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Vliv kombinace zahrevu a pridavku silic
do jableCno-Fepného moStu na jeho antioxidacni aktivitu

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva problematikou vyuziti silic z aromatickych rostlin pro
zlepSeni antioxida¢niho a fenolického profilu potravin. V prvni ¢asti literarni reSerSe jsou
popsany latky, které svym slozenim a svymi vlastnostmi vytvaieji, anebo jinak ovliviiuji jak
obsah fenolickych latek v potravinach, tak i jejich antioxida¢ni schopnosti. V dalsi ¢asti jsou
popséany konzervacni metody potravin, a dale rozdé€leni, vlastnosti a pouziti rostlinnych silic.
Posledni cast je zaméfena na antioxidanty, oxidacni stres a negativni vliv volnych radikalt na
lidské zdravi.

V experimentu byl pouZit jablecno-fepny most, ktery byl oSetfen riiznymi zpusoby,
Které zahrnovaly rozdilné pasteraéni teploty (64, 60, 54 °C po dobu deseti minut), ptidani dvou
silic (ze skofice a citronové travy) v riznych koncentracich (256, 128, 64 ug/mL) a vSech jejich
kombinaci. V téchto variantich byl méfen celkovy obsah fenolickych latek pomoci
spektrofotometrické metody s pouzitim Folin-Ciocalteu ¢inidla, celkova antioxidacni aktivita
metodou DPPH a vliv teploty na degradaci betaninu pomoci spektrofotometrického stanoveni
pfi vinové délce 537 nm.

Ze statistickych vysledkt vyplynulo, ze teplota, typ silice i doba skladovani mély vliv
na obsah fenolickych latek, antioxida¢ni aktivitu 1 obsah betaninu. Celkovy obsah fenolickych
latek byl nejvyssi u tepelné neosetienych kontrolnich variant, nasledovaly vzorky se silici ze
skofice a nejméné fenolickych latek bylo obsazeno ve vzorkach se silici z citronové travy.
Kontrolni varianty mély stejnou antioxidacni aktivitu jako vzorky se skoficovou silici, ale stejné
jako u obsahu fenolickych latek hrala nejvétsi roli teplota, jelikoz mezi tepelné neosettenymi
vzorky byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v porovnani se vSemi testovanymi
pasteracnimi teplotami. Co se ty¢e experimentu, ve kterém byla sledovana degradace betaninu,
byla potvrzena teorie, Ze teplota ma nejveétsi vliv na jeho stabilitu a pokud byla do tepelné
oSetfenych vzorkl piidana silice z citronové travy, v téchto vzorcich betanin degradoval

nejvice.

Klicova slova: stava, most, silice, pasterace, DPPH, TPC



Influence of combined temperature and essential oils
treatment on apple-red beet juice antioxidant activity

Summary

This diploma thesis deals with the use of essential oils from aromatic herbs to improve
the antioxidant and phenolic profile of the food. In the first part of the review, there are
described substances that by their composition and their properties create or otherwise affect
both, the content of phenolic substances in food and also their antioxidant ability. In the next
part there are described preservation methods of the food and clasification, properties and use
of essential oils. The last part is focused on antioxidants, oxidative stress and negative effects
of free radicals on human health.

Apple-beetroot juice was used in the experiment. It was treated by different methods,
including different pasteurization temperatures (64, 60, 54 ° C for ten minutes), using two
different essential oils, cinnamon and lemon grass and their various concentrations (256, 128,
64 ng/mL) and all their combinations. In these variants, the total content of phenolic compounds
was measured by the spectrophotometric method using the Folin-Ciocalteu reagent, total
antioxidant activity by the DPPH method and the effect of the temperature on the degradation
of the betanine by spectrophotometric determination at a wavelength of 537 nm.

Statistical results showed that temperature, type of essential oil and time of storage had
an significiant effect on phenolic content, antioxidant activity and betanine content. The total
phenolic content was the highest in the thermally untreated control variants, followed by
samples containing cinnamon essential oil and the least phenolic contents were contained in
samples using essential oil of lemon grass. The control variants had the same antioxidant
activity as samples containing cinnamon essential oil, but again the temperature had a
significiant role, as in the case of total phenolic content, because there was observed statistically
significiant difference between the heat-untreated samples and samples treated with all of tested
pasteurisation temperatures. Regarding the betanine degradation experiment, the theory that
temperature had the greatest effect on its stability was confirmed. If lemongrass essential oil

was added to the heat-treated samples, betanine had degraded the most.

Keywords: juice, essential oils, pasteurization, DPPH, TPC
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1 Uvod

Produkty s antioxidacni aktivitou ziskavaji ¢im dal vét$i popularitu, jelikoz dokazi
prodlouzit skladovani potravin, a to diky zlepSeni stability tukti a oleji bohatych na
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), zpomaleni procesu starnuti a pti 1é¢be lidskych
onemocnéni jako je atherosklerdza a rakovina (Jacob, 1995; Baratta et al., 1998).

Existuje mnoho zplsobii konzervace potravin a napoji. Co se ty¢e ovocnych napoji,
velmi Casto se pouziva tepelné oSetieni, které¢ s sebou nese negativni ovlivnéni konecného
mnozstvi zdravi prospéSnych latek. Mnoho téchto latek je Casto teplotné labilnich a v prub¢hu
oSetieni se zni¢i (Beatrice and Yousef, 2002). Nicméng, konzervace se v prvni fadé pouziva pro
zpomaleni nebo zamezeni mikrobidlniho rGstu a tim pomahd ptedchazet vypuknuti chorob
spojenych s potravinami (Gould, 1996; Prokopov and Tanchev, 2007). Proto se vyvijeji riizné
metody, jak jejich degradaci a rozkladu co nejvice zabranit. Pfimo se nabizi metoda snizenim
teploty zédhtfevu s kombinaci silic. Silice jsou sekundarni metabolity rostlin, které je vyuzivaji
zvlasté pro svoji ochranu. Maji antimikrobiélni, antiparazitické, antimykotické a antioxida¢ni
vlastnosti. Ac¢koliv je potravinaisky prumysl pouziva hlavné kvili jejich vini, mizeme je
zaradit jako alternativu k bézné pouzivanym konzervantim (Hyldgaard et al., 2012). Daji se
pridavat nejen do potravin, ale i do napoju.

Ovocné §tavy ¢i mosty jsou velmi oblibené produkty potravinaiského primyslu a
Vv poslednich letech se ¢im dal vice objevuji tendence zlepSovat jejich sloZeni, at’ uz se jedna
0 zdravi prospésnou nebo chutovou stranku. Mezi nejznaméjsi patii pomerancova nebo
jable¢na stava. Mezi vysSe zminované snahy o zlepSovani jejich slozeni se daji zaradit rizné
kombinace ovocnych §tav se zeleninovymi. V konkrétnim ptipadé této diplomové prace tedy
kombinace jablek a Cervené fepy. Jablka obsahuji mnoho polyfenolickych sloucenin a ¢ervena
fepa je znama svym vysokym a diileZitym zdrojem betalaintl, resp. betaninu. Betalainy maji
antioxida¢ni a antiradikdlové vlastnosti (Czapski et al., 2009). Je dokdzéano, Ze pravidelna
konzumace rostlinnych fenolid plsobi proti vzniku kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich
onemocnéni & ma hepatoprotektivni a antikariogenni Uc¢inek (Siili et al., 2014). Diky témto
zminénym obsahovym slozkdm je jable¢no-fepny most pomérné hodné popularni, ale
V soucasnosti pro n¢j neni vhodny konzervacni prostiedek, ktery by ve vysoké mite ochranil
jeho zdravi prospésné latky. Stabilitu betalaind, zvlasté¢ pak betaninu, v pribéhu vyroby a
skladovani ovliviiuje n€kolik faktorti, mezi které lze zaradit teplotu, pH, svétlo a dostupnost

kysliku (Von Elbe, 1974).



Z vySe zminénych davodt jsme v této praci testovali snizené konzervaéni teploty
v kombinaci s riznymi koncentracemi rostlinnych silic. Nizsi teploty by méli snizit Gbytek
zdravi prospéSnych latek a v kombinaci se silicemi by se mohl zlepSit antioxidacni i
polyfenolicky profil mostu.

Prakticka cast této diplomové prace je vénovana stanoveni antioxidacni aktivity a
celkového obsahu fenolickych latek riznych variant, pfipravenych z jablecno-fepného mostu.
Dalsi méfeni je zaméfeno na degradaci betaninu v prubéhu skladovani a vliv teploty na jeho
stabilitu. Vysledky téchto stanoveni mohou poslouzit jako podklad pro dalsi vyzkum v oblasti

konzervace potravin.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je zméfit a porovnat antioxidacni aktivitu a celkovy obsah
fenolickych latek v jableCno-fepném mostu oSetfeném raznymi zpusoby, které zahrnuji v
prvnim piipadé pasteraci rozdilnymi teplotami a v dal§im piipad¢ oSetieni nizkou pasteracni
teplotou v kombinaci s pfidanim rostlinnych silic za ¢elem dosazeni stejného konzerva¢niho

ucinku. Dale také porovnani naméfenych hodnot s ostatnimi ovocnymi mosty.

Hypotéza: JableCno-fepny most oSetfeny niz8i pasteracni teplotou s pfidanim silic bude

vykazovat vyssi antioxidacni aktivitu i celkovy obsah fenolickych latek.



3 Literarni reSerse

3.1 Polyfenolické latky

Polyfenoly jsou cennymi mikronutrienty v nasi stravé a objevuji se diikazy o jejich tloze
v prevenci degenerativnich onemocnéni jako je rakovina a kardiovaskularni onemocnéni.
Zdravotni ucinky polyfenolll zavisi na spotfebovaném mnozstvi a jejich biologické dostupnosti
(Manach et al., 2004). Piedstavuji po¢etnou a rozSifenou skupinu latek v rostlinné Fisi.
Polyfenoly jsou produkty Sikimatové a polyketidové drahy, které jsou vyuzivany
mikroorganismy a rostlinami, nikoli vSak zvifaty (Dewick, 2009). Pfirodni polyfenoly se
mohou vyskytovat ve formé jednoduchych molekul jako jsou fenolické kyseliny, az po vysoce
polymerované slou¢eniny, jako jsou taniny (Bravo, 1998).

Hlavni tfidy polyfenolil jsou rozdéleny podle povahy jejich uhlikového skeletu: fenolické
kyseliny, flavonoidy, stilbeny, lignany, kumariny a flavonolignany (Scalbert and
Williamson, 2000). Jednoduché fenolické kyseliny a flavonoidy jsou $iroce rozsiteny v celé
rostlinné tisi (Crozier et al., 2009). Vyse zminéné skupiny polyfenolil jsou vnimény jako zdravi
prospesné latky (Manach et al., 2004), ale zaroveii mohou byt nékteré polyfenoly toxické a
mutagenni (Duthie et al., 2003). Napftiklad ptipravky obsahujici nékteré kumariny se pouzivaly
jako pftichuté pro lidskou vyZzivu, stejné€ jako pfi lé€eni angiologickych onemocnénich, ale je
dulezité zminit, ze existuji zpravy o toxickych, a dokonce i karcinogennich tu¢incich kumarini
u zvifat (Endell and Seidel, 1978). Mezi furanokumariny patii také psoraleny, znamé svymi
fotosenzitizatnimi schopnostmi, protoze jejich planarni struktura jim umoziuje interkalaci
(vmezeteni) do DNA a inhibuje jeji replikaci (Lautié et al., 2013). Rostliny obsahujici psoraleny
byly pouzity interné i externé k podpofe pigmentace a opalovani pokoZky. Bergamotovy olej
muze obsahovat az 5 % bergaptenu a ¢asto se pouziva v piipravcich na opalovani. Psoralen,
diky rozSifenému chromoforu, absorbuje blizké UV zafeni a umoziuje tomuto zéafeni

stimulovat tvorbu melaninovych pigmentt (Dewick, 2009).

3.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny (Obrazek 1) se déli na dvé tfidy: derivaty kyseliny hydroxybenzoové
a derivaty kyseliny hydroxyskoficové. Obsah derivat kyseliny hydroxybenzoové je v jedlych
rostlinach vSeobecné velmi nizky, s vyjimkou nékterych druht cerveného ovoce (predevsim
brusinek), cerné tedkvicky a cibule (Shahidi and Naczk, 1995). Vyznamnym derivatem

kyseliny benzoové je napiiklad kyselina gallova (GA), ktera je z této skupiny polyfenolu asi



nejvice zastoupena v potravinach (Siili et al., 2014). GA vykazuje nejen antioxidacni vlastnosti,
ale tak¢ antialergickou, protizanétlivou, antimutagenni a antikarcinogenni aktivitu. Krome toho
byly derivaty GA nalezeny v mnoha fytolécich s riznymi biologickymi a farmaceutickymi
ucinky, v¢etné schopnosti zachytavani volnych radikalt, indukce apoptozy rakovinnych bunék
a ochranu bun¢k pied poSkozenim vyvolanym ozatenim (Cirillo et al., 2010). Dal$im derivatem
kyseliny hydroxybenzoové je kyselina protokatechova (3,4-dihydroxybenzoova kyselina;
antihyperglykemické a neuroprotektivni ucinky. Déle se jevi, Ze PCA ma chemopreventivni
potencial, protoze in vitro inhibuje chemickou karcinogenezi a vykazuje pro-apoptotické a
antiproliferacni u€inky v riiznych tkanich (Masella et al., 2012).

Derivaty kyseliny hydroxyskotficové se v rostlinach nachéazeji Castéji nez derivaty
kyseliny benzoové (Siili et al., 2014). Byly identifikovany v mnohych semenech
olejnin (Schmidt et al., 2002). Patfi sem kyselina p-kumarovd, kyselina kavova, kyselina
ferulova a kyselina sinapova (Siili et al., 2014). Nachdazeji se v rostlinach ve volné form¢ a v
rad¢ esterifikovanych formach, naptiklad s kyselinou chinovou, jako je kyselina chlorogenova
(5-O-caffeoylchinova kys.), S glukézou jako ] 1-O-sinapoylglukéza,
a s cholinem v sinapinu (Dewick, 2009). Kyselina syringova, ferulova a vanilova se nachazeji
v bavlnikovych a podzemnicovych semenech nebo v sojové moucce. Kyselina sinapova
dominuje v fepkovych semenech, kyselina kavova spolu s kyselinou chlorogenovou jsou
pritomné v sluneCnicovych semenech a v rajcatech, kyselina ferulovd se také nachazi
v obilnindch, =zelenin€é a je jednou z dilezitych antioxidacnich sloucenin
v pivé (Schmidt et al., 2002), a v neposledni fad€ do této skupiny patii sinapin, ktery se nachazi
v semenach olejnin (Huang et al., 2011). Za zminku stoji také kyselina rosmarinova, ester
kavové kyseliny s kyselinou 2-hydroxy-3-(3,4-dihidroxyfenyl)-propionovou, jelikoz maji fadu
zajimavych biologickych aktivit, napfiklad antivirovou, antibakterialni, protizanétlivou a
antioxidacni aktivitu (Petersen and Simmonds, 2003). UZ podle ndzvu je obsaZena v rozmarynu

1¢kaiském (Rosmarinus officinalis; Lamiaceae) a Casto se vyuziva jako aditivum v potravinach.



