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Rostlinné antioxidanty jako alternativa pro prodlouzeni
trvanlivosti masnych vyrobki

Souhrn

Diplomova prace pojednava o oxidacnich procesech probihajicich v potravinach se
zamé&fenim na masné vyrobky. Dale pak o nasledném mozném vyziti rostlinnych aditiv, které
omezuji oxidaci lipidid a zplisoby stanoveni antioxidacni aktivity.

V praktické ¢asti byla sledovana antioxidacni aktivita extraktu ze zeleného Caje se
60% zastoupenim katechinu v pastice. Potvrzeni antioxidaéni aktivity bylo provedeno in vitro
DPPH testem. Testovany extrakt vykazoval podobnou antioxidaéni aktivitu jako srovnavaci
antioxidant trolox.

Na zékladé poznatkli z odborné literatury byla latka aplikovana v koncentracich 100,
200 a 500 mg/kg do vyrobené pastiky. Pastika byla skladovéna v temnu za chladirenskych
teplot. V prubéhu skladovani pastika oxidovala a dochazelo k tvorbé oxida¢nich produkti.

Poté byla sledovana oxidace pastiky pomoci stanoveni hodnoty TBA v pritbéhu skladovani.

Kli¢ova slova: antioxidacni aktivita, masné vyrobky, rostlinné antioxidanty, volné radikaly,

potravinova aditiva



Plant antioxidants as an alternative to prolong the shelf life
of meats products

Summary

This graduation thesis is about oxidation processes in food with focus on meat
products. Than it deals about future possible using of plant supplements witch reduce
oxidation of lipids and ways of antioxidant activity.

In the practice part an antioxidant activity of green tea with 60 % representation of
catechins in pate was watched. The confirmation of antioxidant activity was made in vitro by
DPPPH test. The tested extract had similar antioxidant activity as compared antioxidant
trolox.

Based on knowledge from professional literature was the extract applicate in
concentration 100, 200 and 500 mg/kg into made pate. The pate was stored in dark and cold
temperature. During this storing the pate oxidized and oxidation products were created. Than
the oxidation of pate with determination of TBA value during store was watched.

Keywords: antioxidant activity, meat products, plant antioxidants, free radicals, food aditives



(A 61 Y TR 8
2 CHLPIACE ... 9
3 LIerarni FeSerSe ..........cooiiiiiiiiiiiii i 10
3.1  Skladovani a trvanlivost potravin...............cccccoceeiiiii i 10
3.2 OXIAACE.....eciiiiieieci it 10
321 AULOOXIAACE ......cviueiiiiiiieiec e 11
3.22  ZIUKNUH TUKEL.eooivireiierreiesiieeeieseseesess s 11
3221  ZIuknuti hydrolytické ......coceveeveeveerereerescieseeeeeeseesee e, 11
3.22.2  ZIUKNUH OXIdAEN....vvouereereriireiieceieeiseeise s 12
3.22.3  ZIUKNUH KEIONOVE ....oouoveruriireiesceiieniisesisesie s 12
3.2.2.4 CRUTOVA TEVEIZE ...ttt 12

3.3 Metody KONzZervace POLFraVin..........cccceeveieeieeie et 12
3.3.1  Sterilace fyzikalnimi metodami.........ccoceviiiiiiiiiiiiii s 13
3.3.2  ChemoOSterilace. ........cccoeiiiiiiiiiici s 14
3.3.3  Fyzikaln¢ chemickd konzervace potravin..........cccecvveeiiniinieeniniineennns 14
3.3.4  Konzervace potravin chemickou Upravou .........c.ccecvveeiiniiniinniciiieenns 15
3.3.5  Konzervace pomoci biologickych zasahtl............ccccooiriiiiiiiiniiiiinn, 15

34 AntioXidacni JAtKY ..o 15
3.4.1  Vliv antioxidanti na lidské zdravi............ccoceveiiiiiiiciicec e 16
34.11 Endogenni antioXidanty ............cccoooiiiiieniienc i 16
3.4.1.2 ANtioX1datni ENZYMY.....cccviiiviiiieriieee e 17

3.5 VoIné radikaly .........cccooiiiiiiiiii 18
3.5.1  Konventni antioXidanty .........cccocvererirerieniniieniesieeie e 20
3.5.2  Rostlinng antioXidanty ...........ccorveeiiiiiiiiienieie e 23



3521  Cajove KAteChINY ....ccevevveeiiceeiceceeeeee ettt 24

3.5.3  Metody stanoveni antioxidacni aktivity......ccccevvriiiieeiiiiinniiie e 27
3.5.3.1 Metody zalozené na eliminaci radikall..........ccoeevvveiiiiiiiiiiiiec, 27
3.5.3.2 Metody zalozené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek ............... 29

4 Material @ MetOAY ..........ccceoiiiiiiiiiii i 31
4.1  POUZIté PFISEIOJE ......ocveiiiiiiiiciicee e 31
4.2  PouZité chemiKalie................ccooooiiiiiiiiiii 31
A3 DPPH .. 31
4.4  Priprava vzorkil pastiKy .............cccoooiiiiiiiiii 32
45 Stanoveni TBA hodnoty.............cccccoiiiiiiiiiii e 32
4.6  Statistické vyhodnoceni ................cccocoiiiiiiii s 33

O VYSIEAKY ... nre e 34
5.1  DPPH NOANOTA........cciiiiiiiiiiiiiice s 34
5.2 TBA NOANOLY.....couiiiiiice ettt e nre s 35

B DISKUSE ... 38

T ZLAVEY ...ttt bbbt ae et e e 41

8 POUZItA IEratUra ...........cocviiiiiiie e 42



1 Uvod

Stale vétsi pozornost je vénovana antioxida¢nim latkam, zvlasté kvuli jejich vztahu
k volnym radikaliim. Antioxidanty jsou velmi dulezité latky ve stravé, které pozitivné ptisobi
na lidsky organismus. Rovnéz jsou dulezitou slozkou pii vyrobé masnych vyrobkii. Maso je
hlavni surovinou pro vyrobu masnych vyrobku. Jedna se o surovinu pochazejici z jate¢nych
zvitat. Obsahuje velké mnozstvi vody, bilkovin, tuk®, mineralnich latek a malou ¢ést
sacharidii. Diky bohatému nutricnimu slozeni je maso a nasledné masné vyrobky velmi
nachylné ke snizeni kvality. Dochazi k negativnim chemickym 1 mikrobidlnim zménam.
Nejcastéjsi chemickou zménou je oxidace tuki. Jedna se o slozity proces, ktery je ovliviiovan
slozenim masného vyrobku, pfistupem Kkysliku, svétla a skladovaci teplotou. Dal$im
dalezitym faktorem je technologické zpracovani masa, pii némz muize dochéazet k
senzorickym zméndm ve vysledném masném vyrobku. Oxidaci masnych vyrobkl 1ze snizit
nebo zcela inhibovat pouzitim antioxidantd. Ty jsou schopné zlepsit trvanlivost a kvalitu
potraviny. Latek, které maji antioxida¢ni schopnost, je mnoho, ale jen malo znich je
vhodnych pro pouziti v potravinach. Veskeré antioxidanty jiz pouzivané v potravinach spliuji
vSechny pozadavky zdravotné nezavadnych latek a jejich pouziti je peclivé kontrolovano
zakony a nejriznéjS$imi predpisy.

I pfesto jsou synteticky vyrabéné antioxidanty terCem Kritiky pravé kvili moznym
negativnim vliviim na lidsky organismus. Vzhledem k t€émto skute¢nostem se mnohé studie
zamé&fuji na testovani nejrizngjSich rostlinnych extraktd, silic aj. Déle se vyzkumy zabyvaji
jejich potencialnim vyuzitim jako latek omezujici oxida¢ni procesy v masnych vyrobcich.

Vzhledem k vyrobé nejriznéjSich masnych vyrobku je vybér vhodnych testovanych
latek jako rostlinnych aditiv pon¢kud omezeny. Rostlinné antioxidanty museji nutné spliovat
zdravotni nezdvadnost. Tento problém je casto eliminovan dlouhodobym vyuzivanim
testovanych rostlin ve formé kotfeni. DalSimi parametry selektujicimi vybér jsou dobra
rozpustnost ve vod¢, tepelnd stabilita, a v neposledni fadé vhodnd antioxidacni aktivita.
Dalsim vybérovym kritériem miize byt vyrazné ovlivnéni senzorickych vlastnosti vysledného

produktu. Tento fakt mize byt nezadouci zvlasté pii pouziti silic.



2  Cil prace

Cilem této diplomové prace je ze zjisténych udajii v odborné literatufe vybrat vhodné
rostlinné antioxidanty, které budou otestovany nejdiive vhodnym in vitro testem. Tim bude
prokdzana vhodnd antioxidacni aktivita. Nasledné bude provedeno testovani v konkrétnim

masném vyrobku.

Hypotéza
Mnohé rostlinné antioxidanty vykazuji silné antioxida¢ni ucinky. Diky témto
poznatkiim lze ptedpokladat, ze pouziti téchto rostlinnych antioxidantli v potravinich by

mohlo nahradit mnoh¢ antioxidacni latky syntetického ptivodu.



3 Literarni reSerse

3.1 Skladovani a trvanlivost potravin

Skladovani ma velmi vyznamny vliv na kvalitu potravin. Béhem skladovani je nutné
vytvorit takové podminky, aby byly vylouceny veskeré nezddouci zmény. Miize se jednat o
zmény mechanické a biochemické. K mechanickym zménam dochazi v pribéhu zpracovani.
Biochemické zmeény jsou ovliviiovany dals$imi faktory. Jednd se o vliv teploty, svétla,
pfitomnosti cizorodych latek a v neposledni fad¢ piitomnosti mikroorganismu (Ingr, 2005).

Mezi biochemické zmény potravin se také fadi zmény oxidacni. Rychlost toho procesu
zavisi zejména na vrstvé tuku. Cim tendi je vrstva tim je umoznéna rychlejsi oxidace
potraviny. Dale vliv svétla a teploty. Pristup svétla 1ze velmi snadno ovlivnit vhodnou volbou
obalu. Dals$i vyznamny faktor je slozeni tuku. Pfi vysokém obsahu polynenasycenych
mastnych kyselin tuk snadnéji oxiduje a stejné tak je tomu i u rafinovanych tuka, které jsou
rafinaci zabaveny pfirozené se vyskytujicich antioxidantii. V neposledni fad¢ je podporuje

oxidaéni reakce styk s kovem (Odstr¢il a Odstr¢ilova, 2006).

