (Jung & Wells, 1998). Ku oxidécii kyseliny askorbovej
na DHA dochéadza posobenim oxidoreduktaz, ktoré sa zarad’'uju do kategorie antivitaminov
C. Kyselina askorbové je zaroven oxidovana prostrednictvom peroxidu vodika ¢i vzdusného
kyslika. Oxidacia AA na DHA je vratnd reakcia, ktora prebieha réznymi druhmi
mechanizmov. Ak prenosom jedného elektronu vznika, ako medziprodukt, radikal AA tak sa
takyto typ oxidéacie nazyva jednoelektronova oxidéacia. V pripade, Ze dochiddza priamo
k vzniku DHA tak ide o oxidaciu dvojelektronovi. V enzymovo aktivnych, najéastejSie
mechanicky poSkodenych rastlinnych pletivach (lupanie, krajanie a pod.) je oxidacia
katalyzovana prostrednictvom askorbatoxidazy. Rekcia AA s vzdusnym kyslikom sa nazyva
autooxidacia a sposobuje vicSinu strdt AA v potravinach pri ich spracovani. Kyselina
askorbova brzdi retazovu autooxidacnu reakciu a Uc€inne tak pdsobi ako antioxidant.
Degradacia vitaminu C v silno kyslom prostredi sa povazuje za jednu z hlavnych pricin strat
vitaminu C v konzervarenskych vyrobkoch. Dochadza ku dekarboxylacii AA a k vzniku
oxidu uhli¢itého a furan-2-karbaldehydu (Velisek & Hajslova, 2009a).

Obrazok 3 Struktara kyseliny L-askorbovej
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Je znamych 8 zdkladnych Strukturne pribuznych derivatov vitaminu E. Spolo¢nym
Strukturnym zakladom tychto zlucenin je tokol a tokotrienol, ktoré obsahuju chromanovy
cyklus s hydrofébnym nasytenym alebo nenasytenym izoprenoidnym retazcom o 16 atobmoch
uhlika. Vitamin E je syntetizovany vyhradne rastlinami a niektorymi cyanobaktériami
(Seckbach, 2007). NajvyznamnejSim je a-tokoferol (Obrazok 4), ktory sa nachadza

Vv prirodnej ale aj v syntetickej forme a sluzi ako prominentny antioxidant v lipidovych

zlozkéach organizmu ako napriklad v bunkovych membranach alebo v pripade cholesterol-

Obrizok 4 Struktara a-tokoferolu

Vitamin A alebo retinol je v tuku rozpustny vitamin, ktory sa vyskytuje v dvoch
prirodnych formach a to vitamin A1 (retinol) a vitamin A (3-dehydroretinol). Obe tieto formy
a zaroven aj vela provitaminov A vykazuji antioxida¢nu aktivitu .Vitamin A pdsobi ako
vizby naruSujuci antioxidant tym, Ze sa kombinuje s peroxylovymi radikalmi predtym, ako
tieto radikaly rozsiria peroxidaciu v lipidovej vrstve membrany a vytvoria hyperoxidy
(Palace et al., 1999). Vitamin A sa ako retinol (Obrdzok 5) vyskytuje v pe€eni, ako vitamin
Az v morskych rybach a ako provitamin v zelenine a ovoci. Prirodzene sa vyskytujuce
izoméry provitaminov A a retinolu su nestdle no reaguju vSak s volnymi radikdlmi a tym

inhibuj neziadtce radikalové reakcie (VeliSek & HajSlova, 2009a).

H,G CH, CH, CH,

\\\\OH

CH,

Obrazok 5 Struktara retinolu
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2.1.3 Konzervanty

PredlZzovanie trvanlivosti potravin nie je zalezitostou sucasnosti. Prvé pokusy o
konzervovanie potravin st zndme uz spred niekol’kych storo¢i. Vyuzivali sa metody ktorych
podstatou boli Cerstvé alebo susené bylinky ako napriklad tymian, rozmarin, Salvia, kurkuma
a iné. Pridavali sa do jedal pripadne napojov na prediZenie ich trvanlivosti. Dal§im typom
konzervovania vyuzivanym uz od minulosti je konzervovanie pomocou soli a cukru.
V sucasnosti sa uz konzervovanie potravin opiera o techniky, ktoré brania mikrobialnemu rastu
ale aj znehodnoteniu potraviny po chemickej stranke (chut, vona, vzhlad) prostrednictvom
pridania prirodnych alebo syntetickych konzervantov. Konzervant je latka prirodného alebo
syntetického pdvodu, ktora je pridand do jedla alebo liekov, na to, aby spomalila proces
znehodnotenia od pripadného mikrobialneho rastu az po neziadice chemické zmeny (Thakur &

Nelson, 1998).

2.1.4 Prirodné konzervanty

Do kategorie prirodnych konzervantov sa zarad'uju latky ako cukor, sol’, alkohol, ocot
a iné. Ide o tradi¢ny druh potravinovych konzervantov vyuzivanych v priemysle ale aj v bezne;j
domaécnosti. Cukor a sol’ si jedny z najdlhSie pouzivanych konzervantov a zaroven velmi
efektivne znizuju rast baktérii v jedle. Postupy ako mrazenie, udenie, varenie alebo nasol'ovanie
su tiez povazované za prirodné (Farkas, 2007).

Utinnost’ soli ako dobrého konzervantu plynie z toho, e redukuje aktivitu vody
V potravine. Aktivitou vody sa rozumie mnozstvo nesparovanych molektl vody, ktoré su
dostupné pre potenciondlny mikrobidlny rast a chemické reakcie. Schopnost’ soli znizit” aktivitu
vody je sposobena sodnymi a chloridovymi ionmi, ktoré interaguju s molekulami vody
(Fennema, 1996). Pridanim soli do potraviny sa vyvola tzv. osomoticky Sok u mikroorganizmov
a dochédza tak ku strate vody a nésledne ku ich smrti pripadne spomalenému rastu. U niektorych
mikroorganizmov moze sol' dokonca ovplyvnit' rozpustnost’ kyslika, reakcie s bunkovymi
enzymami C¢i donutit’ bunku k tomu, aby pouzila svoju energiu na to, aby vylucila sodné iony
Z bunky. To vSetko mdze zredukovat stupent mikrobialneho rastu (Davidson, 2001).

Potraviny v pripade kontaktu so vzduchom oxiduji a zacinaju sa kazit. Ale napriklad

oleje vedia spomalit proces oxidacie a tak zaroven =zabranuju pristupu neziadicich
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mikroorganizmov. Pocas procesu oxidacie sa v olejoch vsak straca kyselina olejova a Kyselina
linolenova tak ako aj vitamin E (VelisSek & Hajslova, 2009a). Teplota, vzduch, svetlo ¢i
organicka katalyza ako vonkajSie faktory vSak urychl'uju proces oxidacie. Preto napriklad na
konzervaciu potravin olejom je vhodny olivovy olej, ktory je bohaty na tokoferoly a polyfenoly
pdsobiace ako prirodné antioxidanty.

Esencialne oleje (EOs) su extrahované z kvetov, vetiev, korenov popripade kory rastlin.
Je znamych viac ako 3000 druhov EOs (Gong et al., 2005). Esencialne oleje niektorych koreni
maju antimikrobidlne, antivirusové, antimykotické, antioxidacné a mnohé d’alSie vlastnosti.
Hlavnymi zlozkami zodpovednymi za antibakteridlne vlastnosti EOs napriklad u tymidnu st
fenolické latky ako timol, karvakrol, luteolin a kyselina kdvova. Esencidlne oleje posobia
v rastlindch ako chemicka ochrana proti $kodcom, hubam a inym mikroorganizmom. Dalsie
vyznamné EOs st pritomné v rozmarine, Skorici, oregane a tieZ vykazuju antimikrobidlnu
aktivitu. Obzvlast proti Gram-negativnemu rodu Salmonella, proti druhu Escherichia coli
a proti Gram-pozitivnemu druhu Listeria monocytogenes (Gong et al., 2005).

Prirodné antimikrobialne latky sa syntetizuju a akumuluji v rastlinach pletivach ako
reakcia na vonkaj$i podnet (napadnutie virusom, baktériou, plesiiou, UV Zziarenie, chlad,
oSetrenie fungicidmi pripadne herbicidmi). Zluceniny, ktoré st produkované zdravou rastlinou
a maju sluzit' len ako pasivna obrana proti pripadnym Skodlivym c¢initelom, sa nazyvaju
fytoanticipiny (VeliSek & Hajslova, 2009b). Fytoalexiny (fytoncidy) v rastline sliZia ako
rastlinné antibiotikd respektive pesticidy, ktoré posobia toxicky na pripadné patogény ci
zivoc¢iSnych Skodcov (hmyz). Medzi fytoncidy sa zarad’uje napriklad allicin (Obrazok 6), ktory

je pritomny v cesnaku a ma vyrazna antimikrobialnu aktivitu.

O
|

NS N

Obrizok 6 Struktira allicinu
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2.1.5 Syntetické konzervanty

V priebehu rokov sa pri pouziti syntetickych konzervantov osved¢ilo to, ze su
najefektivnejSie pri pouziti u dlhodobo skladovanych potravin.

Kyselina sorbova (Obrazok 7) a jej soli (sorbaty) st u¢innymi inhibitormi plesni
(Cephalosporium, Fusarium, Aspergillus, Mucor a iné), kvasinieck (Zygosaccharomyces,
Pitchia, Candida a iné) a nicktorych druhov baktérii (Acetobacter, Clostridium, Serratia,
Salmonella a iné¢) (Davidson et al., 2005). Zaujem o antibakteridlne vlastnosti sorbatov
Vv posednych rokoch stipol z Casti aj kvoli snahe néjst’ alternativy k dusitanom pouzivanym pri
spracovavani misa. Siroky ziber pdsobenia sorbatu je zodpovedny za jeho efektivitu
V porovnani s inymi antimikrobidlnymi latkami. Inhibicia bakteridlneho rastu posobenim
sorbatu vedie k zmenam na bunkovych membranach, k inhibicii trasportnych proteinov
a enzymov, k tvorbe protonového toku do bunky a k mnohym d’al$im procesom (Sofos et al.,

1986).

HSC\/\/\/OH
O

Obrazok 7 Struktura kyseliny sorbovej

Dusitan sodny je pouzivany pri spracovavani mésa. Brani bakterialnemu rastu a pri
reakcii s myoglobinom obsiahnutym v mise dany produkt ziskava ,,idealnu‘ naruzovelu farbu.
Pocas varenia reaguju dusitany v miése s produktmi degradacie aminokyselin a tvoria
nitrozaminy, ktoré patria medzi karcinogénne latky (Jakszyn & Gonzalez, 2006). Konkrétne ide
0 N- nitr6zodimetylamin (NDMA) a N- nitr6zodietylamin (NDEA), ktoré su klasifikované ako
pravdepodobne karcinogénne pre 'udi podl'a Medzinarodnej Agentiry pre Vyskum Rakoviny
(IARC).

Kyselina benzoovd (BA) patri k najstar§Sim a najviac rozSirenym chemickym
konzervantom pouzivanych v kozmetickom, farmaceutickom a potravinarskom priemysle.
V prirode sa vyskytuje v brusniciach ¢i Ciernych ribezliach. Nedisociovana molekula BA je

primarne zodpovedna za antimikrobidlnu aktivitu (Davidson et al., 2005).
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OH

Obrazok 8 Struktura kyseliny benzoovej

Kyselina benzoova (Obrazok 8) je efektivna voci baktériam, hubam a plesniam nachadzajicim

sa Vv kyslom, popripade neutrdlnom médiu, no v pripade zasaditého prostredia straca ucinok.
Vzrastajuce pH kultivaéného média znizuje efektivitu pésobenia BA na inhibiciu neziadtuceho
mikrobialneho rastu. Po tom ako sa BA dostane do styku s vys$sim pH v bunke, d6jde k jej
disociacii ¢oho vysledkom je vypustenie nabitych aniénov a protéonov, ktoré nemozu
prestupovat’ cez membranu (Davidson et al., 2005). Vysledkom vysSie popisaného procesu je
to, ze BA difiziou prechadza do bunky az do doby, kedy je ustadlena rovnovaha v sulade s pH
gradientom.

Oxid siri€ity je pouzivany ako konzervant pretoZe pdsobi antimikrobidlne a ma zaroven
antioxidané vlastnosti zabrafiujice procesu zltnutia v pripade tukov. Oxid siri€ity vznika
prirodne pri procese vyroby vina a piva, €asto je do vin pridavany aj za ucelom zastavenia
fermentaéného procesu vo fl'asi. Dalej je pouzivany ako chemicka latka, ktora napada enzymy,
ktoré sposobuju zmenu farby, dozrievanie a hnilobu, zvycajne v ovoci po zbere (Wedzicha,
1984). Antioxida¢na aktivita SO, zavisi od schopnosti siri¢itanového i6nu posobit’ ako dobré
redukéné Cinidlo. Na druht stranu, antimikrobidlna aktivita zavisi od rozsiahlych reakcii so
zlozkami biologickych systémov, hlavne vSak od schopnosti SOz prechadzat’ mikrobidlnou
membranou.