Obrazek 1 Chemicka struktura fenolickych kyselin (Schmidt et al., 2002).
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3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni polyfenolické latky zalozené na flavanovém jadru.
Obrazek 2 ukazuje zakladni strukturu flavonoidt a ¢islovaci systém pouzivany k rozliSeni pozic
uhliku kolem molekuly. Tti fenolové kruhy jsou oznaCovany jako kruhy A, B a C. Vyskytuji se
pfirozené v ovoci, zelening, ofechach, semenech, kvétech nebo v kuife a jsou nedilnou soucasti
lidské stravy (Cook and Samman, 1996). Pusobi v rostlinach jako antioxidanty, antimikrobidlni
latky, fotoreceptory, vizualni atraktory nebo jako odpuzujici latky. Mnoho studii naznacuje, ze
flavonoidy vykazuji biologické aktivity, v¢éetné antialergickych, antivirovych, protizanétlivych
a vazodilatacnich ucinkl. Nejvétsi zdjem se vSak vénuje antioxidacni aktivité flavonoidd, coz
je zpusobeno jejich schopnosti omezovat tvorbu volnych radikdli a pomdahani
jejich vylucovani (Pietta, 2000). Krom¢ svych antioxidacnich vlastnosti, nékteré flavonoidy
pusobi jako chelatacni ¢inidla a inhibuji Fentonovu reakci vedenou superoxidem, ktera je
dulezitym zdrojem aktivnich kyslikovych radikali (Cook and Samman, 1996). Né&kolik
nedavnych studii ukazalo, Ze v zavislosti na struktute, flavonoidy mohou byt silnymi inhibitory
nekolika kindz zapojenych do signalového pienosu, a to predevsim proteinkindza C (PKC) a
tyrosinkinaza. VéEtSina téchto u€inki je zaméfena na ATP-vazebné misto kinazy, i kdyZ mohou
existovat dalS$i dosud nezndmé mechanismy. Proto byly pfirozené se vyskytujici flavonoidy
navrzeny k provadéni biologickych tc¢inki na buiiky prostfednictvim inhibice téchto riznych
klicovych enzymu. Z téchto divodi mohou byt povazovany za potencidlni slouceniny
pro selektivni blokovéani signdlnich transdukénich cest a pro navrhovani silnéjSich analogt

pro pouZiti pfi terapii proliferativnich onemocnéni (Agullo et al., 1997).



Mezi hlavni tiidy flavonoida patii flavonoly, flavony, flavanony, katechiny (nebo

flavanoly), anthokyaniny, isoflavony a dihydroflavonoly (Cook and Samman, 1996).

Obrazek 2 Zakladni struktura flavonoidi (Cook and Samman, 1996).
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3.1.3 Fenylpropeny

Fenylpropeny patii pod riizné skupiny organickych slouc¢enin zvanych fenylpropanoidy
(Hyldgaard et al., 2012). Fenylpropanoidy produkuji rostliny pro ochranu pted infekcemi,
ultrafialovym ozafenim, zranénimi a bylozravci. Jsou syntetizovany z aminokyseliny
fenylalaninu, ktera je pfeménéna na kyselinu skoficovou. Redukci karboxylové skupiny
pfitomné v kyselin¢ skoficové vznikne aldehyd a dalsi redukci se produkuji monolignoly,
mezi které patii prave fenylpropeny, ze kterych jsou nejvice znamé silice eugenol, isoeugenol,
vanillin, safrol, myristicin, estragol, cinnamaldehyd, anetol a safrol (De Céassia da Silveira e Sa
etal., 2014). Vétsina z nich je ukazana na Obrazku 3. Komer¢ni vyuziti nékterych fenylpropenti
je popsano v kapitole 3.4.10.3. Co se tyce negativnich G¢inkt, myristicin, ktery je obsazen
v muskatovém ofiSku (Myristica fragrans; Myristicaceae), v historii zptisoboval mirné
halucinace, a to pfi pozivani spadlych muskatovych ofiskd. Je pravdépodobné, Ze se v téle

aminovou reakci metabolizuje za vzniku derivatu podobném amfetaminu (Dewick, 2009).



Obrazek 3 Chemicka struktura nékterych fenylpropenti (Dewick, 2009).
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3.1.4 Stilbeny

Stilbeny jsou mala skupina fenylpropanoidii charakterizovana zékladnim kamenem
1,2-difenylethylenem. V¢tSina rostlinnych stilbend  jsou derivaty zakladni jednotky
trans-resveratrolu (3,5,40-trihydroxy-transstilben). Tyto sloueniny maji cetné pozitivni
dusledky na odolnost rostlin vici chorobam a na lidské zdravi (Chong et al., 2009).
Mezi stilbeny patii naptiklad resveratrol (Obrazek 4) a viniferiny. Jsou ptitomné ve vinné révé
jako konstitutivni (kofeny, stronky) a jako indukované latky (v listech a plodech), které plisobi
jako fytoalexiny (nizkomolekularni, antimikrobialni latky) v obrannych mechanismech vinné

révy vuci nékterym patogeniim (Bavaresco et al., 1999).

Obrazek 4 Struktura resveratrolu (Bavaresco et al., 1999).
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3.1.5 Lignany

Lignany tvofi skupinu rostlinnych fenolt, jejichz struktura je urCena spojenim dvou
zbytki kyseliny skoficové nebo jejich biogenetickych ekvivalentli (Ayres and Loike, 1990).
Pravdépodobné v disledku jejich rozmanitych struktur lignany vykazuji Sirokou Skalu
biologickych aktivit. Naptiklad existuji dikazy, Ze konzumace potravin bohatych na lignany

muze snizit riziko vzniku nékterych forem rakoviny (Ward, 2000).



3.2 Terpeny

V soucasnosti je v literatufe popsano pres 30 000 terpenti. Skelet terpent tvoii zbytky
2-methylbutanu, které jsou Castéji ozna¢ovany jako isoprenové jednotky (Obrazek 5), (Cs)n,
Z tohoto duvodu jsou terpeny také ozna¢ovany jako isoprenoidy. V piirodé se terpeny vyskytuji
prevazné jako uhlovodiky, alkoholy a jejich glykosidy, ethery, aldehydy, ketony, karboxylové
kyseliny, estery a jsou slozky nékterych esencialnich oleji (Breitmaier, 2006).

Terpeny jsou klasifikovany na hemiterpeny (Cs), monoterpeny (Cio), seskviterpeny
(C1s), sesterterpeny (Cas), triterpeny (Czo) a tetraterpeny (Cao). Vyssi polymery se vyskytuji
v materidlech, jako je naptiklad kaucuk. Samotny isopren byl znam jako rozkladny produkt
Z riznych ptirodnich cyklickych uhlovodiki a byl navrzen jako zdkladni stavebni blok pro tyto
slouceniny, ozna¢ované isoprenoidy. Mnoho terpenti Ize nalézt ve form¢ diastereoisomerti, jako
naptiklad (-)-mentol a (+)-mentol. Diastereoisomery maji odlisSné biologické

(ptiklad v Tabulce 1), ale i organoleptické vlastnosti (Dewick, 2009).

Obrazek 5 Chemicka struktura isoprenové jednotky (Dewick, 2009).
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3.2.1.1 Monoterpeny (Cio)

Monoterpeny piedstavuji skupinu ptirozené se vyskytujicich organickych slou¢enin,
jejichz zakladni struktura se sklada ze dvou navzajem propojenych izoprenovych jednotek.
Jejich molekuly tvoii 90 % silic a maji velké mnozstvi rozmanitych struktur, které maji
Do monoterpent patii napiiklad: citronelol (rizovy olej), geraniol (pelargoniovy olej), nerol
(rdzovy olej), linalool (koriandrovy olej), citronellal (citronelovy olej),
geranial (E-citral; citronova trava), neral (Z-citral; citronova trava). Nékteré oleje s témito
monoterpenovymi slozkami maji u¢inky proti nadymani, pouzivaji se v aromaterapii, nebo
dokonce jako slozky v repelentech proti hmyzu (Dewick, 2009). V Tabulce 1 jsou uvedeny

ptiklady nékterych monoterpeni a jejich ti€inkl na kardiovaskularni systém.



Tabulka 1 U¢inky nékterych monoterpent na kardiovaskularni systém (Santos et al., 2011).

Monoterpen Typ- Tkati / Druh Utinky
studie
Karvakrol Invitro  Izolované psi a lidské Srde¢ni arytmie
vetrikularni kardiomyocyty
In vivo Anestetizovana krysa Snizena srdec¢ni frekvence
Invitro  Izolovana krysi aorta Vazorelaxace
Citronellol  Invivo Normotenzni krysa Hypotenze
Invitro  Normotenzni krysa Hypotenze a tachykardie
Limonene  Invivo Krysa SniZeni a prevence
kardiovaskularnich
poranéni zpusobenych
plicni hypertenzi
(+)-Linalool Invivo  Clovék (inhalace) Stimulant
kardiovaskularniho
systému
(-)-Linalool Invivo Clovék (inhalace) Tlumici G¢inek na
kardiovaskularni systém
Mentol Invitro  Cévy lidského predlokti a Vazorelaxace

krysi tepny

3.2.1.2 Seskviterpeny (Cis)

Seskviterpeny jsou tvofeny ze tii isoprenoidovych jednotek. Terminologie vychazi
z latinské ptedpony sesqui: ,,jeden a pulkrat“. Patii sem naptiklad y-bisabolen, zingiberen,
y-seskvifelandren, kde vSechny ti tvoii aroma zazvoru (Zingiber officinale; Zingiberaceae),
nebo dale a-bisabolol, ktery je hlavni slozkou hefmanku (Matricaria chamomilla; Asteraceae)
(Dewick, 2009).

3.2.1.3 Tetraterpeny (Cao)

Tetraterpeny jsou reprezentovany pouze jednou skupinou latek, karotenoidy, ikdyz je
znamo nékolik set pfirodnich strukturalnich variant. Tyto slouceniny hraji roli pfi fotosyntéze
(Dewick, 2009), ale také se vyskytuji v nefotosyntetizujicich organismech, jako jsou

eubakterie, archea, houby a zvifata, které obsahuji karotenoidy ptedev§im jako ochranu pted
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Skodlivymi reaktivnimi druhy kysliku (Takaichi, 2013). Lykopen je charakteristicky
karotenoidni pigment ve zralych plodech rajcat (Lycopersicon esculente; Solanaceae).
Oranzova barva mrkve (Daucus carota; Apiaceae) je zpusobena B-karotenem (Obrazek 6),
ackoliv tato sloucenina je vice rozsifena ve vyssich rostlinach. Mezi oxygenované karotenoidy
neboli xantofyly patii napiiklad zeaxanthin, lutein a violaxanthin. Dulezitymi metabolity
karotenoidu jsou vitaminy skupiny A (vitamin Ag, vitamin Az). Bixin a kroketin jsou slou¢eniny
klasifikované jako apokarotenoidy. Velké mnozstvi (az 10 %) cervené¢ho pigmentu bixinu se

vyskytuje v semennych obalech annatta (Bixa orellana; Bixaceae) (Dewick, 2009).

Obrazek 6 Chemicka struktura p-karotenu (Dewick, 2009).

S e NG i G O P N

3.3 Betalainy

Betalainy jsou vodorozpustné pigmenty obsahujici dusik, které jsou syntetizovany
z aminokyseliny tyrosinu na dv¢é strukturni skupiny: cerveno-fialové betakyaniny
a zluto-oranzové betaxanthiny (Azeredo, 2009). Zakladni struktura betalainti je ukazana na
Obrazku 7. Maji nizkou stabilitu, a to zejména pii zahfivani a jejich skladovani
(Kazimierczak et al., 2016). Radi se do tiidy vodorozpustnych dusikatych pigmenti. Hromadi
se v bunéénych vakuolach rostlin, plodech a listech rostlin, které je syntetizuji, hlavné
v epidermalnich nebo subepidermélnich tkanich (Kujala et al., 2002). Z mnoha pfirodnich
zdrojui, Cervena fepa (Beta vulgaris var. vulgaris) a opuncie (Opuntia) jsou jedinymi
potravinami obsahujicimi tyto skupiny sloucenin (Jackman, Smith, 1996).
Betalainy vykazuji mnoho funkci (Tabulka 2), mezi které patii antioxidacni aktivita,
ktera zbavuje organismus volnych radikald. Jsou biodostupné pro lidsky organismus diky tomu,
ze prechazi z alimentarniho traktu do krevniho ob&hu (Czapski et al., 2009). Antiradikalové

vlastnosti betalainii se zvySuji s po¢tem hydroxylovych a imino skupin (Cai et al., 2003).
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Obrazek 7 Zakladni chemicka struktura betalaint (Esatbeyoglu et al., 2015).

Tabulka 2 Potencialni zdravotni benefity potravin bohatych na
betalainy (Esatbeyoglu et al., 2015).

Pontencialni zdravotni benefity

Likvidace volnych radikala reaktivnich druhi kysliku
Ochrana LDL proti oxidaci

Prevence poskozeni DNA

Indukce antioxidantt (napf. glutathion peroxidaza)

Regulacni aktivita genti

rrrrr

3.3.1 Betaxanthiny

Betaxanthiny jsou konjugacni produkty betalamové kyseliny s riznymi
aminokyselinami nebo aminy. Mohou byt pouzity jako prostfedky zavadéni esencialnich
aminokyselin do potravin (Cai et al., 2001). Betaxanthiny maji elektroforetické vlastnosti
podobné betakyaniniim, ale vykazuji viditelné absorpéni maximum v rozmezi 474 az 486 nm.
Patfi mezi né¢ vulgaxantin I, vulgaxantin Il, indikaxantin, miraxantin I nebo miraxantin Il
(Mabry and Dreiding, 1968).

