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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zameriava na vyvoj bezlepkovych cerealnych produktov obohatenych
o extrakty kvasiniek a rias.

Teoreticka Cast’ prace bola zamerana na bezlepkové ceredlie pouzivané v experimentalnej Casti,
na biologicky aktivne latky mikrobialneho povodu a moznosti ich vyuzitia v potravinarskom
priemysle. Do prace bola zaradena aj kapitola venujuca sa hodnoteniu bezpecnosti potravin
a aditiv v potravinarskom priemysle. Teoreticku Cast uzatvaraju pouzité metody stanovenia
vybranych biologicky aktivnych latok v analyzovanych vzorkach.

V experimentalne] Casti prace boli analyzované tri vzorky bezlepkovych muk, a to
muka oznacena ako bezlepkova, kukuri¢nd muka a ryzova muka. Vo vzorkach bol stanoveny
obsah celkovych sacharidov, proteinov, lepku, lipidov a bioaktivnych latok (fenolické latky,
flavonoidy, antioxidanty, B-glukany). Najlepsie vysledky vo vécSine testovanych parametrov
dosiahla kukuri¢na muka. Na pripravu mikrobialnych extraktov bola pouzita komeréne ziskana
biomasa rias Spirulina a Chlorella a nakultivovana biomasa kvasiniek Rhodosporidium
toruloides a Rhodotorula kratochvilovae. Extrakty boli pripravené s vyuzitim GRAS
rozpustadiel (voda, 96 % ethanol, hexan aich kombinacie). V pripravenych extraktoch
a biomase boli stanovené lipidy, proteiny a aktivne latky (pigmenty, fenolické latky,
antioxidanty, vitaminy a B-glukany). Extrakty mikrorias Spirulina a Chlorella vykazovali
vysSie koncentracie vacSiny aktivnych latok ako kvasinky. Extrakty kvasiniek obsahovali
vysSie koncentracie karotenoidov, lipofilnych provitaminov a B-glukanov. Bezpecnost
pripravenych extraktov pouzitych pri priprave cerealneho produktu bola overena MTT testom
cytotoxicity. Ziaden testovany extrakt nevykazoval cytotoxické u&inky. Na pripravu
obohatenych produktov bola na zéklade ziskanych vysledkov pouzitda kukuricnd muka
v kombinacii s biomasou Spirulina, vodnym extraktom Spirulina, ethanolovym extraktom R.
toruloides a kombinaciou biomasy Spirulina s extraktom R. toruloides. V ramci prace boli
pripravené dva typy obohatenych cerealnych produktov, priCom vo vsSetkych obohatenych
produktoch bol zisteny narast koncentracie sledovanych aktivnych latok.

KEUCOVE SLOVA

ceredlie, lepok, karotenogénne kvasinky, mikroriasy, sinice, obohacovanie potravin, aktivne
latky, cytotoxicita



ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the development of gluten-free cereal products enriched with
yeast and algae extracts.

The theoretical part of this thesis was focused on gluten-free cereals used in the experimental
part, on microbial biologically active substances and on the possibility of their use in the food
industry. A chapter devoted to the evaluation of food safety and additives in food industry was
also included in this part. The theoretical part concludes with the description of the methods
used to analyses of selected biologically active substances in the samples.

In the experimental part of this thesis, three samples of gluten-free flours were analysed, i.e.
flour labelled as gluten-free, corn flour and rice flour. The content of total saccharides, proteins,
gluten, lipids and bioactive substances such as phenolic substances, flavonoids, antioxidants
and B-glucans were analysed in the samples. In the most of the tested parameters corn flour
achieved the best results. In order to prepare the microbial extracts, commercially obtained
biomass of Spirulina and Chlorella and cultivated biomass of carotenogenic yeasts
Rhodosporidium toruloides and Rhodotorula kratochvilovae were used. The extracts were
prepared using solvents labelled as GRAS (water, 96 % ethanol, hexane and their
combinations). Lipids, proteins and active substances such as pigments, phenolic substances,
antioxidants, vitamins and B-glucans were analysed in the prepared extracts and biomass.
Spirulina and Chlorella extracts showed higher concentrations of bioactive substances while
yeast extracts contained higher concentration of carotenoids, lipophilic provitamins and B-
glucans. The safety of prepared extracts used in food applications was verified by the MTT test
of cytotoxicity. None of the tested extracts showed cytotoxic effects. In order to prepare
enriched cereal products, the corn flour, biomass of Spirulina, aqueous extract of Spirulina,
ethanolic extract of R. toruloides and the combination of Spirulina biomass and R. foruloides
extract were chosen based on the obtained results. Two types of enriched cereal products were
prepared and in enriched products the increase of antioxidant activity, phenolic compounds and
protein content was detected.

KEY WORDS

cereals, gluten, carotenogenic yeast, microalgae, cyanobacteria, food enrichment, active
substances, cytotoxicity
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1 UVOD

Cerealie a cerealne vyrobky patria historicky medzi jedny z najviac konzumovanych plodin
naprieC celou populéciou. Pre vel'ka Cast’ populacie dodnes predstavuji neoddelitelnti sucast’
kazdodennej stravy. V stcasnosti sa vSak problematickym stdva obsah lepku v obilninach.
Zdravotné problémy suvisiace s roznou mierou intolerancie lepku patria momentalne medzi
jedny z najCastejSie sa vyskytujucich zdravotnych problémov v l'udskej populécii.
NajzavaznejSou formou intolerancie lepku je celiakia patriaca medzi nelieCiteI'né autoimunitné
ochorenia. Jedinou formou lieCby, resp. ilavy od priznakov tychto ochoreni je dodrziavanie
prisnej bezlepkovej diéty.

Vzhl'adom na prudky narast poctu l'udi trpiacich réznou formou intolerancie voci lepku
v poslednych rokoch rastie aj dopyt 'udi po bezlepkovych verziach potravin. Tento typ potravin
je vyhl'adavany nielen 'ud'mi s intoleranciou lepku, ale aj zdravymi jedincami zaujimajiacimi
sa o zdravu stravu. Tieto potraviny vSak maju podla viacerych vedeckych §tadii oproti
potravinam s obsahom lepku znizenu nutriéni hodnotu, najmé z pohl'adu znizeného obsahu
proteinov a vitaminov. Z tohto dévodu je vhodné ich obohacovanie aktivnymi latkami.

Niektoré druhy mikroorganizmov patria medzi vyznamnych producentov viacerych nutricnych
a biologicky aktivnych zloziek. Vyhodami vyuzitia mikroorganizmov nie je len produkcia
vybranych aktivnych latok bez chemickej syntézy, ale zaroven aj ich nizsie naroky na plochu
kultivacie ¢i kratSi rastovy cyklus. V stcasnosti patria mikroriasa Chlorella alebo sinica
Spirulina medzi popularne tzv. , superpotraviny™ najmé vdaka vysokému obsahu bielkovin,
vitaminov, mineralov, antioxidantov a polynenasytenych mastnych kyselin. AvSak Spirulina
a Chlorella nie su jedinymi mikroorganizmami produkujicimi vyznamné mnozstva biologicky
aktivnych latok. Niektoré rody kvasiniek, najma karotenogénne kvasinky radiace sa medzi tzv.
oleogénne kvasinky, su schopné syntetizovat vyznamné mnozstva lipidov, vratane
polynenasytenych mastnych kyselin a d’alSich lipofilnych aktivnych latok. Patri nim napr.
karotenoidy (provitaminy A), ergosterol (provitamin D) alebo ubichinon (koenzym Qo).
Pridanie mikrobialnych aktivnych latok do potravin predstavuje sposob zvySenia ich nutrine;j
hodnoty, a to nielen v pripade bezlepkovych potravin.

ZvySenie nutri¢nej hodnoty bezlepkovych cerealii s vyuzitim mikrobialnych aktivnych latok je
predmetom tejto diplomove] prace zameranej na analyzu nutricnych a biologicky aktivnych
latok vo vybranych cerealiach, kvasinkach a mikroriasach. Mikrobialne extrakty budu za
ucelom zistenia bezpecnosti ich pouzitia v potravinach podrobené MTT testom cytotoxicity na
bunkovej linii CaCo-2. V zavere prace budu na zaklade ziskanych vysledkov navrhnuté
cerealne produkty obohatené mikrobialnymi aktivnymi latkami.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Cerealie

Cerealie, taktiez nazyvané obilniny, su rastliny, ktoré sa z botanického hladiska radia medzi
travy (latinsky Gramineae). Jedna sa o jednokli¢nolistové rastliny patriace do cCelade
lipnicovité (latinsky Poaceae). Obilniny su pestované predovsetkym za ucelom zberu jedlych
semien, resp. zfn s vysokou nutricnou hodnotou, ktoré mozu byt d’alej vyuzivané v oblasti
Tudskej vyzivy v réznych formach. Mozu byt pouzivané v celej (napr. ryza, vlocky alebo rozne
obilné zrna, ktoru su sucast'ou ceredlnych kasi alebo miisli vyrobkov) alebo v zomletej forme.
V zomletej forme sa jedna predovsetkym o muky sroznou granulaciou (velkostou
rozomletych zfn) [1].

FAO OSN (anglicky Food and Agriculture Organization of the United Nations) definuje
ako cerealie, resp. obilniny, len rastliny, ktoré sa pestuju za ufelom zberu suchych zrfn.
V pripade, ze sa plodiny zbieraju za zelena, za u€elom kfmenia, jedna sa o kfmne plodiny.
Cerealne vyrobky su definované ako vyrobky pochadzajiice zo spracovania obilnych zfn
chemickymi alebo mechanickymi procesmi alebo z vyroby muky, skrobu ¢i krupice [2].

Ceredlie su uz niekolko tisicro¢i globalne povazované za jednu zo zékladnych a rozsiahlo
pestovanych zloziek ludskej stravy. Z udajov zverejnenych FAO OSN je celosvetova
produkcia cerealii za poslednych desat rokov kazdorocne vysSia nez 2 250 miliénov ton,
pricom v roku 2022 presiahla 2 765 miliénov ton. Vypestované cerealie nachadzaju vyuzitie
pri vyrobe potravin a krmiv, taktiez su vyuzivané priemyslovo (napr. pri vyrobe biopaliv) a ast’
z nich je uskladiiovana [3]. Medzi najpestovanejSie obilniny sa radia pSenica, kukurica a ryza,
ktoré spolo¢ne tvoria priblizne 89 % vsetkych vypestovanych obilnin. Celosvetova produkcia
a zéaroven aj spotreba pSenice kazdorocne rastie. Uvadza sa, ze pre priblizne 30 % celosvetovej
populacie je pSenica zakladnou obilninou pri konzumacii [4].

Cerealie su celosvetovo povazované za jeden zo zékladnych zdrojov zivin ako v rozvinutych
tak v rozvojovych krajinach. Odhaduje sa, ze ich zastipenie v l'udskej vyzive tvori az 60-70 %.
Uvadza sa, ze dokazu pokryt energetické naroky Cloveka az v dvojnasobnej miere oproti
mésovym ¢1 mlienym vyrobkom [1]. Cerealie a cerealne vyrobky st dolezitym zdrojom
energie, makrozivin a zarovenl aj viacerych mikrozivin. Taktiez si to potraviny s pomerne
lacnou produkciou, jednoduchym sposobom transportu ¢i uchovavania. Obsah nutricne
vyznamnych latok sa 1isi v zavislosti na druhu cerealii a zdroven a na spdsobe ich spracovania
a uchovavania [5; 6].

Cerealie az nich vyrabané vyrobky obsahuju viaceré bioaktivne latky s potencialne
priaznivymi ucinkami na l'udské zdravie. Uvadza sa, ze pravidelnd konzumacia cerealnych
produktov, najmé celozrnnych, méze zohravat pomerne vyznamnu rolu pri prevencii ochoreni
kardiovaskularneho systému, cukrovky alebo kolorektalneho karcinomu [5].

2.2 Obilné zrno

Zrna jednotlivych obilnin su si, vzhladom na to, Ze vSetky obilniny patria do jednej ¢elade,
vel'mi podobné. Napriek tomu je mozné vidiet’ niekol'ko rozdielov medzi zrnami jednotlivych
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obilnin. Rozdiely spocivaju najma v roznej velkosti ¢i tvare zrna, ktory moze byt od tenkého
a podlhovastého az po gulaty tvar. Vel'kost a rozmery zrna sa liSia v zavislosti od konkrétneho
druhu obilniny a zavisia na klimatickych podmienkach (slnecny svit, priemerné teploty ¢i rocny
uhrn zrazok), rocnom obdobi a lokalite pestovania [1].

Z hladiska morfologickej stavby zrna je jeho Struktira podobna u vsetkych druhov obilnin
a zastupenie jednotlivych vrstiev je rovnaké. Na povrchu zrna sa nachadza oplodie (perikarp),
ktoré predstavuje najvrchnejsie obalové vrstvy chraniace zrno pred mechanickym poskodenim
a Skodlivymi faktormi. Je zloZzené z nerozpustnych celuldz, hemiceluldz a ligninu a zaroven
obsahuje aj mineralne latky a vitaminy. Perikarp obklopuje osemenie (testa), ktoré predstavuje
podpovrchové obalové vrstvy tvorené nesSkrobovymi polysacharidmi (hemiceluldzy). Oplodie
a osemenie su pomerne huzevnaté Casti zrna, ktoré pri jeho mleti prechadzaju do otrub [1].

Aleuronova vrstva tvori rozhranie medzi obalovymi vrstvami a endospermom. Moze
obsahovat’ jednu alebo tri vrstvy buniek v zavislosti od typu obilniny. PSenica, ovos, raz
a kukurica obsahuju jednu vrstvu, zatial' Co ryza a jaCmen maju tri vrstvy [5]. Endosperm
predstavuje priblizne 80—85 % obilného zrna a je tvoreny tenkostennymi bunkami. Blok klicku
a Stitku je vyznamnym zdrojom bielkovin, enzymov a lipidov. Z dovodu vysokého podielu
lipidov sa vSak tento blok pred mlynarskym spracovanim odstrafiuje za ucelom zabranenia
vyskytu oxida¢nych zmien [1].

obalové vrstvy
vrstvy bohaté na vldkninu s

obsahom vitaminov a —
minerdlov
endosperm
strednd vrstva bohata na skrob,
klicky zdsobné proteiny (prolaminy a
najvnitornejsia vrstva cluteliny) a vitaminy
bohatd na ziviny s —_—

obsahom antioxidantov,
vitaminov a zdraviu
prospesnych tukov

Obrdzok 1: Struktiira a zloZenie obilnych zin, prevzaté z [7] a upravené

2.3 Nutri¢ne vyznamné latky v cerealiach

Ceredlie obsahuju viaceré nutricne vyznamné chemické zlozky, priCcom ich zastipenie
v jednotlivych Castiach zrna je rozdielne. Endosperm je bohaty najmi na Skrob a zasobné
bielkoviny (prolaminy a gluteliny), zatial €o ostatné vrstvy obsahuji viac proteinov
s esencialnymi aminokyselinami, vitaminy, mineraly, vlakninu a lipidy. V tychto vrstvach maju
zaroven vySSie zastipenie aj bioaktivne latky ako fenolické latky, flavonoidy, taniny,
karotenoidy a fytosteroly [7].

Uvadza sa, ze cerealie maju najvyssi obsah polysacharidov (50-80 % vahy zrna). Nizsie
zastipenie v zrnach maju proteiny (5-6 %) alipidy (1-10 %). Celé nezomleté zrna st
vyznamnym zdrojom mineralov, napr. vapniku, fosforu, hor¢ik, zeleza, drasliku, zinku, medi
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a vitaminov, napr. thiamin, riboflavin, niacin, biotin, pyridoxin a vitaminy A a E. Ich zastipenie
v zrnéach je priblizne 1,5-2,5 %, pri€om pri spracovani signifikantne klesd vzhl'adom na ich
lokalizaciu v obilnom zrne [7]. Uvadza sa, ze biela muka vzniknut4 pri spracovani zfn ma
o tretinu niz§i obsah vitaminov a mineralov v porovnani s celozrnnou mukou. Pri mleti zfn
dochadza taktiez ku poklesu obsahu fenolickych kyselin a lignanov. Obsah Skrobu a proteinov,
ktoré sa nachadzaju v endosperme, sa pri mleti vyrazne neznizuje [5].

Ceredlie v malej miere obsahuju aj tzv. antinutricné latky, napr. fytaty alebo inhibitory
amylaz a proteaz. Tieto latky znizuju nutri¢nu hodnotu ceredlii a cerealnych vyrobkov tym, ze
reaguju s vitaminmi a mineralnymi latkami a zabrafuju ich vstrebavaniu v organizme.
V pripade ich zvySenej koncentracie v potravinach moézu antinutriéné latky posobit’ na
organizmus az toxicky. Mnozstvo antinutricnych latok v potravinach je mozné znizit
pouzivanim tradi¢nych technik pripravy potravin, napr. fermentacia ¢i varenie [8].

2.4 Bezlepkové cerealie

Bezlepkové ceredlie su definované ako cerealie bez obsahu lepku alebo ako cerealie s obsahom
lepku nizsim ako 20 ppm lepku v cerealiach. Najcastej§imi zastupcami bezlepkovych cerealii
su kukurica, ryza, cirok, teff alebo proso. Niektoré studie radia medzi bezlepkové ceredlie aj
ovos, avSak podla Codex Alimentarius (Codex Standard for Foods for Special Dietary Use for
Persons Intolerant to Gluten) je ovos obilninou obsahujucou lepok, priCom jeho zastipenie
v endosperme je v porovnani s ostatnymi obilninami nizSie. V poslednych rokoch sa zaujem
o bezlepkové produkty neustale zvySuje. Predpoklada sa, ze v rokoch 2020-2027 bude
kazdorocne rast podiel bezlepkovych produktov na trhu priblizne o 7,6 % [4; 9].

2.4.1 Lepok

Lepok, tiez nazyvany glutén, patri medzi vo vode nerozpustné, Strukturne a zasobné
glykoproteiny nachadzajuce sa v rastlinach z cel'ade lipnicovité. Spolu so Skrobom sa lepok
vyskytuje v zrnach (endosperme) obilnin ako pSenica, jaCmen alebo raz. Tieto zasobné proteiny
su Casto oznaCované aj nazvom prolaminy, nakol’ko sa v ich primarnej Strukture nachadzaju
vyznamné mnozstva aminokyselinovych zvyskov glutaminu a prolinu. Prolaminové frakcie
jednotlivych obilnin su zname pod réznymi ndzvami (vid Tabul'ka 1) [10].

Tabulka 1: Prehlad oznacenia prolaminov u jednotlivych typov obilnin

Typ obilniny Oznacenie prolaminovej frakcie
pSenica gliadiny a gluteniny
jacmeri hordeiny

raz secaliny
ovos aveniny

Codex Alimentarius definuje lepok ako bielkovinovu frakciu z pSenice, raze, jaCmeria, ovsu
alebo ich krizenych variantov a ich derivatov, na ktori maju niektoré osoby neznasanlivost.
Tato bielkovinova frakcia nie je rozpustna vo vode ani v 0,5 M roztoku chloridu sodného [4].
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Lepok je v poslednych rokoch povazovany za jeden =z najcastejSich potravinovych
alergénov. Je spajany s ochoreniami ako su alergie na pSenicu, intolerancia lepku, ataxia na
lepok alebo najCastejSie celiakia. V potravinarskom priemysle je vyuzivany ako pojivo
a emulgator [11]. V pekarenskom priemysle je kvalita vyslednych pekarenskych vyrobkov
zavisla na kvalite a pritomnosti lepku v ceste, resp. v pouzivanych mukach. Vd'aka svojej 3D
Struktire ovplyviiuje lepok viskoelastické vlastnosti cesta a jeho schopnost absorpcie vody
a zadrziavania plynov [12].

V stcasnosti ma termin lepok dva vyznamy. Z dietologického hladiska je za lepok
povazovana prolaminova a glutelinova frakcia obilnin (pSenica, zito, jaCmen a ovos), ktora
obsahuje kriticku sekvenciu aminokyselin prejavujicu sa priznakmi intolerancie lepku, resp.
celiakie. Jedna sa o nasledovné sekvencie aminokyselin:

e Pro-Ser-Gln-GIn (PSQQ),
¢ GIn-GIn-GIn-Pro (QQQP).

Z technologického hl'adiska, najmé v pekarenskom priemysle, lepok predstavuje Specificku
gélovu Struktaru tvorenu frakciami zasobnych proteinov pSenice (t.j. gliadiny a gluteniny)
vznikajucu pri priprave cesta. Pri mieSani cesta dochadza, za pristupu vody, kysliku a energie
vo forme mechanickej prace, ku hydratacii zasobnych proteinov za sicasného preskupenia
intermolekularnych a intermolekularnych vazieb. Nasledne vznika vy§Sie spominané dolezita
3D S§truktara proteinov a vody [4].

Vzhl'adom k Coraz cCastejSiemu vyskytu zdravotnych tazkosti spajanych s konzuméaciou
lepku sa bezlepkové suroviny stavaju neoddelitelnou sucastou potravinarskeho priemyslu.
V pekarenskom odvetvi priemyslu sa bezlepkové vyrobky vyznacuji hor§imi senzorickymi,
Struktirnymi a nutriénymi vlastnostami. Nepritomnost lepku v pekarenskom procese
predstavuje v sucasnosti pomerne velku vyzvu a hladaji sa najprijatelnejSie moznosti
nahradzovania lepku v bezlepkovych mukach. NajpouzivanejSimi nahradami lepku su aditiva
ako proteiny, enzymy (peptidazy alebo protedzy) alebo hydrokoloidy (napr. mikrobialny
xanthan), ktoré viazu vodu a bobtnaji. Tymto dokazu nahradit’ gélovitu §truktaru, ktoru vytvara
lepok. Kyseliny vznikajuce pri kvaseni dokazu podporit’ bobtnanie polysacharidov a zlepSuju
tak Strukturu bezlepkovych vyrobkov [13].

2.4.2 Celiakia

Celiakia je v sucCasnosti jednou znajzavaznejSich zdravotnych tazkosti vyvolanych
konzumaciou lepku. Jedna sa o nevylieCitelné autoimunitné ochorenie, ktoré sa
vyskytuje priblizne u 0,5-1,0 % celosvetove] populacie. Nizsia miera vyskytu je na uzemiach
s nizSou konzumaciou potravin s obsahom lepku, napr. Subsaharska Afrika alebo Japonsko.
V Zapadnych krajinach je miera vyskytu celiakie vysSia. Celiakia je najCastejSie
diagnostikovana v krajinach ako Mexiko, Portugalsko, Svédsko, Ceska republika a Turecko.
Celiakia je v suCasnosti CastejSie diagnostikovand uzien nez umuzov (pomer
diagnostikovaného ochorenia u zien ku muzom je 2:1 az 3:1) [14; 15].
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Celiakia je zaroven povazovana za dedi¢né ochorenie. Gén zodpovedny za vznik celiakie je
pritomny v genome priblizne 25-30 % celosvetovej populacie. Ku rozvinutiu tohto ochorenia
dochéadza len u cca 3 % l'udi nesucich tento gén [14].

U pacientov trpiacich celiakiou nastava po poziti lepku imunitna odpoved’, ktora vedie ku
rozne vaznym poskodeniam sliznice tenkého ¢reva. Na sliznici tenkého Creva sa vytvara zapal,
ktory spdsobuje zmenSenie povrchu sliznice tenkého creva, Coho nasledkom je zniZzenie miery
absorpcie mikrozivin ako napr. zelezo, vapnik alebo vitaminy. Vzhl'adom na to, ze celiakia je
povazovand za nevylieCitelné ochorenie je jedinou moznou terapiou nasadenie prisnej
bezlepkovej diéty. Pri doslednom dodrziavani bezlepkovej diéty dochadza ku vyraznému
zlepSeniu zdravotného stavu a vymiznutiu vacSiny priznakov ochorenia [16; 17].

Najcastejsimi priznakmi celiakie su gastrointestinalne problémy, napr. strata hmotnosti,
strata chuti do jedla, hnacka, nadiivanie, zapcha a bolesti brucha. V ddsledku znizenej absorpcie
mikrozivin sliznicou tenkého Creva sa vyskytuje taktiez anémia, zmeny v hustote kosti vratane
osteoporozy. U deti trpiacich celiakiou je mozny vyskyt poruch rastu, resp. spomalenie rastu.
U zien s diagnostikovanou celiakiou sa mozu vyskytovat viaceré poruchy reprodukéného
systému [14].

2.4.3 Bezlepkové suroviny a vyrobky

Za bezlepkové suroviny su povazované suroviny, ktoré prirodzene neobsahuju ziadny lepok
alebo suroviny, ktoré presli §pecialnou upravou, tzv. deproteinizaciou, za ucelom znizenia
obsahu lepku. Medzi prirodzene bezlepkové suroviny patria:

e bezlepkové obilniny — kukurica, ryza, cirok, proso,
e pseudoceredlie — pohanka, amaranth, quinoa,
e bezlepkové suroviny — zemiaky, strukoviny, ovocie, zelenina [4].

Bezlepkové suroviny a vyrobky znich su primarne ur¢ené pre ludi trpiacich ohoreniami
spajanymi s konzuméaciou lepku. Poskytuju alternativu k obilninam s obsahom lepku, avsak
bolo preukazané, ze ich nutri¢na hodnota je nizsia nez u obilnin s obsahom lepku. Bezlepkové
produkty maju preukazatelne vyssi obsah polysacharidov a nasytenych mastnych kyselin
a zaroven nizs§i obsah vlakniny, proteinov, mineralov a vitaminov. Cena bezlepkovych
vyrobkov je spravidla vyssia nez pri vyrobkoch s obsahom lepku (v rozmedzi 46—443 %) [18].

Sposob oznaGovania potravin bez obsahu lepku je definovany nariadenim komisie (EU)
¢. 828/2014 z30. jula 2014 o poziadavkach na poskytovanie informacii spotrebitelom
o nepritomnosti alebo znizenom obsahu gluténu v potravinach. Potravinami oznacovanymi ako
,BEZ OBSAHU GLUTENU“ su len potraviny s obsahom lepku niz$im ako 20 mg/kg
v podobe, v akej sa potravina predava spotrebitelovi. Oznagenie ,, VECMI NiZKY OBSAH
GLUTENU* je uréené pre potraviny, ktoré obsahuji jednu alebo viac zloZiek pochadzajucich
zo Specialne spracovanej pSenice, jaCmefia, raze alebo ovsa za ucelom znizenia obsahu lepku.
Oznacenie plati taktiez pre potraviny, ktoré neobsahuju viac lepku ako 100 mg/kg v podobe,
v akej sa potravina predava spotrebitelovi. V pripade, ze bezlepkova potravina obsahuje ovos,
nesmie obsah lepku v takomto ovse presiahnut 20 mg/kg [4].
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2.4.4 Kukurica

Kukurica je v suCasnosti najviac pestovanou obilninou na svete. Jej celosvetova rocna
produkcia predbehla obilniny ako pSenica alebo ryza. V rokoch 2016/2017 bola produkcia
kukurice vyssia nez 1075 milionov ton, pricom za poslednych 5 rokov jej produkcia kazdoro¢ne
rastie, a to priblizne 0 2,2 % ro¢ne. Najvacsimi producentmi su Spojené staty americké, Cina a
Brazilia [19].

Z chemického hl'adiska je kukuri¢né zrno, podobne ako vSetky obilné zrna, tvorené najméa
sacharidmi (72 %), predovsetkym Skrobom. Kukuri¢né proteiny su tvorené tzv. zeinmi, ¢o su
zasobné proteiny (prolaminy) tvoriace priblizne 60 % vsetkych kukuri€nych proteinov.
Zastupenie proteinov v kukuri¢nom zrne je priblizne 8,8 %. Kukuri¢né zrno d’alej obsahuje
lipidy (4,6 %), mineralne latky (2,33 %) a vlakninu (2,15 %). Zastupené su taktiez bioaktivne
latky ako fenolické latky, flavonoidy, antokyaniny, B-karotén, lutein a B vitaminy (B1, B2, B3)
[4; 20; 21].

Kukuri¢né klicky sa vyuzivaju na lisovanie kukuri¢ného oleja, ktory je bohaty na nenasytené
mastné kyseliny. Najviac zastipené su polynenasytené mastné kyseliny (56 %), a to najma
kyselina linolova, olejova a palmitova. Mononenasytené mastné kyseliny tvoria 30 % oleja
a nasytené mastné kyseliny 14 % [4].

Kukurica patri medzi rychlo rastice obilniny. V minulosti bola tradi€ne vyuzivana ako
krmivo pre zvieratd. V ramci l'udskej vyzivy moze byt konzumovana v surovom alebo
spracovanom stave. NajCastejSie je kukurica spracovavana na muku a Skrob alebo na
sekundarne produkty ako tortilly ¢i rafiajkové ceredlie [22].

Kukuri¢na muka je prirodzene bezlepkovou mukou a u osob trpiacich celiakiou alebo
intoleranciou lepku sluzi ako nahrada pSeni¢nej muky. Je vyrobend z usuSenych a rozmletych
kukuri¢nych zfn. Najcastejsie ma zlté sfarbenie, avSak v zavislosti na odrode pouzitej kukurice
moze byt aj modrého alebo bieleho zafarbenia. Je povazovana za celozrnnu muku, nakolko
obsahuje kukuri¢ny obal, endosperm aj klicky. Kukuri¢na muka sa pouziva ako zahustovadlo
a pri priprave omacok, polievok a niektorych dezertov [23].

2.4.5 Ryza

Ryza je celosvetovo konzumovanou obilninou, pricom sa uvadza, ze pre priblizne 50 %
populécie je jednym zo zakladnych zdrojov zivin. V sucasnosti sa pestuju dva druhy ryze, ktoré
maju viacero odrod. V Azii sa pestuje druh s oznadenim Oryza sativa, zatial' o v africkych
krajinach je kultivovany druh Oryza glaberrima. Celosvetovo patria medzi najvacsich
producentov ryze azijské krajiny ako Cina, India a Indonézia [24].

