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ABSTRAKT

Tato prace popisuje piipravu stabilnich emulzi tvofenych olejem z hroznovych jader
v disperznim prostiedi mléka za piitomnosti riznych emulgatori. K charakterizaci ptipra-
venych emulzi byla pouzita fotonova korelacni spektroskopie (PCS), pficemz sledované
parametry predstavovala velikost a distribuce Castic. V dalSi ¢asti prace byly pfipravené
emulze hroznového oleje a také netedény olej testovany vici vybranym potravinaisky vy-
znamnym bakteriim. Bylo zjisténo, Zze nefedény olej z hroznovych jader stejné jako jeho
emulze stabilizované lecitinem a Tweenem 80 nemély antimikrobni u¢inek na sledované
mikroorganizmy. Inhibi¢ni G¢inky na gramnegativni i grampozitivni bakterie byly zazna-
menany pouze u emulzi obsahujicich jako emulgator monokaprylin. Vysledky této prace

proto naznacuji, ze olej z hroznovych jader neni vhodny pro konzervaci potravin.

Klicova slova: olej z hroznovych jader, polyfenoly, emulze, fotonova korela¢ni spektros-

kopie, antimikrobni u¢inky

ABSTRACT

This study describes the formulation of stable emulsions containing grape seed oil disper-
sed in the milk with several emulsifiers (Tween 80, MAG C8:0, lecithin). Photon correlati-
on spectroscopy (PCS) was used to evaluate the emulsions. Parameters investigated included
mean droplet size and droplet size distribution. In the next part of this thesis, model
emulsions and concentrated grape seed oil were screened against selected food grade bacte-
ria. Results showed that both concentrated grape seed oil and Tween 80 and lecithin-
stabilised grape seed oil emulsions had no antimicrobial activity on selected microorga-
nisms. Only monocaprylin-based emulsions have inhibitory activity againts gram-positive
and gram-negative bacteria. The result of this study suggests that selected grape seed oil

couldn’t be suitable for the preservation of food.

Keywords: grape seed oil, polyphenols, emulsions, photon correlations spectroscopy, anti-

microbial activity
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UvoD

Poptavka spottebitelii po Cerstvych a ptirodnich produktech zvysila zajem potravinaiského
primyslu o alternativni zptisoby uchovavani potravin, které jsou schopny omezit mnozstvi
pouzitych tradi¢nich aditivnich latek. Pozornost potravinarského vyzkumu se proto sou-
stted’'uje na screening ptirodnich antimikrobnich sloucenin, jeZ by mohly napoméhat k

udrznosti potravin a zaroven zlepSovat jejich nutri¢ni pfipadné senzorickou hodnotu.

Rostliny, byliny, kofeni, ovoce i zelena jsou zdrojem velkého mnoZstvi latek, jeZ inhibuji
riuzné metabolické aktivity bakterii, kvasinek i plisni. U celé fady z nich ovSem neni jejich
moZné vyuziti ke konzervaci potravin dostate¢né ovétreno. K takovym nadéjnym rostlindm
se fadi také réva vinna. Olej ziskavany ze semen hroznu se vyznacuje vysokou dietetickou
hodnotou a pussobi téz jako antioxidant. Antioxidacni GCinky vyplyvaji z obsahu fenolic-
kych sloucenin — fenolovych kyselin, stilbent a flavonoidt. Tyto skupiny latek maji podle
mnohych studii rovnéz antimikrobni u¢inky. Diky svym uvedenym vlastnostem se tedy olej

z hroznovych jader jevi jako slibny prirodni konzervant potravinaiskych produktu.

Tato prace si klade za cil ovéfit inhibi¢ni u¢inky oleje z hroznovych jader na deseti potra-
vinaisky vyznamnych kmenech bakterii. Dalsim zamérem je vytvofit stabilni emulze hroz-
noveho oleje s mlékem a u téch nasledné testovat potencial hroznoveho oleje ve zvySovani

udrznosti mléka.
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1 SEKUNDARNI METABOLITY ROSTLIN

Metabolizmus rostlin miizeme délit na primarni a sekundarni. Primarni metabolizmus za-
hrnuje tvorbu a premény zdkladnich sloucenin bunky a jeho cesty jsou ve vSech orga-
nizmech velmi podobné. Tyka se sacharida, lipidi, nukleovych kyselin a proteint. Sekun-
darni metabolizmus zahrnuje tvorbu a pfemény substanci, které se oznacuji jako sekundar-
ni (druhotné) latky nebo jako sekundarni metabolity. Mohou byt volné¢ definovany jako
produkty metabolizmu, které nemaji vyraznou funkci v latkové pieméné producenta, ackoli
mu mohou poskytovat selektivni vyhodu. Vhodnost terminu ,,sekundarni metabolit” je sta-
le ptedmétem diskuze, nebot’ u mnoha téchto latek byla prokazana jejich dilezitd funkce
v metabolizmu, hlavné jako signalnich molekul. Je v§ak obecné pouzivan, protoze se dosud

nenaslo oznaceni presnéjsi [1, s. 109]; [2, s. 140].

1.1 Vyznam

Obecné plati, Ze sekundarni metabolity vykonavaji v rostlinnych pletivech fadu rozliénych
biologickych funkci. Mnohé jsou pro rostlinu zivotné nezbytné — fytohormony, purinové a
pyrimidinové bdze nukleovych kyselin, porfyriny, koenzymy, lignin aj. [3, s. 62]. Jiné na-
byly ekologického vyznamu a funguji jako atraktanty (barevné a pachové latky), odpuzujici
latky a toxické obranné nebo uto¢né latky (n€které alkaloidy, fytoncidy) [1, s. 109]. Sou-
¢asné nekteré z nich piedstavuji skutecné odpadni produkty, jez jsou z cytoplazmy premis-
tovany v pomérné vysokych koncentracich do vakuol a bunéénych stén nebo se hromadi ve
specialnich bunkéach a pletivech (silice a kaucuk) [2, s. 140]; [3, s. 62]; [4, s. 1]. Na druhé
strané u celé fady z nich neni dosud zndma jejich funkce [3, s. 62]. Prakticky kaZzdy druh
vyssich rostlin méa vlastni specificky typ sekundarniho metabolizmu, zatimco svym zaklad-
nim metabolizmem se jeden druh od druhého pfili§ neliSi. Pfitomnost ur¢itych sekundar-
nich latek v rostliné miize byt vyuzita jako taxonomicky znak [2, s. 140]. Rada sekundar-
nich metabolitd nachazi praktické uplatnéni v potravinarském, farmaceutickém a kosme-

tickém pramyslu, ve vyrob¢ natérovych hmot a v zemédélstvi [1, s. 111].

1.2 Sekundarni metabolity s antimikrobnimi a¢inky

Rostliny syntetizuji a akumuluji jako reakci na vnéjsi podnét ve svych pletivech slouceniny

s antimikrobnimi u¢inky. Vnéj§im podnétem muze byt napadeni viry a fytopatogennimi
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organizmy (bakteriemi, plisnémi), ale také stresové faktory (ultrafialové zafeni, chlad, ionty
tézkych kovu, osetfeni fungicidy, herbicidy aj.)[5, s. 355]. Tyto nizkomolekularni antimi-
krobni latky lze zafadit do dvou tiid — fytoalexiny a fytoanticipiny. Z&kladni rozdil mezi
nimi spo¢iva v mechanizmu jejich vzniku. Fytoanticipiny jsou stalou soucasti rostlinnych
pletiv a tvofi prvni chemickou obrannou linii rostliny vii¢i napadeni. Jsou syntetizovany
zdravou rostlinou z jiz vytvofenych prekurzort a slouzi pouze jako pasivni obrana proti
ptipadnym Skodlivym ¢initelim. Typickym piikladem takovych prekurzort jsou glukosino-
laty, které jsou pii poruseni rostlinného pletiva enzymové hydrolyzovany za vzniku antimi-
krobné puisobicich izothiokyanati. Naproti tomu fytoalexiny zvané také jako fytoncidy,
rostlinna antibiotika nebo i rostlinné pesticidy vznikaji de novo v dusledku vnéjsiho podné-
tu a pfedstavuji tak aktivni obranny mechanizmus. Fytoalexiny jsou toxické vici patogen-
Jedné se o chemicky nejednotnou skupinu. Pfikladem mohou byt jednoduché fenylpropa-
noidy, alkaloidy, terpeny, flavonoidy, izoflavonoidy, slou¢eniny siry i polyketidy. Stejna
latka mtze rostlin¢ slouzit zaroven jako fytoanticipin i jako fytoalexin. Ob¢& skupiny se

Casto oznacuji souhrnné fytoalexiny [5, s. 355]; [6, s. 20]; [7, s. 353]; [8, s. 192].

Antimikrobni latky nachazejici se v rostlinach jsou chemicky znaéné heterogenni. Jako
hlavni zastupce lze uvést jednoduché fenoly, fenolické kyseliny, chinony, flavonoidy, tani-
ny, kumariny, derivaty acetylenu, terpenoidni latky, polyaminy, izothiokyanaty, sulfidy,
lektiny a polyketidy, thiosulfinaty, stilbeny, heterocyklické dusikaté slouc¢eniny a mnohé
dalsi [5, s. 355]; [8, s. 192]. Schopnost syntetizovat a akumulovat tyto latky je doloZzena u
vice nez 200 druhti rostlin nalezejicich zhruba do 40 rodi a 20 ¢eledi. Mezi Celedi rostlin a
strukturou fytoalexinil existuje souvislost. Bobovité rostliny produkuji pfedevsim izoflavo-
noidy, z dalSich fenolickych slouéenin jsou pak aktivni n¢které stilbeny. Pro ¢eled’ lilkovi-
tych jsou typické terpenové slouceniny, pro ¢eled’ brukvovitych se jedna o derivaty indolu a
pro Celed’ mitikovitych polyacetyleny. Mnohé z nich jsou tékavé latky s chutové nebo pa-
chové vyraznymi vlastnostmi. Casto byvaji podstatnymi slozkami n&kterych kofeni a aro-

matické zeleniny. Byvaji uplatiovany pii konzervaci potravin [5, s. 355]; [9, s. 78].

Mechanizmus u¢inku antimikrobnich metabolitti rostlin zahrnuje inhibici riznych mikrobi-
alnich enzymi, membranovych pump spojenych s mnohocetnou Iékovou rezistenci, bio-
syntézy mikrobidlnich nukleovych kyselin. Dale byva naruSena integrita bunééné stény a

bunééné membrany [10, s. 276].
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1.3 Klasifikace

Pokracuji snahy o systematickeé uspofadani doposud ziskanych tudaji o chemické struktuie
a vyskytu sekundarnich latek v piirodé. Ackoli zatim bylo analyzovano pouze 20-30 %
vysSich rostlin, podafilo se z nich izolovat jiz nékolik desitek tisic téchto latek. Jejich che-
micka struktura byla identifikovdna pomoci modernich analytickych metod — hmotnostni

spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance nebo rentgenové difrakce [4, s. 2].

Ke Kklasifikaci sekundarnich metaboliti rostlin 1ze pouzit hledisko strukturni (alkaloidy,
terpeny, heteroglykosidy aj.), hledisko jejich biogeneze (odvozené od aminokyselin, sacha-
ridi, rdznych organickych kyselin aj.) nebo hledisko funkéni (barviva, fytohormony, fyto-
alexiny aj.). Vzhledem k ¢asto komplexni struktufe, zahrnujici rizné strukturni prvky,
moznosti vzniku z riznych prekurzort a nejasnosti funkce mnoha sekundarnich metaboli-

ta, se pii piehledu téchto latek pouZivaji spisSe hlediska kombinovana [5, s. 67].

1.3.1 Kilasifikace dle biologickych funkci

Obecné plati, ze sekundarni metabolity vykonavaji v rostlinnych pletivech fadu rozli¢nych
biologickych funkci. V souvislosti s pfedmétem praktické ¢asti predkladané prace je tieba
vyzdvihnout zejména obrannou roli sekundarnich metabolitt pii ochrané rostlin vuéi pfi-
padnym vngj$im Cinitelim. Vnéj$im podnétem miiZze byt nejen napadeni viry a fytopato-
gennimi organizmy (bakteriemi, plisnémi), ale také rizné stresové faktory (UV zéfeni, ne-
ptiznivé klimatické podminky, ionty tézkych kovi, nedostatek vody, oSetfeni herbicidy,

fungicidy aj.) [11, s. 581]; [12, s. 355].

Podle biologickych funkci 1ze sekundarni metabolity rozdélit na tyto hlavni skupiny:

intracelularni a extracelularni pienasece informaci (fytohormony),

e cfektory jinych organizmu (barviva, viing, atraktanty, fytoalexiny, toxiny, insektici-
dy),

e faktory umoziujici vyuzivani specifickych ekologickych situaci (chelatacni €inidla,
rostlinna antibiotika, inhibitory antibioticke aktivity),

e skladovaci formy odpadnich produktli primarniho metabolizmu (silice, balzamy,

pryskyfice, fytosteroly, saponiny, alkaloidy, hoi¢iny, glykosidy) [1, s. 109]; [3, s.

63].
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1.3.2 Klasifikace dle biosyntézy

Dlouho se piedpokladalo, Ze syntéza sekundarnich metaboliti je specifickym rysem latko-
vé premény rostlin. Nicméné dilezité skupiny téchto latek byly prokazany i v kulturéch
mikroorganizmui a u zvifat. S nejSirsi Skalou se ovsem lze setkat v rostlinné fisi. Nejvétsi
roz$ifeni a pestrost sekundarnich metaboliti u rostlin je disledkem bohaté vnitini sekrece,
charakteristické pravé pro rostliny. Sekundarni metabolity v rostlinach vétSinou zistavaji a
skladuji se v jejich buné¢nych kompartmentech (napt. vakuolach), bunéénych sténach nebo
ve specialnich bunkach k tomu ur¢enych (napi. lipofilni tékavé oleje a pryskytice) [1, s.
110].

Navzdory enormni rozmanitosti sekundarnich metabolitt je pocet jim odpovidajicich bio-
syntetickych drah omezeny a jasny, nebot’ sekundarni metabolizmus plynule navazuje na
metabolizmus primérni, kdy tvorba sekundarnich metabolitli probiha biosyntézou, premé-
nami a odbourdvanim z meziproduktt primarniho metabolizmu. Diilezity stavebni materiél
tvoii kodované aminokyseliny nebo jejich prekurzory (napi. kyselina Sikimova), acetyl- a
sukcinyl-CoA a koenzymem A aktivované dalsi karboxylové kyseliny, izopentenyldifosfat
a sacharidy (viz Tabulka 1) [1, s. 110-111]; [4, s. 1].

Tabulka 1 — Skupiny sekundarnich metaboliti podle zptisobu jejich biosyntézy [1, s. 110].

Prekurzor Metabolickd draha | Sekundarni metabolity

(priméarni metabolit)

aminokyseliny }

fenylpropanoidy

aminokyselinova

nekddované aminokyseliny, aminy, betalainy, kyano-
genni glykosidy, alkaloidy, diketopiperaziny

skoficova kys., kumariny, lignin, lignany, fenoly,
fenolkarboxylové kys., slozky tékavych oleji

Sikimat Sikimatova naftochinony, flavonoidy, fenoxaziny, chinoliny,
fenaziny, akridiny

izopentenyldifosfat mevalonova fytosteroly, terpeny

organické kyseliny

acetéat derivaty mastnych kyselin, polyketidy (antracenové

acetatova derivaty, fenylkarboxylové kyseliny, piperidinové

derivaty)

propionat methylkarboxylové kyseliny

cukry neobvyklé sacharidy a heteroglykosidy, redukéni

produkty (cukerné alkoholy, cyklitoly), oxida¢ni pro-
dukty (uronové, aldonové a cukerné dikarboxylové
kyseliny)
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DalSi charakteristicky rys biosyntézy piedstavuje jeji kompartmentace v rostlinné butice do
ruznych reakénich prostorti. VéEtsSina biosyntetickych cest prochazi (alespoinl parcialne) cy-
toplazmou. Nékteré alkaloidy (kofein, koniin), furanokumariny a nékteré terpeny (mono-
terpeny, diterpeny, karotenoidy) jsou syntetizovany v chloroplastech. Biogeneze vybranych
alkaloidi muZe probihat i ve vezikulech (protoberberiny) a mitochondriich (koniin). Se-
skviterpeny, fytosteroly a dolicholy se vytvaieji v endoplazmatickém retikulu nebo cytozo-
lu. V endoplazmatickém retikulu také dochazi k hydroxylaci lipofilnich sloucenin. Jednot-
livé kroky biosyntézy mohou probihat v kompartmentech, ptipadné se mize jednat o rizné

rostlinné organy, pletiva nebo organely [4, s. 7-8].

1.3.3 Kilasifikace dle chemické struktury

Hlavnimi skupinami rostlinnych sekundarnich latek jsou na zéklad¢ chemické struktury
fenolické latky, terpeny a alkaloidy [2, s. 140]. Podrobné rozebrany budou v tomto textu
predevsim fenolické latky kvili jejich ptimé souvislosti s praktickou ¢asti diplomové pra-

Ce.
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2 FENOLICKE LATKY

Fenolicke latky jsou Siroce distribuovany napii¢ celou rostlinnou isi a pfedstavuji na anti-
oxidanty bohatou slozku lidské stravy [13, s. 3]. Dosud jich bylo identifikovano
Vv rostlinnych zdrojich pies 8000, pfi¢emz jejich obsah muze dosahovat az nékolika gramt
na kilogram [10, s. 478]. V ptirod¢ zastavaji dulezité fyziologické funkce jako prenasece
elektrond, impregna¢ni material bunécnych stén a strukturalni material dodavajici rostli-
nam stabilitu, ochrana pted UV-zafenim, lakadla opylovacu, signalni latky a fytoalexiny [2,

s. 141].

V potravinach jsou rostlinné fenoly a polyfenoly objektem pokracujicitho vyzkumu nejen
potravinatrskych chemiki, ktefi stanovuji jejich vyskyt a strukturni charakteristiky, ale také
pracovniklt v biomedicinském vyzkumu. V poslednich letech byly zpiesnény znalosti 0
chemické struktuie fenolickych sloucenin a také o koncentraci v potravinach. Potvrdily se i
jiné nez antioxida¢ni G¢inky. Epidemiologické data pfedevs§im upozoriiuji na korelaci mezi
mnozstvim polyfenolll v potravé a snizenim rizika kardiovaskularnich onemocnéni. Nékte-
ré z nich, zejména ty blokujici iniciacni a progresni faze karcinogeneze, jsou vyuzivany ve
studiu rakoviny a slibuji vyuZiti nejen v prevenci, ale i v terapii tohoto onemocnéni. V bio-
logickych testech s tkanovymi kulturami, v pokusech na zvifatech a s lidskymi dobrovolni-
Ky i v Klinickych studiich se opakované prokazuje, Ze tyto latky nemaji pouze aditivni, ale
Casto synergistické ucinky. Projevuji se bézn¢ antioxidac¢ni aktivitou, kterd prevysuje cel-
kovou antioxidaéni kapacitu vitaminu C a E a karotenoidd vyskytujicich se v téze potravi-
n¢. Predpoklada se, ze na protektivnim ucinku se podili schopnost rostlinnych polyfenolil
inaktivovat reaktivni kyslikové radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci iontt prechod-
nych kovi, predevsim kationt Zeleza, které jsou schopny generovat vysoce reaktivni hyd-
roxylové radikaly. Polyfenoly chrani lipoproteiny o nizké hustoté pred oxida¢ni modifikaci,
ktera je povazovana za jeden z kliovych déju pii rozvoji aterosklerdzy. Mohou také pliso-
bit proti vzniku krevnich srazenin a timto zptisobem snizovat riziko infarktu myokardu

nebo mozkové mrtvice [14, s. 226-227]; [16, s. 239].

