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ABSTRAKT

PredloZzena diplomova prace se zabyva studiem antioxidacnich a antimutagennich
vlastnosti vybranych druhu bylinnych a ovocnych €ajd oblibenych v ¢eské populaci. V ramci
prace byl srovnan obsah aktivnich latek vrizné balenych (porcovanych a sypanych)
bylinnych €ajich. Rovnéz byl sledovan vliv dlouhodobého skladovani ovocnych i bylinnych
¢aju v podminkach podobnych béZznému uchovavani v domacnosti.

K popisu antioxidaCnich charakteristik ¢aju byly pouzity vybrané skupinové parametry
- celkova antioxidacni aktivita (kit Randox), spektrofotometrické stanoveni celkovych
polyfenold a celkovych flavonoidd a rovnéz stanoveni individudlnich zastupcu
nizkomolekularnich antioxidantl. Hladiny skupinovych parametri byly vesmés vySSi
v bylinnych ¢&ajich ve srovnani s ovocnymi. Sypané Caje vykazovaly témér ve vSech
pfipadech vySSi obsah antioxidanti nez ¢aje porcované.

Kvalitativni a kvantitativni analyza individualnich antioxidant( byla provedena metodou
HPLC se spektrofotometrickou detekci a verifikovdna metodou on-line LC/MS. Ve vSech
druzich €aju byl analyzovan obsah katechinu - katechinu, epikatechinu a epikatechin-gallatu
a dalSich flavonoidd - rutinu, morinu, quercetinu, kaempferolu, myricetinu a luteolinu.
Ve v8ech Cajich byl zjiStén vysoky obsah katechinu a rutinu. Obecné nejvysSi obsah
jednotlivych flavonoidnich latek byl prokdzan v bylinnych sypanych ¢&ajich. DalSim
z analyzovanych nizkomolekularnich antioxidantd byla kyselina L-askorbova, kterd byla
ve vyS$8im mnoZstvi zastoupena ovocnych &ajich a v Sipkovém ¢aji.

Antimutagenita Cajovych extraktd byla testovana pomoci in vitro testu za pouZiti
kvasinkového kmene Saccharomyces cerevisiae D7. Vysoka antimutagenni aktivita byla
prokazéna u bylinnych &aji z kopfivy a z tfezalky a u vSech ovocnych ¢ajl.

V prabéhu skladovani po dobu 1 roku pfi 20C a ve tmé doSlo k poklesu vétSiny
sledovanych skupinovych antioxidantd, pficemz vyraznéjSi pokles byl zaznamenan
u ovocnych ¢aji ve srovnani s bylinnymi &aiji.



ABSTRACT

This diploma project deals with antioxidant and antimutagenic properties of selected
herbal and fruit teas commonly used in Czech population. Influence of different tea
packaging (bag teas and loose leaf teas) on bioactive compound content was compared.
Further, effect of long-term storage in common household conditions was studied.

Antioxidant properties of teas were characterized using some group parameters - total
antioxidant activity ("Randox Total Antioxidant Status Kit"), total phenolics and total
flavonoids — as well as some individual representatives of low molecular weight antioxidants.
Higher antioxidant content was found in herbal teas than in fruit teas. Comparing bag teas
with loose leaf teas higher antioxidant activity was shown in loose leaf teas.

Individual antioxidants were analyzed using HPLC method with spectrophotometric
detection and verified by on-line LC/MS. In all tea samples catechins - catechin, epicatechin,
epicatechin gallate and other flavonoids - rutin, morin, quercetin, kaempferol, myricetin
and luteolin were determined. In most of teas high level of catechin and rutin was detected.
The highest level of flavonoids was determined in herbal poured teas. Ascorbic acid content
was also determined by HPLC method. Higher vitamin C level was found in most of fruit teas
and in rose hip tea.

Antimutagenicity of tea extracts was tested by in vitro test using Saccharomyces
cerevisiae D7 yeast. High antimutagenic activity showed mainly nettle tea, tutsan tea
and most of fruit teas.

During long-term storage (1 year, 20C, darkness) a significant decrease of all analyzed
antioxidant parameters was followed. Higher lost of antioxidants was found in fruit teas when
compared with the herbal ones.
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Ovocny ¢aj, bylinny €aj, antioxidanty, polyfenoly, antioxida¢ni aktivita, antimutagenni aktivita
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ABTS 2,2 -azino-di-[3-ethylbenzthiazolin sulfonat]
SOD superoxid dismutaza

CAT katalaza

GSH-Px glutathion peroxidaza

GSH-Red glutathion reduktaza

ROS reaktivni formy kysliku

HCAs heterocyklické aminy

ArOH fenolové slouceniny

R-H lipidy

ROOQO- alkylperoxylovy radikal

ArOe fenoxylové (aryloxylové) radikaly antioxidantu
DNA deoxyribonukleové kyselina

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
4-NQO 4-N-nitrochinolin-N-oxid

TAS celkova antioxidacni aktivita
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2 UVOD

Rostliny predstavuji dllezity zdroj fady aktivnich pfirodnich produktu, které se mohou
vyrazné odliSovat strukturou a biologickymi vlastnostmi. Maji vyznamnou roli v tradiéni
mediciné riznych zemi. V poslednich letech se s pfijmem &erstvého ovoce, zeleniny a rostlin
bohatych na pfirodni antioxidanty spojuje napfiklad prevence rakoviny, kardiovaskularnich
chorob a dalSich zavaznych civilizacnich onemocnéni [1].

Volné radikaly jsou produkovany v normalnim i patologickém buné&&ném metabolismu.
Ve vétSiné zivych organismu je oxidace zakladnim procesem ziskani energie pro dalSi
biologické procesy. Nicméné&, nekontrolovatelna produkce volnych radikall je jednou z pfi€in
mnoha chorob jako je rakovina, artritida, cirhéza a arteroskler6za, stejné tak muaze byt
i pFi¢inou degenerativnich procesl spojenych se starnutim. Exogenni chemické a endogenni
metabolické procesy v lidském téle nebo v potravnim systému mohou produkovat vysoce
reaktivni volné radikaly, které jsou schopny oxidovat biomolekuly. Vysledkem tohoto
pusobeni maze byt smrt buriky nebo nevratné poSkozeni bunécéné tkané.

Témér vSechny organismy jsou dobfe chranény proti poskozeni volnymi radikaly
komplexnim antioxidaénim obrannym systémem, jehoZz soudasti jsou enzymy jako
superoxiddismutaza (SOD) a katalaza (CAT), nebo nizkomolekularni latky jako je a-tokoferol,
kyselina askorbova, karotenoidy, polyfenoly a glutathion [2]. Pokud je posunuta rovnovaha
mezi reaktivnimi druhy kysliku a antioxidanty, nastane oxidacni stres, ktery muze vést
k trvalému poSkozeni buriky [1]. Vzhledem k tomu, Ze Ffada nizkomolekularnich antioxidantt
neni v lidském organismu syntetizovana a musi byt pfijimana s potravou, je v sou¢asné dobé
velka pozornost vénovana zdrojum pfirodnich antioxidant( inhibujicich peroxidaci lipidt nebo
chréanicich pfed Skodlivymi Gc€inky volnych radikald. Buné&né membrany, které obsahuji
velké mnozstvi fosfolipidd, jako napfiklad fosfatidylcholin (lecitin), jsou hlavnimi cilovymi
molekulami, na které utoci volné radikaly. Tyto radikaly indukuji peroxidaci lipidd a dochazi
k chybnému fungovani membrany, nastdva zména membranové fluidity, navazanych
enzymu a funkce receptoru [2].

Antioxida¢ni dopliiky stravy nebo potrava obsahujici antioxidanty mize byt pouzita jako
prostfedek pro ochranu lidského organismu pfed oxidacnim poSkozenim. Mnoho druhd
ovoce, zeleniny, bylin, ceredlii a semen bylo v poslednich letech zkoumano pro svoiji
antioxida¢ni aktivitu. Byliny a kofeni jsou obecné bezpe¢nymi zdroji pfirodnich antioxidantd.
Antioxida¢ni aktivita rostlinnych tkani je pfimo spojovana s aktivitou enzym( vychytavajicich
volné radikaly a s obsahem antioxidacnich latek, hlavné fenolickych slou€enin, karotenoidd,
tokoferolu a kyseliny askorbové [2].

Epidemiologické studie ukézaly, Ze se zménou stravovacich navykl a sloZek potravy se
muze zmenSit riziko rakoviny. V jidle se vyskytuje mnoho pfirozenych antimutagent
a antikarcinogent, které mohou inhibovat jeden nebo vice stupid rakovinného procesu
a mohou timto pfimo ochrénit ¢lovéka pfed vznikem nadoru [3]. Potrava také obsahuje
mnoho mutagenlt a karcinogenu, které mohou byt rozdéleny do tfi skupin: pfirozené se
vyskytujici chemikdlie, syntetické slouceniny a latky vznikajici pfi vafreni. Prvni skupina
zahrnuje mykotoxiny a rostlinné alkaloidy, zatimco ve druhé skupiné se vyskytuji potravinova
aditiva a pesticidy. Ve tieti skupiné jsou polycyklické aromatické uhlovodiky a heterocyklické
aminy (HCAs). Heterocyklické aminy jsou mutagenni pro mikroorganismy a eukaryota
a jejich prekurzory jsou kreatin a kreatinin, cukry a aminokyseliny v mase [3]. Mutageny
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a karcinogeny mohou vzniknout pouZzitim metod pro uchovani potravin a vysokou teplotou pfi
vareni.

V nékolika poslednich desetiletich mnoho laboratofi prokézalo antimutagenni
a antikarcinogenni aktivitu Sirokého spektra sloZzek potravy. Se zvySenym pfijmem téchto
chemopreventivnich latek je mozZno zlepSit ochranu pfed poSkozenim zpUsobenym
genotoxiny nebo karcinogeny. Na druhou stranu neadekvatni mnoZstvi nékterych
mikronutrientd maze byt kritické pro stabilitu genomu a zvysit riziko geneticky podminénych
chorob [4].

Caj patfi k nejrozsifengjsim a nejoblibengjsim néapojim na svété a je konzumovan
v fadé ruznych variant. Bylinné a ovocné ¢aje jsou povazovany spiSe za vyluhy. Ovocné ¢aje
mohou pit i déti bez jakéhokoliv omezeni a jsou vhodnym zdrojem zdravi prospéSneho
vitaminu C. Bylinné €aje jsou pouzivany ve vétSiné pfipadl spiSe jako léebny prostfedek.
Cilem predloZzené préce je studim antioxidaCnich a antimutagennich vlastnosti vybranych

~ v

v ¢eské populaci rozSifenych typl ovocnych a bylinnych &ajd.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Vyzkum |é €ivych bylin a fytoterapie

V pfirodé se nachazeji obrovské zdroje aktivnich latek rostlinného puvodu, jejichz G&inky
nebyly zdaleka beze zbytku zmapovany. Po celém svété dnes pokraCuje hledani rostlin,
které by se mohly stat zakladem novych Iéku. Tento relativné novy vyzkum acinnych latek
z rostlin dava farmaceutickému pramyslu nesmirné slibné vyhlidky [5].

Slozeni témér poloviny vSech Iéka, které v soucasnosti pouzivame, a to véetné léku
alopatickych, je rostlinného pivodu, pfi¢emz dalSi ¢tvrtina uZivanych lé€iv obsahuje rostlinné
vytazky nebo mnohé ac¢inné latky ziskavané pfimo z rGznych IéCivych bylin. Az pocatkem
19. stoleti se na zékladé vyzkumu tehdejSich chemikd pozornost zaméfila na jednotlivé
acinné latky rostlin a zacaly pokusy o jejich izolovani. Od tficatych let 20. stoleti umozZniuje
pokrok v chemii stale snazSi syntetickou reprodukci rostlinnych aktivnich latek. PFi [é€bé
mnohych nemoci se tak dnes pouZivaji nescCetné ucinné latky rostlin, ob&as trochu
pozménéneé, aby se zvysila jejich G€innost nebo naopak odstranily vedlejSi nezadouci
acinky [5].

Zvyk vyuzivat léCivych vlastnosti nékterych rostlin se zrodil v nejstarSich znamych
civilizacich, odkud se rozsifil a pfenasel dal. Tak vznikla fytoterapie, ktera se v priibéhu véku
rozvinula ve S$piCkovou Iékafskou metodu. Fytoterapie spociva vIécbé nemoci
prostfednictvim rostlin, které jsou podavany v riznych podobach. Lékar tak mliZze predepsat
nebo doporudit uzivani rostlin od zeleniny pouzivané v potravé az po léCivé byliny pouzivané
jako takoveé, nebo se pfiklonit k specifickym formam, jako jsou tekuté €i suché extrakty nebo
destilované vyrobky [5].

V soucasné dobé lze rostlinné vyrobky véetné bylinnych €aju zakoupit nejen ve velkych
obchodnich centrech, ale i vobchodech zdravé vyZivy, zelenych |ékarndch a na jinych
mistech. Jde o takzvané volné prodejné rostliny nebo vyhrazena léciva. Jako takové mohou
byt prodavany ve formé bylinnych &ajl, pfi€emz se povoleni vztahuje i na nékteré smési [5].
Ma-li byt fytoterapie U€inna, je tfeba pfi pfedepisovani €aje uvaZzovat nejen o stavu choroby,
ale posoudit i silu a puasobeni rostlinnych druh, citlivost nemocného na léky, jakoz
i chutovou povahu Iéku. Vyluh z vegetativnhich drog nelze povaZovat za primitivhi nebo
banalni 1éCivo. Prihlédne-li se k obsahovym latkam, kterymi rostlina disponuje, jsou to ¢asto
|éCiva znacné sloZita [6].

3.2 Bylinné a ovocné ¢&aje

Byliny dokazi 1é¢it témér vSechny zdravotni obtize. Pouzivaji se formou nalev(, odvar(,
tinktury, masti, ¢aju atd. Pravé lécba pomoci bylinnych &aji patfi jiZ po staleti mezi
nejrozsirenéjSi zplsoby pozitivniho ovliviiovani zdravotniho stavu. U ¢aj uréeného k |écbé
konkrétnich obtiZi je dilezité zastoupeni hlavnich bylinnych sloZzek, které jsou schopny
acinné ovlivnit zdravotni stav. Nékteré bylinné Caje vyznamné posiluji obranyschopnost
organismu, podporuji spravnou funkci traveni a detoxikuji organismus a bojuji proti pisobeni
volnych radikalu [7].

Ovocné Caje se stavaji stale oblibengjSimi. Jejich spotfeba roste ve vyspélych zemich
svéta rychleji nez spotfeba ¢aji ¢ernych nebo zelenych. Prvni pokusy s pitim ovocnych ¢aju
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podobnym tém dnesSnim zacaly v 50. letech v zapadni Evropég, jejich rozmach vSak pfiSel
teprve v létech sedmdesatych. Ovocné €aje jsou vhodné pro celou populaci v€etné malych
déti, ponévadz neobsahuiji kofein, zadné povzbuzujici latky ani pfidany cukr ¢i kalorie. Jsou
produkovany na Cisté pfirodnim zékladu a Ize je pit bez omezeni - idealné hasi Zizen
a osvézi. Navic Casto obsahuji vitamin C, ktery pUsobi jako vyznamny antioxidant. Paleta
ovocnych smési se v poslednich letech velmi rozSifila. Pouzivanim rliznych aromat se potom
tyto moznosti dale posouvaji. Na rozdil od €aju €ernych nebo zelenych neni puvod ovocnych
¢aju v Cajovniku, nejde tedy o pravy €aj. Ovocné Caje se nejCastéji skladaji ze Ctyr
zakladnich komponent: ibiSku, Sipku, pomerancové kiry a suSeného jablka, dalSi pfisady
a prichuté jsou pridavany za ucele vyroby dalSich specifickych ovocnych €aji a smési [8].

3.2.1 Priprava €ajovych nélev G

Cajové napoje je nutno pfipravovat se zvlastni pozornosti a je tfeba dbat, aby do nalevu
pfeSlo pokud moZno nejvic GcCinnych latek a co nejméné nezadoucich latek. Dulezita
je zejména teplota. Tékavé latky, napf. silice, pfi vyssi teploté vyprchaji a léCivy napoj je
potom neucinny. Nelze napfiklad za varu pfipravovat €aj z maty, hefmanku, Salvéje,
matefidousky a jinych siliénych bylin. Vodné vyluhy obycejné nepfijimaji a¢inné latky v celém
rozsahu, a proto se dfive s oblibou uzivaly rozméInéné drogy smichané s malym mnozZstvim
vody nebo Caje [6].

Caje se mohou sladit cukrem nebo medem jen tehdy, nevyluuje-li to povaha nemaoci.
PFi stfevnich nemocech se nedoporucuje pfidavat cukr a je-li ¢aj spravné chutoveé vyvazeny,
neni slazeni nutné [6].

Bylinny ¢aj neni vhodné pfipravovat ani uchovavat v kovovych nadobéach, coz plati
zejména u bylin s vysokym obsahem ftfislovin. Kov mdze ovlivnit nejen nékteré obsahové
latky, ale i vani a vzhled napoje. Nejvhodnéjsi k pfipravé ¢aju jsou sklenéné kadinky nebo
nadoby porcelanové a neposkozené smaltované [6].

Caj Ize pfipravit tfemi zptsoby:

1. Macerat, vyluh drogy za studena. Pfipravuje se tehdy, kdyZz se pfitomné latky varem
rozkladaji. Byliny se pfeliji Salkem vody a ponechaji se 3 - 12 hodin stat [6].

2. Nélev je zpravidla za tepla ziskany vodny vyluh bylin. Bylina se pfelije vrouci vodou,
nadoba se pfikryje a na teplém misté necha stat asi 15 minut [6].

3. Odvar je zpravidla za varu ziskany vodny vyluh bylin. Rostlinné &asti se pfidaji
do pfislusného mnozstvi vody obycCejné teploty a v prikryté naddobé se zahfeji do varu

vvvvv

3.2.2 Charakteristika vybranych bylinnych cajl

Medunika IékaFskd (Melissa officinalis)

Navozuje klid, pfijemny spanek a dobré zaZzivani. Cetnymi vyzkumy byly prokazany
protikife€ové acinky rostliny a jeji u€innost pfi zazivacich potizich. Silice plsobi protivirové
a protiplisfiové [5].

Pouziti: UZiva se pfedevsim pfi nervové podminénych poruchach Zalude¢niho a stfevniho
traktu, pfi poruchach zazivani spojenych s plynatosti a kolikami, pfi poruchach pohybu
Zlu€ovych cest, pfi protibakterialni [é¢bé hnilobnych a kvasnych procesu ve stfevech [9].
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Obsahové latky: Silice (hlavné s obsahem citronelalu, citralu, citronelolu, geraniolu, linalolu),
triterpeny, organické kyseliny, polyfenoly (flavonoidy a fenolové kyseliny, predevsim kyselina
rozmarynova).

Sbirana ¢ast: nat, list.

Obr. 1: Medurika lékarska [9]

Lipa malolista (Tilia cordata)

Snizuje riziko vzniku Ffady onemocnéni. Vynika protizanétlivymi vlastnostmi, pusobi
potopudné&, rozpousti hlen [9].
Pouziti: pouziva se jako potopudny prostfedek pfi nachlazeni, zanétech hornich dychacich
cest a hore€ce. Zvysuje vyluCovani moci a Zaludec€nich Stav a zlepSuje traveni [9]. Vnitiné je
kvét predepisovan na nepfili§ zavazné spankové potize. Zevné je doporucovan jako hojiva
a protizanétliva latka [5].
Obsahové latky: flavonoidy (quercitrin, tilirosid, hesperidin), v malém mnozZstvi silice, sliz
a tfisloviny.
Sbhirana cast: kvét (kvétenstvi).

Obr. 2: Lipa malolista [9]
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Hefmanek pravy (Chamomilla recutita)

PFiznivé ovliviiuje zazivani, zevné lze pouZzit jako kloktadlo, dale k omyvani a obkladim,
ke koupelim a vyplachum [9].
pfi zanétech astni dutiny, pfi [é¢bé infikovanych sliznic a klzZe, pfi zanétech ocnich spojivek,
pohlavniho Ustroji, jako pomocny prostfedek pfi Ié¢bé Zalude¢nich viedu [9].
Obsahové latky: silice (slozkami jsou chamazulen, alfa-bisabolol, jeho A a B oxidy,
dicykloéthery, sesquiterpeny), kumariny (umbelliferon, herniarin), sliz, flavonoidy (apigenin),
sesquiterpenické laktony.
Sbirana ¢ast: kvét.

Obr. 3: Hefmanek pravy [10]

Mata peprna (Mentha piperita)

Matovy €aj je jednim z nejuzivanégjSich €aji z IéCivych rostlin vibec. Mirni nadymani,
pusobi pFiznivé na vyludovani zaludeénich 3tav a Zluée. Caj z maty peprné prijemné chutna
po sveé hlavni sloZzce — mentolu [9]. Rostlina je velice G€inna pfi 1éCbé kieci zaZivaciho Ustroji
diky silici a flavonoidum, které obsahuje, ma také antioxida¢ni u¢inky [5].

Pouziti: 1éCebny ucinek drogy spociva predevsim v silici a jeji slozce — mentholu, ktery
pusobi zevné jako prostfedek potlacujici citlivost nervovych zakonceni (vyvolava pocit
chladu). DuleZity je u€inek drogy na tvorbu a vylu€ovani Zlu€e; pro obsah mentholu je G€inna
korigens (zubni pasty, kloktadla, Ustni vody, Zvykacky) [9].

Obsahové latky: silice (0,5-4%, beZzné 0,8-1,2%, obsahuje mentol, menton, mentofuran),
tfisloviny, flavonoidy, triterpeny a organické Kkyseliny, fenolové kyseliny (kyselina
rozmarynova a derivaty kyseliny kofeinové).

Shirana ¢ast: list, nat.
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Obr. 4: Mata peprnéa [9]

Raze Sipkova (Rosa canina)

Sipkovy &aj je zdrojem vitaminu C, karotend a daldich latek, které pfiznivé ovliviuji
odolnost organismu proti nepfiznivym vlivam prostfedi. Uginné latky Sipkd plsobi pfiznivé
napfiklad pfi jarni anavé [9]. Vzhledem k bohatstvi taninu je Sipek pouzivan jako sviravy
a protipradjmovy pfipravek. Obsah pektinG a organickych kyselin vysvétluje jeho mocopudny
Gcinek [5].

Pouziti: zdroj vitamina, diuretikum, diaforetikum. Kyselina askorbova nepusobi jenom jako
antiskorbutikum (pfi krvaceni z dasni), resp. pfi jarni Gnavé, ale ma vSeobecny biologicky
vyznam. Pusobi pfi rdznych enzymovych procesech v organismu a zvySuje imunitu
a pfirozenou odolnost organismu proti infekcim [9].

Obsahové latky: tfisloviny (taniny), pektin, sacharidy, sorbitol, vitamin C (az 1,7%), kyselina
jable€na, kyselina citronova.

Sbirana ¢ast: plod

Obr. 5: Ruze Sipkova [11]
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Trezalka te €kovana (Hypericum perforatum)

Pouzivéa se pfi lehkych az stfedné téZkych depresivnich stavech, dale pfi napéti, uzkosti,
PouZiti: pouziva se k uvolnéni kieci traviciho ustroji, Zlu€ovych cest a hladké svaloviny tepen
pfi zdnétech Zaludku a stfev, ke zvySeni tvorby ZaludeCnich Stav a pfi trvale Spatném
zazivani. Dale jako mirny mocopudny prostfedek, k uklidnéni pfi neurdzach, depresich
a melancholiich, pfi rdznych nervovych poruchidch a pfi migréné [9]. V posledni dobé
vzbudily pozornost psychotropni Uginky tfezalky: antidepresivni pusobeni rostliny je zfejmé
vyvolano ¢ervenym fluoreskujicim barvivem hypericinem [5].

Obsahové latky: malé mnoZstvi silice (0,6-3 ml/kg), triterpeny, steroly, fenolické latky:
kyselina kavova, kyselina chlorogenova, proanthocyanidiny, prenylované derivaty
phloroglucinolu (hyperforin, adhyperforin), flavonoidy (2-4%, hyperin, rutin, quercitrin,
isoquercitrin), biflavonoidy, barviva - naftodiantrony (hypericin, vznikd z emodin anthronu
pfes pseudohypericin).
Sbirana ¢ast: nat, kvét.

Obr. 6: Trezalka teckovana [12]

Matefidouska obecna (Thymus serpyllum)

Blahodarné Gginky matefidousky jsou znamy jiz odnepaméti. Caj je vhodnym né&pojem
v obdobi s vys8im vyskytem onemocnéni hornich cest dychacich, dale pfiznivé ovliviuje
zazivani a zlepSuje kvalitu spanku [9]. Existuje jen malo prokazatelnych farmakologickych
adajua ¢&i klinickych studii tykajicich se matefidouSky. Prfesto jsou antispasmatické
a antiseptické vlastnosti této rostliny provéfené praxi [5].
PouZiti: podava se pfi poruchach traveni spojenych s plynatosti a kolikami, ke zvy3eni
vyluGovani Zalude¢nich Stav. Obsahoveé latky zvySuji sekreci hlenu v dychacich cestéch,
dezinfikuji sliznice a uplatiuji se pfi zanétech prudusek [9].
Obsahové latky: silice (ruzné sloZeni podle taxonu a sbéru z lokality - pfeviada thymol,
karvakrol, linalol, terpineol), tfisloviny, hofciny, flavonoidy.
Shirana ¢ast: nat, list, kvét.
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Obr. 7: Matefidouska obecna [9]

Kop fiva dvoudoma (Urtica dioica)

Pusobi pfiznivé na metabolickou vyménu a dezodoracné. Zevné se pouziva jako
soucast péce o vlasy, predevSim pfi mastné pokoZzce [9]. Listy kopfivy jsou mocopudné.
Kofeny plsobi proti zanétlim, stimuluji vznik lymfocyt a brani bujeni prostatické Zlazy [5].
Pouziti: podporuje celkovy metabolismus organismu. Casto tvofi slozku protirevmatickych,
metabolickych, diuretickych, hemoroidalnich i expektoranich ¢€ajovin. Pouziva pfi
dlouhotrvajicich chorobach, pfi poruchach vyzivy, ke zvySeni obnovy tkani, jako mocopudny
prostfedek pfi zdnétech mocovych cest, tvorbé kamen [9].

Obsahové latky: kopfiva obsahuje chlorofyl, skupinu vitamin(, karotenoidy, kyselinu listovou,
mineralni latky (vapnik, hof¢ik, kfemik, Zelezo, hofcik), kyselinu Stavelovou, kyselinu
kofeinovou a chlorogenovou.

