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ABSTRAKT

Diserta&ni prace je zagfena na stanoveni stravitelnostiisioych a sladkovodnich
fas enzymaticko—gravimetrickdno vitro metodou a na stanoveni vybranych faktor
které mohou hodnoty stravitelnosti ovlivnit. Konki& se prace zabyva stanovenim
stravitelnosti suSiny, stravitelnosti organické hyno koeficientu stravitelnosti
dusikatych latek a stravitelnosti vybranych chemitk prvii, pricemz je sotiasré
statisticky hodnocen i vliv doby hydrolyzy aizného hydrolyzéniho c¢inidla
na hodnoty stravitelnosti.rf@dmétem prace je i weni obsahu polyfenolickych latek a
vlakniny etné pektinovych latek, jakozto vybranych fakioovliviiujich hodnoty
stravitelnosti. V neposlediiadd prace obsahuje i stanovené obsahy suSiny, popela,
dusikatych latek a vybranych chemickych grvkoby nedilnou saihst naslednych
analyz a vypd&ta.

Ke stanoveni byly vybrany produkty ze sladkovodrsictic afas (Spirulina — sinice
Spirulina platensisChlorella —asaChlorella pyrenoidospi morskychcervenychias
(Dulse —Palmaria palmataNori —Porphyra tenerpa hrédychias (Arame -Eisenia
bicyclis Hijiki — Hizikia fusiformis Kombu — Laminaria japonica Wakame a
Wakame instant Yndaria pinnatifidg dostupnych n&eském trhu.

Na zaklad provedenych analyz bylo zj&to, Ze obech hodnoty stravitelnosti
moarskych i sladkovodnichias jsou vysoké a jsou zavislé nejen na délce ernik®a
hydrolyzy, ale i na zvoleném hydrolya@m ¢inidle a na obsahu latek owiujicich
tyto hodnoty. U jednotlivych drdh fas bylo stanoveno vysoké mnozstvi
polyfenolickych latek i vidkniny §etré pektini. Statistickym vyhodnocenim pomoci
korelaci bylo dokazano, Ze obsah gravchto latek stravitelnost sladkovodnich a

moiskychias vyznamé ovliviuje.

Kli éova slova sladkovodnirasy; mdské rasy; stravitelnost; suSina; popel; dusikaté

latky; polyfenolické latky; vlidknina; korelace.



ABSTRACT

Dissertation thesis is focused on seaweed and wedsh algae digestibility
determination by enzymatic—gravimetriom vitro method, and determination
of selected factors which are able to influenceslidpility values. Namely, study deals
with determination of dried matter digestibilityrganic matter digestibility, nitrogen
compounds digestibility coefficient and digestilyili of selected elements.
Simultaneously, the effect of diverse hydrolysisngi and hydrolysis agents
on digestibility values is statistically evaluatédiontent of polyphenolic compounds
and dietary fibre including pectic compounds ioastopic of this study just as the
content of selected factors influencing digestipiialues. Last but not least, this study
contains set amounts of dried matter, ash, nitraggnpounds and selected elements
as a inseparable part of subsequent analyses kudbtians.

Products available on Czech market from freshwatgae and cyanobacterium
(Spirulina — cyanobacteriumSpirulina platensis Chlorella — alga Chlorella
pyrenoidos® red seaweed (DulseRalmaria palmata Nori — Porphyra tenergand
brown seaweed (Arame Eisenia bicyclis Hijiki — Hizikia fusiformis Kombu —
Laminaria japonica Wakame a Wakame instantJndaria pinnatifidg were chosen
for the investigation purpose.

Based on provided analyses, it was investigated thgestibility values
of freshwater algae and seaweed in general aredamdralso dependent on the length
of enzymatic hydrolysis, on the type of chosen biydis agent and on the
concentration of compounds influencing digestipilialues. In all algal food products,
a high amount of polyphenolic compounds and dieteibye including pectic
compounds was investigated. Moreover, statistituaw@n by way of correlation has
proved that concentration of these compounds affdajestibility of seaweed and

freshwater algae.

Keywords: freshwater algae; seaweed; digestibility; dry terat ash; nitrogen

compounds; polyphenolic compounds; dietary fibogrelation.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNA CEK

>

4HBA 4—-hydroxybenzoova kyselina

A Arame,Eisenia bicyclis

AAS atomova absotmi spektrometrie

ADF obsah acido—detergentni vlakniny (%)

ADFP obsah acido—detergentni vlakniny bez pektiocbhwgtek (%)

AES atomova emisni spektrometrie

A obsah plochy piku stanovované polyfenolické latky vzorku
(mAU.s)

Ais obsah plochy piku stanovované polyfenolické la&ystandardnir
pridavkem ve vzorku (mAU.s)

ANOVA |variacni analyza

AR hmotnost vzorku po inkubaci, suSeni a mineraliglaez séku) (g)

C Chlorella,Chlorella pyrenoidosa

CAT katechin

C1 korekce hmotnosti glu po inkubaci

C2 korekce hmotnosti §ku po mineralizaci

CADF1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze pro stanoveni ADF

CADF2 korekce hmotnosti gku po spaleni pro stanoveni ADF

CADFP1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze pro stanoveni ADFP

CADFP2 korekce hmotnosti gku po spéleni pro stanoveni ADFP

Ccr1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze pro stanoveni CF

Ccr2 korekce hmotnosti gku po spéaleni pro stanoveni CF

CF obsah hrubé viakniny (%)

CG katechingallat
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Ci koncentrace stanovované polyfenolické latky ve kadng.mi™)
CNDF1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze pro stanoveni NDF
CNDF2 korekce hmotnosti gku po spaleni pro stanoveni NDF

Cs koncentrace standardnihéigavku polyfenolické latkyug.mi?)
CusSQ siran néd’naty

CSN ¢eska technicka norma

D Dulse,Palmaria palmata

DAD diodové pole

DM obsah susiny ve vzorku (g)

DMD stravitelnost susiny (%)

DMR hmotnost vzorku po inkubaci a vysusSeni (beksa(g)

EC Enzyme Commision number

EC epikatechin

ECG epikatechingallat

EGC epigallokatechin

EGCG epigallokatechin gallat

ET-AAS | atomova abso&pi spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
f prepaitavaci faktor = 6,25)

F-AAS atomova absoépi spektrometrie s plamenovou atomizaci
FIP-U/g | jednotka enzymové aktivity

g gram

GA kyselina gallova

GAE ekvivalent kyseliny gallové

h hodina

H Hiziki/Hijiki, Hizikia fusiformes
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H.0O, peroxid vodiku

H.SO, kyselina sirova

HCI kyselina chlorovodikova

HNO; kyselina dusina

HPLC vysocetinna kapalinova chromatografie

Hz Hertz

K Kombu/Konbu/Kelp Laminaria japonica

kDa kilodalton

Ks koeficient stravitelnosti (%)

I litr

M mol.I7:

my hmotnost prazdnéhodai (g)

m navazka vzorku (g)

ma hmotnost vzorku a gku po inkubaci a vysuseni (g)

my hmotnost vzorku a gku po inkubaci a mineralizaci (g)

mA miliampér

MaDF1 hmotnost prazdnéhodd pro stanoveni ADF (g)

MaDF2 navazka vzorku pro stanoveni ADF (Q)

MaDF3 hmotnost vysuSenéhodd se vzorkem po hydrolyze pro stanoveni
ADF (9)

MADF4 hmotnost vysuSeného a spalenéhtkisée vzorkem po hydrolyze
pro stanoveni ADF (g)

MADFP1 hmotnost prazdnéhodd pro stanoveni ADFP (g)

MADFP2 navazka vzorku pro stanoveni ADFP (g)

MaDFP3 hmotnost vysuSenéhockd se vzorkem po hydrolyze pro stanoveni

ADFP (g)

15
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MADFP4 hmotnost vysuSeného a spalenéhtkisée vzorkem po hydrolyz
pro stanoveni ADFP (Q)

McrF1 hmotnost prazdného&a pro stanoveni CF (g)

Mcr2 navazka vzorku pro stanoveni CF (g)

Mcr3 hmotnost vysuSenéhodd se vzorkem po hydrolyze pro stanov|
CF (9)

Mcra hmotnost vysuSeného a spalenéhtkis&e vzorkem po hydrolyz
pro stanoveni CF (Q)

MFB mobilni faze B

m hmotnost vysuSenéhodké po inkubaci (g)

min minuta

ml mililitr

M, hmotnost s&ku po mineralizaci (g)

MNDE1 hmotnost prazdneého&a pro stanoveni NDF (g)

MNDF2 navazka vzorku pro stanoveni NDF (g)

MNDF3 hmotnost vysuSenéhodd se vzorkem po hydrolyze pro stanov,
NDF (g)

MNDF4 hmotnost vysuSeného a spalenéhtkisége vzorkem po hydrolyz
pro stanoveni NDF (g)

ML navazka vzorku pro analyzu dusikatych latek (mg)

Ms navazka vzorku pro stanoveni susiny (g)

ul mikrolitr

um mikrometr

n paiet mereni

N Nori, Porphyra tenera

NaOH hydroxid sodny
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NaSQ, | siran sodny

NDF obsah neutraér-detergentni vlakniny (%)

Ny obsah dusikatych latek aenych gistrojem Pro  Nitrg

v hydrolyzovanych vzorcich (mg)

NL obsah dusikatych latek (%)

NLy obsah dusikatych latek v hydrolyzovanych vzor¢#eh

NLn obsah dusikatych latek v nehydrolyzovanych vzbr36)

nm nanometr

Nn obsah dusikatych latek aenych gistrojem Pro  Nitrg

v nehydrolyzovanych vzorcich (mg)

Obr. obrazek

OM obsah organické hmoty v suSwzorku (g)

OMD stravitelnost organické hmoty (%)

ot. ot&ka

p, P hladina vyznamnosti

P obsah popela ve vzorku (%)

PC pyrokatechol

PF obsah polyfenolickych latek stanovenych speatoohetricky
PF- obsah polyfenolickych latek stanovenych HPLC

HPLC

RP- rozklovaci vysoce &inna kapalinova  chromatografie
HPLC na obracenych fazich

RPM ot&ky za minutu

S SpirulinaSpirulina platensis

S obsah susSiny ve vzorku (%)

SDS dodecylsiran sodny
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SDS- vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelupitomnosti

PAGE dodecylsiranu sodného

Tab. tabulka

UV/VIS | ultrafialové a viditelné spektrum

Vi objem vzorku (ml)

Vs objem standardnihdipavku polyfenolicke latky (ml)
W WakameUndaria pinnatifida

Wi Wakame instantJndaria pinnatifida
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SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Obecna charakteristikaras

Rasy jsou velmi ¥znorodou skupinou organiZim & uZ jednobuiénych
(mikrofasy) nebo mnohobgdnych (makréasy), jejichz velikost se pohybuje
od #ch mikroskopickych az ptasy dotistajici 20 metr [1]. Obecr Ize rasy
rozaslit na skupinufas mdaskych a sladkovodniciRasy Ize také dit podle
pigmenti, které obsahuji, ngasy hidé Phaeophyty cervené Rhodophyta
zelené Chlorophytg a modrozelenéGyanophyta[2].

Rasy jsouw¢lovékem vyuzivany jiz stovky letfievazié jako potrava, krmivo
pro zviata, hnojivo, nebo jako d¢&o. Historické zaznamy dokonce prokéazaly,
Ze lidé zdali se sBrem makrdas za telem potravy WCing jiz vice nez 500 let
pt. n. . a v Evrop asi o tisic let poziji. V pripact konzumace mikrias je jeji
historie spojovana s Mexikem a Afrikou. S postupéasu a migraci lidi
z oblasti jako jeCina, Japonsko, Korea, Indonésie, Malajsie, tznist,nkde
byly fasy Eznou sodasti stravy, se p@domi ofasach jako potravénrozsfilo
po celém s#teé [3]. | kdyZz v zapadnich zemich je konzumaes \tSinou
spojovana spiSe jen stimorskymi oblastmi, jejich obliba a zajem o¢ n
v poslednich letech vistd [2]. V sodasné dob se celosstove vyuziva
priblizné 221 druli morskychtas, z toho 125 draihcervenychias, 64 druth
hnédych fas a 32 druln zelenychias, z nichz se profinou vyzivu pouziva
pouhych 66 %, tj. asi 145 dralias [4].

Vyuziti cerstvychias pro lidskou vyzivu je vazano na misto jejichkyys,
tzn. v gipac® morskych fas na pimorské oblasti, icemz ke konzumentovi
z vnitrozemi sefasy dostanou ipvazri jen ve forné¢ suSenych produit
z marskychtas nebo v fipact sladkovodnicthtas v podob doplika stravy jako

tablety, kapsle nebo v praskové f@ém
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1.2 Charakteristika produkt @ z ¥as dostupnych VCR

Produkty ztas jsou \eské republice  dostupné feglevsim
ve specializovanych prodejnach orientovanych nawar vyZivu a na internetu.
Jejich vyskyt v BZné obchodni siti je pouze ojedijn a v €chto gipadech je
jejich sortiment velmi omezeny.

Jelikoz gedmétem zkoumani byly pravty produkty zias, které byly
ceskému spaebiteli v dolg zahajeni vyzkumu nejlépe dostupné, poskytnou
nasledujici kapitoly stimou charakteristiku vSech prodiktas pouzitych

k analyzam v ramci této disettd prace.

1.2.1 Spirulina (Spirulina platensi3

Spirulina platensispati mezi sinice, i kdyz se lze¢kdy setkat s jejim
zarazenim do skupiny modrozelenytds. Vyskytuje sefedevSim v planktonu
tropickych a subtropickych vod bohatych na &itdn a hydrogenuhiitan.
Pro komeéni kultivaci této sinice se nigsgji vyuziva venkovni kultivace
v oterenych systémech. Weské republice se kultivaci Spiruliny zabyva
nagiklad Ustav fyzikalni biologie QU CB v Novych Hradech a MU AWCR
v Tieboni.

Obrazek 1: Spirulina platensis(vlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400Xx;

vpravo: produkt Spirulina).
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Spirulinu lze vyuzit jako zdroj bilkovin diky jejimychlym ristovym Kivkam
a vysokému obsahu bilkovin, které tvaz 74 % susiny. Sinice obe&cobsahuiji
jen malé mnozstvi lipil Spirulina jich obsahuje asi 6 — 13 %. Vyznamnigje
obsah vitamif skupiny B, vitamiid C, D a E, prvi (draslik, vapnik, chrom,

med’, Zelezo, higik, mangan, fosfor, selen, sodik, zinek) a chldrof§].

1.2.2 Chlorella (Chlorella pyrenoidosa
Chlorella pyrenoidosge sladkovodni jednobétna zelen&asa. Ve srovnani
s jinymi rostlinami obsahuje vyS$Si mnoZstvi chlgtof coz ji umoiuje &tSi

schopnost fotosyntézy a poskytuje charakteristiola@g zelené zbarveni [6].

Obréazek 2: Chlorella pyrenoidosdvlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400x;

vpravo: produkt Chlorella).

Chlorella je bohatd na bilkoviny (50 — 65 % v sdkinve kterych jsou
zatlenény veskeré esencialni aminokyseliny. Celkovy odgatia ¢ini 5 — 10 %
v suSirg a celkovy obsah sachaiidlO — 20 % v susin Vyznamny je obsah
antioxidanti a vitamimi C a E [7]. Z prvk je viaseChlorella pyrenoidosa
piitomen gedevsim vapnik, Zelezo a zinek. Chlorella také luljsasnés latek,
které urychluji @st a vyvoj novych butk v jejim organizmu, tzv. Chlorella
rastovy faktor. Chlorellairstovy faktor je jedinény a je produkovan v fibéhu
fotosyntézy [8].
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1.2.3 Arame (Eisenia bicyclig

Eisenia bicyclis je hrédou fasou m@vodne z Japonska, ale je mozné ji
kultivovat i ve vodach mirného podnebného pasu.kBitivaci mize Arame
pod vodou vytviet obrovské lesu podobné utvary.

Z nutricniho pohledu je Arame bohatd na vitaminy a prvkiedpvsim
na zelezo, higik, jo6d, vitamin A a vapnik. Po senzorické strameé Arame

jemne nasladlou chtia pevnou strukturu [9].

Obrazek 3: Eisenia bicycligvlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400x; vpravo:

produkt Arame).

1.2.4 Hijiki ( Hizikia fusiformis)

Hnéda fasa Hizikia fusiformis je kultivovana pevazrié v Koreji nebo je
sbirana v Japonsku jako vélnostouci. Vyznauje se vyrazé jemrgjSimi listy
oproti ostatnim zastupm hredych ras Wakame a Kombu. Do poskiavych
Uprav Hijiki je nutné zahrnout i procesni kroky wedi k eliminaci
nadpfimérneho mnozstvi florotaninzpisobujicich svira¥trpkou chd.

Nutricnim slozenim je Hijiki velmi podobn&ase Kombu, snad jen obsah
Zeleza, mdi a manganu je vifpact Hijiki o méalo vysSi. Stejatak jako ostatni
hnédé rasy i Hijiki ma nizky obsah lipitl (cca 1,5 %), z nichz 20 — 25 % 0

kyselina eikosapentaenova [1].
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Obrazek 4: Hizikia fusiformis (vlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400Xx;

vpravo: produkt Hijiki).

1.2.5 Kombu (Laminaria japonica

Rasalaminaria japonicadorista velkych rozwri, zpravidla 2 az 5 metr a

pii vhodnych podminkach neni vyjimkou ani délka 1Gnine

Obrazek 5: Laminaria japonica(vlevo: mikroskopické zobrazeni, &$eni 400Xx;

vpravo: produkt Kombu).

Laminariajaponicapro rist vyzaduje teplotu vody nizsi nez 20 °C. Kultivuje
se predevsim v Koreji, Japonsku Ging, kde se sklizi po 20 #sicich fistu.