3.3.2 Betakyaniny a betanin

Ackoli betakyaniny pokryvaji pfiblizn€ stejny rozsah barev jako antokyany, nebyly
zkoumany tolik, pravdépodobné proto, Ze je jich Vv pfirodé nedostatek. AvSak na rozdil od
antokyant lze betakyaniny aplikovat na potraviny s nizkou kyselosti, nebot’ nejsou tak citlivé
na hydrolytické §tépeni jako antokyany (Azeredo et al., 2007). Betanin neboli betanidin-5-O-

B-glukosid (Obrazek 8), a isobetanin jsou nejznaméjsi betakyaniny. Maji fenolovou a cyklickou
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aminovou skupinu. Obé tyto skupiny jsou velmi dobrym donorem elektront a chovaji se jako
antioxidanty. Jsou hlavni slozkou betalainti v ¢ervené fepé (Kanner et al., 2001). Betanin vznika
kondenzaci kyseliny betalamové s cyklo-3,4-dihydroxyfenylalaninem (cykloDOPA). Je to
zaroven jediny betalain, ktery je povolen pro pouzivani v potravinarstvi (Gongalves, 2012). Je
povolen v definovanych mnozstvich v nékterych potravinach az do ,,quantum satis’’ (napf.
Vv klobase) jako piirodni potravinarské barvivo s oznacenim E162. Betanin se pouziva pro
barveni mlécnych vyrobki jako jsou ovocné jogurty a zmrzlin, dale dzemi, zvykacek, omacek

a polévek. Kromé¢ toho se betanin pouziva v kosmetice a 1é¢ivech (Esatbeyoglu et al., 2015).

Obrazek 8 Struktura betaninu a isobetaninu (Piattelli and Impellizzeri, 1969).
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33.2.1 Vliv pH

Betanin mé v rozmezi pH 3,5-7,0 absorp¢ni vrchol pii 537 nm. Pfi tomto pH je betanin
nejstabilnéjsi. Pfi niz§im pH neZ 3,5 se posunuje absorpéni maximum na kratsi vinové délky a
pfi vys$Sim pH nez 7,0 se naopak jeho vinové délky prodluzuji (Havlikova et al., 1983). Hodnoty
pH nad a pod témito hodnotami byly spojeny také se znacnymi ztratami betaninu. VéEtSina

potravin by vSak méla lezet v tomto nejstabilnéjSim rozmezi (von Elbe et al., 1974).

3.3.2.2 Vliv teploty

Teplota je nejdalezitéjsSim faktorem pro stabilitu betalainti pfi zpracovani a skladovani
potravin (Reshmi et al., 2012). Na Obrazku 9 je znazornéna degradace pii 100 °C. Ukazalo se,
ze rychlost degradace pii pH 5 je stale mensi nez pti pH 3 a pH 7 (Von Elbe et al, 1974).
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Zahtivani pti 65 °C, 70 °C, 75 °C a 80 °C po dobu 20 a 30 minut neukazalo zadny
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05). Ve srovnani s niz§imi teplotami byl sledovan znacny

ubytek pfi teploté 85 °C po dobu 30 minut (Wong and Siow, 2014).
Obrazek 9 Degradace betaninu pii 100 °C apH 3, 5 a 7 (von Elbe et al., 1974).

" KIEE‘\

- pHS

I\I\{\

AN

l I | 1 l 1
5 10 15 20 25 30
TIME {min)}

)

BETANIN CONCENTRATION (%)
35 8
| |

om =~
T T

.

—#

3.3.2.3 Vliv svétla a vzduchu

Je dokazano, ze svétlo i1 kyslik maji vliv na degradaci betakyanini a tedy konkrétné i
betaninu. Pti pH 7 a teploté 15 °C, ptfitomnost vzduchu zvysila hodnoty degradace o 14,6 % a
svétlo 0 15,6 %. Vzduch a svétlo dohromady zvysilo degradaci o 28,6 % (Harmer, 1980). To
velmi dobie odpovida pozorovani, které provedl Vilece et al. (1955), Ze malé mnozstvi kysliku
(6 %) v hornim prostoru plechovky sterilizovaného pyré z fepy bylo dostatecné stacilo k tomu,

aby zptisobilo hnédnuti v blizkosti povrchu.

3.4 Konzervace potravin

Pouzivani metod zpracovani, uchovavani a konzervovani potravin pomaha ptredchéazet
vypuknuti chorob spojenych s potravinami, tj. vyskytu onemocnéni zptisobenych konzumaci
kontaminovanych potravin (Prokopov and Tanchev, 2007).

Konzervace je zaloZena v prvni fad¢ na zpomaleni nebo zamezeni mikrobidlniho rastu.
Musi tedy fungovat prostfednictvim téch faktort, které nejucinnéji ovlivituji rast a preziti
mikroorganismi. Tyto faktory jsou chemické, fyzikalni a mikrobiologické a zavisi na povaze

pfitomnych mikroorganismui (Gould, 1996).
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Na zakladé ptisobeni mohou byt hlavni techniky konzervace potravin kategorizovany
jako: zpomalujici nebo potlacujici chemické kazeni a rist mikroorganismii; pifimo inaktivujici
bakterie, kvasinky, plisn¢ a enzymy a zabranujici rekontaminaci pied a po zpracovani

(Prokopov and Tanchev, 2007).

3.4.1 Tepelné oSetieni

Existuji rizné stupné konzervace tepelnym oSetfenim, které nakonec diktuji typ
vyrobeného konecného vyrobku. Pouzivaji se terminy pasterizace a sterilizace
(Helman and Lund, 1992). Pasterizace, béhem niz se pii dostacujicich dobach a teplotach
inaktivuji formy vegetativnich mikroorganismil a sterilizace, kterd v dostatecnych casech a
teplotach vede k inaktivaci bakterialnich spor, tvofi zdklady velkych a dilezitych praimyslovych
odvétvi na celém svéte (Russell and Gould, 2003). Aby vsak byly tyto procesy uéinné a zajistilo
se usmrceni patogennich a nepatogennich mikroorganismii, musi byt provadény v kombinaci s
ptisnou teplotni a Casovou kontrolou. Tyto faktory mohou zéroven zpiisobit tepelnou inaktivaci
potravinafskych enzyma a zni¢eni nékterych slozek potravin (Heldman and Lund, 1992).
Nadmérné tepelné osetfeni mize dale zplsobit nezadouci denaturaci bilkovin, neenzymatické
hnédnuti a ztratu vitamind a tékavych aromatickych latek (Beatrice and Yousef, 2002). Nejvice
tepelné odolny patogen, vyskytujici se v potravinach, zejména v téch, které jsou konzervovany
a skladovany za anaerobnich podminek, je Clostridium botulinum. Je to proteolyticky
sporulujici anaerob, ktery je schopen produkovat nejskodlivéjsi znamy toxin (botulotoxin), jenz
v mnozstvi asi 10°-10® g miize zptisobit smrt ¢lovéka (Prokopov and Tanchev, 2007). Existuji
rozdily mezi druhy, mezi kmeny v rdmci stejného druhu a mezi spory a vegetativnimi buiikami.
Bakteridlni spory jsou tepelné odolnéjsi nez vegetativni bunky stejného kmene. Nekteré jsou
schopné prezivat po dobu nékolika minut pii 120 °C nebo nékolik hodin pi1 100 °C. Spory
méné odolné proti teplu mohou mit D hodnotu pfi 100 °C krat$i nez 1 min (Farkas, 2007;
Montville etal., 1981). Vegetativni buiiky bakterii, kvasinek a plisni jsou usmrceny po nékolika
minutdch pii 70 az 80 ° C (Farkas, 2007).

3.4.2 OsSetieni chladem

Chlazeni obvykle znamend skladovani pii teplotach nad teplotou mrazu, od asi 16
do -2 °C. Zatimco Cista voda zamrzne pii teploté 0 © C, vétSina potravin zistava nezmrazena,
dokud nedoséhne teploty asi -2 ° C nebo nizsi. Je vSak tfeba mit na paméti, Ze mnoho Cerstvého

ovoce a zeleniny miiZze byt chladem poskozeno, pokud jsou skladovany pod kritickymi
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teplotami 4 az 12 °C (Zhuang et al., 2003). Symptomy chladového poskozeni zahrnuji zvySeny
mikrobidlni rozpad, nerovhomérné nebo nadmérné meknuti a Spatné nebo nerovnomérné zrani
(Tasdelen and Bayindirli, 1988).

Ochranny ucinek skladovani v chladu (chlazeni) je zalozen na skutecnosti, Ze snizeni
teploty zpomaluje rychlost chemickych reakci a rist mikroorganismi. AvSak chladirenské
teploty umoznuji rtist psychrofilnich a psychrotrofnich mikroorganismi, jako jsou napiiklad
bakterie z rodu Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, méné¢ z ¢eledi Enterobacteriaceae,

rody Escherichia, Enterobacter, Proteus a Aeromonas (Farkas 2007).

3.4.3 Aktivita vody

Voda je jednim z nejdulezitéjSich faktort, které ovliviiuji miru zhorSovani kvality
potravin bud’ mikrobidlnimi, nebo nemikrobnimi uc¢inky. Snizeni hodnoty Aw v potravinach
brani ristu vegetativnich mikrobialnich bunék, kliceni spor, tvorbé toxint plisni a bakterii a
aktivité enzymil. Nizka Aw muze také mit sublethalni a smrtelné Gi¢inky pro mikrobidlni buiiky.
(Erkmen and Bozoglu, 2016).

Termin aktivita vody (Aw) byl zaveden pro vodu, ktera je k dispozici v potravinovém
substratu a neni chemicky vazéna. Aktivita vody je definovana jako pomér tlaku vodni péry
potraviny ku tlaku pary destilované vody pfi urcité teploté. Hodnoty aktivity vody se pohybuji
v rozmezi od 0,00 (sucha latka) do 1,0 (destilovana voda). Potraviny se podle Aw d€li na tii
skupiny: potraviny velmi vlhké s Aw 1,00-0,90 (HMF = High Moisture Foods), stfedné vlhké
s Aw 0,90-0,60 (IMF = Intermediate Moisture Foods) a suché s Aw mensi nez 0,60 (LMF =
Low Moisture Foods) (Copikova et al., 2006).

3.4.4 Organické kyseliny a pH

Organické kyseliny inhibuji rst vétSiny mikroorganismti a pfirozené se vyskytuji
V potravinach, proto se stale vice pouzivaji v mnoha potravinaiskych vyrobcich jako
konzervacni latky (Theron and Lues, 2007). Jejich pouziti je regulovano vnitrostatnimi
pravnimi pfedpisy (Russell and Gould, 2003). Organické kyseliny existuji ve dvou zakladnich
formach, jako cisté kyseliny nebo pufrované kyseliny. Mezi Cisté kyseliny patii napiiklad
kyselina mravenci (E236), mlééna (E270), propionova (E280), octova (E260), citronova (E330)
a benzoova (E210), zatimco vapenaté a sodné soli Kyselin propionové, octové, citronové a
benzoové jsou pufrované organické kyseliny (Theron and Lues, 2007). Vzhledem k tomu, Ze

vetSina téchto sloucenin ma slabou kyselost, je pH povazovano za primarni faktor, protoze
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ovlivituje koncentraci nedisociované kyseliny. Tradi¢né se piedpokladd, ze nedisociované
formy organickych kyselin mohou snadno proniknout do lipidové membrany bakterialni bunky
a po vniknuti do neutralniho pH bunééné cytoplazmy se disociuje na anionty a protony. Jak
anionty, tak i protony piedstavuji problémy pro bakterie, které musi udrzovat neutralni pH
cytoplazmy pro funkénost makromolekul. Export nadbyteénych protoni vyzaduje spotiebu
bunécného adenosintrifosfatu (ATP) a mtze to vést k vyCerpani bunécné energie (Ricke, 2003).
Hlavni vyhodou v pouziti organickych kyselin jako konzervantli je zlepSeni organoleptickych
vlastnosti konzervovanych potravin, zejména jejich nizsi vnimava kyselost. Nevyhoda v jejich
pouziti spo€iva v tom, Ze jsou U€inné pouze pii snizenych hodnotach pH, a proto nemohou byt
pouzity ke konzervaci mnoha potravin, které maji blizko k neutrdlnimu pH (Russell and Gould,

2003).

3.4.5 Sifi¢itany, dusitany a dusi¢nany

Sifi¢itany jsou multifunkéni potravinarska aditiva. Pfiklady jejich aplikaci zahrnuji
prevenci oxidace, inhibici jinych chemickych a enzymatickych reakci, pouziti jako béliciho
¢inidla, zpomaleni nastupu barevnych zmén v potravinach, stabilizaci vitaminu C a inhibici
rustu kvasinek, plisni a bakterii (Vally et al., 2009). Ve srovnani s nékterymi Siroce
pouzivanymi konzerva¢nimi latkami, naptiklad organickymi kyselinami, je sulfit v potravinach
relativné nestabilni, a proto muze béhem skladovani podstatné ztratit u¢innost (Russell and
Gould, 2003). Pouzivaji se tyto sifiCitany: oxid sifi¢ity (E220), sifi¢itan sodny (E221),
draselny (E225), sifiCitan vapenaty (E226), hydrogensyficitan vapanety (E227) a
hydrogensifi¢itan draselny (E228) (Gould and Russel, 2003; Yang and Purchase, 1985).

Dusitan draselny (E249), dusitan sodny (E250), dusi¢nan sodny (E251) a dusi¢nan
draselny (E252), jsou Siroce pouzivany V potravinaiském pramyslu jako konzervacni latky a
barevna fixativa masnych vyrobk, jako jsou Sunky, klobasy, slanina apod. Dusitany se Casto
ptidavaji také do smési pii pripraveé masa (zvlasté Sunky a klobasy), aby ziskaly typickou barvu.
Tyto anorganické latky jsou syntetického pivodu, ale také existuji v pfirodé jako mineraly

(Silva and Lidon, 2016).

3.4.6 Konzervace ochrannou atmosférou

Vyuziti fizené atmosféry (dale CA) a modifikované atmosféry (MA) je vyznamné pro

skladovani ovoce citlivého na chlazeni. SniZeni koncentrace kysliku a oxidu uhli¢itého
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v prostiedi zpomaluje zrani plodi, snizuje dychani a produkci ethylenu, pfedchazi méknuti a
zpomaluje vSechny zmény slozeni spojené s dozravanim (Tasdelen and Bayindirli, 1988). U
MA skladovani se slozeni plynu upravuje a dynamicky se méni v zavislosti na rychlosti dychani
potravinaiského vyrobku a propustnosti folie nebo skladovaci struktury obklopujici
potravinaisky vyrobek. Pii CA skladovani je plynova atmosféra plynule fizena po celou dobu

skladovani (Jayas and Jeyamkondan, 2002).

3.4.7 Vysoky tlak

Se soucasnou rostouci poptavkou po bezpecnych, cerstvych, vyzivnych a
inovativnich potravinafskych produktech je podnécovan vyzkum alternativnich technologii
konzervace, (tj. jiné metody uchovani nez tepelné zpracovani). Jedna z nich je oSetfeni za
pusobeni vysokého tlaku. Odvozeno z materidlnich véd, zpracovani pod vysokym tlakem je
technologie, pii které je produkt vystaven tlaku 100 MPa a vice (Yuste et al., 2001).