Nové separacni a identifikacni metody uplatiiované pfi analyze potravin umoznuji ziskéavat
kvalifikovanéjsi tidaje o obsahu fenolickych latek. Ukazuje se, ze starsi data byla casto
nadsazend, zaroven se potvrzuje, Ze charakteristiky biologické aktivity i pfi opravenych

koncentra¢nich hodnotach zistavaji v platnosti. Bé&Zné manipulace s potravinami rostlinne-
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ho ptivodu, jako je chlazeni a zmrazovani, pasterace a kuchynské upravy pravdépodobné
obsah biologicky aktivnich forem téchto latek podstatné neovliviiuji. Rostlinné fenolické
latky napomahaji ke zvySeni biologické hodnoty potravin, ve kterych se vyskytuji, a jsou
nositeli jejich kvality vyjadfované pojmem funk¢ni potraviny. Predpoklada se, Ze nékteré
potraviny jimi budou v pfistich letech obohacovany. Pfijem téchto sloucenin v potravé a
zejména spotieba potravin, jez jsou jejich zdrojem, tj. ovoce, zeleniny, cerealii, luSténin a
brambor, by se podle odbornikli mél v nasi spole¢nosti vyznamné zvysit [14, s. 226-228].
Kromé potravinaistvi byvaji pouzivany jako aditiva v kosmetickem a farmaceutickém

pramyslu [17, s. 155].

Rostlinné fenolické latky predstavuji chemicky zna¢né rtznorodou skupinu slou¢enin, v
disledku ¢eho jsou pestré i jejich vlastnosti a biologické ucinky [18, s. 69]. Obecné jsou
charakterizovany jako aromatické sekundarni metabolity, které obsahuji jeden nebo vice
hydroxyli vazanych pifimo na aromatickou (fenylovou) ¢ast molekuly. Fenolické skupiny
vnaseji do téchto latek slabé kysely charakter, ktery je dosud vyuzivan pro jejich detekci,
izolaci 1 chemickou transformaci. Jsou také zdrojem jejich chemické reaktivity a Casto i
biologickych aktivit [18, s. 69]; [19, s. 623]. Pokud se na jednom nebo vice aromatickych
jadrech nachazi vice nez jedna fenolickd funkéni skupina, oznacuji se jako polyfenoly.
Tento pojem byva zaménovan s terminem polymernich fenolickych latek, ktery se stale
Castéji objevuje v odborné biologické i chemické literatuie [19, s. 623-624]. Fenolické I4t-

vvvvv

ve formé esterti nebo glykosida nez jako volné slouceniny [20, s. 2].

Je tieba poznamenat, ze termin ,,polyfenol” je pfedmétem probihajicich diskuzi. Podle
mnohych odbornikl je tento vyraz vagni a nékdy matouci, protoze pouze z chemického
hlediska naznacuje, ze v molekule slou¢enin je vyssi pocet (2—20) fenolickych hydroxyli,
nehovoii vSak zarovei o povaze zékladniho skeletu. Proto by mél byt tento pojem
pouzivan k oznaceni Siroké skupiny latek, které se vyskytuji v uréité rostlinné suroviné
(flavonoidy, taniny, fenolkarboxylové kyseliny, nékteré lignany) [21, s. 113]. Vznik a
formovani terminu ,,polyfenol* Ize datovat do 50. let 20. stoleti, kdy T. Withe definoval
taniny (tfisloviny) jako ,,polyfenolické latky s molekulovou hmotnosti od 500 do 3000 Da
a dostatecnym poctem fenolickych skupin schopnych vytvaret pficné mistky

v kolagenovych vl&knech (tiislit bilkoviny)“. Nasledn¢ v roce 1962 E. C. Bate-Smithe a T.
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Swain navrhli termin ,,polyfenol®, pficemz k vykladu tohoto pojmu pozménili pfedchozi
definici na ,,ve vod¢ rozpustné fenolické slouceniny s molekulovou hmotnosti od 500 do
3000 Da, které kromé klasickych vlastnosti charakteristickych pro fenoly, maji schopnost
vytvaiet nerozpustné komplexy s alkaloidy, Zelatinou a dalSimi proteiny* [22, s. 7-8].
Kromé této obecné vlastnosti vykazuji i fadu dalSich biologickych aktivit, které Casto
souvisi s jejich antioxida¢ni aktivitou [21, s. 113-114]. Posledn¢ jmenovana definice byla
posléze rozSitena E. Haslamem, ktery navrhoval nésledujici znéni: ,,Ve vod¢ rozpustné
rostlinné fenolické slouceniny s molekulovou hmotnosti od 500 do 3000-4000 Da a
obsahujici 12 az 16 fenolickych hydroxylovych skupin na pét az sedm aromatickych kruht
s molekulovou hmotnosti 1000 Da. Navic, kromé klasickych vlastnosti charakteristickych
pro fenoly, maji schopnost vytvafet nerozpustné komplexy s alkaloidy, Zelatinou a dalSimi
proteiny* [22, s. 8]. Tato definice navrhovand Haslamem, znama také jako White-Bate-
Smith-Swain-Haslamova, zcela opomiji mnozstvi literatury, kterd se o slouceninach
s jednim aromatickym kruhem a jednou hydroxylovou skupinou zminuje také jako o
polyfenolech. Nejnovejsi formulace poskytnuta Quideauovou et al. se proto jevi jako vice
vhodna: ,, Termin polyfenoly by mél byt pouzivan k popisu rostlinnych sekundarnich
metaboliti pochazejicich vyluéné =z Sikimatové cesty fenylpropanovych latek a/nebo
polyketidove drahy, obsahujicich vice nez jeden fenolovy kruh a jejichZz zékladni skelet je

prosty jakékoliv dusikaté funkéni skupiny* [23, s. 197-198].

Fenolické latky predstavuji velmi rozsahlou a rtiznorodou skupinu chemickych slouéenin
[20, s. 2]. Jejich struktura se pohybuje od jednoduchych aromatickych slou¢enin o malé
molekulové hmotnosti az k vysokomolekularnim komplexim jako jsou polyfenoly. Tyto
slouCeniny jsou syntetizovany predev§im z uhlovodikt skrze Sikimatovou nebo acetatovou
metabolickou cestu [17, s. 155]. Nejbézné&jsi typy rostlinnych fenolickych latek lze pie-
hledné klasifikovat napt. podle poc¢tu uhlikti a jejich vzajemnych vazeb (viz Tabulka 2).
Vsechny typy uvedené v této tabulce mohou tvofit polyfenoly nebo jejich methoxy-, methy-
lendioxy-, acyloxy- a mnoho dalSich derivata [19, s. 623]. DalSi moznou kategorizaci dle
chemické struktury piedstavuje ¢lenéni na flavonoidy a neflavonoidy, které bude pouZito i

v tomto textu [24, s. 54].
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Tabulka 2 — Nejbézngjsi typy fenolickych latek v rostlinich sefazené podle poctu uhlikt
[19, s. 623]; [25, s. 100].

SloZeni Pocet Typy fenolickych latek Piiklady

uhliki
Ce 6 jednoduché fenoly, benzochinony katechol, hydrochinon
Ce-Cy 7 fenolické kyseliny kyselina salicylova
Ce-C, 8 acetofenony, benzofurany izobenzofuranon
Ce-Cs 9 fenylpropanoidy, benzopyrany chromen, kumariny
Ce-Cy4 10 naftochinony juglon, plumbagin
Ce-Cs 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, 11
(Ce)2 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly difenyleter, PCB
Ce-C1-Cs 13 dibenzopyrany, benzofenony, xantony difenylmetan, fluoren
Cs-C,-Cq 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveratrol, emodin
Ce-C3-Cs 15 flavonoidy, izoflavony, chalkony, aurony kvercetin, genistein
Ce-C4-Cs 16 norlignany (difenylbutadieny) hinokirezinol
Ce-Cs-Cs 17 norlignany (conioidy) sugirezinol
(Ce-Cs), 18 lignany, neolignany podofylotoxin, trachelosid
(Co-C5-Co)2 30 biflavonoidy amentoflavon
(Ce-Cs-Cg)n | N kondenzované taniny (flavolany) gallotaniny, ellagitaniny
(C6-Coa)n n ligniny guajacylové ligniny
(Co)n n katecholmelaniny rostlinné pigmenty

2.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické latky, jejichz zakladni strukturu tvofi flavanovy skelet s
usporadanim Cg-C3-Cs, jak znazorituje Obrdzek 1 [17, s. 156]. Flavanovy skelet se sklada
ze dvou substituovanych kruhti (A a B) a pyranového kruhu C napojeného na kruh A. Béz-
né byvaji vSechny tfi kruhy substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a
jednotlive derivaty se liSi pouze stupném substituce a oxidace [26, s. 19]. Substituce méni
rozpustnost flavonoidi, kdy hydroxylace a glykosylace vede k hydrofilit¢ slouc¢enin, zatim-

co jiné reakce, jako napi. methylace, vedou k vétsi lipofilité [17, s. 156].
Heterocyklus C, obsahujici kyslikovy atom, zodpovida za typické reakce flavonoidi. Fenyl
B muze byt napojen na pyranovy kruh v pozici 2 (b&ézné flavonoidy, mezi néz patii vétSina

flavonoidnich barviv), v pozici 3 (izoflavonoidy) nebo v postaveni 4 (neoflavonoidy). DalSi
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z klasifikace je zaloZena na stupni oxidace pyranového kruhu. Potom se jedna o flavany,

flavanoly, flavony, flavonoly, antokyaniny atd. [9, s. 70].

Flavonoidy tvoii nejrozsahlejsi skupinu ze vSech rostlinnych fenolickych sloucenin.
V rostlinach funguji jako ochranné filtry pted ultrafialovym zafenim, podili se na pigmen-
taci kvétl a odolnosti vii¢i chorobam. [17, s. 156]. Vyskytuji se jako volné latky nebo Cas-
t&ji jako glykosidy. Flavonoidnich latek je v soucasnosti znamo kolem 5000, ale pouze
nekteré maji vyznamné biologické ucinky, jsou dulezité pro svoji chut’ nebo se pouzivaji
jako ptirodni rostlinna barviva. VéEtSina z nich se v potravinach tcastni reakci enzymového
hnédnuti. Jejich schopnost vazat tézké kovy se spolu se schopnosti terminovat radikalové

oxidaéni reakce propujcuje flavonoidiim antioxida¢ni vlastnosti [26, s. 19, s. 29]; [4, s. 2].

3'
2= N4
; [ o]
T ___.D 1 L "\:; _.-| 5
7 = S HHE’ o
A | C 6
6l 3
5 4

Obrazek 1 — Flavanovy skelet [13, s. 173].

2.1.1 Flavony

Flavony obsahuji v pozici 4 flavanového skeletu oxoskupinu (viz Obrazek 2). V rostlinach
se vyskytuji bud’ ve volné formé, nebo vazané jako glykosidy ¢i estery. Flavony mivaji
zluté zbarveni, ale vétsSinou je piekryvaji intenzivnéji vybarvené latky [5, s. 70]. Kruhy A a
B flavanového skeletu mohou byt vyrazné substituovany. Probihaji zde hydroxylace, me-
thylace, alkylace i glykosylace [27, s. 31]. Béznymi slou¢eninami v potravinach jsou flavo-
ny substituované v polohach 5, 7 a 4". Funguji jako pfirodni inhibitory $kodlivych oxidac-
nich zmén v potravindch. Ve vysSich koncentracich se v potravinach vyskytuje predevSim
apigenin, ktery je obsazen v petrzeli, celeru a hefmanku. DalSimi zastupci jsou luteolin,

nobiletin a tangeretin [26, s. 30]; [3, s. 173].
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Obrazek 2 — Flavony [13, s. 173].

2.1.2 Flavonoly

Jedna se pravdépodobné o nejrozsitenéjsi skupinu flavonoidl. Strukturné se velmi podoba-
ji flavonum (viz Obrazek 3) [28, s. 5]. VSechny vyznamné&;jsi flavonoly v potravinach maji
Vv poloze 3, 5, 7 a 4" hydroxyskupinu a vzajemné se 1isi substituci v poloze 3" a 5. Hlavni-
mi zastupci jsou predevsim kvercetin, kemferol a myricetin, které se v rostlinach nachazeji
predevsim ve formé glykosida. Jako volné aglykony se vyskytuji v pomérné malém mnoZz-
stvi [26, s. 31]. Nejvyznamnéjsim zuvedenych flavonoli je kvercetin, jedno
Z nejrozsitengjSich barviv v prirod€. Vykytuje se v dubové kiie, chmelu i cesneku. Je oran-
7zové hnédy a tvori aglykon né€kolika glykosidt, napi. rutinu izolovaného z routy vonné a

ovliviiuyjiciho permeabilitu bunécnych stén [3, s. 173].

J|/~:a

SO

I
OH

O
Obrézek 3 — Flavonoly [13, s. 173].

2.1.3 Flavan-3-oly

Odvozuji se stejné jako ostatni flavonoidy od flavanoveho skeletu, ktery je v tomto piipadé
substituovan hydroxylovymi skupinami v poloze 3 (viz Obrazek 4) [18, s. 71]. Tyto slou-
¢eniny se v rostlinach vyskytuji ve form¢ monomert,, izomert az po oligomery a polymery,

které jsou znamy jako kondenzované taniny [27, s. 31].
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Obrézek 4 - Flavan-3-oly [13, s. 173].

2.1.3.1 Monomery

Monomerni flavan-3-oly jsou bezbarvé latky postradajici vlastnosti tanint. Vznikaji jako
produkty biosyntézy dalSich flavonoidd. Vyskytuji se prakticky ve vSech druzich ovoce a
zeleniny. V rostlinnych materialech jsou dobfe prostudovany flavan-3-oly nazyvane jako
katechiny, jejichZz kruh B je odvozen od kyseliny protokatechove a dale gallokatechiny od-
vozené od kyseliny gallové. Jedna se o chiralni slou¢eniny, takZe se mohou vyskytovat ve
Ctyfech izomerech. Ackoliv biosyntéza téchto latek v rostlinach umoZnuje vznik vSech Ctyf
izomert,, v pifirodé se ale nalézaji pouze (+)-katechiny, (+)-gallokatechiny a (-)-
epikatechiny a (-)-epigallokatechiny. MnozZstvi katechini v ovoci se bézné pohybuje v jed-
notkach az stovkach miligramt na kilogram [29, s. 266-267]; [21, s. 114].

2.1.3.2 Kondenzované taniny

Kondenzaci monomernich flavanolti vznikaji dimerni, vys$$i oligomerni az polymerni kon-
denzované ttisloviny nebo kondenzované taniny nazyvané proantokyanidiny [26, s. 268].
Vyskytuji se ve formé dimeri a trimerd, které snadno podléhaji enzymoveé oxidaci za vzni-
ku polymernich hnédé az Cervené zbarvenych latek. Ptikladem je hnédnuti roziiznutého
jablka nebo mechanicky poskozeného listu [1, s. 74]. Adstringentni vlastnosti a takeé hoi-
kou chut’ vykazuji polymery vzniklé¢ kondenzaci 2 az 10 flavanovych jednotek, jejichz mo-
lekulovad hmotnost se pohybuje zhruba 500 Da. Proantokyanidiny odvozené v kruhu B od
prokatechove kyseliny se nazyvaji prokyanidiny, derivaty kyseliny gallové jsou ozna¢ovany
jako prodelfinidiny [26, s. 266-268]. Proantokyanidiny byly izolovany z mnoha druht rost-
lin a jsou Casto soucasti lidské stravy. Jejich nejrozsahlejsi skupinu tvoti prokyanidiny sku-
piny B. Prokyanidin B-1 se nachazi napt. v grepu, ¢iroku, brusinkach, B-2 v jablcich, ties-
nich, B-3 v jahodach, chmelu a B-4 v malinach a ostruzinach. Znamymi zdroji jsou dale

¢ervené vino, zeleny ¢aj, kakao nebo ¢okolada [21, s. 114].
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2.1.4 Flavanony

Flavanony jsou charakteristické nepiitomnosti A% dvojité vazby a vznikem chiralniho cen-
tra v poloze 2, jak znazorniuje Obrazek 5. Diky dvé struktufe jsou velmi reaktivni [28, s.
12-13]. V potravinach jsou tyto bezbarvé az svétle zluté slouceniny rozsifeny pomérné ma-
lo. Ve vysSich koncentracich se nachazeji pouze v citrusovém ovoci. Nejvyznamné&j$imi

aglykony jsou naringenin a hesperetin [26, s. 29-30].

Obrazek 5 — Flavanony [13, s. 173].

2.1.5 Antokyaniny

Antokyaniny jsou ve vodé rozpustna Cervend, modrofialova az modra barviva kvétl, listd a
plodu vyssich rostlin [5, s. 3]. Jejich barva je zna¢né zavisla na pH prostiedi a pfitomnosti
iont neékterych kovi, zvlasté zelezitych a hlinitych [3, s. 173]. Jsou zapojeny do ochrany
rostlin pfed nadmérnym slune¢nim zafenim a také slouzi jako atraktanty pro opylujici
hmyz [27, s. 33]. Jedna se o nejrozsifenéjsi a pocetné velmi rozsahlou skupinu rostlinnych
barviv. Po chemicke strance jsou antokyaniny glykosidy, jejichz aglykon tedy vlastni ba-
revnou Cast, tvofi antokyanidiny. Z&kladni strukturu — flavyliovy iont — zobrazuje Obrazek
6. Cukernou slozkou byva glukoza, galaktoza, rhamnoza nebo arabindza popf. rizné oli-
gosacharidy [9 s. 3]. Nejrozsifenéjsimi jsou antokyanidiny kyanidin (barvivo chrpy), pelar-
gonidin (pelargonie), delfinidin (strac¢ka), petunidin (petunie), malvidin (sléz) a peonidin
(pivonka), které se v rostlinnych materialech nachazeji ve form¢ glykosidu. Volné aglyko-

ny se vyskytuji v rostlinnych pletivech ziidka a pouze ve stopovych mnozstvich [26, s. 21].
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Obrazek 6 — Flavyliovy kation [27, s. 30].

2.1.6 lzoflavonoidy

Tyto Zluté pigmenty obsahuji kruh B spojeny s pyranovym kruhem C v poloze 3 (viz Obra-
zek 7) [28, s. 19]. Vrostlinich byly ve vySSich koncentracich prokézany pouze
V lusténinach, zejména semenech séji. V. menSim mnoZzstvi se vyskytuji v n¢kterych dalsich
rostlinnych ¢eledich jako napt. laskavcovitych, morusovnikovitych, kosatcovitych a rizovi-
tych. Hlavnimi piedstaviteli téchto latek jsou izoflavony a od nich oxidaci a cyklizaci bé-
hem biogeneze odvozené izoflavanony a pterokarpany. Izoflavony a nékteré jejich derivaty
se fadi mezi toxické latky z diivodu své estrogenni aktivity. Kromé toho nékteré vykazuji
antimikrobni u¢inky. V séjovych bobech se nachazi aglykon daidzein, ktery je nejaktivnéj-
Sim estrogennim izoflavonem, a také genistein, formononetin, glycitein a biochanin A.

Izoflavony se vyskytuji predevsim jako glukosidy [26, s. 109].
O
I

Obrézek 7 — 1zoflavony [30, s. 23].

2.2 Neflavonoidy
Hlavni skupiny neflavonoidnich latek v rostlinach jsou jednoduché fenoly, fenolické kyse-
liny a stilbeny [17, s. 160].

2.2.1 Jednoduché fenoly

Obsahuji aromaticky kruh s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami [3, s. 91]. Fenoly
ve volné formé jsou v rostlinach vzacné. NejrozsifenéjSim z nich je hydrochinon. Podzimni

tmavnuti nekterych listt je projevem oxidace chinonu a jeho glykosidu arbutinu na pfislus-
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né chinony. Dalsi fenoly jako pyrogallol, katechol, orcinol a floroglucinol se nachazeji
Vv piirod¢ ve volné formé podstatné méng, spiSe se vyskytuji jako soucast tanini a glykosi-
du [31, s. 25]; [9 s. 72]. Jednoduché fenoly vykazuji antioxida¢ni i antimikrobni aktivitu.
Zejména se jedna o hydrochinon, guajakol, izoeugenol a salicylaldehyd. Vysokou antioxi-
dacéni aktivitu vykazuji také fenoly, které jsou obvyklou soucésti n¢kterych druhi koteni.
Zastupci téchto slouc¢enin mohou byt napf. v matefidousce obecné se vyskytujici thymol a

karvakrol [2, s. 142]; [12, s. 366]. Zakladni jednoduché fenoly znazoriiuje Obrazek 8.

