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Abstrakt

Rostliny syntetizuji fadu latek oznacovanych jako sekundarni metabolity. Patii mezi né
produkty fenylpropanoidni drahy (flavonoidy, stilbeny, anthokyaniny, taniny), isoprenoidy
a alkaloidy. Studiu sekundarnich metabolitd rostlin je vénovana zna¢na pozornost, protoze
jsou spojovany s pozitivnim vlivem na lidské zdravi a snizenim rizika nékterych chorob
véetné rakoviny, diabetu 2. typu a poruch kardiovaskularniho systému. Mechanismus
ucinku jednotlivych latek neni dosud piesné znam, pozitivné se projevuje jejich

antioxidac¢ni kapacita.

V této praci byly pfipraveny extrakty z 22 druhti ovoce a zeleniny, byl stanoven celkovy
obsah fenolickych latek, flavonoidl a antioxida¢ni kapacita pomoci metody FRAP (z angl.
ferric ion reducing antioxidant power) a ABTS [2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-

sulfonat)].

Vysoky obsah fenolickych latek byl zjistén v extraktu z jahody, visné a kiwi. Nejvyssi

antioxida¢ni kapacitu m¢l extrakt z jahody.

Dalsi sledovanou vlastnosti byl vliv extrakti z ovoce a zeleniny na aktivitu travicich
enzymu pankreatické lipasy a a-amylasy. Extrakt z citronu, ¢erveného rybizu, josty,
limetky a viSné€ snizil aktivitu lipasy, extrakty z cerveného rybizu, dyn€, kiwi a nashi

vyrazn¢ inhibovaly §té€peni skrobu a-amylasou.

Klic¢ova slova: fenolické latky, flavonoidy, antioxida¢ni kapacita, inhibice enzymu



Abstract

Plants synthesize a wide variety of compounds called secondary metabolites. These
compounds comprise products of the phenylpropanoid pathway (flavonoids, stilbens,
anthocyanines and tannins), isoprenoids, and alkaloids. Since plant secondary metabolites
seem to affect human health in a positive way, decrease the risk of some diseases such as
cancer, diabetes type 2 and disorders of the cardiovascular system, their studies attract a lot

of attention.

The mechanism of the effect of individual compounds on human health has not been

clarified yet, the positive effect is probably caused by their antioxidant capacity.

In this work 22 extracts from different kinds of fruit and vegetables were prepared. The
total content of phenolic compounds and flavonoids, the antioxidant capacity by methods
FRAP (ferric ion reducing antioxidant power) and ABTS [2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)] were determined.

High content of phenolic compounds was established in the extract from strawberry, cherry

and Kiwi, the highest antioxidant capacity was found in the extract from strawberry.

Another studied attribute of extracts from fruit and vegetables was their influence on the
activity of digestive enzymes pancreatic lipase and a-amylase. The extracts from lemon,
red currant, jostaberry, lime and cherry decreased the activity of lipase, while the extracts
from red currant, pumpkin, kiwi and nashi pear significantly inhibited the hydrolysis of

starch by a-amylase.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, antioxidant capacity, enzyme inhibition
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Seznam pouzitych zkratek a znacek

Naésledujici seznam zkratek a znacek pouzitych v této praci zahrnuje i vyrazy od udanych

odvozené,

tedy napf. zkratka ABTS znamend primarné 2,2 -azino-bis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonat), ale vztahuje se také na od n¢j odvozené tvary.
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DMAPP
DPPH
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EF

EK

ET

FL
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HMG-CoA

HPLC

IPP

LDL

objemové procento

hmotnostni procento

hmotnostni koncentrace v procentech

2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)

hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumine)
dimethylallyldifosfat

N,N-di(fenyl)pikrylhydrazyl

ekvivalent askorbatu

¢islo enzymové klasifikace (z angl. Enzyme Commission number)
ekvivalent fenolu

ekvivalent kvercetinu

ekvivalent troloxu

flavonoid

redukéni (antioxidacni) sila (z angl. ferric ion reducing antioxidant power)
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high-performance liquid
chromatography)

isopentenyldifosfat

lipoprotein s nizkou hustotou (z angl. Low-Density Lipoprotein)



MEP 2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatova draha

MVA mevalonatova draha

PAL fenylalaninamoniumlyasa (EC 4.3.1.5)

PL fenolicka latka

p-NP p-nitrofenol

p-NPP p-nitrofenylpalmitat

ROS reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive Oxygen Species)

RNS reaktivni formy dusiku (z angl. Reactive Nitrogen Species)

TEAC antioxida¢ni kapacita vyjadiena v ekvivalentech troloxu (z angl. trolox

equivalent antioxidant capacity)
TPTZ 2,4,6-tripyridyl-s-triazin
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
Veskeré dale zminéné sacharidy jsou v D-formé, pokud neni uvedeno jinak.

Veskeré dale zminéné aminokyseliny jsou v L-formé.



1 Uvod

1.1 Sekundarni metabolity rostlin

Sekundarni metabolity jsou organické slouCeniny vznikajici v téle rostlin ale 1
mikroorganismi, které se pfimo nepodili na procesu rustu, vyvoje ¢i rozmnozovani [1].
Biosyntéza nékterych sekundarnich metabolitii miize byt omezena jen na urcité rostlinné

druhy [2]. Nejedna se tedy o latky spojené se zakladnimi metabolickymi drahami.

Funkce sekundarnich metaboliti byva vétSinou ekologické povahy. Tyto latky slouzi
predevsim jako ochrana proti predatortim, parazitim ¢i chorobam; pii mezidruhové
kompetici a pro v&tsi Gspésnost rozmnozovani [3]. Jejich hlavni tloha by se tedy dala

shrnout jako snaha poskytovat danému organismu vyhody pro pieziti.

Na druhé stran¢ primarni metabolity jsou slouceniny, které se tucastni zakladnich
metabolickych drah, fotosyntézy, respirace, ristu a vyvoje [4]. Jedna se o latky, které se
vyskytuji ve v8ech rostlinach a maji vzdy stejnou tlohu [5]. Do této skupiny fadime napf.
sacharidy, mastné kyseliny, nukleotidy, aminokyseliny, organické kyseliny, cytochromy ¢i

chlorofyly [4, 5].

Vyznam sekunddrnich metabolitl pro rostlinu je dan jejich ptfisedlym zpisobem Zzivota a
nemoznosti utéct pied predatory nebo pred nevhodnymi okolnimi podminkami [5]. Funkci
sekundarnich metaboliti je tedy jejich ochrana pted predatory a patogeny jakou jsou viry,
bakterie a houby. Jelikoz rostliny jsou dilezitym zdrojem potravy pro dalsi organismy,
chrani se rostliny sekundarnimi metabolity pfed herbivory, kterymi jsou hmyz a pfedev§im

savci.

Rostlina je vSak také ohroZena abiotickym stresem jako je UV zéfeni, ozon ¢i herbicidy,
pred kterym ji tyto latky také dokazou branit. Sekundarni metabolity jsou velmi dulezité
Vv adaptaci na kontinudln€ se ménici okolni podminky, poskytuji vyhody pfi rozmnoZovani,
tvofi pigmenty a intenzivni ving, které jsou silnymi atraktanty opylovacu a rozptylovact
semen. Diky témto vlastnostem pomahaji rostliné pti kompetici s jejimi rivaly z rostlinné

fiSe. Mohou slouzit i jako signalni molekuly [1].
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Sekundarni metabolity mohou byt pfitomny konstitutivné nebo mohou byt syntetizovany
jako odpovéd’ na stresové podminky. Dal$i moznosti je aktivace téchto latek po poskozeni

integrity rostliny [5].

Biosyntéza sekunddrnich metabolith ptedstavuje cesty, které navazuji na primarni
metabolické drahy (obr. 1.1), a ackoli jsou charakterizovany velkou biochemickou

diverzitou, syntetizuji se pouze z malého poctu kli¢ovych primarnich metabolitt [1, 6].

pentosafosfatova glykolyza
drdha

erythrosa-4-fosfat | I 3-fosfoglycerat l fosfoenolpyruvat ]
cict;itlz}" acetyl-CoA

Biosyntéza
priméarnich
metaboliti

atova draha MEP draha alifatické

aminokyseliny
aromatické alkaloidy
aminokyseliny

I—)l fenylpropanoidy |—)I flavonoidy | Biosyntéza

sekundarnich
metaboliti

Obrazek 1.1: Prehled hlavnich metabolickych drah biosyntézy sekundarnich metabolitt
[4,5,6].

Rostliny jsou vyznamnou soucasti stravy ¢lovéka, poskytuji vétsinu esencidlnich vitaminii
a mineralll a mnozstvi dalSich latek [7]. Od nepaméti jsou rostliny také zdrojem lé¢ivych
latek, nejprve byly pouzivany ve formé c¢aji popt. masti, pozdé&ji byly pfipravovany a
vyrabény jako léCiva a dale synteticky upravovany za ucelem ziskani latek jesSté

uc¢inngjsich [8].
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Struktura sekundarnich metaboliti se musela vyvinout tak, aby mohla interagovat
s molekularnimi cili v bunkach a tkanich mikroorganismui, zivocicht a jinych rostlin. Tim,
ze rostlinné sekundarni metabolity pfipominaji endogenni metabolity, ligandy, hormony,
signalni transduk¢ni molekuly, anebo neurotransmitery, mohou ovlivnit fyziologické
funkce, pripadn€¢ i mit prospé$né 1é¢ebné UcCinky. Z tohoto divodu maji sekundarni
metabolity potencial fungovat jako antidepresiva, sedativa, svalové relaxanty nebo

anestetika [9].

O nékterych sekundarnich metabolitech se v posledni dobé mluvi jako o nutraceutikach,
latkach pfitomnych v potrave, jejichz prospésnost plyne z dlouhodobé konzumace
[7,9, 10].

Sekundarni metabolity jsou tedy ekonomicky dulezité jako 1é¢iva, dopliky stravy, dale

jako ochucovadla a viing, barvy a pigmenty ¢i pesticidy [3, 8].

Z hlediska chemické struktury muzeme rostlinné sekundarni metabolity rozdélit do

nasledujicich skupin [1]:

e fenylpropanoidy a jejich derivaty
e isoprenoidy

o alkaloidy
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1.2 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy patii mezi Sirokou skupinu polyfenolickych latek. Jejich rozsahla
diverizita je v principu vysledkem modifikaci nékolika zakladnich struktur ziskanych ze

sikimatové drahy [11].

Sikimatovd draha vyuziva jednoduché sacharidové metabolity =z glykolyzy
(fosfoenolpyruvat) a pentosafosfatové drahy (erythrosa-4-fosfat) pro syntézu aromatickych
aminokyselin. Syntéza fenylpropanoidi (obr. 1.2) se odvozuje od deaminace fenylalaninu
za tvorby kyseliny skoficové. Klicovou a regulaéni reakci katalyzuje
fenylalaninamoniumlyasa (PAL, EC 4.3.1.5), ktera reguluje rast a vyvoj, ale téZ odpovida
na stimuly z okolniho prostfedi. VIiv na expresi a aktivitu PAL ma tedy napt. svétlo,

poskozeni rostliny, gamma zafeni, kliceni a diferenciace pletiv [1, 5].

