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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci pasterace zelné stavy za ucelem prodlouzeni jeji
trvanlivosti.

Teoreticka Cast je zamétfena na popis technologie vyroby a charakterizaci hlavnich slozek
kysaného zeli a jeho nalevu, moznostmi pasterace a dale se zabyva probiotickymi kmeny.

V experimentalni Casti bylo analyzovano slozeni nalevu z chemického hlediska (bioaktivni
latky, cukry, sacharidy), z hlediska mikrobiologického (pfitomnost probiotik, patogennich
organismil) a dale vliv vybrané pasterace na tyto slozky. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena
pasterace pii 90 °C po dobu 0,5 minuty, pfi které dochazi k usmrceni pfipadnych patogent a
zaroven k zachovani nejvice puvodnich vyznamnych slozek zelného nalevu.

Z divodu ztraty zivotaschopnosti probiotickych bakterii v zelné §taveé po jejim oSetfeni
vybranym pasteracnim zékrokem byl nasledn€ vybran vhodny zéastupce rodu Lactobacillus pro
obohaceni zelné stavy. Jako nejlepsi probioticky druh pro obohaceni zelné §t'avy byl zvolen
Lactobacillus plantarum, u kterého byla stanovena nejvyssi viabilita béhem skladovani v zelné
§tave pii 8 °C po dobu 2 tydnt. Z chemického hlediska doslo po 2 tydnech k nartistu obsahu
kyseliny octové a mlé¢né, obsah vitaminu C zistal beze zmény.

Nakonec byla provedena senzorickd analyza pro zhodnoceni navrhu kombinovaného
ovocno-zeleninového napoje. Z vysledki senzorické analyzy byl jako senzoricky nejlepsi
zvolen napoj vznikly smichanim zelné §t'avy s jable¢no-fepnym dzusem v poméru 2:1.

KLIiCOVA SLOVA

Zelna §tava, kysané zeli, bakterie mlécného kvaseni, probiotika, pasterace, jablko, fepa,
Lactobacillus plantarum, RT-PCR.



ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the optimization of pasteurization of the cabbage juice
in order to extend its shelf life.

The theoretical part is focused on the description of the sauerkraut production technology
and characterization of the main components of fermented cabbage and its juice, it also deals
with pasteurization options and presence of probiotic strains.

In the experimental part, the composition of the brine was analyzed from a chemical point of
view (bioactive substances, sugars, carbohydrates), from a microbiological point of view
(presence of probiotics, pathogenic organisms) and the effect of selected pasteurization
processes on these components. Pasteurization at 90 °C for 0.5 minutes was determined as the
most suitable treatment, during which potential pathogens are being eliminated, while most of
the original bioactive components are preserved.

After suggesting the effective pasteurization treatment, suitable species of genus
Lactobacillus was selected to enrich the cabbage juice product because of decreasing of
probiotics viability during pasteurization treatment. The strain Lactobacillus plantarum was
determined as the most suitable probiotic species for cabbage juice enrichment, due its ability
to survive in 2 weeks storage at 8 °C in cabbage juice. Chemical composition after 2 weeks of
incubation with mentioned organism has changed. Quantity of lactic and acetic acid increased,
while no changes in content of vitamin C were observed.

Finally, sensory analysis was performed to evaluate suggested mixed fruit-vegetable drink.
According to results of sensory analysis, the drink composed of cabbage juice and apple-
beetroot juice in the ratio of 2:1 was found as the most acceptable.

KEYWORDS

Sauerkraut juice, sauerkraut, lactic acid bacteria, probiotics, pasteurization, apple, beetroot,
Lactobacillus plantarum, RT-PCR.
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1 UVOD

Fermentované produkty s mléénymi bakteriemi jsou znamy jiz od Starovéku, kdy se tyto
procesy pouzivaly k uchovani potravin. V posledni dob¢ stoupa popularita kvasenych potravin,
jako jsou mlécné vyrobky (pf. kefir, jogurt), dale napoj kombucha, nebo pravé kysané zeli.
Kysané zeli v raznych podobach je tradi¢ni pokrm nejen pro obyvatele stfedni a vychodni
Evropy, ale také napiiklad v Asii v podobé kimchi. Kysané zeli je pfedmétem zkoumani jiz
dlouhou dobu, samotnému nalevu a jeho pozitivnim vlastnostem nebyla vénovana dosud takova
pozornost.

Kysané zeli je povazovano za dobry zdroj vitamini, minerald, fenolickych latek a dalSich
biologicky aktivnich slouCenin. Tradicné se kysané zeli vyrabi spontanni fermentaci pomoci
bakterii mlé¢ného kvaseni, a je tedy zdrojem téchto probiotickych bakterii pfedev§im rodu
Lactobacillus. Klicovou roli hraji zminéné bakterie mlécného kvaseni, které jsou zodpovédné
za tvorbu organickych kyselin, ethanolu a dalSich latek a dodéavaji charakteristickou chut’ a
aroma tomuto produktu.

Probiotika jsou v poslednich letech Casto zmifiovana v souvislosti sjevem antibiotické
rezistence, jsou znama svymi pozitivnimi vlastnostmi na udrzovani rovnovahy stfevni
mikroflory a dalSimi ptinosy.

Tato diplomova prace se zamétuje na charakterizaci nalevu ziskaného po vymackani a filtraci
kysaného zeli. Hlavni naplni prace je optimalizovat proces tepelné pasterace, aby bylo dosazeno
zdravotni nezavadnosti a prodlouzeni doby skladovani. Z divodu velmi specifické chuti tohoto
nalevu je pro vétsi spotrebitelskou pfijatelnost soucasti prace vyvoj smésného ovocno-
zeleninového napoje. Pro zachovani lokalniho charakteru byl zvolen dzus vyrobeny z jablek a
ervené fepy, coz jsou plodiny b&zné péstované v Ceské republice. Vznikly napoj by tak mohl
byt pfijateln€jsi pro Sirsi spektrum spotiebiteldl, zejména déti. Prace byla feSena ve spolupraci
s regionalnim pramyslovym vyrobcem kysaného zeli.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Kysané zeli

Kysané zeli je tradi¢ni pokrm Siroce konzumovany ve stfedni a vychodni Evropé [1]. Zeli se
zpracovava spontanni fermentaci za pouziti pfimého soleni k uvolnéni stavy ze zeli [2].
Kli¢ovou roli hraji bakterie mlééného kvaseni, které maji schopnost produkovat organické
kyseliny, bakteriociny a vitaminy, jakoz i t€kavé slouceniny, které ovliviiuji aromaticky profil
fermentovanych potravin.

Glukoza a fruktéza jsou hlavnimi cukry preménovanymi na kyselinu mléénou a dalsi
slouceniny, které se zasluhuji o aroma a chut kysaného zeli. Hlavnim produktem kvaseni je
kyselina mlécna, nasledovana kyselinou octovou, v mensim mnozstvi lze také nalézt kyselinu
citronovou a jableCnou. Tyto kyseliny se vyskytuji pfirozen€ v syrovém zeli, mohou byt také
produkovany mikroorganismy [1].

2.1.1 Technologie vyroby kysaného zeli

Po odstranéni kost'alti a vnejsich lista se Cerstvé zeli nakraji a smicha s 2—3 % soli. Zeli je rychle
obklopeno nalevem a pokryto plastovou folii, aby bylo zajisténo vylouceni vzduchu [3].

Sal ma v technologii kysaného zeli né€kolik funkci. Jedna se o konzervant, inhibitor
endogennich pektolytickych enzymu pro zachovani textury, dale také zvysuje osmoticky tlak
v disledku uvolnéni $tavy. V uvolnéné stave jsou ponofeny nakrajené kusy zeli, ¢imz jsou
podpofeny anaerobni podminky [4].

Nasleduje vlastni kvaseni. Jedna se komplexni mikrobiologicky proces charakterizovany
¢innosti homofermentativnich 1 heterofermentativnich bakterii mlécného kvaseni (BMK).
Tento proces muze byt rozdélen na Ctyfi faze [5].

V prvni fazi dominuji aerobni bakterie. Tato Cast trva okolo tfi dni, je charakteristicka
postupnym prechodem na anaerobni stav a poklesem pH diky produkci organickych
kyselin [5]. V druhé fazi zacinaji dominovat fakultativné anaerobni BMK, jako je napftiklad
Leuconostoc mesenteroides. Tato faze trva obvykle 3—-6 dni [6]. Jako heterofermentativni
bakterie produkuje oxid uhlicity, ktery podporuje anaerobni podminky a také predchazi oxidaci
vitaminu C a ztrat€ barvy. Diky pfitomnosti fruktézy se produkuje také kyselina octova [5].

Ve tieti fazi dochézi k utlumu heterofermentativnich BMK a néastupu homofermentativnich
BMK jako je Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis [6]. Pozdé&jsi studie ukazaly také
pritomnost dalSich bakterii jako jsou Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus coryniformis,
Lactobacillus sake nebo Lactobacillus curvatus [4].

Na zacatku fermentace predstavuji BMK pouze 1 % z celkové mikroflory, o dva dny pozdéji
je 10 jiz 90 % celkové mikroflory. Za tuto dobu dojde k poklesu pH v dusledku tvorby kyselin,
coz zpusobi inhibici kompetitivni mikroflory [5].

Tvorba kyseliny mlécné pokracuje, az je dosazeno pH okolo 3,8, kdy dochézi k ukonceni
fermentace [5]. Takto kyselé podminky umoziuji zachovani kyseliny askorbové, vysledny
produkt obsahuje az 15 mg vitaminu C na 100 g [4]. KvaSeni kysaného zeli trva nékolik tydna
v zavislosti na zapojenych mikroorganismech a podminkach kvaSeni, senzorickych
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vlastnostech a cukernatosti. Sekundarni fermentace, jako jsou fermentace provadéné
kvasinkami, jsou nezadouci [3]. Proces vyroby kysaného zeli je zobrazen na obrazku 1.

—— = Cerstvy ovoeng/zeleninovy Bohaté na sacharidy. vitaminy, mineraly
Premé material a vlakninu
femeéna
bioaktivnich latek
/ Omuyti. krajeni, lisovani §tavy
Ziepseni = ¥ g o o _
senzorické kvality Pridavek sofi ool 2 % Piidavek prebiotik - sachardza, oligosacharidy
; 2

Zvyeni biologicke

dostupnosti Zivin / \
M

Pasterace

Degradace
antinatriénich latek| Spontémi |
fermentace

Kontrolovana [ s a
. Zaotkovani
| fermentace |
Probioticke . " n Py .
astnosti | “ Opakované pasazovani
i | Inokulace adaptovanych organismi
Mikrobidlni ( chlr:n%cc | 7 Fermentace
bezpecnost Pokojova teplota | i Pokojova teplota ‘ i Anazlo{lim
2472 hodin : : 24-72 hodin prostedt
Prodlouzeni -
rodlouzeni I Fermentace !
trvanlivosti | 25/30/37/40 °C |
8-72 hodin J
zhodnoceni - [ Skladovéni pii 4 °C a2 40 dni ] —

Obrazek 1 — Obecné schéma fermentacniho procesu, pfevzato a upraveno z [7]
2.1.2 Chemické zmény v priubéhu fermentace

Pti kvaSeni zeli vznika kyselina mravenci, mlééna a octova. Vyjimkou je kyselina stavelova,
jejiz obsah klesa. Pritomnost kyseliny mlécné, octové a dalSich organickych kyselin je
dilezitym faktorem pro inhibici alimentarnich patogent. Nizka hodnota pH cini organické
kyseliny rozpustné v tucich a umoziiuje jim difundovat bunéénou membranou az do cytoplazmy
patogent, coz ma pozitivni roli pii podpofe zdravi v lidském organismu. V malém mnozstvi
muze kysané zeli obsahovat také kyselinu jantarovou. Jedna se o dusledek toho, ze vznika jako
prvni krok pfi heterofermentativnim mlécném kvaseni [8].

2.1.3 Antioxidaéni vlastnosti

Kysané zeli ma vyznamnou schopnost pohlcovat volné radikaly diky fenolickym slouceninam,
které se v syrovém zeli prirozené vyskytuji. Tyto latky se nachazeji v buikach syrového zeli
jako volné molekuly 1 ve vazebnych formach. Mikroorganismus Lactobacillus plantarum je
schopen beéhem fermentacniho procesu uvolfiovat nékteré navazané fenolické slouceniny, a tim
zvySovat antioxidacni aktivitu zeli [8].

Kyselina askorbova je bioaktivni sloucCenina pfitomnd v zeli a spolu s fenolickymi
slouCeninami prispiva k jeji antioxidacni kapacit€. B€hem fermentace mize dojit ke zvyseni i
snizeni obsahu této latky. Ke zvyseni obsahu kyseliny askorbové dochazi v dusledku ptasobeni
mikroorganismi béhem fermenta¢niho procesu a v disledku degradace antioxidacni slouceniny
zvané askorbigen v kyselém prostiedi. Ztraty kyseliny askorbové béhem fermentace zeli 1ze
pri¢ist ucasti kyseliny askorbové na tvorbé askorbigenu. To na druhou stranu pfispiva ke
zvySeni antioxidacni kapacity kvaseného zeli [8].
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2.1.4 Kontaminujici mikroorganismy

Syrové zeli maze obsahovat fadu patogennich mikroorganismu, jako jsou Escherichia coli nebo
Listeria monocytogenes, které toleruji nizké pH. Z tohoto divodu je vétSina kysaného zeli
v Evropé€ pasterovana [6].

Vysledky studie autori Conner, Brackett a Beuchat v roce 1986 odhalily, Ze zelna $tava je
dobrym substratem pro rust dvou testovanych kment L. monocytogenes a podporuji dikazy, ze
zelenina, jako je zeli, by mohla slouzit jako vektor pro pfenos lidské listeriozy [9]. Piirozeny
zdroj tohoto patogenu nebyl plné popsan, ale bakterie byla izolovana z riznych zdroju, véetné
pudy, vykald, odpadnich vod, silaze a vegetace. U sporadickych vyskyta lidské listeridzy
nebyla specificka role zeleniny pfi pfenosu choroby jasné definovana; v kanadském ohnisku
vSak bylo podezieni, ze zeli hnojené infikovanymi ov¢imi vykaly vedlo ke kontaminaci
L. monocytogenes a ze prodlouzené skladovani zeli v chladu umoznilo proliferaci patogenu [9].

Na zacatku kvaSeni byly detekovany bakterie rodu Enterobacter. Detekce pouze béhem
prvnich 2—4 dni je odGvodnitelna jejich citlivosti na kombinaci soli a zvysujici se kyselosti.
Podobné jako enterobakterie byly na pocatku kvaseni identifikovany také zastupci kvasinek a
plisni, jejichz mnozstvi nebylo po deviti dnech detekovatelné [4]. Leuconostoc mesenteroides
vykazuje antimikrobialni a antifungalni aktivitu, ktera zfejmé vykazuje schopnost inhibovat
rast filmotvornych bakterii [10].

2.1.5 Rozdily pri pouziti startovaci kultury

Studie Miillera et al. (2018) sledovala rozdil v zastoupeni mikroorganismi pii pouziti
startovacich kultur Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides a spontanniho
kvaSeni [10]. Pfi pouziti startovacich kultur dominovaly laktobacily. Maximum zjisténych
BMK bylo jiz prvni den, coz je mnohem rychlejsi nez pii spontannim kvaseni. Tento jev mize
vysvétlovat vétsi inhibici enterobakterii. DalSim rozdilem byl rychly pokles pH, kdy po jednom
dni bylo pH jiz pod hodnotou 4 [11]. Zastupci rodu Leuconostoc se Siroce pouzivaji jako
startovaci kultury kimchi, a to diky pfiznivému vlivu na senzorické vlastnosti [12].

U spontanniho kvaseni byla zjisténa vét§i rozmanitost bakterii, ktera zahrnovala také
enterobakterie a pseudomonady v prvnich dnech fermentace, v pozdéjsich stadiich predev§im
laktobacily. Naopak pH bylo po jednom dni na hodnoté 5,5 a pod hodnotu 4 pokleslo az po
ttech dnech fermentace [11].

2.1.6 Glukosinolaty

Glukosinolaty (GLS) jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou rozpustné ve vode¢. VSechny
maji spole¢nou zakladni strukturu sestavajici z B-D-thioglukosidové skupiny, sulfonované
skupiny a variabilniho postranniho fetézce odvozeného od jedné z osmi zakladnich
aminokyselin.

Glukosinolaty nemaji zadny piimy biologicky ucinek. V pribéhu fermentace jsou
hydrolyzovany pomoci enzyma skupiny myrozinaz, ¢imz vznika celé spektrum biologicky
aktivnich produkti. Epidemiologické dikazy podporuji moznost, ze produkty rozkladu
glukosinolati mohou chranit pred rakovinou, zejména rakovinou gastrointestinalniho traktu a
plic. Kromé jejich chemopreventivnich u¢inku proti rakoviné podpoftilo nekolik studii in vitro

13



a in vivo roli glukosinolatovych metaboliti pfi snizovani rizika kardiovaskularnich
onemocnéni, neurodegenerace nebo diabetu [13].

V kysaném zeli je nejhojnéji zastoupen askorbinogen, ktery vykazuje vyznamné
antikarcinogenni  vlastnosti [14]. Askorbinogen vznika enzymatickou hydrolyzou
glukobrassinu na indol-3-karbinol a naslednou reakci s kyselinou L-askorbovou [15]. Nekolik
studii prokazalo antikarcinogenni ucinek askorbinogenu diky jeho schopnosti indukovat
aktivaci enzymu metabolizujicich xenobiotika a apoptézu nadorovych bunék. Kromé toho
askorbinogen uplatiiuje ochranny ucinek na DNA a snizuje hladinu estrogenu, ¢imz snizuje
moznost tvorby genotoxickych latek a propajcuje pokozce ochranu proti oxidativnimu stresu
[16].

V prubéhu fermentace se uvoliiuje fada dalSich produkt, jako je sulforafan (obrazek 2), ktery
vznika hydrolyzou glukorafaninu. Mezi dalsi zéastupce latek identifikovanych v zeli patii
glukoiberin, progoitrin, glukobrassicin, sinigrin, glukoerucin, 1-methoxyglukobrassicin a 4-
methoxyglukobrassicin [17].

I
0

Obrazek 2 — struktura sulforafanu, pfevzato a upraveno z [17]
2.1.7 Zmény v prubéhu skladovani

Skladovani zeli v lednici za béznych podminek po dobu 3 mésict ukazalo znac¢ny narast BMK,
aerobnich 1 anaerobnich mezofilnich bakterii. Zarovenn doslo ke snizeni obsahu nékterych
bioaktivnich sloucenin. Penlas et al. (2014) ve své studii predstavili vyhody skladovani
v dusikaté atmosfére [14]. Na konci skladovani byl zjistén obsah vsech skupin organismi
35 log CFU/g, tedy niz$i nez u klasicky skladovaného produktu. Zeli ulozené v dusikaté
atmosfére po 3 mésicich vykazovalo vyS§i antioxidacni kapacitu, obsah vitaminu C,
askorbinogenu a dalSich GLS. Ulozeni v dusikaté atmosféfe umozinuje efektivni zptsob
vylepsSeni mikrobiélni kvality vysledného produktu [14].

Stejny tym se zabyval také skladovanim a zménami po pouziti vysokého tlaku jako
pasteracniho zakroku. I pfes snizeni obsahu nékterych bioaktivnich sloucenin (pfedevs§im
vitaminu C) lze tuto metodu povazovat za ucinnou pro zlepSeni mikrobialni kvality [16].

Ve studii Yoona et al (2006) byla sledovana schopnost vybranych laktobacila prezivat i po
ukonceni fermentace. Byla zkouména schopnost tii bakterii mlécného kvaSeni L. casei,
L. plantarum a L. delbrueckii vyuzivat Stavu ze zeli pro bunécnou syntézu a produkci kyseliny
mlécné bez dopliku zivin. L. plantarum i L. delbrueckii byly schopny ptezit nizké pH béhem
skladovani v chladu pfi 4 °C. Naproti tomu L. casei nebyl schopen prezit vysokou kyselost a
po pouhych 2 tydnech skladovani v chladu pfi 4 °C buriky zcela ztratily zivotaschopnost [18].
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2.1.8 Antimikrobialni latky

Nedavny nartst poCtu pfipadd rezistence na antibiotika védce povzbudil k prehodnoceni
alternativnich terapeutickych moznosti. Urove rezistence na antibiotika je znepokojujici diky
vyraznému zpomaleni vyvoje novych antibiotik. Jednou z moznosti, jak kompenzovat
nedostatek novych antibiotik, je zavést bakteriociny jako terapeutické moznosti v klinické
praxi [19].