Po sklizni se propira vodou, naseka #lalzné metrové kusy, posklada a ususi.
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Rasy z rodu_aminaria obsahuiji fiblizné 10 % bilkovin, 2 % lipid a celou
fadu vitamiri a prvki, z nichZ stoji za zminku n&klad jod, ktery je fitomen

ve WtSim mnozstvi pravu zastupé hnédychias [1].

1.2.6 Wakame (Undaria pinnatifida)

Hnéda fasa Undaria pinnatifida se vyskytuje fedevSim na kamenitém
poliezi a plazich Japonska, Koreji Giny, picemz pra¥ Korea je jejim
nejvétsim producentem. Pro wrist vyZaduje teplotu vody v rozmezi od 5 °C
do 15 °C. Diky lodni dopravbyla tatorasa umile rozstena i do Francie,
na Novy Zéland a do Australie.

Wakame obsahuje vysoké mnozstvi vlakniny a &tk jako ostatni hiué
fasy i nizky obsah lipitl Z vitamini Ize zminit nagiklad vysoky obsah niacinu.

Z prvka pak mangan, sal’, kobalt, zelezo, nikl a zinek [1].

Obrazek 6: Undaria pinnatifida (vlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400Xx;

vpravo: produkt Wakame).

1.2.7 Nori (Porphyra tenera

Tato, vcerstvém stavu tmav fialova az cerna, fasa je v po¥domi
konzumeni znama pedevsim jako saidst sushi, typického vychodoasijského

pokrmu. Velkoobjemova kultivace tétdasy je uskut@iovana pevazri
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v Japonsku, v Koreji a €iné. Nori roste ve forré velmi tenkych plochych
naervenalych lisi. Po zpracovani, které tipomina vyrobu papiru, se
ke spotebiteiim dostava népstji ve forme tenkych susenych platk

Z hlediska vyzivovych hodnot obsahufpesa Nori 30 az 50 % bilkovin, velmi
nizky obsah cukr a vysoka mnoZstvi vitamin predevSim vitaminu A, C,
niacinu a Kkyseliny listové. Nori ma charakteristok chw, kterou tvdi
predevsim aminokyseliny alanin, kyselina glutamogyain [1].

Obrazek 7: Porphyra tenera(vlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 200x;
vpravo: produkt Nori).

1.2.8 Dulse Palmaria palmatg

Dulse jecervenéarasa s tuhymi kozovitymi listy. Je sklizeni@yazi v Irsku
a na vychodnim pdbzi Kanady.

Dulse je dobrym zdrojem prik obsahuje vysoké mnozstvi Zeleza a vSechny
stopové prvky pdebné pro lidskou vyzivu. Za zminku stoji i obsatamin
v ni obsazenych [1].
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Obrazek 8: Palmaria palmata(vlevo: mikroskopické zobrazeni, &geni 400Xx;

vpravo: produkt Dulse).

1.3 Chemické slozeni a nut&ni hodnotaras

Praw chemické sloZenfas a jejich nuttini hodnota zvySuji zajem o jejich
konzumaci. Existuje velké mnozstvi studii, které&lazuji na jejich nuténi
hodnotu [2, 4, 10-12] a mozné pozitivnéinky na lidské zdravi [13-15].
Z nutricniho pohledu jsoufasy prezentovany jako zdroj vlakniny [16-19],
bilkovin obsahujicich esencialni aminokyseliny [180-22], esencialnich
mastnych kyselin [18, 21-24], mineralnich latek-{28], vitamir [2, 29-31],
polysacharid [32—34] a polyfenolickych latek [35—-43], a ktera druhou stranu
obsahuji jen malé mnozstvi ligid18, 44—46]. Je ale nutno zminit, Ze chemické
sloZzeni tas resp. jejich nuthi hodnota zavisi na mnoha faktorech.
NejvyznamijSimi z €chto vlivi jsou druh fasy, lokalita kultivace, rmi
obdobi, fyziologiefasy a podminky WjSiho prostedi (teplota, salinita vody,
intenzita s¥tla, koncentrace zivin) [47, 48].

Chemické slozenfas neni zajimavé jen z nutmiho hlediska. Rtomnost
biologicky aktivnich latek wasach ma za nasledekcetné projevy zdravi
prosgsnych @inka na lidsky organizmus. £¢h nefasgji diskutovanych lze
zminit &inky cytotoxické [49-51], protinadorové [52-54], tiaxidacni
[55-57], antibakterialni [58-60], antifungalni [@3}, protizartlivé [64—66],
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antivirové [67—-69], antimutagenni [70-72], hepatdektivni [73-75],
imunosupresivni [76],§sobi také proti cukrovce [77—79] a vysokému krewnim
tlaku [80-82].

Jak uz bylo vySe zmémo, existuje velké mnozstvi studii zabyvajicich se
stanovenim zékladnich nutnich parametr sladkovodnich i miskychias, kdy
prevazna wtSina analyz je za#hena na zkoumanéerstvé rasové biomasy.
Pouze nepatrné&ast vyzkuni se ¥nuje komeén¢ dostupnym produkin zias a
i ty jsou casto pouze dif a nedplné, ficemz vyzkum tykajici se produkt
dostupnych naceském trhu zcela chybi. Je nepopiratelné¢erstve rasy
obsahujifadu nutréné vyznamnych latek, otazkou aldéistava, zda Ize toto
tvrzeni aplikovat i na produktyias, které prochazadou posklizovych Uprav,
procesem suSeni, zpracovani, skladovani aj., kdglykaechnologicky krok

muze negativnhim zZiobem jejich nuttini hodnotu ovlivnit.

1.4 Traveni

Traveni potravy lze definovat jako épeni makromolekul {sobenim
travicich enzym na jejich ,zékladni stavebni kameny“, kterémtedchazi
piijem potravy a jeji mechanické roZimeni. Traveni je nasledovano procesem
vsttebavani, kdy jsou ,stavebni kameny“ organickycheKatransportovany
do krevnich kapilar/lymfy [83].

Zakladem travici soustavy je travici trubice, jeéfinmlavnimi ¢astmi jsou
dutina ustni, hltan, jicen, Zaludek, tenk&wab, tlusté $evo a konenik, a do niz
asti slinné Zlazy, slinivkai®ni, Zluwnik a velké mnozstvi drobnych Zlazek
travici trubice [83]. V Ustech, Zaludku a tenkéifesti pomahaji travit potravu
predevSim endogenni enzymy, zatimco traveni v zadaddilech traviciho
traktu je realizovano pomoci mikrobialnich enzyrf84]. Strieny piehled
enzymi nachazejicich se v jednotlivych sekcich travicussavy je uveden
v Tab. 1.

27



Tabulka 1: Prehled traveni jednotlivych sloZzek potravy a enézyintravicim

traktu cloveka [84].

Sekce traviciho traktu Travena slozka Enzymy
Ustni dutina picly paza
Skrob ptyalin
5 aludek proteiny pepsin
lipidy lipdza
proteiny trypsin
chymotrypsin
elastaza
peptidy peptidazy
Tenké Stevo Skrob amylaza
oligosacharidy invertaza
laktaza
maltaza
tuky lipadza
nukleové kyseliny nukleazy
stavebni polysacharidy pektindza

Tlusté a slepé svo

Skrob
proteiny

aminokyseliny

hemicelulazy

celulaza
amylaza
proteéazy
deaminazy

dekarboxylazy

Enzymy jsou ¥tSinou produkovany a uvabvany v neaktivni forry pricemz

se do aktivni formy fenenuji az v lumen gastrointestinalniho traktu. Travici

enzymy jsou produkovany hrubym endoplazmatickymikuegm u béze

sekre&nich burtk [85].
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1.4.1 Travici soustava

Dutina astni

Travici soustava Zéna Usty a dutinou Ustni, kde dochazi k aktivacepton,
které spousti regutai mechanizmy procesu traveni, dale k mechanickému
zpracovani potravy¢ast&énému natraveni sachaiidslinnou alfa—amylazou a
také kcasté€né likvidaci mikroorganizih v potra¥ pasobenim lysozymu.
Dutina Ustni je zvlbovana slinami, jejichz celkova produkce se pohybuje
vrozmezi 1 az 1,5 litru za den, a které mimo afayazy obsahuji takeé
vysokou koncentraci Kionti. Na dutinu Ustni navazuji hltan a jicen, pomoci

nichz je potravaigvadna do Zaludku [83, 86].

Zaludek

V Zaludku, vakovitém organu o objemu 1 — 2ddochazi k mechanickému a
chemickému zpracovani potravy a jejimieyedeni na traveninu (chymus),
ktera pokrauje dale do dvanactniku. Potrava v Zaluditovéka zistava asi
2 az 6 hodin, ficemz jeho vypraztbvani trva 3 — 4 hodiny az do aplného
vyprazdréni [83]. Zaludek plni mnoho funkci — je zasobnikpfijaté potravy,
mechanicky pevadi potravu na traveninu, usiaje tk&ové hormony (gastrin) a
pIni funkce souvisejici s travenim (lipaza v zatimdet'aw, setrv&né pisobeni
slinné alfa—amylazy) a wsbavanim (alkohol, dkteré 1éky). Zaludéni &ava
uvolovana do Zaludku obsahuje pepsinogeny din@é& formy travicich
enzymi). Do zaludku je rov&¥ uvokovana i HCI vytvéejici v zaludku kyselé
prostedi, které napomaha k denaturaci bilkovin, depohizaei kolagenu,
piemené 3 pepsinogeinna 8 pepsif, zniceni WtSiny choroboplodnych bakterii
z potravy, zabra&mi znehodnocenidkterych latek (nap vitamini), usnadani

vstiebani mineralnich latek [83, 86, 87].
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Tenké stevo

Ze Zaludku se traveninggsouva do tenkéhorstra skladajiciho se z# tasti
— dvanactniku, kniku a kyelniku. Doba pichodu potravy od Ust po konec
tenkého seva se pohybuje od 7 do 9 hodificpmz travenina v tenkémietg
normalré zastava 1 — 3 (3 — 6) hodin. V tenkéntes# dochazi k dokoteni
traveni a pedevSim ke vgebani ¥tSiny Zivin a vody z pjaté potravy [83].
Ve dvanactniku dochéazi k neutralizaci kyselého dmtlniho obsahu a usti
do r3j vyvod ze slinivky Bisni a ze Zlaniku [86, 87]. ZI¢ je tekutina vytvéena
jaternimi butkami v mnozstvi okolo 0,7 litru za den a je itmoa vodou,
elektrolyty, bilirubinem, Zlgovymi kyselinami, cholesterolem a steroidnimi
hormony. Hlavni funkce ZHi spctivaji v emulgaci lipid a aktivaci
lipolytickych a proteolytickych pankreatickych emay ve stew. Slinivka
biiSni produkuje pankreatickou ta&/u, ktera je tviena pedevsim
hydrogenuhliitanovymi ionty a enzymy zazivaciho traktu, v mrieZsasi
1,5 litru za den. Naprost&téina enzym slinivky biiSni jsou hydrolazy [86].
V pankreatické v slinivky biisni Ize z enzyrn nalézt neaktivni formy
proteolytickych enzyr, lipdzy (S&pi triacylglyceroly na glycerol a mastné
kyseliny), pankreatickou alfa—amylazu &gt nag. rostlinny Skrob a glykogen
na maltozu a dextriny) a dalSi enzymy hagsterazy, kolagenazu, ribonukleazy,
deoxyribonukledzy. Mezi hlavni proteolytické enzymmyohované v neéinné
formé¢ pati trypsinogen, chymotrypsinogen, prekarboxypeptda a
prekarboxypeptidaza B. Neaktivni formy enZynsou gemeénény na formy
aktivni, gicemz pa@ateni aktivaci, tj. zrdnu trypsinogenu na trypsin, zajige
enzym enteropeptidaza. Nasledné aktivace ostatmiehktivnich enzyiin
zaji¥uje trypsin (chymotrypsinogen> chymotrypsin, prekarboxypeptidaza

karboxypeptidaza, proelastazaelastaza) [83].
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Tlusté stevo
Na tenké sevo navazuje tlusté isvo, které Ize ragenit na tr&nik

vzestupny, trénik pricny, tranik sestupny a teéaik esovity, ktery pechazi
v kongnik. Tlusté stvo se jiz nepodili na traveni; jeho hlavni funkei
konena resorpce vody a elektralylr Uprava traveniny fermentaciestniho

obsahu. Travenina v tlusténtesi pretrvava 12 — 24 hodin, ale i 3 — 4 dny [83]

zlinné Zlazy
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1.4.2 Traveni sacharidci

Sacharidy jsou nejvice zastoupenou slozkou potpa¥§emz mezi nejastji
potravou pijimané sacharidy p#tSkrob, sachar6za a lakt6za. Skrob, kteryitvo
az 60 % celkového podilu sachdride stra¥, je S€pen uz v duti Ustni
slinnou alfa—amyldzou na dextriny a maltézu. JeladSidS€peni probiha
ve stew pasobenim pankreatické alfa—amylazy az na jednothiva@ekuly
30 % a je enzymaticky &ena na molekulu glukézy a molekulu frukt6zy.

Disacharid lakt6za je &en na glukdzu a galaktézu enzymem laktazou [8]3, 86

1.4.3 Traveni lipida

Lipidy jsou velmi nesourodou skupinou latekj¢emz pro lidskédo jsou
nejdilezitéjSi triacylglyceroly, cholesterolestery a fosfotlpi [86]. Prvnim
krokem i traveni lipich je jejich emulgace, kdy se vlivem soli &wych
kyselin a pohyb stteva snizuje povrchové né&pa dochazi k rozbijeni velkych
tukovych kapének na mensi, které majts povrch a zarovelepSi gistup
pro pisobeni lipaz [83]. Vfipact triacylglyceroti jejich SEpeni z&ina jiz
v dutiné Ustni misobenim slinné lipazy, avSak k hlavnimgp&ni dochazi az
ve dvanéactniku dinkem pankreatické aistni lipazy, kdy jsou triacylglyceroly
rozSeépeny az na jednotlivé mastné kyseliny, monoacykyigly a glycerol.
Pomoci cholesterolesterazy jsou rozkladany chotgstery na cholesterol a
volné mastné kyseliny, zatimco fosfolipidy jsowp&ny ve dvanactniku

ucinkem fosfolipazy [83, 86].

1.4.4 Traveni proteini

Travenim jsou proteiny roz§teny az na jednotlivé aminokyselinyilftizné
65 % travenych protein pochazi z fijimané stravy, 25 % z oduelych
sliznicnich burk a zbylych 10 % z uvabvanych travicich t®v [83]. Traveni

32



proteini zaina v zaludku, kde secinkem enzymu pepsinu vzniklého aktivaci
neinného pepsinogenu &ti proteiny na polypeptidy. fBd samotnym
pusobenim pepsinu dochazi v Zaludku ge&tdenaturaci protein kyselym
zaludeénim obsahem. &peni polypeptid dale pokrauje vtenkém sew
pusobenim aktivnich forem pankreatickych enayfitrypsin S¢pi peptidové
vazby sousedici s bazickymi aminokyselinami, zadinobymotrypsin $fpi
vazby sousedici s aromatickymi aminokyselinami) @& oligopeptidy a
dipeptidy. Volné aminokyseliny jsou znich pak @g@$tvany nap
pankreatickou karboxypeptiddzou nebo jinymi peiztai. V tenkém $ew se
nachazi i dalsSi enzymy, jako rfapelastaza, kolagenaza, enteropeptidaza,

aminopeptidazy, dipeptidazy [83, 86].

1.5 Stravitelnost

S rostoucim zajmem tasy a jejich konzumaci a $ilpyvajicim mnozstvim
studii potvrzujicich jejich vysokou nutni hodnotu se zaroxiezvySuje i pateba
novych informaci a to hla¥nz oblasti vyuzitelnosti potazmo stravitelnosti
zdravi prospsSnych latek zas.

Stravitelnost je dlezitym faktorem spoluvyti&jicim nutréni hodnotu
potravy a zaroue predstavuje stugevyuziti dilezitych nutrénich faktoi [89,
90]. Za stravitelnou se pak povazujetést porené potravy, kterowlo dokaze
n¢jakym zpisobem vyuZzit, tzn. rozlozit, istbat, zabudovat d@iznych struktur
[91].

1.5.1 Metody stanoveni stravitelnosti

Existuje celdada laboratornich metodda@nych pro stanoveni stravitelnosti.
Obecr je lze rozdlit na ti zakladni skupiny, a to na metody vivog, in situ a

in vitro.
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Stanoveni stravitelnosti in vivo

In vivo metody jsou povazovany za nejlepSi variantu stamostravitelnosti
organické hmoty, ktera ma ale mnoho nevyhod, mezi pati predevsim
pracnost a finatni a c¢asova narénost [89]. In vivo metody paf
mezi biologicka stanoveni pracujici na principu ¢emi  mnoZstvi
zkonzumovanych latek v zavislosti na mnozstvi lataksorbovanych a
vylou¢enych modelovym organizmem. Jako modelové organizbyy
pouzivany nap krysy nebo prasata. Pro co nejobjekigh stanoveni
stravitelnosti by byl nejvhodisim modelovym organizmem satovek; takové
stanoveni by ale bylo nejen finak a caso¥ narané, ale ivelmi slozité
z davodu vykEru vhodnych dobrovolnik[90].

Stanoveni stravitelnosti in situ

Metody in situ vyuZzivaji enzymovy systém laboratornich favi kdy se
prostednictvim pi&tli vkladaji noste se séky obsahujicimi testované vzorky
pitimo do utittho u(seku traviciho traktu (nap dvanactniku) zwvéete.
Stravitelnost konkrétni slozky vzorku se palkéuie po dokoteni inkubace
vzorku trvajici po danou dobu jako rozdil obsahuourkané slozky
pied experimentem a poém [90, 92]. Tento typ stanoveni se pouziva

piedevsim ke zhodnoceni stravitelnosti krmiv [93-95].

