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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva vyvojem bezlepkovych cereédlnich vyrobkl pro zvlastni vyzivu.
Hlavni zamétfeni je na zvysSeni obsahu polyfenolickych latek a antioxidanti v cerealiich
ptidavkem ovocné a zeleninové slozky.

Teoreticka Cast byla zaméfena na poznatky z odborné literatury o ceredliich, bezlepkovych
cerealiich a jejich chemickém slozeni. Do prace byla zatazena i kapitola o celiakii a bezlepkové
dieté. Déle byla teoreticka ¢ast zaméfena na moznosti obohacovani a vybrané ovoce a zeleninu
pouzivané v experimentalni ¢asti

V experimentalni ¢asti bylo analyzovano pét vzorkl bezlepkovych ceredlii, konkrétné Cerna,
cervena, hnéda a bild ryze a kukufice. U ceredlnich vzorkd byla stanovena koncentrace
flavonoidd, polyfenolti, antioxidantti, sacharidl, proteind, B-karotend, antokyand, lepku, B-
glukanti, mastnych kyselin a lipofilnich vitaminid. U vybranych vzorkii byla otestovana i
antimikrobialni aktivita. Nejlepsi vysledky ve vétSiné méfeni vykazoval vzorek erné ryze.

Dale byly analyzovany vybrané vzorky osmi druhii ovoce (brusinka, malina, jahoda, bortvka,
cerny rybiz, mango, bandn, kiwi) a Ctyf druhil zeleniny (brokolice, mrkev, zeleny hrasek,
cervend tepa). U téchto vzorku byl stanoven obsah flavonoidi, polyfenolli, antioxidantd, [3-
karotenti, antokyana, kyseliny askorbové a lipofilnich vitaminti. U vybranych vzorkl ovoce a
zeleniny byly provedeny antimikrobidlni testy. Z ovocnych vzorktl byly nejlepsi vysledky
naméteny u vzorkl bortivka a Cerny rybiz. Ze zeleninovych vzorkti byly ve vétSiné meéteni
nejlepsi vysledky u vzorku Cervené fepy.

Z nejlepsiho cerealniho zakladu a nejlepSich ovocnych a zeleninovych ptidavka byly vytvoreny
kaSe jako finalni produkt a byla u nich stanovena koncentrace polyfenolli a antioxidantd.
Nejvyssi koncentrace jak polyfenoli, tak antioxidanti byly u smési obsahujici zéklad z ¢erné
ryze a piidavek bortvky.

KLICOVA SLOVA

ceredlie, celiakie, lepek, obohacovani potravin, ryze, kukufice, ovoce, zelenina, fenolické latky,
antioxidanty



ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on developing gluten-free cereal products for special nutrition. The
main focus is on increasing the concentration of phenolic compounds and antioxidants in
cereals by adding fruit and vegetable components.

The theoretical part includes findings from professional literature on cereals, gluten-free cereals
and their chemical composition. A chapter devoted to celiac disease and gluten-free diet was
also included. Furthermore, the theoretical part focuses on possible methods of enrichment and
also on selected fruits and vegetables used in the experimental part.

In the experimental part, five samples of gluten-free cereals were analysed, namely black, red,
brown and white rice and corn. The concentration of flavonoids, polyphenols, antioxidants,
carbohydrates, proteins, 3-carotenes, anthocyanins, gluten, B-glucans, fatty acids and lipophilic
vitamins was determined in the cereal samples. Selected samples were also tested for
antimicrobial activity. The black rice sample showed the best results in the majority of the
measurements.

Selected samples of eight types of fruit (cranberry, raspberry, strawberry, blueberry,
blackcurrant, mango, banana, kiwi) and four types of vegetables (broccoli, carrot, green pea,
beetroot) were also analysed. The concentration of flavonoids, polyphenols, antioxidants,
B-carotenes, anthocyanins, ascorbic acid and lipophilic vitamins was determined in these
samples. Antimicrobial tests were performed on selected fruit and vegetable samples Among
the fruit samples, the best results in the majority of measurements were in blueberry and
blackcurrant samples. Among the vegetable samples, the best results were obtained from the
beetroot sample.

From the best cereal, fruit and vegetable samples were created porridges as a final product. In
these samples, the concentration of polyphenols and antioxidants was determined. The highest
concentration of both compounds was found in the porridge with black rice and blueberry.

KEYWORDS

cereals, celiac disease, gluten, food fortification, rice, corn, fruit, vegetable, phenolic
compounds, antioxidants
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1 UVOD

Ceredlie jsou soucasti kazdodenni lidské stravy a slouzi nam jako hlavni zdroj energie.
Dopliiujeme jimi zasoby sacharidl, proteint, lipid, vitaminG a mineralt. Jsou jednémi
Z nejrozsitenéjSich plodin na Zemi diky schopnosti adaptovat se na podminky prostiedi.

V béznych cerealiich, jako je napiiklad pSenice, je¢men, zito a jiné, se nachazi kombinace
proteint tvofici pevny gel lepek. Lepek je prakticky k vyuzZiti v potravinaiském prumyslu jako
emulgator a pojivo diky svym taznym vlastnostem. Na druhou stranu zpisobuje zdravotni
problémy lidem trpici na intoleranci lepku, jejiz nejvaznéjsi forma je nemoc zvana celiakie.
Jedna se o chronické autoimunni onemocnéni tenkého stfeva a vyskytuje se piiblizné u 1%
svétové populace. V soucasnosti neexistuje Zadnéd 1é¢ba, pouze jen doporucend bezlepkova
dieta, ktera slouzi k zmirnéni ptiznakd.

Bezlepkova dieta zahrnuje potraviny z bezlepkovych ceredlii nebo pseudocerealii, které
obsahuji minimum nebo zadny lepek. Kromé snizeného obsahu lepku, tyto produkty bohuzel
obsahuji 1 méné¢ jinych latek oproti obycejnym cerealnim produktim. Nedostatky se projevuji
zejmeéna v obsahu vitaminti, minerall a antioxidac¢nich latek. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli
V této praci pridavat k vybranym bezlepkovym cereéaliim ovoce a zeleninu, které jsou pfirodnim
zdrojem prave vitamint, antioxida¢nich latek a nékterych minerali.

Cilem této prace je vytvorit bezlepkovy ceredlni produkt obohaceny o slozku navySujici
hodnoty polyfenolickych latek a antioxidanti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cerealie

Cerealie, znamé také pod nazvem obiloviny, se botanicky fadi mezi traviny (latinsky Graminae)
a velka cast patii do Celedi lipnicovité (latinsky Poaceae). Botanicky pivod obilovin ¢eledi
lipnicovité urcuje jejich vzajemna podobnost ve struktuie, tvorb¢ zrna a také v jeho chemickém
slozeni. Soucasné druhy a odriidy stejnych druht se od sebe lisi vlivem podminek prostiedi a
Slechténim [1]. Obiloviny jsou hlavnim zdrojem energie zejména ve formé sacharidii a proteinti
a v mnoha zemich slouzi jako lidska potrava nebo jako krmivo pro chovnou zvét [2]. Mezi
cerealie béZzné péstované pro potravinaiské vyuziti se fadi pSenice, Zito, oves, jeCmen, ryze,
kukutice, proso, ¢irok a dalsi [1].

V ramci ceredlii existuje skupina druhti zvana bezlepkové ceredlie. Jedna se o obiloviny bez
obsahu lepku anebo sobsahem lepku niz§im nez 20 mg lepku v jednom Kg cerealii.
Nejznaméj$imi zastupci bezlepkovych ceredlii jsou ryze, kukufice, ¢irok, proso a milicka
habesska [3].

Dalsi vhodnou variantou pro bezlepkové stravovani jsou pseudocerealie. Jedna se o rostliny,
které produkuji plody vhodné pro lidskou stravu, k vyrobé mouky a nezahrnuji rostliny, které
jsou charakterizovany jako obilniny, luSténiny, ofechy nebo olejnatd semena. Tt nejznaméjsi
pseudocerealie jsou amarant, quinoa a pohanka. Dale sem patfi mnoho dalSich druhi, zejména
ze tfidy dvoudéloznych rostlin [4].

2.2 Obilné zrno

Zrna vSech obilovin jsou morfologicky velmi podobnd. Lisi se piedevsim velikosti, podilem
jednotlivych vrstev a tvarem, ktery mtize byt od tenkych protahlych az po kulata zrna. Velikost
a rozméry zrna se odliSuji v zavislosti na konkrétnim druhu obiloviny a v zavislosti na
klimatickych podminkach a roénim obdobi. Poradi vrstev je u vSech obilovin shodné a je
zobrazené na Obrazek 1. Na povrchu zrna jsou obalové vrstvy bohaté na vlakninu a zajistuji
ochranu pied mechanickym poskozenim a kratkodobymi ucinky vody a Skodlivych latek. Tyto
vrstvy formuji pevnou houZevnatou vrstvu, ktera pii mleti zrna ptichazi do otrub. Pod obaly se
nachazi endosperm, jehoZ soucasti je i jedna vrstva aleuronovych bunék s vysokym obsahem
bilkovin a mineralnich latek. Endosperm je zdrojem Skrobu a dal$ich zasobnich proteint.
Nejmensi a stiedni ¢ast zrna je kli¢ek neboli zarodek. Cast s klickem je vyznamnym zdrojem
bilkovin, lipidi a enzymi, ale zaroven rychle podléha oxidacnim a enzymovym zméndm a
Z toho ditvodu zhorsuje kvalitu produkti, a proto je také odstranovan, jako obalové vrstvy, pfi
zpracovani zrna [1].
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Obrazek 1: Morfologicka stavba zrna, prevzato ze zdroje [14]

2.3  Chemické sloZeni cerealii

Ceredlie jsou hlavnim zdrojem energie pro lidskou populaci. Ta je obsazena ve Skrobu,
vlakning, proteinech a sacharidech. [5]. Kromé toho jsou také zdrojem vitamind, mineralt a
fenolickych latek, které se déli zejména na fenolové kyseliny, flavonoidy, antokyany,
fytosteroly. [6].

2.3.1 Sacharidy

V cerealiich lze najit fadu sacharidli od jednoduchych monosacharidl az po vysokomolekularni
polysacharidy. V porovnani s ostatnimi slozkami jsou obsazeny v nejvétsim objemu a tvoii asi
65-70 % pSeni¢ného zrna. Jejich obsah v obilném zrnu se zna¢né 1i8i. V nékterych je jen malé
mnoZstvi, zatimco jiné mohou piedstavovat desitky procent z celkového obsahu slozek v zrnu.
Hlavnimi skupinami sacharidi v obilovinach jsou volné cukry, Skrob, celuldza, pentozany a
B-glukany [1]. Procentualni zastoupeni jednotlivych sacharidii neni piesné dano, ale udava se
ptiblizné do 1 % monosacharidi a disacharidi, 1 % oligosacharidt, 65—70 % $krobu a asi 10 %
polysacharidli v buné¢nych sténach [7].

2.3.1.1 Monosacharidy a oligosacharidy

Monosacharidy jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami oligosacharidl a polysacharidi a také
nukleovych kyselin, glykoproteinli a glykolipidi. Volné se vyskytuji v malém mnoZstvi
Vv kli¢ku zrna [1]. Glukoza a fruktdza jsou jediné dva monosacharidy vyskytujici se v cerealiich
ve znaéném mnozstvi [8].

Oligosacharidy jsou tvofeny molekulami monosacharidii spojené glykosidickou vazbou.
Vyznamnymi oligosacharidy jsou maltdza, isomaltéza a sachardza. Tyto disacharidy jsou

11



obsazeny v neporuseném zrnu ve vétSim mnozstvi nez ostatni, i tak se jednd o maly objem
z celého obsahu latek [1], [9].

2.3.1.2 Polysacharidy

Z technologického hlediska jsou polysacharidy zaroven s bilkovinami nejvyznamné;jsi
skupinou biopolymerit v cerealiich [1]. Jsou strukturné slozeny ze stovek az tisicl
monosacharidii spojenych glykosidickymi vazbami a Casto jsou tvofeny jen jednim typem
monosacharidu. Z toho vyplyva, Ze i jejich struktura je méné slozitd nez u proteint. Jejich
hlavni roli je byt zdrojem energie. Velké mnozstvi energie vznika St€penim. Energie je vyuZita
zejména v obdobi rlstu rostliny. Nékteré polysacharidy, jako celuloza, hemicelul6za nebo
lignin, maji stavebni funkci a tvoti zaklad bunéénych stén rostlin. Obecné polysacharidy délime
na Skrob a neskrobové polysacharidy [1], [9].

2.3.1.3 Skrob

Je to rostlinny vysokomolekularni zasobni polymer D-glukézy. Je tvofen dvéma glukézovymi
polymery — amylozou a amylopektinem. V amyldze jsou monomerni jednotky spojeny o-1,4
glykosidickymi vazbami za vzniku linearniho fetézce. Monomery v amylopektinu spojuji a-1,4
glykosidické vazby a zaroven i a-1,6 glykosidické vazby, coz zajistuje vétvenou strukturu. Obé
frakce se 1i§i chemickymi a fyzikdlnimi vlastnostmi. Amyloza je rozpustna ve vod¢ za studena,
zatimco amylopektin pouze bobtna a neni schopen vytvaret roztok [10].

Skrob se vyskytuje v obilném zrnu v endospermu v primérném rozsahu 60—75 %. V mouce se
vyskytuje ve formé §krobovych zrn, jejichz tvary i velikosti byvaji riizné. Skrobové zrna se
tvofi pii zrani obilky, pti kterém se zvEtSuji biopolymery amyldza a amylopektin a tvoii se tak
struktura. Ta je znama pouze u amylopektinu a je krystalicka [1].

2.3.1.4 Neskrobové polysacharidy

Jako neskrobové polysacharidy obilovin vnimame skupinu stavebnich polysacharidi, které jsou
dualezitou slozkou bunécné stény endospermu obilovin. Hlavni neskrobové polysacharidy jsou
celuloza, hemiceluloza, pentany a B-glukany. Jejich typickym znakem je nerozpustnost ve vode¢,
az na vyjimku nékterych pentozanti a B-glukant, které se mohou ve vodé rozpoustét nebo
bobtnat. Spole¢né s dal§imi rostlinnymi slozkami tvofi vlakninu [10] [11]. Cerealni vlaknina
ma pozitivni vliv na organismus a v n¢kolika studiich bylo prokazéno, Ze konzumace cerealii
snizuje riziko imrtnosti pti kardiovaskularnim onemocnéni, rakovin€, cukrovce a respirac¢nich
onemocnénich [12].

Celuldza je polysacharid skladajici se z D-gluk6zovych jednotek spojené B-1,4 glykosidickou
vazbou. Celul6za je nejrozsifenéjsi organickou slouceninou na Zemi a s dal$imi neskrobovymi
polysacharidy se podili na tvorbé bunécné stény. Je zcela nerozpustnd ve vodé a také je
nestravitelna pro vétSinu obratlovea [10].