Mnoho studii zjistilo, Ze bakterie mlé¢ného kvaseni mohou vylucovat antimikrobialni peptid
obecné oznaCovany jako bakteriocin. Bakteriocin se obvykle produkuje, kdyz se bakterie
mlécného kvasSeni kultivuji do konce logaritmické faze. Kdyz koncentrace bakteriocinu
dosahne urcité urovn€, mize zabijet nebo inhibovat urcité mikroorganismy, ¢imz funguje i jako
biologicky konzervant [20].

Ve studii autort Ge et al. byl izolovan Lactobacillus paracasei ze stavy z kysaného ¢inského
zeli. Bylo prokéazano, ze tento organismus produkuje novy bakteriocin — Paracin 1.7 [21].

Paracin 1.7. ma molekulovou hmotnost priblizné 10 kDa [22]. Je citlivy na proteinazu K,
odolny vici zahfevu (121 °C po dobu 20 minut) a je aktivni v §irokém rozmezi pH 3-8. Kromé
zminénych vyhod ma Paracin 1.7 Siroké spektrum inhibice a bylo prokazano, ze inhibuje rtst
Siroké skaly grampozitivnich a gramnegativnich bakterii [17].

Ve studii autori Peng et al. (2021) byl zjaciho jogurtu izolovan bakteriocin
Plantaricin LP 21-2 [23]. Tento bakteriocin produkovany organismem Lactobacillus
plantarum ma molekulovou hmotnost 1362,84 Da a vykazuje Siroké antimikrobialni spektrum
proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim a kvasinkam druhti Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi a Saccharomyces cerevisiae. Plantaricin je odolny vuci zahfevu (96%
antibakterialni aktivita po ohfevu pii 121 °C po dobu 15 minut) a kyselinam (pH 2-5), ale mtze
byt inhibovan proteazami. Kromeé toho Plantaricin pasobil na buné¢né membrany a tvofil pory,
které¢ zabijely bakterie. Tato zjisténi ukazuji, ze bakteriocin ma potencial byt pouzit pfi
konzervaci potravin; stavajici vyzkum vsak zistava nedostatecny [23].

Nisin je bakteriocin produkovany Lactococcus lactis subsp. lactis, ktery je §iroce vyuzivan
jako potravinovy konzervant jiz vice nez 60 let. FDA (Food and Drug Administration, USA)
klasifikuje nisin jako GRAS (Generally Recognized as Safe) a jeho pouziti jako pfisady pro
konzervaci potravin je povoleno v mnoha dalSich zemich. Nisin je neSkodny, tepelné stabilni a
komercné dostupny pro pouziti v riznych potravinarskych vyrobcich. Nisin neztraci svou
antimikrobialni aktivitu po pasterizaci, sterilizaci a dalSich metodach zpracovani. Bylo
prokazano, ze je ucinny v riznych potravinovych systémech, protoze inhibuje rist Cetnych
grampozitivnich patogennich bakterii. Nisin se Casto pouziva v mléénych vyrobcich a
konzervovanych potravinach, protoze je ucinny pii inhibici proliferace tepelné odolnych
mikroorganismil tvoricich spory, zejména téch, které patii do rodu Bacillus, Lactobacillus,
Listeria a Clostridium [24].

2.2 Probiotika

Probiotika byla definovana jako zivé mikroorganismy, které pfi podavani v adekvatnim
mnozstvi prispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele [25].
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2.2.1 Utinky probiotik

Zdravi prospésné ucinky probiotik jsou vysledkem slozitych mechanismu, nékdy se

prekryvajicich, které jsou obecné prisné kmenove specifické, 1 kdyz nékteré z nich mohou byt

bézné sdileny mezi riznymi kmeny patficimi do stejné taxonomické skupiny, jako je rod [26].
Protoze se jedna o biologické organismy, probiotika pravdépodobné vyjadiuji vice nez jeden

mechanismus, ktery mize prispét k danému klinickému vysledku, coz komplikuje vyzkumné

usili o identifikaci mechanismu probiotické funkce u lidi [27].

Tyto mechanismy zahrnuji:

1) posileni funkce epitelialni bariéry

2) modulaci stfevni mikroflory

3) kompetitivni vylouceni a inhibici patogenti

4) produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (povazovano za typicky spolecny
mechanismus sdileny mezi kmeny)

5) produkci dal§ich malych slouceniny s rovnéz systémovou aktivitou

6) modulaci imunitniho systému s kmenové specifickymi riznorodymi aktivitami [28].

Posileni stfevni bariéry lze povazovat za Casty mechanismus sdileny na druhové urovni
mezi kmeny [29]. Stfevni mikroflora hraje dilezitou roli pfi syntéze vitaminu K a nékolika
slozek vitamint skupiny B, podili se na rozkladu riznych fenolickych sloucenin, GiCastni se
metabolizace xenobiotik a 1ékt. V neposledni fadé mikroflora udrzuje stfevni homeostazu a
brani nadmérnému rastu rezistentnich patogena [30].

Naptiklad Lactobacillus rhamnosus je spojovan se zvySenou funkci stievni bariéry a expresi
epitelialnich protein tésného spojeni. Naopak, pokud dojde k premnozeni patogenu
Clostridium, jedna se Casto o piiznak stfevni mikrobialni dysbidzy a zvySené propustnosti stfev
(tzv. syndrom netésného stfeva) [30]. Ve skuteCnosti tvoti stfevni epitelidlni buriky, které jsou
propojené proteiny t€snym spojenim, hlavni gastrointestinalni bariéru chréanici hostitele pred
Skodlivymi mikroorganismy a toxickymi latkami. Pfi naruSeni této stfevni bariéry se zvySuje
propustnost stieva, coz zpusobuje onemocnéni gastrointestinalniho traktu a dysfunkci dalSich
organu [26].

Mikrobiota muze také hrat roli ve fungovani jinych organovych systému véetné mozku [30].
Interakce mikrobioty a hostitele nejen ovliviiuji travici trakt hostitele, ale jsou také zapojeny do
mnoha imunologickych a fyziologickych reakci, které ovliviiuji rizna mista a systémy téla [31].

Ukazalo se také, ze normalni stfevni mikroflora se ucastni zvySovani koncentraci kyseliny
pyrohroznové, kyseliny citronové, kyseliny fumarové a kyseliny jablecné v séru. Tyto
metabolity jsou indikatory vyssiho energetického metabolismu [29].

V prabéhu zivota cloveéka mikrobiota kolonizuje stfeva od narozeni a zacina se stabilizovat
v prvnich letech Zivota. U zdravych dospélych jedinct vykazuje mikrobiota vyssi komplexnost
a rozmanitost. Na slozeni mikrobioty ma vliv mnoho faktord prostfedi, z nichz nejdualezitéjsi
jsou strava, zpusob podavani, uzivani 1éka (antibiotik) a starnuti [32].

Modulace stfevni mikroflory ve skutecnosti pfedstavuje potencialni nastroj pro podporu a
obnovu zdravi a lze ji dosahnout pfizpisobenim dostupnosti zivin konkrétnim prospésnym
bakteriim, pouzitim probiotik [26].
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2.2.2 Prehled zastupcu

Probiotické bakterie patfi pfedev§im do rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. Nicméné jsou
znami 1 zastupci patfici mezi sporulujici bakterie nebo kvasinky. Piehled nejvyznamnéjSich
zastupcu je uveden nize.

e Bakterie mlécného kvaseni

e Rod Lactobacillus — L. acidophilus, L. amylovorus, L. brevis, L. bulgaricus,
L. casei, L. cellobiosus, L. crispatus, L. curvatus, L. delbrueckii spp. bulgaris,
L. fermentum, L. gallinarum, L. helveticus, L. johnsonii, L. lactis, L. paracasei,
L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus;

e Rod Streptococcus — Streptococcus salivaris spp. thermophiles;

e Rod Lactococcus — L. lactis cremoris;

e Rod Leuconostoc — Lc. mesenteroides;

e Rod Pediococcus — P. pentosaceus, P. acidilactici.

e Bifidobakterie

e Rod Bifidobacterium — B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve,
B. essensis, B. infantis, B. laterosporum, B. thermophilum, B. longum.

e Propionibakterie

e Rod Propionibacterium — P. acidipropionici, P. freudenreichii, P. jensenii,
P. thoenii.

e Enterobakterie

e Rod Enterococcus —E. fecalis, E. faecium.
e Sporulujici bakterie

e Rod Bacillus — B. alcolophilus, B. cereus, B. clausii, B. coagulans, B. subtilis.
e Dalsi bakterie

e Rod Escherichia coli — E. coli;
e Rod Sporolactobacillus — S. inulinus.

e Kvasinky

e Rod Saccharomyces — S. cerevisae boulardii [33]

2.2.3 Rod Lactobacillus

Tento rod je fazen do Celedi Lactobacillaceae. Jedna se o psychrofilni, nepohyblivé organismy
tyCinkovitého tvaru. Jedna se o nesporulyjici, grampozitivni, fakultativné anaerobni
mikroorganismy.

VétSina zastupct vyzaduje aktivitu vody nad 0,95, rast se zcela zastavi pii aktivité vody pod
0,92 [34]. Optimalni pH pro rust je vrozmezi 5,5-6,5, teplotni rozsah je Siroky mezi
5-45°C [35].
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Laktobacily maji komplexni nutri¢ni pozadavky na aminokyseliny, peptidy, nukleotidové
baze, vitaminy, mineraly, mastné kyseliny a sacharidy [36].

Homofermentativni druhy fermentuji prevazné cukry na kyseliny mlénou [34]. Jsou
schopné ziskat az 85 % kyseliny mlécné z glukozy. Fermentace je ekvivalentni vzniku 2 molu
kyseliny mlécné z 1 molu glukozy [35].

Heterofermentativni druhy fermentuji cukr (glukozu) na kyselinu mlécnou a dalsi latky jako
je ethanol a produkuji oxid uhli¢ity. Tvorba plynu je pravidelné pficinou kazeni potravin [34].
Vytézek kyseliny mlécné je nizsi, pohybuje se okolo 50 %. Kazdy mol glukozy je
metabolizovan za vzniku 1 molu kyseliny mlééné, 1 molu ethanolu a 1 molu oxidu
uhlicitého [35]. Srovnani homofermentativniho a heterofermentativniho metabolismu je
zobrazeno na obrazku 3.

Treti skupinou jsou obligatné heterofermentativni druhy, které vedle kyseliny mlécné
produkuji také kyselinu octovou a oxid uhlicity [35].
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Obrazek 3 — Metabolismus laktobacili, pfevzato a upraveno z [36]

2.2.4 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium byl historicky uvazovan v ramci skupiny BMK piedevsim pro produkci
kyseliny mlécné a podobné morfologie. Postupem ¢asu bylo zjisténo, ze maji jedineCny zptisob
kvaseni cukru a jsou fylogeneticky odlisné (pfibuznéjsi skupiné grampozitivnich bakterii
Actinomycetaceae). Bifidobakterie jsou pfirozenym obyvatelem gastrointestinalniho traktu lidi
a zvifat, s prospéSnymi rolemi pro zdravi hostitele [37].

18



Radi se mezi grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé anaerobni bakterie [38].
Bifidobakterie se vyznacuji specialni metabolickou drahou, ktera jim umoziiuje produkovat
kyselinu octovou a kyselinu mléénou v molarnim poméru 3:2, bez tvorby oxidu uhlicitého.
Jedna se o vybiravé bakterie naro¢né na ziviny. Optimalni pH pro rast se pohybuje mezi pH
6,0-7,0, k inhibici ristu dochazi pti dosazeni pH 4,5-5,0. Jedna se o mezofilni organismy
s teplotnim optimem 3741 °C [39].

2.2.5 Testovani vlastnosti probiotickych kmenu

Podle pokyni pro hodnoceni probiotik v potravinach, které zvefejnila spoleCna pracovni
skupina FAO/WHO, jsou dva z aktualné nejrozsifenéjsich testt in vitro odolnost vii¢i zaludecni
kyselosti a zluCovym solim. Dalsi experimenty pouzivané k charakterizaci probiotik jsou
produkce antimikrobialnich sloucenin, schopnost modulovat imunitni reakce a adheze ke
tkanim stfeva. Mechanismus, kterym mohou probiotika antagonizovat patogeny, zahrnuje
produkci antimikrobialnich sloucenin, jako je kyselina mlécna, kyselina octova, peroxid vodiku
a bakteriociny.

I kdyz jsou zastupci rodu Lactobacillus klasifikovany jako GRAS mikroorganismy, a to kvili
jejich dlouhému a bezpeCnému pouzivani jako startovaci kultury ve fermentovanych
produktech, je dulezité posoudit bezpecnost téchto mikroorganismi, pokud jsou urCeny k
vyuziti jako potravinaiské pridatné latky. S ohledem na rostouci obavy z rezistence vuci
antibiotikiim je tfeba analyzovat i potencialni rezistenci probiotik. Probiotické kmeny, stejné
jako bakterie pouzivané v potravinach, mohou obsahovat geny rezistence, které mohou byt
pfeneseny na patogenni bakterie. Z tohoto divodu by probiotické kmeny urcené pro trh mély
byt testovany na prenositelné geny rezistence [40].

2.2.6 Praktické vyuziti probiotickych bakterii

Probiotika se pouzivaji pfevazné v mléénych vyrobcich, protoze mléko je piiznivé kultivacni
médium pro probiotika. Probiotické mlécné vyrobky vsak nejsou vhodné pro urcité skupiny
spotiebiteld, protoze piiblizné 65 % svétové populace trpi intoleranci laktézy a dalSimi
nemocemi jako je alergie na mlécnou bilkovinu, nebo alergie na piitomnost cholesterolu
v mlécnych vyrobcich. Tyto zdravotni problémy a zvySujici se trend dietnich moznosti, jako je
vegetarianstvi a veganstvi, podpofily posun k vice nemléCnym potravinam, jako jsou
probioticky fermentované cereéalie, nemlééné nahrazky mléka a ovocné a zeleninové §t'avy [41].

Ovocné stavy byly navrzeny jako idealni substrat pro vyvoj nemléénych probiotickych
napoju. Kromé zdravych slozek ovocnych s§t'av, jako jsou vitaminy, antioxidanty a fenolické
latky, nabizeji také nékolik vyhod pro riist a preziti probiotickych mikroorganismu. Konkrétné
obsahuji vysoky obsah Zivin a cukrt, které jsou dulezité pro rust probiotik a v kombinaci
srychlym prichodem drsnym kyselym prostfedim zaludku maji za nasledek vysokou
zivotaschopnost probiotickych bunék [42].

Ve studii Conforia et al. (2016) byly vyvinuty nové nemlécné fermentované napoje
z mrkve, jahod, fenyklu, melounu, cibule a raj¢at pomoci mikroorganismi komercniho vodniho
kefiru (obsahoval podle vyrobce piiblizné 10° CFU/g zastupct Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc a Saccharomyces) [43]. Vysledky ukazaly, ze bakterie mlééného kvaSeni a
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kvasinky byly schopny rust v testovanych stavach, nejvétsi zastoupeni mikroorganismu bylo
stanoveno ve §tavé z melounu. Za spotiebitelsky nejpiijatelnéjsi byl piijat kefir z mrkve [43].

2.2.7 Prebiotika

V roce 1995 definovali Gibson a Roberfroid prebiotika jako nestravitelnou slozku potravy,
ktera priznivé ovliviluje hostitele selektivni stimulaci ristu a/nebo aktivity jedné nebo
omezeného poctu bakterii v tlustém stieve, a tim zlepSuje zdravi hostitele [44]. Tato definice
brala v potaz pouze mikrobidlni zmény v lidském stievé. Pozdéji byla tato definice rozsifena
aredefinovana jako ,selektivné fermentovana slozka potravy, kterda umoziuje specifické
zmeny; jak ve slozeni, tak v aktivité v gastrointestinalni mikrobioty, ktera ma piinos pro pohodu
a zdravi hostitele™ [45].

V zavislosti na této definici musi prebiotika spliiovat nasledujici kritéria, kterd jsou ovérena
testy in vivo a in vitro:

a) nestravitelnost (odolnost vici zaludecnim kyselinam s nizkym pH, enzymatickému
traveni a stfevni adsorpci);

b) fermentace stfevnimi mikroorganismy;

c) selektivni stimulace aktivity a rastu stfevnich bakterii [44].

Prestoze probiotika 1 prebiotika sdili bézné mechanismy uc¢inku (pfedevsim pii modulaci
endogenni flory), lii se ve slozeni a metabolismu. Uloha prebiotik v GIT je lépe znama nez
uloha probiotik. Prebiotika, podobné jako dalsi nestravitelné sacharidy, vykazuji osmoticky
ucinek na GIT (dokud nejsou fermentovany) a po fermentaci zvySuji produkci intestinalniho
plynu [46].

S vyjimkou inulinu jsou jako prebiotika znamé smeési nestravitelnych oligosacharidu (fetézce
obsahujici 3—10 jednotek). Oligosacharidy jsou nizkomolekularni sacharidy s nizkym stupném
polymerizace. Vykazuji vlastnosti typické pro dietni vlakninu a vyskytuji se v nékterych
druzich zeleniny jako fruktany (Cesnek, cibule, chiest a porek), stachyoza v sdjovych bobech
nebo galaktooligosacharidy v matefském mléce. Oligosacharidy jsou snadno rozpustné ve
vodé, maji mirné sladkou chut, jsou schopné vazat vodu a maji zelirovaci schopnosti [47].

Glykosidicka vazba je odolna travicim enzymum, diky ¢emuz jsou oligosacharidy malo
zpracovany v GIT a jsou k dispozici jako substrat pro probiotika. Jsou fermentovany za
produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (octova, propionova, maselna, mlécna
kyselina) a plyna (oxid uhlicity, vodik, methan) [47].

2.3 Pasterace

Pasterace je tepelna uprava, pii které se potraviny zahteji pod 100 °C. Pouziva se k
minimalizaci zdravotnich rizik zptsobenych patogennimi mikroorganismy v nekyselych
potravinach a k prodlouzeni trvanlivosti kyselych potravin, jako jsou ovocné §tavy, na nékolik
dni nebo tydnu inaktivaci mikroorganismu a/nebo inaktivaci enzymu [48].
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Sterilace eliminuje nejen zivé bunky, ale také spory. Lze pouzit rizné kombinace Casu a
teploty [49]. V praxi mohou piezit nékteré vice tepelné odolné sporotvorné organismy; ty vsak
nejsou patogenni, jsou termofilni povahy a nemohou rast pii okolni teploté skladovani. Tento
stav se nazyva komercni sterilita [50].

Tepelna pasterizace je mirné tepelné oSetieni bézné pouzivané pro konzervaci Siroké skaly
potravin. Muze vSak mit negativni vliv na kvalitu potravin, a proto byly objeveny nové
technologie pasterizace: vysokotlaké zpracovani, pulzni elektrické pole, ohmicky ohfev,
mikrovinny ohtev a dalsi. Tyto nekonvenc¢ni techniky mohou také ovlivnit vlastnosti potravin
v zavislosti na potravinové matrici a podminkach oSetfeni. Je treba dale pracovat na
optimalizaci podminek procesu, které zaruci bezpecnost potravin a zaroven minimalizuji jeji
dopad na kvalitu potravin [51].

Ultrazvukova sterilizace je slibna metoda netepelného zpracovani a potencialni alternativa k
tradi¢ni tepelné pasterizaci. Aplikace sonifikace by mohla podle nedavnych studii vytvofit
vysoce kvalitni, mikrobiologicky bezpe¢né a vysoce nutricné hodnotné §tavy, jako je
pomerancovy nebo ostruzinovy dzus [52,53]. Bylo zjiSténo, Ze sonifikace je ucCinna prfi
zvySovani hladiny kyseliny askorbové v jablecné stave [54].

Mikrovinna sterilizace poskytuje podobné vyhody jako konvenéni sterilizace, ale muze dale
zlepsit kvalitu produktu a zkratit dobu vystaveni energii, proto si zachovava pfirozenéjsi
organoleptické vlastnosti §tavy a ma niz§i riziko, Ze zpusobi ztratu rozhodujicich
termolabilnich zivin [55].

