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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na studium mnozstvi biologicky vyznamnych latek
v raznych druzich kavy. Jednotlivé kavy se od sebe lisily svym slozenim a ptvodem.
V praktické ¢asti bylo provedeno stanoveni celkovych polyfenoli a antioxidacni aktivity.
Celkovy obsah polyfenolii byl stanoven spektrometricky s pomoci Follinova ¢inidla a
antioxidacni aktivita byla stanovena metodou DPPH. Soucésti prace je také stanoveni
zivotaschopnosti bunék ve vybranych vzorcich kav. Vysledné hodnoty byly porovnany a

vyhodnocovéany.

Kli¢ova slova: kava, polyfenoly, antioxidanty, DPPH, aktivita.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the study of biologically important compounds in
different types of coffee. Each coffee from one another in composition, and origin. In the
practical part, the determination of total polyphenols and antioxidant activity. Total
polyphenol content was determined spectrophotometrically using Follinova agent and
antioxidant activity was determined by DPPH. The work also includes the determination of
cell viability in selected samples of coffees. The resulting values were compared and

evaluated.

Keywords: coffee, polyphenols, antioxidants, DPPH, activity.
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UVOD

NasSe t€lo je uz po celd staleti vystavovano ucinkiim volnych radikalt, které vznikaji
v nasem organismu a predstavuji potencionalni nebezpeci. Mohou poskodit bunécnou
membranu, ni¢i genetickou informaci bunék, urychluji proces degenerace a starnuti bungk,

¢imz oslabuji imunitni systém a tak napomahaji vzniku fady onemocnéni.

Jednim ze zplsobu, jak chranit lidsky organismus pfed nezadoucimi vlivy volnych
radikalq, je pfisun antioxidantli, které maji schopnost volné radikaly nejen blokovat, ale 1
nicit.

Lidsky organismus je schopny si produkovat vlastni uc¢inné antioxidanty, ale jejich
mnozstvi a sloZeni neni vzdy tak 0c¢inné, a proto je nutné antioxidanty pfijimat.
Antioxidanty jsou pfitomny nejen piirozené v potravinach, ale také se mohou do potravin
ptidavat, ¢imz pfispivaji k jejich adrznosti.

Béhem nékolika desitek let se dostaly do poptedi z4jmu, at’ uz u laické vetejnosti nebo

odbornikt, pravé latky s antioxida¢nimi u€inky. Mezi tyto latky patii i kava.

Slovo kéva je odvozené z arabského vyrazu ,,qahwah®, ktery znamend silu a vzruSeni. Je
jednim z nejvice konzumovanych napoji na celém svété a to nejen pro svoji piijemnou
chut’ a aroma, ale také pro své povzbuzujici u¢inky. Predstavy, ze se po vypiti Salku kavy

citime dobfte, Ze se nam 1 1épe pracuje, dusevné i télesné, jsou uz na svété velmi dlouho.

V poslednich letech dochazi ke zvySenému zdjmu o mozZné pozitivni vlastnosti kdvy na
organismus. Je znamo, Ze uvafena kdva ma velmi silnou antioxida¢ni aktivitu v disledku

ptitomnosti fenolickych sloucenin.

Piti kdvy je vSeobecné povazovano za zlozvyk, ktery sebou nese urcité zdravotni obtize
jako napfiiklad vysoky krevni tlak. V fadé experimentalnich studii se ale uvadi, Ze latky

obsazené v kdvé mohou ptiznivé ochranovat lidsky organismus pfed fadami nemoci.

Predlozena diplomova price je zaméfena na analyzu obsahu vybranych biologicky

aktivnich latek v riznych druzich kavy a jejich nésledny vliv na zivotaschopnost bun¢k.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE KAVY

Kévovnik byl poprvé znam ve vychodni Africe, mezi Etiopii a oblasti velkych jezer, nékde
v prostoru provincie Kafa, v hornaté¢ a lesnaté oblasti mezi 5° a 7° severni Sitky. Podle
povesti ho objevily pasouci se kozy, které po poziti cervenych bobuli byly napadné cilé.

Jejich pastyt Kaldi pak tyto bobule také ochutnal a pocitil jejich osvézujici u¢inky [1].

Pro prazeni kavy existuje mnoho starych a zajimavych legend, které vypravéji o chuti a
vlastnostech prazené kavy. Jedna takova povést tikd, Ze hotel les, kde divoce rostly
kavovniky, bobule nestacily zcela shotet a jejich chut’ byla po lesnim pozaru tak piijemna,
ze lidé zacali plody kdvovniku davat k ohni imysIné. A od té doby se kéva prazi. Mnoho
ptimoiskych narodii vydavajicich se na daleké namoini vypravy poprvé ochutnalo kavu v
Arabii. Tato zemé ji také zacala ve skromném mnoZzstvi vyvazet. Chtéla si vSak udrzet sviij
monopol, a proto neméla zajem, aby se kava péstovala i jinde. Zakézala vyvoz kli¢icich
kavovych semen. Pfed nalozenim musel byt klicek znicen ve vafici vod¢€. Presto si vSak
kava nasla do Evropy cestu. UZ v roce 1517 Turci propasovali kavu z Arébie do Turecka,
avSak ndpoj konzumovali tajné. Mohamedéansti knéZzi totiz po mnohych tivahach rozhodli,
7e koran mohamedantim nepovoluje pit kdvu, rozmarny to napoj podobny alkoholu, avsak
tento zdkaz byl brzy zrusen. Od tohoto historického okamziku na vSech véle¢nych
vypravach Turky doprovazely vaky s kdvou. Odtud uz byl jen kriacek k tomu, aby se s
kavou seznamila ostatni Evropa. Pro zdejsi péstitele a obchodniky byla kdva velkym
zdrojem piijmi. Vyvoz zelenych zrn kévy byl pod tézkymi tresty zakdzédn a Arabové
zamérné znehodnocovali kdvova semena varem, aby nemohlo dojit k vypéstovani ketii
kavovniku mimo Aréabii. Péstovani kavy bylo vysadou obyvatel Arabského poloostrova az
do konce 18. stoleti. Nejvétsi zasluhu na rozsifeni péstovani kavy 1 v jinych oblastech svéta
maji zejména Holand’ané, kteti na poCatku 17. stoleti tajn€ ptivezli zelend kavova semena z
Jemenu. Rozhodli se pro péstovani této plodiny ve svych zamotskych koloniich a v kratké
dobé pocali kultivovat prvni kefe kavovniku na Ceylonu, v Indii a posléze se péstovani
kavy rozsitilo 1 na Javu. Piti kdvy se na rozdil od jejiho péstovani rozsitilo jiz v 15. stoleti
mimo oblast Arabského poloostrova do blizkych zemi Orientu, kde v jednotlivych méstech

vznikaly hojné navstévované kavarny [2,3].

V roce 1554 byla oteviena prvni kavarna v Catihradu, téméf o sto let (1652) pozdé&ji v
Anglii, v roce 1685 ziskal Polak Koleczycki od cisafe Leopolda I. privilej k zaloZeni prvni

kavarny ve Vidni. V Praze prvni kavu prodaval Arab Georgius Deodatus Damascenus,
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ktery zfidil prvni prazskou kavarnu roku 1714 na Starém Mésté pobliz Mostecké véze.

Praha méla tedy svoji kavarnu diive nez napt. Berlin (1721) a Rim (1750) [1].

Vedle Caje a kakaa je kdva spolecensky nejpiijatelnéjsi konzumovanou stimulacni latkou.
Spotfeba kavy v zapadnim svété v soucastné dobé stale roste. Americané spotiebuji
praimémé 8 kg kavy ro¢né. V Cechéch spotieba kavy také stoupa, je viak zhruba poloviéni
ve srovnani s Ameri¢any. Zajimavosti je, ze pravé v zemi, ktera diky kaveé v Evropé ziskala
takovou popularitu, tedy v Turecku, ji posledni dobou mohutné konkuruje jind kofeinova

droga, a to silny, velmi sladky ¢aj [2].
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2 KAVOVNIK

Kévovniky jsou pomérné pocetnou skupinou nizsich tropickych rostlin. Jsou péstovany v
Asii, Jizni a Stfedni Americe, v Africe, Arabském poloostrové a Indonésii, piredevsim v
hornatych krajinadch. VSechny druhy jsou dievnaté, jejich velikost se pohybuje od nizkych
ket az k 15 m vysokym stromtim. Koteny dosahuji hloubky 1,5 m. Vyzaduje teplé a vlhké
podnebi se stalymi teplotami mezi 18-22 °C [2.,4].

Jde o pivodné pralesné vegetujici kef. Proto v oblastech se silnymi vétry ¢i nadmérnym
osvétlenim jsou kdvovnikové plantdze chranény pasy jinych rostlin (bananovniky, kukufice
aj.), ¢imz se jejich vynos zaroven reguluje. Ketiky kdvovniku se predpéstuji v bavinénych
obalech a po dosaZzeni vysky cca 30 az 50 cm jsou pak vysazovany na plantazich,
pfedevsim na slabé kyselych, hlinitych piskach. Rostliny kdvovniku plodi po 3 az 6 letech
po vysazeni a jsou zivotaschopné 20 az 30 let, coz uzce souvisi s mistnimi podminkami a

agrotechnickou péci. Potom se musi vymeénit za mladé Cerstvé kultivary [4].

Listy kavovniku byvaji znacn€ rozmanité, jsou stile zelené, asymetrické 1 symetrické,
obdélnikové ovalné, zabarveni zelené barvy s nadechem Zlutavym, tmavozelenym,
bronzovym nebo az fialovym, vSechny vSak s voskovitym povrchem. Vzdalenost mezi
listovymi pary je okolo 2-7 cm. Okraje listli byvaji mirné zvinéné, mladsi rostliny maji jiny
okraj listil, ktery je zavisly na druhu rostliny. VrSek a konec listu je vzdy Spicaty, coz je
charakteristicka vlastnost pro vSechny druhy. List chrani citlivou rostlinu v noci pied
mrazem a pies den pfed intenzivnim sluneénim zarem. Kvéty kavovniku jsou bilé,
hvézdicového tvaru, kvetou v trsech po 8 az 15 kvétech a nachazeji se v uzlabi listd. Kvét
se sklada z péticlenného zoubkovaného kalyxu, coz je vnéj$i strana kvétu. Rostlina kvete

jen nékolik dni, zpravidla po desti a kvéty maji intenzivni vini [3].

Z oplozeného kvétu se vyviji bobule, které jsou nejdiive zelené, pak Zloutnou, az nakonec
zC¢ervenaji. Tento d¢j trva v zavislosti na odriidé a poloze plantaze, dozravaji prubézné 6 az

9 mésict po odkvétu [2].

V kazdé bobulce je po dvou zrnkach obracenymi plochymi stranami k sobé. Pokud se v
plodu vyvine pouze jedno semeno, byva ovalné a je nazyvana jako perlova kava. Vnéjsi
vrstva kavové bobule (kiize) je pomérné hrubd a tim dostate¢né odolnad proti poskozeni
(exokarp). Déle nasleduje vnitini vlhka (gelovitd) c¢éast nasladlé Stavnaté duziny
(mezokarp). U nékolika druht kdvovnikovych bobuli je tato vrstva cennéj$i neZ samotné

kavovnikové zrno. Obsahuje sacharidové slozky, které lze zkvasit na kvalitni kdvovy
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extrakt, resp. likér. Dalsi vrstvou bobule kavovniku je slupka tzv. pergamentovy obal
(endokarp), ktery je v pribéhu zpracovani dost tuhy, stejné jako i1 tenka vrstva stiibrité
blanky, ktera ziistava podobn¢ prilnutd na samém povrchu kdvovnikového zrna az do jeho
prazeni. Po prazeni se tato stiibfita vrstva samovoln¢ odstrani, protoze neexpanduje jako
vnitfek kavovnikového semena. Odstranéni této vrstvy se provadi z divodu piipravy

suroviny pro kosmetické ucely [3].
2.1 Druhy kavovniku

Na celém svété existuje kolem 50 druht kavovniku, obchoduje se vSak jen se zrny 4 z

nich:

* kdvovnik arabsky (Coffea arabica) - pochéazi z Etiopie a vyznacuje se celkové niz$im

obsahem kofeinu,

* kédvovnik robusta (Coffea robusta canephora) — pochazi z Javy, je to siln¢ aromaticka

kava s vysokym obsahem kofeinu,

* kdvovnik liberijsky (Coffea liberica) - velka zrna s trpkou chuti, péstovana v Libérii,

pouziva se hlavné do smési,

* kavovnik Dawevrey (Coffea exelsa) - zrna tohoto odolného kavovniku pochézeji hlavné

z Brazilie [5].
2.1.1 Kavovnik arabsky (Coffea arabica)

Kavovnik arabsky dortstd vySky 3 m a za pfiznivych podminek dava prvni plody 3 roky
po vysazeni, pfi¢emZ piiméfené vynosy lze ocekavat od 6 roku po vysadb&. Urodu pak
poskytuje 25-35 let podle odridy a ptdné klimatickych podminek. Ket se vétSinou péstuje
ve vyskach od 1000 m do 1800 m. Ackoli cca 75 % svétové produkce kavy jsou typy
arabica, pouze jedna pétina z vypéstovaného mnozstvi jsou velmi kvalitni zrna (v 1 kg je
cca 2200 vétsich semen). Ostatni troda vykazuje ur€ité vady zrna a spadaji do nizsich tfid.
Jednotlivé odridy kavovniku arabského jsou péstovany v riznych produkénich oblastech s
ptihlédnutim k péstitelskym a historickym podminkdm a li§i se predevSim vzristem kefe a

tvarem jeho listll a kvéti [2,4].