Studie ukazaly, Ze oSetfeni vysokym tlakem je schopno nicit v&tSinu mikroorganismi
v zavislosti na podminkach aplikace (amplitudé tlaku, dob¢ trvani, teploté a zptsobu aplikace),
vlastnostech Cerstvého a zpracovaného ovoce/zeleniny (pH, Zivina sloZeni, aktivita vody,
stupen zralosti) a typu mikroorganismi nebo virti (Daher a kol., 2017).

Tlak ovliviiuje konformaci (sekundérni, tercidrni, kvartérni a supramolekuldrni
struktury) makromolekul (nukleové kyseliny, polysacharidy a proteiny), ptechodnou teplotu
vody a lipidii a n€které chemické reakce (Cheftel and Culioli 1997).

3.4.8 Nezadouci ucinky konzervanti

Existuji urcité Skodlivé G€inky pii pouzivani chemikalii pro konzervaci potravin. Mohou
zpusobovat bolesti hlavy, palpitace, alergie, a dokonce i rakovinu (Sharma, 2015).

U sorbové kyseliny (E100) a sorbatli byly popsany mozné alergie, obvykle viditelné ve
formé kopfivky. Protoze je kyselina sorbovd metabolizovana jako nékteré mastné kyseliny,
snizuje se pravdépodobnost dalSich nezddoucich ucinki (Silva and Lidon, 2016). Avsak bylo
zjisténo, ze sorbat sodny (0,4—-0,8 mg / ml) indukuje in vitro chromozomové aberace a nékteré
mutace u ¢inskych kieckt (Wiirgler et al., 1992).

Dusitany také reaguji s kyselinami a vedou k tvorbé kyseliny dusité, ktera mize
reagovat s ur¢itymi aminy (ziskanymi hydrolyzou proteintll) a tvofi nitrosaminy. Nitrosaminy

jsou genotoxické karcinogeny a neexistuje prahova hodnota, pod kterou by mohla byt
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vyloucena tvorba nadorovych buné¢k a nadort (Silva and Lidon, 2016). Navic, kyselina dusita
je podezielad za vznik rakoviny Zaludku (Sharma, 2015).

Benzoaty (E211, E212, E213) jsou podezirdny, ze zpisobuji alergie, astma a kozni
vyrazky (Sharma, 2015). A co vic, benzoat sodny (E211) zfejmé zhorSuje astma a je podeziely
Z neurotoxicity a karcinogenity, mtize zpiisobit abnormality plodu a hyperaktivitu (Silva and

Lidon, 2016).

3.4.9 Prirodni rostlinna barviva

Mnoho barviv je tradi¢né ziskavano z kotent, plodi, kvétt, kary a listi riznych rostlin.
V soudasné dobé se dokonce vyuzivaji jako p¥irodni antioxidanty (Copikova et al., 2005). Mezi
vlastnostmi potravin je barva hlavnim lakadlem pro spottebitele (Gordon et al., 2009). Soucasné
spotiebitelské preference pro pfirozend barviva jsou spojeny s piedstavou, ze jsou zdrava a
kvalitni. Pfirodni barviva se stavaji stale obliben¢jsi u spotiebitell, protoze synteticka barviva
maji tendence byt vnimana jako nezadouci a $kodliva, pficemz nékteré z nich jsou u nékterych
0sob povazovana za alergické a intoleran¢ni reakce (Wissgott and Bortlik, 1996). Ptiklady
barviv a jejich ptirodnich zdroju je ukazana v Tabulce 3.

Betanin (E162), jak uz bylo zminéno v kapitole betalainli a betaninu, se pouziva pro
barveni mléénych vyrobku, jako jsou ovocné jogurty a zmrzliny, déle dzemt, Zvykacek,
omacek a polévek.

Karoteny pati k vyznamnym ptirodnim oranZovym barviviim, stejné tak k dilezitym
slozkam nasi stravy (provitaminy) (Copikova et al., 2005). Mezi karotenoidy fadime predevsim
B-karoten (E160a), bixin (E160b) a lykopen (E160d). Pouzivaji se jako barviva pro potraviny,
napoje, cukrovinky a léCiva. Napiiklad bixin se pouZiva jako barvivo do syrit a jinych
mlékarenskych produktt (Dewick, 2009).

Kurkumin je znam jako zluté barvivo (E100) z kofeni kari. P&stuje se v Indii, Cin& a
projevii (demenci) Alzheimerovy choroby (Copikova et al., 2005). Obsahuje karbonylové,
methoxyskupiny a hydroxylové skupiny, které mohou pfispivat k jeho aktivité a je fazen do
kategorie fenolickych antioxidantl. Bylo prokdzano, Ze kurkumin inhibuje peroxidaci lipidi a
ukdzaly preventivni protirakovinné Uc¢inky, které koreluji s pfijmem kurkuminoidi

Vv potraveé (Wright, 2002).
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Tabulka 3 Priklady barviv a jejich ptirodnich zdroja (Wissgott and Bortlik, 1996).

Barvivo Zdroj
Betanin (E162) Cervena fepa (Beta vulgaris)
Karotenoidy (E160)
e [-karoten (E160a) Mrkev, tmave zelena listova zelenina (Spenat),

sladké cervené papriky, meruiiky

e Bixin, norbixin nebo annato  Semena orelaniku (Bixa orellana)

(E160b)
e Lykopen (E160d) Riizné druhy ovoce (napf. rajCata, vodni
meloun, rizovy grepfruit)
Kurkumin (E100) Oddenek kurkumy (Curcuma longa)
3.4.10 Silice

Silice neboli esencidlni oleje, jsou kapalné, aromatické a t€kaveé slouceniny, které jsou
extrahovany z rostlinnych materiala jako jsou kvéty, koteny, kiira, listy, semena, slupky, plody,
dievo a celé rostliny (Deans and Ritchie, 1987). Jsou po staleti pouzivany v medicing,
parfumerii, kosmetice a byly ptidavany do potravin jako soucast kofeni nebo bylinek. Jejich
prvotni uplatnéni bylo v medicing, ale v devatenactém stoleti se zacaly pouzivat jako ptichuté
a vuné ruznych pfisad, a to se stalo jejich hlavni funkci. Dnes je znamo témér 3000 riznych
éterickych oleji a nejméné 300 se jich komeréné pouziva na trhu (Burt, 2004).

Silice jsou sekundarni metabolity rostlin a jsou dilezité pro obranu rostlin, protoze maji
antimikrobidlni vlastnosti (Tajkarimi et al., 2010). Antimikrobidlni vlastnosti sekundarnich
metabolitt poprvé popsal De la Croix v roce 1881 a to pomoci esencialnich olejovych par (Burt,
2004). Od té doby se prokazalo, ze étericke oleje nebo jejich slozky maji nejen antimikrobiadlni
vlastnosti s Sirokym pouzitim, ale také antiparazitické, antimykotické a antioxida¢ni vlastnosti.
Krom¢ toho funguji také jako stimuldtory riistu u zvitat (Hyldgaard et al., 2012).

Identifikace nejaktivnéjSich antimikrobidlnich slozek silic je velmi obtiznd, protoZe
silice jsou slozité smési az 45 ruznych konstituentt (Delaquis et al., 2002). SloZeni konkrétni
silice se muze liSit v zavislosti na obdobi sklizné¢ a metodach, které se pouzivaji k jeji extrakci
(Paibon et al., 2011).

Slozky silic patfi do skupiny nizkomolekularnich organickych slou¢enin. Vyrazné se
lisi v antimikrobidlni aktivité. Aktivni slozky mohou byt rozdéleny podle jejich chemické

struktury do né€kolika skupina: terpeny, fenylpropeny a “ostatni” (Hyldgaard et al., 2012).
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3.4.10.1 Terpeny

Mezi monoterpeny patii naptiklad a-pinen (rozmaryn), limonen (citrusové plody),
sabinen (boravky, pomerance, kofeni), p-cymen (kmin fimsky a tymian) a terpinen (kardamom
a majoranka). Jako soucast tékavych oleju se pouzivaji jako pfichuté (napf. olej z Cerstvého
koriandru, kardamomovy olej, kminovy olej, bergamotovy olej atd.) (Dewick, 2009).

Mezi seskviterpeny patii napiiklad f-karyofylen, ktery se nachazi v hiebicku (Syzygium
aromaticum) (Hyldgaard et al., 2012).

3.4.10.2 Terpenoidy

Terpenoidy jsou terpeny, které podléhaji biochemickym modifikacim diky enzymtm,
které ptidavaji molekuly kysliku a hybou methylovymi skupinami nebo je odstraiuji
(Caballero et al., 2003).

Terpenoidy maji v rostlinach riznorodé funkéni role jako hormony (gibereliny, kyselina
abscisovd), fotosyntetick¢é pigmenty (fytol, karotenoidy), nosice elektronti (ubichinon,
plastochinon), medidtory polysacharidového komplexu (polyprenyl fosfaty) a strukturni slozky
membran (fytosteroly). Vedle téchto univerzalnich fyziologickych, metabolickych a
strukturalnich funkci slouzi mnoho specifickych terpenoidnich sloucenin ke komunikaci a
obrané rostlin, napfiklad jako atraktanty pro opylovace, konkuren¢ni fytoxiny, antibiotika,
ochrana pted herbivory a toxiny (Douglas and Croteau, 1995).

Mezi terpenoidy patii napiiklad tymol, karvakrol, linalool, linalyl acetat, citronellal,

peperiton, mentol a geraniol (Caballero et al., 2003).

3.4.10.3 Fenylpropeny

Cinnamaldehyd je hlavni slozkou oleje z kiry skofice (Cinnamomum zeylanicum;
Lauraceae), Siroce pouzivany jako kofeni a pfichut. Listy skofice obsahuji velké mnoZstvi
eugenolu a oproti tomu mnohem mén¢ cinnamaldehydu. Eugenol je také hlavni sloZkou
v hiebickovém oleji (Syzygium aromaticum; Myrtaceae), ktery je pouzivam jiz fadu let jako
zubni anestetikum a jako pfichut’ v potravinach. Anetol je hlavni slozkou olejii anyzu

(Pimpinella anisum, Apiaceae) a fenyklu (Foeniculum vulgare; Apiaceae) (Dewick, 2009).

21



3.4.10.4 Ostatni aktivni slozky silic

Silice obsahuji fadu riznych degradac¢nich produktl pochazejicich z nenasycenych
mastnych kyselin, laktonti, terpent, glykosida a sloucenin obsahujicich siru a dusik (Caballero
et al., 2003).

Mezi slouceniny obsahujici siru a dusik patii allicin a allyl isothiokyanat. Allicin je
obsazen hlavné v Cesneku (Allium sativum), ze kterého byl poprvé izolovan v roce 1944
Cavallitem a jeho kolegy (Ankri and Mirelman, 1999). Vznika rozdrcenim ¢Eesneku diky
enzymu allinaze. Kynetika vzniku allicinu se ukazala byt zavisla na pH a teploté (Lawson and
Hughes, 1991). Cisty allicin je tékava molekula, ktera je $patné misitelna ve vodnych roztocich
a ma typicky zapach Cerstvé rozdrceného ¢esneku (Ankri and Mirelman, 1999). Allicin ma
znacné antibakteridlni a antifugélni vlastnosti. Pouziti ¢esneku je velmi rozSitené (Cerstvy,
suSeny nebo jako Cesnekovy olej), at’ uz jako cinidlo ke snizeni hladiny cholesterolu, nebo
snizeni rizika vzniku srde¢nich ptihod (Dewick, 2009). Vysledky studie, kterou provedl Leng
et al. (2011), ukazaly, ze allicin snizuje produkci a-toxinu jak u methicilin-sensitivniho
Staphylococcus aureus (MSSA), tak u methicilin-rezistentniho S. aureus (MRSA), zpisobem
zavislym na davce.

Allyl isothiokyanat je pfirodni sloucenina pfitomna ve vSech rostlinach patficich do
¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Je prokazano, Ze ma silnou antimikrobialni aktivitu jak v
kapalné, tak plynné fazi. U isothiokyanati bylo zjisténo, Ze ovliviiuji metabolické funkce

mikroorganismu (Lin et al, 2000).

3.4.10.5 Biologické tginky

Kviili velkému poctu konstituentil esencidlnich olejii se zd4, Ze nemaji specifické bunécné
zamé&feni (Carson et al., 2002). Zpusob ucinku zavisi na typu mikroorganismu a je spojen se
strukturou  bunééné  stény a  uspofadanim  vné&j$i  membrany.  Naptiklad
Pseudomonas aeruginosa (gram-negativni bakterie) vykazuje odolnost vii¢i Sirokému spektru
esencidlnich oleji, a to diky hydrofilnimu povrchu vné&j§i membrany, bohaté na
lipopolysacharidové molekuly (Kalemba and Kunicka, 2003). Jako typické lipofilni slouc¢eniny
prochazeji bunécnou sténou cytoplazmatické membrany narusSuji strukturu riznych vrstev
polysacharidl, mastnych kyselin a fosfolipidli a permeabilizuji je. U bakterii je permeabilizace
membran spojena se ztradtou iontd a snizenim membranového potencidlu, kolapsem protonové

pumpy a uvolnéni zasob ATP (Bakkali et al., 2008). Esencidlni oleje mohou koagulovat
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cytoplasmu a poskodit lipidy a proteiny. PoSkozeni bunécné stény a membrany muze vést
k tiniku makromolekul a k lyze bunky (Gustavson et al., 1998).

Cytotoxické ucinky byly pozorovany in vitro u vétSiny patogennich gram-pozitivnich a
gram-negativnich bakterii metodou agarové difuze za pouziti filtracniho papirového kotouce,
nebo fedici metodou pomoci agaru nebo kapalnych kultivaénich medii (Kalemba and Kunicka,
2003). Obecné je cytotoxicicka aktivita silic zpisobena piitomnosti fenoli, aldehydu a alkoholi

(Bakkali et al., 2008).

3.5 Volné radikaly a antioxidanty

Volny radikal je jakykoli chemicky druh schopny samostatné existence, ktery ma jeden
nebo vice neparovych elektront (Aruoma and Halliwell, 1991; Bagchi and Puri, 1998; Dilas et
al., 2002; Riley, 1994). Diky tomu maji zvySenou reaktivitu s ostatnimi molekulami. Tato
reaktivita je spojena s tim, jak snadno muze iont piijimat elektrony (je redukovan) nebo je
darovat (je oxidovan), coz je proces ilustrovany studii molekuldrniho kysliku, ktery ptisobi jako
koncovy elektronovy akceptor v aerobnim Zivoté, a postupné je redukovan do molekuly vody,
ktery je Gstfednim bodem metabolismu (Blake et al., 1987).
své bi-radikdlni povaze snadno pfijimd neparové elektrony, ¢imz vznikd fada castecné
redukovanych druhli obecné znamych jako reaktivni druhy kysliku (ROS). Do nich patfi
superoxid (O27), hydroxylové radikaly (HO’), peroxid vodiku (H202), peroxilové (ROO') a
alkoxylové (RO’) radikaly, které se mohou podilet na iniciaci a Siteni fetézovych reakci volnych
radikald, coz mize potencialné velmi poskozovat buiky (Blake et al., 1987; Riley, 1993).

