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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétfena na vyvoj cerealnich vyrobki pro zvlastni vyzivu s pfidavkem
lusténin, fas a kvasinek.

V teoretické Casti jsou vypracovany odborné poznatky o bezlepkovych ceredliich, jejich
chemickém slozeni, lepku a obohacovani potravin. Poté byl zpracovan ptehled o lusténinach,
fasach a kvasinkach, které byly v této praci testovany. V ramci literarni reSerse byl kladen dliraz
na chemické slozeni analyzovanych produkta.

V experimentalni ¢asti byla provedena charakterizace vybranych bezlepkovych cerealii a
luSténin. Testovanymi cerealiemi byly pohanka, quinoa a bezlepkové ovesné vlocky. Z fad
lusténin byly vybrany hrach, cervena c¢ocka a ¢erna cocka Beluga. Dale byly pfipraveny riizné
druhy extrakti ztas a kvasinek, jez nasledné¢ byly optimalizovany. Pro obohaceni
pseudoceredlii byly vybrany tasy Dulse, Chlorella a Spirulina. Ze zastupcl kvasinek bylo
zvoleno suSené pekaiské drozdi a Saccharomyces cerevisiae. V bezlepkovych cereéliich a
lusténindch byly stanoveny polyfenoly, flavonoidy, antioxida¢ni aktivita, sacharidy, bilkoviny,
mastné kyseliny, lipidy a lipofilni pigmenty. U ceredlii byl navic jesté stanoven obsah B-glukanti
a lepek. V extraktech z fas a kvasinek bylo zjis§téno mnozstvi fenolickych latek, flavonoida,
antioxidantli, celkovych mastnych kyselin, lipofilnich latek, pigmentd a B-glukant, Vybrané
vzorky byly také podrobeny antimikrobidlnim testiim a testiim cytotoxicity.

Na zavér byly piipraveny smésné cerealni produkty z vybrané bezlepkové ceredlie,
lusténiny, zvolenych extraktli z fas a kvasinek a z biomasy fas. Ze ziskanych vysledki byly
vybrany extrakty, které byly podrobeny MTT testiim cytotoxicity. Bylo zjisténo, Ze pfiddnim
hrachu, extraktl zfas a kvasinek nebo samotné fasové biomasy doSlo k navySeni obsahu
proteini v pfipravenych smésich. Déle bylo prokazano, Ze v extraktech ztas Chlorella a
Spirulina ¢i jejich biomasy pfipravenych pomoci smési rozpoustédel hexan:ethanol vzrostlo
mnozstvi antioxidantl. Ze ziskanych vysledkid vyplyva, Ze kombinace cerealii s luSténinami je
vhodné pro navySeni obsahu proteinli v bezlepkovych vyrobcich. Dale bylo také zjisténo, Ze
vybrané mikrofasy a kvasinka maji potencial pro obohaceni bezlepkovych vyrobki o bioaktivni
latky, a to pfi pouZiti biomasy ¢i extraktii z nich vyrobenych.

KLICOVA SLOVA

cerealie, lepek, bezlepkové ceredlie, luSténiny, mikrofasy, kvasinky, bioaktivni latky,
obohacovani potravin



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the development of cereal products for special nutrition with
the addition of legumes, algae and yeast.

In the theoretical part, expert knowledge about gluten-free cereals, their chemical
composition, gluten and food fortification is developed. Then an overview of the legumes, algae
and yeasts tested in this work was elaborated. As a part of the literature review, emphasis was
placed on the chemical composition of the analysed products.

In the experimental part, the characterization of selected gluten-free cereals and legumes was
carried out. The tested cereals were buckwheat, quinoa and gluten-free oatmeal. Pea, red lentil
and Beluga black lentil were selected from among legumes. Furthermore, various types of algae
and yeast extracts were prepared, which were subsequently optimized. Algae of the genera
Dulse, Chlorella and Spirulina were selected for enrichment of pseudocereals. Dried baker's
yeast and Saccharomyces cerevisiae were chosen as yeast representatives. Phenolics,
flavonoids, antioxidant activity, carbohydrates, proteins, fatty acids, lipids and lipophilic
pigments were determined in gluten-free cereals and legumes. The content of B-glucans and
gluten were determined for in cereals as well. Some content of phenolic substances, flavonoids,
antioxidants, total fatty acids, lipophilic substances, pigments and B-glucans were found in
extracts from algae and yeast. Selected samples were also subjected to antimicrobial and
cytotoxicity tests.

Finally, mixed cereal products were prepared from selected gluten-free cereals, legumes,
selected algae and yeast extracts and algae biomass. Extracts were selected based on obtained
results and subjected to MTT cytotoxicity tests. It was found that the addition of pea, extracts
from algae and yeast or the algae biomass itself increased the protein content of the prepared
mixtures. Furthermore, in hexane:ethanol extracts from Chlorella and Spirulina or their
biomass, the amount of antioxidants has been increased. The obtained results show that the
combination of cereals with addition of algae and yeast extracts is suitable for increasing the
protein content in gluten-free products. It was also found that selected microalgae and yeast
have the potential to enrich gluten-free products with bioactive substances, when using biomass
or extracts produced from them.

KEYWORDS

cereals, gluten, gluten-free cereals, legumes, microalgae, yeast, bioactive compounds, food
enrichment
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1 UVOD

Ceredlie, taktéz zvané obilniny, zastupuji rostliny, které patifi mezi nejstarSi zdroje lidské
potravy. Diky své prizptisobivosti na dané prostfedi jsou povazovany za nejrozsifené;si
péstované plodiny na svété. Jsou zdrojem potiebnych nutricnich slozek jako jsou bilkoviny,
sacharidy nebo vitaminy. Pravé z tohoto divodu je mizeme tadit mezi funkéni potraviny, jez
jsou soucasti kazdodenni stravy. Kromé¢ jiz zminénych bioaktivnich slozek obsahuji cerealie
také specialni protein zvany lepek. Ten je v soucasnosti hodn¢ diskutovanym tématem, jelikoz
na n¢j muze vznikat alergie a intolerance. U lidi lepek zpiisobuje chronické autoimunitni
onemocnéni zvané celiakie. Jedné se o nemoc tenkého stfeva, které nedokaze lepek vstiebat.
V soucasné dobé celiakii trpi pfiblizné¢ 1% populace. Celiakie se mlze projevit jak v détstvi,
tak v dospélosti. Bohuzel je toto onemocnéni nevylécitelné. Lidé trpici celiakii museji
dodrzovat pfisnou bezlepkovou dietu. Bezlepkové produkty neindisponuji pouze lepkem, ale
také potfebnymi zivinami. Jednd se zejména o vitaminy a mineralni latky, které jsou
v kazdodenni stravé potfebné. Z dlouhodobého hlediska pfijmu nevyvazené stravy pak muize
dochazet k zdvaznym onemocnénim.

Pseudocerealie, neboli pfirozené bezlepkové ceredlie, by mohly témto Spatnym stravovacim
navykiim pfedejit. Jsou vhodné nejen pro celiaky, ale také pro lidi, ktefi si potrpi na zdravy
zivotni styl. Jsou totiZ bohatym zdrojem bilkovin a aminokyselin oproti klasickym cerealiim.
Mezi pseudoceredlie mizeme zatadit naptiklad pohanku, quinou ¢i amaranth. Tyto bezlepkové
pseudoceredlie a produkty z nich jsou sice celosvétové dostupné, ovsem jejich cena je oproti
potravindm obsahujici lepek mnohem vys$si. Proto by bylo vhodné vytvofit cenové dostupny
obohaceny produkt, jez neobsahuje lepek a zaroven disponuje v§emi potfebnymi zivinami.

Lusténiny jsou dobrym zdrojem bilkovin. Radime mezi né fazole, hrach, ocku & sdjové
boby. Bylo prokazano, Ze pravidelna konzumace je spojovana se sniZzenim rizik onemocnéni.
Obsahuji také sacharidy, tuky bychom u nich nasli pouze v malém mnozstvi. Z fad vitamind
disponuji skupinou B a co se tyce mineralnich latek, jsou bohaté na Zelezo a fosfor. Z téchto
diivodl jsou vhodné na obohacovani potravin za ticelem zvySeni obsahu nutri¢nich slozek.

Existuji mikroorganismy, u kterych bylo prokézano, Ze obsahuji vyznamné nutri¢ni slozky
a specialni bioaktivni latky. V souCasnosti se setkdvame ¢im dal vice s mikrotasou Chlorella
a sinici Spirulina. Jedna se o zelené fotosyntetizujici organismy, jez jsou oznacovany jako
superpotraviny, a to diky svym prokazatelnym antioxida¢nim uc¢inkiim, vysokému obsahu
bilkovin, vitamint ¢i minerald. Tyto fasy jsou komeréné dostupné po celém svété v riiznych
formach. Mezi mikroorganismy, jeZ mohou obohacovat potravinové produkty diky svym
bioaktivnim latkam, patfi také kvasinky. Saccharomyces cerevisiae hraje vyznamnou roli
v potravinaiském primyslu. Kvasinka obsahuje spoustu vyznamnych bioaktivnich latek, které
maji zajimavy ptinos pro lidské zdravi, pfedev§im vitaminy, minerdlni latky a aminokyseliny.
Ptidani aktivnich slozek z fas a kvasinek vede ke zvySeni nutri¢nich hodnot obohacovanych
potravin.

Cilem této diplomové prace je pfipravit novy ceredlni produkt obohaceny o bioaktivni slozky
z lusténin, fas a kvasinek, jenZ bude urcen ke zvlastni vyzivé. Z dlivodu zajisténi bezpecnosti
téchto latek budou vybrané navrzené produkty podrobeny testim cytotoxicity.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cerealie

Ceredlie, jinak nazyvané obilniny, 1ze botanicky zatadit mezi travy (Gramineae). Jedna se tedy
o jednodé€lozné rostliny spadajici do Celedé lipnicovité (Poaceae). Ceredlie jsou fazeny mezi
potraviny poskytujici dilezité nutricni aspekty, které maji dobry dopad na zdravotni stav
lidského téla. Jedna se tedy o potraviny obsahujici potfebné mnozstvi zivin a také nékteré dalsi
dilezité slouCeniny, které maji pozitivni vliv na ¢lovéka. Lze je tedy povazovat za zdkladni
slozku lidské stravy. Ceredlie jsou pouzivany ve dvou formach, bud’ jako cela zrna nebo jako
mouka. Cel4 zrna mohou byt reprezentovana vlockami nebo ryzi. Mleta forma (mouka) se pak
rozdé€luje podle velikosti ¢astic (zrn) [1].

Obiloviny lze zafadit mezi nejstar§i zdroje lidské potravy. Poskytuji pottebné
biokomponenty jako jsou bilkoviny, vitaminy nebo mineraly. Jsou zakladni surovinou pro vice
nez 6 miliard obyvatel. Hojné jsou pouzivany jako surovina pro vyrobu krmiv. Nejvic
vyuzivany jsou v chudych zemich z divodu levného potizeni a péstovani — lze je vyuzit také
na vyrobu Skrobu nebo lihu [2].

Tradi¢ni ceredlie 1ze rozd¢lit podle objemu jejich produkce, vyuziti nebo nutri¢ni hodnoty
na hlavni a vedlejs$i. Mezi hlavni obiloviny patii kukufice, ryze, pSenice nebo jeCmen. Mezi
vedlejsi naptiklad oves, zito, Spalda ¢i proso [1; 2].

2.2 Obilné zrno

JelikozZ vSechny obilniny patii do stejné Celedi, je zcela ziejmé, Ze si budou zrna jednotlivych
obilovin dost podobna. Lisi se vSak velikosti nebo tvarem zrn ¢i barvou. Tyto vlastnosti zrna
zavisi také na vnéjSich podminkach, jako je teplota, ro¢ni obdobi, misto péstovani nebo
podnebi. Tato semena jsou vétSinou bohata na Skrob, coz poskytuje znacné mnozstvi energie.

Morfologicky je zrno podobné u vSech druhti obilnin. Prvni vrstvou je perikarp. Jeho funkci
je chréanit zrno pfed Skodlivymi latkami a mechanickym poSkozenim. Vrstva je tvoiena
nerozpustnymi celul6zami, hemicelul6zami a ligninem. Lze v ni najit také vitaminy a mineralni
latky. Pod perikarpem se nachdzi osemeni, jez je tvofeno hemiceluldzou. Pfi procesu mleti tyto
dvé svrchni vrstvy piechazeji do otrub. Mezi témito vrstvami a endospermem se nachéazi
aleuronova vrstva. Podle toho, o jakou obilninu se jednd, mize byt tvofena jednou aZ tfemi
vrstvami bunék. Napiiklad kukufice, oves nebo pSenice maji aleuronovou vrstvu tvofenou
jednou linii bunék, kdeZto je¢men nebo ryze maji tfi linie bunék. Uvnitf zrna se nachazi jiz
zminény endosperm, ktery tvoii asi 85 % obilného zrna. Skladéd se z tenkosténnych bunck.
Uvnitf je klicek, ktery je vyznamnym zdrojem bilkovin. Obsahuje ale vysoky podil tuki, proto
se tento blok klicku odstrafiuje, aby se zabranilo vyskytu oxida¢nich zmén [1].

2.3 Pseudocerealie

Jelikoz jsou pseudoceredlie botanicky klasifikovany jako dvoudélozné rostliny, jejich
chemické, fyzikalni a zpracovatelské vlastnosti se vyrazné lisi od jednodéloznych obilovin.
Mezi nejvyznamnéjsi pseudoobiloviny patii amarant, pohanka, quinoa a méné zndmé canihua
[3]. Jejich vysoka nutriéni hodnota je dobfe znama. Stale vice se pouzivaji pro vyvoj Siroké
Skaly potravin na bazi Skrobu, k cemuz ptispély intenzivnéjsi vyzkumy provedené v poslednich
letech. Kromé zdravotni motivace jsou diillezitym stimulem pro op€tovné zvySeni zeméd¢€lské

vvvvvv
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faktory, které je tieba pii zpracovani zohlednit, jsou jejich mensi velikost jadra semen, jejich
specificka struktura Skrobu a architektura granuli, jejich bezlepkovy protein, ale také slozeni
vlakniny a sekundarnich rostlinnych metabolitt [3].

2.4 Bezlepkové cerealie

Pojem bezlepkové cerealie se pouziva pro obilniny, které vitbec neobsahuji lepek, nebo cerealie,
které jej obsahuji v mnozstvi niz§im nez 20 ppm. Mezi bezlepkové cerealie mizeme zaradit
ryzi, kukufici, proso, pohanku, quinou nebo amaranth. Jelikoz postupem casu roste pocet lidi
s intoleranci lepku, zvySuje se na trhu z4jem o bezlepkové potraviny a bezlepkové produkty [4].

2.4.1 Lepek

Lepek je komplexni smés stovek proteinti, pfedevsim gliadinu a gluteninu. Lze jej povaZzovat
za hlavni zasobni bilkovinu psSeni¢nych zrn. Riizné odriady psSenice se lisi v obsahu bilkovin
a ve sloZeni a distribuci lepkovych proteini. Souhrnné se proteiny gliadin a glutenin oznacuji
jako prolaminy, které pfedstavuji proteiny semen nerozpustné ve vod¢, ale extrahovatelné ve
vodném roztoku ethanolu, a jsou charakteristick¢é vysokym obsahem glutaminu (38 %)
a prolinovych zbytkt (20 %). Gliadin obsahuje peptidové sekvence, které jsou vysoce odolné
vici zalude¢nimu, pankreatickému a stfevnimu proteolytickému traveni v gastrointestinalnim
traktu.

Lepkové proteiny lze klasifikovat do podskupin v zavislosti na kli¢ovych rozdilech véetné
obsahu siry a molekulové hmotnosti, a poté dale klasifikovat podle jejich riznych primarnich
struktur na a, B, v a ® gliadiny. Jednotlivé lepkové proteiny jsou vazany silnymi kovalentnimi
i nekovalentnimi silami, které spolu se strukturou a interakci téchto proteint pfispivaji k
jedine¢nym vlastnostem lepku [5]. Gluten je tepelné stabilni a ma schopnost ptisobit jako pojivo
a roz§ifujici €inidlo, a béZné se pouziva jako piisada do zpracovanych potravin pro zlepSeni
textury, chuti a zadrZzovani vlhkosti. Lepkova matrice a jeji vysledné funkce jsou zasadni pro
uréovani kvality té€sta riznych pekatskych vyrobkl. Primérny denni pifijem lepku v zapadni
stravé se povazuje za 5-20 g za den. Obiloviny obsahujici lepek (pSenice, Zito, je€men a oves)
jsou fazeny mezi dilezité zakladni potraviny. Neobvyklé reologické a funk¢ni vlastnosti lepku
jsou zavislé na poméru glutenind ke gliadinlim a na interakcich téchto struktur. Kazdé slozka
ma mirné odlisSné funkce rozhodujici pfi urcovani viskoelastickych vlastnosti a kvality
kone¢ného produktu. Naptiklad purifikované hydratované gliadiny pfispivaji vice k viskozité
a roztazitelnosti tésta, zatimco hydratované gluteniny jsou soudrzné a pfispivaji k pevnosti
a pruznosti tésta. Existuji podobné proteiny jako gliadin nachdzejici se v pSenici, jedna se o
sekalin v Zitu, hordein v je¢meni a aveniny v ovsu, a jsou souhrnné oznacovany jako ,,lepek*
[5; 6].

2.4.2 Celiakie

Celiakie (intolerance lepku) pfedstavuje celoZivotni autoimunitni onemocnéni, které je
zpiisobeno nesnasenlivosti lepku. Lidem s touto intoleranci lepek zplisobuje autoimunitni zanét
sliznice tenkého stfeva. Plisobenim glutenu mize dochazet az k destrukei slizni¢nich klki, jez
vede ke zmenSovani povrchu tenkého stieva. Diky tomu je u jedincl trpicich celiakii
pozorovana sniZzend schopnost trdveni a vstfebavani Zivin. Nedodrzovanim piedepsané
bezlepkové diety mize u nemocného postupné dojit az k rozvratu metabolismu [7].
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Mezi typické projevy celiakie se fadi bolesti bficha, prijmy, nadymani, nechutenstvi,
zvraceni, zacpa nebo unava. Co se ty¢e mimostievnich, ojedinélych priznakd, mize dochézet
k uzkostem az depresim, neplodnosti, pred¢asnému fidnuti kosti nebo chudokrevnosti. Tyto
ojedin¢€lé piipady se projevuji nejCastéji v dospélosti. Nelécena celiakie je casto doprovazena
poklesem hmotnosti, u nékterych jedincii az podvyzivou, a ztratou vitalni energie [8].

To, jestli dany jedinec trpi celiakii se mize projevit jak v détstvi, tak v dospélosti. V détstvi
se priznaky choroby objevuji ihned po poziti potraviny obsahujici lepek. DéEti zacnou trpét
prujmy, které mohou byt doprovazeny bolestmi bficha postupné nabyvajici na intenzité. Také
prichazeji stavy nechutenstvi, coz vede ve vétsing€ pripada ke ztrat¢ hmotnosti [9]. U dospélych
jedinct se nemoc neprojevuje ihned, ale az po vyrazné zatézi, kterou miize predstavovat nemoc
nebo téhotenstvi. Zeny trpici celiakii mohou trpét nastupem menstruace v pozdé&j§im véku,
v nejhorsich ptipadech dochdzi az k neplodnosti nebo spontannim potratim. Existuji ptipady,
kdy dani jedinci nemaji zadné projevy nemoci. Celiakie jim mlze byt diagnostikovana pii
patrani po chorobé u rodinnych ptisluSnikdl jiz ovéteného celiaka. Celiakie muize byt
doprovézena 1 jinymi onemocnénimi, jako je napiiklad diabetes 1. typu nebo poruchy §titné
zlazy. Jak uz bylo zminéno, u celiak dochézi k naruSeni sliznice tenkého stieva. To mtize byt
spojeno i s nedostatkem enzymu laktazy. Proto mize u lidi s nelé¢enou celiakii nastat lakt6zova
intolerance [8; 9].

2.5 Chemické sloZeni bezlepkovych cerealii
2.5.1 Sacharidy

Sacharidy jsou fazeny mezi hlavni nutricni slozku zrn. Semena obsahuji monosacharidy,
zejména fruktdzu, glukozu a arabindzu. Disponuji také disacharidy, napiiklad sachar6ézou c¢i
maltézou. Vys§i obsah monosacharidii lze pozorovat u quinoy (az 5 %). Z hlediska
polysacharidli obsahuji ceredlie také Skrob. Co se tyce vlakniny, vybornym zdrojem je pohanka,
tedy jeji zrna. V1dknina je sloZena z celul6z, hemiceluldz a ligninu. Naopak vlaknina obsaZena
v quinoe je tvofena nerozpustnymi polysacharidy, jako jsou homogalakturonany
a rhamnogalakutonany s arabinanovym fetézcem nebo s vysoce rozvétvenymi xyloglukany
a celulozou. Ceredlie disponuji také skupinou zvanou B-glukany. Jedna se o polysacharidy,
které jsou rozpustné ve vode a piirozené se vyskytuji v bunéénych sténach rostlin. V ceredliich
jsou zastoupeny ve formé B-1,3-1,4-D-glukanti [10].

2.5.2 Lipidy

Bezlepkové ceredlie jsou dobrym zdrojem nenasycenych mastnych kyselin. Obsah
nenasycenych mastnych kyselin v quinoe a pohance se uddva az na 80 %. Nejvice
zastoupenymi mastnymi kyselinami jsou olejova a linolova. Obsah lipidl v quinoe je vyssi nez
v tradi¢nich obilovinach. Olej z quinoy je bohaty na esencialni mastné kyseliny. Jedna se o
linolovou a a-linolenovou kyselinu [10].

2.5.3 Proteiny

Bezlepkové ceredlie disponuji vyvdZenym obsahem aminokyselin, ktery ptispiva ke kvalité
rostlinného proteinu. Narozdil od béZznych obilovin obsahuji zejména lysin, methionin
a cystein. Za hlavni sloZky bilkovin mizeme povazovat albuminy a globuliny. V menSim
mnozstvi také prolamin a glutelin, jeZ jsou prevazujici bilkoviny v b&znych obilovinach
(naptiklad pSenice). Co se tyce kvality, mizeme quinou povazovat za jeden z nejlepsSich zdrojii
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rostlinného proteinu. Obsah proteinu byl stanoven okolo 16 %. Semena obsahuji peptid lunasin,
jez se vyskytuje také v kukufici nebo s6ji [11].

2.5.4 Vitaminy a mineraly

Cerealie neobsahujici lepek jsou vyznamnym zdrojem vitaminti, zejména vitaminti skupiny B
jako je thiamin, riboflavin nebo kyselina listova, vitaminu C a tokoferolu (vitamin E). Tokoferol
a kyselina askorbova maji vysoké antioxidacni uc¢inky, diky kterym chrani bunky pted
oxida¢nim stresem zpiisobenym volnymi radikaly. Quinoa a pohanka obsahuji karotenoid lutein
[10].

Bezlepkova zrna jsou plnd mineralnich sloucenin. Mezi nejbéznéjsi patii fosfor, hoicik,
draslik nebo vapnik. Z mikroprvki obsahuji zelezo, zinek, méd’ nebo mangan [10].

2.6 Studované bezlepkové cerealie

Cilem této diplomové prace bylo obohatit cereédlie o nutri¢ni slozky lusténin a specidlni slozky
fas a kvasinek. Jelikoz je celd prace zaméfena na bezlepkové produkty, byly vybrany
pseudocerealie neobsahujici lepek, konkrétn€ pohanka a quinoa. Dale byly vybrany bezlepkové
ovesné vlocky.

2.6.1 Bezlepkové ovesné vlocky

Bezlepkové ovesné vlocky jsou ceredlni vyrobky vyrobené z ovesnych vlocek, které jsou
specialné zpracovany tak, aby neobsahovaly lepek. Obvykle jsou vytvateny z odrid ovsa, které
jsou geneticky méné nachylné k obsahu lepku. Nicméné, oves mlize byt kontaminovén lepkem
b&hem raznych fazi produkce nebo zpracovani. Pro vyrobu bezlepkovych ovesnych vlocek se
Casto pouzivaji metody, které minimalizuji riziko kontaminace lepkem. To mlze zahrnovat
separaci zafizeni a vyrobnich linek pro oves, pouZivani certifikovanych bezlepkovych ovesnych
vlocek nebo kontrolu na obsah lepku pomoci laboratornich testi. Bezlepkové ovesné vlocky
jsou oblibenou volbou pro lidi s celiakii nebo lepkovou intoleranci, ktefi hledaji zdravou
a vyvazenou stravu. Jsou bohaté na vlakninu, obsahuji dilezité minerdly a vitaminy, a mohou
byt pouzivany ve stejnych receptech jako bézné ovesné vlocky. Je vsak dilezité vzdy peclivé
Cist etikety vyrobki a vybirat produkty oznacCené jako bezlepkové nebo certifikované
bezlepkoveé, aby se minimalizovalo riziko kontaminace lepkem [12].

Obrdzek 1: Bezlepkové ovesné viocky [12]

14



Bezlepkové ovesné vlocky jsou bohaté na rGzné bioaktivni latky, které ptispivaji k
celkovému zdravi a vyzivé. Mezi hlavni bioaktivni latky obsazené v bezlepkovych ovesnych
vlockéch patii bilkoviny. Obsahuji také vSechny esencidlni aminokyseliny. Dale se v nich
nachazeji polyfenoly, jez jsou zndmé svymi antioxidacnimi vlastnostmi. Bezlepkové ovesné
vlocky jsou zdrojem rtiznych vitamint, v¢etné vitaminu B, zejména Bi, Bz, B3, Bs nebo B,
avitaminu E. Z mineralnich latek v nich mizeme hledat Zelezo, zinek, fosfor, mangan,
hot¢ik a méd’. Jsou také zdrojem [B-glukanti, které mohou ptispivat k snizovani cholesterolu
v krvi a regulaci hladiny cukru v krvi. Diky této Skale bioaktivnich latek jsou bezlepkové
ovesné vlocky povazovany za vyzivnou potravinu a mohou byt soucasti vyvazené stravy [12].

