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Lupina jako zdroj prebiotickych oligosacharidu

Souhrn

V soucasné dob¢ se lupina zacina péstovat a vyuzivat k vyzivé hospodaiskych zvirat,
ale 1 lidi, mnohem vice nez diive. Divodem je vyslechténi novych ,,sladkych® odridy lupin,
které jiz neobsahuji tolik antinutri¢nich latek a zaroven obsahuji vysoké procento bilkovin.
Diky vysokému obsahu oligosacharidl rafinosové fady (RSO) slouzi lupina nejen jako zdroj
proteinu, ale také jako zdroj prebiotik. Cilem prace proto bylo ovéfeni piitomnosti
oligosacharidii rafinosové fady v lupin¢ a jejich nasledné vyextrahovani. Pfi zjiStovani
mnozstvi RSO byl pouzit enzymaticky test od Megazyme®. Testovana byla mouka se semen
Lupiny bilé (Lupinus albus) odridy Zulika. Pro porovnani obsahu RSO v semenech s jinymi
plodinami, byly pouzity extrahované Sroty z tfepky, sluneCnice a sdji. Bylo zjisténo, ze v
extrahovanych Srotech slunec¢nice bylo 1,73 + 0,26 g RSO/100 g Srotu, fepky 1,79 + 0,14 ¢
RSO/100 g Srotu a s6ji 6,96 + 0,21 g RSO/100 g Srotu. Lupinovd mouka obsahovala nejvétsi
mnozstvi RSO a to 8,26 + 0,14 g/100 g mouky. Poté co bylo prokézano, ze semena lupiny
obsahuji RSO, mohlo byt dal§im krokem vyizolovani téchto oligosacharidii z mouk u tii
odrid Lupiny bilé (Amiga, Dieata a Zulika). K extrahovéani oligosacharidii byla pouZita
upravend metoda podle Ekvala s kol. (2007) a k izolaci oligosacharidi rafinosové tady
metoda podle Warda a kol. (2006). U odridy Amiga bylo vyextrahovano 2,84 g RSO/100 g
mouky, Dieta 1,38 g RSO/100 g mouky a Zulika 1,74 g RSO/100 g mouky. Uginnost
zvolen¢ho postupu extrakce byla 21 %. Nizkd vytéZnost byla zplsobena ptitomnosti
nezadoucich oligosacharidi v nékterych frakcich, ¢i malou efektivnosti zvoleného postupu.
Toto mnozstvi vSak je dostaCujici pro provedeni dalSich experimentt, pfi testovani rustu
sttevnich bakterii na RSO z lupiny. Z vysledki vyplyva, Ze v porovndni s jinymi plodinami
obsahuji semena lupiny vysoky podil RSO a Ze tyto oligosacharidy dok4dZeme ze semen
lupiny vyextrahovat. Lupinu i vyrobky z lupiny, lze diky vysokému obsahu RSO fadit mezi

funk¢ni potraviny.

Klicova slova: lupina, prebiotika, oligosacharidy rafinosové tady, bifidobakterie, vyziva

¢lovéka



Lupine as a source of prebiotic oligosaccharides

Summary

Lupine is used as nutrition for farm animals as well as for people nowadays much
more than before. The reason is that new ,,sweet™ varieties of lupine have been created, which
do not contain so much anti-nutritive substances and also have a high percentage of proteins.
Because of a high content of soybean oligosaccharides (SOS), lupine is not only used as a
source of protein, but also as a source of prebiotics. The aim of the study was to evaluate the
presence of SOS in lupine and then to extract it. For the quantification of SOS in lupine meal
from white lupine seeds (Lupinus albus) variety Zulika the enzymatic test from Megazyme®
was used. For comparison with other crops, meal from rapeseed, sunflower and soybean were
also tested. Sunflower had 1,73 + 0,26 g SOS/100 g of meal. Rapeseed had 1,79 + 0,14 g
SOS/100 g of meal. Soybean had 6,96 + 0,21 g SOS/100 g of meal. Lupine meal had the
highest quantity of SOS 8,26 + 0,14 g/100 g of meal. When it has been proven that lupine
contains SOS, the next step was to extract SOS from lupine. Three meals from three different
varieties of white lupine (Amiga, Dieta and Zulika) were chosen for this aim. The modified
method by Ekval et al. (2007) was used for oligosaccharides extraction and the method by
Wardet et al. (2006) was applied for isolation of soybean oligosaccharides. Amiga had 2,84 g
SOS/100 g of meal, Dieta had 1,38 g SOS/100 g of meal and Zulika had 1,74 g SOS/100 g of
meal. Efficiency of the SOS extraction was 21 %. A low efficiency of the SOS extraction is
probably caused by presence of other oligosaccharides in some fractions or by a low
efficiency of extraction itself. However, this amount is sufficient for further experiments in
which the growth of intestinal bacteria on SOS from lupine can be tested. Results showed that
lupine seeds have the highest proportion of SOS compared with other crops and that these
oligosaccharides can be extracted. Because of high amount of SOS, lupine and its products

may be classified as functional foods.

Keywords: lupine, prebiotic, soybean oligosaccharides, bifidobacteria, human nutrition
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1 Uvod

Zdravi a dobra fyzicka kondice je v dnesni dobé velmi diskutovanym tématem.
Obzvlasté dnes, kdy lidstvo ve vyspélych statech trpi Cetnymi civilizaénimi nemocemi jako je
obezita, vysoka hladina cholesterolu, vysoky krevni tlak, cukrovka, zacpa nebo karcinom
tlustého stteva. Ke zdravé a vitdlni kondici ¢lovéka a obecné zivo€ichli neodmyslitelné patii
zdravy zazivaci trakt, ktery umoznuje pfijimat potiebné ziviny a vylucovat z t¢la Skodlivé
latky.

Vétsina lidi vi o podstaté probiotik jako takovych, ale uz méné lidi je obeznameno
s dilezitosti prebiotik, kterd probiotika vyzivuji a napomahaji tak k udrzeni rovnovahy stfevni
mikrobioty.

Zdrojem prebiotik jsou rizné oligosacharidy a neskrobné polysacharidy, které miizeme
nalézt napt. v kofenech ¢ekanky (inulin), semenech hrachu, s6ji nebo lupiny. Problém u
hrachu ¢i s06ji je vysoké procento antinutricnich latek, které¢ se v dnesSnich odridach lupiny
vyskytuji v men$i mife nebo se nevyskytuji viibec. Lupina by tudiz mohla byt vhodnéjSim

zdrojem prebiotik.



2 Hypotéza a cil prace

Pro tUpravu rovnovahy intestindlni mikrobioty a podporu rozvoje bifidobakterii
V travicim traktu je doporucovana konzumace prebiotik. Jako prebiotika jsou €asto pouzivany
oligosacharidy. Bylo prokazano, ze vyrazny bifidogenni efekt maji oligosacharidy rafinosové
fady, které jsou obsazeny zejména v lusténinach. Piedpoklad je tedy takovy, ze lupina
obsahuje oligosacharidy rafinosové fady, které bude mozné vyuzit jako prebiotika ve vyzivé
lidi.

Cilem prace je ovéfit, zda lupina obsahuje oligosacharidy rafinosové tady, tedy

prebiotické oligosacharidy, vyuzitelné pro vyzivu lidi a tyto oligosacharidy nasledn¢ izolovat.



3 Literarni resSerse

3.1 Mikrobiota traviciho traktu

Travici trakt Cloveéka zajistuje pfijem a zpracovani potravy tak, aby mohla byt co
nejlépe a nejefektivngji vyuzivana. Zacina dutinou ustni, pokracuje jicnem, zaludkem, tenkym
sttevem a konci stievem tlustym. Tlusté stievo je déleno na 5 Casti: slepé stfevo, vzestupny,
pfiény, sestupny tra¢nik a esovita klicka. Z mikrobiologického hlediska to je nejosidlenéjsi

¢ast traviciho traktu (Macfarlane a Cummings, 1991), viz tabulka 1.

Tabulka 1.: Pfiblizné pocty bakterii (log CFU*/g) v riznych castech traviciho traktu rtiznych
zivocisnych druht (Hill, 1995).

’ Clovék Potkan Prase My3 Kralik
Ustni dutina 7-8 7-8 7-8 7-8 7-8
Zaludek <3 7 6-7 7 4
Jejunum <3 7 8 7 4
lleum 5 8 10 8 8
Tlusté stfevo 11 11 11 11 11

* CFU — colony forming units = kolonie tvofici jednotky

Tlusté stfevo slouzi na rozdil od stfeva tenkého, které vstiebava Zziviny, hlavné ke
vsttebani piebytecné vody ve stolici zpet do téla. Pres sténu tlustého stfeva se dokazi vstrebat
1 mineralni latky a nékteré metabolity vzniklé ¢innosti stfevni mikrobioty (Solaf, 2010). Jedna
se 0 misto S nejintenzivnéj$i mikrobidlni ¢innosti.

