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abstrakt

 Z hľadiska racionálnej výživy, význam konzumácie ovocia spočíva predovšetkým v tom, že ovocie a aj drobné a kôstkové ovocie má nízku energetickú hodnotu, ale na druhej strane je bohaté na vitamíny a minerálne látky, ktoré organizmus potrebuje. V súčasnosti záujem o červené ovocie neustále narastá. Tento druh ovocia obsahuje špecifické a zdraviu prospešné látky  ako sú  polyfenolové látky, prírodné farbivá, vitamíny, minerálne látky, ktoré aktívne prispievajú k udržaniu dobrého zdravotného stavu človeka. Veľa antioxidačných látok (fytochemické látky, polyfenoly, flavonoidy, antokyanidíny, kyselina askorbová, polyfenolové kyseliny a iné.) vykazujú najväčšiu aktivitu v prevencii nádorových, civilizačných, degeneratívnych ochorení, nachádzajúcich sa len v niekoľkých veľmi špecifických potravinách, medzi inými aj v drobnom (jahody, maliny, čučoriedky, černice, ríbezle) a kôstkovom ovocí (čerešne a višne). 
              V diplomovej práci sme skúmali  vzťah medzi obsahom celkových polyfenolov (CP) a antioxidačnou aktivitou (AO) v červenom drobnom a kôstkovom ovocí. Cieľom práce bolo zistenie vplyvu rôznych polárnych organických extrahovadiel na výťažnosť polyfenolov z jahôd (Fragaria vesca), červených ríbezlí (Ribes rubrum), malín (Rubus idaeus), čerešní (Prunus avium) a višní (Prunus cerasus). Rôzne extrakčné metódy boli testované použitím troch organických rozpúšťadiel (metanol, etanol, acetón a voda). Celkové polyfenoly boli stanovené pomocou Folin- Ciocealteu činidla a ich hodnoty sa pohybovali od 277,61 mg.kg-1 Č.H. (100 % acetón) v čerešniach do 5766,83 mg.kg-1 Č.H. (50 % metanol) v jahodách. Nezávisle na type použitého extrahovadla môžeme na základe nášho experimentu zostaviť nasledovné poradie koncentrácií extrahovadiel pre úspešnú extrakciu polyfenolov: 50 % (vodný roztok) › 100 % ~70 % (vodný roztok). Antioxidačná aktivita bola stanovená DPPH metódou a pohybovala sa v rozmedzí hodnôt od 4,49 % (100 % acetón) v čerešniach do 68,22 % (70 % etanol) v jahodách. V priemere boli hodnoty antioxidačnej aktivity metanolových extraktov kôstkového a červeného drobného ovocia vyššie, zatiaľ čo etanolové extrakty jahôd vykázali najvyššiu antioxidačnú aktivitu v porovnaní s metanolovými extraktami.

Kľúčové slová: antioxidanty, voľné radikály, polyfenolové zlúčeniny, červené ovocie, extrakčné činidlá, metanol, etanol, acetón
 ABSTRACT


In term of rational diet, the consequence of fruit consumption rests in its low energy value, but on the other hand, red small and stone fruits is abound in vitamins, minerals needed for the human body. From a nutritional point of view, this kind of fruit (red small and stone fruits) has low amount of energy and also contains beneficial substances. Currently, the interest in red small and stone fruits increases rapidly. These types of fruits contain specific and important amount of polyphenolic compounds, natural pigments, vitamins and minerals which actively contribute to good health.


Many antioxidants (phytochemical compounds, polyphenols, flavonoids, anthocyanidins, ascorbic acid, polyphenolic acid) have been proven to be most effective   in the prevention of cancer, degenerative and civilisation diseases. They can be found only in specific foods and red small and stone fruits (e.g. strawberries, raspberries, red currants, sweet cherry and tart cherry).

In general, fruit plays an important nutritional role for people. From a nutritional point of view, fruits contain low calories, but it is abound in vitamins and minerals needed for the body needs and health status maintenance.

In present study, the quantification of total phenolics content, total antioxidant activity and their relation in red small and stone fruit were studied. The aim of this paper was to determine the effect of different polar organic solvents to the extraction of polyphenols from strawberry, red currants, raspberry, sweet cherry and tart cherry. Different extraction methods were tested with using of organic solvents (methanol, ethanol, acetone and water). Total polyphenols were assessed by Folin-Ciocealteu assay and the values ranged from 277.61 mg.kg-1 F.W. (100 % acetone) in sweet cherry to 5766.83 mg.kg-1 F.W. (50 % methanol) in strawberry. Analyses for surveying the effect of different solvents on the yield of extracted polyphenols were evaluated as follows:    50 % (water solvent) › 100 % ~ 70 % (water solvent). Total antioxidant activity was measured by using DPPH method and values were in range from 4.49 % (100 % acetone) in sweet cherry to 68.22 % (70 % ethanol) in strawberry. In average, values of antioxidant activity in methanolic extracts of small red and stone fruits were higher, while ethanol extracts of strawberries have shown highest antioxidant activity in comparison to methanolic extracts.

Key words: small fruits, stone fruits, antioxidants, flavonoids, methanol, ethanol, water
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ÚVOD 

Žijeme v uponáhľanom svete, plnom stresov, nesprávnej životosprávy, výživy, nedbajúc na negatívne vplyvy na ľudský organizmus a to sa neskôr, v pokročilejšom veku odzrkadlí aj na našom zdravotnom stave.  
 Drobné ovocie má pre človeka význam z viacerých hľadísk. Z hľadiska racionálnej výživy dôležitosť spočíva v tom, že má nízku energetickú hodnotu, relatívne vysoký obsah vitamínov a minerálnych látok,  ktoré v konečnom dôsledku priaznivo ovplyvňujú fyziologické procesy v organizme človeka. Záujem o červené drobné ovocie ako významnej suroviny s vysokým obsahom  bioaktívnych látok pre priamy konzum a pre potravinársky priemysel neustále narastá. Veľa prác sa venuje zdravotne prospešným účinkom drobného ovocia na ľudské zdravie (Zhang et al., 2007; Giovanelli a Buratti, 2009). 
Otázkou výživy, správnych stravovacích návykov a ich konzumáciou informujú ľudí a spoločnosť médiá,  rôzne informačné zdroje v plnom rozsahu, je len na každom z nás, ako sa k tejto téme postavíme, a na ktorom stupni v hodnotovom rebríčku sú zastúpené práve tak dôležité a  k  nám počas celého roka dostupné vitamíny v drobnom ovocí (La Vecchia et al., 2001).
Konzumný spôsob života (blahobyt) spôsobil, že človek uprednostňuje to, čo mu chutí a nie to, čo mu je na osoh. V prírode však existuje určitý rovnovážny stav tzv. homeostáza, ktorý treba vždy zachovať. Ak sa naruší a rovnováha sa vychýli v prospech negatívnych činiteľov, akými sú napríklad zdroje voľných radikálov (nezdravý životný štýl, prejedanie sa, fajčenie, drogy, alkoholizmus, žiarenie, znečistené vonkajšie prostredie a pod.), tak potom nemôžeme očakávať nič pozitívne pre naše zdravie. Naše ťažkosti a ochorenia sa viac-menej prejavujú ako priamy dôsledok nedostatku antioxidantov. Príroda nám ponúka neuveriteľné množstvo rastlinných produktov okrem iného aj ovocia,  ktoré obsahuje dôležité zložky a látky prejavujúce priaznivý účinok na organizmus ako celok. Nezdravou stravou chudobnou na antioxidanty si sami vytvárame priaznivé podmienky na ničivú silu a činnosť voľných kyslíkových radikálov.

V súčasnosti sa pri hodnotení potreby drobného ovocia z hľadiska výživy dostáva do popredia otázka nutričnej hodnoty jednotlivých plodov ako dôležitý a významný aspekt pre ľudský organizmus.

Príjmom a teda konzumáciou ovocia zabezpečíme vysoký obsah ochranných látok do organizmu.
Mnohé výskumy poukazujú na pozitívny efekt prírodných farbív, ktoré sú súčasťou antioxidantov. Patria sem  flavonoidy, flavonoly, flavanoly, antokyány, proantokyány, antokyanidíny tzv. polyfenolové zlúčeniny,  ktorým sa pripisujú antioxidačné, antikarcinogénne a protizápalové účinky. Medzi tieto cenné látky patria aj vitamín C a E, karotény, bioflavonoidy aj selén a veľa ďalších, menej preskúmaných látok. Nízky príjem červeného bobuľového ovocia v každodennej strave má preto za následok vážne prejavy v zdravotnom stave človeka. Preto racionálna, dostatočne vyvážená a plnohodnotná strava bohatá na zdroje výživných látok – antioxidantov, umožňuje optimálnu funkciu tkanív a orgánov a je podmienkou zdravého života človeka. Konzumácia ovocia a zeleniny je vo všeobecnosti prípustná na zlepšenie zdravia a pohody, ako aj na zníženie rizika aterosklerózy srdcových ochorení, nervových degenerácií a rakoviny, inhibíciou rôznych stupňov nádorového spustenia                  a množenia. Tieto účinky sú myslené tak, že sú prispievateľmi polyfenolových zložiek svojou prítomnosťou v ovocí a zelenine (Wibisono et al., 2009).
Väčšina drobného a  kôstkového ovocia je mimoriadnym zdrojom mnohých druhov polyfenolov s protirakovinovými vlastnosťami, antokyanínov, proantokyanínov, fenolových kyselín. Antioxidanty prítomné v drobnom ovocí zohrávajú významnú úlohu a majú priaznivý účinok na zdravie človeka. Súčasné štúdie poukazujú na dôležitosť prijímania antioxidantov prítomných v ovocí, pretože chránia bunky pred voľnými radikálmi, ktoré môžu poškodiť deoxyribonukleovú kyselinu (DNA), proteíny a lipidy membrán. Zabraňujú starnutiu buniek a rozvoju civilizačných chorôb. Mnohé výskumy poukazujú na to, že polyfenoly vykazujú potenciálne pozitívne účinky ako sú protizápalové, antikarcinogénne a antimikróbne účinky. Tieto blahodarné účinky polyfenolov sa pripisujú ich silnej antioxidačnej aktivite, čo je schopnosť vychytávať reaktívne formy kyslíka (Zhang et al., 2007).
1  PREHĽAD O SÚČASNOM STAVE RIEŠENEJ

    PROBLEMATIKY 

1.1  História a charakteristika červeného drobného a kôstkového ovocia

 
Podľa Hričovského et al. (2002) ovocím sa rozumejú požívateľné plody (alebo semená) rôznych kultúrnych i divo rastúcich  stromov a kríkov s nadzemnou drevitou časťou. Spoločným charakteristickým znakom ovocia je pomerne vysoká kyslosť (pH je nižšia ako 4,3) a primeraný obsah cukru. Ovocie má medzi potravinami rastlinného pôvodu zvláštne postavenie v tom, že sa konzumuje  väčšinou v čerstvom stave.
Prijatím ovocia a následne jeho častou konzumáciou sa celkovo chránime pred potenciálnymi zdravotnými ťažkosťami, ktoré majú bežne počas jeho deficitu                     za následok problémy s trávením. Ochranná úloha látok (antioxidantov) obsiahnutých v drobnom ovocí má taktiež nepostrádateľnú a dôležitú úlohu,  z čoho vyplýva,  že sa aktívne zúčastňujú a zároveň prispievajú k udržaniu dobrého zdravia človeka.

Záujem o drobné ovocie ako významnej suroviny s vysokým obsahom  bioaktívnych látok pre priamy konzum a pre potravinársky priemysel neustále narastá. Z hľadiska racionálnej výživy ich význam spočíva v tom, že majú nízku energetickú hodnotu, ale pritom sú bohaté na vitamíny a dôležité minerálne látky. Dobrá vôňa a lahodná chuť podporuje sekréciu slinných žliaz,  čo podporuje trávenie (Habánová                 a Habán, 2003).
Bobuľové ovocie je synonymom  ľahkosti, osvieženia, zdrojom najjemnejších vôní, najintenzívnejších farieb, najčistejších a najrozmanitejších chutí. Väčšina bobuľového ovocia je mimoriadnym zdrojom mnohých druhov polyfenolov s protirakovinovými vlastnosťami, antokyanínov, proantokyanidínov a kyseliny elágovej (Béliveau a Gingras, 2005).

Antioxidanty v ovocí zohrávajú významnú úlohu a majú priaznivý účinok na zdravie človeka. Súčasné štúdie poukazujú na dôležitosť prijímania antioxidantov v ovocí,  pretože chránia bunky pred voľnými radikálmi. Zabraňujú starnutiu buniek a rozvoju rôznych civilizačných chorôb.

Maliny (Rubus idaeus) pre svoje vynikajúce vlastnosti už odpradávna človek využíval ako ovocie,  ktoré získaval zberom z prirodzených porastov. Kultúrne pestovanie malín sa pripisuje už starým Grékom, ale cielené pestovanie malín sa spomína  v písomných prácach rôznych autorov až v 14. – 16. storočí. Začiatky pestovania malín sú v Európe,  odkiaľ boli vyvezené do Ameriky  (Hričovský, 2002). Toto ovocie je známe ako bohatý zdroj prirodzených antioxidantov prevažne zapríčinené vysokým obsahom fenolových zlúčenín, ktoré sa skladajú hlavne z kyanidínov, antokyanínov, ellagitanínov, fenolových kyselín, kvercetínu a konjugátov kyseliny elágovej (Beekwilder et al., 2005).
Jahody (Fragaria vesca)  pestovanie jahôd sa pravdepodobne začalo                        vo Francúzsku v polovici 14. storočia (Béliveau a Gingras, 2005).

Podľa Schletta (2006)  záhradná jahoda uzrela svetlo sveta v Holandsku začiatkom 18.  storočia, a  to krížením severoamerickej šarlachovej a juhoamerickej čílskej jahody.

           Ríbezľa (Ribes rubrum) patrí do rodu Ribes  čeľade egrešovitých. Rozoznávame červenoplodé a bieloplodé kultivary pochádzajúce z ríbezle červenej (Ribes rubrum) a ríbezle čiernej (Ribes nigrum). Predpokladá sa,  že ríbezľu červenú k nám priniesli Arabi (Schlett, 2006). 
          Čerešne (Prunus avium)  a višne (Prunus cerasus)  patria  medzi kôstkové ovocie, botanicky sa rátajú k ružovitým a dávajú ovocie s dlhými stonkami. Svoj pôvodný domov majú v juhovýchodnej Európe a západnej Ázii. Poznáme asi 500 rôznych čerešňových a asi 250 višňových sort. Kôstky čerešní sa našli v kolových stavbách, z čoho možno vyvodiť, že tento druh ovocia musel existovať už v strednej kamennej dobe (Schlett, 2006). Čerešne a višne sú prírodným zdrojom antioxidantov, ktoré ovplyvňujú výskyt degeneratívnych ochorení. Čerešne obsahujú okrem vody, sacharidov, vitamínov A, B a C, pektínu, organických  kyselín, tiež minerály najmä draslík, horčík, fosfor a vápnik (Kalyoncu et al., 2009). Čerešne sú od starodávnych čias spojené s lepšou funkciou organizmu atď. 
Wang a Zheng (2005) uvádzajú, že konzumácia čerešní zmierňuje artritídu. V poslednom čase tiež višne s ich blahodarnými účinkami preferujú jedinečné zložky antokyanínov a súvisiacimi polyfenolmi (Piccolella et al., 2008).Višne obsahujú tiež fenolové kyseliny a kvercetín  (Seymour et al., 2008).

             Mnoho kôstkového ovocia ako čerešne boli kultivované od starobylých čias (Naderiboldaji et al., 2008). Čerešne sú členmi rodu Rosaceaea, podrodu Prunoideae. Prunus avium L. je čerešňa a Prunus cerasus L. kyslá, višňa. Turecko je najväčším producentom čerešní vo svete (Kalyoncu et al., 2009). Ovocie takéhoto druhu nie je konzumované len čerstvé, ale taktiež sa používa na výrobu džemu, rôsolu, marmelády, sirupu a rôznych druhov jemných nápojov (Islam, 2002).
1.2  Reaktívne formy kyslíka
            Kyslík je potrebný pre život. Väčšina potenciálne škodlivých účinkov kyslíka je spôsobená formovaním a činnosťou reaktívnych foriem kyslíka účinkujúcich ako oxidanty, čo sú zložky s tendenciou darovať kyslík iným substanciám. Mnoho reaktívnych foriem kyslíka sú voľné radikály (VR). Voľné radikály a iné reaktívne formy kyslíka v tele pochádzajú buď z normálnych hlavných metabolických procesov alebo z vnútorných zdrojov. Ich chemická reaktivita môže poškodiť všetky typy bunkových makromolekúl zahrňujúc proteíny, sacharidy, lipidy a nukleové kyseliny. Niekoľko z týchto účinkov zahŕňa príčiny kataraktov, aterosklerózy, niektorých degeneratívnych ochorení a niektoré typy rakoviny (Kubínová, 2002).

         Vzdušný kyslík, ktorý dýchame, je pre naše bunky palivom pri produkcii chemickej energie vo forme veľmi významnej látky – adenozíntrifosfátu (ATP). Toto spaľovanie nie je dokonalé,  keďže sa tvorí aj značné množstvo „odpadu“,  všeobecne známeho ako „voľné radikály“. Pre bunky sú voľné radikály škodlivé, pretože útočia na štruktúru mnohých bunkových zložiek, predovšetkým na deoxyribonukleovú kyselinu (DNK), bielkoviny a lipidy, a tak spôsobujú ich značné poškodenie (Béliveau a Gingras, 2005).

