VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

PRIPRAVA PRIRODNICH DOPLNKU STRAVY PRO
DETSKOU VYZIVU

PREPARATION OF NATURAL FOOD SUPPLEMENTS FOR CHILDREN'S NUTRITION

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Petra Kubisova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2021



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1555/2020 Akademicky rok:  2020/21
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Studentka: Bc. Petra Kubisova

Studijni program:  Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinarskéa chemie a biotechnologie

Vedouci prace: Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Nazev diplomové prace:

Pfiprava pfirodnich doplfiku stravy pro détskou vyzivu

Zadani diplomové prace:

V ramci prace budou feSeny nasledujici dil&i cile:

1) Zpracovani reSerSe na dané téma

2) Vybér, charakterizace a izolace pfirodnich aktivnich latek
3) Navrh optimalniho slozeni pfirodniho doplriku stravy

4) Vyhodnoceni vysledku a diskuse

Termin odevzdani diplomové prace: 30.7.2021:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafl na sekretariat istavu. Toto

zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Petra Kubisova Ing. Petra Matouskova, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 1.2.2021 .
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Predlozend diplomova praca je zamerand na komplexni charakterizaciu vybranych
superpotravin a nasledné zostavenie navrhu prirodného doplnku stravy vhodného pre detsku
vyzivu. Pre analyzy boli zvolené superpotraviny: zeleny jaémen (Hordeum vulgare), mlada
pSenica (Triticum aestivum), moringa olejodarnd (Moringa oleifera), ¢aj matcha (Camellia
sinensis), mikroriasa chlorella (Chlorella pyrenoidosa), spirulina (Arthrospira platensis),
semienka lanu siateho (Linum usitatissimum) asemienka sezamu indického (Sesamum
indicum).

Teoreticka Cast’ je zamerana na problematiku detskej vyzivy a najbeznejsich potravinovych
alergii a intolerancii. Dalej sa v tejto ¢asti nachadza legislativa zaoberajica sa potravinovymi
produktmi pre deti a popis jednotlivych vzoriek.

V experimentalnej ¢asti boli na zaGiatku stanovené makroziviny, a teda sacharidy, lipidy
a bielkoviny. Vo vzorkach bola taktiez stanovena vlaknina, fruktany a B-glukany, ktoré maju
vyrazny vplyv na ¢revny mikrobiom a cely traviaci proces. Pri tychto parametroch bola
najlepSie hodnotena vzorka zeleného ja¢mena, ktora obsahovala 205,5 mg/g nerozpustnej
vlakniny; 152,57 mg/g fruktanov a 18,76 mg/g B-glukanov. Napokon, pre utvorenie
celkového nutricného profilu, boli analyzované aj pigmenty.

Pri experimentoch boli vyuzité spektrofotometrické techniky, HPLC chromatografia,
plynova chromatografia a d’alsie analytické metody.

KEUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

The presented diploma thesis is focused on complex characterization of chosen superfoods
and subsequent composition of supplement suitable for children’s nutrition. Different kinds of
superfoods were chosen for analyses, such as: barley grass (Hordeum vulgare), wheat grass
(Triticum aestivum), moringa (Moringa oleifera), matcha tea (Camellia sinensis), microalgae
chlorella (Chlorella pyrenoidosa), spirulina (Arthrospira platensis), flax seeds (Linum
usitatissimum) and sesame seeds (Sesamum indicum).

The theoretical part is focused on children’s nutrition issue and the most common food
allergies and intolerances. Also, children food products legislation and characterization of
chosen samples are included in theoretical part.

Main macronutrients, such as saccharides, lipids and proteins, were analysed in the very
beginning of experimental part. Fibre, fructan and p-glucan, which have a high impact on
intestinal microbiome and whole process of digestion, were analysed as well. However, barley
grass was the best evaluated sample by containing 205,5 mg/g of insoluble fibre; 152,57 mg/g
of fructans and 18,76 mg/g of B-glucans. Finally, for complex nutritional profile, also samples
pigments were analysed.

Spectrophotometry, HPLC chromatography, gas chromatography and other analytical
techniques were performed for experiments.

KEYWORDS

children’s nutrition, nutritional profile, digestion, alternative sources of nutrients
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1 UvOoD

Vyziva, ako takd, je kazdodennou sucast'ou Zivota kazdého jedného ¢loveka. Obdobie, kedy
je zvlast’ potrebné klast doraz na vyvazeny prijem zivin z kvalitnych zdrojov je detstvo.
Potrava, ktora je detmi prijata, vplyva na ich spravny telesny, ale aj duSevny vyvoj. Okrem
zakladnych makronutrientov ako su sacharidy, lipidy a proteiny, je pre detsky organizmus
potrebné prijimat’ aj vitaminy, mineralne latky, vlakninu a iné zlozky vyzivy.

V stcasnosti Coraz CastejSie, naprick dostupnosti pestrej Skaly potravin, vznika u deti
deficit dolezitych latok potrebnych pre rast a spravne fungovanie organizmu. Do uvahy tiez
treba vziat' fakt, Ze narastajuci trend potravinovych alergii a intolerancii v populacii taktiez
obmedzuje vyber vhodnych potravinovych zdrojov nutrientov. Nielen u deti je ¢asto potrebné
suplementovat’ mastné kyseliny, vitaminy ¢i mineralne latky. Problémom tiez byvaji traviace
tazkosti, ktoré wvznikaji v dosledku nedostatku, ¢i pripadnej nedostatocnej diverzity
probiotickych baktérii v organizme. Tuto situaciu do istej miery rie$i dostupnost’
potravinovych doplnkov rdéznych druhov. Suplementy mozno najst v kategoéridch ako
probiotika, omega-3 mastnych kyseliny, vitaminy, ale tiez produkty so zvySenym obsahom
vlakniny ¢i beta-glukénov.

Diplomova  praca sa zameriava na analyzu potravin, ktoré médzu byt novymi
potencialnymi zdrojmi potrebnych bioaktivnych latok. Stanovené boli sacharidy, lipidy,
proteiny, vlaknina, beta-glukany, fruktany a pigmenty. Analyzované parametre mali
napomodct’ k navrhu doplnku stravy vhodného pre detska vyzivu. Vybrané pouzité potraviny
by tak slizili, ¢i uz k priprave nového suplementu alebo na fortifikaciu beznych potravin, ¢im
by bol zabezpeceny zvyseny prijem dolezitych latok do organizmu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vyiziva deti

Spravna vyzZiva je jednym z najdolezitejSich faktorov ovplyviujucich zdravie a celkovl
kvalitu zivota. Zvlast v obdobi detstva tvori zakladny stavebny kamen pre spravny telesny
rast a tiez psychosocialny vyvoj dietata. Zanedbanie tejto oblasti a nekvalitna strava moze
viest’ k naruseniu rastu a vyvoju detského organizmu, o méze dospiet’ az do Stadia podvyzivy
(malnutricie). Opaénym extrémom nastavajucim pri prekracovani energetickej potreby
dietata vedie ku vzniku nadvahy az obezity [1].

2.1.1 Vyzivové poziadavky

Kazdé dieta ako individualny jedinec md na svoju vyzivu rozne poziadavky. Hoci vo
vSeobecnosti mozno ur€it’ aké ziviny a v akom pomere dieta potrebuje, existuje niekol’ko
faktorov, ktoré tieto parametre ovplyviuja (vid’ Tabul'ka 1) [1].

Tabulka 1 — Faktory ovplyvitujiice vyzivové poZiadavky deti [1]

Geneticky podmienené faktory

Faktory Zivotného prostredia

o vek
e pohlavie

e zivotny $tyl
e kultdrne zvyky

e nabozenské vyznanie

o ekonomicka situacia rodiny

e reklama

e prirodné prostredie (zemepisné pasmo)
e uzivanie liekov (nechutenstvo a pod.)

e vrodené reakcie na zkladné chute

e UCinnost’ a aktivita metabolickych
procesov

e vrodené ochorenia

2.1.2 Vyzivové §tadia diet'at’a
Medzi detmi v rozlicnom veku st podstatné rozdiely, a to v oblasti fyzického aj psychického
vyvoja. Preto su dolezité aj rozlicné vyzivové poziadavky podla veku (vid’ Tabulka 2).

Tabulka 2 — Rozdelenie detského veku [2]

Vyvojova faza dietat’a Casové ohranicenie

Prenatalne obdobie Plod v maternici (9 mesiacov)

Novorodenecké obdobie 28 dni (po narodeni)

Dojcenské obdobie do konca 12. mesiaca Zivota
Batolivé obdobie 1 az 3 roky

Predskolské obdobie 3 az 6 rokov

Skolské obdobie 6 az 15 rokov

Adolescencia 15 az 18 rokov

2.1.2.1 Novorodenci, dojéata a batolata

Deti do troch rokov prechadzaju tromi vyzivovymi S§tddiami. Prvé je obdobie vyhradne
mlieénej vyzivy. Toto trvd od narodenia do konca 6. mesiaca zivota dietata. Pocas tohto
Stadia dieta konzumuje materské mlicko a v pripade dokrmovania aj detské umelé mlieka.
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Materské mlieko svojim zlozenim zodpovedd fyziologickym potrebam novorodenca
a dojcata. Medzi jeho pozitiva patri obsah prebiotickej vldkniny, ktord napomaha udrzaniu
optimélneho pH v ¢revach. Deti, ktoré st dojéené, menej Casto trpia alergiami a inymi
imunitne sprostredkovanymi ochoreniami. Mnozstvo vypitych tekutin by sa v tomto
vyzivovom §tadiu malo pohybovat’ v rozmedzi 125-150 ml/kg/24 hod [3].

Druhym obdobim je obdobie prechodné, ktoré trva od 6. mesiaca az do 12. mesiaca. Ak je
diet'a doj¢ené, malo by sa aj v tomto obdobi v doj¢eni pokracovat’. Avsak po 6. mesiaci je uz
vyhradne mlie¢na vyziva nedostatocna z hladiska prijmu energie a nutriénych potrieb
dojéata. Ako prvé prikrmy st vhodné pyré z jedného druhu zeleniny (mrkva, zemiaky,
cuketa). Tieto pokrmy st vhodné ako ndhrada obednej davky mlieka a nemali by byt’ solené
a sladen¢. Zavedenie prikrmov musi byt postupné, kazdym diiom sa pridava vicSie mnozstvo
az je nahradena celd davka mlieka. Dalej su do stravy postupne priddvané pyré z kombinacie
zeleniny, varené maso ¢i vareny zitok. Nasledovne uz mdze byt zaradené aj ovocie a kase
(kukuri¢na, ryzova a neskor aj pSenic¢na a zitna) [3].

Tretim vyzivovym obdobim u doj¢at’a je obdobie zmieSanej stravy. Toto trva od jedného
do troch rokov. Ide o0 upravent rodinnu stravu. Dieta je v tomto obdobi schopné prijimat’
stravu obsahujicu hrubsie kiisky. Pokrmy by mali byt bohaté na prisun vapnika. Je vhodné sa
vyhnut' soleniu a prisladzovaniu potravin. Do tohto jedalnicka uz mozu byt zaradené mlie¢ne
vyrobky, madso, vajcia, strukoviny, ovocie, zelenina a cerealie. Spravna vyziva batoliat je
klucova pre zaistenie rastu a vyvoja dietata a mal by fiou byt’, okrem in¢ho, zabezpeceny aj
prisun zeleza, zinku, jodu a vitaminu D [3].

Casovy postup zavadzania prikrmov do stravy zobrazuje Tabulka 3.

Tabulka 3 — Casovy postup zavidzania réznych druhov prikrmov [2]

Vek Potrava Poznamka
0-4. mesiac Materské mlieko Je dostatocné na krytie nutri¢nych potrieb
Mlie¢na formula (ak matka neméze | do 6. mesiaca Zivota.
dojcit)
4.—7. mesiac Zeleninové pyré ,Zlta“ zelenina v prvom rade, ,,zelena“
zelenina az neskor.
Zacat’ podavat’ zeleninu pred zavedenim
ovocia.
6.—9. mesiac Ovocné pyré a ovocna $tava Vyhybat sa dezertom a zmieSanému
0vociu.

Maésové, rybie a hydinové pyré,
Zitok

Vajecny bielok sa
ukon¢enym 12. mesiacom (riziko alergie)

nepodava pred

Cerealie obohatené zelezom

Ako prvé cerealie na baze ryze, gluten
(pSenica, raz, ja¢men) nepodavat do
ukoncenia 6. mesiaca.

Vv kuskoch
food), oSupané ovocie, varena
zelenina, syry

Potraviny (,,finger

Bez pridavania cukrov, tukov, soli

a korenin.  Zavadzat'  stravu  rdznej

konzistencie v zaujem stimulacie Zuvania.
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2.1.2.2 Deti predskolského veku
Predskolské obdobie trva od 3 do 6 rokov. Tempo rastu je oproti batolivému obdobiu
pomalsie. V tejto suvislosti ¢asto u dietat’a nastava znizenie chuti do jedla [2].

Deti vtomto vyvojovom S§tadiu maju mali kapacitu zalidka. Preto sa odportca jest’
v mensich porciach niekol’kokrat denne. Optimalny pocet jedal je 5 a v tomto pripade desiata
aolovrant tvoria rovnako vyznamnua cast’ jedalnicku ako hlavné jedla. Strava by mala
Vv dostatocnom mnozstve obsahovat’ vlakninu (rozpustnu aj nerozpustnu). U dietata vo veku
6 rokov je odporucané mnozstvo vlakniny 11 g/deni. Miso sa odporuca podavat’ maximalne
trikrat za tyzden, pri¢om prednost ma chudé miso pred udeninami. Dalej ma pozitivny vplyv
zaradenie ryb pre ich obsah omega-3 mastnych kyselin, zeleniny bohatej na kyselinu listovd
(hrasok, karfiol, brokolica, $penat) a tiez celozrnného peéiva, strukovin, ovocia a orechov.
Dolezity je tiez pitny rezim, kde sa odporaca preferencia Cistej vody, pripadne nesladenych
¢ajov, menej uz ovocné §tavy a dzasy [4].

2.1.2.3 Deti v Skolskom veku a adolescenti

Deti v Skolskom obdobi Zivota mdZeme rozdelit na deti mladSicho Skolského veku (6-
10 rokov) a deti starsicho Skolského veku (10-14 rokov). V mladSom skolskom veku ma na
stravovanie deti vplyv novy denny rezim spojeny s nastupom do skoly, zdujmovymi kruzkami
a tiez tu mozno pozorovat’ vplyv kamaratov a spoluziakov. V tomto veku je nutné venovat’
pozornost’ extrémom, ktoré mozu nastat’ v hmotnosti. A to nadvahe na jednej strane alebo
neprimerane nizkej hmotnosti na strane druhej, ktoré sa v tomto obdobi daju riesit’ l'ahsie ako
neskdr. Ramajky by mali pokryt 20-25% z celkového denného prijmu energie. Dalsou
dolezitou sucastou je desiata, ktorej energetickd hodnota by mala byt 10-15 % denného
prijmu. Z nutriéného hladiska je odporuc¢ana konzumacia obilnin v 3 az 4 porciach, mlieka
a mlienych vyrobkov v 2 az 3 porciach, ovocia Vv 2 porciach azeleninu ku kazdému
hlavnému jedlu. Prijem mésa by mal byt 60 az 90 g/den. Toto obdobie je charakteristické
tym, ze sa moze prejavit nedostatok vitaminu C, vapniku, zeleza a jodu. Preto by tieto
mikroziviny nemali v strave chybat’ [5].

V starSom Skolskom veku sa rychlost’” rastu opdt zvysSuje, nastava pociatok puberty.
Zacinaju sa vo vicSej miere prejavovat rozdiely v ndrokoch na vyzivu medzi chlapcami
a dievC¢atami [6].

Délezitou stucastou stravy by mali byt potraviny bohaté na vapnik kvoli prevencii vzniku
osteopordzy v neskorSom veku. Dalej su dolezité fosfor s horéik. Dievéata by mali dbat’ na
zvySeny prijem zeleza v sUvislosti s nastupom menstruacie. U chlapcov je v dbsledku rastu
svalovej hmoty zvysit’ prijem vitaminov skupiny B. V kontexte zvySenej tvorby horménov je
dolezity aj prijem tukov Vacsiu ulohu by mali zohravat’ rastlinné tuky oproti zivo¢iSnym,
vhodna je aj konzumécia ryb [5].

Charakter stravovania je v starSom S$kolskom veku taktiez do velkej miery ovplyvneny
spolo¢nostou médou a aktudlnymi trendami. Atraktivnymi sa stavaju r6zne alternativne druhy
stravovania ako vegetarianstvo, veganstvo ¢i delena strava. Tieto druhy vyzivy mézu mat’ pri
nedostato¢nom doplneni potrebnych zivin negativny vplyv na detsky organizmus [5][6].

U adolescentov je potrebné znovu prihliadat’ na rychly rozvoj svalovej hmoty a s nim
potrebny dostato¢ny prisun bielkovin ale aj d’alsich makro a mikronutrientov. V tomto je
potrebné dbat’ najmé na spravne stravovacie navyky a pestrost’ a vyvazenost stravy [5][6].
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2.2 Vyznam sacharidov a vlakniny v potrave

V beznom stravovacom rezime sacharidy tvoria hlavny zdroj energie. Ide o rozmaniti skalu
zlt¢enin s réznym vyznamom pre ludskdl vyzivu. Eurdpsky trad pre bezpecnost potravin
(EFSA) deli sacharidy z nutri¢éného hladiska na glykemické, ktoré st travené a vstrebavané
v tenkom &reve a si zdrojom energie. DalSou skupinou st nestravitelné sacharidy, ateda
vldknina. Tieto prechddzajt do hrubého creva, kde su spracované crevnymi
mikroorganizmami [7].