Butylhydroxyanizol (BHA) patri medzi najcastejSie pouZivané syntetické antioxidanty.
Zabranuje zltnutiu tukov obsahujucich mastné kyseliny s krat§im retazcom ako napriklad
kokosovy tuk ¢i palmojadrovy tuk. Rovnako ako butylhydroxytoluén (BHT) sa poziva
Vv obalovych materidloch odkiall méze l'ahko preniknut’ do potraviny. Butylhydroxytoluén
vykazuje synergicky uc¢inok spolu s BHA a zaroven je uc¢innej$i antioxidant ako BHA po
kone¢nom tepelnom spracovani potraviny (VeliSek & Hajslova, 2009b). Tak ako aj u inych
antioxidantov, u BHA dochadza k degradacii na diméry, bifenyly a ich étery, primarna

antioxidacna aktivita byva vSak zachovana.
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V obdobi vaznych obdv z rezistencie baktérii na antibiotikd je dodlezité kontrolovat
pouzivanie tychto latok v potravindrskom priemysle. Pripadné rezidud antimikrobidlnych latok
vyskytujucich sa v potravinach mozu viest’ k rezistencii populacie voci antibiotikdm (Davies,

2010).

2.1.6 Farbiva

Potravinové farbiva sa vyznacuju tym, ze patria tiez do skupiny potravinovych aditiv.
V potravinach sa pouzivaji kvoli niekol’kym dovodom. Hraju rolu v kompenzacii straty farby
potraviny v dosledku vystavenia svetlu, vzduchu, teplotnym extrémom, vlhkosti a podmienkam
skladovania (VelisSek & Hajslova, 2009b). Pouzivaju sa pri uprave prirodzenych odchylok farby
potravin, pri zlepSeni povodnej farby potraviny alebo pri zafarbeni nedostatocne zafarbenych

potravin.

2.1.7 Prirodné farbiva

Prirodné farbiva st farebné latky, ktoré syntetizuji a akumuluju ¢i do prostredia
vylucuju Zivé bunky. Ide napriklad o pigmenty hub, rias, liSajnikov, ¢i inych mikroorganizmov,
z ktorych sa ziskavaju v pdvodnom alebo Strukturne pozmenenom stave. Karotenoidy,
flavonoidy, porfyriny, betalainy, chinoliny su len jedny z mala pigmentov pouZivanych
V  potravinarskom priemysle. Nadvdzujic na predchadzajucu  kapitolu, ktora
rozobera antioxidacné vlastnosti karotenoidov, tak niektoré z nich su zaroven pouzivané ako
potravinové farbiva. Semena stromu orelanika farbiarskeho (Bixa orellana) (Obrazok 9) su

pouzivané ako zdroj Zltej az oranzovej farby.
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Obrazok 9 Strom orleanika farbiarskeho (Bixa orellana).

Prevzaté z : https://www.nature-myview.com/blog/flora-bixa-orellana.

Obsahuju diapokarotenoid bixin, ktory je rozpustny v oleji a norbixin, ktory je rozpustny vo
vode. Stabilita farby je docielena volnou vézbou medzi molekulami norbixinu a pridan¢ho
proteinu (Timberlake, 1989). Kurkumin je hlavnym pigmentom ziskanym extrakciou
z podzemkov kurkumy (Curcuma longa). V rozmedzi pH 1- 7 ma zIta farbu, no vplyvom
vyS$§ich hodnot pH straca na stabilite a nadobuda oranZovejSich odtiefiov. Po chemickej stranke
je kurkumin (Obréazok 10) diarylheptanoid patriaci do skupiny kurkuminoidov, ¢o st prirodné

fenoly zodpovedné za jeho farbu. Je rozpustny v alkohole, acetone a kyseline octovej.

Obrazok 10 Struktira kurkuminu (keto forma)

Limitaciou jeho pouzitia ako potravinového farbiva je pomerne slaba stabilita pri expozicii
svetlu. Pritomnost’ kovovych iénov, najma med’natych, zeleznatych a cinovych iénov spdsobuje
zhnednutie kurkumy, zatial’ ¢o v pritomnosti proteinu moéze byt pigment stabilizovany do istej
miery tvorbou komplexu protein- kurkumin (Timberlake, 1989). Krocin je vo vode rozpustny

karotenoidny pigment, ktory sa prirodzene nachadza v tyCinkach Safranu siateho (Crocus
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sativus) a v semenach gardénie jazminovitej (Gardenia jasminoides) (Obrazok 11). Chemicky

je krocin diester vytvoreny z disacharidovej gentiobiozy a dikarboxylovej kyseliny krocetinu.

Obrazok 11 Ker gardénie jazminovitej (Gardenia jasminoides).

Prevzaté z https://www.gardenia.net/plant/Gardenia-jasminoides-Buttons.

NajdolezitejSie vlastnosti, ktoré ovplyviiuji vyber krocinu ako farbiva v potravinarskych
vyrobkoch sa tykaju jeho konzervaénych vlastnosti, kovovych 16nov a enzymovej aktivity
(Timberlake, 1989). Nepriaznivy vplyv na stabilitu krocinu mé pritomnost’ tazkych kovov ako
med’ ¢i Zelezo. Odtien farby krocinu nie je ovplyvneny pH a je staly o sa tyka tepla a posobenia
svetla. Tak ako aj u ostatnych karotenoidov kyselina L-askorbova poskytuje ochranu pred ROS.

Antokyaniny reprezentuju jednu z najrozsirenej$ich skupin flavonoidov v rastlinach.
Popri svojej schopnosti branit’ oxidacii lipidov maju aj vyrazné zafarbenie preto st pouzivané
ako potravinarske farbiva (Timberlake, 1989). Z chemického hladiska su to diglykozidy
antokyanidinov. Farebnost’ vSetkych antokyaninov je podmienena pritomnostou systému
konjugovanych dvojitych vézieb vo vSetkych troch aromatickych kruhoch. Jednotlive
antokyanidiny sa navzajom liSia tym, Ze maji rézne substituenty v kruhu B (Ké&hkonen &
Heinonen, 2003), ¢o je znazornené v Obrazku 12. Podl’a tejto Struktiry disponuji bud’ ¢ervenou,
oranzovou alebo modrou farbou. V rastlindch sa antokyanidiny vyskytuju v glykozylovanej

forme ako antokyaniny. Antokyaniny v pokozke plodov ¢erveného hrozna st
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hlavanym zdrojom, z ktorého sa komercne ziskavaju pigmenty pouzivané ako potravinarske

farbiva.

Pelargonidin Cyanidin Peonidin Delphinidin Petunidin Malvidin

Obrizok 12  Struktira antokyanidinov. Pelargonidin, cyanidin, peonidin, delphinidin,
petunidin a malvidin. Na obrdzku su zndzornené rézne substituenty na kruhu B u jednotlivych
antokyanidinov, ktoré si zodpovedné za ich odlisné sfarbenie.

Prevzaté a upravené z: https://www.intechopen.com/source/html/44143/media/image2.jpeg

Chlorofyly st jediné prirodné zelené farbivd vyskytujice sa v prirode
vV neobmedzenom mnozstve (VeliSek & Hajslova, 2009b). Zékladom Struktiry chlorofylu je
17,18- dihydroporfyrin. Z potravinarskeho hladiska maju najvacsi vyznam chlorofyl a,
chlorofyl b a ich rozkladné produkty feofytiny, ktoré sa pouzivaji ako potravinarske farbiva.
Limitujucim faktorom ich pouzitia je vSak to, Zze pri spracovavani potravin dochadza
k degradacii vplyvom tepla, svetla, popripade pritomnostou enzymov (lipooxygenaza).
K najvacsim zmendm dochédza pri procese feofytinacie, kedy sa z chlorofylu pdsobenim tepla
vV kyslom prostredi stava feofytin. Pri skladovani strukovin dochddza k degradécii
chlorofylovych farbiv, v dosledku posobenia lipooxygenazy, kedy nésledne vznikaja volné
radikéaly degradujtce chlorofyl (VeliSek & Hajslova, 2009b).

Betalainy st rastlinné farbiva vyskytujice sa u vicSiny celadi Caryophyllales
a U niektorych vyssich hub ako napriklad Amanita a Hygrocybe. Vsetky betalainy maju rovnaku
zékladnu Struktaru, ktorej chromofor s konjugovanym systémom dvojitych vizieb je odvodeny
od dihydropyridinu (VeliSek & Hajslova, 2009b). Rozoznavaju sa dve zakladné skupiny
betalainov: ZIté betaxantiny a Cerveno-fialové betakyany. Ich farba je pripisovana pritomnosti

konjugovanych vézieb v Struktare (Delgado-Vargas et al., 2000). Vyznamné praktické pouzitie
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maju hlavne pigmenty ziskané z Cervenej repy (Beta vulgaris subsp. vulgaris), ktoré maju
obchodny nazov betaninova cerven popripade betanin. Limitaciou tychto pigmentov je vSak
fakt, Ze maju malu stabilitu na svetle a vplyvom teploty dochadza k ich degradacii. Betalainy
vykazuju antioxida¢nu aktivitu a zaroven sa podiel'aju na odstraneni vol'nych radikalov z ¢oho
plynu aj ich protirakovinové t€inky (Gengatharan et al., 2015).

Kyselina karminova sa ziskava zo suSenych tiel samic¢iek hmyzu Dactylopius coccus
Costa. Struktirne sa zarad’uje medzi antrachindny a ma schopnost’ vytvarat’ chelaty s kovovymi
ionmi (hlintkom a vépnikom) nazyvanymi karminy (Scotter, 2015). Kvalita karminu je
ovplyviiovana teplotou a osvetlenim pocas jeho pripravy. Pri nizkom pH je kyselina karminova
oranzova, meni sa na ¢ervenu pri mierne kyslom a neutralnom pH a nakoniec sa meni na fialova

v alkalickom roztoku.

2.1.8 Syntetické farbiva

Syntetické farbiva sa vyznacuju intenzivnejSou farbou (napriklad erytrozin- Obrazok 13)
V porovnani s prirodnymi farbivami. Maju staly odtien farby a nevnasaju do farbenej potraviny
chut’ a vonu. Preto su vhodné pri pouziti v potravinadrskom priemysle, kde aj nachadzaju Siroké
uplatnenie. Podl’a Struktary sa delia na azofarbiva, pyrazolové farbiva, nitrofarbiva, xanthénové
farbivda, antrachindnové farbivd, chinolinové farbivd a mnohé dalSie (VelisSek & HajSlova,
2009b). Vicsina farbiv sa pouziva vo forme soli. Vykazuji dobru stabilitu v suchych
potravindch bez pristupu svetla.

Najviac zastipenymi farbivami pouzivanymi pri farbeni potravin su kyslé farbiva
obsahujice karboxylové skupiny, sulfonové skupiny a hydroxyskupiny. lde napriklad
0 tartrazin, zIta SY, amarant, ponceau 4R alebo allura cervenu. Zasadité farbivd naopak
obsahuju jednu alebo viac vol'nych alebo substituovanych amino skupin ako napriklad v pripade
farbiva hnedd FK. Specifické vlastnosti farbiv zavisia na pritomnych funkénych skupinach.
Charakteristicka je pritomnost’ dvoch druhov funkénych skupin, auxochromov a chromoforov.
Auxochromne skupiny si zodpovedné za farbiace vlastnosti jednotlivych farbiv zatial’ ¢o na
chromoforovych skupinach zavisi spravanie sa farieb pri oxida¢nych a redukénych reakciach

(Veligek & Hajslové, 2009b).
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Obrizok 13 Struktira syntetického potravinového farbiva erytrozinu

2.1.9 Vyznam prirodnych aditiv

V sucasnej dobe su prirodné potravinové aditiva v centre pozornosti potravinarskeho
priemyslu ale dostavaju sa aj do povedomia zakaznikov. Aj ked’ pouzitie prirodnych aditiv nie
je vzdy tak vyhodné ako pouzitie syntetickych aditiv ¢o sa tyka stability (Timberlake, 1989) tak
napriek tomu maja prirodné aditiva niekol’ko vyhod. Vo vécSine pripadov ide o zdravsiu
alternativu, ktora sprostredkovava nové vlastnosti vnasané do potraviny. NavySe latka
prirodného pdvodu modze poskytnut’ naraz viac priaznivych vlastnosti ako napriklad
antioxida¢nu aktivitu spolu s mikrobialnou aktivitou. Huby a riasy su tiez zdroje prirodnych
potravinovych aditiv s vel'kym potencialom. Potravinarsky priemysel vidi ich vyuZzitie v priamej
aplikacii ako potravinové farbivo, konzervant alebo ako latka obohacujica nutricné zlozenie
potraviny. Dalej je tam vel’ky potencial synergického wi¢inku s prirodnymi alebo syntetickymi
aditivami (Carocho et al., 2014).

Na druhej strane maja prirodné aditiva aj neziaduce vlastnosti. V urcitych pripadoch je
napriklad mnoZstvo prirodného aditiva potrebného na inhibiciu kontaminujtcich zloziek vyssie
ako mnoZstvo syntetického aditiva. Pouzitim prirodného aditiva sa méze do potraviny vnasat’
neziaduca chut’, farba popripade zapach ¢o v pripade syntetickych aditiv pozorované nie je

(Velisek & Hajslova, 2009b).