Shirana ¢ast: list, nat, kofeny.

Obr. 8: Kopriva dvoudoma [9]
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Tymian obecny (Thymus vulgaris)

Tymian zbavuje svalovych bolesti: tento G¢inek je pfipisovan flavonoidim. Jeho silice je
antisepticka: tato vlastnost byla ovéfena laboratorné na rdznych houbach, plisnich
a bakteriich. Pusobi i protikfeCoveé [5].

Pouziti: hlavni slozka silice — thymol je G€inné antiseptikum, uplatfiuje se pfi chorobach
hornich cest dychacich z nachlazeni a dale pfi poruchach zazivani, v zubnim lékafstvi,
pfi vyrobé past a Ustnich vod, jako prostfedek odstrarujici zapach. Je vSak pfi dlouhodobém
uzivani nebo nepfiméfenych davkach toxicky, poskozuje Stitnou Zlazu, proto se v t&hotenstvi
nedoporucuje uZivat [9].

Obsahové latky: silice (5-25 ml/kg, hlavnimi slozkami jsou podle chemotypl linalool, thymol,
karvakrol), flavonoidy, (luteolin, apigenin, jejich glykosidy), triterpeny, fenolové kyseliny,
sacharidy.

Sbhirana ¢ast: nat, kvetouci lodyha.

Obr. 9: Tymian obecny [9]

Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata)

Iridoidy obsaZené v jitroceli maji prokazatelny protizanétlivy ucinek: ucinné jsou v tomto
sméru vytazky pfipravené za studena. U cClovéka byl UspésSny vodny roztok pfi léché
chronické bronchitidy [5].

PouZiti: droga se pouziva pfi zanétu sliznic hltanu a Ustni dutiny, jako prostfedek proti kasli,
zvysujici zaroven vylu€ovani hlenu pfi 1é¢bé Zaludecnich viedld bez vylu€ovani kyseliny, jako
protibakterialni prostfedek pfi zanétlivych stfevnich chorobach spojenych s poruchami
zazivani [9].

Obsahoveé latky: iridoidy (aukubin), flavonoidy, fenolické kyseliny, sliz.

Sbirana ¢ast: list.
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Obr. 10: Jitrocel kopinaty [13]

Divizna velkokv été (Verbascum densiflorum)

U divizny velkokvété byly prokazany nejriznéjsi acinky. Slizy pfitomné v rostliné zmirfuji
jenz pusobi jako mediator nékterych nerovovych spoja a ovliviiuje vznik alergii [5].
Pouziti: sliz, obsazeny v droze mirné drazdi horni cesty dychaci, flavonoidy a saponiny
reflektoricky zvySuji bronchialni sekreci. Divizna se pouziva pfi suchych zanétech hornich
cest dychacich, pfi nemocech z prochladnuti spojenych s drazdivym, neproduktivnim
kaSlem, pfi zanétech jicnu, pfipadné Zaludku a stfev, jako pomocny prostfedek pfi poruchach
zazivani spojenych s prajmy [9].
Obsahové latky: polysacharidy (kyselina uronovd, galaktéza a arabin6za), sliz, flavonoidy,
saponiny, iridoidy (aukubin, catalpol), glykosidy lignana.
Shirana ¢ast: kvét bez kalicha.

Obr. 11: Divizna velkokvéta [9]
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Bez €erny (Sambucus nigra)

Caj z kvétu &erného bezu pusobi pFiznivé na horni cesty dychaci, podporuje poceni.
Je vhodny v obdobi zvySeného vyskytu onemocnéni hornich cest dychacich [9].
PouZiti: bylina se pouziva jako potopudny prostifedek pfi nemocech z nachlazeni, jako
mocopudny prostfedek (zejména v détské praxi a pfi 1éCbé seniord) a ke zvySeni tvorby
mléka u kojicich Zen [9]. Zevné se pouziva pfi IéCbé zanétu hrtanu, hiltanu a sliznice Gstni
dutiny. Sirup z plodl proc€iStuje organismus a podporuje poceni [5].
Obsahové latky: flavonoidy (rutin, isoquercitrin), fenolické kyseliny, derivaty kyseliny kavové,
silice (triterpeny), mastné kyseliny, dusi¢nany drasliku
Sbhirana ¢ast: kvét se stopkou, klra, plod.

Obr. 12: Bez ¢erny [9]

Jable énik obecny (Marrubium vulgare)

Diky hof¢inam, pfedevsim diterpenickému marrubiinu, ma jable¢nik U€inek usnadnujici
traveni a obecné tonizujici U€inek. Kvetouci vrcholky rostliny pasobi proti kasli, rozpoustéji
hleny a usnadriuji odkaslavani [5].

Pouziti: bylina ma expektoracni a sekretolytické pusobeni, zvySuje sekreci bronchu
dychacich cest, pfitom nedrazdi na zvraceni. ZvySuje funkci jater a v pfimérenych davkach
pfiznivé pusobi pfi nepravidelném srdec¢nim rytmu jako kardiosedativum. Nejastéji se
pouzivA pfi onemocnéni dychacich cest a protoZe obsahuje hof€iny, které podporuji
vylu€ovani Zlu€e, byvéa slozkou Zlu€nikovych €ajovin, k povzbuzeni chuti k jidlu, ke zlepSeni
traveni [9].

Obsahové latky: stopy silice, flavonoidy (flavonové glykosidy), diterpeny (marrubiin).

Sbirana ¢ast: nat.
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Obr. 13: Jableénik obecny [14]

3.2.3 Ovocné ¢aje
Cerny rybiz (Ribes nigrum)

Mnoho vyzkumu na zvifatech prokézalo, Ze listy pasobi na sniZzeni krevniho tlaku
(pravdépodobné diky flavonoidim) a proti zanétlim [5].
Pouziti: list je predepisovan jako prociStovaci prostfedek a v pfipadé cévnich zanétd
a infekce mocovych cest. Nejvice je v8ak bezpochyby uZivan pfi revmatickych obtiZich,
kdy se Cerny rybiz zpravidla pfidavd do smési dalSich rostlin. Plod byva soucésti léku
pomahajicich pfi cévni nedostatecnosti [5]. Flavonoid sakuranetin ma prokazané fungicidni
ucinky. Plod rybizu ¢erného napomaha latkové vymeéné, je zdrojem vitaminu, byva soucésti
jarnich bylinnych kar, pouziva se i pfi [é€bé dny [9].
Obsahové latky: plody jsou bohaté na sacharidy a organické kyseliny, flavonové glykosidy,
anthokyany. Listy obsahuji flavonoidy (hyperin, astragalin), malé mnozZstvi silice, prodelfininy.
Shirana ¢ast: plod, list.

SloZeni rybizového Caje: suSeny kvét ibisSku, suSené plody Sipku, suSend jableéné duzina,
pomerancova kura, susené plody ¢erného bezu, jefabiny, ¢erného rybizu (3%)

Obr. 14: Rybiz ¢erny [15]
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Bor tivka €erna (Vaccinium myrtillus)

Borlivka je Casto predepisovana pfi l1é¢bé lymfatické a Zilni nedostate¢nosti. Posiluje
kifehké krevni kapilary, uziva se také pfi hemeroidech a v gynekologii [5].
PouZiti: v oftalmologii se pouZzivd pro svoji schopnost |éCit nékteré poruchy vidéni [5].
Boravkové plody se pouZzivaji pfi zanétlivych procesech v zaZivacim Ustroji, spojenych
s prajmy, ke kloktani a vyplachm astni dutiny a jako pomocny prostfedek pfi [é€bé cukrovky
— antokyany chrani sténu vldsecnic, zejména v o€nim pozadi a zlepSuji obnovu o€ni sitnice.
Antokyany z listd maji protikfeCové UcCinky, ftfisloviny pusobi sviravé a dezinfekéné,
jednoduché fenoly brani ristu bakterii a pusobi protizanétlivé, flavonoidy pusobi mocopudné
a glukokininy sniZuji obsah cukru v krvi [9].
Obsahové latky: cukry, tuky, organické kyseliny, fenolové kyseliny, flavonoidy (hyperin,
quercitrin), proanthocyanidiny, flavanoly (katechin, epikatechin), antokyany.
Shirana ¢ast: plod, nat, list.

SloZeni boravkového Caje: suSeny kvét ibisSku, suSena jable¢na duzina, susené plody Sipku,
pomerancova kura, susené plody trnky, jefabiny, boravky (3%), aroma

Obr. 15: Bordvka ¢erna [16]

Citron — citronik limonovy  (Citrus limon)

Flavonoidy obsazené v plodu a listu sniZuji krevni tlak a zvySuji odolnost vidsecnic. Maji
protialergické a protizanétlivé ucinky. Stejné tak bylo prokazano, Ze pravidelné piti citronové,
ale také pomeranCové a grepfruitové Stavy zvySuje obsah kortikosteronu v krvi. Silice
koncentrovana v limonenech a citranech pusobi vyrazné proti infekcim [5].

PouZiti: pravidelné piti citronové Stavy je velice Uc€innou léCbou arteriosklerézy a navic
vyznamneé zvySuje pruznost Zil a kapilar. Doporucuje se jako prevence a léCba rymy, chfipky,
anginy a zanétu hornich cest dychacich [5].

Obsahové latky: vitamin C, flavonoidy (v listech), karotenoidy, kumariny, monoterpeny
a seskviterpeny (80% limonen), citrany.

Shirana ¢ast: plod, list.

SloZeni citronového Caje: suSena jable€na duZzina, suSeny kvét ibiSku, citronova kara (20%),
suSené plody Sipku, trnky, aronie (druh ¢erného jefabu), pomerancéova kara, aroma
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Obr. 16: Citronik limonovy [17]

IbiSek sudansky (Hibiscus sabdariffa)

Pouziva se jako barvivo a aromatikum do €ajovinovych smési a osvézujicich napojl
(napf. do Cajovin se Sipky a pod.), kterym dodava vyrazné Cervenou barvu a kyselejSi chut.
V Africe se ibiSek tradiéné pouziva jako spasmolytikum, antibakterialni prostfedek
a antioxidant [9].

Obsahové latky: polysacharidy, fenolické latky, anthokyany, organické kyseliny (citronova,
jable¢nd, vinna, askorbova).
Sbirana &ast: kvét.

Obr. 17: IbiSek sudansky [9]

Jablo n (Malus domestica)

Pouziti: metabolikum - obsahuje vlakninu, upravuje zazivani, pouziva se do ¢ajovych smési
k hubnuti, zdroj vitaminu C [9].

Obsahové latky: vitamin C, organické kyseliny, cukry, polysacharidy.

Sbirana ¢ast: plod.
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Obr. 18: Jablori [9]

Do této &asti kapitoly o ovocnych &ajich byly zafazeny ¢aje s velkym obsahem jablecné
duziny, ibisku sudanského a Sipku, tyto sloZky se u ovocnych €aju pouzivaji pfedevsim jako
pinidlo a jako pfirodni barvivo.

Jablko jaderni ¢éka
SloZeni jable€ného ¢aje — Jablko jaderni¢ka: jable€na duzina 77%, plody Sipku, pfirodné
identické aroma jablka, praZzeny kofen ¢ekanky, kofen lékofice, kyselina jablec¢na, skofice.

Apple & Cinnamon Twist

SloZeni jable¢ného a skoficového ¢aje — Apple & Cinnamon Twist: jableCna duzina (29%),
skofice (24%), bortavkové listi, aromatické latky, kyselina mlécna, lékofice, ibiSkovy kvét,
prazeny ¢ekankovy kofen, jable¢na Stava (1,1%), plod Sipku.

Visen
SloZeni vidfiového Caje: jablko, ibiSek, kyselina citrébnova, aroma, Sipek, viShova vidknina
(1%), pomeranc¢ové oplodi.

Pomeran €

SloZeni pomeranového Caje: jableCnd duZina, kyselina citronova (kyseliny), kvét ibiSku
sudanského, Cekanka, kyselina jableénd (kyseliny), aroma pomeranové a grepové,
pomerancova klra 1%.

HruSka maslovka
SloZeni hruSkového Caje: jable€na duZina, plody Sipku, suSeny plod hrusky 5%, prazeny
kofen Cekanky, pfirodné identické aroma hrusky, kofen |ékofice, kyselina citronova, skofice.

Ovocna sm és

SloZeni €aje Ovocna smés: susend jablecna duzina, suseny kvét ibisSku, pomerancova kara
susené plody Sipku, trnky, ¢erného bezu, aronie (druh &erného jefabu), jefabiny, maliny
(1%), boravky (1%), jahody (1%), ostruziny (1%) aroma.
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3.3 Antioxida €ni aktivita p Firodnich latek

3.3.1 Uginek antioxidant @ a rozd &leni podle mechanismu p Gsobeni

Jednou z metod ochrany potravin pfed oxidaci je pouZziti specifickych latek, ktera inhibuji
oxidaci. Tyto latky se spravné nazyvaji inhibitory oxidace, ale v dnesni dobé jsou vétSinou
nazyvany jako antioxidanty. Tyto inhibitory reprezentuji skupinu latek, které se velmi lisi
chemickou strukturou a maji rozdilny mechanismus pusobeni. Jednim z nejddlezit&jSich
mechanismu pusobeni je reakce s volnymi radikaly a tvorba inaktivnich produkta [18].

Obvykle antioxidanty reaguiji s alkoxy- a peroxyradikaly tvofenymi rozkladem lipidovych
hydroperoxida. Jiné inhibitory stabilizuji hydroperoxidy a zabrariuji jejich rozkladu na volné
radikaly. Rozklad hydroperoxidu je katalyzovan téZzkymi kovy, tudiz chelata¢ni Cinidla také
inhibuji oxidaci. Nékteré latky zvané synergisté samy neprojevuji antioxidacni aktivitu, ale
mohou zvySovat aktivitu pravych antioxidantd. Jind skupina latek rozklada hydroperoxidy
neradikalovou cestou a tim sniZuje obsah volnych radikalt. Také singletovy kyslik oxiduje
latky mnohokrat rychleji nez bézny triplexovy kyslik a proto maji zhaSec€e singletovych
kyslik(l také dulezity inhibiéni efekt na oxidaci potravin [18]. Na nasledujicim obrazku je
znazornéno obecné rozdéleni antioxidant podle zplUsobu inhibice oxida¢nich latek.

Antioxidanty
Pravé Stabilizatory Synerglste Chelatory | | Zhasece Latky
antioxidanty hydroperoxidd kovt singletovych | | redukujici
kyslika hydroperoxidy
Deaktivace Prevence rozkladu ZvySovani Vazani tézkych Prevedeni Redukce
volnych hydroperoxidu aktivity kovl singletového hydroperoxidu
radikald na volné radikaly pravych do neaktivnich kysliku neradikalovou
antioxidantt sloucenin na tripletovy cestou

-

Fenolické Kyselina citrénova, Kyselina fosfore¢na, Karoteny | | Bilkoviny,
slouceniny | | kyselina askorbova | | Maillardovy slou¢eniny, Aminokyseliny
kyselina citronova

Obr. 19: Rozdéleni antioxidantd podle jejich Uéinku pusobeni
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3.3.2 Antioxidanty v bylinnych a ovocnych €ajich

Chemicka povaha a aktivita pfirodnich antioxidantd v ovoci, zelening, ceredliich,
bylinach a jinych potravinach je studovana v sou¢asné dobé vfadé vyzkumnych tym
na celém svété. VétSina antioxidantu izolovanych z vySSich rostlin jsou polyfenoly, které maji
ucinky. Antioxida¢ni aktivita polyfenold je pfedevsim zplsobena jejich redoxnimi vlastnostmi,
které jim dovoluji pusobit jako €inidlo, donory vodiku a zhaSece singletovych kyslikd. Také
maji vlastnosti podporujici tvorbu chelatd s kovy. Antioxidacni efekt rostlinnych fenold byl
studovan ve vztahu k prevenci srdecnich chorob, rakoviny a degenerativnich mozkovych
poruch souvisejicich s biologickym starnutim [19].

PrestoZe byla dosud realizovana fada studii zaméfenych na analyzu zastoupeni
a biologické aktivity antioxidantd v €ajich, bylinnych a ovocnych odvarech, detailni profil
struktury a pusobeni fenolickych latek pfitomnych v bylinnych odvarech neni zdaleka
uzavienou problematikou [19].

3.3.3 Mechanismus p asobeni polyfenol G — radikalové reakce

Fenolové slou¢eniny (ArOH) mohou jako primarni antioxidant interferovat s oxidaci lipidu
(R-H) v kompetitivni reakci k propagacni fazi autooxidacni reakce tim, Ze reaguji s radikaly
hydroperoxidd (ROO-) nebo alkoxylovymi radikély (RO-) vzniklymi oxidaci lipida a poskytuji
jim atom vodiku, ¢imz pferusuji fetézovou radikalovou reakci [20].

Jako produkty vznikaji fenoxylové (aryloxylové) radikaly antioxidantu:

ArOH + R-O-O- — R-O-OH + ArO-

ArOH + R-O:- — R-OH + ArO-

Tyto radikaly reaguji s volnym hydroperoxylovym nebo alkoxylovym radikalem oxidované
mastné kyseliny v terminacni fazi reakce.

R-0O-O- + ArO- —» R-O-Ar + O,

R-O: + ArO:- — R-O-OAr

Fenoxylové radikaly nesmi oviem vstupovat do fetézové radikalové reakce ani iniciovat
Stépeni dalSich molekul lipidu. K témto reakcim mudzZe dochazet pfi vysokych koncentracich
antioxidantu, ktery potom plsobi jako prooxidant [20].

Relativni stabilita a mala reaktivita fenoxylovych radikald souvisi s delokalizaci
neparového elektronu v aromatickém systému. Fenoxylovy radikal je proto téZzko
atakovatelny vzduSnym kyslikem. Samostatny fenol je jako antioxidant neucinny, avSak
substituce alkylovymi skuponami v o- nebo p-poloze zvy3uje konjugacnim efektem hustotu
elektronll na skupiné OH a zvySuje tak schopnost fenolu reagovat s volnymi radikaly [20].
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3.3.4 Polyfenoly

Fenolické latky, obecné nazyvané jako polyfenoly, jsou pfitomny ve vSech rostlinach
a proto se vyskytuji také v naSi stravé. Existuje kolem 8000 identifikovanych fenolovych
struktur. Tyto slou€eniny se liSi strukturné a mohou se vyskytovat jak v jednoduché formé
(fenolova kyselina s C6 kruhem), tak jako polymery (napf. tanniny). Je znamo vice nez deset
tfid polyfenold, které se od sebe liSi na z&kladé struktury. Flavonoidy jsou nejbé&zné;si
fenolické latky, které se vyskytuji v rostlinné stravé. Ackoliv jsou polyfenoly pfitomny
ve vSech rostlinnych potravinach, jejich hladina se liSi u rdznych druhd stravy a celkovy
pfijem zavisi na typu a mnoZstvi rostlinné stravy v nasi dieté [21].

VétSina polyfenolu také projevuje antimikrobiélni aktivitu. Né&které studie se zabyvaji
efektem polyfenolll na patogenni mikroorganismy v zazivacim traktu, ackoliv zde existuje
spor o tom, které bakterialni druhy jsou inhibovany antioxidanty. Tolerance bakterii
k polyfenoliim zavisi na druhu bakterii a strukture polyfenolt [22].

3.3.5 Flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity velmi rozSifené zejména v rostlinné F¥isi. Mohou
byt rozdéleny do Sesti tfid: flavony, flavonony, isoflavony, flavonoly, flavanoly (katechiny)
a anthokyandiny. Struktura a konformace téchto latek je zaloZena na heterocyklickém kruhu
s kyslikem. Hlavni tfidy flavonoidd v €aji jsou flavanoly a flavonoly [23].

Chemicka povaha flavonoidl zavisi na strukturni tfidé, stupni hydroxylace, jinych
substituci a konjugaci a stupni polymerizace. V rostlinach jsou relativné odolné proti teplu,
kysliku a suchu. Fotostabilita flavonoidovych molekul zavisi ha povaze hydroxylové supiny
napadajici C3 kruhu C. Nepfitomnost nebo glykosylace této hydroxylové skupiny zplsobuje
vySSi fotostabilitu molekuly. S vyjimkou katechinl se flavonoidy nevyskytuji v rostlinach jako
aglykony. Nejcastéji se vyskytujici formy jsou derivaty glykosidu. Glykosylace zapficifiuje
zvySeni polarity flavonoidové molekuly, coz je nezbytné pro uchovani flavonoidd v bunééné
vakuole rostliny [24].

Obr. 20: Z&kladni struktura flavonoidd [23]
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ANTHOCYANIDINS CATECHINS

OH

(4]

FLAYONES FLAVONOLS

FLAVANONES ISOFLAVONES

Obr. 21: Hlavni tfidy flavonoidd [24]

Flavonoidy mohou projevovat svoji antioxidaéni aktivitu nékolika zptusoby. Mohou pfimo
zachytavat nékteré radikaly a tim pusobit jako antioxidanty zastavujici fetézové reakce.
Mohou potlacovat peroxidaci lipidd recyklaci jinych antioxidantl, jako je alfa-tokoferol,
poskytnutim vodikového atomu molekule tokoferolu. Navic nékteré flavonoidy mohou
chelatovat prooxida¢ni kovové ionty, jako je Zelezo a méd a tim zabrarfovat tvofeni volnych
radikalu z téchto prooxidantd [21].

Volné radikaly vyskytujici se v prostfedi mohu iniciovat fetézové reakce, které zplsobuiji
oxida¢ni poSkozeni citlivych biologickych struktur, jako je R-O-OAr nebo bunécné
membrany. Nasledkem téchto reakci muaze byt vznik rakoviny, srdeénich chorob,
roztrouSené sklerézy a autoimunitnich chorob. Bylo dokazano, Ze flavonoidni latky v ¢aji maji
velmi silné antioxidac¢ni vlastnosti a schopnost zachycovat volné radikdly. Jsou mnohem
efektivnéjSi v ochrané buriky pfed poSkozenim volnymi radikaly nez vitamin C a E [23].

Rozlozeni flavonoidud v rostlinach zavisi na mnoha faktorech, pfitomnost flavonoidu se
meéni sdruhem, Fadem a cCeledi rostlin. Distribuce zavisi na dostupnosti svétla
a na predchozim osvétleni, protoze tvorba vySSich oxidovanych flavonoidl je urychlovana
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svétlem. V listové zeleniné a ovoci jsou flavonoly téméFr vyhradné pfitomny jako glykosidy.
Flavonolové glykosidy jsou pfitomny hlavné v listech, kvétech svrchnich &astech rostliny,
jako je kdra a klesa smérem dovnitf. Jenom stopova mnoZstvi flavonoidd jsou pfitomna
Castech rostliny pod zemi [24].

Pfijem Cajovych flavonoidd se mize velmi liit v zavislosti na typu €aje, konzumovanych
¢ajovych produktl a na metodé pripravy Caje. Velikost ¢ajovych listki a extrakéni povrch se
zda byt dulezity ve vztahu k obsahu flavonoidd v €aji. Velikost ¢astic vysveétluje viditelné
rozdily mezi €aji pfipravenymi z porcovanych ¢aju nebo sypanych. Odvary pfipravené
z porcovanych ¢€aju maji vysSi obsah flavonoidd ve srovnani s extrakty pfipravenymi
ze sypanych &aju [24].

3.3.5.1 Flavanoly - katechiny

Katechiny jsou strukturné predevsim flavanoly a mohou tvofit az 30% vahy suchého
Caje. Jsou to bezbarveé, ve vodé rozpustné latky, které zpusobuji horkost a trpkost ¢ajovych
nalevd. NejdulezitéjSimi katechiny jsou (-)-epigallokatechin gallat, (-)-epigallokatechin,
(-)- pikatechin gallat a (-)-epikatechin [23].

VSechny katechiny ¢aje nemaji stejnou aktivitu. Estery kyseliny gallové jsou mnohem
reaktivnéjSi neZ negallované katechiny, je to zpisobeno jejich niz§im redoxnim potencialem.
Nékteré katechiny, jako napfiklad epikatechin gallat, vSak byly shledany méné acinnymi

antikarcinogeny, ackoliv vykazovaly synergisticky efekt s ostatnimi katechiny [23].

OH OH OH
OH OH OH
H H H
HO 0.l o1 HO 0. HO, G 0.].-
|
| "~oH H
OH
H
OH OH H OH OH
(-) Epigallocatechin (-) Epicatechin (+) Catechin
OH OH
OH OH
H H
H o.l.- HO ol.-
@ O . OH O’ OH OH
b To-¢ OH
O~C OH H
on " OH [
o) OH OH
(-) Epicatechin gallate (-) Epigallocatechin gallate

Obr. 22: Struktura hlavnich katechind caje [22]
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3.3.5.2 Flavonoly

vvvvvv

NejdulezitéjSimi flavonoly v €aji jsou quercetin, kaempferol a myricetin. Tvofi
2-3% vodného extraktu Caje. Flavonoly se Castéji vyskytuji jako glykosidy nez
v neglykosylované formé (aglykony). Cukerna ¢ast flavonolu maze byt glukéza, rhamndza,
galaktéza, arabin6za a fruktéza. Flavonolové aglykony jsou pfitomny v €ajich
v zanedbatelném mnozstvi kvdli jejich malé rozpustnosti ve vodé [24]. U quercetinu,
kaempferolu a myricetinu byla prokdzana schopnost inhibovat rast nadort vyvolanych vlivem
karcinogenu u krys a mysi [24].

Rutin a nékteré dalsi glykosidy flavonoid vykazuji antioxida¢ni schopnosti, maji vliv na
pruznost a permeabilitu krevnich kapilar. Rutin (dfive vitamin P) se proto pouziva
ve farmaceutickych preparatech a potravnich doplicich. Spolu s nékterymi flavonoidnimi
latkami zvanymi bioflavonoidy zvySuje hladinu askorbové kyseliny v raznych Zivo€iSnych
organech tim, Ze ji bud chrani pfed oxidaci katalyzovanou ionty kovl nebo zvysSuje jeji
utilizaci v organismu. Pfirozené zdroje askorbové kyseliny obsahujici flavonoidy (nap¥. Sipky,
kde je znacné mnoZstvi rutinu) jsou proto U€inné&jsi nez synteticky vitamin C [20].

