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Anotace

Habilitacni prace obsahuje 14 tabulek, 17 obrazka, 6 grafii a 182 literarnich odkaza.

Prace pojednavda o vybranych zemédélskych produktech (plodech hlohu
petenoklaného Crataegus pinnatifida Bunge a slupkach z cibule kuchyniské Allium
cepa L.), které jsou zdrojem vyznamnych latek s antioxida¢ni aktivitou a jejich
schopnosti zhaset v orgaanizmu volné radikaly. Z téchto produkti byly vyrobeny
potraviny — dzem z plodu hlohu a bezlepkovy chléb s praskem ze slupek cibule.
Ve vyrobcich byly prokdzany obsahy ucinnych latek. Jejich ucinek byl nasledné
testovan na dobrovolnicich. Porovnanim vysledkt ziskanych po odbéru kapilarni
krve bylo zjisténo, Ze ucinné latky ovliviuji antioxida¢ni aktivitu a mnozstvi volnych
radikalt. VéEtsi ucinek byl zaznamendn u bezlepkového chleba s praskem
z cibulovych slupek nez u dzemu z plodi hlohu petfenoklaného. V ptipadé dzemu
k tomu doslo nejspise diky jednorazovému podani nizkého mnozstvi antioxidacné
ucinnych sloucenin, protoze jejich obsah v suroviné (plodech) odpovidal udajim

z literatury.

Habilita¢ni prace je doplnéna vybranymi publikacemi, na jejichZ vysledcich se autor

podilel.
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1. Uvod

1.1. Zaméreni habilita¢ni prace

Tématem této prace jsou antioxidanty ve vybranych rostlinnych surovinach
a jejich vyznam. Toto téma bylo jiz zpracovano celou fadou autort. Vzhledem
k vyznamu antioxidaénich latek a mechanizmu jejich puasobeni v potravinach
a nasledné i v lidském organizmu, jsou s postupujicimi schopnostmi laboratornich
pfistroji detekovany stdle nové slouceniny s antioxida¢nimi vlastnostmi nebo
se schopnosti jejich prostfednictvim ovliviiovat jak kvalitu potravinové suroviny

nebo finalniho produktu, tak i stav a kondici lidského organizmu.

Jedna se o tzv. zdravotné vyznamné latky. Jejich vyznam mize byt pozitivni
i negativni. Vstupuji totiz do soustavy reakci, probihajicich v surovinach, a zejména
poté v lidském organizmu, kde mohou v zavislosti napiiklad na koncentraci, pasobit
jak pozitivné, tak i negativné. O hranici, ktera méni jejich vyznam, se vedou Casto
dlouhodobé diskuze a ani v soucasné dobé nelze mnohdy jednoznaéné definovat
jejich vyznam. Toto je mimo jiné i piiklad kvercetinu, o jehoz mozném negativnim

pusobeni se diskutuje, ale signifikantni zavéry nejsou do této doby uzavieny.

1.2. Antioxidanty a jejich vyznam pro lidsky organizmus

vvvvv

ze prodluzuji udrznost potravinovych surovin, a tim i potravin, jakoZto jejich
produktt. Brani naptiklad Zluknuti (oxidaci) tukd, ale i zménam dalSich, oxida¢nim
procesim snadno podléhajicich slozek, jako jsou naptiklad vonné latky. Dochazi
pfi nich nejen k jiz uvedenym zménam, ale nasledn€ mohou probihat dalsi chemickeé
reakce, majici negativni vliv na senzorické, vyzivové, piipadné i toxikologickée
vlastnosti potravin. Latky, které plisobi v ramci endogenniho antioxida¢niho systému
a komplexu antioxida¢né putsobicich latek, kazdodenné piijimanych ve strave,

jsou nazyvany dietarnimi antioxidanty.



Antioxidacni systémy a dietdrni antioxidanty by mély v organizmu udrzovat
potiebnou rovnovahus oxidaéné¢ plsobicim komplexem volnych radikald
a reaktivnich kyslikatych sloucenin. Vychyleni rovnovahy zpravidla zplsobi
oxidacni stres, pii kterém se destruktivni ucinky oxidantii na bunky vyrazné zvysuji.
Tyto procesy ovliviiuji veskrze negativné jejich nésledné vyuziti jak v dalSim fetézci
zpracovani, tak i vyuziti v lidském organizmu. Pusobi-li dlouhodobé, mohou
vést az k takovym zdravotnim komplikacim, jako napiiklad pfed¢asné starnuti nebo
zvySovani rizika vyskytu civilizanich chorob (napf. arteridrni poskozeni, rtizné

formy rakoviny, diabetes a dalsi).



2. Biosyntéza vybranych antioxidaénich latek v rostlinach

2.1. Fenolické slou¢eniny

Fenolické slouceniny, produkované v rostlinch, jsou velmi vyznamnymi
antioxida¢nimi latkami. Vznikaji v prubéhu tzv. sekundarniho metabolizmu,
kde jsou, na rozdil od primarniho metabolizmu, syntetizovany strukturné velmi
rozmanité slouceniny. Slouzi napfiklad k ochrané rostlin proti $kidcim a riznym
predatorum, ale jejich vyznam je dilezity i v ramci mezidruhového boje o preziti
(Tiwari a Rana, 2015). Jsou obsaZeny pievazné ve vyssich rostlindch, pro které
slouzi naptiklad jako ochrana proti UV zéfeni, napadeni rlznymi patogeny,
zachovani druhu v rdmci potravniho fetézce (Mouradov a Spangenberg, 2014; Gould
a Lister, 2006; Rozema et al., 2002).

Z hlediska chemickeé struktury se jedna o latky obsahujici aromaticka jadra,
na které jsou navazany ruzné skupiny. Struktura mize byt napt. Ce-C1 (kyselina
benzoova a jeji derivaty) nebo Cs-Cs (kyselina skoficova a jeji derivaty) — obrazek 1.
Biosyntéza fenolickych latek v rostlinach Uzce souvisi s metabolizmem fenylalaninu.
Tento proces je stézejni pro ZivoCichy, ktefi maji fenylalanin jako esencidlni
aminokyselinu a nemohou jej sami syntetizovat. Radou reakci v metabolickém
fetézci vznikda mnoho produkti ze skupiny fenoli. Jednim z meziprodukti
se strukturou Cs-Cs-Cs je flavan a jeho izomer — izoflavan (obrézek 2). Na jejich
struktury jsou nasledné vazany karboxylové, hydroxylové, methoxylové a dalsi
skupiny, jejichZ pocet a zastoupeni ma vyznamny vliv na vlastnosti vysledné latky.
Finalnim procesem je v rostlinach obvykle glykosilace, kdy se na flavonoid vaze
glykosid, ktery latku stabilizuje a ¢ini ji téz 1épe rozpustnou ve vodé (VeliSek

a Hajslova, 2009).



Obr. 1 Chemické struktury kyseliny benzoové a kyseliny skoficové
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0
e
Zdroj: Velisek a Hajslova, 2009

Obr. 2 Struktura flavanu a izoflavanu

Zdroj: Velisek a Hajslova, 2009

2.2. Dalsi vybraneé ucinné latky

Do skupiny fenolovych slou¢enin (mezi tzv. fenylpropanoidy) patii lignany
(Haworth, 1936). Ty jsou odvozeny od koniferylalkoholu a dal$ich skoficovych
alkoholt.. Jedna se o dimery (Cs-C3)2, které vznikly spojenim dvou fenylpropanovych
jednotek (Cs-C3-C3-Cs). Pokud dojde ke tvorbé dimert typu Ce-C3-Cs-C3 (Obrazek 3
a 4), jedna se o neolignany (Gottlieb, 1972). V lidském organizmu se nerozkladaji,
pouze se $tépi vazby mezi nimi a dal$imi polymery. Uplatiiuji se nejen jako
antioxidanty, ale téz jako fytoestrogeny. V rostlindch zastavaji roli bariéry proti
patogenum, diky jejich protivirulentnim, protimikrobialnim a protiplisniovym
vlastnostem. Antioxida¢ni vlastnosti byly prokazany napiiklad u honokiolu
a magnololu (Zhai et al., 2003). Mezi dal§i pozitiva patii jejich pusobeni
na onemocnéni rakovinou (varlat, vaje¢niki, prostaty) prokazané in vitro studiemi
ve Svédsku a na Novém Zélandé, kardiovaskularni choroby a rovnéz maji

vliv na snizovani depresivnich stavii a Parkinsonovu nemoc (Muroyama et al., 2012).



Obr. 3 Strukturalni vzorec n-propylbenzenu (1), lignanu (2) a neolignanu (3)
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Zdroj: Hazra, 2016
Obr. 4 Strukturalni vzorec magnololu a honokiolu
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Zdroj: Zhai et al., 2003

10



3. Antioxidanty v lidském organizmu

V lidském organizmu jsou antioxidanty velice dilezité. Mechanizmus jejich
pusobeni je velmi komplikovany, vzhledem Kk tomu, Ze ruzné latky se zapojuji
riznym zpisobem.

K odbouravani oxidantli existuje v butikach fada antioxida¢nich mechanismii,
které mohou zabranit jejich tvorbé nebo je pievést na stabilngjsi a méné reaktivni
produkty. Délime je na mechanizmy:

e preventivni,

e reparacni,

o fyziologické obranné,
e antioxidanty.

Dochazi pii nich k pfenosu informace z vné¢jSiho prostfedi do nitra buiiky,
coz rezultuje v ovlivnéni nejriznéjSich biologickych aktivit (aktivity RNA
polymerdzy, indukci genové exprese, bunécného riistu a neurondlni transmise)
a ve vetsin€ pripadt zpisobuje bunéénou smrt (Cadenas, 1997).

Antioxidacni procesy délime na:
e endogenni antioxida¢ni systém,
e exogenné podané latky antioxidanty.

Endogenni antioxida¢ni systém je tvofen enzymatickymi (cytochrom c,
katalaza, glutathion peroxidaza, cytosolicka superoxid dismutdza a ceruloplazmin,
mitochondrialni superoxid dismutaza) a neenzymatickymi (glutathion, sulfhydrilové
skupiny, thioredoxin a dal$i) slozkami.

Mezi exogenni latky podporujici antioxidacni aktivitu patii stopové prvky
(naptiklad selen podporujici absorpci antioxida¢né pusobiciho vitaminu E, zinek
stabilizujici membrany bunék nebo méd’, kterd vSak ve zvySeném mnoZstvi naopak
oxidativni stres vyvolavd), ale vyznamnou antioxida¢ni aktivitu ma strava bohata
na ovoce a zeleninu (Masella et al., 2005).

Biologické procesy jsou pak ovliviiovany antioxida¢nimi mechanizmy, které
maji nepostradatelnou Ulohu v signalnich a regula¢nich mechanismech v organizmu
(Thannickal a Fanburg, 2000).
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3.1. Oxidacéni stres

Buiikky zivého organismu v pribéhu svého zivota prakticky nepretrzité
produkuji volné radikaly — reaktivni kyslikové radikaly ozna¢ované ROS (reactive
oxygen species) poptipadé reaktivni dusikaté radikaly RNS (reactive nitrogen
species). Proces vzniku volnych kyslikovych radikalti a jejich puisobeni na buiky
organismu se souhrnné nazyva oxida¢ni (oxidativni) stres, v pfipadé dusikatych
sloucenin nitrosativni stres. Je chapan jako pfi¢ina mnoha akutnich a chronickych
onemocnéni a jako d&j doprovazejici pfirozené starnuti organismu. Jedné se o proces
nadmérné produkce reaktivnich kyslikovych nebo dusikatych ¢astic nebo inhibici
antioxida¢nich mechanismi bunky (Kovacic a Jacintho, 2001).

Oxidac¢ni stres byldefinovan jako naru$eni rovnovahy oxidant — antioxidant
ve prospéch oxidantl, ¢imz muze dojit k poSkozeni bunky (Sies,1985).

Dobrym indikatorem oxidativniho stresu v organismu je méfeni hladiny
redukovaného glutathionu (GSH) a jeho oxidované formy, disulfidu glutathionu
(GSSG) v krvi (Rossi et al., 2002).

3.2. Reaktivni kyslikové a dusikové radikaly

Bunky zivého organismu v pribéhu svého Zzivota prakticky nepfetrzité
produkuji volné radikaly. Termin ROS zahrnuje jak tzv. volné kyslikove radikaly
s neparovym elektronem (OHe, HOze, RO+, RO2¢ a Oy¢"), tak i dalsi reaktivni
slouceniny kysliku (H202 a HOCI), které tento neparovy elektron nemaji a vznikaji
pfeménou z volnych radikald. Dale vznikaji i RNS, kam patii napiiklad NO nebo
ONOO". Volné radikédly, definované jiz v roce 1900 na zadkladé¢ rozkladu
hexafenyletanu na dva trifenylmetylové radikaly, byly dale zkoumany v pribéhu
celého 20. stoleti. Mohou existovat jako molekuly, ptipadné molekulové fragmenty,
obsahujici jeden nebo vice neparovych elektronii v atomovych ¢i molekulovych
orbitalech (Halliwell a Gutteridge, 2015).

Jejich  hlavnimi  zdroji jsou dychaci fetézec v  mitochondriich,
biotransformacéni procesy na endoplazmatickém retikulu, lyzosomy a peroxysomy,
buniky schopné fagocytozy (zejména potom neutrofily), Fentonova reakce

pfechodnych kovi a nékteré fyzikalni faktory (UV zéfeni, X zafeni). Pti fagocytoze
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vznikaji reaktivni kyslikové radikédly, zejména O<%, které maji ochrannou funkci
pfi napadeni organismu bakteriemi. K exogennim faktorim, které vyrazné zvysuji
produkeci volnych radikali, patii koutreni, primyslové znecisténi zivotniho prostiedi,
pesticidy, fada 1éCiv (zejména potom celkova anestetika) ¢i organicka rozpoustédla
(Buhl et al., 1998, Stratil (1993).

Zvysovani koncentrace ROS zptisobuje snizovani bunééné aktivity v procesu
pfirozeného starnuti organismu. Z volnych kyslikovych radikald jsou v organismu
nejreaktivnéjdi hydroxylovy radikal (OHe) s poloasem rozpadu 107 sekundy,
alkoxylovy radikal (ROe) s polodasem rozpadu 10° sekundy, singletovy kyslik
s pologasem rozpadu 107 sekundy, peroxylovy (ROO«) radikal s polo¢asem rozpadu
102 sekundy a superoxidovy radikal (O+*) s polo¢asem rozpadu 10° sekundy.
Z tady RNS potom peroxynitrit (ONOO-), majici piiblizné 1000krat vyssi aktivitu
nez peroxid vodiku, s polocasem rozpadu 0,05-1,0 sekundy, a oxid dusnaty (NOv)
s polo¢asem rozpadu 1-10 sekund (Aikens a Dix, 1991).