- -

L-fenylalanin kys. skoficova 1 3 malonyl-CoA

T T l chalkon
lignany stilbeny l, flavonoidy
flavony

flavonoly
\Z isoflavon
n

lignin n

suberin, kutin

Obrazek 1.2: Struény piehled produkti metabolismu fenylpropanoidt (upraveno dle
[5, 11]).
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Mezi nejpocetnéjsi a zaroven i nejvyznamnéjsi zastupce fenylpropanoidi patii flavonoidy,

kumariny, stilbeny a ligniny [1, 12].

1.2.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou benzo-y-pyron derivaty skladajici se z fenolovych a pyranovych kruht a
jsou klasifikovany dle svych substituci. Flavanovy cyklicky skelet (obr. 1.3), ktery se
skladd ze dvou substituovanych benzenovych kruht (A a B) a pyranového kruhu C,
napojené¢ho na kruh A [6].

Flavonoidy se lisi v poloze hydroxylovych, methoxy a glykosidovych skupin a v konjugaci
mezi A- a B- kruhy [13].

Obrazek 1.3: Zakladni struktura flavonoidi (upraveno dle [14]).

Fenylovy kruh B (obr. 1.3) mize byt napojen na pyranovy kruh v pozici 2 (flavonoidy,
mezi néz patii vétSina flavonoidnich barviv), 3 (isoflavonoidy, od nichz se odvozuji
insekticidy nékterych rostlin, zvané rotenony) nebo 4 (neoflavonoidy). Dalsi klasifikace je
zaloZena na stupni oxidace pyranového kruhu: flavany, flavanoly, flavony, flavonoly,

anthokyanidiny, chalkony [6].

V tabulce 1 na dalsi strané¢ 15 jsou shrnuty struktury a zdroje nékterych zastupct

flavonoidu.
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Tabulka 1: Stru¢ny ptehled nékterych zastupct flavonoidt (upraveno z [13]).

zakladni ] ] ]
tiida flavonoid znak substituce zdroj
struktura
‘ (+)-katechin 3,5,7,3,4-OH &aj
Flavanol O 0 (-)-epikatechin | 3,5,7,3,4-OH &aj
OH
chrysin 5,7-OH slupky ovoce
apigenin 3,7,4'-OH petrzel, celer
Flavon luteolin 5,7,3,4-OH mrkev, celer
rutin 5,7,3,4-OH, 3- &ervené vino,
¢ rutinosid slupka rajéete
‘ kaempferol 3,5,7,4-OH por, brokolice
Flavonol O ™ kvercetin 3,5,7,3,4-OH rajée, cibule
I OH myricetin 3,5,7,3,4,5-OH | brusinka
naringenin 5,7,4-OH citrus
Flavanon 5 O g- ] : . Y
) O hesperidin 3,5,3-0OH, 4- pomeran¢
(dihydroflavon) o
I OMe, 7-rutinosid
o genistein 5,7,4'-OH sojové boby
Isoflavon O I o : i
O daidzein 7,4-OH sojové boby
(o}

Biologické a fyziologické ucinky flavonoidd na lidské zdravi jsou bezpochyby centrem
zajmu mnoha védeckych studii. Bylo prokdzano, Ze flavonoidy vykazuji antibakterilni,
inhibuji oxidaci LDL lipoproteind, ¢imz zabranuji vzniku arterosklerézy, ptisobi proti
shlukovani krevnich desti¢ek (antitromboticky efekt), podporuji relaxaci srde¢niho

svalstva (antihypertenzni a antiarytmicky efekt) a udrzeni permeability cév [10, 15].

Ochranné ptisobeni flavonoidl je ptipisovano jejich schopnosti vychytavat volné radikaly
(obr. 1.4 na strané 16), vazat do komplexi ionty prechodnych kovu (obr. 1.5 na strané 17),
a tak meénit jejich dostupnost jako katalyzatori oxidacné-redukénich reakei, aktivovat

antioxidacni enzymy a inhibovat oxidasy [10].
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Pro tyto dé¢je je pravdépodobné klicova polyfenolicka struktura flavonoidi. Avsak aby
mohl byt polyfenol definovéan jako antioxidant, musi splitovat dvé zdkladni podminky: za
prvé, pokud je pfitomen v nizké koncentraci vici substratu, ktery lze oxidovat, musi
pozdrzet, retardovat nebo zabranit jeho autooxidaci nebo oxidaci zprostfedkovanou

volnymi radikaly; za druhé musi byt jeho vlastni radikal po zachyceni elektronu stabilni
[16].

Obrazek 1.4: Mechanismus zachyceni a pfemény radikalu galanginem (upraveno dle [17])

Dalsi vlastnosti flavonoidd je schopnost chelatovat ionty kovi (obr. 1.5). Chelatace kova
(pfevazné iontl zeleza a médi) brani vzniku radikald, které poskozuji cilové biomolekuly.
Navic, vyuziti chelatorti jako jsou flavonoidy, je vyhodnéjsi nez pouzivani syntetickych
struktur kvali nebezpeéi jejich toxicity. Ve struktuie nékterych flavonoidd se nachazi tii
potencialni koordina¢ni mista:

a) mezi 5-hydroxy a 4-karbonylovou skupinou

b) mezi 3-hydroxy a 4-karbonylovou skupinou

¢) mezi 3,4 -hydroxy skupinou v B kruhu (obr. 1.5 na strang 17).
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Obrazek 1.5: Potencialni koordina¢ni mista pro vazbu iontl ve struktufe nckterych

flavonoidu (upraveno dle [18]). M znaci ion kovu.

Celkova antioxidac¢ni aktivita flavonoidi je tedy kombinaci ptimé reakce s volnymi
radikaly a chelatace latek zodpovédnych za tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS) [18].

Pro ¢lovéka je nejdulezitéjsim resp. nejcastéjs$im zdrojem flavonoidd ovoce (napi. jahody,
meruiiky, maliny), zelenina (napf. petrzel, cuketa, rajée), 1é¢ivé rostliny (napt. hluchavka

bila, vinna réva), a od nich odvozené napoje jako je ¢aj, vino nebo kava [19].

1.2.1.1 Metabolismus kvercetinu

Mezi nejvice zastoupené flavonoidy v zelening, kterd je soucasti naSi potravy, patii
kvercetin (obr. 1.6). Tato latka byla také vyuzita jako modelovy flavonoid pro studie jeho

biologickych G¢inkd a vlivu na lidsky organismus [5].

Obrazek 1.6: Struktura kvercetinu [4].

Ke vstfebavani kvercetinu dochézi v tenkém stfevé po odstépeni sacharidové slozky
B-glukosidasou. Pravdépodobn¢ jiz ve stievnich buitkach dochazi k modifikacim aglykonu
pomoci methylové skupiny (vznik4 isorhamnetin), kyseliny glukuronové nebo sulfatace.
Tyto metabolity jsou transportovany do jater a po dalSich upravach a vazbé na albumin

transportovany cévnim systém k jednotlivym organim a tkdnim. Jiz v endotelovych
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bunikach a dalsich tkdnich mlze dochazet pisobenim B-glukuronidasy opét k odStépeni
volného aglykonu, ktery je pravdépodobné nejdulezitéjsi pro biologické ucinky. Z téla
muze byt modifikovany kvercetin vylou€en moc¢i nebo téz z jater zlu¢i jako
kvercetinglukuronid. Cast metaboliti kvercetinu je dale metabolizovana stfevnimi

bakteriemi (obr. 1.7) [20, 21, 22].

portalni

tenké stievo
o
o

ledviny

. \J
Ooﬁ o

stolice

b glykosid kvercetinu B—glu f —glukosidasa
C} kvercetin B—glucur B —glucuronidasa
d isorhamnetin KOMT katechol-O-methyltransferasa
0 kvercetinsulfat PST fenolsulfotransferasa

e) kvercetinglukuronid SGLTL glukosovy transporter

8 isorhamnetinglukuronid UGT UDP-glukuronosyltransferasa
Loy kvercetinsulfatglukuronid

Q fenolickeé kyseliny

- albumin

Obrazek 1.7: Metabolismus kvercetinu v lidském organismu (upraveno podle [20]).
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V literarufe byla popsana fada biologickych tc¢inkli kvercetinu vcetné antiproliferacnich a
ochranou pied tvorbou tumort. Tyto ucinky souvisi piedev$im s antioxida¢nimi
vlastnostmi, kvercetin mtize poskytovat elektrony reaktivnim formam kysliku, a tim snizit
moznost poskozeni DNA. Rovnéz chelatace kovil, které se podileji na vzniku ROS,

ptispiva ke snizeni oxidacniho poskozeni DNA [23].

Z kvercetinu po oxidaci vznika toxicky chinon kvercetinu, ktery je schopen arylovat thioly
proteintl. V bunice existuji mechanismy ochrany ptfed timto produktem. Chinon miZze byt
konjugovan s glutathionem nebo enzymaticky redukovan za spotfeby NADH, redukcnim

¢inidlem muZe byt i askorbat (obr. 1.8).

DHA askorbat

oxidace

ey,

OH O OH OH
kvercetin chinon kvercetinu

NAD* NADH
+ GSH + P-SH

o e I
8-GSQ O |

OH

OH O

OH
HO O O
OH
6-GSQ a6 O

OH
OH O

Obrazek 1.8: Oxidace kvercetinu. (upraveno dle [24]). Piehled uvedenych zkratek:
dehydroaskorbat (DHA); DT-diaforasa (DTD); glutathion (GSH); thiolové skupiny
proteinu (P-SH); 8-glutathionylkvercetin (8-GSQ); 6-glutathionylkvercetin (6-GSQ).

Pti vys$$i koncentraci kvercetinu v plazmé, které je mozno dosahnout pouze dlouhodobym
podavanim kvercetinu jako potravinového doplitku nebo intraven6zni aplikaci, prevlada;ji
prooxidativni 0Cinky, které mohou ovliviiovat vSechna stadia kancerogeneze. Bylo

popsano snizeni exprese onkogenti, napi. Ras, MEK a PI3K, naopak zvySend exprese
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tumor supresorovych genil jako p53 a p21 a cesta aktivace apoptozy ucinkem kvercetinu
[25].

1.2.2 Stilbeny

Stilbeny zahrnuji skupinu bioaktivnich sloucenin, jejichz hlavnim zastupcem je
trans-resveratrol (3,5,4- trihydroxystilben) a jeho ptirodni glykosid trans-piceid. Struktura
stilbenti je obecn¢ charakterizovdna pfipojenim druhého aromatického kruhu k 9'-C atomu

fenylpropanoidového zbytku (obr. 1.9) [5].