Béderová (2000) uvádza, že voľné kyslíkové radikály vznikli na našej planéte spolu so vznikom kyslíkovej atmosféry a sprevádzajú nás po celý život. Vznikajú pri každom aeróbnom procese. V organizme vznikajú počas viacerých fyziologických reakcií, ako medziprodukty metabolizmu kyslíka.
Voľné kyslíkové radikály vznikajú v našom organizme neustále pri rôznych biochemických reakciách  a  sú taktiež účinnou zbraňou leukocytov pri obrane pred baktériami. Môžu škodiť len vtedy, keď sa vymknú spod prísnej kontroly, ktorú si každý aeróbny organizmus v priebehu biologického vývoja vypracoval. Ide hlavne o enzýmy schopné voľné radikály deaktivovať, pomáhajú im v tom taktiež veľmi jednoduché nízkomolekulárne látky telu vlastné, alebo získané z potravy, napríklad  vitamín C,  vitamín E,  koenzým Q,  karotenoidy a iné  (Kubínová, 2002).
Voľné radikály sú molekuly, ktoré obsahujú jeden alebo viacero nespárených elektrónov a následkom toho sú chemicky extrémne reaktívne. Tvoria sa v tele pri dýchaní, ale vznikajú aj vplyvom cudzorodých látok, nadbytku slnečného a iného žiarenia, ako aj pri vdychovaní cigaretového dymu a výfukových splodín. Voľné radikály sú normálnou súčasťou látkovej premeny a prostredníctvom niektorých svojich foriem, napr. oxidu dusnatého NO,  prenášajú rad životne dôležitých informácií do buniek a sú tiež súčasťou imunitných systémov (Lachman, 2003). Voľné radikály napadnú každú bunku nášho tela asi 10 000-krát za deň. Tento fakt potvrdzuje, akú významnú ochrannú funkciu majú antioxidanty (Horáková, 2008).
Voľné kyslíkové radikály sú nestabilné molekuly obsahujúce atóm vodíka, oxid dusíka (NO) alebo molekulárny kyslík. Bežne sa vyskytujú v tele ako výsledok chemických reakcií počas normálnej bunkovej činnosti. Môžu sa takisto vytvoriť ako dôsledok prílišného znečistenia (napr. zo vzduchu vo veľkomestách), dlhodobého vplyvu UV žiarenia alebo vdychovaním cigaretového dymu. Stabilizovať sa pokúšajú spájaním s inými molekulami, čo môže viesť k poškodeniu buniek a uvoľneniu iných voľných radikálov,  a to môže byť počiatok reťazovej reakcie. Niektorí vedci sa domnievajú, že pôsobenie tohto typu voľných radikálov podmieňuje vznik niektorých chronických chorôb a chorôb starších ľudí ako napr. choroby srdca,  rakovina, mŕtvica, reumatická artritída,  šedý zákal  a Alzheimerova choroba  (Zachar, 2004).     

Na základe vedeckých výskumov sa zistilo, že zvýšené hromadenie VR sa podieľa na patogenéze mnohých civilizačných  ochorení  vrátane onkologických ochorení. Oxidačný stres je zapríčinený zvýšenou tvorbou voľných radikálov, čo prevyšuje antioxidačnú ochranu organizmu (Yung et al., 2006).   
Lachman (2003) uvádza, že voľné radikály môžu atakovať biomolekuly (lipidy, bielkoviny, DNA) alebo ich  biomembránu, čomu bránia antioxidanty. Protizápalové účinky a likvidácia VR sú vo veľmi úzkej korelácii. Existujú dôkazy, že voľné radikály sú zodpovedné za poškodenie lipidov, proteínov a nukleových kyselín v bunkách (Leong a Shui, 2002), ktoré spôsobujú rôzne fyziologické a patologické abnormálie ako sú zápaly, kardiovaskulárne ochorenia a starnutie. Dávnejšie štúdie poukazujú na to, že častejšia konzumácia ovocia je spojená s nižším rizikom poranení a rakoviny (Wright et al., 2008).

1.2.1 Toxický účinok voľných radikálov

            Nadmerná tvorba voľných radikálov môže byť pre organizmus škodlivá a zohráva dôležitú úlohu v patogenéze rôznych ochorení. Pri porušení rovnováhy medzi antioxidantami a voľnými radikálmi nastáva oxidačný stres. 
       Aeróbne podmienky pre organizmy prináša aj nebezpečie toxického pôsobenia reaktívnych metabolitov kyslíka (RMO). Zohrávajú negatívnu úlohu v patogenéze mnohých ochorení. Zachovanie integrity bunky a jej fyziologických funkcií vyžaduje rovnováhu systémov prooxidant – antioxidant. Trvalá nerovnováha v dvojici prooxidant – antioxidant v prospech prooxidantov sa volá oxidačný stres (Kyselovič, 2002).

      Reaktívne metabolity kyslíka (prooxidanty), ktoré hrajú úlohu v oxidačnom strese, sú uvedené v tabuľke 1.

Tabuľka 1  Reaktívne metabolity kyslíka 
              (Brindzová-Mikulajová, 2005)
	Reaktívny metabolit
	Poznámka

	O- superoxidový anión
	Jednoelektrónovo redukovaná molekula kyslíka, tvorená v mnohých autooxidačných reakciách

	HO2, perhydroxylový radikál
	Protónovaná forma O2-, viac rozpustná v lipidoch

	H2O2, peroxid vodíka
	V perodide je dvoj elektrónovo redukovaná molekula kyslíka, tvorená priamo z O2 alebo z O2-

	HO., hydroxylový radikál
	Tvorený Fentonovou reakciou alebo iónmi kovov katalyzovanou Haberovou a Weissovou reakciou, vysoko reaktívny

	RO., alkoxylový radikál
	Organický radikál na kyslíku (napr. lipidový), vysoko reaktívny

	ROO, peroxylový radikál
	Formálne tvorený vytrhnutím atómu vodíka z hydroperoxidov (ROOH), (napr. lipidových)

	ROOH, hydroperoxid
	Organické hydroperoxidy (napr.  lipidové, tymínové)

	1O2, singletový kyslík
	Singletový kyslík, excitovaný stav molekulového kyslíka


Prevládajúci stav voľných radikálov sa nazýva oxidačný stres a vyvoláva poruchy na molekulách  DNA, proteínov a lipidov. Najjednoduchším radikálom je atóm vodíka. Iné radikály môžu byť reaktívne kyslíkové druhy: superoxidový anión, hydroxylový radikál, alkoxylový radikál, peroxylový radikál, peroxid vodíka a singletový kyslík. Reaktívne dusíkové druhy sú oxid dusnatý, oxid dusičitý a peroxynitrit. Proti toxickému účinku pôsobenia voľných radikálov sa organizmus bráni mechanizmami, ktoré:

· zabraňujú tvorbe  VR  (xantínoxidáza, kataláza, peroxidáza)

· vychytávajú alebo lapajú už vytvorené VR (ß- karotén)
· reparujú a odstraňujú poškodené molekuly v organizme (reparačné endonukleázy) (Dlugošová a Pšenáková, 2004).
Rovnováhu medzi oxidačnými a antioxidačnými pochodmi organizmus účinne reguluje. Za stavu, kedy je tvorba voľných radikálov výrazne zvýšená, sú však možnosti regulácie prekročené a organizmus je vystavený oxidačnému stresu. Vznik voľných radikálov totiž vyvolávajú aj vonkajšie vplyvy – toxické zlúčeniny, napadnutie mikroorganizmamy (MO), cigaretový dym, ultrafialové žiarenie a prílišná telesná námaha (Kalač, 2003).   

Klinické štúdie potvrdili, že reaktívne kyslíkové druhy spolu s voľnými radikálmi spôsobujú s vekom spojené degeneratívne ochorenia, zahrňujúc aterosklerózu, rakovinu, mozgovú príhodu, astmu, artritídu, srdcový infarkt, poškodenie pečene, periodontitídu a ďalšie (Packer a Weber, 2001).

1.2.2 Voľné radikály a ich pozitívny účinok v organizme

Napriek negatívnym účinkom, ktoré VR spôsobujú, majú aj svoj pozitívny význam. Béderová (2000) konštatuje, že bez prítomnosti VR v organizme by sme nezvládli žiadnu infekciu, lebo sú nenahraditeľné pri procesoch fagocytózy. Ľudský organizmus počas vývoja vytváral celé spektrum ochranných systémov, ktoré účinne inaktivujú voľné kyslíkové radikály (VKR), neutralizujú ich, takže strácajú patogénny účinok. Musí však disponovať dostatočnou hladinou ochranných látok. Tvorba a účinok voľných radikálov vo fyziologických procesoch musí byť kontrolovaná, resp. eliminovaná pomocou ochranných tzv. antioxidačných systémov.

Medzi biologické mechanizmy, v ktorých voľné radikály majú významnú úlohu patria napr.:

-         fagocytóza – obrana hostiteľa proti patogénnym mikroorganizmom,

· oxidačné, hydroxylačné a karboxylačné reakcie sú doprevádzané tvorbou VR, ktoré sa podieľajú na aktivácii potrebných oxygenáz,

· peroxidačné reakcie – peroxid vodíka je substrát oxidačných reakcií,

· redukcia ribonukleotidov – sú to prekurzory pre syntézu DNA a tvoria             sa redukciou ribonukleozidov za prítomnosti tiolovej skupiny a atómu železa,

· využitie VR v medicíne a v terapii, najmä tých, ktoré sa tvoria fotodynamickým efektom, čo sa využíva  napr. pri liečení genitálnych vírusových vredov, pri eliminácii novorodeneckej žltačky (Kyselovič, 2002).

1.3 Antioxidanty

Kyslík je dôležitý pre väčšinu živých organizmov. Paradoxne sa však stáva                 v určitých situáciách kľúčovým faktorom spôsobujúcim oxidačné poškodenie                        v rastlinách, ako aj v ľudskom organizme (Brindzová a Mikulajová, 2005).
Antioxidantom (AO) je z chemického hľadiska každá chemická látka, ktorá zabráni oxidácii zlúčeniny reaktívnym metabolitom tým, že sama oxiduje. Antioxidanty majú význam v potravinárskom priemysle tým, že zvyšujú stabilitu potravín.                            Z biologického hľadiska významný antioxidant je taká zlúčenina, ktorá v malých koncentráciách s reaktívnym metabolitom (prooxidantom) tvorí relatívne stabilné                     a netoxické produkty a tým chráni bunky, tkanivá a celý organizmus pred oxidačným poškodením voľnými radikálmi (Šilhár et al.,  2004).

Medzi antioxidanty zaraďujeme látky, ktoré sú schopné vychytávať VR v organizme a súčasne eliminovať tak ich nepriaznivé účinky. Medzi najznámejšie antioxidanty patria vitamíny A, C, E, selén, zinok a flavonoidy. Hlavným zdrojom  AO v strave je čerstvé ovocie. Najväčšiu antioxidačnú aktivitu má bobuľové ovocie.
Antioxidanty možno definovať ako substancie schopné prevencie alebo spomalenia rýchlosti radikálovej reťazovej reakcie a oxidácie, ktorá prebieha v ľahko oxidovateľných materiáloch (Louli et al., 2004).
Sú to molekuly,  ktoré môžu bezpečne integrovať s voľnými radikálmi                          a zakončiť tak reťazovú reakciu skôr,  ako dôjde k poškodeniu vitálnych molekúl (Šilhár et al., 2004).
Hocman (2003) uvádza, že antioxidant je definovaný ako látka,  ktorá ak je prítomná v nízkej koncentrácii v porovnaní s oxidovateľným substrátom, významne znižuje  alebo inhibuje oxidáciu tohto substrátu.
Potravinový kódex Slovenskej republiky definuje antioxidanty ako prírodné alebo syntetické látky, ktoré sa pridávajú do potravín na spomalenie oxidácie                              a autooxidácie. Tieto látky, okrem dostatočného ochranného účinku, musia vyhovovať hygienickým a zdravotným požiadavkám (Nikelová et al.,  2000).

Béliveau a Gingras (2005) charakterizujú antioxidanty ako látky,  ktorých molekuly transformujú voľné radikály na neškodné vedľajšie produkty, čím znižujú potenciál ich nepriaznivého účinku. 
Lachman (2003) konštatuje, že antioxidanty spomaľujú, blokujú alebo zabraňujú oxidačným zmenám látok v ľudskom tele a bunkách.

Podľa Suhaja (2000) sú antioxidanty  veľmi špecifické,  ich antioxidačný účinok spočíva v tom, že sa samy prednostne oxidujú, a tým chránia iné,  citlivejšie bioaktívne zložky potravín pred ich deštrukciou.
Organizmus si sám vytvára rad ochranných mechanizmov,  ktoré likvidujú VR tým, že ich viažu alebo priamo rozkladajú. Okrem toho sa v potrave vyskytuje viacero antioxidačne pôsobiacich látok,  ktoré zabraňujú vzniku a  rozmnožovaniu voľných kyslíkových radikálov, napr. selén, zinok, karotenoidy, vitamín E, vitamín C, bioflavonoidy, látky obsahujúce sulfhydrylové SH-skupiny a mnoho ďalších (Hassimotto et al., 2005).

1.3.1 Rozdelenie antioxidantov
Kyselovič (2002) uvádza, že rozdelenie antioxidantov môže byť z viacerých hľadísk:

Podľa molekulovej hmotnosti:
· vysokomolekulové:   a) enzýmové
                                         b) neenzýmové 
 -    nízkomolekulové:     a) prírodné

                                                    b) syntetické

  Podľa výskytu: 
- cytoplazmové (hydrofilné)   

- membránové   (lipofilné)

Brindzová-Mikulajová (2005) uvádza,  že podľa mechanizmu eliminácie voľných radikálov delíme antioxidanty na:

1) vychytávače  (scavengers)  - napr.  SOD vychytáva O2- a premení ho  na neradikálové molekuly O2 a H2O2.
2) lapače (trappers) - napr. vitamín E  lapá OH a premení ho na relatívne stabilný radikál.
3) zhášače (quenchers) - napr. beta- karotén zháša singletový kyslík.
 Podľa výskytu ďalej možno antioxidanty rozdeliť na:
· extracelulárne antioxidanty
·  intracelulárne antioxidanty.
Podľa Béderovej (2000) na celkovej antioxidačnej kapacite organizmu sa uplatňujú  kyselina močová asi 50 %, plazmatické bielkoviny 12 %, vitamín C 24 %, vitamín E  7 %  a  ostatné antioxidanty 7 %. Podľa Lachmana (2003) sa za antioxidanty považujú všetky látky,  ktoré vykazujú pri pH 7 negatívnejší potenciál ako +0,816 V (redoxpotenciál kyslíka). Molekula antioxidantu musí reagovať s voľnými radikálmi rýchlejšie ako voľné radikály reagujú s lipidom a produkty reakcie s voľnými radikálmi nesmú byť prooxidanty.
 1.3.2  Ochranný mechanizmus antioxidantov
Antioxidanty sú zložky,  ktoré zamedzujú vzniku oxidačných reakcií vyvolaných voľnými radikálmi, a tým pôsobia preventívne a oneskorujú poškodenie buniek a tkanív. Ich mechanizmus obsahuje:

· vyplavovanie reakčného kyslíka a dusíka z rôznych druhov voľných radikálov,

· redukovanie koncentrácie kyslíka znížením oxidačného potenciálu molekulárneho  kyslíka,

· metabolizuje peroxidový tuk na neradikály,
· viaže do komplexov ióny kovov a tým pôsobí preventívne proti tvorbe voľných    radikálov (Zachar, 2004).
Týmto antioxidanty obmedzujú poškodenie voľnými radikálmi, ktoré spôsobujú:
· oxidáciu LDL cholesterolu,  ktorý môže zvýšiť riziko artériosklerózy,
· zvýšenie priľnavosti krvných doštičiek,  ktorá môže viesť k trombóze a tým                 k    zvýšeniu rizika choroby srdca a mŕtvice,
· poškodenie DNA v bunkách,  čo môže viesť k rakovine,
· blokovanie normálnych funkcií buniek vnútornej steny cievy a ochabnutie ciev              v dôsledku oxidu dusíka,  čo môže viesť k chorobám srdca a k rakovine,
· vznik zápalov,
· oslabenie imunitného systému (Zachar,  2004).
Podľa Kaura a Geetha (2006) pravidelný prívod antioxidantov zabezpečí ochranu proti  škodlivým účinkom VR. Z hľadiska zdravia je preto veľmi dôležité zabezpečenie organizmu zásobou efektívnych a špecifických antioxidantov.
Predpokladá sa, že antioxidanty dokážu chrániť biomolekuly pred oxidačným poškodením a preto sa dávajú do súvislosti s nižším rizikom výskytu kardiovaskulárnych a nádorových ochorení (Huang et al., 2004).

Antioxidanty zachytávajú voľné radikály predtým, ako by mohli škodiť, a tak zabraňujú rozšíreniu oxidačného poškodenia. Bolo zistené, že antioxidanty spomaľujú, blokujú alebo zabraňujú oxidačným zmenám látok v ľudskom tele a bunkách. Antioxidanty majú schopnosť deaktivovať excitované molekuly kyslíka a voľné organické radikály. Antioxidačné obranné systémy v ľudskom tele sú rozsiahle a sú zložené z násobných vrstiev,  ktoré pôsobia na rôznych miestach a proti rôznym typom voľných radikálov (Lachman, 2003). 
Krkošková (2001) uvádza,  že pôsobenie antioxidantov spočíva v tom,                      že reagujú s oxidujúcimi látkami (oxidantami), a tým znižujú ich škodlivé pôsobenie v tele. Niektoré z týchto antioxidantov sa tvoria v tele v metabolických procesoch (glutation, kyselina močová), iné sú zase súčasťou výživy. Najznámejšími antioxidačnými látkami z potravín sú vitamíny E a C a karotenoidy.

Podľa Horákovej (2008) nestačí zvýšená konzumácia antioxidantov, a tým sa preventívne vyhneme problémom, chorobám. V prvom rade sa musíme dôsledne vyhýbať voľným radikálom, faktorom, škodlivinám, ktoré k ich vzniku vedú,  ktoré ich vyvolávajú. Antioxidačné vlastnosti ovocia a zeleniny sú čiastočne spôsobené nízkou molekulárnou hmotnosťou fenolových zložiek, ktoré sú známe ako silné antioxidanty.