Myricetin: RI=R2=R3=0H
Quercetin: R1=R2=0H. R3=H
Kaempferol: R1=0H, R2=R3=H

Obr. 23: Struktura flavonold ¢aje [23]

3.3.6 Kyselina L-askorbova

Kyselina L-askorbova se vyskytuje ve velkém mnoZstvi v rostlinach i zvifatech. Cisty
vitamin C je ve vodé rozpustnd, silné redukujici, opticky aktivni, bila krystalicka latka.
Biosyntéza kyseliny L-askorbové v rostlindch, stejné tak i chemickd syntéza zacina

MriLvriv s

L-askorbovou kyselinu. Vitamin C je redoxni systém obsahujici nejméné tfi slouceniny:
kyselinu L-askorbovou, monodehydro-L-askorbovou a dehydro-Laskorbovou [25].
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Obr. 24: Vitamin C redoxni systém [25]

Oxidace a ztraty vitaminu C b&hem zpracovani potravin je v centru zamu specialistu
na vyZzivu, producentt i konzumentt potravin. Vitamin C je pouZzivan jako index zdravotni
kvality ovoce, ve srovnani sjinymi prospéSnymi latkami je ale mnohem nachylng;si
k degradaci béhem zpracovani a skladovani. Kvuli labilni povaze vitaminu C jsou procesy
pFipravy potravin navrhovany tak, aby dochazelo k co nejmensi ztraté vitaminu C [26].

Degradace kyseliny L-askorbové ve vodném roztoku zavisi na mnoha faktorech jako pH,
teplota, pfitomnost kysliku nebo kova. Oblast pH, ve které je kyselina L-askorbova nejvice
stabilni, je mezi hodnotami 4 az 6. L-askorbova kyselina je citliva na teplo. V pfitomnosti
kysliku a tepla je rust rychlosti oxidace umeérny rostouci teploté. Dehydro-L-askorbova
kyselina, pocateCni  oxidaCni  produkt, podléha ireversibilni  hydrolyze na
2,3-dioxo-L-gulonovou kyselinu, kterd je dale oxidovdana na oxalovou Kkyselinu
a L-threonovou Kkyselinu. Mnoho kovl, pfedevSim meéd, katalyzuji oxidaci kyseliny
L-askorbové [25].

Kyselina askorbova je silné redukéni €inidlo a plsobi v biologickych systémech jako
nejsilngjSi pfirozeny antioxidant. Je také nezbytna pro aktivitu hydroxylazy, ktera katalyzuje
posttranslaéni konverzi prolinu na hydroxyprolin a lysinu na hydroxylysin. Tato posttranslacni
hydroxylace je zadsadni pro tvorbu kolagenu, ktery je zakladnim proteinem ve spojovaci tkéni.
Vitamin C zastava také funkci v metabolismu aminokyselin, v absorpci Zeleza a zvySuje
odolnost organismu proti infekci. Klasicky pfipad nedostatku vitaminu C je skorbut [27].
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3.4 Antimutagenni aktivita

3.4.1 Antimutagenita/genotoxicita

Role potravnich faktord v prevenci nejrozSifenéjSich chronickych degenerativnich
onemocnéni je pfedmétem intenzivniho vyzkumu mnoha laboratofi na celém svété.
Vysledky epidemiologickych studii a testd na laboratornich zvifatech naznacuiji, ze potraviny
konzumované vétSinou populace obsahuji urCité slozky, které mohou mit viiv na sniZzeni
vyskytu rakoviny [28]. Aktivni sloZky stravy jsou zastupci rozdilnych chemickych skupin
a mohou pusobit jako aktivni prevence i proti jinym nemocem. Mechanismus pusobeni
mnoha z nich je stale neznamy, ackoliv se zda, Ze nékteré jsou antioxidanty a jako takové
mohou vychytavat volné radikaly tvofené bud béhem zpracovani potravy nebo biologickymi
procesy v téle [28].

PonévadZ potrava obsahuje Casto i oxidanty a nékteré mutagenné pusobici latky, je
velmi dllezité dodavat organismu rGznorodou, nutricné vyvazenou dietu, ve které
antimutageny a antioxidanty budou pfevaZovat nad oxidanty a mutageny. Slouceniny
a komplexni smési s antimutagenni aktivitou mohou pusobit paralelné na rliznych drovnich.
Jako inhibitory mohou zamezit tvofeni mutagenud, stejné tak endogennimu tvofeni
nitrosoamind. Jako blokatory mohou zamezit biotransformaci promutagent na reaktivni
metabolit, inhibovanim metabolické aktivace stimulujicimi detoxifikacnimi enzymy nebo
odstrafiovanim reaktivnich molekul [29].

In vitro a in vivo experimenty na zvifatech a lidech vedly k identifikaci fady potencialnich
antimutagent ve stravé, ale epidemiologické studie prokazaly antikarcinogenitu jen
u nékterych slozek stravy. Vysoka mira konzumace ovoce a zeleniny je spojena se
snizujicim se rizikem raznych typG rakoviny. Pokud jsou antimutageny testovany jako
jednotlivé latky, mnoho z nich ukazuje antimutagenni aktivitu v Amesové testu (i jinych
zkouskach), ale malo je znAmo o komplexni aktivité, kdy tyto latky jsou v potravé a reaguji
s jinymi sloZzkami jidla v naSem zaZivacim traktu [29].

3.4.1.1 Mutageneze a rakovina

Rozmanitost Zivych organisml a jejich Uspéch v osidlovani vétSiny zemského povrchu
zavisi na genetickych zménach akumulovanych b&hem miliond let, nebot tyto dovolily
organismum pfizpasobit se ménicim se podminkdm a osidlovat nové typy Zzivotniho
prostiedi. Presto pokud uvaZujeme z kratkodobého hlediska jednotlivce, jsou mutace
ve vétSing pripadu Skodlivé, obzvlasté u mnohobunéénych organismd, kde jsou vice
pravdépodobné takové zmény, které naruSuji komplexitu organismu, jeho vyvoj nebo
fyziologii. VétSina zmén v DNA je pouze doCasna, protoZze jsou okamzité opravovany
reparacnimi mechanismy DNA. Jen vzacné udélaji replikace nebo opravné mechanismy
chybu, ktera umozni zafixovani zmény v DNA. Tato trvala zména se nazyva mutace a muze
mit dalekosahlé nasledky. Mutace v jediném nukleotidovém paru muze byt pfi¢inou zaniku
celého organismu, pokud k ni dojde v zZivotné dulezitém Useku DNA [30].

Je zifejmé, Ze ve velkém organismu nedojde k vyznamnému poskozeni, pokud se
prilezitostné jedna burnka chova neadekvatné. Ale zavazné a potencialné letalni poskozeni
se objevuji v pfipadé, Ze se u jedné bunky vyskytnou genetické zmény, které ji umozni,
aby prezila a délila se v okamziku, kdy by neméla, a vytvarela tak dcefiné burky, které se
budou chovat stejné negativnim zpusobem. Organizace tkané a pfipadné téla jako celku
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muZe byt poté posSkozena expanzi klonu abnormalnich bunék. Rakovinné burky jsou
charakterizovany dvéma dédi¢nymi vlastnostmi: (1) ony samy i jejich potomstvo se
rozmnoZuji i bez pFitomnosti stimuld k déleni a (2) kolonizuji oblasti, které jsou normalné
vyhrazené pro jiné bunky [30].

Mutace jsou v pfirodé v podstaté spontdnnim procesem, ktery nelze zcela eliminovat.
Dokonce i v prostfedi bez tabakového koure, radioaktivity a jinych vnéjSich mutagen, které
nas ohrozuji, bude spontdnné dochazet k mutacim fadové asi 10-6 mutaci na gen
na bunécné déleni — tato hodnota je dana zakladnimi omezenimi pfesnosti replikace DNA
a jeji opravy. V prubéhu Zivota se v lidském téle odehraje pfiblizné 1016 buné&nych déleni,
takZe v kazdém jednotlivém genu genomu dojde pravdépodobnosti vzniku mutace pfiblizné
v 1010 pfipadech u kazdého lidského jedince. Z tohoto pohledu pak neni problém rakoviny
v jejim vzniku, ale vtom, pro¢ vznik4 tak vzacné. Vysvétleni, které je podpofeno velkym
mnozstvim ddkazu, je takové, Ze k pfeméné normalni buriky na rakovinnou je tfeba vice nez
jedné mutace. Obvykle je tfeba péti nebo Sesti nezavislych mutaci, které se musi odehravat
v jedné burice, aby ziskala vSechny potfebné vlastnosti pro karcinogenni charakter [30].

Mnoho objevu bylo uskuteé¢néno diky molekulam DNA a proteinim vzniklych technikami
rekombinantni DNA. Ani kompletni nukleotidova sekvence genu nebo trojrozmérna struktura
proteinu v3ak nestaci k odvozeni fyziologické role proteinu. Genetika presto nasla vhodné
feSeni. Mutanty, které postradaji urcity protein, mohou pomoci odhalit funkci tohoto proteinu
v bunice. Geneticky vyzkum se nejsnaze provadi na organismech, které se rychle déli a je
snadné je v laboratofi geneticky pozménit, nejcastéjSimi modely jsou proto bakterie,
kvasinky, hlistice a drosofila [30].

3.4.1.2 Rozdéleni mutaci a mutageny

Mutace je definovana jako dédicna zména genetického materialu (napf. DNA). V mnoha
bunécnych organismech se musi rozliSovat mezi zménami v gametach (gametické mutace)
a zménami v télnich burikach (somatické mutace) [31].

PFi detekci lidskych gametickych mutaci a méfeni rychlosti mutaci ¢lovéka je problém
v diploidité. Mnoho pokrodilych mutaci (z normalniho genu na mutantni formu) je recesivni
atak nebude detekovano, pokud ma zygota dvé kopie mutantni alely. Reverzni mutace
Z mutanta zpatky na normalni gen se obecné vyskytuje méné [31].

Mutace nebo dédi€né zmeény genetického materidlu mohou byt velké (na drovni
chromosomu) nebo bodové zmény (mutace nejsou viditelné jako cytologické abnormality).
Pozdé&ji mohou zahrnovat pravé jednotlivy nukleotidovy par v DNA. Typy malych mutaci Ize
rozdélit na substituci bazi a na posunové mutace. Substituci bazi Ize rozdélit na dva typy
mutaci: transice (purin na purin, pyrimidin na pyrimidin) a transverze (purin na pyrimidin nebo
pyrimidin na purin). U posunovych mutaci dochazi k inserci nebo deleci jednoho nebo vice
nukleotidd v kédujici oblasti genu. Toto zpusobuje zménu ¢teciho ramce, jelikoZ kodony jsou
skupiny tfi nukleotidd, jsou zde tfi moznosti &tecich ramcu pro kazdy gen [31].

Mutagen je pfirodni, nebo v lidském téle vznikly Cinitel (fyzikalni nebo chemicky), ktery
muze pozménit strukturu nebo sekvenci DNA. Nasledujici schéma zobrazuje stru¢né
rozdéleni moznych mutagenu.
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Obr. 24: Rozdéleni mutagend podle typu a mechanismu pdsobeni

3.4.1.3 Definice 4-NQO

4-nitroquinolin-1-oxid je latka pouzivand pfi vyzkumu rakoviny pro zpusobeni nadord
laboratornich zvirat. Toto je provadéno za Ucelem testovani novych potravin, 1ékd a postupl
pouzivanych pfi prevenci rakoviny [32].

3.4.2 Testy pouzivané p Fi vyzkumu antimutagennich/genotoxickych i €ink  latek

vvvvvv

mutagenitou a karcinogenitou. Malo mutagenl se ukazalo byt karcinogeny. S nékolika
vyjimkami, karcinogeny testované na mutagenitu primarné v mikrobialnich testech
a postradajici kapacitu pro metabolickou aktivaci, byly uréeny jako nemutagenni. s rostoucim
poznanim metabolismu karcinogennich chemikdlii bylo zjisténo, Ze mnoho karcinogent
podléha aktivaci sav€imi enzymovymi systémy. Tento objev byl nasledovan vyvojem in vivo
systémdu, a také in vitro testovanim reaktivnich forem karcinogennich chemikalii [33].

Bylo vyvinuto nékolik kratkodobych in vitro testll pro detekci genotoxickych Einitell. Tyto
testy méfi rozdilné genetické vysledky za pouZiti prokaryot, nizSich eukaryot, hmyzu, bunék
v kultufe a celych zvifecich systéma [33]. V nasledujicim schématu je znazornéno zakladni

rozdéleni testl genotoxicity.

38



Kratkodobé testy mutagenity
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\4 Zea mayS)

\4
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zprostredkovany test Test na mutace v HGPRT

lokusu v CHO burikach

v Testy dopfedné a reverzni mutace
Test na télnich na Aspergillus nidulans,
tekutinach Saccharomyces cerevisiae

Obr. 25: Z&kladni rozdéleni test na mutagenitu podle mechanismu pdsobeni

3.4.2.1 Ames av test (Test reverzni mutace na Salmonella typhimur  ium)

v

Amesuv test je velmi citliva biologickd metoda pro meéfeni mutagenni G&innosti
chemickych latek. Amesuav test sdm o sobé nevyjadfuje riziko rakoviny, nicméné ucinnost
mutagenu v tomto testu koreluje s karcinogenitou mnoha chemikalii u hlodavcu [34].

Test byl vyvinut v roce 1975 Brucem Amesem a jeho kolegy na University of California
at Berkley. Amesova metoda je zaloZzena na indukujicim rdstu v geneticky pozménéném
kmenu bakterie Salmonella typhimurium. K ristu specidlniho kmene je nutna aminokyselina
histidin. | kdyZ je studovany mutagen pfidan k bakteriim, nékteré pozménéné salmonelly
podléhaji mutacim. Nésleduje zvlastni typ mutaci — bakterie maze rast tak jako originalni
nezméneény ,divoky“ kmen bez histidinu. ProtoZze se mutantni bakterie vraci k plvodnimu
fenotypu s ohledem na histidin jako nutrient, jsou tyto bakterie nazyvany jako revertanti [34].

Amesuyv test se hodnoti jako pocet specificky rostoucich bakterialnich kolonii, které jsou
mirou mutagenni aktivity pasobici chemikélie. Tato hodnota je €asto vyjadiena jako pocet
revertantd na mikrogram d&isté chemikalie (mutagenu) nebo na gram potraviny obsahuijici
tento mutagen. Nékteré Cisté mutageny maji za nasledek stovky revertantd na mikrogram,
ale mnoho latek, které byly testovany napf. ve vafeném mase, produkuji az stovky tisic
revertantd na mikrogram [34].Test se zahajuje vioZzenim kolem 100 milionG bakterii
salmonely na Petriho misku obsahujici médium, ve kterém chybi aminokyselina histidin.
Nékolik bakterii bude spontanné revertovat i v nepfitomnosti mutagenu. Pocet téchto
reverznich kolonii uda zakladni linii, oproti které se bude testovat cely pokus. Na jiné misky
se stejnym médiem je aplikovana bakterie, mutagen a sav¢i enzymy pozadované pro

sv v s

Vv s

TA98 a TA100 [34].
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Obr. 26: Morfologie bakterie Salmonella typhimurium [35]

3.4.2.2 Test na Saccharomyces cerevisiae D7

Bunky Sacharomyces cerevisiae D7 maji kompletni eukaryoticky bunéény cyklus
av zavislosti na podminkdch mohou existovat v haploidnim nebo diploidnim stadiu.
U testovaciho kmene Sacharomyces cervisiae D7 mulzZe byt detekovano nékolik typu
mutaci [36].

Mitoticky crossing-over

Crossing-over neboli pfekfizeni je proces, pfi kterém dochézi ke genetické rekombinaci,
kdy je ¢&ast chromatidy zaménéna odpovidajicim fragmentem homologni chromatidy
ze stejného chromosomového péru. Detekce takové mutace v tomto systému u kmene D7 je
zaloZena na akumulaci ¢erveného pigmentu v burikdch s blokovanou purinovou syntézou.
Alely G¢astnici se crossing-overu jsou ADE2-40/ADE2-119. Alela ADE2-40 blokuje purinovou
syntézu a bunky ADE2-40/ADE2-40 tvori cervené kolonie, bunky
ADE2-119/ADE2-119 se jevi jako ruzové. Bunky sobéma geny (nemutovaneé-
ADE2-40/ADE2-119) rostou na syntetickém médiu s omezenym obsahem adeninu ve formé
bilych kolonii [36].

Reverzni (zp étné) mutace

Princip detekce téchto mutaci je stejny jako u mutaci v Amesové testu. Reverzni mutace
mohou mit dva typy mechanismu. Jedné se o reverzi k plivodnimu volnému genotypu, nebo
tato mutace je zplUsobena dalsi, potlacujici mutaci, ktera kompenzuje plvodni zménu. Kmen
D7 umozZhuje detekci reverzni mutace v alelach ILV1-92/ILV1-92. Detekce je zaloZena
na rdstu mutovanych bunék na syntetickém médiu bez obsahu izoleucinu [36].

Genova konverze

Genové konverze se ukmene D7 detekuji na alele TRP5-12/TRP5-27 (v genech
pro produkci tryptofanu). Detekce takové konverze je podobnd jako u zpétné mutace, tedy
mutované burky tvofi prototrofni kolonie schopné rist na selektivnim médiu bez obsahu
tryptofanu [36]. U tohoto testovaciho systému je mozné vyuZzit rovnéZz metabolické aktivace
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promutagenu jako u Amesova testu pomoci S9 frakce jaterniho homogenatu a koenzymu
NADPH a glukosa-6-fosfatu [36].
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N

Obr. 27: Morfologie kvasinky Saccharomyces cerevisiae D7

3.5 Metodické postupy

3.5.1 Extrakce

Rozpusténé latky Ize oddélit extrakci kapaliny kapalinou. Mnohdy je vSak tfeba oddélit
latky pfitomné v tuhém vzorku. V tomto pfipadé neni mozné upravit slozky vzorku tak, aby se
podpofila nebo potladila extrakce, jako je tomu u rozpusténych latek, déleni je pak zavislé
pfedevsim na rozpustnosti slouceniny v urc€itém rozpoustédle. Extrakce tuhé latky kapalinou
se pouziva nejCastéji pro biologické a pfirodni vzorky, ale mohou byt takto déleny
i anorganické latky. Extrakce tuhych latek je obvykle zdlouhava, protoZe difize extrahované
latky tuhou fazi je pomala. Proto se dava pfednost kontinualni extrakci, napf. v Soxhletové
extraktoru. Extrakci lze rovnéz podpofit mikrovinnym ohfevem rozpoustédel, ktera jsou
v kontaktu s tuhym vzorkem. Extrakci latek z tuhé faze Ize podpofit téZ ultrazvukem [37].

3.5.2 HPLC

Chromatografie je separa¢ni metoda, tedy metoda, pfi které se oddéluji — separuji
slozky obsazené ve vzorku. Svym ur€enim je to pfedevSim metoda kvalitativni a kvantitativni
analyzy vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze.
Stacionarni faze je nepohyblivd, mobilni faze je pohyblivA. Pohybem mobilni faze pres
stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unaSen. V kapalinové chromatografii je mobilni
fazi kapalina. B&hem separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas,
jaky stravi vjedné nebo druhé fazi, zavisi na afinit¢ analytu ke kazdé z nich. Béhem
separace se Vv koloné vytvari a poruSuje fazova rovnovdha mezi mobilni a stacionarni fazi.
SloZka ma pfi ustaveni rovnovahy ve stacionarni fazi koncentraci cs a v mobilni fazi cm.
Pomér mezi témito koncentracemi je v idealnim pfipadé konstantni a nazyva se distribuéni

konstanta KD, protoZe charakterizuje distribuci sloZzek [38].

c
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Pro oddéleni dvou sloZek je nutné, aby se od sebe liSily svymi distribu&nimi konstantami.
Distribuéni konstanta zavisi na teploté. Zvolime-li konstantni teplotu, pak se zavislost
koncentrace slozky ve stacionérni fazi na koncentraci slozek v mobilni f4zi nazyva izoterma
[38]. Vysoké ucinnosti se dosahuje pouZitim stacionérnich fazi, které obsahuji malé Castice
pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které homogenné vyplfiuji kolonu. Pratok mobilni
faze je zajistén vysokym tlakem [37].

Systémy se znacné sniZzenou polaritou stacionarnich fazi a polarnimi mobilnimi fazemi
se oznacuji jako systémy s obracenymi fazemi. RP-HPLC umozZiiuje separaci velkého poctu
organickych slou€enin, ale i komplext elektricky neutralnich, resp. s omezenou polaritou.
Stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii se plni do trubic rizné délky a priméru,
zhotovenych z nerezové oceli, tvrzeného skla a plastu [39].

Mechanismus separace na reverznich chemicky vazanych fazich je kombinaci tfi
interakci: interakce solutu s mobilni fazi, interakce mobilni faze se stacionarni fazi,
rozdélovani solutu mezi mobilni a stacionarni fazi. Rozhodujici roli hraje interakce s mobilni
fazi, kter4 je dana hydrofobnimi interakcemi a interakcemi namifenymi proti nim. Jejich
velikost zavisi na polarité solutu, na permitivité a na povrchovém napéti mobilni faze [37].

Z kolony je eluat veden do detektoru. Signal detektoru se vyhodnocuje pocitaem nebo
nékterym jinym vyhodnocovacim zafizenim [37]. Pro identifikaci latky je podstatné umisténi
maxima piku v chromatogramu. Toto umisténi Ize vyjadfit retenénimi daty: retencéni Cas
a retencni objem [38]. Pro kvantitativni analyzu se pouZziva plocha a vyska piku, které rostou
s obsahem slozZky ve vzorku.

3.5.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda ur€ovani hmotnosti atomd,
molekul a jejich &asti po jejich pfevedeni na kladné a zaporné ionty. Pfi vhodné interpretaci
vysledkd méfeni ma metoda velmi dobrou vypovidaci schopnost o struktufe analyzovanych
organickych latek s dirazem na zjisténi jejich struktury [37].

Spojeni hmotnostniho spektrometru se separacnimi metodami (zejména plynovou
a kapalinovou chromatografii) vyrazné zvySuje selektivitu a umoznuje provadét identifikaci
komponent vzorku ve slozité matrici. Hmotnostni spektrometr zde vystupuje jako strukturné
selektivni detektor umoZziujici kromé& obvyklé registrace zén latek eluovanych z kolony
provést i jejich identifikaci na zakladé zaznamenaného hmotnostniho spektra [37].

Hmotnostni spektrometr ma nékolik zékladnich sou€éasti. lontovy zdroj slouZi
k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu. V prostoru iontového zdroje dochazi
i k vétSiné fragmentacnich reakci vedoucich k destrukci chemickych vazeb vzniklého iontu.
Hmotnostni analyzator slouzi jako disperzni prvek a umoznuje rozdélit v prostoru nebo Case
smés iontd o rdznych pomérech hmotnosti ku naboji (m/z), produkovanou v iontovém zdroji.
Detektor, na ktery je sméfovan proud iontd po prichodu hmotnostnim analyzatorem,
poskytuje analogovy signal umérny poc¢tu dopadajicich iontd. Ten je po digitalizaci pfeveden
do poditate a vhodnym programovym vybavenim zpracovan do formy hmotnostnich
spekter [37].
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3.5.4 Spektrofotometrie UV-VIS

Podstatou ultrafialové a viditelné spektrofotometrie je absorpce ultrafialového nebo
viditelného zareni (200-800 nm) ziedénymi roztoky molekul. Pfi absorpci dochazi k excitaci
valen&nich elektron(, které jsou sou¢asti molekulovych orbital(. Proto molekulova absorpéni
spektra v ultrafialové a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra [38].

Transmitance T je relativni ¢ast proSlého zafeni. Absorbance je zaporny dekadicky
logaritmus transmitance [38].

@o @

Obr. 28: Absorpce pfi prichodu zafeni kyvetou
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A...absorbance
T...transmitance
@,...dopadajici zafivy tok
@...prosly zarnvy tok

Je-li absorpce zafeni nulova, je nulova i absorbance. S rostouci absorpci roste
absorbance. Absorpce je pfimo umérna koncentraci absorbujici latky a tloustce absorbujici
vrstvy [38].

Lambert-Beer(v zakon:

A=¢, &0 3)

A...absorbance

€x...molarni absorpéni koeficient (I/mol.cm)
c...latkovéa koncentrace (mol/l)

l...tloustka absorbujici vrstvy (cm)

3.5.5 Celkova antioxida ¢€ni aktivita

Pro stanoveni antioxidacni aktivity Ize pouzit fadu rdznych metod. U komplexnich
pfirodnich smési se Casto pouzZivA metoda vyuZivajici stabilni radikadl ABTS. Tato
spektrofotometricka technika hodnoti relativni schopnost antioxidantd odstrariovat 2,2"-azino-
di-(3-ethylbenzthiazolin sulfonat) - ABTS®, a to ve srovnani s antioxida¢ni kapacitou
standardu 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliny. Radikalovy kation
ABTS + je modrozeleny chromogen s charakteristickou absorpci pfi 660 nm. Radikalovy

43



kation je produkovany ferrylmyoglobinovym radikdlem generovanym z metmyoglobinu
a H,0, v pfitomnosti peroxidazy. V pfitomnosti antioxidant( absorbance klesa [40].

Princip metody charakterizuji nasledujici rovnice:

HX-Fe" + H,0, — X - [Fe" = 0] + H,O
ABTS® + X - [Fe" = 0] — ABTS® + HX-Fe""

HX-Fe" = Metmyoglobin
X - [Fe" = 0] = Ferrylmyoglobin
ABTS® = 2,2"-azino-di-(3-ethylbenzthiazolin sulfonat)

3.6 Senzoricka analyza

Senzorickou analyzou se rozumime hodnoceni potravin bezprostfedné naSimi smysly,
véetné zpracovani vysledkd lidskym centralnim nervovym systémem. Analyza probiha
za takovych podminek, kdy je zajiSténo objektivni, pfesné a reprodukovatelné meéfeni.
Osoby, které se aktivné zucCastiuji sensorické analyzy, se nazyvaji hodnotitelé nebo
posuzovatelé. Soubor téchto osob se nazyva porota nebo panel. Jako konsument se
oznacCuje hodnotitel, ktery neni specialné odborné vzdélan, takze jeho nazory a postoje i
vysledky jsou blizké nazorim a vysledkdm skutecnych spotfebitelt [41]. Vlastni analyzy by
mély probihat pouze na specializovanych pracovistich. Musi byt eliminovany negativni vlivy,
které pfi vlastni analyze mohou a ¢asto pusobi na hodnotitele.

Pfi senzorickém posouzeni kazdy ¢lovék hodnoti potraviny komplexné pouZzitim vSech
smyslu. Teprve Skolenim je schopen rozpoznavat jednotlivosti. Pfi senzorické analyze se
hodnoti u potravin viemy zrakové, sluchové, chutové, Cichové, taktilni, teplotni a bolesti.
Psychika ¢lovéka je uzpusobena tak,Ze nejprve hodnoti pfijatelnost, pfijemnost viemu [41].
Pokud se pfi hodnoceni vzorku nezaméfujeme pouze na jednu jeho vlastnost, ale hodnotime
vzorek cely, postupujeme podle toho, jak je vzorek hodnocen pfi bézné konzumaci. Jako
prvni se hodnoti barva a vzhled, dale jsou hodnoceny Cichové podnéty, textura.

