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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva vyvojem obohacenych bezlepkovych ceredlii pro zvlastni vyzivu. Soucasti
obohaceného cerealniho vyrobku byla zpracovana mikrobialni biomasa, bud’ jako lyofilizovany prasek
nebo jako extrakt, u nichz byl stanoven obsah fenolickych latek, antioxidanti a bilkovin.

Teoreticka ¢ast obsahuje poznatky z odborné literatury o bezlepkovych ceredliich, pseudocerealiich
a jejich chemickém slozeni. Nasledné byl zpracovan pirehled o mikrorasach a kvasinkach zahrnujici
vycet jejich metabolitd. V rdmci literdrni reSerSe byl nejvétsi diraz kladen na zelené mikrotasy
a karotenogenni kvasinky.

Vramci vyzkumné casti byla nejprve provedena charakterizace vybranych pseudocerealii
a optimalizace pfipravenych extrakti z vybrané mikrotfasy a karotenogenni kvasinky. Zvolenymi
pseudocerealiemi byly amaranth, pohanka a quinoa. Pro obohaceni pseudocereélii byl vybran kmen
zelené mikrofasy Chlamydomonas reinhardtii a kmen karotenogenni kvasinky Cystofilobasidium
macerans.

V pseudocerealiich byly stanoveny sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, B-glukany, lepek,
vitaminy, fenolické latky, flavonoidy a antioxidanty. V mikrobialni biomase byl zjistén obsah celkovych
mastnych kyselin, lipofilnich latek, fenolickych latek a celkové antioxidacni aktivity. Na zavér byly
pfipraveny smesné ceredlni produkty z pseudocerealni mouky, mikrobidlni biomasy a mikrobialniho
extraktu. U zvolenych extraktl byla stanovena cytotoxicita pomoci MTT testu.

Bylo zjisténo, ze pfidanim samotné fasové biomasy nebo fasového extraktu k cerealnim moukam,
doslo k vyraznému navyseni mnozstvi bilkovin. Diky kvasinkovému ethanolovému extraktu vzrostl
obsah fenolickych a antioxida¢nich latek v cerealnich produktech.

KLIiCOVA SLOVA

cerealie, pseudocerealie, amaranth, pohanka, quinoa, mikrofasy, kvasinky, fenolické latky, antioxidanty,
bilkoviny, karotenoidy, chlorofyly



ABSTRACT

The bachelor thesis was focused on the development of enriched gluten-free cereals for special nutrition.
The fortified cereal product included processed microbial biomass, either as a freeze-dried powder or as
an extract, for which the phenolic content, antioxidant content and protein content were determined.

The theoretical part includes findings from professional literature on gluten-free cereals,
pseudocereals and their chemical composition. Subsequently, a review on microalgae and yeasts was
prepared including a list of their metabolites. The literature search focused on green microalgae and
carotenogenic yeasts.

In the experimental part, the characterization of the selected pseudocereals and optimization of the
prepared extracts of the selected microalgae and carotenogenic yeast were firstly carried out. The
selected pseudocereals were amaranth, buckwheat and quinoa. The green microalgae strain
Chlamydomonas reinhardtii and the carotenogenic yeast strain Cystofilobasidium macerans were
selected for enrichment of the pseudocereals.

Carbohydrates, proteins, fatty acids, -glucans, gluten, vitamins, phenolic substances, flavonoids and
antioxidants were determined in the pseudocereals. Total fatty acids, lipophilic substances, phenolic
substances and total antioxidant activity were detected in the microbial biomass. Finally, mixed cereal
products were prepared from pseudocereal flour, microbial biomass and microbial extract. The
cytotoxicity of the selected extracts was determined by MTT assay.

It was found that the addition of algal biomass alone or algal extract to cereal flours resulted in a
significant increase in protein. The yeast ethanol extract increased the phenolic and antioxidant content
of the cereal products.

KEYWORDS

cereals, pseudocereals, amaranth, buckwheat, quinoa, microalgae, yeasts, phenolic substances,
antioxidants, proteins, carotenoids, chlorophylls
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1 UVOD

Cerealie neboli obiloviny jsou nejstarS$i péstované rostliny ¢loveékem. Staly se nejrozsifenéjSimi
plodinami na Zemi diky své schopnosti adaptovat se na dané podminky prostiedi. Jsou ozna¢ovany jako
funkéni potraviny, obsahuji nutri¢ni a biologické latky, jako jsou vitaminy, mineralni latky. Soucasti
béznych cerealii je specialni protein zvany lepek, na ktery miize vznikat intolerance a alergie. Zptisobuje
nemoc celiakii, jedna se o chronické autoimunitni onemocnéni tenkého stieva a postihuje pfiblizné 1 %
svétové populace. Tato nemoc se miiZe projevit v jakémkoli v€ku, v soucasnosti neexistuje zadna 1écba,
pfisna bezlepkova dieta je jedinou ucinnou terapii. Nicméné tuto dietu je obtizné dodrzovat kvili
nezamyslené kontaminaci, nespravnému oznac¢ovani a vsudypfitomnosti lepkovych proteint v syrovych
nebo vafenych potravinach a lécich. Mnohdy vSak dostupné bezlepkové potraviny neobsahuji stejné
mnozstvi mikrozivin jako je thiamin, riboflavin, niacin, folat, vitamin D, vapnik a Zelezo. VétSina
bezlepkovych produktl se vyrabi z kukufice a ryze, které nejsou dobrym zdrojem mikrozivin. Nékteré
bezlepkové potraviny obsahuji vice tuku véetné nasycenych kyselin a soli @ méné mineralt a vitamind.
Dlouhodoba nevyvazena strava mize zpisobit zdvazna chronicka a civilizacni onemocnéni. Piedejit
tomuto nutricnimu deficitu by mohly pseudocerealie.

Pseudoceredlie jsou slibné plodiny budoucnosti nejen pro celiaky, ale i pro lidi zajimajici se o zdravy
zivotni styl. Mezi pseudoceredlie patii amaranth, quinoa a pohanka. Tyto netradi¢ni cerealie maji mnoho
potencialnich zdravotnich vyhod, jsou nutri¢né bohatsi predev$im ve zdroji bilkovin a maji vyvazengjsi
obsah aminokyselin nez klasické obilovin a pfirozené se vyskytuji bez lepku. Tyto potraviny by mohly
zlepsit nutricni slabiny komer¢né prodavanych bezlepkovych vyrobki. Jejich nevyhoda je vyssi cena
V porovnani s jinymi bezlepkovymi obilovinami.

Pfi hledani alternativnich plodin pfedstavuji mikroorganismy nové perspektivy pro vyvoj novych
inovativnich bezlepkovych potravin. Zelené mikrofasy a karotenogenni kvasinky jsou stale vice
zkoumany v oblasti biotechnologického primyslu, protoze jsou cennymi zdroji latek se Sirokym
spektrem vyuziti [1]. Rasy se konzumuji uZz po mnoha let a jsou jedny z nejstar§ich mikroorganismi na
Zemi a ukazaly se jako vynikajici kandidati pro konstrukci novych potravinaiskych produkti nebo
napodobovani zZivocisnych produktl, aby byly splnény nutri¢ni a environmentalni potfeby. Akumuluji
vysoce stravitelné bilkoviny, lipidy a sacharidy a jsou bohaté na esencidlni mastné kyseliny, vitaminy
a mineraly [2]. Nicméné pouziti mikrofas ¢asto brani nepfijemna barva a chut’. Aby se vSak mikrotasy
staly potravou budoucnosti, mélo by byt vynalozeno vice usili na nalezeni spravného predbézného
oSetfeni, které umozni vyuziti celé biomasy a bude nakladové efektivni. V soucasnosti je konzumace
mikrofas zastoupena ptredevS§im v doplicich stravy ve formé kapsli ¢i prasku [3]. Karotenogenni
kvasinky jsou znamymi producenty biotechnologicky vyznamnych karotenoidnich pigmenta:
astaxanthinu, karotenu, torulenu a torularhodinu. Zejména jsou Siroce vyuzivany v pramyslovém
meéftitku jako prisady do farmaceutickych, chemickych, potravinatskych a krmivaiskych produktd,
vétSinou jako prekurzory vitaminu A [4]. Navic b&hem posledniho desetileti doSlo k odmitani
syntetickych potravinaiskych barviv. Nekteré byly dokonce zakazané z diivodu jejich hyperalergenity,
karcinogenity a dalsich toxikologickych probléma. V souladu s tim roste poptavka po barvivech
piirodniho ptivodu, které lze extrahovat z riznych rostlin, fas a mikroorganisma [5].

Cilem této bakalarské prace je predstavit novy zptsob obohaceni bezlepkovych cerealii pro zvlastni
VyZivu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Cerealie

Cerealie neboli obilniny patii do celedi lipnicovité (Poaceae), do jednodéloznych rostlin. Botanicky
jsou fazeny mezi travy (Gramineae). Kazda z obilovin ma nékolik botanickych druht a fadu odrud [6].
Hlavni ¢asti obilnin jsou lodyhy s uzly, ze kterych klici poupata a listy. P&stuji se primarn¢ pro sva zrna,
ktera se bézné nazyvaji ,,obilky“. Zrno se sklada z otrub, endospermu a klicku. Otruby ptedstavuji vnéjsi
¢ast, endosperm je povazovan za hlavni ¢ast a klicek pfedstavuje nejmensi ¢ast zrna. Zrna v§ech obilovin
maji zhruba stejnou morfologickou stavbu, ale 1isi se pfedev§im tvarem, velikosti a podilem jednotlivych
vrstev. Zrna jsou zasobarnou zivotné dulezitych Zivin [7] [8].

Obiloviny patii k nejstar§im zdrojim potravy pro lidstvo. Poskytuji potfebné bilkoviny, vitaminy
skupiny B a mineraly. Dle Organizace pro potravinaiské hospodatstvi (FAO) ptesahla produkce
obilovin 2,3 miliardy tun ro¢né. Obiloviny jsou zékladni surovinou pro vice nez 6 500 milionti obyvatel
svéta a také hlavni surovinou pro vyrobu krmiv. Pfedevs§im jsou vyuzivané v méné rozvinutych zemich
z divodu niz8i ceny ve srovnani s zivo€isnymi potravinami [9]. Dale se vyuzivaji K technickému
zpracovani na §krob a lih [10].

Tradicni ceredlie se déli na hlavni a vedlejsi podle objemu jejich produkce, vyuziti a nutri¢ni hodnoty
antioxidaénich latek. Antioxida¢ni latky obsahuji pfedev§im minoritni cereélie, jsou uzite¢né v prevenci
Skaly onemocnéni spojenych s oxida¢nim poskozenim. Mezi hlavni obiloviny je fazena pSenice,
kukufice, ryze a jeémen. Cirok, proso, oves, Zito, $palda a jiné primitivni a divoké druhy psenice jsou
klasifikovany mezi vedlejsi obiloviny [9].

2.2 Chemické sloZeni obilného zrna

Obsah chemickych latek zdvisi na oblasti péstovani, odradé, hnojeni, doby seti, agrotechniky,
klimatickych podminek a dalsich faktorech. Dilezitou slozkou obilného zrna je voda, bez které by
nemohly probihat biochemické a fyziologické procesy. Z technologického hlediska mluvime podle
obsahu vody o zrnu mokrém (nad 17 %), vlhkém (nad 15,5 %), sttedné suchém (nad 14 %) a suchém
(do 14 %) [6].

2.2.1 Sacharidy

Sacharidy jsou organické slou¢eniny a jsou zakladni slozkou vSech zivych organismi. Spole¢né s tuky
a bilkovinami formuji hlavni ¢ast lidské potravy. Sacharidy tvofi pievaznou ¢ast obilného zrna,
piedevsim skrob, ktery je zde nejvice zastoupen. Ve zdravém zrnu se vyskytuji v nepatrném mnozstvi
monosacharidy a oligosacharidy (1-3 %). Nejen $krob, ale i jiné polysacharidy jsou soucasti obilného
zrna, napiiklad hemicelul6zy vyskytujici se v podobalovych vrstvach, jez tvofi nestravitelnou vlakninu
potravy. Hlavni slozkou hemicelul6z jsou pentozany heterogenniho slozeni, s pfevahou arabindzy
a xylozy. Dulezita je rozpustna ¢ast hemiceluloz, ktera svoji schopnosti vazat vodu je schopna tvofit
vysoce viskozni roztoky. Soucasti polysacharidi je i celuloza nachazejici se v obalovych vrstvach a je
soucasti vlakniny. Vyznam nestravitelnych, tzv. balastnich latek v posledni dobé neustale vzrista.
Kromé pentozani a B-glukani obsazenych v ceredliich se k témto latkam ftadi rovnéz pektiny.
V celozrnnych moukach (resp. pekaiskych vyrobeich) vykazuje celuloza ptiznivé ucinky na fyziologii
traveni. Dietni vlaknina podporuje fyziologické tcinky, snizeni hladiny cholesterolu a vaze na sebe
mineraly [6] [9].

2.2.2 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny jsou biopolymery tvofeny dlouhymi fetézci aminokyselin spojeny
tzv. peptidovou vazbou. V endospermu se nachazi nejvétsi podil technologicky vyznamnych bilkovin.
Bilkoviny v obilovinach lIze rozdélit podle morfologického ptivodu, biologické funkce a podle
chemického sloZeni. Na =zakladé morfologického ptvodu rozliSujeme bilkoviny endospermu,
aleuronové a zadrodecné vrstvy. Podle biologické funkce v rostlin€ 1ze rozdélit bilkoviny na metabolicky
aktivni tzn. cytoplazmatické s funkcemi v buiice a zasobni, které miizeme rozdélit na nizkomolekularni
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a vysokomolekularni. Bilkoviny Ize rozdé€lit na zaklad¢ jejich rozpustnosti v riznych rozpoustédlech
na: albuminy (rozpustné ve vod¢), globuliny (rozpustné v roztocich soli), prolaminy (rozpustné v 70%
ethanolu) a gluteliny (z¢asti rozpustné ve ziedénych roztocich kyselin a zasad). Toto rozdé€leni bylo
publikovano roku 1907 W. K. Osbornem [8].

Lepek je trojrozmérny proteinovy komplex, jehoz hlavnimi determinanty jsou prolaminy
a gluteninové proteiny vyskytujici se v nekterych obilnych moukach. Predstavuje smés proteintl
(prolamint), ktera je zastoupena v endospermu pSenice (gliadiny) a dalSich obilovinach jako je jeémen
(hordeiny) azito (sekaliny). Teprve po navlhéeni a prohnéteni mouky vodou se projevi vlastnosti
technologického lepku, které davaji téstu viskozitu a pruznost a ovliviiuji tak strukturni, senzorické
a nutri¢ni vlastnosti [8] [10].

2.2.3 Lipidy

Lipidy jsou estery glycerolu a vyssich mastnych karboxylovych kyselin hydrofobniho charakteru, které
jsou nerozpustné ve vodé nebo omezené rozpustné. Jedna se o organické kyseliny s uhlikatym fetézcem
o délce 4 az 26 atomu s riznym stupném nenasycenosti. Z chemické podstaty tvoii skupinu latek, do
které patii tzv. neutralni lipidy, coz jsou tuky, oleje, fosfolipidy, steroidy, vosky, lipofilni pigmenty
a nékteré vitaminy. Obiloviny také obsahuji tzv. vazané lipidy (lipoproteiny a glykolipidy), jez mohou
byt extrahovany az po hydrolyze. Nejrozsitenéjsi piirodni tuky jsou triacylglyceroly. Obilna zrna jsou
obecné chuda na lipidy, po extrakci polarnim rozpoustédlem se ziskava kolem 2,2 % apo kyselé
hydrolyze ptiblizné¢ 2,5 % lipidd. Vyssi obsah lipidi se nachézi v kli¢cich, které jsou z vyzivového
hlediska velmi cennym zdrojem, proto se z nékterych obilovin lisuje olej. K nejhojnéj$im stolnim
olejim patii kukufi¢ny olej. Z mastnych kyselin prevlada kyselina linolova. Lipidy i pfes jejich maly
obsah, hraji dulezitou roli pfi tvorbé tésta. Soucasti zrn jsou karotenoidy, lipofilni pigmenty Zluté az
oranzové barvy [7] [8].

2.2.4 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy se nachédzi pfedevSim v obalovych vrstvach a kli¢ku. Obiloviny jsou zdrojem vitaminQ
skupiny B. Mineralni latky se souhrnné nazyvaji popel, jez pfedstavuje anorganicky zbytek po spaleni
rostlinného materialu. Obsah popele se pohybuje v rozmezi 1,25-2,5 %, nejvyssi obsah je v obalovych
vrstvach a nejméné v endospermu. Obsah popelu v mouce vzrusta se stupném vymleti. Nejhojnéj$imi
mineraly jsou hot¢ik, vapnik a Zelezo, ale zrna ¢asto obsahuji i mineralni kontaminanty a tézké kovy.
Zrna obsahuji v minimalnim mnozstvi kyseliny fytovou, cholin a kyseliny p-aminobenzoovou. Cholin
je dalezity pro neuromotorickou ¢innost lidského organismu a kyselina p-aminobenzoova

je vyznamnym ristovym faktorem [8].

2.3 Vybrané bezlepkové cereilie

2.3.1 Jahly

Proso se fadi do fadu Poales, ¢eledi Gramineae a kmenu Paniceae, ktery zahrnuje 80 rodd.
Nejpéestovangjsi obilovinou je perlové proso (Pennisetum glaucum) a proso 1is¢i (Setaria italica). Proso
seté je jednoleta travni plodina svétle zelené barvy rostouci v polosuchém a subvlhkém podnebi.
Zajimavosti je, ze ke svému ristu potiebuje mnohem méné vody nez kterakoli jina plodina. Vyzaduje
pouze malé mnozstvi dusikatych hnojiv a je pomérné odolna vici rostlinnym nemocem. Proso je jednou
Z nejstarsich plodin, které bylo péstovano v obdobi neolitu (8 000-2 000 pi. n. 1.) v Cin&. Ve stiedni
a vychodni ¢asti Evropy bylo slechténo v obdobi keramiky (asi 5000 pi. n. 1.). Za¢atkem 20. stoleti
v zapadni Casti Evropy doslo k vytlaceni prosa bramborami. Péstovani prosa hraje velkou roli
v severozapadni Cing, Kazachstanu, vychodni Evropé a také v USA. Oloupana semena se nazyvaji jahly
a maji krémove bilou, zlutou, oranzovou nebo hnédou barvu [11].

Jahly jsou lehce stravitelné a podporuji sttevni mikroflory, diky ¢emuz jsou srovnatelné s probiotiky.
Vyuzivaji se pro vyrobu mnoha funkénich potravin bez lepku: nudli, téstovin, susenek, snidafiovych
cerealii, kvaskového chleba, nekynutého chleba a nahrazek tuku [10].
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2.3.2  Cirok

Cirok se fadi do ¢eledi Gramineae, podéeledi Panicoideae. Pochazi z rovnikové Afriky, kde se péstuje
vice nez 3000 let. Jedna se o obiloviny s vysokou genetickou variabilitou. Existuje 30 000 vybéri
uloZenych ve svétové sbérné bance sidlici v Indii. Svétova produkce ¢iroku ¢ini cca 26 miliona tun
ro¢né. Oblibenost si ziskal 1 z hlediska péstovani, Cirok je odolny viici suchu, proto se stal preferovanou
obilovinou v polopoustnich oblastech [11] [12] .

Konzumace ¢iroku podporuje trdveni a pomahd pfi zacpe. Pouziva se jako krmivo pro zvifata nebo
jako surovina v praimyslovych vyrobcich. Nejcastéji je soucasti tortill, kuskusu, peciva. V tropickych
oblastech se ¢irok vyuziva k ptipravé kojenecké vyzivy, kde se ptidava do kukufiéné kase [11].

2.3.3 Teff

Teff patii do Celedi Poaceae, podceledi Eragrostoidea a rodu Eragrostis. Existuje asi 300 druhd.
Ve vychodni Africe se péstuje jiz tisice let. Teff je jemna stopkata trsovita jednoleta trava, ktera se dobfe
prizptisobuje Siroké Skale podminek véetné zménam teploty a plidnim rezimim. Bézné je péstovan
v suchém podnebi, je povazovan za odolnou plodinu viéi suchu. Ma vlaknity kofenovy systém se
vzptimenymi stonky a velmi drobna semena. V Etiopii a Eritrei se zpracovava do kynutych placek [11].

2.3.4 Kukufice

Jedna se o extenzivné péstovanou obilninu spolu s ryzi, pSenici, jez predstavuje klicovy zdroj potravy,
krmiva, paliva a vlakniny. V mexickych oblastech byla kukufice domestikovana nejméné pied 8 700
lety. Je to jednoletd vysoka rostlina patiici do celedi travovitych Poaceae. Kukufice je vysoce
fotosynteticky aktivni trava, jde o $iroce péstovanou travinu od jihu Chile az po Kanadu [11].