Ultra-vysokotlaka sterilizace je nova sterilizacni technologie, kterda umoziuje zpracovavat
razné druhy potravin v kontinualni tekutin€, s vysokou ucinnosti inaktivuje patogenni a vétsinu
kazicich se mikroorganismu. Jednou z hlavnich vyhod této metody je, Ze méné poskozuje
funkéni a nutricni vlastnosti ovocné Stavy, jako je jeji antioxidacni kapacita, slozeni
fenolickych latek a obsah provitaminu A, vitaminu C, ve srovnani s bé€zné€ pouzivanymi
tepelnymi upravami [54,52].

Evropska komise zaradila produkty oSetfené vysokym tlakem do kategorie novych potravin
regulovanych legislativou. Stru¢né€ feCeno, rizné zpusoby sterilizace maji své vlastnosti,
vyhody a nevyhody, a proto maji rizné acinky na suroviny [52].

2.3.1 Zmény bioaktivnich latek béhem pasterace

Dosud byla dokumentovana Siroka Skala reakci na pasterizaci, od zadné zmény az po vyznamny
pokles [56,57,58]. Zda se, ze jednoduchy tepelny rozklad je nejpravdépodobnéjsi pticinou ztrat
bioaktivnich slou€enin po sterilizaci, a to zavisi na jejich chemickeé struktute, pficemz molekuly
sestavajici z nenasycené struktury jsou nachylnéjsi k degradaci. Kromé toho muaze rozpustény
kyslik v tekutych potravinach zvysit rychlost degradace bioaktivnich sloucenin [59].

Hlavni sledovanou latkou vétSiny studii byl vitamin C, dochazi také k poklesu glukosinolati,
karotenoidi, anthokyant, fenolickych latek, tokoferolt nebo flavonoida [56,57,58,59].

Vitamin C je pfitomen v ovoci a zelening, Casto se také pridava beéhem zpracovani, aby se
zabranilo zejména enzymatickému hnédnuti. Ackoli byl vitamin C pravdépodobné nejvice
studovanym vitaminem, pokud jde o ztraty béhem tepelnych Uprav, stale existuji nedostatky
v pochopeni jeho ztraty. Vitamin C se sklada ze dvou sloucenin, z nichz obé& nesou vlastnost
vitaminu: kyselina askorbova (redukovana forma) a kyselina dehydroaskorbova (oxidovana
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forma). Plody mohou obsahovat obé formy, pfiCemz poméry se li§i v zavislosti na druhu,
fyziologickém stavu apod. Tyto molekuly maji riznou nachylnost k oxidaci a tepelné degradaci.
Kyselina askorbova muze byt snadno oxidovana a prevadéna sdruzenou oxidacné-redukéni
reakci s chinony polyfenola na kyselinu dehydroaskorbovou. Oxidace polyfenolt tak vede ke
ztraté kyseliny askorbové. Kyselina dehydroaskorbova muze byt dale hydrolyzovana na
kyselinu 2,3-diketoglutarovou, ktera nasleduje reakcni fetézec degradace cukru. Kyselina
askorbova je tedy vysoce citliva na degradaci oxidaci, ale je velmi stabilni v anaerobnich
podminkach. Naopak kyselina dehydroaskorbova je citliva na Streckerovu tepelnou degradaci
nezavisle na koncentraci kysliku. Kyslik mize byt limitujicim Cinidlem, zejména v hermeticky
uzavienych nadobach nebo v uzavienych procesnich smyckach. Jakmile je zasobarna
rozpusténého kysliku vycCerpana, degradace kyseliny askorbové se zastavi nebo se alespon
zpomali [49].

Dietni vlaknina odpovida polysacharidim (a stopam ligninu), které tvoii jejich bunécné
stény. Tepelné oSetfeni ma omezeny vliv na celkovy obsah vlakniny. Obecné vede k modifikaci
rovnovahy rozpustné/nerozpustné vlakniny zvySenim rozpustné vlakniny v dasledku degradace
pektinu [49].

24 PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla vynalezena Mullisem v roce 1983 a patentovana
vroce 1985. Jeji princip je zalozen na pouziti DNA polymerazy, jedna se tedy o in vitro
replikace specifickych sekvenci DNA. Tato metoda muze generovat desitky miliard kopii
konkrétniho fragmentu DNA (cilové DNA) z templatu DNA [60].

2.4.1 Prubéh PCR reakce

PCR zahruje enzymatickou syntézu miliont kopii specifického segmentu DNA.
Exponencialni amplifikace velmi malého mnozstvi templatové DNA je dosazeno pouzitim
tepelné stabilni DNA polymerazy a automatizovaného tepelného bloku, ktery je schopen
rychlych zmén teploty.

Molekula templatové DNA je zpocatku denaturovana na dva jednotlivé fetézce zahratim na
vysokou teplotu (typicky 90-95 °C) v prvni fazi cyklu PCR.

Druha faze cyklu spociva v ochlazeni reakce, coz umoziuje nasedani jednotetézcovych
oligonukleotidovych primerd na denaturovanou templatovou molekulu. Dva malé
oligonukleotidy, které jsou komplementarni k sekvencim na opacnych vldknech templatové
molekuly a které lemuji segment DNA, ktery ma byt amplifikovan, se pouzivaji jako primery
pro DNA polymerazu.

Tretim stupném reakce je prodlouzeni nového vlakna z temperovaného primeru ve sméru 5'
az 3' tepelné stabilni polymerazou. To se provadi pfi optimalni teploté pro polymerazu
(68-72 °C).

Po prvnim cyklu byla kazda templatova molekula amplifikovana na dvé molekuly. Ty jsou
zase denaturovany v dal§im cyklu a amplifikovany za vzniku &tyf molekul. Ctyfi molekuly jsou
zesileny na osm ve tretim cyklu a tak dale. Kazdy nasledujici cyklus G¢inné zdvojnasobuje
mnozstvi produktu DNA. Trifazovy cyklus denaturace, nasedani a extenze primeru se
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v typickém postupu PCR opakuje 25-40krat. Produktem takové reakce je velké mnozstvi
dvouvlaknové molekuly DNA, jejiz délka je urCena vzdalenosti mezi primery. Produkty PCR
jsou vizualizovany elektroforézou nasledovanou barvenim fluorescen¢nimi barvivy nebo
hybridizaci se znac¢enymi oligonukleotidovymi sondami [61].

2.4.2 Slozeni reak¢ni smési

PCR se provadi v pufrované reakcni smeési sestavajici z paru primert, templatové DNA, DNA
polymerazy, hofe¢natych (Mg?*) iontli a deoxyribonukleosidtrifosfati (INTP). Pufr udrzuje pH
reakCni smési a dodava draselné (K*) nebo amonné (NH4") ionty pro optimalni enzymatickou
aktivitu. Tyto ionty podporuji nasedani primerd na templatovou DNA, destabilizuji
nedokonalou vazbu mezi primery a necilovymi oblastmi a zvysSuji specificitu PCR [62].

Primery se vazou na pozadované segmenty DNA a vymezuji je, coz umoziiuje syntézu DNA
pomoci DNA polymeraz [62]. Nejcastéji pouzivanou polymerazou je enzym izolovany z
Thermus aquaticus (Taq DNA polymeraza) [61].

2.4.3 Vyhoda vyuziti PCR pro detekci a identifikaci laktobacila

Laktobacily je Casto obtizné od sebe odlisit klasickymi mikrobiologickymi technikami, protoze
vétSina z nich ma podobné nutricni a rastové pozadavky, dale je také analyza fenotypovych
charakteristik Casové naro¢na. Rychlé a presné analytické techniky jsou dilezité pro kontrolu
kvality probiotickych produktu, in situ identifikaci probiotik a monitorovani, a proto se moderni
molekulami techniky stavaji stale dulezitéjsi. Pro analyzu genotypovych charakteristik bylo
Siroce prijato nekolik technik, vCetné hybridizace DNA-DNA, elektroforézy celobunécného
proteinu na gelu s dodecylsulfatem sodnym a polyakrylamidem a analyzy nahodné
amplifikované polymorfni DNA [63]. V soucasnosti se pro bakterialni taxonomii a identifikaci
bézné pouzivaji identifikacni metody vyuzivajici sekvence genu 16S rRNA. Obecné plati, ze
kmeny, které vykazuji >98% podobnost v sekvenci tohoto genu, jsou povazovany za stejny
druh [64].

Naproti tomu metody identifikace bakterialnich druhi zalozené na PCR jsou obecné
povazovany za rychlé, jednoduché a presné [64]. RT-PCR poskytuje moznost monitorovat
prubéh PCR reakce. Nepretrzité monitorovani fluorescence umoziuje kvantifikaci po¢atecniho
poctu kopii, zatimco kontinualni monitorovani pomalého zahfivani poskytuje kvalitativni
informace o amplikonu po PCR. Teplota tani, pii které taje duplex DNA, poskytuje informaci
o konkrétni sekvenci [62].
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3 CILE PRACE

V ramci prace budou feseny nasledujici dil¢i cile:

1) reserSe - technologie vyroby kysaného zeli, slozeni nalevu

2) metody identifikace a charakterizace hlavnich slozek nalevu (mlécné bakterie, chemické
slozeni)

3) optimalizace postupu stabilizace zelné stavy pasteraci

4) vyvoj smesnych ovocno-zeleninovych $§tav na bazi nadlevu z kysaného zeli, jejich
charakterizace a stabilizace

5) senzoricka analyza smésnych stav
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie pro analyzy

ABTS, Sigma-Aldrich (SRN)

Dusitan sodny, LachNer (CR)

Chlorid hlinity, LachNer (CR)

Ethanol UV-VIS, LachNer (CR)

Fenol, LachNer (CR)

Folin-Ciaultovo ¢inidlo, LachNer (CR)
D-fruktoza, Sigma-Aldrich (SRN)

D-glukoéza, Sigma-Aldrich (SRN)
Hexakyanozeleznatan draselny, Lachema (CR)
Hydrogenarseni¢nan sodny, Sigma-Aldrich (SRN)
Hydrogenuhligitan sodny, LachNer (CR)
Hydroxid sodny, LachNer (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina citronova, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina L-mlé¢na, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina octova 99,8%, LachNer (CR)
Kyselina octova, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina sirova 96%, LachNer (CR)
Molybdenan amonny, LachNer (CR)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Propidiumjodid, eBioscience (USA)
Sachardza, Sigma-Aldrich (SRN)

Siran m&d'naty pentahydrat, LachNer (CR)
Siran sodny, LachNer (CR)

Siran zine¢naty, LachNer (CR)

Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

Uhli¢itan sodny, LachNer (CR)

Vinan sodno-draselny, Lachema (CR)

4.2 Pouzité chemikalie pro kultivace

Agar powder, Himedia (IND)

Endo agar, Himedia (IND)

LB broth, Miller, Sigma-Aldrich (SRN)

MRS, Himedia (IND)

McConkey médium, Himedia (IND)

YPD broth, Sigma-Aldrich (SRN)

HiCrome Listeria Itavian-Agosti Agar, Himedia (IND)

L. mono Enrichment Supplement I, Listeria selective supplement, Himedia (IND)
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4.3 Pouzité chemikalie pro bunécné linie

Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)
Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

EMEM médium - Sigma-Aldrich (SRN)

Ethanol pro UV/VIS, Lach:ner (CR)

Fetalni bovinni sérum, HyClone (USA)

Kyselina chlorovodikova, LachNer (CR)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

Trypanova modf, Biotech (SRN)

4.4 Pouzité chemikalie pro PCR a elektroforézu

Agarodza pro elektroforézu, Serva, Heidelberg, (SRN)

DNA standard FastGene 100 bp DNA Ladder, Malamité (CR)
Ethanol p.a., Penta, Chrudim (CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina, Serva, Heidelberg (SRN)
GelRed, Biotium (USA)

Midori Green Advance, Elisabeth Pharmacon (CR)

Omni DNA extraction kit, Elisabeth Pharmacon (CR)

PCR ultra H>0, Top-Bio (CR)

Primery, Elisabeth Pharmacon (CR)

Red load, Top-Bio (CR)

qPCR 2x SYTO-9, Master Mix, Top-Bio (CR)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan), Serva, Heidelberg, (SRN)

4.5 Pouzité pristroje

Analytické vahy, Boeco (SRN)

CellCulture CO; Inkubator, ESCO (SRN)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (SRN)

Centrifuga miniSpin plus, Eppendorf (SRN)

Cycler Rotor-gene 6000, Corbett Life Science (USA)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)

HPLC sestava Ultimate 3000 s UV/VIS a RI detektorem —Thermo Fisher (USA)
Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-scientific, Laboserv (CR)
Nanodrop - NanoPhotometer® N60, IMPLEN (SRN)

PCR box, Biosan (LT)

Prutokovy cytometr Apogee A50, Apogee Flow Systems (GB)
Predvazky Ohaus, ScoutPro (USA)

Spektrofotometr, Helios 6, Unicam (GB)

Termostat INCU-Line, VWR (USA)

Transluminator Azure Biosystems c200, Thermo Fisher Scientific (USA)
Vortex, Vitrum (SRN)
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Zartizeni na elektroforézu Easy — Cast, Owl Scientific (USA)
Zdroj elektrického napéti na elektroforézu Enduro 300 V, Labnet International (USA)

4.6 Analyzované vzorky

Jako hlavni vzorek byla v préaci pouzita Turanské zelna stava (obrazek 4). Slozeni zelné §tavy
uvedené na obale: $tava z kysaného zeli, sul a kmin. Vyzivové tidaje uvedené vyrobcem na
100 ml: energetickd hodnota: 45 kJ/11 kcal, tuky 0,1 g (z toho nasycené mastné kyseliny
<0,1 g), sacharidy 1,6 g (z toho cukry 1,0 g), bilkoviny 0,3 g, sul 2 g.

Pro senzorickou analyzu byl dale pouzit dzus Jablko fepa znacky Albert (lisovany za studena,
pasterovany), ktery obsahuje 60 % jablecné stavy a 40 % stavy z Cervené fepy. Vyzivové udaje
uvedené vyrobcem na 100 ml: energeticka hodnota 183 kJ/43 kcal, tuky 0,1 g (z toho nasycené
mastné kyseliny 0,1 g), sacharidy 10,2 g (z toho cukry 10,0 g), bilkoviny 0,5 g, sul 0,04 g.

ﬁianska

Zefné <§de@

Obrazek 4 — ukazka pouzitych vyrobku k analyze
4.7 Pouzitd bunécéna linie

Pro in vitro testovani byla zvolena adherentni bunécna linie Caco-2 ze sbirky bunéénych kultur
Cell Lines Services (Némecko).

4.8 Pouzité bakteridlni kultury

Bakterialni kultury, které byly v praci pouZity, jsou uvedené v tabulce 1 a byly ziskany z Ceské
sbirky mikroorganismd, Brno, CR (Czech Collection of Microorganisms, CCM).
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Tabulka 1 — Kultury pouzité v experimentalni ¢asti

Cisté bakteridlni kultury
Lactobacillus acidophilus 4833
Lactobacillus casei 4798
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 7190

Lactobacillus plantarum 7039

4.9 Pasterace vzorku

Vzorek Cerstvé zelné stavy byl zahtivan po dobu rizné kombinace teploty a ¢asu pro dosazeni
pasterac¢niho efektu. Zvolené kombinace teploty a doby zahfevu jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 — Pastera¢ni zakroky

Aplikované pasteracni zakroky

teplota 70 °C po dobu 3 minut

teplota 80 °C po dobu 2 minut

teplota 90 °C po dobu 1 minuty
teplota 90 °C po dobu 0,5 minuty

4.10 Méreni pH

Pred vlastnim stanovenim byla provedena kalibrace pH metru standardnimi pufry (pH 7,01 a
4,01). Hodnota pH byla stanovena tfemi meéfenimi a zaznamenana na 2 desetinnd mista. Z
nameétenych hodnot byla stanovena pramérna hodnota.

4.11 Spektrofotometrické analyzy
4.11.1 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

K 1 ml Folin-Ciocalteuova cinidla zfedéného vodou 1:9 byl ptidan 1 ml vody a 50 pl vzorku.
Po promichani se roztok nechal pét minut stat a poté bylo pfidano 1,5 ml nasyceného roztoku
uhli¢itanu sodného. Po promichéani a 15minutovém stani byla méfena absorbance pii 750 nm.
Jako kalibra¢ni roztok byla pouzita kyselina gallova v koncentracnim rozmezi 0,1-0,7 mg/ml.
Vysledna koncentrace fenolickych latek byla vypocitana pomoci nasledujici kalibracni rovnice.

A=12498 -c
R? = 0,980 (1)

4.11.2 Spektrofotometrické stanoveni flavonoidu

K 0,5 ml stanovovaného vzorku bylo pfidano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% dusitanu
sodného. Po promichani se roztok nechal 5 minut stat a potom byl pfidan 0,2 ml 10% chloridu
hlinitého. Po promichani se nechal roztok pét minut stat a poté byl piidan 1,5 ml 1 M roztoku
hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Roztok se nechal 15 minut stat. Poté byla zmétena
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absorbance pii 510 nm. Jako kalibrac¢ni roztok byl pouzit roztok katechinu v ethanolu v
koncentra¢nim rozmezi 0,05-0,3 mg/ml. Vysledna koncentrace flavonoida byla vypocitana
pomoci nasledujici kalibra¢ni rovnice.

A=3,0062 -c
R? = 0,995 (2)

4.11.3 Spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni kapacity

ABTS bylo rozpusténo v destilované vodé na koncentraci ¢=7 mmol/l. Radikalovy kationt
ABTS™ byl ziskan reakci s 2,45 mmol/l peroxodisiranu draselného. Roztok byl ponechan
nejméné 12 hodin ve tmé pfi laboratorni teploté. Pied pouzitim byl radikal zfedény ethanolem
na absorbanci A=0,700 £ 0,020 pfi 734 nm proti ethanolu. Do zizené kyvety byl napipetovan
1 ml radikalu, nasledné bylo pfidano 10 pl extraktu a byl zaznamenam pokles absorbance po
10 minutach. Blank byl pfipraven pouzitim 10 ul destilované vody. Pro kalibraci byl pfipraven
roztok Troloxu v rozmezi koncentraci 50—400 ug/ml. Celkova antioxidacni aktivita byla
vypocitana pomoci nasledujici kalibracni rovnice a vyjadiena jako hodnota TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity).

A=0,0011-c
R? = 0,986 (3)

4.11.4 Stanoveni sacharidi podle Duboise

K 1 ml vzorku byl pfidan 1 ml 5% fenolu s 5 ml koncentrované H2SO4. Roztok byl ihned
zamichan a po dobu 30 minut byl inkubovan pfi laboratorni teploté. Nasledné byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 490 nm. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci roztoku glukozy
o koncentraci v rozmezi 0,02-0,1 mg/ml. Vysledna koncentrace celkovych sacharidi byla
vypocitana pomoci nasledujici kalibra¢ni rovnice.

A=6,576 -c

4
R? = 0,992 )
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4.11.5 Stanoveni redukujicich cukriai podle Somogyi-Nelsona

K 1 ml vzorku bylo pfidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova cCinidla I a II. Nasledné byl vzorek
umistén do vrouci lazné po dobu 10 minut. Poté byl vzorek ochlazen tekouci vodou na
laboratorni teplotu. K ochlazeného vzorku bylo ptidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova Cinidla IIL.
Vznikly oxid méd'ny byl rozpustén promichanim na vortexu. Nakonec byl doplnén objem na
10 ml a byla promeéfena absorbance pfi 720 nm. Kalibracni kiivka byla sestrojena pomoci
roztoku glukézy o koncentraci v rozmezi 0,01 — 0,1 g/1.

A=17,438 - c

R? = 0,995 )

e Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I
12 g uhli¢itanu sodného, 8 g hydrogenuhli¢itanu sodného a 6 g vinanu sodno-
draselného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. 72 g siranu sodného bylo
rozpusténo v 300 ml destilované vody. Oba roztoky byly poté smichany.

e Somogyi-Nelsonovo cCinidlo 1T
4 g pentahydratu siranu méd’natého a 24 g siranu sodného bylo rozpusténo ve 200 ml
destilované vody.

e Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo III
25 g molybdenanu amonného bylo rozpusténo v 450 ml destilované vody. Do roztoku
bylo pfidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové. 3 g heptahydratu arseni¢nanu
sodného byly rozpustény v 25 ml destilované vody a oba roztoky byly smichany.
Ptipraveny roztok byl ponechan po dobu 48 hodin ve tmé pfi laboratorni teplotée.

