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ABSTRAKT

Raw strava je aktudlnym trendom v oblasti vyzivy, naymé kvoli konzumacii vyvazenej
stravy s vysokym podielom zdraviu prospesnych latok. Zakladom je konzumacia Cerstvych
potravin, ktoré nepresli tepelnou tpravou presahujtiicou 42 — 45 °C.

Témou bakalarskej prace je vsSeobecnd charakterizacia raw stravy, jej bezpeCnost
z hladiska moznej mikrobialnej kontaminacie a stanovenie vyznamnych zivin a aktivnych
latok obsiahnutych v raw produktoch. V teoretickej Casti st popisané najroz§irenejSie typy
stravovania, priblizenie raw stravy z hladiska jej vyhod anevyhod. Dalej st popisané
najvyznamnejSie baktérie, kvasinky a plesne vyskytujice sa na ovoci a zelenine. Vybranymi
metodami popisanymi v teoretickej Casti boli stanovené niektoré ziviny a aktivne zlozky vo
vzorkach raw tyCiniek. Experimentalna Cast popisuje postupy a principy stanovenia
spominanych latok a v neposlednom rade postupy metody PCR v redlnom case, elektroforézu
na agarézovom géle a metddu okovania vzoriek na selektivne pevné média, ktoré priblizili
moznost vyskytu neziaducich mikroorganizmov v raw ty¢inkéach a zakusku.

Napriek velkému mnozstvu vyhod konzumacie raw potravin a produktov z nich
vyrobenych, je potrebné dbat na svoje zdravie aj z hladiska moznej kontaminacie
mikroorganizmami. Rizikom sa stava fakt, ze potrava pri priprave nie je zbavena neziaducich
mikroorganizmov. To je dovodom pre to, aby boli raw produkty po otvoreni skonzumované
v ¢o najkratSej dobe, pretoze sa vzhl'adom na svoje zlozenie I'ahko stavaju nutri¢nym zdrojom
pre rozne typy mikroorganizmov.

KEUCOVE SLOVA

Raw strava, mikrobialna kontaminacia, aktivne latky, PCR v redlnom Case



ABSTRACT

Raw diet is the current trend in nutrition, mainly because of the consumption of a balanced
diet with a high proportion of health benefits. The basis is the consumption of fresh foods that
have not undergone a heat treatment exceeding 42 - 45 ° C.

The topic of the bachelor thesis is the general characterization of raw diet, safety of
possible microbial contamination and determination of important nutrients and active
substances contained in raw products. There are described the most widespread types of
meals, approximation of raw diet in terms of its advantages and disadvantages. Also, there are
described the most important bacteria, yeasts and molds occurring on fruits and vegetables.
By selected methods described in the theoretical part, some nutrients and active ingredients in
raw stick samples were determined. The experimental part describes the procedures and
principles for the determination of these substances, and last but not least, the real-time PCR
methods, agarose gel electrophoresis and the method of sample inoculation for selective solid
media that have brought closer the possibility of occurrence of undesirable microorganisms in
raw bars and cake.

Despite the large number of benefits of raw food consumption and products made from it,
it is necessary to take care of its health also in terms of possible contamination by
microorganisms. The risk is that the food is not free from unwanted microorganisms during
preparation. This is the reason why the raw products are consumed in the shortest possible
time after opening, because they become easily a nutrition source for different types of
microorganisms due to their composition.

KEYWORDS

Raw diet, microbial contamination, active substances, real-time PCR
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1. UVOD

Moderna doba sa vyznacuje pestrou Skéalou stravovania, o je zabezpecCené sucCasnymi
technologickymi postupmi. Tie zabezpecCuju, ze sa do vicSiny krajin dopravi akakol'vek
prisada ¢i druh potraviny. Pre I'udi je to podnetom pre rozsirovanie svojho jedalnicku o nové
druhy potravin s velkym mnozstvom vitaminov, mineralov ¢i aktivnych latok.

Do popredia sa dostdva raw strava, znama aj ako ,ziva strava“. Tento zivotny §tyl sa
vyznacuje konzumdciou tzv. superpotravin, ktoré obsahuju latky prospesné pre l'udské telo.
Konzumenti sa zameriavaji na ¢o najvys$si prijem zivin a aktivnych latok. Kedze raw
potraviny neprechadzaju tepelnou upravou vyssou ako 42 — 45 °C, vznikaju rézne dohady
o pozitivach tohto typu stravovania. Ddlezitym faktom je straviteInost velkého mnozstva
surovych potravin. Dal§ou otazkou je, & je naozaj potrebna horna hranica tepelnej upravy
z hladiska uvoltiovania urCitych latok z potravin. ZvySena teplota taktiez zabezpeCuje
antimikrobialnu ochranu potravin pocas procesu pripravy a uskladnenia.

Praca je zamerana na popis jednotlivych typov stravovania, priblizuje charakterizaciu,
historiu, vyhody a rizika zivotného §tylu raw. V praci budu d’alej stanovované vybrané ziviny
potrebné pre 'udsky organizmus a aktivne latky, ktoré s sucasne predmetom mnohych studii.
Patria medzi ne antioxidanty, ktoré zabranuju hromadeniu volnych radikalov v l'udskom
organizme. Dal3imi stanovovanymi aktivnymi latkami budu polyfenolické latky a antokyany,
ktoré su vyznamné z hladiska v boji proti rakovine. Tieto latky sa vyznacuju svojou
pritomnostou najma v ovoci a zelenine, ktora je preferovana u raw konzumentov.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Roznorodost’ stravovania
V dnesnej dobe existuje vel'ké mnozstvo diét a dovodov je hned’ niekolko. Patri medzi ne

snaha o znizenie telesnej hmotnosti, moznost' rizika ochoreni, natlak moderne; doby alebo
dosiahnutie pocitu psychického a fyzického zdravia. Na trhu sa vyskytuje mnozstvo
vyzivovych doplnkov a knih sl'ubujicich dosiahnutie vysnivanej postavy, ktoré vSak mozu
byt nebezpecné. Ddlezité je identifikovat’, ktoré potraviny a zlozky su v sucasnej dobe ucinné
a ktoré nebezpecné [1].

2.1.1. Hypokalorické diéty

Hypokalorické diéty su zalozené na znizenom prijme kalorii, ¢o znamena, ze l'udia ktori
dodrzuju tento typ diéty znizuji prijem potravy aich celkovy energeticky prijem je velmi
nizky. Clovek tak smeruje k hladovaniu, pricom telo zagne vyuZivat vlastné energetické
rezervy. Hypokalorické diéty nie su zdravé pre ludské telo z dovodu nizkej pestrosti
jedalnicku, kedy Clovek neprijima potrebné ziviny. NajcCastej§im nedostatkom je vitamin B,
zelezo, vapnik a bielkoviny. Po ukonceni diéty a dosiahnuti stanovenej hmotnosti trpia tito
l'udia unavou, slabost'ou a vyzeraju nezdravo. Vysledkom je opédtovny narast hmotnosti, Comu
sa da vyhnat len celozivotnym stravovanim na baze hypokalorickej diéty. Prikladom je
napriklad Delena strava (kombinacia jedného typu potravin v priebehu niekolkych dni), Diéta
s kalorickym prahom (prijem presného mnozstva kalorii) alebo Diéta kliniky Mayo (denny
prijem je 800 — 1000 kcal) [2].

2.1.2. Hyperlipidové diéty

Principom je prijem stravy s vys$§im podielom tukov a znizenym prijmom sacharidov. Nie
je dolezity denny prijem kalorii. Dévodom je presvedCenie, Ze pri znizenom prijme cukrov
organizmus tuky neuklada alen ich spaluje. Rizikom je vznik kardiovaskularnych chorob,
zvySenie cholesterolu a lipidov v krvi, ¢omu sa vSak dé predist’ prijmom mastnych kyselin
napr. z rybieho tuku. Dal§im rizikom je nadmerna zataz pecene a oblidiek, a znizeny prijem
vlakniny, mineralov a vitaminov [2].

2.1.2.1.  Paleostrava
OznacCuje sa ako praveky alebo paleoliticky typ stravovania. Zakladom su principy

podmienené prirodou. LCudia konzumujuci paleostravu vychadzaju zo stravovacich navykov
naSich predkov, ktoré prisposobuji dneSnej dobe. Vychadzaju z teodrie, ze nasi evolucni
predkovia boli zdravi a neboli ohrozeni civilizaénymi chorobami, pretoze boli nayma lovci
stravujici sa potravou bohatou na midso ¢i vajicka. V paleo strave su z celkového
energetického prijmu uprednostiiované tuky (takmer 50 — 60 %), sacharidy (20 — 30 %)
a bielkoviny (20 — 25 %). Do jedalnicku zarad’uji hlavne méiso zo zvierat spasajucich travu,
ryby zijuce v ich prirodzenom prostredi, vnutornosti, vajcia, listovu zeleninu, ovocie s nizkym
obsahom cukrov, mliecne vyrobky s vysokym obsahom tuku. Paleo konzumenti sa zasadne
vyhybaju viacSiemu mnozstvu cukrov, strukovinam, olejom a semenam rastlin, potravinam
z obilia a mlie€nym vyrobkom obsahujucim vécsie mnozstvo kazeinu a laktozy [3, 4].
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2.1.3. Hyperprotidické diéty

Cielom hyperprotidickych diét je zvySeny prijem potravin bohatych na proteiny a prijem
ur¢itého mnozstva sacharidov. Prijem tukov je obmedzeny na ich obsah v danych vyrobkoch.
Tento typ diéty je zaloZzeny na tom, ze organizmus musi vynalozit viac energie na
roz§tiepenie proteinov nez na lipidy a sacharidy, pricom je prebytok proteinov vylucovany
v moci. V priebehu diéty je postupne znizovany denny energeticky prijem a percentudlne
zastupenie jednotlivych zloziek. U TI'udi stravujucich sa hyperprotidickymi diétami je
zaznamenany nedostatok vitaminov, mineralov a vlakniny [2].

2.1.4. Hyperproteinové diéty
Zakladom je dostatocny prijem proteinov a mikroprvkov kombinovany s ¢o najnizsim

prijmom kalorii. Od hyperprotidickej diéty sa 1i$i mnozstvom a obmedzenym typom potravin.
Pri dlh§om stravovani sa zvySuje riziko zna¢ného naruSenia metabolizmu z dévodu vyhradnej
konzumacie proteinov a vel'mi malého az ziadneho prijmu sacharidov a lipidov. Proteiny su
konzumované vo forme praskov, polievok alebo dezertov. Tento typ diéty je doporuceny len
v urgentnych pripadoch, ako su I'udia s nadmernou obezitou alebo pacienti pred operaciou.
Povolenymi potravinami su napriklad ovocie, zelenina, ryby a mlie¢ne vyrobky. Zo
zakazanych potravin s napriklad chlieb, cestoviny, ryza ¢i Cervené méso. Prikladom je diéta
od Dr. Stillmana alebo Cambridge diet [2].

2.1.5. Hyperglycidové diéty

Zakladom je prijem prevazne sacharidovych potravin z rastlinnej riSe a prvotnym cielom
nie je chudnutie. Spravnym pristupom sa moze dosiahnut dokonalé kombinacia prijmu
sacharidov, lipidov a bielkovin [2].

2.1.5.1.  Vegetarianska strava
Vegetarianska strava zahriia rastlinné potraviny, mlie¢ne vyrobky vajcia a d’alSie potraviny

zivocisneho povodu. V mnohych Castiach sveta sa tento typ stravovania lisi, ale v§eobecne sa
vylucuje méso, ryby, morské plody a vyrobky obsahujuce tieto potraviny [5, 6].

2.1.5.2.  Veganska strava
Termin veganstvo sa vztahuje na konzumaciu vyrobkov, ktoré neobsahuju zlozky

zivocisneho povodu. Vegani nekonzumuju akykol'vek produkt zo zvierat, ¢i uz ide o produkt
z usmrten¢ho zvierata (napr. méso, zelatina), produkty zivych zvierat (napr. mlieko, vajcia)
a d’alsie ingrediencie zalozené na zivocisnej baze. Potrava veganov je rozmanita a najcastejSie
zahfia ovocie, zeleninu, strukoviny, orechy a celozrnné vyrobky [7, 8].

2.1.5.3.  Fruktarianska strava
Za fruktaridanov sa povazuju l'udia, ktori sa stravuju hlavne Cerstvym ovocim. Strava tiez

zahfia v nizkom mnozstve orechy, semend, suSené ovocie a olejnaté plody. Fruktariani casto
trpia réznymi zdravotnymi problémami kvoli nedostatku bielkovin, vitaminu B; aB,,
vapniku, zeleza a zinku. V minimalnom mnozstve je povolena konzumaécia zeleniny [9].
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2.1.6. Raw strava

2.1.6.1. Historia
Konzumacia surove] stravy ma svoj povod uz v praveku. Nasi predkovia konzumovali

surovu stravu este predtym, ako objavili oheri. Po tomto vyznamnom objave si l'udia zacali
varit’ a tepelne upravovat’ jedlo. Moderna doba zacala propagovat’ surovu stravu uz zaciatkom
19. storocia. Lekar Maximilian Bircher-Benner, vynalezca misli, je povazovany za prvého
propagatora raw stravy a objavitela zna¢ného vplyvu raw stravy na vitalitu ¢loveka. Bol
zakladatel'om sanatoria a niekol'kych klinik, co mu dalo podnet experimentovat’ a podavat
pacientom najmi ovocie a zeleninu v priebehu ich pobyt v sanatériu. V roku 1905 boli
publikované jeho prvé tedrie zamerané na diétu. Za spopularizovanim raw stravy v priebehu
19. storocia vSak stoji autorka knih o zdravej vyzive Leslie Kenton [10, 11].

2.1.6.2.  Charakteristika
Raw strava je definovand ako konzumacia surovych potravin, ktoré nepresli tepelnou

upravou nad 113 ° F, ¢ize 45 °C. Ludia patriaci do tejto skupiny konzumuju viac ako 75 %
jedla, ktoré nie je tepelne upravené. Veria, ze ¢im viac sa priblizia ku konzumacii 100 %
surovej stravy, tym budu zdravsi. Raw konzumenti sa delia do niekol'kych skupin. M6zu to
byt vegani, ktori odmietaju jest' tiez zivocCiSne produkty, vegetariani, ktori odmietaju jest
maiso, no patri sem aj skupina, ktora konzumuje potraviny rastlinného aj zivocisneho povodu,
avSak podmienkou je spracovanie pri teplote nizsej ako 42 — 45 °C. Hlavnymi potravinami su
Cerstvé asuSené ovocie a zelenina, orechy, semend, strukoviny, nepasterizované ovocné
a zeleninové Stavy, nepasterizované mlieko a mlieCne vyrobky, surové vajcia. Je nevyhnutné
ziskat rovnovahu v prijme vitaminov a mineralnych latok. Mnoho surovych potravin je
potrebné namocit’ do vody, susit’, nasekat i spracovat inym spdsobom, pocas ktorého teplota
nepresiahne 42 — 45 °C.

Hlavnou myslienkou konzumentov raw stravy je, ze enzymy vyskytujuce sa v surovych
potravinach napomahaju spravnemu traveniu. Tieto enzymy sa inaktivuju teplom pocas
pripravy ajedlo sa tak stava tazSie stravitelnym. Extrémne skupiny konzumentov zastava
nazor, ze surové potraviny obsahuju baktérie a mikroorganizmy prospesné pre travenie
[10, 12, 13].

2.1.6.3.  Vyhody
Raw konzumenti tvrdia, ze po prechode na raw stravu na sebe zaznamenali vyrazné

fyzické a duSevné zlepSenie. Dalej tvrdia, e konzumacia raw stravy so sebou prinasa
mnozstvo vyhod, medzi ktoré patri kontrola hmotnosti, zvySenie energie, lepSie travenie,
odolnejs§i imunitny systém, zlepSeny stav pokozky, lepsi duSevny stav a zniZenie rizika
srdcovych a chronickych chorob [12].