2.6.2 Pohanka

Pohanka je prastara pseudocerealni plodina z ¢eledi Polygonaceae, ktera zaujima zasadni cast
lidské stravy a je konzumovéna po celém svété. Siroce se péstuje v Asii, Evropé a Americe, ale
ptivodni zminky o p&stovani pochazeji z horskych provincii jizni Ciny. Pohanka mé vysokou
schopnost ekologické adaptability, takze ji Ize péstovat i ve vysokych nadmotskych vyskach s
nizkymi srazkami a teplotou. Pohanka obecnd (Fagopyrum esculentum) a pohanka tatarska
(Fagopyrum tataricum) jsou celosvétoveé nejrozsifenéjSimi a nejkonzumovangjSimi druhy.
Svétova produkce pohanky byla v roce 2018 vice nez 2,9 milionu tun. Mezi zem¢ s prednimi
svétovymi producenty pohanky patii Cina, Rusko, Francie, Ukrajina, Polsko, Spojené staty
americké a Kazachstan. V soucasnosti se navic pohanka stava popularnéjsi v USA, Kanad¢
a Evropé a v riiznych zemich, jako je Cina, Indie nebo Nepal. Pohanka byla potvrzena jako
dobry zdroj riznych vyzivnych a bioaktivnich slozek s riznymi zdravotnimi a farmaceutickymi

ucinky, a proto pfitahla vice pozornosti jako potencialné cenny zdroj potravy [13].

Obrazek 2: Pohanka obecna [14]

Pohanka v poslednich letech zvySuje poptavku a pfitahuje vyzkumnou pozornost
potravinaiskych védch pro své idedlni chemické slozeni. Lze ji povazovat za vysoce uc¢innou
funkéni potravinu s lé€ebnymi u€inky na chronickd onemocnéni. VyznaCuje se zejména
antioxida¢nimi, kardioprotektivnimi, hepatoprotektivnimi, protinadorovymi ¢i
protizanétlivymi u€inky. Tyto zdravotni G€inky byly ¢astecné nebo plné€ porovnany s nékolika
bioaktivnimi slou¢eninami, které v pohance existuji. Jedna se hlavné o flavonoidy, polyfenoly,
sacharidy, bilkoviny a aminokyseliny, mastné kyseliny, vitaminy a mineraly [13].

Nekolik bioaktivnich sloucenin bylo detekovano v riiznych castech rostlin, jako jsou listy,
semena nebo koteny. Tyto slouceniny zahrnuji flavonoidy, fenolové kyseliny a jejich derivaty,
fagopyrin, triterpenoidy, steroidy, stilbeny a dalsi [13].
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Sacharidy jsou vyznamnou slozkou pohanky, tvoti az 73 % celkové suché hmotnosti.
Pohankova mouka obsahuje 70-91 % sacharidl v zavislosti na procesu mleti. V dnes$ni dob¢ se
vsak diky své bezlepkové vlastnosti stava stale vétsim a mimoradné dillezitym zdrojem potravy.
Pohankové zrno obsahuje malé mnozstvi redukujicich cukrti, oligosacharidli a neskrobovych
polysacharidti. Je také dobrym zdrojem proteini a aminokyselin, zejména leucinu, lysinu,
valinu, fenylalaninu, methioninu, isoleucinu nebo threoninu. Mastné kyseliny tvoii malou ¢ast
semen pohanky. Mastné kyseliny pfitomné v pohance se skladaji z kyseliny palmitové,
stearové, olejové, linolové, linolenové a eikosaenové. Pohanka obecnd a pohanka tatarska
vykazuji podobné slozeni mastnych kyselin. Obsah lipidli v pohance tatarské se pohybuje od
2,5 do 2,8 %, zatimco obsah lipidi v bézné pohance se pohybuje od 1,6 do 2,9 %. Vysoky obsah
nasycenych mastnych kyselin obsahuje slupka, zatimco nenasycené mastné kyseliny jsou
vétSinou piitomny v embryu. Obal semen pohanky obsahuje nejvy$si mnozstvi kyseliny
linolové. Je bohata na vitaminy skupiny B, vcetné thiaminu, riboflavinu, niacinu a pyridoxinu,
a vitamin E. Obsahuje také nékteré mineralni latky, jako je sodik, draslik, fosfor, méd’, zinek,
hoi¢ik, zelezo, vapnik nebo mangan [13].

2.6.3 Quinoa

Quinoa neboli merlik chilsky je letni jednoletd dvoudé€lozna bylina z ¢eledi Amaranthaceae.
Nejprve byla domestikovana v andskych zemich Jizni Ameriky asi pied 7 000 lety. Andsky lid
zacal péstovat quinou pro jeji nutricni hodnoty, odolnost vii¢i suchu a schopnost rust v
podminkach s vysokym obsahem soli. Inkové povazovali quinou za posvatnou plodinu
a nazyvali ji ,,matefi zrno“. Piestoze byla po tisice let prehlizena, agrarni a nutri¢ni vyznam této
plodiny byl znovu objeven béhem poslednich 50 let, coz vedlo k oziveni jeji produkce. Zemé
Jizni Ameriky, jmenovité Bolivie, Ekvador a Peru, vedou produkei, a ty dohromady tvofi vice
nez 80 % svetoveé produkcee. Celosvétove existuje asi 250 druhi této rostliny. Zrna quinoy jsou
hlavni jedlou casti, jsou bezlepkova a obsahuji vysoké mnoZstvi bilkovin, esencialnich
aminokyselin a esencidlnich minerdld a vitaminG. Kvili témto nutricnim vlastnostem
a zdravotnim pfinosiim je quinoa povazovana za novou zdravou potravinu, ob¢as ozna¢ovanou
jako ,,superpotravina“ [15].

Obrdzek 3: Merlik chilsky (Quinoa) [16]

Jak uz bylo zminéno, quinoa obsahuje velké mnoZstvi proteinll. Ze zastupcli aminokyselin
v ni miizeme hledat leucin, valin, izoleucin, fenylalanin, threonin, lysin, tryptofan nebo histidin.
Skrob je hlavnim zastupcem sacharidi a tvoii asi 60 % suché hmotnosti. Potraviny s vysokym
obsahem bilkovin a nizkym obsahem sacharidi jsou prospésné pro lidské zdravi, protoze
nepiispivaji ke zvySeni hladiny glukozy v plazmé. Co se tyce tukl, disponuje mastnymi

16



kyselinami, a to kyselinou palmitovou, stearovou, olejovou, linolovou a linolenovou. Obsahuje
také mineralni latky, jako je vapnik, méd’, zelezo, hoicik, fosfor, draslik, sodik a zinek [15].

2.7 Obohacovani potravin

Obohacovani neboli fortifikace potravin je definovdna jako praxe pifidavani vitamint
a minerali do bézné konzumovanych potravin béhem zpracovani za ucelem zvyseni jejich
nutri¢ni hodnoty. Je to osvédcend, bezpecna a nakladove efektivni strategie pro zlepSeni stravy
a pro prevenci a kontrolu nedostatkii mikrozivin. V letech 2008 a 2012 zaradil Kodaiisky
konsensus obohacovani potravin za jednu z nakladové nejefektivnéjSich rozvojovych priorit
[17]. Zatimco povinné obohacovéani potravin bylo pouzivano jako strategie k prevenci
nedostatkit mikrozivin v zemich s vysokymi ptijmy (HIC), hlavné v Evrop¢ a Severni Americe,
v zemich snizkymi pfijmy je stile méné¢ bézna. V téchto zemich potravinové systémy
neposkytuji nutricné adekvatni stravu kvili produkci a spotiebé pouze né€kolika hlavnich
skrobovych potravinaiskych plodin jako je kukufice, ryze nebo psenice. Tyto rostliny jsou sice
bézné pestovany a vyuzivany, avSak obsahuji nedostatek mikrozivin. Existuji silné dikazy, ze
obohacovani potravin v HIC je u¢inné pfti feSeni nedostatkti mikrozivin [17]. V zemich s
nizkymi a stfednimi piijmy (LMICs) se dikazy stale zjistuji, ale vyzkum potvrdil dopad
obohacovani na nutri¢ni vysledky. Nékteré zptisoby fortifikace, jako je obohacovani zakladnich
potravin zelezem, vSak poskytly smisené vysledky. Naptiklad bylo zjisténo, Ze obohaceni
pSeni¢né mouky Zelezem mélo maly nebo zadny uc¢inek na anémii, a mélo maly nebo zadny
dopad na nedostatek zeleza ve srovnani s neobohacenou pSeni¢nou moukou [17].

Utinnost fortifikaénich programti v8ak neni uréena pouze biologickou aktivitou
obohacenych potravin, ale také uc¢innou a udrzitelnou implementaci, kterd vyzaduje neustalé
sledovani, zajiStovani kvality a kontrolu a ndpravna opatteni k zajisténi vysoké shody [18].

Existuje mnoho zptisobil, jak obohacovat potraviny. Radime mezi né biofortifikace, domaci
fortifikace, mikrobialni nebo komercni a pramyslové fortifikace. Biofortifikace pouziva
k obohacovani metody genového inZzenyrstvi a biotechnologické metody. Domaci obohacovani
potravin spociva v konzumaci tablet obsahujicich doplitky stravy. Mikrobidlni fortifikace
spociva v obohacovani potravin pomoci produktti mikrobialniho metabolismu, jako jsou lipidy,
vitaminy nebo pigmenty. Lze také fortifikovat biomasou, nej€astéji ve forme mikrofas jako jsou
Chlorella nebo Spirulina. Komeréni a primyslova fortifikace je zaloZena na ptidavani
chemicky syntetizovanych mikroZivin do potravin [19].

2.7.1 Obohacovani cerealnich vyrobki

Co se tyce fortifikace potravin, nejcastéji byvaji obohacovany mouky a cerealie, dale pak
naptiklad mlécné produkty. JelikoZ bezlepkové ceredlie a vyrobky znich nejsou zrovna
vhodnym zdrojem mikroZivin (naptiklad vitaminl nebo mineralnich latek), je zapotiebi je
fortifikovat. Latky, které potraviny obohacuji, nesmi zadvazné ovlivnit senzorické vlastnosti
(barvu, vini, chut) plvodnich ceredlnich vyrobka. Cerealni vyrobky disponuji nizkym
rizné velikosti ¢astic. Diky procesu mleti dochazi k odstranéni nékterych bioaktivnich latek,
coz vede ke sniZeni jejich nutri¢ni hodnoty [20].
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2.8 LuSténiny

Lusténiny zahrnuji skupinu rostlin a jejich plodt z botanické celedi Fabacae. Mezi bézné druhy
lusténin patii fazole, hrach, cizrna, ¢ocka, arasidy a s6jové boby. Lusténiny, bohaté na rizné
vitaminy a mineraly, jsou ekonomickym zdrojem vlakniny, fytonutrientt a bilkovin dilezitych
pro rostlinnou nebo flexitaridnskou stravu. Podle Organizace OSN pro vyzivu a zemédé€lstvi
(“FAO”) jsou lusténiny diilezitou soucasti jidelnicku se zndmymi piinosy pro lidské zdravi
a zdravi planety. Bylo prokazano, ze pravidelna konzumace zlepSuje obsah zivin ve stravé a je
spojovana se snizenim rizika onemocnéni, zejména ischemické choroby srde¢ni, pti davce 50 g
za den. Konzumace s6ji konkrétn¢ souvisi se snizenym rizikem nékterych druhti rakoviny
vcetné rakoviny prostaty a prsu, kde populacni studie ukazuji, Ze konzumace so6ji hraje roli jak
v prevenci rakoviny prsu, tak ve snizeni rizika opétovného vyskytu u pacientt, kteti rakovinu
prsu piezili, a to kvtli obsahu isoflavont. Lusténiny také hraji cennou roli v udrzitelné produkci
potravin a maji dobré predpoklady k tomu, aby tvofily soucéast vyzivnych a ekologicky
udrzitelnych stravovacich ndvyki. Lusténiny jsou dobrym zdrojem bilkovin. Obsahuji také
sacharidy, zejména vldkninu. Tuky bychom u nich naSli pouze v malém mnozstvi. Z fad
vitaminl disponuji skupinou B a co se ty¢e mineralnich latek, jsou bohaté na Zelezo a fosfor
[21].

2.9 Studované lusténiny

Jelikoz je tato prace zamétena na obohacovani bezlepkovych cerealii, byly vybrany lusténiny
s vysokym obsahem proteintl, a to hrach, ¢ervend c¢ocka a erna ¢ocka Beluga.

2.9.1 Hrach

Hrach sety neboli Pisum sativum je fazen mezi vyznamné rostliny spadajici do ¢eledi bobovité
(Fabaceae). Jedna se o hospodarsky vyznamnou popinavou rostlinu, ktera mize dortstat do
vysky az 2 metrt. Listy ma obvykle prorostlé a sbihavé, u riznych druhli mohou vsak vypadat
odlisné. Kvét je péticetny, nejcastéji bilé, nartizovélé nebo namodralé barvy. Plody jsou
oznacovany jako lusky. Obsahuji duznatd semena znadma jako hraSky. Lusky a jejich nezrala
semena jsou vyuzivany jako zelenina, zrald semena (hrach) jako luSténina [22].

Prvni zminky o péstovani hrachu pochézeji z Asie a Stfedomofi, nicméné i v Evropé je
péstovan jiz od mladsi doby kamenné. V soucasnosti se péstuje témet po celém svété. Také u
nas je péstovan dlouhodobé. Lze jej péstovat v riznych podnebnych pasmech, od tropti az po
horské oblasti [23].

Obrdazek 4: Rostlina hrachu setého [24]
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Hrach obsahuje vyznamné nutri¢ni slozky. Je zdrojem vysoce kvalitnich rostlinnych bilkovin
v lidské stravé. Hrachovy protein je povazovan za vysoce kvalitni protein a funkéni slozku v
celosvétovém prumyslu diky své nizké alergenicité¢ a celosvétové dostupnosti. Hrachovy
protein lze rozdélit do Ctyt hlavnich skupin: albumin, globulin, prolamin a glutelin, kde vétSinu
tvoii globuliny a albuminy. Kromé toho mé hrachovy protein vynikajici funkéni vlastnosti, jako
je rozpustnost, kapacita zadrzovéani vody a oleje, schopnost emulze, gelovaténi a viskozity.
Proto tyto funkéni vlastnosti délaji z hrachového proteinu slibnou slozku v potravinarském
pramyslu. Z esencialnich aminokyselin lze dohledat leucin, lysin, izoleucin, fenylalanin,
threonin nebo valin. Ze zastupct neesencidlnich pak glutamovéa a asparagova kyselina, serin,
prolin nebo tyrosin. Ma vSak nedostatek aminokyselin obsahujicich siru, tj. methioninu
a cysteinu. Sacharidy jsou z vétSiny zastoupeny ve formé Skrobu a vldkniny, rozpustné
i nerozpustné. Podileji se na nich také neskrobové sacharidy, v¢etné sachardzy, oligosacharidii
a celuldézy Hrach je dobrym zdrojem vitamint rozpustnych ve vod¢, zejména Bi, B a Bs. Tyto
vitaminy podporuji nejen nervovy systém, ale také krevni ob&h, imunitni systém, vlasy nebo
pokozku. Mezi mineralni latky, které hrach obsahuje, mizeme zatadit draslik, fosfor, hot¢ik
a vapnik [25].

Je znamo, ze hrach predstavuje dualezitou slozkou lidské stravy také diky obsahu Skrobu,
bilkovin a dal$ich zivin. V posledni dob¢ vzbudil velky zajem tykajici se zdravotnich pfinost
pro lidské t€lo. Vlaknina z obalu semene a bunéénych stén ptispiva ke spravné funkcei traviciho
traktu a snizuje stravitelnost Skrobu v hrachu. Amyléza v hrachovém skrobu piispiva k niz§imu
glykemickému indexu a snizené stravitelnosti Skrobu. Obsah vitaminti a mineralnich latek v
hrachu mtze hrat dilezitou roli v prevenci proti riznym onemocnénim, které souviseji
naptiklad s nedostatkem selenu nebo folatu. Hrach obsahuje rizné fytochemikalie, které byly
diive povazovany pouze za antinutri¢ni faktory. Patii mezi n¢€ polyfenoly, které mohou mit
antioxidaéni a  antikarcinogenni  aktivitu, saponiny, které mohou vykazovat
hypocholesterolemickou a antikarcinogenni aktivitu, a galaktéozové oligosacharidy, které
mohou mit pfiznivé prebiotické u€inky v tlustém stfeve [26].

2.9.2 Cocka

Cocka, latinsky Lens culinaris je jednou z nejvyznamnéjsich obilnych luténin pattici do éeledi
Fabaceae. Je to ptirodni funkéni potravina bohatd na mnoho bioaktivnich sloucenin, jako jsou
polyfenoly, saponiny a fytosteroly. Né&kolik studii prokézalo, Zze konzumace cocky je
potencidlné dllezita pfi snizovani vyskytu fady chronickych onemocnéni diky jejim
bioaktivnim sloucenindm [27]. Péstuje se neustale na riznych typech pud véetné pisku a jilu.
Prvotni nalezy této jednoleté rostliny pochazeji z Blizkého vychodu. Od 19. stoleti se rozsitila
do Stfedomofi, Asie a Severni Ameriky. V roce 2010 byla produkce ¢ocky az 4,58 milionli
metrickych tun vypéstovanych ve vice nez 48 zemich svéta. Obecné lze Cocku rozdélit do tii
hlavnich typl: hnéda, zelena a Cervend Cocka. Podle kanadskych prizkumt zabird cervena
cocka 70 % celosvétové produkce, dale nasleduje zelena cocka (25 %) a nakonec hnéda
a ostatni Cocka (5 %) [28].

Cocka je jednou z nejstar$ich plodin na svété a pouziva se v riiznych kuchynich po celém
svéte, zejména ve Stfedomoii a v indickych oblastech. Jeji jedla semena obsahuji dilezité
makro a mikroZiviny. Co se ty¢e nutri€niho sloZeni, obsahuje asi 60 % sacharidli, z nichz je
vétSina ve formé& Skrobu nebo vldkniny, a 25 % bilkovin. Ma zvlast€ vysoky obsah
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aminokyselin, jako je lysin, glutamova kyselina, asparagova kyselina, leucin, fenylalanin nebo
arginin. Cocka také disponuje mineraly, jako je Zzelezo, hot¢ik nebo zinek [27].

Pravidelny piijem Cocky, podobné jako jiné luSténiny, nabizi fadu zdravotnich vyhod.
Napriklad ptinosy konzumace ¢ocky byly prokdzany v nékolika biochemickych procesech, jako
je snizeni hladiny cholesterolu v krvi, inhibice enzymu konvertujiciho angiotenzin I (ACE)
a pisobeni jako antioxidant. Pravidelny piijem coCky nebo produktl na bazi Cocky také
poskytuje ochranny ucinek proti rGznym chronickym chorobnym staviim, napiiklad
kardiovaskularnim onemocnénim, vysokému krevnimu tlaku, vysokému cholesterolu
a rakoviné. Pfed modernim vyzkumem provadénym béhem poslednich n€kolika desetileti byly
zdravotni pfinosy Cocky zminény také ve starovékych lécebnych prostiedcich. V rozvojovych
zemich jsou jak mikronutricni podvyziva, tak proteinova energetickd podvyziva vaznym
zdravotnim problémem zejména u déti ve véku od 1 do 5 let. Rozsifeni konzumace ¢ocky a jeji
zaclenéni do potravin po odstaveni mize pomoci zlepsit celkovy nedostatek mikroZzivin
a bilkovin [29].

2.9.2.1 Cervend cocka

Cervena Gocka je nejcastdji péstovanou odriidou. Diky vysokému obsahu karotenoidi ma
oranzovou az ¢ervenou barvu. Po uvareni je zbarvena az dozluta. Je zbavena slupky, z tohoto
divodu nezpiisobuje nadymani, jako naptiklad jiné luSténiny. Rostlina ¢ervené ¢ocky dorusta
az do vysky 40 cm. Plodem je lusk, ve kterém se nachazeji semena. Konzumace je vhodna pro
diabetiky, jelikoz méa schopnost rovnomérné uvoliiovat glukézu do krve. Cervena ¢ocka je
uzitecna také pti redukci vahy; diky tomu, Ze obsahuje velké mnozstvi vlakniny. Také by méla,
podle ¢inské mediciny, zvySovat vitalitu ledvin a podporovat krevni obéh [28; 30; 31].

Obrdazek 5: Cervend cocka [27]

Prvni skupinou bioaktivnich latek, které miizeme v co¢ce dohledat, jsou sacharidy. Ty jsou
zastoupeny hlavné vlakninou [29]. Jak uZ bylo zminéno, Cocka je bohata na bilkoviny. Také je
zdrojem vSech esencidlnich aminokyselin, krom¢é methioninu, cysteinu a tryptofanu [32].
Z hlediska fenolickych latek vykazuje nejvyssi obsah ve slupce. V Cocce jsou zastoupeny
vitaminy, zejména obsahuje vitamin C a vitamin B3. V malém mnoZstvi u ni mizeme hledat
také vitaminy A, B, B2, B, By, B12 a E. Z mineralnich latek mizeme v ¢oCce nalézt vapnik,
zelezo, hoicik, draslik, sodik nebo fosfor [29].

2.9.2.2 Cernd éocka Beluga
Cocka Beluga, téz ptezdivana cockovy kaviar, se fadi mezi netradi¢ni druhy ¢ocky. Disponuje
malymi semeny, ktera jsou na povrchu nacernald, kdeZto uvnitf jsou bila. Tato luSténina je
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povazovana za zdravi prospéSnou, je vhodna pro diabetiky diky nizkému glykemickému indexu
[33].

Obrazek 6: Cernd ¢ocka Beluga [27]

Beluga se da povaZovat za ¢ocku s velmi vysokym obsah proteintl, az 20 %. Z bioaktivnich
latek obsahuje také sacharidy, zejména vldkninu. MiiZeme v ni hledat také malé mnozstvi tuka,
hlavné polynenasycené (PUFA) a nasycené (SFA) mastné kyseliny, a B-karotenu. Z hlediska
vitaminli obsahuje kyselinu askorbovou a vitaminy skupiny B. Minerdlni latky v cocce
zastupuji prevazné zelezo a hoi¢ik. Nalezneme v ni také pigmenty, které se nachazeji napiiklad
1 v boriivkach nebo ostruzinach [33].

2.10 Studované rasy a kvasinky

V ramci této diplomové prace byly k analyzam vybrany 3 druhy fas a 1 druh kvasinky, jejichz
slozky by mély obohatit vysledné smési, jez budou pfipravovany. Jednad se napiiklad o
antioxidanty anebo fenolické latky. Z tohoto diivodu byly tedy vybrany Dulse, Chlorella
a Spirulina. Z kvasinek byla vybrana Saccharomyces cerevisiae.

2.10.1 Chlorella

Chlorella se tadi mezi zelené jednobunécné tfasy, komeréné se vyrabi a distribuuji po celém
sveété jako dopln€k stravy. Jsou to fotosyntetické eukaryotické organismy, které obsahuji
chloroplasty a jadra, podobn¢ jako rostliny. Tato sladkovodni fasa obsahuje Cetné Ziviny
a vitaminy, které chybi v rostlinnych zdrojich potravy. Mikrotasy, jako je Chlorella, efektivngji
produkuji biomasu neZ suchozemské rostliny diky jejich vyS$§imu vykonu pii vyuzivani
slune¢niho zateni a CO», coz vede k extrémné vysokym rychlostem ristu. Proto se mikrofasy
pouzivaji v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu a jejich pigmenty,
Ziviny, bioaktivni slou€eniny a celd biomasa se jiz pouZivaji po celém svéte [34].

Rtzné druhy Chlorella 1ze masove péstovat a jako dopliiky stravy jsou komeréné dostupné
po celém sveté. Komeréni péstovani jejich biomasy vSak zacalo teprve pred nckolika lety.
Chlorella vulgaris byla objevena v roce 1890 slavnym mikrobiologem a botanikem
Dr. Martinusem Willem Beijerinckem. V roce 1903 byl identifikovan dal$i druh rodu Chlorella,
ktery se vyznacoval ptitomnosti pyrenoidi v chloroplastech, a podle toho byl pojmenovan
C. pyrenoidosa. Od té doby bylo charakterizovano vice nez 20 druhti rodu Chlorella, pticemz
bylo popsano vice nez 100 kmenti. V soucasnosti se druhy rodu Chlorella déli na tii odrady: C.
vulgaris, C. lobophora a C. sorokiniana. Chlorella ptiznivé pisobi na normalni ¢innost srdce,
cév, jater a stiev; procistuje t€lo a napomaha imunité [35].
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Obrazek 7: Chlorella pod mikroskopem [36]

Chlorella obsahuje vice neZ 50 % bilkovin. Co se tyce esencialnich aminokyselin, je zdrojem
lysinu, leucinu, valinu, fenylanlaninu, threoninu nebo histidinu. Z fad neesencialnich
aminokyselin vykazuje obsah kyseliny glutamové, kyseliny asparagové, alaninu, glycinu
a argininu. Mezi sacharidy nachézejici se vrodu Chlorella 1ze zatadit vlakninu a dalsi
polysacharidy, které ptrevazné tvori bunécnou sténu fasy [35]. Obsahuje také mastné kyseliny,
zejména kyselinu linolovou a a-linolenovou. Dalsi vyznamnou skupinou bioaktivnich latek
jsou vitaminy. V buinikach mikrotas rodu Chlorella mizeme hledat vitaminy skupiny B, jako je
B1, B2, B3, Bs, B, B7, Bo a Bi2, dale pak vitamin C, D2, E a K [37].