Dal8im skupinou radikald jsou reaktivni druhy dusiku (RNS). Primarnim zdrojem RNS
v biologickych organismech je oxid dusnaty (NO). Nejvyznamnéjsi reakce NO, ke kterym
dochazi pfi relativné nizkych koncentracich, jsou s centry prechodnych kovi, zelezem a médi,
bilkovinami nebo reakcemi s jinymi volnymi radikaly a kyslikem (Patel et al., 1999).

Jak ROS, tak i RNS jsou produkty normalniho bunééného metabolismu (Caballero, 2003).
Patii sem napiiklad oxida¢ni fosforylace (v mitochondriich) a fotosyntéza (Halliwell, 1994).
ROS i RNS dokazi byt pro zivé organismy Skodlivé i prospésné. Pii nizkych nebo stiednich
koncentracich ROS se projevuji ptiznivé ucinky (Caballero, 2003; Valko et al., 2007). Zahrnuji
fyziologickeé role v buné¢énych reakcich na toxicitu, kde Valko et al. (2007) uvadi jako piiklad
obranu bunék proti infekénim c&inidlim a ve funkci mnoha bunéénych signaliza¢nich

systémech. Fagocyty, jako jsou neutrofily a makrofagy produkuji ROS béhem fagocytozy
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(Forman and Torres, 2002). Nadmérné vysoké hladiny volnych radikalt zpusobuji poskozeni
bunéénych proteinti, membranovych lipida a nukleovych kyselin, a nakonec buné¢nou smrt
(Wolff and Dean, 1987).

Lidsky organismus si proti t¢émto volnym radikalim vyvinul antioxida¢ni obranu
(Halliwell, 1994). Termin antioxidant je Siroce pouzivan, ale zfidka kdy definovan. Definice
podle Halliwella (1995) spociva v tom, Ze antioxidant je latka, ktera pti nizkych koncentracich,
V porovnani s oxidovatelnym substratem, vyznamné zpozd'uje nebo znemoziiuje oxidaci tohoto
substratu. Funkce antioxidanti zahrnuji snizovani oxidac¢niho stresu, mutace DNA, maligni
transformace a dalSich parametrd, které poskozuji bunky. Epidemiologické studie vedly
K tomu, Ze antioxidanty maji schopnost omezovat u¢inky ROS a snizuji vyskyt rakoviny a
dalsich degenerativnich onemocnéni. Piesto, predevsim pii vytrvalém radikédlovém pilisobeni
muze byt obranny systém proti ROS pfemozen, coz vede k vyskytu choroby (Pisoschi and Pop,
2015).

Biologické antioxidanty rozdélujeme na enzymatické (napf. superoxid dismutazy (SOD),
kataldza a glutathionperoxiddza) a neenzymatické antioxidanty, jako jsou inhibitory
oxidativnich enzymut (napf. aspirin, ibuprofen), kofaktory antioxidac¢nich enzymu (Se,
Koenzym Qio), vychytavate ROS / RNS (vitamin C a E) a chelatory pfechodovych kova
(EDTA) (Huang et al, 2005). Naptiklad SOD pievadéji superoxid na peroxid vodiku:
Oy + 027 + 2 H" — HxO2 + O (Halliwell, 1994). Pfestoze peroxid vodiku je siln&jsim
oxida¢nim ¢inidlem nez superoxid, je poméern¢ nereaktivni vici vétsSing biologickych substratt,

pokud neni pfitomen v nefyziologicky vysokych koncentracich (Conner and Grisham, 1996).

3.6 Oxidace a oxidacni stres

Vzhledem k tomu, Ze antioxida¢ni obranyschopnost neni zcela G¢inna, zvysena tvorba
volnych radikalt v téle zvySuje zplsobenou Skodu. Termin oxida¢ni stres se proto casto
pouziva k oznaceni tohoto u¢inku (Halliwell, 1994). Oxidace v lidském téle a v potravinach jiz
byla Siroce prozkoumana. Oxida¢ni metabolismus je nezbytny pro pteziti bun€k. VedlejSim
ucinkem této zévislosti je produkce volnych radikali a reaktivnich druhli kysliku, které
zpusobuji oxidacni zmény (Antolovich et al., 2001). Pravé ROS moduluji funkci vSech tiid
biomolekul a zaméfuje se na témet vSechny substraty v buiice. Nejvyznamnéj$i endogenni

zdroje oxidac¢nich druhii zodpovédnych za starnuti byly identifikovany v mitochondriich,
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zejména v fetézci transportu elektroni a reakcich katalyzovanych syntdzami oxidu dusnatého
(Pisoschi and Pop, 2015).

Stale vice se objevuji dikazy, ze oxida¢ni stres, zejména ROS a RNS, jsou spojeny s
nékolika zanétlivymi a degenerativnimi onemocnénimi (Rice-Evans and Diplock, 1993). Pro
zachovani zdravi organismu je povazovano za dulezité, aby v téle byla rovnovéha mezi tvorbou
téchto reaktivnich sloucenin a tvorbou ochrannych mechanismt (Valko et al., 2006).
V nékterych pfipadech je vSak vznik oxida¢niho stresu sekundarnim ucinkem, ktery je
vysledkem oslabeni organismu jinym faktorem. S oslabenim antioxidacnich obrannych
prostiedkil, oxidacni stres muize zvySovat a zhorSovat vyvoj onemocnéni. U nékterych
onemocnéni oxidacni stres hraje centralni roli. V nékterych ptipadech je vSak oxidacni stres

jednou ze skupin faktort, které mohou onemocnéni zpusobit (Spector, 2009).

3.6.1.1 Atherosklerdza

S

Atherosklerdza je onemocnéni spojené s procesy ztlusténi nejvnitingj$i vrstvy cév,
akumulaci lipidt a tvorbou charakteristickych plati. To zpisobuje ztenceni cév a vede k dalSim
potizim, které vyusti az k infarktu myokardu, mozkové piithod€ a trombozam (Ross and
Glomset, 1976). Velké mnozstvi studii ukazalo, ze bézné rizikové faktory pro atherosklerozu,
mezi které patii naptiklad koufeni, sedavy zivotni styl, hypertenze, diabetes,
hypercholesterolemie a starnuti (Berenson et al., 1998), zvySuji produkci volnych kyslikovych
radikalli, nejen endotelidlnimi buiikami, ale také buitkami hladkého svalstva cév a buitkami
zevni vazivové vrstvy (Harrison et al., 2003). Podle hypotézy oxidativni modifikace, LDL (low
density lipoprotein) ve svém pfirozeném stavu neni atherogenni. Nejvice pravdépodobna a
biologicky relevantni modifikace LDL je oxidace. LDL muze byt oxida¢né modifikovana

vSemi hlavnimi buitkami arteridlni stény (Singh and Jialal, 2006).

3.6.1.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je komplexni syndrom zahrnujici téZkou inzulinovou dysfunkci ve
spojeni s abnormalitami gluk6zové homeostazy a metabolismu lipidi. Toto onemocnéni je
rozdéleno na dvé podskupiny. Prvni skupinou je diabetes zavisly na inzulinu (IDDM),
oznacovan také jako diabetes I. typu. Druha skupina je oznaovana jako diabetes mellitus
nezavisly na inzulinu (NIDDM), ktery se také nazyva diabetes II. typu (Wolff, 1993). ZvySeny
oxidacni stres je Siroce akceptovanym ucastnikem vyvoje a progrese diabetu. Diabetes je

obvykle doprovazen zvySenou produkci volnych radikali nebo narusenou antioxidacni

25



obranou. Mechanismy, kterymi je zvySeny oxidaéni stres zapleteny do diabetickych komplikaci
jsou castecné znamé, coz zahrnuje aktivaci transkripcnich faktorti, pokrocilych glykovanych
kone¢nych produkti (AGEs) a proteinkindzy C (Maritim et al., 2002). Ukézalo se také, Ze
hyperglykemie podporuje peroxidaci LDL, cestou zavislou na superoxidu, ktera vede k tvorbé
volnych radikalti (Kawamura et al., 1994). Podle Halliwella (2012) se zda, ze ROS zptisobuje
cukrovku (napf. poskozenim B-bun€k), ale odstranéni piili§ mnoha ROS (naptiklad podavanim
nadmérného mnozstvi antioxidantl) miize samo o sobé vést k metabolické disfunkci a

predispozici k diabetu.

3.6.1.3 Rakovina

Rakovina je jen velmi obecny pojem, ktery zahrnuje mnoho forem zhoubného
bunééné¢ho bujeni (Zemanova, 2008). Je druhd nejcastéjsi pfiina smrti v rozvinutych i
rozvojovych zemich svéta. Vyskytuje se u lidi rizného véku, ale zatizeni se zvysSuje predev§im
s vékem. Dtlezitou roli hraji psychologické, behavioralni a socidlni faktory (Raudenska, 2011).
Karcinogeneze je vicestupiiovy proces zahrnujici mutaci a naslednou selektivni klonalni
expanzi mutované buniky. Bylo zjisténo nékolik zptsobl uc€inku, kterym karcinogeny indukuji
rakovinu, vcetné tvorby ROS (Klaunig et al., 2010). ROS muze podporovat mnoho aspekt
vyvoje a progrese nadoru, které mohou byt rozdéleny do nasledujicich biologickych procest:
bunééna proliferace, vyhnuti se apoptoze, invaze tkané, metastazy a angiogeneze (Sosa et al.,
2013).

3.6.1.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejbéznéjsi formou senilni demence, ktera postihuje
10 % osob starSich 65 let a témét 50 % osob starSich 85 let (Imbimbo et al., 2005). Je to
neurodegenerativni porucha, klinicky charakterizovana progresivnim zhorSenim kognitivniho
chovani a funkCnosti, kterd vyrazné naruSuje kazdodenni Cinnost postizen¢ho (Swerdlow,
2007). Patofyziologie AD je spojena sftadou faktor, vcetné extracelularniho ukladani
B-amyloid plaki, akumulace intracelularnich neurofibrilarnich uzld, oxidativniho neuronového
poskozeni a zanétlivych kaskad (Imbimbo et al., 2005). Protoze je mozek z velké ¢asti slozen
ze snadno oxidovatelnych lipidii, ma vysokou spotiebu kysliku a postrada silnou antioxidacni
obranu, je pomérné citlivy na oxidacni poSkozeni. Bylo prokazéano, Ze starnutim dochdzi ke
zvySeni oxidace v mozku, coZ je nejvice konzistentni rizikovy faktor pro AD (Markesbery,

1999).
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3.6.1.5 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba, stejné jako Alzheimerova choroba, patfi do skupiny
neurodegenerativnich onemocnéni. Typicky je charakterizovana ztratou dopaminergnich
neurond substantia nigra (Cerna substance). Charakteristickym a na véku zavislym rysem
téchto neuronti a substantia nigra je akumulace neuromelaninu. Oxidacni stres spojeny
s Parkinsonovou chorobou je disledkem rozpadu regulace dopaminu (neuromelaninu) a Zeleza
(Barnham et al., 2004). Dopamin je neurotransmiter, zajistuje tedy pfenos signalu mezi
nervovymi buiitkami (neurony). Deregulace dopaminergniho systému byla spojena s nejen
s Parkinsonovou chorobou, ale také s Tourettovym syndromem, schizofrenii, hyperaktivni

poruchou pozornosti (ADHD) a nadory hypotyzy (Vallone et al., 2000).

3.7 Jable¢no-Fepna S§t'ava

Ovoce a zelenina ma dtlezitou roli v lidské vyzivé. WHO/FAO a nutri¢ni specialisté po
celém svété doporucuji zvyseni jejich konzumace. V tomto kontextu hraje velmi dulezitou roli
zpracované ovoce a zelenina (Kazimierzcak et al.,, 2016). Dale také doporucuji zvySeni
konzumace zeleninovych §tav misto nahrazovani ptfirodnich produktii synteticky vyrobenych
suplementd (Liu, 2013). Pozitivni také je, ze piti §tav poskytuje pohodInéjsi alternativu ke
konzumaci celé zeleniny (Wootton-Beard and Ryan, 2011).

3.7.1 Repni slozka

Cervena fepa (Beta vulgaris) se fadi mezi velmi cenénou zeleninu, pokud jde o nutriéni
slozeni a stale vice se pouziva pii vyrobé §tav a dzusi (Kazimierczak et al., 2016). Repna §t'4ava
obsahuje vysoké hladiny biologicky pristupnych antioxidantd. Mimo jiné také obsahuje dalsi
slouceniny podporujici zdravi jako je draslik, hoi¢ik, kyselina listova, zelezo, zinek, vapnik,
fosfor, sodik, niacin, biotin, B6 a rozpustnou vlakninu (Wootton-Beard and Ryan, 2011).

Vznikl velky zdjem o §tavu z Cervené fepy, protoze je bohatym zdrojem mnoZstvi
betaninu. Koncentrace betaninu klesa v nasledujicim potadi: slupka, korunka a duzina. Cervena
fepa obsahuje asi 300-600 mg/kg betaninu (Kanner et al., 2001). Hlavni betalainové a fenolické
slou¢eniny jsou shrnuty v Tabulce 4. Cervena fepa také obsahuje mens$i mnozstvi jinych
sloucenin jako jsou karotenoidy a kyselina askorbova, ktera mohou také zvysit jeji antioxidacni

kapacitu (Wootton-Beard and Ryan, 2011). Na druhou stranu, ¢ervena fepa obsahuje velké
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mnozstvi dusi¢nani. Jejich koncentrace je srovnatelnd se saldtem, fedkvickou nebo

Spenatem. (Esatbeyoglu et al., 2015).

Tabulka 4 Ptehled hlavnich betalainovych a fenolickych slozek (Kujala et al., 2002).

Klasifikace Sloucenina

Betalainy

Betaxantiny Vulgaxantin |
Vulgaxantin 11

Betakyaniny Betanin
Isobetanin

Fenoly

Konjugaty kyseliny ferulové 5,5¢,6,6 -tetrahydroxy-3,3°-biindolyl-
feruloyglukésa

B-d-fructofuranosyl-a-d-(6-O-(E)-
feruloylglukopyranosid)
Fenolické amidy N-trans-Feruloyltyramin
N-trans-Feruloylhomovanillylamin
Flavonoidy Betagarin
Betavulgarin
Cochliophilin A

Dihydroisorhamnetin

3.7.2 Jableéna slozka

Cerstva jablka mohou obsahovat az 100 mg/kg vitaminu C, ale v pribéhu zpracovani
Stav a dzusi se jeho obsah rychle ztraci (Lea, 1992). Ptidavek vitaminu C zabrafiuje oxidaci
polyfenoli, coz je  hlavni  zdroj  hnédnuti  jablecného  dzusu  bé&hem

zpracovani (Miller et al., 1995).