2.1.6.4. Rizika
Ak Clovek prechadza na raw stravu, mal by sa dostato¢ne informovat aké potraviny st

v surovom stave nebezpecné. Prikladom su listy rebarbory, ktoré su v surovom stave jedovaté.
Ak su ich stonky zozbierané v nespravnom obdobi, po konzumacii mozu byt pre Cloveka
toxické. Toxiny v zelenych Castiach na povrchu zemiakov sa varenim pri vysokej teplote
neutralizuju, no ich konzumécia bez varenia moze byt nebezpecna. Surové méso a morské
plody m6zu byt napadnuté baktériami ¢i parazitmi. Tie su varenim pri vySSich teplotach
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usmrtené. Rizikom v oblasti zdravotného stavu moéze byt tiez nahly prechod z varenej na
surovu stravu. Telo po zaznamenani velkej zmeny reaguje opacnym efektom, ako je bolest
hlavy, nevolnost a depresia. Dolezité je hlavne mnozstvo informécii pri zostavovani
jedalnicku. Konzumenti surovej stravy Casto trpia na nedostatok prijmu bielkovin, vitaminov
D a By, selénu, zinku, zeleza a dvoch typov omega-3 mastnych kyselin (DHA a EPA) [12].

2.1.6.5. Rozdiely v nazoroch
Niektoré nazory vedcov a raw konzumentov sa lisia. Vedci uznavaju, ze teplo ni¢i enzymy.

Dolezitym faktom je, ze mnoho rastlinnych enzymov je zniCenych v kyslom prostredi
traviaceho traktu ¢loveka bez ohladu na to, ¢i bolo alebo nebolo jedlo tepelne upravené.
V priebehu varenia nastava rozpad vlaken a bunkovych stien potraviny, vdaka ¢omu sa
uvolnyju ziviny, ktoré by sa neuvolnili poCas konzumacie v surovom stave. Ide napriklad
o obsah karotenoidov v mrkve. Telo dokaze lahSie absorbovat beta-karotén po tepelnej
Gprave. Vicsie mnozstvo Zeleza a vapniku telo dokaZze prijat z vareného $penatu. Dalsim
prikladom je lykopén v paradajkach. Pravdou vSak je, ze varenim sa ur€ité ziviny stracaju. Ide
najmi o vitamin C a niektoré vitaminy skupiny B. Dal§im pozitivom tepelnej Gpravy je, ze
vysoka teplota nici urcité chemické latky v rastlinach, ktoré po konzumacii za surového stavu
zabranuju vstrebavaniu mineralov ako je napriklad zinok, horcik a vapnik [12, 14].

2.2. Vlastnosti jednotlivych zivin v potravinach

2.2.1. Zakladné ziviny

Medzi najdodlezitejSie prirodzené zlozky pozivatin patria ziviny, ktoré urCuju nutricni
a energeticki hodnotu potravin. Hlavné ziviny su bielkoviny, tuky (hlavne triacylglyceroly,
fosfolipidy) a cukry (niektoré poly-, oligo- a monosacharidy). Dal§ie postavenie v strave
zaujimaju volné aminokyseliny ¢i peptidy. Ich vyznam je vSak viacSinou zanedbatelny.
Medzi ziviny sa d’alej zarad’uju vitaminy a mineralne latky, ktoré sa sthrnne oznacuju ako
pridavné ziviny. Z vyzivového hl'adiska sa tiez oznacuju ako esencialne vyzivové faktory,
pretoze s vynimkou niektorych vitaminov ich l'udské telo nedokaze syntetizovat’ a musi ich
preto ziskavat' ako zlozky potravy. Dalou déleZitou Zivinou je voda, ktora je v malom
mnozstve ziskavana oxidaciou hlavnych Zivin. Clovek ju ziskava z potravin, hlavne
z napojov. Rada potravin prirodzene obsahuje tiez rozne toxické latky, ktoré mozu byt pre
Cloveka Ciasto¢ne nebezpecné ateda sa jedna olatky vyvolavajuce potravinova
neznasanlivost. T4 sa moze prejavit’ napriklad alergiou [15].

2.2.1.1. Bielkoviny
Bielkoviny (proteiny) su polyméry aminokyselin, ktoré vznikli procesom proteosyntézy.

V molekule bezne obsahuju viac nez 100 aminokyselin viazanych peptidovou vdzbou do
nerozvetvenych retazcov. Okrem peptidovych vizieb sa na vytvarani Struktiry proteinov
podiel'aju aj d’alSie vazby, ako napriklad disulfidové, esterové a amidové. Proteiny tvoria
(vedla vody) vacsinu hmoty zivych organizmov. Proteiny sa na zaklade funkcie, ktort
vykonavaju, rozlisuju na:

o S§truktarne — vyskytuja sa prevazne ako stavebné zlozky buniek, tkaniv zZivocichov
a rastlinnych pletiv,
o katalytické — enzymy, hormoény,
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transportné — umoziuju prenos réznych zlucenin, napr. hemoglobin,
pohybové — napr. svalové proteiny aktin, myozin, aktomyozin,
obranné — protilatky, imunoglobuliny,

zasobné — ferritin,

senzorické — rhodopsin,

regulacné — histony, hormony,

O O O 0O O O O

vyzivové — su zdrojom esencialnych aminokyselin pre zivocichy, hlavanym zdrojom
dusiku v potrave a hmoty potrebnej k vystavbe a obnove zivoci§nych tkaniv.

Potravinarske suroviny su c¢asto tepelne upravované, pricom v mnohych pripadoch
dochadza k suboru fyzikalnych a chemickych zmien proteinov oznacovanych terminom
denaturacia. Ztohto dovodu sa preto niekedy podla stavu vakom sa nachadzaju
v potravinach rozli§uju na nativne (prirodné), ktoré maju zachované svoje biologické funkcie,
denaturovang, ktoré tieto funkcie uz nemaju a upravené (chemicky modifikované), ktoré sa
vacsinou pouzivaju ako aditiva pre zvlastne ucely.

Pre ludsku vyzivu sa proteiny ziskavaji zroéznych zdrojov. Ide najmé o bielkoviny
potravin zivocisSneho povodu, z ktorych vyznamné su miso (jahfiacie hovadzie, morcacie),
ryby (napr. losos, makrela, tuniak), mlieko a mlie¢ne vyrobky (tvaroh, tvrdé syry) a vajcia.
Medzi vyznamné bielkoviny rastlinného povodu patria obilniny, strukoviny (hrach, fazula,
SoSovica), olejniny (sdja, orechy, mak), ale tiez ovocie a zelenina. Kvoli dosiahnutiu
optimalneho prijmu aminokyselin je ddlezitd spravna kombinacia jednotlivych druhov
strukovin medzi sebou [15, 16].

2.2.1.2. Lipidy
Lipidy patria k vyznamnym zlozkam potravin a vo vyzive ¢loveka tvoria jednu z hlavnych

zivin nevyhnutni pre zdravie a vyvoj organizmu. Sluzia ako zasobny a dlhodoby zdroj
energie, chrania tkaniva a organy pred mechanickym poskodenim a podiel'aju sa na tvorbe
niektorych hormoénov. Su tiez sucastou mozgového tkaniva abunkovych membran.
V lipidoch sa rozpustaja vitaminy A, D, E a K, ktoré nie si schopné rozpustit’ sa vo vode.
Prave preto st lipidy ich hlavhym zdrojom pre zivoCiSny organizmus. Podla
charakteristického zlozenia sa lipidy rozdel'uji do troch hlavnych skupin:

o Homolipidy st zlu€eniny mastnych kyselin a alkoholov.

o Heterolipidy obsahuju okrem mastnych kyselin a alkoholu este d’alSie kovalentne
viazané zlu€eniny, napr. kyselina fosforecna je viazana vo fosfolipidoch.

o Komplexné lipidy, ktoré obsahuju homolipidy aj heterolipidy. Okrem vézieb su
niektoré¢ zlozky viazané roznymi fyzikalnymi vézbami, napr. vodikovymi alebo
hydrofobnymi reakciami.

K vyznamnym tukom patria tuky rastlinného povodu, rybi tuk atuk vajeéného Zitka,
z dovodu vysokého obsahu esencidlnych mastnych kyselin, ktoré maju na ludské telo
pozitivny uc€inok. Dolezity je pomer medzi omega-3 a omega-6 mastnymi kyselinami, ktorych
zdrojom su napriklad l'anovy olej a orechy. Z tukov zivocisSneho pdvodu si vyznamnym
zdrojom najmi mlieCne vyrobky, ktoré maju vplyv na cinnost’ svaloviny. Potrebné je
dodrziavat’ spravny pomer jednotlivych druhov mastnych kyselin. Potraviny obsahujuce tuky
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prospesné pre 'udské telo su avokado, orechy (mandle, vlasské orechy, para orechy), rybi tuk
a oleje (olivovy, konopny) [15, 16].

Mastné kyseliny

Mastné kyseliny sa triedia podla polohy prvej dvojitej viazby od koncove] metylovej
skupiny. Ak sa prva dvojitd vdzba nachadza na Siestom uhliku od konca retazca, tak
hovorime o rade -6 polyénovych kyselin. Obdobne sa nazyvaju mastné kyseliny rady o-3,
ktoré obsahuju prvi dvojita vdzbu na trefom uhliku od konca ret'azca.

Z hladiska vyzivy su mastné kyseliny najvyznamnejSou zlozkou lipidov. Formou stravy
&lovek prijima len malo volnych mastnych kyselin. Clovek je schopny syntetizovat’ nasytené
a niektoré nenasytené mastné kyseliny, ale nedokaze syntetizovat' k zivotu potrebné
polyénové mastné kyseliny rady w-6 (linolovi) a -3 (a-linolenovtl). Preto musi tieto
tzv. esencialne mastné kyseliny prijimat’ potravou v dostatoénom mnozstve.

Linolova a o-linolenova kyselina sa v ludskom organizme prediZi o2, resp. 6 atomov
uhliku a vytvaraju sa dvojité viazby, pricom vznikaju mastné kyseliny s 20 — 24 atomami
uhliku a s 3 — 6 dvojitymi vizbami v molekule. Tieto vysSie esencialne mastné kyseliny maju
v zivociSnom organizme nezastupitelni ulohu ako prekurzory biologicky aktivnych latok
a ako modula¢né zlozky biologickych membran.

Nasytené¢ mastné kyseliny (SAFA) vo svojej molekule obsahuju len jednoduché vizby.
Nasytené mastné kyseliny sa syntetizuji z acetyl-CoA. Retazec mastnej kyseliny sa pri
kazdom cykle predizi vzdy o dva atomy uhliku, preto sa v lipidoch Gastejsie nachadzaju
mastné kyseliny s parnym poctom uhlikov. ViacSinou je syntéza zastavena po dosiahnuti
16 — 18 atomov uhlikov. Vd'aka vysSej teplote topenia su odolnejSie voci tepelnej uprave.
Pri nadmernej konzumacii mozu sposobovat zhorSené okysliCovanie krvi a tkaniv, zvysit
hladinu cholesterolu v krvi, ¢o moze mat’ za nasledok vyssie riziko vzniku srdcovocievnych
ochoreni. Vyskytuji sa hlavne v zivo€iSnych produktoch ako je Cervené miso ¢i maslo.
Z rastlinnych zdrojov je to napriklad palmovy a kokosovy olej.

Nenasytené mastné kyseliny obsahuju vo svojom ret'azci aspon jednu dvojita viazbu. Podla
poctu dvojitych vizieb sa delia na mononenasytené (MUFA), ktoré obsahuju len jednu dvojita
vézbu a polynenasytené (PUFA), ktoré maji vo svojom retazci dve a viac dvojitych véazieb.
Vyskytuju sa najmé v rastlinnych olejoch a rybom tuku [15, 16].

2.2.1.3.  Sacharidy
Sacharidy su dolezitym zdrojom energie atvoria takmer polovicu z celkového

energetického prijmu. Vd'aka ich vlastnostiam a funkciam st Casto vyuzivané pri chudnuti
alebo pri naberani svalovej hmoty. Su hnacim motorom pre mozog a svaly. Pri ich nedostatku
sa u Cloveka moze prejavit naruSenie psychiky ¢i agresivita. Naopak, pri ich nadbytku,
nespravnej a nepremyslenej konzumadcii ovplyviiuji hladinu glukozy v krvi, o vedie
k priberaniu a nadvahe. Sacharidy sa Casto vyznaCuju sladkou chutou. Medzi sacharidy
Skodlivé pre T'udské telo sa zaraduju potraviny obsahujuce umelé sladidla, d’alej su to
napriklad zakusky, limonady ¢i peCivo z pSeni¢nej muky. Sacharidy su pritomné v kazdej
rastlinnej a zivociSnej bunke a maju rozne funkcie:

o Vyuzivaju sa predovSetkym ako zdroj energie a preto sa radia medzi hlavné ziviny.
o Maju zasobnu funkciu.
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o Su zakladnymi stavebnymi jednotkami mnohych buniek, chrania bunky pred
posobenim roznych vonkajsich vplyvov.

o Su biologicky aktivnymi latkami alebo zlozkami mnohych biologicky aktivnych latok,
ako su enzymy, glykoproteiny, niektoré vitaminy ¢i hormoény [15].

Delia sa na 3 zakladné skupiny podl'a dizky retazca:
o Monosacharidy

St to jednoduché cukry, ktoré sa Casto vyskytuji vo forme monomérov alebo ako zlozky
oligo- apolysacharidov. Su definované ako polyhydroxyaldehydy (aldozy) alebo
polyhydroxyketony (ketdzy). Podl'a poctu uhlikovych atomov sa delia na tridzy, tetrozy,
pentozy a hexézy. K najvyznamnej§im monosacharidom patri glukéza (hroznovy cukor),
fruktéza (ovocny cukor), galaktéza (mlie¢ny cukor) a kyselina askorbova (vitamin C).

o Oligosacharidy

St to sacharidy zlozené z2 az 10 monosacharidovych jednotiek, ktoré su spojené
a- alebo B- glykozidovou védzbou. Podla poftu monosacharidov sa delia na di-, tri-,
tetrasacharidy atd’, na ktoré sa mozu rozlozit’ kyslou alebo enzymovou hydrolyzou. St Castou
sucastou polypeptidov v glykoproteinoch a glykolipidoch. Medzi najvyznamnejSie
oligosacharidy patri sachardza (trstinovy cukor), maltéza (sladovy cukor) a laktéza (mliecny
cukor).

o Polysacharidy

Skupina skladajtca sa z 10 a viac monosacharidovych podjednotiek, avSak ich poCet moze
dosahovat’ stovky az tisice. Retazce polysacharidov mézu byt rozvetvené a nerozvetvené,
navzajom pospajané o- alebo B-glykozidickymi vdzbami. Ak su polysacharidy zlozené len
zjedného typu monosacharidu, ide o homoglykany. Ak si zlozené zrdznych
monosacharidovych podjednotiek, hovorime o heteroglykanoch. Medzi najvyznamnejSie
homoglykany patri Skrob (zasobny polysacharid v rastlinach), celuléza (vldknina, priméarna
Struktirna zlozka rastlinnych buniek) a glykogén (zasobny polysacharid Zzivocichov).
Z heteroglykanov je to napriklad kyselina hyalurénovéa (zlozka spojivovych tkaniv) alebo
heparin (inhibuje zrazanie krvi) [17].

Pozitivny vplyv maju polysacharidy so zvySenym podielom vlakniny, ktora I'udské telo
travi pomaly. Prisun energie je vdaka tomu pomalsi a postupny, ¢im sa udrzuje stabilna
mentalna a fyzicka vykonnost. Po ich konzumaécii telo pocituje dlhodoby pocit zasytenia.
Medzi vyznamné zdroje patri celozrnné pecivo, cereélie, strukoviny a hneda ryza [17, 19].

2.2.2. Biologicky aktivne latky

22.2.1.  Antioxidanty

Zivocisny organizmus zavisly na kysliku je vystaveny negativnym ucfinkom
tzv. reaktivnych foriem kysliku — vol'nym radikalom. VolIny radikal je Castica (napr. atom)
sjednym nesparovanym elektronom vo valenénom orbitdle. Je extrémne reaktivny
a v podstate nestabilny. Ked vytvorené reaktivne kyslikové formy (ROS) alebo dusikové
metabolity (RNS) prevysia antioxidacni kapacitu v biologickom systéme, nastava
nerovnovaha, ktoru odzrkadl'uje oxidacny stres. VoI'né radikaly mdzu poskodit vSetky zlozky
bunky (proteiny, nukleové kyseliny, lipidy), ¢o méa za nasledok vznik réznych ochoreni
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vratane rakoviny a kardiovaskularnych chorob. Redukciou kysliku vznikaju reaktivne formy
kysliku:

o superoxidovy radikal — reaktivny anién s nesparovanym e,
o peroxid — nebezpecny oxidant, ktory posSkodzuje bunkové struktury,
o hydroxylovy radikal — najnebezpecnejsi a najreaktivnejsi radikal [20, 21].