Casové naroky na analyzu jsou pomérné malé a vysledky Ize jednoduse zpracovat
statistickymi parametrickymi metodami. Senzorickd analyza potravin patfi mezi zakladni
kontrolni metody kvality potravinarskych surovin, pfidatnych a pomocnych latek i hotovych
vyrobku. Kvalitu potravin Ize také definovat jako shodu vyrobku se standardy, stanovenymi
legislativou nebo technickymi normami, nebo s poZzadavky spotfebitele.
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4 CIL PRACE

Cilem predlozené diplomové prace je studium antioxida¢nich a antimutagennich G&inku
bylinnych a ovocnych €aji bézné uzivanych v Ceské populaci. Ve vybranych druzich €aja
budou stanoveny skupinové i individuaini parametry charakterizujici antioxidacni status,
antimutagenni G€inky budou testovany na kvasinkovém kmeni Saccharomyces cerevisiae
D7. Soucasti prace bude i orientaéni senzoricka analyza ¢ajl.

V ramci prace budou feSeny nasledujici dil&i akoly:
- zpracovani literarni reSerSe zamérené na:

prehled slozeni a pozitivnich zdravotnich G¢inkd ovocnych a bylinnych &aju;
pfehled antioxidantd v riznych typech bylinnych a ovocnych €ajd;
prehled metod stanoveni vyznamné zastoupenych antioxidanti a antioxidacni

aktivity;
optimalizace metod extrakce a stanoveni vybranych antioxidantd pomoci
spektrofotometrickych metod, HPLC a LC/MS; stanoveni antioxidacni

a antimutagenni aktivity;

- screeningova studie — analyza antioxidant(, antioxidaéni a antimutagenni aktivity
ve vybranych ovocnych a bylinnych &ajich; srovnani vlivu dlouhodobého uchovavani
na aktivitu vybranych antioxida¢nich parametrd;

- orientac¢ni senzoricka analyza €aju s vyuzitim dvou vékové odliSnych soubor( hodnoatitelu.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie, mikroorganismy, p  Fistroje a pom ucky
5.1.1 Chemikalie

5.1.1.1 Celkové polyfenoly a flavonidy

Folin-Ciocaultovo ¢&inidlo, RNDr. Jan Kulich (CR)
Uhli¢itan sodny, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Némecko)
Dusitan sodny, Lachema (CR)

Chlorid hlinity, Lachema (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner, s.r.o (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

5.1.1.2 TAS
Total antioxidant status kit, Randox Laboratories (Velk& Britanie)

5.1.1.3 HPLC

Methanol gradient HPLC, Scharlau Chemie S.A. (Spanélsko)
Acetonitril supragradient HPLC, Scharlau Chemie S.A. (Spanélsko)
Ethanol pro UV, ML Chemica (CR)

Kyselina fosforeéna, Lachema (CR)

Octan sodny dihydréat, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Quercetin dihydrat, Sigma-Aldrich (Némecko)

Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin gallat ze zeleného €aje, min. 98%, Sigma-Aldrich (Némecko)
Morin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Rutin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kaempferol, Sigma-Aldrich (Némecko)

Myricetin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Luteolin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina L-askorbova, Sigma-Aldrich (Némecko)

5.1.1.4 Kultivace

Baktopepton, HiMedia Laboratories (Indie)

SuSeny kvasni¢ny extrakt, HiMedia Laboratories (Indie)

Glukéza, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Agar, HiMedia Laboratories (Indie)

Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat, Lach-Ner, s.r.o. (CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Siran amonny, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Siran hofeénaty heptahydrat, Chemapol (CR)
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5.1.1.5 Testy antimutagenity

Adenin, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
L-tryptofan, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Isoleucin, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Ampicilin Na — sul, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Aceton, Lachema (CR)

4-nitrochinolin-N-oxid, Sigma-Aldrich (Némecko)

Inositol, HiMedia Laboratories (Indie)

Riboflavin, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Thiamin.HCI, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Pyridoxin.HCI, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Kyslina nikotinova, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Kyslina 4-aminobenzoova, Serva Electrophoresis GmbH (Némecko)
Panthotenat vapenaty, Sigma-Aldrich (Némecko)

Biotin 99%, Sigma-Aldrich (Némecko)

5.1.2 Pristroje a pom tUcky

Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (Velké& Britanie)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

PredvaZzky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Laminérni box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA)

Termostat Memmert, Memmert GmbH + Co. KG (Némecko)

Mikroskop, LIIO (Némecko)

Sestava HPLC od firmy Ecom spol. s.r.o. (CR)

- programétor gradientu GP 5

- Cerpadlo LCP 4020

- davkovaci ventil smy¢kovy C a D

- termostat kolon LCO 101

- spektrofotometricky detektor LCD 2084

- integrator Data Apex CSW v. 1.7.

HPLC kolona SUPELCOSIL™ LC-18 25 cm x 4,6 mm, 5 um, Supelco (USA)
HPLC kolona HYPERSIL APS-2 NH, 150 cm x 4,6 mm, 5 pm, Chromservis (CR)
Membranové filtry Chromafil” PET-20/15 MS, Macherey - Nagel (Némecko)
Hmotnostni spektrometr LCQ Advantage Max, Thermo Finnigan (Velka Britanie)

5.1.3 Mikroorganismy

Kvasinkovy kmen Saccharomyces cerevisiae D7, ktery byl poskytnut z Katedry genetiky
Prirodovédecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé.
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5.1.4 Material - druhy ¢&aje — ovocné/bylinné

Nékteré Caje byly zakoupeny ve specializovaném obchodé, ¢ast ¢aju byla zakoupena
v siti supermarketd. V nasledujici tabulce je uveden seznam pouzitych ¢aji a vyrobcu.

Tabulka 1: Vyrobci zakoupenych ¢ajd pouZzitych pro analyzu
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Nazev €aje

Vyrobce

Sypané €aje

Hefmanek kvét

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

Mata peprna nat

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

MateridousSka nat

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

Divizna kvét

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

Trezalka nat

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

Jableénik nat

Valdemar GreSik — Natura s.r.o.

Sipek plod Valdemar GreSik — Natura s.r.o.
Medurika nat Valdemar GreSik — Natura s.r.o.
Tymian nat Valdemar GreSik — Natura s.r.o.
Kopfiva nat Valdemar GreSik — Natura s.r.o.
Lipa kvét VIckova Helena
Jitrocel list VI¢kova Helena

Bez Cerny kvét

Apotheke TEA

Porcované ¢€aje

Sipek PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Medurika PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Hefmanek PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Lipa PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Méta PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Borlivka PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Cerny rybiz PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)
Citron PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)

Ovocna smés

PEKNY-UNIMEX s.r.o. (Vitka)

Apple & Cinnamon Twist

London Fruit & Herb company

Materidouska

Herbex

Trezalka teCkovana Apotheke TEA
Kopfiva dvoudomé Apotheke TEA
Visen Zlaty Salek
Pomerané Jemcéa

HrusSka maslovka MOKATE S.A.
Jablko jadernicka MOKATE S.A.




5.2 Analytické a separa €ni metody — stanoveni antioxidant G

5.2.1 Extrakce aktivnich slozek

Extrakce suSenych ¢aju byla provedena podle navodd na balenich doporu¢enych
vyrobcem. Porcované Caje byly zality 100 ml horké destilované vody a po pétiminutové
extrakci byly sacky s €aji vyjmuty. Sypané Caje byly taktéz pfipraveny podle navodu
na baleni, a to extrakci jedné IZicky sypaného &aje ve 100 ml horké vody. Caj byl poté
prefiltrovan pfes membranovy filtr Chromafild PET-20/15 MS. Sypané Caje byly pfedem
zvazeny a vysledky jednotlivych analyz pfepocitany na hmotnosti jednotlivych €aju. Extrakce
pro vSechny typy analyz byla stejna, s vyjimkou extrakce ¢aju pro stanoveni antimutagenni
aktivity (pouzivan 6% extrakt ¢aju) a stanoveni kyseliny askorbové, kde byly Caje zality
pouze 50 ml horké vody.

522 TAS

Ke stanoveni celkové antioxidacni kapacity byla pouzita diagnostick4 souprava Total
Antioxidant Status Kit firmy RANDOX Laboratories. Analyza byla provedena podle
pfilozeného navodu od vyrobce. Souprava obsahuje pufr, chromogen (metmyoglobin,
ABTS®), substrat (hydrogen peroxid), standard (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid). Pro analyzu byly pouzity Cajové extrakty pfipravené standardnim postupem
(viz. kap. 5.2.1), bylo je vS8ak nutno pfed analyzou nékolikrat nafedit podle potfeby.
Smichanim jednotlivych chemikalii podle navodu byly pfipraveny blank, standard, vzorek
a méfeny na spektrofotometru pfi vinové délce 600 nm. Blank byl pfipraven stejnym
postupem jako vzorek a standard, pouze za pouZziti dvakrat deionizované vody. VSechny
vzorky byly méfeny ve zuZenych kyvetach pfi teploté 37<C, proti vzduchu.

Namérené hodnoty absorbanci byly dosazeny do rovnic:

A2 —Al=AA 4)
Al...absorbance pfed pfidanim substratu
A2...absorbance po pfidani substratu (po 3 minutach)

koncentrace standardu (5)
(4A blank - AA standard )

TAS mmol/l = Faktor . (AA blank — AA vzorek) (6)

Faktor =

5.2.3 Stanoveni celkovych polyfenol

Stanoveni celkového mnozstvi polyfenoll v ¢ajovych extraktech bylo provedeno
za pouziti Folin-Ciocalteuovy metody [19]. Pro analyzu bylo pouZito zfedéné Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo (1:9), nasyceny roztok NaCOs; a kyselina gallova jako standard.

Folin-Ciocalteuovo Cinidlo bylo zfedéno destilovanou vodou v poméru 1:9 a 1 ml tohoto
zfedéného Ccinidla byl napipetovan do zkumavek. Dale byl do zkumavek pipetovan 1ml
destilované vody a 50 pl prefiltrovanych ¢€ajovych extraktl. Smeés byla promichana
a ponechdna 5 minut reagovat. Poté bylo do kazdé zkumavky pfidano 1 ml nasyceného
roztoku NaCOs;, promichano a ponechano 15 minut stat. Dale byly vzorky analyzovany
spektrofotometrickou metodou pfi vinové délce 750 nm. Byla sestavena kalibracni kfivka
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kyseliny gallové v rozmezi koncentraci 0,1 — 1 mg/ml a pomoci této kalibracni kfivky byly
vzorky kvantitativné vyhodnoceny. Slepy vzorek byl pfipravovan soubézné s ostatnimi vzorky
stejnou metodou.

5.2.4 Stanoveni celkovych flavonoid G

Stanoveni celkového mnoZzstvi flavonoidd v €ajovych extraktech bylo provedeno
za pouziti orientani metody s hlinitou soli a dusitanem. Pro analyzu byl pouZit 5% roztok
dusitanu sodného, 10% roztok chloridu hlinitého, 1mol/l roztok hydroxidu sodného a 1 mol/l
roztok katechinu jako standardu.

Nejprve bylo do zkumavky napipetovdno 0,5 ml extraktu caje, poté pfidano
1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% NaNO,. Smés byla fadné promichana a ponechana
5 minut reagovat. Déle bylo do zkumavek pipetovano 0,2 ml 10% AICl;, roztok byl opét
dikladné promichan a ponechan 5 minut stat. Nakonec bylo do zkumavek pfidano
1,5mINaOH a1l mlH,O, promichAno a ponechano 15 minut reagovat. Vzorky byly
analyzovany spektrofotometrickou metodou pfi vinové délce 510 nm. Byla sestavena
kalibraéni kfivka katechinu v rozmezi 0,05 — 0,5 mg/ml a pomoci této kalibra¢ni kfivky byly
vzorky kvantitativhé vyhodnoceny. Jako slepy vzorek byl pouzit fyziologicky roztok.

5.2.5 HPLC analyza flavonoid

Analyza vSech ¢aj0 HPLC metodou probéhla po extrakci G¢innych latek vodou
a prefiltrovani pfes membranovy filtr Chromafild PET-20/15 MS. Vzorky byly na kolonu
pfivedeny pfimym néastfikem vodného extraktu.

Analyza katechinl byla provedena na koloné s reverzni fazi C18 SUPELCOSIL™ LC-18
0 zrnéni 5 ym a rozmérech 250 mm x 4,6 mm. Byla pouzita davkovaci smyc¢ka 20 pl a eluce
probihala izokraticky pfi pratoku 0,75 ml/min a teplot¢ 30C. Mobilni fazi byla smés
methanolu a redestilované vody v poméru 45:55. Jednotlivé vzorky byly detekovany na
spektrofotometrickém detektoru pfi vinové délce 280 nm. Za stejnych podminek separace
i detekce byly stanoveny kalibraéni zavislosti standardl katechinu, epikatechinu,
epikatechin-3-gallatu.

Analyza ostatnich flavonoidl byla provedena na stejné koloné (viz vySe) se stejnou
davkovaci smyckou 20 ul, pratokem 0,75 ml/min, teplotou 30C a izokratickou elu ci. Mobilni
fazi byla smés acetonitrilu, methanolu, redestilované vody a kyseliny fosforeCné v poméru
30:20:49,5:0,5. Jednotlivé vzorky byly detekovany na spektrofotometrickém detektoru pfi
vinové délce 370 nm. Za stejnych podminek separace i detekce byly stanoveny kalibracni
zavislosti standardt rutinu, morinu, quercetinu, kaempferolu, myricetinu, luteolinu.

5.2.6 HPLC analyza kyseliny askorbové

Kyselina L-askorbova byla stanovena v ovocnych €ajich a €aji Sipkovém. Extrakt ¢aju byl
pfipraven zalitim sacka 50 ml horké vody a filtraci pfes membranovy filtr Chromafild PET-
20/15 MS. Vzorky byly na kolonu naneseny pfimym nastfikem vodného extraktu o teploté
30C. Analyza kyseliny L-askorbové byla provedena na koloné HYPERSIL APS-2
NH; 0 zrnéni 5 um a rozmérech 150 cm x 4,6 mm. Byla pouzita davkovaci smycka 20 ul a
eluce probihala izokraticky pfi pratoku 0,6 ml/min a teploté 30C. Jako mobilni faze byla
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pouzita smés 0,05M octanu sodného a acetonitrilu v poméru 95:5. Detekce probihala
spektrofotometricky pfi vinové délce 254 nm. Za stejnych podminek separace a detekce byla
stanovena kalibra¢ni zavislost standardu kyseliny L-askorbové. Kyselina L-askorbova pro
stanoveni kalibracni zavislosti byla pfipravena v roztoku 2% HCI.

5.2.7 Stanoveni latek polyfenolického typu metodou LC-MS

Hmotnostni  spektrometr LCQ Advantage Max s elektrosprejovou ionizaci
a analyzatorem iontova past byl optimalizovan na polyfenolickou latku kyselinu
chlorogenovou, jejiz kvasi-molekularni ion o m/z 353.5 byl stanoven v zaporném modu.
Parametry ladici metody jsou uvedeny v tabulce:

Parametr MS Zaporny mod
mnoZstvi suSiciho plynu (arb) 30
mnoZstvi pfidavného suSiciho plynu (arb) 10
napéti na kapilare ESI (kV) 4,0
teplota na vstupni kapilafe (C) 250
napéti na vstupni kapilare (V) -47,00

Vyluh pfipraveny z 1,8 g bylinného €aje maty peprné sypané - nat ve 100 ml vody byl
aplikovan na chromatografickou kolonu SUPELCO pomoci davkovaciho ventilu s davkovaci
smyckou o objemu 20 pl. Separace vzorku byla provedena izokratickou eluci mobilni fazi
acetonitril: 1% kyselina octova v poméru 50:50 davkované prutokem 0,4 ml/min. HPLC
kolona byla temperovana na 30 C. Jednotlivé slozky vzorku byly detekovany hmotnostnim
spektrometrem v reZzimu MS full scan.

5.3 Testy antimutagenity/genotoxicity - S. cerevis  iae D7

Pro testovani antimutagenni aktivity jednotlivych druht ¢aje byl pouZzit kmen kvasinky
Saccharomyces cerevisiae D7 z Katedry genetiky PFirodovédecké fakulty Univerzity
Komenského v Bratislavé. Antimutagenni U¢inky nejsou prokazatelné pfimo, ale projevuji se
v inhibici rastu kvasinkovych kolonii za pfitomnosti mutagenu a antimutagenu na selektivnim
médiu. Selektivni médium je pFipraveno tak, Ze chybi urcita aminokyselina, v tomto pfipadé
isoleucin. Inkubaci mutantniho kvasinkového kmene dochazi k lle-reverzi a rastu kvasinek
na médiu. Za pfitomnosti antimutagenu (extraktu ¢aje) dochazi k inhibici rastu kolonii.

5.3.1 Kultivace testovaciho kmene

Kultivace kvasinek kmene Saccharomyces cerevisiae D7 probihala na tekutém
optimalnim médiu (YPD) o sloZeni:

Baktopepton 129
SuSeny kvasni¢ny extrakt 129
Glukoéza 129
Destilovana voda 120 ml
Agar (pro pevné médium) 2449
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Médium bylo sterilizovano 30 minut pfi teploté 121 a tlaku 0,1 MPa. Po ochlazeni bylo
médium zaockovano cCtyfmi klickami kvasinek. Pfipravena bunéna suspenze byla
kultivovdna 16 - 18 hodin v termostatu pfi 28<C, po tomto &asovém Useku byla bunécéna
suspenze pfipravena pro testy antimutagenity. Pokud byl do média pfidan agar, bylo uréeno
pro delSi uchovavani kvasinkové kultury pfi teploté 2 — 8 <C.

5.3.2 Postup stanoveni antimutagenni aktivity

5.3.2.1 Média

PFfi stanoveni antimutagennich Gc&inkd &ajd na testovacim mikroorganismu
Saccharomyces cerevisiae D7 byla pouZita nasledujici média:

Pevné médium

(NH,),SO,4 0,71 g
KH,PO, 141¢g
MgS0Q,.7H,0 0,71 g
Glukéza 14,14 g
Agar 14,14 g
Destilovana voda 660 ml
Vitaminovy roztok 7,6 ml

Vitaminovy roztok

Inositol 100 mg
Roboflavin 30 mg
Thiamin 10 mg
Pyridoxin 6 mg
Kyselina nikotinova 6 mg
Kyselina aminobenzoova 6 mg
Panthotenat vapenaty 6 mg
Biotin 0,1 mg
Destilovana voda 40 ml

Vitaminovy roztok byl pfidan po sterilizaci média a po mirném vychlazeni.

Selektivni médium pro sledovani reverzni mutace (Il e-reverze)

Pevné médium 660 ml
Adenin 37,72 mg
L-tryptofan 37,72 mg

Aminokyseliny byly rozpustény v 50 ml sterilované vody a pfidany do média po mirném
vychlazeni.
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Fosfatovy pufr

NaHPO,.12H,0 7,1367 g
KH,PO, 1,8150¢g
Destilovana voda 500 ml

Smichanim navazek NaHPO,.12H,0 a KH,PO, byl pfipraven pufr o pH = 7.

5.3.2.2 Stanoveni antimutagenity

Bunécna suspenze, kterd byla pfipravena kultivaci S. cerevisiae 16-18 hodin pfi 28C
v tekutém meédiu (kap. 4.3.1), byla v exponencialni fazi rdstu rozdélena do zkumavek po
10 ml. Suspenze byla centrifugovana 5 minut pfi teploté 20C a ota ¢kach 4500 ot/min. Bunky
byly dvakrat promyty fosfatovym pufrem a centrifugovany. Nakonec bylo k burikdm pfidano
10 ml fosfatového pufru a suspenze byla dobfe promichana. Pro zplsobeni mutace byl
pouZzit mutagen 4-N-nitrochinolin-N-oxid (4-NQO) o koncentraci 0,06 mg/ml v 99,5% acetonu.
K10 ml bunééné suspenze bylo pfiddno 5 pl ampicilinu o koncentraci 100 pl/ml
a 100 pl mutagenu. Nasledné bylo do smési pipetovano 300 pl 6% extraktu Caje. Suspenze
byla inkubovana 20 hodin pfi teploté 28C a nasledn & centrifugovana 5 minut pfi teploté
20 a ota ¢kach 4500 ot/min a dvakrat promyta fosfatovym pufrem.

Na selektivni médium pro hodnoceni lle-reverze bylo naneseno 100 pl bunécné
suspenze o koncentraci 107 bunékiml-1. Po 10 dnech inkubace Petriho misek v termostatu
pfi 28T byl vyhodnocen po ¢et narostlych kolonii (obr. 27 a 28).

PFi kazdé zkouSce antimutagenity byly zahrnuty tyto testovaci vzorky:

Nazev PFitomné slozky

Pozitivni kontrola Bunécna suspenze, 4-NQO 0,06 mg/ml v 99,5% acetonu
Negativni kontrola Bunéc&na suspenze, 99,5% aceton

Spontanni reverze Buné&né suspenze

Antimutagenni aktivita ¢ajl Buné&na suspenze, 4-NQO, 6% extrakt Caje

Letalni kontrola Bunécné suspenze, 6% extrakt Caje

Kazdé méreni bylo provedeno tfikrat, byl vypocten pramér ze vSech tfi méfeni
a smérodatna odchylka. Antimutagenni ucinek €aju je hodnocen jako procento inhibice ristu
kolonii a Ize ho vypocitat podle rovnice:

%inhibice = 100 - [(X1/X5) [1LOO] 9)

X1 je pocet kolonii na Petriho misce v pfitomnosti mutagenu a antimutagenu (extraktu ¢aje).
X, je pocCet kolonii na Petriho misce pouze v pfitomnosti mutagenu.
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Obr. 29: Petriho miska s koloniemi kvasinek na selektivnim médiu po kultivaci za pfitomnosti
mutagenu (pozitivni kontrola)

Obr. 30: Petriho miska s koloniemi kvasinek na selektivnim médiu po kultivaci za pfitomnosti
mutagenu a extraktu ¢aje (antimutagenni aktivita ¢ajd)
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5.4 Senzoricka analyza

Metoda byla provedena ve dvou nezavislych testovacich skupinach. Jednou skupinou
byli seniofi studujici Univerzitu tfetiho véku VUT v Brné. Druhou skupinu tvofili studenti
maturitniho roéniku Gymnazia Zastavka. Vybér souborl byl proveden za G€elem srovnani
spotiebitelské pfijatelnosti ovocnych a bylinnych ¢&aji generaéné vzdalenymi skupinami
s riznymi stravovacimi tradicemi a navyky.

Kazdy hodnotitel obdrZel senzoricky dotaznik obsahujici 2 tématické &asti (viz pfiloha
18). Poté byly postupné pfedloZzeny hodnotiteldm jednotlivé druhy ovocnych a bylinnych &aju,
které ochutnavali anasledné ohodnotili jejich senzorické parametry. K jakostnim
parametrdm, které byly hodnoceny podle stupnice od nejlepSi po nejméné pfijatelné, patfily:
- Barva — zda je pfijemna a odpovida bylince/ovoci, z niz/néhoz mé byt vyrobena
- Viné — jestli je pfijemna, odpovida vychozi suroviné a jsou-li citit cizorodé latky
- Chut’ — zda hodnotiteli vyhovuje celkova chut pfedloZené Stavy.

Dotazniky byly nakonec vyhodnoceny a vysledky matematicky zpracovany.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro analyzu byly vybrany c&aje bylinné a ovocné. Bylinné &aje byly zakoupeny
v porcované a sypané formé za Uéelem srovnani obsahu Gginnych latek. Caje byly vybrany
podle oblibenosti v ¢eské populaci, na zakladé dostupnosti v supermarketech (Billa,
Interspar, Hypernova) a také podle prfedpokladaného obsahu ucinnych latek.

Na zakladé literarnich adaja [42], [43] bylo vybrano 13 bylinnych sypanych ¢ajd,
8 bylinnych porcovanych €aji a 9 ovocnych €aja.

Tabulka 2: Rozdéleni zakoupenych &aju pouZitych pro analyzu

PouZité ovocné a bylinné ¢&aje

Bylinné €aje porcované Bylinné ¢&aje sypané Ovocné ¢&aje
Medunka Medurka Cerny rybiz
Lipa Lipa Citréon
Hefméanek Hefméanek Pomeran¢
Mata Mata Borlvka

Sipek Sipek Jablko-London
Trezalka Trezalka Hruska
MatefidouSka MatefidouSka Jablko-Lahoda
Kopfiva Kopfiva Visen
Tymian
Jitrocel
Divizna
Cerny bez
Jable¢nik

Ve vybranych vzorcich €aje byla analyzovana série parametrii popisujici antioxida¢ni
aktivitu téchto komplexnich biologickych smési. Jako skupinové parametry byly analyzovany:
celkovad antioxidacni aktivita, celkové polyfenoly a celkové flavonoidy. K popisu
antioxidaénich vlastnosti Ize pouzit i stanoveni individualnich antioxidantl a srovnat se
skupinovymi parametry. Individudlni antioxidanty prevazné fenolické povahy byly
analyzovany metodou HPLC na reversni fazi, identifikace byla verifikovana metodou LC/MS.
Ve vybranych vzorcich Caje byla rovnéZz stanovena antimutagenni aktivita pomoci
kvasinkového testovaciho systému S.cerevisiae D7.

V rdmci prace bylo provedeno srovnani vySe uvedenych charakteristik u rdzné balenych
¢aju (porcované a sypané). Dale byl sledovan vliv dlouhodobého uchovavani ve stabilnich
podminkéach podobnych béZzné domacnosti na obsah aktivnich latek.

Zavérem byla provedena orientaéni senzorickd analyza €ajl s vyuZzitim dvou vékové
odliSnych hodnotitelskych souboru.
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6.1 Stanoveni celkové antioxida €ni aktivity a obsahovych latek v ovocnych
a bylinnych €ajich

6.1.1 Stanoveni celkové antioxida ¢€ni kapacity

Celkové antioxidac¢ni aktivita byla stanovena pomoci soupravy ,Total Antioxidant Status
kit od firmy Randox. Stanoveni je zaloZeno na principu zha3eni barevného radikalového
kationu antioxidantem. Koncentrace produktu radikalové reakce byla méfena
spektrofotometricky, naméfené absorbance byly dosazeny do rovnice (kap. 5.2.2) a byla
vypoctena celkova antioxidacni aktivita jednotlivych vzorka. Kazdé méfeni bylo provedeno
tfikrat a z téchto tfi méreni byla vypoctena smérodatna odchylka.