Plod je drsny, plochy a obsahuje dvé zplostéla semena. Kdyz se vyvine jen jedno zrno, ma
kulovity tvar a je oznaCovano jako perlové. Sklizi se dvakrat az tfikrat rocné, a to
pfedevSim ruéné. Arabskd kdva ma vyraznéjsi aroma, je méné hotka nez kéva robusta a

obsahuje také mensi mnozstvi kofeinu 1,1 - 1,7 %. Znakem kvality jemnych propiranych
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zrni¢ek arabiky je svétly vroubek, kvétinova az ovocnd kyselina a lehce pryskyti¢naté
aroma. Nepropirana zrnka maji vroubek tmavsi, silnéjsi té€lo a neutralni aroma. Mezi velké

péstitele kavy patii Brazilie, Kolumbie, Mexiko a staty Stiedni Ameriky [6].
2.1.2 Kavovnik robusta (Coffea robusta canephora)

Kavovnik robusta poskytuje prvni trodu jiz 2 roky po vysazeni a plody uzravaji prubézné

po cely rok [2].

Jde nejcastéji o ket ¢i strom dosahujici vysky az 15 m, ktery se péstuje v nadmoiskych
vyskach do 900 m, a kterému vyhovuje teplota az do 30 °C. Je zna¢né odolny proti niz§im

teplotam a nemocim postihujici kdvovnikové plantaze [6].

Sklizena kavova zrna nedosahuji kvality arabiky a jsou mensi (v 1 kg je cca 3300 semen).
Robusta vznikla zkiizenim kav Arabica a Mauritian a v soucasné dobé¢ tvoii ptiblizn€ 25 %
svétove produkcee a jeji podil se stale zvySuje v diisledku vétsi prizplisobivosti a odolnosti.
Robusta se sbird jak ruc¢né, tak i strojové. Jeji semena obsahuji tfikrat vice kofeinu nez
kava Arabica (2 - 4,5 %) a mén¢ kyselin, které zabranuji tvorbé kvalitni pény. Vyznacuje
se zemit¢j$i a méné aromatickou drsnéjsi chuti a tmavsi barvou. Pro horsi kvalitu semen se
tento druh kévy pouziva do smési. Mezi UspéSné péstitele patii Vietnam, Brazilie a

Indonésie [2,6].
2.1.3 Kavovnik liberijsky (Coffea liberica)

Tato silna dlouholetd rostlina dortistd vySky az 18 m je velmi plodna a velikost jejich
semen dosahuje témét dvojnasobku velikosti semen kavovniku arabského. Je také mnohem
odolnéjsi vic¢i utokim parazitl. Pro svilj Zivot potfebuje vysokou teplotu vzduchu a

dostatek vlahy [3,7].

Jeho velkd, nahotkla zrna se pouzivaji témét vyhradné do smési. Pfed nékolika desetiletimi
byla tato kdva oblibena zejména ve Skandindvii. Dnes se péstuje v mensi mife jen

v Malajsii a v oblastech Libérie, Konga a Pobtezi slonoviny [2,3,].
2.1.4 Kavovnik Dawevrey (Coffea excelsa)

Strom dorustajici do vysky az 20 m. Roste v oblasti Konga a Vietnamu a je velmi odolny
vici chorobam. Kéva je nizké kvality, ma ostrou, vyraznou az odpornou vini a vysoky

obsah kofeinu. Je nejméné naro¢ny na vldhu a ptidu [8,9].
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3 CHEMICKE SLOZENI

Kévova zrna obsahuji desitky organickych latek, o jejichz fyziologickych ucincich zatim

nemame dostatek informaci [10].

Neprazena kava obsahuje 10 — 15 % vody, 5 — 15 % sacharidt, 10 — 15 % bilkovin, 20 —
25 % tiislovin, 10 % kyseliny kavové a chinové, 4 — 5 % kyseliny chlorogenové , okolo 2,5
% kofeinu a piiblizné 4 % mineralnich latek (draslik, hotc¢ik, vapnik, fosfor, Zelezo),
jejichz mnozstvi se meéni podle pivodu kavy, metod pestovani a pouzivanych hnojiv.
Obsah tuki je v zelené kaveé cca 10 — 20 %, vice v odridach arabiky. Vétsi ¢ast téchto tukl
je obsazena i v uvafené kave (turek), pti uziti papirovych filtrii (prekapavana kéava) jejich

mnozstvi v salku vyrazné klesa [10,11].

Kava ziskéava svoje typické vlastnosti az prazenim, pii kterém klesé obsah kofeinu na 0,8 —
2,5 % svého pivodniho obsahu a obsah kyselin, na které je kofein vazan. Obsah
chlorogenovych kyselin se prazenim snizuje o 30 — 70 % jejich pivodniho mnozstvi.
Tukové slozky zlstanou zachovany a pokryji povrch prazenych kavovych zrn lesklou
vrstvou. Obsah vody se prazenim redukuje na 1 — 2,5 %, ptipustny je limit 5 %. Chemické
slozeni hotové kéavy je ovlivnéno riznymi faktory, napfiiklad teplotou pii prazeni,

zpusobem piipravy napoje, piisadami, ptitomnosti ptimési a také ptivodem kavy [12].



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 18
Tab. 1. Obsahové latky v zelené a prazené kave [13].
Zelena kava Prazena kava

Ptitomna latka C. arabica | C.robusta | Pfitomna latka C. arabica | C. robusta
Kofein 1,2 % 2.2 % Kofein 1,3 % 2,4 %
Mineraly 4.2 % 4.4 % Mineraly 4,5 % 4,7 %
Tuky 16,0 % 10,0 % Tuky 17,0 % 11,0 %
Trigonellin 1,0 % 0,7 % Trigonellin 1,0 % 0,7 %
Proteiny 11,5 % 11,8 % Proteiny 10,0 % 10,0 %
Mastné kyseliny | 1,4 % 1,4 % Mastné kyseliny | 2,4 % 2,5%
Kyselina Kyselina
chlorogenova 0% 100% chlorogenova 7 0%
Uhlohydraty 58,0 % 59,5 % Uhlohydraty 38,0 % 41,5 %

Roku 1820 objevil vratislavsky chemik Friedlib Fedinand Runge v kév¢ alkaloid, ktery byl
pozdé€ji nazvan kofein a popsal jeho uCinky na lidsky organizmus. Kofein je

v

farmakologicky nejvyznamnéjsi latkou v kave [14].

Kofein je purinovy alkaloid, jehoz obsah v prazené kavé je u Coffea arabica 0,7-1,4 % a u
Coffea robusta 2,2 - 2,4 %. V rostling je kofein vazan na kyselinu chlorogenovou (kyselina
kavova a kyselina chinovd). Prazenim se €ast kofeinu 1 kyseliny chlorogenové ztraci a
naproti tomu se objevuji nové latky. Kofein je hotky a pfispiva k celkové chuti kavy.
Mnozstvi kofeinu v bézném Salku kavy (50-150 ml) se pohybuje 50 — 150 mg v zavislosti
na druhu a sorté pouzité kavy. U kavy bez kofeinu jsou to 1 — 4 mg kofeinu. Smrtelna

davka je odhadovéna na 10 g kofeinu, coz odpovida 100 — 200 $alkim [2].

Kofein plsobi stimulacné na centrdlni nervovou soustavu. Jiz v malych davkéch
kratkodob¢ posiluje nékteré funkce mozku a zvySuje schopnost soustiedéni, snizuje inavu
a vycerpani, ovliviiuje i svalovou ¢innost, zvySuje schopnost téla spalovat tuk a energii. Ma
vyrazné mocopudné ucinky a podporuje vylu¢ovani zaludecnich i zlu€ovych stav. Kofein

také naruSuje nutri¢ni rovnovahu, kdy zvySuje vyluovani vapniku moci a vyrazné snizuje
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absorpci Zeleza. M4 vliv na psychiku a chovéni, zhorSuje izkost a depresi, miize zesilovat

panické reakce [15].

Nejvyssi koncentrace kofeinu je v téle dosazeno asi 30 minut po poziti kavy. Metabolizuje
se v jatrech na vice nez 25 raznych latek, které jsou posléze vylouceny moci. Polovina
vstiebaného kofeinu se vylou¢i u déti za 2,5 hodiny, u dospélych za 3 — 7 hodin.
Vylucovani je podstatné zpomaleno u téhotnych zen a u Zen uzivajicich hormondlni
antikoncepci, naopak je zrychleno u kufaki. Kéava nema vliv na stavy vzniklé po poziti
alkoholu, dokonce ani nezrychluje odbourdvani alkoholu, pravé naopak odbourdvani
alkoholu zpomaluje a tim zpomaluje i jeho vylu¢ovani [16,17,18].

Z kéavy se ziskava kofein také pro lékarské ucely. Vyuziva se predevsim jako terapeuticka
pfisada do analgetickych a antipyretickych smési. V injek¢ni formé se aplikuje
k povzbuzeni dechu a krevniho ob&hu pfii horecnatych stavech a u infekénich onemocnéni.

Uziva se také jako protijed pfi otravach narkotiky, alkoholem a jinymi drogami [19].

Tab. 2. Mnozstvi kofeinu v oblibenych surovinach [15].

Surovina MnoZstvi kofeinu [mg]
Sélek ¢aje 20— 50

Sklenka kolového népoje 40

Salek kakaa 2-6

Tabulka ¢okolady 15-115

Energeticky napoj 80

Analgetika 30-100
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4 ANTIOXIDANTY

Jednou z moznosti, jak chranit organismus ptfed vlivem volnych radikali, je ptisobeni
antioxidantli. Antioxidanty jsou molekuly, které mohou zpomalovat nebo zabranovat

degeneraci, poSkozeni nebo zniceni tkan¢ zplisobené oxidaci [20,21].

Kromé endogennich nizkomolekuldrnich antioxidantt jako je glutathion, kyselina mocova,
koenzym Q a dalsi se v posledni dobé do centra pozornosti fadi mnoho latek ptirodniho
ptvodu, které se do lidského organismu dostavaji spole¢né s potravou. Nekteré potraviny
rostlinného ptvodu tak vedle své nutricni a energetické hodnoty maji dilezitou roli jako
zdroj antioxidanti. K pfirodnim latkdm s antioxida¢nimi uCinky, které jsou pfijimané
potravou, jsou v prvé fadé tradi€né fazeny antioxidacni vitaminy C, E a karotenoidy. V
posledni dob¢€ se v§ak mnohem vétsi vyznam priklada dalSim pfirodnim latkam, zejména
polyfenolickym sloucenindm. Mezi né patii napf. flavonoidy, katechiny a fenolické
kyseliny. Zdrojem téchto latek je zelenina, ovoce, vlaknina, ¢aj, kdva, vino a aromatické a
1é¢ivé rostliny. V fadé experimentdlnich studii bylo zjiSténo, Ze antioxidacni aktivita
mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyS$i nez u antioxidacnich vitaminl. Klinické a
epidemiologické studie rovnéz prokazuji korelaci mezi antioxida¢ni aktivitou latek
pfijimanych v potravé a prevenci nékterych onemocnéni napt. kardiovaskularnich chorob,

karcinogeneze, neurologickych poruch nebo procesti starnuti [22].