OH
OH HD]@
HO
OH OH
hydrochinon orcinol katechol

Obrazek 8 — Jednoduché rostlinné fenoly [30, s. 21].
2.2.2 Fenolicke kyseliny

Fenolické kyseliny jsou odvozeny zejména od kyseliny benzoové (Cg¢-C,) a trans-skoficové
(Cs-Cs), které se spolu s geneticky pfibuznymi alkoholy, z nichz je vystavén lignin, ozna-
Cuji téZ jako fenylpropeny nebo fenylpropanoidy [18, s. 73]. Byvaji béznou soucasti vSech
rostlinnych materiald, pfi¢emz jejich mnoZstvi v pletivech se méni v zavislosti na druhu
rostliny, stupni zralosti i ristovych podminkach [32, s. 2867]. Fenolické kyseliny a jejich
derivaty maji vyborné antioxida¢ni ucinky. Tato aktivita zavisi na poétu hydroxylovych
skupin v molekule. Za aktivnéjSimi antioxidanty jsou obecné pokladany skoticové kyseliny
a o-difenoly napt. kyselina kavova a jeji ester chlorogenova kyselina [12, s. 366-367].
V ptirod¢é se mohou vyskytovat ve volné formé¢, nicméné mnohem ¢astéji se nachazeji va-
zané v esterech, éterech nebo glykosidech jako soucast strukturnich slozek rostlin (celuld-
za, proteiny, lignin), polyfenolii (flavonoidy), menSich organickych molekul (glukéza, ky-
selina maleinova, kyselina tartarova) nebo dalSich pfirodnich latek (terpeny). Jejich pfi-
tomnost v potravindch je spojovana s barvou, senzorickymi, nutriénimi a antioxida¢nimi
vlastnostmi. Potravinaisky pramysl se zabyva vlivem profilu a obsahu téchto latek na zrani
ovoce, prevenci enzymatického hnédnuti a drznost potravin [32, s. 2867]. Ptiklady hydro-
xybenzoovych a hydroxyskoticovych kyselin ilustruji Obrazek 9 a Obrazek 10.
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2.2.2.1 Kyseliny hydroxybenzoové a jejich derivaty

Jednd se o jednoduché fenoly s navazanou karboxylovou skupinou [3, s. 92]. V rostlinach
jsou dosti rozsifené, zejména jako polymery kyseliny gallové tj. hydrolyzovatelné taniny
(tfisloviny) [2, s. 142]. K dalsim zastupctim se fadi kyseliny p-hydroxybenzoové, protoka-

techova, salicylova a vanilova [20, s. 2]. N¢které z nich jsou znazornény na Obrazku 9.

Hydrolyzovatelné taniny jsou vétSinou estery glukdzy nebo jinych polyalkoholu s kyselinou
gallovou, tzv. gallotaniny, nebo kyselinou ellagovou, ellagitaniny [9, s. 74]. Jejich relativni
molekulova hmotnost byva pfiblizné do 5 kDa. Vyznacuji se trpkou chuti, ktera je zptiso-
bena, stejné jako u kondenzovanych tanind, interakci proteind slin s fenolickymi hydroxy-
lovymi skupinami, jez jsou jejich soucasti [29, s. 263]. Hydrolyzovatelné taniny jsou cha-

rakteristické pro duby (kura, dievo, dubénky) a fadu 1é¢ivych bylin [18, s. 72].

Oba druhy taninti, hydrolyzovatelné a kondenzované, byvaji v literatute casto uvadény spo-
le¢né jako jedna samostatna skupina polyfenolickych latek — tiislovin, nicméné v tomto
textu je brana v uvahu ptredevsim jejich zcela odlisna chemicka stavba, od niz se odviji i

pouzité roz¢lenéni na derivaty flavan-3-olti a hydroxybenzoovych kyselin.

2.2.2.2 Kyseliny hydroxyskoiicové a jejich derivdty

Obsahuji uhlikovy skelet fenylpropanu — aromaticky systém s pfipojenym postrannim fe-
tézcem ze tii atomu uhliku [3, s. 93]. Nejbéznéjsimi zastupci jsou kyseliny p-kumarova,
kavova a ferulova, jez se Casto vyskytuji jako estery s vinnou kyselinou v podobé kyseliny
koutarové, kaftarové a fertarové [33, s. 12]. Kyselinu skoficovou v¢etné nékterych svych

homologii zobrazuje Obréazek 10.
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p-hydroxybenzoovi gallova protokatechovi

Obrazek 9 — Hydroxybenzoové kyseliny [20, s. 4].
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Obrazek 10 — Skoficova kyselina a jeji homology [20, s. 5].

2.2.3 Stilbeny

Stilbeny (také nazyvané diarylethanoidy) jsou polyfenolické slou¢eniny obsahujici ve své
molekule strukturu Cg-C,-Cg. Hypoteticky jsou odvozeny od uhlovodiku trans-stilbenu.
Volné stilbeny se v malém mnoZstvi nachézeji v nékolika druzich rostlin, kde doprovaze;ji
piislusné glykosidy. Zakladnim ¢lenem fady béznych stilbend je trans-pinosylvin (viz Ob-
rdzek 11), ktery se vyskytuje s dalsimi stilbeny hlavné v jehli¢nanech. Stilbeny je mozné
fadit mezi fytoalexiny, slouCeniny produkované rostlinami jako odpovéd’ na napadnuti
houbovymi, bakterialnimi a virovymi patogeny. Pfedstavitelem stilbenti s antimikrobnimi,
antioxida¢nimi a fungicidnimi a¢inky je trans-resveratrol. Jedna se o latku produkovanou
omezenym poctem rostlinnych druhti jako reakce na bioticky a abioticky stres. Resveratrol
je syntetizovan nékterymi lusténinami, révou vinnou, jehli¢nany a nékterymi dal$imi rostli-

nami [12, s. 356]; [33, s. 12].
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Obrazek 11 — Trans-resveratrol [20, s. 16].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

3 CHARAKTERISTIKA SUROVIN PRO PRIPRAVU
NETRADICNICH ROSTLINNYCH OLEJU

Podle mnozstvi vyrabéného oleje predstavuji hlavni svétové olejniny soja, palma, fepka a
slune¢nice. Kromé toho existuje fada dalSich olejnatych surovin, které maji mistni nebo
jinak omezeny vyznam a na globalnim trhu se vyrazné neuplatiuji. [37, s. 297]. Obecné se
jedna o plodiny vykazujici specifické vlastnosti, které¢ ziskané oleje predurcuji
k technickym, kulinafskym, nutri¢nim ¢i zdravotnim ucelim. Mezi tyto suroviny mizeme
fadit avokado, arganii, Inicku, dyni, rakytnik, mango, révu, brutndk, makadamii aj. [40, s.
291-324]; [41, s. 12-13]. Podrobnéji bude v ramci textu charakterizovana réva vinna

z dtivodu navaznosti na praktickou ¢ast predlozené diplomoveé prace.

3.1 Révavinna (Vitis vinifera L.)

Celed” Vitaceae L. (révovité) zahrnuje asi 700 druhti zatazenych do 14 rodi. Hospodaisky

v

nejvyznamnéjsi je rod Vitis (réva) [34, s. 16]. VSechny druhy poskytuji jedlé, oviem ne
nujici vice nez 95 % veSkeré celosvétové produkce hroznti, ktera podle aktualnich udaja
dosahuje necelych 71 miliont tun ro¢né (databdze FAO STAT, 2011) [35, s. 259-260];
[36]. Plocha svétovych vinic zabira 7.66 mil. ha, z toho nejvétsi rozlohu zaujimaji vinice
v Evrop¢, nésleduje Asie a Amerika [34, s. 14]. Réva vinna (Vitis vinifera L.) se déli na
dva poddruhy. Prvnim je uSlechtila réva vinna — Vitis vinifera subs. vinifera ozna¢ovana
také jako evropska réva vinna. Druhy poddruh piedstavuje divoka forma nazyvana lesni
réva — Vitis vinifera subs. silvestris. Oba poddruhy Ize odlisit pfedev§im podle morfologic-
kych znakt. Vlivem domestikace dochazelo k morfologickym a fyziologickym zménam,
které se tykaly predevsim velikosti a kvality bobuli, vétsi a pravidelnéjsi plodnosti a vyssi
cukernatosti hroznd. Z pavodni lesni formy se tak odd¢lila réva uslechtila [34, s. 17]. Ci-
len¢ péstované tzv. kulturni odriidy jsou uréeny prevazné pro piimy konzum jako ovoce.
Mostové odridy jsou hlavni surovinou pro vyrobu révovych vin, mosti nebo riznych neal-
koholickych napoji. Rozdé€luji se obvykle na odridy uréené pro vyrobu bilych vin, k nimz
patii odrady se zelenymi, zlutymi, rizovymi nebo Cervenymi hrozny a na odridy urené

pro vyrobu ¢ervenych vin, k nimz patii pouze odrudy s modrou barvou bobuli [37, s. 384].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Aktudlné roste vyznam révy vinné jako cenné¢ho zdroje fytonutrientli. Zajem védecké obce
se soustied’uje zejména na jeji piiznivy vliv ve vztahu ke kardiovaskularnimu systému a

mozné chemoprotektivni ucinky [38, s. 154].

3.1.1 Morfologicka stavba hroznu

Plodem révy vinné je bobule — duznaty plod, ktery se po Gisp&sném opyleni a oplozeni vyvi-
Ji z pletiv vajicka. Kvétenstvi se pfeménuje na souplodi — hrozen [34, s. 61]. Po morfolo-
gické strance se hrozny révy vinné skladaji z tfapin se stopkami, které tvoti hlavni nosnou

kostru hroznu a z bobuli rtizné velikosti, barvy a tvaru [37, s. 386].

Ttapina vznikd zménou osy kvétenstvi, pfi niz se zvétSuji mechanickd a vodiva pletiva, a
piedstavuje ptiblizné 3—-7 % z celkové hmotnosti hroznu. V zavislosti na stupni zralosti
obsahuje malé mnozstvi cukrii, primérnou koncentraci kyselin a vysoky obsah fenolickych
latek. Na celkovém obsahu fenolickych latek v hroznu se tfapina podili asi 20 %. Bobule

ke tfapin€ upevnuji stopky [34, s. 61].

Bobule se skladaji ze skupiny pletiv nazyvanych perikarp (oplodi), kterd obklopuji semena.
Perikarp se rozdé€luje na exokarp (slupku), mezokarp (duzninu) a endokarp (pletivo ohrani-

&ujici semena) [34, s. 61]. Rez bobuli je zndzornén na Obrazku 12.

stopka

dLEning

samena

siupka

Obrézek 12 — Rez bobuli révy vinné
[42,s. 197].

Slupku bobule tvoii kutikula, epidermis a hypodermis. Kutikula je vrstva na povrchu bobu-
le a v zavislosti na odridé mutze byt rizné silna [34, s. 61]. Na jejim povrchu se muze vy-
skytovat tenka voskovéa vrstva zabranujici odpafovani vody, chranici bobule pfed ucinky
destové vody a postiikl, hmyzu a mikroorganizmi [37, s. 386]; [39, s. 181]. Slupka byva
riizné zbarvena. Bilé odriidy mivaji zelené, Zlutozelené a jantarové bobule. Cervené odriidy

maji slupky Cervené az Cervenofialové barvy. U modrych odrid byvaji slupky tmavocerve-
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né, modré az tmavomodré. Slupky mohou byt tenkosténné nebo tlustosténné podle odrudy,
jejich hmotnost tvoii v pruiméru 8-10 % hmotnosti bobule. Sytost zbarveni bobuli je pod-
minéna stupném jejich zralosti [39, s. 181]. Koncentrace cukru v buiikach slupky je velmi
nizka, obsah kyselin vyssi. Slupka obsahuje hlavné kyselinu citronovou. Hodnota pH byva
ve slupce vyssi nez v duzniné. Charakterizuje ji zejména obsah sekundarnich metabolitd,

piedné fenolickych a aromatickych (vonnych) latek [34, s. 62].

Duzninu tvoii velké mnohouhelnikovité buriky s tenkymi bunéénymi sténami. Tyto buriky
vytvaieji 25-30 vrstev rozdélenych na tii rGzné Casti. Duznina ptedstavuje 75-85 %
z celkové hmotnosti bobule [34, s. 62]. Duznina vétSiny odrid je bezbarva, jen vyjimeéné
je nartizové€lad az nacervenala a obsahuje prevazné sladkou $tavu — most. Pouze u odrid
zvanych barvirky obsahuji antokyanova barviva [37, s. 386]. DuZnina obsahuje cukry,
zvlasté glukozu a fruktdzu. Sachardza se vyskytuje minimalné. Z organickych kyselin maji
nejvyznamngj$i zastoupeni kyseliny vinna a jablecnd, z anorganickych kyselina fosforecna.
Hlavnimi dusikatymi slozkami jsou amonné ionty, aminokyseliny a bilkoviny. DuZnina
byva rovnéz bohata na kationty, z nichz nejvyznamngjsi je draslik, dale nasleduje vapnik,
hot¢ik, sodik a zinek. Sekundarni metabolity v duzniné zastupuji vonné latky a u barvitrek

rovnéz antokyany [34, s. 62].

Semena jsou uloZena uvniti bobuli ve formé pecicek s vysokym obsahem lipidu a tfislovin
[37, s. 386]. Morfologie semen je odridovou vlastnosti, pficemz pocet semen v bobuli a
jejich hmotnost mohou byt v rizné zavislosti na stanovisti, ro¢niku a oSetfovani vinice.
Délka semen byva 3-8 mm, $ifka 3—5 mm a ¢ini 0,6 % z celkové hmotnosti bobule. Seme-
na piedstavuji vyznamny zdroj fenolickych latek (az 20-55 %) [34, s. 62]. Déle také obsa-
huji 10-20 % oleju, které se skladaji z acylglycerold, kyseliny stearové, palmitové a lino-

lové. Ze semen se vyrabi jedly olej a vinny tanin [39, s. 182].

3.1.2 Sekundarni metabolity hrozni

Sekundarni metabolity hroznii se nachazeji v jejich dievnatych castech, listech, stoncich
bobulich. Ptestoze jsou plody hroznti konzumovany jako ovoce a spolu se stonky slouzi k
vyrob¢ vina, listy se jako zelenina bézné nekonzumuji. Vyjimku tvoii nékteré typické po-

krmy z fecké a stiedovychodni kuchyné, jako napt. vinné listy plnéné ryZi [11, s. 582].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

V rostlindch rodu Vitis bylo dosud identifikovano nékolik tisic fytochemikalii, véetné tii
hlavnich skupin bioaktivné pusobicich latek, fenolickych sloucenin, terpenti a alkaloidi,

Siroce rozsifenych v potravinach rostlinného ptvodu a 1é¢ivkach [11, s. 582].

3.1.2.1 Fenolické latky

Fenolické latky u odrid révy vinné se nachdzeji primarné ve slupce bobuli a semenech,
Vv mensi mife v tfapiné a duzniné. Jejich obsah ovliviiuje odruda, péstitelské podminky,
mezi néz muzeme zatradit nejen klimatické a ptidni vlastnosti stanovisté, ale 1 agrotechnic-
ké zédsahy pouZivané na vinici. Tabulka 3 doklada obsah fenolickych latek v riiznych ¢as-
tech hroznu v zavislosti na barvé odrady. Celkové vyssi zastoupeni polyfenolt v modrych
odriidach je ovlivnéno ptitomnosti ¢ervenych pigmentd antokyanint v jejich slupce [43, s.

11]; [44, s. 403].

Hrozny révy vinné patii mezi ovoce s nejvyssim mnoZstvim fenolickych latek a pedstavuji
tak jeden z jejich hlavnich zdroji v potravé [17, s. 154]. Zajem o chemicke sloZeni a zdra-
votni benefity plynouci z konzumace hrozna révy vzrostl po jednom z pravdépodobnych
objasnéni tzv. francouzského paradoxu. Tedy, ze zvySeny piijem cerveneho vina, které je
zvl&ste bohaté na polyfenoly, zodpovida za nizkou mortalitu na kardiovaskularni onemoc-
néni pii relativné vysokém obsahu tuka v potravé Francouzu [16, s. 239]. V posledni dobé
se pozornost vyzkumu zamétuje na jejich antioxidacni, kardioprotektivni, antikancerogen-

,,,,,

ni, protizanétlivé a antimikrobni vlastnosti [45, s. 626].

Fenolické slouceniny v hroznech Ize rozdélit na zakladé chemické struktury na flavonoidy
a neflavonoidy. Do skupiny neflavonoidii se zafazuji fenolové kyseliny a stilbeny. Flavono-
idy zahrnuji antokyany, flavan-3-oly a flavonoly [34, s. 71]. Piehled hlavnich fenolickych

latek je zndzornén v Tabulce 4.

Tabulka 3 — Celkové mnozstvi fenolti (mg/kg FW) [44, s. 404].

Pletivo Cerstva Modra Bil4 odri-
hmotnost | odruda da [mg/kg]
[%0] [mg/kg]

Slupka 15 1800 900

Duznina 1 40 35

Most 78 210 175

Semena 6 3500 2800

Celkem 100 5600 3900
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Tabulka 4 — Zakladni rozdéleni fenolickych sloucenin v hroznech [34, s. 71].

neflavonoidni | hydroxybenzooveé kyselina gallova
fenolické latky | kyseliny
hydroxyskoficovée kyselina koutarova, kaftarova, fertarova
kyseliny
stilbeny resveratrol, piceid, piceatannol, astrigin
flavonoidni antokyaniny malvidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid, delfinidin-
fenolické latky 3-glukosid, petunidin-3-glukosid
flavan-3-oly katechin, epikatechin, gallokatechin, epigallokatechin
flavonoly kvercetin, myricetin, kaempfenol, izorhamnetin

Fenolické kyseliny se nalézaji ve vakuolach bunék duzniny a slupky hroznt. Jedna se o
derivaty kyseliny benzoové a skoficové [24, s. 54-55]. Hydroxybenzoové kyseliny se
v hroznech nachazeji hlavné ve form¢ glykosidu a esteri (gallové a elagické tatiny). Kyse-
lina gallova je nejvyznamnéjsi a zaroven jedina hydroxybenzoova kyselina, ktera se naléza
piimo v hroznech, a to v pevnych ¢astech bobule [34, s. 71]. Jeji obsah v nich kolisa
v rozmezi 100 aZz 230 mg/kg [17, s. 160]. Hydroxyskoficové kyseliny jsou hlavnimi feno-
lickymi slouc¢eninami bilych odrad. V bobulich se vyskytuji jako estery kyseliny vinné ve
vakuolach bun¢k slupky a duzniny. Jsou hlavnimi prekurzory tzv. tékavych fenolu, Které
zpusobuji hotké a pfipalené tony a také zastfené a nevyrazné ovocné aroma charakteristic-
ké pro danou odridu. Konkrétné se jedna o kyselinu koutarovou, kaftarovou a fertarovou.
Nejhojnéji zastoupena je kyselina kaftarova v mnozstvi okolo 170 mg/kg, dale kyselina
koutarova pii 20 mg/kg a nakonec kyselina fertarova o obsahu 5 mg/kg hroznt [17, s. 160-
161]; [34, s. 71, 78]; [44, s. 405].

Stilbeny se zatrazuji mezi fytoalexiny, tj. nizkomolekularni antimikrobialni latky, které tvo-
i réva vinna na ochranu proti abiotickym a biotickym stresim. Hlavnim piedstavitelem
stilbenti je trans-resveratrol. Ve vinnych hroznech je ptedevsim piitomen ve slupkach bo-
buli ¢ervenych odrad. Doprovazi jej zde cis-resveratrol a produkty oxidace, trans- a cis-
picetannol. VEétsi mnozstvi resveratrolu byva také vazano ve formé glykosidii jako trans-
piceid a trans-astringin. Resveratrol je krom¢ toho prekurzorem dimerniho derivatu e-
viniferin a trimerniho a-viniferinu, které vykazuji vyssi fungicidni G¢inky nez resveratrol.
V posledni dobé se ocenuji zejména kardioprotektivni a antikarcinogenni uc¢inky resvera-

trolu [12, s. 356]; [34, s. 72]; [46, s. 68]. Biosyntéza obou izomeri resveratrolu byla sledo-
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vana po dobu tii let u zdravych zrajicich bobuli 78 odrud révy vinné. Koncentrace resvera-

trolu se u pokusnych kultivarti pohybovaly v rozmezi od 3-22 mg/l [17, s. 161].