3.7.2.1 Polyfenoly jablek

Jablka mohou obsahovat az 2 g polyfenolikg Cerstvého ovoce. Stejné€ jako polyfenoly
cervené fepy, polyfenoly jablek vykazuji vysokou antioxidaéni kapacitu in vitro (Kahle et al.,

2005), a diky tomu bylo mnohokrat hlaseno, ze konzumace jablecné stavy zvysSuje obsah
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antioxidanti v krvi (Bitsch et al., 2001). Krom¢ toho je také znamo, Ze polyfenoly jablek
ovlivituji vstfebavani sacharidi (Crespy et al., 2001). Dale bylo prokazano, ze inhibuji
proliferaci rakovinnych bunék a snizenim oxidace lipoproteinti s nizkou hustotou (LDL)
vykazuji anti-arteriosklerotickou aktivitu (Kahle et al., 2005). V jablku najdeme Sest druht
polyfenoli. Patii do nich fenolické kyseliny (k. chlorogenova, K. p-kumaroyl chinova),
dihydrochalkony (phloretin, phloridzin), katechiny ((-) epicatechin), prokyanidiny,
anthokyaniny  (kyanidin-3-glukosid) a flavonové glykosidy (quercetin-3-glukosid).
Anthokyaniny a flavonové glykosidy jsou pouze ve slupce jablek, ve §taveé se nevyskytuji

(Miller et al., 1995).
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4 Material a metody

4.1 Moty

Pro ucely experimentalni ¢asti byl pouzit jable¢no-fepny most, zakoupeny od pana
Vétrovce, sady Truskovice. Tento most byl vyroben smichanim jablek (odrtida Spencer; 80 %)
s Cervenou fepou (Beta vulgaris var. vulgaris; 20 %) a naslednym lisovanim obou surovin. Pred

piipravou vzorkl nebyl nijak oSetien, pouze skladovan v mrazaku pii -20 °C.

4.2 Chemikalie

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), (+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-
karboxylova kys. (Trolox), kys. benzoova, kys. gallova, Folin-Ciocalteu fenolové ¢inidlo (FC),
sorbat sodny a betanin byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika). Metanol
(MeOH) p.a. kvality byl obdrzen od PENTA (Praha, Ceska Republika). Uhli¢itan sodny byl

zakoupen od Lach-Ner (Neratovice, ¢eska Republika)

4.3 Priprava vzorki

Jable¢no-fepny most byl oSetfen nasledujicimi zpusoby: pfidanim dvou rtznych silic
raznych koncentracich a pouzitim tii riznych teplot (Tabulka 5). Jako metodu kontroly jsme
pouzili oSetfeni kyselinou benzoovou, sorbatem sodnym, tepelné oSetfeni a vzorky bez oSetieni

(Tabulka 6). U kazdé z téchto variant byly provedeny tii opakovani.
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Tabulka 5 Varianty ptipravenych vzorku.

Varianta Silice Teplota Koncentrace silice (ug/mL)
1 Skoftice 54 256
2 128
3 64
4 60 256
5 128
6 64
7 64 256
8 128
9 64
10 Citronova trava 54 256
11 128
12 64
13 60 256
14 128
15 64
16 64 256
17 128
18 64

Pro vSechny varianty bylo odméfeno 560 mL ovocného mostu. Ke vzorkiim byly
pridany silice skofice pravé (Cinnamomum verum; Lauraceae) a citronové travy (Cymbopogon
citratus; Poaceae). Byl pripraven zasobni roztok silic o koncentraci 512 mg/L, ktery byl
nasledné podroben homogenizaci po dobu deseti vtetfin, pomoci pfistroje T18 digital Ultra-
Turrax firmy IKA, za u¢elem vzniku nanoemulze voda-silice. Tento zasobni roztok byl pouzit
pro pfipravu finalnich koncentraci 256 mg/L, 128 mg/L a 64 mg/L obou silic. Varianty s témito
koncentracemi byly pfipraveny do penicilinek s gumovym septem, do kterych byl napipetovan
objem 20 mL. Po dokonc¢eni pfipravy a aseptickém uzavieni penicilinovych lahvicek byly takto
pfipravené vzorky piotiepany na tfepacce Vortex pii 2500 ot./min po dobu péti vtefin.

Nasledné byla provedena tepelnd oSetieni pii teplotach 54 °C, 60 °C, 64 °C po dobu
deseti minut. Pro tepelné oSetieni byla pouzita vodni lazen Medingen W12 a pro kontrolu
teploty uvniti penicilinky byl pouzit digitalni teplomér Heidolph EKT Hei-Con. VVzorky byly
nasledné skladovany pti pokojové teploté a temnu.

Pro varianty kontrol byla pouzita kyselina benzoova v koncentraci 150 mg/L, dale sorbat
sodny v koncentraci 300 mg/L, teplota 64 °C po dobu 10 minut a jako posledni varianta bez

oSetfeni.
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Tabulka 6 Varianty kontrol.

Varianta

kontroly Zpisob o$etteni

1 K. benzoova (150 mg/L)
2 Sorbat sodny (300 mg/L)
3 64 °C

4 Bez oSetfeni

Pro ucely experimentu byly v§echny vzorky odebirany v pfedem ur¢enych intervalech:
1.,2,3,4,6.,8.,12.,18.a29. den.

Pro méfeni degradace betaninu byl jable¢no-fepny most ptipraven do tii riznych variant
(Tabulka 7). Z divodu lepsich antimikrobialnich u¢inkt byla vybrana silice z citronové travy
(Cymbopogon citratus; Poaceae). Tepelné oSetieni, piiprava a piidani silice bylo provedeno
stejn¢ jako v pfedchozim experimentu. Pro Ucely sledovani degradace betaninu Vv ¢ase byly

uréeny dny pro odebirani: 1., 2., 8., 14., 26. a 36. den.

Tabulka 7 Varianty pro méteni degradace betaninu.

Varianta Zpusob oSetieni

1 Bez osetreni
2 64 °C
3 64 °C + 256 pg/mL silice

4.4 Celkovy obsah fenolickych latek a antioxidaéni aktivita

4.4.1 Stanoceni obsahu fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek (TPC) byl stanoven spektrometrickou metodou
pomoci FC ¢inidla, diive popsanou Singletonem et al. (1998). Byl ptipraven standardni roztok
gallove kyseliny o koncentraci 256 pg/mL, ze kterého se na jednorazové mikrotitracni desticce
(96 jamek s plochym dnem) vytvofila fedici fada 128 az 0,125 pg/mL. Vzorky vSech variant
jable¢no-fepného mostu byly 50krat nafedény (20 pL vzorku + 980 pL vody) a nasledné bylo
naneseno 100 pL kazdého vzorku na mikrotitra¢ni destiCku. Poté se do kazdé jamky naneslo
25 uL FC ¢inidla a desti¢ka se nechala 10 minut tfepat na orbitalni tiepacce. Po michani se do
kazdé jamky ptidalo 75 pL. Na;COs a desticka se dala v temnu (obalena alobalem) inkubovat

na 120 minut pii teploté 37 °C. Absorbance modro-zeleného zbarveni (obrazek 6) byla zméfena
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pfi 700 nm za pomoci spektrofotometru (Cytation 3, BioTech Instruments, Praha, Ceské
Republika). Vysledky byly vyjadieny pomoci ekvivalenti kyseliny gallové (g GAE/L mostu).

Obrazek 10 Fotografie ptipravené mikrotitracni desticky pro méfeni.

4.4.2 Antioxidaéni aktivita

Celkova antioxidacni aktivita byla zméfena pomoci mirné upravené metody zalozené na
zachytavani DPPH radikalu dle Sharma and Bhat (2009). Odebrané vzorky vsech variant byly
5krat nafedény (200 pL vz. + 800 uL MeOH) a z dtivodu vzniklych sraZenin vortexovany (5000
ot./min po dobu 90 vtefin). Nasledn¢ byly na mikrotitracni desti¢ce u jednotlivého vzorku
provedeny fedici fady dvojnasobnym fedénim (7 koncentraci; 2,0 — 125,0 uLL/mL) v 100 uL
MeOH. Oxidaéni reakce byla iniciovana piidanim 100 pL DPPH (0.25 mM). Takto ptipravené
desticky byly ponechédny 30 minut v temnu (laboratorni teplota). Jako standard byl pouZit
Trolox (koncentra¢ni rozpéti: 1,0 — 64,0 ng/mL); jako negativni kontrola (blank) ¢isty MeOH.
Absorbance byla metfena pii 517 nm. Vysledky byly vyjadieny pomoci 50% inhibi¢nich
koncentraci (ICsp) v uL/mL.
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Obrazek 11 Fotografie ptfipravené mikrotitracni desticky pro méfent.
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4.5 Degradace betaninu

Ptipravené a odebrané vzorky ovocné $tavy byly vortexovany a centrifugovany
(5000 ot./min po dobu 90 vtefin). Nasledn¢ bylo odebrano a nafedéno 100 pL vzorku se
100 pL vody. Redéni bylo provedeno z diivodu piesnéjsich vysledkil. Natedéné vzorky byly
napipetovany na mikrotitra¢ni desticku s plochym dnem (Obrazek 8). Jako standard byl pouzit
Cisty betanin (koncentracni rozpéti: 0,1-20 mg/mL); jako blank ¢ista voda. Méteni degradace

betaninu bylo provedeno spektrofotometricky pii vinové délce 537 nm.

Obrazek 12 Fotografie pfipravené mikrotitracni desticky pro méteni.

4.6 Statisticka analyza

Vysledky ze zmétenych tfech opakovani od kazdého vzorku byly vyjadieny jako primér
se smérodatnou odchylkou (primér + SD). Pro statistické zhodnoceni byly pouZity tyto typy
analyz: Jednofaktorovdi ANOVA, ANOVA hlavnich efektli a Hierarchickda ANOVA. Pro
zhodnoceni jednotlivych faktorl byl pouzit Tukeytv test. VSechny analyzy byly provedeny
v programu STATISTICA 12 (StatSoft Inc., USA).
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S5 Vysledky

5.1 Celkovy obsah fenolickych latek

Vysledky celkového obsahu fenolickych latek v jable¢no-fepném mostu jsou ukazany v
zaznamenany pii oSetfeni 64 °C a koncentraci 64 ng/mkL silice z citronové travy (664,14 + 44,34
mg GAE/L). Nejvyssi koncentrace byly zaznamenany pii oSetfeni 54 °C a koncentraci 64
ug/mkL silice ze skotice (794,56 + 9,06 mg GAE/L). Varianty, které nebyly teplotné oSetfeny,
meély vyssi obsah fenolickych latek, nez varianty oSetfené na 54—64 °C (Tabulka 8). Mezi
jednotlivymi koncentracemi obou silic statisticky prikazny rozdil nevznikl. Statisticky
vyznamny rozdil (p <0,05) mezi dny je ukazan v Tabulce 9. Silice z kiry skofice méla
primérnou hodnotu ze v§ech méteni 666,86 mg GAE/L a silice z citronové travy 621,02 mg
GAE/L. Kontrolni varianta s kys. benzoovou méla primérnou hodnotu 668,66 mg GAE/L,
kontrolni varianta se sorbatem sodnym 802,85 mg GAE/L, kontrolni varianta oSetfend pouze
teplotou 64 °C 677,68 mg GAE/L a varianta neoSetfend Zadnym zplsobem 768,64 mg GAE/L.
V poslednim dni méfeni méla nejvyssi obsah fenolickych latek varianta oSetiend na 54 °C a
koncentraci 256 pg/mL silice ze skofice (646,08 + 25,54 mg GAE/L), nasledovana variantou
oSettenou na 60 °C a koncentraci 256 ug/mL silice zcitronové travy
(637 + 45,04 mg GAE/ ml). NejmenSich hodnot v poslednim dni méfeni dosahly vzorky
varianty oSetftené na 54 °C a koncentraci 64 pg/mL silice z citronové travy
(477,46 £ 12,12 mg GAE/L), nasledované vzorky se stejnou silici v koncentraci 256 pg/mL a
osetfené na 64 °C (529,77 + 8,22 mg GAE/L). Pribéh hodnot nevykazoval Za4dny trend u

prvnich tii dni méteni, poté se zacal obsah fenolickych latek mirné sniZovat.

Tabulka 8 Vliv teploty na TPC testovanych variant.

0°C 54 °C 60 °C 64 °C
A B B B
*Rlizna pismena v tabulce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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Tabulka 9 Srovnani pouzitych silic a kontrolnich variant bez nich.

Bez Skofice Citréonova
silice trava
A B C

*Riznd pismena v tabulce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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Tabulka 10 Vysledky celkového obsahu fenolickych latek ve zkoumanych variantach, vyjadfeny v mg GAE/L mostu.