Mikrobiota je pro travici trakt velmi dilezita. Fermentuje zbytky nestravené potravy.

Do tlustého stieva se denné dostane cca 20 az 60 g sacharidli ve formé vldkniny nebo poly a
oligosacharidd, 5 az 20 g proteint (Macfarlane a Cummings, 1991) a 3,5 g tuku (Priebe a kol.,
2002)., JelikoZ je sacharolytické Sté€peni pro bakterie energeticky vyhodnéjsi, jsou v prvni
casti tlustého stieva nejprve Stépeny nestravené sacharidy (Van Loo, 2004). V dalsi ¢asti
ptevazuji spiSe proteolytické, metanogeni a sulfatredukujici bakterie (Macfarlane a
Cummings, 1991).

Pti §tépeni sacharidii, vznikaji mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), jako jsou
napf. kyselina octova, maselna ¢i propionova, coz vede ke snizeni pH v tlustém stievu a ke
zlepSeni absorpce mineralnich latek (Geigerova a kol., 2014). Mikrobiota slouzi jako bariera

proti patogeniim, obsazuje potencidlni vazebnd mista na stfevni vystelce, a tim zabrafnuje



K uchyceni patogend, stimuluje imunitni stfevni systém, tvoii latky, které pisobi na prokrveni
sttevni mukozy, redukuji prichod bakterii z traviciho traktu do téla a produkuji vitaminy
(Zbotil a kol. 2005).

Mikrobiota v tlustém stfevu je velmi rozmanitd a mizeme zde nalézt vice nez 1000
druht mikroorganismii. Skladba se méni dle stravovacich navykt hostitele. Jeji slozeni je
tudiz hostitelsky specifické a méni se béhem Zivota jedince (Ventura a kol., 2009). Travici
trakt plodu neobsahuje Zadné mikroorganismy. Ke kolonizaci traviciho traktu dochazi az
vV momenté porodu, kdy se mikroorganismy z matky pfenesou na novorozené (Solaf, 2010).
Diky velké konzumaci mateiského mléka, které obsahuje vysoké mnozstvi oligosacharida,
maji kojenci ve stievech obecné¢ vice bifidobakterii, které jsou témito oligosacharidy
podporovany (Woodsmansey, 2007). Kolem druhého roku zivota se za¢ina slozeni mikrobioty
podobat mikrobioté dospélého jedince (Frithauf, 2011). Dospé€li maji narozdil od kojencii vice
bakterii patficich do kment Bacteriodetes, Firmicues a Proteobacteria (Ventura a kol., 2009).
Cim je hostitel star$i, tim je mikrobidlni sloZzeni méné riiznorodé (Woodsmansey, 2007).

Slozeni stfevni mikrobioty 1ze ovlivnit pomoci probiotik a prebiotik.

3.2 Probiotika

Slovo probiotikum pochazi zteckého slova ,pro bios“ v ptekladu ,,pro zivot™
(Gismondo a kol., 1999) a bylo poprvé pouzito Lilly a Stillwellem (1965).

Dle Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization - WHO) a
Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi (Food and Agriculture Organization - FAQO) jsou
probiotika nepatogenni mikroorganismy, pfirozené se vyskytujici v tlustém stievu, které diky
své Cinnosti napomahaji ke stabilité stievni mikrobioty, maji blahodarné ucinky na zdravi a
napomahayji pii prevenci a 1é¢b¢ rtiznych chorobnych stava (WHO, 2001).

Fuller (1992) stanovil podminky, které musi bakterie spliiovat, aby mohly byt jako
probiotika vyuzitelna. Musi byt schopna rist ve velkém métitku, mély by byt pii skladovani
zivotaschopné a stabilni, zit pfirozené ve stievnim ekosystému a musi byt prospéSny pro
zdravi hostitele.

Jako ptiklad probiotik si mizeme uvést bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobakterium,
Bacillus nebo Pediococcus, které spoleéné chrani organismus hostitele proti patogennim
organismim a posiluji jeho imunitu (Soccol a kol.,, 2010). V tabulce 2 jsou uvedeny

mikroorganismy, které jsou v této dob¢ za probiotika povazovany.



Tabulka 2: Mikroorganismy povazované za probiotika (Friithauf, 2011).

Lactobacilus Bifidobacterium Ostatni

acidophillus adolescentis Bacillus cereus

amylovarus bifidum Enterococcus fecalis

casie breve Enterococcum faecium
crispatus infantis Escherichia coli

delbruckii lactis Lactococcus lacti
gallinarum longum Leuconostoc mesenterioides
gasseri Pediococcus acidilactici
johnsonii Propionibacterium freudenraichii
paracasei Sacharomyces boulardi
plantarum Sacharomyces cerevisiae
reuteri Sporolactibacillus inulinus
rhamnousus Streptococcus thermophillus

Vztah mezi zdravi prospéSnymi mikroorganismy v tlustém stfevu a patogeny je velmi
uzky. Pokud se tato rovnovaha narusi, spéje to rychle k rozmnozeni patogenu a dale
K naslednym problémum (Sarkar, 2013).

Probiotika mizeme nalézt jak v mléénych vyrobcich, jako jsou fermentované mléko,
kefir nebo jogurt (Hosono, 1992; Metchnikoff, 2004), tak i ve vyrobcich bezmlécnych.
Prodavaji se také jako dopliiky stravy v podob¢ kapsli a ¢asto jsou pridavana do kojeneckych
vyziv (Soccol a kol., 2010).

Probiotika jsou pro zdravi ¢lovéka velmi dulezitd diky jejich schopnosti vytvaret
antimikrobialni latky, které¢ dokazi v tlustém stievu omezovat rozvoj patogennich organismt a
zabranuji k jejimu uchyceni na sténu tlustého stfeva. Mezi dal§i funkce probiotik patii
ovlivnéni hodnoty pH V tlustém stfevu tak, aby mély samy vhodné podminky pro mnoZeni a
rist, ¢imz ovliviiuji a redukuji slozeni kolonizace stfevni mikrobioty. Stimuluji také
fagocytozni déje a tvorbu imunitnich protilatek. Souhrnem vSech téchto vlastnosti tedy
napomahaji proti zacp€, prijmim, zanétim a karcinomlim tlustého stfeva a posiluji imunitu

hostitele (Rada, 2010).



3.3 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné latky, které jsou selektivné metabolizovany stfevnimi
bakteriemi a tim prospivaji ke zdravi hostitele (Gibson a kol., 2004). Jsou to vétSinou
nesSkrobové polysacharidy (inulin) nebo oligosacharidy (Roberfroid a kol., 2010).

Poprvé prebiotika popsali Gibson a Roberfroid (1995) jako oligosacharidy, které jsou
rezistentni proti kyselosti zaludku, enzymim traviciho traktu a nejsou absorbovatelné
Vv tenkém stfeveé. Tudiz jsou pro ¢lovéka nestravitelné. Tyto oligosacharidy jsou fermentovany
Vv tlustém stfevu pomoci stfevnich bakterii (1 probiotickych) na mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA — short-chain fatty acid) a plyny (Van Loo, 1999).

Ideédln€ by prebiotika méla byt fermentovana selektivné, tzn., Ze riznd prebiotika by
méla byt St€pena specifickymi probiotiky (Roberfroid, 2007).

V tabulce 3 jsou uvedeny podminky, které musi sacharidy dodrzet, aby mohly byt
Vv dnesni dobé povazovany za prebiotika. Maji byt pro clovéka nestravitelné, selektivné
fermentovatelné a mit pozitivni G¢inky na zdravi ¢lovéka. Selektivni fermentace musi byt
pozorovana jak v in vitro, tak in vivo prostfedi (zvifeci travici trakt, lidsky travici trakt)
(Preter a Verbeke, 2015).

Prebiotika miZeme nalézt v ovoci, zelening, luSténinach ¢i cerealiich. V dnes$ni dobé

jsou jiz vyrabény i primyslové (Blaha a Visek, 2011).



Tabulka 3: Probioticky efekt oligosacharida (pievzato z: Preter a Verbeke, 2015).

