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Abstrakt

V této praci jsem se zabyval stanovenim vybranych chemickych analyz u nové
vySlechténych hybridi merunék (Prunus armeniaca L.). Cilem studie bylo vybrat ze souboru
243 hybridi merun¢k hybrid merunky s nejvét§im zdravotnim benefitem pro ¢loveka. Tento
benefit spocival v urceni nejvyssiho obsahu zdravi prospésnych latek — antioxidantl. Zptisob,
jak urcit obsah téchto latek je pomoci tzv. antioxidacni aktivity. Antioxida¢ni aktivita byla
méfena fotometricky, pomoci ¢tyf principielné rozdilnych testd. Pomoci DPPH, TEAC,
FRAP a DMPD. Pomoci vysoko-ucinné kapalinové chromatografie byl detekovan obsah
vybranych polyfenolickych slou¢enin, Které jsou zajimavé svymi antioxida¢nimi u¢inky. Data
byla statisticky a bioinformaticky zpracovana a na zakladé téchto udaji byl vybran hybrid

Dolgocvetna.

Klicova slova: merunka (Prunus armeniaca L.), antioxidac¢ni aktivita, antioxidanty,

polyfenolické slouceniny

Abstract

In this work, | dealt with the determination of selected chemical analysis of newly
bred hybrids of apricot (Prunus armeniaca L.). The aim of this study was from group of 243
hybrids of apricots select apricot hybrid with the greatest health benefit for humans. This
benefit resided in determination of the highest content of health beneficial substances-
antioxidants. The way how to determine the content of these substances is by measuring of
antioxidant activity. Antioxidant activity was measured photometrically, using four principle
different tests. Using the DPPH, TEAC, FRAP and DMPD. Using high-performance liquid
chromatography was detected content of selected polyphenolic compounds, which are
interesting for their antioxidant effects. Data were statisticly and bioinformaticly processed
and on the basis of these data was selected hybrid Dolgocvetna.

Key words: apricot (Prunus armeniaca L.), antioxidant activity, antioxidants, polyphenolic

compounds
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Uvod

Ovoce a zelenina jsou se svymi pozitivnimi U¢inky na lidské zdravi nedilnymi
komponenty lidské stravy. Farmaceuticko-terapeuticky vyznam spociva ve vysokém obsahu
antioxidacnich latek tzv. antioxidanti. Jedna se o latky, které zhasi ¢i vychytavaji nebezpecné
volné radikaly. Jedna se piedev§im o polyfenolické slou¢eniny, vitaminy a mineralni prvky.
Bylo prokazano, ze pravidelna konzumace ovoce, zeleniny a jinych zdroju antioxidantd

-----

antimutagenni a antineurodegenerativni ucinky.

1.1. Volné radikaly

Volné radikaly jsou nestabilni a velmi reaktivni Castice (atomy 1 molekuly), které jsou
schopné samostatné existence [1]. Ve své valen¢ni vrstvé obsahuji jeden, ojedinéle dva volné
nepérové elektrony. K tomuto neparovému elektronu se snazi ziskat jiny elektron, aby si
ziskal svou vlastni stabilitu. Elektron ,,vytrhne* z jakéhokoliv atomu nebo molekuly, na
kterou narazi (tuk, bilkovina, i z DNA, kde dochazi k poSkozovani dusikatych bazi naslednym
mutacim). Tento proces se nazyva peroxidace, kdy vznikaji karcinogenni aldehydy
(napt. malondialdehyd, 4-hydroxynonenal), hydroperoxidy a lipofusciny. Timto ovSem svoji
nebezpecnost pouze predd dal — vznika fetézova reakce. MlUzeme pouzit tvrzeni, Zze volné
radikaly plodi dalsi radikaly [2, 3].

Tento proces se da zastavit tfemi zptsoby. Bud’ vazbou mezi dvéma radikaly, nebo
dvéma podobnymi reakcemi S antioxidantem. Reakce mezi dvéma volnymi radikaly probiha
nasledovné. Nejdiive se museji radikaly setkat, poté kvuli jejich velmi vysoké reaktivité
vytvoii molekulu, ktera je dale nereaktivni, protoze takto vznikla molekula nema uz zadny
volny nepérovy elektron. Reakce s antioxidantem probihaji stejné, pouze se odlisuji v tom,
kdo komu pieda elektron. Bud’ volny radikal antioxidantu, nebo antioxidant preda radikalu
vodikovy radikal. Vzniknou takto dvé samostatné, dale nereaktivni Castice, které pro
organismus neptedstavuji zadné nebezpe¢i. Volné radikaly vznikaji jako piirozena soucast
naseho metabolismu a to bud’ neenzymaticky (napf. v dychacim fetézci) nebo enzymaticky
(napt. v cytochromu P450). Nejznaméjsi vznik volnych radikali probiha v dychacim fetézci,
kde oxidaci vzdusnym kyslikem vznika energie a jako vedlejSi produkty volné radikaly -
superoxid (02) a volny hydroxylovy radikal (OH). Za normalnich okolnosti 98-99% energie
vznika cestou pies cytochromovy systém a jen 1-2% jednoelektronovou redukci, tj. pies volné

radikaly [4]. OvSem v kritickych stavech nemoci muzZe vznikat velka vétSina energie touto



vedlejSi cestou. Superoxid je uG¢inkem superoxiddismutazy (SOD) zpracovan na peroxid
vodiku, ktery neni volnym radikalem, ale je neméné Skodlivy a pronikd pies bunééné
membrany a ma delsi polocas trvani nez volné radikaly, které maji obvykle polo¢as v rozmezi
10 - 10 sekundy [5]. Tyto metabolické produkty volnych radikaléi byvaji oznacovany ROS
(reactive oxygen species). K ROS latkam patii napi. peroxid vodiku, singletovy kyslik,
kyselina chlorna aj. OvSem existuji i volné radikaly s polo¢asem del$im nez den. Peroxid
vodiku je v organismu zneSkodfiovan hlavné glutathionperoxidizou (GSHPx), mén¢
katalazou (CAT). OvSem pii nedostatku téchto enzymu a v pfitomnosti kovi jako Fe, Ni, Co,
Cd, Cu vznikaji z peroxidu vodiku 2 volné hydroxylové radikaly, které teprve s dalSim
elektronem daji molekulu vody (Fentonova reakce). Dale mohou vznikat vlivy vnéjsiho
prostiedi jako naptiklad koufenim, pesticidy, znecisténim. Kdyz je volnych radikalt vice nez
antioxidantli, stav oxida¢niho stresu. OvSem lidské t€lo umi volné radikaly efektivné
vyuZivat. Napftiklad v bilych krvinkach je obsazeno mnoho volnych radikald, které dokazi
zabijet kvasinky, mikroorganismy a jiné parazity. Diky volnym radikdlim muze dojit
k oplozeni vajicka. Kratkodoby oxidacni stres muze byt dilezity v prevenci starnuti diky
vyvolani procesu zndmého jako mitohormesis [6]. Volné radikaly urychluji nebo jsou
dokonce zodpovédné za vznik mnohych nemoci. Naptiklad kardiovaskuldrnich a
neurodegenerativnich onemocnéni. Kazda bunka c¢lovéka je za den napadena asi 10 000
volnymi radikaly. Pokud neni antioxidacni ochrana a reparacni pochody dostate¢né Gcinné,
vznika postupné karcinomem iniciovana buiika, preneoplastickd burika, neoplasticka buiika a
nakonec klinicky nador. Primémé 65 — 70 % lidi je pfili$ zatizeno oxidacnim stresem
prostiednictvim volnych radikalt. Sledovani vlastniho stavu oxidac¢niho stresu je dilezitym

opatfenim smysluplné prevence zdravi [7].