Ryza je pestovana pre priamu spotrebu a najcastejSie sa konzumuje zrno v tepelne upravene;j
podobe. V Eurépe a Amerike je ryza najéastejiie konzumovana ako priloha, zatial’ ¢o v Azii
predstavuje zakladnu surovinu pri priprave jedal. Existuje viacero deleni ryze, napr. podla
spOsobu upravy moze byt ryza lupana alebo neltipana. V zavislosti od tvaru zrna sa rozliSuje
gul'atorznna ryza, ktord je méksia a 'ahSie sa rozvara a dlhozrnné ryza, ktora pri vareni lepSie
drzi tvar. Z nutricného hladiska obsahuje ryza vysoky podiel sacharidov, Skrobu a proteinov.
Zarovenn ma nizky obsah sodika a lipidov [1; 4; 25].
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Ryza je okrem priamej konzumécii zfn pouzivana aj na vyrobu Skrobu a ryzove] muky.
V Japonsku sa taktiez pouziva ako surovina pri vyrobe alkoholu. Ryzova muka ma biele
sfarbenie a patri medzi prirodzene bezlepkové muky s I'ahkou stravitelnostou a nevyraznou
chutou. Vzhl'adom na absenciu lepku je vhodna pre I'udi trpiacich celiakiou. Zaroven nie je
vhodna na pripravu klasickych kysnutych vyrobkov, ked’ze cesto nie je dostatocne pruzné a ma
nizku mieru zadrziavania plynov pocas kysnutia. Ryzova muka je sucastou niektorych
ranajkovych cerealii [4; 25].

2.5 Pseudocerealie

Pseudocerealie, resp. pseudoobilniny, su dvojklicnolistové rastliny patriace do inych cel'adi ako
lipnicovité (latinsky Poaceae). Su definované ako akékol'vek rastliny nepatriace medzi travy,
ktorych produktom su semend alebo zrna pouzivané ako muky alebo zakladné potraviny ¢i
zdroje zivin. Pseudocerealie produkuju zrna s vysokym obsahom skrobu, ktoré maji podobny
sposob spracovania a vyuzitia ako tradicné obilniny. Z tohto dévodu sa ¢asto oznacuju ako
netradi¢né alebo atypické obilniny. Medzi najvyznamne;jSich zastupcov pseudocerealii patria
pohanka, quinoa a amaranth [4; 26].

Pseudocerealie su prirodzene bezlepkové a u mnohych pacientov trpiacich ochoreniami
spajanymi s intoleranciou lepku si beznou sucastou kazdodennej stravy. NajCastejSie su
konzumované vo forme celych zfn alebo v zomletej forme ako celozrnné muky [4].
Z nutricného hladiska su pseudoceredlie vyzivnejSie ako tradi¢né ceredlie. Predstavuju vel'mi
dobry zdroj mikro- a makrozivin. V porovnani s tradiénymi obilninami obsahuju vysSie
koncentracie mineralov ako zelezo, zinok, vapnik, hor¢ik alebo mangan. Zaroven obsahuju
podobné alebo vysSie mnozstvo proteinov ako tradicné cerealie. Vzhl'adom na to, ze sa jedna
o dvojkli¢nolistové rastliny si zasobné proteiny (prolaminy) nahradené globulinmi
a albuminmi. Proteiny pritomné v pseudocerealiach si kvalitnejSie. Quinoa a amaranth maju
vysoky obsah esencialnych aminokyselin argininu a histidinu, vdaka ¢omu st vhodnou
sucast’'ou detskej vyzivy. Podobne ako tradi¢né cerealie aj pseudocereélie obsahuju antinutri¢né
latky inhibujice absorpciu mineralov, napr. fytat [26; 27].

2.6 Obohacovanie potravin

Uvadza sa, ze podvyziva alebo chronicky nedostatok zakladnych vitaminov a mineralov,
najCastejSie zeleza, zinku a vitaminov A a D, su pri¢inou az 45 % vSetkych umrti deti
v krajinach s nizkym alebo strednym prijmom. Jednym z rieSeni problémov spojenych
s podvyzivou, resp. nedostatocnym prijmom mikrozivin, je obohacovanie potravin [28].

Obohacovanie potravin (anglicky Food Fortification) zahiiia techniky zvySovania obsahu
jednej alebo viacerych esencialnych mikrozivin v potravinach, kde je ich obsah minimalny,
resp. ziadny. V stucasnosti sa jedna o lacni a pomerne efektivnu metddu zvySovania nutrine;j
hodnoty potravin, ktorej ucelom je zabranenie nedostatocného prijmu mikrozivin.
Obohacovanie potravin moze byt cielené na celi populaciu (celoplosna fortifikacia) alebo len
na Specificki Cast populacie (cielena fortifikacia), napr. deti, tehotné zeny alebo Tl'udia
z rozvojovych krajin [29].
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Medzi najcastejSie obohacované potraviny patria muky, ryza, mlieko a mliecne produkty
a ceredlie. Bezlepkové obilniny a vyrobky obsahuju niz§ie zastipenie mikrozivin a z toho
dovodu su casto fortifikované. Niz§i obsah mikrozivin savisi v pripade muk najmi
s technologickym procesom vyroby, konkrétne mletim zfn. Zrnd sa stavaju lepsie
stravitelnymi, zaroven vSak dochadza ku odstraneniu niektorych bioaktivnych latok, ¢o vedie
ku znizeniu nutri¢nej hodnoty a pozitivnych vplyvov na zdravie [30].

Za ucelom uspeSného obohatenia potraviny je potrebné, aby bola potravina, ktora ma byt
potencialne obohacovana, konzumovana v dostato¢nej miere Castou populacie, pre ktori ma
byt uréena. Obohacujuca latka musi byt dobre absorbovatelna potravinou, do ktorej je
pridavana a zaroven nesmie negativne ovplyvnit senzorické vlastnosti povodnej potraviny, t.j.
zhorsit jej chut, voru alebo farbu [29].

Existuje viacero sposobov fortifikacie potravin. Biofortifikacia (anglicky Biofortification)
vyuziva na vytvorenie obohatenej potraviny alebo plodiny Slachtenie, biotechnologické
techniky alebo génové inzinierstvo. Najznamejsim prikladom biofortifikacie je tzv. zlata ryza,
ktora ma zvySeny obsah B-karoténu a ma dvojnasobny obsah Zeleza v porovnani s klasickou
ryzou. Komer¢na apriemyslova fortifikacia (anglicky Commercial and Industrial
Fortification) je sp0sob obohacovania komerc¢ne dostupnych potravin (ryza, muka, olej,...)
pridanim priemyselne, resp. chemicky syntetizovanych mikrozivin. Dal§ou moznostou je
fortifikacia potravin v ramci domacnosti (anglicky Home Fortification), pri ktorej sa nedostatok
mikrozivin v urcitej populécii suplementuje konzumaciou tabliet s obsahom doplnkov vyzivy.
Mikrobialna fortifikacia (anglicky Microbial fortification) obohacuje potraviny produktami
mikrobiadlneho metabolizmu, napr. vitaminmi, lipidmi ¢i pigmentami. Mozné je aj obohatenie
urcitych potravin priamo niektorymi kmefimi probiotickych baktérii alebo pridanim biomasy,
najmé mikrorias [31].

Pridavanie mikrorias, naymé Chlorella vulgaris alebo Arthrospira platensis, je v si¢asnosti
znamym konceptom. Problémom je vSak, naymé z pohl'adu konzumenta, ich vplyv na §truktiru
jedla, ktora je ovplyvnena nielen vysokym obsahom proteinov alebo polysacharidov, ale aj
zmenou senzorickych vlastnosti (vona, farba, chut’) [32]. Proteiny a polysacharidy izolované
z mikrorias nachadzaji vyuzitie v ramci potravinarskeho priemyslu ako zahustovadla.
Pridavanie celej mikrobialnej biomasy sa vSak momentalne javi ako atraktivnejSie stratégia
z viacerych pohladov. Pridanim biomasy sa zvySuje celkova nutri¢na hodnota danej potraviny.
Z ekologického hl'adiska nie je nutné vyuzivat' rozpustadla, ktoré mozu mat’ negativny vplyv
na zivotné prostredie [33].

2.7 Mikroriasy

Mikroriasy st pomerne rozSirenymi mikroorganizmami. V sucasnosti je znamych
a preskimanych priblizne 30 000 druhov mikrorias, priCom sa odhaduje, ze existuje viac nez
50 000 réznych druhov. Mikroriasy su jednoduché, zviacsa jednobunkové, fotosyntetizujuce
mikroorganizmy obyvajuce sladkovodné aj morské ekosystémy. Vyskytovat sa mozu
jednotlivo alebo vo vécsich koloniach [34].
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Pre svoj rast vyzaduju prostredie s dostatoénym mnozstvom vody, prisunom oxidu
uhlicitého, svetla a zivin a stopovych prvkov. Dusik predstavuje doleziti zivinu nevyhnutna
pre rast, syntézu proteinov, nukleovych kyselin a chlorofylu. Svetlo mikroriasam poskytuje
zdroj energie pre fotosyntézu a rast. Hoci je mechanizmus fotosyntézy u mikrorias podobny
ako u suchozemskych rastlin, zd4 sa, ze mikroriasy su fotosynteticky uc¢innejSie. Mikroriasy
maju vyssiu mieru fixacie oxidu uhli¢itého a produkcie kysliku spolu s vysSou produkciou
biomasy a rychlej§im rastom [34; 35].

V pripade vhodnych kultivaénych podmienok patria mikroriasy medzi producentov
vyznamnych bioaktivnych latok vyuzivajucich sa v rdéznych odvetviach priemyslu. Mikroriasy
st vyznamnymi producentami lipidov, ktoré mozu tvorit' 20-50 % ziskanej biomasy. Dal§imi
nutricne vyznamnymi metabolitmi su proteiny, pigmenty, vitaminy, aminokyseliny alebo
polynenasytené mastné kyseliny [34; 36].

2.7.1 Chlorella

Chlorella je zelena mikroriasa (Chlorophyta) s malymi bunkami gulatého tvaru a s priemerom
priblizne 2—-10 pm. Jedna sa o jednobunkovy rychlo rastuci fotosyntetizujuci mikroorganizmus.
V sucasnosti je celosvetovo povazovana za najviac kultivovanii mikroriasu. Vyuzitie nachadza
v zdravej vyzive, ako vyzivovy doplnok, ale taktiez vo farmaceutickom a kozmetickom
priemysle. Mozné je pouzitie vyextrahovanych bioaktivnych latok a pigmentov alebo celej
biomasy [37; 38].

V minulosti bola Chlorella produkovana a konzumovand najméa v azijskych krajinach,
konkrétne v Japonsku. V poslednych rokoch sa vdaka svojim vybornym nutricnym
a antioxidaCnym vlastnostiam rozSirila do celého sveta. Chlorella je znama vysokym
zastupenim proteinov (51-58 %). Z pohl'adu aminokyselin obsahuje vSetky pre c¢loveka
esencialne AMK v pomerne vyznamnych koncentraciach. Arginin, aminokyselina
s potencialnymi imunomodulaénymi vlastnostami, je v mikroriase Chlorella zastGpena
v mnozstve 3200 mg/100 g biomasy [39].

Vyznamné je aj zastupenie sacharidov (12—17 %), lipidov (14-22 %) a d’alSich vyznamnych
latok ako vitaminy, mineraly a antioxidanty. Zastupenia sa lisia v zavislosti od jednotlivych
druhov mikroriasy Chlorella. Najznamej§im druhmi sa Chlorella vulgaris a Chlorella
sorokiniana. Uvadza sa, ze komer¢ne dostupna Chlorella obsahuje vSetky vitaminy potrebné
pre ¢loveka a zaroven aj vitaminy D> a B12, ktoré sa nenachadzaja v rastlinach. Napriklad obsah
kyseliny listovej, znamej ako vitamin Bo, je dokonca vySsi nez v Spenate. Z hladiska obsahu
mineralov je vyznamné najmi zastupenie zeleza (104 mg/100 g biomasy) a drasliku
(986 mg/100 g biomasy) [39]. Uvadza sa, ze mikroriasa Chlorella obsahuje az 4 % chlorofylu,
¢o je 5-10-krat viac nez je obsah chlorofylu u sinice Spirulina. Chlorella je v suCasnosti
povazovana za potravinovy doplnok a Casto je pridavana do potravin, ktoré pomahaju predist
nedostatku Zeleza, anémii alebo znizuju obsah cholesterolu v krvi [40].

2.8 Sinice

Sinice (tiez zndme pod nazvom cyanobaktérie) sa radia medzi gramnegativne baktérie. Jedna
sa o prokaryotické fotosyntetizujiice autotrofné organizmy s jednobunkovou alebo vlaknitou
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stielkou. Druhy s jednobunkovou stielkou maju gul'ovity, ovalny alebo palickovity tvar a su
schopné tvorit’ kolonie. Pri tvorbe kolonii sa jednotlivé bunky umiestiiuju kolmo na ostatné
bunky bez vzniku fyziologického spojenia [41].

Sinice su typické modrozelenym, sivomodrym alebo Zltozelenym sfarbenim sposobenym
pritomnostou asimilanych pigmentov v thylakoidoch. Thylakoidy sa, na rozdiel od
eukaryotickych organizmov, nenachadzaji v chloroplastoch, ale volne v protoplaste. Sinice
neobsahuju vo svojej Strukture ziadny chlorofyl b, pritomny je len chlorofyl a a iné pigmenty
ako B-karotén, fykobiliny a xantofyly. Vyskytuju sa na vodnych plochach chranenych pred
prudkym vetrom a na réznych ponorenych telesach, napr. telach vodnych rastlin ¢i kametioch.
Pre svoj zivot preferuji miesta s nizSou intenzitou svetla, s ¢im sa spaja aj ich schopnost
chromatickej adaptacie, ktorda im umoziiuje pomocou zmeny pomeru farbiv absorbovat
simultanne zelenu aj Cervenu cCast’ svetelného spektra [41; 42; 43].

2.8.1 Spirulina

Spirulina je v poslednych rokoch oblibenou superpotravinou. Patri medzi fotosyntetizujuce
sinice modrozeleného sfarbenia. Radi sa do rodu Spirulina, resp. Arthrospira, priCom najviac
preskimanym a konzumovanym je druh Arthrospira platensis. VyznaCuje sa rychlou,
vyhodnou a finanéne malo naro¢nou kultivaciou. Spirulina je znama svojimi velmi dobrymi
antioxida¢nymi a protizapalovymi vlastnostami [44].

10 pm
'—'

Obrdzok 2: Sinica Spirulina pod mikroskopom, objektiv 100 x

Z nutricného hl'adiska je Spirulina vyznamnym zdrojom proteinov, ktoré tvoria az 50-70 %
suchej vahy biomasy. Uvadza sa, ze konzuméacia 10 g biomasy Spirulina denne cloveku
o hmotnosti 60 kg pokryje priblizne $tvrtinu az tretinu odporucanej dennej davky proteinov.
Zarovenn ma vyvazené zastupenie nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin. Obsahuje
vysoké koncentracie esencialnych mastnych kyselin, naymé ®-3 a ®-6 mastnych kyselin, ktoré
pomahaju znizovat’ hladinu cholesterolu v krvi. Pritomné su taktiez sulfolipidy s vlastnostami
potencialne ochranujucimi pred virovymi infekciami. Sacharidy tvoria priblizne 15-25 %
suchej vahy biomasy. Spirulina je vybornym zdrojom vitaminov (B1, B2, Bi2 a E), mineralov a
aminokyselin [44; 33].
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V ramci potravinarskeho priemyslu sa Spirulina platensis pridava do viacerych typov
produktov za ucelom zlepSenia nutricnych vlastnosti. Spirulina sa pouziva pri obohacovani
napr. jogurtov, kde je povazovana za prirodnu obohacujucu ingredienciu vd’aka obsahu
nutricnych latok a pigmentov (napr. fykocyanin — E18). Zaroven podporuje proliferaciu
niektorych kmenov mliecnych baktérii, ¢im zvySuje nutriént a biologicku hodnotu jogurtov.
Biomasu Spirulina je mozné pouzit aj ako pridavok pri peceni pekarenskych vyrobkov. Bolo
zistené, ze pridavkom biomasy Spirulina (6 %) do chlebového cesta vykazovali vSetky nutri¢né
parametre (obsah proteinov, atd.) aantioxida¢na aktivita lepSie vysledky v porovnani
s kontrolnymi vzorkami [33].

2.9 Kbvasinky

Kvasinky su eukaryotické mikroorganizmy patriace do riSe Fungi. Jedna sa o mikroorganizmy,
ktoré vacsinou dokazu skvasovat’ jednoduché cukry, monosacharidy a disacharidy, za vzniku
ethanolu a oxidu uhlicitého. U niektorych rodov sa schopnost’ fermentacie cukrov nevyskytuje.
Bunky kvasiniek maju zvécsa elipsoidny az gulaty tvar s priemerom priblizne 3—6 pm. Tvar
avelkost bunky zavisia, predovSetkym na konkrétnom rode kvasiniek, veku bunky
a kultiva¢nych podmienkach. Kvasinky sa rozmnozuju pucanim alebo delenim [45].

Kvasinky sa vyznacuju pevnou bunkovou stenou tvorenou najma polysacharidmi, konkrétne
glukanmi, ktoré predstavuju asi 80 %. Proteiny tvoria priblizne 6-10 % a vytvaraju
s polysacharidmi pevnu siet. Dalou zlozkou bunkovej steny st lipidy a fosfolipidy so
zastipenim 3-10 %. Pevnd bunkova stena predstavuje komplikaciu pri  extrakceii
intracelularnych metabolitov, a preto je pred samotnou extrakciou potrebné zaradit’ postupy na
jej rozbitie. Medzi najvyznamnejSie intracelularne metabolity patria lipidy, najmi
polynenasytené mastné kyseliny, karotenoidy, vitamin E a provitamin D (ergosterol) [45].

2.9.1 Rod Rhodotorula

Kvasinky rodu Rhodotorula su striktne aerébne kvasinky patriace do kmenu Basidiomycota.
Jednd sa orychlo rastice mikroorganizmy rozmnozujuce sa pucanim. Vyznacuju sa
charakteristickym koralovym az ruzovym sfarbenim. Vznikajuce kolonie maju hladky
a vypukly povrch. Bunky st elipsoidného az gulatého tvaru s priemerom priblizne 3—5 pm.
Prirodzene sa kvasinky rodu Rhodotorula vyskytuju v pdde, vo vzduchu a na povrchoch listov
(fylosféra) [46].

Rod Rhodotorula dokéaze produkovat’ pocas rastove] faze glykogén a pocas stacionarnej faze
vyznamné mnozstva lipidov akarotenoidnych pigmentov. Tento rod sa radi medzi
tzv. oleogénne kvasinky, ktoré st schopné akumulovat lipidy az do zastipenia 20-70 %
hmotnosti suchej biomasy v zavislosti od konkrétneho druhu kvasinky [47]. Rod Rhodotorula
patri medzi kvasinky, ktoré nedokazu fermentovat’ cukry. Tieto kvasinky su velmi dobrymi
producentmi karotenoidov, najmé B-karoténu, torulénu a torularodinu. Medzi najznamejsich
zastupcov patria druhy Rhodotorula glutinis, R. mucilaginosa a R. kratochvilovae [46].
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2.9.2 Rod Rhodosporidium

Kvasinky rodu Rhodosporidium si nepatogénne oleogénne kvasinky radiace sa do kmeriu
Basidiomycota. Prvykrat boli objavené a izolované zo vzduchu v roku 1922 v ¢inskom meste
Ta-lien. Prirodzene sa vyskytuju v pdde, vo sladkych aj morskych vodach alebo na listoch
rastlin. Bunky kvasiniek su ovalneho az predizeného tvaru. Koloénie sa vyznaluju Zltym,
oranzovym az ¢ervenym zafarbenim stvisiacim s pritomnostou karotenoidov [48; 49].

Rod Rhodosporidium zahfiia kvasinky s vybornym potencialom v oblasti biotechnologii.
Tieto kvasinky sa vyznacuju produkciou karotenoidov (B-karotén, torulén a torularodin),
enzymov (cefalosporin esteraza, epoxid hydrolaza), koenzymov Qo a Qio a lipidov. Dokazu
akumulovat lipidy az do 70 % hmotnosti suchej biomasy. Syntéza lipidov je podporovana
limitaciou dusika, Zzeleza, anorganického fosfatu alebo siry. Rod Rhodosporidium sa
nevyznacuje schopnost'ou fermentovat’ cukry [49; 50].

2.10 Mikrobialne biologicky aktivne latky

Bioaktivne latky su zlu€eniny vznikajuce v ramci primarneho alebo sekundarneho metabolizmu
mikroorganizmov, ktoré maju preukazatel'né prospesné ucinky na l'udsky organizmus a zdravie
Cloveka. NajcastejSie sa vyznacuju antioxidaénymi, antimikrobidlnymi, protirakovinovymi,
protizapalovymi alebo imunomodula¢nymi vlastnostami. V sucasnosti sa pozornost zameriava
na moznost vyuzitia mikrobidlnych bioaktivnych latok pri potravinarskych, kozmetickych
alebo farmaceutickych aplikaciach. V potravinarskom priemysle by tieto latky mohli
predstavovat’ zdroj prirodnych, zdravych a nutricne bohatych potravinovych ingrediencii, ktoré
s momentalne spotrebitel'mi vel'mi ziadané [51].

Nevyhodou mikrobialnych bioaktivnych latok je ich nizka stabilita a vysoka nachylnost na
degradaciu vplyvom svetla, tepla, vlhkosti ¢i pritomnosti kysliku. Z dovodu nizkej stability sa
v sucasnosti neodporuca ich priama konzumacia, vzhladom k moznym chemickym alebo
fyzikdlnym zmenam v gastrointestinalnom trakte po ich poziti, veducim ku zmene ich
biologickej aktivity. Nizka fyzikalnochemicka stabilita mikrobidlnych extraktov
a bioaktivnych latok moze byt vylepSena aplikaciou technik ako napr. enkapsuléacia. Pri
enkapsulacii aktivnych latok dochadza ku ich naviazaniu na matricu a vytvoreniu Castice, ktora
ich chrani a zefektivni ich prenos k cielovému miestu. K uvolneniu metabolitov dochadza pri
dosiahnuti vhodnych podmienok [51].

2.11 Antioxidanty

Antioxidanty su sekundarne metabolity nachadzajuce sa v rastlinach, ovoci alebo
v mikroorganizmoch. Antioxidanty su dolezité latky reagujice s volnymi radikalmi, ¢im
predchadzaju vzniku oxida¢ného stresu veduceho ku poskodeniu buniek. Oxidacny stres vznika
v dosledku hromadenia sa reaktivnych foriem kyslika (anglicky Reactive Oxygen Species -
ROS) v bunkich. Medzi najznamejSie ROS patria superoxidovy anion, singletovy kyslik,
hydroxylovy radikal alebo peroxid vodika. ROS reaguji s molekulami v susednych bunkach
a spdsobuju peroxidaciu lipidov, denaturaciu proteinov a hydroxylaciu DNA. Tieto poskodenia
moézu viest az ku odumretiu buniek. Najviac zasiahnuté organely oxidaénym stresom su
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mitochondrie. Oxidacny stres moze sposobit’ radu zdravotnych komplikacii ako vznik rakoviny,
diabetu alebo neurodegenerativnych ochoreni.

Podl'a mechanizmu uc¢inku sa antioxidanty rozdeluju na primarne a sekundarne. Primarne
antioxidanty neutralizuju oxidanty prenosom jedného atomu vodiku alebo prenosom jedného
elektronu. Su pomerne ucinné, uz v malych mnozstvach dokazu neutralizovat’ vel’ké mnozstvo
volnych radikalov. Sekundarne antioxidanty neutralizujii niektoré ROS zhaSanim volnych
radikalov, ¢im zaroven dochadza ku ich rychlemu vycerpaniu. Medzi primarne antioxidanty sa
radia fenolické latky, sekundarnym antioxidantom je napr. B-karotén [52; 53].

Z hladiska povodu sa antioxidanty delia na prirodné a syntetické, V suCasnosti si najviac
vyuzivané syntetické antioxidanty, napr. butylhydroxytoluén (BHT), ktoré sa vyuzivaja hlavne
v potravinarskom priemysle pri ochrane potravin pred oxidaciou veducou ku zmene ich
senzorickych a nutriénych vlastnosti. Syntetické antioxidanty su pomerne nestabilné a pri
dlhodobej expozicii modzu sposobovat zdravotné problémy, napr. kozné alergie,
gastrointestinalne tazkosti ¢i zvySovat riziko vzniku rakoviny. Z tohto doévodu sa zvySuje
zaujem o nahradenie syntetickych antioxidantov prirodnymi pochadzajucimi z rastlin, pripadne
z mikroorganizmov s rychlym rastom. Prirodné antioxidanty st v porovnani so syntetickymi
netoxické, nekarcinogénne a biodegradabilné. Rozdel'uji sa do troch hlavnych kategorii,
ktorymi st fenolické latky, karotenoidy a vitaminy [52; 53].

2.11.1 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky su skupinou rastlinnych sekundarnych metabolitov vznikajucich
v rastlinach napr. po oziareni UV ziarenim alebo po napadnuti patogénmi. Dobrymi zdrojmi
polyfenolickych latok st potraviny rastlinného povodu a niektoré druhy mikrorias. Polyfenoly
predstavuju bioaktivne latky s dobrymi nutricnymi vlastnostami. Na organizmus podsobia
priaznivo a pomahaju predchéadzat’ vzniku chronickych ochoreni. Vzhl'adom na ich schopnosti
zachytavat volné radikaly a zaroven poskytovat' jeden elektron alebo vodikovy kation su
povazované za hlavni a najucinnej§iu skupinu prirodnych antioxidantov. Niektoré
polyfenolické latky navySe vykazuju aj antimikrobidlnu aktivitu a inhibuju rast patogénnych
mikroorganizmov, napr. Escherichia coli alebo rodu Salmonella [54; 55].

V sucasnosti je znamych priblizne 8000 Struktir patriacich medzi polyfenolické latky.
Z chemického hladiska obsahuju polyfenoly minimélne jeden aromaticky (benzénovy) kruh
substituovany asponi jednou hydroxylovou skupinou. Prave vdaka hydroxylovej skupine
vykazuju polyfenoly antioxidaéné vlastnosti. Klasifikacia polyfenolov je pomerne
komplikovana a existuje viacero moznosti ich rozdelenia. Najviac preskimanymi kategoriami,
v suvislosti s potravinami, su fenolické kyseliny a flavonoidy [54; 55].

Fenolické kyseliny st neflavonoidné polyfenoly nachadzajuce sa v ovoci, zelenine,
cerealiach akéavovych zrnach. Rozdelujt sa do dvoch hlavnych skupin: kyseliny
hydroxybenzoové (napr. kyselina gallova) a kyseliny hydroxyskoricové (napr. kyselina
ferulova). Vyskytuju sa vo vol'nej alebo vo viazanej forme. Viazané polyfenolické kyseliny je
mozné uvolnit’ pouzitim kyslej, alkalickej alebo enzymovej hydrolyzy. Dobrymi zdrojmi
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fenolickych kyselin su okrem mikrorias aj zrna alebo semienka, ktoré obsahuju prave ich
viazanu formu [54].

Flavonoidy predstavuji pomerne obsiahlu skupinu polyfenolickych latok. Z hladiska
chemickej S§truktary su flavonoidy zlozené z dvoch aromatickych kruhov spojenych
heterocyklom, naj¢astejSie 3-uhlikatym retazcom pyranového kruhu. Flavonoidy je mozné
rozdelit na flavony, flavanony, flavonoly, flavan-3-oly a antokyaniny. Flavony a flavonoly
tvoria najvacsiu skupinu flavonoidy, do ktorej patri priblizne 4000 polyfenolickych latok [54].

2.11.2 Karotenoidy

Karotenoidy su pigmenty prirodzene sa nachadzajuce v ovoci, zelenine, rastlinach a
mikroorganizmoch. Z chemického hladiska sa jedna o organické lipofilné latky patriace ku
izoprenoidom. Su zlozené zo skeletu so 40 atomami uhliku a dlhych polyénovych retazcov
obsahujucich 3-15 dvojitych vézieb. Vd'aka systému konjugovanych dvojitych vazieb dokazu
karotenoidy absorbovat viditelné svetlo. Désledkom je ich typické zlté, oranzové alebo Cervené
sfarbenie. Na zaklade chemického zlozenia sa karotenoidy delia na karotény (B-karotén, y-
karotén, torulén) a xantofyly (torularodin, astaxantin). Xantofyly, na rozdiel od karoténov,
obsahuju vo svojej Strukture atomy kysliku [56; 57].

CHs

CH, torularodin

Obrazok 3: Chemickd Struktura vybranych karotenoidov, prevzaté z [57] a upravené

Karotenoidy sa vyznacuju antioxidaénymi a protirakovinovymi vlastnostami a zaroven
sluzia ako prekurzory vitaminu A. Uvadza sa, ze napriklad lutein a zeaxtantin su u€innymi
antioxidantmi schopnymi filtrovat’ modré a ultrafialové ziarenie, ¢im pomahaji predchadzat
rozvoju ochoreni o¢i chronického charakteru. Najucinnej§imi antioxidantmi st [-karotén,
lykopén alutein. Vdaka svojim vlastnostiam sa taktiez vyuzivaju ako aditiva a farbiva
v potravinarskom, kozmetickom a farmaceutickom priemysle. V sucasnosti na trhu dominuju
synteticky pripravené karotenoidy. Kvoli neustdle rasticemu zaujmu spotrebitelov o zdravé
a prirodné potraviny a potencialnym kontaminaciam, ¢ uz karotenoidov alebo zivotného
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prostredia v dosledku chemickej syntézy, sa hl'adaji iné moznosti zisku karotenoidov, napr. ich
zisk z mikroorganizmov. Zarovein §tudie uvadzaja, ze prirodzena forma B-karoténu je lepsie
absorbovatel'na l'udskym telom v porovnani so syntetickou formou [58; 59].

Karotenoidy su prirodzene syntetizované riasami, kvasinkami a baktériami. Kvasinky,
najmé Cervené, resp. karotenoidné, su vhodnymi producentmi karotenoidov vzhladom na
rychly rast a jednoduchq, priestorovo menej naro¢nu kultivaciu. Najznamejsimi producentmi
karotenoidov spomedzi kvasiniek su rody Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces
a druh Phaffia rhodozyma [59].

2.11.3 Vitaminy

Vitaminy su organické zluCeniny, ktoré predstavuju pre ¢loveka esencidlne mikroziviny.
Ludsky organizmus si ich nedokaze sam syntetizovat, a preto ich musia l'udia prijimat
z potravy. NajcCastej§imi zdrojmi vitaminov su potraviny rastlinného povodu ako ovocie alebo
rozne semienka. Niektoré vitaminy su v rastlinnych zdrojoch pritomné len v minimalnych
mnozstvach. Jedna sa napr. o vitaminy D, K alebo vitaminy skupiny B, ktoré si zarover vo
vyznamnych mnozstvach zastupené v niektorych mikroriasach alebo kvasinkach [60; 61].