4.12 Uprava vzorku pied analyzou

K 0,1 ml vzorku bylo pfidano 9,9 ml destilované vody. Ke zfedénému vzorku bylo ptidano
0,5 ml Carrezova cinidla I a po promichani bylo pomalu pfidano 0,5 ml Carrezova Cinidla II.
Vzorek byl poté 5 minut centrifugovan pii 8 000 otaCkach za minutu. Vycefeny vzorek byl
ptipraven k analyzam pomoci kapalinové chromatografie.

e Carrezovo Cinidlo I

219 g dihydratu octanu zinecnatého a 30 g 99,8% kyseliny octové bylo rozpusténo v 1 1
destilované vody.

e Carrezovo ¢inidlo I1

106 g hexakyanozeleznatanu draselného bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody.
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4.13 Analyza pomoci kapalinové chromatografie

Pro analyzu vybranych zastupct organickych kyselin a cukrt byla pouzita metoda kapalinové
chromatografie (HPLC) s reverzni fazi. Méteni probihalo na pfistroji Ultimate 3 000.

Vzorky byly naneseny na kolonu pomoci davkovaci smycky o objemu 20 pl. Déleni smési
probihalo na koloné Rezex™ ROA-Organic Acid H+ (8%), LC Column 300 x 7,8 mm pfi
30 °C. Jako mobilni faze byla pouzita 5 mmol kyselina sirova a pritok byl po optimalizaci
zvolen 0,2 ml/min. Pro detekci cukrd byl pouzit refraktometricky detektor, pro detekci
organickych kyselin UV/VIS detektor pfti vinové délce 210 nm. Ze ziskanych chromatogramu
byly zjiStény plochy pikl a sestaveny kalibra¢ni kiivky (rozmezi 0,2—5 mg/ml) pro kvantitativni
stanoveni vybranych latek. Ziskané kalibracni rovnice jsou uvedeny v tabulce 3. Obdobné byly
proméfeny vzorky, které byly pred vlastnim stanovenim vycefeny podle postupu v bodé 4.12
a jejich koncentrace byla stanovena pomoci kalibra¢ni ktivky.

Tabulka 3 — Rovnice kalibra¢nich kfivek pro vybrané stanovované latky

Vzorek Rovnice kalibra¢ni kfivky | Retenéni ¢as [min] ‘
Kyselina citronova y = 33,585 x4+ 0,226 8,173 (6)
Sacharoza y=9101-x — 2,790 8,242 (7)
D—Glukoéza y =5,995-x+ 0,183 9,425 (8)
Kyselina L—askorbova y =172,650-x — 0,672 9,740 9)
D—Fruktoza y =6,115-x — 0,001 10,050 (10)
Kyselina L-mlécna y =38,610-x — 1,630 11,860 (11)
Kyselina octova y = 52,703 - x + 33,164 14,047 (12)

4.14 Kultivace mikroorganismu obsazenych v zelné st’avé

Vzorek Cerstvé zelné Stavy byl kiizovym roztérem prenesen na Petriho misku s vybranym
médiem a byl kultivovan pii 37 °C po dobu 24-72 hodin. Vzhled na misce byl kontrolovan a
vyhodnocen vizualné. Pro kultivaci byly pouzity nasledujici média — YPD médium pro rtst
kvasinek, LB médium pro riast bakterii, MRS médium pro rust laktobacili, McConkey agar
a Enduv agar pro rust gramnegativnich bakterii. Pro selektivni kultivaci listerii bylo pfipraveno
médium podle navodu s ptidavkem suplementt pro rozliseni kolonii.

4.15 Spektrofotometrické stanoveni zakalu

Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 230 pl tekutého média pfipraveného dle navodu a
25 ul vzorku stavy kysaného zeli. Stanoveni bylo provedeno v triplikatech. Pro sledovani byly
pouzity 3 rizna média pro kultivaci riznych skupin mikroorganismi — LB medium, MRS
medium a YPD medium. Byl sledovan rist mikroorganismt v podob& zmeény zakalu pti 630 nm
v Case 0 a po 24 hodinach pomoci pfistroje ELISA readeru. Z rozdilu hodnot absorbanci v ¢ase
byl poté vyhodnocen narust/ibytek bunek.
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4.16 Kultivace bakterii rodu Lactobacillus

Bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii a
Lactobacillus plantarum byly kultivovany v komerénim MRS médiu, které bylo pfipraveno
podle navodu na obalu (5,15 g MRS média na 100 ml vody), a sterilovano 60 minut v tlakovém
hrnci s otevienym ventilem. Prace s probiotickymi bakteriemi byla provadéna ve sterilnim
laminarnim boxu. Pfipravené sterilni médium bylo pfelito do plastovych zkumavek, které byly
zaoCkovany inokulem dané probiotické kultury. Kultivace probihala v termostatu pti 37 °C po
dobu 24 hodin.

4.17 Rustova krivka

U vsech probiotickych kmenti uvedenych v kapitole 4.8 byla zméfena rastova kiivka ve trech
raznych prostfedich. Jako kultivacni médium byly pouzity Cerstva zelna §tava, dzus smichany
se zelnou Stavou v poméru 2:1 a tekuté MRS médium. Na kultivaci byla pouzita 96 jamkova
desticka, do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl prislusného média, pfidano 100 pl vodné
suspenze probiotickych bunék o koncentraci 10 bunék v 1 ml. Chovani buné&k v jednotlivych
prostfedich bylo sledovano po dobu 24 hodin ve 30minutovych intervalech pii vinové délce
630 nm.

4.18 Obohaceni pasterované zelné §t’avy probiotickymi bakteriemi

Vybrané cisté kultury byly nejprve kultivovany v MRS médiu podle navodu v bodé¢ 4.16. Po
24 hodinach rastu byly zpracovany podle bodu 4.19.1. Po zjisténi obsahu bunék pomoci
pratokové cytometrie byly bunééné kultury nafedény na vyslednou koncentraci 10° bunék.
Cerstva zelna §tava, ktera byla pasterovana pii 90 °C po dobu 0,5 minuty, byla zaotkovana
vytvofenou suspenzi v poméru 1:14. Takto pfipravend zelnd stava se ponechala kultivovat
24 hodin pii 37 °C. Po uplynuti byly zaoCkované vzorky presunuty do lednice o teploté 8 °C,
kde byly skladovany po dobu dvou tydnu.

4.19 Stanoveni po€tu a viability bunék bakterii rodu Lactobacillus
4.19.1 Priprava Kkultury

Bakterialni kmeny uvedené v kapitole 4.8 byly kultivovany podle postupu v bodé 4.16. Po
uplynuti 24 hodin byly vzorky centrifugovany pii 2 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl
odlit, bylo ptfidano 5 ml sterilniho PBS. Buiiky byly rozsuspendovany a opét zcentrifukovany
za stejnych podminek. Supernatant byl odlit a ziskany sediment bunék byl rozsuspendovan
v 10 ml destilované vody.

4.19.2 Prutokova cytometrie

Pro toto stanoveni byla pouzita vodna suspenze bunék pripravena podle postupu v bodé 4.19.1,
ktera byla tisickrat nafedéna destilovanou vodou. Ke stanoveni viability bylo k 1 ml suspenze
pfidano 5 pl propidiumjodidu (koncentrace 1 mg/ml). Po piidavku propidiumjodidu byly
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vzorky ponechany 15 minut ve tmé. Nasledn€ probéhla analyza na pritokovém cytometru pro
stanoveni poctu buné€k a ur€eni procentualniho zastoupeni zivych bunék.

4.20 Izolace bakterialni DNA a PCR

4.20.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit komer¢ni set — Omni Bacteria DNA Kit. Byl odebran 1 ml
bunécnych kultur. Odebrany vzorek byl centrifugovan po dobu 10 minut pfi 4 000 x g.
Supernatant byl odlit. K sedimentu bylo pfidano 200 pl TE pufru, peletka byla
rozsuspendovana. Nasledné bylo pfidano 10 pl lysozymu a probihala inkubace ve vodni lazni
po dobu 10 minut pii 37 °C. Nasledné bylo pfidano 25 ul roztoku proteazy a 100 ul DLB pufru.
Smeés byla vortexovana po dobu 10 sekund a po dikladném promichani probihala inkubace pfi
55°C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci bylo do smési pridano 5 ul RNazy A, smés byla
promichana a probihala inkubace po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Obsah zkumavky byl
zcentrifugovan pii 10 000 x g po dobu 2 minut. Supernatant byl odlit do nové 1,5 ml zkumavky
bez poruseni peletky. K supernatantu bylo pak pfidano 220 pl BB pufru, smés byla promichana
na vortexu a poté inkubovana pii 65 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci bylo pfidano 220 pl
100% ethanolu a smés byla michana 20 sekund pifi maximalni rychlosti. Do sbémé zkumavky
o objemu 2 ml byla vlozena kolonka Omni DNA Mini Column. Vzorek byl nasledné do této
kolonky nalit vCetné jakychkoliv precipitati a nasledné probéhla centrifugace po dobu 1 min
pii 10 000 x g. Byl odlit supernatant a kolonka byla vlozena zpét do sbérné nadoby. Poté bylo
ptidano 500 ul CBH pufru a provedena centrifugace pfi 10 000 x g po dobu 1 minuty. Filtrat
byl znovu odstranén a kolonka byla vlozena do ¢isté zkumavky. Nasledné bylo napipetovano
700 Wl DW pufru. Smés byla centrifugovana pii 10 000 x g po dobu 1 minuty. Po odliti
supernatantu byl opakovan krok s pfidavkem 700 ul DW pufru a naslednou centrifugaci. Poté
byla provedena centrifugace pti 10 000 x g po dobu 2 minut, aby doslo k vysuSeni. Kolonka
byla nasledné vlozena do Cisté Eppendorfovy zkumavky a na kolonku bylo napipetovano 50 pul
EB pufru predehiatého na 65 °C. Po 5 minutéach stani pii 65 °C byla zkumavka zcentrifugovana
po dobu 1 minuty pfi 10 000 x g a DNA byla eluovana do roztoku EB pufru.

4.20.2 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena na pfistroji Nanodrop 2000. Vzorek
nukleové kyseliny byl nanesen na kyvetu a proméfen v rozsahu vinovych délek 220-330 nm.
Nukleova kyselina byla nasledné nafedéna na koncentraci 10 ng/ul. Takto pfipravena DNA
byla pouzita pro polymerazovou fetézovou reakci.

4.20.3 Polymerazova retézova reakce v realném case RT-PCR

Vsechny komponenty byly nejprve rozmrazeny, promichany a kratce centrifugovany. V boxu
byla steriln¢ smichana PCR smés, jejiz slozeni je uvedené v tabulce 4.
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Tabulka 4 — reakcéni komponenty pro PCR

Komponenta Mnozstvi [ul]
Voda pro PCR 9,5
SYTO-9 gPCR 2x Master Mix 12,5
Primer 1 (10 pmol/ul) 1
Primer 2 (10 pmol/ul) |
Vlastni DNA 1

Sekvence zvolenych primera, které jsou specifické pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a
druhové specifické PCR se nachazi v tabulce 5.

Tabulka 5 — Specifické primery

Velikost
Primer Sekvence (5" -3") produktu
(bp)
Doména Bacteria
1 F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 466
2 R_ub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT
Rod Lactobacillus

1 F_alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 9
2 R_alllact AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT

Lactobacillus acidophilus
1 Aci 16SI AGC TGA ACC AAC AGA TTC AC
2 16S11 ACT ACC AGG GTA TCT ATT CC 800

Lactobacillus casei

1 Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G
2 Casll GCG ATG CGA ATT TCT TTT TC 132

Lactobacillus delbrueckii
1 R_delb CACTTG TAC GTT GAA AAC TGA ATA TCT TAA 94
2 F_delbr CGA ACT CTC TCG GTC GCTTT

Lactobacillus plantarum
1 Lfpr GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT 400
2 Planll TAA CCT AAC GGT AAA TGC GA 200

Nasledné byla zahajena amplifikace s vyuzitim konkrétniho teplotniho profilu pro dané

primery. Teplotni programy jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6 — teplotni programy PCR

Prodlouzena Syntéza
uz
Denaturace | Hybridizace novych Dosyntetizovani Melt
denaturace . o v v o ,
DNA DNA primeru Fetézcu DNA analyza
DNA
Doména Bacteria
°C/30 °C/30 2°C/1 mi
0 oc/s i |93 °C/30s | 55°C/ E | 72°C/1 min D oCS min
30 cykli
Rod Lactobacillus
4 °C/30 55°C/30 2°C/1 mi
95 °C/5 min |—2—C! s | 5500 S | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cykli
Lactobacillus acidophilus 5099
4 °C/30 °C/30 2 °C/1 mi a
04 °C/5 min |—-C/308 | s8 /30 | 72°C/1 min 72 °C/5 min °C/5s
35 cykla
I
Lactobacillus casei kZZ(()iy
4 °C/30 55 °C/30 2°C/1 mi .
04 °C/5 min |—2-C/30s | s5°C/ = | 72°C/1 min 72 °C/5 min stupefi
30 cykla
Lactobacillus delbrueckii
4 °C/1 mi °C/1 mi 2°C/1 mi
05 oC/s i |94 °C/L min | 58°C/ Icnln‘7 Cllmin | .o
35 cykli
Lactobacillus plantarum
4 °C/30 °C/30 2°C/1 mi
04 °C/5 min 2308 | 55 /305 | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cykli

4.20.4 Detekce produkti PCR pomoci elektroforézy

Nejprve byl pripraven 1,2% agarozovy gel pro detekci PCR produktd, kdy byla navazka

rozpusténa v 0,5xTBE pufru. Suspenze byla rozvafena v mikrovinné troubé. Po vychladnuti na
teplotu cca 60 °C bylo pfidano fluorescencni barvivo Midori Green (5 pl barviva/100 ml).

Suspenze byla nalita do ptipravené formy. Gel byl ponechan k tuhnuti po dobu 30 minut a do

komturek vzniklych po vyjmuti hfebinku byly naneseny produkty PCR smisené v poméru 5:1 s
nanasecim pufrem Red load. Do jedné z komurek byl nanesen DNA standard (100 bp) o objemu
5 ul (dle doporuceni vyrobce), obsahujici fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. Po vlozeni do elektroforetické vany byl gel
prevrstven 0,5 x TBE 0, pufrem do vysky 5 cm nad gel. Elektroforéza probihala po dobu 1,5—
2 hodiny pfi konstantnim napéti 60 V. Gel byl vyhodnocen v UV svétle na transluminatoru
TVR- 3121 pfti vlnové délce 305 nm.

4.21 Testovani na bunécné linii Caco-2

4.21.1 Kultivace bunééné linie Caco-2

Bunécna linie byla hlubokozmrazena ve specialnich zkumavkach s kryoprotektantem DMSO.
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Po rozmrazeni byly buiky pfeneseny do zkumavky obsahujici PBS pufr anasledné
zcentrifugované (5 minut, 230 rcf). Poté byl odlit supernatant a buiiky byly rozsuspendované v
5 ml média a preneseny do kultivacni lahvicky.

Kultura byla po rozmrazeni piekontrolovand mikroskopem auchovavéana v termostatu pii
teploté 37 °C, 5% obsahem CO a 95% vlhkosti.

Kultivaéni médium bylo ménéno dle potieby, 2—3krat tydné. Po dosazeni 70-80% konfluence
bylo provedeno pasazovani.

Z kultivacni lahvicky bylo odstranéno médium. Buiiky byly opakované promyty PBS
pufrem, poté byl pfidan trypsin, a buiky byly inkubovany 5 minut. Nasledn€ byl obsah
kultivacni lahvi¢ky prenesen do centrifugacni zkumavky a stoCen na centrifuze (5 minut,
300 rcf). Supernatant byl slit, peleta bunék byla rozsuspendovana v 5 ml média a prenesena do
lahvicek, které byly doplnény médiem na pozadovany objem.

4.21.2 MTT test

Na vlastni MTT stanoveni je potfeba 100 pl média s koncentraci 1,5-10% bunék na jednu jamku
mikrotitraéni desticky. Pocet buné€k byl zjistén pomoci barveni trypanovou modii a nasledné
bylo provedeno vhodné fedéni.

Pripravena suspenze bunck byla napipetovana po 100 ul na 96-jamkovou mikrotitracni
desticku. Bunky byly uloZzeny do termostatu po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin bylo
odpipetované médium a ptidano 100 pl testovanych vzorku. Takto pripravena desticka byla
ponechana 24 hodin v inkubatoru. Poté byly jednotlivé vzorky odpipetované a do kazdé jamky
bylo ptidano 20 ul MTT v PBS. Builky byly ponechany 3 hodiny v inkubéatoru, néasledné byl
odpipetovan obsah desticek, bylo piidano 100 ul 10% SDS. Desticka byla obalena alobalem
a ponechana ve tmé 24 hodin. Jako posledni krok byla zméfena absorbance pomoci ELISA
readeru pfi 540 nm.

4.22 Senzorické hodnoceni

Hodnoceni probihalo béhem jednoho dne, a to 15. listopadu 2021 v ¢ase od 9 do 15 hodin.
Hodnoceni se zamétovalo na vzhled, vini a chut’ predkladanych vzorkid ovocno-zeleninovych
§tav. Senzorického hodnoceni se zucastnilo celkem 24 hodnotiteldl, z nichz 15 bylo zen a 9
muzti. Hodnoceni se zucastnili vétsinou hodnotitelé z fad studentli a doktorandti chemické VUT
v Bmeé, jejichz hodnoceni odpovida béznym spotiebitelim.

4.22.1 Hodnocené vzorky

Hodnotitelim bylo predlozeno 6 vzorka. 2 vzorky byly pouze varianty zelné stavy, zbylé 4
byly smésné ovocno-zeleninové stavy. Slozeni jednotlivych vzorkt je uvedeno v tabulce 7.
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Tabulka 7 — SloZeni hodnocenych napoju

Kéd vzorku Slozeni
CoUu Cerstva zelnd §tava
P6K Sterilovana zelna stava
L4B Smés s Cerstvou §tavou v poméru 1:1
AlV Smés se sterilovanou stavou v poméru 1:1
03T Smés s Cerstvou §tavou v poméru 2:1
Y8J Smés s Cerstvou §tavou v poméru 1:2

4.22.2 Pouzité metody

Formulat senzorického hodnoceni je uveden v piiloze 1. Pro hodnoceni vzhledu a konzistence
byla vyuzita petibodova stupnice, kde stupen 1 byl vynikajici, stuperi 5 nevyhovujici. Jednotlivé
aspekty vuné a chuté byly také hodnoceny pomoci pétibodové stupnice, kde stupeni 1 byl
neznatelny, naopak stupeni byl velmi vyrazny.

Posledni casti hodnoceni byl potfadovy test, kdy hodnotitelé sefadili vzorky dle vlastnich

preferenci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni Casti prace bylo najit optimalni zptisob pasterace pro zelnou §tavu, aby
byla zvySena jeji mikrobialni stabilita, ale zaroven nedoslo k vyraznym zménam chemického
slozeni. Byla provedena charakterizace sacharidi a cukrd, vybranych organickych kyselin,
vybranych bioaktivnich latek a méfeni pH. Z mikrobialniho hlediska bylo sledovano hlavné
piipadné zastoupeni patogent po pasteraci i pred, zaroven také negativni vliv na viabilitu
probiotickych bakterii.

Z divodu zvySeni atraktivity vysledného napoje byla Cista zelna $tava kombinovana
s jable¢no-fepnym dzusem. Tento dzus byl také charakterizovan pomoci stejnych metod.
Vysledny napoj byl podroben senzorické analyze.

5.1 Charakterizace zelné $t’avy z hlediska bioaktivnich latek
5.1.1 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek podle postupu v bodé
4.11.1. Koncentrace v jednotlivych extraktech byla vypoctena podle rovnice (1). Z naméfenych
tfi hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Piehled obsahu fenolickych latek v
jednotlivych vzorcich je uveden v souhrnné tabulce 8.

Nejvyssi obsah byl dle ocekéavani stanoven v Cerstvé zelné §taveé. Nejmensi negativni ucinek
meéla pasterace na 90 °C po dobu 0,5 minut. Obecné€ lze fict, ze vSechny pasteracni zakroky
meély na zelnou §tavu velmi podobny ucinek (obrazek 5).