OH HO
<o
HO X CH,OH O
¢ :
OH 0
OH HO
OH

trans-resveratrol trans-piceid

Obrazek 1.9: Struktury trans-resveratrolu a trans-piceidu [26].

-----

protinadorovych a antioxida¢nich vlastnosti [26, 27, 28].

Cervené vino piedstavuje nejdilezitéjsi zdroj trans-resveratrolu pro ¢&lovéka. Tato
molekula je pravdépodobné nejpodstatnéj§im faktorem tzv. francouzského paradoxu. Ten
popisuje epidemiologické zjisténi o nizkém vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni
francouzské populace, navzdory tomu, ze jejich strava je bohatd na nasycené tuky, ale
obsahuje také denni pfijem pfiméfeného mnozstvi ¢erveného vina. Trans-resveratrol je
biosyntetizovan vinnou révou (a dal$imi rostlinami) zejména jako odpovéd’ na patogen

Botrytis cinerea [26, 27].

Jednim z mist G¢inku trans-resveratrolu je pravdépodobné indukce hemoxygenasy. Jedna
se 0 enzym, jehoZ funkci je roz$tépit hem, ktery poté uvoliiuje ionty Zeleza, oxid uhelnaty a
biliverdin, ktery je rychle konvertovan na bilirubin (obr. 1.10 na stran¢ 21). Uvolnéné ionty
zeleza se podili na udrZzeni homeostazy tohoto prvku v téle. Na druhé stran¢ ionty Zeleza se
mohou ucastnit Fentonovy reakce (reakce s peroxidem vodiku za tvorby volnych radikali).
Oxid uhelnaty pii fyziologické koncentraci se mize vazat s guanylatcyklasou a plsobit

vazodilata¢né. Bilirubin i biliverdin maji schopnost zachycovat volné radikaly [28].
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Obrazek 1.10: Ucinek trans-resveratrolu pti degradaci hemu a indukci hemoxygenasy
(upraveno dle [28]). Piehled uvedenych zkratek: NADPH:cytochrom P450 reduktasa (Cyt
P4s0 Red); biliverdinreduktasa (BV Red).

1.2.3 Anthokyaniny

Flavonovym glykosidiim jsou velmi pfibuznd ve vodé rozpustna cervend, modrofialova az

modra barviva kvéti, listt a plodd vyssich rostlin, nazyvana anthokyaniny.

Chemicky jsou anthokyaniny glykosidy, jejichz aglykon tvofi anthokyanidiny, coZ jsou
hydroxyderivaty heterocyklu flavanu (obr. 1.11 na strané 22), jehoz kladné nabity kyslik
V pyranovém kruhu umoziuje vznik oxoniovych soli s anionty. Cukernou slozkou
anthokyaninl byva glukosa, galaktosa, rhammosa, arabinosa nebo jejich spojenim vzniklé

oligosacharidy [6].
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Obrazek 1.11: Struktura zastupct anthokyanint (upraveno dle [29]). Z moznych glykosida

jsou znazornény B-glukosidy.

Barva kvétu a plodid je kromé ¢ervenych az modrych anthokyanint (z fectiny kyaneos -
modry a anthos - kvét) a anthoxanthint (z fectiny xanthos - zluty), téz ovlivnéna pomoci
flavonolt a flavonu (z latiny flavus - Zluty) a chalkont a aurond, které se diive nazyvaly

anthochlory (z fectiny chloros - zeleny) [19].

Na jedné strané anthokyaniny slouzi jako ptirodni barviva (pigmenty) ovoce a zeleniny, ale
jedna se také o bezpecné a prokdzané antioxidanty. Studie in vitro a in vivo ukazala, ze
anthokyaniny projevuji potencialni u¢inek na zlepSeni kardiovaskularniho stavu, zdravi
oka, pokozky, ale také ochranu pted infekci mocového méchyte. Dale se zkouma jejich
antikarcinogenni potencial a moznost jejich vyuziti jako pii 1é¢bé pacientt s diabetem 2.

typu [30].
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Unikatnost anthokyaninti se projevuje také ve schopnosti elektronové delokalizace, kdy se
tvofi rtizné rezonanc¢ni struktury v zavislosti na hodnoté¢ pH. Ve vodné fazi koexistuji v
rovnovaze Ctyfi specifické strukturni formy anthokyanini (obr. 1.12 na strané 23):
chinoidni baze (modra, ptevladajici v zasaditém pH v rozmezi 8 - 10), flavyliovy kation
(¢ervenooranzova, prevazujici v silné kyselém pH okolo hodnoty 2), karbinolova
pseudobaze (bezbarva) a chalkon (bezbarva, v rozmezi pH 3 - 6). Procentudlni zastoupeni
rozdilnych specifickych forem se muize liSit, nebot’ zavisi na pH a na konkrétni struktuie

daného anthokyaninu [30, 31].

R1
OH
HO 0, O
R2 O S R2
O-gly
O-gly O-gly
chinoidni baze, pH 8-10 flavyliovy kation, pH 2

R1
OH
HO OH HO
O
= R2
O-gly O O-gly
chalkon, pH 3-6 karbinolova pseudobaze, pH 3-6

Obrazek 1.12: Rezonan¢ni struktury anthokyaninl v zavislosti na pH (upraveno z [31]).

Tabulka 2 na strané 24 shrnuje piehled hlavnich zastupct anthokyaninti z vybranych druht
ovoce.
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Tabulka 2: Prehled zastupcti anthokyaninti v riiznych druzich ovoce (upraveno z [4, 19]).

Cesky nazev

latinsky nazev

hlavni anthokyaninova

barviva

Dp 3-rutinosid, 5-glukosid a

borivka Vaccinium myrtillus )

3-glukosid

) Cy 3-rutinosid, 3-glukosid,

hruska (slupka) Prunus persica ) o

3-galaktosid a 3-arabinosid
jahoda™ Fragaria sp. Pg a Cy 3-glukosidy
mango Mangifera indica Pn 3-galaktosid

Cy a Pg-3-glukosylrutinosid,
malina® Rubus idaeus 3-soforosid, 3-rutinosid, 3-

glukosid
pomerang ’ Citrus sinensis Cy a Dp 3-glukosidy

Cy triosidy, 3-rutinosid a 3-
oliva Olea europea glukosid a acylované Cy

pigmenty

rybiz Cerveny )

Ribes rubrum

Cy 3-glukosid, 3-rutinosid,
3-sambubiosid, 3-soforosid,
3- glykosylrutinosid, 3-

xylosylrutinosid

Cy a Pn 3-glukosidy a 3-

Svestka Prunus domestica
rutinosidy
Cy 3-glukosid, 3-rutinosid,
3-soforosid, 3-

visie” Prunus cerasus glukosylrutinosid, 3-

sambubiosid, Pn 3-glukosid

a 3-rutinosid

*) Ovoce studované v této praci. Piehled uvedenych zkratek: kyanidin (Cy), pelargonidin
(Pg), peonidin (Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt), malvidin (Mv).
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1.2.4 Taniny

Taniny jsou piirodni polyfenolické slouceniny o relativni molekulové hmotnosti (M)

500 — 3000. Mohou vytvéafet interakce s dal§$imi makromolekulami, jako jsou bilkoviny,

celulosa nebo pektiny [6, 32]. Muzeme je rozdélit na dvé =zakladni skupiny:

hydrolyzovatelné a kondenzované taniny, které maji zcela odlisSnou chemickou stavbu.

1.2.4.1 Hydrolyzovatelné taniny

Hydrolyzovatelné taniny jsou vétSinou estery glukosy nebo jinych

s aromatickymi hydroxykyselinami gallovou nebo m-digallovou (m-galloylgallovou)

kyselinou, tzv. gallotaniny (obr. 1.13), nebo ellagovou kyselinou, ellagitaniny. Zbytky

téchto kyselin se mohou vazat na pét volnych hydroxylovych skupin glukosy.

Hydrolyzovatelné taniny nachazime zejména v kute a dievé nékterych stromu [6].

OH
OH OH
OH
HO OH
COOH
. co
kyselina gallova Ny
HO 0 /CO
/2 0
HO co
/0 0-Co
HO
OH OH
gallotanin

Obrazek 1.13: Gallotanin jako jednoduchy piiklad hydrolyzovatelnych tanind, jednd se

o pentagalloylglukosu. (upraveno dle [33]).

Hydrolyzovatelné taniny jsou pfitomny pouze ve stopovém mnozstvi v bézné piijimané

stravé [6].
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1.2.4.2 Kondenzované taniny

V ptipad¢ kondenzovanych tanini neboli proanthokyanidinu se jedna o polymerni latky,
jejichz monomernimi jednotkami jsou flavonoidy flavany, zejména flavan-3-oly, zvané
katechiny (obrazek 1.14). Kondenzované taniny jsou Siroce zastoupeny v ovoci, zelening,
picninach, rostlinach, kakau, Cerveném vinu a urcitych obilovindch (Cirok, proso) a

lugténinach [6, 33].

OH
OH

HO O\

OH
OH

epikatechin
OH
OH

HO (0] N

>,

OH

OH

katechin kondenzovany tanin

Obrazek 1.14: Piiklad struktury kondenzovaného taninu [33]. Flavanové jednotky jsou
spojovany vazbami mezi atomy uhliku 4 a 8. Katechiny maji strukturu blizkou
anthokyanidiniim a flavanolu; mnohé vyssi oligomery a polymery proanthokyanidinii jsou
kondenzované taniny. Kondenzované taniny se vyskytuji ve formé dimert a trimerti, které
vSak snadno podl€haji enzymové oxidaci za vzniku polymernich hnédé az Cervené
zbarvenych latek. Ptikladem je hnédnuti roziiznutého jablka nebo mechanicky

poskozeného listu [6].

Kondenzované taniny maji Sirokou S$kalu biologickych a farmakologickych aktivit
zahrnujici antioxidacni, kardioprotektivni, protinddorové a analgetické ucinky, bez

zpusobeni vyraznych toxikologickych efektt.
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Bylo pozorovano, ze taniny dokazi zlepsit prijem glukosy diky mediatoriim signaliza¢nich
drah pro inzulin, jako jsou PI3K (fosfoinositid-3-kinasa) a p38 MAPK (mitogenem
aktivovana protein kinasa) aktivace a translokace glukosovym transporterem (GLUT-4).
Redukce glykémie (hladiny glukosy v krvi) fenolickymi slou¢eninami byla pifisouzena
schopnostem redukce absorpce zivin (pf. katechiny c¢aje inhibuji absorpci glukosy
Vv tenkém stfevu), snizeni piijmu potravy (pf. epigallokatechingallaty vyrazné redukuji
pfijem potravy), indukce regenerace [-bunc¢k. Taniny byly také popsany jako
antihyperglykemické latky v metabolismu diabetickych krys. Taniny jsou tedy zkoumany

v souvislosti s regulaci metabolismu diabetikti 2. typu [32].

