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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo zjistit obsah celkovych antioxidantli a polyfenold
ve vybranych druzich listd jakonu. Déle bylo Ukolem zjistit antimikrobialni Gcinky
a v neposledni fadé organoleptické vlastnosti vodného vyluhu z listl. Teoreticka Cast
obsahuje charakteristiku jednotlivych andskych okopanin, popis chemického slozZeni list i
hliz a biologické Gcinky listll jakonu. V praktické ¢asti jsou pak vyhodnoceny vysledky
laboratornich analyz a konfrontovany s literaturou. Na zakladé méfeni byl zjistén obsah
antioxidantl a polyfenol(l ve vybranych druzich jakonu. Antimikrobialni Gc¢inky nebyly
potvrzeny. Pro dokresleni charakteru jednotlivych druhl bylo provedeno senzorické
hodnoceni a bylo statisticky vyhodnoceno.

Klicova slova: Jakon, antioxidanty, polyfenoly, antimikrobiélni G¢inky, senzorické analyza

ABSTRACT

The aim of this thesis was to determinate the total content of antioxidants and polyphenols
in selected types of yacon leaves. The next task was to determinate antimicrobial effects
and finally organolepetic properties of aqueous extract solution from the leaves.
The teoretical part contains the individual characteristics of Andean root crops, description
of the chemical composition of leaves and tubers and biological effects of yacon leaves.
In the practical part there are results of laboratory analysis, which are compared
with literature. Based on the measurement there was found the content of antioxidants
and polyphenols in selected types of yacon. Antimicrobial effects were not confirmed.
The sensory analysis was done and statistically evaluated to illustrate the nature of each

species.

Keywords: Yacon, antioxidants, polyphenols, antimicrobial effects, sensory analysis
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UvoD

~s s

Jakon (Smallanthus sonchifolius) je vytrvald bylina patfici do Celedi hvézdicovité
(Asteraceae). Jedna se o tradi¢ni plodinu rostouci pfedevsim na vychodnich svazich And
ve vysokohorskych oblastech od Kolumbie az po severozapadni Argentinu. V oblasti
svého plvodu je pouzivan jako soucast bézné stravy a je uznavan jako léCiva rostlina.
Do Ceské republiky se dostal aZ v roce 1993. Je to zapficinéno otevienim trhu na zacatku
90. let 20. stoleti, a stim souvisejici jeho obohaceni o nove druhy ovoce a zeleniny
pochazejici z rdznych oblasti svéta.

Popularita jakonu u nas vzrostla hlavné kvili jeho antidiabetickym, nutri¢nim
a imunostimulacnim G¢inkdm hliz. Hlizy jsou pouzivany k vyrobé prirodnich sladidel,
sirup vhodné pro osoby trpicimi zaZivacimi problémy. Je mozné jejich konzumace bud
za syrova jako zelenina nebo po tepelné Upravé.

Bylo zjisténo, Ze i listy maji antidiabetické G¢inky. Listy jsou vyuzivany pro vyrobu
Caje snizujici hladinu glukézy v krvi. Je mozné jejich pouZziti i jako krmivo pro zvirata
kviali vysokému obsahu bilkovin. Bylo dokazano, Ze jakonové listy obsahuji vysoké
mnozstvi celkovych polyfenolli a vykazuji antioxidacni aktivitu. Antioxidanty slouzi jako
obranny systém proti Ucinklm volnych radikal(l na lidsky organismus. Volné radikaly
spoustéji fetézové reakce, které ovliviuji biologicky vyznamné slouceniny a méni jejich
strukturu, a tim modifikuji jejich funkce. V dUsledku téchto reakci mlze dojit k porucham
imunitniho systému, pfedCasnému starnuti, naddorovym onemocnénim atd. Antioxidanty
reaguji s volnymi radikaly a tuto Fetézovou reakci ukoncuji. JelikoZ obsahuje jakon
i antimikrobialni latky, neni vétSinou potfeba pfi péstovani pouzivat pesticidy. Uginky
téchto latek byly testovany na vybrané mikroorganizmy.

Poznatky o znacich a vlastnostech jakonu jsou pomérné omezené, proto jsem se
zaméfila na studium téchto znakd. Cilem diplomové prace bylo tedy charakterizovat jakon,
stanovit jeho antioxidacni aktivitu, obsah celkovych polyfenoll a antimikrobialni G¢inky.
Pro ucelenou charakteristiku byly vodné vyluhy z listd zhodnoceny i senzorickou

analyzou.
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1 ANDSKE PLODINY

Andské plodiny rostou ve vysokych nadmorskych vySkach ve velmi drsnych
podminkéach zplsobenych suchem, mrazem a vystaveni UV zéreni. Mezi tyto plodiny
se fadi minimalné 25 druh( okopanin, které nalezi do 16 botanickych druhl a 15 celedi.
Jejich nejvétsi rozmanitost je hlavné v severni a stfedni Casti Andského pohofi. Andskeé
plodiny se péstuji pfedevsim pro své podzemni Casti a jsou tradi¢né, ale ne vyhradné,
vyuzivany pro obZzivu domorodych narodd andskych zemi [1]. Tyto méné znamé druhy
okopanin obsahuji vysoké mnoZzstvi vitamin0l, stopovych prvk( a Skrobu. Navic jsou
charakteristické svymi dobrymi vynosy, mohou vykazovat léCivé vlastnosti, a také maji
vysoky potencial pro dalSi vyzkum a pouZziti v dalSich oblastech svéta. Mezi tyto plodiny
jsou ftazeny: jakon (Polymnia sonchifolia), maka (Lepidium meyenii), oca (Oxalis
tuberosa), achipa (Pachyrhizus ahipa), arakaca (Arracacia xanthorrhiza), melok (Ullucus

tuberosus), lichofefisnice hliznata (Tropaeolum tuberosum) aj [2].

1.1 Jakon

Jakon (Smallanthus sonchifolius) je vytrvala bylina patfici do Celedi hvézdicovité
(Asteraceae) [3], roste plané predevsim na vychodnich svazich And, a to v nadmorské
vySce do 3 300 m, od Kolumbie az po severozapadni Argentinu [4]. Jde o tradi¢ni plodinu
Inkd, ktera se v Peru, Bolivii a Argenting nazyva ,,yacon“, v Ekvadoru se pouziva vyraz
»jicama“, coz je vSak mezinarodni vyraz pro zcela jinou rostlinu (Pachyrrhizus).
V pobieznim archeologickém nalezisti Nazca (500 — 1200 n. I.) bylo objeveno viibec
nejstarsi zobrazeni jakonu na textiliich a keramice [3]. Casto se péstuje v domacich
zahradach v severni Argentiné a mizeme se snim setkat i na trzich v Ekvadoru [5].
Plivodné z And se jakon dostal do Evropy v 30. letech 19. stoleti, kde se nejdfive péstoval
v Itélii a pozdéji i v Némecku. V poloviné 80. let minulého stoleti byla tato plodina
zavedena na Novy Zéland, do Australie, USA a Japonska [6]. Do Ceské republiky byl
jakon poprvé dovezen v 1993 v ramci projektu Institutu tropického a subtropického
zemédélstvi Ceské zemédélské university v Praze a Vyzkumného Gstavu bramborafského
v Havlickové Brodé. V roce 1981 byl FAO (Food and Agriculture Organization) prohlasen
za ohroZeny druh, protoZe az do tohoto roku byl na pokraji zaniku [7].
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1.1.1 Botanicky popis

Jakon je jednoleta az vytrvala bylina dordstajici vysky az 2 m. VVytvéFi 2 druhy hliz,
a to oddenkové (kaudexy), které vyristaji nad zemi, slouzici k dalsimu mnoZeni a hlizy
kofenové [8]. Ty vyrlstaji po 5-20 ve svazku a maji nepravidelné vietenovity az kulovity
tvar. Dosahuji v priméru hmotnosti 0,2-0,5 kg, ale také az 2 kg, viz Obrazek 1 [5].
Zbarveni pokoZky je charakteristickym genetickym rysem vlastnim pro jednotlivé variety
a mize nabyvat tmavé Zluté, krémové, fialové aZ rGZové barvy. Duznina byva bila
az krémoveé Zluta, nékdy aZz nafialovéla a nabyva kiehkou, kfupavou, Stavnatou, nasladlou
chut. Hlizy se obvykle pojidaji syrové jako zelenina, lze je vSak i tepelné zpracovat
varfenim nebo pe€enim. Oddenkové (stonkové) hlizy maji nepravidelny, velmi rozvétveny
tvar, s Cetnymi ocky na povrchu. Tyto hlizy maji bilou, krémovou aZ purpurovou barvu.
Hmotnost stonkové hlizy je 0,5-4,5 kg. Stonky jakonu jsou na priifezu valcovité, jejich

povrch je svétle Ci tmavé zeleny, nékdy téZ purpurovy. Stonek je pokryt trichomy [9].

Obréazek 1 Hlizy jakonu [10]

Nadzemni Cast tvofi 3-5 kompaktnich olisténych lodyh stmavozelenymi listy
Sipovitého ¢i trojuhelnikovitého tvaru. Okraje u obou typl jsou lalo¢naté nebo zubaté.
Po obou stranach Fapiku jsou vytvorena kfidla, ktera na bazi mirné objimaji stonek. Licni
strana listl je svétle nebo tmavé zelena [5]. Rubova strana listl byva svétlejsi a je husté
pokryta trichomy. Do faze kveteni se na rostliné vytvori 13 az 16 parQ listl, po odkvétu

rostlina produkuje jiz jen malé listky [9].
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Kvétenstvi jakonu je vrcholi¢naté a je tvofeno 1 az 5 osami, které se déli na tfi
vétve zakoncené jednim kvétenstvim — Gborem. Ten ma na bazi 5 aZ 7 zelenych ostfe
Spicatych trojuhelnikovych listend, dlouhych asi 15-20 mm. Ubor je tvofen dvéma druhy
kvétll: 14-16 jazykovitych Zlutych az oranZzovych kvétd je umisténo na okraji kvétenstvi
a tvofi nejpatrnéjsi ¢ast uboru. Jsou dlouhé 10-15 mm, na Spici vykrajované. Trubkovité
kvéty, kterych je priblizné 80 az 90 ks, se nachazeji ve stfedu kvétenstvi a jsou dlouhé 8
mm. Maji Zlutou nebo oranzovou korunu a lehce vycnivajici pestik, ktery jiz ztratil svoji
funkci. Trubkovité kvéty maji 5 tyCinek svolnymi nitkami. Pradniky jsou sklonéne
k blizné. Jsou Cerné barvy, s jemnymi Zlutymi pruhy. Pylové zrno je kulovité a nékdy
tfipolové. Je zarivé zluté barvy, na povrchu lepivé a jeho priimér se pohybuje okolo 27 pm.
Prdimér celého Uboru mlZe dosahovat 30 mm. Samici kvéty se oteviraji také dfive nez
kvéty samCi a vétSinou také odkvetou dfive nez posledni sam¢i [9], [11]. Listy a kvéty

jakonu jsou zobrazeny na obrazku (Obrazek 2).

e————————————
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Obréazek 2 Listy a kvéty jakonu [12]

Plodem jakonu je nepukava nazka kavove barvy, tmavé hnédé aZz Cerné. Je
vytvarena z jazykovitych kvétll a pfi dozrani se od I0zka lehce oddéluje. Oplodi je po
dozréni suché a tenke, na vnéjsi strané s podlouhlym vroubkovanim, které tvori paralelni

brazdy. Nazka méfi v priméru okolo 3,7 mm na délku a jeji $itka je 2,2 mm. Zasobni latky

v semeni se shromazduji v délohéach, které tvofi hlavni ¢ast semene [9].
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1.1.2 Rozsiteni

Plvodni vyskyt jakonu (Obrazek 3) se nachazi v destnych horskych lesech Bolivie
a Peru, které se tahnou od severu Kk jihu, pfes celé andské svahy a horska udoli s vihkym
klimatem, ve vySkach od 1000 do 3770 m n. m. Tato oblast je vyznamna vy3Sim vyskytem
dalSich hliznatych rostlin [5]. V dneni dobé se nepéstuje jen na domacich zahradach
a malych polich, ale dostava se i mimo andsky region. Je to dano nejen zvySujicim se
zajmem o tuto rostlinu z hlediska jejich pFiznivych vlastnosti, ale také tim, Ze je velmi
nenaro¢na na druhy pdd, nadmorskou vysku a klimatické podminky. Proto se rozsifila
do mnoha zemi v oblastech mezi 55° s. §. a 46° j. S. (Japonsko, Korea, Brazilie, Rusko,

Novy Zéland) [11].

Obrazek 3 Mapa plivodniho vyskytu jakonu [13]

1.1.3 Péstovani

Jakon vyZaduje slunné stanovisté s hlinitopisCitou, nesléhavou pddou, bohatou
na organické zasobni latky a s pH pohybujicim se od 5,5 do 8. Nevhodné jsou tézkeé,
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jilovité a trvale zamokrené pldy [11]. Jakon je nejlépe sazet v posledni dubnovou dekadu
nebo pocatkem kvétna. Teplota plidy by méla dosahovat 4-5 °C. Vysazuji se mnozivé
hlizky nebo sazenice do bramborovych radku. Sadba je sazena do sponu 0,75 x 0,7 m nebo
0,625 x 0,8 m do hloubky 60-90 mm. | kdyZ pocatecni rdst je pomérné rychly, byva jakon
silné zaplevelen. V osevnim postupu je fazen podobné jako brambory, po zhorSujicich
plodinach. Prosperuje prakticky ve vSech péstitelskych oblastech. K tvorbé kvalitnich
a vyrovnanych vynosli vsak vyZzaduje rovnomérngé rozlozeny prisun srazek v obdobi
vegetace a dostateCné mnozstvi slune¢niho svitu. Sklizef se provadi v z&fi az Fijnu [9].
Velky diraz je kladen na co nejsetrnéjsi zachazeni s hlizami, které obsahuji v dobgé sklizné
az 90 % vody a jsou velmi nachylné na poskozeni. V zavislosti na sponu a délce vegetace
(150 dn(l) se hektarovy vynos pohybuje mezi 38-66 tun hliz na ha a sou¢asné 28-40 tun
cerstvé nadzemni hmoty na ha. Kaudexy se skladuji pfi teploté 2 °C v raseliné. V priibéhu
skladovéni je nezbytné uloZené hlizy tfidit a plesnivéjici hlizy odstrafiovat. Na rozdil
od brambor nema jakon prakticky zadné obdobi dormance a vzchazi okamzité po vytvoreni
vhodnych podminek [3].