V poslednom čase existuje mnoho metód, ktoré sú vyvinuté na hodnotenie antioxidačnej aktivity zložiek a komplexnú zmes ako sú rastlinné extrakty  (Huda-Faujan et al., 2009). Fenolové antioxidanty prítomné v ovocí zvyšujú antioxidačný potenciál ovocia. To možno vidieť z lineárnej korelácie, ktorá existuje medzi obsahom fenolov a antioxidačnou aktivitou ovocia. Okrem toho, lineárny vzťah  (pomer) bol zistený medzi obsahom individuálnych tried fenolov ako sú antokyaníny, flavonoly a antioxidačnou aktivitou ovocia, ktoré indikujú silný účinok (vplyv) týchto fenolov na antioxidačnú aktivitu ovocia. Je dobre známe, že antioxidačná aktivita fenolov je ovplyvnená ich chemickou štruktúrou a môže byť znížená alebo zvýšená v závislosti na skupine pripevnenej na základný aglykón (Jakobek et al., 2009).
1.3.3 Antioxidačná kapacita

Existujú obrovské rozmanitosti v obsahu antioxidantov v ovocí. Preto meranie antioxidačnej kapacity každej zložky oddelene sa stáva veľmi ťažkým procesom (Guo et al., 2003). Mnoho autorov zdôrazňuje potrebu vykonávať viac ako jeden typ merania antioxidačnej aktivity (Frankel a Meyer, 2000, Matanjun et al., 2008). Antioxidačné vlastnosti polyfenolov závisia od stupňa hydroxylácie a rozlohy konjugácie (Jiang et al., 2006). 
Rôzne druhy ovocia vykazujú rôznu antioxidačnú kapacitu podľa ich polyfenolového obsahu, vitamínu C, E, karotenoidov a flavonoidov (Saura-Calixto                    a Goni, 2006). Rôzne rastové podmienky tiež pôsobia na obsah flavonoidov                              a antioxidačnú aktivitu v jahodách (Wang et al., 2000).

Podľa Jianga et al. (2006) na antioxidačnú aktivitu má vplyv samotná rastlina, odroda ako aj agronomické podmienky. Antioxidačná aktivita fenolových zlúčenín je          vo vzťahu so štruktúrou, ako aj redoxnými vlastnosťami, počtom a polohou hydroxylových skupín. Z hľadiska ich vysokej antioxidačnej aktivity, sa konzumácia rastlín vo vysokom rozsahu odporúča, a preto je vyhodnocovanie antioxidačnej aktivity extraktov považované za dôležitý krok pred izoláciou antioxidačných fytochemikálií, ktoré obsahujú. 

Vo všeobecnosti, so zvyšujúcou sa antioxidačnou aktivitou sa zvyšuje aj celkový obsah fenolov. Rozdielnosť antioxidačnej aktivity medzi odrodami je oveľa širšia ako v obsahu celkových polyfenolov. Nárast čísla hydroxylových skupín alebo amino skupín v molekulárnej štruktúre fytochemikálií vedie k vyššej antioxidačnej aktivite  (Cai et al., 2003, Masum et al., 2010). 
Podľa Kima a Leeho (2004) kemferol má hydroxylovú skupinu v polohe 3,              čo naznačuje štrukturálnu dôležitosť tejto polohy pre zvýšenie antioxidačnej aktivity. Apigenín a kemferol majú rovnaký počet hydroxylových skupín na polohe 4´ a 5, 7. Luteolín má o jednu hydroxylovú skupinu navyše v 3´ polohe. 
Horváthová (2001) udáva, že antioxidačná aktivita flavonoidov sa zvyšuje so zvyšovaním počtu hydroxylových skupín a znižuje sa glykozyláciou. 
Kim a Lee (2004) konštatujú, že kyselina kávová a kyselina p-kumárová vykazujú vynikajúcu antioxidačnú aktivitu. Kyselina kávová tým, že obsahuje hydroxylové skupiny v polohe 3 a 4, vykazuje vyššiu antioxidačnú aktivitu ako kyselina p-kumárová. 
Výsledky Kokanová-Nedialkova et al. (2009) takisto potvrdzujú, že zlúčeniny                                     s 3,4-dihydroxyskupinami v kruhu B majú silnejšie antioxidačné účinky. 
1.3.4 Prírodné antioxidanty v drobnom červenom ovocí
 Prírodné antioxidanty prítomné v potravinách rastlinného pôvodu vyvolali značný záujem vďaka svojim potenciálnym nutričným a terapeutickým účinkom. Vzhľadom k ich chemickej štruktúre môžu byť rozdelené na polyfenoly (flavonoidy, antokyány, fenolkarboxylové kyseliny a kumaríny), karotenoidy (karotény prekurzory vitamínu A), xantofyly a tokoferoly (vitamín E). Silnú antioxidačnú aktivitu majú taktiež  kyselina askorbová (vitamín C) a selén (Lachman, 2003). 
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Obrázok 1 Vitamín E (α – tokoferol)
Poznáme antioxidanty prírodné a syntetické. Medzi prírodné antioxidanty patria predovšetkým vitamíny, ale tiež mnohé chemické látky, ktoré sa vyskytujú v ovocí a zelenine - kvercetín, kumarín, flavón, kyselina kumarová, kyselina ferulová. Uvedené látky okrem svojich antioxidačných účinkov podporujú tvorbu detoxifikačných enzýmov, čím znižujú škodlivé účinky chemikálií. Ďalšími prírodnými antioxidantmi         sú provitamíny vitamínu A,  karotenoidy,  ktoré sa vyskytujú v ovocí a zelenine  (Slanina, Táborská, 2004).
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Obrázok 2 Vitamín A (retinol)
Prírodnými antioxidantmi sú predovšetkým rastlinné fenolové a polyfenolové zlúčeniny, ktoré sa môžu vyskytovať vo všetkých častiach rastliny. Tieto látky majú multifunkčný účinok a mnohé z nich pôsobia ako redukčné činidlá, metalické chelátory alebo zhášače singletového kyslíka. Takýmito látkami sú flavonoidné zlúčeniny, deriváty kyseliny škoricovej, kumaríny, tokoferoly a niektoré fenolové kyseliny (Vollmannová et al., 2008). 
Maliny sú veľmi dobrým zdrojom prírodných antioxidantov. Obsahujú vitamíny a minerály a takisto sú bohatým zdrojom antokyanínov, iných flavonoidov a fenolových kyselín (Wang a Lin, 2000). 
Štúdie preukázali, že maliny majú vysokú schopnosť pohlcovať kyslíkové radikály ako aj peroxylové radikály  (ROO˙), superoxidový radikál (O2˙-), hydrogenperoxidy (H2O2˙), hydroxylové radikály (OH˙).

Novšie štúdie venujú veľkú pozornosť prírodným antioxidantom a ich spojitosti so zdravotnými účinkami. Rastliny sú potenciálnym zdrojom prírodných antioxidantov. Produkujú rôzne antioxidačné zložky, ktoré pôsobia proti reaktívnym formám kyslíka  za účelom prežitia (Huda-Faujan et al., 2009).

Rôzne prírodné antioxidanty rastlinného pôvodu, napr. fenolové kyseliny, flavonoidy, či antokyány sa  síce menej ľahko vstrebávajú a sú menej účinné ako tokoferoly, ale sú prítomné v strave v mnohonásobne (až niekoľkokrát) vyššej  koncentrácii, takže i oni sa významne uplatňujú (Packer a Weber, 2001).


Z hľadiska aktívneho, efektívneho, pozitívneho prístupu k ochrane svojho zdravia, má človek možnosť pestrou vyváženou výživou (antioxidačne pôsobiace látky) dostatočne saturovať príjem esenciálnych antioxidantov, čo je oveľa optimálnejšie z preventívneho hľadiska ako užívanie suplementačných prípravkov, v ktorom môže byť obsah jednotlivých komponentov nevyvážený, preexponovaný, nedostatočne efektívny a tým pre celkový organizmus človeka skôr škodlivý ako prospešný.

1.4 Fytochemické látky v červenom drobnom a kôstkovom  ovocí

Fytochemické látky sú zodpovedné za sfarbenie a organoleptické vlastnosti ovocia. Veľa fytochemických látok, ktoré vykazujú najväčšiu aktivitu v prevencii rakoviny, sa nachádza len v niekoľkých veľmi špecifických potravinách. Hoci antioxidačná aktivita je veľmi známa vlastnosť mnohých fytochemických látok, nemusí práve ona ovplyvňovať ich biologické účinky. Napríklad dva polyfenoly,  ktoré prejavujú približne rovnakú antioxidačnú aktivitu, môžu mať veľmi odlišný vplyv na rakovinovú bunku. Je zrejmé, že mnohé fytochemické látky, najmä polyfenoly, majú chemickú štruktúru,  ktorá je ideálna na vychytávanie voľných radikálov (Béliveau a Gingras, 2005).

Za fytochemikálie sa z  fyziologického alebo liečebného hľadiska považujú vysoko aktívne látky, ktoré majú schopnosť modulovať metabolizmus človeka spôsobom, ktorý vhodne zamedzuje ochoreniam. Existuje najmenej 14 skupín fytochemikálií, u ktorých sa preukázalo, že pôsobia preventívne proti rakovine.                   Ide o sulfidy, fytáty, flavonoidy, glukuráty, karotenoidy, kumaríny, monoterpény, triterpény, lignany, fenolové kyseliny, indoly, isothiokyanáty, ftalidy a polyacetylény (Kvasničková, 1998).
Béliveau a Gingras (2005) uvádzajú tieto hlavné skupiny fytochemikálií vyskytujúcich sa v ovocí a zelenine.

Tabuľka 2  Fytochemikálie vyskytujúce sa v ovocí a zelenine

                  (Beliveu a Gingras, 2005)
	Skupina
	Trieda
	Podtrieda

	polyfenoly
	flavonoidy
	Antokyanidíny

	
	
	Flavóny

	
	
	Flavonoly

	
	
	Flavonóny

	
	
	Flavanoly

	
	
	Izoflavóny

	
	
	Taníny

	
	Fenolové kyseliny
	Hydroxycynamáty

	
	
	Hydroxybenzoáty

	
	iné
	Stilbény

	
	
	Kumaríny

	
	
	Lignány

	terpény
	karotenoidy
	

	
	monoterpény
	

	sulfidy
	dialylsulfidy
	

	
	izotiokyanatány
	


Zo všetkých fytochemických látok, ktoré sa nachádzajú v drobnom ovocí, zrejme práve kyselina elágová môže najviac ovplyvňovať rozvoj rakoviny. Táto látka je vlastne polyfenol s  jedinečnou štruktúrou nachádzajúcou sa predovšetkým v malinách, jahodách a v niektorých orechoch, ako sú lieskové a pekanové orechy (viď tabuľka 3). Hoci sa na prvý pohľad zdá, že maliny majú vyšší obsah kyseliny elágovej ako jahody, v malinách je až  90 % tejto látky v semenách, kým v jahodách sa 95 % nachádza v dreni. Je preto možné, dokonca pravdepodobné, že kyselina elágová je lepšie využiteľná v jahodách ako v malinách (Béliveau a Gingras, 2005).
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Obrázok 3 Kyselina elágová
Podľa Schletta (2006) pri najnovších výskumoch sa objavili dve ďalšie dôležité zlúčeniny: kemferol a kyselina elágová. Obe sa rátajú do skupiny sekundárnych rastlinných látok.
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Obrázok 3 Kemferol





Podľa Tomas-Barberána a  Clifforda (2000) je kyselina elágová  polyfenol nachádzajúci sa v bobuľovom ovocí ako sú jahody, maliny a černice.

Táto zložka môže existovať vo voľnej forme - glykozidickej alebo ako spojenie esterických elagitanínov s glukózou, hoci voľné formy týchto zložiek sú zriedkavé (Giovanelli a Buratti, 2009).
          Béliveau a Gingras (2005)  naznačujú a hypotetizujú, že kyselina elágová  bráni premene karcinogénov na bunkové toxíny,  ktoré tým strácajú schopnosť reagovať s DNK a vyvolávať mutácie spúšťajúce rakovinu. Kyselina elágová môže tiež zvýšiť obranyschopnosť samotnej bunky proti toxickej agresii podporou jej protirakovinových mechanizmov. Podľa ich vlastných výsledkov je kyselina elágová látka s viacerými protirakovinovými vlastnosťami, ako očakávali. Zistili,  že táto látka je veľmi silný inhibítor bielkoviny VEGF (cievny endotelový rastový faktor),  ktorá spôsobuje rozširovanie nádoru angiogenézou.

Tabuľka 3  Obsah kyseliny elágovej v rôznych druhoch ovocia
                  (Béliveau a Gingras, 2005)

	Ovocie
	Kys. elágová (mg.porcia-1)

	maliny
	22

	černice
	22

	jahody
	9

	brusnice 
	1,8

	čučoriedky
	menej ako 1

	* 150 g porcia (1 šálka) pre ovocie odporúčané USDA Národnou nutričnou databázou ako štandardná referenčná hodnota


1.5 Polyfenolové zlúčeniny

Polyfenolové zlúčeniny predstavujú veľkú skupinu sekundárnych rastlinných metabolitov,  ktoré sú obvyklé u vyšších rastlín. Polyfenolové zlúčeniny, zvlášť flavonoidy, sú účinnými antioxidantmi vďaka schopnosti zachytávať VR mastných kyselín a kyslíka. Polyfenolové antioxidanty sú v antioxidačnej sieti veľmi úzko spojené s kyselinou askorbovou,  ktorá  ich redukuje, a tak prechádza na kyselinu dehydroaskorbovú (Lachman, 2003).

Rastlinné polyfenoly sú amorfné látky fenolovej povahy,  ktoré sú rozšírené                v najrôznejších častiach rastlín - v kôre, dreve, listoch, plodoch, koreňoch                             i v patologických útvaroch. Sú charakteristické radou vnútorných spoločných vlastností. Sú v rastlinnej ríši všadeprítomné, dodávajú rastlinám charakteristické sfarbenie,  niekedy príznačnú chuť plodom, ale najčastejšie sú zmyslami nevýrazné. Ich hlavnými predstaviteľmi sú flavonoidy, zahŕňajú sa však medzi ne i  kumarínové deriváty, chinóny, ubichinóny, deriváty kyseliny chlorogenovej a voľné fenolové kyseliny (Čepička a Karabín, 2002).
          Fenolové zložky možno bežne nájsť v jedlých a nejedlých rastlinách. Sú dôležité pre normálny rast a vývoj rastlín a obranu proti infekcii a poškodeniu. Taktiež prítomnosť fenolových zložiek v poškodených rastlinách môže mať dôležitý účinok na oxidačnú stabilitu a mikrobiálnu bezpečnosť. Hoci polyfenolové zložky nemajú žiadne známe nutričné funkcie, môžu byť dôležité pre zdravie človeka, kvôli ich antioxidačnej mohutnosti (Karakaya et al., 2001). 

           Polyfenolové zložky nájdené v ovocí prispievajú k celkovej antioxidačnej aktivite. Veľká skupina rastlinných polyfenolov priťahuje veľký záujem kvôli ich potenciálnym antioxidačným vlastnostiam pravdepodobne založenými na ich funkcii prírodných voľnoradikálových čističov (Sellappan et al., 2002; Melicháčová et al., 2010). Podľa  Béliveaua a Gingrasa (2005) veľmi jasne sfarbené ovocie je významným zdrojom skupiny látok známych pod názvom polyfenoly. Polyfenoly boli identifikované vo veľkých množstvách v takých produktoch,  ako je červené víno a zelený čaj, ale aj v hrozne, jablkách, cibuli a voľne rastúcich bobuľovitých plodoch. Ďalej autori uvádzajú, že polyfenoly sú oveľa účinnejšie antioxidanty ako vitamíny.
 Fenolové zlúčeniny nachádzajúce sa v malinách (Rubus idaeus) sú charakterizované ako prírodné antioxidanty, ktoré pravdepodobne hrajú úlohu v určitých zdravotných účinkoch. Tieto prirodzene sa vyskytujúce antioxidanty zahrňujú širokú škálu rozličných chemických zlúčenín, ktoré chránia bunky proti poškodeniam a ktoré spôsobujú reaktívne kyslíkové formy (Suhaj, 2000).
Polyfenoly sa skladajú z  rozmanitých  zložiek,  rozdelených do niekoľkých tried  (kyselina hydroxybenzoová, antokyaníny, proantokyanidíny, flavonoly, flavony, flavanoly, flavanony, isoflavony, stilbeny a lignany),  ktoré sa vyskytujú v ovocí a zelenine (Manach et al., 2004).
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 Obrázok 5 Flavonol                                             Obrázok 6 Flavón
Vo všeobecnosti sa odborníci zhodujú v názore, že polyfenolové látky prijímané v normálnej strave európskej populácie nepredstavujú pre konzumenta riziko. Naopak, rastlinné polyfenoly sú vďaka svojim antioxidačným a mnohým ďalším pozitívnym vlastnostiam zaraďované medzi prírodné chemoprotektívne látky s preukázateľným benefitom pre ľudské zdravie. Priemerný denný príjem polyfenolov stravou na osobu predstavuje asi 1 g, pričom dominantnými zdrojmi polyfenolových zlúčenín sú predovšetkým nápoje a ovocie (Vollmannová, 2008). 
Timoracká et al. (2009) uvádzajú, že polyfenoly sú široko rozšírené v rastlinnej ríši. Sú to prirodzene sa vyskytujúce sekundárne metabolity z rastlín a hrajú dôležitú úlohu v normálnom raste a vývoji rastlín. Polyfenoly poskytujú ochranu proti ultrafialovému žiareniu v rastlinách a účinkujú ako kovové chelátori a vychytávače voľných radikálov. Okrem toho, medzi rovnakým typom ovocia a zeleniny, odroda, zrelosť, doba rastu, environmentálne a klimatické podmienky a technológia vplývajú na zloženie a celkový obsah fenolových zložiek.

 Obsah fenolových zložiek závisí od mnohých environmentálnych podmienok, ako aj genotypu rôznych odrôd. Okrem toho prítomnosť fenolov sa mení počas ročných období (Solar et al., 2006; Jakopič et al., 2009). Fenoly sú spojené s rastom                              a reprodukciou a poskytujú (zabezpečujú) rastlinám rezistenciu proti patogénom                         a predátorom (Jakopič et al., 2009). 

Polyfenoly sú prirodzene sa vyskytujúce zložky, ktoré možno nájsť v ovocí, zelenine, cereáliách a nápojoch (Spencer et al., 2008; Pandey a Rizvi, 2009).