1N

Zelna  Pasterace Pasterace Pasterace Pasterace DzZus
Stava 70°C/3  80°C/2 90°C/1 90°C/0,5

min min min min

1,2 r

Obrazek 5 — Naméfené hodnoty obsahu fenolickych latek
5.1.2 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah flavonoida podle postupu v bodé 4.11.2.
Koncentrace v jednotlivych extraktech byla vypoctena podle rovnice (2). Z naméfenych tii
hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Pfehled obsahu flavonoida v jednotlivych
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vzorcich je zobrazen v souhrnné tabulce 8. Vysoky obsah flavonoidi byl stanoven ve vzorku
dzusu, coz muze byt zpusobeno vysokym obsahem Cervenych pigmentd z Cervené fepy
(obrazek 6.). Pasterace méla obdobny negativni vliv jako u fenolickych latek, nejvyssi pokles
byl zaznamenan u pasterace na 70 °C po dobu 3 minut.

111l

Zelna  Pasterace Pasterace Pasterace Pasterace  DzZus
Stava 70 °C/3  80°C/2 90°C/1 90 °C/0,5

min min min min

Obrazek 6 - Namétené hodnoty flavonoida
5.1.3 Spektrofotometrické stanoveni antioxidac¢ni kapacity

Ve sledovanych vzorcich byla stanovena celkova antioxidacni kapacita podle postupu v bode
4.11.3. Antioxida¢ni kapacita byla vypoctena podle rovnice (3). Z namétenych tii hodnot byl
vypocten prumér a smérodatna odchylka. Prehled zjisténé antioxidacéni aktivity v jednotlivych
vzorcich je zobrazen v souhrnné tabulce 8. Podobné jako v pfipadé celkového obsahu
fenolickych latek byl nejniz§i obsah stanoven ve vzorku dzusu (obrazek 7). Stejné€ jako
v predchozich ptipadech byla nejSetrnéjsi pasterace na 90 °C po dobu 0,5 minut.

09 r

0,8
0,7

Zelna stava Pasterace Pasterace Pasterace Pasterace
70 °C/3 80 °C/2 90 °C/1 90 °C/0,5

0,6
0,5
min min min min

=04
0,3
0,2
0,1

0

mg/ml]

Obrazek 7 — Namérena antioxidaéni aktivita TEAC
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5.1.4 Shrnuti charakterizace z hlediska bioaktivnich latek

Jako zakladni charakteristika zkoumanych vzorkdi byly stanoveny obsahy vybranych
bioaktivnich latek ve vzorcich Cerstvé a pasterované zelné st'avy a pro porovnani také jablec¢no-
fepného dzusu.

Dle ptredpokladii byl nejvyssi obsah aktivnich latek stanoven v nepasterované zelné stave.
Pisobenim zvySeni teploty doslo ke ztraté aktivnich latek. Prehled naméfenych hodnot
jednotlivych vzorkl je souhrmné uveden v tabulce 8 a graficky znazornén na obrazku 8.

Nejmensi ubytek aktivnich latek byl zaznamenam v pfipadé pasterace 90 °C po dobu
0,5 minuty. Pfi této pasteraci doslo k poklesu celkovych fenolickych latek o tfetinu, poklesu
flavonoidu o 36 % a k poklesu antioxidacni aktivity o 23 %.

100 ¢ ® Fenolicke latky
90 ® Flavonoidy

80 ® Antioxidadni
70 kapacita

60 |
50 |
40 |
30 |
20 |

Zastoupeni po pasteraci [%]

10

0

Pasterace 70 °C/  Pasterace 80 °C/  Pasterace 90 °C/  Pasterace 90 °C/
3 min 2 min 1 min 0,5 min

Obrazek 8 — Procentualni zastoupeni fenolickych latek, flavonoidu a antioxidacni kapacity po
pasteraci

Tabulka 8 — Pehled obsahu fenolickych latek, flavonoidu a antioxidaéni kapacity v jednotlivych

vzorcich
s ] Antioxidacni
Vzorek Fenolické latky Flavonoidy kapacita TEAC
[mg/ml] [mg/ml] [meg/ml]
Cerstva zelna §tava 1,05+ 0,01 0,28 £ 0,03 0,82+ 0,02
Pasterace 70 °C/3 min 0,71 £ 0,01 0,15+ 0,01 0,58 + 0,05
Pasterace 80 °C/2 min 0,66 + 0,04 0,17 +0,02 0,50+ 0,03
Pasterace 90 °C/1 min 0,64 + 0,02 0,18+ 0,01 0,51+ 0,01
Pasterace 90 °C/0,5 min 0,70 £ 0,01 0,18+ 0,01 0,63 + 0,01
Dzus 0,44 £ 0,03 0,27 £ 0,02 0,13+ 0,02
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5.2 Charakterizace zelné $t’avy z hlediska sacharidu
5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni sacharidi podle Duboise

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven obsah sacharidi podle postupu v bodé 4.11.4.
Z namétenych tfi hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Pfehled stanovenych
koncentraci jednotlivych vzorkia je uveden v souhrnné tabulce 9. Béhem pasterace doslo ke
snizeni obsahu sacharidi pfiblizné o tfetinu, viz obrazek 9. K nejvyssimu poklesu o 35 % doslo
u pasterace na 90 °C po dobu 0,5 minuty. Nejmensi ubytek byl zaznamenan u pasterace pii
90 °C po dobu 1 minuty, kdy dos$lo k poklesu o 30 %.

35 r

3 F

1 F
0,5
0

Zelna stava Pasterace 70 Pasterace 80 Pasterace 90 Pasterace 90
°C/3 min °C/2 min °C/1 min  °C/0,5 min

¢ [mg/ml]
T

Obrazek 9 — Namérené hodnoty sacharidu pro vzorky zelné stavy
5.2.2 Spektrofotometrické stanoveni redukujicich cukru podle Somogyi-Nelsona

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven obsah redukujicich cukri podle postupu v bodé 4.11.5
Z namétenych tfi hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Pfehled stanovenych
koncentraci jednotlivych vzorkii je uveden v souhrnné tabulce 9. Béhem pasterace doslo
k vyraznému snizeni obsahu cukrt, v pfipadé pasterace pii 90 °C po dobu 0,5 minuty doslo ke
snizeni az 0 90 % (obrazek 10). K nejmensimu poklesu doslo v pfipad¢ pasterace pti 70 °C po
dobu 3 minut, kdy doslo k poklesu o 60 %.
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Obrazek 10 — Naméfené hodnoty redukujicich cukrti pro vzorky zelné stavy

5.2.3 Shrnuti charakterizace z hlediska obsahu sacharidia a redukujicich cukria

°C/1min  °C/0,5 min

Pomoci spektroskopickych meéfeni bylo zjisténo, ze pasteraCnim zakrokem dochazi ke

vyraznému poklesu obsahu sacharidi a redukujicich cukra. Nejvyssi pokles byl zaznamenan u
pasterace pii 90 °C po dobu 0,5 minut, kdy doslo k poklesu sacharid o 35 % a poklesu

redukujicich cukr 0 90 %. Dale byl nejvyssi obsah sacharidu a cukri dle oCekavani stanoven

u vzorku dzusu.

Sacharidy, které se objevuji v potravinach, jsou stabilni hlavné v pevném stavu, neutralnim

pH a pokojové teplotg, jejich tepelna stabilita je nizka, Pti ohfevu snadno podléhaji dehydrataci

a dalsi degradaci, jako je karamelizace nebo pyrolyza. V kyselém prostiedi mize dochazet
k hydrolyze polysacharidi a oligosacharidi, které mohou byt dale dehydratovany a

degradovany na slouCeniny s nizkou molekulovou hmotnosti jako jsou furfural nebo

hydroxymethylfurfural [65].

Tabulka 9 — Prehled obsahu sacharidi a redukujicich cukrii v jednotlivych vzorcich

Sacharidy Redukujici cukry
Vzorek [mg/ml] [mJg/ml]
Cerstva zelna §tava 2,84+ 0,02 0,20 + 0,03
Pasterace 70 °C/3 min 1,90 +£ 0,03 0,07 £ 0,01
Pasterace 80 °C/2 min 1,94 + 0,02 0,05+ 0,01
Pasterace 90 °C/1 min 1,99 + 0,01 0,04 + 0,01
Pasterace 90 °C/0,5 min 1,86+ 0,03 0,02 + 0,01
Dzus 256,06 = 1,05 17,38 £2,60
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5.3 Stanoveni vybranych organickych kyselin a cukra pomoci HPLC

Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie bylo provedeno podle postupu v bodé 4.13.
Obsahy vybranych organickych kyselin — kyselina L-askorbova, kyselina mlécna, kyselina
octova, kyselina citronova a vybranych cukri — D-glukéza, D-fruktéza a sachardza jsou
uvedeny v tabulce 10.

Dle ocekavani a vysledkl spektrofotometrickych stanoveni (viz kapitola 5.2.3) byl u vzorku
dzusu stanoven vy$si obsah jednoduchych cukri nez u zelné §tavy, zaroven byla u vzorku dzusu
stanovena kyselina citronova. Podle ocekéavani nebyla u tohoto vzorku detekovana kyselina L-
mlécn4, protoze se nejednd o fermentovany produkt.

Tabulka 10 - Namétené koncentrace vybranych analytu

Koncentrace
Vzorek Analyt [mg/mi]

D-fruktoza 11,36 £ 0,40

Cerstva zelna §€ava Kyselina L-mléCna 8,22 +0,41
Kyselina octova 145,53 £ 0,42

Kyselina L-askorbova 0,43 £ 0,08

Sacharoza 34,13 +£2,48

D-glukoza 4,45+ 0,40

. D-fruktoza 22,63 £1,53

Dzus . ,

Kyselina octova 151,93+ 1,64

Kyselina L-askorbova 1,43+ 0,25
Kyselina citronova 691,58 + 2,44

5.4 Méreni pH

Stanoveni pH bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.10. Z naméfenych tfi
hodnot byl vypocten prumér a smérodatna odchylka. Nejvyssi pH bylo naméfeno u vzorku
Cerstvé zelné stavy. V prubéhu pasterace doslo k mirnému poklesu pH, hodnoty se vSak lisi
minimalné, viz obrazek 11.

5 -
43 [ 4,28
41 35 342 343 347 347
3,5
- 3
2,5
27
1,5
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0,5
0

Cerstva Pasterace Pasterace Pasterace Pasterace  Dzus
zelna  70°C/3 80°C/2 90°C/1 90°C/0,5
§tava min min min min

Obrazek 11 — Naméfené hodnoty pH
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5.5 MTT test cytotoxicity

Bezpecnost pasterované zelné a smésné stavy byla ovéfena pomoci testu cytotoxicity.
Cytotoxicky efekt byl testovan na bunécné linii stfevnich nadorovych bun¢k Caco-2 podle
postupu uvedeného v kapitole 4.21.2. Testovany byly pasterované vzorky, vzorek Cerstvé
§tavy, vzorek dzusu a smésna §tava v pomeéru 2:1. Z naméfenych tfi hodnot byl vypocten
prumér a smérodatna odchylka.

Z nasledujicich grafti (obrazek 12 a obrazek 13) je zfejmé, ze hranici thynu nejméne 50 %
bunék nékteré testované vzorky zelné stavy prekrocily. Viabilita bunék mohla byt negativné
ovlivnéna nizkym pH zelné stavy. Jednim z faktorii nizké viability Caco-2 bun¢k mlze byt také
pfitomnost mikroorganismu, které utilizuji ziviny v médiu potfebné pro rust Caco-2 bunék.
Dal§im faktorem ovliviiyjicim viabilitu bunék mohla byt pritomnost volné glukézy, ktera hraje
zasadni roli ve vyziveé bunek.

Nejmensi vliv na viabilitu bunék mél vzorek dzusu, u kterého nedoslo k poklesu pod hranici
50%. Ze vsech vzorkli mél pravé dzus nejvyssi obsah volné glukdzy a také mirn€jsi pH
v porovnani se vzorky zelné §tavy. Nejvetsi vliv na viabilitu mél vzorek Cerstvé zelné stavy,
u kterého nebyla prekroCena hranice 50 % pouze u nizkych objemovych koncentraci (2—4 %).

120 r »%— Pasterace 70 °C/3 min
100 F Pasterace 80 °C/2 min T
80 F Pasterace 90 °C/1 min T I
IS Pasterace 90 °C/0,5 min l
~20 F = L=
O C 1 1 PR T T ST TR N TN TR N ST TN N ST TR SN SN NN S ST TN SN AN T SN ST N |

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Objemova koncentrace [%]

Obrazek 12 — vysledky MTT testu cytotoxicity pro pasterované vzorky zelné stavy
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Obrazek 13 — vysledky MTT testu cytotoxicity pro vzorek dzusu, smésné §tavy a Cerstvé zelné Stavy
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5.6 Mikrobiologicka kontrola zelné st’avy

Kultivace probihala podle postupu v bode 4.14. Média byla vybrana na zakladé predchozich
kultivacich pomoci kiizovych roztérii na pevném médiu.

Byl potvrzen rist organismu na LB agaru, ktery se vyuziva pro kultivaci bakterii. V kysaném
zeli se vedle bakterii mlééného kvaSeni objevuji i1 dalsi bakterie, naptiklad Leuconostoc
mesenteroides nebo Pediococcus pentasaceus [66]. Dale byl potvrzen rast organismi na MRS
agaru, ktery se vyuziva pro kultivaci probiotickych bakterii a jejich pfitomnost v zelné §tavé je
zadouci. Byl potvrzen rust mikroorganismti na YPD agaru, ktery se vyuziva pro kultivaci
kvasinek, které jsou v zelné staveé nezadoucimi sekundarnimi kontaminanty. V praci Satora et
al. (2020) byly jako nejCast&jSi kvasinky v kysaném zeli identifikovany Debaryomyces
hensenii, Clavispora lusitaniae a Rhodotorula mucilaginosa [67].

Na McConkey agaru a Endoveé agaru nebyly nalezeny zadné kolonie. Tato média se pouzivaji
pro potvrzeni koliformnich bakterii, které ve vzorcich nebyly identifikovany. Absence téchto
kontaminantd je zadouci a ukazuje na zdravotni nezavadnost zelné stavy.

Pro ovéfeni zdravotni nezavadnosti byla provedena kultivace na selektivnim médiu pro rod
Listeria, které je schopné od sebe vizualné odlisit jednotlivé druhy (obrazek 14). Pti kultivaci
nepasterované stavy vyrostla na misce modrozelena kolonie listerii, bez Zlutych okraja, coz
indikuje, ze se nejedna o patogenni Listerii monocytogenes. Pti kultivaci pasterovanych médii
nenarostly na miskach zadné kolonie.

Obrazek 14 — Ukazka kultivace listerii, vlevo pasterace 90 °C/0,5 min, vpravo nepasterovana zelna
Stava

5.7 Spektrofotometrické méreni zakalu

Pro méfeni zakalu byly vybrany média na zakladé kiizovych roztéri. Vybrana média zahrnuji
celé spektrum organismu, pres bakterie a specificky bakterie mlécného kvaseni, tak kvasinky.

Pti kultivaci v LB médiu byl sledovan rust bakterii, také je pouzivan pro kultivace E. coli.
Srovnatelny a zaroven nejvét§i inhibi¢ni ucinek byl zjistén u pasterace pii 70 °C po dobu
3 minut a u pasterace pii 90 °C po dobu 1 minuty. Lze fict, Ze je zde minimalni rozdil pfi
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aplikaci pasterace na vysokou teplotu s krat$i dobou pusobeni a na nizsi teplotu s del§im
pusobenim.

Pti kultivaci v MRS médiu byl sledovan rast laktobacild. Lze pozorovat vyrazny negativni
ucinek pasterace na viabilitu laktobacild. Je ziejmé, Ze nejSetrn€jsi pasteraci byla pasterace pfi
90 °C po dobu 0,5 minut, zatimco pasterace pii stejné teploté po dobu 1 minuty vedla
k masivnimu thynu mikroorganismt. Nejvys$si koncentrace laktobacilii byla dle ocekavani
stanovena u vzorku Cerstvé nepasterované stavy.

Pti kultivaci na YPD médiu byl sledovan rust kvasinek, které jsou v piipadé zelné stavy
nezadouci. Pomoci pasterace na 90 °C bylo dosazeno inhibice kvasinek. Pti vSech pasteracich
doslo ke snizeni obsahu kvasinek.

Z nasledujicich hodnot vyplyva, ze nejvhodnéjsi pasteraci byla kombinace 90 °C po dobu
0,5 minuty, kdy doSlo kinhibici kvasinek, poklesu obsahu bakterii vCetné Zzadoucich
laktobacilt, ale tento pokles byl v tomto pfipade€ nejnizsi. Vysledky jsou uvedeny souhrnné na
obrazku 15.

0,18
0,16 |
0,14 |
0,12 |
0,10 |

—0,08 |

<006 |
0,04 |
0,02 |

0,00
0,02 F Zelna 70 °C 80 °C 90 ° 90 °C
Stava 3 min 2 min 1min 0,5 min

u LB médium
B MRS médium
®YPD médium

-0,04 -

Obrazek 15 — Grafické znazornéni zmén zakalu kultur péstovanych ve vybranych médiich
5.8 Rustova kiivka vybranych probiotickych bakterii

Pro sledovani zivotniho cyklu byly zméfeny rastové kifivky vybranych probiotickych
organismi. Méfeni bylo provedeno podle postupu v bodé 4.17. Byla provedena tii paralelni
méfeni ve tiech riznych prostfedich — MRS médium, Cerstva zelna $tava a dzus smichany se
zelnou stavou v pomeéru 2:1. Kultivace probihala po dobu 20 hodin, coz odpovida obvyklé dobé
rastu bakterii od lag faze do faze odumirani.

Pti kultivaci v MRS médiu organismy ziejmé nebyly kultivovany dostatecné dlouho na to,
aby bylo dosazeno faze odumirani. Rast mohl byt ovlivnén podminkami kultivace, zejména
pritomnosti kysliku. Vétsina organismi dosahla prechodu mezi exponencialni a stacionarni fazi
mezi 5—10 hodinou, opozdény byl Lactobacillus casei, u kterého tento prechod nastal mezi 8—
15 hodinou. Pribéh rustovych kiivek je zaznamenan na obrazku 16.
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Obrazek 16 — Rastova kfivka vybranych zastupct rodu Lactobacillus v MRS médiu

V ptipadé kultivace v zelné a smésné stavé bylo dosazeno pouze adaptacni faze. Zmény
v naméfenych hodnotach absorbance jsou minimalni, nedochazelo k extrémnimu ubytku nebo
narustu poctu bunék. Divodem dlouhé adaptace mohlo byt nizké pH a adaptace organisma na
nové prostiedi. Z tohoto divodu musela kultivace probihat déle, aby mély organismy dostatek
Casu prekonat adaptacni fazi. Dalsi experimenty probihaly s odbéry po 7 a 14 dnech.

5.9 Ovéreni amplifikace DNA kontrolnich kmenu

Na zaklade¢ literatury byly sledovany v biologickém materialu 4 probiotické organismy, které
se vzelné §tfavé prirozene¢ vyskytuji nebo jsou schopny vni prezivat — Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii a Lactobacillus plantarum [18,68].
U téchto organismi byla nejprve vyzkousSena specifita primert a teplotnich programii. Nasledné
mohly byt tyto organismy identifikovany v zelné stave.

5.9.1 Doména Bacteria

Amplifikace izolované DNA byla ovéfena pomoci s PCR primery F_eub a R _eub, které jsou
uvedeny v tabulce 5. PCR smés a amplifikace byla provedena podle kapitoly 4.20.3 a produkty
byly nasledné detekovany na agarézovém gelu podle kapitoly 4.20.4. U vSech vzorki byl
uspesné detekovan specificky produkt o velikost 466 bp. Vysledek gelové elektroforézy je
zaznamenan na obrazku 17. Schéma naneseni vzorkd je uvedeno v tabulce 11.