Pocas prvych 6 mesiacov zivota st zdrojom sacharidov laktdéza a oligosacharidy
obsiahnuté v materskom mlieku. Zavedenie prikrmov do stravy portfolio prijatych sacharidov
vyrazne roz§iruje az by mali pokryvat’ 45-60 % celkového prijmu energie. Prijimané by mali
byt najmd zo zeleniny, ovocia a obilnin. Tvoria teda nezastupitelnu zlozku Tudského
jedalnicka. U deti, ale aj u dospelych treba v8ak dbat’ na vyvazenu vyzivu aj z hladiska
sacharidov. ZvySené mnoZstvo konzumdcie volnych cukrov (najmid pridavanych do
spracovanych potravin a napojov) vedie Kk vysSiemu riziku obezity, zubného kazu pripadne
d’alsich ochoreni [7].

Vladknina je definovana ako jedla cast rastlinnych materidlov, ktord nemo6ze byt rozloZena
traviacimi enzymami. Deli sa na rozpustnd a nerozpustni vo vode. Vlaknina zasadnym
sposobom ovplyviiuje Crevni mikrofloru. Rozpustnd sluzi ako substrat pre probiotické
baktérie nachadzajuce sa v hrubom creve. ZvySuje pocet kmenov a produkty po jej
fermentécii taktieZ zvySuju proliferaciu epitelu hrubého ¢reva. Nerozpustna vladknina nemodze
byt metabolizovana ale zvySuje objem stolice a tak napomaha vylu¢ovaniu [8].

Cast’ rozpustnej vlakniny tvori skupina polysacharidov s ndzvom p-glukany. Obsiahnuté
mozu byt v obilninach, riasach, hubach &i drozdi. Co sa tyka u¢inkov na organizmus, ide
0 silné imunitné stimulanty. Pomahaju zniZzovat' hladinu cholesterolu a triglyceridov,
udrziavaju homeostazu glukozy v krvi. Okrem tychto vlastnosti maju aj vyznamny vplyv
na traviaci trakt, kde pbsobia ako prebiotikum. Ako rozpustna vladknina st fermentované
¢revnymi baktériami. DokaZzu na seba naviazat' znatné mnozstvo vody a v takomto stave sa
vyznacuji vysokou viskozitou [9].

Dalsou zaujimavou podskupinou sacharidov s fruktany. Su to polyméry a oligoméry
fruktozy. Patri sem inulin a fruktooligosacharidy (d’alej FOS). Tieto zlu¢eniny maji niekol’ko
pozitivnych u€inkov na l'udsky organizmus. Fruktany pdsobia ako prebiotikd a ovplyviiuju
absorpciu mineralnych latok, ¢o je nielen v detskom veku dolezité. FOS nie sU v 'udskom
organizme hydrolyzované enzymami Vv tenkom ¢reve, ale su fermentované mikrobiomom
v hrubom ¢reve, ¢im vplyvaji na rast a metabolicki aktivitu probiotickych baktérii.
Pritomnost’ fermentovatel'nych sacharidov, ako st fruktany, moZe stimulovat’ bakteridlnu
proliferaciu v slepom ¢reve a ulah¢it’ absorpciu mineralnych latok ako vapnik a hor¢ik [10].

2.3 Lipidy, lipofilné farbiva a ich vyznam v potrave

Lipidy patria k zédkladnym zivinAm. St najvydatnej$im zdrojom energie v potrave
(9 kcal/l g), nositelmi esencidlnych mastnych kyselin, vitaminov rozpustnych v tukoch,
sterolov a nemenej podstatne st zodpovedné za charakteristicki chut’ pokrmov. Ako vel'mi
energeticky bohatt zlozku potravy vSak treba prijem tukov aich zlozenie sledovat. Vplyv
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zloZenia mastnych kyselin prijatého tuku na zdravie ¢loveka je signifikantny a to okrem iného
aj z hl'adiska prevencie kardiovaskularnych ochoreni [11].

Nasytené mastné Kkyseliny prijaté v potrave sU vyznamne spojené s hladinou LDL
cholesterolu. Zredukovanie ich prijmu a nahradenie polynenasytenymi mastnymi kyselinami
podporuje znizenie rizika srdcovo cievnych ochoreni. Hoci tieto choroby su zviésa spajané
S vysS§im vekom pacienta uz kvalita vyzivy v detstve ovplyviluje pravdepodobnost’ ich
vzniku [12].

Polynenasytené mastné kyseliny ovplyviiuji mnozstvo fyziologickych procesov. Medzi
vyznamné¢ zdroje tychto Zivin patria ryby a morské plody, orechy, rastlinné semienka, ale tiez
Coraz vo vysSej miere riasy. Profil mastnych kyselin u rias sa medzi jednotlivymi druhmi 1i8i,
¢o z nich robi zaujimavy zdroj pre nenasytené mastné kyseliny [13].

Dalsou zaujimavou zlozkou potravy, ktora ma lipidicky charakter su lipofilné farbiva.
Predstavuji kazdodennu sucast’ l'udskej stravy, kde st prijimané z ovocia, zeleniny ci
Z modernych vyzivovych doplnkov ako st riasy. Jednym z najrozSirenejSich farbiv je
chlorofyl, ktory ma v rastlinnej ri§i nenahraditelni poziciu. Medzi benefity na Tudsky
organizmus patria podpora travenia, vyuziva sa na prevenciu rakoviny hrubého ¢reva, ma
antioxida¢né a protizapalové G¢inky a vysoky podiel hor¢iku [14].

2.4 Potravinové intolerancie, alergie a poruchy

Zdravy organizmus je schopny riadne a bez problémov travit potravu a resorbovat’ ziviny,
transportovat’ ziviny, podla potreby metabolizovat’ Ziviny a ziskavat’ energiu a Skodlivé
metabolity vylucit. Pri tom vSetkom sa pdsobenim rdoznych regulacnych mechanizmov
udrzuje telesna hmotnost’ a zloZenie krvi a tkanivovych tekutin [15].

Niektoré ochorenia traviaceho traktu sa daji prisunom jednej zlozky potravy vyvolat’ a jej
eliminaciou zmiernit’. Pri tychto gastrointestinalnych ochoreniach priznaky uplne zmizna po
vyluceni urcitej latky z konzumovanej potravy. Ochorenie vyvolané urcitou zlozkou potravy
nazyvame Specificka intolerancia potravin. Patri sem napriklad neznaSanlivost’ laktozy [15].

Oproti nej tiez existuje neSpecificka intolerancia potravin. Takto su oznaCované neurcité,
premenné tazkosti vyskytujice sa pri roznych ochoreniach a ich pri¢inna suvislost’ s urcitymi
zlozkami potravy je tazko dokazatelna [15].

Intolerancie predstavuju sucast’ velkej skupiny neznaganlivosti potravin. Dalej sa do tejto
velkej skupiny zarad’uju alergie. Rozdelenie neznaSanlivosti potravin zobrazuje Obrazok
1[15].

V ekonomicky vyspelejSich zemiach sa z90 % na detskych potravinovych alergiach
podiel'a sedem zédkladnych druhov potravin. Patria sem kravské mlieko, vajecny bielok, soja,
lepkové cerealie, araSidy, stromové orechy a ryby [4].
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Obrazok 1 — Rozdelenie nezndsanlivosti potravin [15]

2.4.1 Intolerancia laktozy

Laktoza (mlie¢ny cukor) je disacharid vzniknuty spojenim glukozy a galaktozy. V materskom
mlieku je pritomnych 6,8-7,2 g laktozy v 100 g mlieka. Kravské a kozie mlieko obsahuju
4,3-4,6 g laktézy v 100 g mlieka. Za normalnych okolnosti je laktéza Stiepena enzymom
laktaza v tenkom creve. Galaktoza sa podiel'a na vyvoji centralnej nervovej sustavy (mozgové
galaktolipidy) a tiez je sucastou galaktoproteinov [16].

Intolerancia laktdzy je jednou z najbeznejSich gastrointestinalnych portach. V rdéznych
stupfioch fiou trpi az 70 % dospelej l'udskej populdcie. Tato intolerancia je spésobena
nedostatkom enzymu laktaza (B-galaktozidaza) a sprevadzana r6znymi traviacimi tazkost'ami
(bolest’ brucha, nafukovanie, hnacka) po poziti potraviny obsahujucej laktozu. Laktdézovl
intoleranciu mozno diagnostikovat’ niekol’kymi metédami. Priamou (invazivhou) metddou je
merana aktivita laktazy v bioptickej vzorke z tenkého &reva. Daliou moZnostou je nepriama
(neinvazivna) metdda, pri ktorej sa vykond vydychovy test so stanovenim vodika vo
vydychovanom vzduchu. Moznostou lieCby tejto nezndsanlivosti je redukcia potravin
s obsahom laktozy alebo uzitie kvapiek s obsahom enzymu laktaza pred jedlom. Vzhl'adom na
fakt, ze mlie¢ne vyrobky su primarnym zdrojom vapnika, moze pri tejto diéte dojst’ k jeho
nedostatku, a preto je potrebné vapnik dopliovat’ z inych zdrojov, aby nebola ovplyvnena
denzita kosti [17].

2.4.2 Alergia na bielkovinu kravského mlieka

Alergia na bielkovinu kravského mlieka (d’alej BKM) sa vyskytuje u priblizne 2-3 % deti
v prvom a druhom roku Zivota. NajcastejSie ide o citlivost’ na B-laktoglobulin alebo kazein.
Po konzumécii mlieka dochadza k vyplaveniu histaminu a dalsich latok zodpovednych za
symptomy. Alergia mdze mat’ niekol’ko roznych prejavov. Najcastejsie ide o okamzité reakcie
sprostredkované IgE vo forme koznych a slizni¢nych prejavov ako st urtikaria (zihl'avka),
zvracanie arespirané tazkosti (az anafylakticky Sok). Neskor sa mézu dostavit’ oddialené
prejavy ako ekzémy ¢i hnacka. Priblizne 10 % deti vykazuje aj neurologické poruchy ako
nepokojny spanok ¢i zvySena citlivost. Podozrenie sa stanovi po vymiznuti priznakov pri
vyli¢eni BKM zo stravy. Skuto¢na diagndza je stanovend az po reexpozicii BKM, kedy sa
znovu prejavia symptomy. Pomocnymi metédami si kozné testy s alergénom alebo
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stanovenie protilatok proti jednotlivym bielkovinovym zlozkdm. Lie¢bou je len eliminacna
diéta, kedy je zo stravy potrebné vylucit’ vSetky druhy mlieka [18].

2.4.3 Celiakia

Celiakia je celozivotné autoimunitné ochorenie, ktoré postihuje ako deti tak aj dospelych.
Moze viest az k malabsopénému syndromu, ktory vznika v dosledku toxického tc¢inku lepku
(gluténu). Lepok je komplex bielkovin nachaddzajuci sa v obilnych zrnach pSenice, Zita,
jatmenia aovsa ato vich povrchovej Casti. Imunitnd reakcia vznikd pri charakteristickej
poruche sliznice tenkého Creva a vedie k malabsorpcii zivin, ¢o mdze spdsobit’ az vyraznl
malnutriciu. Diev¢ata byvaju postihnuté dvakrat az trikrat CastejSie nez chlapci. Vyznamny
faktom je, ze pocet nerozpoznanych pripadov prevysSuje pocet diagnostikovanych ato az
v pomere 4:1 [19].

Celiakia je dozivotné ochorenie a neexistuje pre fiu priama lieCba. Jedinou moznostou je
vynechanie potravin obsahujucich lepok zo stravy. Nedodrziavanie bezlepkovej diéty moze
mat’ vazne nasledky ako zapal ¢revnej steny, ktory vedie k vyhladeniu klkov v éreve. Dalej
moze porusovanie tejto diéty viest' aj k nadoru creva a tiez mdéZe mat’ negativny vplyv na
plodnost’ [20].

Priznaky tohto ochorenia zavisia na stupni poSkodenia ¢reva zapalom. Odvijaju sa od
nedostatku jednotlivych zivin a minerdlov. Jednym z ¢astych dosledkov je nedostatok
vapnika. Priblizne 50 % celiatikov zaznamenalo ¢revné a Zalido€né problémy. Asi 15x
CastejSie su tazkosti mimo traviacej sustavy a to prave tym viac ¢im je ¢lovek v ¢ase vzniku
celiakie star$i. Diagnostika prebicha pomocou fibroskopie a krvnych testov, kde sa zistujd
protilatky [20].

2.4.4 Alergia na vajecnu bielkovinu

Alergia na vajecnu bielkovinu je jedna z najcastejSich alergii u malych deti. VacSinou nie je
zivot ohrozujica a lieCba zahfhia vylicenie vajec z potravy a pravidelné lekarske kontroly.
Vysokeé percento deti z alergie vyrastie do Skolského veku [21].

Prevalencia tejto alergie je 0,5-3,5 %. Vystavenie dietat’a malému mnoZstvu spracovanej
vajeCnej bielkoviny (napr. peCené produkty) je vac¢Sinou dobre znasana a prispieva
k vytvoreniu tolerancie v neskorSom veku [22].

Vo vaje¢nom bielku sa nachadza niekol’ko alergénnych proteinov. Patria sem ovomucoid,
ovalbumin, conalbumin, ovotransferin, lyzozym. Deti, u ktorych alergia pretrva a nevyrastd
Znej, vykazuju vy$siu hladinu S$pecifickych IgE na ovomucoid a ovalbumin. Hlavnym
alergénom vaje¢ného Zitka je slepaci sérovy albumin. Jeho prejavy zahffiajii neznasanlivost
hydinového misa, ale mozu sa tiez vyskytnut’ respiraéné problémy pri kontakte s perim [22].

Alergia na vaje¢nu bielkovinu sa prejavuje najéastejSie koznymi reakciami, ato uz po
30 minutach od zjedenia vajca. Tiez sa mdZu vyskytnit' gastrointestindlne taZkosti pripadne
problémy s respiraénym systémom. Je nutné vylacit' aj vajcia inej hydiny ako su husacie,
kacacie, prepeli¢ie Ci pStrosie [22].

2.45 Alergia na arasidy
Arasidy st jedlé semena rastliny podzemnica olejna (Arachis hypogea) z cel'ade bobovité. St
dolezitou potravinarskou plodinou zndmou pre svoj vysoky obsah proteinov, vlakniny
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anajma olejov. Tieto oleje s vybornym zdrojom mono a polynenasytenych mastnych
kyselin. Konzumacia ara$idov na dennej baze je spojena s redukciou mortality az o 20 % [23].

Na druhej strane, okrem pozitiv spojenych skonzumaciou arasidov, su tieto semena
jednym z najéastejSich alergénov. Pre vd¢Sinu pacientov sa jednd o celoZivotny stav, ktory
moze byt’ pri¢inou az zivot ohrozujucich stavov. NajdolezitejSia je presna diagnoza a striktné
vyhybanie sa araSidom spolu s rychlym pristupom Kk lickom pri ndhodnom poziti, ked'ze
araSidy mozu byt obsiahnuté v rdznych potravinach. Arasidy a orechy su bohatym zdrojom
nenasytenych mastnych kyselin a pri ich vynechani zo stravy je potrebné tieto dopliiovat’
z inych zdrojov [24].

Priemerny vek objavenia sa alergie ne araSidy je 18 mesiacov, avSak tato porucha sa méze
prejavit’ aj neskor v detstve pripadne az v dospelosti. Vyskyt tejto alergie u deti je priblizne
1,4-5% avariabilita savisi aj s geografiou. Nerovnomernost rozlozenia atiez jeden
z dovodov nizkej prevalencie moze stvisiet so skorym zavadzanim arasidov do stravy
(Izrael). Avsak na strane druhej, na svete sa vyskytuju oblasti (Sibir), kde je prevalencia tejto
alergie nizka aj ked’ arasidy nie st zavadzané do stravy deti v skorom veku. Tieto pozorovania
naznacuju, ze hoci je nacasovanie zavedenia r6znych potravin do stravy dolezité, nie je to
jediny faktor ovplyviiujici potravinové alergie [24].

Ara8idy obsahuju 24-29 % proteinov. Doposial’ bolo identifikovanych 17 araSidovych
alergénov. Alergenicita moZze byt ovplyvnena aj sposobom spracovania. Medzi symptomy
tejto alergie patria urtikaria, bolest’ brucha, zvracanie, tazkosti s dychanim, zvieranie hrude az
anafylakticky Sok. AraSidy a stromové orechy su spolo¢ne zodpovedné za 55-87 % pripadov
fatalnych anafylaxii sposobenych jedlom. Alergia na arasidy byva diagnostikovand pomocou
koznych testov alebo krvnych testov na zistenie protilatok [24].

2.5 Doplnky stravy pre deti

Z hladiska zdravého vyvoja v obdobi rastu a dospievania je potrebné, aby strava pokryvala
vSetky naroky organizmu na makronutrienty ale tiez mikronutrienty. Pri r6znych detskych
potravinovych intoleranciach a alergiach je Gastokrat nutné tieto ziviny dodavat’ vo forme
doplnkov stravy. Taktiez aj pri zdravych detoch strava nie vzdy pokryje vSetky nutricné
naroky organizmu. Samozrejme je doleZité, aby boli tieto doplnky podévané veku primerane,
vo vhodnej davke, pokial mozno v €o najprirodnejsej forme a taktiez je tu snaha, aby boli pre
deti ¢i uz vizualne ale aj chutovo atraktivne [25].