2.4 Pseudocereilie

Pseudoceredlie predstavuji skupinu netrav, dvoudé€loznych rostlin, které se vyuzivaji stejné jako bézné
obiloviny (napf. pSenice). Na rozdil od jednodéloZznych rostlin jsou bohaté na $krob [13]. Maji podobny
vzhled, ale do obilovin se nefadi. Oproti hlavnim obilnym zrnim maji mensi semena, ale vyuzivaji se
stejnym zplsobem. Semena lze rozemlit na mouku a Casto se pouzivaji jako nadhrada obilovin. Zrna
pseudocerealii jsou oznaCovana jako ,,zrna jednadvacatého stoleti“. V poslednich letech vzrostla
celosvétova poptavka, coz ma za nasledek zvySeni jejich produkce, ale i zvySeni jejich ceny. Nicméné,
pseudoobiloviny jsou Vv celosvétovém méftitku povazovany za vedlejsi plodiny, i kdyz jsou Siroce
uznavany po mnoho let diky své nutri¢ni hodnoté. Obsahuji vysoce kvalitni bilkoviny, velké mnozstvi
Skrobu a také mikroZiviny jako jsou mineraly, vitaminy, bioaktivni latky. Pseudocerealie vykazuji jednu
dilezitou vlastnost, jsou pfirozené bez lepku, diky ¢emuz jsou vhodné pro osoby trpici nesnasenlivosti
lepku. Mezi hlavni ptedstavitelé je fazen amaranth, quinoa a pohanka. Amaranth a quinoa byly hlavni
plodiny pouzivané v pfedkolumbovskych kulturach v latinské Americe. Pohanka pochazi ze stfedni
Asie a do stiedni a vychodni Evropy ji pfinesly ko¢ovné kmeny [14] [15]. Dale se mezi pseudocerealie
fadi chia (Salvia hispanica L.) a merlik bily (Chenopodium album) [16].

2.5 Chemické sloZeni zrn pseudocerealii

Pseudoceredlie jsou v lidské stravé vyznamnym zdrojem bilkovin, lipidl, sacharid, minerald,
a bioaktivnich slozek, jako jsou fenolické kyseliny, flavonoidy, vitaminy a mastné kyseliny, které
souvisi a protirakovinovou, antioxida¢ni, protizanétlivou a antihypertenzni aktivitou [17]. Tyto cerealie
diky svému nutri¢nimu profilu mohou slouzit jako nejlepsi ndhrada obilovin pfedevsim pro jedince trpici
alergii na lepek a mohou byt napomocné pii prevenci podvyzivy [18]. Ve srovnani s béznymi
obilovinami obsahuji pseudocerealie méné sacharidl a vice bilkovin a tukti. To je zptisobeno fyzikalnimi
vlastnostmi, pseudocerealni zrno ma méné endospermu, ve kterém dochazi predevsim k ukladani skrobu
a vice kli¢ku, kde jsou ulozeny proteiny a lipidy [17]. Na Obrazek 1 je zobrazeno schéma struktury zrna
amaranthu, pohanky a quinoy [19].
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Obrazek 1: Struktura zrna amaranthu a quinoy (a) a pohanky (b) [19]

25.1 Bilkoviny pseudocerealii

Vyzivova hodnota pseudocerealii je dana predevSsim obsahem bilkovin S vyvazenym obsahem
esencialnich aminokyselin. Pravé vyvazeny obsah aminokyselin pfispiva ke kvalité rostlinného
proteinu. Oproti béznym obilovinam maji vice lysinu a aminokyselin s obsahem siry. Obsah bilkovin je
jako u vSech rostlin zavisly na genotypu a podminkach péstovani. V pseudocerealiich se obsah proteini
pohybuje od 10 do 18 g/100 g susiny [14] [17].

Hlavnimi slozkami téchto proteinl jsou albuminy a globuliny, které tvoii 60—70 % proteinovych
frakei. Dale obsahuji maly podil glutelinu a prolaminu, jez ptevazuji v béznych obilovinach. Z hlediska
distribuce proteinovych frakci se obecné podobaji vice lusténinam nez obilnym proteinim [20]. Diky
tomuto slozeni vykazuji nizkou rozpustnost ve vodé [21]. Index rozpustnosti ve vodé pseudocerealii se
pohybuje mezi 6,22 a 10,22 g/100 g [20]. Nizka rozpustnost pii neutralnim pH nebo ve vodé¢ byla
zjisténa u izolatu amaranthového proteinu (API), coz miZe souviset s piitomnosti globulinu-P a 11S-
globulinu [21].

Obsah bilkovin v amaranthu se pohybuje mezi 13,5-15,7 g/100 g suSiny. Podle rozpustnosti se
proteiny amaranthu skladaji z 11-52 % albumint, 16-51 % globulint a 7-36 % glutelini a 0-13 %
prolamini [20]. Mezi dva hlavni zasobni proteiny amaranthu patii amaranthin (11S-globulin)
a konaamantin  (7S-globulin).  Aminokyselinové  slozeni  tvofi  pfedev8§im  izoleucin,
lysin, tryptofan, threonin [22]. U amarantu je obsah lysinu (67 mg/g proteinu) dvakrat vyssi nez
U pSenice a tfikradt nez u kukufice. Tato vysokd hladina lysinu déld z amarantu vysoce kvalitni
zdroj bilkovin. Leucin je limitujici aminokyselinou amarantu. Navic vysoky obsah argininu a histidinu,
jez jsou dulezité esencialni aminokyseliny predevsim pro déti a kojence, €ini tak z amaranthu cennou
slozku pro détskou vyzivu. [23]. Biologicka dostupnost amaranthového proteinu je omezena hlavné
kvali pfitomnosti antinutriénich slozek, mezi které patii fenolické slouceniny, saponiny, taniny
a kyselina fytova. Fenolické slou¢eniny mohou ovliviiovat metabolismus bilkovin vazbou na travici
enzymy jako proteinové substraty. Saponiny mohou snizovat biologickou dostupnost minerala tvorbou
komplext se zelezem a zinkem. Taniny ziskané ze syrového a vafeného amaranthu mohou zabranit
aktivit¢ a-amylazy a a-glukosidazy, ¢imz vykazuji antidiabetické vlastnosti. Hlavni koncentrace tanint
je pritomna ve slupce, ktera se odstraiiuje pii primyslovém loupani [24].

Pohanka je zdrojem bilkovin (8,5-18,8 %), obsah bilkovin se 1i§i v zavislosti na kultivaci, zdroji
a klimatickych podminkach. Pohankové frakce proteini jsou slozeny z 18-44 % albumint, 5-70 %
globulint, 4-37 % glutelint a 0—11 % prolamini [20]. Mezi hlavni globulinové proteiny patii zasobni
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protein 13S s hexamerni strukturou s kyselymi a bazickymi polypeptidovymi podjednotkami vazanymi
disulfidovou vazbou. V mensim mnozstvi se nachazi 8S-globulin. Pohanka je bohata na arginin, lysin
a kyselinu asparagovou [25].

Z hlediska kvality je quinoa povazovana za jeden z nejlepSich rostlinnych proteint [20]. Obsah
bilkovin v quinoe se pohybuje mezi 15,6 a 18,7 %. Protein v semenech quinoy se sklada predevsim
z 11S-globulinu (37 %) a 2S-albuminu (35 %), jeZ jsou stabilizovany disulfidovymi vazbami [26].
Semena quinoy obsahuji lunasin, jedna se o novy protirakovinny peptid, ktery se vyskytuje predevsim
v s0ji a kukufici, ale byl také detekovan v quinoe. Bylo prokazano, Ze quinoa je bohata na lysin a mize
podporovat vstiebavani vapniku v téle [27].

2.5.2 Sacharidy pseudocerealii

Sacharidy jsou hlavni nutri¢ni slozkou pseudocerealnich zrn, jejich obsah se pohybuje mezi 60-80 %
suché hmotnosti semen. Zrna pseudocerealii obsahuji monosacharidy jako je glukoéza, fruktoza,
arabinoza a xyloza, a také obsahuji dulezité disacharidy sachardézu a maltozu. Obsah disacharidt
a monosacharidi je u pseudocerealii vy$si nez u béznych obilovin, i pfesto jsou minoritnimi
slou¢eninami sacharidi. Vyss§i obsah jednoduchych sacharidt Ize pozorovat u quinoy a amaranthu (3—
5 %), zatimco u pohanky (0,8 %) pozorujeme vyrazné€ nizsi obsah ve srovnani s béZnymi obilovinami.
[14].

Skrob je hlavni sacharid, jeho obsah v amaranthu se pohybuje v priméru od 55 do 65 %, v quinoy od
52,2 do 72 % a v pohance od 54,5 do 78 %. Skrobové granule amaranthu patii mezi nejmensi znamé
Skrobové granule. Pomér amylozy a amylopektinu, jez jsou polymery Skrobu, se u pseudocerealii ve
srovnani s obilovinami lisi. Amyloza je maly linearni polymer vyskytujici se v malém mnozstvi
a amylopektin je vysoce rozvétveny glukanovy polymer organizovany do klastrovych struktur. Délka
pravé tohoto vétveného fetézce a jeho distribuce jsou hlavni parametry ovlivijici fyzikalné-chemické
vlastnosti a stravitelnost $krobu. Diky tomu quinoovy a amaranthovy skrob, jenz obsahuje vétsi
mnozstvi kratkych fetézcti s polymeraénim stupném 6-12, ma vysokou stravitelnost aje rychle
hydrolyzovan na glukdzu (90 %) ve srovnani napiiklad s pSenici (79,5 %) [20]. Nabizi tak moznosti pro
potravinaisky, farmakologicky a kosmeticky pramysl [23].

Vybornym zdrojem vldkniny jsou pohankova zrna, obsahuji nejvy$si mnozstvi ze vSech
pseudocerealii (17,8 %). Pohankova dietni vlaknina se sklada z 6,8 % ligninu, 2,2 % hemicelulozy
a 10,6 % celulozy. Quinoa obsahuje 7,0-26,5 % a amaranth 2,7-17,3 % vlakniny. Dietni vlaknina
obsazena v quinoe a amaranthu je vétsinou tvofena nerozpustnymi polysacharidy (78 % z celkového
obsahu vlakniny) vcetné homogalakturonany, rhamnogalakutonany s araninanovym fetézcem nebo
s vysoce rozvétvenymi xyloglukany a celul6zou [14].

2.5.3 Lipidy pseudocerealii

Pseudocerealie jsou bohaté na nenasycené mastné kyseliny, které maji velky potencial v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni, jako je ateroskler6za a infarkt myokardu. Obsah nenasycenych
mastnych kyselin v amaranthu je 61,0-87,3 %, v quinoe 71,0-84,5 % a v pohance 80,1-80,9 %. Nejvice
je zastoupena kyselina linolova a olejova. Obsah lipida v quinoe a amranthu je dvakrat az téikrat vyssi
nez u pohanky a tradi¢nich obilovinach [17]. Celkovy obsah lipida v quinoy je v rozmezi 4,0-7,6 %,
amaranthu 5,6-10,9 % a v pohance 0,75-7,4 % [14].

Nejvyssi obsah lipida je tedy u amaranthu, ktery zaroven obsahuje skvalen, coZ je nenasyceny
triterpen s otevienym fetézcem, ktery se vyuziva ve farmaceutickém primyslu. Nachazi se pouze
v amaranthu a v jatrech moiskych druhti [20]. Semeno quinoy je povazovano za alternativni olejnaté
semeno diky jeho kvalité a mnozstvi lipidové frakce. Olej z quinoy ma vysoky stupeii nenasyceni, je
bohaty na esencialni mastné kyseliny, jako je a-linolenova (®-3) a linolova (»-6) kyselina. Obsahuje
vyznamny prirodni antioxidant tokoferol. Vzhledem k jeho lipofilni povaze a nestabilité bioaktivnich
sloucenin brani jeho pouziti v potravinaiském pramyslu [28].
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2.5.4 Mineraly

V otrubach se nachazi vétSina mineralnich sloucenin, proto jsou celd zrna pseudoceredlii dobrym
zdrojem minerala. Hlavnimi makroprvky jsou draslik, fosfor a hot¢ik. Obecné vysoky obsah vapniku
Ize pozorovat u amaranthu, ktery mize mit vyznam u celiakl, ktefi jsou nachylnéjsi k osteopenii
a osteopordze. Amaranth obsahuje nejvyssi mnozstvi vapniku, nasleduje quiona a nakonec pohanka.
Jsou také dobrym zdrojem Zeleza, zinku, manganu a médi. Obsah mineralnich latek je vyssi nez
v béznych obilovinach [14].

2.5.5 Vitaminy

Pseudocerealie obsahuji vysoké mnozstvi vitamint skupiny B a vitaminu E. Vitamin E ptedstavuje
skupinu osmi sloucenin rozpustnych v tucich: tokoferoly (o, B, v a & izomery) a tokotrienoly (a, B,y a &
izomery). Tyto latky vykazuji antioxida¢ni ucinky, diky kterym chrani bunéné membrany pied
poskozenim volnymi radikaly a jsou nutricné esencialni. Izomer a-tokoferol vykazuje nejvyssi aktivitu
vitaminu E [14].

Také jsou bohatym zdrojem kyseliny listové, vitaminu C a riboflavinu. Obsah kyseliny listové je
102 pg/100 g v amaranthu a 78,1 ug/100 g v quinoe, coz je 2,5 krat vice neZ u pSenice (40 ug/100 g)
[18]. Dalsimi vyznamnymi latkami jsou karotenoidy. Lutein je hlavni karotenoid pfitomny v semenech
quinoy, amaranthu a pohanky [14].

2.5.6 Bioaktivni slouceniny pseudocerealii

Bioaktivni slou¢eniny predstavuji nevyzivné rostlinné slozky se zdravotnimi pfinosy. Bioaktivni slozky
zahrnuji fenolické slouceniny, fytosteroly, fytoekdysteroidy, polysacharidy, betalainy, bioaktivni
proteiny a peptidy [14]. Pfedevsim vn&j§i vrstvy quinoy a amaranthu obsahuji bioaktivni fotochemikalie.
Tyto slouceniny mohou byt hydrofilni nebo lipofilni a funguji jako ochranny prosttedek proti
mikroorganismiim a hmyzu [18].

2.5.6.1 Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny pfispivaji k prevenci chronickych onemocnéni a udrzuji stfevni mikrobialni
rovnovahu. Pomahaji pfi tvorbé sekundéarnich metabolitii rostlin a jsou zodpovédné za mnoho
fyziologickych ucinkd v rostliné. Pseudocerealni mouky obsahuji $kalu flavonoidd (anthokyaniny,
flavony, flavanony, isoflavonoidy, flavonoly a flavanoly) a fenolickych kyselin (patiicich mezi
hydroxyskoficové, hydroxybenzoové a hydroxyfenyloctové derivaty). Spektrofotometricky bylo
zjisténo, Ze v pseudocerealiich se obsah fenoli pohybuje v rozmezi od 12,4 do 678,1 mg GAE/ 100 g
[29].

Mezi pseudocerealiemi ma amaranth nejniz$i celkovy obsah fenola (21,2-57,0 mg GAE/100 g
susiny), slozeny predevsim z fenolovych kyselin, jako jsou napt. kyselina ferulova, flavonoidy a dalsimi
fenolickymi slou¢eninami, jako je sesamin, tyrosol a cardol [14]. Mezi dilezité fotochemikalie obsazené
v amaranthu patii betalainy, jsou tfidou ¢ervenych a Zlutych pigmenti odvozenych od indolu [30].

V quinoe se vyskytuje vétsina fenolickych sloucenin ve volné formé v rozmezi od 167,2 do 308,3 mg
GAE/100 g susiny. V quinoe bylo detekovano 23 polyfenoli zejména kyselina vanilova, kyselina
ferulova a jejich derivaty, kempferol, kvercetin a glykosidy [14] . Obsah polyfenold je ovlivnén faktory
prostfedi péstovani. Tmavsi semena quinoy maji vyS$8i koncentraci polyfenold a vykazuji vyssi
antioxida¢ni aktivitu. Mezi hlavni identifikované flavonoidy v quinoe patii flavonoly, kvercetin
a keampferolové glykosidy. Celkovy obsah flavonoidt se pohybuje od 177,49 do 407,75 mg ekvivalentu
rutinu (RE)/100 g v bilé, Cervené a ¢erné quinoe [26].

Pohanka mezi pseudocerealiemi obsahuje nejvyssi obsah fenolickych slouc¢enin (275,5-532,0 mg
GAE/100 g), slozenych z tyrosolu, alkyfenolu a fenolickych kyselin. Hojné je zastoupena kyselina
benzoova a derivaty kyseliny skoficové. Mezi obsazené fenolové Kkyseliny patii kyselina
hydroxybenzoova, syringova, protokatechova, vanilova, ferulova, p-kumarova, gallova, kavova
asalicylova [31]. Flavonoidy identifikované z pohankovych krup a slupek jsou rutin, orientin,
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vitexin, isovitexin, kvercin, isoorientin. Rutin je dulezitou flavonoidni slouceninou, kterd se mezi
pseudoobilovinami vyskytuje pouze v pohance. Terapeutické a biologické aktivity spojené s obsahem
antihypertenzni, vasokonstrik¢ni, spasmolytické vlastnosti. Dalsimi flavonoidy kromé rutinu v pohance
jsou hyperosid, kvercitrin a katechiny [14].

2.5.6.2  Bioaktivni proteiny a peptidy

Pseudocerealni proteiny se ukazaly jako dulezity zdroj bioaktivnich peptidi. Peptidy z proteint
amaranthu, pohanky a quinoy byly identifikovany v hydrolyzatech, gastrointestinalnich digestech
antidiabetickych a chemopreventivnich aktivit prokazanych u nékterych z téchto peptida zpisobily, ze
pseudocerealni proteiny ziskaly na vyznamu jako slozky potravin pro prevenci a zvladani chronickych
onemocnéni souvisejicich s oxida¢nim stresem [14]. Bioaktivni peptidy v pohance se svym slozenim
aminokyselin podobaji slozeni mléka a suSin€ vajec. Obecné bioaktivni peptidy maji farmakologickou
aktivitu a maji antioxidacni, antimikrobialni vlastnosti. Také snizuji hladinu cholesterolu a vykazuji
hypoglykemicky G¢inek a protinadorovou aktivitu [32].

2.6 Vybrané pseudocerealie

2.6.1 Amaranth

Z botanického hlediska je amaranth (Amaranthus) fazen do celedi mokiadnich dycotiledonous
Amaranthaceae, které jsou fazeny do ¢eledi jednodéloznych trav (Pomaceae). Je jednou z nejstarSich
plodin pochazejici z Jizni Ameriky a Mexika, jez byla objevena pied asi 6 700 lety. Existuje ptiblizné
70 druhti a vyskytuje se po celém svété, v podobé okrasnych rostlin, zeleniny, divokych a plevelnych
rostlin nebo také jako druh obili [13]. Kultivované druhy maji svétla semena na rozdil od jejich predk,
ktefi maji tmava semena. Pé&stuji se tfi druhy: Amaranthus caudatus L., Amaranthus cruentus L.
a Amaranthus hypochondriacus L. Amaranth ve srovnani s jinymi plodinami je méné omezOvan
edafickymi podminkami, je odolny vu¢i suchu a horku. Vyskytuje se v mirnych, tropickych
a subtropickych oblastech. Pro sklizeti malych semen amaranthu jsou piiznivéjsi suché podminky. Zrna
amaranthu maji velky potencial, diky toleranci vuéi herbicidum. Zrno i listy jsou vynikajicimi zdroji
bilkovin a dal$ich zivin. Semena obsahuji komeréné zadouci olej skvalen [24] [23] [33].

Z amaranthovych zrn se vyrabi celd fada tradiénich potravin, napf. ,,alegria®“ a ,,atole” v Mexiku,
»alboroto® v Guatemale, ,,bolos“ v Peru, ,,Chapati* v Himalajich, ,,Jladdoos* v Indii a ,,sattoo* v Nepalu
[34]. Semena nékterych druhd amaranthu jsou tradiéné loupana k vyrobé rtznych svacinovych
produktti. Amaranth nabizi Sirokou Skalu vyuziti od téstovin, tortil az po snidanové cerealie, knedliky,
susenky. Vyuziva pii ptipravé piikrmt pro kojence [35] [33].

2.6.2 Pohanka

Pohanka je dvoudélozna rostlina z fadu Caryophyllales, ¢eledi rdesnovitych (Polygonaceae). Pohanka
pochazi z Ciny, kde se zadala péstovat nejméné pied 1500 lety [13]. V poslednich letech pohanka
ziskala post jako alternativni plodina pro ekologické péstovani a jako surovina pro ,,zdravé jidlo™.
Nejcastéji se vyskytuje pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moensch), mezi péstovanymi druhy
tvofi 90 % svétové produkce. Mezi hlavni péstované druhy patii pohanka tatarska (Fagopyrum
tataricum), ktera je dostupna v horskych oblastech Asie. Obvykle se péstuje ve vys8ich nadmoiskych
vySkach kvili své mrazuvzdornosti [26]. Po celém svété péstuje pohanka obecnd (Fagopyrum
esculentum) [36].

Pohankové jadro pyramidového tvaru s ostrymi thly obsahuje jedno semeno zabalené uvniti oplodi.
Jadro je obklopeno tvrdou vrstvou, ktera ma svétle Zlutou az zelenou barvu [13]. Je dokazano, Ze semena
pohanky maji dobfe vyvazenou nutricni hodnotu, ale jeji stravitelnost je ve srovnani s OStatnimi
obilovinami niz§i. Niz§i stravitelnost je dana kvili vysokému obsahu vlakniny [36]. Bilkovinny
komplex nazek je charakteristicky velmi nizkym obsahem prolaminti a glutelind, vyuziva se k vyrob&
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mouky vhodné pro bezlepkovou dietu. Pohanka je rovnéz zdrojem fady dalSich bioaktivnich latek
pusobicich pfiznivé na kardiovaskularni soustavu a gastrointestinalni trakt [31]. Obsahuje znacné
mnozstvi antioxidanti, zejména typu flavonoidd. Pfitomny rutin ma vynikajici antimutagenni,

a posiluje imunitni systém organismu [11] [17].