Medzi reaktivne formy dusiku (RNS) patri oxid dusnaty a peroxydusitan. S to dusikové
derivaty podielajuce sa na oxidacnom poskodeni biologickych Struktir. Vyznamnost
poskodeni reaktivnymi formami dusiku sa dost’ zanedbavala. V poslednej dobe sa zistuje, ze
nebezpecnost RNS je minimalne rovnako ddlezita ako u ROS. Zdroje neziaducich radikéalov
modzu byt vnutorné aj vonkajSie. Ak hovorime o vnitornom zdroji radikéalov, ide o proces
v dychacom ret'azci, v ktorom dochadza k uniku elektronu pocas jeho prechodu z jedného
komplexu na druhy. Uniknuty elektron zreaguje s kyslikom rozpustenym v mitochondriach,
¢im vznik4 superoxid. Superoxid, peroxid €i oxid dusnaty moze tiez vzniknat v priebehu
oxidativneho vzplanutia bielych krviniek ako prirodzeny proces imunitného systému.
Vonkajsich zdrojov vzniku volnych radikalov je mnoho. Medzi vonkajSie zdroje patri
ionizujuce ziarenie, UV Zziarenie, pri ktorom vznika superoxid a prejavuje sa starnutim koze.
Tento proces najcCastejSie nastava pri ¢astom a dlhodobom vystaveni sa na priamom slne¢nom
ziareni. Vol'né radikdly mozu vznikat' aj v plicach, ¢o je dosledkom znecisteného zivotného
prostredia. Pre zmiernenie tychto oxidacnych poskodeni udrzuju zivé organizmy komplexné
systémy antioxidantov.

Antioxidanty su bioaktivne latky, ktoré maju pozitivny ucinok pri znizovani rizika réznych
druhov  rakoviny, infekénych chordb, chronickych ochoreni vratane obezity
a kardiovaskularnych ochoreni. Antioxidacny ucinok moézu mat’ antioxidacné enzymy alebo
antioxida¢né molekuly. Enzymy, ktoré sa nachadzaji v organizme, su napriklad
soperoxiddizmutaza, katalaza, ¢i peroxiddza. Antioxidacné molekuly su predovSetkym
vitaminy alebo latky prevazne lipidove] povahy oznaCované bezne ako antioxidanty.
Antioxidanty priamo reaguju s volnym radikdlom tak, ze sa sami stani volnym radikalom,
ktory je uz relativne stabilny a nereaktivny vd’aka mnozstvu konjugovanych dvojnych vézieb
vo svojej Strukture.

Najvyznamnejsie antioxidacné molekuly:

o CoQ10 (ubichinén, ubichinol) — jeho funkciou je prenasat’ elektrony medzi
komplexami 1,2, a 3 v dychacom retazci. Vyskytuje sa v mitochondrialnej membrane.

o Vitamin E (tokoferol) — antioxidant vyskytujuci sa vo vsetkych membranach (okrem
mitochondrialnej).

o Karotenoidy a lipofilné farbiva — skupina zltych, oranzovych, ¢ervenych a fialovych
pigmentov. Vyznamné su najmi chlorofyl a, b, dalej napriklad beta-karotén
(prekurzor vitaminu A).

o Vitamin C (kyselina askorbova) — funguje ako antioxidant v hydrofilnych Castiach
bunky alebo ako regenerator vitaminu E [20, 22].
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2.2.2.2.  Polyfenoly

Polyfenoly su organické zluceniny obsahujuce asponi dve hydroxylové skupiny pripojené
k aromatickému kruhu. Ich antioxidacna aktivita je zapriCinena prave pritomnostou —OH
skupiny. Maju cely rad fyziologickych vlastnosti, medzi ktoré patri protizapalova,
antimikrobialna a antioxidacna aktivita. Vd'aka svojej antioxidacnej aktivite si povazované
zajedny znajvyznamnejSich zloziek potravin rastlinného povodu. Boli detekované
v mnohych rastlinach, kde pracuji ako sekundarne rastlinné metabolity, zvyCajne zapojené do
obrany proti ultrafialovému Zziareniu a patogénnemu napadnutiu. Polyfenoly obsahuju velku
Skalu zlucenin, ktoré maju rozmanit Struktaru a vlastnosti [23, 24].
Delia sa do troch zakladnych skupin, medzi ktoré patria flavonoidy, fenolové kyseliny,
stilbény a lignany.

o Flavonoidy

Flavonoidy st prirodzene sa vyskytujuce sa polyfenoly, ktoré sa vyskytuju v potravinach
rastlinného pdvodu, ako je ovocie (hrozno, Ceresne, jablka), zelenina (paprika, paradajky,
Spenat) Ci lieCivé rastliny. Flavonoidy prispievaju k funkénosti ovocia a zeleniny a svojou
antioxidacnou aktivitou su prevenciou roznych ochoreni. Patria do skupiny farmakol ogickych
zastupcov s antioxidac¢nou, antilipidemickou, antihyperglykemickou a protirakovinovou
aktivitou. V priebehu poslednych desatroci bolo charakterizovanych viac ako 10 000
flavonoidov. Skladaju sa z niekolkych podtried, medzi ktoré patria napriklad flavonoly,
antokyany, flavony [25, 26, 27].

2.2.2.3. Antokydny
Spolu s antokyanidinmi patria do Sirokej skupiny flavonoidov fenolovych zlucenin, ktoré

si zodpovedné za Cervenu, modri a fialova farbu mnohych rastlin, ovocia a zeleniny. Su
klasifikované ako biologicky aktivne latky s radom potencialnych prinosov pre ludské
zdravie. Su zname pre svoje antioxidacné, protirakovinové a protizapalové vlastnosti. St to vo
vode rozpustné pigmenty s antioxidaénymi a biologickymi vlastnostami, ktoré posobia v boji
proti neurodegenerativnym ochoreniam ¢i cukrovke. Snaha o vyuzivani prirodnych
ingrediencii viedla k vyuzivaniu antokyanov ako prirodnych farbiv v potravinach.

Maji mnoho farmakologickych vyuziti a zdravotnych vyhod. Antokyéany ziskavané z
rastlin sa vyznacuju rozpustnostou vo vode, jasnymi farbami a absenciou nepriaznivych
ucinkov na zdravie. NajvacSie zastupenie maju v bobulovom ovoci. Pouzitie antokyanov je
obmedzené kvoli ich nestabilite a nizkej biologickej dostupnosti. Su citlivé na podmienky
prostredia ako je pH, teplota, obsah kysliku a pritomnost’ enzymov [28, 29, 30].

2.2.3. Kontaminujuce latky
Kontaminanty patria k d’alSim neziaducim zlozkdm potravy. Vo vztahu k pozivatinam sa

Casto rozlisuju na:
o exogénne (primarne) kontaminanty — moézu vznikat' v dosledku T'udskych aktivit,
napriklad rezidua pesticidov,
o endogénne (sekundarne) kontaminanty — modzu vznikat z prirodzenych zloziek
v potravinach pocas spracovania ¢i skladovania [15].
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2.3. Mikroorganizmy
Ako mikroorganizmy st oznaCované jednobunkové alebo viacbunkové organizmy, ktoré

nemaju schopnost’ tvorit’ funkéne diferencované tkaniva alebo pletiva. Mikroorganizmy boli
nazvané podl'a gréckeho slova mikros — maly, pretoze ich velkost’ sa pohybuje od niekolkych
desatin pm do niekolkych desatin mm. V systematike organizmov su mikroorganizmy
oznacCované ako Protista, ktoré sa rozdel'uju na:
o Prokaryota — nemaju diferencované jadro, rozdel'uju sa na cyanobaktérie a baktérie.
o Eukaryota — organizmy s pravym jadrom, oddelenym od cytoplazmy jadrovym
obalom. Do skupiny st zahrnuté vsetky rastliny a zivoCichy. Patria sem riasy, huby
(kvasinky, plesne) a protozoa.

K mikroorganizmom sa pri¢leiuju aj virusy. Su to nebunkové organizmy, ktoré ako zdroj
energie a stavebnych materidlov pre syntézu svojej bunkovej hmoty vyzaduju organické
zluCeniny [31].

2.3.1. Vlastnosti
Mikroorganizmy st schopné zachovat' si v potravine svoju zivotaschopnost’ a virulenciu

(schopnost spdsobit’ ochorenie). Dalej st schopné v potravine mnozit sa a vlastnit' §pecifické
faktory patogenity. Specifické faktory patogenity zahfiaji tvorbu toxinov, mnoZenie a Sirenie
sa vtkanivaich vnimavého jedinca. Rozhodujucim faktorom je infekénad davka
mikroorganizmu, odolnost’ ¢loveka, ktora je ovplyvnena aktuadlnym zdravotnym stavom, vek
a obranné mechanizmy ¢loveka [32].

2.3.2. Pramene mikrobiilnej kontaminacie potravin
Kontaminacia potravin mikroorganizmami moze byt primarna alebo sekundarna.

Primarnu kontaminaciu potravin sposobuju saprofytické a choroboplodné mikroorganizmy
skor, ako su potraviny dodané do potravinarskeho alebo kulinarneho zavodu. Ku kontaminacii
mlieka moze dojst k primarne; kontaminacii pritomnostou choroboplodnych baktérii vo
vemene, pocas dojenia, d’alej pri styku s nadobami, potrubim a plochami pocas prvého
oSetrenia mlieka. Mdso moéze byt kontaminované intravitalne pred porazkou chorych
hospodarskych zvierat alebo po porazke zdravych zvierat. K primarnej kontaminacii rastlin
dochéadza pred a pocCas zberu trody mikroorganizmami nachadzajucich sa v pdde, v prachu
¢i v kontaminovanej vode pouzitej na polievanie.

Sekundarnu kontaminaciu potravin spdsobuju najmé saprofytické mikroorganizmy.
Viacsinou knej dochadza pocas opracovania, spracovania a finalizacie stykom s naradim
a zariadenim, ktoré je nedostatocne ocistené a dekontaminované. Dolezitu ulohu maju aj chori
l'udia abacilonosi€i, ktori su zamestnani v potravinarskych a kulinarskych zavodoch aj
napriek zdravotnym predpisom. V tomto pripade je moznost primarnej] a sekundarnej
kontaminacie potravin mikroorganizmami napriklad z vlasov, hnisavych ran, fekalii a inych.
Saprofytické alebo choroboplodné mikroorganizmy sa m6zu mnozit' aj v zle uskladnenych
polotovaroch ¢i hotovych produktoch [32].

2.3.3. Mikrobialny vyskyt na ovoci a zelenine

Vhodnym zivnym médiom pre rozvoj mikroorganizmov je duzina ovocia, ktord je
poskodena a ovocie nie je chranené suvislou Supkou. Typickd mikrofléra ovocia pozostava
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hlavne z kvasiniek. Znehodnotenie ovocia je spdsobené najmé plesiiami, predovSetkym
plestiami rodu Penicillium. Len v malych mnozstvach byvaju v ovoci pritomné koliformné
mikroby. Zlozenie a mnozstvo mikroflory sa lisi podla druhu ovocia a je ovplyviiované aj
podmienkami, za akych bolo ovocie pestované a zbierané. Dal§im faktorom je pocasie pred
apocas zberu. K zna¢nému zvySeniu mikrobiologickej kontaminacie modze prispievat
nevhodna manipulécia, transport a obal.

Ak je zelenina celistva a neporusend, tak je svojou biologickou Strukturou chranena proti
napadnutiu mikroorganizmami. Napriek sterilnym tkanivdm mo6zu mikroorganizmy prenikat
cestou cievnych zvizkov stoniek, listov a plodov. Vel'ké mnozstvo baktérii, kvasiniek, spor
a plesni sa vSak nachadza na povrchu zeleniny ¢i v pdde, ktord sa zachytava na hl'uzach
a korenioch. Medzi dominantnu mikrofloru na zdravej zelenine patria baktérie, kvasinky,
menej ¢asté su plesne a koliformné baktérie. Vyskyt mikroorganizmov tiez zavisi na sposobe
a dobe zberu, na doprave a skladovani [31, 32].

2.3.4. Prehlad najvyznamnejSich baktérii vyskytujucich sa v ovoci a zelenine

o Rod Acetobacter

Tento rod patri do ¢elade Acetobacteraceae, ¢o su aerobne baktérie, ktoré sa vyskytuju
v kaziacom sa ovoci a zelenine, nevyvolavaju vSak ochorenia. S to gramnegativne aerobne
tyCinky a koky. Pouzivaju sa pri vyrobe octu. Neziaduce su pre kontaminaciu pri vyrobe
drozdia [31].

o Rod Bacillus

Rod, ktory tvori va¢Sinou grampozitivne peritrichné tyCinky, ktoré maju bohaté enzymové
vybavenie. Niektoré druhy st aerdbne, iné anaerdbne. Maju lipolytické, proteolytické
a sacharolytické vlastnosti. Na povrch ovocia a zeleniny sa dostavaju z pody. Druh Bacillus
cereus produkuje pri raste na polysacharidovych substratoch toxiny, ktoré moézu byt pri
vysSich mnozstvach pri¢inou otravy. NajcastejSou pri¢inou moze byt vysoka koncentracia
tohto druhu v potravinach obsahujucich skrob.

o Rod Enterobacte

Patri do celade Enterobacteriaceae asi to gramnegativne fakultativne anaerobne
tyCinkovité mikroorganizmy. Mikroorganizmy tohto rodu sa oznacuju ako koliformné a patria
medzi ¢revné mikroorganizmy, pretoze sa vyskytuju v traviacom trakte zvierat a l'udi [31, 32].

o Rod Erwinia

Patri do celade Enterobacteriaceae asi to gramnegativne fakultativne anaerobne
tyCinkovité mikroorganizmy. Rod Erwinia sa vyskytuje na rastlinach a moze vyvolavat
nekrézy ¢i iné poskodenia rastlin. Moze sposobovat kazenie plodov a zeleniny v priebehu
skladovania. Je mozné tieto mikroorganizmy izolovat’ tiez z vody a pody [31].

o Rod Escherichia

So svojim najddlezitejsim druhom je E. coli zastupcom Celade Enterobacteriaceae. Jeho
druhy st charakteristické kvoli svojmu vyskytu v spodnej Casti Crevného traktu Cloveka
a teplokrvnych zvierat. Jeho pritomnost’ vo vode alebo v potravinach najcastejSie poukazuje
na to, ze doslo k znecisteniu fekaliami. Pravidelne sa vyskytuje v surovinach, ktoré boli
v kontakte s hnojenou podou. Zastupcovia sa vSak mozu vyskytovat aj tam, kde
sa nepredpokladd priame fekéalne znecistenie ako napriklad v pasterizovanom mlieku
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¢i v syroch. Niektoré kmene spdsobuju hnackové ochorenia a ochorenia mocovych ciest
[31, 32].

o Rod Lactobacillus

Su to dlhé, grampozitivne, nesporulujtice ty¢inkovité mikroorganizmy rozsirené v prirode.
Tento rod je ddlezity z biotechnologického a potravinarskeho hl'adiska. Jeho druhy sa
vyskytuja v mlieku, kde vyvolavaju prirodzené kysnutie. Niektoré druhy sa mozu vyuzivat’ na
vyrobu jogurtov, pripravu kvaseného mlieka ¢i na konzervovanie zeleniny a niektorych krmiv
(kysnutie kapusty a uhoriek). Nevyvolavaji ochorenia z potravin, prave naopak. Vysledné
potraviny pri riadenej fermentacii su l'ahSie stravitel'né [31].
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Obr. 1: Zdkladné tvary baktérii (A = koky, B = diplokoky, C = streptokoky, D = stafylokoky,
E = sarciny, I' = palicky, G = vibria, H = koryneformné palicky,I = sporulujuce palicky,
spory centrdlne (1,2), termindlne (3), subtermindlne (4), klostridie (2,3), K = spirily,

L = peritrichné biciky, M; = monopoldrne monotrichny bicik, M> = monopoldrne polytrichné

biciky [32]

2.3.5. Prehlad najvyznamnejSich kvasiniek vyskytujucich sa v ovoci a zelenine
Kvasinkovité organizmy sa vyskytuju predovSetkym na ovoci, hlavne bobul'ovom
a kostkovitom a na cukornatych potravinach, pretoze maji zvacsa sacharolytické schopnosti.
Na povrchu maikkého ovocia prevladaji hlavne kvasné typy (Saccharomyces,
Saccharomycodes, Kloeckera). Negativny vplyv maji tiez patogénne kvasinky, hlavne
Criptococcus neoformans, dalej rody Filobasidiella a Malassezia aniektoré druhy
Trichosporon. Bunky niektorych druhov napadaju tkaniva l'udi a zvierat, predovSetkym
mozgoveé tkanivo a poranené kosti. Vazne ochorenia spOsobuju vacSinou u oslabenych
jedincov alebo u jedincov s poSkodenym imunitnym systémom. V tychto pripadoch médze
ochorenie koncit aj smrtou. Rod Candida zahfiia mnoho patogénnych zastupcov. Jednym z
nich je Candida albicans, ktory je povodcom ochorenia koze a nechtov najmé u l'udi, ktori
pracujii s poddou alebo s ovocim a cukrovymi nalevmi. Dalej mdZe tiez napadat’ vnutorné
organy ¢i sliznicu. Rod Malassezia je patogénny len za urcitych podmienok, kedy je
nebezpecny pre zvierata aj pre ¢loveka. Napada napr. pokozku noh a hlavy [31, 32].
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Obr. 2: Mikrofotografie buniek kvasiniek (zlava: Candida tropicalis, Saccharomyces
cerevisiae)[31]

2.3.6. Prehlad najvyznamnejSich plesni vyskytujucich sa v ovoci a zelenine
Kedze su plesne schopné napadat’ aj neporusené rastlinné pletiva (napr. zelenina, méakké

ovocie), vytvaraju tak cestu bakterialnemu rozkladu. Su schopné rozmnozovat sa aj za
nizkeho pH, vdaka ¢omu su schopné vyskytovat sa na kyslom ovoci, dzemoch
a marmeladach. Plesne maju negativny vyznam z hl'adiska schopnosti tvorit’ mykotoxiny.
Mykotoxiny st toxické sekundarne metabolity produkované velkym mnozstvom
mikroskopickych vladknitych hub a predstavuju zdravotné riziko rovnako ako pre l'udi, tak aj
pre hospodarske zvieratd. Ochorenia vznikajuce v dosledku konzuméacie kontaminovanych
potravin alebo krmiv toxickymi mykotoxinmi sa oznacuju pojmom ,, mykotoxikézy* [31, 32].