Medzi uzito¢né doplnky patria bioflavonoidy, ktoré pdsobia protizapalovo a do tejto
skupiny latok patri aj napr. kvercetin vyskytujici sa v ovoci azelenine. Co sa tyka
mineralnych latok pri alergiach je potrebné dopliiovat’ najméa vapnik a hor¢ik. Na podrazdené
mukdzne membréany priaznivo pdsobia karotenoidy. V neposlednom rade netreba zabudnut
na esencialne mastné kyseliny, ¢i vitamin C, vitamin D a vitaminy skupiny B. Tieto dopinky
by vsak urcite nemali nahradzat’ pestru a vyvazenu stravu a mali by pdsobit’ len ako pomocné
mechanizmy pri doplneni prechodného nedostatku, pripadne trvalého v pripade intolerancii
a alergii niektorych potravin [25].
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2.6 Legislativa

Poziadavky na potraviny pre zvlastnu vyzivu, kam patri aj detska vyziva, upravuje nariadenie
(EU) ¢. 609/2013 o potravinach uréenych pre dojcatd a malé deti, potravinach pre zvlaStne
lekarske ucely a ndhrade celodennej stravy pre reguldciu hmotnosti. V tomto nariadeni su
zahrnuté potraviny, ktoré st uréené pre tzv. zranite'né skupiny obyvatel'ov [26].

V sucasnosti plati novelizovand vyhlaska ¢. 54/2004 Sb., ktora bola upravena vyhlaskou
¢.39/2018 Sh. (celkom 72 novelizaénych bodov). Ugelom nového znenia vyhlasky
¢. 54/2004 Sb. je zapracovat prislusné predpisy Europskej tnie. Na rozdiel od nariadenia
(EU) ¢.609/2013 su uvedené a doplnené aj niektoré druhy potravin, ktoré sa v nariadeni
nenachddzaji. Pre ucely tejto novelizovanej vyhlasky sa rozliSuji nasledujuce kategorie
potravin:

a) pociato¢na a pokracovacia dojéenska vyziva a vyziva malych deti,
b) obilné prikrmy a potraviny pre malé deti,

c) nahrady celodennej stravy pre regulaciu hmotnosti,

d) potraviny pre zvlastne lekarske tucely,

e) potraviny s nizkym obsahom laktézy alebo bezlaktdézové [26].

Co sa tyka prvej kategorie, a teda podiato¢nej a pokradovacej dojéenskej vyzivy a vyzivy
malych deti, tak vyhlaska upravuje zloZenie, obsah bielkovin, vitaminov, mineralnych latok
a ich povod. Tieto vyzivy musia byt zdravotne nezdvadné a musia spiiat’ mikrobiologické
poziadavky stanovené Europskou uniou, nesmii obsahovat’ rezidua pesticidov v mnozstve
prekracujicom 0,01 mg/kg vyrobku. Vo vyhlaske je upravené aj oznaCenie vyrobku, ktoré
musi byt zrozumitelné, aby bolo vylu¢ené riziko zdmeny. Dalej musi obal obsahovat
energetickl hodnotu, zloZenie a sposob pripravy [26].

Obilné prikrmy a potraviny pre malé deti maju legislativne stanovené podobné poziadavky
ako doj¢enské vyzivy. Dalej tu musi byt uvedeny vek, ktory nesmie byt nizsi neZ ukonéeny
Stvrty mesiac [26].

2.7 Charakteristika vybranych vzoriek potravin

Pre analyzy bolo vybratych osem vzoriek potravin. Zastupenie tu maja obilniny, riasy, sinice,
Caj, zelené rastliny a olejnaté semena. Ide o zelenii pSenicu, zeleny ja¢men, chlorellu,
spirulinu, matchu, moringu, sezamové semienka a 'anové semienka.

2.7.1 Zelena pSenica

Zelena pSenica je nezrela trava pSenice Triticum aestivum, ktora rastie v miernych pasmach
Europy a Ameriky. Ide o bohaty zdroj aminokyselin, vitaminov A, C, E a mineralnych latok
ako Zelezo, vapnik, horc¢ik. Tiez obsahuje polyfenoly ako kyselina ferulovd. Ma
antikarcinogénne a antibakterialne ¢inky. Vykazuje tiez antioxida¢nu aktivitu [27].

Zelena pSenica pozitivne vplyva na zvySenie hladiny hemoglobinu v Krvi a prevencii
bakterialnych ochoreni. Jej pravidelna konzumécia moZe napomdct pri ochoreniach ako
bronchitida, reumaticka bolest’, zapaly v ustach a krku. Posiliiuje imunitny systém. Pozitivne
vplyva pri odstrailovani toxinov z pecene rovnako ako tazkych kovov a volnych radikélov
v organizme. Pozitivom je vysoky obsah chlorofylu. KedZe lepok je obsiahnuty len v zrnich
a v trave rastliny sa nenachadza, je zelena pSenica vhodna aj do bezlepkovej diéty [28].

18



Pomocou LC-MS techniky bolo v zelenej psenici identifikovanych 297 réznych proteinov.
Z ¢oho vyplyva, ze je aj vybornym zdrojom bielkovin. Patria sem enzymy ako
oxidoreduktazy, amylaza, peroxidaza ¢i glutenin. Obsah jednotlivych proteinov zavisi na veku
rastliny [28].

Rastlina a jej jednotlivé Casti je zobrazena na Obrazok 2.

Obrazok 2 — Psenica siata [29]

2.7.2  Zeleny jaCmen

Ide 0 niekolkodnové zelené vyhonky rastliny ja¢men siaty (Hordeum vulgare) (Obrazok 3).
Lahko sa da vypestovat' aj doma. Ma podobné vlastnosti ako zelena pSenica, v obsahu
mineralnych latok ju dokonca prekonava. Ma vysoky podiel bielkovin a vlakniny. Pre svoj
obsah chlorofylu pozitivne ovplyviiuje krvotvorbu a najméd hladinu hemoglobinu v krvi, ¢o
moze pomoct’ pri vyskyte anémie. Z mineralnych latok obsahuje Zelezo, vapnik, draslik,
kobalt, hor¢ik a zinok. Medzi d’alSie mikronutrienty na ktoré je bohaty patria p-karotén, folat,
kyselinu pantoténovu a d’alsie vitaminy skupiny B a tieZ vitamin C [30].

Z bioflavonoidov je v mladom jaémeni obsiahnuty lutonarin a saponarin, ktoré zohravaju
ulohu pri odstranovani reaktivnych kyslikovych spécii. Naviac bolo preukazané, ze mlady
jaémen ma vplyv na gastrointestinalny systém, kde pdsobi alkalizujico a podporuje
detoxikaciu organizmu. Znizuje riziko kardiovaskularnych ochoreni a hladinu cholesterolu.
Taktiez sa vyznacuje antioxidacnou aktivitou [27].
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Obrazok 3 — Jacmeri siaty [31]

2.7.3 Chlorella

Chlorella je tmavozelena jednobunkové sladkovodna riasa (vid’ Obrazok 4). Bohata je najma
na proteiny, d’alej obsahuje esencidlne aminokyseliny, nenasytené mastné kyseliny, vitaminy,
mineralne latky, karotenoidy a vlakninu [32].

Ako uz naznacuje farba a ndzov chlorelly, tato riasa je mimoriadne bohata na chlorofyl. Ide
tiez o vzacny rastlinny zdroj vitaminu B12, ktory je nenahraditel'ny pri krvotvorbe a funkcii
CNS. Casto je preto vyuzivana vo veganskej a vegetarianskej strave. Chlorella dopoméha
k zniZeniu oxida¢ného stresu, pozitivne vplyva na travenie vd’aka svojmu obsahu vlakniny.
Su jej pripisované tiez antikarcinogénne vlastnosti [33].

Obréok 4 — Chlorella pyrenbidosa [34]

2.7.4 Spirulina

Spirulina (Arthrospira platensis) je modrozelena sladkovodna sinica (vid® Obrazok 5). Ma
vel'mi dIhd historiu, bola vyuzivana uz Aztékmi. Dnes je dokonca priddvana do jedla NASA
kozmonautom. Predstavuje vyznamny zdroj proteinov (70 %) a taktiez vitaminov. Podobne
ako chlorella je taktiez zdrojom vitaminu B12. Obsahuje B-karotén, minerélne latky, vo
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vysokej miere Zelezo, mangan, med’ a zinok. Spirulina je bohata na fenolické latky, tokoferol
(vitamin E) a tiez kyselinu y—linolénovu [35].

Spirulina mé protizapalové t¢inky a podporuje imunitny systém. Pomaha znizovat’ hladinu
LDL cholesterolu a triglyceridov a ma antioxida¢né ucinky. Pozitivne vplyva na krvotvorbu
vd’aka obsahu zeleza a kyseliny listovej [35].

2.7.5 Caj matcha

Ide 0 susent duzinu najmladsich listkov ¢ajovniku ¢inskeho (Camellia sinensis) rozomletych
na jemny prasok. Pri jeho vyrobe nedochadza k fermentacii. Vo svete za niekol’ko poslednych
rokov stupla jeho popularita. Pre svoj obsah L-theaninu, epigalokatechin galatu a kofeinu
ovplyviiuje naladu a kognitivne schopnosti [37].

Zeleny ¢aj vo svojich suSenych listkoch okrem iného obsahuje 15 % proteinov, 26 %
vlakniny a 7 % lipidov. Konzumacia zeleného ¢aju pozitivne vplyva pri ochoreniach pecene
a srdca. Tak isto pomaha pri lieCbe metabolického syndromu, ktory zahfiia obezitu, diabetes
Il. typu azvySené riziko kardiovaskularnych ochoreni. Zname st tiez protizapalove,
antibakterialne a antioxida¢né ucinky. ProspeSnost’ zeleného ¢aju na zdravie je zaloZzena na
vysokom obsahu polyfenolov, ktoré predstavuju az 30 % hmotnosti vysuSenych cajovych
listkov. Rastlina je zobrazena vid’ Obrazok 6 [38].

Obrazok 6 — Cajovnik cinsky [39]

2.7.6 Moringa olejodarna

Moringa olejodarna (Moringa oleifera), (vid’ Obrézok 7) je strom, ktory pévodne pochadza
z Indie. V sucasnosti sa pestuje po celom svete v tropickych a subtropickych oblastiach.
Strom rastie vel'mi rychlo do vysky 10 az 12 metrov. Stadie ukazuju, Ze vietky asti stromu
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vratane kory mézu byt’ v potravinarstve a medicine vyuzivané. Avsak najbeznejsie sa pre ticto
ucely spracuvaju listy. Medzi nutricné benefity moringy patri vysoky obsah vitaminov,
mineralnych latok a esencidlnych aminokyselin. Listy vykazuji pozitivne G¢inky na
organizmus, medzi ktoré patria antioxidacné, protizépalové, antimikrobidlne,
neuroprotektivne a hepatoprotektivne téinky [40].

Moringa olejodarna je rastlina, ktord je vd’aka svojmu obsahu nutri¢ne hodnotnych latok
vyuzivana v boji s podvyzivou v rozvojovych krajinach. Obsahuje sedemkrat viac vitaminu C
ako pomaran¢, 25-krat viac Zeleza nez Spenat, 17-krat viac vapniku nez mlieko, d’alej tiez
vitamin A, draslik a vysoky podiel proteinov [41].

Obrazok 7 — Listy moringy olejodarnej [42]

2.7.7 Sezamové semienka

Sezam indicky (Sesamum indicum) je rastlina (vid’ Obrazok 8) bezZne rastuca v tropickych
a subtropickych regiénoch sveta najmé v Barme, Indii, Cine a Sudane. Sezamové semienka sa
vacsinou vyuzivaju v pe€ive a pochutindch apre organizmus su zdrojom olejov, najméa
nenasytenych mastnych Kkyselin, proteinov, sacharidov a mineralnych latok. V tradicnej
¢inskej medicine st vyuzivané pri problémoch s peceniou a oblickami. Fytochemické
zluCeniny v sezame ako sezamin a sezamol maji antioxida¢né ucinky. Sezamin a sezamolin
vykazuju protizapalovy, antikarcinogénny efekt a pozitivny vplyv na vysoky krvny tlak [43].

Sezamin chrani pecenn pred poskodenim oxidaciou. Sezamové semienka vykazuji aj
antibakterialny efekt proti beznym koznym patogénom Staphylococcus a Streptococcus spp..
Rovnako maju tiez antifungalny u¢inok [44].

Obrazok 8 — Sezam indicky [45]
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2.7.8 DLanové semienka
Lan siaty (Linum usitatissimum) je jednoro¢na bylina, ktora pochadza z Blizkeho vychodu.
Vyuzivana je na technické ucely, ale tieZ vo vyzive. Rastlina a jej Casti si zobrazené na
Obrézok 9. Lanové semena st ploské, tmavohnedé a lesklé. Obsahuju vysoké mnozstvo
makronutrientov aj mikronutrientov. Lanové semienka obsahuji 40 % tukov, pricom
najvysSie zastupenie ma kyselina o-linolénova. Podiel proteinov a sacharidov je zhodne
priblizne po 30 %. Co sa tyka vitaminov a mineralnych latok s Panové semienka bohatym
zdrojom kyseliny listovej, niacinu, vitaminu E, draslika, fosforu, hor¢ika a vapnika [46].
Lanové semienka priaznivo posobia pri prevencii a liecbe aterosklerozy, pomahaju pri
zniZeni hladiny cholesterolu a vysokého krvného tlaku. Pozitivne pdsobia na imunitny systém
atiez traviaci systém, kde s uzitocné pre svoj vysoky obsah vlakniny a vplyv na
metabolizmus ZI¢ovych kyselin [46].
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Obrazok 9 — Lan siaty [47]

2.8 Principy pouzitych technik

2.8.1 UV-VIS Spektrofotometria

Ultrafialova viditelna spektrofotometria je primarne kvantitativna analytickd technika
zaloZena na absorpcii UV (180-390 nm) alebo viditel'ného (390-780 nm) Ziarenia chemickou
spéeciou pri prechode vzorkou. Pri absorpcii Ziarenia dochadza ku zmene rota¢ne vibra¢nych
energetickych stavov molekuly. Pri kontrolovanych experimentalnych podmienkach je podla
mnozstvo absorbovaného ziarenia priamo imerné koncentracii analytu v roztoku. Technika je
siroko pouzivana pri kvantifikacii organickych aj anorganickych molekil [48].

InStrumentécia pristroja zacina zdrojom Ziarenia, kde modzZe byt vyuzitd volfrdmova
ziarovka alebo vodikova vybojka. Ziarenie d’alej prechiddza monochromatorom, ktory
zahriiuje opticky prvok (hranol, mriezka), kde je vybratd len pozadovanid vlnova dizka
ziarenia. Nasleduje kyveta so vzorkou. Pre analyzy v UV oblasti sa vyuziva kremenna kyveta,
pre analyzy vo viditel'nej oblasti postacuje kyveta zo skla. Po prechode vzorkou je Ziarenie
detekované na detektore, ¢o moze byt fotonasobic¢ alebo diodové pole [49].

V tejto diplomovej praci bola UV-VIS spektrofotometria vyuzita pri stanoveni celkovych
sacharidov, redukujucich cukrov, fruktanov a p-glukanov.
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2.8.2 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia je separacna analytickd metdda zaloZzena na rozdelovani zloziek
medzi dve fazy, ato stacionarnu a mobilni fazu, na z&klade afinity k jednotlivym fazam.
Mobilnou fazou je plyn, ktory sa nazyva aj nosny plyn, najéastejsie ide o dusik, vodik, hélium
alebo argén. Stacionarna faza je umiestnena v chromatografickej koléne a méze sa jednat
o silikagel, aktivne uhlie, polymérne sorbenty apod. [49].

Priebeh analyzy je nasledovny. VVzorka sa vnesie do vyhrievaného injektoru, kde sa odpari.
Vo forme par je nasledne unasana nosnym plynom do kolony. Nosny plyn postupne unasa
vzorky cez koldnu, kde sa sorbuju a desorbuju v zavislosti od afinity k fazam. Kazda vzorka
postupuje kolénou v zavislosti na distribu¢nej konstante. Jednotlivé latky kolonu opustaji vo
vzostupnom poradi podl'a hodnoét ich distribu¢nej konstanty a vstupuju do detektoru. Detektor
indikuje koncentraciu separovanej latky. Vystupom analyzy je chromatogram obsahujuci
krivky nazyvané piky. Podl'a polohy piku je mozné uréit’ o aki latku ide a podla jeho plochy,
pripadne vysky, je stanovena koncentracia danej latky [49][50].

Medzi zakladné Casti plynového chromatografu patri zasobnik nosného plynu, injektor,
termostat, regulator prietoku, chromatograficka koldona a detektor, najéastejSie plamenovo
ioniza¢ny FID, ale Casto sa tiez vyuziva MS detekcia. Koncovou sucastou je neodmyslitel'ne
pocitac, ktory poskytuje vystup analyzy [50].

Podmienkou pre vzorky podrobené tejto analyze je, ze musia byt prchavé. Vsetky latky
vstupujuce do deliaceho systému musia byt v plynnej faze. Pouziva sa rovnako pre analyzu
stopovych mnozstiev ako pre stanovenie hlavnych zloziek. Vo vSeobecnosti mozno plynovou
chromatografiou analyzovat’ latky do bodu varu 800 °C a relativnej molekulovej hmotnosti
mensej ako 1 600 [51].