Ovocie ako hrozno, jablká, hrušky, čerešne a rôzne druhy bobuľovín obsahujú viac ako 200-300 mg polyfenolov na 100 gramov čerstvej hmoty. Tieto molekuly (polyfenoly) sú sekundárne metabolity rastlín a sú všeobecne spojené s obranou proti ultrafialovému žiareniu alebo agresiou proti patogénom (Beckman, 2000; Pandey a Rizvi, 2009).
Polyfenoly predstavujú jednu z obrovských skupín rastlinných metabolitov a sú dôležitou súčasťou ľudskej výživy. Viac ako 8000 polyfenolových zložiek bolo identifikovaných v rôznych rastlinných druhoch, pričom majú niekoľko dôležitých funkcií. Všetky rastlinné fenoly vznikajú z bežných sprostredkovateľov, fenylalanínu alebo uzavretých prekurzorov kyseliny šikimovej. Tieto zložky vznikajú biogeneticky z dvoch hlavných procesov syntézy: šikimovej a acetátovej cesty (Kondratyuk a Pezzuto, 2004; Pandey a Rizvi, 2009). Polyfenoly môžu byť klasifikované do rôznych skupín ako funkčný člen fenolových kruhov, ktoré môžu obsahovať a zo štrukturálnych elementov, ktoré spájajú tieto kruhy jeden do druhého. Hlavné skupiny zahŕňajú : fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbény a lignany (Spencer et al. 2008; Pandey a Rizvi, 2009). 
1.5.1  Potenciálne toxické účinky a význam polyfenolov
            Všeobecne panuje názor, že fenolové zlúčeniny obsiahnuté v bežných potravinách sa pri pravidelnom príjme vyznačujú iba veľmi nízkou toxicitou. Je to zapríčinené ich malou absorpciou a rýchlym metabolizmom, ako aj prítomnosťou účinného obranného mechanizmu cicavcov. Pri štúdiu toxicity Manach et al. (2004) zistili a potvrdili, že polyfenolové  zlúčeniny sa môžu stať toxickými, keď sú prekonané prirodzené bariéry alebo detoxifikačné mechanizmy vplyvom nadmerného množstva požitých fenolov. Toxicita fenolov závisí tiež od spôsobu ich podania. Fenolové zlúčeniny môžu mať pri bežnom príjme 1-5 % v strave aj dlhodobý toxický účinok. Tieto hodnoty sú omnoho vyššie u nerozpustných fenolových zlúčenín, ako sú napr. lignín alebo kyselina elágová. Autori hypotetizujú, že potenciálne toxické účinky fenolových látok sú spojené s ich nadmerným príjmom potravou.

            Polyfenoly (triesloviny) sú skupinou chemických zlúčenín rastlinnej povahy, ktoré sa v zelenom čaji nachádzajú vo vysokých koncentráciách. Bol dokázaný ich preventívny účinok pri ochoreniach srdca a vzniku rakoviny. Taníny predstavujú                    z chemického hľadiska skupinu jednoduchých a zložených zlúčenín fenolov, polyfenolov a flavonoidov. Taníny sa relatívne ťažko "podrobujú" fermentácii a sú ťažko stráviteľné. Všetky taníny majú zvieravé účinky, spôsobujú sťahovanie tkanív              a skracovanie stavebných bielkovín kože a vnútorných membrán orgánov.
Katechíny patria do skupiny polyfenolov. Zelený čaj má veľký obsah týchto zlúčenín, nachádzajú sa v ňom napr. Epikatechin (EC), Epigallokatechin (EGC), Epikatechin Gallate (ECG) a Epigallocatechin Gallate (EGCG). Posledne menovaný predstavuje približne 10-50 % z celkového obsahu katechínov v zelenom čaji a je vedcami považovaný za katechín s najsilnejšími antioxidačnými účinkami. Ako antioxidant je tento katechín 25-100 krát silnejší ako vitamíny C a E, ktoré sú               vo všeobecnosti považované za veľmi účinné antioxidanty. Jedinou šálkou zeleného čaju môžeme telu dodať približne 10-40 mg polyfenolov, ktoré svojím "antioxidačným" potenciálom prevýšia množstvá antioxidantov obsiahnuté v porcii brokolice, špenátu, mrkvy alebo jahôd (Zloch et al., 2004). 

Flavonoidy tvoria veľmi pestrú a rozsiahlu skupinu polyfenolových zlúčenín, hlavne rastlinných polyfenolov. Sú oddelené zo širokého okruhu rastlín (Rice-Evan a Packer, 2003). 
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Obrázok 7 Epikatechín                               Obrázok 8 Epigallokatechin galát (EGCG)  
1.6   Flavonoidy
Pojem flavonoidy, ktorý označuje skupinu rastlinných polyfenolov obsahujúcich flavónový skelet, vznikol v roku 1952. V 90. rokoch minulého storočia bol záujem o flavonoidy znovu oživený v súvislosti s rozšírením hypotézy oxidačného stresu, oxidačného poškodenia ľudského organizmu vedúceho  ku vzniku a rozvoju závažných a veľmi rozšírených ochorení (Zloch, 2003).

 Označenie  flavonoidy pochádza z latinského flavus = žltý, pretože prví študovaní zástupcovia tejto skupiny boli nápadní svojou žltou farbou. Prvé izolácie z rastlinného materiálu prebehli už v roku 1936,  kedy Szent–Györgyi a Rusznyak pri svojich experimentoch s liečbou skorbutu izolovali z citrusových plodov látku,  ktorú pomenovali vitamín P (ovplyvňujúcu permeabilitu) (Kubínová, 2002).
Zloženie flavonoidov sa mení a kolíše v závislosti od druhu ovocia  (Jaakola, 2008).  Flavonoidy, bioflavonoidy sú fenolové látky,  ktoré sú v rastlinnej ríši veľmi rozšírené a chránia rastliny pred škodlivými činiteľmi. Podobne ako karotenoidy aj flavonoidy sa vyznačujú priaznivým účinkom na organizmus a spolupôsobia s vitamínom C. Sú známe aj pod menom vitamín P (od anglického proposal - svadobná zmluva), čím sa má zdôrazniť ich užitočné spolupôsobenie so synergickým efektom. Názov vitamínu P pochádza z roku 1930 (Zachar, 2004).
Flavonoidy zahŕňajú veľkú skupinu fenolových látok, ktoré obsahujú vo svojej molekule dve benzénové jadrá (A a B) spojené trojuholníkovým reťazcom. U väčšiny flavonoidov je tento reťazec súčasťou heterocyklu odvodeného od pyránu (C). Jadro B je spojené s heterocyklom v polohe C-2 (katechíny, leukoantokyaníny, flavanony, flavononoly, flavony, flavonoly, antokyaníny), v polohe C-3 (izoflavonoidy) alebo v polohe C-4 (neoflavonoidy) (Vollmannová, 2008).
Flavonoidy sú fenolové zložky s nízkou molekulovou hmotnosťou, ktoré sú široko rozmiestnené (roztrúsené) v rastlinnom spoločenstve. Okolo 6000 prírodne sa vyskytujúcich flavonoidov bolo popísaných a mnohé z nich sa bežne vyskytujú u vyšších rastlín. Tieto zložky často slúžia ako rastlinné pigmenty (farbivá), ale sú taktiež obsiahnuté v mnohých iných biologických vzťahoch (Jaakola, 2008). 
Podľa Súkeníka (2002) sú flavonoidy rastlinné farebné látky. Patria do skupiny najrozšírenejších obsahových látok v zelenine a v ovocí. Ich pozitívny ochranný účinok sa pripisuje ich antioxidačnej aktivite. Antioxidačná aktivita flavonoidov je vyššia ako vitamínu C alebo vitamínu E. Horváthová (2001) charakterizujú flavonoidy ako jednu z obrovských skupín prírodných sekundárnych  metabolitov všadeprítomných v bunkách rastlín. Sú to pigmenty zodpovedné za jesenné farby  a  mnohé odtiene žltých, oranžových a červených kvetov. Tieto zložky nie sú dôležité len pre rastlinné spoločenstvo,  ale aj pre cicavce,  zahrňujúc sem aj ľudí.  Flavonoidy preukazujú mnoho biologických vlastností cez rôzne mechanizmy aktivity. Oproti iným antioxidantom majú tú výhodu,  že sú aktívne vo vodnom,  tak aj lipofilnom prostredí,  a preto              v mnohých smeroch najmenej tak účinným antioxidantom ako vitamín C a vitamín E.
Denný príjem flavonoidov sa odhaduje na hladine 26 mg (Lachman, 2003).  Podľa Zachara (2004) denne možno v strave prijať okolo 23 mg flavonoidov.  Pritom antioxidačný účinok flavonoidov je závislý od ich štruktúry. Čím je viac fenolových skupín flavonoidov,  tým sú výraznejšie antioxidačné účinky. Flavonoidy so štyrmi, piatimi a šiestimi skupinami OH,  ako je tomu u  kemferolu, kvercetínu, myricetínu. 
Flavonoidy vychytávajú peroxidové radikály v porovnaní s nízkomolekulovými antioxidantmi, a to práve preto, že jedna molekula flavonoidu vychytáva 6 až 9 peroxidových radikálov na rozdiel od nízkomolekulového flavonoidu troxol, ktorý jednou molekulou viaže len 2 peroxidové radikály.  Medzi najvýznamnejšie flavonoidy patria: kemferol, kvercetín, hesperitín, rutín, antokyanidíny, katechín, fenylpropanoidy      a iné. Vyskytujú sa v zelenom čaji, červenom víne, v šupke a dužine citrusových plodov, brokolici, cibuli, v šupke jabĺk, čučoriedkach, zeleri, petržlene, grepe, najmä červenom, bobuľovom ovocí, obilí, rajčiakoch a obilí vôbec (Tůmová, 1999).
V ovocí,  flavonoidy prispievajú určitým spôsobom svojimi charakteristikami ako sú farba, chuť, horkosť  alebo  štruktúra  a  tým dodávajú  ovociu  kvalitatívne vlastnosti. Flavonoidy sú skupinou farbív rastlinnej povahy, ktoré sa nachádzajú                   vo väčšine druhov ovocia a zeleniny, ktorým dodávajú ich typicky sýtu farbu (Jaakola, 2008). 
Aherne a O,Brein (2002) uvádzajú, že flavonoidy sa podieľajú na tvorbe nežiadúcich hnedých pigmentov v ovocí,  ktoré sa vytvárajú počas prekrájania alebo           ak ich uskladňujeme, sú tzv. príčinou. 
Faktory pôsobiace na farbu ovocia sú prvotne geneticky určené. Ako aj faktory okolitého prostredia ako sú teplota, výživa, svetelné podmienky môžu mať efekt                   na zloženie flavonoidov a na konečné sfarbenie ovocia (Jaakola, 2008).
Flavonoidy majú všeobecnú  štruktúru odvodenú od difenylpyránov a sú často hydroxylované. Prítomnosť alebo absencia hydroxylovej skupiny v polohe 3 určuje ich rozdelenie na dve hlavné podskupiny: 3- hydroxyflavony (flavonoly, flavanonoly a katechíny) a flavonoidy, u ktorých hydroxylová skupina v polohe 3 chýba (flavony a flavanony). Flavonoidy udržujú cievy pevné, pružné, zamedzujú tvorbe krvných zrazenín, chránia organizmus pred fragilitou krvných kapilár, stimulujú účinok vitamínu C a adrenalínu, spolu s ďalšími flavonoidmi pôsobia antioxidačne, ovplyvňujú aktivitu enzýmov a blokujú škodlivým radikálovým reakciám. V súčasnej dobe sú flavonoidy zaraďované pod pojmy nutraceutikálie, fytonutrienty,  fyto- alebo funkčné potraviny  (Lachman, 2003). 
Chemické zloženie flavonoidov sa zakladá na fenolových kruhoch A a B. Kruhy A a B sú rovnaké,  majú miesta (uhlíky),  na ktoré sa môžu naviazať radikály (-OH, -OCH3) a pod. Obidva kruhy sú spojené kruhom C, aj ten má uhlíky  (či miesta) na naviazanie radikálov či zvyškov cukrov. Tým je daná možnosť rôznych kombinácií, voľby radikálov, a preto je taký vysoký počet už zatriedených flavonoidov  (Súkeník, 2002). 
Problematikou rastlinných flavonoidov, ich chemickou štruktúrou a ich biochemickými účinkami sa v súčasnej dobe venuje stále viac výskumov. (Alén-Ruiz et al., 2008). Flavonoidy nedodávajú organizmu energiu, t.z., že nie sú energetickými zložkami potravín. Štruktúra flavonoidov je nositeľom dôležitých aspektov a to konkrétne zdravotných účinkov (vychytávanie VR a modifikácia aktivity enzýmov). Tieto látky majú široké uplatnenie v oblasti pozitívnych zdravotných účinkoch, avšak napriek tomu z epidemiologických štúdií nevyplývajú jednoznačné a konkrétne výsledky. Za priaznivé  účinky sú zodpovedné prítomné hydroxy skupiny v štruktúre. Napr. substitúcia –OH skupiny za metoxy skupinu –OCH3 je už nežiadúca a tým sa  zvyšujú nepriaznivé účinky flavonoidov (Santas et al., 2008).
 Flavonoidy inhibujú lipoperoxidázu, a tým chránia pred ateroskerózou                         a potláčajú aj tvorbu kancerogénnych produktov – aldehydov inhibíciou peroxidácie lipidov v membránach nádorových buniek, ktorá je čiastočne zodpovedná za ich špecifické vlastnosti. Preto flavonoidy majú aj protinádorovú aktivitu. Významnou mierou sa podieľajú na zvyšovaní odolnosti organizmu voči infekciám a rôznym chorobám. Ich nedostatok môže viesť k zvýšenej tvorbe modrín aj pri nepatrnom poranení. Fenolové látky majú aj protizápalový účinok v priebehu fagocytózy, ďalej protialergický, protiischemický účinok inhibujúci aj agregáciu doštičiek, trombocytov (tým chránia pred vysokou zrážanlivosťou krvi), antikoagulačné účinky flavonoidov doplňujú komplex priaznivých účinkov na srdcovocievny systém (Zachar, 2004). Flavonoidy možno rozdeliť do niekoľkých štruktúrnych tried v závislosti od oxidačného stavu heterocyklu obsahujúceho atóm kyslíka. V rastlinách sa flavonoidy vyskytujú hlavne vo forme ß-glykozidov. Sacharidovú časť tvorí najčastejšie glukóza alebo ramnóza, ale môže to byť aj kyselina glukurónová, galaktóza alebo iný sacharid. Aglykón alebo sacharidová zložka môže byť ďalej substituovaná hydroxykyselinou, napr. kyselinou jablčnou a gallovou (Slanina a Táborská, 2004). 
Glykozidy flavonoidov sú v prírode rozšírenejšie ako aglykóny (Lugasi et al., 2003). Podľa Ondrejoviča et al. (2009) táto forma (glykozidy) im umožňuje vyššiu rozpustnosť, znižuje ich reaktivitu a zabezpečuje ich lepšiu stabilitu.
Množstvo flavonoidných zlúčenín prítomných v potravinách rastlinného pôvodu sa vyznačuje antivirálnou aktivitou. Kvercetín je dominantným flavonoidom a taktiež flavonolový aglykón nachádzajúci sa v množstve plodov medzi inými aj v jahodách, preukazujú antivirálnu aktivitu proti vírusom herpesu a parainfluenzy (Kong et al., 2003). 
Flavonoidy a iné polyfenolové zlúčeniny sú do istej miery zodpovedné za senzorickú a výživovú hodnotu rastlinných produktov a plnia aj funkciu antioxidantov (Lugasi et al., 2003). 
Podľa Scalberta a Williamsona (2000) flavonoidy sa podieľajú asi dvoma tretinami a fenolové kyseliny asi jednou tretinou  na celkovom príjme polyfenolov.   

Napriek tomu, že flavonoidy vo všeobecnosti nie sú považované za látky s nutričnou hodnotou, záujem o ne pretrváva pre ich priaznivé účinky na ľudské zdravie. Pôsobia protizápalovo, antioxidačne, antimikrobiálne, antimutagénne, antidiabeticky. Prechádzajú črevnou stenou, prispievajú k inaktivácii VR (Vollmannová  et al., 2004). 
V súčasnosti sa flavonoidom na základe dokázaných výsledkov rôznych vedeckých štúdií (Proněk et al., 2003; Kawasaki et al., 2008; Wright et al., 2008; Bae et al., 2008; Lugasi, 2003) pripisujú antikarcinogénne, protizápalové a antioxidačné vlastnosti a zároveň vlastnosti zlepšujúce cirkuláciu krvi (Cheng et al., 2007; Bestwick et al., 2007). Na základe doterajších vedeckých poznatkov o flavonoidoch je jednoznačne dokázané, že určité štruktúry flavonoidov vykazujú zdravotne pozitívne účinky, zatiaľ čo iné flavonoidy a polyfenolické látky ako napr. auróny, chalkóny a kumaríny nie sú zo zdravotného hľadiska až také významné. 

Middleton et al. (2000) a Yao et al. (2004) rovnako  rozdeľujú flavonoidy do siedmich skupín: flavóny, flavonoly, flavanóny, flavány, flavanoly, antokyanidíny a izoflavóny. 

1.6.1  Flavonoly
Flavonoly patria do hlavnej skupiny flavonoidov, ktoré sa nachádzajú aj v glykozidickej forme. Takmer všetky rastliny syntetizujú flavonoly. Sú koncentrované vo vonkajších častiach rastlín, keďže ich biosyntéza je ovplyvnená svetlom. Sfarbenie flavonolov (aj glykozidov) sa pohybuje od slonovinovej až po žltú. Najznámejšie sú kemferol, myricetín, kvercetín a jeho deriváty. Vyznačujú sa   biologickou aktivitou (Middleton et al., 2000). 

Podľa  Fabjan et al. (2003) je kvercetín všeobecne rozšírený flavonol v  ovocí a zelenine. Má antihemoragické, antikarcinogénne a  hypotenzívne účinky. Množstvo flavonolov v jednotlivých potravinách je ovplyvnené viacerými faktormi, okrem iného aj typom rastlín, stupňom zrelosti, zberom a skladovaním. Flavonolom sa pripisujú pozoruhodné  biologické účinky. 
Kvercetín, kemferol, izokvercitrín, kvercitrín a hyperoxid patria medzi antioxidačne pôsobiace flavonoly (Seyoum et al., 2006). Ich príjmom sa znižuje riziko vzniku rakoviny a srdcovocievnych ochorení (Crozier et al., 2000; Nöthlings et al., 2007).  Flavonoly a ich glykozidy sa kumulujú hlavne v šupkách ovocia. Flavonoly a flavóny sa syntetizujú v rastlinných pletivách fenylpropanoidovou cestou (Crozier et al.,  2000). 
1.6.2  Flavanóny
Flavanóny majú taktiež priaznivé biologické účinky. Nachádzajú sa hlavne v citrusových plodoch a v zeleri. Patrí sem hesperidín, naringenín, eriodictyol a neohesperidín (Yao et al., 2004). Bežne sú glykozidové formy týchto zlúčenín prítomné v konzumovaných citrusových plodoch a džúsoch, ktoré  sa nachádzajú vo vyšších koncentráciách (niekoľko 100 mg.kg-1) (Erlund et al., 2002). Niektoré epidemiologické štúdie spájajú ochranný účinok flavanónov (vysoká konzumácia citrusových plodov) so znížením rizika vzniku rôznych typov rakoviny (Voorrips et al., 2000) a ischemickej mŕtvice. 
1.6.3   Flavanoly
Poprednými flavanolmi sú katechíny – katechín, epikatechín, epigallokatechín a ich estery s kyselinou galovou. Sú prítomné hlavne v čaji. 