V organizme plnia viacero dolezitych funkcii. Mozu pdsobit Specificky na niektoré
biologické funkcie (vitamin B7) alebo komplexne (vitamin C). Vystupuju ako prekurzory,
koenzymy, hormony, alebo antioxidanty. Zaroven dokazu regulovat rast a proliferaciu buniek.
NajcastejSie sa delia podla rozpustnosti na hydrofilné a lipofilné vitaminy. Medzi lipofilné
vitaminy sa radia vitaminy A, D, E, K. NajznamejSie vitaminy rozpustné vo vode su vitaminy
skupiny B a vitamin C [61].

Vitamin A je lipofilny vitamin, ktory je mozné prijimat z dvoch typov zdrojov. Zvieracie
tkanivéa obsahuju retinol, zatial’ Co rastlinné zdroje, vratane mikrorias, obsahuju tzv. provitamin
A - karotenoidy. Existuju rozne biologicky aktivne formy retinoidov (retinol, retinal, kyselina
retinova) a provitaminov A, ktoré su v l'udskom organizme metabolizované na vitamin A pocas
travenia. Medzi najznamejSie provitamin A karotenoidy patria o-karotén, B-karotén a B3-
kryptoxantin. Vitamin A je antioxidant a zaroven je dolezity pre spravnu funkciu zraku.
Uvadza sa, ze B-karotén, t.j. provitamin A, je Gi¢innej§im antioxidantom ako vitamin E.

Vitamin D je hlavnym regulatorom absorpcie vapniku v organizme. Je ddlezity pre spravnu
funkciu imunitného systému, pre zdravé kosti azuby apomaha predchadzat vzniku
osteopordzy. V potrave je vitamin D pritomny v dvoch formach, D> a D3. Hlavnymi zdrojmi
vitaminu D st ryby, rybie produkty a hriby. Ergosterol (zndmy ako provitamin D) je jednou
z hlavnych zloziek bunkovej steny hub a kvasiniek. Predstavuje nahradu cholesterolu, ktory
v bunkach zvierat zabezpecCuje pevnost bunkovej membrany. Ergokalciferol (vitamin D>)
vznikd z ergosterolu po oziareni UV ziarenim. Uvadza sa, Ze ergosterol aj ergokalciferol su
vitaminy pritomné v komer¢ne dostupnej Chlorella. Koncentracia ergokalciferolu vzrasta, ak
je Chlorella pri kultivacia vystavena UV ziareniu. Z tohto dovodu je Chlorella povazovana za
dobry zdroj vitaminu D pre veganov [39].

Vitamin E je vitamin znamy predovsetkym pre svoje vyborné antioxida¢né vlastnosti.
Vitamin E zahria Styri formy tokoferolu a Styri formy tokotrienolu (a, B, y, 8). Najucinnejsiu
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formu predstavuje a-tokoferol. Vitamin E sa okrem antioxidanych vlastnosti vyznacuje aj
protizapalovymi uc€inkami a taktiez pomaha znizovat hladinu cholesterolu. Uvadza sa, ze
vitamin E je mozné pouzit ako doplnok ¢i podporni lieCbu pri neurodegenerativnych
ochoreniach. Vdaka svojim vlastnostiam nachadza vyuzitie nielen v medicine, ale aj
potravinarskom, kozmetickom alebo farmaceutickom priemysle. Tokoferol je metabolit
pritomny v niektorych druhoch mikrorias a zaroveti aj kvasiniek [62].

Vitamin C alebo kyselina L-askorbovd je vo vode rozpustny vitamin syntetizovany
rastlinami  a niektorymi  mikroriasami, napr. Chlorella. Vyskytuje sa v cytozole
a chloroplastoch buniek, kde sa aktivne ucastni na procese ochrany organizmu pred oxidacnym
stresom. Vitamin C priamo neutralizuje ROS, konkrétne superoxidovy a hydroxylovy radikal.
Z tohto dovodu je povazovany za ucinny antioxidant. Zaroven podporuje regeneraciu d’alsieho
antioxidantu — vitaminu E (a-tokoferol). Okrem antioxida¢nych ucinkov ma aj protizadpalové
ucinky, posilfiuje imunitu a pdsobi ako kofaktor viacerych enzymov [61; 63].

Vitamin B zdruzuje viacero vo vode rozpustnych vitaminov. Vzhl'adom na rozpustnost’ vo
vode nedochéadza ku predavkovaniu vitaminmi skupiny B. Do tejto skupiny sa radia vitaminy
Bi (thiamin), B> (riboflavin), Bs (niacin), Bs (kyselina pantothenovd), B¢ (pyridoxin), B7
(biotin), B (folat) a Bi2 (kobalamin). Dobrymi zdrojmi vitaminov B st potraviny zivocisneho
a rastlinného povodu, napr. cereédlie. Problematicky je najmé prijem vitaminu B> u veganov
a vegetarianov, nakol'ko tento vitamin sa v potravinach rastlinného povodu nenachadza.
Niektoré mikroorganizmy obsahuju vitamin B2, a preto predstavuju dobry doplnok stravy pre
vegetarianov a veganov. Stadie preukazali, Ze Chlorella obsahuje vyssie koncentracie
biologicky aktivnej formy vitaminu B12, pricom Spirulina je bohatsia na tzv. psuedovitamin
B12, ktory pre ¢loveka nepredstavuje biologicky aktivnu formu [64]. Vzhl'adom na to, ze sa
jedna o pomerne obsiahlu skupinu vitaminov aj G¢inky na zdravie sa liSia v zavislosti od typu
vitaminu. Véac¢Sina vitaminov skupiny B pozitivhe ovplyviiuje imunitny systém
a obranyschopnost’ Cloveka. Zastipenie vitaminov skupiny B, ako aj dalSich vitaminov
pritomnych v riasach je uvedené v Tabul'ka 2 a Tabulka 3 [65; 66].

Tabulka 2: Obsah niektorych vitaminov v biomase Chlorella a Spirulina, vytvorené na zdklade [61 ]

obsah vitaminov [mg/g biomasy]
C D E K
Chlorella 0,1-15,0 — 0,01-2,00 0,00073
Spirulina — 4,00E-06 0,11-2,50 0,0127

Tabulka 3: Obsah B vitaminov v biomase Chlorella a Spirulina, vytvorené na zdklade [61]

obsah B vitaminov [ug/g biomasy], vitaminy B7 a B12 [ng/g biomasy]

B B2 B3 Bs B¢ B By B2
Chlorella| 18-23 | 20-68 | 0,15-250 | 21,4-190 | 1,9-25 | 0,45-1,1| 3,1-3,4 [0,08-2,5
Spirulina | 10-23,8 | 33-45 | 0,13-149 13 9,6 — 0,27-4,8| 0,5-6,6
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2.12 Chlorofyl

Chlorofyl je pigment zelenej farby, ktory je rozpustny v tukoch a aktivne sa podiel’a na procese
fotosyntézy. Vicsina rias obsahuje chlorofyl a, pricom niektoré druhy rias (napr. Dinophyta) sa
vyznacuju aj obsahom chlorofylu b a c. Okrem mikrorias sa chlorofyl nachadza aj v zelenych
rastlinach, uvadza sa vSak, ze mikroriasy su schopné produkovat viac chlorofylu nez rastliny.
Mikroriasy obsahuju chlorofyl v zastupeni priblizne 0,5-1,5 % hmotnosti suchej biomasy.
Dobry zdrojom chlorofylu je napriklad Spirulina, ktora obsahuje 1300—-1700 mg chlorofylu na
100 g biomasy [65; 60].

Chlorofyl patri medzi sekundarne metabolity s antioxidaénymi, protirakovinovymi,
antimutagénnymi a antigenotoxickymi vlastnostami. Zarovein ma detoxika¢né ucinky,
podporuje vyluCovanie zICe a napomaha pri regeneracii pecene. U ¢loveka taktiez podporuje
metabolizmus proteinov, lipidov a sacharidov [67].

Chlorofyl je pigment obsiahnuty najmé v zelenych mikroriasach, ktoré obsahuju v mensej
miere aj d’al§ie pigmenty zname ako fykobiliproteiny. Tieto su hlavnymi pigmentami najméa
mikrorias zItého alebo modrého sfarbenia, avSak vyznamne su zastipené aj v sinici Spirulina.
Fykobiliproteiny st vo vode rozpustné proteinové komplexy Casto vyuzivané v nutraceutickom
priemysle. Vyznacuji sa antioxidaCnymi a protizdpalovymi vlastnostami a zarovefi su
povazované za neuroprotektivne a hepatoprotektivne latky. Najznamej$im fykobiliproteinom
je fykocyanin, ktory sa extrahuje najmé zo Spirulina. Fykocyanin je charakteristicky svojim
modrym zafarbenim a pouziva sa ako modré farbivo prirodného pdvodu v zuvackach,
mlie¢nych produktoch alebo napojoch [67].

2.13 Polynenasytené mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) st lipofilné, vo vode nerozpustné zluceniny, patriace medzi
najjednoduchsie lipidy. Tieto organické zluiceniny vo svojej Strukture obsahuju hydrofobny
uhlovodikovy retfazec o dizke 6-32 uhlikov, na ktory je naviazana hydrofilna karboxylova
skupina. Lipidy st biologicky vel'mi dolezité latky vzhl'adom na to, Ze predstavuju zdroj energie
asu dolezitou sucastou bunkovych membran. Z hladiska pritomnosti alebo absencie
nasobnych vizieb sa mastné kyseliny rozdeluji na nasytené a nenasytené MK. Vicsina
nasytenych (SFA) a mononenasytenych (MUFA) mastnych kyselin pochadza z potravin
rastlinného alebo zivociSneho povodu. Polynenasytené MK (PUFA) su vo vyzive Cloveka
dolezité a su povazovana za esencialne MK ked'ze 'udia si ich nedokazu sami syntetizovat’ [68].

PUFA st z nutricného a zdravotného hl'adiska ddlezitymi zlozkami stravy. Napomahaju
vyvinu nervového systému a pomahaju pri prevencii zapalovych a kardiovaskularnych
ochoreni alebo rakoviny. St esencialne pre spravnu funkciu mozgu, zraku ¢i nervov. Medzi
najdolezitejSie ®-6 PUFA patria kyseliny arachidonova (ARA) alinoleova (LA).
Najvyznamnej$imi ®-3 PUFA su kyseliny dokosahexaénova (DHA) a eikosapentaénova
(EPA). Dobrymi zdrojmi PUFA su rdzne potraviny rastlinného a zivocisneho pdvodu a taktiez
mikroorganizmy, najmé oleogénne kvasinky a niektoré mikroriasy [68].
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2.14 B-glukany

B-glukany st skupinou vo vode rozpustnych polysacharidov prirodzene sa vyskytujucich
v bunkovych stenach baktérii, kvasiniek, hub, rias a niektorych rastlin, napr. ovsu alebo
pSenice. Molekuly B-glukanov su tvorené monomérnymi jednotkami 3-D-glukézy pospédjanymi
a- alebo B-glykozidickymi vizbami. B-glukany su latkami s roznymi Struktdrami a funkciami
aich biologické ucinky sa lisia v zavislosti na ich type. Podla stupiia rozvetvenia a typu
glykozidickej vazby sa rozliSuje viacero typov B-glukanov nachadzajucich sa v réznych typoch
organizmov. Linearne B-1,3-glukany su typické pre baktérie, zatial' Co v kvasinkach a hubach
sa nachadzaju linearne alebo rozvetvené B-1,3-1,6-D-glukany. Rastliny, najmé cerealie a riasy
obsahuju nevetvené B-1,3-1,4-D-glukany. V cerealidach si B-glukany sucastou aleuronovej
vrstvy a ich obsah je priblizne 4-7 % [69].

Biologicka aktivita B-glukdnov je zavisla na ich povode, velkosti molekuly, stupni jej
rozvetvenia a rozpustnosti vo vode. Vicsina B-glukanov je rezistentnd voci zaludoCnym
kyselinam a prechadza zaludkom v nezmenenej forme. B-glukdny pochadzajuce z kvasiniek
alebo hub prechadzaju do tenkého Creva, kde sa viazu na receptory makrofagov. Nasledne su
prenasané do sleziny, lymfatickych uzlin a kostnej drene. V makrofagoch dochadza ku ich
naStiepeniu na mensie fragmenty schopné naviazat’ sa na receptory imunitnych buniek. Z tohto
dovodu sa hubové a kvasinkové B-glukany povazuju za latky simunomodula¢nymi,
antibakteridlnymi, protizapalovymi vlastnostami. Uvadza sa, ze vysokomolekularne B-glukany
s B-1,3-vdzbami maju najlepsie protirakovinové ucinky [69; 70].

Cerealne B-glukany posobia v metabolizme glukozy a lipidov. EFSA (Eur6psky urad pre
bezpecnost’ potravin) schvalil tvrdenie, ze B-glukany dokazu znizovat' hladinu glukoézy v krvi,
v pripade, ze sa v potrave nachadzaji minimalne 4 g 3-glukanov z ovsu alebo ja¢mernia na 30 g
dostupnych sacharidov. V pripade efektu 3-glukanov na znizenie hladiny cholesterolu uvadzaju
EFSA spolu s FDA, ze konzumécia cerealnych B-glukdnov zvysuje vyluCovanie ZzI¢i, ktora
stimuluje metabolizmus a eliminuje cholesterol. V porovnani s metabolizmom glukézy sa v§ak
jedna o dlhodoby efekt, ked’ze ucinky sa prejavuju podl'a dostupnych studii az po 5-6 tyzdinoch
po konzumacii. Pre dosiahnutie tychto ucinkov je potrebné, aby bol denny prijem cerealnych
B-glukanov aspor 3 g. Ceredlne B-glukany zarover posobia ako prebiotikad a vyuzivaja sa aj
ako podporna liecba pri zapaloch Criev [71].

2.15 Bezpecnost’ latok pridavanych do potravin

Potravinové aditiva su definované ako akékolvek latky, ktoré su timyselne pridavané do
potravin a presli schvalenim americkou agentirou FDA. Pojem potravinové aditiva alebo
pridané ingrediencie zahfia latky, ktoré sa priamo alebo nepriamo stavaju sucastou potraviny
a ovplyviiyju jej vlastnosti. Medzi priame aditiva patria latky, ktoré st priamo pridavané do
potravin, napr. farbiva ¢i konzervanty. Latky, ktoré sa nepriamo stavaju sucastou potraviny su
latky, ktoré sa do nej dostant v procese vyroby alebo pocas jej balenia, transportu alebo
skladovania [72].

Schvalenie od FDA nepotrebuju latky pridavané do potravin, ktoré si povazované za GRAS
(anglicky Generally Recognized As Safe — vSeobecne uznavané za bezpecné). Na posudenie
bezpeCnosti latky audeleniu statusu latky vSeobecne uznavanej ako bezpeCnej je nutné
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predlozit FDA ddkaz o bezpec€nosti a ziadost’ o schvalenie. Za bezpecnu sa povazuje len latka,
u ktorej bolo dokazané, ze v zamysl'anych podmienkach pouzitia a koncentraciach nevykazuje
ziadne negativne UCinky na zdravie Cloveka. V sucasnosti sa pri zavedeni novej latky na trh
vyuzivaju postupy, ktoré zahffiaji dodanie rozsiahlej dokumenticie FDA ziadatelom
a nasledné schval'ovanie FDA. Medzi zdkladné idaje potrebné pre udelenie statusu GRAS patri
podrobny opis identity latky, predpoklad pouzivanej koncentracie latky v potravine
a vyhodnotenie bezpecnosti danej latky za predpokladanych podmienok pouzitia. Po prijati
ziadosti nasleduje posudenie bezpecnosti z chemického, toxikologického a environmentalneho
hladiska [72].

Za jedno z GRAS potravinovych aditiv je uznana aj Spirulina, ¢i uz vo forme biomasy alebo
extraktu. Pouziva sa ako potravinarske farbivo do nealkoholicky a alkoholickych (obsah
alkoholu nizsi ako 20 %) napojov, omacok, dipov, Salatovych dresingov, mliecnych vyrobkov
aich alternativ alebo do zmrzlin [72]. V sucasnosti s za jedlé mikroriasy povazované
mikroriasy Chlorella, Tetraselmis a Spirulina, ktoré su pouzivané v l'udskej vyzive. Europska
komisia radi medzi jedlé mikroriasy iba Chlorella a Spirulina, ktoré v roku 2020 zaradila do
svojho katalogu bezpec€nosti potravin [73].

2.16 Techniky stanovenia bioaktivnych latok
2.16.1 Extrakcia

Extrakcia je jednoduchou separacnou technikou umoziujtiicou izolaciu ziadanych bioaktivnych
latok z matrice, v ktorej si prirodzene obsiahnuté. Pocas extrakcie dochadza ku prechodu
aktivnej latky z matrice do pouzitého rozpustadla (extrahovadla), v ktorom je extrahovana latka
lepsSie rozpustna. NajcastejSie vyuzivanymi extrakciami su extrakcie pouzivajuce organické
kvapalné rozpustadlo (ethanol, methanol, hexan, aceton alebo ethyl-acetat). V sucasnosti sa pri
vybere vhodného rozpusta berie do tivahy nielen jeho miesitelnost a vhodnost’, ale aj dopad na
zivotné prostredie, priCom sa preferuju tzv. ,,green* a GRAS rozpustadla [52].

NajcastejSie vyuzivanymi typmi extrakcie su Soxhletova extrakcia alebo extrakcia podla
Folcha pre nepolarne latky. Oba typy extrakcie su pomerne jednoduché a financne nenarocné.
Ich nevyhodou je vSak Casova naroCnost, vysoka spotreba rozpustadiel a v pripade extrakcie
podl'a Folcha aj toxicita rozpustadiel. ModernejSimi spdsobmi extrakcie je napr. superkriticka
fluidna extrakcia, mikrovinna extrakcia alebo extrakcia vyuZivajica ultrazvuk. Uinnost
extrakcie bioaktivnej latky zavisi na vybere vhodného rozpustadla (jeho polarita
a miesitel'nost’) a nastaveni vhodnych podmienok extrakcie (Cas, teplota, trepanie, apod.). Pre
zvySenie efektivity extrakcie je nutna spravna priprava vzorky, z ktorej chceme bioaktivnu
latku extrahovat [74; 75].

Bunky mikrorias a hlavne kvasiniek maja hrubu a pevni bunkovu stenu, ktora zabezpecuje
ochranu bunky pred vplyvmi vonkajSieho prostredia a zaroveni udrzuje tvar bunky. Pevnost
bunkovej steny predstavuje pri extrakcii komplikaciu z hl'adiska znizenia ucinnosti extrakcie.
Narusenie celistvosti bunkovej steny je mozné viacerymi spdsobmi avedie ku zvySeniu
vytaznosti extrakcie. NajcastejSie pouzivajucimi su mechanické (homogenizacia, ultrazvuk,
zmrazenie, pouzitie sklenych guli¢iek v kombindcii s trepanim), fyzikalne (osmoticky Sok),
chemické (detergenty) alebo enzymatické sposoby [74; 75].
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2.16.2 UV-VIS spektrofotometria

UV-VIS spektrofotometria je bezne vyuzivanou technikou na detekciu organickych
a anorganickych latok. Primarne sa vyuziva na kvantitativhu analyzu, ale umoziuje aj
kvalitativnu analyzu molekul schopnych absorbovat UV-VIS ziarenie. UV-VIS Ziarenie zahfria
Ziarenie s vlnovymi dizkami v rozmedzi 180-780 nm. Organické funkéné skupiny schopné
absorbovat' UV-VIS ziarenie sa nazyvaju chromofory a kazda ma stanovenu priblizni vinova
dizku pri ktorej absorbuje maximum Ziarenia [76].

Spektrofotometrické stanovenie je vhodné pre farebné roztoky analytov. Na zaklade
kalibranych kriviek vyjadrujacich zavislost absorbancie na koncentracii je mozné stanovit
koncentraciu sledovaného analytu v analyzovanej vzorke. Analyt by mal byt dobre rozpustny
v pouzitom rozpustadle, ktoré by zaroven v oblasti absorpcie analytu nemalo absorbovat
7iadne Ziarenie. Dal§ou moZnostou uréenia koncentracie analytu je vyuzitie Lambert-Beerovho
zakonu, kde je nameran4 absorbancia priamo imerna séinu koncentracie analytu ¢ [mol/dm?],
hrubke pouzitej kyvety / [cm] a molarnemu absorpénému koeficientu & [dm*-mol!-cm™] [76].

Rovnica 1: Lambert-Beerov zdkon
A=c-l-¢ (1)

2.16.3 Chromatografia

Chromatografia je jednou zo zakladnych analytickych technik umoziujucich identifikaciu
a separaciu analytov na zaklade ich rozdielnej afinity k stacionarnej faze. Vysledkom
chromatografickej analyzy je chromatogram, na zaklade ktorého je mozné analyt identifikovat'.
Podla plochy pod pikom je mozné stanovit’ koncentraciu analytu vo vzorke [76].

2.16.3.1 Kvapalinova chromatografia

Najpouzivanej§im typom kvapalinove] chromatografie je vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (anglicky High Performance Liquid Chromatography — HPLC). Je vyuzivana
v biochémii, pri analyze zivotného prostredia, v potravinarskom priemysle ¢i farmécii
a toxikologii pri analyze organickych, anorganickych alebo biologickych materialov. V HPLC
dochéadza ku distribucii analytu medzi pohybujicou sa mobilnou fazou a nepohybujicou sa
stacionarnou fazou. Rychlost’ pohybu analytu v kolone zavisi na jeho afinite ku stacionarnej
faze. Cas potrebny na prechod analytu kolénou az ku detektoru sa oznacuje ako retenény &as
a umoznuje identifikaciu analytu [76; 77].

HPLC moze prebiehat v izokratickom alebo gradientovom mode. Pri izokratickom mode sa
pocas celej doby analyzy nemeni zlozenie mobilnej faze, zatial' o pri gradientovom mode sa
meni zlozenie mobilnej faze a jej sila rastie, ¢im sa zvySuje presnost’ analyzy. Vysoka ucinnost’
HPLC je zabezpecena pritomnostou Cerpadla, vytvarajiceho zvysSeny tak, ¢im sa analyza
zefektiviiuje [77].

2.16.3.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je analyticka technika vyuzivajica sa pri stanovovani pritomnosti
a koncentracie roznych zloziek v potravinach, kozmetickych a farmaceutickych pripravkoch ¢i
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v zivotnom prostredi. Vyuziva sa pri stanoveni analytov, ktoré moézu byt prevedené do
plynného skupenstva bez ich rozlozenia. Je vhodnou technikou pre plynné analyty alebo
kvapalné analyty s nizkou teplotou varu [76; 78].

Principom plynovej chromatografie je prevedenie analytu do plynnej fazy, jeho nastreknutie
do kolény a nasledna distribucia medzi mobilnou a stacionarnou fazou. V plynovej
chromatografii predstavuje mobilni fazu tzv. nosny plyn. Nosny plyn musi byt inertny
a najcastejSie su to plyny ako hélium, dusik, argon alebo vodik. Analyt je unaSany nosnym
plynom do kolony; existuji dva typy kolon, kapilarna a napliiova. V sucCasnosti su viac
vyuzivané ucinnejsie kapilarne kolony, ktoré su dlhsie, s mensim priemerom a vyzaduji mensi
objem vzorky. Jednotlivé zlozky sa kolonou pohybuju réznou rychlostou v zavislosti od ich
vel'kosti a afinity ku stacionarnej faze. Po prechode kolonou su jednotlivé zlozky analytu
zachytené detektorom, ktory vysledky spracuje do chromatogramu [76].

2.16.4 Stanovenie antioxidacnej aktivity

V poslednych desatrociach doslo k rozvoju a zdokonaleniu niekol'kych metdod umoziujucich
stanovenie antioxidacnej aktivity bioaktivnych latok. Antioxidac¢na aktivita umozniuje urcit
efektivitu antioxidantov chraniacich potraviny alebo organizmy pred vznikom oxidacného
stresu a zaroven vyjadruje schopnost’ antioxidantov inhibovat oxidacné procesy a eliminovat
volné radikaly. Antioxidacna aktivita roznych zlucenin zéavisi na ich Strukture a schopnosti
darovat kation vodiku alebo elektron. NajcCastejSie vyuzivané metdody na stanovenie
antioxidacnej aktivity vyuzivaji schopnost’ antioxidantov zhasat vol'né radikaly [79].

Jednou z najviac vyuzivanych metdd stanovenia celkovej antioxidacnej aktivity je metoda
TEAC (anglicky Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Jedna sa o spektrofotometricka
techniku zaloZzenii na schopnosti antioxidantu zhasat radikalovy kation ABTS™ (2,2'-
azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). ABTS je zeleno-modry chromofor
s absorpénym maximom pri 734 nm. Uginnost antioxidantu sa sleduje ako zmena intenzity
zafarbenia roztoku ABTS™ pri 734 nm v danom cCasovom useku. Pri reakcii poskytuje
analyzovany antioxidant elektron, ktory je zodpovedny za neutralizaciu radikalového kationu
ABTS, ¢im znizuje intenzitu zafarbenia roztoku ABTS* v zavislosti na jeho sile. Antioxida¢na
aktivita sa vyjadruje ako ekvivalent TROLOXu. TROLOX je synteticky vo vode rozpustny
analog vitaminu E pouzivany ako Standard. Metdda je vhodna pri stanovovani antioxidacne]
aktivity vzoriek biologického a rastlinného povodu a u potravin [80].

DalSou metoédou umoziiujucou stanovenie antioxidalnej aktivity je metody vyuZivajica
radikal DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Princip techniky je podobny ako pri
metode TEAC, rozdiel je v pouzitom radikéle a stanovenie prebieha spektrofotometricky pri
inej vinovej dizke [80].

2.16.5 Stanovenie cytotoxicity

Cytotoxicita je definovana ako schopnost’ negativne ovplyvnit viabilitu buniek. Vystavenie
bunky cytotoxicky posobiacej latke zapriCifiuje viacero zmien v bunke, napr. redukciu
bunkového rastu a proliferacie, nekrozu alebo apoptéozu. Hodnotenie cytotoxicity latok
prichadzajucich do kontaktu hlavne sludskymi bunkami je jednou zo =zékladnych
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a najdolezitejSich analyz predchadzajucich zacatiu pouzivania danej latky. Testy cytotoxicity
na bunkach réznych tkaniv v sucasnosti do velkej miery nahradzaju testovanie latok na
zvieratach [81].

Medzi najpouzivanejSie metody stanovenia cytotoxicity patri MTT test, ktory stanovuje
metabolicku aktivitu bunky. MTT je monotetrazoliova sol zItého sfarbenia schopna preniknut
bunkovou membranou a zaroveni aj vnutornou mitochondridlnou membranou vd’aka svojmu
lipofilnému  charakteru.  Metabolicky aktivne bunky dokdzu redukovat MTT
mitochondridlnymi oxidoreduktdzami a dehydrogenazami na formazan modrofialového
zafarbenia. MTT testu predchadza spravidla niekolko hodinova inkubacia buniek s MTT,
pricom vznikajuci formazan je vo vode nerozpustny. Za ti¢elom jeho rozpustenia je k bunkam
pridavany DMSO a zmena zafarbenia je detekovana spektrofotometricky pri 570 nm. Vysledky
testu su vyrazne ovplyvnené koncentraciou MTT, dobou inkubacie buniek s MTT a poctom
buniek l'udskych linii [82].
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3 CIELE PRACE

Ciel'om diplomovej préace je analyza nutriénych a Specialnych zloziek vybranych ceredlii, rias
a kvasiniek a nasledna priprava obohateného zmieSaného cerealneho produktu.

V ramci prace preto boli rieSené nasledovné ulohy:

1) Vypracovanie literarnej reSerSe so zvlaS§tnym zameranim na atypické a bezlepkové
produkty.

2) Vyber cerealii, kvasiniek a rias pre pripravu obohatenych cerealnych produktov.

3) Optimalizacia metdd stanovenia zakladnych nutriénych zloziek cerealii a Specialnych
zloziek rias a kvasiniek (vitaminy, chlorofyly, antioxidanty, apod.).

4) Priprava zmesnych cerealnych produktov, ich charakterizacia a biologické ucinky.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Zoznam pouzitych cerealii

V ramci diplomovej prace boli analyzované vzorky vybranych cerealii vo forme bezlepkovych
muk. Vybrané muky boli:

e muka s oznacenim bezlepkova — Nominal NOMIX bezlepkova mouka.
e kukuri¢na muka — Vilgain® BIO kukufi¢na mouka.
e ryzova muka — Vilgain® BIO ryzova mouka.

Tabulka 4: Nutricné zlozenie analyzovanych bezlepkovych mik vztiahnuté na 100 g miky

energeticka tuky [g] sacharidy [g] | ylsknina | bielkoviny sof [g]
hodnota celkom | SFA |celkom | cukry [g] [g]
bezlepkova |\ 10 v 1340 keal | 1.9 03 | 71,0 32 7.4 6.2 0.3
muka
kukuri€nd |\ /01 15330 keal | 20 | 03 | 69.5 1.3 6.3 8.6 <0,01
muka
ryfova muka | 1479 kJ/348 keal | 1,2 | 02 | 757 | <0,5 1.1 8,5 <0,01

4.2 Zoznam pouzitych mikroorganizmov

V ramci diplomovej prace bola pouzivana biomasa z komercne dostupnych mikrorias a sinic
a z kvasiniek kultivovanych na FCH VUT. Analyzované mikroriasy a sinice boli:

o Chlorella vulgaris — Allnature Chlorella prasok BIO, 100 % sladkovodna riasa
Chlorella vulgaris.
e Spirulina — Allnature Spirulina prasok BIO, 100 % sladkovodna sinica Spirulina.