U pentozantl uz z ndzvu vyplyva, ze se v polymeru nachazi molekuly pent6z. Existuji rozpustné
1 nerozpustné pentozany. Za nerozpustné povazujeme hemiceluldzy, které doprovazi celulozu
V bunéénych sténach. S celul6zou tvoii hodnotny zdroj obilné vldkniny. Rozpustné pentozany
neboli slizy maji schopnost vazat vodu a bobtnaji. Do skupiny rozpustnych pentozanii fadime
arabindzy a xylozy, které se nachazeji v zitu [13][14].
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B-glukany jsou rozpustné polysacharidy a jsou vyznamnou soucasti obilné vlakniny [13]. Jsou
slozené z B-D-glukozovych jednotek spojenych B-1,3 a B-1,4 glykosidickou vazbou. B-glukany
brani zpétnému vychytavani cholesterolu a zlu¢ovych kyselin v tenkém strevé, tim snizuji
hladinu cholesterolu. B-glukany pozitivné ptisobi na zdravi ¢lovéka a snizuje postprandialni
reakce glukozy a dale snizuje hladinu cholesterolu v krvi [15]. Obsah B-glukanti v obilnych
zrnech je pomérné velky u jeCmenu a ovsa (3—10 %); pSenice jich naopak obsahuje pouze méné
nez 1 % [16].

2.3.2 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny jsou biopolymery slozené z jednoho nebo vice polypeptidovych
fetézcli obsahujicich sto az né€kolik tisic aminokyselinovych zbytki. Aminokyseliny jsou
spojeny peptidovou vazbou [10]. Zdrojem rostlinnych proteint jsou zejména semena rostlin,
ale také plody, hlizy, aj. [17].

Cerealie obsahuji jak esencialni (leucin, lysin, threonin, tryptofan), tak neesencidlni (alanin,
asparagova kyseliny, glutamin, glutamova kyselina, prolin) aminokyseliny. Nejvice zastoupené
aminokyseliny v obilném zrnu jsou kyselina glutamova a prolin. Oproti nim se v zrnu nachazi
lysin, ktery je jejich limitujici aminokyselinou a zpisobuje sniZenou biologickou hodnotu
proteinu. Biologicka hodnota obilovin se proto pohybuje v rozmezi 4268 % [13]. Zakladni
bilkoviny obsazené v obilovinach jsou albuminy, globuliny, prolaminy (gliadiny) a gluteliny.
Kombinaci prolamint a glutelintt vznika lepek [13][1].

2.3.2.1 Lepek

Je to pevny gel tvofeny prolaminy a gluteliny, které v pfitomnosti kysliku bobtnaji. Lepek je
pak to, co zptisobuje taznost a pruznost tésta po hnéteni. V potravinaiském pramyslu se vyuziva
jako pojivo a emulgator. U béznych cerealii zastupuje lepek velkou ¢ast obsahu proteind [1] .
V poslednich letech je lepek povazovany za jeden z nejcastéjSich potravinovych alergenii a
spojuje se s onemocnénim celiakie. Jako alternativni zdroj existuji bezlepkové (,,gluten-free®)
cerealie. Za bezlepkové ceredlie povazujeme ryzi, kukufici, ¢irok, pohanku, jahly, amarant a
quinou [18].

2.3.3 Lipidy

Lipidy jsou skupina organickych sloucenin, které jsou nerozpustné nebo omezené rozpustné ve
vodé. Ve vyzivé jsou vyznamné hlavné triacylglyceroly. Obiloviny jsou nizkotuc¢né, vdéci za
to nizkému obsahu lipidl v obilném zrnu, ktery je kolem 2 %. Vyjimkou je oves, u kterého je
obsah tuku 7,1 %. Vyssi vyskyt tuku je v kli¢cich zrna, kde se mize dostat az k 64 %, ale také
u pseudocerealii amarantu a quinoy [1]. Slozeni mastnych kyselin se odviji od druhu. Obecné
se vyskytuji nejvice mononenasycené mastné kyseliny (29-53 %) a polynenasycené mastné
kyseliny (25-51 %). Nasycenych mastnych kyselin je ve srovnani mnohem méné (15-25 %)
[13]

2.3.4 Vitaminy

V obilovindch je jen malé mnozstvi vitaminll a nachazi se zejména v obalovych vrstvach a
klicku, velmi malo v endospermu. Vitaminy, které se vyskytuji v ceredliich nejvice, jsou
vitaminy skupiny B. Predev§im se zde nachazi vitamin B: (thiamin), Be (pyridoxin), B:
(riboflavin), niacin a kyselina listova. Celkovy obsah vitaminl v obilné mouce se ale vyrazné
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snizi duisledkem vymleti. Ve svétlych moukéach zastava jen 10-20 % pavodniho obsahu
vitamind, ve tmavych moukach mize byt zachovano az 40 % [1]. Vitamin B; mizeme najit
V jeCmeni, pohance, hnédé a divoké ryzi. Vitamin B> je v pohance a ve velkém mnozstvi
Vv hnédé ryzi. Ostatni skupiny vitaminu B jsou pfitomny v psenici, jeCmeni, pohance a prosu.
Dalsim vitaminem, ktery lze nalézt v obilovinach, je vitamin E, ktery je antioxidant. Vyskytuje
se v ryzovych otrubach, kukutfiéném zrnu a zité [19].

2.3.5 Mineralni latky

Tak jako u vitaminti, obsah minerdlnich latek je pomérné maly. V obilovinach je oznacujeme
jako ,,popel*, coz znamena anorganicky zbytek po spaleni rostlinného materidlu. Obsah popela
je v celych zrnech v rozmezi 1,25-2,5 %. V cerealiich mizeme najit prvky vapnik, fosfor,
hoi¢ik a ze stopovych prvki zelezo, zinek, selen a mangan [1]. Ve vétsin€ bezlepkovych cerealii
je Casto nedostatek vapniku, hot¢iku a zeleza [20].

2.3.6 Antioxidanty

Antioxidanty jsou sekunddrni metabolity v rostlindch, ovoci a mikroorganismech. Reaguji
S volnymi radikaly a tim zabranuji oxidacnimu poskozeni bun€k. Antioxidanty mohou existovat
V enzymové i v neenzymové formé [21]. Podle mechanismu ucinku se dal déli na primarni a
sekundarni. Primérni antioxidanty jsou velmi u€inné a neutralizuji oxidanty pifenosem jednoho
atomu vodiku nebo pifenosem jednoho elektronu. Sekundarni antioxidanty neutralizuji oxidanty
zhasenim volnych radikalt, tim ale dochazi k jejich rychlému ubytku [22]. Podle ptivodu se
de€li na syntetické a pfirodni. Syntetické antioxidanty jsou nestabilni a miizou zplisobovat
zdravotni problémy. Piirodni antioxidanty jsou netoxické, nekarcinogenni a biodegradabilni
[23]. Patii mezi n¢ fenolické latky, karotenoidy a vitaminy [21][22].

2.3.6.1 Fenolické latky

Ptedstavuji ptirodni latky s dobrymi nutricnimi vlastnostmi a piiznivymi ucinky na lidsky
organismus. Ve své struktufe maji alespon jeden aromaticky kruh, ktery je substituovany
nejméné jednou hydroxylovou skupinou. Jelikoz maji schopnost zachytavat volné radikély a
zarovenn poskytuji vodikovy kation nebo volny elektron, jsou jednou z hlavnich skupin
prirodnich antioxidant. Nachazi se v rostlinach, zelenin¢ a ovoci, obilnindch a lusténinach.
V obilnych zrnech byvaji piitomny hlavné fenolové kyseliny a flavonoidy [24] [25].

Fenolové kyseliny se déli do dvou skupin: kyselina hydroxybenzoové a kyseliny
hydroxyskotficové. Patfi sem napiiklad kyselina ferulova, vanilkova, kdvova a p-kumarova.
Vyskytuji se v ovoci, zelening, ceredliich a kavovych zrnech nejéastéji ve vazané forme, ale
existuji i ve volné formé [25].

Flavonoidy jsou nejvétsi skupinou fenolickych slouc¢enin. V molekule se vyskytuji alesponi dva
aromatické kruhy spojené tii-uhlikatym fetézcem. Schopnost zachytavat radikaly uzce souvisi
s poctem hydroxylovych skupin a jejich poloze na struktufe aromatickych kruht. Déli se na
flavony, flavonoly, flavanonoly, flavanoly a antokyany. Antokyany jsou slou¢eniny zptsobujici
cervené, modré a fialové pigmenty v ovoci, zelenin€, okvétnich listcich ale také v ceredliich,
naptiklad u ¢erné ryze [26].
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2.3.6.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou oranzové a zluté pigmenty, které se nachéazi v rostlinach, ovocich, zelening,
houbach, tasach a mikroorganismech [17]. Jejich molekula je slozena ze 40 atomu uhliku a
dlouhych fetézcti s 3-15 dvojnymi vazbami vazané v konjugované formé. Diky konjugovanému
systému vazeb jsou karotenoidy schopné pohlcovat UV zafeni. Dale jsou dobrymi antioxidanty
a slouzi 1 jako prekurzor pro vitamin A. Nejlepsim zdrojem karotenoidi je kukutice [27].

2.4 Vybrané cerealie

2.4.1 Ryze

RyzZe je jako obilovina nejvice rozsitena v pfimé konzumaci. K nejvétsi produkci dochazi v Asii
a Africe, velky vyvoz je i z Ameriky [1]. Poprvé byla objevena v Thajsku, rozsitila se po Asii
a poté do celého svéta [28]. Praptivodci soucasné ryze jsou tii odrady: Indicka (indica),
Indonéska (javanica) a Cinska (japanica) [1]. RyZe je konzumovana polovinou svétové
populace, ¢ast produkce je vyuzivdna i1 pro dalsi ucely jako vyroba ryzové mouky, Skrobu,
Skrobovych hydrolyzath a alkoholu. Ryzova mouka postrada proteiny tvoftici lepek, proto neni
mozn¢ z ni vytvorit klasické kynuté pekaiské produkty, na druhou stranu perfektné slouzi jako
nahrada pSeni¢né lepkové mouky pro celiaky [3].

Podle opracovani se ryze d€li na ryzi neloupanou, kterd ma zachovanou svrchni vrstvu, ryzi
pololoupanou, ktera je zbavena svrchni vrstvy a ryZzi loupanou, u které uz neni zadna cast oplodi
a otrub ani klicku. Podle tvaru zrna se d¢li na dlouhozrnnou (6 mm), sttednézrnnou (5,2—6 mm)
a kulatozrnou (mén¢ nez 5 mm) [1].

2.4.1.1 Bilad (mleta) ryZe

Je to ryze, kterou nejcCastéji vidime v obchodech. Ziskava se opracovanim hnédé ryze, kdy
dochazi k odstranéni otrubovych vrstev a obali. To bohuzel mé negativni vliv na nutri¢ni
prispévek, ktery bila ryze mize dodat. V otrubach se totiz nachazi vétSina nutricnich slozek,
jako proteiny, tuky, vitaminy a mineraly [29]. Vyhodou bilé ryZe je rychlé tepelné zpracovani,
uvafeni ryze je mnohem rychlejsi, jelikoz vod¢ nebrani v prostupu otruby ryzového zrna. [30]

2.4.1.2 Hnéda ryze

Je oznaceni pro béznou ryzi, kterd neprosla procesem, ktery ji pfeméni na bilou (mletou) ryzi.
Kromé hnédého zabarveni je odstranéna jen jeji svrchni slupka, dalsi vrstvy a obaly jsou na
zrnu zachovany. Hlavni chemickou slozkou v zrn¢ je §krob, a i ostatni neSkrobové slozky jsou
hojné zastoupeny. Vlastnosti ryZzového zrna mezi druhy vyrazné ovliviiuje pomér amylozy a
amylopektinu. Pro srovnani, bila ryze, kterd je zpracovanou hnédou ryzi, obsahuje zna¢né
mensi mnozstvi vSech nutriénich latek [31]. V procesu vymleti obalti hnédé ryze na bilou ptijde
zrno o 28,6 % proteint a 84,7 % minerald [32]. Ryzové otruby jsou dobrym zdrojem vitamint,
zejména vitaminu B1, Bz, Bz a Bs [31]. Z ryZovych otrub vyrabi ryZovy olej, ktery obsahuje
nenasycené mastné kyseliny zlepSujici hladiny cholesterolu [33]. Obsah vitamint v zrnu se lisi
u kazdého druhu ryze. Hnéda ryze obsahuje znacné mnozstvi médi, drasliku, hot¢iku, manganu,
sodiku, fosforu a zinku, tudiz je velmi vhodna pro bezlepkovou dietu a k doplnéni potiebnych
minerala [31].

Stravovani se hnédou ryzi potvrdilo sniZzeni nachylnosti k chronickym nemocem, za coZ miiZzou
antioxidanty obsazené v ryZovém zrn€. V hnédé ryzi mizeme najit velké mnozstvi fenolickych
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latek, flavonoidd, antokyani a dalSich antioxidantd. Tak jako vSechny ostatni predchozi slozky,
i antioxidanty se vyskytuji zejména v otrubovych vrstvach ryze [31].

Bohuzel i hnéda ryze ma nékteré nevyhody, a to je obsah zivin, které mohou zpisobovat
zazivaci problémy nebo zhorsit absorpci nékterych minerali. Mezi tyto latky patii fytaty,
inhibitory trypsinu, cystatin a dalsi inhibitory. VétSina inhibi¢nich latek je eliminovana pfi
tepelné uprave ryze. Z tohoto divodu se hnéda ryze nedoporucuje ke stravovani, pokud vase
télo reaguje negativné po jeji konzumaci [31].

2.4.1.3 Barevné ryZe

Dal§im specialnim druhem jsou barevné ryze. Barevnd Skala je od cerné aZz po fialovou a
¢ervenou barvu a je zplUsobena obsahem pigmentu antokyanu, ktery napomaha i svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi. Barevné ryze maji oproti hnédé schopnost odolnosti vii¢i hmyzu a
sktdcam. [34].

Cerna ryze se pii mleti, oproti hnédé ryzi, nezbavi viech svych obali, ¢imz si zachovava své
vysoké vyzivové hodnoty. Je bohatd na Skrob a dal§i sacharidy, vldkninu, esencidlni
aminokyseliny, vitaminy, zvIast¢ vitamin B, vitamin A a vitamin E, také mineraly draslik,
zelezo, méd’, hoi€ik, mangan a fosfor a fenolické latky. Pozivani ¢erné ryze je vhodné pro rist
svalt, diky Zelezu, drasliku a vitaminu B; zelezo ma také vliv na produkci ¢ervenych krvinek,
coz pozitivné pasobi na energeticky vydej a traveni [35].

Cervena ryze obsahuje velké mnoZstvi Zzeleza a zinku, coZ zptisobuje jeji vysokou odolnost viiéi
nepfiznivym podminkdm. Dale je dobrym zdrojem vlédkniny, manganu, selenu, hoi¢iku a
dalSich Zivin. Pozivanim cervené ryze se do téla dostavaji proantokyanidiny, které poskytuji
ochranu pied diabetem typu 2 a zaroven diky vyssi hladiné hot¢iku snizuji riziko infarktd a
dalsich kardiovaskularnich onemocnéni. Cervena ryze je také znama pro své vyuziti pii 1éeni
neduht jako prijem, zvraceni, horecka, fezné rany a popaleniny [34].

2.4.2 Kukurice

Kukufice patii do botanického druhu Zea mays, po celém svété existuje velké mnozstvi jejich
odrid. Ty se li§i tvarem zrna, obsahem Skrobu, podilem amylézy a amylopektinu, obsahem
bilkovin aj. Tato rostlina pochazi z Mexika, ale rozsifila se po celém svété a dnes je nejvice
péstovanou obilninou na svété [1]. Nejvétsi produkcee je ve Spojenych statech americkych, Cing
a Brazilii [36].