Extrakty byly pfipraveny zalitim jedné porce €aje nebo jedné IZicky ¢aje 100 ml horké
vody a nechany 5 minut vyluhovat. Naméfené vysledky a porovnani hodnot TAS
porcovanych a sypanych €aju jsou uvedeny v tabulkach 3,4 a grafech 1,2.

Tabulka 3: Stanoveni celkové antioxidac¢ni kapacity extraktd ovocnych cajd

Druh €aje TAS (mmol/l) duben 2007
Cerny rybiz 4,474 + 0,038
Citréon 4,394 + 0,099
Pomeran¢ 4,353 +£ 0,037
Bortvka 4,716 + 0,081
Jablko-London 4,716 + 0,068
Hruska 5,038 £ 0,120
Jablko-Lahoda 4,353 + 0,033
Visen 4,745 + 0,024
Ovocna smés 4,471 + 0,048

Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity u ovocnych ¢aju ukazalo velmi podobné vysledky
u vSech vzorkd ovocnych ¢&aju, které se pohybovaly vrozmezi od 4,353 mmol/l
do 5,038 mmol/l. Nejvys3i antioxidacni aktivita byla naméfena u hruSkového €aje a dale pak
vysokou antioxida¢ni aktivitu prokazovaly ¢aje z boravky, visné a jablka (Jablko-London).
Podobné hodnoty TAS mohou byt zptisobeny podobnym sloZenim ovocnych €aja. Z kapitoly
3.2.3 0 ovocnych Cajich vyplyva, Ze témér vSechny ovocné Caje se skladaji ze tfi hlavnich
komponent — Sipku, jablka a ibiSku. JelikoZ tyto tfi slozky mohou zastavat v Cajich az vice
nez 70%, antioxida¢ni aktivita bude tedy zavisla zejména na poméru téchto tfi sloZzeka dale
na puvodu a obsahu aktivnich latek. TAS byla také zméfena u Caje z Cistého Sipku, ktery
sdm o sobé nevykazoval pfilis vysokou antioxidacni aktivitu v porovnani s ostatnimi
bylinnymi &aji, ale jeho aktivita (4,971 = 0,074) se téméF shodovala s hodnotami u vSech
ovocnych €aju obsahujicich Sipek. Z toho vyplyva, Ze se bude Sipek velkou mérou podilet
na celkovych hodnotach TAS. Jablko, ibiSek i Sipek jsou rovnéz znamy svym vysokym
obsahem vitaminu C, ktery rovnéz muze velmi ovlivnit hodnoty antioxidac¢ni aktivity. Pfima
korelace mezi obsahem vitaminu C a TAS vSak nebyla prokazéna.
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Graf 1: Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity ovocnych ¢ajd

Tabulka 4: Stanoveni celkové antioxidacni kapacity extraktd bylinnych sypanych a bylinnych

porcovanych caju

TAS (mmol/l) duben 2007

TAS (mmol/l) duben 2007

Druh €aje R L ow
sypané ¢&aje porcované ¢aje
Medurika 13,182 + 0,292 10,223 + 0,188
Hefmanek 6,500 + 0,052 2,951 £ 0,047
MateFidouska 13,244 + 0,323 5,452 + 0,248
Sipek 5,886 + 0,260 4,971 + 0,074
Mata 11,044 + 0,139 5,05+0,118
Trezalka 15,931 + 0,272 10,904 + 0,598
Lipa 6,823 + 0,283 2,373 +0,120
Kopfiva 13,558 + 0,090 10,183 £ 0,335
Tymian 8,901 + 0,068 -
Jitrocel 10,655 £ 0,451 -
Divizna 8,115 + 0,231 -
Cerny bez 12,593 + 0,218 -
Jablec€nik 6,865 + 0,155 -
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Graf 2: Porovnani celkové antioxidacni aktivity bylinnych sypanych a bylinnych porcovanych
Caju

Celkovéa antioxidacni aktivita byla stanovena u tfinacti bylinnych sypanych €ajd a osmi
porcovanych bylinnych €aju stejného typu. V tabulce 4 lze pozorovat, Zze nejvysSi hodnoty
TAS vykazovaly extrakty z tfezalky, kopfivy, meduriky a matefidousky. NejvysSi hodnoty
TAS u jmenovanych bylin odpovidaji hodnotam jak u sypanych, tak u porcovanych ¢aja.
Trezalka a medurika se rovnéz projevuji velmi vysokymi hodnotami celkovych polyfenold,
TAS vykazovaly vtomto testu lipa, hefmanek a Sipek, coZz odpovida také velmi nizkym
hodnotam polyfenoll a flavonoidd stanovenych v extraktech téchto tfech ¢aju. Jednim z cila
této studie je porovnani aktivnich latek v sypanych €ajich a v porcovanych ¢ajich. Z grafu 2
je mozno vypozorovat, Ze vSechny sypané Caje vykazovaly jednoznacné vy3Si antioxidacni
aktivitu nez Caje porcované téhoz druhu. Tento rozdil TAS muZze byt zpusoben tim,
Ze porcované Caje jsou rozdrceny na mensi ¢asti a ¢aj ma vétsi plochu pro styk se
vzduchem a muZe dochazet k rychlejSi oxidaci. Tato mysSlenka je v rozporu s nékterymi
vyzkumy, které pfisuzuji vySSi antioxida¢ni aktivitu porcovanym ¢ajum se zdlvodnénim,
Ze porcované Caje s menSimi ¢asteCkami maji vétsi plochu styku s vodou a po zaliti dochazi
k rychlejSi extrakci aktivnich latek.

Ze srovnani antioxidac€ni aktivity ovocnych €aju s €aji bylinnymi je patrné, Ze bylinné ¢aje
nékolikanasobné pfevaZzuji svymi hodnotami nad ¢&aji ovocnymi, navic hodnoty TAS
u bylinnych €ajd jsou zna¢né rozdilné podle typu byliny. Je to pravdépodobné zplsobeno
tim, Ze u bylin obsahuje kazda matrice fadu rznych chemicky odliSnych latek a druhové
zavislou distribuci antioxidantl, kdezto vSechny ovocné Caje maji velmi podobny zaklad
Cajové smési (jablko, Sipek, ibiSek). Tato smés v3ak neobsahuje tolik u¢innych latek jako
¢aje bylinné.
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6.1.2 Stanoveni celkovych polyfenol G

Stanoveni celkovych polyfenoltd bylo provedeno pomoci Folin-Ciocalteuovy metody.
Detekce byla provedena spektrofotometricky a vypocet celkového obsahu polyfenolt byl
proveden s pouZzitim Kkalibrani zavislosti standardu kyseliny gallové (viz pfiloha €. 1).
Regresni rovnice pro vypocet celkové koncentrace polyfenolt byla y = 1,7042x + 0,0976.
Vysledky jsou vypocteny jako pramérna hodnota ze tfi opakovanych méfeni kazdého
extraktu a stejné tak smérodatna odchylka je vypoctena z téchto tfi méfeni.

Tabulka 5: Celkovy obsah polyfenold v ovocnych ¢ajich

. . Koncentrace polyfenol G
Druh
th caje brezen 2007 (mg/q)
Cerny rybiz 8,778 + 0,243
Citrén 12,866 + 0,119
Pomerané 6,488 + 0,242
Borlvka 7,022 + 0,050
Jablko-London 19,541 +0,168
Hruska 11,418 + 0,387
Jablko-Lahoda 14,365 +0,088
Visen 10,208 + 0,720
Ovocna smés 8,855 + 0,215
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Graf 3: Stanoveni obsahu celkovych polyfenold v ovocnych &ajich
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V tabulce 5 a grafu 3 je mozné vidét, Ze nejvysSi obsah polyfenold u ovocnych &aji byl
nameéfen u obou jable¢nych €aju a citronu. Vysoky obsah polyfenolt v jable¢nych &ajich je
pravdépodobné zpusoben vysokym obsahem jable¢né duziny. U €aje Jablko — Lahoda je
soucasti smési az 77% jable¢né duziny. U Caje Jablko — London je deklarovan obsah 29%

sy s

obsah polyfenold byl naméfen v €aji z pomerance.

Tabulka 6: Celkovy obsah polyfenold v bylinnych sypanych ¢ajich a bylinnych porcovanych

Cajich
Koncentrace polyfenol Koncentrace polyfenol
Druh ¢&aje bfezen 2007 (mg/g) bfezen 2007 (mg/g)

sypané €aje porcované ¢aje
Medurika 103,642 + 1,383 48,737 £ 0,791
Hefmanek 2,542 + 0,286 5,213 +0,487
MatefidouSka 52,079+1,174 23,921 £ 0,292
Sipek 9,012 + 0,105 18,731 £ 0,219
Mata 32,429 + 1,615 24,083 £ 0,447
Trezalka 52,939 + 0,875 52,114 + 1,047
Lipa 9,080 + 0,221 2,784 + 0,169
Kopfiva 7,996 + 0,186 19,058 + 0,877
Tymian 40,229 + 1,096 -
Jitrocel 10,202 £1,621 -
Divizna 1,748 £ 0,241 -
Cerny bez 26,472 + 1,979 -
Jableénik 9,237 + 1,464 -

V extraktech ovocnych a bylinnych ¢aji byly zjiStény koncentrace polyfenold ve velmi
Sirokém rozsahu. Hodnoty celkovych polyfenold se pohybovaly v rozmezi od 1,748 mg/g az

do 103,642 mg/g.

Z tabulky 6 a grafu 4 je patrné, Ze nejvySSi obsah polyfenolt u bylinnych porcovanych

x v s

v extraktech z lipy a hefméanku. Nejvyssi obsah polyfenolu v sypanych bylinnych &ajich byl
nameéfen opét v extraktech z medunky a tfezalky. Velmi vysoky obsah polyfenoll byl také
naméfen v extraktech z matefidousky, tymianu a maty. Medurika v tomto testu projevuje
velmi vyjimecné vlastnosti, co se tyka obsahu celkovych polyfenol. Nékteré byliny prevySuje
vice nez padesatinasobné.
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Graf 4: Porovnani obsahu celkovych polyfenold v bylinnych sypanych a bylinnych
porcovanych ¢ajich

V grafu 4 je znazornéno porovnani polyfenoll v porcovanych a sypanych ¢ajich. Je zde
vidét, Ze ve vétSiné pfipadul, s vyjimkou hefmanku, Sipku a kopfivy, byl naméfen vyrazné
vySSi obsah polyfenoll v sypanych ¢ajich. Z toho Ize usuzovat, Ze obal porcované formy
pravdépodobné pusobi jako filtr nebo sorbent, ktery zadrzi ¢ast aktivnich latek danych &aja.
DalSim divodem menSiho obsahu polyfenolickych latek v extraktech z porcovanych ¢ajl
muZe byt vétSi plocha listd, protoZe jsou nadrceny na menSi ¢astecky a tim mize dochéazet
k rychlejSi oxidaci polyfenoll a ztraté antioxida¢nich ucéinku béhem skladovani ¢aje. Tato
mySlenka si ale odporuje s teorii uvedenou v kapitole 3.3.5 o flavonoidech, kde je z divodu
vétsi extrakéni plochy Caje oCekavan vétsi obsah vyextrahovanych polyfenolickych latek.
Dlvodem vykyvd muze byt jednak ponékud omezena citlivost pouzité metody, ale rovnéz
odliSna chemickd povaha aktivnich sloZzek pfitomnych v extraktech pfipravenych
z rozdilnych bylin. Polyfenoly v rostlinach mohou byt velice rozdilné rozloZzeny a nékdy
mohou byt pfitomny ve velice vysokych nebo naopak velice nizkych koncentracich.

Podle literatury [42] maji rizné fenolické slou€eniny rizné odezvy v tomto testu. Molarni
odezva této metody je pfiblizné amérna k poctu fenolovych hydroxylovych skupin v daném
substréatu, ale redukujici kapacita se zvétSuje, pokud jsou dvé fenolové hydroxylové skupiny
v poloze ortho nebo para. Tyto strukturni vlastnosti fenolickych slou€enin jsou uddajné
zodpovédné za antioxidacni aktivitu a méfeni polyfenolld v nalevech muze byt spojeno
s jejich celkovymi antioxida¢nimi vlastnostmi.

U bylinnych porcovanych €aju byla prokazana pfimé korelace mezi obsahem polyfenolt
a hodotami celkové antioxidacni aktivity (r = 0,928). U €aji ovocnych a bylinnych sypanych
vSak nebyla prokadzana korelace mezi celkovym polyfenoly a TAS, takZe na celkové hodnoté
antioxida¢ni aktivity se zifejmé podileji vyznamné i jiné nez fenolické latky.
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6.1.3 Stanoveni celkovych flavonoid

a

Stanoveni celkovych flavonoidl bylo provedeno pomoci orientacni metody s hlinitou soli
(viz kap. 5.2.4). Detekce byla provedena spektrofotometricky a vypocet celkového obsahu
flavonoidd byl proveden podle kalibrani zavislosti standardu katechinu (viz pfiloha &. 2).
Regresni rovnice pro vypocet koncentrace flavonoidd byla y = 3,5855x + 0,0807. Vysledky

jsou vypocteny jako pramérnd hodnota ze tfi opakovanych méreni kazdého extraktu.

Tabulka 7 : Celkovy obsah flavonoidd v ovocnych cajich

Druh &aje Koncentrace flavonoid
bfezen 2007 (mg/g)
Cerny rybiz 1,982 + 0,034
Citron 2,782 £ 0,147
Pomerané 0,372 £ 0,023
Borlvka 1,838 +£ 0,185
Jablko-London 4,558 + 0,363
Hruska 0,936 + 0,043
Jablko-Lahoda 1,759 £ 0,137
Visen 1,028 £ 0,144
Ovocna smés 1,699 + 0,105
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Graf 5: Stanoveni obsahu celkovych flavonoidd v ovocnych ¢ajich
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NejvyznamnéjSi vliv na zdravi Clovéka maji flavonoidy diky svym antioxida¢nim
a chelataCnim schopnostem. Prednosti jejich antioxidanich vlastnosti je inhibice tvorby
a oxidace LDL, ¢imz se projevuje jejich kardioprotektivni efekt. Ochranna role flavonoidl
v lidské stravé byla také hlavnim cilem Fady vyzkumnych studii [44]. Napfiklad, vysoky pfijem
myokardu u starSich muzu [44].

U stanoveni obsahu celkovych flavonoidd vykazovaly nejvysSi hodnoty ovocné Caje
z pomerance a hrusky. U €aje Jablko-London byla prokazana nejvySSi hodnota flavonoidu
arovnéz vykazoval nejvysSi hodnoty vtestu pro stanoveni celkovych polyfenol(. Byla
prokazana korelace mezi obsahem flavonoidl a polyfenol( v ovocnych €ajich (r = 0,5796).

Tabulka 8: Celkovy obsah flavonoidd v bylinnych sypanych ¢ajich a bylinnych porcovanych
Cajich

Koncentrace flavonoid Koncentrace flavonoid G
Druh €aje bfezen 2007 (mg/g) bfezen 2007 (mg/qg)

sypané ¢&aje porcované c¢aje
Medurika 66,138 + 3,736 40,689 + 0,984
Hefmanek 4,213 + 0,038 1,976 £ 0,120
MatefidouSka 39,663 + 1,543 15,657 £ 0,274
Sipek 5,154 + 0,119 5,194 + 0,096
Mata 26,908 + 0,495 14,995 £ 0,677
Trezalka 23,875 + 1,227 26,034 +£ 0,195
Lipa 12,272 £0,719 2,297 £ 0,136
Kopfiva 10,160 £ 0,517 13,743 £0,317
Tymian 32,403 +1,78 -
Jitrocel 11,485 + 0,900 -
Divizna 0,430 + 0,080 -
Cerny bez 23,630 + 0,090 -
Jable¢nik 13,009 £+ 0,492 -

Pfi stanoveni celkovych flavonoidd v bylinnych sypanych &ajich byl naméfen nejvyssi
obsah téchto latek v extraktu z medurky (66,138 + 3,736). Z celého testu pro stanoveni
celkovych flanonoidd byla medunka nejucinnéjSi ze vSech testovanych caji. Také caje
z matefidousky, maty a tymianu vykazovaly vysoké hodnoty flavonoida.

NejnizSi hodnoty celkovych flanonoidd byly naméfeny v Cajich z lipy, hefméanku
a divizny, coZ odpovida rovnéz velmi nizkym hodnotadm namérenych v testech pro stanoveni
celkové antioxidacni aktivity a stanoveni celkovych plyfenold. Rovnéz Sipek vykazoval velmi
nizké hodnoty obsahu celkovych flavonoidd (5,154 + 0,119). Nizky obsah téchto aktivnich
latek mohl zapficinit také celkové velmi nizké hladiny flavonoidd v ovocnych &ajich, jichz je
Sipek vyznamnou sloZkou.

V grafu 6 je znazornéno porovnani bylinnych sypanych a bylinnych porcovanych &aji.
Témeér ve vSech pfipadech byl vysSi obsah flavonoidd v sypanych €ajich. U medunky byl
obsah flavonoidli v sypanych &ajich vySSi o 38% neZ v €ajich porcovanych. Vyjimkou byly
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Caje ztfezalky a kopfivy, kde byl prokazan ponékud vySSi obsah flavonoidi u porcovanych

¢aju.
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Graf 6: Porovnani obsahu celkovych flavonoidd v bylinnych sypanych a bylinnych

porcovanych ¢ajich
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Graf 7: Porovnani obsahu celkovych polyfenold a flavonoidd v ovocnych ¢ajich
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Graf 8: Porovnani obsahu celkovych polyfenold a flavonoidd v bylinnych porcovanych ¢ajich

V grafech 7 a 8 je uvedeno porovnani obsahu polyfenld a flavonoidd v ovocnych €ajich
a bylinnych porcovanych &ajich. Z téchto grafl vyplyva jaky obsah z celkovych polyfenolt
zastavaji v jednotlivych ¢&ajich flavonoidy. U ovocnych ¢€aju je to menSi &ast, nejvyssi
procento tvofi flavonoidy v €aji Jablko-London (23%). U bylinnych &aju flavonoidy tvofi
mnohem vétSi procento ucinnych polyfenolickych latek. U meduriky je to az 83%, vykazuje
ve vSech testech velmi vysoké hodnoty jak celkovych polyfenolt a flavonoidd, tak celkové
antioxida¢ni aktivity. Byla prokazana rovnéz pfima korelace mezi obsahem celkovych
polyfenoll a flavonoid u porcovanych &aju (r = 0,839) a u ovocnych ¢aja (r = 0,5796).
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6.1.4 HPLC analyza flavonoid 0

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu vzorkd c¢aje byla pouzita HPLC metoda
(viz kap. 5.2.5). Pro analyzu byly pouzity vodné extrakty ¢ajl, kdy bud jedena porce nebo
jedna lzicka u sypanych ¢aju byla zalita 100 ml horké vody. Stanovovany byly latky
flavonoidniho typu. Obsahy aktivnich latek byly ode&teny z kalibranich zavislosti, které byly
sestrojeny za pouziti pfislusnych standardu. Ze standardu katechind byl méfen (-)-katechin,
epikatechin, epikatechin gallat a z ostatnich flavonoidud rutin, morin, quercetin, kaempferol,
luteolin a myricetin (tabulka 9, pfilohy 3,4,5,6,7,8).

VSechny vzorky byly proméreny tfikrat a z namérenych hodnot byla vypocétena primeérna
hodnota a smérodatna odchylka. Byl stanoven obsah jednotlivych flavonoidnich latek a také
porovnan obsah téchto latek v porcovanych a sypanych &ajich.

Tabulka 9: Kalibraéni zavislosti pouzitych standardd

Standard Regresni rovnice Regresni koeficient
Katechin y (mV.s) = 40376x (mg/ml) R® = 0,9936
Epikatechin y (mV.s) = 55044x (mg/ml) R?= 0,992
Epikatechin gallat y (mV.s) = 201533x (mg/ml) | R*=1

Rutin y (mV.s) = 115416x (mg/ml) | R? = 0,9909
Morin y (mV.s) = 149312x (mg/ml) | R*=0,9923
Quercetin y (mV.s) = 297508x (mg/ml) | R* = 0,9959
Kaempferol y (mV.s) = 465209x (mg/ml) | R* = 0,9866
Myricetin y (mV.s) = 417595x (mg/ml) | R® = 0,9993
Luteolin y (mV.s) = 216431x (mg/ml) | R? = 0,995

Tabulka 10: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v ovocnych ¢ajich

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh éaje katechinu epikatechinu epikatechin gallatu
duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg)
Cerny rybiz 1,913+0,123 10,044 £ 0,592 1,421 +0,187
Citrén 8,356 + 0,195 13,956 £ 0,764 2,703 + 0,290
Pomeran¢ 6,081 + 0,682 - 1,822 +0,114
Borlvka 6,208 + 0,069 10,934 £ 0,893 1,164 £ 0,058
Jablko-London 4,808 + 0,492 - 0,761 £ 0,040
Hruska 4,164 + 0,816 - 0,385 + 0,062
Jablko-Lahoda 5,606 + 0,228 3,720 + 0,230 0,406 + 0,031
Visen 7,621 +£1,218 - 4,112 + 0,363
Ovocné smeés 6,813 +0,176 3,488 + 0,251 1,099 £+ 0,029
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Graf 9: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v ovocnych ¢ajich

Katechin byl detekovan ve vSech analyzovanych vzorcich vrozsahu 1,541 mg/g
(divizna) az 32,024 mg/g (tfezalka). Téméf ve v3ech testovanych souborech katechin
vyrazné prevySoval obsah ostatnich analyzovanych latek katechinového typu. Vysoka
koncentrace katechinu v ovocném ¢aji Citron odpovida vSem predchozim testim
pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity, celkovych polyfenolt a flavonoidud, kde Citron
vykazoval nejvySsi hodnoty ucinnych latek z ovocnych €aja.

Epikatechin nebyl zjistén ve vSech extraktech ovocnych &ajl, ale zajimavym poznatkem
je, Zze byl analyzovan v relativné vysokych hodnotach v ovocnych €ajich od jednoho vyrobce
(Cerny rybiz, citron, bortivka a ovocna smés). Od ostatnich pouzitych ovocnych &aju se lisi
ve sloZeni tim, Ze v8echny jmenované Caje obsahuji plody jefabiny, trnky a ¢erného bezu.
PFitomnost téchto suSenych plodd mohla zapficinit zvySeny obsah epikatechinu.

Epikatechin gallat byl analyzovan ve v3ech ovocnych ¢&ajich. Koncentrace této latky
vSak byla relativné nizk& pfi srovnani s obsahem ostatnich uc¢innych latek katechinového
typu.

VSechny tfi analyzované derivaty katechinu byly stanoveny opét pouze v €ajich
od jednoho vyrobce (Cerny rybiz, citrén, borlvka a ovocna smés) a také v cCaji
Jablko-Lahoda.
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Tabulka 11: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych porcovanych

Cajich
Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh €aje katechinu epikatechinu epikatechin gallatu
duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g)
Medunka 7,583 £ 0,243 3,749 + 0,090 1,388 +£ 0,039
Lipa 5,919 + 0,286 0,854 + 0,037 0,248 £ 0,018
Hefmanek 1,740 £ 0,058 2,823 +£0,167 0,239 + 0,005
Mata 7,850 +£ 0,108 4,164 + 0,273 0,900 £+ 0,075
Sipek 6,127 £ 0,122 - -
Trezalka 32,024 +0,471 5,816 + 0,324 0,662 + 0,064
Materidouska 7,102 £ 0,016 2,129 £ 0,090 1,697 + 0,077
Kopfiva 16,255 + 0,142 2,870 +£0,232 -
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Graf 10: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych porcovanych ¢ajich

Obsah katechinu v bylinnych porcovanych ¢&ajich nijak vyrazné neprevySoval
koncentrace stanovené v €ajich ovocnych. Vyjimkou je pouze tfezalka, kterd vykazuje
nejvysSi hodnotu obsahu katechinu ze vSech vzork( (32,024 + 0,471). Epikatechin byl
naméfen téméF ve vSech porcovanych €ajich kromé kopfivy a Sipku. Z nepfitomnosti
epikatechinu v Sipku muzeme odvodit poznatek, Ze zvySené koncentrace epikatechinu
v ovocnych €ajich jsou zapfi€inény jinymi slozkami nez Sipkem, jablkem a ibiSkem.
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Tabulka 12: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych sypanych

Cajich
Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh €aje katechinu epikatechinu epikatechin gallatu
duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g)

Medurika 24,120 +0,124 39,957 + 1,491 13,934 £ 0,577
Hefmanek 4,988 + 0,407 4,236 +£0,171 1,452 £ 0,045
MatefidouSka 18,166 + 0,261 20,396 £ 0,798 4,237 £ 0,145
Sipek 2,069 + 0,098 - -

Mata 14,581 £ 0,743 3,161 + 0,061 5,743 + 0,456
Trezalka 6,649 + 0,158 1,265 £ 0,047 1,661 + 0,081
Lipa 7,038 + 0,644 2,309 £ 0,125 -

Tymian 9,465 + 0,025 6,036 + 0,281 -

Jitrocel 4,417 £ 0,123 2,758 £ 0,152 -

Divizna 1,541 +£ 0,018 2,228 + 0,066 -

Cerny bez 10,387 £ 0,696 3,983+0,172 -
Kopfiva 8,966 + 0,010 1,212 £ 0,049 -
Jable¢nik 3,201 + 0,132 5,443 + 0,149 -
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Graf 11: Obsah katechinu, epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych sypanych ¢&ajich
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V grafu 11 jsou znazornény obsahy jednotlivych analyzovanych latek katechinového

typu.

Katechin byl stanoven ve vSech vzorcich bylinnych sypanych ¢aja. ZvySené

koncentrace katechinu byly pfitomny v extraktech z meduriky, matefidousky a maty.
Epikatechin byl naméfen ve vSech bylinach kromé Sipku, ¢imZ je potvrzeno zdlvodnéni
uvedené vySe, o pri¢iné pfitomnosti epikatechinu v urCitych ovocnych ¢&ajich. Vyrazné
zastoupeni ma epikatechin v medufice a metfidouSce. Medurika vykazovala ve v3ech
predchozich testech vyrazné hodnoty, které mohly byt podpofeny pfitomnosti vSech tfi
stanovovanych katechind.