47



82 S 3N4AANSE6 TS 80N O

Obrazek 17 — Vyftez gelové elektroforézy pro doménu Bacteria

Tabulka 11 — Schéma naneseni PCR produkti pro doménu Bacteria

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 . . . +++
Lactobacillus acidophilus
2 +++
3
Lactobacillus casei T
4 ++
+++
> Lactobacillus delbrueckii
6 +++
7 ) ++
Lactobacillus plantarum
8 +++
10 Standard +++

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
5.9.2 Rod Lactobacillus

Amplifikace izolované DNA byla ovéfena pomoci s PCR s primery F_allact a R allact, které
jsou uvedeny v tabulce 5. PCR smés a amplifikace byla provedena podle kapitoly 4.20.3
a produkty byly nasledné detekovany na agarézovém gelu podle kapitoly 4.20.4. U vSech
vzorkt byl uspésné detekovan specificky produkt o velikost 92 bp. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA Lactobacillus rhamnosus, ktera byla zaptuj¢ena konzultantkou prace. Vysledek
gelové elektroforézy 1ze vidét na obrazku 18. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v tabulce 12.
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Obrazek 18 — vyftez gelové elektroforézy pro rod Lactobacillus

Tabulka 12 - Schéma naneseni PCR produktii pro rod Lactobacillus

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 ++
2 Lactobacillus acidophilus ++
3 ++
4 ++
5 ++
6 . . ++
7 Lactobacillus casei T
8 ++
9 . . +
10 Lactobacillus delbrueckii N
12 Standard +++
14 ++
12 Lactobacillus plantarum ::
17 ++
18 Pozitivni kontrola ++
19 Lactobacillus rhamnosus ++
20 ) _
1 Negativni kontrola -

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
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5.9.3 Vybrani zastupci rodu Lactobacillus

Amplifikace izolované DNA byla ovéfena pomoci s PCR se specifickymi primery pro
jednotlivé druhy, které jsou uvedeny v tabulce 5. PCR smés a amplifikace byla provedena podle
kapitoly 4.20.3 a produkty byly nasledné detekovany na agar6zovém gelu podle kapitoly 4.20.4.
U vSech vzorka byl uspésné detekovany specificky produkt o rizné velikosti. Vysledek gelové
elektroforézy lze vidét na obrazku 19. Schéma naneseni vzorka je uvedeno v tabulce 13.

Z divodu velké podobnosti kiivek tani u amplifikace domény a rodu byla u organismi
L. casei a L. plantarum ovétena specifita primert. Byla provedena PCR reakce s DNA L. casei
a primery Lfor a Planll, a také PCR reakce s DNA L. plantarum a primery Prl a CaslL
Specifi¢nost primert byla potvrzena, byly detekovany pouze nespecifické produkty v pfipade
L. plantarum, v ptipadé L. casei nebyly potvrzeny zadné PCR produkty.

U vzorku L. acidophilus byl detekovan produkt o velikosti 750 bp, u vzorku L. casei produkt
o velikosti 132 bp, u vzorku L. delbrueckii produkt o velikosti 92 bp a u vzorku L. plantarum
byl detekovan produkt o velikosti 200 a 400 bp. Potvrzené DNA jednotlivych druhti byly dale
v praci pouzivany jako pozitivni kontroly.

1. 2 53 4 TR SR 10, 11712 1314 15716 17

Obrazek 19 - vyfez gelové elektroforézy pro vybrané zastupce
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Tabulka 13 - Schéma naneseni PCR produkta vybranych zastupcu

Béh Vzorek Detekce PCR produktu

1 +++
Lactobacillus acidophilus

2 +++

3 . . ++

Lactobacillus casei

4 +++

5 . " ++
Lactobacillus delbrueckii

6 ++

7 ) +++
Lactobacillus plantarum

8 +++

9 o _

10 Negativni kontrola

12 Standard +++

14 Lactobacillus casei* —

15 —

16 Lactobacillus plantarum* +

17 +

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
* Pouziti nespecifickych primert

5.10 Zhodnoceni efektivity jednotlivych pasteracnich kroki

Na zakladé predchozich méfeni byla zvolena jako optimalni pasterace pii 90 °C po dobu
0,5 minuty. Tato kombinace teploty a Casu byla zvolena z divodu toho, Ze méla nejmensi
negativni ucinek na obsah aktivnich latek, kdy doslo k poklesu fenolickych latek a flavonoida
ptiblizné o tfetinu, antioxidacni aktivita poklesla o Ctvrtinu. Zaroven byla tato pasteracni
metoda nejSetrnéjSi k probiotickym bakteriim, kdy doSlo k nejniz§imu poklesu viability
v porovnani s ostatnimi pasteracemi. Tato pasterace byla ucinna pro inhibici nezadoucich
kvasinek. Pfi této pasteraci dale nebyli nalezeni zadni zastupci rodu Listeria, stejné jako
zastupci koliformnich bakterii, proto lze §tavu povazovat z mikrobiologického hlediska za
zdravotné nezavadnou.

Pasterace pii 90 °C je v souladu s vyhlaskou ¢. 397/2021 Sb., kterd oznacuje pasterovanou

zeleninou vyrobek s ndlevem v neprodysné uzavieném obalu, jehoz pH je nizsi nebo rovno 4,0
a pfi tepelném oSetfeni bylo dosazeno prohfati obsahu spotfebitelského baleni na 80 az
90 °C [69].
Nasledujici experimenty byly provadény jiz pouze s vybranou pasteraci. Kvuli ztrat€ vyznamné
Casti probiotickych bakterii s pfiznivym vlivem na lidsky organismus bylo pfistoupeno
k obohaceni pasterované stavy. Cilem tohoto kroku bylo zpétné do napoje pridat probiotické
organismy, které byly usmrceny v prubéhu pasterace.

Pro obohaceni byly zvoleny samostatné organismy vybrané v kapitole 5.9 a také smési.
Pomoci PCR a gelové elektroforézy bylo potvrzeno, ze bakterie rodu Lactobacillus se v zelné
stave prirozené vyskytuji (kapitola 5.11) a mély by tedy byt schopné ve §t'avé prezivat.
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Byly vytvoreny dvé smési, které obé v zakladu obsahovaly Lactobacillus acidophilus a
Lactobacillus casei. Do smési 1 byl ptidan také Lactobacillus plantarum, do smési 2 byl pfidan
Lactobacillus delbrueckii. Tyto kombinace byly zvoleny na zaklad€ podobnosti zivotniho cyklu
organismu L. plantarum a L. delbrueckii vyplyvajiciho z ristové kiivky a zaroven odliSnosti od
zbyvajicich dvou organismu (obrazek 16). Cilem smési bylo také ovérit, zda rist vice druhti
bude mit symbioticky nebo antagonicky ucCinek v porovnani s obohacenim samostatnou
kulturou.

5.11 Ovéreni pritomnosti rodu Lactobacillus ve vzorku zelné §t’avy

Pomoci metody PCR byla ovéfena pfitomnost bakterii rodu Lactobacilus ve vzorku Cerstvé
a pasterované zelné §tavy. S izolovanou DNA byla provedena PCR reakce s primery F_allact
a R allact, které jsou uvedeny v tabulce 5. PCR smeés a amplifikace byla provedena podle
kapitoly 4.20.3 a produkty byly nasledné detekovany na agar6zovém gelu podle kapitoly 4.20.4.
U obou vzorkt byla prokazana pritomnost zastupct rodu Lactobacillus pomoci PCR produktu
o velikosti 92 bp. Tento zavér je ve shodé s vysledky spektrofotometrického méfeni zakalu
(kapitola 5.7). Vysledek gelové elektroforézy 1ze vidét na obrazku 20. Schéma naneseni vzorka
je uvedeno v tabulce 14.

Obrazek 20 - vyfez gelové elektroforézy pro potvrzeni rodu Lactobacillus
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Tabulka 14 - Schéma naneseni PCR produkti

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 ++
2 “ e ++

Cerstva nepasterovana zelna §tava

3 ++
4 +
6 Standard +++
8 +
9 Pasterovana zelna stava ++
10 90 °C/0,5 min ++
11 ++
13 N ++

Pozitivni kontrola
14 ++
15 . -
16 Negativni kontrola

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan

5.12 Dlouhodoba stabilita zelné S$t’avy po pastera¢nim zikroku a pridavku
probiotik

Z divodu ztraty probiotickych bakterii teplotnim zahfevem bylo piistoupeno k obohaceni
pasterované stavy a sledovani stability. Pii méfeni rustové kiivky bylo zjisténo, ze 24 hodinova
kultivace neni dostatecné dlouha doba pro rist t€chto bakterii, proto bylo zvoleno sledovani po
1 a 2 tydnech.

Na zaklad¢ ¢lanku Yoon et al. (2006) 1ze predpokladat, ze L. casei nebude schopen v zelné
§tave prezivat, na rozdil od L. plantarum a L. delbrueckii [18]. Z tohoto divodu byl tento
organismus pfidan do smési; a bylo sledovano, zda pfitomnost dalSich probiotik nebude mit
pozitivni vliv na jeho Zivotaschopnost.

V piipad€, Ze bude potvrzena schopnost organismu piezivat, lze oCekavat snizeni pH
v disledku tvorby organickych kyselin, dale 1ze ocekavat zmény v obsahu sacharidi a cukra.

Jako zakladni charakteristika obohacenych vzorka byly sledovany stejné parametry jako
u vzorku Cerstvé a pasterované §tavy, tedy obsah bioaktivnich latek, obsah sacharidi a cukra
a obsah vybranych organickych kyselin.

5.13 Charakterizace obohacené §t’avy z hlediska bioaktivnich latek
5.13.1 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek podle postupu v bodé
4.11.1. Koncentrace v jednotlivych extraktech byla vypoctena podle rovnice (1). Z naméfenych
tii hodnot byl vypoCten prumér a smérodatna odchylka. Prehled obsahu fenolickych latek
v jednotlivych vzorcich je uveden v souhrnné tabulce 15.
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Vychozi obsah fenolickych latek byl stanoven na 0,32 + 0,01 mg/ml. Obecné Ize konstatovat,
ze po prvnim tydnu dochazi k poklesu obsahu fenolickych latek, po druhém tydnu dochazi
k udrzeni hodnoty, pfipadnému k mirnému poklesu (obrazek 21).

ETyden 1 mTyden?2

i

L. L. casei Smés 1 Smés 2
acidophilus delbruecku plantarum

Obrazek 21 - Namétené hodnoty fenolickych latek pro obohacené vzorky
5.13.2 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah flavonoida podle postupu v bodé 4.11.2.
Koncentrace v jednotlivych extraktech byla vypoctena podle rovnice (2). Z naméfenych tii
hodnot byl vypocten prumér a smérodatna odchylka. Piehled obsahu flavonoidu v jednotlivych
vzorcich je zobrazen v souhrnné tabulce 15.

Vychozi obsah fenolickych latek byl stanoven na 0,20 + 0,01 mg/ml. Hladina flavonoida je
obdobna pro vSechny vzorky, kde doslo k vyraznému poklesu obsahu flavonoidi o vice nez
polovinu. K nejvét§imu poklesu doSlo u vzorku samostatného L. casei, L. delbrueckii
a L. plantarum, kde zistala pouze polovina aktivnich latek. Nejmensi pokles ze samostatnych
organismu byl zaznamenan u L. acidophilus, ktery je obsazen v obou smésich, coz muze byt
také diivod, proc je zde obsah flavonoidi mirn€ vy$si nez u samostatnych vzorkt (obrazek 22).
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m Tyden 1 Tyden 2

I | I

L. casei Smés 1 Smes 2
a01doph11us delbrueckn plantarum

Obrazek 22 - Namérené hodnoty flavonoidu pro obohacené vzorky
5.13.3 Spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni kapacity

Ve sledovanych vzorcich byla stanovena celkova antioxidacni kapacita podle postupu v bodée
4.11.3. Antioxida¢ni kapacita byla vypoctena podle rovnice (3). Z namétenych tii hodnot byl
vypocten prumér a smérodatna odchylka. Prehled zjisténé antioxidacéni aktivity v jednotlivych
vzorcich je zobrazen v souhrnné tabulce 15.

Vychozi antioxida¢ni kapacita byla stanovena na hodnotu 0,75 + 0,05 mg/ml TEAC.
V piipadé antioxidacni aktivity je situace velmi podobna jako s obsahem flavonoidd. Nejnizsi
obsah byl stanoven u vzorka obsahujici L. acidophilus, L. casei a L. delbrueckii. U vSech vzorka
byl zaznamenan nartust v druhém tydnu méfeni (obrazek 23).

mTyden 1 m Tyden 2

il

L. L. casei Smés 1 Smes 2
acidophilus delbrueckn plantarum

¢ [mg/ml]

Obrazek 23 - Nameétena antioxidacni aktivita TEAC pro obohacené vzorky
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5.13.4 Shrnuti charakterizace obohacenych vzorku z hlediska bioaktivnich latek

Cilem tohoto stanoveni bylo zjistit, zda ma obohaceni probiotiky vliv na obsah aktivnich latek,
a to jak pozitivni, tak negativni. Pfed obohacenim byl stanoven obsah fenolickych latek na
0,32 £ 0,01 mg/l, obsah flavonoida na 0,20 + 0,01 mg/ml a antioxidacni kapacita na hodnotu
0,75 £ 0,05 mg/ml TEAC.

U stavy obohacené vétSinou pouzitych kment se po 2 tydnech skladovani hodnoty
fenolickych latek vyrazné€ nemeéni, u vSech vzorku s vyjimkou L. casei vSak doslo ke zvyseni
antioxidacni kapacity TEAC.

Tabulka 15 - Prehled obsahu fenolickych latek, flavonoidi a antioxidacni kapacity v obohacenych

vzorcich
Fenolické latky Flavonoidy Antioxida¢ni kapacita
Vzorek [mg/ml] [mg/ml] TEAC [mg/ml]

Tyden 1 Tyden 2 Tyden 1 Tyden 2 Tyden 1 Tyden 2
L. acidophilus | 0,28 £ 0,01 | 0,23 +0,01 | 0,08 £0,01 | 0,09+0,01 | 0,60 £ 0,03 | 0,78 = 0,01
L. casei 0,28 £0,01 | 0,28+0,01 | 0,04 £0,01 | 0,06+0,01 | 0,59+ 0,04 | 0,74+ 0,01
L. delbrueckii | 0,28 £ 0,01 | 0,28+ 0,01 | 0,04 £ 0,01 | 0,06 £ 0,01 | 0,66 + 0,06 | 0,84 + 0,03
L. plantarum | 0,33 £0,01 | 0,32+ 0,01 | 0,04 £ 0,01 | 0,05+0,01 | 0,75 £ 0,02 | 0,90 = 0,02
Smés 1 0,35+0,01 | 0,30£0,01 | 0,07+0,01 | 0,07£0,02 | 0,78 £ 0,06 | 0,92 £ 0,05
Smés 2 0,43+0,01 | 0,39£0,01 | 0,09+0,01 | 0,06+0,01 | 0,74 £0,04 | 0,88 + 0,01

5.14 Charakterizace obohacené §t’avy z hlediska sacharidu
5.14.1 Spektrofotometrické stanoveni sacharidu podle Duboise

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven obsah sacharidi podle postupu v bodé 4.11.4.
Z namétenych tfi hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Piehled stanovenych
koncentraci jednotlivych vzorki je uveden v souhrnné tabulce 16.

Pred obohacenim byl obsah sacharida stanoven na 1,86 = 0,03 mg/ml. U vétSiny vzorka
(mimo L. acidophilus) byl po tydnu 1 zaznamenan narast koncentrace sacharidi (obrazek 24).
Obsah po druhém tydnu zistal téméf nezménén u L. casei, doslo k narastu u L. acidophilus
a smési 1. U zbytku vzorka doslo k poklesu obsahu sacharidi. Obecné 1ze fici, Ze kromé vzorku
obohaceného L. plantarum doslo ke zvySeni obsahu sacharidu oproti pocate¢ni hodnoté.
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ETyden 1 m®mTyden 2

1N

L. L. casei L. L. plantarum  Smégs 1 Smes 2
acidophilus delbrueckii

¢ [mg/ml]
[\ w N 9,1 (@)Y ~ [o2e] O

Obrazek 24 — Namcétené koncentrace sacharidii pro obohacené vzorky
5.14.2 Spektrofotometrické stanoveni redukujicich cukri podle Somogyi-Nelsona

Ve sledovanych vzorcich byl stanoven obsah redukujicich cukrii podle postupu v bod¢ 4.11.5.
Z namétenych tfi hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Pfehled stanovenych
koncentraci jednotlivych vzorki je uveden v souhrnné tabulce 16.

Pred obohacenim byl obsah redukujicich cukri stanoven pomoci této metody na
17,24 + 0,57 pg/ml. Po tydnu 2 byl obsah redukujicich cukrii u smési a vzorku obsahuyjici
L. plantarum niz§i nez na pocatku, naopak u samostatnych organismt byl obsah vyssi nez na
pocatku (obrazek 25). V pripade jednotlivych vzorku je vidét stejny trend poklesu/naristu po
tydnu 2 jako u stanoveni celkovych sacharidi v bod¢€ 5.14.1.

0,04
0,035 | Tyden1  Tyden2

0,03 |
0,025 | ‘
0,02 | } {

0,015 | I
001 | {

0,005
I

¢ [mg/ml]

0
L. L. L. L. plantarum  Smégs 1 Smes 2
acidophilus casei delbrueckii

Obrazek 25 — Namcétené koncentrace redukujicich cukrii pro obohacené vzorky
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5.14.3 Shrnuti charakterizace z hlediska obsahu sacharidu

Cilem tohoto stanoveni bylo zjistit, zda ma obohaceni probiotiky vliv na obsah sacharida
a redukuyjicich cukri. Pfed obohacenim byl obsah sacharidi stanoven na 1,86 £+ 0,03 mg/ml a
obsah redukujicich cukri na 17,24 + 0,57 pg/ml.

Po dvoutydennim skladovani doslo ke zménam v obsahu sacharidi i cukrt. U sacharidii doslo
k postupnému naristu obsahu sacharidi, vyjimkou je vzorek obohaceny o L. plantarum,
u kterého doslo k poklesu oproti pivodnimu stavu o 10 %. Stejny trend, tedy zvySeni obsahu,
1ze sledovat i u redukujicich cukri po dvou tydnech u vSech samostatnych vzorka s vyjimkou
smési, u kterych doslo k poklesu o 14-15 %.

Tabulka 16 - Pfehled obsahu sacharidu a redukujicich cukrii v obohacenych vzorcich

Sacharidy Redukujici cukry
Vzorek [mg/ml] [ng/ml]
Tyden 1 Tyden 2 Tyden 1 Tyden 2

L. acidophilus 1,17+0,11 7.35+0,11 14,72 + 0,55 20,45+ 0,41
L. casei 3,92+0,15 4,15+ 0,26 31,16 + 0,67 2294 +0.41
L. delbrueckii 7,31 +0,51 6,04 +0,32 24,85+ 0,63 19,78 £ 0,52
L. plantarum 2,66 £ 0,26 1,67+0,19 12,04 + 0,32 26,76 £ 0,22
Smes 1 4,39 + 0,28 521+0,59 13,76 £ 0,53 1491 +0,72
Smes 2 7,86 + 0,49 3,13+0,37 18,54 + 0,35 14,72 £ 0,30

5.15 Stanoveni vybranych organickych kyselin a cukru pomoci HPLC

Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie bylo provedeno podle postupu v bodé 4.13.
Z naméfenych dvou hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka. Obsah vybranych
organickych kyselin — kyselina L-askorbova, kyselina mlé¢na, kyselina octova a vybranych
cukri — D-glukoéza, D-fruktdza a sacharoza jsou uvedeny v tabulce 17.

V zadném vzorku nebyla stanovena kyselina citronova. Obsah kyseliny L—askorbové byl
shodné ve vSech vzorcich stanoven na 0,43 + 0,01 mg/ml.

U vzorka zaoCkovanych samostatnym organismem byl v tydnu 1 stanoven obsah sacharézy
v shodném mnozstvi okolo 25 mg/ml, v tydnu 2 nebyla detekovana v zadném ze vzorkt. To
ukazuje na schopnost zastupct rodu Lactobacillus utilizovat sachardzu, coz bylo potvrzeno ve
studii Hosaka et al. (2020) [70]. Pti méfeni vstupniho vzorku zelné §tavy, ktera byla obohacena,
nebyla sachar6za detekovana, coz ukazuje na schopnost rodu Lactobacillus Stépit
oligosacharidy [71].

U vzorku obohaceného L. acidophilus nedoslo béhem skladovani k vyraznému nartstu
kyseliny mlécné a octové, doslo zaroven ke zvySeni obsahu cukra.