1.3 Isoprenoidy

v

Isoprenoidy jsou pfitomné ve vSech Zivych organismech, avSak jejich nejrozmanitéjsi
skupinu nalézame u rostlin. V primarnim metabolismu slouzi jako slozky membran
(steroidy), fotosyntetické pigmenty (chlorofyly, karotenoidy), pienaSece elektrond
(chlorofyly, chinony) a rostlinné hormony (kyselina abscisova, cytokininy, gibberelliny a
brassinosteroidy). Mezi isoprenoidy patii i sekundarni metabolity jako esencialni oleje
(monoterpeny), atraktanty hmyzu, fytoalexiny (sekvi-, di-, triterpeny), antimikrobialni

latky a tzv. antikrmiva (mono- a seskviterpeny) chranici rostlinu pted riznymi predatory

[5].

Rostlinné isoprenoidy jsou dulezité i komercné, naptiklad ochucovadla jidel, napoji, ving,
ptirodni insekticidy (pt. pyrethrin), rozpoustédla (pf. terpentyn), a polymerni latky jako
kauc¢uk. Také nachazi uplatnéni jako farmaka nebo jejich prekurzory [5]. Naptiklad
artemisinin je G¢inné antimalarikum. Taxol se pouziva pii 1écbé rakoviny. B-karoten a

a-tokoferol jsou dalezitymi vitaminy [34].

Na obrazku 1.15 na stran€ 28 jsou zndzornény vybrané struktury isoprenoidu vyssich

rostlin.
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Obrazek 1.15: Vybrané struktury zastupct isoprenoidi [5].

1.3.1 Syntéza isoprenoidi

Prekurzorem pro syntézu isoprenoidi je isopentenyldifosfat. Jeho syntéza probiha ve
vysSich rostlinach a v nékterych skupinach fas dvéma cestami, z nichz jedna je

lokalizovana v cytosolu a druha v plastidech [5].

Ob¢ cesty jak plastidova (2-C-methyl-D-erythritol-4-fosfatova, MEP), tak mevalonatova
(MVA) cesta (obr. 1.16 na strané 29) produkuji isopentenyldifosfat (IPP) a
dimethylallyldifosfat (DMAPP) [35]. Prekurzorem isoprenoidni biosyntetické drahy pro
syntézu steroidii v cytosolu je acetyl-CoA. Na druhé stran¢ pro plastidovou cestu syntézy

jsou prekurzory pyruvat a glyceraldehyd-3-fosfat.
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Obrazek 1.16: Porovnani cytosolové a plastidové cesty biosyntézy isoprenoidd (upraveno
dle [36]). Mevalonatova (MVA) cesta v cytosolu je znadzornéna vlevo, kde jsou uvedeny zkratky
téchto enzymu: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktasa (HMGR); isopentenyldifosfat
isomerasa (IDI). Vpravo je znazornéna plastidova (MEP) cesta, kde jsou uvedeny zkratky téchto
klicovych enzymu: 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat synthasa (DXS); 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat
reduktasa (DXR); hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-difosfat synthasa (HDS);
isopentenyldifosfat/dimethylallyldifosfat synthasa (IDS); a isopentenyldifosfat isomerasa (IDI).

Carkované §ipky indikuji vicekrokové reakce.

Mevalonatova cytosolarni (MVA) cesta je zodpovédna za syntézu sterold, triterpent,
nékterych seskviterpenti a postranniho fetézce ubichinonu. Plastidovda (MEP) cesta
zodpovida za syntézu velké skupiny rostlinnych isoprenoidu, jako jsou hemiterpeny,
monoterpeny jako pinen a limonen, diterpeny (napf. fytoloveé fetézce, gibereliny ¢i kyselina
abietova), stejné¢ jako tetraterpeny (karotenoidy). Také postranni fetézce chlorofylu a

plastochinonu jsou syntetizovany touto cestou (obr. 1.17 na strané 30) [5].
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Obrazek 1.17: Ptehled latek vznikajicich z IPP a DMAPP rozdélenych dle jejich
kompartmentace Vv rostlinach (upraveno z [37]). Mevalonatova (MVA) cesta poskytuje IPP pro
syntézu steroll (napf. sitosterol, stigmasterol, a cholesterol) a brassinolidd v cytosolu a ubichinonu-
9 a -10 v mitochondrii. Plastidova (MEP) cesta smétfuje k syntéze monoterpent, gibberelint,
karotenoidi a plastochinonu-9. Piehled uvedenych zkratek: dimethylallyldifosfat (DMAPP);
1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat (DXP); farnesyldifosfat (FPP); geranylgeranyldifosfat (GGPP);
geranyldifosfat (GPP); isopentenyldifosfat (IPP); mevalonat (MVA); solanesyldifosfat (SPP).
Carkované $ipky indikuji vicekrokové reakce [37, 38].

1.3.2 Vliv isoprenoidi na prenylaci proteini v Zivo¢iSném organismu

Isoprenoidy pii nizké koncentraci inhibuji biosyntézu HMG-CoA reduktasy, coz ma za
nasledek omezeni mnoZstvi intermedidtl pro prenylaci G-proteintli, coZ sniZzuje rychlost
bunééné proliferace [39]. Na druhé strané pii vyssi koncetraci isoprenoidy inhibuji post-
translacni prenylaci proteind (pf. limonen, perillyl alkohol). Prenylace, katalyzovana
prenyl-protein  transferasami, zahrnuje vazbu lipofilnich  farnesylovych nebo
geranylgeranylovych skupin na cysteinovy zbytek blizko koncové karboxyskupiny

proteint regulujicich bunéény rast. Mezi takové proteiny se fadi tzv. malé G-proteiny
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(pt. Ras, RhoA a Rac 1). Prenylaci dochazi k modifikaci téchto proteinti, coz ovlivni jejich
vazebné schopnosti. Takto modifikovany protein se pak muize navadzat do nespravného
mista. Bylo prokazano, Zze isoprenoidy (napf. monoterpeny limonen a perillylalkohol)
selektivné inhibuji isoprenylaci malych G proteini o velikosti 21 - 26 kDa, a to
kompetitivni inhibici prenyl-protein transferas. Dalsi moznost pfistupu chemoterapie je

tedy vyuziti zacileni isoprenoidl na onkogenni formy Ras proteini [39, 40].

1.4 Antioxidanty

Jako antioxidant byla definovana jakakoli latka, které dokéze pti nizké koncentraci
V porovnani s oxidovatelnym substratem, vyznamné pozdrzet anebo inhibovat oxidaci
tohoto substratu. Fyziologicka role antioxidantd tedy pfedstavuje snahu zabranit poskozeni

bunéénych komponent, které nastadvaji v disledku chemickych reakci s volnymi radikély

[41, 42].

Volny radikal Ize definovat jako jakoukoli molekularni strukturu, ktera obsahuje neparovy
elektron v atomovém orbitalu a kterd je souCasné schopnd nezéavislé existence. VéEtSina
radikaltt je vysoce reaktivnich, nebot se mohou stat donorem elektronu anebo jeho

akceptorem [41].

Mezi volné radikaly patii slouc¢eniny obsahujici kyslik (ROS) nebo dusik (RNS). ROS
zahrnuje superoxidovy (03 ), hydroxylovy (HO"), peroxylovy (ROO), lipid peroxylovy
(LOOY) a alkoxylovy (RO) radikal. Na druhé strané RNS zahrnuje oxid dusnaty (NO’) a
oxid dusic¢ity (NO;). Kyslikaté a dusikaté volné radikaly mohou byt snadno konvertovany
na své ne-radikédlové formy, které jsou ovSem taktéZ nebezpecné zdravi. V piipadé
peroxidu vodiku (H,0,), ozonu (03), singletového kysliku (102), kyseliny chlorné
(HCIO), kyseliny dusit¢é (HNO,), peroxynitritu (ONOO~™), oxidu dusitého (N,03),
lipidového peroxidu (LOOH) se sice nejedna o volné radikaly, ale obecné o oxidanty, které

mohou snadno vést k volnym radikalovym reakcim v Zivych organismech [42].

Enzymova a neenzymova antioxidacni obrana zahrnuje superoxiddismutasu, glutathion
peroxidasu, katalasu, kyselinu askorbovou (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), glutathion,
[B-karoten a vitamin A [42, 43]. Proteiny vazici ionty pfechodnych kovl (napf. ionty Zeleza
a mé&di) brani jejich interakci s peroxidem vodiku a superoxidem, které by produkovaly

vysoce reaktivni hydroxylové radikaly [41].
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1.5 Vliv sekundarnich metabolitii na aktivitu lipasy

Pankreaticka lipasa (EC 3.1.1.3) ma nejvyznamngjsi podil na hydrolyze tuki v travicim
traktu. Hydrolyticky stépi triacylglyceroly na 2-monoacylglyceroly a mastné kyseliny.
Pankreaticka lipasa je tvofena dvéma doménami, vétsi N-termindlni doména je katalyticka,
mensi C-termindlni doména vaze kolipasu, kterd je nutna pro jeji enzymovou aktivitu.
V katalytickém centru se vyskutuje vedle serylového zbytku (Ser-152, lidska pankreaticka
lipasa) jest¢ histidylovy a aspartylovy zbytek (His-263, Asp-176), které tvoii podobnou
trojici jako u serinovych proteas [44, 45]. Obrazek 1.18 popisuje fyziologickou tlohu

pankreatické lipasy.
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Obrazek 1.18: Fyziologicka role pankreatické lipasy v absorbci lipida (upraveno dle [44])

vvvvvv

Z dtvodu spojitosti mezi cirkulujicimi volnymi mastnymi kyselinami a inzulinové

rezistence, se lipolyza tukovych tkanich stava centrem védeckého zajmu [46].
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Aktivita pankreatické lipasy je inhibovana nékterymi slouceninami, nejznamnéjsi je jeji
derivat ze Streptomyces toxytricini znamy jako orlistat. Ten se vaze kovalenté na
OH-skupinu v aktivnim centru a tim lipasu ireverzibilné inaktivuje. Tato sloucenina je
vyrabéna jako 1éCivo, ale ma vsak fadu vedlejSich Uc€inkt, a proto jsou tedy hledany jiné

inhibitory s vyhodné&jsimi vlastnostmi. [45, 47]

Bylo zjisténo, ze extrakty z nékterych rostlin a pfimo nékteré slouceniny maji schopnost
snizit aktivitu lipasy. Jednd se naptiklad o saponiny (esciny z jirovce madalu, Cajové

saponiny z ¢ajovniku ¢inského) a polyfenoly jako jsou flavonoidy. [47, 48]

1.6 Vliv sekundarnich metaboliti na aktivitu a-amylasy

Za hydrolyzu polysacharidi piijatych v potravé, tedy skrobu a glykogenu, je zodpovédna
a-amylasa (EC 3.2.1.1). a-Amylasa hydrolyticky $tépi a(1—4) vazby mezi glukosovymi
jednotkami a produktem jsou tedy limitni dextriny, maltotriosa, maltosa a isomaltosa.
a-Amylasa je pfitomnd ve slinich a je soucésti pankreatické stavy. Dalsi hydrolyzy se jiz
ucastni o-glukosidasy v tenkém stévé. Druhy enzym a-glukosidasa neboli maltasa
(EC 3.2.1.20) katalyzuje kone¢ny krok v travicim procesu sacharidi odbouravanim

1,4-0 vazeb za tvorby glukosy (obr. 1.19 na strané 34). [49, 50].