2.10.2 Spirulina

Arthrospira, také zndma jako Spirulina pro svij spirdlovity tvar, je zelena sinice patiici do
celedi Microcoleaceae. Co se tyce potravinaiského a farmaceutického primyslu, Spirulina patii
mezi nejvice studovany druh sinic. Sinice jsou gramnegativni bakterie, které sehraly dilezitou
roli ve vyvoji primitivni Zemé& a biosféry. Tyto mikroorganismy byly pro svou barvu
klasifikovany jako modrozelené tasy diky produkci pigmentu fykocyaninu. Sinice byly
nalezeny v ruznych prostiedich, od sladkych vod po ocedny, na pidach, horninach a v
prostiedich s extrémnimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Spirulina je obligatni
fotoautotrofni filamentézni druh a ma charakteristicky Sroubovity tvar. Tato sinice ma
prokaryotickou organizaci s vicevrstvou bunéfnou sténou, ribozomy, Cetnymi inkluzemi
a lamelarnim fotosyntetickym systémem. Sinicim se pfirozené daii v alkalickych vodach
bohatych na mineraly pfi teplotach od 35 do 40 °C. Velikost vlaken bun¢k Spirulina dosahuje
az do velikosti 0,5 mm. V pfirodé se vyskytuje nékolik druhti Spirulina, ale nejvice
studovanymi a pouzivanymi druhy jsou Spirulina platensisma a Spirulina maxima [38]. Od 70.
let je Spirulina povazovéana za bohaty zdroj potravy diky vysokému obsahu makro a mikroZivin.
Ve skutecnosti je vynikajicim zdrojem bilkovin, vitamind, mastnych kyselin, minerald,
fotosyntetickych pigmentl a n€kolika sekundarnich metabolitti [39].
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Obrazek 8: Spirulina [40]

Spirulina mize obsahovat aZz 60 % bilkovin skladajicich se z esencialnich aminokyselin,
jako je leucin, isoleucin, valin, tryptofan, methionin, fenylalanin, lysin a threonin. Obsah
bilkovin je vysoce kvalitni, s vysokou stravitelnosti, protoze builky Spirulina maji misto
celulozovych stén kiehky a lehce stravitelny mureinovy obal [38]. Asi 7-16 % suSiny tvori
lipidy. Patfti mezi né kyselina olejovd, palmitovd, arachidovd a myristova. Z ©-6
polynenasycenych mastnych kyselin se v sinici nachazeji arachidonova a y-linolenové kyselina.
Mezi mastné kyseliny Spirulina patii také kyselina stearidonovd, eikosapentaenova
a dokosahexaenova. Jsou zde pfitomny i lipofilni pigmenty, které maji rizné bioaktivni
vlastnosti. Mezi nimi jsou nejhojnéjsi chlorofyl-a a B-karoten. Co se ty¢e vitamint, obsahuje
provitamin A, vitaminy Bi, B2, B3, Bs, Bo a B1, také vitaminy C, D a E. Spirulina je také
zdrojem n¢kolika minerald, véetné Zeleza, zinku, drasliku, médi, manganu, hoiciku, fosforu
a vapniku [39]. Bylo prokazano, ze krom¢ glukozy, fruktdzy, sachardzy, glycerolu, sorbitolu
a mannitolu, lze v bunkach Spirulina také nalézt myoinositol, zdroj sacharidii organického
fosforu, dusiku, kalcium spirulan (Ca-SP) a polysacharidovy imunomodulator zvany Immulina
[38].

2.10.3 Dulse

Palmaria palmata, bézné oznacovana jako Dulse, je znama a vysoce cenéna Cervena fasa
rozsitena podél pobtezi severniho Atlantiku. Jedné se o komeréné vyznamny druh, u kterého se
dochovaly historické zminky, ze fasa Dulse byla pouzivana jako potrava jiz pred né€kolika
stoletimi. Rasa pfedstavuje charakteristicky tvar rostliny sestavajici ze zplo§télych podlouhlych
listd rozsitujicich se ze stiedu véjitku do tvaru ruky nebo dlané. Listy vychazeji z diskovitého
drzeni. Nékteti jedinci mohou dortst az do velikosti 50 cm, ale obvykla vyska byva okolo 10—
20 cm. Nové rostliny maji vyraznou svézi Cervenou barvu, zatimco starSi rostliny jsou
cervenohnédé az hnédé. Ve vyjimecnych situacich mohou béhem casnych letnich mésict v
disledku vyssich teplot a zvySeného vystaveni sluneCnimu zatfeni zezelenat nebo dokonce
vybélit, coz zplisobi zmény ve slozeni pigmenti [41].

Obrdazek 9: Rasa Dulse [42]
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Sacharidy tvoti az 74 % suché hmotnosti. Prvnim zastupcem jsou xylany, které jsou primarni
slozkou bunécné stény tohoto druhu. Jsou v podstaté slozeny z B-(1-4) a B-(1-3) vazanych D-
xylozovych jednotek v poméru asi 4:1. Vzhledem k tomu, Ze jsou xylany nestravitelné, jsou
povazovany za hlavni zdroj vlakniny a jsou pfitomny v rozpustné i nerozpustné formg. Dale se
v Dulse vyskytuje mensi mnozstvi celulozy, floridosidu (a-D galaktopyranosyl-(1-2) -glycerol)
a floridského Skrobu (glukan podobny amylopektinu). Floridosid je spojen s imunostimulacni
aktivitou v reakci na antigeny s potencidlnimi terapeutickymi aplikacemi [42].

Obsah bilkovin v P. palmata je jednim z hlavnich divodi komercniho zajmu o tento druh
pro potraviny. Obsahuje také bilkovinné ve vodé rozpustné pigmenty, tj. hlavné fykoerythrin
a v mens$i mife fykocyanin. Disponuje relativné vysokym podilem esencidlnich aminokyselin,
jako jsou glutamat, aspartat, alanin, arginin, glycin, serin, leucin nebo valin, a také esencialni
AMK, které jsou Casto limitujicimi zdroji rostlinné potravy, tj. methionin, lysin, threonin
a tryptofan. Je tieba poznamenat, ze cca 10 % celkového obsahu aminokyselin v Dulse je ve
formé volnych aminokyselin [43]. I pfes nizky celkovy obsah lipidi ve srovnani s typickymi
rostlinnymi zdroji tukli jsou mono a polynenasycené mastné kyseliny (MUFA a PUFA) vysoce
zastoupeny. Dulse je bohatd na ®-3 PUFA s dlouhym fetézcem, konkrétné na kyselinu
eikosapentaenovou (EPA). Neobsahuje vSak zadné vyznamné mnozstvi Kkyseliny
dokosahexaenové (DHA), diky ¢emuz je P. palmata zajimavou surovinou pro vyrobu vysoce
¢istych koncentrati EPA. Co se tyCe vitaminil, Dulse je povazovana za dobry zdroj vitaminu B,
zejména Bi, B2 a By, Z vitamini rozpustnych v tucich je P. palmata zvlasté bohata na -
karoten, znamy jako provitamin A, a také vitamin K [42].

2.10.4 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je kvasinka, kterd hraje vyznamnou roli v potravindiském primyslu
a farmacii. Jednd se o kvasinku spadajici do kategorie jednobunécné houby, které mayji
strukturni vlastnosti podobné vlastnostem vysSich eukaryotickych bunék. To znamena, Ze
obsahuji buné¢nou sténu, jadro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
vakuoly a sekre¢ni vacky spolu s komplexni extracelularni a intracelularni membranovou siti.
S. cerevisiae ma obecné elipsoidni tvar o velikosti 5-10 pm [44].

Tabulka 1: Klasifikace S. cerevisiae [45]

Klasifikace
Doména Eukarya
Kmen Ascomycota
Ttida Saccharomycetes
Rad Saccharomycetales
Celed’ Saccharomycetaceae
Rod Saccharomyces
Druh Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka obsahuje spoustu vyznamnych bioaktivnich latek, které maji zajimavy pfinos pro
lidské zdravi. Prvni skupinou bioaktivnich latek jsou vitaminy. Kvasinka S. cerevisiae
disponuje vitaminy skupiny B, jako jsou thiamin (B1), kyselina panthothenova (Bs), pyridoxin
(Bs), biotin (B7) a kobalamin (Bi2). Tyto vitaminy skupiny B napomahaji lepSimu traveni,
podporuji ¢innost nervové soustavy, imunitu, vedou k tvorbé cervenych krvinek a zlepSuji
funkci pokoZzky a sliznic [46]. Mezi mineralni latky, které se v kvasince nachdzeji, patii
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naptiklad draslik, vapnik, hoi¢ik, Zelezo nebo selen. Dalsi skupinou bioaktivnich latek, jez
kvasinka obsahuje jsou esencialni aminokyseliny, které jsou nepostradatelné pro spravné
fungovani lidského téla [44].

S. cerevisiae je zakladni slozkou pfi fermentaci potravin a napojii, ve kterych ma vysoky
komeréni vyznam. V evropském kvasnicovém primyslu se ro¢né vyrobi 1 milion tun, z ¢ehoz
asi 30 % se vyvazi do celého svéta. Pokud jde o napojovy priimysl, S. cerevisiae se vyuziva pro
vyrobu mnoha kvasenych napoji, jako je vino, pivo a cider; destilované napoje, jako je rum,
vodka, whisky, brandy a saké. Fermentace miize probihat bud’ samovolnym vyvojem
mikroflory suroviny nebo piidanim cCisté kultury kvasinek. S. cerevisiae je také nejb€znéjSim
druhem kvasnic v chlebu a v kvasku. Od 19. stoleti se pouziva jako startovaci kultura, kde se
pekatské kvasnice ziskavaly ze zbytkii vyroby piva. V roce 1792 byly v Anglii vyrobeny prvni
lisované kvasnice pro pe€eni a vafeni piva a v roce 1800 byly dostupné v severni Evropé,
zatimco v USA v roce 1868 byly zavedeny lisované kvasnice vylepSeného kmene a usnadnily
vyrobu chleba ve velkém méftitku [47].

2.11 Bezpecnost latek pridavanych do potravin

Jakékoliv latky, kterou jsou zamérné, za ucelem zlepSeni nebo cilené Upravy vlastnosti,
pfidavany do potravin, se souhrnné nazyvaji potravinové ptisady (aditiva). Upravuji fyzikalni,
chemicke, biologické nebo senzorické vlastnosti potravin. Potravinaiské pfisady mohou ptsobit
jako alergeny a vyvolavat imunitni reakce. Takové reakce mohou vytvaret rizné klinické obrazy
nebo mohou zhorSit riznd onemocnéni, jako je eozinofilni ezofagitida, bronchialni astma,
atopicka dermatitida, kontaktni dermatitida, chronicka koptivka nebo anafylaxe [48]. Z tohoto
divodu musi byt aditiva schvalena americkou spole¢nosti FDA (Food and Drug
Administration). Aditiva jsou vSechny latky, které se stavaji soucasti potravin, at’ uz ptimo nebo
nepiimo, a tim padem ovliviiuji jejich vlastnosti. Pfisady by pfi zpracovani potravin mély byt
potravinafské kvality a nemély by vykazovat toxicitu a reaktivnost. Mezi nejznam¢;jsi aditiva,
kteréd jsou pfimou soucasti potravin, mizeme zafadit konzervanty a barviva. Latky, jeZ nejsou
piimou soucasti potravin, se do nich dostanou az po procesu vyroby [49].

Existuji latky, které schvaleni od FDA nepottebuji, protoze jsou podle GRAS (Generally
Recognized As Safe) povazovany za bezpecné [50]. Podle GRAS se tedy jedna o latky, které
by nemély vykazovat Zadné nezadouci G¢inky na zdravi ¢lovéka pfi urcitém pouziti. Systém
pro prezkoumani a schvalovani ptisad pro pfidavani do potravin, byl vytvoren; v dobé, kdy byla
kritick4 potfeba méné doktrindiského piezkumu ptisad do potravin. Schvalovaci proces GRAS
pro potravinafskou piisadu se opira o tsudek ,,odbornikii kvalifikovanych védeckym Skolenim
a zkuSenostmi pro hodnoceni jeji bezpe€nosti, jehoz konecny produkt neni o nic lepsi nebo
horsi nez produkt FDA, ale Casto je rychlejsi [50]. Aby latka mohla ziskat status GRAS, musi
se poskytnout idaje o podrobném popisu latky, v jakém mnozstvi bude dana latka ptidana do
potravin a prok4zani o bezpecnosti za urcitych podminek. Déle se provadéji testy bezpecnosti
z hlediska chemického, toxikologického nebo enviromentdlniho. V rdmci evropské komise
byly mikrotasy Chlorella a Spirulina stejné jako kvasinka S. cerevisiae v roce 2020 zatazeny
do kategorie bezpec¢nych potravin. Lze je pouZzivat jako doplné€k stravy (ve formé prasku) [50;
51].
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2.12 Pouzivané analytické metody
2.12.1 UV-VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie je fyzikalné-chemicka metoda, kterd se fadi mezi molekulovou
absorp¢ni spektrometrii. Rozsah vinovych délek, pti kterych UV/VIS spektrofotometrie pracuje
je v rozmezi 200-800 nm. UV/VIS spektrofotometrie pracuje na principu méfeni energie
pohlcené vzorkem (latkou) pfi prichodu zéfeni. Méfenim jsou ziskéna absorp¢ni spektra, ktera
jsou graficky vyjadiena jako =zavislost absorbance na vlnové délce. Absorpci
elektromagnetického zéareni molekulou dojde ke zméné elektronového stavu dané latky
(molekuly) — dojde k elektronovym ptechodiim. Jinymi variantami spekter jsou zavislosti
transmitance nebo extinkéniho koeficientu na vlnové délce. Nejcasteji se vyuzivd meéfeni
absorbance, pficemz zdvislost absorbance na koncentraci a tloustce kyvety je popséana
matematicko-fyzikalni rovnici plynouci z Bouguerova— Lambertova—Beerova zdkona (Rovnice
1). Platnost zdkona je omezena na ziedéné roztoky, protoze tvrzeni, ze extink¢ni koeficient je
nezavisly na koncentraci latky pifi dané vinové délce, se vztahuje pouze na zfedéné roztoky do
koncentrace 1072 mol/dm®. U roztoki s koncentraci nad 1072 mol/ dm? je extinkéni koeficient
zavisly na indexu lomu roztoku, a tudiz neni koeficientem. Extinkéni koeficient je pro rizné
latky charakteristicky.

Rovnice 1. Rovnice Bouguerova— Lambertova—Beerova zdakona

A=¢-c-1 (1)

kde A = absorbance, ¢ = molarni absorp¢ni (extink¢ni) koeficient, ¢ = latkova koncentrace al =
délka kyvety [52].

2.12.2 Extrakce

Extrakce se fadi mezi jednoduché separacni metody, pii které piechazi slozka ze smési latek v
kapalné ¢i tuhé fazi do jiné kapalné faze. Jejim principem je izolace pozadovanych bioaktivnich
latek z matrice, kde se za normalnich podminek vyskytuji. Aktivni latka se béhem extrakce
extrahuje do urcitého rozpoustédla, tedy do kapalného extrahovadla. Diky tomu je extrahovana
latka 1épe rozpustna. Mezi nejvice vyuZivané extrakce miizeme zatadit extrakce do kapalnych
organickych rozpoustédel. Nejcasteji se extrahuje do ethanolu, hexanu, ethylacetdtu, methanolu
a acetonu. Narozdil od destilace, krystalizace a sublimace je extrakce velmi vyhodna pro izolaci
tepelné nestalych latek, protoze se miize provadét i za laboratorni teploty nebo za chladu.
Obecné plati, Ze opakovand extrakce n€kolika mensimi ddvkami rozpoustédla je G¢innéjsi nez
jedina extrakce celym mnozstvim rozpoustédla [53].

Mezi dalsi typy mizeme zaradit pretlakovou fluidni extrakci, superkritickou fluidni extrakcei,
extrakci pomoci ultrazvuku nebo pomoci mikrovin [54]. Optimalni metoda extrakce by méla
byt jednoducha, bezpetnd, reprodukovatelna, nendkladna a vhodna pro primyslové aplikace.
Utinnost v8ak zavisi na spravné piipraveném vzorku, na dobie zvoleném rozpoustédle
a vhodnych podminkéch, jako je naptiklad teplota nebo Cas a rychlost tfepani. Ke zvysSeni
vytéznosti lze také pouzit mechanické vlivy, jako je pfidani sklenénych kulicek do extraktu,
zmrazeni extraktu nebo pouziti ultrazvuku. Z biochemického hlediska lze pouzit také
detergenty a enzymy [55].
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2.12.3 Chromatografie

Chromatografie zahrnuje Sirokou S$kalu fyzikalnich metod pro analyzu nebo separaci
komplexnich smési. Tato metoda vyuziva vysoké rozliSeni komponent, coz vede k usnadnéni
separaci velmi slozitych smési. Principem chromatografie je déleni slozek smési mezi dvéma
fazemi, tzv. mobilni a stacionarni, nékdy také oznacovany jako pohybliva a nepohybliva faze.
Mobilni faze mize byt plynnd nebo kapalna, zatimco staciondrni faze mize nabyvat pouze
kapalné nebo pevné skupenstvi. Kapalnou stacionarni fazi tvoii vrstva kapaliny nanesena na
tuhych casticich nebo na vnitini stén¢ kapilarni kolony, zatimco pevnou stacionarni fazi
piedstavuji malé porézni Castice o priiméru jednotek az stovek mikrometrii. Podle skupenstvi
mobilni a stacionarni faze se d¢€li rizné chromatografické techniky. Pfi prichodu separa¢nim
systémem prejde kazda slozka vzorku mnohokrat z mobilni faze do stacionarni a zpét. V
kazdém okamziku musi byt systém velmi blizko rovnovaze, kdy pocet ¢astic nové vazanych na
staciondrni f4zi je roven poctu, které¢ v daném okamziku piejdou ze stacionarni do mobilni faze.
Tuto rovnovahu popisuje distribu¢ni konstanta KD, kter4 je definované pro rovnovahu analytu
mezi mobilni a stacionarni fazi. Casovy zaznam signalu detektoru, kterym protéka mobilni fize
za kolonou se oznacuje jako chromatogram. Protoze se zony jednotlivych slozek béhem své

ANy

2.12.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pojmem antioxidanty se rozumi molekuly, které chrani nase télo pfed nadbytecnym mnozstvim
volnych radikali. Mély by omezovat ¢i zabrainovat jejich oxidacni destrukci. Mezi ptirodni
latky s antioxidacnimi U€inky, které pfijimadme v potravé, miZeme zafadit vitaminy C a E,
karotenoidy a polyfenolické latky, kde patii napiiklad flavonoidy, katechiny nebo fenolické
kyseliny. Tyto latky jsou obsazeny v ovoci a zelening, vlakning, vinu, ¢aji nebo v aromatickych
a lécivych rostlinach. Existuje n€kolik metod stanoveni antioxidacni aktivity. Princip spociva
v riznych mechanismem, nej€asteji vSak jde o pfimou reakci s radikély, a to formou zhaSeni
nebo vychytdvani, nebo reakci s pfechodnymi kovy. Obecné se metody stanoveni charakterizuji
do dvou skupin: metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly a metody posuzujici redoxni
vlastnosti latek [57].

Ke stanoveni antioxidacni aktivity se nejcastéji vyuzivd metoda TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) vyuZivajici ABTS. Tato metoda testuje, zda je vzorek ¢i latka schopna
zhaset kation-radikal ABTS™ (2,2’-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Principem je srovnani vysledné antiradikalové aktivity vzorku nebo latky s antiradikalovou
aktivitou Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-  karboxylova  kyselina).
Antioxidanty pusobi jako donory vodiku, které zhaseji radikal ABTS™". Metoda se provadi
spektrofotometricky, funguje na zakladé zmén absorp&niho spektra ABTS™, pii vlnové délce
734 nm. Metoda TEAC je povazovana za nenaro¢nou a rychlou metodu se Sirokym spektrem
uplatnéni [57; 58].

2.12.5 Imunochemické stanoveni lepku (RIDASCREEN® Gliadin competitive)

Ke stanoveni lepku v potravinach jsou nejcastéji vyuzivany testy ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Jedna se o molekularné biologicky test bézné pouzivany pro detekci
a kvantifikaci riiznych molekul, v¢éetné peptidi, proteint nebo protilatek. Zakladni molekuldrni
slozky testu ELISA typicky zahrnuji pouziti protilatky konjugované s enzymem,
imobilizovanou molekulu z4jmu a detekéni substrat. Kriticky aspekt, ktery urcuje uspésnost
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a kvalitu dat ziskanych z ELISA testt, je zavisly na afinité a specificit¢ interakci protilatka-
antigen. Tyto interakce jsou ovlivnény fadou faktord, véetné pH, teploty a iontové sily. Obvykle
se ELISA provadi ve vicejamkovych mikrotitracnich destickach. VétSina komerénich
testovacich souprav ELISA je zaloZena na monoklondlnich protiladtkach. Metoda je vSak velmi
nakladna a reprodukovatelnost vysledka se li§i v zavislosti na typu testovaci soupravy ELISA
[59].

RIDASCREEN® Gliadin Competitive je metoda, kterd se pouzivd pro analyzu
fermentovanych a hydrolyzovanych potravin jako je naptiklad Skrob, Skrobovy sirup, pivo,
zékvas, sladovy extrakt, sojova omacka a dalsi, které jsou deklarovany jako bezlepkové. Lze
tedy tuto metodu vyuzit na vybrané ceredlie v této praci. Funguje na bazi monoklondlni
protilatky RS, ktera rozpoznavd mimo jiné potencidlné toxickou sekvenci QQPFP, jez se
vyskytuje v molekulach prolaminu [59; 60].

2.12.6 Antimikrobialni testy

K hodnoceni nebo screeningu in vitro antimikrobidlni aktivity extraktu nebo Cisté slouceniny
lze pouzit riizna laboratorni stanoveni. Testovani antimikrobidlni citlivosti lze pouzit pro
objevovani 1¢ékti, epidemiologii a predikci terapeutického vysledku. Zéakladnimi, a hlavné
nejzndméjsimi, jsou difizni a diluéni metody. Jiné typy metod se pouzivaji zejména pro
antimykotické testovani. Pro dal$i hloubkové studium antimikrobialniho ucinku latky se
doporucuji metody ,.time-kill“ test a pritokové cytometrické metody, které poskytuji informace
o povaze inhibi¢niho U¢inku. Vzhledem k tomu, Ze roste zdjem o rozSifeni vlastnosti novych
antimikrobidlnich produktd, je dalezité I1épe porozumét 1 sou¢asnym dostupnym metodam pro
screening nebo kvantifikaci antimikrobidlniho ucinku extraktu nebo ¢isté slouceniny pro jeho
aplikace v oblasti lidského zdravi, zeméd€lstvi a Zivotnim prostiedi [61].

Agarové diskové difuzni testy, vyvinuté v roce 1940, jsou oficialni metodou pouZzivanou v
mnoha klinickych mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani antimikrobidlni
citlivosti. V soucasné dob¢é je mnoho akceptovanych a schvalenych standardt publikovano
Institutem klinickych a laboratornich standardii (CLSI) pro testovani bakterii a kvasinek [62].
Ackoli ne vSechny naro¢né bakterie mohou byt touto metodou piesné testovany, byla provedena
standardizace pro testovani urcitych naro¢nych bakteridlnich patogent, jako jsou streptokoky,
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Neisseria gonorrhoeae a Neisseria
meningitidis, a to pomoci specifickych kultivaénich médii a riznych inkubaénich podminek pro
inhibi¢ni zony. Pfi tomto dobie zndmém postupu se agarové plotny naockuji standardizovanym
inokulem testovaného mikroorganismu. Potom se na povrch agaru umisti kolecka filtra¢niho
papiru (o priméru asi 6 mm), obsahujici testovanou slou¢eninu v poZadované koncentraci.
Petriho misky se inkubuji za vhodnych podminek. Obecné antimikrobidlni ¢inidlo difunduje do
agaru a inhibuje kliceni a rlst testovaného mikroorganismu a poté se méti primeéry inhibic¢nich
rustovych zén [61; 62].

Diluéni metody jsou nejvhodnégjsi pro stanoveni hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace,
protoZe nabizeji moZznost odhadnout koncentraci testovaného antimikrobidlniho ¢inidla v agaru
nebo bujonu. Zaznamenana hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace je definovana jako
testovaného mikroorganismu, a obvykle se vyjadifuje v pg/ml nebo mg/l. Existuje mnoho
schvalenych pokyntll pro testovani citlivosti na fedéni naroénych nebo nendro¢nych bakterii,
kvasinek a vlaknitych hub. Nejuznévangj$i normy poskytuje CLSI a Evropsky vybor pro

28



testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST). Jak bylo doporuceno, tyto pokyny poskytuji
jednotny postup testovani, ktery je praktické provadét ve vétSin€ laboratofi klinické
mikrobiologie. Vyvoj metodickych standardii sice nezarucuje klinickou relevanci takového
testovani, nicméné umoznuje provadét biologickou zkousku standardizovanym piistupem za
ucelem srovnavaciho vyhodnoceni klinické relevance vysledkt [61].

2.12.7 Stanoveni cytotoxicity

vvvvvv

kosmetickych ptipravkli nebo 1éCiv. Jedna se o schopnost dané slouceniny zpiisobovat
bunécnou smrt, a to pomoci zmén v bunééném chovani nebo v bunécnych procesech. In vitro
testy cytotoxicity jsou zalozeny na sledovani viability bun¢k, které jsou vystaveny dané
testované latce. Existuje nékolik rGznych parametri, podle kterych se posuzuje stav
buniky. Patii mezi n¢ proliferace bunck, sledovani mitochondridlni aktivity, integrita bunécné
membrany a dal$i. Tyto metody jsou zafazovany mezi metody jednoduché, diky tomu, ze
umoznuji otestovat vétsi mnozstvi vzorkd za pomémné kratky ¢as. Vysledky téchto testl jsou
dilezitym prvkem pro vyvoj novych 1éciv a dopliki. Testy mohou probihat za pomoci redukce
tetrazoliovych soli, redukce resazurinu, méfeni mnozstvi laktatdehydrogenasy, méfeni
mnozstvi ATP nebo barveni trypanovou modii. Bunécné kultury, které se vyuzivaji k testovani
cytotoxicity materiald, se ziskavaji izolaci z téla laboratorniho zviiete nebo ¢lovéka. Pro in vitro
testovani toxicity se vyuziva nekolik tisic sbirkovych bunéénych kultur, které jsou izolovany z
riznych zdroji. Kazdd bunéfna kultura se vyznacuje specifickym stupném sloZitosti
a ptibuznosti se souvisejici in vivo situaci [63].