Tabulka 13: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v ovocnych ¢ajich

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh €aje rutinu morinu quercetinu
duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g)
Cerny rybiz 3,728 +0,273 0,075 + 0,020 0,013 + 0,000
Citrén 7,795 + 0,555 2,198 + 0,189 -
Pomerané 5,054 + 0,506 - 0,043 + 0,004
Borlvka 4,478 + 0,263 0,038 + 0,002 0,034 + 0,006
Jablko-London 3,612 + 0,206 0,212 + 0,008 0,076 + 0,011
Hruska 2,585 + 0,484 0,216 + 0,002 0,054 + 0,001
Jablko-Lahoda 3,163 +0,018 0,243 + 0,003 0,104 + 0,008
Visen 6,296 + 0,136 0,194 + 0,008 0,057 £ 0,003
Ovocna smés 1,950 + 0,155 0,479 + 0,036 0,103 + 0,004
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Graf 12: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v ovocnych ¢ajich
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Ve v8ech C&ajich byly analyzovany kromé latek katechinového typu i dalSi flavonoidy.
Rutin byl stanoven ve v3ech vzorcich. V ovocnych €ajich byl rutin pfitomen v mnohonasobné
vysSich koncentracich nez morin a quercetin. NejvétSi hladina rutinu byla stanovena
v citrébnovém c¢aji. Vysoky obsah rutinu a rovnéz katechinu a epikatechinu v ovocnych &ajich

Obsah morinu byl vyrazny pouze u citronového Caje (2,198 + 0,189) a obsahy
quercetinu byly v porovnani s rutinem téméf zanedbatelné, coZ je zfejmé& zplsobeno

prevazujici pfitomnosti quercetinu v glykosidické formé, tedy jako vazany ve forné rutinu.

Tabulka 14: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v bylinnych porcovanych &ajich

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh €aje rutinu morinu quercetinu
duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g) duben 2007 (mg/g)
Medurka 0,813 £0,031 4,022 +1,721 1,166 + 0,042
Lipa 5,207 £ 0,224 0,247 £1,715 0,249 £ 0,014
Hefmének 0,882 +£0,128 4,410+0,177 0,450 + 0,009
Mata 8,827 £ 0,479 2,438 £ 0,075 0,520 £ 0,022
Sipek 3,515 £ 0,324 0,126 £ 0,015 0,063 = 0,008
Trezalka 17,560 + 1,524 1,836 + 0,226 -
MatefidouSka 5,578 £ 0,542 8,428 + 0,356 0,491 £ 0,046
Kopfiva 23,047 £1,510 - -
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Graf 13: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v bylinnych porcovanych &ajich
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Tabulka 15: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v bylinnych sypanych ¢ajich

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh ¢&aje rutinu morinu quercetinu
duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg)
Medurika 1,308 £ 0,074 - 1,140 £ 0,064
Hefmének 0,739 + 0,091 2,584 +£ 0,072 0,320 + 0,052
MatefidouSka 1,988 £ 0,291 6,475 = 0,350 0,159 + 0,025
Sipek 0,404 + 0,026 - 0,012 + 0,006
Mata 2,469 + 0,244 1,992 £ 0,230 0,375 + 0,029
Trezalka 1,520 £ 0,035 0,264 + 0,006 0,021 + 0,003
Lipa 1,178 £ 0,103 0,270 + 0,006 0,120 + 0,011
Tymian 2,104 + 0,185 1,318 £ 0,011 0,409 + 0,036
Jitrocel 7,323 + 0,332 0,790 + 0,066 0,085 + 0,006
Divizna 1,257 £ 0,136 0,171 + 0,006 0,084 + 0,002
Cerny bez 22,625 + 1,075 . 0,058 + 0,001
Kopfiva 6,720 + 0,489 - -
Jableénik 1,062 £ 0,017 - 0,110 + 0,002
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Graf 14: Obsah rutinu, morinu a quercetinu v bylinnych sypanych ¢ajich

V grafu 13 a 14 jsou velmi nazorné vidét obsahy rutinu, morinu a quercetinu. U bylinnych
porcovanych €aji byl analyzovan nejvySSi obsah rutinu v kopfivovém ¢aji (23,047 + 1,510)
a v tfezalkovém ¢aji. U bylinnych sypanych ¢€aju byl jednozna¢né nejvySSi obsah rutinu
stanoven v Caji z ¢erného bezu (22,625 + 1,075). Vysoky obsah rutinu v ¢erném bezu byl

rovnéz predpokladan v teorii u vedené v kap. 3.2.2 o bylinach. ZvySena hladina rutinu bude
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zfejmé pficinou relativné vysokych hodnot TAS, clekovych polyfenolu a flavonoidd u €erného
bezu v porovnani s ostatnimi kvétovymi &aji, jako je napfiklad lipa nebo hefméanek.

Vyraznéjsi obsah morinu byl stanoven pouze ve dvou bylinAch a to matefidouSce
a hermanku. U obou téchto bylin pfevaZzuje obsah morinu nad obsahem rutinu, jak
u bylinnych porcovanych €aja, tak i u bylinnych sypanych €aja.

ZvySeny obsah quercetinu byl zaznamenan rovnéz pouze u dvou €aju a to meduriky
a maty, jinak jsou koncentrace gercetinu u ostatnich bylin velmi nizké. | u bylinnych ¢aju tedy
prevazuje spiSe glykosidicky vazana forma quercetinu — rutin, jen minimum quercetinu se
vyskytuje ve volné formé.

Tabulka 16: Obsah myricetinu, luteolinu a kaempferolu v bylinnych sypanych cajich

Koncentrace Koncentrace Koncentrace
Druh ¢&aje myricetinu luteolinu kaempferolu
duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg) duben 2007 (mg/qg)
Medunka - 0,096 + 0,001 -
Hefmének 0,017 £ 0,001 0,009 + 0,0003 0,054 + 0,001
MatefidouSka 0,028 + 0,001 0,023 + 0,001 -
Mata - 0,007 + 00,0002 0,064 + 0,001
Trezalka 0,003 + 0,001 0,158 + 0,002 -

Myricetin, luteolin a kaempferol byl detekovan ve velmi nizkych koncentracich, a to
pouze u péti druht sypanych ¢aju. Koncentrace jsou uvedeny v tabulce 16.

Souhrnné lze konstatovat, Ze ve vSech analyzovanych vzorcich ovocnych i bylinnych
¢aju byl stanoven katechin a rutin. Katechin se vyskytoval v nejvy$Sich koncentracich
u bylinnych sypanych €aji. Obsah epikatechinu byl analyzovan v nevyznamnéjSim mnozstvi
v Cajich ovocnych a epikatechin gallat byl stanoven pouze v nékterych &ajich, a to ve velmi
nizkych koncentracich.

Rutin se ve vysokych koncentracich vyskytoval zejména v bylinnych porcovanych &ajich.
U ¢€aju ovocnych vyrazné prevySoval ostatni latky nekatechinového typu. Morin a quercetin
byly stanoveny pouze v nékterych vzorcich a ve velmi malém mnoZstvi. V pfipadé quercetinu
se s nejvétSi pravdépodobnosti jedna o vyskyt v glykosidické formé, tedy vézany jako
aglykon glykosidického derivatu rutinu.

Pfi analyze vybranych flavonoidd metodou HPLC byla v rdmci screeningové studie
pouzita izokraticka eluce vzorku. Nevyhodou této metody muize byt pfitomnost smésnych
pikd a tim faleSné vySSi hodnoty koncentrace uréenych flavonoidd zahrnutim jinych latek,
které mohou byt rovnéz detekovany pfi dané vinové délce (zejména v pfipadé detekce v UV
oblasti).

Z tohoto davodu byla vybrana jedna bylina a v jejim extraktu bylo detailné analyzovano
sloZeni flavonoidd metodou kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.
Timto zplsobem mohly byt uréeny nejvyznamnéjsSi latky pfitomné ve vybraném ¢aji
a srovnano zastoupeni identifikované UV/VIS spektrofotometrii s pfesnéjSi formou detekce
zaloZenou na identifikaci latek podle poméru m/z.
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6.1.5 Stanoveni latek polyfenolického typu metodou LC-MS

Metoda on-line LC/MS byla pouZita pouze k analyze jednoho vybraného zastupce ¢aju,
a to za ucelem verifikace piku vyhodnocovanych RP/HPLC/UV-VIS a také za ucelem
srovnani vyuzitelnosti a vypovédni hodnoty, kterou uvedené dvé metody poskytuji. Podminky
chromatografické separace byly stejné pro spektrofotometrickou i hmotnostni detekci.
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze pomoci hmotnostni detekce s vyuZitim software
pro identifikaci latek podle individualnich m/z Ize ziskat podstatné detailngjsi kvalitativni
analyzu a po pfislusné kalibraci by rovnéz byla mozna kvantifikace. Metodu LC/MS vSak
nebylo mozné v Casovém Useku vymezeném pro diplomovou praci vyuzit ke kompletnimu
screeningu a kvantifikaci individualnich flavonoidu ve vSech typech analyzovanych &ajd.

Stanoveni polyfenolickych latek ve vodném extraktu méaty bylo provedeno
na hmotnostnim  spektrometru LCQ Advantage Max s elektrosprejovou ionizaci
a analyzatorem iontova past . Pfistroj byl optimalizovan na polyfenolickou slou€eninu
kyselinu chlorogenovou, jejiz kvazi-molekularni ion o m/z 353.5 byl stanoven v zaporném
modu.

Tabulka 17: P fehled latek analyzovanych v extraktu z maty

Analyzovand latka m/z

katechin, epikatechin 289
katechin gallat 441
rutin 609
morin, quercetin 301
fisetin 285
myricetin 317
theaflavin-3-gallat 715
kofein 195
kyselina sinapova 223
luteolin 285
kyselina rozmarynova 359

V tabulce 17 jsou uvedeny latky, které byly stanoveny metodou LC-MS v extraktu
Zz maty. Flavonoidni latky jako je katechin, epikatechin, rutin, morin, quercetin a luteolin byly
stanoveny v matovém extraktu rovnéz metodou HPLC se spektrofotometrickou detekci
(viz kap. 6.1.4), ziskané vysledky jsou tedy srovnatelné, pokud jde o zastoupeni pfevazné
vétSiny derivatd. Kvantitativni stanoveni metodou on-line LC/MS a néasledné srovnani
koncentraci analyzovanych flavonoid nebylo mozné provést, ponévadz hmotnostni detektor
nebyl dosud kalibrovan na pfislusné standardy. Ve vzorku se potvrdilo velké mnoZstvi
kyseliny rozmarynové, ktera by méla byt podle literatury v maté pfitomna (viz kap. 3.2.2
o bylinach) a rovnéz kofeinu. Podle pfedpokladd mél byt ve vzorku maty pfitomen menthol
— jedna z hlavnich obsahovych latek maty, nebyl vSak detekovan. Nepfitomnost mentholu Ize
vysvétlit velmi dlouhou dobou skladovéani ¢aje pred pfipravou extraktu pro LC/MS stanoveni
a také tim, Ze menthol je tékava latka, ktera mohla ze suSenych listd maty vyprchat.
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Kromé latek polyfenolického typu byly ve vzorku také analyzovany organické kyseliny,
jako je kyselina jable€nd a kyselina citrénova. Hmotnostni spektra vybranych analyzovanych
latek jsou uvedeny v pfilohach ¢€.12-17.

6.1.6 Stanoveni kyseliny L-askorbové

Kyselina askorbova byla stanovena pomoci metody HPLC (viz kap. 5.2.6). Pro analyzu
byly pouzity vybrané extrakty ovocnych &aju a Sipkového Caje, ktery je znamy vysokym
obsahem vitaminu C. Extrakty byly pfipraveny zalitim sackd 50 ml horké vody, ponechany 5
minut stat a prefiltrovany pres mikrofiltr. Jako standard byla pouzita kyselina L-askorbova
a byla naméfena a vypoctena kalibracni zavislost y = 142551x (viz pfiloha 11). Podle této
regresni rovnice byly vypocteny koncentrace kyseliny askorbové v jednotlivych €ajich a jsou
uvedeny v nésledujici tabulce a grafu. Kazdé stanoveni bylo provedeno tfikrdt a byla
vypodtena smérodatna odchylka méfeni.

Tabulka 18: Obsah kyseliny askorbové v ovocnych ¢ajich a Sipkovém caji

Druh éaje Koncentrace kyseliny askorbové (mg/ml)
Visen 5,575+ 0,149
Jablko —Lahoda 3,823+0,171
Cerny rybiz 9,730 + 0,452
Ovocna smeés 8,560 £+ 0,280
Hruska 4,769 +£0,114
Citréon 9,850 + 0,306
Pomeran¢ 9,718 £ 0,222
Jablko-London 8,932 +0,276
Borlivka 10,394 + 0,395
Sipek 9,380 + 0,150

Kyselina askorbova slouzi jako antioxidant k ochrané intracelularnich a extracelularnich
slozek bunky prfed poSkozenim volnymi radikaly. Kyselina askorbova zachytdva volné
radikaly a tvofi méné reaktivni askorbylové radikaly, které mohou byt bud redukovany
na kyselinu askorbovou nebo oxidovdny na dehydroaskorbovou kyselinu. Askorbova
kyselina prokdzala schopnosti ochrafiovat membrany a jiné hydrofobni &asti bunky
pfed poSkozenim napfiklad regeneraci antioxidantd jako je vitamin E [25].

NejvyznamnéjSi chemickou vlastnosti kyseliny L-askrbové je vratna oxidace na
dehydro-L-askorbovou kyselinu. Degradace kyseliny L-askorbové v vodném prostiedi zavisi
na mnoha faktorech jako je napfiklad pH, teplota, pfitomnost kysliku nebo kovu. Vitamin C je
velmi citlivy na teplo, v pfitomnosti kysliku a se zvySujici se teplotou stoupé pfimou umeérou
rychlost oxidace [25].
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Graf 15: Koncentrace kyseliny askorbové v jednotlivych ovocnych ¢ajich a Sipkovém caji

Dosud bylo vyvinuto a testovano mnoho analytickych metod pro stanoveni kyseliny
askorbové v potravinach, biologickych a farmaceutickych vzorcich. Chromatografické
stanoveni HPLC metodou je vhodné pro detekci kyseliny askorbové stejné tak jako
dehydroaskorbové. Tato metoda je u€inna pro separaci kyseliny askorbové od jejich
izomeru [25].

Z tabulky 18 a grafu 15 je vidét, Ze nejvySSi obsah kyseliny askorbové byl stanoven
% (':aji z borl‘]vky Vysoké obsahy vitaminu C byly také analyzovény % (':aji z Sipku, pomeranée
v Caji Jablko-Lahoda a Hruska. Tyto dva €aje jsou od stejného vyrobce a jako jediné dva
neobsahuji kvét ibiSku v Cajové smeési. Puavod vitaminu C mlzZe byt didvodem vykyvu
v hladiné vitaminu, muzZe zaleZzet na matrici, ze které se vitamin uvolfuje do vodného
roztoku. VSechny tfi zakladni slozky ovocnych ¢aju - jablko, ibiSek a Sipek jsou zdrojem
velkého mnoZstvi vitaminu C. Obsah tohoto vitaminu komponentach suSenych ovocnych
¢aju je pravdépodobné mnohem vysSi pfed zalitim ¢aje horkou vodou, protoZze kyselina
askorbova podléha velmi rychle degradaci teplem a pFitomnosti kysliku. Cim vy33i je teplota,
pfi které je nélev pfipravovan, tim rychleji by méla probihat degradace vitaminu C. Pfestoze
velka ¢ast vitaminu byla zni€ena zalitim horkou vodou, byl pfekvapivé analyzovan relativné
vysoky obsah vitaminu ve vSech ovocnych ¢Eajich i v Sipkovém ¢&aji. Tento faktor muze
ovlivnit i hodotu celkové antioxidacni aktivity.
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6.2 Vliv dlouhodobého uchovavani na obsah i €innych latek v €ajich

V néasledujici kapitole jsou uvedeny vysledky analyzy zmén analyzovanych biologicky
vyznamnych latek a parametr( v ¢ajich dlouhodobé uchovavanych v podminkach podobnych
b&Zznému skladovani v domécnosti. Slo o skladovani ve zcela stabilnich podminkéach,
v klimatizované mistnosti se stalou teplotou 20C, ve tmé a v podminkach stabilni relativni
vlhkosti. VSechna baleni ¢aju byla oteviena k analyze v dubnu 2007 a analyza byla
opakovana po 1 roce. PrestoZe baleni byla oteviena, byly vSechny sacky s bylinnymi
sypanymi Caji i krabi¢ky s porcovanymi fadné uzvieny a uchovany v uzaviené skfirce.
U zadného z ¢aju nebyl prekroena doba minimalni trvanlivosti. Zjména u sypanych
bylinnych €aju se s podobnym zpisobem uchovéavani Ize béZné v domacnostech setkat.

6.2.1 Vlivuchovavani ¢€aju na celkovou antioxida €ni aktivitu

Celkovéa antioxida¢ni aktivita byla stanovena pomoci soupravy Total Antioxidant Status
kit od firmy Randox. Mé&feni celkové antioxidacni aktivity bylo provedeno poprvé kratce
po zakoupeni ¢aju (duben 2007) a podruhé po 1 roce skladovani (viz vySe). VSechna méreni
byla provedena tfikrat a byla vypocltena smérodatna odchylka. Pokles hodnot celkové
antioxida¢ni aktivity byl znazornén v procentech, ¢&imZ Ize snadno porovnat stabilitu
jednotlivych &aju.

Tabulka 19: Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity extraktd ovocnych ¢ajd po jednom roce
skladovani

. Pokles TAS po roce
Druh €aje TAS (mmol/l) duben 2008 skladovani (%)
Cerny rybiz 2,995 + 0,060 33,060
Citrén 4,148 + 0,079 5,583
Pomeranc¢ 1,703 + 0,025 60,879
Borlivka 2,290 + 0,154 51,436
Jablko-London 2,995+0,116 36,493
HruSka 1,664 + 0,046 66,976
Jablko-Lahoda 2,329 £ 0,100 46,489
Visen 2,796 + 0,105 41,063
Ovocna smés 2,584 +£0,127 42,208

Z Udaju v tabulce 19 a v grafu 16 je vidét pokles hodnot TAS po ro¢nim skladovani
ovocnych ¢&aju pfi podminkach podobnych béznému skladovani (v suchu a temnu). Ve vSech
Cajich s vyjimkou citrénového byl pozorovan pokles aktivnich latek o vice nez 30%. Tento
pokles muze byt zpusoben slozenim Caje, protoze v matricich jako je jablko a Sipek se
pravdépodobné budou ucinné latky degradovat pomérné rychle. Zajimavé je srovnani dvou
jableénych ¢&aji - Jablko-London a Jablko-Lahoda. V €aji Jablko-London doSlo k menSimu
poklesu hodnoty TAS nez v druhém jableéném ¢&aji. Pfi¢inou mensiho poklesu je zfejmé nizsi
obsah jable¢né duziny (29%), kdezto u Caje Jablko-Lahoda je mnohem vy3Si procento
jable¢né duziny (77%). Z tohoto pfikladu Ize velice snadno odvodit vliv zastoupeni hlavnich
tfi obsahovych slozek ovocnych ¢aju (Sipek, jableéna duzina a ibiSek). Nejvyssi stabilitu
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(pokles pouze o 5,583%) vykazoval €aj citronovy, ktery obsahuje az 20% citrénové kury
arovnéz karu pomerancovou, ze kterych se pravdépodobné Gc¢inné latky neuvoliuji tak
rychle, neb obsahuji dalSi stabiliza¢ni latky.
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Graf 16: Pokles celkové antioxidacni aktivity v ovocnych ¢ajich po jednom roce skladovani

Tabulka 20: Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity extraktd bylinnych porcovanych &ajd
po jednom roce skladovani

. Pokles TAS po roce
Druh €aje TAS (mmol/l) duben 2008 skladovani (%)
Medurika 6,303 + 0,074 38,343
Hefméanek 0,778 + 0,046 73,640
MatefidouSka 3,132 + 0,082 42,556
Sipek 2,516 + 0,120 49,387
Mata 3,967 + 0,101 21,462
Trezalka 5,142 + 0,037 52,848
Lipa 1,263 + 0,068 46,773
Kopfiva 4,594 + 0,053 54,889

PFi stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity u bylinnych porcovanych €aju byl pozorovan
nejvétsi ubytek aktivnich latek u €aje z hefmanku, tfezalky a kopfivy. Tfezalkovy, kopfivovy
a medunkovy €aj vykazovaly pfi prvnim méfeni porcovanych &aji nejvyssi hodnoty TAS.
U tfezalky a kopfivy doslo k poklesu o vice neZ 50%, u meduriky to bylo o 38%. Z téchto
poznatku Ize odvodit, Ze kazda bylinnd matrice je jinak stabilni, coZz zavisi na typu a obsahu
zastoupenych latek. Nejvyssi stabilitu TAS vykazoval €aj z medunky a maty (pokles 21%).
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Graf 17: Pokles celkové antioxidacni aktivity v bylinnych porcovanych ¢ajich po jednom roce
skladovani

Tabulka 21: Stanoveni celkové antioxidacni aktivity extraktd bylinnych sypanych ¢ajd po
jednom roce skladovani

L. Pokles TAS po roce
Druh €aje TAS (mmol/l) duben 2008 skladovani (%)
Medurika 8,962 + 0,099 32,008
Hefmanek 1,075 + 0,054 83,456
MatefidouSka 6,820 + 0,036 48,507
Sipek 2,414 + 0,017 58,995
Mata 8,497 + 0,084 23,061
Trezalka 4,334 £ 0,103 72,791
Lipa 1,478 + 0,045 78,334
Kopfiva 3,132 £ 0,052 76,899
Tymian 5,233 +0,101 41,216
Jitrocel 2,102 + 0,013 80,275
Divizna 0,302 + 0,063 96,278
Cerny bez 4,492 + 0,182 64,329
Jable¢nik 2,085+ 0,101 69,634
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Graf 18: Pokles celkové antioxidacni aktivity v bylinnych sypanych c¢ajich po jednom roce
skladovani

V grafu 18 je vidét, Ze nejvySSi pokles aktivnich latek nastal po roce skladovani u ¢aju
z hefmanku, divizny a lipy. Toto je zajimavym poznatkem, jelikoZ vSechny jmenované Caje
jsou kvétové. V matrici kvétl se degradovaly antioxidaéni latky rychleji nez v listovych nebo
natovych matricich pouzitych u ostatnich bylinnych ¢aji. Nejstabiln&jSi bylinou z této skupiny
se ukazala byt opét mata (pokles TAS o 23%), stejné tak jako u ¢ajl porcovanych. Rovnéz
medurika vykazovala pomérné vysokou stabilitu (pokles o 32%).

NejstabilnéjSim ¢ajem z obou testovanych skupin (ovocnych a bylinnych ¢aju) se ukazal
byt €aj citronovy (pokles TAS o 5,5%) a nejméné stabilnim kvétovy €aj z divizny (pokles TAS
0 96%). Pfi hodnoceni vlivu dlouhodobého uchovavani na hodnotu TAS je tfeba mit
na paméti, Ze se jedna o skupinovy parametr, k jehoz hodnoté muaze pfispivat v komplexni
pfirodni matrici fada latek rizného typu; umozZzriuje vSak celkové posouzeni oxidaéni stability
jednotlivych extraktd.
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6.2.2 Vlivuchovavani €aju na obsah celkovych polyfenol G

Stanoveni celkovych polyfenold v prabéhu dlouhodobého uchovavani bylo provedeno
pomoci Folin-Ciocalteuovy metody (viz kap. 5.2.3). Vysledky jsou vypodéteny jako priimérna
hodnota ze tfi opakovanych méfeni kazdého extraktu. Pokles hodnot celkovych polefenolu
byl znazornén v procentech za G¢elem porovnani stability obsahu polyfenold u jednotlivych
¢aju.

Tabulka 22: Stanoveni celkovych polyfenold extraktd ovocnych caji po jednom roce

skladovani

. Pokles celkovych
L. Koncentrace polyfenol .
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) polyfenol G po roce
skladovani (%)
Cerny rybiz 8,347 + 0,062 4,914
Citrén 9,518 + 0,616 26,024
Pomeranc¢ 4,095 + 0,370 36,885
Borlvka 6,729 + 0,108 4,168
Jablko-London 12,737 £ 0,385 34,819
Hruska 4,803 + 0,031 57,929
Jablko-Lahoda 7,792 + 0,154 45,757
Visen 7,726 + 0,229 24,319
Ovocna smés 6,575 + 0,385 25,748

V grafu 19 je velmi znatelné vidét rozdil hladiny polyfenolt v ovocnych €ajich po roce
skladovani. NejvétSi pokles je zaznamenan u hruSkového Caje a jable¢nych €ajl London
a Lahoda. Tento vyznamny pokles polyfenold muize byt zpusoben vysokym obsahem
jable¢né duziny ve jmenovanych €ajich, kde pravdépodobné dochazi k rychlejsi degradaci
polyfenolickych latek. Ve shodé s poklesem celkové antioxidacni aktivity se projevily jako
nejstabilngjSi ovocné ¢aje z ¢erného rybizu, borlvky a citronu. Nejmensi stabilitou se stejné
tak jako u TAS projevila hruska. U téchto €aju jsou tedy polyfenolické latky pravdépodobné
jednim z hlavnich skupin pfispivajicich k antioxida¢ni aktivité extraktu.
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Graf 19: Pokles obsahu celkovych polyfenold v ovocnych &ajich po jednom roce skladovani

Tabulka 23: Stanoveni celkovych polyfenold extraktd bylinnych porcovanych ¢ajd po jednom
roce skladovani

. Pokles celkovych
.. Koncentrace polyfenol .
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) polyfenol G po roce
skladovani (%)
Medurika 47,997 + 0,246 1,517
Hefméanek 0,160 + 0,246 96,927
MatefidouSka 23,784 + 0,267 0,572
Sipek 8,019 +£0,112 57,188
Mata 20,845 + 0,801 13,447
Trezalka 49,396 + 1,746 5,216
Lipa 2,399 + 0,062 13,833
Kopfiva 13,553 + 0,246 28,886

Stanoveni celkovych polyfenoll v bylinnych procovanych &ajich po roce uchovavani
ukazalo, Ze ve vSech bylinach doSlo k poklesu polyfenold. Tento pokles je pohyboval
v rozmezi od 0,6% do 97%. K jednozna¢né nejvysSimu poklesu hodnot celkovych polyfenolt
doSlo u hefmankového ¢aje. Velky pokles polyfenoll se rovnéz projevil i u Sipkového ¢aje
(57%). Znacny pokles polyfenold u Sipkového ¢€aje muZe soouviset rovnéz s velkym
poklesem hladiny celkovych polyfenolt u téméfr vSech ovocnych &aju, kde je Sipek jednou
ze tfi z&kladnich sloZek. Jako nejstabilngjsi ¢aj byla v testu celkovych polyfenol stanovena
matefidousSka, u které hladina polyfenoll klesla pouze o 0,6%. Rovnéz extrakty z meduriky
a tZzezalky vykazovaly vysokou stabilitu, coZ souvisi s pomérné vysokym obsahem celkovych
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polyfenold v téchto €ajich (viz kap. 6.1.2) a mohlo by svédcit i pro pfitomnost dalSich
stabiliza¢nich latek .
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Graf 20: Pokles obsahu celkovych polyfenold v bylinnych porcovanych ¢ajich béhem
jednoho roku skladovani

Tabulka 24: Stanoveni celkovych polyfenold extraktd bylinnych sypanych ¢ajd po jednom
roce skladovani

. Pokles celkovych
.. Koncentrace polyfenol .
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) polyfenol u p,)o roce
skladovani (%)
Medurika 73,939 £ 0,342 28,659
Hefméanek 1,324 £ 0,744 47,956
MatefidouSka 45,024 + 3,081 13,548
Sipek 8,860 + 0,113 1,689
Mata 31,384 + 0,702 3,220
Trezalka 28,889 + 0,913 45,429
Lipa 8,956 + 0,353 1,365
Kopfiva 7,040 £0,116 11,949
Tymian 38,655 + 0,911 3,912
Jitrocel 8,391 + 0,886 17,753
Divizna 0,727 + 0,092 58,427
Cerny bez 25,696 + 1,320 2,929
Jable¢nik 8,274 + 0,193 10,426
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Graf 21: Pokles obsahu celkovych polyfenold v bylinnych sypanych c¢ajich béhem jednoho
roku skladovani

PFi stanoveni obsahu celkovych polyfenolt po jednom roce skladovani se projevily jako
nejméneé stabilni kvétové Caje. K nejvétSimu poklesu polyfenolt doslo v divizné a hefmanku.
Rovnéz u tfezalky byl zaznamenan velmi velky pokles téchto antioxidacnich latek. Zajimavé
je to, Zze u bylinnych porcovanych €aji se tfezalka projevovala jako jeden z nejstabilngjSich
¢aju, zatimco u sypanych bylin patfi mezi tfi nejméné stabilni.