Kukuti¢né zrno je ze 72 % tvoteno sacharidy, predevsim skrobem. Zrno také obsahuje asi 8,8 %
proteind, které jsou tvoreny hlavné zeiny (tvofi vice nez 60 % vSech proteintl v celém zrnu).
Dalsi ¢asti zrna tvofi ptiblizné 4,6 % tukd, 2,15 % vlakniny a 2,33 % mineralnich latek [3].
Také antioxidanty jsou zastoupeny v zrnu, patii sem fenolické latky, flavonoidy, vitaminy a
hojné zastoupené je barvivo karoten [37]. Kukufi¢né klicky obsahuji asi 40-50 % oleje, ten
obsahuje 14 % nasycenych mastnych kyselin, 30 % monoenovych mastnych kyselin a 56 %
polyenovych mastnych kyselin, také jsou bohatym zdrojem vitaminu E [3].

Z kukufi¢ného zrna se vyrabi mouka, krupice a otruby, které jsou vedlejSim produktem. Zrno
neobsahuje lepek a proto je kukufi€nd mouka hojné vyuzivana pacienty trpici celiakii jako
nahrada bézné napiiklad pSeni¢né mouky. Vyrabi se z ni naptiklad ,,corn flakes, které jsou
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oblibenou snidaiiovou pochoutkou. Ke konzumaci se vyuziva jen malé mnozstvi z celkové
produkce [14] [38]. Hlavni vyuziti nachazeji kukufi¢né otruby jako krmivo pro dobytek [1].

2.5 Celiakie

Celiakie neboli glutenova enteropatie, je v souc¢asné dobé povazovana za geneticky podminéné
multisystémové autoimunni onemocnéni. Vyznacuje se nesndSenlivosti lepku a dalSich
prolaminti, které jsou obsazeny v bilkovinach obili. Hlavnim projevem celiakie je poskozeni
sliznice tenkého stieva, které¢ vede k precitlivélosti na lepek. Dnes timto onemocnénim trpi
0,5-1 % populace a nelze ho zatim vylécit [40].

Podstatou tohoto onemocnéni je porucha slizni¢ni imunity, ktera vede k abnormalni reakci na
lepek. Lepek neboli gluten, je tvofeny dvéma bilkovinami (glutaminem a gliadinem) a spole¢né
se Skrobem je mozné najit jej v endospermu nékterych obilovin. Hlavni podnét pro vyvolani
protilatek pro vznik celiakie je gliadin, ktery pfi priniku do stfeva zptisobuje deaminaci pomoci
tkanové trans-glutaminazy a v disledku toho jsou Ziviny tézko vstfebavany a zlstavaji
nestravené ve stieve [40].

Mezi projevy celiakie se fadi ubytek hmotnosti, prijmy, daveni, nechutenstvi, inava, bolesti
bficha, kozni problémy, hormonalni poruchy, anémie, osteopenie a osteoporoza. V dnesni dobé
je jedinym 1é¢ebnym feSenim dodrzovani bezlepkové diety [40].

2.5.1 Citlivost na lepek

Citlivost na lepek je nové definovand jednotka zplisobena aktivaci vrozené imunity bez ucasti
adaptivni imunity. Nemocni maji rizné stfevni a zejména mimostievni symptomy. Rozdily
mezi citlivosti na lepek a celiakii jsou v permeabilité stfevni slizni¢ni bariéry, histologii stfevni
biopsie a expresi geni slizni¢ni imunity. Projevy citlivosti na lepek mohou pravdépodobné mit
1 jiné genetické pozadi potravinové intolerance, odlisné od celiakie. V soucasné dobé nema
citlivost na lepek zadny specificky biomarker. Diagnostika je mozna pouze vylou¢enim jinych
pii¢in symptomu a jejich Gstupem pii bezlepkové dieté [41].

2.5.2 Bezlepkova dieta

Podstatou bezlepkové diety je vylouceni vyrobkll z obilovin, ve kterych je Skrob kontaminovan
lepkem. Témito obilovinami jsou pSenice, je¢men, Zito a kiizenci mezi zminénymi druhy.
Lepek a jeho toxické peptidy obsazené ve zminénych ceredliich zplsobuji klinické ptiznaky
celiakie, a proto se cerealie nahrazuji bezlepkovymi ceredliemi nebo pseudocereédliemi, které
lepek obsahuji v malé mife nebo viibec. Hlavnimi rostlinami v této dieté jsou ryze, kukufice,
brambory, soja a potraviny, které pfirozené neobsahuji lepek jako ovoce, zelenina nebo
lusténiny [43].

S celiakii a omezenou dietou jsou spojeny malabsorpéni piiznaky. Do lidského téla se
nedostava dostatek zivin jako proteiny, vitaminy a mineraly, zejména vapnik a zelezo, tak jako
pii stravovanim béznymi cerealiemi. Je potieba tyto latky doplnit jinou formou, aby se piedeslo
castym disledkiim jako anémie z nedostatku Zeleza a kyseliny listové nebo ¢astym zlomeninam
pfi nedostatku vitaminu D nebo zhorSeni zraku chybé&jicim vitaminem A. S rostoucim
povédomim o celiakii se ocekava, ze bezlepkové produkty budou dostupnéjsi a mnohé by
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mohly byt obohacené o vitaminy a minerdly k ptedejiti dal§ich zdravotnich problémut
[43][43][44].

Dalsim nasledkem spojenym s celiakii je poskozeni stfevnich bun¢k kartdcového lemu. Buniky
obsahuji enzymy sachardzu a laktazu, které slouzi ke $tépeni disacharidli sacharozy a laktozy.
Dochazi k naruseni syntézy laktdz, vedouci k jejimu nedostatku, a to se projevi nesnasenlivosti
laktézy. S tim se poji dalsi omezeni v dieté, kdy je potieba vyloucit i mléko a jeho vyrobky
[45][45].

2.6 Moznost obohacovani

I ptesto, Ze jsou bezlepkové ceredlie perfektni nahradou za béZné cerealie, nedodévaji lidskému
télu dostatecné mnozstvi potiebnych latek, které by dostalo z bézné stravy. Napiiklad ryze a
kukufice obsahuje vyrazné¢ méné proteinid, vlakniny a nékterych vitaminli ve srovnani s
béznymi obilovinami. Chyb¢jici latky je proto potfeba doplnit jinym zplisobem, aby se
nedostatek vykompenzoval a lidskému télu nebyly zplisobeny dalsi zdravotni problémy. Jednou
z variant, jak ptfedejit nedostatkiim nutri¢nich latek je doplnit je pfimo do ceredlii a vytvorit
produkt z nich [46].

V této praci bylo zvoleno ovoce a zelenina pro obohacovani ceredlii, jelikoZ je znamy fakt, Ze
piijem ovoce a zeleniny je spojeny se sniZzenim rizika mnoha chronickych onemocnéni [47][47].
Ovoce a zelenina byla pouzita v lyofilizované form¢ z divodu dlouhé doby trvanlivosti a
udrZeni dostupnosti v pribéhu celého roku [48].

2.6.1 Lyofilizace

Lyofilizace je suSici metoda zalozena na sublimaci. Dochazi k ptfechodu zmrazené kapalina na
plynné skupenstvi. Prvni je potfeba material, ktery chceme vysusit, zmrazit na teplotu, pfi které
uz nemuze voda existovat v kapalném skupenstvi (-50 °C). Poté se pomalu zacne zvysSovat
teplota, ale zaroven se musi sniZzovat tlak, tim dochazi k sublimaci. Vodni para je odvadéna do
kondenzatoru, kde se méni zpét na led. Tato metoda je Casové narocna, diky pomalému
suSicimu procesu a také energeticky naro¢nd, jelikoz se provadi ve vakuu. S tim se poji i
finan¢ni naro¢nost této metody [49][49].

Lyofilizované ovoce a zelenina timto procesem ztrati velké mnozstvi vody (90 %) a také vétSinu
svoji vahy. Zistava zachovana barva, viiné a také jejich slozeni a obsah antioxidantti, ktery
Casto byva vyssi nez u Cerstvého ovoce a zeleniny. Obsah vitaminu C v ovoci a zeleniné u
nékterych druhl zistava stejny, u jinych zase klesne o pfiblizné 10-30 %. Hodnoty se odviji od
druhu pochutiny a také vlastniho obsahu vitaminu C. V8e zéalezi na stupni usuSeni, ¢im vice je
material vysu$en, tim vice latek bohuzel ztrati [50].

2.6.2 Vybrané ovocné vzorky

Pro tuto praci bylo vybrano 8 druhli ovoce (brusinky, maliny, jahody, boriivky, ¢erny rybiz,
mango, banan, kiwi) z divodu obsahového mnozstvi antioxidantdl, vitamint a jejich pozitivniho
vlivu na lidské zdravi.

Velké americké brusinky se skladaji z 87 % vody, 12 % sacharidi a zbytek tvofi proteiny, tuky
a vlaknina. Dale jsou zdrojem vitaminu C, vitaminu E a vitaminu K a flavonoida, fenolickych
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latek a antokyantl. Pozivani brusinek zmensuji efekt urcitych infekci a zabranuji tvorbé zanétu,
maji pozitivni vliv na srdce, ale nejvice pozitivné ptisobi na mocové cesty [51].

Maliny obsahuji esencidlni mineraly, vitaminy, mastné kyseliny, vlakninu a velkou fadu
fenolickych latek, jako flavonoidy, fenolické kyseliny, lignany a taniny. Diky fenolickym
latkam maji maliny schopnost snizit rast rakovinovych bunék, také snizuji sekreci inzulinu a
mohou zabranit prubéhu chronickych nemoci [52][52].

Jahody jsou jedny z nejvice konzumovanych ovocnych plodi a obsahuji velké mnozstvi
vitaminu C, folati a fenolickych latek. Ve studiich byl prokdzan protizanétlivy efekt diky
fenolickym latkam. Jahody by mohly hrat roli pifi prevenci chronickych metabolickych nemoci
a rakoviny [53].

Bortuvky jsou skvélym zdrojem flavonoidt, fenolickych kyselin a také barviv antokyant.
Antioxidac¢ni latky obsazené v bortivkach brani aktivaci hepatickych detoxifikacnich enzymd,
¢imz blokuji aktivitu bakteridlnich toxind, zaroven zpomaluji absorpci cholesterolu.
Konzumace bortvek ukazala ve studiich inhibi¢ni vliv na rust nadora [54].

rrrrr

inhibuje mnozeni bunék nékolika typt rakovin, zdrovenh ma pozitivni vliv na kardiovaskularni
systém [55].

Mango se sklada ptevazné z proteint, tukt, sacharidii, vlakniny, ale i z mineralti jako vapnik,
draslik, hoi¢ik, Zelezo a zinek. Je také bohaté na -karoteny, vitamin A a vitamin C. Konzumace
manga napomaha snizovani cholesterolu, prevenci rakoviny a regulaci glukozy v krvi [56].

Banan patii k popularnimu ovoci na svétovém trhu. Je to také ovoce Casto vyuzivané v dieté
diky obsahu bioaktivnich latek, jako fenoly, karotenoidy, biogenni aminy, fytosteroly a
antioxidanty. Také obsahuji vétSi mnozstvi mineralt drasliku, fosforu a hot¢iku. Bandny maji
ucinky proti tvorbé nadord, jsou doporucené pro pacienty s anémii, jelikoz pomahaji udrzovat
hodnoty krevniho tlaku. Dale miZe zabrafiovat degenerativnim onemocnénim, jako jsou
srdeéni choroby, arteriosklerdza, zanéty, artritida, rakovina a mozkova disfunkce [57].

Diky velkému obsahu vitaminu C, je Kiwi znamé pro své imunitu podporujici G¢inky. Dale ma
skvelé antioxidacni schopnosti, diky obsahu antioxidantl jako vitamin E, karotenoidy a
fenolické latky. Kiwi obsahuje navic chlorofyl a i chlorofyl b [58].

2.6.3 Vybrané zeleninové vzorky

Pro srovnani s ovocnymi sloZzkami byly vybrany 4 druhy zeleniny (brokolice, mrkev, hrasek,
cervena fepa) ze stejnych dliivodd, a to obsahu latek. Kromé toho také pro zvySeni variability
produktu.

Brokolice je vybornym zdrojem fotochemikalii, do kterych patii glukosinolaty fenoly,
antioxida¢ni vitaminy E, C, K. Déle je zdrojem minerali sodiku, drasliku, vapniku, chloru,
fosforu, ale také Zeleza, zinku, médi, manganu a selenu. Pozivani brokolice ma pozitivni efekt
na t€lo, zejména u pacientl s rakovinou a kardiovaskularnimi problémy [59][59].
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Mrkev obsahuje velké mnozstvi B-karotenti a také vitaminu C, vitaminu A a cholinu. Kromé
toho obsahuje i vitamin Bs, vitamin K a folaty. Diky svému sloZzeni mé& mrkev pozitivni vliv na
lidsky zrak a také preventivné brani zdravotnim problémulim, jako infarkt, diabetes, rakovina,
Spatné vidéni ve tmée a dalsi [60].

Hrasek je pfinosny pro zdravi pfedev$im diky koncentraci a vlastnostem $krobu, bilkovin,
vlakniny, vitamind, minerald a fotochemikalii. Vlaknina z obalu semene piispiva k funkci
traviciho traktu a snizuje stravitelnost Skrobu v hrachu. Vitaminy a mineraly mohou hrat
dulezitou roli pfi prevenci nemoci souvisejici s nedostatkem latek, predevsim nedostatky selenu
a folatt [61].

Cervena fepa je bohatym zdrojem fytochemickych latek, do kterych patii askorbova kyselina,
karotenoidy, fenolické latky a flavonoidy. Je také jednou z méla zelenin, které obsahuji vysoce
bioaktivni cervené barvivo -kyan patiici pod B-lainy. B-lainy maji antioxida¢ni a protizanétlivé
vlastnosti. Diky tomu je mozné, Ze ¢ervend fepa by mohla hrat roli v klinickych patologiich
vyznacujici se oxida¢nim stresem a chronickym zanétem, jako onemocnéni jater, artritida a
rakovina [62].