2.2 Potravinové patogény

Potraviny ¢i uz nespravnym uskladnenim alebo nedostatocnym pouzitim konzervantov

napadaji mikroorganizmy a plesne.

24



Plesne mdézu napadnut’ ktorukol'vek potravinu, ktora obsahuje dostatok vody a zivin
(Strunecka & Patocka, 2012). Casto dochddza k napadnutiu prave tych potravin, ktoré su
vystavené nadmernej teplote a vlhkosti. Predovsetkym ide o prave upecené pecivo a nasledne
uskladnené v igelitovych vreckach alebo syry a salamy. Nemozno opomenut napoje ako
napriklad dzasy ¢i ovocné stavy, ktoré tiez 'ahko podliehaju napadnutiu plesiami. Plesne
rozkladajui organické molekuly z potraviny, ktort napadli. Vylu€uju traviace enzymy (lipazy,
proteazy a iné), ktorymi rozkladaji molekuly na jednoduchsie, pre nich vstrebatelné latky
(Struneckd & Patocka, 2012). Plesne produkuji toxické sekundarne metabolity nazyvané
mykotoxiny. Sekundarny metabolizmus poskytuje drahy pre odstranenie intermediatov, ktoré
by sa inak akumulovali v primarnom metabolizme (Bu’Lock, 1961). Mykotoxiny mézu
kontaminovat’ Siroké spektrum potravin tym, ze svojimi hyfami prenikaju hlboko do potraviny
a nasledne po zjedeni mézu vyvolat’ toxické syndromy alebo inak nazyvané mykotoxikozy
(Struneckd & Patocka, 2012). Po napadnuti potraviny plesiiou je dolezité aby sa vyhodila
vzhladom k tomu, Ze odrezanim napadnutej Casti, umytim, varom ¢i mrazom nedochadza
k odstraneniu mykotoxinov, ktoré su uz v potravine rozsirené. V sti¢asnej dobe je znamych viac
ako 400 druhov mykotoxinov, z ktorych niektoré su karcinogénne alebo toxické pre l'udi
a zvieratda (Bosco & Molle, 2012). K najvyznamnejSim mykotoxinom patria aflatoxiny
(predovsetkym aflatoxin B1), ochratoxiny (ochratoxin A- Obrazok 14)), fumonisiny (fumonisin
B1), zeralenén a patulin. Aflatoxiny s sekundarne metabolity produkované plesnami
Aspergillus parasiticus a Aspergillus flavus. Struktarne ide o derivaty difurokumarinov, ktoré
fluoreskujii pod ultrafialovym svetlom (Bosco & Molle, 2012). St vysoko toxické
a karcinogénne. Aflatoxiny zaroven v prirode napadaji niektoré hospodarske plodiny ako
kukuricu, araSidy, semend bavinika alebo iné¢ obilniny. Medzinarodna Agenttra pre Vyskum
Rakoviny (IARC) zaradila tento mykotoxin do kategoérie . teda je to preukdzany karcinogén pre
¢loveka. Ochratoxiny su produkované napriklad plesnami Aspergillus ochraceus a Penicillium
nordicum. Boli u nich preukazané nefrotoxické, neurotoxické, embryotoxické, imunotoxické
a mnoh¢ d’alsie efekty (Bosco & Molle, 2012). Tento mykotoxin sa nachddza v plodinach ako

kukurica, ryza, pSenica, ovos a iné, ktoré¢ boli napadnuté plesnami.

25



@] OH
N @)
H
'y,
CH,
Cl

Obrizok 14 Struktira ochratoxinu A

Patulin je dals$im z mykotoxinov produkovanym plesnami. Konkrétne ide napriklad o
Aspergillus clavatus, Penicillium carneum, Penicillium expansum, Paecylomyces saturatus
a Byssochlamys nivea. Patulin sposobuje neurotoxicitu, imunotoxicitu a zaroven pdsobi
mutagénne ako dosledok dlhodobej konzumécie kontaminovaného jedla alebo napojov (Bosco
& Molle, 2012). Patulin-produkujice kmene plesni boli izolované z rézneho ovocia a zeleniny,
Z pasterizovanej ale aj nepasterizovanej. Jablkd a jabléné produkty st vSak dominantné
potraviny, u ktorych dochadza k tvorbe plesni produkujicich patulin. Fumonisin je mykotoxin
produkovany hubami Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum, Fusarium nygamai a
Aspergillus niger (Bosco & Molle, 2012). Napada prevazne kukuricu a produkty z nej vyrabané.
Vplyva na bunkovy rast, diferencidciu, regulaciu apoptdzy a zaroven posobi karcinogénne.
Zearalen6n je mykotoxin produkovany niektorymi druhmi rodu Fusarium a Gibberella. Bezne
sa nachadza v kukurici. Na kontaminaciu zearalenondénom je tiez nachylny ja¢men, ovos,
pSenica, ryza, Cakanka a s6jové boby. Nebezpecenstvo zearalendnu spociva v jeho estrogénnej
aktivite (Bosco & Molle, 2012). ViacSina mykotoxinov je pomerne stdla pri konvencne
pouzivanej teplote spracovania v potravinarskom priemysle (80—121°C). Vo vSeobecnosti pocas
varenia v domacich podmienkach dochadza k zna¢nej redukcii mykotoxinov avsak nie k ich
uplnému zni€eniu. Pri teplote 150 °C dochiddza uZz k vyraznej redukcii koncentracie
mykotoxinov v potravine.

Dal§imi povodcami, ktoré sposobuju intoxikacie jedlom si baktérie. Pri primerane;
teplote, pH, spravnej koncentracii kyslika sa mnozia velmi rychlo. Pri bakteridlnych
intoxikaciach existuju Styri hlavné Cinitele, ktoré st zodpovedné za choroby: Salmonella,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus a Campylobacter jeuni. Avsak existuju aj
baktérie ako Staphylococcus aureus, Clostridium botulium a Bacillus cereus, ktoré sa spajaju s

vyskytom otrav jedlom. Baktérie rodu Campylobacter vyvolavaju akatne ¢revné infekcie u 'udi
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tzv. kampylobakteriozy a potraty u domacich zvierat. Campylobacter jejuni sa vyskytuje hlavne
u hydiny a Campylobacter coli u osipanych (Klement et al., 2011). Z tychto zdrojov sa nakazi
najcastejSie Clovek. Infekcia nastava pozitim infikovanej potravy, kravskym mliekom alebo
vodou, ale aj kontaktom s nakazenymi zvieratami. Baktérie Escherchia coli sa bezne vyskytuju
v Crevach Cloveka aj teplokrvnych zvierat. Vacsina kmenov Escherchia coli je nepatogénnych,
niektoré sa pozitivne podiel'a na traviacom procese a na tvorbe vitaminov napr. B1z, K1, a Ko
(Klement et al., 2011). Niektoré kmene sa dokonca pouzivaju ako probiotika, napriklad pri
traviacich tazkostiach. Len mala ¢ast’ kmeniov Escherchia coli vyvolava hnackové ochorenia.
Prenikaju do ¢reva s potravinami alebo vodou, teda alimentarnou cestou. Rezervoarom baktérii
Escherchia coli st najméa prezivavce chované ako hospodarske zvierata a rovnako tak aj vol'ne
zijuce jedince. K rizikovym potravindm teda patri najmi surové hoviddzie miso a mlieko alebo
pokrmy z nich vyrobené a miso nedostatocne tepelne opracované. K menej ¢asto spominanym
zdrojom patri aj surové ovocie a zelenina, ktoré sa dostavaju do kontaktu s Escherchia coli
prostrednictvom hnojenia rastlin organickymi hnojivami. Bacillus cereus sa bezne vyskytuje
v pode, v prachu a vo vzduchu. Ide o baktériu, ktora tvori spory. Vlastné baktérie nie st prilis
patogénne. Produkuju vSak rad toxinov, z ktorych najvyznamnejSie su dva enterotoxiny tzv.
emeticky a hnackovy toxin (Klement et al., 2011). Zdrojom S§irenia byva Casto varena ryza,

zelenina, mlieko, médsové vyrobky a tiez cukrarske vyrobky.

2.3 Biotransformacia

Biotransformécia je organickd reakcia vyuzivajuca pri svojom priebehu biologické
katalyzatory ako napriklad celé bunky (mikroorganizmy) alebo enzymy. Biokatalyzatory mo6zu
byt pouzité na regioselektivne alebo stereoselektivne reakcie alebo k zavedeniu chirality
sposobom, ktory by bol pre klasické syntetické procesy nemozny alebo vel'mi obtiazny.
Mikrobidlna biotransformacia ma mnoho vyhod nad bezne dostupnymi chemickymi metédami.
Vo vSeobecnosti kvasinkami sprostredkovana transformacia je pritomnd pri priprave chleba,
mlienych vyrobkov alebo alkoholickych napojov (Ray & Bera, 2014).

Biotransformécie maji niekol’ko vyhod v porovnani s prisluSnymi chemickymi
metodami. Z ekonomického hladiska st biotransformécie menej nakladné procesy, su

priamejSie nez ich chemické analogy a konverzia bezne prebiecha za podmienok, ktoré sa
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povazuju za prijatel'né pre Zivotné prostredie. Enzymy a mikroorganizmy poskytuji vyrazné
zvysenie reakcénej rychlosti a reakénej Specificity reakcii. Mikrobidlna transformdcia navysSe
poskytuje vyhodu vysoko Specifickych reakcii pri izbovej teplote a miernom pH a redukuje
hladinu odpadnych produktov (Waldemar et al., 1999). Biotransformacia s rekombinantnymi
mikrobidlnymi enzymami je zaroven vyuzivana pri produkcii horménov, antibiotik a vybranych
chemickych latok. Enzymy a mikroorganizmy reprezentuju najefektivnejsi katalyticky systém
pouzivany pri konvencnych reakciach. Baktéria alebo kvasinky produkuji vel'ké mnozstvo
biomasy a zaroven aj Siroku Skalu enzymov za kratky ¢as. Vzhl'adom k ich velkosti, maju
baktérie najvacsi pomer povrchu k ich objemu. To im dovol'uje maximalizovat’ ich metabolické
procesy kvoli vysokej vymene molekal a metabolitov cez ich povrch (Ray & Bera, 2014). Pri
spravnych kultivaénych podmienkach mikroorganizmy rasti exponencidlne. Enzymy st
nastrojmi biokatalyzy a katalyzuji nespocetné mnozstvo rdéznych chemickych reakcii. Delia sa
do piatich tried na oxidoreduktdzy, transferdzy, hydrolazy, lyazy a izomerazy. Biokatalyzatory
pracuju za miernych podmienok s teplotami od 20 az do 40° C, pri atmosferickom tlaku a pri
neutrdlnom pH alebo v rozmedzi od 5,0 do 8,0 (Waldemar et al., 1998). Biokatalyzatory mozu
vykonavat reakcie, ktoré nie st mozné pomocou pouzitia konvencnej chemickej syntézy alebo
nie st ekonomicky uskuto¢nitelné tradicnou chemickou syntézou. Biotransformacie navyse
vytvaraju biologicky rozlozZitelné zlu€eniny. Na druhej strane proces biotransformécie mé aj
niekol’ko nevyhod. Pri biotransformécii vyzaduje biokatalyzator uzke prevadzkové parametre.
V pripade, Ze reakcia prebieha za danych parametrov pomaly, existuje iba uzky rozsah zmien,
ktoré je mozné urobit’, tak aby nedoslo k deaktivacii enzymu. Biokatalytické reakcie su navySe
nachylné na koncentraciu substratu alebo inhibiciu produktu (Ray & Bera, 2014). To spdsobuje,
ze enzymy popripade pouzité mikroorganizmy prestavaju pracovat’ pri vysSej koncentracii
substratu alebo produktu. Enzymy su pritomné v prirode v jednej enantiomérnej forme a st

citlivé na extrémne podmienky okolia ako napriklad teplota popripade pH.

2.3.1 Chrenova peroxidaza (EC 1.11.1.7)

Chren dedinsky (Armoracia rusticana) je trvala rastlina patriaca do ¢el'ade kapustovité
(Brassicaceae). Je pestovana v miernom podnebnom pasme hlavne kvoli kulinarskemu vyuzitiu

valcovitych bielych koretov. Korene st zaroven zdrojom peroxidazy, hem-obsahujuceho

28



enzymu, ktory vyuziva reakcie s peroxidom vodiku na oxidaciu organickych ale aj
anorganickych zloziek.

Chrenova peroxidaza sa zarad'uje medzi oxidoreduktazy a jej molekulova hmotnost’ sa
pohybuje medzi 40- 44 kDa. Produkcia peroxidazy z korenov chrenu je rozsirena z doévodu
komeréného pouzitia enzymu napriklad ako zlozky klinickych diagnostickych stuprav a pre
imunologické testy. Hoci sa termin chrenova peroxiddza pouziva trochu vSeobecne, koren
rastliny obsahuje niekol’ko izoenzymov peroxidazy. Poznatky o chrenovej peroxidaze
pochadzaju vSak hlavne zo $tadii s izoenzymom C, ktory je v rastline zastipeny v najvacsej
miere (Lopes et al., 2014). V dosledku vysokej tepelnej odolnosti sa HRP ¢asto pouziva v
potravinarskom priemysle na regulaciu tepelného spracovania a potravinovej stability.