Nekteré 1atky (napiiklad NO nebo H202) ve vysokém mnozstvi oxiduji
zakladni stavebni jednotky bunky (nukleové kyseliny, bilkoviny a fosfolipidy),
coz vede k patologickym zménam ve fyziologii a nasledné k jejimu zaniku (Stadtman

a Levine, 2003).

3.3. Vliv oxidacnich procesi na lidské zdravi

Volné radikaly a reaktivni kyslikaté a dusikaté slouceniny neradikalové
povahy se do organizmu dostavaji z vnéjsiho prostfedi nebo vznikaji pfimo
Vv organismu béhem metabolickych procest jako jejich vedlejsi produkty
(Darley-Usmar a Halliwell, 1996).

Podle Stipka et al. (2000) i Racka a Hole¢ka (1999) nejsou volné radikaly
a reaktivni kyslikaté a dusikaté slouceniny pro organizmus pouze Skodlivé, ale maji
svlj vyznam v imunitnim systemu

e pii zneskodnovani patogent,
e zucastiuji se také biosyntézy nckterych fyziologicky vyznamnych sloucenin
jako mnapt. zluCovych kyselin, cholesterolu a detoxikace xenobiotik

a n¢kterych 1éCiv,

e uplatiyji se pfi naruSovani membrany spermii.
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V tomto ohledu se mlize projevit s rliznou intenzitou vétSina druhl reaktivnich latek

uvedenych v tabulce 1.

Tab. 1 Prehled kyslikatych a dusikatych volnych radikalu a jejich reaktivnich forem

Reaktivni formy kysliku

Volné radikéaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
superoxid Oz¢~ peroxid vodiku H20-

hydroxidovy radikal )
kyselina chlornd HCIO

OH-
peroxyl, ROO« ozon O3
hydroperoxyl HO2¢ singletovy kyslik (*O2)
Reaktivni formy dusiku
Volné radikéaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
oxid dusnaty, NO- nitrosyl, NO*
oxid dusi¢ity, NOz* nitroxid NO
peroxynitrit, ONOO"
alkylperoxynitrit ROONO

Zdroj: Stipek et al. (2000)

Podle Rokyty a Holecka (2006) plati, Ze ¢im je organizmus star$i, tim se jeho
reakce a funkce zpomaluji a zhorSuji. Pro zpomaleni starnuti je proto predevSim
potieba zvysit hladinu latek zajistujicich v organizmu trvalou funk¢nost jeho
antioxida¢ni ochrany pravidelnym doplfiovanim antioxidantt (vitamini a dalSich)
pfijimanych z potravin, oznacovanych jako dietarni.

Referenéni hodnoty vyznamnych antioxida¢né pilsobicich latek byly
zaClenény do norem pro doporuceny piijem zZivin DACH (2011), které spolecné
publikuji a aktualizuji védecké spole¢nosti pro vyzivu Svycarska, Rakouska
a Némecka a nyni i CR. Proto n&které studie v tomto ohledu varuji pfed pouzivanim
preparati a doplnkd stravy, obohacovanych koncentraty vitaminu E, A, selenu
a B-karotenu zdravym lidem jako prevenci. Nezpochybmuji vSak pozitivni G¢inky
téchto antioxidantli v pfipadé¢ podvyzivy a jejich nedostateného zastoupeni

V konzumované stravé.
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Lindahl (2014) uvadi, ze z hlediska praktické vyzivy je proto dulezita dobra
znalost obsahu antioxidantd v jednotlivych potravinach. V pfipad¢ antioxidacné
pusobicich vitamini byla jiz tato problematika u nas dobfe zvladnuta a obsahy
jednotlivych antioxidantd v béZznych potravinach byly publikovany. V tabulce 2
jsou uvedeny koncentrace antioxida¢né pusobiciho vitaminu E ve vybranych

potravinach konzumovanych v Ceské republice.

Tab. 2 Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach (mg.kg™)

Repkovy olej 140,0-850,0
Slune¢nicovy olej 270,0-900,0
Olej z pSeni¢nych klicka 1650,0-3000,0
Mouka pSeni¢na 15,0-50,0
Ryze 0,4-4,5
Brambory 0,6-0,9
Jablka 1,8-7,4
Pomerance 2,4-2,7
gpenét 16,0-25,0
Rajcata 3,6-4,9
Mrkev 2,5-45
Maso hovézi a veptové  2,5-7,7
Jatra 4,0-14,0
Veptové sadlo 6,0-30,0
Ryby 4,0-80,0
MIéko 0,2-1,2
Syry 3,0-3,5
Maslo 10,0-50,0
Vejce 5,0-30,0

Zdroj: Velisek et al. (2002)

Ztabulky 2 vyplyvd velkd variabilita obsahti tohoto antioxidantu
v potravindch. S timto jevem se setkdme a musime pocitat i u jinych antioxidantu.
Na kolisdni hodnot plsobi fada faktorG jiz v prvovyrobé a ztraty zptisobené
zpracovanim a skladovanim po vyrob¢. Pro organizmus je také vyznamne, s jakou

ucinnosti je z dané potraviny urcity antioxidant vyuzit. V tomto ohledu je zpravidla
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rozhodujici zplGsob zpracovani nebo upravy potraviny pifed konzumaci.
Rozhodujicim zdrojem antioxidant v nasi vyziveé je ovoce a zelenina. V tabulce 3
je uveden obsah nékterych vyznamnych dietdrnich antioxidantl, které nemaji
charakter vitamind, nicméné prokazatelné piiznivé ovliviiuji  zdravotni

stav konzumentd (Lindahl, 2014).

Tab. 3 Zastoupeni vyznamnych dietarnich antioxidanti v ovoci a zelening

(mg.100 g*)
Potraviny Kyselina askorbova  Rutin  Kvercetin
Bortvky 25,20 - 12,570
Grepfruity 38,20 292,00 40,780
Hrozny Cer. 6,10 - 0,480
Hrozny zel. - - -
Kiwi 65,55 - 0,590
Mandarinky 28,60 56,00 20,920
Pomerance 58,51 168,00 5,020
Ryngle 8,30 14,60 -
Brambory 10,20 - 0,308
Brambory varené 3,50 - 0,688
Brokolice 125,20 - -
Celer 10,10 5,87 -
Mrkev 5,80 35,47 1,958
Okurky 7,20 3,97 0,014
Papriky 158,90 2547 1,943
Rajce 25,30 - 0,392
Spenat 52,80 178,30 69,613
Zeli bilé 28,90 15,59 1,388
Zeli Cervené 56,20 5,08 0,891

Zdroj: Kala¢ (2003)

Oxidativni stres charakterizuje oxidace polynenasycenych mastnych kyselin
vedouci ke wvzniku pomérné Siroké Skaly casto toxickych produktl, jako
jsou aldehydy — malondialdehyd; 4-hydroxy-2-nonenal; dienaly; alkany; izoprostany;

konjugované dieny, oxidace nukleotidi (oxidace DNA je charakterizovana oxidaci
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deoxyribdzy, zménou struktury dusikatych bazi — zejména guaninu a rozruSenim
dusikové vazby), snizeni metabolické pfemény proteind, snizeni syntézy
specifickych enzymt a receptorti Ustici v nadprodukci pfislusnych genti, poskozeni
mitochondrialnich funkci a bunééné membrany (Kastnerova, 2018) a mohou vyustit
v bunéénou smrt (Kovacic et al., 2005).

Oxidativni stres je v poslednich letech velmi intenzivné studovan
Vv souvislosti s ¢etnymi akutnimi i chronickymi patologickymi procesy v organizmu
jako jsou karcinom, neurodegenerativni onemocnéni, poruchy kardiovaskularniho
systému, nemoci jater, ledvin, plic, kiize, diabetes mellitus a fada dalSich chorob
(Dhalla et al., 2000).

Samotné reaktivni kyslikové nebo dusikové Castice jsou velmi nestabilni.
Pfi oxidacnim stresu ovSem jejich pisobenim vznikaji ve zvySené mife specifické
sloueniny — tzv. biomarkery oxida¢niho stresu. Tyto jsou obsazeny v télnich
tekutinach (krevni plazmé, mozkomi$nim moku, moc¢i a kondenzatu vydechovaného
vzduchu) a mohou byt vyuzity k diagnostice patologickych stavli souvisejicich
s nemocemi oxida¢niho stresu a jejichz mechanismus je popsan na obrazku 5. Pokud
je vorganizmu nedostatek antioxidanti nebo jsou antioxidacni mechanismy
poskozeny, vznika oxidacni stres, pfi kterém mohou byt pfi nedostatecné adaptaci
imunitniho systému poskozeny nukleové kyseliny, lipidy a proteiny a nésledn¢ dojde

k rozvoji onemocnéni (Dalle-Donne et al., 2003).

Obr. 5 Mechanismus vzniku onemocnéni souvisejiciho s oxida¢nim stresem

[
| |
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Zdroj: Dalle-Donne et al. (2003)
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3.4. Antioxidaéni procesy

Podle Droge (2002) casto dochazi k nerovnovaze mezi

prooxidanty

a antioxidanty a tento nesoulad se muze v organizmu projevit cetnymi

patofyziologickymi procesy. Mira poskozeni organismu oxida¢nim stresem se urcuje

na zékladé¢ koncentrace tzv. biomarker, coz jsou latky vznikajici ptisobenim

oxidantll v télnich tekutinach (kondenzéatu vydechovaného vzduchu, moci, krevni

plazmé, mozkomi$nim moku). Oxidaci nenasycenych mastnych kyselin vznikaji

napiiklad prostaglandiny a cela fada dalsich latek (obrazek 6).

Obr. 6 Produkty aktivity reaktivnich slou¢enin kysliku v organismu

NADPH

1

NAD(P)H oxidases

e axiiess . SOD
zhypoxanthine . _Z\A

xanthine xanthine

uric acid

Fe¥
mitochondria LOH + O’ GSSG
DNA
damage
vitC
a—LlDOlc ascotbale
NADPH+H; T-0j LOOH
Vi
g:g:’b';ﬁ radical Fe®
Fe?'
o R
Dihydro- Fe?"
lipoic acid

DHLA GSSG TOH L0o gLL
Lipid peroxidation process }1 LO\. /Lipid peroxidation

\ process
CYc.llisalion 18 00 \_A_g
cyclisation = = C)’c"satio\
0, /RH / 0—0
19 malondialdehyde B-hydroxyacrolein C, H”
(MDA) §
OOH
\ 20 I H

b — 16

B—Sc-ss:on
Cytosme
Guanine 23 22
Adenlne 4-hydroxynonena|
H
\‘\(:ST
¢ IKQ ,, N
- o l
M‘IG <IKJ | /go WCH
B SG
domyR M A deoxyR’ M1c

Zdroj: Uchida (2003)

18



Onemocnénimi, kterd mohou byt charakterizovdana zvySenou hladinou
4-hydroxy2-nonenalu jako biomarkeru oxidativniho posSkozeni, jsou napiiklad
Alzheimerova choroba, ateroskler6za, obstrukéni plicni nemoc, nemoci
kardiovaskularniho systému, Parkinsonova choroba, porucha kognitivnich funkci.

Stale roste uvédoméni, ze oxidativni stres hraje roli v etiopatogenezi riznych
klinickych nemoci, jako jsou maligni onemocnéni, diabetes mellitus, aterosklerdza,
chronické zanéty, ischemické ptihody (Andersen, 2004; Apel a Hirt, 2004; Barja,
2004; Bergamini et al., 2004; Reddy a Clark, 2004; Shah a Channon, 2004; Willner,
2004; Lachman et al., 2003; Behrend et al., 2003; Bohr a Dianov, 1999; Cerultti,
1994; Wei, 1992, Ames, 1983).

Antioxidanty, spole¢né s latkami zasahujicimi do Skodlivych G¢inkd cytokint
a lipidovych mediatord, mohou hrat roli v 1é¢bé virovych onemocnéni (Waris

a Alam, 2004; Waris et al., 2003; Waris et al., 2001).
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4. Hloh perenoklany (Crataegus pinnatifida Bunge)

Hloh (rod Cratageus L., ¢eled’ Rosaceae L., podceled” Amygdaloidea) se déli

na dva podrody — Cratageus, kam patii vSechny euroasijské druhy a Americanae,

zahrnujici severoamerické druhy. Rod Crataegus L. obsahuje pfiblizn¢ 280 druhu

v severnim mirném pasmu (mezi 30° severni Siiky a 50° zemépisné délky) piedevsim

ve vychodni Asii, Evropé a na vychodé Severni Ameriky a je povazovan

za morfologicky nejvariabilngjsi (Sikorowska, 2015). V tabulce 4 jsou uvedeny

nejvice komeréné vyuzivané druhy hlohu z riiznych oblasti vyskytu.

Tab. 4 Hlavni komer¢ni druhy hlohu a jejich oblasti péstovani

Oblast
Védecky nazev Barva plodu
péstovani
Crataegus alnica Loudon zlata
Crataegus cuneata Siebolt & Zucc. ¢ervena
Crataegus hupehensis Sargent tmavé Cervena
Crataegus kansuensis E. H. Wilson oranzovo-Cervena Asie
Crataegus pinnatifida Bunge svétle Cervena
Crataegus scabrifolia Franchet zlutavé hnéda,
zelena s Cervenymi skvrnami
Crataegus azarolus L. zluto-Cervena
Crataegus laevigata DC. tmavé Cervena
Crataegus monogyna Jacqg. jasné Cervena Evropa
Crataegus nigra Waldst. & Kit. Cerna
Crataegus pentagyna Waldst. & Kit. Cerna
Crataegus aestivalis Walt. svétle az tmave Cervena
Crataegus douglasii Lindl. tmavé Cervena
. Severni
Crataegus mollis Scheele cervena ]
Amerika

Crataegus opaca Hook. & Arn.

Crataegus phaenopyrum Medik.

Zluto-tmavé Cervena

jasn¢ ¢ervena

Zdroj: Janick a Paull (2008)
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Hloh petenoklany (Crataegus pinnatifida Bunge, angl. Hawthorn)
byl pivodné péstovan v severni Ciné a Japonsku, kde ma vice nez 1700letou tradici
a postupné byl rozsifen do Jizni Koreje, Evropy a Severni Ameriky. Jedna
se o ket nebo mensi strom, vySky maximalné¢ 6 m, plody obsahuji 3 az 5 semen,
barva malvi¢ek je syt¢ Cervena, velikost 30-40 mm se Stavnatou, sladkokyselou
duzninou, jejichz konzumni zralost nastava v obdobi fijen aZ prosinec (Celkova,
2011) a je z hloht nejvhodnéjsi pro péstovani ploda (Phipps et al., 2003).

V Asii je pouzivan k pfimému konzumu (syrovy, zpracovany jako dzemy,
zelé, nealkoholické napoje, dzusy, fermentované vyrobky — vino ¢i ocet), jako 1€k,
ale 1 na vyzdobu. Na c¢inskych trzich je ro¢né prodano vice nez 50 t ploda (Phipps
et al., 2003).