2.6.4 Aplikace obohacenych cerealii

Ceredlie a cerealni produkty jsou dulezitym zdrojem energie, sacharidl, proteinil, vldkniny a
také mikronutrientl, jako vitamin E, vitamin B, hoi¢ik a zinek. Mezi cercéalni produkty
dostupné na trhu fadime pecivo, téstoviny, cerealni ty¢inky, snidafiové cerealie a kase [63]. Do
cerealnich tyCinek, snidanovych cerealii 1 kasi se postupné zacaly ptidavat ovocné nebo
zeleninové slozky, které dodaly produktim kromé lepsi chuti 1 vice vitamini, minerdlt a
celkové navysily nutricni hodnoty. Nejlepsi varianta je piidavat k jidlu cerstvé ovoce a
zeleninu, ale v pfipadé nedostupnosti existuji produkty, které uz ovocnou a zeleninovou slozku
maji zaclenénou [64][65].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouZzitych chemikalii
ABTS p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Aceton p.a., Penta (CR)

Acetonitril pro HPLC, Penta (CR)

Dihydrofosfore¢nan sodny, LAchema (CR)

Dusitan sodny p.a., Lachema (CR)

Ethanol 96 % p.a., Penta (CR)

Ethylacetat pro HPLC, Penta (CR)

Fenol p.a., oach-Ner (CR)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, VWR Chemicals (USA)
Glukéza monohydrat p.a., Lach-Ner (CR)

Hexan pro HPLC, Carlo Erba (FR)

Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Chlorid hlinity p.a., Lach-Ner (CR)

Chloroform p.a., Penta (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova monohydrat, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova, Lach-Ner (CR)

Kyselina octova 99,8 % p.a., Lachema (CR)

Kyselina orthofosfore¢na 85 % p.a., Lach-Ner (CR)
Kyselina sirové p.a., Lach-Ner (CR)

Methanol pro HPLC, Penta (CR)

Nutrient Broth w/ 1 % Peptone (CR)

Peroxodisiran sodny p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Trolox p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Uhligitan sodny p.a., Lach-Ner (CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Siran médnaty pentahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
B-karoten standard, Sigma-Aldrich (SRN)

B-Glucan Assay Kit (Mixed Linkage), Megazyme (IRL)
RIDASCREEN Gliadin competitive, R-Biopharm (SRN)
3.2 Seznam pouzitych pomicek a pristroji
Analytické vahy Pioneer, Ohaus (USA)

Automatické pipety riiznych objemt, Biohit (SRN), Discovery (SRN)
Acura ® manual 855 multikanalova pipeta, Socorex (CHE)
Centrifuga EPP minispin plus (EU-1VD), Eppendorf (SRN)



Centrifuga MIKRO 120, Hettich (SRN)

Centrifuga Z 366, Hermle (SRN)
Denzitometr McFarland DEN-1, Biosan Itd. (LV)

ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (SRN)
EUTECH pH METER, Model No: pH700 (CR, SK)
GC sestava s detektorem FID, Thermo Fischer Scientific (USA)

HPLC sestava s detektorem PDA, Thermo Fischer Scientific (USA)

Kolona Kinetex Polar C18, Phenomenex (USA)
Laminarni box Airstream, ESCO (SRN)

Lyofilizator FreeZone 4.51 Freeze Dry System, Labconco (USA)
Mlynek na kdvu SENCOR SCG 1050BK (JP)
Ptedvazky, Ohaus (USA)

Sklenéné kuli¢ky Glasperlen, @ 0,25-0,5 mm, Carl ROTH GmbH + Co (SRN)
Spektrofotometer NanoPhotometer UV/VIS, IMPLEN (SRN)

Spektrofotometer UV/VIS 1600PC, VWR (BE)
Syringe Filters CHS Filterpure, CHROMSERVIS
Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

Trepacka Unimax 1010, Heidolph (SRN)
UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems, Thermo Fisher Scientific (USA)

Ultrazvukova lazen, Ultrasonic compact cleaner 1,25 I, PS 02000, Powersonic

Vodni lazen TW 2, Julabo GmbH (SRN)
Vortex — Fixed speed vortex mixer, Ohaus (USA)
Vortex Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)

3.3 Seznam pouzitych vzorki
Nutri¢ni sloZeni analyzovanych vzorki od vyrobcu je uvedeno v Tabulka 1,Tabulka 2 a

Tabulka 3.

Tabulka 1: Nutricni slozeni analyzovanych ceredlnich vzorkit na 100 g vyrobku

Energeticka

Vzorek  |Zkratka| Znacka Zeme hodnota Tuky |Sacharidy, Bilkoviny
keay | O | 9 [9]
Ryze ¢ernd | RCR |Countrylife|  Mimo EU 1463/345 2,2 74,1 7,8
Ryze ¢ervena| RCV [Countrylife] Kambodza 1501/359 | 30 | 73,0 8,0
Ryze hnéda | RH |Countrylife Pakistan 1496/353 | 3,3 72,0 7,0
Ryze bila RB |Countrylife| Kambodza 1424/341 | 0,5 76,0 6,5
Kukufice KU Druid |Mrzkovice (CR) 1448/342 2,3 69,0 7,7

Vzorky ovoce a zeleniny byly vSechny V lyofilizované podob¢. VVzorek brokolice byl
zpracovan v laboratofi lyofilizatorem FreeZone 4.51.
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Tabulka 2: Nutricni sloZeni analyzovanych ovocnych vzorkit na 100 g vyrobku

Energeticka . , .

Vzorek  |Zkratka| Znacka Zemée hoégnota Tuky |Sacharidy) Bilkoviny
V keay | O | [ [9]
Brusinky BS | Svét plodi Cina 1416/337 15 67,2 1,7
Maliny ML | Svét plodu Srbsko 1236/295 15 46,5 7,4
Jahody JA | Svét plodti Egypt 1359/323 3,8 52,6 79
Borlvky BO | Svét ploda Polsko 1519/363 1,8 73,0 54
Cerny rybiz | CR | Svét plodii Polsko 1320/315 2,0 77,0 7,0
Mango MG | Svét ploda Cina 1493/357 1,8 89,3 3,6
Banan BA | Svét plodu Cina 1448/346 0,7 75,0 4.4
Kiwi Kl | Svét plodi Cina 1240/296 3,6 52,7 58

Tabulka 3: Nutricni sloZeni analyzovanych zeleninovych vzorkit na 100 g vyrobku

Energeticka . , .

Vzorek |Zkratka| Znacka Zemé hoégnota Tuky |Sacharidy| Bilkoviny
[k/kcal] [d] [d] [d]
Hrasek HR Natu EU 1500/360 2,0 47 25
Mrkev MR Natu EU 1412/335 1,2 67 45
Cervena fepa RP Natu EU 1338/318 0,5 58 9,5

Brokolice, odrida MeridiomaAle, zem¢ ptvodu Itélie.

3.4  Priprava vzorki pro analyzu
Pro analyzu musely byt vzorky upraveny. Jednotlivé vzorky byly rozemlety pomoci mlynku na
kavu SENCOR na praskovou formu.

3.5 Pripravy extrakti

3.5.1 Vodné extrakty

Do plastové zkumavky byl navazen Vv piipadé cerealii 1 g vzorku, v piipad¢ ovoce a zeleniny
0,1 g vzorku. Dale bylo piidano 10 ml destilované vody a roztok byl diikladné promichan na
vortexu. Suspenze byla ponechana na tfepacce pifi 37 °C 24 hodin. Po uplynuti této doby byly
vzorky zcentrifugovany pii 9 000 otackach 10 minut. Supernatant byl nasledné odpipetovan do
¢istych zkumavek. Extrakty byly skladovany v chladici mistnosti ve tmé v prib¢hu analyz.

3.5.2 Kysela hydrolyza na stanoveni dle Duboise

Navazka 1 g vzorku cerealii nebo 0,1 g vzorku ovoce a zeleniny byla pienesena do Cistych
plastovych zkumavek a byla zalita 10 ml 6M kyseliny chlorovodikové. Suspenze byla
promichana na Vortexu a ponechdna 90 minut na tfepacce pii 37 °C. Nasledné byly vzorky
zcentrifugovany pii 9 000 otackach 10 minut. Supernatant byl 1 000x nafedén a pouzit pro
analyzu.

3.5.3 Extrakty na stanoveni p-karotenu
Do cisté plastové zkumavky byl navazen 1g vzorku cerealii nebo 0,1 g ovocného a
zeleninového vzorku a byl zalit 10 ml acetonu. Vzorek byl promichan na vortexu a 30 minut
inkubovén pti 37 °C na tfepacce ve tm¢. Suspenze byla zcentrifugovéana pii 10 000 otackach
6 minut a supernatant byl pouzit k analyze.
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3.5.4 Extrakty na stanoveni vitaminu C

Pro optimalizaci extrakce byly pouzity 4 metody, z nichz byla nasledné vybrana metoda
s nejlepsimi vysledky. Ve 3 metodach byly k navéazce 0,1 g vzorku piidany sklenéné kulicky a
10 ml studené destilované vody. Suspenze byla promichand na vortexu 10 minut a nasledné
ponechana urcitou dobu ve tmé na tiepacce pii teploté 37 °C. Délka doby inkubace vzorkl byla
24 hodin, 1 hodina a 20 minut. Metoda dlouha 24 hodin byla ptevzata z diplomové prace [67]
a metoda 20 minut dlouha byla pievzata z bakalatské prace [68]. Ve 4. metodé bylo k navazce
0,1 g vzorku ptidano 10 ml 2% kyseliny orthofosforecné a sklenéné kulicky. Suspenze byla
promichévana 20 minut na vortexu. Ve v§ech metodach byl vzorek po inkubaci zcentrifugovan
pti 10 000 otackach 10 minut a ptefiltrovan pfed méfenim na HPLC. Po méfeni byly vysledné
hodnoty porovnavany a byla zvolena extrakce s nejlepSimi vysledky a nasledné pouzita pti
meéteni ovocnych a zeleninovych vzorka.

3.6  Stanoveni flavonoidi

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu vzorku vytvofeného podle kapitoly 3.5.1.
K vzorku bylo pfidano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml dusitanu sodného a roztok byl
promichén na Vortexu a ponechan 5 minut pii laboratorni teploté. Po 5 minutach bylo ptidano
0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, opét promichano a ponechano 5 minut pfi laboratorni
teploté. Nakonec bylo pfidano 1,5 ml 1M roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody.
Vysledny roztok byl promichan na vortexu a po 15 minutach byla méfena absorbance pfi
510 nm oproti blanku — voda misto vzorku.

Obsah flavonoidl ve vzorku byl pocitan z rovnice kalibra¢ni kiivky, kterd byla piipravena pro
roztok katechinu v rozmezi 0,05 - 0,3 mg/ml. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat, byla
vypocitana primérnd hodnota a smérodatna odchylka.

Rovnice 1: Rovnice kalibracni kiiivky pro stanoveni flavonoidii a koeficient R?

y =3,4114x; R* = 0,9997 (1)
3.7 Stanoveni polyfenoli
K 1 ml Folin-Ciocalteova ¢inidla zftedéného vodou v poméru 1:9 byl ptidan 1 ml destilované
vody a 50 pl vodného extraktu vzorku ptipraveného dle kapitoly 3.5.1. Roztok byl promichan
a po 5 minutach byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Po promichéani byl
roztok ponechan pii laboratorni teploté 15 minut a ndsledné€ byla métena absorbance pti 750 nm
oproti blanku — voda namisto vzorki.

Obsah polyfenoll ve vzorku byl vypocitan z rovnice kalibracni kiivky, které byla pfipravena
pro roztok kyseliny gallové v rozmezi 0,1 - 0,7 mg/ml. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat,
byla vypocitana primérna hodnota a smérodatna odchylka.

Rovnice 2: Rovnice kalibracni kifivky pro stanoveni polyfenolii a koeficient R?
y =1,2726x; R* =0,9946 (2)
3.8  Stanoveni antioxida¢ni aktivity
Pro stanoveni antioxidacni aktivity byl pouzit roztok radikalového kationu ABTS-+ pfipraveny

smichanim 7 mM roztoku ABTS a 2,45 mM peroxodisiranu sodného. Tento roztok byl
ponechan pii laboratorni teploté 12 hodin ve tmé.
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Ptfed pouzitim byl roztok ABTS- zfedén 96% ethanolem na absorbanci 0,700 + 0,020 pfi vinové
délce 734 nm. Blankem byl 96% ethanol. Nasledn¢ byl 1 ml pfipravené¢ho roztoku ABTS-
napipetovan do zkumavky typu Eppendorf. Do zkumavky bylo ptfidano 10 pl analyzovaného
extraktu ptipraveného dle kapitoly 3.5.1. Vzorky byly ponechané ve tmé 10 minut a nasledné
byla zméfena absorbance Ao V ziZené kiemenné kyveté pii vinové délce 734 nm. Hodnota
absorbance Ao byla zjisténa pridanim 10 pl vody misto vzorku a absorbance byla métfena hned
po pfidani. VSechny vzorky byly métfeny v triplikatech.

Vysledna hodnota antioxidacni aktivity byla ziskana rozdilem absorbanci Ao a A0 a hodnota
byla dosazena do rovnice kalibra¢ni kiivky. Kalibracni kiivka byla sestrojena pouZitim
modelového antioxidantu Troloxu rozpusténého v 60% ethanolu na koncentrace 50 - 400 pl/ml.

Rovnice 3: Rovnice kalibracni kifivky pro stanoveni antioxidacni aktivity a koeficient R

y=1,0794x; R* =0,995 ©)
3.9 Stanoveni proteini dle Hartree-Lowryho
Proteiny byly stanoveny v extraktech cerealii ptipravenych dle kapitoly 3.5.1. Do zkumavky
byl napipetovan 1 ml extraktu a 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A. Vznikly roztok byl
promichan na vortexu a inkubovan 10 minut ve vodni lazni pii 50 °C. Nasledn¢ byly vzorky
ochlazeny na laboratorni teplotu, bylo pfidano 0,1 ml Hartree-Lowryho ¢inidla B. Roztok byl
promichan na Vortexu a ponechan 10 minut p#i laboratorni teploté. Dale byly piidany 3 ml
Hartree-Lowryho ¢inidla C, vzorek byl opét promichan a inkubovan 10 minut ve vodni lazni
nastavené¢ na teplotu 50 °C. Vysledny roztok byl ochlazen na laboratorni teplotu a na
spektrofotometru byla méfena absorbance pii 650 nm na blank — destilovana voda misto
vzorku. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a primér hodnot byl dosazen do kalibra¢ni k¥ivky.

Kalibra¢ni kfivka byla stanovena stejnym postupem s vyuzitim albuminu rozpusténém Vv
destilované vodé na koncentraci v rozmezi 30 - 300 pl/ml.

Rovnice 4: Rovnice kalibracni kiiivky pro stanoveni proteinii a koeficient R

y=2,9371x; R*> =0,9927 (4)
Hartree-Lowryho ¢inidlo A: 0,5 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 25 g uhli¢itanu
sodného, 125 ml 1M hydroxidu sodného, do 250 ml doplnit destilovanou vodou.

Hartree-Lowryho ¢inidlo B: 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 1 g pentahydratu siranu
médnatého, 10 ml hydroxidu sodného, do 100 ml doplnit destilovanou vodou.

Hartree-Lowryho ¢inidlo C: smés Folin-Ciocalteova Cinidla a vody v pomé&ru 1:15.