1.2 Maka

Lepidium meyenii, znama predevSim jako maka, je dvouletd rostlina, Fadi
se do Celedi brukvovité (Brassicaceae). Ma charakteristickou bulvu tvofenou duznatym
hlavnim kofenem a ztloustlym hypokotylem. Vyskytuje se pouze ve velmi omezené oblasti
nahornich plosin centralni hornaté oblasti Peru [5].

1.2.1 Botanicky popis

Velikost a proporce maky jsou pfiblizné podobné jako u Ffedkvicek nebo tufinu, jak
je patrno na Obrazku 4. Maka ma ztloustly hypokotyl, ktery méa obréceny hruskovity tvar.
MlzZe byt také trojuhelnikovity, kruhovy (vytvarejici nejvétsi koreny), okrouhly
nebo obdéInikovy. Barva bulvy mlze byt krémova, cervena, fialova, modra, ¢erna a je
zavisla na geneticke varieté rostliny [5]. Hypokotyl je 10-14 cm dlouhy a 3-5 cm Siroky,
tvrdé konzistence [3]. V souCasnosti se barevné variace péstuji pfedevSim pro zjisténi
jejich nutricnich a IéCivych vlastnosti. Hlizy krémové barvy se nejvice péstuji v Peru
pro jejich zvySenou sladkost. Modra a ¢erna maka se povazuje za nejenergetictéjsi a ma
sladkou a mirné nahorklou chut. Klinicky bylo prokazéno, Ze Cervena maka sniZuje
velikost prostaty u potkand [14].
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Obréazek 4 Maca (Lepidium meyenii) [15]

Pefenose¢né listy jsou uspofadany v rlzici, listy jsou neustdle obnovovany
od stfedu rlzice nesouci 12-20 listd. Ze stfedu rdzice vyrlistd drunym rokem lodyha,
nesouci hroznovité kvétenstvi, které je tvoreno 50-70 drobnymi bilymi kvéty. Plodem je
SeSulka pukajici dvéma Clunkovitymi chlopnémi, z nichZz kazda obsahuje jedno semeno.
Semena jsou vejcovitého tvaru, hnédé az nacervenale Sedé barvy, kli¢i do péti dnd, pokud

jsou ve vhodnych podminkéach [5].

1.2.2 Rozsiteni

Maka roste pouze v nékterych Castech Peru [5]. Aredl pfirozeného rozsifeni je
omezen na nevelkou pustinnou oblast nahornich ploSin centréalni oblasti Peru ve vySkach
3800-4800 m n. m. Oblast, ve které se vyskytuje, ma vysokohorsky charakter, kamenitou
pldu, znaci se ostrymi vétry a studenym pocasim. S témito podminkami se ale maka
za tisicileti existence ztotoznila a pFizplsobila se danému klimatu. Primérné mésicni
teploty béhem vegetacniho obdobi nepfekroCi 12 °C [16]. PFiblizné 2 tisice let je maka
pouzivana jako tradiéni potravina a léCiva rostlina v oblasti svého plvodu, mize téz
plsobit jako afrodisiakum. V pribéhu Spanélské kolonizace byla maka pouzivana jako
platidlo [17].

1.2.3 Péstovani

PFirozené maka roste ve vysokych nadmorskych vySkach a pfi nizkych teplotach,

pfesto je mozné ji presadit i na peruanské pobreZi. Lze ji UspéSné péstovat i mimo
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prirozena stanovisté, a to kvili tomu, Ze maka je rostlina s neutralni reakci na délku dne.
Maka se v Peru péstuje vétSinou v ekologickém zemédélstvi, jelikoZ existuje velmi méalo
Skldcl prirozené se vyskytujicich v takto vysokych nadmorskych vyskach. Maka se ¢asto
pouziva jako mezisadba u brambor, jelikoZ pFirozené odpuzuje skddce [3]. V ramci feseni
vyzkumného Ukolu Grantové agentury CR se ve spolupraci Ustavu lékafské chemie
a biochemie Lékarské fakulty University Palackého v Olomouci a Vyzkumného Ustavu
bramborarskeho v Havlickové Brodé podafilo vypéstovat hypokotyly maky i u nas [18].
V Ceské republice byl provadén vysev semen a predpéstovani mladych rostlin
ve sklenikovych podminkach s jejich naslednou vysadbou do polnich podminek. Vysledky
tohoto péstovani byly méné prFiznivé neZz vysledky pokusného péstovani jakonu.
V opakovanych polnich pokusech byly dosaZeny jen relativné nizké vynosy, spojené
s tvorbou drobnych hypokotyld [19].

1.3 Oca

Oca neboli Stavel hliznaty (Oxalis tuberosa) je jednoletd bylina s podzemnimi
oddenky a kofenovymi hlizami. Patfi do Celedi Stavelovité (Oxalidaceae). Tyto hlizy jsou
zndmé jako oca, oka nebo yam (Novy Zéland). Rostlina se péstuje v jiznich a stfednich
Andach pro hlizy, které se pouZivaji jako kofenova zelenina. Druhy oky vyskytujici se
ve volné prirodé maji mensi hlizy. V roce 1830 byla oka zavedena do Evropy jako
konkurence brambor. Pozdéji vroce 1860 se rozSifila na Novy Zéland, kde je velmi
oblibena. Cerstvé listy této plodiny se mohou pouZivat jako koFeni k ochucovani salatd,

kterym dodavaji charakteristicky nakyslou chut’ [5].

1.3.1 Botanicky popis

Bylina je 40-60 cm vysoka. Vytvari az 20 cm velké hlizy, nejc¢astéji vSak 7-11 cm.
Barva slupky je bila, zelend, r(izova, cervena, fialova nebo Cernd. Listy jsou 3-4 Cetné,
listky obsrdgité, celokrajné. Rapikaté trojéetné listy Casto vyrdstaji v pFizemni rdzZici.
Kvéty jsou jednotlivé. Rizové nebo Zlutavé kvéty vyrlstaji na vrcholu stvoll. Plodem je
tobolka [5]. Na Obrazku 5 je zndzornén Stavel hliznaty.
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Obrazek 5 Stavel hliznaty (Oxalis tuberosa) [20]

1.3.2 Rozsireni a péstovani

Tato rostlina je velmi rozSifena a je péstovana na Uzemi s nadmofskou vySkou
od 2800-4000 m, ovSem nejCastéji v nadmorské vysce 3500-3800 m v tzv. Subalpinské
ploS§iné And [5]. Nachazi se v mistech se srazkami v rozmezi 570-2500 mm. Roste
v chladngj$ich podminkéach (pod 5 °C), v pldé s pH 5,3-7,8. Oca je péstovana ve vyssich
mistech a zejména na Uzemi Ekvadoru, Bolivie a Peru, ale také byla nalezena v oblastech
Chile, Argentiny, Columbie a Venezuely. V soucasné dobé je rozSifovana i na Uzemi
Nového Zélandu, Austrélie, Mexika, Francie a Velké Britanie [21]. Oka je hned
po bramborach druhou nejvyznamné;jsi plodinou péstovanou v andské vyso€iné. Je to dano
jeji schopnosti rist na chudych pddach, ve vysoké nadmorské vysce a v drsném podnebi.
Tato plodina se rozmnoZuje vegetativné vysadbou celych hliz. Dalsi mozZnosti je vysadba
fizkd, ktera se pouzivd méné Casto. Oka potiebuje dlouhé vegetacni obdobi, v zavislosti
na délce dne tvori hlizy, ty se zanou tvofit, aZz se na podzim zkréti délka dne. Ideélni pH
pddy je v rozmezi od 5,3 az 7,8. Vysadba se provadi, podobné jako u brambor, v fadcich
80-100 cm od sebe. Péstovani monokultur pfevlada, obcas se provadi i mezisadba vice
druh( hliz [22].
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1.4 Achipa

Achipa (Pachyrrhizus spp.) se fadi do Celedi bobovité (Fabaceae). Patfi k velmi
starym uZzitkovym rostlinam indiand. Tato rostlina ma velmi efektivni schopnost fixace
dusiku na kofenovy systém, coZ je vyhodné pro drobné zemédélce z hlediska pouziti
dusikatych hnojiv [5]. Alkaloid obsaZeny v semenech achipy a toxicka latka rotenon maji
funkci prirodniho insekticidu. Vyzivova hodnota achipy je vy3si nez u dalSich okopanin,
ma vysoky obsah bilkovin a je lehce stravitelnd. Dale je vyznamnym zdrojem drasliku
a vitaminl C a K. Achipa se konzumuje syrové, nebo se pouziva do salatli, mize se také
varit a pouziva se namisto manioku nebo brambor. Pfes vysoky obsah tuki a bilkovin jsou

semena nepozivatelné z dlivodu pritomnosti rotenonu [1].

1.4.1 Botanicky popis

Jedn& se o vytrvalou bylinu s ovijivou lodyhou a trojcetnymi listy. Listky byvaji
kosnikovité, hrubé zubaté, opatfené palistécky. Ma malé kvétenstvi (48-92 mm). Pocet
kvitk(l v kvétenstvi je 2-6. Listky byvaji lysé. Zaskrcované lusky se semeny, ktera byvaji
jedovatd, jsou 13-17 cm dlouhé a 11-16 mm Siroké. Maji kruhovy prifez. Semena jsou
Cerna, fialova, hnéda, bila, krémova a maji tvar ledvinek, nikdy vyrovnany tvar [1].
Semena maji velikost 9x10 mm. Tato rostlina vytvari kofenové hlizy o hmotnosti 500-800
g [5]. Na Obrazku 6 je zndzornéna achipa.

Obréazek 6 Achipa (Pachyrrhizus ahipa) [23]

1.4.2 Rozsireni a péstovani

VSechny tfi zndmé druhy rodu Pachyrrhizus jsou péstovany v oblasti, kterd saha
od 21° s. 8. v Mexiku az do 25° j. 8. v Bolivii a severni Argentiné. Pachyrrhizus ahipa



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

se vyskytuje sporadicky v kultivaci v Bolivii a v nékolika oblastech Argentiny,
v provinciich Jujuy a Salta, na vychodni strané Andského ddoli. Ta pochazi
pravdépodobné ze semen rostlin péstovanych v jizni ¢asti Bolivie. Bolivijsti zemédélci
pracujici v Argentiné pravé dovezli tyto semena do Bolivie. Tento genotyp lze najit
v bolivijské provincii Tarija v urodném subtropickém pasmu v nadmorskeé vySce 1000
az 300 m n. m. Podle Hermanna (1997) nebyl v Peru zjistén dfivéjsi vyskyt a jeho
zemépisny plvod je nejasny. Dnes se Pachyrrhizus ahipa péstuje v Peru omezeng, a to
v oblasti okoli mésta Tarapoto. Divoce rostouci Pachyrrhizus ahipa zatim nebyl poznan,
pfesto Brucher (Hermann 1997) uvadi, Ze by se mohl vyskytovat v misté ,,Ceja de
montanas“ v Andské oblasti. Dal$i mozné umisténi, kde se mudze plvodni rostlina

vyskytovat, je peruanské tdoli Apurimac, Ene a Mantaro [1].

Achipa se zpravidla péstuje jako monokultura, ale mize se v nékterych pripadech
péstovat s kukufici. Stfida se s plodinami: kukufice, brambory, raj¢ata, oka, podzemnice
olejna, maniok. Vysadba se provadi tak, Ze rozestupy mezi radky jsou 20-60 cm a mezi
rostlinami v Fadcich 6-25 cm, tj. 8-35 rostlin na m®. Sadi se do hloubky 15-25 cm. Je
nutné zem zbavit plevele a kameni. Pleti a dalsi rucni prace jsou dllezité pro ziskani
optimalni velikosti hlizy. O nemocech, které by napadaly tuto rostlinu, neexistuji Zadné
zdznamy. Bylo pouze pozorovano poskozeni listll, z divodu napadeni hmyzem, popfipadé

v v,

kterému je mozné zabrénit stfiddnim plodin na poli [24].

1.5 Arakaca

Arakaca neboli Arracacia xanthorrhiza pochazi z ¢eledi mifikovité (Apiaceae). Je to
stard kulturni plodina americkych indian(. Existuji tfi hlavni druhy, a to s vyrazné Zlutou,
bilou nebo fialovou barvou kofene. Casto se péstuje jako meziplodina s kukufici, fazoli
a kavou. Arakata ma vyraznéjsi chut’ nez brambory a hlizy se konzumuji pe€ené nebo
varené, mohou se pridavat do polévek ¢i dezertd. Mladé stonky se poZzivaji do salétll, nebo
jako zelenina a vyuZivaji se i jako krmivo pro hospodafska zvifata. Skrobova zrna této
plodiny jsou mal4, lehce stravitelna, proto se mliZze pouzivat do polévek pro déti, seniory
nebo osoby se zdravotnimi potiZzemi. Hlizy maji velmi kratkou trvanlivost, proto je potreba
je do tydne od sklizné zkonzumovat. Arakaca je dilezitou potravinou v Andéach, nejvétsiho
vyznamu nabyva v Brazilii, kde se péstuje pres 100 let a poskytuje pfijem tisiciim

farmarim. V Brazilii se v programu $lechténi rostlin podafilo vyvinout rdizné odridy [1].
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1.5.1 Botanicky popis

ArakaCa je vytrvala bylina, ma vétvenou lodyhu obvykle 0,6-1 m vysokou. Listy
jsou veliké, 30-60 cm dlouhé a trojnasobné délené. Kvitky jsou délené, Zlutozelené barvy
a jsou v okolicich. Obaly okolikiim chybéji [5]. Plody jsou vejcovité podlouhlé, podéIné
rozbrazdéné dvounazky. Kofen ma kuzelovity az vélcovity tvar, je ztloustly, mize
dosahnout hmotnosti aZz 1 kg, typicka je vSak hmotnost 100 az 300 g, viz Obrazek 7. Koren
je proximalné sevieny a pfipojen k podnoZi. Barva kofené byva Zluta. Jsou aromatické.
Na kofen navazuji Utvary nazyvané cormely, ty slouzi k pomnoZovani. Z nich vyristaji
lodyhy s 3-5 listy [1].

