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ANOTACE

Tato prace se zabyva antioxidacni aktivitou u ndhrady pestré stravy. Teoreticka ¢ast se zamétuje
na sloZeni této stravy bohaté na zdravi prospé$né suroviny. V préci je popsan vznik volnych
radikalt a nasledek téchto reaktivnich sloucenin. V praktické ¢asti je popsan vliv Upravy

nutri¢nich smési na antioxidac¢ni vlastnosti v zavislosti na dobé skladovani.

KLICOVA SLOVA

ANOVA, antioxidanty, volne radikaly, xylitol

ANNOTATION

This thesis deals with antioxidant activity and replacement of a multivarious diet. The
theoretical part is focused on the composition of this diet which is rich in healthy ingredients.
The work describes the formation of free radicals and the consequences of these reactive
compounds. The influence of the processing of nutritional mixtures on the antioxidant

properties according to the storage time is described in the practical part of the thesis.

KEYWORDS

ANOVA, antioxidants, free radicals, xylitol



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kyselina)

diamonna sul)

AVs avenanthramidy

BMI body mass index—index télesné hmotnosti
BMR basal metabolic rate—bazalni metabolismus
CCP koloidni fosfore¢nan vapenaty

CFM mikrofiltrace s pfi¢énym pratokem

DHA kyselina dokosahexaenova

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EPA kyselina eikosapentaenova

FRAP ferric reducing antioxidant power assay

FC Folin & Ciocalteu ¢inidlo

Gl glykemicky index

GLE gas-liquid extraction—extrakce plyn-kapalina
HDL lipoproteiny s vysokou hustotou

HPP vysokotlaké zpracovani

HTST hight temperature short time—pasterace za vysokeé teploty

v kratkém Casovém useku

LLE liquid-liquid extraction—extrakce kapalina-kapalina



LTLT

MCP

MK

MPC

MUFA

PAL

PUFA

ROS

SAFA

SLE

TEAC

TEE

TK

TPTZ

UHT

VMK

WP

WPC

low temperature long time—pasterace za nizké teploty po delsi
dobu

micelarni fosforecnan vapenaty

mastné kyseliny

mlécny proteinovy koncentrat

mononenasycené mastné kyseliny

physical activity level-stupen fyzické aktivity
polynenasycené mastné kyseliny

reaktivni kyslikove radikaly

nasycené mastné kyseliny

solid-liquid extraction—extrakce pevna latka-kapalina

Trolox equivalent antioxidant capacity—ekvivalentni mnozstvi

latky Trolox

total energy expenditure = celkovy energeticky vydej

krevni tlak

2,4,6-tripyridyl-s-triazine

ultra-hight temperature—pasterace za ultra vysoké teploty

vyss§i mastné kyseliny

whey protein—-syrovatka

whey protein concentrate—syrovatkovy proteinovy koncentrat



TERMINOLOGIE

Acetylkoenzym A = je to tzv. aktivovana kyselina octova, obecné koenzym A prenasi acyly [1]

Amfofilni antioxidanty = vlastnost hydrofilni i lipofilni [2]

Atomovy orbital = prostor s nejvyssi pravdépodobnosti vyskytu elektroni/soubor vinovych
funkeci [3]

Autotrofni organismus = organismus vyuzivajici jako zdroj energie anorganické latky [2]

Avenanthramidy = skupina N-cinnamoylantranilovych kyselin [4]

B-glukany = ptirodni komplexni polysacharid [5]

Dehulling = proces, béhem které¢ho je odstranén vnéjsi obal semene [6]

Denaturace = zména struktury bilkovin zptisobena zvysenou teplotou [7]

Dyslipidémie = zvysena koncentrace lipida v krevni plazmé [7]

Fentonova reakce = reakce Zeleznatych iontd S peroxidem vodiku za vzniku Zelezitych ionti a

hydroxylového radikalu [8]

Fotosyntéza = biochemicky proces, pii némz se v rostlinach méni anorganické latky v

organickeé za vyuziti svételné energie [2]

Fytosteroly = steroidy rostlinného ptivodu [7]

Glykemicky index = hodnota srovnavajici rizné potraviny dle vlivu na glykémii [9]

Glykosidova vazba = vazba, ktera spojuje 2 skupiny —OH u dvou sacharida v poloze 1,4 a 1,6

za soucasného odstépeni vody [10]

Heterotrofni organismus = Organismus vyzadujici organické sloucCeniny jako hlavni zdroj

potravy [2]

Hydrofilni = schopnost vazat vodu nebo se v ni rozpoustét [11]



Hypertenze = vysoky krevni tlak [12]

Chymosin = proteaza nachazejici se v zaludku sav¢ich mlad’at [13]

Inzulinova rezistence = snizena schopnost reakce tkani na inzulin [14]

Kaseinové micely = shluky kaseinu slozené z proteinu a fosfore¢nanu vapenatého [15]
Laktoferrin = glykoprotein vazajici zelezo [16]

Maillardova reakce = neenzymova reakce mezi redukujicimi cukry nebo produkty jejich

degradace a aminokyselinami ¢i bilkovinami [17]

Myeloperoxidasa = peroxidaza obsazena v bilych krvinkach—neutrofilech [7]
Nepéarovy elektron = elektron, ktery je ve valenéni sféte nesparovany (radikal) [3]
Prediabetes = zvysena glykémie nad normalni rozmezi (>5,6 mmol/l) [18]
Prochymosin = prekurzor chymosinu, aktivovan pii nizkém pH [13]

Supernatant = tekutina nad sedimentem [7]

Syneresis = kontrakce gelu doprovazena vylu¢ovanim kapaliny [2]
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UvoD

Tato diplomové préce se zabyva tématem nahrady pestré stravy a jeji antioxida¢ni aktivitou.
V dnesni dob¢ plné shonu se mnoho lidi obraci k rychlému piisunu jidla. Dulezité vsak je, aby
lidé vyhledavali tu spravnou rychlou potravinu plnou vyvazenych zivin. Moderni doba vsak
pfinasi 1 vice zdroji s rychlym piisunem potravin, avSak ne vSechny potraviny jsou télu
K prospéchu. Mnoho rychlych nahrad obsahuje nadmiru nezdravych tukd, piedevsim
nasycenych a trans-nenasycenych mastnych kyselin, které zvySuji hladinu cholesterolu

a prispivaji k dalsim metabolickym onemocnénim.

Vzhledem k témto zdravotnim komplikacim se mnoho firem snazi vyvinout nahradu stravy tak,
aby spliovala pozadavky na zdravy vyvazeny pfisun zivin bez nadbyte¢nych cukrt a tuk. Musi
vSak byt zajiSténa bezpecnost vyrobku béhem skladovani a splnén pozadavek obchodni

sterility.

V teoretické Cast diplomové prace je na zakladé reSer$i popsano slozeni surovin vyuzitych
K ptipravé nahrady pestré stravy. U kazdé suroviny jsou zminény antioxidaéni vlastnosti dané

komodity.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo spektrofotometricky proméfit antioxidaéni aktivitu
u sedmi vzorkti dodanych externi firmou. VVzorky byly od data vyroby skladovany v riznych
¢asovych intervalech a podrobeny nejdiive mikrobiologickému a poté analytickému stanoveni.
Ve vzorcich byly zjistovany celkové fenolické latky a antioxidacni aktivita metodami ABTS,
DPPH a FRAP. Ddle byla vyuzita metoda specificka pro zachyt peroxidu vodiku a metoda
zaloZena na chelata¢ni schopnosti Fe2+ ionti. Vysledky spektrofotometrického stanoveni byly

statisticky zpracovany analyzou rozptylu a zhodnoceny ve srovnani s dostupnou literaturou.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 ZA&kladni principy zdravého stravovani

Pro spravny piijem zivin je dulezité pochopit zakladni principy fungovani naseho téla a t¢mi
se nasledn¢ i fidit. Zakladem zdravého stravovani je pravidelny piijem zivin v malych porci
0 rozmanitém slozeni. Obecné se uvadi, Zze by za den mélo télo pfijmout 3 az 6 malych porci.
Konzumace malych porci je prospé$na i v ramci redukce vahy, jelikoz t€lo pti pravidelném
pfisunu zivin neni nuceno snizovat bazalni metabolismus neboli sniZzovat optimalni

energetickou spotiebu [19].

1.1.1 Prijem energie a Zivin

Kazdy zivy organismus potiebuje k zajisténi zdkladnich funkci v téle a termoregulaci urcité
mnozstvi energie. Tato zakladni energeticka potieba je oznaCovana jako bazalni metabolismus
(BMR). Bazalni metabolismus Uzce souvisi s netukovou télesnou hmotou, kdy muzi ji maji
0 10 % vice nez zeny, a proto je i jejich BMR vyssi. Pii obvyklé fyzické aktivité piedstavuje
BMR nejvétsi cast energetického vydeje. Zjistit tuto hodnotu 1ze dvéma zptsoby. Lze jej
vypocitat podle vzorci nebo zméfit nepfimou kolorimetrii. Do celkové potieby energie
zahrnujeme vliv bazalniho metabolismu, energii potfebnou pro svalovou praci, postprandialni
termogenezi, pro fyziologicky rust, t€hotenstvi a laktaci. Vyjadfeni energie je uvadéno
v megajoulech (MJ) nebo v kilokaloriich (kcal) (1kcal = 4,184 KJ). Celkova energeticka

potieba s v€kem jedince stoupa neboli zvySuji se naroky na potfebné mnozstvi jould za den.

Primérny denni vydej energie (TEE) lze experimentalné méfit metodou dvojité izotopove
znacené vody. Primérna denni energeticka potieba je udavana jako pomér TEE/(BMR udané
v nédsobku). Pro tento pomér byla stanovena hodnota PAL, ktera ukazuje miru pro télesné

¢innosti u konkrétniho jedince [19, 20].
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Hodnoty PAL jsou v rozmezi od 1,2 do 2,4 dle pracovni ¢innosti a volnoc¢asové aktivity viz
nasledujici tabulka ¢. 1 [20].

Tabulka ¢. 1 Hodnoty pro rizné t€lesné ¢innosti (PAL) [20]

Pracovni zatéz a zatéz ve PAL Priklady
volném cCase
Vyhradné sedavy zpusob 1,2 Stafi, nemocni lidé
zivota nebo lidé upoutani k
lazku
Sedavy zpuisob Zivota, bez 1,4-1,5 Utednici

volnocasové aktivity

Sedava ¢innost s ob¢asnou 1,6-1,7 Laboranti, studenti, fidi¢i
lehkou aktivitou ve stoje
nebo chuzi

Cinnost pfevazné ve stoje a 1,8-1,9 Prodavaci, ¢iSnici,
v chuzi mechanici, femeslnici
Fyzicky naro¢na pracovni 2024 Stavebni délnici, zemédélci,
¢innost lesnici, vykonni sportovci

PInohodnotny piijem zivin je zajiStén pravidelnym pfisunem organickych slozek potravy. Mezi

tyto zakladni slozky patii bilkoviny, sacharidy a tuky.

Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny, jsou vysokomolekularni ptirodni latky slozené z aminokyselin.
Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami v bilkovinach, obsahujici ve své
molekule aminoskupinu —NH> a karboxylovou skupinu —COOH. Bilkoviny vznikaji procesem
kondenzace. Béhem tohoto procesu je jedna karboxylova skupina aminokyseliny spojena
s aminoskupinou jiné aminokyseliny amidovou vazbou. Vedlejsim produktem kondenzace
je voda, ktera se odstépuje. Vznikla bilkovina je propojena dvéma aminokyselinami amidovou
vazbou. Za bilkoviny jsou povazovany takové struktury, které obsahuji vice nez

100 aminokyselin v molekule [19, 21].

Potieba aminokyselin pro organismus je nezbytna z hlediska jeho spravné funkce, napt. pro
syntézu hemoglobinu. Organismus sam o sobé nékteré aminokyseliny dokaze syntetizovat
(neesencialni), ale jsou i takové, které si vyrobit nedovede (esenciélni). Z téchto divodu
je nezbytné dodavat aminokyseliny i potravou, a tim zajistit bilkovinnou rovnovahu. Existuje

9 esencialnich aminokyselin, které musi byt dodany. Mezi né se tadi histidin, leucin, izoleucin,
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lyzin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan a valin. Spolecnost pro vyzivu vydala

doporuceny denni ptijem bilkovin, viz nasledujici tabulka ¢. 2 [19, 21].

Tabulka ¢. 2 Doporucené hodnoty bilkovin pro denni piijem [20]

Denni pFijem [g/den] [o/kg*/den]

bilkovin

Vék muz ‘ Zena Muzi + Zeny

Kojenci
0-<1 mésic 12 12 2,7
1-11 mésict 10 10 (2,0-1,1)?
Déti
1-3 roky 14 13 1,0
4-6 let 18 17 0,9
7-9 let 24 24 0,9
10-12 let 34 35 0,9
13-14 let 46 45 0,9
Dospivajici a dospéli

15-18 let 60 46 0,9 0,8
19-24 let 59 48 0,8
25-50 let 59 47 0,8
51-64 let 58 46 0,8
> 65 let 54 44 0,8
Téhotné X 58 X

Kojici X 63 X

X = neni definovano

1 Vztazeno na referenéni télesnou hmotnost
2 Doporuceny pifjem bilkovin ubyva s rostoucim vékem (mésici kojence).
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Sacharidy

Sacharidy jsou na svété velmi rozsifenou skupinou organickych latek. Z chemického hlediska
se jedna o polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které maji nejméné tii alifaticky vazané
uhlikové atomy. Klasifikace sacharidi je obvykle dle poctu sacharidovych molekul
na monosacharidy  (glukéza, fruktdéza). Spojenim 2-10 stejnych nebo riznych
monosacharidovych jednotek glykosidovou vazbou vznikaji oligosacharidy. Podle poctu
spojenych jednotek jsou oligosacharidy déleny na disacharidy, trisacharidy, tetrasacharidy
maltézu a laktézu. Pokud dojde ke spojeni vice nez 10 molekul, fadi se takové slou¢eniny mezi

polysacharidy [22, 23].

Sacharidy obecné zastavaji funkci zésobni (skrob, glykogen, inulin), stavebni (celuldza, chitin)
a jsou zdrojem rychlé energie (glukoza, fruktdza). Zapojeni do biologickych a chemickych
procesit je velmi podstatné pro funkci metabolismu. Sacharidy se syntetizuji v rostlinach
(autotrofni organy) jako primarni produkty fotosyntézy. Heterotrofni organismy tuto funkci
nemaji a musi je pfijimat ve form¢é potravy. Doporucené denni mnozstvi sacharidt pro
prumérného dospélého ¢loveka Cini piiblizné 342 g, coz piedstavuje 55 % celkového piijmu
energie. Nadbyte¢ny piijem sacharidi ma za nasledek pfeménu ¢asti acetylkoenzymu A

na mastné kyseliny, ¢imz vznikaji tuky [19, 20, 23].
Tuky-Lipidy

Lipidy jsou dal$im vyznamnym zdrojem pfijmu energie a sou¢ast bunéénych membran. Jejich
energeticka hodnota je dvojnasobné vyssi, nez je tomu u sacharidu a bilkovin. Dle chemické
struktury se jedna o estery vy$Sich karboxylovych kyselin. Lipidy se déli na jednoduché
a slozené, jednoduché lipidy obsahuji alkohol a vyssi mastné kyseliny (MK). Mezi né se fadi
acylglyceroly-estery glycerolu a vyssich mastnych kyselin (VMK). Tuto skupinu zastupuji tuky
a oleje. Druhou skupinu piedstavuji vosky-vyssi jednosytné alkoholy a VMK. Mezi slozené
lipidy fadime fosfolipidy a glykolipidy. Fosfolipidy obsahuji esterové vazanou kyselinu
fosforecnou a glykolipidy obsahuji sacharidovou slozku (glukoza) [21].

Piijem lipidi je podstatny, jelikoZ jejich funkce je nenahraditelna. Pro organismus jsou zdrojem
energie, zasoba energie (tukova tkan), stavebni slozkou biomembran a zastavaji ochrannou
funkci organt. Piijem lipida v potravindch je podstatny, vzhledem Kk jejich vazbé s vitaminy
rozpustnych v tucich, chutovymi a aromatickymi latkami. Dulezitou slozkou tukt v potravé
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jsou MK, které rozdélujeme dle poc¢tu dvojnych vazeb na na nasycené-saturované (SAFA)
a nenasycené-nesaturované. Nenasycené muzeme dale rozdé€lit na mononenasycené (MUFA)
a polynenasycené (PUFA)[21, 24].