Volné radikaly exogenniho i endogenniho plivodu v piirodé lidskou ¢innosti stale pfibyvaji
a v souCasné dob¢ je Casto poruSovana rovnovaha mezi nimi a antioxidanty. Pievaha
volnych radikali nad antioxidanty se nazyvd oxidacni stres. Volné radikdly jsou
charakterizovany neparovymi elektrony. V pfitomnosti kysliku se na misto neparového
elektronu okamzité navaze molekula kysliku a vznikd peroxylovy radikél, ktery se snazi
ziskat z jiné slouceniny chybéjici elektron, ¢imz vytvaii jiny volny radikal. Tato fetézova
reakce je prerusena bud vazbou dvou radikald na sebe, nebo reakci s antioxidantem.
Nejznaméjsi vznik volnych radikalt probihd v dychacim fetézci, kde oxidaci vzdusnym
kyslikem vznik4 energie a jako vedlejsi produkty volné radikaly superoxid (O,) a volny
hydroxylovy radikal (OH"). Za norméalnich okolnosti 98 — 99 % energie vznika cestou ptes
cytochromovy systém a jen 1-2 % jednoelektronovou redukci, tj. ptes volné radikaly.
OvSem v kritickych stavech nemoci mize vznikat velkd vétSina energie touto vedlejsi
cestou. Protivnikem téchto volnych radikali jsou pravé antioxidanty. Téch se vytvofilo

béhem historického vyvoje veliké mnozstvi. Je vSak si tieba uvédomit, ze ne kazdy
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antioxidant dokdze odstranit kazdy volny radikél. Antioxidanty jsou hydrofilni, vyskytu;ji
se zejména v extracelularni tekutin€ a jsou také lipofilni. Pronikaji buné¢nou membranou a
mohou tedy ucinkovat intraceluldrné€, 1 kdyz jejich tc¢inek nastava se zpozdénim. Volné
radikaly, které uniknou antioxidacnimu plisobeni, mohou zpiisobit lokalni, ale i celkova
poskozeni. Proto se dnes uznava, ze antioxidacni terapie musi obsahovat vice antioxidantd,

aby pokryla celou skalu rtiznych volnych radikala [23].

Kéva jako Cisté piirodni produkt je vybornym zdrojem antioxidantii, ma dokonce vyssi
procento antioxidantli nez zeleny ¢aj a nékteré druhy ovoce, obzvlasté jedné jejich skupiny,
kterd se nazyva polyfenoly. NejbohatSim polyfenolem v kavé je kyselina chlorogenova
(kombinace kyseliny kavové a chinové), ktera reprezentuje dilezitou ¢ast antioxidantl
kavy podilejicich se na neutralizaci volnych radikald, které se do naSeho téla dostavaji

piedevsim vzduchem, potravou a tekutinami [24].
4.1 Antioxidacni terapie

Mnoho experimentadlnich studii prokazuje pfiznivy vliv antioxidantd v rlznych
kombinacich a modelech. Na celém svété probéhlo a stale probiha mnoho klinickych studii
s antioxidaéni terapii lidi. Jejich vysledky nejsou jednoznacné nejspiSe proto, ze oxidacni
stres je jen jednim z d&ja probihajicich pfi téchto onemocnénich. Sledované parametry jsou
zavislé 1 na dalSich faktorech. Problémem pii hodnoceni je také srovnani davky, délky
podavani a naCasovani antioxidacni terapie v prubéhu 1é€by nemoci, které mize byt
vyznamnym faktorem uspéchu ¢i netispéchu antioxidacni terapie. Kombinace antioxidantd
téz muze zlepsit jejich vstiebavani ze stfeva. Nejlépe se vstiebavaji pfirozené antioxidanty
z ekologickych pfirodnich latek. Na tuto formu je organizmus dlouhym vyvojem zvykly a
ptirozené produkty obsahuji ty nejucinngjsi formy antioxidant. Nekteré klinické studie
dokazuji, Ze podavanim antioxidacnich latek se sniZi riziko vzniku onemocnéni nebo se
zlepsi jeho pribéh. Starnutim klesa zasoba antioxidantli u ¢lovéka a ten sndze onemocni
riznymi nemocemi z volnych radikald. U mladého jedince je vhodnd suplementace
antioxidanty jen v urCitych piipadech a stavech (vrcholny sportovni vykon, tézky uraz
apod.), u starych lidi by pak antioxida¢ni podpora organismu me¢la byt pravidlem, které

prodlouzi a zkvalitni Zivot [23,25].
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4.2 Utinek antioxidantt

Utinek antioxidantt Ize shrnout do n&kolika bodd. Antioxidanty prevazné interferuji s pro-

cesem oxidace lipidu a jinych oxylabilnich sloucenin tak, ze:

1) reaguji s volnymi radikély (antioxidanty primarni) nebo redukuji vznikl¢ hydroperoxidy
(antioxidanty sekundérni),

2) vazi do komplext katalyticky ptisobici kovy,

3) eliminuji ptitomny dusik.

K primarnim antioxidantim nalezi vSechny povolené latky (askorbova a erythorbova
kyselina a jejich derivaty, tokoferoly, fenolové antioxidanty, gallaty).

K sekunddrnim antioxidantim se fadi napf. cystein, peptidy obsahujici cystein, lipoova
kyselina, methionin aj. pfirozen¢ se vyskytujici slouceniny, které se vSak jako antioxidanty
nepouzivaji. Ze syntetickych sloucenin se jako sekunddrni antioxidant pouzival
dilaurylester 3,3 — thiodipropionové kyseliny [26].

4.3 Klasifikace antioxidantu

Podle ptivodu rozezndvame antioxidanty:
1) ptirodni

2) syntetické

4.3.1 Prirodni antioxidanty

Nejvyznamnégj$imi piirodnimi antioxidanty jsou tokoferoly a jim piibuzné tokotrienoly,
které jsou prirozenou slozkou vsech rostlinnych olejii a maji vedle antioxida¢ni uc¢innosti
také vitaminovou ucinnost (vitamin E). Jsou zvlasté u¢inné pro stabilizaci zivocisnych tuki
napf. masla nebo vepiového sadla, protoze ty neobsahuji skoro zddné piirodni antioxidanty

[27].

Po staleti se k prodlouzeni udrznosti potravin pouzivaji pfevazné rizné byliny a kotfeni.
Tyto antioxidanty se do potravy dostavaji z piirodnich zdrojii. Mezi tyto potravinaiské
suroviny patii predev§im kofeni jako napiiklad majordnka, tymian, Salvéj, rozmaryna,
obiloviny a olejniny (hlavné pSenice, Zzito, ryze, araSidy, fepka) nebo ovoce a zelenina

(cibule, paprika) [26].
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Antioxidacni aktivita piirodnich latek je zpravidla niz§i nez aktivita syntetickych
antioxidantli, a proto se jich musi pfidavat vétsi mnozstvi. VEtsi pridavky antioxidanti jiz
mohou mit vliv na senzorickou jakost, a to na barvu, vini a chut’. Hlavnim divodem je, Ze
ucinné latky tvofi jen cast hmoty pifidavaného materialu. Pfirodni antioxidanty jsou
zpravidla draz$i nez syntetické antioxidanty. Zvlasté extrakce zdrazuje vyrobek. Idedlni
jsou proto latky, které odpadaji pii vyrobé jinych potravin (napf. tokoferoly nebo
rozmarynové pryskyfice, které zbyvaji po oddestilovani etherického oleje
z rozmarynovych listll) nebo se mohou ptidavat bez jakékoli frakcionace (napi. mleté

koteni do masnych vyrobkti) [27].

K nejcastéjSim piirodnim antioxidantim lze zatadit:
4.3.1.1 Jednoduché fenoly, fenolové kyseliny a jejich derivdty

Fenoly jsou béZznou slozkou koteni, naptiklad v tymidnu se vyskytuje thymol a karvakrol.
Neékteré jednoduché fenoly (zejména hydrochinon, guajakol, isoeugenol a salicylaldehyd)
se vyskytuji jako slozky koufe pouZivaného odeddvna k uzeni potravin. Také fenolové
kyseliny jsou slozkami koufe. Fenolové kyseliny a jejich derivaty vykazuji ucinky

primarnich antioxidantl. Aktivita zavisi na po¢tu hydroxylovych skupin v molekule [26].

Mezi nejbéznéjsi estery fenolovych kyselin patii depsidy. Zastupcem depsidi je velmi
rozsifend kyselina chlorogenova vyskytujici se hlavné v kavé a v syrovych bramborach

[28].
4.3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou antioxidanty primarni. Pro antioxidacni aktivitu flavonoidi je

dulezity pocet hydroxylovych skupin a jejich poloha [26].

Maji protizanétlivy, protiskleroticky a protinddorové ucinek, plisobi jak v hydrofilnim, tak
v lipofilnim prostiedi. Flavonoidy chrani vitamin C pted pfedc¢asnym poSkozenim a zvySuji
jeho ucinnost nékdy az dvacetinasobné. Tyto latky se Casto vyskytuji pfedevsim v zeleniné
(rajCatech, paprice, brokolici) a ovoci, pfedev§im v bilé duziné citrusovych plodt, dale

v Cerveném ving, zeleném a ¢erném caji [25,29].
4.3.1.3 Lignany

Patfi mezi fytoestrogeny, coz jsou vicesytné fenoly strukturou podobné steroidnim

hormontim. Jednim z nejznamé;jsich ligninti je NDGA (kyselina nordihydroguajaretova),
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kterd se z pocatku pouzivala jako antioxidant, ale pro jeji nepiiznivé toxikologické

hodnoceni se dnes uz nepouziva [26].

Lignany jsou obsazeny hlavné v ovesnych vlockach, Inénych seminkach, jeCmeni ¢i zité

[29].
4.3.1.4 Diterpeny a chinony

K nejaktivnéjSim patii tzv. fenolové diterpeny jako je karnosova kyselin a karnosol, které
se vyskytuji nejCastéji v extraktech z rozmarynu a Salvéje. Vyznamnou skupinou latek
odvozenou od diterpenii jsou chinony neboli derivaty fenanthrenchinond (s jinym
biochemickym vyznamem). Krom¢ antioxida¢nich ucinkli maji i sedativni, antimikrobni,

antikoagulacni nebo protizanétlivy ucinek [26].
4.3.2 Syntetické antioxidanty

Pfirozené antioxidanty nemaji vétSinou konstantni sloZeni, jsou obvykle malo ucinné a
dosti drahé. Proto se potraviny Castéji stabilizuji antioxidanty syntetickymi. Nejdulezitéjsi
syntetické antioxidanty patii do skupiny gallati. Ptiddvaji se do rostlinnych oleji a
margarinil k inhibici Zluknuti a zachovani jejich chuti. K dalSim dilezitym syntetickym

antioxidantlim patii monofenolové antioxidanty BHA, BHT a difenol TBHQ [26,30].
4.3.2.1 BHA

Komer¢ni butylhydroxyanisol je smési dvou isomerti. Asi 90 % predstavuje 3-terc-butyl-4-
hydroxyanisol a 10 % jeho isomer 2-terc-butyl-4-hydroxyanisol. BHA je u¢inny zejména
pro ochranu tuk@ obsahujicich mastné kyseliny s kratsim fetézcem (kokosovy,

palmojadrovy olej) [26].