Polymérnymi flavanolmi sú proantokyanidíny. Sú prítomné v rastlinách ako komplexné zmesi polymérov a majú veľmi zložitú štruktúru. V ich štruktúre sú  spojené 2 – 11 flavanolových jednotiek, najčastejšie väzbou C4–C8. Vykazujú adstringentné účinky. Priemerný denný príjem každej skupiny prevyšuje 100 mg (Scalbert et al., 2005).

1.6.4  Izoflavonoidy

Dodnes bolo identifikovaných asi 700 izoflavonoidov. Najznámejšie sú daidzeín a genisteín. Patria medzi fytoestrogény a vyskytujú sa hlavne v strukovinách                    (1 – 3 mg.kg-1). Líšia sa polohou kruhu B, ktorý je na pyránový kruh C naviazaný v polohe C3. Ich koncentrácia narastá v rastlinách hlavne pri napadnutí patogénom alebo pôsobením ťažkých kovov.

1.6.5  Flavóny  
Flavóny sa podieľajú na farbe  rastlinných pletív a môžu vytvárať komplexy s iónmi kovov. Majú podobnú štruktúru ako flavonoly. Ovplyvňujú  aj chuť niektorých jedlých častí rastlín. Nobiletin, sinestein a tangeretin sú metylované citrusové flavónové aglykóny, ktoré spôsobujú horkú chuť. Glykozidy neodiozminu a roifolinu znižujú horkosť niektorých zlúčenín, ako je napr. liminín, naringín, kinín a kofeín. Najznámejšími flavónmi sú apigenín, luteolín a chryzín (Wang et al., 2009). 
1.7   Fenolové kyseliny
Podľa súčasných poznatkov fenolové kyseliny tvoria asi jednu tretinu polyfenolov v strave. Manach et al. (2004) uvádzajú dve významné triedy fenolových kyselín: deriváty kyseliny benzoovej a deriváty kyseliny škoricovej.

Fenolové kyseliny sa nachádzajú v rastlinách buď voľné alebo viazané. Obsah kyseliny hydroxybenzoovej v jedlých častiach rastlín je pomerne nízky. Výnimočne sa nachádza v niektorých  druhoch červeného ovocia, v čiernej reďkovke a cibuli, kde môže ich koncentrácia dosahovať niekoľko desiatok mg.kg-1 Č.H. (Shahidi a Naczk, 2004). 
Kyselina hydroxybenzoová je zložkou komplexných štruktúr hydrolyzovaných tanínov ako sú napr. ellagotaníny červeného ovocia (jahody, maliny a čierne ríbezle) (Clifford a Scalbert, 2000). Ani voľná ani viazaná forma kyseliny hydroxybenzoovej sa v jedlých častiach rastlín nevyskytuje často.

 Kyselina kávová sa vyskytuje vo voľnej aj v esterifikovanej forme. Je najčastejšie sa vyskytujúcou fenolovou kyselinou v niektorých druhoch ovocia a reprezentuje 75 – 100 % z celkového obsahu kyseliny hydroxyškoricovej (Manach et al., 2004). 
Kyselina kávová a jej ester kyselina chlorogénová majú schopnosť účinne zhášať voľné radikály (Cheng a Ho, 2007). Tieto kyseliny majú veľmi nízky oxidačný potenciál, čo súvisí s ich antioxidačnými vlastnosťami (bolo zistené, že antioxidačná aktivita  kyseliny chlorogénovej je 6x vyššia ako antioxidačná aktivita  vitamínu C).

Kyselina hydroxyškoricová sa vyskytuje bežnejšie v potravinách rastlinného pôvodu ako kyselina hydroxybenzoová. Kyselina hydroxyškoricová sa sústreďuje vo vonkajších častiach zrelého ovocia. Patrí sem kyselina p-kumárová, ferulová, kávová,  i sinapová (Manach et al., 2004). 
Niektoré druhy ovocia (čučoriedky, slivky, čerešne, jablká) obsahujú väčšie množstvo derivátov kyseliny hydroxyškoricovej (0,5 – 2 g.kg-1 Č.H.) (Adom et al., 2003).
1.8      Prírodné farbivá v červenom drobnom a kôstkovom  ovocí

Používanie prírodných, resp. prírodne identických farbív sa v širšom meradle začalo v 80. rokoch. Prírodné farbivá sa čoraz častejšie používajú na úpravu farebnosti potravín aj napriek ich nižšej stabilite a vyššej cene. Najnovšie výskumy jednoznačne potvrdili, že neplnia iba funkciu farbiva,  ale mnohé z nich – antokyány,  flavonoidy, karotény a chlorofyly vystupujú ako antioxidanty a „ lapače“ radikálov, v rastlinných extraktoch pôsobia synergicky a niektoré karotény sú zároveň aj provitamíny vitamínu A  (Máriássyová, 2001). 
Farebnosť drobného ovocia charakteristická pre druh (odrodu) je daná predovšetkým prítomnosťou  rôznych antokyanínov,  v menšej miere  karotenoidov (Horváthová, 2001).
1.8.1 Antokyanidíny  

Antokyanidíny tvoria skupinu  polyfenolov,  ktoré sú príčinou takmer všetkých živých farieb ovocia - červenej, ružovej, svetlofialovej, oranžovej a modrej. Tieto pigmenty sú vo veľkom množstve zastúpené v drobnom ovocí,  najmä v malinách a čučoriedkach,  ktoré môžu obsahovať až 500 miligramov na 100 gramov ovocia. Vysoký obsah antokyanidínov (aj proantokyanidínov) môže byť zodpovedný za veľmi silnú antioxidačnú aktivitu drobného ovocia (Béliveau a Gingras, 2005).  

[image: image20.emf]O


+


O


H


O


H


O


H


O


H


O


H


O


H




O

+

OH

OH

OH

OH

OH

O H


pelargonidín

Obrázok 9

Antokyanidíny tvoria základnú štruktúru antokyanínov. Antokyanidíny (alebo aglykóny) sú zložené z aromatického kruhu (A) kondenzovaného s heterocyklickým kruhom obsahujúcim kyslík (C), ktorý je spojený s tretím aromatickým kruhom (B). Potom stabilita antokyanidínov je ovplyvnená substitúciou aromatického kruhu (B). Hydroxylové a metoxylové skupiny znižujú stabilitu aglykónu v neutrálnom prostredí a preto je pelargonidín najstabilnejším antokyanidínom (Fleschut et al., 2006).
1.8.2 Antokyaníny
Antokyaníny sú prírodné farbivá vyskytujúce sa  v rastlinnej ríši, ktorým sa pripisuje veľký záujem. Sú zodpovedné za červené, modré a fialové zafarbenie ovocia, zeleniny a kvetov (Wang a Stoner, 2008).Významnou vlastnosťou antokyanínov je ich antioxidačná aktivita, ktorá má dôležitú úlohu v prevencii kardiovaskulárnych ochorení, diabetu, artritídy a rakoviny (Konczak a Zhang, 2004; Prior a Wu, 2006).
Keď sa antokyanidíny nachádzajú v ich glykozidickej forme (spojené s cukrom – glukóza, galaktóza, ramnóza, xylóza), nazývajú sa antokyaníny. Antokyaníny sú vo vode  rozpustné, antokyanidíny  sú nerozpustné. Teda cukorná zložka zvyšuje ich rozpustnosť vo vode a chráni citlivé antokyanidíny pred rôznymi chemickými a enzymatickými deštrukciami. Dodnes bolo identifikovaných viac ako 500 rôznych antokyanínov.  Rozdiel medzi nimi je v počte a polohe –OH skupín ako aj v počte a polohe viazaných cukrov (Kong et al., 2003). Obsah antokyanidínov v ovocí uvádzame v tabuľke 4.

Tabuľka 4    Obsah antokyanidínov v ovocí


         (Béliveau a Gingras, 2005)
	Druh ovocia
	Obsah antokyanidínov v mg.100g-1

	čierne ríbezle
	2300-4600

	čučoriedky
	3500-6000

	černice
	400-700

	čerešne
	450-550

	višne
	350-500

	maliny
	300-350


Ako je zrejmé z tabuľky, zo všetkých druhov ovocia sú na prvom mieste čučoriedky, tesne za nimi čierne ríbezle,  a až ďaleko za nimi sú iné druhy ovocia, ktoré tvoria súčasť našej výživy (Béliveau a Gingras, 2005). 
Schlett (2006) definuje antokyány ako prirodzené farbivá rastlín a patria do skupiny polyfenolov. Podľa neho jedinečné je modré farbivo typické pre čučoriedky, myrtilín. Táto sekundárna rastlinná látka má mnohostranné účinky. 

 Antokyány sú rozpustné vo vode a dodávajú rastlinným pletivám červené, červenofialové až modré zafarbenie v závislosti od pH. Pri vyššom pH ako 7 prevláda farba modrá,  pri pH nižšom ako 4  červená (Habánová, 2006).               
Podľa Maďariča et al. (2005) obsahujú jahody prevažne červené antokyánové farbivo pelargonidin. Prítomné bioaktívne zložky ako napr. kyselina askorbová, chlorogenová a kyselina elágová sú odrodovo značne variabilné.
Zdrojom  antokyánových  farbív sú bežné druhy ovocia (Máriássyová, 2001). Hlavnými zdrojmi antokyánov sú však červené plody malín, jahôd, černíc, červenej a čiernej ríbezle, čučoriedky a iných (Velíšek, 2002).
Dlhodobé výskumy potvrdzujú pozitívny účinok antokyanínových pigmentov na živé organizmy. Antokyaníny sa vyznačujú antioxidačným účinkom a sú schopné vychytávať hydroxidové, peroxidové a hyperperoxidové radikály a spolu s oxidmi dusíka aktívne pôsobia proti deštrukcii látok v organizme (Matuškovič a Pokorná, 2003).
Ovocie a hlavne drobné ovocie predstavuje najvýznamnejší zdroj antokyánových farbív v prírode. Farbivo je uložené predovšetkým v pokožkových bunkách,  ale v hrozne a čerešniach tvorí aj značnú časť dužiny. Mnohé výskumy poukazujú na pozitívny efekt antokyánových farbív, hlavne na ich antioxidačné,  antikarcinogénne a protizápalové účinky. Antokyány rovnako vylepšujú nutričnú hodnotu produktov tým, že zabraňujú oxidácii lipidov a bielkovín. Podľa Paulovicsovej et al. (2006) najvyšším obsahom antokyánových farbív sa vyznačujú čučoriedky 300 - 600 mg.l00 g-1 a čierne ríbezle 80 - 810 mg.l00 g-1. 
Z chemického hľadiska sú antokyaníny heteroglykozidy. Obsahujú farebnú zložku aglykón a sacharidovú zložku, ktorá je naviazaná glykozidickou väzbou. Sacharidová zložka málo ovplyvňuje farebnosť antokyanidínu. Sacharidovú zložku tvoria najčastejšie monosacharidy (glukóza, galaktóza, ramnóza, arabinóza), disacharidy alebo zriedkavo trisacharidy. Farebnosť antokyanidínov podmieňuje prítomnosť dvoch aromatických kruhov, ktoré sú spojené konjugovanými väzbami. Na farebný tón vplývajú substituenty (-OH, -OCH3) v polohe 3, 4, 5, čím sa vysvetľujú odlišné farebné tóny, napr. pelargonidín je oranžový, delfidín modrý, peonidín červený. Kombináciou základných antokyanidínov, ktoré sa vyskytujú v zmesi vzniká pestrá paleta červených až modrých farieb plodov ovocia. Doteraz bolo identifikovaných 15 antokyanidínov,             z ktorých sa v drobnom ovocí najčastejšie vyskytujú kyanidín, pelargonidín (oranžový),  peonidín (červený),  malvidín,  delfidín (modrý) a petunidín (Pokorný a Schmidt, 2003).
Antokyaníny sa tvoria v procese dozrievania plodov z proantokyanínov                        a leukoantokyanínov, ktoré patria k ovocným trieslovinám. Ich tvorba závisí od teploty, svetla a zdravotného stavu plodu. Väčšinou sa farbivo ukladá vo väčšej koncentrácii             vo vonkajšej časti oplodia ako vo vnútornej (Máriássyová, 2001). Antokyaníny sú veľmi nestabilné a náchylné na degradáciu. Ich stabilita je ovplyvnená viacerými faktormi, ako sú pH, teplota skladovania, chemická štruktúra, svetlo, kyslík, prítomné enzýmy, flavonoidy, proteíny a ióny kovov (Rein, 2005). V závislosti od pH prostredia sa antokyaníny môžu vyskytovať v rozličných chemických formách.
Stabilitu antokyanínov ovplyvňuje chemická štruktúra, pH prostredia, teplota, prítomnosť kyslíka, kyselina askorbová, sacharidy, kovy a enzýmy. Antokyaníny výrazne menia farbu so zmenou pH,  čo súvisí s ich štrukturálnou transformáciou. Rovnako pH  prostredia veľmi vplýva na intenzitu a farebný tón antokyanínov,                   pri nízkych hodnotách pH majú antokyaníny červenú farbu,  pri vyšších fialovú až modrú,  pri veľmi vysokých šedozelenú. Antokyaníny sú stabilnejšie v kyslom prostredí ako v neutrálnom a alkalickom. Farba antokyanínov sa mení aj pôsobením vysokej teploty,  pričom vznikajú degradačné produkty  (Pantelidis et al., 2007). Antokyaníny sa vplyvom teploty rozkladajú, pri teplote 100 °C sa rozloží 50 %, počas uskladňovania pri teplote 38 °C polčas rozkladu antokyanínov je 10 dní,  pri teplote 20 °C  54 dní a pri teplote 0 °C 11 mesiacov. Z hľadiska stability antokyanínov je zaujímavá možnosť enzymatického rozkladu. Najskôr dochádza k hydrolýze sacharidovej zložky a potom k otváraniu aglykonového kruhu (Hocman, 2003; Šimko et al., 2007). 
Jaakola (2008) uvádza, že antokyaníny sú pigmenty,  ktoré dávajú väčšine ovocia červenú, fialovú alebo modrú farbu. Hlavné antokyaníny v ovocí sú glykozidy 6-tich antokyanidínov,  ktoré sú rozšírené a bežne prispievajú k pigmentácii ovocia. Kyanidín je najbežnejší antokyanidín,  ostatné sú delfinidín,  peonidín, pelargonidín, petunidín a malvidín. Z flavonolov, kvercetín, kemferol, myricetín sú súčasťou ovocia,  avšak kvercetín je prevládajúci (predominantný) flavonol. Treťou prevládajúcou skupinou flavonoidov v ovocí podľa autora sú proantokyanidíny a ich monomérne jednotky, katechíny (prokyanidín) alebo gallokatechíny (prodelfinidíny),  sú to prírodné substráty oxidovaných polyfenolov a  spôsobujú  hnedasté sfarbenie  ovocia.  
Moderná veda o výžive dokázala, že aj zdanlivo bezvýznamná zložka ovocia ako sú farbivá majú pre človeka veľký význam. Podporujú chuť do jedla a zlepšujú využitie živín v ľudskom organizme (Clifford, 2000). Antokyanínové flavonoidy bránia rastu baktérií,  ktoré zapríčiňujú otravu potravín a infekcie močových ciest a rovnako sa im pripisuje aj protizápalový účinok (Poluninová, 2000). 
Farbivá síce nemajú priamy vplyv na metabolizmus človeka, nepriamo však pôsobia na senzorické vnímanie (Paulovicsová, 2006). Rozhoduje taktiež stupeň zrelosti, nezrelé plody majú menej chlorogenové a p-kumarové kyseliny, kvercetínu a kemferolu v porovnaní so zrelými plodmi. Podľa Cordenunsiho et al. (2005) množstvo antokyanínov je dôležité pri hodnotení dozrievacieho procesu napr. aj jahôd.
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Obrázok 11 Kvercetín


Antokyaníny majú priaznivý účinok na zrak a z hľadiska rýchlej adaptácii na tmu a preto nachádzajú uplatnenie aj v oftalmológii na zlepšovanie ostrosti zraku  (Ju a Hsieh, 2004). Antokyánové farbivá majú antioxidačné, antikarcinogénne a protizápalové účinky. Kyanidín a delfidín odstraňujú VR z trombocytov a stien ciev, čím ochraňujú EDRF (endotelový relaxačný faktor), ktorý je potrebný k zníženiu celkovej tenzie ciev (Matuškovič a Pokorná, 2003).
1.8.3 Proantokyanidíny
Podľa Béliveaua a Gingrasa (2005) sú proantokyanidíny komplexy polyfenolov, ktoré vznikajú spájaním jednotlivých molekúl katechínu. Navzájom sa viažu, tvoria reťazce alebo polyméry rôznej dĺžky. Tieto polyméry majú schopnosť vytvárať komplexy s bielkovinami, najmä s tými, ktoré sa nachádzajú v slinách. Táto vlastnosť vysvetľuje sťahujúce (adstringentné) účinky potravín, ktoré obsahujú tieto látky. Brusnice a čučoriedky sú potravinou s najväčším obsahom týchto látok. Pôvodne sú proantokyanidíny známe pre svoju neobyčajnú antioxidačnú schopnosť.
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Obrázok 12 Proantokyanidín
Tabuľka 5   Obsah proantokyanidínov v ovocí

       (Béliveau, Gingras, 2005)
	Potravina
	Obsah proantokyanidínov (mg.100g-1) 

	škorica
	8108

	červená fazuľa
	563

	brusnice
	418

	čučoriedky
	329

	jahody
	145

	hrozno
	81

	červené víno 
	62

	maliny 
	30

	brusnicový džús
	13


1.9 Antioxidačne pôsobiace látky v drobnom a kôstkovom  ovocí  a ich vplyv na    

      zdravie človeka 
  
Ovocie a teda aj drobné ovocie má z hľadiska nutričného veľký význam, vzhľadom na relatívne nízku energetickú hodnotu. Zvyšuje a podporuje telesnú a duševnú sviežosť a celkove pozitívne prospieva k udržaniu dobrého zdravotného stavu človeka.
Typickými predstaviteľmi drobného ovocia  sú  maliny, jahody, ríbezle a kôstkového ovocia sú čerešne a višne, ktoré ľudia najčastejšie konzumujú v čerstvom stave. V porovnaní s inými skupinami ovocia je v drobnom ovocí nadpriemerný obsah vitamínov, minerálnych látok, vlákniny, látok s antioxidačnými účinkami.