Izoenzym C peroxidazy z chrenu dedinského obsahuje jeden polypeptid s
308 aminokyselinovymi zvySkami. N-koncovy zvySok je blokovany pyroglutamatom a C-
koniec je heterogénny, pricom niektoré molekuly neobsahuji koncové zvysky (Veitch, 2004).
Izoenzym C peroxidazy (Obrazok 15) pozostava z centrdlneho atomu zeleza (III) a
protoporfyrinu IX, tento komplex je oznaovany ako ,.,hemova skupina“ alebo ,,hem*. Zaroven
st u neho pritomné eSte dva atdmy vapnika. Centralny atom Zeleza a protoporfyrin IX st
nevyhnutné pre Strukturdlnu a funként integritu enzymu. Na druhej strane strata véapnika
v Struktire enzymu ma za nasledok znizenie enzymovej aktivity a tepelnej stability a slabé

zmeny v prostredi hemu, ktoré sa daju detegovat’ spektroskopicky (Veitch, 2004).
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Obrazok 15 Struktura chrenovej peroxidazy izoenzymu C
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Reakcie katalyzované peroxiddzami sa mozu vyjadrit’ nasledujucou rovnicou (reakcia

), v ktorej RH predstavuje vhodny substrat pre HRP a Rc, ktory reprezentuje vznikajuci radikal.

H202 + 2 RH — 2Rc + 2 H20 0]

Tvorba radikalov v redukénych krokoch reakcii katalyzovanych HRP moéze viest’ k tvorbe
dimérnych, trimérnych alebo oligomérnych S$truktir, ktoré moézu pdsobit’ ako substraty v
nasledujucich krokoch. Typické substraty zahfiiaji aromatické fenoly, fenolové kyseliny,
indoly, aminy a sulfonaty (Veitch, 2004). Chromogénne HRP substraty, ktoré¢ zostavaju v
roztoku a farbia po reakcii s HRP, sa cCasto pouzivaju na ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a iné kolorimetrické testy. Bezne pouzivané chromogénne HRP
substraty zahfiaju 3,3 ', 5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) a 2,2'-azino-di [3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonova kyselina] (ABTS). Vyber rozpustného chromogénneho substratu zavisi od
poziadaviek na citlivost’ testu a schopnosti readeru. Po oxidacii pomocou HRP sa niektoré
substraty vyzrazaji. Oxidovany HRP substrat moze tvorit’ zrazeninu, ktora je sfarbena alebo
vykazuje luminiscenciu (Lopes et al., 2014).

Stabilita Struktary HRP zavisi od molekularnych interakcii ako napriklad vodikovych
vézieb alebo elektrostatickych sil. Tieto molekulové interakcie priamo zodpovedaju za ucinky
enzymu. Uginok enzymu je aj tuzko spity s pH reakéného média. Navyse enzymy obsahuji
vel'ké mnoZstvo polarnych aminokyselin na vonkajSom povrchu, ¢o spdsobuje to, Ze povrch
moze byt protonovany a deprotonovany v zavislosti na pH prostredia (Lopes et al., 2014).
Aktivita volI'ného enzymu HRP vykazuje svoje maximum pri pH 8 a teplote 45 °C. Vystavenie
HRP vysokej koncentracii peroxidu vodika modze viest k jeho nevratnej samovraZednej

inaktivacii a K tvorbe vysoko reaktivneho radikalu, ktory nasledne znic¢i prosteticku skupinu.

2.3.2 Jednoelektronova oxidacia fenolov

Fenoly ako p- cresol, guaiacol, pyrogallol, katechol su typickymi substratmi pre
peroxidazy. Ich oxidéciou prostrednictvom peroxidu vodiku dochadza k tvorbe radikélov, ktoré
po difuzii z aktivneho centra enzymu reaguju s d’alS§imi aromatickymi substratmi a tvoria

dimerické, oligomerické alebo polymerické produkty (Waldemar et al., 1999). Takto
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enzymaticky katalyzovana biotransformacia vedie k tvorbe pozmenenych prirodnych produktov
s vysokou biologickou aktivitou. Proces polymerizacie fenolov (vid. Obrazok 16) sa vyuziva
pri vyrobe zivic a pri odstranovani fenolov z odpadovej vody. Polyméry produkované pri
oxidacii fenolov moézu sluzit' ako potenciondlne ndhrady za fenol-formaldehydové zivice
(Waldemar et al., 1999). Fenoly a ich zivice su znecistujuce latky v odpadovych vodéch
pochédzajucich z konverzie uhlia, z papierenského priemyslu a z vyroby zivic a plastov. Ich
transforméacia peroxidazou a peroxidom vodika predstavuje vhodny, mierny a environmentalne

prijatel'ny Cistiaci proces (Dordick et al., 1986).

A Tvorba radikalov
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Obrazok 16  Mechanizmus  peroxidazou  katalyzovanej
polymeryzacie fenolov. V ¢asti A dochadza k reakcii fenolu
s chrenovou peroxidazou a peroxidom vodika. Dochadza k vzniku
radikélu na fenolickej skupine. V ¢asti B reaguje Struktira z Casti
A s d’alSim fenolom. Vznika radikal umiestneny na polyméri fenolu.
V casti C reagujui spolu 2 radikdlové polyméry fenolu za vzniku

polyméru fenolu. Prevzaté a upravené z (Regil & Sandoval, 2013).

Z environmentalneho pohladu polyméry (¢i uz ide o polyfenoly, polysacharidy alebo

polyestery) ziskané prostrednictvom enzymom-— sprostredkovanej katalyzy su biologicky
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odburatel'né. NajbeznejSim typom enzymov, ktoré su schopné katalyzovat' polymerizaéné
reakcie su transferazy, oxidoreduktazy a hydroldzy. Fenoly patria k latkam, ktoré predstavuju
vyznamnu zlozku priemyselnych aplikacii (Waldemar et al., 1999). Sucasné polymérne
materidly, ktoré sa komeréne vyrabaju z fenolickych zlicenin vykazujia dobré vlastnosti
a zaroven poskytuji odolnost’ vo¢i vysokym teplotam. Ide napriklad o bakelit alebo poly- 2,6-
dimetyl-1,4-fenylénoxid. AvsSak oxidativnou polymerizaciou fenolov pomocou bezne
dostupného katalyzatoru dochadza k tvorbe nerozpustnych produktov s nekontrolovanou
Struktarou (Regil & Sandoval, 2013). Navyse v pripade bakelitu a poly-2,6-dimetyl-1,4-
fenylénoxidu, ktoré predstavuju fenol-formaldehydové zivice, je pre ich priemyselni vyrobu
limitujaci fakt, Ze obsahuju toxicky formaldehyd. Na druhej strane enzymom katalyzovana
polymerizdcia pontka nielen typické vyhody biokatalyzy, ale aj moznost lepSej kontroly

samotnej polymerizacie (Regil & Sandoval, 2013).

2.4 Oxidacia potravin

Posobenim vzdusného kyslika na zle uskladnené potraviny dochadza k nezvratnému
procesu, ktory sa nazyva oxidacia. Proces oxidacie znizuje kvalitu potravin tym, ze dochadza
k Zltnutiu tukov, ktoré st vo vicsine pripadov v danom produkte pritomné. Lipidy s dolezitymi
Strukturdlnymi a funkénymi zlozkami potravin. Dodavaji potravindm chut’, farbu a vonu
a podiel’aju sa na ich konzistencii. RozliSuju sa dva druhy Zltnutia a to oxidacné a hydrolytické
zltnutie (Schmidt et al., 2002). Hydrolytické Zltnutie je spdsobené bud’ reakciou lipidov a vody
za pritomnosti katalyzatoru alebo pdsobenim enzymu lipazy. Oxida¢né Zltnutie je trojstupiiovy
proces, ktory zahfiia samotnu oxidaciu lipidov. Oxid4cia lipidov v potravinach navodzuje d’alSie
zmeny, ktoré ovplyviiuji vyzivovu hodnotu, chut, farbu popripade konzistenciu. Latky,
podielajice sa na spomal’ovani oxidacie lipidov sa nazyvaju antioxidanty.

Autooxidac¢né reakcie lipidov prebiehaju radikdlovym mechanizmom. Oxidaciu mozno
opisat’ z hl'adiska iniciacie, propagécie a ukoncenia reakcie ako trojstupiiova. Pocas iniciacnej
faze (reakcia I) sa molekula mastnej kyseliny (RH) Stiepi v pritomnosti iniciatora (In) na radikal
mastnej kyseliny (Re) a radikal vodika (He). Ako iniciator moze sluzit' svetelna popripade
tepelna energia, zaroven tiez iné vol'né radikaly (Schmidt et al., 2002) vznikajice oxidaciou

prostrednictvom singletového kyslika alebo oxidaciou katalyzovanou enzymami. Pocas
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propagacnej fazy sa volny radikdl mastnej kyseliny (Re) viaze so vzduSnym tripletovym
kyslikom (302). Vznika reaktivny peroxidovy radikal (ROO¢) (reakcia II), ktory je schopny
z d’alSieho retazca mastnej kyseliny odstiepit’ vodik (reakcia III), ¢im vznika hydroperoxid
(ROOH) a dalsi volny radikal mastnej kyseliny (Re). Oba procesy sa opakuju a dochadza
k retazovej spotrebe kyslika a mastnych kyselin. Ako primarny produkt autooxidacie vznikaju
hydroperoxidy, ktoré sa pri tomto procese hromadia. Lipidové hydroperoxidy su nestale
zluceniny a poésobenim izbovej teploty dochddza k ich rozkladu na vol'né radikaly, ktoré d’alej

iniciuju oxidaciu (reakcie IV a V) (Schmidt et al., 2002).

Iniciaéna faza:
R-H— Re + He D

Propagacna faza:

Re + 02 — R-0-O¢ (I0)
R-O-O¢+R-H — Re + R-O-O-H (n
R—-O-O-H — R-O-0O¢ + He* alebo R-O¢ + HO- (Iv)
2 R-O-O-H — R-0-0O¢ + R-O- + H20 V)

Pocas terminacnej fazy autooxidacie dochadza k rekombinacii vol'nych radikalov. Nasledne
vznikaju stabilné neradikalové produkty a retazové reakcie sa prerusia (reakcie VI-X) (Schmidt

etal., 2002).

Terminac¢na faza:

Re +He — R-H (V1)
R-0-0- + R+ — R-O-O-R (VII)
R-0-O- + He — R-0-O-H (VI
2R+ —R-R (IX)
2 R-0-0+ — R-O-O-R + O3 (X)

Hyperoxidy polynenasytenych mastnych kyselin st bez chutia zapachu, no po rozstiepena viazby

susediacej s nasobnou viazbou dochadza k tvorbe prchavych nizkomolekularnych latok ako
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napriklad alkoholy, aldehydy, ketony alebo kyseliny. Ide o tzv. sekundarne oxida¢né produkty,
ktoré dodavaju potravindm neziadant chut’, farbu a vonu, zaroveil znizuju aj vyzivova hodnotu
potraviny (Schmidt et al., 2002). Na oddialenie oxidacie lipidov sa vyuzivaja latky
s antioxidacnymi vlastnostami. Mechanizmus uc¢inku antioxidantov (An-H) je zalozeny na
poskytnuti vodika alkylovym (Re, reakcia XI) a peroxidovym radikalom (ROOe, reakcia XII)
lipidov . V priebehu reakcii dochadza k tvorbe hydroperoxidov (ROOH) a vol'nych radikalov
antioxidantov (Ane). VolIné radikdly antioxidantov uz neiniciuji retazovi oxidaciu.
Antioxidanty reaguju podobnym sposobom s alkoxylovymi vol'nymi radikalmi (ROv®), ktoré sa
tvoria pocas rozkladu hydroperoxidov (reakcia XIII) (Schmidt et al., 2002). VoI'né radikaly
antioxidantov sa deaktivuju reakciou s peroxidovymi (reakcia XIV), alkoxylovymi (reakcia

XV), alebo inymi radikdlmi antioxidantov (reakcia XVI).

Re+ An-H — R-H + Ane (XI)
R-0-O¢ + An-H — R-O-O-H + Ane (XII)
R-O¢+ An-H — R-O-H + Ane (XIII)
Ane + R-O-0O+ — R-0O-0-An (X1V)
Ane + R—-O* — R-O-An (XV)
Ane + An* — An-An (XV1)

Butylhydroxytoluén (BHT), butylhydroxyanizol (BHA), propylgalat (PG) a mnoh¢ d’alSie latky
sa pouzivaji ako bezne dostupné syntetické antioxidanty v potravinach. V sucasnosti sa
dostavaji do popredia latky prirodného povodu ako bolo popisané v kapitole 2.1.2, ktord je

venovana problematike prirodnych antioxidantov (Schmidt et al., 2002).