3.2 Oxidace

Piirodni tuky a oleje obsahujici nenasycené mastné kyseliny vazané
v triacylglycerolech, které podléhaji v pribéhu skladovani postupné oxidaci (Branen et al.,
2002). Tento proces lze pomérné urychlit zvySovanim teploty nad 100°C. Zivoéisné tuky
obsahuji mnohem méné nenasycenych mastnych kyselin, nez je tomu u rostlinnych tuk.
Z téchto duivodi podléhaji rostlinné oleje snadnéji oxida¢nim procesiim. Je vSak nutné zminit,
ze notnou vyhodou rostlinnych tukil je pfirozeny obsah antioxidantl, nejcastéji tokoferold,
které zvySuji odolnost oleje viic¢i oxidaci (Pokorny a Schmidt, 2003).

Nasledkem vzniku oxidac¢nich produkti, mize tedy dojit ke zhorSeni senzorickych
vlastnosti a nutri¢nich hodnot potravin. Stupeii oxidace lipidi je do urCité miry ovlivnén
mnoha faktory. Zejména se jedna o obsah nenasycenych mastnych kyselin, typ matrice, obsah
vody, pfitomnost pro-oxida¢nich kovovych iontl a antioxidantl (Kim et al., 2015). Tento
proces se netykd pouze masnych vyrobkd, ale rovnéz rostlinnych oleji, které jsou také velmi
nachylné na oxidaci lipidi. Napiiklad velmi znadmy fepkovy olej, ktery diive obsahoval
Skodlivou kyselinu erukovou. Pozdéji byla vySlechténa tzv. bezerukova odrida. Hlavni
aditiva fepkového oleje jsou latky butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT).
Duvod pouziti prave jich je efektivita a vyhodna cena (Shahidi a Wanasundara, 1995).
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3.2.1 Autooxidace

Autooxidace je nejbézngjSim pochodem probihajicim za béznych podminek
zpracovani a skladovani v potravinach obsahujicich tuk. Pti béZnych teplotach jsou vzdusnym
kyslikem oxidovany pouze volné a neesterifikované mastné kyseliny. Pfi kulinarnich
upravach typu peceni, smazeni, prazeni a fritovani jiz dochazi k oxidaci esterifikovanych
mastnych kyselin. Autooxidace uhlikového fetézce probiha ve tfech stupnich (Odstréil a
Odstréilova, 2006; Velisek, 2002).

V prvnim stupni nazyvaném iniciace dochazi vlivem ozafeni ultrafialovymi nebo
radioaktivnimi paprsky, dale vlivem tepla nebo svétla k homolytickému Stépeni vazby mezi
uhlikem a vodikem. Dochazi tedy ke vzniku vodikového radikéalu a volného radik4lu mastné
kyseliny (Odstr¢il a Odstréilova, 2006; Velisek, 2002).

Druhym stupném je propagaéni reakce, kdy vznikly velmi reaktivni volny radikal
mastné kyseliny se slouci s molekulou kysliku a tim vznikne peroxidovy radikal. Tento
radikal, ktery je také velmi reaktivni, odstépi vodik z dal$i nenasycené mastné kyseliny a dava
tak vzniku hydroperoxidu mastné kyseliny a dalSiho volného radikélu mastné kyseliny. Tento
proces se mize nékolikrat opakovat (Odstr¢il a Odstréilova, 2006; Velisek, 2002).

Ve ftretim tedy termina¢nim stupni se nachdzeji vzniklé hydroperoxidy mastnych
kyselin a jejich radikaly spolu mohou dale reagovat. Diky témto reakcim vznikaji sekundarni
metabolity oxidace, tedy hydroxykyseliny a oxokyseliny. Stépenim molekul t&chto vzniklych
latek mohou vznikat aldehydy nebo uhlovodiky. Tuk obsahujici tyto latky je nepoZivatelny
z dtvodu silného zapachu a hoiké chuti (Odstréil a Odstr¢ilova, 2006; Velisek, 2002).

3.2.2 Zluknuti tuki

Béhem oxidaénich procesti dochdzi k mnoha pochodiim, které oznacujeme jako

vrwe

(Velisek, 2002).
3.2.2.1 Zluknuti hydrolytické

Pii hydrolyze tukli jsou uvolfovdny pouze mastné kyseliny. Ty vSak ve vétSiné
pfipadii nezplisobuji u tukli Zluknuti, protoze nejsou pro lidské smysly postiehnutelné. Jinak
je tomu u tuku, kde jsou pfitomny mastné kyseliny s krat§im uhlikatym fetézcem. Nejcastéji

mastné kyseliny s poctem uhlikt 4 az 10 (Velisek, 2002).
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3.2.2.2 Zluknuti oxidaé&ni

Pti oxidaci mastnych kyselin vznikaji hydroperoxidy, které ovSem nemaji vliv na
senzorickou jakost tukii. Nezadouci charakteristické pachuté vyvolavaji posléze vzniklé
sekundarni produkty v zavislosti na jejich koncentraci a slozeni. Mezi oxidaéni zluknuti
fadime rovnéz casto zddouci enzymové nebo neenzymové reakce, pifi kterych vznika
charakteristické aroma mnoha potravin (napi. nékteré druhy zeleniny, ovoce, smazenych jidel,

aj.) (Velisek, 2002).
3.2.2.3 Zluknuti ketonové

Se Zluknutim tohoto typu se mizeme setkat hlavné u masla. Pfi uvolnéni mastnych
kyselin o délce uhlikatého ftetézce 6 az 12 uhliki dochazi pomoci enzymi, pfevazné
mikrobidlniho pivodu, k jejich oxidaci. Nasledn¢ po odstépeni karboxylu vznikaji ketony.
Nejcastéji se jedna o pentan-2-on, heptan-2-on, nonan-2-on a undekan-2-no. Vzniklé latky
maji charakteristickou parfémovou pfichut’ (pfipominajici kvetiny), ktera neni nebezpecna ani

nepiijemna je pouze netypicka pro jedlé tuky (Odstrcil a Odstrcilova, 2006; Velisek, 2002).
3.2.2.4 Chutova reverze

Chut'ova reverze je charakteristickd hlavné pro s6jovy olej, ale 1 pro dalsi oleje, které
obsahuji linolenovou kyselinu napt. fepkovy olej. Objevuje se jiz pii nizkém obsahu
hydroperoxidii mastnych kyselin. Tento jev je typicky zapachem po trave a fazolich, ktery 1ze
odstranit rafinaci. Ov§em vada se po urcité dobé znovu projevi. Reverze je velmi nepiijemna
zvlasté spotiebitelim ve Spojenych statech, ktefi poZaduji jedly olej naprosto bez chuti

(Odstr¢il a Odstrcilova, 2006; Velisek, 2002).

3.3 Metody konzervace potravin

Potraviny jsou nedilnou soucasti naseho Zivota, proto je nutné dbat na jejich kvalitu a
bezpecnost. JelikoZ vétSina potravin podléha velmi snadno zkéze, je konzervace pro jejich
uchovani naprosto nezbytnd. Prvni konzervaéni postupy spocivali v suSeni na slunci,
zmrznuti, ponechani v chladu, upecenim. Dale se zdokonalovalo prosolovanim, skladovanim

v tuku, cukru a v neposledni fad¢ se zacalo vyuZzivat procesu kvaseni (Ingr, 2005).
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V posledni dobé je Casty pozadavek na potraviny bez syntetickych aditiv a vyrobki
s niz§im dopadem na Zzivotni prostfedi. Oblasti zajmu jsou tedy také aromatické rostliny a

jejich mozné antimikrobialni a antioxida¢ni aktivité (Prakash et al., 2012).
3.3.1 Sterilace fyzikalnimi metodami

Konzervovani potravin pomoci tepelného zahtevu (sterilace) je vhodnou konzervaéni
metodou pfii, které dochazi k denaturaci mikrobnich a enzymovych bilkovin. Je ov§em nutné
brat v potaz Ze pii procesu zahtati potraviny dochazi k urychleni reakci (napt. autooxidace
lipidi nebo Mailardovy reakce), které jinak probihaji velmi pozvolné (Ingr, 2005).

Sterilaci potravin lze provést i tzv. odporovym ohfevem. Teplo se vytvoti pti prichodu
elektrického proudu vodicem, kterym je sterilovany material. Timto ohfevem lze dosédhnout
teplot do 80°C za pouziti stéidavého proudu (Ingr, 2005).

Na rozdil od odporového ohfevu je mozné vyuzit metody vysokofrekvencniho ohfevu,
kde se vyuziva dielektrického nebo elektrodového ohfevu. Dielektricky ohfev probiha v celé
hmoté¢, kam az prostoupi vysokofrekvencni energie. Mezi vysokofrekvencni ohiev patii také
mikrovinny ohfev. Ten je pouzivan pievazné v domdcnostech, nejcastéji pro ohiev jiz
hotovych pokrmt, z divodu nerovnomérného ohfevu potravin. Mohou vznikat tzv. studené
mista a po dlouhodobéj$im skladovani, mtze dojit k mikrobialni zkaze (Ingr, 2005).

Dalsi metodou sterilace potravin je radiosterilace a radiopasterace. Jedna se o
elektromagneticka zareni, které maji vinovou délku krat$i nez viditelné svétlo, a ionizujici
korpuskularni zafeni se vyznacuji schopnosti usmrcovat mikroorganismy (Ingr, 2005).
Z elektromagnetickych zatreni Ize uplatnit pro konzervaci potravin kratkovinné zafeni gama,
paprskit X (Rontgenovo zafeni) a ultrafialové zafeni (UV-paprsky). Korpuskularni zafeni ve
formé elektronové emise (Ingr, 2005).

Mezi fyzikdlni metody miZeme také zatadit sterilaci ultrazvukem. Kde se vyuZziva
ultrakratkych zvukovych vin s frekvenci nad 20 tisic kmiti za sekundu. Ultrazvuk ma na
nejen na mikroorganismy, ale i na enzymy destruk¢éni vliv. Dal$i zminénou metodou sterilace

je pouziti vysokych tlakt (Ingr, 2005).
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3.3.2 Chemosterilace

Pouziti chemikalii jako sterilacniho prostfedku se tyk4a jen malého mnozstvi latek.
Pouze téch, které steriluji Gplné a rychle. Mezi tyto latky fadime dimethyl- a diethylester
kyseliny diuhli¢ité, ethylenoxid a propylenoxid. Latky dimethyl- a diethylester kyseliny
diuhli¢ité¢ byly dfive pouzivany pii konzervaci ovocnych $tav a vin proti kvasinkdm a
plisnim. V praxi se ovSem neuplatiiuje. Latky ethylenoxid a propylenoxid jsou nazyvané jako
fumiganty. Casto se uplatiiuji ve formé plynu pii dekontaminaci suchych materiala (napf.
sudené ovoce, kofeni). Zadna z téchto latek neni u nas vyslovné povolena ke konzervaci

potravin (Ingr, 2005).
3.3.3 Fyzikalné chemicka konzervace potravin

Mezi tyto zakroky fedime odnimani vlhkosti potravin. To lze provést susenim,
odpafovanim, vymrazovanim nebo ptidavkem osmoticky aktivnich latek. Témito zplsoby je
vzdy odebrano tolik vody z pfirozené vlhkych potravin, aby zbylé mnozstvi nebylo pro
bakterie zptisobujici zkdzu dostacujici.