Tento druh analytickej techniky bol v praci vyuzity pri stanoveni profilu mastnych kyselin
vzoriek.

2.8.3 Vysokou¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC)

HPLC chromatografia je analyticka separa¢na technika zalozena na separacii latok na zaklade
ich interakcie s mobilnou a stacionarnou fazu. Mobilnou fazou je v tomto pripade kvapalina.
Tato technika mdze byt pouzitd pri analyze latok srdéznymi parametrami od
nizkomolekularnych az po vysokomolekularne. HPLC technika zahffia prechod vzorky
rozpustenej v mobilnej faze cez stacionarnu fazu. Fazy st vzajomne nemiesate'né. Nasledne
sa vzorka v kolone separuje a separované zlozky prechadzaji na detektor. Vystupom je
chromatogram s pikmi. HPLC poskytuje ako kvantitativnu, tak aj kvalitativnu informaciu
o vzorke [52].

InStrumentacia moderného HPLC systému obsahuje ddvkovac¢ mobilnej fazy, pumpu,
injektor, kolonu, detektor a poéita¢. Kolona ma priemer 2-5 mm a dizku 10-30 cm. Népliiou,
ateda stacionarnou fazou, je vacSinou silikagél. V HPLC sa ako detektor vyuZziva
refraktometricky, UV-VIS, vodivostny, fluorescen¢ny ale tiez MS detektor [52].

Vyhodou HPLC je Siroké skdla jej vyuzitia. Pomocou tejto techniky mézu byt analyzované
iony, polarne i nepolarne latky, latky malo prchavé, tepelne nestabilné aj vysokomolekularne.
Separaciu je mozné ovplyvnit zlozenim mobilnej fazy [53].

Pomocou HPLC techniky boli v diplomovej praci stanovené cukry atiez farbiva
v analyzovanych vzorkéach.
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3 CIELE PRACE

Cielom prace je vyvoj a charakterizdcia modernych doplnkov stravy s obsahom vybranych
aktivnych latok pre detska vyzivu. V ramci prace boli rieSené nasledujuce tlohy:

1. Spracovanie reSerSe na dant tému

2. Vyber, charakterizécia a izolacia prirodnych aktivnych latok

3. Navrh optimalneho zloZenia prirodného doplnku stravy

4. Vyhodnotenie vysledkov a diskusia
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité pristroje, pomdcky a chemikalie

4.1.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril pre HPLC, Roth (SRN)

Albumin, Sigma-Aldrich (SRN)

Alginéat sodny, Sigma-Aldrich (SRN)

Azid sodny, Lachema (CR)

Borohydrid sodny, Sigma-Aldrich (SRN)
Citronan sodny, Lachema (CR)

Dextr6za, Sigma-Aldrich (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny dihydrat, Lach-Ner (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Lach-Ner (CR)
Etanol, Lach-Ner (CR)

Etylester kyseliny octovej pre HPLC, Roth (SRN)
Fenol, Lach-Ner (CR)

Folin-Ciocalteauovo ¢&inidlo, Penta (CR)
Fosfatidylcholin, Sigma-Aldrich (SRN)
Fruktoza, Sigma-Aldrich (SRN)

Glukdza, Sigma-Aldrich (SRN)
HexakyanoZeleznatan draselny, Lach-Ner (CR)
Hexan pre HPLC, Roth (SRN)
Hydrogenhli¢itan sodny, Penta (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat, Lachema (CR)
Chloroform pre HPLC, Roth (SRN)
Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikova 35%, Lach-Ner (CR)
Kyselina maleinové, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina octova 99,8%, Lach-Ner (CR)
Kyselina sirova 96%, Lach-Ner (CR)

Kyselina §tavelova dihydrat, Penta (CR)
Malt6za, Lach-Ner (CR)

Metanol pre HPLC, Roth (SRN)
p-hydroxybenzhydrazid, Sigma-Aldrich (SRN)
Ramnoza, Sigma-Aldrich (SRN)

Sacharoza, Penta (CR)

Siran med’naty pentahydrat, Lachema (CR)
Siran sodny, Lach-Ner (CR)

Siran zino¢naty, Penta (CR)

Vinan sodno-draselny, Lachema (CR)

Xyléza, Sigma-Aldrich (SRN)
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4.1.2 Poutzité pristroje a pomocky

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Automatickeé pipety r6zneho objemového rozsahu

Centrifiga, Sartorius, Biotech (CR)

Elektricky vari¢, ETA (CR)

Enkapsulétor Biichi B-395 Pro (Svajéiarsko)

Extraktor SOXTHERM, Gerhardt (SRN)

HPLC zostava, Thermo Fisher Scientific (USA)

Kjeldatherm KT-L - mineraliza¢né bloky, Gerhardt (SRN)
Magneticka mie$acka s ohrevom, Lavat, Verkon (CR)
Mikrocentrifiga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (SRN)
Nanophotometer UV/VIS Spectrophotometer, IMPLEN (SRN)
Nylonové filtre 13 mm, vel’kost pérov 0,45 um, Chromservis (CR)
pH meter, Hanna Instruments (USA)

Plynovy chromatograf TRACE™ 1300, Thermo Fisher Scientific (IT)
Predvazky, Kern & Sohn GmbH (SRN)

Spektrofotometer, Helios y, Unicam (UK)

Suprava pre stanovenie fruktanov — Fructan Assay Kit, Megazyme (USA)
SUprava pre stanovenie p—glukanov — Beta-Glucan Assay Kit, Megazyme (USA)
Temperovana trepacka, Heidolph Inkubator 1000 (SRN)

Termoblok, SBH200D, Stuart (UK)

Ultrazvukovy kipel’ PS0200 (CR)

Vakuova rota¢na odparka Werke RV06-ML: IKA (SRN)

Vapodest - destila¢ny systém, Gerhardt (SRN)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Vykurovacie hniezdo pre banky, Brnénska Drutéva (CR)

4.2 Pouzité vzorky
V experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bolo pre analyzy vyuZivanych osem réznych
druhov vzoriek (vid’ Obrazok 10). Konkrétne to boli:
e Zeleny jacmen prasok Bio, Les fruits du paradise, Covitar s.r.o.
e Milada psenica prasok Bio, Les fruits du paradise, Covitar s.r.o.
e Moringa BIO praSok, Zdravy den, Aspen team s.r.0.
e Bio ¢aj matcha, CHEF, Kyosun s.r.o.
e Chlorella BIO prasok, Natu s.r.o.
e Spirulina BIO prasok, Natu s.r.o.
e Lanové semienko hnedé, Zdravi z ptirody s.r.o.
e Sezam natural nelUpany - olejnaté semeno, Vega Provita s.r.o.
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Obréazok 10 — Pouzité vzorky

4.3 Priprava extraktov

Pre pripravu vodnych extraktov bola pouzita navazka 1 g vzorky a 10 ml destilovanej vody.
Zmes vzorky avody bola 24 h trepand pri teplote 37 °C. Nésledne boli skdmavky
scentrifugované pri 7 500 rpm 5 minat. Supernatant bol pouzivany pri d’alSich analyzach.
Zeleny jaémen, mlada pSenica, moringa, matcha, chlorella a spirulina boli dostupné vo forme
jemného prasku. Lanové a sezamové semienka boli eSte pred navazenim rozdrvené v trecej
miske a nasledne pouzité.

4.4 Analyza sacharidov

4.4.1 Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

Celkové sacharidy boli stanovené spektrofotometricky metdédou podl'a Duboisa. Kalibra¢na
zavislost’ pre tuto analyzu bola zostrojena pomocou Standardného vodného roztoku glukozy
o0 koncentracii 0,1 mg/ml. Naslednym riedenim boli merané koncentracie v rozsahu 0,02—
0,1 mg/ml. Absorbancia pre kalibraénu zavislost’ bola merana pri vinovej dizke 490 nm.

Pre analyzu bol pouzity 1 ml vodného extraktu vzorky, ktory bol napipetovany do
skimavky. Néasledne bol pridany 1 ml 5% fenolu a 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Tato
zmes bola pretrepana a ponechana pri laboratérnej teplote 30 minat. Absorbancia bola
zmerana oproti slepej vzorke pri vinovej dizke 490 nm.

4.4.2 Stanovenie redukujicich cukrov podla Somogyi-Nelsona
Pre stanovenie redukujucich cukrov bola zostavena kalibra¢na zavislost’, pre ktorti bol pouzity
Standardny vodny roztok glukézy o koncentracii 0,1 mg/ml. Kalibraéna zavislost' bola
zmerana v rozsahu 0,002—-0,01 mg/ml pri vlnovej dizke 720 nm.

Na analyzu podl'a Somogyi-Nelsona boli pouzité 3 ¢inidla, ktorych zloZenie je uvedené
vid’ Tabulka 4.
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Tabulka 4 — ZlozZenie cinidiel potrebnych pre stanovenie redukujucich cukrov

Somogyiho ¢inidlo 1 Somogyiho ¢inidlo 11 Somogyiho ¢inidlo 111

24 g Na,COs bezvody 4 g siran med’naty 25 g molybdénan aménny
16 g NaHCOs 24 g siran sodny 21 ml koncentrovana H.SO4
14 g vinan sodno-draselny 200 ml destilovana voda 3 g Na;HAsO,. 7 H,0

12 g siran sodno-draselny 475 ml destilovand voda
800 ml destilovana voda

Do skimavky bol napipetovany 1 ml vodného extraktu vzorky. K nemu bol pridany 1 ml
zmesi Somogyiho ¢inidla | a II. Zmes bola umiestnena do vriaceho vodného kupel'a, kde bola
ponechand 15 minGt a nasledne ochladend na laboratornu teplotu. K ochladenému roztoku
bolo pridané 0,5 ml Somogyiho ¢inidla ITI. Obsah skimavky bol premieSany na vortexe
a doplneny destilovanou vodou na 10 ml. Napokon bola zmerana absorbancia pri 720 nm
oproti slepej vzorke.

4.4.3 Stanovenie jednotlivych cukrov pomocou HPLC

Na zostavenie kalibraénych zavislosti boli pouzité Standardné roztoky glukozy, sacharozy,
maltdzy, xylozy a arabindzy v deionizovanej vode o koncentraciach 10 mg/ml. Jednotlivé
body kalibra¢nych zavislosti boli v koncentraciach 0,5; 1; 2; 3; 4 a5 mg/ml. Riedenia sa
prevadzali pomocou deionizovanej vody. Po nariedeni boli roztoky prefiltrované cez 0,45 um
nylonové filtre. Do vialky pre HPLC analyzu bolo napipetovanych 250 ul prefiltrovanych
vodnych roztokov a k tomu bolo pridanych 750 ul acetonitrilu pre HPLC. Takto pripravené
roztoky pre kalibraciu boli analyzované pomocou HPLC.

Vzorky boli pripravené podla postupu udaného vyrobcom kolény, ktory je dostupny na
https://phenomenex.blob.core.windows.net/documents/c5307b71-fdb1-48b6-900a-
636b2d6f7756.pdf

Do kadi¢ky boli navazené 3 g vzorky, ku ktorym sa pridalo 50 ml destilovanej vody
a kadicka bola nasledne zahrievana na 50 °C za staleho mieSania po dobu 30 minut. Potom
bolo pridanych 50 ml chloroformu a zmes bola opat’ miesana pri teplote 50 °C 15 mindt.
Roztok bol nasledne ochladeny na laboratornu teplotu do vytvorenia dvojfazového rozhrania.
Horna vodna faza bola odobrata a scentrifugovana pri 6 000 rpm. Nésledne bola prefiltrovana
pomocou 0,45 um nylonovych filtrov. V sklenenej vialke bolo zmieSanych 250 pl
prefiltrovaného vodného roztoku vzorky so 750 ul acetonitrilu pre HPLC. Vialka bola
uzavreta aanalyzovana pomocou HPLC s refraktometrickym detektorom. Parametre su
uvedené vid’ Tabulka 5.

Tabulka 5 — Parametre analyzy cukrov pomocou HPLC

Kolbéna Luna Omega 3 um, 200

Termostat 30 °C

Mobilna faza Acetonitril:deionizovani H.O v pomere 3:1
Prietok mobilnej fazy 1 ml/min

Detektor RI, 35°C, 10 Hz

Daoba analyzy 15 min
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4.4.4 Stanovenie vlakniny podl’a Henneberga a Stohmanna

Pre stanovenie vlakniny bolo do 500 ml destila¢nej banky navazenych 2,5 g vzorky. Nasledne
bolo pridanych 200 ml 5% kyseliny sirovej. Banka bola umiestnend do vykurovacieho
hniezda, kde sa obsah pod spatnym chladi¢om varil 30 mindt. Po ukonéeni varu bol roztok
eSte za horuca prefiltrovany cez filtraény téglik s fritou a premyty horlcou vodou. Zbytok
z filtracného tégliku bol kvantitativne prevedeny do destilacnej banky, kde bol nasledne
pridany 5% hydroxid sodny o objeme 200 ml. Obsah banky bol znovu umiestneny do
vykurovacieho hniezda a podrobeny varu pod spatnym chladicom po dobu 30 mindt. Po
skonCeni varu bol roztok sfiltrovany cez suchy a vopred zvazeny filtraény téglik s fritou
a premyty horlcou vodou a etanolom. Obsah filtraéného téglika bol vysuSeny pri teplote
105 °C a po vychladnuti bol téglik opédt’ zvazeny. Napokon bol filtraény téglik vlozeny do
muflovej pece, kde bol jeho obsah spéleny pri teplote 650 °C a po vychladnuti bol opétovne
zvazeny.

4.45 Stanovenie fruktanov

Stanovenie prebiehalo pomocou supravy pre stanovenie fruktanov — Fructan Assay Kit,
Megazyme (USA). Tato suprava obsahovala enzymy sacharazu, fruktanazu a tiez kontrolné
vzorky inulin, sacharézu a fruktdzu. ZlozZenie a priprava potrebnych roztokov je uvedena
vid’ Tabulka 6.

Tabulka 6 — Zlozenie a priprava roztokov potrebnych pre stanovenie fruktanov

1,16 g kyseliny maleinovej bolo rozpustenych v 90 ml destilovanej vody
Pufor I nasledne bolo pomocou 2 M hydroxidu sodného upravené pH na 6,5
a celkovy objem bol destilovanou vodou doplneny na 100 ml.

0,58 ml ladovej kyseliny octovej bolo pridanych ku 90 ml destilovanej
Pufor 11 vody. pH roztoku bolo upravené na 4,5 s pouzitim 1 M hydroxidu sodného
a celkovy objem bol doplneny na 100 ml.

Sacharaza dostupna v suprave bola rozpustena v 22 ml roztoku pripraveného
zmieSanim 50 ml pufru | a 25 mg albuminu. Enzymovy roztok bol nasledne
rozdeleny na alikvotne podiely a je stabilny viac ako 5 rokov pri teplote
nizsej ako -10 °C.

Enzym | (sacharaza)

Fruktandza dostupnad v stprave bola rozpustena v 22 ml pufru Il. Tento
roztok bol rozdeleny na alikvotne podiely a je stabilny viac ako 5 rokov pri
teplote nizsej ako -10 °C.

Enzym 11
(fruktanéaza)

5 g p-hydroxybenzhydrazidu bolo rozpustenych v 30 ml destilovanej vody
Reagent A za staleho miesania. Nasledne bolo pridanych 5 ml koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej. Objem bol doplneny destilovanou vodou na 100 ml.

2,49 g citronanu sodného bolo rozpustenych v 50 ml destilovanej vody,
potom bolo pridanych 0,22 g dihydratu chloridu vapenatého. Po rozpusteni
boli pridané 4 g NaOH. Napokon bol celkovy objem roztoku doplneny
destilovanou vodou na 200 ml.

Reagent B

Tento roztok bol pripraveny az tesne pred pouzitim a to zmiesanim 20 ml

PAHBAH reagent
g reagentu A so 180 ml reagentu B.
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Roztok I (50 mM 0,4 g NaOH bolo rozpustenych v 150 ml destilovanej vody a nasledne bol
NaOH) doplneny objem destilovanou vodou na 200 ml.

Roztok Il (alkalicky | 50 mg borohydridu sodného bolo rozpustenych v 5 ml roztoku I (50 mM
borohydrid) NaOH) tesne pred pouzitim.

Roztok 111 (200 MM | 2,3 ml T'adovej kyseliny octovej bolo rozpustenych v 150 ml destilovanej
kyselina octovd) vody a objem bol nasledne doplneny na 200 ml destilovanou vodou.

Pri stanoveni fruktanov bolo nutné, aby pri samotnom stanoveni prebiehala kontrola
pomocou zo supravy dostupnej fruktozy. TaktieZ bola pripravena reakéna slepa vzorka, oproti
ktorej prebichalo koneéné meranie. Reak¢na slepa vzorka pozostavala z 0,3 ml pufru Il.
Kontrola pomocou frukt6zy bola pripravena pridanim 0,2 ml $tandardného roztoku fruktozy,
dostupnej v suprave, do 0,9 ml pufrull. Z tohto roztoku bolo po zamie$ani do Styroch
skumaviek napipetovanych po 0,2 ml a do kazdej bol pridany este pufor 11 0 objeme 0,1 ml.

