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ABSTRAKT

V ramci této diplomové prace byly feSeny moznosti vyvoje ovocno-zeleninovych Stav
s obsahem zelné §t'avy, charakterizace jejich nutri¢nich a senzorickych kvalit, jejich stabilita a
moznost obohaceni vybranych kombinaci pasterovanych $tav s pfidavkem probiotické kultury
Lactobacillus plantarum. Na zaklad¢ senzorické analyzy byly vybrany nejlepsi kombinace
ovocno-zeleninovych s§tav, které byly skladovany po dobu 30 dni pii teploté¢ 8 °C. U
skladovanych vzorkd byly béhem skladovéani sledovany zmény vybranych parametri.
Spektrofotometricky byly stanoveny parametry antioxidacni aktivity, obsah celkovych
polyfenolt, flavonoidd, celkovych ve vodé rozpustnych sacharidii a redukujicich sacharidi;
pomoci HPLC byla stanovena kyselina mlé¢n4 a L-askorbova, pomoci pratokového cytometru
byl stanoven pocet probiotickych bunck, dale bylo méteno pH. Viabilita probiotik byla na
konci experimentu ovétena kultivacnim testem. Hodnoty antioxidacni aktivity a celkovy obsah
polyfenolti se béhem pozorovani piili§ neménily. Naopak k vyraznym zméndm dochéazelo u
obsahu celkovych a redukujicich sacharidii a celkovych flavonoidii. Bylo zjisténo, ze
v pritbéhu 14 dni dochazi k zachovani probiotické viability a nasledné dochazi k jeho poklesu.
Z hlediska zachovani co nejvétsiho obsahu probiotika by bylo vhodné probioticky obohacené
Stéavy skladovat pii teploté 8 °C maximaln¢ 14—19 dnti. Nejvyssi viabilita byla pozorovana u
vzorku JHM (obsahujicim jable¢nou, hruSkovou, mrkvovou a zelnou S§tavu ve stejném
poméru). Navzdory zjiSténé nizké viabilité probiotické kultury, zlstavaji tyto navrhované
funk¢ni potraviny nutri¢né€, chut'ove i vzhledové zajimavymi produkty, které mohou napomoci
k popularizaci konzumace netradi¢nich lokalnich potravin.

KLICOVA SLOVA

kysané zeli, §t'ava, jablko, Cervend tfepa, hruska, mrkev, Lactobacillus plantarum, probiotika,
bakterie mlééného kvaSeni, spektrofotometrie, pratokova cytometrie, HPLC, senzoricka
analyza



ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the development possibilities of fruit and vegetable juices
containing sauerkraut juice, the characterization of their nutritional and sensory qualities and
their stability, as well as the potential for enriching selected juices with probiotic culture of
Lactobacillus plantarum. The best combinations of various juice mixtures were selected based
on sensory analysis and were stored for 30 days at 8 °C. Changes in selected parameters were
monitored during the storage. Antioxidant activity, total flavonoids and polyphenols content
and content of total water-soluble and reducing saccharides were determined by
spectrophotometric methods. HPLC was used for lactic and L-ascorbic acid determination,
flow cytometry was used for probiotic cell content determination, culture test was used to
observe viability of cells, pH was monitored. Contents of antioxidant activity and of total
polyphenols content did not drastically change during the storage. Major changes were
observed in total and reducing sugar content and total flavonoids content. It was observed that
probiotic viability was preserved for 14 days, decrease occurred afterwards. In order to achieve
as high content of probiotics as possible, it would be advisable to store probiotically enriched
juices for maximum of 1419 days at temperature of 8 °C. The highest viability was observed
in JHM sample (containing apple, pear, carrot and sauerkraut juice in the same ratio). Even
through viability of probiotic cells was determined as low, these presented functional beverages
remain nutritionally, visually and taste-wise interesting products, which can help popularize
the consumption of non-traditional local foods.

KEYWORDS

sauerkraut, juice. apple, beetroot, pear, carrot, Lactobacillus plantarum, probiotics, lactic acid
bacteria, spectrophotometry, flow cytometry, HPLC, sensory analysis
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1 UVOD

Dzusy a §tavy jsou spotiebitelsky popularni alternativa ke konzumaci surového ovoce a
zeleniny. Se stéle naristajici osv€tou v oblasti vyzivy, nutri¢niho sloZeni a suplementace roste
1 zajem spotiebiteli jist 1épe a vyvazenéji, ptipadné doplnit piijem vitaminl apod. ZvlaStnim
piipadem je popularizace konzumace zeleniny u déti, kde zelenina ve formé $tavy, dzusu,
smoothie nebo diené miize snizit nechut’ ke konzumaci zeleniny. Dalsi vyhodou dzust je
kompaktnost a jednoduchost jejich baleni a zpisobu konzumace.

Konzumace ovoce a zeleniny v Cesku dlouhodobé nedosahuje doporuéeni WHO (World
Health Organisation, Svétova zdravotnickd organizace) a Ministerstva zdravotnictvi Ceské
republiky (400 g ovoce a zeleniny na den mimo $krobovin, napt. brambor) [1]. V roce 2021
byla primérné denni spotieba zeleniny (mimo brambor) 70 g, ovoce pak 240 g, z toho 130 g
ovoce mirného pasma [2]. V téchto hodnotach je zapocitana i vyrobni spotteba, piesto vSak
celkova denni spotfeba ovoce a zeleniny (310 g) nedosahuje doporuc¢ené hodnoty (400 g).
Kazdy novy produkt s obsahem zeleniny tedy napomaha navysit jejich konzumaci a ptiblizit
se doporu¢ené hodnoté. Ceska republika je vSak zavisla na dovozu ovoce a nékterych druht
zeleniny. Jeji sobéstacnost v roce 2021 v produkci jablek ptedstavovala 78,5 %, v produkci
mrkve 51,2 % a v produkei zeli 58,0 % [2].

Cerstvé kysané zeli i zelna §téva piirozen& obsahuji probiotické kultury, které jsou oviem
zniceny jeji pasteraci. Mezi dalsi pfirozené probiotické potraviny patii napt. kefir, acidofilni
mléko, jogurt, kim¢i (korejsky pikantni salat z nakladané a fermentované zeleniny) a nakladané
okurky. Probiotika se dale uzivaji jako dopliiky stravy.

Probiotika jsou obecny nazev pro mikroorganismy, které svému hostiteli poskytuji pozitivni
zdravotni uc¢inek (posileni imunity, zmirnéni alergii a zacpy, prevence a zmirnéni prijmu a
zanétl stfev, prevence rakoviny). Jejich pfijem je vhodné doplnit pfijmem prebiotik ve formé
rozpustné vlakniny, ktera stimuluje jejich rist a aktivitu.

Vramci této diplomové prace byly feSeny mozZnosti vyvoje ovocno-zeleninovych §téav
s obsahem zelné §tavy, charakterizace jejich nutri¢nich a senzorickych kvalit a jejich stabilita.
Prace také rozvadéla moznosti obohaceni téchto §tav o probiotikum ptidavkem Lactobacillus
plantarum a sledovéanim jejich dlouhodobé stability.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kysané zeli

Kysané zeli je tradi¢ni potravina nejen stiedoevropské kuchyné [3]. Jednd se o zkvaSené
nakrouhané listy zeli hlavkového (Brassica oleracea convar. capitata) [3], které je v posledni
dobé& povazovano za tzv. superpotravinu [4], coZ je marketingové oznafeni pro potraviny
obsahujici velké mnozstvi prospéSnych nutri¢nich latek [5]. Obsah nutri¢nich latek je uveden
v tabulce 1.

Tabulka 1 Obsah nutri¢nich latek v kysaném zeli [6]

10

Slozka Jednotka Obsah
Voda 91
Celkovy dusik 0,17
Bilkoviny g/100 g kysaného zeli 1,1
Tuky stopovd mnozstvi
Sacharidy 1,1
L, kcal/100 g kysaného zeli | 9
Energetickd hodnota I 757 iysyaného Zeli | 36
Skrob stopovd mnoZzstvi
Celkové cukry 1,1
Glukosa 0,7
Fruktosa g/100 g kysaného zeli 0,3
Sacharosa 0,1
Vlaknina 2,2
Mastné kyseliny stopova mnoZzstvi
Na 590
K 180
Ca 50
Mg 10
Ee mg/100 g kysaného zeli ?’32
Cu 0,05
Zn 0,3
Cl 860
Mn 0,2
B-karoten ug/100 g kysaného zeli | 18
Vitamin B; (thiamin) 0,04
:2::212 gj gi]:éila)vm) mg/100 g kysaného zeli (0):(2)1
Vitamin B (pyridoxin) 0,15
Folat ug/100 g kysaného zeli | 16
Vitamin Bs 0.23
(kyselina pantothenovd) | mg/100 g kysaného zeli |
Vitamin C 10




2.1.1 Vyroba kysaného zeli
Vypéstované zeli je obvykle zpracovano v okoli mista jeho produkce [3, 7]. Zpracovani zeli je

provadéno v tzv. zelarnach, hojné rozsitfena je i domaci vyroba. Zjednodusené schéma vyroby

je znazornéno na obrazku 1.

Vybér hlavkového zeli

Y

Odstranéni vnéjSich listu a
sttedové ¢asti

Cisteéni hlavek

Y

Krouhani a soleni

Y

Fermentace
Piidavek Pridavek dalsi
startovacich + zeleniny, vina, kofeni,
kultur

Baleni| — Pasterizace

Yy

Skladovani

Obrazek 1 Schéma vyroby kysaného zeli [3]

Nejprve podléhaji sklizené zelné hlavky kontrole kvality, sleduje se barva, kondice listd,
poskozeni (hmyzem, aj.), obsah susiny, cukrt, vitaminu C, dusiku a residui pesticidd [3]. Ze
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zkontrolovanych hlavek jsou odstranény vnéjsi listy a stiedové Casti a hlavky jsou umyty
vodou. Poté nésleduje krouhani provadéné strojové na prouzky 0,7-2,0 mm silné. Nasleduje
soleni pomoci 0,7-2,5% roztoku chloridu sodného. Mohou byt téz ptidany kotenici latky (napf.
kmin). Osolené nakrouhané zeli je napéchovano do kvasnych nadob (v prumyslu se pouzivaji
nadoby o kapacité 100 kg az 40 t [7]), které jsou t€sn€ uzavieny a zatizeny tak, aby byl vytlacen
vzduch. Nasleduje kvaseni spontanni nebo za pouziti startovacich kultur. Fermentace miize
trvat rizn¢ dlouhou dobu, pocinaje jednim tydnem konce nckolika meésici. Po ukonceni
fermentace je kysané zeli zabaleno do plastovych ¢i sklenénych oballi a konzumovano Cerstvé
nebo pasterované. [3, 7]

2.1.1.1 Spontinni fermentace kysaného zeli

Na syrovém zeli Zije Sirokd paleta mikroorganismii (napt. bakterie aerobniho kazeni
potraviny rodii Pseudomonas a Enterobacter, kvasinky, plisné, bakterie mlécného kvaseni). Po
uzavieni a zatizeni kvasnych nadob dojde ke snizeni obsahu kysliku, coz podporuje rist
bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK). Nejprve pievladaji heterofermentativni procesy, spojené
zejména s Leuconostoc mesenteroides nebo Leuconostoc fallax, predevsim kvili mensi
toleranci ke kyselému prostredi, mikroaerofilit¢ a kratsi genera¢ni dobou. Tyto BMK produkuji
znacna mnozstvi kyseliny octové a mlééné (vede k poklesu pH) a CO,. Po snizeni pH pod
hodnotu 4,5 a zvySeni obsahu kyseliny mlé¢né nad 0,7-1 % dojde k rozmachu acidofilngjsich
homofermentativnich bakterii, napt. Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis. Tyto
druhy produkuji kyselinu mlécnou a pievazuji v pozdéjSich stadiich fermentace. Na konci
kvaSeni dosahuje pH hodnot 3,4-3,7, obsah kyseliny octové se pohybuje okolo 1 % a kyseliny
mlécné je vice nez 2 %. [3, 7]

Kvalita a chut’ spontdnn¢ fermentovaného zeli zavisi na pivodni skladbé mikrobiomu a na
kvalité zeleniny. Mikrobiom ovliviiuje fyzikalni a vyzivové hodnoty hotového vyrobku. [3]

2.1.1.2 Fermentace pomoci startovacich kultur

Aby bylo dosazeno pozadované a konzistentni kvality, je mozné nahradit spontanni fermentaci
pouzitim startovacich kultur, ¢imz dojde ke snizeni vlivu plivodni skladby mikrobiomu
hlavkového zeli. [7]

Dilezitymi hledisky pii vybéru kmenii pro startovaci kultury jsou adaptace k zelnému
substratu, tolerance k nizkému pH a k vysoké koncentraci soli, vysoka rychlost riistu a rychlost
produkce kyselin, schopnost heterofermentativniho procesu, produkce antimikrobialnich latek
(bakteriociny a peroxid vodiku). Lze pouzit kultury zjednoho ¢i vice kmenii bakterii,
popfipad¢ I1ze inokulovat kysanym zelim z ptedchozi fermentace. [3]

Pouzitim startovacich kultur lze ziskat vysoce kvalitni produkt se zvySenym obsahem
bioaktivnich latek ¢i se snizenym obsahem soli a biogennich amini. Lze pouzit kultury
s Leuconostoc mesenteroides a Lactococcus lactis (inhibice piirozené vyskytujicich se bakterii
mlécného kvaSeni), s L. mesenteroides a Pediococcus dextrinicus (zvySeny obsah prospésnych
fotochemikalii), Lactobacillus sakei (zvySend antimikrobidlni aktivita a koncentrace
bioaktivnich latek), L. mesenteroides (v kombinaci s mineralni soli se snizenym obsahem
NaCl). Pouziti probiotickych kultur s obsahem L. plantarum L4 a L. mesenteroides LMG 7954
vedlo ke snizeni obsahu NaCl z 4,0 % na 2,5 %, zrychleni fermentace o 14 dni a vysledny
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produkt Ize oznacit za probioticky (obsah viabilnich probiotickych bun¢k byl vyssi nez
10° CFU/g hotového produktu) [8].

2.1.2 Zdravi prospésné vlastnosti kysaného zeli

Kysané zeli obsahuje vitamin C, vitamin E a dalsi fenolické latky, které se chovaji jako zhasSece
radikal, a tim chrani proti oxidativnimu stresu. Oxidativni stres je stav, kdy produkce
reaktivnich kyslikovych metabolitii (ROS, reactive oxygen substance) je vyssi nez ochranna
antioxidacni aktivita organismu, ktery je jednim =z faktorti pfispivajicim ke starnuti a
k patogenezi chronickych problému (napi. kardiovaskularni, neurodegenerativni a rakovinna
onemocnéni). [9]

2.1.2.1 Vitamin C

Vitamin C (kyselina askorbova a dehydroaskorbova, askorbinogeny) je hydrofilni antioxidant.
Funguje jako kofaktor enzymt (jako donor elektronti), zhéaSeC¢ hydroxylovych a
superoxidovych radikalt (kdy pfechazi na askorbylovy radikal) a snizuje hladinu C-reaktivniho
proteinu, ktery je spojovan s chronickym zanétem a aterotrombdzou [3, 9]. Jeho konzumace
piispiva ke snizeni krevniho tlaku pti hypertenzi, zvySuje hladinu HDL cholesterolu a chrani
proti nasledkim diabetu mellitu (napi. diabetické retinopatii) [10]. Doporuc¢ena denni davka
vitaminu C se pohybuje v rozmezi 60-200 mg, u pacientd s respiraénimi chorobami a pfi
rekonvalescenci se doporuCuje pfijem navySit na 1000 mg i1 vice. Potfeba je pokryta
konzumaci ovoce (nejvice vitaminu C z lokédlnich surovin obsahuje Sipek, 2 500—10 000
mg/kg) a zeleniny (v kadefavé petrzeli je obsah vitaminu C 1 500-2 700 mg/kg, vyznamnym
zdrojem vitaminu C jsou i hojné¢ konzumované brambory s obsahem 80400 mg/kg).
Nedostatek vitaminu C (hypovitamindza) se projevuje nejcastéji navou, Uplny nedostatek
(avitamindza) pak kurdéjemi. [11]

2.1.2.2 Vitamin E

Vitamin E (tokoferoly, tokotrioly) je lipofilni antioxidant. Podstatou je poskytnuti vodikového
iontu za vzniku malo reaktivniho tokoferylového radikalu. Je schopen inhibovat oxidaci LDL
cholesterolu, ¢imz chrani proti ischemické chorob¢ srde¢ni [9]. Doporucena denni davka zavisi
na piijmu polyenovych mastnych kyselin, doporucuje se piijimat 20—30 mg. Potfeba je kryta
zejména konzumaci potravin rostlinného ptivodu, napi. ve vlasskych ofesich (35,4 mg/kg),
v obilnich kli¢cich a v otrubach (15-50 mg/kg), v olejich (nejvétsi obsah vitaminu je
v sojovém oleji, 530-2 000 mg/kg). V ovoci a zeleniné se vyskytuje v men$im mnozstvi
(jablka 1,8—7,4 mg/kg, zeli 0,2—11 mg/kg). Deficience je vzacna, vyskytuje se u novorozenct
a adolescentil, projevuje se myopatii a encefalomalacii. [11]

2.1.2.3 Isothiokyandty

Produkty hydrolyzy glukosinolati (zejména isothiokyanaty a fenylisothiokyanaty) prokazuji
antioxidacni aktivitu vi¢i hydroxylovym radikdlim in vitro [12] a mohou inhibovat
karcinogenezi [13].

2.1.2.4 Bakterie mlécného kvaSeni (BMK) a probiotika
,Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganismy, které jsou-li podavany v adekvatnim
mnozstvi, pfispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele. Jako probiotické kultury jsou

v

obvykle pouzivany bakterie, které pfirozené€ obyvaji lidsky travici trakt. Nejpouzivanéjsi jsou
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bakterie rodt Lactobacillus a Bifidobacterium. Ptiznivé u€inky probiotickych bakterii zahrnuji
tlumeni alergii, imunostimula¢ni G¢inky, prevenci kolorektalniho karcinomu, zmirnéni zacpy
a prevenci a podpurnou terapii zanétlivych stitevnich onemocnéni a prijmu.* [14]

BMK piitomné v kysaném zeli prokéazaly probiotické vlastnosti. U kultur Lactobacillus
paraplantarum SF9, Lactobacillus brevis SF15 a dalSich zastupcii rodu Lactobacillus byla
prokéazana schopnost pieziti v simulovanych kyselych podminkach gastrointestinalniho traktu
a inhibice rlstu patogenti (grampozitivni a gramnegativni bakterie, Sa/monella) [15, 16].