Dalsi velmi vyuzivanym procesem konzervace je plisobeni nizkymi teplotami. Tento
proces lze rozdé€lit na chlazeni potravin tedy tzv. psychroanabiozu, kdy se teploty pohybuji
pod hranici bodu mrznuti a zmrazovani tzv. kryoanabiozu, kde se teploty pohybuji hluboko
pod bod mrznuti. Chlazeni potravin slouzi spiSe pouze k prodlouzeni udrznosti potravin.
Naopak zmrazovani potravin slouzi jako konzerva¢ni metoda. Vlivem nizkych teplot se
snizuje rychlost biochemickych reakci nejen u mikroorganisml ale i u latkovych systémi
vibec. Teploty v chladirnach se pohybuji v rozmezi od 0 az do 5°C. Teplota by nikdy neméla
klesnout pod 0°C. Vhodné mrazirenské teploty proti mikroorganismim jsou -12°C, ale na
omezeni enzymi potravindm vlastni jsou zapotiebi teploty -30°C a nizsi (Ingr, 2005).

Konzervovat potraviny lze i odejmutim kysliku a upraveni skladovaci atmosféry. Ten
proces vychazi z pfedpokladu, ze zkazu potravin ¢asto zapocinaji aerobni bakterie. K jejich
potlaceni tedy lze vyuZit zavedeni anaerobnich podminek. Odnimani kysliku prodlouzime
trvanlivost potravin jen na kratkou dobu. Z divodu mozného rozvoje anaerobnich
mikroorganismi, kterym jsme timto vytvoftili idedlni podminky, se absence kysliku nahradi
jinym plynem. Nejcasteji je vyuzivan oxid uhli¢ity. Pfi konzervaci masa je vyuZzivano
vakuové baleni do ochranné atmosféry s riznymi podily kysliku, oxidu uhli¢it¢ho a dusiku se
zvolenou teplotou skladovani. Piesné stanoveny podil jednotlivych slozek vzdy zavisi na

druhu konzervovaného masa (Ingr, 2005).
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3.3.4 Konzervace potravin chemickou upravou

Tento proces se rovnéz oznaCuje jako chemoanabidza. Pouzité chemické latky
mikroorganismy pouze potlac¢uji, ale cilené neusmrcuji. Pfesto se neda vyloudit, ze pii ur€ité
koncentraci a dobé pilisobeni nedojde u nékterych mikroorganismti k jejich usmrceni.
Nejbéznéjsi konzervovadla jsou latky oxid sifiCity a sifiCitany, kyselina mravenci, kyselina
benzoova a benzoaty, kyselina sorbova a sorbaty, kyselina propionova, dusi¢nany a dusitany.
Mezi konzervace chemickou upravou lze zaradit i konzervaci uzenim, alkoholizacim,
okyselovanim organickymi kyselinami a v neposledni fad¢ je nutné zminit i konzervaci

antibiotik, bakteriociny a fytoncidy (Ingr, 2005).
3.3.5 Konzervace pomoci biologickych zasaht

V tomto piipadé¢ konzervace tzv. cenobidze vyuzivame cinnosti mikroorganismu.
Nejcastéji se uplatiiuje alkoholové a mlécné kvaseni a také pyrolyza, kterd se uplatiiuje u
vyroby olomouckych syreckd. Produkt je v podstaté konzervovan metabolity pfitomnych

mikroorganismu (Ingr, 2005).
3.4 Antioxida¢ni latky

Antioxidanty jsou latky, které dokézou zastavit fetézové radikdlové reakce typu
peroxidace lipidQ (Platenik, 2009). Obecné se jedna o latky vyuZivané v potravinach pro
zachovani kvality a prodlouZeni trvanlivosti potravin, ale rovné€z jsou piinosné pro lidsky
organismus. Jsou to latky v potravindch typu zelenina a ovoce se pfirozené vyskytujici a pro
naSe télo velmi pfinosné. Mohou byt pfirodniho nebo syntetického plivodu. Mezi nejCastéji
pouzivané latky syntetického ptivodu v masnych vyrobcich patii butylhydroxianisol (BHA),
butylhydroxytoluen (BHT), tercidlni butylhydrochinon (TBHQ), propyl gallat (PQG).
V poslednich letech jsou ovSem velmi zadané latky rostlinného ptivodu, diky nespokojenosti
zakaznikd z diivodu mozné toxicity syntetickych antioxidantd. Mnohé rostliny jsou zdrojem
antioxidac¢nich latek, které se zdaji byt vhodnou alternativou dosud pouzivanych syntetickych
aditiv. Proto jsou casto testovany extrakty nejruznéjsich rostlin a je sledovana jejich aktivita
v masnych vyrobcich. NejcastéjSim problémem ovSem byva aromati¢nost téchto extrakti.
Jejich aplikace mize ve vysledku nevhodné ovlivnit senzorické vlastnosti masného produktu.
Rostlinné extrakty jsou velmi bohaté na fenolické latky, které maji antioxida¢ni schopnost.

Proto se rostlinné extrakty ukdzaly jako vhodna ndhrada syntetickych antioxidantti. Extrakty
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z rostlin jsou obecné povazovany za bezpecné, z diivodu uz bé€zného pouzivani rostlin ve
formé¢ koteni. I pfes to je tfeba prezkoumat bezpecnost téchto rostlinnych extraktt, zvIaste

Vv zavislosti na mnozstvi (Shah et al. 2014).
3.4.1 Vliv antioxidantu na lidské zdravi

Lidsky organismus je slozity soubor neustale probihajicich chemickych reakei. Pti
kterych mimo jiné vznikaji, jako vedlej$i produkt, volné radikaly. Ty jsou ve velkém
mnozstvi pro lidsky organismus Skodlivé. Jako regulatofi vzniku volnych radikali jsou prave
antioxidanty. Konzumace ovoce a zeleniny ma ptiznivy vliv na lidsky organizmus zvlasté z
divodu pfitomnych antioxida¢nich fenolti. Podavani potravnich dopliikd s antioxida¢nimi
vitaminy C, E, B — karotenem, jsou prospésné v piipadé ptredchoziho nedostatku, jinak je
pfijem téchto doplikii na zéklad€é provedenych studii neti¢inny, nebo miize dokonce $kodit.
Dietni suplementace vitaminy C, E a B-karotenem nad doporucené davky u lidi s pestrou
stravou na soucasné urovni poznani postrddd medicinské zdivodnéni. ZvySené mnozstvi
vitaminu C se doporucuje pouze kuidkiim a naopak by méli byt varovani pted potravnimi
dopliky s B-karotenem (Platenik, 2009).

Reaktivni formy kysliku hraji vyznamnou roli v rozvoji tak zavaznych a rozsifenych
onemocnéni, jako je ateroskleréza, diabetes mellitus, hypertenze, chronické stfevni zanéty,
nékteré typy rakoviny, ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce a jinych organt, mozkové
trauma/ischemie, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc atd. Rovnéz se predpoklada, ze
fyziologické starnuti neni nic jiného nez akumulace malych chyb systémui antioxidacni

ochrany a udrzby télesnych struktur (Platenik, 2009).

3.4.1.1 Endogenni antioxidanty

Endogenni antioxidanty lze délit na vysokomolekuldrni a nizkomolekularni. Mezi
vysokomolekular tfadime napt. transferin, laktoferin, feritin, haptoglobin, hemopexin,
ceruloplazmin, albumin Jedna se o latky rostlinného puvodu, které pfijimame spolecné
s potravou (Kalousova a kol., 2006). Do antioxidantd nizkomolekularnich jsou ftazeny
zejména vitaminy C, E a karotenoidy. V posledni dobé se vétsi pozornost vénuje
polyfenolickym sloucenindm. Jedné se o napt. flavonoidy, katechiny a fenolické kyseliny. Ty
to latky jsou pfitomny zejména v zelenin€, ovoci, vlaknin€, €aji, viné a v aromatickych
bylindch. V oblasti vyzkumu je hodnoceni antioxidac¢ni aktivit¢ v€novéana velkd pozornost.

OvSem je nutné brat v potaz, ze pfijimané latky rostlinného pivodu podléhaji v zaZzivacim
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traktu metabolickym zménam. Tedy zjiSténa antioxidacni aktivita in vitro nemusi mit stejny

ucinek in vivo (Paulova a kol., 2004).
3.4.1.2 Antioxidacni enzymy

Aby nase télo bylo schopné odolévat branit pfipadné opravovat poskozené molekuly
volnymi radikély, je nezbytné nutné pro udrZeni optimalniho fyziologického stavu dvou
zékladnich mechanismi. Jedna se vyuziti antioxidanich enzymu a eliminace aktivity radikalt
pomoci endogennich antioxidanti (Kalvach a kol., 2004). U¢inné slozky ptirozeného
obranného systému lidského organismu jsou nekteré proteiny obsahujici selen, mangan, zinek
a meéd. VétSinou se jednd o enzymy, jejichz funkci je chranit organismus pied volnymi
radikdly a pfevadét je na méné G¢inné derivaty. NejznaméjSimi proteiny s antioxidacnimi
ucinky jsou:

o Superoxiddismutaza (SOD)

Jedna se velmi efektivni enzym. Utastni se reakce s volnymi radikaly, kdy méni pomoci
vody superoxidovy radikal na kyslik a hydrogenperoxid. Hydrogen peroxid je dale rozlozen
enzymem katalazou na vodu a kyslik. Je znamo vice druhti superoxiddismutaz diky kovim,
které maji v molekule (méd’, zinek, mangan, zelezo). Pfitomny kov urcuje umisténi enzymu v
buiice a jeho U¢innost a mnozstvi v jednotlivych tkanich. Béhem chronologického starnuti se
snizuje aktivita superoxiddismutazy a nasledkem toho se pomaleji rozkladaji volné radikaly.
Diky tomu se urychluji degenerativni zmény v tkanich. Pti rozsahlém poSkozeni DNA, kdy uz
neni moZna oprava, mohou se aktivovat geny, které zah4ji apoptozu, tedy programovanou
bunécnou smrt. Likvidace poskozenych bunék je geneticky zakédovany mechanismus, ktery
udrzuje homeostazu v organismu (Kalvach a kol., 2004) V aktivnim centru dismutaz se miize
nachazet mangan (Mnsuperoxid-dismutaza) nebo zinek s meédi (Zn,Cu -superoxid-
dismutaza). Oba enzymy maji schopnost prevadét superoxidovy radikal na H,O, a O:

220-+2H+—>H, O, + Oy
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o Katalaza

Tento enzym katalyzuje heterolytické $tépeni dvou molekul peroxidu vodiku za vzniku
kysliku a vody.
2H,0, — 2H,0 + O3

Katalaza se 1i§i od ostatnich enzymil pravé tim, Ze je schopna peroxid vodiku nejen
redukovat ale i oxidovat. Nalezneme ji u téméf vSech organismu s acrobnim metabolismem.
Hlavnim ukolem tohoto organismu je chranit buiky, pfed velmi reaktivnimi molekulami
s peroxidickou vazbou (Matouskova a kol., 2014).

o  Glutathion peroxidaza (GPx)

Glutathion peroxidazy jsou selen-dependentni cytosolové enzymy, jako kofaktor je
vyuzivan glutathion. Nachazi se jak v t€lnich tekutinach tak v cytosolu a v mitochondriich.
Jejich je ulohou je katalyzovat preménu peroxidu vodiku na vodu a spolu s tim spojend
oxidace redukovaného glutathionu na oxidovatelnou formu (Matouskova a kol., 2014).

o Glutathion reduktdiza (GR)

Zajistuje zpétnou redukci oxidované formy glutathionu (Matouskova a kol., 2014).