V ¢inské mediciné je nazyvan Shan-Zha a jako jeho Uc¢inné latky s vyraznou
antioxida¢ni aktivitou byly identifikovany:

o flavonoidy,

e hyperosidy,

e isokvercitrin,

e epikatechin,

e kyselina chlorogenova,
e kvercetin,

e rutin,

e kyselina protokatechova.

Listy, kvéty 1 plody (nezavisle na stadiu zralosti) jsou vyuzivany ke snizovani
krevniho tlaku, hladiny cholesterolu v krvi, pusobi jako srde¢ni tonizator, pomahaji
pfi bolestech bficha a traveni, zastavuji prijem, navozuji lepsi spanek a tlumi
nervozitu, byly prokazany jejich pozitivni U€inky pii 1écb€ arteriosklerozy,
jsou vyuzivany pti 1é¢bé srdecnich potizi a hypoxii, ale i pii nedostatecné sekreci
mléka, pouZzivaji se k 1é¢b¢ tachykardie, anginy pectoris, kardiomyopatie, ischemické
choroby srdec¢ni a kieCovych zil (Janick a Paull, 2008).

Nejvétsi sad v Evropé se naléza v jiznich Cechach v blizkosti obce Chel¢ice.
Diky velkému obsahu uc¢innych latek a moznému vlivu rozdilnych podminek
pestovani je hloh pefenoklany védecky zkoumén 1 v dneSni dobé a stale

jsou uptesiovany jeho ucinné latky a jejich vliv na riizna onemocnéni.
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4.1. Aktivni latky rodu Crataegus a jejich stabilita p¥i skladovani

Janick a Paull (2008) uvadgji celou fadu aktivnich a zdravotné prospéSnych
prvku a sloucenin, které lze nalézt v ruznych ¢astech rostliny — vlaknina, draslik,
vapnik, vitamin C, B-karoten, fada flavonoida (zejména O- a C-glykosidy), vitexin
(kvéty), vitexin-2"-O-rhamnosid (listy), kvercetin, kvercetin-3-rhamnogalaktosid,
acethyvitexin, hyperosid, rutin, orientin, homoorientin, dimerni proantocyanidiny,
epikatechin, triterpenové kyseliny (0,3-1,4 %), aminy, cholin, acetylcholin, purinové
derivaty (adenin, guanin, kyselina moc¢ovd), Kkyselina chlorogenova, saponiny,
katechinové tfisloviny, steroly, triterpeny a proanthocyanidiny. Nejvice aminokyselin
se nachazi v kvétech, v plodech jich je nejméné. Zde jsou obsazeny flavonoidy
(ptedevsim hyperosid), oligomerni a polymerni procyamidiny, vitamin C a saponiny
(Spilkova, 1995). Z organickych kyselin se jedna o kyselinu jable¢nou, kyselinu
citronovou a kyselinu vinnou, ze sacharidli o sacharozu, glukézu, fruktézu a sorbit.

Chang et al. (2006) sledovali vliv teploty na obsah ¢tyd hlavnich
fenolu — (-)-epikatechinu (EC), prokyanidinu B-2 (PC-B-2), kyseliny chlorogenové
(ChA) a isokvercitrinu (IQ) v konzervovaném hlohovém népoji skladovaném
ve tm¢ po dobu 6 mésicu pii tiech riznych teplotach (4 °C, 23 °C, 40 °C). Vysledky
ukazaly, Ze sledované fenoly byly stabilni pii teplot¢ 4 °C a pomérné nestabilni
pti 23 °C a 40 °C s riznymi stupni degradace. Pfi pokojové teploté (23 °C) byly
pozorovany vyrazné degradace EC a PC-B-2 u ovoce i napoje s pokesem zhruba
piiblizné 50 % a 30 % po 6 mésicich skladovani. Vyznamnéjsi pokles fenolickych
latek byl pozorovan pii 40 °C, zejména u EC a PC-B-2, které byly po 6mési¢nim
skladovani témét Gplné degradovany. 1Q a ChA se ukazaly byt pomérn¢ stabilni
pii teploté 23 °C, ale nestabilni pii 40 °C. Doporucuji proto pro zachovani kvality
a ucinnosti plodu z hlohu a jejich ptipravkl skladovani pti nizkych teplotach.

Liu et al. (2016) sledovali vliv pfedbézného mikrovinného oSetfeni (dochazi
i ke zvyseni teploty) na obsah antokyaninu ve fermentovaném napoji z ploda hlohu
petenoklaného a vysledky porovnévali s neoSetfenym vzorkem. Predbézné oSetieni
pomoci teploty nebo v mikrovinné troubé mélo vyznamny vliv na relativni obsah
anthokyanini v napoji, jako je kyanidin-3-galaktosid (82,9 % resp. 76,9 %)
a kyanidin-3-glukosid (9,2 % a 11,5 %), ale vyznamn¢ neovliviiovalo hodnotu pH,
celkovou rozpustnou suSinu nebo celkovy obsah kyselin. Po oSetfeni zdhfevem

byl obsah anthokyanini vyS$§i nez po oSetfeni mikrovinnym zafenim
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(0,745 mg.100 mIt) a po 7dennim skladovani byl obsah antokyanini vyssi
0 52,4 % nez u kontrolniho vzorku. Sytost barev vysledného produktu po 12 dnech

fermentace pak u tepelné oSetienych vzorkt byla vyssi o 24,5 %.

4.2. Taxonomie rodu Crataegus podle obsahu fenolickych latek

Huang et al. (2014) zjistili, Zze pritomnost kogenetickych fenylpropanoidi
a jejich biosyntetickych vztahi maze byt pouzita k identifikaci druhti Crataegus.
Zaméftili se na izolaci fenylpropanoidii ze semen Crataegus pinnatifida B. (CPB).
Ve studii poprvé izolovali slouéeniny 1, 2, 6-14 (obrézek 7) a dospéli k nazoru,
ze biosynteticky vztah sloucenin 1-14 naznacuje, ze metabolity Cs-C3 by mohly
prispét k podpoie taxonomie daného vzorku. Tyto fenoly pochazeji z monolignolt
a jsou dilezitymi prekurzory riznych komplexnich fenylpropanoidl, jako
jsou lignany, neolignany a sesquilignany. Naptiklad sesquilignany typu 4',8"-0-3,8',
které obsahuji neolignanovou jednotku typu 8-O-4 ‘'a dihydrobenzofuranovou

neolignanovou jednotku, jsou v piirodé distribuovany velmi specificky.

Obr. 7 Chemické struktury fenylpropanoidit v semenech hlohu petenoklaného

(Crataegus pinnatifida Bunge)
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Krom¢  jiz znamych latek izolovali nove téz fenol
7,8-erythro-7-methoxysyringylglycerol (7) a sesquilignan pinnatifidanin A 1 (14).
Tento typ sesquilignanu byl diive popsan pouze u nékolika rodu rostlin, mezi
néz patii i hloh obecny, latinsky Laevigata (Li et al., 2012; Kinghorn et al., 2012).
Toto zjisténi naznacuje, ze Crataegus je chemicky podobny Laevigata. Extrakci
fenolti z CPB se zabyvali rovnéz Tian et al. (2017).

4.3. Antioxida¢ni 0cinky hlohu perenoklaného a jejich vliv na lidsky

organizmus

Peng et al. (2016) extrahovali ze semen CPB celou fadu ucinnych latek,
jejichz chemické struktury jsou uvedeny na obrazku 8. Kromé péti zndmych
slou¢enin (3-6, 12) izolovali sedm novych neolignana (1, 2, 7-11), které
pfi sledovani jejich antioxida¢ni kapacity vykazovaly mirnou aktivitu u testu DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a vyznamnou aktivitu v testech ABTS
(kyselina  2,2'-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulphonovd) a FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power). Neolignany 7-12 byly G¢inné pfti inhibici oxidu
dusnatého (NO) a slou€eniny 1-4 prokazovaly silny inhibi¢ni U¢inek na faktor

nadorové nekrozy (TNF-alfa).

Obr. 8 Chemické struktury neolignanti v semenech hlohu pefenoklaného (Crataegus
pinnatifida Bunge)
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V testu ABTS vykazovaly vSechny slouéeniny (1-12) vyznamnou
antioxidac¢ni aktivitu, slouceniny 7-12 nejsiln¢j$i. Srovnani struktur 7-12
se strukturami 1-6 prokazalo vliv benzenové skupiny v pozici C-8 na zvySovani
aktivity DPPH a ABTS radikalt. Vysledky studie ukazaly, ze semena Cratageus
pinnatifida B. mohou byt povazovana za potencialni novy zdroj antioxidanti
a inhibitort zanétu (Peng et al., 2016).

Liu et al. (2010) se zaméfili na oxidaéni aktivitu prostfednictvim ucinné;si
extrakce prokyanidini (PC) zplodd Crataegus pinnatifida B., které byly
optimalizovdny pomoci metodiky odezvy povrchu (RSM). Vysledkem
byl zisk 93,4 £ 0,2 % PC, které mohly byt dale vyuzivany naptiklad jako soucast
ptipravku snizujicich mnozstvi volnych radikald v lidském organismu.

Denev et al. (2014) srovnavali antioxida¢ni vlastnosti hlohu s vybranymi péti
druhy ovoce: Sipkem, aronii, ¢ernym rybizem, bortivkou a jefabinou pomoci rtiznych
metod (ORAC - Oxygen Radical Absorbance Capacity, TRAP - Total
Radical-trapping Antioxidant Parameter a inhibici peroxidace lipidd) a jejich vlivem
na produkci reaktivnich druhd kysliku (ROS) a rovnéZz jejich antimikrobialni
vlastnosti proti 11 lidskym patogentim. Slabou antimikrobidlni aktivitu vykazovaly
vytazky zhlohu a Sipku. Nejucinnéji puasobily proti Staphylococcus aureus
ATCC 6538P a Proteus vulgaris G.

e Metabolizmus cholesterolu

Zhu et al. (2013, 2015) i Zhang et al. (2002) se zaméfili na ovlivnéni
metabolizmu cholesterolu u kiecka, ktery je podobny metabolizmu lidskému
a porovnavali G€inky pektinu z hlohu (HP), hydrolyzati ztuZeného hlohového
pektinu (HPH) a hlohového pseudo-pentasacharidu (HPPS). Uvedenymi studiemi
bylo zjisténo, ze HPPS byl u¢innéjsi nez HP a HPH pfi sniZovani ptirGstku télesné
hmotnosti (0 38,2 %), hmotnosti jater (0 16,4 %) a celkového cholesterolu (TC)
v plazmé a jatrech (o 23,6 % a 27,3 %). Skupina s HP dosahovala vyssiho objemu
vylu¢ovaného cholesterolu nez skupiny s HPH a HPPS tim, Ze inhibovala
vstfebavani cholesterolu ve stravé (21,7 % zvyseni vylucovani TC a 31,1 % snizeni
absorpce TC). HPPS by tedy mohla byt slibnou antiaterogenni dietni slozkou

pro vyvoj funkénich potravin ke zlepSeni metabolismu cholesterolu.
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Rovnéz Kwok et al. (2013) prokazali vyznamny hypocholesterolemicky
ucinek 80% etanolového extraktu z Crataegus pimmatifida B. Var. Major N.E. Br,
V CinsStin€é nazyvany Shan-Zha. Pti 4tydenni 1écbé doSlo ke snizeni celkového
cholesterolu v plazmé¢ a LDL-cholesterolu (LDL-C) u potkant krmenych
hypercholesterolemickou stravou.

Lin et al. (2011) zkoumali vliv latek snizujicich hladinu lipidi a zakladni
mechanismy puasobeni hlohu V organizmu kiecki. Zjistili, ze praskové extrakty
z hlohu inhibovaly aktivitu acylCoA:cholesterol acyltransferazy (ACAT) v bunkach.
Tato inhibi¢ni aktivita se zvySovala s narustem obsahu triterpenovych
kyselin — kyseliny olejové a kyseliny ursolové v extraktech. Zvitata, kterym
byl podavan extrakt z hlohu, vykazovala niz§i hodnoty cholesterolu v plazmé
I vjatrech. Studie prokazala, Ze zejména uvedené Kkyseliny v extraktu
jsou zodpovédné za ucinek snizeni hladiny cholesterolu.

Han et al. (2016) zjistili, ze mysi, krmené vytazky s polyfenoly (hlavni slozky
— kyselina chlorogenovd, epikatechin, rutin a hyperosid) ze slupek plodt hlohu
(HPP) vykazovaly niz8i hladiny TC, triglyceridu (TG), lipoproteini cholesterolu
s velmi nizkou hustotou a lipoproteinti cholesterolu s nizkou hustotou (VLDL-C,
LDL-C) a vyssi hladiny lipoproteinii cholesterolu s vysokou hustotou (HDL-C)

nez my$i krmené duzninou (HFP).

e Obezita a dislipidemie

Kuo et al. (2009) zkoumali G¢inek Shan-Zha na obezitu nebo dyslipidemii
u kiecku a zjistili, Ze plazmatické hladiny TC, TG a LDL-C byly pfi tomto léceni
sniZeny, zatimco HDL-C byl zvySeny.

Guo et al. (2014) se zaméfili na suSeny zraly plod Crataegus pinnatifida
Bunge var. Major N.E.Br. nebo Crataegus pinnatifida Bunge, kde jsou hlavnimi
hypolipidemickymi sloZkami flavonoidy a triterpenové kyseliny. Prokazali, Ze vodné
extrakty, podavane v davce 3,6 g denné po dobu 3 mésict, snizily hladinu TC, TG
aLDL-C.
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e Poskozeni jater

Han et al. (2016) zkoumali diferencialni ucinky plsobeni vytazka
s polyfenoly (hlavni slozky — Kyselina chlorogenova, epikatechin, rutin a hyperosid)
z HPP, kde jich je obsazeno vétsi mnozstvi a HFP na jatra mysi poskozena krmnou
davkou s vysokym obsahem fruktozy. Podavani HPP vykazovalo lep$i vysledky
nez HFP na zmirnéni poskozeni jater a apoptdzu hepatocytli, zanét jater a oxidativni
stres. Vysledky, spolec¢né s histopatologii jater naznacuji, ze plody hlohu, zejména
jeho  slupka, jsou vynikajicim  zdrojem  piirodnich  polyfenolickych

chemopreventivnich latek pro 1é€bu poruch jater.

e Ateroskleréza

Dong et al. (2017) zkoumali, zda flavonoidy (HLF) z listi hlohu mohou
potlacit rozvoj aterosklerézy a ptipadné jakym mechanismem. Zjistili, Ze mysi,
krmené davkou s 20 mg.kg? HLF vykazovaly po 16 tydnech hladinu TC o 18,6 %
nizsi, hladina VLDL-C + LDL-C byla nizsi o 23,1 %, zatimco hladiny HDL-C a TG
byly podobné ve srovnani s kontrolni skupinou. Z uvedenych vysledk usoudili,
ze flavonoidy z hlohovych listh mohou zpomalit vyvoj aterosklerézy u mysi,
coz znamena potencialni pouziti pti prevenci aterosklerozy.