Nasycené mastne kyseliny

Nasycené mastné kyseliny neobsahuji ve svém fetézci zaddnou dvojnou vazbu. Jednd
se naptiklad o kyselinu stearovou a palmitovou, které jsou ve velkém mnozstvi obsazeny v tuku
uzitkovych zvitat. Z zivocisnych produktii Ize také jmenovat maslo, které je bohaté na mnozstvi
SAFA. Vyskyt nasycenych mastnych kyselin je i vrostlinnych produktech. Piikladem
je kokosovy a palmojadrovy tuk, kde je obsah nasycenych MK pomérné vysoky. Na druhou
stranu olej fepkovy ma velmi malé mnozstvi téchto MK. Mastné kyseliny jez obsahuji mensi
pocet atomi uhliku v molekule jsou dobie vstiebatelné stievni sténou oproti vyssim s 1216
atomy uhliku (kyselina palmitova). Vyssi pfijem nasycenych mastnych kyselin predstavuje
riziko z hlediska vyssi hladiny cholesterolu [21, 25].

Mononenasycené mastné kyseliny

Mononenasycené MK neboli monoenové kyseliny obsahuji jednu dvojnou vazbu ve svém
fetézci. Naopak polynenasycen¢é MK obsahuji dvojnych vazeb vice. Mezi nejznamé;jsi
predstavitele MUFA patii kyselina olejova, kterou nalezneme napiiklad v olivovém oleji
a v avokadu. Po zdravotni strance je tyto kyseliny vhodné konzumovat ptedevsim pro jejich

protizanétlivé Gcinky, pozitivni vliv na krevni tlak a zlepseni funkce cévni vystelky [26, 27].
Polynenasycené mastné kyseliny

Polynenasycené MK neboli polyenové kyseliny obsahuji vice dvojnych vazeb v tetézci. Tyto
kyseliny naSe télo nedokdze tvofit, tudiz musi byt pfijimany potravou, jsou nazyvané jako
esencialni MK. Vétsinou maji tyto kyseliny na nas organismus pfiznivy vliv, snizuji cholesterol
a zabranuji vzniku trombtl. Zdrojem PUFA jsou rostlinné oleje (slunecnicovy) a tuk obsazeny

v rybim mase (losos, tunak, sardinky) [26, 27, 28].

0-6-MK a ®-3-MK

M-6-MK patii mezi esencialni mastné kyseliny, avSak v dnesni jich mame v téle nadbytek, ¢imz
muze dochazet ke vzniku zanéth. Zdrojem této kyseliny je hlavné olej slunec¢nicovy a sojovy.
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Dalsi esencialni MK je ®-3-MK, kterd mé protizanétlivy ucinek, ¢imz snizuje pravdépodobnost
vzniku srdec¢nich a nddorovych onemocnéni. Konzumace téchto kyselin miize mit vyznamny
preventivni ucinek proti diabetu Il typu a degenerativhim onemocnénim mozku. Obsahuji
kyselinu EPA (kyselina eikosapentaenova) a DHA (kyselina dokosahexaenovd). Zdrojem
téchto kyselin jsou zejména ryby, chia seminka, ofechy a z oleju je hlavnim zdrojem fepkovy

olej. Repkovy olej i chia seminka byly firmou pouzZity v nutriéni smési.

Ptesto, Ze jsou tyto kyseliny prospésné pro Clovéka, je vSak dilezité, v jakém poméru jsou
konzumovany. Pomér by m¢l ¢init nejlépe 1:1 nebo 2:1 ve prospéch ®-6-MK. V dnesni dobé
je vSak tento pomér nevyvazeny a dochazi k vy$§imu piijmu ®-6-MK. Tento pomér
je nezadouci a ptispiva ke vzniku civilizaénich onemocnéni. Podle spole¢nosti pro vyzivu byl

doporuceny denni ptijem tuku shrnut v nasledujici tabulce ¢. 3 [24, 26].

Tabulka ¢. 3 Doporuceny denni piijem tukt [20]

Denni prijem tuki % celkového energetického prijmu
Vék
Kojenci
0-3 mésice 45-50
4-11 mésict 35-45
Déti
1-3 roky 30-40
4-6 let 30-35
7-9 let 30-35
10-12 let 30-35
13-14 let 30-35
Dospivajici a dospéli
15-18 let 30°
19-24 let 30
25-50 let 30
51-64 let 30
> 65 let 30
Téhotné 30-35
Kojici 30-35

3 Osoby od 15-50 let se zvySenou potiebou energie mohou potfebovat vyssi % zastoupeni tuku
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1.1.2 Index télesné hmotnosti

Mezi nejznaméjsi metody hodnotici télesny tuk v lidském téle patii Body mass index (BMI).
Tento index posuzuje hmotnost vzhledem k naslednym zdravotnim rizikiim (viz tabulka ¢. 4).
BMI se pocita jako podil télesné hmotnosti (kg) k vySce jedince (m) umocnéné na druhou

(rovnice ¢. 1).

BMI = hmotnost (kg)

vyska (m)?2

Rovnice €. 1 Vzorec pro vypocet BMI [30]

Tabulka ¢. 4 Kategorie BMI a zdravotni rizika [30]

BMI kategorie podle WHO zdravotni rizika

<18,5 podvaha poruchy prijmu potravy
18,5-24,9 normalni vaha minimalni

25-29,9 nadvaha lehce zvysena

30,0-34,9 obezita stupen 1 stfedné vysoka
35,0-39,9 obezita stupen 2 vysoka

> 40 obezita stupen 3 velmi vysoka

[30]

Tento ukazatel neni zcela ptesny, ale je prvnim a rychlym ukazatelem nesrovnalosti v nasem
tele. BMI je stale vyuzivan v dietologickych nebo zdravotné vyzivovych centrech. Hlavnim
divodem, pro¢ se od této metody dosud neustoupilo je ten, ze se jednd o nejlevnéj$i metodu
pro zjisténi tuku v téle. Pro déti a mladez (do 19 let) je index télesné hmotnosti pocitan stejnym
zpusobem, av8ak jinak porovnavan. Pro spravné vypocitané BMI je dulezité zahrnout hodnoty
i ostatnich déti a dospivajicich, jelikoz podil télesného tuku se méni v ramci vyvoje. Dalsi véc,
ktera musi byt zohlednéna u vSech vékovych kategorii, je pohlavi, protoze existuje rozdil mezi

hodnotami BMI pro zenské a muzské pohlavi, ikdyZ mohou mit stejné ¢iselné tdaje.

Piesnéjsich vysledka o zastoupeni tuku v téle Ize dosahnout méfenim koznich fas nebo vyuzitim
bioelektrické impedance. Studie ukazuji na korelaci mezi vyS$§im BMI a rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni, zazenim vnitinich stran tepen (aterosklerdza), zvySujici

se hladinou glukdzy na la¢no a rozvojem obezity [30,31,32, 33].
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1.1.3 Obezita

Obezita je celosvétovy zdravotni problém, ktery dosahuje epidemiologické urovné, kterd
neustale roste. Nyni se jiz jedna o vaznou vyzvu pro veiejné zdravi po celém svété. Navic
Obezita u déti je velmi zavaznym problémem z hlediska objevujicich se metabolickych
komplikaci v jiz tak ranném véku. Témito komplikacemi je myslena dyslipidémie, hypertenze,
inzulinova rezistence a prediabetes. Mimo to jsou také diky obezité predispozice ke vzniku
koronarnich chorob srde¢nich. Né&které studie poukazuji na souvislost, Ze vice otylych déti

se vyskytuje v rodindch s anamnézou kardiovaskularniho onemocnéni [34, 35, 36].

1.2 Volné radikaly

Volné radikaly predstavuji dilezitou soucast aecrobniho metabolismu, jelikoz jsou zédkladem
mnoha biochemickych procesti. Vznik volnych radikalt je mozny tfemi zpusoby. Prvnim
zpusobem muze byt samotna oxidace— piijmuti elektronu, nebo druhym zpisobem
a to redukci— odevzdanim elektronu a tieti mozna cesta vzniku volnych radikalti je pomoci
homolytického $tépeni kovalentni vazby. Jestlize radikal za¢ne reagovat s jinou normalni
molekulou, stane se zni takeé radikal neboli dojde k tzv. propagaci radikélové reakce
(viz obrazek ¢.1). Kone¢nou fazi je reakce dvou radikali. Volné radikaly mohou zpusobit
fetézec oxidacnich procesu potravin, urychlit zhorSovani potravin a zptsobit zdravotni obtize.
Na vznik nezadoucich biochemickych pochodt v téle maji vliv reaktivni druhy kysliku (ROS)
a dusiku (RNS). Vysoka hladina téchto reaktivnich druhii mtze zpusobit poskozeni DNA
a zékladnich latek (bilkoviny, lipidy). Dale miZe zpusobit oxidaéni stres a podil na vzniku

aterosklerozy, rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni [37, 38, 39, 41].

/’—\ unpaired oxidized reduced
electron

electron

fransfer

Target Free radical

Obrazek ¢. 1 Vznik nového radikalu [40]
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1.2.1 Antioxidanty

Mezi antioxidanty se tadi latky, které zabraiuji vzniku volnych radikal, nebo snizuji jejich
aktivitu. Antioxidanty pieménuji volné radikaly z reaktivnich forem na méné reaktivni, nebo
z nich dokazi udélat i nereaktivni formu. Tento proces je podstatny zejména pro ochranu pied
oxidaci genetické informace a zakladnich stavebnich latek, kterymi jsou lipidy, sacharidy,

bilkoviny. Vysledkem je chranény produkt a jeho prodlouZzena doba udrznosti [42].

Mezi ptirozené antioxidanty fadime latky, které dokaze sam organismus produkovat nebo
pfijimat formou potravy. Tyto antioxidanty se nachazeji v béznych potravinach, kterymi jsou
ovoce, zelenina, ale vyskytuji se i v napojich (¢aj a kava). Vyhodou je jejich rozpustnost
ve vodné nebo tukové fazi. Hydrofilni antioxidanty jsou nizkomolekularni. Patii sem kyselina
askorbova, kyselina mocova, bilirubin, polyfenoly a polyfenolové bioflavonoidy. Lipofilnimi
antioxidanty jsou vysokomolekularni latky, mezi které se tfadi vitamin E (a- tokoferol),
karotenoidy (B-karoten, lykopen), ubichinol (koenzym Q10), estrogeny a steroidy. Do skupiny

amfofilnich antioxidantl patii kyselina lipoova a melatonin [39].

Existuji nejen piirozené, ale i syntetické antioxidanty. Pfikladem takového antioxidantu jsou
statiny, které se uzivaji k redukci cholesterolu. Nemusi se nutné jednat o syntetické produkty,
staci kdyZ je pfirozeny antioxidant modifikovan a stava se syntetickym produktem. Piikladem

je vitamin C, kdy se modifikaci stava z hydrofilni latky, latka lipofilni [43].

Antioxidaéni slou€eniny jsou schopné snizovat rizika mnoha chronickych onemocnéni jako
je rakovina, koronarni srde¢ni onemocnéni, pokles imunitniho systému a dal$i. Jedna
se 0 pfirozené obranné latky, které organismu slouzi k boji proti volnym radikalim.
Antioxidanty jsou cCasto pfidavany do potravinovych receptur kviili zvySeni antioxidacni

aktivity [38, 41].

1.2.2 Vzijemné piisobeni antioxidantu a radikali

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni ¢astice, ktera obsahuji jeden ¢i vice neparovych elektront.
V atomovém orbitalu se nachazeji osamoceny, bez opacného spin, coz je velmi nestabilni stav.
Zde ucinkuji antioxidanty, které poskytuji svij elektron volnému radikalu, ktery se stane
stabilnim, avSak z piivodniho antioxidantu se stane novy volny radikéal. NaStésti systém
antioxidantl mé& vSe pod kontrolou a vzdjemné plsobeni mezi antioxidanty a radikély

je propojeno. Spotiebované antioxidanty jsou regenerovany jinymi antioxidanty do ptivodniho
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stavu. Prirozen¢ existuje dynamickd rovnovdha mezi mnozstvim volnych radikalt

generovanych v téle a antioxidanty, které chrani télo pred jejich skodlivymi G¢inky[41, 42].

1.3 SloZeni nahrady pestré stravy

"Bézna'" svacina pro dospélé (Super Food MIX)

Nutri¢ni hodnoty ndhrady pestré stravy poskytnuté vyrobcem v tabulce ¢. 5.
Uvazované suroviny

e syrovéatkovy proteinovy koncentrat CFM
e micelarni kasein

e kesu ,,maslo“

¢ mandlové ,,maslo*

o fepkovy olej

e jemné mleté/instantni ovesné vloc¢ky

e 0VOCné pyré/susené ovoce

e chiaseminka

e voda
Tabulka & 5 Nutriéni hodnoty nahradni stravy pro dospélé
Nutri¢ni hodnoty ndhradni stravy na 150 g vyrobku

bilkoviny 20 ¢
tuky 159

(z toho nasycené) dob5g
sacharidy 20 ¢

(z toho cukry) dob5g
vlaknina 59

®—3-mastné kyseliny 1 g (avice)

Celkovy energeticky piijem ¢ini cca 300 kcal
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Bézna" svacina pro déti (Super Food Mix—Junior)
Nutri¢ni hodnoty nahrady pestré stravy poskytnuté vyrobcem v tabulce €. 6.
UvazZované suroviny:

e mlécny proteinovy koncentrat

e syrovéatkovy proteinovy koncentrat CFM
e keSu,,maslo*

e mandlové ,,maslo*

o fiepkovy olej

¢ jemné mleté/instantni ovesné vlocky

e 0vOCné pyré/susené ovoce

e chia seminka

e Vvoda

Tabulka ¢. 6 Nutriéni hodnoty nédhradni stravy pro déti

PoZadované parametry produktu/nutri¢ni hodnoty na 100 g vyrobku

bilkoviny 10g
tuky 109

(z toho nasycené) do3g
sacharidy 20 ¢

(z toho cukry) do10g
Vléaknina 59

®—3-mastné kyseliny 19 (avice)

Celkovy energeticky piijem ¢ini cca 180 kcal
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1.3.1 Syrovatka

Syrovatka je vedlejSim produktem pii vyrobé syrd, jogurti a tvarohu, ¢asto oznaCovana
za odpadni produkt. Vznika po koagulaci a oddéleni kaseinu, je bohata na laktdzu, bilkoviny
a tuky. Obsahuje také velké mnozstvi vitaminti a minerald, napf. vapnik (Ca), hoté¢ik (Mg),
sodik (Na) a draslik (K). Syrovatka piedstavuje druhou podstatnou slozku mléka hned
po kaseinu. Tyto dvé hlavni bilkoviny Ize od sebe oddélit pii pH 4,6 a 20°C. Kasein se projevi

jako srazenina, kdezto syrovatka je rozpustna [44, 45].

Syrovatka se déli do dvou skupin na sladkou a kyselou dle vyrobniho zpisobu. Kysela
syrovatka vznika pii vyrob¢ ¢erstvych syri, napf. syru Ricotta, Cottage a jogurtu feckého stylu.
Sladka syrovatka pochazi z vyroby tvrdych syrt. Druhotnym produktem je sland syrovatka
s vysokym obsahem soli. Sul je aplikovadna béhem kroku soleni nékterych syrt (napiiklad
Cheddar a Colby) [45].

Dtive byla syrovatka povazovana za odpad kvili vysokému obsahu organickych latek, které
bylo nutné minimalizovat. Organické mnozstvi syrovatky mohlo byt minimalizovano, avsak
proces vyzadoval vyssi naroky na mnozstvi Kysliku, coz mélo neblahy dopad na Zivotni
prostfedi. Dnes se jiz syrovatka zpracovava pii dalsich technologickych procesech. Vyuziva
se do syrovatkovych prasku, pro vyrobu syrovatkovych bilkovin a laktozy. Syrovatkové prasky
jsou vyuzivany jako potravinaiské piisady v mnoha vyrobnich odvétvich. Procesni t¢inky, jako
je soleni, zahfivani a okyseleni méni povrchové a strukturni vlastnosti syrovatkového proteinu

(WP) [44, 46].
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Syrovatkovy protein

Hlavnimi slozkami syrovatkovych proteinti jsou B-laktoglobuliny, a-laktalbuminy, albuminy
a imunoglobuliny. Syrovatkove proteiny jsou vyznamné pro své vlastnosti. Nejdulezitéjsi
vlastnosti je tvorba gelii se schopnosti uchovéavat vodu, tuky a dalsi slozky. DalSim pozitivnim

aspektem je péniva vlastnost, kterd zavisi na koncentraci bilkovin daného druhu syrovatkového

proteinu [48].