MTT test se fadi mezi nejpouzivanéj$i metody stanoveni cytotoxicity. Principem tohoto testu
je stanoveni metabolické aktivity builkky. Metoda vyuzivd Zluté zbarvené MTT
(monotetrazoliova stil), kterd ma schopnost pronikat bunécnou a vnitini mitochondrialni
membranou; z diivodu jejiho lipofilniho charakteru. Mitochondridlni enzymy oxidoreduktazy
a dehydrogendzy metabolicky aktivnich bunék jsou schopny redukce MTT na formazan
(modrofialova barva). Pt1 MTT testu nejprve dochazi k inkubaci bun¢k se soli MTT. JelikoZ je
formazan nerozpustny ve vod¢, ptfidava se k bunkdm SDS. Diky plsobeni SDS dochazi ke
zmeéné zbarveni, kterd je pomoci spektrofotometru zachycena pii vlnové délce 540 nm.
Vysledky mohou byt ovlivnény nékolika faktory, jako jsou naptiklad podminky inkubace
bunék, jejich pocet nebo koncentrace MTT [64; 65].
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3 CiLE PRACE

Cilem této diplomové prace, ktera se zabyva vyvojem cerealnich vyrobkt pro zvlastni vyzivu
s ptfidavkem lusténin, fas a kvasinek, je vypracovani a shrnuti téchto bodu:

e piehlednd literarni reSerSe o piehledu bezlepkovych cereélii a moznostech obohaceni
cerealnich vyrobkt

e vyber ceredlii, lusténin, fas a kvasinek pro piipravu obohacenych cerealnich produkta

e optimalizace metod stanoveni zakladnich nutri¢nich slozek ceredlii a lusténin a
specialnich slozek fas a kvasinek

e piiprava smésnych produktl a jejich charakterizace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material
4.1.1 Pouzité cerealie

Pro tuto diplomovou praci byly k analyze vybrany tii druhy bezlepkovych cerealii, konkrétné
pohanka, quinoa a bezlepkové ovesné vlocky. Tyto vybrané vzorky byly komeréné zakoupeny.
Udaje o nutriénim sloZeni komeréné zakoupenych cerealii jsou uvedeny v Tabulka 2.

Tabulka 2: Nutricni sloZeni analyzovanych cereadlii vztazené na 100 g produktu

y Energetickd | Sacharidy | Bilkoviny | Tuky X
natka | hodnota [keal] | [g] le] [g] | SUIe]
Pohankova | & it 350 73,8 74 18 | 001
krupice
Quinoa bila | PROVITA 355 58 15 5.5 0,02
Bezlepkove | pp GviTA 366 61 12 6,2 0,02
ovesné vlocky

4.1.2 Pouzité luSténiny

V ramci této diplomové prace byly vzorky cereélii obohacovany mimo jiné i lusténinami.
K analyze byly vybrany hrach, ¢ervena CoCka a cernd cocka Beluga. Tyto lusténiny byly
vybirany z divodu vysokého obsahu bilkovin. Nutri¢ni slozeni vybranych lusténin znazoriuje

Tabulka 3.

Tabulka 3: Nutricni sloZeni analyzovanych lustenin vztazené na 100 g produktu

< Energeticka Sacharidy | Bilkoviny | Tuky .
Znatka | hodnota [keal] | [g] [e] [e] | S0l
Hréch zluty | PROBIO 338 59 24 0,8 | 001
Cervena PROBIO 315 392 24,7 13 | 001
¢ocka
Cerna do¢ka | COUNTRY
Beluga LIFE 353 60 26 1,1 0,02

4.1.3 Pouzité rasy a kvasinky

Co se tycCe fas, v ramci této diplomové prace bylo pracovano celkem se tfemi druhy. Byly
vybrany komeréné dostupné ftasy, konkrétné makrotfasa Dulse a mikrotasy Chlorella
a Spirulina. Rasa Dulse byla zakoupena ve formé& vlogek, Chlorella a Spirulina ve formé

prasku. Informace o nutri¢nim sloZeni fas uvadi Tabulka 4.

Tabulka 4: Nutricni sloZeni analyzovanych ras vztazené na 100 g produktu

Znacka Energeticka Sacharidy Bilkoviny Tuky Sual

hodnota [keal] [g] [g] [2] [g]

Dulse Zdravy den 227 22 17 1,3 4.1
Chlorella | Allnature 343 13,8 60,7 2,3 0,2
Spirulina | Allnature 336 13,1 65,9 1,0 0,9
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Z hlediska kvasinek bylo v této diplomové praci pracovano se dvéma druhy. Prvnim typem
byly kvasinky Saccharomyces cerevisiae ve formé suSeného pekaiského drozdi, které bylo
komeréné zakoupeno v obchodni siti Lidl. Jedno baleni vazi 7 gramti a odpovida 21 gramim
cerstvého drozdi. Jako druhy typ kvasinky byla pouzita Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-
102, ktera byla kultivovana na Fakulté¢ chemické VUT v Brné.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

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

Acetonitril, Penta (CR)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

Dusitan sodny p.a., Lachema (CR)

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bombé¢ s redukénim ventilem
Ethanol 96 % p.a., Penta (CR)

Ethylacetat, Penta (CR)

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

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

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

Hovézi sérovy albumin (BSA), VWR Chemicals (USA)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CR)

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

Chloroform p.a., Penta (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kit pro stanoveni B-glukant, B-Glucans Assay Kit (Mixed Linkage), Megazyme (IRL)
Kit pro stanoveni B-glukand, B-Glucans Assay Kit (Yeast and Mushroom), Megazyme (IRL)
Kit pro stanoveni lepku, RIDASCREEN® Gliadin competitive, R-Biopharm (SRN)
Kyselina gallovd monohydrat, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova, Lach-Ner (CR)

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

Methanol p.a., Penta (CR)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

PBS, Sigma (SRN)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)

Siran mé&d’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner (CR)
Sklenéné kulicky, pramér 0,25-0,5 mm, Carl Roth (SRN)
Trolox p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Trypanova modf, Biotech (SRN)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

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

Vinan sodno-draselny tetrahydrét p.a., Lach-Ner (CR)

4.3 Seznam pouzitych pristroji

Analytické vahy Pioneer, Ohaus (USA)

Automatické pipety, Biohit (DE), Discovery

Box Aura mini, BioTech (CR)

Centrifuga MIKRO 120, Hettich (SRN)

Centrifuga Z 366, Hermle (SRN)

ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (SRN)

GC sestava se detektorem FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
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HPLC sestava s detektorem PDA (Thermo Fischer Scientific, USA)
Kavovy mlynek Sencor SCG 1050BK

Laminarni box Airstream, ESCO (SRN)

Lyofilizator FreeZone 4.5 Freeze Dry Systém, Labconco (USA)
Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

Predvazky, Ohaus (USA)

Temperovana ttepacka-Heidolph Inkubator 1000 (DE)

Termoblok Dry Block Heater, Ohaus

Topna lazen HB4 basic, HBA Labortechnik

Ttepacka Unimax 1010, Heidolph (SRN)

Ultrazvuk, EMAG, Emmi H60, (DE)

Ultrazvukova lazen bez ohievu, Ultrasonic Compact Cleaner 1,25 1, Powersonic
UV-VIS spektrofotometr 1600PC, VWR (BE)

UV-VIS spektrofotometr, Boeco (SRN)

UV-VIS spektrofotometr, NanoPhotometer IMPLEN, (DE)

Vodni lazen TW 2, Julabo GmbH (SRN)

Vortex-Fixed speed vortrex mixer, Ohaus (USA)

Vortex Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)

4.4 Buné¢né kmeny
4.4.1 Pouzité bakterie k testovani antimikrobialni aktivity

K antimikrobidlnim testim byly pouzity dva kmeny bakterii. Ze zastupcl grampozitivnich
bakterii byla vybrana bakterie Micrococcus luteus CCM 1569. Z gramnegativnich kment byla
vybrana Serratia marcescens CCM 8587.

4.4.2 Pouzité linie humannich bunék

K testovani cytotoxicity na vybranych analyzovanych vzorcich byla pouZzita bunécéna linie
CaCO-2 Human Colon Adenocarcinoma cell line, permanent cell line. Tyto buniky byly
izolovany z primarniho nédoru tlustého stfeva 72letého darce muZzského pohlavi, ze sbirky
bunéénych kultur Cell Lines Service, Eppelheim (Némecko). Jedna se o heterogenni fadu bunék
lidského epitelidlniho kolorektalniho adenokarcinomu. Tato buné¢na linie je Siroce vyuZivana
k analyzam in vitro.

4.5 Metody
4.5.1 P¥iprava vzorkii pro analyzy

4.5.1.1 Priprava vzorki ceredlii a lusténin

Vzorky komercné zakoupenych ceredlii a luSténin byly nejprve pomoci kdvového mlynku
rozemlety na mouky. Nasledné byly pfipraveny vodné extrakty slouzici k analyzam cerealii
a lusténin, pfi¢emz byl navaZen vzdy 1 g mouky, ktery byl zalit 10 ml destilované vody. Obsah
zkumavek byl promichan na vortexu, poté byly zkumavky se vzorky pfemistény na tiepacku,
kde probihalo pravidelné michani 24 hodin pti 37 °C a otackéach 150 rpm. Po skonceni extrakce
byl obsah zkumavek zcentrifugovan (10 min pti 9000 rpm) a supernatant byl pfepipetovan do
¢istych zkumavek. Vzorky byly pfed pouzZitim na dal$i stanoveni uchovany v chladicim boxu
pti 4 °C.
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4.5.1.2 Priprava extraktu 7 ias

Extrakty byly pfipraveny z komeréné zakoupenych tas Dulse, Chlorella a Spirulina. Do malych
Sroubovacich zkumavek bylo navazeno 25-30 mg vzorku fasy. K biomase byl pfidan 1 ml
rozpoustédla. K ptipravé extraktl z fas byla vybrana tato rozpoustédla:

e destilovana voda

* 96 % ethanol

e hexan

o cthylacetat

e hexan a 96 % ethanol v poméru 1:1

e cthylacetat a 96 % ethanol v poméru 1:1.

Takhle ptipravené extrakty byly promichany na ru¢nim vortexu a umistény do ultrazvukové
lazné€ vyhtaté na 60 °C na 30 minut. Po uplynuti této doby byl obsah zkumavek opét promichan
na ruénim vortexu. Déle byly extrakty umistény do mrazédku na dobu 10 minut. Poté byly
vzorky zcentrifugovany pii otd€kach 4500 rpm na 10 minut. Nasledné byl do Ccistych
plastovych zkumavek odpipetovan supernatant. Tento postup byl opakovan celkem tfikrat.

Pro kazdy extrakt z Dulse, Chlorella ¢i Spirulina byla provedena také extrakce s pridavkem
sklenénych kulicek, které byly pfidany za ucelem zvySeni ucinnosti extrakce v dusledku
rozruseni bunécné stény. Extrakty byly pfipraveny stejnym postupem, kdy na zacatku extrakce
bylo k biomase ptidano stejné mnozstvi sklenénych kulicek. Takhle pfipravené extrakty byly
pred dal§imi analyzami uchovany v mrazéku pfi -18 °C.

4.5.1.3 Priprava extraktu 7 kvasinek

Kvasinkové extrakty byly pfipraveny ze suSené¢ho pekatrského drozdi a Saccharomyces
cerevisiae. Do malych Sroubovacich zkumavek bylo navaZeno 25-30 mg vzorku kvasinek.
K biomase byl pfidan 1 ml rozpoustédla. K ptipravé extrakti byla pouZita tato rozpoustédla:

e 96 % ethanol

e hexan

e cthylacetat

e hexan a 96 % ethanol v poméru 1:1

e cthylacetat a 96 % ethanol v poméru 1:1.

Dale bylo postupovano stejnym zpiisobem jako v kapitole 4.5.1.2.

4.5.1.4 Optimalizace piipravy extraktii 7 Fas a kvasinek

Pii ptipraveé riznych extrakt bylo zjisténo, ze ptidanim sklenénych kulicek do extraktd fas a
kvasinek dochazelo k vyssi u€innosti extrakce. Jak uz bylo zminéno v kapitole 4.5.1.2, sklenéné
kulicky naruSuji bunéCnou sténu biomasy, a tim padem dochazi k vy$Simu uvolnéni
analyzovanych bioaktivnich latek do rozpoustédla. Dale bylo zjisténo, Ze pfidanim nizsi
navazky biomasy do rozpoustédla dochéazelo diky sklenénym kuli¢kam k efektivnéjsi extrakci.
Ke zvyseni efektivnosti extrakce byl pouzit automaticky vortex namisto rucniho. Dle téchto
poznatkl byl navrZen novy postup pfipravy extraktl z fas a kvasinek.

Do malych Sroubovacich zkumavek bylo navazeno 10-20 mg vzorku fasy nebo kvasinky a
stejné mnoZzstvi sklenénych kulicek. K biomase byl pfidan 1 ml rozpoustédla. K piipravé
extraktl z fas byla vybrana tato rozpoustédla:
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e destilovana voda

e 96 % ethanol

e hexan

e cthylacetat

e hexan a 96 % ethanol v pom¢ru 1:1

e cthylacetat a 96 % ethanol v poméru 1:1.

K ptiprave extraktii z kvasinek byla pouzita tato rozpoustédla:

* 96 % ethanol

e hexan

e cthylacetat

e hexan a 96 % ethanol v poméru 1:1

e cthylacetat a 96 % ethanol v poméru 1:1.

Takhle ptipravené extrakty byly promichany na automatickém vortexu po dobu 10 minut
a umistény do ultrazvukové lazné vyhraté na 60 °C na 30 minut. Po uplynuti této doby byl
obsah zkumavek opé€t promichan na automatickém vortexu po dobu 10 minut. Dale byly
extrakty umistény do mrazdku na dobu 10 minut. Poté byly vzorky zcentrifugovany pfi
otackach 4500 rpm na 10 minut. Nasledn¢ byl do ¢istych plastovych zkumavek odpipetovan
supernatant. Tento postup byl opakovan celkem ttikrat. Extrakty byly pfed dal§imi analyzami
uchovany v mrazaku pii -18 °C.

Pted samotnou charakterizaci extraktli z fas a kvasinek byly hexanové, ethylacetitové a
smésné extrakty (hexan:ethanol a ethylacetéat:ethanol v poméru 1:1) odpafeny na termobloku
pti 50 °C za pomoci inertniho dusiku. Po odpateni byla srazenina rozpusSténa v ethanolu, ve
stejném objemu jako pfedstavoval plvodni extrakt. SraZenina byla rozpu$téna pomoci
ultrazvuku a nasledné byla ptipravena k dalSim analyzam.

4.5.1.5 Priprava smési

V ramci této diplomové prace byly pfipraveny smesi ceredlii obohacené o piidavky lusténin,
fas a kvasinek. Jako zaklad byla vybrana quinoa, kterd z analyzovanych cerealii v této praci
vykazovala nejlepsi vysledky. Na zaklad¢ dalSich ziskanych vysledkl byly k ptipravé smési
vybrany tyto vzorky:

e hrach

e hexanovy a ethanolovy (96 %) extrakt Chlorella v poméru 1:1

e hexanovy a ethanolovy (96 %) extrakt Spirulina v poméru 1:1

e hexanovy a ethanolovy (96 %) extrakt Saccharomyces cerevisiae v poméru 1:1
e cthanolovy (96 %) extrakt Saccharomyces cerevisiae

e biomasa Chlorella

e biomasa Spirulina.

Smési byly zality horkou destilovanou vodou o teploté 80 °C. Celkem bylo pfipraveno
11 ceredlnich kasi a 1 kontrolni, ktera obsahovala pouze ziklad, tedy quinou. SloZeni
pfipravenych smési je uvedeno v Tabulka 5 a Tabulka 6.
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Tabulka 5: SlozZent pripravenych ceredlnich kasi 1

Slozka Zaklad | Smés A | Smés B | Smés C | Smés D | Smés E
Quinoa [g] 10 5 10 10 10 10
Hrach [g] — 5 — — — —
Extrakt Chlorella [ml] — — 1 — — —
Extrakt Spirulina [ml] — — — 1 — —
Extrakt Sc [ml] — — — — 1 —
EtOH extrakt Sc [ml] — — — — — 1
Chlorella biomasa [g] — — — — — —
Spirulina biomasa [g] — — — — — —
Destilovana voda [ml] 15 15 14 14 15 15

Tabulka 6: Slozeni pripravenych ceredalnich kasi 2

SloZka SmésF | SmésG | SmésH | Smés1 | SmésJ | Smés K
Quinoa [g] 5 10 5 10 10 10
Hrach [g] 5 — 5 — — —
Extrakt Chlorella [ml] 0,5 0,5 — — — —
Extrakt Spirulina [ml] 0,5 0,5 — — — —
Extrakt Sc [ml] — — 0,5 0,5 — —
EtOH extrakt Sc [ml] — — 0,5 0,5 — —
Chlorella biomasa [g] — — — — 1 —
Spirulina biomasa [g] — — — — — 1
Destilovana voda [ml] 12 12 12 12 15 15

Ptipravené cerealni kase byly po vychladnuti ponechany v mrazéku pii teplot¢ —80 °C
24 hodin. Po uplynuti této doby byly vzorky smési zlyofilizovany. Po lyofilizaci byly vzorky
az do dalSich analyz uchovany v mrazaku pii -18 °C.

Nasledné byly z lyofilizovanych vzorkl pfipravenych cerealnich kasi pfipraveny vodné

extrakty podle kapitoly 4.5.1.5. Tyto vodné extrakty byly pouZzity k dalSim stanovenim.

4.5.2 Metody charakterizace riznych typt materiilu

4.5.2.1 Kultivace Saccharomyces cerevisiae
Z kryozkumavek uchovavanych pii - 80 °C byly zaockovany na sterilni YPD médium v Petriho

miskach vybrané kvasinky. ZaoCkovana kultura byla po dobu 3—4 dni inkubovéna pfi

laboratorni teploté. Kultivace Saccharomyces cerevisiae probihala ve dvou stupnich, kdy byla
pfipravena inokula I a II. Ob¢ inokula byla kultivovana v YPD médium o sloZeni uvedeném v

Tabulka 7.

Tabulka 7: Slozeni pouzivaného YPD média

Slozka MnoZstvi
glukdza 2g
pepton 2g
kvasni¢ny autolyzét lg
voda 100 ml
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Inokulum I bylo namichano v mnozstvi 50 ml YPD média do 250 ml Erlenmeyerovy baiiky.
Inokulum II bylo pfipraveno namichanim 100 ml YPD média do 500 ml Erlenmeyerovy bariky.
Byla provedena sterilace v tlakovém hrnci po dobu 40 minut pfi teploté 120 °C. Po ochlazeni
média vinokulu I byla bafika zaockovdna v oCkovacim boxu za sterilnich podminek
z piipravenych zao¢kovanych Petriho misek. O¢kovaci pomér €inil 1 klicka s kulturou na 10 ml
YPD média. Poté byla baiikka umisténa na reciprokou tfepacku po dobu 24 hodin. Dalsi den
bylo stejnym zptsobem zaockovano inokulum II. O¢kovaci pomér z inokula I do inokula II byl
1:5. Poté byla opét provedena kultivace po dobu 24 hodin na tiepacce. Po uplynuti této doby
byla kultura pfeockovana do vysterilovaného produkéniho média (slozeni viz Tabulka 8)
v poméru 1:10 do 500 ml Erlenmeyerovy banky. Kultivace probihala pti laboratorni teploté po
dobu 96 hodin na horizontalni tfepacce. Po uplynuti této doby byla kultura s médiem
zcentrifugovdna po dobu 5 minut pfi otdckach 9000 rpm. Supernatant byl odlit a ziskana
biomasa kvasinky byla promyta destilovanou vodu a nasledné znovu zcentrifugovana. Opét
probéhlo promyti destilovanou vodou a ziskand biomasa byla zmrazend pfii
teploté - 80 °C a nésledné zlyofilizovana. Po procesu lyofilizace byla vysusena biomasa az do
dalSich analyz uchovana v mrazaku pii -18 °C.

Tabulka 8: Slozeni produkcniho média C/N 25

Slozka Mnozstvi
glukédza 46,46 g
MgSO4-7HO | 0,696 g
KH2P04 4 g
(NH4)2S04 4g
voda 1000 ml

4.5.2.2 Stanoveni celkovych polyfenolii

Ke stanoveni celkovych polyfenolii ve vzorcich ceredlii, luSténin, fas, kvasinek a jejich smési
byly pouzity extrakty pfipravené dle kapitoly 4.5.1. Do sklenéné zkumavky byl
napipetovan 1 ml Folin-Ciocalteuova cinidla zfedéného destilovanou vodou v poméru 1:9.
K nému byl pfidan 1 ml destilované vody a 50 pl vzorku. Obsah zkumavek byl promichan na
vortexu a ponechan 5 minut stat pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byl do zkumavek
napipetovan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Vzorky byly opét promichany na
vortexu a ponechany stat 15 minut pii laboratorni teploté. Nasledné byla zmétena absorbance
pii vlnové délce 750 nm proti blanku. Ve slepém vzorku bylo pouzito 50 pl destilované vody
namisto 50 pl extraktu. Stanoveni probihalo v triplikatech.

K sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pouzit stejny postup, akorat misto 50 ul vzorku bylo
pouzito 50 ul roztoku kyseliny gallové v koncentraénim rozmezi 0,1-0,7 mg/ml. Ze ziskanych
dat byla vytvotena kalibra¢ni zavislost (Rovnice 2) slouzici k nésledujicim stanovenim.

Rovnice 2. Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni celkovych polyfenolii s koeficientem R’

A=1,2726-c (2a)
R? = 10,9946 (2b)
4.5.2.3 Stanoveni flavonoidi
Ke stanoveni flavonoidl byly opét pouzity pfipravené extrakty cerealii, lusténin, fas, kvasinek
a jejich smeési viz 4.5.1. Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu, dale 1,5 ml
destilované vody a 0,2 ml 5 % roztoku dusitanu sodného. Zkumavky byly promichany na
vortexu a nechany stat 5 minut pfi laboratorni teploté. Dale bylo do zkumavek napipetovano
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0,2ml 10 % chloridu hlinit¢tho a obsah zkumavek byl ponechan stat dalSich 5 minut. Po
uplynuti této doby bylo pfidano 1,5 ml 1 M roztoku NaOH a 1 ml destilované vody. Obsah byl
op¢t promichdn na vortexu a ponechédn stat 15 minut pii laboratorni teploté. Nasledné byla
zm¢étena absorbance pii vinové délce 510 nm oproti blanku, jez ptedstavovala destilovana voda.
Stanoveni bylo provedeno v triplikatech.

K sestaveni kalibracni zavislosti byl pouzit roztok katechinu rozpusténém v ethanolu
v koncentra¢nim rozmezi 0,05-0,3 mg/ml. Ziskanou kalibracni zavislost vyjadiuje Rovnice 3.

Rovnice 3. Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni flavonoidii s koeficientem R’

A=34114-c (3a)

R? = 0,9997 (3b)
4.5.2.4 Stanoveni antioxidacni aktivity
Antioxidaéni aktivita ceredlii, lusténin, fas, kvasinek a jejich smési byla stanovena roztokovou
metodou za pomoci Troloxu (TEAC). Nejprve byl pfipraven roztok radikalového kationtu
ABTS" za pomoci 7 mM roztoku ABTS"" rozpusténého v destilované vodé a 2,45 mM roztoku
peroxodisiranu draselného. Tento roztok byl ponechan stdit minimaln€ 12 hodin ve tmé pfi
laboratorni teploté pfed samotnou analyzou vzorkl. Pfed méfenim antioxidacni aktivity byl
piipraveny roztok ABTS™ nafedén pomoci ethanolu na vyslednou absorbanci 0,700 + 0,020
oproti blanku, kterym byl v tomto pfipadé ethanol, pti vinové délce 734 nm. Nasledné byl do
Eppendorfovych zkumavek napipetovan 1 ml nafedéného roztoku ABTS™ a bylo pfidano 10 pl
extraktu analyzovaného vzorku. Zkumavky byly promichény a ihned uchovany do tmy na dobu
10 minut. Po uplynuti této doby byla zmétena absorbance Ajo v ziZené kiemenné kyveté.
Hodnota absorbance Ao byla zjisténa pfidanim 1 ml roztoku ABTS™" a 10 ul destilované vody,
pficemz byla absorbance zmétfena ihned po promichdni. Vysledna absorbance byla ziskana
odectenim Ao-A1o. Vzorky byly analyzovany v triplikatech.

Kalibra¢ni kiivka byla stanovena stejnym postupem. Pro zjisténi kalibracni zavislosti byl
pouzit roztok Troloxu, jenz byl rozpusStén v 60 % ethanolu. Vysledna analyzovana koncentrace
v Troloxu byla v rozmezi 50400 pg/ml. Rovnice 4 znazoriiuje zjiSt€nou kalibracni zavislost.

Rovnice 4. Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni antioxidacni aktivity s koeficientem R’

A=1,07%"-c (4a)

R? = 0,9950 (4b)
4.5.2.5 Stanoveni celkovych sacharidii dle Duboise
Celkové sacharidy byly ve vzorcich ceredlii a luSténin stanoveny metodou dle Duboise. Byly
pfipraveny kyselé hydrolyzaty, kdy byl navazen vzdy 1 g vzorku, ktery byl zalit 10 ml 6 M
kyseliny chlorovodikové. Obsah zkumavek byl promichdn na vortexu a zkumavky byly
pfemistény na tfepacku, kde byly ponechany 1,5 hodiny pii 37 °C. Poté byly zkumavky
zcentrifugovany po dobu 10 minut a otd¢kach 9000 rpm. Nasledné byl odebran supernatant,
ktery byl 1000x zfedén.

K 1 ml natedéného vzorku byl pfidan 1 ml 5 % roztoku fenolu a pomalu bylo pfidano 5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Smeés byla promichana a ponechana stdt 30 minut pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla zméfena absorbance pii vlnové délce 490 nm
oproti blanku, ktery obsahoval 1 ml destilované vody, 1 ml 5 % fenolu a 5 ml koncentrované
kyseliny sirové.
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K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit roztok glukoézy v koncentratnim rozmezi 10—
100 pg/ml. Tuto kalibraéni zavislost vyjadiuje Rovnice 5.

Rovnice 5. Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni celkovych sacharidii s koeficientem R’

A=11,7080-c (5a)
R? = 0,9970 (5b)

4.5.2.6 Stanoveni rozpustnych proteinu dle Hartree-Lowryho

Celkové rozpustné proteiny ve vodé¢ byly ve vzorcich ceredlii, lusténin a smési analyzovany
metodou dle Hartree-Lowryho. K 1 ml vzorku vodného extraktu vzorku bylo ptfiddno 0,9 ml
roztoku A. Smés byla inkubovéana 10 minut ve vodni lazni vyhiaté na 50 °C. Po uplynuti této
doby byly zkumavky ochlazeny na laboratorni teplotu a bylo ptidano 0,1 ml roztoku B. Smés
byla protfepana na vortexu a inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté. Poté byly ptidany
3 ml roztoku C a vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut ve vodni 1azni vyhiaté na 50 °C.
Po inkubaci byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a byla zméfena absorbance pti vinové
délce 650 nm oproti blanku, kterym byla v tomto stanoveni destilovana voda.