Tabulka 5: Nutricné zloZenie analyzovanych komercne dostupnych mikroorganizmov vztiahnuté na
100 g produktu

energeticka tuky [g] sacharidy [g] | bielkoviny ,
sol’ [g]
hodnota celkom | SFA | celkom | cukry [g]
Chlorella vulgaris | 1450 kJ/343 kcal 2,3 0,6 13,8 0,4 60,7 0,2
Spirulina 1420 kJ/336 kcal 1,0 0,5 13,1 <0,1 65,9 0,9

Analyzované kvasinky pouzité vramci diplomovej prace pochadzali zo Zbierky kultiry
kvasiniek (Culture Collection of Yeast — CCY), ktora patri pod Chemicky tustav Slovenskej
akadémie vied so sidlom v Bratislave (SR). Kvasinky boli kultivované v ramci diplomovej
prace vo fermetoroch na FCH VUT v Brne.

e Rhodotorula kratochvilovae — CCY 20-2-26
e Rhodosporidium toruloides — CCY 62-2-4
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4.3 Zoznam chemikalii pouzitych pri priprave a analyze extraktov

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

Acetonitril pre HPLC, Penta (CR)

Agar, Roth (SRN)

Dihydrogénfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner (CR)
Dusitan sodny p.a., Lachema (CR)

Ethanol pre UV/VIS 99 %, Penta (CR)

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

Ethylacetat pre HPLC, Penta (CR)

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

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

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

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

Chloroform p.a., Penta (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kvasni¢ny autolyzat, Roth (SRN)

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

Kyselina sirova p.a., Lach-Ner (CR)

Methanol p.a., Penta (CR)

Methanol pre HPLC, Penta (CR)

Pepton z kazeinu, Carl Roth (SRN)

Peroxodisiran sodny p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Siran amonny p.a., Penta (CR)

Siran hore¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Trolox p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

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

Sklenené guli¢ky s priemerom 0,25-0,5 mm, Carl Roth (SRN)

Kit pre stanovenie lepku, RIDASCREEN® Gliadin Competitive, R-Biopharm (SRN)
Kit pre stanovenie B-glukanov, B-Glucans Assay Kit (Mixed Linkage), Megazyme (IRL)

Kit pre stanovenie B-glukanov, B-Glucans Assay Kit (Yeast and Mushroom), Megazyme (IRL)

Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)
DMEM médium, Sigma-Aldrich (SRN)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

Fetalne bovinné sérum FBS, HyClone (USA)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

4.4 Zoznam pouzitych pristrojov

Analytické vahy Pioneer, Ohaus (USA)
Centrifuga MIKRO 120, Hettich (SRN)
Centrifuga Z 366, Hermle (SRN)
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Laminarny box Airstream, ESCO (SRN)
Lyofilizator FreeZone 4.5 | Freeze Dry Systém, Labconco (USA)
Predvazky, Ohaus (USA)
Spektrofotometer UV/VIS, Boeco (SRN)
Spektrofotometer UV/VIS 1600PC, VWR (BE)
Temperovana trepacka — Heidolph Inkubator 1000 (GE)
Termoblok Dry Block Heater, Ohaus
Trepacka Unimax 1010, Heidolph (SRN)
Vodna lazein TW 2, Julabo GmbH (SRN)
Vortex — Fixed speed vortex mixer, Ohaus (USA)
Vortex Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
Vakuova rota¢na odparka Werke RV06-ML: IKA (SRN)
Mikroskop L I 00A, Intraco Micro (SRN)
CellCulture CO; Inkubator, ESCO (SRN)
ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (SRN)
HPLC zostava s detektorom PDA (Thermo Fischer Scientific, USA)
- Dionex Ultimate Series 3000 Pump a Autosampler
- kolona Kinetex EVO C18
- Thermo Fischer Vanquish Detector
- softvér Chromeleon 7.2
GC zostava s detektorom FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
- kapilarna kolona Zebron ZB-FAME, dizka 30 m
- softvér Chromeleon 7.2

4.5 Pouzité linie 'udskych buniek

Na testovanie cytotoxicity pripravenych extraktov bola pouzita linia CaCo-2. Jednalo sa
o bunky adenokarcinému hrubého ¢reva pochadzajuce zo zbierky bunkovych kultar Cell Line
Service, Eppelheim (SRN).

4.6 Priprava vybranych vzoriek cerealii pre analyzy

Z vybranych muk boli pripravené vodné extrakty, ktoré boli nasledne pouzivané na
spektrofotometrické stanovenie vybranych biologicky aktivnych zloziek cerealii. Extrakty boli
pripravené z navazky 1,0 g muky, ktora bola zaliata 10 ml destilovanej vody. Takto pripravené
vzorky boli premiesané na vortexe a nasledne umiestnené na trepacku, kde prebiehala extrakcia
za konStantného trepania (160 rpm, 24 hod, 37 °C). Po uplynuti doby extrakcie boli skimavky
scentrifugované (9000 rpm, 10 min) a supernatant bol odpipetovany do Cistej skimavky. Takto
pripravené vzorky boli uchovavané v mraznicke pre d’alSie analyzy.

4.7 Stanovenie celkovych sacharidov v cerealiach

Celkové sacharidy boli vo vybranych mukach stanovené pomocou metdody podl'a Duboisa.
Prvym krokom stanovenia bola kysléa hydrolyza muk s pouzitim 6 M kyseliny chlorovodikovej.
Do skiamavky bol navazeny 1,0 g muky a bolo pridanych 10 ml 6 M HCI. Obsah skiimavky bol
premieSany na vortexe a skimavka bola umiestnena na trepacku (160 rpm, 37 °C, 90 minut),
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kde prebiehala hydrolyza. Nasledne bol obsah skimavky scentrifugovany (9000 rpm, 6 minut)
a supernatant bol odpipetovany do Cistej skimavky.

Pre samotné stanovenie celkovych sacharidov boli pripravené extrakty 1000-krat nariedené.
Do skamavky bol napipetovany 1 ml pripravenej vzorky, 1 ml 5 % roztoku fenolu a 5 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej. Obsah skimavky bol premieSany na vortexe a ponechany stat
30 minut pri laboratdrnej teplote. Nasledne bola zmerana absorbancia pripravenych vzoriek pri
490 nm oproti blanku, ktory obsahoval 1 ml destilovanej vody. Kazda vzorka bola analyzovana
trikrat a zo ziskanych hodndt absorbancie bola vypocitana priemerna hodnota, ktora bola
dosadzovana do kalibracnej krivky.

Kalibrac¢na krivka bola pripravena podl'a rovnakého postupu s pouzitim §tandardu, roztoku
glukozy, vrozmedzi koncentracii 0,025-0,1 mg/ml. Zo ziskanych dat bola zostrojena
kalibracna zavislost’ s Rovnica 2.

Rovnica 2: Rovnica kalibracnej krivky pre stanovenie celkovych sacharidov s koeficientom R®
A= 9,5347 ' C (Za)
2 _
R” =0,9993 (2b)

4.8 Stanovenie mastnych kyselin v ceredliach

Obsah mastnych kyselin v analyzovanych mukach bol stanoveny pomocou plynovej
chromatografie. Pred samotnou analyzou na GC boli vzorky podrobené transesterifikacii.

Do sklenenych krimplovacich vialiek bolo navazenych 50-60 mg analyzovanej muky a bolo
pridanych 1,8 ml transesterifika¢nej zmesi s obsahom interného standardu C17 o koncentracii
0,50 g/ml, rozpusteného v 15 % roztoku kyseliny sirovej v methanole. Vialky boli nasledne
zakrimplované a umiestnené na termoblok (85 °C, 2 hodiny), kde prebiehala transesterifikacia.
Po ukonceni transesterifikacie boli vialky ochladené na laboratornu teplotu a ich obsah bol
kvantitativne prevedeny do sklenenych vialiek o objeme 4 ml, ktoré obsahovali 0,5 ml 0,05 M
NaOH. Do vialky bol pridany 1 ml hexdanu HPLC kvality. Uzavreté vialky boli nasledne
dokladne premieSané na vortexe (6 minut), pricom doslo ku oddeleniu faz. Z vrchnej
bezfarebnej hexanovej fazy bolo odpipetovanych 0,1 ml do sklenej vialky a bolo pridanych
0,9 ml hexanu HPLC kvality. Takto pripravené vzorky boli ulozené do mraznicky, kde boli
ponechané az do ich analyzy na GC.

4.8.1 Parametre analyzy na GC/FID

V pripravenych vzorkach boli na GC analyzované methylestery matnych kyselin, ktoré vznikli
pocas transesterifikacie. Parametre analyzy su zhrnuté v Tabul'ka 6.
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Tabulka 6: Parametre analyzy na GC

Pristroj Thermo Fischer TRACETM GC

Davkovanie Autosampler Thermo Scientific A1 1310

Kolona Zebron ZB-FAME; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Detektor FID

Nosny plyn; prietok vodik; 1 ml'min!

Objem nastreku 1wl

tinjektor/tdetektor 250 °C/260 °C

Prietok plynov vzduch — 350 ml-min’!; dusik — 30 mI-min™'; vodik 35 ml-min’!

4.9 Stanovenie lepku v cerealiach

Obsah lepku v analyzovanych vzorkach bol stanoveny pomocou komeréne dostupného kitu
RIDASCREEN® Gliadin Competitive. Pre stanovenie lepku boli najprv pripravené ethanolové
extrakty vybranych vzoriek. Do skimavky bol navazeny 1,0 g muky a bolo pridanych 10 ml
60 % ethanolu. Obsah skimavky bol premieSany na vortexe (30 s) a nasledne bola skimavka
po dobu 10 minut intenzivne pretrepavana. Po uplynuti doby extrakcie bola suspenzia
scentrifugovana (4500 rpm, 10 minut) a ziskany supernatant bol 50x zriedeny pufrom. Takto
pripravené extrakty boli pouzivané v d’alSich krokoch analyzy.

Jednotlivé vzorky boli analyzované v duplikatoch, a preto bolo napipetovanych 50 pl
ethanolového extraktu vzdy do 2 jamiek na dosticke, ktora bola sucastou kitu. Do kazdej jamky
bolo pridanych 50 pl nariedeného konjugatu a obsah jamiek bol premieSany lahkym
zatrepanim. Pripravena dosticka bola inkubovana pri laboratornej teplote 30 mintt. Nasledne
bola zjamiek odstranena vsetka tekutina a do kazdej jamky bolo napipetovanych 250 pl
premyvacieho pufru, ktory bol po zatrepani dosticky odstraneny. Premytie pufrom bolo
zopakované celkom trikrat. Potom bolo do kazdej jamky napipetovanych 100 ul substratu
(chromogénu), dosticka bola jemne zatrepand, ¢im doSlo ku premieSaniu obsahu a nasledne
bola 10 minat inkubovand v tme. Po inkubacii bolo do kazdej jamky pridanych 100 pl
zastavovacieho roztoku, obsah bol premieSany a pomocou pristroja Elisa reader bola zmerana
absorbancia pri 450 nm v kazdej jamke.

Zaroven so vzorkami bola merana aj kalibracnéa rada (0-270 ng/ml), ktora bola stcast'ou
kitu. Koncentracia gliadinu bola zistena dosadenim absorbancie do kalibracnej krivky
a prepocitana na obsah lepku podl'a navodu od vyrobcu.

4.10 Stanovenie B-glukdnov v ceredliach

Obsah B-glukanov vo vybranych cerealiach bol stanovovany pomocou komercne dostupného
kitu B-Glucan Assay Kit (Mixed Linkage). Do skimavky bolo navazenych 80-120 mg vzorky
a bolo pridanych 0,2 ml 50 % ethanolu a 4,0 ml fosfatového pufru (20 mM, pH 6,5). Obsah
skumavky bol premieSany na vortexe ainkubovany 60 sekind vo vriacej vodnej lazni.
Nasledne bola suspenzia premieSana na vortexe, inkubovana d’al§ie 2 mintty vo vriacej vodnej
lazni a znovu premiesana na vortexe. Potom boli skimavky inkubované 5 mintt vo vodnej 1azni
vyhriatej na 50 °C. Po ukonceni inkubacie bolo ku kazdej vzorke napipetovanych 0,1 ml
enzymu lichenazy, obsah skimavky bol premieSany na vortexe a skimavky boli inkubované
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1 hodinu pri 50 °C. Pocas inkubacie bol obsah skimavky niekol'kokrat premiesany. Nasledne
bolo do skimaviek pridanych 5 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,0), zmes bola premiesana
a scentrifugovana (10 000 rpm, 10 minut). Na dno troch skimaviek bolo napipetovanych
0,1 ml ziskaného supernatantu, pricom do prvych dvoch skumaviek bolo pridanych 0,1 ml
enzymu B-glukozidazy a do tretej skamavky 50 pl acetatového pufru (50 mM, pH 4,0).
Skiimavky boli inkubované 10 mintt pri 50 °C. Nasledne bolo do kazdej skimavky pridanych
3,0 ml GOPOD reagentu a skimavky boli inkubované d’alsich 20 minut pri 50 °C. Po ukonceni
inkubéacie bola zmerana absorbancia pri 510 nm proti blanku.

4.11 Charakterizacia pripravenych extraktov cerealii

V pripravenych vodnych extraktoch muk (vid’ 4.6) bol spektrofotometricky stanoveny obsah
celkovych fenolickych latok, flavonoidov, antioxida¢na aktivita a obsah vo vode rozpustnych
proteinov.

4.11.1 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Pre stanovenie celkovych fenolickych latok v analyzovanych mukach bolo Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo zriedené destilovanou vodou v pomere 1:9. Do skiamavky bol napipetovany 1 ml
zriedeného Folin-Ciocalteuvho ¢inidla, 1 ml destilovanej vody a 100 pl pripraveného vodného
extraktu. Obsah skiumavky bol dokladne premieSany na vortexe a ponechany stat’ pri
laboratornej teplote 5 minat. Nasledne bol do skimavky pridany 1 ml nasyteného roztoku
uhli¢itanu sodného a obsah skumavky bol znovu ddkladne premiesany na vortexe. Takto
pripraveny roztok bol ponechany stat’ 15 minut pri laboratornej teplote. Po uplynuti tejto doby
bola zmerana absorbancia pri 750 nm oproti slepému vzorku obsahujucemu namiesto extraktu
100 pl destilovanej vody. Kazda vzorka bola zmerana trikrat.

Pri priprave kalibracnej krivky bol pouzity rovnaky postup, pricom namiesto extraktu bol
pouzivany roztok kyseliny gallovej s koncentraciami v rozmedzi 0,05-0,30 mg/ml.
Zo ziskanych dat bola zostrojena kalibra¢na zavislost’ (vid’ Rovnica 3).

Rovnica 3: Rovnica kalibracnej krivky pre stanovenie fenolickych ldatok s koeficientom R?
A=31727c (3a)
2 _
R” =0,9984 (3b)

4.11.2 Stanovenie flavonoidov

Pre stanovenie flavonoidov bolo do skimavky napipetovanych 0,5 ml vodného extraktu, 1,5 ml
destilovanej vody a 0,2 ml 5 % roztoku dusitanu sodného. Obsah skimavky bol premieSany
a ponechany stat’ pri laboratérnej teplote 5 minat. Nasledne bolo do skimavky pridanych 0,2 ml
10 % roztoku chloridu hlinitého, obsah bol znovu premieSany a ponechany stat’ 5 minuat pri
laboratornej teplote. Po uplynuti tejto doby bolo do skimavky pridanych 1,5 ml 1 M NaOH
a 1 ml destilovanej vody. Takto pripraveny roztok bol dokladne premieSany a po uplynuti
15 minut bola zmerand jeho absorbancia pri 510 nm oproti blanku. Kazd4a vzorka bola
analyzovana trikrat.
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Kalibracna krivka (vid Rovnica 4) bola pripravena rovnakym postupom s pouzitim roztoku
katechinu rozpusteného v ethanole o koncentraciach 0,05-0,5 mg/ml.

Rovnica 4: Rovnica kalibracnej krivky pre stanovenie flavonoidov s koeficientom R*
A= 2,9655 ' C (43)
2 _
R° =0,9987 (4b)

4.11.3 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity (metoéda TEAC)

Pre stanovenie antioxidaCnej aktivity bol pouzity roztok radikalového kationu ABTS™
pripraveny zmieSanim 7 mM roztoku ABTS™ v destilovanej vode a2,45 mM roztoku
peroxodisiranu sodného. Takto pripraveny roztok bol ponechany pri laboratornej teplote
12 hodin bez pristupu svetla a nasledne bol pouzivany pri stanoveni.

Pred samotnym stanovenim antioxidacnej aktivity bol pripraveny roztok ABTS * nariedeny
pomocou UV-VIS ethanolu na absorbanciu 0,700+0,020 proti blanku, ktorym bol UV-VIS
ethanol. Nasledne bol do skimavky typu Eppendorf pipetovany 1 ml pripraveného roztoku
ABTS™, ku ktorému bolo pridanych 50 ul analyzovaného extraktu. Pripravené vzorky boli
ponechané v tme po dobu 10 minut a nasledne bola zmerana ich absorbancia Aio v ziizene]
kremennej kyvete. Hodnota absorbancie Ao bola zistena pridanim 50 ul destilovanej vody ku
1 ml roztoku ABTS ™, pricom absorbancia bola zmerana ihned’ po pridani destilovanej vody.

Hodnota antioxida¢nej aktivity bola ziskana dosadenim rozdielu absorbancii Ao a Ao do
rovnice kalibraénej krivky. Antioxida¢na aktivita bola vyjadrena v mg TROLOXu
na g biomasy. Kazda vzorka bola analyzovana v triplikatoch. Kalibra¢na krivka (vid’ Rovnica
5) bola zostrojena za pouzitia modelového antioxidantu TROLOXu v 60 % ethanole v objeme
10 pl a v rozmedzi koncentracii 0,025-0,040 mg/ml.

Rovnica 5: Rovnica kalibracnej krivky pre stanovenie antioxidacnej aktivity s koeficientom R*
A=12794" c (5a)
2 _
R =0,9979 (5b)

4.11.4 Stanovenie vo vode rozpustnych proteinov podl’a Hartree-Lowryho

Proteiny boli stanovované v pripravenych vodnych extraktoch analyzovanych muk.
Do skimavky bol napipetovany 1 ml pripraveného a vhodne nariedeného extraktu spolu
s 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A. Obsah skimavky bol premiesany a inkubovany 10 minut
vo vodnej lazni pri 50 °C. Nasledne boli vzorky ochladené na laboratornu teplotu a bolo
pridanych 0,1 ml Hartree-Lowryho c¢inidla B. Obsah skimavky bol dokladne pretrepany
a inkubovany 10 minut pri laboratornej teplote. Po uplynuti tejto doby boli do skimavky
pridané 3 ml Hartree-Lowryho ¢inidla C, vzorka bola premiesana a inkubovana 10 minat vo
vodnej lazni vyhriatej na 50 °C. Po uplynuti tejto doby boli vzorky ochladené na laboratornu
teplotu a bola zmerana ich absorbancia pri 650 nm oproti blanku (destilovanej vode). Kazda
vzorka bola analyzovana trikrat a do kalibracnej krivky bol dosadeny priemer nameranych
hodnét absorbancie.
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Kalibracna zavislost (vid’ Rovnica 6) bola pripravena podl'a rovnakého postupu z roztoku
albuminu rozpusteného v destilovanej vode v rozmedzi koncentracii 0,03—0,30 mg/ml.

Rovnica 6: Rovnica kalibracnej krivky pre stanovenie proteinov s koeficientom R*

A =2,0400-c (62)

2 _
R* =0,9979 (6b)

Hartree-Lowryho cinidlo A: 50 ml 1 M NaOH; 10,0 g uhli¢itanu sodného; 0,2 g dihydratu
vinanu sodno-draselného a obsah odmernej banky doplnit na 100 ml destilovanou vodou.

Hartree-Lowryho cinidlo B: 10 ml 1 M NaOH; 1,0 g pentahydratu siranu mednatého; 2,0 g
vinanu sodno-draselného a obsah odmernej banky doplnit na 100 ml destilovanou vodou.

Hartree-Lowryho cinidlo C: Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo nariedené destilovanou vodou
v pomere 1:15.

4.12 Kultivacia kvasiniek vo fermentore

Vybrané kmene kvasiniek boli zaoCkované z kryoskumaviek uchovavanych pri — 80 °C na
sterilné pevné YPD médium (zlozenie vid’ Tabul'ka 7) v Petriho miskach. Zaockovana kultura
bola kultivovana pri laboratérnej teplote po dobu 72-96 hodin. Samotna kultivacia kvasiniek
prebiehala v dvoch stupiioch, pricom najprv bolo pripravené inokulum I, nasledne inokulum II,
ktoré bolo ofkované do produkéného média vo fermentore. Pocas celej kultivacie bolo
pracované sterilne v oCkovacom boxe a pouzivané meédia a material boli vysterilované
v tlakovych hrncoch pri teplote 121 °C po dobu 40 minut.

Inokulum I bolo pripravené zaoCkovanim narastenej kultiry kvasiniek na Petriho miskach
do sterilného tekutého YPD média (zlozenie vid’ Tabul'ka 7) v pomere 1 kl'uc¢ka kultary na
10 ml média. Inokulum I bolo umiestnené na trepacku, kde bolo za konstantného premiesavania
ponechané 24 hodin pri laboratornej teplote. Po 24 hodinach bolo pripravené inokulum II, ktoré
vzniklo preoCkovanim inokula I do védcSieho objemu tekutého YPD média v pomere 1:5.
Inokulum II bolo znovu ponechané 24 hodin na trepacke pri laboratornej teplote a nasledne
bolo v pomere 1:20 preo¢kované do sterilného mineralneho produkéného média (zlozenie vid’
Tabul'ka 8) vo fermentore, ktory bol taktiez vysterilovany.

Kultivacia kvasiniek vo fermentore prebiehala 96 hodin pri teplote 25 °C. Fermentor
obsahoval 5 1 sterilného mineralneho produkéného média a pH bolo pocas celej doby kultivacie
udrziavané na hodnote 6,5 pomocou peristaltickych Cerpadiel napojenych na zéasobniky
hydroxidu sodného a kyseliny sirovej. Mnozstvo rozpusteného kysliku bolo pocas celej
kultivacie priblizne 30 %. Podmienky kultivacie boli sledované pomocou kyslikovej, teplotnej
a pH sondy a ich regulécia prebiehala pomocou opera¢ného systému.

Po ukonceni kultivacie bola kultira s médiom scentrifugovana (9000 rpm, 5 minut),
supernatant bol odliaty a ziskana biomasa bola premyta destilovanou vodou a nasledne znovu
scentrifugovana. Premytie destilovanou vodou bolo zopakované celkom dvakrat. Ziskana
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biomasa bola zmrazena pri teplote — 80 °C a nasledne zlyofilizovana. Po lyofilizacii bola
vysusSena biomasa uchovavana v mraznicke pri — 20 °C az do jej pouzitia.

Tabulka 7: ZloZenie pouzivaného YPD média

typ média zlozka navazka [g/L]
glycerol 20,0
o *05') kvasni¢ny autolyzat 10,0
= e/
g 2 pepton 20,0
voda 1000 ml
agar 20,0

Tabulka 8: ZlozZenie pouzivaného minerdlneho produkcného média

zlozka navazka [g/L]
glycerol 92,46
KH>PO4 8,00

MgSO4-7H,0O 1,30

KNO3 10,12

(NH4)2SOq4 8,00
voda 1000 ml

4.13 Priprava extraktov z kvasiniek

Na pripravu extraktov bola pouzivana lyofilizovana a rehydratovana biomasa nakultivovanych
kvasiniek Rhodotorula kratochvilovae a Rhodosporidium toruloides. Do skimavky bolo
navazenych 0,1 g biomasy, ku ktorym bolo pridanych 5 ml destilovanej vody a suspenzia bola
dokladne premieSana vortexe. Pripravena suspenzia bola ponechana 1 hodinu v tme a nasledne
bola cez noc zmrazend. Po rozmrazeni bol obsah skumavky scentrifugovany (4500 rpm,
6 minat) za ucelom odstranenia vody. Nasledne boli ku biomase pridané sklenené gulicky
a 10 ml rozpustadla alebo zmesi rozpustadiel. Pri priprave extraktov boli pouzivané

nasledovné rozpustadla:

e 96 % ethanol,

e hexan,

e hexan a 96 % ethanol v pomere 1:1,
e hexan a 96 % ethanol v pomere 1:2,
e hexan a 96 % ethanol v pomere 2:1.

Takto pripravené vzorky boli umiestnené na trepacku (160 rpm, 37 °C), kde boli ponechané
24 hodin. Po uplynuti tejto doby boli skimavky scentrifugované (4500 rpm, 6 minut)
a supernatant bol odpipetovany do Cistych skiimaviek. Supernatant hexanovych a hexan-
ethanolovych extraktov bol odpareny na rotacnej vakuovej odparke a ziskany odparok bol
rozpusteny v znamom mnozstve 96 % ethanolu. VSetky pripravené extrakty boli uchovavané
pri 7 °C a nasledne podrobené d’alsim analyzam.
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4.14 Priprava extraktov z mikrorias

Pri priprave extraktov bola pouzivana komercne zakipena biomasa mikroriasy Chlorella
a sinice Spirulina. Do Ccistej skimavky bolo navazenych 0,1 g biomasy, ku ktorej bolo
pridanych 10 ml rozptstadla alebo zmesi rozpustadiel. Pri extrakcii boli vyuzivané nasledovné
rozpustadla a ich zmesi:

e destilovana voda,

e 50 % ethanol,

e 96 % ethanol,

e hexan,

e hexan a 96 % ethanol v pomere 1:1.

Takto pripravené vzorky boli dokladne premieSané na vortexe a ponechané 24 hodin na
trepacke (160 rpm, 37 °C), kde prebiehala extrakcia. Nasledne boli pripravené vzorky
scentrifugované (4500 rpm, 6 minut) a supernatant bol odpipetovany do Cistych skimaviek.
Supernatant hexanovych a hexan-ethanolovych extraktov bol odpareny na rotacnej vakuovej
odparke a ziskany odparok bol rozpusteny v zndmom mnozstve 96 % ethanolu. Vsetky
pripravené extrakty boli uchovavané pri 7 °C a nasledne podrobené d’alSim analyzam.

Pre kazdu riasu a pouzité rozpustadlo bola uskutocnena aj extrakcia s pridavkom sklenenych
guliciek, ktorych ti€¢elom bolo napomaoct’ naruseniu bunkovej steny a zvysit u€innost’ extrakcie.
Extrakty boli pripravené vysSie uvedenym postupom, pricom na zaciatku extrakcie bol ku
navazenej biomase pridany rovnaky objem sklenenych guli¢iek.

4.15 Priprava kontrolnych extraktov (extrakcia podl’a Folcha)

Na pripravu kontrolnych extraktov bola vyuzita rehydratovana biomasa kvasiniek a biomasa
mikrorias. K 0,1 g navazenej biomasy v skimavkach boli pridané sklenené gulicky a 10 ml
zmesi rozpustadiel chloroform:methanol (2:1). Skimavky boli umiestnené na vortex, kde boli
intenzivne premieSavané 30 minut. Nasledne boli pridané 3 ml destilovanej vody a obsah
skimavky bol premiesany a scentrifugovany (4500 rpm, 6 minut). Spodnd farebna
chloroformové faza bola odpipetovana do sklenenej slzickovej banky a odparena na rotacnej
vakuovej odparke. Ziskany odparok bol rozpusteny v znamom mnozstve 96 % ethanolu. Takto
pripraveny extrakt bol uchovavany v tme pri 7 °C az do d’alSich analyz.

V pripravenych kontrolnych extraktoch bola stanovena celkova vytaznost’ extrakcie, obsah
karotenoidov (spektrofotometricky) a obsah lipofilnych latok pomocou HPLC.

4.16 Charakterizacia pripravenych mikrobialnych extraktov
4.16.1 Stanovenie celkovej vyt'aznosti extrakcie

Pre stanovenie celkove] vytaznosti extrakcie bol odpipetovany 1 ml extraktu do skimavky typu
Eppendorf, ktora bola vopred zvazena na analytickych vahach. Otvorena skimavka s extraktom
bola ponechand v digestore za tmy az do uplného odparenia rozpustadla. Nasledne bola
skumavka znovu zvazena na analytickych vahach a bolo zistené mnozstvo vyextrahovaného
pevného podielu. V pripade vodnych a ethanolovych (50 % EtOH) extraktov bol 1ml extraktu
odpipetovany do zvazenej skamavky typu Eppendorf. Obsah skimavky bol zamrazeny
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pri - 80 °C, nasledne zlyofilizovany a zvaZeny na analytickych véhach. Z rozdielu hmotnosti
skimavky pred a po odpareni extraktu bola zistena hmotnost’ vyextrahované pevného podielu,
resp. hmotnostna koncentracia vSetkych vyextrahovanych latok z biomasy mikrorias alebo
kvasiniek.

4.16.2 Meranie absorp¢nych (UV-VIS) spektier pripravenych extraktov

Na UV-VIS spektrofotometri boli zmerané absorpcné spektra vSetkych pripravenych extraktov,
ktoré boli najprv vhodne nariedené. Absorp&né spektra boli merané v rozmedzi vinovych dizok
200-800 nm s krokom 1 nm. Absorp¢né spektrum kazdej vzorky bolo zmerané trikrat. Ziskané
absorp¢né spektra boli pouzité na d’alsiu charakterizaciu pripravenych extraktov.

4.16.3 Spektrofotometrické stanovenie pigmentov

Pre spektrofotometrické stanovenie pigmentov v extraktoch boli pouzité hodnoty absorbancie
pri vybranych vlnovych dizkach, ziskané z nameranych absorpénych spektier extraktov (vid
4.16.2). Pre vypocet obsahu chlorofylu a karotenoidov v extraktoch z mikrorias boli pouzité
nizsie uvedené vztahy Rovnica 7 prevzaté z clanku [83]. Ziskané koncentracie pigmentov boli
vyjadrené v ug-ml! a nasledne boli prepo¢itané na koncentracie vyextrahovanych pigmentov
v mg na g biomasy, pricom bolo zohl'adnené aj riedenie pripravenych extraktov.

Rovnica 7: Rovnice pre spektrofotometrické stanovenie pigmentov v extraktoch

Ca = (13,36 - Ages — 519 " Ags9) (7a)
cp = (27,43 Agao — 8,12 Agps ) (7b)
Ckarotenoidy = (1000- Ag70 — 2,13 ¢, — 97,64+ ¢, ) /209 (7¢)

Pre vypocet obsahu karotenoidov v extraktoch z kvasiniek bol pouzity nizsie uvedeny vztah
prevzaty z clanku [84]. Do rovnice (Rovnica 8) bola dosadena priemerna hodnota nameranych
absorbancii pri 454 nm. Veli¢ina ¢ predstavuje molarny absorp¢ny koeficient 3-karoténu a jeho
hodnota je zavisla na pouzitom rozpustadle. Pre ethanol je hodnota tejto konstanty rovna
2620 dm*-mol'-cm™!. Ziskané koncentracie vyextrahovanych pigmentov boli prepoditané
na mg na g biomasy.

Rovnica 8: Rovnica pre spektrofotometrické stanovenie karotenoidov v extraktoch

Aysy - 10
B 8

Crarotenoidy =

4.16.4 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Obsah fenolickych latok v pripravenych extraktoch bol stanoveny postupom uvedenym
v kapitole 4.11.1, pricom namiesto extraktu cereélii bolo pipetovanych 100 pul pripraveného
extraktu z kvasiniek alebo rias.
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4.16.5 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity (metoéda TEAC)

Antioxidac¢na aktivita pripravenych mikrobialnych extraktov bola stanovena podla postupu
uvedeného v kapitole 4.11.3, pricom ku 1 ml zriedeného roztoku ABTS* bolo pipetovanych
10 pl extraktu mikrorias alebo 50 pl extraktu kvasiniek.