Dnes existuji téi druhy syrovatkovych proteint.

e Koncentrat
e |zolat

e Hydrolyzat

Tabulka ¢. 7 SloZeni komerénich syrovatkovych proteinovych produkti [49]

Syrovatkové produkty

Latkové sloZeni v [%0]

Bilkoviny Tuky Laktdza
Proteinovy koncentrat-WPC 34-80 1-7 4-52
Proteinovy izolat-WPI 90-95 0,5-1 0,5-1
Proteinovy hydrolyzat 80-90 0,5-8 0,5-10

Bylo prokazano, ze konzumaci syrovatkovému proteinu se dosahuje inhibice rustu
rakovinovych bun€k, ¢imz mu je pfisuzovana funkce ochrany proti rozvoji nadort. Jedna
z hlavnich syrovatkovych bilkovin B-laktoglobulin zajistuje funkci nosic¢e hydrofilnich
a amfifilnich molekul, v¢etné retinolu. O retinolu, vitaminu A, je uvazovano jako o ochranci
molekul pted oxidaci béhem transportu Zivin pies Zzaludek do tenkého stfeva. Vitamin A

je jeden z dulezitych antioxidantti. Pro B-laktoglobulin a kasein bylo zjisténo, Ze zachycuji

peroxylové radikaly [46, 49].
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Syrovatkovy proteinovy koncentrat

Syrovatkovy proteinovy koncentrat je vyuzivan v mnoha potravinaiskych systémech piredevsim
pro své vlastnosti emulgace a pénéni. K vyrobé syrovatkového i kaseinového proteinu lze
vyuzit i plnotuéné mléko, avSak tuk je uzavien v izoelektrickém kaseinu a naruSuje
charakterizaci proteinii. Tuk se odstrani jednoduse pomoci centrifugace, kterd je zde
vyhodnéjsim typem feSeni. Uvadi se, Ze obsah bilkovin se pohybuje v rozmezi od 30-80 %,
zalezi na kvalit¢ vysledného produktu. Tento typ proteinu je nejdostupnéjsi variantou, avSak
obsahujici i laktézu a tuky. Radi se mezi hiife stravitelné nez ostatni druhy syrovatkovych
proteinti, ale chutové patii k nejlep§im. Tento typ syrovatkového proteinu byl vyuzit

pro vyrobu nutri¢ni smési [46, 47, 48].

1.3.2 Milécny protein

Mléko obsahuje nekolik proteinti o raznych koncentracich. Mnohé z nich jsou biologicky
aktivni, i kdyz se vyskytuji pouze v minimalnim mnozstvi. Z téch, které se vyskytuji ve vyssich
koncentracich, 1ze jmenovat B-laktoglobulin, a-laktalbumin, imunoglobuliny, sérovy albumin,
laktoferin, transferin a dalsi. Nékteré proteiny maji vlastnost vazat na sebe kovy. Ptikladem
je laktoferin, pochazejici ze skupiny latek vazajicich na sebe zelezo. Nachazi se ve slinach,
slzach, spermatu a potu. Vyznamné jsou jeho biologické funkce, mezi které patii naptiklad
bakteriostatickd, antioxida¢ni a antivirova vlastnost. Lidské matefské mléko ma velmi vysokou

hladinu laktoferinu, zastupuje vice jak 20 % z celkového mnozstvi dusiku [45, 46, 50, 51].
MIlé¢ny proteinovy koncentrat

Mlé¢ny proteinovy koncentrat (MPC) vznikd z pasterizovaného odstfedéného mléka
s néslednou ultrafiltraci a diafiltraci. Dale je produkt suSen pomoci rozprasovani do praskda.
MPC prasky se zhotovuji Sruznou koncentraci bilkovin. Mnozstvi bilkovin se pohybuje
v rozmezi od 40 % do 80 %. Cim vice bilkovin je v prasku obsaZeno, tim je horsi rozpustnost
a hydratace. Rychlost rozpusténi limituji i dalsi faktory, kterymi jsou: tepelné zpracovani, obsah

minerald, teplota suseni, skladovaci podminky (Cas a teplota) a rehydratace [46, 52].

Bilkoviny obsaZené v mléce maji antioxida¢ni G€inek v potravinach, jelikoZ mohou inhibovat
oxidaci lipidi. Jsou schopné inaktivace reaktivnich druhti kysliku a redukce hydroperoxida
[50].
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1.3.3 Kasein

Kasein se fadi mezi fosfoprotein, ktery se nachazi pfedev§im v mléce hospodaiskych zvifat,
kde zaujima 80 % z celkového mnozstvi bilkovin. V lidském mléce je v§ak obsah kaseinu niZsi,
pohybuje se v rozmezi 20-40 %. Zastoupeni fosforu v kaseinu ¢inni pramérné 0,85 %, jehoz
funkci je vazba vapniku. Mnozstvi kaseinu obsazeného v mléce se 1isi, avSak typicka analyza

slozeni kravského mléka je nasledujici:

e Voda87 %

o Tuk354%

e Laktdza5 %

e Kasein 3%

e Globulin + albumin 0,5-1 %
e Ostatni slozky 0,5-1 %

Micelarni kasein

Mléko obsahuje kasein ve velmi malych koloidnich ¢asticich oznacovanych jako micely-
micelarni kasein. Tyto micely se skladaji z proteinového komplexu a fosfore¢nanu vapenatého
(viz ptiloha €. 1). Proteinové zastoupeni kaseinovych micel piedstavuje 93 % jeho susiny, ktera
se sklada ze ¢tyt slozek oznaCované jako asl-, as2-, B- a k- kasein. Zbytek micel sestava
z anorganického materidlu, oznacovaného jako koloidni fosfore¢nan véapenaty (CCP) nebo
micelarni fosforeénan vapenaty (MCP). Destrukce kaseinovych micel mtze byt provedena
n¢kolika zplsoby. K destrukci muze dojit GCinkem tepla, alkoholii, kyselin, soli nebo
enzymového syfidla. VétSina mlécnych vyrobkl je zaloZena na procesu sraZeni kaseinu
kyselinami nebo pomoci syfidla, chymosinu. Chymosin jako enzym ptibuzny pepsinu je tvofen
v zaludku mladych pfezvykavct. Jeho sekrece dosahuje nejvyssich hodnot béhem prvnich dnt
po porodu, nasledné vyloucend koncentrace klesd. Nejdiive je vyluCovan jako proenzym
nazyvany prochymosin, ktery je aktivovan piasobenim kyselin. Ukolem tohoto enzymu

je rozklad mléko za vzniku syfeniny, ktera se pouziva pro vyrobu syra. [15, 52, 53, 54, 55].
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Kaseinaty

Dalsimi méné kvalitnimi produkty s obsahem kaseinu, vyrobené chemickou cestou, jsou
kaseinaty. Vlivem alkalii (NaOH nebo KOH) se zvySuje pH na hodnotu piiblizné 6,7 za vzniku
kaseinatu sodného nebo draselného zalezi na pouzité alkalii [55].

Dle vyrobniho procesu rozliSujeme kyselé srazeni pomoci kyselin a sladké srazeni pomoci
syfidla. U vyroby jogurtli a tvaroht se uplatiiuje srazeni pomoci kyselin vznikajicich béhem
mlécného kvaseni nebo se kyseliny pfidavaji pfimo. Pro vyrobu syrd se vyuziva sytidla

za vzniku sladkého kaseinu [54].

Kasein je vyuzivan jako vstupni surovina nejen pro vyrobu syrt, nybrz i pro dal$i primyslova
odvétvi (barvy, lepidla). Rozsahlé vyuziti ma i jako dopln€k stravy pro vrcholové sportovce

a kulturisty [57].

1.3.4 KeSu

Kesu ofechy pochazeji z Jizni Ameriky, piesnéji z Brazilie, odkud je kolonisté pfivezli do
Afriky a Indie. Tyto zemé¢ jsou dnes nejvétsimi producenty této komodity. Kesu ofisky jsou

mékké, nasladlé a obsahuji vysoky podil bilkovin a tuki.
Jadra kesu obsahuji

e Bilkoviny 20-24 %
e Sacharidy 23-25 %
e Tuky 40-60 %.

Zpracovani keSu ofechti zahrnuje fadu nékolika kroki, kterymi jsou prazeni, loupani, tfidéni
abaleni. Ofechy jsou bohat¢é na nenasycené mastné kyseliny, bilkoviny, vlakninu,
mikronutrienty, vitaminy a fytochemikélie. Hlavnimi flavonoidy v ofiscich jsou flavan-3ony,
flavanoly a anthokyany, avsak kesu ofechy spolu s piniovymi seminky a brazilskymi ofechy
tyto antioxidanty neobsahuji. Obsah mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin
(MK) poméha ptiznivé redukovat hladiny LDL a HDL cholesterolu a chranit pted
onemocnénim srdce a vznikem rakoviny. Kesu ofechy, makadamové a para ofechy obsahuji
0 néco vice nasycenych MK nez mandle a pekanové ofechy. Ofechy jsou dulezitym zdrojem

vlakniny, ve 100 g je obsazenol,75 g zejména rozpustné vlakniny [27, 57, 58].
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Z mineralnich latek kesu ofechy obsahuji hoi¢ik, ktery se uc¢astni mnoha enzymatickych reakci
Vv téle, v¢etné zminované syntézy MK. Kromé téchto reakci je hotcik dilezity z hlediska
svalové relaxace a neuromuskularniho pienosu a aktivity. Podili se téZ na asimilaci vapniku do
kosti. Také méd’, ktera je prospéSna pro udrzeni kolagenu a elastinu, je jednim z prvkua
obsazenych v keSu ofiscich. Draslik, Zelezo a zinek jsou dalSimi mineraly zastupujicimi tuto

komoditu [57, 59].

1.3.5 Mandle

Mandle jsou plody mandloné obecné a samy o sob& v syrovém stavu obsahuji mnoho
prospésnych latek. Jsou bohaté na proteiny, tuky a mineralni latky. Tuky tvoii pfes polovinu
jejich hmotnosti, avSak vice obsazenymi jsou nenasycené mastné kyseliny, jako je kyselina
olejova (67,88-77,29 %) a kyselina linolova (15,82-25,10 %). Tyto nenasycené MK jsou
vhodné z hlediska kontroly hladin lipida v krvi a také snizuji hustotu lipoproteind, coz
je prospésné pro prevenci kardiovaskularnich a cerebrovaskularnich onemocnéni. Mandlova
jadra jsou bohata na vitaminy a mineraly, povazuji se za dobry zdroj vitaminu E, riboflavinu,
vapniku, hoi¢iku, fosforu, drasliku, zinku, médi a manganu. V plodech mandlon¢ obecné
nalezneme také fadu antioxidantt, naptiklad proanthycyanidiny, flavonoidy, fenolové kyseliny
a fytosteroly. Mnoho vyzkumnych pracovist poukazuje nasnizeni koncentrace LDL
cholesterolu v krvi vlivem fytosterold, které ptispivaji ke snizeni rizika kardiovaskularnich

onemocnéni [27, 60, 61].
Oi‘echové a Zivocisné ,,maslo*

Terminem rostlinné/ofechové , maslo“ se rozumi produkt obsahujici nejméné 90 % ofecht.
Dnes se ¢im dal vice vyuZiva jako alternativa misto mlééného masla pfedevSim se vzristajicimi
pochybnostmi o spotfebé tohoto Zivo&isného produktu. Zivocisné maslo je v CR dle nafizeni
ES definovano jako produkt s obsahem mlé¢ného tuku minimalné z 80 %, av§ak méné nez 90 %
a maximalnim obsahem vody 16 %. Nepfipustna jsou aditiva a ptidavek rostlinnych tukd.
Pokud jsou pfidany rostlinné tuky, nelze pouzit ozna¢eni maslo, nybrz se jedna o ,,smésny tuk*.
Maslo oznaené jako Cerstvé je mozné prodavat pouze 20 dni od data vyroby uchované
pti teploté 8 °C. Stolnim maslem je produkt z mlééného tuku, ktery je pfipustny uchovévat
Vv chladirenskych nebo mrazirenskych teplotach po delsi dobu, avSak maximalné jeden rok

[62, 63, 64].
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Prvni krokem vyroby ofechového masla je tfidéni ofechd, nasleduje prazeni, blansirovani
amleti. Pfi tomto kroku je aplikovan piidavek soli, cukru, stabilizatord a emulgatora.

Kone¢nymi kroky je odvzdusnéni, chlazeni, plnéni a baleni, viz schéma ptiloha ¢. 2 [65].

Studie prokazuji, ze pravidelnd konzumace ofechti i ofechového masla snizuje riziko obezity,
cukrovky, srdeénich chorob a také celkovou tmrtnost. Konzumace masla navic podporuje

zdravou plet, vlasy a zvySuje energii, ¢imz také pomaha v redukci hmotnosti [59].
Mandlové a ke$u ,,maslo*

Celé plody mandli a ke$u ofechti jsou dale zpracovany, aby se ziskaly mensi ¢astice rizného
tvaru a velikosti. Mohou byt krajené, sekané nebo drcené. Castice s mensi velikosti maji vice
frakturovanych bunék a tim snadnéj$i uvoliiovani Zivin nez <&astice vétsi. Vyrabi
se z mandli syrovych, prazenych nebo bez slupky. B&éhem vyroby se nesmi opomenout
zachovani nutri¢nich vlastnosti, aby byly vyuzity piinosy Ccerstvych ofechii a semen.
Minimalizace pfemény zdravych slozek na nezdravé a teplotni podminky béhem prazeni,

brouseni a skladovani jsou vyznamnymi faktory [62].

Ofechova “masla“ je mozné konzumovat samostatné nebo jako soucast jakychkoli pokrmd.
U mandlového masla je obsah vlakniny, drasliku a vapniku vy$§i nez v masle arasidovém.
Statisticky vyznamny rozdil je predev§im v mnozstvi vapniku, kterého je v mandlovém
,»,masle“ vice nez v kesu ,,masle”. Mezi zdravotni pfinosy obou komodit patfi jejich vysoky
obsah fotochemikalii, fadicich se mezi antioxidanty, téz nékdy oznacovanych jako barevné

Ve .

pigmenty slouzici jako ochranné rostlinné latky. Preventivné plisobi proti rakoviné,
kardiovaskularnim nemocem a byl jim také prokézan vliv na sniZzovani vyskytu nadort

[61, 62, 65, 66, 67].
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1.3.6 Repkovy olej

Repkovy olej se ziskava z plodiny fepky olejky, patiici do ¢eledi brukvovitych. Potravinaisky
trh nabizi dva druhy fepkového oleje. Jednim z nich je panensky fepkovy olej neboli olej
lisovany za studena. Druhym produktem na trhu je rafinovana forma fepkového oleje
zpracovand rafinaci. Olej lisovany za studena je velmi kvalitnim jedlym olejem bohatym
na vitamin E. Vyuzivan je jak za studena, tak i v teplé kuchyni. Barva vysledného produktu
je nazloutla, s chuti po ofiScich. Olej lisovany za studena vznika stlaCovanim semen fepky
olejky pfi trvalé nizké teploté. Technologie je povazovana za zcela novodobou, vyzadujici

peclivé provedeni [25, 68].

Dle obsahu MK je u obou typu fepkového oleje piinosné relativné vysoké zastoupeni
mononenasycenych a polynenasycenych MK a naopak nizké zastoupeni nasycenych tuki
(~ 7 %). Repkovy olej za studena lisovany obsahuje nejen tuky, ale i dalsi prosp&sné latky,
kterymi jsou tokoferoly a fytosteroly. Fytosteroly jsou jedny z antioxidanti pochazejici
z rostlinnych zdrojt. V ptipad¢ fepkového oleje rafinovaného je obsah tokoferolti o0 malo nizsi,
ale rozdil neni statisticky vyznamny. Naopak rozdil v obsahu fenola je statisticky vyznamné
vys§i u rafinované varianty tohoto oleje. Dalsi vyhodou rafinovaného oleje je vysoky bod
ptepaleni (kolem 240 °C), takze je vhodny pro smazeni a pii vysokych teplotach neztraci své
vlastnosti [69, 70].

SloZeni MK u Fepkového oleje

Varianta fepkového oleje lisovaného za studena obsahuje vice kyseliny linolenové (C18:3) nez
rafinovana verze oleje, avSak hodnoty rozdilnosti nebyly statisticky prokézané. Za statisticky
vyznamny rozdil v obsahu mastnych kyselin lze povazovat mnozstvi mastné kyseliny
palmitoolejové, arachové a eikosenoveé. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin pro fepkovy

olej rafinovany a za studena lisovany je znazornén v tabulce ¢. 8 [69].