400 mg vzorky bolo navazenych do uzatvaratelnej sklenenej skimavky a k nej bolo
pridanych 25 ml destilovanej vody. Skumavky boli umiestnené do vriacej vody a varené
10 minat s obfasnym premieSanim. Po ukonceni varu boli skimavky ochladené na
laboratérnu teplotu a ich obsah bol scentrifugovany pri 13 000 rpm 5 minat. Zo supernatantu
bolo do c¢istej skimavky odpipetovanych 0,2 ml a k nim bolo pridanych 0,2 ml enzymového
roztoku I (sachardza). Zmes bola inkubovand 30 min pri 30 °C. Nasledne bolo do zmesi
napipetovanych 0,2 ml roztoku Il (alkalicky borohydrid). Obsah bol premiesany a skimavky
boli uzavreté parafilmom a inkubované 30 min pri 40 °C. Po ukonceni inkubacie bolo k zmesi
pridanych 0,5 ml roztoku I11 (200 mM kyselina octova) a roztok bol zamie$any na vortexe.

Po zamiesani bolo do troch skimaviek odpipetovanych po 0,2 ml vzniknutého roztoku.
Z toho do dvoch z nich bolo nasledne pridanych 0,1 ml enzymového roztoku Il (fruktanaza).
Do tretej skimavky bolo napipetovanych 0,1 ml pufru Il, obsah tejto skaimavky bol pouzity
ako slepa vzorka. VSetky skimavky boli uzavreté parafilmom a inkubované pri 40 °C po
dobu 30 minut. Po ukonceni inkubacie bolo do vSetkych skumaviek s reakénou slepou
vzorkou, fruktézovou kontrolou, vzorkami a slepymi vzorkami pridanych po 5 ml PAHBAH
reagentu. Vsetky skimavky boli inkubované vo vriacom vodnom kupeli po dobu presne
6 minat. Nasledne boli skimavky ochladené v studenej vode aihned bola zmerana
absorbancia oproti reakénej slepej vzorke pri vlnovej dizke 410 nm. Pre vypocet obsahu
fruktanov bol vyuzity vztah (4.1) udany vyrobcom supravy. Schéma priebehu stanovenia je
ilustrovand vid’ Obrézok 11.

%w/w=AA-=-D-619 (4.1)
AA —rozdiel absorbancie vzorky a slepej vzorky (merané oproti reakénej slepej vzorke)
F — podiel 54,5 ug D-fruktdzy a absorbancie frukt6zovej kontroly

W —navazka vzorky (mg)
D — riedenie vzorky
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D-sorbitol + D-manitol PAHBAH farebny komplex
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Obréazok 11 — Schéma priebehu stanovenia fruktanov [54]

4.4.6 Stanovenie p-glukanov

Stanovenie prebiehalo pomocou supravy pre stanovenie B-glukadnov — Beta-glucan Assay Kit,
Megazyme (USA). Sucast'ou tejto supravy boli enzymy lichenaza, B-glukozidaza, standardny
roztok glukézy a d’alej GOPOD reagent. Pre stanovenie bola potrebné priprava roztokov,

ktorych zlozenie je uvedené vid’ Tabul’ka 7.

Tabulka 7 — Zlozenie a priprava roztokov potrebnych pre stanovenie S-glukanov

Pufor I (20 mM
fosfat sodny)

0,62 g NaH:PO4.2 H,O bolo rozpustenych v 180 ml destilovanej vody
a potom bolo upravené pH roztoku na 6,5 pomocou 0,1 M NaOH. Nasledne
bolo pridanych 0,04 g azidu sodného a objem bol doplneny destilovanou
vodou na 200 ml.

Pufor Il (50 mM
octan sodny)

0,58 ml ladovej kyseliny octovej bolo zmieSanych so 180 ml destilovanej
vody. Pomocou 1 M NaOH bolo pH upravené na 4,0 potom bolo pridanych
0,04 g azidu sodného a objem bol doplneny destilovanou vodou na 200 ml.

Pufor 111 (200 mM
octan sodny)

3,48 ml l'adovej kyseliny octovej bolo zmieSanych s 270 ml destilovanej
vody. Pomocou 1 M NaOH bolo pH upravené na 4,0 potom bolo pridanych
0,06 g azidu sodného a objem bol doplneny destilovanou vodou na 300 ml.

Enzym | Lichenaza, dostupnd v stprave, bola rozpustena v 20 ml pufru I. Zmes bola
(lichenéaza) rozdelena na alikvotne podiely uchovavané pri -20 °C.
Enzym 11 (B- B-glukozidaza, dostupnd v suprave, bola rozpustena v 20 ml pufru Il. Zmes

glukozidaza)

bola rozdelena na alikvotne podiely uchovavané pri -20 °C.

Etanol (50% v/v)

52 ml 96% roztoku etanolu bolo destilovanou vodou doplnenych do 100 ml
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Obréazok 12 — Vzorky v uzatvaratelnych skimavkach pripravené pre stanovenie beta-glukanov

Stanovenie B-glukanov bolo sprevadzané kontrolou prebiehajicou pomocou zo stpravy
dostupnej glukézy. Taktiez bola pripravena reak¢na slepa vzorka, oproti ktorej bola merana
absorbancia. Reakéna slepa vzorka obsahovala 0,1 ml destilovanej vody a 0,1 ml pufru II.
Glukézova kontrola bola pripravend pridanim 0,1 ml Standardného roztoku glukdzy,
dostupnej v suprave, do 0,1 ml pufru II.

Roztoky vzoriek boli pripravené navazenim 80-120 mg praskovej vzorky do skumavky.
Potom bolo do skimavky pridanych 0,2 ml roztoku etanolu (50 % v/v) a 4 ml pufru I. Obsah
bol zamieSany a skimavky boli umiestnené do vriaceho vodného kupel’a na 1 min. Néasledne
boli skimavky zamieSané a opét’ vloZzeny do vriaceho vodného kupela na 2 min. Potom bol
obsah skimaviek inkubovany 5 minut pri 50 °C. K obsahu bolo pridanych 0,2 ml enzymu |
(lichenaza), skumavky boli uzavreté parafilmom a inkubované pri 50 °C eSte 60 minut
s pravidelnym premieSanim. Po ukonceni inkubacie bol do skimavky pridany pufor Il
0 objeme 5 ml a obsah bol premieSany na vortexe. Skumavky boli ochladené na laboratornu
teplotu a ich obsah scentrifugovany pri 8 000 rpm po dobu 6 min.

Zo supernatantu bolo do troch ¢istych skiimaviek odpipetovanych po 0,1 ml vzorky. Do
dvoch z nich bolo pridanych po 0,1 ml enzymu Il (B-glukozidaza), do tretej skamavky bol
pridany pufor Il o objeme 0,1 ml. Vsetky sktimavky boli inkubované pri teplote 50 °C po
dobu 10 min.

Po ukonceni inkubacie boli do kazdej skimavky (reakéna slepa vzorka, glukozova
kontrola, roztoky vzoriek aich slepé vzorky) pridané po 3 ml GOPOD reagentu. Vsetky
skamavky boli inkubované pri 50 °C po dobu 20 min. Nasledne bola zmerana absorbancia
oproti reakénej slepej vzorke pri vinovej dizke 510 nm. Pre vypodet obsahu beta-glukanov bol
vyuzity vzt'ah (4.2) udany vyrobcom supravy. Schéma jednotlivych krokov stanovenia beta-
glukanov je ilustrovana vid’ Obrazok 13.

%w/w=AA-=-FV-D-09 (4.2)

AA — rozdiel absorbancie vzorky a slepej vzorky (merané oproti reakénej slepej vzorke)
F — podiel 54,5 ug D-fruktdzy a absorbancie frukt6zovej kontroly

W — navazka vzorky (mg)

FV — konecny objem (9,4 ml)

D — riedenie vzorky
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Obrazok 13 — Schéma stanovenia S-glukanov [55]

4.5 Analyza lipidov

45.1 Extrakcia lipidov
Extrakcia lipidov bola uskuto¢nend pomocou pristroja SOXTHERM (Gerhardt). Ako
rozpustadlo bol pouzity hexan. Extrakcia prebiehala za nasledovnych parametrov:
e maximalna teplota: 300 °C
e teplota extrakcie: 170 °C
e reduk¢ny interval: 3 min 30 s
e redukény pulz: 3 s
e hordca extrakcia: 1 h 30 min
e evaporacia A: 5-krat interval
e cxtrakény ¢as: 1 h
e evaporacia B: 2-krét interval
e evaporacia C: 10 min
e dizka programu: 3 h 4 min

Do extrak¢nej patrony bolo navazenych 10 g vzorky. Patrona bola vlozend do extrakéne;j
banky a nasledne bolo pridanych 150 ml hexanu. Banky boli vlozené do pristroja a extrakcia
bola spustena.

Po ukonc¢eni programu extrakcie bol obsah banky kvantitativne prevedeny do slzickove;j
banky, ktord bola vopred zvazena. Slzickova banka bola umiestnena na vakuovu odparku, kde
bolo odparené rozpustadlo. Odparok bol po ochladeni zvazeny. Nasledne bol rozpusteny
Vv chloroforme pre HPLC, prevedeny do uzatvaratelnej skiimavky. Chloroform bol odpareny
a odparok bol uchovany pre d’alsiu analyzu.
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4.5.2 Transesterifikacia lipidov

Pre transesterifikaciu boli pouzité ako pdvodné praskové vzorky tak aj lipidy vyextrahované
pomocou pristroja  SOTHERM. Navazka pri praskovych vzorkach bola 15 mg apri
extrahovanych lipidoch 10 mg.

Do krymplovacich vialiek bolo navazené potrebné mnozstvo podla charakteru vzorky.
K vzorkdm bol napipetovany 1,8 ml transesterifikaénej zmesi. Transesterifikaénad zmes
obsahovala 15% (v/v) koncentrovanej kyseliny sirovej v metanole pre HPLC
a 0,5 mg/ml interného  Standardu  kyseliny heptadekanovej. Vialky boli nasledne
zakrymplované a inkubované v termobloku po dobu 120 minut pri 85 °C.

Do 4 ml vialiek bol napipetovany 0,5 ml 0,05 M NaOH. K nemu bol pridany cely obsah
vychladnutych vialiek po transesterifikéacii a 1 ml hexanu pre HPLC. Vialky boli pretrepané
na multipozi¢énom vortexe 5 mindt. Po oddeleni faz bolo z hornej hexanovej fazy odobratych
0,1 ml a prevedenych do cCistych vialiek pre GC analyzu. Nasledne bolo pridanych este 0,9 ml
¢istého hexanu pre HPLC a vialky boli uzavreté. Takto pripravené vzorky boli analyzované
pomocou plynovej chromatografie.

4.5.3 Stanovenie profilu mastnych kyselin pomocou plynovej chromatografie

Vzorky po transesterifikacii boli analyzované s pouzitim plynového chromatografu
TRACE™ 1300 Gas Chromatograph (Thermo Fisher Scientific) a automatického dévkovaca
Al 1310 Autosampler (Thermo Fisher Scientific). Detekcia prebiehala plamefiovo ioniza¢nym
detektorom (FID). Jednotlivé chromatogramy boli spracované pomocou softvéru Chromeleon.
Parametre analyzy a nastavenia pristroja su zhrnuté vid’ Tabul'ka 8.

Tabulka 8 — Parametre analyzy lipidov pomocou plynového chromatografu

Teplota injektoru | 250 °C, pomer deli¢a toku 10

Nosny plyn vodik s prietokom 1 ml/min
Kolbéna Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 pum (kéd kolony 7HG-G033-10)
Detektor teplota 260 °C, prietok vzduchu 350 ml/min, dusik 30 ml/min, vodik 35 ml/min

Daoba analyzy 25,5 min

4.6 Stanovenie celkového dusiku podPla Kjeldahla

Samotnému stanoveniu celkového dusiku predchadzala mineralizacia vzoriek. Do
mineralizaénych trubic bol navazeny 1g vzoriek. Ku kazdej vzorke bola pridana
koncentrovana kyselina sirova o objeme 10 ml a tiez 2 g Weiningerovho katalyzatoru. VVzorky
boli mineralizované pomocou pristroja Kjeldatherm KT-L (Gerhardt) pri teplote 410 °C po
dobu 2 h 30 min.

Mineralizaty vzoriek boli po ochladeni rozpustené v malom mnozstve destilovanej vody.
Nésledne bolo k mineralizatom pridanych niekol’ko kvapiek fenolftaleinu a pomocou pristroja
Vapodest (Gerhardt) boli vzorky zdestilované do predlohy, ktord obsahovala 25 ml
Standardizovanej kyseliny sirovej o koncentrécii 0,05 mol-dm=. Po ukonceni destilacie bolo
do predlohy pridanych niekolko kvapiek Tashirovho indikatoru a roztok bol titrovany
standardizovanym roztokom hydroxidu sodného o koncentracii 0,1 mol-dm® (vid Obrazok
14).
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Obréazok 14 — Farebny prechod pri titracii na Tashirov indikator

4.7 Analyza pigmentov pomocou HPLC

Pre extrakciu pigmentov zo vzoriek boli vyuzité rézne druhy rozptstadiel. Prvé extrakty boli
pripravené metdédou podla Folcha, kde boli ako rozpustadla pouzité metanol a chloroform.
Dalej boli pripravené extrakty s GRAS rozpustadlami a to hexanové a etanolové. Postup
pripravy sa vo vSetkych pripadoch zhodoval.

Do skumavky Eppendorf bolo navazenych 10 az 20 mg vzorky. Ku vzorkdm bol
napipetovany 1 ml destilovanej vody a po premiesani boli vzorky rehydratované 30 min.
Nasledne bol obsah scentrifugovany pri 14 000 rpm po dobu 3 min a supernatant bol
odstraneny. K usadenine boli do skimavky pridané sklenené gulicky do asi 0,5 cm vySky nad
usadeninou a tiez 1 ml metanolu (hexan, etanol). Skimavky boli umiestnené na multipozi¢ny
vortex, kde boli pretrepavané 15 minut. Potom bol do 15 ml centrifuga¢nej skumavky
prevedeny obsah malej Eppendorf skimavky a k tomu boli pridané 2 ml chloroformu (hexan,
etanol). Skimavky boli opét’ pretrepané na multipozi¢nom vortexe po dobu 10 min. K obsahu
bol pridany 1 ml destilovanej vody askdmavky boli pretrepané. Nasledne bola zmes
scentrifugovana pri 3 000 rpm po dobu 1 min.

Do sklenenej skamavky bola odpipetovana chloroformova, hexanova alebo etanolova faza
a rozpustadlo bolo nasledne odparené v termobloku pri teplote 45 °C za pristupu dusiku.
K odparku bol pridany 1 ml zmesi acetonitrilu s etylacetdtom HPLC kvality v pomere 2:1
a odparok so zmesou bol prefiltrovany cez 0,45 um nylonovy filter do vialky pre HPLC.
Takto pripravené vzorky boli analyzované pomocou chromatografickej zostavy Dionex
UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific) v gradientovej ellcii. Parametre analyzy su
uvedené vid’ Tabul'ka 9, Tabul'ka 10 a Tabulka 11.

Tabulka 9 — Parametre chromatografickej zostavy

Kolbéna Kinetex EVO C18 (150x4,6x2,6 mm)
Teplota separécie 25 °C

Prietok mobilnej fazy 1,2 ml/min

Detektor DAD rady Vanquish, vinova dizka 435 nm
Doba analyzy 25 min
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Tabulka 10 — Zlozenie mobilnych fiz

Mobilna faza
A % (obj) B % (obj)
Acetonitril 84 Metanol 60
TrisHCI pH 8 14 Etylacetat 40
Metanol 2

Tabulka 11 — Gradientova ellcia

Reten¢ny ¢as [min] | Mobilné faza A [%] | Mobilna faza B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0

4.8 Enkapsulacia

4.8.1 Priprava lipozomovych ¢astic

Lipozomové Castice boli pripravené navazenim 100 mg zo vzoriek extrahovanych lipidov, ku
ktorym bolo pridanych 90 mg séjového lecitinu a 10 mg cholesterolu. Ku zmesi bol
napipetovany 1 ml chloroformu a zmes bola pretrepana a pridana do 10 ml destilovanej vody.
Potom bola zmes ultrazvukovand za sufasného chladenia. Nasledne, po odpareni
chloroformu, bol pripraveny roztok pouzity na enkapsulaciu do alginatovych castic.

4.8.2 Priprava alginatovych castic

Castice s enkapsulovanymi pripravenymi lipozomami boli pripravené za pomoci
enkapsulatoru Butchi B-395 Pro s velkostou trysky 450 um. Pouzity bol roztok alginatu
sodného o koncentracii 1 %. Castice boli nasledne ponechané vo vytvrdzovacom roztoku
chloridu vapenatého o koncentracii 1,5 %. Enkapsulované Castice st zobrazené vid’ Obrazok
15.

Obrézok 15 — Enkapsulované algindtové castice obsahujiice lipozomy
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Predlozena diplomova praca sa zameriava na komplexn( charakteristiku vybranych vzoriek
potravin vyuzivanych v modernych doplnkoch stravy. Pri charakterizacii je déraz kladeny
najmd na nutriéné hl'adisko, ktoré zohrava kI'aCovu rolu pri priprave vyzivovych doplnkov.

5.1 Analyza sacharidov

5.1.1 Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

Celkové mnozstvo sacharidov vo vzorkach bolo zistené prostrednictvom metddy podla
Duboisa pomocou UV-VIS spektrofotometrie. Uplny postup je uvedeny v kapitole 4.4.1. Pre
kalibracnu zavislost’ bol vyuzity roztok glukozy a rovnica linearnej regresie kalibracnej
zavislosti bola y = 9,041x. Vsetky vzorky boli premerané trikrat a zo ziskanych hodnét bol
vypocitany priemer a smerodajna odchylka. Zastupenie celkovych sacharidov vo vzorkéach
zobrazuje Tabul’ka 12.