Pozitivni u¢inky na

Nestravitelny Selektivni fermentace sdravi floveka
Substrat Citace Vysledek Citace V:tr:'o Citace Zvitata Citace Lidé Citace Prebiotika
Cardelle-
Penesar a Cobas a kol. Nilsson a Schumann Panesar a
Laktulosa Kumari + (2012), + Nyman +/- (2002) + Kumari Ano
(2011) Rycroft a (2005) (2011)
kol. (2001)
Roberfroid Roberfroid Roberfroid
Cummings a Roberfroid a a kol. a kol. a kol.
kol. (2001), kol. (2010), (2010), (2010), (2010),
FOS Roberfroid a * Rycroft a * Macfarlane * Macfarlane * Macfarlane Ano
kol. (2010) kol. (2001) a kol. a kol. a kol.
(2008) (2008) (2008)
Hemndndez a Maathuis a Macfarlane Macfarlane Macfarlane
kol. (2012), kol. (2012),
GOS + + a kol. + a kol. + a kol. Ano
Aachary a Rycroft a (2008) (2008) (2008)
kol. (2011) kol. (2001)
Broekaert a Broekaert a
kol.(2011), kol.(2011), Broekaert a Broekaert a Broekaert a
X0S Aachary a * Rycrofta  * kol (2011) T kol (011) ' kol (011 A
kol. (2011) kol. (2001)
Goffin a
Goffin a Rycroft a Goffin a Goffin a kol. (2001),
IMOS kol.(2001) - kol.2001)  * kol.(2001) T kol(2001) " Yenakol. Ne
(2011)
Broekaert a Broekaert a Broekaert a Broekaert a Broekaert a
AXOS kol.(2011) * kol(2011)  *  kol01) ' kol@oil) *  koloiy)  A™
Roberfroid Roberfroid Roberfroid
Cummings a Rycroft a a kol. a kol. a kol.
. kol. (2001), kol. (2001), (2010), (2010), (2010),
Inulin Roberfroid a * Roberfroid a * Macfarlane * Macfarlane * Macfarlane Ano
kol. (2010) kol. (2010) a kol. a kol. a kol.
(2008) (2008) (2008)

(+) efekt byl prokazan v nékolika studiich, (+/-) k dispozici jsou jen omezena data, (-)

nepotvrzena data

Prebiotika maji ptiznivé Gc¢inky na lidsky organismus. Hlavni funkei prebiotik je to, ze
slouzi jako zdroj uhliku a energie pro probiotika. Uvolnénou energii probiotika nasledné
vyuzivaji ke stimulaci svého rlistu a mnoZeni. Prebiotika maji také imunologické Uc€inky, kdy
dochazi k aktivaci leukocytil v tlustém stifevu, zvySuje se poc€et bun¢k v Peyerovych platech,
dochazi k podpofe produkce bakteriocinti probiotickymi bakteriemi proti patogennim
bakteriim a v tenkém stievu se zvySuje hladina IgA. Mezi dalsi funkce patii posileni bariery
stteva, acidifikace v tlustém stfevu, podpora absorpce vody a sodiku a zlepSeni dostupnosti
vapniku a hot¢iku (Blaha a Visek, 2011).

Vysledky studie Silk a kol. (2009) wukazuji, ze prebiotika jako jsou
galaktooligosacharidy mohou pomoci pii zmirnéni symptomt syndromu drazdivého tra¢niku

(Irritable Bowel Syndrome - IBS).



3.4 Synbiotika

Kombinace probiotik a prebiotik se nazyva synbiotika (Tuohy a kol., 2005). Prebiotika
podporuji funkci probiotik a spolecné tak napomdahaji k udrzeni rovnovéhy mikrobioty
Vv gastrointestinalnim traktu (GIT). Zaroven prebiotika probiotika vyzivuji (Kolida a Gibson,
2011).

Vyhodou synbiotik je zejména to, ze prebiotika v kombinaci s probiotiky spolecné
vytvaii zmény v metabolismu a stfevni mikrobioté hostitele. Snizuji pocet Skodlivych bakterii
a metabolitli proteinu a zvySuji SCFA a bakterie prospe€sné pro hostitele. Tim se stimuluje
funkce stievni lymfatické tkdn€¢ a podporuje imunitni systém jedince. Snizuje se pH ve
stitevech, coz podporuje inhibici patogenti a zvySuje absorbci minerdlnich latek pomoci
tlustého stfeva. Vedlejsimi produkty jsou plyny, které¢ vznikaji pfi §tépeni zbytkl proteinu a
oligosacharidu (obr. 1).

Rios de Souza a kol. (2015) uvadi, Zze prebotika napomahaji spolecné s probiotiky proti
sttevni infekci, posiluji imunitu, plisobi pozitivné proti obezit€ a snizuji riziko rakoviny

tlustého stfeva.

Prehiotika

Fermentace pomoci probiotik

Y &

Zmény ve stievnl mikrobioté Zmeény v hostitelském metabolismu

| Skodlivych bakterii T prosp&inych bakteni T 8CFA | metabolity protemni phyny
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-
,l,pH - -
stimulace stfevni lymfaticke thang /\ efekt v GIT prichodu

vytvofeni imunity inhibice patogent T absorbee mineralh
karcinom thistého SHeVE  m——éinek na zdravi anétlve strevni nemoce
metabolické nemoci ’7 \-xs}'ndrom drazdiveho tracniku
obezita - ledvinové nemoce
zdrava usta

Obrazek 1.: Pfehled u¢inka synbiotik na lidsky organismus (upraveno dle Preter a Verbeke,
2015).



3.5 Prebiotické oligosacharidy

Oligosachacharidy jsou sacharidy, které se skladaji z dvou az deseti molekul
monosacharidu. Mezi prebiotické oligosacharidy tadime fruktooligosacharidy (FOS),
galaktooligosacharidy (GOS), xylooligosacharidy (XOS), isomaltooligosacharidy (IMO),
oligosacharidy rafinosové fady (RSO) a laktulosu (Charalampopoulos a Rastall, 2012).

3.5.1 Fruktooligosacharidy (FOS)

Fruktooligosacharidy jsou kratké fetézce fruktosy (3 - 7 molekul), které jsou diky
B-glykosidické vazbé, B(1, 2), pro clovéka nestravitelné. V nékterych rostlinadch se vyskytuji
ptirozené. Vyrabi se enzymatickou hydrolyzou inulinu (Roberfroid a kol., 2010) nebo
syntézou ze sacharosy pomoci fruktosylfuranosidasy (Rudolfova a Curda, 2005).

Fruktooligosacharidy se déli na GF, typ a Fj typ (G = glukosa, F = fruktosa a n = pocet
jednotek fruktosy). GF, typ tedy ptedstavuje fruktuktooligosacharidy skladajici se z molekul
fruktosy zakonCeny molekulou galaktosy. F, typ jsou fruktooligosacharidy slozené pouze
z molekul fruktosy (Bohacenko a Pinkrova, 2014).

Pozitivni u¢inky na clovéka jsou pozorovany pii davce 2 az 10 g fruktooligosacharida
na den (Rudolfova a Curda, 2005).

Fruktooligosacharidy ptsobi proti prijmim a daji se koupit jako dopliky stravy pii
uzivani antibiotik, kdy je stfevni mikrofléra oslabena, napi. Laktobacily COMPLEX a

fruktooligosacharidy (Walmark a.s.).
3.5.2 Galaktooligosacharidy (GOS)

Galaktooligosacharidy (o-D-glukosa-(1-4)-p-D-galaktosa-(1-6),) se skladaji z molekul
glukosy a galaktosy. V fetézci byva 2 — 5 jednotek galaktosy. Vyrabi se enzymatickou
preménou z laktosy nebo laktulosy. Jsou zivoc¢isné povahy a mizeme je nalézt v lidském c¢i
kravském mléce (Tuohy a kol., 2005).

Pokud jsou pouzity v potravinafstvi, jsou galaktooligosacharidy schopny zvysit
viskozitu a ovlivnit bod tuhnuti vyrobku. Dale také zadrzuji vlhkost a snizuji tak aktivitu
vody, ¢imz vyrazné omezuji pribéh nezddoucich mikrobidlnich dé&ji, které mohou ve vyrobku
nastat (Rudolfova a Curda, 2005).

Galaktooligosacharidy se prodavaji také jako dopliky stravy ve form¢ bilého prasku ¢i

tobolek napt. GOS (rozpustna vlaknina), GOS kapsle (NutriExact).



3.5.3 Xylooligosacharidy (XOS)

Xylooligosacharidy se skladaji nejcastéji z 3 — 9 molekul xylosy spojené B(1-4)
glykosidickou vazbou (Broekaert a kol., 2011) (obr. 2). Vyskytuji se v ovoci, zelening, mléku
¢1 medu. Nejvyuzivangjsim xylooligosacharidem je xylobiosa, coz je disacharid pouzivany
Vv potravinarstvi (Vazquez a Kkol., 2000). Dle Rycroft a kol. (2001) napomahaji
xylooligosacharidy k riist bifidobakterii.