36



Tabulka ¢. 8 Zastoupeni mastnych kyselin ve dvou druzich fepkového oleje [69]

Obsah jednotlivych kyselin | Repkovy olej lisovany za Rafinovany Fepkovy olej
studena

Palmitova A5,3+0,4 A5,3+0,2
Palmitoolejova A0,1+0,0 B0,2+0,5
Stearova A1,9+0,3 A1,9+0,1
Olejova A56,2 + 2,9 AB5,7 +2,0
Vakcenova A2,0 0,2 A21+0,2
Linolova A21,0+20 A21,1+0,8
a-linolenova A10,0+ 1,5 A9,2+0,8
Arachovéa A0,7+0,2 B0,5+0,3
Eikosenova A15+0,3 B1,8+0,1
C 20-224 A0,8+0,6 B1,3+0,2
SAFA A8,3+0,7 A8,0 +0,6
MUFA 60,1 + 2,7 A60,7+ 1,9
PUFA A31,0+25 A30,4 + 1,6

Rizna pismena vhornim indexu pifed Ccislem znamenaji statisticky vyznamny rozdil

v hodnotach uvedenych v jednotlivych fadcich (p = 0,05). Standardni odchylka znazornéna .

Oxidacni stabilita je dalsim faktorem dulezitym v oblasti zpracovani a uvadéni na trh
jakychkoliv vyrobkt obsahujici tuk. Metody pro stanoveni stability jsou nezbytné zvIasté tam,
kde jsou antioxidanty hodnoceny z hlediska funkce zpomalovat Zluknuti. Metodou stanoveni
oxidacni stability tuku je Schaaltv test. Timto testem jsou oleje, tuky nebo potraviny obsahujici
tuk zahtivany na teplotu 60 °C a pravidelné hodnoceny organoleptické zmény (zapach)
a peroxidové Cislo. Peroxidové ¢islo udava pouze obsah primarnich produktt oxidace. Z kiivky
peroxidového ¢isla/reakéni doba se odecte indukeni perioda-doba potiebna k tvorbé peroxidu.
V ptipadé fepkového oleje lisovaného za studena je peroxidové Cislo statisticky vyznamné

vyssi nez u rafinovaného oleje [26, 69, 71].

1.3.7 Oves

Oves je velmi starou plodinou nasich piedkd. Na rozdil od pSenice je ovesné zrno konzumovano
ve formég celého zrna. Tato plodina ma vyssi obsah bilkovin, sacharidi a esencialnich MK, nez
ostatni zrna. Bohatd je na fosfor, Zelezo, vapnik a vitamin B1. Velmi podstatné mnozstvi této
obiloviny zastupuje vlaknina, véetné rozpustné vlakniny a smiseného -glukanu. B-glukany

jsou prospésné piedev§im pro svou funkci sniZzovani hladiny cholesterolu v krvi tim,

4 C 20-22 se sklada z kombinace kyseliny C20: 2, C22: 1 a C24: 0 (Eikosadienova, Erukova, Lignocerova)
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Ze vstiebavaji a odstranuji ze stiev Zlucové kyseliny. V tom jim jesté napoméahéa avenasterol,
patiici mezi rostlinné steroly. Avenasterol je latka, ktera zabranuje vstfebavani cholesterolu
ve stievech. Dale také ptsobi proti vzniku srde¢nich chorob a mrtvici. Hlavnim sterolem této
plodiny je vsak sitosterol. Velmi vyznamné zastoupeni v této komodité ma rozpustna vlaknina.
Jeji schopnosti je navazani a zadrZzovani vody, ptfi¢emz dojde k nabobtnédni a ke vzniku

rosolovitého gelu. Pro travici systém to znamené zmékéeni jeho obsahu [72, 73].
Ovesné produkty

Z ovesnych produktli jsou nejvice oblibené ovesné vlocky, napft. pro piipravu ovesnych kasi.
Mnoho dikazli poukazuje na to, ze oves ma schopnost snizit postprandialni hladinu glukozy

v krvi, ale zalezi na nasledném zpracovani ovsa.

Uprava ovsa se provadi procesem dehulling-loupani, kdy je ze semene odstranén jeho vn&jsi
obal. Tento proces zvySuje nutri¢ni hodnotu vysledného produktu. Zbytky neboli trupy, mohou
byt dale vyuzity jako piisady do jinych vyrobki. Nevyhodou tohoto procesu je ztrata typické
ofiskové chuti a antioxida¢nich vlastnosti. Vyhoda vSak spoc¢iva ve snizeni hodnot antinutrientti
(taniny, kyselina stavelova a kyselina fytova), které ovliviiuji vyuziti bilkovin. Potravinaisky
prumysl nabizi ovesné vloc¢ky v riznych variantach dle technologie zpracovani. Napiiklad
“ocelové fezané*“ vlocky, vlocky velkych rozmért, vlo¢ky pro rychlou pfipravu a instantni
verze vlo¢ek. Vyhodou menSich vlocek je jejich krat$i doba vateni. Instantni ovesné vlocky
jsou zpracovany ocelovym fezem a Géinkem vysSich teplot, coz podporuje zelatinaci Skrobu.
Tento proces vyroby mé za nasledek rychlé hydratovani instantnich ovesnych vlo¢ek ve vrouci
vodé. Jednim ze znamych produktt, vyuzivajicich oves jako hlavni surovinu, je mdusli.
To se vyrabi z rizné velkych ovesnych vlocek bez dalSich uprav, oproti ,,granole®, ktera

se ptipravuje opékanim ovesnych vlocek [74, 75,76].

Ze studii vyplynuly pfiznivéjsi vysledky GI pro ovesné vlocky vétSich rozméru a klasicky
“oceloveé fezané vlo¢ky, nez pro instantni a rychle pfipravujici se vlocky Rozdilné hodnoty
pravdépodobné souvisi s mensi velikosti ¢astic, zvySenym stupném naruSeni struktury pii mleti
a lepsi Zelatinaci skrobu pfi vyrobé a vateni ovesnych vlocek. Glykemicky index vykazuje
stfedni az nizké hodnoty i pro musli a “granolu®, které v priméru dosahovaly lepsich vysledkt

nez rychle se pfipravujici vlo¢ky, ¢i instantni kase [74].
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Ovesné vlocky a antioxidanty

Ovesné vlo¢ky jsou bohaté na fotochemikalie (fytaty, fenolové kyseliny, karotenoidy, indoly),
vykazujici antioxida¢ni G¢inky. BéZné zastoupenymi antioxidanty jsou fenolové kyseliny,
flavonoidy a tokoly. Mimo tyto bézné antioxidanty obsahuje pouze oves také skupinu
specialnich N-skoficoantranilovych kyselin, nazyvanych jako avenanthramidy (AVs). In vitro
experimenty byla zjisténa 10-30 x zvySena antioxidacni aktivita AVs, nez u kyseliny kavové,
ferulové a vanilinu. Avenanthramidy jsou fytoalexiny, které mohou hrat roli v obrané rostlin
proti patogennim organismim. Sekundarnimi metabolity piitomnymi v obilovinéch, ale také
V ovoci a zelening, jsou fenolické a polyfenolické slouceniny. Tyto metabolity maji ochranny
vliv, ktery chréni rostlinu proti UV zafeni nebo napadeni patogeny. V potravinach maji
vyznamny piispévek k oxidacni stabilité, ale také k hotkosti nebo vzniku zbarveni.
Antioxidacni ucinek polyfenolt ptisobi jako prevence poskozeni lipidd, proteinii, DNA, RNA
a bunéénych organel volnymi radikaly. Vyzkumy potvrzuji, Ze konzumace obilnych produkti
chrani lidsky organismus pfed rozvojem chronickych onemocnéni jako je rakovina,

kardiovaskularni onemocnéni a diabetes mellitus [76, 72, 77].

1.3.8 Ovoce

Ovoce i zelenina jsou dulezitou soucasti lidské stravy bohaté na rozpustnou vlakninu vazajici
na sebe vodu z organismu. Ovoce je také velmi bohaté na antioxidanty, zejména na flavonoidy—
polyfenoly, antokyany, které davaji ovoci zbarveni a kyselinu askorbovou. Z ovoce bohaté
na polyfenoly Ize jmenovat ¢erny rybiz, jahody, bortuvky, maliny a jablka. Ze vSech téchto
surovin je mozné ovocné pyré vyrobit. Flavonoidy zvysuji u¢innost vitaminu A, E, pisobi

oy w1

protizanétliveé a také brzdi mnozeni stfevnich patogent [78, 79].

Zpracovani ovoce

Moderni metody zpracovani potravin se snazi minimalizovat nepfiznivé tepelné plisobeni
na nutriéni slozky, vitaminy, mineralni latky a antioxidanty. Zpracovani vysokym tlakem

(HPP) je jednou z metod, ktera se vyuziva k vyrobé vysoce kvalitnich produktt [80].

Vysokotlaké zpracovani je technologie bez pouziti vysokych teplot zpracovavajici potraviny.
Takové zpracovani muze inaktivovat mikroorganismy, ovlivnit enzymy souvisejici
s potravinami a modifikovat struktury s minimalnimi zménami nutricnich a senzorickych

aspektli kvality potravin. Tento druh zpracovani vyvolal vSeobecny zajem piedevsim diky
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mirnému vlivu na potravinaiské vyrobky pii zachovani vysokych nutri¢nich hodnot a ¢erstvosti
Jedna studie porovnavala vliv tepelného zpracovani a vysokého tlaku na jahodové a ostruzinové
pyré. Ze studie [78] vyplynulo, Ze vlivem tepelného oSetfeni dochazi u jahod ke statisticky
vyznamnému poklesu koncentrace pro celkové fenolické latky, anthokyany i askorbovou
kyselinu. Metodou HPP za vyuziti riznych tlaki nedochazelo ke statisticky vyznamnym
rozdilaim. Vyjimkou byla hodnota koncentrace kyseliny askorbové u vzorku jahod, kde byl
statisticky vyznamny rozdil pfi porovnani ¢erstvych jahod s jahody po procesu HPP. U bortvek
bylo dosazeno podobnych vysledkii pouze v piipadé koncentrace fenolickych latek
a anthokyant [78, 80, 81].

Touto studii bylo hodnoceno i zachovani barvy plodi. Tepelné oSetieni vyrazné snizilo barvu
ovocného pyré v porovnani s éerstvym ovocem. Cervend barva je dana piedevsim p¥itomnosti
antokyant, jejichz mnozstvi je dasledkem tepelného zpracovani niz§i nez pii zpracovani
metodou HPP, av§ak hodnoty nevykazuji statisticky vyznamny rozdil. Vysokotlaké zpracovani
ptfi mirnych teplotdch maze udrzet vyzivovou kvalitu pyré a mohlo by byt vyuzito pii vyrobé

velice kvalitnich produktu [78, 80, 81].
Ovocné pyré/susSené ovoce

Vyrobci byla zaznamenana vyssi poptavka spotiebitelti po zdravéjsi a Cerstvé stravé pro jejich
déti. Hledaji ptirodni produkty, nutricné vyvazené podle vékove kategorie, obsahujici peclivé
vybrané piisady, bez umélych konzervaénich latek a barviv. Vybiraji to, co se nejblize podoba
pripravovanému domacimu pyré. Vybirat zdravé a ptirodni produkty pro déti mé zasadni vliv

na jejich vyvoj.

Hlavnim cilem, pro¢ vybirat kvalitni a ptirodni produkty, je ptedev§im zabranéni vzniku détské
obezity a tim i chronickych onemocnéni v dospélosti. Vyrobky na bazi ovocného pyré
predstavovaly revoluci v potravinaiském primyslu a dnes jiz tvofi hlavni ¢ast stravy
pro kojence. Chloubou téchto produktd je obsah vlakniny, mikrozivin a pftirodnich
antioxidantti, které podpofi zdravé navyky stravovani jiz v utlém véku. Ovocna pyré jsou
vyzivoveé obsahle, ale i senzoricky pfijatelné. Analyza senzoriky je hodnocena dospélymi
jedinci, ale i kojenci. Ovocné pyré je soucasti dZemu, konzerv a smoothie s obsahem
antioxidantti podporujicich zdravi, proto je dulezité, aby bylo zachovano pocatecni mnozstvi

antioxidacnich latek [80, 82].
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1.3.9 Chiaseminka

Chia seminka, znamé také pod nazvem Salvia hispanica, jsou dnes jiz velice oblibenymi
semeny mezi konzumenty. Salvia hispanica, neboli Salvéj hispanska, bylina z &eledi
hluchavkovitych, pochézi z Mexika a ¢asti Jizni Ameriky. Seminka jsou drobna v barvé ¢erné,
tmavé Sedé nebo mohou byt i bila s chuti pfipominajici ofisky. Konzumace je mozna hned
nékolika zpusoby: vcelku nebo mleté, samotna nebo pfidana do pokrmu ¢i zalitd vodou.
Ve vodé seminka produkuji vysoce viskozni roztok kvili uvoliiovani slizu, komplexnich
karbohydratti s vysokou molekulovou hmotnosti (0,8 — 2 x 102 Da). Této vlastnosti
se uplatiiuje v potravinaiském pramyslu, kdy timto slizem jsou nahrazovana vajic¢ka ¢i ptimo
olej. Diky procesu tvorby slizu seminka zvétSuji az 12x sviij objem a vyborné hydratuji cely
organismus, ¢imz té€lo dostava piimy zdroj dostatku tekutin pro fyzickou aktivitu. Seminka
se mohou ptidavat do jakéhokoliv pokrmu vzhledem k tomu, Ze nemaji zadnou chut’, ktera by
rusila dané senzorické vlastnosti pivodniho pokrmu. Mnozstvi chia seminek ptfiddvanych
do potravin je vSak limitovan legislativou. Vhodné jsou také pro diabetiky, do bezlepkové
stravy a pro jedince, jez chtéji zhubnout, jelikoz pro svoji hydrofilni vlastnost a obsah vlakniny
navozuji pocit sytosti po dlouhou dobu [83, 84, 86].

Semena maji nizky obsah nasycenych mastnych kyselin, av§ak podil nenasycenych MK
je vysoky. Obsah MK zaujima ptiblizné az 40 % hmotnosti Semene, z vétsi ¢asti je to kyselina
a-linolenova (ALA). Denni pfijem chia seminek by mél ¢init 25-30 g, tato gramaz odpovida
dvéma polévkovym 1zicim. Obsah vlakniny tvoii ptiblizné¢ 30 % hmotnosti semen, pievazné

jsou tvofena nerozpustnou vlakninou [86].

Tato blahodarné plodina obsahuje také vysokou hladinu bilkovin. Vzhledem k nutri¢nimu
sloZeni jsou chia seminka pfidavana do ceredlnich produkti jako pfirozend obohacujici slozka.
V poslednich letech jsou stale vice oblibena a piidavana do dalsich potravin (jogurty, obilné
kaSe, zakusky atd.). Vyhodou této potraviny je jeji vhodnost pro kazdého, kdo je omezen
celikakii a nema zadné vlastnosti, jez by vyvolavaly alergické reakce [84, 85].

41



Chia seminka a antioxidanty

DalSimi latkami obsazenyi Vv semenech Salvéje hispanské jsou antioxidanty. Ty chrani télo
pted volnymi radikaly a zanétlivym onemocnénim. Pfirodnimi antioxidanty téchto semen jsou
kyselina chlorogenovd, kavovd, ferulova, flavanolglykosidy, myricetin a kvarcetin a mnoho
dalsich. Naptiklad kyselina chlorogenova, ester kyselina kofeinove, je v semenech obsazena
Vv nejveétsim mnozstvi. Nadale je to také hlavni fenolicka sloucenina kavy, predevsim zelené.
Konzumace kyseliny chlorogenové mé pozitivni dopad na zmirnéni vyvoje nékterych nadora
(napt. tlustého stieva, jater). Prispiva také ke zlepSeni diabetu 2. typu a Kk prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni. Kyselinu nalezneme v potravinach jako jsou artyCoky,
brambory, kopfivy a jiz zminénd kava. Chia seminka obsahuji hojné mnoZstvi zdravi
prospé$nych latek. DalSimi zastoupenymi latkami v této plodiné jsou také mikronutritienty.
Mnohymi studiemi bylo prokazano, Ze uzivanim chia seminek dochézi ke snizeni hodnot
triacylglycerolu a k zvyseni hladiny HDL cholesterolu a ®-3-MK kyselin. Pozitivni t¢inek byl

také pozorovan na homeostazu lipida a glukoézy [87, 88, 89].