Stanoveni stravitelnosti in vitro

ZjednodusSe# lzein vitro metody stanoveni stravitelnosti charakterizoviad ja
simulaci in vivo metod provaéhou v laboratornich podminkach, kdy jsou jeji
hodnoty vypdéteny zrozdilu obsah zkoumanych slozek potravy
pied enzymatickou hydrolyzou a po ni [90]. Mip¢hu rékolika minulych let
celafada edci testovala nejiznéjSi modely k ugeni in vitro stravitelnosti a

sledovala strukturni a chemické @&my riznych druli potravy, ke kterym
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dochazi pi simulaci podminek uvnittraviciho traktu. B téchto stanovenich
byly negasgji k hydrolyze pouzivany latky jako pepsin, pankieatrypsin,
chymotrypsin, peptidaza, alfa—amylaza a lipazdacheéj pivod byl rostlinny,
zvireci i lidsky. Délka enzymové hydrolyzy se liSila&vislosti na typu potravy

a to jak pi simulaci traveni v Zaludku, v tenkéntes i v tlustém stevé [96].

In vitro metody Ize dale dit podle principi stanoveni stravitelnosti nédklad

na gravimetrické a filtkni metody, pH-stat a pH-drop metody, metody
zaloZzené na dialyze bé&k, metody sledujici produkci plynnebo metody
vyuZzivajici gstovani Caco—2 bk [90].

VétSina metodik [97-99] vyvinutych ik vitro stanoveni stravitelnosti
vychazi z dvoustufvé in vitro techniky traveni picnin [100], ktera byla velmi
obliben&a a pouzivana pro své vyborné vysledkyipgoE srovnani s metodami
in vivo [101]. Tato metoda byla sestavena pro jednoductanosgeni
stravitelnosti suSiny a organické hmoty krmiv praiata zahrnujici hydrolyzu
bachorovou tekutinou a naslédtaké pepsinem [100]. Ziodu usnadéni a
zefektivreni stanoveni stravitelnosin vitro se do metodik zal zalenovat
Daisy' inkubétor, protoze diky&mu dochazelo k minimalizaci vlivu obsluhy
na variabilitu vysledk, byl &inny, nenarény na prostor a celkeév
zjednoduSoval proces stanoveni stravitelnosti ogdasickym metodam [89,
102, 103].

Z pohledu stanoveni stravitelnostiras a produkt z fas |ze konstatovat, Ze
studii tykajicich se jejichn vitro stanoveni je jen velmi méalo. Ojedia se
vyskytuji vwdecké prace, které popisuji metody stanoweniitro stravitelnosti
vyuZivajici proteolytické enzymy jako pepsin, padtm nebo pronazu [90,
104-107], které se zafuji veétSinou pouze na stravitelnost proiein
sladkovodnich a miskychias [105, 108, 109]. Stravitelnosti suSiny a orgaiic
hmoty produkii z maskych a sladkovodnickas s pouZzitim inkubatoru Daisy
se zg@ala zabyvat MiSurcova [110], kterd vychazela z mi&t@ro stanoveni

stravitelnosti krmiv [89, 94].
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Existuje mnoho faktdr, které vyznamé ovliviuji vysledkyin vitro stanoveni
stravitelnosti, a proto neni mozné, aby podmiimkyivo stanoveni byly detaitn
napodobeny podminkanm vitro stanoveni. Mozna také proto doposud nebyla
vyvinuta zadna metodika, ktera bkedstavovala spojenigsnostin vivo metod
a jednoduché proveditelnosti, a ktera by byla v8eabuznana a pouzivana
[96].

1.5.2 Faktory ovliviiujici stravitelnost

Stravitelnost mze byt ovliiovana celowadou endogennich i exogennich
faktori [90].

Vliv endogennich faktdr Uzce souvisi s pouzitymi modelovymi organizmy a
s jejich specifickymi metabolickymi reakcemi viip&hu procesu traveni [90].

Mezi exogenni faktory byvajfazeny vlivy tykajici se travicich enzym
Stravitelnost ovliviuje volba traviciho enzymu, ktera zavisi na druhu
testovaného vzorku. Vifpac viceslozkovych vzork se miZze jednat o vice
enzymi. VIiv na stravitelnost ma i koncentrace pouzityemzymi; jak
komecknich, tak izolovanych z traviciho traktu lidi nebdrat [90].

DalSim dilezitym exogennim faktorem ovlijicim stravitelnost jsou
podminky v péibéhu enzymatické hydrolyzy. Stupe hydrolyzy souvisi
s aktivitou pouzitého enzymu, kdy kazdy enzym pveé sptimalni fsobeni
pottebuje velmi specifické pozadavky na teplotu, pHkubeini dobu,
koncentraci a naifpadnou pitomnost aktivatat/inhibitord. Délka hydrolyzy
také vyznama ovliviiuje stravitelnost, stefntak jako charakter vzorku nebo
velikost¢astic vzorku [90, 96].

Stravitelnost je vyznamdn ovliviiovana i chemickym slozenimas, kdy
nekteré latky obsazené kasach jsou schopny tkib napiklad s proteinyias
nebo s prvky komplexy a snizovat tak jejich vyulntst a stravitelnost.
PredevSim se jedna o latky jako je tanigkteré slozky vlakniny, kyselina
fytova, polyfenolické latky a inhibitory enzym které ukitym zpisobem
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interaguiji s jinymi slozkamias a v konéném disledku zgisobuji snizeni jejich
stravitelnosti [90].

V neposlednitac je stravitelnost ovlivéna technologickym zpracovanim,
kdy mize dochazet jak ke zvySovani stravitelnéss, tak i ke zlepSovani jejich
chuti. V pibéhu poskliziovych Upravias, tzn. prani, suSeni, skladovani a
zpracovani, dochazi ke 2n¢ chemického slozeni produikt ras, kdy nafiklad
proces prani @ze ovlivnit stravitelnost a vyuzitelnostekterych nutrénich
sloZzek fas. Ke zminé stravitelnosti dochazi i vlivem z&vu v piibéhu
kuchyiiskych Uprav produkt zias, kdy se mni struktura proteiln a tim se
stravitelnost produkt zias zvySuje. Ke zvySovani stravitelnosti dochazi
| pii zafazeni fermentace do sledu technologickych Upraxoggsu zpracovani
ras [90].
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2 CIL PRACE

Cilem prace je vytvi@ni uceleného souboru metodik optimalizovanych
pro stanoveni stravitelnosti kondaé dostupnych produltitze sladkovodnich a
moiskych fas spolu s analyzou vybranych faktoovliviujicich jejich

stravitelnost.

Dil¢i cile:
|. Stanoveni zakladnich nuinich charakteristik zkoumanych vzérk-
obsahu vlhkosti, obsahu popela, obsahu dusikataték |a obsahu

vybranych prvk pottebnych pro prvotni analyzu vzdrka nasledné

VYpPOCty.

[l. Stanoveni stravitelnosti suSiny a organické hmatgrka fas spolu se
studiem vlivu fizné doby hydrolyzy aideného typu enzymatického

hydrolyzaniho¢inidla na hodnoty stravitelnosti.

lll. Stanoveni stravitelnosti dusikatych latek ve vairctas vyjadené
ve forne koeficientu stravitelnosti dusikatych latek a sgmg studium
vliivu razné doby hydrolyzy a ueného typu enzymatického

hydrolyzanihodinidla na jeji hodnoty.

V. Stanoveni stravitelnosti vybranych chemickych gruke vzorcichias
po uplynuti danychéasovych intervdl trvani enzymatické hydrolyzy

s pouzitim dznych enzymatickych hydrolyzaich¢inidel.
V. Sledovani zrn proteinovych profil vzorki fas po provedeniterg

dlouhé enzymatické hydrolyzy s pouzitimiznych enzymatickych

hydrolyzanichc¢inidel.
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VI.

VII.

VIII.

Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek kankrétnich
vybranych polyfenolickych latekiftomnych ve vzorciclias jako jednoho

z hlavnich moznych faktémegativi ovliviiujicich stravitelnost.

Stanoveni vladkniny g&etrg stanoveni obsahu pektinovych latek
ve vzorcich fas jakozto dalSiho faktoru praygbdobré snizujiciho

stravitelnostas.
Statistické zhodnoceni vlivu polyfenolickych latela vlakniny

véetre pektinovych latek na stravitelnost prodiukte sladkovodnich a

morskychras.
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3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Material

K analyzam byly vybrany druhy rmekychias ve form§ suSenych produita

sladkovodniclas a sinice ve foréntablet, které reprezentuji skupiny fskych

hnédych fas, mdskych cervenychias, sladkovodnich zelenygas a sinice (viz

Tab. 2). Vybrané vzorky byly zakoupeny v prodejnadhavé vyzZivy.

Tabulka 2: Prehled vzork fas a sinice pouzitych k analyzam.

Komer¢ni
] Oznateni  Rivod Druh Typ
nazev
Spirulina _ o _ o
_ S Indie Spirulina platensis sinice
Bio
Chlorella _ _ ]
C Taiwan Chlorella pyrenoidosa zelenarasa
Tabs
Arame A Japonsko Eisenia bicyclis hnédarasa
Kombu K Japonsko Laminaria japonica hnédarasa
Hijiki H Japonsko Hizikia fusiformis hnédarasa
Wakame W Japonsko Undaria pinnatifida hnédarasa
Wakame — | o ,
_ Wi Japonsko Undaria pinnatifida hnedarasa
instant
Dulse _ )
_ D USA Palmaria palmata cervenarasa
viocky Bio
Nori ]
N Japonsko Porphyra tenera cervenarasa
viocky

3.2 Uprava vzorki k analyzam

Jednotlivé vzorkyias byly zpracovany k analyzam déSN 46 7092-2

Metody zkouseni krmivCast 2: Biprava vzork ke zkouseni [111].
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3.3 Stanoveni zakladnich nutrénich charakteristik

Nutnym zakladem pro jakékoliv dalSi chemické amalyje stanoveni
zakladnich nuttinich charakteristik (obsah vlhkosti, obsah popealasah
dusikatych latek a obsah vybranych pirviprodukti ze sladkovodnich a
morskych fas, které budou pouzity pro prvotni seznameni skasakterem

zkoumanych vzorki jako nedilna satast pozdjSich vypata.

3.3.1 Stanoveni obsahu vihkosti

Stanoveni obsahu vlhkosti bylo provedeno dle noi§N 46 7092-3
Metody zkouseni krmiv€ast 3: Stanoveni obsahu vihkosti [112].

Obsah vihkosti jednotlivych vzoilkias byl stanoven suSenim (1 d) teplog
103 + 2 °C do konstantniho ubytku hmotnosti. Graatimaky byl zjiS&n rozdil
hmotnosti ped a po suSeni a zrozdilu byl vygén obsah vlhkosti
v procentech, ktery byl vygtem geveden na obsah susiny, jakoZto &l
pouzivané v naslednych vyiech. Vysledna hodnota byla stanovena jako

pramér ze Sesti réreni.

3.3.2 Stanoveni obsahu popela

Stanoveni obsahu popela bylo provedeno dle nat8iy 46 7092—-9 Metody
zkouSeni krmivCast 9: Stanoveni obsahu popela [113].

Obsah popela byl stanoven po spaleni vizdikg) v muflové peci i teploi
550 °C po dobu 5 hodin. Z rozdilu hmotnostég a po spaleni byl vypten
obsah popela ve zkoumanych vzorcich. Vysledna hadogla stanovena jako

pramér ze Sesti réreni.
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3.3.3 Stanoveni obsahu dusikatych latek

Stanoveni obsahu dusikatych latek bylo provedenalleponormy
CSN 46 7092-4 Metody zkouseni krmi¢ast 4: Stanoveni dusikatych latek
(hrubého proteinu) [114].

MnozZstvi dusikatych latek bylo stanoveno metodoa Hijeldahla, kde
po mineralizaci 0,1 g vzorktas mokrou cestou pomoci koncentrované kyseliny
sirové, peroxidu vodiku aiplavku katalyzatoru (N&Q, + CuSQ v pormeru
10:1) @i 400 °C nasledhdoSlo ke stanoveni obsahu dusikatych latek vekuzor
s vyuzitim automatické desttlai jednotky Pro Nitro A (JP Selecta S.A.,
Sparglsko). Pro vypéet byl pouzit pepaitavaci faktor s hodnotou 6,25.

Vysledna hodnota byla stanovena jakompdr ze Sesti réeni.

3.3.4 Stanoveni obsahu vybranych prvk

Stanoveni obsahu vybranych piiviaylo provedeno dle metodik pro analyzu
rostlinného materialu [115, 116] ve spolupréci Isolatdi Agrotest fyto, s.r.o.

Pro analyzu byly vybrany jak prvky makrobiogenni, (R, Mg, Ca, Na),
oligobiogenni (Fe, Mn, Zn, Cu), tak i toxické (Rkgd, Hg). Druhy Gprav vzork
pied analyzou spoleé s metodou stanoveniiiplusného prvku jsou uvedeny
nize v tabulce 3. Pro analyzu t&nhvSech chemickych priks vyjimkou rtuti,
musely byt vzorky nejprve mineralizovany ddumnokrou cestou za pouZziti
pristroje Digester DG 120 (EL Spektrum, Liptovsky Hio&, Slovensko) nebo
s pomoci mikrovinné pece Mars Xpress (Varian, Ifealo Alto, USA).
Po rozkladu nasledovalo vlastni stanoveni chemitkhywki. Obsah rtuti byl
stanoven bez rozkladufimo pristrojem TMA-254 (TeslaCeska republika).
Fosfor byl stanoven spektrofotometrickiigirojem Specol 10 (Carl Zeiss, Jena,
Némecko), kdy byl mifen barevny produkt po reakcicimidlem na bazi
molybdenanu amonného a vana@inu amonnehofpvinové délce 430hm.
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Véapnik byl stanoven atomovou emisni spektromeMig). Atomova absokmi

spektrometrie s plamenovou atomizaci (F-AAS) bytazia ke stanoveni
obsahu Mg, K, Na, Fe, Zn, Cu, a Mn s vyuZitikisppoje AA 240FS (Varian,
Inc., Palo Alto, USA). Zbytek pruk tzn. Pb, a Cd, byl stanoven taktéz
atomovou absotmi spektrometrii, ale tentokrat s elektrotermicladomizaci
(ET-AAS) s pouzitim fistroje AA 240Z (Varian, Inc., Palo Alto, USA). Ciis
jednotlivych chemickych pruk byl vypaiten na zaklagl petibodovych

kalibratnich kivek.

Tabulka 3: Metody pouZzité k rozkladu vzoikias a stanoveni chemickych
prvka [117].

Prvek Typ rozkladu Cinidlo pro rozklad Metoda stanoveni
P mokrou cestou 50O, + HO; spektrofotometrie
Ca mokrou cestou B0 + HO; AES
Mg mokrou cestou 5O, + HO; F-AAS
K mokrou cestou 5O + H0, F-AAS
Na mokrou cestou O + HO; F-AAS
Fe uzaveny mikrovinny HNQ + HCI F-AAS
Zn uzawveny mikrovinny HNQ + HCI F-AAS
Cu uzaveny mikrovinny HNQ + HCI F-AAS
Mn  uzaweny mikrovinny HNQ + HCI F-AAS
Pb uzaveny mikrovinny HNQ + HCI ET-AAS
Cd  uzaweny mikrovinny HNQ + HCI ET-AAS
Hg bez rozkladu AAS (TMA-254)
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3.4 Stanoveni stravitelnosti

Stanoveni stravitelnosti bylo provedeno gravimé&ticin vitro metodou
s pouzitim inkubatoru Daisy (ANKOM Technology, USA) traveni byl pouzit
enzym pepsin EC 3.4.23.1 z présgaludeéni sliznice (aktivita: 0,7 FIP-U/g) a
pankreatin z prasgeslinivky brisni (protedzova aktivita: 350 FIP-U/g, lipdzova
aktivita: 6000 FIP-U/g, amylazova aktivita: 7500PFU/g). Oba enzymy byly
dodany spolénosti Merck (Darmstadt, dinhecko).

V rdmci stanoveni stravitelnosti byl sledovan vuliizné doby hydrolyzy a
raizného typu enzymatického hydrolymého cinidla na hodnoty stravitelnosti.
Enzymaticka hydrolyza zahrnovala hydrolyzu pepsir{tb g enzymu na 1 ¢
vzorku), pankreatinem (0,5 g enzymu na 1 g vzoskkdmbinovanou hydrolyzu
nejprve pepsinem a naslediaké pankreatinem. \fjpadt hydrolyzy pepsinem
a pankreatinem byla stravitelnosgi@na po 6, 12 a 24 hodinach. ¥pad
kombinované hydrolyzy byly pak kombinace dals@beni &chto dvou enzyrin
nasledujici: 0,5 + 6 hodin; 6 + 6 hodin; 12 + 12lihp 0,5 + 24 hodin; 24 + 24
hodin dle matice uvedené v tabulce 4ii Btanoveni bylo postupovano
podle modifikované metodiky [90, 110].

Pro stanoveni stravitelnosti bylo navazovano 0,28zgrku do filtr&nich
s&ku F57 sporozitou 25 pum (ANKOM Technology, USA).cBa byly
zataveny, vlozeny do inkubaich lahvi, zality 1,7 | fisluSného roztoku
(v ptipack pepsinu 0,1M HCI; viipact pankreatinu fosfatovy pufr o pH 7,45)
vytemperovaného na 40 °C a bylo k niffidano takové mnoZstvitislusného
enzymu, aby odpovidalo vySe zrémému pozadavku 0,5 g enzymu na 1 g
vzorku. Spoléné se vzorky byl do inkulimi lahve umisin i zataveny korealni
s&ek bez vzorku. Nasledovala hydrolyza po dobu jizdenychéasovych
intervali. Po skogeni hydrolyzy byly sé&y proprany destilovanou vodou,
susSeny 24 hodinip103 °C a nakonec paleny v muflové peci po dokho8in

pii 550 °C. V gipac kombinované hydrolyzy byly vzorky nejprve podropen
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hydrolyze pepsinem,fgemz bezproseédre po ukorgeni hydrolyzy a proprani

s&ku v destilované votlbyla zahdjena hydrolyza pankreatinem.

