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ABSTRAKT

Séja lustinata a vyrobky zni je napfi¢ laickymi i odbornymi nadzory velmi rozporuplnou
lusténinou. Jedni ji oznacuji témét za ,,superpotravinu®, druzi se ji obloukem vyhybaji kvili
obsahu biologicky aktivnich latek s nejasnym ¢inkem na organismus. JelikoZ jiz byly na s6ji
lustinaté provedeny mnohé, Casto se mezi sebou znacné liSici studie, neni snadné jeji
problematiku jednoduse uchopit. Cilem teoretické ¢asti této diplomové prace je proto utfidéni
jiz publikovanych védeckych poznatki do ptehledné reserSe a ujasnéni soucasného stavu
feSené problematiky. Experimentalni ¢ast se pak zamé&fuje na charakterizaci s6ji a produktd z ni
jak z hlediska analyzy obsahu uc¢innych slozek a ur€eni antioxida¢niho a antimikrobidlniho
ucinku, tak stanoveni cytotoxického ucinku na bunécné linie humanniho heterogenniho epitelu
kolorektalniho adenokarcinomu a my$iho melanomu pomoci in vitro testovani. Vsechny
ziskané informace a vysledky experimentd by mohly slouzit jako vychozi podklady pro dalsi
potencidlni studium séji a séjovych produkti at’ uz v ramci disertacni prace, tak pii podavani
grantového projektu.

ABSTRACT

Soybeans and products thereof are considered as a very contradictory legume across layman
and expert opinions. Some see it almost as a “superfood” while others avoid it due to its
biologically active content with an unclear effect on the organism. As a lot of research
on soybeans was already performed the content varies considerably and it is not easy to grasp
the issue correctly. The objective of the research part of the thesis is a structuralized study
of already published scientific knowledge to clarify the current state of the art. Experimental
part of the thesis focuses on characterisation of soy and its products in terms of active
ingredients content and determination of antioxidants and antimicrobial effect. After that,
the cytotoxic effect on human heterogeneous colorectal adenocarcinoma epithelial cell line and
mouse melanoma cell line is determined by in vitro testing. All obtained information and results
of experimental part could possibly serve as a starting point for further study of soy and soy
products, both in the dissertation and in the submission of a grant project.
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UVOD
Soja lustinata (Glycine max) je jedna z celosvétové nej€astéji péstovanych plodin a od pocatku
svého péstovani ve starovéké Ciné az po soucasnou celosvétovou produkei pres 300 miliond
tun (MT) ro¢né¢ hraje velmi dalezitou roli ve vyziveé zvirat i ¢lovéka [1]. V poslednich dekadach
bylo dosazeno také vyrazného pokroku v mnoha aktualnich oblastech vyzkumu této plodiny —
od fizeni jeji produkce, pfes mapovani genomu, Slechténi novych odrad, identifikaci u¢innych
slozek, modifikaci slozeni, pozorovani vlivu na organismus jak ¢lovéka, tak zvifat, az po nova
potencialni vyuziti v primyslu i medicin€. Tato luSténina je nejvice konzumovéna praveé
v asijskych statech ve formé zralych s6jovych bobu typicky svétle hnédé barvy, ale také
kvalitniho s6jového mléka, edamame (nezralych sdjovych luskil), sdjové mouky, sdjovych
klickt, tofu a fermentovanych so6jovych produktii jako je tempeh, natto, miso a sdjova omacka.
V soucasnosti se jeji spotifeba vyrazné zvysuje také napii¢ zapadni populaci, kterd se vsak
ve zpusobu konzumace soji od té vychodni zna¢né 1isi. Primérnad spotieba je asi 10krat
az 20krat niz8i, navic Castéji ve form¢ pramysloveé zpracovanych potravin jako jsou sojové
napoje, snidaiové ceredlie, energetické tyCinky, sojové ,burgery” a ,parky®, tofu zmrzlina,
nekvalitni s6jové omacky a dalsi [2-5]. S6jové produkty jsou tedy v dnesni dobé jiz béznym
sortimentem nejen ve zdravych vyzivach, ndzory na zdravotni benefity ¢i rizika spojena s jejich
konzumaci se ovSem lis$i napii¢ mnohymi studiemi. Nékterymi je s6ja nejen pro obsah vysoce
kvalitniho proteinu, ale také dalSich nutrientl jako naptiklad vitamint B, vlakniny, drasliku
a hot¢iku, povazovana témeét za ,superpotravinu®“. Do znaéné miry vSak budi kontroverzi
vysoky obsah isoflavond genisteinu a daidzeinu, tedy fytoestrogentl, jejichz ucinek na lidsky
organismus dosud neni jednoznacny, spolecné s n€kterymi antinutrienty jako jsou kyselina
fytova nebo lektiny. Za vznik nesrovnalosti napii¢ mnohymi publikovanymi studiemi
a rozchodnych nézora védcl na soju a s6jové produkty a jejich zdravi prospeésnost ¢i Skodlivost
muzZe z velké ¢asti praveé znacné rozdilné mnoZstvi a zplisob jeji konzumace napti¢ populacemi,
stejn¢ tak jako typ konzumované s6ji, mozné odliSné metabolizovani s6ji ¢lovékem
oproti zvifecim modeliim, rozdilné hladiny hormonti pozorovanych subjekti, jejich etnikum,
a nakonec samoziejme také typ metabolismu daného jedince.

Tato prace je zamétena na utfidéni dostupnych informaci o s6ji, a pfedevsim jejich u€incich
na lidsky organismus a charakterizaci aktivnich latek v ni obsazenych pomoci laboratornich
stanoveni jejich obsahu a antimikrobialniho, antioxida¢niho a cytotoxického ucinku.



TEORETICKA CAST

1 Saéja luStinata

Soja lustinatd (Glycine max) je druh luSténiny plivodem z vychodni Asie nalezici do rodu
Glycine, ktery je rozd€len do dvou podrodl, Glycine a Soja. Podrod Soja zahrnuje dva druhy
jednoletek: kultivované s6jové boby, tedy Glycine max, a jejich divokého predka, Glycine soja,
rostouciho ve volné ptirodé Japonska, Koreji, Ciny a Ruska [6]. Podrod Glycine oproti tomu
¢ita pres dvacet vytrvalych druhli, z nichz jsou nékteré pouzivany napiiklad jako pastva
pro dobytek.

anejCastéji pestovanych plodin, pfiCemz jeji celkovd produkce se kazdorocné stabilné
navysuje. Od roku 1955, kdy se celkové vyprodukované mnozstvi s6ji pohybovalo jen kolem
20 MT, se celosvétovd produkce této plodiny v letech 2018-2019 dostala az nad 350 MT.
Podle statistickych dat ze stejného obdobi jsou nejvétSimi soucasnymi producenty USA
(120,52 MT) a Brazilie (199 MT), déle za nimi je Argentina (55,3 MT), Cina (15,97 MT), Indie
(10,93 MT), Paraguay (8,85 MT), Kanada (7,27 MT) a dalsi staty (dohromady 22,43 MT) [7].
Valna vétSina z tohoto mnoZstvi je vyuZita na vyrobu krmiv pro hospodaiska zvitata, pouze
minoritni ¢ast je uréena pro lidskou spotiebu [8]

Nejvice je s6ja konzumovana v asijskych statech — nejen v Cing, odkud také pravdépodobng
pivodné pochézi, ale i v Japonsku, Koreji, Taiwanu nebo Indonésii. Obyvatelé téchto zemi
denné konzumuji praimérné 20-80 g s6ji piimo ve formé zralych s6jovych bobii typicky svétle
hnédé barvy (Obrazek 1A), ale také sdjového mléka, edamame (Obrazek 1B), sdjové mouky,
sojovych klicki, tofu a fermentovanych sdjovych produktl jako je tempeh, natto, miso a séjova
omacka [2, 3]. Oproti tomu mnozstvi konzumované s6ji se v zdpadni populaci pohybuje
mnohem nize, primémé 1-3 g s6ji zaden, ak tomu z vétsi Casti ve formé primyslové
zpracovanych potravin jako jsou sdjové napoje, snidafiové ceredlie, energetické ty€inky, sdjové
,Lourgery* a ,,parky“, tofu zmrzlina a dalsi [4, 5]

™~

o s

Obrazek 1: A-Svétle hnédé, suché, zralé boby, nejznaméjsi podoba soji, z niz se ddle vyradbi tofu,
sojové mléko, miso a dalsi; B-Edamame, jasné zelené lusky, ve kterych zraji sojové boby, (prevzato
z[9, 10]).

Tato plodina mé také schopnost vazat vzdusny dusik pomoci bakterii rodu Rhizobium
pfitomnych najejich kofenech [11]. Mezi luSténinami sdja zaroven drzi prvenstvi
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v procentudlnim obsahu proteint, které jsou jeji nejzastoupenéjsi slozkou a dosahuji az 50 %.
Lipidy dale zaujimaji 20-30 % a sacharidy 25-30 %. 1 kdyz je tedy soja klasicky uvadéna
jako lusténina, diky vysokému obsahu tuki je zaroven olejninou [8]. Ackoliv pouziti sdjového
oleje pii vateni neni v Ceské republice pfili§ obvyklé, mezi lety 2018 a 2019 bylo globalné
vyprodukovano ptes 60 MT sojového oleje, coz z néj déla jeden z nejbeznéjSich dostupnych
stolnich olejii [12].

1.1 Slozky obsaZené v séjovych bobech

V sojovych bobech se ptfirozené vyskytuje fada tepelné stabilnich i tepelné labilnich biologicky
aktivnich slozek. Nékteré tyto latky, ackoliv mohou byt obsaZzeny pouze ve velmi malém
mnozstvi, jsou schopny vyvolavat riznorodé nutri¢ni, biologické a fyziologické odpovédi u lidi
i zvitat. Soja také predstavuje kvalitni zdroj bilkovin; vyhodou je nizky obsah nasycenych tuka
i velké mnozstvi vldkniny. V porovnéni s jinymi luSténinami mé jedinecné vysoky obsah

a jejich U€inky na lidsky organismus jsou podrobnéji popsany v néasledujicich kapitolach.

1.1.1 Sdjovy protein celkovy

Soéjovy protein je znam jako vysoce stravitelny, vyznacujici se svym relativné vyvazenym
profilem témé&f vSech obsazenych aminokyselin (AMK). Dle FAO/WHO (Food
and Agricultural Organization of the United Nations/World Health Organization) metody
hodnoceni kvality proteini PDCAAS (protein digestibility-corrected amino acid score)
zalozené jak na potfebé konkrétnich AMK v lidské vyzivé, tak na schopnosti ¢lovéka dany
protein travit [14], dosahuje so6jovy protein hodnoty 1,0, tedy maximalniho skore. Stejnou
hodnotu maji dle tohoto systému také vaje€né ¢imlééné proteiny [15]. V rtiznych
koncentracich lze v sdji nalézt veSkeré esencidlni AMK, coz je samo o sobé v souladu
s vyzivovymi potifebami ¢loveka 1 zvitat [16]. Na druhou stranu ale tento fakt nékdy zastifiuje
skute¢nost, Ze esencidlni methionin a tryptofan jsou v sojovych bobech obsazeny pouze
v deficientnim mnozstvi [17, 18]. Kritické mnoZzstvi methioninu a tryptofanu v s6ji je problém
pfedevSim v oblasti chovu hospodaiskych zvifat, ktery je tfeba tesit ptidélem 1 jinych zdroji
krmiva jako je obili ¢i naptiklad suplementaci krmiv syntetickymi AMK. S takovym postupem
se ovSem znacn€ zvySuje cena provozu chovu, napfiklad primérné naklady na fadné doplnéni
AMK v USA pro chovatele skotu v mlééném primyslu jsou 20 centli nahlavu denné
[19]. Vyvstavaji zde také né&které ekologické otazky, jelikoZ pii produkci syntetickych AMK
muze vznikat odpad nebezpecny pro Zivotni prostredi. Pouziti syntetického methioninu, jehoz
nedostatek v sdji je nejvice omezujici pro dribez, byl napiiklad v ekologické produkci
v nékterych zemich zakazan tplné [18, 20]. Soucasné tendence k udrzitelnému zemédé€lstvi tak
tlaci na chovatele a samotné vyrobce krmiv a do budoucna pozaduji zménu zptisobu, jakym je
s6jova moucka obohacovana o dané AMK. Rostouci popularita bezmasych diet navic vytvari
trzni prostor pro nové sdjové produkty s vyvazenym profilem AMK.

Dostatek neesencidlnich AMK ve stravé také nelze brat jako druhotady, syntéza nckterych
z nich je pfimo ovlivnéna pfitomnosti a mnozstvim urcitych esencialnich AMK. Naptiklad
pokud neni v potravé dostatecné piijiman cystein, je syntetizovan z methioninu pomoci procesu
transsulfurace [21]. V tomto ptipad¢ pak musi byt ve stravé takové mnozstvi methioninu, které
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vykompenzuje pozadavky dané¢ho organismu na ptfijem obou AMK. Methionin i cystein jsou
v s0ji ptitomny, jejich hladiny ale pro potieby spotiebitele nedosahuji pozadovanych hodnot
[18, 22]. Hlavnim zdrojem proteint ¢loveka praktikujiciho vegetariansky ¢i vegansky zptisob
stravovani tedy v zadném piipad¢ nemuze byt pouze sdja a séjové vyrobky.

Jako slibnd cesta pro zlepSeni profilu AMK v s6ji mize byt povazovano genetické
inzenyrstvi. Jeho pfistupy maji obecné za cil jeden ze téchto tfi: navySovani genti souvisejicich
s biosyntézou, fizeni regulace biosyntézy a modifikace zdsobnich proteinil. Jeden z historicky
prvnich ptikladi aplikace tohoto pfistupu je pienos genu ofechu v roce 1992. Tento zasah
uspésné navysil obsah proteinl a syntézu methioninu, byl vSak také ptenesen i hlavni alergen,
coz znemoznilo komercializaci [23] Ukazalo se také, Ze pfenesenim a expresi genu pro zein
(kukufi¢ni protein) jsou v s6ji zvySovany hladiny AMK obsahujicich siru [24]. Ve srovnani
s konvenéné vyslechténymi odriidami je na transgenni s6ju ovSem nahlizeno vétSinou populace
velmi negativné a kviili neumérné ptrisné evropské legislativé je navic, navzdory pozadavkiim
veédct [25], slozité jeji péstovani schvalit.

Vétsina zpracovanych séjovych bilkovin se vyrabi z loupanych s6jovych bobi, které jsou
mechanicky zpracovany a odtu¢nény pomoci hexanové extrakce za vzniku s6jovych vlocek. Ty
pak mohou byt budto namlety naodtu¢nénou mouku obsahujici 50-54 % bilkovin,
dale pomoci extrakce ethanolem muze byt ziskan s6jovy koncentrat s podilem bilkovin kolem
65-70 % nebo v neposledni ftadé¢ 1lze alkalickou extrakci snéaslednym odstfedénim
vlakniny, opétovnym vysraZzenim a vysuSenim proteinu ziskat sdjovy izolat s obsahem pies
90 % bilkovin [26, 27]. Nejcastéji se mizeme setkat prave s poslednim uvedenym produktem,
ktery drzi prvenstvi v podilu bilkovin mezi vSemi s6jovymi vyrobky a je ho zna¢n¢ vyuzivano
v potravinafském primyslu napiiklad pro zlepSeni textury masa, zvySeni retence
vlhkosti, samotné navySeni celkového podilu bilkovin v dané potraviné ¢i zlepSeni podilu
obsazenych AMK [27]. Mimo jiné je ale také uzivan n€kterymi sportovci a lidmi vyhybajicim
se mléénym produktiim jako potravinovy doplnék.

1.1.2 Lektiny

Lektiny jsou tfidou bioaktivnich proteinti a glykoproteini znamou jiz stovku let, Siroce se
vyskytujici v pfirodé jako ochrana rostlin pfed predatory. Nejvice vyzkumu lektint se vzdy
zamétovalo spiSe na lektiny plivodem ze zeleniny, pificemZ se ale hojné vyskytuji v celé
rostlinné 81 [28]. Lektiny v s6jovych bobech byly objeveny v padesatych letech minulého
stoleti [29].