Jako kalibra¢ni roztok byl pouzit albumin (BSA) o koncentracnim rozmezi 30-300 pg/ml.
Kalibraéni zavislost je vyjadfena pomoci Rovnice 6.

Rovnice 6. Rovnice kalibracni kiivky pro stanoveni celkovych proteinii s koeficientem R’

A=29371-c (6a)
R%? =0,9927 (6b)

Roztok A: 0,5 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 25 g uhli¢itanu sodného, 125 ml 1 M
hydroxidu sodného, a to celé doplnit destilovanou vodou do objemu 250 ml.

Roztok B: 2 g tetrahydratu vinanu sondo-draselného, 1 g pentahydratu siranu médnatého,
10 ml 1 M hydroxidu sodného, a to cel¢ doplnit destilovanou vodou do objemu 100 ml.

Roztok C: Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo zfedéné destilovanou vodou v poméru 1:15.
4.5.3 Specialni analytické metody

4.5.3.1 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

Obsah mastnych kyselin ve vzorcich ceredalii, lusténin, kvasinek a fas byl analyzovan pomoci
plynové chromatografie. Nejprve bylo do krimplovacich vialek navdzeno 50-60 mg
analyzované latky a bylo napipetovano 1,8 ml transesterifikacni smési s obsahem interniho
standardu C17 o koncentraci 0,5 g/ml, rozpuSténého v 15 % roztoku kyseliny sirové
v methanolu. Vialky byly nasledné¢ zakrimplovany a umistény do termobloku na 2 hodiny pfi
85 °C za ucelem transesterifikace. Po uplynuti této doby byly vialky ochlazeny na laboratorni
teplotu a jejich obsah byl kvantitativné pfeveden do sklenénych vialek o objemu 4 ml, které
obsahovaly 0,5 ml 0,05 M hydroxidu sodného. Do vialky byl pfidan 1 ml hexanu HPLC kvality.
Vialky byly uzavieny a byly promichany na vortexu po dobu 6 minut. Diky tomu doslo
k oddéleni fazi. Nasledné bylo z horni hexanové vrstvy odpipetovano 0,1 ml do Cisté sklenéné
vialky a bylo pfidano 0,9 ml hexanu HPLC kvality. Takto pfipravené vzorky byly uloZeny do
mrazaku, kde byly ponechény pii -18 °C az do jejich analyzy na GC.
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Ve vzorcich byly pomoci plynového chromatografu analyzovany methylestery mastnych
kyselin, které vznikly béhem procesu esterifikace. Parametry analyzy na GC jsou obsazeny
v Tabulka 9.

Tabulka 9: Parametry analyzy na GC

Ptistroj Thermo Fischer TRACETM GC
Davkovani Autosampler Thermo Scientific A1 1310
Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Detektor FID

Nosny plyn, prutok Vodik, 1 ml/min

Objem néstiiku 1l

tinjektoru, tdetektoru 250 OC/ 260 °C

Pritok vzduchu 350 ml/min

Pritok dusiku 30 ml/min

Prutok vodiku 35 ml/min

4.5.3.2 Stanoveni pigmentit a lipofilnich metabolitit pomoci HPLC

Pigmenty a lipofilni metabolity byly ve vzorcich ceredlii, lusténin, fas a kvasinek analyzovany
za pomoci kapalinové chromatografie. K 1g vzorku bylo pfidino 10ml smési
chloroform:methanol v poméru 2:1. Ke smési byly piidany sklenéné kulicky. Zkumavky byly
umistény na vortex, kde byly intenzivné promichavany po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby
byly pfidany 3 ml destilované vody a obsah byl promichan a zcentrifugovan po dobu 6 minut
pti otackach 4500 rpm, pficemz doSlo k oddéleni fazi. Nésledné byla spodni chloroformova
vrstva odpipetovéana do sklenénych zkumavek a zkumavky byly umistény do termobloku, kde
doslo k odpateni za pomoci dusiku. Pevny podil, ktery byl ziskan odpafenim, byl rozpusStén
v 0,5 ml smési rozpoustédel ethylacetéat:acetonitril v poméru 1:1. Tato smés piedstavovala
mobilni fazi. Rozpusténé vzorky byly piefiltrovany ptes PTFE filtr do sklenénych vialek pro
analyzu HPLC. Vzorky byly pfed samotnym stanovenim uchovany v mrazéku pfi -18 °C.

Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny za pomoci programu Chromeleon™
Chromatography Data System. Obsah jednotlivych pigmenti a lipofilnich metabolith byl ziskéan
za pomoci kalibra¢nich kfivek. Parametry analyzy pomoci HPLC jsou uvedeny v Tabulka 10 a

Tabulka 11.

Tabulka 10: Parametry analyzy na HPLC

Ptistroj HPLC Thermo Fisher Scientific

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

Cas analyzy 25 min

Pritok MF 1,2 ml/min

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

Typ eluce Gradientova
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Tabulka 11: Slozeni mobilnich fazi v ruznych casech analyzy na HPLC

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

4.5.3.3 Méieni absorpcnich (UV-VIS) spekter

Pomoci UV-VIS spektrofotometru byla zmétena absorpéni spektra vSech pfipravenych extraktl
fas a kvasinek. Absorpcni spektra byla méfena v rozmezi 200—-800 nm s krokem 1 nm. Kazdé
absorp¢ni spektrum daného extraktu bylo méteno celkem tiikrat. Ziskana spektra byla vyuzita
pro dalsi charakterizace danych extraktt.

4.5.3.4 Spektrofotometrické stanoveni pigmentii

Pro spektrofotometrické stanoveni pigmentii v extraktech byly pouzity primérné hodnoty
absorbanci pii vybranych vlnovych délkéach, které byly ziskdny z naméfenych absorpénich
spekter extraktt (kapitola 4.5.3.3). Pro vypocet obsahu chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidti
v extraktech ztas byly pouzity vztahy uvedené nize Rovnice 7. Ziskané koncentrace byly
vyjadfeny v pg/ml, nasledné byly pfepocitdny na koncentrace vyextrahovanych pigmenti
v mg na g biomasy, kdy bylo zohlednéno i fedéni extraktu.

Rovnice 7. Rovnice pro spektrofotometrické stanoveni pigmentii v pripravenych extraktech

Cq = (13,36 - Aggs — 5,19 - Agso) (7a)
cp = (27,43 - Aggo — 8,12 - Aggs) (7b)
1000 - Ayy9 — 2,13 - ¢4 — 97,64 - ¢}
Ckarotenoidy = 209 (7¢)

V piipravenych kvasinkovych extraktech byly pro vypocet chlorofylii pouzity vztahy z
Rovnice 7. Pro stanoveni karotenoidii v kvasinkovych extraktech byl pouzit vztah, ktery
vyjadfuje Rovnice 8. Veli€ina € ptedstavuje molarni absorpéni koeficient B-karotenu. Pro ethanol
je tato hodnota rovna 2620 dm*/mol-cm. Ziskané koncentrace byly piepoéitany na mg na g
biomasy.

Rovnice 8. Rovnice pro spektrofotometrické stanoveni karotenoidii v kvasinkovych extraktech

Aysq - 10
£

@®)

Ckarotenoidy

4.5.3.5 Stanoveni lepku

Mnozstvi lepku ve vybranych ceredliich bylo stanoveno za pomoci komeréné zakoupeného kitu
RIDASCREEN® Gliadin Competitive. Postup byl provadén dle instrukci vyrobce. Nejprve byly
pfipraveny ethanolové extrakty vybranych cerealii. Do zkumavky byl navazen 1 g vzorku, ktery
byl zalit 10 ml 60 % ethanolu. Obsah zkumavek byl promichan na vortexu po dobu 30 sekund
a nasledné byly zkumavka umisténa na vortex po dobu 10 minut. Po uplynuti doby extrakce
byla smés zcentrifugovana po dobu 10 minut pti otackach 4500 rpm. Nasledné byl ziskany
supernatant 50x zfedén pufrem. Takhle pfipravené extrakty byly pouzity k nasledné analyze.
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Kazdy vzorek byl stanovovan v triplikatech. Do jamek testovaci desticky, kterd byla soucasti
kitu, bylo napipetovano vzdy 50 pl ethanolového extraktu vzorku. Dale bylo do kazdé jamky
napipetovano 50 pl nafedéného konjugétu a desticka byla lehce promichdna. Desticka byla
inkubovéna pfi laboratorni teploté¢ po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byl obsah jamek
vylit a do kazdé jamky bylo napipetovano 250 pl promyvaciho pufru. Tento krok byl proveden
celkem tfikrat. Nasledné bylo do kazd¢ jamky napipetovano 100 pl chromogenu (substratu),
desticka byla lehce promichana a nasledné byla inkubovana 10 minut ve tmé. Po inkubaci bylo
do vSech jamek napipetovano 100 pl stop roztoku, desticka byla promichana a pomoci ptistroje
Elisa reader byla zméfena absorbance pti vinové délce 450 nm.

Soucasné byla proméfena kalibrac¢ni fada v koncentracnim rozmezi 0—270 ng/ml, ktera byla
soucasti kitu. Koncentrace gliadinu byla ziskdna za pomoci dosazeni absorbance do kalibra¢ni
kiivky a piepocitana na obsah lepku dle navodu vyrobce kitu.

4.5.3.6 Stanoveni f-glukanii v ceredliich a iasdch

B-glukany byly ve vzorcich ceredlii a fas stanoveny za pomoci komeréné dostupného kitu -
Glucan Assay Kit (Mixed Linkage). Do sklenénych zkumavek bylo navazeno 40—60 mg vzorku
ceredlie, fasy nebo standardu muk (oves a je¢men), které byly soucasti kitu. Dale bylo ptidano
0,1 ml 50 % ethanolu a 2 ml fosfatového pufru (20 mM, pH 9,5). Smés byla promichdna na
vortexu a dana inkubovat na 60 sekund do vrouci vodni 1azn€. Nasledné byly zkumavky opét
promichany na vortexu a inkubovany dalsi 2 minuty ve vrouci 1azni. Po nasledném promichani
byla smés dana inkubovat do vodni l4zné€ vyhtaté na 50 °C. Po skonceni inkubace bylo ke smési
ptidano 50 pl enzymu lichenazy, zkumavky byly promichany a dany inkubovat opét do vodni
lazn€ vyhtaté na 50 °C na dobu 1 hodinu. Béhem inkubace byl obsah zkumavek nékolikrat
promichan. Po inkubaci bylo do zkumavek ptidano 2,5 ml acetatového pufru (200 mM,
pH 4,0). Smés byla promichana a zcentrufigovana po dobu 10 minut pti otackach 10000 rpm).
Do celkem 3esti Eppendorfovych zkumavek bylo odpipetovano 50 pl supernatantu, pficemz do
tii zkumavek bylo pfidano 50 pl enzymu B-glukozidazy a do dalSich tifi zkumavek 50 pl
acetatového pufru (50 mM, pH 4,0). Zkumavky byly po dobu 10 minut inkubovany pfi 50 °C.
Nasledné bylo do kazdé z Eppendorfovych zkumavek pifidano 1,5 ml GOPOD reagentu a
zkumavky byly opét dany inkubovat dal§ich 20 minut pii 50 °C. Po uplynuti této doby byla
zmeéfena absorbance pii vinové délce 510 nm oproti blanku, ktery obsahoval 0,1 ml destilované
vody, 0,1 ml acetatového pufru a 3 ml GOPOD reagentu.

4.5.3.7 Stanoveni f-glukanii v kvasinkdach

Obsah B-glukanti v analyzovanych kvasinkéach byl stanoven pomoci komeréné dostupného kitu
B-Glucan Assay Kit (Yeast and Mushroom). Nejprve byl stanoven obsah celkovych glukant a
nasledné obsah a-glukant. Obsah B-glukanli byl ziskdn odectenim obsahu o-glukani od
celkovych glukanti.

Celkové glukany byly ve vzorcich kvasinek stanoveny nasledujicim zptisobem. Nejprve bylo
do sklenénych zkumavek navazeno cca 90 mg biomasy kvasinek nebo kvasinkového standardu.
Byly pfidany 2 ml vychlazené 12 M kyseliny sirové a zkumavky byly umistény na 2 hodiny do
ledové lazné za obCasného michani. Nésledné¢ byly do kazdé zkumavky ptidany 4 ml
destilované vody, smés byla promichana na vortexu a bylo pfidano dalSich 6 ml destilované
vody, pficemz obsah zkumavek byl opét promichdan na vortexu. Dale byly zkumavky
s uvolnénymi vicky umistény do vrouci vodni 1azné. Po uplynuti 5 minut byla vicka dotdhnuta
a obsah zkumavek byl ponechéan inkubovat ve vrouci vodni 1azni po dobu 2 hodin. Po skonceni

42



inkubace byly zkumavky ochlazeny na laboratorni teplotu a jejich obsah byl kvantitativné
pfeveden do odmérnych ban¢k o objemu 100 ml za pomoci acetitového pufru (200 mM,
pH 4,5). Do odmérné banky bylo pfiddno 6 ml 8 M NaOH a objem baiikky byl doplnén
acetatovym pufrem (200 mM, pH 4,5) na 100 ml. Baiky byly dikladné¢ promichany a do
Eppendorfovych zkumavek byl odebran 1 ml alikvot, ktery byl zcentrifugovan po dobu 5 minut
pti otackach 13000 rpm. Do dvou distych sklenénych zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml
supernatantu a na dno zkumavek bylo pridano 0,1 ml smési enzymii (exo-1,3-B-glukanéza a -
glukozidaza) v acetdtovém pufru (200 mM, pH 4,5). Smés byla dikladn¢ promichéna na
vortexu a ponechana inkubovat pii 40 °C po dobu 60 minut. Po inkubaci byly do kazdé
zkumavky ptidany 3 ml GOPOD reagentu a zkumavky byly inkubovany dalSich 20 minut pii
40 °C. Po uplynuti této doby byly zkumavky ochlazeny na laboratorni teplotu a byla zmétena
absorbance pii vlnové délce 510 nm proti blanku. Vzorky byly analyzovany v duplikatech a
vysledna hodnota absorbance byla zprimérovana.

Obsah a-glukand byl stanoven tak, Ze do sklenénych zkumavek bylo navadzeno 100 mg
biomasy kvasinek nebo kvasinkového standardu a byly pfidany 2 ml 1,7 M NaOH. Smés byla
promichana na vortexu a zkumavky byly inkubovany v ledové lazni po dobu 20 minut za
obcasného michani. Nasledn¢ bylo ptfidano 8 ml acetatového pufru (1,2 M, pH 3,8). Dale bylo
pfidano 0,2 ml smési enzym@ (amyloglukoziddza a invertdza) a smés byla promichana na
vortexu a ponechana inkubovat 30 minut pifi 40 °C. Po skonceni inkubace byly do
Eppendorfovych zkumavek napipetovany 2 ml smési a obsah byl zcentrifugovan (5 minut,
13000 rpm). Do ¢cistych sklenénych zkumavek bylo odpipetovano 0,1 ml supernatantu a bylo
pridano 0,1 ml acetatového pufru (200 mM, pH 4,5). Nasledné byly ptidany 3 ml GOPOD
reagentu a zkumavky byly dany inkubovat na 20 minut do 40 °C horké 1azn¢. Po uplynuti této
doby byla zméfena absorbance pfi vlnové délce 510 nm proti blanku. Kazdy vzorek byl
stanovovan v duplikatech a pro vypocet obsahu o-glukanti byla pouzita primérnd hodnota
absorbanci.

4.5.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity

U vybranych extraktl z ceredlii, lusténin, fas a kvasinek byly provedeny antimikrobialni testy.
K testim byly pouzity dva kmeny bakterii, grampozitivni Micrococcus luteus a gramnegativni
Serratia marcescens. Stanoveni bylo provedeno pomoci bujonového diluéniho testu na 96-
jamkovych mikrotitracnich destickach a analyza probihala celkem tfi dny ve sterilni mistnosti.
Prvni den bylo pfipraveno 100 ml média Nutrient Broth (NB) a médium bylo rozdéleno do dvou
Erlenmayerovych ban€k po 50 ml. Dale bylo pfipraveno do pyrexové nadoby 200 ml téhoz
média. Tato média a potiebny materidl na testovani byly dany k sterilaci. Tento proces probihal
po dobu 35 minut pfi 120 °C. Po uplynuti této doby byly do dvou Erlenmayerovych ban&k
s médiem zaoCkovany bakterie Micrococcus luteus a Serratia marcescens. Poté byly tyto
zaoCkované banky kultivovany 24 hodin na tfepacce pfi teplot¢ 37 °C. Druhy den bylo pied
pouzitim nakultivovanych bakterii provedeno fedéni cCistym médiem tak, aby kultury
odpovidaly hodnoté 0,5 McFarlandové zakalové stupnici. Nasledné bylo provedeno fedéni, aby
vysledné kultury byly zfedény celkem 2 000x. Dal$im krokem bylo napipetovani vody, vzorkd,
kultur a kontrol na desticku dle pfedem ptipravené¢ho schématu. Vysledny objem v jamkach
predstavoval 200 pl. Nasledné byla zmétfena na Elisa readeru absorbance pii vinové délce
630 nm. Poté byly desticky umistény na 24 hodin na tfepacku. Tteti den byla opét zmétena
absorbance pii vlnové délce 630 nm.
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4.5.4.1 Resazurin test

Dale byl proveden resazurin test, kdy do kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo napipetovano
20 pl roztoku resazurinu v PBS o koncentraci 0,15 mg/ml. Desticky byly inkubovéany po dobu
30 minut a byla zmétena absorbance na Elisa readeru pii vinové délce 530 nm. Kazdy vzorek
byl analyzovan v triplikatech. Vysledna antimikrobidlni aktivita byla ziskédna zprimérovanim
absorbanci.

4.5.5 MTT test cytotoxicity

Pro testovani cytotoxicity vybranych extrakti byla pouzita bunécna linie CaCO-2. Testovany
byly vodné extrakty quinoi a hrachu vyrobené podle postupu v kapitole 4.5.1.1,
hexan:ethanolové extrakty Chlorella, Spirulina a Saccharomyces cerevisiae v poméru 1:1 a
ethanolovy extrakt Sacharomyces cerevisiae. Béhem celého procesu testovani cytotoxicity bylo
pracovano ve sterilnim boxu, jehoz plochy byly za pomoci 70 % ethanolu dezinfikovany. Pied
samotnou analyzou byl box také sterilizovan UV zéfenim po dobu 20 minut.

Bunécéna linie byla pted samotnym testovanim kultivovana v inkubaénim boxu pfi teploté
37 °C, ptiCemz byl obsah CO2 udrzovan na 5 %. Buniky byly pravidelné kontrolovany pod
inverznim mikroskopem, kde byla sledovana konfluence bungk. Jestlize byla vy3si nez 80 %,
buniky mohly byt podrobeny testovani. Obsah lahvicky s buitkami byl tfikrat pomoci PBS pufru
promyt, aby doSlo k odstranéni vapenatych iont. Nasledné byl do lahvicky pfidan enzym
trypsin, diky némuz byly buniky oddéleny z dna lahvicky. Po piidani trypsinu byla lahvicka
inkubovéna 5 minut v inkuba¢nim boxu a nasledné byl jeji obsah pomoci média pteveden do
Cisté zkumavky a zcentrifugovan (300 rcf, 5 minut). Po uplynuti této doby byl odstranén
supernatant a buiiky byly rozsuspendovany v novém EMEM médiu.

Pted zacatkem testovani byly bunky spocitany v Bilirkerové komtrce a byly nafedény do
média na koncentraci 2-5-10° bunék/ml. Takto nafedéné buiiky byly napipetovany na sterilni
desticku (96 jamek), kdy do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl média s buiikami. Do krajnich
jamek bylo pipetovano 100 pul PBS pufru, aby nedoslo k vyschnuti desticky pfi testovani.
Takhle pfipravena desticka byla dana inkubovat na 24 hodin do inkuba¢niho boxu. Po uplynuti
této doby bylo zkazdé¢ jamky dikladn€¢ odpipetovdno médium, které bylo nahrazeno
pfipravenymi a vhodné¢ nafedénymi vzorky v médiu. Pfipravené extrakty byly pied
pipetovanim na desti¢ku piefiltrovany ptes sterilni filtr. Na kazdé desticce byla uskutecnéna
také pozitivni kontrola (CC—cell control), kontrola média (VC—vehicule control) a negativni
kontrola (40 % EtOH). Takto pfipravena desticka byla znovu uloZena do inkuba¢niho boxu na
24 hodin. Po 24 hodinach byla ze vSech jamek odpipetovana veskera tekutina. Do kazdé jamky
bylo pfidano 20 pl sterilniho roztoku MTT v PBS pufru o koncentraci 2,5 mg/ml. Desti¢ka byla
na dobu 3 hodiny umisténa do inkubac¢niho boxu, aby mohla prob&hnout reakce. Po uplynuti
této doby bylo do kazdé jamky ptidano 100 ul 10 % roztoku SDS v PBS pufru. Desticka byla
zabalena do hlinikové f6lie a ponechéna ve tm¢ do dalsiho dne, kdy bylo zmétfend absorbance
v jednotlivych jamkach pii vinové délce 540 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyvoj cerealnich produkti pro zvlastni vyzivu
s prfidavkem lusSténin, fas a kvasinek. Na zaklad¢ ziskanych vysledkl stanoveni nutri¢nich
slozek ceredlii a lusténin; a bioaktivnich komponent nachédzejicich se ve vybranych tfasach a
kvasinkach byly pifipraveny smési cerealii obohacené o vybrané lusténiny, extrakty a biomasu
z fas a extrakty z kvasinek. V ramci této prace bylo pfipraveno celkem 12 cerealnich smési,
které byly dale charakterizovany.

5.1 Charakterizace vybranych cerealii
5.1.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

Celkovy obsah fenolickych latek ve vybranych vzorcich ceredlii byl stanoven
spektrofotometricky podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.2.2. Kazdy vzorek ceredlie byl
stanoven celkem tfikrat a primérna hodnota namétenych absorbanci byla dosazena do Rovnice
2, ¢imz byla ziskana koncentrace fenolickych latek. Ta byla poté vztazena na navazku ceredlie.
Vysledny obsah celkovych fenolickych latek, véetné odchylek jednotlivych méfeni, znazornuje
graf (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Obsah celkovych fenolickych latek ve vybranych cereadliich

Nejvyssi koncentrace fenolickych latek byla namétena ve vzorku quinoi (3,59 + 0,02 mg/g
jak bylo predpokladéano, byl zjistén u bezlepkovych vlocek (0,73 + 0,02 mg/g vzorku). Ziskané
hodnoty koncentraci quinoy a pohanky jsou srovnatelné s hodnotami v ¢lanku [10], kde quinoa
vykazovala koncentraci 3,49 + 0,35 mg/g vzorku a pohanka 2,71 £ 0,01 mg/g vzorku

5.1.2 Stanoveni flavonoidu

Obsah flavonoidl byl ve vzorcich vybranych cerealii analyzovan spektrofotometricky pomoci
metody, kterd je podrobné popsana v kapitole 4.5.2.3. Koncentrace flavonoidu byla ziskana
dosazenim primérnych hodnot absorbanci do kalibraéni kiivky (Rovnice 3) a néslednym
piepo¢tem na navazku vzorku. Graf (Obrazek 11) zobrazuje vysledny obsah flavonoida ve
vybranych vzorcich ceredlii véetné odchylek.
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Obrazek 11: Obsah flavonoidii ve vybranych ceredliich

Z grafu (Obrazek 11) lze vycist, Ze nejvyssi koncentraci flavonoidi vykazuje quinoa
(0,40 £ 0,02 mg/g vzorku), druha nejvyssi koncentrace byla zjisténa u pohanky (0,24 + 0,02).
Jak bylo ptedpokladano, v porovnani s fenolickymi latkami (Obrazek 10) byl obsah flavonoida
u vybranych ceredlii vyrazné nizsi nez obsah fenolickych latek, i kdyz se flavonoidy fadi mezi
fenolické komponenty. Ze ziskanych dat bylo zjisténo, ze flavonoidy tvoii 8,59 % celkovych
fenolickych latek u pohanky; 11,25 % u quinoi a 19,63 % u bezlepkovych vlocek.

5.1.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivita vybranych ceredlii byla stanovena spektrofotometricky dle postupu
uvedeného v kapitole 4.5.2.4. Ziskana antioxidacni aktivita byla vyjadfena jako parametr
TEAC, ktery urCuje antioxidacni aktivitu jako ekvivalent Troloxu v mg/g vzorku. Vysledny
obsah antioxidantii byl ziskdn dosazenim priamérnych hodnot naméfenych absorbanci do
rovnice kalibra¢ni pfimky (Rovnice 4), jez byl nasledné vztaZzen na navazku vzorku ceredlie.
V grafu nize (Obrazek 12) je znazornéna ziskana antioxida¢ni aktivita jednotlivych ceredlii
véetné odchylek méteni.

Z grafu nizee je patrné, Ze nejvySsi antioxidacni aktivita byla naméfena u pohanky
(4,22 +£ 0,21 mg/g vzorku), a dale u quinoi (1,7 + 0,06 mg/g vzorku). NejniZs§i antioxidacni
aktivitu z vybranych ceredlii vykazovaly bezlepkové vlocky (0,63 £0,05 mg/g vzorku).
Hodnoty antioxidacni aktivity jednotlivych testovanych ceredlii jsou srovnatelné s hodnotami
z literatury [66], pficemz obsah antioxidanti u pohanky je mirné¢ vyssi, kdezto u quinoi se
shoduje. K hodnoté antioxidacni aktivity pfispivaji ziejmé 1 jiné latky nez fenolické slouceniny,
protoze nebyla prokazana zadna korelace mezi jejich hodnotami.
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Obrazek 12: Stanovena antioxidacni aktivita ve vybranych ceredliich
5.1.4 Stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise

Koncentrace celkovych sacharidli ve vybranych cerealiich byla stanovena spektrofotometricky
pomoci metody dle Duboise, jejiz postup uvadi kapitola 4.5.2.5. Vzorky analyzovanych ceredlii

vvvvvv

jednodussi monosacharidy. Vysledny obsah celkovych sacharidi byl ziskdn dosazenim
pramérnych hodnot namétenych absorbanci do kalibracni kiivky (Rovnice 5), jez byl nésledné
pfepocitan na navazku vzorku. Ziskané koncentrace jsou zaznamenéany v grafu (Obrazek 13),
vcetné odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrazek 13: Obsah celkovych sacharidii ve vybranych ceredliich

Stanoveny obsah celkovych sacharidi u pohanky (49,19 + 2,04 g/100 g vzorku) a quinoy
(47,23 £1,90 g/100 g vzorku) byl zcela shodny. Mnozstvi celkovych sacharidii obsazenych
v quinoi se zcela shoduje s naméfenym mnozstvim sacharidd v ¢lanku [10]. Nameéfené
mnozstvi sacharid v pohance se vSak 1i§i oproti hodnotam uvadénych v literatufe. To mohlo
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homogenizaci vzorku pii ptipravé kyselych extraktd. Nejniz§i namefené mnozstvi celkovych
sacharidi opét vykazovaly bezlepkové vlocky (39,65 +£2,18 g/100 g vzorku). Co se tyce
porovnani koncentraci ve vybranych ceredliich, ziskané hodnoty celkovych sacharidii byly
nizsi; nez udavaji obaly vyrobct (4.1.1), coz miize byt zpisobeno neuplnou extrakci nebo
chybou metody.