Trieda Zygomycetes
o Rod Mucor
Najrozsiahlej§Sim rodom triedy Zygomycetes je rod Mucor, ktory zahffia priblizne
100 druhov. Na ovoci a zelenine vytvara vol'ne vlaknity, va¢sinou belavy porast s gul'ovitymi
sporangiami. Kolumela ma rozny tvar. Niektoré druhy produkuju mykotoxiny, ktoré su
patogenne.
o Rod Rhizopus
Rod vel'mi rozsireny v prirode, ktory sposobuje kazenie ovocia a inych potravin. Niektoré
jeho druhy produkuju patogénne mykotoxiny [31, 32].

Trieda Deuteromycotina a k nej prislachajica Ascomycotina

o Rod Alternaria

Mykotoxiny produkuji len niektoré kmene. Casto sa vyskytuje vo vzduchu v prirode
a v roznych potravinarskych prevadzkach, vdaka tmavej farbe spor a mycélia, ktoré ju
chrania pred nepriaznivymi uc¢inkami slneéného Zziarenia. V skladiskach zeleniny sposobuje
¢iernu hnilobu mrkvy. Niektoré kmene st producenti mykotoxinov [32].

o Rod Aspergillus

Rod, ktory je vybaveny amylolytickymi, pektolytickymi a proteolytickymi enzymami.
Vdaka tomu sa niektoré druhy vyuzivaju na priemyslovu pripravu tychto enzymov, ktoré sa
dalej vyuzivané v potravinarskom priemysle (pivovarstvo, priprava ovocnych S§tiav). Pre
priemyslova a kvasni vyrobu organickych kyselin sa pouziva napriklad druh Aspergillus
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niger (vyroba kys. citronovej) alebo Aspergillus terreus (vyroba kys. itakonovej). Plesnivenie
dzemov ¢i chlebu spdsobuje druh Aspergillus glaucus. Aspergillus versicolor je druh
vyskytujtci sa na potravinach s pomerne nizkou vlhkostou ako napriklad obilie, susené méso,
suSené ovocie azelenina. Rézne druhy produkuji ochratoxin A. Mutagénne aflatoxiny
sposobujuce rakovinu Criev su toxiny produkované druhmi Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticus [32].
Aflatoxiny aich toxicita: Su to heterocyklické zluCeniny, ktoré sa delia na Sest’ hlavnych
typov By, Ba, Gi, G, M aM,. Aflatoxiny sa napriek svojej termorezistencii Ciasto¢ne
inaktivuji dlhsie trvajucim pdsobenim vysSich teplot (100 az 120 °C). Pre cloveka je
vyznamna ich chronicka toxicita, ktora sa po konzumacii prejavuje poSkodenim pecene.
Nebezpecné je aj vdychovanie prachu zo splesniveného obilia. Okrem toxicity je nebezpecna
aj teratogenita (znetvorenie alebo odumretie plodu) a kancerogenita, ktora sa prejavuje hlavne
u zvierat, ako su vtaky ¢i ryby. Pritomnost a obsah aflatoxinov sa odporuca vySetrovat na
nasledovnych produktoch a potravinach vyrobenych z tychto produktov: podzemnica olejna
(tzv. burske oriesky), lieskovce, orechy, paraorechy, pistacie, mandle, marhulové
a broskynové jadra, kokosova mucka, mak, sezam a obilniny [32, 33, 34].

o Rod Botrytis

Tento psychrofilny rod plesni sposobuje hnilobu ovocia skladovaného pri nizkych
teplotach. Pri vlhkom pocasi tiez sposobuje hnitie jahod a cibule. Druh Botrytis cinerea tvori
tzv. uslachtilu pleseri na vinnej réve, €o je ziaduce pre pripravu tokajského typu vin [32].

o Rod Fusarium

V prirode vel'mi rozSireny a rozsiahly rod. Niektoré jeho druhy spdsobuju choroby rastlin,
iné produkuju toxiny, ktoré mozu Cloveku spdsobit’ vazne zdravotné problémy. Patria medzi
najvyznamnej§ich producentov mykotoxinov typu zearalenon, moniliformin a skupiny
trichothecény. NajcastejSie su to Fusarium poae, F. grminearum aF. sporotrichioides.
NajcastejSia kontaminacia bola sledovana u cerealii, pSenice, kukurice, sojovych bobov
a bananov [32].
Trichothecény aich toxicita: Podla charakteristickych vlastnosti a poctu funkénych
a substitu¢nych skupin sa rozliSuju na zékladné skupiny typu A, medzi ktoré patri T-2, HT-2
toxin, neosolaniol (NEO), diacetoxyscirpenol (DAS), typu B, kam patri nivalenol (NIV),
deoxynivlenol (DON), 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON), 15-acetyldeoxynivalenol
(15-ADON) a fusarenon-X (FUS-X) askupiny typu C aD. Celkovo sa jednd o skupinu
obsahujucu viac nez 180 typov toxinov. V silne alkalickom prostredi si menej stabilné a su
zname ako inhibitory proteosyntézy aimunosupresivne latky. Po poziti sa trichothecény
v ¢revach metabolizuji na epoxidy, ktoré negativne ovplyviiuju zakladné funkcie, ako je
syntéza bielkovin a DNA, ¢im je negativne ovplyvnena replikacia buniek. Fusariovym
toxinom sa pripisuje rad doteraz neobjasnenych epidemicky vyskytujucich sa ochoreni.
T-2 toxin je spajany s ochorenim ATA — alimentarna toxicka aleukia, ktora spdsobuje
oslabenie krvotvorného systému [32, 33, 34].

o Rod Penicillium

Zahfia asi 150 druhov, ¢o z neho robi najroz§irenejsi a najrozsiahlejsi druh. Jeho druhy
tvoria kolonie s velkym mnozstvom zltozelenych az modrozelenych konidii, ktoré sa na
potravinach javia ako zelené az zamatové povlaky. Zastupcovia tohto rodu spdsobuju kazenie
ovocia a zeleniny, niektori z nich produkuju mykotoxiny, iné u €loveka vyvolavaju alergické
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reakcie. Rozne druhy rodu Penicillium tvoria ochratoxin A, patri medzi ne
napr. P. viridicatum [32].

Ochratoxin A a jeho toxicita: Tvoreny niektorymi druhmi rodov Aspergillus a Penicillium,
ktoré rasti na podzemnici olejnej, strukovindch a obilovinadch ako su pSenica, kukurica,
jaCmen, ovos, ryza, proso ainé. Ochratoxin A sa moze dostat’ do hydinového a bravcového
maésa cez splesnivené krmiva. Patri medzi vyznamné nefrotické mykotoxiny s karcinogénnym
G&inkom. Casto sa spaja s nadormi na obli¢kach. Prave jeho nefroticky G&inok méze vo
vacsich davkach vyvolat' u zvierat nekrozu alebo teratogénny ucinok [32, 34].

Obr. 3: Mikrofotografie plesni (zlava: Aspergillus niger, Penicillium) [31]

2.4. Superpotraviny

Medzi superpotraviny sa radia potraviny bohaté na vysoky obsah zivin, ktoré mozu
vyrazne zlepSit’ zdravie a vitalitu. ZvySenie konzumacie takychto potravin méze mat’ vyznam
v boji proti réznym chorobam, kvoli ¢omu by mali byt potraviny zahrnuté do vyvazenej
stravy [35].

2.4.1. NajcastejSie sa vyskytujuce typy superpotravin v raw vyrobkoch

Marhule

Je to ovocie bohaté na vyznamné latky ako je vitamin C ¢i vitaminy skupiny B, d’alej su
zdrojom antioxidantu beta-karoténu, ktory zbavuje organizmus volnych radikdlov a chrani
pokozku pocas jej vystavenia na slnku. Marhule si bohaté na vlakninu, napomahaji v boji
proti Unave a preventivne pdsobia proti vzniku Alzheimerovej choroby.

Tab. 1: Nutricné hodnoty marhul (v 100 g)

Bielkoviny 09¢g Beta-karotén 1,5 mg
Tuky 02g Vapnik 20,0 mg
Sacharidy 124 ¢ Zelezo 0,7 mg
Vlaknina 23¢g Draslik 274,0 mg
Vitamin C 10,5 mg Horcik 9,0 mg
Vitamin E 1,8 mg Fosfor 23,0 mg
Vitamin B, 0,4 mg
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Cv’uc:oriedky

Cucoriedky st bobulové ovocie, ktoré sa vyznacuje svojim pozitivhym vplyvom na
psychiku, znizuju hladinu cholesterolu v krvi, podporuju travenie a rovnako ako brusnice
pomahaju pri liecbe zapalu mocovych ciest. Liecebné u€inky maju aj mladé listky cucoriedok,
ktoré maju priaznivy vplyv pri zalado¢nych t'azkostiach.

Tab. 2: Nutricné hodnoty cucoriedok (v 100 g)

Bielkoviny 0,7¢g Vitamin B; 0,4 mg
Tuky 0,6 g Vapnik 13,0 mg
Sacharidy 123¢g Zelezo 0,7 mg
Vliknina 34¢g Draslik 66,0 mg
Vitamin C 15,7 mg Hor¢ik 3,0 mg
Vitamin E 0,6 mg Fosfor 14,0 mg
Beta-karotén 34,0 pug [36].
Mandle

Mandle st bohaty zdroj bielkovin, tukov, vitaminov a mineradlov kvoli ¢omu st idealnou
potravinou v dobe rychleho rastu v detstve a v dospievani. Obsah nenasytenych mastnych
kyselin moze pomodct k znizeniu vysokej hladiny cholesterolu v krvi. Mandle st tiez
charakterizované obsahom vitaminu E, ktory pdsobi ako antioxidant, d’alej obsahom
vitaminu B, vysokym obsahom vépniku, drasliku a horciku. Vysoky obsah Zeleza podporuje
krvotvorbu, preto je konzumacia mandli vhodna pre I'udi trpiacich chudokrvnost'ou.

Tab. 3: Nutricné hodnoty mandli (v 100 g)

Bielkoviny 202 g Zelezo 3,4 mg
Tuky 52,7¢g Draslik 785,0 mg
Sacharidy 19,5¢ Hordik 258,0 mg
Vlaknina 122 ¢ Fosfor 467,0 mg
Vitamin C 5,0 mg Selén 42 ug
Vitamin E 25,0 mg Zinok 1,48 mg
Vapnik 246,0 mg
Ceresne

St vyznamnym zdrojom vitaminu C, kyseliny listovej (vitaminu B,4), beta-karoténu
(provitaminu A), vapniku, Zeleza, hor¢iku, fosforu a drasliku. Cim su plody tmavsie, tym je
obsah mineralov vyssi. Chrania telo pred pdsobenim volnych radikalov a maju protizapalové
G&inky. Cere$ne obsahujui prekvapivo vysoké mnoZzstvo organicky viazaného jodu. Podla
poslednych prieskumov obsahuju CereSne antokyany, latky na baze farbiv, ktoré prispievaju
k liecbe diabetu, pomahaju chranit cievy a srdce pred poSkodenim a pdsobia proti rakovine.
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Tab. 4: Nutricné hodnoty cCeresni (v 100 g)

Bielkoviny 09¢g Vapnik 15,0 mg

Tuky 04¢g Zelezo 0,5 mg

Sacharidy 154 ¢ Draslik 215,0 mg

Vlaknina 20¢g Hor¢ik 11,0 mg

Vitamin C 10,1 mg Fosfor 23,0 mg

Beta-karotén 69.0 ug [36].
Kokos

Najviac zastupenou zivinou kokosu su tuky, lieCebné vyuzitie je dané obsahom mineralov,
hlavne horciku, ktorého nedostatok spdsobuje krce a zhorSuje psychicky stav.

Tab. 5: Nutricné hodnoty kokosu (v 100 g)

Bielkoviny 64¢g Zelezo 3,6 mg

Tuky 65,7¢g Draslik 356,0 mg

Sacharidy 238 ¢g Horcik 32,0 mg

Vlaknina 12,0¢g Fosfor 187,0 mg

Vitamin C 3,3 mg Sodik 28,0 mg

Vapnik 11,0 mg Selén 10,0 pg
Datle

Vdaka vysokému obsahu cukrov sa d’atle zarad'uju medzi najbohatsie plody na energiu,
¢o je dévodom ich ucinku proti Unave alebo slabosti. Jednym z najvyznamnejsich mineralov,
ktory sa vyskytuje v d’atliach je draslik, ktory okrem iného poméha lepsie zvladat’ stres. Datle
maju ukludiiujuci acinok pri drazdivom kasli ¢i zapale priedusiek, najCastejSie v kombinacii
s mliekom. Obsahujii zna¢né mnozstvo tryptofanu, ktory podporuje tvorbu spankového
hormoénu melatoninu.

Tab. 6: Nutricné hodnoty datli (v 100 g)

Bielkoviny 20¢g Vapnik 51,0 mg
Tuky 05¢g Zelezo 1,0 mg
Sacharidy 81,0¢g Draslik 643,0 mg
Vlaknina 6.4 ¢g Horcik 54,0 mg
Vitamin C 3,0 mg Fosfor 56,0 mg | [36].

2.5. Metody vyuzivané pre charakterizaciu molekularnych a mikrobialnych
vlastnosti potravin

2.5.1. Rozdelenie a priprava zivnych pod

V mikrobiologickej praxi sa vyuziva Siroky sortiment zivnych pdd a kultivacnych médii,
ktoré rozdel'ujeme podl'a konzistencie na tekuté (bujon, senny nalev) a pevné (agar, zelatina)
a podl'a pouzitia na kolektivne a selektivne. Selektivne zivné pddy vytvaraju svojim zlozenim
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selektivne podmienky len pre rast urcitej skupiny mikroorganizmov alebo len pre urcity rod
mikrobov. Kultivacné média sa d’alej rozdeluju podla pévodu na prirodzené zivné pody
rastlinného povodu (zelenina, senny nalev) a zivociSneho pdvodu (bujon). Opakom su
chemicky definované zivné pody, ktoré su synteticky pripravované [37].