Oproti tomu Zhang et al. (2013) studovali vliv vodného extraktu bez cukru
z plodt hlohu, jehoz hlavnimi slozkami byly kyselina chlorogenovd, prokyanidin
B-2, (-)-epikatechin, rutin a isokvercitrin, na 1écbu aterosklerozy na potkanech.
Dospéli k zavéram, ze tento typ extraktu vyznamné snizil hladiny TC, TG a LDL-C,
ale zvysil hladiny HDL-C. Histopatologické vysetfeni prokazalo, ze téz inhibuje

patologické zmény v artériich krys s timto onemocnénim.

e Neurodegenerativni nemoci (Parkinsonova choroba, Alzheimerova

choroba)

Chang et al. (2013) sledovali vliv flavonoida (kvercetin, hyperosid a rutin),
polyfenolt (kyselina chlorogenova, kyselina chinova, (+)-katechin a (-)-epikatechin),
triterpenoidl (kyselina oleanolovd, kyselina korosolovd), organickych kyselin

(kyselina citronovéa a kyselina jable¢nd), sacharidii (fruktéza a gluk6za) a dalSich
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sloucenin (sorbitol, myo-inositol, crataechinony A a crataechinony B) z plodid CPB
na volné radikaly kysliku (O+*), hydroxylové radikaly (OHe) a peroxid vodiku
(H202) produkované v lidském téle. Srovnali fytochemické slozeni vodnych,
methanolovych a 95% etanolovych extraktd z plodu C. pinnatifida B. v jejich
antioxida¢nich a neuroprotektivnich ucincich s tim, ze metanolovy extrakt obsahuje
nejvyssi celkovy obsah fenolii, flavonoidii a taninu, které vykazuji pfiznivé ucinky
na vyluovani ROS, 95% etanolovy extrakt obsahuje nejvice triterpenoidd
a vykazuje piiznivéjsi antioxidacni G€inky nez vodni extrakt. Tyto vysledky ukazuji,
ze uvedené extrakty mohou byt potencidlnimi zdroji pfirodnich antioxidantt
pro vyuziti v potravinach s potencidlem inhibovat néastup neurodegenerativnich

onemocnéni. K obdobnym zavérim dospéli i Cheng et al. (2013).

e Cytotoxicita a antiproliferacni uéinek

Qiao et al. (2015) studovali antiproliferativni a antioxida¢ni aktivitu
triterpenoid z CPB (obrazek 9). Slouceniny 2, 3 a 4 vykazovaly vysokou
antiproliferacni aktivitu. V testu absorpéni kapacity peroxylovych radikala
vykazovaly slouceniny 1, 10 a 12 vyraznou antioxida¢ni aktivitu, v testu
superoxidovych volnych radikalti (O+%) slou¢eniny 1, 9 a 10 projevovaly vyraznou
aktivitu vychytavani volnych radikalu.

Rovnéz Wen et al. (2017, 2015) prokazali jejich vyznamny obsah a silny
antiproliferacni Gi€inek zejména proti liniim lidskych rakovinnych bun¢k HepG (2),
MCF-7 a MDA-MB-231. Fragmenty obohacené triterpenoidy a jejich prevladajici
slozkou kyselinou ursolovou, prokazaly vyznamné antiproliferaéni aktivity
pro vSechny testované rakovinné bunécné linie. Vyznamny rozdil zaznamenali
v obsahu fenolickych a antiproliferativnich aktivit plodi ¢inského hlohu z rtznych
odrid se zavérem, ze frakce obohacend triterpenoidy s kyselinou ursolovou méla
nejucinnéjsi antiproliferatni ucinek k zastaveni bunéfného cyklu a apoptoticke
indukci a byla pravdépodobné zodpovédna za silnou protinadorovou aktivitu téchto

plodu.
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Obr. 9 Chemicke struktury triterpenoidi plodt hlohu petenoklaného
(Crataegus pinnatifida Bunge)
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10 Ry=-OH. R;=-CH,
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15 Ry=-0H. R;=-0H

Zdroj Qiao et al. (2015)

e Antiageing

Stelmakiene et al. (2016) sledovali u¢innost vytazki z CPB pii aplikaci
na kuzi. Studie analyzovala extrakt z listi suSeného hlohu (Crataegus oxyacantha L.)
s fenolickymi slou¢eninami — kyselinou chlorogenovou, vitexin-2'-O-rhamnosidem,
hyperosidem a isokvercitrinem. Extrakt vykazoval antibakteridlni aktivitu proti
Bacillus cereus, Staphyllococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a Escherichia
coli a antiradikalni aktivitu zaloZzenou na vazebné kapacité antioxidacnich radikalt
a miZe byt pouzit jako aktivni slozka ptipravki k oSetfeni kiize. Prostup téchto latek

pres epidermis vSak nebyl ptili§ vysoky, pohyboval se na hranici 42 %.
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e Antitromboticka aktivita

Zhou et al. (2014) a Li et al. (2015) detekovali ve hlohu seskviterpen

(1a,4ap,8aa)-1-isopropanol-4a-metyl-8-metylenedecahydronaftalen (1) a potvrdili

antitrombotickou aktivitu novych monoterpenovych glykosida (1-4) a fenolického
glykosidu (10) — identifikovanych jako pinnatifidanosid AE (1-4, 10), které doplnily

jiz znamé slozky (2-9, 11-15), z nichz nejvétsi vyznam maji byzantonosid B (5),
(3S,5R,6R,7E,9R)-3,6-epoxy-7-megastigmen-5,9-diol-9-O-4-D-glucopyranosid  (6),
(6S,7Z,9R)-roseosid (7), icarisid B6 (8), linalooloxid-B-D-glukosid (9), shanyenosid
A (11), dihydrocharkon-2'-B-D-glukopyranosid (12), eriodectyol (13), vitexin (14)
a vitexin-2"-O-rhamnosy! (15) izolované z listt CPB (obrazky 10 a 11). Pomoci

antitrombotickych test sloucenin 1 az 15 in vitro a in vivo zjistili, ze latky 7, 13 a 15

vykazuji G¢innou antitrombotickou aktivitu in vitro i in vivo.

Obr. 10 Chemické struktury terpenti v listech hlohu pefenoklaného

(Crataegus pinnatifida Bunge)
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Figure 1. The structures of compounds 1-6.

Zdroj: Zhou et al. (2014)
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Obr. 11 Chemické struktury glykosida v listech hlohu pefenoklaného

(Crataegus pinnatifida Bunge)
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5. Cibule kuchytiska (Allium cepa L.)

Cibule kuchyniska (Allium cepa L.) je jeden z nejbéznéjSich druhu zeleniny.
Je vyuzivana k potravinaiskym a kulinarnim ucelim, ale vyznamné jsou i jeji
1écebné vlastnosti, které jsou znamy mnoho set let.

Svétova produkce cibule seté se od roku 1999 zvySila na vice
nez 88 500 000 tun a je tedy druhou nejdulezitéjsi zeleninu z hlediska produkce
(na prvnim misté jsou rajcata). V Ceské republice je cibule po zeli druhou
nejpéstovanéjsi zeleninou s produkci 43 400 tun za rok 2018 (MZe, 2019).

V souvislosti s nartstem jeji vyroby a spotieby je produkovano velké
mnozstvi odpadu, zejména pii zpracovani nebo poskliziiovych Upravach. Tento
odpad obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek s pozitivnim dopadem na zdravi
¢lovéka a je vhodné jej vyuzit v riznych prumyslovych odvétvich.

Cibule kuchynska (Allium cepa L.) spada botanicky do ¢eledi amarylkovitych
(Amaryllidaceae), rodu c¢esnek (Allium) a vyskytuje se v prakticky na vsech
svétadilech s vyjimkou Antarktidy (Griffiths et al., 2002). Jednad se o dvouletou
jednodéloznou rostlinu produkujici v prvnim roce vegetace listy a velkou cibuli.
Ma kulovity az mirn€ zplostély tvar. Na povrchu jsou slupky riznych barev (bilé,
bronzove, fialové, hnédozluté, purpurové, rizove Cervené, stiibrné, zIuté). Jeji vnitini
¢ast (duznina) muze byt bild az modro-Cervend. Po jarovizaci, zpusobené nizkymi
teplotami béhem zimy, nastava rychlé obnoveni rustu listd, dochazi k vytvofeni
tubularniho stonku. Na jeho vrcholu se tvoti kvétenstvi (okolik), kde se nachazi
I n€kolik set, vétsinou bilych, kvitkt. Jedna rostlina je schopna vyprodukovat
az 6 semen (Brewster, 2008; Griffiths et al., 2002). Potravinaisky vyznam maji
zejména dv¢ varianty

e zelené Cerstvé vyhonky pouzitelné do riznych salati,

o zrala cibule.

Ta se pot¢ dd konzumovat v pokrmech neupravena 1 upravena (tepelné,
fermentovand) nebo je vstupni surovinou pro produkci cibulového préasku, ktery

je vyuzivan jako kotenici ptipravek (Brewster, 2008).
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5.1. Aktivni latky cibule kuchynské

Cibule ma specifickou chut’ a aroma. Je to dano zejména pritomnosti latek,
které jsou pii krajeni, drceni ¢i kousani rozkladany enzymem alliindzou na celou
fadu sirnych latek — obrézek 12 (Suleria et al., 2015; Corzo-Martinez et al., 2007;
Lanzotti 2006; Griffiths et al., 2002).

Obr. 12 Struktury sirnych slou¢enin vznikajicich pii zpracovani cibule kuchynské
NH,

H
y-Glutamylcysteine |
N
Hydrolysis and HOOC SH
oxidation
o] COOH

S-alk-(en)yl-L-cysteine sulphoxides (CS;)

Alliin s ) Propiin i ; II:Loaliitn_ i
. : (S-propyl-L-cysteine sulphoxide) -(propen-1-yl)-L-cysteine sulphoxide
(S-allyl-L-cysteine sulphoxide) This one is most abundant and the source of the

(o} (o] lachrymatory factor found in onions.
COCH COOH
COCH
NH; NH, \/\s/\r
Upon cutting or crushing the NH,
onion, the vacuolar enzyme, Lachrymatory
alliinase, rapidly lyses the factor synthase

cytosolic cysteine sulphoxides
(CSs), giving sulphenic acids,
highly reactive organosulphur

intermediates.
S \ S
" - N - e e -

Sulphenic acid 1-propenesulphenic acid

This sulphenic acid is

. ;
Self-condensation unstable and rearranges

o
I

Thiosulphinates 1-propanethial-S-oxide

S 5 ——
& -~ \s > (Allicin analogues) Dimerization (the lachrymatory factor)

Bls-sulphmes‘// — s‘\
" ¢ .
Thiosulphonates
Hydrolysis
Cepaenes H,0
(o-sulphinyl disulphides)

Propionaldehyde

Ry

Mono and Di Sulphides

NG NN

(o]
S, Me (o]
Me”” \S/ \
H H,SO, + H,S
Zwiebelanes

Thiophenes Di, and Tri Sulphides  (cyclic S-S compounds)
S NGES
AW W W W
Zdroj: Corzo-Martinez et al., 2007

33



Nejveétsi podil v Cerstvé cibuli ma voda (zhruba 89 %) a dale je zde zhruba
9 % sacharidi (Keugsen, 2002). Ty jsou podle Shiomi et al. (2005) zastoupeny
prevazné nestrukturnimi sacharidy — glukézou, fruktozou, sachar6zou a seérii
fruktooligosacharidi (FOS) polymerovanych az na 12 jednotek. Z celkového objemu
susiny tvoii tyto sacharidy 65-80 %. V cibuli se dale nachézi zhruba 1,7 % vlakniny
(Akash et al., 2014), pouze 1,1 % bilkovin (Akash et al., 2014) a 0,1 % tuku (USDA
Nutrient Database, 2017), neobsahuje Zadny skrob (Ernst a Bufler, 1994). Cibule
kuchynska je také vyznamnym zdrojem mikronutrient — polyfenola a organickych

sloucenin siry (tabulka 5).

Tab. 5 Obsah zivin, vitamint a mineralnich latek v cibuli kuchynské

(Allium cepa L.)

L 4tka MnoZstvi Latka Mnozstvi
na 100 g na 100 g
Voda 89,11 ¢ Draslik 146,00 mg
Sacharidy 9,349 Fosfor 29,00 mg
Vlaknina 1,70 g Vapnik 23,00 mg
Bilkoviny 1,109 Sodik 4,00 mg
Tuky 0,10 g Zelezo 0,21 mg
Vitamin C 7,400 mg Zinek 0,17 mg
Vitamin Be 0,120 mg Hoft¢ik 0,13 mg
Niacin (vitamin Bz) 0,116 mg Vitamin E 0,02 mg
Thiamin (vitamin By) 0,046 mg Kyselina listovd 19,0 ug
Riboflavin (vitamin B2) 0,027 mg Vitamin K 0,4 ug

Zdroj: USDA Nutrient Database (2017)

Flavonoidy jsou v cibuli kuchyniské zastoupeny dvéma hlavnimi skupinami:
e flavonoly, které zplsobuji Zluté az hnédé zbarveni Zlutych odrtd,
e anthokyany, které davaji nékterym odriddm modrou, fialovou
az Cervenou barvu (Downes et al., 2009).
Cibule je velmi dilezity zdroj flavonolt v lidské stravé (Sellappan a Akoh,
2002) jednim z nejbohatsich zdrojua kvercetinu (Hertog et al., 1992).
Kvercetin a jeho glukosidy — kvercetin-4°-glukosid a kvercetin-3,4¢-

diglukosid (obréazek 13), které mohou tvofit az 88 % z celkového obsahu kvercetinu
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(Rodriguez Galdon et al., 2008), jsou dominantni flavonoly (Roldan-Marin et al.,
2009) a tvoii téméf 80 % vsech flavonoidu pfitomnych v cibuli (Bonaccorsi et al.,
2008).

Na obsah glykosidt kvercetinu ma podstatny vliv odrtida. V bilych odridach
byla zjisténa koncentrace glukosidil okolo 7 mg.kg™ v susing, v ervenych a Zlutych
odridach bylo stanoveno 600-700 mg.kg? glykosidii v susingé (Bonaccorsi et al.,
2008).

Kromé celkového kvercetinu se v cibuli vyskytuje napiiklad i flavonol
(kaempferol) a fenolické latky =ze skupiny hydroxybenzoovych (gallova
a protokatechovd) a hydroxyskoticovych (ferulova) kyselin. Jejich obsah vzhledem
ke kvercetinu je vSak velmi maly (Prakash et al., 2007).

Mezi  dal§imi  minoritnimi  flavonoidy  zastoupenymi v cibuli
jsou isorhamnetin, isorhamnetin 4"-O-glukosid a rutin (Park a Lee, 1996).

Ly et al. (2005) stanovili ve slupkach také mén¢ ¢asté flavonoidy — dimery

a trimery kvercetinu s vysokou antioxida¢ni aktivitu.