Muize byt obsazen i v obalech, ze kterych poté pronika do jidla. Jeho pouziti je zakazano ve

vyrobcich pro déti. Miizeme ho nalézt 1 v kosmetickych vyrobcich [31].
4.3.2.2 BHT

Butylhydroxytoluen, diive znamy jako Ionol, je ve srovndni s BHA mnohem uc¢inng;si
antioxidant zivo¢isnych tukd, ale je vhodny i pro rostlinné tuky. Stejn¢ jako BHA se ¢asto

pouziva do obalovych materiald, a tim se dostava do potravin [26,30].
4.3.2.3 TBHQ

2-terc-butylhydrochinon patii jako jediny antioxidant do skupiny difenold. TBHQ patii

k nejlepSim antioxidantim tuk® ur¢enym na smazeni. Dal$i zvySeni antioxidacni aktivity
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specidlné pro ochranu rostlinnych olejli, je mozné v kombinaci s chelatacnimi ¢inidly

(napft. citrénovou kyselinou) [26].
4.3.2.4 Gallaty

Gallaty jsou estery gallové kyseliny, které se v malém mnozstvi nachazeji v potravinach
rostlinného pavodu. Uginnost gallatd je vys§i v bezvodych tucich. Gallaty vykazuji

synergismus s BHA a BHT, pouziti spolecné¢ s TBHQ neni povoleno [26].
4.4 Toxicita a biologické piisobeni antioxidanti

Pomoci antioxidantii je mozno nejen zlepsit trvanlivost organickych latek citlivych ke
kysliku, ale i zabranit tvorbé toxickych oxida¢nich produktt. Z hygienického hlediska se
vSak jejich pouzivani v potravinaistvi ve vétsi mife nedoporucuje a legislativnimi
opatfenimi je v jednotlivych statech piisné stanoveno, za jakych podminek smé&ji byt
aplikovany. Neni snadné stanovit toxicitu antioxidantti tak, aby mohly byt vysledky
jednoznacéné interpretovany pro ¢lovéka. Pro posouzeni symptomu toxicity antioxidantd a
jejich metabolith jsou dilezité vysledky biologickych studii, provadénych dlouhodobé na
zvitatech. U kazdé latky se sleduje pfedev§im akutni a chronickd toxicita a stanoveni
letalni davky. Udaje se vét§inou uvadgji v mg testované latky/kg Zivé vahy. P¥i hodnoceni
antioxidantli pro potravinaistvi maji udaje o akutni toxicité pouze omezeny vyznam,
protoze mohou kolisat podle druhu pokusnych zvifat. Za prakticky nezdvadné je mozno
povazovat latky, pii jejichz dlouhodobém pouzivani se neobjevi toxicita. Toxické
symptomy vSak mohou vzniknout v diisledku kumulativniho u¢inku, zplisobeného pii
opakovaném pouzivani chemickym vazanim antioxidanti nebo jejich rozpusténim
v lipidech. Takova kumulace miiZze téz nepfimo ovlivnit n&které fyziologické funkce.
Dosavadni udaje o biologickém plsobeni antioxidantl se predev§im zabyvaji ovlivnénim
¢innosti riznych organti, metabolismem antioxidantd, stabilitou tukového podilu v zivé
tkani, nasledky nedostatku antioxidantli v potravé a toxicitou produktli autooxidace. Velmi
vyznamnym problémem je moznost vybéru netoxickych antioxidanttli, které by chranily
potraviny nebo krmivo po dobu skladovéni, spolu s nimi byly konzumovany, absorbovany
zazivacim traktem, ukladdaly se ve tkani a tam dale chranily pied oxidaci tukové slozky a
dalsi citlivé latky, predev§im vitaminy A, D a E, pyridoxin a kyselinu pantotenovou. Tento
postup by umoznil ochranu potravin pied vznikem primérnich i sekundérnich oxidac¢nich
produktli, z nichz nékteré mohou byt biologicky zavadné, a soucasné by byly chranény

pied rozkladem dalsi dulezité citlivé latky obsazené v potraveé 1 v riznych zivociSnych



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 26

organech. Na zéklad¢ studii toxicity schvaluji pfislusné organy v jednotlivych statech
podklady pro zdkonnda opatieni, kterymi se ptesné definuje rozsah pouziti v potravinarstvi.
Pouziti antioxidantu musi byt deklarovano na obalu pozivatiny. Podobné piedpisy jako pro
potraviny plati 1 pro kosmetické vyrobky, které ptichazeji do dlouhodobého styku

s pokozkou a sliznicemi [32].
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S POLYFENOLY

Predstavuji vice nez 6 000 identifikovanych latek, které jsou déleny do raznych kategorii

podle jejich zékladni chemické struktury a do riznych podtiid [33].

Polyfenoly jsou latky obsahujici n€kolik fenolickych funkénich skupin na jednotlivych
aromatickych jadrech molekuly (n€kdy jen na jadie jediném). Nejbéznéjsi typy rostlinnych
fenolickych latek 1ze prehledné klasifikovat napt. podle poctu uhlika a jejich vzajemnych
vazeb (viz. Tab. 3.) [34].
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Tab. 3. Nejbéznéjsi typy fenolickych latek v rostlinach setazené podle poctu uhlikt [34].

Pocet
SloZeni Typy fenolickych latek Priklady
uhlika
. ' katechol,
Cs 6 jednoduché fenoly, benzochinony .
hydrochinon
Ce—Cy 7 fenolické kyseliny /aldehydy kyselina salycilova
Ce—C 8 acetofenony, benzofurany isobenzofuranon
fenylpropanoidy, benzopyran
Cos—C3 9 P ) P Y PYyHRY chromen
(kumariny)
Co—C4 10 naftochinony juglon, plumbagin
Ce—Cs 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, 11
dibenzofurany, dibenzochinony, _
(Co)2 12 ) difenyleter, PCB
bifenyly
dibenzopyrany, benzofenony, difenylmetan,
Coe C, - Co 13 pyrany y y
xantony fluoren
Co—Cy - Cg 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveratrol, emodin
flavonoidy, izoflavony, chalkony, auronykvercetin,
Ce—C3-Cs 15 L
aurony genistein
Ce—Cy-Cs 16 norlignany, (difenylbutadieny) hinokiresinol
Cs—Cs - Cg 17 norlignany (conioidy) sugiresinol
(Ce—Cs) 18 lignany, neolignany
(Ce—C5-Co) 30 biflavonoidy amentoflavon
) gallotaniny,
(C6—C5-Con n kondenzované taniny (flavonaly)
ellagitaniny
(Cs—Can n ligniny
(Cé)n n katecholmelaniny rostlinné pigmenty
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V soucasnosti roste zajem o studium téchto ptirodnich latek, protoze jejich pifjem v
potravé je davan do souvislosti se snizenim vyskytu zdvaznych nemoci, jako je rakovina a
kardiovaskularni choroby. Mnohé z téchto latek jsou zastoupeny v béznych potravinach,
zejména v ovoci, zeleniné a nékterych napojich. Celkovy denni piijem polyfenoli byl
odhadnut na 1 g a je tedy vysS§i nez pfijem antioxida¢nich vitamini. V tadé
experimentalnich studii bylo také prokazano, ze antioxida¢ni aktivita mnoha rostlinnych
fenolickych latek je vysSi nez ucinek antioxidac¢nich vitamind. Jsou rozliSovany Ctyii

hlavni skupiny:

1. Fenolové kyseliny

2. Flavonoidy
3. Stilbeny
4. Lignany

Na celkovém piijmu polyfenolii se flavonoidy podili asi ze dvou tfetin, fenolové kyseliny
zhruba jednou tfetinou a ostatni polyfenoly (napft. lignany a stilbeny) tvoii minoritni podil

[35,36].

Pritomnost polyfenoll v rostlinnych potravinach je do zna¢né miry ovlivnéna genetickymi
faktory. Jiné faktory jako je stupeni zralosti odrudy, zpracovani a skladovani maji také vliv
na obsah fenolickych latek. Polyfenoly jsou ¢asteéné odpovédné za senzorické a nutri¢ni

vlastnosti rostlinnych potravin [37].
5.1 Fenolové kyseliny

Fenolické kyseliny jsou pfitomné v tadé potravin. Podle soucasnych poznatkd tvoii
pfiblizné jednu tfetinu polyfenolli v potravé. V nasi stravé jsou fenolické kyseliny
zastoupeny piedev§im hydroxyskoficovymi kyselinami, pievazné ve formé esterti.

Nejcastéji je to kyselina ferulova a kyselina kdvova [35].

0]
I

f 0
HO HO

Obr. 1. Kyselina skoticova, kyselina kavova, kyselina ferulova [35].
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Kyselina ferulova je obvykle asociovana s potravinovou vldkninou a je v ni esterovou
vazbou vazana k hemicelulose. Jeden z hlavnich zdroji kyseliny ferulové jsou tak napft.
psSeni¢né otruby (5 mg/g). NejbéznéjSim esterem kavové kyseliny je kyselina
chlorogenova (5-caffeoylchinova kyselina), ktera je pfitomna v tadé druhli ovoce a
zeleniny a v kavé. Salek kavy obsahuje 50 - 150 mg kyseliny chlorogenové. Kromé kavy
jsou bohatym zdrojem téz brambory, jablka, hrusky, meruiiky, broskve. Vyznamny obsah
chlorogenové kyseliny a jejich derivatl je rovnéz v artyCoku, ktery v nékterych zemich

patii k oblibené zeleniné [35].

Ho, COOH

OH

OH

Obr. 2. Chlorogenova kyselina [35].

5.2 Flavonoidy

Nejcastéji se vyskytujici polyfenoly v nasi vyzivé jsou flavonoidy. Flavonoidy jsou
ucinnymi antioxidanty diky své schopnosti reagovat s volnymi radikaly mastnych kyselin a
kysliku. Odhadovany ptijem flavonoidi ve vyzivé ¢loveka je v rozmezi nékolika desitek az
stovek gramul za den, v zavislosti na vyzivovych zvyklostech. Bylo napt. prokazano, ze
japonska populace ma vyssi piijem flavonoidi, coz je pfi¢itano konzumaci zeleného caje.
Velka ¢ast flavonoidu je glykosylovana. Navazany cukr byva glukosa, rhamnosa, méné
Casto galaktosa, arabinosa, xylosa, glukuronovéd kyselina a dal$i cukry. Obvykle je

navazana jedna cukernd jednotka, ale mohou byt i dvé, tii ¢i vice [35,36].

Obr. 3. Flavan — zakladni struktura flavonoidi [38]
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Podle stupné oxidace kyslikového heterocyklu (kruh C) rozezndvame Sest podtiid

flavonoidu:
Flavonoly
Flavony
Isoflavony
Flavanony
Anthokyanidiny

Flavanoly (katechiny a proanthokyanidiny) [39].

Flavonoly

Hlavnim zastupcem pocetné skupiny flavonoidid jsou flavonoly. Jsou zastoupeny v
relativng nizkych koncentracich 15 — 30 mg.kg" Cerstvé hmotnosti. Nejbohatsimi zdroji
jsou &esnek (az 1,2 gkg' Gerstvé hmotnosti), por, brokolice, bortivky a jablka.

Nejznaméjsimi aglykony jsou kvercetin, kemferol a myricetin [39,40].

Kvercetin se nachdzi ve vysokych koncentracich v bézné piijimanych potravindch jako
cibule, jablka, kapusta, Cervené vino, zeleny a cerny ¢aj. Kemferol se nachéazi prevazné v
listové zeleniné a ovoci, také v bobulich, bylinach, Iusténinach a kotfenové zelening.

Myricetin najdeme v bobulich, kukufici a ¢aji [35,40].

Obr. 4. Chemicka struktura flavonold - Kemferol: R; = OH, R,=H, R3=H, Kvercetin: R; =
OH, RQZOH, R3:H, Myricetin: R]:OH, RQZOH, R3:OH [41]

Flavony
Flavony jsou spolecné s flavonoly zlutymi pigmenty rostlin. Jsou mnohem méné bézné nez

flavonoly. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou glykosidy apigenin a luteolin, obsaZené
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hlavné v bylinach (petrzel), ¢ervenych paprikach a celeru. Pokud jsou pfitomné ve vyssich

koncentracich, ptispivaji k barve rostlinnych tkani [40].

Isoflavony

Nachazi se hlavné v lusténinach, jejich vydatnym zdrojem je séja (1 — 3 mg/g) a vesSkeré
produkty z ni. Obsahuji tfi hlavni slouceniny: genistein, daidzein a glycitein v poméru
1:1:0,2. Jejich primérny ptijem potravou je v Japonsku vzhledem k vysoké konzumaci séji

30 — 40 mg za den, zatimco u evropské populace jen 1 —9 mg za den [35].