Tabulka 4: Matice doby pgsobeni enzyin pepsinu a pankreatinu

pii enzymatické hydrolyze produkt ras.

JEDNOENZYMOVA HYDROLYZA

Pepsin Pankreatin
6 h ° °
12 h ° °
24 h ° °
K OMBINOVANA HYDROLYZA
Pepsin
0,5h 6 h 12 h 24 h
= 6 h ° °
©
jlj 12 h °
c
Dc? 24 h ° °

3.4.1 Stravitelnost susiny

Stravitelnost suSiny (DMD) byla vygtena podle nize uvedené rovnice (1) a
vyjadiena v procentech. K vyptu stravitelnosti susSiny bylo nutno stanovit
I hmotnost vzorku po inkubaci a vysuSeni (DMR) wrice (2), obsah susSiny
ve vzorku (DM) z rovnice (3) a korekci na prazdijrdc¢ni s&ek po inkubaci
(c1) z rovnice (4) [94, 110].

100[DMR

DMD =100-———— (1)
m, (DM
DMR=m; - m, [c, (2)
_S [mg
= 3
10C 3)
¢ = (4)
m

45



3.4.2 Stravitelnost organické hmoty

Stravitelnost organické hmoty (OMD) byla vyjtena podle niZze uvedené
rovnice (5) a vyjatkna v procentech. K vyptu stravitelnosti organické hmoty
bylo nutno stanovit i hmotnost vzorku po inkubacvysusSeni (DMR) z vySe
uvedené rovnice (2), hmotnost vzorku po inkubaggesi a mineralizaci (AR)
z rovnice (6), obsah susSiny ve vzorku (DM) z roeni3), obsah organické
hmoty v susSia vzorku (OM) z rovnice (7) a korekci na prazdnyrétni s&ek
po mineralizaci (g z rovnice (8) [94, 110].
100[(DMR - AR)

OMD =100- (5)
m, (DM [DOM
AR=m, -m, [c, (6)
OM :M (7)
10C
mm
C, =— (8)
m,

Kde

DMD stravitelnost susSiny (%),

OMD stravitelnost organické hmoty (%),

DMR hmotnost vzorku po inkubaci a vysuSeni (beksh(g),
DM  obsah susiny ve vzorku (g),

OM  obsah organické hmoty v suSwveorku (g),

AR  hmotnost vzorku po inkubaci, suSeni a mineaaiizbez séku) (g),
S obsah susSiny ve vzorku (%),

P obsah popela ve vzorku (%),

my hmotnost prazdného&d (g),

my navazka vzorku (g),

ms hmotnost vzorku a 8lu po inkubaci a vysuseni (g),
my hmotnost vzorku a 8lu po inkubaci a mineralizaci (g),

Ms navazka vzorku pro stanoveni susiny (g),
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m hmotnost vysuSenéhocka po inkubaci (g),
M, hmotnost s&ku po mineralizaci (g),
C1 korekce hmotnosti 8lau po inkubaci,

C2 korekce hmotnosti 8lu po mineralizaci.

3.4.3 Stravitelnost dusikatych latek

K uréeni stravitelnosti dusikatych latek bylo nutno stanobsah dusikatych
latek v nehydrolyzovanych vzorcich a obsah dusdtatsitek ve vzorcich, které
byly enzymaticky hydrolyzovany pepsinem, pankreatina kombinovah —
pepsinem a nasledrpankreatinem. Enzymova hydrolyza byla provederie vy
uvedenym zfisobem. Celkovy obsah dusikatych latek v hydrolyngeh
I nehydrolyzovanych vzorcichkas byl stanoven metodou podle Kjeldahla
s vyuzitim automatické destliai jednotky Pro Nitro A (JP Selecta S.A.,
Spartlsko). Vysledky byly vyjageny v procentech ve form koeficientu
stravitelnosti dusikatych latek.

Koeficient stravitelnosti dusikatych latek {Klze vypaitat podle nize
uvedené rovnice (9). K vyptu koeficientu stravitelnosti je nutno stanovit abs
dusikatych latek v nehydrolyzovanych vzorcich (Nkz rovnice (10) a obsah

dusikatych latek v hydrolyzovanych vzorcich (Niz rovnice (11) [110].

NL, — NL
Kg=—0 11100 (9)
I—N
NN
NLy = [f (100 (10)
My
Ny
NL, = f (100 (11)
My
Kde
Ks koeficient stravitelnosti (%),

NLn obsah dusikatych latek v nehydrolyzovanych viobr (o),
NLy obsah dusikatych latek v hydrolyzovanych vzdr¢#o),

47



Nn obsah  dusikatych latek daenych  gistrojem Pro  Nitro
v nehydrolyzovanych vzorcich (mg),

Ny obsah dusikatych latekagnych gistrojem Pro Nitro v hydrolyzovanych
vzorcich (mg),

mne  havazka vzorku pro analyzu (mg),

f prepaitavaci faktor (f = 6,25).

Spolu se stanovenim stravitelnosti dusikatych lawdksledovan i viiv doby
hydrolyzy na hodnoty koeficientu stravitelnosti thagych latek. V pipack
hydrolyzy pepsinem a pankreatinem byla stravitdlmo&ena po 6, 12 a 24
hodinach. Kombinace dohigobeni enzyiinv piipact kombinované hydrolyzy
byly stejné jako v fipact stanoveni stravitelnosti susiny a organické hmoty.

Vysledna hodnota byla stanovena jakompdr ze Sesti réeni.

3.4.4 Stravitelnost vybranych prvki

Stravitelnost vybranych prikv produktech ze sladkovodnich aitsioychias
byla stanovena ve dvou etapach. Prvni z nich zahtaotraveni vzonk
metodou in vitro s pouZitim inkubatoru Daisy (viz kapitola 3.4). uBym
krokem pak bylo samotné stanoveni girvke vzorcich po travenitznymi
spektrometrickymi metodami dle charakteru chemibkymvki — atomovou
absorgni spektrometrii (AAS), atomovou emisni spektrome(AES) a
spektrofotometrii (viz kapitola 3.3.4).

Stravitelnost chemickych prik byla ugena zrozdilu obsahu privk
ve vzorcichfas ged enzymatickou hydrolyzou a po provedeni enzyrkatic
hydrolyzy, a byla vyjatena jako procentudlni Ubytek pivke vzorcichias
po enzymatické hydrolyze. Hydrolyza byla provedesazymy pepsinem,
pankreatinem a kombinovarfpepsinem a nasle&n pankreatinem) zjsobem
uvedenym v kapitole 3.4. Dobaiagpbeni enzyin byla v gipac€ pepsinu
a pankreatinu 24 hodin, a vipad kombinované hydrolyzy 0,5 hodiny
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pepsinem a nasledn 24 hodin pankreatinem. Zhydrolyzované vzorky
ve filtracnich sé&cich F57 byly promyty destilovanou vodou a usuSeny.
Nasledovalo vlastni stanoveni jednotlivych prvkak je popsano v kapitole
3.3.4. Vysledky stanoveni obsaprvka byly vyhodnoceny s pouzitim metody
kalibratni kiivky. Aby byly ziskany hodnoty obsaltprvka pouze pro produkty
ze sladkovodnich a mekychtas, bylo nutné ziskana datgepciitat s pouzitim
nameérenych hodnot pro prazdny kokek s&ek, ktery byl podroben vSem

krokiim jako séky se vzorky.

3.5 Sledovani zmén proteinovych profilt po enzymatické
hydrolyze

Sledovani zrén proteinovych profit u vybranych drui fas a sinice bylo
provadno po aplikaci vertikalni elektroforézy (Mini—Prate-Tetra Cell, Power
Pac Universal, BIO—RAD, USA) v polyakrylamidovém lgev pritomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Byla snaha ocowded proteinovych
profili nejen u vzork fas bez proglané hydrolyzy, ale i u vzotk fas
podrobenych enzymatické hydrolyze pepsinem a patikem po @zne
dlouhou dobu (1, 10, 30, 60, 120 a 180 min) s pouzikaseinu jako
referegniho proteinu. Vysledkem &o byt sledovani odliSnosti v jednotlivych
proteinovych profilech vramci jednotlivych druhtas a také zemy
proteinovych profil v zavislosti na délce a typu enzymatické hydrolyzy

Vlastnimu rozdleni proteinovych profil pomoci SDS—-PAGE ipdchazela
Gprava vzork fas v podob izolace proteifi, jejich zakoncentrovani a kofréx
Uprava ped nanesenim na gel.

Jako nejdinnéjSi zpisob izolace protein ze vzorki fas se jevil postup,
kdy byly vzorkytas nejprve dezintegrovany (frekvence 20 Hz, 7 momoci
oscilaniho kulového mlyna MM 301 (Retschgiecko). Nasledhbyl vzorek
(0,2 g) spolu s destilovanou vodou (10 ml) podropiesobeni ultrazvuku (3 h) a
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ttepan mi pokojové teplot do druhého dne, kdy byl odstén (4500 ot.;
30 min). Supernatant byl slit a zakoncentrovaniligaici. Lyofilizovany extrakt
byl rozpus&n ve 100ul destilované vody, dale bylofidano 25ul 20% SDS,
12,5 ul merkaptoetanolu a 11%l vzorkového pufru (0,062 M Tris—HCI,
5% merkaptoetanol, 10% glycerol, 0,01 g bromfenalowd). VSe byloradre
promichano, umigho na 10 minut do vrouci vodni l&npo zchlazeni
odstedino (15000 RPM, 10 min) aipraveno k aplikaci na gel.

Separace jednotlivych  proteinovych  fragnient byla  provadna
na 12% sepataim gelu pi 30 mA. Jako standard byl pouzivan proteinovy
marker Protein Marker, Broad Range, 2-212 kDa, PIZ7(New England
Biolabs), ktery obsahoval proteiny o definovanycblekulovych hmotnostech.
Po ukorgeni separace byl gel unistna dobu 30 minut do fixaiho roztoku
(30 ml 96% etanolu, 10 ml ledové kyseliny octov@,dl deionizované vody),
poté byl barven po dobu 60 minut barvicim roztokéoomassie briliant blue
(0,1 g Coomassie briliant blue, 50 ml 96% etan®@ ml kyseliny fosforéné,
850 ml deionizované vody) a naslédnyl odbarven odbarvovacim roztokem
(250 ml metanolu, 100 ml ledové kyseliny octove) &8l deionizované vody).
Finalni podoba gelu byla fotografovana.

V piipact sledovani proteinovych fragménpo enzymatické hydrolyze byl
lyofilizovany extrakt rozpugh v 1 ml @gislusného roztoku (vifpact hydrolyzy
pepsinem v 0,1M HCI, vifpadt hydrolyzy pankreatinem ve fosfatovém pufru
o pH 7,45) s fdavkem odpovidajiciho mnozstvfiguSsného enzymu. Proces
traveni byl realizovan s vyuzitimiigtroje  Thermo—shaker TS—100 (BioSan,
LotySsko) pi teplot 37 °C, gicemz vzdy po uplynutifjislusné doby (1, 10, 30,
60, 120 a 180 min) bylo odebrano mnozstvi 100ke kterému bylo fidano
25ul 20% SDS, 12,5ul merkaptoetanolu a 11%ul vzorkového pufru.
Po promichani, inkubaci ve vrouci vodni lazni pdoud0 minut, zchlazeni a
odstedtni, byl hydrolyzovany vzorek ipraven k aplikaci na gel. Nasledny
postup vlastni SDS—PAGE byl totozny s vySe uvedenym
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3.6 Stanoveni polyfenolickych latek

Celkové mnozstvi polyfenolickych latek v produkterkas bylo stanoveno
spektrometrickou analyzou barevnych produktakce hydroxylovych skupin
fenolickych  slodenin  s¢inidlem  Folin—Ciocalteau pomoci  UV/VIS
spektrometru (viz kapitola 3.6.1). Jako standarda byro vypd@et pouzita
kyselina gallova.

Identifikace jednotlivych vybranych polyfenolickyclatek gevazrie zirad
flavanoli byla uskuténéna metodou vysocecinné kapalinové chromatografie
(HPLC) s vyuzitim DAD detektoru (podrobnosti vizpimla 3.6.2).

3.6.1 Stanoveni polyfenolickych latek metodou molekulové

spektrometrie v UV/VIS oblasti

Stanoveni celkovych polyfenolickych latek v prodedtt zias bylo
provedeno fotometrickou metodou s pouZzitim Foliegiteuovacdinidla a

kyseliny gallové jako standardu.

Tabulka 5: Prehled extraknich postup (1 — 5) pro stanoveni celkovych
polyfenolickych latek.

Extrak éni ¢inidlo Podminky extrakce Zdroj

(1) metanol / voda / kyselina octova vodni lazé 70 °C, 50 min  [39]

(30:69:1)
(2) destilovana voda vodni 14280 °C, 10 min  [118]
(3) 100% metanol 24 h, pokojova teplota [119]
(4) 70% aceton vodni 1&#e80 °C, 30 min  [55]
(5) 80% metanol vodni 14#€/0 °C, 1 h [120]
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Pro optimalizaci stanoveni celkovych polyfehdbyla zji¥ovana vhodna
extrakéni technika. Pro porovnani bylo zvolenoét pnejpouzivagjSich
extrakénich postup. Vzdy bylo navazovano 0,1 g zhomogenizovdagové
hmoty do umilohmotné centrifugéni zkumavky s uzarem, k niz bylo idano
10 ml extrakni sng€si. Jednotlivé extraii postupy jsou uvedeny v Tab. 5.
Po vlastni extrakci doprovazené neustalyepénim byly extrakty zchlazeny
na pokojovou teplotu, pokud bylo peba, a centrifugovany (6000 RPM, 5 min).
Vysledné extrakty byly proasteny UV/VIS spektrometremipvinové délce
765 nm.

Vysledné hodnoty pak byly uvedeny v mg ekvivalehiyseliny gallové
(GAE) na g vzorku. Vysledna hodnota byla stanovikes priimér ze Sesti
meieni. Kalibr&ni kiivka spolu srovnici regrese jsou zobrazeny nize
na Obr. 10.

1,2

1 y = 0,0101x
R2?=0,9997

o o o
Ee [@)] [0]
I I I

absorbance (1)

o
N
|

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

koncentrace (mg.I")

Obrazek 1Q Graf kalibrani kiivky kyseliny gallové a rovnice linearni regrese.
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3.6.2 Stanoveni polyfenolickych latek metodou RP—HPLC

Stanoveni polyfenolickych latek bylo realizovano nmxi metody
vysoko&inné kapalinové chromatografie = (RP—-HPLC). Kvalitati
I kvantitativni stanoveni vybranych polyfenolickydhtek (kyselina gallova,
katechin, epikatechin, katechin gallat, epikateckjallat, epigallokatechin,
epigallokatechin gallat, 4-hydroxybenzoova kyselinayrokatechol) bylo
provedeno v produktech ze sladkovodnich dskgchias na fistroji UltiMate®
3000 (Dionex, USA) s DAD detektorem za pouziti koldC18 Kinetex (150 x
4,6 mm, 2,6um). Jako mobilni faze A (MFA) byla pouzita &snvoda/kyselina
octova vpomru 99:1, jako mobilni fazeB (MFB) pak $m
voda/acetonitril/kyselina octova v pém 67:32:1 [39]. Ritok mobilnich fazi
byl 1 ml.mirr%, objem nastku 10 ul, délka analyzy 35 minut, pibgh analyzy
pozvolny gradientovy (0 — 10 minut: 90 % MFA + 10M&B; 10 — 16 minut:
80 % MFA + 20 % MFB; 16 — 20 minut: 60 % MFA + 40 RAFB; 20 — 25
minut: 50 % MFA + 50 % MFB; 25 — 27 minut: 60 % MBA40 % MFB;
27—-35 minut: 90 % MFA + 10 % MFB). Odezvy deteltobyly
zaznamenavanyfpvinové délce 275 nm.

Pred vlastnim stanovenim byly vzorky extrahovarygnymi metodami a
pro dalSi stanoveni byla vybrana riingjSi z nich. Byla vyzkouSena extrakce
100% metanolem, 80% metanolem i ésin metanol/voda/kyselina octova
v pogru 30:69:1. Se vSemi uvedenyniinidly byly vzorky protepavany
jednak i pokojové teplat po dobu 24 hodin, 7 hodin a 4 x 1 hodinu (ndsobna
extrakce), a jednak i ve vodni laznti geplo€ 70 °C po dobu 50 minut.
Jako nejdinnéjSi se ukazala extrakce ve vodni lazni s pouzitiméss
metanol/voda/kyselina octova v pem 30:69:1 s malym fidavkem kyseliny
askorbové [39]. Po extrakci byly vzorky ofiskny a slité supernatanty byly
zfiltrovany pres nylonove filtry o velikosti pdr0,45um.

Kvalitativni vyhodnoceni bylo provedeno na zakladnalyzy standarfd

jednotlivych polyfenolickych latek. Kvantitativniyliodnoceni, kdy vysledna
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hodnota byla stanovena jakaiper ze Sesti reni, bylo uskut&néno metodou
standardniho fidavku a nasledného vy§ta koncentrace dané latky ve vzorku
pomoci rovnice (12):

A lc, [V,

A V)-A, (2
Kde
¢ koncentrace stanovované polyfenolické latky verka (ug.mf?),
koncentrace standardnihfigavku polyfenolické latkyug.mi>),
A obsah plochy piku stanovované polyfenolické latkywzorku (mAU.s),

Ais obsah plochy piku stanovované polyfenolické |&t&ystandardnim
pridavkem ve vzorku (mAU.s),
Vi objem vzorku (ml),

Vs objem standardnihdipavku polyfenolickeé latky (ml).