Lektiny nejspiSe zastupuji v rostlindch ulohu zasobaren dusiku, stejné tak ale hraji roli
v obran¢ rostlin pted Sktdci a predatory [30]. Jsou znamy svou neenzymatickou, reverzibilni
vazbou na sacharidy, z ¢ehoZ vyplyva schopnost aglutinace bunék, naptiklad erytrocytl, pravé
diky specifické vazbé konkrétnich lektinli s povrchovymi antigeny rozdilné glykosylovanych
erytrocyti napfi¢ systémem ABO, ¢ehoz je vyuzivdno na oddé€lenich transfizniho 1ékarstvi
pfi stanoveni krevnich skupin. Tato schopnost byla poprvé popséana jiz kolem roku 1950 [31]
a v literatufe mohou byt oznaceny historickymi ndzvy jako ,,aglutininy*, ,,fytohemoglutininy*
nebo ,,hemoaglutininy*, ackoliv se dnes upiednostiiuje presn€js$i oznaceni ,,lektiny*. Nazory na
lektiny, vcetné toho s6jového, se velmi rtizni. Obecné je spiSe povazovan za antinutrient, ale
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pribyva stile vice studii zastavajicich protichlidny nazor, tedy lektiny vyzdvihuji za jejich
antimikrobialni [32, 33], antivirové [34] a protinadorové [35] vlastnosti.

Za Spatnou povést lektinli mize predevSim fakt, ze se ve stfevé mohou vazat na Sirokou
Skalu molekul bunéénych membran stfevni sliznice, coZ muze vést k patologickym zménam
nani samotné, pfipadné¢ k negativnimu uc¢inku na stfevni mikrofloru [36, 37]. Zavaznost
takovych dasledkt se ve findle mtize liSit dle lokalizace vazby lektinu v konkrétni oblasti stfeva
[38], bylo ipopsdno nékolik pifipadi otravy lektinem kvili konzumaci syrovych
nebo nedostate¢n¢ zpracovanych fazoli [39, 40].

Rizné odrady s6ji se navzajem v obsahu lektinu lisi az pétindsobné [41]. Co je vSak dilezité
z hlediska vyzivy Clovéka, je mnozstvi lektinu az ve spravné zpracovanych potravinach. Tato
rezidua jsou déle snadno inaktivovana v zaludku pepsinem, ¢i nasledné hydrolazami tenkého
stfeva [42, 43]. Na druhou stranu existuji studie, které naopak tvrdi, Ze lektin prochazi tenkym
sttevem nezménén, a muze tak pusobit na organismus negativné [44, 45]. Zcela odstranit
aktivitu lektinu Ize povafenim dané potraviny do mekka, coz je u lusténin bézny zplsob
ptipravy [46, 47]. Nedavna studie zjistila, ze namaceni a vareni s6jovych bobl zni¢i vice nez
[49].

Obvyklé nezadouci ucinky spojené s toxicitou lektinu se vSak neobjevuji v zadné ze stovek
provedenych klinickych studii na velké Skale s6jovych produkti. Dikazy vychézejici z téchto
vysledkt tedy v zddném piipad¢€ nenaznacuji, Ze by mozny zbytkovy obsah lektinu v s6ji byl
déivodem k obavam. Neni proto divu, Ze i Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (Food and
Drug Administration; FDA) oznacil s6jovy protein (v€etné lektinu) relativné nedavno
za bezpecny [50].

1.1.3 Fytoestrogeny

Pozorované antioxida¢ni ucinky soji jsou zasluhou vysokého obsahu isoflavont, které jsou
v této luSténiné¢ obsaZeny ve vy$Sich mnozstvich nez v jinych béZnych potravinach [51].
Nejzastoupenéj$i z nich jsou genistein (50 %), daidzein (40 %) a glycitein (necelych 10 %)
[52]. Tyto latky jsou unikatni fytonutrienty, svou strukturou se velmi podobaji zenskému
pohlavnimu hormonu primérnimu estrogenu, konkrétné 17-B-estradiolu (E2), jak lze vidét
na Obrazku 2. Jsou proto také oznaCovany jako fytoestrogeny [53]. Tato skutecnost z nich déla
pravdépodobné nejkontroverzngjsi biologicky aktivni latku obsazenou v s6ji aje hlavnim
ditvodem velkého poctu diametralné odliSnych nadzorG odborniki na s6ju jako takovou.

e OH
OH 0 OH 0 O
0 I 0
HO HO _
17-B-estradiol genistein daidzein

Obrdazek 2: Strukturni vzorce molekul 17-f-estradiolu, genisteinu a daidzeinu (prevzato z [54])

12



Fytoestrogeny jsou obecné pfirodni latky vyskytujici se v riznych hladinach v pestrém
spektru rostlin, v nichZ zastdvaji rtiznorodé¢ funkce. Mnoho znich ma silné antioxidacni
vlastnosti a nékteré mohou hrat roli v obrané¢ rostlin vii¢i infekcim [55, 56]. Hormon E2 je
zodpovédny za plodnost Zen stejné tak jako za udrzovani znakt zenského téla, ma vliv na rist
zenskych reproduk¢nich organti, zaujima ale také dualezitou roli i v téle muzském. Strukturni
podobnost fytoestrogenti s E2 znamenda, Ze mohou interagovat s bunéénymi estrogenovymi
receptory (ER), které zprostfedkovavaji funkce tohoto hormonu [57]. Je vSak znamo, Ze uinky
fytoestrogenii jsou oproti U¢inkiim E2 mnohem slabsi [58]. Fytoestrogeny se v riizném
mnozstvi vyskytuji ve vétSin¢ potravin vyrobenych z rostlin. VSechny tyto molekuly patii
do velké skupiny slou€enin znamych jako polyfenoly [59-62].

Sojove fytoestrogeny jsou Casto spojovany s benefity pro lidské zdravi. Byl jiz popsan jejich
ptiznivy Gcinek na metabolismus gluko6zy [63], snizeni rizika vzniku karcinomu prostaty [64—
67], snizeni hladiny LDL-cholesterolu v krvi [68]. Byla také popséana spojitost mezi vyraznym
snizenim hladiny C-reaktivniho proteinu v krvi u Zen po menopauze a piijmem sodjovych
isoflavonit [69]. V zadné ztéchto studii nebylo uvedeno, ze by podéavané isoflavony
vykazovaly vyznamnéj§i vedlejsi uginky. Casto jsou také studovany uginky séjovych
fytoestrogenil na karcinom prsu a jeho prevenci. Konzumace s6ji je ob¢as spojovana s narustem
prsni tkané, hypoteticky tedy i s vy$$im rizikem karcinomu prsu [70-72]. Na druhou stranu,
z vysledkli mnoha observaénich studii jsou z velké vétSiny pii konzumaci s6ji a sdéjovych
produktl u pacientek s karcinomem prsu dokdzany ucinky spiSe protinadorové [73, 74]. Dale
je jiz béznou praxi, ze je Zzendm prochazejicim menopauzou doporucovano konzumovat soju ¢i
sojové vyrobky, ptipadné uzivat suplementy obsahujici prave sojové fytoestrogeny [75]. Je totiz
dokazéno, Ze zmiriiuji nepiijemné, menopauzu provazejici projevy jako jsou navaly horka,
poceni a vykyvy nalad, které souvisi s poklesem hladiny estrogenti v téle. Je také zajimavé, ze
zeny zéapadni populace tyto pfiznaky pfi menopauze proZivaji mnohem castéji a intenzivnéji
nez Zeny populace asijské, ackoliv tento fakt je zfejmé zpiisoben rozdilnymi stravovacimi
navyky [76, 77]. Ne vSem Zenam ovSem konzumace sdji od téchto pfiznakii dokaZe ulevit.
Ve stifevé nékterych lidi je pfitomen specialni druh bakterii (konkrétné byly identifikovany
grampozitivni kmeny Streptococcus intermedius spp., Ruminococcus productus spp.,
a gramnegativni Bacteroides ovatus spp.), které jsou schopny preménit daidzein na ekvol, coz
je latka pravdépodobné souvisejici s mnoha prospéSnymi zdravotnimi U€inky soji.
Ptedpoklada se tedy, ze lidé schopni této pfemeény budou ze zdravi prospésnych ucinkia sdji
tézit mnohem vice nez ti, v jejichz stievé se dané bakterie nenalézaji [78]. Podle dikazi
vychézejicich z dalSich odbornych studii je tedy iUc€inek fytoestrogenti v pomoci proti
syndromim menopauzy mnohem efektivnéj§i pravé u tzv. producentek ekvolu. Procento
producenti ekvolu je vyssi mezi asijskou populaci a lidmi na vegetarianské dieté nez u zépadni
populace celkové [79, 80].

Ackoliv védeckych studii, které by hovoftily v neprospéch fytoestrogenti neexistuje mnoho
[81], par jich jiz opublikovano bylo. Nej€astéji je zminovano riziko potlaceni funkce §titné
zlazy amozné vyusténi tohoto ucinku az v hypotyredzu [82, 83], pfipadné jiz zminéné
potencialné vyssi riziko karcinomu prsu.

Velmi diskutabilni je pouzivani so6ji v détské vyzivé. Nékolik studii naznacilo, ze vysoky
piijem isoflavont takovych produkti vyrobenych ze s6ji mize pfispivat k potlaceni funkce
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Stitné zlazy, predevSim pokud je ve stravé kojence insuficientni mnozstvi jodu [84, 85]
(cozuzje vdnes$ni dob& oSetfeno), nebo pokud je dit¢ narozeno s deficienci tyroidnich
hormont [86]. Pro uptfesnéni je vhodné uvést, ze kvuli této skutecnosti jsou fytoestrogeny
n¢kdy oznacovany jako strumigenni latky (goitrogeny). Nazev vychazi z anglického terminu
»goiter, tedy ,,struma®, coz je oznacCeni pro onemocnéni Stitné zlazy, pii némz dochézi k jeji
hypertrofii. V minulosti byla zaznamenana tfada ptipadil strumy u déti, jimz byly podavany
pravé formule na bazi s6ji [87-89]. Aby se takovym piipadim piedchazelo, je v dnesni dobé
takova vyziva jiz obohacovana jodem.

Americkd akademie pediatri zpracovala zpravu zabyvajici se praveé pouzitim s6ji v oblasti
détské vyzivy. V ni uvadi, ze s6jové mléko neni o nic lepsi (ani horsi) nez kojeneckd mléka
se zdkladem z kravského mléka. V nekterych ptipadech je substituce matetského mléka
s6jovym vylozené doporucena, a to pro kojence s galaktosémii, vzacnym dédicnym deficitem
laktazy ¢ipfi zjiSténi sekundéarni intolerance laktdzy. Vibec se naopak nedoporucuje jeho
pouziti pro pfed¢asné narozené déti [90]. DalSim faktem je, Ze v Asii se sdja bez jakychkoliv
problémii pouziva naprosto bézné i ve vyziveé malych déti, zde ovsem bude figurovat praveé vyse
zminénd hladina ekvolu. Ackoliv se mnozi rodi¢ové dnes vyhybaji krmeni svych déti produkty
na bazi s6ji avidi tuto lusténinu jako vylozené Skodlivou, tato otdzka patii mezi velmi
kontroverzni a prozatim nebylo dosazeno védeckého konsenzu.

1.1.4 Kyselina fytova

Vsechna rostlinnd semena, konkrétné tedy ofechy, seminka, lusténiny a zrna, ukladaji fosfor
ve formé kyseliny fytové (znamé také jako isotol hexafosfat, zkracené I6P) tvofici s ionty kovil
soli fytaty [91]. Po desetileti oznacovali vyzivovi odbornici fytat jako inhibitor absorpce
mineraldl v t€le (napt. vapniku), coZ mu vyneslo nechvalné zatazeni mezi antinutrienty. Tento
nazor prameni z celé fady védeckych praci, po€inaje rokem 1949, kdy byly publikovany
vysledky studie provedené na Stéfatech zabyvajici se praveé inhibi¢nim plsobenim fytatu
na kalcifikaci, které naznacovaly, ze vysoky pfijem fytatl v potravé ,,zmékcuje* a odvapiuje
kosti [92]. Studie zroku 1982, vramci které byli potkani denn¢ krmeni davkou fytatu
odpovidajici mnoZstvi obsazeném v deseti bochnicich pSeni¢ného chleba zahrnuti fytath mezi
antinutrienty potvrdila [93].

Nicméné ve svétle studii provedenych na lidech prosla reputace fytati postupné zna¢nou
proménou. Kdyz byla u€astniklim studie z roku 1948 nasazena dieta s vysokym podilem fytath
a niz§im pii{jmem vapniku ve srovnani s jejich béznym stylem stravovani a méfena vapnikova
rovnovaha v krvi, bylo zji$téno, ze okamzitym ucinkem je vychyleni této rovnovahy smérem
k negativni vapnikové bilanci. Pozd¢jsi méfeni ale ukézalo, ze si télo ucastnikil studie casem
na vysoky piijem fytati dokézalo navyknout a hladiny vapniku se po néjaké dob¢ dostaly opét
do rovnovahy [94]. Experimenty v této praci byly vSak provedeny pouze na tfech lidskych
subjektech. Lopez-Gonzaéles et al. si v relativné nedavné studii dali za tkol odhalit, zda maji
lidé, kteti se vyhybaji vysokému piijmu ofechli, luSténin ¢icelozrnnych potravin, vyssi
mineralni hustotu kosti. Vysledkem bylo zji§téni, Ze maji pravé naopak tuto hodnotu niz$i oproti
lidem konzumujicim vice potravin bohatych na fytaty, jak je zjevné z Obrazku 3. Tato studie
také naznacila, Ze fytaty mohou piisobit podobné jako Iéky obsahujici i€innou latku kyselinu
alendronovou pouzivané pfii osteoporoze, tedy v ur€ité koncentraci inhibovat rozpousténi
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kostniho hydroxyapatitu [95]. Totozné vysledky o dva roky pozdéji shrnovala dal§i prace
stejnych autorti [96].

= konzumenti =—fff= konzumenti
A béincho nizkého B
mnoistvi mnoZstvi

0.203 fytat fytath
2

t-skore
hustoty kosti

-0,036 Osteopenie

P

kost patni patei " kostkyfelni  Osteopordza

31-2 -1 0 +#1 +2 +3

Osteoporéza = -2.5 s.d. pod nulou

Osteopenie < -1.0 s.d. pod nulou
s5.d. = smérodatna odchylka

1,377

Obrazek 3: A-Stiredni hodnota T-skore vyjadrujici pocet smérodatnych odchylek nad nebo pod
priimérnou hodnotou zdravého 30letého dospéelého clovéka stejného pohlavi a etnicity jako
vySetrovany pacient (dle WHO); méreni provedena na kosti patni, pateri a kosti kycelni; B-vysvétleni
interpretace hodnot T-skore, pricemz osteopenie je brana jako predstupern osteoporozy, coz je kostni
onemocnéni projevujici se redukci zdravé kostni hmoty, kviili které pak casteji dochazi k frakturam
(prevzato z [95])

Posledni a nejptesvédcivesi studie zroku 2013 mefila hladiny fytatd v krvi 157 Zen
v del$im obdobi a stejné tak sledovala 1 hustotu jejich kosti. Vysledky této prace jasn¢ ukazuji,
korespondovalo také s nizS$im rizikem vzniku fraktur. Z nejvétsi ¢asti za to pravdépodobné
muze fakt, Ze fytaty inhibuji osteoklastogenezi a jiz vyzradlym osteoklastim brani v jejich
¢innosti [97].

V poslednich letech byly navic pozorovany 1ijiné prospéSné vlastnosti fytatu
jako antioxidacni aktivita, protizanétlivy a protinadorovy ucinek [98, 99]. Byla také popsana
schopnost inhibice tvorby vapenatych soli a prevence tvorby ledvinovych kament [100], dale
zpomaleni traveni Skrobu, a tim sniZovani glykemického indexu pfijimanych potravin [101],
[102]. VSechna tato zjiSténi v soucasnosti oZivila diskuzi o vyznamu fytath a dalSich
inositolfosfatl ve vyzive Clovéka.