Obr. 13 Struktura kvercetinu a jeho glukosida

Kvercetin-3,4°-diglukosid Kvercetin-4‘-glukosid
Zdroj: Beesk et al. (2010)

Cervené odridy cibule jsou bohaté na anthokyany, druhou nejvyznamngjsi
skupinu flavonoid. Nejvice jich miZzeme nalézt v barevnych odridach.
Jsou to obvykle derivaty kyanidinu. Detekovany byly i minoritni mnozstvi peonidinu
a dalSich anthokyanidini (Slimestad et al., 2007).

Fossen a Andersen (2003) uvadgji, ze v Cervenych odridach jsou ¢tyfi hlavni
anthokyany:

e 3-(3"-glukosyl-6"-malonylglukosid) kyanidin,
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e 3-(6-malonylglukosid) kyanidin,

e 3-(3"-glukosylglukosid),

e 3-glukosid kyanidin.
Celkovy obsah anthokyant se 1isi v zavislosti na odradé.

Zhang et al. (2016) zjistili, ze obsah anthokyanidii v odridach cibule
je nésledujici:

e bilé odrady — 0,75 mg anthokyanti na 100 g ¢erstvé hmotnosti,

e 7luté odrady — 9,64 mg.100 g%,

e Cervené obriidy — 29,99 mg.100 gL,

Cibule je rovnéz bohatym zdrojem celkového obsahu polyfenolt (Lachman
et al., 2003).

Lee et al. (2015) uvadéji, ze cibule svy$§im obsahem anthokyant
a kvercetinu maji vys$$i antioxidaéni aktivitu, ktera s obsahem flavonoidti vyznamné
pozitivné koreluje — korelaéni koeficient pro metodu FRAP az 0,90 (Sharma et al.,
2014). Principem je schopnost antioxidantu redukovat trojmocné Zelezo
na dvojmocné, tvorici barevny komplex s tripyridyltriazinem, coz vyvola zménu

absorbance pii 593 nm (Benzie a Strain, 1996).

5.2. SloZeni cibulovych odpadii

Odpad ze zpracovani cibule se sklada z vngjsich $tavnatych vrstev, vrchnich
a spodnich ¢asti cibule, suchych slupek, kofenti a nestandardnich cibuli (malé,
deformované). Vzhledem k charakteristickému pachu a kvuli rychlému rozvoji
fytopatogenti neni vhodnym krmivem pro zvifata a nehodi se ani ke kompostovani
(Benitez et al., 2011; Jang et al., 2013). Je vSak bohatym zdrojem mnoha biologicky
aktivnich latek: sirnych aromatickych derivati cysteinu, vlakniny a flavonoidd
(Schieber a Stintzing., 2001), FOS (Jaime et al., 2001), coz jsou latky s pozitivnim
vlivem na lidské zdravi (Kosseva a Webb, 2013). Nejvétsi casti odpadu
jsou vsak cibulové slupky, které obsahuji zhruba 90 % susiny (Vojvodi¢ et al., 2016),
zatimco v Cerstvé cibuli jich je pouze 5-12 % (Keugsen, 2002).

Susinu slupek (obrazek 14) tvoti z valné ¢asti strukturni sacharidy, respektive
vlaknina — 65-75 % hmotnosti (Benitez et al., 2011; Jaime et al., 2002).
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Celkova vlaknina se déli podle rozpustnosti ve vod¢ na dvé skupiny:
e rozpustna vlaknina (napt. pektiny),
e nerozpustnd vlaknina (napf. celuldza a lignin (Mudgil a Barak, 2013).
Pomér mezi rozpustnou a nerozpustnou vlakninou lezi v rozmezi 1:8 az 1:14 a zavisi

na odradé¢ (Benitez et al., 2011).

Obr. 14 Odpad z cibule kuchyiské — slupky

Zdroj: Bedrnicek, 2018

Nejbohat§im zdrojem flavonolti (2,5-6,5 ¢.100 g?) jsou cibulové slupky
(Slimestad et al., 2007)., z nichZ je nejdominantnéjsi celkovy kvercetin. Ve slupkach
se naléza pievazné ve formé aglykonu, coz je dano ptitomnosti glukosidaz,
nalézajicich se zvalné c¢asti na piechodu mezi suchymi vrstvami (slupkami)
a vrstvami s vysokym obsahem vody, kterou je pro ¢innost téchto enzymu dilezita
(Wiczkowski et al., 2008; Takahama a Hirota, 2000).

Koncentrace volného a vazaného kvercetinu klesa od vnéjSich vrstev smérem
dovnit a jeho nejnizsi koncentraci lze nalézt v jadie cibule (Albishi et al., 2013).
Rizni autofi uvadéji hodnoty koncentrace celkového kvercetinu v susing
od 3,386 9.100 g* (Grzelak et al., 2009) do 8,3 g.100 g (Nuutila et al. (2003).

Ve slupkéach ¢ervené cibule se naléza téz velké mnozstvi anthokyant, vice

nez v celé cibuli —az 0,219 g.100 g susiny (Donner et al., 1997).
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V cibulovych slupkéch se viibec nevyskytuji FOS a jsou zde pouze stopova

mnozstvi organickych slou¢enin siry (Benitez et al., 2011).

5.3. Vyznam aktivnich latek cibule kuchyiiské pro lidsky organizmus

V cibulovém odpadu (s vyjimkou slupek) se naléza velké mnozstvi
a organické slouCeniny siry. Diky svym funkénim vlastnostem maji blahodarny
vliv na lidské zdravi. Byl prokazan pozitivni vliv na kardiovaskularni choroby,
rakovinu, astma, diabetes melitus, neurodegenerativni poruchy, osteoporézu
a n¢které dalsi (Bisen a Emerald, 2016; Galeone et al., 2006). Dosud vsak nebylo
prokdzéno, zda tyto latky maji stejné Gcinky jako komplex vSech latek, které
se v cibuli nachazeji. Nékteré studie uvadeji, Zze pozitivni pisobeni ovoce a zeleniny
na kardiovaskularni systém a antikarcinogenni vlastnosti zavisi na synergickych

vztazich jednotlivych slozek (Liu, 2003).

e Flavonoidy

Zde jde piedev§im o kvercetin a jeho derivaty, tedy latky, majici vyrazny
ochranny vliv proti alergiim, artritidé, astmatu, diabetes melitus, dné,
neurodegenerativnim porucham, osteoporoze a rakoviné (Ren et al., 2017).

Extrakty z vné&jSich slupek cibule maji schopnost zhaset volné radikaly
in vitro. Funk¢nost in vivo téchto ¢asti cibule jsou vSak stale pomérné nejasné
(Fiedor a Burda, 2014; Singh et al., 2009; Park et al., 2007). K posunu v této oblasti
specifikovat i jeji formu (Griffiths et al., 2002).

Soucasné vysledky vyzkumii poukazuji na lepSi biodostupnost kvercetinu
a jeho glukosidi z ptirodnich zdroji (napiiklad smazena cibule, kapsle s extrakty
cibulovych slupek, miisli tyCinky obohacené extrakty cibulovych slupek)
v porovnani s kapslemi dihydratu kvercetinu, pouzivanému Vv komeréné dostupnych
potravinovych doplicich (Burak et al., 2017; Egert et al., 2012; Hollman et al.,
1995).
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Jan et al. (2010) ve své praci uvadéji, ze soucasné poznatky o pusobeni
kvercetinu naznacuji jeho pusobeni jakozto antioxidantu pro zlepSeni ptezivani
normalnich bun€k a rovnéz jako prooxidac¢niho ¢inidla indukujiciho apoptozu
rakovinnych bunék, pfipadné, podle Kim et al. (2014), G¢inné zabranujiciho inhibici
mezibunééné komunikace vyvolané peroxidem vodiku, coz je proces siln¢ spjaty
s po¢atkem karcinogeneze ¢i chraniciho kardiovaskularni systém (Brull et al., 2015).

Nekteré prace vsak oznacuji kvercetin jako toxicky az karcinogeni v in Vvivo
a in vitro experimentech na mys$ich a bakterialnich kulturach (Dunnick a Hailey,
1992; Pamukcu et al., 1980; Bjeldanes a Chang, 1977).

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) vydala roku 1999 zpravu
o karcinogenité kvercetinu. Jejim vystupem je: ,neklasifikovatelny, pokud
jde o karcinogenitu pro ¢lovéka“ (skupina 3) s tim, ze neexistuji zadna data, ktera
by nasvédcovala o jeho karcinogennich tucincich pro c¢lovéka (IARC, 1999).
To potvrzuji i dalsi autofi (Harwood et al., 2007; Okamoto, 2005), ktefi tvrdi,
7e bezpecnost kvercetinu je prokdzana a pro ¢lovéka neptedstavuje pii béznych

davkach Zadné neptiznivé Ucinky.

e VIdknina a FOS

Cibulové slupky jsou téz bohaté na vlakninu tvofici 65-75 % hmotnosti
(Benitez et al., 2011; Jaime et al., 2002). V krvi mysi, které byly krmeny potravou
s vysokym obsahem tuku a cholesterolu, bylo, po ptidavku cibulové vlakniny
z cibulovych odpadu, prokézano signifikantni snizeni celkovych sérovych lipidi
a zvySeni HDL-C (Benitez et al., 2012). Momentaln¢ vSak neni v literatufe mnoho
zminek o in vivo experimentech, zabyvajicich se ucinky cibulové vlakniny
z odpadnich produkti.

Po vstupu do zazivaciho traktu putuji FOS do tlustého stieva, kde jsou
fermentovany na kyselinu mlécnou a mastné kyseliny s kratkym fetézcem (octova,
propionova, maselnd). Jsou schopny stimulovat rist bifidobakterii a soucasné
inhibovat rist nékterych jinych bakterii, naptiklad Clostridium perfringens (Bornet
et al., 2002).

Byl téZ prokazan pozitivni vliv FOS na vstiebavani mineral (zinku
a vapniku), metabolismus lipidi (snizuje sérové lipidy, cholesterol a riziko vzniku

diabetes a obezity) a snizeni rizika vzniku rakoviny (Sabater-Molina et al., 2009).
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¢ Organosirné slouceniny

Organosirné slouceniny cibule vykazuji silné antikarcinogenni G¢inky.
Je to dano nejspisSe tim, ze tyto latky jsou aktivatory detoxikacnich enzymd, které
mohou rakovinotvorné latky odstranit z organizmu (Suleria et al., 2015).

Maji téz pozitivni vliv na kardiovaskularni systém. Zabranuji sraZzeni
krevnich desticek a zabranuji tak vzniku tromboembolické nemoci (Osmont et al.,
2003).

5.4. Vyuziti cibulovych odpadi v potravinaiské vyrobé

Odpady, vznikajici pfi zpracovani potravin rostlinného puvodu,
jsou zajimavym zdrojem surovin, poskytujicich biologicky a technologicky
vyznamné sekundarni metabolity (Schieber et al., 2001).

Podle Jang et al. (2013) je pro ziskavani kvercetinu z rostlinnych zdroju
existuje cela fada postupti pro tuto extrakci liSicich se pouze svou efektivitou.
Dulezity je typ pouzitého extrakéniho Cinidla a zvoleny postup. Lze pouzit vodu,
metanol, etanol, subkritickou vodu, ultrazvuk a biomagnetickou extrakci (Nile et al.,
2017; Choi et al., 2015; Lee et al., 2014; Gonzalez-Saiz et al., 2008).

Vzhledem ke vztahu Kk Zivotnimu prostiedi je nejjednodussi pouzit vodu.
Ta je vSak za béznych podminek pro extrakci kvercetinu piili§ polarni, a proto
se pouzivaji vysoké teploty (100-374 °C) a tlaky, kdy voda piechazi
do tzv. subkritického stavu, coz ji dava specifické extrakéni vlastnosti (Turner et al.,
2006).

Zpusob, jak vyuzit cibulové odiezky nebo nevhodné cibule (deformovang,
malé) je wvyrobit z nich vlakninové koncentraty. Cibule jsou rozmixovany,
je z nich vylisovana §t'ava a pevna slozka, zbyla po vylisovani, je tepelné upravena,
aby se zabranilo mikrobialnimu znehodnoceni. Na zavér jsou etanolem extrahovany
rozpustné latky. Ziska se vlakninovy koncentrat v podobé bilého prasku.
Ten lze pouzit napfiklad k obohacovani potravin vladkninou za téelem zvySovani

jejiho prijmu (Benitez et al., 2017).
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Z nestandardnich cibuli je mozno vyrabét cibulovy ocet (Horiuchi et al.,
1999) s vysokym obsahem organickych kyselin (aminokyselin a karboxylovych
kyselin) a nizkou koncentraci sodiku (vyznamna v prevenci proti hypertenzi).
Je nutno vyfeSit mirné niz$i obsah cukrii v cibuli a pfitomnost antimikrobidlné
pusobicich sirnych sloucenin, aby bylo mozno iniciovat a spravné vést kvasny
proces. Ocet lze rovnéz obohatit cibulovymi slupkami v mnozstvi 0,5 % hmotnosti
pro zvySeni obsahu celkového kvercetinu (Cheun et al., 2005).

Pfitomnost thiosulfinati a flavonoida v cibulovych slupkéach jim, kromé
jejich antioxida¢nich vlastnosti, dava i vlastnosti antimikrobiélni. Proti extraktim
zjedlych ¢asti cibule vykazuji extrakty z cibulovych slupek mnohem vétsi
antimikrobialni schopnosti a velmi silné inhibuji rast bakterii Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, ale nejsou pfili§ ucinné proti
Staphylococcus aureus. Lze je pouzit jako antimikrobialni ¢inidlo v potravinaiském,
kosmetickém a farmaceutickém prumyslu (Kim et al., 2011; Lee et al., 2011; Santas
et al., 2010; Skerget et al., 2009).

Ptidavek dvou procent etanolového extraktu z cibulovych slupek na kofenéna
kufeci prsa dokadzal béhem skladovani vyrazné redukovat celkovy pocet
mikroorganismu a rovnéz zpomalit pokles pH béhem skladovani. Mél vSak negativni
vliv na senzorické vlastnosti (Alahakoon et al., 2013).

Opacné vysledky piinesl pokus Tanga a Cronina (2007). Ti ptidavali
do kratiho masa cibulovou $tévu, coZ podle panelu hodnotiteld, mélo pozitivni
dopad na vysledné senzorické vlastnosti.

Shim et al. (2012) pouzili extrakty ze slupek do mletého vepfového masa.
V pribéhu 16denniho skladovani zjistili, ze ve vakuové baleném syrovém mase
doSlo proti kontrole ke zvySeni hodnoty pH (nejspi§ potlatenim ristu bakterii
mlécného kvaseni) a ke snizeni hodnoty peroxidového ¢isla a TBARS (thiobarbituric
acid reactive substances), coz nasvédCuje zpomaleni oxidace lipidi. Piidavek
1,6 % az 3 % cibulového prasku pied tepelnou Gpravou kuteciho masa snizil (po jeho
skladovani po dobu 6 dnl ve vakuu) 6-36nasobné hodnoty TBARS. TotéZ potvrdil
I Karastogiannidou (1999).