Var. 1. den? 2. den? 3. den? 4. den® 6. den® 8. den° 12. den® 18. den® 29. den®

1 760,24 £ 14,88 865,73 +£39,28 833,92+3921 619,32+19,25 716,64+69,45 515,1 +£134,79 623,15 +23,26 777,25 +27,58 646,08 + 25,54
2 694,34 + 57,72 834,19+ 15,80 794,01 £17,27 600,92 + 32,09 689,2 + 54,08 593,78 + 24,89 674,6 + 65,48 686,11 +47,07 601,56+ 10,41
3 794,56 + 9,06 830,61 =41 797,71 £25,43 596,05+ 14,89 671,69 +10,92 541,98 £41,22 526,82 +30,99 643,82 +£140,03 564,83 + 18,15
4 753,10 £ 12,49 837,06 +23,32 784,41 +£33,49 591,18 18,85 657,09 £ 10,8 598,68 + 24,45 616,04 + 32,19 700,93 + 82 568,17 13,99
5 723,99 £40,94 829,18 +29,19 778,49+16,59  559,25+5,78 602,8 £37,91 579,62 + 19,78 583,2 + 32,35 664,14 +£2525 562,05+ 62,47
6 777,81 +31,27 797,63+30,46 739,32+1643 576,57 +13,41 648,92 + 1,65 567,89 + 28,76 620,42 + 14,34 665,79 +£76,95 571,51 £6,44
7 705,88 £ 55,17 835,63+45,12 777,01 £18,49 560,34 +20,38 667,6 £ 77,57 552,25+ 25,85 532,29 + 87,06 592,75+ 8,4 540,9 + 23,65

8 741,57 +£39,93  829,89+40,92 744,49 +12,84 586,31 + 14,6 655,34 + 13,11 558,6 £ 18,64 624,79 + 19,48 603,73 +31,18 577,07+ 11,91
9 756,39 +£41,25 796,92 +31,43 774,79 £28,64 609,04 + 20,63 640,75 + 28,4 562,02 +£ 6,22 587,03 + 35,55 619,11 £13,25 533,67 30,67
10 672,38 +32,74 787,59 +£5,64 67797+60,22 558,71 £5,98 594,05 + 40,27 569,84 + 37,9 551,99 + 33,99 568,59+ 17,3 558,17 £2595
11 698,19 +£34,58 778,18 +21,29 747,45+78,89 520,83 +30,73 566,61 £56,12 555,18 +£20,95 518,61 + 66,67 581,22 +79,29  570,4 + 45,87

12 700,93 +30,59 725,95+30,73 828,75+64,39 607,41 £20,03 661,76+17,88 629,47 + 73,06 634,1 £ 66,46 745,14+ 7,41 477,46 £ 12,12
13 681,16 + 55,89  672,19+£9,01 692,02+29,14  533,82+2,02 560,77 £ 45,2 507,28 + 31,5 548,71 £ 10,24 547,17 +£44,82 554,81 £13,92
14 732,24 £30,68 647,09 +45,75 731,93+32,18 573,86 +47,4 615,65 +22.8 562,51 £ 20,61 616,58 + 39,29 570,79 £38,43 637,73 +£45,04
15 707,52 £36,45 691,54+£11,95 719,36+8,56  532,19+40,52  685,7+38,64 584,99 +43.91 613,85 +39,37 565,29 £41,36  540,9 +£29,71

16 670,73+ 81,71 683,66 21,36 717,15+36,63 526,7857£20,7 648,34 +52,97 549,8 + 50,4 546,52 £ 92,25 609,77 £48,58 529,77 +8,22

17 777,81 +16,60 664,30+2891 757,79+9,29 562,5 +20,58 596,96 £ 60,42 548,83 £13,49 595,79 + 44,27 642,72 + 6,64 574,85 + 68,84
18 664,14 +4434 659,28 +6,65 709,02+17,58 552,22+1581 617,98+192 507,28 +12,8 516,97 +78,59 550,74 + 15,65 595,99 + 13,42

*Var. 1-9 — se skofici; Var. 10-18 s citr. travou; Var. 1-3 & 10-12 — 54 °C; Var. 4-6 & 13-15 - 60 °C; Var. 7-9 & 16-18 — 64 °C; Var. 1,4,7,10,13,16 — 256 pg/mL;
*Var. 2,5,8,11,14,17 — 128 pg/mL; Var. 3,6,9,12,15,18 — 64 pg/mL
*Rlizna pismena v nazvu kazdého sloupce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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Tabulka 11 Vysledky celkového obsahu fenolickych latek u variant kontrol, vyjadieny v mg GAE/L mostu.

\gﬁ‘r’gf’ 1. den 2. den? 3. den? 4. den® 6. den® 8. den 12. denc 18. den® 29. den®
1 724554922 743,87+5533 81545%1539 609,58+ 17,83 618,56+ 15,92 59721 +67,52 73426+90,18 603,46+ 6507 570,95 + 50,98
2 781,11 £49,06 77326+ 1,01 842,05+ 12,05 663,69+ 18,57 748,74+59,56 628+294 79228 +24,63 1382,7+109,56 613,80 + 48,79
3 71741 £62,49 690,11 +12,66 71936 %5794 562,5+30,37 667,02+ 19,31 58548+11,79 589,22+ 183 92636+ 15,65 641,62 + 14,32
4 695,99+9,92 80839+21,93 697,19+82,46 605,79+ 61,16 726,56+2825 57522+6,67 84236+10,67 137638+36581 589,87+ 754

*Varianta 1 — bez teploty + kys. benzoova (150 mg/L); Varianta 2 — bez teploty + sorbat sodny (300 mg/L); Varianta 3 — 64 °C; Varianta 4 — bez oSetfeni
*Rlizna pismena v nazvu kazdého sloupce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)

39



5.2 Antioxidacni aktivita

fv v

osetfenych 60 °C a koncentraci 64 pg/mL silice ze skotice (31,06 2,94 pL/mL), nasledované
variantou vzorkd oSetfenych 64 °C a koncentraci 128 pug/mL silice ze skofice (32,59 + 1,23
uL/mL) a variantou vzorkl oSetfenych na 64 °C a koncentraci 256 ng/mL silice ze skofice
(33,67 £2,29 ul/mL). Vyssi antioxidacni aktivitu tedy dosahovaly vzorky se silici ze skofice,
které byly srovnatelné s kontrolnimi vzorky neosetienych teplotou (Tabulka 12), coz byl trend
ve vSech métenych dnech. Kompletni vysledky antioxidaéni aktivity vSech testovanych variant
jsou shrnuty v Tabulce 14 a Tabulce 15.

Z vysledkli vSech méfenych dni mély tepelné neoSetfené vzorky vyssi antioxidacni
aktivitu nez vzorky oSetfené na 54-64 °C. Statisticky rozdil teplotnich variant je ukazan

v Tabulce 13.

Obrazek 13 Obrazek grafu vysledktt DPPH prvniho dne méteni, vyjadiené jako IC50 v uL/mL
mostu.

1. den
60,00
B
50,00
B
B
AB AB B B B AB
AB AB
40,00 AB AB AB AB AB
A A AB
A A
2
3 30,00
20,00
10,00
0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Varianta

*Var. 1-9 — se skofici; Var. 10-18 s citr. travou; Var. 1-3 & 10-12 — 54 °C; Var. 4-6 & 13-15 - 60 °C; Var. 7-9 &
16-18 — 64 °C; Var. 1,4,7,10,13,16 — 256 png/mL;
*Var. 2,5,8,11,14,17 — 128 pg/mL; Var. 3,6,9,12,15,18 — 64 ng/mL
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Tabulka 12 Srovnani pouzitych silic a kontrolnich variant bez nich.

Bez Skofice Citréonova
silice trava
A A B

*Riznd pismena v tabulce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)

Tabulka 13 Rozdil jednotlivych tepelnych osetfeni na antioxidacni aktivitu.

0°C 54 °C 60 °C 64 °C
A B B B
*Riznd pismena v tabulce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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Tabulka 14 Vysledky antioxidaé¢ni aktivity ve zkoumanych variantach, vyjadreny jako IC50 v pL/mL mostu.

Varianta 1. dencde 3. den? 4. den® 6. denf 8. den® 12. den®™ 18. dencde 29. den?
1 38.75+ 0,92 34,06+ 2,27 32,4+ 1,03 42,03 £ 1,76 40,43 £ 137 41,9+ 145 37,82 £ 1,37 52,78 + 6,14
2 36,86 + 0,35 34,78 £ 1,71 34,62 + 4,1 44,35 £ 0,24 38,96 £ 0,57 41,71 £ 1,67 41,04 £2,2 49,62 +£2,12
3 36,97 £ 0,08 38,18+ 1,13 34,59 +£ 2,34 49,43 + 2,02 41,6 + 3,07 42,14+ 3,18 44,43 + 3,24 52,63 +£3,42
4 33,92 +0,35 26,12 +£ 2,69 32,59+1,7 43,32+ 1,39 39,66 + 1,89 43,41 £2,46 39,49+ 1,49 50,53 £ 1,83
5 35,54+ 1,97 25,84 +1,62 33,12+ 1,07 47,34 +2,01 41,17 £2,11 4338 + 3,62 39,99 + 1,54 50,7 £ 1,55
6 31,06 £ 2,94 26,53 + 1,88 33,24+ 0,76 4737+2,14 40,03 £ 1,24 42,48 £ 1,23 42,78 £ 2,06 56,58 + 3,03
7 33,67+2,29 28,17 £ 0,66 33,21 +2,28 43,09 +£2,53 40,33 +£2,86 41,38 £3,15 40,26 +2,32 50,75 + 4,96
8 32,59+ 1,23 28,84 + 0,92 34,1+0,27 43,43 £ 2,54 44,63 +£ 0,41 41,33 +1,48 38,13+ 0,48 51,31+ 1,83
9 35,07+ 1,44 29,31+0,14 36,14 £ 0,67 45,48 + 1,4 4434 + 1,23 37,76 £ 1,21 41,44+ 1,36 59,49 + 1,81
10 39,9+ 0,88 31,22+ 1,63 39,51+ 1,44 4841 +2,13 44,13 +0,18 3995+2.22 41,65+ 0,95 60,03 £ 2,32
11 39,99+ 0,6 28,94 + 1,41 36,77 £ 1,42 56,31 +4 40,3 + 1,88 39,96 + 2,15 37,49 £1,11 53,42 +2,13
12 41,6 £ 1,67 30,19 +0,77 36,45+29 53,71 £ 0,46 37,5+2,64 40,03+ 1,5 40,51 +1,13 56,76 + 3,59
13 41,33+ 1,01 30,17 £2.21 37,59+ 0,42 60,76 + 10,01 44,02 £ 1,36 50,18 £0,71 47,04 +1,1 59,89 + 1,39
14 39,77 + 0,96a 29,06+ 0,9 35,1+ 1,21 52,19+ 1,2 43,97+ 1,34 46,5+ 1,98 41,24+ 0,85 58,68 + 2,34
15 43,05+ 1,62 28,36 + 0,69 38,11 £2,43 52,5+ 5,96 44,98 +2,01 49,11 £2,36 42,54 £0,73 62,58 + 5,06
16 40,6 £ 2,21 27,76 £0,18 46,11 £ 5,36 52,24 + 0,55 44,08 + 2,44 47,55+ 1,69 4596 £ 1,44 64,04+ 3,6
17 37,43 +4,94a 27,7+ 1,38 43,45 +£9,06 53,16 £ 6,98 44,12 £2,19 52,12+ 6,18 40,1 +2,99 57,34 £ 5,63
18 43,56 + 6,18 27,03 +£0,04 41,12 £ 5,57 64,54+ 10,93 4443 +£1,19 49,61 + 0,83 43,71 £2,02 58,98 + 5,65

*Var. 1-9 — se skotici; Var. 10-18 s citr. travou; Var. 1-3 & 10-12 — 54 °C; Var. 4-6 & 13-15 - 60 °C; Var. 7-9 & 16-18 — 64 °C; Var. 1,4,7,10,13,16 — 256 pg/mL,;
*Var. 2,5,8,11,14,17 — 128 pg/mL; Var. 3,6,9,12,15,18 — 64 pg/mL
*Rlizna pismena v nazvu kazdého sloupce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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Tabulka 15 Vysledky antioxidac¢ni aktivity ve variantach kontrol, vyjadieny jako IC50 v uL/mL mostu.

Varianty kontrol 1. dencde 3. den? 4. den® 6. denf 8. denc 12. den« 18. dencd 29. den?
1 36,84 £ 0,1 26,92 £ 1,72 32,95+1,73 52,01+ 7,18 33,64 £ 1,57 34,7+0,27 33,11 £2,15 4322 +2,61
2 36,85+ 1,25a 23,77 £ 0,46 28,01 £0,52 37,21 +£2.25 32,47 +2,14 35,77+ 1,6 32,6 £0,98 44,61 £ 1,93
3 38,75 £0,92a 36,23 £ 1,31 39,26 £ 0,43 47,8 £ 0,56 43,31+2,3 46,6 + 0,39 46,75+ 1,64 56,43+ 1,11
4 37,62 +2,09a 3486+ 1,18 30,46 +£ 0,49 44,21 £ 0,51 32,2+1,69 36,32 £ 0,64 29,76 £ 0,41 41,7+ 0,39

*Varianta 1 — bez teploty + kys. benzoova (150 mg/L); Varianta 2 — bez teploty + sorbat sodny (300 mg/L); Varianta 3 — 64 °C; Varianta 4 — bez oSetfeni
*Rlizna pismena v nazvu kazdého sloupce ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)
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5.3 Degradace betaninu

Vysledky celkového obsahu betaninu v jableCno-fepném mostu jsou ukazany
v Tabulce 16. Statisticky vyznamny rozdil (p <0,05) byl prokazan u vsech sledovanych
parametra — casu skladovani, teploté a obsahu silice z citrénové travy. V prvnim dni méieni byl
nejvyssi obsah betaninu naméfen u neosetienych vzorkt (49,9 + 0,62 mg/mL). Vzorky oSetfené
teplotou 64 °C po dobu deseti minut mély obsah 45,25 + 1,02 mg/mL a vzorky oSetiené teplotou
64 °C a koncentraci 256 pug/mL silice z citronové travy mély obsah betaninu 38,35 + 0,87
mg/mL. Degradace betaninu v ¢ase je ukazana v Obrazku 14. Na zacatku i v prab&hu pokusu
mély nejvyssi obsah betaninu vzorky varianty vzorku bez oSetieni (Tabulka 16). Nejmensi
hodnoty zméfeného betaninu po celou dobu méfeni dosahovaly vzorky varianty vzorkul
oSetfenych na 64 °C a koncentraci
256 ng/mL silice z citronové travy, kde zaroven doslo Kk jeho nejvétsi degradaci (78,85%),
ve varianté¢ vzorkd oSetfenych na 64 °C doslo k 66,9% degradaci a ve varianté vzorkl bez

oSetfeni doslo k 42,93% degradaci.
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Tabulka 16 Vysledky obsahu betaninu ve zkoumanych variantach, vyjadieny v mg/mL.

Varianta 1. den? 2. den? 8. den® 14. den®® 26. den® 36. den®
12 49,9 + 0,62 44,86 +0,95 41,02 +2,67 35,66 + 1,88 31,91 +1,19 28,48 +0,89
2° 45,25 + 1,02 42,98 +0,47 26,16 +1,23 21,14 + 0,57 18,34 + 0,88 14,98 + 1,47
3 38,35 + 0,87 35,57 £0,67 16,37 +0,1 11,44 +055 7,87 +0,18 8,11 +0,56

*Varianta 1 — bez oSetfeni; Varianta 2 — 64 °C; Varianta 3 — 64 °C + 256 pg/mL silice z citréonové travy
*Rlizna pismena ukazuji statisticky vyznamné rozdily (p <0,05; ANOVA s Tuckeyho Post-hoc testem)

Obrazek 14 Degradace betaninu ve tfech riznych variantach v zavislosti na Case.