Rada fenolickych latek z rostlin se vaze na a-amylasu i o-glukosidasu a snizuji jejich
aktivitu. Tento ucinek miZe byt prospés$ny, nebot” koncentrace glukosy v krvi po jidle
(tzv. postprandialni) se muze zvySovat pozvolné&ji. Hledani inhibitord o-amylasy ma
vyznam v souvislosti s 1écbou diabetu, kde nizkd hladina inzulinu znesnadiuje transport
glukosy z krve do bun¢k. Bylo zjisténo, ze kyselina listova, eskuletin, kvercetin a

isorhamnetin piitomné v mésic¢ku Iékaiském inhibuji aktivitu a-amylasy [50, 51].
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a-1,6-glukosidasa
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Obrazek 1.19: Mechanismus aktivity pankreatické a-amylasy (upraveno dle [52]). Mezi
dalsi sacharidy hydrolyzujici enzymy patii: amyloglukosidasa, kterd hydrolyzuje vazby
a-D-(1—4) 1 a-D-(1—6); B-amylasa, kterd Stépi vazby o-D-(1—4) a odstépuji se
maltosové jednotky; a-1,6-glukosidasa, kterda §t€pi vazbu a-D-(1—6), jednad se o tzv.

odvétvovaci enzym.
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2 Cil prace
Mezi hlavni cile predkladané bakalaiské prace patii:

1. Shromazdit informace o syntéze a metabolismu sekundarnich metabolita rostlin.

2. Porovnat obsah fenolickych latek, flavonoidl a antioxida¢ni kapacitu vybranych

extraktd z ovoce a zeleniny.

3. Zjistit vliv extraktt z ovoce a zeleniny na aktivitu pankreatické lipasy a a-amylasy.
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3 Material a metody

Pokud v textu neni uvedeno jinak, pak je vyraz "voda" ekvivalentni vyrazu "destilovana

voda" a "roztok" je ekvivalentni vyrazu "vodny roztok".

3.1 Chemikalie a roztoky
V naésledujicich seznamech jsou uvedeny vSechny chemické latky a chemické ptipravky,

které¢ byly béhem experiment pouzivany. Ve vhodnych pitipadech jsou pfipojeny i udaje

0 Cistoté pouzité chemikalie, popt. dalsi uzite¢né informace.

3.1.1 Rozpoustédla

destilovana voda (100 %w, vyrobena na pracovisti)
ethanol 96% Ph. Eur. (96 %v, Lach-Ner, CR)
methanol p. a. (100 %w, Lach-Ner, CR)

3.1.2 Cisté latky

2,2 -azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) diamonny (tablety 10 mg; Sigma-Aldrich,
USA)

4-nitrofenylpalmitat (Sigma-Aldrich, USA)

a-amylasa z prasec¢iho pankreatu (Sigma-Aldrich, USA)
aceton (Lachema, CR)

azurovy Skrob (Sigma-Aldrich, USA)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, USA)

BSA (>96%w, Sigma-Aldrich, USA)

¢inidlo fenolové Folin-Ciocalteu (Dr. Kulich Pharma, CR)
fenol p. a. (>99 %w; Sigma-Aldrich, USA)

hydroxid sodny &isty (Lachema, CR)

chlorid hlinity p. a. (>99 %w, bezvody; Sigma-Aldrich, USA)
chlorid Zelezity, hexahydrat (Lachema, CR)

cholat sodny, hydrat (Sigma-Aldrich, USA)
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kvercetin, dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
kyselina L-askorbova (>99 %w, Sigma-Aldrich, USA)

kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova (97 %w, také trolox;
Sigma-Aldrich, USA)

kyselina chlorovodikova p. a. (>35 %w; Lach-Ner, CR)

kyselina octova (99,8 %w; Lach-Ner, CR)

kyselina o-fosfore¢na (min 85 %w, Lachema, CR)

kyselina trichloroctova (Avondale laboratories, Anglie)

lipasa z prase¢iho pankreatu (Sigma-Aldrich, USA)

peroxodisiran draselny p. a. (>99 %w; Sigma-Aldrich, USA)
2,4,6-tripyridyl-s-triazin (>98 %w; Sigma-Aldrich, USA)
tris(hydroxymethyl)-aminomethan, (>99%, Fluka Biochemika, CR)

uhligitan sodny p. a. (99,8 %w, bezvody; Lachema, CR)
3.2 Pristrojové vybaveni

analytické vahy XE series, 100 A (Denver Instrument Company, USA)
centrifuga UNIVERSAL 32R (Hettlich Zentrifugen, SRN)

laboratorni vahy Kern 440-45 (Kern, SRN)

lyofilizator Lyovac GT2E (Finn-Aqua, Finsko)

odstaviiova¢ ESF 103 (AEG, SRN)

pH metr UltraBasic UB-10 (Denver Instrument, USA)
spektrofotometr Helios a (ThermoSpectronic, Anglie)

spektrofotometr Ultrospec 2100 pro UV/VIS (Biochrom, Anglie)
susarna HS 62A (ZPA Dukla Presov, CSSR)

thermostat EL-02 (Major Science, USA)

vortex V1-plus (BioSan, Litva)
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3.3 Rostlinny material

V nasledujici tabulce 3 je seznam druhi ovoce (popft. zeleniny), které byly pouzity v této

bakalaiské praci. Je zde uvedena zpracovana ¢ast rostliny i jeji piivod s dobou potizeni.
Tabulka 3: Seznam pouzitych rostlin.

cast rostliny;

cesky nazev (latinsky ndzev [53]) puvod (doba pofizeni)

stav

avokado (Persea americana P. Mill.)
broskvon obecna (Prunus persica L. Batsch)
citron (Citrus limon L. Burm.f.)

cuketa (Cucurbita pepo 'Goldena’)

grapefruit (Citrus paradisi Macfad.)

jahodnik obecny (Fragaria vesca L.)

josta (Ribes nigrum L.)

kaki (Diospyros kaki L. f.)

Kiwi [Actinidia deliciosa (A. Chev.) Liang & Ferguson]
lilek rajée (Solanum lycopersicum L.)

limetka (Citrus limetta Risso)

mandarinka obecna (Citrus reticulata Blanco)
maslova dyné (Cucurbita pepo L.)

merufika obecna (Prunus armeniaca L.)

nashi [Pyrus pyrifolia (Burm. f.) Nakai]
ostruzinik malinik (Rubus idaeus L.)

petrzel obecna [Petroselinum crispum (Mill.) Hill]
pomelo [Citrus maxima (Burm.) Merr.]
pomeran¢ (Citrus sinensis L. Osbeck)

rybiz bily (Ribes rubrum L.)

rybiz ¢erveny (Ribes rubrum L.)

visen obecna (Prunus ceracus L.)
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3.4 Experimentalni metody

Vsechny experimenty byly provadény, pokud v textu neni uvedeno jinak, pii laboratorni
teploté (cca 22 °C).

3.4.1 Extrakce $t’av

K ziskani extraktu (rostlinné §t’avy) bylo pouzito odstaviiovaci zafizeni. Zvazeny rostlinny
materidl byl nadrobno nakrajen a nasledné¢ odstavnén. Ziskana Stéava byla filtrovana od
vétsich rostlinnych zbytki pres dvé vrstvy gazy a byl zméfen jeji objem. Filtrat byl poté

centrifugovan po dobu 10 min pii zrychleni 94009 a teploté 4 °C.

Pripravené extrakty (Stavy) byly skladovany pro dalsi pouziti v mikrozkumavkach a
v uzavienych lahvickach v mraznicce pfi teploté - 28 °C nebo nizsi.
3.4.2 Stanoveni obsahu vody lyofilizaci rostlinného materialu

Metoda byla upravena dle [54, 55]. Do pifedem zvazené lyofiliza¢ni 1ahve bylo navazeno
piesné priblizn¢ 100,0 g rostlinného materialu. Vzorek byl poté lyofilizovan po dobu

48 hod pii teploté -55°C do uplného vysuseni.

K vypoctu mnozstvi vody v rostlinném materidlu byla pouzita rovnice 3.1,

Wi, 0= [1 - ’T%)] 100% 3.1),

kde wy,o ... hmotnostni procento vody v rostlinném materialu; [wy,o] = %w; m ...

hmotnost rostlinného materialu; [m] = g; i ... pfed lyofilizaci; f ... po lyofilizaci.

3.4.3 Stanoveni zbytku po vysuSeni extraktu

Zbytek po vysuSeni extraktu byl stanoven upravenou metodou dle [55]. Do piedem
zvazené Petriho misky bylo rychle navaZeno pifesné asi 3,0 g extraktu. Poté byl vzorek
umistén do susarny o teploté (80 £ 5) °C po dobu 3 hod do Gplného odpaieni tékavych

latek, pfedevsim vody. Petriho miska byla nasledné zvazena.
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K vypoctu obsahu netékavych latek v extraktu byla pouzita rovnice 3.2,
Wy = % 100% (3.2),

kde wyL ... hmotnostni zlomek netékavych latek v extraktu [wy ] = %w; m ... hmotnost

extraktu; [m] = g; i ... pocatek odpafovani; f ... konec odpafovani.

3.4.4 Stanoveni obsahu fenolickych latek

Obsah fenolickych latek byl stanoven dle [55, 56]. Do zkumavky bylo pipetovano 200 pl
vzorku — rostlinného vzorku ptedem vhodné ziedéného destilovanou vodou — a 1000 pl
10%v fenolového &inidla (Folinova &inidla) a po dvou minutiach 800 ul 75g.I" roztoku

uhli¢itanu sodného (Na,CO3), nacez byla reakéni smés promichana.

Po 28 min inkubace byla absorbance této smési zméfena na spektrofotometru pii vlnové
délce 760 nm a tloust'ce kyvety 10,0 mm proti roztoku slepého vzorku, v némz byl zfedény

rostlinny extrakt nahrazen destilovanou vodou.