1.1.5 Inhibitory proteaz

Jako dal8i slozku séjovych bobil je tfeba zminit také inhibitory protedz. Obecné jsou
v rostlinach syntetizovany jako obranné¢ molekuly, pficemZ v sdji se vyskytuji prevazné
ve dvou typech — Bowman-Birk a Kunitz-inhibitor trypsinu (BBI a KTI). S ohledem na vyZzivu
je jejich plisobenim sniZovana stravitelnost proteini, tepelnou tpravou jsou vsak tyto proteazy
inaktivovany [8, 103].

V minulosti bylo na rostlinné inhibitory proteaz (PI) pohliZzeno pfedevsim jako na molekuly,
které pouze degraduji proteiny a nebyla jim vénovana velkd pozornost. Tento stav se ov§em
vyznamn¢ zménil a dnes se jiZ vi, Ze jsou velmi dllezitymi signadlnimi molekulami figurujicimi
v mnoha biologickych procesech jako jsou zanét, apoptdza, hemostdza a zpracovavani
hormont. Inhibitory serinové protedzy BBI a KTI byly rozsahle studovany v porovnani
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s dal§imi PI ostatnich lusténin [104]. Tyto dvé€ rodiny enzymi se od sebe liSi svou hmotnosti,
obsahem cysteinu a poctem reaktivnich mist [105]. BBI, jejichZ molekulovd hmotnost lezi
vrozmezi 8-10 kDa, jsou enzymy obsahujici 7 bisulfidickych miustkti a jsou slozené
ze 71 AMK [106]. Kazdy BBI ma 2 aktivni mista na opac¢nych strandch molekuly, ktera dokazi
inhibovat jak trypsin, tak chymotrypsin [107]. KTI oproti tomu mohou byt velké 8-22 kDa,
obsahuji 2 bisulfidické mustky ajediné aktivni misto pro trypsin [108]. Pfirozené se
v rostlinach vyskytujici BBI vykazujici se znacnou stabilitou va¢i mnoha fyzikalnim
i chemickym faktoriim je v souc¢asné dob& povazovan za slibného kandidata v terapii n¢kterych
onemocnéni, predev§im ale v oblasti prevence nddorovych onemocnéni [109]. Jako jednu
ireverzibilné potlacit karcinogenezi dokonce béhem jeji rané faze [110]. Je také povzbuzujici,
ze dle dalSich publikovanych praci mnozstvi BBI, které se dostane do vnitinich orgént ¢lovéka
po peroralnim podani, dosahuje takovych hodnot, které zabrafiuji maligni transformaci in vitro
[109, 111]

1.1.6 Sdjovy olej, mastné kyseliny a fytosteroly

Soéjovy olej se pysni relativné vysokym kourovych bodem asi 230 °C, coz je teplota, pii které
se tuky zacnou S§tépit a oxidovat. Pro lepsi pfedstavu: koutfovy bod nerafinovaného panenského
olivového oleje se pohybuje kolem 191 °C, utepkového oleje setato hodnota pohybuje
v rozmezi 220-230 °C [112, 113]. Do jidla jsou po jejim ptekroc¢eni uvoliiovany volné radikaly
pusobici v téle oxidacni stres, ktery pfispiva ke vzniku riznych onemocnéni vcetné téch
nadorovych [114]. Tento fakt déla ze sdjového oleje cenného pomocnika pfi ptipravé jidla
za vysoké teploty.

Ve sloZeni spektra mastnych kyselin (MK) obsaZenych v s6jovych bobech (a s¢jovém oleji)
zastupuji nejvetsi podil polynenasycené MK, jichZ je zde obsazeno az Ctyfikrat vice nez
v rybim tuku. Z hlediska vyZivy je ptiznivé velké mnozstvi kyseliny a-linolenové (ALA), jejiz
konzumace je u nasi populace nedostatena [115]. Tato latka spada do omega-3 MK, které jsou
spojovany s fadou pozitivnich G€inkli na zdravi srdce, vyvoje plodu, mozkovych funkci
a posileni imunity [116]. Dale bylo dokazano, Ze se mohou podilet na zmirnéni chronického
zantu, onémz se predpokladd, Ze figuruje vrozvoji patologicky stavii jako jsou srde¢ni
choroby, rakovina a cukrovka [117, 118].

Opét je ale tfeba pohlizet 1 na mozna negativa spojena s konzumaci séjového oleje.
Jako prvni z nich lze uvést, ze pfeména ALA na esencidlni MK eikosapentaenovou (EPA)
a dokosahexaenovou (DHA) je zna¢né€ neefektivni. Vyzkum ukazuje, Ze pouze <0,7-7,9 %
ALA je pfevedeno na EPA a <0,1-3,8 % na DHA. Z tohoto diivodu neni s6ja povaZovana
za spolehlivy zdroj DHA ani EPA, coz jsou zdkladni tuky potfebné pro spravny chod
bunéénych funkci [119]. Dal$im negativem je obsah omega-6 MK, mnohem vys$si nez obsah
omega-3 MK [120]. Ackoliv potiebné jsou oba typy, vétSina populace piijima nadbytek prave
omega-6 MK, a naopak nedostatek omega-3 MK. Tato skute¢nost mize poté naopak ptispivat
k zanétu a rozvoji chronickych onemocnéni [121].

So6jové boby prumérné obsahuji velké mnozstvi fytosteroli (250 mg/100 g), které jsou svou
strukturou podobné ZivociSnému cholesterolu aliSi se v uspofddani postranniho fetézce
(Obrazek 4). Nejcasteji se vyskytujici fytosteroly jsou sitosterol, kampesterol a stigmasterol
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[122]. Stejné jako cholesterol hraji dilezitou tlohu ve struktufe biomembran, v tomto ptipadé
ale rostlinnych [115]. Nase télo preferuje spiSe cholesterol, 1 kdyz umi fungovat i s fytosteroly
[123]. Prtchod steroli z traviciho traktu dale do téla reguluji dva enzymy zvané steroliny.
Oproti cholesterolu se fytosterolt do téla dostane pouze malé mnozstvi [124]. Nazory
na fytosteroly se opét rizni. Byly publikovany odborné prace, jejichz vysledky ukazuji, Ze
ptijem 2-3 g fytosterolt za den po dobu 3—4 tydnti vedl k redukci LDL-cholesterolu asi o 10 %
[125, 126], coz samo o sobé¢ ale nemusi mit na zdravi ¢lovéka vliv. Existuje také velké mnoZzstvi
studii, které naznacuji, ze fytosteroly zvysSuji riziko srde¢ni ptihody ¢i mrtvice [127-133].
Fytosteroly jsou vSak pro zlepSeni zdravotniho stavu srdce stdle doporucovany mnohymi
autoritami jako je Americkd kardiologickd asociace. Naopak instituce, které v prevenci
srde¢nich onemocnéni doporucuji se jim vyhnout, jsou naptiklad Némecka komise pro léky,
Francouzsky ufad pro potraviny (ANSES) ¢i Britsky narodni institut zdravi (NICE) [123].

Za zminku rozhodné stoji také sdjovy lecitin — presnéji sojové fosfolipidy, jelikoz
se vétS§inou nejednd pouze o lecitin. Fosfolipidy jsou zékladni stavebni jednotkou
biomembran, figuruji v fadé metabolickych procest, zlepsuji traveni tukli a optimalizuji pomér
LDL aHDL cholesterolu. Lecitin jako takovy je dulezity naptiklad pro ¢innost nervové
soustavy [115].

Cholesterol

Kampesterol

Sitosterol

Obrazek 4: Struktury bezné znamych fytosterolii a cholesterolu (prevzato z [122])

1.1.7 Sacharidy

So6ja obsahuje asi 25-30 % sacharidid. Ty jsou asi z 10 % tvofeny sacharézou az5 %
nestravitelnymi oligosacharidy jako je rafinéza a stachyoza. Clovék ani monogastricka zvitata
nemohou tyto molekuly stravit kviili nedostatku specifické endogenni a-galaktosidazy. Tento
fakt pravdépodobné vede ke vzniku nadymani a plynatosti, ke kterym miiZe stejné tak dojit i po
konzumaci jinych lusténin, ackoliv pfimé dikazy tohoto tvrzeni v literatufe chybi [134].
Na rozdil od ostatnich lusténin obsahuje sdja velmi malé mnoZzstvi Skrobu. Polovina celkového
obsahu sacharidii v sjovych bobech tvoii zdravi prospé$na vldknina (celuldza, pektiny a dalsi)
[115, 135].

Je dale znamo, Ze nestravitelné oligosacharidy mohou slouzit jako prebiotika, tedy jako
substrat pro ,,ptatelské* bakterie (probiotika), a mit tak pozitivni G€inek na zazivaci trakt lidi
i zvitrat. Pfijem prebiotik zvySuje pocet specifickych bakterii ve stfevni mikrobioté, ¢imZ mize
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dokonce ménit jeji slozeni [136, 137]. Oligosacharidy izolované ze s6ji jsou nyni jiz zavedena
prebiotika uznana FDA jako bezpecna, tedy GRAS (,,generally recognized as safe) [138].
Napftiklad v relativné nedavné studii Ma et al. provedli in vitro a in vivo experimenty, jejichz
vysledky potvrzuji, ze s6jové oligosacharidy pozitivné€ ovliviiuji stievni mikrofloru, a navic
ptispivaji ke zlepSeni riznych imunologickych parametri [139].

1.1.8 Vitaminy a mineraly

S6jové boby jsou bohatym zdrojem vitamintl a mineralii, nicméné prave v ptipad¢é minerali je
tteba myslet na jejich nizkou biodostupnost kviili obsahu fytatu ¢i oxalatu, k nimz maji vysokou
vazebnou afinitu, ¢imz jejich nutricni potencidl zlstava z velké Casti nevyuZit a je tfeba tyto
prvky pfijimat i v jinych potravinach [115]. Obrazek 5 zobrazuje obsah vybranych vitamint
a mineralt v séjovych bobech.

Z minerald obsazenych v s6ji ve vyssi koncentraci 1ze uvést naptiklad molybden, ktery je
nepostradatelnym stopovym prvkem nejen v lidském téle. Jakmile je z potravy v zaludku
a stievé vstieban do krve, je pfenasen do jater, ledvin a dalSich organti, ptipadny prebytek je
vyloucen moci [140]. Urcita ¢ast molybdenu vSak zlstava v jatrech a ledvinach uloZena,
prevazna vétSina z n¢j je vyuzita jako kofaktor enzymu sulfitoxidazy [141], xantinoxidazy,
xantindehydrogendzy [142] aaldehydoxiddzy [143]. DalSimi velmi dualezitymi prvky
v s6jovych bobech jsou naptiklad meéd’ [144], mangan [145] ¢i fosfor [146].

Jak bylo vyse zminéno, s6jové boby jsou také skvélym zdrojem nékterych vitamind jako je
napiiklad vitamin K1 zndmy jako fylochinon, hrajici klicovou roli v hemokoagulaénim procesu
[147]. Dal$im vitaminem obsazenym v sdjovych bobech (a s6jovém oleji) je vitamin E, ktery
také chranit kizi pred poSkozenim a pomahat v terapii akné nebo pii atopické dermatitidé [148,
149]. Za zminku rozhodné stoji také obsah vitaminG skupiny B, napiiklad vitaminu B2
(riboflavinu) [150] nebo B9 (folatu), jenz zaujima v organismu mnohé dualezité ulohy, zv1aste
je pak dulezity pfi t€hotenstvi [151].

Sojové boby, varené Kalorie: 298
1 salek (172 g) Glykemicky index: velmi nizky

NUTRIENT % DOPORUCENE DENNI DAVKY

molvbden 287 %

méd’ 78 %

mangan 62 %

fosfor 60 %

protein 57 %

Zelezo 49 %

omega-3 mastné kyseliny 43 %

vitamin B2 38%

vitamin K 37 %

vliknina 37 %

hoi‘¢ik 35%

Obrdzek 5: Procentudlni mnozZstvi doporucené denni davky jednotlivych vybranych nutrientii
obsazenych v porci 172 g varenych sojovych bobii (prevzato z [152])
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2 Vybrané sojové produkty

S obrovskou stale vzrustajici poptavkou zapadni populace je v dnesni dob¢€ na pultech obchodt
jiz dostupné nepteberné mnozstvi sojovych produktl, které se mezi sebou znacné 1isi jak chuti,
tak predevsim obsahem zdravi prospésnych, neprospésnych ¢i dokonce skodlivych latek. Tato
prace se zabyva spiSe minimalné zpracovanymi sojovymi potravinami, jejichz konzumace
s sebou muize obnéset znacné zdravotni benefity. Proto dale nejsou rozebirany pro zdravi
nepiinosné prumyslové zpracované sdjové polotovary jako jsou sojové ,,parky, ,burgery*
apodobné. Nezcela vypovidajici je obecné také Cclenéni sojovych produkti pouze
na fermentované a nefermentované, jelikoz ob¢ tyto skupiny pak obsahuji obrovské mnozstvi
produktt diametraln€ odlisnych svym charakterem i vyuzitim. Pro ucely této diplomové prace
je takové de€leni vSak dostacujici.

2.1 Pivod s6jovych bobi pro dalsi vyrobu

Vétsina sdjovych bobil je péstovana v USA a velka cast z nich je geneticky modifikovana.
Ackoliv vyzkum dosud nezjistil, ze by geneticky modifikované plodiny byly pro lidské zdravi
jakkoliv skodlivé [153], mnoho lidi se jim ze strachu vyhyba. Dnes jsou ale v obchodech bézné
dostupné i produkty (véetné tofu) vyrobené ze sdji péstované u nas, na Slovensku, ¢i v jiné
zemi Evropské unie, které geneticky modifikované nejsou.

2.2 Fermentované produkty na bazi soji

2.2.1 Miso

Miso (Obrazek 6A) je tradi¢ni asijskou potravinou, v dne$ni dobé je vSak dostupna
i v zapadnich zemich. Ackoliv mnoho jedinci tuto potravinu podle ndzvu nezna, je
pravdépodobné, Ze ji v japonské restauraci jiZz konzumovali naptiklad v polévce ¢i omacce.
Miso pasta je totiZ nositelem chuti umami a pouziva se k dochucovani pokrmu. Je vyrabéna
z vafenych, rozmackanych sojovych bobl fermentaci ve slané vodé€ s takzvanym koji, které
nejcastéji obsahuje plisent Aspergillus oryzae. Dozrava dlouhym procesem v cedrovych kadich,
pfi¢emz jeho vyroba trva obvykle 1-3 roky. Podle druhu miiZe mit miso od bilé, pies Zlutou,
cervenou az po hnédou barvu [115, 154].

2.2.2 Natto

Natto je tradi¢ni japonsky pokrm vyrabény z fermentovanych sdjovych bobii, charakteristicky
svou lepkavou texturou (Obrazek 6B). Je velmi snadno rozpoznatelny podle svého Stiplavého
pachu, pficemz chut’ je popisovana jako ofechova. V Japonsku je natto podavano obvykle
se sojovou omackou, hoi¢ici, pazitkou nebo s dal§imi dochucovadly a s vafenou ryzi. Tradi¢ni
vyroba spocivala v zabaleni vatfenych sojovych bobl do vldken ryzové slamy, na jejimz
povrchu se piirozené vyskytuji bakterie Bacillus subtilis. Tyto bakterie pak fermentovaly
s6jové boby na natto. Nicméné na zacatku 20. stoleti védci bakterie B. subtilis identifikovali
aizolovali, coz umoznilo vyrobu modernizovat. V soucasnosti je ryZova slama nahrazena
polystyrenovymi boxy, v nichZ probihé fermentace [155].

Natto je diky fermenta¢nimu procesu, ktery vytvaii vhodné podminky pro riist probiotik,
obzvlasté vyzivné. Tim padem pfispiva také ke zvySeni stravitelnosti obsazenych Zivin, navic
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je fermentaci razantné snizen podil antinutrientd [156-159]. Z téchto divodu je natto jasné
zdravéjsi nez nefermentované sdjové boby, nicméné jeho chut’ a viin€ jsou zna¢né specificke,
a ne kazdému piijemna.