3.7 Stanoveni vlakniny

Mnozstvi vldkniny bylo stanoveno semi—automatizatargravimetrickou
metodou pomoci jiistroje ANKOM?° Fiber Analyzer (ANKOM Technology,
USA). Ve vzorcich tas byl uten obsah hrubé vidkniny (CF),
neutrali—detergentni vlakniny (NDF), acido—detergentni mlaik (ADF) a
acido—detergentni vldkniny bez pektinovych latekDE®) dle metodik
uvedenych vyrobcemifstroje ANKOM?° Fiber Analyzer. Navic byl stanoven

obsah pektinovych latek molekulovou spektromettiiM/VIS oblasti.

3.7.1 Stanoveni hrubé vliakniny

Hrub& vlaknina (CF) byla v produktech ze sladkovoldna mdskych fas
stanovena jako zbytek ziskany po dvoustaye hydrolyze ve slabkyselém
prostedi kyseliny sirové a slabzasaditém prostdi hydroxidu za igsre
definovanych podminek.
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Ke stanoveni byly pouzity filtéai sa&ky F58 (ANKOM Technology, New
York, USA), které byly ped vlastnim pouzitim proprany v acetonu, ususeny a
zvazeny. Do s&ku bylo navazeno 0,5 g vzorku s analytickaegmosti, s&ky
byly zataveny a umisty do noste. Spolu se &y obsahujicimi vzorek, bylo
potteba do nose umistit i prdzdny zataveny ¢k slouzici jako korekce
pro kongny vypaset. Nosé byl umisén do gistroje  ANKOM?° Fiber
Analyzer. Nasled# bylo pridano 1,7 | roztoku 0,1275M 48Q,, ktery po dobu
45 minut, za psobeni teploty 100 °C a neustalého michani hydovigizobsah
filtracnich s&ka. Po uplynuti dané doby byl obsafigtroje vypu&tn a fikrat
proplachnut horkou vodou. Nasledovala zasaditadiyda 1,7 | 0,313M NaOH
provedena za stejnych podminek jakedzhozi kysela hydrolyza (tj. 45 minut,
100 °C, neustalé michani). Po skeni hydrolyzy bylo provedeno #vné
proplachnuti horkou vodou. Nasledbyly saky zchlazeny studenou vodou,
piebyt&na voda byla odsata filkaim papirem. Poté byly && vlozeny
na 3 minuty do acetonu, suSeny v sudgm teplo€ 105 °C (cca 3 hodiny),
po vychladnuti byly zvazeny a na Zavspaleny v muflové peciip teplog
550 °C (5 hodin), n&z byla zjiséna hmotnost zbylého popela.

Obsah hrubé vlakniny byl stanoven vg¢pam s pouZzitim rovnice (13).

Vysledna hodnota byla stanovena jakdmpdr ze Sesti rékeni.

CF = (Mees = MepsCerr) = (Meps = MepiCer ) 100 (13)
Mero

Kde

CF  obsah hrubé viadkniny (%),

Mcrr hmotnost prazdnéhodal (g),

Mcrz  havazka vzorku (g),

Mces hmotnost vysuSenéhodké se vzorkem po hydrolyze (g),

Mcrs  hmotnost vysuSeného a spalenéhiikis&e vzorkem po hydrolyze (g),
ccrn korekce hmotnosti gku po hydrolyze,

Ccrz  korekce hmotnosti 8ku po spaleni.
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3.7.2 Stanoveni neutralré—detergentni viakniny

Neutralre—detergentni vlaknina (NDF) v produktech ze sladkimich a
moiskych fas pedstavuje zbytek butinych sén izolovany po hydrolyze
v prostedi roztoku pufru  pH 7 a &inné latky laurylsulfatu sodného
za definovanych podminek.

Postup stanoveni byl obdobny jako ipadt stanoveni hrubé viakniny (viz
kapitola 3.7.1). Rozdilny byl typ hydroly&aiho cinidla, kdy @i stanoveni
neutral—detergentni vlakniny byl pouZit roztok neutiatdetergentniho
¢inidla  (laurylsulfat  sodny v neutrdlnim  présti) s gidavkem
triethylenglykolu, dgii¢itanu sodného aa—amyldzy. DalSim rozdilem
oproti p'edchozi metodice byla dobaigmbenicinidla, ktera v tomto fipadct
¢inila 75 minut. Poslednim rozdilem oprotiepchozimu postupu byla etapa
promyvani sé&u horkou vodou po ukamni hydrolyzy. V pipac stanoveni
neutrali—detergentni vidkniny byly ke kazdé promyvaci davody pidany
4 ml o—amylazy. Nasledny postup byl totozny s postupemiedchazejici
kapitole.

Vypocet obsahu neutr&rdetergentni vlakniny v produktech
ze sladkovodnich a mekych fas byl uskuténén dle rovnice (14). Vysledna
hodnota byla stanovena jakaip®r ze Sesti rreni.

NDF = (Myorz = MypriCror1) ~ (Mypra ~ MypriCrpr2) 100 (14)

M\brF2
Kde
NDF obsah neutraér-detergentni viakniny (%),
Mworz  hmotnost prazdnéhodau (g),
Mvorz  havazka vzorku (g),
M\ors  hmotnost vysuSenéhodka se vzorkem po hydrolyze (g),
Mvora  hmotnost vysuSeného a spalenéhiikis&e vzorkem po hydrolyze (g),
CNDF1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze,

CNDF2 korekce hmotnosti gku po spaleni.

56



3.7.3 Stanoveni acido—detergentni vliakniny

Acido—detergentni vlaknina (ADF) byla v produktezh sladkovodnich a
moiskych fas stanovena jako zbytek kinych sén izolovany po kyselé
hydrolyze reagemi snesi cetyltrimetylamonium bromidu v roztoku kyseliny
sirové za definovanych podminek.

Stejre tak jako v kapitole 3.7.2, i vtomtotipad se postup stanoveni
acido—detergentni vlakninyriis neliSil od metodiky popsané v kapitole 3.7.1.
Rozdilné bylo pouzité hydrolyzai ¢inidlo, kterym byl cetyltrimetylamonium
bromid rozpusainy v roztoku 0,5M HSQ,. Rozdiln& byla také délka hydrolyzy —
60 minut. Ostatni kroky stanoveni acido—detergentakniny v produktech
ze sladkovodnich a nskych fas 4istaly stejné jako Vv postupech
z predchazejicich dvou kapitol (3.7.1, 3.7.2).

MnozZstvi acido—detergentni vldkniny ve vzorci¢hs bylo vypdéteno
z nasledujici rovnice (15). Vysledna hodnota bytangvena jako m@mer
ze Sesti ieni.

ADF = (Maprz = MapriCanr1) = (Mapra = MapriCapr2) 100 (15)

MapF2
Kde
ADF obsah acido—detergentni vlakniny (%),
Maprr  hmotnost prazdnéhoda (g),
Maprz  Navazka vzorku (g),
Maprs  hMotnost vysuSenéhocka se vzorkem po hydrolyze (g),
Mapra  hMotnost vysuSeného a spalenéhiks&e vzorkem po hydrolyze (g),
CADF1 korekce hmotnosti gku po hydrolyze,

CADF2 korekce hmotnosti 8lu po spaleni.
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3.7.4 Stanoveni acido—detergentni vlakniny bez pektinovyclatek

Obsah acido—detergentni vldkniny bez pektinovychiekla (ADFP)
v produktech Zas byl zjisén z rozdilu hodnot ADF a NDF,figemz se
pro stanoveni ADF nepouziligodni vzorek, ale produkt zbyly po stanoveni
NDF.
Nejprve bylo postupovano dle metodiky pro stanov®&iDF popsané
v kapitole 3.7.2 bez suSeni vzaorlBezprostedre nato bylo u hydrolyzovanych
vzorka provedeno stanoveni ADF dle postupu uvedenéh@idta 3.7.3.
Procentualni obsah acido—detergentni vlakniny bektiqovych latek
ve vzorcichras byl vypéten z rovnice (16). Vysledna hodnota byla stanovena

jako primer ze Sesti r&eni.

ADEP = (Maprps ~ MaperiCanerr) ~ (Maprps ~ MapepiCaprrp2) 100  (16)

MapEp2

Kde

ADFP  obsah acido—detergentni vlidkniny bez pektinovsitdk (%),

Maprpr hMotnost prazdnéhodal (g),

Maprrz  Navazka vzorku (g),

Maprrs  hMotnost vysuSenéhodké se vzorkem po hydrolyze (g),

Maprrs  hMotnost vysuSeného a spalenéhits&e vzorkem po hydrolyze (g),
caorpr korekce hmotnosti gku po hydrolyze,

Crorrz  korekce hmotnosti gku po spéleni.

3.7.5 Stanoveni pektinovych latek

Obsah pektinovych latek v produktech ze sladkowddiai mdskychtas byl
stanoven spektrofotometricky modifikovanou metoddwlorimetrického
stanoveni obsahu uronové kyseliny v rostlinnych ébaych stnach [121].

Vlastni stanoveni bylo zalozeno na fotometrii pikidu barevné reakce
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hydrolyzovaného pektinu s 3—hydroxybifenylem v piedi koncentrovane
kyseliny sirové a vifitomnosti tetraboritanu sodného.

K vyhodnoceni vysledk byla pouZita metoda kalib¥ai kiivky, kdy jako
standard slouzil jabémy pektin.

Priprava vzorku ke spektrofotometrickému stanovenktipevych latek
v produktech ze sladkovodnich aisioychias spoivala nejprve v extrakci 1 g
vzorku 100 ml 0,2M HCI p teplo&€ 80 °C za neustaléhdepani po dobu
90 minut. Nasledh se extrakt #kolikrat peefiltroval pomoci frity a doplnil
na objem 500 ml. Z tohoto zasobniho roztoku bylotagn pracovni roztok
o koncentraci 0,02 % odebranim 5 ml roztoku a dapm na objem 50 ml.
Stejnym zfisobem jako vzorkyas byl upraven i standard — jatilg pektin
(Sigma—Aldrich).

Samotné fotometriiifgdchazelaipprava kalibrénich roztoki o objemu 1 ml
a koncentracich 5%, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 @0&b6. Ke kazdému
pripravenému roztoku, slepému vzorku i extrahovanémarku rasy bylo
piidano 6 ml 0,01254M tetraboritanu sodného v kormosané kyselia sirové a
cely obsah byl na 5 minut umdstdo vrouci vodni lazh Po ochladnuti bylo
k roztokim piidano 0,1 ml roztoku 3—hydroxybifenylu v priedi 0,5 % NaOH.
Po dikladném pratpani a nasledném dvacetiminutovém stani byly v8ech
vzorky fotometricky proréeny @i vinové délce 520 nm s pouzitim UV/VIS
spektrometru Lambda 25 (PerkinElmer, USA) protpélau vzorku. Pro dely
analyzy byly vyrobeny 2 zasobni roztoky, z kazdé&wich byly vyrobeny
2 pracovni roztoky a kazdyipraveny vzorek byl progien tikrat.

Obsah pektinovych latek byl vypen z rovnice regrese kalildrd kiivky
jablecného pektinu. Kalibréni kiivka spolu s rovnici regrese jsou zobrazeny
nize na Obr. 11.
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Obrazek 11: Graf kalibra&ni kiivky jablesného pektinu a rovnice linearni regrese.

3.8 Statistické vyhodnoceni dat

Veskera ziskana data jsou vyj@da procentuatnjako aritmeticky pimeér a
jsou doprovazena sfrodatnou odchylkou, fiemZ odlehlé vysledky byly
vylou¢eny provedenim Dean—Dixonova testu (Q—test). K vitparitmetického
praméru a smdrodatné odchylky byl pouzit program Office Ex@&dicrosoft.

Ziskané hodnoty stravitelnosti byly podrobeny jddhktorové analyze
rozptylu (ANOVA) z divodu zjiSéni vlivu doby hydrolyzy na stravitelnost
vzorka fas a parovému porovnavani Scheffého metodou, kijezjigtovany
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi délkami enzyrok& hydrolyzy v ramci
jednotlivych zmisohi enzymatické hydrolyzy (pepsin, pankreatin, pepsin
pankreatin). Jednofaktorova analyza rozptylu i parporovnavani Scheffého
metodou bylo realizovano pomoci statistického pmoar QC Expert 3.1, 3.2 a
3.3 (Trilobite Statistical Software). Hladina vyrnaosti jednofaktorové

60



analyzy rozptylu i parového porovnavani Schefféhetadou byla nastavena
na hodnotu 5 %R < 0,05).

Statistickd zavislost mezi faktory teoreticky ovwiliNicimi stravitelnostias
(. obsah polyfenolickych latek a obsah vidkninget® obsahu pektinovych
latek) a vlastnimi hodnotami stravitelnosti byla@hocena pomoci Pearsonova
korelainiho koeficientu na hladénvyznamnosti 5 %R < 0,05). K vypdtu byl
pouzit statisticky program QC Expert 3.3 (Trilob8&atistical Software).
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4 HLAVNI VYSLEDKY PRACE

4.1 Obsah susSiny, popela a dusikatych latek

Procentualni vyjaigtni mnoZzstvi suSiny, popela a dusikatych latekaegzoich
fas je uvedeno v Tab. 6.

Obsah suSiny se u vSech vzbrgohyboval okolo 90 %, coz je hodnota
typicka pro tento druh produkt ktery v rdmci procesu zpracovani suroviny
prochazi fazi suseni.

Hodnoty obsahu popela ve vzorcies byly velmi variabilni a pohybovaly se
u siniceSpirulina platensigS) a naopak nejvyssi hodnota byla pst u hidé
rasy Undaria pinnatifida (W). Variabilita obsahu popela je prapsddobré
zpusobena iznym obsahem anorganickych latek a soli obsazemgchiod
jakozto Zzivném médiu praistias. Nizky obsah popela u sladkovodnich viork
byl tedy @ekavany vzhledem k tomu, Ze tek& voda zpravidla obsahuje soli
v daleko ¥tSi koncentraci nez je tomu u vody sladké. Je zjfistd spojitost
mezi obsahem popela a obsahem makrobiogennicli, i vzorky, u kterych
byl nangfen nejvySSi obsah popela, byly zampwe, u kterych bylo stanoveno
nejvyssi mnozstvi makrobiogennich pitvkObdobna platnost byla zaznamenana
makrobiogennich pruk Jisty vliv na obsah popela resp. anorganickydékla
v fasdch maji také technologické kroky v ramci poskhzch uUprav, které
mimo jiné zahrnuji i propiranifpkterém niize dochazet k vymyvani solias.

Obsah dusikatych latek byl také velmi rozmanityoayboval se v rozmezi
od 8,1 % do 62,2 %,fgemZ nejvySSi hodnoty pdy sladkovodnim drutim —
sinici Spirulina platensiqS; 56,2 %) a zelenaseChlorella pyrenoidosgC;
62,2 %), niZzSi hodnoty pak rgkym iasam. | pes to, Ze [2] tvrdi, Zedhteré
fasy jako nap Nori maji relativié vysoky obsah bilkovin, ktery iiie dosahovat

az 47 % susSiny, naffené hodnoty jsou podst&tmizSi a odpovidaji spiSe
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hodnotam

zviejnénym ve  studii

Sanchez-Machado

[24].

porovnavanych vysledk Ize vyswtlit zavislosti obsahu bilkovin na &oim
obdobi a na druhtasy [2].

Tabulka 6: Obsah susiny, popela a dusikatych latek (%) vecizotas.

Vzorek SusSina Popel Dusikaté latky
S 929+0,1 7,4+0,1 56,2 +0,2
C 92,6 +0,2 11,9+0,1 62,2+0,3
D 90,9 +£0,2 18,0+0,1 19,6 £0,4
N 86,9 £0,3 21,6 +£0,1 17,4+0,1
A 88,5+0,1 10,0+£0,1 10,6 £ 0,2
K 91,5+0,2 26,0+£0,1 8,1+0,2
H 90,2+0,2 19,8 £0,1 8,3+0,1
w 90,4+0,1 37,8+0,1 15,6 +0,4
Wi 89,1+0,1 229+0,2 24,8 +0,3

Variabilitu

4.2 Obsah vybranych prvki

V produktech ze sladkovodnich a ¥skych fas byla stanovena mnozstvi
makrobiogennich, oligobiogennich i toxickych pivipostupy uvedenymi
v kapitole 3.3.4. Jejich hodnoty jsou uvedeny witkéich 7 a 8, a znazamy
na obrazcich 12 a 13.

V tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty ob&ahakrobiogennich prnik— drasliku
(K), vapniku (Ca), higiku (Mg), sodiku (Na) a fosforu (P) v produktech
z maskych a sladkovodnidfas. Nejvice zastoupenymi makrobiogennimi prvky
byly draslik (K) a sodik (Na). Na druhé stafosfor (P), jako dalSi zastupce
makrobiogennich pruk byl ve vzorcichfas obsazen nejm&nNejvyssi obsah
makrobiogennich prukbyl stanoven v hidychiasachUndaria pinnatifida(Ww,

Wi) a Laminaria japonica(K). Naproti tomu sinicé&pirulina platensigS) spolu
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se zelenou

sladkovodnitasou Chlorella pyrenoidosa (C) obsahovala

makrobiogennich prniknejmér.

Tabulka 7: Obsah makrobiogennich privk- K, Ca, Mg, Na, P (mg-9

v produktech ze sladkovodnich aiskychras.