3.5 Volné radikaly

VétSina volnych radikalt, zv1asté ty, které se nachazeji v lidském téle, jsou derivaty
kysliku a dusiku, mnohdy také nazyvané reaktivni slouceniny kysliku a dusiku. Tyto
slouceniny obsahuji jeden nebo vice neparovych elektroni a diky tomu jsou schopné
nezavislé existence. Mitochondrie jsou hlavnimi producenty téchto reaktivnich sloucenin a
rovnéz ter€em jejich poSkozeni. Volné radikdly v naSem téle poskozuji bunky a tkan¢,
zejména mitochondrie, buné&éné membrany, DNA, proteiny, lipidy. Pfi vysokém obsahu
volnych radikalt dochazi k jejich kumulaci a tim k tzv. oxida¢nimu stresu (Kucera a kol.
2009).

Volné radikaly jsou pievazng, ne vSak vZdy, nestabilni Castice pf. atomy, molekuly,
které maji ve svém molekulovém orbitalu ,,slupce® alesponi jeden neparovy elektron (maji
lichy pocet vazebnych elektroni) (Volf, 2008).

Ptresto, ale Upln4 eliminace reaktivnich sloucenin kysliku z organizmu zfejmé neni ani
ucelem antioxida¢ni ochrany, protoze kyslikové radikaly plni i fadu dileZitych fyziologickych
funkei. Maji v téle i signdlni tlohu. Naptiklad oxid dusnaty, ktery je jedovaty, na vzduchu

nestabilni plyn, v organizmu plsobi jako lokalni mediator mimo jiné s vasodilatacnimi a
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neuromodula¢nimi U€inky, je z chemického hlediska také povazovéan za volny radikal a jeho
metabolizmus a uinky v téle s reaktivnimi slouc¢eninami kysliku uzce souvisi (Platenik,

2009).
o  Superoxidovy radikal

O, vznika redukci kysliku. Neni reaktivni, pokud nepfijde do kontaktu s dalSimi volnymi
radikaly. V pfitomnosti enzymu superoxiddismutazy dochézi k jeho dismutaci a tvoii se
peroxid vodiku (Kucera a kol. 2009). Nejvétsim generatorem superoxidového radikélu
v lidském téle je prekvapivé sam dychaci fetézec mitochondrii a také aktivované fagocyty,
které pomoci enzymu NADPH oxidazy produkuji O, cilen¢ jako jednu ze svych zbrani proti

mikroblim a v propagaci zanétlivé reakce (Platenik, 2009).
e Peroxid vodiku

Na produkei peroxidu vodiku v lidském téle se podili mnoho enzymu. Vzhledem k tomu
ze peroxid vodiku nema parovy elektron, neni bran jako volny radikal. Pfesto tvoii velmi
dilezitou funkci v biologickych systémech (Kucera a kol., 2009). Rovnéz je specificky
reaktivitou s redukovanymi redoxné aktivnimi ptechodnymi kovy typicky v téle atomy Zeleza
nebo médi. Tato tzv. Fentonova reakce poskytuje velmi reaktivni hydroxylovy radikal

(Platenik, 2009).

o Hydroxylovy radikal
Radi se mezi nejucinngjsi radikaly a poskozuje vétsinu bunéénych slozek. Casto vznika

v prib¢hu Fentonovy reakce (Kucera a kol., 2009).

e Hypochlorovana kyselina
Hypochlorové kyselina je velmi reaktivni a méa schopnost rozpoustét tuky. Je produkovan
reakci peroxidu vodiku s enzymem myeloperoxidazou. Zvlasté nebezpecny je pro proteinové

struktury a muze okysli¢ovat a poskozovat biomolekuly (Kucera a kol., 2009).

o Peroxylovy radikal

Jedné se o velmi nestabilni organické radikaly, které vznikaji pfi peroxidacnich reakcich.
Ochotné reaguji s molekuldrnim kyslikem, za vzniku ROO nebo RO radikdly mastnych
kyselin. Noveé vyprodukované radikdly jsou rovnéz velmi reaktivni a mohou reagovat
s dalsimi molekulami mastnych kyselin za vzniku jinych radikdli mastnych kyselin a

peroxidu vodiku (Kucera a kol., 2009).
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o Oxid dusnaty

Jedna se o vysoce reaktivni plyn, ktery je ovSem velmi dualezitou signdlni molekulou
v téle. V téle je utvaren pomoci enzymu syntetdzy oxidu dusiku. Oxid dusnaty je Skodlivy
pouze pii nadmérném uvoliovani (Kucera a kol., 2009).

e Peroxynitril

Peroxynitril je oxidacni a nitrani ¢inidlo. Tento radikal vznikd pii reakeci kysliku
s oxidem dusnym. PosSkozuje Siroké spektrum biomolekul, vcetné bilkovin a DNA (Kucera
a kol., 2009).

3.5.1 Konvenéni antioxidanty

Do primyslové vyrabénych potravin se bézné ptidavaji nejriznéjsi aditiva. Tedy latky,
které upravuji technologické vlastnosti potravin. Pfi vyrobé je mozné pouZzit pouze takova
aditiva, ktera byla pro pouziti v potravinach pfedem schvalena pravnimi piedpisy EU.
Uvedeni latky mezi povolena aditiva, vzdy ptredchdzi posouzeni jeji bezpeCnosti. Prave
nafizenim (ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkach. Stanovuje zakladni
podminky, které musi byt splnény, aby se potravinaiskéd ptidatnd latka mohla zahrnout do
seznamu povolenych latek v EU. Pouziti pfidatnych latek do potravin je povoleno pouze
Vv ptipadé splnéni nize uvedenych podminek (Kundrikova a Pavelkova, 2014):

= pouziti pfidatné latky nesmi predstavovat zadna zdravotni rizika pro spotiebitele,

» Vv pfipad¢ odiivodnéné technologické potieby piidatné latky,

= za ptredpokladu ze pouziti ptidatné latky do potraviny neuvadi spotiebitele v omyl pro

= spotiebitele musi pouzitd ptidatnd latka poskytovat urCité vyhody a piinosy

Jednotliva aditiva se pfidavaji pouze do potravin pro, ktera jsou povolena. Stejné tak je
pro kazdou aditivni latku a konkrétni potravinu stanovené nejvyssi povolené mnoZstvi tj.
limitni hodnoty. V ptipad¢ potravin, které se jesté dale zpracovavaji, pridavame aditiva pouze
za predpokladu, Zze vysledny produkt muize pouzité povolené ptidatné latky obsahovat. U
nékterych pridatnych latek neni ureno nejvysSi povolené mnoZstvi ciselnou hodnotou.
V takovém ptipadé se pii vyrobé potravin fidime zasadou quantum satis, tzn., pouzije se
pouze nezbytné nutné mnozstvi (Kundrikové a Pavelkova, 2014).

Veskera ptidana aditiva do potraviny museji byt uvedeny na obale. Oznaceni piidatnych
latek na obale se fidi poZzadavky ¢asti C ptilohy VII natizeni (EU) €. 1169/2011 o poskytovani
informaci o potravinach spotiebiteliim takovym zplsobem, ze se nejdiive uvede skupina, do

které se pfidatna latka fadi a po ni nasleduje jeji specificky nazev nebo ¢iselny E kod. E kod je
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slozen z pismene E a trojmistného Cisla. Pfidatné latce je udélen E koéd pouze v ptipadé, Ze
prosla posouzenim bezpecnosti a byla povolena EU (Kundrikova a Pavelkova, 2014).

Za Cervenou barvu masa je prevazné zodpovédny myoglobin. Jedna se o pigment, ktery
pii procesu ohiivani denaturuje a barva masa se zméni z ¢ervené na hnédocervenou. Tento
oxidacni proces je u nékterych masnych vyrobkd povazovan za senzorickou vadu. Z téchto
davodu se pridavaji nejriznéjsi aditiva se schopnosti zabraniovat oxidaci svalového barviva a
tim zachovat ¢ervenou barvu masného produktu. Oxidace masného vyrobku ma vyznamny
dopad na jeho chut’. Dochazi k oxidaci lipidt, konkrétné polynenasycenych mastnych kyselin.
Pfi rozpadu téchto kyselin vznikaji sekundarni oxida¢ni slouceniny jako je hexanal, pentanal a
oktanal (Ahn et al. 2007).

V roce 1920, diky vzestupu chemického primyslu a zjisténi mechanismu oxidace, zacal
vyvoj aditivnich latek ovliviiujici oxidaci potravin. UmysIné se do potravin zaéali dodavat az
v letech 1940 a 1950 (Decker et al., 2010).