2.5 Vybrané metédy merania antioxida¢nej aktivity

Na porovnanie antioxida¢nych ucinkov réznych vzoriek bol zavedeny pojem celkova
antioxidacna aktivita (TAA- Total Antioxidant Aktivity). Tento pojem urcuje schopnost’ vzorky
eliminovat’ voI'né radikaly. To aky druh met6dy merania antioxidacnej aktivity sa pouzije urcuje
aj to akym mechanizmom podsobi dany antioxidant (Balla, 2012). Mdze podsobit’ dvoma

sposobmi a to bud’, Ze eliminuje radikdly prostrednictvom dodania protonu, kedy ide o tzv.
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prenos atomu vodika (HAT- Hydrogen Atom Transfer). Alebo k eliminécii radikalu dochadza
jednoelektronovou redukciou tzv. jedno-elektronovym prenosom (SET- Single Electron
Transfer). Aj ked’ bola zistena pomerne dobra korelacia medzi vysledkami oboch typov metdd
tak napriek tomu, je mozné pozorovat' nejaké rozdiely v reaktivite jednotlivych zltcenin.
Napriklad v pripade metédy FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ktora je zaloZzend na
merani reduk¢nej schopnosti Zelezitych idonov alebo v pripade metddy celkového obsahu
fenolickych latok (TPC) neposkytujti odozvu karotenoidy (Balla, 2012). Na druhej strane
Vv pripade metdd sledujticich inaktivaciu volnych radikdlov je pomerne naro¢né jednoznacne
urcit’ o aky druh mechanizmu elimindcie radikalu ide aj kvoli tomu, Zze oba mechanizmy mézu
prebiehat’ sucasne priCom ich vzajomny pomer je dany Strukturou testovanych antioxidantov,

ich rozpustnost'ou v konkrétnom systéme, pH a pouzitym rozptstadlom (Balla, 2012).

25.1TPC

Metoda stanovenia celkovych fenolickych latok (TPC- Total Phenolic Content) je
zalozena na reakcii zIto zafarbeného Folin-Ciocalteu ¢inidla s latkami fenolickej povahy. Folin-
Ciocalteu ¢inidlo méa zlta farbu a je pripravené rozpustenim wolframanu sodného a
molybdénanu sodného vo vode (Singleton et al., 1999). Pri priprave ¢inidla je eSte potrebné
pridat’ kyselinu fosfore¢nu a kyselinu chlorovodikovu. V reakcii dochadza k redukcii zmesi
fosfomolybdenanu a fosfowolframanu fenolickymi zli¢eninami za vzniku modro zafarbeného
komplexu (oxidy wolfrdmu a molybdénu) (Masagati, 2012). Pri tomto procese sa znizuje
oxidacné ¢islo molybdénu. Modré zafarbenie vzniknutého polymérneho komplexu sa meria
spektrofotometricky pri vinovej dizke 750 nm a je umemné celkovému mnoZstvu pévodne
pritomnych fenolickych latok. Kvantifikécia celkového obsahu fenolickych latok je zalozené na
porovnani vzorky so Standardom kyseliny gallovej (Singleton et al., 1999). Vysledna hodnota
TPC sa nasledne uvadza v ekvivalentoch kyseliny gallovej (GAE- Gallic Acid Equivalents).
Folin-Ciocalteu ¢inidlo $pecificky reaguje aj s vacsinou redukujucich molekul ako napriklad
kyselinou L-askorbovou preto namerané idaje predstavuju skor priamo antioxidacni aktivitu
samotnej vzorky. Metéda TPC je dobre korelovana aj s ostatnymi testami vhodnymi na

stanovenie antioxida¢nej kapacity.
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2.5.2 ORAC

Metoda kyslikovej radikalovej absorpcnej kapacity (ORAC) je fluorescenna metoda
sluziaca na meranie celkovej antioxidacnej kapacity. Je zaloZzend na merani vychytavania
peroxylového radikdlu antioxidantmi obsiahnutymi vo vzorke. Zdrojom peroxylovych

radikalov je 2,2'-Azobis (2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH- vid’. Obrazok 17)).

N§ NH, «2HCI

N

Obrazok 17 Struktira AAPH

Dochadza k terminalnej dekompozicii AAPH, ktora pri teplote 37 °C produkuje stalu hladinu
peroxylového radikalu. Nedochadza vSak k vychytaniu vSetkych peroxylovych radikalov
antioxidantmi pritomnymi v Standarde Troloxu alebo vo vzorke . Zvy$né peroxylové radikaly
oxiduju fluorescencnu prébu ako napriklad fluorescein, ¢o mé za nasledok ubytok
fluorescencného signalu. Degeneracia fluorescencnej proby zavisi na mnozstve pritomnych
antioxidantov (Bicas et al., 2011). Cim menej antioxidantov je pritomnych vo vzorke tym vgsi
ubytok fluorescencie bude zaznamenany, pricom sa sleduje intenzita fluorescencie v zavislosti
na Case. Pri vyhodnocovani sa pouziva porovnanie plochy pod krivkou fluorescenéného signalu
tzv. AUC (area under the curve). Pricom plocha blanku je menSia ako plocha vzorky, ktora
obsahuje antioxidanty. Na vyhodnocovanie metody ORAC sa pouziva synteticky analdg
vitaminu E 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox) ako
antioxidacny Standardny roztok, kedy sa porovnava krivka standardu Troloxu s krivkou meranej
vzorky (Masagati, 2012). Metoda ORAC je prevazne pouzivana na stanovenie antioxidaénych
aktivit. A to napriklad u ovocia, ovocnych dzusov, zeleniny alebo v pripade ¢ajov. Vyhodou
metddy ORAC je, Ze pracuje efektivne v pripade vzoriek, ktoré obsahuji ako pomalo pdsobiace

tak aj rychlo pdsobiace antioxidanty (Masagati, 2012).
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2.5.3 Hnednutie potravin a stanovenie inhibicie enzymatického hnednutia jablka

Hnednutie potravin je proces zmeny farby v doésledku prebiehajicich chemickych
reakcii. Rozoznéavaji sa dva druhy hnednutia a to enzymatické hnednutie a neenzymatické
hnednutie (Friedman, 1996). Proces hnednutia potravin je sprevadzany zmenami, ktoré zavisia
na druhu potraviny.

Enzymatické hnednutie potravin je proces, ku ktorému dochadza u zeleniny a ovocia,
ktoré st bohaté na polyfenoly, ale aj v pripade niektorych morskych plodov. Tento proces
ovplyviuje chut’, farbu ale aj nutriénti hodnotu jedla. Polyfenoly st z ¢asti zodpovedné za farbu,
horkost’, chut’ a nutricné vlastnosti v ovoci a zelenine. V plodoch st najdéleZitejSou skupinou
sekundarnych metabolitov, ktoré sa medzi jednotlivymi druhmi znac¢ne liSia v mnozstve
a kvalite. V rastlinnych bunkach sa fenolické zlu¢eniny nachadzaji vo vakuolach, zatial’ ¢o
enzym polyfenoloxidaza (EC 1.10.3.1, PPO), ktory sa priamo podiela na enzymatickom
hnednuti (Supapvanich et al., 2012), je pritomny v plastidoch. V pripade poskodenia buniek
dochadza ku oxidacii fenolickych zltcenin prostrednictvom PPO. Vznikaja chindny, ktoré sa
d’alej polymerizuja s d’al§imi chinénmi alebo fenolickymi latkami za vzniku hnedych
pigmentov (melaninov) na povrchu potravin (Holderbaum et al., 2010). Enzymatické hnednutie
nie je vnimané iba ako neZiadlica zmena farby, v pripade procesu vyroby kavy, ¢ierneho caju,
¢iernych oliv alebo suSeného ovocia je tito zmena viac nez Ziadand na dosiahnutie
pozadovanych vlastnosti tychto potravin (Friedman, 1996).

Neenzymatické hnednutie je proces, pri ktorom tiez dochadza k zmene pigmentu v jedle
avsak bez ucasti PPO a inych enzymov. Neenzymatické hnednutie zahffia proces karamelizacie
a Maillardovych reakcii. Karamelizacia je proces pyrolyzy sacharidov pri teplotach vyssich ako
100 ° C. Maillardova reakcia je subor chemickych reakcii medzi sacharidmi a aminokyselinami,
ktorymi vznikaju tmavo sfarbené produkty.

V potravindrskom priemysle existuje niekol’ko sposobov ktorymi sa dé& vyhnut
enzymatickému hnednutiu potravin. Mo6ze byt pouzita tepelnd inaktivicia enzymu PPO,
sirovodik popripade kyselina L-askorbova (Friedman, 1996). Sirovodik reaguje s chinénmi
a tvori bezfarebné komplexy. Kyselina L-askorbova redukuje chinony a tvori bezfarebné
dihydroxyfenoly. Pouzitie sirovodiku je vSak spojené s negativnymi nasledkami na l'udské

zdravie, preto je nutné hl'adat’ alternativne prirodné inhibitory PPO.
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Jednym z mnohych testov, ktoré sa pouzivaju na stanovenie inhibicie PPO je pouzitie
jablka. Jablko sa nakrdja na tenké platky a umiestni sa suchy podklad. Pri krajani dochadza
k poruseniu vakuol a plastidov, a nasledne k procesu oxidacie fenolickych zlt¢enin
prostrednictvom PPO (pritomné v plastidoch v jablku). Pri tomto teste sa hned” po prerezani
jablka na reznu plochu aplikuje latka, ktora moze potencionalne pdsobit’ ako inhibitor PPO.
Hodnotenie stupila inhibicie PPO a teda aj hnednutia sa urcuje prostrednictvom tzv. indexu
hnednutia podl'a Buta et al. (1999), kedy: 0- ziadne hnednutie, 1- stopy hnednutia, 2- slabé

hnednutie, 3- mierne hnednutie, 4- tazké hnednutie, 5- vel'mi t'azké hnednutie.
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3 Experimentalna Cast’

3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

V tejto praci boli pouzité vybrané druhy rastlin znazornené v Tabulke 1. Zber
jednotlivych druhov rastlin sa uskuto¢nil v zavislosti na obdobi. Listy cesnaku medvedieho
(Allium ursinum), schizandry ¢inskej (Schisandra chinensis), papavy lekarskej (Taraxacum
officinale) a skorocelu kopijovitého (Plantago lanceolata) boli zberané v mesiaci april. Zber
ostatnych druhov rastlin sa uskuto¢nil v mesiaci september. Plody borievky obycajnej boli
zakupené v obchode. Pri stanoveni inhibicie enzymatického hnednutia boli pouzité plody

jablone domacej (Malus domestica 'Jonagold') p6vodom z Pol’ska.

Tabulka 1 Pouzité rastlinné vzorky a ich konkrétna €ast’ zahrnuté
V experimente

Rastlinna vzorka Pouzita rastlinna cast’
Z13-Eriobotrya japonica list
Z14-Alnus glutinosa list
Z15-Cydonia oblonga list
Z16-Cynara cardunculus var.scolymus list
Z17-Robinia pseudoacacia list
Z18-Pleioblastus vir. Auricoma list
Z19-Cornus mas list
Z20-Hippophae rhamnoides list
Z21-Armoracia rusticana list
Z22-Vicia hirsuta list
Z23-Fragaria vesca list
Z24-Plantago lanceolata list
Z25-Taraxacum officinale list
N1-Allium ursinum list
N3-Actinidia arguta Issai list
N4-Schisandra chinensis list
N5-Persea americana list
N6-Juniperus communis plod
N7-Echinacea purpurea list
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3.1.2 Pristrojové vybavenie

Analyticka vaha , OHAUS PIONEER (Cesk4 republika)

Automatické pipety labopette®, Hirschmann-Laborgerite (Nemecko)
Dusikova odparka TurboVap, Biotage (Svédsko)

Kéavovy mlyncek KM1310S, Tarrington House (Nemecko)

Lyofilizator FreeZone 2,5 Liter, LABCONCO (USA)

Mikrocentrifiga Micro Star 17, VWR International s.r.o. (Ceska republika)
Mikrovinna rara ZMC 19 M, ZANUSSI (Taliansko)

Minitrepacka Vortex V-1 plus,bioSan (Lotyssko)

Multidetekény reader infinite M200 PRO, TECAN (Svajéiarsko)

Oscila¢ny gulovy mlyn MM400, Retsch® & Co. KG (Nemecko)

Susiareti BINDER EED-53, WTC binder (Nemecko)
Termoblok WiseTherm HB-R, Wisd (lrsko)

Ultrazvukova kupel’ Ultrasonic cleaner, VWR International s.r.o. (Ceska republika)

Viackanalova automaticka pipeta Eppendorf Xplorer, Eppendorf (Nemecko)

3.1.3 Chemikalie

Benzoan sodny, Lachema (Brno, Ceska republika)

Bezvody glycerin, Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)
Dihydrogénfosfore¢nan draselny, Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)
Dodekahydrat hydrogénfosfore¢nanu sodného, Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)
Folin-Ciocalteauho ¢inidlo, Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Hydroxid draselny, Lach- Ner s.r.o (Neratovice, Ceska republika)

Chrenova peroxidaza (HRP), Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Kyselina gallova, Lachema (Brno, Ceska republika)