1.3.10 Voda

Voda je hlavni slozkou vSech Zivych organismi. V lidském téle zaujima
piiblizné kolem 50 — 70 % télesné hmotnosti U dospélého jedince. Procentudlni variabilita
zastoupeni vody je déna rozdilnym sloZenim téla. MnoZstvi vody je zavislé na pohlavi, véku,
metabolismu, fyzické zatézi a stravovani. Mezi Zivé organismy se samoziejmeé tadi i rostliny,
pro které je hlavnim zdrojem vody puda. Rostliny maji pfistup k vodé diky propracovanému
zesitovanému systému kofend, ktery jim umoziuje kdykoliv ¢erpat vodu a udrzovat tak svij

rovnovazny systém [90, 91].

Pro udrzitelnost potravinaiského prumyslu je markantné vyznamny dostatek vody. Voda
je dulezity kli¢ovy prvek a hlavni slozkou pro zpracovani potravin. V potraviné je pfitomna
bud’ v disledku biologického zdroje, nebo je do produktu zavedena b&hem vyroby
a zpracovani. V Cerstvych potravinach voda ovliviiuje fyzikalni vlastnosti potravin. Obsah vody
V potraviné se nejéastéji vyjadiuje jako aktivita vody (aw), kterd se pohybuje v rozsahu od
potraviny mikrobialnimi i nemikrobialnimi u¢inky. Voda se vyuziva k ochrané, stabilizaci
potravin a K rozvoji potravinaiskych vyrobkd. U nékterych vyrobkt se pro delsi uchovani

a konzervaci snizuje aktivita vody [92, 93].
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Konzervace vyuZzivajici snizeni aktivity vody se nazyva osmoanabiosa. Obecné mezi procesy
osmoanabiosy patii suSeni, koncentrace, proslazovani a soleni. Béhem suSeni a koncentrovani
je z potraviny odniména voda. Dalsi dva piiklady jsou typem piidavku osmoaktivnich latek.
Spoleénym znakem vyrobkl takto oSetfenych je potieba ochrany pied zvlhnutim béhem
skladovéni nebo béhem baleni do materiélu, ktery je pro vodu nepropustny. Potraviny takto
osetfené jsou naptiklad solené ryby a maso, suSené saldmy a ryby, dzemy, ¢okolada, cukrovinky
a mnoho dalSich. SuSené potraviny nebo potraviny o nizké vlhkosti neobsahuji vice nez 25 %
vlhkosti, aw je nizsi nez 0,60. Potraviny o vlhkosti 20-50 % maji aw mezi 0,60-0,85. Snizenim
hodnoty aw v potravinach dochazi k zabranéni riistu vegetativnich mikrobialnich bunék, kli¢eni

spor a tvorb¢ toxinu [92, 93].

Voda je nepostradatelnou soucasti zivota, Kterd je nezbytna pro vSechny zivé organismy.
Zastava roli rozpoustédla, teplotniho pufru a metabolitu v Zivych burikach. Zajist'uje rovnovahu
naSemu t€lu neboli homeostazu. V potravinach ovliviiuje vlastnosti dané komodity a udava
miru kaZeni. Potravinaisky priamysl vodu vyuziva v riznych kvalitach. Vyuziti mize byt
slozkou pro jakoukoliv vyrobu, vektor pro vyménu tepla, vektor mechanické energie, pro myti

a sanitaci a pro vyrobu pary [94, 95, 96].
1.4 Metody prodluZujici trvanlivost

1.4.1 Metody vyuzivajici zahiev k usmrceni mikroorganismi

Firmou dodané vzorky nutriéni smési byly podrobeny pasteraci. Paterace je druh konzervacni
metody, pfi které se vyuziva teploty za cilem usmrtit mikroorganismy. Nékteré vzorky byly
pasterovany jednou, jiné byly pasterovany dvakrat pro porovnani ucinku pasterace. Kromé
metod vyuZivajici zdhiev existuji 1 dalsi konzervacni metody, napiiklad: konzervace zarenim,

fyzikalnimi metodami a konzervace chemosterilaci.
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1.4.2 Pasterace

Pasteraci nebo také pasterizaci se rozumi proces, ktery zajistuje znieni nezadoucich
mikroorganismii (MO) v potravindch. Potravinu je nutné zahtat na urCitou teplotu a nasledné
dostatec¢né zchladit. Timto procesem je znemoznéno $ifeni zavaznych nemoci jako je bfi$ni
tyfus, tuberkuloza, spala atd. Dulezitym faktorem spravné pasterace je Cas a teplota po které
je potravina pasteraci podrobena. Na vztahu mezi témito zakladnimi veli¢inami soustavy SI
je zalozeno oSetfeni potravin vyssi teplotou po kratkou dobu (HTST) a oSetfeni niz$i teplotou

po delsi dobu (LTLT). Teplota zahfevu musi byt v celém objemu vzorku [92, 97].

Nizkoteplotni pasterace (LTLT) je zaméfena na zneSkodnéni vSech patogennich
mikroorganismi, ¢imz se sniZzuje znehodnoceni potraviny. Mléko podrobené tomuto typu
pasterace je vhodné pro ptipravu syri, protoze podporuje “syneresis®, které se vyuziva k vyrobé
syri a tvarohu. Pfi tomto procesu dochdzi k odstranéni hydrofilnich makropeptidl, nacez
dochazi k nerovnovéze intermolekularnich sil. Nizkomolekularni pasterace vyuziva teplot
od 63-85 °C po dobu 30-70 minut [93].

Pasterace za vyssi teploty (HTST) je cilen¢ zaméfena na vegetativni patogenni MO
a na mikroorganismy zptsobujici kaZzeni potraviny a denaturaci sérovych proteinli. Mléko
podrobené této pasteraci je vhodngj$i pro vyrobu jogurti. Z divodi denaturace sérovych
proteini nedochazi k syneresi. Vysokoteplotni pasterace, nazyvana také jako bleskova
pasterace, vyuziva teplotu od 72 °C do 74 °C po dobu 15-20 sekund. Osetfeni je cilen¢

zamétené na patogenni bakteridlni spory (Clostridium botulinum) [93, 97, 98].

Vybér metody zahrnuje ucel pasterizovaného mléka, vybaveni pracovisté, objem mléka, ktery

ma byt podroben pasteraci a cilovy mikroorganismus.

1.4.3 DalSi metody vyuzivajici zahrev

BlanSirovani

Blansirovani je kratké tepelné zpracovani potravin zejména ovoce a zeleniny, pii¢emz dochazi
k inaktivaci enzymu a k odstranéni plynu z pletiv. Proces je uskute¢nén parou nebo ponoienim
potraviny do horkého roztoku cukru nebo soli. Tento proces se uskutecituje pred zmrazovanim

a suSenim Cerstvé zeleniny, 1ze ho provést i pied pasteraci, sterilaci. Zmrazené produkty kvuli

blanSirovani ztraceji Ziviny, avSak vice jich ztrati v ramci oxidace béhem skladovani [92].
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Sterilace

Sterilaci jsou produkty oSetfovany pfi teplotach vyssich nez 100 °C, coz vede k inaktivaci
vegetativnich forem MO: Pro méné kyselé potraviny (pH vyssi nez 4,0) se provadi az pii
teplotach vyssich nez 120 °C. Sterilace je procesem zéhtevu, ktery probihd minimalné 10 minut,
aby doslo k potfebné inaktivaci. S timto procesem je spojen jakykoliv termoinaktiva¢ni zakrok,

tj. i pasterace [92].
Tyndalace

Tyndalaci se rozumi opakovand pasterace, tj. opakované zahfati na teplotu do 100 °C. Prvni
krokem jsou inaktivovany vegetativni bunky. Piezivajici bakterialni spory zde po ochlazeni

vykli¢i a nasledné druhym krokem pasterace jsou usmrceny [92].
UHT-ultra vysokoteplotni Uprava potravin

UHT proces je integrovanou sérii procesu, které preménuji nesterilni produkt (napt. syrové
mléko) do zabalené¢ho, komeréné sterilniho produktu. Béhem procesu UHT je mléko zahtivano
na teplotu v rozmezi 138-145 °C po dobu 1-10 sekund pro dosazeni komeréni sterility. Vysoka
teplota je zaméfena predevsim na bakterie Coxiella burnetii a na vSechny vegetativni formy
bakterii. Vyhodou UHT pasterace je stabilni uchovani mléka po dobu nékolika mésicti. Béhem
pasterace se u produktl s vySSim obsahem lipidi (napf. plnotu¢né mléko) provadi také

homogenizace (60-75 °C), ktera zabranuje oddélovani tuku béhem skladovani [92, 97].

1.5 Metody zvySujici odolnost potravin

Do tfech vzorkd nutricni smési dodané externi firmou byl piidan xylitol. Jeden vzorek
s ptidavkem xylitolu obsahoval navic sorban. Mezi procesy, které vedou ke zvySeni odolnosti

potravin patii konzervace sniZzenou teplotou, snizeni aktivity vody a chemoanabiosa [92].

45



1.5.1 Chemoanabiosa

Do prumyslové vyrabénych potravin se pridavaji latky, které prodluzuji trvanlivost potravin,
zvyraziuji nebo obnovuji barvu, reguluji kyselost nebo dodévaji potravinam sladkou chut bez
pouziti fepného cukru. Podminky pouziti ptidavnych latek (aditiv) jsou regulovany
legislativou®. Legislativa Evropské unie je definuje jako ,Jakoukoli latku, ktera se b&zné
nespotiebovava jako potravina sama o sob¢ a bézn¢ se nepouziva jako charakteristicka slozka

potraviny, at’ uz ma nebo nema nutri¢ni hodnotu“[99].
Xylitol

Xylitol, tadici se do skupiny cukernych alkohold, je nahradni sladidlo, jehoz sladivost je
podobna sachardze, ale s niz§im obsahem kalorii. Jeho dalsi vyuZiti v potravinich mutize byt
jako stabilizator, zvlh¢ovadlo nebo pro vyrobu nizkokalorickych potravin. Xylitol se pfirozené
vyskytuje v ovoci, zeleniné a houbach. V potravinaiském prumyslu je vyuzivan pro vyrobu
cukrovinek, zvykacek, zmrzlin, ¢okolad a dalSich potravin. Pfijem xylitolu je v bé&zné
davce povazovan za neskodny. Pro EU je na potravinach ozna¢ovan zkratkou E967. ,,Pro CR
(celou EU) je pouzivani xylitolu pro potravinaiské ti¢inky povoleno s vyjimkou détské vyzivy.

Pii pouziti xylitolu je nutné konzumenty také upozornit na jeho schopnost nadymat* [63, 101].
Sorbany

Velmi pouzivanou konzervac¢ni latkou je kyselina sorbova (E200) a jeji soli. Soli této kyseliny
se vyskytuji v podobé bilého krystalického prasku a nazyvaji se sorbany. Pro EU se na obalech
oznacuji zkratkami E201, E202, E203. Kyselina sorbové a jeji soli jsou vyuzivany piedev§im
pro zabranéni $iteni plisni a kvasinek v potravinach. Tyto konzervanty se ptidavaji naptiklad
do mostd, peciva, cokolad, kecupli a mnoha dalSich vyrobku. Vyuziti sorbanti je i v kosmetice
a farmacii. V EU je pouziti téchto konzervanti omezeno legislativou. VVyhodou kyseliny
sorbove je jeji snadnd metabolizace organismem, diky ¢emuz je povazovana za aditivum bez

nezadoucich ucinki [63].

5 Odkaz na legislativu: http://www.szpi.gov.cz/clanek/pridatne-latky-aditiva.aspx
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1.6 Metody Stanoveni antioxida¢ni aktivity

1.6.1 Celkovy obsah fenolickych latek (TPC)

Touto metodou lze kvantifikovat celkovy fenolicky obsah ve vzorku. Prvnim ¢inidlem
zachycujici celkovy fenolicky obsah bylo Folinovo-Denis reagencium. Pozdé&ji bylo nahrazeno
Folinem a Ciocalteou na Folin & Ciocalteu ¢inidlo (FC) s vy$§im obsahem molybdenu pro lepsi
redoxni citlivost. Mechanismus stanoveni spociva Vvreakci FC ¢inidla s hydroxylovou
skupinou. Po inkubac¢ni dob¢ dochazi k redukci molybdenové slozky ve fosfomolybdenovém
komplexu dle nize uvedeného schématu. Absorbance vzorkl je proméfovana pii 765 nm

a vysledky jsou vyjadiovany jako ekvivalent kyseliny gallové [101].

1.6.2 DPPH test

DPPH metoda je zaloZena na schopnosti stabilniho 2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazylového
volného radikalu reagovat s donory vodiku. Pti tomto testu se roztok radikalu odbarvuje vlivem
puasobeni antioxidantu (AH), kdy se absorpce snizuje v dusledku tvorby jeho neradikalni formy

dle nasledujiciho schématu:

DPPH ¢ +AH (fialova barva) - DPPH — H + A » (Zluta barva)

Obrazek ¢. 1 Reakéni schéma DPPH radikalu s antioxidantem [102]

Radikal DPPH vykazuje intenzivni absorp¢ni spektrum v UV-VIS oblasti pi1 517 nm. Tato
metoda je velmi jednoducha a rychla pro analyzu zachycujici aktivitu piirodnich slou¢enin
[103, 104].
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1.6.3 TEAC test (ABTS)

ABTS metoda je jednou z nejpouzivanéjSich pro stanoveni koncentrace volnych radikala
oznacovana také jako (TEAC) Trolox® Equivalent Antioxidant Capacity™. Principem metody
je redukce radikalu ABTS «*(modrozeleny), ktery vznika oxidaci syntetického chromoforu
2,2'- azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) s peroxodisiranem draselnym dle

schématu (obrazek &. 2). Ubytek absorbance je proméfovan pti 765 nm [103, 105].

ABTS ¢ ABTS

Obrazek ¢. 2 Schéma oxidace ABTS [102]

1.6.4 FRAP

Ferric reducing antioxidant power assay (FRAP) je metoda zaloZena na redukci komplext
2,4,6-tripyridyl-s-triazinu (TPTZ) s hexa-hydratem chloridu Zelezitého (FeCls - 6H20), které
jsou témé&f bezbarvé a nakonec mirné hnédé. Po redukci Fe * na Fe? * vznikaji modré komplexy
s absorpénim spektrem pii 593 nm. SniZeni absorbance je pfimo umérné mnozstvi antioxidantt
ve vzorku. Limitujicim faktorem této metody je pH (3,6), pfi kterém je nutno vzorky proméfit.
Dalsi nevyhoda spociva v nedetekovatelnosti pomalu reaktivnich polyfenolickych slouc¢enin
a thiolt [102].

1.6.5 Metoda detekujici schopnost antioxidant zachytavat peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H202) nepatii mezi radikal, avSak patii mezi latky s reaktivnim kyslikem
(ROS). VétSina reaktivnich druht kysliku véetné Oze”, H2O2¢ a2 OHe jsou béznymi vedlejsimi
produkty aerobniho metabolismu. Tyto nezadouci produkty metabolismu jsou zvySeny béhem
infeket, stresovych stavii a vlivem zateni. Molekula peroxidu vodiku sama o sob¢ neni toxicka,
ale mize byt preménéna do stavu toxického radikalu jako je OH- Fentonovou reakci nebo

kyselinou chlornou a enzymem myeloperoxidasou [38].

Test vyuzivajici 1,10-fenantrolin je zalozen na reakci Zeleznatého iontu (Fe?")
s 1,10-fenantrolinem. Zeleznaty iont tvoii ¢erveno-oranzovy komplex tri-fenantrolinu, ktery
absorbuje maximalné pii 508-510 nm. Je znamo, Ze pokud je peroxid vodiku pfidan v prvnim
potadi a 1,10 fenantrolin v potfadi druhém, peroxid vodiku zoxiduje vSechny Zeleznaté ionty
na zelezité. Vzniklé Fe 3" ionty nejsou schopné tvofit &erveno-oranzovy komplex

s 1,10- fenantrolinem. Nasledné dochazi k ostrému poklesu absorbance [37, 102].
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1.6.6 Chelataéni schopnost Fe?* ionti

Zelezo, jako jeden z hlavnich prvka, je nezbytné pro spravny rist organismu. V lidském téle
existuje ve dvou formach: Zeleznaty iont (Fe?*) a zelezity iont (Fe*"). Tento prvek ma fadu
prospé$nych G¢inkd, podili se na pienosu kysliku z plic do celého fecisté, na procesu starnuti
bunék a apoptozy. Je také soucasti mnoha enzymu a tim i biologickych reakci, napiiklad:
metabolismus nukleovych kyselin, proteind, ve kterych hraje roli pfenasece elektronti. Mimo
tyto pozitivni reakce ma Zelezo i negativni u¢inky na lidsky organismus. Rizné studie poukazuji
na schopnost piechodnych kovii (Fe #*, Cu*, Co?") vyvolat vznik volnych radikalf, ¢imz

dochazi k bunéénému poskozeni [8].