Obecné bylo prokazano, Ze k nejvétSimu ubytku polyfenolickych latek doslo u ¢aju
ovocnych a u bylinnych kvétovych €aju. Podobné vysledky byly zjistény i u hodnot TAS.
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6.2.3 Vlivuchovavani €aju na obsah celkovych flavonoid U

Stanoveni celkovych flavonoidd v pribéhu uchovavani bylo provedeno pomoci
orientaéni metody s hlinitou soli (viz kap. 5.2.4). Vysledky jsou vypocteny jako primérna
hodnota ze tfi opakovanych méfeni kazdého extraktu, pokles hodnot celkovych flavonoidu
byl znazornén rovnéz v procentech.

Tabulka 25: Stanoveni celkovych flavonoidd extraktd ovocnych ¢&aji po jednom roce
skladovani

. Pokles celkovych
. . Koncentrace flavonoid G L
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) flavonoid 0 po roce
skladovani (%)
Cerny rybiz 1,919 + 0,090 3,151
Citrén 1,843+0,111 33,755
Pomeran¢ 0,330 +£0,014 11,194
Borlivka 1,718 £ 0,069 6,543
Jablko-London 3,508 + 0,055 23,036
HrusSka 0,795 £ 0,062 15,069
Jablko-Lahoda 1,732 £ 0,056 1,577
Visen 0,821 £ 0,032 20,062
Ovocna smés 1,475 + 0,007 13,182

V grafu 22 je velmi nazorné vidét, ze pfi analyze obsahu celkovych flavonoidd
po jednom roce skladovani doSlo k velmi nizkému poklesu téchto hodnot. K nejvySSimu
poklesu flavonoidd doSlo u ¢aju Jablko-London a ¢&aj Citron. U ovocnych ¢ajli nedoslo
k poklesu flavonoidd o vice nez 34%, u vétSiny €aju ubytek nepfevySoval 15% puavodniho
obsahu flavonoidd. Flavonoidni latky zastavaji u ovocnych &aju malé procento z latek
polyfenolického charakterua ze srovnani zmén v rpub&hu uchovavani lIze usoudit,
Ze v ovocnych &ajich degraduji hlavné takové polyfenolické latky, které nejsou flavonoidniho
typu. Vysokou stabilitu proti degradaci flavonoidd prokazal zejména &aj rybizovy, borivkovy
a €aj Jablko-Lahoda.
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Graf 22: Pokles obsahu celkovych flavonoidd v ovocnych cajich béhem jednoho roku
skladovani

Tabulka 26: Stanoveni celkovych flavonoidd extraktd bylinnych porcovanych ¢ajd po jednom
roce skladovani

. Pokles celkovych
. . Koncentrace flavonoid G L
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) flavonoid 0 po roce
skladovani (%)
Medunka 39,583 £ 0,125 2,717
Hefmanek 1,051 £ 0,000 46,816
MatefidouSka 15,031 £ 0,056 3,998
Sipek 3,657 + 0,023 29,595
Mata 14,030 £ 0,157 6,437
Trezalka 6,074 £ 0,046 76,669
Lipa 1,994 + 0,019 13,158
Kopfiva 7,637 + 0,000 44,426

RovnéZz u bylinnych procovanych ¢&aju bylo provedeno opétovné méfeni obsahu
flavonoidd po roce. Zajimaveé je, ze u vétSiny ¢aju rovnéz nedoSlo k nijak vyraznému poklesu
obsahu flavonoidl po roce skladovani, podobné jako u ovocnych €aju. Vyjimkou je pouze &aj
z trezalky, kde doslo k poklesu flavonoidll o 77%. Tento jev je pravdépodobné zpusoben
typem flavonoidd pfitomnych v €aji z tfezalky, které podléhaji rychlejSi oxidaci. Z hodnot
v tabulce 36 Ize pozorovat, Ze v tfezalkovému Caji doSlo po roce k vyraznému poklesu rutinu,
coz muze mit podil na vyznamném poklesu celkovych flavonoidid. Jako velmi stabilni Eaje se
stejné tak jako u polyfenoll projevily matefidouSka a medunika.
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Graf 23: Pokles obsahu celkovych flavonoidd v bylinnych porcovanych cajich béhem
jednoho roku skladovani

Tabulka 27: Stanoveni celkovych flavonoidd extraktd bylinnych sypanych éajd po jednom
roce skladovani

. Pokles celkovych
. . Koncentrace flavonoid G L
Druh €aje bfezen 2008 (mg/g) flavonoid 0 po roce
skladovani (%)
Medurika 62,560 + 0,894 5,410
Hefmének 0,055 + 0,012 98,694
Matefidouska 38,454 £ 0,293 3,049
Sipek 3,301 +0,418 35,945
Mata 25,933 +£0,192 3,624
Trezalka 18,158 £ 0,134 23,946
Lipa 9,317 £ 0,042 24,079
Tymian 26,806 + 0,367 7,022
Jitrocel 11,321 £ 0,038 17,273
Divizna 0,302 +£ 0,021 1,424
Cerny bez 21,560 + 0,198 29,617
Kopfiva 9,446 + 0,052 8,758
Jable¢nik 12,598 + 0,058 3,157
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Graf 24: Pokles obsahu celkovych flavonoidd v bylinnych sypanych c¢ajich béhem jednoho
roku skladovani

Z grafu 24 Ize pozorovat, Ze béhem roku skladovani nedoSlo k vyznamnému poklesu
flavonoidd ani v sypanych ¢€ajich. K jediné vyznamné zméné v obsahu flavonoidt doSlo
v €aji z hefmanku, u kterého doSlo k poklesu az o 99%. Velice vysoka degradace
antioxida¢nich latek v ¢aji z hefmanku byla dobfe pozorovatelnd ve v3ech vy3e uvedenych
metod pro stanoveni ucinnych latek v extraktech. Z tak malého rozdilu hodnot flavonoidu
zarok skladovani u vSech druht ¢aje je mozné vyvodit zavér, ze flavonoidy degraduji
nebo se oxiduji v bylinné matrici mnohem pomaleji nez ostatni polyfenolické latky.

| kdyz v pfipadé celkovych polyfenoll i celkovych flavonoidd hodnotime opét skupinové
parametry, obecné se obsah flavonoidd v prdbéhu dlouhodobého uchovavani méni
podstatné méné nez obsah celkovyc polyfenold. Méné stabilni polyfenolické slozky jsou
zfejmé jiné nez flavonoidni struktury, dokonce s mlze zdat, Ze vySSi obsah flavonoidu
by mohl pusobit jako stabilizacni faktor pro uchovani obsahu celkovych polyfenolickych
latek.
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6.2.4 Vliv dlouhodobého uchovavani  €aja na obsah jednotlivych zastupc G flavonoid U

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu vzorkd c¢aje byla pouzita HPLC metoda
(viz kap. 5.2.5). Byl stanoven obsah jednotlivych flavonoidnich latek a také porovnan obsah
téchto latek v porcovanych a sypanych €ajich. Méfeni vybranych flavonoidl bylo provedeno
opakované po jednom roce skladovani ¢aju v suchu a temnu. Pro vypocet obsahu vybranych
flavonoidd byly pouZzity kalibraéni zavislosti pfisluSnych standardd flavonoidd (viz kap.6.1.4,
tabulka 9).

Tabulka 28: Stanoveni obsahu katechinu v ovocnych ¢ajich po jednom roce skladovani

Druh &aje Koncentrace katechinu Pokles katechinu po roce
duben 2008 (mg/q) skladovani (%)
Cerny rybiz 1,400 + 0,073 26,829
Citrén 6,409 + 0,095 23,295
Pomerané 5251+1,170 13,645
Borlivka 5,186 + 0,108 16,469
Jablko-London 4,079 £ 0,955 15,158
Hruska 2,381 + 0,686 42,836
Jablko-Lahoda 3,990 + 0,710 28,829
Visen 3,542 + 0,288 53,521
Ovocna smés 6,226 £ 0,101 8,628
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Graf 25: Pokles obsahu katechinu v ovocnych ¢ajich béhem jednoho roku skladovani
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Tabulka 29: Stanoveni obsahu katechinu v bylinnych porcovanych c¢ajich po jednom roce

skladovani
Druh &aie Koncentrace katechinu Pokles katechinu po roce
) duben 2008 (mg/g) skladovani (%)
Medurika 6,114 + 0,263 19,366
Lipa 1,298 £ 0,025 78,071
Hefmanek 1,158 £ 0,014 33,478
Mata 7,570 + 0,196 3,563
Sipek 3,995 + 0,108 34,790
Trezalka 25,402 £ 0,674 20,679
MatefidouSka 1,556 + 0,085 78,083
Kopfiva 4,454 + 0,198 72,597
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Graf 26: Pokles obsahu katechinu v bylinnych porcovanych ¢ajich béhem jednoho roku

skladovani
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Tabulka 30: Stanoveni obsahu katechinu v bylinnych sypanych ¢&ajich po jednom roce

skladovani
Druh &aie Koncentrace katechinu Pokles katechinu po roce
) duben 2008 (mg/g) skladovani (%)
Medurika 22,062 + 0,162 8,533
Hefmének 3,740 £ 0,521 25,022
MatefidouSka 16,600 £ 0,392 8,622
Sipek 0,709 + 0,056 65,726
Mata 12,459 + 0,185 14,554
Trezalka 5,022 + 0,233 24,470
Lipa 5,367 + 0,281 23,752
Tymian 8,346 + 0,160 11,820
Jitrocel 3,562 + 0,169 19,361
Divizna 1,445 £ 0,052 6,251
Cerny bez 7,959 + 0,170 23,368
Kopfiva 4,984 + 0,235 44,417
Jableénik 2,952 + 0,049 7,771
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Graf 27: Pokles obsahu katechinu v bylinnych sypanych ¢ajich béhem jednoho roku

skladovani

Vyrazny pokles katechinu byl zaznamenan ve vSech ¢ajich. U ovocnych €aju doslo
K nejvyznamnéjSimu poklesu
u ovocnych €aju doslo u visné 53,5% a hrusky 43%. Pfi stanoveni katechinu po jednom roce
skladovani doSlo u bylinnych porcovanych ¢&aji k vyraznému poklesu u tfech bylin: lipy,

k poklesu katechinu
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matefidouSky a kopfivy. Zména obsahu katechinu byla stanovena na vice nez 70% u vSech
tfech jmenovanych vzorkd. Jako nejstabilnéjSi se projevila mata, u které klesl obsah
katechinu pouze o 3,6%. RovnéZz sypana mata meéla velkou stabilitu v prabéhu skladovani
a doslo k poklesu pouze o 14,5%. Tyto vysledky potvrzuji stabilitu maty ve vSech vySe
uvedenych testech a maly pokles katechinu v méaté maze mit vliv na jeji celkovou stabilitu.
Ve skupiné bylinnych sypanych ¢&ajl byly jako nejméné stabilni stanoveny extrakty
z Sipku a kopfivy, kde doSlo k Ubytku katechinu o vice jak 40%.

Tabulka 31: Stanoveni obsahu epikatechinu a epikatechin gallatu v ovocnych cajich po
jednom roce skladovani

Koncentrace Pokles Kohcentraf:e Pokles
. . . . epikatechin : .
_ epikatechinu epikatechinu , epikatechin
Druh €aje gallatu ,
duben 2008 po roce gallatu po roce
(mg/g) skladovani (og) | duben 2008 skladovani (%)
(mg/g)
Cerny rybiz 0,338 +0,014 96,638 0,270 + 0,033 81,039
Citrén 0,349 + 0,010 97,496 0,177 + 0,009 93,436
Pomeranc¢ - - 0,345 + 0,030 81,074
Borlvka 0,552 + 0,027 94,951 0,406 + 0,031 65,130
Jablko-London - - 0,332 + 0,013 56,327
Hruska - - 0,286 + 0,010 25,744
Jablko-Lahoda 0,410 + 0,034 88,990 0,107 + 0,008 73,724
Visen - - 3,022 + 0,275 26,513
Ovocna smés 2,232 £0,134 36,006 0,779 £0,118 29,130

Tabulka 32: Stanoveni obsahu epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych porcovanych
¢ajich po jednom roce skladovani

Koncentrace Pokles Kohcentraf:e Pokles
. . . . epikatechin : .
_ epikatechinu epikatechinu , epikatechin
Druh €aje gallatu B
duben 2008 po roce gallatu po roce
(mg/g) skladovani (og) | duben 2008 skladovani (%)
(mg/g)
Medurika 2,841 + 0,385 24,227 0,892 + 0,056 35,749
Lipa 0,765 + 0,012 10,438 0,215 + 0,004 13,514
Hefmének 1,704 £0,187 39,641 0,153 + 0,006 36,035
Mata 2,953 £ 0,163 29,086 0,801 + 0,069 11,028
Sipek - - - -
Trezalka 2,719+0,139 53,251 0,621 + 0,099 6,249
MatefidouSka 2,004 + 0,092 5,863 0,504 + 0,040 70,276
Kopfiva 1,659 + 0,092 42,197 - -
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Tabulka 33: Stanoveni obsahu epikatechinu a epikatechin gallatu v bylinnych sypanych
Cajich po jednom roce skladovani

Koncentrace Pokles Kohcentraf:e Pokles
. . . . epikatechin : .
_ epikatechinu epikatechinu , epikatechin
Druh €aje gallatu ,
duben 2008 po roce gallatu po roce
(mg/g) skladovani (og) | duben 2008 skladovani (%)
(mg/g)

Medurika 14,013 £ 0,282 64,929 7,489 + 0,410 46,257

Hefmanek 4,122 + 0,249 2,688 0,808 + 0,072 44,322

MatefidouSka 6,019 + 0,430 70,492 3,665 + 0,314 13,507
Sipek - - - -

Mata 2,971 £ 0,158 6,020 1,127 £ 0,105 80,374

Trezalka 0,995 + 0,034 21,322 0,391 + 0,007 76,461
Lipa 1,760 £ 0,030 23,784 - -
Tymian 4,455 + 0,236 26,198 - -
Jitrocel 2,574 £0,193 6,664 - -
Divizna 1,167 £ 0,031 47,638 - -
Cerny bez 3,554 + 0,190 10,771 - -
Kopfiva 0,954 + 0,036 21,291 - -
Jable¢nik 4,208 + 0,124 22,688 - -

DalSimi stanovovanymi latkami katechinového typu byl epikatechin a epikatechin gallat.
Po roce skladovani ¢aju doSlo u ovocnych ¢aju k velmi velkému poklesu epikatechinu,
u citrénového €aje to bylo az 0 97%. U vSech ovocnych €aju kromé ovocné smési, ve kterych
byl analyzovan epikatechin, doslo k poklesu o vice jak 80%. Tento vyznamny pokes
epikatechinu mohl byt zplsobem matrici, ve které se epikatechin vyskytoval. Jak jiz bylo
diskutovano v kap. 6.1.4, vyskyt epikatechinu by mohl byt zapfi¢inén pfitomnosti plodu
jefabiny, trnky a ¢erného bezu v urcitych ovocnych €ajich. V tabulkach 32 a 33 Ize pozorovat,
Ze rovnéz u bylinnych ¢aju doslo k vyraznému poklesu epikatechinu a epikatechin gallatu.
U bylinnych porcovanych &aji nedoSlo k vétSi zméné nez 53% u tfezalky a u bylinnych

sypanych &aju prokazala nejmensi stabilitu matefidouska (pokles o 70%).

Tabulka 34: Stanoveni obsahu rutinu v ovocnych ¢ajich po jednom roce skladovani

Koncentrace rutinu

Pokles rutinu po roce

Druh caje duben 2008 (mg/g) skladovani (%)
Cerny rybiz 1,248 + 0,080 66,538
Citréon 1,847 £ 0,164 76,309
Pomeran¢ 1,085 + 0,249 78,542
Borlivka 2,081 +0,171 53,526
Jablko-London 1,247 + 0,027 65,479
Hruska 1,068 + 0,075 58,680
Jablko-Lahoda 1,219 + 0,038 61,461
Visen 2,165 + 0,151 65,608
Ovocna smés 1,383 + 0,146 29,084
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Tabulka 35: Stanoveni obsahu rutinu v bylinnych porcovanych ¢ajich po roce skladovani

Koncentrace rutinu

Pokles rutinu po roce

Druh caje duben 2008 (mg/g) skladovani (%)
Medurika 0,366 + 0,028 55,015
Lipa 0,682 + 0,022 86,905
Hefmanek 0,763 +£ 0,068 13,556
Méta 5,072 + 0,414 42,539
Sipek 0,316 + 0,017 91,018
Trezalka 7,178 + 0,618 59,122
MatefidouSka 2,916 + 0,205 47,730
Kopfiva 4,092 + 0,181 82,244

Tabulka 36: Stanoveni obsahu rutinu v bylinnych sypanych ¢ajich po roce skladovani

Koncentrace rutinu

Pokles rutinu po roce

Druh caje duben 2008 (mg/g) skladovani (%)
Medunka 0,765 £+ 0,002 41,567
Hefmanek 0,712 + 0,022 3,655
Matefidouska 1,026 £0,114 48,407
Sipek 0,215+ 0,017 46,797
Mata 1,223 +0,131 50,467
Trezalka 0,898 + 0,122 40,952
Lipa 0,492 + 0,017 58,237
Tymian 0,631 + 0,204 70,017
Jitrocel 6,610 + 0,628 9,737
Divizna 0,698+0,114 44,511
Cerny bez 15,478 £ 0,725 31,590
Kopfiva 4,680 = 0,347 30,349
Jable¢nik 0,594 + 0,082 44,084

V tabulce 34 jsou vypsany hodnoty poklesu rutinu b&éhem roku skladovani u ovocnych
¢aju. Ve vSech ovocnych €ajich doslo k velmi vyraznému poklesu této latky o vice nez 50%.
Vyjimkou je €aj Ovocnd smés, kde doslo ke sniZzeni obsahu rutinu pouze o 29%. Nejmensi
stabilitou se projevil pomerancovy €aj, ve kterém doslo k poklesu o 78,5%.

Z tabulek 35 a 36 Ize vypozorovat, Ze i u bylin dochazelo k velké degradaci rutinu béhem
doby skladovani. U obou soubord (porcovanych i sypanych) doSlo k primérnému poklesu
rutinu nad 50%. NejvétSi stabilitu vykazoval ¢aj z hefmanku, a to u obou typl baleni,
jak u porcovaného, tak i u sypaného €aje. NejvysSi pokles rutinu byl zjistén u lipového Caje,
u porcovanych ¢aji 87% a u sypanych 58%.
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Tabulka 37: Stanoveni obsahu morinu a quercetinu v ovocnych cajich

po jednom roce

skladovani
Koncentrace ) Koncentrace Pokles
. Pokles morinu ) .
Druh Eaje morinu 00 roce guercetinu quercetinu po
duben 2008 ., duben 2008 roce skladovani
skladovani (%)
(mg/g) (mg/g) (%)
Cerny rybiz . 100 . 100
Citrén 0,269 + 0,003 87,743 - -
Pomerané - - - 100
Boruvka - 100 - 100
Jablko-London 0,052 + 0,001 75,562 0,053 + 0,003 31,004
Hruska - 100 - 100
Jablko-Lahoda 0,081 + 0,009 66,647 - 100
Visen - 100 - 100
Ovocna smés 0,193 + 0,002 59,813 0,056 + 0,003 46,049

Tabulka 38: Stanoveni obsahu morinu a quercetinu v bylinnych porcovanych c¢ajich po
jednom roce skladovani

Koncentrace ) Koncentrace Pokles

. Pokles morinu ) .

Druh &aje morinu 00 roce quercetinu guercetinu po
duben 2008 ., duben 2008 roce skladovani
skladovani (%) 0
(mg/g) (mg/g) (%)

Medunka 2,481 + 0,318 38,301 0,274 + 0,010 76,535
Lipa 0,122 + 0,004 50,819 0,074 £ 0,008 70,352
Hefmanek 0,611 + 0,063 86,148 0,061 + 0,010 86,351
Mata 1,793 £ 0,074 26,473 0,195 + 0,003 62,390
Sipek - 100 0,014 + 0,001 78,268

Trezalka 0,590 + 0,030 67,862 - -
Materidouska 2,711 £ 0,163 67,836 0,212 £0,012 56,874

Kopfiva - - - -
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Tabulka 39: Stanoveni obsahu morinu a quercetinu v bylinnych sypanych ¢ajich po jednom

roce skladovani

Koncentrace . Koncentrace Pokles
. Pokles morinu . .
Druh Eaje morinu 00 roce guercetinu quercetinu p,o ’
duben 2008 ., duben 2008 roce skladovani
skladovani (%)
(mg/g) (mg/g) (%)
Medurika - - 0,225 + 0,002 80,267
Hefmanek 0,516 + 0,037 77,212 0,012 + 0,002 96,165
MatefidouSka 2,402 + 0,056 64,634 0,099 + 0,016 37,862
Sipek - - - 100
Mata 0,743 £ 0,092 53,471 0,360 + 0,003 3,921
Trezalka - 100 - 100
Lipa 0,275 + 0,055 38,506 0,079 + 0,010 33,614
Tymian 0,348 + 0,035 78,836 0,097 + 0,004 76,173
Jitrocel 0,464 + 0,015 45,116 - 100
Divizna - 100 0,041 £ 0,001 51,237
Cerny bez . . 0,033 + 0,001 42,973
Kopfiva - - - -
Jableénik - - - 100

V tabulkach 37, 38 a 39 jsou zapsany hodnoty poklesu morinu a quercetinu. Ve vétsiné
vzorkd doslo k poklesu vétSimu nez 50%. U nékterych ¢aju dokonce morin a quercetin
po roce nebyly detekovany vlibec. DoSlo k Uplné degradaci latky, coz je znazornéno
v tabulkach jako pokles o 100%. U ovocnych ¢&aja, doSlo k uplnému rozkladu morinu
a quercetinu  téméf ve vSech C&ajich. Pouze v €aji Ovocna smés poklesl morin o 60%
a quercetin 0 46%.

Minoritni flavonoidy luteolin, myricetin a kaempferol byly pfi prvnim méfeni HPLC
metodou detekovany v bylinach v tak malém mnoZstvi, Ze po roce skladovani se je jiz
nepodafilo identifikovat vibec.

Celkoveé Ize shrnout, Zre z vysledkd HPLC analyzy vybranych typl flavonoidd je patrné,
Ze pfi skladovani ¢aju dochazi krelativné rychlé degradaci nékterych individualnich
flavonoidd v pFirodni matrici. JelikoZz dochazelo u nékterych flavonoidu k aplné oxidaci téchto
latek, pfi provnani s ostatnimi testy antioxidaéni aktivity ztoho plyne, Z2Ze zaleZi
na koncentracnim zastoupeni jednotlivych flavonoidd, rovnéz zalezi na typu flavonoidu.
Kazdy flavonoid se projevoval jinou rychlosti degradace. Napfiklad porovname li procenta
poklesu katechinu a rutinu, doSlo k mnohem vétSimu poklesu rutinu. Z toho lze rovnéz
vyvodit zavér, Ze flavonoidy katechinového typu jsou v pfirodni matrici stabilnéjSi nez ostatni
flavonoidy. Pfi porovnani poklesu flavonoidnich latek v ovocnych a bylinnych €ajich dochazi
k rychlejSi oxidaci latek v ovocnych &ajich, coz odpovida i poklesu hodnot TAS a celkovych
polyfenold a flavonoidi po roce. Ovocné Caje se obecné prokazaly jako méné stabilni
ve vSech pouzitych testech.
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6.3 Stanoveni antimutagennich G €ink G

Antimutagenni UCinek extraktl €aje byl hodnocen jako procento inhibice rustu kolonii
na Petriho misce bez pfitomnosti urcité aminokyseliny (lle-reverze) za pfitomnosti mutagenu
a extraktu Caje jako antimutagenu. Hodnoceny byly testy, pfi kterych se hodnota spontanni
reverze pohybovala od nuly do deseti kolonii na Petriho misce. V tabulce €. 40, 41 a 42 jsou
uvedeny vysledky antimutagennich G€inkd jednotlivych extrakta ¢aji. Smérodatnd odchylka
byla stanovena vypoc&tem ze tii pokust. Velmi nizky poc¢et kolonii na miskach letalni kontroly
byl diukazem, Ze sledované Cajové extrakty nevykazovaly toxické uc€inky. Pro stanoveni
antimutagennich U¢inka extraktl ¢aje bylo vybrano pét ¢aju z kazdé skupiny. Tyto ¢aje byly
vybrany na zakladé nejlepSich vysledkld v testech celkové antioxidacni aktivity, celkovych
polyfenoll a flavonoidd. Byl proveden test toxicity vybranych ¢ajl, pficemz toxické Gcinky
extraktl na kvasince nebyly pozorovany.