2.2.3 Tempeh

Tempeh (Obréazek 6C) je povazovan za pravdépodobné nejzdravejsi sdjovy produkt. Je Casto
pouzivan jako ndhrada masa a oproti jinym ndhrazkam jako je tofu, seitan ¢i s6jové maso
obsahuje nesrovnatelné¢ veétsi mnozstvi zdravi prospéSnych latek. Pripravuje se z vatfenych
sojovych bobt inokulovanych plisni, nejcastéji rodu Rhizopus, piicemz je tato smés stlaCovana.
Poté vznika kompaktni ,.kolac* obaleny hustym myceliem uslechtilé plisn€. Dulezitou funkci
plisn¢ v tomto fermenta¢nim procesu je i syntéza enzymu, které hydrolyzuji slozky séjovych
bobii a ptispivaji ke vzniku pozadované textury, chuti a aroma. Enzymaticka hydrolyza pak
také snizuje nebo Upln¢ rusi ucinky nekterych sojovych antinutrientd [160]. Komercéné
prodavany tempeh na rozdil naptiklad od miso pasty neobsahuje probiotika, jelikoz je oSetien
pasterizaci [161]. Je nicmén¢ kvalitnim zdrojem prebiotik [162].

2.24 Séjova omacka

Ackoliv s6jova omacka nebyla v této praci dale zkoumana, zaslouzi si byt zminéna alesponi
teoreticky. Pravou sdjovou omacku nalezneme v obchodech pod oznaceni shoyu (Obrazek 6D)
¢i tamari. Shoyu je tradi¢ni japonské tekuté kotfeni vyrobené z odtu¢nénych sdéjovych bobi
a pSenice. Aspergillus oryzae Ci Aspergillus sojae je naockovan na podusené s6jové boby
a prazenou psenici za Ucelem vzniku koji. To se dal misi s vodou a soli (cca 17 % hm./obj.).
Spole¢né je vSe fermentovano 6—12 mesict. Kvasny produkt se pak lisuje a je tak ziskdna
tekutina — shoyu. Bakterie mlé¢n¢ho kvaSeni (pfedevSim Tetragenococcus halophilus)
a kvasinky (Zygosaccharomyces rouxii a Candida ssp.) produkt konzervuji a vytvaii jeho
jedinecnou chut’ [163]. Oproti shoyu se tamari li§i pfedevS§im tim, Ze pfi jeji vyrobé neni
pouzivéana pSenice, vyslednd sojova omacka je tedy bezlepkova. Nejcastéji je ziskavana jako
vedlejsi produkt pfi vyrob& miso pasty [164]. Diky vysSimu podilu s6jovych bobt je tak jeji
chut’ popisovéna jako vice umami, zatimco pSenice v shoyu vytvati chut’ spiSe sladsi [165].
V obchodech je pak tfeba rozliSovat mezi témito kvalitnimi fermentovanymi omackami
a levnymi sdjovymi omackami, které procesem fermentace neprochdzi a obsahuji glutaman,
cukr, barviva ¢i dokonce Zivoci$né slozky.

2.3 Nefermentované produkty na bazi soji

2.3.1 Séjova mouka

Sojovd mouka je produkt ziskany jemnym mletim plnotu¢nych loupanych soéjovych bobl
¢1 odtu¢nénych sojovych vlocek. Aby splnovala pozadavky na oznaceni ,,mouka®, musi alespoi
97 % produktu projit sitem o velikosti ok 100 mesh (asi 152 pm) [166]. Jak jiz bylo zminéno,
sojové mouky typicky obsahuji alespont 50 % proteint. Jsou pouzivany ptfevazné pii vyrobé
peciva, kvili vysokému obsahu s6jové proteinu mohou mit ale pro nékteré jedince relativné
vysoky alergenni potencial [167].
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2.3.2 Sdjové maso

Séjové maso (Obrazek 6E) je produkt vyrabény z odtuénéné sdjové moucky. Je také vedlejSim
produktem extrakce s6jového oleje [168]. Je prodavano v riiznych tvarech jako sdjovy granulat,
nudlicky, kostky, platky a podobné&. Lze ho rychle uvatit do zméknuti, a poté se da ptipravovat
jako klasické maso, s nimZ ma spolecny vysoky obsah proteint [169].

2.3.3 Tofu

Setkani s tofu (Obrazek 6F) je dnes jiz naprosto bézné, mnoho lidi ho pravideln¢ zahrnuje
do svého jidelnicku a upravuje na rozliéné zptsoby, n€kdo si ho doptava naptiklad restované
ve vietnamskych restauracich. Kvili své relativné nevyrazné chuti a houbovité struktute ma ale
také své odptirce. Na druhou stranu tuto potravinu ptivodem z Ciny Ize diky chut'ové neutralnim
vlastnostem jednoduse dochucovat a da se také udit ¢i lisovat.

Tofu se vyrabi z kondenzované¢ho sojového mléka, které je lisovano do pevnych bilych
blokti zptisobem podobnym vyrobé klasického syra. Rika se, Ze bylo objeveno nahodng
pted vice nez 2 000 lety, kdyZ bylo s6jové mléko omylem smichano s krystalizovanou motskou
soli bohatou na mineraly zvanou nigari, ktera ze s6jového mléka vysrazela proteiny [170].

Obrdazek 6: Sojové produkty: A-Miso; B-Natto; C-Tempeh; D-Shoyu (sojovd omacka); E-Sojové maso
(hydrolyzované); F-Tofu (prevzato z [171-176]
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3 Sdja a lidsky organismus

3.1 Vliv pfijmu sdji na nadorova onemocnéni

Mnohé odborné publikace tvrdi, Ze bioaktivni s6jové latky, predevsim isoflavony, mohou
pomoci snizit riziko vzniku nékterych druhli nddorovych onemocnéni jako je karcinom prsu
nebo prostaty [177]. Napiiklad genistein pravdépodobné blokuje rozvoj nddoru tim, Ze brani
angiogenezi, tedy rastu novych cév, které se tvoii za ucelem vyzivovani nadorové tkané [177,
178]. Zahrnuti s6ji do jidelnicku muze byt také faktorem pfispivajicim ke snizeni umrtnosti
pti karcinomu prostaty [179]. Studie na potkanech ukdzala, Ze genistein redukuje syntézu DNA
v lidskych buiikach prostaty in vitro a inhibuje u€inek testosteronu ve vyvoji rakoviny prostaty
[180, 181]. Existuji také urcité¢ epidemiologické ditkazy o ochrannych ucincich s6jovych
vyrobki na karcinom tlustého stfeva, na druhou stranu mnoho studii zadny G¢inek neprokazala.
S jistotou vSak lze fict, ze ptijem vlakniny, které sdja obsahuje relativné vysoké mnozstvi (asi
15 % celkové hmotnosti), je prospéSny a saim o sob€ snizuje riziko karcinomu tlustého stieva
i dalSich chronickych onemocnéni traviciho traktu [182]. Vysledky dalSich epidemiologickych
a experimentalnich studii ¢asto naznacuji, ze praveé sdja se svym vysokym obsahem isoflavoni
genisteinu a daidzeinu, miZze figurovat v prevenci karcinomu prsu a dokonce i inhibici jeho
karcinogeneze [183], pficemz karcinom prsu je mezi zenami nddorové onemocnéni s nejvyssi
prevalenci, a zaroven je to celosvétové druhd nejcastejsi pricina smrti Zen [184]. Struéné
shrnuto sojové isoflavony, pfedev§im genistein, mohou nepfimym pulsobenim zastavovat
bunéény cyklus nékterych nadorovych bunék, dale puasobi proti uréitym patologickym
epigentickym zméndm zdravych buné€k, angiogenezi, tvorbé metastdz a mohou fungovat také
jako induktory apoptozy. Tyto ucinky jsou zprostfedkovany riiznymi signalnimi drdhami.
Vsechny tyto funkce dokazuji, ze tato molekula piisobi silné protinddorove. VéEtsina studii vSak
ve svych experimentech pouzivda mnohem vys§i davku sojovych isoflavontl, nez se nachazi
v bézné konzumované potrave [185].

3.2 Role séji pri onemocnéni srdce a cév

Ve vétSin€ rozvinutych zemi jsou kardiovaskularni onemocnéni jednou z hlavnich pficin amrti
celkové, pfitom vétsing takovych ptipada lze predejit Zivotnim stylem zaloZenym na zdravé
a vyvazené stravé, cvieni a nekufdctvi [186]. Praveé s ohledem na kardiovaskularni choroby
bylo zjiSténo, Ze je konzumace sdji ve srovnani s Zivo¢iSnymi proteiny spojena se snizenim
celkového cholesterolu v krvi a LDL-cholesterolu [178]. Vysoké hladina LDL (,,Spatné¢ho®)
cholesterolu v krvi hraje vyznamnou roli pfi vzniku ischemické choroby srde¢ni a oxidovany
zpusobuje poSkozeni tepen. Bylo zjisténo, ze isoflavon genistein dokaze pravdépodobné
inhibovat oxidaci LDL-cholesterolu, coz muze vést ke zlepSeni zdravi. S6jovy protein mize
mit také vliv nazvySeni HDL (,,dobrého) cholesterolu [187]. Jak jiz bylo avizovano,
fytoestrogeny jsou schopny vazby na estrogenové receptory a mohou vyvolédvat podobné
ucinky vcetné pravé redukce LDL-cholesterolu a zvySovani hladiny lipoproteinli o vysoké
hustoté, tvorici s cholesterolem HDL-cholesterol [188]. Zd4 se, ze tyto uCinky sdji jsou
nejvyraznéjsi pravé u jedincl s vyssi hladinou cholesterolu oproti tém s hladinou cholesterolu
lezici ve fyziologickém rozmezi [189], pfi€emz je tfeba denniho pfijmu alespoil kolem 25 g
soji, aby se dostavily poZzadované vysledky [177]. Neddvna studie Sathyapalana et al. odhalila,
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ze ptijem s6jovych isoflavoni uzen vraném obdobi menopauzy snizuje riziko
kardiovaskularnich onemocnéni [190].

3.2.1 SniZeni rizika tvorby krevnich srazenin

Je Castou praxi, zeje krevni srazenina zodpovédna za uplnou stendézu tepny jiz zizené
v disledku aterosklerdzy. Studie Polini er al. ukazala, ze pravé sdjové isoflavony, zejména
genistein, pusobi antagonicky na tvorbu krevnich srazenin. Jako modulétor estrogenového
receptoru je schopen ovlivnit agregaci trombocytd pfi tvorbé primarni krevni zéatky skrz jejich
piimy efekt na cévni tkan regulaci syntézy vazoaktivnich sloucenin. Toto potlacovani agregace
je zprostiedkovano uvoliiovanim oxidu dusnatého z tkan€ cévy [191].

3.2.2 Uc¢inek konzumace s6ji na hypertenzi

Nelécena hypertenze muze vést k mozkové mrtvici, infarktu myokardu, srdecnimu nebo
rendlnimu selhdni. Konzumace sdji je nékterymi védci spojovana s niz§im krevnim tlakem,
pricemz byl studovan dopad nahrazeni ¢asti zdroji energie jako jsou sacharidy a lipidy
ve straveé za s6jové nebo jiné rostlinné proteiny v souvislosti s prevenci a lécbou vysokého
tlaku. V randomizované studii provedené na pacientech s prehypertenzi a hypertenzi v prvnim
stadiu bylo zjisténo, Ze strava s piijmem sdjového (ale i mlééného) proteinu snizila systolicky
krevni tlak ve srovnani se stravou s piijmem rafinovanych sacharidi s vysokym glykemickym
indexem. Na zéklad¢ téchto vysledkii bylo naznaceno, ze takové dietni opatieni mohlo byt
soucasti prevence a 1écby hypertenze [192].

3.3 Obezita a diabetes v souvislosti s prijmem sdjovych produkti

Konzumace sdjovych bilkovin je spojovana s pozitivnim plisobenim na hyperglykémii, redukci
télesné hmotnosti a na hyperinzulinémii [193]. Tato fakta mohou byt dalezita jak pro osoby
trpici diabetem, tak iosoby bez diabetu piiudrZzovani $tihlé linie a fyziologické hodnoty
glykémie. Utinek soji pfi diabetu viak zavisi na mnoha faktorech jako je typ diabetu, Zivotni
styl pacienta a jejich metabolické potteby. Strava s podilem sdjovych potravin muize byt
pfinosna pfedevsim pro pacienty s diabetem 2. typu kvili jejich sklonu k rozvoji hypertenze,
hypercholesterolemie, ateroskler6zy a obezity [194]. Nahrazeni Zivo€iSnych proteint sdjovymi
¢1 jinymi rostlinnymi je zase spojovano s redukci hyperfiltrace, proteinurie a zatizeni ledvin,
atim sniZzeni rizika vzniku rendlnich onemocnéni diabetes mellitus 2. typu casto
doprovazejicich. V kratkodobych 1 dlouhodobych experimentech bylo dokazano, Ze s6jova
vlaknina plisobi ptiznivé na udrzovani hladiny glukozy v krvi [195, 196]. Kromé¢ toho je soja
spojovana s ptinosem pro zdravi pacientl se Zlu¢ovymi kameny, mechanismus tohoto u¢inku
zatim ovSem neni dobie popsan [194]. Vyzkumy provadéné na pacientech s diabetem ukazuji
neékolik vyhod pfijmu stravy zaloZzené na soji, do budoucna je ale tfeba dalSich studii
pro potvrzeni téchto poznatki.

3.4 Pusobeni séjovych fytoestrogenti na hladiny testosteronu

Castou obavou pii konzumaci soji je jeji vliv na muzské télo, konkrétné napiiklad na hladiny
testosteronu, ale i na takové jevy jako je gynekomastie. Nizké hladiny testosteronu mohou vést
ke snizeni libida, erektilni dysfunkci, ztrat¢ svalové hmoty, depresi, inavé a osteoporoze.
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V roce 2010 analyzovala skupina americkych védct 47 studii, které¢ zkoumaly praveé vztah mezi
piijmem so6jovych potravin a muzskymi pohlavnimi hormony vcetné testosteronu. Ti dospéli
k zavéru, ze konzumace s6ji ani dopliikd stravy na bazi soji vyznamné neovlivnila hladiny
testosteronu v krvi. Syntéza testosteronu v téle navic zac¢ina cholesterolem, ktery ale pochazi
z vnitinich télesnych zdroju a neni stejny jako cholesterol piijimany potravou. Léky snizujici
hladinu cholesterolu v krvi ani dietni ndvyky by proto na produkci testosteronu nemély mit
zadny vliv [197, 198].

Gynekomastie znamena zvétSeni prsni Zladzy u muzi a obava z ni je ¢astym diivodem, proc
se nékteti muzi vyhybaji s6jovym vyrobkiim. Ackoliv byl popsan jeden ptipad gynekomastie
udajné spojené s konzumaci s6ji [199], obrovské mnozstvi studii takovou souvislost nikdy
neprokazalo [200, 201]. Mnohokrat byl naopak popsan vztah mezi vznikem gynekomastie
a pfijmem ruznych xenoestrogenti v masu, mléce, syru, rybach a vejcich [202, 203]. Je také
prokézano, ze gynekomastie miize vzniknout v diisledku obezity [204].
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CILE PRACE

V ramci diplomové prace budou feseny dil¢i ukoly:
1) literarni reSerSe a screening vybranych typti obsahovych latek v sdjovych produktech
2) priprava a charakterizace extraktl z riznych typa s6jovych produkti
3) testovani antioxidac¢niho a antimikrobialniho u¢inku séjovych extrakti
4) testovani ucinku séjovych extraktli na bunééné kultury — imortalizované keratinocyty
a bunky melanomu
5) vyhodnoceni a diskuze vysledki.