Obrazek 7 ArakaCa (Arracacia xanthorrhiza) [1]

1.5.2 Rozsireni a péstovani

Arakaca je plvodem zoblasti And Jizni Ameriky. Plvodné se vyskytovala
v Mexiku, predevsim v3ak v Peru a Ekvadoru. Dnes se péstuje hlavné ve Ctyfech zemich:
Brazilie, Kolumbie, Ekvador a Venezuela. Celkova péstitelska plocha €ini pfes 30 000 ha.
V téchto zemich je mozZné se sni setkat na méstskych trzich a je zndma témér vSem

mistnim obyvatellm. V Andach se arakaCa péstuje i v Peru a Bolivii, ale vétSina této
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produkce je urena pro obZivu mistnich obyvatel, popfipadé prebytek Grody je urCen

pro mistni trhy [25].

Arakaca je velmi dilezitou plodinou pro zemédélce, jelikoZz mlze probihat jeji
pomnoZovani kazdy rok, aniz by dochazelo ke sniZzovani zasob. K pomnoZovani
se pouZzivaji tzv. cormely a vylu¢né se pouZivaji jako propagule. V zavislosti na véku
a vyvoji, je na cormelu nékolik pupenl schopnych vyklicit. Pokud je jako propagule pouZit
velky nebo cely cormel, vyroste z néj rostlina s novymi vyhonky. Pro pfipravu propagule
se cormel oddéli od kofene a zanechd se nékolik centimetrd Fapiku. Rezné plochy
se nechaji nékolik dni vyschnout. Takto péstované rostliny mohou mit 10-20 vyhonki
[25].

1.6 Melok

Melok hliznaty (Ullucus tuberosus), z Celedi baselkovité (Basellaceae) je okopanina
plvodem z kolumbijskych, peruanskych a bolivijskych And [5]. Obecné se v oblasti svého
pdvodu (Andy) oznacuje jako ,ulluco® nebo ,melloco”. Je v oblastech péstovani velmi
popularni pro svou chut. Melok je plodina jednoducha na péstovani, je odolny vici mrazu
i suchu, avsak preferuje pidy bohaté na organické latky. Hlizy obsahuji velké mnoZstvi
vody, proto jsou velmi vhodné pro vareni. Slupka je mékka a neni tfeba ji loupat. Listy
jsou jedlé a podobné Spenatu. Melok je bohaty na bilkoviny, vapnik, karoten [22].

1.6.1 Botanicky popis

Ullucus tuberosus je vytrvald bylina. Tato plodina dosahuje mensich rozmér(
a vytvari sukulentni listy. M& duZnatou, spodem poléhavou a kofenujici, vySe otacivou
lodyhu se stfidavymi, fapikatymi, vejcitymi, celokrajnymi, srdCitymi listy. Listy jsou
lesklé, zelené, z jejich Uzlabi vyrlstaji Fidké hrozny malo Ghlednych kvétd. Kvét se sklada
z dvoulistého kalichu, z péticipé koruny o cipech protazenych v Gzkeé pFivésky, péti tyCinek
a svrchniho, vej¢itého semeniku s jednoduchou ¢nélkou. Plodem je jednosemenna, vejCita,
bobulovita tobolka. Hlizy byvaji tenké, podlouhlé nebo zakulacené s tenkou slupkou a maji
nendpadna ocka. Barva hliz byva bila, rlzova, oranZova, purpurova ¢i Cervena [5].

Jednotlivé ¢asti meloku jsou patrny na Obrazku 8.
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Obréazek 8 Melok hliznaty (Ullucus tuberosus) [26]

A — Cast lodyhy, B — podzemni oddenek s hlizami,

F — kvét, f — pestik

1.6.2 Rozsiteni

V Ekvadoru je melok 2. nejpéstovanéjsi plodinou hned po bramborach. V Peru
a Bolivii ma Ullucus tuberosus mensi vyznam, je 3. nejcastéji péstovanou plodinou
po bramborach a oce [22]. V Ekvadoru jsou vynosy 3,5 tun na hektar, zatimco v Peru je
primérny vynos 4-5 tun na hektar. V Bolivii je melok péstovan na pfiblizné 3000 ha
a vynos €ini 3-5 tun na hektar [27].

1.6.3 Péstovani

Melok je vytrvald bylina, kterd se péstuje hlavné v horskych rovnikovych oblastech
And, ale da se péstovat kazdorocné i v naSich mirnych podminkach. Rostliny
se rozmnozuji hlizami, podobné jako u brambor. Hlizy potfebuji dostatek svétla a vody.
Sadi se 2-5 cm hluboko, v zavislosti na velikosti hliz. Rozestupy mezi hlizami by mély byt
20-30 cm. Ideélni Cas je od konce bfezna do konce dubna. Rostliny preferuji mirné teplo,
ale nesnesou sucho. Hlizy se zaCinaji tvofit od konce z&fi, poté i malé stonky. Pokud
se tyto malé stonky dostanou do pddy, budou se z nich vytvaret dal$i hlizy. Hlizy dosahuji
pIné velikosti na podzim v listopadu nebo prosinci. Je potfeba provadét pravidelné
zavlazovani. Melok midZe byt péstovan na chudych pldach. Ty musi byt ale lehké. Je pH
rezistentni, i kdyZz preferuje pH v rozmezi 5,5 az 6,5 [28]. Jde o kratkodenni rostlinu.

Pozadavky na srazky se pohybuji v rozmezi 800-1400 mm rocné. Je mrazuvzdorna, ale
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pouze do urcité miry. ProtoZe hlizy podléhaji rychlé zkaze, obyvatelé je suSi nebo
zmrazuji. Tento produkt nazyvan lingli nebo chufio se dale mele a poté je pridavan
do mouky [27].

1.7 LichorefiSnice hliznata

Lichofefidnice hliznatd (Obrézek 9) (Tropaeolum tuberosum), tzv. mashua, patfi

do Celedi lichofefisnicove (Tropaeolaceae) [5].

Obréazek 9 Lichoferisnice hliznata [29]

1.7.1 Botanicky popis

Je to bylina s jedlymi hypokotylnimi hlizami vyristajicimi z prvniho ¢lanku stonku.
Hlizy jsou obvykle 5-15 cm dlouhé o priiméru 3-6 cm. Povrch hlizy méa pokozkou, ktera
po doteku plsobi mirné voskoveé. Barva i tvar hliz jednotlivych kultivar(i se od sebe zna¢né
li5i. Na horni strané hliz tésné pod povrchem nebo v jeho Udrovni rostou
tenké oddenky s adventivnimi koreny. Shora na oddencich vyristaji lodyhy. Pomérné
duznaté lodyhy po vyraSeni jsou vzpfimené, ale brzy se vyvrati, stanou se plazivé a rostou
po zemi nebo pokryvaji jiné rostliny. Pokud maji oporu, vyristaji az do vysky 2 m.
Zachytavaji se svymi ovijivymi listy s nacervenalymi fapiky dlouhymi 5-20 cm. Cepele
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listl jsou dlouhé 4-6 cm a Siroké 5-7 cm s tupou Spickou mirné ohnutou nahoru, horni
strana je tmavé zelend a spodni svétle. Soumérné kvéty vyrdstaji osamoceng
na stopkach, které jsou dlouhé 15-25 cm. Kalich ma pét napadné zbarvenych lalokovitych
listk{, Zluté nebo Cervené, spodni jsou kopinaté 12—14 mm dlouhé a 4-5 mm $iroké u baze,
ostatni maji délku 18-22 mm a Sifku 6-8 mm. V kvétu je 8 volnych ty€inek, semenik je
svrchni, Enélky maji  tfi blizny. Lichofefisnice hliznata zaCind kvést 3-4 mésice
po vykliceni a kvete 1-1,5 mésice, kvét byva otevien 8-15 dnll, je bohaty na pyl a laka
hmyz i drobné ptactvo. Plodem je tobolka se tfemi semeny [5], [30].

1.7.2 Rozsiteni

Tropaeolum tuberosum pochazi z centralnich And, mezi 10° a 20° j. ., v okoli
panve Titicaca. Postupné se dostalo do Kolumbie, severni Argentiny a Chile. Pfiblizné
6 000 ha se kaZdorocné osiva i v Peru [31]. LichofefiSnice se péstovala od pradavna a jeji
hlizy jsou Casto nachazeny v archeologickych nalezistich. Je to dikazem jejich
vyznamnosti v dobé Ink(. Plané rostouci lichofefisnice se vyskytuje ve vihkych,

zalesnénych oblastech v nadmofrskych vySkach 3000 m, v Peru a Ekvadoru [32].

1.7.3 Péstovani

Podle archeologickych nalez(l se lichofefisnice hliznata vyskytuje v oblasti And
od pocatkl doby Ink(. Péstuje se pro své jedlé hlizy, které se jedi jako kofenova zelenina,
nejcastéji v nadmorskych vySkach od 3000 do 4000 m, v mistech s extrémnimi teplotami,
s kolisajicimi srazkami, silnymi vétry a nekvalitni plidou. Je povazovana za dilezity
potravinovy zdroj na tamnim venkové. VyZzivna hodnota hliz je vysokd, suché hlizy
obsahuji témér 80 % sacharidli, 15 % bilkovin a velké mnoZstvi B-karotenu a vitaminu C.
Malokdy se lichofefiSnice hliznatd péstuje na poli jako monokultura, vétSinou spolecné
sdalsi  mistni plodinou,  napf. brambory, Stavel  hliznaty, melok hliznaty, merlik
Eilsky nebo bob obecny [25]. Casto se péstuje v Fadcich ohrani€ujicich policka, za Géelem
odrazeni Zivoc¢isnych skldcl i plisfiovych onemocnéni, tato jeji schopnost se pfipisuje
vysoké Urovni isothiokyanatdl. Pokud se sazi na celé pole, pak pro jeji minimalni naroky
na Uzivnost pldy, jako posledni rostlina pfed obcasnym "odpocivanim" pole, kde pole lezi
jednu nebo dvé sezony ladem. Tamni rolnici maji kdispozici minimum hnoje,
primyslovych hnojiv a pesticidl. Snizuje se tak i pFipadné zaplevelovani plidy, nebot
lichofefiSnice hliznata vyraSi pFisti rok i z té nejmensi zapomenuté hlizky. Od vysazeni
do sklizné hliz (za 200 az 245 dn() se o plodinu nikdo nestara [30].
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2 CHEMICKE SLOZENI AANTIOXIDACNI UCINKY JAKONU

2.1 Chemické slozeni listd jakonu

Listy jakonu obsahuji pfes 80 % vody, 2 % popelovin, 3 % proteinl, 1 % sacharid(
a 1 % lipid( [33]. V listech jakonu jsou obsaZeny katechin, terpeny a flavonoidy [34].
Z dalSich sloucenin jsou zastoupeny polyfenolické antioxidanty, zvlasté chlorogenova
kyselina (Obréazek 10) a 3,5-dikavoylchinova kyselina [35]. Valentova et al. [19] nalezli
ve dvou frakcich z jakonovych listl kévovou kyselinu, chlorogenovou kyselinu,

protokatechovou kyselinu a stopy ferulové kyseliny [19].

HQ CO,H

HO™"

OH

OH
OH

Obrézek 10 Chlorogenova kyselina [7]

Bylo zjisténo, Ze methanolicky extrakt jakonovych listdl obsahuje ve frakci
rozpustné v ethylacetatu ent-kaurenovou kyselinu (ent-kaur-16-en-19-ovou kyselinu)
(Obrazek 11 (1V)) a analogicky diterpen, derivat kaurenu, 16-epoxid 15-a-angeloyloxy-
ent-kauren-19-ové kyseliny (Obrazek 11 (VII)) [36]. Tyto a dalsi dvé znamé
angeloyoxykaurenové kyseliny, 18-angeloyloxy-ent-kaurenova kyselina (Obrazek 11 (V1))
a 15-a-angeloyloxy-ent-kauren-19-ova kyselina (Obrazek 11 (V)) jsou uvadény jako
slozky jakonovych list(l. Vysoky obsah ent-kaurenové kyseliny a jejich derivatd v listech
jakonu poukazuje na to, Ze tyto diterpeny hraji ddlezitou fyziologickou roli v obranném

mechanismu trichomd rostliny [37].
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Obrézek 11 Ent-kaurenova kyselina a jeji derivaty obsaZeneé v listech jakonu [7]

IV — ent-kaur-16-en-19-ova kyselina
V - 15-a-angeloyloxy-ent-kauren-19-ova kyselina
VI — 18-angeloyloxy-ent-kaurenova kyselina

VIl - 16-epoxid 15-a-angeloyloxy-ent-kauren-19-ova kyselina

Kromg toho byly dale vyizolovany z list(l jakonu extrakci 70% methanolem pomoci
HPLC ve frakci rozpustné v ethylacetatu melampolidy s protiplisniovymi G¢inky (Obrazek

12) — novy seskviterpenicky lakton nazvany sonchifolin a rovnéz ¢tyfi znamé melampolidy

— polymatin B, uvedalin, enhydrin a fluktuanin (Obrédzek 14) [38].
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Obréazek 12 Protiplisfiové melampolidy obsazené v jakonovych listech [7]

V111 - sonchifolin, IX — polymatin B, X — uvedalin, XI — enhydrin

Ent-kaurenova kyselina se Gcastni biosyntézy fytohormonl giberelini (stimuluji
déleni bunék, kliceni semen, u nékterych rostlin kveteni), a je také obsazena v propolisu
divokych brazilskych vcel [19]. Byly izolovany tfi dominantni fytoalexiny (antimikrobiélni
latky, které jsou syntetizovany a akumulovany v rostlinach a slouzi jako aktivni obranné
latky) (Obrézek 13) — 4 -hydroxy-3"-(3-methylbutanoyl)acetofenon, 4°-hydroxy-3"-(3-
methyl-2-butenyl)acetofenon a 5-acetyl-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)benzofuran [7].