Kyselina L-askorbova, Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Kyselina mrav¢ia, Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Metanol (extrakény), VWR International s.r.o. (St¥ibrna Skalice, Cesko)

Monohydrat 2-(N-morpholino)etansulféonovej kyseliny (MES), Duchefa (Haarlem, Holandsko)
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Mozgovo-srdcové infuzia (Brain Heart Infusion, BHI), Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)
Murashige and Skoog médium (MS médium), Duchefa (Haarlem, Holandsko)

Peroxid vodika, Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Rastlinny agar, Duchefa (Haarlem, Holandsko)

Sachar6za, Penta (Praha, Ceska republika)

Sodna sol’ fluoresceinu, Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)

Uhli¢itan sodny, Lachema (Brno, Ceska republika)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox), Sigma- Aldrich
(Steinheim, Nemecko)

2,2'-Azobis (2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH), Sigma- Aldrich (Steinheim, Nemecko)

3.1.4 ZloZenie roztokov

PBS (fosfatovy) pufor pre metodu ORAC: 10,39 g NaoHPO4 . 12 H20 a 1,15 g KH2PO4 na 0,5
litra destilovanej vody; pH 7,4

Zasobny roztok fluoresceinu (100 uM) pre metédu ORAC: 0,00376 g sodnej soli fluoresceinu
bolo rozpustenych v 100 ml 10% metanolu

Roztok 250nM fluoresceinu pre metddu ORAC: 37,5 ul 100uM zasobného roztoku fluoresceinu
a 15 ml fosfatového pufru

Zasobny roztok Troloxu (500 uM) pre metodu ORAC: v 1 ml metanolu bolo rozpustenych
0,0125g Troloxu a roztok bol doplneny do objemu 100 ml fosfatovym pufrom

Roztok 250 mM AAPH pre metodu ORAC: do 5 ml fostfatového pufru bolo pridanych 0,35 g
AAPH

3.2. Metody prace
3.2.1 Extrakcia rastlinného materialu

Rastlinny materiél (listy) bol rozdeleny do centrifugacnych skiimaviek so skrutkovacim
uzaverom a zmrazeny v -80 °C. Centrifugatné skumavky so skrutkovacim uzaverom
S rastlinnym materidlom boli nasledne umiestnené do lyofilizatoru. Samotna lyofilizacia

prebiehala cez noc. Rastlinny material bol nasledne homogenizovany pomocou kavového
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mlynceka. Z pripraveného zhomogenizovaného materialu boli navazené triplikaty do 1,5 ml
mikroskiimaviek, kazdy s hmotnostou 50 mg. Do kazdej mikroskimavky bola umiestnena
kovova gulicka a 1 ml extrakéného metanolu s 0,1% kyselinou mravéou. Vzorky boli
umiestnené na oscilacny gulovy mlyn na 5 minut pri 27 Hz. Nasledne boli prenesené do
ultrazvukového kupel'a na 10 minat a potom na dobu 10 minut do centrifugy pri 20 000 g.
Supernatant z mikroskimaviek bol nasledne preneseny do novych mikroskimaviek a bol
odpareny v dusikovej odparke po dobu 3 hodin. Po odpareni bolo do kazdej mikroskimavky
pridanych 300 pul destilovanej vody. Mikroskiimavky boli umiestnené na vortex a mieSané po
dobu 2 minut. Nasledne bola kazda mikroskimavka rozdelend na dve s objemom 150 pl kazda

a boli uchované v mraznicke pri -80 °C.

3.2.2 Enzymaticka transformacia pomocou chrenovej peroxidazy

Z kazdej mikroskimavky pripravenej v predchadzajucom postupe bolo odobratych
150 pl extraktu do novych mikroskiimaviek na naslednu enzymatickd transforméciu. K 150 pl
extraktu bolo pridanych 7 ul 0,01 % peroxidu vodika a 10 pl chrenovej peroxidazy (1 mg/ml),
ktora spustala reakciu. Po uplynuti 20 mintt boli vzorky prenesené do termobloku vyhriateho
na 98 °C na zastavenie reakcie. Po 5 minttach boli nasledne vzorky prenesené do mraznicky
a uchované pri -80 °C cez noc. Nésledne boli vzorky odparené na dusikovej odparke
a rozpustené v 150 pl destilovanej vody. Kazda mikroskimavka s enzymaticky

transformovanym extraktom bola oznacena * (napr. Z13%*).

3.2.3 Postup pripravy kultivaéného média

Na pripravu 1 1 kultivacného média bolo navazenych 11 g agaru. K tomuto mnozstvu
bol pridany 1 1 destilovanej vody a nasledne bol roztok zahriaty v autoklave. Do roztoku bolo
nasledne pridanych 2,15 g MS média; 0,5 g MES; 10 g sacharézy. pH roztoku bolo upravené

prostrednictvom hydroxidu draselného na hodnotu 5,8.
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3.2.4 Priprava inokula¢nej zmesi

Z plesiiou napadnutého ovocia (jablko a jahoda) a z agarovych dosiek so semenami
Z paradajok napadnutych plesniou bola pomocou preparacnej ihly a Skrabky odstranena plesen
a prenesend do centrifugacnej skiimavky so skrutkovacim uzaverom. Do centrifugacnej
skimavky bolo nasledne pridanych 15 ml 10% bezvodého glycerinu s BHI (Brain Heart
Infusion). Inokula¢na zmes bola umiestnena na vortex a miesana po dobu 5 minut. Pri riedeni
inokulacnej zmesi bolo pripravenych 6 mikroskiimaviek nato aby sa zistilo vhodné riedenie

pouzité pri konzervacnom teste (Tabulka 2).

Tabulka 2 Postup riedenia inokula¢nej zmesi

Cislo riedenie Objem roztoku [pl]
1. 100 pl zésobného roztoku 900 pl destilovanej vody
2 100 pl roztoku z mikroskimavky ¢.1 900 pl destilovanej vody
3 100 pl roztoku z mikroskimavky ¢.2 900 pl destilovanej vody
4. 316 pl roztoku z mikroskimavky €.3 684 ul destilovanej vody
5 316 pul roztoku z mikroskimavky ¢.4 684 ul destilovanej vody
6 316 pul roztoku z mikroskimavky ¢.5 684 ul destilovanej vody

3.2.5 Aplikacia vzoriek na agar (Konzervacny test)

Do 24- jamkovej dosky bolo nanesenych 300 pl média do kazdej jamky. Médium bolo nechané
stuhnut’. Nasledne bolo do kazdej jamky aplikovanych 30 pl ¢istého extraktu alebo enzymaticky
transformovaného extraktu. Ako kontrola bol do niektorych jamiek aplikovany benzoan sodny
(0,1; 0,5; 1; 5 a 10 % ) namiesto extraktov. Nasledne bolo do kazdej jamky nanesenych 30 ul
inokula¢nej zmesi. 24- jamkové dosky boli uzavreté tesniacou foliou a umiestnené do suSiarne
pri teplote 30 °C. Kazda vzorka (aj kontrola) bola do 24-jamkovej dosky vzdy nanasana v dvoch

opakovaniach.
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3.2.6 Postup pri stanoveni celkového obsahu fenolickych latok (TPC)

Vzorky extraktov boli nariedené podla Tabulky 3. Nasledne bolo do novych
mikroskumaviek prenesenych 30 ul nariedenej vzorky a 470 ul destilovanej vody. Dalej bolo
pridanych 50 pl Folin- Ciocalteu ¢inidla. Vzorky boli umiestnené na Vortex a miesané po dobu
2 minat. Nasledne bolo do kazdej mikroskiimavky pridanych 950 pl uhli¢itanu sodného

a mikroskumavky boli inkubované pri laboratornej teplote po dobu 30 minut.

Tabul’ka 3 Sposob riedenia jednotlivych extraktov pre metodu TPC

Cisty/enzymaticky
transformovany riedenie extraktu
extrakt
Z13 10
Z15 10
Z18 1
Z19 10
Z23 10
Z25 10
N1 1
N3 10
Z13* 10
Z15* 10
Z18* 10
Z19* 10
Z23* 10
Z25* 10
N1* 1
N3* 10

Zaroven bola pripravena kalibratna rada Standardného roztoku kyseliny gallovej. Do
7 mikroskimaviek bolo pridanych 0, 5, 10, 30, 100, 300 a 500 pul 0,01 % kyseliny gallovej
(10 mg do 100 ml H20) a nasledne bol objem doplneny do 500 pul destilovanou vodou. Nasledne
bolo pridané Folin- Ciocalteu ¢inidlo a uhli¢itan sodny ako pri vzorkach s extraktom. 150 pl zo
vSetkych vzoriek bolo nasledne po 30 mintutovej inkubacii prenesenych pomocou viackanalovej
pipety do mikrotitracnej dosky. Modré zafarbenie vzniknutého polymérneho komplexu bolo

merané spektrofotometricky pri vinovej dizke 750 nm. Z vysledkov 3tandardného roztoku
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kyseliny gallovej bola urobend kalibra¢na krivka, ktora sluzila na vypocet obsahu celkovych
fenolickych latok. Vysledna hodnota TPC bola nasledne uvedena v ekvivalentoch kyseliny
gallovej (GAE- Gallic Acid Equivalents).

3.2.7 Postup pri merani antioxida¢nej kapacity (ORAC)

Vzorky extraktov boli nariedené podla Tabulky 3. Do prvého a posledného stipca
mikrotitracnej dosky bolo nanesenych 25 pl Standardného roztoku Troloxu (vid’. Tabulka 4).
Do prvého riadku bolo nanesenych 25 ul fosfatového pufru (blank). Do ostatnych jamiek bolo
nanesenych 25 pl nariedenych extraktov v dvoch opakovaniach (vid’. Tabul'ka 4). Nésledne bolo
pomocou viackandlovej pipety do celej mikrotitratnej dosky nanesenych 150 pl roztoku
fluorescenénej proby- fluoresceinu. Nasledne bol pripraveny roztok AAPH a bol nechany na
inkubéciu po dobu 30 minut na 37 °C. Do kazdej jamky bolo po inkubdcii prenesenych 25 ul
AAPH a na multidetek¢nom readery bola merana intenzita fluorescencie v zavislosti na Case.

Celé meranie trvalo 60 min a prebiehalo pri 30 cykloch pri rozmedzi teplot 38 - 42 °C.

Tabul’ka 4 Spdsob pripravy koncentracnej rady Troloxu

Koncentracia Trolox Objem zasobného roztoku Objem fosfatového pufru
[nM] Trolox [pl] [ml]
250 500 500
100 200 800
50 100 900
25 50 950
12,5 25 975
5 10 990
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Tabul’ka 5 Sposob riedenia jednotlivych extraktov pre metodu ORAC

CISty/enZyn,latICky riedenie extraktu
transformovany extrakt

Z13 3000
Z15 3000
Z18 500
Z19 2000
Z23 3000
Z25 2000

N1 500

N3 2000
Z13* 3000
Z15* 3000
Z18* 100
Z19* 2000
723* 3000
Z25*% 1000
N1* 50
N3* 1000

3.2.8 Meranie absorbancie vzoriek vo viditel’nej oblasti svetla (VIS)

Pri merani absorbancie vzoriek vo viditelI'nej oblasti svetla (400- 700 nm) boli premerané
ako Cisté rastlinné extrakty tak aj enzymaticky transformované rastlinné extrakty. Do 96-
jamkovej dosky bolo nanesenych 100 pl kazdej vzorky a nasledne bola odmerana absorbancia

na multidetekénom readery infinite M200 PRO.

3.2.9 Stanovenie inhibicie enzymatického hnednutia jablka

Pri stanovovani inhibicie enzymatického hnednutia boli jablka nakrijané na tenké
platky. Nasledne bolo na kazdy platok nanesenych 15 pl €istého extraktu a 15 ul enzymaticky
transformovaného extraktu. Ako kontrola bola na jeden platok jablka nanesena kyselina
L- askorbova (30, 20, 10 % ). Na vyhodnotenie stupiia PPO bol pouzity tzv. index hnednutia
podla Buta et al. (1999), kedy: 0- ziadne hnednutie, 1- stopy hnednutia, 2- slabé hnednutie,

3- mierne hnednutie, 4- tazké hnednutie, 5- vel'mi tazké hnednutie.
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3.3 Vysledky

3.3.1 Konzervacny test

Na spravne nastavenie konzervaného testu bola najskor otestovand ucinnost

inokula¢nej zmesi. Ako vhodné riedenie bolo urcené riedenie ¢.4 (Obrazok 18).

Obrazok 18 Stanovenie vhodného riedenia inokula¢nej zmesi. V prvom az

trefom stipci bolo inokulum riedené desatkrat. V tvrtom az Siestom stipci bolo

inokulum riedené trikrat.

24- jamkové dosky boli inkubované po dobu 3 dni. Nasledne boli vysledky porovnané
s ucinnostou benzoanu sodného. Pri konzervacnom teste bolo pouzitych pat koncentracii
benzoanu sodného (0,1; 0,5; 1; 5a 10 % ), ktory bol do jamiek aplikovany ako kontrola namiesto
extraktov. Najvacsia u¢innost’ inhibicie rastu plesni a baktérii bola preukazana u 10% benzoanu
benzoanu sodného.