2.1.3 Aroma kysaného zeli a hodnoceni kvality kysaného zeli

Pro aroma zeli je typicka ptitomnost isothiokyanatu, které vznikaji rozkladem glukosinolatd.
Mezi né patii napft. allylisothiokyanat (vznika ze sinigrinu), but-3-en-ylisothiokyanat (vznika
z glukonapinu) a 2-fenylethylisothiokyanat (vznika z glukonasturiinu). Tyto latky jsou
zodpovédné za palivou chut’. Déle jsou charakteristické sirné slouceniny, napt. dimethylsulfid
a dimethyltrisulfid (vzniklé rozkladem S-methylcysteinsulfoxidu, cysteinu a methioninu).
Vyznamné jsou téz nitrily vzniklé pii rozkladu glukosinolati, hlavné pak allylkyanid (vonici
po cesneku), dale pak pent-4-ennitril. Pivodcem hotké chuti je goitrin vznikajiciho
z progoitrinu. Za ¢ervenou barvu Cervenych odrid jsou odpovédnd anthokyanova barviva
(kyanidin-3-soforosid-5-glukosid acylovany malonyl-, p-kumaroyl-, di-p-kumaroyl-,
feruloyl-, diferuloyl-, sinapoyl- nebo disinapoylestery). [11]

Pti testovani kysaného zeli se hledi na nékolik aspektti, napt. zurnal dTest sledoval senzorické
kvality (s podilem na celkové znamce 30 %), mikrobiologické testy (s podilem na celkové
znamce 20 %), obsah vitaminu C (s podilem na celkové znamce 15 %), deklaraci hmotnosti,
pevného podilu a obsahu soli (s podilem na celkové znamce 15 %), kvalitu prokvaseni
(s podilem na celkové zndmce 10 %) a obsah nezddoucich latek (s podilem na celkové znamce
10 %) [17]. Zurndl CZ TEST provadél senzorické hodnoceni, hodnoceni mikrobiologické
kvality (neptitomnost Listeria monocytogenes a Salmonella spp.) a stanoveni obsahu vitaminu
C, kyseliny mlécné, soli a kyseliny benzoové a sorbové, hmotnosti a hmotnosti pevného podilu
a hodnoty pH [18].

V senzorickém hodnoceni Zurnalu dTest byla posuzovana piijemnost barvy (u bilého zeli svétle
zlutd s typickym prosvitanim), kvalita nakrouhani a textura krouhanky (stejnomérné a jemné
nastrouhani, nepfitomnost zavadlych kust listd, kouskd kostdlu a napadnutych listl) a
pfijemnost ving a chuti (lahodné kyselost, pfim&fend slanost, typiénost a &istota) [17]. Zurnél
CZ TEST se zam¢fil na barvu, velikost krouhanky, ¢istotu a intenzitu ving, piijemnost celkové
chuti, intenzitu slané, sladké a hotké chuti, texturu, kofenénost a intenzitu pachuti [18].
Mikrobiologicky byly stanoveny bakterie mlééného kvaseni (CSN ISO 13721) a kvasinky a
plisné (CSN ISO 21527-1) [17]. Vitamin C byl stanoven pomoci metody HPLC
(vysokovykonné kapalinové chromatografie) s UV detekci [17]. Deklarace hmotnosti a
pevného podilu byla stanovena vazkové, obsah soli byl ovéfen metodou AAS (atomova
absorp¢ni spektrometrie) [17]. Kvalita prokvaseni byla stanovena méfenim obsahu kyseliny
mlécné, mravenci a octové pomoci izotachoforézy, celkového mnozstvi t€kavych kyselin
titracné po destilaci, obsahu ethanolu pomoci GC/FID (plynovéd chromatografie
s plamenoionizacnim detektorem), pH pomoci pHmetru [17]. Z nezddoucich latek byly

14



stanoveny oxid sifi€ity a sifiCitany (titracné€ po destilaci), kyselina sorbova a benzoova (pomoci
HPLC/UV), olovo a kadmium (pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym
plazmatem, ICP-MS) a dusi¢nany (pomoci izotachoforézy) [17].

2.2 Stava z kysaného zeli

Stavou z kysaného zeli se rozumi nalev vznikly pifi vyrobé kysaného zeli. Kysané zeli
s menSim obsahem nalevu je zdkaznicky popularnéjsi, proto se ¢ast nalevu pii jeho prebytku
miZze odebrat a je mozné ji dale komeréné vyuzit. Pro zvySeni mnozstvi produkce zelné §t'avy
je mozno hlavkové zeli nakrouhat vice najemno (pfi krouhani na ¢ésti velké zhruba 1 mm x
1 mm je vytézek §tavy 80 % [19]), piipadn& je mozné §tavu z kysaného zeli vylisovat. Stavu
je mozné zakoupit v pasterovaném nepasterovaném stavu (pasterizaci je mozno prodlouzit
trvanlivost vyrobku na ukor inhibice prospésnych ptirozenych BMK, senzorickych a nutri¢nich
zmen).

Stavu z kysaného zeli 1ze vyrobit i zkvagenim &erstvé §tavy z hlavkového zeli na obsah
kyseliny mlécné alesponi 1,2 %, poté se filtruje a dekantuje 4—6 hodin, znovu se filtruje, pfip.
se Cifi 1-2% bentonitem. Nasledn¢ se ohtiva na teplotu 70 °C, plni se a pasteruje se pii 80 °C
20—40 minut dle velikosti obalu. Pfed plnénim je mozné st'avu ztedit vodou. [20]

Nutri¢ni slozeni §t'avy z kysaného zeli je uvedeno v tabulce 2. Data byla ziskana analyzou trhu
(patnact produktti vyrobenych v Ceské republice, Némecku a Mad'arsku) a jsou uvedena
v priloze 6).

Tabulka 2 Nutri¢ni slozeni stavy z kysaného zeli

Slozka Jednotka Obsah

o kcal/100 ml §tav 12,87+2,73
Energetickd hodnota kJ1/100 ml §t’évyy 54,001,358
Tuky 0,23+0,17
z toho nasycené mastné kyseliny 0,06+0,04
Sacharidy 1,74+0,71
z toho cukry g/100 ml stavy 0,83+0,39
Bilkoviny 0,85+0,36
Sl 1,01+0,54
Vlaknina 0,11+0,20
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2.3 Bakterie mlé¢ného kvaSeni

BMK jsou tradi¢né spojeny s vyrobou kvasenych potravin a krmiv a jsou obecné vnimany jako
prospesné nebo zdravi prospésné (probiotické) organismy, mohou mezi nimi byt i lidské ¢i
zviteci patogeny (né€které druhy zrodt Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus a
Carnobacterium). Jedna se o grampozitivni, nesporulujici a nerespirujici, aerotolerantni koky
nebo tyCinky, které pfevazné produkuji kyselinu mlécnou v metabolismu sacharidtl. Zastupci
jsou druhy Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetrageonococcus, Vagococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, Lactococcus a Steptococcus.

[21]

2.3.1 Vliv tepla na mikroorganismy

Konzervaéni  uc¢inek tepelného zakroku spocivd v denaturaci proteini, ktera
v mikroorganismech ni¢i enzymatickou aktivitu a metabolismus ovladany enzymy. Pfi
dostate¢né vysoké teploté se jednd o reakci prvniho fadu, stejné procento mikroorganismui
zemfe v daném ¢asovém intervalu, nehledd na pocateéni poéet mikroorganismil. Cas potiebny
k usmrceni 90 % mikroorganismil pti dané teploté je oznaCovan jako decimalni redukéni Cas
D. Jeho hodnota je charakteristickd pro dany mikroorganismus. Usmrceni mikroorganismil je
zéavislé také na teploté, hodnota z vyjadiuje zménu teploty potiebnou ke snizeni decimalniho
redukéniho Casu o jeden fad. [22]

Uspésnost teplotné konzervaéniho zakroku ovliviiuje fada dal3ich faktorii. Mezi tyto faktory se
fadi druh ¢i kmen mikroorganismu, zda se jedna o vegetativni formu ¢i sporu, podminky
inkubace (teplota, staii kultury, médium) a podminky pii tepelném zakroku (pH, aktivita vody
a slozeni potraviny). [22]

2.3.1.1 Tepelné oSetieni diusi

Pasterizace je Setrné tepelné osetieni potravin, kdy dojde k zdhfevu na teplotu pod 100 °C.
V ptipadé¢ pasterizace dzustt je cilem inaktivace enzymt (zejm. pektinesterasa a
polygalakturonasa) a znieni mikroorganismii zplsobujicich kaZeni (kvasinky a plisng).
Obvykle dochazi k zahtati na 65 °C po dobu 30 min, na 77 °C po dobu 1 min nebo na 88 °C
po dobu 15s; nasleduje rychlé zchlazeni na teplotu 3-7 °C. Pasterizaci dohéazi pouze
k minimalnim zméndm v obsahu vitaminu C a karotentl, miize ovSem dojit k uniku tékavych
aromatickych latek (které Casto maskuji vativé prichute). Prodlouzeni trvanlivosti se pohybuje
od nekolika dnl po né€kolik tydnt, Casto se je tfeba pasterizaci kombinovat s napt. chlazenim.
[22]

Sterilace je tepelna konzervace potravin, jejiz cilem je destrukce patogennich mikroorganismd,
a to zahfevem nad 100 °C. Oproti pasterizaci je vice prodlouzena trvanlivost a ¢asto je mozné
potravinu skladovat pti pokojové teploté, nicméné dochdzi k vétSim nutricnim (zejm. ztrata
vitaminll) a senzorickym (rozpad chlorofyll, karoteni a anthokyanii, gelatinizace Skrobd,
hydrolyza pektintl) zméndm. [22]

2.3.2 Rod Lactobacillus

Zastupci rodu Lactobacillus jsou mikroaerofilni grampozitivni bakterie, obyvajici prostredi
mlécnych vyrobki bohatych na ziviny, mikrobidlné bohaté povrchy sliznic 1 pidu a rostliny.
Rizna prostfedi maji vliv na Sitku a diverzitu rodu; fadi se sem vice nez 100 druhd; mezi
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biologicky, technologicky a komeréné¢ vyznamné druhy patti L. acidophilus, L. casei,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. plantarum, L. rhamnosus a L. salivarius. [21]

V potravinaistvi a krmivarstvi najdou vyuziti jako startovaci kultury pro fermentaci potravin a
jako probiotika. V potravinach se vyuzivaji k vyrob¢€ fermentovanych mléénych vyrobkd, napf.
jogurtti, syrt, fermentovanych mlék a kefirti, fermentované zeleniny, napt. kysaného zeli a
raznych druht naklddané zeleniny, pfi vyrobé kvaskového peciva. Zastupci Lactobacillus
(napt. L. sakei) se také prirozené vyskytuji i v Cerstvém a rybim mase nebo se pouzivaji k jeho
fermentaci. Vyskytovat se mohou také vyskytovat v pivu a vinu, kde mohou pfispivat
k chutovému profilu nebo mohou byt kontaminanty. V krmivarstvi se vyuziva L. plantarum a
L. buchneri k vyrobé¢ silaze. [21]

Bakterie rodu Lactobacillus se vyuzivaji jako probiotika bud’ pfimo k vyrobé fermentovanych
potravin, nebo jako ptidavek do nefermentovanych potravin. Mezi klinicky zdokumentované
kmeny Lactobacillus patti mj. L. acidophilus NCFM, L. acidophilus La-5, L. casei Shirota,
L. casei DN-114 001, L. rhamnosus GG, L. rhamnosus HNOO1, L. rhamnosus GR-1,
L. plantarum 299v, and L. reuteri ATCC 55730. [21]

2.3.2.1 Lactobacillus plantarum

Kmeny Lactobacillus plantarum se vyuzivaji jako startovaci kultury pro vyroby
fermentovanych masnych a zeleninovych vyrobkti, anebo pro vyrobu sildZze. Dale maji
probioticky uc¢inek na mikrobiom konzumenta. Pti vybéru konzumenta je dtlezité brat v potaz
schopnost pteziti v prostiedi zazivaciho traktu. [23]

Kmen L. plantarum 14 ma prokazatelny antimikrobidlni efekt proti enteropatogennim
(Staphylococcus aureus 3048 a K-144, Escherichia coli, Salmonella mumum) a sporulujicim
bakteriim (Bacillus cereus, B. subtilis), BMK (Enterococcus faecium) a kvasinkdm (Candida
tropicalis, C. pseudotropicalis). Vyznamnou roli pro antimikrobidlni efekt hraje produkce
kyseliny mlécné. Dale je tento kmen odolny vici nizkému pH (pH = 4, oproti vySe zminénym
mikroorganismiim), aktivité lysozymu a vysoké koncentraci fenola. Byla prokazana schopnost
prezit v prostiedi zlu€ovych soli a rezistence viici bézné predepisovanym antibiotikiim. [23]

L. plantarum roste v teplotnim rozmezi 840 °C (v mléce) [24]. Néekteré kmeny splituji
podminky GRAS (generally recognised as safe, obecné povazovany za bezpecny). Konkrétné
se jedna o kmeny CECT 7527, 7528 a 7529 (pro pouziti v mlé¢nych, sdjovych a cukraiskych
vyrobecich a Zvykatkdch o maximalnim obsahu 4-10'° CFU/porci pro jeden kmen nebo
1,2:10° CFU/porci  pro kombinaci kmend, GRN No. 953 [25]), ECGC 13110402
(potravinafskd ingredience, mimo pouziti pro détskou vyzivu, o maximalnim obsahu
1-10'° CFU/porci, GRN No. 847 [26]), Lp-115 (pro pouziti v mléénych, sojovych a
cukréaiskych vyrobcich, napojich a zvykackich o maximalnim obsahu 5-10'! CFU/porci, GRN
No. 722 [27]) a 299v (potravinaiska ingredience o maximalnim obsahu 1-10'' CFU/porci,
GRN No. 685 [28]).
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2.4  Mlécéna fermentace

BMK jsou anaerobni a nedisponuji respiracnim systémem, potiebuji tedy ziskat energii
fosforylaci substratu. Pfi metabolismu hexos dominuji dvé fermentativni drahy:
homofermentativni a heterofermentativni mlécné kvaseni [21].

Typ fermentace je dilezitym kritériem pro taxonomii BMK. Rody Leuconostoc, Oenococcus
a Weissella a druhy Lactobacillus brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum a Lb. reuteri jsou
obligdtn¢ heterofermantativni. Obligatné homofermetativni druhy laktobacild (Lb.
acidophilus,

Lb. delbrueckii, Lb. helveticus a Lb. salivarius) nemohou metabolizovat pentosy. Fakultativné
heterofementativni laktobacily (Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. sakei) a vétSina
dalSich bakteriii mlécného kvaSeni metabolizuji hexosy homofermentativné, ale také
fermentuji pentosy [21].

2.4.1 Homofermentativni mlééné kvaSeni

Homofermentativni mlé¢né kvaSeni (obrdzek 2) navazuje na glykolyzu (obrazek 3) nebo na
Embden-Meyerhof-Parnasovu (EMP) drahu [21]. Produktem homofermentativniho kvasSeni
jsou dva moly ATP na jeden mol glukosy a téméf vyhradné (90 %) mlécna kyselina, vétSinou
ve formé D-laktatu.

Glukosa

2 ADP \§ 2 NAD" =

'S

= - -
2 ATP B 2NADH+2H 2 NAD

k— 4) » 2 [aktat

Obrazek 2 Schéma homofermentativniho mlééného kvaseni. Pfevzato a upraveno z [21]

2 Pyruvat
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Obrazek 3 Schéma glykolyzy. Pfevzato a upraveno z [21]
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2.4.2 Heterofermentativni mlééné kvaSeni

Heterofermentativni mlééné kvaseni navazuje na fosfoketolasovou drahu, také zndmou jako
hexosomonofosfatovy  zkrat, HMP ¢i  6-fosfoglukonatovd  drdha.  Produktem
heterofermentativniho mlééného kvaseni je vedle laktatu i ethanol, kyselina octova, H> a CO»,
na jeden mol hexosy ¢i pentosy vzniké jeden mol ATP, popt. dva moly ATP, je-1i acetylfostat
v pfitomnosti alternativniho akceptoru elektronu defosforylovan na kyselinu na kyselinu
octovou. Timto zptisobem Ize fermentovat pentosy (které vstupuji do fosfoketolasové drahy
jako ribulosa-5-fosfat nebo xylulosa-5-fosfat), v takovém ptipadé ale nevznika CO,. [21]

Glukosa

ATP
hexokinasa ADP

Glukosa—6-fosfét

NAD®
glukosa-6-fosfatdehdrogenasa NADH + H'
6-fosfoglukonat
NAD

6-fosfoglukonatdehydrogenasa co, NADH + H

Ribulosa-5-fosfat

v

Xylulosa-5-fosfat
P, ~N

Josfoketolasa /\

Glyceraldehyd-3- fosfat  Acetylfosfat

NAD" |

2ATPEL (:VA ADP ]
] 1 + acetatkinasa
H,0 S0 P, ATP

Pyruvat  Acetyl-CoA Acetat

NADH +H" NADH + H

laktatdehydrogenasa acetaldehyddehydrogenasa

NAD" (op NAD

Laktat Acetaldehyd

NADH +H"
& alkoholdehydrogenasa
NAD

Ethanol

Obrazek 4 Schéma heterofermentativniho mlé¢ného kvaseni navazujiciho na fosfoketolasovou drahu.
Ptevzato a upraveno z [21]
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2.5 Ovocné a zeleninové §t'avy

Ovocnou, zeleninovou nebo ovocno-zeleninovou S$tdvou se rozumi napoj Ciry az kalny,
pfipadné s obsahem protlaku, diené, ¢i kouskid ovoce nebo zeleniny, bez cizich nepovolenych
ptimési. [29]

Ovocna nebo zeleninova st'ava je nezkvaseny, ale zkvasitelny napoj, vyrobeny z jednoho nebo
vice druhil ovoce nebo zeleniny; z jedlych ¢asti zralého a zdravého, chlazeného ¢i zmrazeného
ovoce nebo zeleniny, s barvou, chuti a viini charakteristickou pro $tavu z ptisluSného ovoce ¢i
zeleniny. Aroma, duznina a bunky ziskané ze stejné¢ho ovoce ¢i zeleniny mohou byt do stavy
vraceny. [29]