3.10 Stanoveni sacharidi dle Duboise

Stanoveni sacharidt metodou dle Duboise probé¢hlo u vzorkd cerealii extrahovanych dle
kapitoly 3.5.2. Do zkumavky byl napipetovan 1 ml vzorku, 1 ml 5% roztoku fenolu a pomalu
postupné pfidano 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Smés byla promichdna a ponechana
v digestofi pii laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut. Absorbance byla spektrofotometricky
métena pii 490 nm oproti vod€ namisto vzorku jako blanku. Vzorky byly analyzovany tfikrat a
primérnéa hodnota byla dosazena do kalibracni kiivky.
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Pro kalibraci byl pouzit zasobni roztok glukézy o koncentraci 1 mg/ml, ze kterého byla
vytvorena kalibra¢ni fada v rozmezi 10 - 100 pg/ml

Rovnice 5: Rovnice kalibracni kifivky pro stanoveni sacharidii a koeficient R?

y = 11,708x; R* = 0,997 (5)
3.11 Stanoveni mastnych kyselin v cerealiich na GC
Pted stanoveni mastnych kyselin, které bylo provedeno pomoci plynové chromatografie, byla
potiebna transesterifikace testovanych vzorkl ceredlii. Do sklenénych vialek bylo navdzeno
50 - 60 mg vzorku. Ke vzorku bylo pfidano 1,8 ml transesterifika¢ni smési S obsahem inertniho
standardu Ci7 o koncentraci ¢ = 0,5 g/ml, rozpusténého v 15% roztoku Kyseliny sirové
v methanolu. Vialky byly umistény do termobloku vyhfatého na 85 °C po dobu 2 hodin, kde
probihala transesterifikace. Nasledn¢ byly vialky ochlazeny na laboratorni teplotu a pfevedeny
do vialek o objemu 4 ml, ve kterych bylo nachystano 0,5 ml 0,05M hydroxidu sodného. Ke
smési byl pfidan 1 ml hexanu HPLC kvality a vialky byly ponechany na vortexu 6 minut. Diky
promichani a tfepani doslo k oddéleni fazi. Z vrchni faze bylo odebrano 0,1 ml do nové Cisté
vialky a ptidano 0,9 hexanu. VVzorky byly uchovany v mrazaku, nez doslo k jejich analyze.

Tabulka 4. Parametry pro analyzu na GC

Piistroj Thermo Fischer TRACETM GC

Kolona Zebron ZB-FAME; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pl

Detektor FID

Déavkovani Autosampler Thermo Scientific A1 1310

Nosny plyn a jeho pritok vodik, 1ml/min

Objem nastiiku 1ul

Tinjercor ! T tetekeror 250 °C/260 °C

Pritok vzduchu 350 ml/min ‘Prﬁtok dusiku |3O ml/min ‘Prﬁtok vodiku |35 ml/min

3.12 Stanoveni antokyanii

Pro méfeni byly pouzity vzorky vytvoiené podle kapitol 3.5.3, které byly nasledné okyseleny
0,1% kyselinou chlorovodikovou na hodnotu pH 2 - 3,5. Spektrofotometricky byla méfena
absorbance pii vinové délce 528 nm a blankem byla okyselend voda s rozmezim pH také
2 - 3,5. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a primér vyslednych hodnot byl dosazen do diive
naméiené kalibra¢ni kiivky pievzaté ze zdroje [66].

Rovnice 6: Rovnice kalibracni krivky pro stanoveni antokyanii

y =60,3368x (6)
3.13 Stanoveni p-karotent
Ke stanoveni B-karotenti ve vzorcich byly pouzity extrakty vytvorené podle kapitoly 3.5.3.
Meéteni probéhlo spektrofotometricky pii 450 nm na blank aceton a byla pouzita sklenéna
kyveta. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat a primérna hodnota byla dosazena do kalibra¢ni kiivky.

K vytvoreni kalibra¢ni fady byl pouzit jako standard B-karoten o koncentraci 1 mg/ml, ze
kterého byla vytvofena kalibra¢ni fada v koncentracnim rozsahu 0,2 -1,0 pl/ml. Standard byl
zfedén acetonem a roztok byl 5 - 10 minut ponechan na ultrazvuku, aby doslo k uplnému
rozpusteni.
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Rovnice 7: Rovnice kalibracni kifivky pro stanoveni B-karotenii a koeficient R

y=0,5312x; R* = 0,9982 ()
3.14 Stanoveni lipofilnich vitamini metodou HPLC
Lipofilni vitaminy byly stanovovany ve vzorcich cereélii, ovoce i zeleniny. Navazka 0,1 g
vzorku byla spolu se sklenénymi kulickami pfidana do 15 ml plastové zkumavky a nasledné
bylo ptfidano 10 ml smési rozpoustédel chloroform:methanol (2:1). Vzorky byly umistény na
vortex, kde byly intenzivné michany 30 minut. Déle byly ptidany 3 ml destilované vody, vzorek
byl promichan a centrifugovan pii 4 500 otackach 6 minut. Spodni chloroformova vrstva byla
odpipetovéana do sklenénych zkumavek a odparena na termobloku v inertni dusikové atmosfére.
Nasledné byl do zkumavky ptidan 1 ml smési rozpoustédel ethylacetat:acetonitril (1:1). Vzorek
byl piefiltrovan pies PFTE filtr do sklenénych vialek pro HPLC. VSechny vzorky byly
analyzovany v duplikatech.

Tabulka 5: Parametry pro analyzu na HPLC

Ptistroj HPLC Thermo Fischer Scientific

Kolona EVO C18, KINETEX; 150 x 4,6 X 2,6 mm
Detektor PDA

Cas analyzy 25 minut

Priitok MF 1,2 ml/min

MF A MeOH : CH;CN : 100 mM trisHCL pufr (2:84:14 obj %)
MF B MeOH : ethylacetat (60:40 obj %)

Typ eluce gradientova

Tabulka 6. Slozeni mobilnich fizi HPLC metody v riiznych casech analyzy

t [min] 0 13 19 20 25
MF A [obj. %] 100 0 0 100 100
MF B [obj. %] 0 100 100 0 0

Tabulka 7: Rovnice kalibracnich kiivek pro stanovované latky

Latka Rovnice kalibracni kiivky
B-karoten y = 3,9153x + 1,0108
Ergosterol y=1,7737x - 0,0411
Chlorofyl A |y = 8,3273x + 0,0663
Chlorofyl B |y = 4,4285x + 0,0695

Lutein y =17,391x + 0,2105
Tokoferol y = 0,669x + 0,3371
Torulen y =9,7467x - 17,643

Ubichinon y =0,231x
Violaxantin |y = 20,559x + 0,2934

3.15 Stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC

Ke stanoveni byla vyuzita extrakce ovéfena v kapitole 3.5.4.. Po uplynuti doby extrakce byly
vzorky sto¢eny v Eppendorf zkumavkach pii 10 000 otackach 10 minut. Supernatant byl
prefiltrovan pies nylonové filtry do Cistych Eppendorf zkumavek a pouzit k analyze na HPLC.
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Kazdy vzorek byl méfen 2x a primérna hodnota byla dosazena do kalibracni kiivky pievzaté z
[69]58.

Rovnice 8: Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni kyseliny askorbové

y =15348,184x (8)
Tabulka 8: Parametry pro analyzu na HPLC
Ptistroj UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems
Kolona EVO C18, KINETEX; 150 x 4,6 X 2,6 mm
Detektor spektrofotometricky s UV/VIS detekci
Vinova délka detekce 267 nm Cas analyzy 20 minut
Pritok MF 1 ml/min Objem nasttiku 10 ul
MF A octan sodny |MF B acetonitril
Typ eluce gradientova  |Teplota termostatu 35°C

Tabulka 9: Slozeni mobilnich fazi HPLC metody v riznych casech

t [min] 0 3 6 12 16 25
MF A [obj. %] 100 100 90 30 100 100
MF B [0bj. %] 0 0 10 70 0 0

3.16 Stanoveni lepku

Pro méteni byl vyuzit kit RIDASCREEN Gliadin competitive, diky kterému byly stanoveny
fragmenty peptidu prolaminu v cerealnich vzorcich. Test byl zalozen na reakci antigenu
S protilatkou.

Pied samotnym stanovenim byly vytvofeny extrakty piidanim 10 ml 60% ethanolu k1 g
vzorku. Suspenze ve zkumavce byla promichana na vortexu a dalSich 10 minut byla intenzivné
protfepavana. Po uplynuti doby extrakce byla suspenze zcentrifugovana pii 4 500 otackach 10
minut a ziskany supernatant byl nasledn¢ 50x zfedén pufrem.

Vzorky a také standardy, slouzici k vytvofeni kalibracni kiivky, byly v mnozstvi 50 pl
napipetovany do jamek desticky. Stény jamek v mikrotitranich desti¢kach byly potaZené
gliadinem. Nasledné bylo pfidano 50 ul nafedéného konjugatu a desticka s jamkami byla
opatrné promichdna a ponechana inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti doby
inkubace byla tekutina z jamek vytfepana a po vyprazdnéni bylo do jamek napipetovano 250 ul
nafedéného vymyvaciho pufru. Veskera tekutina byla opét vytiepana z jamek a tento krok byl
zopakovan jeSt¢ 2x. Poté bylo do jamek napipetovano 100 ul chromogenu a probéhla
desetiminutova inkubace pfi pokojové teploté za tmy. Na zavér byl do kazdé jamky napipetovan
roztok zastavujici reakci v mnozstvi 100 pl a byla zméfena absorbance pii 450 nm v kazdé
jamce. Kazdy vzorek i standard byl prométen tfikrat. Z absorbance naméfené u vzorki byla
nasledné vypocitana koncentrace gliadinu po dosazeni do rovnice kalibra¢ni kiivky.

Rovnice 9: Rovnice kalibracni kiiivky pro stanoveni lepku a koeficient R?

y=-0,0122x + 1,767; R* = 0,836 (9)
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3.17 Stanoveni B-glukani

Mnozstvi B-glukanti v cerealnich vzorcich bylo stanoveno pomoci kitu B-Glucan Assay Kit
(Mixed Linkage). Do 3 sklenénych zkumavek bylo navazeno 4060 mg kazdého vzorku a bylo
ptidano 0,1 ml 50% ethanolu a 2 ml fosfatového pufru (20 mM, pH 6,5). Zkumavky byly
promichany na vortexu a inkubovany 60 sekund ve vrouci vodni ldzni. Nasledné byly
zkumavky opét promichdny na vortexu a inkubovany dal§i 2 minuty pifi 100 °C. Dalsich
5 minut byly zkumavky se suspenzi inkubovany ve vodni lazni vyhtaté na 50 °C. Po inkubaci
bylo do kazdé zkumavky ptfidano 0,05 ml enzymu lichendzy, smés byla opét promichand a
inkubovana 1 hodinu pii 50 °C. V priubéhu inkubace byly zkumavky jesté 3 - 4x promichany.
Nasledné bylo ptfidano 2,5 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,0), smés byla promichana a
zcentrifugovana pii 10 000 otackach po dobu 10 minut. Mnozstvi 0,05 ml supernatantu z kazdé
zkumavky bylo odebrano na dno dvou zkumavek typu Eppendorf's objemem 2 ml. Do jedné ze
zkumavek bylo ptidano 0,05 ml enzymu B-glukosidaza a do druhé zkumavky bylo piidano
0,05 ml acetatového pufru (50 mM, pH 4,0). VSechny zkumavky byly inkubované 10 minut pti
50 °C. Na zavér bylo do vsech zkumavek ptidano 1,5 ml GOPOD reagentu a zkumavky byly
inkubovany dal$ich 20 minut pti 50 °C. Po inkubaci byla u vSech vzorkti zmétena absorbance
pti 510 nm oproti blanku.

3.18 Antimikrobialni testy

U vodnych extrakti pfipravenych dle postupu 3.5.1 byla testovand jejich antimikrobidlni
aktivita na dvou vybranych bakteridlnich kmenech, grampozitivni (Micrococcus luteus
CCM 1569) a gramnegativni (Serratia marcescens CCM 8587). Pouzité bakterialni kultury
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v Brnd. Méfeni bylo
provedeno bujonovym dilu¢nim testem na 96-jamkovych mikrotitracnich destickach. Prace
byla provadéna ve sterilnim boxu a ve sterilni mistnosti.

3.18.1 Priprava médii
Na ptipravu kapalnych médii bylo pouzito médium Nutrient Broth (NB) a bylo postupovano
podle pokynt vyrobce. Do 100 ml destilované vody byla ptidana navazka 2,5 g NB média.

3.18.2 Kultivace mikroorganismi

V priitbéhu antimikrobialnich testi bylo pracovdno se dvéma druhy mikroorganisma,
Micrococcus luteus a Serratia marcescens. Pro tyto bakterie bylo zvoleno vhodné médium, a
to NB médium pfipravené podle kapitoly 3.18.13.18.1. Do 50 ml sterilntho média byl
zaoCkovan napipetovanim 1 ml kultury z tekutého média. Po zao¢kovani byly mikroorganismy
kultivovany na tfepacce 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C. Ptred pouzitim bakteridlni kultury bylo
provedeno fedéni, tak aby nafedéna kultura odpovidala hodnoté 0,5 McFarlandové zakalové
stupnice.

3.18.3 Bujonova dilu¢ni metoda

Pro testovani extrakt byla pouzita 96-jamkova desticka, do které bylo napipetovano 100 pl
bunécné kultury a 100 pl vzorku, ktery byl jesté pied pouzitim prefiltrovan pies sterilni filtry.
Jako kontrola prostfedi byly pouzity jamky, do kterych bylo k 100 pl kultury pfidano 100 pl
sterilni destilované vody. Jako kontrola nartistu bunék slouzily jamky, do kterych bylo
napipetovano 100 pl kultury a 100 pl ¢istého média. Nasledné byla zméfena absorbance ve
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vSech jamkach pomoci pfistroje ELISA Reader, toto méteni znacilo ¢as 0. Desticky byly
ponechany 24 hodin na tfepacce pii 37 °C 24 hodin a byla opét zméfena absorbance v Case
t = 24 hod. Ze ziskanych dat byla stanovena antimikrobidlni aktivita testovanych vzorkd.

3.19 Vytvoreni smési

Po vsech stanovenich nasledoval vybér vzorki s nejvyssimi hodnotami pro vytvoreni smési.
Jako hlavni ceredlni zéklad byla zvolena ¢erna ryze, do ne¢kterych smési byl pfidan i podil
kukuti¢ného zékladu z diivodu navyseni mnozstvi antokyanti a hodnoty antioxida¢ni aktivity
ve smésich. Dale byly vybrany 2 ovocné a 2 zeleninové vzorky s nejvysSim stanovenym
mnozstvim polyfenolt, flavonoidl a antioxidacni aktivity. Z ovoce byl zvolen Cerny rybiz a
bortvky, ze zeleniny Cervena fepa a brokolice. Podil vzorki ve smésich byl zaznamenan do
Tabulka 10 a Tabulka 11.

Tabulka 10: Slozeni smési se zdakladem z cerné ryze

Slozk Vzorek
ozka Kontrola| A B C D E = G
5 [RCRIg[ 10 9 9 9 9 9 9 9
2 |Muozstvi) 10 10 15 15 10 15 10
N [H,0[mp
» | CRIg - 1 - - - 05 - 05
2 BO [q] - - 1 - - 0,5 - -
;E RP [g] - - - 1 - - 0,5 0,5
BR [q] - - - - 1 - 05 :

Tabulka 11: Siozeni smési se zdkladem z cerné ryze a kukurice

Slozka Vzorek
Kontrola H I J
- RCR [g] 5 45 45 45
< KU [q] 5 45 45 45
N [Mnomtvil g, 11 15 12
H,O [ml]
< CR [g] - 0,5 - 0,5
I R R
= g] 0,5 0,5
BR [q] - - 0,5 -
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace byla zamétfena na vyvoj obohacenych bezlepkovych ceredlii pro zvlastni vyzivu.
Byly charakterizovany vybrané bezlepkové ceredlie a lyofilizované ovocné a zeleninové
vzorky. Z cerealniho zékladu a pridavku ovoce ¢i zeleniny byly vytvofeny kase, které byly
podrobeny stejnym analyzam.