Flavonoidy zastupuji nejvyznamnéjsi skupinu fenolickych latek u révy vinné. V hroznech
Ize najit tii hlavni skupiny flavonoida — antokyaniny, flavonoly a flavan-3-oly, které jsou
syntetizovany piedevsim v slupce a jadrech bobuli. V menSim mnoZstvi je produkuje i
stopka [34, s. 72]; [47, s. 284].

Flavonoly se v hroznech objevuji ve slupkach bobuli, kde plni funkci ochrany pted UV
zatenim. Vyskytuji se zde v podobé¢ glukosidt, galaktosidl a glukuronidii. Primérmny obsah
flavonolu Cini priblizné 50 mg/kg, pfi¢emz kolisa mezi 10 az 285 mg/kg. Pti tvorb¢ jejich
analytickeho profilu u 91 odrud révy vinné bylo zjisténo, ze v modrych varietach je domi-
nantnim flavonolem kvercetin (43,99 %), nasledovany myricetinem (38,81 %), kaempfero-
lem (6,43 %), laricitrinem (5,65 %), izorhamnetinem (3,89 %) a syringetinem (3,22 %).
V bilych odradach je hlavnim reprezentantem kvercetin (81,35 %), nasledovany kaempfe-
rolem (16,91 %) a izorhamnetinem (1,74 %) [17, s. 157-158]; [34, s. 72].

Antokyanova barviva se nalézaji zejména u modrych odrid — u vétsiny ve vakuolach bunék
ve slupce, u nékterych lze najit zbarvenou také duzninu (odridy nazyvané barviiky).
V zavislosti na pH bunéné $t'avy méni svou barvu od ¢ervené po modrou. Jejich hlavni
funkci je ochrana rostlin vic¢i nadmérmému slune¢nimu zafeni. Zaklad barviv u modrych
odrid tvofi antokyanidiny — malvidin, kyanidin, delfinidin, petunidin a peonidin.
V hroznech byvaji nestabilni a vyskytuji se tudiz jako antokyaniny vétSinou vazané na
glukozu, kterd je stabilizuje. Mezi antokyaniny hroznl se zafazuji malvidin-3-glukosid,
dale kyanidin-3-glukosid, delfinidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid a peonidin-3-
glukosid. Antokyaniny se vytvaieji v prib&éhu zrani hrozni a jejich obsah v bobulich byva
ovlivnén roénikem i péstitelskymi podminkami. SloZeni antokyand, které vznikaji ve slup-
kach bobuli v prabéhu dozravani, se méni podle odridy. Kazda jedna ma tedy vlastni vzo-
rec téchto sekundarnich metabolitd, ktery lze vyuzit ke klasifikaci odrud. V modrych odri-
dach jejich obsah dosahuje ptiblizn¢ 500-3000 mg/kg. V piipadé barvifek se mize jednat
az 0 5000 mg/kg [17, s. 160]; [34, s. 72].

Flavan-3-oly a jejich polymery oznac¢ované jako proantokyanidiny nebo také kondenzované

taniny se nachazeji ve slupkach bobuli, semenech a tfapinach. Jedna se o nejhojnéji zastou-

pené slouceniny v hroznech. K jednoduchym flavan-3-oltim se fadi katechin, epikatechin,
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epikatechin galat a epigallokatechin. Béhem zrani hroznl tyto monomerni slou¢eniny po-
lymerizuji do formy proantokyanidinii. V semenech polymerizuji do podoby tanint 0 veli-
kosti 10 monomernich jednotek, ve slupkach vznikaji polymery o velikosti 30 jednotek.
Stupent polymerizace ovliviiuje chutové vlastnosti hroznti. Flavan-3-oly mohou byt hotké
nebo ttislovité, pticemz hotké chutové tony se odvozuji od nizkomolekulérnich sloucenin
S niz§im stupném polymerizace a ttislovité tony od vysokomolekuldrnich s vy$§im stupném
polymerizace. Hotké tony byvaji spojeny s flavan-3-oly semen a tiislovité s flavan-3-oly
ze slupek [34, s. 72]; [44, s. 408]. Koncentrace a struktura taninti se béhem dozravani
hrozni méni, pomémé vysoka je na pocatku zrani bobuli. V semenech jejich obsah klesa
po zacatku vybarvovani hroznii do doby zralosti. Taniny ve slupce maji komplexné&jsi
strukturu a malou promeénlivost ve své polymerizaci v pribéhu dozravani [43, s. 13]. Obsah
flavan-3-old se v hroznech pohybuje od 243 do 1108 mg/kg, pii¢emz pies 89 % se nachazi

v semenech a do zna¢né miry zavisi na odrid¢ révy vinné [17, s. 159].

3.1.2.2 Terpeny

Jednu ze zakladnich skupin aromatickych latek vyskytujicich se u velkého mnoZstvi
zejména bilych odrid tvofi monoterpeny. Nejvyraznéji pfispivaji k odridovému aromatu a
podle jejich analytického profilu 1ze rozliSovat odrady. Jejich zakladnim projevem je mus-
katové aroma doplnéné kvétinovymi a jemnymi ovocnymi tony. U odrid révy vinné se
monoterpeny obvykle nalézaji ve slupce bobuli. Postupné Zloutnuti a jemn¢ zlatavé odstiny
koresponduji se zvySujicim se obsahem monoterpend. VéEtSina z nich se nachazi v hroznech
ve vazané formée. Presto byva dostatecné mnozstvi dostupné také ve volné podobé, kterou
Ize v bobulich béhem zrani hroznti senzoricky vyhodnotit. Mezi nejvyraznéjsi monoterpeny
se fadi linalol, geraniol, nerol, citronelol a a-terpineol. U intenzivné aromatickych muska-
tovych odrid mize byt koncentrace volnych monoterpenti vyssi nez 6 mg/l. Nemuskatové
odridy obsahuji monoterpeny v koncentraci 1-4 mg/1. Neutralni odridy jich obsahuji pod-
statné méné a monoterpeny ovliviiuji jejich aroma nevyznamné. Obsah monoterpenti se
postupné zvysSuje od zamékani bobuli az ke zralosti. Hlavnimi klimatickymi faktory ovliv-

nujicimi jejich tvorbu jsou teplota a slune¢ni zafeni [34, s. 75].

DalSimi skupinami terpenickych latek v hroznech jsou karotenoidy a C13-norizoprenoidy.
Norizoprenoidy jsou slou¢eniny s vonnymi vlastnostmi vyznacujici se pfedev$im ovocnymi

a kvétinovymi tony. Jedna se o produkty odbouravani karotenoidi, které u nekterych odrid
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Vv pribéhu dozrdvani siln¢ ubyvaji, zatimco obsah norizoprenoidii se soucasné zvySuje.
Mezi jejich vyznamné zastupce patii B-ionon (fialka, malina, dievita ving), f-damascenon
(jablko, kvétinové tony) a vitispiran (kafr, eukalyptus). Karotenoidy jsou z vétsi ¢asti ulo-
Zeny v pevnych castech bobule — v duzniné a ptedevsim ve slupce [34, s. 75-76]; [43, 13-
14].

3.1.2.3 Alkaloidy

V hroznech byly detekovany indolové alkaloidy odvozujici se od aromatické aminokyseli-
ny tryptofanu. Piikladem je derivat indolu tetrahydro-p-karbolin, jenz se nachazi v malém
mnozstvi v hroznech (ng/g), hroznovém dzuse i viné (ug/l) a prispiva k antioxida¢nimu

ucinku téchto produkti [11 s. 386-387].

Jinym zastupcem alkaloidii hroznového vina je melatonin. Jedna se o neurohormon diive
pokladany za vlastni pouze obratlovetim. Jeho produkce byla aktualné prokazana u bakte-
rii, prvoku, fas, hub, bezobratlych i nékterych rostlin, véetné révy vinné. Ackoliv neni jeho
fyziologicka role v rostlinach stale objasnéna, v piipadé nékterych druh se mu funkce
hormonu pfipisuje. Krom¢ toho je i silnym antioxidantem. Koncentrace melatoninu v jed-
notlivych hroznovych kultivarech je velmi variabilni. Nejvy$s$i namétfend hodnota melato-

cv w7

[11, s. 387-388].
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4 MINORITNI A NETRADICNI ROSTLINNE OLEJE

Minoritni a netradi¢ni rostlinné oleje jsou ziskavany Setrnymi zpusoby s ohledem na za-
chovani specifickych vlastnosti pavodnich olejnatych surovin. Vétsinou nachazeji uplatné-
ni jako soucast potravin a kosmetickych a farmaceutickych produktd. Zpravidla byvaji
k dispozici pouze v omezeném mnozstvi. Pti pouziti ve zdravé vyzivé, doplicich stravy
nebo ke gurmanskym ucelim je nezbytné pii manipulaci, pfepravé a skladovani olejnin
dodrzovat podminky zaruéujici zachovani pozadované jakosti. Béhem péstovani plodin
také byvaji uplatiovany podminky minimalizujici nutnost aplikace pesticidu [48, s. 232-
233].

Tyto oleje mohou byt ziskavany nékolika metodami. Miize se jednat 0 lisovani za studena,
kdy teplota nepiesahuje 45 °C, lisovani pii vyssich teplotach anebo extrakce rozpoustedly.
Extrakce pomoci rozpoustédel neni pfili§ uplatiovana k ziskdvani oleji o vysoké kvalité
slouzicich ke gurmanskym ucelim. Metodu superkritické extrakce oxidem uhli¢itym
k ziskani téchto typt oleju lze povazovat za piijatelnou variantu, nicméné v soucasnosti
neni rozsifena. Dal$i moznost predstavuje aplikace hydrolytickych enzymi, kdy dochazi
Kk poruseni bunéénych stén rostlinného materialu, coz umozni naslednou extrakci provest za

mirné&j$ich podminek [48, s. 233].

Nekteré oleje z této skupiny jako napt. ofechovy, pistaciovy a sezamovy, mohou byt pouZi-
vany i jako filtrované. U ostatnich je rafinace k ziskani poZzadované kvality nezbytnd. Na
druhé¢ stran¢, jestlize méa olej svou charakteristickou chut’, mize byt zadouci mu ji ponechat
a vysoké teploty pouzivané pii dezodoraci by mély byt vylouceny nebo snizeny na mi-

nimum [48, s. 233].

K zastupctim lze zatadit olej mandlovy, hroznovy, brutnakovy, avokadovy, makadamovy,
mangovy, Ini¢kovy, mésickovy, dynovy atd. [48, s. 233-241] Pozornost bude vénovana
v ramci tohoto textu oleji z hroznovych jader vzhledem k spojitosti s praktickou ¢asti di-

plomové prace.

4.1 Olej z hroznovych jader

Tento zelenozlaty olej ofechové chuti predstavuje vedlejsi produkt vinaiského pramyslu.
Vyrabi se z vylisktl hroznd révy vinné tzv. matolin. Z matolin jsou odseparovana semena,

ze kterych je néasledné extrahovan olej lisovanim nebo pomoci rozpoustédel. Lisované oleje
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jsou z hlediska jakosti kvalitn&jsi, nejlepSi kvality dosahuji oleje ziskané na hydraulickych
lisech za studena. VytéZnost byva ovSem nizsi. MnoZstvi ziskaného oleje zavisi na fad¢
faktori. Mezi hlavni lze zafadit zejména plidni a klimatické podminky spole¢né
s odridovymi vlastnostmi (jadra z bilych hroznt obsahuji vice oleje nez jadra z modrych
hroznil). V zahrani¢i predstavuje olej z vinnych jader velmi cenénou surovinu pro své ptiz-
nivé dietetické hodnoty. Vyznacuje se vysokym obsahem esencialnich mastnych kyselin a
tetrafenolti. Pro své vlastnosti je vyuzivan v gastronomii, v kosmetickém prumyslu, ale
také pii vyrob¢ barev a fermezi. Pfi pouziti v gastronomii je nutné olej rafinovat z divodu
zbaveni tfislovitych latek, jinak by zistal trpkym a prakticky nepozivatelnym. Po rafinaci
(zalezi na stupnich rafinace) se ziska vysoce kvalitni olej, ktery je téméf bez chuti a viing.
Diky svému vysokému bodu ptepalovani (okolo 190-230 °C) jej Ize pouZit i v teplé ku-
chyni [49, s. 121]; [50, s. 258-259]; [51]; [52, s. 1123].

4.1.1 Specifikace

Podle aktualni studie Madawaly et al. [53, s. 146] tvoii profil mastnych kyselin hroznového
oleje z 88 % poly- a mononenasycené mastné kyseliny. V nejvétsi mife jsou zastoupeny
kyselina linolova (68,4 %) a kyselina olejova (18,3 %), jak doklada Tabulka 5. Nasycené

mastné kyseliny zaujimaji pouze 11,2 % z celkového obsahu mastnych kyselin.

Zastoupeni fytosterold dle jiz uvedené analyzy hroznového oleje ilustruje Tabulka 6. Pre-
vladajicim fytosterolem se stal B-sitosterol, nasledovany kampesterolem, stigmasterolem a
A®-avenasterolem. Tyto identifikované steroly byly obsaZeny v mnoZstvi 1784 mg/kg. Ste-

roly, jez nebylo mozné kvalitativné urcit, predstavovaly 881 mg/kg [53, s. 148].

Celkové mnozstvi tokold dle studie Madawaly et al. bylo stanoveno na 655 mg/kg, pficemz
z kvantitativniho hlediska byly hlavnimi slou¢eninami a-tokoferol a y-tokotrienol [53, s.
147]. Podrobné zastoupeni tokoli je znazornéno v Tabulce 7.

U nékterych vzorkiti hroznovych oleji byly zaznamendny vyssi hladiny polycyklickych
aromatickych uhlovodiki (PAH) nez je Zadouci [54, s. 104]. Prace Moreta et al. tento fakt
vysvétluje vlivem zpusobu zpracovani matoliny na vysledny obsah PAH v oleji [55, s.
1289].

Semena hroznu obsahuji n¢kolik typt antioxidaénich a zdravi prospéSnych slouéenin. Jed-

na se predevsim o tokotrienoly a polyfenoly [40, s. 318]. Bailova et al. [52, s. 1130] stano-
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vila celkové mnozstvi fenolickych latek vyskytujicich se v oleji extrahovaném z hrozno-
vych semen na 59-115,5 ug/g GAE (ekvivalenty kyseliny gallové). V olejich z modrych
odrud byl zjistén vyssi obsah celkovych fenolickych sloucenin v porovnani s rafinovanymi
¢i lisovanymi oleji z odrud bilych. Yilmaz a Toledo [56, s. 44-46] ve svém vyzkumu sledu-
ji vliv typu rozpoustédla na extrakci polyfenolt z hroznovych jader. Z jejich zavéru vyply-
va, Ze polyfenoly nejsou v hroznovém oleji vyrazné zastoupeny z diivodu jejich vysSi pola-
rity. Vice polyfenolickych latek se koncentruje v hroznové stavé nebo vinu. Potencialni
zdravotni benefity hroznoveho oleje tedy pravdépodobné vyplyvaji z vysoké hladiny fytos-
terolu a tokotrienolt [40, s. 318].

Tabulka 5 — Zastoupeni mastnych kyselin v oleji z hroznovych jader [51, s. 146].

Mastné kyseliny Hmotnostni procenta [%6]
Palmitova kyselina (16:0) 6,9
Stearova kyselina (18:0) 4,1
Arachova kyselina (20:0) 0,2
Nasycené mastné kyseliny celkem 11,2
Olejova kyselina (18:1 n-9) 18,3
Vakcenova kyselina (18:1 n-7) 0,8
Eikosenové kyselina (20:1) 0,2
Mononenasycené mastné kyseliny celkem 19,3
Linolova kyselina (18:2) 68,4
Linolenova kyselina (18:3) 0,3
Polynenasycené mastné kyseliny celkem 68,7
Ostatni 0,8
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Tabulka 6 — Zastoupeni sterolti v oleji z hroznovych jader [51, s. 148].

Steroly Hmotnostni
podil [mg/kg]
Brasikasterol 9
Kampesterol 184
Stigmasterol 164
[B-sitosterol 1336
A°-avenasterol 91
Identifikované steroly celkem 1784
Neidentifikované steroly celkem 881
Steroly celkem 2665

Tabulka 7 — Zastoupeni tokolu v oleji z hroznovych jader [51, s. 147].

Tokoferoly Hmotnostni
podil [mg/kg]

a-tokoferol 216

y-tokoferol 111

a-tokotrienol 137

y-tokotrienol 191

Celkem 655
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5 EMULGACNI VLASTNOSTI MLEKA

Mléko predstavuje polydisperzni systém. Mlé¢ny tuk je pfitomen ve formé emulze v tzv.
mlééné plazmé. Hlavni mléc¢na bilkovina, kasein, se nachazi v podobé koloidni disperze
V tzv. mlécném séru, které obsahuje koloidni roztok sérovych bilkovin a pravy roztok
lakt6zy, minerélnich latek a dalSich sloZzek [37, s. 227]. Pohled na strukturu a sloZeni mléka

pii pouziti zvétSeni ilustruje Obrazek 13.

Kravske mléko obsahuje pramérné 4 % tuku, 3,2 % bilkovin (2,6 % kaseinu a 0,6 % séro-
vych bilkovin), 4,6 % laktézy a 0,7 % popelovin. Konkrétni hodnoty jsou ovSem zna¢né
variabilni [37, s. 227].

tukova };_- membrina sérum
kulicka
|||| 20 / “\ kaseinové
Il (:I o |: F/ \-—'7 micely
I - L
IIIIIII o o (:_, &\_ _/

i - o o
//;'"II © 0 'U I f:l I\_'é.. Gk_: - I'-,:'.I.

Obrazek 13 — Struktura a slozeni mléka pii zvétSeni
50 000x [57, s. 5].

5.1 Povrchové napéti mléka

Povrchove napéti lze popsat jako praci potiebnou k jednotkovému zvétSeni plochy roztoku.
U mléka se pohybuje v rozmezi 40-60 mN/m pii teploté¢ 20 °C. Primérné Cini asi 52
mN/m. V ptipad¢ jednotlivych mlécnych frakei predstavuje povrchové napéti u vody 72,8,
syfidlové syrovatky 51-52, odstfedéného mléka 52-53, 25% smetany 42-45, sladkého
podmasli 39-40 [58, s. 94]; [59, s. 470].

Nizké hodnoty povrchového napéti mléka v porovnani s vodou jsou zpasobeny piitomnosti
povrchov¢ aktivnich latek. Ty se adsorbuji na fazové rozhrani vzduch-voda a redukuji tak
povrchové napéti. Jedna se o sérové bilkoviny, kaseiny a komponenty membran tukovych
kuli¢ek. Vsechny tyto slozky se spolupodileji na tvorbé a stabilité¢ emulze mléc¢ného tuku

v mlé¢né plazmé [60, s. 494].
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Povrchové napéti mléka se méni v zavislosti na jeho sloZeni a zpracovani. Hodnota mize
byt ovlivnéna obsahem tuku, homogenizaci i teplotnimi zménami. Klesad s nardstajicim
mnozstvim tuku az do hodnoty 4 %, kdy dalSi navySeni obsahu tuku jiZz nevede k poklesu
povrchového napéti. Homogenizace aplikovana u pasterovaného mléka povrchové napéti
zvysuje, u syrového mléka naopak muze vést ke sniZzeni v dasledku uvolnéni volnych
mastnych kyselin vlivem aktivace lipdz. Tepelné zpracovani mléka pii steriliza¢nich teplo-
tach mize zpusobit mirné zvyseni povrchového napéti, pravdépodobné zplisobené denatu-
raci syrovatkovych bilkovin, které jej za obvyklych podminek napomahaji sniZzovat [59, s.
470].