Pohanka se bézn¢ mele na kamenném nebo valcovém mlyn€ k vyrobé celozrnné mouky. Bézna
pohanka se v riznych zemich konzumuje na rizné zptisoby. Naptiklad v Evrop€ a v Severni Americe
se pohankova mouka obecn¢ misi s pSeni¢cnou moukou na piipravu pala¢inek, susenek a nudli, zatimco
v Rusku a Polsku se krupice a mouka pouziva k ptipravé kasi a polévek, v Japonsku jsou
oblibené pohankové knedliky a nudle [17].

2.6.3 Quinoa

Quinoa neboli merlik ¢ilsky je rostlina z rodu Chenopodiaceae, do téhoz rodu je fazen také naptiklad
Spenat nebo cukrova fepa. Jedna se o endemickou rostlinu Jizni Ameriky domestikovanou lidmi zijicich
v Andach. Nejstarsi archeologické pozistatky quinoy spadaji do roku 5 000 pied nasim letopoctem.
Béhem domestikace prod€lala quinoa mnoho morfologickych zmén, tj. kompaktngjsi kvétenstvi, vetsi
velikosti semena a stonku a také vétsi mnozstvi pigmentti. Quinoa roste v horkém a suchém podnebi,
dobfe roste jak v kyselé, tak v zasadité ptidé. Quinoa mize rust v extrémnich podminkach, snasi teploty
od —4 do 38 °C [13]. Ro¢ni spotieba quinoy v Bolivii a Peru ¢ini 2,37 kg/osobu a 1,15 kg/osobu. Nejen
andské obyvatelstvo naSlo potencial v této rostlin€, v poslednich letech byla zavedena i do USA
a Evropy, i kdyz produkce je ve srovnani s andskymi zemémi nizka [33].

Quinoa je jedina potravina, ktera je Organizaci OSN pro vyzivu a zemédélstvi (UNFAOQ) uznana jako
rostlina splitujici nutri¢ni a dietni potfeby lidi. Mezi pivodnimi Inky byla zndma jako ,,matka obili*.
Bylo zjisténo, ze semena quinoy maji vétsi biologickou hodnotu néz jina obilna zrna. Biologicka
hodnota, jez udava mnozstvi biologicky dulezitych slozek v potraving, je pro quinou 73 %, zatimco
ryze, pSenice a kukufice maji 56 %, 49 % a 36 %. Hodnota 73 % je témé&f stejna jako u masnych vyrobki,
napf. biologicka hodnota hovéziho masa je 74 % [36].

Quiona je vhodna ptedev§im pro rizikové skupiny spotfebitelti jako jsou déti, seniofi, vykonni
sportovci, jedinci s intoleranci na laktozu nebo s osteopordzou, lidé s anémii, cukrovkou, obezitou,
dislipidémii a celiakii [37]. Byla provedena studie tykajici se détské podvyzivy v Ekvadoru. Mési¢nim
chlapcim byla podavana dvakrat denné po dobu 15 dnu détska vyziva s pfidanou quinou. Bylo
zaznamenano zvySeni plazmatického rastového faktoru. Na zakladé této studie bylo zjisténo, ze
kojenecka vyziva obohacena o quinou poskytuje dostatek bilkovin a potfebnych nutri¢nich prvka a hraje
roli v prevenci podvyzivy u déti. Jedna denni porce quinoy (40 g) spliiuje denni doporucenou davku se
vSemi dulezitymi zakladnimi ziviny a slou¢eninami zlepsujici zdravi [37].

2.7 Celiakie

Celiakie (glutenova enteropatie, CD) je chronické onemocnéni sliznice tenkého stfeva zpusobené
citlivosti na lepek (gluten) u predisponovanych osob, déti i dospélych. Jedna se o celozivotni
autoimunitni, gastrointestinalni onemocnéni vyvolané glutenem, smési strukturnich proteint
vyskytujicich se v pSenici a dalSich jinych obilovinach. Dochazi k nedostate¢nému vstiebani zivin, jez
zUstavaji nestravené ve stfeve, resp. gluten je natrdven zaludecnimu a pankreatickymi peptiddzami na
nestravitelné oligomery slozené z 30-40 aminokyselin [38]. Geneticka predispozice k celiakii je spojena
s genem na 6. chromozomu. U geneticky vnimavych jedinct je charakterizovana riznou kombinaci
klinickych priznaki za ptitomnosti specifickych protilatek, HLA-DQZ2 nebo HLA-DQ8 haplotypt
a enteropatii. Haplotyp HLA-DQ?2 se vyskytuje u 90 % pacientt s celiakii, zbyla ¢ast pacientd trpicich
celiakii nese HLA-DQ8 [39].
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Mezi symptomy patii nechutenstvi, prijmy, ztrata hmotnosti, inava, ovSem zavisi na genetickém
podkladu, veéku, mnozstvi glutenu ve stravé. Jedinou znamou lécbou celiakie je pfisné dodrzovani
bezlepkové diety [39] [40].

Soucasny vyzkum ukazuje, Ze mnoho komeréné zpracovanych bezlepkovych potravin nema dostatek
mikrozivin a obsahuje vy$si mnozstvi cukru a tuku oproti béZnym potravinam. Bylo také zjisténo, Ze
déti 1 dospéli na bezlepkové diet¢ maji podstatné nizsi pfijem folatu nez je doporucena davka. To
vystavuje déti a star$i dospivajici ve fertilnim véku s CD zvySenému riziku nedostatku této kyseliny. To
je zvlaste dalezité vzit v ivahu, protoze kyselina listova predstavuje mikrozivinu, ktera je nezbytna pro
syntézu DNA, enzymové reakce, tvorbu myelinu a vyvoj mozku v pribéhu zivotniho cyklu. Nedostatek
vede k naruseni ristu a neurologického vyvoje u déti, ktery zadina jiz pii vyvoji plodu béhem
téhotenstvi. Nizké hladiny kyseliny listové jsou napt. v bilé ryzi, kukufi¢né mouce [38] [40].

2.7.1 Celiakie u déti

celiakie u déti patii gastrointestinalni symptomy, neprospivani, porucha ristu a anémie z deficitu zeleza
[41]. Mezi onemocnéni jednoznaéné asociované S celiakii v détském veku patii diabetes mellitus 1.
typu, juvenilni idiopatické artritida, IgA nefropatie, deficit sérového IgA, autoimunitni thyroiditida,
autoimunitni hepatitida, Downtiv syndrom, Turneriv syndrom a Williamstv syndrom [40].

2.8 Mikroorganismy

V potravinarském ¢i farmaceutickém primyslu by mély byt pouzivany mikroorganismy disponujici
statusem GRAS (Generally Recognized As Safe), které neptedstavuji toxikologické ¢i zdravotni riziko.
Mikroorganismy oznacené jako GRAS jsou povazovany obecn¢ za bezpecné. Ve Spojenych statech jsou
potraviny a latky pouzivané v potravinach regulovany podle zakona Food, Drug and Cosmetic Act
(1958), ve kterém byl zaveden status GRAS (FDA, 2010). V souladu s tim je latka GRAS mezi
kvalifikovanymi odborniky obecné uznavana jako latka, u niz bylo prokazano, Ze je bezpecnd za
podminek jejiho zamysleného pouziti [42].

V Evropské unii jsou mikrobidlni kultury povazovany za piisady, které musi splilovat zakonné
pozadavky natizeni ES ¢. 178/2002. V roce 2007 zavedl Evropsky utad pro bezpeénost potravin (EFSA)
»Kvalifikovany ptfedpoklad bezpecnosti“ (QPS) pro hodnoceni bezpecnosti mikroorganismii
pouzivanych pii vyrobé potravin a krmiv pfed uvedenim na trh [42].

Pouzita mikrofasa Chlamydomonas reinhardtii je uznana jako GRAS mikroorganismus, jehoz
vysu$ena biomasa je vhodna pro potravinaiské pouziti [43]. V Evropé tato fasa byla hodnocena v roce
2021 poprvé a kvuli omezenému mnozstvi znalosti neziskala status QPS, tudiz neni doporuc¢ovana pro
potravinaiské a krmné ucely [44].

2.8.1 Mikrorasy

Rasy jsou jednobun&éné nebo mnohobunééné organismy riiznych velikosti a tvartl, zahrnujici skupiny
mikrofas a makroftas. Tyto fotosyntetické druhy mohou dosahovat délky az 60 m, nazyvaji se makrofasy.
Mikrotasy ptedstavuji skupinu o velikosti pouhych 0,2 um [26].

Mikrotasy jsou povazovany za jedny z nejstarSich rostlin na svété. Jejich prvni vyskyt se datuje asi
pied 3,5 miliardami lety [45]. Jedna se o fotosyntetické mikroorganismy, které pfeméfiuji svételnou
energii a oxid uhli¢ity na biomasu a né¢kolik sloucenin. Mikrotasy nemaji kofeny, listy, stonky ani cévni
tkan. Biologové rozd¢lili mikrorasy do fady skupin, které se obecné rozliSuji na zaklad¢ jejich bunééné
struktury, zivotniho cyklu a pigmentace. Mikrotasy lze klasifikovat jako rozsivky (Bacillariophyceae),
zelené (Chlorophyceae), modré a modrozelené sinice (Cyanophyceae), zlaté (Chrysophyceae) a Cervené
(Rhodophyceae) fasy. Mezi $iroce pouzivané druhy mikrofas patfi Spirulina plantesis, Chlorella sp.,
Dunaliella terticola, Dunaliela saline a Aphanizomenon flos-aquae, a to zejména kvuli jejich vysokému
obsahu bilkovin a nutri¢ni hodnot¢ [46].
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Mikrotasy se konzumuji jako doplngk stravy prostiednictvim pilulek, tablet, prasku nebo kapsli. V
poslednich letech byly proteiny pochazejici z mikrotas zaclenény do suSenek, sladkosti, chleba, nudli,
napoju a piva [45]. Mikrotasy jako organismy maji klicovou roli ve vodnich ekosystémech kvili jejich
fotosyntetické kapacité, mohou za aerobnich podminek stejné dobte fixovat oxid uhlicity jako rostliny.
Diky tomu jsou vhodnou alternativou k vyrobé biopaliv a nutraceutickych latek [47].

2.8.1.1 Vybrané metabolity mikroias

Mikrofasy mohou akumulovat vice jak 60 % bilkovin, sacharidi a lipidt za riznych podminek kultivace.
Vyzkum ukazal, ze mezi ¢etnymi kultivaénimi podminkami je svétlo a obsah uhliku a dusiku zadsadnimi
faktory, které moduluji rst a biochemické slozeni, jako je produkce pigmentu v mikrofasach [42, 48].

Bilkoviny

Mikrotasy jsou identifikovany jako alternativni zdroj s vysokym obsahem bilkovin, ktery miZze splnit
pozadavky podvyzivené populace. Sucha biomasa obsahuje od 27 do 70 % bilkovin [2]. Bylo zjisténo,
ze aminokyseliny jako isoleucin, valin, lysin, tryptofan, methionin, threonin a histidin jsou
v mikrofasach pfitomny v mnozstvich, ktera jsou srovnatelna nebo vétsi ve srovnani se zdroji bohatymi
na bilkoviny, jako jsou vejce a sdja [45]. Protein je jednou z nejcennéjsich slozek fas, ale nutri¢ni
hodnota fasového proteinu zavisi na typu zpracovani [49]. S vyjimkou sinic Spirulina a Aphanizomenon
flos-aquae, vétsina ostatnich typti mikrofas ma pomérné silné bunééné stény, coz mize byt problémem
pii nevhodném zpracovani biomasy. Pro zpracovani fasové biomasy se vyuzivaji rizné destrukéni
metody. V soucasné dobé se vyuziva vysokorychlostni homogenizace, kulickového mlyna,
mikrofluidizace, vysokotlaké homogenizace, mikrovinné trouby, ultrazvuku, pulzniho elektrického pole
a autoklav. Pomoci téchto metod dochazi k enzymatické 1yze a chemickému naruseni bunék [50].

Sacharidy mikrovas
Mikrotasy se 1iSi mnozstvim a slozenim sacharidl, nachézeji se hlavné jako rezervni polysacharidy
v plastidech a strukturalnich slozkach, jako jsou bunécné stény. Zelené fasy obecné obsahuji 20 %
sacharidi. Sacharidy zfas mohou plnit funkci vlakniny [51]. Hlavnim rezervnim polysacharidem
syntetizovanym a skladovanym mikrotasami je Skrob, zatimco sinice obvykle akumuluji glykogen.
Vnitini vrstva bunééné stény obsahuje celulozu. Skrob a celuléza mohou byt pfeménény na
fermentovatelné cukry, jeZ umoziuje rychlou a u¢innou hydrolyzu a uvoliovani cukru. Obsah
neutralniho cukru zavisi na druhu mikrotas, kmeni a fazi ristu. Hlavnimi monosacharidy jsou glukoza,
manoza, rhamnoza, xyloza, galaktoza, fukdza a arabindza [46].

Mezi mikrofasovymi polysacharidy se do popfedi z4djmu dostaly exopolysacharidy (EPS), a to
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a antimikrobialnim vlastnostem [52].

Lipidy mikroi‘as

Obsah lipidd v mikrotasach se obvykle pohybuje v rozmezi 20-50 % susiny, za urcityh podminek muize
byt az 80 % [53]. Teplota, svétlo a koncentrace dusiku jsou kultiva¢ni faktory, které pifimo ovliviiuji
obsah lipidli a mastnych kyselin v mikrorasach. Koncentrace dusiku kriticky ovliviiuje akumulaci lipidd,
omezeni dusiku zvysuje obsah lipidi. Lipidy mikrotfas se déli do dvou skupin podle uhlikového ¢isla.
Pro vyrobu bionafty jsou pouzivany mastné kyseliny se 14-20 atomy uhliku Vv fetézci, pro vyrobu
doplnkt zdravé vyzivy se vyuzivaji polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) s vice nez 20 atomy
uhliku, zejména kyselina dokohexaenova (DHA) a kyselina eikosapentaenova (EPA) [53]. Oleje
z mikrofas jsou vynikajicimi zdroji pro vyrobu bioenergie a biomateridlli. V zavislosti na druhu
a podminkach péstovani mikrotfas miize produkce oleje dosahovat az 75 % jejich biomasy [54].

Antioxidacni slouceniny
Mikrotasy produkuji riizné pigmenty v zavislosti na druhu o riiznych barvach. Naptiklad zelené
mikrofasy obsahuji chlorofyl, cervené a modré mikrotfasy maji fykobiliproteiny a zluté, oranzové
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a ¢ervené mikrofasy syntetizuji karotenoidy [45]. Mezi znamymi karotenoidy mikrotas ma v sou¢asnosti
nejvyssi trzni potencial B-karoten, astaxanthin a lutein [53].

Mikrotasy obsahuji vysokou koncentraci Ctyf vitamind; provitamin A, vitamin E, vitamin Bi
a kyselina listova ve srovndni s konven¢nimi zdroji potravy. Potraviny ziskané z mikrotas poskytuji
zakladni zdroj vitaminu B, pro jedince, ktefi dodrzuji vegetarianskou nebo veganskou stravu [48].

Biomasa mikrofas je povazovéana za vynikajici zdroj nutri¢nich antioxidanti. Mikrofasy jsou také
schopny produkovat vice slozek v jednom druhu. Napiiklad analyza sloZeni na Chlorella sorokiniana
odhalila, Ze celkovy obsah karotenoidi byl 0,69 % susiny. Obsah a-tokoferolu, B-karotenu a luteinu byl
112, 600 a 4 300 pug/g susiny. Tyto slouc¢eniny maji vysokou schopnost pohlcovat radikaly. Uvadi se, ze
antioxidant astaxanthin extrahovany z mikrofas, ma vyss$i antioxida¢ni aktivitu ve srovnani s a-
karotenem, B-karotenem, lykopenem, luteinem a vitaminem E [45].

Stabilita mikroras

Zvlastni pozornost by méla byt vénovana dlouhodobému skladovani nebo nadmérnému tepelnému
zpracovani (140-165 °C) biomasy ftas, kterda mulze vyvolat tzv. Maillardovu reakci mezi
aminokyselinami a snizeni sacharidd, coz by mohlo vést k nedostupnosti esencialnich aminokyselin.
Mohlo by tak dojit ke sniZzeni biologickych funkci, jako jsou antioxidac¢ni, protirakovinove,
antihypertenzni, antiaterosklerotické a imunomodulaéni ucinky [55].

Dal$im problémem mtize byt kontaminace zneciSténého Zivotniho prostfedi. Do biomasy se tak
mohou dostat nezadouci organické a anorganické slouceniny, jako jsou neesencialni prvky, polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH), pesticidy a dalsi. To pfedstavuje riziko pro lidské zdravi. V literatute je
vSak dosud uvedeno jen malo informaci o vyskytu téchto kontaminantti v produktech a doplncich
Z mikrofas. Jednou z hlavnich vyzev v systémech kultivace mikrofas je praveé kvalita vody, zejména
moiské vody ve velkovyrobé [46].

2.8.1.2 Rod Chlamydomonas

Rod Chlamydomonas je jednim z nejvétSich rodu zelenych tas [56]. Taxonomické studie odhalily
piitomnost vice nez 500 druhi patiicich do tohoto rodu, pficemz Chlamydomomas reinhardtii je jednim
z nejlépe prostudovanych [57].

Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) je zelena mikrotasa s morfologii vicevrstvé bunééné
stény. Uvadi se, ze puvod C. reinhardtii pochazi z jedné zygoty izolované z bramborového pole
v Massachusetts v roce 1945. Po desetiletich laboratorni domestikace (napf. akumulace mutaci) se vSak
jeji soucasné genetické rysy vzdalovaly divokému typu a pravdépodobné ztratily schopnost Zit v piirodé.
MnozZstvi pozoruhodnych slouéenin produkovanych C. reinhardtii jako primarni nebo sekundarni
metabolity zni wuéinilo atraktivni zdroj karotenoidl, chlorofylovych lipidi, polysacharidi
a rekombinantnich proteinti. Food and Drug Administration (FDA) uznava C. reinhardtii jako GRAS
organismus. Schopnost C. reinhardtii syntetizovat nékolik metabolitd napf. sirné polysacharidy
vykazujici silnou antibiotickou aktivitu proti fadé patogennich mikroorganismti. Suchd biomasa
obsahuje 22-48 % proteint, 15-50 % sacharidi a 18-29 % lipidi. V soucasnosti je Siroce vyuzivana
k maximalizaci vytézka bioproduktt [57]. Kromé toho bylo v jedné studii zjisténo, ze C. reinhardtii
obsahovala 10 ug/g selenu, mohlo by se jednat o novy zdroj vzacného a Zivotné dulezitého prvku [51].

2.8.2 Kuvasinky

Kvasinky jsou jednobunééné eukaryotické houby, jejichZ nepohlavni rust je pfevazné vysledkem puceni
nebo $tépeni. Nepohlavni endospory (endokonidie) se bézné netvoii, ale byly pozorovany u kmend rodt
Trichosporon, Candida, Cryptococcus, Cystofilobasidium a Leucosporidium. Kvasinky jsou
chemoorganotrofy vyuzivajici anorganické latky jako zdroj energie [58]. Kvasinky maji eukaryoticky
typ buniky a obsahuji téméf stejné organely jako zralé eukaryotické bunky (jadro, Golghiho aparat,
mitochondrie, endoplazmatické retikulum, vakuola, cytoskelet) [58]. Vné&jsi cast kazdé kvasinkové
buriky se sklada z odli$né bunééné stény a plazmatické membrany [59].
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Bunééna sténa kvasinkovych bunék je pomérné silna a tuha (100-200 nm), predstavuje 15-25 %
celkové suché hmoty bunék. Hlavnimi slozkami bunécné stény jsou polysacharidy, které tvoii 80—90 %
stény. Jedna se predevsim o glukany a mannany s nizkym podilem chitinu. Nékteré vlaknité kvasinky
maji vyssi obsah chitinu, zatimco jiné chitin zcela postraddaji. Pevnost stény zajist'uji glukanové slozky,
které jsou castecné usporadany do mikrofibridlni sité. Pfitomny jsou B-1,6- a f-1,3- vazané glukany.
Mezi dalsi slozky bunécénych stén kvasinek patii rizné podily proteind, lipidi a anorganickych fosfatu
Vv zavislosti na kmeni kvasinek, stafi bun€k a podminkach rstu. Bunécna sténa je multifunkcni organela,
ktera urCuje bunéény tvar a integritu organismu béhem rastu a bunééného déleni. Také chrani bunky
pted mechanickym poskozenim a pied vnéjsimi vlivy [60].

Kvasinky lze izolovat ze slupek ovoce, bobuli, rostlinnych §tav nebo kaktust. Nékteré kvasinky se
nachazeji ve spojeni s plidou nebo hmyzem. Agar, sladovy agar, bramborova dextroza, kvasnicovy
pepton-dextrézovy agar nebo kvasnicovy plisnovy agar jsou priklady nékolika rustovych médii
pouzivanych pro izolaci kvasinek. Optimalni teplota pro rust kvasinek je v rozmezi 20-28 °C a pii
pH 3,5-4,0 [61]. Kvasinky adaptované na chlad produkuji aktivni pektindzy pfi mirnych a nizkych
abéhem fermentace vina. Kmeny izolované z trvalych chladnych stanovist jsou z roda
Cystofilobasidium, Rhodotorula, Mrakia a Tausonia [62].