Dalsi latky nalezené v listech jakonu jsou kyselina gallova, protokatechova,
rozmarynova, kvercetin, izomery kyseliny dikavoylchinové a chlorogenové
a neidentifikované flavonidy [7]. Metabolické derivaty kyseliny skoficové, které jsou
produkovany bakteriemi Klebsiella oxytoca a Erwina uredovora, byly téZ nalezeny
v listech, stejné tak derivaty kyseliny benzoové [39]. Suché listy jakonu obsahuji esencialni
oleje B-pinen, karyofylen a y-kadinen [40]. Chemické sloZeni listd uvadi Tabulka 1.
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Obréazek 13 Protiplisfiové fytoalexiny obsazené v jakonovych hlizach [7]
| — 4’-hydroxy-3"-(3-methylbutanoyl)acetofenon
Il — 4"-hydroxy-3"-(3-methyl-2-butenyl)acetofenon

I11 — 5-acetyl-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)benzofuran

Tabulka 1 Chemické sloZeni list(l v ¢erstvém a suchém stavu (v %)

Listy

Latka A[33] B [41]

Cerstvé suché suché
Voda 83,20 - -
Popeloviny 2,68 15,98 12,52
Proteiny 2,87 17,12 21,18
Lipidy 1,24 7,40 4,20
Vlaknina 1,68 10,04 11,63
Sacharidy 1,44 8,58 -

Pozn. Data nejsou ve zdrojich uvedena.

2.2 Chemické slozeni hliz jakonu

VétSina biomasy hliz je tvofena vodou, ta tvofi vice jak 70 % hmoty Cerstvé hlizy.
Vzhledem k vysokému obsahu vody je energeticky obsah hliz pomérné nizky.
Nejpodstatnéjsi slozkou susiny jsou sacharidy; fruktdza, gluk6za a sachar6za [38]. Hlavni

zasobni latkou jsou fruktooligosacharidy, a to B-(2—1)-fruktany inulinového typu [42].

Hermann et al. [43] uvadéji, Zze fruktany jakonu jsou nizkomolekularni. Jakon
obsahuje vyznamna mnozstvi frukt6zy (3—22 % susiny koren(l) a glukézy (2-5 % susiny
kofend) [44]. Vypodtena energetickd hodnota jakonu je velmi nizka (619-937 kJ.kg™
Cerstvé hmoty) [45]. Cisneros-Zevallos et al. [46] zjistili vzajemny vztah mezi obsahem
fruktooligosacharidd a redukujicich cukrd béhem skladovéani. Obsah fruktooligosacharid(i
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se pri teploté skladovani 25 °C sniZoval, zatimco obsah redukujicich cukrli se zvySoval.
Stejny prdibéh byl sledovan i pfi teploté 4 °C, jen v mensi mite. Hlizy jakonu obsahuji také
polyfenoly (2030 mg.kg™), mezi nimi prevaZuje chlorogenové kyselina (48,5 mg.kg™).
Z aminokyselin byl vysoky obsah nalezen u tryptofanu (14,6 mg.kg™) [19]. Hlizy obsahuji
0,3-3,7 % bilkovin [7]. Chemické sloZeni hliz je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2 Chemické sloZeni Cerstvych a suchych hliz (v %)

Hlizy

Latka Cerstvé suché

A[34] B[47] CJ[48] DIJ[49] | A[34] B[47] C[48] D [49]
Voda 69,50 92,70 86,6 84,8 - - - -
Popeloviny 2,40 0,26 - 350 | 6,71 3,59 - 23,03
Proteiny 222 044 030 370 | 731 6,02 224 2434
Lipidy 013 010 030 150 | 043 132 224 987
Vlaknina 1,75 028 050 340 | 573 388 3,73 2237
Sacharidy 19,67 - - - 67,53 - - -

Pozn. Data nejsou ve zdrojich uvedena
2.3 Antioxidacni ucinky jakonu

2.3.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou fytochemikalie, vitaminy a dalSi latky, které dokaZou chranit
lidské télo pred nepriznivymi Gcinky nékterych reaktivnich sloucenin - volnych radikall
(ROS, Reactive Oxygen Species) [50]. Je prokdzéno, Ze pravidelnd konzumace ovoce,
zeleniny a jinych zdrojd antioxidantl prispivd k prevenci kardiovaskularnich
a  karcinogennich  chorob a  maji  také  protizanétlivé,  antimutagenni
a antineurodegenerativni U¢inky. Zdroje antioxidantd obsahuji mnoho rdznych sloucenin
s antioxidacnimi G¢inky. Avsak celkové mnozstvi antioxidacnich latek nemusi znamenat
celkovou antioxidacni kapacitu (TAC, Total Antioxidant Capacity), jelikoZ kazda takovato
latka vykazuje jinou schopnost inhibovat G¢inky volnych kyslikovych radikald, coz zavisi
na synergické a redoxni interakci mezi jednotlivymi molekulami [51]. Antioxidacni
aktivita je definovana jako schopnost slouceniny nebo smési latek inhibovat oxidacni
degradaci rliznych sloucenin (napr. zabrarovat peroxidaci lipidd). Existuji dva pojmy, a to
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antioxidaCni kapacita a aktivita. Antioxidacni kapacita poskytuje informaci o délce trvani
antioxidacniho Gcinku, zatimco aktivita charakterizuje pocateéni dynamiku pribéhu
antioxidacniho procesu pfi urcité koncentraci antioxidantu. Antioxidanty se vyskytuji
témér ve vsech znamych druzich ovoce a zeleniny [52]. Podle zplisobu G¢inku jsou
rozliSovany enzymove antioxidanty a neenzymové (kyselina mocova, vitaminy C, E,
B-karoten, proteiny, flavonoidy, selen, zinek). Pfirozené antioxidanty jsou déleny
na hydrofilni, které ucinkuji pouze extracelularné a lipofilni, které se dokazou rozpustit
v tucich, diky C¢emuZ pronikaji bunéénymi membrédnami a uCinkuji intercelularné

a na amfofilni, které kombinuji obé pfedchozi schopnosti [53].

2.3.2 Antioxidacni ucinky

Jakonové listy jsou bohaté na antioxidacni latky. Jsou jim pFipisovany IéCivé
vlastnosti, pfedevsim antidiabetické [54]. SuSené jakonové listy se vyuZivaji pfedevsim
v Japonsku k pripravé Ié¢ivych nalevl, a to samy o sobé nebo ve smési s listy ¢ajovniku.
Cukrovka a dalsi komplikace spojené sni, vCetné oxidacniho stresu, jsou jedny
z nejastéjsich pFicin amrti v rozvinutych zemich. Rada studii naznaduje, Ze uZivani
polyfenolickych latek vede ke snizeni rizika diabetu 2. typu. Volpato et al. [55] prokazali
hypoglykemickou aktivitu vodnych extraktl ze susenych jakonovych listd v krmnych
pokusech na laboratornich potkanech s vyvolanou cukrovkou. Hypoglykemicky Gc¢inek
listl jakonu byl prokazan v laboratorni studii provedenou na univerzité v Tucumanu
v Argentiné. Aybar et al. [56] testovali hypoglykemicky efekt vodného extraktu
z jakonovych listli na potkanech zdravych, s prechodnou hyperglykemii a s cukrovkou
vyvolanou streptozocinem. 10% vyvar z jakonu aplikovany intraperitonealné (injekce
do dutiny brisni) i Gstné zplsobil vyznamny pokles obsahu glukosy v plasmé normalnich
zdravych potkan(. Po 30 dnech aplikace inflze diabeticti potkani vykazovali zlepsené téIni
parametry (hladiny glukdzy a inzulinu v plasmé a hmotnost téla) a ledvin (hmotnost ledvin,
pomér hmotnosti ledvin ke hmotnosti téla, oCistovaci schopnost a exkrece albuminu
v moci) ve srovnani s diabetickou kontrolou. DoSlo tedy ke sniZeni poSkozeni jater
volnymi radikaly v burkéach jater potkand, které bylo zplsobeno alkoholem. Vodné
extrakty jakonu zvySuji koncentraci inzulinu v plasmé a maji také diuretické ucinky
a lécivé acinky na kizi [13]. Valentova et al. [57] prokazali, Ze vysoky obsah fenolovych
kyselin (chlorogenovda, kavova, rozmarynova kyselina) v extraktech listl jakonu maji
vyrazny ochranny Gcinek proti oxidaGnimu poskozeni jaternich bunék krys. Antioxidaéni
a antibiotické ucinky listd jakonu jej pfedurcuji pro pouZiti v prevenci a Ié¢bé chronickych
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onemocnéni napf. oxidativni stres a diabetes [58]. Podobné zavéry byly publikovany
ve studii z roku 2003, ve které byla popisovana vysoka antioxidacni aktivita rdznych
extraktll ze Smallanthus sonchifolius, proto by se tato rostlina mohla vyuzit v lidské stravé
jako potencialni Iék na prevenci chronickych nemoci zplsobenych radikaly napt. kornaténi
cev [59]. V nejnovéjsi studii z roku 2011 bylo zjisténo, Ze sekviterpenické melampolidy —
polymatin B, uvedalin, enhydrin a sonchifolin maji protirakovinné G¢inky a inhibuji buriky
rakoviny délozniho Cipku. Bylo prokéazano, Ze tyto latky snizuji proliferaci (bujeni) bunék

a zpUsobuji jejich apoptézu (naprogramovana bunééna smrt) [60].

2.4 Metody pro stanoveni antioxidacni aktivity

Pro stanoveni antioxidani aktivity existuje Fada analytickych metod. V oblasti
chemickych analyz a biologického hodnoceni antioxidacnich charakteristik byly
v poslednich letech vypracovany ¢etné metody umoZzfujici stanoveni antioxidacni aktivity.
Jsou principielné odlisné a postupné se vyviji jejich modifikace. Jejich z&kladnim smyslem
je charakterizovat antioxidacni aktivitu v podminkéch blizkych fyziologickému prostredi,
avSak vétSina z nich neni optimalizovana pro automatizovanou analyzu [61]. VétSina
pouzivanych metod je zaloZena na eliminaci radikall — napfiklad metoda DPPH, TEAC,
ORAC nebo na hodnoceni redoxnich vlastnosti — FRAP, voltametrie, vysoceucinna
kapalinova chromatografie [62]. P¥i hodnoceni antioxidacni aktivity je posuzovano
plsobeni latek rlzné chemické povahy s odlisSnymi reakénimi mechanismy a pouZivaji
se metody zaloZzené na rlzném principu. K charakterizaci potravinového materialu
z hlediska antioxidacnich vlastnosti je proto vhodné pouzit vice metod [61]. Déle jsou
uvedeny metody, které byly pouZity pfi stanoveni antioxidacni kapacity vzorkl listl

jakonu v prakticke €asti diplomové préce.

2.4.1 Metody zalozené na eliminaci radikal(
Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC)

TEAC je metoda zaloZena na zhaSeni syntetického stabilniho radik&loveho kationu
ABTS+e. Nékdy je rovnéZz oznaCovana jako metoda ABTS. Nejcastéjsim prekurzorem pfi
ziskdvani ABTS+e je ABTS (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Radikdl ABTS+e se vytvafi pfimo v reakéni smési oxidaci ABTS. Reakce ABTS+e
s latkou, kterd& méa antioxidaCni uCinky se sleduje spektrofotometricky. ABTS+e ma

vyraznou modrozelenou barvu a reakci antioxidantem se redukuje a odbarvuje. Pfi této
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touto metodou se nejCastéji provadi pomoci komeréné vyrabénych setl. Celkova
antioxidaCni kapacita vzorku je prepocCitdvana na standardni latku Trolox, coZ je 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 karboxylova kyselina. Trolox je derivat vitaminu E

a je rozpustny ve vodé [62].
Metoda DPPH

DPPH test je zaloZzen na schopnosti stabilniho volného radikalu 1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPH test je pfi reakci s donory vodiku
selektivnéjsi nez ABTSe+. PFi tomto testu se vyuZiva slouCeniny DPPH, kterd je
v methanolovém roztoku v barevné radikalové formé. DPPHe vykazuje silnou absorpci
v UV/VIS spektru. Redukce DPPH antioxidantem nebo radikalem se projevuje
odbarvenim roztoku, které se méfi spektrofotometricky pfi 517 nm [61]. Jako standard lze,
kromé Troloxu, pouzit kyselinu gallovou, vitamin C Ci epikatechin. UrCuje se mnoZstvi
standardu, které je ekvivalentni reduk¢ni ucinnosti testovaného vzorku. Jedna se o metodu
nepfimou, jejiz vysledky nepostihuji skutecny antioxidacni potenciél potravin in vivo tj,
po jejich poziti, ale jsou mu pouze Umérné. Proto je metoda povaZovana pouze

za orientacni. DPPH test se dale pouzivad ke kinetické analyze, kdy se méfi pokles

absorbance v zavislosti na ¢ase [63].

2.4.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek
Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric reduction antioxidant power) je zalozena na redukci
Zelezitého komplexu TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) s hexokyanatanem
draselnym Kjs[Fe(CN)g], nebo chloridem Zelezitym FeCls;, které jsou témeér bezbarvé
a po redukci, eventuelné po reakci s dalSim Cinidlem vytvari barevné, modre zbarvené
Zeleznaté komplexy méfitelné spektrofotometricky pfi vinové délce 593 nm. Reakce pFi
metodé FRAP se provadi v prostiedi pufru, kdy kromé vzorku, resp. standardu, se pfidava
roztok hexakyanoZelezitanu draselného a chloridu Zelezitého. Léatky s odpovidajicim
redukénim  potencidlem redukuji Zelezitou sGl na Zeleznatou, ta reaguje
s hexakyanoZelezitanem za vzniku modrého zbarveni, které se méfi spektrofotometricky
pfi 700 nm. Jako standard Ize pouZzit roztok kyseliny gallové, epikatechinu nebo Troloxu.
Vysledky se vyjadfuji ekvivalentnim mnoZstvim standardu odpovidajiciho 1 g nebo 1 ml
vzorku se stejnou redukéni aktivitou [62], [63].
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2.4.3 Stanoveni celkovych polyfenol(

Pro stanoveni obsahu celkovych polyfenolli se pouziva fotometrickd metoda
s Folin-Ciocaltauovym Cinidlem (FC) a standardem kyseliny gallové. Principem této
metody je oxidace nebo redukce fenolovych latek pfi reakci s FC Cinidlem, které se sklada
z wolframu sodného, kyseliny orthofosfore€né, kyseliny chlorovodikové, molybdenanu

sodného, siranu lithného a bromu [64].
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3 ANTIMIKROBIALNI UCINKY LISTU JAKONU

Antimikrobiélni latky jsou latky pfirodniho charakteru, které maji toxicky ucinek
na mikroorganizmy. Mohou byt produkovany mikroorganizmy (antibiotika),
nebo se vyskytovat vrostlinach jako jejich obranny mechanizmus. Gramnegativni
mikroorganizmy jsou obecngé vici plsobeni inhibi¢nich latek rostlinného plivodu odolnéjsi

nez grampozitivni, protoZe maji bunécnou sténu obklopenou vnéjsi membréanou [65].