V téle jsou podle potieby ménény na fytoestrogeny, coZ jsou rostlinné produkty chemickou
stavbou velmi podobné v téle vyrabénym hormonim. Jejich plsobeni se orientuje na
potlacovani ristu rakovinnych bunék. Pomahaji také snizovat hladinu cholesterolu v krvi a

potlacuji navaly horka v menopauze [42].

Obr. 5. Genistein [43].

Flavanony

Flavanony jsou také nazyvany jako ,.citrusové® flavonoidy. Jsou to latky vyskytujici se v
pomerancich a grapefruitech. K hlavnim se fadi naringenin, hesperetin a jejich glykosidy.
A protoze se tyto latky nalézaji nejvice pod slupkou a v tkdnich mezi jednotlivymi

segmenty, obsah flavanoni je az pétkrat vyssi v celém ovoci nez ve sklenici dzusu [35,40].

Anthokyanidiny

Anthokyany jsou glykosidy rlznych aglykonti, které se nazyvaji anthokyanidiny.
Anthokyany, téZ nazyvané anthokyaniny jsou nejrozsitenéjsi skupinou rostlinnych barviv
nalézajicich se v bunécnych vakuolach. Jsou nositeli rizové, ¢ervené, modré a nachové
barvy. Dosud bylo identifikovano kolem 300 riiznych anthokyant. Anthokyaniny se
nachéazeji ptedev§im v ovoci, bobulich modrych odriid révy vinné, v ceredliich a v
n¢kterych druzich listové a kotfenové zeleniny (Cervené zeli, fazole, lilek baklazan, cibule a

fedkvicka). Obsah anthokyanii v rostlinnych materidlech zna¢né kolisa, a to jak z hlediska
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kvantitativniho, tak i kvalitativniho. To je také pfi¢inou zna¢né barevné riiznorodosti fady
rostlinnych tkani. Tato riznorodost je jest¢ zvySena moznymi interakcemi téchto barviv

s jinymi slozkami rostlinné buriky, napt. s kovy nebo flavonoidnimi latkami [30,40].

Flavanoly

Flavanoly existuji jako monomery (katechiny) a polymery (proanthokyanidiny). Katechiny
se nalézaji v mnoha druzich ovoce, ale jsou také zastoupeny v révovém ving. Zeleny Caj a
cokolada vsak predstavuji zdaleka jejich nejbohatsi zdroj. Proanthokyanidiny, také znamé
jako kondenzované tanniny, jsou dimery, oligomery a polymery katechini. Kondenzované
tanniny jsou diky tvorbé komplexti se slinnymi proteiny zodpovédné za sviravou chut’
ovoce (vinna réva, broskve, bobule, jablka, hrusky), napojt (vino, ¢aj, pivo, jable¢ny most)
a za hotkost ¢okolady. Sviravost se méni i béhem procesu zrani a s dosazenim zralosti mizi

[39,40].
5.3 Stilbeny

Nejsou v rostlinné oblasti ptili§ rozsifeny, avSak jeden z nich v neddvné minulosti vyvolal
zvySenou pozornost védcil. Jedna se o resveratrol, ktery je obsaZen v ¢erveném viné. Jeho

ucinky jsou nejen antioxidacni, ale také antikarcinogenni [35].

Resveratrol je pfirodn¢ se vyskytujici fytoalexin, produkovany nékterymi rostlinami
klasifikovanymi jako spermatofyty, jako odpovéd’ na bioticky a abioticky stres, napf.
napadeni patogeny, UV =zafeni, expozice ozonem nebo mechanické poskozeni. Pfi
podrobngjsich vyzkumech byl nalezen napt. v révé vinné, podzemnici olejné, v mnoha

1é¢ivych rostlinach a dalSich [44,45].

Vyznamny obsah stilbenli byl prokazan také v olivovém oleji. Jsou to napf.
hydroxytyrosol, oleuropein a jeho aglykon a nékteré fenolické kyseliny (kdvova, vanilova,

syringova, protokatechova). Jejich obsah se uvadi az 1 g/kg oleje, zavisi vSak na odradé,
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Obr. 6. Resveratrol, Hydroxytyrosol, Oleuropein [35].

podminkach péstovani a zplisobu zpracovani [35].
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5.4 Lignany

Lignany patii mezi fytoestrogeny, které jsou pritomny v rostlinnych potravinach, vcetné
Inénych semen a zrna (kukufice, ovsa, pSenice a zita). Mezi lignany patii
sekoizolariciresinol, matairesinol, lariciresinol, pinoresinol a syringaresinol. VSechny maji

polyfenolickou strukturu a miizou mit antioxidac¢ni t€inky [46].

Lignany byly nalezeny v 55 druzich cévnatych rostlin. Jejich biologickd funkce neni zatim
dokazéana, avSak existuji dikazy o tom, ze jsou dulezité pro chemické interakce mezi
rostlinami a houbami, rostlinami navzajem nebo rostlinami a hmyzem. Maji tedy roli v

obranném systému hostitelskych rostlin a ovliviiuji spoluziti organismu [47].
5.5 Antioxida¢ni ucinky polyfenolu
Antioxidacni u€inek polyfenolid je komplexni a Ize jej pficist nékolika mechanismiim:

1. Rada flavonoidd i dalsich polyfenold inhibuje enzymy zodpovédné za produkci
superoxidového anion-radikdlu (napf. xantinoxidasu, proteinkinasu C). Inhibuji 1
dalsi enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikalti (cyklooxygenasa,
lipoxygenasa, mikrosomalni monoxygenasy ad.),

2. Mnohé polyfenoly vytvaii cheldtové vazby s kovy, predevS§im s médi a
dvojmocnym Zelezem. Volné ionty téchto kovli se Uc€astni tvorby reaktivnich

kyslikovych forem napt. pti Fentonové reakei,

Obr. 7. Vazebna mista pro kovy v molekulach flavonoidi [35].

3. Rada polyfenol je snadno oxidovatelna. Snadnost oxidace zavisi na redoxnim
potencialu. Latky s nizkou hodnotou redox potencidlu (< 0,75 V) jsou schopny
redukovat nékteré volné radikaly s oxidacnimi uc¢inky napi. superoxidovy,

peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy. Pfi reakcich poskytuji vodik a samy se
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pfitom vétSinou pieménuji na malo reaktivni fenoxylovy radikdl (F1-O) nebo
neradikalové chinoidni struktury. Vyznam reakce spoc¢iva v tom, Ze radikaly jsou
eliminovany diive, nez reaguji s dalSimi bunéénymi komponentami [35].
Je vsak tfeba poznamenat, ze za urCitych okolnosti mohou nékteré fenolické latky pusobit 1
jako prooxidanty. Za ptitomnosti zvySeného mnozstvi ptechodnych kovli mize aroxylovy

radikal (F1-O.) reagovat i s kyslikem za vzniku superoxidu a chinonu [35].
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6 ANTIOXIDANTY A POLYFENOLY V KAVE

Jako dobry zdroj antioxidantli je obecné udavano ovoce a zelenina, ale posledni vyzkumy
potvrdily, ze velmi dulezitym zdrojem antioxidantli je pravé kava. Antioxidanty jsou
spojovany s mnoha vlivy na zdravi ¢lovéka zahrnujici také ochranu pted srde¢nimi
chorobami a rakovinou. Proces vstiebavani a utilizace v organismu je stile nejasny, ale
stale vice studii zabyvajicich se pravé touto problematikou, poukazuje na mozny ptiznivy
vliv piti kadvy. V nasi stravé bylo nalezeno mnoho druhti antioxidantli, nejvyznamnéjsi z
nich jsou vitamin C, vitamin E (tokoferoly), vitamin A (karotenoidy), a také flavonoidy a
polyfenoly obsazené pravé v kaveé. Z nedavné studie vyplyva, ze kava je velmi dilezitym
pfispévkem do celkového denniho piijmu antioxidantii. Antioxidanty jsou prosp&$né
naSemu zdravi a zlepSuji kvalitu naSeho Zivota prevenci nebo oddélenim ptichodu
degenerativnich chorob a onemocnéni. Kéva obsahuje vic antioxidantli nez kakaové boby,

cervené vino a dokonce 4 krat vic nez zeleny ¢aj [48,49].

Je to Cisté ptirodni produkt, ktery je vybornym zdrojem antioxidanti, obzvlasté jedné jejich
skupiny, kterd se nazyva polyfenoly. NejbohatSim polyfenolem v kavé je kyselina
chlorogenova (kombinace kyseliny kavové a chinové), kterd reprezentuje duilezitou Cast
antioxidantli kavy podilejicich se na neutralizaci volnych radikali. Ty se do naseho téla
dostavaji piedevsim vzduchem, potravou a tekutinami. Uginky volnych radikali na nase
buniky lze ptirovnat k procesu hnédnuti ovoce- faze, kdy zafind proces poSkozovani

jednotlivych bunék [50].

Hlavnimi aromatickymi kyselinami kavy jsou pravé chlorogenové kyseliny, estery L-
chinové kyseliny s ptevazné (E)-skoficovymi kyselinami, kavovou, ferulovou a 4-
kumarovou kyselinou. V mensim mnozstvi se nachazeji v ¢aji, kakau, jablkach, hruskach,
v dal§$im ovoci, v zeleniné a v bramborach. V zelené a prazené kave se kuptikladu
vyskytuje vice nez 30 esterii skoficovych kyselin. Jejich mnozstvi v zelenych kavovych
zrnech se pohybuje v rozmezi 4 — 14%. Hlavnimi skupinami jsou zde kaffeoyl-chinové,
dikaffeoyl-chinové, feruloyl-chinové, 4-kumaryol-chinové a kaffeoylferuloyl-chinové
kyseliny. Minoritni chlorogenové kyseliny, napt. diferuloyl-chinové, di-4-kumaryol-
chinové, dimethoxycinnamoyl-chinové a dalsi, pfedstavuji celkové méné nez 1 %
veskerych chlorogenovych kyselin. Obsah chlorogenovych kyselin v prazené kavé a

napojich zavisi na druhu kavovniku a zpisobu prazeni semen. Semena kavy arabské
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obsahuji méné chlorogenovych kyselin nez semena kavy robusta. Chlorogenové kyseliny

se pti prazeni semen z 30 — 70 % rozkladaji [26].

Z vyzivového hlediska dulezité chlorogenové a kavové kyseliny reprezentuji 7-10 %
susiny zelené kavy, 1 kdyz pfi prazeni dochazi k vyznamnému ubytku jejich mnozstvi.
Bylo prokézano, ze obé kyseliny, jak chlorogenova, tak kdvova, jsou silnymi antioxidanty.
Kavové boby jsou tedy jednim z nejbohatsich potravnich zdroji kyseliny chlorogenové a
pro mnoho spotiebiteld mlze kéva zajisStovat az 70 % celkového mnozZstvi piisunu

antioxidantl [48].

Hromadi se dikazy, ze n¢které polyfenoly, jako je naptiklad kyselina chlorogenova, maji
biologické ucinky v tenkém stieve, které méni formu pfijimané glukdzy. Bylo prokazano,
ze chlorogenové kyselina inhibuje ¢innost glukézy-6-fostat, kterd ma kli¢ovou ulohu v
regulaci glukézy v metabolizmu. ZvySuje pozornost a motivaci, pomahd snizit riziko

vzniku depresi a zvySuje potiebu pohybu [49].

Vlastni obsah antioxidanti v kaveé vSak zavisi na druhu a zpisobu upravy kavovych zrn

[51].

Zelena kavova zrna obsahuji kolem 1 000 druht antioxidantl a jejich nésledné praZeni
dokonce ucinky antioxidantl jest¢ zvysuje, a navic vytvaii dal$i zdravi prospésné slozky
typické pouze pro kavu. Tim, ze zelena kavova zrna nejsou prazena, drzi mnohondsobné
vice chlorogenové kyseliny nez typicka prazena kava. Chlorogenova kyselina urychluje

metabolizmus a zméni rozloZeni télesného tuku na energii pro svaly [49,52].