4.16.6 Stanovenie vo vode rozpustnych proteinov podl’a Hartree-Lowryho

Obsah proteinov bol stanoveny vo vodnych extraktoch mikrorias podl'a postupu uvedeného
v kapitole 4.11.4. Pred samotnym stanovenim boli extrakty vhodne nariedené.

4.16.7 Stanovenie pigmentov a lipofilnych metabolitov s vyuzitim HPLC

Lipofilné metabolity a pigmenty boli pomocou HPLC/PDA stanovované v pripravenych
extraktoch. Z extraktov pripravenych z biomasy Chlorella a Spirulina bol odobrany 1 ml, ktory
bol prefiltrovany cez PTFE filter s vel'kost'ou porov 0,45 um a priemerom 13 mm do sklenenej
vialky pre HPLC.

Extrakty pripravené zbiomasy kvasiniek boli pred analyzou na HPLC najprv
zakoncentrované. Do vopred zvazenych sklenenych skumaviek boli napipetované 2 ml
pripravenych extraktov, ktoré boli odparené na termobloku v inertnej dusikovej atmosfére.
Pevny podiel =ziskany odparenim bol rozpusteny v 0,5ml zmesi rozpustadiel
ethylacetat:acetonitril (1:1), ktoré predstavovali mobilni fazu. Zakoncentrovana vzorka bola
prefiltrovana cez PTFE filter do sklenenych vialiek pre HPLC. Vsetky pripravené vzorky boli
az do analyzy uchovavané v mraznicke.

4.16.7.1 Parametre analyzy na HPLC/PDA

Analyza lipofilnych metabolitov prebiehala na HPLC a chromatogramy ziskané analyzou boli
vyhodnocované v programe Chromeleon™ Chromatography Data System. Mnozstvo
jednotlivych metabolitov bolo zistené pomocou kalibraénych kriviek.

Tabulka 9: Parametre analyzy na HPLC

Pristroj HPLC Thermo Fischer Scientific

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

Cas analyzy 25 min

Prietok MF 1,2 ml'min!

MF A MeOH : acetonitril : 100 mM trisHCI pufr (2:84:14 obj. %)
MF B MeOH : ethylacetat (60:40 obj. %)

Typ elticie gradientova

Tabulka 10: Zlozenie mobilnych faz v réznych casoch analyzy na HPLC

t [min] 0 13 19 20 25
MF A [obj. %] 100 0 0 100 100
MF B [obj. %] 0 100 100 0 0
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4.16.8 Stanovenie vo vode rozpustnych vitaminov metodou HPLC

Vo vode rozpustné vitaminy boli stanovované vo vzorkach vodnych extraktov Chlorella
a Spirulina. Pripravené extrakty boli prefiltrované cez nylonovy filter s velkostou porov
0,45 um a priemerom 13 mm do skamaviek typu Eppendorf. Prefiltrované extrakty boli d’alej
vhodne nariedené Milli-Q vodou v pomere 1:1 a podrobené analyze na HPLC. Nasledne bola
do kalibracnych rovnic dosadend plocha piku (y) ziskand zchromatogramu a vysledna
koncentracia vitaminov (x) bola vyjadrena v mg/g biomasy.

Tabulka 11: Rovnice kalibracnych kriviek pre jednotlivé vitaminy

Vitamin Rovnica kalibracnej krivky

B (thiamin) y =644,721 -x

B> (riboflavin) y =1579,294 - x
B3 (niacin) y=452,341-x
Bs (pyridoxin) y =598,852 -x

By (kyselina listova) y =1663,267 - x
B2 (kobalamin) y=378364-x

C (kyselina askorbova) y=15348,184 - x

4.16.8.1 Parametre analyzy vitaminov na HPLC
Parametre analyzy vo vode rozpustnych vitaminov su uvedené v Tabul'ka 12 a Tabulka 13.

Tabulka 12: Parametre analyzy vitaminov na HPLC

f . UlitMate 3000 HPLC and UHPLC Systems, Thermo Fischer
Pristroj e
Scientific
Kolona Kinetex® 2.6 um Polar C18 100A (150 x 4,6 mm)
Detektor Spektrofotometricky s UV-VIS detekciou (267 nm)
Cas analyzy 20 min
Teplota termostatu 35°C
Prietok MF 1 ml/min
MF A, MF B octan sodny, acetonitril
Typ elticie gradientova

Tabulka 13: Zlozenie mobilnych fiz v réznych casoch analyzy vitaminov na HPLC

t [min] 3 6 12 15 16 20
MF A [obj. %] 100 90 30 30 100 100
MF B [obj. %] 0 10 70 70 0 0

4.16.9 Stanovenie mastnych kyselin s vyuzitim GC

Obsah mastnych kyselin bol stanovovany v samotnej biomase mikrorias a kvasiniek a taktiez
v pripravenych extraktoch. Do vopred zvazenych skumaviek bol napipetovany znamy objem
pripravenych extraktov a obsah skimaviek bol odpareny na termobloku v inertnej dusikovej
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atmosfére. Odparok bol rozpusteny v 1,8 ml transesterifikacnej zmesi a d’alej bolo pokra¢ované
podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.8.

Pri analyze biomasy mikrorias a kvasiniek bolo navazenych 10—15 mg biomasy, ku ktorej
bolo pridanych 1,8 ml transesterifikacnej zmesi a dalej sa postupovalo podla postupu
opisaného v kapitole 4.8. Pripravené vzorky boli az do analyzy uchovavané v mraznicke.

4.17 Stanovenie B-glukdnov v mikroriasach

Obsah B-glukanov v analyzovanych mikroriasach bol stanoveny pomocou komerc¢ne
dostupného kitu 3-Glucans Assay Kit (Mixed Linkage). Pri analyze bolo postupované podla
postupu uvedeného v kapitole 4.10.

4.18 Stanovenie B-glukdnov v kvasinkach

V biomase analyzovanych kvasiniek boli stanovované celkové glukany a a-glukany. Obsah
glukanov bol stanoveny pomocou komercne dostupného kitu B3-Glucan Assay Kit (Yeast and
Mushroom). V prvom kroku bol stanoveny obsah celkovych glukanov a nasledne a-glukanov.
Obsah B-glukanov bol zisteny odcitanim obsahu a-glukanov od celkovych glukanov.

4.18.1 Stanovenie celkovych glukianov

Do sklenenych skimaviek bolo navazenych priblizne 90 mg biomasy kvasiniek a kvasinkového
Standardu a boli pridané 2,0 ml vychladenej 12 M kyseliny sirovej. Skimavky boli umiestnené
do l'adovej lazne na 2 hodiny za ob¢asného miesania. Nasledne boli do kazdej skimavky
pridané 4,0 ml destilovanej vody, obsah bol premiesany na vortexe (10 sekind) a bolo
pridanych d’alSich 6,0 ml destilovanej vody, pricom obsah bol znovu premieSany na vortexe
(10 sekund). Skumavky s uvolnenymi vieCkami boli umiestnené do vriacej vodnej lazni, po
uplynuti 5 minut boli viecka dotiahnuté a skimavky boli inkubované vo vriacej vodnej lazni
2 hodiny. Potom boli skimavky ochladené na laboratornu teplotu a ich obsah bol kvantitativne
prevedeny do odmernej banky (100 ml) s pouzitim acetatového pufru (200 mM, pH 4,5). Do
odmernej banky bolo pridanych 6 ml 8 M NaOH a objem banky bol doplneny acetatovym
pufrom (200 mM, pH 4,5). Obsah banky bol dokladne premieSany a do skimaviek typu
Eppendorf bol odobrany alikvot (1 ml), ktory bol scentrifugovany (13000 rpm, 5 minut). Do
dvoch Ccistych sklenenych skimaviek bolo napipetovanych 0,1 ml supernatantu a na dno
skimaviek bolo pridanych 0,1 ml zmesi enzymov (exo-1,3-B-glukanaza a B-glukozidaza)
v acetatovom pufri (200 mM, pH 4,5). Obsah skiimaviek bol dokladne premieSany na vortexe
a skimavky boli inkubované pri 40 °C 60 minat. Po ukonéeni inkubécie boli do kazdej
skumavky pridané 3,0 ml GOPOD reagentu a skimavky boli inkubované pri 40 °C d’alSich 20
minut. Nakoniec boli skimavky ochladené na laboratornu teplotu a bola zmerana absorbancia
pri 510 nm proti blanku. Vzorky boli analyzované v duplikatoch ana vypocCet obsahu
celkovych glukanov bola pouzita priemerna hodnota absorbancie.

4.18.2 Stanovenie a-glukanov

Do sklenenej skimavky bolo navazenych 100 mg biomasy kvasiniek alebo standardu a boli
pridané 2,0 ml 1,7 M NaOH. Obsah skumaviek bol premieSany na vortexe a skimavky boli
umiestnené do 'adovej 1azni, kde boli za obcasného premiesania ponechané 20 minuat. Nasledne
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bolo pridanych 8,0 ml acetatového pufru (1,2M; pH 3.8), 0,2ml zmesi enzymov
(amyloglukozidaza a invertaza) a obsah bol premieSany a inkubovany 30 minut pri 40 °C. Do
skumaviek typu Eppendorf boli odobraté 2,0 ml, ktoré boli scentrifugované (13000 rpm,
5 minut). Do sklenenych skiimaviek bolo odobratych 0,1 ml supernatantu a bolo pridanych 0, 1
acetatového pufru (200 mM; pH 4,5) a 3,0 ml GOPOD reagentu. Skumavky boli inkubované
pri 40 °C d'al§ich 20 minuat a nasledne bola zmerana ich absorbancia pri 510 nm proti blanku.
Vzorky boli analyzovana v duplikatoch ana vypocet obsahu a-glukanov bola pouzita
priemerna hodnota nameranych absorbancii.

4.19 MTT test cytotoxicity

Pre testovanie cytotoxicity pripravenych extraktov bola pouzita bunkova linia Caco2. Testom
boli podrobené vodné extrakty biomasy Chlorella a Spirulina v koncentratnom rozmedzi 0,39—
25,00 % a ethanolové extrakty kvasiniek v rozmedzi koncentracii 0,016—1,000 %. Kvasinkové
extrakty boli testované pred a po zakoncentrovani (4x). PocCas celej doby testovania bolo
pracované sterilne v boxe, ktorého povrchy boli dezinfikované 70 % ethanolom a box bol
sterilizovany UV ziarenim.

Pred samotnym testovanim boli pouzité bunky najprv kultivované v inkubacnom boxe
pri teplote 37 °C, pricom obsah CO: bol udrziavany na 5 %. Stav buniek bol pravidelne
kontrolovany pod inverznym mikroskopom, pricom bola sledovana konfluencia buniek.
V pripade, Ze bola vyS$sia nez 80 %, bunky mohli byt pouzité na testovanie. Obsah lahvicky
s bunkami bol dvakrat premyty PBS pufrom, aby doslo ku odstraneniu Ca** iontov a nasledne
bol do lahvicky napipetovany enzym trypsin, ktory zabezpecil oddelenie buniek z dna lahvicky,
kde boli prichytené. Po pridani trypsinu bola lahvicka inkubovana 5 minuat v inkubacnom boxe
a nasledne bol jej obsah scentrifugovany (300 rcf, 5 mintt). Po centrifugacii bol odstraneny
supernatant a bunky boli rozsuspendované v novom EMEM médiu.

Pred zacatim testu boli pomocou Biirkerovej komorky spocitané bunky a boli nariedené
do média na koncentraciu 2-5-10° buniek/ml. Vhodne nariedené bunky boli nasledne
pipetované na sterilni 96-jamkovu dosticku, pricom do kazdej jamky sa pipetovalo 100 ul
média s bunkami. Do okrajovych jamiek na dostiCke bolo pipetovanych 100 ul PBS pufru, ¢im
sa zabranilo vysychaniu dosticku pocas doby testovania. Takto pripravena dosticka bola
umiestnend na 24 hodin do inkubaéného boxu. Po uplynuti 24 hodin bolo z kazdej jamky
dokladne odpipetované médium, ktoré bolo nahradené pripravenymi a vhodne nariedenymi
vzorkami v médiu. Pripravené extrakty boli pred pipetovanim na dosticku prefiltrované
cez sterilny filter. Na kazdej dosticke bola uskuto¢nena aj pozitivna kontrola (,,cell control —
CC*), kontrola média (,,vehicule control — VC*) a negativna kontrola (40 % EtOH). Pripravena
dosticka s extraktami bola znovu ulozena do inkuba¢ného boxu na 24 hodin.

Nasledne bola z kazdej jamky odpipetovana vSetka tekutina a bolo pipetovanych 20 pl
sterilného roztoku MTT v PBS pufri o koncentracii 2,5 mg/ml. Dosticka bola umiestnena znovu
do inkuba¢ného boxu na 3 hodiny, aby mohla prebehnut reakcia. Po uplynuti tejto doby bolo
pridanych 100 pl 10 % roztoku SDS v PBS pufri. Dosticka bola zabalend do alobalu
a ponechand v tme do d'alSieho dila, kedy bola zmerané absorbancia v jednotlivych jamkach
pri 540 nm.
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4.20 Priprava zmesnych cerealnych produktov

V ramci diplomovej prace boli pripravené dva typy zmesnych cerealnych produktov. Jednalo
sa o zmesi obohatenych cerealii a kulinarsky upravené a obohatené cerealne kase.

4.20.1 Priprava obohatenych zmesi cerealii

V ramci prace bolo pripravenych 5 vzoriek obohatenych cerealnych zmesi a jedna kontrolna
vzorka. Kontrolna vzorka (A) obsahovala len kukuriéni muku bez akéhokol'vek pridavku riasy
alebo kvasinky. Do skiamaviek boli navazené jednotlivé zlozky podla Tabulka 14, ktoré boli
nasledne zaliate definovanym objemom destilovanej vody a extrahované na trepacke (24 hod,
160 rpm, 37 °C). Po ukonceni extrakcie boli suspenzie scentrifugované (4500 rpm, 6 min)
a supernatant bol odpipetovany do Cistych skimaviek. Ziskany supernatant bol uchovéavany pri
teplote 7 °C a podrobeny d’al§im analyzam.

Tabulka 14: Zlozenie pripravenych ceredlnych zmesi

vzorka
zlozka
A B1 B2 C D E
kukuri¢na muka [g] 1,00 0,95 0,90 1,00 0,95 1,00
destilovana voda [ml] 10,00 10,00 10,00 9,50 9,50 9,50

Spirulina (biomasa) [g] 0,00 0,05 0,10 0,00 0,05 0,00
Spirulina (extrakt) [ml] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

Rhodosporidium toruloides

(extrakt) [ml] 000 | 000 | 000 | 050 | 050 | 0,00

pridané zlozky |zaklad

4.20.2 Kulinarska priprava obohatenych cerealnych kasi

V ramci préace bolo pripravenych 5 druhov ceredlnych kasi, ktorych zéklad tvorila kukuri¢na
muka zaliata horicou vodou (80 °C) v pomere 1:4. Ku vzniknutej kasi boli nasledne pridané
obohacujuce zlozky, t.j. vybrané extrakty mikrorias a kvasiniek, biomasa a kombinacia extraktu
a biomasy. Zlozenie jednotlivych vzoriek je uvedené v Tabulka 15. Kontrolnu vzorku (A)
tvorila Cista cerealna kaSa bez akychkol'vek pridavkov. Na zaklade ziskanych vysledkov boli
na obohatenie cerealnych kasi vybrané:

e biomasa Spirulina (B),

e cthanolovy (96 %) extrakt Rhodosporidium toruloides (C),

e kombinacia biomasy Spirulina a extraktu Rhodosporidium toruloides (D),
e vodny extrakt sinice Spirulina (E).

Pripravené cereédlne kase boli ponechané vychladnut’ na laboratérnu teplotu a zamrazené cez
noc pri teplote —80 °C anasledne zlyofilizované. Zlyofilizované vzorky boli uchovavané
v mraznicke az do uskutoc¢nenia ich d’alSich analyz.
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Tabulka 15: Zlozenie pripravenych ceredlnych kasi

vzorka
zlozka
A B C D E
g kukuriéna mika [g] 10,0 9,5 10,0 9,5 10,0
=
% destilovana voda [ml] 40,0 40,0 35,0 35,0 35,0
)_E; Spirulina (biomasa) [g] 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0
% Spirulina (extrakt) [ml] 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0
‘L
=
= . .
< Rhodosporidium toruloides 0.0 0.0 5.0 0.0 0.0
5 (extrakt) [ml]

4.21 Analyza pripravenych cerealnych produktov

Pripravené cerealne produkty boli d’alej charakterizované na obsah celkovych polyfenolickych
latok, antioxida¢nu aktivitu a obsah vo vode rozpustnych proteinov. Vyssie uvedené latky boli
stanovované vo vodnych extraktoch cerealnych zmesi pripravenych podla 4.20.1. Dalej boli
analyzované zlyofilizované vzorky cerealnych kasi. Ako inSpirdcia postupov analyzy sluzil
¢lanok [85]. Do skumavky bol navazeny 1,0 g zlyofilizovanej kase a bolo pridanych 10,0 ml
destilovanej vody. Takto pripravené vzorky boli umiestnené na trepacku, kde prebiehala ich
extrakcia (24 hod, 160 rpm, 37 °C). Po ukonceni extrakcie boli vzorky scentrifugované
(4500 rpm, 6 min) a supernatant bol odpipetovany do Cistej skimavky a uchovavany pri 7 °C
az do d’alsich analyz.

4.21.1 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Celkové fenolické latky boli stanovené vo vodnych extraktoch podla postupu uvedeného
v kapitole 4.11.1.

4.21.2 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity (metéda TEAC)

Pre stanovenie antioxidacnej aktivity pripravenych vzoriek bolo pipetovanych 10 pl extraktu
ku 1 ml nariedeného roztoku ABTS* a antioxidacna aktivita bola stanovena podla postupu
uvedeného v bode 4.11.3.

4.21.3 Stanovenie vo vode rozpustnych proteinov podl’a Hartree-Lowryho

Vo vode rozpustné proteiny boli v pripravenych produktoch analyzované pomocou metody
Hartree-Lowryho. Postup analyzy je uvedeny v kapitole 4.11.4. Vzorky boli pred samotnym
stanovenim vhodne nariedené.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato diplomova praca bola zamerana na vyvoj cerealnych produktov pre zvlastnu vyzivu
s pridavkom extraktov rias a kvasiniek. Na zaklade ziskanych vysledkov analyz nutri¢nych
zloziek vybranych ceredlii a Specialnych zloziek vybranych rias a kvasiniek boli navrhnuté
kombinacie cerealii, mikrobialnej biomasy a mikrobialneho extraktu, ktoré boli pouzité na
pripravu obohateného cerealneho produktu. V ramci diplomovej prace bolo pripravenych
viacero zmesnych cerealnych produktov, ktoré boli podrobené d’al§im analyzam.

5.1 Charakterizacia vybranych cerealii
5.1.1 Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

Obsah celkovych sacharidov v jednotlivych vzorkdch muk bol stanoveny metédou podla
Duboisa, pricom bola spektrofotometricky merana intenzita vzniknutého oranzového sfarbenia
roztoku. Analyza prebiehala podl'a postupu uvedeného v bode 4.7 a pre vypocet bol do Rovnica
2 dosadzovany priemer nameranych absorbancii. Ziskané vysledky su uvedené v Obrazok 4.
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Ceelkové sacharidy [¢/100 g]
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bezlepkova mika kukuri¢na mika ryzova muka

Obrazok 4: Graf koncentracii celkovych sacharidov v analyzovanych vzorkach

Polysacharidy, najm# Skrob, predstavuja hlavni zlozku obilného zrna z pohladu
chemického zlozenia. Uvadza sa ze tvoria priblizne 50-80 % suSiny. Kysla hydrolyza, ktora
bola prvym krokom stanovenia celkovych sacharidov, umoznila rozklad Skrobu na
jednoduchsie oligosacharidy a monosacharidy, ktoré boli nasledne stanovené. Koncentracie
celkovych sacharidov sa v analyzovanych vzorkach muk pohybovali v rozmedzi 6679 %
hmotnosti muky, ¢o spadd do rozmedzia hodnot udavanych v literatare [7]. Najvyssi obsah
celkovych sacharidov bol stanoveny v ryzovej muke (78,14+2,68 g/100 g muky), ktora aj podl'a
vyrobcom udavanych hodnét obsahovala najviac sacharidov. Najnizsia koncentracia celkovych
sacharidov bola zistena vo vzorke kukuri¢nej muky (66,14+1,12 g/100 g muky), priCom tato
muka mala spomedzi vSetkych vzoriek aj podla vyrobcu deklarovany najnizs§i obsah
sacharidov. Odchylky medzi stanovenymi koncentraciami sacharidov vo vzorkach a vyrobcom
uvadzanymi hodnotami boli v rozmedzi 3,2-5,7 %. Najmensia odchylka bola zistena pri vzorke
ryzove] muky (+3,2 %) a najvyssia odchylka (£5,7 %) pri vzorke bezlepkovej muky. Odchylky
mohli byt spdsobené nedostatoénym rozkladom polysacharidov pocas kyslej hydrolyzy.
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5.1.2 Stanovenie celkovych fenolickych latok a flavonoidov

Obsah celkovych fenolickych latok a flavonoidov vo vzorkach vybranych muk bol stanoveny
spektrofotometricky podl'a postupov uvedenych v kapitolach 4.11.1 a 4.11.2. Priemerné
hodnoty nameranych absorbancii boli dosadené do kalibracnych kriviek Rovnica 3, Rovnica 4
a ziskané koncentracie fenolickych latok a flavonoidov boli nasledne vztiahnuté na navazku
muky. Vysledky st vyobrazené v nizsie uvedenom grafe (Obrazok 5).
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Obrazok 5: Graf koncentrdcii celkovych fenolickych latok a flavonoidov v jednotlivych vzorkach

Najvyssi obsah celkovych fenolickych latok bol stanoveny vo vzorke kukuricnej muky
(0,69+0,02 mg GAE/g), v ktorej bol zaroven zisteny aj najvys$§i obsah flavonoidov
(0,26+0,01 mg GAE/g). Flavonoidy tvorili priblizne 38,5 % celkovych fenolickych latok.
Nizsie zastupenie flavonoidov bolo ocakavané, nakolko flavonoidy tvoria podskupinu
fenolickych latok. Bezlepkova muka vykazovala porovnatelny obsah celkovych fenolickych
latok (0,63+0,02 mg GAE/g) s kukuricnou mukou, avSak zastipenie flavonoidov medzi
fenolickymi latkami bolo nizsie (29,2 %). U ryzovej muky bol zisteny najnizsi obsah celkovych
fenolickych latok (0,25+0,01 mg/g) spomedzi analyzovanych vzoriek a zaroven aj najnizsi
podiel flavonoidov (4,5 %) v ramci celkovych fenolickych latok.

Literatira uvadza v porovnani s nasimi vysledkami vysSie koncentracie celkovych
fenolickych latok v ryzovej (0,72 mg GAE/g ) a kukuricnej muke (1,04 mg GAE/g) [86].
Rozdiely medzi stanovenymi a v literatire uvadzanymi hodnotami moézu byt spdsobené
analyzovanim roznych typov zrna, nakolko obsah fenolickych latok je ovplyvneny nielen
podmienkami kultivacie, ale aj technologickym spracovanim zfn. Fenolické latky sa
v najvyssich koncentraciach nachadzaju v perikarpe a aleurénovej vrstve, ktoré su pri vyrobe
bielych muk odstraiiované. Z tohto dévodu sa v bielych mukach nachadzaju nizsie koncentracie
fenolickych latok a flavonoidov nez v celych zrnach cerealii. Niz§ie koncentracie mozu byt
sposobené taktiez tym, ze boli analyzované vodné extrakty cerealii a nemuselo ddjst’ ku uplne;
extrakcii vSetkych fenolickych latok, najma tych vo viazanej forme.
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5.1.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxidacna aktivita jednotlivych vzoriek bola stanovena spektrofotometricky podl'a postupu
uvedené¢ho v bode 4.11.3. Z nameranych hodndt absorbancii bola vypocitand priemerna
hodnota, ktord bola nasledne dosadzovana do kalibracnej krivky (Rovnica 5). Stanovené
hodnoty antioxidacnej aktivity su zobrazené v nizSie uvedenom grafe (Obrazok 6) a vysledné
koncentracie su vyjadrené v mg ekvivalentu Troloxu na g vzorky.
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Obrazok 6: Graf nameranej antioxidacnej aktivity jednotlivych vzoriek

Z vyssie uvedeného grafu je mozné vidiet, ze najvyssiu antioxidacnu aktivitu vykazovala
vzorka kukuri¢nej muky (0,5640,03 mg TE/g), u ktorej bola zarovenl zistena aj najvysSia
koncentracia celkovych fenolickych latok, ktoré patria medzi zluceniny s vyznamnymi
antioxidaCnymi vlastnostami. Tento trend bol pozorovany aj u ostatnych vzoriek a najnizsia
antioxidana aktivita bola stanovena u vzorky ryzovej muky (0,2140,01 mg TE/g), ktora
obsahovala najnizs§iu koncentraciu celkovych fenolickych latok. Namerané vysledky
odpovedaju predpokladom vychadzajicim z literatiry, z ktorej vyplyva, ze kukurica a vyrobky
z nej vykazuju vyssie hodnoty antioxidacnej aktivity nez ryza a ryzové vyrobky. Napriek tomu
literatira uvadza pre dané cerealie vyssie hodnoty antioxidacnej aktivity pri analyze metddou
TEAC. Pre kukuri¢ni muku sa uvadza hodnota 1,83+0,08 mg TE/g a pre ryzovua muku hodnota
1,18+0,10 mg TE/g [86]. Rozdiely m6zu byt sposobené najma rozdielnym sposobom pripravy
extraktov a extrakcie antioxidantov zo vzoriek ceredlii, pricom pri vyuziti vodnych extrakcii
nemuseli byt do vody vyextrahované vSetky latky s antioxidacnymi vlastnostami, ktoré sa
v cerealiach nachadzaju. V pripade kukuri¢nej muky sa jedna napriklad o lipofilné latky ako
karotenoidy, ktoré maju taktiez antioxida¢né vlastnosti a do vody neprechadzaju.

5.1.4 Stanovenie mastnych kyselin pomocou GC/FID

Celkovych obsah lipidov ako aj zastipenie jednotlivych mastnych kyselin v analyzovanych
vzorkach muk bol stanoveny pomocou analyzy na GC/FID. Analyza prebiehala podl'a postupu
uvedeného v bode 4.8 a ziskané data boli spracované do nizsie uvedenych tabuliek a grafov
zobrazujucich zastupenie celkovych lipidov a jednotlivych typov mastnych kyselin.
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Tabulka 16: Zastupenie lipidov a typov mastnych kyselin v analyzovanych vzorkdch

obsah lipidov zastupenie typov MK [%]
vzorka
[g/100g] SFA MUFA PUFA
bezlepkova muika 1,33 22,93 34,11 42,96
kukuri¢na muka 2,18 21,30 22,65 56,05
ryzova muka 1,20 41,55 18,66 39,79

Ako je mozné vidiet' z vysSie uvedene] tabul'ky (Tabulka 16), najvysSie zastupenie lipidov
obsahovala vzorka kukuri¢nej muky (2,18 g/100 g), co odpoveda predpokladom podl'a udajov
uvedenych na obaloch od vyrobcu. Nami stanovend hodnota koncentracie lipidov je mierne
vysSia nez vyrobcom udavana, konkrétne o 0,18 g/100g. Najnizsi obsah lipidov bol zisteny
v ryzovej muke (1,2 g/100 g), pricom tato hodnota sa zhoduje s idajmi uvadzanymi vyrobcom.
Najvyssi rozdiel medzi stanovenou a vyrobcom udavanou hodnotou je v pripade bezlepkovej
muky, kde je nami stanovena hodnota nizsia o 0,57 g/100 g.

Z pohl'adu zastupenia jednotlivych typov mastnych kyselin v réznych mukach obsahovala
najvyssie mnozstvo nasytenych MK muka s najniz§im celkovym obsahom lipidov, a to ryzova
muka (41,55 %). Tato muka zaroven obsahovala spomedzi vsetkych vzoriek najnizsie
zastupenie PUFA, ktoré patria medzi vyznamné a zdraviu prospesné biologicky aktivne latky.
Najnizsie zastapenie SFA bolo zistené v kukuri¢nej muke, ktora zarovern obsahovala najvyssi
podiel PUFA (56,05 %). Ako je mozné vidiet z nizSie uvedeného grafu (Obrazok 7), celkovo
bola najviac zastipenou v kazdej vzorke kyselina linolova (C18:2c) patriaca medzi PUFA.
Najviac zastipenou MUFA vo vSetkych vzorkach bola kyselina olejova (C18:1) a celkovo
najviac zastupenou SFA bola kyselina palmitova (C16:0).
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Obrazok 7: Graf zastupenia jednotlivych MK v analyzovanych vzorkdch
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5.1.5 Stanovenie vo vode rozpustnych proteinov

Obsah vo vode rozpustnych proteinov bol stanoveny v pripravenych vodnych extraktoch
analyzovanych muk Hartree-Lowryho metdodou (vid 4.11.4). Koncentracie vo vode
rozpustnych proteinov boli ziskané dosadenim priemeru nameranych absorbancii
do kalibracnej krivky (Rovnica 6) a si uvedené v Tabul'ka 17.

Tabulka 17: Stanovené koncentrdcie vo vode rozpustnych proteinov v analyzovanych vzorkach miik

vzorka Cproteiny [2/100 g]
bezlepkova muka 1,75 £0,06
kukuri¢na muka 0,64 + 0,02
ryzova muka 1,02 +£0,03

Obilniny obsahuju viacero frakcii proteinov (albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny),
ktoré vykazuju rozdielnu rozpustnost’ v zavislosti na type pouzitého rozpustadla. Spomedzi
proteinov obsiahnutych v obilnych zrnach st vo vode rozpustné len albuminy, ktorych
zastupenie sa lisi u réznych typov obilnin. Z tohto dévodu st aj stanovené hodnoty proteinov
v analyzovanych vzorkach vyrazne niz§ie nez hodnoty celkovych koncentracii proteinov
uvadzané vyrobcom na obaloch jednotlivych muk. Najvyssia koncentracia vo vode rozpustnych
proteinov bola zistena vo vzorke bezlepkove; muky (1,75+0,06 g/100 g). Najmensi obsah vo
vode rozpustnych proteinov bol stanoveny vo vzorke kukuri¢nej muky (0,64+0,02 g/100 g).
Vyssi obsah proteinov u bezlepkovej muky je pravdepodobne spojeny s obsahom bezlepkového
pSeni¢ného skrobu, ktory obsahuje viac vo vode rozpustnych proteinov, ked’ze pochadza zo
pSenice, ktora obsahuje vo vSeobecnosti vyssie koncentracie albuminov nez ryza alebo kukurica

[1].
5.1.6 Stanovenie lepku

V analyzovanych vzorkdch muk bol stanoveny obsah lepku podla postupu uvedeného
v kapitole 4.9. Najprv bola zistena koncentracia gliadinu vo vzorkach, ktora bola nasledne
prepocitana na koncentraciu gluténu. Ziskané vysledky si zobrazené v nizsie uvedenej tabulke
(Tabul'ka 18).