Tabulka 12: Zkratky vzorkii ceredlii, ovoce a zeleniny

Cerealie Zkratka Ovoce |Zkratka| Ovoce |Zkratka| Zelenina | Zkratka
Cernaryze | RCR Brusinka | BS | Cemyrybiz| CR Brokolice BR
Cervenaryze | RCV Malina ML Mango MG Mrkev MR
Bila ryze RB Jahoda JA Banan BA Zeleny hrach HR
Hnéda ryze RH Bortivka | BO Kiwi Kl | Cervenafepa | RP
Kukufice KU

4.1 Stanoveni flavonoidu

Obsah flavonoidii ve vzorcich ceredlii, ovoce a zeleniny byl spektrofotometricky stanoven
podle postupu v kapitole 3.6. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a primérna hodnota byla
dosazena do kalibra¢ni kiivky (Rovnice 1). Ziskané koncentrace flavonoidi vztazené na
navazku vzorku byly zobrazeny do graft nize.

V grafu na Obrazek 2 byly zobrazeny koncentrace flavonoidi v cerealnich vzorcich. Nejvyssi
obsah byl stanoven ve vzorku ¢erné ryze (0,389+0,017 mg/g). Oproti tomu nejmensi mnozstvi
flavonoidi byly podle ocekavani ve vzorku bilé ryze (0,040+0,003 mg/g) jelikoz 77 %
flavonoida v zrn€ se nachazi v otrubach, které byly z bilé ryZe odstranény [31].

1
HH

koncentrace [mg/g]

0.00 | |

RCR RCV RB RH KU

Obrdzek 2: Graf koncentraci flavonoidii v ceredalnich vzorcich
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Koncentrace flavonoidl v ovocnych a zeleninovych vzorcich byla zobrazena v grafu (Obrazek
3). Od pohledu je ziejmé, ze ve vétsin€ ovocnych vzorkt méla vyssi koncentrace flavonoida
nez u vzorkil zeleniny. Mezi 3 ovocné vzorky s nejvyssi stanovenou koncentraci flavonoida
pattily borivka (5,36+0,12 mg/g), brusinka (4,62+0,17 mg/g) a ¢erny rybiz (3,23+0,09 mg/qg).
Tyto ovocné vzorky jsou obecné znamé pro vyssi obsah fenolickych latek a flavonoidd, jak uz
(0,09+0,02 mg/g). Tato koncentrace se skoro shodovala shodnotami naméfenymi pro
zeleninové vzorky, az na vzorek Cervené fepy (1,74+0,03 mg/g), kde byl vidét znaény rozdil.

6_-

=
1

koncentrace [mg/g]
b w

) PR I o

BS ML JA BO CR MG BA KI BR MR HR RP

Obrazek 3: Graf koncentraci flavonoidii v ovocnych a zeleninovych vzorcich

4.2 Stanoveni polyfenoli

Celkovy obsah polyfenoli ve vzorcich cerealii, ovoce a zeleniny byl stanoven
spektrofotometrickou metodou popsanou v kapitole 3.7. Vsechny vzorky byly proméfeny
tiikrat a primérna hodnota absorbance byla dosazena do kalibra¢ni kiivky (Rovnice 2).
Vypoditané mnozstvi bylo nasledné zobrazeno v grafech na Obrazek 4 a Obrazek 5. Jelikoz
jsou polyfenoly skupinou nadfazenou flavonoidiim, v porovnani s vysledky v kapitole 4.1 jsou
koncentrace vyssi, ale poméry koncentraci mezi vzorky ziistaly podobné.

Nejvetsi mnozstvi polyfenoli bylo zaznamenano ve vzorku éerné ryze (1,68+0,07 mg/g),
pomérné vysoka koncentrace byla i ve vzorku hnédé ryZze (1,25+0,02 mg/g). Nejmensi
mnozstvi bylo v bilé ryzi (0,47+0,04 mg/g) jelikoZ je ochuceno o otruby obsahujici pfevazné
mnozstvi fenolickych latek v zrnu [31].
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Obrazek 4: Graf koncentrace polyfenolii v ceredlnich vzorcich

V ovocnych vzorcich byla nejvyssi koncentrace stanovena u vzorka bortavka (30,9+1,8 mg/g),
Cerny rybiz (26,4+0,3 mg/g) a brusinka (14,6+0,4 mg/g), nejmensi u vzorku mango
(0,66+0,09 mg/g) obdobné jako v kapitole 4.1. Ze zeleninovych vzorkii byla nejvyssi
koncentrace stanovena u brokolice (10,4+0,3mg/g) a cervené fepy (8,25+0,08 mg/g).
V porovnani s kapitolou 4.1 byl rozdil mnozstvi u vzorku brokolice velky, coZz znaci, Ze
flavonoidy tvofi pouze malou ¢ast zastoupeni polyfenolickych latek. SlouCeniny zastupujici
kategorii polyfenolti u brokolice by mély byt prevazné fenolické kyseliny jako kyselina gallova,
ferulova, chlorogenova a neochlorogenova [70][70].
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Obrazek 5: Graf koncentrace polyfenolit v ovocnych a zeleninovych vzorcich
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4.3  Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidaéni aktivita ceredlnich, ovocnych a zeleninovych vzorkl byla spektrofotometricky
stanovena podle postupu v kapitole 3.8. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a praimérna hodnota
absorbance byla dosazena do rovnice kalibraéni kiivky (3) a hodnoty antioxida¢ni aktivity byly
zobrazeny do grafti (Obrazek 6 a Obrazek 7). Vysledné koncentrace jsou vyjadiené v mg
ekvivalentu Troloxu na g vzorku.

Z ceredlnich vzorkl vykazovala nejvy$$i naméfenou antioxidacni aktivitu c¢erna ryze
(3,76+0,05 mg/g), ostatni vzorky se naméfenymi hodnotami o tolik nelisily. Nejnizsich hodnot
nabyvala Cervena ryze (2,36 = 0,11 mg/g)
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-
1 -4
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RCR RCV RB RH KU

Obrdazek 6: Graf's namérenou antioxidacni aktivitou ceredlnich vzorkii

Oproti ceredlnim vzorkim vykazovaly ovocné i zeleninové vzorky mnohem vyssi antioxidaéni
aktivitu. Divodem byl pfevazné obsah fenolickych latek a flavonoidi méfenych v predchozich
kapitolach, které jsou pfirodni antioxidanty. Nejvyssi antioxida¢ni aktivita byla stanovena u
vzorku borivky (40+£2 mg/g), tento vzorek mél i nejvyssi koncentrace fenolickych latek.
Zeleninové vzorky neobsahuji tolik fenolickych latek, proto je jejich antioxidaéni aktivita
znacné nizsi nez u ovoce. Nejvyssi antioxidacni aktivitu ze zeleniny prokézala Cervend fepa
(8,9+0,6 mg/g), ktera obsahovala vétsi mnozstvi fenolickych latek v porovnani s ostatni
zeleninou.
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Obrazek 7: Graf s namérenou antioxidacni aktivitou ovocnych a zeleninovych vzorkii

4.4  Stanoveni proteint dle Hartree-Lowryho

Stanoveni ve vod¢ rozpustnych proteinti bylo provedeno pouze u ceredlnich vzorkli a bylo
provedeno dle postupu v kapitole 3.9. Kazdy vzorek byl zméfen tiikrat a hodnoty absorbance
byly zprimérovany a dosazeny do rovnice kalibra¢ni kiivky (4). Celkova koncentrace byla
zobrazena v grafu (Obrazek 8).

Nejvétsi mnozstvi proteint bylo stanovenu ve vzorku ¢erné ryze (6,8+0,3 g/100 g) a hnédé ryze
(5,84+0,12 g/100 g). Koncentrace proteini v bilé ryzi (3,93+0,9 /100 g) a kukufici
(3,74+0,13 ¢g/100 g) a Cervené ryzi (3,5+0,3 g/100 g) byly téméf vyrovnané. V porovnani
sudaji na obalu zapsané v tabulce (Tabulka 1) jsou naméfené hodnoty niz$i. Rozdil
V hodnotach je zpiisoben tim, Ze v ramci tohoto méieni byly stanovovany pouze ve vodé
rozpustné proteiny, a ne celkové proteiny, jejichz hodnota je zapsana na obalu cerealnich
vyrobkii.
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Obrazek 8: Graf's koncentraci proteinii v cerealnich vzorcich
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4.5 Stanoveni celkovych sacharidu dle Duboise

Obsah celkovych sacharidl byl stanoven u cereédlnich vzorku spektrofotometrickou metodou
popsanou Vv kapitole 3.10. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a primérna hodnota absorbance
byla nasledné dosazena do rovnice (5). Vysledné koncentrace sacharidii ve vzorcich byly
zaznamenany v grafu (Obrazek 9).

Koncentrace celkovych sacharidii v ceredlnich vzorcich se pohybovala v rozmezi
24-40 g/100 g. Nejvyssi koncentrace sacharida byla u vzorku hnédé ryze (40,2+0,5 g/100 g) a

cv v

se hodnoty mély pohybovat v rozmezi 69-76 g/100 g (Tabulka 1), jsou hodnoty zna¢né témér
polovi¢ni. K chybé mohlo dojit diky degradaci cerealii v pribéhu baleni nebo pii zpracovani
vzorku. K dalsi chybé mohlo dojit pti pfipraveé vzorkd k méfeni.
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Obrazek 9:Graf s koncentracemi celkovych sacharidii v ceredlnich vzorcich

4.6 Stanoveni mastnych kyselin v cerealiich na GC

Obsah lipidii a zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyselin v ceredlnich vzorcich byl
stanoven pomoci analyza na GC. Postup méfeni je uveden v kapitole 3.11 a naméfena data byla
zpracovana do tabulek uvedenych niZe.

Tabulka 13: Obsah lipidii v ceredlnich vzorcich v g/100 g

RCV
1,646 + 0,076

RCR
1,572 + 0,141

Vzorek
obsah lipidt [g/100g]

RB
0,488 +£ 0,028

RH
1,702 £ 0,055

KU
1,441 + 0,083

Tabulka 14: Procentudlni zastoupeni skupin mastnych kyselin v ceredlnich vzorcich

Vzorek RCR RCV RB RH KU

SFA[%] [26+0,000|27 + 0,001 |39+ 0,007 | 27 + 0,003 | 19 + 0,006
MUFA [%] | 37 £ 0,001 | 38 + 0,004 | 21 + 0,003 | 34 + 0,000 | 19 + 0,009
PUFA [%] |37 + 0,001 | 35 + 0,003 | 40 + 0,004 | 39 + 0,003 | 62 + 0,016
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V tabulce (Tabulka 13) je mozno vidét, Ze nejvyssi zastoupeni lipidi obsahoval vzorek hnédé
odpovidaji idajim na obalech od vyrobce uvedené v tabulce (Tabulka 1) az na vzorek bilé ryze.
Hodnoty stanovené u ostatnich vzorkd byly niz§i nez tdaje na obalu. Chyba mohla nastat
z diivodu nedokonalé transesterifikace. Hodnoty mohly byt ovlivnéné také tim, ze metoda méfi
jen mastné kyseliny, z jejichz hodnot se nasledné ziska soucet tuki.

V ramci jednotlivych kategorii bylo u vzorkl zjistovano procentudlni zastoupeni nasycenych
MK (SFA), mononenasycenych MK (MUFA) a polynenasycenych MK (PUFA). Vysledky
byly zapsany do tabulky (Tabulka 14). Nejvyssi obsah SFA byl zaznamenan u vzorku bilé ryze
(38,58 %), zaroven tento vzorek obsahoval pomérné malé mnozstvi MUFA (20,93 %). Nejnizsi
obsah SFA byl u vzorku kukutice (18,55 %), ktery mél zaroven 1 nejniz$i obsah MUFA
(18,96 %), ale i nejvyssi obsah PUFA (62,49 %).

4.7 Stanoveni antokyant

Obsah antokyanli v ceredlnich, ovocnych a zeleninovych vzorcich byl stanoven
spektrofotometrickou metodou podle postupu v kapitole 3.12. Vsechny vzorky byly méfeny
tiikrat a praimérna hodnota absorbance byla dosazena do kalibra¢ni kiivky (6). Vysledné
hodnoty koncentraci byly zaznamenany do grafii (Obrazek 10 a Obrazek 11).

Obsah antokyant v ceredlnich vzorcich byl velmi maly, koncentrace se pohybovala v fadu setin
a tisicin mg/g. Nejvyssi koncentrace antokyant byla podle ofekavani naméfena u vzorku
cervené ryze (0,0314+0,0014 mg/g), jelikoz jsou to barviva zodpovédna za Cervené a fialova
zbarveni. Ztéhoz divodu byly zaznamenany vyS$i hodnoty 1 u cCerné ryze
(0,0215+0,0009 mg/g). K srovnani, ve vzorku bilé ryze (0,0053+0,0006 mg/g) a hnédé ryze
(0,0056+0,0007 mg/g) je mnozstvi antokyant témét zanedbatelné. Podle studie z roku 2012
bylo zjisténo, Ze v endospermu zrna ryze se nevyskytuji zddné antokyany a dale, Ze obsah je
pfevazné v otrubach, a to hlavné u pigmentovanych druhi ryze [71].
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Obrazek 10: Graf s koncentraci antokyanii v ceredlnich vzorcich
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U ovocnych i zeleninovych vzorkli ¢erveného a fialového zbarveni byla naméfena vyssi
koncentrace antokyant nez u vzorkt zelené, zluté ¢i oranzové barvy. Nejvyssi koncentrace byly
naméfeny u vzorku bortvka (8,6459+0,0015 mg/g) a Cerny rybiz (5,563+0,004 mg/g).
Zeleninovy vzorek, ktery meél vyssi koncentraci antokyanti, byl vzorek cCervené tepy
(0,487+0,006 mg/qg), i tak byla koncentrace nizsi nez v ¢ervené zbarvenych ovocnych vzorcich
(ML, JA, BS).

Q -

8 +

koncentrace [mg/g]

1]
BS ML JA BO CR MG BA KI BR MR HR RP

Obrazek 11: Graf s koncentraci antokyanit v ovocnych a zeleninovych vzorcich

4.8 Stanoveni B-karotent

Celkovy obsah p-karotenti v ceredlnich, ovocnych a zeleninovych vzorcich byl
spektrofotometricky stanoven podle kapitoly 3.13. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a
prumérna hodnota byla dosazena do rovnice kalibra¢ni kiivky (7). Vypocitané hodnoty

koncentrace p-karotenti ve vSech vzorcich byly zaznamenany do grafii (Obrazek 12 a Obrazek
13).