Cerstva ovocna, zeleninova nebo ovocno-zeleninova §tava je nezkvaSeny, ale zkvasitelny
vyrobek, vyrobeny z jednoho nebo vice druhli ovoce nebo zeleniny; z jedlych ¢asti zralého a
zdravého, chlazeného ¢i zmrazeného ovoce nebo zeleniny; sbarvou, chuti a vini
charakteristickou pro stavu z piislusného ovoce ¢i zeleniny. Do Cerstvych $tav nelze ptidat
dalsi slozky s vyjimkou bylin a semen rostlin a vyrobek nesmi byt dal oSetieny. [29]

Pfirodni ovocna, zeleninova nebo ovocno-zeleninova Stava je vyrobek odpovidajici Cerstvé
ovocné, zeleninové nebo ovocno-zeleninové §tave, ktery je osetfené pouze Setrnou metodou a
nebyly k nému pfidané zadné dalsi slozky. [29]

Setrnou metodou se rozumi zptsob inaktivace mikroorganismii do teploty §tavy 35 °C
provadény oSetfenim vysokym tlakem nebo téz paskalizaci v fadu 4 000 az 8 000 bart po dobu
vydrze 1 az 15 minut nebo vysokonapét'ovymi pulsy prochazejicimi osetfovanou st'avou nebo
Sokovym mrazenim. [29]

2.5.1 Vyroba ovocnych a zeleninovych §t'av

K vyrob¢ se pouzivaji vhodné odridy (vysoky podil $tavy, kyselin, aj.) zralého a zdravého
(choroby a mechanické poskozeni) ovoce nebo zeleniny. Suroviny mohou byt do mista
zpracovani dopraveny plavenim. Nasleduje prani a inspekce surovin a odstranéni
nepozivatelnych ¢asti, neprovadi se vSak antioxidacni zakrok. [30]

Surovina je dale nadrcena za pouZiti struhadlovych, kladivkovych nebo jehlovych mlynki pro
optimalni rozdrceni bunék a zaroven zachovani hrubsich ¢asti pro odtok $t’av pfi lisovani. Pti
drceni se do drti mohou pfidat pektolytické enzymatické preparaty pro zvySeni ucinnosti
lisovani o zhruba 10 % (zvySuje stupeni rozdrceni bunék, snizuje viskozitu, navySeni refrakce
Stavy za soucCasného ztmaveni barvy produktu oxidaci). Enzymatické oSetfeni trva 30—
40 minut pfi teploté 20 °C. Nasleduje lisovani pomoci mechanickych hydraulickych koSovych
list nebo kontinudlnich sitopasovych listt ¢i v lisovacich (dekantacnich) odsttedivkach.
Nasledné¢ jsou odstranény kaly pomoci filtrace ¢i centrifugace. [30]

Tato §tava je stile matné kalna, proto miZe nasledovat Gefeni. Cefenim se odstrafiuji
hydrokoloidy, zejména pektin, Skrob a hemicelulosy. Lze provést enzymaticky pfii teploté 50—
52 °C po dobu n¢kolika hodin, zbyl¢ kaly se odstranéni ultrafiltraci. Dal$i moznosti je pfidavek
latek tvoficich sraZeninu (tanin, zelatina) nebo sorbentli (bentonit, silikagel), vyloucené
srazeniny se odd¢li filtraci ¢i odstfedénim. [30]
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Nasleduje finalni uprava napoje konzerva¢nim zakrokem a plnéni do obalti, pfipadné syceni
COs. Kvalita je posuzovana podle koncentrace rozpustné suSiny, ptivodnost sloZeni, obsah
kyselin a kalii, barva a senzorické parametry. [30]

2.5.2 Mrkvova §tava
Zpracovani mrkvové §t'avy je zaméteno na prevedeni nejvétsiho mnozstvi duziny do vyrobku,
z ditvodu vysokého obsahu karotenoidli, mineralnich latek a dalSich nutri¢nich latek. [31]

Nejprve jsou mrkve vyprany (v lopatkovych bubnovych nebo vibra¢nich prackach), protiidény,
oloupany a ru¢né protiidény. Mrkve jsou vyprany tlakovou vodou a jsou nafezany na platky
(57 mm tlusté¢). Nasleduje blanSirovani parou pii teploté 95-105°C po dobu
10-15 minut. Déle se postupuje bud’to drcenim nebo pasirovanim pomoci pasirovacek,
kontinualnich extraktorti, koloidnich mlynkd nebo centrifug se sitem, anebo lisovanim na
hydraulickém lise. Vylisky je mozné pasirovat a smichat s vylisovanou §tavou. Mrkvoveé stave
je mozno piidat cukrovy roztok, kyselinu citronovou a askorbovou. Nasleduje homogenizace,
deaerace, plnéni do tmavych oballi za horka a sterilizace. [31]

Mrkev je znamd zejména pro svij vysoky obsah karotenoidi (obsah karotend je
6 000—54 800 ng/100 g mrkve) a fenolickych latek a vlakniny. Karotenoidy jsou pfitomny
intracelularn¢ a maji biologickou (antioxida¢ni aktivita, B-karoten jako provitamin vitaminu
A) a pigmentacni funkci, zahrnuji karoteny a xanthofyly. Fenolické latky mrkve jsou
koncentrovany v kofenové Casti, zejména v druhotné kiiie, nejvice ve slupce, méné ve floému
a nejméné v xylému, nejcastéji se jednd o kyselinu chlorogenovou. Vldknina je ptfitomna
v bunéénych sténach bunék mrkve, jedna se o rozpustny pektin a nerozpustnou celulosu, lignin
a hemicelulosy. [32]

Vyznamnymi vonnymi latkami v mrkvi jsou myrcen, sabinen, terpinolen, B-karyofyllen,
y-bisabolen, a-pinen, acetaldehyd, (2E,62)-nona-2,6-dienal (okurkova viin¢) a 2-sek-butyl-3-
metohoxypyrazin (zelena, horkomandlova viing). [11]

Nutri¢ni sloZzeni mrkvové §tavy je uvedeno v tabulce 3. Data byla ziskéna analyzou ¢eského
trhu (péti produkti vyrobenych v Ceské republice, Némecku a na Slovensku) a jsou uvedena
v priloze 3.

Tabulka 3 Nutri¢ni sloZzeni mrkvové §tavy

Slozka Jednotka Obsah
kcal/100 ml §tavy 32,20+4,35
kJ/100 ml §tavy 135,80+17,86

Energetickd hodnota

Tuky 0,19+0,16
z toho nasycené mastné kyseliny 0,09+0,07
Sacharidy " 6,72+0,75
2 toho cukry ¢/100 ml Stavy 6,6220,86
Bilkoviny 1,06+0,38
Sul 0,06+0,05
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2.5.3 Jablecna $tava

Vyznam konzumace jablek je zejména v obsahu makronutrienti a mikronutrientd, vlakniny,
fenolickych latek a antioxidantti. Vice fenolickych latek se vyskytuje ve slupce nez ve dreni,
jedna se zejména o flavonoidu, kvercetin a jeho konjugaty (vyskytuji se pouze ve slupce, zluté
barvivo), katechiny, epikatechiny (katechiny a epikatechiny jsou hotké chutové latky),
anthokyany (ve slupce kyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-xylosid,
kyanidin-7-arabinosid a jejich acylované derivaty [11]), dihydrochalkony (floretin [11]),
kyselinu gallovou a chlorogenovou (vyskytuje se vice ve dfeni) a prokyanidiny. Pti vyrobé
Stavy se v zavislosti na pouZzitém procesu a parametrech surovin a vysledného produktu mtize
sniZit obsah fenolickych latek o alespont 58 % a antioxidaéni aktivita o az 90 %. [33]

Anthokyany kopigmentuji s derivaty kvercetinu, kamferolu a isorhamnetinu, vysledkem jsou
zlutohnédé¢ zakaly az sedimenty. [11]

Vyznamnymi vonnymi latkami pfitomnymi v jablkach jsou kyselina 2-methylméselna a
3-methylmaselnd, ethyl-2-methylbutyrat (jahodova ving), butylacetat (ananasova ving),
2-methylbutylacetat, 3-methylbutylacetat, ethylbutyrat, ethyl-2-methylbutyrat, methyl-2-
methylbutyrat, hexyl-2-methylbutyrat, ethylester kyseliny 5-hydroxyoktanové a
5-hydroxydekanové, hexanal, (zelené aroma), (2E)-hex-2-enal (zelené aroma), (32)-hex-3-en-
1-ol (zelené aroma), (3E)-hex-2-en-1-ol (zelené aroma), hex-3-en-1-ylbutyrat (zelené aroma,
jable¢nd viin€), butan-1-ol, hexan-1-ol, linalool (dfevitd nebo sladkd levandulovd ving),
2-fenylethanol (rizovéa vin€), (E)-p-damasceon (jablecnd viing€), 1-okten-3-on (houbové
aroma, kovova chut’), methional (viin¢ vafenych brambor), dimethyldisulfid (sirna ving). [11]

Pti hodnoceni jable¢nych §t'av a mosti se nejvice zohlednuje senzorické hodnoceni (40% podil
na celkovém hodnoceni), obsah ovoce (30% podil na celkovém hodnoceni), zachovéani
aromatickych latek (20% podil na celkovém hodnoceni) a vyskyt mykotoxint (10% podil na
celkovém hodnoceni). [34]

Pti senzorickém hodnoceni se hodnoti chut’ a viin€ typicka pro jablka, typicka brava napoje a
pfitomnost pachuti. Aromatické latky (suma esteri a aromaticky profil) byla stanovena pomoci
mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) a plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(GC/MS). Mykotoxin patulin (produkt plisné¢ napadajici jablka a hrusky) byl stanoven
kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS).
[34]

Slozeni jable¢né st'avy je uvedeno v tabulce 4.
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Tabulka 4 Nutri¢ni sloZeni jable¢né stavy [6]
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Slozka Jednotka Obsah
Voda 88
Celkovy dusik 0,01
Bilkoviny g/100 g dzusu 0,1
Tuky 0,1
Sacharidy 9,9
., kcal/100 g dzusu 38

Energetickd hodnota k17100 ¢ dzusu 164
Celkové cukry 9.9
Glukosa 2,6
Fruktosa 6,3
Sacharosa g/100 g dZzusu 1,1
Vldknina stopovd mnozstvi
Polynenasycené mastné

. 0,1
kyseliny
Na 2
K 110
Ca 7
Mg 5
P 6
Fe mg/100 g dzusu 0,1
Cl 3
Vitamin B (thiamin) 0,01
Vitamin B; (riboflavin) 0,01
Vitamin B3 (niacin) 0,1
Vitamin B (pyridoxin) 0,02
Folat ug/100 g dzusu 4
Vitamin Bs " 0,04
(kyselina pantothenové) mg/100 g dzusu
Vitamin H (biotin) ug/100 g dzusu 1
Vitamin C mg/100 g dZzusu 14




2.5.4 Repna §tava

Dtlezitou biologicky aktivni latkou obsazenou v Cervené fepé je betanin za cCervené,
odpovédny za Cervené zbarveni. Betanin je stabilni pfi pH 4-7, pfi zpracovani fepy tedy neni
vhodné snizit pH pod 4,4 [31]. Jedna se o potravinarské barvivo (E162), pouziva se k barveni
napojii, marmelddy, mléénych vyrobkli, zmrzlin, masnych vyrobki, nalozené zeleniny,
bonboént a dalsich potravin [35].

Zpisob vyroby fepné §t'avy je obdobny jako u vyroby mrkvové stavy, ptidavky kyseliny
citronové a askorbové jsou ovSem nizsi a takové, aby pH nekleslo pod 4,4. [31]

Cervena fepa obsahuje barevné pigmenty skupiny betalaintl, pouZivaji se jako potravinaiska
barviva a jsou dllezité pro zdravi kardiovaskuldrniho systému [6]. DéEli se na cervené
betakyaniny (betanin pfedstavuje az 95 % betakyaninli, dale se vyskytuji isobetanin,
prebatanin, isoprebetanin a gomfrenin I [11]) a Zluté betaxanthiny (vulgaxanthin I a II, kyselina
betalamova [11]) [37]. Betalainy a anthokyany se nikdy nevyskytuji ve stejné rostling [37].
Cervena fepa potom obsahuje téz fenolické latky (145-242 mg/kg Cerstvé Gervené fepy) a
flavonoidi (90-116 mg/kg Cerstvé Cervené fepy) [36].

Mezi vyznamné vonné latky v Cervené fepé se fadi geosmin (zemitd vin€), pyridin,
4-methylpyridin, 2-sek-butyl-methoxypyrazin, 3-methylbutanal (zelena, hotkomandlova
ving), biacetyl (ostra, drazdiva, maslova viné a chut’), hexanal (lojovita, zelena viing), furan-
2-karbaldehyd (pfijemna vin¢), benzaldehyd (hotkomandlova vin¢€), fenylacetaldehyd
(hyacintova viing), 2-methylpropan-1-ol a 3-methylbutan-1-ol. [11]

Nutri¢ni sloZzeni fepné §t'avy je uvedeno v tabulce 5. Data byla ziskana analyzou ¢eského trhu
(tfech produktil vyrobenych v Ceské republice, Némecku a Rakousku) a jsou uvedena v piiloze
4.

Tabulka 5 Nutri¢ni sloZeni fepné §t'avy

Slozka Jednotka Obsah

i kcal/100 ml §tav 39,67+2,05
Energetickd hodnota kJ/100 ml §t’évyy 166,679.03
Tuky 0,10+0,00
z toho nasycené mastné kyseliny 0,05+0,04
Sacharidy 8,40+0,57
z toho cukry g/100 ml stavy 8,27+0,68
Bilkoviny 1,00£0,41
Sl 0,10+0,07
Vlaknina 0,1040,00
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2.5.5 Hruskova $tava

Hrusky jsou oblibenym ovocem a pro svoji chut, nutri¢ni sloZeni a technologické vlastnosti je
Casto vyuzivané k vyrob¢ stav. Hlavnimi pfednostmi je obsah fenolickych latek (napt. kyselina
chlorogenova (2,7-14,1 mg/100 g), epikatechin (0,6—8,7 mg/100 g), katechin (0,05 mg/100 g)
a arbutin) [38, 39]. DalSimi znaky je niz$i kyselost ve srovnéni s jinymi druhy dzusti a také
pfitomnost pektint (dle pfitomnosti a intenzity zédkalu [40]). Pfitomny jsou téZ anthokyany ve
slupce (kyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-arabinosid, kyanidin-3-rutinosid, kyanidin-3-
glukosid). Anthokyany kopigmentuji s derivaty kvercetinu, kamferolu a isorhamnetinu,
vysledkem jsou zlutohnédé zakaly az sedimenty [11].

Nutri¢ni sloZeni hruSkové §tavy je uvedeno v tabulce 6. Data byla ziskana analyzou ¢eského
trhu (tfech produktii vyrobenych v Ceské republice, Rakousku a na Slovensku) a jsou uvedena
v priloze 5.

Tabulka 6 Nutri¢ni sloZeni hruskové §tavy

Slozka Jednotka Obsah

. kcal/100 ml §tavy 44,75+2,95
Energetickd hodnota KJ/100 ml §cavy | 189,00412.47
Tuky 0,20+0,17
z toho nasycené mastné kyseliny 0,05+0,05
Sacharidy " 11,00+0,79
2 toho cukry ¢/100 ml Stavy 9,73+1,38
Bilkoviny 0,25+0,15
Sl 0,02+0,02
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité standardy

Tato ¢ast je vénovana standardim pouzitych pro kalibraci nasledujicich metod. VSechny dalsi
chemikalie uvedené v nésledujicich Castech experimentalni ¢asti byly pouzity v minimalné
v Cistoté p.a.

e D-glukosa monohydrat (p.a., Penta, Cesko)

e (+)-katechin hydrat (>98%, Sigma-Aldrich, Cina)

e Kyselina (£)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova (97%, Trolox, Sigma-
Aldrich, Svycarsko)

e Kyselina citronova monohydrat (>98%, Sigma-Aldrich, Rakousko)

e Kyselina gallova monohydrat (>99%, Sigma-Aldrich, Cina)

e Kyselina L-askorbova(>99%, Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina L-(+)-mlééna (>98%, Sigma-Aldrich, Belgie)

e Kiyselina octova (99,8%, p.a., Lach-ner, Cesko)

3.2 Pouzité laboratorni pomiucky a pristroje
Bézné laboratorni sklo a vybaveni

Automatické pipety a mikropipety

Stolni vahy OHAUS Scout

Piesné vahy OHAUS Pioneer

Stolni centrifuga Eppendorf MiniSpin
Homogenizator OHAUS Fixed Speed Vortex Mixer
UV/Vis spektrofotometr VWR UV-1600PC

ELISA reader BioTek 800TS Absorbance Reader
Stolni pH metr XS Instruments pH 50+ DHS

HPLC sestava Thermo Scientific UltiMate 3000 HPLC vybaven4 manudlnim dévkovacim
ventilem Rheodyne a kolonou Rezex ROA Organics a DAD detektorem Thermo Scientific

Sterilni laminarni box

Cytometr Cytek NL-2000

Centrifuga HERMLE Z 36 K

Stiikackové filtry CHS FilterPure 13 mm, 0.45 pm, nylon

Kultivator, lednice, mrazék, tlakovy hrnec pro sterilizaci
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3.3 Analyzované vzorky

3.3.1 Zelnas§tava

Pro ucely senzorické analyzy byla jako zelnd Stdva pouzita Cerstva Tufanskd zelnd Stava,
vyrobcem je AGRO Brno-Tufany, a. s. Produkt byl zakoupen v podnikové prodejné vyrobce.
Nutri¢ni slozeni pouzitého produktu je patrné v tabulce 7.

Tabulka 7 Nutri¢ni slozeni Tufanské zelné stavy

Slozka Jednotka Obsah
L kcal/100 ml §tavy 11
Energetickd hodnota k17100 ml &Cavy 45
Tuky 0,1
z toho nasycené mastné kyseliny <0,1
Sacharidy s 1,6 | g—
7 toho Cukry g/lOO ml §t avy 1 ;i:‘_z.efnc’l §tda |
Bilkoviny 0,3
Sual 2

Obrazek 5 Tufanska zelna
Stava

Pro kultivaci a dalsi analyzy byla pouzita Tufanska zelna Stdva pasterovand. vyrobcem je
AGRO Brno-Tufany, a.s. Produkt byl zakoupen v podnikové prodejné vyrobce. Nutri¢ni
slozeni pouzitého produktu je stejné jako u Cerstvé Turfanské zelné Stavy, které je patrné
v tabulce 7.