K Ca Mg Na P
Vzorek mg.g*
S 13,710 43=%0,7 2601 121+1,1 9,9+0,7
C 95+1,2 99+1,2 4,0+0,6 6,2+0,3 22,5+0,8
D 60,8+4,1 6,0+0,6 26+02 268+25 55+0,3
N 21 4+47 149+30 345+15 8,9+0,6 2920,
A 151+06 215+26 5604 16,7x1,2 2,020,
K 620+42 153+1,7 6,0 0,5 37,7+2,6 7,5&0,
H 53,1+40 240+3]1 5,4+0,5 21,2+19 2,120,
W 734+46 168+04 106+05 84,2x3,7 4540
Wi 2,2%+0,2 20,3+1,6 9,3+1,3 75,6 + 3,7 5,6 £0,5
VySSi obsah makrobiogennich pévkv hredych fasach v porovnani

s hodnotami nasitenymi vcervenych rasach byl potvrzen také studiemi

zabyvajicimi se stanovenim mnozstvi prvk produktech z migkych ras

dostupnych v Mmecku [122] a ve Spélskych mdskychiasach [26]. Uvedené

studie [26, 122] se shoduji i v nejvy§Sim mnoZzssadiku, které bylo

zaznamenano Vv kdé fase Undaria pinnatifida (98,4 g.kg* cerstvé hmoty
[122]; 7064 mg.100g susSiny [26]). Rozlinost mezi nagfenymi hodnotami a

daty publikovanymi ve vySe zminych studiich

lze vystlit rozdily

mezi jednotlivymi druhyas, zasadni vliv ma i slozeristového média a ¥si

podminky, dokonce byl prokazan i vliv igobu mineralizace v fbéhu

vlastniho stanoveni pomoci AAS na obsah chemickyohki v hrédé fase
Undaria pinnatifida[25, 123].
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V tabulce 8 jsou uvedeny ngfené hodnoty oligobiogennich pifvk- medi
(Cu), Zeleza (Fe), zinku (Zn) a manganu (Mn) v pitdch ze sladkovodnich a
moiskychtas. Nejvice zastoupenym oligobiogennim prvkem lagezo (Fe),
nejméré pak néd’ (Cu). Nejw&tSi mnozstvi stanovenych oligobiogennich frvk
bylo obsazeno vervenérase Porphyra tenera(N), nejmér oligobiogennich
prvki bylo stanoveno v haglych fasach, pedevSim v hédé fase Laminaria

japonica(K).

Tabulka 8: Obsah oligobiogennich prik— Cu, Fe, Zn, Mn 1(g.g?
v produktech ze sladkovodnich aiskychias.

Cu Fe Zn Mn
Vzorek ng.g*

S 4,4+0,1 302,8+1,4 275+2,8 18,0+£0,9
C 54+0,1 902,6 £5,2 28,4 +1,7 66,9+ 1,8
D 48+0,1 209,8 +2,8 26,7+0,8 10,2 £ 0,7
N 10,0+0,1 1224 +9,3 14,9+0,3 304,2+2,9
A 3,7+0,1 37,3+£25 18,5+0,1 3,2+£0,2
K 3,0+0/4 20,2+0,5 143+34 3,7+0,2
H 2,3+0,3 519+1,1 11,1+0,9 8,2+0,5
w 26+0,1 38,5+2,3 20,6 £5,0 6,4+0,1
Wi 4,1+0,1 125,3+1,5 43,7+0,3 7,1+0,3

Pri srovnani koncentraci oligobiogennich piviibsazenych ¥asach s daty
z jinych studii je patrna velka variabilita, a te ramci jednoho druhiasy, coz
dokazuje nafiklad obsah manganu a Zelezéevwené&asePorphyra tenergN).
Koncentrace manganu stanovenda v ramci této pfiada 304,2ug.g, naproti
tomu studie [26] uvadi mnozstvi manganu Vv tiése 27,2u9.g7, studie [124]
32,3 ug.g* a studie [122] 31,2 a 54/6.g*. Obsah Zeleza stanoveny v rdmci
této disertani prace pakinil 1224 ug.g?, studie [26] uvadi hodnotu 1Q8).g™,
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studie [124] 11Qug.g* a ve studii [122] jsou zaznamenany hodnoty A4 a
991ug.g? Zeleza. Dle studie [2] jsou dokonce chemické phakp Zelezo nebo
méd” v maskych rasach zastoupeny vest¥ich koncentracich nez v mnoha
jinych potravinach, ndjklad v mase nebo ve Spenatu. Jakidklad uvadi
porovnani obsahu ZelezaervenérasePalmaria palmata6,4 mg v 8 g susSené

fasy) a ve s¥kové (1,6 mg ve 100g syrového masa).
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Obrazek 12: Souhrnny obsah stanovenych makrobiogennich (fg.g
oligobiogennich (ug:¢) prvki v produktech ze sladkovodnich aitskychias.

Obrazek 12 fedstavuje srovnani souhrnnych ohsatstanovenych
makrobiogennich a oligobiogennich piivkve vzorcich sladkovodnich a
moiskychtas. Z grafu je patrné, ze vSechny zkoumané vzorkgyth ias (A,
K, H, W a Wi) obsahovaly vysokd mnozstvi makrobiogieh prvki a zarove
nizka mnozstvi oligobiogennich piivkZkoumané druhgervenychias (D a N)

spolu se zastupci sladkovodnich druHS a C) naopak obsahovaly
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oproti hredym fasam nizSi mnozstvi makrobiogennich p@rvkzato vyssi
mnoZstvi oligobiogennich prik

Studie [25] uvadi, Ze makrobiogenni prvky jsou Jshkgch fasach
zastoupeny vV relativnnizkych koncentracich, zatimco koncentraéktarych
oligobiogennich prvi, zejména j6du a Zelezaasto i gekratuji doporiené
denni davky. Studie [2] dokonce uvadi, Ze mnozdflezitych chemickych
prvka, nag. vapniku, je v miskych fasach kumulovano v daleko vysSich
koncentracich nez jaké jsou obsazeny v jinych potéezh a jako fiklad uvadi
vice nez sedminasobny obsah vapniku v zelengkataseUlva lactucaoproti
syrucedar. Vysoky obsah chemickych pivk marskych i sladkovodnickaséach
je vyswtlovan jejich schopnosti absorbovat chemické prekynaské vody,

piipadreé z kultivatniho média [2].

Obrazek 13 znaztuje nangrené hodnoty toxickych prik— kadmia (Cd),
olova (Pb) a rtuti (Hg) ve vzorcich sladkovodnichmaiskych fas spoleéné
s legislativnimi limity pro toxické prvky v jedlydasach platnymi ve Francii,
kde nejvyssi povolené mnozstvi kadmia je 0,5 ng.kgsiny, olova 5 mg.kg
suSiny a rtuti 0,1 mg.kg susiny [104]. Z obrazku je patrné, Ze ze zkoumhnyc
toxickych prviki bylo v produktech ze sladkovodnich aisikychias zjiSéno
nejvyssi mnozstvi kadmia. U poloviny vzéarkas toto mnozstvi dokonce
piekratilo limit platny ve Francii. Obsah ostatnich toxyck prvki byl nizky a
ve vSech fipadech nefgkratoval limit platny ve Francii. Z grafu také vyplyva,
Ze produkt Wakame instant (Wi) zdde rasy Undaria pinnatifidaobsahoval
nejvyssi mnozstvi toxickych prik nejmért jich bylo obsazeno u sinice

Spirulina platensigS).
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Obrazek 13: Obsah toxickych prvk — Cd, Pb, Hg (ngd) v produktech

ze sladkovodnich a ngkychias a jejich limity ve Francii.

Nantiené hodnoty rtuti byly té& dvojnasobné v porovnani
S publikovanymi Gdaji dle [122] a naopakkolikanasobs nizSi nez hodnoty
zveejréné ve studii [124]. B porovnani koncentrace olova byly n&mené
vysledky shodné s daty ze studie [124], ale hodnotydené ve studii [122]
v nekterych pfipadech i wkolikanasobs pievySovaly naréené hodnoty,
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piicemz zadna z uvedenych hodnot iepatila limit platny ve Francii. To uz
ale nelze tvrdit vfpackt obsali kadmia, kdy nejen dkteré publikované
hodnoty ve studii [124], ale i vSechny hodnoty weds [122] prekrctily
stanoveny francouzsky limit. NejvySstgrateni limitu, vice neZtyinasobné,
bylo zaznamenano u #aych fas Undaria pinnatifida [122] a Laminaria
saccharina[124]. Rekrateni zakonnych limit pro obsah toxickych prik
v fasach neniffis ¢asté, nebbjak uvadi studie [26], | kdyz&Sina stopovych
prvka v rasach jsou toxické prvky, jejich koncentrace zpitavsphuji zakonné
limity. Zde je nutné ztraznit vyrazny negativni vliv toxickych prukna lidské
zdravi, enormni schopnosgas absorbovat mineralni latky ¢atné toxickych
prvki) z ristového média a n&pmnost limiti pro obsah toxickych prik
v fasach weské legislati¥, kde nejsodasy nijak v¢lenény a jsoureSeny stej@
tak jako ostatni potraviny jen v rAmci Zakahal10/1997 Sb., O potravinach a
tabakovych vyrobcich, ve &ni pozajSich gredpisi. Z nangtenych dat vyplyva,
ze vzorky hedych tas Undaria pinnatifidg Hizikia fusiformis Laminaria
japonicg Eisenia bicyclis a cervené rasy Palmaria palmata pouZzité
pro stanoveni vramci této disemad prace by nebylo mozné prodavat
na francouzském trhu, neboesphuji legislativni limity pro kadmium, stegn
tak jako vSechny vzorky pouzité k analyzam ve st(iti22] a ¢ast vzorki
zkoumanych v rdmci studie [124]. Pro srovnani izéstilimity z N&izeni viady
o podminkach provédi agroenviromentalnich ogahi 79/2007 Sb., kde jsou
v piiloze uvedeny mezni hodnoty chemickych latek, kte&e obsahovat
vzorek zeleniny gstované v rdmci agroenvironmentélniho opai V gipac
kadmia se jedna o limit 250 ngigv pripack olova 300 ng.¢ a v gipack rtuti
30 ng.gt. ObecH Izeftici, Ze skladba mineralnich latekas je velmi rozmanita
v zavislosti na mnoha exogennich (halpkalita, r@&ni obdobi, teplota vody,
salinita, pH) a endogennich (fapruh fasy, sloZeni buwné s&ny rasy)
faktorech a koresponduje s koncentraci mineralfditdk obsazenych v nskeé

vod€ ¢i v ristovém médiu [25].
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4.3 Stravitelnost suSiny a organické hmoty

Stravitelnost suSiny (DMD) a stravitelnost orgadickmoty (OMD) byla
stanovena dle metodik uvedenych v kapitolach 3&.B.4.2. Procentualni
vyjadieni DMD a OMD po enzymatické hydrolyze pepsinermkpeatinem a
po kombinované hydrolyze pepsinem a pankreatinemysedeny v Tab. 9-11.

Tabulka 9: Stravitelnost susSiny/organické hmoty (DMD/OMD)ovka tfas
po 6, 12 a 24 hodinach enzymatické hydrolyzy pegsin

Hydrolyza pepsinem (h)

Vzorek 6 12 24
D 79,1+0,% 81,0+0,3 83,3+0,%
N 62,5+0,3 65,1 +0,3 69,3+0,2
K 67,9+0,% 67,8+0,4 68,6 + 0,1
OMD H 48,3 £0,2 48,4 +0,8 50,3 +0,4*
W 645%0,% 65,1+0,% 66,9 + 0,3"
Wi 444+0,3 456 £0,%2 47,6 £0,2
A 53,4+0,2 53,6 +0,8 55,9 +0,2*
C 50,0+0,4 51,8 +0,8 63,5+ 0,53"
D 855+0,% 86,8 +0,2 88,4+0,%
N 776 +£0,3 79,2+0,%2 815+0,2
K 79,3+0,% 79,3+0,8 79,7+0,%
OMD H 64,0+ 0,2 64,0+ 0,6 65,3 + 0,3"
w 81,7+0,% 82,1+0,%2 82,9+0,2
Wi 639+0,2 64,9 +0,%2 65,8 +0,%2
A 63,9 £+ 0,2 64,0+ 0,8 65,7 +0,2F
C 63,4+0,9 64,2 +0,4 72,4 +0,3"

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmér + smeérodatna odchylka (n = 6).
Hodnoty na stejnémiddku sdilejici totoZzny index jsou statisticky owida hladig

vyznamnosti P < 0,05.
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Soutasre byl sledovan i vliv doby hydrolyzyifsluSnymi enzymy na hodnoty
DMD a OMD, proto je v tabulkdch zaraveahrnuto i statistické zhodnoceni
vlivu doby hydrolyzy na hodnoty DMD a OMD s pomqeArové porovnavaci
zkousSky (Scheffeho metoda).

V zavislosti na rozdilné délce enzymové hydrolyapginem (Tab. 9) byly
po 24 hodinové hydrolyze. Hodnoty DMD se pohybowvady44,4 % (h&darasa
Undaria pinnatifida— Wi po 6 hodinové hydrolyze) do 83,3 %efvenarasa
Palmaria palmata— D po 24 hodinové hydrolyze) a hodnoty OMD 0d46%
(zelenarasaChlorella pyrenoidosa- C po 6 hodinové hydrolyze) do 88,4 %
(¢ervendrasaPalmaria palmata- D po 24 hodinové hydrolyze).

Na zaklad provedeni ANOVA testu byl prokazan statisticky rgenny rozdil
mezi jednotlivymi dobami trvani enzymové hydroly@mei u vSech vzork;
vyjimku tvorila hnéda fasa Laminaria japonica(K), u které byl vliv doby
hydrolyzy na hodnoty stravitelnosti vyhodnocen jaleyyznamny.

| vysledky DMD a OMD po hydrolyze pankreatinem (Tdl®) ukazaly, Ze
s rostouci délkou hydrolyzy dochazelo ke zvySeninod DMD i OMD, gicemz
nejnizsi hodnota DMD (44,4 %) byla zaznamenana édé@rfasy Undaria
u zelenérasy Chlorella pyrenoidosa(C) po 6 hodinové hydrolyze. NejvySsi
hodnota DMD (90,5 %) byla zji&a u cervenéiasy Palmaria palmata(D)
po 24 hodinové hydrolyze. NejvySSi hodnota OMD 49%%) pak byla
zaznamenana u BaerasyUndaria pinnatifida (W) po 12 hodinové hydrolyze.

Jednofaktorova analyza ANOVA prokazala statistiokjznamné rozdily
v ramci jednotlivych dob jsobeni pankreatinu u vSech vzirkrome hnédé

rasyHizikia fusiformis(H), kde byl rozdil shledan jako nevyznamny.

71



Tabulka 10: Stravitelnost susSiny/organické hmoty (DMD/OMD) vkbrias
po 6, 12 a 24 hodinach enzymatické hydrolyzy paatkrem.

Hydrolyza pankreatinem (h)

Vzorek 6 12 24
D 86,0+ 0,4 87,9+0,8 90,5+0,%2
N 61,0 +0,8* 66,7 £0,8 69,1+0,5
K 66,3 +0,9 73,8+0,2 84,4+0,9
OMD H 67,4+0,8 69,0 £0,2 71,8+0,2
W  67,2+0,%F 86,9+0,8 83,5+0,2
Wi 44,4 +0,3t 63,6 +2,2 62,1+0,%
A 72,2+0,4 72,1+0,7 77,4 +0,8"
C 58,3 + 3,3* 80,2+0,8 83,9+0,6
D 90,7 +0,2 91,9+0,3 93,8+0,%
N 80,6 + 0,2 83,0+0,2 84,4+0,%2
K 85,2+0,2 88,8 +0,% 92,8+0,4
OMD H 80,9+0,% 81,4+0,% 82,2+0,%
w  885+0,2 95,4+0,% 93,9+0,%2
Wi 72,6 £0,2t 82,9+0,8 81,0+0,%
A 82,6 +0,2 82,1+0,2 84,5 +0,3"
C 69,1 + 2,4* 85,4+0,3 88,1+0,5

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmeér + smérodatnéa odchylka (n = 6).
Hodnoty na stejnémiddku sdilejici totoZzny index jsou statisticky owida hladi&

vyznamnosti P < 0,05.

V piipact kombinované hydrolyzy pepsinem a pankreatinem .(Tdb byla
nejnizsi hodnota DMD (60,4 %) n&fena u hadé fasy Undaria pinnatifida
(Wi) po 0,5 hodinové hydrolyze pepsinem nasledov&ahédinovou hydrolyzou

T

pyrenoidosa (C) taktéz po 0,5 hodinové hydrolyze pepsinem atsiané
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N 4

6 hodinovou hydrolyzou pankreatinem. NejvySsSi hagn®MD (93,7 %)

i OMD (97,4 %) byly zaznamenany u du@ fasy Undaria pinnatifida (W)

po 12 hodinové hydrolyze pepsinem nasledované Idinbeou hydrolyzou

pankreatinem.

Tabulka 11: Stravitelnost susSiny/organické hmoty (DMD/OMD) vkbrras

po kombinované enzymatické hydrolyze pepsinem &rgatinem.

Kombinovana (pepsin + pankreatin) hydrolyza (h)

05+6 6+6 12 +12 0,5+24 24 + 24
D 880+0,2 88,7+0,3 90,6+0,2 894+0% 9210,
N 670+12 68,0+08 742+02b 709+0,2 787+0,aP
K 712+22bc 783+0,8% 879+0,2 884+04¢ 00,7+04°
n H 752+086 749+0,8 774+0,t 768+038 785+0,3"
3w 81,4+1,70¢ 835+08¢ 937+039 0920+05° 92,3+0,2f
Wi 604+6,3Pc¢ 768+04 855+08 825+09 849+0,7
A 81,3+0,2 80,3+0,6° 803+0,8 830+0% 841+0%
C 696+07 773+04¢ 810+06 859+05° 89,7+0,1d
D 919+02b 930+0,% 941+0,#¢ 92,9+0,8° 04,8+0,%°
N 831+05° 845+04 869+0,#¢ 852+02c 88702
K 863+12P¢ 886+0,3°¢ 942+0,f 941+0% 951+0,%
o H 841+03° 842+08¢ 857+0%° 849+0% 86,1+0,2de
O W 923+085 936+0%c 974+0%¢ 064+02 96,7+0,1°
Wi 778+32Pc 865+0,2 918+03 895+068 91,1+03
A 865+0,F 865+0,2 865+0,2 87,6+0% 886+0,2
C 771+04°> 834+05¢ 860+02 89,6+08° 925=+0,2¢

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmér + smérodatnd odchylka (n = 6).