Prazenim kéavy celkova antioxida¢ni aktivita kavy roste, k ¢emuz pfispivaji tzv. melanoidy,
coz jsou hnédé polymerni latky, které vznikaji tzv. Maillardovymi reakcemi pravé béhem
praZeni zelené kavy. Pii prazeni kavy se $tépi pfedevsim kyselina chlorogenova a alkaloid
trigonelin. Jejich $tépny produkt n-metylpyridin je povaZovan za antioxidant a je vyuZzivan
jako chemicky indikator stupné praZzeni. Z trigonelinu se vytvaii mj. kyselina nikotinova,

takze kava patii k vyznamnym zdrojim tohoto vitaminu [48,53].

Navic bylo pozorovano, Ze extrakt prazené kavy ma antibakteridlni u¢inky viéi nékolika
mikroorganismiim jako je Staphylococcus aureus a Streptococcus mutans a nékolika
kmenim enterobakterii, coz je pravdépodobné zplsobeno antibakteridlni aktivitou
nckolika slozek kavy jako je kyselina kavova, trigonelin, kofein, kyselina chlorogenova,

stejné jako melanoidy, které vznikaji pfi procesu prazeni [54,55,56].
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Podle odborniki ma z bézné dostupnych druhti kédvy druh odrida robusta silngjsi
antioxida¢ni potencial nez vice konzumovana arabica. Naproti tomu vSak arabica vynika
intenzivnéjsi kavovou chuti a aroma. Vzhledem k uvedenym faktorim je tedy z hlediska
zdravotnich u¢inki vhodné stiidat oba druhy kavy, ptipadné pouzivat k ptipravé kavy

kavové smési, které obsahuji smési robusty i arabiky [51].

Kromé¢ cisté kavy odridy robusta a arabica se mizeme také setkat s riznymi slozkami,
které jsou do kavy piimichavany. Jednim z takovych latek je i houba Reishi. Houba Reishi
se uz vic jako 4 000 let pouziva v Cin& a Japonsku v tradi¢ni medicing, protoZe je
vSeobecné¢ znamo, Ze zlepSuje fyzickou odolnost a celkovy zdravotni stav. Reishi je
antioxidant, mé protinadorové ucinky, chrani jatra a ma schopnost regulovat hladinu
cholesterolu. Je také casto pouzivana pro 1écbu Spatné fungujicich jater. Dobie fungujici
jatra jsou dilezitd pro distribuci tukid v lidském téle a pro detoxikaci volnych radikald a

choroboplodnych zarodki [49].
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7 BUNECNA PROLIFERACE A ZIVOTASCHOPNOST

Polyfenoly maji mnoho chemickych, biochemickych ¢i biologickych vlastnosti. Mohou
je narast poctu bunék v disledku bunééného riustu a nasledného déleni bunck. Je
vyjadfovana poctem bunék, které se v kultufe namnozi. Jednim ze zpisobii méfeni tohoto
parametru je provedeni klonogennich testii. V téchto testech je definovany pocet bun¢k na
piislusné matrici a pocet kolonii, které vznikaji po obdobi ristu. Obvykle jednim
z parametrii pro méfeni zdravi bunék je Zivotaschopnost. Muze byt definovéana jako pocet
zdravych bun¢k ve vzorku. Vyuziva se pro stanoveni optimalnich podminek v ptipad¢, ze
nejsou primarni buniky izolovany a udrzovany v kultufe. Nejjednodussi metodou pro
stanoveni zivotaschopnosti bunék je pfimé pocitani bunék [57,58].

7.1 Bunécné linie

Jednd se o kultury oddélené z plvodni tkané. Buriky se oddéli (mechanicky nebo
enzymaticky) do suspenze, ktera pak miize byt kultivovdna jako jednovrstevnd na pevny
podklad nebo jako suspenze na kultivaénim médiu. Bunééné kultury mohou byt
charakterizovany a definovany populaci a mohou byt zakonzervovany zmrazenim. Mohou
byt konec¢né (dale poroste pouze pro omezeny pocet zdvojeni) nebo kontinudlni, kde se
buriky mnoZzi na dobu neurcitou za ptedpokladu, ze jsou sériové pastovany do Cerstvého
média. Pro bunécné linie je tieba, aby nastala ,nesmrtelnost™, aby se staly trvalymi. To
muze nastat pfirozen¢ v kultute (somatickou mutaci), virovou transformaci nebo vyvolané
jinou mutaci ¢i hybridizaci (spojeni hostitelské buriky s ,,nesmrtelnou® bunécnou linif).
Tyto bunécné linie jsou Casto velmi uzite¢né, protoze mohou byt uloZeny v tekutém dusiku
a uchovany pro pozdé¢jsi pouziti, aniz by bylo nutné ziskat jiny vzorek tkané. Bunécné
kultury maji velmi mnohostranné vyuziti. Jejich kontinudlnim sledovdnim je moZno
pozorovat fadu bunéénych procesii véetné mitdzy, cytokineze apod. Bunécné kultury dnes
slouzi jako referenéni model pro studium toxického ptlisobeni latek. Déle je moZno
sledovat ptisobeni latek chemickych, ale i vné&jsich faktorti fyzikalnich. ATTC je firma,
ktera nabizi vice nez 3 600 bunécnych linii z vice nez 150 riznych druhi, které maji vice
nez 950 rakovinnych bunék, 1 000 hybridii a nékolik specidlnich buné¢k, véetné bunék
kmenovych (napt. HepG2, HaCaT, NIH/3T3). V této diplomové praci pii zjiStovani
zivotaschopnosti bunék byla pouzita bunécna linie lidskych keratinocyti (HaCaT) [59].



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka

40

II. PRAKTICKA CAST
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8 CILPRACE

V této diplomové praci jsem se zabyvala stanovenim obsahu celkovych polyfenold,
antioxidac¢ni aktivity a zivotaschopnosti bunék u vybranych druhi kav. Tato prace ma za
cil po provedeni laboratorniho méteni zhodnotit vysledky a porovnat, zda se obsah li§i viici

hodnotdm namétenych v jinych pracich.
Cile prace:
1) ziskani riznych vzorkl kavy

2) popsat metody pouzité pii stanoveni obsahu celkovych polyfenoll, antioxidacni aktivity

a zivotaschopnosti bun¢k ve vybranych druzich kav

3) vyhodnotit zjisténé vysledky a porovnat je s dostupnymi studiemi
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9 MATERIAL A METODIKA

9.1 Material

Pro analyzu bylo vybrano 17 druhii kav, z toho 6 neprazenych, 6 prazenych, 1 prazena bio
kava, 1 prazena bezkofeinova kava, 1 komercni kava s ptisadou houby Reishi, 1 komercni
kava s podilem neprazenych zelenych zrn a 1 namichand kéva s podilem prazenych i
neprazenych zrn. Vzorky byly ziskany v brnénské kavarné, jejiz soucasti je i vlastni
prazirna. Kavy byly namlety prodejcem. Vzorek €. 15 byl namichan ze ziskanych vzorkl

tak, aby se slozenim co nejvice podobal vzorku €. 16.
9.2 Priprava vzorki

Vsechny druhy kavy byly zpracovany stejnym zplisobem. Na analytickych vahach
navazené mnozstvi namleté kavy bylo extrahovano horkou vodou, poté bylo ptefiltrovano
ptes filtra¢ni papir. Bylo pouzito 7 g kavy na 60 ml vody. Takto pfipraveny vzorek byl
pouzit ke stanoveni antioxidacni aktivity, celkového obsahu polyfenoli a zivotaschopnosti

bunék.
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Tab. 4. Pfehled vzorku kav

Cislo Druh kavy

Bio Dominicana Paraiso — prazena

Brasil Santos — prazena

Brasil Facenda — neprazena

Kolumbie — prazena

Kolumbie — neprazena

Kolumbie bezkofeinova — prazena

Kostarika — prazena

Kostarika — neprazena

A N A U S R R M

Guatemala — prazena

10. | Guatemala — neprazena

11. | Nicaragua — prazena

12. | Nicaragua — neprazena

13. | Robusta Indie — prazena

14. | Robusta Indie — neprazena

15, Smés (Kolumbie — prazena + Robusta — prazena + Kolumbie — neprazena
= 1/3+1/3+1/3)

16. Komer¢ni kéva s obsahem neprazenych zelenych zrn (2/3 prazena zrna +
1/3 neprazena zrna)

17. | Komer¢ni kava s pfidavkem houby Reishi

9.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity v kdvovych extraktech bylo provedeno metodou DPPH.

Tato metoda spoc¢iva v reakci volného radikalu DPPH (2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl) s
antioxidanty obsazenymi ve vzorku. Béhem reakce dochdzi ke zméné barvy a Ubytku

absorbance. Absorbance byla méfena pii vinové délce 515 nm.

Nejdrive, stejné jako pfi stanovovani obsahu celkovych polyfenolii, byl pfipraven extrakt
vzorku. Byl pfipraven zasobni roztok z 0,024 ¢ DPPH a 100 ml metanolu. Z tohoto roztoku
byl pfipraven pracovni roztok, ktery vznikl smichanim 10 ml zdsobniho roztoku s 45 ml

metanolu. Byla proméfena absorbance. Byla vytvofena reakéni smés ptidanim 450 pl
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zfiltrovaného vzorku s 8,55 ml pracovniho roztoku a tato smés byla ponechdna hodinu ve
tm¢. Poté byla proméfena absorbance jednotlivych vzorkl. Byla provedena vzdy dvé

méfeni vedle sebe.

Kalibrac¢ni fada byla vytvoiena ze zdsobniho roztoku kyseliny askorbové o koncentracich
40, 80, 120, 160, 200 mg/l. Absorbance byla opét proméiena pii vinové délce 515 nm.
Antioxidacni aktivita byla vyjadiena z poklesu absorbance v % podle vztahu:

A, A
%= Ao -100

Vysledky byly vyneseny do grafu a ziskala se kalibrac¢ni ktivka. Vysledky jsou pak
vyjadieny jako ekvivalent odpovidajici antioxida¢ni kapacité, kterou by zpisobilo

mnozstvi kyseliny askorbové [60].
9.4 Analyza celkovych polyfenoli

Stanoveni celkového mnozstvi polyfenoli v kavovych extraktech bylo provedeno

spektrometrickou metodou s Folin-Ciocaltauovym ¢inidlem.

Do 10 ml odmémé barnky bylo vzdy napipetovano 0,1 ml vzorku, 0,5 ml Folin-
Ciocaltauova ¢inidla, 1,5 ml 20% Na,COs; a obsah byl doplnén destilovanou vodou.
Ptipraveny roztok ve zkumavkach byl fadn€ promichan. Zarovei byl také pfipraven slepy
pokus (blanc), ktery obsahoval pouze destilovanou vodu, Folin-Ciocaltauova ¢inidlo a 20%
Na,COs. Proti nému byly pak méfeny ostatni vzorky pfi vinové délce 765 nm. Méfeni bylo

provadéno dvakrat vedle sebe.