OH

Obrazek 2: Strukturni vzorec xylobiosy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/xylobiose).
3.5.4 Oligosacharidy rafinosové rady (RSO) - Sojové oligosacharidy (SOS)

Nejvice oligosacharidi rafinosové tfady obsahuji s6jové boby, ve kterych miize byt az
150 g téchto oligosacharidli na 1 kg bobi (De Reu a kol., 1997), ale jsou obsazeny i v dalSich
lusténinach. Nejcastéjsimi oligosacharidy rafinosové fady jsou rafinosa, stachyosa a
verbaskosa, téZ nazyvané jako sojové oligosacharidy (Mitsouka, 1992). Hara a kol. (1997)
uvadi, ze pro podporu rustu probiotickych bakterii sta¢i denné¢ snist 1 az 2 g téchto
oligosacharidui.

Rafinosa (obr. 3) je trisacharid tvofeny galaktosou, glukosou a fruktosou (o-D-
galaktosa-(1-6)-a-D-glukosa-(1-2)-B-D-fruktosa) (Mitsouka, 1992).

il C

Obrazek 3: Strukturni vzorec rafinosy (https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/name/raffinose).
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Stachyosa (obr. 4) je tetrachacharid tvofeny dvémi galaktosami, glukosou a fruktosou
(a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a- D-glukosa-(1-2)- B -D-fruktosa) (Mitsouka,
1992).

Obrazek 4: Strukturni vzorec stachyosy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/stachyose).

Verbaskosa (obr. 5) je pentasacharid tvofeny tfemi galaktosami, glukosou a fruktosou
(a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-galaktosa-(1-6)-a-D-glukosa-(1-2)-8-D-
fruktosa) (Mitsouka, 1992).

il

Obrazek 5: Strukturni vzorec verbascosy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/verbascose).
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Dle vysledka Rios de Souza a kol. (2015) byl po piidani oligosacharidi rafinosové fady
v prostiedi in vitro pozorovan narust bakterii rodu Lactobacilus a Bifidobacterium, a pokles

poctu bakterii Escherichia coli a rodu Streptococcus.

3.5.5 Isomaltooligosacharidy (IMO)

Isomaltooligosacharidy jsou sacharidy skladajici se z 3 — 9 molekul glukosy, spojené
a(1, 6) vazbou. V piirodé se vyskytuji v sojovych bobech ¢i cukrové titiné. Maji bifidogenni
ucinky, ale nékteré studie je mezi prebiotika nezatrazuji, jelikoz jsou Caste¢né traveny v

tenkém stievu, viz tabulka 2 (Gofin a kol., 2001).

3.5.6 Laktulosa

Laktulosa (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) je disacharid (obr. 6). Vznika
enzymatickou syntézou z laktosy a sklada se z molekul galaktosy a fruktosy (Panesar a
Kumari, 2011).

"””””\7

Obrazek 6: Strukturni vzorec laktulosy

(https://chem.nIm.nih.gov/chemidplus/name/lactulose).

Laktulosa se pfidava do lécivych piipravki proti zacpé, kde pisobi jako projimadlo
napft. Laktulosa Sandoz 670 mg/ml ve formé roztoku, ktery obsahuje 670 mg laktulosy na 1

ml roztoku. Tento piipravek se da vyuzit i pfi jaternich onemocnéni (lekarna.cz).

3.6 Prebiotické polysacharidy - inulin

Polysacharidy jsou sacharidy skladajici se z vice nez 10 molekul monosacharidu. Mezi
prebiotické polysacharidy fadime inulin (Novakova, 2012).

Inulin (obr. 7) je neSkrobovy polysacharid, strukturou podobny fruktooligosacharidim.
Sklada se z 10 — 60 molekul fruktozy (polyfruktosan) spojeny vazbou B(1, 2) (Stewart et al.

2008). Ve vysuSeném stavu to je bily prasek, ktery nema zadnou chut’ ani vini (Silvia, 1996).
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Inulin patfi mezi rezervni polysacharidy, tzn., ze se pfi jeho odbouravani v rostlin¢ uvolituje
potiebna energie (Novakova, 2012). Lze ho tedy nalézt v kofenech cekanky (15 az 20 %),
cibuli (1 az 5 %), Cesneku (4 az 12 %) nebo bananu (0,2 %). V dnesni dob¢ ho lze i
syntetizovat ze sacharosy (Niness, 1999). Jeho sumarni vzorec je CgHiont205,+1
(Novakova, 2012).

Obrazek 7: Strukturni vzorec inulinu (https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus/structure/inulin).

V soucasné dobé se vyrab¢ji smési na peceni chleba, které v sobé obsahuji inulin napf.
Vital PREBIO. To slouzi ke zvySeni obsahu prebiotické vladkniny ve stravé cCloveka
(Novakova, 2012). Aby mohl byt produkt oznacen jako produkt inulinovy, musi obsahovat
vice jak 3 — 6 g inulinu na 100 g vyrobku (European Parliament, 2006).

Inulin Ize koupit ve form¢ sypkého piipravku v mnoha internetovych obchodech (napft.

myprotein.cz).

3.7 Zdroje prebiotickych oligosacharidi

V Ceské republice se v posledni dobé fesi otazka péstovani rostlinnych proteinovych
krmiv pro hospodaiskd zvitata. Jako proteinové krmivo rostlinného pivodu oznaCujeme
obecné luskoviny (Suchy a kol., 2016). Tyto plodiny maji nejen vysoky obsah proteinu, ale i
vysoké procento prebiotickych oligosacharidi (Homolka a Kudrna, 2007).

Suchy a kol. (2016) zkoumal rozdily mezi mnoZstvim proteinu obsazenych v
luskovinach a to konkrétn¢€ u hrachu, so6ji, fepky, lupiny a bobu. Dle vysledkli bylo nejvice

proteind obsaZeno v s6ji a lupiné.

13



3.7.1 Séja

Soja (Glycine) se fadi do celedi bobovitych a stejné jako u lupiny je zndmo mnoho
odrid napt. Bohemians, Brunensis ¢i Korus. Rostliny byvaji 20 — 150 cm vysoké. Kvéty jsou
bilé az fialové, motylkovitého tvaru, utvarejici kvétenstvi ve tvaru hroznu (Minkevi¢ a
Borkovskij, 1953). Semena jsou kulata, ulozena v lusku. Barva je zluta, zelena, hnéda az
¢ernd. Mivaji nahotklou chut’ (Polék, 1955). S¢jovy extrahovany Srot a s6jovda moucka byva
pouzivana ke krmnym ucelim u driibeze a prasat, diky vysokému obsahu dusikatych latek
(36,6 — 50,4 %), zejména lysinu, tryptofanu, isoleucinu, valinu a treoninu. S6jova semena
obsahuji ale také mnoho antinutri¢nich latek, jako je napf. antitrypsin, ktery zabranuje St€peni
bilkovin v tenkém stfevu (Larbier a Leclercq, 1994).

Semena s6ji obsahuji mimo jiné i pomérné vysoké procento tuku (13,4 — 26,4 %) a
prebiotickych oligosacharidi, jako je stachyosa (1,7 — 3,7 %) nebo rafinosa (0,5 — 1,8 %)
(Honig a Rackis, 1979; Lee a Choung, 2011).

Dle Ruiz a kol. (2006) byl pozorovan negativni vliv na zdravotni stav kraliki pii zkrmu

extrahovaného sdjového Srotu.
3.7.2 Lupina

Lupina (Lupinus) neboli vI¢i bob se fadi do ¢eledi bobovitych a patii k rostlinam
pochazejicich od Stiedozemniho moie (Stranc a kol., 2008). Je znamo pies 300 druhi lupiny
(Kohajdova a kol., 2011). Mezi nejvyznamngéjsi druhy v Evropé patii lupina bila (Lupinus
albus), lupina zluta (Lupinus luteus), lupina tzkolista (Lupinus angustifolius) a lupina
proménliva, zvana téz andska (Lupinus mutabilis Sweet) (Hybl a kol., 2011).

Semena lupiny obsahuji vysoky obsah dusikatych latek, lipidi, neskrobovych
polysacharidi a oligosacharidii, zejména oligosacharidi rafinosové fady (Volek, 2009). Diive
se lupina z diivodu jeji nahotklé chuti péstovala pouze pro krmné ucely hospodaiskych zvirat
(Arnoldi a kol., 2011). V dnesni dobé jsou péstovany ,,sladké” odrady, které maji obsah
hotkych a antinutri¢nich latek nizky. TudiZ jsou vhodné i pro spotiebu ¢lovékem (Aniszewski
a kol., 2001).