Tabulka 18: Koncentrdcie lepku stanovené v jednotlivych vzorkdch

vzorka Cgtuten [Mg/kg]
bezlepkova mika 15,51 £ 1,64
kukuri¢na muka 7.40 £ 1,09
ryzova muka 4,02 +£0,92

Zo ziskanych vysledkov je mozné konstatovat, ze vo vSetkych analyzovanych vzorkach bola
stanovena koncentracia lepku nizs§ia nez je hrani¢na koncentracia (20 mg lepku/kg), a teda
vSetky analyzované muky sa radia medzi bezlepkové. NajvysSia koncentracia lepku bola
stanovena v bezlepkovej muke (15,51+1,64 mg/kg), ktoru tvori zmes bezlepkového pSenicného
Skrobu, kukuri¢nej muky, I'anovej a lupinove] muky. VyS§si obsah lepku moze suvisiet' prave
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s obsahom bezlepkového pSenicného Skrobu, ktory sa vyraba deproteinaciou klasického
pSeni¢ného Skrobu, ked’Ze pSenica prirodzene obsahuje vysSie koncentracie lepku. Z tohto
dovodu médze aj bezlepkovy pSeniény Skrob obsahovat nizke zbytkové koncentracie lepku
alebo modze pri technologickom spracovani dojst’ ku jeho kontaminéacii. Najniz§ia koncentracia
lepku bola zistena v ryzovej muke (4,02+0,92 mg/kg). Kukuri¢na a ryzova muka obsahovali
vyrazne nizsi obsah lepku a vzhl'adom na to, Ze sa jedna o prirodzene bezlepkové obilniny je
mozng, ze pritomnost’ lepku bola sposobend kontaminaciou muky pri procese jej vyroby alebo
pocas jej analyzy.

5.1.7 Stanovenie cereilnych B-glukanov

Obsah B-glukanov bol vo vybranych vzorkach stanoveny pomocou komercne dostupného kitu
a podla postupu uvedeného v bode 4.10. Obsah B-glukanov bol zisteny pomocou vypoctového
Excelu od vyrobcu kitu, do ktorého boli dosadzované namerané hodnoty absorbancii
jednotlivych vzoriek. Vysledné stanovené koncentracie 3-glukanov su uvedené v Tabul'ka 19.

Tabulka 19: Stanoveny obsah f3-glukdnov v analyzovanych vzorkdach miik

vzorka Colukiny [g/100 g]
kukuri¢na muka 0,039 + 0,004
ryzova muka 0,104 £ 0,004
bezlepkova muka 0,039 + 0,004

Cerealne B-glukany tvoria sucast’ bunkovych stien, v ktorych st viazané. V cerealnych
zrnach sa ich najvysSSie koncentracie nachadzaji najméd v obalovych vrstvach zrna, tj.
v otrubéch, ale taktiez v aleuronovej vrstve. Jedna sa o Casti zrna, ktoré su pri spracovani zfn
na muku bezne odstraniované, a preto je obsah B-glukanov v mukach spravidla niz$i nez
v celych zrnach alebo v celozrnnych mukach. Nami stanovené koncentracie B-glukanov
v analyzovanych vzorkach muk sa nachadzaju v rozmedzi 0,039-0,104 %, ¢o su pomerne nizke
hodnoty. NajnizSia koncentracia B-glukanov bola stanovena vo vzorke kukuri¢nej muky
(0,039+0,004 g/100 g), priCom bezlepkova muka mala vel'mi podobny obsah B-glukanov.
Najvyssie zastupenie B-glukanov bolo zistené vo vzorke ryzovej muky (0,10440,004 g/100 g),
pri¢om stanovena koncentracia bola takmer trikrat vyssia nez pri ostatnych vzorkach. Literatira
uvadza, ze v porovnani s ostatnymi cerealiami, ktoré obsahuju -glukany najma v obalovych
vrstvach, v ryzi sa B-glukany distribuované napriec cely zrnom, a teda aj ich obsah v ryzovej
muke je v porovnani s inymi typmi bezlepkovych muk vyS§si [87].

5.2 Charakterizacia extraktov z mikrorias

V ramci diplomove] prace boli pripravované extrakty z komercne dostupnej mikroriasy
Chlorella a sinice Spirulina. Extrakty boli pripravené za pouzitia troch rozpustadiel so
statusom GRAS (voda, ethanol a hexan) a ich kombinacii. Extrakcie boli vykonané s aj bez
pridavku sklenenych guliciek, pri ktorych bol predpoklad, ze napomozu lepSiemu rozruseniu
bunkovej steny abudu viest ku vy$Sim vytazkom biologicky aktivnych latok. Ziskané
vysledky su uvedené v nasledujucich kapitolach. Pre lepSiu orientaciu v grafoch je pri
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extraktoch pripravenych bez pouzitia sklenenych guli¢iek uvedené oznacenie ,,_a“ a pri

extraktoch s pouzitim sklenenych guli¢iek ,,_b*.
5.2.1 Celkova vytaznost’ extrakcie

Celkova vytaznost extrakcie bola stanovena podla postupu uvedeného v kapitole 4.16.1.
a vyjadruje hmotnostny podiel vsetkych vyextrahovanych pevnych latok v jednotlivych

extraktoch. Vsetky ziskané vysledky si vyobrazené v nizsie uvedenom grafe (Obrazok 8).
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Obrazok 8: Graf celkovych vytaznosti jednotlivych typov extrakcii pre biomasu Spirulina a Chlorella

Vyssie uvedeny stipcovy diagram zobrazuje stanovené percentualne vytaZnosti pre

jednotlivé extrakty. Celkova vytaznost pripravenych extraktov sa pohybovala v rozmedzi
17,0-63,0 % v zavislosti na type pouzitej riasy a rozpustadla, resp. kombinacii rozpustadiel.
Z grafu je mozné pozorovat, ze najvysSiu vytaznost extrakcie (63,0 %) dosahoval vodny
extrakt sinice Spirulina pripraveny s gulickami. Tato istd extrakcia dosiahla najvyssiu
vytaznost' aj pri extrakte mikroriasy Chlorella (52,0 %). NajvysSia percentualna vytaznost
extrakcie vSak neznamen4, ze sa v tychto extraktoch musi vyskytovat aj najvyssia koncentracia
bioaktivnych latok. Vytaznost vyjadruje len hmotnostny podiel celkovej susiny v pripravenych
extraktoch.

Najnizsie hodnoty celkovej vytaznosti extrakcie boli zaznamenané pri extraktoch
pripravenych s pouzitim 96% ethanolu pri oboch typoch biomasy. Pri znizeni koncentracii
ethanolu (50 % ethanol) doslo ku zvySeniu vytaznosti extrakcie, ¢o pravdepodobne suvisi
s vys§im zastipenim vody v extraktoch, ked'ze pre vodu boli dosiahnuté najvysSie hodnoty
celkovych vytaznosti. Pridavok 96% ethanolu k hexanu zvysil u€innost extrakcie v porovnani
s pouzitim samotnych rozpustadiel. To mohlo suvisiet s rozdielnou polaritou pouzitych
rozpustadiel, ktora napomohla extrakcii polarnych, ale aj nepolarnych latok. Zo ziskanych
vysledkov nie je mozné jednoznacne urcit’ vplyv pritomnosti guliiek na vytaznost’ extrakcie.

Pri vodnych a hexan-ethanolovych extraktoch doslo pri pouziti guli¢iek k zlepSeniu vytaznosti,

avSak u ostatnych extraktov boli celkové vytaznosti v oboch pripadoch podobné alebo mierne
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niz8ie pri pouziti guliciek. Vo vSeobecnosti je mozné konstatovat, ze vyssia vytaznost’ extrakcii
bola zaznamenané pri extraktoch z buniek Spirulina. Vynimku ztohto trendu predstavuju
ethanolové extrakty (96 %), pri ktorych bola vyssia vytaznost’ zaznamenana pri extraktoch
z mikroriasy Chlorella.

5.2.2 Stanovenie pigmentov spektrofotometricky

V pripravenych  extraktoch boli podla postupu uvedeného v kapitole 4.16.3
spektrofotometricky stanovené pigmenty. Ziskané hodnoty absorbancii pri vybranych
charakteristickych vinovych dizkach boli spriemerované a priemerna hodnota bola dosadena
do Rovnica 7. Vypocitané koncentracie boli vyjadrené v mg/g biomasy. Vysledné koncentracie

jednotlivych pigmentov su zhrnuté v nizSie uvedenej tabul'ke (vid’ Tabul'ka 20).

Tabulka 20: Spektrofotometricky stanovené koncentrdcie pigmentov v extraktoch (oznacenie ,,p.m.d*

znamend ,, pod medzou detekcie “* vyuzivanej metody)

biomasa extrakt Cehlorofyl A [ME/8] | Cehtorotyi B [ME/E] | Cehtorotyly [ME/E] | Ckarotenoidy [Mg/g]

FOLCH 10190 = 0,007 | 5.198+0.011 | 15.388+ 0,018 p.m.d
voda_a 3.076 £ 0,027 | 4389+0.107 | 7.465+0.134 p.m.d
voda_b 2380+ 0,019 | 3.050%0062 | 4.737+0.101 p.m.d
96 % EtOH a | 15.117+0,038 | 2.926+0082 | 18.043=0,120 p.m.d
96 % EtOH b | 13.926% 0,045 | 3.050+0062 | 16,977 0,107 p.m.d
Spirulina| 50 % EtOH_a 1570 0,008 | 1.302+0011 | 2.872+0.018 p.m.d
50 % EtOH_b 1573+ 0,013 | 152340012 | 3.095 0,025 p.m.d

hexan a 0,074 £ 0,002 p-m.d. 0,074 = 0,002 0,579 = 0,002

hexan_b 0.116 0,004 | 0.068+0011 | 0.184%0016 | 0.441=0.,006
hexan:EtOH (1:1) a| 15,263 +£0,116 1,777 = 0,050 17,040+ 0,167 p-m.d.
hexan:EtOH (1:1) b| 7,300+ 0,016 1,058 £0,031 8,358 £ 0,048 p-m.d.
FOLCH 5,867 £0,012 1,876 0,016 7,742 £ 0,028 p-m.d.
voda_a 03000003 | 0261+0015 | 0.561%0018 p.m.d.
voda_b 0,294 + 0,004 0,241 +£0,016 0,535+0,013 p-m.d.
96 % EtOH_a 90.617 0,025 | 3.477+0,005 | 13,094+ 11,997 p.m.d.
96 % EtOH_b 0255+ 0,042 | 27420016 | 11.997= 0,058 p.m.d.
Chlorella 50 % EtOH_a 0,744 = 0,004 0,420 +0,012 1,163 £0,017 p-m.d.
50 % EtOH_b 0561 =0,013 | 0.287+0,030 | 0.847 0,043 p.m.d.
hexan a 3,143 £ 0,004 0,445 £ 0,002 3,588 £ 0,006 p-m.d.
hexan b 3,322 +0,009 0,434 £0,010 3,756 £ 0,018 p-m.d.
hexan:EtOH (1:1) a| 8,124 40,100 1,973 £ 0,151 10,097 £ 0,251 p-m.d.
hexan:EtOH (1:1) b| 11,766+0,111 3,052 £0,0081 14,819+ 0,192 p.m.d

Koncentracie

pigmentov v jednotlivych

extraktov boli

stanovené

z nameranych

absorpcnych spektier pripravenych extraktov. Ako vyplyva zvysSie uvedenej tabulky,
najvyssia koncentracia celkovych chlorofylov, predstavujiica sucet koncentracie chlorofylu
a a chlorofylu b, bola stanovend v ethanolovom extrakte (96 % EtOH) Spirulina ato
18,043+0,120 mg/g biomasy. Na zaklade ziskanych vysledkov je mozné konStatovat, ze
v extraktoch zo sinice Spirulina sa v porovnani s mikroriasou Chlorella nachadzali vysSie
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koncentracie celkovych chlorofylov. Zaroven bol pri extraktoch pozorovany trend vysSieho
obsahu chlorofylu a nez chlorofylu b. Vynimku z tohto trendu predstavovali iba vodné extrakty
Spirulina, pri ktorych boli stanovené vysSie koncentracie chlorofylu b. Najnizsie koncentracie
jednotlivych a zaroven aj celkovych chlorofylov boli zistené v hexanovych extraktoch
Spirulina. To pravdepodobne suvisi s polaritou pouzitého rozpustadla, kedze hexan patri
medzi nepolarne rozpustadla, zatial' Co chlorofyly su zluceniny polarneho charakteru. Z tohto
dovodu boli stanovené vyssie koncentracie chlorofylov pri pouziti polarnych rozpustadiel, t.j.
vody a ethanolu. Nepolarny charakter hexanu vSak umoznil extrakciu karotenoidov, ktoré boli
detegované v pomerne nizkych koncentraciach len v hexanovych extraktoch Spirulina. V inych
extraktoch sa ich koncentracia nachadzala pod medzou detekcie (p.m.d.).

V extraktoch pripravenych z mikroriasy Chlorella boli najvyssie koncentracie celkovych
a jednotlivych chlorofylov stanovené v hexan-ethanolovych (1:1) a ethanolovych (96 %)
extraktoch. Najniz§i obsah chlorofylov bol zisteny v extraktoch pripravenych s destilovanou
vodou. Pritomnost karotenoidov nebola spektrofotometricky zistena ani v jednom
z pripravenych extraktov mikroriasy Chlorella. Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze najlepSie
extrakéné Cinidlo pre chlorofyly predstavuje ethanol, priCom s jeho stipajicou koncentraciou
dochadzalo ku zvySeniu obsahu chlorofylov v extraktoch. Zastupenie chlorofylov
v mikroriasach predstavuje podrla literatury 0,5-1,5 % biomasy, ¢o priblizne odpoveda aj nami
stanovenym hodnotam [65]. Obsah chlorofylov zavisi na predovSetkym na druhu mikroriasy
ajej kultivaénych podmienkach, ¢o pravdepodobne mohlo spdsobit’ odchylku pri nami
stanovenych koncentraciach. Vo vacSine extraktov bol sledovany trend poklesu koncentracie
pigmentov pri pouziti sklenenych guli¢iek pocas extrakcie.

5.2.3 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Koncentracie celkovych fenolickych latok boli v pripravenych extraktoch z biomasy Spirulina
a Chlorella stanovené spektrofotometricky podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.16.4. Kazda
vzorka bola analyzovana v triplikdtoch a priemerna hodnota bola dosadena do kalibracnej
rovnice (Rovnica 3). Vysledné koncentracie boli vyjadrené ako mg ekvivalentu kyseliny
gallovej (GAE) na g biomasy a si zhrnuté v niz§ie uvedenom grafe (Obrazok 9).

Najvyssie koncentracie celkovych fenolickych latok boli stanovené pre riasy Spirulina aj
Chlorella vo vodnych extraktoch. Najvyssi obsah celkovych fenolickych latok bol zisteny vo
vodnom extrakte Spirulina (22,77+0,21 mg GAE/g biomasy) pripravenom s pouzitim gulic¢iek.
Pri extraktoch pripravenych z mikroriasy Chlorella bola najvyssia koncentracia fenolickych
latok stanovena taktiez vo vodnom extrakte (7,22+0,13 mg GAE/g biomasy), avsak
v porovnani s extraktom zo Spirulina sa jedna o priblizne trikrat nizsiu hodnotu. Voda sa teda
javi ako najucinnejSie extrak¢né Cinidlo pre fenolické latky. Vo vSeobecnosti sa udava, ze
Chlorella obsahuje nizSie koncentracie celkovych fenolickych latok nez Spirulina, ¢omu
odpovedaju aj stanovené hodnoty [88]. V pripade ethanolovych extraktov bol pri sinici
Spirulina pozorovany trend poklesu koncentracie celkovych fenolickych latok pri zvysSujuce;
sa koncentracii ethanolu. Pri extraktoch z mikroriasy Chlorella sa v§ak tento trend nepotvrdil
a pri pouziti 96 % ethanolu boli zaznamenané mierne vyssSie koncentracie fenolickych latok.
Najnizsie koncentracie boli pre oba typy biomasy stanovené v hexanovych extraktoch, pri¢om
pridavok ethanolu do extrak¢nej zmesi zvysil ucinnost’ extrakcie fenolickych latok. U vSetkych
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Stanovené hodnoty antioxidacnej aktivity sa v jednotlivych extraktoch pohybuju v rozmedzi
od 2,59+0,40 mg TE/g pre hexanovy extrakt Spirulina do 43,44+0,40 mg TE/g pre vodny
extrakt sinice Spirulina. Ako je mozné pozorovat’ aj vo vyssie uvedenom grafe (vid Obrazok
10), vodné extrakty v kombindcii s pouzitim sklenenych guli¢iek vykazovali najvyssiu
antioxida¢nu aktivitu. Jedna sa zaroven o extrakty, v ktorych boli stanovené najvysSie
koncentracie celkovych fenolickych latok (vid Obrazok 9), z Coho vyplyva, Ze vysoka
antioxidacna aktivita tychto extraktov pravdepodobne suvisi s pritomnostou vyextrahovanych
fenolickych latok s antioxidaénymi vlastnostami. Najniz§i obsah antioxidantov bol pre
Spirulina aj Chlorella stanoveny v hexanovych extraktoch, avsak pridavok ethanolu k hexanu
zvysil koncentraciu vyextrahovanych antioxidantov. Pre obe riasy je v ethanolovych
extraktoch mozné pozorovat narast antioxidacnej aktivity pri rasticej koncentracii ethanolu.
Antioxidacna aktivita extraktov pripravenych s pritomnost'ou ethanolu ako extrakéného ¢inidla
je pravdepodobne spojena s obsahom chlorofylov, nakol'ko v tychto extraktoch boli nizsie
koncentracie fenolickych latok avSak vyssie koncentracie chlorofylov. Zo stanovenych hodnét
antioxidacne] aktivity v jednotlivych vzorkach nie je mozné jednoznacne urcit vplyv
pritomnosti sklenenych guli¢iek pocas extrakcie na koncentraciu antioxidantov v extrakte.

5.2.5 Stanovenie vo vode rozpustnych proteinov

Koncentracie vo vode rozpustnych proteinov boli v pripravenych vodnych extraktoch
stanovené spektrofotometricky metdédou podla Hartree-Lowryho podla postupu uvedeného
v kapitole 4.16.6. Vysledné koncentracie proteinov boli prepocitané na mg proteinov
na g biomasy a su uvedené v Tabulka 21.

Tabulka 21: Koncentrdcie proteinov stanovenych vo vodnych extraktoch

typ extraktu extrakt Cproteiny [ME/g]
Spirulina 361,9+ 6,8
Spirulina + gulicky 373,9+18,1
vodny
Chlorella 153,4+45
Chlorella + gulicky 163.9£52

Z vyssie uvedenych vysledkov vyplyva, ze vodné extrakty sinice Spirulina a mikroriasy
Chlorella obsahovali pomerne vysoké zastupenie proteinov, pricom obsah proteinov stanoveny
v sinici Spirulina bol viac nez dvakrat vyssi v porovnani s mikroriasou Chlorella. Vy§si obsah
proteinov v sinici Spirulina bol o¢akavany na zaklade hodndt uvedenych vyrobcom na obaloch
oboch produktov. Zaroven su vSak stanovené hodnoty koncentracie proteinov vyrazne nizsie
v porovnani s hodnotami uvedenymi na obale. Odchylka mohla byt sposobena nedostatocnou
extrakciou proteinov do vody alebo ich pripadnou ¢iasto¢nou denaturaciou pocas extrakcie. Zo
ziskanych vysledkov je mozné konStatovat’, Ze vysSie koncentracie proteinov boli stanovené vo
vzorkach extraktov pripravenych s pridavkom sklenenych guli¢iek, ktoré mohli narusenim
bunkovej steny napomoct extrakcii proteinov v nej viazanych a zvysit tak obsah proteinov
v extrakte.
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5.2.6

Stanovenie pigmentov pomocou HPLC/PDA

Analyze na HPLC/PDA boli podrobené extrakty pripravené s pouzitim 96 % ethanolu, hexanu
a kombinacie rozpustadiel hexan:ethanol (1:1). Zaroveti boli analyzované extrakty pripravené
s abez pouzitia sklenenych gulic¢iek. Pomocou HPLC/PDA boli vo vybranych extraktoch
analyzované pritomné pigmenty, t]. karotenoidy a chlorofyly, podla postupu uvedeného
v kapitole 4.16.7. Vysledky ziskané analyzou extraktov su zhrnuté pre Spirulina aj Chlorella
v nizsie uvedenych grafoch (vid’ Obrazok 11, Obrazok 12).
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Obrazok 12: Koncentrdcie pigmentov stanovené pomocou HPLC/PDA v extraktoch Chlorella
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Obrazok 11: Koncentrdcie pigmentov stanovenych pomocou HPLC/PDA v extraktoch Spirulina
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Z vysSie uvedenych grafov je mozné konStatovat, ze extrakty pripravené z biomasy
Spirulina obsahovali vysSie koncentracie karotenoidov nez extrakty mikroriasy Chlorella.
Naopak, extrakty pripravené z mikroriasy Chlorella obsahovali vo vSetkych extraktoch, okrem
ethanolovych (96 %) vyssie koncentracie chlorofylov nez extrakty zo sinice Spirulina. Extrakty
zo Spirulina obsahovali vys§sie mnozstvo chlorofylu a nez chlorofylu b. V pripade extraktov
z Chlorella bol zisteny opacny trend, koncentracie chlorofylu b prevysovali chlorofyl a. Pri
porovnani kontrolnych extrakcii podla Folcha s pripravenymi extraktami bolo zistené, ze
kontrole extrakty obsahovali vysSie koncentracie karotenoidov, avSak nizSie koncentracie
chlorofylov nez ostatné pripravené extrakty. To mohlo byt sposobené tym, ze extrakcia podla
Folcha je cielena na lipofilné metabolity, tj. karotenoidy, zatial Co chlorofyly su latky
polarnejSieho charakteru, a preto boli do extraktov podla Folcha vyextrahované v menSej
miere.

Spektrofotometrickou metddou bola zistena koncentracia karotenoidov jedine v hexanovych
extraktoch Spirulina, av§ak na zaklade analyzy na HPLC je mozné konstatovat, ze v kazdom
extrakte boli karotenoidy detegované. Rozdiely mohli byt spdosobené najmid mensou
presnostou spektrofotometrického stanovenia, ked’ze HPLC vyuziva pre stanovenie Standardy
jednotlivych karotenoidov, pricom spektrofotometricky sa karotenoidy stanovuju len na
zéklade absorbancie pri dvoch charakteristickych vinovych dizkach. Najvyssia koncentracia
karotenoidov bola stanovena v ethanolovom extrakte sinice Spirulina (bez guli¢iek), ato
3,384 mg/g. Najviac zastupenym karotenoidom bol vo vSetkych extraktoch B-karotén,
predstavujuci provitamin A. V pripade extraktov zo sinice Spirulina sa jeho koncentracie
pohybovali v rozmedzi 1,628-2,418 mg/g, ¢o odpoveda hodnotdm udavanym v literature (1,5—
2,5 mg/g v zavislosti od podmienok kultivacie). Koncentracie celkovych karotenoidov vsak
boli nizSie nez hodnoty udavané v literature. NajvysSia koncentracia chlorofylu a, spolu
s celkovymi chlorofylmi bola zistena v hexan-ethanolovom (1:1) extrakte (3,384 mg/g) pricom
sa jednalo o hodnotu niz§iu nez udava literatura (13,0—17,0 mg/g v zavislosti na podmienkach
kultivacie) [60]. V tomto pripade pravdepodobne nedoslo ku tuplnej extrakcii chlorofylov
z biomasy.

Obrazok 13: Vzhlad pripravenych extraktov pred analyzou na HPLC, 2 - Spirulina (96 % ethanol), 6 —
Spirulina (96 % ethanol+gulicky), 4 — Spirulina (hexdan), 8 — Spirulina (hexdn~+gulicky), 17 — Spirulina
(hexdn:ethanol 1:1), 18 — Spirulina (hexdn+ethanol 1:1 +gulicky), 10 - Chlorella (96 % ethanol), 14 —
Chlorella (96 % ethanol+gulicky), 12 — Chlorella (hexdn), 16 - Chlorella (hexdn~+gulicky), 19 —
Chlorella (hexan:ethanol 1:1), 20 — Chlorella (hexdn+ethanol 1:1 +gulicky)

Pri porovnani extraktov Chlorella so Spirulina, obsahovali extrakty z Chlorella nizsie
koncentracie B-karoténu. Zarovern boli zistené vysSie koncentracie luteinu a violaxantinu,
patriacich medzi karotenoidy s dobrymi antioxida¢nymi vlastnostami. Koncentracie celkovych
karotenoidov sa v pohybovali vrozmedzi od 0,944 mg/g pri hexanovych extraktoch do
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2,693 mg/g pri ethanolovych extraktoch. Koncentracie celkovych chlorofylov sa pohybovali od
2,476-7,770 mg/g, pricom bol zachovany rovanky trend ako pri karotenoidoch, t.j. najnizsie
koncentracie boli stanovené v hexanovych extraktoch a najvyssie v ethanolovych extraktoch.
Stanovené koncentracie sa nachddzaju mierne na spodnej hranici rozmedzia koncentracii
chlorofylu u mikroriasy Chlorella (0,5-1,5 %). Nizsie koncentracie mohli byt spdsobené
degradaciou pigmentov pred analyzou, nakol'ko chlorofyly spolu s karotenoidmi patria medzi
zlicCeniny citlivé na teplo a svetlo [65].

5.2.7 Stanovenie mastnych kyselin pomocou GC/FID

Obsah celkovych lipidov a jednotlivych mastnych kyselin, bol stanoveny vo vzorkach biomasy
Spirulina a Chlorella a zaroven aj v hexanovych a hexan-ethanolovych (1:1) extraktoch.
Postup pripravy vzoriek ako aj postup samotne] analyzy su uvedené v kapitole 4.16.9.
V pripade extraktov bol najprv odpareny 96 % ethanol a lipidy boli stanovované len v ziskanom
olejovom extrakte. Ziskané vysledky su zhrnuté v Tabul'ka 22.

Z vysledkov analyzy jednotlivych vzoriek na plynovom chromatografe vyplyva, ze vySssi
obsah lipidov bol stanoveny v biomase mikroriasy Chlorella, a to konkrétne 8,81 g/100 g.
Vyssie zastipenie lipidov bolo na zaklade nutri¢nych udajov uvedenych na obale ocakavané
prave v biomase Chlorella. Stanoveny obsah lipidov je v porovnani s obsahom uvadzanym
vyrobcom takmer Styrikrat vyssi, podobny trend bol pozorovany aj v pripade sinice Spirulina.
Pri porovnani zastupenia lipidov v biomase a extraktoch je mozné pozorovat’ zvySené mnozstvo
lipidov prave v extraktoch. Tento vysledok bol ocCakavany kedZze sa jednalo o extrakty
s vyuzitim nepolarneho rozpustadla hexanu napomahajucemu extrakcii lipidov. Z hl'adiska
jednotlivych typov extraktov boli zistené vyssie koncentracie lipidov v extraktoch pripravenych
s kombinaciou rozpustadiel hexan:ethanol (1:1) a taktiez v extraktoch pripravenych s pouzitim
sklenenych guli¢iek. Sklenené gulicky napomohli rozruseniu bunkovych stien mikrorias a tym
zefektivnili extrakciu lipidov. Vynimku tvoria len hexan-ethanolové extrakty mikroriasy
Chlorella, kde bolo vySssie zastapenie lipidov v extrakte bez pouzitia guliciek.

Tabulka 22: Zastupenie lipidov a jednotlivych typov MK v biomase a extraktoch

vzorka . .obsah zastupenie typov MK [ %]

lipidov [%] SFA MUFA PUFA

biomasa 6,26 56,83 7,73 35,44

S hexan_a 28,37 70,31 18,31 11,38
K hexan_b 30,68 77,01 10,40 12,58
& hexan:EtOH (1:1) a 35,47 64,77 9,47 25,75
hexan:EtOH (1:1) b 38,68 65,81 8,28 2591

biomasa 8,81 36,62 11,28 52,10

S hexan_a 27,63 60,36 12,10 27,54
S hexan_b 32,09 62,64 12,83 24,52
S hexan:EtOH (1:1) a 37,38 49,05 11,28 39,67
hexan:EtOH (1:1) b 32,28 51,59 10,08 38,33
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Z hladiska obsahu jednotlivych typov MK bolo zistené, ze v biomase aj v extraktoch tvorili
vacsinu lipidov nasytené mastné kyseliny, priCom ich najvys$si obsah bol stanoveny
v hexanovom extrakte sinice Spirulina (77,01 %). Spomedzi nenasytenych MK mali vyssie
zastupenie PUFA, ktoré patria medzi MK s najpriaznivej§imi uc¢inkami na l'udské zdravie.
Najvyssie koncentracie PUFA boli stanovené v biomase Chlorella (52,10 %), avSak
v pripravenych extraktoch uz prevladali SFA. VyS§Sie zastipenie PUFA bolo stanovené
v hexan:ethanolovych extraktoch nez v hexanovych. Ako je mozné pozorovat znizSie
uvedeného grafu (Obrazok 14), v pripade sinice Spirulina bola najviac zastipenou MK kyselina
palmitova patriaca medzi SFA. Spomedzi nenasytenych MK to boli kyselina olejova (SFA)
a kyseliny linolova a y-linolénova (PUFA). Najviac zastipenou MK kyselinou v biomase aj
extraktoch mikroriasy Chlorella bola kyselina linolova (PUFA), pricom vynimku tvoril len
hexanovy extrakt, v ktorom bola stanovenad najvysSia koncentracia pri kyseline palmitovej
(SFA). V biomase Chlorella bola zaroven detegovana aj -3 MK, kyselina dokosahexaénova
(1,10 %) dolezita pre spravnu Cinnost mozgu a zraku. Jej pritomnost bola stanovena aj
v hexan:ethanolovych extraktoch, pricom jej zastipenie sa v porovnani so zastipenim
v biomase mierne zvys$ilo (1,24-1,44 %).
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Obrazok 14: Graf zastupenia jednotlivpych MK v biomase a v extraktoch

5.2.8 Stanovenie vitaminov rozpustnych vo vode

Vitaminy rozpustné vo vode boli stanovované vo vodnych extraktoch mikroorganizmov
Spirulina a Chlorella pomocou analyzy na HPLC s UV-VIS detekciou podla postupu
uvedeného v kapitole 4.16.8. Zo ziskanych chromatogramov bolo zistené, ze ani v jednej
z analyzovanych vzoriek vodnych extraktov nebola zistena pritomnost’ vitaminov skupiny B.
Vitaminy B su obecne zastupené v mikroriasach v nizkych koncentraciach (ng—pg/g biomasy)
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aztoho dovodu nemuselo dojst ku extrakcii tychto vitaminov v dostatoénom
a detekovatel'nom mnozstve . Zaroveni to mohlo byt spdsobené aj nevhodnou metddou pre
extrakciu tychto vitaminov [61]. Aj ked’ sa jedna o vo vode rozpustné vitaminy, samotna voda
nemusi byt postacujucim extrakénym c¢inidlom. Jediny detegovany vo vode rozpustny vitamin
v analyzovanych vodnych extraktoch bol vitamin C. V extrakte zo Spirulina bola zistena vyssia
koncentracia vitaminu C (0,345+£0,001 mg/g biomasy) nez v extrakte z Chlorella
(0,063+0,003 mg/g biomasy). Pri porovnani obsahu vitaminu C v Chlorella sa v literatire
udavaju vyssie hodnoty (0,1-15,0 mg/g) nez boli nami stanovené koncentracie [61]. Rozdiely
mohli byt sposobené nedostato¢nou extrakciou vitaminov, vzhladom na absenciu vitaminov B
vo vzorkach alebo taktiez nizkym, resp. ziadnym obsahom tychto vitaminov v biomase,
nakol'ko ich obsah z&visi na podmienkach kultivacie a zlozeni kultivaéného média.