Tabulka 40: Procento inhibice rdstu kolonii ovocnymi &aji

Ovocné ¢aje

% inhibice

Hruska

60,287 + 3,227

Boruvka

47,368 + 0,338

Jablko - London

49,282 + 6,481

Visen

55,024 + 0,338

Cerny rybiz

69,856 + 2,344
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Graf 28: Srovnani antimutagennich U¢inkd ovocnych &ajd
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Pro test antimutagenni aktivity bylo vybrano pét ovocnych &aju, které prokazovaly
nejvy3si hodnoty ve vSech testech antioxidacni aktivity. Z grafu 28 je jasné patrné,
Ze vSechny ovocné Caje vykazuji vysoké hodnoty inhibice ristu kolonii. NejvySSi inhibi¢ni

sy

e

Mnoho vyzkumu prokazalo antikarcinogenni efekt polyfenold a flavonoidd na rtznych

nadorovych bunéénych kulturach a jejich protizanétlivou

a antioxidacni aktivitu [28].

V predloZzené préaci vSak nebyla prokazana korelace mezi obsahem polyfenold, flavonoidu
a TAS a antimutagenni aktivitou ovocnych ¢aju. Z tohoto poznatku Ize usoudit, Ze nejenom
polyfenolické latky jsou zodpovédné za antimutagenni efekt ovocnych €aji. JelikoZ nebyla
prokazana ani korelace mezi celkovou antioxidaéni aktivitou a antimutagenni aktivitou,
mohou se na antimutagenité ¢aju podilet i jiné latky nez jen antioxidanty.

Tabulka 41: Procento inhibice rdstu kolonii bylinnymi porcovanymi caji

Sypané bylinné ¢aje % inhibice
Medunka 30,888 + 2,184
Trezalka 59,459 + 3,410
Mata 22,008 + 3,822
Matefidouska 10,811 + 3,410
Kopfiva 62,548 + 1,969
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Graf 29: Srovnani antimutagennich G¢inkd bylinnych porcovanych c¢aju
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K testu antimutagenni aktivity bylo vybrano také pét bylinnych porcovanych &ajich a pét
bylinnych sypanych &aji. Z tabulek 41 a 42 je vidét, Zze vyrazné vySSi antimutagenni aktivitu
inhibice rastu kolonii matefidouSka. Prestoze matefidouska vykazuje vysoké hodnoty
antioxida¢ni aktivity a vysoky obsah celkovych polyfenold, antimutagenni aktivita je nizka.
Tento jev muze byt zpusoben obsahem specifickych silic ¢i alkaloidl, které spiSe podporuji
rust kolonii. ProtoZe ani u bylinnych ¢aji nebyla prokadzéana korelace antimutagenni aktivity
a celkové antioxida¢ni aktivity ¢i celkovych polyfenoll, je pravdépodobné ze slaby
antimutagenni efekt matefidousky je zpusoben jinymi obsahovymi latkami. U bylinnych €aju
nejvy3si antimutagenni aktivitu vykazovaly extrakty z kopfivy a tfezalky.

Tabulka 42: Procento inhibice rdstu kolonii bylinnymi sypanymi &aji

Sypané bylinné ¢&aje % inhibice
Medurika 17,500 + 3,397
Trezalka 18,654 £ 2,493
MatefidouSka 3,269 + 0,981
Mata 8,077 £ 2,324
Tymian 12,308 + 2,865
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Graf 30: Srovnani antimutagennich Ucinkd bylinnych sypanych &ajd
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Graf 31: Porovnani antimutagennich Gc¢inkd bylinnych porcovanych ¢&ajd a bylinnych
sypanych cajd.

V grafu 31 bylo porovnano antimutagenni pusobeni bylinnych sypanych a bylinnych
porcovanych ¢aju. Ve vSech pfipadech bylo prokazan vétsSi G€inek u &ajli porcovanych.
Zajimavym poznatkem je, Ze pfi srovnani jinych parametrd porcovanych a sypanych ¢aju
(TAS, celkové polyfenoly a flavonoidy) prokazoval vzdy vysSi hodnoty ¢aj sypany.

Jednim z aspektl pro posouzeni antimutagenni aktivity bylinnych extraktd maze byt také
typ mutagenu pouZzitého pro test. Zalezi na tom, zda je to mutagen pfimy (pGsobi pfimo
na DNA), nebo nepfimy (zpUsobuje oxida¢ni poskozeni). Také zalezi na chemické struktufe
mutagenu a na jeho polarité. To, Ze nebyla prokazédna korelace mezi antimutagennim
pusobenim a obsahem celkovych polyfenold muze byt zpudsobeno tim, Ze polyfenoly
vyextrahované do vody jsou relativné polarni a mohou mit slab3i ochranné schopnosti
proti pouzittmu mutagenu. V zavislosti na polarit¢ se molekula antimutagenu chova
hydrofobné nebo hydrofilng. Polarni slozky vodného extraktu budou radéji reagovat
s polarnimi slozkami média, zatimco nepolarni mutagen bude snéaze reagovat s buné&nymi
matricemi.

Z testu antimutagenity vyplyva, Ze mnohem lepsi antimutagenni G€inky vykazovaly Caje
ovocné ve srovnani s €aji bylinnymi. Oba druhy €aji vS8ak mohou byt vhodnym doplikem
stravy s vyznamnymi antioxida¢ni uc€inky a relativné vysokou antimutagenni aktivitou.
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6.4 Seznoricka analyza

Senzorickd analyza byla provedena za 0€elem monitoringu chutové pfijatelnosti
ovocnych a bylinnych &aju u dvou vyznamné odliSnych souborl hodnotiteld. Jednou
skupinou byli seniofi studujici na Univerzité tfetiho véku pfi VUT v Brné a druhou studenti
maturitniho ro¢niku Gymnazia Zastavka. Kazdy hodnotitel vyplnil senzoricky dotaznik
(viz pFiloha 18) a hodnotil zakladni jakostni parametry 5 ovocnych €aju a 5 bylinnych &aja.
Hodnoceni jakosti bylo provedeno za pouZiti stupnice od 1 do 5, pfi¢emZ jednotlivé stupné
hodnoceni klesaly od vynikajici k nedostacujici kvalité v rozmezi 1-5. :

1. vynikajici

2. velmi dobra

3. dobra

4. dostacujici

5. nedostadujici
V néasledujicich tabulkdch a grafech jsou uvedeny pramérné hodnoty senzorickych
parametrt u hodnotitelskych skupin a jejich srovnani.

Tabulka 43 : Charakteristika hodnotitelskych soubord

Skupiny Seniofi Juniofi
Pocet jedincl 14 16
Priimérny vék 75,12 + 7,63 18,13 + 0,67
Zeny/muZi 12/2 7/9
KufFaci/nekuraci 0/14 0/16

Tabulka 44: Hodnoceni senzorickych parametrd jednotlivych ¢ajd juniory

Druh ¢aje Barva V iné Chut
medurika 3,310 3,500 3,875
hefmanek 3,130 2,130 3,190
mata 2,250 2,000 2,500
materidouska 2,560 4,380 4,130
trezalka 2,500 2,750 3,490
cerny rybiz 3,060 2,750 3,440
jablko 2,310 1,250 2,810
ovocna smés 2,560 2,060 3,440
citron 2,440 2,560 3,125
borivka 3,190 2,940 3,000
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Tabulka 45: Hodnoceni senzorickych parametrd jednotlivych ¢ajd seniory

Druh ¢aje Barva V iné Chut
medurika 2,460 2,690 2,540
hefmanek 2,150 2,230 2,310
mata 2,460 2,620 2,920
materidouska 2,620 3,150 3,390
trezalka 1,930 1,620 2,080
cerny rybiz 2,150 2,540 2,620
jablko 1,920 2,150 2,310
ovocna smés 3,390 3,920 4,000
citron 4,000 3,390 3,540
bortvka 2,850 3,310 3,000
51 m Banva
45 - m V(ng
4 4 O Chut
3,5
3 4
2,5 1
2 |
1,5
1 |
0,5 1
0 - " s L
N- p > 4 'S 2 >
SR N O
S & SNPGRS ‘ &
@ \2@1 (5\6 < Q‘_O QOO
\\ 3@9 @)

Graf 32: Hodnoceni senzorickych parametrd juniory
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Graf 33: Hodnoceni senzorickych parametrd seniory

Z grafl 32 a 33 je patrné, Ze skupina juniord hodnotila I1épe ovocné Caje, zatimco
skupina seniort hodnotila vyznamné |épe bylinné ¢aje ve srovnani s ovocnymi. Seniofi byli
ve vétSiné pfipadd schopni rozeznat podle viné a barvy jednotlivé bylinné Caje, pficemz
chutové uprednostnovali ¢aj z meduriky (7 jedincl ze 14) a ztfezalky (5 ze 14). Juniofi
upfednostiiovali spiSe chutové vyrazny matovy €aj pfed jemné&jSimi bylinnymi €aji. Seniofi
i juniofi vybrali z nabizenych ovocnych €aju jako nejchutnéjSi ¢aj jablecny, ovocné cCaje
z erveného ovoce chutnali juniordim vyznamné vice nez seniordm.

V tabulce 46 je uvedeno primérné hodnoceni senzorickych parametrl u vSech
bylinnych ¢&aji a srovnany tyto vysledky u obou hodnotitelskych skupin. Potvrdilo se,
Ze seniofi hodnoti bylinné caje 1épe nez juniofi, rozdily v hodnoceni jsou statisticky
vyznamné.

Tabulka 46: Prumérné hodnoceni senzorickych parametrd bylinnych ¢ajd u obou soubord

Hodnotitelé Barva V dné Chut
Seniofi 2,324 2,462 2,648
Juniofi 2,750 2,952 3,437
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Graf 34: Srovnani prdmérného hodnoceni senzorickych parametrd bylinnych ¢ajd seniory a

juniory

V tabulce 47 je uvedeno podobné srovnani pro priimérné hodnoceni vSech ovocnych
¢aju obéma hodnotitelskymi soubory. Z vysledkl je patrné, Ze juniofi hodnoti ovocné Caje
|épe nez seniofi, avSak pouze u viné jsou rozdily mezi soubory statisticky vyznamné. Seniofi
hodnotili vS8echny tfi senzorické parametry u bylinnych €aji statisticky vyznamné |épe nez
u ovocnych €¢ajl, zatimco u juniort tomu bylo spiSe opacné.

Tabulka 47: Prumérné hodnoceni senzorickych parametrd ovocnych ¢ajd u obou soubord

Hodnotitelé Barva V uné Chut
Seniofi 2,862 3,062 3,094
Juniofi 2,712 2,312 3,163
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Graf 35: Srovnani prumérného hodnoceni senzorickych parametrd ovocnych ¢ajd seniory a
juniory

Tabulka 48: Celkové hodnoceni chuti bylinnych ¢ajd

Druh éaje Senio Fi Junio Fi
Medurika 2,540 3,875
Hefmanek 2,310 3,190
Mata 2,920 2,500
MateFidouska 3,390 4,130
Trezalka 2,080 3,490

Tabulka 49: Celkové hodnoceni chuti ovocnych ¢ajd

Druh éaje Senio Fi Junio Fi
Cerny rybiz 2,620 3,440
Jablko 2,310 2,810
Borlvka 3,000 3,000
Citron 3,540 3,125
Ovocna smés 4,000 3,440

Z celkovych vysledk( senzorické analyzy (viz srovnani celkové chuti bylinnych €aju —
tabulka 48 a ovocnych €aju — tabulka 49) je zfejmé, Zze u dneSni mladé generace nejsou
bylinné Caje v takové oblibé jako u senior(. Seniofi méli primérné znamky senzorickych

vs o wivs

Caje pily rozhodné vice nez dnes a v soucasné dobé se k tomuto trendu svét opét navraci.
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Naopak tomu je u ovocnych €ajd, kdy juniofi hodnotili 1épe jak barvu, tak i vuni Caje.
Ohodnoceni chuti bylo srovnatelné.

Skute¢nost, Ze seniofi upfednostnuji bylinné ¢aje a €aje vibec neni nijak pfekvapuijici,
avSak s ohledem na podstatné vyssi obsah aktivnich latek by méli i juniofi byt sméfovani
k vyS8i konzumaci bylinnych &aju.

V této diplomové praci byla provedena studie antioxida¢nich a antimutagennich G¢inka
bylinnych a ovocnych ¢€aju. RovnéZz byla zkouména a porovnana antioxida¢ni aktivita
bylinnych porcovanych a sypanych ¢aju. Na zavér této prace byla provedena senzoricka
analyza z davodu zjisténi chutové pfijatelnosti vybranych vzorka €aju.

Hodnoceni ovocnych a bylinnych &aju vSak nelze ani po této studii provést zcela
jednoznacné. Z pohledu antioxida¢niho pusobeni byly nejlépe vyhodnoceny Caje bylinné
sypané, které svymi hodnotami ve vSech testech prevySovaly bylinné porcované i ovocné
Caje. Z pohledu antimutagenni a popfipadé antikarcinogenni aktivity je vSak projevily jako
nejucinngjsi ¢aje ovocné. Bylinné &aje vykazovaly velmi mirné antimutagenni G¢inky, coz je
pravdépodobné zplsobeno komplexnosti a sloZitosti bylinné matrice.

Ani senzoricka analyza nepfinesla jednozna¢né hodnoceni pfijatelnosti ¢aju. Seniofi jako
pFijemnéjsi hodnotili ¢aje bylinné a juniofi naopak ¢aje ovocné.

Piti ovocnych ¢&aju Ize doporucit celé populaci véetné déti pro kazdodenni uzivani
a pro osvézeni. Rovnéz mohou byt prospésné jako zdroj vitaminu C. Bylinné Caje by se
naopak mély pit az po zjiSténi jejich G¢ink( na organismus, popfipadé po poradé s Iékarem.
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7 ZAVERY
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PredloZzena diplomova prace je zaméfena na studium antioxidaCnich
a antimutagennich G¢€inkd bylinnych a ovocnych €aju. Obsah a pusobeni biologicky
aktivnich latek bylo zjistovano nékolika metodami. Celkova antioxida¢ni kapacita byla
stanovena metodou ABTS. Stanoveni celkovych celkovych polyfenold bylo
provedeno Folin-Ciocalteovou metodou, stanoveni celkovych flavonoidd orientaéni
metodou s hlinitou soli. RovnéZz byla provedena identifikace a kvantifikace
jednotlivych flavonoidtd metodou HPLC a verifikace metodou on-line LC/MS .

Nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity byly stanoveny v bylinnych sypanych &ajich.
Ovocné Caje obecné vykazovaly nizSi antioxidaCni aktivitu nez Caje bylinné.
PFi porovnani bylinnych sypanych &aju a bylinnych porcovanych ¢€aji byla ve vSech
pfipadech zjiSténa vysSi antioxidacni aktivita u €aju sypanych. Jednoznacéné nejvyssi
antioxidaéni aktivitu vykazoval tfezalkovy €aj (15,931 + 0,272 mmol/l).

Analyza celkovych polyfenoll prokazala vy$Si hodnoty polyfenolt u bylinnych €aja
nez u €aju ovocnych. Z ovocnych €aju byl nejlépe vyhodnocen &aj Jablko-London
(19,541 +0,168 mg/g), z bylinnych ¢aj z medunky, tfezalky a maty. Ve vétSiné pripadu
byl v bylinnych sypanych C¢&ajich nalezen vySSi obsah polyfenold nez v €ajich
porcovanych. Pfi analyze celkovych flavonoidld byly stanoveny nejvy3Si hodnoty
flavonoidd v bylinnych sypanych €ajich, v ovocnych &ajich byl prokazan velmi nizky
obsah flavonoidu. Jako nejucinnéjSi z ovocnych ¢aju byl podobné jako u polyfenoll
stanoven €aj Jablko-London a z bylinnych ¢aju medurika a matefidouSka. U bylinnych
porcovanych ¢&aju byla prokadzana pfima korelace mezi obsahem celkovych
polyfenold a celkovych flavonoidi. Vtéto Céasti prace bylo déle prokazéano,
Ze v ovocnych &ajich flavonoidy zastupuji mnohem nensi procento polyfenolickych
latek nez u €ajl bylinnych.

Medodou HPLC byla stanovena pfitomnost a obsah vybranych flavonoidd.
Z flavonoidi katechinového typu byl ve vzorcich analyzovan katechin, epikatechin
a epikatechin gallat. Pfitomnost katechinu byla zjisténa ve vSech vzorcich ovocnych
i bylinnych ¢&aju, dalSi dva flavonoidy katechinového typu se vyskytovaly v €ajich
podle druhu a plvodu. Katechin byl v nejvy§8Sim mnozstvi zjistén v sypanych
bylinnych  &ajich, celkové nejvy3si hodnotu vykazoval ¢&aj z tfezalky
(32,024 £ 0,471 mg/g). V nékterych ovocnych c¢ajich (od téhoZz vyrobce) byl
analyzovan rovnéz vysoky obsah epikatechinu. Epikatechin gallat byl zjistén jen
v nékterych vzorcich, a to vevelmi nizkém mnozZstvi. Z dalSich flavonoidd
nekatechinového typu byl stanovovan rutin, morin, quercetin, myricetin, luteolin
a kaempferol. Vysok& hladina rutinu ve srovnani s ostatnimi flavonoidy byla uréena
ve vSech ovocnych ¢€ajich. Z bylinnych ¢aju byl rutin ve velkém mnozstvi stanoven
v kopfivé, tfezalce a ¢erném bezu. Ve srovnani s katechinem a rutinem byly ostatni
flavonoidy prokazany ve velmi nizkych az zanedbatelnych koncentracich.



Metodou LC/MS byla provedena verifikace HPLC stanoveni flavonoidd. Pro toto
stanoveni byl s ohledem na ¢asové naroky vybran pouze jeden vzorek - méatovy &aj.
Hmotnostni detekci byla ve shodné s HPLC se spektrofotometrickou detekci
potvrzena pfitomnost majoritnich flavonoidt katechinového typu i dalSich flavonoid
jako rutinu, morinu, quercetinu a luteolinu. Dale vSak byla v extraktu méaty prokdzana
i pfitomnost latek, které nebyly identifikovatelné spektrofotometricky — napf. kofeinu,
theaflavin-3-gallatu a kyseliny rozmarynove.

Obsah kyseliny L-askorbové byl analyzovan pomoci metody HPLC v ovocnych €ajich
a v Sipku, ktery je zakladem vSech ovocnych ¢aju. Extrakty byly pfipraveny zalitim
¢aju horkou vodou, coz mohlo zpusobit velky pokles obsahu vitaminu C, pfimym
nastfikem byl vS8ak analyzovan obsah vitaminu C v takovém typu extraktu, ktery je
konzumovan beznym spotfebitelem. | pfes oCekavané ztraty obsahu vitaminu C byla
prokdzana ve v3ech analyzovanych €ajich relativné vysoka hladina.

Jendim z cilu této diplomové prace bylo vyhodnotit vliv dlouhodobého skladovani ¢aju
na obsah aktivnich latek a porovnat zménu jejich antioxidacnich vlastnosti. Stanoveni
celkové antioxidacni aktivity, celkovych polyfenoltd a flavonoidd a HPLC analyza
nékterych flavonoidd byly provedeny opakované po roce skladovani c¢aja
ve stabilnich podminkach pfi 20% suchu a temnu. VSechny ¢&aje vykazovaly
ve vSech pouzitych testech snizenou hladinu analyzovanych parametrd. Jako méné
stabilni vuci degradaci polyfenolt a flavonoidt se ukazaly byt ovocné &aje, zde se
zfejmé projevuje vliv matrice, ve které pravdépodobné rychleji dochazi k oxidaci
pfitomnych aktivnich latek. U bylinnych ¢ajd byl rovnéz prokazan vliv matrice,
kdy k mnohem rychlejSi degradaci antioxidantd dochazelo v €ajich kvétovych.
Nejacinnéji jsou aktivni latky zfejmé vazany v zelenych ¢astech rostliny, jako je nat
a listy.

Antimutagenni aktivita €¢aju byla testovana na kvasinkovém kmeni Saccharomyces
cerevisiae D7. Bylo vybrano pét ¢aju z kazdé skupiny, které se projevovaly
nejvy$Simi hodnotami ve skupinovych testech antioxidacni aktivity. Nejvyssi
antimutagenni aktivita na burikach kvasinek byla pozorovana u ¢&aju ovocnych.
Vyrazné prevySovala cCaje bylinné, a to sypané i porcované. Pfi srovnani
antimutagenniho plsobeni bylinnych ¢aju sypanych a porcovanych byla ve vSech
pfipadech pozorovana vysSi ucinnost Caju porcovanych. Bylinné Caje predstavuji
velmi komplexni rostlinnou matrici a obsahuji mnoho latek které mohou negativnim
zpUsobem ovlivnit tento test, zatimco ovocné €aje obsahuiji tfi hlavni slozky — Sipek,
jablko a ibisek, které by nemély obsahovat promutagenni sloZky.

Senzoricka analyza ¢aju byla provedena se dvéma vékové odliSnymi skupinami
hodnotiteld — studenti stfedni Skoly a posluchaci University tfetiho véku FCH VUT
v Brné. Zatimco juniofi kladné hodnotili chut i barvu €aju ovocnych, seniofi preferovali
jak chuti, tak i vani ¢aje bylinné.
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10 PRILOHY

Priloha 1: Kalibrac¢ni zavislost kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenold

Kalibragni pfimka kyseliny galloveé
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Priloha 2: Kalibra¢ni zavislost katechinu pro celkové flavonoidy

Kalibra¢ni pfimka katechin
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

c(mg/ml)
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Pfiloha 3: Kalibraéni zavislost katechinu pro HPLC

plocha piku (mV.s)

Katechin
12000 -
10000 -
X
8000 -
6000 -
4000 -
2000 - y = 40376x
R? = 0,9936
0 Ko T T T T T 1
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300
¢ (mg/ml)

Pfiloha 4: Kalibraéni zavislost epikatechinu pro HPLC

plocha piku (mV.s)

Epikatechin
16000 -

14000 -
12000 -

10000 -

o)) (o]
o o
o o
o o

4000 -

y = 55044x

2000 R2 = 0,992

0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

0,050

¢ (mg/ml)
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Pfiloha 5: Kalibraéni zavislost epikatechin gallatu pro HPLC

plocha piku (mV.s)

45000 -
40000
35000
30000
25000
20000

15000

Epikatechin gallat

y = 201533x
R?=1

0,100 0,150 0,200 0,250
¢ (mg/ml)

Pfiloha 6: Kalibraéni zavislost rutinu pro HPLC

116

plocha piku (mV.s)

14 000 -

12 000 -

10 000 -

8 000 -

6 000 -

4000 -

2000 A

0 :

Rutin

y = 115416x
R? = 0,9909

0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,2000 0,1200 0,1400

¢ (mg/ml)




Priloha 7: Kalibracni zavislost morinu

Morin
80000 -
70000 - %
__ 60000 -
&
>
E 50000 -
>
& 40000 -
o
©
£ 30000 -
S
= 20000 -|
y = 149312x
10000 R? = 0,9923
0 Ko T T T T 1
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600
¢ (mg/ml)
Pfiloha 8: Kalibraéni zavislost quercetinu
Quercetin
2500 -
&
>
E
>
=<
o
1]
e
[&]
S
o
y = 297508x
R? = 0,9959
0 Ko T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

¢ (mg/ml)
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Pfiloha 9: Chromatogram kalibrac¢ni zavislosti quercetinu

[mv]
140 — QUERC11
— QUERC21
[\ — QUERC31
120 [ — QUERCAL
\ — QUERC51
— QUERC61
100
80
§ 60
40
20
o L _
3 4 5 6 8 9 10
Time {min.]
Pfiloha 10: Chromatogram métového caje
[mv] @
il — 02-KATE-2-2
8004 |
3 (3
600 | ‘ =
| T
wm
é §_| {I‘l
< ap0 | | i
~
(=]
Iz & & -~ a3 o
: M~ co %
______________ :F'_‘_—.r:._.TF ...‘/\\.‘:——m._.r._. .-.rr.._J
i2 14 16
[min.]

(1) Retencni ¢as katechinu tr = 4,3 min
(2) Retencni ¢as epikatechinu tr = 4,9 min
(3) Retencni ¢as epikatechin gallatu tr = 5,2 min

118




Priloha 11: Kalibraéni zavislost kyseliny L-askorbové

plocha piku (mV.s)

80000 -

70000 -

60000

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

10000 -

Kalibragni pfimka kyseliny L-askorbove

y = 142551x
R? = 0,9902

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ (mg/ml)
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ktrum matového extraktu — katechin gallat
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ktrum méatového extraktu — kofein
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ktrum matového extraktu — quercetin
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ktrum matového extraktu — theaflavin-3-gallat
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Pfiloha 18: Orientacni senzoricky dotaznik

Orienta éni senzoricky dotaznik

Hodnotitel: Vék:
Pohlavi: Muz Zena
Kurak: Ano Ne

1. €ast — poznavani druh 0 €aje podle chutiav_uné
Z nasledujicich 5 bylinkovych a 5 ovocnych ¢&ajl pfifadte podle chuti a viné druh &aje
k pFislusnému ¢€islu

Caje 1 - 5: bylinkové (tfezalka, medurika, hefmanek, méata, matefidouska)

2. ¢ast — senzorické hodnoceni__€aju (1-10)

Ochutnejte jednotlivé ¢aje oznacené Cisly a pfifadte kazdému hodnoceni podle nasledujici
hodnotici stupnice:

Stupné hodnoceni:

vynikajici

velmi dobra

dobra

dostacujici

nedostacujici
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A. Barva €aje (odpovida ovoci/bylingé, z néhoZz ma byt pfipravena?)

€. Caje 1 2 3 4 5

6 7 8 9

10

hodnoceni

B. Vané €aje (ovocna/bylinkova nebo ne? Pfijemn

a nebo ne)

€. Caje 1 2 3 4 5

6 7 8 9

10

hodnoceni

C. Chut €aje (celkovy dojem)

€. €aje 1 2 3 4 5

10

hodnoceni

D. V hodnocenych €ajich ur €ete (pokud je to mozné) intenzitu z&kladnich chuti

pFiloZzené hodnotici stupnice

Z&kladni chut é - sladkost, kyselost, slanost, ho
nepatrna

velmi slaba

vyraznéjsi

dosti vyrazna

silné vyrazna

rkost

podle

€. €aje 1 2 3 4 5

10

Sladkost

Kyselost

Slanost

Horkost
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