ZvySené naroky na prirozené se vyskytujici konzervacni latky vedli k vyuzivani
ucinngjSich a bezpecnych latek v masném pramyslu. Proto jsou nutné dalsi studie, které
stanovi U¢inné koncentrace pfirodnich sloucenin, aby bylo dosazeno antimikrobidlni a
antioxidacni aktivity v masnych vyrobcich, aniz by byly neptiznivé ovlivnény organoleptické

vlastnosti (Ahn et al. 2007).

e Seznam povolenych potravinaiskych piidatnych latek — Antioxidanty (Statni

zdravotni Gstav, 2012)

Kod Latka Funkce

E 220 Oxid sificity Konzervant, antioxidant
E 221 Sifi¢itan sodny Konzervant, antioxidant
E 222 Hydrogensifi¢itan sodny Konzervant, antioxidant
E 223 Disificitan sodny Konzervant, antioxidant, bélici ¢inidlo
E 224 Disifi¢itan draselny Konzervant, antioxidant
E 226 Siti¢itan vapenaty Konzervant, antioxidant
E 227 Hydrogensifi¢itan vapenaty Konzervant, antioxidant
E 228 Hydrogensifi¢itan draselny Konzervant, antioxidant
E 300 Kyselina L-askorbova Antioxidant

E 301 Askorban sodny Antioxidant

E 302 Askorban vapenaty Antioxidant
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Estery mastnych kyselin s o
E 304 ] Antioxidant
kyselinou askorbovou

Extrakt s vysokym obsahem o
E 306 Antioxidant
tokoferolu

E 307 Alfa-tokoferol (a-tokoferol) Antioxidant

E 308 Gama-tokoferol (y-tokoferol) Antioxidant

E 309 Delta-tokoferol (5-tokoferol) Antioxidant

E 310 Propylgallat Antioxidant
E 311 Oktylgallat Antioxidant
E 312 Dodecylgallat Antioxidant
Kyselina erythorbovéa (kyselina
E 315 g . (ky Antioxidant
isoaskorbova)
Erythorban sodny (isoaskorban o
E 316 Antioxidant
sodny)
Tercialni butylhydrochinon o
E 319 Antioxidant
(TBHQ)
E 320 Butylhydroxyanisol (BHA) Antioxidant
E 321 Butylhydroxytoluen (BHT) Antioxidant
E 322 Lecitiny Antioxidant, emulgator
E 325 MIécnan sodny Antioxidant, plnidlo, zvlh¢ujici latka
E 326 MIlécnan draselny Antioxidant, regulator kyselosti
E 330 Kyselina citronova Regulator kyselosti, antioxidant, sekvestrant
E 334 Kyselina vinna (L(+)-) Regulator kyselosti, antioxidant, sekvestrant
E 338 Kyselina fosforecna Regulator kyselosti, antioxidant

Dvojsodnovapenata stl
E 385 kyseliny diamintetraoctové Antioxidant, sekvestrant, konzervant
(kalcium-dinatrium EDTA)

E 392 Vytazky z rozmarynu Antioxidant
E 512 Chlorid cinaty Antioxidant, stabilizator barviva
E 586 4-hexylresorcinol Antioxidant
E 620 Kyselina glutamova Stabilizator barviva, antioxidant
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3.5.2 Rostlinné antioxidanty

Mezi rostlinné antioxidanty patii Siroka skupina latek hydrofilniho a lipofilniho
charakteru. Jedna se napiiklad o tokoferoly, polyfenolové sloueniny, terpenoidy atd.
(Sabalova a kol., 2012). Do skupiny polyfenolickych sloucenin jsou fazeny polyfenolické
kyseliny, flavonoidy, pfirodni barviva, lignany (Boros et al., 2010). Obecné se fadime mezi
sekundarni metabolity rostlin (Danihelova a Sturdik, 2011). Vhodnym potencialnim zdrojem
téchto latek jsou mimo jiné rostliny patiici do Celedi Hluchavkovité, Vaviinovité a Myrtovité
(Boros et al., 2010).

Vyznamnou antioxidacni aktivitu vykdzala kyselina rozmarynova, které je dominantni
slozkou u druhd rodu Thymus, kde byla naméfena jeji koncentrace vV rozmezi od 83,49 ug/g
do 1436,36 ug/g (Boros et al., 2010). Kyselinu rozmarynovou také samoziejmé obsahuje
rozmaryna lékatrska (Rosmarinus officinalis L.) Z jejich listi byl rovnéz izolovan karnosol,
kyselina karnosolova, rosmanol, rosmaridiphenol a rosmariquinone (Hudson, 1990). U
rosmaridiphenolu byl zjistén lepsi antioxidacni efekt nez u syntetického antioxidantu BHT
(Min and Smouse, 1985).

Vyznamnymi antioxidanty v ¢erstvém sezamovém oleji jsou sesamol, sesamin,
sesamolin a y-tokoferol. Dalsi latky s vyznamnym antioxida¢nim efektem jsou [-karoteny,
kavova, chininova, ferulova kyselina, flavonoidy, koniferil alkohol aj. (Hudson, 1990).
Zminéné flavonoidy jsou nejhojnéji se vyskytujici fenolické slouceniny obsazena v rostlinach
a pusobici jako silny antioxidant (Carpenter et al., 2007). Maji pfimy antioxidacni ucinek,
ovlivitujici tvorbu volnych radikal i1 nepfimo aktivaci nebo deaktivaci antioxidacnich
enzymd, které se podileji na vzniku riiznych volnych radikali (Volf, 2008).

Dalsi silné antioxida¢ni ucinky byly prokazany u oregana a mnoha dalsich
hluchavkovitych rostlin (Duke, 2006). Také byla pozorovana vyznamna antioxidacni aktivita
ve sluneCnicovém a fepkovém oleji po smazeni u Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis L.) a
tymianu (Thymus vulgaris L.) v Cerstvém ale i suSeném stavu (Roubickova et al., 2012).
Podobné byla zaznamenana stabilita vepfového sadla po pfidani suSenych a Cerstvych listi
meduriky lékaiské (Melissa officinalis L.) (Sabalova a kol., 2012). Teixeira et al. (2013) také
uvadéji, ze antioxidacni aktivita esencialniho oleje dobromysly a hiebicku byla podobna
aktivité casto pouzivaného syntetického ptipravku BHT (butylhydroxytoluen).

Potencialni antioxidacni aktivita byla také prokdzéna u semen hroznového vina. Témét
dvacet az padesatkrat vyssi nez u vitaminu C a E. Uginek vyplyva ze zvySeného obsahu

polyfenold a oligomerii. Ve studii bylo, spolu se semeny hroznii, testovan extrakt medvédice
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Iékaiské (Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.) na vepiovém mase. Pfidani extraktu do
veptovych placi¢ek v koncentracich 80ug/g a 1000pg/g vyrazné snizili oxidaci lipida. Dale
bylo prokdzano ucinné snizeni oxidace lipidi v pribéhu vateni veptrovych placicek po ptidani
extrakti z medvédice 1ékarské (Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.) a semen vinnych
hrozni. Toto zjisténi poukazuje i na tepelnou stabilitu ziskanych extraktt (Carpenter et al.,
2007).

Polyfenolycké latky dodané¢ do mletého kriitiho masa ve formé extraktu ze semen
hroznového vina, rovnéz prokazaly svou antioxida¢ni schopnost. Kriiti maso je velmi bohaté
na polynenasycené mastné kyseliny, diky tomu je mnohem néchylnéjsi k oxidaci a tim
dochazi k zhorSeni chuti, barvy, textury a nutricni hodnot¢ masa. Extrakt byl do mletého
krutiho masa aplikovan v koncentracich od 0,4 do 1,6 g/kg masa. Koncentrace 0,4 a 0,8g/kg

se ukazali byt jako mén¢ ucinné a vyssi koncentrace u¢inngjsi (Mielnik et al. 2006).
3.5.2.1 Cajové katechiny

Zeleny ¢&aj je nejvice konzumovanym nipojem na svété. Caj se piipravuje z
nefermentovanych ¢ajovych listkl rostliny ¢ajovnik ¢insky (Camellia sinensis L.). Rostlina
pochézi z Ciny a rozeznavame dva pavodni druhy C. sinensis sinensis a C. sinensis assamica.
V Cing se zeleny ¢aj pouziva jako bylinny 1ék jiz 5000 let (Senanayake, 20013).
Rozeznavime n&kolik druhti ¢aje. Caj Gerny, bily, oolong a Pu-erh (zeleny a Gerveny &aj).
Sklizené cajové lisky je nutné ususit. Plisobenim horka se znici ptirodni enzymy a nemiize tak

dojit k oxidaci.

Obrizek 1 — Cajovnik &insky (Camellia sinensis L.)
(http://en.wikipedia.org/wiki/Camellia_sinensis)

Procesy pri zpracovani:
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e Zavadnuti
Nasbirané listy zeleného Caje se rozprostfou po bambusovych listech nebo na slaméné rohoze
a vystavi se slunecnimu zafeni a teplému vzduchu. Je nutné, aby se rovnomérné prosusili, a
proto se pravidelné obraceji.
e Prazeni
Listy se po zavadnuti prazi a pfitom mohou meénit barvu. Nabyvaji odstint
Sedozelenych, zlutozelenych, svétle zelenych ¢i tmavozelenych. Prazeni zeleného Caje se

provadi na typickych wok panvich pfimo nad ohném.

e Naparovani

Bambusové listy se zavéSuji nad horkou vodu a tim se stavaji listky poddajnéjSimi.

Nékde se mohou pouzivat oto¢né naparovaci stroje nebo pasové naparovani.

e Tvarovani

Listky jsou tvarovany pomoci stroje, kde jsou svinovany nebo ru¢né tj. ¢echranim,
std¢enim, rolovanim do tvaru kulicek a jehlicek. Pro zelené cinské caje vysSsi kvality je
typické rucni tvarovani (Rosen, 2000).

Hlavnimi slozkami &ajovych listkéi jsou polyfenoly. Cerstvé &ajové listky takeé
obsahuji kofein (pfiblizné 3,5% z celkové susiny), theobromin (0,15 - 0,2%), theofylin (0,02 —
0,04%), a dal$i methylxanthiny, lignin (6,5%), organické kyseliny (1,5%), chlorofyl (0,5%), a
jiné pigmenty, theanin (4%) a volné aminokyseliny (1 — 5,5%), a cetné aromatické
slouCeniny. Kromé celé fady komponent obsahuje zeleny ¢aj flavony, fenolické kyseliny,
sacharidy, alkaloidy, mineraly, vitaminy a enzymy. Caj obsahuje rovnéz flavonoly, z toho
prevazné quercetin, kaempferol, myricetin a jejich glykosidy (Senanayake, 20013).

Dale v zeleném ¢aji nalezneme polyfenoly a z nich hlavné katechiny. Bylo provedeno
mnoho Setfeni pro antioxidani vlastnosti zeleného caje. Ty jsou pfipisovany pravé
pfitomnym ¢ajovych katechini (TC), vcetné¢ epigallokatechin gallat (EGCG),
epigallokatechin (EGC), epikatechin gallat a epikatechin (EC). Katechinové slou¢eniny
podporuji zdravi tim, Ze brani oxidaci lipid, rovnéz byly prokdzany antibakteridlni a
antivirové ucinky (Senanayake, 20013; Pokorny et al., 2001).