5.2 Povrchové aktivni slozky mléka

5.21 Membrana tukové kulicky

Tuk je v mléce dispergovan ve formé tukovych kuli¢ek. Velikost tukovych kulicek se po-
hybuje v rozmezi 0,1-15 um, 90 % tuku se v3ak nachazi v kulickach o priméru 2-6 pm.
Nepolarni triacylglyceroly, které ptedstavuji az 99 % mlécného tuku, jsou obklopeny ten-
kou membranou (10-50 nm) tvofenou vrstvou povrchové aktivnich latek, pfedevsim fosfo-
lipidd a membranovych proteinti. Tato membrana byva Vv literatufe nazyvana také jako
membrana tukové kulicky (milk fat globule membrane). Membrany tukovych kuli¢ek po-
chazeji z apikalni plazmatické membrany, endoplazmatického retikula ptipadné dalSich
intracelularnich slozek sekre¢nich bunék mléc¢né zl&zy. V piirozeném pH mléka pusobi
jako pfirodni emulgatory, které svym negativnim ndbojem a hydrataénim obalem zabranuji
slévani mlécného tuku a spojovani tukovych kulicek. Srovnani hodnot povrchovych napéti
na fazovych rozhranich sérum-tukové kulicky (2 N/m) a sérum-kapalny tuk (15 N/m) pou-
kazuje na vysokou emulgaéni Uc¢innost slozek membran tukovych kulicek. Pokud dojde
k poruseni téchto membran, napf. mechanickym zasahem nebo plisobenim enzymt, lze
zejména na zahtatém mléce pozorovat tzv. volny tuk, ktery podléha snadnéji rozkladu [37,

s. 230]; [61, s. 19]; [62, s. 3-4,]; [63, s. 449].

Unikatni emulgaéni vlastnosti materialu membran tukovych kulicek vedou k vyzkumu a
VyVoji technologii pro jeho izolaci, separaci a nasledné pouziti v riznych potravinaiskych

emulzich [60, s. 10].
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5.2.2 Milé¢né proteiny

Proteiny jsou amfoterni slou¢eniny, ve své molekule tedy obsahuji polarni i nepolarni ¢asti.
Diky tomu ptedstavuji G¢inné povrchové aktivni latky, které snizuji povrchové napéti na
mezifdzovém rozhrani, kam se adsorbuji. Vzhledem ke své amfifilni struktute se podileji
na tvorb¢ a stabilizaci emulzi typu o/v i v/o. Stabiliza¢ni efekt proteinti spo¢iva ve vytvore-
ni ochranného obalu kolem kapének tuku, ¢imz je zabranéno koalescenci emulze.
V soucasné dobé¢ predstavuji proteiny jednu z nejpouzivangjsich skupin potravinaiskych
emulgatoru [64, s. 64]; [65, s. 135].

Mlécné proteiny, kaseiny a syrovatkové bilkoviny jsou cenény pro své emulgacné-
stabiliza¢ni vlastnosti. Kaseiny maji vyborné povrchové aktivni vlastnosti a snadno se ad-
sorbuji na fazové rozhrani olej-voda. Syrovatkové bilkoviny jsou dobra emulgacni a péno-
tvorna ¢inidla. Flexibilni kaseiny s vys§im obsahem nepolarnich skupin jsou u¢innéjSimi
emulgatory neZ rigidni syrovatkové proteiny s menSim poétem nepolarnich skupin. Potadi
jednotlivych mléénych proteint uspofddanych podle velikosti povrchové aktivity je nasle-
dujici: B-kasein > kaseinové micely > sérovy albumin > a-laktalbumin > os-kaseiny = -
kasein > B-laktoglobulin. Stupenn pokryti povrchu tukovych kuli¢ek proteinem se obvykle
vyjadiuje v miligramech proteinu na jednotku plochy dispergované faze (mg m) a zalezi
na koncentraci a typu proteinu i podminek nastalych pfi tvorbé emulze. Faktory ovliviiujici
plochu pokryti povrchu tukovych kapicek proteinem predstavuji koncentrace proteinu, ob-
sah oleje, dodana energie, agregace proteind, pH, iontova sila, teplota a koncentrace vape-

natych iontt [59, s. 890]; [62, s. 3]; [64, s. 64]; [66, s. 324].

V potravinafstvi nasly uplatnéni predevsim kaseinat sodny a syrovatkové proteiny, jez maji
vyborné emulgaéni vlastnosti umoziujici vytvofit stabilni emulze pti pouziti relativné ma-
Iého mnozZstvi. Syrovatkovy proteinovy koncentrat a kaseinat vapenaty maji emulgacni

~ v

schopnost mnohem nizsi [66, s. 325].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cile této diplomoveé prace byly stanoveny nasledovné:

e vypracovat literarni reSersi tykajici se charakteristiky rostlinnych sekundarnich me-
tabolitli s dlirazem na fenolické latky, netradi¢nich rostlinnych oleja stejné jako su-

rovin vyuZzivanych k jejich vyrobé a emulga¢nich vlastnosti mléka,

e piipravit stabilni emulze mléka a oleje z hroznovych jader s pouzitim raznych

emulgatort a tyto analyzovat pomoci fotonové korela¢ni spektroskopie,
e ov¢fit antimikrobni G¢inky oleje z hroznovych jader a ptipravenych emulzi,

¢ na zéklad¢ ziskanych vysledkti formulovat zavéry a doporuceni.
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7 MATERIALAMETODY

7.1 Pouzité materialy

7.1.1 Olej z hroznovych jader
Hroznovy olej extra panensky za studena lisovany nefiltrovany (Saint George's)

Hroznovy olej rafinovany (M+H, Mic¢a a Harasta)

7.1.2 Mléko
MIéko Lactel trvanlivé odtu¢néné (MIékarna Kunin)
MIéko Lactel trvanlivé polotu¢né (Mlékarna Kunin)

Miéko Lactel trvanlivé plnotu¢né (MIékarna Kunin)

7.2 Pouzité chemikalie

7.2.1 Emulgatory
Tween 80 (Sigma-Aldrich)
Séjovy lecitin granulovany (Mogador)

MAG C8:0 (UTTTK)

7.2.2 Ostatni
Destilovana voda
Denaturovany lih
Glycidol (Sigma-Aldrich)
Chromium Il acetat hydroxid (Sigma-Aldrich)

Kyselina kaprylova (Sigma-Aldrich)
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7.3 Roztoky

7.3.1 Fyziologicky roztok
NaCl (LachNer)......... 8,549
H,O ................1000,0 ml

Ptiprava: 8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1 litru destilované vody a sterilizovano

Vv autoklavu 15 minut pii 121 °C.

7.4 Pristroje a vybaveni

Autoklav (Wolf SANOclav)

Autoklav Varioklav (H+P Labortechnik AG)

Denzitometr Densi-La-Meter (Emo)

Desintegrator T 25 digital Ultra-Turrax (IKA Labortechnik)
Chladnic¢ka (Elektrolux)

Laboratorni sklo

Laboratorni plasty

Laminarni box BIO-II-A (Telstar)

Michadlo hiidelové RZR 2020 (Heidolph Instruments GmbH)
Mikrobiologicky inkubator (Memmert GmbH + Co. KG)
Mikropipety Biohit Proline

Ockovaci pomucky

Plastové zkumavky Nunc (Thermo Scientific Nunc)
Pocitac kolonii Count plus (Schuett-Biotec GmbH)
Stiikackové filtry o velikosti pora 0,22 um (Millipore)
Su$éarna (Memmert GmbH + Co. KG)

Trepacka Reax top (Heidolph Instruments GmbH)
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Vahy laboratorni Adventurer Pro 500 (OHAUS)

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)

7.5 Bakterialni kmeny

Pro testovani antimikrobnich ucinkd pfipravenych emulzi a oleje z hroznovych jader byly
pouzity nasledujici bakterialni kmeny, které byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi

(CCM) v Brné nebo ze sbirky Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi:
Bacillus subtilis subsp. subtilis CCM 2216

Enterococcus faecalis CCM 4224

Escherichia coli CCM 3954

Lactobacillus sp.

Micrococcus luteus CCM 732

Proteus vulgaris CCM 1799

Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420
Serratia marcescens subsp. marcescens CCM 303
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Bakterialni kmen Lactobacillus sp. byl uchovavan na MRS agaru pii teploté 4 £ 2 °C a byl
pieockovavan po 3 az 4 tydnech. Ostatni kmeny byly uchovavany na masopeptonovém

agaru za stejnych podminek jako v ptipadé Lactobacillus sp.

7.6 Kultivaéni média

7.6.1 Masopeptonovy agar (MPA)
Masovy vytazek (HiMedia) 3090
Pepton (HiMedia) 509
NaCl (LachNer) 3090

Agar (HiMedia) 15049
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Destilovana voda ad 1000,0 ml

Piiprava: Do 1 litru destilované vody bylo navazeno 26 g ptipravku a rozpusténo v zasobni

lahvi. Poté bylo médium sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

7.6.2 Mueller-Hintonuv agar (MHA)
Hovézi masova inflaze 300,09

Kysely hydrolyzat kaseinu 175¢g

Skrob 159
Agar 1709
Destilovana voda ad 1000,0 ml

Ptiprava: 38 g ptipravku (HiMedia) bylo navdzeno do 1000 ml destilované vody, rozpuste-

no v z&sobni lahvi a nasledné sterilizovano pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

7.6.3 Agar pro Lactobacillus sp. podle DeMana, Rogosiho a Sharpeho (MRS

agar)
Proteazovy pepton 10,00 g
Hov¢ézi extrakt 10,009
Kvasni¢ny extrakt 5,009
Dextroza 20,00 g
Polysorbat 80 1,00 ¢
Citran amonny 2,009
Octan sodny 5009
Siran hotecnaty 0,10g
Siran manganaty 0,059

Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,00 g
Agar 12,009

Destilovana voda ad 1000,00 ml
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Piiprava: 67,15 g ptipravku (HiMedia) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a na-

sledné¢ sterilizovano v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

7.6.4 Mudller-Hintoniv bujon (MHB)
Hovézi masova infuze 300,09
Kysely hydrolyzat kaseinu 175¢g
Skrob 159
Destilovana voda ad 1000,0 ml

Piiprava: 21 g ptipravku (HiMedia) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a poté

byla provedena sterilizace v autoklavu po dobu 15 minut pti 121 °C.

7.6.5 Bujon pro Lactobacillus sp. podle DeMana, Rogosiho a Sharpeho (MRS

bujon)
Proteazovy pepton 10,00 g
Hov¢ézi extrakt 10,009
Kvasni¢ny extrakt 5,009
Dextroza 20,00 g
Polysorbat 80 1,00 ¢
Citran amonny 2,009
Octan sodny 5009
Siran hotecnaty 0,109
Siran manganaty 0,059

Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,00 g
Destilovana voda ad 1000,00 ml

Piiprava: 55,15 g piipravku (HiMedia) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a poté

sterilizovano pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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7.6.6 Plate count agar (PCA)

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0 g

Kvasni¢ny extrakt 2,50
Dextroza 109
Agar 1509
Destilovana voda ad 1000,0 ml

Ptiprava: 23,5 g smési (HiMedia) bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a nasledné

sterilizovano v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

7.7 Metodika

7.7.1 Priprava emulzi

Pro ptipravu emulzi bylo pouZito metody mechanické homogenizace s vyuzitim dvou pfi-
stroju o rozdilné rychlosti ota¢ek — hiidelového michadla Heidolph RZR 2020 a desintegra-
toru Ultra-Turrax. U vsech ptipravenych emulzi byla zakladem pivodni, pfirozena emulzni
faze mléka, tedy emulze typu olej ve vode (o/v). Z diivodu vlastni emulgacni schopnosti
mléka byly nejprve emulze piipraveny bez ptitomnosti emulgatorti. Pro zlepSeni vysledné
stability emulzi byly posléze do receptury piidany potravinarské emulgatory. Konkrétné se

jednalo o lecitin, MAG C8:0 a Tween 80.

V prvnim bloku experimentl bylo vyrobeno celkem 60 emulzi o 2% koncentraci oleje a
rizné koncentraci emulgatori (3, 5, 8 % w/w). U vSech pfipravenych emulzi byla vizualné
sledovana stabilita ihned po emulgaci a po jednom dnu skladovani pfi teploté 25 °C, jak je
znazornéno v Ptiloze 1. Z téchto emulzi byly vybrany ty, které mély sloZeni zajist'ujici sta-
bilitu a zaroven obsahovaly nejnizsi koncentraci emulgatori. V bloku druhém byly tyto
emulze piipraveny s 5% koncentraci hroznového oleje, tedy nejvyssi koncentraci umoznu-
jici vznik homogenni emulze pfi zachovani pivodni koncentrace emulgatori. K analyze
velikosti, velikostni distribuce ¢astic a studiu antimikrobnich G¢inkt byly od kazdého pou-

Zitého emulgatoru vybrany pouze nejstabilnéjsi emulze.
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Emulgator monokaprylin (MAG C8:0) byl ptipraven adici kyseliny kaprylové na glycidol
za katalytického pusobeni chromitych iontd podle postupu Janis et al. [67]. Finalni produk-
ty byly poté purifikovany rekrystalizaci z etanolu a filtraci. Uchovany byly za laboratornich

podminek.

Granulovany lecitin bylo nejprve nutno rozmélnit v tfence a pro zlepseni rozpustnosti byl
ponechan dobu 24 hodin v mléce, kde doslo k jeho nabobtnéni. Po nasledné homogenizaci

byla mlé¢na suspenze lecitinu aplikovana k vlastni pfipravé emulzi.

7.7.1.1 Pouziti hifidelového michadla

Do dvou kadinek byla navéazena piislusnd mnozstvi slozek vodné a olejové taze. Nasledné
byly zahtaty ve vodni lazni o teploté 85 °C. Receptury emulzi s 2% a 5% koncentraci oleje
jsou uvedeny v Tabulce 8 a Tabulce 9. Do jiZ michané olejové faze byla postupné piida-
vana faze vodna tvofend samotnym mlékem, poptf. v mléce rozpusténym emulgatorem.
Timto zptisobem byla emulze homogenizovana po dobu 10 minut za konstantni rychlosti

1050 otacek/min.

Tabulka 8 — Receptura emulze ptipravované michadlem s 2 % (w/w) hroznoveho oleje.

Koncentrace Emulgator | Vodna faze | Olejova faze
emulgatoru [%] | [9] [9] [a]
0 - 49,0 1,0
3 1,5 47,5 1,0
5 2,5 46,5 1,0
8 4,0 45,0 1,0

Tabulka 9 — Receptura emulze ptipravované michadlem s 5 % (w/w) hroznoveho oleje.

Koncentrace Emulgator | Vodna faze | Olejova faze
emulgatoru [%] | [9] [9] [a]
0 - 47,5 2,5

1,5 46,0 2,5

3
5 2,5 45,0 2,5
8 4,0 43,5 2,5
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7.7.1.2 Poufiti desintegratoru Ultra-Turrax
Slozky vodné i olejové faze byly navazeny do dispergac¢ni zkumavky a nasledné zahtivany
ve vodni lazni. Navazky pro pfipravu emulzi o rizné koncentraci oleje jsou uvedeny
v Tabulce 10 a Tabulce 11. Po dosazeni teploty vodni 1azné 85 °C byla smés homogenizo-
vana 10 minut pfi rychlosti 13 400 otac¢ek/min.

Tabulka 10 — Receptura emulze ptipravované Ultra-Turraxem s 2 % (w/w) hroznového
oleje.

Koncentrace Emulgator | Vodna faze | Olejova faze
emulgatoru [%] | [d] [a] [q]
0 - 19,6 0,4
3 0,6 19,0 0,4
5 1,0 18,6 0,4
8 1,6 18,0 0,4

Tabulka 11 - Receptura emulze piipravované Ultra-Turraxem s5 % (w/w) hroznového
oleje.

Koncentrace Emulgator | Vodna faze | Olejova faze
emulgatoru [%] | [d] [a] [q]
0 - 19,6 1,0
3 0,6 18,4 1,0
5 1,0 18,0 1,0
8 1,6 17,4 1,0

7.7.2 Analyza emulzi fotonovou korelaé¢ni spektroskopii (PCS)

U vybranych emulzi byla analyzovana velikost a velikostni distribuce ¢astic metodou foto-
nové korelaéni spektroskopie pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS. Analyzovand emulze
byla nejprve homogenizovana manudlnim protfepanim. Vzorek pro meéteni byl pfipraven
do plastové kyvety nadavkovanim 1 ml destilované vody prefiltrované pies filtr o velikosti
pora 0,22 pum, ke kterému byly pipetovany 3 pl emulze. Kvuli udrZzeni konstantni teploty
vzorku byla kyveta zakryta vickem a nésledné temperovana v piistroji na 25 °C. Na piistro-

ji byly nastaveny nasledujici parametry méfeni: viskozita disperzniho média 0.8872 cP,
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index lomu disperzniho média 1.330 a index lomu dispergovaného podilu 1.450. Zpraco-

vani naméienych dat bylo provedeno softwarem pftistroje.

V ramci kazdého méfeni byla provedena tfi stanoveni vedle sebe. Smérodatna odchylka

S byla vypoctena podle Deana a Dixona pro maly pocet paralelnich stanoveni (n << 10).

7.7.3 Testovani citlivosti mikroorganizmii k pfipravenym emulzim a oleji z hroz-

novych jader

Pied samotnym testem inhibi¢nich u¢inka oleje v rafinované i nerafinované formé byla
provedena zkouska mikrobialni ¢istoty. Pro kazdy vybrany vzorek probihala dvé opakova-
ni. Z davodu malého poctu jednotlivych stanoveni v rdmci statistického souboru byl

K vypoctu smerodatné odchylky pouzit Dean-Dixoniyv test.

7.7.3.1 ZkouSka mikrobidlni Cistoty

Z originalniho baleni oleje byl za aseptickych podminek odebran vzorek o objemu 0,5 ml.
Nasledn¢ byl rozetien sterilni hokejkou po povrchu plotny s PCA. Kultivace pobihala pti
teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Nasledn¢ byla vyhodnocena ptitomnost mikrobialni kon-

taminace.

7.7.3.2 Difuzni diskova metoda

Za aseptickych podminek suspenze testovanych bakterialnich kment byla pfipravena naoc-
kovanim ¢isté kultury z Petriho misky do zkumavky s MRS bujonem (Lactobacillus sp.) a
MHB (ostatni kultury). Nasledné byla kultivovana po dobu 24 hodin pii teploté 30 °C
v ptipadé kment Bacillus subtilis subsp. subtilis, Pseudomonas fluorescens a Lactobacillus
sp. Inkubace zbylych bakteridlnich suspenzi probéhla pii teploté 37 °C po stejny ¢asovy

Usek.

V laminarnim boxu tiidy II. byla bakterialni suspenze (kultivovana pies noc) stokrat ziedé-
na sterilnim fyziologickym roztokem a v objemu 100 pl naockovana na sterilni plotnu
s MRS agarem (Lactobacillus sp.) a MHA (ostatni bakterialni kmeny). Sterilni hokejkou
pak byla rozetifena po celé plose plotny. Po zaschnuti byly na povrch pidy pinzetou asep-

ticky polozeny sterilni disky z filtraéniho papiru o priméru 5 mm. Na disky byly postupné
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pipetovany netedéné vzorky oleje, popt. ptipravenych emulzi v mnoZstvi 5 ul na jeden
disk. Vyjimku tvotily v ramci testovani oleja disky kontrolni, na které byla pipetovana ste-
rilni destilovana voda, a v piipad¢ testovani emulzi disky slepého pokusu, na které byly
pipetovany emulze analogické zkouSenym, ale bez obsahu hroznového oleje. Misky byly
kultivovany v termostatu v zavislosti na pouZité kultute pii teploté¢ 30 °C nebo 37 °C po
dobu 24 hodin. Po kultivaci byly zméfeny inhibi¢ni zény (mm) vzniklé v okoli diskt inhi-

bi¢nim ptisobenim zvolenych vzorka.