Karotenoidy jsou oranzové a zlutd barviva, proto byl ocekdvan jejich nalez v kukufi¢ném
vzorku (2,441+0,113 mg/g). Toto mnozstvi se rovnalo mnozstvi naméfenému ve vzorku ¢erné
ryze (2,441+0,113 mg/g) avSak nejvétsi mnozstvi bylo naméfeno ve vzorku Cervené ryze
(3,56+0,16 mg/g). Nejmensi mnozstvi bylo naméteno u vzorka hnédé (0,64+0,08 mg/g) a bilé
(0,60+0,07 mg/g), obdobné jako v predchozi kapitole 4.7.
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Obrazek 12: Graf's koncentraci p-karotenii v ceredlnich vzorcich

Mezi ovocnymi a zeleninovymi vzorky byly koncentrace B-karotent vyssi prevazné u zeleniny.
Nejvyssi koncentrace byla u vzorku mrkve (353,4+7 mg/g), coz splnilo ocekavani, jelikoz
mrkve je obecné znama pro velky obsah -karotend [60]. Mimo mrkve, dalsi vzorek s velkym
obsahem [-karotent byla brokolice (150,340,7 mg/g). Nejmensi obsah z kategorie zeleniny i
ovoce mé¢l vzorek Cervené fepy (0,39+0,5 mg/g). Z ovocnych vzorki obsahoval nejvyssi
koncentraci vzorek manga (28,6+0,7 mg/g), koncentrace ostatnich vzorku se pohybovaly
Vv rozmezi 0,69-17,19 mg/g.
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Obrdzek 13: Graf's koncentraci p-karotenii v ovocnych a zeleninovych vzorcich
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4.9  Stanoveni lipofilnich vitaminii metodou HPLC

Obsabh lipofilnich vitaminli ve vzorcich ceredlii, ovoce a zeleniny byl stanoven pomoci metody
HPLC popsané v kapitole 3.14. Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat a z namétenych hodnot
byla vypocitana koncentrace lipofilnich latek obsazenych ve vzorku (Tabulka 15Tabulka 15,
Tabulka 16, Tabulka 17)

V tabulce (Tabulka 15) je vidét, ze v cerealnich vzorcich nebylo velké mnozstvi lipofilnich
metabolitd. Témeét ve vSech se vyskytoval ubichinon, v nejvétsim mnozstvi ve vzorku hnédé
ryze (81,747 £5,733 pg/g). Ubichinon neboli koenzym Q se vyskytuje téméf ve vSech
potravindch, nejvice ale ve vnitinostech, hovézim mase ¢i rybach a v listovych rostlinach jako
je Spenat, petrzel, zeli [72]58. Oproti cerealiim byla koncentrace ubichinonu v ovoci a zeleniné
vyrazn¢ vyssi (Tabulka 16, Tabulka 17). Nejvyssi koncentrace ubichinonu v ovoci byla
naméfena u  brusinky (2414,550+88,425 ng/g) a vzeleniné u vzorku mrkve
(1084,169+22,597 pg/g).

Lutein je Zlutooranzové barvivo patiici do skupiny karotenoidli, vyskytuje se pfevazné ve
vajecném Zloutku, ale také naptiklad ve Spenatu, kukufici a brokolici [73]. U méfenych vzorkt
se lutein vyskytoval v nejvétsim mnozstvi u brokolice (74,720+3,403 pg/g), zeleného hrachu
(18,270+0,532 pg/g) a u kukutfice (4,442+0,153 ng/g). Dale se vyskytoval ve stopovém
mnozstvi 1 u vzorkll maliny, bananu, kiwi a mrkve.

B-karoten, nejvyznamnéjsi zastupce karotenoidi, se vyskytuje hlavné v mrkvi. Tento fakt byl
potvrzen 1 pii méfeni, kdy nejvySsi koncentrace byla naméfena u vzorku mrkve
(899,190+£20,092 ng/g). Ve vetsim mnozstvi byl naméfen 1 u vzorku brokolice
(186,901+1,809 ng/g) a manga (160,392+4,696 pg/g). Dale byl naméfen i u vzork maliny,
banan, kiwi a zeleného hrachu.

Mezi dalsi vyznamné barviva patiii zelené barvivo chlorofyl. V ramci méfeni byly stanovovany
koncentrace chlorofylu a a chlorofylu b. Podle o¢ekavani byla nejvyssi koncentrace chlorofyla
nameétena u zeleninovych vzorku zelené barvy. Koncentrace chlorofylu a byla nejvyssi u vzorku
brokolice (616,565+18,472 ng/g) a u vzorku zeleného hrachu (117,338+3,974 pg/g) Dale byl
nalezen u 1 vzorkil ¢erné ryze, brusinky, jahody, borivky, ¢erné¢ho rybizu, maliny, kiwi, mrkve
a ftepy. Chlorofyl b se v nejvétsim mnoZstvi vyskytoval také u vzorku brokolice
(390,086+12,997 pg/g). V mensim mnozstvi byl nalezen u vzorki mango, kiwi, mrkev a zeleny
hrach, v minimalnim mnozstvi pak u vzorku hnéd¢ ryze, brusinky a bananu.

Tokoferol neboli vitamin E, mél nejvy$§i naméfenou koncentraci ve vzorku manga
(364,755+15,749 ng/g) a brusinky (217,673+2,229 ng/g). Déle se vyskytoval i ve vzorku bilé
ryze (75,984+1,514 pg/g), bandnu (71,51144,123 pg/g) a jahody (10,323+0,190 ng/g).
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Tabulka 15:Lipofilni vitaminy v ceredlnich vzorcich

Metabolity [pg/g]

RCR

RH

B-karoten

Ergosterol

Chlorofyl A

1,426 0,078

Chlorofyl B

0,062 + 0,007 -

Lutein

4,442 £ 0,153

Tokoferol

- 75,984 +1,514 -

Torulen

Ubichinon

137,599 + 8,035

81,747 £5,733 -

318,019 + 8,905

170,312 = 8,051

Violaxantin

Tabulka 16: Lipofilni vitaminy v ovocnych vzorcich

Metabolity [ug/g] BS ML JA BO
B-karoten - 21,169+ 1,078 - -
Ergosterol - 28,964 + 0,547 - 13,313 £ 0,963

Chlorofyl A 0,790 + 0,047 - 2,259 +0,116 54,851 £ 2,816
Chlorofyl B 0,121 £ 0,009 - - -
Lutein - 0,245+ 0,015 - -
Tokoferol 217,673 £2.229 - 10,323 £ 0,190 -
Torulen - 18,999 + 0,154 - -
Ubichinon 2414,550 + 88,425 | 230,636 + 5,504 55,078 £ 1,518 | 598,533 + 10,034
Violaxantin - 2,561 £ 0,031 - -

Metabolity [ug/g] CR MG BA Kl
B-karoten - 160,392 + 4,696 9,199 + 0,447 77,172 £5,172
Ergosterol 20,256 + 0,679 15,458 £0,610 - 2,271 £0,052

Chlorofyl A 36,493 £ 1,502 11,064 + 0,391 - 4,975 +£ 0,101
Chlorofyl B - 15,119 £0,974 0,126 £ 0,014 6,167 £ 0,358
Lutein - - 0,384 + 0,032 0,487 + 0,039
Tokoferol - 364,755 £ 15,749 71,511 £ 4,123 -
Torulen - - - -
Ubichinon 57,292 +4307 |1017,749 +£48,977 | 281,671 +9,085 143,569 + 6,508
Violaxantin - - - -

Tabulka 17: Lipofilni vitaminy v zeleninovych vzorcich

~

Metabolity [ng/g] BR MR HR RP
B-karoten 186,901 = 1,809 | 899,190 + 20,092 5,052 +0,162 -
Ergosterol - - - -

Chlorofyl A 616,565+ 18472 | 16,767 +0,895 117,338 £3,974 0,067 = 0,003
Chlorofyl B 390,086 + 12,997 | 46,289 +2.474 64,192 + 3,037 -
Lutein 74,720 + 3,403 2,192 £0,149 18,270 + 0,532 -
Tokoferol - - - -
Torulen - 24,359 £ 0,388 - -
Ubichinon 225433 £5,522 [ 1084,169 +£22,597 | 338,911 £22,441 127,792 £ 5,204
Violaxantin 40,996 + 2,257 - - -




4.10 Stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC

4.10.1 Vysledky optimalizace extrakce

Pied stanovenim koncentrace kyseliny askorbové v ovocnych a zeleninovych vzorcich byla
provedena optimalizace extrakci popsana v kapitole 3.5.4. Pro optimalizaci byl vybran vzorek
jahody, ktery podle literatury mél obsahovat vétsi mnozstvi kyseliny askorbové [53]. Kazdy
vzorek byl proméfen dvakrat a primérnd hodnota plochy piku byla dosazena do rovnice
kalibra¢ni kiivky (8). Vysledné hodnoty koncentrace kyseliny askorbové byly dosazeny do
grafu (Obrazek 14).

Z grafu je viditelné, Ze nejvyssi koncentrace byla namétena pii pouziti ¢tvrté metody, kdy se
navazka vzorku smichala s 2% kyselinou fosforecnou. Tato extrakce byla nasledné vyuZita pro
naméieni koncentrace u vSech ovocnych a zeleninovych vzork.
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Obrazek 14: Graf's koncentracemi kyseliny askorbové pri pouZiti riiznych extrakcnich metod

4.10.2 Stanoveni kyseliny askorbové v ovocnych a zeleninovych vzorcich

Obsah kyseliny askorbové v ovocnych a zeleninovych vzorcich byl stanoven podle metody
HPLC popsané v kapitole 3.15. Kazdy vzorek byl zméfen dvakrat a naméfené hodnoty byly
zpramérovany a dosazeny do rovnice kalibra¢ni kiivky (8). Vysledné koncentrace kyseliny
askorbové ve vzorcich byly zaznamenany do grafu (Obrazek 15).

V ovocnych vzorcich byla nejvyssi koncentrace naméfena u vzorku maliny (6,68 £0,16-10°
¥ mg/ml) a jahody (6,05+ 0,33-10° mg/g), nejnizsi u vzorku bananu (1,2+ 0,06-10* mg/g). U
zeleninovych vzorkdl byla koncentrace u vzork® brokolice (2,85+ 0,14-10° mg/g), zeleného
hrachu (2,23+0,11:10° mg/g) a &ervené fepy (2,46+0,12:10°mg/g) podobni. NejniZzsi
koncentrace byla u vzorku mrkve (4,41+ 0,02-10* mg/qg).

42



0.008 T

0.007 T _}
0.006 T ‘]:'

0.005 T {'

0.004 T

koncentrace [mg/g]

0.003 T I

0.002 T

0,001 T ﬂ
O e | |._I

BS ML JA BO CR MG BA KI BR MR HR RP

Obrazek 15: Graf's namerenou koncentraci kyseliny askorbové v ovocnych a zeleninovych vzorcich

4.11 Stanoveni lepku

Stanoveni koncentrace lepku v cerealnich vzorcich prob¢éhlo postupem popsanym v kapitole
3.16. Kazdy vzorek byl proméfen tfikrat a primérné naméfené hodnoty byly dosazeny do
rovnice kalibra¢ni kiivky (9). Po dosazeni do rovnice byla zjisténa koncentrace gliadinu ve
vzorcich, ktera byla pfepoctena na koncentraci lepku a prevedena na jednotku mg/kg.
Koncentrace lepku ve vzorcich byla zapsana do tabulky (Tabulka 18)

Podle literatury pfilozené k postupu Vv kitu jsou produkty povazovany za bezlepkové v pripadé,
ze obsahuji méné nez 20 mg/kg lepku. Produkty s obsahem lepku v rozmezi 20-100 mg/kg jsou
oznacovany jako produkty s velmi nizkym obsahem lepku. Do kategorie bezlepkové produkty
spadaly vzorky ¢&erné (9,52 £0,02 mg/kg), cervené (1,70 +£0,07 mg/kg) a bilé
(9,88 + 0,08 mg/kg) ryze. Vzorky hnédé ryze (33,30+0,03mgkg) a kukufice
(29,39 + 0,07 mg/kg) by na zakladé¢ méfeni mély byt zafazeny do kategorie produkty s velmi
nizkym obsahem lepku. Vyssi pfitomnost lepku mohla byt zptisobena kontaminaci v procesu
vyroby a baleni nebo v prubéhu analyzy.

Tabulka 18: Namérené koncentrace lepku v ceredlnich vzorcich

vzorek RCR RCV RB RH KU
c gluten [mg/kg] [9,52+0,02| 1,7+0,07 [9,88 +£0,08 | 33,3 +£0,03 [29,39 £ 0,07

4.12 Stanoveni B-glukanii

Obsah B-glukanti v cerealnich vzorcich byl stanoven podle postupu v kapitole 3.17. K stanoveni
byl vyuzit enzymaticky kit od spolecnosti Megazyme. Obsah B-glukani byl zjistén pomoci
vypoctu uvedeném v navodu ptiloZzeném ke kitu. Kromé vzorkli byly zméfeny i1 kontrolni
vzorky ovsa a je¢mene. Z hodnot absorbance byl stanoven obsah B-glukani ve vzorku pomoci
vypoctového excelu od vyrobcee kitu (Tabulka 19).
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Obsah p-glukanti ve vzorcich se pohyboval v rozsahu 0,021-0,062 g/100g. Nejvyssi

cvwr

vzorku hnédé ryze (0,021+0,007 g/100 g). V porovnani s kontrolnimi vzorky ovsa a je¢mene
jsou hodnoty velmi nizké.

Tabulka 19: Procentudlni obsah f-glukanii v ceredlnich vzorcich

Vzorek |B-glukany [g/100 g]
RCR 0,062 + 0,017
RCV 0,030 + 0,008

RB 0,042 £ 0,011
RH 0,021 + 0,007
KU 0,052 0,011

Oves 6,495 + 0,325
JeCmen 4,0483 £ 0,202

4.13 Antimikrobialni testy

Antimikrobidlni aktivita vodnych extraktti vybranych cerealii, ovoce a zeleniny byla testovana
na dvou kmenech bakterie — Micrococcus luteus a Serratia marcencens. Byla provadéna diluéni
metoda popsana v kapitole 3.18.3. Naméfené data byly zpracovany podle ucinki na
grampozitivni kmen Micrococcus luteus a G¢inkt na gramnegativni kmen Serratia marcencens.
Ptipravené ceredlni extrakty mely koncentraci 0,1 mg/ml a ovocné a zeleninové extrakty mély
koncentraci 0,01 mg/ml. Vzorky byly vhodné nafedéné, aby vznikla koncentra¢ni Skala, u které
byla antimikrobialni aktivita.