5.2.9 Stanovenie B-glukinov

Obsah B-glukanov bol stanovovany v biomase mikroriasy Chlorella a sinice Spirulina
s vyuzitim komer¢ne dostupného enzymatického kitu podla postupu uvedeného v kapitole
4.17. Vysledné koncentracie B-glukanov boli vypocitane dosadenim nameranych hodnot
absorbancii do vypoctového Excelu od vyrobcu kitu. Ziskané vysledky su zhrnuté v nizsie
uvedenej tabul'ke (vid’ Tabul'ka 23).

Tabulka 23: Obsah glukdnov v jednotlivych vzorkdch

vzorka Calukany [g/100 g]
Spirulina 0,068 + 0,004
Chlorella 0,093 +0, 014

V mikroriasach tvoria B-glukany sucast bunkovych stien, v ktorych s pomerne pevne
viazané. Vzhl'adom na to je proces ich extrakcie pomerne komplikovany a vyzaduje viacero
krokov vratane enzymatickych a hydrolytickych reakcii. Ako vyplyva zvySSie uvedenej
tabulky (Tabul'ka 23) obsah glukanov v analyzovanych vzorkéach bol v oboch pripadoch nizsi
nez 0,1 %. Pri porovnani stanovenych B-glukanov s ich obsahom v analyzovanych mukach je
mozné konstatovat’, ze aj Spirulina aj Chlorella obsahovali vysSie zastipenie 3-glukanov ako
bezlepkova a kukuri¢na muka, ale zaroveti nizsie nez ryZova muka.

VysSie zastupenie glukdnov bolo zistené v biomase Chlorella (0,093+£0,014g/100 g).
V porovnani s obsahom B-glukanov stanovanym v biomase Spirulina obsahovala Chlorella
o priblizne 37 % viac B-glukanov. Vzhl'adom na to, ze B-glukany patria medzi polysacharidy
moze byt ich vysSie zastipenie v Chlorella spojené s vysSim vyrobcom deklarovanym
obsahom sacharidov. Obsah f3-glukénov pri mikroriasach sa v dostupnej literature pomerne 1isi
a zé&visi hlavne na kultivacnych podmienkach a konkrétnom druhu mikroriasy [89].
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5.2.10 MTT test cytotoxicity

Z pripravenych extraktov boli na zaklade ziskanych vysledkov vybrané vodné extrakty
Spirulina aj Chlorella pripravené v kombinacii s pridavkom sklenenych guliCiek, ktoré boli
podrobené MTT testom cytotoxicity. Cytotoxické ucinky boli testované na bunkovej linii
CaCo-2 (pasaz 58) podla postupu uvedeného v kapitole 4.19. Za extrakty s cytotoxickymi
ucinkami boli povazované extrakty, pri ktorych pocas testovania klesla viabilita kultar pod
hranicu 60 %. Vysledky MTT testu cytotoxicity si znazornené v nizSie uvedenom grafe
(Obrazok 15) predstavujucom zavislost’ viability buniek na koncentracii testovaného extraktu.
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Obrazok 15: Zavislosti viability buniek CaCo-2 v zavislosti na koncentracii extraktov rias

Z vyssie uvedeného grafu viability buniek je mozné konStatovat, ze vodné extrakty
mikroriasy Chlorella mali na bunky menej priaznivé ucinky nez vodné extrakty sinice
Spirulina. Pri testovani extraktov pripravenych z mikroriasy Chlorella bol pozorovany pokles
viability buniek v zavislosti na zvySujucej sa koncentracii testovaného extraktu. Najnizsia
viabilita buniek bola stanovena pri testovani extraktu s koncentraciou 25,0 obj. %, kedy
viabilita dosahovala 67,3 %. Stale sa vSak jedna o hodnotu vyssiu nez je stanovena hranica
cytotoxicity, z ¢oho vyplyva, ze ziadny z pripravenych extraktov Chlorella nevykazoval
cytotoxické ucinky. Vodny extrakt Spirulina mal na zaklade dat uvedenych v grafe vyraznejsie
priaznivejSie uCinky na testované bunky v porovnani s extraktom Chlorella. Pri zvySujuce] sa
koncentracii testovaného extraktu bol pozorovany ndarast viability buniek ato az do
koncentracie 12,5 obj. %, kedy bol zaznamenany jej mierny pokles. Z toho vyplyva, ze
testované extrakty v nizSich koncentraciach obsahovali latky, ktoré podporovali rast
a metabolizmus buniek a obecne mali na bunky priaznivy vplyv. NajnizSia viabilita bola
v pripade testovaného vodného extraktu Spirulina zistena pri najvyssej testovanej koncentracii,
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t.j. 25,0 obj. %, pricom aj v tomto pripade bola hodnota blizko 100 % viabilite, konkrétne bola
zistena viabilita 97,6 %. Na zaklade ziskanych vysledkov je mozné konStatovat’, ze testované
vodné extrakty Chlorella a Spirulina nevykazovali za podmienok testovania cytotoxické
ucinky aich pouzitie v potravinovych aplikaciach by bolo v testovanych koncentraciach
bezpecné.

5.3 Charakterizacia extraktov z kvasiniek

V ramci diplomovej prace bola na pripravu extraktov pouzitda biomasa z kvasiniek
Rhodosporidium toruloides a Rhodotorula kratochvilovae kultivovanych v laboratérnom
fermentore. Pri priprave extraktov boli vyuzivané rozpustadla so statusom GRAS (ethanol
a hexan) a ich r6zne kombinacie. Zaroven boli pripravené aj kontrolné extrakty extrakciou pola
Folcha, ktora je ucinnad pri extrakcii lipofilnych metabolitov, avSak pouziva rozpustadla
chloroform a methanol, ktoré nemaju udeleny status GRAS. Tieto extrakty boli pouzité na
porovnanie ucinnosti extrakcie. Ziskané vysledky st uvedené v nasledujucich kapitolach.

5.3.1 Celkova vytaznost’ extrakcie

Celkova vytaznost pripravenych extraktov bola stanovena podl'a postupu uvedeného v kapitole
4.16.1. Stanovené hodnoty celkovej vytaznosti pre jednotlivé extrakty si zobrazené v nizsie
uvedenom grafe (Obrazok 16) a predstavuji hmotnostny podiel vyextrahovanych pevnych
latok v extrakte.
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Obrazok 16: Graf celkovych vytaznosti extrakcii pre jednotlivé typy extrakcie

Stipcovy diagram zobrazuje percentualne hodnoty celkovych vytaznosti jednotlivych typov
extrakcii v zavislosti na type rozpustadla a pouzitej biomasy. Pre obe kvasinky bola najvyssia
vytaznost’ extrakcie dosiahnuta pri extrakcii podl'a Folcha, ¢o odpoveda predpokladu, kedze
sa jedna o extrakciu, ktora je cielena na lipofilné metabolity tvoriace vacs§inu bioaktivnych latok
kvasiniek. VysSia vytaznost extrakcie podla Folcha bola stanovena pre kvasinku
Rhodosporidium toruloides (31,0 %), zatial' ¢o pre kvasinku Rhodotorula kratochvilovae bola
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19,0 %. Extrakcie vyuzivajuce 96 % ethanol poskytovali vytaznosti najviac podobné tym
u extraktov podla Folcha. V pripade kvasinky Rhodosporidium toruloides bola vytaznost
v porovnani s extrakciou podla Folcha niz§ia o priblizne 10 %, zatial o pri Rhodotorula
kratochvilovae bola vytaznost nizsia o priblizne 16 %. Najnizsie hodnoty vytaznosti extrakcie
boli stanovené pre obe kvasinky v hexanovych extraktoch. Samotny hexan sa nejavi ako
vhodné rozpustadlo pre extrakciu lipofilnych metabolitov, av§ak v kombinacii s ethanolom
v roznych pomeroch doslo u oboch kvasiniek ku zvySeniu celkovych vytaznosti extrakcii.
Na zaklade vysSie uvedeného grafu je mozné konstatovat, ze extrakcia bola ucinnejSia pri
kvasinke Rhodosporidium toruloides nez pri kvasinke Rhodotorula kratochvilovae.

5.3.2 Stanovenie karotenoidov spektrofotometricky

Koncentracie karotenoidov v jednotlivych extraktov boli stanovené spektrofotometricky podl'a
postupu uvedeného v kapitole 4.16.3. Priemerné hodnoty nameranych absorbancii boli
dosadené do Rovnica 8 abol dopocitany obsah karotenoidov. Vysledné koncentracie
karotenoidov st zobrazené v nizsie uvedenom grafe (Obrazok 17).
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Obrazok 17: Spektrofotometricky stanovené koncentrdcie karotenoidov v jednotlivych extraktoch

Najvyssie koncentracie karotenoidov boli spektrofotometricky stanovené v extraktoch
pripravenych s pouzitim 96 % ethanolu ako extrakéného cinidla. V ethanolovom extrakte
kvasinky Rhodosporidium toruloides bola stanovend najvysSia koncentracia karotenoidov
(0,11+0,00 mg/g biomasy) spomedzi vSetkych pripravenych extraktov. V rovnakom extrakte
kvasinky Rhodotorula kratochvilovae bola koncentracia karotenoidov spektrofotometricky
stanovena na 0,084+0,00 mg/g biomasy. NajnizSie koncentracie karotenoidov boli zistené
v hexanovych extraktoch kvasiniek. Pridavkom ethanolu ku hexdnu doslo ku nérastu
koncentracii vyextrahovanych karotenoidov. Spomedzi extraktov pripravenych kombinaciou
hexanu a ethanolu vykazovali najvysSie koncentracie karotenoidov extrakty pripravené
extrakénou zmesou hexan:ethanol (1:2). Ethanol sa teda javi ako lepSie extrakéné ¢inidlo pre
extrakciu karotenoidov ako hexan. Pri porovnani extraktov z jednotlivych kvasiniek je z grafu
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mozné vidiet, Ze extrakty pripravené z kvasinky R. toruloides obsahovali vysSie koncentracie
karotenoidov nez extrakty z kvasinky R. kratochvilovae, €o suvisi pravdepodobne s niz§im
obsahom karotenoidov v biomase kvasinky R. kratochvilovae.

5.3.3 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Obsah celkovych fenolickych latok bol v pripravenych extraktoch stanoveny podla postupu
uvedeného v kapitole 4.16.4 spektrofotometrickou metéodou vyuzivajucou zriedené Folin-
Ciocalteuovo cinidlo. Priemerné hodnoty nameranych absorbancii pre jednotlivé extrakty boli
dosadené do Rovnica 3 a vysledné koncentracie celkovych fenolickych latok boli vyjadrené
v mg GAE na g biomasy. Ziskané vysledky su vyobrazené v nizSie uvedenom grafe (Obrazok
18).
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Obrazok 18: Stanovené koncentracie celkovych fenolickych ldatok v extraktoch kvasiniek

Fenolické latky sa radia medzi sekundarne metabolity s vyznamnymi biologickymi
ucinkami produkované najma rastlinami a riasami. Vzhl'adom na to sa v sucasnosti pozornost
sustreduje najmid na tento typ fenolickych latok. Menej znamymi su fenolické latky
produkované kvasinkami, avSak existuju studie, ktoré sa zaoberaju produkciou fenolickych
latok aj prave kvasinkami za optimalnych podmienok ich kultivacie. Koncentracie celkovych
fenolickych latok v analyzovanych extraktoch pripravenych zkvasiniek sa pohybovali
v rozmedzi od 0,84+0,09 mg GAE/g biomasy do 4,18 mg GAE/g biomasy. Vo vyssie
uvedenom grafe su viditeI'né rozdiely medzi koncentraciami fenolickych latok v extraktoch
z jednotlivych kvasiniek. Extrakty z kvasinky Rhodosporidium toruloides vykazovali vo
vSetkych pripadoch vyssie koncentracie fenolickych latok nez extrakty z kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae. Pri oboch kvasinkéach boli stanovené najnizsie koncentracie fenolickych latok
v hexanovych extraktoch. Nakol'ko tento typ extraktov vykazoval najnizSie koncentracie
fenolickych latok aj pri riasovych extraktoch, je mozné konstatovat’, ze samotny hexan sa nejavi
ako vhodné extrak¢né Cinidlo pre tento typ aktivnych latok. Najvyssia koncentracia celkovych
fenolickych latok bola stanovena pri hexan-ethanolovom (2:1) extrakte kvasinky
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Rhodosporidium toruloides (4,19+0,014 mg GAE/g biomasy), pricom u kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae bola najvyS$§ia stanovena koncentracia priblizne o polovicu nizsia
(2,174£0,12 mg GAE/g biomasy). Pri porovnani stanovenych koncentracii celkovych
fenolickych latok s dostupnou literaturou st nami stanovené hodnoty vyrazne nizSie, ked'ze
literatira uvadza koncentracie celkovych fenolickych latok v desiatkach mg GAE/g biomasy
[90]. Odchylky od literatury vSak mohli byt spdsobené pouzitim inych kmeriov kvasiniek,
extrakénych Cinidiel a zaroven kultivacnych podmienok.

5.3.4 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Antioxidac¢na aktivita bola stanovena v pripravenych extraktoch kvasiniek po ich odpareni
arozpusteni v 96 % ethanole podla postupu uvedené¢ho v kapitole 4.16.5. Vzorky boli
analyzované v triplikatoch a priemer nameranych absorbancii bol dosadeny do Rovnica 5.
Zistené koncentracie antioxidantov boli vyjadrené v mg ekvivalentu Troloxu na g biomasy.
Stanovené hodnoty antioxidacnej aktivity su zobrazené v nizsie uvedenom grafe (Obrazok 19).
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Obrazok 19: Stanovené hodnoty antioxidacnej aktivity v extraktoch z kvasiniek

Z vyssie uvedeného grafu vyplyva, Ze antioxidacna aktivita sa v analyzovanych vzorkach
lisila na zédklade pouzitej kvasinky a extrakéného cinidla. Extrakty pripravené z kvasinky
Rhodosporidium toruloides obecne vykazovali vo vsetkych extraktoch vysSie hodnoty
antioxidaCnej aktivity ako extrakty z kvasinky Rhodotorula kratochvilovae. Nizsie hodnoty
antioxidacnej aktivity mozu suvisiet v pripade kvasinky R. kratochvilovae s celkovym niz§im
obsahom karotenoidov a fenolickych latok (vid’ Obrazok 17, Obrazok 18), ktoré patria medzi
latky s antioxidacnymi vlastnostami. NajvysSia antioxidac¢na aktivita (4,81+0,06 mg TE/g)
bola stanovenad v extrakte kvasinky R. foruloides pripravenom kombinaciou rozpustadiel
hexan:ethanol v pomere 2:1, ktory zaroven obsahoval najvyssiu koncentraciu fenolickych
latok. Najniz§ie hodnoty antioxidacnej aktivity boli rovnako ako pri extraktoch z Chlorella a
Spirulina stanovené v hexanovych extraktoch oboch kvasiniek, v ktorych bol zisteny najmensi
obsah karotenoidov a fenolickych latok. Pri hexdnovom extrakte kvasinky R. kratochvilovae
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bola zaznamenana celkovo najnizSia antioxidacna aktivita (1,57+0,04 mg TE/g). Najlepsie
antioxidac¢né vlastnosti vykazovali pri oboch kvasinkach extrakty pripravené kombinaciami
hexanu a ethanolu. Pri vSetkych testovanych pomeroch tychto rozpustadiel bola zistena vyssia
antioxidaCna aktivita nez pri extraktoch pripravenych samotnym 96 % ethanolom alebo
hexanom. Zaroven bol pri oboch kvasinkach pozorovany trend poklesu antioxidacnej aktivity
so zvySujucou sa koncentraciou ethanolu v extrakénej zmesi a to aj napriek tomu, zZe ethanolové
extrakty vykazovali vys§iu antioxida¢nu aktivitu nez hexanové.

5.3.5 Stanovenie lipofilnych metabolitov pomocou HPLC/PDA

Obsah lipofilnych metabolitov bol stanoveny analyzou vybranych extraktov na HPLC/PDA
podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.16.7. Pre analyzu boli vybrané ethanolové (96 %),
hexanové a hexan-ethanolové (1:1) extrakty kvasiniek. Vysledné koncentracie analyzovanych
metabolitov su uvedené v nizsie uvedenych grafoch (Obrazok 20, Obrazok 21).
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Obrazok 20: Koncentrdcie lipofilnych metabolitov v analyzovanych extraktoch
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Obrazok 21: Koncentrdcie jednotlivych karotenoidov v analyzovanych vzorkdch
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Z grafu (vid' Obrazok 20) vyplyva, ze najvyssie vyextrahované koncentracie lipofilnych
metabolitov (ergosterol, ubichinon a celkové karotenoidy) boli dosiahnuté v pripade extrakcie
podla Folcha. Ziskané vysledky odpovedaju predpokladu, vzhladom na to, ze sa jedna
o extrakciu vhodni prave pre latky nepolarneho charakteru. Z hl'adiska koncentracie
jednotlivych metabolitov v pripravenych GRAS extraktoch boli najvysSie koncentracie
ergosterolu dosiahnuté v ethanolovych extraktoch oboch kvasiniek. Ergosterol je sucastou
bunkovych membran hub a kvasiniek a plni rovnaku funkciu ako cholesterol v l'udskych
a zvieracich bunkovych membranach. Zaroveni predstavuje provitamin D>, nakol'ko po jeho
oziareni UV ziarenim vznika vitamin D> (ergokalciferol). Najvyssia koncentracia bola
stanovena v extrakte kvasinky R. kratochvilovae (4,470 mg/g), pricom tato koncentracia
odpovedala priblizne 75 % koncentracie v extrakte podla Folcha. V extrakte kvasinky R.
toruloides bola najvysSia koncentracia ergosterolu stanovend na podobni hodnotu
(4,313 mg/g). Najnizsie koncentracie ergosterolu boli zistené v hexanovych extraktoch oboch
kvasiniek. Rovnaky trend bol pozorovany aj pri obsahu ubichinonu v extraktoch. Ubichinon
(koenzym Q10) je sucastou mitochondrialneho dychacieho retazca a zarover je antioxidantom
chraniacim mitochondrie a lipidové membrany pred oxidaCnym poskodenim. NajvysSia
koncentracia bola stanovena v ethanolovom extrakte kvasinky R. kratochvilovae (4,056 mg/g),
¢o predstavovalo takmer 74 % ubichinonu v extrakte podl'a Folcha. Najvyssie koncentracie
celkovych karotenoidov boli stanovené v extraktoch podl'a Folcha, pricom z pripravenych
GRAS extraktov obsahovali vysSie zastupenie celkovych karotenoidov extrakty pripravené
z kvasinky R. toruloides, ktoré boli aj vyrazne viac zafarbené v porovnani s extraktami
kvasinky R. kratochvilovae (vid Obrazok 22). Celkové karotenoidy boli vo vysSej miere
zastipené v ethanolovych extraktoch, pricom pri kvasinke R. foruloides obsahoval extrakt
4,283 mg/g celkovych karotenoidov (takmer 71 % karotenoidov vyextrahovanych podla
Folcha). Aj v pripade celkovych karotenoidov boli najnizSie koncentracie stanovené
v hexanovych extraktoch a to aj napriek tomu, ze hexan ako nepolarne rozpustadlo by mal byt
vhodnym extrakénym c¢inidlom pre nepolarne latky. Nizke vytaznosti vSak mohli byt
sposobené pritomnostou vody v biomase po jej rehydratacii, ¢o mohlo vzhl'adom na

nemiesitenost’ vody a hexanu ovplyvnit Gc¢innost extrakcie karotenoidov do hexanu.

Obrazok 22: Vzhlad pripravenych extraktov z kvasiniek pred analyzou na HPLC, 21 - R. toruloides
(96 % ethanol), 22 - R. toruloides (hexdn:ethanol 1:1), 25 - R. toruloides (hexdn), 26 - R. kratochvilovae
(96 % ethanol), 27 - R. kratochvilovae (hexdan:ethanol 1:1), 30 - R. kratochvilovae (hexdn).
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Zaroven boli zistené vyrazné rozdiely medzi karotenoidmi detegovanymi v extraktoch
spektrofotometricky a pomocou HPLC. Vyrazne nizSie koncentracie stanovené
spektrofotometricky mohli byt spdsobené nizSou presnostou spektrofotometrického
stanovenia, ktoré na stanovenie karotenoidov vyuziva ako S§tandard len B-karotén a jeho
absorp¢né maximum pri 454 nm. Z tohto dovodu je pravdepodobné, ze spektrofotometricky
bola detegovana najma koncentracia B-karoténu, ked’Zze rozne karotenoidy maju absorpcné
maxima pri rozdielnych vinovych dizkach. Pri porovnani koncentracii karotenoidov
stanovenych spektrofotometricky a koncentracii B-karoténu pomocou HPLC su stanovené
hodnoty priblizne podobné. Najvyssie koncentracie B-karoténu (vid Obrazok 21) boli
stanovené v ethanolovych extraktoch oboch kvasiniek a predstavovali vel'mi podobné hodnoty,
t.j. 0,142 mg/g (RT) a 0,141 mg/g (RK). Spomedzi jednotlivych karotenoidov vykazovali vo
vSetkych extraktoch najmensie zastupenie torulén spolu s B-karoténom. Vyssie zastipenie mal
lykopén, najmi v ethanolovych extraktoch pre obe kvasinky. Vo vSetkych extraktoch R.
toruloides bol najviac zastupenym karotenoidom torularodin (v ethanolovom extrakte
2,527 mg/g). V extraktoch kvasinky R. kratochvilovae bol najviac zastipenym karotenoidom
lykopén (v ethanolovom extrakte 1,533 mg/g).

5.3.6 Stanovenie mastnych kyselin pomocou GC/FID

Zastupenie celkovych lipidov spolu s jednotlivymi typmi MK bolo stanovené podl'a postupu
uvedeného v kapitole 4.16.9. Analyze na GC bola podrobena biomasa oboch kvasiniek
a pripravené hexanové a hexan:ethanolové (1:1) extrakty. Ziskané vysledky boli spracované do
nizSie uvedenej tabul'ky (Tabul'ka 24) a grafu zobrazujucich podiel lipidov vo vzorke spolu so
zastupenim jednotlivych typov MK.

Tabulka 24: Zastupenie lipidov a jednotlivych typov MK v biomase a extraktoch kvasiniek

zastupenie typov MK [%]
vzorka lipidy [%]
SFA MUFA PUFA
o biomasa 11,92 30,93 53,17 15,90
Rhodosporidium = "\ 5 OH (1-1) 54,11 41,73 43,83 14,44
toruloides
hexan 67,03 42,80 39,02 18,19
biomasa 8,09 32,68 30,16 37,16
Rhodotorula ™= '\ i OH (1-1) 52,97 45,19 22,60 32,21
kratochvilovae
hexan 57,82 33,05 28,96 37,99

Oba analyzované kmene kvasiniek patria medzi tzv. oleogénne kvasinky a v zavislosti na
podmienkach kultivacie dokdzu akumulovat' v biomase vyznamné mnozstva lipidov. Pri
porovnani oboch kmeriov kvasiniek bolo vysSie zastipenie lipidov stanovené v biomase aj
extraktoch kvasinky Rhodosporidium toruloides. Analyzované extrakty obsahovali vysSie
koncentrécie lipidov nakol'ko boli pripravené s pouzitim nepolarneho rozpustadla hexanu
aboli cielené na extrakciu prave lipofilnych latok. Preto v nich bol vy$§i obsah lipidov
predpokladany. Samotna biomasa obsahuje okrem lipidov viacero typov bioaktivnych latok,
napr. polysacharidy alebo proteiny, ktoré do hexanovych extraktov neprechadzaju a z tohto
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dovodu bolo v biomase nizSie zastupenie lipidov. Najvyssia koncentracia lipidov bola
stanovend v hexanovom extrakte kvasinky Rhodosporidium toruloides (67,03 %), pricom
v rovnakom type extraktu bolo zistené najvyssie zastapenie lipidov aj u kvasinky Rhodotorula
kratochvilovae.

Z hladiska pritomnosti nasobnych véazieb prevladali u kvasinky Rhodosporidium toruloides
MUFA, ktoré zaroven predstavovali vacsinu MK aj v hexan-ethanolovom extrakte. Pri pouziti
hexanu ako extrakéného ¢€inidla doslo ku navySeniu obsahu SFA. Spomedzi jednotlivych MK
bola v biomase tejto kvasinky stanovena najvyssia koncentracia kyseliny olejovej (51,66 %)
patriacej medzi MUFA. Vyrazné zastupenie mala aj kyselina palmitova (SFA), ktorej
koncentracie v extraktoch boli vy§Sie nez v samotnej biomase. Spomedzi PUFA bola aj
v biomase aj v extraktoch najviac zastipena kyselina linolova. V biomase R. toruloides boli
detegované aj nizke zastupenia DHA (0,60 %) a ARA (0,46 %), avSak v extraktoch uz ich
pritomnost zistena nebola. Pri kvasinke R. kratochvilovae prevladali v biomase aj
v hexanovom extrakte PUFA, v hexan:ethanolovom extrakte tvorili va¢sinu MK SFA. Celkovo
tato kvasinka obsahovala rovnomernejSie zastupenie prevladajucich MK. V biomase
a hexanovom extrakte mala najvacsie zastipenie kyselina olejova (MUFA), v hexan:ethanolom
extrakte to bola kyselina palmitova (SFA). NajzastapenejSou PUFA bola kyselina linolova. Aj
u tejto kvasinky bol pozorovany vyskyt DHA v biomase, avS§ak ani v tychto extraktoch jej
pritomnost’ uz nebola zistena.
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Obrazok 23: Graf zastupenia jednotlivpych MK v biomase a extraktoch

5.3.7 Stanovenie glukanov

Obsah glukanov bol stanovovany v biomase kvasiniek podla postupu uvedeného v kapitole
4.18. Na stanovenie bol vyuzity komer¢ne dostupny enzymaticky kit od spolocnosti
Megazyme. Stanovenie glukdnov prebiehalo v dvoch krokoch, pricom najprv bol stanoveny
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obsah celkovych glukanov a nasledne obsah a-glukanov. Rozdielom koncentracii celkovych
a a-glukanov bol zisteny obsah B-glukdnov. Vysledné stanovené koncentracie celkovych aj
jednotlivych glukanov boli vyjadrené v g na 100 g biomasy a st zhrnuté v nizsie uvedene;j
tabulke (Tabulka 25).

Tabulka 25: Koncentrdcie glukdanov stanovené v analyzovanych kvasinkdach

vzorka typ glukanov Colukiny [g/100 g]
celkové glukany 20,942 + 0,261
Rhodosporidium toruloides o-glukany 4,490 + 0,164
B-glukany 16,452 £ 0,096
celkové glukany 10,211 + 0,403
Rhodotorula kratochvilovae o-glukany 0,785 £ 0,009
B-glukany 9,426 £ 0,412

Zo ziskanych vysledkov je mozné konstatovat, ze obsah glukanov sa v analyzovanych
kvasinkach pomerne lisil. Z vyssie uvedenych vysledkov vyplyva, ze stanoveny obsah
celkovych glukanov bol ukvasinky Rhodosporidium toruloides (20,942+0,261 g/100 g)
priblizne dvakrat vyssi nez u kvasinky Rhodotorula kratochvilovae (10,21140,403 g/100 g).
Rozdielne zastupenie stanovenych glukanov v analyzovanych kvasinkach mohlo byt
sposobené celkovo nizSou syntézou glukanov kvasinkou R. kratochvilovae alebo pripadne
rozdielom v pevnosti bunkovej steny, ktory mohol sposobit’ narocnejsiu extrakciu glukanov
z tejto kvasinky a viedol k nizsej stanovenej koncentracie glukanov. Z hl'adiska jednotlivych
glukanov bol pri obidvoch kvasinkach pozorovany vyssi obsah B-glukanov nez a-glukéanov.
V pripade kvasinky R. toruloides tvorili a-glukany priblizne 21 % celkovych glukanov, zatial
¢o B-glukany viac nez 78 %. Vyraznejsi rozdiel v zastapeni jednotlivych glukanov bol
pozorovany u kvasinky R. kratochvilovae, u ktorej bolo zastupenie a-glukanov priblizne 8 %
a B-glukany tvorili az 92 % celkovych glukanov. V porovnani s analyzovanymi vzorkami muk
a mikrorias obsahovali kvasinky vyrazne vysSie zastipenie B-glukanov.