Kalibrace metody byla provedena nahrazenim fedéného rostlinného extraktu roztokem
fenolu, a to v koncentraénim rozsahu 200 - 850 pumol.I". Poté byla provedena linearni
regresni analyza experimentdlné ziskanych dat, na jejimz zakladé¢ byla vytvofena
kalibra¢ni zavislost absorbance pfi vinové délce 760 nm na molarni koncentraci fenolu
neboli koncentraci molekvivalentii fenolu v fedéném roztoku; ztéto zavislosti byla
odvozena rovnice 3.3,
Az0—k
cpL = fai —76,21 : (3.3),

kde cpi ... molarni koncentrace fenolu, resp. molekvivalentd fenolu, v extraktu,
[c£¥] = mOIEF.IY Az ... absorbance pii vlnové délce 760 nm; fg ... faktor fedéni

extraktu; ki, ks ... regresni konstanty, ky = (1043 + 1) I.molEF? k, = (0,1383 £0,0001).

3.4.5 Stanoveni obsahu flavonoidu

Stanoveni obsahu flavonoidti bylo upraveno dle [57, 58]. Do zkumavky byl pipetovan 1 ml
rostlinného extraktu predem vhodné ziedéného vodou; 0,50 ml 1,2%w roztoku chloridu

hlinitého (AICls) a 0,50 ml 120mM roztoku octanu draselného (CH;COO™K™). Smés byla

na zavér promichana.
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Pomoci spektrofotometru byla zméfena absorbance této smési pii vinové délce 415 nm a
tloustce kyvety 10,0 mm proti roztoku slepého vzorku, v némz byl roztok chloridu

hlinitého nahrazen destilovanou vodou.

Kalibrace metody byla provedena nahrazenim fedéného rostlinného extraktu
50%v ethanolovym roztokem kvercetinu, a to v koncentra¢nim rozsahu 25 - 125 umol.l’l.
Pro tento ucel byla provedena linearni regresni analyza experimentalné ziskanych hodnot,
na jejimz zakladé byla sestavena kalibra¢ni zavislost absorbance pfi vinové délce 415 nm
na molarni koncentraci kvercetinu neboli koncentraci molekvivalenti kvercetinu

V nefedéném vzorku; z této zavislosti odvozenim plyne rovnice 3.4,

Agrs—k
it = fan—— (34

kde cff ... molarni koncentrace kvercetinu, resp. molekvivalentti kvercetinu, v extraktu,
[cFr] = molEK.I": Ass ... absorbance pii vinové délce 415 nm; fg ... faktor fedéni

extraktu; ki, ks ... regresni konstanty, k; = (7600 + 0) l.molEK™, k, = -(0,021 £+ 0,009).

3.4.6 Stanoveni antioxidaénich vlastnosti metodou ABTS

Antioxida¢ni vlastnosti byly stanoveny metodou ABTS dle [55, 59]. Roztok ¢inidla byl
pfipraven nasledovné: Tableta obsahujici 10,0 mg amonné soli ABTS a nejvyse 2,46 mg
peroxodisiranu draselného (K,S,0g) byly rozpustény v 3000 ul destilované vody a po
minimalné 16 hodinové inkubaci v temnu byl roztok ziedén destilovanou vodou cca 55krat

(ptiblizné na absorbanci 1,30 pfi vlnoveé délce 734 nm).

Do zkumavky bylo pipetovano 200 pl rostlinného extraktu vhodné zfedéného destilovanou
vodou a 1000 pl cca 110pLmol.I" roztoku kationradikalu ABTS. Dale bylo do referentni
zkumavky misto ziedéného rostlinného extraktu pipetovano 200 ul destilované vody.

Roztok byl vZdy na zavér promichan.

Hodnota absorbance referentniho roztoku byla nasledné odeétena od absorbance mérného

roztoku a timto byla ziskana hodnota ubytku absorbance za dany ¢asovy usek.

Metoda byla kalibrovana nahrazenim fedéného rostlinného extraktu 50%v ethanolovym
roztokem troloxu v koncentraénim rozsahu 20 - 250 umol.I*. Z vystupu regresni analyzy
experimentalné ziskanych bodid byla ziskana kalibraéni zavislost zéporného ubytku

absorbance pii vlnové délce 734 nm na molarni koncentraci troloxu / koncentraci
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molekvivalentl troloxu ve zfedéném roztoku; z nalezené zavislosti pak vychdzi rovnice

3.5,

A14734"‘2

Ctr = —fau——— (3.5),

kde cg7 ... molarni koncentrace troloxu, resp. molekvivalentl troloxu, v extraktu,
[ci7] = molET.L™Y Ad7s ... ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm; fg ... faktor
fedéni extraktu; ki, ky ... regresni konstanty, k; = (4500 £ 100) L.moIET'l,
ko =-(0,0126 + 0,0118).

3.4.7 Stanoveni antioxida¢nich vlastnosti metodou FRAP

Antioxida¢ni vlastnosti byly stanoveny metodou FRAP dle [55, 56]. Do zkumavky bylo
pipetovano 200 ul rostlinného extraktu vhodné ztedéného destilovanou vodou a 1000 pl
FRAP ¢inidla skladajiciho se z25%v cca 700pumol.I™ roztoku TPTZ ve 40mmol.I*
kyseling chlorovodikové (HCI), 10%v 20mmol.I" roztoku chloridu Zelezitého (FeCls) a
2 65%v 300mmol.I" octanového pufru o pH 3,6. Smds byla po piidavku Einidla

promichéna na magnetické michacce.

Po 10 minutach inkubace ptipravené reakéni smési byla na spektrofotometru zmeétena jeji
absorbance pfi vinové délce 593 nm a tloustce kyvety 10,0 mm proti roztoku slepého

vzorku, v némz byl fedény rostlinny extrakt nahrazen destilovanou vodou.

Kalibrace metody byla provedena nahrazenim fedéného rostlinného extraktu roztokem
kyseliny askorbové, a to v koncentraénim rozsahu 25 - 125 pmol.I"". Podle vysledki
regresni analyzy experimentalné ziskanych dat byla sestavena kalibra¢ni zavislost
absorbance pii vlnové délce 593 nm na molarni koncentraci askorbatu neboli koncentraci

molekvivalentl askorbatu v nefedéném vzorku, pomoci niz byla vytvotena rovnice 3.6,

Asoz— Kk
ks = fan—"—  (3.6),

kde cg% ... molarni koncentrace askorbatu, resp. molekvivalentti askorbatu, v extraktu,

[c£%] = mOlEA.I"; Asgs ... absorbance pii vinové délce 593 nm; fgy ... faktor feddni

extraktu; ki, ks ... regresni konstanty, k; = (5200 + 910) l.molEA™, k, = (0,14 + 0,01).
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3.4.8 Stanoveni vlivu rostlinného extraktu na aktivitu lipasy

Vliv rostlinného extraktu na aktivitu lipasy byl stanoven dle [60, 61]. Z duvodu srazeni
acetonového roztoku p-nitrofenylpalmitatu (p-NPP) v reakéni smési, byla vzdy pred
pouzitim centrifugovéana pii 4 °C, 16600g po dobu 5 min. Reakéni smés se skladala z 500
ul 100 mmol.I™ Tris-HCl o pH 8,0; 20 ul 20 mmol.I" p-NPP, 30 ul 10%w cholatu sodného
a 120 pl vhodné ziedéného rostlinného extraktu. Reakce byla spusténa piidavkem 50 pl
20 mg.ml™* roztokem lipasy v 100 mmol.I"* Tris-HCI o pH 8,0. V tomto okamziku byla
meéfena absorbance pii 400 nm v zdvislosti na ¢ase po dobu 15 min v kyveté o tloust’ce
10,0 mm pfi laboratorni teploté. V kontrolnim vzorku bylo 120 ul fedéného rostlinného
extraktu nahrazeno stejnym mnozstvim destilované vody. VSechny extrakty byly fedény ve

stejném pomeru.

Specificka aktivita lipasy (asp) byla stanovena dle rovnice 3.7. Molarni absorpéni
koeficient p-nitrofenolu (p-NP) pii 400 nm byl uréen na hodnotu (15 460 + 470) mol.I cm’
Y(s,= 1,4 %).

...... (37)

asp ... specificka aktivita enzymu, [asp] = U.g'l; AAapo ... zmeéna absorbance pti 400 nm,

[AALpo] = O; efol\ép ... molarni absorpéni koeficient p-NP, [sﬁgp] = mol.I'em™; 1 ...

opticka draha, [I] = cm; 4z ... Cas reakce, [4f] = min; Vgs ... objem reakéni smési,
[Vrs] =ml; Ve ... objem enzymu, [Vg] = ml; cp ... hmotnostni koncentrace proteint

v roztoku enzymu, [cp] = g.I™.

3.4.9 Stanoveni vlivu rostlinného extraktu na aktivitu a-amylasy

Vliv rostlinného extraktu na aktivitu a-amylasy byl stanoven dle [62,63]. Do
mikrozkumavky bylo pipetovano 200 ul 1% (w/v) azurového skrobu, ktery byl pied
pouzitim vafen cca 5 min, 200 ul 100 mmol.I" Tris-HCI pufru o pH 8,0; 100 ul vhodng
zfedéného rostlinného extraktu. Smés byla predehfata na 37 °C a reakce byla spusténa
pfidanim 100 pl 40 pg.ml™ roztoku a-amylasy. Reakce probihala 10 minut pfi 37 °C a poté
byla zastavena pridavkem 600 pl 20%v kyseliny trichloroctové (CCl3COOH). Poté byl
roztok centrifugovan 5 min pii 16600g pii 4°C. Na spektrofotometru byla zmétena

absorbance supernatantu pii vinové délce 590 nm a tloustce kyvety 10,0 mm proti roztoku
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slepého vzorku, ktery obsahoval kyselinu trichlorooctovou pied pfidanim a-amylasy.
V kontrolnim vzorku bylo 100 pl fedéného rostlinného extraktu nahrazeno stejnym

mnozstvim destilované vody. VSechny extrakty byly fedény ve stejném pom¢éru.

Aktivita o-amylasy byla piepocitina podle soupravy pro stanoveni a-amylasy Lachema,

W

CR.

3.4.10 Stanoveni mnozZstvi proteint dle Bradforda

Mnozstvi proteinii bylo stanoveno metodou dle Bradforda [64]. Do zkumavky bylo
pipetovano 100 pl vhodné zfedéného roztoku enzymu a nasledné ptidano 1000 pl
Bradfordova cCinidla. Smés byla fadné¢ promichdna. Po 5 min inkubace za laboratorni
teploty byla na spektrofotometru zmétena absorbance pii 595 nm v kyveté o tloustce
10,0 mm oproti roztoku slepého vzorku, kde byl roztok enzymu nahrazen stejnym

mnozstvim destilované vody.

Kalibrace metody byla provedena nahrazenim fedéného roztoku enzymu roztokem BSA, a
to v koncentraénim rozsahu 35 - 290 pg.ml™. Podle vysledkil regresni analyzy
experimentalné ziskanych dat byla sestavena kalibrac¢ni zavislost absorbance pfi vlnové
délce 595 nm na hmotnostni koncentraci BSA, pomoci niz byla vytvorena rovnice 3.8,

Acos—k
CBSA=fdil% (3.8),

kde cggs ... hmotnostni koncentrace BSA, [cpsa] = 9.1 Asgs ... absorbance pfi vinové
délce 595 nm; fg ... faktor fedéni roztoku enzymu; ki, k» ... regresni konstanty,

ki = (3,6 +0,5) .gBSA™ ko = (0,13 + 0,02).