Tabulka 12 — \ysledky stanovenia obsahu celkovych sacharidov podla Duboisa
Obsah celkovych sacharidov [mg/g]

3,06.0,16
142 £0,23
2.27 055
1,85 £0,15
5,55 0,24
18724027
5.21+0,24

Sezamové semienka 1,98 £0,11

Pri celkovych sacharidov bol namerany najvyssi obsah pri vzorke spiruliny, ato
18,72 + 0,27 mg/g. Najmensia hodnota sa naopak objavila pri mladej pSenici, kde dosahovala
1,42 £ 0,23 mg/qg.

VysSie hodnoty boli oc¢akdvané pri vzorkach zeleného jacmena a tieZ mladej pSenice.
V obidvoch vzorkach je hlavnym polysacharidom skrob. V zelenom jaémeni dokonca
s podielom 47,9-79,0 % z celkového mnozstva sacharidov. V tomto jaémennom Skrobe je
amylopektin zastipeny v obsahu az 74-78 %. [56].

Referencné hodnoty obsahu sacharidov uvédzané vyrobcom na obale nekoreSponduji
so stanovenymi hodnotami. Na analyzu boli pouzité vodné extrakty vzoriek. Vzhl'adom na to,
ze Skrob vo vode nie je rozpustny, jeho pravdepodobna absencia vo vodnych extraktoch
vyrazne ovplyvnila celkové stanovené mnozstvo sacharidov. Metoda podl'a Duboisa je taktiez
extrémne citliva. Ovplyvnena mdze byt roznymi faktormi, ¢i uz dizkou inkubécie, vekom
pouzitych chemikalii, ¢i pripadnymi necistotami v nich obsiahnutymi.

5.1.2 Stanovenie redukujicich cukrov podl’a Somogyi-Nelsona

Redukujice sacharidy boli vo vzorkach stanovené metédou podla Somogyi-Nelsona
pomocou UV-VIS spektrofotometrie. Uplny postup je uvedeny v kapitole 4.4.2. Pre
kalibraéni zavislost' bol vyuzity roztok glukézy a rovnica linedrnej regresie kalibracnej
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zavislosti bola y = 21,565x. Vsetky vzorky boli premerané trikrat a zo ziskanych hodn6t bol
vypocitany priemer a smerodajna odchylka. ZastUpenie redukujdcich cukrov vo vzorkéach je
uvedené vid’ Tabul’ka 13.

Tabulka 13 — Vysledky stanovenia obsahu celkovych sacharidov podla Somogyi-Nelsona

3,97 +0,02
1,90 £0,07
7,96 £0,19
3,43+0,14
4,08 +£0,11
1,65+ 0,02
0,11 +0,01
0,09 +0,02

Najvyssi obsah redukujucich cukrov bol namerany pri vzorke moringy, a to
hodnota dosahovala 0,09 + 0,02 mg/g. Vzorky semienok, ktoré obsahuju najma lipidické
zlozky, v oboch pripadoch podla ocakavania obsahovali nizke hodnoty cukrov. Vzorky
zeleného jac¢mena (3,97 + 0,02 mg/g) atiez mladej pSenice (1,90 £ 0,07 mg/g) obsahuju
pomerne tak isto nizke hodnoty.

Pri vzorke chlorelly dosiahlo mnozstvo stanovenych redukujacich cukrov
4,08 £ 0,11 mg/g. Mikroriasy typicky obsahuju vysoky podiel sacharidov, ato najma
polysacharidy z bunkovej steny. V tomto pripade nutri¢né zlozenie vyrazne ovplyviuje vek,
kultivacia a Gprava riasy [57].

Vsetky hodnoty stanovenych redukujucich cukrov st pomerne nizke. Hlavnym dévodom
moze byt fakt, ze sa jedna o rastlinné vzorky, ateda obsahuju najméi intracelularny Skrob
a Struktirne polysacharidy. Cielom stanovenia bolo zistit, kolko cukrov sa pri vodnych
extraktoch dostane do vyluhu. Zo stanoveni podla Duboisa a podla Somogyi-Nelsona
vyplyva, ze medzi potravinarskym vyuzitim vodnych extraktov a priamou konzumaciou
vzoriek by bol rozdiel v samotnom mnozstve a profile prijatych sacharidov.

5.1.3 Analyza jednotlivych cukrov pomocou HPLC

Kvalitativna a kvantitativna analyza jednotlivych cukrov bola prevedena pomocou HPLC
chromatografie. Cely postup je uvedeny v kapitole 4.4.3. Ako $tandardy boli vyuzité mono
a disacharidy D-glukéza, D-xyldza, arabindza, sachardéza a maltéza. Pomocou nich boli
zostavené jednotlivé kalibratné zavislosti. Pri analyze bol vyuzity refraktometricky detektor
a chromatogramy boli vyhodnotené pomocou softvéru Chromeleon. Ukézku chromatogramu
pre vzorku zeleného jaémena zobrazuje Obrdzok 16. Vysledky stanovenia mozno vidiet
vid’ Tabul'ka 14.
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Obréazok 16 — Chromatogram vzorky zeleného jacmena pri stanoveni cukrov pomocou HPLC

Tabulka 14 — Zastlpenie cukrov stanovenych HPLC vo vzorkach

Vzorka Arabintza Glukoéza + Sacharoza Malt6za
[mg/g] fruktoza [mg/g] [mg/g] [mg/g]

36,04 + 1,80 24,69 + 1,23 38,78 + 1,94 ;
7,51+0,38 15,19+ 0,76 45,44 + 2,27 i
20,85 + 1,04 32,56 + 1,63 20,09 + 1,00 ;
22,79+ 1,14 21,29 + 1,06 33,00 + 1,65 i
12,16 + 0,61 7,69+ 0,38 8,32 +0,42 ;
- 90,01 + 4,50 - :
1,65 + 0,08 1,81 + 0,09 9,33 + 0,47 10,13 + 0,51

Sezamové semienka 1,48 + 0,07 2,31+0,12 0,97 £ 0,05 4,69 £ 0,23

Ako mozno vidiet' na vysledkoch, vo vzorkach sa z kalibrovanych cukrov nachadza vo
vac¢sine pripadov arabindza, zmes glukdzy a fruktdzy, a tiez sachardza. Olejnaté semienka
lanové a sezamové obsahuju eSte aj maltézu. Naopak vo vzorke spiruliny bola detekovand len
zmes glukozy a fruktdzy (90,01 + 4,50 mg/g). Najviac stanovovanych cukrov obsahuje vzorka
zeleného jatmena a najmenej sezamové semienka.

Zeleny ja¢men a mlada pSenica maju v obidvoch pripadoch vysoky podiel sachardzy. Pri
mladej pSenici je to mnajviac, ato 4544+227 mg/g, zeleny jaCmen obsahuje
38,78 + 1,94 mg/g sachar6zy. Pomerne vysokd hodnotu dosahuje aj matcha, kde je sacharéza
na urovni 33,00 + 1,65 mg/g vzorky. Disacharid sachar6za je zaroven najviac zastupenym
cukrom v tychto vzorkach. Pocas pripravy vzorky, ¢i pripadne analyzy vSak mohla byt
Ciastocne Stiepend na glukézu a fruktdzu, o mohlo ovplyvnit’ stanovenie.

Co sa tyka arabindzy opit bolo najvyssie mnoZstvo stanovené v zelenom jaémeni
(36,04 £ 1,80 mg/g). Vysoké hodnoty taktiez dosahuji moringa (20,85 + 1,04 mg/g) a matcha
(22,79 £ 1,14 mg/g). Arabindza, ktora mdze byt =ziskavana z hemicelulézy obsiahnutej
v rastlinnych materialoch, ¢o vysvetluje pritomnost’ arabindzy vo vécSine vzoriek. Niektoré
Studie ukazuju, Zze konzumacia 2-3 g arabindzy spolo¢ne s 40-75¢g sacharézy redukuje
hladinu krvného cukru a ovplyviuje inzulinovii odpoved’ [58].

Monosacharidy glukéza a fruktoza boli detekované vzorkéach spolocne, pretoze ich piky
v chromatogramoch boli ¢iasto¢ne prekryté. Najviac su zastupené vo vzorke spiruliny, kde
toto mnozstvo tvori az 90,01 + 4,50 mg/g vzorky. Z ostatnych vzoriek si zastUpené vo
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vysokej miere v moringe (32,56 + 1,63 mg/g). Podobne ako pri sachardze, mnozstvo glukdzy
a fruktdzy mohlo byt poznaCené moznym Stiepenim sacharézy pocas analyzy a tiez
prekryvom pikov.

Lanové a sezamové semienka ako olejnaté semena obsahovali podl'a ocakévani najmensie
mnozstvo stanovovanych cukrov. Na rozdiel od ostatnych vzoriek v nich bola detekovana aj
maltdza. Pri Panovych semienkach bola maltéza stanovend na 10,13 + 0,51 mg/g. Sezamové
semienka obsahovali 4,69 * 0,23 mg/g. Malt6za, nazyvana tiez sladovy cukor, je ziskavana zo
sladu. V tomto pripade mohla byt v semienkach detekovana v désledku Stiepenia pritomnych
polysacharidov za podmienok analyzy. Graficky je obsah stanovovanych cukrov premietnuty
vid’ Obrézok 17.

B Arabinéza Glukdza + fruktéza mSacharéza ™ Maltéza

100
90 r I
80
70
60 |
50
40
30
20

10

Obsah cukru vo vzorke [mg/g]

JACMEN  PSENICA MORINGA MATCHA CHLORELLA SPIRULINA LANOVE SEZAMOVE
SEMIENKA SEMIENKA

Obrazok 17 — Podiel jednotlivych cukrov vo vzorkach

5.1.4 Stanovenie nerozpustnej vlakniny podPa Henneberga a Stohmanna

Nerozpustna vlaknina bola stanovena metodou podl'a Henneberga a Stohmanna. Cely postup
je uvedeny v kapitole 4.4.4. Hmotnost' nerozpustnej vlakniny bola vypocitana ako rozdiel
hmotnosti vzorky po vysuseni a hmotnosti vzorky po spaleni. Vysledky stanovenia su
zobrazené na Obrazok 18.

Na vysledkoch mozno vidiet, Ze vécSina vzoriek obsahuje viac ako 20 % nerozpustnej
vldkniny. Vynimkou su chlorella, spirulina a sezamové semienka. Najvy$sia hodnota bola
zistend pri vzorke matcha (249,1 + 12,3 mg/g). Nerozpustna vlaknina sa sklada z celulozy
a ligninu a podl'a dostupnych zdrojov by sa jej obsah v matchy mal pohybovat’ v rozmedzi
10,7 az 17,5 %. Hodnoty vSak ovplyviiuji ako podmienky pri pestovani ¢aju, tak sposob
zberu a nasledného spracovania. Obsah nerozpustnej vlakniny je hojnejsi v ¢aji hnojenom
potasovymi hnojivami [59].

41



300

246.7 249.1

237.8
250 225.7 I I I

205.6 I

200 r I

150 r

101.9

50 40.5

Obsah nerozpustnej vldkniny [mg/g]

Jaémen PSenica  Moringa  Matcha Chlorella Spirulina  Lanové Sezamové
semienka semienka

Obréazok 18 — Obsah nerozpustnej vlakniny

Pomocou Uudajov o obsahu celkovej vlakniny, ktoré deklaroval vyrobca na obale
a stanovenej nerozpustnej vlakniny bol vypocitany obsah rozpustnej vlakniny vo vzorkach.
Hodnoty sU uvedené v Tabul’ka 15. Pri vzorke sezamovych semienok vyrobca neuvadza Udaj
0 mnozstve vlakniny, preto pri tejto vzorke nebola ani vypocitana rozpustna vldknina.

Vzorky obsahuji pomerne vysoké mnozstva vlakniny vzhladom na svoj objem.
Zaujimavym zdrojom su lanové semienka, ktoré obsahuju takmer sedemkrat viac
nerozpustnej vldkniny ako rozpustnej. Naproti tomu pri vzorkach chlorelly a spiruliny je
pomer nerozpustnej vlakniny k rozpustnej uz len 2:1.

Dospely jedinec jej priemerne skonzumuje len 15 g/den, pricom odporacana hodnota je
30 g/den. Sucasne so zvysSenou konzumaciou vladkniny by mal byt zvySeny aj prijem
tekutin [60].

Pri malych detoch treba dbat’ na postupné a nie narazové zarad’ovanie potravin s Vysokym
obsahom vlakniny do jedalnicka. Ich strava by nemala byt prili§ objemnd, aby prijali dostatok
vSetkych druhov Zivin potrebnych na vyvoj [60].

Vzhl'adom na zastipenie nerozpustnej a rozpustnej vlakniny v potravinach v réznych
pomeroch, je dolezité konzumovat’ viac druhov potravin s jej obsahom. Pouzité vzorky pri ich
pravidelnej konzumacii podmienku spifiajii a mozu shizit ako plnohodnotné zdroje tejto
nezastupitelnej zlozky potravy.
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Tabulka 15 — Obsah nerozpustnej a rozpustnej vlakniny a hodnota celkovej vlakniny
Celkové vldknina Nerozpustna vldknina  Rozpustna vldknina

2056 +10,3
333,0 2257 +11,3 107,3
320,0 246,7 12,3 73,3
367,0 249,1+125 117,9
123,0 81,9+ 4,1 41,1
60,0 40,5 2,0 19,5
273,0 237,8+11,9 35,2
: 101,951 -

5.1.5 Stanovenie fruktanov

Fruktany boli stanovené za pouZitia sipravy pre stanovenie fruktdnov — Fructan Assay Kit,
Megazyme (USA). Obsah fruktanov bol vypocéitany podla rovnice (4.1) uvedenej vyrobcom.
Cely postup a zlozenie roztokov je uvedené v kapitole 4.4.5. Vypocitané hodnoty su zhrnuté
vid’ Tabul'ka 16 a graficky znazornené na Obréazok 19.

Tabulka 16 — Obsah fruktanov stanoveny pomocou supravy

Obsah fruktanov [mg/g]
Zeleny ja¢mern 152,57 £ 7,63
Milada pSenica 32,53 +£1,63
Moringa 2,81£0,14
Matcha 125,74 £ 6,29
Chlorella 2,60 £ 0,13
Spirulina 1,23 £ 0,06
Lanové semienka 0,41 £0,13

Sezamové semienka 0,14 + 0,08

Fruktany (fruktooligosacharidy) st podla vysledkov vyraznejSie zastGpené v troch
vzorkach. Najviac ich obsahuje zeleny ja¢men (152,57 + 7,63 mg/g), nasleduje vzorka matcha
(125,74 £ 6,29 mg/g) a mladej pSenice (32,53 + 1,63 mg/g). Tieto potraviny mozu sluzit’ ako
kvalitny zdroj fruktooligosacharidov. Vzhl'adom na lipidicky charakter vzoriek semienok je

V zelenom ja¢meni, podobne ako vinych travach, su fruktany produkované pocas
vegetativnej fazy aj skorého stadia reprodukénej fazy a si nevyhnutné pre plnenie zrna a ako
ochrana pred suchom a mrazom [61].

Fruktany sa moézu pouzivat' v potravindrskych aplikaciach ako funkéna zlozka potravy
S pozitivnym ucinkom na ludsky mikrobidom. LCudskému organizmu chybaji enzymy na
travenie fruktanov. Preto nie sU strdvené v tenkom ¢reve a stimuluji rast baktérii v hrubom
¢reve. Tymto sa napomaha proti ochoreniam ako z&pcha a c¢revné infekcie, ¢i dokonca
rakovina hrubého ¢reva. Fruktany taktiez zvySuji absorbciu Zeleza a vapnika
Vv organizme [62].
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Obrazok 19 — Zasttpenie fruktanov vo vzorkach

5.1.6 Stanovenie beta-glukanov
Stanovenie beta-glukanov prebiehalo pomocou UV-VIS spektrofotometrie prostrednictvom

stpravy Beta-glucan Assay Kit, Megazyme (USA) podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.4.6.
Obsah beta-glukanov bol vypocitany podl'a rovnice (4.2) uvedenej vyrobcom. Vypocitané
hodnoty st uvedené vid’ Tabul’ka 17 a graficky ich zndzoriuje Obrazok 20.

Tabulka 17 — Obsah beta-glukanov stanoveny pomocou stpravy
glukdnov [mg/g

1876+094
19214096

3,98 £0,20
10,65 + 0,53
0,45 +0,02
0,19+ 0,04
0,73+0,04

Sezamové semienka 0,99 0,05

Z vysledkov stanovenia vyplyva, Ze beta-glukdny su, podobne ako fruktany, najviac
zastupené vo vzorkach zeleného jacmena (18,76 £0,94 mg/g), mladej pSenice
(19,21 + 0,96 mg/g) a ¢aju matcha (10,65 £ 0,53 mg/g). Najmenej st beta-glukény zastupené
vo vzorkach spiruliny (0,19 + 0,04 mg/g) a chlorelly (0,45 + 0,02 mg/qg).

V percentualnom premietnuti sa ani jedna vzorka nedostala nad 2 % obsahu beta-glukanov.
Na ich zastupenie maju vplyv podmienky pestovania a Upravy po zbere. Obsah beta-glukanov
ma vyrazny vplyv na vlastnosti cerealnych produktov. Stanovenie mohlo byt ovplyvnené
velkou citlivost'ou farbiaceho reagentu pouzivaného pri analyze.