U vzorku zaoCkovaného L. casei nedoslo po tydnu 2 k vyrazné zmén¢ koncentrace kyseliny
mlécné, zaroven dosSlo ke snizeni obsahu kyseliny octové, coz muze ukazovat na nizkou
viabilitu bunék tohoto druhu.
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U vzorku L. plantarum nebyla po tydnu 2 detekovana zaddna D-glukoza, doslo k poklesu

fruktozy, ale zaroven nedoslo ke zvySeni obsahu kyseliny mlécné. Tento trend mize ukazovat

na syntézu exopolysacharidi., ktera byla u tohoto druhu jiz potvrzena [72].
U smési 1 doslo ke zvySeni obsahu D-glukozy 1 D-fruktozy, pravdépodobné ziskanou ze

Stépeni sachardzy. Zaroven doslo zvySeni obsahu kyseliny mlécné, coz ukazuje na aktivitu
probiotickych bakterii. V piipadé smési 2 doslo ke snizeni obsahu cukr a zaroven zvyseni

obsahu kyseliny octové i mlé¢né, coz opét naznacuje aktivitu probiotickych bakterii.

Tabulka 17 — Namétené koncentrace vybranych analyti pro obohacené vzorky

Vzorek Analyt r[rn};(gif:ﬂ} '[l“n);g/e:lé Zména
Sacharoza 25,49 +0,13 - ~
D-fruktoza 1,84 0,03 331£031 |
N D-glukéza 0,09 +0,01 1,11 40,08
L. acidophilus Kyselinga L-mlécna 10,12 +0.43 10,61 0,01 1
Kyselina octova 165,06 +0,22 172,05 +0,67 1
Kyselina L-askorbova 0,43 £0,01 0,43 +0,01 ~
Sacharoza 25,53+ 0,07 - =
D-glukéza 1,81 £0,03 1,28 £0,02 1
L casei D-fruktoza 3,88 +0,01 3,25 +0,02 |
Kyselina L-mléCna 9,41+ 0,23 9,35+0,12 1
Kyselina octova 213,61 £0,28 153,34+ 0,184 1
Kyselina L-askorbova 0,43 £0,01 0,43 £0,01 ~
Sacharoza 25,3 +0,05 - ~
D-glukéza 1,34 £0,02 1,24 £0,07 D
3 D-fruktoza 3,40 +0,0,3 1,94 +0,02 |
L. delbrueckii = lina L-mlécna 9,30 = 0,09 7,53 £0,05 |
Kyselina octova 142,97 +0,25 152,00 £0,03 1
Kyselina L-askorbova 0,43 £0,01 0,43 +0,01 ~
Sacharoza 25,65+ 0,01 - ~
D-glukoza 2,46 +0,03 — =
L. plantarum D-fruktoza 2,97 +0,08 1,47 + 0,08 |
Kyselina L-mléCna 10,19 £ 0,59 8,91+ 0,02 1
Kyselina octova 175,33 £0,50 183,43 £0,83 1
Kyselina L-askorbova 0,43 £0,01 0,43 +0,01 ~
D-glukéza 0,35 £ 0,03 1,29 + 0,03 1
D-fruktoza 2,24 £ 0,06 3,36 £ 0,02 |
Smés 1 Kyselina L-mléCna 8,76 £0,04 10,58 £ 0,01 1
Kyselina octova 218,86 £0,11 159,80 £ 0,16 1
Kyselina L-askorbova 0,43 £0,01 0,43 +0,01 ~
D-glukéza 25,57 £ 0,06 1,88 £0,01 D
D-fruktoza 1,07 £0,04 1,96 £ 0,01 |
Smeés 2 Kyselina L-mléCna 8,77 +0,10 9,86 + 0,02 1
Kyselina octova 187,67+ 0,73 201,23 £0,28 1
Kyselina L-askorbova 0,43 +0,01 0,43 +0,01 ~
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Vysvétlivky: = beze zmény, | pokles, T nartust, — nedetekovano, tendenci nelze uréit. Zména je brana

v rozdilu vstupni suroviny a tydnu 2.
5.16 Méreni pH obohacenych vzorku

Stanoveni pH bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.10. Z naméfenych tfi
hodnot byl vypocCten prumér a smérodatna odchylka. pH vychozi pasterované stavy bylo
stanoveno na hodnotu 3,47. U vSech vzorki doslo k poklesu pH béhem prvniho tydne
skladovani (obrazek 26.) Tato skuteCnost mohla napomahat k velmi malému poklesu
fenolickych latek a antioxidaCni aktivity. Béhem druhého tydne doslo u vétSiny vzorku
k mirnému zvySeni pH, hodnota ale nedosahla vychozi hodnoty pfed obohacenim. Vyjimkou
jsou vzorky obohacené organismy L. acidophilus a L. plantarum, kde doSlo mirnému poklesu
pH.

345 r
Tyden 1 E Tyden 2

34 1 54 3,38 ,
L 3,36 3f63
335 |
3 2
33
325 |
32

L.acidophilus L. casei L. plantarum  Smés 1 Smés 2
delbruecku

pH [-]

Obrazek 26 — Naméfené hodnoty pH pro obohacené vzorky
5.17 Sledovani stability obohacené zelné §tavy

Zelna §tava s pridavkem probiotickych kultur byla pfipravena podle navodu v bodé 4.18.
Ze vSech vzorka byla izolovana DNA podle bodu 4.20.1., dale byla stanovena jeji Cistota
a koncentrace podle bodu 4.20.2 a byla provedena PCR reakce se specifickymi primery
uvedenymi v tabulce 5. Izolace byly provedeny ve dvou odbérech, jeden a dva tydny od
zaoCkovani kultur.

5.17.1 Potvrzeni pritomnosti zastupcii domény Bacteria

Pritomnost DNA bakterii byla ovéfena metodou PCR v realném c¢ase. Pouzitim specifickych
primeri R_eub a F_eub (uvedeny v tabulce 5) byly amplifikovany tiseky DNA o délce 466 bp.
Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza
podle postupu v bodé 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus
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plantarum, ktera byla ziskdna bodé 5.9.3. Vysledek gelové elektroforézy lze vidét na
obrazku 27. Schéma naneseni vzorkd je uvedeno v tabulce 18.

Tabulka 18 — Schéma naneseni PCR produkti pro potvrzeni domény Bacteria

. Detekce PCR Detekce PCR
Béh Vzorek R X
produktu —tyden 1 | produktu — tyden 2
1 +++ +
2 Lactobacillus acidophilus +++ +
3 +++ +
4 +++ +
6 +++ ++
7 ) ) +++ ++
Lactobacillus casei
8 +++ ++
9 +++ ++
11 ++ +++
12 . " ++ +++
Lactobacillus delbrueckii
13 ++ +++
14 ++ +++
16 Standard +++ +++
18 ++ ++
19 Lactobacillus plantarum S Sas
20 ++ ++
21 ++ ++
23 Smés 1 - Lactobacillus acidophilus ++ ++
24 Lactobacillus casei ++ ++
25 Lactobacillus plantarum ++ +
26 ++ ++
28 Smeés 2 - Lactobacillus acidophilus ++ ++
29 Lactobacillus casei ++ ++
30 Lactobacillus delbrueckii ++ +
31 ++ +
33 Pozitivni kontrola +++ +++
34 Lactobacillus plantarum +++ +++
35 L - _
36 Negativni kontrola - -

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
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Obrazek 27 - vyfez gelové elektroforézy pro doménu Bacteria, nahote pro tyden 1, dole pro tyden 2

5.17.2 Potvrzeni pritomnosti zastupcii rodu Lactobacillus

Pritomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus byla ovéfena metodou PCR v realném Ccase.
Pouzitim specifickych primert R_allact a F_allact (tabulka 5) byly amplifikovany aseky DNA
o délce 92 bp. Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova
elektroforéza podle postupu v bodé 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
Lactobacillus plantarum, kterd byla ziskana ovéfena vbode¢ 5.9.3. Vysledek gelové
elektroforézy lze vidét na obrazku 28. Schéma naneseni vzorki je uvedeno v tabulce 19.

10-14 16 18-21

Obrazek 28 - vyfez gelové elektroforézy pro rod Lactobacillus, nahote pro tyden 1, dole pro tyden 2
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Tabulka 19 — Schéma naneseni PCR produktii pro potvrzeni pfitomnosti bakterii rodu Lactobacillus

. Detekce PCR Detekce PCR
Béh Vzorek i h
produktu —tyden 1 | produktu — tyden 2
1 ++ +
2 Lactobacillus acidophilus ++ ++
3 ++ ++
4 ++ ++
6 ++ ++
7 ++ ++
Lactobacillus casei
8 ++ ++
9 ++ ++
11 ++ ++
12 ) . ++ ++
Lactobacillus delbrueckii
13 ++ ++
14 ++ +
16 Standard +++ +++
18 ++ ++
- Lactobacillus plant - -
20 actobacillus plantarum T T
21 ++ ++
23 . . . ) ++ ++
Smés 1 - Lactobacillus acidophilus
24 ) i ++ ++
Lactobacillus casei
25 ) ++ ++
Lactobacillus plantarum
26 ++ ++
28 . ) ) ) ++ ++
Smeés 2 - Lactobacillus acidophilus
29 ) i ++ ++
30 Lactobacillus casei n n
Lactobacillus delbrueckii
31 ++ ++
33 Pozitivni kontrola ++ ++
34 Lactobacillus plantarum ++ ++
35 . - -
36 Negativni kontrola

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan

5.17.3 Potvrzeni pritomnosti zastupcu Lactobacillus acidophilus

Ve vybranych vzorcich, které byly zaoCkovany ¢istou kulturou obsahujici Lactobacillus
acidophilus, byla ovétena ptitomnost DNA tohoto druhu metodou PCR v realném case.
Pouzitim specifickych primert Acil6SI a 16SII (tabulka 5) byly amplifikovany tiseky DNA o
délce 800 bp. Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena
gelova elektroforéza podle postupu v bodé 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA

Lactobacillus acidophilus, ktera byla ovérena v bod€ 5.9.3. Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na obrazku 29. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v tabulce 20.
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Tabulka 20 - Schéma naneseni PCR produktii pro potvrzeni pfitomnosti Lactobacillus acidophilus

« Detekce PCR

Béh Vzorek
produktu
1 ++
Tyden 1
2 . . . ++
Lactobacillus acidophilus

3 ++

4 ++

6 ++

7 Tyden 2 Tt

Lactobacillus acidophilus

8 ++

9 ++
11 Smés 1 - Tyden 1 ++
12 Lactobacillus acidophilus ++
13 Lactobacillus casei ++
14 Lactobacillus delbrueckii ++
16 Standard +++
18 Smeés 1 - Tyden 2 ++
19 Lactobacillus acidophilus ++
20 Lactobacillus casei ++
21 Lactobacillus plantarum ++
23 Smés 2 - Tyden 1 ++
24 Lactobacillus acidophilus ++
25 Lactobacillus casei ++
26 Lactobacillus delbrueckii +
28 Smeés 2 - Tyden 2 ++
29 Lactobacillus acidophilus ++
30 Lactobacillus casei ++
31 Lactobacillus delbrueckii ++
33 Pozitivni kontrola +++
34 Lactobacillus acidophilus +++
iz Negativni kontrola :

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
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Obrazek 29 - vyfez gelové elektroforézy pro Lactobacillus acidophilus

5.17.4 Potvrzeni pritomnosti zastupca Lactobacillus casei

Ve vybranych vzorcich, které byly zao¢kovany cistou kulturou obsahujici Lactobacillus casei,
byla ovéfena ptitomnost DNA tohoto druhu metodou PCR v redlném cCase. Pouzitim
specifickych primert Prl a CaslI (tabulka 5) byly amplifikovany useky DNA o délce 132 bp.
Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza
podle postupu v bod¢ 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei,
ktera byla ovérena v bod¢ 5.9.3. Vysledek gelové elektroforézy 1ze vidét na obrazku 30. Schéma
naneseni vzorkd je uvedeno v tabulce 21.

1-4 6-9 11-14 16 1821 23-26  28-31  33-36

Obrazek 30 - vyfez gelové elektroforézy pro Lactobacillus casei
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Tabulka 21 - Schéma naneseni PCR produkti pro potvrzeni pfitomnosti Lactobacillus casei

Bih Vzorek Detekce PCR
produktu
1 , ++
) Tyd'en 1 ' Ty
Lactobacillus casei
3 ++
4 ++
6 . ++
7 Tyd'en 2 ' Tt
Lactobacillus casei
8 ++
9 ++
11 Smés 1 - Tyden 1 ++
12 Lactobacillus acidophilus ++
13 Lactobacillus casei ++
14 Lactobacillus delbrueckii ++
16 Standard +++
18 Smeés 1 - Tyden 2 ++
19 Lactobacillus acidophilus ++
20 Lactobacillus casei ++
21 Lactobacillus plantarum ++
23 Smés 2 - Tyden 1 ++
24 Lactobacillus acidophilus ++
25 Lactobacillus casei ++
26 Lactobacillus delbrueckii +
28 Smeés 2 - Tyden 2 ++
29 Lactobacillus acidophilus ++
30 Lactobacillus casei ++
31 Lactobacillus delbrueckii ++
33 Pozitivni kontrola +++
34 Lactobacillus casei +++
iz Negativni kontrola :

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan

5.17.5 Potvrzeni pritomnosti zastupca Lactobacillus delbrueckii

Ve vybranych vzorcich, které byly zaoCkovany cistou kulturou obsahujici Lactobacillus
delbrueckii, byla ovéfena pritomnost DNA tohoto druhu metodou PCR v redlném case.
Pouzitim specifickych primera R_delbr a F_delbr (tabulka 5) byly amplifikovany useky DNA
o délce 94 bp. Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova
elektroforéza podle postupu v bodé 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
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Lactobacillus delbrueckii, ktera byla ovéfena v bodé€ 5.9.3. Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na obrazku 31. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v tabulce 22.

Tabulka 22 - Schéma naneseni PCR produktii pro potvrzeni pfitomnosti Lactobacillus delbrueckii

Béh Vzorek Detekce PCR
produktu
1 +
) Tyden 1 N
3 Lactobacillus delbrueckii R
4 ++
6 ++
7 Tyden 2 ++
8 Lactobacillus delbrueckii ++
9 ++
11 Smés 2 - Tyden 1 +++
12 Lactobacillus acidophilus +++
13 Lactobacillus casei +++
14 Lactobacillus delbrueckii +++
16 Standard +++
18 Smeés 2 - Tyden 2 +++
19 Lactobacillus acidophilus +++
20 Lactobacillus casei +++
21 Lactobacillus delbrueckii +++
23 Pozitivni kontrola +++
24 Lactobacillus delbrueckii +++
ig Negativni kontrola :

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan

16

Obrazek 31 — vyfez gelové elektroforézy pro Lactobacillus delbrueckii
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5.17.6 Potvrzeni pritomnosti zastupcu Lactobacillus plantarum

Ve vybranych vzorcich, ktery byly zaoCkovany cistou kulturou obsahujici Lactobacillus
plantarum byla ovétena pritomnost DNA tohoto druhu metodou PCR v realném c¢ase. Pouzitim
specifickych primert Lfpr a Planll (tabulka 5) byly amplifikovany aseky DNA o délce 200 a
400 bp. Produkty PCR byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova
elektroforéza podle postupu v bodé 4.20.4. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
Lactobacillus plantarum, ktera byla ovéfena v bod¢ 5.9.3. Vysledek gelové elektroforézy 1ze
vidét na obrazku 32. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v tabulce 23.

Tabulka 23- Schéma naneseni PCR produktu pro potvrzeni pfitomnosti Lactobacillus plantarum

Bih Vzorek Detekce PCR
produktu
1 , ++
) T'yden 1 Tt
Lactobacillus plantarum

3 ++
4 ++
6 ++
7 Tyden 2 ++
8 Lactobacillus plantarum ++
9 ++
11 Smés 1 - Tyden 1 ++
12 Lactobacillus acidophilus ++
13 Lactobacillus casei ++
14 Lactobacillus plantarum ++
16 Smeés 1 - Tyden 1 ++
17 Lactobacillus acidophilus ++
18 Lactobacillus casei ++
19 Lactobacillus plantarum ++
21 Standard +++
23 Pozitivni kontrola ++
24 Lactobacillus plantarum ++
25 ., -
%6 Negativni kontrola -

Legenda: + produkt detekovan (+ slaba, ++ stfedni, +++ silna intenzita), — produkt nedetekovan
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Obrazek 32 - vyfez gelové elektroforézy pro Lactobacillus plantarum

5.18 Sledovani viability probiotickych bakterii v obohacenych vzorcich

Pritomnost jednotlivych druhti v obohacenych stavach po nasledném zaockovani do MRS
média byla u vSech zastupcti potvrzena pomoci metody RT-PCR. Pomoci prutokové cytometrie
byla sledovano zastoupeni zivych a mrtvych bunék v jednotlivych vzorcich po jednom a dvou
tydnech. Pocet bunék v jednotlivych vzorcich je uveden v tabulce 24 pro tyden 1 a v tabulce 25
pro tyden 2 a graficky znazornén na obrazku 33.

Po dvoutydennim skladovani vykazoval nejvétsi viabilitu vzorek obohaceny organismem
Lactobacillus plantarum, a to presto, ze v tydnu 1 byla jeho viabilita stanovena jako nejnizsi ze
sledovanych vzorkt. Tento zavér je také v souladu s namétrenym pH, které bylo ze vSech vzorkt
nejnizsi, coz souvisi s produkci organickych kyselin. Déle bylo potvrzeno, ze preziti probiotik
muze zaviset na produkci exopolysacharidu probiotickym kmenem, kterou tento druh disponuje
[61].

Naopak jako organismus s nejnizsi viabilitou byl stanoven Lactobacillus casei. Prestoze byla
viabilita po prvnim tydnu skladovéani stanovena na 10,36 %, po druhém tydnu poklesla na
hodnotu 0,58 % a lze tedy zhodnotit, Ze tento organismus neni vhodny pro obohaceni. Tento
zaveér se v souladu s vysledky studie Yoon et al. (2006) [18].

Podobné byl vyhodnocen organismus L. acidophilus. Jeho viabilita po dvou tydnech
vykazovala 5,46 % a v porovnani stydnem 1 méla klesajici tendenci. L. delbrueckii se
vyznacoval také klesajici tendenci, po dvou tydnech byla jeho viabilita stanovena na 8,89 %.

V piipadé smési byla nejvétsi viabilita stanovena u smési 1. ktera obsahuje L. plantarum,
ktery bude velmi pravdépodobné zodpoveédny za tuto vyssi aktivitu. Narast neni tak vysoky
jako v pripadé Cisté kultury L. plantarum, coz mize byt zptisobeno markantnim ubytkem bunék
L. casei a také L. acidophilus.
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Obrazek 33 — Viabilita bunck pro jednotlivé vzorky po skladovani

Tabulka 24 — Viabilita probiotickych bunck po tydnu skladovani

Vzorek Pocet bunék [CFU/ml] Viabilita [ %]
, S g Z 3,05-107
Lactobacillus acidophilus 2,94-10 10,37
M 2,64-108
: . ; Z | 6,6810°
Lactobacillus casei 6,45-10 . 10,36
M 5,79-10
, 3 g Z 3,05-107
Lactobacillus delbrueckii 2,38-10 12,82
M 1,98-10%
Z 1,68-107
Lactobacillus plantarum 2,09-108 " 8,03
M 1,83-10
gs 1 — idophi Z 1,63-107
Smés 1 'L. acidophilus, 1.77-10° 9.21
L. casei, L. plantarum M 1,51-108
&s 2 — L. acidophilus, Z 1,98-107
Smés ' aczdophlluf 2.15-10° 921
L. casei, L. delbrueckii M 1,85-108

Legenda: Z—zivé, M-mrtvé
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Tabulka 25 — Viabilita probiotickych bunék po dvou tydnech skladovani

Vzorek Pocet bunék [CFU/ml] Viabilita [ %]
Z | 32810°
Lactobacillus acidophilus 6,01-10’ . 5,46
M 5,68-10
. . V4 3,75'10°
Lactobacillus casei 6,46-107 p 0,58
M 5,79-10
, 3 Z 7,55-10°
Lactobacillus delbrueckii 8,49-107 8,89
M 7.37-107
Z 8,47-10°
Lactobacillus plantarum 5,02-107 Z 16,87
M 3,87-10
&s 1 — L. acidophilus, Z 7,77-10°
Smés ' acidophilus 7.67-107 10.13
L. casei, L. plantarum M 6,40-107
Smés 2 — L. acidophilus Z 1,37-107
’ 1,67-108 8,20
L. casei, L. delbrueckii M 1,47-108

Legenda: Z—zivé, M-mrtvé

5.19 Senzoricka analyza

Soucasti experimentalni Casti bylo provést senzorickou analyzu zelné §tavy. Cilem této Casti
bylo zhodnotit senzorické vlastnosti zelné §tavy. Protoze se predpokladalo, ze diky obsahu
organickych kyselin a nizkému obsahu cukri by napoj nemusel byt atraktivni pro fadu
spotiebiteld, byla §fava zkombinovana s jableCno-fepnym dzusem. Tento pfidavek ma za cil
zamaskovat nekteré vyrazné chut€ zelné stavy a zvysit tak atraktivitu vysledného napoje i pro
déti.