25



EXPERIMENTALNI CAST

4 Material a metody

4.1

4.2
4.2.1

e
A
N e o o o o

Seznam pouzitych pristroji a laboratorniho vybaveni

Analytické vahy, Boeco (DE)
Automatické pipety, riizny rozsah objemu, Discovery, Biohit a Eppendorf (vSe DE)
Biohazard box, model Airstream, tfida II-ESCO, Biotech (CR)
CellCulture CO, Inkubator, ESCO (SRN)
Centrifuga, Sartorius, Biotech (CR)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)
Exsikator, Kavalier (CR)
IMPLEN Nanophotometer UV-VIS (SRN)
Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)
Magnetick4 micha¢ka s ohfevem, Lavat —Verkon (CR)
Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (DE)
Soxtherm, SOX 412, Gerhardt (DE)
Spektrofotometr —Helios y, Unicam (UK)
Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Ultrazvukova lazeii PS02000 (CR)
Vakuova rotac¢ni odparka Werke RV06-ML: IKA (DE)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)
ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)
HPLC sestava Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Autosampler Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Detektor DAD Vanquish series, opticka cela 50 mm, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Kolona Kinetex F5 150 mm x 4,6 mm x 2,6 pum, Phenomenex (USA)
o Pumpa Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific (USA)
TRACE™ 1300 Gas Chromatograph, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Al 1310 Autosampler, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Detektor FID, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm % 0,20 um, Phenomenex (USA)

Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie pouZité pro extrakci a pripravu lipozomi

Destilovand voda

Hexan, Lach-Ner (CR)

Chloroform pro HPLC, Lach-Ner (CR)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-33-olu —Serva (SRN)
Lecithin from soy bean —Serva (SRN)

Chemikalie pouzité pro spektrofotometricka stanoveni

ABTS, Sigma-Aldrich (DE)

Ethanol pro UV/VIS 99%, Lach-Ner (CR)
Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, Penta (CR)
Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DE)
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Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)
Uhli¢itan sodny, Lach-Ner (CR)

Chemikalie pouzité pro transesterifikaci a GC a HPLC analyzu

Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)

Chloroform pro HPLC, Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Kyselina trifluoroctova, Merck (DE)

Milli-Q voda

Transesterifika¢ni smes — 15% H>SO4 v MeOH (p.a.), 0,5 mg/ml C17 interni standard

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskany od béznych distributorti.
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Chemikalie pouZité pro kultivace mikroorganismii

BHI medium, Himedia (India)
LB medium, Sigma-Aldrich (DE)
Nutrient Broth (NB), Himedia (India)

Chemikalie pouzité pro kultivaci bunéénych linii a in vitro testy

Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)
Dihydrogenfosforeénan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
DMEM medium, Sigma-Aldrich (UK)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

FBS fetdlni bovinni sérum, HyClone (USA)

Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CR)

MEM medium, Sigma-Aldrich (UK)

MTT, Duchefa Biochemie (INL)

NEAA (non-essential amino acids, Thermo Fischer Scientific (USA)
Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

4.3 Seznam pouzitych mikroorganismu

Kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v brné:

Escherichia coli, CCM 3954
Micrococcus luteus, CCM 1569
Serratia marcescens, CCM 8587
Staphylococcus epidermidis, CC 4418

44 Seznam pouzitych s6jovych produkti

Miso, Country Life (CR)

Natto, Sunfood (CR)

Tempeh Bio, Sunfood (CR)

Tofu, Sunfood (CR)

S6jové boby, zemé ptivodu Kanda, GMO negativni, Zdravi z piirody (CR)
S6jové kostky, Natural Jihlava (CR)

S6jova mouka hladka, Natural Jihlava (CR)
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4.5 Bunécné linie
V experimentalni ¢asti byly pouzity dvé stabilni buné¢éné linie — bunécna linie kolorektalniho

adenokarcinomu CaCo-2 a mySiho melanomu B16-F1. Jejich stru¢nou charakteristiku lze vidét
v Tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristika pouzitych bunécnych linii

b. linie morfologie adheze tumorigenni pivod
CaCo-2 epitelialni ano ano muz, 72 let, kavkazska popul.
B16-F1 epitelialni, vietenovité ano ano mus musculus

4.6 Priprava extrakti

Ze s6jovych produktii uvedenych v kapitole 4.4 byly nésledn¢ pripraveny dva druhy extrakti,
vodné a olejové, které byly dale charakterizovany.

4.6.1 Extrakce vodnych vzorku

Pro ptipravu vodnych extrakti byl do plastové zkumavky s vickem navazen 1 g jednotlivych
sojovych produktl, které byly pfedtim mechanicky rozmélnény v tloucku pro efektivné;si
extrakci aktivnich latek do vody. K danému mnozstvi bylo pfiddno 10 ml destilované vody
aobsah kazdé zkumavky byl 30 s vortexovan na maximalni intenzité€. Po 24 hodinach
louhovani byly vzorky stoCeny po dobu 10 minut pfi otdckdch 12 000 rcf. Nakonec byly
z kazdého vzorku odebrany 3 ml a s touto ¢asti dale pracovano, pticemz aktudlné nepotiebny
zbyvajici objem byl vzdy uschovan pfi teploté¢ —20 °C pro dalsi pouziti.

4.6.2 Extrakce olejii pomoci automatického pristroje Soxtherm

Oleje ze sdjovych produkti byly pfipraveny hexanovou extrakci pomoci pfistroje Soxtherm.
Pro extrakci bylo navazeno 10 g kazdého produktu do celul6zové extrakéni patrony s kulatym
dnem anavazka v ni byla utésnéno vatou. Takto byla patrona dale umisténa do sklenéné
extrakéni banky pfistroje, na jejiz dno byl pfidan varny kaminek, a vata byla ptelita 100 ml
hexanu. To celé bylo vsunuto do drzéku pfistroje a v piislusném softwaru piistroje byl spustén
program pro extrakci (viz Tabulka 2). Po skon¢eni programu byl olej se zbytky hexanu pfelit
do predem zvazené odpatovaci barky a zbyvajici hexan poté odpafen pomoci vakuové rotacni
odparky. Poté byla barka s olejem jeste pfes noc ponechdna v exikatoru. Druhy den byly oleje
zvéazeny a uskladnény pfi teploté —20 °C.
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Tabulka 2: Nastaveni programu pristroje Soxtherm pro extrakci olejit pomoct hexanu

Parametr programu Hodnota
T-Klasifikace 200 °C
Extrakéni teplota 170 °C
Reduk¢ni interval 3min3s
Redukeni puls 3s

Horka extrakce 1 h 30 min
Evaporace A 5x interval
Extrakéni Cas 1h

Evaporace B

2x interval

Evaporace C 10 min

Délka programu 3h4 min

4.7 Spektrofotometrické metody pro charakterizaci extrakti

Pro vSechny ziskané extrakty byla provedena zékladni charakterizace. U jednotlivych extraktt
byla pomoci spektrofotometrickych metod stanovena koncentrace celkovych fenolickych latek,
flavonoidi a antioxidacni aktivita.

4.7.1 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Do zkumavky byl postupné pipetovan 1 ml desetkrat ziedéného Folin-Ciocalteuova c¢inidla,
1 ml vody a 50 pl vzorku. Obsah zkumavky byl promichdn pomoci vortexu a po 5 minutach
byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku NaCOs, vzorek znovu promichan a 15 minut inkubovan.
Po uplynuti této doby byla zmétena absorbance pii vinové délce 750 nm. VSechny reakce byly
pfipraveny v triplikdtu. Blank byl pfipraven obdobnym zplisobem, pouze misto vzorku byla
piidana voda. Jako standard pro ziskani kalibra¢ni zavislosti byla pouzita kyselina gallova
v koncentra¢nim rozmezi od 0,1 do 0,7 mg/ml.

4.7.2 Stanoveni flavonoidu

Do zkumavky bylo napipetovano 1,5 ml vody, 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodné¢ho a 0,5 ml
vzorku. Takto pfipravena smés byla promichdna na vortexu, a po 5 minutach byl ptidan 10%
roztok chloridu hlinitého. Obsah zkumavky byl opét promichéan a inkubovan 5 minut. Nasledné
bylo do zkumavek pfidano 1,5 ml 5% roztoku hydroxidu sodného a 1 ml vody. Naposledy byly
vzorky promichany, a po 15 minutich byla zméfena absorbance pii 510 nm. VSechny reakce
byly pfipraveny v triplikdtu. Blank obsahoval misto vzorku vodu. Jako standard pro ziskani
kalibracni zavislosti byl pouzit katechin v koncentraénim rozmezi od 0,05 do 0,30 mg/ml.

4.7.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Zakladem pouzit¢ metody ABTS pro stanoveni antioxidacni aktivity vzorkl je generovani
radikalového kationtu ABTS ™ a je méfena relativni zhaseci schopnost antioxidantli ve srovnani
s kyselinou 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovou (Trolox).

Smichanim 7 mM roztoku ABTS s245mM roztokem peroxosiranu draselného
a 12hodinovou inkubaci ve tmé byl nejdfive pfipraven roztok radikalového kationtu ABTS™.
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Pfed méfenim absorbance pro dané vzorky byl tento roztok jeSté¢ natfedén ethanolem
pro UV/VIS metody na absorbanci 0,70+0,02 pii vinové délce 734 nm proti ethanolu.

Pro stanoveni antioxidacni aktivity pfipravenych extraktd byl do zizené kyvety pipetovan
1 ml roztoku ABTS™, ke kterému bylo ptfidano 10 ul vzorku. V 10. minuté byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 734 nm. Jako blank byl pouzit 1 ml roztoku ABTS " bud’ s 10 ul
destilované vody pro vodné extrakty nebo 10 pl UV-VIS ethanolu pro vzorky oleji. Jako
standard pro ziskani kalibra¢ni zavislosti byl pouzit roztok Troloxu v koncentratnim rozmezi
od 50 do 400 pg/ml.

4.8 Kaultivace mikroorganismu

Pro splnéni dal§iho cile diplomové prace bylo vyuzito celkové Cctyt bakteridlnich
mikroorganismil, jmenovit¢ Micrococcus luteus (G+), Serratia marcescens (G-), Escherichia
coli (G-) a Staphylococcus epidermidis (G+). Kultivace probihala ve vhodn¢ zvoleném médiu
(viz Tabulka 3). Do 50 ml sterilniho média v Erlenmeyerové bance byla naockovana kultura
pomoci kli¢ky stérem z pevného média, ptipadné odebranim 1 ml inokula z tekutého média.
Kultivace déle probihala 24 hodin v inkuba¢nim boxu s tfepanim pii teploté 37 °C, poté byly
mikroorganismy pfeockovany a vyuZity.

Tabulka 3: Prehled médii pouzitych pro kultivaci danych mikroorganismii

Bakterie Médium Navazka média na 100 ml [g]
Escherichia coli LB medium 20
Micrococcus luteus NB medium 25
Serratia marcescens NB medium 25
Staphylococcus epidermidis BHI medium 37

4.9 Antimikrobialni testy

U vSech ziskanych vodnych a olejovych extraktli byl otestovan antimikrobialni uc¢inek na diive
zminénych bakteriich. Uginek byl uréen pomoci bujonové diluéni metody s vyuzitim
96 jamkovych desticek.

4.9.1 Bujonova dilu¢ni metoda

Jako prvni byla piipravena kultura pro ucely testu vhodné nafedéna. Z ptipravené bakteridlni
kultury po 24hodinové inkubaci byl 1 ml pfepipetovan do 50 ml nového sterilniho média.
Nafedénd kultura byla nasledné pipetovana po 150 ul na jamku do 96 jamkové desticky.
K tomuto mnozstvi bylo poté jednotlivé ptidano 50 pl vzorku. jako blank byla misto vzorku
pipetovana voda. Dale byla zméfena absorbance pomoci ELISA readeru pfi 630 nm. Nasledna
inkubace probihala 24 hodin v inkuba¢nim boxu. Nakonec byla opét zméfena absorbance
pfi stejné vinoveé délce (t=24 hod).

4.10 Chromatografické metody

Pomoci chromatografie bylo stanoveno jak procentudlni zastoupeni jednotlivych skupin MK,
tak obsah isoflavoni genisteinu a daidzeinu, které jsou v s6ji hojn¢ obsaZeny (viz kapitoly 1.1.6
a 1.1.3).
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4.10.1 Transesterifikace a stanoveni procentuilniho zastoupeni jednotlivych skupin MK
pomoci plynové chromatografie (GC)

Olejové vzorky byly pfipraveny na transesterifikaci tak, ze Cisté oleje s dokonale odpafenym
rozpoustédlem byly zvazeny a rozpustény v HPLC chloroformu tak, aby se jejich hmotnostni
koncentrace pohybovala v rozmezi 5-12 mg/ml. Do krimpovaci vialky byl napipetovan 1 ml
takto rozpusténého vzorku a k tomu bylo pfidano 0,8 ml transesterifikacni smési jiz piedem
ptipravené z 15% H2SO4 v methanolu HPLC kvality a 0,5 mg/ml interniho standardu kyseliny
heptadekanové (C17:0). Ptipravené vzorky byly zakrimpovany, promichény a inkubovany
v termobloku po dobu 3 hodin pfi teploté 90 °C. Po ukonceni inkubace byly vialky ponechény
na pokojové teploté k pozvolnému vychladnuti. Do dalSich vialek o objemu 5 ml bylo
napipetovano 0,5 ml 0,05M roztoku NaOH aktomu byl pfidin cely obsah vialek
po transesterifikaci. Smés byla zaviena a intenzivné protfepavana. Po dokonalém oddéleni fazi
bylo ze spodni chloroformové faze s methylestery MK 0,5 ml, a to pfevedeno do Cisté vialky
se zavitem pro GC. Objem je nakonec doplnén 0,5 ml chloroformu a analyzovan pomoci GC.
Chromatograficka analyza probihala na kapilarni koloné Zebron ZB-FAME. Analyty byly
detekovany pomoci plamenové ioniza¢niho detektoru. Podminky chromatografické analyzy
jsou vypsany v Tabulce 4 a Tabulce 5.

Tabulka 4: Teplotni program chromatografické analyzy

Reten¢ni ¢as Gradient teploty Cilova teplota Cas zdrZeni teploty
[min] [°C/min] [°C] [min]
0,0 - - -
1,0 0 80 1
5,0 15 140 0
21,7 3 190 0
25.5 25 260 1
25.5 STOP - -
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Tabulka 5: Technické parametry chromatografické analyzy

Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 pm
Davkovani Autosampler Thermo Scientific AI 1310
Objem nastfiku vzorku 1 pl

Pomér nastiiku déli¢e toku 10

Konstantni pritok nosného plynu H; 1 ml/min

Detektor Plamenové ioniza¢ni

Teplota 250 °C

Priitok Vzduch 350 ml/min, make-up N2 30 ml/min, H»
35 ml/min

4.10.2 Stanoveni obsahu isoflavoni genisteinu a daidzeinu pomoci vysokotucinné
kapalinové chromatografie (HPLC)

Vodné extrakty byly pro provedeni HPLC analyzy pfipraveny nafedénim 2x a 5x pomoci
methanolu HPLC kvality. Takto ptfipravené vzorky byly jesté prefiltrovany pomoci nylonového
filtru. Nasledné byly analyzovany pomoci metody HPLC.

Olejové vzorky byly zvazeny a participovany ve smési methanolu s hexanem (1:1). Dale
byly intenzivné promichény, apoté centrifugovany 1 minutu piiotackach 1 000 rcf.
Po rozdélni fazi byl ze spodni methanolové faze odebran vzorek, ktery byl 5x a 10x ziedén
methanolem. Poté byly nafedéné vzorky pietazeny ptes PTFE filtr, a nakonec nasttiknuty
na kolonu a analyzovany pomoci metody HPLC.

Slozeni mobilni faze (MF) v priabéhu analyzy a technické parametry jsou uvedeny
v Tabulce 6 a Tabulce 7.

Tabulka 6: Technické parametry HPLC analyzy

Kolona Kinetex F5, 150 mm x 4,6 mm X 2,6 mm
Termostat 35°C

Autosampler 35°C

Pritok MF 0,4 ml/min

Objem nastriku vzorku 20 ul

MF A 0,1% kyselina trifluoroctova v Milli-Q vodé
MF B acetonitril

Detekce PDA 260, 280, 300 nm

Doba analyzy 30 min
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Tabulka 7: Slozeni mobilni fdze (metoda pro stanoveni fenolickych latek)

Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 90 10
1 90 10
5 88 12
10 75 25
15 60 40
20 45 55
22 30 70
30 90 10

4.11 Priprava lipozomii metodou sonikace

Vybrané vodné iolejové extrakty byly enkapsulovany do lipozomi pfedevSim za Gicelem
lepsiho prostupovani k bunikam pii stanoveni cytotoxického ucinku.