Obsah katechinti, ale zavisi na zpracovani listd pred suSenim. Fermentace a ohfev
¢ajovych  listki v pribéhu vyrobniho procesu, mulze zpiisobit polymeraci
monopolyfenolickych katechinti, coz vede ke konformacnim zménam a tim se meéni jejich

vlastnosti. Zeleny c¢aj obsahuje v porovndni s cernym c¢ajem podstatné veétSi mnoZzstvi
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polyfenolt. Antioxida¢ni aktivita flavonoidi v podstaté zavisi na poctu a poloze
hydroxylovych skupin v molekule. Stabilita katechinli ze zelené¢ho Caje zavisi na teploté a pH
(Senanayake, 20013).

Bylo zjisténo, Ze katechiny u¢inngji snizuji tvorbu peroxidu nez a-tokoferol a BHA
v fepkovém oleji, vepfovém sadle a kutecim tuku. Rovnéz byla potvrzena G¢innost cajovych
katechinl v mletych vafenych karbanatcich, kde snizili oxidaci lipidii. Schopnost ¢ajovych
katechini inhibovat oxidaci lipidi Ize vysvétlit jejich afinitou k lipidové dvojvrstvé a jejich
schopnosti vychytavat volné radikaly (Tang a kol., 2001). Rovnéz byl zjistén vyznamny
antioxidacni efekt epikatechin galatu na sadle pii koncentraci 200 mg/kg. Byl také zjistén
ucinek katechinli ve form¢ ¢ajového extraktu, kde ale mohou aktivitu ovlivitovat dalsi latky,

které jsou v extraktu piitomné napt. chlorofyl (He and Shahidi, 1997).

OH OH

©/0H |ij[w

HO O HO O i
"OH “'OH

OH OH
Epicatechin Epigallocatechin
(EC) (EGC)

OH OH

< &
OH
0 *2

Epicatechin-3-gallate ~ Epigallocatechin-3-gallate
(ECg) (EGCg)

Obrazek 2 — Katechiny
(http://www.spandidos-publications.com/etm/8/1/59)

o Epigallokatechin gallat

Casto je fazen mezi nejhojnéji se vyskytujici katechiny a obvykle je pouzivan jako
ukazatel kvality ¢ajovych katechini. Také vykazuje silnou antioxidacni aktivitu.

Obecné je stabilita ¢ajovych katechinu ve vodném prosttedi zavisla na obsahu teploté¢ a

v

Obsah EGCG vV zelenych listech se pohybuje kolem 127 az 550 mg/I zeleného a oolong caje.

Zatim co Cerny ¢aj muze obsahovat EGCG 300 mg/l (Yilmaz, 2006). Pozitivni antioxida¢ni
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efekt byl potvrzen na rybim mase, kde byl porovnavan spolu s ostatnimi katechiny proti
umélym antioxidantim (He and Shahidi, 1997).

Byly testovany extrakty z nékolika druhii ¢ajii, kde vSechny pozitivné ovlivnili oxidacni
stabilitu v rybim mase modrého Sprotu. Nejlepsi uc¢innost ovSem prokazal extrakt s obsahem

epigallocatechin gallatu (Seto et al., 2005).

3.5.3 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

Metod, pomoci kterych lze stanovit antioxidacni aktivitu, je Siroké spektrum. Toto
zjisténi vyplyva ze zjisténi rizného mechanizmu piisobeni nizkomolekularnich antioxidanti.
Velmi Castymi zpusoby reakce antioxidantl s volnymi radikdly je pfima reakce nebo reakce
s pfrechodnymi kovy. Valna vétSina metod je zaloZena na rozlicnych principech stanoveni

(Paulova a kol., 2004).

3.5.3.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Jedna se o metodu hodnotici schopnost vzorku vychytavat volné radikaly. Ty mohou byt
v reakéni smési generovany nebo jsou do smési pfidavany. Z chemického hlediska se muize
jednat o dva druhy volnych radikald. Radikaly kyslikové (hydroxyl, peroxyl, superoxydovy
anion-radikal) nebo stabilngjsi radikaly syntetického piivodu (DPPH, ABTS™, galvinoxyl)
(Paulova a kol., 2004).

3.5.3.1.1 Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikalua

e Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC)

Tato metoda je jedna z nepouzivanégjSich pro zjisténi celkové antioxidacni aktivity TAA.
Metodou lze zjistit schopnost testované latky zhaset kation-radikal ABTS™. Také je
oznacovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), prave z divodu
porovnavani antiradikalové aktivity se syntetickou latkou Trolox. Je sledovdna schopnost
testované latky zhaset radikal ABTS™. Ucinnost testované latky se zjistuje pomoci
spektrofotometru na zakladé zmén absorpéniho spektra ABTS™ pfi vinové délce 734 nm

(Paulové a kol., 2004).
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e Metoda pouzivajici DPPH

Pomoci této metody lze zjistit antioxidacni aktivitu nejen Cistych latek, ale i riznych
smésnych vzorki. Principem je reakce testované latky s radikdlem difenylpikrylhydrazylem —
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl). Pti reakci je radikal redukovan za vzniku
DPPH-H  (difenylpikrylhydrazin).  Vysledna reakce je  nejéastéji  sledovana
spektrofotometricky pii vinové délce 517 nm. Absorbance se bud’ méfi po urcité dobe€, nebo
je sledovana v kinetickém rezimu. Dal$i mozné varianty tohoto testu lze provést
v mikrotitracnich desti¢kach, metodou spinové rezonance, pouziti HPLC (Paulova a kol.,
2004).

e Metoda pouzivajici galvinoxyl

Tento test je zaloZeny na reakci testovaného antioxidantu se stabilnim radikdlem, v tomto
ptipadé galvinoxylem. Princip je velmi podobny testu DPPH, kde dochézi k redukci radikalu
galvinoxylu latkami poskytujici vodik. Vyslednd reakce je méfena pomoci spektrofotometru

pii vinové délce 423 nm nebo na zaklad¢ spinové rezonance (Paulova a kol., 2004).

3.5.3.1.2 Metoda hodnotici eliminaci kyslikovych radikala

e Metoda ORAC

V metodé¢ ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se vyuziva generace kyslikovych
radikalli pfimo v systému. Je hodnocena schopnost testované latky zpomalit nebo uplné
zastavit radikdlovou reakci. Metoda je zaloZend na sledovani ubytku fluorescence p-
fykoerytrinu po naporu radikalt. Jako generator peroxylovych radikali se pouziva
AAPH(2,2.-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid) a generaci hydroxylovych radikali se
vyuziva systému HO, + cu®. bylo vSak zjiSténo omezeni pfi stanoveni polyfenolt. Tykaji

se fotostability pouzivané fluorescen¢ni sondy B-fykoerytrinu (Paulova a kol., 2004).

e Metoda zalozend vychytavani OH-radikalil

Hydroxylové radikaly jsou zde generovany nékolika zpiisoby (Fentonovou reakci, UV
fotolyzou peroxidu vodiku). Antioxida¢ni aktivita je zalozena na zjisStovani snadno
stanovitelnych produktt latek, které vychytavaji volné radikaly. Jedno =z variant je
vychytavani hydroxylového radikalu kyselinou salicylovou, kde vznikaji hydroxylované
produkty salycilové kyseliny. Detekce téchto produkti je provadéna metodou HPLC s UV
detekci. Dalsi mozné postupy vychytavani hydroxylového radikalu jsou pouziti 2,2-dimethyl-
2H-pyrrol-1-oxidu (DMPO), nebo HPLC-ECD. Také vychytavani pomoci deoxyribosy, kde

jsou degradac¢ni produkty stanoveny s kyselinou thiobarbiturovou (Paulova a kol., 2004).
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e Metody zalozené na vychytavani superoxidového anion-radikalu

Tato metoda Kk produkci radikdlu vyuzivana napf.: neenzymové reakce 5-
methylfenazinium-methyl-sulfatu  a NADH nebo systém  xanthin/xanthinoxidasa.
Produkované radikdly reaguji s nitrotetrazoilovou modii. Nésledné stanoveni probiha na
spektrofotometru pii nastavené vinové délce 550-560 nm. Metodu je mozné provést také na
mikrotitracnich destickach, dale metodou spinové rezonance. Dalsi mozné postupy zahrnuji

HPLC a chemiluminiscenci (Paulova a kol., 2004).

3.5.3.1.3 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Latky pouzivané na potlaceni lipidové peroxidace mohou vyloucit nejen samotné
kyslikové radikaly, ale i vznikajici sekundarni radikalové meziprodukty (peroxyl, alkoxyl) a
rovnéz mohou piisobit jako latky se schopnosti chelatovat ionty piechodnych kovii.

Jedna z jednodussich metod je detekce produkti peroxidace linolové kyseliny. Jako
iniciator radikalové reakce je velmi vyuzivan AAPH. Nésledné produkty jsou stanoveny
spktrofotometricky pii 234 nm (Paulova a kol., 2004).

Dalsi z velmi vyuzivanych metod je metoda TBA-MDA. Spocivé ve stanoveni vzniklého
sekunddrniho metabolitu malondialdehydu (MDA) pii lipidové peroxidaci diky vzniklé
barevné reakci s kyselinou thiobarbiturovou (TBA). Barevna reakce je méfena na
spektrofotometru pfi vinové délce 532 nm (Paulova a kol., 2004; Pokorny et al., 2001; Decker
etal., 2010).

3.5.3.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Antioxidanty neenzymové povahy, které reaguji a oxidanty a tim je redukuji, dochazi
tim k jejich inaktivaci. Proto 1ze antioxidac¢ni aktivitu lze posuzovat na zakladé redukénich

schopnosti (Paulova a kol., 2004).

3.5.3.2.1 Metody chemické
e Metoda FRAP

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potential) je zalozena na schopnosti
antioxidant redukovat ze vzorku komplex Fe3+-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe3+-
TPTZ). Pomoci této metody sledujeme pouze schopnost testovanych latek redukovat ionty

Fe** a proto s celkovou antioxidac¢ni aktivitou nemusi pozitivné souviset (Paulova a kol,
2004).
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3.5.3.2.2 Elektrochemické metody

o Cyklicka voltametrie

Dalsi vhodnou metodou zjistovani redoxnich vlastnosti je cyklicka voltametrie, ktera
sleduje schopnost latek odstépovat elektrony. Na pracovni elektrodé je vkladan potencialovy
pulz s danou rychlosti polarizace a zaroven jsou sledovany proudové odezvy roztoku
s testovanou latkou. Ziskané vysledky jsou zaznamenany pomoci kiivky tzv. cyklického
voltamogramu. Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci dvou ziskanych parametrii. Jednd se
potencial anodického oxidagniho piku Ea a jeho anodického proudu la. Cim je hodnota Ea
niz8i tim latka snadnéji odevzdava elektrony a tim ma urcité predpoklady pro vhodnou
antioxidacni aktivitu. Nasledné lze zvolit konkrétni metodu pro stanoveni antioxidacni

kapacity (Paulova a kol, 2004).