2.8.2.1 Vybrané metabolity kvasinek
Kvasinky jsou chranény slouc¢eninami jako jsou pigmenty (karotenoidy a melaniny), mykospotiny,
antioxidantya a nékterymi vitaminy [63].

Karotenoidy

Karotenoidy jsou uhlovodiky, které obsahuji 40 atomd uhliku. Tyto tetraterpenoidy (C40) se skladaji
z osmi izoprenovych jednotek. V ptirod¢ jsou Siroce rozsifeny a bylo jich identifikovano pies 600 typu.
Karotenoidy lze rozdélit do dvou skupin na karoteny a xantofyly. Mezi karoteny patii a-karoten, -
karoten, torulen, lykopen, jsou to ¢isté uhlovodiky. Mezi xantofyly se fadi lutein, zeaxantin, violaxanthin
a neoxantin, jedna se o oxidované derivaty uhlovodikt [64].

Karotenoidy ve spojeni s membranovymi lipidy chrani kvasinkové bunky pied zafenim a oxidaci,
umoziuji uc¢innou adsorpci zafeni od 400 do 500 nm [63]. Antioxida¢ni vlastnosti karotenoidi pomahaji
vychytavat reaktivni formy kysliku, snizovat neurologické poruchy a hladinu diabetu. Nékteré mohou
byt pfeménovany na vitamin A. Téchto vlastnosti se vyuziva ve farmacii, potravinatském, chemickém
¢i kosmetickém prumyslu. Nedavna studie potvrdila, Zze suplementace karotenti po dobu 8 tydnu
zmirnila oxidac¢ni stres U cilovych skupin, do které patfili zdravi jedinci, sportovci ¢i t€hotné Zzeny [65].
Za neoptimalizovanych podminek bylo zjisténo, ze karotenogenni kvasinky produkovaly karotenoidy
v rozmezi 0,25-10,33 mg/l [66].

Lipidické latky kvasinek

Kvasinky syntetizuji pfevazné mastné kyseliny se sudym poctem uhliku. Kvasinky, které tvoti 20 %
lipidl své biomasy jsou oznacovany jako olejnaté. VéEtsina olejnatych kvasinek mtize akumulovat lipidy
ve veétsim mnozstvi nez 40 % jejich suché hmotnosti. Obsah lipidi a mastnych kyselin se 1i$i mezi druhy
[67]. Mikrobialni lipidy se skladaji pfevazné z triacylglycerol (TAG), volnych mastnych kyselin
a neutralnich lipidd (monoacylglyceroly, siacylglyceroly a sterylestery), sterolti a polarnich frakei
(fosfolipidy, sfingolipidy a glykolipidy). Jako zdroje uhliku se vyuzivaji Sirokou skalu substrati
vétsinou na bazi cukru [68].

Steroly a ergosterol

Steroly tvoii velkou skupinu organickych sloucenin Vv rostlinnych a zivociSnych bunkach. Jejich
spektrum je pomérné Siroké a charakteristické pro rizné skupiny mikroorganismt. Ergosterol a 7-
dehydrocholesterol (7-DHC) jako typické steroly jsou dilezitymi prekurzory vitaminu D> a vitaminu Ds
[69]. Vitamin D, podporuje vstiebavani Ca?*, POs> iontd v lidském téle [70].
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Ubichinon

Ubichinon znamy jako CoQ (koenzym Q) je esencialni lipid vyskytujici se témé&f ve vSech organismech.
CoQ se sklada z benzochinonové skupiny a isoprenoidniho postranniho fetézce. Primarné funguje jako
elektronovy ptenaSe¢ pii respiraci a oxidativni fosforylaci v dychacim fetézci. V lidskych
a kvasinkovych buiikach se syntéza CoQ odvozuje z aromatickych kruhovych prekurzord a izoprenové
biosyntetické drahy. CoQ funguje jako antioxidant rozpustny v lipidech v bunéénych biomembranach,
kde zachycuje reaktivni formy kysliku. [71]. Koenzym Q ma piiznivy vliv na kardiovaskularni systém,
plodnost a kosterni svalstvo [72].

p-glukany

B-glukany jsou polysacharidy, homopolysacharidy p-gluk6zy. Molekuly tvoii 1,3-D-glukdzovou kostru
s glykosidickymi mistky v pozicich f(1—3) a f(1—6), na které jsou navazany ruzné dlouhé postranni
fetézce 1,6-D-glukozy. B-glukany tvoii komponenty bunéénych stén bakterii, sinic, fas, kvasinek a hub.
V hojné mife se nachazeji v obilnych zrnech. B-glukany stimuluji imunitni systém [51].

2.8.2.2 Karotenogenni kvasinky

Karotenogenni kvasinky jsou nekonvenéni olejnaté mikroorganismy, nékdy oznacované jako ,,Cervené
kvasinky* predstavujicich skupinu riznych druhti bazidiomycetovych kvasinek (Rhodotorula sp.,
Sporidiobalus sp., Cystofilobasidium sp.). Tyto druhy vyznamné intracelularné produkuji znac¢né
mnozstvi karotenoidnich pigmenti a lipidl, diky nimz maji kolonie oranzovou, narizovélou nebo
¢ervenou barvu [73]. V mnoha ptipadech maji extracelularni lipazovou aktivitu, ktera ma za nasledek
jejich schopnost rozkladat triacylglyceroly na glycerol a mastné kyseliny a vyuzivat je jako zdroj uhliku
pro propagaci a produkci metabolitti [64] [74].

Rod Cystofilobasidium

Kvasinky rodu Cystofilobasidium se fadi do fadu Cystofilobasidiales a patii do tifidy Basidiomyces, jez
je skupinou psychrofilnich bazidiomycet [75]. Kultury kvasinek rodu Cystofilobasidium maji oranzovou
az narizovélou barvu, ktera starnutim tmavne. U n€kterych druhti jsou znamy nepigmentované varianty.
Bunky maji vejéity nebo elipsoidni tvar [58]. Charakteristikou rodu je tvorba teliospor a viditelnych
karotenoidnich pigmentd. VSechny druhy Cystofilobasidiales obsahuji xylézu v buné¢né sténé [75].
Mezi nejznamé&jsi kmeny patii Cystofilobasidium capitatum, Cystofilobasidium infirmominiatum
Cystofilobasidium lacus-mascardii a Cystofilobasidium macerans [76].

Cystofilobasidium macerans (C. macerans) a Cystofilobasidium lacus-mascardii jsou kmeny, které
jsou schopny rustu s erythritolem, tato vlastnost chybi ostatnim druhtim rodu. Tyto dva druhy sdileji
také n€kolik stejnych fyziologickych vlastnosti. Rozlisuji se od sebe osmi nukleotidovymi substitucemi.
C. macerans se izoluje ze suchozemského prostiedi, zejména vazaného na rostlinné slozky. C. macerans
je druh adaptovany na chlad, protoze byl nalezen v ledovcich na Islandu, v Norsku a Argenting. Také
byl tento druh hojny v zimnich mésicich na slamé v Dansku. Byla prokazana produkce enzymd,
piitomnost polygalakturonazy, pektinlyazy, pektatlyazy a pektinesterazy [58] [76]. Bylo zjisténo, Ze
Cystofilobasidium macerans méla mimotadnou celulolytickou aktivitu pii 22 °C (66,23 = 0,15 pmol/mg
protein-min) [77].

2.9 Pouzivané analytické metody

2.9.1 UV-VIS spektrofotometrie

Podstatou ultrafialového a viditelné spektrofotometrie je absorpce ultrafialového a viditelného zareni
roztoka molekul v rozmezi vinovych délek 200-800 nm. Pti absorpci dochazi k excitaci valen¢nich
elektront, jez jsou soucasti molekulovych orbitalii. Absorpéni pfechod je charakterizovan hodnotou
vinové délky pro maximum pasu Amax a intenzitou pasu. Nejcastéji se tato intenzita vyjadiuje hodnotou
molarniho absorpéniho koeficientu emax, ktery charakterizuje miru absorpce pii urcité vinové délce. Pro
ziedéné roztoky do koncentraci 102 mol - dm= a monochromatické zéafeni plati Lambertiv-Beertv
zakon [78];
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A= ¢€-c-l, @

kde A je absorbance, emax je molarni absorpéni koeficient, 1 je délka optické drahy a c je koncentrace
analytu v roztoku [78].

2.9.2 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické metody jsou separacni metody, které funguji na principu déleni slozek mezi mobilni
a stacionarni fazi a lze je rozdélit podle skupenstvi pouzité mobilni faze. Pokud je mobilni faze
V plynném skupenstvi, jedna se o plynovou chromatografii (GC — Gas Chromatography), pokud je
mobilni faze kapalného charakteru nazyva se kapalinova chromatografie (LC — Liquid Chromatography)
[79].

HPLC je separacni instrumentalni metoda, kde délené latky migruji kolonou naplnénou
mikroc¢asticemi stacionarni faze rychlostmi na zakladé¢ jejich afinit pro mobilni a stacionarni fazi [80].
Jedna se 0 vysoce ucinnou a naro¢nou techniku kapalinové chromatografie. Pofadi rozdé¢leni
jednotlivych slozek zdvisi na chemickém charakteru separovanych latek a na polarit¢ obou fazi.
K separaci polarnich latek se nejéastéji pouziva HPLC s reverzni fazi, kde ma stacionarni faze nepolarni
charakter a mobilni faze polarni charakter. Pfi normalni fazové separaci je stacionarni faze polarngjsi
nez mobilni. Separa¢ni kolony pro HPLC tvofi népln s vysokou hustotou a homogenitou stacionarni
faze. Pro dosazeni dostate¢ného priitoku mobilni faze je nutné aplikovat vysoky pretlak o velikosti az
desitek MPa. Mezi hlavni ¢asti chromatografu patfi: zasobnik mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo,
davkovac, kolona uloZzena v termostatu, detektory a vyhodnocovaci systém [81].

HPLC se vyuziva pfi analyzach netékavych latek v komplexnich matricich. Této metody se vyuZziva
v tadé aplikaci — v potravinafstvi a krmivarstvi, pfi analyze Zivotniho prostfedi napt. pii sledovani
riznych typu organickych i anorganickych polutant vod a pudy nebo pii farmaceutické analyze pro
identifikaci a hodnoceni Cistoty 1é¢iv [81].

2.9.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separa¢ni metoda, ktera vyuziva k separaci plynt dvé heterogenni faze.
Mobilni fazi tvofi inertni plyn a stacionarni fazi je nejcastéji kapalina, jez je zakotvena na inertnim
nosi¢i. Vyhodou oproti jinym chromatografickym metodam je mobilni faze, kterou tvoti zminény inertni
plyn. Tento plyn je malo viskdzni a stladitelny. Afinita slozek v plynech je mnohem vétsi nez
Vv kapalinach a interakce molekul v plynu jsou podstatné mensi nez v kapalné fazi [79]. Mezi hlavni ¢asti
plynového chromatografu patfi: zdroj nosného plynu, davkova¢, kolona, termostat a fidici
a vyhodnocovaci zafizeni [81].

Metoda je vhodna predevsim pro analyzu tékavych slozek, které je mozno prevést do plynného stavu.
Metoda je vyuzivana V organické chemii, biochemii, chemické technologii, v petrochemickém,
chemickém a potravinarském pramyslu. Plynovou chromatografii lze meéfit fyzikalné-chemické
veli¢iny, jako jsou tlaky par, bod varu, sméSovaci tepla a aktivni koeficienty [79] [81].

2.9.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidanty jsou molekuly, které mohou zabranovat nebo omezovat oxida¢ni destrukci latek, ktera by
mohla byt zptisobena volnymi radikaly. Volné radikaly vznikajici in vivo a maji fadu fyziologickych
onemocnéni. Jednd se predev§im o reaktivni kyslikové radikaly a dusikové radikaly. Tyto radikaly
pusobi na biologické slouceniny, jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozméfiuji tak témto
slou¢eninam strukturu a modifikuji jejich funkci. Dochazi ke zménam ve strukture bunék, k poskozeni
tkani a ke zméné funkce v organismu. V souvislosti s analyzou potravin byl zaveden pojem celkova
antioxida¢ni aktivita (total antioxidant aktivity — TAA). Tento parametr kvantifikuje kapacitu
biologického vzorku eliminovat radikaly [82].
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Nejcastéji se pro stanoveni antioxidacni aktivity pouziva metoda TEAC. Metoda TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) testuje schopnost vzorku zhaSet Kation-radikal ABTS™ (2,2°-
azinobis(3- etylbenzothiazolin-6-sulfonatu)). Vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnatelna
s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylov- kyselina). Antioxidanty, jez zhaseji radikal ABTS™, se sleduji spektrofotometricky na
zaklad¢ absorpéniho spektra ABTS™. Nejcastéji se méfi absorbance pii 734 nm [82]. Tato metoda je
zavisla na mnoha faktorech jako je koncentrace ABTS™, kvantita vzorku nebo ¢as [83].

2.9.5 Imunochemické stanoveni lepku (RIDASCREEN® Gliadin competitive)

Nejpouzivanéj$i metodou ke stanoveni lepku je enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA —
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Imunochemické metody jsou zaloZzeny na specifické interakci
protilatky s antigenem. ELISA testy jsou obecné vysoce specifické, jez se vyuzivaji k detekci
specifickych proteinii nebo toxind. Pii této metod¢ jsou proteiny adsorbovany na povrch jamek desticky
ELISA a detekovany pomoci vhodnych protilatek [84] [85].

Kit RIDASCREEN® Gliadin competitive se pouziva piedev§im pro analyzu fermentovanych
a hydrolyzovanych potravin. Kompetitivni enzymova imunoanalyza, na které je zalozen tento Kit,
kvantifikuje prolaminy z pSenice, Zita a jeémene za pouziti monoklonalni protilatky R5. Mimo jiné tato
protilatka rozpoznava potencialné toxickou sekvenci QQPFP gliadinu. Jedna se o alergicky linearni
peptidovy epitop degradovany surovymi proteazami z nakli¢enych semen pSenice [86].
2.9.6 Testovani cytotoxicity in vitro
ukazatelti pro biologické hodnoceni in vitro. Pojem in vitro znamena v piekladu mimo lidské télo tzv.
,ve skle“. Toxicita pfedstavuje miri pisobeni toxickych latek na Zivy organismus [87]. Test cytotoxicity
vyuziva tkanové kultury nebo buné¢né linie in vitro K pozorovani bunééného rastu, reprodukce
a morfologickych zmén, mezi které patii destrukce buné¢nych membran, zména syntézy proteini nebo
nevratné vazby na receptor [88].

2.9.6.1 MTT test cytotoxicity

MTT test je test metabolické aktivity vyuzivajici MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) ¢inidlo. Stanoveni je zaloZeno na redukci této monotetrazoliové soli, kdy
dojde k naruseni tatrazolového kruhu, ¢imz dojde k tvorbé fialovomodré nerozpustné molekuly zvané
formazan. MTT ¢inidlo mize prochdzet bunéénou membranou i vnitini mitochondrialni membranou
zivotaschopnych bunék pravdépodobné diky svému kladnému naboji a lipofilni struktuie. Metabolicky
aktivnimi bunikami je redukovano na formazanovy derivat, ktery zdstava uvnitf bunék ve formeé
nerozpustnych granuli. Pfidanim SDS detergentu dojde k uvolnéni a rozpusténi barviva z bunék.
Vznikly modrofialovy roztok se méti spektrofotometricky vétsinou pii 570 nm pomoci ELISA metody
[89].
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3 CILE PRACE
Cilem této prace je vyvoj obohacenych bezlepkovych cerealii pro zvlastni vyzivu. V ramci prace byly
feSeny jednotlivé nasledujici body:

1) Literarni reSerSe - piehled cerealii se zvlastnim zaméfenim na bezlepkové produkty

2) Charakterizace sloZeni cerealii - pohanka, amaranth, quinoa
3) Vybér vhodnych kvasinek a fas a stanoveni biologicky aktivnich latek - vitamint, antioxidantd

a PUFA
4) Priprava smésnych cerealnich produktt, jejich charakterizace a biologické uéinky
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci mikrorasy
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Chlorid manganaty tetrahydrat p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
Mocovina p.a., Lach:ner, S.r.o. (CR)

Na,-EDTA2H;0 p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Oxid molybdenovy p.a, p.a., Lach:Ner, S.r.o. (CR)
Peroxid vodiku 30%., Sigma-Aldrich (SRN)

Selenan sodny p.a., Lach:ner, S.r.o. (CR)

Siran méd’naty pentahydrat p.a., Lach:Ner, S.r.o. (CR)
Siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach:Ner, S.r.0. (CR)
Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Lach:Ner, S.r.o. (CR)

4.1.2 Chemie pouZité pro kultivaci kvasinek
Agar, Roth (SRN)

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (Indie)

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach:ner s r.o. (CR)
Siran amonny p.a., Lachema (CR)

Glycerol, Lach:ner (CR)

Bakteriologicky pepton, Himedia (India)

4.1.3 Chemikilie pro stanoveni fenolickych slouc¢enin a flavonoidu
Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (VWR Chemicals, CR)
Chlorid hlinity, p.a., Lach:ner (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

Uhligitan sodny bezvody p.a. - LachNer (CR)

4.1.4 Chemikalie pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
ABTS (2,2°—azino-bis(3—ethylbenzothiazoline—6—sulfuric acid) diammonium salt), Sigma— Aldrich
(DEU)

Ethanol pro UV/VIS 99%,

Hexan p. a., Lach:ner (CR)

Peroxodisiran draselny, Sigma Aldrich (SRN)

TROLOX, Sigma-Aldrich (SRN)

Chemikalie pro stanoveni rozpustnych bilkovin

Tetrahydrat vinanu sodno-draselného (p.a), Lach:ner, s.r.o. (CR)

415 Chemikalie pro stanoveni p-glukani a lepku
Kit pro stanoveni lepku, RIDASCREEN® Gliadin competitive, R-Biopharm (SRN)

Kit pro stanoveni -glukant, Enzymatic Yeast f-Glucan Assay Kit, Megazyme (IRL)
Kit pro stanoveni -glukant, Mixed-linkage B-glucan assay kit, Megazyme (IRL)

4.1.6 Chemikalie pro MTT test
Antibiotic 100X (Biosera), BioTech (SRN)
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FBS, HyClone (USA)

PBS, Sigma (SRN)

NEAA, Sigma (SRN)

MEM médium, Sigma Aldrich (SRN)
MTT, Duchefa Biochemie (NL)

SDS dodecylsiran sodny, Serva (SRN)
Trypanova modf, Biotech (SRN)
Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

4.1.7 Chemikalie pouzité pro extrakce a analyzu (HPLC, GC)
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
Ethanol 96% p.a., PENTA s.r.0, (CR)

Ethylacetat pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Hexan pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Chloroform pro HPLC, Sigma- Aldrich (SRN)

Kyselina heptadekanova GC kvality, Sigma Aldrich (SRN)
Methanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

Sklenéné kuli¢ky 0,25-0,5 mm, Carl Roth (SRN)
Tris-HCI, Penta (CR)

Vodik 5.5 SIAD v tlakové bomb¢ s redukénim ventilem
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bombé¢ s redukénim ventilem

Bézné chemikalie jsou uvedeny viz déle soucasti navodl u jednotlivych stanoveni.

4.2 Pouzité pristroje

Mikroskop L 11 00A, Intraco Micro (SRN)

GKB Color Digital CCD kamera (Tchaiwan)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (CR)
Trepacka Yellow line, (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Box Aura mini BioTech (CR)

Fermentor Sartorius Biostat

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Automatické pipety, Biohit (DE) a Discovery

Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z 36 HK, HERMLE Labortechnik
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer (USA)
Opticky mikroskop a Software Dino —Capture 2.0 (CR)
Predvazky Scout Pro, OHAUS

Rotaéni vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)

Topna lazen HB4 basic, HBA Labortechnik
Spektrofotometr UV/VIS, Boeco

HPLC filtry, PRE-CUT, Alltech (GB)

HPLC/PDA sestava:
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- Sestava HPL.C (Thermo Fischer Scientific, USA)
- Dionex ultimate series 3000 pump

- Dionex ultimate series 3000 autosampler

- Thermo fisher Vanquish detector

- Vyhodnocovaci systém Chromeleon

Termoblok, OHAUS

TRACE GC/FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
- Kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, 30 m délka
Bézné laboratorni sklo

4.3 Seznam pouzitych vzorka vybranych pseudocerealii
V ramci bakalaiské prace byly analyzovany vzorku mouk pseudocerealii. Vybranymi vzorky byla
amaranthova, pohankova a quinoova mouka.

Tabulka 1: Nutricni slozeni analyzovanych vzorkii muk na 100 g vyrobku

. Energie Sacharidy Cukry Bilkoviny Tuky
Mouka Znacka
[kJ/keal] [9] [9] [a] [9]
NATURAL
Amaranth 1517/362 58,2 0 15,80 1,50
Jihlava
NATURAL
Pohanka 1401/330 70,80 0,64 11,83 2,95
Jihlava
NATURAL
Quinoa ) 1541/386 64,00 0 14,00 6,00
Jihlava

4.4 Pouzité kmeny ras a kvasinek
e Chlamydomonas reinhardtii CCALA 928
e Cystofilobasidium macerans CCY 10-1-2

4.5 Kaultivace mikroorganismi

Pro tuto praci byl vybran kmen zelené mikrotasy z divodu produkce chlorofyli, proteinti a dalSich
aktivnich latek. Zaroven byl kultivovan zastupce karotenogenni kvasinky s produkci lipidi a lipofilnich
aktivnich latek jako jsou karotenogenni barviva, ergosterol a tokoferoly.