Pro ptipravu lipozomi s vodnymi vzorky byl nejprve piipraven zésobni roztok lecitinu
a cholesterolu v chloroformu. Ze z4sobniho roztoku lecitinu bylo do2ml zkumavky
odpipetovano mnozstvi odpovidajici 90 mg lecitinu, a ze zdsobniho roztoku cholesterolu
mnozstvi odpovidajici 10 mg cholesterolu. K tomu bylo pfidano 20 pl oleje a1 ml
chloroformu. Obsah této zkumavky byl vylit do kaddinky s 10 ml destilované vody. Takto
ptipraveny vzorek byl sonikovan pomoci ty¢ového ultrazvuku po dobu 4krat 15 s a chlazen
vodou. Po sonikaci byla kadinka polozena na magnetickou michacku s ohfevem na 40 °C
za ucelem odpaieni chloroformu.

Pro pfipravu lipozoml s enkapsulovanymi vodnymi vzorky (z 30 ul extraktu) bylo
navazeno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu pomoci analytickych vah do 2 ml zkumavky.
Navazené mnozstvi bylo nejdiiv rozpusténo v mensim mnozstvi destilované vody s pomoci
vortexu. Poté bylo kvantitativné pfevedeno do kadinky s 8 ml vodného extraktu a celkovy
objem destilovan¢ vody byl doplnén na 10 ml.

4.12 Charakterizace lipozomi

4.12.1 Stanoveni enkapsula¢ni ucinnosti

Cast lipozomalni suspenze byla odebrana do 1,5 ml zkumavky a centrifugovana 1 hodinu
pii otackach 14 000 rcf. Ze supernatantu bylo odebrano mnozstvi potiebné pro stanoveni
celkovych fenolickych latek. Enkapsulacni u¢innost byla stanovena jako procentualni podil
koncentrace fenolickych latek enkapsulovanych do lipozomli k celkové koncentraci
fenolickych latek v pivodnim extraktu.

4.12.2 Stanoveni dlouhodobé stability

Po 30 dnech bylo z roztoku vodnych i olejovych lipozoml do zkumavky odebrana ¢ast objemu
a sto¢ena v centrifuze na 1 hodinu pfi otdckach 14 000 rcf. Supernatant byl slit a zbytek byl
ponechdn pies noc v susarné pfiteplot¢ 70°C. Lipozomdlni film byl rozpustén v 1 ml
chloroformu a bylo odebrano mnoZzstvi potfebné pro spektrofotometrické stanoveni celkovych
fenolickych latek (obdobny postup jako v kapitole 4.7.1).
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4.12.3 Stanoveni velikosti lipozomi pomoci principu dynamického rozptylu svétla
a stanoveni jejich stability

Vsechny vzorky lipozomt byly vhodné ziedény destilovanou vodou a byla promeétena jejich
velikost a koloidni stabilita pomoci piistroje ZetaSizer Nano ZS.

4.12.4 Stanoveni koncentrace fosfolipidii pomoci Stewartovy metody

Pro stanoveni koncentrace fosfolipidu, které pii testu cytotoxicity ptisobi na bunécné linie, byla
pouzita Stewartova metoda [205]. Nejdiive bylo pfipraveno c¢inidlo rozpusténim 2,7 g
hexahydratu chloridu Zelezitého a 3,05 g thiokyanatu amonného ve 100 ml destilované vody.
Do 15 ml centrifugacnich zkumavek bylo jednotlivé napipetovano 50 pl kazdé lipozomalni
suspenze, 450 ul destilované vody, 2 ml roztoku ¢inidla a 3 ml chloroformu. Nasledné byl
vzorek vortexovan po dobu 20s. Poté byly vzorky centrifugovany 5 minut pfi otdckéach
1 000 rcf. Takto ptipravené vzorky byly méfeny na spektrofotometru pti vinové délce 450 nm.
Obsah fosfolipidii byl vypocitan pomoci kalibra¢ni zavislosti pro s6jovy lecitin.

4.13 Kultivace bunéénych kultur
Prace s bunéénymi kulturami a jejich kultivace jsou specifické svymi vysokymi naroky.
Z4daji si preciznost, uréitou zkusenost pracovnikii a sterilitu veskerého laboratorniho vybaveni
i laboratofe. Bunécné kultury maji fadu vyuziti a ve vyzkumu slouzi predev§im jako zdroj
biologického materialu pro experimenty.

Jednotlivé bunécné linie (pro ucely této diplomové prace jmenovité CaCo-2 a B16-F1) byly
kultivovany ve sterilnim inkubacnim boxu pfi teploté¢ 37 °C, obsahu CO2 5 % a relativni
vlhkosti 90 %. Jako kultiva¢ni médium pro B16-F1 bylo pouzito Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium obohacené 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) al % antibiotik (ATB).
Pro bunéénou linii CaCo-2 bylo pouzito médium Minimum Essential Medium Eagle (MEM)
obohacené kromé stejného mnoZstvi FBS a ATB také 1 % neesencidlnich AMK. Média byla
uchovavana pii 4 °C v lednici, pficemz pied vlastni praci bylo tfeba je ohfat na laboratorni
teplotu. Kazdy den je nutné bunééné kultury kontrolovat pod mikroskopem, sledovat jejich riist,
morfologii, barvu média a pfipadné kontaminace. Podle vysledného néarustu bunék byl vzdy
zvolen dalsi postup.

4.13.1 Vyména Zivného média

Pti zméné barvy média z ervené na oranzovou bylo tfeba ho vyménit. Z kultivacni lahvicky
bylo médium vzdy slito do odpadni nadoby, pficemz buiiky, diky svému adherentnimu ristu,
zustaly v souvislé vrstvé na specidlné upraveném povrchu kultivaéni lahve. Serologickou
pipetou byl v zavislosti na velikosti kultiva¢ni lahve nadavkovan objem nového média
o pokojové teploté dle velikosti lahve. Médium bylo ménéno primérné asi dvakrat za tyden.

4.13.2 Pasazovani bunék

PasdZovani bunék je dullezitou soucasti starosti o bunécné kultury. Pfijejich kaZzdodenni
kontrole bylo tieba také posuzovat miru konfluence, coz vyjadiuje procento plochy porostlé
souvislou vrstvou bunék. Pfi konfluenci 70-80 % je idedlni buiiky tzv. ,,zpasdzovat®, coz
znamena za pouziti protedzy trypsinu enzymaticky narusit vazby mezi buitkami a povrchem
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kultivacni lahve i mezi buitkami navzdjem a jejich vhodné nafedéni do kultivacnich nadob
s cerstvym médiem.

Pasaz zacinala vylitim starého média do odpadni nadobky stejn¢ jako pii bézné vymeéné
média, dals$i postup byl ovSem jiz odliSny. Nejméné dvakrat byla lahev proplachnuta PBS
pufrem, aby byly odstranény vapenaté ionty. Jako dalsi krok nasledovalo napipetovani trypsinu
(0,5 ml mensi lahev, 1 ml vétsi lahev), se kterym byly buiiky inkubovany 10 minut pii 37 °C
v inkuba¢nim boxu. Po 10 minutidch bylo zkontrolovdno pod mikroskopem, zda byly vazby
preruseny a zda buiky ,,plavou v médiu. Pokud nebyly vSechny buiikky ode dna odlouceny,
bylo v této f4zi mozné pomoci si opatrnym ale diiraznym uderem na kultivacni lahev zboku.
Po tomto kroku byly jiz vSechny builkky ode dna vétSinou odlouceny, pokud tomu tak ale
nebylo, dalsi moznosti bylo jeSté pouZiti specidlni sterilni Skrabky na buiiky. Nasledné byla
lahvicka dasledné oplachnuta 5 ml PBS a cely jeji obsah vylit do centrifugani zkumavky.
Suspenze bun¢k byla centrifugovana 5 minut pfi otackach 320-360 rcf pii teploteé 25 °C.
Po stoceni byl slit supernatant a pelet rozsuspendovan v 1 ml média a posléze doplnén
do pozadovaného objemu, ktery byl rozpipetovan do jednotlivych novych kultiva¢nich lahvi
s predpiipravenym novym médiem. Na zavér byly bunécné kultury opét zkontrolovany
pod mikroskopem a vloZeny do vhodnych podminek inkubaéniho boxu.

4.14 Stanoveni ristové kiivky bunéénych linii

Postup stanoveni riistové kiivky bunéénych linii byl zezacatku totoZzny s postupem pasaze
popsanym v piedchozi kapitole (4.13.2). Po centrifugaci, sliti supernatantu a rozsuspenzovani
bunééného peletu v médiu byla pomoci Biirkerovy komurky urcena koncentrace bunék.
Dle jejich poctu byla suspenze vhodné nafedéna médiem a rozpipetovana do 6 jamkové
desticky po 2 ml. Po kazdych 24 hodinach byl spocitdn pocet zivych bunék v jediné jamce
desticky. Po kazdém pocitani byla desticka vracena do inkuba¢niho boxu. Ze zjisténého poctu
bunék v jamkach byla sestavena ristova kiivka pouzivanych kultur. Ristova kiivka se pouziva
piedevSim pro stanoveni Casového planu experimentu (zde konkrétné MTT testu). Zapocit
experiment se doporu€uje v tzv. log fazi ristové kiivky, tedy ve fazi, kdy pocet bunék
exponencialné roste, bunky pro sviij metabolismus vyuzivaji vS§echny Ziviny a jsou vhodnymi
objekty prave pro testovani.

4.15 Stanoveni cytotoxického ti¢inku vybranych extrakti

Cytotoxicky ucinek vybranych vodnych extrakta 1 oleji enkapsulovanych v lipozomech byl
sledovan pomoci MTT testu cytotoxicity [206].

Pocatecni postup prvniho dne MTT testu byl obdobny jako pii pasazi bunck (viz kapitola
4.13.2). Po centrifugaci, sliti supernatantu a rozsuspendovani bunééného peletu v 1 ml média,
byla stanovena koncentrace bunck v suspenzi pomoci Biirkerovy komirky barvenim
trypanovou modfi. Vhodn& nafedénd suspenze (2-5-10° bunék naml) byla pipetovana
do 96 jamkovych desticek po 100 ul. Desti¢ky byly inkubovany 24 hodin v inkuba¢nim boxu
pfi teploté 37 °C za Gcelem adheze bunck k povrchu jamek.

Na za¢atku druhého dne byly s casovym piedstihem vzorky centrifugovany 5 minut
pii 10 000 rcf. Ze supernatantu bylo odebrdno 0,5 ml a zfedéno sterilni vodou 1:1. Toto
mnoZzstvi bylo prefiltrovano ptes sterilni filtr a byla vytvofena koncentraéni fada kazdého

35



vzorku od 2 do 14 % pomoci fedéni s kultivaénim médiem v rizném poméru. Byly pfipraveny
také kontroly: ,,cell control* — kontrola obsahujici pouze kultivacni médium (100% viabilita);
ethanol fedény kultivaénim médiem v poméru 2:3 (0% viabilita); ,,vehicle control* (kontrola
rozpoustédla) — obsah maximalniho mnozstvi vody, které bylo pouzito piifedéni vzorkd,
fedéno kultivaénim médiem v poméru 7:18.

Dale bylo multikanalovou pipetou z kazd¢é jamky odpipetovano maximalni mnozstvi média.
Poté bylo do jednotlivych jamek ve stanoveném pofadi ptfidano 100 pul médiem ptredem
nafedénych vzorkli o riznych koncentracich, pfipadné stejny objem pfislusné kontroly.
Desticky byly vraceny do inkuba¢niho boxu ke 24hodinové inkubaci.

Tteti den byl ze vSech jamek odpipetovan maximalni objem a do kazdé pak piidano 20 ul
sterilniho MTT s vyslednou koncentraci 2,5 mg/ml rozpusténého v PBS pufru. Desticky byly
vlozeny zpét do inkubaéniho boxu a inkubovany 3 hodiny. Po uplynuti této doby bylo do kazdé
jamky pfidano 100 pl 10 % SDS v PBS pufru pro rozpusténi tmavé fialovych krystalka
formazanu. Nasledné byly desticky ulozeny do tmy na nejméné 24 hodin.

Stanoveni absorbance v jednotlivych jamkach bylo poté provedeno pomoci ELISA readeru
meéienim pii vinové délce 562 nm.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace se zabyvala screeningem a charakterizaci vybranych typt obsahovych latek
ve vodnych extraktech a olejich ze s6ji a so6jovych produkti. U vSech vzorkl byl stanoven
antioxidacni ucinek a u vybranych extrakti enkapsulovanych v lipozomech byl déle zjiStén
ijejich antimikrobidlniho Uc¢inek. Stejné vodné extrakty a oleje byly potom v lipozomech
aplikovany na bunéc¢né linie CaCo-2 a B16-F1 a byl in vitro urCen jejich cytotoxicky ucinek.

5 Charakterizace aktivnich latek v extraktech ze soji
a sojovych produkti

5.1 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek a flavonoidii
v extraktech

Zjistény obsah fenolickych latek vyjadieny jako hmotnost obsazenych fenolickych latekna 1 g
navazené potraviny, z niz byla provedena dana extrakce, pro jednotlivé vodné extrakty a oleje
je zobrazen na Obrazku 7. Nejvyssi mnozstvi fenolickych latek obsahoval vodny extrakt miso
pasty (74,18 = 1,28 mg/g). Koncentrace fenolickych latek ve vSech ostatnich vzorcich
se pohyboval od 1,24 + 0,13 mg/g do 20,63 £ 1,04 mg/g. Pro vypocet obsahu fenolickych byla
pouzita ziskana kalibra¢ni zavislost y = 1,5934x.

Nizka mnozstvi fenolickych latek (pfedevsim u extrakti s6jovych bobil) mohou byt dana
nizkou ucinnosti extrakce, coz by mohlo souviset s nedostate¢nou homogenizaci vzorku
¢i pouzitym typem extrahovadla. Fenolické latky jsou Casto nejlépe rozpustitelné v organickych
rozpoustédlech méné polarnich nez voda, ptfedev§im alkoholech [207]. Bylo by tedy v ramci
dalsi prace vhodné optimalizovat extrakci téchto latek pro jejich vyssi vytéznost.

B Vodné extrakty = Oleje
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Obrazek 7: Obsah fenolickych latek v olejich a vodnych extraktech
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Flavonoidy (v€etné isoflavonill) jsou podskupinou fenolickych latek [208], do které spadaji
i s6jové isoflavony genistein a daidzein. Sloupcovy graf vyjadiujici obsah flavonoida
v extraktech lze vidét na Obrazku 8. Nejvétsi mnozstvi flavonoidli obsahoval vodny extrakt
tempehu (12,90 + 0,36 mg/g) amiso pasty (9,28 +£0,36 mg/g). Koncentrace flavonoidl
u ostatni extraktll se pohybovala od 0,72 + 0,24 mg/g do 4,19 + 0,46 mg/g. Pro stanoveni
obsahu flavonoidi v jednotlivych extraktech byla pouzit ziskand kalibraéni zavislost
y =3,8259x.

U vodného extraktu tempehu je zajimavé, ze dle tohoto spektrofotometrického stanoveni
spada ptes 90 % jeho fenolickych latek do skupiny flavonoidd, coz mtze znacit vysoky obsah
fytoestrogenii. Ty jsou pro mnoho odbornikli ilaikd kontroverzni, pficemz tempeh je
ale obecné povazovan za jednu z nejzdravéjSich forem so6jovych potravin [209].
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Obrazek 8: Obsah flavonoidii v olejich a vodnych extraktech

5.2 HPLC analyza pro stanoveni obsahu isoflavoni genisteinu a daidzein

Na zéklad¢ vysledkl spektrofotometrickych stanoveni obsahu fenolickych latek, flavonoid
a antioxidac¢ni aktivity (vysledky budou zminény déle) jednotlivych extraktd, bylo dale
pracovano pouze se vzorky miso pasty, natto, sjového masa a tempehu. Tento postup neplatil
pouze pro GC analyzu spektra mastnych kyselin, ktera byla provedena u vSech ziskanych oleji.