Pro optimalizaci finalniho poméru ovocno-zeleninového napoje bylo kromé vsech vyse
uvedenych analyz také provedeno senzorické hodnoceni.
Hodnotitelé obdrzeli vzorek Cerstvé zelné §tavy, sterilované zelné §tavy a smésné vzorky
s jableCno-fepnym dzusem viz obrazek 34. Presné slozeni predlozenych vzorku
k senzorickému hodnoceni je uvedeno v tabulce 7.

Obrazek 34 — ukazka hodnocenych vzorki
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Hodnoceni se zGc¢astnilo 23 hodnotiteld ve véku 20-29 let, pouze jeden hodnotitel ve veéku
50-59 let. V Givodu dotazniku hodnotitelé charakterizovali svijj vztah ke kysanému zeli vybérem
zmoznosti (obrazek 35). NejCastéji zvolenou moznosti byl neutralni vztah s obcasnou

konzumaci. Zadny z hodnotitel nevybral moznost, Ze kysané zeli nekonzumuje vibec a nema
ho rad.

= kysané zeli mam rad/a,
konzumuji ¢asto

= kysan¢ zeli mi nevadi,
konzumuji obcas

= kysan¢ zeli nevyhleddvam,
konzumuji zfidka

kysané zeli nemam rad/a,
nekonzumuji vilbec

Obrazek 35 - Grafické znazoméni vztahu hodnotitelii ke konzumaci kysaného zeli

Hodnotitelé nejprve hodnotili vizualni charakteristiku vzorku. Primérné hodnoty jsou
znazornény na obrazku 36. Parametr konzistence byl hodnocen u vSech vzorkti podobné, bez
vyraznych rozdild. Hodnoceni barvy nebylo tak jednoznac¢né, 1épe byly hodnoceny Cervené
zbarvené vzorky obsahujici jablecno-fepnou $tavu, oproti vzorkiim zluté zbarvené zelné stavy.

4 _
3,00 m Barva © Konzistence
37 267
3 L
» | 1,88 1,92 1,96
1,67 1,58 154 1,67
1,50 1,50 1.42

2 B 9
1 L
1 -
0

Ccou P6K L4B AlV O3T Y8&J

Obrazek 36 — Grafické znazorméni hodnoceni parametra vzhledu
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Dalsim hodnocenym aspektem byla viné. Na nasledujicim Obrazek 37 jsou prezentovany
3 hlavni charakteristiky — pfijemnost viing, jeji intenzita a pfitomnost ciziho pfipachu. Vzorky
se od sebe prili§ neodlisuji v sile ciziho pfipachu ani intenzité vin€. Vyznamny rozdil mezi
vzorky byl zaznamenan v ptipad€ pfijemnosti viné. Nejhiife hodnoceny byl vzorek P6K, ktery
reprezentuje sterilovanou zelnou §t'avu, nasledovany vzorkem A1V, ktery obsahoval také ve
smeési s dzusem sterilovanou §t'avu v poméru 1:1.

Prijemnost
5,00 —CoU
4,00 P6K
3,00 L4B
2 y/\ A1V
—O03T
Y8J

Cizi ptipach Intenzita

Obrazek 37 — Grafické znazornéni hodnoceni vybranych parametri viiné

Poslednim hodnocenym aspektem byla chut. Vzorky se pfili§ neodliSuji v hotkosti, naopak
vyrazné rozdily byly shledany u sladké, ovocné a kyselé chuti. Vzorky COU a P6K, které oba
obsahuji pouze zelnou stavu, byly hodnoceny jako nejvice kyselé. Sladka, ovocna a hotka chut’
u nich nebyly podle hodnotiteli vyrazné (obrazek 38). V ziskanych znamkach se od sebe tyto
vzorky vyznamné neli§i. Jako nejvice sladky a ovocny byl vyhodnocen vzorek O3T, ktery
obsahoval nejvyS$si podil jableCno-fepné §tavy. Na druhém misté se umistil vzorek L4B, ktery
obsahoval pomér Cerstvé zelné sStavy a dzusu 1:1. Lze shrnout, ze kladnéj§i hodnoceni obdrzely
vzorky obsahujici jable€no-fepnou §tavu oproti samostatné zelné stave.

gladka CcoU
4 ‘\ P6K
P L4B
Ovocna Kysela
A1V
— (03T
Horka Y8J

Obrazek 38 — Grafické znazornéni hodnoceni vybranych parametrii chuti
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Na zavér senzorického hodnoceni byl hodnotiteli proveden potfadovy test. Hodnotitelé zde
sefadili vzorky dle svych preferenci (Obrazek 39). Jak se dalo predpokladat na zakladé dil¢ich
hodnoceni, na prvnim misté se umistil vzorek O3T, ktery zvolilo 16 hodnotiteli. Tento vzorek,
nasledovany vzorkem L4B jasné ukazuje vétsi oblibenost smésnych napoju, kde byla ostra chut
zelné §favy zmirnéna chuti ovocného dzusu. Tento trend dokazuje ivysledek nejhtre
hodnoceného vzorku (P6K zvoleny 14 hodnotiteli), nasledovany vzorkem COU zvolenym 7
hodnotiteli. Oba nejhiife hodnocené vzorky reprezentovaly pouze Cistou zelnou $tavu.

18 r
16 L 16 Nejlépe hodnoceny
14
14 r Nejhure hodnoceny
12
10 r
8 r 7
6 -
4
4 -
2 2 2
2 r 1
0 0 0 0
0
Ccou P6K L4B A1V 03T Y8J

Obrazek 39 — Grafické znazornéni vysledku poradového testu

Z vysledka senzorické analyzy vyplyva, Ze spotiebitelé dle ocekavani vice ocenili smesné
Stavy obsahujici dzus, diky kterému byla potlacena ostra chut zelné Stéavy. Tento napoj
kombinuje sladkou a ovocnou chut’ pouzitého ovoce s pozitivnimi vlastnostmi zelné stavy.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva vybérem optimalniho pastera¢niho zakroku pro zelnou
§tavu. Po zvoleni vhodné pasterace a charakterizaci zelného produktu byl navrhnut smésny
ovocno-zeleninovy napoj, ktery byl podroben senzorické analyze. Pro kombinaci se zelnou
stavou byl zvolen dzus slozeny z jablek a Cervené fepy.

Prvni ¢ast experimentalni prace se vénovala optimalizaci a vybéru vhodného tepelného
oSetieni zelné stavy. Cilem pasterace bylo prodlouzit moznou dobu skladovani a zajistit tak
zdravotni nezavadnost. Nejprve byl charakterizovan vstupni vzorek nepasterované zelné §t'avy
z chemického a mikrobidlniho hlediska. V zelné staveé byla potvrzena pfitomnost bakterii,
kvasinek, zastupct rodu Lactobacillus a na selektivnim médiu pfitomnost nepatogenniho
zastupce rodu Listeria. Nebyla prokazana pritomnost koliformnich bakterii.

Nasledné byly zvoleny 4 teplotni profily a byly sledovany zmény v obsahu sacharidi a
redukujicich cukra, dale v obsahu fenolickych latek, flavonoida a antioxidacni aktivity.

Jako nejvhodnéjsi byla potvrzena pasterace pii 90 °C po dobu 0,5 minuty. Tato pasterace se
ukazala jako nejSetrnéjSi k bioaktivnim latkam. Doslo k mirnému poklesu celkovych
fenolickych latek o 33 %, poklesu flavonoidt o 36 % a k poklesu antioxidacni aktivity o 23 %.
Pro srovnani, nejméné u¢innou se ukazala pasterace pii 80 °C po dobu 2 minut, pii které doslo
k poklesu celkovych fenolickych latek o 37 %, poklesu flavonoidi o 40 % a k poklesu
antioxidacni aktivity o039 %. V pfipad€ sacharidi a redukujicich cukri doslo sice béhem
pasterace k vyraznym zménam, pokles hodnot se ovSem vyrazné neliSil mezi jednotlivymi
rezimy pasterace.

Pti pasteraci 90 °C po dobu 0,5 minuty doslo k inhibici zastupct kvasinek, coz bylo zadouci
a zajistilo tak nemoznost sekundarniho kvaseni. Dale doslo k inhibici ristu zastupcu Listeria,
coz je nezbytné pro bezpecCnost, a bylo také jednim z hlavnich sledovanych parametrd. Pfi
pasteraci doSlo rovnéz k ubytku bakterii mlééného kvaSeni, coz byl sice ocekavany, ale
nezadouci jev. Z divodu zdravotnich benefiti, které pfinasi konzumace laktobacil, bylo
navrzeno obohaceni pasterované stavy vybranymi zastupci rodu Lactobacillus. Ptitomnost
zastupct rodu Lactobacillus byla pak potvrzena ve vzorku pasterované i nepasterované Stavy
pomoci metody PCR v realném Case.

Druha cast experimentalni prace pak vyuzivala ovéfeny rezim pasterace 90 °C po dobu
0,5 minut a vedla k vyvoji obohacené smésné Stavy. Na zakladé reserSe byly zvoleny 4
probiotické organismy, které se v zelné §tave piirozené vyskytuji: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii a Lactobacillus plantarum. Bylo provedeno
meéfeni rustové kiivky ve 3 riznych kultivacnich prostfedich po dobu 24 hodin. Pomoci
rastovych kfivek byla nalezena shoda v chovani Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
delbrueckii. Z tohoto divodu byly tyto organismy pouzity ve smésich oddélené. V dalsich dvou
kultivacnich prostredich — zelné §t'ave a dzusu nebylo dosazeno ani exponencialni faze. Zména
podminek kultivace a slozeni média byla zjevné pro mikroorganismy naroc¢na, za dobu 24 hodin
probihala pouze adaptacni faze, nedoslo k vyraznému nartstu ani ubytku.

Zelna stava podrobena pasteraci byla zaockovana vybranymi zastupci a sledovana jeji
stabilita a zmény sloZeni po dobu 2 tydni. Byly vytvoreny dveé rizné smési probiotik a dale
byly pouzity také samostatné organismy. Smés 1 obsahovala Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum, smés 2 obsahovala Lactobacillus acidophilus,

75



Lactobacillus casei a Lactobacillus delbrueckii. Byly sledovany zmény v chemickém slozeni
po 1 a 2 tydnech od zaoCkovani.

Pomoci metody RT-PCR byla prokazana piitomnost vSech organismi po jednom i dvou
tydnech. Tato metoda pouze potvrdila piitomnost pouzitych druhd, pomoci metody prutokové
cytometrie pak byl stanoven pocet a viabilita bakterii. Po prvnim tydnu vykazovaly nejvyssi
schopnost prezit bakterie Lactobacillus delbrueckii, jejich viabilita byla stanovena na 12,82 %.
Organismy Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei vykazovaly viabilitu okolo
10,40 %. Nejhorsi se po prvnim tydnu jevil Lactobacillus plantarum s viabilitou 8,03 %. Obé
smeési mély shodné viabilitu 9,21 %.

Po druhém tydnu doslo k vyraznym zménam. Nejvhodné&jsim organismem pro obohaceni se
ukazal byt L. plantarum s viabilitou 16,87 %. Naopak doslo téméf k aplnému odumfeni bunek
L. casei, jehoz viabilita byla stanovena na 0,58 %. Tento organismus je tedy zcela nevhodny
pro obohaceni zelné stavy. Podobné byl vyhodnocen organismus L. acidophilus, jehoz viabilita
klesla po dvou tydnech na 5,46 %. L. delbrueckii se vyznacoval také klesajici tendenci, po dvou
tydnech byla jeho viabilita stanovena na 8,89 %. V pfipade smési nebyl prokazan pozitivni vliv
pridavku smési mikroorganismu, procento zivych zastupci odpovidalo L. plantarum,
respektive L. delbrueckii u smési 2.

Vedle sledovani zivotaschopnosti organismd, byly sledovany také zmény v chemickém
slozeni obohacené §tavy. V pfipadé stavy obohacené o L. plantarum doslo po dvou tydnech
k poklesu obsahu sacharidu, ktery se projevil ve zvySeni obsahu redukujicich cukra. V prfipadé
bioaktivnich latek doslo k zachovani obsahu fenolickych latek, vyraznému poklesu flavonoida
(az 0 80 %) a narastu antioxidacni aktivity. Znacny pokles obsahu flavonoidi byl zaznamenan
také u ostatnich obohacenych vzorkli. Pomoci kapalinové chromatografie byly sledovany také
zmény v obsahu organickych kyselin, kdy doslo k mirnému narastu kyseliny mlécné i octové,
coz potvrzuje aktivitu tohoto organismu. Obsah vitaminu C zastal nezménén.

Treti Casti experimentalni prace byla optimalizace chuti a tudiz spottebitelské prijatelnosti
vysledného napoje. Zelna §t'ava obohacena o probiotické bakterie nabizi mnoho pfiznivych
ucinkt pro spotiebitele, avSak diky nizkému pH a ne pfili§ atraktivnimu vzhledu by na trhu s
nejvetsi pravdépodobnosti neobstala. Pro zvyseni atraktivity, pfijatelnosti i pro déti a zachovani
lokélniho charakteru byl jako navrhovana kombinace zvolen jable¢no-fepny dzus. Diky své
sladkosti a nevyrazné chuti se snadno kombinoval s vyraznou chuti zelné §tavy. Pro nalezeni
optimalniho poméru dzusu a zelné stavy byla provedena senzoricka analyza. Jako finalni
kompozice byl navrzen napoj obsahujici zelnou stavu a dzus v pomeéru 1:2.

V ptipad€ pouziti obohacené stavy a nasledného uvedeni ovocno-zeleninového népoje na trh
by bylo je§t¢ vhodné provést dlouhodobé testy stability, aby mohla byt stanovena doba
expirace. Hlavnimi sledovanymi body by méla byt zména chemického slozeni a viabilita
probiotik. Z divodu mirnéjsiho pH a vys§imu obsahu cukri 1ze predpokladat, ze by v tomto
napoji viabilita probiotik mohla nartst, coz by mélo za nasledek Ubytek cukrii a syntézu
organickych kyselin, nemuselo by to v§ak po urcitou dobu negativné ovlivnit vyslednou kvalitu
napoje.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK - bakterie mlécného kvaSeni

CFU - jednotka tvorici kolonie z anglického ,,colonies forming units®

DMSO - dimethylsulfoxid

FDA — Food and Drug Administration

GLS — glukosinolaty

GRAS — vieobecné povazovany za bezpecny z anglického Generally Recognized as Safe
PCR - polymerazova fetézova reakce z anglického ,,polymerase chain reaction‘

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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9 PRILOHY

Ptiloha 1 - Dotaznik k senzorické analyze kombinovanych ovocno-zeleninovych napoju.

Osobni charakteristiky:

Pohlavi: Vék
e Zena
e Muz

e Nechci uvést

50-59 let
60-69 let
Vice nez 70 let

Jaké je VaSe stanovisko ke konzumaci kysaného zeli?

Kysané zeli mam rad/a, konzumuji €asto
Kysané zeli mi nevadi, konzumuji obcas

Kysané zeli nevyhledavam, konzumuji ziidka
Kysané zeli nemam rad/a, nekonzumuji viibec

Senzorické hodnoceni:

Vyzkousejte prosim predlozené vzorky napoji. Sledujte vybrané vlastnosti. Vzorky ohodnot'te

jako ve skole (1 —nejlepsi, 5 — nejhorsi).

e méneé nez 20 let
o 20-29 let
e 30-39 let
o 40-49 let
[ ]
[ ]
[ ]

Vlastnost

Vv k
zore Vzhled a barva

Konzistence

Cou

P6K

L4B

A1V

O3T

Y8J

Vyzkousejte prosim vuni piedlozené vzorky napoju. Sledujte vybrané vlastnosti. Vzorky
ohodnot’te jako ve Skole (1 — nejlepsi, 5 — nejhorsi). V ptipadé potieby napiste slovni hodnoceni

do kolony , jiné“.

Vzorek

Vuné

vre Intenzita i
Prijemnost . . Octova
vuné

Ovocna

Cizi
pripach

Jiné

Cou

P6K

L4B

A1V

O3T

Y8J




Nasledné vzorky ochutnejte a ohodnot’te jednotlivé chuté. Vzorky ohodnot'te jako ve Skole

(1 — nejlepsi, 5 — nejhorsi). V pripadé potieby napiste slovni hodnoceni do kolony , jiné"“.
Chut’

Sladka Kysela Horka Ovocna Trpka Jiné

Vzorek

CoU
P6K
L4B
A1V
O3T
Y8J

Hodnocené vzorky prosim ohodnot'te podle Vasich preferenci. 1 — nejlepsi vzorek, 6- nejhorsi
vzorek. Dva a vice vzorkd nesmi mit stejné poradi.

Vzorek C9u P6K L4B A1V 03T Y8J
Poradi
Mezi sousednimi vzorky jsou rozdily: Mezi prvnim a poslednim vzorkem je rozdil:
. Zadne * Zadny
e Nepatrné e Nepatrny
e Malé e Maly
e Stfedni e Stiedni
o Zfetelné e Zfetelny
o Velké e Velky
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Priloha 2 — Rustové krivky probiotickych bakterii

— 0.l 'WMN WO —+=—L. acidophilus
<008 —+—L. casei

0.06 ———1. delbrueckii
0,04 F L. plantarum
0,02
0 1 1 1 L J
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t [h]

Obrazek 40 — Rustova kfivka vybranych zastupct rodu Lactobacillus v zelné §tave

0,07 r
0,06
0,05
- 0,04 —+—L. acidophilus
< 0.03 | —+—L. casei
~—+—L.delbrueckii
0,02 , L. plantarum
001 F |
0 L 1 L L J
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
t [h]

Obrazek 41 — Rastova kfivka vybranych zastupct rodu Lactobacillus ve smésné Stave

89



Ptiloha 3 — Vybrané amplifika¢ni kiivky — potvrzeni pritomnosti probiotickych bakterii
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Obrazek 42 - amplifikacni kiivky pro organismus Lactobacillus acidophilus (¢erveng), negativni kontrola znazoména zluté
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Obrazek 43 - amplifikaéni kfivky pro organismus Lactobacillus casei (¢ervené), Lactobacillus plantarum (modfe), Lactobacillus casei s nespecifickymi
primery (oranzov¢€) a Lactobacillus plantarum s nespecifickymi primery, negativni kontrola znazornéna zluté.
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Obrazek 44 - amplifikaéni kiivky pro organismus Lactobacillus delbrueckii (Cervené a modre), negativni kontrola znazornéna Zluté.
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Obrazek 45 - amplifikaéni kiivky pro potvrzeni domény Bacteria pro organismus Lactobacillus acidophilus (zelen¢), Lactobacillus casei (Cerveng),
Lactobacillus delbrueckii (fialov€), Lactobacillus plantarum (modfe). Pozitivni kontrola znazoména oranzové, negativni kontrola Zluté.
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Obrazek 46 - amplifikacni kfivky pro potvrzeni rodu Lactobacillus pro organismus Lactobacillus acidophilus (Cervené), Lactobacillus casei (zeleng),
Lactobacillus delbrueckii (fialov€), Lactobacillus plantarum (modte). Pozitivni kontrola znazoména oranzové, negativni kontrola Zluté.
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Obrazek 47 - amplifikacni kfivky pro potvrzeni rodu Lactobacillus pro izolace z Cerstvé a pasterované zelné stavy. Cerstva zelna stava (zelené), pasterovana
zelna stava pii 90 °C/0,5 min (Cerveng). Pozitivni kontrola znazoména oranzove, negativni kontrola zlut¢.
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