45.1 Kultivace mikroras

Pro ucely této bakalatské prace byl zvolen kmen mikrofasy Chlamydomonas reinhardtii. Tento kmen
byl pofizen ze sbirky autotrofnich organismi z Botanického tistavu AV CR v Tieboni (CCALA).
Mikrotasy byly o¢kovany ze zasobnich kultur do BBM média (Bold Basal Medium) o slozeni uvedeném
v nasledujicich tabulkach. (Tabulka 2 a Tabulka 3). Rasova média se pfipravuji ze zasobnich roztoki
soli a jsou zaroven inokula¢ni i produkcni. Po dostate¢ném nartistu biomasy byla cast preockovana do
provzdusnovaci Pyrex lahve s produkénim BBM médiem. Kultivace probihala za laboratorni teploty
a stalého vzdusnéni a osvétleni. Vysledna absorbance roztoku média byla Aego = 0,1-0,15. Média byla
vzdy sterilovana V autoklavu pii 120 °C po dobu dvou hodin. V laboratofi béhem kultivace byly
zajistény a dodrZzovany sterilni podminky, aby nedoslo ke kontaminaci, na kterou jsou fasy extrémn¢
nachylné.

Po dostatecném narustu fasové biomasy byla biomasa stoc¢ena v centrifuze pii 8 000 rpm po dobu 10
minut. Supernatant byl nasledné opatrné vylit a ziskana biomasa byla promyta nejméné dvakrat
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destilovanou vodou, aby doslo k pfecisténi. Nasledné byla znovu vloZena do centrifugy na stejnou dobu
se stejnymi otackami. Supernatant byl opét opatrné odstranén a biomasa byla vlozena do —80 °C do
mraznicky. Na zavér byla biomasa vlozena do lyofilizatoru. Po lyofilizaci byly vzorky biomasy

uchovavany pfi teploté —20 °C.

Tabulka 2: Slozeni BBM média.

Slozka Zasobni roztok (g/l dH20) | Mnozstvina 11
NaNOs 25,00 10
CaCl»-2H20 2,50 10
MgSO.-7H20 7,50 10
K2HPO, 7,50 10
KH2PO4 17,50 10
NaCl 2,50 10
EDTA - 1
Acidified iron - 1
H3BOs 11,42 1
Trace metals - 1
Tabulka 3: SloZeni casti média
Roztok Slozka Mnozstvi [g/l]
EDTA 50,00
EDTA
KOH 31,00
Acidified iron eSO Thz0 %8
H,S04 (96%) 1,00 ml
ZnS04-7H20 8,82
MnCl-4H20 1,44
Trace metals MoOs 0,71
CuS04-5H20 1,57
Co(NO3),-6H20 0,49

45.2 Kultivace kvasinek
Kmen Cystofilobasidium macerans byl o¢kovan na sterilni pevné YPD médium V Petriho miskach.
Kmen byl pred kultivaci uchovavan z kryozkumavkach pii —80 °C. Slozeni média je zobrazeno v
Po ukonceni kultivace byla biomasa sto¢ena v centrifuze pii 9 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant
byl nasledné opatrné vylit a ziskdna biomasa byla promyta nejméné dvakrat destilovanou vodou.
Nasledné byla znovu vlozena do centrifugy po stejnou dobu za stejnych otacek. Supernatant byl opét
opatrné odstranén a biomasa byla vlozena do —80 °C. Na zavér byla biomasa vlozena do lyofilizatoru.
Po lyofilizaci byly vzorky biomasy uchovavany pfi teploté¢ —20 °C.. Zaockovana kultura byla ponechdna
rastu pii laboratorni teploté po dobu 72-96 hodin. Kultivace probihala ve dvou stupnich. Nejprve byla
jedna klicka narostlé kultury pieockovana na 10 ml tekutého YPD média (inokulum I). Takto
naockovana kultura byla kultivovana na tiepacce pii 100 rpm po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté.
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Nésledné bylo ptipraveno inokulum II, tim, Ze bylo pfeo¢kovano inokulum I do nového tekutého YPD
média vpoméru 1:5. Kultivace probihala za laboratornich podminek po dobu 24 hodin
v Erlenmeyerovych bankach na tfepacce. Po 24 hodinach bylo inokulum II pfeockovano v pomére 1 : 20
do sterilniho mineralniho produkéniho média ve fermentoru. Po celou dobu se pracovalo v ockovacim
boxu za sterilnich podminek.

Kultivace probihala 96 hodin ve fermentoru, ktery obsahoval 5 | mineralniho média pfi teploté 25 °C.
Bylo kontrolovano pH, které bylo udrzovano na 6,5 pomoci peristaltickych ¢erpadel napojenych do
zasobniky hydroxidu sodného a kyseliny sirové. Po ¢as celé kultivace bylo udrzovano 30 %
rozpusSténého kysliku. Podminky béhem kultivace byly sledované pomoci kyslikové, teplotni a pH
sondy.

Po ukonceni kultivace byla biomasa stocena v centrifuze pii 9 000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant
byl nasledné opatrné vylit a ziskana biomasa byla promyta nejméné dvakrat destilovanou vodou.
Nésledné byla znovu vlozena do centrifugy po stejnou dobu za stejnych otacek. Supernatant byl opét
opatrné odstranén a biomasa byla vlozena do —80 °C. Na zavér byla biomasa vlozena do lyofilizatoru.
Po lyofilizaci byly vzorky biomasy uchovavany pfi teploté —20 °C.

Tabulka 4: SloZeni pouZitého YPD média

typ média slozka navazka [g/l]
glycerol 20,0
0 kvasni¢ny autolyzat 10,0
% ?f:) pepton 20,0
= voda 1000 ml
agar 20,0

Tabulka 5: SloZeni pouZitého minerdiniho produkéniho média

Slozka navazka [g/l]
glycerol 92,46
KH2PO, 8,00

MgSQO4-7H20 1,30

KNQO3 10,12

(NH4)2S04 8,00
voda 1000,00 ml

4.6 Optimalizace extrakci z karotenogennich kvasinek a mikroras
Z mikrofasy Chlamydomonas reinhardtii a kvasinky Cystofilobasidium macerans byly pfipraveny
extrakty s riznymi rozpoustédly.

Pro kazdou extrakci z kvasinek byl pfipraven vzorek, kdy do centrifuga¢ni zkumavky bylo navazeno
0,1 g lyofilizované kultury karotenogennich kvasinek, jenz byl ponechan rehydratovat po dobu 1 hodiny
ve tm¢. Nasledné byl pfes noc zamrazen s cilem naruseni bunééné stény. Nakonec byl vzorek rozmrazen,
odstfedén a byla odstranéna piebytecna voda nad sedimentem. K ziskanému sedimentu bylo pfidano
10 ml extrakéniho ¢inidla. Byla provedena extrakce do 96% ethanolu, hexanu, do smési 96% ethanolu
a hexanu v poméru 1 : 1. Ke smési byly pridany sklenéné kulicky. Pipravené vzorky byly umistény na
vortex po dobu 10 minut. Nasledné byly umistény na 24 hodin na tfepacku. Po uplynuti byl vzorek
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odsttedén a ziskany supernatant byl odpafen na vakuové rotacni odparce. Nasledné byl film extraktu
rozpustén v 96% ethanolu, tak aby byla zachovana ptivodni koncentrace a uchovan ve tmé a chladu pro
dalsi charakterizaci.

Pro charakterizaci fasové biomasy byl piipraven vodny, ethanolovy, smés ethanol a voda (1 : 1),
hexanovy a smés ethanol a hexan (1 : 1) extrakt. Vzdy bylo navazeno 0,1 g fasové biomasy a 10 ml
rozpoustédla. Extrakce probéhla stejnym zpusobem jako Vv ptipadé kvasinkové biomasy. Ziskané
extrakty byly pouzity pro charakterizaci.

Extrakce dle Folche

Extrakce dle Folche byla pouzita jako srovnavaci metoda. Do zkumavek bylo navazeno po 0,1 g fasové
a kvasinkové biomasy. Ke vzorku byla piidana smés chloroformu a methanolu v poméru 2 : 1 0 objemu
10 ml [82]. Ke kvasinkovému vzorku byly pfidany sklenéné kuli¢ky pro naruseni bunécné integrity.
Vzorek byl umistén na vortex po dobu 30 minut. Dale byly ptidany 3 ml destilované vody na promyti
extraktu. Vzorek byl promichan a odstfedén pti 4 500 rpm po dobu 6 minut. Po oddéleni fazi byla
odpipetovana spodni chloroformova faze s extraktem, ten byl odpafen. Film extraktu z kvasinky byl
rozpustén v 96% ethanolu. Ziskané extrakty byly pouzity pro analyzu.

4.7 Charakterizace vzorku

4.7.1 Priprava vzorki vybranych druh@ mouk pro spektrofotometrické stanoveni
Pro analyzu byly pouzity vzorky mouk vybranych pseudocerealii, které jsou uvedeny v kapitole 4.3.

Pied samotnou charakterizaci byly pfipraveny vodné extrakty z amaranthové, quinové a pohankové
mouky. Byl navazen 1 g vzorku, ke kterému bylo pfidaino 10 ml destilované vody. Smés byla
promichéna na vortexu a po dobu 24 hodin byly vzorky extrahovany na tiepacce pii teploté 37 °C. Po
skonéeni extrakce byl vzorek v centrifugaéni zkumavce centrifugovan pti 9 000 rpm po dobu 10 minut
pti 25 °C. Odebrany supernatant byl nasledné pouzit pro analyzu.

4.7.2 Stanoveni sacharidi dle Duboise

Pro stanoveni sacharidi ve vzorcich mouk byla pouzita metoda dle Duboise. Pro stanoveni byla pouzita
kysela hydrolyza. Do centrifuga¢ni zkumavky byl navazen 1 g vzorku mouky, ke kterému bylo ptidano
10 ml 6M kyseliny chlorovodikové. Ptipravené vzorky byly promichény na vortexu a byly ponechany
hydrolyzovat pfi teploté 37 °C na tiepacce. Hydrolyzované vzorky byly centrifugovany v centrifugacni
zkumavce pii 9 000 rpm po dobu 10 minut pii 25 °C. Ziskané vzorky byly 1 000x ziedény a pouzity pro
analyzu.

Metoda je zaloZzena na dehydrataci sacharidi koncentrovanou kyselinou sirovou a nasledné
kondenzaci vzniklych derivatl s reakénim ¢inidlem. V této bakalaiské praci bylo jako reakéni ¢inidlo
pouzit fenol. Vzniklé barevné kondenzacni produkty byly stanoveny spektrofotometricky.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml roztoku vzorku a 1 ml 5% roztoku fenolu. Nasledné bylo velmi
pomalu pfidano 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Smés byla protfepana a ponechana 30 minut pii
laboratorni teploté. Po uplynuté dobé byla zméfena absorbance pti 450 nm proti slepému vzorku.

Obsah neutralnich sacharida dle Duboise byl vypoéten z rovnice kalibraéni kiivky. Kalibraéni kiivka
byla pfipravena pro vodny roztok glukosy o koncentraci 0,1 mg/ml v rozmezi 0,25-1,0 mg/ml. Kazdy
vzorek byl analyzovan tfikrat a byla vypoctena primérma hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.3 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek
Spektrofotometrickou metodou s Folin-Ciocaltauovym ¢inidlem byly stanoveny celkové fenolické
latky. Nejprve byl pfipraven zfedény vodny roztok Folin-Ciocaltauova ¢inidla v poméru 1 : 9.

Do zkumavky bylo napipetovano 1 ml ziedéného Folin-Ciocaltauova ¢inidla, 1 ml destilované vody
a 100 pl ptipraveného extraktu vzorku. Roztok ve zkumavkach byl promichan a ponechan 5 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné byl do zkumavky pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného.
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Roztok byl opét promichan a ponechan 15 minut pfi laboratorni teplote. Po uplynuti doby byla zméfena
absorbance pti 750 nm proti blanku.

Obsah celkovych fenolickych latek ve vzorku byl vypocten z rovnice kalibrac¢ni kiivky. Kalibra¢ni
ktivka byla pfipravena pro roztok kyseliny gallové v rozmezi 0,1-0,5 mg/ml. Kazdy ptipraveny vzorek
byl analyzovan v triplikatech, byla vypoctena primérnd hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.4 Stanoveni flavonoidi

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vodného extraktu, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5%
roztoku dusitanu sodného. Obsah ve zkumavce byl promichan na vortexu a ponechan 5 minut pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti 5 minut bylo pfidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého a roztok
byl opét promichan a nechan dalSich 5 minut pfi laboratorni teploté. Na zavér bylo pipetovano 1,5 ml
5% roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Roztok ve zkumavce byl promichén a ponechan
15 minut pfi laboratorni teploté. Po 15 minutach byla zméfena absorbance pii 510 nm proti slepému
vzorku.

Obsah flavonoidi ve vzorku byl zjistén z kalibra¢ni zavislosti, ktera byla pfipravena pro roztok
katechinu v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml. Kazdy vzorek byl pfipraven v triplikatech a byla vypoctena
pramérna hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.5 Stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity byla pouzita metoda TEAC. ABTS radikal byl pfipraven
smichanim 7 mM ABTS a 2,45 mM peroxodisiranu sodné¢ho rozpusténych v destilované vode¢. Vznikl
modrozeleny roztok, ktery byl ponechan minimaln¢ 15 hodin stat ve tmé pii pokojové teploté. Pred
samotnou analyzou byl roztok nafedén UV-VIS ethanolem na absorbanci A = 0,70 + 0,02 pti 734 nm.
Jako byl pouzit UV-VIS ethanol. Nejprve byla zjisténa hodnota Ao, kdy byla zméfena absorbance ihned
po piidani 10 pl destilované vody k 1 ml nafedéného ABTS™*. Nasledné uz probéhla analyza vzorkd. Do
Eppendorf zkumavek byl napipetovan 1 ml nafedéného roztoku ABTS™ a 10 ul extraktu. Roztok byl
protiepan a ponechan ve tme. Po 10 minutach byla zmétfena absorbance pti 734 nm proti blanku.
Koncentrace byla zjisténa z kalibracni ktivky, ktera byla sestrojena z koncentraci v rozmezi 0,025-0,4
mg/ml pomoci modelového roztoku antioxidantu Trolox. Kazdy pfipraveny vzorek byl analyzovan
v triplikatech, byla vypoctena primérna hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.6 Stanoveni rozpustnych bilkovin dle Hartree-Lowryho
Pomoci Hartree-Lowryho metody byly stanoveny rozpustné proteiny ve vodnych extraktech mouk a fas.
Nejprve byly ptipraveny ¢inidla A, B a C dle Hartree-Lowryho.

Cinidlo A bylo ptipraveno z 50 ml NaOH o koncentraci 1 M, 10 g Na,COs, 0,2 g tetrahydrétu vinanu
sodnodraseného a 100 ml destilované vody. Cinidlo B se skladalo z 10 ml NaOH o koncentraci 1 M, 1 ¢
pentahydratu siranu méd’natého, 2 g tetrahydratu vinanu sodnodraselného a 100 ml vody. Cinidlo C
predstavovalo zfedény roztok Folin-Ciacalteauva ¢inidla a destilované vody v poméru 1 : 15.

Pro samotné stanoveni byl do zkumavky napipetovan 1 ml vzorku a 0,9 ml ¢inidla A. Zaroven byl
ptipraven blank, kam misto vzorku byl pipetovan 1 ml destilované vody. Roztok byl promichan na
vortexu a inkubovan ve vodni 1azni pfi teplot¢ 50 °C po dobu 10 minut. Nasledné byly zkumavky
vyndany a byl ptidan 0,1 ml ¢inidla B, roztok byl opét promichan a nechan stat 10 minut pii laboratorni
teploté. Po 10 minutach byly pfidany 3 ml ¢inidla C a roztok ve zkumavce byl promichan a vlozen do
vodni lazng, kde byl inkubovan 10 minut pii 50 °C. Po uplynuté dobé byl vzorek ochlazen na laboratorni
teplotu a byla zméfena absorbance pii vinové délce 650 nm proti blanku. Pro vypocet koncentrace byla
sestrojena kalibrac¢ni kfivka pomoci roztoku standardu albuminu v rozmezi 30-210 pg/ml. Kazdy
pripraveny vzorek byl analyzovan v triplikatech, byla vypoctena primérna hodnota a smérodatna
odchylka.
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4.7.7 Stanoveni lepku

Pro analyzu byly nejprve ptipraveny ethanolové extrakty vzorki. Do zkumavky byl navazen 1 g vzorku
mouky, ke kterému bylo pipetovano 10 ml 60% roztoku ethanolu. Vzorky byly promichany na vortexu
a nasledné promichany otacenim po dobu 10 minut. Po promichani byly vzorky centrifugovany pfi
5000 rpm po dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Ziskany supernatant byl 50x ziedén pufrem.
Naredény vzorek byl pouzit pro analyzu.

Do jamky desticky bylo vzdy napipetovano 50 pl vzorku a 50 pl ziedéného konjugatu. Stanoveni
bylo provedeno v duplikatech. Lehkym zatfepanim byl obsah jamek zamichan a vzorky byly
inkubovany po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach byla desticka rychle otocena dnem
vzhiiru a oklepana o filtraéni papir. Doslo tak k odstranéni tekutiny ze vSech jamek. Nasledné bylo do
kazdé jamky napipetovano 250 pl promyvaciho pufru a ihned byla tekutina odstranéna jako
Vv ptedchozim ptipad¢. Tento krok byl zopakovan minimalné dvakrat. Po poslednim odstranéni tekutiny
bylo do kazdé jamky napipetovano 100 pl substratu. Obsah v jamkach byl opatrné promichan. Desti¢ka
byla inkubovana po dobu 10 minut ve tm¢ pfi laboratorni teploté. Po 10 minutach bylo ptidano 100 ul
zastavovaciho roztoku do kazdé jamky v desticce. Obsah jamky byl opatrné promichan a béhem
10 minut byla zméfena absorbance pii 450 nm. Pro stanoveni obsahu gliadinu ve vzorcich byla
proméfena kalibra¢ni fada, ktera byla soucasti kitu a jeji rozmezi bylo 0—30 ng/ml. Z kalibra¢ni kiivky
byl vypoéten obsah gliadinu ve vzorku. Hodnoty byly pfepocitany na obsah lepku ve vzorku a byly
vynasobeny faktorem 2, jez byl uveden v navodu pouzitého kitu.

4.7.8 Celkova vytéznost mikrobialni extrakce

Celkova vytéznost extrakce byla uréena z pfipravenych extraktd pfed odpatenim na vakuové odparce.
Do zvazené mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml extraktu. Takto pfipravena zkumavka byla umisténa
do tmy do digestofe, kde byla ponechana do opafeni rozpoustédla. Nasledné byla zkumavka opét
zvazena na analytickych vahach a byla zjisténa vytéznost dané extrakce.

479 Meéreni absorpénich spekter extraktii na UV-VIS spektrofotometrii
V rozmezi vinovych délek 200-800 nm skrokem 1 byly zméfeny veSkeré pfipravené fasové
a kvasinkové extrakty pomoci UV-VIS spektrofotometru.

4.7.10 Stanoveni celkovych karotenoidi a chlorofyli v extraktech z mikroras

Z namétenych spekter byl zjiStén obsah karotenoidd a chlorofylii v extraktech mikrotas. Koncentrace
chlorofylu a byla zjisténa pomoci rovnice 2 a chlorofylu b z rovnice 3. Také byla zjisténa celkova
koncentrace karotenoidd podle rovnice 4. Rovnice byly pievzaty Lichtenthalera et al. [90]. Byly pouzity
hodnoty absorbanci pii 470, 649 a 664 nm.

Cq = (13,36 - A664 - 5,19 - A64—9) Hq/ml (2)
Cb = (27,43 - A649 - 5,19 - A664—) ”.q/m] (3)
(1000 Ayyg — 2,13 ¢, — 97,64 - c;) (4)

Ckar. = 209 nq/ml

4.7.11 Stanoveni celkovych karotenoidii v extraktech z karotenogennich kvasinek
Celkovy obsah karotenoidl z extraktd kvasinek byl zjiStén z hodnoty absorbance vzorku pii 474 nm.
Celkova koncentrace karotenoidi byla vypoétena podle rovnice 5 pievzaté od od Martinéze et al. [91].