1.1.1. Druhy volnych radikala
1.1.1.1. Reaktivni kyslikové slouceniny (ROS)

Jsou to slouceni kysliku s volnym neparovym elektronem. Tyto volné radikaly
opétované posSkozuji mitochondric a DNA [8]. NejcastéjSim zastupcem této skupiny je
superoxid (O2). Superoxid patii ke slabsim oxidantiim. Snadno podléhd dismutaci, takze ¢asto
reaguji dvé molekuly superoxidu, které si vzajemné piedavaji elektrony, za vzniku molekuly
kysliku a peroxidu vodiku (rovnice 1). NaSe t€lo proti nim bojuje produkci
superoxiddismutazy (enzym, ktery pfeménuje superoxidovy radikal na peroxid vodiku.
Zname 2 druhy tohoto enzymu: cytoplasmaticky typ, ktery obsahuje Cu a Zn jako aktivni
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centrum enzymu a mitochondrialni typ obsahujici mangan — Mn). Superoxid je také Casto
neutralizovan vitaminem E (superoxid je odbouran na kyslik vitaminem E, pfitom vSak vznika
radikal vitaminu E, dale vitamin C regeneruje vitamin E za vzniku radikélu vitaminu C a ten
je teprve odstraiiovan redukovanym glutathionem. Ten je zpétné¢ redukovan glutathion

reduktazou za ucasti NADPH) [9].

O+e —0;7,0,"+ 0" — 0, + HO;

Rovnice 1: Vznik kyslikového radikalu

1.1.1.2. Hydroxylové radikdly

Jedna se slouceniny kysliku a vodiku. Je to velmi silné¢ oxidacni ¢inidlo, které
nejcastéji oxiduje nukleové kyseliny. Vznikd redukci molekuly kysliku v elektronovém
transportnim fetézci. Jednda se o neutralni formu hydroxylového iontu. Na rozdil od
superoxidi nemohou byt hydroxylové radikaly neutralizovdny enzymy. NejCastéji je

neutralizovan vitaminem E a albuminem [10].

1.1.1.3. Singletovy kyslik

Jedna se 0 molekulu kysliku se dvéma neparovymi elektrony s opa¢nym spinem. Je
soucasti imunitniho systému a oxiduje LDL cholesterol. Toto vede ke vzniku pénovych bunék

a naslednému snizeni pruznosti cév. Je neutralizovan vitaminem C nebo E [11].

1.1.1.4. Peroxid vodiku

Sam o sob€ neni peroxid vodiku néjak vyjimecné nebezpecny. Hrozbu piedstavuje
pouze pii reakci s dvoumocnym Zelezem za vzniku velice reaktivniho hydroxylového radikalu
a trojmocného Zeleza (rovnice 2), které dale reaguje se superoxidem. V téle je peroxid vodiku

neutralizovan enzymy - glutathionperoxidazou obsahujici selen nebo katalazou [12].

H,O, + Fe?* — HO. + OH + Fe®*

Rovnice 2: Vznik hydroxylového radikalu

1.2. Antioxidanty

Antioxidanty jsou fytochemikalie, vitaminy a dalSi latky. Dnes je jiz zndmo, Ze
antioxidanty jsou latky, které dokazi chranit lidské télo pted nepfiznivymi uinky nekterych
reaktivnich sloucenin - volnych radikala [13]. V lidském organismu nejéastéji volnych
kyslikovych radikalti (ROS). Je prokdzano, Ze pravidelna konzumace ovoce, zeleniny a jinych

zdroji antioxidanti (napf. sojového oleje) prispiva k prevenci kardiovaskularnich nebo
9



karcinogennich chorob a maji také protizanétlivé, antimutagenni a antineurodegenerativni
ucinky (napf. vitamin E, beta karoten, selen). Zdroje antioxidantii obsahuji mnoho rtiznych
sloucenin s antioxida¢nimi Uc¢inky. AvSak celkové mnozstvi antioxida¢nich latek nemusi
znamenat celkovou antioxida¢ni kapacitu (TAC), jelikoz kazda takovato latka vykazuje jinou
schopnost inhibovat u¢inky volnych kyslikovych radikali, coz z&visi na synergické a redoxni
interakci mezi jednotlivymi molekulami.

Antioxidanty se vyskytuji témét ve vSech zndmych druzich ovoce a zeleniny. Proto
mizeme opétovné vidét tyto napisy na obalech riznych potravin a napoji v supermarketu.
Nejcastéji je tomu tak u dzust, caji, kév, cokolddy nebo u ovocnych bonbond. Ve
spotiebitelich toto slovo nejspiSe vyvolava predstavu n¢jakého vitaminu ¢i 1éku proti Cetnym
nemocem, starnuti a stresu. Vyrobci téz velice hojné vyuzivaji napistt koenzym Q10 nebo
vitamin C, coz ma prilakat vice kupujicich. OvSem neni to Zadny podvod, tyto latky skutecné
antioxidanty jsou, takze neni Zadny dtivod pro¢ vyrobcim nevéfit a vinit je ze 1Zivych reklam,
Ze posili naSi imunitu a budeme se citit Iépe (pokud vyrobek dané latky opravdu obsahuje,
v evropské unii totiz neexistuje zadny zakon, ktery by upravoval podminky uzivani téchto
napist). Ale jak se tikéd ,,vSeho moc Skodi, tak to plati i antioxidanti. Navic nikdo neni
schopny urcit jaky antioxidant je nejlep$i, protoze jsou rtzné volné radikaly, a ty se
neutralizuji riznymi antioxidanty. Déle nikdo neni schopny, urcit kolik dané¢ho antioxidantu
lidské télo potiebuje, protoze potieby kazdého lidského organismu jsou zcela individudlni.
Zavisi zejména na fyzické aktivité, zdravotnim stavu a na vnéjSich vlivech jako je koufeni Ci
velké pracovni vytizeni, kdy vznikaji stresové situace [14].

Podle zplsobu tucinku rozliSujeme enzymové antioxidanty (SOD, GSHPx aj.) a
neenzymové (kyselina mo¢ova, vitaminy C, E, B-karoten, bilkoviny, flavonoidy, selen, zinek).
Antioxidanty muzeme také d¢lit na piirozené (pfirozené antioxidanty jsou clovékem
produkovany nebo pfijimany v potravé a zapojuji se do metabolizmu) a na ume¢l¢, které jsou
uméle ptidavany do jidla. Déle se pfirozené antioxidanty dé€li na hydrofilni, které ucinkuji
pouze extracelularné a lipofilni, které se dokdzi rozpustit v tucich, diky ¢emuz pronikaji
bunéénymi membranami a u¢inkuji intercelularné (G¢innéji, ale se zpozdénim) a na amfofilni,

které kombinuji obé ptedchozi schopnosti [2].

1.3. Polyfenoly

Polyfenoly jsou organické slouceniny, nejcastéji pfitomné v rostlinach [15]. Jsou
tvofeny vice jednotkami fenolti navazanych na sebe (benzenovy kruh s navazanou OH -

hydroxylovou skupinou). Polyfenoly se déli do ¢tyt zakladnich skupin, hydrolyzované taniny,
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fenylpropanoidy, flavonoidy, kondenzované taniny. Jsou asi nejdulezitéj$i skupinou
chemickych slou€enin, které maji antioxida¢ni ucinky. Pravé pro jejich velké antioxidacni
ucinky jsou dnes védci velice zkoumany. Polyfenoly mohou tvofit az 65% vSech antioxidantt
pritomnych v rostlinach. Polyfenolické slouceniny tvofi mnoho podvojnych skupin
chemickych sloucenin, které vznikaji esterifikaci, methylaci nebo polymeraci. Mezi
nejvyznamnéj$i zdroje polyfenolickych slou¢enin patii zeleny ¢aj, lesni ovoce a v neposledni

fad¢ i zkoumané merunky [16].

1.4. Mérené antioxidanty
1.4.1. Kyselina gallova

Kyselina gallova je organicka kyselina pfitomna ve vétsin¢ rostlin, jako jsou hrozny,
chmel nebo dubova kura. Tuto kyselinu objevil K. W. Schneele a vyskytuje se v mnoha na
tanin bohatych rostlindch jako myrobaldnovém (Terminaliachebula) ovoci, dividivi
(Caesalpiniacoriaria) luscich, v dhawa listech a kafe zlatého desté (Cassia fistula), babul
(Accaciaarabica) a avarum stromech (Cassia auriculata), kyselina gallova byla také
produkovana z tara tanint [17]. Je to fytochemikalie vyskytujici se volné nebo v molekule
taninu. Tato kyselina piisobi jako antioxidant, takze neutralizuje volné radikaly. M4 velmi
dobré protiplisiové a antivirové vlastnosti. Cista kyselina gallova se vyskytuje ve formé
bezbarvého krystalickeho prasku. Ziskava se hydrolyzou taninu (polymer kyseliny gallové a
glukdzy) kyselinou sirovou. Tannin acyl hydrolaza, bézné oznacovan jako tannase, je uzivan
k biokenverzi taninu na kyselinu gallovou [18]. Kyselinu gallovou téz obsahuji téz nékteré
masti proti lupénce nebo hemoroidim. Kyselina gallova muze byt také pozivana jako vychozi
material pii syntéze psychedelického alkaloidniho meskalinu [19]. Kyselina gallovd méa na
benzenové napojena dva druhy funkénich skupin. Je to hydroxylovéa a karboxylové skupina.