2.5.2. Polymerazova retazova reakcia
Polymerazova retazova reakcia (PCR) je jednou z Casto pouzivanych molekularne

diagnostickych metod. Principom tejto metody je cyklicky sa opakujuca syntéza Specifického
useku DNA. K vybranym usekom komplementarnych vldken denaturovanej DNA sa
hybridizuju kratke syntetické oligonukleotidy — primery, od ktorych prebieha syntéza nového
retazca DNA. Té je katalyzovana DNA dependentnou DNA-polymerazou. PCR je proces, pri
ktorom dochadza k pravidelnému striedaniu troch teplotnych krokov, v priebehu ktorych
prebiehaju tri odlisné deje:

o 94 °C - denaturacia dvojretazcovych molekal DNA,

o 50— 65 °C — pripojenie primerov k oddelenym retazcom DNA,

o 65-75°C - syntéza novych retazcov DNA katalyzovana DNA-polymerazou.

Postupnym opakovanim tohto procesu je exponencionalne nasyntetizovanych az 10° kopii
Specifického useku DNA. Optimalny pocet cyklov sa spravidla pohybuje v rozmedzi od
25 — 35 cyklov a je zavisly na viacerych faktoroch, medzi ktoré patri napriklad koncentracia
templatovej DNA alebo kvalita izolovanej DNA. Pri prili§ vysokom pocte cyklov moze
dochadzat k znizeniu ucinnosti DNA-polymerazy. Reakcie prebiehaju v termocykleri,
v ktorom je po naprogramovani ¢asovych intervalov automaticky menena teplota.

Vyslednym produktom PCR st tGseky DNA s definovanou dizkou. Velkost PCR
produktov (amplikonov) sa pohybuje v radoch desiatok az tisic parov baz (bp z anglického
,,base pair). Koncentracia DNA sa zistuje spektrofotometricky. Produkty PCR st detekované
metodou agarozovej gélovej elektroforézy za pouzitia interkalaénych farbiv [38, 39].

2.5.2.1.  PCR v redlnom case
PCR vredlnom case vychadza zkonventnej PCR, je vSak nutna pritomnost

fluorescencného farbiva v PCR zmesi. Fluorescen¢né farbivo po zacleneni do dvojsrébovice
DNA emituje ziarenie, fluorescencny signal je merany priamo v priebehu reakcie na konci
kazdého jednotlivého cyklu. Intenzita fluorescencie je priamo imernd koncentracii produktu
pritomného v reakénej zmesi. Namerand intenzita fluorescencie sa vynasa do grafu proti
prislusnému poctu cyklov. Amplifikacna krivka sa sklada z fazy pozadia, exponencialnej fazy
a plato fazy. Hodnoty Cr (treshold cycle) odpoveda cyklu, pri ktorom doslo k prekroceniu
prahu meratelnej fluorescencie [40].

2.5.2.2.  Analyza krivky topenia (Melt analyza)
Melt analyza je metdda zalozend na snimani poklesu fluorescencného signalu pri tepelne;

denaturacii produktov PCR. Po ukonceni reakcie je produkt PCR ochladeny, potom je
postupne zahrievany na teplotu vyssiu, nez je predpokladana teplota topenia (Ty,) amplikonu.
Pdsobenim zvySenej teploty dochadza k denaturacii vlaken DNA, priCom sa z molekul
uvoltiuje fluorescencné farbivo a k poklesu fluorescencného signalu. Krivka topenia vznika
vynesenim intenzity fluorescencie proti prislusnej teplote. Analyzou derivacie krivky topenia
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sa z inflexného bodu stanovi teplota topenia Specificka pre pritomné amplikony. Metoda je
nedestruktivna, to umozfiuje dal§iu analyzu PCR produktov aj po melt analyze napr.
agarozovou gélovou elektroforézou [41].

2.5.2.3.  Gélova elektroforéza pre detekciu produktov PCR
Princip elektroforézy spociva v migracii elektricky nabitych Ccastic v jednosmernom

elektrickom poli. Jednosmerné elektrické pole sa wvytvara vkladanim konS§tantného
jednosmerného napétia medzi elektrody. Po naneseni vzorky do urcitého miesta za¢nu Castice
migrovat’ k opacne nabitému polu. Kationy migruji k zapornému, aniony ku kladnému pédlu
a neutralne molekuly sa nepohybuju. V jednosmernom elektrickom poli putuju nukleové
kyseliny k anode, pretoze obsahuju vo svojej molekule fosfatové skupiny, ktoré nesu zaporny
naboj. Pri deleni na nosici sa mdézu rozdel'ovat aj latky s rovnakym efektivnym nabojom, ale
s roznou velkostou molekuly vdaka siefovému efektu, ktory sa tu uplatiuje. V gélovej
elektroforéze na agar6zovom géle dochadza k deleniu Castic na zaklade ich velkosti, kde sa
menSie Castice po vlozeni jednosmerného napétia pohybuju gélom rychlejsie.

Separaciu je potrebné ukoncit’ skor nez prvé zony dorazia ku koncu alebo nez ddjde k ich
priliSnému rozsireniu. Po ukonceni elektroforézy sa gél vytiahne z elektroforetickej vane
a farbi sa interkalanym cinidlom (nepr. ethidium bromidom), ktoré sa viaze medzi vldkna
DNA a po oziareni UV svetlom s vinovou dizkou A = 260 — 360 nm fluoreskuje. Komplex
DNA ainterkalacného cinidla je vizualizovany v UV svetle na transiluminatore. Pre
vyhodnotenie vel'kosti produktov sa vyuzivaji komeréne dostupné zmesi DNA Standardov
s definovatelnou velkostou usekov DNA. Odhadovana velkost produktov PCR je
vyhodnotena na zaklade porovnania polohy ziskanych produktov PCR s DNA Standardom
[38, 39, 42].
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1. Chemikalie, pristroje a material

3.1.1. Chemikalie pouzité pre stanovenie vybranych latok
« Dusitan sodny, p.a., Lach-Ner (CR)
. Hexakyanozeleznatan draselny trihydrat, Lachner (CR)
« Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner (CR)
« Chlorid hlinity anhydrid, p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
« Peroxodisiran draselny, p.a., Sigma-Aldrich (SRN)
«  Siran zino¢naty heptahydrat, p.a., Lach-Ner (CR)
« Uhli¢itan sodny bezvody, p.a., Lach-Ner (CR)
« Metanol, p.a., Lach-Ner (CR)
« Metanol pre HPLC (96 %), VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
o Chloroform, Lach-Ner (CR)
. Fenol, p.a., Lach-Ner (CR)
. Etanol pre UV VIS, Lach-Ner (CR)
« Kiyselina chlorovodikové (35 %), Lach-Ner (CR)
. Kyselina sirova (96 %), Lach-Ner (CR)
« ABTS, Sigma-Aldrich (SRN)
«  Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Penta (CR)
«  Glukoéza anhydrid, p.a., Lach-Ner (CR)
. Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)
« Kyanidinchlorid, Sigma-Aldrich (SRN)
« Kiyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)
o Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

3.1.2. Chemikalie pouzité pre metodu PCR
o Agaroza pre elektroforézu, Serva, Heidelberg (SRN)
« Nanasaci timivy roztok Yeallow load, Top-Bio (Praha, CR)
« DNA standard, Malamité (Moravské Prusy, CR)
« Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
« Etanol p.a., Penta (Chrudim, CR)
« Ethidium bromid (5 mg/ml), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
« Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva, (Heidelberg, SRN)
« Fluorescenéné farbivo GoldView, Ecoli (Bratislava, CR)
« Chlorid sodny, Lachema (Brmo, CR)
o Lyzozym, Serva (Heidelberg, SRN)
« Polyethylen glykol (PEG 6000), FLUKA BioChemika, Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA)
« Proteinaza K, Serva (Heidelberg, SRN)

3.1.3. Kultiva¢né média a zlozky pouzité pre ockovanie vzoriek
« Trypton sojovy agar, Himedia
« MRS agar, Carl Roth
o Agar Type I, Himedia
o D-gluk6za monohydrat, Penta
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. Kazeinovy pepton, Sigma-Aldrich
o Praskovy kvasni¢ny extrakt, Himedia
« Destilovana voda, FCH VUT v Brne

3.1.4. Dal3ie zlozky pouzité pre metodu PCR
Roztoky na PCR

e Zmes B (IM Tris-HCI, pH 7.8; 0,5M EDTA, pH 8,0; lyzozym 3 mg/ml)
« TE tlmivy roztok (1M Tris-HCI, pH 7.8; 0,5M EDTA, pH 8,0; destilovana voda)
Komponenty pre PCR

« PPP Master mix (zmes DNA-polymerazy, zmes dNTP, PCR tlmivy roztok s Mg*
ionmi), Top-Bio (Praha, CR)

« PCR voda, Top-Bio (Praha, CR)

« gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2krat koncentrovany 150 mM Tris-HCI, pH 8,8
(25 °C), 40 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM
dGTP, 400uM dTTP, Taq DNA polymeraza (50 U/ml), monoklonalna protilatka
anti-Taq, SYTO-9, stabilizatory a aditiva), Top-Bio (Praha, CR)

« Primer $pecificky pre doménu Bacteria (F_eub, R_eub)

« Primer $pecificky pre kvasinky Candida glabrata (Oli-F, Oli-R)

Magnetické nosice

« Fkol B 77 ox (2 mg/ml) pripravené Ing. Danielom Hordkom CSc. na Ustave

makromolekularnej chémie Akadémie vied CR v Prahe.

3.1.5. Pristroje
« Spektrofotometer VIS, Helios 6, Unicam (GB)
« Trepacka IKA Yelow Line (SRN)
o Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
« Analytické vahy Boeco (SRN)
« Vakuova odparka RV 06, IKA (SRN)
« Vortex, TK35, Kartell spa (USA)
«  Ultrazvukova lazei PS 02000 (CR)
« Termostat IP60, Biotech (CR)

3.1.6. Material
o LIFEBAR PLUS raw cucoriedkova tyCinka s quinoou (47 g): organic bio vegan
superfood

~EALLY RAW

7 i)
ORGANIC BiC VESH
PALEO ENERGYBR

Obr. 4: Cucoriedkova raw tycinka
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ZloZenie: ovocie* (67 %) (datle*, mrazom suSeny cucoriedkovy prasok* (6 %), morusa
biela* mrazom suSeny malinovy prasok*), aktivovana pohanka* (12 %), aktivované
slne¢nicové semienko* (10 %), aktivovana quinoa* (6%), chia semienka* (5 %) (Salvia
hispanica);

* = produkt ekologického pol'nohospodarstva. Moze obsahovat’ stopy Skrupinovych plodov
a sezamu. Moze obsahovat’ kusky kostok. Uchovajte v suchu a tme, chrarite pred teplom. Po
otvoreni spotrebujte do 5 dni.

Vyrobca a predavajuci: Lifefood Czech Republic s.r.o.,

Tab. 7: VyZivové udaje cucoriedkovej raw tycinky

Na100 g Na 1 ty€inku (47 g)

Energeticka hodnota 1433 kJ/344 kcal 688 kJ/165 kcal
Tuky 8g 4g
- ztoho ,nasyte‘ne 1g 0g

mastné kyseliny

Sacharidy 56¢g 27¢g
- ztoho cukry 39¢g 19¢g
Vliknina 11g 5¢g
Bielkoviny 7g 3g
Sol 0,02¢g <0,01 g

o LIFEBAR raw kokosova tyCinka (47 g): organic bio vegan energy

REALLY RAW

DRGANIC BIO VEGAN ENERGY BAR

Obr. 5: Kokosovd raw tycinka

Zlozenie: d’atle* (58 %), orechy® 25 % (raw keSu orechy*, mandle*, mandlova pasta*),
kokos* (17 %), vanilka mleta*;

* = produkt ekologického pol'nohospodarstva. Moze obsahovat stopy Skrupinovych plodov
a sezamu. Moze obsahovat’ kusky kostok. Uchovajte v suchu a tme, chrarite pred teplom. Po
otvoreni spotrebujte do 5 dni.

Vyrobca a predavajuci: Lifefood Czech Republic s.r.o.,
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Tab. 8: VyzZivové udaje kokosovej raw tycinky

Na 100 g Na 1 ty€inku (47 g)

Energeticka hodnota 1749 kJ/419 kcal 839 kJ/201 kcal
Tuky 23 g 11g
- ztoho ,nasyte‘né g 5g

mastné kyseliny

Sacharidy 45 ¢g 22¢g
- ztoho cukry 39¢g 19¢g
Vliknina 9g 4¢g
Bielkoviny 7g 4¢g
Sol 0,03 g <0,01 g

o NATURALLY SPORTYFEEL raw korenena d’atlovo-citronova tyCinka (40 g): raw

VATURAL 17 !/ St e, et S et
f I 1 jfﬂr‘ﬂ % bl LG i

S T x........,.,’fl.l.

Obr. 6: Citronovd raw tycinka

ZloZenie: d'atle (59 %), jadra mandli, suSena citronova §t'ava (3 %), agavovy nektar, citronovy
olej (0,6 %), chilli, zazvor, rozmarinovy extrakt. Moze obsahovat stopy arasidov, inych
Skrupinovych plodov a sezamu. Skladujte v suchu, chraite pred teplom a priamym slneCnym
Zlarenim.

Vyrobca a predavajici: Lidl Ceska republika v.o.s.

Tab. 9: VyzZivové udaje citronovej raw tycinky

Na 100 g Na 1 tyéinku (40 g) % RI

Energeticka hodnota 1689 kJ/403kcal 676 kJ/161 kcal 8 %
Tuky 174 g 70¢g 10 %
- ztoho ,nasyte‘né 14g 062 3%

mastné kyseliny

Sacharidy 46,9 g 188 g 7 %
- ztoho cukry 409 g 164 g 18 %
Vlaknina 89¢g 36¢g -
Bielkoviny 104 g 42¢g 8 %
Sol’ 00g 0,0¢g 0%

RI (reference intake) = Referencnd hodnota prijmu u priemernej osoby (8400 kJ/2000 kcal)
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o Raw zakusok

S|

Obr. 7: Marhulovy raw zdkusok

ZloZenie:

Vrstva 1: para orechy, lieskovce, datle

Vrstva 2: keSu orechy, suSené a mrazené marhule, kokosovy olej, lecitin, agave
Vrstva 3: kakao, agave, kokosovy olej

Zakupené v SECRET OF RAW v Brne

3.2. Priprava vzoriek ,
Do skumavky bol navazeny 1 g vzorky a5 ml destilovanej vody. Ucinné latky boli

extrahované na trepacke po dobu 1 hodiny. Nasledne bol extrakt vhodne nariedeny
a pripraveny k stanoveniu celkovych polyfenolov, flavonoidov a antokyanov.
Utinné latky lipidickej povahy boli extrahované podobnym spdsobom, aviak miesto
destilovanej vody bol pouzity metanol okysleny kyselinou chlorovodikovou.

3.3. Stanovenie antioxidacnej aktivity
Pre stanovenie antioxidacnej aktivity sa vyuziva metdda TEAC (Trolox Equivalanet

Antioxidant Capacity), ktora je zalozena na hodnoteni schopnosti vzorky eliminovat’ kation-
radikal ABTS™. Vysledna antiradikalova aktivita vzorky sa porovnava s antiradikalovou
aktivitou syntetickej Standardnej latky — Troloxu. Trolox je derivat vitaminu E. Na zaklade
zmien absorpéného spektra ABTS™ sa sleduje ako antioxidanty, ktoré sa spravaju ako donory
vodiku eliminuju radikal ABTS™ [43].

Bol pripraveny radikalovy kation ABTS™ v 10 ml odmernej banke s koncentraciou
c =7 mM (0,0036 g ABTS), bol pridany 2,45 mM peroxodisiran draselny (0,0066 g v 10 ml
H,0) a banka bola doplnena destilovanou vodou po rysku. Banka bola zabalena do alobalu
a ponechana v tme na 12 hodin pri laboratdrnej teplote. Pred analyzou bol ABTS™ zriedeny
etanolom pre UV-VIS na absorbanciu A = 0,700 pri A=734 nm proti etanolu. Do zlzene]
kyvety bol napipetovany 1 ml pripraveného roztoku ABTS™ a bolo pridanych 10 ul extraktu
vzorky. Po premiesani bola zmerané absorbancia — Ag a po uplynuti 10 mintt bol zmerany
pokles absorbancie — A,. Obe absorbancie boli merané pri vinovej dizke A = 734 nm proti
etanolu.
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Vysledna absorbancia bola vypocitana pomocou vzt'ahu:
A=A —-A ey

Kazdd vzorka bola zmerana 2 krat. Pre kalibracnt radu bol pripraveny zasobny roztok
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic acid) v koncentraénom rozmedzi
0 — 400 pg/ml (40 mg Troloxu v 100 ml banke so 60 % etanolom), ktory bol pouzity ako
Standard. Miesto destilovanej vody bol pouzity 60 % roztok etanolu pre UV-VIS. Postup
stanovenia je zhodny s postupom stanovenia jednotlivych vzoriek. Kalibra¢na rada bola
prevzata zo subezne spracovavanej bakalarskej prace Aronie — zdroj biologicky aktivnich
latek.