Gawlik-Dziki et al. (2013) zkoumali pseni¢ny chléb, ve kterém nahradili
pSeni¢nou mouku 1-5 % jemné namletych cibulovych slupek. Obohaceny chleb
vykazoval oproti kontrolnimu vzorku vyssi antioxida¢ni aktivitu. Rovnéz senzorické

vlastnosti byly, az do ptidavku 3 %, hodnoceny jako uspokojivé. Fenolicke latky
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mohou diky svym vzajemnym interakcim sniZovat stravitelnost proteini. Nelze
vSak podle nich vylouéit vyuziti cibulovych slupek jako potravinaiského aditiva,
ochranujiciho zazivaci trakt pied rakovinou.

V soucasné dobé neni v literatufe mnoho informaci o vlivu piidavku cibule
nebo jejich slupek na senzorické vlastnosti. Zminéni autofi, ktefi provadéli pokusy
smasem a chleby, dospéli k zavéram, ze extrakty zcibule a slupek z cibule

jsou vhodnou nahradou za syntetické antioxidanty.
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6. Stanoveni vybranych antioxidantu

6.1. Piiprava dZzemu z plodi hlohu pefenoklaného

Dzem byl vyroben z plodt hlohu pefenoklaného Crataegus pinnatifida B.,
(Ing. Karel Tama, Chelcice, Jihoesky kraj, CR) v roce 2016. Vyroba (tabulka 6)
probihala za vakua na zafizeni BM50T (FRIGOJOLLINOX, Campobaso, Italie)
z davodu niz8i degradace ucinnych latek teplem (Chang et al., 2006). Hotovy

produkt byl po plnéni do sklenénych obalil, predehiatych na 70 °C, ihned uzavien
vickem Twist-Off a zchlazen pfi teploté¢ 20 °C v susarné¢ UF55m TWINDISPLAY
(MEMMERT, Biichenbach, Némecko). Hotové vzorky byly skladovany pti pokojové

teploté¢ 23 °C ve tm¢ po dobu 14 dnii. Poté byly pouzity na analyzu antioxidacni

aktivity, LC/MS analyzu a cross-over studii.

Tab. 6 Vyrobni postup dzemu z hlohu pefenoklaného — suroviny a technologické

parametry

Suroviny

Mnozstvi (%)

Hloh pefenoklany — vypeckovane plody 22,10

Pitna voda 33,10
Cukr fepny bily 44,20
Citronova §tava 0,60
Technologické parametry

Cukernatost finalni 60 °Brix
Pasteracni teplota 65 °C

Prodleva pasteracni teploty 7,5 min.
Teplota dZzemu pii plnéni min. 60 °C
Teplota dZemu po zchlazeni 20 °C

Teplota skladovani 23 °C
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6.2. Priprava bezlepkovych chlebi

Jako zdroj antioxidant byly zvoleny cibulové slupky (Allium cepa L., odrida
Lisa, VITAL Czech, s.r.o., CR), které jsou rovnéz velmi obtizné vyuzitelnym
odpadem pii zpracovani. Po pfetiidéni a vycisténi byly proplachnuty pitnou vodou,
suseny pii 40 °C do konstantni hmotnosti a namlety na kulovém mlynu Retsch MM
400 (Retsch, Némecko) na castice mensi nez 0,25 mm.

Kontrolni vzorek bezlepkového chleba (BCH) a vzorek bezlepkového chleba
s praskem z cibulovych slupek (BCHS) byly vyrobeny podle receptur (tabulka 7)
v domaci pekarné Duplica Vital Plus (ETA, Hlinsko, CR). Vyrobni postup spo¢ival
vV michani a kynuti tésta a nasledném peceni pfi teploté¢ 180 °C po dobu 60 minut.
Upecené chleby byly vyjmuty zforem a ponechény k vychladnuti pti pokojové
teploté (23 °C) po dobu 24 hodin. Vzorky pro chemické analyzy byly odkrojeny,
lyofilizovany a skladovany pii 4 °C. Cerstvé vzorky po vychladnuti byly pouzity
pro cross-over studii. Vramci chemickych analyz byly provedeny testy
na antioxidacni aktivitu (metody DPPH, FRAP), obsah celkovych polyfenoli
a stanoveni jednotlivych flavonoidt pomoci HPLC-MS/MS.

Tab. 7 Receptury chlebl pro analyzy vlivu piidavku prasku z cibulovych slupek

do tésta (kontrolni a testovany vzorek)

Surovina Mnozstvi (%) v BCH Mnozstvi (%) v BHS
Pohankova mouka 24,70 23,47
Kukufi¢na mouka 17,60 16,72
RyZova mouky 14,10 13,39
Lnéna mouka 12,00 11,40
Cibulové slupky 0,00 3,42
Pitna voda 29,20 29,20
Olej rostlinny 1,40 1,40
Kvasnice 1,00 1,00
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6.3. Schéma pokusu méfeni in vivo antioxida¢ni aktivity a volnych radikala

v krvi

6.3.1. DZem z plodu hlohu peienoklaného

Cilem experimentu bylo zjistit, zda miZe konzumace dzemu z hlohu
petenoklaného (DHP), vyrobeného vakuovou pasteraci, zvysit in vivo antioxida¢ni
aktivitu a snizit obsah volnych radikala v krvi. Pokus byl proveden za ucasti
18 dobrovolnikti (7 muzi, 11 Zen), studentd Jihofeské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich (vék 23 + 2 roky a véha 60,5 + 5,27 kg). VSichni byli seznameni
s pribéhem pokusu a byl od nich ziskan podepsany informovany souhlas s jejich
ucasti a s prubéhem pokusu. Pred vlastnim odbérem kapilarni krve dobrovolnici
nekonzumovali potraviny, bohaté na antioxidanty (zejména ovoce, zelenina, caj,
dzusy apod.) po dobu 24 hodin.

Prabéh pokusu byl rozlozen do 3 dnii, kazdy den byly zpracovany udaje
od 6 osob. Dobrovolnici se dostavili k odbéru krve na la¢no (12 hodin pied odbérem
nesméli nic jist) vzdy ve stanoveném cCase. Bezprostfedné po prvnim odbéru
jim byl podéan testovany vzorek:

e 809 DHP,
e 106 g bilého peciva (rohlik tukovy) jako nosi¢ vzorku,
e 200 ml pitné vody na zapiti.

Odbér kapilarni krve (50 ul pro stanoveni FORD — Free Oxygen Radical
Defense — antioxidacni aktivita krve) a 20 pl pro FORT (Free Oxygen Radical
Test — mnozstvi volnych radikalt v krvi) probihal z poslednich ¢lankt prsti na ruce.
Na zaklad¢ studii (Ottaviani et al., 2012; Serra et al., 2010; Richelle et al., 1999),
kde bylo zjisténo, ze nejvyssi koncentrace flavan-3-olt v krvi byva dosahovéana
v ase +60 az +120 minut po konzumaci vzorku, byl stanoven ¢as +90 minut
od zkonzumovéni vzorku. Poté byla kazdému dobrovolnikovi odebrana krev

ve stejném objemu a byly opét provedeny vyse uvedené analyzy.

6.3.2. Bezlepkovy chléb obohaceny praskem z cibulovych slupek

Cilem tohoto pokusu bylo ovéfit, zda, a pfipadné jak, ovliviiuje konzumace

bezlepkového chleba, obohaceného surovinou s antioxidac¢ni aktivitou (prasek
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z cibulovych slupek) in vivo, antioxida¢ni aktivitu a obsah volnych radikalt v Krvi
konzumentl. Experiment byl nastaven jako randomizovany cross-over s jednodenni
wash-out periodou (tabulka 8) s ucasti 14 dobrovolnikd, studentii a zaméstnanctu
Jihoeské univerzity v Ceskych Budgovicich (primémy vék 26 + 5 let
a vaha 61.5 £ 9.27 kg), ktefi podepsali informovany souhlas s jeho pribé¢hem a byli
rozdéleni do 2 skupin — A a B. VSichni byli upozornéni, aby 24 hodin pfed zahdjenim
experimentu a Vv celémjeho prubéhu nekonzumovali potraviny bohaté
na antioxidanty (napt. ovoce, zeleninu, ¢aj, dZzusy a podobng).

Odbéry (50 pl pro stanoveni FORD a 20 pl pro FORT) probéhly vzdy rano
po 12hodinovém la¢néni. Hmotnost vzorkd, které nasledn¢ konzumovali, byla
stanovena na 200 g kontrolniho respektive obohaceného chleba + 200 ml pitné vody
na zapiti (Bojnanska et al., 2009). Po 90 minutach od zkonzumovani jim byla opét
odebréana krev (Kashino et al., 2015).

Tab. 8 Schéma cross-over studie s jednodenni wash-out periodou pro stanoveni
antioxidacni aktivity a obsahu volnych radikala v krvi — bezlepkovy chléb

s pfidavkem prasku z cibulovych slupek

Skupina A Skupina B

Den 1 Den 2 Den 3 Den 1 Den 2 Den 3

Kontrolni Vzorek Vzorek Kontrolni

vzorek s cibulovymi | s cibulovymi vzorek
slupkami slupkami

6.4. Chemické analyzy

6.4.1. Stanoveni pomoci HPLC-MS/MS

o Extrakce vzorkii dZemu z hlohu perenoklaného

Bylo odebrdno 5 g vzorku a smich&dno v hmozdifi s malym mnozstvim

metanolu po dobu 1 az 2 minut. Smés byla nasledné prevedena do 50ml odmérné

banky a doplnéna po rysku metanolem. Po 15minutoveé extrakci v ultrazvukové lazni
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byl alikvotni podil pieveden do centrifugaéni zkumavky a odstiedén (3 000 min
po dobu 5 minut). Vzorky byly skladovany pti -20 °C (Wicklund et al., 2005).

e Extrakce vzorki bezlepkovych chlebi
Ze vzorku lyofilizovaného chleba, extrahovaného v5 ml metanolu,
byl odvazen 1 g do centrifuga¢ni zkumavky a 15 minut extrahovan v ultrazvukové
lazni. Nasledovalo odstiedéni pti 3 000 min™ po dobu 15 min.
6.4.2. Nastaveni HPLC-MS/MS
Vzhledem k rozdilnosti stanovovanych latek byly pro jejich stanoveni

vdzemu a bezlepkovych chlebech pouzity dva rizné separani gradienty

a naslednym kvalitativnim vyhodnocenim pomoci hmotnostniho spektrometru.

e Nastaveni pro DHP

Polyfenolické latky v DHP byly stanoveny na systtmu HPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusets, USA)
a hmotnostnim spektrometru (MS) Agilent 6420 QgQ (Agilent Technologies, Santa

Clara, Kalifornie, USA) — tabulky 9 a 10.

Tab. 9 MS/MS hodnoty pouzité pii kvantifikaci latek v dzemu zhlohu

petenoklaného
Parametr*
Latka Kvantifikaéni Fragmentor Kolizni energie )
prechod V) eV) Polarita
Chlorogenova kys. 353 — 191 110 15 negativni
(-)-epikatechin 289 — 245 150 10 negativni
Procyanidin B2 577 — 289 140 12 negativni
Hyperosid 463 — 301 170 25 negativni
Isokvercitrin 463 — 301 160 15 negativni

* konkrétni hodnoty piechodt, fragmentoru a kolizni energie byly optimalizovany pro

ziskani co nejvyssi odezvy.
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Tab. 10 Parametry HPLC a MS systému pro analyzu polyfenolt v dzemu z hlohu

petenoklaného

Nastaveni HPLC

Analyticka kolona

Teplota kolony
Objem nastiiku

Mobilni faze

Doba analyzy
Pritok mobilni faze

Gradient

Phenomenex Kinetex (C18; 2,6 um; 150 x 2,1 mm)
s ptedkolonou Security Guard ULTRA (Phenomenex)
35°C

5ul

A = 5% acetonitril + 0,5% kyselina mravenci
B = 100% acetonitril

30 minut

0,2 ml.min!

Cas (min) % A % B
0 95 5
25 83 17
30 95 5

10 min ekvilibrace kolony

Nastaveni MS

lontovy zdroj
Napéti kapilary

Susici plyn

Pritok suSiciho plynu

Teplota susSiciho plynu

Tlak nebulizéru
Delta EMV

Dwell time

Elektrosprej (ESI negative)
-4000 V

Dusik

10 I.min™t

300 °C

35 psi

200

500 pro vSechny latky

Akceleracni napéti kolizni cely 7 V pro vSechny latky

Pro kvantifikaci vybranych latek byla sestrojena 6 bodova kalibra¢ni kiivka

v rozsahu od 0,1 do 20 pg.ml™.

¢ Nastaveni pro bezlepkové chleby

Polyfenolické latky v bezlepkovych chlebech byly stanoveny na systému
HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusets,
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USA) a hmotnostnim spektrometru (MS) Agilent 6420 QqQ (Agilent Technologies,
Santa Clara, Kalifornie, USA). Parametry jednotlivych stanoveni jsou uvedeny

v tabulkach 11 a 12.

Tab. 11 Parametry HPLC a MS systému pro analyzu polyfenolti v bezlepkovych

chlebech

Nastaveni HPLC

Analyticka kolona

Teplota kolony
Objem nastiiku

Mobilni faze

Doba analyzy
Pritok mobilni faze

Gradient

Phenomenex Kinetex (C18; 2,6 um; 150 x 2,1 mm)
s ptedkolonou Security Guard ULTRA (Phenomenex)
35°C

5ul

A = 5% acetonitril + 0,5% kyselina mravenéi

B = 100% acetonitril

20 minut

0,2 ml.min!

Cas (min) % A % B
0 85 15
20 30 70
25 85 15

10 min ekvilibrace kolony

Nastaveni MS

lontovy zdroj
Napéti kapilary
Susici plyn

Pritok suSiciho plynu

Teplota susSiciho plynu

Tlak nebulizéru
Delta EMV

Dwell time

Elektrosprej (ESI negative)
-4000 V

Dusik

11 I.mint

300 °C

35 psi

200

200 pro vSechny latky

Akceleraéni napéti kolizni cely 7 V pro vSechny latky
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Tab. 12 MS/MS hodnoty pouzité pii kvantifikaci latek v bezlepkovych chlebech

Parametr*
, Kolizni
Latka Kvantifikaéni Fragmentor _ _
energie Polarita
prechod (V)
(eV)
Kvercetin-3,4°-diglukosid 625 — 463 100 10 negativni
Rutin 609 — 300 200 30 negativni
Kvercetin-4-monoglukosid 463 — 301 100 10 negativni
Kvercetin 301 — 151 130 20 negativni

* konkrétni hodnoty piechodid, fragmentoru, a kolizni energie byly optimalizovany

pro ziskani co nejvyssi odezvy.