Jeji sumarni vzorec je C; Hg Os. Téz se mlize nazyvat 3, 4, 5 tihydroxybenzoova kyselina.

H
0,0

H. -~y
H©

Obrazek 1: Strukturni vzorec kyseliny gallové
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1.4.2. Kyselina protokatechinova

Jedna ze Sesti isomemernich sloucenin kyseliny dihydroxybenzoové, tedy
2, 4 dihydroxybenzoovakyselina. Vyskytuje se ve vétsiné vyssich rostlin. V Cisté formé je to
bily krystalicky prasek. Vyznaluje se hlavné antikarcinogennimi G¢inky. Udaje o biologické
aktivité kyseliny protokatechinové jsou rozporuplné, nékteré studie ukéazaly, Ze plsobi jako
antioxidant a potlacuje chemicky indukované karcinogeneze, a jiné, Ze vyvolava oxidacni
stres a podporuje rust nadort [20]. Oxidaéni polymery protokatechinové kyseliny a huminoveé
kyseliny inhibuji in vitro replikaci viru chiipky (HIN1) [21]. Je znamo, Ze protokatechinova
kyselina m& vliv na kmenové buiiky. Lécba s kyselinou protokatechinovou ucinné snizuje
hladinu apoptdzy nervovych kmenovych bunék [22]. Lokalné aplikovana protokatechinova
kyselina byla pfeménéna na smés, které chybi antioxida¢ni schopnosti anebo maji potencial
zvySeni rastu nadoru [23]. Kyselina protokatechinova muze G¢inné regulovat Sifeni lidské
tukové tkané odvozené od stromalnich bunék [24]. Jeji sumarni vzorec je C;Hs04. Jinym

nazvem 3,4 - dihydroxybenzoova kyselina.

0. _o-—H

e

| P
H—0

Obrézek 2: Strukturni vzorec kyseliny protokatechinové
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1.4.3. Kyselina 4 aminobenzoova

Tato kyselina se sklada z benzoového kruhu a na né€j navazané karboxylové skupiny a
daldi aminoskupiny. Jedni se o bezbarvou krystalickou latku. Radi se mezi derivaty
karboxylovych kyselin. Jeji schopnost je snizovat riziko vzniku rakoviny kaze. Je zékladni
zivinou pro nékteré bakterie a meziprodukty syntézy bakteridlni kyseliny listové. Tyto
tetrahercové vibraéni rezimy kyseliny 4aminobenzoové poskytuji informace pro identifikaci
otiskl prstl, a nabizeji uc¢inny piistup na studium struktury a vlastnosti vzorkt [25]. VInové
délky slune¢niho svétla, které zpusobuje zarudnuti a vznik rakoviny kize se pohybuje v
rozmezi 290 do 340 nm. Opalovaci krémy obvykle obsahuji latky, které absorbuji svétlo v
téchto vinovych délkach. Jedna z nejvice pouZivanych je para-aminobenzoova kyselina
(PABA). Ptedchozi prace ukazaly, Ze je senzibilizace PABA na letalni a mutagenni uc¢inky
blizko-ultrafialové (UV) zafeni v modelu bakterialnich systému. Experimenty s butikami
mysSiho lymfomu L5178Y line, ukazaly senzibilizaci PABA a smrtici ucinek blizko-UV

zateni, jehoZ rozsah, po korekci na absorpci zafeni UV PABA, nese piimy vztah ke
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koncentraci PABA [26]. Jeji sumarni vzorec je C;H;NO,. Jeji jiny nazev je

kyselina paraaminobenzoova — PABA, vitamin By.
Db& _OH
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Obrézek 3: Strukturni vzorec kyseliny 4 aminobenzoové

1.4.4. Kyselina chlorogenova

Je to fenolicka sloucenina, ester kyseliny kavové se tfemi hydroxylovymi skupinami.
Vyskytuje se Vv listech a plodech vétSiny vysSich rostlin a nejvice v kavé a bambusu. AvSak
kédva je extrémné bohatym zdrojem Kkyseliny chlorogenové [27]. Mezi ostatni potravinové
zdroje patii jablka, hrusky, jahody, artyCoky a lilky [28]. Je velice dulezitou slozkou
Vv metabolismu rostlin. Pfispiva k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a diabetes
mellitus. Zpomaluje vstiebavani glukoézy do krve po jidle. NejbéznéjsSim esterem kavové
kyseliny je kyselina chlorogenovéa (5-caffeoylchinova kyselina), ktera je ptitomna v fadé
druht ovoce a zeleniny a v kavé. Salek kavy obsahuje 50-150 mg Kkyseliny chlorogenové.
Kromé kévy jsou bohatym zdrojem téz brambory, jablka, hruSky, meruiky, broskve.
Vyznamny obsah chlorogenové kyseliny a jejich derivati je rovnéz v artyCoku, ktery v
nekterych zemich patfi k oblibené zeleniné. Denni piijem konzumenti kavy je 0,5-1g
kyseliny chlorogenové. Kavovi abstinenti obvykle pfijmou méné nez 0,1g [29]. Tato kyselina
maé velice dobré antivirové, antibakterialni a antizanétlivé G¢inky, diky ¢emuz je velice hojné
pouZivana ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu. Kyselina chlorogenova a kdvova jsou
antioxidanty in vitro, a proto mohou pfispét k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni.
Jedna tfetina chlorogenové kyseliny se vstieba v tenkém stfevé. To znamena, ze ¢ast kyseliny
se rychle dostadva do krve a zbytek dosahne tlustého stieva, kde miize mit biologické uc¢inky.
Kyselina chlorogenova muze inhibovat poSkozeni DNA in vitro. Ve studiich na zvitatech bylo
prokazano, Ze in vitro inhibuje hydrolyzu gluk6zo-6-fosfatového enzymu v nevratném
zpisobu. Tento mechanizmus umoziuje kyselin¢ chlorogenové snizeni jaterni glykolyzy
(pfeména glykogenu na glukozu) a snizeni vstiebavani nové glukozy. Jeji sumarni vzorec je
Ci16H180s.
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Obrézek 4: Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové

1.4.5. Katechin

Latka, ktera se svym sloZzenim velmi podobé flavonoidim. Jedna se o slouceninu
sloZzenou ze dvou benzenovych kruhti, a dyhydropropyranového heterocyklu s hydroxylovou
skupinou. Nejcastéji se vyskytuje v listech ¢ajovniku. Jednotlivé molekuly se spojuji a
dochazi tak ke vzniku oligomernich a polymernich kondenzatl, z nichz velka vétSina je
biologicky u¢innd zejména jako antioxidanty, vznikaji tak zhasece volnych kyslikovych
radikalt, protektory cévni stény, stievni sliznice, jaternich funkci atd. Mezi jeho hlavni
pfinosy patii sniZzovani riziko rakoviny a omezovani aktivity prvokt v ustech, coz vede ke
snizovani tvorby zubniho kazu. Casto se vyskytuje ve ving. TéZ pomaha hubnout a zlep3uje
traveni [30]. Vyskytuje se ve dvou stereoisomerech — (+)-katechin a (-)-katechin. Celkové se

da napsat, ze podporuje dlouhovekost. Jeho sumarni vzorec je C15H140s.
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Obrazek 5: Strukturni vzorec katechinu

1.4.6. Kyselina kavova

Jedna se o fenolickou kyselinu, kterd je asi nejcastéjSim zdrojem polyfenolti pro
Clovéka. Je odvozena od kyseliny skoficové. Je to metabolit rostlin, ktery plni funkci
obrannou a pigmentovou. Kyselina kdvova nema nic spole¢ného s kofeinem, jedna se o dvé
odli$né a na sob¢ nezavislé latky. Tvoii velice dulezité estery, napt. kyselinu chlorogenovou.
Estery se mohou uzivat jako vuné a parfémy. Kyseliny chlorogenovd a kavova jsou
antioxidanty in vitro, a proto mohou pfispét k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni [31].