3.4. Stanovenie celkovych polyfenolov
Na stanovenie celkovych polyfenolov sa pouziva spektrofotometricka metoda s pouzitim

Folin-Ciocalteuovo cCinidla. Metoda je zalozena na redukcii Cinidla za vzniku modrého
zafarbenia, kedy je mozné reakciu pozorovat spektrofotometricky pri vinovej dizke
A = 750 nm. Pri tejto vlnovej dizke zavisi intenzita zafarbenia na koncentracii polyfenolov
pritomnych vo vzorke. Vysledna hodnota sa uvadza v ekvivalentoch kyseliny gallovej [23].

Do skumavky bol napipetovany 1 ml Folin-Ciocalteuovho cinidla (riedenie vodou 1:9)
a 1 ml destilovanej vody. Dalej bolo pridanych 50 pl extraktu vzorky a zmes bola premiesana.
Po 5 mintutach bol pridany 1 ml nasyteného roztoku Na,CO; (7,5 g Na,CO; v 95 ml H,0).
Zmes bola opit’ premiesana a ponechana 15 minat stat. Pri vlnovej dizke A = 750 nm bola
spektrofotometricky zaznamenana absorbancia, ¢im bol zmerany obsah polyfenolov vo
vzorke. Kazdé meranie bolo prevedené trikrat. Slepad vzorka bola pripravena rovnakym
postupom, pricom bola na miesto vzorky pouzita destilovana voda. Pre kalibracnu radu bola
pouzita kyselina gallova ako Standard v koncentraénom rozmedzi 0 — 0,5 mg/ml.

3.5. Stanovenie celkovych flavonoidov
Tato spektrofotometrickd metoda je zalozend na detekcii farebnych komplexov chloridu

hlinitého s karbonylovou a hydroxylovou skupinou flavonoidov. Absorbancia je zmerana pri
vinovej dizke A = 510 nm a oranzovolervené zafarbenie roztoku zodpoveda mnozstvu
pritomnych flavonoidov. Ako Standard pre kalibra¢nu radu sa pouziva katechin [44, 45].

Do skumavky bolo napipetovanych 0,5 ml extraktu vzorky, 1,5 ml destilovanej vody
a0,2 ml 5 % NaNO, (5 g NaNO; v 100 ml H,0), roztok v skimavke bol premieSany. Po
5 minutach bolo pridanych 0,2 ml 10 % AICl3 (10 g AICI3 v 100 ml H,O), roztok v skimavke
bol opét premiesany a ponechany 5 minut stat. Dalej bolo pridanych 1,5 ml 1 M NaOH
(4 g NaOH v 100 ml H,0), roztok bol premieSany a po 15 min. bola zmerana absorbancia pri
vinovej dizke & = 510 nm proti slepej vzorke. Slepa vzorka bola pripravena rovnakym
postupom, kde bolo miesto vzorky napipetovanych 0,5 ml destilovanej vody. Kazda vzorka
bola pripravena trikrat. Kalibracna rada bola pripravena rovnakym postupom, kde bol ako
Standard pouzity katechin s koncentraciou v rozmedzi 0,05 — 0,30 mg/ml).

3.6. Stanovenie antokyanov ,
Mnozstvo celkovych antokyanov sa meria spektrofotometricky pri vinovej dlzke

A =528 nm, kde sa vyuziva prirodzené zafarbenie tychto latok po dosiahnuti kyslého pH. Ako
Standard sa pouziva kyanidinchlorid [43].
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Pre stanovenie antokyanov boli vzorky extrahované v metanole. Roztok bol desatkrat
zriedeny (1 ml extrahovaného roztoku + 9 ml metanolu). Zriedeny roztok bol okysleny
35 % HCI do ziskania pH = 3. Spektrofotometrickou metédou bola zmerana absorbancia
vzoriek pri vlnovej dizke A = 528 nm proti slepej vzorke (okyslena destilovana voda).
Kalibracnd rada bola pripravend zmeranim absorbancie roztoku kyanidinchloridu
v koncentratnom rozmedzi 1 — 20 pg/ml, ktora bola prevzatad zo subezne spracovavane]
bakalarskej prace Aronie — zdroj biologicky aktivnich latek.

3.7. Stanovenie celkovych sacharidov podP’a Duboise
Sacharidy sa ¢asto stanovuji pomocou spektralnych metdd vo viditel'nej oblasti svetla.

Stanovenie celkovych sacharidov podl'a Dubiose je fyzikalno-chemicka metdda zalozend na
rozklade cukrov kyselinou sirovou a naslednou kondenzéciou furfuralu s fenolom. To sa
prejavi zafarbenim reakéného roztoku, ktory absorbuje v oblasti UV-VIS. Absorbanciu
roztokov je mozné zmerat pri vinovej dizke A = 490 nm [43, 46].

Do skumavky bol navazeny 1 g vzorky anapipetovanych 5 ml metanolu. Dalej bolo
pridanych 14,2 pl 35 % HCIl askimavka bola ponechand na trepacke 1 hodinu. Po
vyextrahovani bol roztok v skimavke vlozeny do centrifigy a nasledne zriedeny tisickrat
(10 pl extraktu + 9,99 ml metanolu). Do zriedeného roztoku bolo pridanych 0,5 ml
Carrezového roztoku Ia 0,5 ml Carrezového roztoku II. Cely roztok vzorky bol pre lepSie
vyc¢irenie opit’ vlozeny do centrifugy.

Do skimavky bol odobraty 1 ml pripraveného roztoku a 1 ml 5 % roztoku fenolu
(5 g v100 ml H,0). Dalej bolo opatrne pridavanych 5 ml koncentrovanej H,SO4. Zmes
bola premie§and apo 30 minGtach bola zmerana absorbancia pri vlnovej dizke
A =490 nm proti slepej vzorke, v ktorej bola vzorka nahradena 1 ml destilovanej vody. Kazda
vzorka bola stanovena trikrat. Pre pripravu kalibrac¢nej rady bol vykonany rovnaky postup,
kde bol miesto vzorky pouzity roztok glukozy s koncentraciou ¢ = 100 pl/ml. Z tohto roztoku
bolo pipetovanych 0; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml.

3.8. Extrakcia lipidov podl’a Folcha
Metdda bola navrhnuta v roku 1957 Folchom a vyuziva sa na extrakciu lipidov z roznych

druhov materialov. Povodna metdoda zahfiala dvojiti extrakciu zmesou chloroformu
a metanolu v pomere 2 : 1 s velkym mnozstvom soI'ného roztoku pre vymytie nelipidickych
zloziek. Pridavok soli bol navrhnuty z dovodu vzniku emulzie, o zna¢ne znevyhodiovalo
postup tejto metddy. V dnesnej dobe existuje mnoho modifikacii extrakcie podla Folcha,
ktoré sa lisia mnozstvom a pomerom pouzitych rozpustadiel [47, 48].

Do 10 ml Folchovho roztoku (chloroform : metanol = 2:1) bol pridany 1 g vzorky
al,5 lyzicky sklenenych guld6Cok. Roztok v skimavke bol ponechany na vortexe
za intenzivneho miesania. Po 30 minutach bola odobrata kvapalna faza do cCistej skimavky.
Zmes bola premyta 2 ml Folchovho roztoku a opat bola odobratd kvapalnd faza. Do
odobratého roztoku v Cistej skumavke boli pridané 2 ml destilovanej vody a roztok bol
na 2 minaty vlozeny do centrifigy, kde sa rozdelila vodna faza od chloroformovej. Zo
skumavky bola spodna chloroformova faza vzorky obsahujuca extrakt odobrata do suchej,
vopred zvazenej odparovace] banky. Banka bola ponechana na véakuovej odparke az do
uplného odparenia roztoku tak, ze v banke zostala len neodparena lipidova faza. Po
vychladnuti bola banka s lipidovou fazou zvazena.
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3.9. Stanovenie celkovej suSiny suSenim
Pod pojmom suSina sa rozumie suhrn vSetkych organickych a anorganickych zloziek

v potravine, okrem vody. Rozpustnu susinu tvoria organické a anorganické latky rozpustné vo
vode. Prikladom mo6zu byt napriklad niektoré vitaminy a mineralne latky. Nerozpustna susina
zahria vo vode nerozpustné organické a anorganickeé latky, ako su bielkoviny ¢i tuky. Suctom
rozpustne] a nerozpustnej susiny je celkova suSina, ktora sa najCastejSie stanovuje susenim do
konstantnej hmotnosti. SuSenie prebieha najCastejsie pri teplote 105 °C priblizne niekol'ko
hodin. To v8ak zavisi na type analyzovanej vzorky [49].

3.10. Stanovenie mikrobialnej kontaminacie potravin
Vyrobca udava na obaloch produktu dobu spotreby po otvoreni, pocCas ktorej je mozna

konzumacia produktu. V priebehu uvedenej doby spotreby by mala byt konzumacia produktu
pre konzumenta bezpecna. Na obaloch vybranych raw tyCiniek je uvedené, aby bol produkt
spotrebovany do 5 dni od otvorenia. Nakol'ko uprava surovin do konecného produktu
neprechadza teplotami vy$§imi nez 42 — 45 °C, bola zvolena metdda, ktora by potvrdila alebo
vylucila vyskyt moznych mikroorganizmov, ktorymi by mohla byt vzorka kontaminované uz
v priebehu vyroby produktu. Nespliiovala by tak bezpecnost’ konzumacie po dobu uvedeného
poctu dni po otvoreni. Bola zvolena metdda oCkovania vzoriek na selektivne pevné média,
ktora bola vykonavana v priebehu prvych 5 dni od otvorenia vzorky. Kontrola misiek bola
vykonana vzdy po 2 drioch od naockovania vzorky na selektivne médium. Vzorky boli po
otvoreni uchovavané v sterilnom prostredi po dobu 5 dni, aby sa zabranilo pripadnej
kontaminécii z okolia. Cely proces pripravy kultivatnych médii, riedenia a ockovania vzoriek
na pevné médium bolo prevadzané v sterilnom boxe za pouzitia sterilnych nastrojov
a destilovanej vody.

3.10.1. Priprava pevného média

Boli pripravené tri selektivne média TSA, YPD a MRS z doévodu zvyhodnenia rastu
mikroorganizmov vyskytujtcich sa vo vzorkach. Bolo potrebné pouzit pevné zivné médium,
ktoré by potlacilo rast mikroorganizmov vyskytujucich sa v okoli prostredia, v ktorom sa
pracovalo. Do Erlenmeyerovych baniek boli namieSané zivné média TSA, MRS a YPD podl'a
zlozenia v Tab. 10. Erlenmeyerove banky boli premieSané, uzavreté zatkou prekrytou
alobalom ana 3 minuty vlozené do ultrazvukovej lazne. Po vytiahnuti boli na 1 hodinu
sterilizované v tlakovom hrnci s vodou. Po sterilizacii boli jednotlivé agarové média rozliate
do Petriho misiek a ponechané vychladnutiu a vysvieteniu pod UV svetlom. Pripravené misky
boli uskladiiované v chladnicke najdlhsie na dobu 1 tyzdiia.

Tab. 10: Zlozenie kultivacnych médii

Kultivaéné médium Zlozka m [g/l H,0]
TSA Tryptofanovy sojovy agar 41,5
MRS Mikrobiologicky agar 62,0
Peptén 20,0
Kvasnicny extrakt 10,0
YPD
Agar 20,0
Anhydrid glukozy 20,0
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3.10.2. Riedenie a o¢kovanie vzoriek

Do skuimavky bol navazeny 0,1 g zhomogenizovanej vzorky a pridanych 0,9 ml sterilnej
destilovanej vody. Bolo prevedené desiatkové riedenie az po hodnotu 10°. Kultivacia na
Petriho miskach bola prevedena pre vybrané riedenia 10~ a 107, vzorky boli otkované do
dvoch Petriho misiek z kazdého kultivaéného média. Na kazdu misku bolo nanesené vzdy
0,1 ml roztoku vzorky z prislu§ného riedenia. Jednorazovymi hokejkami bola zmes rozotreta,
Petriho miska uzavretd a opatrena parafilmom ponechana na kultivaciu po dobu 2 dni pri
teplote 30 °C. Po ukonceni kultivacie boli zaznamenany pocet kolonii vyrastenych na
pevnych médiach. Postup bol prevedeny pre vSetky vzorky.

destilovand voda

raw tyCinka U 0lg

\/ 0,ml  01ml 01ml 0,1ml
! V! N N

TSA YPD MRS

Obr. 8: Zobrazenie desiatkového riedenia a ockovania na selektivne pevné média

3.11. Molekularna analyza potravin metédou PCR

3.11.1. Lyza buniek a izoldacia DNA

Boli analyzované 4 vzorky, z toho 3 raw tyCinky a 1 raw zékusok. V sterilnom prostredi
bolo odobratych 0,5 g vzorky do mikroskimaviek typu Eppendorf (1,5 ml), do ktorej bol
pridany 1 ml roztoku B (1 M tris-HCI pH = 7,8; 0,1 M EDTA pH = 8,0; 3 mg/ml lyzozym).
Vzorky boli inkubované pri laboratornej teplote po dobu 1 hodiny. Nasledne bolo pridanych
25 ul 10 % SDS a5 pl proteindzy K. Vzorky boli inkubované do druhého diia pri teplote
55 °C. Z pripravenych hrubych lyzatov bola izolovana DNA magnetickymi Casticami.

3.11.2. Izolacia DNA z hrubych lyzatov
Bola namieSana separacna zmes za pouzitia magnetickych mikrocastic F-kol 77 ox
v presnom poradi podla Tab. 11.
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Tab. 11: Zlozenie zmesi pre izoldciu DNA

Poradie Zlozka V [ul]
1. NaCl 5 M) 400
2. DNA (lyzat) 100
3. PEG 6000 (40 %) 400
4. Magneticky nosié¢ (2 mg/ml) 100
Celkovy objem 1000

Obr. 9: Zlava: 0,5 g vzorky v 1 ml roztoku B; vzorky v magnetickom separdtore

Po zmieSani vSetkych zloziek bola zmes 10 minat inkubovana pri laboratornej teplote.
Nasledne bola zmes umiestnend na 5 minut do magnetického separatoru pri laboratornej
teplote, kde boli Castice separované. Zo skumavky bol odobraty supernatant a nasledne bol do
skimavky pridany 1 ml 70 % etanolu a vzorka bola premiesana. Vzorky boli opét’ vlozené do
magnetického separatoru. Po separovani castic bol zo skuimavky odobraty etanol
a magnetické nosice boli nasledne znovu premyté 0,5 ml etanolu. Skimavky boli vlozené do
exikatoru aby sa odparil zbytkovy etanol.

Po odpareni zbytkového etanolu bolo do skimaviek pridanych 50 pl TE timivého roztoku.
DNA bola eluovana 2,5 hodiny pri laboratornej teplote. Nasledne boli magnetické nosice
odseparované a do Cistych mikroskiimaviek typu Eppendorf (1,5 ml) bol odpipetovany eluat
obsahujuci DNA.

3.11.3. PCR v realnom ¢ase a analyza krivKky topenia (Melt analyza)
Bola pripravena zmes pre PCR v realnom case, podla zlozenia uvedeného v Tab. 12. Ako

pozitivna kontrola pre doménu Bacteria bola pouzita DNA Lactobacillus casei ssp. casei
CCM 7088" apre kvasinky DNA Candida glabrata CCM 8270. V pripade negativnej
kontroly bol 1 ul matrice DNA nahradeny 1 pl vody pre PCR.

Tab. 12: Zlozenie zmesi pre PCR v redlnom case

Krok Komponent V ]
1 Voda pre PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio) 12,5
3 Primer 1 1,0
4 Primer 2 1,0
5 Matrica DNA 1,0
Celkovy objem 25,0
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Pre PCR S$pecificku pre doménu Bacteria boli pouzité primery F_eub a R_eub. Pre PCR
Specificka pre kvasinky boli pouzité primery Oli-F a Oli-R uvedené v Tab. 13.