Zeleznaty iont je znam jako silny pro-oxidant pro svoji vysokou reaktivitu, zptisobujici oxidaci
lipidti roz§tépenim vodikové a lipidové peroxidazy na reaktivni volné radikaly. Zeleznaté ionty
jsou katalyzatorem Fentonovy reakce, kde volné Zeleznaté ionty reaguji s peroxidem vodiku

za vzniku Fe**iontt a hydroxylového radikalu viz schéma nize (obrazek ¢. 3) [77].

H,0, + Fe** - OH « +OH™ Fe3*

Obrazek ¢. 3 Pribéh Fentonovy reakce [8]

Metoda je zaloZzena na schopnosti ferrozinu tvofit komplexy s Fe 2*. V piitomnosti chelata¢nich
¢inidel dochazi k naruSeni tvorby komplexu, ¢imZ dochazi k poklesu cerveného zbarveni.
Spektrofotometrické zachyceni poklesu zbarveni vyjadfuje chelatotvornou aktivitu

koexistujiciho chelatoru. Absorbance roztok je proméfovana pti 562 nm [41, 102].
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a material

UVI/VIS spektrofotometr (Beckman) a UV/VIS spektrofotometr ThermoSpectronic
(hehios).

predvazky typu Kern 440-35N: Kern & Sohn, Balingen, Némecko

ultrazvuk (Bandelin-sonorex RK31): Bandelin Electronic, Berlin, Némecko

centrifuga NF 400: Nuve Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S., Turecko
centrifugaéni zkumavky 15 ml i 50 ml (typ FALCON): iBioTech, CR, Praha
automatickeé pipety: Sartorius, Go6ttingen, Némecko

$picky pro pipety (1-200 pl) a (100-1000 pl)

sklenéné zkumavky s uzavérem

navazovaci pomtcky, laboratorni nadobi

kyvety plastové, jednorazové (1,5ml), $ifka kyvety = lcm (firma Brand GMBH-

Némecko)

2.2 Pouzité chemikalie

Vétsina chemikalii pochazela od némeckého vyrobee Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko.

Ferrozin:  (3-(2-Pyridyl)-5,6-difenyl-1,2,4-triazine-p,p’-hydrat  monosodné  soli
disulfonové kyseliny

Tetrahydrat chloridu zeleznatého

TPTZ: (2, 4, 6- tris(2-pyridyl)-s-triazin)

40 mM HCL

0,3 Octanovy pufr (pH 3,6), (2M kyselina octova, 0,3 M NaOH)

Trolox: (+)-6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetrametylchroman-2-karboxylovy kyselina

Chlorid zelezity

DPPH: 2,2-Difenyl -1-pikrylhydrazyl

Tablety ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina) diamonna
sul)

Folin & Ciocalteua ¢inidlo

Peroxid vodiku 30%
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e Peroxodisiran draselny > 99,9%
e 1,10 fenantrolin

e 5% roztok Na.COs3

e 96% ethanol, methanol 99,9%

e Destilovana voda

2.3 Testované vzorky

K spektrofotometrické analyze byly vyuzity vzorky nejmenované firmy. Firma poskytla celkem

7 vzorkll o rizném zpusobu stabilizace a nékteré s piidavkem xylitolu. Fotografie vzorka

k nahlédnuti v pfiloze ¢.3. V této praci vSak o rozdéleni déti/dospéli neni uvaZzovano.

Pro znazornéni nize uvedena tabulka ¢. Podrobng;jsi tabulka viz. ptiloha ¢. 4.

Tabulka ¢. 9 Zjednodusena tabulka pouzitych vzorkii se souhrnem tdaji

Skladovaci pokus

Oznaceni vzorku Varianta + mnozstvi | Zpusob stabilizace Cas pasterace
1-A 120 g + xylitol (5 g) 1x pasterace 20 min. 480 °C
2-B 120 g 1x pasterace 20 min. 480 °C
3-C 100 g 1X pasterace 20 min. 480 °C
4-A 120 g + xylitol (5 g) 2X pasterace 2x (20 min. 480 °C)
5-B 120 g 2X pasterace 2x (20 min. 480 °C)
6-C 100 g 2X pasterace 2x (20 min. 480 °C)
7-A 120 g + xylitol (5 g) 1x pasterace (+ 20 min. a 80 °C
Sorban 1000 mg)

pH vsech vzorkli od 4,1-4,18
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2.4 Priprava zasobnich roztoki

2.4.1 Zasobni roztok radikalu ABTS

Roztok radikalu byl pfipraven reakci diamonné soli ABTS s peroxodisiranem draselnym.
Diamonniova stl byla ve formé tablety (10 mg). Ptiprava roztoku spociva v rozpusténi této
tablety v 5 ml destilované vody, po rozpusténi bylo piidano 100 pl 0,064 mol/l roztoku
peroxodisiranu draselného. Smés reagovala po dobu 12—16 hodin pii laboratorni teploté.

Po uplynuti této doby bylo odpipetovéano 2,5 ml roztoku do 100 ml odmérné barnky.
Molekulova hmotnost: 548.68 g/mol

2.4.2 Zasobni roztok radikalu DPPH

Roztok radikalu DPPH byl pfipraven navazenim 12,5 mg
standardu (2,2- Diphenyl- 1- picrylhydrazyl) do 500 ml odmérné baiky. Navazka byla

rozpusténa v methanolu a doplnéna po rysku banky.
Molekulova hmotnost: 394,32 g/mol

2.4.3 Zasobni roztok pro metodu FRAP

Roztok byl pfipraven smiSenim chloridu Zzelezitého, roztoku TPTZ a octanového pufru

v poméru 1:1:10.

20 mmol/l chlorid Zelezity byl pfipraven navazenim 0,0811g do 25 ml odmérné banky,

doplnéno destilovanou vodou po rysku.
Molekulova hmotnost FeCls: 162,20 g/mol

Roztok TPTZ byl ptipraven navazenim 0,078 g do 25 ml odmémé banky a doplnéno
40 mM kyselinou HCI.

Molekulova hmotnost: 312,33 g/mol
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Pufr o pH 3,6 byl pfipraven smichanim 14,95 ml 0,3 M NaOH (navazka 0,3 g do 25 ml odm.
barky) a 6,3 ml 2 M kyseliny octové do 100 ml odmérné barnky, doplnéno destilovanou vodou
po rysku.

Molekulova hmotnost NaOH: 39,9 g/mol, CH3sCOOH: 60,05 g/mol

2.4.4 Roztoky pro metodu zachytavajici H2O>
Ptiprava 1mM roztoku 1,10 fenantrolin Ci2HgN2-H20 byla proveden navazenim
0,0198 g do 100 ml odmérné banky, dopInéno redestilovanou vodou po rysku.

Molekulova hmotnost: 198,23

Roztok 1mM siranu zeleznato amonného (Mohrova stl) byl pfipraven navazenim 0,05 g do 100

ml odmérné batiky, doplnéno destilovanou vodou po rysku.
Molekulova hmotnost: 392,14

Roztok 0,005 M peroxidu vodiku byl pfipraven pipetazi 28,3 ul 30% H20, do 50 ml odmérné
bailkky a doplnén redestilovanou vodou po rysku. Roztok byl ptipravovan vzdy cerstvy

a uchovan ve tm¢ po dobu méteni.

Molekulova hmotnost: 34,01 g/mol
2.5 Priprava kalibraé¢nich roztokii standardi

2.5.1 Kalibracni roztok kyseliny gallové

Zasobni roztok kyseliny gallové byl pfipraven navazenim 0,02 g kyseliny gallové doplnéné
metanolem po rysku 50 ml odmérné bariky s vyslednou koncentraci 400 pg/ml. Z piipraveného
zasobniho roztoku byla pfipravena pomoci fedéni kalibra¢ni tada s koncentraci od 2 do

80 pg/ml.

2.5.2 Kalibraé¢ni roztok Troloxu

Piiprava zasobniho roztoku Troloxu spocivala v navazeni 0,01 g Troloxu v pevném stavu
do 100 ml odmérné banky, doplnéna metanolem po rysku. Vysledna koncentrace roztoku ¢inila
100 pg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byla fedénim ptipravena kalibra¢ni fada s rozmezim
koncentraci od 25 do 80 pg/ml.
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2.6 Pasterace vzorku

Nutri¢ni pasta byla za studena plnéna do sackl s uzavérem (doypack). Sacky byly nésledné
umistény do vodni lazné (paster) s nastavenou teplotou na 80 °C, kterd byla monitorovana
pomoci teploméru TFA30.1034. Po dosaZeni této teploty se zacal méfit ¢as pasterace (20 min).

Po uplynulé dob¢ pasterace se nechaly samovolné vychladnout. Tento proces byl proveden

firmou, kterd ndm dodala jednotlivé vzorky.

2.6.1 Postup zpracovani vzorki

Vsechny zkoumané vzorky byly vyrobeny 2. 10. 2017 nejmenovanou firmou, v ten samy den
nebo den poté byly pfipraveny a naplnény do hlinikovych sacki. Vzorky skladované pfti
pokojové teploté byly k mikrobiologickému zpracovani odebirany 8. den, 22. den, 50. den,
134.den a 162. den od vyrobeni (viz. diplomova prace Bc. Rozalie Pefinové). Po
mikrobiologickém rozboru nasledovalo zpracovani na Katedie analytické chemie. Nejdiive byl
vzorek z hlinikového obalu (doypack) vytlacen v rozsahu 0,5 + 0,4 cm vrstvy mezi nékolik
pecicich papiri o rozméru 5 x 5 + 0,2 cm a uchovavan v mrazniéce pii —20 °C. Z takto
pfipraveného materialu bylo odebirano mnozstvi pro extrakci. Pro kazdou extrakci byly
odvazeny piiblizné 2 g zmrazeného produktu do sklenénych lahvic¢ek s vickem. Od kazdého
vzorku byly vzdy odebrany dvé navazky a pfidano 15 ml extrakéniho rozpoustédla. Byly
vyzkouSeny extrakce typu pevna latka-kapalina. Prvni extrakéni rozpoustédlo, které bylo
vyzkouseno pro izolaci latek rozpustnych v tucich byl hexan K extrakci latek s antioxida¢nimi
ucinky byl vyzkouSen 80% metanol ve kterém se nadale vSechny vzorky extrahovaly
(viz kapitola ¢. 5). Extrakce dale probihala v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut.
Po uplynulych 20 minutach bylo odpipetovano 10 ml supernatantu do centrifugaéni zkumavky
a nastaveno na 10 min pii 4000 ot/min. Po odstfedéni byl odebran supernatant z obou navazek

a pipetovan do ¢istych zkumavek pro nasledujici spektrofotometrickou analyzu.
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2.7 Spektrofotometricka analyza

2.7.1 Stanoveni celkového poétu fenolickych latek

Ze zhotovenych extraktd byl odebran a pipetovan 1 ml extraktu do sklenéné zkumavky
se zavitem a opatiené vickem. Extrakty nebylo nutné fedit. Dale byl ptidan 1 ml 96% etanolu,
5 ml destilované vody a 0,5 ml ¢inidla FC. Takto pfipravené zkumavky byly ponechany 5 minut
Vv klidu. Po uplynulém case byl pfidan 1 ml 5% roztoku Na2COs. Po ptfidavku uhli¢itanu
sodného nasledovala inkubace po dobu 30 minut (laboratorni teplota), dle optimalizovaného
Casu, viz ptiloha €. 5. Po inkubacéni dob¢ byla prométena absorbance u v§ech vzorku pti 765 nm.
Stejnym zptsobem byl proméfen i slepy pokus pro kazdou ¢asovou fadu, kde byl 1 ml extraktu
nahrazen 1 ml extrak¢éniho ¢inidla. Obsah fenolickych latel ve vzorku byl vyjadien pomoci
kalibra¢ni fady kyseliny gallové jako jeji ekvivalentni mnozstvi pg/ml extraktu vzorku (piiloha

& 9) [4].

2.7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Z ptipraveného roztoku radikdlu ABTSe" (viz. kapitola 2.4.1) bylo do sklenéné zkumavky
se zavitem a vickem pipetovano 5 ml tohoto radikalu. K roztoku bylo néasledné pipetovano 500
ul extraktu, opét nefedéného nebo kalibraéniho roztoku Troloxu o dané koncentraci pro zjisténi
kalibra¢ni kiivky. Pro tuto metodu byl zjistén optimalni ¢as 40 minut (pfiloha ¢. 6), béhem které
byly zkumavky ponechény v temnu pti laboratorni teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl
u vSech vzorkli proméfen tibytek absorbance pii 734 nm. S kazdou ¢asovou fadou byl soubézné
prométen i slepy pokus, kde extrakt opét nahradilo extrakéni Cinidlo. Vysledna antioxidacni
aktivita je vyjadfena jako inhibice roztoku v % (viz rovnice ¢. 2) Pies kalibra¢ni zavislost
(viz. priloha ¢. 10) byla tato inhibice roztoku ptepocitana na ekvivalentni mnozstvi Troloxu
v pg/ml extraktu vzorku [102].

. Ay —
inhibice [%] =

Rovnice ¢. 2 Vzorec pro vypocet inhibice roztoku v % [101]

Abl:absorbance slepého pokusu

sz = absorbance vzroku
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2.7.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Z metanolického roztoku (viz. kapitola 2.4.2) bylo do sklenénych zkumavek s vickem
pipetovano 5 ml tohoto roztoku. Dale bylo ptfidano 500 ul nefedéného extraktu vzorku nebo
kalibra¢ni latky Trolox o riizné koncentraci. Takto pfipravené zkumavky byly ponechany
pfti laboratorni teploté 15 minut. Cas doby inkubace byl optimalizovan (piiloha ¢&. 7).
Po uplynuti reakéniho Casu byl prométfen ubytek absorbance, kde doslo ke zméné zbarveni
z fialové do svétle ruzové, pti 517 nm. S kazdou ¢asovou fadou byl proméien i slepy vzorek,
kde byl extrakt nahrazen extrakénim ¢inidlem. Dle pifedchoziho vzorce (rovnice ¢. 2) byl Ubytek
absorbance pfepocitan na procenta inhibice roztoku. Pomoci kalibra¢ni fady latky Trolox
(viz pfiloha ¢. 11) byly absorbance piepocitany na ekvivalentni mnozstvi této latky v pg/mi
extraktu vzorku [42, 106].