5.1.5 Stanoveni rozpustnych proteinta dle Hartree-Lowryho

Ve vybranych cerealiich byly stanoveny celkové rozpustné bilkoviny podle postupu uvedené¢ho
v kapitole 4.5.2.6. Obsah proteinid byl ziskan dosazenim primérnych hodnot namétenych
absorbanci do kalibra¢ni kiivky (Rovnice 6), jez byl nésledné pfepocitdn na navazku vzorku
jednotlivych ceredlii. Ziskané koncentrace jsou zaznamenany v grafu (Obrazek 14), vcetné
odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrdzek 14: Obsah rozpustnych proteinii ve vybranych ceredliich

Z grafu lze vycist, Ze nejvyS$i obsah rozpustnych bilkovin byl naméfen u quinoi
(1,03 +£ 0,02 g/100 g vzorku), dale pak u pohanky (0,95 + 0,02 g/100 g vzorku) a bezlepkovych
vlocek (0,34 + 0,01 g/100 g vzorku). Z grafu je také patrné, Ze naméfeny obsah bilkovin u
quinoi a pohanky je velmi podobny. V porovnani s nutri¢nimi hodnotami uvadénymi vyrobci
(viz 4.1.1) jsou naméfené hodnoty mnohem nizsi. To je zpusobeno tim, Ze Hartree-Lowryho
metoda je uréena ke stanoveni rozpustnych proteini ve vodé¢, nikoliv celkovych bilkovin. K
rozpustnym bilkovindm ve vodé miZeme zatadit naptiklad albumin.

5.1.6 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

Ve vybranych ceredliich byly pomoci plynové chromatografie stanoveny mastné kyseliny
a celkové lipidy pomoci postupu, jenz je detailné popsan v kapitole 4.5.3.1. V nasledujicim
grafu (Obrazek 15) je znazornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve
vybranych vzorcich cerealii, a to konkrétn€ nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené
mastné kyseliny (MUFA) a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Uvedena procentualni
zastoupeni mastnych kyselin byla ziskana z pramérnych hodnot dvou méfeni.
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Obrazek 15: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych ceredliich

Z grafu je patrné, Ze u vSech testovanych ceredlii nasycené mastné kyseliny (SFA) zastupuji
zhruba desetinu v§ech mastnych kyselin. U vSech vybranych ceredlii pfevazuji polynenasycené
mastné kyseliny (PUFA). U pohanky (44,24 %) a bezlepkovych vlocek (50,29 %) se jejich
obsah tém¢t nelisi. Za to u quinoi (68,18 %) jejich obsah prevazuje. Nejnizsi obsah MUFA (s
ptevahou kyseliny olejové) byl zjistén u quinoi (17,75 %). Tato hodnota se s obsahem SFA
v quinoi (14,07 %) téméf shoduje. Nejvyssi zastoupeni MUFA bylo zjisténo u pohanky
(41,78 %).

Naésledujici graf (Obrazek 16) obsahuje procentudlni zastoupeni celkovych lipidi ve
vybranych cereéliich, které bylo ziskdno vyhodnocenim z hodnot obsahu mastnych kyselin
ziskanych pomoci plynové chromatografie. Opét jako u zastoupeni mastnych kyselin ve
vybranych cereéliich, byla vysledna data ziskdna pomoci zprimérovanych hodnot dvou méfeni.
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Obrdzek 16: Procentudlni zastoupeni lipidii ve vybranych ceredliich
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Z grafu (Obrazek 16) je patrné, ze nejvyssi obsah lipidil byl zjistén u bezlepkovych vlocek
(4,42 g/100 g vzorku). V porovnani s nutri¢éni hodnotou uvadénou vyrobcem (viz 4.1.1) je tento
obsah téméf shodny se ziskanou namétfenou hodnotou pomoci GC. U vzorku quinoi byl
stanoven obsah lipidii na 2,98 g/100 g vzorku, jenz se lehce lisi od hodnoty uvadéné vyrobcem.
hodnota uvadéna vyrobcem prakticky zcela shoduje, protoze vyrobce uvadi obsah lipidl jako
1,8 g/100 g vzorku.

5.1.7 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metaboliti v cerealiich pomoci HPLC

Pomoci kapalinové chromatografie byly ve vybranych ceredliich stanoveny lipofilni metabolity
a pigmenty dle postupu, jez je uveden v kapitole 0. V nasledujici tabulce (Tabulka 12) jsou
znazornény vysledné koncentrace lipofilnich metabolitli a pigmenti, které byly ziskany za
pomoci programu Chromeleon™ Chromatography Data System. Obsah jednotlivych pigmentti
a lipofilnich metabolitd byl poté vypocitan pomoci kalibra¢nich ktivek standardu.

Tabulka 12: Stanovené koncentrace pigmentit ve vybranych cereadliich pomoci HPLC

Pohanka Quinoa Bezlepkové vlocky
Tokoferol [ug/g] 71,71 £ 0,13 | 43,86 +£0,31 38,56 £ 0,27
Ubichinon [pg/g] 68,69 + 1,01 | 140,64 £ 0,74 13,05+ 0,34
Chlorofyl B [ug/g] 10,37 £ 0,71 — -
Lutein [pg/g] 0,60 £ 0,04 1,73 £0,07 0,17 +£0,03
Lykopen [pg/g] — 7,50 + 0,03 8,92+0,14

Z tabulky vyse vyplyva, Ze u vSech testovanych ceredlii byl zjiStén pomérmné vysoky obsah
tokoferolu (vitamin E) a ubichinonu (koenzym Q). Nejvyssi obsah tokoferolu vykazovala
vzorku). Nejvyssi mnozstvi ubichinonu vykazovala quinoa (140,64 + 0,74 ug/g vzorku). U
vSech vybranych cerealii byl také stanoven lutein, jehoZ nejvétsi mnozstvi bylo zjis§téno u quinoi
(1,73 £ 0,07 pg/g vzorku). Barvivo chlorofyl B obsahovala pouze pohanka, a to v koncentraci
10,37 + 0,71 ng/g vzorku. Z hlediska lykopenu, ktery vykazovala quinoa a bezlepkové vlocky,
byl nejvyssi obsah stanoven prave u vlocek (8,92 £ 0,14 pg/g vzorku).

5.1.8 Stanoveni lepku v cerealiich

Ve vybranych ceredliich byl stanoven obsah lepku pomoci postupu, ktery je podrobné popsan
v kapitole 4.5.3.5. Nejprve byla zjiSténa koncentrace gliadinu ve vzorcich. Ta byla néasledné
podle instrukci vyrobce kitu pfepocitana na koncentraci glutenu. Vysledné koncentrace jsou
uvedeny v tabulce nize (Tabulka 13).

Tabulka 13: Stanovend koncentrace lepku ve vybranych ceredliich

Vzorek Cgluten [ME/kg]
pohanka 11,14 £ 6,01
quinoa 3422 +4,74
bezlepkové vloCky 0,81 +3,96
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Vzorek, jez vykazuje koncentraci lepku nizsi nez 20 mg/kg je povazovan za bezlepkovy.
Takovy trend splituji pohanka (11,14 + 6,01) a bezlepkové ovesné vlocky (0,81 = 3,96). U téchto
cerealii bylo tedy potvrzeno, zZe se vyskytuji pfirozené bez lepku. U quinoi byl lepek stanoven
nad hranici 20 mg/kg, konkrétné na 34,22 + 4,74 mg/kg. Dle informaci vyrobce kitu vzorky
v rozmezi obsahu lepku 20-100 mg/kg jsou oznaCovany jako potraviny s velmi nizkym
obsahem lepku. To, Ze quinoa nespada do kategorie potravin vyskytujici se pfirozen¢ bez lepku,
mohlo byt v tomto ptipadé zplisobeno kontaminaci testovanych vzorkl pii analyze, poptipadé
kontaminaci pii baleni produktu. Také mohlo jit o komer¢ni produkt s nizkym obsahem lepku

5.1.9 Stanoveni pB-glukanii v cerealiich

Celkovy obsah B-glukanti ve vybranych cerealiich byl stanoven pomoci komeréné dostupného
kitu dle postupu, ktery je detailné popséan v kapitole 4.5.3.6. Vysledna koncentrace B-glukant
v jednotlivych ceredliich byla zjisténa pomoci vypoctového programu Excelu od vyrobce kitu,
do kterého byly vzdy dosazeny namétené hodnoty absorbanci, jednotlivé navazky a objemy
testovanych vzorkt. Ziskany obsah -glukanti je uveden v Tabulka 14.

Tabulka 14: Stanovena koncentrace [-glukanii ve vybranych cereadliich

Vzorek Cp-glukani [g/100 g]
pohanka 0,173 +£0,012
quinoa 0,265 + 0,044
bezlepkové vlocky 7,778 + 0,405

Z tabulky vyse je patrné, ze obsah B-glukanti v pohance (0,173 + 0,012 g/100 g) a quinoi
(0,265 = 0,044 g/100 g) je témet shodny. Oproti tomu obsah B-glukanli v bezlepkovych
vlockéch byl stanoven na hodnotu 7,778 + 0,405 g/100 g, coZ je ptiblizn€ 30x vétsi obsah nez
u pohanky a quinoi. Toto mohlo byt zplisobeno nedostate¢nou hydrolyzou ¢i enzymatickou
reakci. AvSak vysoky obsah B-glukanli v bezlepkovych ovesnych vlockach je pochopitelny,
protoZe oves je obecné dobrym zdrojem B-glukant. V pouzitém kitu se dokonce vyuzivé ovesna
mouka jako standard.

5.2 Charakterizace vybranych luSténin
5.2.1 Stanoveni celkovych polyfenolii v luSténinach

Obsah celkovych fenolickych latek ve vybranych luSténinach byl stanoven podle postupu
uvedeného v kapitole 4.5.2.2. Kazdy vzorek lusténiny byl stanoven celkem tfikrat a priimérna
hodnota naméfenych absorbanci byla dosazena do Rovnice 2, ¢imZ byla ziskdna koncentrace
fenolickych latek. Ta byla poté vztazena na navazku jednotlivych luSténin. Vysledny obsah
celkovych fenolickych latek, véetné odchylek jednotlivych méteni, znazornuje graf (Obrazek
17).

Z grafu niZee vyplyva, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek v testovanych luSténinach byl
zjistén u hrachu (3,87 = 0,10 mg/g vzorku), dale pak u cerné cocky Belugy
(3,03 £ 0,10 mg/g vzorku). Nejnizs$i obsah fenolickych latek byl stanoven u cervené Cocky
(2,56 £ 0,04 mg/g vzorku). V porovnani s ceredliemi lze konstatovat, Ze hodnoty namétenych
koncentraci fenolickych latek v lusténinach jsou o néco vyssi nez u cerealii.
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Obrazek 17: Obsah celkovych fenolickych latek ve vybranych lusteninach
5.2.2 Stanoveni flavonoidi

Obsah flavonoidii byl ve vybranych vzorcich lusténin stanoven spektrofotometricky pomoci
metody, kterd je podrobné popsana v kapitole 4.5.2.3. Koncentrace flavonoidt byla ziskana
dosazenim prameérnych hodnot absorbanci do kalibra¢ni kfivky (Rovnice 3) a néaslednym
pfepoctem na navazku vzorku. Graf (Obrazek 18) zobrazuje vysledny obsah flavonoidl ve
vybranych lusténinach vcetné odchylek.
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Obrazek 18: Obsah flavonoidii ve vybranych lusténinach

Graf vySe zndzorniuje namétené hodnoty koncentraci flavonoidil ve vybranych luSténinéch.
Z grafu (Obrazek 18) lze pozorovat, Ze nejvyssi obsah flavonoidl byl stanoven u ¢erné ¢ocky
Belugy (0,41 £ 0,01 mg/g vzorku) a ¢ervené ¢ocky (0,40 £ 0,01 mg/g vzorku), jejichz hodnoty
jsou zcela shodné. Naopak u hrachu (0,11 + 0,02 mg/g vzorku) byla zjiStén4d koncentrace
ptiblizn¢ Ctyfndsobn€ mensi nez u obou druhi cocek. Ve srovnani s fenolickymi latkami
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naméfenymi u vybranych lusténin Ize konstatovat, Ze hodnoty koncentraci flavonoida jsou nizsi
nez u fenolickych latek, prestoze flavonoidy jsou podskupinou fenolickych latek. Co se tyce
procentudlniho zastoupeni, tak flavonoidy stanovené u hrachu tvoii pouze 2,94 % jeho
fenolickych latek, u ervené ¢ocky az 15,44 % au Belugy 13,47 %. Z toho vyplyva, ze nejvetsi
podil flavonoidi se nachazi v cervené Cocce.

5.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita testovanych lusténin byla analyzovana spektrofotometricky dle postupu,
ktery uvadi kapitola 4.5.2.4. Ziskana antioxidac¢ni aktivita byla vyjadrena jako parametr TEAC,
ktery urcuje antioxidacni aktivitu jako ekvivalent Troloxu v mg/g vzorku. Vysledna
koncentrace antioxidantd byla ziskdna dosazenim priimérnych hodnot namétenych absorbanci
do rovnice kalibra¢ni ptimky (Rovnice 4), jez byla nasledné vztazena na navazku vzorku
lusténiny. V grafu nize (Obrazek 19) je zndzornéna ziskand antioxidac¢ni aktivita jednotlivych
lusténin véetné odchylek méteni.
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Obrdazek 19: Stanovena antioxidacni aktivita ve vybranych lusténindach

Z grafu vyplyva, Ze zjisténa antioxidacni aktivita u analyzovanych luSténin je srovnatelna a
jeji obsah se pohybuje vrozmezi 4,88-5,85 mg/g vzorku. Nejvyssi obsah antioxidantl
vykazoval hrach (5,85 = 0,18 mg/g vzorku), dale pak Cernd cocka Beluga (5,21 + 0,13 mg/g
(4,88 £ 0,15 mg/g vzorku). U hrachu byla namétfena nejvyssi koncentrace antioxidantu, tak i
fenolickych latek. Ponévadz fenolické latky patii mezi slouceniny s vyznamnymi
antioxida¢nimi ucinky, lze predpokladat jejich vyznamny podil na antioxidac¢ni aktivité
luSténin. To ztoho divodu, Ze fenolické latky patti mezi slouCeniny s vyznamnymi
antioxida¢nimi ucinky. Stejny trend byl pozorovan i1 u dalSich testovanych luSténin. V
porovnani s ceredliemi je naméfend antioxidacni aktivita jednotlivych luSténin vyssi.

5.2.4 Stanoveni celkovych sacharidii dle Duboise

Obsah celkovych sacharidii ve vybranych luSténinach byl stanoven spektrofotometricky
pomoci metody dle Duboise, ktera je popsana v kapitole 4.5.2.5. Vzorky testovanych lusténin

vvvvvv
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monosacharidy. Vysledny obsah celkovych sacharidi byl ziskan dosazenim primeérnych hodnot
naméienych absorbanci do kalibracni kfivky (Rovnice 5), jez byl nésledné ptepocitdn na
navazku vzorku. Ziskané koncentrace jsou zaznamenany v grafu (Obrazek 20), véetné odchylek
jednotlivych méfent.
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Obrazek 20.: Obsah celkovych sacharidii ve vybranych lusténinach

Z grafu je patrné, ze vysledné koncentrace celkovych sacharidii vybranych luSténin jsou
velmi podobné. Nejvyssi obsah celkovych sacharidii byl stanoven u hrachu (42,48 g/100 g
vzorku), dale u cervené ¢ocky (40,41 g/100 g vzorku) a ¢erné ¢ocky Belugy (37,71 g/100 g
vzorku). Ze srovnani nutri¢nich hodnot sacharidti v ¢ervené ¢occe uvadéné vyrobcem (kapitola
4.1.2) a ziskanych hodnot je patrné, Ze se obsah sacharidi prakticky zcela shoduje. U hrachu a
cerné Cocky Belugy byl stanoveny obsah sacharidii o néco nizsi, nez uvadi vyrobce. To mohlo

vvvvvv

popiipad¢ Spatnou homogenizaci vzorku.
5.2.5 Stanoveni rozpustnych proteinta dle Hartree-Lowryho

Ve vybranych vzorcich lusténin byly stanoveny rozpustné bilkoviny ve vod¢ podle postupu,
ktery je popsan v kapitole 4.5.2.6. Obsah proteini byl ziskan dosazenim primérnych hodnot
namétenych absorbanci do kalibra¢ni kiivky (Rovnice 6), jez byl néasledné ptepocitdn na
navazku vzorku vybranych lusténin. Ziskané koncentrace jsou zaznamenany v grafu (Obrazek
21), v¢etné odchylek jednotlivych méteni.

Z grafu vySe lze vycist, Ze se vysledna koncentrace rozpustnych proteinli ve vodé€ ve vSech
testovanych lusténinach pohybovala okolo 1 %. Nejvyssi obsah vykazovala ¢erna cocka Beluga
(1,13 £ 0,02 g/100 g vzorku), dale pak hrach (1,10 + 0,02 g/100 g vzorku) a Cervena cocka
(1,03 £0,03 g/100 g vzorku). Ze ziskanych vysledkl je patrné, Ze se obsah proteinil v hrachu a
cerné cocce témef neliSil. Namétend data byla porovndna s nutriénimi hodnotami uvadénymi
vyrobci (4.1.2). Opét jako u ceredlii bylo zjiSténo, Ze naméfené koncentrace rozpustnych
bilkovin jsou mnohonasobné nizsi. Jak uz bylo zminéno vyse, Hartree-Lowryho metoda
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neslouzi ke stanoveni celkovych proteinti, ale pouze bilkovin rozpustnych ve vod¢, proto jsou
hodnoty niz$i, nez uvadi vyrobce.
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Obrdzek 21: Obsah rozpustnych proteinii ve vybranych lusténindch
5.2.6 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

V analyzovanych lusténinach byly pomoci plynové chromatografie stanoveny mastné kyseliny
a celkové lipidy pomoci postupu, ktery je uveden v kapitole 4.5.3.1. V grafu nize (Obrazek 22)
je znézornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vybranych vzorcich
lusténin, a to nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené mastné kyseliny (MUFA)
a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Uvedena procentudlni zastoupeni mastnych kyselin
byla ziskana z primérnych hodnot dvou méteni.
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Obrdzek 22: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych lustenindach

Z grafu vyse vyplyva, Ze testované lusténiny nevykazovaly skoro zddny obsah nasycenych
mastnych kyselin. Polynenasycené mastné kyseliny naopak mély ve vSech analyzovanych
lusténinach nejvétsi zastoupeni. Prvni misto s nejvy$§im obsahem PUFA zaujima hrach
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(78,66 %), nasledné ¢erna cocka Beluga (73,41 %) a Cervena ¢ocka (66,15 %). Obsah MUFA
vSech lusténin byl lehce odlisny. Nejvyssi podil byl naméfen u cervené cocky (28,68 %), pak u
Belugy (23,68 %) a hrachu (20,74 %).

V nasledujicim grafu (Obrazek 23) je zndzornéno procentualni zastoupeni celkovych lipida
ve vybranych lusténinéch, jez bylo ziskdno z namétenych dat pomoci plynové chromatografie.
Opét jako u zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych luSténindch, byla vysledna data ziskéana
pomoci zprimérovanych hodnot dvou méfeni.
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Obrazek 23 Procentudlni zastoupeni lipidit ve vybranych lusténindch

Z grafu (Obrazek 23) lze vycist, Zze stanoveny obsah lipidi v jednotlivych lusténinach
neptekrocil hranici 1,2 g/100 g vzorku. Nejvyssi koncentrace byla stanovena u ¢erné Cocky
Belugy (1,01 g/100 g vzorku). Namétfend hodnota byla porovnéna s nutricni hodnotou
uvadénou vyrobcem (viz 4.1.2). Bylo zjisténo, ze tyto dvé hodnoty se s odchylkou
0,09 g/100 g vzorku zcela shoduji. Ziskané hodnoty u hrachu (0,82 g/100 g vzorku) a ¢ervené
cocky (0,77 g/100 g vzorku) se od sebe témét nelisi. Co se ty¢e hrachu, vyrobcem uvadéna
hodnota lipida je 0,8 g/100 g vzorku, Ize tedy tuto hodnotu povazovat za prakticky shodnou. U
cervené CoCky se obsah lipidli uvadény vyrobcem od naméiené hodnoty lisSi pouze o
0,53 g/100 g vzorku.

5.2.7 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metabolitii pomoci HPLC

Pomoci kapalinové chromatografie byly ve vybranych vzorcich lusténin analyzovany lipofilni
metabolity a pigmenty dle postupu, jenZ je uveden v kapitole 0. V nasledujici tabulce (Tabulka
15) jsou zndzornény vysledné koncentrace lipofilnich metaboliti a pigmentl, které byly
ziskdny za pomoci programu Chromeleon™ Chromatography Data System. Obsah
jednotlivych pigmentt a lipofilnich metaboliti v testovanych lusténinach byl poté vypocitan
pomoci kalibracnich kiivek standardu.
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Tabulka 15: Stanovené koncentrace pigmentii ve vybranych lusténinach pomoci HPLC

Hrach Cve r\V/ené Cerna docka Beluga
cocka
Egosterol [pg/g] 3,25+0,17 4,63 +£0,31 3,98 +0,27
Tokoferol [pg/g] 64,21 +£0,11 | 53,40+0,91 58,64 £ 1,32
Ubichinon [pg/g] 18,79+ 0,07 | 18,44+ 0,67 18,12+ 0,57
Chlorofyl A [pg/g] 3,22 +0,36 4,27+0,27 1,77 £ 0,09
Chlorofyl B [ug/g] 3,98 +0,16 5,64 +0,39 1,39 +0,24
Lutein [pg/g] 7,46 + 0,08 9,84 +0,15 8,44+ 0,18
Neoxanthin [ug/g] 2,87 £0,03 3,94 +£0,34 4,02 +0,09

Z tabulky vyse vyplyva, Ze obsah pigmentt a lipofilnich metabolitii byl ve vSech testovanych
lusténindch zcela shodny. Nejvys$i naméfena koncentrace byla stanovena u tokoferolu a
ubichinonu. Tokoferol a ubichinon byl nejvic obsazen v hrachu (64,21 + 0,11 ug/g vzorku a
18,79 £ 0,07 pg/g vzorku). Dale mizeme konstatovat, ze oproti testovanym ceredliim (Tabulka
12) byl u lusténin zjistén i ergosterol. Nejniz§im zastoupenym pigmentem byl u vSech lusténin
chlorofyl.

5.3 Charakterizace extraktii z ras
5.3.1 Stanoveni celkovych polyfenola u ias

Celkovy obsah fenolickych latek v pfipravenych extraktech z vybranych fas byl stanoven
spektrofotometricky podle postupu uvedeném v kapitole 4.5.2.2. Pro kazdy extrakt testovanych
fas bylo celkem tfikrat provedeno méfeni a primérné hodnota namétenych absorbanci byla
dosazena do Rovnice 2, ¢imZ byla ziskana koncentrace fenolickych latek. Ta byla poté vztazena

na navazku fasy. Vysledny obsah celkovych fenolickych latek, véetné odchylek jednotlivych
méteni, znazornuje graf (Obrazek 24).
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Obrdzek 24: Obsah celkovych fenolickych latek v jednotlivych extraktech z vybranych ras
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Na prvni pohled je z grafu patrné, Ze zadny z ptipravenych extraktl fasy Dulse nevykazoval
nijak zvlast’ vysokou koncentraci fenolickych latek. Co se ty¢e Dulse, nejvyssi obsah byl
stanoven u hexan:ethanolového extraktu (2,20 + 0,41 mg/g vzorku) v poméru 1:1, nejnizsi u
vodného extraktu (0,16 £ 0,06 mg/g vzorku). V ptipadé Chlorella byl pozorovan stejny trend
jako u Dulse. Ze vsech pripravenych extrakti byl nejvyssi obsah fenolickych latek zaznamenan
op¢t u hexan:ethanolového extraktu (3,27 + 0,67 mg/g vzorku) v poméru 1:1. Stanoveny obsah
u ethylacetatového extraktu (3,08 0,12 mg/g vzorku) a ethyacetéat:ethanolového extraktu
(2,96 £ 0,80 mg/g vzorku) v poméru 1:1 byl téméf srovnatelny s obsahem fenolickych latek
v hexan:ethanolovém extraktu. Naopak u tfasy Spirulina byla nejvyssi koncentrace celkovych
hexanového extraktu (0,96 + 0,10 mg/g vzorku). V tomto ptipadé byl naplnén trend, kdy obsah
fenolickych latek v extraktech klesé s polaritou rozpoustédla. Jelikoz jsou fenolické latky

cvwvr

5.3.2 Stanoveni flavonoidu u fas

Koncentrace flavonoidii byla v pfipravenych extraktech jednotlivych fas analyzovana
spektrofotometricky dle postupu, ktery je uveden v kapitole 4.5.2.3. Koncentrace flavonoidii
byla ziskana dosazenim prumérnych hodnot absorbanci do kalibra¢ni kiivky (Rovnice 3)
a naslednym piepoctem na navazku biomasy tas. Graf (Obrazek 25) zobrazuje vysledny obsah
flavonoidi v ptipravenych extraktech z vybranych fas véetné odchylek.
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Obrdazek 25: Obsah flavonoidii v jednotlivych extraktech z vybranych ras

Z vynesenych dat Ize konstatovat, ze obsah flavonoidl pfipravenych extraktti z fas byl
velmi odliSny. Miizeme zde ale pozorovat trend, Ze vodné extrakty vSech fas obsahovaly
nejmensi mnozstvi flavonoidi. U Dulse se jednd o 0,18 + 0,03 mg/g vzorku, u Chlorelly
1,44 + 0,10 mg/g vzorku a u Spiruliny 2,24 £ 0,25 mg/g vzorku. U Dulse a Chlorelly byl
nejvyssi obsah flavonoidl vyextrahovan do hexanu, u Spiruliny naopak do hexan:ethanolového
extraktu (1:1).
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5.3.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

Mnozstvi antioxidantli v pfipravenych extraktech zvybranych fas bylo stanoveno
spektrofotometricky dle postupu, ktery je popsan v kapitole 4.5.2.4. Ziskana antioxidacni
aktivita byla vyjadrena jako parametr TEAC, ktery urcuje antioxida¢ni aktivitu jako ekvivalent
Troloxu v mg/g vzorku. Vysledna antioxidacni aktivita byla ziskdana dosazenim primérnych
hodnot naméfenych absorbanci do rovnice kalibracni pfimky (Rovnice 4), jez byla nésledné
vztazena na navazku biomasy fasy. V grafu nize (Obrazek 26) je znazornéna ziskana
antioxidacni aktivita jednotlivych extrakti z vybranych fas vCetné¢ odchylek méteni.
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Obrazek 26. Stanovena antioxidacni aktivita v jednotlivych extraktech z vybranych ras

Z grafu vyse lze vypozorovat, Ze stanovend antioxidacni aktivita se u pfipravenych extraktl
z tas velmi lisila. Co se tyCe Dulse, nejvyssi mnozstvi antioxidanti bylo vyextrahovano do
hexanu (12,96 + 0,85 mg/g vzorku), nejmensi naopak do vody (1,40 +0,77 mg/g vzorku).
Z grafu lze konstatovat, Ze u extraktt z Chlorella mizeme pozorovat stejny trend, z hlediska
mnozstvi antioxidantd. Naopak u Spirulina byl zaznamenan nejvyssi obsah antioxidantii u
ethylacetatového extraktu (10,11 £+ 0,44 mg/g vzorku). V porovnanim s fenolickymi latkami
(Obrazek 24) je ztejmé, ze stanovena antioxidacni aktivita neodpovidala u testovanych extrakti
pfilis obsahu fenolickych latek, blizila se spiSe obsahu flavonoidl a je zfejmé, Ze k celkové
antioxidacni aktivité fas vyznamné ptispivaji i jiné metabolity.