Kvili poznatkli z vypracované reSerSe (1.1.3) byly stanovovany isoflavony genistein
a daidzein i v naSich vzorcich za u¢elem déani do souvislosti obsahu téchto biologicky aktivnich
latek s vysledky stanoveni antioxidaéni aktivity, antimikrobidlnich testl a testli cytotoxického
ucinku. V grafickém zobrazeni vysledkt HPLC analyzy (Obrazek 9) lze vidét, Ze se podatilo
nameétit obsah genisteinu a daidzeinu pouze ve tiech vodnych extraktech z celkovych osmi
vzorkll (vodné extrakty a oleje z miso pasty, natto, sGjového masa a tempehu). Nejvyssi obsah
genisteinu (5,17 mg/g vzorku) i daidzeinu (5,93 mg/g vzorku) byl detekovan ve vodném
extraktu tempehu, coz sohledem narozdilné postupy a pravdépodobné nedostatecnou
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homogenizaci vzorku pied extrakci relativné odpovida i publikovanym studiim [210]. Celkové
se tedy obsah genisteinu pohyboval v rozmezi od 0,32 mg/g do 5,17 mg/g a obsah daidzeinu
v rozmezi od 0,17 mg/g do 5,93 mg/g.

Vodny extrakt natto byl fedén jako ostatni vodné vzorky nejdiive 2x, a poté 5x. Kvili jeho
tahlé konzistenci vSak nebylo mozné tento extrakt pretdhnout ptes filtr, proto byl dale fedén
10x, coz pravdépodobné zptisobilo ztratu isoflavontl a nebylo proto mozné je detekovat.

Obsah isoflavonti se viibec nepodatilo naméfit v olejich, pfiCemz tato skute¢nost miize mit
nékolik divodu. Jak bylo jiz zminéno, polarni prostiedi je pro extrakci fenolickych latek
vhodnéjsi, pfi¢emz pii extrakci oleji pomoci pfistroje Soxtherm byl pouzit nepolarni hexan.
Pro dalsi praci by tedy bylo vhodné vyzkouset extrakci jinym zptisobem, naptiklad pouzit misto
samotné¢ho hexanu jeho smés s nékterym z polarnich alkoholl, pfipadné pouze polarni
rozpoustédlo s vodou jako bylo avizovano v jiz zminénych studiich [207]. Pfi opétovném
pouzitim piistroje Soxtherm by bylo mozné pouzit naptiklad aceton. Kvili bezpecnosti se totiz
alkoholovéa extrakce timto pfistrojem neprovadi. Dal$i moZnosti je opét nedostatecna
homogenizace vzorkll pfed samotnou extrakci. Pro tcely této diplomové prace byly vzorky
pouze rozmélnény pomoci tlouc¢ku v keramické misce. Do budoucna by mohlo pomoci ptidani
pisku ¢i kulicek pfi rozruSovani struktury vzorku, ptipadné by bylo mozné vyuzit kuchyiisky
mixér ¢i specidlni laboratorni homogenizator. Poslednim divodem muze byt také rozpad
fenolickych latek béhem skladovéni extrakti.

Kromé genisteinu a daidzeinu se ve vodnych vzorcich (v€etné natto) v menSim mnoZzstvi
objevil také glycitein, coz je dalsi ze sdjovych isoflavonli zminovany jiz v teoretické ¢asti
prace. Dalsim detekovanym analytem byla také kyselina gallova, kterd je mimo jiné silnym
antioxidantem s protivirovymi a antibakterialnimi u¢inky [211].

Genistein ® Daidzein

Koncentrace fytoestrogenu [mg/gvzorku]

0 I

Miso Séjové maso Tempeh

Obrdzek 9: Obsah isoflavonii genisteinu a daidzeinu ve vybranych vodnych extraktech stanoveny
HPLC analyzou
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5.3 GC analyza pro stanoveni procentualniho obsahu jednotlivych skupin
mastnych kyselin

GC analyzou vSech ziskanych oleji byl zjistén procentudlni obsah jednotlivych skupin MK
dle jejich saturace, tedy nasycené¢ (SFA), mononenasycené (MUFA) a polynenasycené¢ MK
(PUFA). Grafické zndzornéni vysledkii analyzy 1ze vidét na Obrazku 10. Nejvétsi podil u vSech
vzorkll kromé sdjové mouky zaujimaly PUFA;41,89 % (natto) az 68,13 % (tempeh). Sojova
mouka obsahovala nejvice SFA (48,67 %), coz se z€asti liSi od nutri¢nich udaji deklarovanych
vyrobcem (max 34 % SFA). Tento fakt mize byt zplisoben napiiklad rozdilnym postupem
pfi extrakci tuku.

Ackoliv se v posledni dob¢ objevovaly informace, ze déleni mastnych kyselin na ,,dobré*
a ,,Spatné” je jiz zastaralé, PUFA a MUFA jsou stale povazovany za tu zdravé¢jsi formu MK,
jejichz ptijem ve stravé by mél prevladat [212]. Na zéklad¢ tohoto faktu lze tvrdit, ze sdjové
produkty s ohledem na obsah MK mohou byt pro naSe zdravi pfiznivé. Nejvyssi obsah PUFA
ve prospéch jeho povésti zdravé sdjové potraviny.

Jak bylo jiz referovano v reSersi (1.1.6), ackoliv sdjové potraviny mohou byt také zdrojem
omega-3-MK, zcela urcité v nich prevladd obsah omega-6-MK. Tomu odpovidaji 1 vysledky
GC analyzy, kdy nejvice obsazena PUFA napfti¢ vSemi vzorky, byla kyselina linolova (C18:2)
spadajici pravé do skupiny omega-6-MK. Tyto vysledky lze tedy shrnout tak, Ze sojové
potraviny s ohledem na sloZeni typu MK mohou byt pro naSe zdravi benefitem, je ale dobré
jejich konzumaci kombinovat i s jinymi potravinami v pestrém jidelnicku kvuli vyvazenému
poméru omega-3 a omega-6 MK.
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Obrdazek 10: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupent jednotlivych skupin MK dle stupné
saturace; SFA-nasycené MK, MUFA-mononenasycené MK; PUFA-polynenasycené MK
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6 Stanoveni antioxidac¢niho a antimikrobialniho uc¢inku
jednotlivych extrakti

6.1 Antioxida¢ni aktivita jednotlivych extrakta

Jak bylo zminéno v teoretické casti (1.1.3), diky vysokému obsahu isoflavonli s sebou
konzumace séjovych bobl a séjovych vyrobkl piinasi také Zadouci antioxidacni ucinky.
Vysledky ze stanoveni antioxidacni aktivity extraktl 1ze vidét v grafu na Obrazku 11. Nejvyssi
antioxidacni aktivitu vykazoval vodny extrakt miso pasty (27,46 = 1,55 mg/g), dale extrakt
so6jového masa (13,98 + 0,81 mg/g), natto (12,66 + 0,78 mg/g) a tempehu (8,40 + 0,55 mg/g).

Antioxidacni aktivita oleju byla znacné€ niz$i, coz muze mit ale za néasledek vyse popsané
divody spojené s extrakci, homogenizaci vzorku ¢i s dlouhodobéjsim skladovanim oleji
v laboratofi. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,35 + 0,06 mg/g do 3,67 + 0,20 mg/g.
Pro vypocet koncentrace byla pouzita ziskana kalibrac¢ni zavislost y = 1,1823x. Ackoliv nebyla
pozorovana tak vysoka antioxida¢ni aktivita, jak byla avizovana v nékterych vyse zminénych
studiich, antioxidacni aktivita jako takova prokazéna rozhodné byla. Pro budouci praci by bylo
ale vhodné optimalizovat extrakci a homogenizaci vzorkd, jak bylo vySe navrZzeno, a méteni
opakovat.

® Vodné extrakty ® Oleje
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Obrazek 11: Grafické znazornéni antioxidacni aktivity vodnych extraktii a olejii vyjadrené jako
mnozstvi zhdseného radikalového kationtu ABTS ™ na g vzorku

6.2 Antimikrobialni acinek jednotlivych extrakti

Priikkaznost antimikrobidlniho ucinku byla piehledné¢ shrnuta v Tabulce 8. Vysledky jsou
vyjadieny ve formé skore uzitim symbolu ,,+*, pficemZ ,,+ znaéi inhibi¢ni u¢inek do 20 %,
pro ucinek v rozmezi 20-40 % je uzito ,,++, pro rozmezi 40—-60 % ,,+++* a pro ucinek vyssi
nez 80 % ,,++++*“. Nebyl-1i pozorovan zddny inhibi¢ni G¢inek, je pouZito znaménko minus.
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Slaby inhibi¢ni G¢inek na bakterii E. coli byl pozorovan u vodného extraktu natto a velmi
silny u vodného extraktu tempehu, kde byla inhibice 100 %, a oleje z tempehu, kde se inhibice
pohybovala kolem 85 %. Pro oba typy extraktd z tempehu byl takovy vysledek pozorovan
i na v8echny ostatni pouzité mikroorganismy. Dale byl pozorovan inhibi¢ni G€inek kolem 50 %
vodného extraktu miso na bakterie M. luteus a S. marcescens.

Pozorovana antimikrobidlni aktivita je zfejmé dusledkem aktivnich latek obsazenych v s6ji,
které byly podrobné popsany v teoretické casti prace. Jsou to pievazné antioxidanty
jako fenolické latky vcetné fytoestrogent a vitaminy. Tento vysledek je dal§Sim argumentem
v prospesnosti sdjovych produkt, zde tedy predevSim tempehu, coz opét koresponduje
s publikovanou literaturou.

Tabulka 8: Vysledky antimikrobialniho testu; MO-mikroorganismus; EC-Escherichia coli; ML-
Micrococcus luteus;, SM-Serratia marcescens; SE-Staphylococcus epidermidis.

MO EC ML SM SE
Extrakt Voda | Olej | Voda | Olej | Voda | Olej Voda | Olej
Miso - - +++ - +++ - - -
Natto + - - - - - - ~
S6éjové maso — — — - - - - -
Tempeh +-+ +++ L e +++ ++++ +++ ++++ T+

7 Charakterizace pripravenych lipozomii
7.1

Po ptipravé lipozomi bylo tieba vyhodnotit jejich kvalitu, coZ bylo provedeno pomoci piistroje
ZetaSizer Nano. Zakladni charakteristiku pfipravenych lipozoml 1ze vidét v Tabulce 9.
Priméma  velikost extrakty se pohybovala od 157,5 £ 1,4 nm
do 254,4 = 2,9 nm. Pro lipozomy s enkapsulovanymi oleji bylo toto rozmezi od 152,5 + 1,6 nm

Velikost, stabilita a distribuce velikosti ¢astic

lipozomit s vodnymi
do 280,9 + 3,4 nm. Polydisperzitni index se napfi¢ casticemi pohyboval od 0,235 + 0,020
do 0,460 £ 0,014. Piipravené lipozomy svym primérem 1 distribuci velikosti odpovidaly
pozadovanym standardiim.

Podle zeta-potencidlu lze vyhodnotit stabilitu lipozoml — stabilni lipozomy jsou takové,
jejichz zeta-potencial ma hodnotu nizsi nez —30 mV nebo vys$si nez 30 mV. Odpudivé sily
¢astic, jejichz zeta-potencidl nalezi do intervalu od —30 mV do 30 mV na sebe pisobi natolik
nizkymi odpudivymi silami, Ze se po chvili zacnou pfitahovat, a nakonec agreguji, coz je
nezadouci [213]. Jiné znazornéni stability lipozom1 s hranici stability =30 mV Ize vidét v grafu
na Obrazku 12. Z namétenych vysledkil lze usuzovat, Ze vSechny pfipravené Castice byly
stabilni.

Na Obrazku 13 a Obrazku 14 lze vidét také znazornéni procentudlni distribuce castic
v urCitych velikostnich rozmezich pro lipozomy extrakty v prvnim grafu
a pro lipozomy s oleji v druhém grafu. NejvyS$si podil mensich ¢astic (<200 nm), které jsou

s vodnymi

brany jako lipozomy s vhodnou vyslednou velikosti, byl pozorovan u vodného extraktu
(64,2 %) 1ioleje (57,3 %) miso pasty. Nejnizsi podil téchto ¢asti byl naopak zaznamenan
u vodného extraktu (29,7 %) a oleje (26,4 %) tempehu.
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Tabulka 9: Viastnosti pripravenych lipozomii, d-priumeér lipozomii; PdI-polydisperzitni index; ZP-zeta-
potencial

vzorek d [nm] PdI [-] ZP [mV]

lipozomy prazdné 186,5 2,0 0,288 £ 0,005 | 39,6+ 1,0
miso (olej) 152,5+ 1,6 0,235+0,020 | 493+ 1.2
tempeh (olej) 280,9 + 3.4 0,368 £ 0,007 | —50,8 2,6
s6jové maso (olej) 2604+ 3.5 0,425+ 0,041 | —43,9+0,3
natto (olej) 209,7 + 1,0 0,282+ 0,047 | 439+13
miso (vodny extrakt) 1575+14 0,358 + 0,008 | —50,3+0,6
tempeh (vodny extrakt) 2544429 0,436 £0,003 | 47.2+0,9
s6jové maso (vodny extrakt) 230,6 + 1,4 0,460+ 0,014 | 42,4+1,6
natto (vodny extrakt) 186,8 +7,2 0,311 +0,064 | —46,2+43
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Obrazek 12: Priumerny zeta-potencidal pripravenych lipozomii; cervenou carou znazornena hranice
stability (nad ni jsou castice stabilni)
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Obrazek 13: Procentualni zastoupeni castic v urcitych rozmezich velikosti (vodné extrakty)
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Obrdzek 14: Procentudlni zastoupent castic v urcitych rozmezich velikosti (oleje)

7.2 Stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti pripravenych lipozomi

Enkapsulaéni uc¢innost pii enkapsulaci olejovych extrakti byla pro kazdy vzorek vice
nez 70 %, konkrétné¢ se pohybovala vrozmezi od 77,54+ 1,82 % (pros6jové maso)
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az 90,21 + 1,89 % (tempeh). Pro vodné extrakty to bylo vétSinou vice nez 50 % (kromé
sojového masa), zadny vSak nepiesahl 70 %. Enkapsula¢ni u¢innost pro vodné extrakty se tedy
pohybovala v rozmezi od 34,65 + 1,82 % (s6jové maso) az 68,76 % (natto). Vysledny graf 1ze
vidét na Obrazku 15. LepSi prinik olejovych extrakti do lipozomid mize byt dan jejich
hydrofobni povahou, a tim lepSim prinikem do fosfolipidové dvojvrstvy lipozomd.

B Vodné extrakty Oleje
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Obrazek 15: Graficke znazornéni enkapsulacni ucinnosti pro pripravené lipozomy

7.3 Stanoveni dlouhodobé stability lipozomii

Dalsi sledovanou charakteristikou lipozoml byla jejich dlouhodobd (30denni) stabilita.
Na Obrazku 16 Ize vidét vysledky tohoto stanoveni. Ackoliv absolutni mnoZzstvi aktivnich latek
i antioxidaéni aktivita byly vétSinou Vy§§i u Vodnych extraktﬁ oproti olejim, z dlouhodobéj Siho
Zbylé mnozstvi fenolickych latek v lipozomech s vodnymi extrakty oproti puvodmmu
mnozstvi kleslo na 50,39 £1,26 % az 16,98 + 1,20 %. Zbylé mnozstvi fenolickych latek
v lipozomech soleji oproti plvodnimu mnozstvi kleslo pouze na9734+1,24 %
az 87,59 = 1,14 %. Tento rozdil mezi lipozomy s vodnymi extrakty a oleji je zfejmé opét dan
jejich rozdilnou hydrofobni a hydrofilni povahou. Ubytek fenolickych latek byl zptisoben jejich
prichodem zpét do roztoku, pfipadné jejich degradaci.

Dale na Obrazku 17 lIze vidét fotografii lipozomu po piipravé, sledovaného pomoci
svételného mikroskopu a zachyceného zrcadlovym fotoaparatem. V obrazku je znézornéno
také méfitko odpovidajici 1 pm pro srovnani.
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Obrdazek 16: Grafické znazornéni zustatku enkapsulovanych fenolickych latek v lipozomech
po 30 dnech

Obrazek 17: llustracni foto pripraveného lipozomu (zde konkrétné vodny extrakt tempehu) porizené
pomoct svételného mikroskopu

8 Stanoveni cytotoxického ucinku jednotlivych extrakta

MTT test cytotoxicity byl proveden na dvou bunéénych liniich — CaCo-2 a B16-F1. Bunétna
linie CaCo-2, ackoliv ptivodn¢ derivovana z adenokarcinomu tlustého stteva, je jiz dlouhou
dobu hojné pouzivéana jako simulace intestinalni epitelidlni bariéry [214]. Bunécnd linie B16-
F1 oproti tomu pochdzi z mysiho melanomu, pouziva se ale stejné ¢asto. Tyto bunky tvori
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melanin, proto se médium, v némz jsou kultivovany mize jevit tmavéji nez ptivodni [215].
Na Obrazku 18 1ze vidét barvu Cerstvého média a barvu média po dvoudenni kultivaci.