3.1 Mechanismus pUsobeni

Mechanismus plsobeni antimikrobialnich latek na bakterialni buriku vzhledem k jejich
rozdilné chemické strukture mdze byt na riizné Grovni, a proto je Ize rozdélit podle mista

plsobeni do vice skupin.

3.1.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécna sténa mikroorganizmd udrZuje tvar a zabezpecuje optimalni nitrobunééné
prostredi. Jeji poSkozeni nebo inhibice tvorby nékteré ze sloZzek vede k poruse jeji funkce
az k lyzi bunky. To je moZzné zejména u grampozitivnich bakterii. Timto mechanismem
plsobi beta—laktamova antibiotika napf. peniciliny a cefalosporiny. NavéZou
se na specifickd vazebna mista, ¢imz inhibuji transpeptidazy, které jsou nutné k tvorbé
peptidoglykant v bakterialni buné¢né sténé. PFi rlistu vznikaji buriky s defektni bunécnou
sténou, které nejsou schopné odolavat osmotickému tlaku, jenz je uvnitf mikroorganizmi
velmi vysoky. Takto obnaZzené bunky jsou nakonec zlikvidovany bunkami hostitele,
nebo dochazi k jejich rozpadu. Antimikrobialni latky pdsobici timto mechanismem pisobi

jen v dobé rlstu mikroorganizmd, ale maji baktericidni G¢inek [66].

3.1.2 Poskozeni syntézy plazmatické membrany

PlazmatickA membrana izoluje wvnitfni prostfedi bunfky od wvnéjSiho a ma
polopropustné vlastnosti [67]. Tvofi pfedevsim osmotickou bariéru bunky. lonty
a metabolicky potfebné latky, jako jsou napf. aminokyseliny, puriny, pyrimidiny a dalsi,
jsou pomoci této membrény koncentrovany uvnitf buriky [66]. Antibiotika poSkozujici
syntézu plazmatické membrany méni permeabilitu bunééné membrany, a tim zplsobuji
ztratu jeji osmotické celistvosti. Tato antibiotika obsahuji hydrofilni a lipofilni oblasti.
Vazou se na lipofilni soucCasti bakterialni bunécné membrany. Vodou, kterou s sebou

nesou, zvétSuji povrch bunky, dokud se membrana nezhrouti. Jejich efektivita zavisi
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na mnozstvi fosfolipid( v bunécné membrané a jejich schopnosti pronikat sténou buriky
[68]. K preparatdm vyvolavajicim poskozeni plazmatické membrany patfi: peptidy
(polymyxicin, bacitracin) a antifugalni polyenova antibiotika (amfotericin B, nystatin)
[67].

3.1.3 Inhibice proteosyntézy

Latky blokujici syntézu bunécnych proteinli plsobi prevazné bakteriostaticky.
Do této skupiny patfi aminoglykosidy, tetracykliny a makrolidy. Tetracyklinova antibiotika
inhibuji vznik mukopeptidaz, a tim i odbouravani vnitfnich vrstev bakterialni stény.
Kombinuji-li se nevhodné s peniciliny nebo cefalosporiny, bakterialni buriky neztraci svoji

pevnou sténu a nelyzuji [68].

3.1.4 Porucha syntézy nukleovych kyselin

Nékteré preparaty mohou narusovat syntézu nukleovych kyselin v rliznych fazich
jejich vystavby [66]. Zasahuji do replikace nebo transkripce DNA [68]. Vzhledem k tomu,
Ze tyto procesy jsou jen minimalné odlisné od bunék bakterialnich a vysSich organizmd,
maji tyto preparaty pomérné velkou toxicitu. K témto preparatlim lze fadit: rifampicin,
kyselinu nalidixovou a oxolinovou, fluorochinolony, trimetoprim, antivirové preparaty
a protinadorova chemoterapeutika [66]. Nap¥. rifampicin blokuje iniciaci transkripce tim,

Ze se vaze na RNA - polymerazu [69].

3.1.5 Inhibitory intermediarniho metabolizmu (kompetitivni inhibice)

Kyselina paraaminobenzoova tvofi nezbytnou soucéast koenzymu kyseliny listové.
Vy38i organizmy nedovedou syntetizovat kyselinu listovou a jsou zavislé na jejim pFisunu
zvenCi, zatimco bakterie ji syntetizuji [66]. Bakterialni syntézu kyseliny listové inhibuji
sulfonamidy [68]. Bakterie, které nesyntetizuji kyselinu listovou, nejsou inhibovany
sulfonamidy a jsou tedy primarné rezistentni [66].

3.2 Antimikrobialni ucinky
Jak bylo uvedeno v kapitole 2.1, listy jakonu obsahuji antimikrobialni latky, a to
melampolidy (Obrazek 12) — sonchifolin, polymatin B, uvedalin, enhydrin a fluktuanin
(Obrazek 14). Tyto latky vykazuji protiplisiove ucinky. Déale obsahuji fytoalexiny

(Obrazek 13) — 4’-hydroxy-3"-(3-methylbutanoyl)acetofenon, 4°-hydroxy-3"-(3-methyl-2-
butenyl)acetofenon a 5-acetyl-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)benzofuran.
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Lin et al. [70] studovali antimikrobialni G€inky melampolidd proti Bacillus subtilis
a Pyricularia oryzae. Bylo zjisténo, Ze fluktuanin ma nejvétsi antibakterialni GCinek
na B. subtilis ze viech melampolid(. Protiplisfiové G¢inky byly zjistovany na P. oryzae.
Bylo zjisténo minimalni inhibi¢ni mnoZstvi v mg, kde fluktuaninu odpovida 25 mg
a nejvétsi minimalni inhibicni mnoZstvi pfipada na sonchifolin (150 mg). Naopak pfFi

studiu protiplisiovych Gc¢inkl bylo zjisténo, Ze fluktuanin vykazuje nejmensi Gc¢inek.

Obréazek 14 Fluktuanin [71]

Joung et al. [72] se zabyvali antibakterialnimi UCinky extraktd z listd jakonu
na Staphylococcus aureus v zavislosti na intenzité svétla. Porovnavali methanolovy extrakt
i rizné frakce a zjistili, Ze nejvétsi antibakterialni efekt vykazuje n-hexanova frakce. Velice
zajimavym vysledkem je, Ze antibakterialni uCinky byly zjistény pouze za svétla,
v temnych podminkach nebyl prokdzan antibakterialni GCinek. Tyto vysledky podmifiuji
dalsi vyzkum vzhledem ktomu, co zplsobilo zménu sloucenin za rliznych svételnych

podminek.

3.3 Metody pro stanoveni antimikrobialnich latek

Na mikroorganizmy plsobi fada chemickych latek, jak anorganického, tak
organického plvodu, které maji toxicky ucinek. Tyto antimikrobialni latky se mohou
vyuZivat jako dezinfekéni prostfedky, léky nebo potravinafskeé konzervacni prostfedky.
Ucinek antimikrobialnich latek zavisi na jejich koncentraci. Velmi nizké koncentrace
naopak mohou stimulovat Zivotni pochody v bufice. Uginna koncentrace jednotlivych latek

s antimikrobialnim ucinkem zavisi na druhu pouzité latky i na mikroorganizmu, na ktery
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latky pUsobi. Citlivost mikroorganizmd k inhibi¢nim latkdm Ize stanovit diluénimi

nebo difuznimi metodami [73].

3.3.1 Diluéni metody

Cilem dilu¢nich metod je prokézat stupen citlivosti (rezistence) testovanych
mikroorganizm( k antimikrobialnim latkdm. Tyto metody jsou vhodné ke kvantitativnimu
stanoveni stupné citlivosti (rezistence) a ke stanoveni hladiny MIC (minimalni inhibi¢ni
koncentrace, nejnizs$i  koncentrace, kterd viditelné inhibuje rlst testovaného
mikroorganizmu). Tyto metody jsou rovnéz vhodné i pro pomalu rostouci mikroorganizmy
a mikroorganizmy se specialnimi naroky na kultivaci (napf. anaerobni bakterie). Tyto
metody lze rovnéZz vyuzit také pro taxonomické UcCely nebo pro laboratorni ovérfeni
inhibi¢nich Gcinkl novych pripravk(. Pro testovani bézné rostoucich bakterii se vyuziva
Mueller-Hinton agar. Sterilni mikrodilucni plastova destiCka (Obrazek 15) obsahujici
v jednotlivych jamkach v bujénu rGzné koncentrace inhibicnich latek je inokulovana
suspenzi testovanych bakterii a poté se inkubuje pFi optimalni teploté [66], [73].
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Obréazek 15 Mikrotitracni desticka s protiplisfiovymi latkami [74]

3.3.2 Difuzni metody

Mezi difazni metody lze zafadit diskovou difuzni metodu. Jedna se o kvalitativni
metodu, kterd je zaloZena na inokulaci standardizovanym inokulem mikroorganizmd
na povrch média (nejcastéji Mueller-Hinton agar). Na povrch Petriho misky se naoCkuje
rovhomérné testovany mikroorganizmus. Papirové disky napusténé zndmymi

koncentracemi antibiotik, popf. jinymi latkami, se pfFiloZzi na povrch agaru. Béhem
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nasledujici inkubace antibiotika difunduji z papiru do agaru a jejich koncentrace ve sméru
od okraje disku postupné slabne. Uginné antibiotikum vytvofi kolem disku zénu
bez nérlstu bunék (Obrazek 16) [75]. Velikost zén je ovlivnéna sloZzenim média, pH
média, hloubkou agaru, velikosti a rychlosti rlstu inokula, koncentraci antibiotik v disku,
poctem disk(l na plotné, inkubacni teplotou, sloZenim inkubacni atmosféry a dobou
inkubace. Pro vyhodnoceni se udava prmér zény v mm. Pfi pouZiti Petriho misek
s prlimérem 9 cm by sestava méla obsahovat maximalné 6 disk(l. Po predepsané kultivaci
je méfen primér zén inhibice okolo kazdého disku. Metoda je vhodnad predevsim
ke stanoveni citlivosti (rezistence) u rychle rostoucich nenaro¢nych bakterii. Nedoporucuje
se pro bakterie se specialnimi kultivacnimi naroky (napf. anaeroby) nebo pro pomalu
rostouci mikroorganizmy [66], [73].

Obrazek 16 Mueller-Hinton agar se zonami kolem
diskd [76]
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Il. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit obsah celkovych polyfenoll, miru
antioxida¢ni aktivity, antimikrobialni G¢inky listl jakonu, a zjistit organoleptické vlastnosti
vyluhli z listd jakonu. Dale po provedeni laboratorniho méreni zhodnotit vysledky
a porovnat s védeckymi studiemi. Pro napInéni daného cile, byla vypracovéna reSer3e,

ktera se tykala témat souvisejicich s praktickou ¢asti prace.
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5 METODIKAPRACE

5.1 Charakteristika analyzovanych vzorkd

Ke stanoveni antioxidacni a antimikrobidlni aktivity byly pouzity listy t¥i druhl

jakonu: Smallanthus connatus, Smallanthus uvedalius a Polymnia canadensis.

Rostlinny material byl ziskan od Institutu tropd a subtropl, Ceské zemédélské
univerzity vPraze (ITS CzU) [77] vramci spoluprace s bolivijskou univerzitou
(Universidad Nacional “Siglo XX”, Llallagua). Plodiny byly péstovany na pokusném poli
ITS CZU v Praze.

Semena byla ziskana Institutem tropl a subtropli (CZU v Praze) pfes Index
Seminum; Smallanthus connatus v roce 2006 z Némecka (Institute of Plant Genetics
and Crop Plant Research, Gatersleben). Smallanthus uvedalius a Polymnia canadensis
v roce 2009 ze Spojenych statd americkych (The Medicinal Herb Garden at the University
of Washington in Seatle, USA.).

Semenéace Smallanthus connatus, Smallanthus uvedalius a Polymnia canadensis byly
predpéstovany ze semen ve sklenikach Botanické zahrady Institutu trop a subtropd, vysev
probéhl 28. 2. 2011. Rostliny vysoké cca 0,2 m byly vysazeny 31. 5. 2011 na pokusna pole
ITS do sponu 0,7 x 0,7 m. Pozemek se nachazi v nadmorské vySce 286 m n. m.
0 soufadnicich 50°05" s. §., 14°27" v. d., typem pUldy je hnédozem. Sedm mésici pred
vysadbou byl pozemek hnojen kompostem (30 t.ha™). Celkova délka vegeta&ni doby,
vCetné predpéstovani, ¢inila 228 dnd. Primérna denni teplota v prdbéhu polni vegetace
byla 14,7°C a Uhrn srazek 284 mm [78], [79]. V prdbéhu vegetace bylo provadéno 2x
odpleveleni a porost byl pravidelné zavlazovan.

Listy byly za uc¢elem analyz odebirany v dopolednich hodinach, z horni tfetiny stonku.
Listy byly prosté chorob, Sklidcl a mechanickych neéistot. Rostlinny material byl
bezprostfedné po sbéru uchovan v mrazicim boxu (-5 °C). Listy jakonu byly v rdmci této
diplomové prace analyzovany v laboratofich Ustavu technologie a mikrobiologie potravin
a Ustavu analyzy a chemie potravin Technologické fakulty Univerzity Tomase Bati

ve Zliné.
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5.2 Chemické analyzy

5.2.1 Stanoveni obsahu vlhkosti v listech jakonu

Metoda stanoveni vlhkosti byla pfevzata z Narizeni komise (ES) ¢. 152/2009 ze dne
27. ledna 2009, kterym se stanovi metody odbérl vzork( a laboratorniho zkou$eni
pro Ufedni kontrolu krmiv [80]. Vzorky listdl jakonu byly rozdrceny v kuchyriském mixeru
(Bosch Profi mixx 47) a navaZzeny (analytické vahy BA 110S, Sartorius) do hlinikovych
misek. Vzorky byly suSeny bez predsouseni vsu$arné (Ventical, BMT., a.s.)
do konstantniho Ubytku hmotnosti pfi (103+£2) °C. Obsah vlhkosti byl stanovovan vazkové
jako Ubytek hmotnosti z plivodni navéazky.
Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle nasledujiciho vzorce (1):

M=) 200
m

kde m je pocéatecni hmotnost zkouSeného vzorku v gramech a mg je hmotnost suseného
zkouSeného vzorku v gramech [81].