7.7.3.3 Doplitkova metoda

Inokulum bylo za aseptickych podminek naokovano z Petriho misky do sterilnich zkuma-
vek s MRS bujonem (Lactobacillus sp.) a MHB (ostatni kultury). Poté bylo kultivovano za
stalého protiepavani po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté. Nékteré z pomnozenych kul-
tur bylo nezbytné z diivodu vysoké hustoty inokula ziedit fyziologickym roztokem v poza-

dovaném poméru na hodnotu 1,5 podle McFarlandovy stupnice.

Ptipravend bakterialni suspenze v objemu 200 pl a 5 ul testovaného vzorku byly postupné
davkovany do jamek mikrotitra¢ni desticky. Takto naplnéna mikrotitraéni desti¢ka byla
inkubovana pfti 30 °C po dobu 30 minut. Po skonceni kultivace byly suspenze vzorkl s
pomnoZenou kulturou z jamek mikrotitra¢ni desticky pifeockovany po 100 ul na Petriho
misky s PCA. Stejné se postupovalo i v ptipad¢ slepych vzorki. Kultivace misek poloze-
nych dnem vzhiru probihala pti teplotdch 30 °C (Bacillus subtilis subsp. subtilis, Pseudo-
monas fluorescens a Lactobacillus sp ) nebo 37 °C (ostatni kultury) po dobu 24 hodin. Poté
byl sledovan nartst bakteridlnich kolonii na miskach. Inhibi¢ni G¢inky vzorki se projevily

nepiitomnosti naristu daného kmene bakterii.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o7

8 VYSLEDKY

8.1 Charakterizace p¥ipravenych emulzi

Z Sedesati emulzi pfipravenych v prvnim bloku experimentt (viz Pfiloha P I) bylo na z&-
klad¢ primarni selekce k vlastnimu experimentu navrzeno celkem 24 vzorku (véetné kon-
trolnich emulzi). Tyto byly hodnoceny vizuéalné¢, fotonovou korelac¢ni spektroskopii a me-

todami pro stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobnim latkam.

8.1.1 Vizuélni pozorovani

Vzhled emulzi byl studovan ihned po emulgaci a po jednom dnu skladovani pfi teplote
25 °C. Sledovanymi parametry byly vzhled a stabilita emulze. Vysledky vizualniho pozo-

rovani emulzi jsou shrnuty v Tabulkach 12-15.

Z divodu obsahu mléka v receptute bylo u vSech emulzi patrné mlécéné bilé zabarveni. Sta-
bilni emulze byly homogenni bez naznaka fazové separace. Nestabilita se u ptipravenych
emulzi projevovala postupnym délenim fazi. Konkrétné bylo pozorovano tzv. krémovani,

kdy se v horni ¢asti systému hromadila vrstva oleje z davodu jeho niz$i hustoty.

8.1.1.1 Vizuélni hodnoceni kontrolnich emulzi

Vizuélnim pozorovanim bylo zjiSténo, ze vSechny pouzivané typy mléka oSetfrené UHT
metodou maji dostateCnou emulgacni kapacitu umoziujici tvorbu homogennich emulzi
s rafinovanym i nerafinovanym olejem z hroznovych jader (5 % w/w). Tato stabilita ovsem
nebyla trvald, druhy den u v3ech sledovanych emulzi do$lo k fazové separaci, jak ostatné
doklada Tabulka 12.
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Tabulka 12 — Vizualni pozorovani kontrolnich emulzi bez ptidavku emulgatoru pro 5%
koncentraci hroznového oleje.

Druh oleje Typ mléka | Priprava | Stabilita emulze p¥i 25 °C
[ot./min]
0. den 1. den
rafinovany plnotucné 13400/10 | homogenni nehomogenni
polotucné homogenni nehomogenni
odtuénéné homogenni nehomogenni
nerafinovany | plnotu¢né 13400/10 | homogenni nehomogenni
polotucné homogenni nehomogenni
odtuénéné homogenni nehomogenni

8.1.1.2 Vliv piitomnosti Tweenu 80 na stabilitu pripravenych emulzi

Emulze s 3% koncentraci Tweenu 80 v zakladni receptuie vykazovaly v den pfipravy i den

nasledujici vynikajici stabilitu bez znamek rozpadu systému. Tento trend je zaznamenan v

Tabulce 13.

Tabulka 13 — Vizualni pozorovani emulzi pro 5% koncentraci hroznového oleje a 3% kon-
centraci Tweenu 80.

Druh oleje | Mléko Piiprava | Stabilita emulze p¥i 25 °C
[ot./min]
0. den 1.den
rafinovany | plnotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni
polotu¢né homogenni homogenni
odtuénéné homogenni homogenni
nerafino- pInotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni
vany — - -
polotu¢né homogenni homogenni
odtuénéné homogenni homogenni

8.1.1.3 Vliv pFitomnosti lecitinu na stabilitu piipravenych emulzi

Z hlediska vizuélniho hodnoceni byly homogenni také emulze stabilizované lecitinem (3 %

w/w). Béhem sledovani nebyla zpozorovana ani minimalni separace systému, coZ doklada

Tabulka 14.
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Tabulka 14 — Vizualni pozorovani emulze pro 5% koncentraci hroznového oleje a 3% kon-

centraci lecitinu.

Druh oleje | Mléko Piiprava | Stabilita emulze p¥i 25 °C
[ot./min]
0. den 1.den
rafinovany | plnotu¢né | 13400/10 | homogenni | homogenni
polotu¢né homogenni | homogenni
odtuc¢néné homogenni | homogenni
nerafino- plnotuéné | 13400/10 | homogenni | homogenni
vany — - -
polotucné homogenni | homogenni
odtuc¢néné homogenni | homogenni

8.1.1.4 Vliv piitomnosti MAG C8:0 na stabilitu pripravenych emulzi

V piipadé emulzi s obsahem monokaprylinu bylo nutné navysit jeho koncentraci na 8 %
(w/w), pti které byly pozorovany destabilizacni projevy v nejmensi mife. Nicmén¢ i pfi této
koncentraci byla ihned po emulgaci viditelna pozvolna separace olejové a vodné faze sys-
tému. Pfi sledovani téchto emulzi po 24 hodinach od vyroby bylo u vSech bez vyjimky po-
zorovano opétovné spojeni ptivodne oddélenych fazi, tedy tplny rozpad emulze. Tento jev,

zaznamenany pouze pii pouziti tohoto emulgatoru, uvadi Tabulka 15.

Tabulka 15 — Vizualni pozorovani emulze pro 5% koncentraci hroznoveho oleje a 8% kon-
cetraci MAG C8:0.

Druh oleje | Koncentrace | MIléko Priprava | Stabilita emulze p¥i 25 °C
emulgatoru [ot./min]
0. den 1. den
rafinovany 8 plnotué¢né | 13400/10 | nehomogenni | homogenni
8 polotu¢né nehomogenni | homogenni
8 odtuénéné nehomogenni | homogenni
nerafinovany | 8 plnotuéné | 13400/10 | nehomogenni | homogenni
8 polotu¢né nehomogenni | homogenni
8 odtuénéné nehomogenni | homogenni
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8.1.2 Analyza emulzi fotonovou Kkorelaé¢ni spektroskopii

Stabilita ptipravenych emulzi byla hodnocena pomoci stfedni hodnoty velikosti vSech ¢as-
tic nachézejicich se v emulzi (z-primér velikosti ¢astic), velikosti a objemového obsahu

¢astic jednotlivych frakci piitomnych v emulzi.

Z prvni série experimentl vyplynulo, Ze pro vznik emulzi pozadované stability pfedstavuje
optimalni pfipravu homogenizace za pouziti dispergatoru Ultra-Turrax, v trvani 10 minut
pti otackach 13 400/min. Timto zplUsobem lze ziskat stabilni emulze o malé stfedni veli-
kosti ¢astic a s monomodalni velikostni distribuci, jak znazoriiuje Tabulka 16 tak i Obrazek
14.

Tabulka 16 — Vliv pfipravy na zvolené parametry emulze.

Piiprava | ® z-primér +S | Velikost ¢astic Obsah ¢astic za-
. [nm] zastoupené frakce | stoupené frakce
[ot./min] [nm] [% VIv]
1050/10 | 710,0 £15,7 1651 | 416 | - 62 38 -
13400/10 | 2710+ 22,4 288 | - - 100 | -
8._...._.._.........._.._............._.._.........._.._............._..'"_.\'.........._,i
R :
E B T S e b LI S S e
01 1 10 100 1000 10000
Yelikost (nm)
Miéko polotuéné + 2% alej (10 min/1050 ot.) Miéko polotutné + 2% olej (10 min/13400 0t.]|

Obrazek 14 — Vliv druhu pfipravy na distribuci velikosti ¢astic.

Z dtvodu srovnani byly kromé pfipravenych emulzi charakterizovany korelacni fotonovou

spektroskopii také pouZzité druhy mleka. Jak vyplyva z Obrazku 15 a Tabulky 17, distribug-
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ni kiivky lze povazovat u odtu¢néného i plnotu¢ného mléka za monomodalni. Z identifiko-
vanych dvou populaci ¢astic v piipadé polotuéného mléka tvoti mensi podil ¢astice o veli-
kosti na samé hranici méficiho rozsahu pfistroje. Mizeme se proto domnivat, ze i vzorky
odtu¢néného a plnotuéného mléka mohou byt v koneéném diisledku vicemodalni, coz
ovSem piistroj nedokaze z divodu limitovaného méficiho rozsahu detekovat. Z vysled-
kt analyzy vzorkti mlék dale vyplyva, ze obsah tuku ovlivituje vyslednou velikost Castic. S
naristajicim obsahem tuku dochazi k postupnému zvySovani z-praiméru. Pfevazujici mo-
nomodalni distribu¢ni kiivky a mala stiedni velikost ¢astic poukazuji na homogenitu téchto

systému.
L ATy

g

T S s i AN

Intenzita (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Yelikost (nm)

Mléko odtuénéné Miéko polotuéné
Miéko pinotuéneé

Obrazek 15 — Distribuce velikosti ¢astic v zavislosti na typu mléka.

Tabulka 17 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u riznych druht
miék.

Miéko ® z-primér =S | Velikost ¢astic Obsah ¢astic za-
[nm] zastoupené frakce | stoupené frakce
[nm] [% viV]
odtuénéné | 214,0+ 12,0 229 | - - 100 |- -
polotu¢né | 259,0 £ 13,0 269 | 5188 | - 96 4 -
plnotu¢né | 3410+ 13,1 466 | - - 100 | - -
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8.1.2.1 Prumérnd velikost a distribuce velikosti édstic u kontrolnich emulzi bez emulga-

toru

Velikost a distribuce ¢astic byla stanovena také u kontrolnich emulzi, které obsahovaly 5%
koncentraci oleje z hroznovych jader bez pfitomnosti emulgatort. Vysledky méfeni zazna-
menané v Tabulce 18 naznacuji, Ze ptidavek hroznového oleje do vSech druhd mléka se
projevil zvySenim stfedni velikosti ¢astic i polydisperzity systému. Dale bylo zjisténo, Ze
emulze sobsahem rafinovaného oleje mély stiedni hodnotu velikosti vétsi nez ty
s obsahem oleje nerafinovaného. Ptitomnost druhu oleje méla vliv i na pocet a velikost
zastoupenych frakci. Trend zvétSovani velikosti ¢astic s piibyvajicim obsahem mlé¢ného

tuku v systému pokracoval i zde.

Tabulka 18 — Stanoveni pramérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u kontrolnich
emulzi hroznového oleje bez emulgatoru.

Olej MIéko ® z-primér £S | Velikost ¢astic Obsah ¢astic za-
[nm] zastoupené frakce | stoupené frakce
[nm] [% viv]

Raf. odtu¢néné | 847,0 £ 24,9 575 | 3691 | - 67 33 -
polotu¢né | 922,0 £ 12,0 1754 | 572 | - 26 74 -
plnotu¢né | 928,0 £ 15,5 916 | - - 100 | - -

Neraf. | odtu¢néné | 510,0 £ 27,1 613 | 126 | 5394 | 90 8 2
polotu¢né | 603,0 £ 19,8 759 | - - 100 | - -
plnotu¢né | 773,0 £ 24,2 1287 | - - 100 | - -

8.1.2.2 VIiv pfitomnosti emulgdtorii na prumérnou velikost a distribuci velikosti éastic

u pripravenych emulzi

Vliv ptitomnosti pouzitych emulgatorti na velikost a distribuci ¢astic u ptipravenych emul-
zi jsou shrnuty v Tabulkach 19-21. OdliSnosti ve vzhledu distribu¢nich kiivek v zavislosti

na pouzitych emulgatorech ilustruje Obrazek 16.

Emulze stabilizované Tweenem 80 popisuje Tabulka 19. Na zakladé udaju uvedenych
v této tabulce lze konstatovat, ze pii pouziti 3% koncentrace Tweenu 80 doslo
k vyraznému poklesu stiedni hodnoty velikosti ¢astic oproti kontrolnim emulzim. Nerafi-

novany olej, stejné jako v pfedchozich ptipadech, vytvarel emulze s ¢asticemi o mensim z-
Y
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pruméru. Obsah mlé¢ného tuku i nadale ovliviioval velikost ¢astic. Distribu¢ni kiivky byly

sice vétSinou bimodalni, ale s jednou vyrazn¢ pievazujici frakci.

Tabulka 19 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi s 5% kon-
centraci hroznového oleje a 3% koncentraci Tweenu 80.

Olej MIéko ® z-primér + | Velikost ¢astic Obsah ¢astic za-
S zastoupené frakce | stoupené frakce
[nm] [nm] [% viv]

Raf. odtu¢néné | 250,0 £ 15,7 269 | 4976 | - 95 5 -
polotu¢né | 270,0 £ 17,0 365 | 4817 | - 95 5 -
plnotu¢né | 328,0 £ 30,0 505 | 137 [4910 |71 23 6

Neraf. | odtu¢néné | 239,0 + 15,6 279 | 4974 | - 97 3 -
polotu¢né | 241,0 £ 23,8 262 | 4935 | - 96 4 -
plnotu¢né | 315,0 £ 11,3 512 | 4028 | 47 94 5 1

V emulzich s 3% koncentraci lecitinu byla pievazné detekovéana jedna populace castic.
V porovnani s kontrolnimi vzorky bez emulgacénich ¢inidel byl z-pramér velikosti ¢astic
mensi. Rafinovany olej i v pfipad¢ této skupiny tvofil emulze o vétsi velikosti Castic. Také
tendence zvySovani velikosti ¢astic se stoupajicim obsahem mlécného tuku ve vzorcich
zustala zachovéna.

Tabulka 20 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi s 5% kon-
centraci hroznoveho oleje a 3% koncentraci lecitinu.

Olej Miéko ® z-pramér =S | Velikost ¢astic Obsah castic za-
[nm] zastoupené frakce | stoupené frakce
[nm] [% viV]

Raf. odtu¢néné | 374,0 + 15,6 612 | - - 100 | - -
polotu¢né | 409,0+17,8 397 | 3127 | - 88 12 -
plnotu¢né | 493,0+17,3 702 | 178 |- 91 9 -

Neraf. | odtu¢néné | 356,0 + 22,0 573 | - - 100 | - -
polotu¢né | 400,0 + 15,2 626 | - - 100 | - -
plnotu¢né | 441,0 + 10,1 560 | - - 100 | - -
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Vysledky analyzy emulzi s 8% koncentraci monokaprylinu jsou uvedeny v Tabulce 21.
Velikostni distribuce, vyjma emulzi s plnotu¢nym mlékem, byly multimodalni, coz svéd¢i
o vysoké polydisperzité systému. V porovnani se zbylymi emulgatory nezpiisobil mo-
nokaprylin zmenseni velikosti emulznich ¢astic. Vyjimkou z tohoto trendu byla emulze,
kde spojitou fazi tvofilo plnotuéné mléko, jejiz emulzni ¢astice byly mensi nez castice
emulzi v plnotu¢ném mléku, kde nebyl pouzit emulgator. DalSi odchylku od chovani sle-
dovanych emulzi ptedstavovala skutecnost, Ze srostoucim obsahem mlécného tuku
v mléku dochazelo k poklesu velikosti ¢astic. VEtsina méfeni byla vyhodnocena softwarem
ptistroje jako nevyhovujici z divodu velké polydiperzity vzorku.

Tabulka 21 — Stanoveni praimérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi s 5% kon-
centraci hroznového oleje a 8% koncentraci MAG C8:0.

Olej Miéko ® z-primér =S | Velikost ¢astic Obsah castic za-

[nm] zastoupené frakce | stoupené frakce
[nm] [% viV]

odtuénéné” | 1065 + 17,4 2235 | 258 | - 77 |23 |-
Raf. | polotu¢né | 943,0 + 14,5 1017 | 205 | - 75 |25 |-
pInotu¢né 691,0 £ 20,0 611 | - - 100 | - -
odtuénéné” | 982,0 +17,8 2015 | 418 | - 75 |25 |-

Neraf. | polotu¢né” | 879,7 + 26,7 1577 | 379 | 4833 | 58 32 10
pInotu¢né 607,1 £ 13,7 794 | - - 100 | - -

Pozn.” Nevyhovujici méteni

14
121
10]

5]
6]
4]
5]
;

Intezita (%)

Velikost Eastic (d/nm)

—— MIéko polotuéné + neraf. olej 5%

Mieko polotuéné + neraf. olej 5% +Tween 80 3%
— MIéko polotuéné + neraf. olej 5% + MAG C8:0 8%
— MIéko polotuéné + neraf. ole] 5% + lecitin 3%

Obrazek 16 - VIiv typu emulgatoru na distribuci velikosti ¢astic vybranych emulzi.
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8.2 Studium antimikrobnich ac¢inku

8.2.1 Zkouska mikrobidlni ¢istoty

Originalni baleni hroznovych oleju byla podrobena zkousce mikrobialni Cistoty. Na pev-

ném mediu nebyla nalezena mikrobialni kontaminace ani u jednoho z testovanych vzorka.

8.2.2 Antimikrobni u¢inky oleje z hroznovych jader

Antimikrobni u¢inky oleje z hroznovych jader byly sledovany u péti grampozitivnich a péti
gramnegativnich bakterii. Difazni diskovou metodou nebyla prokézéna inhibice ristu ani
jednoho z testovanych bakterialnich kmenti, coZz dokazuji Tabulka 22 a Tabulka 23.
Z duvodu ovéieni ziskanych vysledkt byla navic pouZita dopliikova metoda stanoveni cit-

livosti, ktera potvrdila zavéry metody diskové (viz Tabulka 24 a Tabulka 25).

Tabulka 22 — Studium inhibi¢nich ucinku oleje z hroznovych jader na vybranych grampo-
zitivnich bakterialnich kmenech.

Druh oleje ® inhibi¢ni zény = S (v mm) u testovanych kmenu

S.aureus | M. luteus | E. faecalis | B. subtilis | Lactobacillus sp.

Rafinovany | - - - - -

Nerafinovany | - - - - -

Pozn. - nepfitomnost zony inhibice

Tabulka 23 — Studium inhibi¢nich G¢inka oleje z hroznovych jader na vybranych gramne-
gativnich bakteridlnich kmenech.

Druh oleje @ inhibi¢ni zény £ S (v mm) u testovanych kmenu

P.vulgaris | S. enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E.coli

Rafinovany | - - - - -

Nerafinovany | - - - - -

Pozn. - neptitomnost zony inhibice
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Tabulka 24 — Rust testovanych grampozitivnich bakterialnich kmenti v pfitomnosti oleje
z hroznovych jader.

Druh oleje Bakteridlni kmeny

S.aureus | M. luteus | E. faecalis | B. subtilis | Lactobacillus sp.
Rafinovany | +++ 4+ 4+ +++ +++
Nerafinovany | +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. + ++ +++ stupen nartstu bakteridlniho kmene na pevném médiu

- médium bez pfitomnosti testovaného bakteridlniho kmene

Tabulka 25 — Rist testovanych gramnegativnich bakterialnich kmenu v pfitomnosti oleje
z hroznovych jader.