3.5.3.2.3 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Pii této metod€ je na pracovni elektrodu detektoru vkladan urcity kladny potencial.
Vysledek je zaznamenén ve formé piku, ktery se projevi pouze v ptipadé, zZe je latka pfi tomto
potencidlu oxidovana. Diky této metod¢ lze zjistit v komplexnich smésich konkrétni ¢inné
antioxidacni slozky, pravé diky hodnoté potencidlu aplikovaného na elektrodu (Paulova a

kol., 2004).
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4  Material a metody
4.1 Pouzité pristroje

Pro ptipravu vzorkl byly pouzity mikropipety s nastavitelnym objemem 10 — 1000 pl.
Na promichani vzorkli v mikrozkumavkach byl pouzit vortex (Chromoservis). Dale byla
pouzita mikrocentrifuga Hettich EBA 2 na oddé¢leni pevného podilu vzorku od kapalného
v mikrozkumavce. Méfeni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno na spektrofotometru UV-
2900 PC.

4.2 Pouzité chemikalie

Thiobarbitursdure rein (TBA) (Loba Feinchemie, Fischamend, AT)

Kyselina trichloroctova p.a. (TCA) (Lach-ner)

Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (HCI) (Lach-ner)

Polyphenon 60 (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Methylalkohol p.a. (Penta s.r.o.)

2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl, approx. 90% (DPPH) (Sigma-Aldrich)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid parum 98% (Trolox) (Sigma-
Aldrich)

4.3 DPPH

Pro stanoveni DPPH byly pouzity mikrotitratni desticky. Test byl proveden ve tiech
opakovanich. U kazdé mikrotitra¢ni destiCky byla prvni a patd fadka jamek prazdna. Do vSech
ostatnich jamek mimo prvniho sloupec bylo pipetovano 100 pl methanolu. Do ponechaného
prazdného prvniho sloupce bylo napipetovano 200 pl testovaného Polyphenonu 60 a
kontrolniho antioxidantu Troloxu. Poté bylo provedeno fedéni geometrickou fadou pouze po
sloupec jedenact. V poslednim sloupci jamek nebyl Polyphenon 60 ani Trolox slouzil jako
tzv. kontrola. Geometrickym fedénim byly ziskany koncentrace 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8,
4,2,1a0,5 ul/ml Polyphenonu 60 a Troloxu. Nésledné bylo do vSech jamek napipetovano 75
ul methanolu a 25 pl pfipraveného roztoku DPPH. Takto ptipravené mikrotitracni desticky

byly ponechany 30 minut na tmavém misté. Poté byla zmétena absorbance pii 520 nm.
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4.4 Priprava vzorku pastiky

Vzorky byly pfipraveny pouze ze zékladnich dvou slozek. Tedy vepiovych jater a sadla.
Pro ptipravu vzorkl pastiky byly pouzity 4 kg vepfovych jater a 2 kg vepfového sadla. Jatra
byla nakrajena na kostky a opecené na rozpusténém sadle. Opeend jatra byla namleta na
mechanickém mlynku na maso. Do ¢tyf nddob bylo odvdZzeno 650 g namlet¢ho materialu
(pastiky). Takto pfipravena pastika byla rozdélena na Ctyfi Casti. Prvni ¢ast pastiky slouzila
jako kontrola, tedy pastika bez zddného mnozstvi ptidané testované latky a do dalSich tfech
byly pfidany koncentrace Polyphenon 60 (ze zelené¢ho ¢aje) 100 mg/kg, 200 mg/kg a 500
mg/kg. Pfidané koncentrace testované latky byly dikladné mechanicky vmichdny do celého
obsahu pastiky. Nésledné se pastika plnila do 50 ml plastovych kelimki a uzaviena stre¢ovou
folii. Takto pfipravené pastiky byly pasterovany ve vodni lazni po dobu 20 minut poté

vyjmuty piekryty pouze ze svrchni ¢asti alobalovou folii a vlozeny do chladiciho zafizeni do

temna pii teploté 3-7°C.

Obrazek 3 — Vzorky pastiky obsahujici koncentrace Polyphenonu (Kontrola OX- bez
koncentrace; 100 OX-100 mg/kg; 200 OX-200 mg/kg; 500 OX-500 mg/kg)

4.5 Stanoveni TBA hodnoty

Tato metoda byla pouzita z odborného ¢lanku, kde ji uvadi Bekhit et al., 2003. Pro
stanoveni TBA hodnoty bylo odvéazeno 0,5g do dvou mikrozkumavek (tzv. ependorfek) o
objemu 2,5 ml po 0,25g9. K odebranému vzorku bylo ptidano do kazdé ependorfky 1,25 ml
roztoku (0,375% Thiobarbitursdure rein (TBA) -15% kyselina trichloroctova (TCA) -0,25N
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kyselina chlorovodikova 35% (HCI). Takto pfipravené vzorky byly vortexovany a poté
vlozeny do lazné o teploté 95-100°C po dobu 10 minut. Nasledné byly vzorky zchlazeny pod
proudem studené vody a odstfedény v odstiedivce po dobu 5 minut pii 1500 otackach. Byla
méfena absorbance tekutého podilu na spektrofotometru pti vlnové délce 532nm. Hodnota
TBA ¢isla byla vypoctena (Tangl et al., 2001b):

Cralodialdenyau[MQ/Q] = 7,8 - A (absorbance) - b™ - n™

A....... absorbance
bt tloustka kyvety (10 mm)
Nt navazka vzorku (Q)

4.6 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci programu Statistica, verze
12. K hodnoceni byla pouzita vicefaktrorialni ANOVA, hladina vyznamnosti byla na hladin¢
a=0,05.
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5  Vysledky

5.1 DPPH hodnota

Antioxida¢ni aktivita polyphenonu 60 byla ovéfena rychlou in-vitro metodou DPPH. Byla

zjisténa jeho inhibi¢ni koncentrace ICsp 25,3 + 3,4 ul/ml. ICsp referenéniho antioxidantu

troloxu Cinila 22,7 = 1,2 pl/ml.

Obrazek 4 — Mikrotitracni desticka; V horni ¢asti desticky byl aplikovan Polyphenon (Poly.)
po tfech fadcich. Do dolni ¢asti byl aplikovan Trolox jako kontrolni antioxidant. Na
vodorovné ose jsou znazornény koncentrace obou latek v pl/ml. Na pravé strané jsou kontroly

K.

Graf 1 — Prubéh inhibiéni kiivky Troloxu
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Graf 2 — Inhibi¢ni kiivka Polyphenonu 60
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5.2 TBA hodnoty

Antioxidacni aktivita polyphenonu 60 byla déle testovana v jatrové pastice ve dvou nezdvisle
antioxidaéni aktivity ¢ajovych katechini v mase a masnych produktech (Tang et al., 2001 a,
b). Z tabulky €. 1 s naméfenymi hodnotami TBA pii pouzitych koncentracich 100, 200, 500
mg/kg pouzitého Polyphenonu je patrné, Zze vyznamnou antioxidacni aktivitu ma prave
koncentrace 500 mg/kg. Pribéh oxidace skladované pastiky 1 je rovnéz znazornén v grafu ¢.
1. Namétené hodnoty TBA od nult¢ho dne meéfeni po den devaty vykazuji vzestupnou
tendenci. Sestnacty den skladovani se hodnoty TBA nahle sniZily na 0,86 + 0,18 mg/g u
kontroly, 0,58 + 0,09 mg/g u koncentrace 100 mg/kg, 1,08 + 0,18 mg/g u koncentrace 200
mg/kg a 0,98 + 0,14 mg/g u koncentrace 500 mg/kg. Dtivod snizeni TBA hodnoty, jak u

pastik s koncentraci Polyphenonu, tak u kontroly, je pravdépodobné pokroceni oxidace.
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Tabulka 1 — Pastika ¢. 1 Obsahuje hodnoty TBA v mg/g, které¢ byly ziskany na zakladé

pouzitych koncentraci Polyphenonu 60 a dob¢ trvani.

Koncentrace Polyphenon 60 [mg/kg]
Doba [t]
0 100 200 500
0 8,00+ 1,44 9,01+3,45 8,19+ 1,04 6,43 +0,10
1 8,72+ 1,58 9,80+ 2,38 10,19+ 0,70 7,73+0,34
2 10,52 +0,72 10,38 + 0,47 10,82 + 1,30 8,03+0,81
6 13,60 + 0,59 12,09 + 0,57 14,10 + 2,67 9,40+ 0,73
9 14,47 £ 0,75 13,60+ 1,85 14,51+ 2,31 11,02 + 2,05
16 0,86 + 0,18 0,58 + 0,09 1,08+0,18 0,98+0,14
22 1,19+ 0,68 0,74+0,11 0,68 +0,23 0,68 +0,21
26 0,46+ 0,14 0,53+ 0,08 0,49+ 0,05 0,60+0,12
37 0,41 +0,02 0,46 + 0,03 0,48 +£ 0,22 0,44+0,11

Graf 3 — Pastika ¢. 1 Znazornuje hodnoty z tabulky 1.

Pastika c. 1

=0

Eﬁ ==

= 8

E 6 =100
4 200
9 —500

0 1 2 6 9 16 22 26 37
Doba [t]

Vysledky u druhé pastiky nevykazuji vyznamnou antioxida¢ni uc¢innost konkrétni koncentrace
Polyphenonu. Tabulka 2 znazornuje pribéh oxidace béhem skladovani u vyrobené druhé

pastiky, graficky je pak pribéh znazornén v grafu 2.
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Tabulka 2 — Pastika ¢. 2 Obsahuje hodnoty TBA v mg/g, které¢ byly ziskany na zakladé

pouzitych koncentraci Polyphenonu 60 a dobé trvani.

Koncentrace Polyphenon 60 [mg/kg]
Doba [t]
0 100 200 500
0 0,29 + 0,05 0,25+ 0,01 0,3+0,03 0,33+ 0,01
1 0,25+ 0,03 0,36 + 0,09 0,28 + 0,01 0,31 +0,03
10 0,37+ 0,03 0,43 £ 0,06 0,51 +0,02 0,35+ 0,04
21 0,3+0,05 0,3+0,03 0,27 +£ 0,07 0,28+0,15
34 0,44 + 0,09 0,38 = 0,09 0,33 + 0,03 0,35 + 0,05
43 0,31+0,03 0,35+ 0,03 0,34 + 0,02 0,35+ 0,03
52 0,23 +£0,02 0,25+ 0,02 0,25+ 0,02 0,26 £ 0,02

Graf 4 — Zobrazuje pribéh koncentrace TBA v zavislosti na ¢ase hodnoty z tabulky ¢. 2.
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6 Diskuse

Testovany extrakt ze zeleného ¢aje Polyphenon 60, ktery obsahuje 60% katechint, byl
nejdiive podroben in vitro testu DPPH. Pomoci toho testu byla potvrzena antioxidac¢ni aktivita
testovaného extraktu pifi ICsp (inhibi¢ni koncentrace) 25,3 + 3,4 ul/ml. Tato zjisténa
koncentrace, se velmi pfiblizovala pouzitému torloxu s ovéienou antioxida¢ni aktivitou, ktera
byla 22,7 = 1,2 pul/ml. DPPH test také aplikovali Jo et al., (2002), ptiCemz zjistili 62,0%
antioxidacni ucinnost ozareného lyofilizovaného extraktu ze zeleného caje.