Hodnoty na stejnémadku sdilejici totozny index jsou statisticky owisra hladid

vyznamnosti P < 0,05.
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Po vyhodnoceni jednofaktorovou analyzou ANOVA bybkazan viiv doby
pusobeni enzyin na hodnoty DMD i OMD, kdy byly zjighy statisticky

vyznamneé rozdily u vSech vzdrkas.

Pfi srovnani jednotlivych tylpp hydrolyz, tzn. hydrolyzy pepsinem,
pankreatinem a kombinované hydrolyzy pepsinem &negatinem, lze obeeén
fici, Ze nejvysSi €innost byla zji&na u kombinované hydrolyzy pepsinem a
pankreatinem, ménucinna byla hydrolyza pankreatinem a nejniz8ingost
vykazoval enzym pepsin. Tento trend byekavany a Ize snadno vysht tim,

Ze pankreatin je v podstatsnes proteaz, lipdz a amylaz, kterd ma vyssi
enzymovou aktivitu a SirSi spektrumigobeni nez samotny pepsigpsti pouze
bilkoviny.

Snadno vysktlitelné jsou i vyS$Si hodnoty OMD v porovnani s hothmi
DMD pii stejnych podminkach, nebarganickd hmota, jejiz stravitelnost je
zjiStovana v ramci stanoveni stravitelnosti OMD, je vét&avitelna nez susina
obsahujici anorganické a nestravitelné latky {napineraini latky), jejiz
stravitelnost je zjifvana v raAmci stanoveni stravitelnosti DMD [125].

Rozdilné hodnoty stravitelnosti jednotlivych vzorkas jsou zfisobeny
mnoha faktory, mezi které gatslozeni buiéné stny fas, gitomnost latek
snizujicich stravitelnost (n&p tanin, kyselina fytova, polyfenolické latky,
inhibitory enzynii) nebo nafiklad typ metody pouzity ke stanoveni
stravitelnosti [125].

Srovnani nagienych dat s hodnotami uvedenymi v jinych studigelzn&né
problematické fedevSim zdvodu pouziti odliSnych vzotk fas, pouziti
raznych metod stanoveni a také velnmiizmorodych podminek v fbéhu
vlastniho stanoveni [90]. Z vysledkréreni bylo obecé vypozorovano, Ze
cervenérasy dosahuji vysSich hodnot stravitelnosti neztoistaiuhy maskych
fas, coz doklada i studie [109], ktera pouziva pHt shetodu stanoveni

stravitelnosti nebo studie [106] vyuZivajici graetmckou metodu stanoveni.
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VySSi hodnoty stravitelnosti dervenychitas mohou byt zZisobeny vySSim
mnoZzstvim rozpustné vldkniny v nich obsazenéédéniasy sice vlakninu

obsahuji také, alefrpvazrié se jedné o vldkninu nerozpustnou [90].

4.4 Stravitelnost dusikatych latek

Stravitelnost dusikatych latek byla stanovena ndadd& postum uvedenych
v kapitole 3.4.3. Obsahy dusikatych latek (NL) eefi@enty stravitelnosti
dusikatych latek (K po mizné dolk trvani enzymatické hydrolyzy pepsinem
jsou uvedeny v Tab. 12, pankreatinem v Tab. 13 kopabinované hydrolyze
pepsinem a naslednpankreatinem v Tab. 14. Pomoci parové porovnavaci
zkouSky (Scheffého metoda) bylo provedeno i stekiétzhodnoceni viivu doby
hydrolyzy na obsah dusikatych latek a koeficieniawstelnosti dusikatych
latek, které je v tabulkach vyjéeho formou indek.

Vysledky stanoveni obsahu dusikatych latek (NLepaymatické hydrolyze
pepsinem (Tab. 12) ukazaly klesajici tendenci vst@sti na rostouci délce
enzymatického sobeni. U koeficierit stravitelnosti dusikatych latek Kbyl
hydrolyze bylo zaznamenano uéae fasy Laminaria japonica— K (3,4 %)
po 24 hodinové hydrolyze, zatimco nejvysSSi obsdhsleadovan u zelenéasy
Chlorella pyrenoidosa— C (27,7 %) po 6 hodinové hydrolyze. ¥pad
koeficienti stravitelnosti (K) byla nejnizSi hodnota naifena u hadé rasy
Eisenia bicyclis- A (18,8 %) po 6 hodinoveé hydrolyze a nejvySgewvenérasy
Palmaria palmata- D (80,9 %) po 24 hodinové hydrolyze.

Vysledky byly podrobeny jednofaktorové analyze AN@\WKtera ukazala
u vSech vzork fas statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivynobdmi

pusobeni enzymu pepsinu.
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Tabulka 12: Obsah dusikatych latek (NL) a koeficienty stravigeiti
dusikatych latek (K) vzorki fas po 6, 12 a 24 hodinach enzymatické hydrolyzy

pepsinem.
Hydrolyza pepsinem (h)
Vzorek 6 12 24
D 59+0,F 4,3+0,F 3,7+0,F
N 10,7 £0,3 9,2+0,F 79+0,F
K 4,4+0,3 4,1+0,2 3,4+0,F
NL w 6,8+0,2 6,2+0,2 51+0,F
Wi 16,4 +0,% 14,6 £ 0,2 13,1+0,4
A 8,6 +0,F 8,2+0,F 7,8 £0,2F
C 27,7+0,3 26,1 +0,6 16,5+0,8
D 69,8 + 0,7 77,8+0,4 80,9+0,2
N 382+1,7 47,1+0,8 54,4 +0,2
K 459+ 3,6 49,6 +1,4 58,8 + 0,7t
Ks w 56,4 +1,3 59,9+0,4 67,3+0,2
Wi 33,8+0,2 41,2+0,8 470+1,8
A 18,8 +1,% 222+0,9 26,2 + 1,58t
C 55,4+0,3 58,0+0,9 73,6 £0,7

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmér + smeérodatna odchylka (n = 6).
Hodnoty na stejnémiddku sdilejici totoZzny index jsou statisticky owida hladi&

vyznamnosti P < 0,05.

Pfi sledovani vlivu doby hydrolyzy pankreatinem nasalp dusikatych latek
(NL) a koeficienty stravitelnosti dusikatych latdKs) v produktech Zas
(Tab. 13) bylo zji&tno, Ze srostouci délkou hydrolyzy se snizuje obsah
byly sledovany wervenéiasy Palmaria palmata— D (1,3 %) po 24 hodinové
hydrolyze. Na druhou stranu byla nejvysSi hodnotsildatych latek (NL)
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zaznamenana u zeler@sy Chlorella pyrenoidosa- C (25,9 %) po 6 hodinové
hydrolyze. V pgipact koeficienti stravitelnosti (K) bylo pozorovano jejich
zjiSténa u vzorku h&dérasyUndaria pinnatifida— Wi (35,8 %) po 6 hodinové
hydrolyze. NejvySSi hodnoty koeficientu stravitedtiqKs) pak bylo dosazeno
po 12 hodinové hydrolyzgervenérasyPalmaria palmata- D (93,8 %).

Tabulka 13: Obsah dusikatych latek (NL) a koeficienty stravitedti
dusikatych latek (K) vzorki fas po 6, 12 a 24 hodinach enzymatické hydrolyzy

pankreatinem.
Hydrolyza pankreatinem (h)
Vzorek 6 12 24
D 1,8 £0,BF 1,2+0,F 1,3+0,2
N 51+0,F 4,6 +0,F 4,4+0,%
K 2,2+0,F 2,0+0,2 1,5+0,*
NL wW 49+0,2 3,4+0,2 2,7+0,%
Wi 15,9 + 0,4* 11,7 +0,% 10,7 0,7
A 6,7+0,2 6,5+0,F 5,7 +0,BF
C 25,9 + 2,6+ 99+19 6,1+0,?
D 90,6 + 0,7* 93,8+0,3 93,3+0,8
N 70,6 £0,% 73,4+0,3 745+0,4
K 72,9+0,9 76,0 +0,7 81,1 +1,4t
Ks w 68,3+1,3 78,1+1,% 82,4+0,8
Wi 35,8 +1,8t 52,7+0,8 57,0+ 2,9
A 36,722 389+0,8 46,4 +1,2F
C 58,3 + 4,3* 84,1+3,% 90,2+0,%

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmer + smérodatna odchylka (n = 6).
Hodnoty na stejnémiddku sdilejici totozny index jsou statisticky odida hladié

vyznamnosti P < 0,05.
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Provedena jednofaktorovad analyza ANOVA prokazalanamny vliv doby

hydrolyzy na hodnoty obsahu dusikatych latek i woeficienty stravitelnosti

dusikatych latek.

Tabulka 14: Obsah dusikatych latek (NL) a koeficienty straviteiti

dusikatych latek (K vzorki fas po kombinované enzymatické hydrolyze

pepsinem a pankreatinem.

Kombinovana (pepsin + pankreatin) hydrolyza (h)

05+6 6+6 12 +12 05+24 24 + 24
D 16+04° 12+0f 07+0% 10+0f 080,
N 48+02bc 42+02¢ 36+02¢ 38+0F  33+0%F°
K 27+0# 18+02" 10+0Ff 14+0R° 09+0,7
NL W 67+03bc 33+02bc 18+0F 20+02 2,00,z
Wi 156+0,6°c 106+0,8°c 82+04 75+02  66+02
A 64+0P°> 65+029 60+0F 54+02c 500,20
C 16,1+1,06°c 125+0,3° 10,2+1,%8% 57+04¢ 47+05°
D 916+206Y 941+05 963+02 949+02 958+0,8
N 725+09bc 758+1¢% 792+13 779+0% 80,9+0,8¢
K 674+16Y 773+106 875+058 831+09° 890+0,8
Ks W 573+2fbc 785+1,4bc 882+024 869+0® 872+05
Wi 371+265¢ 572+285¢ 67,1+18 69,7+06 735+0,7
A 397+07 389+22¢ 436+0,6 49,0+1,4° 527+189de
C 742+18Pc 799+0,2°c 836+1,7% 90,8+0,69 92,4+0,8¢

Hodnoty jsou vyjageny v % jako aritmeticky pmer + smeérodatna odchylka (n = 6).

Hodnoty na stejnémiddku sdilejici totoZzny index jsou statisticky owida hladig

vyznamnosti P < 0,05.

V piipact kombinované hydrolyzy pepsinem a pankreatinem (Tl byl

také sledovan trend snizujiciho se mnozstvi dugikatatek (NL) s rostouci
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v s

dobou enzymatické hydrolyzy, kdy nejnizSi hodnotylyb namgteny
po kombinované 12 hodinové hydrolyze pepsinem dedés 12 hodinové
hydrolyze pankreatinem produktiervené&asyPalmaria palmata- D (0,7 %),
zatimco nejvySSi obsah dusikatych latek (NL) byinzemenan u zelenié@asy
Chlorella pyrenoidosa- C (16,1 %) po 0,5 hodinové hydrolyze pepsinem a
6 hodinové hydrolyze pankreatinem. Z pohledu koefid stravitelnosti
dusikatych latek (K bylo pozorovano zvySeni jejich hodnot s rostad&likou
Undaria pinnatifida— Wi (37,1 %) po 0,5 hodinové hydrolyze pepsinem a
6 hodinové hydrolyze pankreatinem a nejvysSi byhamenan dervenérasy
Palmaria palmata- D (96,3 %) po 12 hodinové hydrolyze pepsinenasiadné
12 hodinové hydrolyze pankreatinem.

Po provedeni jednofaktorové analyzy ANOVA byl 2zjist statisticky
vyznamny vliv doby hydrolyzy na obsah dusikatyclekai na koeficienty
stravitelnosti dusikatych latek u vSech zkoumargrudukt z fas.

Stejre tak jako v pipact hodnot DMD a OMD, i zde se jako n&jan¢jSi typ
hydrolyzy projevila kombinovana hydrolyza pepsinenpankreatinem, nizsi
acinnost nél pankreatin a nejménicinny byl enzym pepsin.

Rozmanitost hodnot stravitelnosti dusikatych latedzi jednotlivymi vzorky
fas vyplyva ze struktury bdgsné seény, ktera ma utznych druli fas jiné
slozeni. U meskych fas je butcna stna tvaena gedevsSim polysacharidy,
které mohou s bilkovinami vytyét stabilni komplexy obtiZnhydrolyzovatelné
proteolytickymi enzymy. Hédé rasy obsahuji ve své btimé sténe i celulozu,
coz se projevuje v nizkych hodnotach straviteln®j 125]. Studie [108] take
potvrzuje, Ze stravitelnost bilkovin nezalezi jenjejich slozZeni, ale i na Useku
traviciho traktu, kde jsou metabolizovany.

Srovnani nartrenych hodnot stravitelnosti dusikatych latek sigolhnymi

Gdaji je obtizné zibodu nedostatmého mnoZstvi studii zabyvajici se touto
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problematikou, které navic pouzivaji odliSné vzorag, které podrobuji jinym
metodam stanoveni, nez jaké byly pouzity v ramtc pgace. Pr@éervenourasu
Palmaria palmata byla publikovana ¢&kolikanasobs niZzSi hodnota
stravitelnosti bilkovin (29,52 %), ktera byla staapa in vitro metodou
po kombinované hydrolyze pepsinem (0,5 h) a patikea (6 h) [126],
ve srovnani s hodnotou 91,6 %, ktera byla stanower@anci této disertai
prace. Tématicky blizko je i prace [108] zabyvageistanovenim vyuzitelnosti
bilkovin obsazenych v niskych frasach ufenych ke konzumaci, igemz
ve vzorku ¢ervenéiasy Porphyra tenerabylo zjis€éno 17,27 % a ve vzorku
hnédé rasy Undaria pinnatifida4,23 % stravitelnych bilkovin po kombinované
hydrolyze pepsinem (0,5 h) a pankreatinem (6 h%, po gepaitu odpovida
hodnotam stanovenym u téhoz vzorkervenéiasy a v produktu Wakame

instant z hadétrasyUndaria pinnatifidav ramci této disertani prace.

4.5 Stravitelnost vybranych prvki

Stravitelnost vybranych chemickych pivkbyla stanovena dle postupu
uvedeného v kapitole 3.4.4. afedstavuje procentualni Ubytek obsahu
chemickych prvik v suSig vzorku po enzymové hydrolyze pepsinem,
pankreatinem a kombinované hydrolyzeimla enzymy po stanovenou dobu.
Z makrobiogennich prik (kapitola 4.5.1) byl po enzymatickych hydrolyzach
stanoven obsah drasliku (K), vapniku (Ca)¢ha (Mg), sodiku (Na) a fosforu
(P), z oligobiogennich prik(kapitola 4.5.2) pak obsahédi (Cu), zeleza (Fe),
zinku (Zn) a manganu (Mn) a z toxickych piévikapitola 4.5.3) obsah kadmia
(Cd), olova (Pb) a rtuti (Hg).

4.5.1 Stravitelnost makrobiogennich prvkii

Procentualni ubytek makrobiogennich pruk produkii ze sladkovodnich a
moiskych fas byl sledovan po enzymatické hydrolyze pepsinéab.( 15),
pankreatinem a kombinované hydrolyze pepsinem dedhds pankreatinem
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(Tab. 16). Projevy jednotlivych tyip enzymatickych hydrolyz na souhrnné

obsahy vapniku (Ca) a fidku (Mg) vzorki fas jsou ilustrovany na obrazku 14.

Tabulka 15: Stravitelnost makrobiogennich pivk- K, Ca, Mg, Na, P (%)

ve vzorcichras po enzymatické hydrolyze pepsinem.

K Ca Mg Na P
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pepsinem (%)
S 956+0,2 86,002 962+03 975+0,1 52(B2
C 958+0,1 96,0x0,1 975+0,2 952+0,1 48@2
D 985+0,2 883+0,2 885%+0,1 985+0,2 47Q%
N 934+0,3 96,0x0,1 99,1+03 955+0,1 65B2
A 96,0+0,1 98,1+0,1 964+03 988+0,3 55M=
H 99,1+0,1 979+0,1 96,304 99,1+0,1 660k
K 989+0,2 96,702 96,7+0,1 99,2+0,1 88M2
w 993+0,1 964+0,2 981+04 998+0,1 5383
Wi 81,8+0,1 453%+0,7 989+03 99,7+0,1 53Bk

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Vtabulce 15 jsou hodnoty vigkosti
makrobiogennich prik— drasliku (K), vapniku (Ca), kiku (Mg), sodiku (Na)
a fosforu (P) po enzymatické hydrolyze pepsinendaZ zde uvedenych

uvedeny procentudlni

vyplyva, Ze stravitelnost vSech stanovovanych makigennich prvik se
pohybovala ¥tSinou nad hranici 90 % s vyjimkou fosforu, jehaagtelnost
byla v ptiméru 59 %. Stravitelnost makrobiogennich pinkyla obecs u vSech
druhi vySetovanych fas vysokd a pohybovala se figac drasliku (K)
od 81,8 % (Wi;Undaria pinnatifidg do 99,3 % (W;Undaria pinnatifidg,
v piipadt vapniku (Ca) od 45,3 % (WlJndaria pinnatifidg do 98,1 % (A,
Eisenia bicycliy, v piipad haiciku (Mg) od 88,5 % (D;Palmaria palmata
do 99,1 % (NPorphyra tenerg v pripact sodiku (Na) od 95,2 % (Chlorella
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pyrenoidosa do 99,8 % (W;Undaria pinnatifidg a v gipad fosforu (P)

od 47,3 % (DPalmaria palmataxdo 88,0 % (KiLaminaria japonica.