Vysledkem stanoveni byl aritmeticky primeér vysledku tfi soubézné provedenych
stanoveni, kterd spliovala podminku opakovatelnosti a byla vyjadfena v % (m/m)

ze zmrzlych listd.
5.2.2 Lyofilizace

Pro stanoveni polyfenold byly pouzity lyofilizované vzorky. Lyofilizace probihala
pi -4 °C, 12156 Pa po dobu 48 hodin (Christ Alpha 1-4 LSC, Labicom CR).

5.2.3 Extrakce

Pro jednotlivd stanoveni byl nejprve pripraven extrakt z lyofilizovanych listd
jakonu. Vzorky lyofilizatu byly pro analyzu extrahovany v Twisselmannové aparature
s 96% vodnym roztokem ethanolu (Sigma Aldrich, Némecko). Pfed vlastnim stanovenim
byl extrakt kvantitativné pfeveden do 250ml odmérnych banék a doplnén 96% ethanolem.
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5.2.4 Stanoveni celkovych polyfenol(

Stanoveni celkovych polyfenold bylo provedeno podle metody Lachmana et al. [82]
s CasteCnou modifikaci. Principem fotometrické metody je oxidace nebo redukce
fenolovych latek s Folin-Ciocalteauovym (FC) inidlem (Penta, CR). Ze zasobniho roztoku
kyseliny gallové (Merck, Némecko) byla vytvorena kalibracni fada o koncentracich
0,625-8,75 ug.ml™. Do 50ml odmérné baiky bylo ke 2,5 ml extraktu vzorku (nebo
kalibra¢niho roztoku) pfidano 25 ml destilované vody a dale 2,5 ml FC Cinidla. Smés byla
ponechana 3 minuty v klidu, nasledné bylo pridano 7,5 ml 20% roztoku Na,COs (bezvody,
p. a., Penta, CR) a dopInéno do objemu 50 ml destilovanou vodou. Absorbance byla
méfena po dvou hodinach stani na spektrofotometru (Lambda 25, Perkin Elmer, USA)
pfi vinovych délkach 745, 750, 755, 760, 765 a 770 nm oproti slepému vzorku (namisto
vzorku bylo pipetovano 2,5 ml destilované vody), aby bylo uréeno absorpéni maximum.
Vse bylo provadéno tak, aby se co nejvice zamezilo kontaktu vzorku se svétlem.
Vysledkem stanoveni byl aritmeticky prlimér ze tfi paralelné provedenych stanoveni a byl
vyjadren jako ekvivalent kyseliny gallové v g.kg™ v susiné.

5.2.5 Antioxidaéni aktivita — metoda DPPH

Antioxidacni aktivita pomoci testu DPPH byla méfena po reakci se stabilnim volnym
radikdlem  1,1-difenyl-2-pikrylhyrazylem  (radikalovy kation DPPHe+) podle
Lachmana et al. [82]. Pro stanoveni byl vytvofen Cerstvy methanolicky roztok DPPH
(methanol, Sigma-Aldrich, Némecko; DPPH, Calbiochem, U. S. and Canada). Kalibra¢ni
fada o koncentracich 40-200 mg.l" byla pFipravena ze zasobniho roztoku kyseliny
askorbové (Sigma Aldrich, Némecko). Do kyvety (1,5x1,3x3 c¢cm) byl pipetovan roztok
DPPH a nasledné byla ihned zméfena na spektrofotometru (Libra S6, Biochrom, Velka
Britanie) absorbance Aty proti slepému pokusu (methanol) pfi vinové délce 515 nm
(absorp&ni maximum DPPH). Poté byl pfidan vzorek extraktu, popf. roztoky kalibracniho
fedéni, dikladné promichano tyCinkou a zméfena absorbance Atgo po 60 minutach stani.

Antioxidacni aktivita byla vyjadfena z poklesu absorbance v % podle vztahu (2):

] ] At
% inaktivace =100 — A—GO x 100

0

kde Atg je absorbance v ase t = 60 minut od zacatku reakce, Aty je pocatecni absorbance
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v Case t = 0.

Takto vyjadiend antioxidacni aktivita byla vyhodnocena pomoci kalibrani kFivky
standardu zhotovené pro danou absorbanci v Case Aty a vysledky byly vyjadfeny jako
ekvivalenty kyseliny askorbové vg.kg? v susiné (koncentrace standardu kyseliny
askorbové, ktera by poskytla stejnou inaktivaci jako studovany vzorek). Kazdy vzorek byl
meéfen ve tfech paralelné provedenych stanovenich a vysledkem stanoveni byl aritmeticky

primeér.

5.2.6 Antioxidaéni aktivita — metoda ABTS

Metoda ABTS byla provedena dle Fidlera et al. [83]. Radikalovy kation ABTS byl
pfipraven reakci ABTS diamonné soli (Sigma Aldrich, Némecko) s peroxodisiranem
draselnym (Lachema, Neratovice). ABTS diamonné soli byla rozpusténa v destilované
vodé a poté byl pridan roztok K;S,0g v poméru 50:1. Roztok byl ponechan 16 hodin
reagovat za nepfistupu svétla pfi laboratorni teploté. Takto vznikly roztok byl smichan
s Cerstvé pripravenym octanovym pufrem o pH 4,3 v poméru 39:1 (pufr:ABTS). Ke 12 ml
této reakéni smési bylo pridano 150 pl vzorku extraktu a vse bylo dlikladné promichano.
Roztok byl ponechan reagovat po dobu 30 minut a poté byl zméfen Ubytek absorbance A
na spektrofotometru (Libra S6, Biochrom, VB) pfi vinové délce A = 734 nm. Plvodné
zeleny roztok se odbarvil na svétle zeleny aZz Ciry. Kalibratni fada o koncentracich
10-82 mg.ml™ byla pFipravena ze zasobniho roztoku Troloxu (Fluka, Némecko). Ubytek

absorbance byl vyjadien v % podle vzorce (3):

At,,

At, —
tbytek A (%) = °T><100

30

kde Atz je absorbance v €ase t = 30 minut od zaCatku reakce, Aty je pocatecni absorbance
v Case t = 0 a pomoci kalibracni kfivky prepoCten na ekvivalentni mnozZstvi Troloxu.

Vysledkem stanoveni byl aritmeticky primeér ze tfi paralelné provedenych stanoveni.

5.2.7 Antioxidaéni aktivita — metoda FRAP

Metoda FRAP byla provedena dle Fidlera et al. [83]. Reakéni smés byla pFipravena
smichanim roztok( chloridu Zelezitého (Lachema, Neratovice), TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl-
1,3,5-triazin) (Fluka, Némecko) s pfidavkem kyseliny chlorovodikove (Lachema,

Neratovice) a octanového pufru o pH 3,6 v poméru 1:1: 10 (FeCls : TPTZ : pufr). K 10
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ml reak¢ni smési bylo pipetovano 125 ul vzorku extraktu. VV tomto pfipadé byl méfen,
na rozdil od predchozich metod, néarlist absorbance pfi vinové délce A = 593 nm 10 minut
od zacéatku reakce. Rozdil narlistu absorbance pred a po skonceni reakce se vypocital
dle vztahu (4):

AA=A- A

kde A je absorbance na konci reakce tj. v ¢ase t = 10 min a Ay je absorbance na pocatku
reakce, tj. t = 0 min.

Nardst absorbance byl pfepocten na ekvivalentni mnoZzstvi Troloxu. Vysledkem stanoveni
byl aritmeticky prlimér ze t¥i paralelné provedenych stanoveni.

5.3 Mikrobiologicka stanoveni

Pro stanoveni antimikrobialnich acinkd listll jakonu byly pouzity ethanolové extrakty
(viz 5.2.3) a vodné extrakty listd jakonu.

5.3.1 Odpareni ethanolu

Vodné extrakty listl jakonu byly pFipraveny odparenim ethanolu z ethanolovych
extraktll na vakuové odparce (Laborota 4000, Heidolph, Némecko). Ethanol byl odparovan
za vakua pfi 50 °C a nastaveni mnoZstvi otatek 100 ot.min™. Po odpareni ethanolu byl

extrakt nafedén destilovanou vodou a kvantitativné pfeveden do 50ml odmeérné barky.

5.3.2 Testovaci kultury

Testovacimi kulturami mikroorganizmd byly grampozitivni bakterie Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus a gramnegativni bakterie Salmonella enterica subsp. Enterica ser. Enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Serratia marcescens.
Mikroorganizmy byly ziskany ze shirky Ustavu technologie tukd, tenzid( a kosmetiky.
Ethanolové a vodneé extrakty z jakonu byly aplikovany na tyto mikroorganizmy za ucelem

zjisténi inhibi¢niho Ucinku extraktd.
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5.3.3 Priprava zivnych pld
Byl pfipraven masopeptonovy bujon (MPB) (HiMedia Laboratories, Indie) pro
kultivaci zkoumanych mikroorganizmd, viz Tabulka 3.

Tabulka 3 Charakterizace MPB

Masopeptonovy bujon (MPB)

Davkovani 13g.I"

SloZeni Pepton 5.7
Masovy extrakt 3g.l"
NaCl 3g.l"

pH 73402

Do reagenc¢ni lahve bylo navazeno 6,5 g Zivné plidy na laboratornich pfedvazkach
(Kern and Sohn, Némecko). Nasledné bylo pfidano 500 ml destilované vody. Bylo
aplikovano 5 ml bujonu do zkumavek. Pfipraveny bujén a zkumavky s bujénem
pro kultivaci mikroorganizmd byly sterilovany v autoklavu (VARIOKLAV 75S, 135S,
H+P Labortechnik, Némecko) pfi 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilaci byly do zkumavek
asepticky naoCkovany pfislusné mikroorganizmy a inkubovany v termostatu (BT120,
Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika) pfi 30°C po dobu 24 hodin.

Pro diskovou difuzni metodu byl pFipraven Mueller-Hinton agar smichanim
Mueller-Hinton bujénu (HiMedia Laboratories, Indie) a Zzivného agaru (HiMedia
Laboratories, Indie) podle Tabulky 4. Ten byl sterilovan v autoklavu pfi 121 °C po dobu
15 minut. Poté byl sterilné rozlit do Petriho misek.
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Tabulka 4 Charakterizace Mueller-Hinton agaru

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton bujén

Davkovani 38¢.I"

Slozeni Pepton z kaseinu 1759.I"
Hovézi vytazek 29"
Skrob 1,5¢9.1"

pH 74+0,2

Zivny agar

Davkovani 23¢.1"

Slozeni Agar 15g.I"
Pepton ze Zelatiny 5.7
Masovy extrakt 30"

pH 6,8+0,2

5.3.4 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok byl pfipraven navdZenim 0,85 g chloridu sodného do odmérné
bariky o objemu 100 ml a dopInénim destilovanou vodou po rysku. Do zkumavek bylo
napipetovano 10 ml fyziologického roztoku, a poté byly zkumavky sterilovany pfi 121 °C
po dobu 15 minut v autoklavu.

5.3.5 Mikrodiluéni metoda

Do kazdé z jamek mikrotitracni destiCky (Micronaut S, Merlin, Némecko) bylo
nepipetovano 200 pl masopeptonového bujonu. Mikrotitracni desticka byla rozdélena
podle koncentraci extraktu a pfidaného mikroorganizmu. Do pfislusnych jamek bylo
pfidano 50, 40, 22,5; 17, 11, 5,5; 2,75 pl extraktu jakonu. Nasledné bylo pfidano 5 pl
24hodinové suspenze bakterii do pfislusnych jamek podle Tabulky 5. Takto byly
pfipraveny mikrotitracni desticky s grampozitivnimi bakteriemi a mikrotitraCni desticky
s gramnegativnimi bakteriemi. Pro kontrolu byly pfipraveny mikrotitrani desticky, kde
byl misto extraktu pfidan 96% ethanol pouZzity v ethanolovych extraktech podle stejného
schématu. DestiCky byly pFikryty vicky, vioZzeny do nepropustného obalu a kultivovany 24
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hodin pfi 30 °C. Po ukonCené kultivaci na pfistroji Microplate reader Benchmark (Bio-
Rad) byla zmérena hodnota hustoty bunék pri 655 nm (OD655) [73].

Tabulka 5 Schéma mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

00| 00 | 00 { 00 | 0,0 00 (00|00 |O00]O007]00] 00

20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 |20,0| 20,0 | 20,0 [ 20,0 | 20,0 | 20,0

16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7 | 16,7

10,1 | 101 | 10,1 | 10,1 | 10,2 | 10,1 | 10,1 10,1 | 10,1 (10,1 10,1 | 10,1

78 | 78 | 7,8 | 1.8 | 7.8 /78 |78 |78 |78 |78 |78 78

52 | 52 5,2 5,2 5,2 52 | 52|52 |52 |52 (52|52

2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,71 | 2,7 | 27 | 27 | 2,7 | 2,7 | 2,7

Il | T mf Ol O @ >

14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 1,4 |14 | 14 | 14 | 14 | 14 | 14

Bacillus subtilis/Salmonella enterica
Bacillus cereus/Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus luteus/Escherichia coli
Enterococcus faecalis/Citrobacter freundii

Staphylococcus aureus/Serratia marcescens

Pozn. Hodnoty vtabulce znaCi procentudlni koncentraci extraktu v jamce. Barvy

znazornuji, jaké mikroorganizmy byly naoCkovany do jamek.

5.3.6 Diskova difuzni metoda

Byly pfipraveny testovaci kultury tak, Ze 1 ml suspenze narostené za 24 hodin byl
naoCkovan do 10 ml fyziologického roztoku. Na povrch Mueller-Hintonova agaru
v Petriho miskéch zbaveného nadbytec¢né vihkosti bylo napipetovano 0,1 ml tekuté kultury
testovaného mikroorganizmu a hokejkou rovnomérné rozetfeno. Inokulum bylo nechano
zaschnout. Testovaci disky byly vloZeny do extraktu. Poté byly sterilni jehlou pfiloZeny
na povrch pldy. Byl vioZen i kontrolni disk napustény sterilni vodou. Disky byly
rozlozeny tak, aby byly dostatecné vzdaleny od kraje misky i od sebe navzajem. Petriho

misky byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 30 °C [73].
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5.4 Senzorického hodnoceni

Pro senzorickou analyzu byly pouzity vSechny tfi druhy listl jakonu: Smallanthus

connatus, Polymnia canadensis, Smallanthus uvedalius.