44



Vzorka zeleného jatmena je kvalitnym zdrojom vlakniny, a to rozpustnej aj nerozpustne;.
Beta-glukany st hlavnou zlozkou rozpustnej vlakniny v jaémeni. Vdaka vysokej viskozite,
ktort maji vo vodnych roztokoch sa zvySuje viskozita obsahu v ¢revach. To tiez moze
napomahat’ k zvySenej absorpcii aktivnych latok v organizme. Tie mdézu byt po obaleni
viskdznym roztokom beta-gluk&nov chranené pri prechode traviacou sustavou [63].

Pravidelnd konzumécia tychto nutrientov ma okrem traviaceho traktu vplyv aj na
kardiovaskularny systém. Beta-glukdny napomahaju Kk udrZaniu normalnej hladiny
cholesterolu v krvi. Pozitivny dopad ich konzumacie na I'udsky organizmus potvrdil, okrem
inych, aj Europsky urad pre bezpecnost’ produktov (EFSA). Odporu¢ana davka beta-glukanov
je 3 g/den [63].
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Obrazok 20 — Zastupenie beta-glukanov vo vzorkach

5.2 Analyza lipidov

5.2.1 Gravimetrické stanovenie celkového obsahu lipidov

Gravimetrickd analyza lipidov bola prevedena s extraktmi lipidov. Extrakty boli ziskané
pomocou pristroja SOXTHERM (Gerhardt). Ako rozpustadlo bol zvoleny hexan. Postup
extrakcie je uvedeny v kapitole 4.5.1.

Najviac lipidov je podla vysledkov analyzy obsiahnutych v olejnatych semienkach.
Sezamové semienka obsahuju 33,69 % lipidov a v l'anovych semienkach je tento obsah
28,08 %. Pomerne vysoky podiel lipidov bol taktieZ stanoveny vo vzorke moringy, kde to
bolo 13,55 %. Najmenej lipidov bolo zastUpenych vo vzorke spiruliny, a to len 1,54 %. Nizke
mnozstvo bolo tiez stanovené v mladej psenici (3,15 %) a vo vzorke chlorelly (3,54 %).

Moringa uz vo svojom nazve (moringa olejodarnd) evokuje ako charakteristicki zlozku
lipidy. V dostupnej §tadii je uvedené, Ze semienka moringy obsahuju 41,7 % olejov a vysoky
podiel mastnych kyselin. Dalej sa uvadza, 7e st vyrazne odolné voéi oxidativnej degradacii.
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V praci bol vyuzity prasok z listov moringy, kde bol o¢akavany nizsi podiel lipidov ako pri
semienkach, ¢o sa potvrdilo. Naprieck tomu spomedzi analyzovanych vzoriek sa jednd, mimo
olejnatych semien, 0 najvyssie zastpenie lipidov [64].

Vysledky gravimetrického stanovenia obsahu lipidov su uvedené vid’ Obrézok 21.
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Obrazok 21 — Percentualny podiel lipidov vo vzorkach

5.2.2 Obsah mastnych kyselin podPa nasytenosti

Profil mastnych kyselin bol vo vzorkach analyzovany pomocou plynovej chromatografie.
Mastné kyseliny vo vzorkéach boli najprv transesterifikované na prchavé metylestery podla
postupu uvedenom Vv kapitole 4.5.2. Néasledne prebehla analyza na plynovom chromatografe
podl’a postupu a za podmienok, ktoré si uvedené v kapitole 4.5.3.

Pri praskovych vzorkach (vid’ Obrazok 22), okrem 'anovych a sezamovych semienok, boli
najmenej zastupené mononenasytené mastné kyseliny (d’alej MUFA). Naopak najvyssi
percentudlny podiel vo vzorkéach, okrem moringy, zastupovali polynenasytené mastné
kyseliny (d’alej PUFA). Najviac ich obsahovali I'anové semienka, a to az 74,19 %. Vysoku
hladinu PUFA taktiez obsahovala vzorka mladej pSenice (71,14 %). Vel'mi podobné zloZenie
z hladiska saturacie mastnych kyselin mali zeleny jaémen a matcha. U oboch vzoriek
prevladali PUFA v hodnote pri jaémeni 67,86 % a pri vzorke matcha 69,12 %. Takisto obidve
obsahovali viac ako 5 % MUFA. Podobna bola aj hladina nasytenych mastnych kyselin (d’alej
SFA), ato ujacmena 26,5 % a uvzorky matcha 25,28 %. Zeleny jaCmen a matcha mali aj
podobny obsah celkovych vyextrahovanych lipidov (vid’ Obrazok 21).

V extrahovanych olejoch vzoriek (vid Obrazok 23) boli taktiez analyzované mastné
kyseliny z hladiska nasytenosti. Podobne ako pri praskovych vzorkach opat prevladali
v zastupeni PUFA, ato vo vSetkych vzorkach okrem moringy. Pri vzorkach olejnatych
semienok zostal pomer nasytenych a nenasytenych kyselin takmer totozny. Extrakcia
vyraznejSie ovplyvnila zastUpenie nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin vo vzorkéach
zeleného jaCmena, mladej pSenice, moringy a spiruliny. Pri zelenom ja¢meni sa znizil obsah
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PUFA na 49,08 %. Naopak mnozZstvo SFA stiplo na 43,48 %. Pri moringe nastala rovnaka
situacia, mnozstvo SFA sa zvysilo na 58,86 %, Co predstavuje narast o 12,09 %. Naopak pri
vzorke psenice bolo pri olejovych extraktoch stanovené vyssie mnozstvo PUFA, ato na
78,12 %. Pri vzorke spiruliny hodnota polynenasytenych mastnych kyselin stipla na 62,50 %.
Zmeny pomerov mastnych kyselin atiez profilu konkrétnych FA mohli ovplyvnit
podmienky extrakcie ako teplota ¢i rozpustadlo, kde mohli niektoré kyseliny degradovat'.
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Obrazok 22 — Zastipenie mastnych kyselin podl'a nasytenosti v praskovych vzorkach
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Obrézok 23 — Zastupenie mastnych kyselin podl'a nasytenosti v extraktoch lipidov
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5.2.3 Stanovenie profilu mastnych kyselin

Vo vzorkéch boli kvalitativne a aj kvantitativne stanovené jednotlivé mastné kyseliny (FA)
pomocou plynovej chromatografie podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.5.3. Zoznam
oznaceni stanovenych FA a ich ndzvov je uvedeny v Priloha 1.

Zastupenie mastnych kyselin je pri praskovych vzorkach aj pri extrahovanych lipidoch
roznorodé. Pri extrahovanych lipidoch vzorka obsahovala len celkové lipidy z potraviny.
Z toho vyplyva, ze cely objem vzorky tvorili ako mastné kyseliny, tak glykolipidy,
fosfolipidy, ¢i lipofilné farbiva a steroidy. Z nich boli stanovené FA aich zastupenie bolo
vztiahnuté na celkové mnozstvo lipidov.

Pri praskovych vzorkach bola pouzita navazka komplexnej biomasy, ktora teda obsahovala
aj d’alSie nutri¢né zlozky ako sacharidy a proteiny. Stanovené z nich boli opit’ len mastné
kyseliny aich zastupenie bolo vztiahnuté na celkové mnozstvo komplexnej biomasy.
Vysledky st uvedené vid’ Tabul’ka 18.

Na vysledkoch mozno vidiet, ze najviac mastnych kyselin obsahuju l'anové semienka
nasledované sezamovymi semienkami. Naopak najmenej FA sa nachadza v zelenom jaémeni,
kde to je 2,23 %. Z celkovych lipidov je podiel mastnych kyselin najvys$si pri spiruline
(63,25 % ).

Tabulka 18 — Mnozstvo FA vzhladom na celkovii biomasu a vzhladom na lipidy samotné

Praskova vzorka [%] Extrahované lipidy [%6]

2.23 24,64
3.34 47,46
2.36 14,49
4,13 1241
6,57 44,64
8,86 63,25
27,09 45,97

Sezamové semienka 23,26 39,61

Zastupenie konkrétnych mastnych kyselin je uvedené vid’ Tabul'ka 19 a Tabul'ka 20. Rozdiely
v profile mastnych kyselin mozno pozorovat v niekol’kych pripadoch. Co sa tyka nasytenych
mastnych kyselin, najviac je zastipena vo vSetkych vzorkach kyselina palmitova (C16:0).
Rozdiely su viditeI'né pri kyseline stearovej (C18:0), kyseline arachovej (C20:0)

a lignocerovej (C24:0). Hoci kyselina stearova nie je pri praskovych vzorkach obsiahnuta

Vv zelenom ja¢meni, mladej pSenici a spiruline, v extrahovanych lipidoch tychto vzoriek ju uz
mozno pozorovat. Podobne kyseliny arachova a lignocerova neboli detekované ani v jednej
praskovej vzorke, no pri extrahovanych lipidoch ich uz pozorujeme. V pripade kyseliny
arachovej su pri vzorke jaémena, moringy a sezamovych semienok. Kyselina lignocerova sa
objavuje pri vzorkach jaémena, pSenice, moringy a chlorelly.
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Moringa Matcha Chlorella Spirulina

Tabulka 19 — Percentudlne zastUpenie jednotlivych mastnych kyselin v prdaskovych vzorkach
Zeleny  Mlada

T4 w

Lanové
semienka

Sezamové
semienka

)
Obsah mastnej kyseliny [%]

8,14
18,36
:
:
5,64
9,91
:
51,44
6,51

jaCmen

Obsah mastnej kyseliny [%0]

0,65
36,23
5,71
0,98
0,11
.

.

7,44
26,68
.

21,87
0,33

8,54
13,70

6,62
10,92
52,78
7,44

Mlada
pSenica

0,54
14,85
1,27

0,13
1,60
4,27
14,26
62,91
0,17

12,26
29,48
4,72
6,72
7,54
29,67
9,60

Moringa Matcha Chlorella Spirulina

1,79
44,35
9,25
1,58
0,68
2,05
7,80
11,58
16,65
0,77

5,05
20,23

5,60
12,52
52,33

4,28

0,83
21,02

2,42
6,25
13,95
54,80
0,72

3,64
28,33
2,55
14,09
30,35
18,79
2,24

0,82
26,53
3,45
0,09
0,21
0,80
15,02
32,55
20,42
0,12

3,02
38,71
2,71
2,17
18,93
31,08

2,55

0,40
27,49
1,77

0,22
2,54
5,18
19,43
32,92
9,94
0,11

111
5,38
3,12
16,20
15,87
57,40
0,93

Tabulka 20 — Percentualne zastupenie jednotlivych mastnych kyselin v extrahovanych lipidoch
Zeleny Lanové

semienka

0,17
5,26
4,09

16,70
15,88
57,75
0,15

1,34
9,11
4,78
36,15
46,37

1,19

Sezamové
semienka

0,10
10,00
5,38
0,30

0,12
37,17
46,04

0,58

0,10

Z mononenasytenych mastnych kyselin st vo vzorkach zastupené kyselina myristoolejova
(C14:1), palmitoolejova (C16:1) a olejova (C18:1c). Kyselina myristoolejova sa nachadza len
pri extrahovanych lipidoch vzoriek chlorelly a spiruliny, a to v zastGpeni nizSom nez 1 %.
Kyselina palmitoolejova je pri praskovych vzorkach obsiahnuta len v spiruline.
V extrahovanych lipidoch sa nachadzala uz vtakmer vsetkych vzorkdch okrem ja¢mena
a l'anovych semienok. Kyselina olejova je zastipena vo vSetkych typoch vzoriek.

Polynenasytené mastné kyseliny st vo vzorkach reprezentované Kkyselinou linolovou
(C18:2c), kyselinou gama-linolénovou (C18:3d6), kyselinou alfa-linolénovou (C18:3d3)
a kyselinou dokosahexaénovou (C22:6). Zaujimava je vzorka spiruliny, ktord ako jedina
obsahuje kyselinu gama-linolénovl (31,08 %). Tato kyselina patri medzi omega-6 mastné
kyseliny. Ovplyviiuje zapalové reakcie v tele aona samotna ajej metabolity, ako napr.
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prostaglandiny, maja vplyv na expresiu génov, ktoré hraju signifikantnd dlohu pri
imunitnych funkciach atiez pri apoptoze. V tele je produkovand z kyseliny linolovej
pomocou enzymu delta-6-desaturaza [65].

Kyselina linolova je zastipena vo vSetkych typoch vzoriek, najviac v sezamovych
semienkach (46,37 %) a chlorelle (30,35 %). Patri medzi esencidlne mastné kyseliny a je
dolezitd pre spravny chod roznych fyziologickych funkcii ako bunkova signalizacia
a metabolizmus lipidov [66].

Medzi esencidlne mastné kyseliny patri okrem kyseliny linolovej aj kyselina alfa-
linolénova. T& sa radi do kategérie omega-3 mastnych kyselin. Zo vzoriek jej najviac
obsahuji lanové semienka (57,40 %) a mlada pSenica (52,78 %). Zastupenie FA vo vzorke
mladej pSenice je pre ukazku ilustrované aj na Obrazok 24 a Obrazok 25.

Dostato¢ny prijem esencidlnych mastnych kyselin je dolezity okrem iného aj pre vyvoj
mozgu a nervoveho systému. Kyselina alfa-linolénové je v tele premiefiana na kyseliny
eikosapentaenovl a dokosahexaénovu, ktoré su potrebné pre spravny vyvoj mozgu. Tato
premena sa uskuto¢tiuje opdt’ prostrednictvom enzymu delta-6-desaturdza. U deti do
6 mesiacov je aktivita tohto enzymu vel'mi nizka a preto je potrebné, najlepSie
prostrednictvom materského mlieka, esencialne mastné kyseliny telu dodavat’ [67].

7% 8%

® kyselina myristova
® kyselina palmitova
= kyselina olejova
kyselina linolova
7% y
m kyselina alfa-linolénova

= kyselina dokosahexaénova

Obréazok 24 — Zastupenie mastnych kyselin v praskovej vzorke mladej psenice
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m Ostatné

Obréazok 25 — Zastupenie mastnych kyselin v extrahovanych lipidoch mladej psenice

5.3 Stanovenie celkového dusiku podla Kjeldahla

Celkovy dusik bol stanoveny metédou podla Kjeldahla podla postupu uvedené¢ho
v kapitole 4.6. Celkovy dusik bol stanoveny v mineralizate vzoriek a hruba bielkovina bola
nasledne prepocitand pomocou univerzadlneho prepocitavacieho faktoru 6,25. Vysledky
analyzy su premietnuté vid’ Obrazok 26.

Najviac celkového dusiku a teda aj hrubej bielkoviny bolo detekované vo vzorke zeleného
ja¢mena, kde hodnota hrubej bielkoviny dosiahla 10,69 %. Vysoky podiel hrubej bielkoviny
zaznamenana pri sezamovom semienku, kde dosiahla 2,02 %.

Signifikantny rozdiel mozno pozorovat medzi vzorkami zeleného jaémena a mladej
pSenice. Hoci v obidvoch pripadoch ide o0 obilninu, hodnoty pri pSenici st vyrazne nizsie.
Vyrobca udava pri obidvoch produktoch obsah bielkovin priblizne 20 %.

Pri mikroriase chlorella a sinici spirulina bol obsah hrubej bielkoviny stanoveny na 5,33 %
resp. 9,49 %. Variabilita referenénych nutriénych hodnét je Siroka a zavisi od konkrétneho
druhu a spésobu kultivacie. Vplyv maju parametre ako teplota, pH, substrat a tiez svetelné
podmienky. V zavislosti na tychto faktoroch je mnozstvo proteinov Vv réznych pripadoch
zaznamenavané vo vel'mi $irokom rozmedzi, a to pri chlorelle 7 az 70 % a pri spiruline 17 az
73 %. Hodnoty sa pri vzorkach nezhoduju s tdajmi danymi vyrobcom. Stanovenie celkového
dusiku podla Kjeldahla taktiez zahfnia nebielkovinovy dusik a prepocditavacie faktory vo
vicsine pripadov nie st jednozna¢né vzhl'adom na $pecificitu vzorky [68].

Pre zvySenie presnosti analyzy by bola vhodna aj optimalizacia metddy mineralizacie na
konkrétne pouzité vzorky.
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Obsah dusiku a hrubej bielkoviny [%]
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Obréazok 26 — Obsah celkového dusiku a hrubej bielkoviny

5.4 Analyza obsahu pigmentov pomocou HPLC
Kvalitativna a kvantitativna analyza pigmentov bola prevedend pomocou HPLC
chromatografie. Cely postup je uvedeny v kapitole 4.7. Chromatogramy boli vyhodnotené
pomocou softvéru Chromeleon. Pouzité boli tri typy extraktov. Vzorky boli extrahované
metodou podl'a Folcha a paralelne pomocou hexanu a tiez etanolu. Ukazku chromatogramu
pre vzorku zeleného jaémena zobrazuje Obrazok 27.
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Obrézok 27 — Chromatogramy stanovovanych pigmentov vzorky jacmeria pre rézne pouZité

extrakty
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Vo vzorkach boli identifikované rézne druhy pigmentov. Vo vdésine vzoriek mal vysoke
zastupenie chlorofyly, ¢i uz chlorofyl a alebo chlorofyl b. Chlorofyl sa v priebehu analyzy
rozkladal, ¢o bolo pozorovateIné na chromatogramoch. Retenény ¢as jednotlivych pikov
presne nezodpovedal Kkalibracii a posuny boli viditelné. Preto boli piky kvalitativne
analyzovaneé pomocou jednotlivych UV-VIS spektier. Analyza preto mohla byt ovplyvnena
tymito posunmi.