Ze zasobniho roztoku kyseliny gallové byla vytvorena kalibracni fada o koncentracich 50,
100, 200, 400, 600, 800 mg/l. Déle bylo ptidano 0,5 ml Folin-Ciocaltauova ¢inidla, 1,5 ml
20% Na,COs3. Absorbance byla opét proméiena pii vinové délce 765 nm. Pomoci
sestavené¢ kalibracni kiivky kyseliny gallové bylo vypocitino mnozstvi celkovych

polyfenolt ve vzorku [46].
9.5 Stanoveni zZivotaschopnosti bunék

Cilem préce bylo zjistit vliv polyfenolti extrahovanych z kavy na zivotaschopnost bun¢k. V
prvni fazi bylo nutné polyfenoly z vina extrahovat. Tyto koncentrované roztoky byly
piidany k buitkam a nechaly se kultivovat za vhodnych podminek. Nasledn¢ se proliferace

vyhodnotila spektrometrickou metodou MTT.
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Zivotaschopnost bundk byla provedena pomoci bunéené linie - lidské keratinocyty
(HaCaT; Human immortalized non-tumorigenic keratinocyte), které poskytla firma Cell
Lines Service (Catalog No. 300493). Jako kultivatni médium bylo pouzito Dulbecco’s
Mofified Eagle Medium se zvySenym obsahem glukézy s ptidavkem 10% fetdlniho
hovéziho séra a obsahem antibiotik Penicillin/ Streptomycin, 100 U/ml (100 pg/ml; PAA
Laboratorie GmbH, Rakousko). Burniky byly kultivovany v 96-ti jamkovych testovacich
desti¢kach pii vychozi koncentraci 1x10° bunék/ml v médiu, v jedné jamce tak bylo 1x10*
bunék. Bunky byly predkultivovany 24 hodin. Po kultivaci bylo médium vyménéno za
médium s extrakty v koncentraci 1:1. Jako kontrola byla pouzita kultivace bunék bez
pridavku extraktd. Pro posouzeni Zivotaschopnosti bunék byl po 24 hodinach pouzit MTT
test (Invitrogen Corporation, USA). Tento test je zaloZen na redukci zlutého solubilniho 3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny
formazan (modré krystaly hvézdicového tvaru). Reakce probiha na mitochondridlni
membran¢ zivych bunék. Formazan se rozpusti ptidanim silného detergentu a zabarveni se
vyhodnocuje spektrometricky. Absorbance byla méfena pii vlnové délce 540 nm pomoci
Sunrise microplate absorbance reader (Tecan, Svycarsko). Hodnota absorbance roztoku
odpovidd mnozstvi zivych bunék (¢im tmavsi barva a tedy vyssi absorbance, tim vyssi
procento zivych bunék). Kultivace bun€k probihala v inkubatoru s fizenou atmosférou CO,
pti teploté 37°C a atmosféie 5% CO,. K mikroskopovani byl pouzit mikroskop s faizovym
kontrastem (Olympus, CKX41). VSechny testy byly provedeny ¢tytikrat [59].
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10 VYSLEDKY

10.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity v kdvovych extraktech bylo provedeno metodou DPPH. Na
piipravu kdvového extraktu bylo navazeno na analytickych vahach vzdy 7 g kavy, zalito 60
ml horké, ne vSak varici vody. Vzorky byly proméieny postupem uvedenym v metodach
(viz kapitola 8.3), kazdy extrakt kavy byl proméfen tiikrat a ze ziskanych hodnot byl
vypocitan primér a smérodatna odchylka. Vypocet antioxidacni aktivity byl proveden s

pouzitim kalibra¢ni kfivky standardu kyseliny askorbové (viz. Ptiloha PL.).
Rovnice kalibrace: y = 0,4503x + 5,4779

Naméfend primérna absorbance byla dosazena do rovnice a byla vypoctena koncentrace

antioxidac¢ni aktivity. Hodnoty antioxida¢ni aktivity kav jsou uvedeny v Tab. 5.

Nameétené mnozstvi antioxidacni aktivity se pohybovalo v rozmezi 89,43 - 349,51 mg/100

ml kévy.

Nejvétsi obsah antioxidacni aktivity byl naméfen v kavé Guatemala - neprazena s obsahem
349,51 mg/100 ml. Naopak nejniz§i mnozstvi, téméf Ctyfikrat mensi, bylo naméteno v
kavé Bio Dominicana Paraiso - prazena s obsahem 89,43 mg/100 ml. Druhd nejvyssi
hodnota byla naméfena u kavy Kostarika — nepraZzena s obsahem 348,22 mg/100 ml. Jen o
néco nepatrné¢ mensi hodnotu méla kava Kolumbie — neprazena s obsahem 342,77 mg/100

ml a kdva Nicaragua — neprazend s obsahem 41,62 mg/100 ml.

Ostatni kavy se mezi sebou jen nepatrné liSily a to v disledku toho, zda byly praZzené nebo

neprazené. Jejich obsah se pohyboval v rozmezi 210 — 340 mg/100 ml.
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Tab. 5. Primérny obsah antioxidacni aktivity v jednotlivych kavach

Cislo Druh kavy Obsah antioxidac¢ni aktivity

[mg/100 ml]
1. | Bio Dominicana Paraiso — prazena 89,43 + 6,05
2. | Brasil Santos — prazena 256,03 £ 1,53
3. | Brasil Facenda — neprazena 324,71 £ 0,20
4. | Kolumbie — prazena 259,18 £ 0,73
5. | Kolumbie — neprazena 342,77 £ 0,54
6. | Kolumbie bezkofeinova — prazena 270,94 £ 0,20
7. | Kostarika — prazena 293,88 £ 0,00
8. | Kostarika — neprazena 348,22 +0,73
9. | Guatemala — prazena 333,16 £ 0,20
10. | Guatemala — neprazena 349,51 +£ 0,20
11. | Nicaragua — prazena 306,21 + 0,20
12. | Nicaragua — neprazena 341,62 £ 1,27
13. | Robusta Indie — prazena 289,15+ 0,93
14. | Robusta Indie — neprazena 332,59+ 0,35

15. | Smés (Kolumbie—pr.+ Robusta Indie—pr. +
Kolumbie—nepr. = 1/3+1/3+1/3) 298,75 +£ 0,41

16. | Komer¢ni kdva s obsahem neprazenych zelenych
zrn ( 2/3 prazena zrna + 1/3 neprazend zrna) 127,86 + 0,35
17. | Komer¢ni kava s pfidavkem houby Reishi 210,01 £ 0,61
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10.2 Obsah celkovych polyfenolu

Celkové polyfenoly byly stanoveny spektrometricky. Na ptipravu kdvového extraktu bylo
navazeno na analytickych vahach vzdy 7 g kéavy, zalito 60 ml horké, ne vSak vatici vody.
Vzorky byly proméfeny postupem uvedenym v metodach (viz kapitola 8.4), kazdy extrakt
kavy byl prométen tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna
odchylka. Vypocet celkového obsahu polyfenolti byl proveden s pouzitim kalibracni
kiivky standardu kyseliny gallové (viz. Ptiloha PIL.).

Rovnice kalibrace: y = 0,0011x + 0,0124

Naméfend primérna absorbance byla dosazena do rovnice a byla vypoctena koncentrace

polyfenolt. Hodnoty celkovych polyfenold kav jsou uvedeny v Tab 6.

Hodnoty celkovych polyfenold se pohybovaly v rozmezi 178,06 - 380,29 mg/100 ml kavy.

Nejvétsi obsah celkovych polyfenoli byl naméfen v komeréni kavé s obsahem
neprazenych zelenych zrn 380,29 mg/100 ml. Tato hodnota je mnohem vys§i nez u
komer¢ni kavy s ptidavkem houby Reishi 178,06 mg/100 ml, kde je hodnota skoro
polovi¢ni. Druha nejvyssi hodnota byla naméfena u kavy Kostarika, ktera byla neprazena s
obsahem 367,61 mg/100 ml. O néco mensi hodnotu méla kadva Nicaragua — neprazena s
obsahem 362,29 mg/100 ml, Robusta Indie — prazena s obsahem 357,93 mg/100 ml a
Guatemala — prazend s obsahem 340,20 mg/100 ml. Ostatni kdvy se mezi sebou jen
nepatrné liSily a to v disledku toho, zda byly prazené nebo neprazené. Jejich obsah se

pohyboval kolem 230 — 300 mg/100 ml.
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Tab. 6. Primérny obsah celkovych polyfenolli v jednotlivych kavach

Cislo Druh kavy Obsah celkovych
polyfenoli [mg/100ml]

1. | Bio Dominicana Paraiso — prazena 265,20 £ 0,70
2. | Brasil Santos — prazena 235,75 £ 1,02
3. | Brasil Facenda — neprazena 263,57 £ 1,65
4. | Kolumbie — prazena 257,02 £ 1,51
5. | Kolumbie — neprazena 298,75 £ 2,84
6. | Kolumbie bezkofeinova — prazena 245,84 £ 0,70
7. | Kostarika — prazena 258,79 £ 1,86
8. | Kostarika — neprazena 367,61 +£ 1,86
9. | Guatemala — prazena 340,20 + 1,67
10. | Guatemala — neprazena 296,02 + 3,76
11. | Nicaragua — prazena 271,34 + 2,37
12. | Nicaragua — neprazena 362,29 £ 1,53
13. | Robusta Indie — prazena 357,93 +£3,35
14. | Robusta Indie — neprazena 269,97 £ 1,84
15. | Smés (Kolumbie—pr.+ Robusta Indie —pr. +

Kolumbie —nepr. = 1/3+1/3+1/3) 275,84 £4,35
16. | Komeréni kdva sobsahem neprazenych

zelenych zrn (2/3 prazend zrna + 1/3 neprazena

zrna) 380,29 £ 0,58
17. | Komer¢ni kava s pfidavkem houby Reishi 178,06 + 0,84
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10.3 Zivotaschopnost bunék

V této diplomové praci byl také sledovan vliv polyfenoli z vybranych druhii kav na
jednom typu bunky. Kazdy vybrany vzorek se nechal ptsobit na bunécné linii lidskych

keratinocyti (HaCaT).

Extrakty kav ovliviiuji Zivotaschopnost bunék v rizné mife, pficemz v porovnadni s
kontrolnim méfenim ji nejvice snizuje vzorek kavy Bio Dominicana Paraiso — prazena a
nejnizsi vliv ma komercni kava s obsahem neprazenych zelenych zrn. Ostatni vzorky
ovliviiuji zivotaschopnost keratinocytii v podobné mite. Z Tab. 7. je patrné, Ze o néco vetsi

ucinek v porovnani prazené a neprazené kavy, ma vzdy kdva prazena.

Tab. 7. Ptehled obsahu celkovych polyfenoll ve vzorkach kav a jejich vliv na

zivotaschopnost bunék

Obsah celkovych Zivotaschopnost bunék

Druh kavy
polyfenoli [mg/100ml] [%o]
Bio Dominicana Paraiso — prazena 265,20 29,15
Kolumbie — prazena 257,02 44,89
Kolumbie — neprazena 298,75 49,79
Kolumbie bezkofeinova — prazena 245,84 44,12

Komer¢ni kdva s obsahem
neprazenych zelenych zrn ( 2/3 380,29 69,15
prazend zrna + 1/3 neprazena zrna)

Komeréni kava s pfidavkem houby 178.06 50.16
Reishi ’ ’

Robusta Indie — prazena 357,93 44,37

Robusta Indie — neprazena 269,97 45,23

Bylo zjisténo, ze nejvyssi celkové mnozstvi polyfenolti nemusi mit vzdy nejvétsi ucinek na
zivotaschopnost bunék. PiestoZze méla komercni kava s obsahem neprazenych zelenych zrn
obsah polyfenolickych latek nejvyssi, pisobeni extrakti pravé z tohoto vzorku ovlivnilo

zivotaschopnost bun¢k nejméné. Nejvyssi vliv plsobeni extraktd bylo u kavy Bio
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Dominicana Paraiso — prazena, u které byl obsah celkovych polyfenolt spiSe nizs§i. Druhy

nejvyssi ucinek pusobeni extraktl bylo u kdvy Kolumbie bezkofeinovad — prazena, kde

Polyfenoly tedy ovliviiuji vice nebo méné proliferacni ucinek. I nizsi obsah celkovych
polyfenoll ve vzorku miize mit vysoky uc¢inek na zivotaschopnost bunék. Toto vyjadiuje 1
obrazek 8. Vzajemny vztah mezi obsahem celkovych polyfenolil a Zivotaschopnosti bun¢k
je dana nizkou zavislosti, kde korelacni koeficient je roven 0,4390. Divodem mitize byt

zastoupeni jednotlivych dil¢ich polyfenolli ve smési, které ale nebyly stanoveny, nebot

toto jiz nebylo cilem diplomové prace.
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Obr. 8. Korelace celkovych polyfenoli a Zivotaschopnosti bun¢k
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11 DISKUZE

11.1 Diskuze - antioxida¢ni aktivita

Z grafu (viz. Obr. 9.) je zfejmé, Ze naméfend antioxidacni aktivita u neprazenych druht

kav je relativné velmi vyrovnana.

Nejveétsi antioxidacni aktivita byla naméfena u kavy Guatemala (349,51 mg/100 ml) a

vvr

druhti kav se mezi sebou vyraznou meérou nelisi, dosahuji velice podobnych hodnot.
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Obr. 9 Antioxidacni aktivita u neprazenych druha kav

V grafu (viz Obr. 10.) mizeme sledovat stanovenou antioxida¢ni aktivitu u praZenych
druhii kav. Hodnoty jsou zde oproti neprazené kaveé dosti rozdilné. Dle tohoto zjisténi ma
nejveétsi antioxidacni aktivitu kdva Guatemala (333,16 mg/100 ml). Témé&f stejnych hodnot
dosahuje také kava Nicaragua (306,21 mg/100 ml), smés obsahujici prazenou i neprazenou
zelenou kavu (298,75 mg/100 ml), Kostarika (293,88 mg/100 ml), Robusta Indie (289,15
hned za ni nasleduje komer¢ni kava s obsahem neprazenych zelenych zrn (127,86 mg/100

ml).