Obrazek 6 Turanska zelna §tdva pasterovana
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3.3.2 Jableéna §tava

Jako vzorek jableéna §tavy byla pouzita Albert Cerstva §tava jablko, vyrobcem je McCarter,
a.s., prodejcem je Albert Ceska republika, s.r. 0. Nutri¢ni slozeni pouZitého produktu je

uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8 Nutri¢ni slozeni Albert Cerstva §t'ava jablko

Slozka Jednotka Obsah
_— kcal/100 ml §tavy 45

Energetickd hodnota KJ/100 ml §tavy 190

Tuky 0,1

z toho nasycené mastné kyseliny 0

Sacharidy " 11

2 toho cukry g/100 ml stavy T

Bilkoviny 0,2

Sul 0

3.3.3 Jable¢no-fepna st’ava

C e
Obrazek 7 Albert Cerstva $tava
jablko.

Repna §tava byla zastoupena smésnou §tavou Albert Cerstva §t'ava jablko a fepa (obsahuje
60 % jable¢né a 40 % fepné §tavy), vyrobcem je McCarter, a. s., prodejcem je Albert Ceska
republika, s. r. 0. Nutri¢ni slozeni pouzitého produktu je uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9 Nutri¢ni slozeni Albert Cerstva §t'ava jablko a fepa

Slozka Jednotka Obsah
. kcal/100 ml §tavy 43
Energetickd hodnota KJ/100 ml §Cavy 130
Tuky 0,1
z toho nasycené mastné kyseliny 0,1
Sacharidy " 9,3
z toho cukry ¢/100 ml Stévy 9,3
Bilkoviny 0,1
Sul 0,01

JABLKO
N REPA

Obrazek 8 Albert Cerstva §tava
jablko a fepa
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3.3.4 Hruskova §t’ava
Hruskové st'ava byla reprezentovana Albert Cerstva $t'ava hruska, vyrobcem je McCarter, a. s.,
prodejcem je Albert Ceska republika, s. r. 0. Nutriéni sloZeni pouZitého produktu je uvedeno

v tabulce 10. Tento produkt byl pouzit pouze pro senzorickou analyzu, z diivodu nedostupnosti
na trhu byl nahrazen jinou hruskovou stavou.

Tabulka 10 Nutri¢ni sloZeni Albert Cerstvé §tava hruska

Slozka Jednotka Obsah
kcal/100 ml stavy | 48
kJ/100 ml §tavy 203

Energetickd hodnota

Tuky 0,1
z toho nasycené mastné kyseliny 0
Bilkoviny 0,2 y =
Sal 0
2% 4
Obrazek 9 Albert Cerstva
Stava hruska

Z diavodu nedostupnosti produktu byla pouzita jako ndhrada Rio Cold Press 100% hruska,
vyrobcem je McCarter, a. s., prodejcem je Tesco Stores CR, a.s. Nutriéni sloZeni pouzitého
produktu je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11 Nutri¢ni slozeni Rio Cold Press 100% hruska

Slozka Jednotka Obsah
C kcal/100 ml stavy | 45
Energeticka hodnota KJ/100 ml SCavy 190
Tuky <0,5
z toho nasycené mastné kyseliny <0,1
Sacharidy " 11,2
z toho cukry g/100 ml Stdvy 11,2
Bilkoviny <0,5
Sual <0,01

Obrazek 10 Rio Cold Press
100% hruska
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3.3.5 Mrkvova §tava

Pro vzorek mrkvové §tavy byla pouzita Albert Cerstva §tava mrkev, vyrobcem je McCarter,
a.s., prodejcem je Albert Ceska republika, s.r. 0. Nutri¢ni slozeni pouZitého produktu je

uvedeno v tabulce 12.

Tabulka 12 Nutri¢ni slozeni Albert Cerstvéa §tava mrkev

Slozka Jednotka Obsah
_— kcal/100 ml §tavy 29

Energetickd hodnota KJ/100 ml §tavy 24

Tuky 0,1

z toho nasycené mastné kyseliny 0,02

Sacharidy . 6,4

2 toho cukry g/100 ml stavy G

Bilkoviny 0,7

Sul 0,1

Obrazek 11 Albert Cerstva
$t'ava mrkev
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3.4 Vyroba smésnych ovocno-zeleninovych $t’av
Zelna stava a dalsi ovocné, zeleninové a ovocno-zeleninové stavy byly smichany v riznych
pomérech a slozenich (tabulce 13).

Tabulka 13 Slozeni smési §t'av

Zkratka | SloZeni (podil)
J2 Jable¢nd stdva (66,6 %), zelnd stdva (33,3 %)
J1 Jable¢nd st'ava (50 %), zelnd Stdva (50 %)
Jable¢no-fepna st'ava (66,6 %, tj. 40 % jablecné a 26,6 % fepné Stavy), zelna
R2 o
Stéava (33,3 %)
Jable¢no-fepna st'ava (50 %, tj. 30 % jable¢né a 20 % fepné Stavy), zelna St'ava
R1
(50 %)
H2 Hruskova stava (66,6 %), zelna stava (33,3 %)
HI Hruskova stdva (50 %), zelna st'ava (50 %)
M2 Mrkvova §t'ava (66,6 %), zelnd Stava (33,3 %)
MI Mrkvova stava (50 %), zelna §téva (50 %)
JH Jable¢na §t'ava (33,3 %), hruskova st'ava (33,3 %), zelna $t'ava (33,3 %)
IM Jable¢nd $t'ava (33,3 %), mrkvova §t'ava (33,3 %), zelnd $t'ava (33,3 %)
RO Jable¢no-tfepna stava (33,3 %, tj. 20 % jablecné a 13,3 % fepné st'avy), hruskova
Stava (33,3 %), zelné $tava (33,3 %)
RM Jable¢no-fepna stava (33,3 %, tj. 20 % jablecné a 13,3 % fepné st'avy), mrkvova
Stava (33,3 %), zelné $tava (33,3 %)
HM Hruskova stava (33,3 %), mrkvova §t'ava (33,3 %), zelna stava (33,3 %)
Jable¢nd stava (25 %), hruskova Stava (25 %), mrkvova Stava (25 %), zelna
JHM o
Stava (25 %)
RHM Jable¢no-fepna st'ava (25 %, tj. 15 % jable¢né a 10 % fepné §t'avy), hruskova
Stava (25 %), mrkvova §tava (25 %), zelnd Stava (25 %)

Nutri¢ni slozeni smési §tav pouzité pro senzorickou analyzu je patrné v tabulce 14, bylo
ziskané vypoctem za pouziti nutricniho sloZeni pouzitych stav. Tato data byla pouzita ke
statistickému zpracovani dat (korelaéni a parcidlné korelacni analyza, PCA a sestaveni

dendrogramu).
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Tabulka 14 Nutri¢ni sloZeni §t’av pro senzorickou analyzu

Energeticka hodnota Nasycel}é ) L .
Vzorek Tuky mastné Sacharidy Cukry Bilkoviny Sul
(g/100 ml) kyseliny (g/100 ml) (g/100 ml) (g/100 ml) (g/100 ml)
kcal/100 ml kJ/100 ml (g/100 ml)
J2 33,67 141,67 0,1 0,030 7,87 7,67 0,23 0,67
J1 28,00 117,50 0,1 0,050 6,30 6,00 0,25 1,00
R2 32,33 135,00 0,1 0,100 6,73 6,53 0,17 0,67
R1 27,00 112,50 0,1 0,100 5,45 5,15 0,20 1,01
H2 35,67 150,33 0,1 0,030 8,53 5,93 0,23 0,67
H1 29,50 124,00 0,1 0,050 6,30 4,70 0,25 1,00
M2 23,00 97,67 0,1 0,050 4,80 4,33 0,57 0,73
M1 20,00 84,50 0,1 0,060 4,00 3,50 0,50 1,05
JH 34,67 146,00 0,1 0,033 8,20 6,30 0,23 0,67
M 28,33 119,67 0,1 0,040 6,33 6,00 0,40 0,70
RH 34,00 142,67 0,1 0,067 7,63 6,23 0,20 0,67
RM 27,67 116,33 0,1 0,073 5,77 5,43 0,37 0,70
HM 29,33 124,00 0,1 0,040 6,67 5,13 0,40 0,70
JHM 33,25 140,50 0,1 0,030 16,25 15,10 0,75 0,78
RHM 32,75 138,00 0,1 0,055 14,55 13,40 0,65 0,79
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3.5 Senzoricka analyza
Pro vybér spotiebitelsky atraktivni smési stav pro nasledné obohaceni ptidavkem vybraného
probiotika a pro dalsi analyzy probéhlo nejdiive senzorické hodnoceni.

3.5.1 Metody senzorické analyzy

Pro vysoky pocet vzorkl probihala senzoricka analyza ve dvou kolech. Hodnotitelé posuzovali
predlozené vzorky hedonicky (barva, konzistence, viing, chut) i dle intenzity (sladka, hotka,
kysela, sland, ovocna a trpka chut). Déle hodnotitelé porovnavali dvojice vzorkli J2 a J1, R2 a
R1, H2 a HI a M2 a M1, a vybirali lepsi vzorek (parova porovnavaci zkouska dle normy CSN
ISO 5495 [41]). Nakonec hodnotitel¢ setadili vzorky dle jejich pfijatelnosti (pofadova zkouska
dle normy CSN ISO 8587 [42]). Ke vzorkiim byla jako neutralizator chuti podavana voda.
Dotazniky byly k dispozici v Ceském a anglickém jazyce. Ukdzka servirovani vzorki je patrna
na obrazku 12. Pouzité dotazniky jsou ptilozené v piilohach 1 a 2.
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Obrazek 12 Ukézka servirovani vzorki pro senzorickou analyzu
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3.6 Zaockovani média a vybranych ovocno-zeleninovych §t’av

3.6.1 Pouzita kultura Lactobacillus plantarum
K zaockovani média byla pouzita kultura Lactobacillus plantarum CCM 7039, ziskand ze
sbirky Ceské sbirky mikroorganismi, Brno, CR.

3.6.2 Priprava Kkultury

Dle pokynii vyrobce bylo pfipraveno médium MRS broth. Sterilni médium bylo pfelito do
sterilnich 50ml centrifuga¢nich zkumavek. Médium bylo zaockovano kulturou Lactobacillus
plantarum CCM 7039 a bylo ponechano ke kultivaci pti 37 °C po dobu 18 hodin. Pomoci
cytometru byl ovéfen pocet zivych bunék. Kultura byla Setrné zcentrifugovana, médium bylo
slito a nahrazeno sterilni vodou a kultura byla zfedéna na koncentraci cca 1-10° CFU/ml.

3.6.3 Inokulace vzorki ovocno-zeleninovych $t’av

Do 15 ml vzorkt stav byl ptidan 1 ml kultury Lactobacillus plantarum CCM 7039 ve sterilni
vodé o koncentraci 1-10° CFU/ml. Zaockované vzorky byly v duplikatech. Vzorky byly
uchovavany v lednici pti 8 °C po dobu 30 dni (dny odbéru jsou zndzornény v tabulce 15).

Soubézné bylo uchovavano 5 setl vzorkli nezaockovanych kulturou jako negativni kontrola.
Po uplynuti dané doby byly vzorky ihned analyzovany, popt. byly zamrazeny.

Tabulka 15 Doba skladovani vzorku

Oznaceni vzorku | Doba skladovani (dny)

0 0

1 7

2 14
3 19
4 22
5 27
6 30
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3.7 Spektrofotometrické metody

Vzorky byly pfed samotnym méfenim vhodné nafedény destilovanou vodou a byly
centrifugovany (13 000 rpm po dobu 2 minut). Supernatant byl nasledn¢ pouzit pro dilci
analytickd stanoveni.

3.7.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity
Roztok ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l. Reakci s 2,45 mmol/l
vznikl radikalovy aniont ABTSe", ktery byl ponechén alespoii 12 hodin ve tmé. [43]

Pfed samotnym stanovenim byl roztok ABTSe" ziedén ethanolem pro UV stanoveni na
piibliznou absorbanci 0,7 pti vinové délce 734 nm oproti ethanolu pro UV stanoveni. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 10 pl destilované vody a 1 ml roztoku ABTSe". Tato smé&s
byla pfevedena do zuzené kyvety a ihned byla zméfena absorbance v Case f. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 10 ul vzorku a 1 ml roztoku ABTS+". Tyto smé&si obsahujici
vzorek byly ponechany 10 minut ve tmé a nasledné byla zaznamenana absorbance v Case ¢1o.
Odectem hodnoty 10 od hodnoty 7 byla ziskana hodnota poklesu absorbance. [43]

Antioxidacni aktivita byla vypoctena pomoci rovnice kalibrani kiivky z kalibracni fady
Troloxu v 60% ethanolu pro UV stanoveni (40-400 pg/ml). [43]

3.7.2 Stanoveni celkovych polyfenolu
Do zkumavky byl napipetovan 1 ml 10krat ziedéného Follin-Ciocaltautova cinidla, 1 ml
destilované vody a 50 ul vzorku. Roztok byl promichdn a ponechdn 5 minut sta pfi laboratorni
teploté. Poté byl do zkumavky pifidan 1 ml nasycené¢ho roztoku Na>xCOs. Roztok byl opét
promichdn a ponechan 15 minut stat pti laboratorni teploté. Byla zméfena absorbance pfii
vlnové délce 750 nm oproti blanku. [44]

Koncentrace celkovych polyfenoli byla vypoctena pomoci rovnice kalibracni kiivky
z kalibrac¢ni fady kyseliny gallové (0,1-0,7 mg/ml). [44]

3.7.3 Stanoveni celkovych flavonoidu

Do zkumavky bylo napipetovéano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku
NaNO,. Obsah zkumavky byl promichdn a ponechdn 5 minut stat pfi laboratorni teploté.
K roztoku bylo pfiddno 0,2 ml 10% roztoku AICls, roztok byl znovu promichan a ponechan
5 minut stat. Poté bylo pfidano 1,5 ml 5% roztoku NaOH a 1 ml destilované vody. Roztok byl
ponechan 15 minut stat pfi laboratorni teploté a nasledné byla zmétena absorbance pii vinové
délce 510 nm oproti blanku. [45]

Koncentrace celkovych flavonoidi byla vypoctena pomoci rovnice kalibracni kiivky
z kalibrac¢ni fady katechinu v ethanolu pro UV stanoveni (0,05-0,3 mg/ml). [45]

3.7.4 Stanoveni celkovych sacharida dle Dubois

K 1 ml vzorku bylo do zkumavky v digestofi pfidano 1 ml 5% roztoku fenolu a pomalu a
postupné 5 ml koncentrované H>SOs. Zkumavka byla promichdna a po 30 minutach byla
zmeéiena absorbance pfi vinové délce 490 nm oproti blanku. [46]

Koncentrace celkovych sacharidi byla vypoctena pomoci rovnice kalibracni kiivky
z kalibra¢ni fady glukosy (0,02-0,1 mg/ml).
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3.7.5 Stanoveni redukujicich cukria dle Somogiy-Nelsona

K 1 ml vzorku bylo do zkumavky piidano 0,5 ml Somogiy-Nelsonova cCinidla I a 0,5 ml
Somogiy-Nelsonova ¢inidla II. Roztok byl na 10 minut vlozen do vrouci vodni lazné a nasledné
byl vodou ochlazen na laboratorni teplotu. K chladnému roztoku bylo pfidano 0,5 ml Somogiy-
Nelsonova ¢inidla III. Vylouceny CuxO byl rozpustén vortexovanim a reakéni smés byla
doplnéna destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml. Nasledné byla zmétena absorbance pii
vlnové délce 720 nm oproti blanku. [46, 47]

Koncentrace redukujicich cukrt byla vypoc¢tena pomoci rovnice kalibracni kiivky z kalibracni
fady glukosy (0,002—0,01 mg/ml).

Somogiy-Nelsonovo ¢inidlo I bylo pfipraveno smichanim roztoku vzniklého rozpusténim 12 g
Na;CO;3, 8 g NaHCO3 a 6 g vinanu sodno-draselného ve 100 ml destilované vody a roztoku
vzniklého rozpusténim 72 g Na>SO4 v 300 ml destilované vody. [46, 47]

Somogiy-Nelsonovo ¢inidlo II bylo pfipraveno rozpusténim 4 g CuSOs-5H20 a 24 g NaxSOq
ve 200 ml destilované vody. [46, 47]

Somogiy-Nelsonovo ¢inidlo III bylo pfipraveno smichanim roztoku vzniklého rozpusténim
25 g molybdenanu amonného ve 450 ml destilované vody a okyselené¢ho 21 ml koncentrované
H>SO4 a roztok vzniklého rozpusténim 3 g NaHAsOs 7H,O v 25 ml destilované vody.
Smichané roztoky byly ponechdny 48 hodin v temnu. [46, 47]

3.8 Stanoveni analyti pomoci HPLC

3.8.1 Priprava vzorkia pro HPLC

Pfed samotnou analyzou pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byly vzorky
vycefeny pomoci Carrezovych ¢inidel. K 0,1 ml vzorku bylo do mikrozkumavky ptidano
9,9 ml mobilni faze (5 mmol H2SO4) a 0,5 ml Carrezova ¢inidla I. Smés byla promichéna a
pomalu bylo pfidano 0,5 ml Carrezova ¢inidla II. Poté byla smé&s centrifugovana pti 4 500 rpm
po dobu 5 min.

Zcentrifugovany vzorek byl zfiltrovan pomoci injekéniho filtru (CHS FilterPure 13 mm,
0.45 um, nylon).

Carrezovo c¢inidlo 1 bylo pfipraveno rozpusSténim 54,75 g dihydratu octanu zinecnatého
v 250 ml destilované vody okyselené 7,5 ml 99,8% kyseliny octové.

Carrezovo cCinidlo II bylo pfipraveno rozpusténim 26,5 g Ka[Fe(CN)s]-3H.O v 250 ml
destilované vody.
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3.8.2 Metoda HPLC

Vycetené vzorky byly analyzovany za pouziti metody blize popsané v tabulce 16. Pro sestaveni
kalibracnich kiivek byly pouzity standardy kyseliny citronové, askorbové, mlécné a octové o
koncentraci 0,5-2 mg/ml. Data byla zpracovana pomoci Softwaru Chromeleon Studio.