2.7.4 Stanoveni antioxidad¢ni aktivity metodou FRAP

Z roztoku FRAP (viz kapitola 2.4.3.) bylo do sklenénych zkumavek s vickem pipetovano 5 ml
tohoto roztoku. Dale bylo pfidano 500 ul nefedéného extraktu vzorku nebo kalibracni latky
Trolox o riizné koncentraci. Zkumavky byly ponechany 50 minut ve tm¢ pfi laboratorni teploté.
Cas inkubace byl optimalizovan (viz p¥iloha ¢&. 8). Po uplynuti inkubaéni doby byla proméfena
absorbance pfi 593 nm. Stejnym postupem byl zaroven proméien slepy pokus, kde misto
extraktu zkumavka obsahovala extrakéni ¢inidlo. Pomoci kalibra¢ni kiivky, ktera je k nahledu
v ptiloze ¢.12, byla naméfena absorbance piepocitana na ekvivalentni mnozstvi Troloxu

v pg/ml extraktu vzorku [102].
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2.7.5 Specificka metoda zachytavajici H20>

Do série sklenénych zkumavek bylo pipetovano 0,25 ml siranu zeleznatého—FeSQO4 (ImM).
Poté bylo do zkumavek ptidano 1,5 ml extraktu nefedéného vzorku a 62,5 pl H202 (5mM).
V ptipad¢ slepého vzorku bylo pipetovano pouze 1,5 ml extrakéniho ¢inidla bez peroxidu
vodiku. Takto ptipravené vzorky se inkubuji ve tm¢ 5 minut. Po 5 minutach je do zkumavek
pipetovano 1,5 ml 1-10 fenantrolinu (1mM). Vzorky byly promichany a inkubace probihala pii
teploté mistnosti po dobul0 minut. Nasledn¢ byla u vzorkti proméfena absorbance pti 510 nm.
Pro vypocet schopnosti sloufeniny zachytavat peroxid vodiku slouzi nasledujici vzorec
(rovnice ¢. 3) [37, 101].

vz

Abl

%H202 - X 100

Rovnice €. 3 Vzorec pro vypocet schopnosti slou¢eniny zachytavat peroxid vodiku [101]

Abl:absorbance slepého pokusu

sz = absorbance vzorku

2.7.6 Chelata¢ni schopnost Fe?*

Do sklenénych zkumavek s vickem byl pipetovan 1 ml extraktu nefedénych extraktd. Dale bylo
pfidano 50 pl FeClz (2mM) a 200 pl Ferrozinu (SmM). Takto pfipravena reakéni smés byla
intenzivné protfepana a ponechéna stat pii pokojové teploté 10 minut. Po 10 minutach inkubace
byla u vzorkli proméfena absorbance pii 562 nm. Slepy vzorek byl nachystdn stejnym
zpusobem, pouze extrakt byl plné nahrazen extrakénim ¢inidlem. Niz§i absorbance vzorku
vykazuji vyssi chelata¢ni schopnost Zeleza. K porovnani se vzorky extraktii byla pouzita také

reakce s 2 mM EDTA [41, 101].
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2.8 Statisticka analyza dat

Pro statistickou analyzu dat byl vyuzit softwarovy program OriginPro9 (Northampton,
Massachusetts, USA.) s aplikaci analyzy rozptylu-ANOVA. Pomoci Tukeyova testu bylo
mozné provést parové porovnani naméienych hodnot. Druhym pouzitym programem pro
zhodnoceni vzorku byl program STATISTICA ( Tulsa, Oklahoma, USA)., kterym byla
provedena dvou-faktorova analyza rozptylu (ANOVA). Faktorem A byl vzdy zvolen Cas
a faktor B piedstavoval typ pasterace nebo obsah xylitolu. Vysledky jsou udany jako
aritmetické praméry ziskanych dat £ standardni odchylka (N=4). VSechny statisticke vysledky
byly provedeny na hladin¢ pravdépodobnosti p = 0,05.
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3 VYSLEDKY

Cilem diplomové prace bylo stanovit celkovy obsah fenolickych latek a antioxidacni aktivitu
v nahrad¢ pestré stravy. Prvnim ukolem bylo spravné zvoleni extrakéniho ¢inidla. V ptipadé
pouzit¢tho hexanu se vzorek uzaviel do kulovit¢ho utvaru. Tento stav vzorku zustal
V nezménéné podobé i po ndsledném procesu ultrazvuku. V ptipadé pouziti 80% metanolu
dochéazelo k rozmélnéni a zakaleni vzorku. Zvoleni této koncentrace extrakéniho roztoku bylo
na zaklad¢ védeckych publikaci, kde extrahovaly podobné produkty [103, 106, 108]. Pred
provedenim kazdé¢ spektrofotometrické metody byla provedena optimalizace inkuba¢niho ¢asu,
jak je znazornéno v ptilohach ¢. 5-8. Optimalizace byla provedena spektrofotometrickym
proméfenim zkumavek s danymi reagenciemi v intervalu od 10 minut do 60 minut. Za

optimalni ¢as byl zvolen takovy, po kterém nasledovaly témé&f neménné hodnoty absorbance.

3.1 Vliv skladovani na celkovy obsah fenolickych latek

Kalibraéni zavislost pro obsah fenolickych latek byla sestavena z 9 boda v rozsahu koncentraci
kyseliny gallové od 2-100 pg/ml (ptiloha ¢. 9). Extrakty po odstiedéni pii 4000 ot./min
nevykazovaly z&kal a nebylo je nutné fedit v zadné dalsi pouzité metod¢. Kazdy kalibra¢ni bod
byl proméfen 3% a vzorek—extrakt byl proméfen 2% na UV/VIS spektrofotometru od firmy
Beckman. Z naméfenych hodnot absorbanci bylo mozné vyjadtit primérné hodnoty a jejich
standardni odchylky. Vysledné hodnoty byly vyjadfeny jako ekvivalent kyseliny gallové
v ug/ml extraktu vzorku. V tabulce ¢. 10 a 11 jsou vyjadieny hodnoty pro celkovy obsah

fenolickych latek pti parovém porovnani softwarovym programem OriginPro9.

Tabulka ¢. 10 Vysledky celkového obsahu fenolickych latek 1x pasterovanych vzorka

Celkovy obsah fenolickych latek v pg kyseliny gallové/ml extraktu vzorku
Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
1-A AB153+12 | B19,9+0,2 | A108+21 | ~€133+1 | BC166+11
2-B €21,9+0,6 B29,1+0,8 A9,6 +1,5 P16,7+1,7 B31,5+0,1
3-C €443+ 0,4 A226+04 | B272+06 | B286+11 P105+1,1
7-A B27,1+0,1 €36 +0,2 P224+03 | AM14+1.2 38,3 +0,2

Riizna pismena v hornim indexu pfed ¢islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych

V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od

data vyrobeni (2.10. 2017).
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Z tabulky pro 1x pasterované vzorky?® je zietelné, které hodnoty vykazuji statisticky vyznamny
rozdil. U extraktu vzorku 1-A pii porovnani prvniho (8.den) a posledniho (162. den) dne
skladovaciho pokusu neni prokazan statisticky vyznamny rozdil v hodnotéch pro celkovy obsah
fenolickych latek. Pro extrakty vzorkia 2-B a 7-A byl naopak prokazan statisticky vyznamny
rozdil, byla zaznamenana vys$$i hodnota pro celkovy obsah fenolickych latek béhem 8. dne
a 162. dne skladovaciho testu. Vyznamny pokles v obsahu celkovych fenolickych latek byl
zaznamenam pouze u jednoho extraktu vzorku (3-C), u ostatnich byly zjisténé vyssi nebo

kolisavé hodnoty na konci skladovaciho testu.

Tabulka ¢. 11 Vysledky celkového obsahu fenolickych latek 2x pasterovanych vzorka

Celkovy obsah fenolickych latek v pg kyseliny gallové/ml extraktu vzorku
Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
4-A €29,4+1,3 B21,7+04 | B218+0,8 A18+0,3 B21,4+0,2
5-B B20,9+0,4 €233+0,1 B18,9+0,6 | *153+0,4 D275+1
6-C B40,3+1,8 B39,1+13 | ©273+04 | A14,6+0,2 B40,9+1,2

Rtiznd pismena v hornim indexu pied &islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych
V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Z tabulky pro 2x pasterované vzorky’ je zietelny statisticky vyznamny rozdil v hodnotach
(ug kyseliny gallové/ml extraktu vzorku) pro celkovy obsah fenolickych latek. Vyznamny
rozdil byl zjistén u hodnot pro extrakty vzorku 4-A a 5-B v ptipadé prvniho a posledniho bodu
skladovaciho pokusu. U extraktu vzorku 6-C nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil
mezi hodnotami prvniho a posledniho dne. U vSech 1x i 2x pasterovanych vzorkll nemély

hodnoty urcity trend, jedna se spise o fluktuaci.

Dvou-faktorovou analyzou rozptylu (doba skladovéani a typ pasterace), nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil pro celkovy obsah fenolickych latek mezi extrakty vzorku, jez byly jednou
pasterované a vzorky, které byly dvakrat pasterované. Ve druhém ptipadé byly v porovnani
extrakty vzorku s piidavkem xylitolu a extrakty bez piidavku. V tomto pfipadé jiz dochazelo
ke statisticky vyznamnému poklesu hodnot celkového obsahu fenolickych latek pro extrakty

vzorku s ptidavkem xylitolu (p = 0,00420).

6 1xpasterované vzorky = 80 °C (vodni lazeft) po dobu 20 minut od dosaZeni teploty uvniti produktu

7 2% pasterované vzorky = 80 °C (vodni lazeft) 2x 20 minu od dosaZeni teploty uvniti produktu
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3.2 Vliv skladovani na antioxidaéni aktivitu mérenou metodou ABTS

Kalibra¢ni zavislost pro metodu ABTS byla sestavena z 8 boda v rozsahu koncentraci latky
Trolox od 15-50 pg/ml (ptiloha €. 10). Kazdy kalibracni bod byl prométen 3% a vzorek—extrakt
byl proméfen 2% na UV/VIS spektrofotometru od firmy Beckman. Z naméfenych hodnot
absorbanci bylo mozné vyjadfit primérné hodnoty a jejich standardni odchylky. Vysledné
hodnoty byly vyjadieny jako ekvivalent latky Trolox v pg/ml extraktu vzorku. V tabulce ¢. 12
a 13 jsou vyjadieny hodnoty antioxida¢ni aktivity méfené metodou ABTS, které byly

hodnoceny parovym porovnanim.

Tabulka ¢. 12 Vysledky antioxida¢ni aktivity stanovené metodou ABTS pro vzorky 1x pasterovane.

Antioxidaéni schopnost zachytit radikal ABTSe* v ug latky Trolox/ml extraktu vzorku
Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
1-A BC682+11| “61,2+79 | A378+06 | “288+28 |~P376+05
2-B B81,2+2,0 | °70,1+4,3 | A425+01 | ”36,6+1,3 P57 +1,6
3-C B127,4+24 |ADP735+51 | PCg4+11 A61,6 +4,2 €88,8+1,8
7-A ©835+1,0 | B59,3+0,1 B50+7,3 A24,6 + 1 B57,7+0,7

Rtiznd pismena v hornim indexu pied islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych
Vv jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Hodnoty antioxida¢ni aktivity pro 1x pasterované extrakty vzorku stanovené metodou ABTS
jsou zaznamenany V tabulce ¢. 12. P¥i vzajemném porovnani dochézelo k poklesu antioxidaéni
aktivity, s obéasnym kolisanim, béhem celého skladovaciho pokusu. Na konci tohoto pokusu

ve srovnani s jeho zacatkem byly zjistény nizsi hodnoty u vSech extrakti vzorki.

Tabulka ¢. 13 Vysledky antioxidaéni aktivity stanovené metodou ABTS pro vzorky 2x pasterované.

Antioxidaéni schopnost zachytit radikal ABTSe* v ug latky Trolox/ml extraktu vzorku
Vzorky 8. den 22.den 50. den 134. den 162. den
4-A ©676+03 | B°638+86 | B62+16 | M48+12 |[~AB483+0,1
5-B €82,3+1,1 861+ 3,7 B552+4,2 | A31,6+09 | B58,1+15
6-C D118,2+4,2 | B923+12 | €769+0,3 | A492+59 | B943+15

Rizna pismena v hornim indexu pfed ¢&islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch uvedenych
Vv jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primé&rné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).
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U vSech vzorkid 2x pasterovanych doSlo ke statisticky vyznamnému poklesu hodnot
antioxida¢ni aktivity stanovené metodou ABTS vyjadiené jako ekvivalent latky Trolox v pg/ml
extraktu vzorku. Pokles byl porovndvan mezi prvnim a poslednim casovym zaznamem

skladovaciho pokusu.

Analyzou rozptylu mezi dvéma faktory (doba skladovéani a typ pasterace) bylo zjisténo, Ze vliv
pasterace neni statisticky vyznamny. Statisticky vyznamny pokles hodnot byl zjistén pro vzorky
s obsahem xylitolu pii vzajemném porovnani se vzorky extrakti bez jeho piidavku
(p = 0,00000).

3.3 Vliv skladovani na antioxidaéni aktivitu mérenou metodou DPPH

Kalibraéni zavislost pro metodu DPPH byla sestavena ze 7 bodt v rozsahu koncentraci latky
Trolox od 0,6—35 pg/ml (ptiloha ¢. 11). Kazdy kalibra¢ni bod byl prométen 3x a vzorek—extrakt
byl proméfen 2% na UV/VIS spektrofotometru Thermo Spectronic. Z naméfenych hodnot
absorbanci bylo mozné vyjadfit primérné hodnoty a jejich standardni odchylky. Vysledné
hodnoty byly vyjadieny jako ekvivalent latky Trolox v pg/ml extraktu vzorku. V tabulce ¢. 14
a 15 jsou vyjadfeny hodnoty antioxidacni aktivity méfené metodou DPPH, které byly

hodnoceny parovym porovnanim.

Tabulka ¢. 14 Vysledky antioxidaéni aktivity stanovené metodou DPPH pro vzorky 1x pasterované.

Antioxidac¢ni aktivita stanovena metodou DPPH v pg Troloxu/ml extraktu vzorku
Vzorky 8. den 22.den 50. den 134. den 162. den
1-A B92+0,4 B9,2+0,1 811+0,8 A1,1+0,3 A2,1+0,8
2-B €45+0,2 B12,7+0,3 Bl1+1.2 A0,7+0,3 A1,4+0,8
3-C €18,8 +0,6 B11,6 +0,9 B13+14 A4 +1,6 26,4+ 0,3
7-A B12+0,5 €135+0,2 B11,1+0,3 A0,1+0,1 A11+0,1

Rlizna pismena v hornim indexu pied ¢islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotich uvedenych
V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Z tabulky ¢.14 pro 1x pasterovane vzorky jsou statisticky vyznamné poklesy hodnot
antioxidacni aktivity u vSech extrakti vzorkd stanovenych metodou DPPH jako ekvivalent
latky Trolox v pg/ml extraktu vzorku. Pokles hodnot byl porovnavan mezi prvnim a poslednim

hodnocenym dnem skladovaciho testu.
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Tabulka ¢. 15 Vysledky antioxida¢ni aktivity stanovené metodou DPPH pro vzorky 2x pasterované.

Antioxidaé¢ni aktivita stanovena metodou DPPH v ng Troloxu/ml extraktu vzorku

Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
4-A €13,4+0,8 B10,4+0,4 | BC116+1,0 A0,9+0,4 A1,7+05
5-B B8,1+0,3 810+ 0,5 €12,3+1,1 70,4 +0,3 A2,0+0,0
6-C €18,5+0,4 B144+0,3 | B143+0,8 A2,6+0,8 D72+0,1

Rizna pismena v hornim indexu pfed &islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch uvedenych
V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Pro vzorky 2x pasterované byl zjistén statisticky vyznamny pokles hodnot antioxidaéni aktivity
stanovené metodou DPPH jako ekvivalent latky Trolox v pg/ml extraktu vzorku. Ke stejnému

poklesu v prvnim a poslednim zaznamenaném bod¢ doslo i u vzorktl 1x pasterovanych.

Dvou-faktorovou analyzou rozptylu (doba skladovani a typ pasterace) nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi stabilizaénimi procesy. Pro extrakty vzorku
obsahujici xylitol nebyl zjistén statisticky vyznamny pokles hodnot ve srovnani se vzorky bez
pridavku (p = 0,02888).

3.4 VIliv skladovani na antioxidaéni aktivitu mérenou metodou FRAP

Kalibra¢ni zavislost pro metodu FRAP byla sestavena z 8 bodu v rozsahu koncentraci latky
Trolox od 15-50 pg/ml (ptiloha €. 12). Kazdy kalibracni bod byl prométen 3% a vzorek—extrakt
byl proméfen 2% na UV/VIS spektrofotometru od firmy Beckman. Z naméfenych hodnot
absorbanci bylo mozné vyjadfit primérné hodnoty a jejich standardni odchylky. Vysledné
hodnoty byly vyjadieny jako ekvivalent latky Trolox v pg/ml extraktu vzorku. V tabulce ¢. 16
a 17 jsou vyjadieny hodnoty antioxida¢ni aktivity stanovené¢ metodou FRAP, které byly paroveé

porovnavany pomoci Tukeyova testu.
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Tabulka ¢. 16 Vysledky antioxidaéni aktivity stanovené metodou FRAP pro vzorky 1x pasterované

Antioxida¢ni aktivita stanovena metodou FRAP v ng Troloxu/ml extraktu vzorku

Vzorky 8. den 22.den 50. den 134. den 162. den
1-A B11,0+17 €19,4+0,2 AL9+1,0 A26+11 B140+1,1
2-B B40+0,2 €214+0,1 A1,0+0,5 B53+0,8 D26,1+0,8
3-C B276+19 | A212+04 | B27,1+07 | 22,4+0,3 €38+0,5
7-A B.C165+38 | “P185+0,6 | #€132+0,5| ”“8,0+0,5 D23,6 +0,1

Rtiznd pismena v hornim indexu pied &islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotach uvedenych
Vv jednotlivych tadcich (p = 0,05). Praimérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou poditany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

U extrakti vzorku, které byly 1x pasterované, byl zjistén statisticky vyznamny nartist, mezi
prvnimi a poslednimi hodnotami skladovaciho testu, antioxida¢ni aktivity stanovené metodou
FRAP v piipadé¢ extrakti 2-B, 3-C a 7-A. Hodnota antioxidacni aktivity extraktu vzorku 1-A
byla vyssi na konci skladovaciho testu v porovnani s 8. dnem, avSak nedosahla statistického

vyznamu.