Tab. 13: Zoznam Specifickych primerov pre PCR

Specificks Velkost’
p;cé;: * | Primer Sekvencia 5¢ - 3¢ produktu Referencia
PCR [bp]
TCC TAC GGG AGG GAG CAG
Doména | TP CAG T
Bacteria | o | GGACTACCA GGG TAT CTA 466 [22]
ATCCTGTT
. CGT CAT AGA GGG TGA GAA
) Oli-F
Kvasinky TCC 152 [23]
Oli-R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC

Teplotné programy pre PCR su uvedené v Tab. 14. Teplotny program bol zvoleny podl'a
prislusnych primerov pouzitych pre PCR.

Tab. 14: Pouzité amplifikacné programy

gpecifita PCR
Krok cyklu . . .

Doména Bacteria Kvasinky
1 Denaturacia DNA pred 1. Cyklom 95 °C/5 min 94 °C/5 min
2 Denaturacia 95 °C/30 s 94 °C/60 s
3 Pripojenie primerov 55°C/30 s 51°C/30 s
4 Syntéza DNA 72 °C/60 s 72 °C/60 s
5 Dosyntetizovanie retazca v poslednom cykle 72 °C/5 min 72 °C/5 min

Pocet cyklov 35 35

Na cykleri Rotor-Gene 6000 bola vykonané analyza real-time PCR s pouzitim primerov
Specifickych pre doménu Bacteria a primerov Specifickych pre kvasinky podla programov
uvedenych v Tab. 14. Po ukonceni amplifikacie boli produkty PCR analyzované
melt analyzou (od 50 do 95 °C, 1 °C/s).

Vysledky boli vyhodnotené pomocou programu Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.
Produkty PCR boli potom detekované agar6zovou gélovou elektroforézou.

3.11.4. Detekcia DNA agaro6zovou gélovou elektroforézou

Bol pripraveny 1,6 % agarozovy gél (1,92 g agardézy v 120 ml 0,5 x TBE tlmivom
roztoku). Do gélu bol pridany 1 ul interkalacného ¢inidla Gold view. Zmes bola premieSana
arozvarena v mikrovinnej rire. Po miernom vychladnuti bol gél naliaty do wvanicky
s hrebienkom a ponechany na stuhnutie.
Po stuhnuti gélu bol hrebienok vytiahnuty a do vzniknutych komorok boli nanesené produkty
PCR zmiesané v pomere 5:1 s nanaSacim tlmivym roztokom (6x koncentrovany), do kazdej
z komorok bolo pipetovanych 30 pl vzorky. Do jednej z komdrok bolo napipetovanych
5 ul DNA standardu (100 pb standard), ktory obsahuje fragmenty DNA s vel'kost'ou 100, 200,
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300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. Vanicka so vzorkami nanesenymi
v jamkach gélu bola vlozena do elektroforetickej vane a prevrstvena 0,5 x TBE tlmivym
roztokom. Elektroforéza prebiehala 2,5 hodiny pri napéti 80 V. Po jej ukonceni bol gél
vytiahnuty z vane a bolo vykonané vyhodnotenie na transiluminatore v UV svetle. V pripade
potreby bol gél dofarbeny v ethidium bromide. Vysledky boli fotograficky zdokumentované.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1. Antioxida¢na aktivita
Spektrofotometrickou metddou bola stanovend antioxidacnad aktivita v 3 raw tyCinkach,

podla postupu v kapitole 3.3. Bola vykonana extrakcia tyCiniek vo vode a v okyslenom
metanole. Kazdé meranie bolo vykonané trikrat a vysledna absorbancia bola vypocitana ako
priemer troch nameranych absorbancii pre kazdi vzorku. Koncentracia bola vypocitana
z rovnice kalibracnej zavislosti A = 0,00137x [ug/ml], do ktorej bola dosadend priemerna
hodnota absorbancie. Vysledna antioxida¢na aktivita je vyjadrena v ekvivalentoch Troloxu,
ktory bol pouzity ako Standard. Antioxidacna aktivita bola vztiahnutd na 1 g vzorky raw
tyCinky a pomocou Excelu bola vypocitana smerodajna odchylka.

Tab. 15: Antioxidacnad aktivita raw tyciniek — vodna extrakcia

Druh tycinky Koncentracia [mg/g]
Kokosova 0,68+ 0,39
Cugoriedkova 2,08+ 0,28
Citronova 1,13£0,15

Tab. 16: Antioxidacna aktivita raw tycCiniek — metanolova extrakcia

Druh tydinky Koncentracia [mg/g]
Kokosova 3,33£0,13
Cugoricdkova 8,64 £ 0,09
Citronova 1,65+£0,12

Najvyssiu antioxidacnu aktivitu vykazuje CuCoriedkova tyCinka. Vysledna antioxidac¢na
aktivita konkrétnej vzorky odpoveda antioxidacnej aktivite antioxidantu Troloxu pri rovnake;
koncentracii. Z vysledkov vyplyva, ze pre metodu stanovenia antioxidacnej aktivity je
metanolova extrakcia vhodnejSia nez vodna, pretoze raw tyCinky obsahuju pravdepodobne
viac ucinnych latok s antioxidacnou aktivitou lipidovej povahy.

4.2. Obsah celkovych polyfenolov a flavonoidov
V 6 raw tyCinkach, ztoho v 3 druhoch bol spektrofotometrickou metddou stanoveny

celkovy obsah polyfenolov a flavonoidov podla postupu popisaného v kapitole 3.4 a 3.5.
Extrakcia bola vykonan4 vo vode a v okyslenom metanole. Kazdé meranie bolo vykonané
trikrat a vysledna absorbancia bola ziskand ako priemer troch nameranych absorbancii pre
kazdi vzorku. Koncentracia celkovych polyfenolov bola ziskana vypoctom z rovnice
linearnej regresie kalibracnej krivky viz. Obr. 10 a koncentracia celkovych flavonoidov
vypoctom z rovnice linearnej regresie kalibracnej krivky viz. Obr. 11, do ktorej bola dosadena
priemernd hodnota absorbancie. Koncentracia bola prepocitana na 1 g vzorky raw tyCinky
a pomocou Excelu bola vypocitana smerodajna odchylka.
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Obr. 10: Kalibracnad krivka pre stanovenie celkovych polyfenolov

1,2 -
1,0 -
0,8 -

0,6 - y =3,3663x+ 0,0081
R?=0,9998

Al

0,4 -

0,2 -

0 ,0 T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
¢ [mg/ml]

Obr. 11: Kalibracnd krivka pre stanovenie celkovych flavonoidov

Tab. 17: Obsah celkovych polyfenolov a flavonoidov — vodna extrakcia

. Koncentracia [mg/g]
Druh ty¢inky .
Polyfenoly Flavonoidy
Kokosova 429+0,51 2,17+ 0,21
Cudoriedkova 6,25+ 2,54 2,65+ 1,10
Citrénova 5,39+ 1,50 1,04+ 0,61
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Tab. 18: Obsah celkovych polyfenolov a flavonoidov — metanolova extrakcia

" Koncentracia [mg/g] Koncentracia [mg/g]
Druh ty¢inky .
Polyfenoly Flavonoidy
Kokosova 1,71t 1,27 1,51£0,82
Cudoriedkova 2,531 0,83 1,55+ 0,31
Citronova 3,98+ 0,61 1,81+ 1,43
12 +
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Obr. 12: Porovnanie obsahu celkovych polyfenolov a flavonoidov z oboch typov extrakcii

Koncentracia celkovych polyfenolov a flavonoidov bola ziskand pomocou extrakcie
vzoriek vo vode av metanole. Na Obr. 12 je porovnany obsah celkovych polyfenolov
a flavonoidov z oboch typov extrakcii. Z vysledkov vyplyva, ze celkovy obsah polyfenolov
a flavonoidov je najvyssi v citronovej a cuCoriedkovej tyCinke, o je potvrdené tym, ze tieto
latky sa v prirode najcastejSie vyskytuju v plodoch ovocia, najmé v bobuliach a rovnako aj
z nich vyrobenych produktoch. Kokosova ty€inka neobsahuje také mnozstvo fenolickych
latok pravdepodobne z dovodu, ze jej zlozenie pozostava zrdznych druhov orechov
a neobsahuje ziadne bobulové ¢i duzinaté ovocie [50].

4.3. Obsah antokyanov
Spektrofotometricky bol stanoveny obsah antokyanov v 6 vzorkach raw tycCiniek podla

postupu v kapitole 3.6. Vzorky boli extrahované v metanole s pridavkom 35 % kyseliny
chlorovodikovej. Kazdé meranie bolo vykonané trikrat a vysledna absorbancia bola ziskana
ako priemer troch nameranych absorbancii pre kazdi vzorku. Koncentracia celkovych
antokyanov bola ziskana vypoctom zrovnice linearne] regresie kalibracnej zéavislosti
A =59,61 x [ug/ml], do ktorej bola dosadena priemerna hodnota absorbancie. Koncentracia
bola prepocitand na 1 g vzorky raw tyCinky a pomocou Excelu bola vypocitana smerodajna
odchylka.
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Tab. 19: Obsah antokydanov — metanolovd extrakcia

Druh tydinky Koncentracia [ug/g]
Kokosova 0,017+ 0,010
Cudoriedkova 0,545+ 0,008
Citronova 0,039+ 0,028

Metoda vyuziva najméa prirodzené zafarbenie antokyanov. Su to prirodné latky s velmi
intenzivnym zafarbenim aich obsah sa da casto odhadnit len z pozorovania zlozenia
potraviny. Uz pri pohl'ade na ¢ucoriedkovu raw ty¢inku vyplyva, ze musi obsahovat vel'ké
mnozstvo biologicky aktivnych latok. Antioxidacna aktivita skupiny antokyanov je
v suCasnosti predmetom zaujmu mnohych odbornikov. Zo vsSetkych fenolickych frakcii
nachadzajucich sa vo vzorkach potravin, prave antokyany maji najvyssiu antioxidacnu
aktivitu, 7-25-krat vyssiu, nez frakcie obsahujuce len flavonoly a fenolické kyseliny [51].

Tento fakt potvrdzuju vysledky obsahu antokyanov a zaroven antioxidacnej aktivity, ktora
je u ¢ucoriedkovej ty¢inky najvyssia v porovnani s ostatnymi testovanymi druhmi.

4.4. Obsah celkovych sacharidov
V 6 vzorkach bol stanoveny celkovy obsah sacharidov spektrofotometricky podl'a postupu

v kapitole 3.7. Kazdé meranie bolo vykonané trikrat a vysledna absorbancia bola ziskana ako
priemer troch nameranych absorbancii pre kazdu vzorku. Koncentracia celkovych sacharidov
bola ziskana vypoctom z rovnice linearnej regresie kalibracnej krivky viz. Obr. 13, do ktore;j
bola dosadena priemerna hodnota absorbancie. Koncentracia bola prepocitana na 100 g
vzorky raw tyCinky a pomocou Excelu bola vypocitana smerodajna odchylka.

Al

y=9,6431x+0,0794

RZ = 0,999
0,4 -
0,2 -
L
0}0 T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

¢ [mg/ml]

Obr. 13: Kalibracnd krivka pre stanovenie celkovych sacharidov
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Tab. 20: Obsah celkovych sacharidov

Druh tydinky Koncentracia [g/100 g]
Kokosova 6,88+ 1,72
Cugoricdkova 13,56+ 5,83
Citrénova 8,30+ 8,54

Vo vzorkach bol stanoveny obsah sacharidov metodou podla Duboise. Vysledky
celkového obsahu su takmer o tretinu nizsie ako hodnoty uvedené spotrebitelom. Vysledné
hodnoty st nizke pravdepodobne z ddévodu rozneho zlozenia ovocia a orechov, ktoré su
nehomogénne rozlozené na malom kuse tyCinky. Vzhladom na to, ze cely produkt ma
hmotnost asi 40 g (zalezi od typu tyc¢inky), dovodom je aj rozdielna vel'kost’ kusov ovocia
v ty¢inke. Dalej bolo zistené, Ze zastupenie jednotlivych nutriénych latok v ovoci &
v orechoch sa li§i v zavislosti na konkrétnom kultivare. Casto to byva ovplyvnené rozdielnou
odrodou, ekologickym Standardmi polnohospodarskej techniky a CiastoCne tiez teplotou
a mnozstvom slne¢ného ziarenia pocas dozrievania plodov.

4.5. Izolacia lipidov
Metodou podl'a Folcha bol vyizolovany obsah lipidov v 3 vzorkach raw tycCiniek podla

postupu v kapitole 3.8. Obsah lipidov bol prepocitany na 100 g vzorky.

Tab. 21: Obsah lipidov

Druh tycinky Koncentracia [g/100 g]
Kokosova 19,64
Cugoriedkova 6,51
Citronova 18,40

Stanoveny obsah lipidov vo vzorkach sa od hodnot udavanych na obale Ciastocne lisi.
Najvicsi rozdiel medzi deklarovanym a stanovenym obsahom lipidov je v pripade kokosove;
tyCinky. S najvacsou pravdepodobnostou je dovodom rdzny druh orechov, ktoré sa v tyCinke
vyskytuji v roznych velkostiach a v nerovnomernom rozptyleni. Experimentalne zisteny
obsah lipidov v citronove] tyCinke vysiel vyssi, Co je pravdepodobne z dovodu vysokého
obsahu d’atli a mandli v ty€inke, ktoré obsahuju pomerne vysoky podiel lipidov.

4.6. Obsah celkovej suSiny

Vzorka bola susena v susiarni do konstantnej hmotnosti a nasledne bola susina zvazena.

Tab. 22: Obsah celkovej susiny

Druh tycinky Obsah suSiny [ % hm.]
Kokosova 91,34
Cudoriedkova 91,67
Citronova 91,19
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Celkova suS$ina je suctom rozpustnej a nerozpustnej susSiny. Celkova susina teda obsahuje
organické aj anorganické latky rozpustné vo vode, ako su napr. cukry, farbiva, vitaminy
arovnako aj latky nerozpustné vo vode, medzi ktoré patria tuky ¢i mineralne latky. Zo
stanovenych hodnot susiny vyplyva, ze vybrané vzorky obsahuju menej ako 10 % hm. vody.

4.7. Stanovenie mikrobialnej kontaminacie potravin

4.7.1. Ockovanie na pevné médium
Podl'a postupu v kapitole 3.10.2 bolo prevedené 5 diiové mikrobiologické ockovanie
nariedenych vzoriek na selektivne pevné média. Vysledky su uvedené v Tab. 23 az Tab. 26.

Tab. 23: Zhrnutie rastu buniek nariedenej vzorky kokosovej tycinky na selektivnych pevnych
médidch (TSA, MRS a YPD agar)

Deii | Riedenie Kultivaéné médium
n 1 1
¢ TSA MRS YPD
10° - - - - - -
1. 5
10 - - - - - -
10° - - - - - -
2. S
10 - - - - - -
3 10° — — 4+ 4+ 4+ 4+
' 10° — — — — + +
4 10° +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++
' 10° — + + — 4+ 4+
s 10° C C | C C
' 10° +++ +++ +++ +++ ++++ ++++

(Pozn. Symbol — odpovedda < 100 KTJ/ml (bez rastu mikroorganizmov), + odpoveda
10* KTJ/ml (nepatrny rast mikroorganizmov), ++ odpovedd 1 0° KTJl/ml (mierny rast
mikroorganizmov), +++ odpovedda 10° KTJ/ml (silny rast mikroorganizmov), ++++
odpovedda 10° (masivny rast mikroorganizmov), symbol C odpovedd 10° (povrch pokryty
mikroorganizmami).