Ay74+ 10 5
Crar = (%) mg/ml ©)

Kde ¢ je molarni extink¢ni koeficient B-karotenu a jeho hodnota v ethanolu je 2 592.
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4.7.12 Enzymatické stanoveni f-glukantii v moukach a fase

Do zkumavky bylo navazeno cca 120 mg vzorku. Bylo ptidano 0,2 ml 50% roztoku ethanolu a 4 ml
fosfatového pufru (20mM, pH 6,5). Vzorek ve zkumavce byl opatrné promichan na vortexu a inkubovan
po dobu 60 s pii 100 °C, nasledné byly vzorky promichany a inkubovany dalsich 120 s. Po uplynuti ¢asu
byly zkumavky vlozeny do vodni 1azn¢, kde byly inkubovany po dobu 5 min pii 50 °C. Nasledné byly
ptidany 0,2 ml lichenazy. Obsah zkumavky byl promichan a vzorky byly inkubovany po dobu 1 hodiny
opét ve vodni lazni pti 50 °C. Béhem této doby byly vzorky 3—4 promichany. Po 1 hodiné byl pfidan
0,5 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,0), obsah zkumavky byl dikladné promichan. Az mély
zkumavky laboratorni teplotu, byly zcentrifugovany pii 5000 rpm po dobu 10 minut. Na dno tfi
zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml supernatantu a byl ptidan 0,1 ml B-glukosidazy do dvou zkumavek
a do tieti bylo pfidano 0,1 ml acetatového pufru (50 mM, pH 4,0). Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany pfi teploté 50 °C po dobu 10 minut. Nasledné k roztoku ve zkumavce byly piidany 3,0 ml
GOPOD c¢inidla (Glucose Determination Reagent). Zkumavky byly naposled inkubovany po dobu
20 minut pii 50 °C, nasledné byla zméfena absorbance pti 510 nm proti blanku.

4.7.13 Enzymatické stanoveni k p-glukant v kvasinkach

Enzymatické stanoveni B-glukant bylo provedeno dle navodu od vyrobce kitu [68]. Metoda je zaloZzena
na enzymatickém $tépeni polysacharidl na jednotlivé D-glukdzy a umoziiuje izolaci a stanoveni 3-D-
glukant z kvasinek.

4.7.13.1 Stanoveni celkovych glukanii

Bylo navazeno 90 mg vzorku do reak¢éni zkumavky se zavitem a byly pfidany 2 ml studené kyseliny
sirové (12 M). Vzorek byl promichén a slozen do ledové 1azn€ na 2 hodiny, béhem této doby byl vzorek
nékolikrat promichan. Po uplynuti této doby byly ptidany 4 ml vody a vzorky byly promichany na
vortexu po dobu 10 s. Nasledné bylo piidano 6 ml vody a vzorek byl opét promichan na vortexu po dobu
10 s. Nasledné byly zkumavky umistény na 2 hodiny do vodni lazn¢ pti 100 °C. Po 5 minutach byly
zkumavky uzavieny zatkami. Po 2 hodinach byly ochlazeny na pokojovou teplotu a obsah kazdé
zkumavky byl kvantitativné pomoci 200 mM acetatového pufru preveden do 100 ml odmérnych banék.
Do kazdé odmérné bariky bylo odpipetovano 6 ml 8,0 M roztoku NaOH a barika byla doplnéna po rysku
200 mM acetatovym pufrem (pH 4,5). Obsah byl promichan a byl odebrana alikvotni ¢ast vzorku do
mikrocentrifuga¢nich zkumavek a byly zcentrifugovany p#i 13 000 rpm po dobu 5 minut.

Z kazdé alikvotni ¢asti bylo odpipetovan 0,1 ml supernatantu na dno dvou sklenénych zkumavek. Na
dno zkumavek bylo pfidano 0,1 ml smési exo-1,3- B-glukanazy + -glukosidazy ve 200 mM acetatovém
pufru. Obsah zkumavek se promichal a inkuboval pfi teploté 40 °C po dobu 60 minut. Po uplynuti dané
doby byly pfidany 3 ml ¢inidla GOPOD a zkumavky se inkubovaly pfi teploté 40 °C po dobu 20 minut.
Zaroven byl pripraven slepy vzorek a standardni roztok D-glukdzy. Slepy vzorek byl ptipraven z 0,2 ml
acetatového pufru (200 mM, pH 4,5) a3ml cinidla GOPOD. Standardni vzorek D-glukézy byl
ptipraveny z 0,1 ml standardu D-glukozy, 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,5) a 3 ml ¢inidla
GOPOD. Slepy vzorek a standard D-glukoézy byly inkubovaly 20 minut pii 40 °C zaroven se vzorky.
Naésledné byla zmétena absorbance pii 510 nm proti slepému vzorku.

4.7.13.2 Stanoveni a-glukanii

Do reakéni zkumavky se zavitem bylo navazeno 100 mg vzorku a byly pfidany 2 ml 1,7 M NaOH.
Zkumavky byly vloZzeny do ledu na 20 minut a pribézné byly promichany na vortexu. Nasledné ke
kazdému vzorku bylo pfidano 8 ml 1,2 M acetatového pufru (pH 3,8). Okamzité bylo ptidano 0,2 ml
amyloglukocidazy a invertazy. Obsah ve zkumavkach byl promichan a zkumavky byly vloZeny do vodni
lazné na 30 minut pii 40 °C za obcfasného michani. Nasledné byly 2 ml roztoku ptrevedeny do
centrifugacni zkumavky a centrifugovany pii 13 000 rpm po dobu 5 minut. Bylo odpipetovano 0,1 ml
supernatantu do sklenéné zkumavky a bylo pfidano 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,5), 3 ml
¢inidla GOPOD a vzorky byly inkubovany 20 minut pti 40 °C. Nasledné byla zmétena absorbance pii
510 nm proti slepému vzorku.
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4.7.14 Stanoveni lipofilnich latek v extraktech metodou HPLC

Extrakty z fas a kvasinek byly pouzity pro analyzu lipofilnich latek metodou HPLC. Pro analyzu byly
pouzity ethanolové, hexanové, smés ethanol a hexan extrakty a extrakty dle Folche. Do sklenénych
zkumavek byly napipetované 2 ml pfipravené¢ho extraktu, ktery byl odpafeny na termobloku v inertni
dusikové atmosféie. K ziskanému odparku byl napipetovan 0,5 ml smési HPLC rozpoustédel o slozeni
ethylacetat a acetonitril (pomér 1 : 1). Smés byla dikladné promichana a prefiltrovana ptes PTFE filtr
do sklenéné vialky pro HPLC. Ptipraveny vzorek byl uskladnén do mraznicky pro analyzu.

4.7.14.1 Analyza piipravenych vzorkit na HPLC

Analyza lipofilnich latek probihala za podminek uvedenych v Tabulce 6, slozeni mobilni faze je
uvedeno v Tabulce 7. Detekce byla provedena pti dvou vinovych délkach. Pii 450 nm byly analyzované
karotenoidy a pfi vlnové délce 280 nm ergosterol a tokoferol. Ziskané chromatogramy byly
vyhodnoceni pomoci programu ChromeleonTM Chromatography Data Systém. Mnozstvi bylo
dopocitano z kalibra¢nich rovnic standardd.

Tabulka 6: Parametry analyzy na HPLC

Piistroj HPLC Thermo Fischer Scientific
Kolona EVO C18, KINETEX; 150 x 4,6 x 2,6 mm
Detektor PDA
Cas analyzy 25 min
Pritok mobilni faze 1,2 ml/min
Typ eluce gradientova

Tabulka 7: SloZeni mobilni fize

Mobilni faze | Slozka Obj. %
Acetonitril 84
A Methanol 2

100 mM tris HCI pufro pH =8 14

Methanol 60
Ethylacetat 40

4.7.15 Stanoveni mastnych kyselin (GC)

Ve vybranych moukach, lyofilizované biomase a extraktech byl stanoven obsah mastnych kyselin
pomoci plynové chromatografie. Na analytickych vahach bylo navazeno cca 60 g vzorku mouky pro
stanoveni mastnych kyselin a 10 mg lyofilizované biomasy a byl ptidan 1,8 ml transesterifikacni smési,
ktera obsahovala inertni standard o koncentraci 0,5 g/l v 15% kyselin¢ sirové v HPLC methanolu. Pro
analyzu mastnych kyselin z extraktd byly nejprve 2 ml extraktu odpafeny ve sklenénych zkumavkach
Vv inertni dusikové atmosfére. K ziskanému filmu bylo pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési a cely
objem byl pfeveden do krimplovacich vialek. VSechny pfipravené krimplovaci vialky byly ihned
zakrimplovany a byly dany do termobloku vyhiatého na 85 °C Kk transesterifikaci na 2 hodiny. Po
vychladnuti byl obsah preveden do 4 ml vialky, ke kterému byl napipetovan 0,5 ml 0,05 M roztoku
NaOH. Nasledn¢ byl ke vzorku napipetovan 1 ml HPLC hexanu. Nésledné byly vialky umistény na
vortex na 10 minut. Po oddé€leni fazi bylo do sklenénych vialek o objemu 1,8 ml odpipetovano 0,1 ml
bezbarvé vrchni hexanové faze. Objem byl doplnén na 1 ml ptidanim 0,9 ml hexanu HPLC kvality.
Takto piipravené vzorky byly uschovany v mraznicce pro analyzu.
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4.7.15.1 Analyza piipravenych vzorkit na GC
Vzorky ptipravené transesterifikaci byly podrobeny analyze na GC. V Tabulce 8 jsou uvedeny udaje
0 podminkach analyzy GC.

Tabulka 8: Parametry analyza na GC

Pristroj Thermo Fisher TRACE
Davkovani Autosampler Thermo Scientific A1 1310
Kolona Lion column; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Detektor FID
Priitok nosného pylnu vodik; 1 ml/min
Nastiik 1ul
Pritok plynu vzduch — 350 ml/min; dusik — 30 ml/min; vodik 35 ml/min

4.7.16 Testovani cytotoxicity

Nejprve byly pfipraveny extrakty z kvasinkové a fasové biomasy. Byly prichystané vodné a ethanolové
extrakty z mikrotfasy a ethanolovy z kvasinky dle postupu v kapitole 4.6. Ethanolovy extrakt byl
analyzovan pied odpafeni ethanolu na vakuové odparce a po odpafeni a znovu rozpustén v ethanolu.
Takto pfipravené vzorky byly pies jehlu nasaty do stfikacky a na stiikacku byl nasazen bakteriologicky
filtr. Vzorek byl piefiltrovan do jiné sterilni zkumavky. Sterilni vzorky byly nasledné nafedény médiem
na pozadovanou koncentraci.

Pro stanoveni cytotoxicity byly pouzity stfevni bunky CaCo-2. Béhem celého testovani byl kladen
velky dlraz na sterilitu prace.

4.7.16.1 Kultivace CaCo-2

Kultivace stfevnich bun€k probihala ve sterilnim boxu, kde byla udrzovana teplota 37 °C. Jako
kultivaéni médium bylo pouzito MEM médium, do kterého bylo pfidano NEAA. Médium bylo
uchovavano v lednici pii teploté 4 °C. Pied samotnou praci bylo pfedem ohiato na 37 °C. Bunky byly
pravidelné kontrolovany.

4.7.16.2 MTT test cytotoxicity

Nejprve byly dostate¢né narostlé buiiky zcentrifugovany a byl slit supernatant. Buiky byly
rozsuspenzované v 5 ml média. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 ul suspenze bun¢k a 100 pl
trypanové modfi. Roztok byl dikladné promichan a pomoci pipety byla smés napipetovana pod kryci
sklo Biirkerovy komurky. Byl spo¢itan pocet bunék v rohovych étvercich. Na zakladé této hodnoty byl
vypocten pocet bunék v 1 ml. Na zaklad¢ této hodnoty byl roztok bunék dostatecné ziedeén.

Ke stanoveni cytotoxicity bunék byla pouzita 96-jamkova desticka. Do stfedovych jamek bylo
napipetovano 100 pl nafedéné bunééné kultury a do krajnich byl napipetovan PBS, aby nedochéazelo
k vysychani. Desticka byla vlozena do inkubatoru vyhiatého na 37 °C na 24 hodin. Béhem této doby
doslo k ptichyceni bun¢k na dno jamek. Po uplynuti 24 hodin bylo médium dikladné odpipetovano.
K takto pfichycenym buikam byl napipetovan 0,1 ml pfipravenych extraktl z kvasinek a fas. Pfipravené
desticky byly opét umistény do inkubatoru, kde byly ponechany na 24 hodin pti 37 °C. Po uplynuti
24 hodin byl z jamek odpipetovany roztok vzorku, misto kterého bylo napipetovano 20 pl sterilniho
barviva MTT o koncentraci 2,5 mg/ml. Takto pfipravené desti¢ky byly vlozeny na 3 hodiny do
inkubatoru a nasledné bylo barvivo nahrazeno 100 pl 10% roztoku SDS v PBS, diky kterému doslo
k rozpusténi krystalti uvniti bunék. Desticky byly zabaleny do alobalu a umistény do tmy na 24 hodin.
Po 24 hodinach byla zméfena absorbance v jednotlivych butikich pomoci ELISA readeru. Na stejné
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desti¢ce byla vzdy provedena kontrola kultury (VC) a kontrola média (VM), ktera slouzila ke stanoveni
viability bunék.

4.8 Priprava smésnych cerealnich produktu

Pro srovnani byly nejprve pfipraveny extrakty ze smiSeného vzorku mouky a mikrobialni biomasy
nebo mikrobialniho extraktu. Bylo pfipraveno 5 vzorkt a 1 srovnavaci pouze z vybrané mouky, pomér
byl zachovany jako pfi ptipravé moucnych extraktd. Kone¢né mnozstvi sypkého materialu bylo 1 g,
které bylo zalito 10 ml rozpoustédla. Smés pro extrakci byla ptipravena podle Tabulky 9.

Jako zéklad smési byla zvolena quinoova mouka z divodu vyvazeného slozeni vsech zivin. Byl
pouzit vodny extrakt z mikrotasy a ethanolovy kvasinkovy extrakt. Extrakty byly ptipraveny dle navodu
v kapitole 4.6. Obsah fasového a kvasinkového extraktu tvofil vzdy 5 % kapalné smési. Mikrobialni
biomasa tvoftila 2 % suché hmotnosti vzorku. Poméry byly zvoleny na zakladé ¢lankd o piijatelném
mnozstvi fasové biomasy, ktera byla limitujicim faktorem [92] [93]. Pfed samotnou aplikaci byla
kvasinkova biomasa imortilizovana, aby byly podpofeny vlastnosti kvasinkové biomasy [94].
Pripravené vzorky byly promichany na vortexu a byly umistény na tfepacku na 24 hodin, kde byla
teplota udrzovana na 37 °C. Po uplynuti 24 hodiny byly vzorky zcentrifugovany pii 4 000 rpm po dobu
10 minut. Takto ziskané extrakty byly analyzovany, kde byly stanoveny bilkoviny, fenolické slouc¢eniny
a antioxidacni aktivita.

Tabulka 9: SloZeni pro pripravu smési bez tepelné vupravy

Quinoova Rasova Kvasinkova Rasovy Kvasinkovy | Destilovana
Vzorek mouka biomasa biomasa extrakt extrakt voda
[a] [a] [a] [mi] [mi] [mi]
0 1,00 - - - - 10,0
1 0,98 0,02 - - - 10,0
2 0,98 - 0,02 - - 10,0
3 0,98 - - 0,5 - 9,5
4 1,00 - - - 0,5 9,5
5 0,98 - 0,02 0,5 - 9,5

Jako produkt pro zvlastni vyzivu byl pfipraven vzorek instantni kase. Do kadinek bylo nejprve
navazena dané mnozstvi quinoové mouky, ktera byla zalita pfislusSnym mnozstvim horké vody.
Postupné byly pridavany ostatni suroviny dle Tabulky 10. Takto pfipravena smés byla vylozena do
50 ml centrifuga¢nich zkumavek. Zkumavky byly vloZzeny do —80 °C a nasledné lyofilizovany.
Z lyofilizovanych vzorki byly pfipraveny extrakty, které byly analyzovany. Do centrifuga¢ni zkumavky
byl navazen 1 g lyofilizované smési a pfidano 10 ml destilované vody. Smés byla fadné promichéna
a vlozena na tfepacku, kde byla ponecha 24 hodin pii 37 °C. Po 24 hodinach byly vzorky centrifugovany
a byl ziskan supernatant, ktery byl podroben analyze. Byl stanoven obsah bilkovin, fenolickych
sloucenin a byla stanovena antioxida¢ni aktivita dle navodd, jez jsou uvedeny v kapitole 4.7.
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Tabulka 10: SlozZeni pro pripravu lyofilizovanych kasi

Quinoova Rasova Kvasinkova Rasovy Kvasinkovy | Destilovana
Vzorek mouka biomasa biomasa extrakt extrakt voda
[a] [a] [a] [mi] [mi] [mi]
0 10,0 - - - - 40
1 9,8 0,2 - - - 40
2 9,8 - 0,2 - - 40
3 9,8 - - 5 - 35
4 10,0 - - - 5 35
5 10,0 - 0,2 5 - 35
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Bakalafska prace byla zaméfena na vyvoj obohacenych bezlepkovych cerealii pro zvlastni vyzivu. Byly
charakterizovany vybrané pseudocerealie, vybrana kvasinka a mikrofasa. Z mikrobidlni biomasy byly
ptipraveny extrakty a produkty, které byly nasledné podrobeny analyze.

5.1 Stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise

Pro stanoveni obsahu sacharidti byl pouzit postup dle Duboise (viz kapitola 4.7.2), kdy nejprve byly
moucné vzorky hydrolyzovany, aby doslo ke §tépeni sacharidii na jednotlivé monosacharidy. Obsah
sacharidti ve vzorcich byl uréen z kalibra¢ni k¥ivky, jejiz rovnice byla y = 9,5347 - x, kde y je
absorbance a x je koncentrace sacharidii ve vzorku. Vysledky jsou uvedeny v grafu (Obrazek 2) vcetné
odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrdazek 2: Obsah celkovych sacharidii v jednotlivych vzorcich mouk

Metodou dle Duboise byl stanoven obsah sacharidi v pseudocerealiich v rozmezi od 65 do 80 %. Toto
rozmezi je charakteristické pro pseudocerealni zrna, které obsahuji 60—-80 % sacharidi jejich suché
hmotnosti. Vys§i obsah sacharidii je pozorovatelny u amaranthu a quinoy, jejichz zrna oproti
pohankovym obsahuji obecné vice jednoduchych sacharida.

5.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven podle postupu v kapitole 4.7.3. Fenolické latky byly
stanoveny v fasovych a kvasinkovych extraktech a ve smésnych produktech dle kapitoly 4.6 a 4.8.
Celkovy obsah byl ur¢en z linearni regrese kalibra¢ni zavislosti. Linearni regrese byla y = 3,1439 - x ,
kde y je absorbance a x koncentrace fenolickych latek ve vzorku. V grafu (Obrazek 3) jsou uvedeny
vysledky pro vzorky mouk a v grafu (Obrazek 4) jsou zobrazeny vysledky pro jednotlivé extrakty
vybranych mikroorganismi. Veskeré vysledky stanoveni fenolickych latek jsou uvedeny jako primérné
hodnoty ze tfi méfeni véetné odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrazek 3: Obsah celkovych fenolickych latek ve vybranych moukach

Nejvyssi obsah celkovych fenolickych latek byl naméfen u pohanky (4,93 + 0,34 mg/g vzorku), dale
pak u quinoy (3,60 +0,19 mg/g vzorku). Nejmensi obsah fenolicky latek byl u amaranthu
(1,17 £ 0, 01 mg/g vzorku). Namétené hodnoty pro pohankovou a quinoovou mouku jsou srovnatelné
s hodnotami uvedenymi v ¢lanku [14]. Hodnota u amaranthové mouky se lisi témét 0 50 %, rozdil mohl
byt zpusoben pouzitim jiného druhu amaranthu nebo amaranthu, jez byl péstovan pii jinych
klimatickych podminkach.
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Obrazek 4: Obsah celkovych fenolickych latek v extraktech mikroorganismii

Mezi testovanymi mikroorganismy Ize pozorovat, ze vybrana mikrofasa obsahuje vys$i obsah
fenolickych sloucenin oproti vybrané kvasince. Obecné fasy jsou bohaté na fenolické latky, kvasinky
nikoliv. V ptipadé fasovych extrakci do riznych druhti extrakénich rozpoustédel bylo nejvice
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vyextrahovano fenolickych latek do vody, nasledné do smési voda a ethanol v poméru 1 : 1. Fenolické
latky jsou polarni molekuly, tudiz se dalo pfedpokladat, ze dojde k vyextrahovani fenolickych latek do
nejpolarnéjsiho rozpoustédla, mezi které pravé patii voda a alkoholy. Obsah vyextrahovanych latek do
ethanolu (2,65 + 0,27 mg/g vzorku) a do smési ethanol a hexan v poméru 1:1 (2,59 + 0,22 mg/g
vzorku) byl srovnatelny. To mohlo byt zptisobeno vypafenim hexanu béhem celé piipravy extraktd,
protoze hexan je tékava latka a odpafuje se i za béznych laboratornich podminek. Nejméné ziskanych
fenolickych sloucenin bylo pfi pouziti hexanu, jenz je nepolarni rozpoustédlo. Z grafu (Obrazek 4) je
pozorovatelné, ze se snizujici polaritou se snizuje extrakce fenolickych latek z mikrofasy. V ptipadé
kvasinky C. macerans bylo nejvice ziskano fenolickych latek pti pouziti smési ethanol a hexan v poméru
1:1(2,99 + 0,31 mg/g vzorku).