Tabulka ¢. 17 Vysledky antioxida¢ni aktivity metodou FRAP pro vzorky 2x pasterované

Antioxidac¢ni aktivita stanovena metodou FRAP v g Troloxu/ml extraktu vzorku

Vzorky 8. den 22.den 50. den 134. den 162. den
4-A 76,7 +0,2 B146+15 | ~B108+11|®€131+04|%P153+11
5-B 76,4 +0,2 B12,7+0,5 €9,1+0,8 76,1+0,6 36,5+ 0,4
6-C D20,3+0,0 | B325+03 | ©26,1+0,4 A10+0,1 36,5 + 0,4

Rlizna pismena v hornim indexu pied ¢islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotich uvedenych
Vv jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Vsechny extrakty vzorku pasterovanych dvakrat téz jevily statisticky vyznamny narust hodnot,
mezi prvnim a poslednim dnem skladovaciho testu, antioxida¢ni aktivity, kterd byla stanovena
metodou FRAP.

Vliv pasterace ani doba skladovani nemély prokazatelny vliv na hodnoty antioxida¢ni aktivity,
méfené metodou FRAP. Obsah xylitolu ve vzorcich vyznamné snizil antioxidacni

charakteristiku vzorka (p = 0,00146).
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3.5 Vliv skladovani na vysledky méirené metodou zachytavajici H.O-

Z namé&fenych hodnot absorbanci bylo mozné vyjadiit schopnost latky zachytavat peroxid
vodiku, vyjadienou v procentech. Vysledna % zachyceni H>O> byla zpriimérovana a byla u nich
vyjadiena standardni odchylka (N=4). Vzorek—extrakt byl proméfen 2x na UV/VIS
spektrofotometru od firmy Beckman. V tabulce ¢. 18 a 19 jsou vyjadieny hodnoty pro

schopnost zachytu peroxidu vodiku pii parovém porovnani pomoci Tukeyova testu.

Tabulka ¢. 18 Vysledky pro metodu zachytavajici H202 v [%] pro vzorky 1x pasterované

Metoda vychytavajici H202
Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
1-A BCA36+4,7 [A©347+02| "291+08 |[BP467+24| P547+0,8
2-B B56,4 + 2,9 A41,9 +2 A36,3+1,8 | M17+14 | M33+0,3
3-C B50+2,3 A35,9+0,2 €45+ 0,6 A33,2+0,8 | P653+0,6
7-A A38,7+05 | B46,4+08 | “408+05 | "40,2+23 | ©56,6 0,5

Rlizna pismena v hornim indexu pied ¢islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotich uvedenych
V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

Metodou vychytavajici peroxid vodiku byly zjiStény statisticky vyznamné vys$s$i hodnoty
u extraktl vzorku 1-A, 3-C a 7-A (1x pasterovane). Statisticky vyznamny pokles byl zjistén pro
extrakt vzorku 2-B. Porovnévan byl prvni ¢asovy bod s poslednim skladovacim bodem.
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Tabulka ¢. 19 Vysledky pro metodu zachytavajici H202 v [%] pro 2x pasterované vzorky

Metoda vychytavajici H202
Vzorky 8. den 22. den 50. den 134. den 162. den
4-A B59,4+4,4 | "648+03 | “348+09 | A355+18 | ©485+21
5-B B81,3+2,1 | A31,9+05 | ©“422+21 D529+ 3 61,5+ 0,2
6-C B734+0,6 | “455+05 | P519+17 | #389+14 | 5635+11

Rizna pismena Vv hornim indexu pfed &islem znamenaji statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch uvedenych
V jednotlivych fadcich (p = 0,05). Primérné hodnoty + standardni odchylka (N=4). Uvedené dny jsou pocitany od
data vyrobeni (2.10. 2017).

V tabulce €. 19 pro 2x pasterované vzorky byl u v§ech extrakt vzorkti zaznamenan statisticky
vyznamny pokles hodnot procentuélniho zachytu peroxidu vodiku. Porovnavany byly extrakty

vzorktl v prvnim a poslednim ¢asovém bodg¢.

Dvou-faktorovou analyzou rozptylu (doba skladovani a typ pasterace) byla zaznamenana
statisticky vyznamné vys$§i hodnota zachytu H2O> pro extrakty vzorkd 2x pasterovanych
v porovnani s jednou pasterovanymi. Vysledky extrakt vzorkd s obsahem xylitolu byly

statisticky vyznamné nizsi nez vysledky vzorka bez jeho piidavku (p = 0,00068).
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4 DISKUZE

Ze statistické analyzy vySlo najevo, ze vzorky proméfené metodou ABTS nekoreluji s vysledky
zjisténymi dal§imi pouzitymi metodami stanovujicimi antioxida¢ni aktivitu. Toto tvrzeni bylo

podlozeno i studiemi.

Pii porovnani vysledkti proméfenych metodami stanovujicimi antioxidacni aktivitu bylo
poskytovala metoda DPPH. Piikladem je vzorek 3-C, ktery dosahoval nejvyssich hodnot
V prvnim bod¢ méteni skladovaciho pokusu pii stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
a antioxida¢ni aktivity méfenou metodami ABTS a DPPH. Ve vSech ptipadech doslo ke
statisticky vyznamnému poklesu v poslednim bodé skladovaciho testu v porovnani s prvnim
méfenym bodem. U metody FRAP doslo k opa¢nému jevu, kdy vétSina hodnot vykazovala

statisticky vyznamny vzestup na konci skladovaciho testu.

Davodem odlisnych vysledku je ziejmé rozdilny reakéni mechanismus jednotlivych metod
stanovujicich antioxida¢ni aktivitu. Existuji i dal$i faktory, které maji vliv na vyslednou
hodnotu této aktivity méfenou riznymi metodami. V1iv na vysledné hodnoty ma napiiklad pH,
na kter¢ je citliva predevsim metoda FRAP a DPPH. Metoda FRAP ma i dal$i omezeni Vv nizsi
detekovatelnosti polyfenolt a thiolii, které reaguji pomaleji. Dal$im limitujicim parametrem
nékterych metod mize byt vliv teploty u zasobnich roztoki nebo zabarveni extrakti. Doba
analyzy je také velmi dualezitym faktorem ovliviujicim vysledky metod. Duvodem
nekorelujicich vysledkt, kromé vySe zminénych parametru, muze byt napiiklad rozdilna

stechiometrie mezi antioxidaénimi slou¢eninami v extraktech a pouzitymi radikaly [103, 106].

Pouziti dvoufaktorové analyzy ANOVA bylo umoznéno v softwarovém programu
STATISTICA, kde byly porovnavany dva parametry (¢as a zpusob stabilizace nebo obsah
xylitolu). Z vyslednych grafii bylo patrné, Zze vliv pasterace na vétSinu metod nema statisticky
vyznamny vliv. Vyjimkou byla metoda zachytavajici peroxid vodiku, kde uvzorkt 2x
pasterovanych byla hodnota zachytu statisticky vyssi nez u vzorkd, které byly pasterovany 1x.
Védecka publikace [109] tvrdi, Ze pasteracni proces pii 80 °C po dobu delsi nez 15 minut
zvySuje obsah fenolickych latek. V nasem piipadé by to znamenalo oéekavani zvySenych
hodnot celkového obsahu fenolickych latek pro vzorky 1x pasterované, avSak rozdil mezi
pasteracemi nebyl statisticky vyznamny. Jina studie dosla k vysledkim, Ze oSetfeni pii mirnych
teplotach (50-70 °C) zachovavaji antioxida¢ni kapacitu a zvysuji celkovy obsah fenolickych
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latek. Vzorky nutri¢ni smési, které jsme testovali, byly vSak podrobeny pasteraci pii 80°C po
dobu 20 minut, tudiz se nejedna o oSetfeni pii mirnych teplotach. Nelze tedy u nasich vzorka

prepokladat vyssi hodnoty fenolickych latek a zachovani antioxidaéni aktivity [110].

Dalsimi parametry, které byly porovnavany, dvoufaktorovu analyzou rozptylu, byl ¢as a obsah
xylitolu. Z grafického znazornéni extraktii vzorkt s ptidavkem a bez ptidavku Xxylitolu bylo
objasnéno, Ze ptridavek cukerného alkoholu statisticky vyznamné snizoval vysledné hodnoty
u vSech proméfenych metod stanovujicich antioxida¢ni aktivitu. Téhoz vysledku bylo dosazeno
I v dalsich védeckych publikacich. Zjisténa nizsi antioxidacni kapacita u extraktt vzorkt
s pridavkem xylitolu mize byt zpisobena niz$im obsahem redukujicich slozek. Xylitol, jakozto
cukerny alkohol, neni zatfazovan mezi redukujici cukry, diky ¢emuz nepodléha Maillardové

reakci. Tato vlastnost xylitolu je podloZen i védeckou publikaci [66, 109].

V metodice je kromé vySe zminénych metod popsana i chelatacni metoda, a to z davodu,
Ze byla vyzkousena, avSak extrakty vzorkl mély vétSinou vyssi hodnoty absorbance oproti
slepému vzorku. Pfedpoklad byl takovy, Ze se absorbance bude snizovat, protoze ¢im je nizsi
absorbance, tim je vyssi schopnost chelatace Zzeleznatych iontt. Vzhledem k nepotvrzeni této
hypotézy byla nasledn¢ ovéfena i schopnost chelatace 2mM EDTA pro ovéfeni spravné
ptipravy roztokd. Absorbance EDTA vykazovala praimérnou hodnotu 0,02, ¢imz byla dok&zana
spravnost ptipravy roztokd, jelikoZ se jedné o ¢inidlo s vysokou chelata¢ni schopnosti. Ditvod,

pro¢ byla u vzorki vyssi absorbance nez u slepého vzorku, nebyl prozatim objasnén.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanovit antioxidacni vlastnosti u nutri¢énich smeési, podrobenych
skladovacimu pokusu, riiznymi spektrofotometrickymi metodami. Nutri¢ni smési pfedstavuji

formu nahrady pestré stravy, ktera muze piedstavovat rychly zdroj vyvazeného pfijmu energie.

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity bylo vyuzito tfech riznych metod a na zéklad¢ statistického
porovnani byly vyhodnoceny. Vysledkem bylo zjisténi, Ze u metody ABTS a DPPH bylo
dosazeno po 162 dnech skladovani statisticky vyznamné niz$ich hodnot antioxidaéni aktivity
nez u metody FRAP, kde byly zjistény vyssi hodnoty této aktivity. Metoda TPC prokazovala
statisticky vyznamny pokles celkového obsahu fenolickych latek na konci sledovaciho obdobi
oproti prvotnimu mnozstvi. Variabilnich vysledkli bylo dosazeno metodou zachytavajici
peroxid vodiku, kde se hodnoty v poslednim bod¢ skladovani statisticky vyznamné snizovaly

nebo zvySovaly vV porovnani s prvnim bodem zaznamu.

Druhym statistickym programem, porovnavajici dva faktory, bylo zjisténo, Ze mezi hodnotami
pro jednotlivé pasterace nebyl u vzorki prokazan statisticky vyznamny rozdil. Dale bylo
zjisténo, ze ptidavek xylitolu zna¢né snizuje antioxidac¢ni vlastnosti. Jeho sladivost vsak muze
nahradit Ulohu sachardzy v potravinaiském pramyslu, a tim snizit kaloricky pfijem

konzumentu.
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Priloha ¢. 1 Model kaseinové micely [15].

Qa0
- G G O Submicelle
\V% o )H, Protruding peptide chain

P QXG' 3
uﬁe 900 *  Calcium phosphate
Oké’a : _ 50 nm
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Priloha ¢&. 2 Technologicky postup vyroby ofechového ,,masla“ [65].

Peanuts
v
Grading
Y

Roasting
v
Blanching

v Addition of
Grinding salt/sugar/stabilizer/femulsifier

v

F 3

De-aeration
v
Cooling
¥
Filling and packing
v

Peanut butter
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Priloha €. 3 Ukéazka vzorkt-sacka s uzavérem (doypack).
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Priloha €. 4 Rozsahla tabulka s charakteristikou vzorka.

Skladovaci pokus UPCE
Oznaceni vzorku 1-A 2-B 3-C 4-A 5-B 6-C 7-A
Varianta Dospéld Dospéla Détska Dospéld Dospéld Détska Dospéld
120g +5 120g 100g 120g +5 120g 100g 120g +5
g xylitolu g xylitolu g xylitolu
Datum a cas 3.10.2017 | 3.10.2017 | 3.10.2017 | 2.10.2017 | 2.10.2017 | 2.10.2017 | 3.10.2017
pfipravy 8:40 9:17 10:10 8:14 9:50 9:08 13:25
naplnéno | naplnéno | naplnéno | naplnéno | naplnéno | naplnéno | naplnéno
pH 4,17 4,12 4,16 4,15 4,1 4,15 4,18
Zpusob stabilizace 1x 1x 1x 2x 2x 2% Sorban
pasterace | pasterace | pasterace | pasterace | pasterace | pasterace | 1.000 mg
+ 1x
pasterace
Cas pasterace 20min.d | 20min.4 | 20 min. a 2x (20 2x (20 2x (20 20 min. &
80 80 80 min. 3480 | min.a80 | min. 480 80
stupnl stupnid stupnd stupnd) stupnd) stupnd) stupnd
Pasteracni teplota | 47/21,8 | 47/21,8 | 47/21,8 17/15,1 17/15,1 17/15,1 47/ 21,8
22/21,5 22/21,5 22/21,5
DosaZeni 80 °C 24 min. 24 min. 24 min. 36 min. 36 min. 36 min. 24 min.
lazné 34 min. 34 min. 34 min.
DosaZeni 70 °C Po 24 Po 24 Po 24 36+3 36+3 36+3 Po 24
uvnitf min. jiz min. jiz min. jiz min. min. 34+ | min. 34 + min. jiz
75 75 75 34+3 3 min. 3 min. 75
stupna stupnu stupnu min. stupnu
Cas-teplota nad 20 min+ | 20 min. + | 20 min. + 17 min. 17 min. 17 min. 20 min. +
70 °C uvnitf¥ 17 min. 17 min. 17 min.
Nejvyssi dosazena 80,7 80,7 80,7 80,9 80,9 80,9 80,7
teplota béhem 80,6 80,6, 80,6,
pasterace
Cas-teplota nad 11 min. 11 min. 11 min. 10 min. 10 min. 10 min. 11 min.
70 °C uvnitf mimo 11 min.? | 11 min.? | 11 min.?
lazen (ochlazeni)
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Priloha €. 5 Optimalizace ¢asu pro celkovy obsah fenolickych latek

Optimalizace ¢asu pro stanoveni celkového poctu fenolickych latek

Pocet méreni Cas inkubace
15 20 30 45 60
1 0,161 0,161 0,208 0,205 0,214
2 0,155 0,155 0,196 0,197 0,206
3 0,113 0,109 0,151 0,154 0,157
4 0,121 0,119 0,161 0,155 0,155
Priloha €. 6 Optimalizace ¢asu pro metodu ABTS
Optimalizace ¢asu pro stanoveni metodou ABTS
Pocet Cas inkubace
méieni
15 20 30 40 50
1 0,215 0,203 0,193 0,184 0,179
2 0,198 0,189 0,185 0,168 0,162
3 0,208 0,195 0,190 0,185 0,181
4 0,210 0,199 0,192 0,187 0,182
Priloha €. 7 Optimalizace ¢asu pro metodu DPPH
Optimalizace ¢asu pro stanoveni metodou DPPH
Pocet Cas inkubace
méreni
10 15 20 25 30
1 0,448 0,394 0,389 0,387 0,386
2 0,481 0,406 0,399 0,396 0,394
3 0,473 0,412 0,406 0,404 0,400
4 0,453 0,399 0,394 0,390 0,387
Piiloha €. 8 Optimalizace ¢asu pro metodu FRAP
Optimalizace ¢asu pro stanoveni metodou FRAP
Pocet Cas inkubace
méreni
10 20 30 40 50 60
1 0,381 0,437 0,454 0,471 0,505 0,510
2 0,380 0,437 0,455 0,476 0,528 0,530
3 0,379 0,435 0,450 0,471 0,520 0,524
4 0,382 0,439 0,458 0,480 0,524 0,526
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Priloha €. 9 Kalibracni kiivka kyseliny gallové
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y = 0,0066x + 0,0028
R?=0,9959

80 90

100 110

¢ [ug/ml]

Primérné hodnoty (N=4)

Priloha €. 10 Kalibra¢ni ktivka latky Trolox pro metodu ABTS
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Priloha €. 11 Kalibrac¢ni kiivka latky Trolox pro metodu DPPH
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Piiloha €. 12 Kalibra¢ni kiivka latky Trolox pro metodu FRAP
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