Ríbezľa červená (Ribes rubrum) - okrem ovocia sa používajú aj listy. Plody               sa užívajú pri reumatizme, hnačkách, poruchách pečene, nervovom a fyzickom vyčerpaní. Listy sú močopudné, protihnačkové, potopudné, s antireumatickými účinkami  (Richter, 2003; Jordán a Hemzalová, 2001).

Vďaka vysokému obsahu vitamínu C, ale aj vitamínom A a E a železu                    sa čiernymi ríbezľami optimálne posilňuje imunitný systém. Vláknina čiernych ríbezlí, obsiahnutá najmä v šupke a semenách, mobilizuje črevo, pomáha pri detoxikácii (odstraňovaní jedovatých látok) a prispieva k vyváženej črevnej flóre. Spolu s kvercetínom má vláknina dokonca predchádzať vzniku rakoviny hrubého čreva. V čreve účinkujú aj kyseliny trieslové a kyselina salicylová, takže hnačky rýchlejšie poľavia, respektíve ani k nim nedôjde (Schlett, 2006). 
Priaznivé účinky  pri rôznych  ochoreniach a nutrične cenné zložky obsahujú aj maliny. Maliny (Rubus idaeus L.) - hlavným deskriptorom akosti malín je typická chuť a aróma, menej významná je farba. Červenú farbu spôsobujú kyanidíny. 
Podľa Maďariča et al. (2005) maliny obsahujú radu antioxidantov a ďalších bioaktívnych  zložiek, zvlášť bioflavonoidov. Obsahujú malé množstvo                                  (cca 90 mg.kg-1) histamínu, ktorý vo väčšom množstve môže byť u  citlivých  jedincov  rizikový. 
Seeram et al. (2006) uvádzajú, že maliny vykazujú protizápalové, antimikrobiálne účinky a extrakt z malín pôsobí aj proti vzniku mnohým druhom rakoviny ako je rakovina pečene, prsníka, hrubého čreva a prostaty.

Podľa Mullena et al. (2002)  maliny pôsobia mierne žlčopudne a močopudne. Liečivú silu malín poznali už antickí lekári, ktorí odporúčali malinovú šťavu pri tráviacich poruchách. Lekári dnešných dní vedia, že maliny sú zdravšie ako brokolica alebo kivi a majú 10 krát viac antioxidantov ako paradajky! Pomáhajú aj pri únave, posilňujú imunitu, zmierňujú krvácanie ďasien, zmierňujú ťažkosti obličiek a močového mechúra. Obsahujú veľké množstvo vitamínov – provitamín A, vitamín C a vitamíny komplexu B.
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Obrázok 14 Myrtilín

Táto látka má mnohostranné účinky, zachytáva VR, stará sa o priechodnosť ciev, tlmí zápalové procesy a vyhlasuje boj pôvodcom chorôb každého druhu. 

Podľa Adila et al. (2008) liečebne dôležité sú antokyány myrtilín a neomyrtilín,  ktoré majú schopnosť znižovať hladinu glukózy v krvi. Pôsobia dezinfekčne proti zápalom v ústnej dutine, zlepšujú kapilárny obeh,  prispievajú k regenerácii očného purpuru.

Jahody (Fragaria grandiflora) - boli uznávané aj pre iné vlastnosti než len pre očisťujúce účinky. Slávny švédsky botanik Karl Linné sa sám presvedčil, že intenzívna jahodová kúra má prekvapujúce liečivé účinky pri záchvate dny (Béliveau a Gingras, 2005).  Za ochrannú vlastnosť vďačí jahoda železu a vo vode rozpustnému vitamínu C. Vitamín C účinkuje podobne tým, že vychytáva škodlivé VR a zabraňuje tomu, aby sa vytvorili v organizme zdraviu škodlivé nitrozamíny vyvolávajúce rakovinu. Vitamín C podporuje v jeho účinkoch kemferol, rastlinné farbivo,  ktoré pôsobí hneď dvojnásobne: brzdí určité enzýmy, ktoré umožňujú, aby sa bunky premenili na rakovinové, a podporuje enzýmy, ktoré bojujú proti rakovine už v ranom počiatočnom štádiu. Kemferol okrem toho tlmí zápaly,  preto sa jahody odporúčajú pri reumatických ochoreniach a dne. Kyselina elágová má celkom špecifické spektrum účinku. S polycyklickými uhľovodíkmi z pesticídov a iných jedov životného prostredia vytvorí pre organizmus neškodnú zlúčeninu, a tým zabráni vzniku rakoviny. Okrem toho jahody obsahujú mangán, betakarotén a vitamíny skupiny B (Schlett, 2006). 
[image: image23.emf]C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


C


H


3


 


17     16                   19                       20


7             9           11          13        15


 2        6              8          10          12         14          15´          13´       11´         9´         7´      


 3        5


  4         18


  1


14´       12´        10´         8 ´           6´      2´   


 5´      3´


  18´      4´


   


1´


 


17´     16 ´      


 20´                      19




CH

3

CH

3

C H

3

CH

3

CH

3

C H

3

C H

3

CH

3

CH

3

CH

3

 

17     16                   19                       20

7             9           11          13        15

 2        6              8          10          12         14          15´          13´       11´         9´         7´      

 3        5

  4         18

  1

14´       12´        10´         8 ´           6´      2´   

 5´      3´

  18´      4´

   

1´

 

17´     16 ´      

 20´                      19


Obrázok 15 β-karotén 

V jahodách obsiahnuté taníny sú schopné inaktivovať črevné vírusy a vírusy herpesu. Potenciálne riziko ochorenia rakovinou sa pripisuje nápojom bohatým                    na taníny (Kong et al., 2003). 
Womach et al. (2006) spájajú tiež možnosť vysokého výskytu rakoviny s dlhodobou konzumáciou tanínov vo vysokých množstvách v strave.
Nemalou mierou sa na zdravotnom stave človeka podieľajú aj čerešne a višne.

           Čerešne (Prunus avium) súhra minerálnych látok, stopových prvkov a vitamínov v čerešniach sa postará o vyslovene kladné účinky na stavbu kostí, chrupiek, kože, väzivových tkanív a zubov, no pomáha aj dobrej nervovej činnosti. Mierne preháňajúci účinok čerešní sa pripisuje fruktóze (ovocnému cukru) a vláknine. Za mierne odvodňovací účinok je zodpovedný draslík. Čerešne so svojimi vitálnymi látkami sa zúčastňujú na krvotvorbe. Bolo dokázané, že v čerešniach sa nachádza aj kremík vo forme kyseliny kremičitej. Bioaktívne účinné sú vitamíny betakarotén, vitamín C, B1, B2, a B6. Ovocný cukor, ovocné kyseliny a fenolové zlúčeniny určujú chuť, tie posledne menované aj farbu ovocia. (Schlett, 2006).

Višne (Prunus cerasus) svojimi ovocnými kyselinami stimulujú látkovú premenu a vypudzujú škodlivé zárodky z organizmu. Čo sa týka ochrany imunitného systému a krvotvorby, vďaka vyššiemu obsahu železa a vitamínu C majú višne ešte väčší význam ako čerešne. Višne obsahujú viac železa a horčíka i viac vitamínu C a kyseliny listovej, ale menej vitamínov komplexu B. Ich nadmernú kyslosť zapríčiňuje vysoký obsah ovocných kyselín a trocha menej ovocného cukru (Schlett, 2006).

2    CIEĽ PRÁCE
Cieľom diplomovej práce bolo:

· charakterizovať a poukázať na antioxidanty v bežne dostupnom drobnom a kôstkovom ovocí  z pohľadu efektivity na zdravie človeka a súčasne prezentovať tieto látky zúčastňujúce sa na detoxikácii organizmu (maliny, jahody, ríbezle, višne, čerešne).

· vyzdvihnúť, zdôrazniť a  doporučiť konzumáciu drobného a kôstkového  ovocia vo väčšom množstve, vzhľadom na ich liečivé účinky, čo má zároveň za následok zníženie výskytu rozličných civilizačných chorôb.

Cieľom praktickej časti práce bolo:

· porovnanie vplyvu rôznych polárnych organických rozpúšťadiel (metanol, etanol, acetón a voda) na výťažnosť polyfenolov z jahôd, červených ríbezlí, malín, čerešní a višní.

· zistiť vplyv použitých rozpúšťadiel (metanol, etanol, acetón a voda) na antioxidačnú aktivitu sledovaného drobného červeného  a kôstkového ovocia.

3   MATERIÁL A METODIKA 
Spracovaný prehľad literatúry poukazuje na hlavný význam a pozitívny zdroj látok - antioxidantov v drobnom a kôstkovom ovocí a ich priaznivé pôsobenie  na organizmus človeka. 
Pri vypracovaní diplomovej práce sme použili poznatky a informácie z oblasti antioxidantov, ktoré sme získali z odborných literárnych zdrojov (knihy, časopisy, zborníky) najmä z publikovaných prác domácich a zahraničných autorov. Postupovali sme nasledovne:

· pomocou bibliografickej databázy a hesiel (rešerží) sme v knižniciach a na internete vyhľadali a zhromaždili literárne zdroje, hlavne knihy a časopisy týkajúce sa našej témy,

· získané materiály sme dôkladne preštudovali a zostavili sme si základnú štruktúru diplomovej práce,

· vhodné a potrebné informácie sme postupne spracovávali, zhodnocovali a zaujali sme vlastné stanovisko a nakoniec sme prácu upravili do potrebnej podoby k obhajobe.

3.1 Biologický materiál
Analyzovaným materiálom (vzorkami) boli:

· červené ríbezle (Ribes rubrum)

· maliny (Rubus idaeus)

· čerešne (Prunus avium)
· višne (Prunus cerasus) 

· jahody (Fragaria grandiflora) 
3.2 Stanovenie celkového obsahu polyfenolov a antioxidačnej aktivity

       3.2.1  Stanovenie celkového obsahu polyfenolov

Celkový obsah polyfenolov sa stanovil spektrofotometrickou metódou podľa Lachmana et al. (2003) s použitím Folin Ciocalteuovho skúmadla. Príprava extraktu z čerstvého materiálu: 0,5 g sledovaného drobného červeného a kôstkového ovocia sa extrahovalo 50 ml testovaného extrakčného činidla ( metanol, etanol, acetón) po dobu           1 hodiny. Po uplynutí doby extrakcie sa zmes prefiltrovala cez filtračný papier FILTRAK 390. Do 50 cm3 odmernej banky bol napipetovaný objem extraktu                (0,5-2 cm3 podľa testovaného druhu), zriedený destilovanou vodou. Následne bolo pridaných 2,5 cm3 Folin-Ciocalteuovho skúmadla a po 3 min. státia 7,5 cm3 20 % roztoku Na2CO3. Po premiešaní sa objem doplnil destilovanou vodou po rysku na objem 50 cm3. Tvorba farebného komplexu bola tvorená počas dvoch hodín. Zároveň so vzorkou bola pripravená kalibračná krivka so štandardnými roztokmi kyseliny gallovej (5 μg.cm-3). Absorbancia modro sfarbených roztokov bola nameraná pri vlnovej dĺžke 765 nm proti slepému pokusu spektrofotometricky (spektrofotometer Shimadzu UV-VIS-1800). Obsah celkových polyfenolov vo vzorkách bol stanovený na základe rovnice kalibračnej krivky. Výsledky sú uvedené v čerstvej hmote (Lachman, 2003).

3.2.2 Stanovenie antioxidačnej aktivity.


Na stanovenie antioxidačnej aktivity sa použila všeobecne používaná metóda založená na reakciách radikálu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Princíp metódy spočíva v tom, že antioxidant poskytne vodík, ktorý reaguje s DPPH. Po zachytení vodíka DPPH dochádza k odfarbovaniu roztoku, čo možno registrovať spektrofotometricky sledovaním intenzity absorpčného pásu pri 517 nm v metanolovom roztoku DPPH. Pridávaním antioxidantu sa intenzita tohto pásu znižuje. 


Metóda sa všeobecne používa k stanoveniu antioxidačnej aktivity rôznych prírodných a syntetických produktov. Množstvo vychytaného DPPH radikálu bolo stanovené metódou podľa Brand-Willimsa et al., (1995). K 3,9 cm3 DPPH v metanole bolo pridané 0,1 cm3 extraktu. Presne po 5, 10, 15 min. (až do dosiahnutia reakčnej rovnováhy) bola zmeraná absorbancia kontrolného roztoku a extraktov pri 515,5 nm na spektrofotometri Shimadzu UV-VIS 1800. Pokles absorbancie bol zaznamenaný v čase t 10 min. od pridania antioxidantu k fialovosfarbenému metanolovému roztoku radikálu DPPH pri laboratórnej teplote t = 23 °C.


Účinnosť rastlinných extraktov ako vychytávačov radikálov sa vypočítala na základe vzťahu:

                                   % inhibície = ﴾ ( At0 – At10 ) / At0 ﴿ x 100

kde: At0 – absorbancia kontroly v čase t = 0 min (roztok DPPH)

        At10- absorbancia v prítomnosti antioxidantu v čase t = 10 min

4  VÝSLEDKY A DISKUSIA
4.1     Hodnotenie vplyvu extrakčných činidiel na obsah celkových polyfenolov 
          v drobnom červenom ovocí

Extrakcia je začiatočný a veľmi dôležitý krok v izolácii bioaktívnych zložiek ako sú aj polyfenolové látky z rastlinných materiálov. Cieľom extrakčného procesu je získať maximálnu koncentráciu cieľových zložiek a najvyššiu antioxidačnú aktivitu extraktov. Extrakcia je ovplyvnená prírodnými zložkami, použitou extrakčnou technikou a prítomnosťou prekážajúcich komponentov (Musa et al., 2010). Existuje niekoľko metód založených na extrakcii polyfenolov z rastlinných materiálov. Tieto metódy sa menia rozpúšťadlami a podmienkami použitia. Extrakčná metóda je dôležitá na presnú kvantifikáciu antioxidačného obsahu a kapacity. Bežne sa používajú rozpúšťadlá ako metanol, etanol, acetón, propanol, etylacetát a dimetylformamid na extrakciu polyfenolových látok z čerstvých produktov v rôznych koncentráciách vo vode (Alothman et al., 2009). Výťažnosť polyfenolových látok z rastlinných materiálov je ovplyvnená rozpustnosťou polyfenolových zložiek v rozpúšťadle. Okrem toho, polarita rozpúšťadla bude hrať kľúčovú úlohu vo zvyšovaní rozpustnosti polyfenolových látok (Naczk a Shahidi, 2006).
Najviac rozšírenými polyfenolmi v drobnom a červenom ovocí sú taníny reprezentované hlavne hydrolyzovateľnými tanínmi (gallotaníny a ellagotaníny) (Kähkönen et al., 2001). Niekoľko štúdií poukazuje na silné antioxidačné a antikarcinogénne vlastnosti tanínov.

V práci sme sledovali vplyv rôznych rozpúšťadiel (voda, metanol, etanol, acetón) na výťažnosť extrakcie celkových polyfenolov a antioxidačnej aktivity z drobného červeného a kôstkového ovocia. Pre presné stanovenie týchto látok je veľmi dôležitý výber vhodného rozpúšťadla použitého na extrakciu rastlinného materiálu. Z nášho výskumu sme zistili, že obsah polyfenolov v jednotlivých extraktoch závisí od použitého extrahovadla, typu a koncentrácie. Turkmen et al. (2006) takisto udávajú, že výťažnosť polyfenolov je silne závislá od typu a koncentrácie  použitého rozpúšťadla. 
Účinnosť extrakcie bola testovaná použitím nasledovných extrakčných rozpúšťadiel: voda, metanol (100 %, 70 %, 50 %), etanol (70 %, 50 %), acetón (100 %, 70 %, 50 %). Tieto organické rozpúšťadlá sme použili na extrakciu polyfenolov.
Priemerné hodnoty výťažnosti celkových polyfenolov v neznámej odrode  jahôd sme namerali v intervale od 978,15 mg.kg-1  do 5766,84 mg kyseliny gallovej na kg-1 čerstvej hmoty v 50 % metanole, v etanole to predstavovalo hodnoty od 1238,55 mg.kg-1do 2154,55 mg.kg-1 Č.H. a v acetóne sa pohybovali hodnoty výťažnosti od                    1135,26 mg.kg-1 do 2358,17 mg.kg-1 Č.H. Marinova et al.(2005) uvádzajú hodnoty celkových polyfenolov v priemere 244,1 mg GAE.100 g-1 čerstvej hmoty v jahodách. Tieto výsledky korešpondujú s našimi výsledkami.

Jednotlivé hodnoty celkových polyfenolov v drobnom červenom ovocí sú znázornené v grafoch 1 až 3.

Hodnotenie celkových polyfenolov v jahodách
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Graf 1  Obsah celkových polyfenolov (mg.kg-1 Č.H.) v jahodách

Ako vyplýva z grafu 1, metanolové extrakty testovaných plodín obsahovali viac celkových polyfenolov ako etanolové extrakty. Najvyššiu výťažnosť extrakcie celkových polyfenolov v prípade jahôd sme namerali pri použití 50 % metanolu (5766,83 mg.kg-1 Č.H.), potom nasledoval 100 % metanol. Nižšia výťažnosť polyfenolov bola zaznamenaná v 70 % metanole a najnižšia v 100 % acetóne                (1135,26 mg.kg-1 Č.H.). Poradie úspešnej účinnosti extrakcie celkových polyfenolov podľa dosiahnutých výsledkov môžeme zoradiť nasledovne: 50 % metanol › 100 % metanol › 70 % metanol › 70 % acetón › 50 % etanol ›  50 % acetón › 70 % etanol › 100 % acetón.