Druh oleje Bakteridlni kmeny

P.vulgaris | S. enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E.coli
Rafinovany | +++ +++ +++ +++ 4+
Nerafinovany | +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. + ++ +++ stupei nartstu bakteridlniho kmene na pevném médiu

- médium bez ptitomnosti testované¢ho bakterialniho kmene

8.2.3 Antimikrobni u¢inky pripravenych emulzi

8.2.3.1 Antimikrobni ucinky kontrolnich emulzi

Na zaklad¢ vysledkt difuzni diskové metody i1 doplikové metody bylo zjisténo, Ze testova-
né kontrolni emulze hroznového oleje (bez emulgatoru) nevyvolaly inhibici rastu ani jedné
sledované bakterialni kultury. Testovani na bakteriich s grampozitivnim typem buné&¢né
stény shrnuje Tabulka 26 a Tabulka 27. U gramnegativnich bakterii bylo dosazeno identic-
kych vysledk.
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Tabulka 26 — Inhibi¢ni ucinky kontrolnich emulzi (bez emulgatoru) o 5% koncentraci
hroznového oleje na vybrané grampozitivni mikroorganizmy.

Cislo | Olej | MIéko | @ inhibi¢ni zény = S (v mm) u testovanych kmeni

S.aureus | M. luteus | B. subtilis | E. faecalis | Lactobacillus sp.

Raf. pino. - - - - -

polo. |- - - - -

od. |- - i i i

polo. |- - - - -

1
2
3
4 Neraf. | plno. - - - - -
5
6

od. |- - i i i

Pozn. - neptitomnost inhibi¢ni zony

Tabulka 27 — Rust testovanych grampozitivnich bakterialnich kment v pfitomnosti kon-
trolnich emulzi.

Cislo | Bakterialni kmeny
S. aureus M. luteus | E. faecalis | B. subtilis | Lactobacillus sp.

1 +++ +++ +++ +++ +++
2 +++ +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ +++ +++ +++
4 +++ +++ +++ +++ +++
5 +++ +++ +++ +++ +++
6 +++ +++ +++ +++ +++

Pozn. + ++ +++ stupeil nartstu bakteridlniho kmene na pevném médiu

- médium bez pfitomnosti testovaného bakteridlniho kmene

8.2.3.2 Vliv Tweenu 80 a lecitinu na antimikrobialnii ic¢inky pFipravenych emulzi

U ptipravenych emulzi hroznoveho oleje stabilizovanych emulgatory Tween 80 a lecitinem
(3 % w/w) nebyly zaznamenany inhibi¢ni ucinky na testované grampozitivni a gramnega-
tivni bakteridlni kultury. Ziskané vysledky na gramnegativni kmeny jsou uvedeny
v Tabulkach 28-30.
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Tabulka 28 — Inhibi¢ni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader) o0 3%
koncentraci emulgatort lecitinu a Tweenu 80 na vybrané druhy gramnegativnich bakterii.

"2

C. | Mléko | Emulgator | @ inhibi¢ni zony = S (v mm) u testovanych kment
P.vulgaris | S. enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E.coli

19 | plno. Lecitin - - - - -
20 | polo. - - - - -
21 | od. - - - - -
22 | plno. Tween 80 | - - - - -
23 | polo. - - - - -
24 | od. - - - - -

Pozn. - neptitomnost inhibi¢ni zony

Tabulka 29 — Inhibi¢ni uc¢inky emulzi o 5% koncentraci hroznového oleje a 3% koncentraci
emulgatoru lecitinu a Tweenu 80 na vybrané druhy gramnegativnich bakterii.

"2

C. | Olej | Mléko | Emul- | @ inhibi¢ni zény + S (v mm) u testovanych kmeni
gator | p.vulgaris | S.enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E.coli

7 | Raf. pino. Lecitin | - - - - -
8 polo. - - - - -
9 od. - - - - -
10 pino. Tween | - - - - -
11 polo. 80 - - - - -
12 od. - - - - -
13 | Neraf. | plno. Lecitin | - - - - -
14 polo. - - - - -
15 od. - - - - -
16 pino. Tween | - - - - -
17 polo. 80 - - - - -
18 od. - - - - -

Pozn. - neptitomnost inhibi¢ni zony
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Tabulka 30 — Rust testovanych gramnegativnich bakterialnich kment v pfitomnosti emulzi
hroznového oleje a slepych vzorkd.

Cislo | Bakterialni kmeny
P.vulgaris | S.enterica | P. fluorescens | S. marcescens E.coli

7 +++ +++ +++ +++ +++
8 +H+ +++ +H+ +++ +H+
9 +++ +++ +++ +++ +++
10 +H+ +++ +H+ +++ +H+
11 +++ +++ +++ +++ +++
12 +H+ +++ +H+ +++ +H+
13 +++ +++ +++ +++ +++
14 +H+ +++ +H+ +++ +H+
15 +++ +++ +++ +++ +++
16 +H+ +++ +H+ +++ +H+
17 +++ +++ +++ +++ +++
18 +H+ +++ +H+ +++ +H+
19 +++ +++ +++ +++ +++
20 +H+ +++ +H+ +++ +H+
21 +++ +++ +++ +++ +++
22 +H+ +++ +H+ +++ +H+
23 +++ +++ +++ +++ +++
24 +H+ +++ +H+ +++ +H+

Pozn. + ++ +++ stupen narastu bakterialniho kmene na pevném médiu

- médium bez pfitomnosti testovaného bakteridlniho kmene

8.2.3.3 Vliv monokaprylinu na antimikrobni ucinky piipravenych emulzi

Potencialni antimikrobni u¢inky byly testovany takeé u emulzi hroznového oleje s 8% kon-
centraci monoacylglycerolu kyseliny kaprylove. Z Tabulek 31-34 vyplyva, Ze zony inhibi-
ce byly pozorovany napii¢ celym bakterialnim spektrem vyjma gramnegativniho kmenu

Serratia marcescens. Ze srovnani velikosti inhibi¢nich zon u vzorkt slepého pokusu (viz
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Tabulka 31-32) a emulzi 0 5% koncentraci oleje z hroznovych jader (viz Tabulka 33-34)
je patrné, Ze antimikrobni G¢inky byly v ptipadé slepych vzorka prokazatelné vyrazngjsi.
Velikost inhibi¢nich zon testovanych emulzi hroznového oleje s 8% koncentraci monokap-
rylinu byla bud’ srovnatelna anebo, a to ve vétsiné piipadd, mensi nez u slepych vzorkd.
Z toho vyplyva, ze synergisticky ucinek mezi olejem z hroznovych jader a monokapryli-
nem nebyl pozorovan. Lze dokonce i Kkonstatovat, ze piidavek hroznového oleje
u né€kterych vzorka snizil antimikrobni G¢inek monokaprylinu, jak je patrné i z Obrazku 17.
Ze ziskanych udaju lze také odvodit, Ze antimikrobni ¢innost emulzi nezavisela na tu¢nos-
ti mléka ani druhu pouZitého oleje. Zjisténi ziskana diftzni diskovou metodou potvrzuje

doplikova metoda, jejiz vysledky zaznamenavaji Tabulka 35 a Tabulka 36.

Z vysledkt experimentd vyplyva, ze bakterie s bunécnou sténou grampozitivniho typu jsou
k uc¢inku emulzi s 8% koncentraci monokaprylinu vnimavéjsi. Vyjimku ptedstavoval Sta-
phylococcus aureus, ktery se stal na zakladé obou pouzitych metod druhou nejodolnéjsi

testovanou bakterii. Nejvyraznéjsi inhibi¢ni u¢inky emulzi byly zaznamenany jak v ptipadé

grampozitivni skupiny bakterii, tak i celého testovaného souboru, u mikrokoka.

Z gramnegativnich bakterii se na zéklad¢ provedeného testovani jevi nejcitlivéjsi k pliso-
beni emulzi s 8% koncentraci monokaprylinu Escherichia coli, t¢sné nasledované Pseudo-
monas fluorescens. Nejodolng&jsi viuéi u¢inku emulzi byla shledana Serratia marcescens, u
niz jako u jediné testované bakterie nebyla nalezena inhibi¢ni zona. Také z Tabulky 35 lze
vypozorovat, Ze stupen jejiho nartistu po vyockovani na pevném mediu byl nejvyraznéjsi.

Tabulka 31 — Inhibiéni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader) o 8%
koncentraci monokaprylinu na vybrané grampozitivni bakterie.

Cislo | MIéko | @ inhibi¢ni zény * S (v mm) u testovanych kmeni
S.aureus | M. luteus | B. subtilis | E. faecalis | Lactobacillus sp.
25 plno. 1,0+0,0 65+09 |30+18 |30+£09 35+£0,9
26 polo. |10+00 |55+09 [35+27 |[25+18 |30%09
27 od. 1,5+0,9 50+18 |35+09 |25+09 3,0+£18
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Tabulka 32 — Inhibiéni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader) o0 8%
koncentraci monokaprylinu na vybrané gramnegativni bakterie.

Cislo | MIéko | @ inhibi¢ni zény * S (v mm) u testovanych kmeni

P. vulgaris | S. enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E.coli
25 plno. |20+0,9 [20+09 [40+18 - 55+0,9
26 polo. |[25+35 [20£09 [45+27 - 50+0,0
27 od. 20+27 [25+09 |45+09 - 55+0,9

Pozn. - neptitomnost inhibi¢ni zony

Tabulka 33 — Inhibi¢ni uc¢inky emulzi 0 5% koncentraci hroznového oleje a 8% koncentraci
monokaprylinu na vybrané grampozitivni bakterie.

Cislo | Olej | MIéko | @ inhibi¢ni zény = S (v mm) u testovanych kmeni
S.aureus | M. luteus | B. subtilis | E. faecalis | Lactobacillus sp.

28 Raf. |plno. |05+09 |50+18 |25+0,9 30+£18 30+£18
29 polo. |05+09 |55+18 |15+0,9 25+18 25+27
30 od. 1,0+09 [40+25 |15+18 25+0,9 30+£18
31 Neraf. | plno. |10+18 |55+09 |3,0+£0,9 2000 25+0,9
32 polo. |05+09 |45+27 |35+18 25+27 2000
33 od. 1,0+18 |50+£18 |20%27 25+18 30+27

Tabulka 34 — Inhibi¢ni u¢inky emulzi o 5% koncentraci hroznového oleje a 8% koncentraci
monokaprylinu na vybrané gramnegativni bakterie.

Cislo | Olej | MIéko | @ inhibiéni zény + S (v mm) u testovanych kmeni

P.vulgaris | S. enterica | P. fluorescens | S. marcescens | E. coli
28 Raf. |[plno. |2,0+0,9 20+09 [30+18 - 45+18
29 polo. |[25+1,8 20+00 [45+09 - 40+27
30 od. 20+27 [15+18 [40+18 - 55+0,9
31 Neraf. | plno. |25+2,7 15+27 [35+009 - 5,0+ 0,0
32 polo. [2,0+1,8 [20+18 [40£00 - 45+18
33 od. 2,009 20+18 35+09 - 4009

Pozn. - neptitomnost inhibi¢ni zony
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Velikost inhibi¢ni zény (mm)

Slepy pokus (8 % w/w MAG C8:0) EEmulze (5% w/w hroznovy olej a 8 % w/w MAG C8:0)

Obrézek 17 — Velikost inhibi¢nich zon (mm) v zavislosti na slozeni emulzi s plnotu¢nym

mlékem.

Tabulka 35 — Rust testovanych grampozitivnich bakterialnich kment v pfitomnosti emulzi
hroznového oleje (5 % w/w) s monokaprylinem (8 % w/w) a slepych vzorku.

Cislo | Bakterialni kmeny
S. aureus M. luteus | E. faecalis | B. subtilis | Lactobacillus sp.

25 ++ + + + +
26 ++ + + + +
27 ++ + + + +
28 ++ + ++ + ++
29 ++ + ++ + +
30 ++ ++ ++ ++ +
31 ++ + ++ + ++
32 ++ + ++ ++ +
33 ++ + ++ + ++

Pozn. + ++ +++ stupen narastu bakterialniho kmene na pevném médiu

- médium bez pfitomnosti testovaného bakteridlniho kmene
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Tabulka 36 — Rist testovanych gramnegativnich bakterialnich kmenti v pfitomnosti emulzi
hroznového oleje (5 % w/w) s monokaprylinem (8 % w/w) a slepych vzorku.

Cislo | Bakterialni kmeny
P.vulgaris | S.enterica | P. fluorescens | S. marcescens E. coli

25 + + + ++ +
26 + + + ++ +
27 + + + ++ +
28 ++ ++ ++ ++ +
29 ++ ++ ++ +++ ++
30 ++ ++ + ++ +
31 + ++ + ++ +
32 ++ ++ ++ +++ ++
33 ++ ++ ++ ++ ++

Pozn. + ++ +++ stupen nartistu bakteridlniho kmene na pevném médiu

- médium bez pfitomnosti testované¢ho bakteridlniho kmene
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9 DISKUZE

Soucasné vyuzivani pfirodnich antimikrobnich latek, pfedevsim pochazejicich z rostlin, ke
konzervaci potravin vyvolalo zvySeny zajem také o fenolické latky obsazené v hroznech
révy vinné. Existuje proto predpoklad, Ze olej ziskavany z hroznovych jader mize prodlou-
Zit trvanlivost obtizn¢ adrZznych potravin, jako je napf. mléko. Kromé toho je polyfenolim

hroznt pfipisovana celé fada zdravi prospésnych vlastnosti.

Jednim z cilt této prace bylo pfipravit stabilni emulze rafinovaného a nerafinovaného
hroznového oleje s mlékem osetfenym UHT metodou. Za hodnotici parametr stability byla
zvolena vizualn¢ zaznamenana fazova separace svédCici o rozpadu systému, kterd také

piedstavovala jev nevyhovujici z pfipadného spotiebitelského hlediska.

Na zakladé provedenych experimentl bylo zjisténo, ze kazdy z druht testovaného trvanli-
vého mléka vykazoval dostateCnou emulgacné-stabilizacni kapacitu umoznujici vznik ho-
mogenni emulze s 5% koncentraci oleje z hroznovych jader (rafinovaného i nerafinovaneé-
ho) v trvani jednoho dne. Vznik emulzi bez pouziti emulgatori byl umoznén diky piitom-
nosti povrchové aktivnich slozek, kaseinu a syrovatkovych bilkovin, v mlé¢ném séru. Z
divodu zvyseni stability byly k zakladni receptufe sestavajici z mléka a 5 % (w/w) hrozno-
vého oleje ptidany potravinaiské emulgatory (monokaprylin, lecitin, Tween 80). Vyjma
monokaprylinu umoznila 3% koncentrace emulgatortl v systému tvorbu homogenni emulze

po sledovanou dobu 2 dntl.

Mnohé fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti potravinaifskych emulzi jsou zavislé na
povaze castic, které obsahuji. K duleZzitym charakteristikhm emulznich ¢astic se fadi i
v této praci stanovované parametry. Konkrétné se jednalo o stfedni hodnotu velikosti ¢astic

a velikostni distribuci. Kazdy z nich ovliviiuje vlastnosti, stabilitu i aplikaci emulzi.

Vsechny pfipravené emulze je mozné klasifikovat jako klasické potravinaiské emulzni
systémy, jejichz velikost ¢astic se v zavislosti na sloZzeni pohybovala v rozmezi od 250 az
1000 nm [68, s. 458]. Jak vyplynulo z analyzy, do skupiny makroemulzi spadaly jiZ samot-
né testované vzorky mléka se stiedni hodnotou velikosti ¢astic od 200 do 350 nm, takZze
z celkového pohledu velikostni charakteristika v pfipadé ptipravenych emulzi nevybocuje

Z pfedem nastaveného trendu.
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Pti podrobné&jSim hodnoceni velikosti z-priméru emulznich castic byl potvrzen vychozi
teoreticky piedpoklad, a to zavislost velikosti emulznich ¢astic na typu pouzitého emulga-
toru. Jak je zfejmé z Obrazku 18, 3% koncentrace lecitinu i Tweenu 80 bez ohledu na druh
pouzitého mléka znamenala viditelny pokles z-priméru velikosti ¢astic v porovnani
s kontrolnimi emulzemi pfipravenymi bez piitomnosti jakéhokoliv emulgatoru. V ptipadé
3% koncentrace Tweenu 80 byla velikost emulznich ¢astic redukovana nejmarkantnéji. U
vzorkl s 8% koncentraci monokaprylinu byl az na emulzi, kde disperzni prostiedi tvofilo
plnotuéné mléko, pozorovan trend opacny, a to zvySeni velikosti ¢astic v porovnani
s emulzemi, kde tento emulgator chybél. Tyto odlisné vysledky napfi¢ testovanymi emul-
zemi lze vysvétlit za pomoci konkrétni hodnoty hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) jed-
notlivych emulgatord. Tween 80 s HLB hodnotou 15 pfedstavuje hydrofilni surfaktant
s velkou rozpustnosti ve vod¢, proto efektivné stabilizuje systémy o/v, coz se nakonec od-
razilo i ve vysledné malé velikosti Castic. Naproti tomu monokaprylin o HLB hodnoté ko-
lem Sesti se, vzhledem ke své rozmérngjsi lipofilni ¢asti, rozpousti ve vodé méné¢, a tak
dobfe stabilizuje emulze typu v/o. HLB hodnota s6jového lecitinu rovna osmi se nachazi
na pomezi obou zminénych krajnich situaci [69]. To se v souladu s teorii hydrofilné-
lipofilni rovnovahy odrazilo na velikosti ¢astic emulzi ptipravenych s timto emulgatorem,

které tvoii pfechod mezi predeSlymi systémy.
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Obrézek 18 — Vliv pouziti riznych emulgatori na velikost ¢astic pii 5% koncentraci nera-

finovaného oleje z hroznovych jader.
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Na Obrazku 18 si lze dale pov§imnout toho, Ze rostouci obsah mlééného tuku v systemu
zvySoval vyslednou velikost ¢astic. Odchylku od tohoto chovani znovu tvofily emulze

s 8% koncentraci monokaprylinu, u nichz byla pozorovana tendence opac¢na.

Piidavek hroznového oleje (5 % w/w) do riznych druhd mléka se bez vyjimky projevil
zvySenim velikosti emulznich ¢astic. Srovnani velikosti ¢astic U pouZitych oleju
z hroznovych jader odhalilo zajimavé zjisténi, a to Ze nerafinovany extra panensky olej
tvoril emulzni ¢astice o mensi velikosti (viz Obrazek 19). Tento vysledek je mozné dat do
souvislosti s pfitomnosti povrchové aktivnich latek, volnych mastnych kyselin, bilkovin a
fosfolipida, které se nachazeji v surovém oleji a mohou tak pfispivat k jeho lepSi emulgaci.

V rafinovaném oleji je obsah téchto nezadoucich latej snizen na minimalni koncentraci.
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Obrézek 19 — Vliv druhu pouzitého hroznového oleje (5 % w/w) na velikost ¢astic
Vv piipad¢ odtuénéného mléka jako spojité faze emulze.
Distribuce velikosti ¢astic byla rovnéz ovlivnéna piitomnosti emulgatora. Pridavek hroz-
nového oleje do monodisperzniho systému mléka znamenal nérGst polydisperzity, ktery se
projevil vznikem multimodalnich distribu¢nich kiivek. Vyrazny pokles polydisperzity byl
pak zaznamenan u emulzi stabilizovanych lecitinem (3 % w/w). Naopak emulze
s monokaprylinem mély polydisperzitu natolik vysokou, Ze negativné ovliviiovala vyhod-

noceni méfeni velikosti ¢astic.
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V dalsi ¢asti studie byl ovéfovan inhibiéni efekt oleje z hroznovych jader a jeho emulzi s
mlékem na rist vybranych deseti bakterii. Z vysledku ziskanych v ramci difuzni diskové
metody a dopliikkové metody vyplyva, Ze hroznovy olej (rafinovany i nerafinovany)
V nefedéné podobé, stejné jako piipravené emulze s jeho 5% koncentraci, nevykazovaly
antimikrobni u¢inky ani v ptipadé jedné z testovanych bakterialnich kultur. Tyto negativni
vysledky mohly byt ovlivnény nedostateénym obsahem polyfenolickych latek v oleji
z hroznovych jader. Yilmaz a Toledo [56, s. 44-46] k tomu ve své studii uvadéji, ze poly-
fenoly nejsou v hroznovém oleji vyrazné zastoupeny z diivodu jejich vyssi polarity. Vice
polyfenolickych latek se tak koncentruje napt. v extraktu z hroznovych jader (GSE), ve
kterém v zavislosti na odridach podle analyzy Baydara a kol. [70, s. 799-803], piedstavuje
celkovy obsah fenolickych latek 507-589 mg/g GAE. Nasledné ovéteni antimikrobni ucin-
nosti téchto extrakti pomoci diftzni diskové metody potvrdilo v ramci zminéné studie
inhibici v8ech sledovanych bakterii, véetné deviti testovanych i v této piedkladané diplo-
mové praci. Porovnani s mnozstvim fenolickych latek stanovenych v oleji z hroznovych
jader dle prace Bailové a kol. (59-115,5 pug/g GAE) [52, s. 1130] umoziiuje konstatovat, Ze
obsah polyfenold v testovanych olejich, potazmo emulzich nedostac¢oval k prokazani anti-
mikrobnich a¢inkd.