5.4.1 Podminky senzorického hodnoceni

Pribéh senzorického hodnoceni a vybaveni mistnosti odpovidalo pFesné
definovanym podminkam podle mezinarodnich norem CSN ISO 6658 [84] a CSN ISO
8589 [85]. Mistnost byla vybavena 12 oddélenymi hodnotitelskymi kdjemi, které byly
upraveny tak, aby byl omezen kontakt s ostatnimi hodnotiteli. Celkem byly uskute¢nény
dvé senzorické analyzy vodnych vyluhl z listd tfi druh( jakonu. Na senzorickém
hodnoceni bylo pfitomno 12, resp. 13 posuzovatelli (zaméstnanci a studenti Ustavu
technologie a mikrobiologie potravin a Ustavu biochemie a analyzy potravin, UTB
ve Zling). Pred vlastnim senzorickym hodnocenim byli posuzovatelé zaskoleni a pouceni
0 jeho cilech. Hodnoceni probéhlo v terminech 5. a 9. 12. 2011. P¥i samotném senzorickém
hodnoceni byly pouzity metody: pofadova zkouska, pofadova preferencni zkouska, parova
porovnavaci zkouska. VVzor pouZzitého dotazniku je uveden v pfiloze (Pfiloha P I). VVzorky
oznatené kody byly podavany pfi laboratornich podminkach ((22+2) °C, 101 kPa).
Posuzovatelé méli k dispozici vodu jako neutralizator chuti. Posuzovatelé byli na Grovni
laicky nebo zasvéceny posuzovatel, aby se vysledky co nejvice blizily skute¢nému
spotrebiteli [86].

5.4.2 PFiprava vzorku

Pro pripravu byly vybrany listy, které nevykazovaly Zadné zndmky chorob, plisni,
mechanického ani jiného poSkozeni. Zmrzlé listy jakonu byly nechény rozmrznuty
a nasledné ususeny pri laboratorni teploté (22+2) °C po dobu 3 dnl. Vodné vyluhy z listd
byly pFipraveny z ususenych listl. Priprava byla provedena podle vyrobce jakonového ¢aje
(Naturvital) s modifikaci [87]. Bylo navaZeno 1,5 g ususenych list(i na 600 ml vody. Listy
byly spafeny vafici vodou (rychlovarna konvice, Zelmer 172010, Némecko) a luhovany 3

minuty, poté byly listy vyjmuty.

5.4.3 Vlastni senzorické hodnoceni

Cilem testu bylo zjistit, ktery vodny wvyluh se hodnotitelim jevi jako
nejprijatelngjsi. K hodnoceni miry trpkosti (1 — nejvice, 3 — nejmeéné), byla pouzita
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poradova zkouska. Ke zhodnoceni viiné a chuti byla vyuZita parova porovnavaci zkouska.

Daéle byl proveden i preferencni test [88].

5.4.4 Statistické hodnoceni

Namérené hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky prdmér + smérodatna odchylka.
Vysledky preferenénich zkouSek byly statisticky zpracovany Friedmanovym testem
s Pearsonovym rozdélenim a vysledky parovych zkou$ek (jednostranny test) pomoci testu
o0 parametru binomického rozdéleni [88]. VVSechna statistickd vyhodnoceni byla provadéna
na hladiné vyznamnosti a = 0,01, tj. vysledky jsou pfesné s 99% pravdépodobnosti.
K vyhodnoceni byl pouzit program Microsoft Office Excel 2007.
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6 VYSLEDKY ADISKUZE

6.1 Stanoveni obsahu vlhkosti list(l jakonu

Podle vzorce (1) byl vypocitan primérny obsah vihkosti (viz Tabulka 6).

Tabulka 6 Obsah vihkosti listl jakonu (v %)

Druh Vlhkost

Smallanthus connatus 82,1+04
Polymnia canadensis 78,2+0,2
Smallanthus uvedalius 82,1+£0,8

Obsah vlhkosti byl stanoven v listech tfi druhll jakonu. Primérny obsah vihkosti
v listech byl okolo 81 %. Nejvétsi obsah vihkosti byl zjistén v listech Smallanthus
ktery je asi 0 5 % nizsi nez u ostatnich druhl. Vysledky ziskané analyzou jsou v souladu

se zavéry Calvina [33], ktery uvadi, Ze listy jakonu obsahuji 83,2 % vody.

6.2 Stanoveni celkovych polyfenol(

Pro analyzu celkovych polyfenold byla zjisténa absorpéni maxima u listl vsech tFi
drunll jakonu (Obrazek 17, 18, 19), podle kterych byly vytvoreny kalibracni kFivky
pro dané druhy (Obrazek 20, 21, 22). Pomoci rovnice regrese kalibracni kfivky bylo
vypocitano mnozstvi celkovych polyfenoll vyskytujicich se v listech jakonu. Namérené
hodnoty celkovych polyfenold jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 7). Pro nadzornost jsou
uvedeny i na obrazku (Obrézek 23).
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Obrazek 17 Absorpéni maximum Smallanthus connatus
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Obrazek 19 Absorp&ni maximum Smallanthus uvedalius
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Obréazek 20 Kalibraéni krivka Smallanthus connatus
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Obréazek 21 Kalibra¢ni kfivka Polymnia canadensis
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Obréazek 22 Kalibraéni kfivka Smallanthus uvedalius
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Tabulka 7 Priimérny obsah celkovych polyfenold v listech jakonu (v g EGAkg™)

Druh Obsah polyfenolickych latek
Smallanthus connatus 12,53 + 0,03
Polymnia canadensis 12,17 £+ 0,14
Smallanthus uvedalius 10,08 + 0,16

Pozn. EGA - ekvivalent kyseliny gallové

[
N

= =
o N

(o)

N

N

Obsah celkovych polyfenold v g EGA kgt
(2]

o

E Smallanthus connatus i Polymnia canadensis i Smallanthus uvedalius

Obrézek 23 Obsah celkovych polyfenoli v listech jakonu (v g EGA.kg™)

Z vysledkd vyplyva, Ze jednotlivé druhy jakonu obsahuji podobnd mnoZstvi
celkovych polyfenold, zvlasté pak druh Smallanthus connatus a Polymnia canadensis.
Ztabulky (Tabulka 7) je patrné, Ze nejvy$si mnozstvi polyfenoll obsahoval druh
Smallanthus connatus a nejméné druh Smallanthus uvedalius.

Podle Lachmana et al. [89] obsahuji listy jakonu (Smallanthus sonchifolius)
13,7 g EGAkg™ v susing. Z vysledk(i je moZné usuzovat, Ze listy jakonu Smallanthus
connatus a Polymnia canadensis maji velmi podobny obsah celkovych polyfenol(.

Lebeda et al. [19] zkoumali 9 rliznych genotypl jakonu a zjistili, Ze jakonové listy
obsahuji prlimérné 17,3 g.kg™ suché drogy celkovych polyfenold. Tyto hodnoty prevysuji

nami stanovené, coZ lze vysvétlit napf. podminkami péstovani, prostfedim, teplotou,
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srazkami, jelikoZz vykazuji znacnou morfologickou, chemickou a vynosovou variabilitu.
Autofi neuvadgji standard, proto nelze vysledky zcela objektivné porovnavat.

Lachman et al. [90] zkoumali 5 druhd jakonu z Bolivie, Ekvadoru, Nového Zélandu
a Némecka. Studované druhy obsahovaly od 6,9 do 18,1 g EGA.kg™ celkovych polyfenold
v susiné list(.

Chen et al. [91] studovali vliv rlznych typl extrakce na vysledek celkovych
polyfenolll v listech jakonu. V suSiné detekovali obsah celkovych polyfenold
az 32,9 g.kg®. Tento zavér mlize vézt k dal$imu zkoumani zplisobu extrakce riiznych
druh( list(l jakonu.

Pro porovnani jsou uvedeny mnozstvi celkovych polyfenoll v jinych rostlinach.
V plodech rakytniku je obsaZeno az 10,47 g EGA.kg™ celkovych polyfenold [92]. Velmi
vysoka mnozstvi celkovych polyfenolli je mozné nalézt v révé vinné. Udava se, Ze hrozen
gerveny obsahuje 2,59 g EGA.kg™ polyfenold v &erstvé hmoté. Napfriklad citrén obsahuje
0,19 g EGA.kg™ celkovych polyfenolil v gerstvé hmoté [93].

6.3 Antioxidacni aktivita

6.3.1 Metoda DPPH

Ubytek absorbance byl pomoci rovnice regrese kalibracéniho grafu zavislosti Gbytku
absorbance na mnoZstvi kyseliny askorbové (Obrézek 24) prepolten na ekvivalentni
mnozstvi kyseliny askorbové. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 8).
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Obréazek 24 Kalibralni kFivka zavislosti ubytku absorbance na mnoZstvi kyseliny
askorbové

Tabulka 8 Antioxida¢ni aktivita — metoda DPPH (v g EAA.kg™)

Druh Antioxidacni aktivita
Polymnia canadensis 2,96 £ 0,23
Smallanthus connatus 1,07 £ 0,13
Smallanthus uvedalius 0,35+ 0,02

Pozn. EAA - ekvivalent kyseliny askorbove

Z vysledki je patrné, Ze nejvyssi miru antioxidacni aktivity zjisténé metodou DPPH
ma Polymnia canadensis. Naopak nejmensi miru antioxidacni kapacity ma Smallanthus

uvedalius, a to asi 0 88 % méné neZ u jiz zminovaného vzorku Polymnia canadensis.

6.3.2 Metoda ABTS

Radikal kation byl generovan reakci ABTS diamonné soli a peroxodisiranu
draselného podle postupu popsaného v experimentalni Casti (kapitola 5.2.6). Zjisténa
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zavislost Ubytku absorbance A na koncentraci Troloxu je graficky zndzornéna (Obrazek

25). Ubytek absorbance A byl vypot&ten podle vzorce (3).
100
90 |
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70 - y = 7879,x + 1,204
: R2=0,998

Ubytek A (%)
N w N a1 (e}
o o o o o

=Y
o
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
Koncentrace Troloxu (mg.150ul1)

Obréazek 25 Kalibra¢ni kfivka zavislosti Gbytku absorbance A na koncentraci Troloxu

Byly proméfeny t¥i druhy listl jakonu. Ubytek absorbance studovanych listd byl
pomoci rovnice regrese kalibraéni kfivky zavislosti Ubytku absorbance A na koncentraci
Troloxu prepocten na ekvivalentni mnozstvi Troloxu. Vysledné prdmérné hodnoty jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka 9). Z tabulky je patrné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu mé
Polymnia canadensis. Naopak Smallanthus uvedalius vykazoval nejnizsi aktivitu, ktera je
0 24 % niZsi neZz u vySe zminovaném vzorku. Rozdilnou miru antioxidacni aktivity Ize

vysvétlit tim, Ze se jedna o rdizné druhy jakonu a mohou mit téZ odlisné chemické sloZeni.

Tabulka 9 Antioxida¢ni aktivita — metoda ABTS (v g TE.kg™)

Druh Antioxidacni aktivita
Polymnia canadensis 3,36 £ 0,01
Smallanthus connatus 2,96 £0,12
Smallanthus uvedalius 2,56 £ 0,32

Pozn. TE — ekvivalent Troloxu
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6.3.3 Metoda FRAP

Reakcni Cinidlo bylo pFipraveno dle postupu uvedeného v praktickeé Casti (kap.
5.2.7). Zména absorbance jednotlivych vzorki byla pomoci regresni pfimky kalibracniho
grafu (Obrézek 26) prepoCtena na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu a poté byla konetna
hodnota vyjadrena v g TE.kg™ v susing listd.

Jako v predchozich metodach byly proméreny tfi vzorky listd jakonu a u kazdého
vzorku byly provedeny tfi experimenty a vypoctena hodnota antioxidaéni aktivity.
Primeérné hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 10)

09 [

08 |

y =-165,0x + 0,954
R2=0,995

0,7
06 f
05 f
<C [
< C
04 |
03 |
02 f

01 |

O C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
Koncentrace Troloxu (mg.125pl1)

Obréazek 26 Kalibracni kfivka zavislosti zmény absorbance na koncentraci Troloxu

Tabulka 10 Antioxida&nf aktivita — metoda FRAP (v g TE.kg™)

Druh Antioxidacni aktivita
Polymnia canadensis 3,11 +0,01
Smallanthus connatus 8,15 + 0,09
Smallanthus uvedalius 6,81 £ 0,01

Pozn. TE — ekvivalent Troloxu
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Z vysledkll vyplyva, Ze nejvétsi miru antioxidacni aktivity metodou FRAP
vykazuje Smallanthus connatus. Mensi hodnota (0 16 %) byla prokézana u Smallanthus

uvedlius. U Polymnia canadensis byla detekovana niz8i antioxidacni aktivita, a to
az 0 62 % méné.

Pro porovnani jednotlivych metod byly ziskané hodnoty antioxidacni aktivity
graficky zndzornény (Obrézek 27) a uvedeny v tabulce (Tabulka 11). Déle je zobrazen
graf, ktery zndzorriuje antioxidacni aktivitu v listech jednotlivych druhl jakonu (Obrazek
28).

€)

v susiné
(o]
|

Koncentrace (g.kg?