Uz po druhom dni inkubéacie bolo viditeI'né zakalenie ako Cistych tak aj enzymaticky
transformovanych extraktov. V treti den bolo médium uplne zakalené, co je znadmkou

mikrobialneho rastu. Na okrajoch jamiek sa bola pritomna vacsia vrstva plesne, ktora mala biele
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ale aj zelené zafarbenie. Na dne niektorych jamiek bolo pritomné jasne Cervené zafarbenie
(Obrazok 19).
Ziaden z ¢istych ale ani enzymaticky transformovanych extraktov nevykazoval

antibakteridlnu a ani anifungicidnu aktivitu. Extrakty neboli aktivnejSie ako 1% benzoan sodny.

Obrazok 19 Konzervacny test. 24- jamkova doska s jednotlivymi
extraktmi (2. defl inkubécie). Konzervacny test jednotlivych extraktov

bol prevedeny v dvoch opakovaniach.
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Obrazok 20 Konzervacny test. 24- jamkova doska

S jednotlivymi extraktmi a kontrolou (3. deni inkubécie). X =
prazdne jamky, H2.0= aplikovana voda namiesto extraktu, K=
¢ista inokula¢na zmes, 0,1%- 10%= koncentracia pouzitého

benzoanu sodného.

3.3.2 Meranie absorbancie vzoriek vo viditel’nej oblasti svetla (VIS)

Od hodnét absorbancii jednotlivych extraktov bola odpocitana hodnota pozadia.
Nasledne boli hodnoty Cistych extraktov dané do pomeru s enzymaticky transformovanymi

extraktmi. Hodnoty boli zlogaritmovan¢ a bola vytvorena heatmapa (vid’. Tabulka 6).
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U enzymaticky transformovanych extraktov doslo k narastu absorbancie po
1- elektronovej oxidacii. Pri enzymatickej transformacii dochadza k tvorbe dimérov
a polymérov, ktoré maji konjugovany systém vizieb a preto sa extrakty javili ako farbenejsie
(Obrazok 21). Zmena farby extraktov po enzymatickej transformacii bola vyrazna u Arti¢oku
zahradného (Z16), u Duly podlhovastej (Z15), u Mispule japonskej (Z13) a u Papavy lekarske;j
(Z25). K najmensej zmene farby doslo u Schizandry ¢inskej (N4) a u Chrenu dedinského (Z21).

Tabulka 6 Zmeny absorbancie extraktov po 1- elektronovej oxidacii zobrazené
prostrednictvom heatmapy. A¢= absorbancia enzymaticky transformovanych extraktov,

Ao = absorbancia Cistych extraktov

Vinova dizka [nm]

Cisty/enzymaticky transformovany extrakt olololololo

2|8/8|2|2(3|5
713 ;lszo;[rya japonica 0.7l g? |
hus glutinosa t

Z15 Cydonia oblonga

Z16 Cynara cardunculus var.scolymus
Z17 Robinia pseudoacacia

Z18 Pleioblastus vir.Auricoma

Z19 Cornus mas

Z20 Hippophae rhamnoides

Z21 Armoracia rusticana -

Z22 Vicia hirsuta

Z23 Fragaria vesca

Z24 Plantago lanceolata

Z25 Taraxacum officinale

N1 Allium ursinum

N3 Actinidia arguta Issai

N4 Schisandra chinensis

N5 Persea americana

N6 Juniperus communis -0,7 log 4

N7 Echinacea purpurea ' A

400
430
460
700
730
760
790
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Obrazok 21 Farebna zmena vybranych Cistych extraktov v hornej rade a enzymaticky

transformovanych extraktov v dolnej rade.

3.3.3 Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok (TPC)

Pomocou metody stanovenia celkového obsahu fenolickych latok (TPC) bolo
premeranych 16 vybranych vzoriek. Meranie absorbancie bolo prevedené v troch opakovaniach
a hodnoty boli nasledne spriemerované. Z rovnice kalibracnej krivky kyseliny gallovej boli
vypocitané vysledné hodnoty vyjadrené v pg kyseliny gallovej na 0,050 g suchych
zhomogenizovanych vzoriek (DW).

Vysledné hodnoty st uvedené v Tabul'ke 5 a porovnanie jednotlivych Cistych extraktov
a enzymaticky transformovanych extraktov je uvedené v Grafe 2. Z Grafu 2 je zjavné, ze
najvyssia hodnota celkového obsahu fenolickych latok v pripade Cistého extraktu je u Drienky
v pripade Bambusu zakrslého Auricomus (Z18). Najvyssi celkovy obsah fenolickych latok
U enzymaticky transformovanych extraktov je u Drienky obycajnej (Z19*). Najnizsi celkovy
obsah fenolickych latok u enzymaticky transformovanych extraktov je u Cesnaku medvedieho
(N1%*).
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U vsetkych enzymaticky transformovanych extraktov doslo k poklesu celkového obsahu

fenolickych latok.

Graf 1 Kalibra¢na krivka kyseliny gallovej. Zavislost’ absorbancie na
hmotnosti kyseliny gallovej v jamke.

Kalibra¢na krivka kyseliny gallove;j

2,5

2
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21,5
5+
2
2
2 1
< y =0,2784x + 0,0472

0,5 R? =0,9997
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Hmotnost’ kyseliny gallovej na jamku [ug]

Tabulka 7 Hodnoty stanovenia celkového obsahu fenolickych latok vo vybranych vzorkach

Rastlinna vzorka Oznacenie rastlinnej vzorky TPC [ng GAE/g DW]
Eriobotrya japonica Z13 42643.7
Z13* 30555.6
. Z15 47957.4
Cydonia oblonga 215 38091
Pleioblastus Z18 3155.9
vir.Auricoma Z18* 2368.3
Cornus mas Z19 96072.8
Z19* 73575.2
Fragaria vesca z23 48778.7
Z23* 40732.8
Taraxacum officinale £25 13891.3
Z25* 11283.5
Allium ursinum N1 3685.8
N1* 1673.9
Actinidia arguta Issai N3 90373.6
N3* 10993.8
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Graf 2 Zmena celkového obsahu fenolickych latok. Modra farba znazornuje celkovy
obsah fenolickych latok v pripade Cistych rastlinnych extraktov a Cervena farba

znazoriuje celkovy obsah fenolickych latok po enzymatickej transformaécii extraktov.

Zmena celkového obsahu fenolickych latok
100000
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60000
50000
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0 T | II | II
713 715 718 719 723 725 N1

N3

TPC [ug GAE/g DW]

Rastlinné vzorky

m Cisty rastlinny extrakt M Enzymaticky transformovany rastlinny extrakt

3.3.4 Stanovenie celkovej antioxida¢nej kapacity (ORAC)

Pomocou metddy stanovenia celkovej antioxidacnej kapacity bolo premeranych
16 vybranych vzoriek. Antioxidanty obsiahnuté v jednotlivych vzorkach vychytavali
peroxylové radikaly generované roztokom AAPH. Vysledky vyjadrené ako ekvivalenty umol
Troloxu na pmol vzorky sa zakladajii na oblasti pod krivkou fluorescenéného rozpadu v Case
(AUC- Area Under the Curve) a na Cistej oblasti (NAUC) vypocitanej v pribliznych hodnotach
podl'a rovnic I a Il (Bicas et al., 2011).
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AUC =1+ z?ﬁl% 0)
0

Kde fo predstavuje hodnotu pociato¢nej fluorescencie v ¢ase t = 0 a fi je hodnota fluorescencie

ziskana pri ¢ase t =i (min).
NAUC = AUCyzorka — AUCpiank (1)

NAUC bola vynesend proti koncentracii vzorky a vysledky boli porovnané so krivkou
Standardného roztoku Troloxu (NAUC ku koncentracii Troloxu), ktora je uvedena v Grafe 3.
Rovnocennost’ Troloxu bola dan4 uhlovym koeficientom koncentracie krivky Trolox (uM) v
porovnani s koncentraciou vzorky (uM) (Bicas et al., 2011). Vsetky testy sa uskutocnili v
Siestich nezavislych opakovaniach. Vysledné hodnoty celkovej antioxidacnej kapacity st
uvedené v Tabulke 6. Graf 4 popisuje antioxida¢nu kapacitu u vzoriek Cistych extraktov

a U enzymaticky transformovanych extraktov. NajvyS$iu hodnotu antioxidacnej kapacity

vwe

v

hodnotu ma Cesnak medvedi (N1%).
U vSetkych extraktov, okrem Jahody obycajnej (Z223), doslo k poklesu antioxidacnej
kapacity po prebehnutej enzymatickej reakcii.
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Graf 3 Kalibra¢na krivka Trolox. Zavislost’ priemernej hodnoty Cistej plochy
pod krivkou (NAUC- Net Area Under Curve) na koncentracii Trolox.

Kalibra¢na krivka Trolox
16
14 -
12 4
S
3 10 +
pr
5 8 y = -0,0006x2 + 0,1933x + 1,6945
g 6 - R?=0,9975
j -
o
4 -
2 -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Koncentracia Trolox [pM]

Tabul’ka 8 Hodnoty stanovenia antioxida¢nej kapacity vo vybranych vzorkach

Rastlinna vzorka Oznacenie rastlinnej vzorky = ORAC [umoITE/g DW]
Eriobotrya japonica Z13 645.9
yajap 713* 541.9
] Z15 806.3
Cydonia oblonga 715% 693.0
] ) ) Z18 83.0
Pleioblastus vir.Auricoma 71g* o5
Cornus mas Z19 408.8
Z19* 342.9
Fragaria vesca 223 610.9
g 723* 692.3
Taraxacum officinale 225 262.5
Z25* 258.3
Allium ursinum N1 4.7
N1* 28.5
e . N3 257.2
Actinidia arguta Issai N3* 100 4
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Graf 4 Zmena antioxidacnej kapacity vzoriek. Modra farba znazornuje
antioxida¢nt kapacitu v pripade Cistych rastlinnych extraktov a cervena farba

znazoriuje antioxidacnu kapacitu po enzymatickej transformécii extraktov.
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3.3.5 Korelacia metody TPC a ORAC

Ked'ze metdda TPC je dobre korelovana aj s ostatnymi testami vhodnymi na stanovenie
antioxidacnej kapacity ako napriklad ORAC, tak bol zostaveny Graf 5 znazorfiujucu korelaciu
tychto dvoch metdd. Pri zostavovani grafu boli vylticené 3 odlahlé body (Z19*, N3, Z19), ktoré
boli pravdepodobne sposobené nepresnym meranim. Z grafu je zna¢né, ze metéda ORAC a TPC

su medzi sebou dobre korelované.
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Graf 5 Korelacia metod TPC a ORAC
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3.3.6 Stanovenie inhibicie enzymatického hnednutia jablka

Obrazok 22 Kontrola inhibicie hnednutia - kyselina L-askorbova . Prva zvyraznena
oblast’ zodpoveda aplikacii kyseliny L-askorbovej o koncentracii 300 mg/ml. Druha
zvyraznena oblast’ odpovedd koncentracii 200 mg/ml a tretia zvyraznena oblast’

odpoveda koncentracii 100 mg/ml kyseliny L-askorbovej.
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Obrazok 23 Inhibicia hnednutia- Driet obyc€ajny (Z19). Oblast’ ¢. 1
odpovedd aplikacii cistého extraktu. Oblast’ ¢. 2 odpovedd aplikdcii

enzymaticky transformovaného extraktu.

Obrazok 24 Inhibicia hnednutia- Ptpava lekarska (Z25). Oblast’ ¢. 1

odpoveda aplikacii cistého extraktu. Oblast’ ¢. 2 odpoveda aplikécii

enzymaticky transformovaného extraktu.

Vysledky boli vztiahnuté k indexu hnednutia podl'a Buta et al. (1999), kedy: 0- ziadne
hnednutie, 1- stopy hnednutia, 2- slabé hnednutie, 3- mierne hnednutie, 4- tazké hnednutie,
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5- velmi tazké hnednutie. Vysledky hnednutia jablka po aplikacii vybranych extraktov su
znézornené v Tabulke 7.

Najniz$i index hnednutia z vybranych ¢istych extraktov mal Drien oby¢ajny (Z19) a najvyssi
index hnednutia mala Mispul’a japonska (Z13), Dula podlhovasta (Z15), Cesnak medvedi (N1)
a Aktinidia vyznac¢na Issai (N3). Najniz$i index hnednutia z vybranych enzymaticky
transformovanych extraktov mal Drienl obycajny (Z19%*), Pupava lekarska (Z25*) a najvyssi
index hnednutia mala Mispula japonska (Z13*), Dula podlhovasta (Z15%*), Cesnak medvedi
(N1*) a Aktinidia vyznacna Issai (N3%).

Tabulka 9 Indexy hnednutia jablka po aplikacii

vybranych extraktov.