Inhibi¢ni Géinky byly zaznamenany pouze u emulzi s 8% koncentraci monokaprylinu a to
napti¢ celym bakteridlnim spektrem. Podle aktualni studie publikované Hyldgaardem a kol.
[71] spoc¢iva mechanizmus antimikrobniho G¢inku monokaprylinu v za¢lenéni do plazma-
tické membrany bakterialni buiiky, kde nasledné dochazi k zvy3eni hydratace doprovéazené
permeabilizaci membrany. Vyraznéjsi antimikrobni G¢inky byly pozorovany
u grampozitivnich bakterii. Z této skupiny a zaroven v rdmci vSech testovanych kmenu byl
nejcitlivejSi K pusobeni emulzi s monokaprylinem Micrococcus luteus. Nejodolnéjsi gram-
pozitivni bakterii byl shledan Staphylococcus aureus. V ramci bakterii s gramnegativnim
typem bunééné stény byly nejvice inhibovany Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens.
Naopak nejvyssi rezistence byla prokazana u Serratia marcescens. Navratil ve své préaci
[72, s. 36-50], kdy sledoval rust bakterii v pfitomnosti monokaprylinu, dospél k podobnym

zavéram. Z hlediska rozdilnosti metodiky v§ak neni mozné ptimé srovnani.

Srovnani inhibi¢ni aktivity pfipravenych emulzi s monokaprylinem odhalilo, Ze vzorky

slepych pokusii vykazovaly v ramci obou pouZitych metod stejnou nebo vyssi inhibi¢ni
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aktivitu nez emulze s 5% koncentraci oleje z hroznovych jader. Misto o¢ekavaného syner-

gistického ucinku lze spiSe usuzovat na antagonistické pisobeni hroznového oleje.

Pro praktické vyuZiti ke konzervaci potravin pfichazely v Gvahu pouze emulze s 8% kon-
centraci monokaprylinu. Ze senzorického hlediska se vSak oslovenym spottebiteltim jevily

jako nepfijatelné, zejména diky neptiznivé vini.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na pripravu stabilnich emulzi mléka a hroznového oleje
za pouziti riznych emulgatori. Vyrobené emulze byly nasledn¢ hodnoceny vizualné a po-
moci fotonové korelacni spektroskopie. V dalsi ¢asti studie byly ovéfeny antimikrobni

vlastnosti pfipravenych emulzi stejné jako samotného rafinovaného i nerafinovaného oleje

z hroznovych jader.
Na zékladé¢ vysledkli experimentélni ¢asti je mozné vyvodit nasledujici zavery:

e pro vznik emulze o malé stiedni velikosti ¢astic a s monomodalni velikostni distri-
buci ptedstavuje optimalni ptipravu homogenizace v trvani 10 minut pfi ota¢kach

13 400/min,

e velikost ¢astic pfipravenych emulzi zavisela na typu emulgatoru a jeho HLB hodno-

t&, dale na tu¢nosti mléka a zptisobu zpracovani hroznového oleje,

e 7 hlediska vlivu na velikost Castic se jako optimalni emulgator jevil Tween 80, kdy
pti jeho 3% koncentraci v Systtmu se z-primér velikosti Castic nachazel
v nejmensim sledovaném intervalu z celého testovaného souboru emulzi (250-315

nm),

e zpohledu velikostni distribuce ¢astic v emulznim systému predstavoval nejvhod-
n¢j$i emulgator lecitin, ktery umoznil u pfipravenych emulzi vznik pfevazné mo-

nomodalnich distribu¢nich kiivek,

¢ rafinovany ani nerafinovany olej z hroznovych jader, stejné jako emulze sestavajici

z mléka a 5 % (w/w) hroznového oleje nezpiisobily inhibici sledovanych bakterii,
e 3% koncentrace Tweenu 80 ani lecitinu nezvysila antimikrobni aktivitu emulzi,

e emulze s 8% koncentraci monokaprylinu inhibovaly rist testovanych bakterii, pfi-
¢emz nejodolngjsi vuci jejich plsobeni byla gramnegativni Serratia marcescens,
zatimco nejvyssi citlivost byla zaznamenéna u Micrococcus luteus,

v v

e emulze bez obsahu hroznového oleje vykazovaly stejnou nebo vyssi antimikrobni

aktivitu nez emulze s jeho 5% koncentraci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

FAO Organizace pro vyzivu a zemedélstvi.
GAE Ekvivalenty kyseliny gallove.
GSE Extrakt z hroznovych jader.

MAG C8:0 Monoacylglycerol kyseliny kaprylové.

MHA Mueller-Hintontv agar.

MHB Mueller-Hintontv bujon.

MPA Masopeptonovy agar.

MRS Podle DeMana, Rogosiho a Sharpeho.
o/v Olej ve vode.

PAH Polyaromatické uhlovodiky.

PCA Plate count agar.

PCS Fotonova korela¢ni spektroskopie.
UHT Ultra High Temperature.

v/o Voda v oleji.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 88

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 — Flavanovy skelet [13, 5. 173]....ccueiieieiieieerie e sieesie e se et see et 22
ODbrazek 2 — FIAVONY [13, S. 173].uiiiieiieieieieie ettt sttt 23
Obrazek 3 — FIavonoly [13, S. 173]...uccieiieieiie et sie ettt e et ens 23
Obrézek 4 — Flavan-3-0ly [13, S. 173]. .ocvoieieieiere ettt 24
Obrazek 5 — FIavanony [13, S. L173]. .ocueiieieiie et ans 25
Obrézek 6 — Flavyliovy Kation [27, 5. 30]....cccrerereiiiiiesieeseeiesie e 26
Obrazek 7 — 120flavony [30, S. 23] .vecieiieieiie et 26
Obrézek 8 — Jednoduché rostlinné fenoly [30, S. 21]....ccccoviiiirierereie e 27
Obrazek 9 — Hydroxybenzoové kyseliny [20, S. 4]. ...cccoeoeiieiieiece e 28
Obrézek 10 — Skoficova kyselina a jeji homology [20, S. 5]. .eovieiiiiiieicereeese e, 29
Obrazek 11 — Trans-resveratrol [20, S. 16]. ....cccccceiiviierieeie e 29
Obrazek 12 — Rez bobuli TéVY VINNE...........coeveeverreeiieieicieeieeeeseeseeseese e eenseseenen, 31
Obrazek 13 — Struktura a sloZzeni mléka pii ZVEtSENI.......ccviververieiieieere e 42
Obrézek 14 — Vliv druhu piipravy na distribuci velikosti CAStiC. ...oevvvrererieniiniinieierieieenns 60
Obrazek 15 — Distribuce velikosti ¢astic v zavislosti na typu mléka..............cccovevvrvenenne 61
Obrézek 16 - Vliv typu emulgatoru na distribuci velikosti ¢astic vybranych emulzi. ......... 64

Obrazek 17 - Velikost inhibi¢nich zon (mm) v zavislosti na sloZzeni emulzi
S PINOtUCHYM MICKEIM. ....ccviiiiiiiiiiic s 72
Obréazek 18 — Vliv pouziti riznych emulgator na velikost ¢astic pii 5% koncentraci
nerafinovaného oleje z hroznovyCh Jader. ... 75
Obréazek 19 — Vliv druhu pouzitého hroznového oleje (5 % w/w) na velikost ¢astic

Vv ptipad€ odtu¢néného mléka jako spojité faze emulze. .........cooeevvriiiiiiiciiien, 76



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 89

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 — Skupiny sekundarnich metabolitti podle zptsobu jejich biosyntézy [1, s.

L0 - e eeeeeseeeeeeee e s e e e e et et ee et 16
Tabulka 2 — Nejbéznéjsi typy fenolickych latek v rostlinach setazené podle pocétu

UhIEKG [19, 5. 623]; [25, 5. 100]. +.vvveereeeeeeeseeeesseeeeseeseesessseeessseeessseseessseesessseseesssees 21
Tabulka 3 — Celkové mnozstvi fenolti (mg/kg FW) [44, 8. 404]. ...covvvevveieiieir e 33
Tabulka 4 — Zakladni rozdéleni fenolickych sloucenin v hroznech [34, s. 71]. ....ccovvnene. 34
Tabulka 5 — Zastoupeni mastnych kyselin v oleji z hroznovych jader [51, s. 146]. ............ 40
Tabulka 6 — Zastoupeni sterolli v oleji z hroznovych jader [51, s. 148]..ccoviviiiiiiiieienne 41
Tabulka 7 — Zastoupeni tokolt v oleji z hroznovych jader [51, S. 147]. cocovvcvevveieiieee 41

Tabulka 8 — Receptura emulze pfipravované michadlem s 2 % (w/w) hroznového

(0] 1= =SSOSR 53
Tabulka 9 — Receptura emulze pfipravované michadlem s 5 % (w/w) hroznového

(0] 1= =SSOSR 53
Tabulka 10 — Receptura emulze ptipravované Ultra-Turraxem s 2 % (w/w)

NIOZNOVENO OIEJE. ...ttt re e enes 54
Tabulka 11 - Receptura emulze ptipravované Ultra-Turraxem s5 % (w/w)

NIOZNOVENO OIEJE. ..ot sre e enes 54
Tabulka 12 — Vizualni pozorovani kontrolnich emulzi bez pfidavku emulgatoru pro

5% koncentraci hroznOVEND OIEJE. .......ecvuveiiiieii e 58
Tabulka 13 — Vizuélni pozorovani emulzi pro 5% koncentraci hroznového oleje a 3%

KONCENTrACT TWEEBNU 80......uiiiiiiiieitiiie it 58
Tabulka 14 — Vizudlni pozorovéani emulze pro 5% koncentraci hroznového oleje

@ 3% KONCENTIACH IECITINU. ..ot 59
Tabulka 15 — Vizudlni pozorovéani emulze pro 5% koncentraci hroznového oleje

2 8% KONCELraCi MAG CB8:0. ....oviiiiiiiiieiieieie e 59
Tabulka 16 — Vliv pfipravy na zvolené parametry emulze. ...........cccccoevereninieiinnieiicnnenen, 60
Tabulka 17 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u riznych

APURT MUK . ...ttt sttt e e s 61
Tabulka 18 — Stanoveni pramérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u kontrolnich

emulzi hroznového oleje bez eMUIGALOrU. .......c.ovvieiiiiiiee e 62



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 90

Tabulka 19 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi

s 5% koncentraci hroznového oleje a 3% koncentraci Tweenu 80. ...........cccceeveneen. 63
Tabulka 20 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi

s 5% koncentraci hroznového oleje a 3% koncentrace leCitinu...........c..ccccovevvevenenn, 63

Tabulka 21 — Stanoveni primérné velikosti a distribuce velikosti ¢astic u emulzi

s 5% koncentraci hroznového oleje a 8% koncentraci MAG C8:0. .......c...ccccvvvennenn. 64
Tabulka 22 - Studium inhibi¢nich 0¢inkt oleje zhroznovych jader na

grampozitivnich vybranych bakterialnich kmenech. ...........cccoocv o, 65
Tabulka 23 - Studium inhibi¢nich 0¢inkt oleje zhroznovych jader na

gramnegativnich vybranych bakterialnich kmenech. ...........cccccoovvviiiiiin e, 65

Tabulka 24 — Rast testovanych grampozitivnich bakteridlnich kment v pfitomnosti

0leje Z hrozZNOVYCN JAAEN.........ccveeeeceece e 66
Tabulka 25 — Rust testovanych gramnegativnich bakterialnich kmenti v pfitomnosti

0leje Z hroZNOVYCN JAAEN.........ccveiee e 66
Tabulka 26 — Inhibi¢ni u¢inky kontrolnich emulzi (bez emulgatoru) o 5% koncentraci

hroznového oleje na vybrané grampozitivni mikroorganizmy. ..........ccccceecveeververeenne 67
Tabulka 27 — Rust testovanych grampozitivnich bakteridlnich kment v pfitomnosti

KONErOINICH EMUIZI.......oiiie e 67
Tabulka 28 — Inhibi¢ni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader)

o 3% koncentraci emulgitorii lecitinu a Tweenu 80 na vybrané¢ druhy

gramnegativinich DAKLENTT. .........coviiiiiieicee e 68
Tabulka 29 — Inhibi¢ni u¢inky emulzi o 5% koncentraci hroznového oleje a 3%

koncentraci emulgatori lecitinu a Tweenu 80 na vybrané druhy

gramnegativnich DaKEErii. .........c.ooiiiiiicce e 68
Tabulka 30 — Rust testovanych gramnegativnich bakterialnich kmenti v pfitomnosti

emulzi hroznového oleje a slepych VZOTKI. .....cceeveiveiiiiiciiese e 69
Tabulka 31 — Inhibi¢ni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader)

0 8% koncentraci monokaprylinu na vybrané grampozitivni bakterie. ...................... 70
Tabulka 32 — Inhibi¢ni G¢inky emulzi slepého pokusu (bez oleje z hroznovych jader)

0 8% koncentraci monokaprylinu na vybrané gramnegativni bakterie. ..................... 71
Tabulka 33 — Inhibi¢ni G¢inky emulzi o 5% koncentraci hroznového oleje a 8%

koncentraci monokaprylinu na vybrané grampozitivni bakterie. ..........c.cccccoevvenenne. 71



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 91

Tabulka 34 — Inhibi¢ni u¢inky emulzi o 5% koncentraci hroznového oleje a 8%
koncentraci monokaprylinu na vybrané gramnegativni bakterie...........c.cccccccevvennne. 71

Tabulka 35 — Rust testovanych grampozitivnich bakteridlnich kment v pfitomnosti
emulzi hroznového oleje (5 % w/w) s monokaprylinem (8 % w/w) a slepych
VZOTKTL 1ottt e e e e e e e et e e e e s eab e e e e e abb e e e e s abeeeeesaabeeeeeaaabeeeeeanreeeeans 72

Tabulka 36 — Riist testovanych gramnegativnich bakterialnich kment v pfitomnosti
emulzi hroznového oleje (5 % w/w) s monokaprylinem (8 % w/w) a slepych

Y1770 ) o 1 1T 73



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

92

SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Seznam pfipravenych emulzi s 2% koncentraci hroznoveho oleje.

Ptiloha 2: Vybrana vyhodnoceni difuzni diskové metody.

Ptiloha 3: Vybrana vyhodnoceni dopliikové metody.



PRILOHA 1: SEZNAM PRIPRAVENYCH EMULZI S 2%
KONCENTRACI (W/W) HROZNOVEHO OLEJE

Emulgator | Koncentrace | Typ mléka | Pfiprava | Stabilita emulze p¥i 25 °C
emulgéatoru [ot./min]

[%6] 0. den 1. den
plnotu¢né nehomogenni | nehomogenni
polotu¢né 1050/10 | nehomogenni | nehomogenni
odtu¢néné nehomogenni | nehomogenni
plnotu¢né homogenni homogenni
polotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni
odtu¢néné homogenni homogenni

3 plnotu¢né homogenni nehomogenni

3 polotuéné 1050/10 | homogenni nehomogenni

3 odtuénéné homogenni nehomogenni

3 plnotu¢né homogenni homogenni

3 polotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni

3 odtuénéné homogenni homogenni

5 plnotu¢né homogenni nehomogenni

5 polotu¢né 1050/10 | homogenni nehomogenni
Tween 80 5 odtuénéné homogenni nehomogenni

5 plnotu¢né homogenni homogenni

5 polotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni

5 odtuénéné homogenni homogenni

8 plnotu¢né homogenni nehomogenni

8 polotu¢né 1050/10 | homogenni nehomogenni

8 odtuénéné homogenni nehomogenni

8 plnotu¢né homogenni homogenni

8 polotu¢né 13400/10 | homogenni homogenni

8 odtuénéné homogenni homogenni




Ptiloha 1 — pokracovani 1.

Emulgator | Koncentrace | Typ mléka | Pfiprava | Stabilita emulze
emulgatoru [ot./min]
[%] 0. den 1. den
3 plnotuéné homogenni nehomogenni
3 polotuéné 1050/10 | homogenni nehomogenni
3 odtu¢néné homogenni nehomogenni
3 plnotuéné homogenni homogenni
3 polotuéné 13400/10 | homogenni homogenni
3 odtu¢néné homogenni homogenni
5 plnotu¢né homogenni nehomogenni
5 polotuéné 1050/10 | homogenni nehomogenni
Lecitin 5 odtuc¢néné homogenni nehomogenni
5 plnotuéné homogenni homogenni
5 polotuéné 13400/10 | homogenni homogenni
5 odtu¢néné homogenni homogenni
8 plnotuéné homogenni nehomogenni
8 polotuéné 1050/10 | homogenni nehomogenni
8 odtu¢néné homogenni nehomogenni
8 plnotuéné homogenni homogenni
8 polotuéné 13400/10 | homogenni homogenni
8 odtu¢néné homogenni homogenni
3 plnotuéné nehomogenni | nehomogenni
3 polotu¢né 1050/10 | nehomogenni | nehomogenni
3 odtu¢néné nehomogenni | nehomogenni
3 plnotuéné nehomogenni | nehomogenni
3 polotuéné 13400/10 | nehomogenni | nehomogenni
MAG C8:0 3 odtu¢néné nehomogenni | nehomogenni
5 plnotuéné nehomogenni | nehomogenni
5 polotuéné 1050/10 | nehomogenni | nehomogenni
5 odtuc¢néné nehomogenni | nehomogenni
5 plnotuéné nehomogenni | nehomogenni
5 polotuéné 13400/10 | nehomogenni | nehomogenni
5 odtu¢néné nehomogenni | nehomogenni




Ptiloha 1 — pokracovani 2.

Emulgator | Koncentrace | Typ mléka | Pfiprava | Stabilita emulze
emulgatoru [ot./min]
[%] 0. den 1. den
8 plnotuéné nehomogenni | nehomogenni
8 polotuéné 1050/10 | nehomogenni | nehomogenni
8 odtu¢néné nehomogenni | nehomogenni
MAG C8:0 _ _
8 plnotucné nehomogenni | homogenni
8 polotuéné 13400/10 | nehomogenni | homogenni
8 plnotuéné nehomogenni | homogenni




PRILOHA 2: VYBRANA VYHODNOCENI DIFUZNI DISKOVE
METODY

Pfiloha 2.1 - Vliv emulzi hroznového oleje s monokaprylinem
(vlevo) a emulzi hroznového oleje s lecitinem (vpravo) na rist

E. faecalis.

Piiloha 2.2 - Vliv emulzi hroznového oleje s monokaprylinem
na rust M. luteus.



PRILOHA 3: VYBRANA VYHODNOCENI DOPLNKOVE METODY

Pfiloha 3.1- Rast S. enterica v pfitomnosti nerafinovaného
oleje z hroznovych jader.

Ptiloha 3.2 - Inhibice rastu S. enterica v piitomnosti

emulze hroznového oleje s monokaprylinem.



Ptiloha 3.3 — Inhibice rlstu S. enterica v ptitomnosti slepého
vzorku s monokarylinem.
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