Da Silva Pinto et al. (2008) uvádzajú obsah celkových fenolov v jednotlivých odrodách jahôd v rozmedzí od 205-262 mg.100 g-1 Č.H., čo korešponduje s našimi výsledkami. 

S polyfenolovými látkami úzko súvisia aj antokyaníny. Da Silva Pinto et al. (2008) vo svojich meraniach zisťovali okrem iného aj obsah antokyanínov, ktorý sa pohyboval v rozmedzí od 12-43 mg.100 g-1 čerstvej hmoty a tieto ich výsledky korešpondujú aj s výsledkami od Hassimotta et al. (2005), ktorí ich namerali od                    12,4 mg.100 g-1 do 44,2 mg.100 g-1 Č.H. Výsledky, ktoré udávajú Da Silva Pinto et al. (2008) ukázali veľké rozdiely v obsahu celkových polyfenolov vzhľadom k použitému rozpúšťadlu na extrakciu. Čistý metanol bol menej účinný (19,3 mg.100 g-1 Č.H.), zatiaľ čo extrakcia s použitím 80 % acetónu (48,3 mg.100 g-1 Č.H.) bola najlepšia.
Na polyfenolovej skladbe jahôd sa podieľa kyselina elágová s výraznými antioxidačnými účinkami. Obsahom polyfenolov v jahodách sa zaoberali viacerí autori  (Wang et al., 2009; Beattie et al., 2005; Hannun, 2004). Beattie et al. (2005) sledovali niekoľko druhov ovocia na obsah celkových polyfenolov a na obsah kyseliny elágovej, pričom v jahodách udávajú hodnoty kyseliny elágovej od 0,6 - 2,6 mg.100 g-1 Č.H. Tieto výsledky korešpondujú s výsledkami, ktoré udávajú Hannun (2004). 
Vrhovsek et al. (2006) udávajú ako najlepšie extrakčné činidlo na extrakciu celkových polyfenolov použitie vodného roztoku  acetónu. Häkkinen a Törrönen (2000) zistili obsah kyseliny elágovej v jahodách v rozmedzí od 40 - 52 mg.100 g-1 Č.H.
 Výsledky od Giovanelliho a Burattiho (2009) sa v jahodách pohybovali od 4 - 46 mg.100 g-1 Č.H. Da Silva Pinto et al. (2008) udávajú hodnoty celkových polyfenolov v jahodách 29,4 mg.100 g-1.   
Hodnotenie celkových polyfenolov v malinách
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Graf  2 Obsah celkových polyfenolov (mg.kg-1 Č.H.) v malinách

Priemerné hodnoty celkových polyfenolov v neznámej odrode malín sme namerali v intervale od 2324,65 mg.kg-1 do 4214,14 mg.kg-1 čerstvej hmoty v metanole, v etanole to predstavovalo hodnoty od 820,89 mg.kg-1 do 1168,35 mg.kg-1 Č.H. a v acetóne sa priemerné hodnoty pohybovali od 1089,26 mg.kg-1 do                     1720,70 mg.kg-1 Č.H. Ako vyplýva z grafu 2 metanolové extrakty malín obsahovali viac celkových polyfenolov ako acetónové a etanolové extrakty. Najvyššiu výťažnosť extrakcie CP v prípade malín sme zaznamenali pri použití 50 % metanolu                    (4214,14 mg.kg-1 Č.H.) a najnižšiu pri 70 % etanole (820,89 mg.kg-1 Č.H.). Poradie úspešnej extrakcie CP v malinách je nasledovné: 50 % metanol › 100 % metanol › 70 % metanol › 70 % acetón › 50 % acetón › 50 % etanol › 100 % acetón › 70 % etanol. 
 
Naše výsledky celkových polyfenolov v malinách sa pohybovali od                     820,89 mg.kg-1 do 4214,14 mg GAE.kg-1 čerstvej hmoty. Melicháčová et al. (2010) uvádzajú najvyššie hodnoty CP taktiež v 50 % metanole (2361,38 mg.kg-1 Č.H.) a najnižšiu v 70 % etanole (996,87 mg.kg-1 Č.H.). 
Marinová et al.(2005) uvádzajú celkové polyfenoly v malinách v priemere 178,6 mg GAE.100 g-1 čerstvej hmoty.

 Hodnotenie celkových polyfenolov v červených ríbezliach 
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Graf 3   Obsah celkových polyfenolov (mg.kg-1 Č.H.)  červených ríbezliach
  V neznámej odrode červených ríbezlí sa naše výsledky pohybovali v rozmedzí od 495,10 mg.kg-1 do 546,29 mg.kg-1 čerstvej hmoty v etanole, v metanole sme zaznamenali výsledky od 1075,19 mg.kg-1 do 2726,07 mg.kg-1 čerstvej hmoty a v acetóne sa pohybovali hodnoty v priemere od 1153,36 mg.kg-1 do 2955,17 mg.kg-1 čerstvej hmoty. Najvyššiu výťažnosť extrakcie CP sme zaznamenali pri použití 70 % acetónu (2955,17 mg.kg-1 ČH.) a najnižšiu pri použití 70 % etanolu (495,10 mg.kg-1 Č.H.). Poradie úspešnej výťažnosti CP v červených ríbezliach je nasledovné: 70 % acetón › 50 % metanol › 50 % acetón › 100 % acetón › 70 % metanol › 100 % metanol › 50 % etanol › 70 % etanol. 
Melicháčová et al. (2010) taktiež namerali najvyššiu výťažnosť v prípade červených ríbezlí pri použití 70 % acetónu (3165,28 mg.kg-1 Č.H.) a najnižšiu v 70 % etanole (696,02 mg.kg-1 Č.H.), čo korešponduje s našimi výsledkami. Obsahom celkových polyfenolov sa zaoberá viac autorov (Hudec et al., 2009; Pantelidis et al., 2007). 
Hudec et al. (2009) namerali v bobuliach čiernych ríbezlí hodnoty celkových polyfenolov  v priemere 2368 mg.kg-1čerstvej hmoty. 
Pantelidis et al. (2007) taktiež zisťovali množstvo celkových polyfenolov v extraktoch. Ich výsledky odrôd červených ríbezlí obsahovali polyfenoly v intervale od (657-1193 mg.100 g-1 kyseliny elágovej S.H.).

Podobné výsledky dosiahli iní autori v černiciach (1786-2310 mg.100 g-1 S.H.) a v malinách (1137-2112 mg.100 g-1 S.H.), zatiaľ čo nižšie obsahy boli zistené v iných odrodách červených ríbezlí (290-450 mg.100 g-1 S.H.) (Pantelidis et al., 2007).
Výsledky, ktoré uvádzajú Giovanelli a Buratti (2009) potvrdili, že metanol ukázal lepšie extrakčné vlastnosti ako rozpúšťadlo polyfenolov v porovnaní s etanolom, ale rozdielne množstvá antokyanínov neboli vysoké v testovanom drobnom červenom ovocí (maliny, červené ríbezle), takže na použitie v potravinárskom priemysle je etanol adekvátnejším rozpúšťadlom. Dobrá korelácia (r=0,89) medzi polyfenolovými látkami a obsahom antokyanínov potvrdzuje, že antokyaníny sú dôležitými zložkami zodpovednými za antioxidačné vlastnosti červených ríbezlí a malín.   
         Pri sledovaní výťažnosti extrakcie polyfenolov červených ríbezlí, malín a jahôd,  najvyšší obsah polyfenolov vykazovali jahody v 50 % metanole (5766,83 mg.kg-1Č.H.) a najnižší obsah sme namerali v 70 % etanole v červených ríbezliach a  predstavovalo hodnotu (495,10 mg.kg-1Č.H.). 
4.2     Hodnotenie vplyvu extrakčných činidiel na obsah celkových polyfenolov    

          v kôstkovom ovocí

Bežne používané rozpúšťadlá na extrakciu rôznych látok z rastlinných materiálov sú voda, vodný roztok etanolu, metanolu a acetónu (Sun a Ho, 2005; Jakopič et al., 2009). Taktiež aj iní autori uvádzajú, že obsah polyfenolov je silne závislý na type rozpúšťadla ako aj na rôznej koncentrácii rozpúšťadla (Turkmen et al., 2006). 
Napriek faktu, že najvyššie množstvá celkových polyfenolov boli extrahované v metanole v porovnaní s etanolom, toto nie je jav pre všetky individuálne polyfenoly (Jakopič et al., 2009). 
Mnoho autorov uvádza, že extrakčný výťažok fenolov je silne závislý od polarity rozpúšťadla (Turkmen et al., 2006). 
Podľa Lapornika et al. (2005) výťažnosť polyfenolov v alkoholových extraktoch silne narastá s dlhším časom extrakcie (Matanjun et al., 2008). 

Rôzne organické rozpúšťadlá /vodná zmes sú vytvorené rôznymi polárnymi rozpúšťadlami na extrakciu polyfenolov (Lapornik et al., 2005; Hong a Kim 2010). Etanol bol vybraný ako extrakčné rozpúšťadlo kvôli jeho širokému použitiu na extrakciu polyfenolových zložiek z rôznych rastlinných materiálov. Ak berieme do úvahy bezpečnostné a zdravotné hľadisko hodnotenia použitých extrakčných činidiel na výťažnosť celkových polyfenolov, tak ako najvýhodnejšie extrakčné činidlo sa javí etanol a jeho vodné roztoky. Stanojevič et al. (2009) zistili, že hodnoty celkových polyfenolov a obsah flavonoidov sa nevýznamne líšia pre vodu, etanol a metanolové výťažky. 

Extrakčné metódy zisťujú a skúmajú vlastnosti antioxidantov v rastlinných materiáloch a pozornosť sa sústreďuje na inhibíciu peroxidácie lipidov alebo chelatáciu kovových iónov  (Alothman et al., 2009). 
Hodnotenie celkových polyfenolov v čerešniach
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 Graf  4 Obsah celkových polyfenolov v čerešniach ( mg.kg-1 Č.H.)

Naše výsledky celkových polyfenolov v čerešňových extraktoch boli v rozmedzí od 277,61 mg.kg-1 Č.H. do 939,13 mg.kg-1 Č.H. Priemerné hodnoty CP v neznámej odrode čerešní sme namerali v intervale od 848,40 mg.kg-1 do 939,13 mg.kg-1 čerstvej hmoty v metanole, v etanole to predstavovalo hodnoty od 308,60 mg.kg-1 do                   420,59 mg.kg-1 čerstvej hmoty a v acetóne boli hodnoty v rozpätí od 277,61 mg.kg-1 do 639,35 mg.kg-1čerstvej hmoty. Najvyššiu výťažnosť extrakcie CP v čerešniach sme zaznamenali pri použití 50 % metanolu (939,13 mg.kg-1 Č.H.) a najnižšia výťažnosť bola v 100 % acetóne (277,61 mg.kg-1 Č.H.). Poradie úspešnosti extrakcie CP v čerešniach je nasledovné: 50 % metanol › 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % acetón › 70 % acetón › 70 % etanol › 50 % etanol › 100 % acetón. 
Mnoho štúdií poukazuje na fyzikálne, chemické a nutričné vlastnosti ovocia ako sú aj čerešne (Naderiboldaji et al., 2008).
Melicháčová et al. (2010) uvádzajú najvyššiu rozpustnosť polyfenolov v čerešňových extraktoch s použitím 50 % metanolu  (1058,13 mg.kg-1 Č.H.) a 70 % etanolu, nasledoval 100 % metanol ›70 % metanol › 50 % acetón › 50 % etanol › voda › 70 % acetón a najnižšia rozpustnosť bola v 100 % acetóne (346,42 mg.kg-1 Č.H.). Predpokladajú, že 50 % a 70 % rozpúšťadlá (okrem etanolu) dávajú vyššiu výťažnosť polyfenolových látok ako čisté rozpúšťadlá a voda. Ich výsledky ukázali, že 50 % metanol ako extrakčné rozpúšťadlo je najúčinnejším rozpúšťadlom v čerešňových  a višňových extraktoch a vzhľadom k potravinovým analýzam toto rozpúšťadlo predstavuje lepšie experimentálne podmienky na analýzu a testovanie polyfenolov v ovocí. Zaujímavé výsledky boli získané extrakciou višní s vodným roztokom acetónu, ktoré poskytli najvyššiu výťažnosť celkových polyfenolov. Predpokladajú, že to je spôsobené možnou extrakciou tanínov, ktoré sú zodpovedné za kyslú chuť niektorého ovocia (hlavne višní v tomto prípade) a ktoré sú rozpustné v acetóne.
Marinova et al. (2005) uvádzajú podobné výsledky celkových polyfenolov v čerešňových extraktoch (78,8 mg GAE.100 g-1 Č.H.), ktoré korešpondujú s našimi výsledkami.

Vangdal a  Slimestad (2006) udávajú celkové polyfenoly v čerešňových extraktoch v intervale od 23-168 mg GAE.100 g-1 Č.H. Podobné výsledky zistili aj Usenik et al. (2008) v rozmedzí od 44,3-87,9 mg GAE.100 g-1 Č.H., zatiaľ čo Kim et al. (2005) uvádzajú obsah celkových polyfenolov čerešní ako priemernú hodnotu               110 mg.100 g-1 Č.H. Karakaya a Tas (2001) uvádzajú hodnotu celkových polyfenolov 1054 mg.kg-1 pre čerešne. Ovocie ako hrozno, jablká, hrušky, čerešne a rôzne druhy bobuľovín obsahujú viac ako 200-300 mg polyfenolov na 100 g Č.H. (Bhooshan a Rizvi, 2009).
Tieto výsledky korešpondujú s našimi výsledkami, malé odchýlky môžu byť spôsobené extrakčnými rozpúšťadlami ako aj rôznymi extrakčnými podmienkami. Dôležitú úlohu môže mať aj mnoho iných faktorov ovplyvňujúcich získané výsledky, pretože prítomnosť polyfenolov v rôznej rastlinnej potrave je veľmi závislá od genetických faktorov, environmentálnych podmienok, stupňa zrelosti, odrody atď. (Balasundram et al., 2006).
Hodnotenie celkových polyfenolov vo višniach
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Graf  5 Obsah celkových polyfenolov vo višniach ( mg.kg-1 Č.H.) 
Ako je zrejmé z grafu 5, priemerné hodnoty CP v prípade  neznámej odrody višní boli namerané v intervale od 1348,32 mg.kg-1 do 1664,33 mg.kg-1 čerstvej hmoty v metanole, v etanole to predstavovalo hodnoty od 463,33 mg.kg-1 do 832,74 mg.kg-1 čerstvej hmoty a v acetóne to bolo od 706,94 mg.kg-1 do 2413,67 mg.kg-1 čerstvej hmoty. Najvyššiu výťažnosť extrakcie sme zaznamenali pri použití 50 % acetónu  a najnižšia výťažnosť polyfenolov bola zaznamenaná v 70 % etanole. Najvyššie obsahy v extrakcii CP vo višniach sme získali pri použití 50 % acetónu ( 2413,67 mg.kg-1 Č.H.) potom nasledovali 70 % acetón › 50 % metanol › 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % etanol › 100 % acetón › 70 % etanol  (463,33 mg.kg-1Č.H.). 
Melicháčová et al. (2010) zistili najvyššie hodnoty v obsahu polyfenolov  vo višňových extraktoch použitím 50 % acetónu, nasledoval 70 % acetón, 50 % metanol, 100 % metanol, 70 % metanol, voda, 50 % etanol, 70 % etanol a najnižšie hodnoty zaznamenali v 100 % acetóne. Pri sledovaní výťažnosti extrakcie polyfenolov čerešní a višní, najvyšší obsah polyfenolov vykazovali višne v 50 % acetóne (2653,38 mg.kg-1 Č.H.) a najnižší obsah celkových polyfenolov namerali v čerešniach v 70 % etanole (937,02 mg.kg-1 Č.H.).

Wang et al. (2009) uvádzajú, že celkové polyfenoly sú koncetrované v šupke višní a obsahujú významné množstvá antokyanínov. Celkový obsah polyfenolov višňových extraktov bol vyšší ako tie z čerešní a boli v rozmedzí od 70,7 mg GAE.100g-1 Č.H. do 241,4 mg GAE.100g-1 Č.H. Marinova et al. (2005) taktiež uvádzajú vyšší obsah celkových polyfenolov vo višniach (429,5 mg GAE.100g-1 Č.H.). 

Polyfenolovou skladbou Rubus (maliny, černice) a Prunus (čerešne, višne) a antioxidačnou aktivitou sa zaoberali aj Jakobek et al. (2009). Z ich výsledkov, višne a černice, ktoré vynikali najvyšším obsahom celkových polyfenolov (1416  mg.kg-1Č.H. pre višne a 1040 mg.kg-1Č.H. pre černice), mali taktiež najsilnejšiu antioxidačnú aktivitu a môžu byť považované za dobrý zdroj diétnych polyfenolov. Po nich nasledovali červené ríbezle a čerešne. Podľa uvedených autorov, ovocie s najvyššou antioxidačnou aktivitou (višne a černice), mali tiež najvyšší obsah celkových polyfenolov, ktoré poukazujú na to, že vysoký obsah polyfenolov ovplyvňuje antioxidačnú aktivitu tohto ovocia. Rozmanitosť polyfenolových zložiek môže mať vplyv na antioxidačnú aktivitu.