Tabulka 16 Parametry HPLC metody

Kolona Rezex ROA Organics
Mobilni faze 5 mmol H>SO4
Objem nastriku 20 pul

Prutok 0,6 ml/min

Teplota termostatu kolony 30 °C

Snimana vinova délka 210, 254, 267 nm

3.9 Stanoveni poctu viabilnich bunék pomoci spektralniho pritokového
cytometru

Vzorky byly dikladné protfepany a stokrat nafedény sterilni vodou do mikrozkumavek. Do

mikrozkumavek byly pfidany 3 pl fluorescen¢niho €inidla propidium jodidu (1 mg/ml). Vzorky

byly protfepany a byly ponechédny po dobu 10 minut ve tmé¢. Vzorky byly ihned méfeny na

cytometru. Vysledky byly odecitany ze Side Scatter kanalu B6-A (snimajici vinovou délku

615 nm).

3.9.1 Kultivacni test
Zivotaschopnost probiotické kultury byla po ukonéeni experimentu ovéfena kultivaénim
testem.

Do sterilni 96jamkové kultivaéni desti¢ky bylo napipetovano 270 pl média MRS a 30 ul vzorku
(pro ucely kultivaéniho testu byl pouzit vzorek skladovéani 32 dnti). Pomoci ELISA readeru byla
proméfena absorbance pii 600 a 630 nm pii 37 °C. Desticka byla inkubovéana 24 hodin pfi
37 °C. Po uplynuti inkubacni doby byla znovu zmétena absorbance.

3.10 Stanoveni pH
Hodnoty pH byly stanoveny za pouziti pH metru. pH metr byl pfed méfenim kalibrovan pomoci
kalibra¢nich roztoki.
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3.11 Statistické zpracovani dat
Data byla zpracovana v programech Microsoft Office Excel a TIBCO Statistica. Hladina
spolehlivosti byla nastavena u vSech testt 95 %.

3.11.1 Statistické zpracovani dat senzorické analyzy

Hodnoty z obou datasetii byly upraveny tak, aby bylo mozné pouzit spole¢nou stupnici. Dale
byly z divodu neodbornosti panelu hodnotiteli na zakladé Grubbsova testu vylouceny odlehlé
hodnoty.

3.11.1.1 Profilovy a poradovy test

Nejprve byl proveden Shapiro-Wilklv test normality. Na zaklade vysledka testu normality byla
provedena neparametrickd Kruskall-Wallisova ANOVA (analysis of variance, analyza
rozptylu). Vysledky byly zndzornény pomoci krabicovych grafi. Z primérnych hodnot byl
také sestaven senzoricky profil vzorkd.

Doplikové byla provedena jednoducha i parcialni korelacni analyza. Za pouziti primérnych
hodnot byl sestaven dendrogram a PCA graf.

3.11.1.2 Poiadovy test

Vyhodnoceni probihalo v souladu snormou CSN ISO 8587 [42]. Oba datasety byly
analyzovany zvlast’, z vysledki byly vylouc¢eny odlehlé hodnoty (na zékladé Grubbsova testu).
Kritické hodnoty Friedmanova koeficientu byla stanoveny podle normy CSN ISO 8587 [42].
K hodnoceni dat byla pouzita neparametricka Friedmanova ANOVA. Vysledky byly
znazornény pomoci krabicovych graft.

3.11.1.3 Parova porovnavaci zkousSka
Nejprve byla provéiena normalni distribuce pomoci Shapiro-Wilkova testu, poté byl proveden
parovy T-test.

Zv14st byly vysledky porovnany podle postupu v normé CSN ISO 5495 [41].

3.11.1.4 Demograficky profil hodnotitelit

Pomoci vysecovych grafii byla zndzornéna demografie hodnotiteld. Hodnotitel¢ byly dotazani
na jejich veék, pohlavi, vztah ke kysanému zeli a ndrodnost (dotazniky byly k dispozici v ¢eském
a anglickém jazyce).

V ramci vySe uvedené parcidlni korelacni analyzy bylo také zjiSténo, které faktory nejvice
ovliviiovaly hodnoceni.
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

V ramci této diplomové prace byly feSeny nasledujici cile:

1) reSerSe — technologie vyroby kysaného zeli, mlé¢na fermentace, slozeni nalevu

2) charakterizace hlavnich slozek nalevu (probiotika, biologicky aktivni latky)

3) vyvoj smésnych ovocno-zeleninovych §téav na bazi nalevu z kysaného zeli, jejich
charakterizace a stabilizace

4) senzoricka a nutri¢ni analyza smésnych $t'av
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo navrhnout spotiebitelsky piijatelné smésné ovocno-
zeleninové S§tavy s obsahem zelné stavy. Na zakladé senzorické analyzy byly vybrany
spottebitelsky nejptijatelnéjsi smesi st'av, které byly nasledné obohaceny probiotickou kulturou
Lactobacillus plantarum. U obohacenych i neobohacenych vzorkl byla provedena nutri¢ni
analyza a analyza bioaktivnich latek, sledovéna byla také stabilita (tedy zmény nutricniho

slozeni, obsahu bioaktivnich latek a koncentrace probiotickych bun€k) béhem skladovani pti
8 °C po dobu 30 dnii.

V ramci charakterizace smésnych §tav a sledovani stability byly stanoveny parametry: pH,
koncentrace probiotickych bunék, antioxidacni aktivita, celkové flavonoidii a polyfenoly,
celkové a redukujici ve vodé€ rozpustné sacharidy, kyselina L-askorbova a kyselina mlécna.
V zavéru byla ovéfena viabilita probiotik pomoci kultiva¢niho testu.

5.1 Senzoricka analyza

Hlavnim cilem senzorické analyzy bylo na zaklad¢ preferenci hodnotiteli vybrat spottebitelsky
nejptijatelnéjsi smési Stav pro dalsi analyzu. Ze ziskanych dat bylo dale mozné sledovat
rozhodovani hodnotitelli a vyznamnost jednotlivych parametrii. Data ze senzorické analyzy
byly také srovnadna s nutri¢énim slozenim vyrobku (ziskanych z etiket, tabulka 14).

Pro dalsi experimenty byly vybrany dva nejlepsi (podle hodnoceni) vzorky z prvni senzorické
analyzy (R2 a J2) a dva vzorky z druhé (RH a JHM).

5.1.1 Demograficky profil hodnotitel

Prvni senzorické analyzy konané 26. listopadu 2022 se zucastnilo celkem 16 hodnotitelt
pievazné z fad studentii a zaméstnancti Fakulty chemické Vysokého u€eni technického v Brné.
Tti hodnotitelé¢ nebyli z prostfedi Fakulty chemické, tii hodnotitelé byli cizinci (dotaznik byl
k dispozici i v anglickém jazyce). Druha senzorickd analyza se konala 2. prosince 2022,
zucCastnilo se ji 17 hodnotitelli pfevazné z fad studentl a zameéstnanci Fakulty chemické
Vysokého uceni technick¢ho v Brné. Tii hodnotitelé nebyli z Fakulty chemické, jeden
hodnotitel byli cizinec. VSichni hodnotitelé byli strucné sezndmeni se zaklady senzorického
hodnoceni. Demografické sloZzeni hodnotiteli je patrné na obrazcich 13, 14 a 15.
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Prvni senzorickd analyza Druhé senzoricka analyza

7, 44% 7, 41%
9; 56%
10; 59%

= Zena = Muz = Zena = MuZ

Obrazek 13 Slozeni hodnotiteld (dle pohlavi)

Prvni senzorick4 analyza Druha senzoricka analyza

1; 6% 1; 6%

1; 6%
5;31%
3; 18%
10; 63%

a

sménénez20let ®20-29 let =30-39 let =20-29 let =30-39 let =40-49 let = 50-59 let = 60 + let

12; 70%

Obrazek 14 SloZeni hodnotitelti (dle véku)

Prvni senzoricka analyza Druha senzorickd analyza

1; 6%
3;18%

1; 6%
7, 41%
8;50%
6;38%
7;,41%

= Mam ho rad, Jim ho ¢asto = Mam ho rad, Jim ho ¢Gasto

= Nevadi mi, jim ho obcas
= Nevadi mi, jim ho zfidka
Nemam ho rad, nejim ho

= Nevadi mi, jim ho obcas

= Nevadi mi, jim ho zfidka

Obrazek 15 Slozeni hodnotitelt (dle vztahu ke kysanému zeli)



5.1.2 Senzorické profily

Na zéklad¢ upravenych dat ze senzorické analyzy byly sestaveny senzorické a chut'ové profily
vzorkd. Profily byly znazornény pomoci paprskovych grafl, k sestaveni byly pouzity primérné
hodnoty. Pro ptehlednost byly zpracovany data z obou senzorickych analyz zvlast, také byl
rozliSen senzoricky (barva, viing, chut’) a chutovy (sladka, hotka, kysel4, slané, ovocna a trpka
chut) profil.

Na obrazku 16 je patrny senzoricky profil dvouslozkovych smési dzust z prvni senzorické
analyzy. Patrné jsou rozdily mezi vzorky hlavné u deskriptori barva a chut Hodnotitelé
ud¢lovali vice bodl cervenym (R2 a R1) a oranzovym (M2 a M 1) vzorkiim nez Zlutym vzorklim
(J2, J1, H2 a H1). Co se tyc¢e chuti, hodnotitelé preferovali vzorky s vy$§im podilem ptidané
ovocné Stavy (J2, R2 a H2) oproti vzorkiim s mensim podilem ovocné stavy (J1, R1 a H1) nebo
pouze se zeleninovou Stavou (M2 a M1).

Barva
5

HI
— R2

M1
— ] ]
R 1

M2

— ]2
Chut’ Viné

Obrazek 16 Senzoricky profil vzorki prvni senzorické analyzy (pouze dvouslozkové smési),
hodnoceno hedonicky (dle pfijemnosti: 1 = neptijemny, odpudivy; 5 = atraktivni, ptitazlivy)
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Chutovy profil dvouslozkovych smési dzust je zndzornén na obrazku 17. Rozdily jsou patrné
zejména u sladké a kyselé chuti. Kyselejsi byly vzorky s vétsim podilem zelné stavy (H1, M1,
R1 aJl), které byly zéroven se vzorkem M2 méné sladké.

Sladka

H1

Hoiké —R2
MI

Trpka

— ] ]

e
M2

e H?2

Ovocna Kysela — ]

Slana

Obrazek 17 Chutovy profil vzorki prvni senzorické analyzy (pouze dvouslozkové smési), hodnoceno
dle intenzity (1 = slaby vjem, 5 = silny vjem)

U viceslozkovych smési (obrazek 18) se u barvy opakuje situace ze senzorické analyzy
dvouslozkovych smési (obrazek 16): byly preferovany Cervené (RH a RHM) a oranzové (JM,
HM a JHM) vzorky oproti vzorkiim Zlutému vzorku (JH). ZvlaStnim pfipadem je RM, kdy vyssi
podil mrkvové §tavy, které vyrazné sedimentovala, vytvarel méné atraktivni vzhled. Co se tyce

chuti a viin€, hodnotitelé neshledali tak velké rozdily jako u dvouslozkovych smési (obrazek
16).

Barva

RHM

RH
e JH
e JHM

Chut Viing =—RM

Obrazek 18 Senzoricky profil vzorkil druhé senzorické analyzy (viceslozkové smési), hodnoceno
hedonicky (dle ptijemnosti: 1 = nepiijemny, odpudivy; 5 = atraktivni, pfitazlivy)
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Obrazek 19 znazornuje chutovy profil viceslozkovych smési vzorkl. Nejvetsi rozdily jsou ve
sladké, kyselé a ovocné chuti. Nejvice sladce a ovocné a nejméné kysele byly hodnoceny
vzorky RH a JHM, naopak jako nejméné¢ sladky a nejvice kysely vzorek byl vybran RM a jako
nejméné ovocny vzorek HM.

e HM
Trpka Hoika e M
RHM
RH
e JH
e JHM

Ovocna Kysela — RM

Slana

Obrazek 19 Chutovy profil vzorki druhé senzorické analyzy (viceslozkové smési), hodnoceno dle
intenzity (1 = slaby vjem, 5 = silny vjem)

5.1.3 Profilovy a poradovy test

Provedenim testu Kruskall-Wallisova ANOVA bylo urceno, ze vzorky se od sebe signifikantné
(p = 0,05) lisi ve vSech parametrech kromé ving, trpké, hotké a slané chuti. Odlisnosti vzorkt
v jinych parametrech byly zndzornény pomoci krabicovych grafi.

Pomoci postupu normy ISO 8587 [42] a testu Friedmanova ANOVA bylo zjisténo, ze mezi
vzorky jsou signifikantni (p = 0,05) shodné rozdily u obou sad dat. Pii hodnoceni je tfeba brat
v potaz, ze hodnotitelti bylo mén¢, nez vyzaduje norma ISO 8587 (norma pfi spotiebitelskych
testech piijatelnosti vyzaduje alespon 60 hodnotitelt) [42].
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Na obrazku 20 je patrné, ze 1épe byly hodnoceny vzorky s vys§im obsahem ovocnych $tav.
Vyjimkami je smés s mrkvovou stdvou, kterd propadla hodnocenim. K dal$im experimentim
byly vybrany vzorky R2 a J2.
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Obrazek 20 Celkové hodnoceni vzorkt (dvouslozkové smési)

U vzorkl z druhé senzorické analyzy byly patrné mensi rozdily mezi vzorky, jak je patrné na
obrazku 21. K dal$im experimentim byly na zéklad¢ hodnoceni vybrany vzorky RH a JHM.
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Obrazek 21 Celkové hodnoceni vzorki (viceslozkové smési)



V nasledujicich grafech jsou patrné odlisnosti vzorki v ptipadé deskriptort barva, chut’, sladka,
kyseld a ovocna chut. Obrazek 22 znéazornuje hodnoceni barvy vzorkii ashoduje se
se senzorickymi profily na obrazcich 16 a 18: oblibenéjsi byly vzorky cervené barvy (R2, RH
a R1), mén¢ pak oranzové (JHM, JM, HM, M2 a M1), piipadné¢ se sedimentem (RHM a RM),
nejméné pak zluté vzorky (J2, H2, JH, J1 a H1). Hodnoceni chuti (obrazek 23), sladkosti
(obrazek 24), kyselosti (obrazek 25) a ovocné chuti (obrazek 26) sleduji podobny trend jako
celkové hodnoceni: Ize fici, ze 1épe hodnocen byl vzorek se sladsi a ovocnéjsi a méné kyselou
chuti.

T

=nejlepsi) (-)
(9] (=] (9,1

=]

2,5

2,0

Hodnoceni (1 = nejhorsi, 5

1,5
1,0 N .
R2 12 RH JHM H2 RHM JH J1 R1 JM HM HI M2 RM Ml
Vzorek

Obrazek 22 Hodnoceni barvy vzorka
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Obrazek 23 Hodnoceni chuti vzorku
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Obrazek 24 Hodnoceni sladké chuti vzorku
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Obrazek 25 Hodnoceni kyselé chuti vzorkt
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Obrazek 26 Hodnoceni ovocné chuti vzorku

5.1.4 Korelace a parcialni korelace senzorickych deskriptort a nutri¢niho sloZeni
smési $tav

Pro zjisténi vzajemného ovliviiovani parametr senzorického hodnoceni a nutri¢niho slozeni
(hodnoty byly ziskané z obalii vyrobkli a piepoctené dle obsahu jednotlivych $téav) byla
provedena korela¢ni analyza. Jeji vysledky jsou znazornény v tabulce 17, zvIast vyznamné
(veétsi nez 0,3) byly vyznaceny tucné. Obzvlast’ vyznamné souvisela barva a viing, chut’ se
sladkosti, kyselosti, slanosti, ovocna chut’ s obsahem soli a hodnocenim, sladkost s kyselosti,
ovocnou chuti, obsahem sacharidli, cukrti a soli a hodnocenim, hotkost s trpkosti, kyselost
s trpkosti, obsahem soli a hodnocenim.

V poslednim tadku jsou uvedeny parametry, které nejvice ovlivnily hodnoceni uzivateld. Velky
pozitivni vliv méla zejména chut’, sladkost a ovocna chut, negativni pak kyselost.

Vzajemny vliv mezi dvéma parametry byl zjistén pomoci parcialni korela¢ni analyzy, uvedené
v tabulce 18. Zvlast’ vyznamna byla zjisténa parcidlni korelace mezi chuti a hodnocenim a mezi
sladkosti a ovocnou chuti.
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Tabulka 17 Korela¢ni analyza. Uvedeny jsou signifikantné vyznamné (p = 0,05) korelace, negativni jsou vyznaceny Cervené, pozitivni zelené. Obzvlaste
vyznamné korelace jsou zvyraznény tucné

Barva |Viné Chut |Sladka |Horka |Kysela |Slana |Ovocna | Trpka |Sacharidy | Cukry |Bilkoviny | Sil
Barva 1,0000
Viiné 0,3398 | 1,0000
Chut’ 0,2742| 1,0000
Sladka 0,3697 | 1,0000
Horka -0,1859| -0,1793| 1,0000
Kysela -0,1405| -0,2444| -0,3987| -0,3771| 0,2229| 1,0000
Slana -0,3313 | -0,2442 0,2658 | 1,0000
Ovocna 0,1622| 0,2026| 0,3513| 0,5544| -0,1461| -0,2972| -0,1971| 1,0000
Trpka -0,1649| -0,1698| 0,4975| 0,3091| 0,2134| -0,0499| 1,0000
Sacharidy 0,1666| 0,3461 -0,2688| -0,2889| 0,3483| -0,1478 1,0000
Cukry 0,1556| 0,1736] 0,3650 -0,2797| -0,2759| 0,3809 | -0,1426 0,9753 | 1,0000
Bilkoviny 0,1946| 0,1691| -0,2035 0,2381 0,1400 0,5566 | 0,5944 1,0000
Sul -0,1761| -0,3133 | -0,3370 0,3096| 0,2671| -0,2812 -0,2203 | -0,2057 1,0000
Hodnoceni 0,2125| 0,5825| 0,4502| -0,2349| -0,3271| -0,2607| 0,4015| -0,2404 0,2768 | 0,2918 -0,2675
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Tabulka 18 Parcialni korelacni analyza. Uvedeny jsou signifikantn¢ vyznamné (p = 0,05) parcialni korelace, negativni jsou vyznaceny Cervené, pozitivni zelen¢.
Obzvlasté vyznamné parcialni korelace jsou zvyraznény tuéné

Barva |Viné |Chut Sladka |Horka |Kysela |Slana |Ovocna | Trpka | Sacharidy | Cukry | Bilkoviny | Sil
Barva 1,0000
Viiné 0,2540 | 1,0000
Chut’ 0,1649| 1,0000
Sladka 1,0000
Horka 1,0000
Kysela -0,1901 | -0,1555 1,0000
Slana -0,1976 1,0000
Ovocna 0,3742 1,0000
Trpka 0,4165| 0,1897| 0,1721| 0,1401| 1,0000
Sacharidy | -0,2787 1,0000
Cukry 0,2282 0,9494 | 1,0000
Bilkoviny 0,1483 | 0,1749| -0,2362| -0,2334| 0,2225 0,2645 1,0000
Sul -0,1467| 0,1561 1,0000
Hodnoceni 0,3859 -0,1399
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5.1.5 Parova porovnavaci zkouska

V rédmci prvni senzorické analyzy dvouslozkovych vzorka dzust byli hodnotitelé vyzvani, aby
vybrali lepsi ze dvou vzorktl. Vysledky jsou patrné na obrazku 27. Na zakladé postupu CSN
ISO 5495 [41] a parového T-testu bylo zjisténo, ze mezi vzorky ve dvojici existuji signifikantni
(p = 0,05) rozdily, z ¢ehoz vyplyva, Ze vzorky s vysSim obsahem piidané st'avy byly vybrany
jako lepsi oproti vzorkiim s mens§im podilem piidané §tavy. Stavy s vy$§im podilem piidané
Stavy byly tedy popularnéjsi i navzdory faktu, ze 50 % hodnotiteli uvedlo, Ze ma rado kysané
zeli a ji ho &asto. Senzorického hodnoceni se ale G¢astnilo malo hodnotitelt (CSN ISO 5495
[41] pozaduje alespon 18 hodnotitelil), coz je tieba mit pii vyhodnocovani na védomi.