3.4.11 Vypocet obsahu fenolickych latek, flavonoidii a antioxida¢ni kapacity

Uméle vytvorena veli¢ina "molarni zastoupeni" z majici vyznam molu ekvivalentii (nebo
také "molekvivalentu") dané standardni latky X v hmotnostni jednotce rostlinné suSiny,
piednostné pak [z] = molEX kg, byla pouzita k jednotnému vyhodnoceni metod stanoveni

v odstavcich 3.4.4 az 3.4.7 na stran¢ 40 az 42 (dle [55]).

Pro vypocet molarniho zastoupeni byla vytvofena obecna rovnice 3.8 na stran¢ 45.
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5 = CEXV
(1—WH20)m

(3.8),

kde z ... zastoupeni molekvivalentd daného kalibra¢niho standardu v su$ing; cgy ...
koncentrace molekvivalentd standardu v extraktu, [c£X] = molEX.I; V ... objem §tavy, [V]
=ml; wy, ... hmotnostni zlomek vody V rostlinném materialu, [wy,o] = 0; m ... hmotnost

cerstvého ovoce (resp. zeleniny), [m] = g.

Pro konkrétni metody se jednalo o molarni zastoupeni fenolickych latek zp| vztazenych na
fenol (odstavec 3.4.4 na stran¢ 40), molarni zastoupeni flavonoidd zp vztazenych na
kvercetin (odstavec 3.4.5 na stran¢ 40), zastoupeni molekvivalentl troloxu zagrs (0dstavec
3.4.6 na strané 41) a zastoupeni molekvivalentli kyseliny askorbové/askorbatu zggap

(odstavec 3.4.7 na strané 42).

3.5 Statistické vyhodnoceni a regresni analyza

Veskera stanoveni (kromé¢ lyofilizace) byla provedena tfikrat.

Pouzité statistické metody byly prevzaty z literatury [65]. Ze ziskanych souboru n hodnot
byly nejprve podle Deanova-Dixonova testu vylouceny odlehlé hodnoty, a to tak, Ze bylo
pro minimalni a maximalni hodnotu souboru vypocteno kritérium Qmin

a Qmax (vztahy 3.9, 3.10 a 3.11 na strané 46) a toto nasledné bylo porovnano s Kritickou
hodnotou kritéria Qx (v tabulce 4), tj. pokud { Qmin; Qmax } > Q«, byla dana krajni hodnota

vyloucena.

Tabulka 4: Hodnoty tabelovanych koeficientu pro statistické hodnoceni vysledku na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 (o = 0,05) [65].

| ke | K | Q
0,886 6,40 /
0,591 1,30 0,941
0,486 0,72 0,765

A W NS
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Qmin — xmin+}1?_xmin (39)

Qmax — xmax_:max—l (310)
R = Xmax — Xmin (3.11)

Cvwr

Q ... kritérium; X ... hodnota dané veli¢iny; R ... rozpéti; min ... nejnizsi (hodnota);

v

Interval spolehlivosti byl vypocten podle vztahu 3.12,
Ll'z = KnR (312),
kde L, ... interval spolehlivosti; K, ... tabelovany koeficient (tab. 4); R ... rozpéti.

Relativni smérodatna odchylka byla vypoc¢tena podle vztahu 3.13,

_ kaR
x

100% (3.13),

Sr

kde s, ... relativni smérodatna odchylka; Kk ... tabelovany koeficient (tab. 4); R ... rozpéti;
X ... median.

Vysledky jsou uvadény ve tvaru median + interval a eventualné odchylka, tj. ¥ + L,

(sr =y %); v grafech pak obousmérné chybové usecky znaci pravé interval spolehlivosti.

K vyhodnoceni experimentalnich zavislosti byl pouzit program MS Excel.
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4 Vysledky

Vsech 22 druhii ovoce (popf. zeleniny) bylo odstavnéno a tim byl ziskan stejny pocet

rostlinnych extrakti, jez vytvareji vychozi soubor pro vSechna nasledujici stanoveni.

4.1 Gravimetrické stanoveni

Gravimetrické stanoveni bylo provedeno za ucelem standardizace vysledkii. Mnozstvi
netékavych latek v rostlinném extraktu bylo stanoveno odpaienim vody v susarné, Cerstvé
ovoce (resp. zelenina) bylo lyofilizovano. Vysledky stanoveni obsahu vody lyofilizaci
rostlinného materialu (odstavec 3.4.2 na stran¢ 39) a stanoveni zbytku po vysuseni extraktu

(odstavec 3.4.3 na stran¢ 39) jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Gravimetrické stanoveni ¢erstvého ovoce a daného extraktu

nazev WH,0 [Yow] W [Yow] Sr, L
avokado 73% 2+0 0%
bily rybiz 83% 11+0 0%
broskev 82% 5+£0 0%
citron 85% 7+0 0%
cuketa kulata 93% 3+0 0%
cerveny rybiz 82% 11+£0 0%
grapefruit cerveny | 84% 9+0 0%
jahoda 89% 4+0 0%
josta 63% 8+1 7%
kaki 82% 7+1 8%
Kiwi 86% 5+1 12%
limetka 7% 7+0 0%
malina 86% 440 0%
mandarinka 81% 11+£0 0%
maslova dyné 92% 3+0 0%
merunka 84% 5+£0 0%
nashi 86% 10£0 0%
petrzel 67% 9+3 13%
pomelo 83% 440 0%
pomeran¢ 85% 10£1 6%
rajce 94% 4+0 0%
visen 86% 12+0 0%

Wh,0 ... hmotnostni procento vody v erstvém ovoci (popf. zelenin€); [wy, o] = %W; WL
... hmotnostni zlomek netékavych latek v extraktu [wyi] = %W; S; n ... relativni odchylka
pro Wni; [sr, ni] = %.
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4.2 Obsah fenolickych latek

V ziskanych rostlinnych extraktech bylo stanoveno celkové mnozstvi fenolickych latek dle
metody uvedené v odstavci 3.4.4 na strané 40. Obsah fenolickych latek je vyjadien jako
molarni zastoupeni ekvivalentu fenolu v su$iné¢ vychoziho materidlu. Vysledky tohoto

stanoveni pro jednotlivé rostlinné extrakty jsou uvedeny na obrazku 4.1.

70

2]
o

(%4}
o

N
o

w
o

zp, [mmolPL.kg™]

N
o

[any
o

Obrazek 4.1: Stanoveni obsahu fenolickych latek — molarni zastoupeni ekvivalentu fenolu

v suging vychoziho materidlu. 'zp (petrzel) = 0,4 mmolPL kg™

Obsah fenolickych latek se nachazi v intervalu 0,4 — 63 mmolPL.kg™. Nejvétsi obsah
fenolickych latek byl stanoven v extraktu z visng, jahody a kiwi. Naopak nejméné

fenolickych latek bylo zjisténo v extraktech z petrzele, broskve a nashi.
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4.3 Obsah flavonoidi

V ziskanych rostlinnych extraktech bylo stanoveno celkové mnozstvi flavonoidu dle
metody uvedené v odstavci 3.4.5 na strané 40. Obsah flavonoidt je uveden jako molarniho
zastoupeni ekvivalentu kvercetinu v suSiné rostlinného materialu. Vysledky tohoto

stanoveni pro jednotlivé rostlinné extrakty jsou uvedeny v obrazku 4.2.
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Obrazek 4.2: Stanoveni obsahu flavonoidi — molarni zastoupeni ekvivalentu kvercetinu

v susiné vychoziho materidlu. 'V extraktu nebyla detekovéana ptitomnost flavonoida.

2 Zr (petrzel) =23 ],LmolEK.kg'1

Obsah flavonoidii se nachazi v intervalu 23 - 1300 pumolEK kg™. Nejvyssi obsah
flavonoidt byl stanoven v extraktech z limetky, kiwi a grapefruitu ¢erveného. Nejmensi

obsah flavonoidt byl zjistén v extraktech z petrzele, avokada a merunky.
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4.4 Antioxidaéni vlastnosti

V ziskannych rostlinnych extraktech byly sledovany antioxida¢ni vlastnosti dle metody
ABTS uvedené v odstavci 3.4.6 na stran¢ 41. Obsah antioxidacnich latek je vyjadien jako
molarni zastoupeni ekvivalentu troloxu v suSin¢ vychoziho materidlu. Vysledky tohoto

stanoveni pro jednotlivé rostlinné extrakty jsou uvedeny v obrazku 4.3.
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Obrazek 4.3: Stanoveni antioxidacnich vlastnosti metodou ABTS — molarni zastoupeni

ekvivalentu troloxu v susing. 'zagrs(petrzel) = 0,1 mmoIET.kg'1

Antioxida¢ni kapacita stanovena metodou ABTS se nachazi v intervalu 0,1 - 49,0
mmolET.kg™. Nejvyssi antioxidaéni kapacita byla stanovena v extraktech z jahody, kiwi a

maliny. Nejmensi antioxidacni kapacita byla zjisténa v extraktech z petrzele, broskve a

cukety kulaté.
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V ziskanych rostlinnych extraktech byly dale sledovany antioxidac¢ni vlastnosti dle metody
FRAP uvedené v odstavci 3.4.7 na strané¢ 42. Obsah antioxidacnich latek je vycislen jako
molarni zastoupeni ekvivalentu askorbatu v suSiné vychoziho materialu. Vysledky tohoto

stanoveni pro jednotlivé rostlinné extrakty jsou uvedeny v obrazku 4.4.
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Obrazek 4.4: Stanoveni antioxidacnich vlastnosti metodou FRAP — molarni zastoupeni

ekvivalentu askorbatu v susing. 'zgrap(petrzel) = 0,1 mmoIEA.kg'1

Antioxidacni kapacita stanovend metodou FRAP se nachazi v intervalu 0,1 — 32,0
mmolEA.kg™. Nejvyssi antioxidaéni kapacita byla stanovena v extraktech z jahody, kiwi a

maliny. Nejmensi antioxidaéni kapacita byla zjisténa v extraktech z petrzele, maslové dyné
a broskve.
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4.5 Vliv rostlinného extraktu na aktivitu lipasy

Byl sledovan vliv rostlinného extraktu na aktivitu lipasy dle metody uvedené v odstavci

3.4.8 na stran¢ 43. Na obrazku 4.5 je uvedena aktivita lipasy v pfitomnosti jednotlivych

rostlinnych extraktii a kontrolniho vzorku.
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Obrazek 4.5: Vliv rostlinného extraktu na specifickou aktivitu lipasy. Kontrolni vzorek

(kontrola) piedstavuje reakéni smés bez rostlinného extraktu.