Téméi vSechna kavova kyselina se vstiebava v tenkém stievé Clovéka. To znamena, Ze se
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rychle dostava do krve [29]. Mohou zabranit tvorbé karcinogennich a mutagenich N-nitro

sloucenin, protoze jsou inhibitory N-nitrosace in vitro. Jeji sumarni vzorec je CoHgOj.

OH
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0
Obrazek 6: Strukturni vzorec kyseliny kavové

1.4.7. Epikatechin

Flavonid, ktery napodobuje ¢innost inzulinu. Vyskytuje se ve dvou stereoisomerch
(+)-epikatechin a (-)-epikatechin. Je silnym antioxidantem proti lipoperoxidaci [32]. Jeho

sumarni vzorec je Cy5H140s.
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Obréazek 7: Strukturni vzorec epikatechinu

1.4.8. Vanilin

Tato latka se fadi mezi fenoly a aldehydy. Vanilin se v pfirodé¢ hojné vyskytuje
v rostlinach, obvykle jako glykosid vazany nebo jako prekurzor vazan na velké molekuly
ligninu ve dfevé. Je t€kavy a hlavni slozkou kofeni vanilky. Hlavnim vyuzitim byva
ochucovani pokrml kofenim vanilky v potravindiském pramyslu, rtizné viing a parfémy a ve
farmaceutickém primyslu. Vanilin je jednou z nejdilezitéjSich aromatickych sloucenin
pouzivanych v potravinach, napojich, parfémech a 1éCivech a je vyrabén v rozsahu vice nez
10 tisic tun za rok, prostfednictvim chemické syntézy [33]. Jinym nazvem 4hydroxy-3-
methoxybenzaldehyd. Jeho sumarni vzorec je CgHgOs.

H

Pt

Obréazek 8: Strukturni vzorec vanilinu

15



1.4.9. Kyselina p-kumarova

Derivat kyseliny skoficové. Je jednim ze tii derivati kyseliny skoticové (o-, m-, p-
kumarova) a zaroven také nejbéznéjsim. Fenolicka kyselina obsazena nejvice v hroznech a ve
ving. (E)-p-kumarova kyselina ma schopnost chranit proti oxidaénimu stresu a genotoxicitim
v kultivovanych sav¢ich bunkach. Také vykazuje schopnost sniZovat aktivitu enzymu
metabolismu xenobiotik, cytochromu P450 1A a cyklooxygenazu-2. Hydroxyskoficové
kyseliny jsou dutlezité slozky stén rostlinnych bunék v nékterych rostlinnych potravinach. Je
zndmo, Ze pusobeni mikrobialnich hydroxycinnamoyl esteraz muze vést k uvolnéni
hydroxyskoticové kyseliny z vazby ester na polysacharidy bunééné stény do lidského tlustého
stfeva. Tak, za ptedpokladu, Ze mohou dosédhnout u¢inné hladiny v tlustém stievé, mohou
poskytnout dalezity mechanismus, kterym vlaknina z rostlin, jako je Spenat nebo obili, chrani

proti rakoving tlustého stieva [34]. Jeji sumarni vzorec je CoHgOs.
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Obrézek 9: Strukturni vzorec kyseliny p-kumarové

1.4.10. Rutin

Flavonoid, n¢kdy oznacovan jako vitamin P. MiZe byt vytvofen navazanim
disacharidu na kvercetin. V cistém stavu zluty krystalicky prasek. Dnes je to velice rozsifeny
doplnék stravy z divodu jeho ptiznivych G¢inkli na kardiovaskuldrni soustavu. NejvétSim
pfirodnim zdrojem tohoto antioxidantu je pohanka. Rostliny syntetizuji rutin, flavonoidy,
kvercetin prostfednictvim procesu, ktery nastane b&hem intermedidrniho metabolitu [35].
Zvysuje vyuZitelnost kyseliny askorbové. Jeho sumarni vzorec je Cy7H30016. Jiny nazev je
vitamin P;. Kvercetin a rutin se pouZivaji v mnoha zemich jako vasoprotektor a jsou slozkou
mnoha multivitaminovych piipravka a bylinnych 1éka [36]. Flavonoidy jsou skupinou
flavonidi, Siroce se vyskytujici v rostlinach. Tyto slouceniny, zejména Kvercetin vykazuje
mnozstvi biologickych aktivit jako antikarcinogenni, antioxidativni a enzymy modulujici.
Epidemiologické studie rozpoznali opak asociace mezi dietnim pfijmem flavonoidi a
kardiovaskularnimi nemocemi a rakovinou. Posledni studie rovnéz naznacuji ochranny efekt
piti ¢aje na kardiovaskularni nemoci. Jeden zhlavnich konstituentd ¢aje je rutin
(kvercetinrutinoside), ktery je bézny kvercetinovy glykosid hlavné v rostlinach. Kvercetin a
hlavné rutin jsou v mnoha zemich ke zmirnéni kapilarniho zGzeni a k 1é¢eni nedostate¢ného
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prokrveni dolnich koncetin. Kvercetin a rutin jsou rovnéz ingrediencemi ve velkém mnozstvi
multivitaminovych piipravki a bylinnych 1ékd. Dnes je ptes 130 piipravkt obsahujicich
kvercetin a rutin registrovanych jako drogy po celém svété vroce 1998 prodeje patiici
K rutinové skupiné dosahly 430 mil. USD. Klinické studie podporuji uzZivani kvercetinu a
rutinu [36].
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Obréazek 10: Strukturni vzorec rutinu

1.4.11. Kyselina ferulova

Kyselina ferulovd je odvozend Kkyselina od kyseliny skoficové. Je vyrobena z
metabolismu fenylalaninu a tyrosinu. Kyselina ferulova je obvykle asociovana s potravinovou
vlakninou a je v ni esterovou vazbou vazana k hemicelulose. Byva uZivana jako vychozi
surovina pro vyrobu jinych fenolickych slouc¢enin. Jednim z hlavnich zdroju kyseliny ferulové
jsou tak napt. pSeni¢né otruby (5 mg/g). Déle se nachazi v ryzi, kavé nebo jablcich. Naméiené
hodnoty ukazuji, ze béhem extrakce cukru nedochazi k vyraznym zménam obsahu ferulové
kyseliny ve vzorcich fepnych fizkt. Naopak béhem zpracovani kakaovych bobi na kakaovou
hmotu dochazi k vyraznému sniZzeni obsahu ferulové kyseliny a to hlavné béhem prazeni
kakaové drti, kdy se ferulova kyselina rozkladana senzoricky aktivni latky. Expozice
odtu¢néné ryZe nebo klicka ryZze béhem zahajovaci faze nebo post-zahajovaci faze sniZil
vyskyt nadort tlustého stteva [37]. Zdvojnasobuje fotoprotekci slune¢nihozareni-simulované
kize od 4-krat do 8-krat, hodnoceno podle zarudnuti a spaleni bunék [38]. Dehydrodimery z
ferulové kyseliny jsou dulezité konstrukéni prvky ve sténé rostlinné buiiky a slouzi k posileni
jeji tuhosti a pevnosti. Aplikace ferulové kyseliny a enzymy feruloyl esterdzy jsou cetné a
rozmanité. Ferulove kyseliny ziskané ze zemédélskych vedlejSich produktt je potencidlnim
prekurzorem pro vyrobu pfirodni vanilka, kvili niZsi vyrobni néklady [37]. Jinym nazvem
4 hydroxy-3-methoxycinnamiovad kyselina. Je také Castou slozkou anti-age doplikt. Jeji

sumarni vzorec je C10H100s.
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Obréazek 11: Strukturni vzorec kyseliny ferulové
1.4.12. Kvercitrin
Flavonoid vyskytujici se ve vétsing vyssich rostlin. Ziskava se z kiry dubt. Zluta
krystalicka latka. Glykosid, jeno hydrolyzou vznika kvercetin. Uginkuje zejména ve stievech

[39]. Jeho sumarni vzorec je C1H2001;1.