5.3 Stanoveni flavonoidi

Flavonoidy byly stanoveny ve vodnych extraktech vybranych mouk dle postupu v kapitole 4.7.4. Obsah
flavonoidi byl uréen z kalibra¢ni kiivky, jejiz kalibra¢ni rovnice byla y = 3,140-x , kde y je
absorbance a x je koncentrace fenolickych latek ve vzorku. V grafu (Obrazek 5) je vynesen obsah
flavonoidu ve vybranych moukach jako praimérna hodnota ze tii méfeni.
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Obrazek 5: Obsah flavonoidii ve vzorcich mouk

Nejvyssi obsah flavonoid byl u quinoové mouky (0,92 + 0,04 mg/g vzorku). Obsah v pohankové
(0,28 £ 0,01 mg/g vzorku) a amaranthové (0,25 £ 0,03 mg/g vzorku) mouce byl velmi podobny. Na
zakladé srovnani s grafem scelkovymi fenolickymi latky (Obrazek 3) vyplyva, ze flavonoidy
z celkového obsahu fenolickych slouéenin tvoii v pohance cca 6 %, pii¢emz amaranth obsahuje cca
21 % flavonoidi a quinoa 25 % flavonoidl z celkového mnozstvi fenolickych sloucenin. Nizsi
zastoupeni flavonoidit mohlo byt zplisobeno Spatnou rozpustnosti nékterych flavonoidd ve vodé.
Flavonoidy ve formé aglykonu (anthokyanidiny) jsou vice rozpustné&jsi v polarnich rozpoustédlech, ale
glykosidy (anthokyaniny), mezi které naptiklad patii rutin, jenz je flavonoidem pohanky, jsou vice
rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech [95].

5.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Celkova antioxidacni aktivita byla stanovena dle postupu v kapitole 4.7.5. u vodnych extraktti z mouk
a extraktll vybranych mikroorganismti. Antioxida¢ni aktivita byla vyjadiena jako parametr TEAC, jez
definuje antioxida¢ni aktivitu vztazenou na ekvivalent Troloxu v mg/g vzorku. Pfesné mnozstvi
antioxidacnich latek bylo zjisténo z rovnice kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni rovnice bylay = 1,2793 - x,
kde y je absorbance a x je koncentrace antioxidantii ve vzorku. V grafech (Obrazek 6) a (Obrazek 7)
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jsou uvedené pramérné hodnoty celkové antioxidacni aktivity ve vybranych vzorcich a extraktech
vcetné odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrazek 6. Obsah antioxidantii ve vzorcich pseudocerealii

Z grafu (Obrazek 6) vyplyva, Ze nejvyssi antioxidacni aktivita byla u pohanky (5,37 + 0,09 mg/g
vzorku), dale pak u quinoy (3,17 + 0,10 mg/g vzorku), nejmensi obsah antioxidantii byl u amaranthu
(2,15+ 0,08 mg/g vzorku). Potadi antioxida¢ni aktivity u vzorkd je shodny s potfadim obsahu
fenolickych latek. S vyjimkou quinoy mnozstvi antioxidantl je vzdy vyssi nez fenolickych sloucenin.
U quinoy bylo naméfeno o 0,43 mg/g mén¢ antioxidantdi, coZ mohlo byt zplisobeno manipulaci pii
stanoveni, protoZze metoda je citliva na svétlo, mnozstvi pouzité latky a reak¢ni dobu.
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Obrazek 7: Obsah vyextrahovanych antioxidantii z mikrobidlnich extraktii

Z grafu (Obrazek 7) vyplyva, ze nejvyssi antioxida¢ni aktivitu vykazoval vodny extrakt z mikrotasy
(11,47 + 0,35 mg/g vzorku), z davodu stejného jako v ptipadé fenolickych latek (viz kapitola 5.2).

svvr

Nejnizsi koncentrace antioxidacnich latek byla ziskana v ptipadé hexanového extraktu. Podle ziskanych
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dat, extrakty z mikrofas mély ruznou schopnost vychytavani radikali. Smés ethanol a hexan (1: 1)
vykazovala vyssi antioxida¢ni aktivitu neZ smés voda a ethanol a 96% ethanol. Antioxida¢ni slouceniny
mikrofas mohou mit riznou polaritu, tedy obsah vyextrahovanych antioxidanti mize byt rozdilny pfti
pouziti raznych druht rozpoustédel. V piipadé kvasinkovych extrakti byl obsah antioxidantti nizky ve
srovnani s fasovymi.

5.5 Stanoveni rozpustnych bilkovin dle Hartree-Lowryho

Byly stanoveny rozpustné bilkoviny ve vSech vodnych extraktech dle postupu 4.7.6. Koncentrace
bilkovin byla zjisténa z kalibra¢ni kiivky, jejiz kalibra¢ni rovnice byla y = 2,0513 - x, kde y je
absorbance a x je koncentrace bilkovin ve vzorku. V grafu (Obrazek 8) jsou vyneseny vysledky obsahu
bilkovin pro vybrané mouky a mikrotasu Chlamydomonas reinhardtii. Hodnoty jsou uvedeny jako
primér ze tif méfeni véetné odchylek jednotlivych méteni.
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Obrazek 8: Obsah rozpustnych bilkovin z vodnych extraktii pseudocereadlii a mikrorasy

Na grafu (Obrazek 8) lze pozorovat, Zze mikrofasa obsahuje vyrazné vét§i mnoZstvi rozpustnych
bilkovin. Z vybranych mouk nejvyssi obsah rozpustnych bilkovin byl u quinoové mouky, nasledné
bilkovin uvedenych na obale (viz Tabulka 1) je obsah bilkovin vyrazné nizsi. To je zpisobeno tim, Ze
Hartree-Lowryho metoda je ur¢ena pro stanoveni bilkovin rozpustnych ve vod¢ a témi jsou piedevsim
albuminy. V Tabulce 11 jsou uvedeny piepocitané hodnoty na rozpustny albumin, tim padem ziskané
hodnoty spadaji do rozmezi rozpustnych bilkovin.

Tabulka 11: Obsah albuminu piepoctenych na 100 g vyrobku

Vzorek Obsah albuminu z celkovych bilkovin [%] | Obsah albuminu [g/100 g]
Amaranthova mouka 18-44 2,13-5,20
Pohankova mouka 13-29 1,82-4,06
Quinoova mouka 11-52 1,74-8,22

5.6 Stanoveni lepku

Stanoveni obsahu lepku ve vzorcich pseudocerealii bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.7. Obsah
lepku byl stanoven pomoci kalibra¢ni kiivky, jez bylay = —0,0419x + 2,944, kde y je absorbance a x
je koncentrace gliadinu. Nasledné byl obsah pfepocten na obsah glutenu. Obsah lepku v jednotlivych
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moukach je zobrazen na grafu (Obrazek 9), kde je rovnéz znazornéna hranice 20 mg lepku na 1 kg
vyrobku. Pod hodnotu 20 mg/kg je vyrobek oznacovan jako bezlepkovy.

250 r

20,0

150 ¢

Cgluten [mg/kg]

50

0,0
Amaranth Pohanka Quinoa

Obrazek 9: Obsah lepku ve vzorcich pseudocerealii

Nejvyssi obsah lepku byl zjistén u pohankové mouky (13,54 + 0,36 mg/kg), nasledné u quinoové mouky
(9,33 +£ 0,17 mg/kg). Nejnizsi obsah byl stanoven u amaranthové mouky (6,98 + 0,21 mg/kg). Timto
bylo ovéteno, Ze pseudocerealni mouky se vyskytuji pfirozen¢ bez lepku, zadna z vybranych cerealii
neobsahovala vice jak 20 mg/kg lepku.

5.7 Celkova vytéZnost mikrobialni extrakce

Celkova vytéznost mikrobidlni extrakce byla provedena dle postupu v kapitole 4.7.8 a byla vynesena do
grafu (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Celkova vytéznost mikrobidlni extrakce

Z tohoto grafu (Obrazek 10) lze vycist, Ze nejvyssi vytéznost byla ziskana za pouziti hexanu, ale tento
vysledek piesahuje teoretickou hodnotu (10 mg/ml rozpoustédla). To bylo zptisobeno tim, ze béhem
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extrahovani na tfepacce doslo k vypafeni rozpoustédla. Doslo tak Kk zahu$téni extraktu. Bylo
vyextrahovano 13,6 mg/ml latek zfasové biomasy a 9,9 mg/ml latek z kvasinkové biomasy. Sice
vytéznost dosahovala vysokych hodnot,~cilenych latek (chlorofyly, karotenoidy) bylo vyextrahovano
oproti ostatnim rozpoustédlim mensi mnozstvi. I pies to, ze extrakce dle Folcha by méla byt
nejucinnéjsi, protoze je cilena na lipofilni latky, v tomto ptipad¢ to tak nebylo. Extrakci dle Folcha doslo
k vyextrahovani 0,9 mg/ml latek z fasové biomasy a 1,5 mg/ml z kvasinkové biomasy. To mohlo byt
zpusobené Spatnym rozruSenim bunécné stény, nedoslo tak k uvolnéni cilenych latek. Ani za pouziti
ethanolu nebyla vytéznost vysoka.

5.8 Méieni absorp¢nich spekter extrakti na UV-VIS spektrofotometrii
Absorpéni spektra extraktii byla zméfena v intervale vinovych délek 200-800 nm. Rasové extrakty byly
50x nafedény.

Folch (50x zt'.)

Voda (50x zt.)

Voda : EtOH (50x zt')
—— EtOH (50x zi'.)

EtOH : Hexan (50x zf'.)
Hexan (50x zf.)

200 300 400 500 600 700 800
A [nm]

Obrazek 11: Absorpcni spektrum extraktii mikrorasy Ch. reinhardtii

V grafu (Obrazek 11) jsou pozorovatelné charakteristické piky pigmentl, jez se pfirozené vyskytuji
Vv fasach, jedna se napiiklad o stanovované chlorofyly (viz kapitola 5.9). Nejvyssi narust absorbance je
pozorovatelny u smési rozpoustédel voda a ethanol, kde ale piky nejsou tak dobie viditelné jako
v ptipadé pouziti ethanolu nebo smési ethanol a hexan. Pfi pouziti téchto rozpoustédel doslo
k nejuéinngjsi extrakci. Extrakci dle Folcha bylo ziskdno spektrum podobné jako v piipadé ethanolu
nebo smési ethanol a hexan, Srozdilem, Ze pfi vlnové délce 280 nm je pozorovatelny maly pik.
V piipadé vody byl pozorovatelny pik mezi 250-300 nm, ale ve sledovanych vinovych délkach
(649, 664 a 470 nm) nebyly detekovany zadné odpovidajici piky pigmentd. Pouzitim hexanu nebyly
pozorovatelné zadné piky, z ¢ehoZz plyne, ze vytéznost zkoumanych pigmenti bude minimalni, i ptes
vysokou celkovou vytéznost (viz kapitola 5.7). Tento fakt byl potvrzen v kapitole 5.9. Pi pouziti hexanu
doslo tedy primarné k vyextrahovani nebarevnych latek.
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Obrazek 12: Absorpcni spektrum extraktit kvasinky C. macerans

Absorpéni spektrum bylo zméfeno také i pro kvasinkové extrakty. Pouzitim extrakce dle Folcha doslo
nejucinnéjsi extrakci pigmentu, na grafu (Obrazek 12) lze pozorovat pik pii vinové délce 474 nm, jeZ je
charakteristicka pro karotenoidy. Patrné mnozstvi pigmentl bylo vyextrahovano pfi pouziti ethanolu,
Vv ptipadé hexanu neni pozorovatelny zadny pik. Pti pouziti smési ethanol a hexan nebo samotného
hexanu nebyl zaznamenany zadny pik pomoci UV-VIS spektrometru.

5.9 Stanoveni celkovych karotenoidii a chlorofyli v extraktech z mikroras

Obsah celkovych karotenoidt a chlorofylu v extraktech z mikrofas byl stanoven podle postupu

v kapitole 4.7.10. Obsah chlorofylu a byl vypoéten podle Rovnice (2), chlorofyl b podle Rovnice (3)

a obsah karotenoida dle Rovnice (4). Ziskané hodnoty pigmentt jsou vynesena v grafu (Obrazek 13).
80 -

70 A

60 -

= m chlorofyl a
chlorofyl b
karotenoidy
n - T T T T . —

Folch Voda Voda : EtOH EtOH EtOH : Hexan Hexan

¢ [na/mi]
S 8 & 8
H

[
o
1

o

Obrazek 13: Obsah celkovych karotenoidii a chlorofylii v extraktech z Ch. reinhardtii
Chlorofyly jsou rostlinna barviva rozpustna Vv tucich, patti mezi lipochromy a nejsou tedy rozpustna ve
vod¢, proto v piipadé vody byla extrakce neuspé$na. K ucinné extrakci doslo pii pouziti polarnich
rozpoustédel z divodu polarniho charakteru pigmentd. Ale voda jako extrakéni Cinidlo nebylo Gcinné,
jednalo se pfedev§im o pigmenty nerozpustné ve vodé. Nejvyssi obsah chlorofylu a byl u smési ethanol
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a hexan (66,88 + 0,12 pg/ml). Podobné hodnoty pfinesla extrakce dle Folcha (63,52 + 0,39 ug/ml).
Z toho vyplyva, ze chlorofyl a je rozpustnéjsi v rozpoustédle s nizsi polaritou. Kombinaci voda a ethanol
bylo vyextrahovano nejvice chlorofylub (72,30 £ 0,05 pg/ml). Extrakci dle Folcha bylo ziskano
nejvyssi mnozstvi karotenoidii (13,03 + 0,17 pug/ml). Pii pouziti vody anebo smési voda a ethanol nebyl
zaznamenan zadny obsah karotenoidti z divodu hydrofobniho charakterti karotenoidl a nizsi polarity
oproti chlorofylam.

5.10 Stanoveni celkovych karotenoidii v extraktech z karotenogennich kvasinek
Obsah karotenoidii byl stanoven z namétenych absorpcnich spekter, ze kterych byla vzata hodnota
absorbance pfi vinové délce 474 nm a vlozena do Rovnice (5). Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafu
(Obrazek 14).
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Obrazek 14: Celkovy obsah karotenoidii v extraktech z C. macerans

Pii stanoveni karotenoidd z C. macerans byla efektivni extrakce dle Folcha, pomoci které bylo ziskano
(1,079 + 0,005) pg/ml karotenoidt. Z grafu je ziejma zavislost rozpustnosti karotenoidii na typu
rozpoustédla. Extrakce dle Folcha je cilena na lipofilni latky, mezi které patii karotenoidy.

5.11 Stanoveni lipofilnich latek

Lipofilni latky byly stanoveny dle postupu v kapitole 4.7.14. Metodou HPLC byly stanoveny chlorofyly,
karotenoidy. steroly a tokoferol. V grafu (Obrazek 15) a (Obrazek 16) jsou vyneseny vSechny
detekované lipofilni latky v fasovych a kvasinkovych extraktech jako primérné hodnoty ze dvou
paralelnich stanoveni.
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Obrazek 15: Obsah lipofilnich latek v Ch. reinhardtii

Podle ptedpokladu bylo nejvice lipofilnich latek ziskano extrakci dle Folcha. Pfi této extrakci bylo
ziskano 4,78 mg/g celkovych karotenoidt, 7,57 mg/g celkovych chlorofylti a 0,86 mg/g sterolt. Doslo
k vyextrahovani B-karotenu v koncentraci 1,99 mg/g. Z pohledu zisku chlorofylu byla zdafila extrakce
S pouzitim 96% ethanolu, bylo ziskano 7,74 mg/g celkovych chlorofyli. Zna¢né mnozstvi chlorofylu b
pteslo do smési ethanol a hexan (4,92 mg/g biomasy) ve srovnani S ostatnimi extrakcemi. Pfi pouZiti
hexanu bylo ziskano zanedbatelné mnozstvi lipofilnich latek, jejich celkovy obsah byl do 1 mg/g
biomasy, pfi¢emz 0,37 mg/g tvotil tokoferol (vitamin E).
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Obrazek 16: Obsah lipofilnich metabolitii v extraktech C. macerans

Z karotenogenni kvasinky bylo pomoci metody HPLC ziskano mnozstvi karotenoidu, sterold
a tokoferolu. Nejvyssi obsah téchto latek byl ziskan extrakei dle Folcha. Bylo ziskano 2,76 mg/g sterolu
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a 0,62 mg/g tokoferolu (vitamin E). Pii pouziti ethanolu byl vyextrahovan ¢erveny pigment lykopen
(1,30 mg/g biomasy), ¢imz doslo ke zvyseni obsahu karotenti oproti extrakci dle Folcha.

5.12 Stanoveni mastnych Kkyselin

Pomoci plynové chromatografie byly stanoveny mastné kyseliny a celkové lipidy ve vybranych
moukach, v fasové a kvasinkové biomase a v extraktech pripravenych podle postupu v kapitole 4.6.
V grafech nize je vZdy uveden graf s celkovym obsahem mastnych kyselin, graf s procentualnim
zastoupenim jednotlivych skupin mastnych kyselin, jako jsou nasycené mastné kyseliny (SFA),
mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) a graf se
zastoupenim vybranych mastnych kyselin, mezi které patii kyselina palmitova, stearova, olejova,
linolova, a-linolenova a arachidova. Kyselina palmitova a stearova jsou nasycené mastné kyseliny,
kyselina olejova je zastupcem mononenasycenych mastnych kyselin a kyselina linolova s kyselinou a-
linolenovou patii mezi polynenasycené mastné kyseliny. V grafu (Obrazek 17) je zobrazen celkovy
obsah mastnych kyselin ve vybranych pseudocerealiich. VSechny parametry jsou uvedeny jako
pramérné hodnoty ze dvou paralelnich méteni.
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Obrazek 17: Obsah mastnych kyselin ve vybranych moukdch

Nejvyssi obsah mastnych kyselin byl detekovan u quinoy (4,70 g/100 g vyrobku), dale pak u pohanky
(2,35 g/100 g vyrobku) a nejméné u amaranthu (1,62 g/100 g vyrobku). Obsah mastnych kyselin je
téméf shodny s obsahem lipidii uvedenym na obale (viz Tabulka 1). Odchylka od hodnoty na obale je
dana, tim Ze mastné kyseliny jsou soucasti lipidd, ale existuji i volné mastné kyseliny.
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Obrazek 18: Procentuadlni zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych moukach

Z grafu (Obrazek 18) je viditelné, Ze obsah mastnych kyselin v amaranthu je téméf vyvazeny (29,67 %
SFA, 31,81 % MUFA a 38,52 % PUFA). V pohankové mouce byl niz§i obsah nasycenych mastnych
kyselin (22,61 %), obsah MUFA (37,24 %) byl téméf shodny s obsahem PUFA (40,15 %). V quinoové
mouce byla ptevaha PUFA (57,36 %), pak MUFA (25,76 %) a nejméné SFA (16,88 %).
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Obrazek 19: Obsah vybranych mastnych kyselin ve vzorcich pseudoceredlii

Z grafu (Obrazek 19) je patrné, ze nejvyssi obsah vybranych mastnych kyselin obsahuje quinoova
mouka, kde ptevazuje kyselina linolova (23,94 mg/g vzorku). Pravé tato kyselina je dilezita ve vyziveé
¢lovéka, je silnym antioxidantem s antirakovinovou aktivitou [96]. V niz§im mnozZstvi je zastoupena
kyselina olejova (10,54 mg/g vzorku) a kyselina palmitova (6,13 mg/g vzorku). Obsah kyseliny linolové
(8,67 mg/g vzorku) a olejové (8,17mg/g vzorku) je v pohance vyrovnany. Z grafu je pozorovatelné, ze
kyselina palmitova je pfevazujici kyselinou mezi SFA. Obsah palmitové kyseliny v pohance (3,83 mg/g
vzorku) byl srovnatelny s obsahem v amaranthové mouce (3,44 mg/g vzorku). Obsah kyseliny stearové
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byl ve vybranych pseudocerealiich nizky. Amaranth obsahoval 0,68 mg/g, pohanka 0,52 mg/g a quinoa
0,47 mg/g kyseliny stearové. Obsah kyseliny a-linolenové byl velmi nizky, vyssi obsah byl u quinoové
mouky (2,44 mg/g vzorku).
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Obrazek 20: Obsah vyextrahovanych mastnych kyselin z mikrobidlni biomasy

Nejucinngjsi extrakce mastnych kyselin byla za pouziti 96% ethanolu. Doslo tak pfevazné k rozpusténi
polarnich lipidl, mezi které patii fosfolipidy a glykolipidy, jez jsou hlavnimi strukturnimi lipidy
buné¢nych stén [97]. Timto rozpoustédlem bylo ziskano 144,88 mg/g mastnych kyselin z mikrofasy
a 213,51 mg/g mastnych kyselin z kvasinky. Nejnizsi obsah mastnych kyselin byl ziskan za pouziti
hexanu, pomoci kterého bylo ziskano 36,12 mg/g mastnych kyselin z mikrofasy a 57,21 mg/g mastnych
kyselin z kvasinky. Ze samotné fasové biomasy, ktera nebyla nijak upravena pied samotnou analyzou,
bylo ziskano 42,00 mg mastnych kyselin a z kvasinkové 82,67 mg mastnych kyselin na 1 g biomasy.
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Obrazek 21: Procentuadlni zastoupeni mastnych kyselin v Ch. reinhardtii

Z grafu (Obrazek 21) vyplyva, ze samotna biomasa obsahuje pifevazné PUFA (49,42 %), dale pak je
tvorena 36,29 % SFA a pouze 14,29 % MUFA. Pomoci ethanolu doslo k vyextrahovani pievazné
MUFA (41,52 %). V piipad¢ pouziti méné polarnich extrakénich smési byly ziskany prevazné nasycené
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mastné kyseliny, vysoky obsah téchto kyselin ve stravé ma negativni ¢inky na zdravi. Bylo zjisténo,
ze nadmérna konzumace nasycenych mastnych kyselin je jednou z pti¢in vzniku rakoviny prostaty [98].
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Obrazek 22: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v C. macerans

Co se ty¢e zastoupeni mastnych kyselin ve vybrané neupravené kvasinkové biomase (39,61 % SFA,
38,65 % MUFA, 21,74 % PUFA) je témérf identické se zastoupenim mastnych kyselin pii pouziti smési
ethanol a hexan (41,46 % SFA, 34,47 % MUFA, 24,07 % PUFA). Pfi pouZiti 96% ethanolu bylo ziskano
nejvice MUFA (41,52 %).