4.3     Hodnotenie vplyvu extrakčných činidiel na antioxidačnú aktivitu v drobnom   

          červenom ovocí

Červené ovocie ako sú červené ríbezle a maliny obsahujú obrovské množstvo antioxidantov (Pantelidis et al., 2007; Timoracká et al., 2009). Zatiaľ ešte nie je známe, ktorá zložka v extrakcii polyfenolov hrá dôležitú úlohu v antioxidačnej aktivite. Je preto potrebné rozdeliť funkčné zložky do niekoľkých podobných zložiek na porovnanie ich antioxidačnej aktivity. 
Podľa Jianga et al. (2006) sa funkčné zložky ovocia a zeleniny od seba líšia. 
Extrakčná účinnosť polyfenolových zložiek z rastlinných materiálov je veľmi závislá od rozpúšťadla (Jakopič et al., 2009). 
Až donedávna sa extrakcia antioxidantov uskutočňovala jednoduchými extrakčnými rozpúšťadlami (obvykle Soxhletovou extrakciou), použitím niekoľkými rozpúšťadlami ako éter, etanol, etylacetát, acetón a voda (Moure, 2001;  Rodtjer et al., 2006). Na extrakciu polyfenolov z rastlinných látok rozličné systémy rozpúšťadiel sa používajú aj ich rozličné účinky. 
Extrakčný výťažok závisí od rozpúšťadla a extrakčných metód (Jakopič et al., 2009). 
Podľa Melicháčovej et al. (2010) je antioxidačná kapacita dôležitý kvalitatívny parameter ovocia.
Hodnotenie antioxidačnej aktivity v červených ríbezliach
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Graf 6   Antioxidačná aktivita v červených ríbezliach
Z našich nameraných výsledkov sme zistili, že v prípade červeného drobného ovocia v neznámej odrode červených ríbezlí sa ako najúčinnejšie rozpúšťadlo prejavila voda v priemere 5,30 %, potom nasledovala voda v malinách a ako najmenej účinné rozpúšťadlo sme zaznamenali v jahodách (3,55 %). Pri sledovaní antioxidačnej aktivity v priemere boli hodnoty metanolových extraktov červených ríbezlí vyššie 31,25 %              (50 % metanol), nižšie hodnoty sme získali z etanolových 8,56 % (70 % etanol) a najnižšie z acetónových 7,92 %  (100 % acetón) roztokov (graf 6). Z jednotlivých analýz vyplýva nasledovné poradie úspešnej účinnosti extrakcie použitých extrahovadiel: 50 % metanol › 70 % acetón › 50 % etanol › 50 % acetón › 100 % metanol › 70 % metanol › 70 % etanol › 100 % acetón.

Najvyššia hodnota antioxidačnej aktivity v červených ríbezliach predstavovala 31,25 % (50 % metanol) a najnižšia hodnota bola zaznamenaná pri použití 100 % acetónu  7,92 %. 
Gilingerné Pankotai a Varga (2009) analyzovali antioxidačnú aktivitu v čerstvých vzorkách ovocia. Najvyššiu antioxidačnú aktivitu stanovili v jahodách, potom nasledovali červené ríbezle a najmenšiu antioxidačnú aktivitu zistili v malinách. 

Hodnotenie antioxidačnej aktivity v malinách
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Graf  7  Antioxidačná aktivita (%) v malinách
Najvyššiu antioxidačnú aktivitu v malinách sme zaznamenali v metanolových rozpúšťadlách 57,96 % (100 % metanol) a najnižšia hodnota sa zistila v priemere v acetónových extraktoch 12,07 % (konkrétne v 100 % acetóne). Potom poradie úspešnosti extrakcie na vyššiu hodnotu antioxidačnej aktivity je nasledovné: 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % metanol › 70 % etanol › 50 % etanol › 70 % acetón › 50 % acetón › 100 % acetón.

Z grafu 7 je  teda zrejmé, že najvyššia antioxidačná aktivita bola zaznamenaná v malinách v 100 % metanolovom extrakte (57,96 %), ale pri jahodách  sme zaznamenali najvyššiu hodnotu (68,12 %) v 70 % etanolovom roztoku. 
Naše výsledky korešpondujú s výsledkami  Zhang et al. (2007), ktorí takisto namerali najvyššiu antioxidačnú aktivitu v malinách. 
Nedávne štúdie potvrdili fakt, že extrakt z malín má najvyššiu antioxidačnú aktivitu medzi 25 druhmi ovocia zvyčajne konzumované v USA. Bolo zistené, že extrakt z malín silno inhibuje aktivitu škrob rozkladajúcich enzýmov α – glukozidázy a α – amylázy. Inhibícia týchto enzýmov redukuje trávenie škrobu, takže sa znižuje následný nadbytok cukru. Tento hypoglykemický efekt je uznávaný a efektívny pre prevenciu a liečbu diabetesu 2. typu (Wolfe et al., 2008). 
Zhang et al. (2007) hodnotili antioxidačnú aktivitu malín v rozpätí od 304,5 – 351 μmol TE.g-1 suchej hmoty. Takisto sledovali aj celkové polyfenoly, antokyaníny. Celkové polyfenoly namerali v intervale od 40,9 – 98,5 mg GAE.g-1 suchej hmoty, čo je porovnateľné s predchádzajúcimi výskumami (Sun a Ho, 2005) a boli vyššie ako udáva Wang a Lin (2000).
Hodnotenie antioxidačnej aktivity v jahodách
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Graf 8  Antioxidačná aktivity (%) v jahodách
Z grafu 8 možno sumárne zhrnúť, že najvyššie hodnoty v priemere sme získali v etanolových extraktoch a konkrétne 68,12 % (70 % etanol) a najnižšie obsahy v acetónových extraktoch 9,54 % (100 % acetón). U jahôd sme určili nasledovné poradie extrakcie: 70 % etanol › 50 % etanol › 50 % metanol › 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % acetón › 70 % acetón › 100 % acetón.

 Z troch uvedených druhov drobného červeného ovocia (ríbezle, maliny, jahody) môžeme konštatovať, že najvyššiu antioxidačnú aktivitu vykázali jahody 68,12 % (70 % etanol), potom nasledovali maliny 57,96 % (100 % metanol) a najnižšiu antioxidačnú aktivitu preukázali červené ríbezle 31,25 % (50 % metanol). 

4.4   Hodnotenie vplyvu extrakčných činidiel na antioxidačnú aktivitu v kôstkovom 
        ovocí
Hodnotenie antioxidačnej aktivity vo višniach
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Graf  9  Antioxidačná aktivita (%)  po použití rôznych druhov extrakčných činidiel vo višniach
Poradie narastania antioxidačnej aktivity v sledovaných extrakčných činidlách je nasledovné: 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % metanol › 50 % etanol › 70 % etanol › 70 % acetón › 50 % acetón › 100 % acetón. Najvyššia hodnota antioxidačnej aktivity sa v priemere zaznamenala v 100 % metanole (19,21 %) a najnižšia hodnota pre extrakciu bola stanovená v 100 % acetóne (5,38 %) vo višniach. Melicháčová et al. (2010) zistili najvyššie hodnoty antioxidačnej aktivity vo višňových extraktoch v 70 % acetóne a v čerešňových extraktoch v100 % metanole.
Ak berieme do úvahy obe polárne rozpúšťadlá a výťažky celkových polyfenolov vo višňových a čerešňových extraktoch, metanol ako rozpúšťadlo bolo samozrejme oveľa účinnejšie ako etanol v oboch extraktoch z čerstvého ako aj sušeného materiálu. 
Hodnoty celkovej antioxidačnej aktivity boli relatívne vysoké vo višňových extraktoch s vodným acetónom a v čerešňových extraktoch s čistým metanolom a čistým acetónom. Najnižšia inhibícia DPPH radikálu bola zistená v čerešňových extraktoch s vodou a vo višňových extraktoch so 100 % acetónom. Účinnosť DPPH metódy v hodnotách oboch testovaných ovocných výťažkoch boli vyššie vo výťažkoch višní (od 5,4 do 9,9 % inhibície DPPH radikálu) v porovnaní s tými z čerešní (od 2,4 do 3,5 % inhibície DPPH radikálu). Celková antioxidačná aktivita čerešňových výťažkov (s použitín 70 % etanolu a  70 % metanolu) a višňových výťažkov (s 50 % metanolom) záviseli od obsahu celkových polyfenolov. Toto poukazuje na fakt, že obidve testované kôstkové ovocia sú zdrojom prírodných antioxidantov. 

Naczk a Shahidi (2006) udávajú, že antioxidačná aktivita závisí aj od geografického pôvodu vyšetrovaného ovocia a udávajú AOA vo višniach 5,53 mmol/100g Č.H. Identifikovali tiež skupinu faktorov, ktoré ovplyvňujú kvantifikáciu polyfenolov v rastlinnom materiály. Chemická povaha polyfenolových zložiek, použitie extrakčnej metódy a skúšobné metódy boli niektoré z tých faktorov.
Hodnotenie antioxidačnej aktivity v čerešniach
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Graf  10  Antioxidačná aktivita (%) v čerešniach po použití rôznych typov  

                extrakčného činidla

Antioxidačná aktivita v prípade čerešňových extraktov s použitím 70 % metanolu závisela od polyfenolov. Analyzované celkové polyfenoly a celková antioxidačná aktivita ukázala silnú súvislosť v čerešňových extraktoch s použitím 70 % metanolu a vo višňových extraktoch s použitím 100 % metanolu. Slabé korelácie boli zistené medzi celkovými polyfenolmi a celkovou antioxidačnou aktivitou v oboch testovaných ovocných extraktoch (višne, čerešne) so 100 % acetónom.

Poradie narastania antioxidačnej aktivity v čerešniach je nasledovné: 70 % metanol › 100 % metanol › 50 % metanol › 70 % acetón › 50 % acetón › 50 % etanol › 70 % etanol › 100 % acetón (graf 10).  Doteraz nie je celkom známe, konkrétne ktoré polyfenolové zlúčeniny zvyšujú antioxidačnú kapacitu (aktivitu) ovocia.

Podľa výsledkov meraní možno na záver konštatovať, že v prípade kôstkového ovocia (višne, čerešne) naše výsledky naznačujú, že najvyššie hodnoty antioxidačnej aktivity v priemere boli pri višňových extraktoch a menej efektívne sa ukázali extrakčné činidlá z čerešňových extraktov. Vo višniach bola najvyššia nameraná hodnota 19,21 % (100 % metanol) a teda možno potvrdiť, že aj v tomto prípade sa najlepšia antioxidačná aktivita prejavila v metanolových roztokoch, potom nasledovali etanolové a acetónové rozpúšťadlá. Taktiež v čerešňových extraktoch sa uplatnili metanolové roztoky ako najefektívnejšie extrakčné činidlá, potom nasledovali acetónové a nakoniec etanolové extrakčné činidlá. Najvyššia hodnota v čerešniach bola 8,76 % (70 % metanol). Podľa uvedených výsledkov možno uviesť, že višňové extrakty vykázali silnejšiu, vyššiu antioxidačnú aktivitu ako čerešňové extrakty. Ako je možné grafu 10 vidieť, poradie najvyššej hodnoty antioxidačnej aktivity v sledovaných rozpúšťadlách je nasledovné: 100 % metanol › 70 % metanol › 50 % metanol › 50 % etanol › 70 % etanol › 70 % acetón › 50 % acetón › 100 % acetón. Najvyššie hodnoty antioxidačnej aktivity boli 19,21 % (100 % metanol) a najnižšie hodnoty antioxidačnej aktivity boli v priemere 5,38 % (100 % acetón).
Karadeníz et al. (2005) hodnotili antioxidačnú aktivitu rôzneho ovocia (jablko, dula, hrozno, hruška a granátové jablko) a zistili, že spomedzi tohto ovocia malo granátové jablko najvyššiu (62,7 %) antioxidačnú aktivitu a najnižšiu hruška (13,7 %). Na druhej strane zistili, že granátové jablko (2408 mg.kg-1Č.H.) obsahovalo nižšie množstvo celkových polyfenolov ako dula (2823-4306 mg.kg-1Č.H.).

Z našich výsledkov jednoznačne vyplýva, že čím je vyšší obsah polyfenolových látok, tým je vyššia aj hodnota antioxidačnej aktivity. Pravdepodobnou príčinou tohto nejasného vzťahu medzi obsahom celkových polyfenolových zlúčenín a antioxidačnou aktivitou je fakt, že celkové polyfenolové látky nezahŕňajú všetky antioxidanty ako napr. kyselinu L-askorbovú, karotenoidy a tokoferoly. Okrem toho v zmesi môžu narastať aj vzájomné interakcie medzi jednotlivými antioxidantmi.

V prípade kôstkového ovocia sa ako najefektívnejšie rozpúšťadlo prejavila voda vo višniach v priemere 6, 00 % v porovnaní s čerešňami 2, 55 %.
5   Návrh na využitie poznatkov

Diplomová práca poskytuje aktuálne, nové a dôležité informácie z novšej literatúry a zdrojov o biologicky cenných látkach, ktoré sú obsiahnuté v drobnom a kôstkovom ovocí. 

Informácie týkajúce sa antioxidačne pôsobiacich látok (polyfenolov) v drobnom a kôstkovom ovocí môžu nájsť uplatnenie aj v zdravotníctve a farmakológii pri poskytovaní služieb pre verejnosť v oblasti zdravia.

Väčšina autorov sa vo svojich výskumoch zmieňuje o obsahu polyfenolov a ich antioxidačnej aktivite  rôznych druhov ovocia a zeleniny, avšak ohľadom červeného drobného a kôstkového ovocia, výťažnosti polyfenolov a antioxidačnej aktivite v nich, je veľmi málo výskumov. Preto by bolo vhodné práve v oblasti vedy a výskumu upriamiť pozornosť aj na extrakciu polyfenolov a antioxidačnú aktivitu v červenom drobnom a kôstkovom ovocí, kvôli ich tak dôležitým obsahovým a nutričným  zložkám a pre človeka nenahraditeľným zdrojom vo výžive aj v oblasti prevencie chorôb.
6   ZÁVER
Nedostatočný príjem  antioxidačne pôsobiacich látok vo forme ovocia a zároveň prísun malého množstva vitamínov a konkrétne aj vitamínu C, predstavujú pre človeka vážne riziká zdravotných problémov. Deficit v oblasti príjmu ovocia a rovnako aj antioxidantov v potravovom reťazci človeka poukazuje na nedostatočnú informovanosť a nevedomosť jednotlivcov. Všeobecne sa výskyt väčšiny nádorových, degeneratívnych ochorení a civilizačných chorôb dáva do vzťahu s  nesprávnym životným štýlom (fajčenie, výživa, stravovacie návyky, nedostatok spánku a pohybu), prostredím, osobnými návykmi. Obmedzovanie prieniku antioxidačne pôsobiacich látok do ľudského organizmu má negatívny dopad na celkový zdravotný stav človeka, čo môže mať za následok úplné zlyhanie organizmu,  ba dokonca viesť až k smrti. 
         V predkladanej práci sme verifikovali vhodnosť troch organických rozpúšťadiel a ich vodných roztokov (metanol, etanol,  acetón a voda) na vplyv celkových polyfenolov a antioxidačnej aktivity drobného červeného a kôstkového ovocia. Skúmal sa vplyv rôznych extrahovadiel na extrahované množstvo polyfenolov v drobnom a kôstkovom červenom ovocí. Naše výsledky naznačujú, že 50 % metanol je najefektívnejším extrakčným činidlom pre docielenie najvyššej výťažnosti polyfenolov. Pre úspešnú extrakciu celkových polyfenolov na základe dosiahnutých výsledkov môžeme vytvoriť nasledovné poradie použitých extrahovadiel: 50 % (vodný roztok) › 100% ~70 % (vodný roztok). Koncentrácia celkových polyfenolov sa pohybovala v rozmedzí od 277,61 mg.kg-1 čerstvej hmoty (v čerešniach, 100 % acetón) do 5766,83 mg.kg-1 čerstvej hmoty  (v jahodách, 50% metanol). Metanolové extrakty ríbezlí, malín, višní a jahôd celkove obsahovali viac polyfenolov ako etanolové extrakty.
            Najvyššia extrakčná výťažnosť polyfenolov v kôstkovom ovocí bola zistená použitím 50 % metanolu v čerešňových extraktoch a najúčinnejším extrakčným rozpúšťadlom vo višňových extraktoch bol 50 % acetón. V našom výskume 100 % acetón sa ukázal byť najmenej účinným rozpúšťadlom pre získané výťažky polyfenolov oboch extraktov (višne a čerešne). Vodný 70 % acetón poskytol vyššiu výťažnosť polyfenolov vo višňových extraktoch v porovnaní s čistým acetónom, napriek tomu, že Rodtjer et al. (2006) zistili, že kvantifikácia celkového množstva polyfenolov v extrakcii ukázala, že 70 % rozpustný vodný roztok extrahoval polyfenoly oveľa efektívnejšie ako čisté extrakčné rozpúšťadlo. Ale z nášho výskumu je zrejmé, že 50 % vodné roztoky zaznamenali vyššiu extrakčnú výťažnosť ako čisté rozpúšťadlá. Rozpustnosť celkových polyfenolov oboch testovaných vzoriek (višne, čerešne) boli vyššie s použitím čistého metanolu v porovnaní s čistým acetónom. Naše výsledky ukázali, že višne majú podstatné množstvá celkových polyfenolov, ktoré boli vyššie ako tie z čerešní, čo sa odrážalo na silnej antiradikálovej aktivite.  

           Pri sledovaní antioxidačnej aktivity boli hodnoty metanolových extraktov drobného červeného ovocia v priemere vyššie ako hodnoty získané z etanolových roztokov, len v prípade jahôd sme vykázali vyššie hodnoty antioxidačnej aktivity namerané v etanolových roztokoch. Najvyššia hodnota predstavovala 68,22 % (70 % etanole) u jahôd a najnižšia hodnota antioxidačnej aktivity bola zistená v 100 % acetóne v čerešniach a predstavovala hodnotu 4,49 %. Antioxidačná aktivita závisí od celkových polyfenolov, použitého organického rozpúšťadla, ale aj od použitého rastlinného materiálu. Celková antioxidačná aktivita čerešní  (použitím 70 % etanolu a 70 % metanolu) a višní (s 50 % metanolom) závisela od obsahu polyfenolov.

Na záver možno konštatovať, že korelácia medzi obsahom polyfenolov a antioxidačnou aktivitou bola pozitívna a môžeme jednoznačne skonštatovať, že vyššia antioxidačná aktivita červeného drobného a kôstkového ovocia je spájaná s vyšším obsahom polyfenolov.

Trvalý a pravidelný prísun vitamínov a látok s antioxidačným účinkom,                      je nevyhnutným predpokladom úspešného vývinu organizmu, jeho normálnej existencie a odolnosti. Zdravá výživa v rozhodujúcej miere určuje kvalitu života, ovplyvňuje zdravie a úroveň duševného stavu jedinca. Pravidelná konzumácia drobného červeného a kôstkového ovocia takisto prispeje k udržaniu dobrého zdravotného stavu, biologickej aktivite. Obsahuje rad biologicky cenných látok potrebných pre riadenie biochemických procesov a pre normálne fungovanie celého organizmu. Medzi tieto cenné látky patria hlavne látky s antioxidačným účinkom ako sú napr. polyfenolové látky, antokyanidíny, flavonoidy, ale nemenej dôležitý je aj vitamín C.
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