Pro kvantifikaci vybranych latek byla sestrojena 6 bodova kalibra¢ni kiivka
v rozsahu od 0,1 do 25 pg.ml™.

6.5. Spektrofotometrické metody — antioxidaé¢ni aktivita

e Extrakce

Nejprve bylo 0,2 g lyofilizovaného namletého vzorku bezlepkového chleba
smiseno s 9,8 ml smési metanolu a vody (pomér 90:10 obj.) a nasledné extrahovano
v laboratorni tfepadce po dobu 10 minut. Nasledovalo odstfedéni pfi 7000 min™
a dob& 15 minut. Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodami DPPH a FRAP probéhlo

neprodlené po centrifugaci.

e DPPH

Antioxidacni aktivita metodou DPPH byla provedena podle Brand-Williams
et al. (1995) smalymi UGpravami. Do 4 ml metanolového roztoku DPPH
(27.5 pg.ml?) bylo ptidano 0,1 ml extraktu. Smés vzorku a DPPH byla skladovéana
pii pokojové teploté (23 °C) bez piistupu svétla po dobu 2 hodin. Poté byla méfena
absorbance pfi 515 nm proti blanku (metanol). Vysledky jsou vyjadieny jako Trolox
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ekvivalenty (TE.g?). Trolox je obchodni ndzev ve vodé rozpustného analogu

vitaminu E — o-tokoferolu (obrazek 15).

Obr. 15 Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina

CHs
HO 0

OH

HaC 0" \oH,

CHj
Zdroj: Velisek a Hajslova, 2009

e FRAP

Mirné upravena metoda dle Dudonné et al. (2009) byla pouzita na méteni
antioxidacéni aktivity metodou FRAP. K 4 ml roztoku FRAP, ptfipraveného ze smési
100 ml 300 mM acetatového pufru (pH 3,6) s10 ml 10 mM TPTZ
(2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) rozpusténého v 40 mM kyseliné¢ chlorovodikové
a 10 ml 10 mM chloridu Zelezitého, bylo ptidano 0,1 ml extraktu vzorku a smés byla
inkubovéana 30 minut pii 37 °C. Poté byla méfena absorbance pti 593 nm. Jako

blank slouzil acetatovy pufr. Vysledky jsou vyjadieny jako TE.g™.

e Celkove polyfenoly

Metoda stanoveni celkovych polyfenolti byla provedena dle Lachmana et al.
(1998). Nejprve bylo 5 g lyofilizovaného mletého vzorku extrahovano
ve 100 ml 80% etanolu po dobu 120 minut pod zpétnym chladicem. Alikvétni podil
extraktu (1 ml) byl filtrovan a pfeveden do 50ml odmérné baiky, do které bylo,
spolu s 10 ml deionizované vody, pfidano 2,5 ml Folin-Ciocalteuova Ccinidla
a 7,5 ml 20% uhlic¢itanu sodného. Po promichani a doplnéni po rysku deionizovanou
vodou byla smés ponechana 120 minut pfi pokojové teploté (23 °C) reagovat. Poté
byla zmétfena absorbance pii 765 nm. Vysledky jsou uvedeny jako ekvivalenty

kyseliny galové (GAE.g™?).
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6.6. Stanoveni in vivo antioxida¢ni aktivity a obsahu volnych radikali v Krvi

konzumentu

Dobrovolnikim byla odebrana kapilarni krev (50 pl pro FORD
a 20 ul pro FORT analyzu) z posledniho ¢lanku prstu a bylo provedeno in vivo
méfeni pomoci pristroje Callegari CR3000 (Callegari SpA, Catellani Group, Parma,
Italie). Kapilarni krev byla po odbéru smisena s originalnimi roztoky, centrifugovana

a spektrofotometricky méfena.

e Metoda FORD

Rychld, jednoducha a neselektivni metoda pro méfeni volnych radikald
v krvi, ktera byla pouzita v nékolika studiich (napt. Lorgis et al., 2010). Antioxidanty
pfijaté z potravy neutralizuji volné radikaly produkované béhem fyziologickych
procesti nebo ziskané z exogennich zdroji (Harasym a Oledzki, 2014).

Vyuziva stabilni zbarveny radikal, jehoz absorbance pifi 505 nm
je v ptitomnosti kyselého pufru (pH = 5,2) a vhodného oxidantu (FeCls) chromogen
(ktery obsahuje 4-amino-N,N-diethylanilin sulfat) nepifimo umérna koncentraci
antioxidant v krvi, nebot’ vytvaii stabilni a barevny kation-radikal. Antioxidant
(AOH/AO) ve wvzorku (krvi) redukuje kationtovy radikdl chromogenu,
¢imz ho odbarvuje, coZ je pfimo imérné koncentraci antioxidantu. Vysledky testu
jsou vyjadfeny jako mmol TE.I* krve.

Reakce probiha dle nésledujicich rovnic:

Chromogen (pezbarvy) + Fe®" + H" — Chromogen™ purpurovy)

ChromogenJr.(purpurovy) + AOH — Chr0m0g6n+(bezbarvy) + AO
e Metoda FORT
Jedna se o kolorimetricky test zalozeny na schopnosti pfechodnych kovu
(naptiklad Zeleza) katalyzovat za piitomnosti hydroperoxidi (ROOH) vytvafeni

volnych radikali, které jsou poté zhaseny pomoci amino-derivatu CrNHz. Amin

reaguje s volnymi radikaly, které produkuji barevny a pomérné dlouho stabilni
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kation-radikal, detekovatelny pfi 505 nm. Intenzita zbarveni ptfimo umérné koreluje
s mnozstvim radikala v krvi. Vysledky jsou vyjadieny jako mmol H.0> eq. .I"! krve.

Reakce probiha podle rovnic:

R-OOH + Fe** — RO + OH" + Fe*
R-OOH + Fe** — ROO"+ H* + Fe?*
RO+ ROO" + 2CrNH2 — ROO™ + RO + [CFNH2+'] (purpurovy)

6.7. Statisticka analyza

Vsechny hodnoty jsou prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka.
Pocet opakovani je uveden vzdy pod grafem nebo tabulkou.

Studentlv-t test pro zavislé vzorky byl pouzit pro vyhodnoceni vysledki
ziskanych pifi méfeni antioxidaéni aktivity krve a volnych radikald v krvi
dobrovolnikii po konzumaci hlohového dzemu.

Studentv t-test pro nezavislé vzorky byl pouzit pii posuzovani vysledk
ziskanych z analyz DPPH, FRAP a HPLC-MS/MS.

Jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) s Tukeyovym HSD-testem
pro opakovand méfeni byla pouZita na porovnani rozdili ziskanych z méfeni
antioxidacni aktivity krve a volnych radikalti v krvi dobrovolnikii po konzumaci

bezlepkovych chlebt.
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7. Polyfenoly v dZemu z plodi hlohu pefenoklaného

Sledované latky se nachazeji v riznych c&astech rostliny (Janick a Paull,
2008). V plodech, ze kterych byly vyrobeny vzorky dzemu, se nachazi zejména
proanthokyanidy, (-)-epikatechin a chlorogenova kyselina (Spilkova, 1995). Kromé
téchto latek byl zjistovan obsah hyperosidu a isokvercitinu (obrdzek 16).

Stanovované latky jsou popsany v tabulce 13.

Tab. 13 Reten¢ni ¢asy a hmotnostni spektra latek vybranych latek v dzemu z hlohu

petenoklaného
Pik ¢. ESI negativ [M-H]" (m/z)
(tk Retenéni
Latka gas (min)  Molekularni  Fragmentové ionty
iont (MS?)
Chlorogenova
1 : 5,54 353 191, 179, 173, 135
kyselina
- 559, 451, 425, 407,
2 Prokyanidin B2 6,49 577 289, 245, 125
3 (-)-epikatechin 7,5 289 271, 245, 205, 137,
109
4 Prokyanldln 10,31 865 739, 713, 577, 451,
trimer 287
5 Prokyanidin 11,62 1153 577
tetramer
Prokyanidin 451, 425, 407, 289,
6 dimer 18,24 S17 245, 125
7 Hyperosid 18,24 463 301
8 Isokvercitrin 19,1 463 301
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Obr. 16 Reprezentativni chromatogram (full scan) extraktu hlohového dzemu
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7.1. Obsah vybranych polyfenolii v dZzemu z plodii hlohu pefenoklaného

V DHP, jehoz zékladni surovina byla péstovana v Ceské republice, byly
sledovany obsahy prokyanidinu B2, (-)-epikatechinu, chlorogenové Kkyseliny,
hyperosidu a isokvercitrinu. Jednd se o latky, které maji vyznamny pozitivni
vliv na rizna onemocnéni a zdravotni stav konzumenti — hladinu cholesterolu
a poSkozeni jater (Han et al., 2016), aterosklerozu (Zhang et al., 2013),
neurodegenerativni onemocnéni (Chang et al., 2013; Cheng et al., 2013).

Jak vyplyva z grafu 1, nejvétsi mnozstvi bylo zjisténo u prokyanidinu B2
(564,41 + 25,68 ug.g* cerstvé hmoty). (-)-epikatechin, jako druha nejvice zastoupeni
latka, byl obsazen v mnozstvi 507,77 + 55,85 ug.g* &erstvé hmoty. Naméiené podily
zbyvajicich tii latek byly v absolutni hodnoté vyznamné nizsi (chlorogenova kyselina
79,98 + 53 pg.g?l Cerstvé hmoty, hyperosid 25,15 + 5,2 pg.g? erstvé hmoty
a isokvercitrin 6,89 + 1,37 pg.g™* cerstvé hmoty).

V tomto piipadé se jedna o zpracovanou surovinu, kterd byla vystavena
tepelné zatézi, coz podle Chang et al. (2006) vede k degradaci ucinnych latek.
Rovnéz doslo K jejimu nafedéni, nebot ve 100 g DHP je pouze 22,10 ¢
vypeckovanych plodi. Na tuto skuteCnost miize mit také vliv cela fada faktort,

zejména jiné prostiedi péstovani (napf. klimatické a ptidni podminky) a odrtida.
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Graf 1 Obsah vybranych flavonoidii v dzemu z hlohu pefenoklaného
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- sloupecky grafu piedstavuji primér + smérodatnou odchylku (n = 3).

7.2. Vyuziti antioxidant hlohu v lidském organizmu

Vybrané ucinné¢ latky hlohu pefenoklaného s antioxida¢ni aktivitou
(prokyanidin B2, (-)-epikatechin, chlorogenova kyselina, hyperosid a isokvercitrin),
obsazené v DHP, byly poddny dobrovolnikiim za ucelem sledovani jejich schopnosti
ovlivitovat antioxida¢ni aktivitu krve.

Primérna suma celkového obsahu flavonoidd v DHP (graf 2) dosahovala
hodnoty 1184,2 + 85,4 pg.g* (tedy 118,42 + 8,54 mg.100 g), coz se lidi zhruba
4nasobné v porovnani s vysledky, které publikovali Chang et al. (2006), Cheng et al.
(2013) a Wen et al. (2015). I zde je vSak nutno vzit v ivahu mnozstvi ploda ve 100 g
hotového dzemu (pouze 22,10 %). Prepocteme-li ziskané vysledky tak, aby byly
porovnatelné s vysledky vyse uvedenych studii, které hodnotili celkovy obsah
flavonoidi v plodech, ziskame hodnotu 535,85 mg.100 g Tato hodnota

je relevantni uvedenym studiim.
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Graf 2 Obsah flavonoidi (a), antioxidacni aktivita (b) dzemu z hlohu pefenoklaného
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* suma chlorogenové kyseliny, (-)-epikatechinu, procyanidinu B2, hyperosidu
a isokvercitrinu;
- sloupecky grafu piedstavuji praimér + smérodatnou odchylku (n = 3 pro flavonoidy,
DPPH a FRAP).

V nasi studii byl 18 dobrovolnikiim podan dzem z plodi hlohu pefenoklaného
s bilym pefivem jako nosicem. V80 g DHP bylo obsazeno 94,74 mg
polyfenolickych antioxidanta  (graf 2) tvofenych pievazné flavan-3-oly
a proanthokyanidiny ((-)-epikatechin a prokyanidin B2). Je vSak nutné podotknout,
7e suma vSech stanovovanych latek neni celkova, protoze nékteré latky (uvedené
Vv tabulce 13) nebylo mozné kvantifikovat kviili komeréni nedostupnosti standardd.

Rovnéz bylo zjisténo zvySeni primémé antioxida¢ni kapacity krve
2 0,37 mmol TE.I"! na 0,50 mmol TE.I"! po 90 minutach od podani vzorku (graf 3),
nicméné toto zvySeni neni statisticky vyznamné (p > 0,05). Hodnota volnych
radikaltl viak ziistala téméF totozna (2,93 resp. 2,95 mmol H,0- ekv.I?Y). Z literatury
a zjisténych vysledkd se Ize domnivat, ze uvedené mnozstvi dzemu (80 g) bylo piilis
nizké a tyto latky by bylo nutno podavat v uvedeném mnozstvi dlouhodobé.
Schopnost sledovanych latek v DHP pozitivné ovliviiovat antioxidacni aktivitu krve
a zdravotni stav prokazali ve svych studiich Wen et al. (2017, 2015), Zhang et al.
(2016), Steilmakene et al. (2016), Zhou et al. (2014) a Zhang et al. (2013).
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Graf 3 In vivo antioxida¢ni aktivita (a) a in vivo koncentrace volnych radikalu (b)

Vv krvi konzumentt pfed a po (+90 min) konzumaci dzemu z hlohu pefenoklaného

1.0
0.9 a)
0.8

=)
-
o

0.6 a
0.37

mmol TE/l krve
\ID \ID \ID \ID
[0 TIPS R N )

o
[

o
[=-]

Pied konzumaci Po konzumaci

b) . .

2,93

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

mmol H,0, ekv./1 krve

Pied konzumaci Po konzumaci

? hodnoty se stejnym indexem se od sebe statisticky vyrazné nelisi (p > 0,05);
- sloupecky grafu predstavuji primér + smérodatnou odchylku (n = 18).

Vzhledem ktomu, ze se jednalo o jednorazové podani, je zde prostor

pro dalsi dlouhodobéjsi experiment, kde bude ucinna latka napiiklad podavana

opakovang po delsi ¢asovy usek.
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8. Polyfenoly v bezlepkovém chlebu obohaceném cibulovymi

slupkami

8.1. Obsah flavonoidi v bezlepkovem chlebu obohaceném cibulovymi

slupkami

Na obrazku 17 je zobrazen full scan bezlepkoveho chleba s praskem

z cibulovych slupek. Stanovované latky jsou popsany v tabulce 14.