0 |-|l‘-|

—_ —_
[o)} O S} (9]

Pocet hodnoceni jako "leps$i z dvojice vzroku"
w

pomer 1:1 pomeér 1:2 | pomér 1:1 pomeér 1:2 = pomér 1:1 pomér 1:2  pomér 1:1 pomér 1:2
Zelna a hruskova §t'ava Zelna a jablecna §tava Zelna a mrkvova §tava Zelna a fepno-jable¢na
Smés §tav stava

Obrazek 27 Porovnani dvouslozkovych vzorka
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5.1.6 Dendrogram a PCA analyza

Pro sestaveni dendrogramu i PCA analyzu byly pouzity primérné hodnoty z jiz upravenych
datasettl, pfi sestaveni byly zohlednény v§echny hodnocené parametry i nutri¢ni slozeni vzorkd.

Z dendrogramu (obrazek 28) jsou patrné skupiny vzorkid s podobnymi vlastnostmi. Izolované

jsou vitézné (R2 a J2) a porazené (M1, RM, M2 a H1) vzorky hodnoceni.

Single Linkage
Euclidean distances
20

10 |

Linkage Distance

&n
T

—

J2 Rz M1 JHM RHM RH H2 HM JM R1 JH J1

Obrazek 28 Dendrogram vzorkt §tav

R M2 H1

Na PCA grafu (obrazky 29 a 30) je téz patrna podobnost vzorkii: 1ze pozorovat skupinu dobie
(J2, R2 a RH), i Spatn¢ (H1 a M1) hodnocenych vzorkt, skupinu vzorkli s mrkvovou §tavou
(RM, HM, JM a M2), skupinu vzorkd s vy$§im obsahem ovocnych stav (JHM a RHM) a

skupinu neutralni (R1, J1, JH a H2).
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5.2 Charakterizace vybranych vzorki §tav

Na zakladé senzorické analyzy vybrané smési Stav byly pfed obohacenim probiotickou
kulturou charakterizovany. Byla provedena nasledujici stanoveni: stanoveni antioxidacni
aktivity, obsah celkovych polyfenoli a flavonoida, celkovych ve vodé rozpustnych sacharida a
redukujicich sacharidii a pH.

Znaceni pouzitych vzorku je uvedeno v tabulce 19.

Tabulka 19 Oznaceni analyzovanych vzorkt

Zkratka | Slozeni

J Jable¢nd §tdva a zelnd St'dva
R Jable¢no-fepna a zelnd St'ava
RH Jable¢no-fepnd, hruskové a zelna §t'dva

JHM JableCna, hruskova, mrkvova a zelna St'ava

5.2.1 Stanoveni nutri¢nich a bioaktivnich latek pomoci spektrofotometrickych metod
Vsechny analyty byly stanoveny metodami uvedenych v experimentalni ¢asti této prace (3.7.1,
3.7.2,3.7.3,3.7.4,3.7.5).

Pomoci kalibracnich fad byly sestaveny kalibracni kiivky (zacinajici bodem [0;0]) a byla
vypoctena jejich hodnota spolehlivosti, oboji je uvedeno v tabulce 20. Rovnice byly pouzity
k vypoctu koncentraci jednotlivych stanovovanych analytt.

Vzorky byly stanovovany v triplikatech, ze kterych byl vypocten primér a smérodatna
odchylka vybéru.

Tabulka 20 Rovnice linearni regrese a jejich hodnoty spolehlivosti pro jednotliva spektrofotometricka
stanoveni

Stanoveni Rovnice kalibra¢ni krivky Hodnota spolehlivosti R?
Antioxidacni aktivita A (-) =0,0009 - ¢ (ug/ml) 0,9961

Celkovée polyfenoly A (-) =1,5389 - ¢ (mg/ml) 0,9962

Celkov¢ flavonoidy A (-)=3,7815 - ¢ (mg/ml) 0,9992

Celkové sacharidy dle _ _

Dubois A () =8,9406 - ¢ (mg/ml) 0,9978
Redukujici sacharidy dle A (-)=20,7831 - ¢ (mg/ml) 0.9870

Somogiy-Nelsona
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5.2.1.1 Antioxidacni aktivita

Na obrazku 31 jsou znazornéné naméfené hodnoty antioxidacni aktivity u neobohacenych
kultur. VSechny vzorky dosahovaly podobné antioxidacni aktivity, nejvyssi vSak byla u vzorku
R (759,0+0,6 pg/ml).

Hodnoty antioxida¢ni aktivity zifejme souviseji s barvou vzorkii: nejvyssi hodnoty byly
stanoveny u ¢ervenych (R a RH), nejmensi naopak u zlutého vzorku (J).

Stanovené hodnoty antioxida¢ni aktivity odpovidaly hodnotam pro $tédvu z kysaného zeli, tj.
750+50 pg/ml [48] a 356,8—-845,5 ng/g suché vahy pro rizné odrudy [49].

780
770

760

740
730
720
R J RH JHM

Vzorek

Antioxida¢ni aktivita (jako ekvivalent Troloxu)
(ug/ml)
~
i
[}

Obrazek 31 Naméfena antioxidacéni aktivita
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5.2.1.2 Celkové polyfenoly

Na obrazku 32 jsou znazornéné nameétené hodnoty celkovych polyfenolti u neobohacenych
vzorkl. VSechny vzorky dosahovaly podobného obsahu celkovych polyfenolickych latek,
nejvyssi vsak byl u vzorku R (0,83+0,05 mg/ml).

Hodnoty celkovych polyfenoli ziejmé souviseji s barvou vzorkl: nejvyssi hodnoty byly
stanoveny u cervenych (R a RH), nejmensi naopak u Zluté¢ho vzorku (J). Zaroven mohl obsah
polyfenolli souviset s obsahem ovocnych st'dv. Nejvétsi obsah polyfenolll obsahuje z pouzitych
surovin hruska (6,69-2,19 mg/g suché vahy [50]), néasleduje jablko (2,25-1,25 mg/g [51]),
mensi obsah polyfenolil se vyskytuje v ¢ervené fepa (0,33+0,01 mg/g suché vahy [52]) a mrkvi
(0,15 mg/g Cerstvé vahy [53]). Je nutné ale brat v potaz, Ze béhem zpracovani a skladovani, a
také v zavislosti na pouzité odradé suroviny se bude obsah polyfenolt lisit. Hodnota polyfenola
v dzusech tedy souvisi zejména s podilem hruskové a jable¢né §tavy (uvedeno v abulka 13).

Nameéteny obsah celkovych polyfenolti vyrazné vyssi nez u vzorki zelnych stav s obsahem
L. plantarum (0,32+0,01 mg/ml) [48]. Rozdil je zifejm& zplsoben piitomnosti pfidanych
ovocnych a zeleninovych §tav.

o o —_ — —
Q o — w )

¢ (celkové polyfenoly jako ekvivalent kyseliny
gallové) (mg/ml)
(=}
W

0.3 I - I -
R J RH JHM

Vzorek

Obrazek 32 Namétené hodnoty celkovy polyfenolt
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5.2.1.3 Celkové flavonoidy

Na obrazku 33 jsou patrné naméfené hodnoty flavonoidi u neobohacenych dzusii. Nejvyssi
hodnota byla naméifena u vzorku RH (0,24+0,10 mg/ml), nejmensi naopak u vzorkd
J(0,09+0,01 mg/ml) a JHM (0,09+0,02 mg/ml).

Hodnoty celkovych flavonoidi mohly souviset s barvou vzorkli: nejvyssi hodnoty byly
stanoveny u ¢ervenych (R a RH), nejmensi naopak u zlutého as oranzového vzorku (J a JHM).
Zaroven mohl obsah flavonoidi souviset s obsahem ovocnych §tav. Nejvétsi obsah flavonoida
obsahuje z pouzitych surovin hruska (2,16—1,42 mg/g suché vahy [50]), nasleduje jablko (1,10—
0,55 mg/g [51]), mensi obsah flavonoidi se vyskytuje v Cervené fepa (0,0081 mg/g suché vahy
[52]) a mrkvi (0,0533 mg/g Cerstvé vahy [53]). Je nutné ale brat v potaz, ze béhem zpracovani
a skladovani, a také v zavislosti na pouzité¢ odriidé suroviny se bude obsah flavonoidi lisit.
Hodnota flavonoidia v dZzusech tedy souvisi zejména s podilem hruskové a jablecné stavy
(uvedeno v tabulce 13).

Naméfeny obsah celkovych flavonoidi byl shodny u vzorkii R a RH se vzorky zelnych stav
s obsahem L. plantarum (0,20+£0,01 mg/ml), naopak vzorka J a JHM byl obsah mensi [48].

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10

0,05

¢ (flavonoidy jako ekvivalent katechinu) (mg/ml)

0,00
R J RH JHM

Vzorek

Obrazek 33 Naméiené hodnoty celkovy flavonoidi
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5.2.1.4 Celkové sacharidy dle Dubois
Na obrazku 34 jsou znazornény hodnoty celkovych ve vod¢ rozpustnych sacharidti stanovenych
metodou Dubois u neobohacenych $tav.

Naméfeny obsah celkovych sacharidli v ptivodnich vzorcich odpovidal teoretickému mnozstvi
sacharidd (vypoctenému pomoci nutricniho slozeni vyrobki uvedenych v tabulce 14) pouze u
vzorku RH (teoreticky 7,63 g/100 ml, stanoveny 7,35+0,55 g/100 ml), u vzorkli R (teoreticky
6,73 g/100 ml, stanoveny 13,25+1,00 g/100 ml) a J (teoreticky 7,87 g/100 ml, stanoveny
10,93+0,71 g/100 ml) byl namétfeny obsah pfiliS vysoky a u vzorku JHM (teoreticky
16,25 g/100 ml, stanoveny 7,40+0,41 g/100 ml) naopak pfili§ nizky. Nizky obsah u vzorku
JHM byl ziejmé zptisoben obsahem pevnych ¢astic v mrkvové a hruskové stavé ve vzorku,
ktera byla odstranéna pti fedéni a centrifugaci.

Nameétfeny obsah celkovych sacharidii v pivodnich vzorcich neodpovidal teoretickému
mnozstvi cukri (tabulce 14) u zaddného vzorku (R: teoreticky 6,53 g/100 ml, J: teoreticky
7,67 g/100 ml, RH: teoreticky 6,23 g/100 ml, JHM: teoreticky 15,1 g/100 ml).

R J RH JHM

Vzorky

180

(o)
S

¢ (celkové sacharidy) (mg/ml)

Obrazek 34 Naméiené hodnoty celkovych sacharidi (dle Dubois)
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5.2.1.5 Redukujici sacharidy dle Somogiy-Nelsona
Na obrazku 35 jsou patrné naméiené hodnoty ve vodé rozpustnych redukujicich sacharida
stanovenych metodou dle Somogiy-Nelsona u neobohacenych dzust.

Naméfeny obsah redukujicich sacharidii v piivodnich vzorcich odpovidal teoretickému
mnozstvi sacharidii (tabulka 14) pouze u vzorku RH (teoreticky 7,63 g/100 ml, stanoveny
7,68+0,32 g/100 ml), u vzorki R (teoreticky 6,73 g/100 ml, stanoveny 5,57+0,64 g/100 ml),
J (teoreticky 7,87 g/100 ml, stanoveny 6,03+0,83 g/100 ml) a JHM (teoreticky 16,25 g/100 ml,
stanoveny 6,29+1,22 g/100 ml) byl naméteny obsah pftili§ nizky.

Nameéteny obsah redukujicich sacharidii v pivodnich vzorcich neodpovidal teoretickému
mnozstvi cukrl (tabulka 14) u zadného vzorku (R: teoreticky 6,53 g/100 ml, J: teoreticky
7,67 g/100 ml, RH: teoreticky 6,23 g/100 ml, JHM: teoreticky 15,1 g/100 ml). Je tfeba mit na
paméti, Zze sacharosa (kterd se zahrnuje do cukrii v rdmci nutri¢niho slozeni) neni redukujici
cukru a neni mozné ji stanovit metodou dle Somogiy-Nelsona.
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Obrazek 35 Namétené hodnoty redukujicich sacharidi (dle Somogiy-Nelsona)
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5.2.2 Stanoveni pH
Na obrazku 36 jsou znazornény namétené hodnoty pH u neobohacenych vzorkd.

Meéteni pH probehlo dle postupu v experimentalni ¢asti této prace (3.10).

Rozdily pH mezi vzorky jsou pouze minimalni. Tato zjisténi odpovida vysledkim senzorické
analyzy, kdy mezi vzorky nebyly, co se tyce kyselosti, vyznamné rozdily (obrazek 25).

Stanovené pH se pftili§ neliSilo od pH stanoveného u vzorkii zelnych stav obohacenych o
L. plantarum (3,47) [48]. Mimé rozdily se vyskytly zdivodu pifidavku ovocnych a
zeleninovych §t'av v rizném poméru.
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Obrazek 36 Namétené hodnoty pH
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5.3 Sledovani stability vybranych vzorki §'av obohacenych probiotickou
Kulturou

Na zéklad¢ senzorické analyzy byly vybrané smési $t4v obohaceny o probiotickou slozku za
ucelem zvyseni jejich biologického ucinku, a to ptidavkem kultury Lactobacillus plantarum.
Ovocno-zeleninova §t'ava pak muze byt diky probiotickému piidavku povazovéana za novy typ
probiotické funkéni potraviny s pozitivnim vlivem na stfevni mikrofléru, a tedy na celkovy
organismus konzumenta. Z tohoto diivodu byla také sledovana dlouhodobd stabilita biologicky
aktivnich latek a viability pfidaného probiotika v pribéhu po delsi dobu, nezli byla doporucena
trvanlivost zelné stavy (14 dni).

5.3.1 Stanoveni nutri¢nich a bioaktivnich litek pomoci spektrofotometrickych metod
Stanoveni prob¢hlo dle stejného postupu a za pouziti stejnych rovnic kalibra¢nich kiivek jako
v kapitole 5.2.1.

Jelikoz byl kazdy z duplikat stanoveny v triplikatech, byly primér a smérodatnd odchylka
vybéru stanoveny z hexaplikatti. U kontrolnich vzorkl byly stanoveny primér a smérodatna
odchylka stanovena z triplikatu.
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5.3.1.1 Antioxidacni aktivita

Na obrazku 37 je graficky zndzornéna zavislost antioxida¢ni aktivity (jako ekvivalent Troloxu)
na dobe¢ skladovani. Je patrna vyssi antioxidacni aktivita u vzorkli zbarvenych cervené (R, RK,
RH a RHK) nez u vzorkti oranzovych a zlutych (J, JK, JHM a JHMK). Vzorky obohacené o
probiotickou kulturu také obecné vykazuji vétsi antioxidacni aktivitu nez vzorky kontrolni, coz
mohlo byt zplisobeno piitomnosti antioxidas vlastnich probiotické kultute, ptipadné produkei
antioxida¢nich metabolit nebo chelataci kovovych iontl [54]. K vyraznéjsSim zménam dochézi
az 30. den skladovani, kde dochazi k mirnému poklesu.

V prvnim tydnu byla stanovend antioxidacni aktivita u vSech vzorkl vétsi (770-774 pg/ml),
nez u vzorkl zelné $tavy obohacené o kulturu L. plantarum (750£20 pg/ml), v druhém tydnu
je vSak vyrazné mensi (764-773 pg/ml), nez ve vzorcich zelné $tavy obohacené o kulturu

L. plantarum (900+20 pg/ml) [48].
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Obrazek 37 Vliv doby skladovani na antioxida¢ni aktivitu. Kontrolni vzorky bez ptidavku probiotika
jsou oznacCeny pismenem K.
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5.3.1.2 Celkové polyfenoly

Na obrazku 38 je graficky znazornéna zavislost celkového obsahu polyfenolickych latek na
dobé skladovéani. Obsah polyfenolickych latek kolisal do dne 19, jejich obsah se poté
stabilizoval.

Prtimérny obsah celkovych polyfenold byl v prvnim i1 druhém tydnu vyrazné vyssi, stejné jako
vychozi hodnoty nez u vzorkli zelnych S§tdv sobsahem L. plantarum (prvni tyden:
0,33+0,01 mg/ml, druhy tyden: 0,32+0,01 mg/ml) [48]. Rozdil je zfejmé& zpiisoben piitomnosti
piidanych ovocnych a zeleninovych stav.