Volek (2009) pozoroval rozdily mezi brojlerovymi kraliky krmenymi sdjovym Srotem,
slune€nicovym Srotem a semeny lupiny bilé odriidou Amiga. Bylo zjiSténo, Ze u kréalik
krmenymi lupinou, se nevyskytovaly travici potize tak ¢asto jako u ostatnich. To mohlo byt

zpusobeno vysokym obsahem prebiotickych oligosacharidi v semenech lupiny, které
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podporuji rast bakterii mlécného kvaseni a tim zvySuji 1 koncentraci kyseliny mlécné ve
stievech.

Suchy a kol. (2016) zjistil, ze se lupiny odlisného druhu, ale i odridy, ve vyzivovych
hodnotach lisi. Ukazalo se, ze z pohledu mnozstvi a kvality proteinu obsazené¢ho v rostling je
K péstovani a ke zkrmu nejvhodnéjsi lupina bila. Konkrétné to byla odriida Zulika, ktera méla
na rozdil od dalsich zkoumanych odriid (Amiga, Dieta) velice dobry vynos i vyzivovou

hodnotu.

3.7.2.1 Lupina bila a jeji odrady

Lupina bila (Lupinus albus) je 75 — 100 cm vysoka rostlina s vegetacni dobou trvajici
130 — 180 dni. Obvykle kvete bile nebo modrobile (obr. 8). Semena jsou velka, zplostéla a
hranata, ulozena v lusku (obr. 9). Barva je Zlutobila. Semena byvaji pouzivany pii vyrobé
mouky, ze které se pak mohou vyrabét Spagety nebo pecivo (Hybl a kol., 2011). Semena
obecn¢ obsahuji vysoké procento dusikatych latek (40 %), lipidi (12 %), hlavné
nenasycenych mastnych kyselin, a vlakniny, ktera zlepSuje stfevni peristaltiku a snizuje
hodnotu cholesterolu v krvi. Mouka ze semen lupiny ma nizky obsah Skrobu a zpomaluje
starnuti pec¢iva (Homolka a Kudrna, 2007).

Mimo jiné se da lupina vyuzit k obohacovani pidy, diky jeji schopnosti vazat do pudy
vzdusny dusik, pomoci hlizkovych bakterii (Hybl a kol., 2011).

V Ceské republice se péstuje mnoho druhti Lupiny bilé, jako piiklad si miizeme uvést

odridy Amiga, Butan, Dieta, Olezka a Wat (Homolka a Kudrna, 2007).

Obrazek 8: Lupina bila (cela rostlina)
(http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/files/68/5202.jpg).
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Obrazek 9: Semena lupiny bilé (http://www.freegluten.cz/lupina-lustenina-na-vzestupu).

Amiga se fadi mezi sladké odridy lupiny. Je to tedy stfedné rand odriida s nizkym
obsahem antinutri¢nich a alkaloidnich latek. Rostliny jsou vysoce odolné proti poléhani.
Kvéty jsou modrobilé. Semennd zralost se pohybuje okolo 136 dni. Obsah dusikatych latek
v sudiné semen je 37,5 %. Obsah lipidd je 14 %. V Ceské republice byla tato odriida
registrovana v roce 2004. Udrzovatelem této odrudy je Florimond Desprez z Francie (Vrabec,
2008).

Zulika je polorana odruda fadici se také mezi sladké odrudy. Kvéty jsou modrobilé.
V Ceské republice byla tato odriida registrovana v roce 2007. Udrzovatelem této odrady je
OSEVA PRO s.r.0. (Mezlik, 2008).

Odolnost rostlin odridy Dieta proti poléhani je primérna. Obsah dusikatych latek
Vv susiné semene je 39,6 % a lipidu je 12,5% (Vrabec, 2008). Dieta je to vysoka, velkolista a

velkozrnna rostlina. Udrzovatelem této odrady je Lyle Morrison & Partners z Velké Britanie.

3.7.2.2 Vyuziti lupiny

Lupina ma mnoho moznosti vyuziti. Lupina se d4 péstovat jako okrasna rostlina, kdy
se na internetu daji koupit jednotliva semena rtiznych odrud lupiny (osiva-semena.cz). Lupina
se da vyuzit v rybarstvi jako navnada, kdy se prodavaji semena lupiny nalozené ve sladkém
nalevu (arybarstvi.cz). Semena lupiny se nakladaji do oleje a poté se konzumuji (obr. 10).
Tento vyrobek je volné dostupny na internetu pod nazvem Tremocos do olival
(Portugalshop). V posledni dob& se semena hojné pouzivaji k vyrobé mouky, ktera se
nasledné pridava do prumyslové vyrabénych produktii a to jak do peciva, Spaget, suSenek,
cukrovy, chlebti ¢i masnych vyrobkii (Homolka a Kudrna, 2007). Na trhu lze sehnat i

vyzivovy doplnék ve formé proteinu extrahovaného z lupiny napt. Bio Vegan Lupina protein
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200g PURYA! (Elixir) (obr. 11) &i lupinové kavy (Bioobchod) (obr. 12). Lupina se dé také

vyuzit v kosmetice napf. Sampon podporujici rist vlasu (Yves-rocher) (obr. 13).

Obrazek 10: Semena nalozena do oleje: Tremocos do olival

(http://Iwww.portugalshop.cz/tremocos/tremocos-do-olival-lustenina-350-g).

Obrazek 11:Vyzivovy dopln€k ve formé proteinu vyextrahovaného z lupiny: Purya!
(https://wwwe.elixi.cz/purya-bio-vegan-lupina-protein-200-g-p46228/).

Obrazek 12: Lupinova kava (http://www.bioobchod.cz/kava-lupinova-prazena-mleta-bio-
2509).

Obrazek 13: Sampon podporujici rist vlasi s extraktem z lupiny (http://www.yves-

rocher.cz/sampon_podporujici_rust_vlasu).
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4 Metodika

4.1 Stanoveni mnoZstvi oligosacharidi rafinosové rady ve vybranych
hospodarskych plodinach

Pro stanoveni mnozstvi oligosacharidi rafinosové tady byly vybrany hospodaisky
vyznamné plodiny, ze kterych se nejcastéji vyrabéji proteinové krmné smési pro hospodarska
zvitata. Sledovanymi plodinami byly fepka, slunecnice, s6ja a lupina. Stanoveni se provadélo
pomoci biochemického testu od Megazyme®.

Princip tohoto testu spociva vtom, ze dochazi pomoci enzyml a-galaktosidasy a
invertasy K rozstépeni oligosacharidi rafinosové fady (rafinosy, stachyosy a verbaskosy) na
jednotlivé molekuly D-galaktosy, D-glukosy a D-fruktosy (obr. 14). Nasledné se
spektrofotometricky zméti mnozstvi D-glukosy ve vzorku, pfi¢emz plati, Ze jedna molekula
glukosy se rovnd jednomu oligosacharidu. Timto testem nelze urcit pfesné mnozstvi
jednotlivych oligosacharidii rafinosové fady, ale pouze jejich celkové mnozstvi.

Test obsahuje n€kolik lahvicek s chemikaliemi, ze kterych byly dle navodu namichany
potiebné roztoky (sodium acetat pufr I., invertasa, a-galaktosidasa s invertasou, GOPOD), a
kontrolni vzorek mouky.

Na stanoveni bylo potfeba 0,5 g vzorku ¢i kontrolni mouky. Toto mnozstvi bylo
smichano s 5 ml 95% Ccist¢ého nedenaturovaného etanolu. Roztok byl nésledné vlozen na 5
minut do vodni lazn€ o teploté¢ 85°C, ¢imz bylo dosazeno inaktivace pritomnych enzymad.
Roztok byl poté kvantitativné ptreveden do 50ml odmérné baiiky a nasledné doplnén po rysku
pomoci roztoku sodium acetat pufr 1. Pfipraveny roztok byl ponechan po dobu 15 minut pfi
pokojové teploté, coz vedlo k vylouhovani latek z mouky do roztoku. Po promichani bylo ze
vzorku odebrano po 5 ml do tfi centrifugacnich zkumavek a ptidano po 2 ml chloroformu.
Roztok v centrifugac¢nich zkumavkach byl zvortexovan a nasledné zcentrifugovan po dobu 10
min na 3000 ot/min. Pomoci centrifugy byl oddélen tuk, ktery byl navazan na chloroform, a
vodni faze, kterd obsahovala oligosacharidy. Z kazdé centrifuga¢ni zkumavky bylo odebrano
po 200 ul vodni faze do dalSich tiech zkumavek ozna¢enymi pismeny A, B, C. Do zkumavky
A bylo ptidano 200 pl roztoku sodium acetat pufr 1., do zkumavky B bylo ptidano 200 pl
roztoku invertasy a do zkumavky C bylo ptidano 200 ul roztoku a-galaktosidasa s invertasou.
Pro test bylo také potieba vytvofit slepy vzorek (400 pl roztoku sodium acetat pufr 1.) a
glukosovou kontrolu (100 pl 5. lahvi¢ky (glukosa) + 300 pl roztoku sodium acetat pufr 1.).
Upravené vzorky, slepy vzorek a glukosova kontrola byly zakryty alobalem a inkubovany pfi
50 °C na 20 minut. Po uplynulé dobé¢ bylo do kazdé zkumavky ptidano 3 ml roztoku GOPOD,
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a poté vlozeny zpét do vodni lazné¢ na dobu 20 minut, coz vedlo k ¢ervenému zabarveni
roztoku. Roztoky byly poté pielity do kyvet a vloZzeny do spektrofotometru Tecan, kde byla
zmétend absorbance pii vinové délce 510 nm. Vysledek byl poté prepocitan na gramy RSO

ve 100 g mouky za pomoci vzorci uvedenych v testu Megazyme®.