Obrazek 18: Srovnani cerstvého kultivacniho média a po dvou dnech kultivace

Vysledny cytotoxicky ti¢inek na linii CaCo-2 lze vidét na Obrazku 19 a Obrazku 20, kde je
znazornéna také stanovena hranice miry viability 60 % [216], nad kterou Uc¢inek daného
extraktu nepiisobi na bunky toxicky. Toxického ucinku dosdhly lipozomy s vodnymi extrakty
sojového masa (od 8 % vys), natto (od 10 % vyS8) amiso (14 %). Z lipozomil s olejovymi
extrakty dosahly cytotoxického ucinku miso (14 %), tempeh (12 % a 14 %) a natto (14 %).
Relativné silné toxicky tuc¢inek vodného extraktu sdjového masa bude pravdépodobné
ze by schvalena potravina mohla takto pisobit na intestinalni epitel, navic v mnozstvi mnohem
niz§im, nez je bézné konzumovano. Bylo by tedy vhodné tento vzorek zopakovat, z Casovych
i technickych diivodl nebylo jiz bohuzel moZzné uskutecnit opakovani experimentu v ramci této
prace.

Vysledny cytotoxicky ucinek na linii B16-F1 Ize vyc¢ist na Obrazku 21 a Obrazku 22, kde je
opét znazornéna hranice miry viability 60 %, nad kterou Uc¢inek daného extraktu nepiisobi
na bunky toxicky. Toxického u¢inku nedosahl Zadny extrakt v Zadné aplikované koncentraci.
Tato skuteCnost odpovida také tvrzenim rtznych studii citovanych v reSersi této prace,
ze protinadorovy ucinek in vitro nastdva az pii vysSich koncentracich fytoestrogenll nez lze
béZné v potravé ptijmout. Jako dalsi pokracovani prace by bylo zajimavé vyzkouset i ti¢inek
vySSich koncentraci natuto ijinou bunécnou linii, pfipadné ucCinek dlouhodobéjsiho
vystavovani bun¢k riznym hladindm fytoestrogend.

Otazkou tedy ziistdva mira senzitivity MTT testu. Ackoliv je stale bézné pouzivan, nékteré
laboratoie od néj dnes jiz ustupuji. Divodem jsou analytické parametry jako je pravé nizka
jelikoz je znama velka Skala sloucenin interferujici pfi postupu, a hlavné pii kone¢ném méteni
absorbance. VétSinou jsou to slouceniny zpusobujici neenzymatickou redukci MTT
na formazan jako naptiklad kyselina askorbova nebo vitamin A. Dalsi limitaci je také metoda
detekce, jelikoz méfeni absorbance je obecné mnohem méné senzitivni, nez jsou metody
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fluorescen¢ni a luminiscen¢ni, pouzivané v jinych metodach detekujicich pocet viabilnich
bun¢k. MTT testu je také vytykano, ze spiSe nez pocet bun¢k, reflektuje metabolismus dané
kultury, pficemz se v ném buiika od buiiky mtize zna¢né lisit, coz nepfiznive ovliviiuje vysledek
[217]. Ipfes nckteré nevyhody vSak pouzivand metoda zlstdva uziteCnym a relativné
nenakladnym pomocnikem pii stanoveni cytotoxického uc¢inku, pti hodnoceni dat je vSak tfeba
myslet i na tyto aspekty. V ptipad¢ dalsi prace na tomto tématu napiiklad v ramci dizertacni
prace ¢i projektu by bylo mozné zkusit zavést 1 jiné metody testovani cytotoxicity a vysledky
mezi sebou porovnavat.
Celkové vysledky MTT testu jsou dale shrnuty v Tabulce 10 a Tabulce 11.
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Obrdazek 19: Zavislosti viablity bunék linie CaCo-2 na koncentraci aplikovanych lipozomii
s vybranymi vodnymi extrakty, cervenou carou zndazornéna hranice viability, nad kterou dany vzorek
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Obrazek 20: Zavislosti viablity bunék linie CaCo-2 na koncentraci aplikovanych lipozomii
s vybranymi olejovymi extrakty, cervenou c¢arou zndzornéna hranice viability, nad kterou dany vzorek

nepusobi na buiiky toxicky
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Obrdazek 21: Zavislosti viablity bunék linie B16-F 1 na koncentraci aplikovanych lipozomii s vybranymi
vodnymi extrakty, Cervenou c¢arou zndzornéna hranice viability, nad kterou dany vzorek nepiisobi

na bunky toxicky
100
90
<
5 80 —e— miso (0)
3 —@— natto (O)
<
= 70 —@—sdjové maso (O)
O
}>£$ —@—tempeh (O)
—@— lipozomy prazdné
60
50
0 2 4 6 8 10 12 14

Koncentrace vzorku [%]

Obrazek 22: Zavislosti viablity bunék linie B16-F1 na koncentraci aplikovanych lipozomii s vybranymi
olejovymi extrakty; cervenou carou zndazornéna hranice viability, nad kterou dany vzorek nepiisobi na

burnky toxicky
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Tabulka 10: Koncentrace lecitinu v pripravenych prazdnych lipozomech s a vysledky MTT testii
s bunecnymi liniemi CaCo-2 a B16-F1

Croztok lipoz. Clecitin viabilita [%]  viabilita [%]
[%] [mg/ml] CaCo-2 B16-F1

2 2,55+0,18 92,36 £2,07 93,28 +1,89

4 6,93 +£0,37 83,59 +2,32 99,27 £2,68

6 11,25+ 0,55 76,47 £1,97 98,30 £ 3,41

prdzdné 8 14,65+0,74 | 78,17+270 | 92,47 087
lipozomy

10 18,67 £ 0,92 79,89 £2,12 91,44 £5,12

12 25,66 + 1,11 65,47 £1,25 89,85 +2,11

14 28,02 +£1,29 77,31 £1,08 95,31 +243
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Tabulka 11: Koncentrace lecitinu v pripravenych lipozomech s jednotlivymi vzorky a vysledky MTT
testit s bunécnymi liniemi CaCo-2 a B16-F1

VODNE EXTRAKTY OLEJE

Croziok lipoz, Clecitin viabilita [%] viabilita [%] viabilita [%] viabilita [%]

[%] [mg/ml] CaCo-2 B16-F1 CaCo-2 B16-F1
2 305+020 | 88,02+132 | 93,64+158 | 9827+084 | 96,86+ 1,01
4 742046 | 7066+274 | 9733+328 | 9821+248 | 94.64+297
6 12,69+£0,60 | 8054+1,96 | 9946+235 | 7429+142 | 87,04+1,70
miso 8 1574+0,82 | 7940+131 | 9791+1,57 | 7149+452 | 87,79+542
10 18,12£0,98 | 69.60+1,57 | 9419+188 | 68,17+272 | 82,92+326
12 2459+ 1,14 | 57,50+0,89 | 91,50=1,07 | 61,07£094 | 80,78+ 1,13
14 27454096 | 5299+154 | 9139+184 | 5628=1,61 | 8432+194
445035 | 82,50+141 | 99,68+1,69 | 97,13+129 | 9838+1,55
4 941+044 | 7500+1,15 | 9891+138 | 89,14+3,12 | 9846+374
151085 | 59,52+3,64 | 96,61+437 | 7664+062 | 92,14+0,75
natto 8 1923098 | 5375+0,77 | 95764092 | 7623+146 | 9234+175
10 24.12+£096 | 62,69+1,69 | 9039+203 | 7090+510 | 92.86+4.22
12 2796+ 1,01 | 58,00+£201 | 8944+241 | 63,63+£0,83 | 9598+3,69
14 3299+ 145 | 5223+138 | 92,09+1,66 | 57,38+2.88 | 92,89+346
350+0,69 | 80,601,838 | 9875+226 | 9347+075 | 9556090
720085 | 72.60+211 | 9663+253 | 91,73+1,10 | 9832+132
L 1059092 | 69.80+1,79 | 9569+2,15 | 91,78+1,69 | 92,71+2,03
sr?f;svoe 1401£0,69 | 4603+245 | 9834+294 | 9020+099 | 87,93+1,19
10 1789085 | 43364193 | 97124232 | 80,13+145 | 91,60+ 1,74
12 2200+145 | 42,09+1,14 | 91,81+137 | 8230+£297 | 8680+3,56
14 24.88+186 | 40,98+098 | 90,59+1,18 | 79,65+1,14 | 8949+ 137
288+0,11 | 97,64=120 | 93,15+144 | 89.46+096 | 93.67+1,15
4 569+031 | 8239+1,556 | 9279+1,87 | 8131+£125 | 96,18+ 1,50
9,02+£0,52 | 7221094 | 91,97+1,12 | 62,88+089 | 90,60+ 1,07
tempeh 8 1234089 | 69.07+1,60 | 8638+1,92 | 60,89+0,72 | 86,00+0,86
10 1445+1,02 | 6528+1.84 | 85724220 | 6141+187 | 98,58+224
12 1720196 | 6214+253 | 8749+304 | 5692+101 | 94.61+121
14 1985+2,01 | 3745+147 | 8717+176 | 52,18+069 | 87,22+0.83

Na Obrazku 23 je zobrazena desti¢ka po dokonceni MTT testu na bunécné linii B16-F1.
Z obrazku lze vidét tmavé fialovou barvu, kterd znaci Zivé bunky, tedy Zadny cytotoxicky
ucinek. Vpravo dole je pak kontrola 40% ethanolu, ktery usmrtil 100 % bunék.

Obrazek 24 zobrazuje bunécnou linii CaCo-2 v pribéhu MTT testu. Lze si povSimnou
morfologii téchto buné¢k, kterd ptipomina morfologii epitelu.
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Obrdzek 23: 96 jamkova desticka po ukonceni MTT testu s bunécnou linii B16-F1

Obrdazek 24. llustracni fotografie bunécné linie CaCo-2 pri testovani cytotoxicity pomoci MTT testu
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ZAVER

Tato prace se zamétuje na charakterizaci sdji a s6jovych produkta jak z hlediska teoretického,
tak i praktického. Cilem teoretické Casti prace bylo utfidéni jiz publikovanych védeckych
poznatki do prehledné reSerSe a ujasnéni souCasn¢ho stavu problematiky tykajici se soji
a sojovych produkt, apfedevsim biologicky aktivnich latek v nich obsazenych.
Z experimentalniho hlediska se predlozena prace zabyva charakterizaci s6ji a produktd z ni jak
z hlediska analyzy obsahu u¢innych slozek a uréeni antioxida¢niho a antimikrobialniho t¢inku,
tak stanoveni cytotoxického ucinku na bunécné linie huméanniho heterogenniho epitelu
kolorektalniho adenokarcinomu a mysiho melanomu pomoci in vitro testovani.

V teoretické reSersi bylo potvrzeno, Ze nazory na soju se 1isi pfedevsim kvili porovnavani
odlis$n¢ postavenych studii. Je zfejmé, ze velké rozdily existuji ve vysledcich podobnych studii
provadénych na zvifatech analidech, ptfipadné nartznych populacich, kvili moZznému
odli$nému typu metabolismu. Zna¢né odliSnosti jsou také mezi s6jovymi produkty, které prosly
fermentaénim procesem a které timto procesem neprosly. ZreSerSe dale také vyplyva,
ze ackoliv v s6ji obsazené latky (vcetné fytoestrogend), mohou v nékterych ojedinélych
pripadech pusobit i Skodlive, drtiva vétSina studii hovoti o pfevazujicich priznivych ucincich
na lidsky organismus.

Experimentalni ¢ast této prace pomoci spektrofotometrickych stanoveni potvrdila obsah
celkovych fenolickych latek i flavonoidi v jednotlivych vodnych iolejovych extraktech
z miso, natto, sdjovych bobil, s6jového masa, sdjové mouky, tempehu i1 tofu. Nejvyssi
koncentrace celkovych fenolickych latek byla pozorovan u vodného extraktu miso (kolem
75 mg/g). Obsah isoflavoni genisteinu a daidzeinu, nebyl ovsem pomoci HPLC analyzy
ve vSech Uze vybranych extraktech (miso, natto, sjové maso, tempeh) potvrzen, ackoliv je
jejich obsah v s¢ji znam [185]. Tyto latky byly identifikovany a kvantifikovany pouze
ve vodnych extraktech miso, sdéjového masa a tempehu, coz bylo ale pravdépodobné dano
nedostate€nou homogenizaci potraviny aneoptimalni extrakci. Z tohoto divodu byla
pro budouci praci navrzena jeji moznd optimalizace. Pomoci GC analyzy byl potvrzen vysoky
obsah PUFA v s¢jovych vyrobcich, coz koresponduje s tvrzenim v teoretické ¢asti této prace.
Jejich nejvyssi obsah byl pozorovan u oleje z tempehu. Antioxida¢ni aktivita byla prokazana
u vSech extraktil, nejvyS$si hodnota byla pozorovana u vodného extraktu miso, coz koresponduje
se zjiSténym nejvysSSim obsahem celkovych fenolickych latek, které casto plsobi pravée
antioxidacné. Silny antimikrobialni G¢inek na v§echny pouzité mikroorganismy byl pozorovan
pro extrakty z tempehu. Urcity cytotoxicky ucinek predev§im vodnych extrakti miso, natto,
sojového masa a tempehu na bunécnou linii CaCo-2 byl pozorovan, je vSak ditvod se domnivat
o nespolehlivosti provedeného testu, ktery z Casovych a technickych divodu jiz nemohl byt
opakovan. Cytotoxicky Gcinek extraktli na buiiky mysSiho melanomu nebyl prokazéan. Bylo ale
navrzeno vyzkouSeni nového zpusobu testovani cytotoxického ucinku.

Zavérem lze tedy fict, ze vSechny vytycené cile diplomové prace byly splnény. So6ja lustinata
aprodukty zni jsou aktudlnim tématem bézného Zzivota, a ackoliv je plodinou znacné
kontroverzni, nabizi jeji konzumace napiiklad ve form¢ miso nebo tempehu v kombinaci
s vyvazenym a pestrym jidelnickem mnohé cenné zdravotni benefity. Pokud tedy jedinec netrpi
potravinovou alergii na s6jové boby nebo mu konzumace s6ji ne€ini zadné jiné obtize, nebyl
zjistén zadny zavazny divod, pro€ se této ploding zcela vyhybat.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS 2,2—azinobis(3—ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina)

ALA kyselina a-linolenova (a-linolenic acid)

AMK aminokyseliny

ANSES Francouzsky tfad pro potraviny (Agence national de sécurité sanitaire
de I’alimentation, de I’environnement et du travail)

ATB antibiotika

BBI Bowman-Birk inhibitor

BHI brain heart infusion

DNA deoxyribonukleova kyselina

DHA kyselina dokosahexaenova

E2 17-B-estradiol

EC Escherichia coli

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EPA kyselina dokosahexaenova

ER estrogenovy receptor

FAO Food and Agricultural Organization of the United Nations

FBS fetalni bovinni sérum

FDA Food and Drug Administration

GC plynova chromatografie (gass) chromatography

GRAS generally recognized as safe

G+/G- grampozitivni/gramnegativni

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté (high-density lipoproteins)

16P inositol hexafosfat (inositol hexaphosphate)

KTI Kunitz inhibitor

LB lyzogyne broth

LDL lipoproteiny o nizké hustoté (low-density lipoproteins)

MF mobilni faze

MK mastné kyseliny

ML Micrococcus luteus

MO mikroorganismus

MT milion tun

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid

NB nutrient broth

MUFA mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)

NICE Narodni institut pro zdravi (The National Institute for Health)

PDCCAS protein digestibility-corrected amino acid score

PI inhibitor proteaz

PUFA polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)

SE Staphylococcus epidermidis

SFA nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids)

SM Serratia marcescens

USA Spojené staty americké (United States of America)
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WHO Svétova zdravotnické organizace World Health Organization
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