Tab. 14 Reten¢ni ¢asy a hmotnostni spektra latek vybranych latek v bezlepkovém

chlebu obohaceném cibulovymi slupkami

Pik ¢. ESI negativ [M-H] (m/z)
LAtk Retenéni
dtka Cas (min)  Molekularni Fragmentové ionty
iont (MS?)
1 Kvercetin3.4' g9 625 301, 151
diglukosid
2 Rutin 3,65 609 463, 301, 300, 151
3 Kvercetin-4- 6,83 463 301
monoglukosid
4 Kvercetin 9,95 301 273,179,151, 121
5 Glukosid  dimeru 12.87 763 299

kvercetinu

Obr. 17 Reprezentativni chromatogram (full scan) vzorku chleba obohaceného

cibulovymi slupkami
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VBCH a BCHS byly stanovovany obsahy  slozek  1-4
(kvercetin-3,4"-diglukosidu, rutinu, kvercetin-4"-monoglukosidu a kvercetinu).
Jak je patrné z grafu 4, ptidavek prasku z cibulovych slupek vyrazné zvysil obsah
kvercetin-3,4"-diglukosidu, kvercetin-4"-monoglukosidu a kvercetinu, zatimco obsah
rutinu se snizil. SniZeni rutinu je nejspiSe ddno tim, ze jeho jedinou slozkou byla
pohankova mouka, jejiz obsah byl v BCHS snizen (z 24,70 na 23,47 %).

Nizky obsah kvercetin-3,4"-diglukosidu v BCHS je v souladu s literaturou,
nebot’ kvercetin je v cibulovém slupce zastoupen zejména jako aglykon vzhledem
k ptitomnosti glukosidaz, katalyzujicich $tépeni gluk6zového zbytku (Takahama
a Hirota, 2000). Nejvétsi obsah byl pozorovan v piipadé kvercetinu, jehoz
koncentrace v pe¢eném chlebu byla 598,43 + 17,75 ug.g? v susing, coz bylo
mnohem vice, nez uvadi Gawlik-Dziki et al. (2013).

Slozka 5 (glukosid dimeru kvercetinu) byla nekvantifikovatelnd, nebot’ podle
dostupnych zdroji neni dosud popsan mechanizmus jeho vstfebavani v organizmu

pfesto, Ze je biodostupny (Borges et al., 2018).

Graf 4 Obsah flavonoida v kontrolnim vzorku bezlepkového chleba a vzorku
bezlepkového chleba s praskem z cibulovych slupek
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2P hodnoty s rliznym indexem u stejné latky se od sebe statisticky vyrazné 1isi (p < 0,05);
- Sloupecky grafu predstavuji primér + smérodatnou odchylku (n = 4).
8.2. Vyuziti antioxidanta z cibulovych slupek v lidském organizmu

Nejvétsi podil flavonola (90 %) v cibuli predstavuje kvercetin. Z grafu 5a

je ziegmé, ze vBCHS je jejich obsah vyrazné vys§i nez v BCH
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(695,63 * 22,55 ug.g* susiny proti 8,24 + 1,00 pg.g* susiny) pravé diky piidavku
prasku z cibulovych slupek, v nichz se ve velké mife nalézaji.

Celkovy obsah polyfenola (graf 5b) v BCHS ¢inil 5,28 + 0,11 mg GAE.g*
v susing, zatimco v BCH to bylo pouze 1,10 + 0,11 mg GAE.g! v susing.

Graf 5 Koncentrace flavonoli (a), celkovych polyfenold (b) a antioxida¢ni aktivita
metodami DPPH (c) a FRAP (d) v kontrolnim vzorku bezlepkového chleba
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* suma kvercetinu-3,4‘-diglukosidu, kvercetinu-4-monoglukosidu, rutinu a kvercetinu;
abhodnoty s riiznym indexem u stejné latky se od sebe statisticky vyrazné 1isi (p < 0,05);

- sloupecky grafu piedstavuji praimér + smérodatnou odchylku (n = 4 pro flavonoly, n = 3
pro antioxidaéni aktivitu DPPH a FRAP a n = 2 pro celkové polyfenoly).

Stejny trend (graf 5c, d) jako v celkovém obsahu flavonolu je pozorovan
v pfipadé antioxida¢ni aktivity (DPPH a FRAP). Piidavek prasku z cibulovych
slupek statisticky vyznamné zvysil (p < 0,05) antioxidaéni aktivitu BCHS
ve srovndni s BCH. Lze se domnivat, Zze kvercetin ma po degradaci jeho derivati
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(dimery, trimery, kondenzacni produkty s protokatechuovou kyselinou a glykosidy)
vy$$i antioxidacni aktivitu, nez kdyz je vazan.

V experimentu, jehoZz vysledky jsou zobrazeny v grafu 6, byl zkouman
vliv konzumace bézné davky chleba obohaceného praskem z cibulovych slupek
na antioxidacni aktivitu krve a koncentraci volnych radikalt. Existuji zminky,
Ze potravinova matrice (v tomto piipad¢ chléb) ovliviiuje biodostupnost kvercetinu,
naptiklad kvercetin z cibulovych slupek je vice biodostupny nez Cista latka (Burak
et al., 2017), a to diky jeho pomérné lipofilnimu charakteru a tudiz nizké
rozpustnosti v zazivacim traktu (Wiczkowski et al., 2008).

Bedrni¢ek et al. (2019) uvadéji, ze porce kontrolniho vzorku bezlepkového
chleba (BCH) o hmotnosti 200 g obsahovala 0,84 mg flavonold (sumu
kvercetinu-3,4°-diglukosidu,  rutinu, kvercetinu-4-monoglukosidu a  rutinu),
coz po prepoctu na ekvivalenty kvercetinu davd hodnotu 0,51 mg v pivodni hmot¢.
Stejné mnozstvi vzorku BCHS obsahovalo 68,02 mg flavonolt, které byly prevazné
zastoupeny aglykonem kvercetinu, jak je uvedeno v kapitole 8.1. Tento Udaj
odpovidad 65 mg ekvivalentu kvercetinu v 200 g cerstvé chlebové hmoté. Podle
Harwooda et al. (2007) je tato davka dostatecna, protoze kvercetin mtize byt pouzit
v dopliicich stravy ¢i funkénich potravinach v davce od 0,008-0,5 % ¢i 10-125 mg
na jednu porci.

Jak miiZzeme zjistit z grafu 6a, BCH neovlivnil antioxida¢ni aktivitu (hodnoty
FORD) krve dobrovolnikli, nicméné po konzumaci BCHS antioxidacni aktivita
subjekti vyznamné vzrostla (p < 0,05) na dvojnasobek v porovnani s hodnotami
pred konzumaci. Z grafu 6 je rovnéz ziejma vysoka inter-individudlni variabilita
dat (smérodatna odchylka). Almeida et al. (2018) ve své review uvadi, Ze v mnoha

studiich, zamétenych na biodostupnost kvercetinu, byla tato skute¢nost pozorovana.
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stav a index télesné hmotnosti.

Vysledky, uvedené v grafu 6, jsou v porovnani s ostatnimi autory rozdilné
(Egert et al., 2008; Shanely et al.,, 2010). Ti nezaznamenali zadné rozdily
V hodnotéach antioxidacni aktivity krve po podani kvercetinu. Podéavali vSak cistou
latku ve formé kapsli, zatimco podstata uvedeného experimentu spocivala v podavani

latky v pfirozené formé na nosiéi, ktery je béznou soucasti stravy (chléb). Rozdil
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byl rovnéz v meéteni antioxidacni aktivity, nebot uvedeni autofi pouzili metody
ORAC respektive FRAP. Je proto obtizné metody porovnavat.

Téz je tieba zminit, Ze obecné metody méfeni antioxidacni aktivity (véetné
FORD) maji nizkou specificitu (Lotio a Frei, 2006). Kazda z nich mtiZze produkovat
jiné vysledky. Bohuzel autofi, ktefi byli zaméfeni ve svych studiich na biodostupnost
kvercetinu z cibulovych slupek, nemé&fili antioxidacni aktivitu, ale koncentraci latky

v krvi (Wiczkowski et al., 2008, Burak et al., 2017 a Kashino et al., 2015).

Graf 6 In vivo antioxida¢ni aktivita (a) a in vivo koncentrace volnych radikalt (b)
v krvi konzumentd pfed a po (+90 min) konzumaci kontrolniho vzorku

bezlepkoveho chleba a vzorku bezlepkového chleba s praskem z cibulovych

slupek
1.4
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abhodnoty s riiznym indexem se od sebe statisticky vyrazné 1isi (p < 0,05);

- sloupecky grafu predstavuji pramér + smérodatnou odchylku (n = 14).
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FORT je rychl4, jednoducha a neselektivni metoda pro méfeni volnych
radikald v krvi, kterd byla pouzita v nékolika studiich (napf. Lorgis et al., 2010).
Antioxidanty pfijaté z potravy neutralizuji volné radikaly produkované béhem
fyziologickych procest nebo ziskané z exogennich zdroji (Harasym a Oledzki,
2014). Po 90 minutaich od konzumace BCH nebo BCHS (graf 6b), nebyly
pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény (p > 0,05) v hodnotach FORT
(koncentraci volnych radikali v krvi), 1 pfesto, ze se zvysily hodnoty antioxidacni
aktivity (FORD) po konzumaci chleba s cibulovymi slupkami. Tento jev miiZe
byt castecné¢ vysvétlen nedostateCnou davkou kvercetinu nebo kratkou dobou

experimentu.
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9. Zavér

Dietarni antioxidanty jsou dulezitou slozkou potravin. Je proto nutné
konzumovat potraviny obsahujici tyto latky a napomahajici tak preventivnimu

pusobeni zejména proti celé fad¢ civilizacnich chorob.

Bylo prokazano, ze dzem z hlohu petfenoklaného (Crataegus pinnatifida
Bunge), vypéstovaného v Ceské republice, obsahoval totozné aktivni latky jako
hlohy péstované v Cing, kde jsou vyuzivany v tradi¢ni &inské medicing. Jejich obsah

byl nizsi, na coz mohou mit vliv klimatické a ptidni podminky.

Zvyseni antioxidaéni aktivity v krvi po konzumaci dzemu z plodi hlohu
petenoklané¢ho nebylo prokazatelné, nicméné nedoslo k prikaznému snizeni poctu
volnych radikali, které by s timto mélo souviset. Pfi¢inou miize byt nizké mnozstvi
V jednorazové podaném vzorku. Rovnéz se na tomto vysledku mohl podilet nizky
obsah ucinnych latek v dzemu, nebot’ ten obsahoval pouze 22,10 g plodii hlohu
pefenoklaného ve 100 g vzorku. Takto nizky podil zdkladni slozky je zptisoben
technologickymi vlastnostmi plodi, které, 1 ve stupni plné zralosti, obsahuji velké
mnozstvi pektind. Pfi jejich zpracovani je nutno ptidavat pitnou vodu. Tim padem

dochazi k snizovani mnozstvi ovocného podilu v hotovém vyrobku.

Vyuziti slupek z cibule kuchynské (Allium cepa L.) je dulezité z nékolika
divodu:

e jedna se o odpad z potravinaiské vyroby,

e lze jej obtizné likvidovat, protoZe se obtizn€ kompostuje,

e obsahuje celou fadu zdravotné prospésnych latek.

Ptidavek prasku z cibulovych slupek do bezlepkového chleba se projevil
vyraznym ndristem antioxidani aktivity vzorku. Z vysledkli hmotnostni
spektrometrie vyplynulo, ze ucinné latky zGstaly zachovany i po tepelném

opracovani (peceni) a byly schopny ovliviiovat antioxida¢ni aktivitu in vivo.
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Vyrazny nértst antioxidacni aktivity byl zaznamenan v krvi dobrovolnikl
po zkonzumovéni obohaceného vzorku bezlepkového chleba praskem z cibulovych
slupek. V porovnani svysledky, =ziskanymi po konzumaci dzemu z hlohu
petenoklaného, se jedna o vice nez dvojnasobné zvySeni torloxekvivalentu. Tento

progres je dan vyssi koncentraci G¢innych latek v cibulovych slupkéach.

To, Zze po konzumaci bezlepkového chleba s praskem z cibulovych slupek
doslo k vysSimu narGstu antioxidacni aktivity, nez u dzemu zplodi hlohu
pefenoklaného mize byt dano tim, ze u€inna latka, obsazena v cibulovych slupkach
(kvercetin), ma vétsi antioxida¢ni kapacitu in vitro, nez uc¢inné latky hlohu
pefenoklaného a je schopen aktivnéji vstupovat do reakci zhasejicich volné radikaly
(Rice-Evans et al., 1996). Tim se vysvétluje fakt, ze i pies vyssi celkové mnozstvi
ucinnych latek v porci dZzemu zplodi hlohu pefenoklaného nez ve vzorku
bezlepkového chleba obohaceného praskem z cibulovych slupek byla naméfena vyssi

antioxida¢ni aktivita v Krvi po konzumaci vzorku s obsahem kvercetinu.
Ziskané poznatky lze vyuzit i pro jiné druhy potravin, napiiklad masné

a mlécné vyrobky, které jsou rovnéz vyznamnou soucasti jidelniC¢ku znacného

procenta populace a mohou tak pozitivné ovlivnit jejich zdravotni stav.
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11. Seznam zkratek

ABTS
ACAT

ANOVA

BCH

BCHS

CPB
DHP
DPPH
EC
FORD
FORT
FOS
FRAP
GAE.g1
GSH
GSSG
HDL-C
HFP
HLF
HP
HPH

HPLC

kyselina 2,2'-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulphonova)
acylCoA:cholesterol acyltransferaza

jednofaktorovéa analyza rozptylu

Bunge

kontrolni vzorek bezlepkového chleba

vzorek bezlepkového chleba obohaceny praskem z cibulovych

slupek

Crataegus pinnatifida B.

dzem z hlohu petenoklaného
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(-)-epikatechin

antioxidacni aktivita krve

mnozstvi volnych radikald v krvi
fruktooligosacharidy

Ferric Reducing Antioxidant Power
ekvivalent kyseliny galové

hladina redukovaného glutathionu
disulfid glutathionu

lipoproteiny cholesterolu s vysokou hustotou
duzninou ploda hlohu

flavonoidy z listt hlohu

pektin z hlohu

hydrolyzaty ztuzeného hlohového pektinu

vysokotlaka kapalinova chromatografie
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HPLC-MS/MS vysokotlaka kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii

HPP slupky plodu hlohu

HPPS hlohovy pseudo-pentasacharid ChA kyselina chlorogenové
IARC mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
1Q isokvercitrin

LDL-C lipoproteiny cholesterolu s nizkou hustotou
MS hmotnostni spektrometrie

ORAC oxygen radical absorbance capacity

PC prokyanidiny

PC-B-2 prokyanidinu B-2

ROS reaktivni kyslikove radikaly

RNS reaktivni dusikaté radikaly

RSM metodiky odezvy povrchu

TBARS thiobarbituric acid reactive substances

TC celkovy cholesterol

TEg? Trolox ekvivalent

TG triglyceridy

TNF-alfa faktor nddorové nekrozy

TRAP total radical-trapping antioxidant parameter

VLDL-C lipoproteiny cholesterolu s velmi nizkou hustotou
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