5 g mouky + 5 ml 95% ethanol —
doplnény na objem 50 ml pomoci
roztoku sodium acetét pufr I.

1/ SIInl \ml
/5m ; \

+ 2 ml chloroformu + 2 ml chloroformu + 2 ml chloroformu

:

PN

vodni faze
chloroforom + tuk

J |

Obrazek 14: Postup pii stanovovani mnoZzstvi RSO ve vybranych hospodaiskych plodinach
(zkumavka A: 200 pl vodni faze + 200 pl roztoku sodium acetat pufr I, zkumavka B: 200 ul
vodni faze + 200 pl roztoku invertasy, zkumavka C: 200 pl vodni faze + 200 pl roztoku o-

galaktosidasa s invertasou).

4.2 Extrakce prebiotickych oligosacharida z mouky lupiny

Poté co byla ovéfena piitomnost oligosacharidii rafinosové fady v luping, bylo mozné
prejit k samotnému extrahovani. K izolaci rafinosy a stachyosy je nejprve tfeba extrahovat ze
vzorku pomoci vody a etanolu vSechny sacharidy a poté je separovat pomoci molekulového
sita na gelové permeacni chromatografii. Identifikace jednotlivych sacharidii pak probiha
pomoci chromatografie na tenké vrstvé.

Byly vybrany nejvyznamnéjsi odriidy lupiny péstované v CR: Amiga, Zulika a Dieta.
Zvolena metoda, musi byt provedena tak, aby byly odstranény vSechny latky, které by mohly

vysledek ovlivnit a musi byt zaroven Setrna k potfebnym oligosacharidiim.
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4.2.1 Extrakce oligosacharidu rafinosové rady

K extrakci sacharidu byla pouzita upravena metoda dle Ekvalla a kol. (2007) a k izolaci
jednotlivych oligosacharidi pak metoda podle Warda a kol. (2006). Z rozemleté mouky
Z bobti lupiny bylo odebrano pfiblizné€ 5 g vzorku a smichano s 40 ml destilované vody a s 40
ml 96% etanolu. Roztok byl promichan a nasledné zahian pomoci vodni 14zné na 90 °C po
dobu 10 minut, coz vedlo k deaktivaci enzymi, které by mohly sacharidy poskodit. Z divodu
uvolnéni co nejvice oligosacharidi do roztoku, byla smes nasledné promichana po dobu 30
minut na michaéce. Poté byl roztok zcentrifugovan na 6500 ot/min pii 4 °C po dobu 10 minut,
tim se od sebe oddélila pevna a tekutd slozka. Tekutd slozka byla slita do centrifugac¢nich
zkumavek, smichana s 99% chloroformem, promichana a znovu vlozena do centrifugy na
6500 ot/min pfi 4 °C po dobu 5 minut. Na 11,5 ml roztoku bylo ptidano 2,5 ml chloroformu.
Ptidanim chloroformu a centrifugaci bylo docileno odd¢€leni tukové slozky od sacharidového
roztoku, ktery byl ihned odebran a prefiltrovan pomoci filtraéniho papiru. Filtrace byla
provadéna z ditvodu odstranéni pevnych zbytki.

Prefiltrovany roztok zbaveny pevné a tukové slozky se nasledné vlozil do vakuové
odparky a nechal se odpafovat po dobu 20 minut pii 40 °C do medové konzistence. Pokud
byla konzistence pfili§ tuha, roztok se rehydratoval pomoci ddH,O. Dalsim krokem bylo
aplikovani roztoku na kolonu, gelové permeacni chromatografie, kde byly od sebe oddéleny
jednotlivé typy oligosacharidi podle metody Warda a kol. (2006). Princip oddéleni sacharida
spo¢iva vtom, ze gelovd kolona slouzi jako pdrovitda membrana, ktera propusti pomoci
gravitace nejdiive téz8i, veEtSi molekuly (oligosacharidy) a poté molekuly mensi
(monosacharidy), které se v molekulovém situ vice zachyti (Hagel, 2001). V tabulce 4 jsou
uvedeny sumarni vzorce a molekulové hmotnosti jednotlivych sacharidd, obsazenych

v lupiné.

Tabulka 4: Prehled sacharidti obsazenych v lupiné (TOXNET, 2017).

Sacharid CAS Registracni ¢islo  Molekulova hmotnost Sumarni vzorec
Galaktosa  59-23-4 180.155 C6-H12-06
Sacharosa  57-50-1 342.295 C12-H22-011
Rafinosa 512-69-6 504.435 C18-H32-016
Stachyosa  470-55-3 666.575 C24-H42-021
Verbascosa 546-62-3 828.715 C30-H52-026
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Pro pokus byla pouzita sklenéna kolona se stacionarni fazi Toyopearl HW40F o
rozmérech 1,6 x 180 cm. Jako mobilni faze byla pouzita 1% kyselina octova. Kolona byla
napojena na sbérac¢ frakei Gilson FC 204 Fraction Collector, pomoci které¢ho byl zajistén sbér
vzorki (frakei) po padesati kapkach do jednotlivych o€islovanych zkumavek. Poté co kolonou

prosel cely vzorek, byla provedena analyza frakci na tenkovrstvé chromatografii.

4.2.2 Analyza frakei

Analyza jednotlivych frakci byla provadéna pomoci chromatografie na tenké vrstvé
(TLC — Thin layer chromatography). Je to chemicko-biologicky proces, pii kterém se pomoci
stacionarni faze (hlinéna destic¢ka s vrstvou silikagelu — Alugram SIL G/UV2s4) a mobilni faze
(isopropanol:voda:amoniak) odd¢li jednotlivé molekuly, obsazené v roztoku, podle afinity ke
stacionarni fazi. To slouzi k ur€eni, v jakych zkumavkiach se potiebné oligosacharidy
nachazeji a zdali nebyl vzorek kontaminovén jinymi nezadoucimi sacharidy.

K rozpoznani jednotlivych frakci sacharidl, bylo potieba piipravit vzorky se standardy
stachyosy a rafinosy, které byly zadané, ale také sacharosy a galaktosy, které byly pro pokus
nezadouci. Standardy byly pfipraveny o koncentraci 3 mg suSeného sacharidu na 1 ml
destilované vody.

Standardy i vzorky se poté aplikovaly po dvou kapkach o objemu 0,9 ul na TLC
desticku o rozmérech 6,7 x 5 cm. Byla zhotovena i1 kontrolni TLC desticka, kam byly
aplikovany pouze standardy. Standardy byly rovnéz aplikovany i na desticku se vzorky.

Desticky byly popsany dle obrazku 15.

0.5 cm 1lcm
—— ot
T T S O | | | |
S N O E e B | | 1 |
RSSG 123 4 567 [}o9em R S S G }09em

Obrazek 15: Popsani TLC desticky se vzorky a se standardy a kontrolni TLC desticky se

standardy (RS: rafinosa a stachyosa, SG: sacharosa a galaktosa).
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Jednotlivé vzorky ziskané z kolony byly na desticky aplikovany podle potadi odkapu
z kolony. Po zaschnuti, byly jednotlivé desticky vlozeny do mobilni faze, ktera byla
pfipravena pomoci isopropanolu, amoniaku a destilované vody v poméru 5:1:2, v nasem
ptipad¢ 27 ml, 5,4 ml a 11 ml. Toto mnozstvi bylo rozdéleno do dvou sklenénych nadobek.
Mobilni ¢inidlo zde bylo pouzito pro separaci frakci na desticce. Po vyjmuti desticky bylo
oznaceno Celo, misto, kam roztok vystoupal, cca 1 az 0,5 cm od horniho okraje. Desticka byla
vysuSena a vloZzena do mineraliza¢niho c¢inidla obsahujiciho 15% roztok kyseliny sirové
v etanolu. Po mineralizaci byla desticka vysousena pomoci horkovzdusné pistole do té doby,
dokud na desti¢ce nedoslo k vizualizaci jednotlivych frakci (hnédé skvrny) (obr. 16).