4.13.1 Kmen Micrococcus luteus

V grafu (Obrazek 16) byla zobrazena antimikrobialni u¢innost cerealnich extraktd na bakterii
Micrococcus luteus. Uginnost byla srovnavana s kontrolnim vzorkem a viechny vzorky
vykazaly antimikrobialni G¢iinost hlavné pii 50% koncentraci. U 25% a 12,5% koncentrace
antimikrobialni ucinnost témét nebyla, diivodem mohla byt kontaminace. Nejvyssi u¢innost
Z testovanych cerealii mé¢l vzorek ¢ervené ryze.
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Obrazek 16:Antimikrobialni test cerealnich extraktii — Micrococcus luteus
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V grafu (Obrazek 17) byla zpracovana antimikrobialni uc¢innost ovocnych extrakti na bakterii
Micrococcus luteus. Ug¢innost byla srovnavana s kontrolnim vzorkem a vzorek boravky
nevykazoval antimikrobialni G¢inky. Antimikrobialni G¢innost 50% vzorkt ¢erného rybizu a
brusinky se pohybovala kolem 30 %.
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Obrdzek 17: Antimikrobidalni test ovocnych extraktii — Micrococcus luteus

V grafu (Obrazek 18) byla zobrazena antimikrobialni G¢innost zeleninovych extrakti na
bakterii Micrococcus luteus. Antimikrobialni G¢innost byla srovnavana s kontrolnim vzorkem
a vSechny zeleninovy vzorky vykazovaly antimikrobidlni aktivitu, nejvyssi byla prokazana u
50% vzorki.
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Obrazek 18: Antimikrobialni test zeleninovych extraktii — Micrococcus luteus
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4.13.2 Kmen Serratia marcencens

Antimikrobialni u¢innost u cerealnich extraktti na Serratia marcencens byla zobrazena v grafu
(Obrazek 19). Z grafu lze vidét, ze vzorky Cerné ryze a kukufice nevykazovaly Zadnou
antimikrobialni aktivitu. Vzorek Cervené ryze vykazoval skoro 40 % antimikrobidlni aktivitu
jen v 50% koncentraci.
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Obrazek 19: Antimikrobialni test cerealnich extraktii — Serratia marcescens

V grafu (Obrazek 20) byla zobrazena antimikrobialni aktivita ovocnych extraktl na Serratia
marcencens. Vsechny ovocné vzorky prokazovaly antimikrobidlni ucinnost pouze v 50%
koncentraci. Ve vzorcich s 25% a 12,5% koncentraci antimikrobialni aktivita nebyla prokazana,
ale ve vice zfedénych vzorcich nizka antimikrobialni aktivita byla. U mén¢ zfedénych vzorki
mohlo dojit ke kontaminaci.
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V grafu (Obrazek 21) byla zobrazena antimikrobialni G¢innost zeleninovych extraktl na
bakterii Serratia marcencens. Antimikrobidlni G¢innost byla srovnavana s kontrolnim vzorkem
a u vzorkl brokolice a ¢ervené fepy se antimikrobialni aktivita pohybovala kolem 98 % u
extraktu s koncentraci 50 %. Nejvyssi antimikrobialni t¢innost vykazoval vzorek mrkve.
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Obrdzek 21: Antimikrobidlni test zeleninovych extraktii — Serratia marcescens

4.14 Analyza smési

Smési byly vytvofeny podle postupu zapsaného v kapitole 3.19. Vzorky byly nasledné
podrobeny vizualni a ¢ichové senzorice (Tabulka 21) a také testim pro spektrofotometrické
stanoveni polyfenolil a antioxidac¢ni aktivity.

Tabulka 20: Soupis vzorkit obsazenych ve smésich

RCR +CR
RCR + BO
RCR + RP
RCR + BR
RCR + CR + BO
RCR + RP + BR
RCR + CR + RP
RCR + KU + CR + BO
RCR + KU + RP + BR
RCR + KU + CR + RP
RCR kontrola
RCR + KU kontrola

<[ X|e|=[Z|@mMmm|O|O|m|>
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Tabulka 21: Analyza smési

ST

A i

E $e

Tmavé Cervena barva, silna
vung¢ ¢erného rybizu.

Tmavé¢ fialova, skoro ¢erna
barva, silna viin€ bortvek.

Cervena barva, nevyrazna
ving ¢ervené fepy.

Hnéda barva se zelenym

Tmavé ¢ervena barva,
pfijemna viin€ cerného
rybizu.

Tmavé ¢ervenohnéda
barva, pfijemna viiné
lesniho ovoce.

Tmava vinova barva, Cervena barva se stopami
nadechem, nepiijemna pfijemna vyrazna viné. zelené, nepiijemna viné.
ving.
H I

Pievazné Cervena barva se

stopami zelené a hnédé
barvy, nepifjemna viiné
kombinace vzorki.
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Tmavé Cervena barva, Tmavé¢ hnéda az ¢erna Zlutohnéda barva,

pfijemna viing prevazné barva, vyrazna viné ryze. nepiijemnd ving.

¢erného rybizu.

4.14.1 Stanoveni celkovych polyfenoli u smési

Celkovy obsah polyfenoli ve vzorcich smési byl stanoven spektrofotometrickou metodou
popsanou V kapitole 3.7. Vsechny vzorky byly proméfeny tfikrat a primérna hodnota
absorbance byla dosazena do kalibra¢ni kiivky (). Vysledné hodnoty koncentrace polyfenold
byly zaznamenany do grafu (Obrazek 22), kde byly srovnavany s kontrolnimi vzorky bez
piidavku ovoce nebo zeleniny.

U vSech vzorka, kde je pfimési bortivka (B, E, H) doslo k velkému narost polyfenold oproti
kontrolnimu vzorku s Cistym ceredlnim zakladem. Dalsi pfimési, ktera navySovala koncentraci
polyfenoll u smési, byl vzorek cerného rybizu (A, E, H, J). U vzorkli C a F doslo k malému
snizeni koncentrace polyfenolti. Zde mohlo dojit k chybé pii méfeni nebo k degradaci pii
ptipravé kaSe ¢i v procesu lyofilizace, jelikoz vzorek ¢ervené fepy i brokolice, které byly do

smési ptidany, podle kapitoly 4.2 mély vyssi koncentraci polyfenold, tudiz by mély koncentraci
ve smésich také navysit.
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Obrazek 22: Graf s koncentraci polyfenolii ve smésich
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4.14.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity u smési

Antioxidacni aktivita ve smésich byla spektrofotometricky stanovena podle postupu v kapitole
3.8. Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a primérna hodnota absorbance byla dosazena do rovnice
kalibra¢ni kiivky (3) a hodnoty antioxida¢ni aktivity byly zobrazeny do grafu (Obrazek 23),
kde byly srovnavany s kontrolnim vzorkem. Vysledné koncentrace jsou vyjadiené v mg
ekvivalentu Troloxu na g vzorku.

Hodnoty antioxida¢ni aktivity smési s ovocnou nebo zeleninovou piimési byly srovnavany
s kontrolnimi vzorky, které obsahovaly pouze cerealni zaklad. U smési D, F, G doslo k poklesu
antioxida¢ni aktivity. Tyto vzorky obsahovaly bud’ brokolici, ktera snizovala antioxidacni
aktivitu (D) nebo cervenou fepu. Pokles mohl byt zptisoben degradaci pii tvorbé kasi nebo
v procesu lyofilizace ¢i v prubéhu méfeni. NejvySsi narust antioxidacni aktivity byl
zaznamenan pievazné u vzorkl obsahujici pfimés bortvky (B, E, H, J).
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Obrazek 23: Graf's namerenou antioxidacni aktivitou ve smesich
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5 ZAVER

Bakalarska prace byla zaméfend na vyvoj ceredlnich vyrobku pro zvlastni vyzivu s ptidavkem
ovocné a zeleninové slozky. Nejznaméjsimi bezlepkovymi ceredliemi jsou ryze, kukufice,
¢irok, proso a jahly. Vybranymi bezlepkovymi ceredliemi pro tuto préci byla ¢ernd, Cervena,
hnéda a bila ryze a kukufice. Jako obohacujici prvek bylo pro tuto praci vybrano osm druhi
ovoce (brusinka, malina, jahoda, boriivka, ¢erny rybiz, mango, bandn, kiwi) a Ctyti druhy
zeleniny (brokolice, mrkev, zeleny hraSek, Cervena fepa). VSechny ceredlni, ovocné a
zeleninové vzorky byly podrobeny analyzdam a ze ziskanych vysledki byly vybrané
nejzajimavejsi vzorky ceredlii, ovoce a zeleniny, které byly pouzity na ptipravu obohacenych
cerealnich produkti.

V experimentalni ¢asti byly cerealni vzorky podrobeny nékolika analyzam. Ve vzorcich byla
stanovena koncentrace flavonoidd, kdy nejvysSi koncentrace byla ve vzorku cerné ryze
(0,389+0,017 mg/g). a nejnizsi ve vzorku bilé ryze (0,040+0,003 mg/g). Dalsi analyzovanou
slozkou byly polyfenoly, nejvyssi koncentrace byla opét u vzorku ¢erné ryze (1,68+0,07 mg/g)
a nejnizsi u vzorku bilé ryze (0,47+0,04 mg/g). Pti stanoveni antioxidacni aktivity u cerealnich
nabyval vzorek Cervené ryze (2,36 = 0,11 mg/g). Obsah ve vod¢ rozpustnych proteinti ve
vzorcich byl stanoven Hartree-Lowryho metodou a nejvyssi koncentrace proteinii byla
naméfena u vzorku ¢erné ryze (6,8+0,3 g/100 g). Déle byl stanoven obsah celkovych sacharida
Vv cerealnich vzorcich a nejvyssi koncentraci sacharidi zde mél vzorek hnédé ryze
(40,2+0,5 g/100 g). Pomoci analyzy na GC byl stanoven obsah lipida a také zastoupeni skupin
mastnych kyselin ve vzorcich. Nejvys$si obsah lipidi obsahoval vzorek hnédé ryze
(1,70 g/100 g) a nejnizsi obsahoval vzorek bilé ryze (0,49 g/100 g). Spektrofotometrickou
metodou byl stanoven obsah antokyanti a [B-karotenti. Nejvyssi koncentrace antokyanu
((0,0314+0,0014 mg/g) i B-karotent (3,56+0,16 mg/g) byla naméfena u vzorku Cervené ryze.
Pomoci analyzy na HPLC byl stanoven obsah lipofilnich vitaminti u cerealnich vzorki. Ve
vSech vzorcich az na bilou ryzi byl nalezen ubichinon. V bilé ryzi byla naméfena pomérné
vysoka koncentrace tokoferolu (75,984+1,514 ng/g). U ostatnich vzorkd byly ve stopovém
mnozstvi nalezeny dalsi lipofilni metabolity jako chlorofyl A, chlorofyl B nebo lutein. VSechny
ostatni vzorky byly testovany i na obsah lepku. Vzorky cerné, Cervené a bilé ryze byly na
zaklad¢ tohoto méteni zatadily do kategorie bezlepkovych produktii, vzorky hnédé ryze a
kukutice kvili mirn€ zvySené koncentraci lepku byly zatazeny do kategorie produkty s velmi
nizkym obsahem lepku. Pfi stanoveni B-glukanii v cerealnich vzorcich bylo zjistén velmi nizky
obsah téchto latek v rozsahu 0,021-0,062 g/100 g. Vybrané vzorky cerealii (¢erna a Cervena
ryze a kukufice) byly podrobeny antimikrobidlnim testim na dvou kmenech bakterii —
Micrococcus luteus a Serratia marcencens. Vsechny vzorky prokazaly antimikrobidlni G¢inky
na grampozitivni kmen Micrococcus luteus a pouze vzorek Cervené ryze prokazal
antimikrobialni G¢innost na gramnegativni kmen Serratia marcencens.

Dalsi casti experimentalni ¢asti byla analyza ovocnych a zeleninovych vzorkl. Ve vzorcich
byla spektrofotometrickymi metodami stanovena koncentrace bioaktivnich latek, konkrétné
flavonoidd, polyfenold, antioxidantti, antokyani a B-karotend. Nejvyssi koncentrace flavonoida
byla namétena u ovocnych vzorkia bortavky (5,36+0,12 mg/g), brusinky (4,62+0,17 mg/g) a
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¢erného rybizu (3,23+0,09 mg/g) a zeleninového vzorku cervené fepy (1,74+0,03 mg/g).
Nejvyssi koncentrace polyfenoll byla u ovoce ve vzorku boruvky (30,9+1,8 mg/g), ¢erného
rybizu (26,4+0,3 mg/g), u zeleniny ve vzorku brokolice (10,4+0,3 mg/g) a Cervené fepy
(8,25+0,08 mg/g). Antioxidacni aktivita dosahla nejvyssich hodnot u ovocného vzorku boruvky
(4042 mg/g) a ze zeleniny mél nejvyssi hodnotu vzorek ¢ervené fepy (8,94+0,6 mg/g). Nejvyssi
obsah antokyanti byl naméfen u vzorkli bortvka (8,6459+0,0015 mg/g) a cerny rybiz
(5,563+0,004 mg/g). Ve vzorku mango (28,6+0,7 mg/g) a vzorku mrkve (353,4+7 mg/g) byla
naméiena nejvyssi koncentrace B-karotenti za jejich piislusné kategorie. Pomoci analyzy na
HPLC byl ve vzorcich stanoven obsah kyseliny askorbové a lipofilnich vitamint. Vzorek
maliny obsahoval nejvétsi mnozstvi askorbové kyseliny (6,68 + 0,16-10° mg/g). Z lipofilnich
metabolitl, ve vSech ovocnych 1 zeleninovych vzorcich byl nalezen ubichinon, s nejvyssi
koncentraci ve vzorku brusinky (2414,550+88,425 ng/g). Nejvyssi koncentrace PB-karotenil
byla naméfena u vzorku mrkve (899,190+20,092 pg/g) a luteinu u vzorku brokolice
(74,720+3,403 ug/g). Dalsim lipofilnim metabolitem byl chlorofyl a (616,565+18,472 pg/g) a
chlorofyl b (390,086+12,997 nug/g) s nejvyssi koncentraci u vzorku brokolice. Z ovocnych i
zeleninovych vzorkil byly vybrany tfi vzorky s nejlepSimi vysledky (brusinka, bortivka, ¢erny
rybiz, brokolice, mrkev, Cervena fepa), na kterych byla nasledné testovana antimikrobialni
aktivita na dvou bakterialnich kmenech Micrococcus luteus a Serratia marcencens. Vsechny
zeleninové vzorky prokazaly pfiblizné 20% antimikrobialni u¢innost na kmen Micrococcus
luteus. Z ovocnych vzorku jen brusinka a Cerny rybiz prokazaly antimikrobialni aktivitu na
tento kmen. Antimikrobialni ¢innost na kmen Serratia marcencens se u ovocnych vzorku
pohybovala okolo 30—40 % a u zeleninovych vzorkl byla mnohem niZzsi.

Finalnim produktem této prace byly kase vytvotfené z nejlepsSiho cerealniho zakladu a nejlepsich
ovocnych a zeleninovych pfimési. Pro tyto smeési byl zvolen ceredlni zaklad ¢erné ryze a pro
nekteré smesi 1 primes kukutiéného zékladu. Ovoce a zelenina zvolené na zaklad¢ vysledki
jako nejlepsi pfimés byly bortivka, ¢erny rybiz, Cervena fepa a brokolice. V kasich byla
stanovena koncentrace polyfenolll a antioxidantl stejnou spektrofotometrickou metodou jako
u jednotlivych slozek. Nejvyssi koncentrace obou slozek byly naméfeny u kasi, které meély
zaklad z Cerni ryze a jako pfimés bortivku. Pfimés kukufice do zdkladu z ¢erné ryze neméla
pozitivni efekt na zvySeni hodnot. Piimés ¢erné¢ho rybizu a Cervené fepy zpiisobila nartist
polyfenolickych latek a antioxidantii, bohuZzel ne v takové mife jako borivka. Ze ziskanych
vysledki této prace je patrny pozitivni vliv ovocnych a zeleninovych pfimési do bezlepkovych
produktii.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS
FID

GC
HPLC
MUFA
NB
PDA
PUFA
SFA
UV-VIS

2,2¢-azinobis(2-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
flame ionization detector

plynové chromatografie

vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie
mononenasycené mastné kyselina

nutrient broth

detektor fotodiodového pole

polynenasycené mastné kyseliny

nasycen¢ mastné kyseliny

oblast ultrafialového a viditelného zareni

60