5.3.4 Stanoveni mastnych kyselin u ias pomoci GC

V analyzovanych fasach byly pomoci plynové chromatografie stanoveny mastné kyseliny
a celkové lipidy pomoci metody, ktera je popsana v kapitole 4.5.3.1. V tomto stanoveni nebyly
testovany pripravené extrakty fas, ale pfimo biomasa. V nasledujicim grafu (Obrazek 27) je
uvedeno procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vybranych vzorcich fas,
konkrétné¢ nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené mastné kyseliny (MUFA)
a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Uvedena procentudlni zastoupeni mastnych kyselin
byla ziskéna z primérnych hodnot dvou méfeni.
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Obrazek 27: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych rasach

Z grafu (Obrazek 27) vyplyva, ze mastné kyseliny v fasadch jsou nejvice zastoupeny
nasycenymi mastnymi kyselinami. Jejich obsah se vSak v jednotlivych tasach velmi lisi.
Nejvyssi obsah SFA byl zjistén u Dulse (84,99 %). U Spirulina nasycené kyseliny zaujimaly
52,33 %; u Chlorella pouze 36,15 %. Procentudlni zastoupeni MUFA v Dulse (14,76 %),
Chlorella (12,71 %) a Spirulina (8,45 %) se témét shoduje. Z grafu lze také vycist, ze tasa
Dulse neobsahuje skoro zadné polynenasycené mastné kyselin. Za to PUFA v Chlorella
zaujimaji 51,14 % a ve Spirulina 39,22 %.

V grafu nize (Obrazek 28) je znazornéno procentudlni zastoupeni lipidi ve vybranych
fasach, jez bylo ziskdno z namétenych dat biomasy pomoci plynové chromatografie. Opét jako
u zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych fasach, byla vyslednd data ziskdna pomoci
zprumérovanych hodnot dvou méfeni.
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Obrazek 28: Procentualni zastoupeni lipidii ve vybranych rasach
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Nejvyssi obsah lipidi byl stanoven u Chlorella (1,52 g/100 g vzorku). V porovnéni
s nutricni hodnotou uvadénou vyrobcem (kapitola 4.1.3) je zjistény obsah lipidii lehce nizsi.
Obsah lipida ve Spirulina byl stanoven na 0,72 g/100 g vzorku. Tuto hodnotu muizeme
s hodnotou uvadénou vyrobcem povazovat za shodnou. U Dulse byl obsah lipidu stanoven na
0,46 g/100 g vzorku, coz se 1isi od hodnoty uvadéné vyrobcem (1,3 g/100 g vzorku). Chyba
mohla nastat nedostate¢nou homogenizaci nebo transesterifikaci pii ptipravé vzorkt na analyzu
GC.

5.3.5 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metaboliti ias pomoci HPLC

Pomoci kapalinové chromatografie byly v biomase vybranych fas stanoveny lipofilni
metabolity a pigmenty dle postupu, jenz je podrobné€ popsan v kapitole 0. V nasledujici tabulce
(Tabulka 16) jsou znazornény vysledné koncentrace lipofilnich metaboliti a pigmentd, které
byly ziskdny za pomoci programu Chromeleon™ Chromatography Data System. Obsah
jednotlivych pigmentt a lipofilnich metabolitl byl poté vypocitan pomoci kalibra¢nich kiivek.

Tabulka 16: Stanovené koncentrace pigmentii ve vybranych rasach pomoci HPLC

Dulse Chlorella Spirulina
Chlorofyl A [ng/g] 0,15+0,02 |42,12+0,57 | 50,25 +0,05
Chlorofyl B [ug/g] — 48,36 +0,39 | 56,13 + 0,81
Lutein [pg/g] 5,17+ 0,27 6,13 +0,15 7,16 £ 0,34
Neoxanthin [ug/g] - 3,74+0,12 | 2,78+0,08
B-karoten [ug/g] — 2,36 0,09 | 0,97+0,07
Astaxanthin [pg/g] — — 3,45+ 0,27

Z tabulky mizeme dedukovat, Ze fasa Dulse neni bohata na lipofilni metabolity a pigmenty.
Ze stanovovanych latek obsahuje pouze malé mnozZstvi chlorofylu A a luteinu. Jak bylo
ptedpokladano, mizeme u fas Chlorella a Spirulina pozorovat vysoké mnozstvi chlorofylti
A1B. Spirulina navic obsahuje v malém mnoZstvi lipofilni metabolit astaxanthin
(3,45 + 0,27 ng/g vzorku).

5.3.6 Stanoveni pB-glukani v Fasach

Celkova koncentrace B-glukani ve vybranych fasidch byla stanovena pomoci komeréné
dostupného kitu dle postupu, ktery je uveden v kapitole 4.5.3.6. Vysledna koncentrace f-
glukani v jednotlivych biomasach studovanych fas byla zjiSténa pomoci vypoctového Excelu
od vyrobce kitu, do které¢ho byly vZdy dosazeny namétené hodnoty absorbanci, jednotlivé
navazky a objemy testovanych vzorku. Ziskany obsah -glukant je uveden v Tabulka 17.

Tabulka 17: Stanovena koncentrace p-glukanit ve vybranych rasdch

Vzorek rasy | Cp-glukani [g/100 g]
Dulse 0,091 + 0,021
Chlorella 0,036 + 0,006
Spirulina 0,072 + 0,024

B-glukany jsou pevné vazany v bunéénych sténdch jednotlivych fas. Jelikoz je slozité je
extrahovat, musi byt analyzované vzorky podrobeny enzymatickym reakcim ¢i hydrolyzam.
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Z tabulky vyse vyplyva, Ze obsah B-glukanil v testovanych fasach byl nizs$i nez 0,1 %. Nejvyssi
obsah byl zjistén u Dulse (0,091 + 0,021 g/100 g), déle pak u Spiruliny (0,072 + 0,024 g/100 g)
a Chlorelly (0,036 = 0,006 g/100 g). V porovnani s ceredliemi lze konstatovat, ze fasy Dulse,
Chlorella i Spirulina obsahovaly nizsi zastoupeni -glukanti nez pohanka, quinoa a bezlepkové
vlocky.

5.3.7 Spektrofotometrické stanoveni pigmentu

Diky naméfenym absorpénim spektrim byly v pfipravenych extraktech z Dulse,
Chlorella a Spirulina stanoveny pigmenty dle postupu popsaného v kapitole 4.5.3.4. Ziskané
hodnoty absorbanci pfi potiebnych vinovych délkach byly zprimérovany a jejich primérna
hodnota byla dosazena do Rovnice 7. Vysledné koncentrace byly vyjadieny jako mg/g biomasy
fas. Nasledujici grafy (Obrazek 29 a Obrazek 30) znazoriuji ziskané koncentrace chlorofyli A
a B.
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Obrdzek 29: Obsah chlorofylu A v jednotlivych extraktech z vybranych ras

Z grafu lze vypozorovat, Ze pfipravené extrakty z fasy Dulse vykazovaly nejmensi obsah
chlorofylu A ze vSech testovanych extrakti. Koncentrace byla naméfena v rozmezi 0,06—
0,15 mg/g vzorku. Rasa Dulse ma piirozen& nachovou barvu, tudiz lze predpokladat, ze bude
disponovat velmi nizkym obsahem chlorofyli. Co se ty€e extraktl z Chlorella, nejvice
vyextrahovanych chlorofylli A bylo v pfipadé smési rozpoustédel ethylacetat:ethanol
(0,78 £0,01 mg/g vzorku) vpoméru 1:1. V piipad¢ testovanych extrakth Spirulina lze
pozorovat, ze mnozstvi chlorofylu A bylo ve vSech extraktech zcela shodné.

U ptipravenych extraktl fasy Dulse je opét pozorovan trend jako u chlorofylu A. Stanoveny
obsah neptekrocil hranici 0,13 + 0,05 mg/g vzorku, tudiz lze ptedpokladat, Ze bude obsahovat
jen stopové mnozstvi zeleného barviva. Jelikoz jsou Chlorella a Spirulina zelené tasy, dalo se
predpokladat, ze mnozstvi chlorofylti bude vyssi nez u Dulse. V ptipad¢ Chlorella nejvyssi
koncentraci chlorofylu B vykazoval ethanolovy extrakt (1,58 + 0,24 mg/g vzorku), u Spirulina
hexan:ethanolovy extrakt (1,05 + 0,17 mg/g vzorku) v poméru 1:1.
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Obrazek 30: Obsah chlorofylu B v jednotlivych extraktech z vybranych ras

V ptipravenych extraktech zfas byl také zkouman obsah karotenoidl, avSak u vSech
extrakti byly karotenoidy stanoveny jako pod limitem detekce, tudiz lze predpokladat, ze
testovana rozpoustédla nevyextrahovala jejich dostate¢né mnozstvi.

5.4 Charakterizace extrakti z kvasinek
5.4.1 Stanoveni celkovych polyfenoli u kvasinek

Obsah celkovych fenolickych latek v pfipravenych extraktech z vybranych kvasinek byl
stanoven spektrofotometricky podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.2.2. Pro kazdy extrakt
jednotlivych kvasinek bylo celkem tfikrat provedeno méfeni a primérnd hodnota naméfenych
absorbanci byla dosazena do Rovnice 2, ¢imZ byla ziskdna koncentrace fenolickych latek. Ta
byla poté vztaZzena na navazku kvasinky. Vysledny obsah celkovych fenolickych latek, véetné
odchylek jednotlivych méfeni, znazorituje graf (Obrazek 31).
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Obrdzek 31: Obsah celkovych fenolickych latek v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek
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Bylo pfipraveno 5 druht extraktii ze suSen¢ho pekaiského drozdi a Saccharomyces
cerevisiae. Z grafu vyse lze vycist, ze v suseném drozdi byl nejvyssi obsah fenolickych latek
nameéten u hexan:ethanolového extraktu (1,58 + 0,30 mg/g vzorku) v poméru 1:1. Tento trend
se opakuje, jelikoz ve srovnani s fasami Dulse a Chlorella u tohoto typu extraktu tomu tak bylo
stejn€. Zato u Saccharomyces cerevisiae bylo u hexan:ethanolového extraktu (1,79 £ 0,22 mg/g
vzorku) stanoveno druhé nejvétsi mnozstvi fenolickych latek. Nejvyssi obsah byl v tomto
pfipad¢ stanoven u ethanolového extraktu (2,93 £+ 0,48 mg/g vzorku). Co se tyCe porovnani
obsahu fenolickych latek v extraktech ztas a kvasinek, lze konstatovat, ze stanovené
koncentrace celkovych fenolickych latek byly podobné.

5.4.2 Stanoveni flavonoidi

Obsah flavonoidii v pfipravenych extraktech z vybranych kvasinek byl stanoven pomoci
metody, kterd je podrobné popsana v kapitole 4.5.2.3. Mnozstvi flavonoidi bylo ziskano
dosazenim pramérnych hodnot absorbanci do kalibra¢ni kfivky (Rovnice 3) a néaslednym
pfepoctem na navazku biomasy kvasinek. Graf (Obrazek 32) zobrazuje vysledny obsah
flavonoidil v ptipravenych extraktech z jednotlivych kvasinek véetné odchylek.
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Obrazek 32: Obsah flavonoidi v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek

Z pohledu na graf (Obrazek 32) lze konstatovat, ze obsah flavonoidi v testovanych
kvasinkovych extraktech byl velmi odliSny. Navic v porovnani se stanovenymi fenolickymi
latkami (Obrazek 31) 1ze usuzovat, ze obsah flavonoidii skoro vSech piipravenych extraktt byl
vyssi nez obsah fenolickych latek. I kdyZ jsou flavonoidy podskupinou fenolickych latek a lze
pfedpokladat, ze budou niz§i, mohlo dojit k detekci né&jakych dalSich slozek, ptipadné pii
méfeni mohlo dojit ke kontaminaci vzorkli ¢i interferenci vzorkl s roztoky pouzitymi ke
stanoveni.

5.4.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity kvasinek

Antioxidacni aktivita byla v pfipravenych extraktech ztestovanych kvasinek stanovena
spektrofotometricky dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.2.4. Ziskana antioxidacni aktivita
byla vyjadiena jako parametr TEAC, ktery urcuje antioxida¢ni aktivitu jako ekvivalent Troloxu
vmg/g vzorku. Vysledny obsah antioxidantii byl ziskdn dosazenim primérnych hodnot
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naméfenych absorbanci do rovnice kalibracni pfimky (Rovnice 4), jez byl nasledné vztazen na
navazku vzorku kvasinky. V grafu nize (Obrazek 33) je znazornéna ziskana antioxidacni
aktivita jednotlivych extrakt z vybranych kvasinek véetné odchylek méfeni.
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Obrazek 33: Stanovena antioxidacni aktivita v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek

Z grafu (Obréazek 33) vyplyva, ze antioxidacni aktivita byla u pfipravenych extraktl
z kvasinek stanovend vrozmezi 1,22-3,63 mg/g vzorku. Jestlize porovname obsah
antioxidantl u extrakti ze suseného drozdi a Saccharomyces cerevisiae, z grafu lze usuzovat,
ze nejvyssi mnozstvi antioxidantli bylo zjiSténo u hexanovych extrakti (2,57 + 0,59 mg/g
vzorku a 3,63+0,52 mg/g vzorku) a nejmensi u ethylacetat:ethanolovych extraktl
(1,22 £ 0,42 mg/g vzorku a 2,08 + 0,11 mg/g vzorku). Antioxida¢ni aktivita pomérné dost
odpovida profilu flavonoida ve vzorcich kvasinek.

5.4.4 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

Ve vybranych kvasinkdch byly pomoci plynové chromatografie stanoveny mastné kyseliny
a celkové lipidy pomoci metody, jeZ je uvedena v kapitole 4.5.3.1. V tomto stanoveni nebyly
testovany ptipravené extrakty kvasinek, ale pfimo biomasa. V nasledujicim grafu (Obrazek 34)
je uvedeno procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vybranych vzorcich
kvasinek, konkrétné nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené mastné kyseliny
(MUFA) a polynenasycené¢ mastné¢ kyseliny (PUFA). Uvedena procentudlni zastoupeni
mastnych kyselin byla ziskdna z primérnych hodnot dvou méfeni.

Z grafu je patrné, ze testované kvasinky obsahuji jen nevyznamné mnoZstvi nasycenych
mastnych kyselin (SFA). Naopak nejvySe zastoupeny jsou u obou zastupci kvasinek
mononenasycené mastné kyseliny (MUFA), konkrétn€ 63,15 % u suseného pekaiského drozdi
a 58,66 % u Saccharomyces cerevisiae. Obsah PUFA se u drozdi (34,33 %) a S. cerevisiae
(37,59 %) zcela shoduje.
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Obrazek 34: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vybranych kvasinkdach

V grafu nize (Obrazek 35) je znazornéno procentudlni zastoupeni lipidii ve vybranych
kvasinkach, jez bylo ziskdno z namétenych dat biomasy pomoci plynové chromatografie. Opét
jako u zastoupeni mastnych kyselin v kvasinkach, byla vysledna data ziskana pomoci
zprumérovanych hodnot dvou méfeni.
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Obrazek 35: Procentudlni zastoupeni lipidii ve vybranych kvasinkach

Z grafu lze vycist, Ze obsah lipidi se u suSeného pekarského drozdi (3,52 %) a
Saccharomyces cerevisiae (1,83 %) skoro dvojnasobné li§i. To mohlo byt opét zpiisobeno
nedostatecnou transesterifikaci pii ptipravé vzorki kvasinek na analyzu pomoci GC, ptipadné
odliS$nou kvalitou preparatt.

5.4.5 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metabolitii kvasinek pomoci HPLC

Pomoci kapalinové chromatografie byly v biomase vybranych kvasinek stanoveny lipofilni
metabolity a pigmenty dle postupu, ktery je uveden v kapitole 0. V nésledujici tabulce (Tabulka
18) jsou znazornény vysledné koncentrace lipofilnich metaboliti a pigmenti, které byly
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ziskdny za pomoci programu Chromeleon™ Chromatography Data System. Obsah
jednotlivych pigmentt a lipofilnich metabolitti byl poté vypocitdn pomoci kalibracnich kiivek

Tabulka 18: Stanovené koncentrace pigmentii ve vybranych kvasinkdach pomoci HPLC

Susen¢ pekarské drozdi
87,49 + 0,94
250,49 + 3,64

Saccharomyces cerevisiae
94,17 + 0,89
239,14+ 5,13

Ergosterol [ug/g]
Ubichinon [pg/g]

Jak bylo ocekavano, u lipofilnich metaboliti se u obou kvasinek vyskytovaly pouze
ergosterol a ubichinon, a to ve vysokém mnozstvi. V tabulce (Tabulka 18) Ize pozorovat, ze
koncentrace ergosterolu a ubichinonu byla v ptipad¢ testovanych kvasinek témét shodna,
jelikoz se kvasinka Saccharomyces pouziva pii vyrobé pekarského drozdi, tudiz by mély byt
ziskané vysledky koncentraci lipofilnich metabolit a pigmentt velmi podobné.

5.4.6 Stanoveni B-glukanii u kvasinek

Celkovy obsah B-glukanti byl stanoven v biomase vybranych kvasinek pomoci komeréné
dostupného kitu Megazyme dle postupu, ktery je detailn€ popsan v kapitole 4.5.3.7. Stanoveni
B-glukanti probihalo ve dvou krocich, kdy byl nejprve zjistén obsah celkovych glukant a
nasledné obsah a-glukant. Rozdilem téchto dvou koncentraci byl zjistén obsah B-glukant.
Vysledna koncentrace B-glukant ve studovanych kvasinkach byla zjisténa pomoci vypoctového
Excelu od vyrobce kitu, do kterého byly vzdy dosazeny naméfené hodnoty absorbanci,
jednotlivé navazky a objemy testovanych vzorki. Ziskané koncentrace B-glukanti jsou uvedeny
v Tabulka 19.

Tabulka 19: Stanovend koncentrace glukanii ve vybranych kvasinkach

Vzorek Cglukanii [g/100 g] | Co-glukana [g/100 g] | cp-glukana [g/100 g]
Susen¢ pekatské drozdi 8,876 + 1,853 1,593 £ 0,222 7,283 £2,075
Saccharomyces cerevisiae 13,657 + 1,024 4,640 +£ 0,275 9,017 + 0,750

Ze ziskanych vysledkl je patrné, ze zjistény obsah B-glukant u suSeného pekaiského drozdi
(7,283 £+ 2,075 g/100 g) a Saccharomyces cerevisiae (9,017 = 0,750 g/100 g) je pomérné
podobny. JelikoZ jsou B-glukany zastoupeny v bunééné stén¢ kvasinek, 1ze podle namétenych
vysledkl predpokladat, Ze pevnost bunécné stény suSeného drozdi a Saccharomyces cerevisiae
je témeét shodna. Co se tyce procentualniho zastoupeni, B-glukany obsaZené v suSeném drozdi
predstavovaly 82 % celkovych glukant, u Saccharomyces cerevisiae pouze 66 %. V porovnani
s analyzovanymi ceredliemi a fasami obsahovaly kvasinky nejvyssi zastoupeni B-glukan.

5.4.7 Spektrofotometrické stanoveni pigmenti u kvasinek

Pomoci naméfenych absorpénich UV-VIS spekter byly v ptipravenych extraktech ze susené¢ho
pekaiského drozdi a Saccharomyces cerevisiae stanoveny pigmenty dle postupu popsaného
v kapitole 4.5.3.4. Ziskané hodnoty absorbanci pifi potiebnych vlnovych délkach byly
zprumérovany a jejich primérna hodnota byla dosazena do Rovnice 7. Vysledné koncentrace
byly vyjadieny jako mg/g biomasy kvasinek. Nasledujici grafy (Obrazek 36, Obrazek 37
a Obrazek 38) znazoriuji ziskané koncentrace chlorofylii A, B a karotenoidu.
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Obrazek 36.: Obsah chlorofylu A v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek

Z grafu (Obrazek 36) lze vypozorovat, ze koncentrace chlorofylu A v pfipravenych
extraktech zkvasinek byla velmi nizkd. Koncentrace vsech pfipravenych extraktl se
pohybovala v rozmezi 0,01-0,05 mg/g vzorku. Lze tedy konstatovat, Ze chlorofyl A se
v testovanych kvasinkach vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi. U susené¢ho drozdi bylo
nejvice vyextrahovanych chlorofylii A v ptipad€ rozpoustédla ethylacetat (0,046 + 0,010 mg/g
vzorku), u Saccharomyces cerevisiae vykazoval nejvy$si obsah ethanolovy extrakt
(0,050 + 0,009 mg/g vzorku).
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Obrazek 37: Obsah chlorofylu B v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek

V porovnani s grafem (Obrazek 36) lze konstatovat, Ze mnoZstvi vyextrahovanych
chlorofyli B bylo v pfipadé kvasinek o néco malo vyS$i neZ mnozstvi vyextrahovanych
chlorofylit A. Mzeme zde pozorovat stejny trend jako u chlorofylli A, kdy nejvyssi obsah
chlorofylu B zextrakti suSeného drozdi opét vykazoval ethylacetitovy extrakt

(0,10 £ 0,01 mg/g vzorku), u Saccharomyces cerevisiae opét ethanolovy extrakt
(0,11 £ 0,02 mg/g vzorku).
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Obrazek 38: Obsah celkovych karotenoidii v jednotlivych extraktech z vybranych kvasinek

Obsah karotenoidii v kvasinkach byl ziskan dosazenim zprimérovanych hodnot namétenych
absorbanci do Rovnice 8, jez byl dale prepocitan na navazku vzorku kvasinek. Z grafu (Obrazek
38) je patrné, Ze testované extrakty ze suSen¢ho pekatského drozdi a Saccharomyces cerevisiae
vykazovaly pouze malé mnozstvi karotenoidl. Co se tyCe suSené¢ho drozdi, nejvyssi obsah
karotenoidi byl stanoven u ethylacetatového extraktu (23,00 = 0,94 pg/g vzorku), stejné jako u
chlorofylt. Stejny trend byl pozorovan u ethanolového extraktu Saccharomyces cerevisiae, kde
byl obsah karotenoidi stanoven na 26,23 + 4,94 pg/g vzorku. Co se tyce zbylych testovanych
extraktl Saccharomyces cerevisiae, mnozstvi karotenoidi bylo stanoveno v rozmezi 4,73—
5,49 pg/g vzorku.

V tomto piipadé muzeme piedpokladat, Ze se jednd o interferenci, jelikoz kvasinka
Saccharomyces cerevisiae neprodukuje karotenoidy.

5.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Testy antimikrobialni aktivity byly provedeny na bakteriich Micrococcus luteus a Serratia
marcescens. Postup testll je podrobné popsan v kapitole 4.5.4. Na zéklad¢ ziskanych vysledkt
byly vybrany extrakty, které byly podrobené testu. Ze vzorkl ceredlii a lusténin byly vybrany
quinoa a hrach, z nichZ byly ptipraveny vodné extrakty (viz 4.5.1.1). Z extraktt fas a kvasinek
byly vybrany hexan:ethanolové extrakty Chlorella, Spirulina a Saccharomyces cerevisiae
v poméru 1:1 a ethanolovy extrakt Saccharomyces cerevisiae. Aby dany extrakt vykazoval
antimikrobialni aktivitu vii¢i testovanym bakteriim, musi byt nartst bunc¢k bakterii nizsi nez
100 %.