Pro detekci piipadného zbytkového proteinu byl pouzit test na piitomnost protein
podle Bradforda (1976). Do 30 pl vzorku bylo pfidano 150 pl destilované vody a 150 pl
Bradfordova ¢inidla. Vzorky i pfedem piipravené standardy (lidsky sérovy albumin) byly
proméfeny na spektrofotometru Tecan pti vinové délce 595 nm.

Frakce, které obsahovaly pouze zadané oligosacharidy s obsahem proteinu maximalné
do 1 mg/ml, byly kvantitativné pfevedeny do predem zvéazené lyofiliza¢ni banky a
zlyofilizovany pii -56°C po dobu 2 dnt. Lyofiliza¢ni baiika byla i s oligosacharidy nasledné

zvaZena a byla vypocitana hmotnost vyizolovanych oligosacharidii.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni mnoZstvi oligosacharidii rafinosové rFady ve vybranych

hospodarskych plodinach

Prvotnim cilem pokusu bylo potvrdit pfitomnost oligosacharidu rafinosové fady (RSO)
v luping. Pomoci enzymatického testu pro stanoveni RSO od Megazyme® bylo zjisténo a
nasledn¢ porovnano mnozstvi téchto oligosacharida v jednotlivych vybranych hospodaiskych
plodinéach. Vysledky byly zpracovany do tabulek a nasledn¢ vyhodnoceny.

Z tabulky 5 lze vycist, ze nejveétsi podil oligosacharidi rafinosové fady byl zjistén
v bobech lupiny. Lupina obsahovala 8,26 + 0,14 g RSO na 100 g mouky. S6ja obsahovala
také velké mnozstvi RSO, konkrétné 6,96 + 0,21 g téchto oligosacharidii na 100 g Srotu, coz
je velmi podobné s vysledky u lupiny. Nejméné oligosacharidi rafinosové fady bylo zjisténo
Vv extrahovanych Srotech fepky (1,79 + 0,14 g RSO / 100 g Srotu) a slunec¢nice (1,73 + 0,26 g
RSO /100 g srotu).

Tabulka 5: Zjisténé mnozstvi pfitomnych oligosacharidi rafinosové fady (RSO) ve vybranych

plodinach.
RSO
g/100 g SD*
Lupina - Zulika (mouka) 8,26 0,14
Soja (extrahovany Srot) 6,96 0,21
Repka (extrahovany $rot) 1,79 0,14
Sluneénice (extrahovany $rot) 1,73 0,26

*SD: smérodatna odchylka

5.2 Extrakce oligosacharidi rafinosové rady z mouky lupiny

Po zjisténi podilu oligosacharidii rafinosové tfady v plodindch, byla druhym cilem
izolace téchto oligosacharidi z vybranych odrud lupiny, coz byly Zulika, Amiga a Dieta.

Na obrazku 16 jsou cervené vyznaceny frakce, které obsahovaly pouze pozadované
oligosacharidy rafinosové tady, tzn. bez pfimési galaktosy ¢i sacharosy. Bylo ptredpokladano,
ze se potiebné oligosacharidy budou vyskytovat ve frakcich od ¢. 50 do ¢. 100. Jako ptiklad

uvadim obrazek 16, vzorek Zulika, kdy se oligosacharidy rafinosa a stachyosa vyskytovaly od
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frakce €. 72 az do ¢. 104. Od frakce ¢. 87 byly v téchto frakcich pfitomny jiné ptimési, kdy
doslo k vizualizaci galaktosy, tudiz byly pro pokus nepouzitelné. Vysledky u odrid Amiga a
Dieta byly s mirnymi odchylkami shodné.

Obrazek 16: Frakce obsahujici vylucné oligosacharidy rafinésové fady (RSO) oznacené

v ¢erveném ramecku (vzorek: Zulika).

V tabulce 6 jsou zapsany zjisténé hmotnosti vyizolovanych oligosacharidii rafinosové
fady. Nejvice oligosacharidii rafinosové fady bylo vyizolovaano z odridy Amiga, ze které se
vyizolovalo 2,84 ¢ RSO na 100 g mouky. Nejméné bylo vyizolovano 1,38 g RSO na 100 g
mouky z odridy Dieta. Z odrudy Zulika bylo vyizolovano 1,74 g RSO na 100 g mouky,
z ¢ehoz se da predpokladat, ze zvolenym postupem bylo vyizolovano cca 21 % oligosacharidi

rafinosové fady z celkového zjisténého mnozstvi téchto oligosacharidu.
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Tabulka 6: Mnozstvi vyizolovanych oligosacharidi rafinosové fady (RSO) z jednotlivych

odrtd lupiny.
RSO
Odruda lupiny 0/100 g mouky
Zulika 1,74
Amiga 2,84
Dieta 1,38
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6 Diskuze

Oligosacharidy rafinosové fady jsou nedilnou soucasti semen hospodaiskych plodin.
Nékteré plodiny téchto oligosacharidii obsahuji vice a nékteré méné. Plodiny jako je fepka ¢i
slunecnice téchto oligosacharidii moc neobsahuji. Lusténiny uz téchto oligosacharidti obsahuji
vice. Tento piedpoklad byl u naSich vysledkt potvrzen. Séja a lupina obsahovaly v semenech
vetsi podil RSO nez semena fepky a slune¢nice. Nejvice jich podle nasich vysledkl obsahuje
lupina. Aby mohly byt naSe vysledky porovnavany s vysledky ostatnich autorti, bylo potfeba
vysledky ptepocitat na mnozstvi RSO v susiné. Pfedpokladem bylo, Ze mouka ze semen
lupiny obsahuje 15 % vlhkosti (tab. 7).

Dle studii Martieney-Villaluenga a kol. (2005a), kdy byly oligosacharidy extrahovany
pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC - high perfonmance liquid
chromatography) dle Granito a kol. (2002), bylo u tfinacti $panélskych odrid lupiny zjisténo,
ze odrudy lupiny bilé (Lupinus albus) obsahuji na rozdil od odrid lupiny zluté (Lupinus
luteus) a lupiny tuzkolisté (Lupinus angustifolius) nejméné verbaskosy. U nékterych odrid
lupiny bile nebyla verbaskosa nalezena vibec. Bylo vSak nalezeno vysoké mmnozstvi
stachyosy (tab. 7). Primérné mnozstvi oligosacharidi rafinosové fady u odrid lupiny bilé
bylo 7,12 g RSO na 100 g susiny, coZ odpovida nasim vysledkim.

Toto mnozstvi potvrzuje i Muzquiz a kol. (1999), ktery zkoumal mnozstvi
oligosacharidd rafinosové fady u odrid lupiny bilé Lupinus albus cv. Bardo a Lupinus albus
cv. Bac. Primérné mnozstvi téchto oligosacharidl vybranych odrad lupiny bylo 8,3 g RSO na
100 g susiny (tab. 7). Muzquiz a kol. (1999) zkoumal také mnozstvi oligosacharidi rafinosové
fady v hrachu (Pisum sativum), s6ji (Glycine max), bobu (Vicia faba) a fazolu (Phaseolus
vulgaris) (tab. 7). V odrud¢ hrachu Kastor bylo nalezeno 8,43 g RSO na 100 g sus$iny, coZ je
vice nez uvadi Ekvall a kol. (2007) i Brummer a kol. (2015), to mohlo byt zplsobeno
vybérem odridy hrachu. Z vysledki lze vycist, ze velké procento oligosacharidi rafinosové
fady bylo nalezeno i ve fazolu odridy Saxa, ktery obsahoval 6,85 g RSO na 100g susiny. Pfi
porovnani s vysledky podle Brummera a kol. (2015) je toto mnozstvi nesrovnatelné vyssi.
Nejméné oligosacharidi rafinosové fady obsahovala odriida bobu Nadwicelanski 4,7 g RSO
na 100 g suSiny. Odrida sdji Nawiko obsahovala 6,5 g RSO na 100 g suSiny, coZ je
srovnatelné s naSimi vysledky.

U vysledkd Ekvalla a kol. (2007), ktery extrahoval oligosacharidy z dvaceti odrid

semen hrachu, bylo zjisténo, ze hrach obsahuje cca 5,67 g oligosacharidi rafinosové fady na
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100 g susiny. Vysledky také poukazuji na to, ze povaienim hrachu se mnozstvi oligosacharida
v semenech snizi o 1/3 (tab. 7).

Podle studie Xiaoli a kol. (2008), ktefi zkoumali mnozstvi oligosacharidii rafinosové
fady a sacharosy U 19 druhd semen cizrny, bylo zjisténo, Ze v cizrné je obsazeno prumérné
3,18 g RSO ve 100 g susiny téchto semen (tab. 7).