Extrakty z limetky, vis$i¢ a Cerveného rybizu mély nejvétsi tendenci inhibovat lipasu.
Na druhé strané extrakty s nejvétsim potencialem aktivace lipasy byly z cukety kulaté,
pomela a broskve. Extrakty z avokada, bilého rybizu a nashi nemély na aktivitu lipasy

Zadny vliv.
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4.6 Vliv rostlinného extraktu na aktivitu a-amylasy

Byl sledovan vliv rostlinného extraktu na aktivitu a-amylasy dle metody uvedené
v odstavci 3.4.9 na stran¢ 43. Na obrazku 4.6 je uvedena aktivita a-amylasy v pfitomnosti

jednotlivych rostlinnych extraktl a kontrolniho vzorku.
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Obrazek 4.6: Vliv rostlinného extraktu na aktivitu a-amylasy. Kontrolni vzorek (kontrola)

predstavuje reak¢éni smes bez rostlinného extraktu.

Vv v

Extrakty z limetky, vi$ii¢ a ¢erveného rybizu mély nejvétsi tendenci inhibovat a-amylasu.
Na druhé strané extrakty s nejvétSim potencialem aktivace a-amylasy byly z cukety kulaté,
pomela a broskve. Extrakty z avokada, bilého rybizu a nashi nemély na aktivitu a-amylasy

Zadny vliv.
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5 Diskuze

Rostliny obsahuji velké mnozstvi latek, které nejsou syntetizovany v Zivoc¢isnych buiikach.
Patii mezi né& isoprenoidy a latky syntetizované fenylpropanoidni drahou. Nékteré latky
patii mezi primarni metabolity (karotenoidy), fada z nich mezi sekundarni (flavonoidy),

casto vSak neni jednoduché mezi témito kategoriemi rozhodnout (lignoly, lignin).

Uvedené latky jsou pfitomny i v rostlindch, které jsou soucasti stravy clovéka - 1é¢ivé

rostliny, ovoce a zelenina [4].

U ftady téchto latek byl zjistén pozitivni vliv pro zachovani zdravi a snizeni rizika
nékterych chorob véetné kardiovaskularnich, diabetu a rakoviny [4, 8, 9, 10]. Pfesto neni
dosud znam ptfesny mechanismus U¢inku jednotlivych latek a to ani téch, které jsou
komeréné dostupné ve form¢ doplnku stravy. Pravdépodobné nejdilezitéjsi vlastnosti je

jejich antioxidacni kapacita.

V této praci byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek a obsah flavonoidi a porovnan
s antioxidac¢ni kapacitou v extraktech z 22 druhii pfevazné ovoce a v mensi mife zeleniny.
Druhy ovoce byly vybrany jak mezi sezénnimi druhy roStoucimi u nas (broskev, jahoda,
josta, malina, merunika, rybiz), tak mezi tropickymi druhy (avokado, citron, grapefruit,
kaki, kiwi, nashi, pomelo). Ve stanovenych parametrech byly mezi jednotlivymi druhy

ovoce znacné rozdily.

Nejvyssi antioxidacni kapacita byla zjiSténa pro extrakt z jahody (obr. 4.3 a 4.4 na strané
49 a 50), ktery zaroven obsahoval nejvice fenolickych latek. Na druhé strané nejvyssi
obsah flavonoidd byl stanoven v extraktu z limetky. Dalsi druhy ovoce véetné jahody mély
obsah flavonoidi srovnatelny (obr. 4.2 na strané¢ 48). Dalsi ovoce s vyznamnymi
antioxida¢nimi vlastnostmi byly kiwi a malina. Obsah fenolickych latek, flavonoida a
antioxidacni kapacita v ovoci byla podstatné niZ§i nez v 1é€ivych rostlinach ve formé

vyluhu horkou vodou nebo methanolem [55].

Ctyfi druhy zeleniny (cuketa, dyné, petrZel, rajée) doplnily piedchozi praci zabyvajici se
témito parametry [55]. V kofenu petrzele byl zjistén vyrazné nizsi obsah fenolickych latek
i flavonoidli v porovnani s jinymi zdroji (obr. 4.1 a 4.2 na strané¢ 47 a 48) a rovnéz
antioxidacni kapacita byla mimofadné nizka (obr. 4.3 a 4.4 na stran¢ 49 a 50). V porovnani

s jinymi druhy zeleniny vykazuje petrzel ptiblizné 20x mens$i obsah fenolickych latek,
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10x mensi obsah flavonoidt a 10x mensi antioxidacni kapacitu nez extrakt mrkve a celeru
[55]. Extrakt z cibule vykazoval 40x vétsi obsah fenolickych latek a 10x vys$si obsah
flavonoidii, 100x vyssi antioxidacni kapacitu dle metody ABTS (50x vyssi dle metody
FRAP) nez extrakt petrzele.

Obsah flavonoidu byl stanoven na zakladé tvorby komplexu s hlinitymi ionty. Pfitomnost
nékterych flavonoidit ve formé glykosidi mize byt problémem pii kvantitativnim
stanoveni. Sacharidové substituenty mohou byt pfimo navdzany na jednom
Z komplexotvornych atoma kysliku nebo stéricky branit koordinaci hlinitého iontu.
K piesnéjsSimu stanoveni flavonoida by tedy bylo vhodné provést nejdiive chemickou nebo

enzymovou hydrolyzu vSech glykosida ve vzorku.

Antioxidacni vlastnosti je tfeba zjiStovat vice metodami. Metody stanoveni antioxidacni
kapacity zahrnuji pouziti "stabilnich" radikald, odvozenych od
N,N-di(fenyl)pikrylhydrazinu (DPPH) nebo ABTS. Jako standard se obvykle pouziva
trolox, coz je syntetickd varianta vitaminu E. Na druhé strané metoda FRAP je urcena
striktné pro kyselé vodné prostiedi (pH okolo 3,6 pro udrZeni rozpustnosti) a vyuziva
zmény absorp¢nich vlastnosti pfi redukci komplexu Zelezitého iontu s TPTZ. V souboru
32 druhti 1€¢ivych rostlin a zeleniny byla provedena korelace mezi obsahem fenolickych
latek a antioxida¢nimi vlastnostmi stanovenymi metodami ABTS a DPPH a FRAP [55].
Vysledky poskytnuté metodami ABTS a DPPH byly velmi podobné, proto v této praci
byly pouzity pouze metody ABTS a FRAP.

Vysoky redoxni potencial umoziuje polyfenolickym latkdm, aby slouzily jako reduktanty
ROS, které vznikaji nejen jako vedlejsi produkt aerobniho metabolismu, ale také
pisobenim stresu [66, 67]. Proto maji polyfenoly v lidském organismu dutlezitou
antioxidacni ulohu. V této praci byla stanovena celkova antioxidacni kapacita, ke zjiSténi
konkrétni latky vykazujici nejvyssi antioxidacni kapacitu by bylo zapotiebi zvolit dalsi
analytické metody jako HPLC. Ne¢které latky vSak pasobi synergicky a ucinek extraktu
obsahujiciho Sirokou $kalu a unikatni kombinaci polyfenolickych latek tedy nelze nahradit

jedinou syntetickou latkou [68].

Fenolické latky pritomné v rostlinich mohou interagovat s proteiny a vytvaret s nimi
komplexy. Pro tuto interakci jsou dulezité vodikové vazby tvofené hydroxylovymi

skupinami fenolickych latek a postrannimi fetézci aminokyselin nebo ¢astmi peptidové
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vazby. Dalsi interakce maji hydrofobni charakter a dochazi i k interakcim mezi
aromatickymi ¢astmi molekuly a aminokyselinovymi zbytky. Tyto interakce vedou ke
zmeénam tercidlni a sekundarni struktury, v piipad¢ enzymu i ke zménam enzymové
aktivity [69]. Vliv fenolickych latek na aktivitu enzymi byl sledovan piedevsim u enzymu
travicitho traktu: o-amylasy, oa-glukosidasy, pankreatické lipasy, pepsinu a trypsinu.
Inhibice lipasy a a-amylasy by mohla znamenat snizeny piijem energeticky bohatych latek

a prostfedek k omezeni obezity [69, 70, 71].

V této praci byl sledovan vliv extraktli z ovoce a zeleniny na aktivitu lipasy a a-amylasy.
Mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy byly zna¢né rozdily. V piipadé a-amylasy byla
zjiSténa jak zna¢né inhibice (Cerveny rybiz, dyné, kiwi, nashi) pfes mirnou inhibici az po
zvyseni aktivity (grapefruit, kaki) (obr. 4.6 na strané 52). Inhibice a-amylasy byla zjisténa
pro nékteré flavonoidy (kvercetin, isokvercetin a rutin) [51] a dal$i latky obsazené

v mésicku lékarském [71].

V ptipadé lipasy nebyly tak vyrazné rozdily mezi jednotlivymi druhy ovoce a zeleniny
jako v ptedchozim ptipad¢ [obr. 4.5 na strané 51]. Pisobeni fenolickych latek na aktivitu
reakce. Fenolické latky mohou ptisobit proti emulgaci, a tim snizuji rychlost $tépeni, na
druhou stranu mohou pusobit na zménu konformace, a tim naopak zvysit aktivitu.
Pii hledani G¢innych inhibitorli pankreatické lipasy pro sniZeni energetického piijmu

obéznich lidi je tedy tfeba podobnych kinetickych stanoveni [70].

Kazdy druh ovoce a zeleniny ptfedstavuje unikatni smés polyfenolickych latek s urcitou
antioxida¢ni kapacitou. Pro Clov€ka je tedy ziejmé nejvyhodnégjsi, aby se jeho strava
skladala zcasti z pestré Skaly rostlinnych zdroji. Dopliikky stravy obvykle kladou diraz
pouze na nékteré slouCeniny, které se pak dostavdji do organismu ve vysokych

koncentracich, coz miize mit za nasledek jejich prooxidaéni G¢inek [24].
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6 Shrnuti

e Byla provedena reSerSe 0 syntéze sekundarnich metaboliti v rostlinach a

metabolismu kvercetinu v Zivo¢iSném organismu.

e Bylo pfipraveno 22 extraktd z riznych druhti ovoce a zeleniny.

e V extraktech byl stanoven obsah fenolickych latek a flavonoidi.

e V extraktech byla zji$téna antioxidacni kapacita metodami ABTS a FRAP.

e Nejvyssi obsah fenolickych latek byl zjistén v extraktu z jahody, ktery vykazoval
I nejvyssi antioxida¢ni kapacitu v obou pouzitych metodach. Nejvyssi obsah
flavonoidu byl zjistén v extraktu z limetky.

e Byl zjistén vliv extraktii na aktivitu lipasy a a-amylasy. Nejvyssi inhibi¢ni ucinek

na aktivitu lipasy mél extrakt z limetky a na aktivitu a-amylasy extrakt z ¢erveného

rybizu.
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