Vyrazny vplyv na obsah pigmentov malo aj rozpustadlo pouzité na extrakciu. Najviac
pigmentov bolo vyextrahovanych extrakciou podla Folcha, kde ako rozpustadla sluzili
metanol a chloroform. Ciel'om tohto typu extrakcie bolo porovnanie s GRAS rozpustadlami
v kvantite vyextrahovanych pigmentov. Pri vzajomnom porovnani jednotlivych extraktov
(Tabulka 21) je viditelné, ze pri vyextrahovanych celkovych karotenoidoch bola
najucinnejSia extrakcia podla Folcha. Vynimku tvoria lanové semienka, kde bola
najuéinnejiia extrakcia pomocou etanolu. Co sa tyka celkovych chlorofylov, extrakcia podla
Folcha bola opét’ vo vacsine pripadov najicinnej$ia. ViditeI'ny je rozdiel medzi hexanovymi
a etanolovymi extraktmi, kde pri celkovych chlorofyloch bol ako rozpustadlo ucinnejsi
etanol.

Tabulka 21 — Porovnanie mnozstva pigmentov v rdznych typoch extraktov

Celkové karotenoidy [mg/g] Celkové chlorofyly [mg/g]
Zeleny
jaCmen

- - - 0,52+£0,03 0,22+0,01 0,26 +0,01

Mlada
S 1424007 008+000 001+000 047+002 02100l 0,34%0,02

psenica

349+0,17 028+00l 006+000 034+002 055+003 0,60+0,03

1,60+0,08 026+00l 014+00l 057+003 035+0,02 0,450,02
UGN 074+004 006+000 007+000 058+003 037002 0,49 0,02

0,80+004 035+002 051+003 020+001 059+0,03 2,28+0,11
Panovs

0,02£0,00 014+001 0,36 +0,02 ; i i
semienka

0’14 i 0’01 ) ) ) ) )
semienka

V extraktoch podla Folcha v jednotlivych vzorkach prevladali karotenoidy ako lykopén,
lutein a p-karotén. Najviac lykopénu (3,09 £ 0,15 mg/g) a zaroven celkovych karotenoidov
obsahovala moringa. Pomerne vysoké mnoZstvo celkovych karotenoidov obsahovali vzorky
pSenice, kde to bolo 1,42 + 0,07 mg/g a vzorka matcha (1,60 = 0,08 mg/g). Naopak najmenej
pigmentov ako takych obsahovali 'anové a sezamové semienka. Pri tomto druhu extraktov sa
hladina stanovenych chlorofylov pohybovala najvyssie pri chlorelle (0,58 + 0,03 mg/g)
a spiruline (0,57 = 0,03 mg/g). Vysledky stanovenia pigmentov v extraktoch podl’a Folcha su
graficky zndzornené vid’ Obrdzok 28.
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Obréazok 28 — Obsah pigmentov stanovenych v extraktoch podla Folcha

Ako dalsie rozpustadlo pre extrakciu bol pouzity hexan. Vysledky stanovenia pigmentov

v hexdnovych extraktoch si uvedené vid Obrdzok 29. Uz na prvy pohlad je zrejmé, Ze
v tychto extraktoch sa nachadzalo menej karotenoidov ako pri extrakcii podl'a Folcha. Pri
vzorke matcha je obsah celkovych karotenoidov 0,26 + 0,01 mg/g a ako v jedinej v nej bol
identifikovany B-karotén (0,16 + 0,01 mg/g). Zaujimavé vysledky dosiahli 'anové semienka.
Obsah lykopénu pri extraktoch podla Folcha bol len 0,05 + 0,00 mg/g a v hexanovych
extraktoch uz 0,17 £ 0,01 mg/g. V tomto pripade bola zrejme extrakcia pomocou hexanu
G¢innejsia ako podla Folcha. Co sa tyka chlorofylov, najviacsi podiel je zastipeny vo vzorke
spiruliny (0,59 = 0,03 mg/g) a moringy (0,55 = 0,03 mg/g) a je vyssi nez obsah chlorofylov
stanovenych v prvych extraktoch. Extrakcia pomocou hexanu bola aj vtomto pripade
ucinnejsia.
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Obrézok 29 — Obsah pigmentov stanovenych v hexanovych extraktoch
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Ako posledné rozpustadlo pre extrakcie bol vybraty etanol. Jednalo sa o jediné pouzité
polarne rozpustadlo. Obsah pigmentov stanovenych v etanolovych extraktoch je graficky
znazorneny vid® Obrdzok 30. Najviac celkovych karotenoidov je obsiahnutych vo vzorke
spiruliny, ato 0,51 +0,03 mg/g. Pre porovnanie pri extraktoch podla Folcha to bolo
0,80 + 0,04 mg/g, a v hexadnovych extraktoch 0,35 + 0,02 mg/g. Samotny B- karotén bol pri
spiruline identifikovany len v etanolovych extraktoch, a to v mnozstve 0,44 + 0,02 mg/g. Toto
mnozstvo je samozrejme ovplyvnené kultivaénymi podmienkami. Stanovené mnozstvo [3-
karoténu v etanolovych extraktoch vykazuje miernu odchylku od hodndt, ktoré uvadzaju
odborné publikécie. Obsah - karoténu v suchej biomase spiruliny by sa mal pohybovat’
v rozmedzi 0,5 az 2 mg/g [69].

Na vysledkoch mozno vidiet, Ze v etanolovych extraktoch nebola stanovena taka Siroka
Skala pigmentov ako v hexanovych extraktoch a extraktoch podla Folcha. Na druhej strane
mnozstvo stanovenych celkovych chlorofylov je aj v tomto pripade porovnatel'né. Z priemeru
sa vymyka vzorka spiruliny, kde obsah celkovych chlorofylov dosiahol 2,28 + 0,11 mg/g.
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Obrazok 30 — Obsah pigmentov stanovenych v etanolovych extraktoch

5.5 Navrh optimilneho zloZenia prirodného doplnku stravy

Po analyze nutrientov boli pomocou lipidovych extraktov pripravené lipozomy podla postupu
uvedeného v kapitole 4.8.1. Nasledne boli lipozomy enkapsulované do alginatovych Castic.
Postup pripravy alginatovych castic je uvedeny v kapitole 4.8.2. Mikroskopické snimky
pripravenych Castic zo vzorky zeleného ja¢mena su zobrazené vid’ Obrézok 31.

Hoci vSetky pouzité vzorky patria k vhodnym doplnkom stravy, pre pripravu prirodného
doplnku stravy pre deti sa podl'a stanovenych nutrientov a komplexnosti svojho zlozenia
najviac hodi zeleny jaémen, mlada pSenica a ¢aj matcha. Ako zdroj esencialnych mastnych
kyselin by mohli slizit aj vo forme pripravenych enkapsulovanych alginidtovych castic
obsahujucich lipozomy s extraktmi olejov. V pripade mladej pSenice tvoril obsah esencialnej
kyseliny alfa-linolénovej v extrahovanom oleji az 62,91 %. Zaroven obsah kyseliny linolovej
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v extrahovanom oleji zeleného jaémetia je 26,68 %. Dalsim obohatenim alginatovej ¢astice je
pridavok vodného extraktu spominanych potravin, ¢o by navysilo obsah prirodne dostupnych
cukrov a malo pozitivny vplyv na chut’ doplnku. V neposlednom rade su tieto vzorky bohaté
na vldkninu, fruktany a p-glukany. Zeleny jaémen obsahujuc 205,6 + 10,3 mg/g vlakniny,
152,57 £ 7,63 mg/g fruktanov a 18,76 = 0,94 mg/g beta-glukanov, je VO
vzajomnom zohl'adneni vSetkych spominanych parametrov najpriaznivejSou alternativou zo
vSetkych vzoriek. A to najméd vd’aka pozitivnemu efektu, ktoré tieto zlozky maju na ¢revnu
mikrofloru.

Pridavku enkapsulovanych Castic a zaroven pevnej vzorky do probiotickych produktov ako
st jogurty a kyslomlieGne napoje by doslo k zvySeniu nutri¢nej hodnoty tychto potravin. Pri
pridavku 1 % hm. prasku zeleného ja¢mena by v pripade 150 g jogurtu prijem nerozpustnej
vlakniny navysil o 308,4 mg, prijem fruktdnov o 228,9 mg a prijem B-gluk&nov o 28,14 mg.
Najméa B-glukany by boli vtomto pripade délezité vzhl'adom na fakt, ze pri prechode
traviacou sustavou by vdaka svojej viskozite mohli napomdct ochrane probiotik a ich
dopraveniu az do Criev.

Ako zaujimava sa javi aj moznost’ pridavku viacerych vzoriek do potraviny v réznom
pomere. Ako zdroj mastnych kyselin by mohli slizit’ olejnaté semena, zdrojom vlakniny,
fruktanov a beta-glukanov by zas mohli byt zeleny jaémen, mlada pSenica a ¢aj matcha.
Zohladnena by vSak samozrejme mala byt aj chut’ doplnku, aby stale zostal pre spotrebitel’a
atraktivny.

Obrézok 31 — Enkapsulované algindtové castice s lipozOmami so zelenym jacmernom (20x
zvdcSenie)

56



6 ZAVER

Diplomova praca bola zamerand na charakterizaciu nutricného profilu vybranych potravin.
Medzi potraviny, ktoré boli v tejto praci charakterizované patri zeleny ja¢men (Hordeum
vulgare), mlada psSenica (Triticum aestivum), moringa olejodarna (Moringa oleifera), caj
matcha (Camellia sinensis), mikroriasa chlorella (Chlorella pyrenoidosa), spirulina
(Arthrospira platensis), semienka l'anu siateho (Linum usitatissimum) a semienka sezamu
indického (Sesamum indicum). V teoretickej Casti sa pozornost’ kladie na popis vyzivy deti
a jej $pecifické poziadavky. Dalej obsahuje popis najéastejsich alergii a intolerancii, ktoré sa
vyskytuja u deti.

V experimentadlnej Casti je zahrnuté spektrum analyz, pocas ktorych boli stanovené
sacharidy, vlaknina, beta-glukény, fruktany, lipidy, hrubd bielkovina a pigmenty vo
vybranych potravinach. Pri analyze sacharidov boli vyuZivané spektrofotometrické
a chromatografické techniky. Podl'a vysledkov ziskanych pomocou HPLC ma najvyss$i obsah
stanovovanej arabindzy zeleny ja¢men, u ktorého hodnota dosiahla 36,04 + 1,80 mg/g. Hoci
zeleny jaémen a mladd pSenica st obidve vzorky trav pochadzajacich z obilnin, obsah
jednotlivych cukrov v nich zastupenych je rozdielny. Mlada pSenica obsahuje zo vsetkych
vzoriek najviac sacharozy, a to 45,44 + 2,27 mg/g. Vzhl'adom na vysoku sladivost’ sachar6zy,
moze byt tato vzorka z hladiska chuti najsladSia, o méze byt vyuzité pri navrhu doplnku
vyzivy pre deti. Zaroven arabindza, obsiahnutd v zelenom ja¢meni, v kombinacii so
sachar6zou napomaha k redukcii krvného cukru. Kombinacia zeleného ja¢mena a mladej
pSenice teda do istej miery moze napomahat’ prevencii vzniku ochoreni ako diabetes mellitus.

Nasledne bola stanovena nerozpustna vlaknina, beta-glukany a fruktany. Pri tychto troch
analyzach boli najlepSie hodnotené zeleny jaCmen, mlad4 pSenica a ¢aj matcha. Najvyssi
podiel nerozpustnej vlakniny obsahoval ¢aj matcha (249,1 £12,5mg/g). Pri stanoveni
fruktanov mal najvysSie zastGpenie zeleny ja¢men, a to 152,57 + 7,63 mg/g. Najviac beta-
glukéanov, 19,21 + 0,96 mg/g, obsahovala mlada pSenica, za ktorou hned’ nasledoval zeleny
jacmen (18,76 + 0,94 mg/g). Vsetky ticto zlozky potravy su dolezité pre travenie a pozitivne
podporuju ¢revny mikrobiom.

Ako d’al$i makronutrient boli v experimentalnej Casti stanovované lipidy. Konkrétne to bol
obsah celkovych lipidov a profil jednotlivych mastnych kyselin. Lipidy boli zo vzoriek
extrahované pomocou pristroja Soxtherm. Nasledne prebehla gravimetricka analyza. Najvyssi
podiel lipidov bol zisteny vo vzorke sezamovych semienok, a to 33,7 %. Lanové semienka
obsahovali 28,1 %. Okrem olejnatych semien bol najvyssi obsah lipidov zisteny pri moringe
13,5 %. Profil mastnych kyselin bol stanoveny pomocou plynovej chromatografie. Pouzité
boli ako pevné vzorky, tak extrahované lipidy. Z hladiska nasytenosti obsahuje najviac
nasytenych mastnych kyselin moringa. V pevnych vzorkach je to 46,77 % avo vzorkach
extrahovanych lipidov 58,86 %. Mononenasytené mastné Kkyseliny su vo vybranych
potravindch zastUpené najviac v sezamovych semienkach. Pevné vzorky ich obsahuju
36,15 % a extrahovaneé lipidy 37,50 %. Pre vyzivu najpodstatnejSie sa javia polynenasytené
mastné kyseliny. Tieto st bohato zastupené vo vSetkych vzorkach, najviac v jaémeni, pSenici,
¢aji matcha a lanovych semienkach. Obsah PUFA v tychto vzorkach sa pohyboval okolo
70 %. Vybrané potraviny mozu sluzit’ ako zdroj esencidlnych mastnych kyselin. Kyselina
linolova a kyselina alfa-linolénova, ktoré patria do tejto kategdrie su zastUpené takmer vo
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vsetkych vzorkach. Najviac kyseliny linolovej obsahujii sezamové semienka, ato 46,37 %
resp. 46,04 %. Kyselina alfa-linolénova je bohato zastUpend v mladej pSenici a l'anovych
semienkach. Proteiny boli v potravinach stanovené podla Kjeldahla. Najviac je ich
obsiahnutych v zelenom jaémeni 10,69 %. Napokon boli v potravinach analyzované
pigmenty, ato karotenoidy a chlorofyly. Najviac karotenoidov obsahoval extrakt podla
Folcha vzorky moringa (3,49 + 0,17 mg/g). Najviac chlorofylov sa nachéadzalo v etanolovom
extrakte spiruliny, a to 2,28 + 0,11 mg/g. Z extraktov lipidov boli pripravené lipozomy, ktoré
boli nasledne enkapsulované do alginatovych cCastic.

Na zéaklade vysledkov analyz mozZno konstatovat, ze kazda z vybranych potravin je
V niektorom parametri vynimoc¢na. Pri navrhu doplnku stravy pre detski vyzivu treba
zohl'adnit’ konkrétny vek detského konzumenta, pripadné potravinové obmedzenia ¢i nutrient,
ktory je potrebné suplementovat’. Jednym z popularnych druhov suplementov vyzivy pre deti
su probiotika. Travenie deti je nachylné na rdézne tazkosti. Navrhovany detsky doplnok stravy
by teda mal zahfhat aj tento fakt. Zeleny ja¢men, mlada pSenica a ¢aj matcha SO Svojim
zastupenim B-gluké&nov, fruktanov a vlakniny sa javia ako idealne pre pouzitie. Symbioticky
efekt s probiotikami a ¢revnym mikrobiomom, podporeny bohatym a kvalitnym profilom
mastnych kyselin vratane esencialnych je dobrym zakladom pre zostavenie doplnku stravy.
Zaroven pri obsahu sachar6zy v mladej pSenici by doplnok nemusel byt dosladzovany, ¢o je
d’alSou vyhodou pri detskej strave.

Enkapsulované ¢astice obsahujuce lipozomy s extraktom z tychto potravin by mohli
obsahovat’ zaroven aj probiotika. Tieto Castice moéZzu byt nasledne vyuzité¢ v Sirokej skale
produktov ako napriklad prisada do detskych ka$i, presnedavok, jogurtov a jogurtovych
napojov. Pre deti v predskolskom a mladSom $kolskom veku by ¢astice mohli byt’ pridané do
peciva, cestovin ¢i réznych suSienok. Takto fortifikované potraviny predstavuji zaujimavi
formu doplnenia potrebnych zivin v atraktivnej forme.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

BKM - bielkovina kravského mlieka

CNS — centrélna nervova sustava

FA — mastne kyseliny

FID — plameniovo ioniza¢ny detektor

FOS — fruktooligosacharidy

GRAS - vSeobecne povazované za bezpecné (z angl. generally recognized as safe)
HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia
IgE — imunoglobulin E

LC — kvapalinova chromatografia

MS — hmotnostna spektrofotometria

MUFA — mononenasytené mastné kyseliny

PUFA — polynenasytené mastné kyseliny

RI — refraktometricky (detektor)

SFA — nasytené mastné kyseliny

UV-VIS — ultrafialova — viditeI'na spektrofotometria
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9 PRILOHY

Priloha 1: Zoznam stanovenych mastnych kyselin a ich oznaceni

Oznadenie | N&zov mastnej kyseliny
C14:0 Kyselina myristova

C16:0 Kyselina palmitova

C18:0 Kyselina stearova

C20:0 Kyselina arachova

C24:0 Kyselina lignocerova
Cl4:1 Kyselina myristoolejova
Cl6:1 Kyselina palmitoolejova
C18:1c Kyselina olejova

C18:2c Kyselina linolova
C18:3d6 Kyselina gama-linolénova
C18:3d3 Kyselina alfa-linolénova
C22:6 Kyselina dokosahexaénova
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