Brummer a kol. (2015) zkoumal mnozstvi jednotlivych sacharidi v riznych
hospodaiskych plodinach, jako jsou fazole, cizrna, ¢ocka a hrach (tab. 7). Z vysledku
vyplyva, Zze nejméné oligosacharidl rafinosové fady nalezneme v semenech cizrny a fazolu.
Déle pak v ¢oc€ce a nejvice v hrachu. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s vyslednymi hodnotami
dle Xiaoli a kol. (2008) a Ekvalla a kol. (2007).

Wongputtisin a kol. (2015) uvadi, ze u odrudy séji Glycine max cv. Chiang Mai60 je
mnozstvi oligosacharidl rafinosové fady okolo 15,33 g na 100 g susiny, z toho 0,8 g rafinosy,
14,5 g stachyosy a 0,2 g verbaskosy (tab. 7). Coz je vice nez u lupiny. Tento vysledek mohl
byt ovlivnén odridou, kterd obsahovala velké mnozstvi stachyosy.

U naSich vysledkl bylo prokazano, Ze lupina obsahuje vice oligosacharidl rafinosové
fady, nez ostatni vybrané plodiny (tab. 7). Bylo zjisténo, Ze lupina bila odrida Zulika
obsahuje 8,26 = 0,14 g RSO na 100 g mouky tzn. 9,2 g RSO na 100 g suSiny. Z této hodnoty
bylo vsak extrahovano pouze 1,74 g RSO, coz odpovida cca 21 % (tab. 7). Nizsi vytéZznost
byla zplsobena ptitomnosti nezadoucich oligosacharidii (sacharosa a galaktosa) v nékterych
frakcich, které musely byt zprocesu ziskdvani odstranény. Niz§i vytéznost mulze byt
zpusobena 1 malou efektivnosti zvoleného postupu extrakce. Mnohem u¢inn¢j$i metodu uvadi
(Martinez-Villaluenga a kol., 2004), kdy byla extrakce RSO provadéna pies kiemelinu a
dievéné uhli. Uinnost této metody byla 99,4 %.
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Tabulka 7 : Mnozstvi oligosacharidi rafinosové fady v riznych hospodatskych plodinach.

Rafinosa Stachyosa  Verbaskosa RSO
(9/100 ¢ (9/100 ¢ (9/100 ¢ (9/100 g Citace
sus.) sus.) sus.) sus.)
L. albus cv. Zulika nezjisténo nezjisténo nezjisténo 9,20
Séja nezjisténo nezjisténo nezjisténo 8,19
y Meé vysledky
Repka nezjisténo nezjisténo nezjisténo 2,11
Slunecnice nezjisténo nezjisténo nezjisténo 2,00
L. albus cv.
0,62 5,74 0,19 7,56
multolupa
L. albus cv. marta 0,33 7,24 0,94 8,51 Martieney-
L. albus LO-3844 0,44 7,26 nenalezena 7,71 Villaluenga a kol.
L. albus LO3846 0,54 6.85 nenalezena 7,39 (2005a)
L. albus LO-3848 0,36 571 nenalezena 6,07
L. albus LO-3855 0,48 4,98 nenalezena 5,46
L. albus cv. Bardo 1,90 5,40 1,18 8,48
L. albus cv. Bac 1,41 6,10 0,73 8,24
P. sativum cv. Kastor 2,31 2,97 3,15 8,43 ]
) Muzquiz a kol.
G. max cv. Nawiko 2,83 3,67 nenalezena 6,50
(1999)
V. faba cv.
) ) 1,78 2,92 nenalezena 470
Nadwicelanski
P. vulgaris cv. Saxa 0,64 6,21 nenalezena 6,85
Hrach - Cerstvy 2,95 1,44 1,29 5,67 Ekvalla a kol.
Hrach - spafeny 2,18 1,17 0,57 3,92 (2007)
) Xiaoli a kol.
Cizrna neuvedeno neuvedeno neuvedeno 3,18
(2008)
Fazole - Navy 0,29 2,17 0,10 2,56
Fazole - Pinto 0,34 1,89 0,07 2,30
Cizrna - Desi 0,47 1,65 0,04 2,18
Cizrna - Kabuli 0,37 1,14 0,04 1,55 Brummer a kol.
Cocka - zelena 0,20 1,83 1,34 3,37 (2015)
Cocka - Gervena 0,16 1,76 1,10 3,20
Hrach - zeleny 0,56 1,98 1,61 4,15
Hrach - Zluty 0,89 2,06 1,56 4,51
Glycine max cv. Wongpulttisin a
0,8 14,5 0,2 15,33

Chiang Mai60

kol. (2015)
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Rada (2007) zkoumal pomoci enzymatického testu od Megazyme®™, mnoZstvi
oligosacharidl rafinosové fady v s6jovych krmivech (BR1, BR2 a BR3) a potravinach (s6jova
mouka, sojovy granulat, suSena sojova smetana, sdjovy fez, sojovy suk) (tab. 8). Dle vysledki
bylo zjisténo, Ze nejvice RSO bylo nalezeno v sdjové mouce. Za piedpokladu, ze pro podporu
rustu probiotickych bakterii staci denné snist 1 az 2 g oligosacharidl rafinosové fady (Hara a
kol., 1997), 1ze minit, Ze by tuto potfebu mohl pokryt jeden sojovy suk (50 g) denné, ktery
obsahuje cca 1,4 g RSO.

Pokud dle vysledkti Rady (2007) lze ptedpokladat, ze 100 g sdjové mouky obsahuje 5,5
— 4,5 g RSO, mizeme vydedukovat, Zze obsah RSO v lupinové mouce dle naSich vysledka
8,26 g RSO/100 g mouky je nejen dostacujici, ale 1 vyssi. Lupina je proto lepSim zdrojem

oligosacharidi rafinosové fady nez sdja.

Tabulka 8: Obsah oligosacharidu rafinosové fady v krmnych smésich a potravinach (Rada,
2007).

Krmivo/vyrobek g RSO/kg g RSO/100 ¢
BR1 21,17 +£2,28 2,1
BR2 21,06 + 3,98 2,1
BR3 22,16+ 1,66 2,2
Sojova mouka hladka 45,33 £8,15 4,5
S6jova mouka hruba 55,88 £ 14,71 55
Soéjovy granulat 33,56 + 6,89 3,3
Séjova smetana susena 18,19+ 3,32 1,8
Sojovy fez 21,62 £1,49 2,2
Soéjovy suk 27,82 +£5,38 2,8

Suchy a kol. (2001) uvadi, Ze vyslechténim novych odrad ,,sladké* lupiny s nizkym
obsahem antinutri¢nich latek a vysokym obsahem proteinti se miize lupina vyznamné uplatnit
ve vyzive zvifat i lidi. U potravin obohacenymi lupinou byl prok4zan vliv na zmirnéni pocitu
hladu, ovlivnéni bilance energie, pozitivné ovliviiuji glykemii, hladinu krevnich lipidi a
hypertenzi, déle také zlepSuji vyprazdiovani stiev. Nevyhodou jsou mozné alergické reakce
na protein z lupiny. Lupina také pozitivné ovliviiuje vlastnosti potravin, napi. dodavaji

nazloutlou barvu ¢i zpomaluji starnuti peCiva (Homolka a Kudrna, 2007). Vyizolované
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oligosacharidy rafinosové fady zkracuji dobu fermentace u mléénych vyrobkii a mohou se
pfidavat do rtznych funkénich potravin, které pak maji prebioticky efekt (Martinez-
Villaluenga a kol., 2005b).
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[ Zavér

Lupina obsahuje oligosacharidy rafinosové tady. Rozdily v mnozstvi RSO v
semenech lze pozorovat u riznych plodin i odrid, ale i pfes mirné¢ odchylky bylo
potvrzeno, ze lupina obsahuje v semenech nejvétsi podil RSO. Tyto oligosacharidy se
podafilo ze semen extrahovat v podobé bilého prasku. Zvolena extrakce nebyla pfili§
ucinna (21 %), ale bylo ziskano dostate¢né mnozstvi oligosacharidi pro dalsi testovani.

Lupina se pomalu stava soucasti nasi stravy a to v riznych formach napft. v pecivu,
téstovinach ¢i jako dopliky stravy. Bylo ovéfeno, Ze lupina obsahuje dostatecné mnoZzstvi
oligosacharidu rafinosové fady, aby mohla slouzit pfi pravidelné konzumaci jako zdroj
prebiotik. Lupina 1 vyextrahované oligosacharidy rafinosové fady se daji vyuZzit pro

vyzivu lidi a vyrobky z lupiny lze tedy zaradit mezi funk¢ni potraviny.
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