Na zakladé potvrzeni antioxida¢ni aktivity byl extrakt Polyphenon 60 aplikovan do
pastiky v koncentracich 100, 200 a 500 mg/kg. Spolu s pfipravenymi koncentracemi byl
ptfipraven vzorek bez testované¢ho extraktu, kdy se jednalo o tzv. kontrolu. Pastiky byly
skladovany v chladicim zafizeni pfi teploté 3-7 °C v temnu po dobu 37 dnti.

Ze zjisténych vysledkli méfeni oxidace pastiky 1, byl pozorovén vyznamny antioxidacni
efekt u koncentrace 500 mg/kg. U Pastiky 1, jak je patrné z grafu, nebyl zjistén mezi
koncentracemi 100, 200 mg/kg a kontrolou zadny statisticky vyznamny rozdil, kdy p > 0,05.
Naopak koncentrace 500 mg/kg vykazuje vyraznéj$i antioxida¢ni aktivitu. Rovnéz byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil této nejvyssi testované koncentrace vii€i ostatnim
koncentracim a kontrole, kdy p < 0,05.

Antioxidacni aktivitu extraktu ze zeleného Caje rovnéZ potvrzuje Nissen et al. (2004). He
a Shahidi (1997) uvadi u¢innost extraktu ze zeleného ¢aje jiz v koncentraci 200 mg/kg u ryb.
Stejnou ucinnost extraktu ze zeleného c¢aje, kde jsou hlavni sloZkou katechiny uvadi Shahidi
and Alexander (1998). Také Tang et al. (2001) uvadi, Ze Cajové katechiny aplikované do
mletého uvafeného masa G¢inné€ inhibovaly oxidaci lipida.

Z grafu u pastiky jedna je rovnéz zietelny nahly sestup hodnot Sestnactého dne méfeni.
Tento jev mohl byt zptisoben jiz velmi pokrocilou oxidaci pastiky, ke které pravdépodobné
doslo pfi dlouhém neprofesionalnim procesu zpracovani pastiky (od ¢isténi a zpracovani, pies
tepelnou Upravu, homogenizaci, zpracovani testovanych koncentraci polyphenonu 60 az po
plnéni do nadob. Dembele et al. (2011) uvadi, Ze nahlé¢ snizovanim hodnot TBA po
predchozim zvySovani je zplsobeno nestabilitou karbonyld, které snadno reaguji s dal§imi
slouceninami a nasledné¢ nemohou tvofit barevny komplex.

Ve zhotovené pastice 2 neni ztabulky 2 ani zgrafu 2 patrny zadny vyznamny
antioxidacni efekt. Stejné¢ tak nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil u zadné ze
zvolenych koncentraci. Ve vSech ptipadech statistického porovnani byla hodnota p > 0,05.

Z téchto zjisténych fakti Ize tedy predpokladat, ze diivod neprokazani antioxidacni aktivity u
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zadné z testovanych koncentraci v pfipad€ pastiky 2 ma jiné divody nez neschopnost latky

zpomalovat oxidacni procesy. Muze zde byt hned nékolik divodi. Jednim divodem je

moznost pouziti veprového sadla, které mohlo byt jiz v pokrocilém stadiu oxidace. Zakoupené

sadlo mohlo byt skladovano za nevhodnych podminek jiz v obchodé¢, které podpoftily oxidacni

procesy. Nebo mohlo dojit diky pomalému zpracovani pastiky k oxidaci jiz v prub&hu jeji

vyroby.

Tabulka 3 — Prehled vybranych vyzkumi provadéjici testy extrakt ze zeleného ¢aje na mase

Tang et al., Tang et al., )
Autor Lui etal., (2010) | Joetal., (2002)
(20014a) (2001b)
. Cajové Ozareny
Cajové . ) )
) Cajové katechiny + lyofilizovany
Testovana latka | katechiny + 1% ] .
katechiny karnosin + o - extrakt ze
NaCl :
tokoferol zeleného Caje
Testy in vivo / / / DPPH
Hov¢ézi, kachni,
Hovézi a kuteci | kufeci, veptové
Material Hovézi maso Hovézi maso
maso maso a maso
tresky, makrely
Testy v
TBARS TBARS TBARS TBARS
potraving
Pouzita
koncentrace 300 mg/kg 300 mg/kg 0,03 mg/g 0,1%
testované latky
Zptsoby 4°C; svétlo (616 2°C; temno;
4°C; 10dni 4°C; 15dni
skladovani lux); 10 dni 7dni

Inhibi¢ni ucinek cajovych katechini na oxida¢ni procesy v mase byl jiz diive

demonstrovan v nékolika studiich (Tabulka3). Tang et al. (2001b) uvedl, Zze vysoky obsah

polynenasycenych mastnych kyselin v mase, potazmo masném produktu, zvySuje rovnéz

oxidacni destabilitu. Ve vySe uvedené tabulce jsou zpiehlednény nekteré studie, které se

rovnéz zabyvali zlepSenim oxidaéni stability masa. Autofi Tang et al. (2001a); Tang et al.

(2001b) uvadi zlepSeni oxidacni stability 50 g uvafenych hovézich a kufecich karbanatkt

pfipravenych z namletého masa. Spolu s katechiny bylo do vzorkid dale pridano 1 % NaCl.
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Ptidavek chloridu sodného ovSem prokazal zhorSeni oxidacni stability. Vzorky byly
skladovany pfi nizsi teplot¢ nez vzorky pastiky. Dalsi parametr, kterym se lisi podminky
skladovani je osviceni vzorkl a nasledn¢ dobou skladovani.

Tang et al. (2001a) uvadi, pozitivni vliv 300 mg/kg katechinii na oxidaci lipida u
karbanatkti o 30g pripravené z hovéziho, kachniho, kufeciho, veptfového, masa a z masa ryb
tresky a makrely. Vzorky byly skladovany pii 4°C a balené do folie propustné pro kyslik.

Lui et al. (2010) uvadi pozitivni efekt ¢ajovych katechinu spolu s karnosinem a a-
tokoferolem v syrovych placickach z namletého hovéziho masa 180g pii koncentraci 0,03
mg/g. Skladovani probé¢hlo pti 2°C, za temna.

Byl zjistén také pozitivni efekt ozafeného lyofilizovaného extraktu ze zeleného ¢aje 0,1%
na syrovém a vafeném hovézim mase skladovaném ve 4 °C a zabalené do folie propustné pro
kyslik (Jo et al., 2002).

Porovnavani vysledkti této prace s ostatnimi vyzkumy muze byt ponékud zavadéjici,
jelikoz jsou patrné rozdily ve zpracovani a zptisobu skladovani.

Je tedy nutné zminit, Ze rozdily mezi testovanou pastikou Vv této praci a zde uvedenymi
studiemi jsou zejména v dobé€ skladovani, teploté, pfistupu ¢i nepfistupu svétla a kysliku,
slozeni masa.

Vliv na oxidaci ma také obsah tuku. Tang et al. (2001a) uvadi, ze pfi ptipravé byla
odstranéna kiize a viditelny tuk z masa. K piipravé pastiky Vv této praci byla pouzita jatra,
kterd obsahuji tuku naprosté minimum. Sukova (2007) uvadi, Ze obsah tuku v jatrech Cinni
3,3% tuku. Jeho mnozstvi se ovsem navysilo pfidanim vepfového sadla. Na 1kg jater bylo
pouzito 0,5kg veptového sadla. Vzhledem k této skutecnosti je jasné, Ze pastika bude mit
mnohem horsi oxida¢ni stabilitu nezli pfipravené vzorky z namletého masa s minimem tuku.

Dalsi vliv na vysledky mohlo mit provedeni méteni hodnoty TBA, kdy mohlo dochazet
k oxidaci odebranych pastik jiz v pribéhu méfeni. ReSenim by se mohlo stat piidani
nékterého antioxidantu se znamou antioxidac¢ni aktivitou do odebraného vzorku pastiky. Tim
by se zamezilo mozné oxidaci v pribéhu méfeni, ktera mize ovlivnit vysledky.

Ackoliv antioxidacni aktivita Polyphenonu 60 ve vzorcich pastiky se podafila potvrdit jen
castecné, z vysledkll in vitro testl, stejné¢ tak jako z vysledki vySe jmenovanych studii
(Tabulka 3) je patrny zna¢ny antioxidac¢ni potencial ¢ajovych katechini v syrovém i tepelné
zpracovaném mase. Nesrovnalosti ve vysledcich dvou testli upozoriiuji na pravdépodobné
nedostatky ve zvolené metodice. Pro ptipadné dal§i pokusy bude nutné zdokonalit zejména
proces vyroby pastiky, zplisob zapracovani testovanych latek, techniku baleni a systém

odebirani vzorku.
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[ Zavér

Na zakladé¢ vysledki metody DPPH byla prokdzana antioxidac¢ni aktivita u
testovan¢ho extraktu ze zeleného caje se 60% obsahem katechint. Zjisténému rozdilu
V prokazani antioxida¢ni aktivity u pastiky 1 v nejvyssi testované koncentraci 500 mg/kg a
zadnému ucinku u pastiky 2 mohlo dojit vlivem nevhodného zpracovani.

Vysledek testovani antioxidacni aktivity na pfipravené¢ paStice v laboratornich
podminkach miize byt zavadéjici. V kazdém piipad¢ je nutné brat v potaz neprofesionalni
piipravu pastiky, kterd v potravinaiském pramyslu probiha mnohem efektivnéji. Suroviny
jsou nakupovany od dodavatelti o znamé kvalité, ktera je predem ovéiena v laboratofi. Stroje,
pomoci kterych jsou suroviny zpracovavany, pracuji rychleji a je dosazeno lepsi kvality
vysledného produktu.

Ptesto ziskané vysledky této prace naznacuji slibny antioxidacni potencial Cajovych
katechinll pro pouziti v paStikach. Ten nebyl plné prokazan pravdépodobné kvili n¢kterym

nedostatkiim v metodice, kterou je potfeba pred dalSimi experimenty patficné upravit.
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