Neékteré kmeny Lactobacillus plantarum mohou produkovat nékteré fenolické latky, a tim
zvySovat antioxidacni aktivitu 1 obsah celkovych fenolickych latek [55, 56], coz vysvétluje
nartist obsahu polyfenoli v 7. dni skladovani. Polyfenoly také mohou byt metabolizovany [55],
coz objasniuje pokles jejich hodnot ve 14. dni skladovani.
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Obrazek 38 Vliv doby skladovani na celkovy obsah polyfenold. Kontrolni vzorky bez piidavku
probiotika jsou ozna¢eny pismenem K.
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5.3.1.3 Celkové flavonoidy

Zavislost celkového obsahu flavonoida (stanovenych jako ekvivalent katechinu) na dobé
skladovani je graficky zndzornéna na obrazku 39. Obsah celkovych flavonoidi s dobou
skladovani klesal, a to 1 u vzorkti kontrolnich. Vyssi obsah celkovych flavonoida byl stanoven
v ¢ervenych vzorcich (R, RK, RH a RHK) nez ve vzorcich zlutych a oranzovych (J, JK, JHM
a JHMK).

Vys$si hodnoty koncentrace flavonoidi v ervené zbarvenych vzorcich vsSak mohly byt
zpusobeny piitomnosti Cervenych betakyanovych (napf. betanin), které se mezi flavonoidy
nefadi [11].

Primérny obsah celkovych flavonoidi byl v prvnim i druhém tydnu vyrazné€ vyssi nez u vzorka
zelnych S$tav sobsahem L. plantarum (prvni tyden: 0,04+0,01 mg/ml, druhy tyden:
0,05+0,01 mg/ml) [48].
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Obrazek 39 Vliv doby skladovani na celkovy obsah flavonoidi. Kontrolni vzorky bez piidavku
probiotika jsou oznaceny pismenem K.
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5.3.1.4 Celkové sacharidy dle Dubois
Grafické znazornéni zavislosti celkovych sacharidii (stanovenych metodou dle Dubois) je
patrné na obrazku 40. Obsah celkovych sacharidu kolisa (nardst v 14. den a 27. den, pokles 7.,

19,

22. a 30. den) u vzorkl s obsahem probiotické kultury. V ptipadé kontrolnich vzorkl bez

piidavku probiotické kultury je obsah sacharidi stabilni nebo se méni pouze minimalné. Od 19.

dne

uz nejsou vykyvy vyrazné.

Velké kolisdni u zaoCkovanych kultur bylo pravdépodobné zplsobeno probihajicim
metabolismem sacharidii: at’ jiz rozkladem béhem skladovani [56] ¢i syntézou polysacharida
[57].
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Obrazek 40 Vliv doby skladovani na celkovy obsah sacharidi (stanovenych metodou dle Dubois).
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5.3.1.5 Redukujici sacharidy dle Somogiy-Nelsona
Obrazek 41 znazornuje grafickou zavislost obsahu redukujicich sacharidii (stanovenych
metodou dle Somogiy-Nelsona) na dob¢ skladovani. Trendy obsahu redukujicich sacharida
obecné kopiruji trendy v obsahu celkovych sacharidi stanovenych dle Dubois (5.3.1.4 Celkové
sacharidy dle Dubois), konkrétné poklesy v 7., 19., 22. 30. dnu skladovani a narusty v 14. a 27.
dnu skladovani. Vykyvy tedy mohou mit stejnou pfic¢inu (rozklad sacharidii béhem skladovéani
[56] a syntéza polysacharida [57]).
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Obrazek 41 Vliv doby skladovani na obsah redukujicich cukrt (stanovenych metodou dle Somogiy-
Nelsona). Kontrolni vzorky bez piidavku probiotika jsou ozna¢eny pismenem K.
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5.3.2 Stanoveni senzorickych a bioaktivnich latek pomoci HPLC

Ke stanoveni analyti byla pouzita metoda uvedena v kapitole 3.8. Pouzitim standardl byly
stanoveny reten¢ni Casy pikil jednotlivych analyti, kalibraéni kiivky (zacinajici bodem [0;0])
byly sestaveny pomoci kalibra¢nich fad (zaCinajici bodem [0;0]) a byla vypoctena jejich
hodnoty spolehlivosti, vSe je uvedeno v tabulce 21. Rovnice byly pouzity k vypoctu koncentraci
jednotlivych stanovovanych analytt.

Tabulka 21 Retencni Casy, rovnice linearni regrese a jejich hodnoty spolehlivosti pro jednotlivé analyty
pti stanoveni pomoci HPLC

Retencni Hodnota

Analyt Detektor cas Rovnice linearni regrese spolehlivosti
(min) R?

Kyselina =1y vis | 2,564 | Area (mA-min)=31,0084- ¢ (mg/ml) | 0,998
citronova
Kyselina . L .
L -askorbova UV-Vis 3,090 | Area (mA-min)=279,1524 - ¢ (mg/ml) 0,9999
Kyselina UV-Vis | 3,780 | Area (mA-min)= 16,4931 - ¢ (mg/ml) 1,0000
mlécnd
Kyselina | 7y vis | 441 | Area (mA-min)= 16,1652 - ¢ (mg/ml) |  0,9991
octova

Piiklad chromatogramu je uveden v ptiloze 7. Z diivodu nedetekovanych pikii ve vzorcich
nebylo mozné detekovat kyselinu citronovou a octovou.

Na zakladé vysledki stanoveni pH a koncentrace bunék pomoci cytometru byly stanoveny
pouze vzorky skladované do 22. dne, ptivodni stav vzorku (0. den) nebyl stanovovan. Vzorky
s ptidanou probiotickou kulturou byly stanovovany v duplikatech (byl u nich vypocten pramér
a smérodatna odchylka vybeér).
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5.3.2.1 Kyselina L-askorbova

Na obrazku 42 je graficky znazornéna zavislost obsahu kyseliny L-askorbové na dobé¢
skladovani. Obsah az do 19. dne pozvolna klesal, poté doSlo k nariistu. Obsah kyseliny
L-askorbové se v kontrolnich vzorcich neménil.

Nejvyssi obsah kyseliny L-askorbové byl ve vzorku JHM, coz bylo pravdépodobné zptisobeno
nejvys$§im mnozstvim piidanych §tav (75 %).

Primérny stanoveny obsah kyseliny L-askorbové v prvnim (0,70-0,95 mg/ml) a druhém (0,52—
0,82 mg/ml) tydnu byl vys§i nez u vzorkli zelnych S§tav sobsahem L. plantarum
(0,43+0,01 mg/ml) [48]. Vyssi hodnoty jsou ziejmé zplisobené obsahem piidanych ovocnych a
zeleninovych §t'av.
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Obrazek 42 Vliv doby skladovani na obsah kyseliny L-askorbové (stanovené pomoci HPLC).
Kontrolni vzorky bez ptidavku probiotika jsou oznaceny pismenem K.
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5.3.2.2 Kyselina mlécna

Zavislost obsahu kyseliny mlé¢né je mozno pozorovat na obrazku 43. Podobné¢ jako u kyseliny
L-askorbové, obsah kyseliny mlécné klesal az do 19. dne, poté doslo k narustu. Narast mohl
rozkladem. Ackoli vzorek JHM obsahoval nejmensi mnozstvi zelné $tavy (25 %, vzorky R,
J a RH obsahovaly 33,3 %), bylo v ném naméfeno nejvyssi mnozstvi kyseliny mlécné. U
kontrolnich vzorti nedochéazelo k vét§im zménam obsahu kyseliny mlécné.

Casteéné jsou patrné souvislosti se stanovenim sacharidd (5.3.1.4, 5.3.1.5). Minimum (u vzorku
J) a pokles v obsahu kyseliny mlééna odpovidal nartstu v obsahu sacharidii. Tento vyvoj
naznacuje zvysenou aktivitu probiotické kultury, doprovazenou spotiebou sacharidi a tvorbou
metabolithi (napt. kyseliny mlé¢né) v dobé do 7. dne. Od 7. do 14. dne zifeymé pievazovalo
Stépeni polysacharida.
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Obrazek 43 Vliv doby skladovani na obsah kyseliny mlé¢né (stanovené pomoci HPLC). Kontrolni
vzorky bez piidavku probiotika jsou ozna¢eny pismenem K.
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5.3.3 Stanoveni koncentrace probiotickych bunék pomoci spektralniho priitokového
cytometru

Koncentrace probiotickych buné€k pomoci spektralniho pritokového cytometru byla stanovena

metodou uvedenou v kapitole 0.

Ptiklady vystupli ve form¢ cytogramt pro vzorky Rla a R6 jsou patrné na obrazcich 44 a 45.
Na kanalu Forward Scatter (FSC) je patrna velikost bun€k, na kanalu Side Scatter (SSC) je
patrnd morfologie bunék. Oboji zobrazuji populaci bunck, diky které byla vypoctena
koncentrace bun¢k (CFU/ml). Na ose x je zndzornéna intenzita emise propidium jodidu, na ose
y je pocet detekovanych bunék.
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Obrazek 45 Cytogramy pro vzorek R6a
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Na obrazku 46 je patrna zavislost poctu bunék na dobé skladovani. Pocet bunék v Case 0 je
znazornén jako koncentrace zaockovanych bunék (tj. 1,08-10° CFU v 16 ml vzorku, coz je
6,77-10* CFU/ml). Az do 14. dne lze pozorovat nartist koncentrace, poté nastava pokles a
stagnace koncentrace bunck. Pro zachovani co nejvétsiho poctu probiotickych bakterii je tedy
vhodné neskladovat vyrobky déle nez 14 dni.

Data ziskana z cytometru byla dale pouzita k ovéfeni podobnosti mezi duplikaty. Byl proveden
parovy T-test, kde byla potvrzena signifikantni (p = 0,05) podobnost duplikatt a k tvorbé grafu
byl pouzit primér hodnot a jejich smérodatna odchylka vybéru.

Viechny vzorky spliiovaly definici probiotického vyrobku (obsahovaly alespoit 10° CFU/g
hotového vyrobku [8]). Nejvétsi pravdépodobnost obsahu viabilnich probiotik mél vzorek

JHM, kde byla viabilita bun¢k ovéfena kultiva¢nim testem (vysledky jsou uvedeny v kapitole
5.3.3.1).

Budeme-li uvazovat porci jako 200 ml Stavy, bude vzorek s nejvyssi koncentraci bunck
obsahovat 8,33-10'°+6,85-10” CFU probiotika, coZ spliiuje podminku GRAS pro Lactobacillus
plantarum Lp-115 (5-10'"" CFU/porci) a 299v (1-10'! CFU/porci) [27, 28].

Priimér poctu bunék v prvnim tydnu (1,85-103-2,66-10%3 CFU/ml) odpovidal pocétu bungk
stanovenych v prvnim tydnu u vzorkli =zelnych S§tdv sobsahem L. plantarum
(2,09-108 CFU/ml), v druhém tydnu (2,49-10%-4,17-108 CFU/ml) je viak vyrazn& vyssi
(5,02-107 CFU/ml) [48]. To mohlo souviset s vy$§im obsahem sacharidi (ptivodem z ovocnych
a zeleninovych ptidanych $t'av), coz mohlo zptlisobit nariist poctu bunék [59].
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Obrazek 46 Vliv doby skladovani dZzusi na koncentraci bunék piidaného probiotika
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5.3.3.1 Kultivacni test

Ptedpokladem tohoto testovani bylo, ze po poziti probiotické ovocno-zeleninové stavy dojde
nasledné ke kolonizaci tlustého stieva, kde jsou pro mikroorganismy stfevni mikroflory idealni
podminky [21].

Kultiva¢nim testem byla na konci pozorovani stability (tj. po 30 dnech skladovani pti 8 °C)
ovéfena viabilita pfidanych probiotik po ustanoveni idealnich podminek (MRS broth médium,
teplota 37 °C, 24 hodin), a to pozorovanim zmény zakalu (ndrustu bunék) pred zacatkem
kultivace a po 24 hodinach kultivace. Vzorky s pfidanym probiotikem byly také porovnany
s kontrolnim vzorkem bez probiotika, skladovanym po stejnou dobu pfi stejné teploté. Postup
stanoveni je popsan v kapitole 3.9.1. Vysledky kultiva¢niho testu jsou uvedeny v tabulce 22.

Nejvétsi rozdil mezi vzorkem a kontrolnim vzorkem je u smési JHM, Ize tedy predpokladat, ze
viabilita probiotik ziistala u tohoto vzorku nejvetsi. Obsazené probiotické bakterie byly schopny
za optimalnich podminek zvysit sviij pocet a 1ze usoudit, ze po 30 dnech skladovani pii 8 °C by
mohl tento probioticky ovocno-zeleninovy produkt mohl vykazovat probiotické u€inky. Vzorek
JHM se od ostatnich li§i zejména vysSim pH (vysledky jsou uvedeny v kapitole 5.3.4), coz
mohlo mit vliv na zachovani probiotik ve vzorku. Paradoxné vzorek JHM obsahoval nejmensi
koncentraci probiotickych bunék (vysledky jsou uvedeny v kapitole 5.3.3).

Tabulka 22 Kultiva¢ni test. Rozdily absorbanci po 24 hodinach, pro vzorky s probiotikem a kontrolni
vzorky (oznaceny pismenem K) bez probiotika. Velikost zmény je zvyraznéna barevnou skalou.

Vzorek | AA6oo nm () | Vzorek | AA600 nm (<)
R 0,016+0,013 RK 0,017+0,013

J 0,089+0,011 JK  [0,091+0,008
RH 0,058+0,022| RHK |0,050+0,023
JHM [0,151+0,077] JHMK |[0,083+0,011
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5.3.4 Stanoveni pH
Meéteni pH probéhlo dle postupu v experimentalni ¢asti této prace (3.10). Priimér a smérodatna
odchylka vybéru byly vypocteny z duplikat u vzorkl s obsahem probiotika.

Na obrazku 47 je patrna zavislost pH na dobé¢ skladovani. Je tieba uvést, ze z praktickych
davodi byly méfeny vSechny vzorky zaroven po ukonceni experimentu, vzorky byly
uchovavany zmrazené.

pH se béhem experimentu zménilo pouze minimalné: nejveétsi hodnota byla ve vzorcich JHM a
kontrolnich vzorcich JHMK, nejmensi pak ve vzorcich J a kontrolnich vzorcich JK. Naméfené
hodnoty pH neodpovidaji naméfenym hodnotam kyseliny mlécné a L-askorbové (tj. vzorek
JHM ma nejvyssi pH, ale i nejvyssi hodnoty kyseliny mlé¢né a L-askorbové), coz naznacuje
moznou piitomnost dal$ich latek ovliviujicich pH.

Stanovené pH se pfili§ neliSilo od pH stanoveného u vzorkli zelnych $tav obohacenych o
L. plantarum (prvni tyden: 3,34, druhy tyden: 3,32) [48]. Mirné rozdily se vyskytly z diivodu
pridavku ovocnych a zeleninovych §tav v rizném poméru.
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Obrazek 47 Vliv doby skladovani na pH. Kontrolni vzorky bez ptidavku probiotika jsou oznaceny
pismenem K.
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6 ZAVER

Vramci této diplomové prace byly feSeny moznosti vyvoje ovocno-zeleninovych §téav
s obsahem zelné st'avy, charakterizace jejich nutri¢nich a senzorickych kvalit a jejich stabilita.
Hlavnim cilem bylo rozvedeni moZznosti obohaceni téchto $tav o probiotikum ve formé
Lactobacillus plantarum a sledovani jejich stability, ¢imz tato prace navazala na diplomovou
praci Ing. Barbory Vasku [48].

Pro ucely experimentu byly vybrany 100% ovocné, zeleninové a ovocno-zeleninové stavy ze
surovin typickych pro stfedni Evropu. Konkrétné §lo o jablecnou, hruskovou, jable¢no-fepnou
a mrkvovou $tavu. Tyto Stavy byly v rizném poméru michany se zelnou $tdvou za ucelem
vytvoreni spottebitelsky ptijatelného produktu.

Vytvofené smési §tav byly podrobeny senzorické analyze. Uéelem senzorické analyzy bylo
charakterizovat kvality Stav a vybrat nejlep$i druhy k dalsi analyze. Senzorickd analyza
probihala ve dvou kolech, prvniho kola se zucastnilo 16 hodnotiteld, v druhém pak 17
hodnotiteli. Nejlépe hodnocenymi vzorky byly R2 (jable¢no-fepna Stava 66,6 %, zelna stava
33,3 %) a RH (jablecno-fepna st'ava 33,3 %, hruskova st'ava 33,3 %, zelna stava 33,3 %),
nejhiife naopak vzorky M1 (mrkvova stava 50 %, zelna Stava 50 %) a RM (jable¢no-fepna
Stava 33,3 %, mrkvova §tdva 33,3 %, zelna §t'ava 33,3 %). Pomoci statistické analyzy byly také
zjistény preference hodnotitelti: byly preferovany vzorky s menSim obsahem zelné $tavy,
pozitivné hodnoceni ovlivilovala zejména sladkd a ovocna chut’ vzorku, spole¢né s celkovym
vjemem chuti; vyrazny negativni vliv méla kysela chut’.

Vzorky s nejvy$§sim hodnocenim, tj. J2 (jablecnad S§tava 66,6 %, zelnad Stava 33,3 %), R2
(jable¢no-fepna stava 66,6 %, zelna st'ava 33,3 %), RH (jable¢no-tfepna stava 33,3 %, hruskova
stava 33,3 %, zelna stava 33,3 %) a JHM (jablecna st'ava 25 %, hruskova st'ava 25 %, mrkvova
Stava 25 %, zelna §tava 25 %) byly obohaceny o probiotickou kulturu Lactobacillus plantarum
CCM 7039. Takto obohacené vzorky byly spole¢né s kontrolnimi vzorky bez pfidaného
probiotika monitorovany po dobu jednoho mésice, sledovany byly parametry: pH, koncentrace
probiotickych bunck, antioxidacni aktivita, celkové flavonoidi a polyfenoly, celkové a
redukujici ve vode rozpustné sacharidy, kyselina L-askorbova a kyselina mlécna. V zavéru byla
ovétena viabilita probiotik pomoci kultiva¢niho testu.