Tab. 24: Zhrnutie rastu buniek nariedenej vzorky cucoriedkovej tycinky na selektivnych
pevnych médiach (TSA, MRS a YPD agar)

. ) ) Kultivaéné médium
Dent | Riedenie
TSA MRS YPD
1 10° - - - - - -
' 10° - - - - - -
5 10° — — — — 4+ 4+
' 10° - - - - - -
3 10° +++ +++ - - ++++ ++++
' 10° — — — — 4+ 4+
4 10° +++ ++++ +++ +++ ++++ ++++
' 10° +++ +++ +++ +++ ++++ ++++
s 10° 4+ C FHE | C C
' 10° C C 44 44 C C
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Tab. 25: Zhrnutie rastu buniek nariedenej vzorky citronovej tycinky na selektivnych pevnych
médidch (TSA, MRS a YPD agar)

Den

Riedenie

Kultivaéné médium

TSA MRS YPD
10° _ _ _
1.
10° _ _ _
10° _ _ _
2. -
10 _ _ _
10° — — 44
3 10° - - +
4 10° 44 44 4+
' 10° 4+ - 4+
s 10° 4+ 4+ C
' 10° 44 44 s

Tab. 26: Zhrnutie rastu buniek nariedenej vzorky raw zdkusku na selektivnych pevnych
médidch (TSA, MRS a YPD agar)

Deii | Rieden Kultivaéné médium
en iedenie
TSA MRS YPD
1 10° - - - - - -

' 10° - - - - - -
5 10° — — 4+ 4+ 4+ 4+
' 10° - - - - -

3 10° +++ +++ +++ +++ +++ ++++
' 10° - - + + +++ 4+
4 10° +++ +++ +H++ | A | A |
' 10° +++ +++ +++ +++ +++ +++

5 10 44+ | | A | C C
' 10° +++ +++ +++ +++ ++++ |
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Obr. 14: Vybrané selektivne média zaznamenané v priebehu kultivacie

Pri  stanoveni moznej mikrobialnej kontamindcie v sledovanych vyrobkoch
mikrobiologickym ocCkovanim na selektivne pevné média vyplyva, ze najvysSie riziko
mikrobialnej kontaminacie nastava v raw zakusku. Uz v druhy defi bol zaznamenany narast
kolonii na agare MRS a YPD. Predpoklad pre pomerne rychly nérast mikroorganizmov
prameni pravdepodobne vo vysokom obsahu sacharidov, ktoré s vhodnym substratom pre
rast kvasiniek. Zaroven zakusok nebol baleny v ochrannom obale, ktory by zamedzil
kontaminacii z okolia. Na YPD agare sa rovnako preukdzala pritomnost kvasiniek
v ¢ucoriedkovej raw tyCinke na druhy deri po jej otvoreni. Kokosova a citrénova ty¢inka sa
daju povazovat za pomerne bezpecné, vzhl'adom na to, ze mikrobialny narast bol potvrdeny
az vtreti del po ich otvoreni. Spomaleny rast mikrobidlnej kontaminacie moze byt
pravdepodobne nasledok vysSieho obsahu tuku v ty¢inkach v porovnani s cuCoriedkovou
tyCinkou.

4.8. Urcenie mikroorganizmov metédou PCR

4.8.1. PCR specificka pre doménu Bacteria

S primermi S§pecifickymi pre doménu Bacteria bola vykonana PCR podla postupu
uvedeného v kapitole 3.11.3. Boli amplifikované $pecifické produkty PCR s dizkou 466 bp.
Prislu§né amplifika¢né krivky st uvedené na Obr. 15 a prislusné krivky topenia na Obr. 16.
Hodnoty teplot topenia si uvedené v Tab. 27. Snimka agar6zového gélu s nanesenymi
produktmi PCR je uvedena na Obr. 18.
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Intenzita fuorescencie

Intenzita fluorescencie

Irtenzita fluorescencie
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Poéet cyklow

Obr. 15: Amplifikacné krivky — zdavislost mnozstva fluorescencie na cykle reakcie

7
4 76 80 8z 64 86 98 90 92 94 96 98 100
Teplota [*C)

Obr. 16: Zdznam 7 Melt analyzy PCR produktov Specifickych pre doménu
Bacteria — zavislost intenzity fluorescencie produktov PCR na teplote

7

7 7 7 7 7 ) a0 E 8z ) P & % o ) P a 51 3
Teplota [C]

Obr. 17: Priblizeny zdznam z Melt analyzy pre doménu Bacteria

49



Tab. 27: Vysledky Melt analyzy pre doménu Bacteria

Farba krivky | Vzorka T [°C]

[ ) Pozitivna kontrola 88,8

L Negativna kontrola N

] Kokosova ty¢inka 89,3
Cucoriedkova tyéinka 89,2

o Citrénova tycinka 89,0
Orechova vrstva zakusku 89,3

] Marhul'ova vrstva zakusku 89,0

] Cokoladova vrstva zakusku 89,3

(Vysvetlivky: T,,— teplota topenia, N — nedetekované)

Vysledné hodnoty teploty topenia pre doménu Bacteria boli takmer zhodné s teplotou
topenia pozitivnej kontroly, zcoho vyplyva,
pravdepodobnost'ou nachadzala bakterialna DNA.

12345678910

466 bp —

<—1500 bp

<1000 bp

t

t

t

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

ze vo vzorkach sa

s najvacsou

Produkt
Beh k

e Vzorka PCR
Cucoriedkova

1 .. +
tyCinka

2 Kokosova ty¢inka +

3 Citronova tycinka +

4 Orechova vrstva N
zakusku
Marhul'ova vrstva

5 . +
zakusku
Cokoladova vrstva

6 ) +
zakusku

- Negativna kontrola
(bez DNA)

8 Pozitivna kontrola +++

9 - _
DNA standard

10 4+
(100 bp)

Obr. 18: Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre doménu Bacteria.
Schéma nanesenia vzoriek a intenzity produktov PCR ( +++ silnd, ++ strednd, + slabd,
— nedetegovanc)
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DNA ziskana zo vzoriek 3 raw tycCiniek a raw zakusku pomocou magnetickych nosicov
bola amplifikovana v PCR za pouzitita primerov Specifickych pre doménu Bacteria. Ziskany
produkt bol vyhodnoteny melt analyzou a elektroforeticky.

Vysledky metddy melt analyzy a agar6zove] gélovej elektroforézy sa zhoduju, pretoze
uoboch metdd boli detekované bakterillne DNA ale v malom mnozstve. Pritomnost
bakterialney DNA bola potvrdend agar6zovou gélovou elektroforézou. Boli detekované
Specifické produkty PCR slabej intenzity, ¢im bola preukézana pritomnost’ bakterialnej DNA.

4.8.2. PCR specificka pre kvasinky

S primermi Specifickymi pre kvasinky bola vykonand PCR podla postupu uvedeného
v kapitole 3.11.3. Boli amplifikované $pecifické produkty PCR s dizkou 152 bp. Prislusné
amplifika¢né krivky st uvedené na obrazku Obr. 19, prislusné krivky topenia na Obr. 20.
Hodnoty teplot topenia produktov PCR su uvedené v Tab. 28 snimka agar6zového gélu
s nanesenymi produktmi PCR je uvedena na Obr. 22.

Intenzita fuorescencie
o
2

1 2 3 4 5 B 7 8 El m 1 12 13 14 16 6 17 1w| 18 20 2 2 23 24 %™ X X 28 29 30 A 32 33 3 3
Pocet cyklov

Obr. 19: Amplifikacné krivky — zdavislost mnozstva fluorescencie na cykle reakcie

L )

@

Irntenzita fuorescencie
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o Mo om

52 54 56 58 &0 62 &4 [ 68 70 72 74 5 73 an &2 34 3 a8 a0 52 94 56 88 100
Teplota [*C]

Obr. 20: Zdznam z Melt analyzy pre kvasinky — zdvislost intenzity fluorescencie produktov
PCR na teplote
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Obr. 21: Priblizeny zdznam z Melt analyzy pre kvasinky

Tab. 28: Vysledky Melt analyzy pre kvasinky

Farba krivky | Vzorka Tn [°C]
[ ) Pozitivna kontrola 85,3
® Negativna kontrola N
Kokosova ty¢inka 84,3
° Cucoriedkova tyéinka 85,0
[ ) Citronova tycinka 83,8
® Orechova vrstva zakusku 84,5
] Marhul'ova vrstva zakusku 84,5
® Cokoladova vrstva zakusku 83,7

Vysledné hodnoty teploty topenia pre kvasinky sa blizili k hodnote teploty topenia
pozitivnej kontroly, z ¢oho vyplyva, ze o vzorkach sa pravdepodobne vyskytovala kvasinkova
DNA. Odchylky hodndét mozu byt sposobené nizkym mnozstvom DNA matrice v PCR zmesi,
pritomnostou inhibitorov PCR alebo nedostato¢nou optimalizaciou PCR programu.
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Obr. 22: Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre kvasinky. Schéma
nanesenia vzoriek a intenzity produktov PCR ( +++ silnd, ++ stredna, + slabd,
— nedetegovand

Pritomnost kvasinkové DNA bola potvrdena agarézovou gélovou elektroforézou. Boli
detekované produkty PCR slabej az strednej intenzity. Na zéaklade intenzity produktov PCR
bola preukéazana pritomnost’ kvasinkovej DNA vo vsetkych vzorkach. V pripade marhul'ovej
vrstvy zakusku sa vysledky melt analyzy a agarozove] gélovej elektroforézy lisia. Melt
analyzou bol detekovany produkt PCR, na géle vSak produkt PCR detekovany nebol. To je
zrejme sposobené malym mnozstvom PCR produktov v PCR zmesi, ktoré je pod detekénym
limitom tejto metody.

V porovnani metdd ockovania vzoriek na selektivne pevné média a agardzovej gélovej
elektroforézy bol potvrdeny vyskyt DNA kvasiniek. Na selektivnom médiu YPD bol
zaznamenany rast kolonii pre oCkovanie v druhy deri od kupy vzorky. Na géle bola pre
orechovu vrstvu detekovana stredné intenzita produktu PCR.
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5. ZAVER

Cielom prace bola analyza vybranych zivin a aktivnych zloziek obsiahnutych v raw
potravinach a sledovanie vybranych raw potravin z hladiska potencialneho mikrobialneho
ohrozenia. K studiu boli pouzité ovocno-orechové balené tyCinky, ktoré je bezne mozné
zakupit' v potravinovych retazcoch a ovocno-orechovy zakusok, ktory sa ponuka v réznych
kaviarfiach ¢i cukrarfiach. Vybranymi zivinami boli sacharidy, ktoré boli stanovené
spektrofotometrickou metodou a lipidy, ktorych obsah bol stanoveny metédou metodou
extrakcie s naslednym gravimetrickym stanovenim. Spektrofotometricky boli stanovené
aktivne zlozky antioxidanty, polyfenoly, flavonoidy a antokyany. Potencialna mikrobidlna
kontaminacia bola zistovana metéodou PCR, elektroforézou a5 diiovym ockovanim
vybranych typov raw potravin na selektivne pevné média.

Z vysledkov stanovenia antioxidacnej aktivity vyplyva, Zze vybrané vzorky boli bohaté na
antioxidanty, najvyssia hodnota bola zaznamenana v ¢ucoriedkovej raw tycinke. Na zaklade
dvoch typoch extrakénych Cinidiel mézeme usudzovat’, ze vacSie mnozstvo antioxidanych
latok u vSetkych vzoriek malo lipidicka povahu.

Obsah polyfenolov a flavonoidov bol stanoveny v tyCinkach obsahujucich rozne typy
ovocia. Najvyssi obsah polyfenolov a flavonoidov bol stanoveny v ¢ucoriedkovej raw tycCinke,
ktora obsahuje duzinaté bobulovité plody, v ktorych sa vSeobecne vyskytuje najvacsi podiel
tychto latok. Najnizsi obsah bol stanoveny v kokosovej raw tycCinke, ktora obsahuje suché
ovocie ako je kokos a datle. Z vysledkov vyplyva, ze suché plody nie su v porovnani
s duzinatym ovocim také bohaté na aktivne latky. Tento fakt vyplyva aj zo stanovenia obsahu
antokyanov, ktorych najvys§i obsah bol stanoveny opit v Cucoriedkovej raw tycinke
anajnizsi v kokosovej. Citronova tyCinka sa obsahom antokyanov takmer rovnala
Cucoriedkove;.

Dalej bol v raw ty&inkach stanoveny obsah celkovych sacharidov. Stanovené vysledky sa
od hodnot udavanych na obale znacne liSia. Predpokladom je, ze obsah sacharidov je I'ahko
ovplyvnitelny z hl'adiska rozneho dozrievania a odrody plodov aich vystavenia vonkajS$im
podmienkam.

Izolaciou lipidov podl'a Folcha bol stanoveny obsah lipidov. Ich najvyssi obsah bol
stanoveny v kokosovej raw tyc¢inke, o je pochopitelné z dévodu vysokého podielu orechov.
Experimentalne zistené hodnoty sa od udavanych hodnét lisia. D4 sa v§ak argumentovat tym,
ze ty¢inky nemaju homogénnu konzistenciu a tak odobratie z rdéznych Casti tyCinky ¢iastocne
skresl'uje vysledky, rovnako tak ovocie a orechy nepochadzaju vzdy z rovnakého miesta
zberu, nie je to vzdy rovnaka odroda.

Obsah susiny bol experimentalne stanoveny v kazdej raw tyCinke na hodnotu vyssiu ako
91 % hm. Z toho vyplyva, ze ty€inky obsahuju vo vel'kom mnozstve organické a anorganické
latky nerozpustné vo vode.

Riziko mozného vyskytu neziaducich mikroorganizmov a teda bezpecnost konzumacie
vyrobku po uvedenu dobu spotreby, bolo vyhodnotené z narastov kolonii na selektivnych
médiach. Vysledky pre jednotlivé raw tyCinky a zakusok su uvedené v Tab. 23 — Tab. 26. Uz
v druhy defi po otvoreni cucoriedkovej tyCinky bol zaznamenany néarast kolonii na
selektivnom médiu YPD. V pripade zakusku bol v druhy den ockovania zaznamenany narast
aj na MRS agare. Melt analyzou a detekciou na agar6zovom géle bola potvrdend pritomnost’
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kvasinkovej] DNA vo vd¢Som mnozstve v zakusku nez v ostatnych vzorkach. To mdze byt
sposobené tym, ze raw zakusok pozostava z prisad tepelne upravenych max. do 45 °C, d’alej
bol po priprave ulozeny v chladiacom boxe v predajni, nebol vakuovo baleny. Tymto
sposobom mohlo dojst’ ku kontaminécii z okolného prostredia uz pocas prepravy do predajne.
Suroviny na vyrobu raw zakuskov su viacmenej dokonalym nutricnym zdrojom zivin nielen
pre Cloveka, ale i pre mikroorganizmy. Pritomnost’ kvasinkovej aj bakterialnej DNA bola
potvrdend melt analyzou vo vSetkych raw tyCinkach a agar6zovou gélovou elektroforézou boli
detekované slabé intenzity PCR produktov.

Z vysledkov vyplyva, ze najvysSie riziko kontaminacie hrozi v pripade raw zakuskov.
Konzumacia je pravdepodobne najvhodnejsia v priebehu prvého dia od pripravy zakusku,
pripadne v druhy den. Treti defi od pripravy zakusku je vysoka pravdepodobnost’ napadnutia
vyrobku kvasinkami, vdaka vysokému podielu cukrov. Znizit riziko konzumaécie
mikrobiologicky kontaminovaného produktu mézeme vyberom overenej prevadzky kaviarne
¢i cukrarne.

Raw ty€inky su chranené vakuovym obalom, z ¢oho vyplyva, ze riziko kontaminacie
nastava az po otvoreni obalu. Bezpecnost’ raw tyCiniek sa preukazala az do tretieho diia od
otvorenia s vynimkou cucoriedkove] raw tyc¢inky. Je teda vhodné po zakupeni baleného raw
produktu spotrebovat’ ho thned’ po otvoreni.

Hoci sa wuvzoriek preukazalo riziko vyskytu bakterialnych a kvasinkovych
mikroorganizmov, ich velkym pozitivom je, ze raw produkty su bohatym zdrojom aktivnych
latok prospesnych pre l'udsky organizmus.
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7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS
TEAC
uv
VIS

bp
KTJ
PCR
kcal
DHA
EPA
SAFA
MUFA
PUFA
acetyl-CoA
ROS
RNS
CoQ10
NEO
DAS
NIV
DON
3-ADON
15-ADON
FUS-X
ATA
Cr

T

RI
TSA
YPD
MRS

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovej kyseliny)
» Trolox equivalent antioxidant capacity “
ziarenie v ultrafialovej oblasti spektra
ziarenie vo viditeI'nej oblasti spektra
par baz

koloénie tvoriaca jednotka
polymerazova retazcova reakcia
kilokalorie

kyselina dokozahexaénova

kyselina eikozapentaénova

nasytené mastné kyseliny
mononenasyten¢ mastné kseliny
polynenasyten¢ mastné kyseliny
acetylkoenzym A

reaktivne formy kysliku

reaktivne formy dusiku

koenzym Q10

neosolaniol

diacetoxyscirpenol

nivalenol

deoxynivlenol
3-acetyldeoxynivalenol
acetyldeoxynivalenol

fusarenon-X

alimentarna toxicka aleukia

treshold cycle

teplota topenia

,reference intake

tryptofanovy sojovy agar

kvasni¢ny praskovy extrakt
mikrobiologicky agar

61