Oznacenie
rastlinnej
vzorky

Index hnednutia

5
z13 | - | - - -] -]+
zizx | - [ - [ - -1-1+
+
+

715 - - -
Z15* - - -
Z18 N
Z18* B
Z19 B
ziox [+ [ - | - -1-71-
723 - |-
Z23* B
725 e

z25* |+ | - [ - -1+
N1 - -
N1* - - -+
N3 - -
N3* - -

+ |1

+

+

3.4 Diskusia

V prve] Casti bakalarskej prace bola Studovana konzervacna aktivita cistych

a enzymaticky transformovanych extraktov. Po 3 ditovej inkubacii 24- jamkovych dosiek nebola
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viditel'na u Zziadneho z extraktov inhibicia rastu plesni a baktérii. V pripade komer¢ne
pouzivaného benzoanu sodného bolo ocakavané, ze bude mozné pozorovat inhibiciu
mikrobidlneho rastu v zavislosti na pouzitej koncentracii (Lennerz et al., 2015). Tento
predpoklad bol aj potvrdeny ked’ze bolo mozné dobre rozoznat’ ¢i i§lo o 0,1% koncentraciu, pri
ktorej nedoslo k vyraznej inhibicii mikrobidlneho rastu alebo ¢i iSlo o 1% koncentraciu, ktora
inhibovala mikrobialny rast pomerne dobre. V pripade 10% koncentracie doslo k tplnej inhibicii
mikrobidlneho rastu. Zo zaciatku (2. den inkubdcie) bolo mozné v jamkach pozorovat’ zakal,
ktory mohol byt sposobeny pritomnostou baktérii v médiu. V 3.deit inkubacie na povrchu
jamiek doslo k rastu bieleho, zltého a zeleného povlaku. Niekedy sa objavili vSetky tri typy
povlakov naraz, niekedy bol v jamke pritomny iba 1 druh. P6vodcom tohto povlaku mohli byt
plesne rodu Aspergillus, ktoré ¢asto napadaju zle uskladnené alebo nahnité potraviny (Bhosale
et al., 1999). To, ze bolo médium viditeI'ne napadnuté¢ viacerymi druhmi mikroorganizmov
spdsobilo to, ze test bol nedostatocne citlivy a teda ak by aj boli vzorky uc¢inné voci niektorému
konkrétnemu druhu mikroorganizmov tak by to nebolo mozné rozliSit. NavySe extrakty
neobsahovali len samotnu U¢innu (antimikrobialnu) latku ale aj zmes cukrov, aminokyselin
a inych zloziek, ktoré tieZz mohli podporovat’ rast mikroorganizmov. Zaroveil pripadna
antimikrobidlna latka, ktora sa v extraktoch mohla nachiadzat tam vSak nemusela byt
v dostato¢nom mnozstve (koncentracii) na to, aby doslo k inhibicii mikrobialneho rastu.

Pri merani absorbancie vzoriek vo viditeI'nej oblasti svetla v pripade niektorych vzoriek
doslo po enzymatickej transformacii k nérastu absorbancie, to znamena, Ze intenzita zafarbenia
extraktov sa zvysila. I8lo konkrétne o extrakty Arti¢oku zahradného (Z16), Duly podlhovastej
(Z15), Mispule japonskej (Z13) a Pupavy lekarskej (Z25). Vplyvom prebehnutej 1- elektronovej
oxidacie doslo k tvorbe dimérov a polymérov, ktoré maju konjugovany systém vizieb, ktory je
zdrojom zmeny farby.

Najvyssia hodnota celkového obsahu fenolickych latok, konkrétne 96073 pg GAE/g
DW, bola zistena v pripade Cistého extraktu Drienky obycajnej (Z19). Podobne vysoka hodnota
bola namerand aj v skor publikovanej Studii zaoberajicej sa meranim Celkového obsahu
fenolickych latok TPC (Cai et al., 2004). NajnizSia hodnota celkového obsahu fenolickych latok
bola u Bambusu zakrslého Auricomus (Z18). Takto nizka hodnota nemusela byt spdsobend len
slabou antioxida¢nou aktivitou, ale aj pritomnost'ou antioxidantov inej ako fenolickej povahy.

Pri porovnani s metédou ORAC, pomocou ktorej sa merala aj antioxidacnd kapacita
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nefenolickych antioxidantov, vysla tiez nizka hodnota antioxidacnej kapacity, pretoze tento
extrakt neobsahoval antioxidanty fenolickej ale ani nefenolickej povahy. Pri porovnani
s vysledkami vyskumov zist'ujucich celkovy obsah fenolickych latok TPC u bambusu (Nirmala
at al., 2014) doslo v mojom pripade k ziskaniu dvojnasobne nizSich hodnét celkového obsahu
fenolickych latok. Mohlo to byt sposobené tym, Ze pri spominanom vyskume boli pouzité
priamo vyhonky bambusu, zatial’ ¢o v mojom pripade boli pouzité iba listy rastliny pestovanej
pri miestnych podmienkach. V pripade vzoriek enzymaticky transformovanych extraktov bolo
znacné, ze doslo k poklesu celkového obsahu fenolickych latok a tym padom k poklesu
antioxidantov vo vsetkych vzorkach. Doslo k tomu v désledku prebehnutej 1-elektronove;j
oxidacie.

Najvyssia hodnota antioxida¢nej kapacity meranej metdédou ORAC v pripade Cistych
extraktov bola zistena v extrakte Duly podlhovastej (Z15). Vysoka hodnota ORAC bola v stilade
s vysokym podielom derivatov kyseliny Skoricovej (p-kumarin, kyselina kavova), ktoré st
zodpovedné za jej dobri antioxida¢nu aktivitu (Silva et al., 2004). Najniz$ia hodnota
antioxidacnej kapacity ORAC v pripade Cistych extraktov bola u Cesnaku medvedieho (N1) ¢o
odpovedalo hodnotam ziskanym v préaci (Mihaylova et al., 2014). V préci, ktord sa venovala
porovnaniu antioxidacnej kapacity u Cesnaku medvedieho v réznych obdobiach zberu
(Lachowicz et al., 2017) bolo zistené, Ze sa antioxidacna kapacita pri zbere v neskorSich
mesiacoch (jun) zvySovala, zatial ¢o v mesiaci marec mala porovnate'ne nizSie vysledné
hodnoty. Rozdielnou dobou zberu rastlin je teda mozné vysvetlit' pripadné odchylky medzi
publikovanymi vysledkami. Po enzymatickej transformacii ¢istych extraktov doslo k poklesu
antioxidacnej aktivity u 7 vzoriek. Vynimku tvoril enzymaticky transformovany extrakt
Jahody obycajnej (Z23%*), u ktorého k poklesu antioxidacnej kapacity vplyvom prebehnutej
1- elektronovej oxidacie nedoslo. To, ze v pripade extraktu Z23 k poklesu nedoslo mohlo byt’
sposobené tym, Ze tento extrakt obsahoval antioxidanty inej ako fenolickej povahy, ktoré uz
neboli vhodnymi substratmi chrenovej peroxidazy pouzitej pri 1-elektronovej oxidacii.

Pri metode TPC bolo pouzité¢ Folin-Ciocalteu Cinidlo, ktoré nereagovalo Specificky
s fenolickymi latkami ale hlavne s redukujucimi molekulami (kyselina L-askorbova)
nachadzajicimi sa vo vzorkdch. Preto vysledky tohto testu vyjadrovali skér samotnu

antioxida¢nu kapacitu. Kvoli tomu bol tento test dobre korelovany s metodou ORAC (Graf 5),
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pri ktorej antioxidanty obsiahnuté v jednotlivych vzorkach vychytavali peroxylové radikaly
generované roztokom AAPH.

Stanovenie enzymatického hnednutia jablka bolo zaloZené na urceni indexu hnednutia
podla Buta et al (1999). Cim bol index hnednutia niZ$i, tym ué¢innejsie extrakt posobil proti
hnednutiu jablka. Najnizsi index hnednutia z vybranych ¢istych extraktov mal Drien obyc¢ajny
(Z219). Extrakt Z19 zaroven vykazoval pomerne vysoku antioxidacnti kapacitu pri metédach
TPC a ORAC, ¢o bolo podporené aj vysledkami autorov (Cai et al., 2004). Prave s tym by mohlo
stvisiet’ aj to, ze mal najnizsi index hnednutia. Najniz§i index hnednutia v pripade enzymaticky
transformovanych extraktov mal opédt Drien obyc¢ajny (Z19). Porovnanim Ccistych
a enzymaticky transformovanych extraktov bolo zistené, ze sa ich u¢innost’ lisila iba o jeden
index hnednutia alebo sa nelisila vobec. Preto nebola zistend priama suvislost’ medzi inhibiciou
hnednutia pouzitim Cistych extraktov a pouzitim extraktov, u ktorych prebehla 1-elektronova

oxidacia.

3.5 Zaver

PredloZena bakaladrska praca bola predovSetkym zamerana na 1-elektronova oxidaciu
rastlinnych metabolitov s cielom zistit’, ¢i pouzitim tohto postupu doéjde k vylepSeniu vlastnosti
jednotlivych extraktov, ktoré by moli byt nasledne vyuZzité v potravindrskom priemysle.
Potencial cistych extraktov a enzymaticky transformovanych extraktov bol premerany
prostrednictvom dvoch metdd sluZiacich na meranie antioxidacnej aktivity a to metédy TPC
a ORAC. Nasledne bol overovany konzervacny ucinok extraktov. Bola zaroven premerana
zmena absorbancie vo VIS po prebehnutej enzymatickej transformacii. V neposlednom rade bol
overeny ucinok extraktov na inhibiciu enzymatického hnednutia jablka.

Pri konzervacnom teste sa nepreukdzala UCinnost’ Cistych ani enzymaticky
transformovanych extraktov pri prevencii mikrobidlneho rastu. ViditeIny u¢inok bolo mozné
pozorovat’ iba v pripade benzoanu sodného, ktory sa pouziva ako konzerva¢na (antimikrobidlna)
latka v potravinarskom priemysle. V budicnosti by bolo mozné este optimalizovat’ tento
konzervacny test prostrednictvom pouzitia napriklad konkrétnych kmenov baktérii za ucelom
zvysenia jeho citlivosti.

V pripade merania zmeny absorbancie vzoriek po enzymatickej transformécii bola

u niektorych vzoriek zaznamenana zmena farby po 1-elektronovej oxidacii. Pri tomto procese
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vznikali diméry a polyméry s konjugovanym systémom vizieb ¢o sa prejavilo zmenou farby
extraktov. Najvacsie zmeny farby boli zaznamenané u enzymaticky transformovanych
extraktov z listov Arti¢oku zahradného (Z16), Duly podlhovastej (Z15), MiSpule japonskej
(Z13) a Pupavy lekarskej (Z25). Zistilo sa, Ze tieto 4 extrakty maji potencial byt pouzité
Vv potravinarskom priemysle ako nahrady za synteticky pouzivané farbiva.

Pouzitim metéd TPC a ORAC na zistenie antioxidacnej aktivity bolo zistené, ze su
medzi sebou silno korelované. U enzymaticky transformovanych extraktov doslo k poklesu
antioxidacnej aktivity v dosledku prebehnutej 1-elektronovej oxidacie. Napriek tomu, dva Cisté
extrakty mali pomerne vysoku antioxida¢nu aktivitu. I§lo o Drienn obyc¢ajny (Z19) a Dulu
podlhovastu (Z15), ktoré by mohli byt potencionalne pridavané do potravin ako prirodné
antioxidanty.

Stanovenie enzymatického hnednutia jablka bolo zaloZené na ur¢eni indexu hnednutia.
So znizujucim sa indexom hnednutia bola preukazana lepsia ucinnost’ extraktu na enzymaticky
sposobené hnednutie. Najnizsi index hnednutia mal Drien oby¢ajny (Z19) ako u enzymaticky
transformovaného tak aj u Ccistého extraktu. Nebola zistend priama savislost medzi
1- elektronovou oxidaciou extraktov a zlepSenim inhibicie hnednutia prostrednictvom
znizovania indexu hnednutia. Rastlinny extrakt Z19 by bolo mozné pouzit’ pri spracovavani
Cerstvého ovocia a zeleniny. Mohol by byt’ napriklad priddvany priamo do Cerstvych Salatov
aby sa predislo alebo aby sa zredukovalo ich hnednutie.

V stcasnosti v potravinarskom priemysle rastie dopyt po prirodnych latkach, ktoré by
ponukali vlastnosti vyhodné pre komeréné vyuzitie. V tejto praci bolo zistené, Ze vplyvom
1- elektronovej oxidacie doslo k zmene farby extraktov a teda k vylepseniu tejto vlastnosti oproti
povodnym cCistym extraktom u Articoku zahradného, Duly podlhovastej, Mispule japonskej
a Pupavy lekarskej. Preto by tieto latky mohli byt potenciondlne pridavané do potravin za
Gielom zmeny farby ako prirodné farbiva. Dalej bolo zistené, ze Driefi oby¢ajny a Dula
podlhovasta (Cisté extrakty) mali vysokt antioxidacnt aktivitu a teda by mohli byt zdrojom
prirodnych antioxidantov priddvanych do potravin. V neposlednom rade bola ukazana aj aktivita
Drienky obyc¢ajnej (enzymaticky transformovany ale aj cCisty extrakt), ktord inhibovala
enzymatické hnednutie jablka a teda by mohla byt priddvana napriklad k ¢erstvo pripravenym

Salatom za ucelom inhibicie ich hnednutia.
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