Z literatury, ktera se zabyvala zjiStovanim antioxidacni aktivity v prazené kavé Arabica a

Robusta bylo zjisténo, ze kava Robusta mé vyssi antioxidacni aktivitu nez kdvova zrna
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kavy Arabica. Z mych zjisténych vysledkl je zifejmé, ze v porovnani s ¢lankem méla vyssi
antioxidacni aktivitu kava Arabica. [56].

Antioxidacni aktivita u prazené kadvy Robusta byla stanovena na 289,15 mg/100 ml, ale

literatura udava hodnotu nizsi, a to 167,9 mg/100 ml [61].

Antioxidacni aktivita
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Obr. 10. Antioxidacni aktivita u prazenych druht kav

Z grafu (viz. Obr. 11.) vyplyva, Ze namétené hodnoty antioxidacni aktivity u prazenych a
neprazenych kav jsou taktéZz rozdilné. Znacny rozdil je vidét u kavy Brasil a Kolumbie.
Patrny je také rozdil mezi komer¢ni kdvou s obsahem nepraZenych zelenych (127,86
mg/100 ml) a mnou namichanou smési (298,75 mg/100 ml). Obé kavy zahrnuji podil
prazenych a neprazenych zelenych kavovych zrn v poméru 2/3 + 1/3. U vSech druhid kav
byla zjiSténa vyssi antioxida¢ni aktivita u neprazenych druhti kav.

Ze studie univerzity Mnichov, kterd spolupracuje s firmou Tchibo vyplyva, Ze napoj
z prazené kadvy ma ptiznivejsi antioxidacni aktivitu nez kdva z neprazené suroviny [53].
V mé praci je ale ziejmé, Ze vyssi antioxidacni aktivitu vykazuje pravé kava neprazena.
Jednim ze zkouSenych vzorki byla i komer¢ni kava, ktera pravé obsahuje podil
neprazenych zelenych zrn a vyrobce uvadi, ze pravé tento podil pfispiva k antioxidacnimu

pusobeni.



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 54

Antioxidacni aktivita
400

350

M Praiena

300

W Neprazena
250

200

[mg/100ml]

150

100

50

Druh kavy

Obr. 11. Antioxidac¢ni aktivita u praZzenych a neprazenych druht kav
11.2 Diskuze - obsah celkovych polyfenolu

V grafu (viz. Obr. 12.) mizeme sledovat stanoveny obsah celkovych polyfenoli u
neprazenych druhd kav. Hodnoty jsou stejné jako u prazené kavy, tedy relativné

vyrovnané.
Nejvyssi obsah celkovych polyfenoli byl zjistén u kavy Kostarika (367,61 mg/100 ml) a u
kavy Nicaragua (362,29 mg/100 ml). Ostatni druhy neprazenych kav se pohybovaly v

rozmezi 263 — 296 mg/100 ml, jejich hodnota se tedy vyrazn€ neménila.
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Obr. 12. Obsah celkovych polyfenold u neprazenych druhi kav

Jak je patrné z grafu (viz. Obr. 13.), tak naméteny obsah celkovych polyfenolii u praZzenych

druhi kév je relativné vyrovnany.

Nejvyssi obsah celkovych polyfenoli byl naméfen u komeréni kavy s obsahem
neprazenych zelenych zrn (380,29 mg/100 ml) a Robusta Indie (357,93 mg/100 ml).
Oml). Vyrobce uvadi, Ze prave tato kdva ma antioxidacni G€inky a mize pomoci sniZovat
vytvareni volnych radikald. Zde se ale naskytuje otazka, zdali ma tento vyrobek opravdu
takové vlastnosti, jaké vyrobce uvadi. Ostatni kavy se ve stanoveném obsahu celkovych

polyfenoll od sebe vyrazné nelisily.

Obsah polyfenolickych latek u bezkofeinové prazené kavy Arabica byl stanoven na 245,84
mg/100 ml, ale literatura udava hodnotu nizsi, a to konkrétné 149 mg/100 ml [62].

Stejné tak tomu bylo u prazené kavy Robusta, kde byl obsah polyfenoli stanoven na
hodnotu 357,93 mg/100 ml, ale ¢lanek udava hodnotu 219,10 mg/100 ml, tedy hodnotu
nizsi [63].

Naopak tomu bylo v jiné literatufe, kterd udavala obsah celkovych polyfenolt v kavé

robusta vys$i, a to 423,7 mg/100 ml [64].

Z ¢lankt, v nichz byly stanovovany obdobné druhy prazenych kav, se obsah celkovych

polyfenoll pohyboval v rozmezi 149 — 172 mg/100 ml, jina literatura uvadi rozmezi 140 —
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374 mg/100 ml [62,65]. Z mé prace (viz. Obr. 13.) je patrné, Ze v porovnani s literaturou je
obsah podobny a to 148 - 380 mg/100 ml.

Jina literatura udava rozmezi obsahu celkovych polyfenolli podstatné vyssi v porovnani s

mymi naméienymi hodnotami, a to 304 — 408 mg/100 ml [66].
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Obr. 13. Obsah celkovych polyfenold u prazenych druhi kav

Z grafu (viz. Obr. 14.) vyplyva, ze naméfené hodnoty celkového obsahu polyfenolt u

prazenych a neprazenych druht kav se lisi.

Nejvétsi rozdil je vidét u kavy Kostarika, Nicaragua a Robusta Indie. Témeét u vSech druhii

kav bylo zjisténo, ze celkovy obsah polyfenoll je vyssi u neprazenych druht kév.
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Obr. 14. Obsah celkovych polyfenold u prazenych a neprazenych druht kav

11.3 Diskuze — zivotaschopnost bunék

Fenolické slouceniny a jejich protinddorové ucinky jsou studovéany jiz fadu let. Hroznova
jadra a slupky, ¢aj nebo ovoce jsou povazZovany za bohaty zdroj téchto latek. Kazda
rostlina ma nejen rtizné koncentrace fenolickych sloucenin, ale i jejich sloZzeni a obsah je
v kazdé casti odlisSny. Pozornost védct z hlediska vlivli na nddorova onemocnéni byla

vétSinou zamé&fena na fenolické slouceniny u vina nebo €aje [67].

Soucasti této diplomové prace bylo zjistit vliv polyfenolli obsazenych v kavé na
zivotaschopnost eukaryotickych bunék. Vybrané vzorky se nechaly plisobit na bunééné
linii lidskych keratinocytti (HaCaT). K posouzeni zZivotaschopnosti bun¢k byl pouzit MTT
test. Na bunécnou linii HaCaT byl zaznamendn nejvys$si ucinek v piipadé vzorku Bio
Dominicana Paraiso — praZzend. Pfi plsobeni vzorku komer¢ni kavy s obsahem
neprazenych zelenych zrn nebyla u této linie zaznamenéna vysoka zivotaschopnost bun¢k 1
pfesto, ze tento vzorek obsahoval nejvétsi obsah celkovych polyfenoli. Druhy nejvyssi
ucinek byl u kdvy Kolumbie bezkofeinova — prazend, kde byl obsah celkovych polyfenolt

druhy nejniZzsi.
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Nelze tedy fict, Zze nejvyssi koncentrace celkovych polyfenoll je nejucinnéjsi, rozhodujici
ziejme bude obsah jednotlivych polyfenolickych latek ve vzorku, protoze z kazdé odridy
kavy muzeme ziskat rozdilné zastoupeni dilc¢ich polyfenoli ve smési. Z vysledkl ale

vyplyva pozitivni u¢inek polyfenoli kdvy na snizovani proliferaci lidskych keratinocytt.



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 59

ZAVER

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na analyzu vybranych biologicky aktivnich
latek u raznych druhti kév. V teoretické Casti byla pozornost vénovana historii kavy,
vyznamnym druhiim kdvovniku, slozeni kavového zrna, dale charakterizaci antioxidantii a
polyfenolt. V praktické cCasti byla stanovena antioxidacni aktivita a obsah celkovych
polyfenoli. Slozeni kavovych zrn je zavislé na mnoha faktorech, ptfevazné na botanickém
druhu, ptivodu, na klimatickych podminkach a také se 1isi v zavislosti na riznorodosti a
rozsahu prazeni zrn, proto se namétené hodnoty liily. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
byla pouzita metoda DPPH, pro stanoveni celkového obsahu polyfenold byla pouzita
metoda s Folin-Ciocaltauovym ¢inidlem.

Primérné hodnoty antioxidacni aktivity se pohybovaly v rozsahu 89,43 — 349,51 mg/100
mnozstvi, skoro ¢tyfikrat mensi, bylo naméteno v kavé Bio Dominicana Paraiso — prazena.
Pfi porovnani prazené a neprazené kdavy bylo zjisténo, Ze antioxidacni aktivita u
neprazenych druhi kév se mezi sebou vyraznou meérou nelisi, dosahuji velice podobnych
hodnot, naopak tomu bylo u prazenych druhi kav, kde hodnoty byly dosti rozdilné. Dale
bylo zjisténo, ze vyssi antioxidacni aktivitu vykazovala kdva Arabica oproti kavé Robusta,
a Ze pii porovnani vSech druhii kdv byla zjiSténa vys$i antioxidacni aktivita v jejich
neprazené forme.

Primérné hodnoty celkovych polyfenoli se pohybovaly v rozsahu 178,06 — 380,29 mg/100
ml. Nejvétsi obsah celkovych polyfenoli byl naméfen v komeréni kavé s obsahem
neprazenych zelenych zrn a nejniz8i mnozstvi u komeréni kévy s ptidavkem houby Reishi,
kde je hodnota skoro polovi¢ni. Pfi porovnani praZzené a neprazené kavy jsou zjisténé

hodnoty relativné vyrovnané.

Soucasti diplomové prace bylo také popsat vliv polyfenoli z rtznych druhti kdv na
bunécnou linii lidskych keratinocyti (HaCaT). VSechny pouzité vzorky vyrazné
ovliviiovaly zivotaschopnost bunék. Nejmensi vliv méla komeréni kava s obsahem
neprazenych zelenych zrn 1 pfesto, Ze tato kava obsahovala nejvétsi zastoupeni celkovych
polyfenola. Nejvétsi vliv vykazoval vzorek Bio Dominicana Paraiso - prazend, nasledné
vzorek Kolumbie bezkofeinovd — praZend. Oba tyto vzorky vykazovaly niz§i obsah
celkovych polyfenoli. ZvySeni zivotaschopnosti bunék u vzorkli s niz§im obsahem

celkovych polyfenolli muze byt zplsobeno vlivem jednotlivého zastoupeni urcitého
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polyfenolu ve vzorku. Po zpracovani vysledki mizeme fict, ze testované vzorky kavy jsou
dobrymi zdroji fenolickych sloucenin, a Ze se jejich koncentrace méni s jednotlivymi
druhy. Vysledky také prokazaly, Ze fenolové slouceniny obsazené v kavé mohou vyrazné

ovlivnit bunécnou proliferaci.

Rada fenolovych latek jsou nositeli zadoucich antioxida¢nich uéinkd a patii mezi ochranna
opatfeni biologickych systémi. Z tohoto hlediska svymi vlastnostmi vzbuzuji stale vétsi
zéjem a pozornost. Proto je Zadouci provadét stale nové studie. Vzhledem k tomu, Ze
antioxidanty chrani pfed vznikem rakoviny a kava jich obsahuje Ctyfikrat vice nez napf.
zeleny ¢aj, mize pomoci v prevenci proti nékterym druhlim rakoviny, ale i jinym

nemocem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

0O,
OH"
NDGA
BHA
BHT
TBHQ
FI-O.
HaCaT

DPPH

superoxid
hydroxylovy radikal
kyselina nordihydroguajaretova
butylhydroxyanisol
butylhydroxytoluen
2-terc-butylhydrochinon
fenoxylovy radikal
lidské keratinocyty

2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl
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