EDSC =®DPC ®mDSU ®ASC ®APC ®ASU ©FSC ©FPC ©FSU

Obrazek 27 Primérné hodnoty antioxida¢ni aktivity v listech jakonu

Pozn. Standardy u metod: DPPH - kyselina askorbova, ABTS, FRAP - Trolox,
D — metoda DPPH, A — metoda ABTS, F — metoda FRAP, SC — Smallanthus connatus,
PC — Polymnia canadensis, SU — Smallanthus uvedalius
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Obrazek 28 Primérné hodnoty antioxida¢ni aktivity v listech jednotlivych druhl jakonu

Pozn. Standardy u metod: DPPH - kyselina askorbova, ABTS, FRAP - Trolox,
D — metoda DPPH, A — metoda ABTS, F — metoda FRAP, SC — Smallanthus connatus,
PC — Polymnia canadensis, SU — Smallanthus uvedalius

Tabulka 11 Priimérné hodnoty antioxida¢ni aktivity v listech jakonu

Metoda ABTS DPPH FRAP
Smallanthus connatus 2,96 1,07 8,15
Polymnia canadensis 3,36 2,96 3,11
Smallanthus uvedalius 2,56 0,35 6,81

Pozn. Hodnoty jsou vyjadeny vg.kg? vsusing listd, standardy u metod: ABTS,
FRAP — Trolox, DPPH - kyselina askorbovéa

Drfive se vétSinou antioxidacni aktivita v biologickém materialu stanovovala pouze
jednou metodou napf. metodou DPPH [94] nebo CUPRAC [95]. V poslednich letech je
pozornost vénovana riznym vysledkim ziskanym na zakladé chemicky odlisnych princip(
stanoveni. Kazda z téchto metod ma své vyhody, ale ma také své omezeni, napf. naklady
na provedeni analyzy, dostupnost reakCnich cinidel apod. Vzhledem k zajisténi
objektivnosti ziskanych vysledk( se proto v posledni dobé autofi snazi aplikovat nékolik
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metod soucasné pro sledovani antioxidacni aktivity v biologickych materidlech a také
se snazi o srovnani pouzitych metodik. Pokud jde o naklady a ¢as na provoz téchto metod
je hlavni vyhodou pouZiti jednoduchého stroje, spektrofotometru, ktery je bézné dostupny
ve vSech laboratofich. DalSi vyhodou je rychlost reakci, které probihaji max. do 1 hodiny
[96].

Vysledné hodnoty antioxidacni aktivity zmérfené za pouZziti rlznych metod
se &iselné nerovnaji, i kdyZ jsou véechny vysledky jednotné vyjadfovéany v g.kg™ susiny
listd. Je to zplsobeno tim, Ze kazda reakéni smés reaguje s rznymi antioxidanty rlznymi
mechanismy. Nejpfesnéjsi by méla byt metoda ABTS, kde Cinidlo reaguje se vSemi
latkami vykazujicimi antioxidacni aktivitu. Nékteré polyfenolické latky reaguji s DPPH
pomalu, pFipadné nereaguji viibec, proto jsou hodnoty antioxidacni aktivity stanovené
metodou DPPH nizsi. Vy38i hodnoty vykazuje metoda FRAP, kde je méfena spiSe
reduk&ni schopnost latek, kterd na rozdil od dalSich dvou pouzitych metod nemusi
korelovat pfimo s antioxidaCni aktivitou. Tento nedostatek je mozné CasteCné eliminovat
jednak paralelnim pouzitim nékolika rlznych metod a vsestrannym vzajemnym
porovnavanim vysledkl, anebo dlslednym pouzivanim jediné, peclivé vybrané metody.

Jeji vybér a jeji pfipadna modifikace by mély byt vzdy uvadény s vysledky stanoveni [93].

Pro orientaci je uvedena mira antioxidacni aktivity v rlznych materialech.
Zloch et al. [93] uvadi, Ze mira antioxida¢ni aktivity je u cibule Zluté 0,23 g EGAkg?,
v hroznu erveném je 0,28 g EGA.kg™ a v kvétaku 0,32 g EGA.kg™ v &erstvé hmoté.

v v,

Po zhodnoceni vysledk(i neni mozné obecné Fici, které listy jakonu maji nejvyssi
antioxidaCni aktivitu. Prozatim neexistuje studie, kterd by se komplexné zaméFila
na antioxidacni aktivitu listd jakonu nékolika rliznymi metodami. Presto je ziejmé, Ze
studované druhy jakonu (Smallanthus connatus, Polymnia sonchifolia, Smallanthus
uvedalius) obsahuji zna¢né mnoZzstvi celkovych polyfenolli a vykazuji vyznamnou
antioxidaCni aktivitu. Tim padem je mozné je hodnotit jako pfiznivé pro zdravi. Aby
se dosahlo dalSiho rozvoje v méfeni antioxidacni aktivity a pfedpokladaného efektu, je
Zadouci zdokonalovat metodické postupy pfi jejim urovani a podrobovat neustalému

laboratornimu testovani.
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6.4 Vysledky mikrobiologickych analyz

6.4.1 Dilu¢ni metoda

Na pfistroji Microplate reader Benchmark (Bio-Rad) byl zméfen zékal
v mikrotitraénich destickach. Aby bylo mozné vyloucit inhibicni plsobeni samotného
ethanolu, byly porovnany desticky se vzorkem ethanolového extraktu listll jakonu
s kontrolni destiCkou s Cistym ve stejnych koncentracich ethanolem. Pomoci dilu¢ni
metody se neprokazaly antimikrobialni Gcinky listd jakonu v ethanolovych extraktech,
proto byly pouZity vodné extrakty. Ani v téch nebyly prokézany antimikrobidlni ucinky.

6.4.2 Diskova difuzni metoda

JelikoZz se neprokazaly antimikrobialni Gcinky listd jakonu dilu¢ni metodou, bylo
provedeno méreni i diskovou diflzni metodou s pouzitim vodnych extraktli. Celkem bylo
pfipraveno 20 Petriho misek s danymi bakteriemi (kap. 5.4.2). Po 24hodinové kultivaci
nebyly kolem disk( pozorovany inhibiéni zény bez narQstu kolonii. Ani touto metodou

se neprokazaly antimikrobialni G¢inky listd jakonu.

PFi mikrobiologickém stanoveni se nepotvrdily antimikrobialni G¢inky listd jakonu,
coz by mohlo byt zplisobeno nevhodné zvolenou kultivaci (svételné podminky), jelikoz
Joung et al. [72] zjistili, Ze jakon vykazoval antibakterialni GCinky pouze za svétla,
v temnych podminkéch nebyl prokazan antibakteridlni ucinek. V jiné studii Lin et al. [70]
stanovili minimalni inhibi¢ni koncentrace melampolidd proti Bacillus subtilis a Pyricularia
oryzae, coz se nepodafilo prokéazat. Dalsim dlivodem, pro¢ se nepotvrdily antimikrobialni

ucinky, mdze byt jina chemicka variabilita rostliny nebo nizka koncentrace extraktu.

6.5 Vysledky senzorického hodnoceni

Vzorky listd jakonu byly hodnoceny senzorickymi metodami. Oblast senzorickych
experimentl je ale znacné specificka, protoze senzorické vlastnosti mize ¢lovék posuzovat

jen svymi smysly.

V prvnim Gkolu hodnotitelé posuzovali horkost vyluhll. Hodnotitelé ur€ili jako

nejvice horky Smallanthus uvedalius a nejméné hofky Polymnia canadensis.

DalSim ukolem bylo hodnoceni pomoci parové porovnavaci zkousky. Konkrétni
vysledky jsou graficky znazornény (Obrazek 29, 30, 31). Zkouska byla vyhodnocena
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jednostrannym testem - test o parametru binomického rozdéleni. Hodnotitelé urcili, Ze
nejméné prijemnou viini ma Smallanthus uvedalius, ale mezi vzorky Smallanthus connatus

a Polymnia canadensis nebyl urcen rozdil.

30
® Smallanthus connatus

25 Polymnia canadensis
20
15
10 -

5 ] —

0 - : .

Prijemnéjsi viing Sytéjsi barva Travovaviné

Obréazek 29 Vysledky parové porovnavaci zkousky (Smallanthus connatus a Polymnia
canadensis)

Pozn. Hodnoty na ose x zna¢i pocet hodnotiteld, ktefi dany vzorek zvolili

25
® Smallanthus connatus
Smallanthus uvedalius
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O =1 T T

Prijemnéjsi viing Sytéjsi barva Travovaviné

Obréazek 30 Vysledky parové porovnavaci zkousky (Smallanthus connatus a Smallanthus
uvedalius)

Pozn. Hodnoty na ose x zna¢i pocet hodnotiteld, ktefi dany vzorek zvolili
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Obréazek 31 Vysledky parové porovnavaci zkousky (Smallanthus uvedalius a Polymnia
canadensis)

Pozn. Hodnoty znaci poCet hodnotiteld, ktefi dany vzorek zvolili

PFi posuzovani sytéjsi barvy bylo zjisténo, Ze nélev z Polymnia canadensis ma
sytéjsi barvu nez zbyvajici vzorky Smallanthus connatus a Smallanthus uvedalius, nicméné
mezi vzorky Smallanthus connatus a Smallanthus uvedalius nebyl shledan rozdil.

Pfi urCovani intenzity travové viné nebyl mezi jednotlivymi vzorky shledan
statisticky vyznamny rozdil.
Co se tyka preferencniho testu, tak jako nejméné preferovany byl oznaCen vyluh

z listl Smallanthus uvedalius, a mezi zbylymi dvéma vzorky nebyl shledan statisticky
vyznamny rozdil.
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ZAVER

V ramci diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe se zaméfenim
na antioxidacni a antimikrobidlni G€inky v listech jakonu.

Antioxidacni aktivita a obsah polyfenolickych latek byla mérena u 3 druh( listl
jakonu (Smallanthus connatus, Polymnia canadensis, Smallanthus uvedalius). Polyfenoly
byly stanoveny fotometrickou metodou s Folin — Ciocaltauovym ¢inidlem a standardem
kyseliny gallové. K méfeni antioxidacni aktivity byly pouZity tfi metody, které se bézné
pouZivaji pfi potravindrskych analyzach. Jednalo se o metody ABTS, DPPH a FRAP.
Veskeré ziskané vysledky byly prepocéteny na ekvivalentni mnoZzstvi standardni latky
Troloxu a kyseliny askorobové a vzajemné porovnany. Tyto metody mohou slouZit jako
alternativni kritérium biologické hodnoty potraviny, nebo mohou byt pouZity jako
srovnavaci metody pro uréeni zavislosti rliznych podminek pfi jejich zisku a skladovani.

PFi mikrobiologickém stanoveni byly zjistovany antimikrobialni G¢inky listd
pomoci diskové difizni metody a dilu¢ni metody.

Konkreétni vysledky diplomoveé préce jsou nésledujici:
1. Obsah polyfenold byl nejvyssi v listech Smallanthus connatus (12,53 g EGA.kg™)
a nejnizsi u Smallanthus uvedalius (10,08 g EGA.kg™).

2. Antioxidacni aktivita metodou DPPH byla nejvys§i u Polymnia canadensis
(2,96 g EAAkg™). Pomoci metody ABTS byla naméfena nejvy3si antioxidacni aktivita
u Polymnia canadensis (3,36 g TE.kg™). Mira antioxida&nf aktivity méfena pomoci metody

FRAP byla nejvy3si u Smallanthus connatus (8,15 g TE.kg™).

3. Pfi mikrobiologickém stanoveni nebyly prokazany antimikrobialni a¢inky listl jakonu.
JelikoZ existuji studie, ve kterych byly prokazéany tyto Gcinky, je Zadouci, provadét stéle

nové Setreni.

4. Po vyhodnoceni vysledkd senzorického hodnoceni byl za nejhiife hodnoceny vyluh

z listli oznacen Smallanthus uvedalius, a mezi zbylymi dvéma vzorky nebyl shledan rozdil.

V listech jakonu jsou obsazeny latky pfinosné pro zdravi ¢lovéka. Rada fenolovych

latek je nositeli Zadoucich antioxidaCnich GCink(l a patfi mezi ochranna opatieni
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biologickych systémi. Z tohoto hlediska svymi vlastnostmi vzbuzuji stale vétsi zajem

a pozornost. Proto je Zadouci, provadét stale nové studie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

ABTS

CUPRAC

DNA

DPPH

EAA

EGA

FAO

FC

FRAP

HPLC

MIC

MPB

OD655

ORAC

RNA

ROS

TAC

TE

TEAC

Absorbance
2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

Copper Reduction Assay (Metoda stanoveni antioxida¢ni aktivity zaloZzena

na redukci médi)
Deoxyribonukleova kyselina
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

Equivalents of Ascorbic Acid (Antioxidacni aktivita vztaZzena ke standardu

kyseliny askorbové)

Equivalents of Gallic Acid (AntioxidaCni aktivita vztaZzena ke standardu

kyseliny gallové)
Food and Agriculture Organization (Organizace pro vyZivu a zemedglstvi)
Folin-Ciocaltauovo Cinidlo

Feric Reducing Antioxidant Power (Metoda stanoveni antioxidacni aktivity

zaloZena na redukci Zelezitych komplexd)

High Performance Liquid Chromatography (Vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie)

Minimal Inhibitory Concentration (Minimalni inhibi¢ni koncentrace)
Masopeptonovy bujon

Optical Density at 655 nm (Opticka hustota pFi 655 nm)

Oxygen Radical Absorbance Capacity (Metoda stanoveni antioxidacni

aktivity zaloZena na shaseni fluorescence)

Ribonukleova kyselina

Reactive Oxygen Species (Volné kyslikové radikaly)

Total Antioxidant Capacity (Celkova antioxidacni kapacita)

Trolox Equivalents (Antioxidacni kapacita vztazena ke standardu Troloxu)

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (Celkova antioxidalni kapacita

vztazena ke standardu Troloxu)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

79

TPTZ

TROLOX

uv

2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina

Ultrafialové zareni
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PRILOHAP I:

Senzorické hodnoceni vodnych vyluh( z listd jakonu

Posuzovatel:
Datum:
Hodina: Podpis:

1. Sefadte predlozené vzorky dle trpkosti (1 nejvice, 3 nejméng):

Kod vzorku A B C

Hodnoceni

2. Péarova porovnéavaci zkouska

Vzorky A a B: Ktery ze vzorkdl ma prijemngjsi vani? ...
Vzorky A a B: Ktery ze vzorkdl ma sytéjsi barvu? ...
Vzorky A a B: Ktery ze vzorkll ma vice trdvovou vini? ...
Vzorky B a C: Ktery ze vzorkdl ma prijemngjsi vani? ...
Vzorky B a C: Ktery ze vzorkdl ma sytéjsi barvu? ...
Vzorky B a C: Ktery ze vzorkil ma vice tradvovou vini? ...
Vzorky A a C: Ktery ze vzorkdl ma prijemngjsi vani? ...
Vzorky A a C: Ktery ze vzorkdl ma sytéjsi barvu? ...
Vzorky A a C: Ktery ze vzorkll ma vice trdvovou vini? ...

3. Poradova zkouska

Srovnejte predloZené vzorky dle preferenci (1 nejlepsi, 3 nejhorsi):

Kod vzorku A B C

Preference