A
B A
A A
C
5 A
A
A
B
B
B
C B
C
C

1. den 2.den 8. den 14. den 26. den 36. den

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

B Bez oSetfeni W64°C W64 °C+ 256 ug/mLsilice z citrénové travy

*Rlizna pismena v nazvu kazdého sloupce ukazuji statisticky vyznamné rozdily v kazdém dni zvlast’ (p <0,05)
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6 Diskuze

Pouzivani esencidlnich oleji jako funkcnich slozek v potravinach, napojich a
kosmetickych vyrobcich ziskava stale vétsi popularitu jak pro rostouci zajem spotiebiteli o
ptisady z pfirodnich zdroji, tak i pro rostouci obavy z potencialn¢ Skodlivych syntetickych
ptisad (Sacchetti et al., 2005). Cilem této prace je zhodnotit vliv silic na celkovy obsah
fenolickych latek a antioxida¢ni aktivitu v jablecno-fepném mostu. Existuje mnoho studii, které
porovnavaji antimikrobialni vlastnosti silic, ale jejich vliv na diive zminéné parametry

V ovocnych a zeleninovych §tavach neni mnoho prozkouman.

6.1 Celkovy obsah fenolickych latek

Vysledky obsahu fenolickych latek v jable€no-fepném mostu ukazuji, Ze se jejich obsah
mize lisit v zavislosti na pouzité silici a tepelném oSetteni. Vzorky se silici z kiiry skofice mély
vys$si obsah fenolickych latek nez vzorky, kde byla pouzita silice z citronové travy. Obe¢ silice
vSak mély mensi obsah fenolickych latek nez kontrolni varianty bez nich. Z vysledkt déle
vyplyva, Ze teplota hrala dilezitou roli v obsahu fenolickych latek. Kontrolni varianty, které
nebyly tepelné osetieny mély vyssi obsah fenolickych latek nez vSechny tfi teplotni kombinace.
Toto tvrzeni potvrzuje studie Klimczaka et al. (2007), ktefi konstatovali, Ze obsah polyfenola
v pomeranc¢ovych §tavach byl nejvice ovlivnén teplotou a ¢asem skladovani. Tuto teorii také
potvrzuje studie, kterou provedli Larrauri et al. (1997) ve které zjistili, Ze pti tepelném zahtivani
(100-140 °C) vyliskd z cervenych hroznt, doslo k vyznamné redukci obsahu polyfenoli a
konstatovali, ze tepelny rozklad je hlavni mechanismus jejich degradace.

Vysledek prvniho dne métfeni u neosetfeného jable¢no-fepného mostu byl 695,99 + 9,92
mg GAE/L. Gardner et al. (2000) méfil obsah fenolickych latek v nékterych ovocnych dzusech
a u jable¢ného dzusu naméfil 358 £ 5 mg GAE/L a u pomerancového dzusu 755 + 18 mg
GAE/L. Wootton-Beard et al. (2011) také méfil obsah fenolickych latek a namétil u dvou druhti
dzusu z Cervené tepy 977,2 £ 5,2 az 1450,3 + 42,1 mg GAE/L. Z toho je vidét, ze dzusy z
cervené fepy maji vyssi obsah fenolickych latek. To odpovidd hodnotdm naméfenym v této
praci, jelikoz fepna slozka obsahovala pouze 20 % a zbytek tvofila slozka jablecna. Rekha et
al. (2012) porovnavali obsah fenolickych latek Stav z nezralych a zralych citrust, a jejich

vysledky se pohybovaly mezi 532 az 960 mg GAE/L, coz mé srovnatelné vysledky s jable¢no-
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fepnym mostem. Vyss$i hodnoty obsahoval grepovy dzus, ktery méfili Burin et al. (2010),
jejichz hodnoty se pohybovali od 1117,10 do 3433,04 mg GAE/L.

6.2 Antioxidacni aktivita

Hlavni diivod, pro¢ se v nékterych studiich (Friedman et al., 2004; Raybaudi-Massilia et
al., 2006) testovaly silice v ovocnych §t'avach, je jejich antimikrobialni ¢innost. Piikladem je
Escherichia coli a Salmnolella enterica. Silice z citronové travy a skofice pattily mezi 10
nejaktivnéjsich. Nekolik studii prokazalo, ze silice mohou mit také antioxidacni vlastnosti. Tyto
vlastnosti jsou zplsobeny vlastni schopnosti nékterych jejich slozek, zejména fenolickych
latek, které mohou zastavit nebo zpomalit aerobni oxidaci organické hmoty (Amorati et al.,
2013). V posledni dobé byvaji srovnavany se syntetickymi antioxidanty, mezi které patii
naptiklad butylovany hydroxyanysol (BHA) a butylovany hydroxytoluen (BHT). Na oba
syntetické antioxidanty jsou rozporuplné nazory. Babich (1982) uvadi, ze laboratorni testy na
zvitatech zpusobily jak Skodlivé, tak i pfiznivé G¢inky BHT. Vyzkum, ktery provedl Yu et al.
(2018), prokazal, ze pii davee 2,32-23,8 mg BHT/kg vahy/den se u Okounka pstruhového
(Micropterus salmoides) zlepsil metabolismus tukl a antioxidacni a jejich anti-apopticka
odezva. Panicker et al. (2014) naopak svym vyzkumem na mysSich konstatovali, ze BHT
indukuje silny hepatotoxicky ucinek. Kahl et al. (1993) publikovali toxikologii BHA i BHT a
uvadi, ze BHA 1 BHT jsou promotéry nadort, ale zaroven i maji antikancerogenni vlastnosti.
Nicmén¢ konstatovali, ze koncentrace obou antioxidantt, které se pouzivaji v potravinach, jsou
pravdépodobné neskodné.

Baratta et al. (1998) testovali antimikrobialni a antioxidac¢ni vlastnosti silic ze skofice,
bazalky, citronové travy, citronu, kadidla, majoranky a rozmarynu, a zéaroven tyto silice
porovnavali s a-tokoferolem (vitamin E) a BHT. Zjistili, ze silice z majoranky méla nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu, ktera byla vyssi nez a-tokoferol a srovnatelna s BHT. V jejich studii silice
Z citronové travy vykazovala silnou prooxidacni aktivitu ve vSech testovanych koncentracich.
Antioxidac¢ni aktivita rozdilnych silic se tedy mtze podle slozeni liSit. To dokazuje vysledek
této studie, silice z klry skofice méla v priméru vyssi antioxidacni aktivitu nez silice
z citrénové travy a zaroven méla srovnatelné vysledky se vSemi variantami pouzitych kontrol.
Silice z citronové travy méla v priméru nizsi antioxida¢ni aktivitu nez kontrolni varianty.

Vino je diky velkému obsahu fenolickych slou¢enin povazovéano za silny antioxidant

(Teixeira et al., 2014). Tauchen et al. (2015) testovali antioxida¢ni aktivitu gruzinskych,
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sttedoevropskych a zapadoevropskych vin. Vysledky ukazaly, Zze vina méla ptiblizné Ctyiikrat
vetsi antioxidacni akvititu v porovnani s jableCno-fepnym mostem, pouzitym v této praci.
Wootton-Beard et al. (2011) testovali antioxidacni kapacitu 23 komer¢né¢ dostupnych
zeleninovych §tév a zjistili, Zze §tavy z Cervené fepy nejlépe inhibovaly radikal DPPH a
V porovnani S moStem v nasem experimentu mély o mnoho vyssi antioxidaéni aktivitu. Naopak
porovnani tohoto mostu a pomerancové stavy, ktery testovali Stella et al. (2011), ukazalo, ze
pouze jeden ze tii testovanych pomeranéovych §tav mél srovnatelnou antioxidacni aktivitu.
Zbylé dvé pomerancové stavy mély nizsi antioxidaéni aktivitu.

Varianty oSetfené na vSechny tii druhy teplot (54, 60, 64 °C) mély v priméru nizsi
antioxidac¢ni aktivitu nez kontrolni varianty bez tepelného oSetfeni, coz potvrzuje o¢ekavani, ze
teplota mize negativné ovlivnit obsah antioxidantt. Podle studie, kterou provedl Larrauri et al.
(1997), se v susenych slupkach ¢erveného vina, sniZila antioxida¢ni aktivita pii suseni slupek

na 100 °C a 140 °C 0 28 % a 50 %.

6.3 Degradace betaninu

vvvvvv

betaninu, ktery regeneruje do dvou produktti v nestabilni form¢, Zlutou kyselinu betalamovou
a bezbarvy cyklodopa-5-O-glykosid. Béhem tepelného zpracovani se betanin miize degradovat
izomeraci, dekarboxylaci nebo $t€penim, coz vede k postupného snizeni Cervené barvy, a
nakonec k svétle hnédé barveé (Reshmi et al., 2012). To bylo potvrzeno v nasem experimentu a
barevna zména je viditelna na Obrazku 15.VVon Elbe et al. (1974) zahtivali betaninové roztoky
a zjistili, Ze zahtivani zplsobilo ztratu Cervené barvy a roztoky nakonec zbledly do svétle hnédé.
Zaroven doslo pfi zahfivani na 129 °C po dobu 30 minut k degradaci betaninu 0 52 %. V této
diplomové praci doslo pfi zahiivani vzorka varianty vzorkt osetienych 64 °C po dobu deseti
minut k degradaci betaninu v praméru o 9,32 % vice nez u vzorkid tepelné neosetfenych a u
vzorkl varianty vzorkd zahtivanych na 64 °C po dobu deseti minut a koncentraci 256 pg/mL
silice z citronové travy k degradaci v praméru o 23,15 % vice. Karthiga et al. (2012) testovali
stabilitu betakyaninovych pigmentl a zjistili, ze pokud byly vzorky skladovany pfi svétle,
dochazelo k vy$§im hodnotam degradace nez pii skladovani v temnu. Podle studie Vilece et al.
(1955) dochazelo ke zvyseni degradace betakyaninl Vv pfitomnosti svétla o 15,6 %. VSechny
vzorky Vv této praci byly skladovany v temnu, tudiz se da predpokladat, ze pokud by byly
skladovany na svétle po celou dobu sledovani, doslo by k vétsi degradaci. BEéhem experimentu

se u neoSettenych vzorkl objevilo bouflivé kvaseni, které ovlivnilo vlastnosti danych vzork.
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ZvySujici koncentrace ethanolu zplsobila usmrceni mikroorganismii v ovocném mostu a
zpusobila konzervaci danych vzorki. O alkoholu je zndmo, Ze ma dezinfek&ni nebo antiseptické
vlastnosti a ma destruktivni G€inky proti vegetativnim buitkdm a v mensi mite tak ptisobi i proti
sporam (Russell and Gould, 2003). Wybraniec et al. (2013) vSak uvadi, ze pfitomnost
organickych rozpoustédel (methanol, ethanol a acetonitril) a kovovych kationtli zpiisobuje vyssi
degradac¢ni u¢inek betaninu nez ve vodnych roztocich. Nicméné, jak jiz bylo zminéno vyse,
vétSina teorii souhlasi s tim, Ze nejvyssi vliv na degradaci betaninu ma teplota, a nejspiSe proto

byl betanin v tepelné oSetfenych vzorcich vice degradovan.

Obrazek 15 Porovnani barevnych zmén ptipravenych vzorkd.

1. den

Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3

Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3

*Varianta 1 — bez oSetieni; Varianta 2 — 64 °C Varianta 3 — 64 °C + 256 ug/mL silice z citronové travy
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[ Zavér

V n¢kolika poslednich desetiletiletich se stale vice objevuji tendence nahrazovat latky
chemické ¢i uméle vyrobené latkami pfirodnimi. Jednou z moznosti je vyuziti rostlinnych silic,
u kterych bylo mimo jiné dok4zéno, ze maji antioxida¢ni vlastnosti a diky svym fenolickym
funkénim skupindm mohou zlepSovat polyfenolicky profil upravovanych potravin a napoji, coz
ma za nasledek snizeni pravdépodobnosti vzniku nékterych onemocnéni.

Mezi napoje, kde by se mohly uplatnit rostlinné silice, patii ovocné a zeleninové stavy,
a prave to se stalo predmétem této diplomové prace.

Z vysledkt vyplynulo, ze hlavnim faktorem, ktery ovliviioval obsah fenolickych latek
V jable¢no-fepném mostu byla teplota. NeoSetiené vzorky, Vv porovnani a s ohledem na
tak i proti nejvyssi (64 °C) pouzité teploté. Varianty, ve kterych byly pouzity silice, mély mensi
obsah fenolickych latek a z pouzitych silic mély vyssi obsah varianty se silici z kliry skofice.
Mezi pouzitymi koncentracemi silic nebyl zaddny vyznamny rozdil.

Vysledky antioxidacni aktivity ukéazaly, ze stejné jako v ptipad¢ obsahu fenolickych latek,
antioxidacéni aktivita je ve velké mife ovlivnéna teplotou. Bylo statisticky potvrzeno, ze teplotné
neosetfené varianty se od ostatnich vyznamné lisily, ale mezi 54 az 64 °C Zadny rozdil nevznikl.
Varianty, ve kterych byla pouZzita silice ze skotice m¢ely vyssi antioxidacni aktivitu, a ikdyz byly
vSechny jeji varianty tepelné oSetfeny, ukazaly, ze maji srovnatelnou antioxidacni aktivitu jako
vzorky tepelné neoSetfené. Varianty s ptidanou silici z citronové travy mély niZsi antioxidacni
aktivitu nez vSechny vySe zminéné varianty. Z toho se da odvodit, Ze silice z kury skofice, ktera
se pouziva v potravinaiSsvi hlavné kvuli své typické vini, by mohla byt vyuzita pro
konzervovani potravin s tepelnou upravou.

Dale byla prokazana termolabilita betaninu. Tepelné osetfené vzorky mély vyssi procento
degradace v porovnani s neoSetienymi. Pfidani silice z citronové travy do tepelné oSetfenych
vzorkll mély jesté vyssi procento degradace.

Hypotéza této diplomové prace zni: Jable¢no-fepny most osetfeny nizsi pasteracni teplotou
s ptidanim silic bude vykazovat vyssi antioxidacni aktivitu i celkovy obsah fenolickych latek.
Vzhledem ke zjisténym vysledkiim nelze tuto hypotézu potvrdit. Obsah fenolickych latek byl
niz8i u obou pouzitych silic a v ptipad¢ antioxidacni aktivity pouze silice ze Skofice ukéazala

srovnatelné vysledky s neoSetfenymi variantami a variantou oSetfenou pouze na 64 °C.
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Stojime na pocatku cesty, kterd miize vést k nahrazeni syntetickych konzervanti a
antioxidanti. Do budoucnosti bude potieba prozkoumat vice kombinaci teplot, pouzitych silic
a jejich kombinaci. Vybér silic je dilezity sloucit se senzorickymi vlastnostmi, at’ uz se jedna o
barevnou zménu, chut’ nebo vini vyslednych vyrobkl. Zaroven bude duilezité vybrat takové

postupy a kombinace, které budou pouzitelné i v praxi.
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