Obréazek 12: Strukturni vzorec kvercitrinu

1.4.13. Kyselina salicylova

Karboxylova kyselina, kter4d se v rostlinach uplatiuje pirevazné jako hormon.
V mensich mnozstvich funguje jako dezinfekce a ve vétSich je jedovata. Z acetylsalicylové
kyseliny se vyrabi aspirin, takze snizuje horecku a bolesti. Tato studie naznacuje, ze aspirin je
spojen se zvySenym vyskytem intrakranialniho krvaceni v autorové populaci. Pouzivani
aspirinu v poslednich 3 mésicich tehotenstvi je velmi diskutabilni a pravdépodobné
nevhodné [40]. Acetylové kyseliny, jako je aspirin, jsou jednim z nejcastéji pouzivanych Iéki
v zépadnich spole¢nostech. Pfredavkovani aspirinem zpusobuje ototoxické vedlejsi ucinky. U
nékterych pacientt, naptiklad dvoustrannou mirnou az stiedné¢ tézkou percepéni
nedoslychavost a tinnitus (piskani v uSich). Nedavna literatura popisuje, Ze salicylaty pusobi
jako kompetitivni inhibitory aniontt CI" na anion vazebného mista prestinu a motor proteinu
vnéjsi vlaskové bunky. Tento molekuldrni mechanismus dobie koreluje s klinickou
audiologickou oporou aspirin-indukované ztraty sluchu. Pouze v zavaznych intoxika¢ni
hemodialyze mize byt povazovan za 1é¢bu neurologickych, pulmonalnich, ledvinovych nebo
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srde¢ni komplikaci [41]. Déale se uzZiva k odstranovani akné na pokozce. Jiny nazev je

2-hydroxybenzoova kyselina. Jeji sumarni vzorec je C7HgOs.

Drb,DﬂH

Obréazek 13: Strukturni vzorec kyseliny salicylovée

1.4.14. Resveratrol

Nejcastéji se vyskytuje v bortuvkach, grepfruitu a hlavné ve viné. Hojné se uziva jako
dopln¢k stravy kvili jeho dobrym antioxidaénim schopnostem. Snizuje nepiiznivé ucinky
kadmia. Nalezeny resveratrol siln¢ inhibuje NO v generaci aktivovanych makrofagli, méteno
mnozstvi dusitanti propusténych do kultivatniho média, resveratrol siln€¢ snizoval Castku
cytosolové iNOS bilkoviny a rovnovazného stavu mRNA [42]. Nedavno byla prokazana jeho
neuroprotektivni aktivita proti oxidacnimu stresu ve studiich in vitro. Lécba trans
resveratrolem bréni poSkozeni motoru, zvyseni hladiny MDA a redukovaného glutathionu a
také vyrazné snizuje objem infarktu ve srovnani s kontrolou [43]. Doslo se k zavéru, Ze
resveratrol je fytoestrogen, a Ze vystavuje variabilni stupné monizmu estrogenovych receptori

v riznych testovacich systémech. Jeho sumarni vzorec je C14H1,0s3.
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Obrazek 14: Strukturni vzorec resveratrolu

1.4.15. Kvercetin

Jeden z nejrozsitenéjSich flavonoidd. Sklada se ze tii benzoovych kruhti a péti
hydroxylovych skupin. Je obsazen témét v kazdém ovoci. Jako doplnék stravy se uziva ke

zvyseni koncentrace a zvySeni vykonnosti [44]. Jeho sumarni vzorec je C15H1005.
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Obrazek 15: Strukturni vzorec kvercetinu

1.5. Stanoveni sledovanych parametri
1.5.1. Antioxidacni aktivita

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity existuje fada analytickych metod. V oblasti
chemickych analyz a biologického hodnoceni antioxidacnich charakteristik byly v poslednich
letech vypracovany cetné metody umoziujici stanoveni antioxidacni aktivity. Jsou
principielné odlisné a postupné se vyviji jejich modifikace [45]. Jejich zakladnim smyslem je
charakterizovat antioxida¢ni aktivitu v podminkach blizkych fyziologickému prostiedi, avSak
vétSina z nich neni optimalizovana pro automatizovanou analyzu. Cilem bylo navrhnout a
optimalizovat fotometrické testy na automatickém analyzatoru BS-200. Vétsina pouzivanych
metod je zalozena na eliminaci radikali — naptiklad metoda DPPH, TEAC, ORAC, PCL nebo
na hodnoceni redoxnich vlastnosti - FRAP, voltametrie, vysoce-u¢inna kapalinova
chromatografie. Pfi hodnoceni antioxidacni aktivity je posuzovéano ptisobeni latek riizné
chemické povahy s odlisnymi reakénimi mechanismy a pouzivaji se metody zaloZené na
rizném principu. K charakterizaci potravinového materidlu z hlediska antioxidacnich

vlastnosti je proto vhodné pouzit vice metod [46].

1.5.2. Vysoce-ucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Proces analyzy je zaloZen na separaci latek, kterd se odehrava na chromatografické
kolong. Kolona je naplnéna hydrofobnim sorbentem (reverzni fazi), ktery je nejcastéji tvoren
fetézci uhliku se 4, 8 az 18 uhliky. Jedna se o nepolarni alifatické Fetézce. Retézce jsou
navazany na silikagelovy polymer v podobé kulicek o velmi malém praméru, v fadu
mikrometri. Mobilni faze je do systému vpravena pod vysokym tlakem az 60 MPa, aby bylo
dosazeno vyssi efektivity a rychlosti separace. Zadrzovani molekul piimo zavisi na
hydrofobicit¢ detekované molekuly. Pii separaci na reverzni fazi se pouziva vzestupny

gradient nepolarniho rozpoustédla (acetonitril, metanol) s komplementarné se snizujicim
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gradientem polarniho rozpoustédlem (voda, organicka kyselina). Po prichodu kolonou jsou
latky detekovany pomoci UV detektoru. Detekce je zaloZena na schopnosti latek absorbovat
zateni v ultrafialove oblasti [47].
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2. Cil prace

Cilem prace bylo na zakladé provedenych statistickych analyz u 243 nové
vyslechténych hybrid merunék urcit hybrid meruriky s nejvysSim zdravotnim benefitem pro
Cloveéka. Nejdiive bylo nutno optimalizovat metody pro méfeni antioxidacni aktivity a
polyfenolickych sloucenin. Dal§im cilem bylo zméfit, pomoci HPLC, obsah vybranych

polyfenolickych sloucenin.

22



2. Metodika méreni
2.1. Biologické vzorky

Na ustavu ovocnaistvi Mendelovy university bylo vyslechténo 243 hybridi merunék.
Hybridy byly péstovéy na jizni Moravé v Katastru obce Lednice ve velmi teplé klimatické
oblasti T4. V nize uvedené tabulce (tabulka 1) jsou uvedeny dekadni hrny srazek a pramérné
dekadni teploty v obci Lednice od 1. 1. 2010 do 20. 8. 2010. Nasledné byly plody sklizeny
v obdobi konzumni zralosti v obdobi od 1. 7. do 15. 8. 2010.

Dekada Dekadni thrn srdzek | Pramérna dekadni
(mm) teplota (°C)

10.1.2010 54 -1
20.1.2010 13 -2
30.1.2010 4 -7
10.2.2010 3 -3
20.2.2010 15 -1
29.2.2010 11 4

10.3.2010 4 0

20.3.2010 8 5

30.3.2010 4 12
10.4.2010 13 10
20.4.2010 44 10
30.4.2010 4 13
10.5.2010 44 15
20.5.2010 50 12
30.5.2010 39 16
10.6.2010 40 19
20.6.2010 41 19
30.6.2010 1 20
10.7.2010 5 22
20.7.2010 58 25
30.7.2010 45 20
10.8.2010 39 20
20.8.2010 23 21

Tabulka 1: Dekadni dhrny srazek a primérné dekadni teploty
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2.2. Priprava vzorki

Ihned po sbéru byly plody zamrazeny v mrazicim boxu az do doby zapoceti naseho
experimentu. Nasledné byly tfi plody od kazdého hybridu merunky homogenizovany v tfecich
miskach a byl odebran vzorek o navazce dvacet grami. Tento vzorek byl umistén do 50ml
umélohmotné zkumavky a homogenizovan s20 ml 99% metanolu. Zbytek rozmélnénych
merun€k byl vloZzen do 50ml umélohmotnych zkumavek a ty byly ulozeny do mraziciho boxu
pro budouci mozné vyuziti v jinych experimentech. Umélohmotné zkumavky byly ponechany
30 minut na vortexu, dale byly odstied’'ovany v centrifuze pii 16 400 ot./min. po dobu 15
minut. Ztéto zkumavky bylo odpipetovano 1,5ml ¢iré tekutiny do mikrozkumavky
eppendorf. Tento vzorek byl piefiltrovan pies teflonové membranové disky (0,45 pum).
Vysledny supernatant byl odpipetovan do 1,5ml mikrozkumavky a umistén do patii¢ného

ptistroje pro analyzu.