Z graf (Obrazek 21) a (Obrazek 22) je tedy ziejmé, ze mnozstvi a slozeni mastnych kyselin je zavislé
na polarité rozpoustédla. Diky pouziti vhodného rozpoustédla lze ziskat prospésné mastné kyseliny.

V grafech (Obrazek 23) a (Obrazek 24) jsou vyneseny koncentrace vybranych mastnych kyselin
detekovanych v mikrobialni biomase jako primérné hodnoty ze dvou paralelnich stanoveni.
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Obrazek 23: Vybrané mastné kyseliny v Ch. reinhardtii

Z grafu (Obrazek 23) je ziejmé, ze jako ucinné rozpoustédlo pusobil ethanol, diky kterému doslo
k vyextrahovani 60,16 mg/g kyseliny olejové. Pomérné velké mnozstvi bylo ziskano u kyseliny linolové
(33,06 mg/g biomasy) a kyseliny palmitové (27,32 mg/g biomasy). Z grafu je také pozorovatelné, ze
s klesajici polaritou klesd mnozstvi mastnych kyselin, k markantnimu poklesu doslo ptedevsim
u kyseliny olejové. Tato kyselina patii mezi MUFA.
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Obrazek 24: Vybrané mastné kyseliny v C. macerans

Z grafu je o¢ividné, Ze kyselina olejova je dominantni mastnou kyselinou v kvasinkové biomase obecné.
Nejucinngjsim extrakénim ¢inidlem byl opét ethanol, doslo k vyextrahovani 88,66 mg/g kyseliny
olejové, 48,73 mg/g kyseliny linolové a 40,26 mg/g kyseliny palmitové.
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5.13 Stanoveni B-glukani

B-glukany byly stanoveny dle postupu v kapitolach 4.7.12 a 4.7.13. Soucasti kitu byl pfipraveny Excel
Megazyme Mega-Calc™. Pomoci tohoto kitu byl stanoven obsah B-glukant v jednotlivych vzorcich.
Obsah B-glukant je uveden v Tabulce 12 jako pramérna hodnota ze dvou paralelnich stanoveni.

Tabulka 12: Stanoveny obsah f-glukanii ve vzorcich

Vzorek Obsah B-glukanii ve vzorku [g/100 g vyrobku]
Amaranth 0,0574
Pohanka 0,0466
Quinoa 0,0357
Chlamydomonas reinhardtii 0,0574
Cystofilobasidium macerans 0,1119

Byly zjistény nizké hladiny B-glukanii v pseudocerealiich. Nejvyssi obsah B-glukant byl stanoven
u kvasinky C. macerans (0,1119 g/100 g vyrobku). Buné¢na sténa kvasinek zaujima 15-25 % z celkové
hmotnosti suché biomasy, kterou tvoii pfedevs§im glukany a mannany. Tento fakt byl potvrzen, protoze
mnozstvi glukanti v kvasinkové biomase bylo 13,71 % s pfevazujicim zastoupenim B-glukani, coz je
patrné z grafu (Obrazek 25).
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Obrazek 25: Zastoupeni glukanii v C. macerans

5.14 Testovani cytotoxicity

Testovani cytotoxicity bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.16. Cytotoxicita byla testovana na
vodném  fasovém  extraktu aethanolovém  kvasinkovém  extraktu  nezakoncentrovaném
a zakoncentrovaném znovu ethanolem. Pro testovani byly pouzity stievni buniky CaCo-2. Vysledky
testovani pro vodny extrakt jsou uvedeny v grafu (Obrazek 26) jako hodnoty zavislosti viability bunék
na koncentraci vodného extraktu. Kazda hodnota viability byla ziskana vyhodnocenim triplikatt a je
uvedena jako primér ze tif méteni.
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Obrazek 26: Zavislost viability bunék CaCo0-2 na koncentraci extraktii Ch. reinhardtii

V grafu (Obrazek 26) je zobrazena hranice cytotoxicity (60 %), pod kterou by nemé¢la klesnout viabilita
bungk. Z graf vyplyva, ze Zadna z koncentraci fasového extraktu neptsobila toxicky na buiiky CaCo-
2. Nejvyssi pokles viability byl zaznamenany pti nejvyssi zvolené koncentrace fasového extraktu (25%).
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Obrazek 27: Zavislost viability bunék na koncentraci extraktii z C. macerans

Na grafu (Obrazek 27) je vynesen vysledek z testovani cytotoxicity pro kvasinkovy extrakt a hranice
cytototoxicity (60 %). Nad touto hranici buiky nejsou povazované za cytotoxické pro lidsky
organismus. Pfi nizkych koncentracich doslo v obou piipadech k narustu viability, u zakoncentrovaného
extraktu byl nariast viability znateln&jsi. Z toho lze usuzovat, ze koncentrace 0,0156%, 0,0313%
a 0,0625% extraktu ma na bunky CaCo-2 pozitivni u¢inky. Pravdépodobné nizky obsah kvasinkového
extraktu podporoval metabolismus bunék.
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Pfi koncentraci 0,125% extraktu doslo k mirnému poklesu viability bunék v obou piipadech, pokles
byl vyrazné&jsi opét u zakoncentrovaného extraktu. Z grafu je pozorovatelné, ze se zvysujici koncentraci
extraktu klesa viabilita bunék. Avsak 1% koncentrace jakéhokoli extraktu pasobila na bunky stejnou
mirou.

5.15 Smésné cerealni produkty
Smésné cerealni produkty byly ptipraveny dle navodu v kapitole 4.8. Byl stanoven obsah fenolickych
latek v jednotlivych vzorcich dle postupu v kapitole 4.7.3. Dale bylo stanoveno mnozstvi antioxidantt
dle postupu v kapitole 4.7.5 a obsah rozpustnych bilkovin dle postupu v kapitole 4.7.6. VSsechny vzorky
byly analyzované tiikrat, byla vypoctena primérna hodnota a stanovena smérodatna odchylka.
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Obrazek 28: Obsah fenolickych sloucenin ve smésnych produktech

Tabulka 13: Legenda zkratek ke grafiim (Obrdzek 28, Obrdzek 29, Obrdzek 30, Obrdzek 31)

C. vzorku Zkratka SloZeni
0 QM Quinoova mouka
1 QM + RB Quinoova mouka a fasova biomasa
2 QM + KB Quinoova mouka a kvasinkova biomasa
3 QM + RE Quinoova mouka a fasovy extrakt
4 QM + KE Quinoova mouka a kvasinkovy extrakt
5 QM + KB + RE | Quinoovéa mouka, kvasinkové biomasa a fasovy extrakt

Z ptipravenych produkt byl celkové vyssi obsah fenolickych latek u surovych smési bez tepelné
upravy. V kasich, jez byly zality horkou vodou a lyofilizovany, byl obsah nizsi. Snizeni bylo nejspise
zpusobeno horkou vodou, protoze nékteré fenolické kyseliny jsou nachylné k teplu, zvysena teplota
muze zpusobit jejich degradaci. Mezi termolabilni fenolické kyseliny patii naptiklad kyselina p-
kumarova, u které piisobenim vyssich teplot dochazi k rozkladu glykosidickych vazeb [99].

Nejvyssi obsah fenolickych latek byl ve vzorku €. 1, kde fasova biomasa tvotila 2 % z celkového
obsahu quinoové mouky. Podobné mnozstvi fenolickych latek bylo i ve vzorku smési €. 5. | ptesto, Ze
vlivem teploty doslo k mirnému poklesu obsahu fenolickych latek v ceredlni kasi, doslo k nartstu
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obsahu fenolickych latek ve srovnani se samotnou quinoovou moukou (vzorek ¢. 0). Snizeny obsah

fenolickych latek byl u vzorku €. 2, kde nahrazenim kvasinkovou biomasou doslo k poklesu fenolickych

latek. Obsah v surové smési a finalnim produktu se témér nelisil. Nizsi obsah fenolickych latek je také

pozorovatelny v piipadé¢, kdy kvasinkovy extrakt tvofil 5 % vodného obsahu, ¢imz bylo potvrzeno, ze
kvasinky nejsou bohatym zdrojem fenolickych latek.
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Obrazek 29: Obsah antioxidantii ve smésnych produktech

Na grafu (Obrazek 29) lze pozorovat, ze ptidanim samotné biomasy do smési doslo k poklesu
antioxidanta, i pfesto, ze fasy jsou bohaté na antioxidanty. To bylo nejspiSe zptisobeno tim, Ze nedoslo
k dostatecnému naruSeni bunéénych stén béhem extrakce spoleéné s quinoovou moukou. Nejvyssi
antioxidaéni aktivitu vykazovala smés ¢. 5, ve které byla smichana quinoova mouka, kvasinkova
biomasa a fasovy extrakt. V pfipadé kasi, kde byl vzorek zalit horkou vodou a lyofilizovan, doslo
K nartstu antioxidantl ve vSech piipadech, ato i v pfipadé samotné biomasy. To bylo zplsobeno vlivem
teplotnich zmén, v pfipadé biomasy doslo k rozruSeni stén bunék a uvolnéni antioxidantd. Nejnizsi
hodnotu antioxidaéni aktivity vykazovala kase ¢. 2, coz se dalo pfedpokladat, protoze kvasinky nejsou
bohatym zdrojem antioxidantli, ale na druhou stranu u kvasinkového extraktu doslo k nartstu
antioxidacni aktivity, coz mohlo byt zptisobeno pritomnosti ethanolu v extraktu, diky kterému mohlo
dojit k uvolnéni antioxidantll rozpustnych v ethanolu v quinoové mouce.
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Obrazek 30: Obsah rozpustnych bilkovin ve smésnych produktech

V grafu (Obrazek 30) je vynesen obsah rozpustnych bilkovin ve smésnych produktech piepocteny na
100 g vzorku. Ptfidanim jakékoli suroviny doslo k navySeni obsahu v surovych smésich oproti samotné
quinoové mouce (vzorek ¢.0). K vyraznému navysSeni doslo ve smési s fasovou biomasou a také
v piipadé¢ pfidanim fasového extraktu ve vzorku ¢.3 a vzorku ¢.5. Vpripadé
ptipravenych lyofilizovanych kasi nedoslo k zddnému velkému navySeni bilkovin, pfi pouziti
kvasinkového extraktu doSlo k mirnému poklesu oproti srovnavacimu vzorku (vzorek ¢. 0). Je tedy
patrné, Ze vlivem teploty, at’ uz zalitim horkou vodou nebo suSenim mrazem, dochazi ke snizeni obsahu
bilkovin. V tomto piipadé by bylo lepsi priddvat mikrobidlni suroviny do kasi tésn€ pfed samotnou
konzumaci naptiklad ve formé kapsuli.
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Obrazek 31: Obsah stanovovanych latek ve findlnich produktech

Obrazek 31 je shrnujicim grafem, ve kterém jsou vyneseny obsahy fenolickych a antioxidaénich latek
a obsah bilkovin ve vyslednych cerealnich produktech, které mély ptiblizovat instantni kase.
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Z grafu je patrné, Ze nejlepsi zdroj fenolickych latek, antioxidantd a bilkovin byl produkt &. 5.
Pfidanim kvasinkové biomasy a fasového extraktu do quinoové mouky doslo k vyraznému zvyseni
vSech uvedenych latek. Produkt ¢. 1 dosahoval podobnych hodnot, i kdyZ hodnota antioxidantii byla
niz$i. Potencialnim zdrojem fenolickych latek a antioxidantd by mohl byt produkt ¢. 4, kde byl pouzit
kvasinkovy extrakt v ethanolu, ktery mél pravdépodobné vliv na zvySeni obsahu téchto latek (nebo
jejich uvolnéni z vazanych struktur v mouce), protoze samotna kvasinkova biomasa neni bohata na
fenolické latky. Nejlepsim produktem by mohla byt kase z quinoové mouky obohacena o fasovou
biomasu, ¢imZ by doslo k vyraznému navySeni bilkovin a soucasné s piidavkem kvasinkového extraktu
v ethanolu, prispévkem néhoz by vzrostl obsah antioxidantti. Touto kombinaci by doslo k vyznamnému
navyseni vSech tfi sledovanych skupin nutri¢nich latek.
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6 ZAVER

Bakalafska prace byla zaméfena na vyvoj obohacenych bezlepkovych cerealii pro zvlastni vyzivu. Mezi
bézné bezlepkové ceredlie patii jahly, ¢irok, teff nebo také kukufice. Vybranymi ceredliemi pro tuto
praci byly netradi¢ni cerealie amaranth, pohanka a quinoa. Souhrnnym nazvem oznacovany jako
pseudocerealie. Obohacujici slozkou byla mikrobialni biomasa z mikrotasy a kvasinky. Pro tuto praci
byla vybrana zelena mikrofasa Chlamydomonas reinhardtii a karotenogenni kmen kvasinky
Cystofilobasidium macerans, jez byly kultivovany na FCH VUT. Mikrobialni biomasa byla podrobena
analyze, byly v ni stanoveny biologicky aktivni latky: fenolické latky, antioxidanty, vitaminy a mastné
kyseliny. Nasledn¢ byly ptipraveny smésné cerealni produkty a stanoveny jejich biologické ti¢inky na
zdravi ¢lovéka.

Nejprve byla vypracovéana literarni reserse, ve které¢ byly charakterizovany bezlepkové ceredlie
a pseudocerealie, kter¢ jsou alternativami béznych cerealii. V ramci teoretické ¢asti byl sepsan prehled
0 mikroorganismech vyuzivanych v potravinatském pramyslu. Na zaklad¢ udaju zjisténych v literatuie
byla realizovéana experimentalni Cast.

V experimentalni ¢asti byly nejprve analyzované vybrané pseudocerealni mouky, které jsou bézné
dostupné v obchodech se zdravou vyzivou. Byly v nich stanoveny sacharidy, bilkoviny, mastné
kyseliny, fenolické slouceniny, antioxidanty, B-glukany a lipidické latky. Nejvyssi obsah sacharidu
obsahoval amaranth (79,95 + 0,61 g/100 g vzorku), dale pak quinoa (75,83 + 1,15 g/100 g vzorku)
anejniz8i obsah sacharidii byl stanoven v pohance (65,10 + 0,89 g/100 g vzorku). Pro stanoveni
bilkovin byla zvolena metoda dle Hartree-Lowrhyo, pomoci které byly zjistény rozpustné bilkoviny.
Quinoa obsahovala nejvyssi obsah rozpustnych bilkovin (9,08 + 0,07 g/100 g vzorku). Naopak nejnizsi
hodnota ziskanych bilkovin byla namétena u amaranthu (2,18 + 0,09 g/100 g vzorku).

Dale byl stanoven obsah antioxidantli a fenolickych latek. Nejvyssich hodnot dosahla pohankova
mouka, naopak nejnizsi obsah téchto aktivnich latek u amaranthu. V ramci analyzy aktivnich latek byly
stanoveny dale flavonoidy. Nejvyssi zastoupeni flavonoidti obsahuje quinoa, kde flavonoidy predstavuji
ptiblizné 26 % z celkového obsahu fenolickych latek. Hodnoty flavonoidti u pohanky a amaranthu byly
téméf identické, takze s ohledem na hodnoty celkovych fenolickych latek 1ze usoudit, ze v pohance
ptevazuje zastoupeni jinych fenolickych slouc¢enin, nez jsou flavonoidy.

Soucasti charakterizace vybranych mouk bylo stanoveni lepku, ¢imz bylo ovéfeno, ze vybrané
pseudoceredlie jsou bezlepkové. Zadna z vybranych mouk neptesahla hodnoty 20 mg/kg lepku, jeho
mnozstvi bylo pouze stopové.

Pomoci GC metody byly stanoveny mastné kyseliny ve vybranych moukéach. Z vybranych
pseudocerealii méla nejvyssi hodnoty quinoova mouka, kde pfevazovalo zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin, ve kterém dominovala kyselina linolovd. Nejmensi obsah mastnych kyselin byl
detekovan ve vzorku amaranthu.

Nasledné byla provedena optimalizace extrakce aktivnich latek z mikrofasy Ch. reinhartdii. Extrakce
byla provedena do vody, do smési voda a ethanol (1 : 1), ethanolu, smési ethanol a hexan (1 : 1) a hexanu
(vesmés rozpoustédla kategorie GRAS). Pro stanoveni fenolickych latek a antioxidantd byla
nejucinngjsi extrakce do vody. Pomoci ethanolu a kontrolni extrakce dle Folcha bylo vyextrahovano
nejvyssi mnozstvi chlorofyla, lipidickych latek a mastnych kyselin.

V pripad¢ kvasinkové biomasy byla nejucinngjsi kontrolni extrakce dle Folcha a rovnéz extrakce do
ethanolu. Pomoci téchto rozpoustédel byl ziskan nejvyssi obsah lipidickych latek, jako jsou karotenoidy,
vitaminy a steroly a mastnych kyselin. Vyssich hodnot fenolickych a antioxida¢nich latek bylo dosazeno
pomoci hexanu. V kvasinkové biomase byly stanoveny B-glukany, které tvofily 12 % buné¢né-biomasy.

Pro finalni produkt byl vybran vodny fasovy extrakt a ethanolovy kvasinkovy extrakt. Tyto extrakty
byly nejprve podrobeny testu cytotoxicity, aby byly ovéteny biologické ucinky na lidskych bunkach
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adenokarcinomu tlustého stieva — linie CaCo-2. Ani jeden z testovanych extrakti nepisobil cytotoxicky,
jelikoZ nebyla prekrocena hranice poklesu viability pod 60 %. Pouziti extrakti k obohaceni cerealnich
vyrobkl lze tedy povazovat za bezpecné.

V posledni casti byly pfipraveny smésné obohacené bezlepkové ceredlni produkty. Pro findlni
produkt byla vybrana quinoova mouka, ktera méla jedny z nejlepSich vysledkn, pokud jde o obsah
nutricnich latek. Bylo pfipraveno 5 smési, jez byly slozeny z mikrobidlni biomasy a otestovanych
extrakt. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno s ptidavkem kvasinkové biomasy a fasového extraktu, kde
doslo k naristu obsahu fenolickych latek 0 0,44 mg/g, 0 1,18 mg/g antioxidantl a 0 41,28 mg/g bilkovin
oproti samotné mouce. Mezi vysoce kvalitni produkty patii vzorky ¢. 1 a 3, kde byla pouZita k obohaceni
quinoové mouky fasova biomasa a fasovy extrakt. Z experimentalniho stanoveni lze vyvodit, Ze nejlepsi
kombinaci by byla kase sloZena z quinoové mouky, fasové biomasy a kvasinkového extraktu, byly tak
zajistény vSechny potiebné latky ve vysokém mnozstvi.

Studované pseudocerealie obohacené o fasovou a kvasinkovou biomasu, at’ uz ve formé prasku nebo
extraktu, by mohly byt slibnou alternativou pro vyvoj bezlepkovych potravin. Jde o potraviny nového
typu a jejich vyrobou by mohlo dojit mimo jiné i ke snizeni emise sklenikovych plynd a uhlikové stopy,
a to vlivem autotrofniho metabolismu fas. Rostlinné produkty vyzaduji pro sviij rtst pidu a vodu,
zajisténi téchto podminek je nakladné a ¢asem dojde k jejich omezeni. Jednobunééné mikroorganismy
svymi nizkymi naroky na kultivaci a celoro¢ni produkei tak ptedstavuji nadéjnou alternativu oproti
klasickym zdrojam nutri¢nich latek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC
GC
ELISA
uv
VIS
TEAC
ABTS
CaCO-2
MEM
PBS
FBS

€
QQPFP
PUFA
MTT
Trolox
CccC

VvC
GOPOD
MUFA
SFA
ROS
FID
GAE
OSN
UNFAO
CD
HLA
p.a
BBM
NEAA

Vysoko ucinna kapalinova chromatografie

Plynova chromatografie

Enzyme-linked immuno sorbent assay

oblast ultrafialového zateni

oblast viditelného zaieni

Trolox equivalent antioxidant capacity
2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Human Colon Adenocarcinoma cell line

Minimum Essential Medium

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)

fetalni bovinni sérum

molarni absorpéni koeficient

celiakalni toxicky epiteton gliadinu

polynenasycené mastné kyseliny
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)
6-hydroxy2,5,7,8-tetramethylchroman—-2—karboxylova kyselina
kontrola bunék

kontrola rozpoustédla

Glucose Determination Reagent

mononenasycené mastné kyseliny

nasycené mastné kyseliny

reaktivni kyslikové radikaly

Flame ionization detector

ekvivalent kyseliny gallové

Organizace spojenych narodt

Food and Agriculture Organization of the United Nations
celiakie

Human Leucocyte Antigen

pro analysi (lat), chemikéalie analytickym uceltim

Bold Basal Medium

neesencialni aminokyseliny
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