5.3.8 MTT test cytotoxicity

Stanovenie cytotoxicity pomocou MTT testu bolo uskuto¢nené podl'a postupu uvedeného
v kapitole 4.19, priCom pre testovanie boli vybrané ethanolové (96 %) extrakty kvasiniek
Rhodosporidium toruloides (v grafe oznaCena ako ,RT*“) a Rhodotorula kratochvilovae
(v grafe oznaCena ako , RK*). Extrakty boli testované v nezakoncentrovanej a Styrikrat
zakoncentrovanej podobe na bunkovej linii CaCo-2 (pasaz 58). Vysledky testov cytoxicity su
zobrazené v nasledujucom grafe (Obrazok 24) spolu s hranicou 60 % viability buniek, ktora
predstavuje hranicu cytotoxicity.
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Obrazok 24: Zavislost viability buniek CaCo-2 na koncentrdcii extraktov kvasiniek

Z vyssie uvedeného grafu vyplyva, ze viabilita buniek sa pomerne liSila v zavislosti na type
testovaného extraktu. Vzhl'adom na pritomnost’ ethanolu v extrakte, ktory by potencidlne
mohol negativne ovplyvnit' bunky, boli testované nizSie koncentracie tychto extraktov
v porovnani s vodnymi extraktami Spirulina a Chlorella. Zo ziskanych dat zobrazenych vo
vysSie uvedenom grafe sa ako najmenej cytotoxicky javi nezakoncentrovany extrakt kvasinky
Rhodotorula kratochvilovae. V pripade tohto extraktu bola wviabilita kultury pre vsetky
testované koncentracie extraktu vyssia nez 100,0 %, z Coho vyplyva, ze v extrakte sa nachadzali
latky, ktoré na bunky pdsobili priaznivym vplyvom a napomahali ich rastu. Pri testovani
Styrikrat zakoncentrovaného extraktu bol zisteny vyrazny vplyv tohto extraktu na viabilitu
buniek, ktora bola v tomto pripade najnizsia spomedzi vSetkych testovanych extraktov. So
stipajucou koncentraciou testovaného extraktu vyrazne klesala viabilita buniek, avSak aj pri
najvysSej testovanej koncentracii extraktu (1,0 obj. %) bola stanovena na 67,5 %, Co je stale
vy$Sia hodnota nez je hranica cytotoxicity. V pripade testovania extraktu kvasinky
Rhodosporidium toruloides v jeho nezakoncentrovanej podobe klesla viabilita kultary pod
90,0 % pri koncentracii extraktu vyssej nez 0,25 obj. %. Pri najvyssej testovanej koncentracii
viabilita buniek klesla na hodnotu 79,5 %, ktora nie je povazovana za cytotoxicku.
Zakoncentrovana podoba tohto extraktu vykazovala pri koncentraciach nizSich nez
0,125 obj. % wviabilitu vys§iu nez 100,0 % ana bunky teda posobila priaznivejSie nez
nezakoncentrovany extrakt, co pravdepodobne suviselo s vys$§im obsahom aktivnych latok. Pri
vysSich testovanych koncentraciach wviabilita buniek dosahovala podobné hodnoty ako
nezakoncentrovany extrakt, avSak pri najvysSej testovane] koncentracii extraktu bola
zaznamenana najnizsia viabilita buniek (62,8 %) spomedzi vSetkych testovanych extraktov. Zo
ziskanych vysledkov vyplyva, ze za podmienok testovania nevykazoval ani jeden z extraktov
cytotoxické ucinky voci pouzitym bunkam.
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5.4 Charakterizacia pripravenych obohatenych cereialnych produktov

V zavere experimentalnej Casti diplomove] praci boli na zéklade vysledkov zhrnutych
v predchadzajucich kapitolach pripravené ceredlne produkty obohatené o vybrané extrakty
a biomasu mikrorias a kvasiniek. Na pripravu produktov boli vybrané nasledovné zlozky,
kukuri¢na muka, biomasa Spirulina, ethanolovy extrakt kvasinky Rhodosporidium toruloides
a vodny extrakt sinice Spirulina. Pripravené cerealne produkty boli d’alej charakterizované,
pricom bol stanoveny obsah celkovych fenolickych latok a vo vode rozpustnych proteinov.
Biologické ucinky boli stanovené zmeranim antioxidacnej aktivity pripravenych produktov.

5.4.1 Charakterizacia pripravenych obohatenych cerealnych zmesi

Cerealne zmesi boli pripravené z kukuri¢nej muky a boli obohacované pridavkom jednotlivych
zloziek (biomasa Spirulina a extrakty zo Spirulina a Rhodosporidium toruloides) a zaroven aj
kombinaciou biomasy zo Spirulina aextraktu z R. toruloides. Postup pripravy a zlozenie
jednotlivych zmesi st uvedené v kapitole 4.20.1. Pripravené zmesi boli ponechané extrahovat

a ziskané vodné extrakty (vid’ Obrazok 25) boli d’alej analyzované.

Obrazok 25: Vzhlad pripravenych vodnych extraktov ceredlnych zmesi

Vyssie uvedeny obrazok (Obrazok 25) zobrazuje vzhl'ad pripravenych vodnych extraktov
obohatenych cerealnych zmesi. Kontrolna vzorka (A) bola bezfarebna rovnako ako vzorky (C)
(E), ku ktorym boli pridavané samostatne extrakty. V pripade pridavku biomasy (B1), (B2),
resp. biomasy a extraktu kvasinky (D), dosSlo ku zmene zafarbenia pripraveného extraktu
z dovodu pritomnych pigmentov v biomase Spirulina. Vzorky s pridavkom cistej biomasy
Spirulina (B1) a (B2) vykazovali rézne intenzivne modré sfarbenie, pricom vzorka (D) bola
sfarbend do modrozelenej farby. Zmena zafarbenia mohla byt v tomto pripade spdsobena
pridanim ethanolového extraktu kvasinky.

5.4.1.1 Vyhodnotenie analyz obohatenych ceredlnych zmesi

Pripravené vodné extrakty cerealnych zmesi boli podrobené d’al§im analyzam, pricom bol
sledovany vplyv pridavku vybranych obohacujucich latok na obsah polyfenolov, antioxidantov
a proteinov vo vzorkach. Ziskané vysledky pre jednotlivé testované parametre su zhrnuté
v nizSie uvedenej tabulke (Tabulka 26).
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Tabulka 26

: Stanovené koncentrdacie vybranych aktivnych ldtok v analyzovanych vzorkach

vzorka Cpolyfenoly [mg GAE/g] Cantioxidanty [Mg TE/g] Cproteiny [ME/g]
A 0.62 £ 0,02 0.57 £ 0,06 7.71 0,57
B1 1,03 £ 0,05 1,47 + 0,04 20.57 0,35
B2 1,18 = 0,02 1,52 = 0,08 23.89 + 0,48
C 0.68 £ 0,03 0.68 + 0,04 9.20 0,13
D 1,17 + 0,03 151 +0.01 2139+ 0,78
E 0.73 £ 0,01 0.75 + 0,01 9.04 0,27

(A) - kontrolnd vzorka, (B) - 5% pridavok biomasy Spirulina, (B2) - 10% pridavok biomasy Spirulina,
(C) - pridavok extraktu z R. toruloides, (D) - pridavok biomasy Spirulina (5%) a extraktu
R. toruloides, (E) — pridavok extraktu zo Spirulina

Z vySsie uvedenej tabulky (vid Tabulka 26) vyplyva, ze vo vSetkych obohatenych
cerealnych zmesiach doslo pri vSetkych sledovanych biologicky aktivnych latkach k zvySeniu
ich koncentracie, avSak v réznej miere. V pripade stanovenia celkovych fenolickych latok sa
narast ich koncentracii v obohatenych cereadlnych zmesiach pohyboval v rozmedzi 9,68—
90,32 %. K najmensSiemu navySeniu doSlo pri vzorke (C) s pridavkom extraktu kvasinky
Rhodosporidium toruloides, priCom aj v tomto extrakte bolo spomedzi vSetkych priddvanych
obohacujucich latok stanovené najnizsSie mnozstvo fenolickych latok. Najvyraznej§i narast
koncentracie celkovych fenolickych latok bol zaznamenany vo vzorke (B2), ktora obsahovala
10 % biomasy Spirulina (1,18+0,02 mg GAE/g). Pri porovnani zmesi s 5 %, 10 % Spirulina a
kombinaciou kvasinkového extraktu a biomasy Spirulina boli koncentracie celkovych
fenolickych latok podobné.

Pri stanoveni antioxidacnej aktivity obohatenych cerealnych zmesi sa jej narast pohyboval
v rozmedzi 18,33-30,00 % pri pridavku samostatnych extraktov a v rozmedzi 150,00—
158,33 % pri pridani biomasy Spirulina, resp. pri kombinacii biomasy Spirulina a extraktu
kvasinky R. toruloides. Najnizsi narast bol podobne ako pri stanoveni celkovych fenolickych
latok zisteny v zmesi s obsahom kvasinkového extraktu. Po pridavku biomasy do zmesi sa
antioxidacna aktivita vyrazne zvysila, pricom pri 10 % zastupeni biomasy v zmesi bola viac
nez trikrat vyssia (1,52+0,08 mg TE/g) v porovnani s kontrolnou vzorkou (A). Rozdiely
v cerealnych zmesiach s pridavkom biomasy Spirulina boli velmi malé (do 9,00 %), z coho
vyplyva, ze Spirulina je vel'mi dobrym zdrojom antioxidantov.

Pri stanoveni vo vode rozpustnych proteinov v analyzovanych obohatenych vzorkach bolo
zistené najvyraznejSie navySenie ich koncentracie spomedzi vsetkych sledovanych biologicky
aktivnych latok. Po pridavku extraktov sa koncentracie zvysili len mierne pre obe vzorky
(do 20,00 %), pricom pri pridavku biomasy Spirulina bolo zvySenie vyraznejsie a pohybovalo
sa v rozmedzi 166,80-209,86 %. Zistené vysledky potvrdzuju, ze Spirulina je vel'mi dobrym
zdrojom proteinov. Je tak mozné konstatovat, ze z hl'adiska obohatenia o proteiny, rovnako ako
pri fenolickych latkach a antioxidantoch, bola pre obohatenie produktov vhodnejsia biomasa
nez pripravené extrakty. NajvysSia koncentracia proteinov bola stanovena vo vzorke s 10 %
zastupenim biomasy Spirulina, konkrétne (1,52+0,08 mg/g).
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5.4.2 Charakterizacia pripravenych obohatenych cerealnych kasi

V ramci diplomovej prace bolo podla postupu uvedeného v kapitole 4.20.2 pripravenych pat
vzoriek cerealnych kasi. Jednalo sa o jednu kontrolna vzorku (A) bez akéhokol'vek pridavku
a Styri vzorky cerealnych kasi obohatené biomasou alebo extraktami z kvasiniek a mikrorias,
pri¢om zlozenie jednotlivych vzoriek je uvedené v Tabul'ka 15. Na zaklade dostupnych ¢lankov
bola pre pripravu ceredlnej kase s pridavkom biomasy Spirulina vybrana koncentracia 5 %
Spirulina, nakolko sa jednalo o hodnotitelmi najlepSie hodnotené zastipenie Spirulina.
Na nizSie uvedenom obrazku (vid Obrazok 26) je zobrazeny vzhlad pripravenych vzoriek
obohatenych cerealnych kasi.

(A) (B) © (D) (E)

Obrazok 26: Vzhlad pripravenych ceredlnych kasi; (A) — kontrolna vzorka, (B) — kaSa s biomasou
sinice Spirulina, (C) — kasa s extraktom z kvasinky Rhodosporidium toruloides, (D) — kaSa s biomasou
sinice Spirulina a extraktom z kvasinky Rhodosporidium toruloides a (E) — kasa s extraktom zo sinice

Spirulina

Ako je vidiet' na vySSie uvedenom obrazku (Obrazok 26) cerealna kaSa pripravena zo
samotne] kukuricnej muky bez akéhokolvek pridavku (kontrolna vzorka A) vykazovala
najredsiu konzistenciu a so svojim slabozltym sfarbenim bola najsvetlejSou vzorkou. Kasa si
zachovala vonu kukuricnej muky. V pripade pridavku biomasy Spirulina doslo ku zmene
zafarbenia a kaSe boli sfarbené do tmavozelenej farby. V pripade vzorky (B), ku ktorej bolo
pridanych 5 % biomasy Spirulina, bola sledovana najhustejSia konzistencia pripravene] kase.
Kasa (D) spridavkom biomasy Spirulina aextraktu kvasinky vykazovala mierne redsiu
konzistenciu ako kasa (B) a menej intenzivne zelené sfarbenie. V pripade kase (C) sposobil
pridavok extraktu kvasinky Rhodosporidium toruloides zvySenie hustoty kase a farba bola
mierne oranzovej$ia nez pri kontrolnej vzorke. Posledna kasa pripravena s pridavkom extraktu
sinice Spirulina (E) mala podobnu konzistenciu ako vzorka (C) a vykazovala mierne zelenkavé
sfarbenie.

5.4.2.1 Analyzy pripravenych obohatenych ceredlnych kasi

Pripravené kase boli po zamrazeni zlyofilizované a boli z nich pripravené vodné extrakty podl'a
postupu uvedeného v kapitole 4.21. Vzhlad zlyofilizovanych kasi spolu s pripravenymi
vodnymi extraktmi je zobrazeny na niz§ie uvedenom obrazku (Obrazok 27). V pripravenych
vodnych extraktoch boli stanovené koncentracie celkovych fenolickych latok, vo vode
rozpustnych proteinov a antioxidacnad aktivita pomocou spektrofotometrickych stanoveni.
Ziskané vysledky st zhrnuté v nizsie uvedenej suhrnnej tabulke (Tabul’ka 1Tabulka 27).
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Obrazok 27: Vzhlad zlyofilizovanych kasi a z nich pripravenych vodnych extraktov

Tabulka 27: Stanovené koncentrdcie aktivnych ldtok v vodnych extraktoch ceredlnych kasi

vzorka Cpolyfenoly [mg GAE/g] Cantioxidanty [mg TE/g] Cproteiny [Mg/g]
A 0,51 +0,01 0,25 + 0,09 25,92 +0,55
B 0.89 + 0,03 0,78 + 0,04 31,86 + 0,21
C 0,58 + 0,01 0,40 + 0,07 26,49 + 0,21
D 0,89 + 0,02 0,86 + 0,06 33,64 + 0,48
E 0,65 + 0,03 0,67 + 0,06 27,57+ 0,44

(A) — kontrolna vzorka, (B) — kaSa s biomasou sinice Spirulina, (C) — kaSa s extraktom z kvasinky
Rhodosporidium toruloides, (D) — kaSa s biomasou sinice Spirulina a extraktom z kvasinky

Rhodosporidium toruloides a (E) — kaSa s extraktom zo sinice Spirulina

Ako je mozné vidiet na vyssie uvedenom obrazku (Obrazok 27), lyofilizované kase mali
v porovnani s Cerstvo pripravenymi kasami svetlejSie zafarbenie, ktorému odpovedali aj farby
pripravenych vodnych extraktov. Pri stanoveni jednotlivych biologicky aktivnych latok
v analyzovanych vzorkach vyplyva z Tabulka 27, ze vo vSetkych analyzovanych vzorkach
doslo ku navyseniu koncentracie biologicky aktivnych latok.

Pri stanoveni celkovych fenolickych latok bola vo vsetkych analyzovanych vzorkach
stanovend vysSia koncentracia nez v kontrolnej vzorke. ZvySenie sa pre jednotlivé vzorky
pohybovalo v rozmedzi 13,73-74,51 %. Najmenej sa zmenila koncentracia celkovych
fenolickych latok vo vzorke (C), ktora obsahovala pridavok extraktu kvasinky Rhodosporidium
toruloides, pricom tento extrakt obsahoval spomedzi vSetkych pridavanych latok najnizsiu
koncentraciu celkovych fenolickych latok. Najvyssia koncentracia celkovych fenolickych latok
(0,89+0,01 mg GAE/g) bola zistena vo vzorkach (B) a (D), ktoré obsahovali pridavok biomasy
Spirulina, resp. biomasy Spirulina aextraktu R. toruloides. V tomto pripade je mozné
navysenie koncentracie fenolickych latok pripisat’ najméa pridavku biomasy Spirulina, ktora
predstavuje dobry zdroj fenolickych latok. Pri pridavku vodného extraktu Spirulina sa
v porovnani s kasou s obsahom kvasinky koncentracia fenolickych latok zvysila, avSak zaroven
bola nizsia nez pri pridavku celej biomasy. To mohlo byt spdsobené tym, ze do vodnych
extraktov sa pravdepodobne nepodarilo vyextrahovat fenolické latky v takej miere ako boli
obsiahnuté v biomase.
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Trend zvySenia koncentracie aktivnych latok v obohatenych produktoch bol sledovany aj
v pripade stanovenia antioxidacnej aktivity jednotlivych vzoriek. VSetky pripravené vzorky
vykazovali vyrazne vysSiu antioxidacnu aktivitu nez kontrolné vzorka. Najvyssia antioxidacna
aktivita bola stanovena v kasi s pridavkom biomasy Spirulina a extraktu R. toruloides, pricom
v porovnani s kontrolnou vzorkou bola viac nez trikrat vyssia. Stanovené hodnoty antioxidacnej
aktivity vSak nemusia byt Uplne presné, ked’ze pocas jej stanovenia doslo po pridani extraktu
ku roztoku ABTS™ ku vytvoreniu zakalu atvorbe zrazenin. Vzhladom na pritomnost
96 % ethanolu, ktorym bol riedeny roztok ABTS™ na pozadovani absorbanciu je
pravdepodobné, ze dosSlo ku vyzrazaniu bielkovin pritomnych v extraktoch. Vzniknuty zéakal
a zrazeniny znemoznili meranie absorbancie, nakol'ko tento typ analyzy vyzaduje Cire roztoky
bez zakalu, ktory ovplyviiyje absorbanciu. Vzhladom na to bola antioxidacna aktivita
stanovovana upravenym postupom, kedy boli tesne pred zmeranim poklesu absorbancie v 10.
minute vzorky scentrifugované (60 s, 14500 rpm) a absorbancia bola merana v ziskanom
supernatante. Pocas stanovenia bolo pracované s ohladom na eliminéciu vystavenia vzorku
svetlu, avsak je mozné, ze pri prenose vzoriek do centrifugy boli vzorky vystavené vacsiemu
mnozstva svetla nez pri zachovani klasického postupu, ¢o mohlo ovplyvnit, resp. navysit
vysledné hodnoty antioxidacnej aktivity.

Pri stanoveni obsahu vo vode rozpustnych bielkovin bol pri vSetkych vzorkach pozorovany
narast ich koncentracie, pricom zvySenie sa pohybovalo v rozmedzi 2,20-29,78 %. Spomedzi
analyzovanych biologicky aktivnych latok tak doSlo v pripade bielkovin k najmens§iemu narastu
po pridani obohacujucich latok. Najmensi narast koncentracie bielkovin bol zisteny vo vzorke
(C), v ktorej bol pridany len extrakt z kvasinky (26,49+0,21 mg/g). Najvyssia koncentracia vo
vode rozpustnych proteinov bola stanovena vo vzorke (D), 33,64+0,48 mg/g, ktora obsahovala
pridavok biomasy Spirulina a extraktu kvasinky R. foruloides. Vzhl'adom na nizke navysenie
koncentracie bielkovin v pripade pridavku samotného extraktu kvasinky je mozné pripisat
vyrazné zvySenie koncentracie bielkovin vo vzorke pritomnosti biomasy Spirulina, kedze aj
vzorka kase len s pridavkom biomasy Spirulina vykazovala pomerne vysoku koncentraciu
bielkovin (31,86+0,21 mg/g).
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6 ZAVER

Predlozena diplomova praca bola zamerana na vyvoj cerealnych produktov obohatenych
o extrakty rias a kvasiniek ur€enych pre zvlastnu vyzivu, konkrétne pre bezlepkovu diétu.
V ramci prace boli analyzované hlavné nutricné a biologicky aktivne zlozky vybranych
komerc¢ne dostupnych cerealii. Sucasne boli pripravené extrakty vybranych kmeriov kvasiniek,
mikrorias a sinic, ktoré boli charakterizované na obsah biologicky aktivnych latok. Na zaklade
vykonanych analyz a ziskanych vysledkov boli vybrané najzaujimavejSie vzorky cerealii
a extraktov, ktoré boli v zavere prace pouzité na pripravu obohatenych cerealnych produktov.

V experimentalne] Casti prace boli analyzované vybrané najbeznejSie pouzivané muky bez
obsahu lepku, tj. muka s oznaCenim bezlepkova, kukuricnd muka aryzova muka.
V analyzovanych vzorkach bol stanoveny obsah celkovych sacharidov metodou podl'a Duboisa
po kyslej hydrolyze vzoriek umoziujucej rozklad najviac zastipenych sacharidov v cerealiach,
polysacharidov. NajvysSia koncentracia celkovych sacharidov bola zistena v ryzove; muke
(78,14+2,68 g/100 g) a najniziia v kukuri¢negj muke (66,14+1,12 g/100g). Dalsimi
analyzovanymi nutriénymi zlozkami boli lipidy, pri€om najvyssi obsah lipidov bol analyzou na
GC/FID zisteny v kukuricnej muke (2,18 g/100 g), ktord mala zaroven najvysSie zastipenie
PUFA (56,05 %) spomedzi analyzovanych muk. Pri analyze proteinov bola vyuzivana
spektrofotometricka metdda podla Hartree-Lowryho, ktora vSak umoznila stanovenie len
proteinov rozpustnych vo vode. Ich najvyssia koncentracia bola stanovena v muke s oznacenim
bezlepkova. V ramci analyzy bioaktivnych zloziek bol spektrofotometricky stanoveny obsah
celkovych fenolickych latok a flavonoidov, antioxida¢na aktivita bola stanovena metodou
TEAC a obsah B-glukanov enzymatickym kitom. NajvysSia koncentracia celkovych
fenolickych latok (0,69+0,02 mg GAE/g), flavonoidov (0,26+0,01 mg/g) a antioxidantov
(0,56+0,03 mg/g) bola zistena v kukuri¢nej muke. Najvyssie zastupenie cerealnych B-glukanov
bolo vo vzorke ryzovej muky (0,104+0,004 g/100 g). Pri analyze obsahu lepku, bolo zistené,
ze vSetky analyzované vzorky muky obsahovali niz§iu koncentraciu lepku nez 20 mg/kg a
spliiali poziadavky pre oznaGenie bezlepkovych potravin.

Dalou Gastou experimentélnej Casti bola priprava extraktov z vybranych mikroorganizmov.
V ramci prace boli kultivované vybrané kmene kvasiniek, tj. Rhodosporidium toruloides
a Rhodotorula kratochvilovae vo fermentore a biomasa mikroriasy Chlorella a sinice Spirulina
bola ziskana komer¢ne. Extrakty boli pripravené pouzitim rozpustadiel so statusom GRAS,
konkrétne vody, hexanu, ethanolu a ich roznych kombinacii. V extraktoch biomasy Chlorella
a Spirulina bol spektrofotometricky stanovovany obsah fenolickych latok, chlorofylov,
karotenoidov, antioxidantov a vybrané extrakty boli podrobené aj analyze mastnych kyselin na
GC/FID, pigmentov na HPLC/PDA avitaminov rozpustnych vo vode (HPLC).
Z analyzovanych extraktov obsahoval najviac fenolickych latok, antioxidantov a proteinov
vodny extrakt sinice Spirulina, ktory zaroven obsahoval po ethanolovych extraktoch (96 %)
druhé najvyssie koncentracie jednotlivych aj celkovych chlorofylov. Jedinym vo vode
rozpustnym vitaminov detegovanym vo vodnych extraktoch bol vitamin C, ktory bol vo vd¢Som
mnozstve stanoveny prave vo vodnom extrakte Spirulina. Analyza extraktov na HPLC
umoznila presnejSie stanovenie jednotlivych pigmentov a potvrdila najvyssi obsah chlorofylov
v ethanolovom extrakte Spirulina. Zaroven bola vo vSetkych extraktoch zistena aj pritomnost’
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karotenoidov, pricom spektrofotometricky boli karotenoidy stanovené len v hexanovych
extraktoch. To mohlo byt sposobené nizsou presnostou spektrofotometrického stanovenia.
Analyzou biomasy, hexanovych a hexan-ethanolovych extraktov na GC/FID bol zisteny obsah
lipidov vo vzorkach, pricom vyssie zastupenie lipidov bolo stanovené v biomase a extraktoch
Chlorella. Najviac zastapenymi boli vo vSetkych extraktoch aj v oboch typov biomasy SFA.
Vynimkou bola len biomasa Chlorella, v ktorej vyrazne prevladali PUFA (52,10 %). Pri
analyze [3-glukanov v biomase bola ich vys§sia koncentracia zistena u Chlorella (0,093 g/100 g),
avSak stale je to relativne nizka koncentracia a vybrané druhy mikrorias preto nepredstavuju
dobry zdroj B-glukénov.

Vybrané kmene kvasiniek zahrnuté v experimentalnej Casti prace patria medzi oleogénne
kvasinky a predstavuju dobry zdroj najma lipofilnych metabolitov. Extrakty boli vzhl'adom na
lipofilny charakter metabolitov pripravené za vyuzitia hexanu, 96 % ethanolu a ich kombinacii.
Najvyssie koncentracie karotenoidov boli spektrofotometricky aj pomocou analyzy na HPLC
stanovené v 96 % ethanolovych extraktoch. Pomocou HPLC boli v ethanolovych extraktoch
oboch kvasiniek zistené aj najvysSie koncentracie ergosterolu (provitamin D) a ubichinonu
(koenzym Qo). Pri analyze biomasy a extraktov na GC/FID boli stanovené vyssie zastupenia
lipidov u kvasinky R. toruloides, pricom u vSetkych vzoriek prevladali nenasytené MK.
Pripravené extrakty boli podrobené stanoveniu antioxidacnej aktivity metédou TEAC a vyssie
hodnoty antioxidacnej aktivity boli zistené v extraktoch z kvasinky R. toruloides. Najvyssia
antioxidacna aktivita bola stanovena v hexan-ethanolovom extrakte R. foruloides
(4,81+£0,06 mg TE/g). V porovnani s antioxidacnou aktivitou rias bola antioxidacna aktivita
kvasiniek niz§ia. Obsah B-glukanov bol stanoveny v biomase oboch kvasiniek a vyssie hodnoty
boli zistené pri kvasinke R. roruloides, ktora obsahovala 20,942+0,261 g glukanov/100 g,
z ¢oho B-glukany tvorili 16,452+0,096 g/100 g.

Vzhl'adom na ziskané vysledky boli pre obohatenie cerealnych produktov vybrané vodné
extrakty mikrorias a ethanolové extrakty kvasiniek, ktoré boli podrobené MTT testom
cytotoxicity za ucelom stanovenia ich bezpecnosti. Testy cytotoxicity boli uskuto¢nené na
bunkovej linii CaCo-2 a ziaden z testovanych extraktov nevykazoval cytotoxické ucinky.
V pripade Spirulina extrakt za podmienok testu posobil na bunky priaznivo a zvySoval ich
viabilitu pri koncentraciach do 12,5 obj. % nad 100 %. Kvasinkové extrakty boli vzhl'adom na
pritomnost 96 % ethanolu ako rozpustadla testované v nizSich koncentraciach,
t.j. do 1,0 obj. % a neboli zistené ziadne cytotoxické ucinky extraktov na bunky.

V zavere experimentalnej cCasti diplomovej prace boli na zaklade vysledkov analyz
pripravené zmesné cerealne produkty, ktorych zéklad tvorila kukuricnd muka obohacovana
o vodny extrakt Spirulina, ethanolovy extrakt R. toruloides, biomasu Spirulina a kombinéaciu
biomasy Spirulina a extraktu R. toruloides. Z uvedenych zloziek boli pripravené cerealne
zmesi, ktoré by mohli njst’ vyuzitie ako suroviny a cerealne kase. V pripravenych produktoch
bol pozorovany vplyv pridavku obohacujucich zloziek na obsah celkovych fenolickych latok,
antioxidacnej aktivity a vo vode rozpustnych proteinov. V pripravenych cerealnych zmesiach
doslo po pridavku obohacujucich zloziek ku zvySeniu koncentracie fenolickych latok (9,68—
90,32 %), antioxidacne] aktivity (18,33—158,33 %) a proteinov (17,25-209,86 %). V pripade
cerealnych kasi je mozné konStatovat’, ze kulinarska priprava nemala na obsah obohacujucich
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zloziek negativny vplyv nakol'ko v obohatenych zmesiach taktiez doslo ku néarastu koncentracii
vSetkych sledovanych parametrov. Koncentracia polyfenolov sa zvysila v rozmedzi 13,73—
74,51 %, antioxida¢na aktivita o 60,00-244,00 % a obsah proteinov o0 2,20-29,78 %.

Na zaklade ziskanych vysledkov bolo zistené, ze biomasa sinice Spirulina, resp. jej
kombinacia s kvasinkovym extraktom, zvySovali obsah biologicky aktivnych latok vo vysSej
miere nez samotné extrakty. Momentalne sa javi ako efektivnejsi sposob obohacovania
cerealnych vyrobkov prave pouzitie biomasy, v pripade kvasiniek by vSak bolo potrebné
pouzivani biomasu najprv imortalizovat, aby sa predi§lo moznym negativhym tc¢inkom na
zdravie ¢loveka. Pre efektivnejSie obohacovanie cerealii mikrobialnymi extraktami by mohla
lepsSie rieSenie ako pridavanie extraktov v kvapalnej podobne predstavovat enkapsulacia
pripravenych extraktov, pripadne ich zakoncentrovanych foriem obsahujucich vyssie
koncentréacie biologicky aktivnych latok. Enkapsulacia by zaroven mohla pomdct’ ochréanit
niektoré termolabilné biologicky aktivne latky pred ich degradaciou pocas kulinarskej pripravy
a napomoOct’ zvySeniu nutri¢nej hodnoty bezlepkovych cerealnych produktov.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

ARA
ABTS
AMK
DHA
DMSO
DPPH
EFSA
FAO
FDA
GAE
GC
GLN
GRAS
HPLC
LA
MK
MTT
MUFA
OSN
PRO
PUFA
ROS
SER
SDS
SFA
TE
TEAC
UV-VIS

kyselina arachidonova
2,2'-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
aminokyseliny

kyselina dokosahexaénova

dimethylsulfoxid
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

Europsky urad pre bezpecnost potravin

Organizacia pre vyzivu a pol'nohospodarstvo patriaca pod OSN
Urad pre kontrolu lie¢iv a potravin, USA

ekvivalent kyseliny gallovej

plynova chromatografia

glutamin

latka vSeobecne povazovana za bezpecnu

vysokoucinna kvapalinova chromatografia

kyselina linolénova

mastné kyseliny
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid
mononenasytené mastné kyseliny

Organizacia spojenych narodov

prolin

polynenasytené mastné kyseliny

reaktivne formy kyslika

serin

dodecylsulfat sodny

nasytené mastné kyseliny

ekvivalent Troloxu

antioxida¢na kapacita latok ekvivalentna Troloxu

oblast’ ultrafialového a viditeIného Zziarenia
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