2.3. Méreni
2.3.1. Spektrofotometrie

Prvni metodou, ktera byla v experimentu uZita, bylo stanoveni celkové antioxida¢ni
aktivity. Proto byl pouZzit ptistroj BS 200 Mindray, China. Tento pfistroj je fotometr, je slozen
z kyvetového prostoru s konstantni teplotou 37+1 °C, reagenénim prostorem s karuselem pro
reagencie a pripravu vzorkl s konstantni teplotou 4+1 °C. Pipetovani reagencii a vzorkd je
zajisténo robotnickymi rameny s davkovaci jehlou. Riziko kontaminace vzorki je snizeno na
minimum diky proplachovani vSech ¢asti, které piijdou se vzorkem do styku miliQ vodou.
Pro detekci bylo mozné vyuzit vinovych délek: 340, 405, 450, 510, 546, 578, 630, 670 nm.
Analyzator do plastikové kyvety napipetuje niZze uvedené mnozstvi reagencie (DPPH, TEAC,
FRAP, DMPD) a automatickym michadlem promicha. Poté zméfi absorbanci dané latky
v Case tg a ulozi. Nasledné do kyvety nepipetuje supernatant o objemu 5 pl z nami vloZené
1,5ml mikrozkumavky a v Sestnéctisekundovych intervalech méfi absorbanci po dobu
21 minut od smichani obou ¢inidel pii nize uvedenych vinovych délkdch a optické draze
5 mm. Inkubace probihala pii 37 °C. Reagencie i naSe vzorky jsou uloZeny v chlazeném
absorbance, které od sebe pfistroj odecte a urci antioxida¢ni aktivitu pro danou reagencii.
Zdrojem zateni byla halogenowolframova Zarovka.

Prvnim z cila, abychom mohli stanovit biologické vzorky, bylo potieba vSechny
metody meéfeni antioxidacni aktivity a metodu pro stanoveni celkovych polyfenoli

zoptimalizovat. Vysledkem tohoto cile bylo sestrojeni kalibra¢nich kiivek. Tyto kiivky slouzi
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k moznosti piepocitani zméfené absorbance supernatantti na koncentaci ekvivalentu kyseliny
gallové, diky ¢emuz mizeme vSechny namétené hodnoty porovnavat a na zakladé téchto
vysledku ur¢it hybrid merunky s nejvy$Sim zdravotnim benefitem pro ¢lovéka. Vytvoteni
kalibra¢nich kiivek probiha nasledovné. Podle vySe uvedeného postupu se nechd zméfit
absorbance rtiznych koncentraci kyseliny gallové (0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70;
0,80; 0,90; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,00; 9,00; 10,00;
12,5; 15,00; 17,50; 20,00; 25,00; 30,00; 35,00; 40,00; 45,00; 50,00;75,00 a 100,00 mg-100g™")
Z téchto hodnot sestavime graf, ze kterého lze zpétné jednoduSe spocitat, jaka hodnota

absorbance supernatantu, odpovida které koncentraci kyseliny gallové.

2.3.1.1.DPPH test

DPPH" test je zalozen na schopnosti stabilniho volného  radikalu
2,2 difenyl 1pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPH" vykazuje silnou absorpci
v UV-VIS spektru. Pfi tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R")
roztok odbarvi dle nasledujici reakce DPPH’+ AH — DPPH-H+ A’, DPPH + R" —
DPPH'R [48]. Tato metoda je jednoducha a asové nenaro¢na i pro manualni analyzu.

Piiprava reagencie: 9.5 - 10 molarni radikal DPPH" (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) o
navazce na 50 ml, m = 0.00094 g. Nejprve jej rozpustime ve 25 ml DMSO (dimethylsulfoxid)
a poté doplnime na 50 ml ACS vodou. Reagencii pfipravenou timto zplisobem miizeme
pouzivat po dobu dvou tydnti pii uskladnéni v temném prosttedi karuselu pfi teploté 4 °C.

Postup méfeni pro automaticky analyzator:Do plastovych kyvet bylo automaticky
odpipetovano 200 pl reagencie, poté bylo napipetovano 20 ul méfeného vzorku. Absorbance
byla métena 1520 sekund pti A =515 nm. Pro vypocet byla pouZita hodnota pted poklesem
absorbance (14 cyklus méfeni, 224 sekunda — Ay4) — tj. samotna reagencie a posledni hodnoty
méfeni (95. cyklus méfeni, 1520 sekunda — Ags). Vysledna hodnota byla vypocitana dle
vzorce: zména absorbance (%) = 100 — [(Ags/A14) % 100] [46].

2.3.1.2.TEAC test (ABTS)

Metoda pomoci ABTS radikélu je jednou z nejcasté&ji pouzivanych metod k uréeni
koncentrace radikali. Je zaloZzena na neutralizaci radikéalkationtu vzniklého jedno
elektronovou oxidaci syntetického chromoforu ABTS® (2,2‘-azinobis 3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonatu) na radikal ABTS" — e- ABTS™. Tato reakce se sleduje fotometricky na zakladé
zmény absorpéniho spektra. Tato metoda se vétSinou pievaddi na koncentraci troloxu a

Vv literatufe je popisovana jako ,,Trolox Equivalent Antioxidant Capacity* (TEAC). Pro Cisté
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latky je TEAC definovana jako mikromolarni koncentrace ekvivalentu Troloxu (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) vykazujici stejnou antioxidac¢ni aktivitu
jako testovana latka (pfi koncentraci 1 mmol-1™") [34, 49].

Piiprava reagencie: 7 mmol-1™ roztok ABTS’ (2,2 -azinobis 3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonové kyselina) p¥ipravime navazkou m= 0.0192 g na 10 ml a 4.95 mmol-I"*peroxodisiran
draselny o navdZzce m = 0.00668 g na 10 ml se michaji a rozpusti v ACS vodé. Roztok se
nafedi ACS vodou v poméru 1 : 10 (10 ml se ptelije do 100 ml baiky a zfedi ACS vodou).
Nasledné roztok se ponechame 12 hodin ve tm¢ a chladu. Reagencie je pouzitelna ¢trnact dnt
za teploty 4 °C, uskladnénd v temném prostredi.

Postup méfeni pro automaticky analyzator: Do plastovych kyvet bylo automaticky
odpipetovano 245 ul reagencie, nasledné bylo pfidano 5 pl vzorku (kyselina gallovd, trolox).
Absorbance byla méfena pii A = 670 nm po dobu 1520 sekund. Pro vypocet bylo pouzito
hodnoty ptfed poklesem absorbance (14. cyklus méfeni, 224 sekunda — Al4) tj. samotna
reagencie a posledni hodnoty méteni (1520 sekunda — A95). Vysledna hodnota se vypocita

dle vzorce: zména absorbance (%) = 100 — [(A95/A14) x 100] [46].

2.3.1.3.FRAP test

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) je zaloZena na redukci Zelezitych
komplextu TPTZ (2.,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem Zelezitym (FeCls), které jsou téméf
bezbarvé (popi. slabé nahnédlé) a po redukci se tvoii modie zbarveny Zeleznaty komplex.
Metoda ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pfi nefyziologicky nizké hodnoté
pH (3.6) a nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly [35,
36, 50, 51].

Piiprava reagencie: 1. 10 mmol-I* roztok TPTZ: navézka na 25 ml, m = 0.07802 g,
doplnit po rysku 40 mM kyselinou chlorovodikovou (HCI). 2. roztok 20 mM FeCl3: navazka
na 25 ml, m = 0.13513 g, doplnit po rysku ACS vodou. 3. acetatovy pufr 0.02 M, pH 3.6 :
0.31 g octanu sodného, doplnit po rysku 100 ml ACS vody a upravit pH pomoci kyseliny
octové. Tyto tii roztoky smicham v poméru: TPTZ : FeCls : acetdtovy pufr — 1 : 1 : 10.
Reagencie je pouzitelna tyden pii uskladnéni v temném prostiedi a teploté 4 °C.