V grafu (Obrazek 39) jsou vynesena data antimikrobidlni i€innosti vodnich extraktl quinoi
a hrachu na bakterii Micrococcus luteus. Bylo zjisténo, Ze ani jeden extrakt v testovanych
koncentracich nevykazoval Zaddnou antimikrobidlni aktivitu vici testované bakterii; naopak
extrakty (zejména extrakt quinoy) obsahovaly latky, které spiSe podporovaly riist obou bakterii.
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Obrazek 39: Stanovena antimikrobialni aktivita vodnych extraktii—Micrococcus luteus
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Obrazek 40: Stanovena antimikrobialni aktivita extraktii z Fas—Micrococcus luteus

Co se tyCe extraktl z ftas, z grafu (Obrazek 40) lze vypozorovat, Ze vSechny pfipravené
extrakty z Chlorella vykazovaly proti bakterii Micrococcus Iluteus antimikrobialni aktivitu.
Nejvyssi antimikrobidlni ii¢innost mél 10 obj. % extrakt (72,60 %), nejniZsi byla detekovana u
5 obj. % extraktu (96,06 %). Co se tyCe extraktd ze Spirulina, antimikrobialni aktivitu viici
testované bakterii vykazovaly pouze 10 obj. % (85,77 %) extrakty. Ostatni hodnoty se pohybuji
v rdmci chyby stanoveni.

V grafu (Obrazek 41) mizeme pozorovat, ze vSechny piipravené extrakty ze Saccharomyces
cerevisiae vykazovaly mirnou antimikrobialni aktivitu vac¢i bakterii Micrococcus luteus.
Nejvyssi ucinnost byla zaznamendna u 10 obj. % hexan:ethanolového extraktu (77,74 %). U

v v

ethanolového extraktu kvasinky se jednalo o 1,25 obj. % a niZz8i koncentrace extraktu.
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Obrazek 41: Stanovend antimikrobidlni aktivita extraktii z kvasinek—Microccocus luteus
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Obrdazek 42: Stanovena antimikrobialni aktivita vodnych extraktii—Serratia marcescens

V grafu (Obrazek 42) miizeme pozorovat, ze antimikrobialni aktivitu vii€i bakterii Serratia
marcescens nevykazovaly prakticky zadné pfipravené extrakty. Naopak, s rostouci koncentraci
extraktu ve vzorku ob¢ obiloviny spiSe podporovaly rast bakterii. Co se tyce pfipravenych
extraktll o niZsi koncentraci, hodnoty antimikrobidlni aktivity se pohybovaly v ramci chyby
stanoveni.
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Obrazek 43: Stanovena antimikrobialni aktivita extrakti z Fas—Serratia marcescens

V grafu vySe je zobrazena stanovena antimikrobidlni aktivita pfipravenych extrakti z fas
Chlorella a Spirulina vici Serratia marcescens. Bylo zjisténo, Ze u extraktl s niz§i koncentraci
(1,25; 0,63 a 0,31 obj.%) byla vykazana antimikrobidlni aktivita vici testované bakterii.
Extrakty z obou fas o koncentraci nad 2,5 obj. % antimikrobidlni aktivitu nevykazovaly, spiSe
pfispivaly k riistu testovaci kultury.
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Obrazek 44: Stanovend antimikrobialni aktivita extraktii z kvasinek—Serratia marcescens

Z grafu lze vypozorovat, Ze ethanolové a hexan:ethanolové extrakty Saccharomyces
cerevisiae pusobily na testovanou bakterii t¢émét stejné. U nizsich koncentraci extraktii (do 2,5
%) se stanoveni antimikrobidlni aktivity pohybovalo v ramci chyby méteni, vyssi koncentrace
extraktd spiSe ptispivaly k podpofte ristu kultury.

5.5.1 Resazurinovy test

Pfi testovani antimikrobialni aktivity pfipravenych extraktd byl také proveden resazurin test dle
postupu uvedeném v kapitole 4.5.4.1. Resazurin se be€zné pouziva pii mikrobidlnich
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stanovenich k posouzeni metabolické aktivity bakterialnich bunék. Na nasledujicich grafech je
zobrazena metabolicka aktivita bunék v pfitomnosti testovanych extrakti stanovena pomoci
resazurinu.
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Obrazek 45 Resazurin test vodnych extraktii—Micrococcus luteus

V grafu (Obrazek 45) mizeme vidét vynesend data zavislosti metabolické aktivity
bakteridlnich bunék na obsahu vodnych extraktli quinoi a hrachu. Jelikoz tyto extrakty
nevykazovaly vici bakterii Micrococcus luteus zadnou antimikrobialni aktivitu (Obrazek 39),
dalo se predpokladat, ze metabolicka aktivita bude vyssi nez 100 %. Test tedy potvrzuje, ze
extrakty obilovin podporuji rist testovacich G+ bunék.
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Obrazek 46: Resazurin test extrakti z ras—Micrococcus luteus

U resazurin testu v piipad¢ Chlorella a Spirulina mizeme vici testované bakterii pozorovat
stejny trend jako u quinoi a hrachu. Jelikoz vSechny pfipravené extrakty z Chlorella vykazovaly
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antimikrobialni aktivitu viaci G+ bakteriim M. luteus (Obrazek 40), byla jejich metabolicka
aktivita pfi resazurin testu nizsi nez 100 %.
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Obrazek 47: Resazurin test extrakti z kvasinek—Micrococcus luteus

Az na par vyjimek byl opét u kvasinkovych extraktl Saccharomyces cerevisiae
pozorovan stejny trend jako u predchozich extraktd. Cast hexan:ethanolovych a ethanolovych
extraktll vykazovala negativni vliv na metabolickou aktivitu buné€k, zatimco ostatni extrakty se
pohybovaly v ramci chyby stanoveni.
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Obrazek 48: Resazurin test vodnych extraktii—Serratia marcescens

Co se tyc€e Gcinnosti resazurin testu viici Serratia marcescens, pouze vodné extrakty hrachu
o koncentracich 6,25 a 3,13 obj. % vykazovaly vliv na snizenou metabolickou aktivitu bunék.
Muzeme zde v porovnani s grafem (Obrazek 42) pozorovat stejny trend nartistu bunék jako u
vodnych extraktl u testované bakterie Micrococcus luteus.
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Obrazek 49: Resazurin test extraktii z Fas—Serratia marcescens

Z grafu (Obrazek 49) je mozné pozorovat, Ze oba fasové extrakty s koncentraci 10 a 5 obj. %
vykazovaly pozitivni vliv na metabolickou aktivitu bakterie Serratia marcescens. Metabolicka
aktivita bakterialnich bun¢k u zbyvajicich pfipravenych extraktti z Chlorella a Spirulina byla
kolem 100 % a pohybovala se v ramci chyby stanoveni.
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Obrazek 50: Resazurin test extrakti z kvasinek—Serratia marcescens

Z grafu (Obrazek 50) Ize vycist, Ze metabolicka aktivita bun€k Serratia marcescens nebyla
negativné ovlivnéna extrakty kvasinek, u koncentrace extraktu nad 2,5 % byla pozorovana
podpora viability (podobné jako u fas), u niz8i koncentrace extraktli se hodnoty viability
pohybovaly kolem 100 % v ramci chyby stanoveni.

5.6 MTT test cytotoxicity

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii byly vybrany extrakty, které byly podrobené MTT testu
cytotoxicity. Ze vzorkl cerealii a luSténin byly vybrany quinoa a hrach, z nichz byly pfipraveny
vodné extrakty (viz 4.5.1.1). Z extraktii fas a kvasinek byly vybrany hexan:ethanolové extrakty
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Chlorella, Spirulina a Saccharomyces cerevisiae vpoméru 1:1 a ethanolovy extrakt
Saccharomyces cerevisiae. Uinky cytotoxicity byly testovany na bunééné linii CaCo-2.
Podrobny postup analyzy je popsan v kapitole 4.5.5. Hranice cytotoxickych ucinkl je 60 %
viability a méné. Jestlize viabilita bunék vykazuje nizsi hodnotu nez 60 %, 1ze extrakt povazovat
za cytotoxicky. Vysledky jednotlivych MTT testll jsou znazornény na nasledujicich grafech
(Obrazek 51, Obrazek 52 a Obrazek 53).
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Obrazek 51: Zavislost viability CaCo-2 na koncentraci extraktii ceredlii a lusténin

Z vybrané ceredlie a luSténiny byly pfipraveny vodné extrakty v rtiznych koncentracich,
které byly podrobeny MTT testim. Z grafu (Obrazek 51) vyplyva, Ze zadny z pfipravenych
extraktll quinoi a hrachu nevykazoval cytotoxické Ucinky, jelikoZ viabilita bun¢k byla vzdy
stanovena nad 60 %. NiZsi viabilita bun€k byla stanovena u extraktu quinoi (70,05 %) a hrachu
(74,49 %) s koncentraci 25 obj. %. Naopak nejvyssi viabilita bun¢k byla stanovena u vodného
extraktu hrachu (110,03 %) s koncentraci 1,56 obj. %. Z toho lze usuzovat, Ze viabilita bun¢k
s rostouci koncentraci extraktu klesa.
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Obrdazek 52: Zavislost viability CaCo-2 na koncentraci extraktii ras
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Co se ty¢e hexan:ethanolovych extrakta (1:1) Chlorella a Spirulina, nebyly opét prokazany
cytotoxické uc€inky na testované buriky. Vétsina extraktli vykazovala viabilitu bun¢k nad 100 %.

cvwr

a Spirulina (88,45 %). Naopak nejpozitivngjsi vliv na buiiky mél 0,02 obj. % extrakt Chlorella,
u které¢ho byla viabilita bun¢k stanovena na 113,39 %. Opét je zde pozorovan trend, jenz
potvrzuje, Ze s vyssi koncentraci extraktd klesa viabilita bunék.
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Obrazek 53: Zavislost viability CaCo-2 na koncentraci extraktii kvasinek

Dale byly testovany dva kvasinkové extrakty Saccharomyces cerevisiae, ethanolovy
a hexan:ethanolovy (1:1). Z grafu (Obrazek 53) je patrné, ze ethanolovy extrakt nevykazoval
v zadné z testovanych koncentraci cytotoxické €¢inky. Mizeme pozorovat znovu se opakujici
trend, Ze s rostouci koncentraci klesa viabilita bun€k. Naopak u hexan:ethanolové extraktu bylo
zjisténo, ze v koncentracich 1 a 0,5 obj. % byly zjistény cytotoxické u€inky na testované bunky.
Z toho vyplyva, ze cytotoxicitu nevykazuji pouze hexan:ethanolové extrakty Saccharomyces
negativni efekt byl zjistén u 0,02 obj. % (113,74 %) a 0,03 obj. % (113,78 %) extraktu
kvasinek.

5.7 Charakterizace pripravenych smési

Podle kapitoly 4.5.1.5 byly pfipraveny smésné ceredlni kase. Pfesné sloZeni jednotlivych smési
je uvedeno v Tabulka 5 a Tabulka 6. Po zaliti horkou vodou byly smé&si promichany a vizualné
porovnany. Vzhled jednotlivych smési 1ze pozorovat na obrazcich (Obrazek 54 a Obrazek 55).
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Obrazek 54: Pripravené ceredlni smési 1
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Obrazek 55: Pripravené ceredlni smési 2

5.7.1 Stanoveni celkovych polyfenolii u smési

Celkovy obsah fenolickych latek v pfipravenych smésich byl stanoven spektrofotometricky
podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.2.2. Kazdy vzorek smési byl stanoven celkem tfikrat a
priumérna hodnota naméfenych absorbanci byla dosazena do Rovnice 2, ¢imZ byla ziskana
koncentrace fenolickych latek. Ta byla poté vztazena na navazku jednotlivych smési. Vysledny
obsah celkovych fenolickych latek, v€etné odchylek jednotlivych méfeni, znazoriuje graf
(Obrazek 56).

Slozeni ptipravenych smési je zndzornéno v Tabulka 5 a Tabulka 6. V grafu nize lze
pozorovat, ze obsah fenolickych latek v pfipravenych smési je velmi podobny. Nejvyssi
koncentrace fenolickych latek byla stanovena u smési J (4,45 £+ 0,54 mg/vzorku), coz je smes
obsahujici quinou a biomasu Chlorella. V porovnani se zékladem (3,95 + 0,11 mg/g vzorku),
coz je smes obsahujici pouze quinou, 1ze konstatovat, ze ptidavek biomasy Chlorella zvysil
obsah fenolickych latek. Vys$si obsah fenolickych latek oproti zdkladu byl stanoven také ve
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smesi C (3,97 = 0,07 mg/g vzorku), coz je smés obsahujici hexan:ethanolovy extrakt Spirulina
vpoméru 1:1. Lze tedy konstatovat, Zze i tento extrakt ze Spirulina napomohl vysSimu

Cvvr

(3,15 £ 0,09 mg/g vzorku), coz je smés obsahujici ethanolovy a hexan:ethanolovy extrakt
Saccharomyces cerevisiae v poméru 1:1.
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Obrazek 56: Obsah celkovych fenolickych latek v pripravenych smésich
5.7.2 Stanoveni flavonoidu

Obsah flavonoidu byl v pfipravenych smésich analyzovan spektrofotometricky pomoci metody,
ktera je podrobné popsana v kapitole 4.5.2.3. Koncentrace flavonoidi byla ziskdna dosazenim
prumérnych hodnot absorbanci do kalibraéni kiivky (Rovnice 3) a naslednym piepoctem na
navazku vzorku smési. Graf (Obrazek 57) zobrazuje vysledny obsah flavonoidi v pfipravenych
smésich vcetné odchylek.
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Obrdzek 57: Obsah flavonoidii v pripravenych smésich
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V grafu mizeme pozorovat, Ze obsah flavonoidl se v pfipravenych smésich velmi lisi.
V zakladu, jenz obsahuje pouze quinou, byl stanoven obsah flavonoidii na
0,51 £ 0,02 mg/g vzorku. Smés E (0,51 + 0,06 mg/g vzorku) vykazuje vy$si koncentraci
flavonoidii nez zaklad. Tato smés je tvoiend quinoou a ethanolovym extraktem Saccharomyces
cerevisiae. Lze tedy konstatovat, Ze pfitomnost kvasinkového extraktu lehce zvySuje obsah
flavonoidi. Z grafu lze také vycist, ze smési A, F a H obsahuji mnohem niz§i koncentraci
flavonoidl nez ostatni smési. Zaklad téchto jednotlivych smési je tvofen quinoou a hrachem
v poméru 1:1. Z tohoto diivodu bylo usouzeno, Ze nizka koncentrace flavonoidu je zapfic¢inéna
obsahem hrachu.

5.7.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

Obsah antioxidanti v pfipravenych smésich byl stanoven spektrofotometricky dle postupu
uvedeného v kapitole 4.5.2.4. Ziskana antioxidacni aktivita byla vyjadfena jako parametr
TEAC, ktery urcuje antioxidacni aktivitu jako ekvivalent Troloxu v mg/g vzorku. Vysledny
obsah antioxidantii byl ziskdn dosazenim primérnych hodnot naméfenych absorbanci do
rovnice kalibra¢ni piimky (Rovnice 4), jez byl nasledné vztazen na navazku vzorku smési.
V grafu nize (Obrazek 58) je zndzornéna ziskana antioxidacni aktivita jednotlivych
pfipravenych smési v€etné odchylek méfeni.
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Obrazek 58: Stanovena antioxidacni aktivita pripravenych smési

V grafu vySe mlzeme pozorovat, Ze stanovena antioxidacni aktivita pfipravenych smési se
od sebe ponckud lisi, ale smésné vzorky vykazuji vyrovnanéjsi ucinek. Obsah antioxidantii
v zakladu byl stanoven na 3,27 £ 0,08 mg/g vzorku. Vyssi antioxidacni aktivitu nez zaklad
vykazovaly smési B (4,01 £0,15mg/g vzorku), D (3,47+0,18 mg/g vzorku), J
3,92+ 0,17 mg/g vzorku) a K (3,44 +£0,14 mg/g vzorku). U smési J a Kto bylo
piedpokladéno, jelikoz obsahuji biomasu Chlorella a Spirulina, jez jsou znamy pro své vysokeé
antioxida¢ni ucinky. Celkové byl nejvyssi obsah antioxidantii stanoven u smeési B, jez
obsahovala quinou a hexan:ethanolovy extrakt Chlorella v poméru 1:1, coz opét vypovida o
vysokych antioxidac¢nich ucincich Chlorella. Naopak nejnizsi obsah antioxidantt byl zjistén u
smesi H (2,01 + 0,14 mg/g vzorku). To mohlo byt opét zplisobeno pfitomnosti hrachu, jez
snizoval antioxida¢ni G€inky dané smési.
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5.7.4 Stanoveni rozpustnych proteinta dle Hartree-Lowryho

V piipravenych smési byly stanoveny celkové rozpustné bilkoviny podle postupu uvedeného
v kapitole 4.5.2.6. Obsah proteinid byl ziskan dosazenim primérnych hodnot namétenych
absorbanci do kalibra¢ni kfivky (Rovnice 6), jez byl nasledné piepocitdn na navazku vzorku
jednotlivych smési. Ziskané koncentrace jsou zaznamenany v grafu (Obrazek 59), vcetné
odchylek jednotlivych méteni.
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Obrazek 59: Obsah rozpustnych proteinit v pripravenych smésich

Z vynesenych dat z grafu vySe miZzeme pozorovat, ze koncentrace rozpustnych proteint se
u vSech pfipravenych smési pohybovala v rozmezi 0,71-0,79 g/100 g vzorku. ZjiStény obsah
bilkovin v zdkladu byl stanoven na 0,72 + 0,07 g/100 g vzorku. U smési F a I byl naméien
stejny obsah rozpustnych proteint (0,71 £ 0,07 g/100 g vzorku), ktery byl niz$i oproti zakladu.
Nejvyssi koncentrace proteint byla zjiSténa u smési A, D a E. Z tohoto diivodu 1ze konstatovat,
ze v pripad¢ smési A byl zvySeny obsah bilkovin oproti zdkladu zplisoben ptfitomnosti hrachu,
jenz sam disponuje vysokym obsahem bilkovin. Smés D byla obohacena o hexan:ethanolovy
extrakt z Saccharomyces cerevisiae, smé E o ethanolovy extrakt téze kvasinky. Lze tedy
predpokladat, ze oba kvasinkové extrakty napomohly vyextrahovani vétSiho mnozstvi bilkovin.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem ceredlnich produkti pro zvlastni vyzivu
s ptfidavkem lusténin, fas a kvasinek. Byly piipraveny obohacené ceredlni smési, cilené pro
bezlepkovou dietu. V praci byly stanoveny nutricni sloZzky a bioaktivni latky komercné
dostupnych ceredlii a lusténin. Dale byly pfipraveny rizné druhy extrakti z fas a kvasinek, u
kterych byl analyzovan obsah biologicky aktivnich latek. Dle vykonanych analyz a ziskanych
vysledki byly pfipraveny cerealni smésné produkty, jez byly obohaceny o vybranou lusténinu,
extrakty z tas a kvasinek.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly k analyzam vybrany ceredlie, o kterych je znamo,
ze se prirozen¢ vyskytuji bez lepku, tedy pohanka, quinoa a bezlepkové ovesné vlocky.
V analyzovanych vzorcich byly stanoveny bioaktivni latky, tedy celkové fenolické latky,
flavonoidy, antioxidacni aktivita a [-glukany. Nejvyssi obsah fenolickych latek
(3,56 £ 0,02 mg/g vzorku) a flavonoidd (0,40 + 0,02 mg/g vzorku), jez byly analyzovany
spektrofotometricky, byl stanoven u quinoi. NejvétSi mnozstvi antioxidantl, které byly
stanoveny za pomoci metody TEAC, bylo analyzovéano v pohance (4,21 + 0,21 mg/g vzorku).
Zastoupeni B-glukant bylo stanoveno pomoci enzymatického kitu, kdy nejvyssi obsah byl
naméfen u bezlepkovych ovesnych vlocek (7,78 0,41 g/100 g vzorku). Pfi stanoveni
koncentrace lepku v ceredliich bylo zjiSténo, ze pohanka a bezlepkové ovesné vloc¢ky mohou
byt oznacovany za ptirozené¢ bezlepkové potraviny, v ptipadé quinoi za potravinu s velmi
nizkym obsahem lepku. Z hlediska vyznamnych nutri¢nich slozek byly ve vybranych cereéliich
stanoveny celkové sacharidy, proteiny, mastné kyseliny a lipidy. Celkové sacharidy byly
stanoveny metodou dle Duboise. Nejvy$$si naméfeny obsah byl u pohanky
(49,19 + 2,04 /100 g vzorku), nejnizsi u bezlepkovych ovesnych vlocek
(39,65 + 2,18 g/100 g vzorku). Jelikoz ke stanoveni proteini byla pouzita metoda Hartree-
Lowryho, byl ve vzorcich cerealii stanoven obsah pouze rozpustnych proteinli ve vodé¢.
vloc¢ek (0,34 + 0,01 g/100 g vzorku). Nejvétsi mnozstvi lipida bylo stanoveno v bezlepkovych
vlockéch (4,42 + 0,38 g/100 g vzorku), jez mély 1 nejvyssi zastoupeni PUFA (50,29 %).

Ve vybranych luSténinach byly stanovovany stejné nutri¢ni slozky a biologicky aktivni latky
jako u ceredlii; svyjimkou lepku a [-glukanti. Nejvyssi obsah fenolickych latek
(3,87 +£ 0,10 mg/g vzorku) byl stanoven v hrachu, nejvy$§i mnozstvi flavonoidl
(0,41 +£ 0,01 mg/g vzorku) v cerné cocce Beluga. NejvyS§im zastoupenim antioxidantl
(5,85 + 0,18 mg/g vzorku) disponoval hrach. V hrachu bylo také naméfeno nejvétsi mnozstvi
sacharidl (42,48 + 1,20 g/100 g vzorku), nejvétsSim mnoZzstvim proteinii disponovala Beluga
(1,13 +£ 0,02 g/100 g vzorku).

Dalsim bodem experimentalni ¢asti byla piiprava extraktli z vybranych fas a kvasinek. Mezi
vybrané vzorky tas pattily Dulse, Chlorella a Spirulina, mezi kvasinky suSené pekatské drozdi
a Saccharomyces cerevisiae. Extrakty byly pfipraveny pomoci rozpoustédel splitujici podminku
GRAS, pouzity byly voda, ethanol, hexan, ethylacetat a jejich rizné kombinace. Ve vSech
pfipravenych extraktech byly stanoveny fenolické latky, flavonoidy a antioxidanty. Nejvice
vyextrahovanych fenolickych latek u extrakti z fas bylo zji§téno u vodného extraktu Spirulina,
z hlediska kvasinek u ethanolového extraktu Saccharomyces cerevisiae. Nejvyssi obsah
flavonoidii byl stanoven u ethylacetatového extraktu Chlorella a hexanového extraktu
Saccharomyces cerevisiae. Nejvice antioxidantd vykazovaly hexanové extrakty Dulse a

82



Saccharomyces cerevisiae. Dale byly analyzovany lipidy a mastné kyseliny. Nejvyssi obsah
lipidit byl zjistén u biomasy Chlorella (1,52 + 0,04 g/100 g vzorku), jez byla z 51,14 %
zastoupena PUFA kyselinami. Pomoci absorpénich spekter byly v extraktech zjistény
chlorofyly a karotenoidy. Analyza extrakti na HPLC umoznila upfesnit obsah lipofilnich
metabolitl a pigment. Pomoci komercné dostupnych kit bylo stanoveno mnozstvi B-glukant
v biomase tas a kvasinek. Nejvys$i mnozstvi bylo stanoveno u Dulse (0,09 £0,02 g/100 g
vzorku) a Saccharomyces cerevisiae (9,017 + 0,750 g/100 g vzorku).

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii byly na pro obohaceni ceredlnich smési vybrany quinoa a
hrach, z nichz byly pfipraveny vodné extrakty. Z fas a kvasinek byly vybrany hexan:ethanolové
extrakty Chlorella, Spirulina a Saccharomyces cerevisiae, a ethanolovy extrakt Saccharomyces
cerevisiae. Tyto extrakty byly podrobeny testim antimikrobialni aktivity a MTT testim
cytotoxicity. Antimikrobidlni aktivita byla stanovovana vici bakteriim Micrococcus luteus a
Serratia marcescens. Vybrané preparaty nevykazovaly s vyjimkou tasy Chlorella
antimikrobidlni U¢inek, pfi vysSich koncentracich slouzily spiSe jako dopliikkova vyziva
testovacich buné€k. MTT testy byly provadény na bunécéné linii CaCo-2. Bylo zjisténo, Ze
testované extrakty nevykazovaly cytotoxické uc¢inky, s vyjimkou 1 obj.% a 0,5 obj. %
hexan:ethanolového extraktu Saccharomyces cerevisiae.

V zavéru experimentalni ¢asti byly pfipraveny smésné ceredlni produkty, jejichz zaklad
tvofila quinoa. Smési byly obohacovany hrachem, hexan:ethanolovymi extrakty Chlorella,
Spirulina a Saccharomyces cerevisiae, a ethanolovym extraktem Saccharomyces cerevisiae.
V pfipravenych smésich byl pozorovan narist nutri¢nich slozek a biologicky aktivnich latek,
jenz byl zptsoben ptidavkem obohacujicich slozek. Ze ziskanych vysledkii bylo zjisténo, ze
ptidavkem hrachu nebo ptidavkem biomasy Chlorella a Spirulina vzrostl obsah proteinti. Diky
pfitomnosti biomasy a extrakti testovanych fas doSlo ke zvySeni mnoZzstvi antioxidantt
a fenolickych latek. Ze ziskanych vysledki tedy vyplyva, Ze kombinace cerealii s lu§t€éninami
je vhodna pro navySeni obsahu proteint v bezlepkovych vyrobcich. Dale bylo také zjisténo, Ze
vybrané mikrofasy a kvasinka maji potencial pro obohaceni bezlepkovych vyrobki o bioaktivni
latky, a to pfi pouziti biomasy ¢i extraktl znich vyrobenych. Existuje tedy moZnost pro
budouci aplikace v potravinarstvi, v obohacovani potravin nebo 1 pfi vyrob€ doplik stravy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ARA
ABTS
AMK
DHA
DMSO
EFSA
FAO
FDA
GC
GRAS
HPLC
MK
MTT
MUFA
OSN
PUFA
SDS
SFA
TE
TEAC
UV-VIS

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

kyselina dokosahexaenova

dimethylsulfoxid

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

Organizace pro vyzivu a polnohospodaistvi patfici pod OSN
Utad pro kontrolu 1é&iv a potravin USA

plynové chromatografie

latka vSeobecn¢ povazovana za bezpecnou

vysoceucinna kapalinova chromatografie

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

Organizace spojenych narodt

polynenasycené mastné kyseliny

dodecylsulfat sodny

nasycené mastné kyseliny

ekvivalent Troloxu

antioxidac¢ni kapacita latek ekvivalentni Troloxu

oblast ultrafialového a viditelného zareni
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