Antioxidacni aktivita a celkovy obsah polyfenoli se béhem pozorovani ptili§ neménili. Naopak
k vyraznym zménam dochdzelo u obsahu celkovych a redukujicich sacharida, u kterych bylo
maximum nameéteno 14. den skladovéni. Vykyvy mohly byt zplsobeny probihajicim
metabolickym rozkladem sacharidii, nebo naopak syntézou exopolysacharidi.. K vyraznym
zménam dochézelo téz u celkového obsahu flavonoidi, kde vSak maximum bylo v 7. den
skladovani. K mensim zméndm dochézelo u fruktosy a kyseliny L-askorbové a mlécné.

pH se bcéhem skladovani vyrazné nemeénilo. Nejvétsi koncentrace bun€k byla pomoci
priutokového cytometru naméfena ve 14. dnu skladovani, poté doSlo k poklesu. Z hlediska
zachovani co nejvétSiho obsahu probiotika by bylo vhodné probioticky obohacené stavy
skladovat pii teploté 8 °C maximalné¢ 14—19 dnti. Po 30. dni skladovani byla nejvyssi viabilita
pozorovana u vzorku JHM, i kdyZ obsahoval nejmensi koncentraci bunék. Vliv na vyssi
viabilitu m¢lo zfejmé pH, které bylo ze vSech vzorkl nejvyssi.
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U vzorku JHM (jable¢na, hruskova, mrkvova a zelna S$téva ve stejném pomeéru) byla
pozorovana nejvyssi viabilita po 30. dni stanoveni. Koncentrace bunck byla ve srovnani

cvwr

2,49-10%+0,32-10% CFU/ml), naopak pH bylo nejvyssi (3,53+0,01 ve 14. den), Vzorek téz
obsahoval nejvys$si podil pfidanych ovocnych a zeleninovych §tav (75 %), coZz souviselo
s nejvyssim obsahem kyseliny L-askorbové (ve 14. den cinilo 0,82+0,08 mg/ml).

U vzorku R2 (jable¢no-iepnd a zelna §tava v poméru 2 : 1) nebyla kultivaénim testem na konci
testovani dlouhodobé stability potvrzena Zivotaschopnost probiotické kultury. Avsak v priabehu
experimentu byla u tohoto vzorku naméiena nejvyssi koncentrace bunék (nejvyssi hodnota ve
14. den skladovani byla 4,166-10%+0,003-10® CFU/ml), pH ve 14. dni skladovani bylo
stanoveno jako 3,29+0,03. Proto by u tohoto druhu $§tavy bylo vhodné doporucit kratsi dobu
trvanlivosti za ucelem zachovani vysSiho poctu zivotaschopnych probiotickych bunék, a tedy
probiotickych ucinka.

Navzdory zjisténé nizké viabilit¢ probiotické kultury, ziistdvaji tyto navrhované funkéni
potraviny nutricné, chutové i1 vzhledové zajimavymi produkty, které mohou napomoci
k popularizaci konzumace netradi¢nich lokalnich potravin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAS
ABTS
ADP
aj.
ANOVA
ATP
BMK
CoA
convar.
DAD
ELISA

EMP
GC/FID
GC/MS
GRAS
HMP
HPLC
ICP-OES
LDL
LC/MS/MS

MO

NAD
NADH + H*
napf.

p.a.

PCA

prip.

atomova absorp¢ni spektrometrie
2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)
adenosindiphosphate, adenosindifosfat

a jiné

analysis of varience, analyza rozptylu
adenosintriphosphate, adenosintrifostat

bakterie mlé¢ného kvaSeni

koenzym A

kulturni varieta

diode array detector, detektor s diodovym polem

enzyme-linked immunosorbent assay, stanoveni pomoci imunosorbentil
S vazanymi enzymy

Embden—Meyerhof—Parnasova draha

plynova chromatografie s plamenoioniza¢nim detektorem
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

generally recognised as safe, obecné povazovany jako bezpecny
hexosomonofosfatova drdha

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou
nizkodenzitni lipoprotein

kapalinova chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektrometrii

mikroorganismus

nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

napiiklad

pro analysis, v €istoté¢ vhodné pro analyzu

principle components analysis, analyza hlavnich komponent

ptipadné
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RI refrak¢ni index, refraktometricky detektor

ROS reactive oxygen substance, reaktivni kyslikovy metabolit
SPME solid phase microextraction, mikroextrakce na tuhou fazi

spp. subspecie, poddruh

tj. to je

tzv. takzvany

uv oblast ultrafialového zateni

Vis oblast viditelného zafeni

WHO World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace
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10 PRILOHY

Priloha 1 Dotaznik k senzorické analyze (1. Cast)

Senzoricka analyza smésnych ovocno-zeleninovych §t'av

Udaje o respondentovi

Pohlavi: Vas vztah ke kysanému zeli:
o Zena o Mam ho rad, jim ho ¢asto
o Muz o Nevadi mi, jim ho obcas
o Nechci uvést o Nevadi mi, jim ho ziidka
o Nemdm ho rad, nejim ho
Vék
o Méné nez 20 let
o 20-29 let
o 30-39let
o 40-49 let
o 50-59 let
o Vice nez 60 let
Profilové testy

Dle ptijemnosti ohodnot’te na stupnici 1-5 (5 = nejhorsi, 1 = nejlepsi, jako ve Skole)
ptedlozené vzorky.

Hodnoceni barvy — 1 = velmi piijemna barva, ldkajici ke konzumaci; 5 = odpudiva barva,
odrazujici od konzumace; §t'ava muize obsahovat zékal ¢i sediment, ktery neni vadou
(hodnotte dle vasi preference vyskytu zdkalu ¢i sedimentu)

Hodnoceni viiné — 1 = velmi piijemnd viing, lakajici ke konzumaci; 5 = odpudiva viing,
odrazujici od konzumace,

Hodnoceni konzistence — 1 = ptijemna konzistence v ustech; 5 = nepfijemna konzistence
v Ustech; Stava miize obsahovat zékal ¢i sediment, ktery neni vadou (hodnot’te dle vasi
preference vyskytu zakalu ¢i sedimentu)

Hodnoceni chuti — 1 = velmi piijemna chut’; 5 = odpudiva chut’

V piipadé potteby miizete pouzit deskriptor ,,jiné*, v takovém piipad¢ deskriptor blize
specifikujte.
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Vzorek Barva

Konzistence

Chut’

Jiné

T6J

L8U

FOS

D5SA

E3R

H7K

Q2P

MI10O

Dle intenzity (nikoliv podle piijemnosti) ohodnot'te na stupnici 1-5 (1 = nejmén¢ intenzivni,
5 = nejvice intenzivni, napt. 1 = neslany, 5 — velmi slany, ptesoleny) piedlozené vzorky.
V piipadé potfeby mtizete pouzit deskriptor ,,jiné*, v takovém pripad¢ deskriptor blize

specifikujte.

Vzorek

Chut’

Sladka

Horka

Kysela

Slana

Ovocna

Trpka

Jina

T6J

L8U

FOS

D5SA

E3R

H7K

Q2P

MI10O

Parové porovnavaci zkousky

Ze dvou piedlozenych vzorkl vyberte celkove lepsi vzorek a oznacte ho kiizkem. V tvahu ve
svém hodnoceni berte pouze tyto dva predloZené vzorky.

Vzorek LepSi? Vzorek LepSi?
T6J H7K

Q2P FOS

MI10 E3R

D5SA L8U

Poradova zkouska

Ohodnot’te vSechny piedlozené vzorky dle Vasi preference (1 = nejhorsi, 8 = nejlepsi).
Hodnoceni se nesmi opakovat.

Vzorek T6J

L8U

FOS

D5SA

E3R

H7K

Q2P

MI10O

Hodnoceni
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Ptiloha 2 Dotaznik k senzorické analyze (2. Cast)

Senzoricka analyza smésnych ovocno-zeleninovych stav 2

I'4

Udaje o respondentovi

Pohlavi: Vas vztah ke kysanému zeli:
o 7Zena o Mam ho rad, jim ho Casto
o Muz o Nevadi mi, jim ho obcas
o Nechci uvést o Nevadi mi, jim ho zfidka
o Nemdam ho rad, nejim ho
Vék:
o Méné nez 20 let
o 20-29 let
o 30—-39let
o 40—49 let
o 50—59 let
o Vice nez 60 let
Profilové testy

Dle ptijemnosti ohodnot’te na stupnici 1-5 (5 =nejhorsi, 1 = nejlepsi, jako ve Skole)
predlozené vzorky.

Hodnoceni barvy — 1 = velmi piijemna barva, lakajici ke konzumaci; 5 = odpudiva barva,
odrazujici od konzumace; §t'ava muize obsahovat zékal ¢i sediment, ktery neni vadou
(hodnot'te dle vasi preference vyskytu zdkalu ¢i sedimentu)

Hodnoceni vitné — 1 = velmi piijemnd viing, lakajici ke konzumaci; 5 = odpudiva viing,
odrazujici od konzumace,

Hodnoceni chuti — 1 = velmi piijemna chut’; 5 = odpudiva chut’

V piipadé potteby miizete pouzit deskriptor ,,jiné*, v takovém piipad¢ deskriptor blize
specifikujte.
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Vzorek Barva Viuné Chut’ Jiné

T6J

L8U

FOS

D5SA

E3R

Q2P

MI10O

Dle intenzity (nikoliv podle piijemnosti) ohodnot'te na stupnici 1-5 (1 = nejmén¢ intenzivni,
5 = nejvice intenzivni, napt. 1 = neslany, 5 — velmi slany, ptesoleny) piedlozené vzorky.

V piipadé potfeby mtizete pouzit deskriptor ,,jiné*, v takovém piipad¢ deskriptor blize
specifikujte.

Chut’

Vzorek
Sladka Horka Kysela Slana Ovocna Trpka Jina

T6J

L8U

FOS

D5SA

E3R

Q2P

M10O

Poradova zkouska

Ohodnot’te vSechny piedlozené vzorky dle Vasi preference (1 = nejhorsi, 8 = nejlepsi).
Hodnoceni se nesmi opakovat.

Vzorek T6J L8U FOS D5SA E3R Q2P MI10O

Hodnoceni




Ptiloha 3 Nutri¢ni slozeni mrkvovych §tav dostupnych na ¢eském trhu

Obsah
Slozka Jednotka 1 \jpert! | dmBio? | SP | Rio (1)* | Rio 2)°
Dama
Energeticka kcal/100 ml 29 32 26 37 37
hodnota kJ/100 ml 124 136 109 155 155
Tuky 0,1 0,1 0,06 0,2 0,5
2 toho nasycené 0,02 0,1 0,007 0.2 0.1
mastné kyseliny
Sacharidy 2/100 ml 6,4 6,7 5,5 7,5 7,5
z toho cukry 6 6,8 5,3 7,5 7,5
Bilkoviny 0,7 1 0,62 1,5 1,5
Sul 0,1 0,13 0,06 0,01 0,01
Priloha 4 Nutri¢ni sloZeni fepnych §tav dostupnych na ¢eském trhu
. Obsah
SloZka Jednotka dmBio® Stara Dama’ Hasenfit®
Energeticka kcal/100 ml 42 40 37
hodnota kJ/100 ml 177 168 155
Tuky 0,1 0,1 0,1
z toho nasycené 0.1 0 0,04
mastné kyseliny
Sacharidy 9,2 8 8
z toho cukry g/100 ml 9,2 7,6 8
Bilkoviny 1 1,5 0,5
Sal 0 0,15 0,15
Vlaknina 0,1 0 0,1

I Albert Cerstva §tava mrkev. https:/www.albertdomuzdarma.cz/shop/Napoje/Dzusy-nektary-a-ovocne-
napoje/Chlazene-stavy-dzusy-a-smoothie/Albert-Cerstva-stava-mrkev/p/27193990

2 dmBio Mrkvova §tava. https://www.dm.cz/dmbio-mrkvova-stava-p4058172218040.html

3 Stara Dama — Mrkvova §tava. https://www.proudzdravi.cz/stara-dama-mrkvova-stava-0-7-1
4 Rio Cold Press 100% karotka. https://www.rohlik.cz/1317883-rio-cold-press-100-stava-karotkova

3 Rio Cold Press 100% karotka. https:/nakup.itesco.cz/groceries/cs-CZ/products/2001018273613

6 dmBio Stava z Cervené fepy. https://www.dm.cz/dmbio-stava-z-cervene-repy-p4058172218002.html

7 Stara dama — St'ava z Cervené fepy. https://www.proudzdravi.cz/stara-dama-stava-z-cervene-repy-1000-ml
8 Hasenfit — St'4va z Cervené fepy. https://stavy.heureka.cz/hasenfit-stava-z-cervene-repy-100-bio-1-

I/#specifikace/
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Priloha 5 Nutri¢ni slozeni hruSkovych §tav dostupnych na ¢eském trhu

Obsah
Slozka Jednotka Sfarzi9 Pfanner!? Albert!! Rio™2
Dama

Energeticka kcal/100 ml 40 56 48 45
hodnota kJ/100 ml 169 194 203 190
Tuky 0,1 0,5 0,1 0,1
z toho ,nasycgné 0.01 0.1 0 0.1
mastné kyseliny

Sacharidy g/100 ml 9,8 11 12 11,2
z toho cukry 8,3 11 8,4 11,2
Bilkoviny 0,2 0,5 0,2 0,1
Stul 0,05 0,01 0 0,1

9 Stara Dama — Hruskova $tava. https://www.proudzdravi.cz/hruskova-stava-prirodne-zakalena-0-7-1

10 Pfanner — Hruskova $tava. https://www.pfanner.cz/Module/SFA/Eshop/Product.aspx?1d=1f6614ed-9125-
4086-870¢-60588dc69712

11 Albert Cesrtva $tava hruska. https:/www.albertdomuzdarma.cz/shop/Napoje/Dzusy-nektary-a-ovocne-
napoje/Chlazene-stavy-dzusy-a-smoothie/Albert-Cerstva-stava-hruska/p/27193709

12 Rio Cold Press 100% hruska. https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-CZ/products/2001019286742
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Ptiloha 6 Nutri¢ni slozeni zelnych §t'av dostupnych na ¢eském trhu

Energeticka hodnota Nasycené
Vzorek Tuky mastné Sacharidy Cukry Bilkoviny Sil Vlaknina
Keal/100 m (2100 ml) | Kkyseliny | (/100 ml) | (2/100 mI) | (/100 ml) | (/100 ml) | (2/100 ml)
1 kJ/100 ml (g/100 ml)
])P;’]frzh\l}ggl;h 16 67 0,1 0,01 221 0,2 1,5 0,64 0,0
dmBio'* 12 50 0,5 0,10 1,50 1,0 1,0 0,60 0,5
Loﬁf\‘;ﬁls 16 67 0,1 0,01 2,20 0,2 1,5 0,64 0,0
Tufanska'® 11 45 0,1 0,10 1,60 1,0 0,3 2,00 0,0
Beutelsbacher!’ 13 54 0,0 0,00 1,50 1,0 1,0 0,90 0,0
Voelkel'® 6 26 0,5 0,10 0,50 0,5 0,6 0,60 0,0
Dennree'’ 15 64 0,2 0,10 1,00 1,0 0,8 0,90 0,0
Alnatura® 12 50 0,1 0,10 1,50 1,0 1,0 0,80 0,1
Edeka?! 14 60 0,2 0,09 1,50 1,0 0,8 0,88 0,0
Biopont22 12 50 0,2 0,00 1,50 1,0 1,0 1,50 0,0
Dr. Steinberger23 10 41 0,5 0,10 1,50 1,5 0,7 0,75 0,5
Griinfink?* 15 64 0,2 0,10 1,50 1,0 0,8 0,88 0,0

13 Dobrovodska §tava z kysaného zeli. https://www.srdcekraje.cz/podropnosti-produktu/zelna-stava-stava-z-kysaneho-zeli
14 dmBio Stava z kysaného zeli. https://www.dm.cz/dmbio-stava-z-kysaneho-zeli-p4058172218026.html
15 K¥imice Zelna §tava z kysaného zeli. https://www.zeli-n.cz/Zelna-stava-11-d6.htm#detail-anchor-description
16 Tutanska zelna §tava. https://zeli.agro-turany.cz/

17 Beutelsbacher Zelna $t'ava mlééné kvasena. https://bionebio.cz/e-shop/napoje/dzusy-a-limonady/bio-zelna-stava-mlecne-kvasena-beutelsbacher-07-1-detail

18 Voelkel Stava zelna. https://www.countrylife.cz/stava-zelna-700-ml-bio-voelkel
19 Dennree St'ava z kysaného zeli. https://www.countrylife.cz/stava-z-fermentovaneho-kysaneho-zeli-500-ml-bio-dennree
20 Alnatura Stava z kysaného zeli. https://www.vegan-vegetarian.cz/produkt/alnatura-bio-stava-z-kysaneho-zeli-500-ml/
21 Edeka Stéva z kysaného zeli. https://www.nemeckyeshop.cz/dzusy-a-stavy/edeka-bio-stava-z-kysaneho-zeli-0-5-1/

22 Biopont Stava z kysaného zeli. https:/herbahouse.cz/d/biopon-bio-stava-z-kysaneho-zeli-750m1/796/

2 Dr. Steinberger Stava z kysaného zeli. https:/herbahouse.cz/d/dr-steinberger-bio-stava-z-kysaneho-zeli-750ml1/822/m/16 1

24 Griinfink Stava z kysaného zeli. https://www.gurmand.cz/grunfink--stava-z-kysaneho-bileho-zeli-11/
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Otick4® 11 46 0,1 0,04 1,70 1,0 1,0 2,50 0,0
K-Bio* 13 55 0,5 0,10 1,90 1,0 0,6 0,60 0,5
Fond Sidus?’ 17 71 0,1 0,00 4,00 0,0 0,1 1,00 0,0

25 Stava z Otického kysaného zeli. https://www.ferpotravina.cz/ovocne-stavy/stava-z-otickeho-kysaneho-zeli-zp-otice-a-s

26 K-Bio Stava z kysaného zeli (Kaufland).

27 Fond Sidus Stava z kysaného zeli. https:/www.rohlik.cz/1332741-kvas-zelny-stava-z-kvaseneho-
zeli?cartUpdateSource=%2525253 AFront%2525253 ASearch%2525253 Adefault-product-basketForm&defaultProductTab=2




18,09

17,04

16,04

15,0

14,0

13,0

12,04

11,04

10,0

9,01

8,04

7,04

6,04

5,0

4,04

3,04

2,04

0,04

-1,04

4 Barbora Vasky diplomka #218 [manually integrated]

RH3b

UV_VIS_1 WVL:210 nm

mAU

11-0250
T

12-1,987

14 - kys. mlééna - 3,877
13 - kys. L-askorbova /3,0

94

30 35 40 45 50 55 6.0 65 70 75 8.0 85 2.0 95 10‘.0 16.5

Ptiloha 7 HPLC chromatogram pro vzorek RH3b, UV-Vis detekce