Postup méfeni pro automaticky analyzator: Do plastovych kyvet bylo pipetovano 245
ul reagencie, nasledné bylo pfidano 5 ul vzorku (kyselina gallova, trolox). Absorbance byla
méfena 95 cykli (1520 sekund) pii: primarni A = 578 nm a sekunddrni A = 630 nm. Nasledné

byly od sebe absorbance odetteny (absorbance primarni - absorbance sekundarni =
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absorbance diferencialni). Pro vypocet antioxidacni aktivity bylo pouzito diferencialni

absorbance [46].

2.3.1.4.DMPD test

Slou¢enina DMPD (N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen) se v experimentalnim roztoku
pievede, pomoci plisobeni zelezité soli, na relativné stabilni a barevnou radikalovou formu.
Po pfidani vzorku se v pfitomnosti redukénich faktort radikal zhasi a tim odbarvuje [52, 53].

Piiprava reagencie: 1. roztok (acetatovy pufr o pH 5.25): 1a) 5.5 g octanu sodného
doplnit po rysku ACS vodou (200 ml). 1b) 0.75 ml koncentrované kyseliny octové (>99.5 %,
v/v) doplnit po rysku ACS vodou (50 ml). Tyto dva roztoky - 1a) a 1b) se smichaji, vznikne
poZadovany acetatovy pufr o pH 5.5 (roztok 1). 2. roztok chloridu Zelezitého: 10 mg FeCl;
doplnit po rysku ACS vodou (50 ml). 3. roztok DMPD: 25 mg DMPD rozpustit v 5 ml ACS
vody. Tyto tfi roztoky se smichaji poméru: 40 ml pufru: 2 ml roztoku chloridu Zelezitého:
2ml roztoku DMPD, vznikne reagencie pro stanoveni antioxida¢ni aktivity.
Upozornéni: 3. roztok — roztok DMPD musi byt vzdy Cerstvy, jeho stabilita je 24 hodin.

Postup méfeni pro automaticky analyzator: Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200
ul reagencie a nasledné bylo pfidano 5 pl vzorku (kyselina gallovd, trolox). Absorbance byla
méfena 95 cykla (1520 sekund) pti A = 510 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty ptred
poklesem absorbance (14. cyklus méfeni, 224 sekunda — Ay4) a posledni hodnoty méfeni (95
cyklus, 1520 sekunda — Ags). Vysledna hodnota se vypocitda dle vzorce: Rozdil
absorbanci: = Ags - A14[46].

2.3.1.5.Test na celkové polyfenoly

Pro stanoveni celkovych polyfenoli bylo pouZito folin-ciocalteovo ¢inidlo. Tato
metoda je zaloZena na redukci fosfosphotungsten-fosfosphomolydatového komplexu fenoly
na modré reakéni produkty

Ptiprava reagencie: Vzorek o objemu 0,5 ml byl nepipetovan do kyvety a zfedén
1,5 ml ACS vody. Nasledovné bylo 0,05 ml z folin-ciocalteova ¢inidla pfidano a inkubovano
pii 22 °C po dobu 30 minut. Absorbance byla zmeéfena uzitim dvoupaprskového
spektrofotometru SPECORD 210 (Carl-Zeiss Jena, Germany) a paprsku o vinové délce
A=670 nm proti pradzdné kyveté (vSechny chemikalie bez vzorku i kyseliny gallové).
Absorbance byla métena trikrat. Vysledky byly pfepocitdny do ekvivalentu kyseliny gallové.
Metoda byla kalibrovana dobfe znamou fenolickou slouceninou, kyselinou gallovou. Byla
vypocitana logaritmickd koncentrace zavislosti a pouZili pro kvantifikaci obsahu vsech

polyfenolt v hybridech merunék [46].
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2.3.2. Vysoce-ucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Ke stanoveni HPLC profilu jednotlivych odrid ahybridd bylo vyuzito
spektrofotometrického a elektrochemického detektoru v tandemu HPLC-ED-UV-VIS. Systém
byl sloZen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford, MA,
pracovni rozsah 0.001-9.999 ml min™*) a chromatografické kolony s reverzni fazi Zorbax SB
C18 (150 x 4.6; 5 um velikost castic, Agilent Technologies, USA). K UV detekci byl pouzit
UV detektor Shimadzu Model 528. Detektor i reak¢éni kolona byly udrzovany pii konstantni
teploté. Vzorek 0 objemu 15 pl byl nepipetoan uZitim autosam pleru (model 540 Microtiter
HPLC, ESA, USA). Chromatografické podminky byly optimalizovany podle priitokové
rychlosti mobilni faze 1ml-min™, pii teploté 30 °C. Nasleduji A: acetic acid (50mM), B:
acetin acid (50mM) v acetonitrilu. VInova délka UV paprsku byla 260 nm.
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3. Vysledky
3.1. Antioxidacni aktivita

Vyhodnoceni téchto testi bylo provedeno sestavenim matice. Hybridy byly rozdéleny
do 8 intervald, kterym byla ptitazena ¢isla od 1 do 8 podle vyse hodnot. Cim niZsi &islo, tim
jsou hodnoty v daném intervalu vyssi.

Pii stanovovani antioxida¢ni aktivity u metody DPPH se na prvnich mistech umistily
hybridy Sundrop a Favorit shodnotami 2,443 a 2,288 EKG (ekvivalentu Kkyseliny
gallové, ug-ml™). Naopak na poslednich mistech se umistily hybridy Lakanyj a Olimp

s hodnotami 0,196 a 0,401 EKG. Pramérna hodnota u metody DPPH je 1,835 EKG.

EKG (ug*ml)
=

1 51 101 151 201
Hybridy

Graf 1: Hodnoty DPPH testu u 243 hybridi merunék
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Pfi stanovovani antioxida¢ni aktivity metodou TEAC se na prvnich mistech umistily hybridy
Vyndrop a Harglow s hodnotami 11,768 a 11,588 EKG. Naopak nejhiife se v testu jevily
hybridy Lakanyj a Olimp s hodnotami pod detekénim limitem automatického analyzatoru.
Primérna hodnota u metody TEAC je 6,466 EKG.

12

10 A

EKG (ug*ml)

1 51 101 151 201
Hybridy

Graf 2: Hodnoty TEAC testu u 243 hybridua merunék

Pii stanovovani antioxida¢ni aktivity metodou FRAP se na prvnich mistech umistily
hybridy Forum a Jubilejnyj s hodnotami 72,922 a 79,305 EKG. Naopak nejhtife se v testu
umistily hybridy Lakanyj a LE-4725 s hodnotami 0,111 EKG a pod detekénim limitem

analyzatoru. Primérna hodnota u tohoto testu je 16,212 EKG.

80

60 -

40 A

EKG (ug*ml)

1 51 101 151 201
Hybridy

Graf 3: Hodnoty FRAP testu u 243 hybridt merunék

Pfi stanovovani ant akt metodou DMPD se na prvnich mistech umistily hybridy

Favorit a RiZova ranna s hodnotami 0,341 a 0,302 EKG. Nejhtie se v testu umistily hybridy
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Legolda a Churmai s hodnotami pod detek¢nim limitem analyzatoru. Praimérna hodnota u

tohoto testu byla 0,152 EKG.
0,4

0,2

EKG (ug*ml)

1 51 101 Hybridy 151 201

Graf 4: Hodnoty DMPD testu u 243 hybridi merunék

Pfi stanovovani antioxida¢ni aktivity vSech polyfenoll se na prvnich mistech umistily
hybridy Dolgocvetna a Leala s hodnotami 4,193 a 4,193 EKG. Naopak nejhtie se umistily
hybridy SEO-104 a Velita shodnotami pod detekénim limitem analyzatoru. Primérna
hodnota u tohoto testu byla 1,401 EKG.
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Graf 5: Hodnoty testu na celkové polyfenoly u 243 hybridti merunék

Na zakladé vysledkt téchto péti testti a sestavené matice byl uréen hybrid merunky
snejvétsim zdravotnim benefitem pro clovéka, kterym je hybrid DOLGOCVETNA,
nasledovany hybridem LE 11/91 a Goldrich.
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Obrazek 16: Hybrid Dolgocvetna

50 EDMPD ®DPPH mCelkové polyfenoly TEAC ®FRAP

Kongentrace kys. gallové [pg-ml-!]

Dolgocvetna LE-11/91 Goldrich

Graf 6: Vysledky testi téi nutri¢né nejhodnotnéjsich hybridia

EDMPD ®DPPH mCelkové polyfenoly TEAC ®FRAP

Koncentrace kys. gallové [pg-ml-!]

0 - _ _ -
Chuan-Shi-Gong LE-5832 Pentagon

Graf 7: Vysledky testi tfi nutri¢né nejméné hodnotnych hybrida

Na dvou vySe uvedenych grafech jsou hodnoty v jednotlivych testech u tfech
nejlepSich hybrida a u tfech nejhorsich hybrida. Mezi nejlepsimi a nejhorSimi hybridy jsou

zna¢né rozdily, jelikoz hodnoty u nejhorSich jsou az 10x niz§i nez u hybridi nejlepSich.
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Konkrétné se jedna o testy TEAC a FRAP. U ostatnich testii nejsou rozdily tak velké, piesto
jsou hodnoty nejhor$ich nékolikanasobné nizsi. U hybrida s nejlepSimi vysledky vidime, Ze
Zadny v néjakém testu né&jak vyrazné nevynika nad ostatnimi, takZe tyto hybridy jsou nutri¢né
velice podobné. Naopak u nejhorsich hybridi jsou hodnoty u vSech testti dosti odlisné. Neni
tomu tak pii pouhém porovnani samotnych hodnot, ale pii porovnani jejich procentualnich
rozdilt, ktery je napiiklad u DPPH testu velmi vysoky. Hodnota u hybridu Pentagon je o 83%
vyS$Si nez u hybridu LE-5832 a u testu DMPD je rozdil az 1000%.
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Graf 8: Kalibra¢ni kiivky pro testy a) DPPH, b) TEAC, c) FRAP, d) DMPD

33



<
[t}

0.7 A
=)
-
T 05
<
E v =10.2661n(x)+0.599
5 03 1 R==0.994
=
01 . |
0 1 2
Koncentracekys. gallové [pig-ml-1]
Graf 9: Kalibra¢ni kiivka pro test na celkové polyfenoly

pfepocitani zmétené absorbance na koncentraci kyseliny gallové. Kiivka se vytvaii zmétenim
absorbanci vySe uvedenych koncentraci kyseliny gallové (str. 25). Timto se povedlo

zoptimalizovat vySe uvedené metody. Graf 9 je oddélen od ostatnich grafti kalibra¢nich

kiivek, protoze se jednd o jiny zptsob urCovani antioxidacni aktivity.

Na grafech 8 je vidét kalibra¢ni kiivka ke kazdé z metod, ktera nam slouzi k moznosti
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Graf 10: Pribéh hodnoty absorbance v ¢ase u metody a) DPPH, b) TEAC, ¢) FRAP, d) DMPD

pozadovanou teplotu (zména absorbance je zpusobena skladovanim reagencie v karuselu o
teploté 4 °C a jejim napipetovanim do kyvety o teploté 37 °C). Po ustéaleni absorbance se do

kyvety napipetoval vzorek meruiiky, ¢imz se rapidné snizila absorbance. Poté se absorbance

34

Nejdiive se do kyvety napipetovala samotna reagencie a temperovala se na




méfila v Sestnactisekundovych intervalech az do jejiho ustaleni. Prvni a posledni hodnoty jsou

vvvvvv

ABTS FRAP DMPD

DPPH 10821 0.750 0.290

| ABTS 0.936  0.108

’_|_"‘r|_‘ FRAP 0.110

4 5927153101211 8 114 613

Graf 12: Dendrogram vysledkt shlukové Tabulka 3: Hodnoty korela¢nich koeficientti
analyzy mezi jednotlivymi metodami antioxidaéni
aktivity

V tabulce 3 jsou souhrnné vypsany hodnoty korelacnich koeficientii mezi jednotlivymi
metodami antioxida¢ni aktivity. Na vysoké hodnoty antioxida¢ni aktivity u tohoto ovoce
poukazuje vice autoru, jejichz studie byly potvrzeny [54]. Zdavodiuji to pfedev§im vysokym
obsahem polyfenolickych sloucenin.

Vysvétleni jevu na grafu 11, ziskaného shlukovymi technikami, mizeme dosahnout
pomoci sledovani zavislosti mezi jednotlivymi metodami. Nejprve byl stanoven stupen
vzajemné korelace jednotlivych metod. Bylo zjisténo, Ze dvé z nich - ABTS a FRAP maji
mezi sebou vyraznou linearni zavislost. Jejich stupen korelace s linearni regresi vykazuje
spolehlivost 83 %. Hodnoty téchto dvou metod navic vykazuji exponencidlni zavislost na
zméfenych hodnotaich DPPH. Na grafech 12a,b jsou ukazany korelogramy s linearni regresi
(spolehlivost 83 %) vykreslené pro logaritmické métitko osy hodnot DPPH. Stupen korelace
mezi témito ¢tyfmi metodami rovnéz neklesd pod 75 %. Jedind pouzitd métici metoda, ktera

nema zadnou zavislost vzhledem ostatnim je DMPD. Stupeii korelace je okolo 20 %.
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Graf 12 a, b, c: Korelace mezi uvedenymi metodami
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3.2. Polyfenoly

V plodech merun¢k byl analyzovéan a detekovan profil fenolickych sloucenin, které
jsou zajimavé z hlediska svych antioxida¢nich uc¢inki. Byla vypracovana chromatograficka
metoda s n¢kolika stupnovym linearné se zvySujicim gradientem pro rychlou a wG¢innou
separaci 15 fenolickych latek (kyselina gallova, 4-aminobenzoova, ferulova, chlorogenova, p
kumarova, salicylova a protokatechin, katechin, epikatechin, vanillin, rutin, kvercitrin,
kvercetin). Doba analyzy jednoho vzorku byla vcetné regenerace chromatografické kolony
diky této originalni metod¢ zkracena na minimalnich 25 minut. Fenoly maji Siroké spektrum

biologickych aktivit a nase vysledky ukazaly na jejich vysoky obsah ve zkoumanych plodech.
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Graf 13: Chromatograficky zdznam detekovanych polyfenolickych slou¢enin
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Graf 14: Chromatograficky zaznam reélného vzorku

Na chromatogramu realného vzorku mizeme vidét, Ze i1 pres pfitomnost necistot se

podaftilo métené latky rozseparovat a jsou dobie viditelné. Obsah kazdé latky odpovida plose

prislusného piku. NejvysSiho obsahu dosahl rutin v reten¢nim case 10,3 minuty a naopak

nejnizsi hodnoty dosahla kyselina salicylova v reten¢nim ¢ase 12,8 minuty.
Polyfenol Rozmezi hodnot (ug-ml™?) | Priimérna hodnota (pg-ml™)
Kyselina gallova 1,3-78,2 17,8
Kyselina protokatechinova 6,1-632,2 102,5
Kyselina 4 aminobenzoova 0,1-789 13,2
Kyselina chlorogenova 33,3-2421,3 403,9
Kyselina kavova 2,7-1189,6 94,9
Vanilin 2,3-80,1 26,1
Kyselina p-kumarovéa 1,1-30,6 8,9
Rutin 5,8 - 5261,2 745,5
Kyselina ferulova 0,1 -206,2 31,4
Kvercetin 1,9-484,5 52,9
Tabulka 2: Rozmezi hodnot a primérné hodnoty u stanovovanych polyfenold
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4. 7aver

Uspésné byly zoptimalizovany &tyii fotometrické metody pro stanoveni antioxidaéni
aktivity a metoda pro stanoveni celkovych polyfenolickych slou¢enin. Pomoci téchto metod
bylo zméteno 243 hybridi merunék. Dale byl pomoci vysoko-U¢inné kapalinové
chromatografie detekovan profil 15 fenolickych slouéenin, které jsou velmi silnymi
antioxidanty. Méfeni v hybridech potvrdila vysoky obsah téchto zdravi prospéSnych latek.
Diky méfeni hybridi témito metodami se podafilo vybrat hybrid merunky s nejvyssi
biologickou hodnotou pro ¢lovéka. Vybrany hybrid Dolgocvetna bude pod nazvem ,,Betynka“

zatazen do statni odriidové knihy a nasledné péstovan zemédélci.
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