Tabulka 16: Stravitelnost makrobiogennich pivk Ca, Mg (%) ve vzorcich

fas po enzymatické hydrolyze pankreatinem a komlanéwnhydrolyze pepsinem

a pankreatinem.

Ca Mg Ca Mg
Stravitelnost po hydrolyze Stravitelnost po hydrolyze

Vzorek pankreatinem (%) pepsinem a pankreatinem (%)
S 25,9+0,7 23,1+0,4 62,8 +0,5 88,5+0,7
C 46,5+0,2 67,5+0,7 73,7+0,4 90,0 +0,7
D 56,7+0,5 80,8 +£0,6 70,0+£0,6 80,8+0,6
N 36,9+0,6 65,5+ 0,6 65,1 +0,7 98,0+0,5
A 10,2+0,3 69,6 + 0,5 353+0,9 89,3+0,6
H 475+0,4 75,9+0,8 50,4+0,8 87,0+0,5
K 33,3+£0,5 53,3+£0,3 73,2+£0,5 93,3+0,8
w 13,7 £0,7 66,0 £ 0,4 69,0£0,9 94,3+0,6
Wi 50,2+0,3 71,0+0,5 87,2+0,3 96,8 +0,4

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Tabulka 16 udavéa procentualni hodnoty stravitelinosikrobiogennich prik

— vapniku (Ca) a hoiku (Mg) ve vzorcich sladkovodnich a ¥skych fas

po enzymatické hydrolyze pankreatinem a po komkaneéwhydrolyze pepsinem

a nasled#é pankreatinem. Stanovena mnozstvi zbylych makrasiogch prvk

(K, Na, P) zde nejsou uvedena, nelgich hodnoty byly zkreslenyifitomnosti

téchto prviki v pufrech pouzitych i enzymatické hydrolyze pankreatinem.
Obecr lze tici, Zze u haciku byly zaznamenany vysSi hodnoty stravitelnosti
(pramérné 64 %) nez u vapniku (@mérné 36 %), kdy pi hydrolyze
pankreatinem byly dosazeny nejvysSSi hodnoty skbosti vapniku (Ca)
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hodnota stravitelnosti vapniku (Ca) po hydrolyze nkpaatinem byla
zaznamenana u BaéfasyEisenia bicycligA; 10,2 %), v pipadt hoiciku (Mg)

to bylo u siniceSpirulina platensis(S; 23,1 %). Po kombinované hydrolyze
pepsinem a pankreatinem se hodnoty straviteln@giniku (Ca) pohybovaly
od 35,3 % (AEisenia bicycliy¥ do 87,2 % (WiUndaria pinnatifidg a hodnoty
stravitelnosti he&ciku (Mg) od 80,8 % (DPalmaria palmata do 98,0 % (N;
Porphyra tenera

N W b~ 01
!

=
|

obsah Ca+Mg (g.1009)
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Obrazek 14: Souhrnny obsah véapniku a thiku — Ca + Mg (g.1009)
v produktech ze sladkovodnich a isioych fas ped hydrolyzou (pvodni),
po hydrolyze pepsinem (PE), pankreatinem (PA) a kponbinované hydrolyze
pepsinem a pankreatinem (PP).

Pro ilustraci je uveden graf (Obr. 14), kde je nmzledovat Ubytek mnozstvi
vapniku a h&iku vg.100g! po enzymatické hydrolyze pepsinem,
pankreatinem a po kombinované hydrolyze pepsinempaakreatinem.
Pro vytvaeni grafu byly ze vSech analyzovanych makrobiogannprvka
pouZity jen obsahy vapniku a #idtku; mnozstvi ostatnich makrobiogennich
prvka (K, Na, P) nebylo mozno pouzit avbdu zmigného vyse, tj. zkresleni

jejich hodnot pitomnosti &chto prvika v pufrech pouzitych ip enzymatické
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hydrolyze pankreatinem. Z grafu je patrné, Ze kd&igjmu Ubytku obsahu
vapniku a hitiku ve vzorcichras doSlo po enzymatické hydrolyze pepsinem a

naopak nejménicinnd byla hydrolyza pankreatinem.

4.5.2 Stravitelnost oligobiogennich prvki

U produkfi ze sladkovodnich a nekych fas byl sledovan procentualni
Ubytek obsahu vybranych oligobiogennich grgkedi — Cu, Zeleza — Fe, zinku

— Zn, manganu — Mn) po enzymatické hydrolyze peapsin(Tab. 17),

pankreatinem (Tab. 18) a po kombinované hydrolyepsmem a nasledn

pankreatinem (Tab. 19). Srovnani vlivu jednotlivyehzymatickych hydrolyz

na souhrnny obsah stanovenych oligobiogennich tprwé& vzorcichias je

znazorrkno na obrazku 15.

Tabulka 17: Stravitelnost oligobiogennich pritk— Cu, Fe, Zn, Mn (%)

ve vzorcichras po enzymatické hydrolyze pepsinem.

Cu Fe Zn Mn
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pepsinem (%)
S 2,3+0,1 17,0+0,2 55+0,1 79,4+0,2
C 38,9+0,2 71,8+0,4 21,8+0,3 949+0,2
D 20,8+£0,1 37,8+£0,3 19,5+0,2 50,0+0,6
N 84,0+£0,1 44,0+£0,2 0,7+0,1 98,6 +0,1
A 54+0,1 515+0,5 6,6 +0,1 62,5+0,2
H 34,8+0,2 14,8+0,1 18,9+0,3 65,9+0,1
K 16,7 £0,3 66,5+ 0,2 11,9+0,2 2,7+0,2
w 19,2+0,1 8,3+0,1 26,2+0,1 54,7+0,2
Wi 22,0+£0,3 41,3+0,3 45,1 +£0,5 36,6 +0,4

Hodnoty jsou vyjagkny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).
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NejvysSi stravitelnost ze vSech stanovenych oliggénnich prvi (Tab. 17)

vykazoval po hydrolyze pepsinem mangan (Mn), jelgifavitelnost se

pohybovala od 2,7 % (K;aminaria japonica do 98,6 % (NPorphyra tenera

v s

kde se pohybovaly od 0,7 % (KRorphyra tenera do 45,1 % (Wi;Undaria
pinnatifida). Stravitelnost r&di (Cu) ve vzorcichfas se pak pohybovala
od 2,3 % (S;Spirulina platensis do 84,0 % (N;Porphyra tenera NejvysSi

hodnota stravitelnosti Zeleza (Fe) byla stanovemea vzorku zelenérasy

Chlorella pyrenoidosdC; 71,8 %) a nejnizsi pak ve vzorkuehérasyUndaria
pinnatifida (W; 8,3 %).

Tabulka 18: Stravitelnost oligobiogennich pritk— Cu, Fe, Zn, Mn (%)

ve vzorcichras po enzymatické hydrolyze pankreatinem.

Cu Fe Zn Mn
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pankreatinem (%)

S 45+0,2 43,9+0,3 8,6 £0,7 70,0+0,6
C 14,8 +0,2 34,3+0,7 75+0,6 79.5+0,6
D 21+0,1 32,3+£0,3 105+0,4 6,4+0,1
N 55,0+ 0,5 31,2+£0,2 9,6 +0,3 79,5+0,7
A 14,0+0,3 28,5+0,2 8,9+0,3 59+04
H 8,7+0,1 37,2+£0,2 11,2+0,2 52,4 +0,3
K 18,9+0,3 17,4+0,8 8,1+0,8 52+0,3
w 3,7+0,1 23,9+0,3 9,2+0,5 56+0,5
Wi 63,4 +£0,5 10,1 £ 0,5 8,7+0,3 6,4 +0,4

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Z vySe uvedenych oligobiogennich pivibyl po enzymatické hydrolyze

pankreatinem (Tab. 18) nejmé&nstravitelny zinek (Zn), jehoz hodnoty

stravitelnosti se pohybovaly od 7,5 % (@hlorella pyrenoidospdo 11,2 % (H;
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Hizikia fusiformig, zatimco mangan (Mn) byl oligobiogennim prvkem
s nejvySSimi hodnotami stravitelnosti po hydrolyankreatinem, které byly
vrozmezi od 5,2 % (K;Laminaria japonica do 79,5 % (C;Chlorella
pyrenoidosa a N; Porphyra tenera NejwtSi stravitelnost w®di byla
po hydrolyze pankreatinem n&fana u hadé rasy Undaria pinnatifida (Wi;

v/

v s

10,1 %).

Tabulka 19: Stravitelnost oligobiogennich pritck— Cu, Fe, Zn, Mn (%)
ve vzorcich fas po kombinované enzymatické hydrolyze pepsinem a

pankreatinem.

Cu Fe Zn Mn
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pepsinem a pankreati(®in
S 8,3+0,5 21,6 £0,8 15,6 £ 0,2 77,8+0,6
C 40,7 +0,8 38,2+0,5 6,0+0,4 93,7+0,2
D 9,4+0,3 6,5+0,8 7,1+0,5 36,3+0,4
N 54,0£0,9 53,0+£0,8 52+04 98,2+0,8
A 17,8+0,4 4,6 £0,2 4,8+0,3 79+0,3
H 7,4+0,3 58+0,6 51+0,1 58,5+0,4
K 8,3+0,2 4,4+0,2 6,0 £ 0,2 56+0,1
w 7,9+0,2 57+0,9 7,2+0,1 20,3+0,5
Wi 8,1+0,2 30,2+0,9 43,9+0,7 21,1+0,3

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Ze stanovenych oligobiogennich pivibyl po kombinované enzymatické
hydrolyze pepsinem a pankreatinem (Tab. 19) nefé@vitelny mangan (Mn),
hodnoty jeho stravitelnosti se pohybovaly od 5,66 Laminaria japonica
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v s

stanovenych oligobiogennich pivkbyly zaznamenany u zinku (Zn), byly
v rozmezi od 4,8 % (AEisenia bicycli¥ do 43,9 % (WiUndaria pinnatifidg.

V piipact medi (Cu) byly nejvysSi hodnoty stravitelnosti staany ve vzorku
Hizikia fusiformis (H; 7,4 %). U Zeleza (Fe) se pak hodnoty stravisdi
pohybovaly od 4,4 % (K,.aminaria japonica do 53,0 % (NPorphyra tenera
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Obrazek 15: Souhrnny obsah stanovenych oligobiogennich jpr¢kg.kg?)
v produktech ze sladkovodnich a isiych tas ged hydrolyzou (pvodni),
po hydrolyze pepsinem (PE), pankreatinem (PA) a koponbinované hydrolyze
pepsinem a pankreatinem (PP).

Pro lepSi nazornost vlivu enzymatické hydrolyzyaiesah oligobiogennich
prvka ve vzorcichias je uveden graf (Obr. 15), kde je mozno sledabstek
souhrnného mnoZstvi oligobiogennich prvky mg.kg? po enzymatické
hydrolyze pepsinem, pankreatinem a po kombinovaydrohyze pepsinem a
pankreatinem. Zgrafu je tgmé, Ze KknegtSimu Ubytku obsahu
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oligobiogennich prvik ve vzorcichtas ve ¥tSir¢ pripadi doslo po enzymaticke
hydrolyze pepsinem. Obegribytek oligobiogennich prik po enzymatické
hydrolyze byl podstathnizsi oproti Ubytku makrobiogennich ptvkObr. 14 vs.
Obr. 15), coz mohlo byt #isobeno zabudovanimchto oligobiogennich pruk
do slozitych a fire hydrolyzovatelnych kompléx

Vyuzitelnost mineralnich latek je ovligna mnoha faktory, zejména pak
skladbou pjimané stravy spolu s mnozstvim aformou lateker&t mohou
pozitivné nebo negativé ovlivnit miru vstebatelnosti mineralnich latek.
Mezi latky negativa ovliviwujici stravitelnost pat nagiklad vidknina, kyselina
fytova nebo fenolické latky, které vytkics mineralni latkou silnou vazbu a snizi

tak jeji vyuzitelnost organizmem [25].

4.5.3 Stravitelnost toxickych prvki

Podob#r jako u makrobiogennich a oligobiogennich giryla i stravitelnost
toxickych prvki stanovena jako procentualni Ubytek jejich obsadwzorcich
fas po enzymové hydrolyze, nikoliv na zakladnechanizmu jejich
toxikologického @inku. Konkrétré byla sledovana stravitelnost vybranych
toxickych prvkhi — kadmia (Cd), olova (Pb) a rtuti (Hg) ve vzorcich
sladkovodnich a niskychias po enzymatické hydrolyze pepsinem (Tab. 20),
pankreatinem (Tab. 21) a kombinované hydrolyze ipeps a pankreatinem
(Tab. 22). Bylo téZz provedeno srovnanicininosti jednotlivych tyf
enzymatickych hydrolyz na hodnoty ob8alktanovenych toxickych pruk
(Obr. 16).

NejvyssSi stravitelnost po enzymatické hydrolyze siegm (Tab. 20) byla
zjisttna u kadmia (Cd), kde se hodnoty pohybovaly od 24,8C; Chlorella
pyrenoidosado 99,3 % (KLaminaria japonicd, naproti tomu u rtuti (Hg) byly

v s

(K; Laminaria japonicd. Stravitelnost olova (Pb) se pohybovala od 12,{S%
Spirulina platensisdo 57,4 % (WiUndaria pinnatifidg.
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Tabulka 20: Stravitelnost toxickych prik— Cd, Pb, Hg (%) ve vzorcidias

po enzymatické hydrolyze pepsinem.

Cd Pb Hg
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pepsinem (%)

S 45,8 £+ 0,7 12,1+0,4 34,8+0,3

C 14,3+0,1 19,0+0,4 13,3+0,1
D 98,7+0,8 53,8 +0,6 9,8+0,1
N 93,4+£0,6 43,6 £ 0,6 15,4+0,3
A 98,7+0,5 48,5+ 0,7 7,7+0,2
H 98,7+0,4 455+0,6 351+0,5
K 99,3+0,5 33,7+£0,5 46,5+0,6
w 95,9+0,3 26,0+ 0,4 34,6 +0,5
Wi 98,8 +0,6 57,4+04 38,8+0,2

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Hodnoty stravitelnosti vybranych toxickych pivk kadmia (Cd), olova (Pb)
a rtuti (Hg) v produktech za sladkovodnich aiskgch fas po enzymaticke
hydrolyze pankreatinem jsou uvedeny v tabulce 2ly&e uvedenych toxickych
prvka byly nejvySsi hodnoty stravitelnosti zaznamenarkadmia (Cd), kde se
pohybovaly od 22,2 % (CChlorella pyrenoidospdo 98,0 % (D;Palmaria
Chlorella pyrenoidospdo 70,2 % (K;Laminaria japonicd. V pripac olova
(Pb) se stravitelnost pohybovala od 0,7 % $pirulina platensis do 55,9 %
(Wi; Undaria pinnatifidg.
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Tabulka 21: Stravitelnost toxickych prik— Cd, Pb, Hg (%) ve vzorcidas

po enzymatické hydrolyze pankreatinem.

Cd Pb Hg

Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pankreatinem (%)
S 33,3+0,4 0,7+£0,2 10,5+0,2
C 22,2+0,1 325+0,5 2,9+0,2
D 98,0+£0,8 352+£0,5 13,1+0,3
N 59,9+0,6 53,5+0,7 13,3+0,1
A 80,1+0,3 14,9+£0,2 9,5+0,2
H 87,0+£0,6 39,9+£0,2 28,0+0,3
K 87,2+0,4 25,2+0,1 70,2+0,6
w 88,8+0,4 41,4 +0,3 63,5+0,4
Wi 90,6 £ 0,7 559+0,4 7,7+0,1

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Procentualni hodnoty stravitelnosti toxickych prvk kadmia (Cd), olova
(Pb) a rtuti (Hg) ve vzorcich sladkovodnich aiskychias po kombinované
hydrolyze pepsinem a pankreatinem jsou uvedenpuica 22.

Ze stanovenych toxickych prik byly nejvySSi hodnoty stravitelnosti
nanereny u kadmia (Cd) a pohybovaly se od 1,2 %Q@6lorella pyrenoidosp
(Hg) v rozmezi od 6,7 % (CChlorella pyrenoidospdo 70,2 % (K;Laminaria
japonicg. Stravitelnost olova (Pb) se pohybovala v intervad 1,6 % (W,
Undaria pinnatifidg do 71,7 % (WilUndaria pinnatifidg.
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Tabulka 22: Stravitelnost toxickych prik— Cd, Pb, Hg (%) ve vzorcidias

po kombinované enzymatické hydrolyze pepsinem &rngatinem.

Cd Pb Hg
Vzorek Stravitelnost po hydrolyze pepsinem a pankreati®éin
S 50,0+0,4 11,6 £0,6 12,1+0,2
C 1,2+0,1 2,1+£0,3 6,7+0,2
D 98,0 £ 0,7 70,6 £0,2 12,9 0,
N 81,4+0,2 67,4+0,3 23,5+0,6
A 92,7+0,3 1,8+0,1 12,7+£0,4
H 93,6 £ 0,6 60,5+0,4 22,0+0,3
K 95,4+0,3 1,7+0,1 70,2+0,3
w 946 +0,4 1,6 +0,2 8,8+0,2
Wi 94,9 +£0,8 71,7+0,4 18,8 £0,2

Hodnoty jsou vyjageny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 3).

Z vySe uvedenych vysledkvyplyva, Ze hodnoty stravitelnosti toxickych
prvki se mnohdy pohybovaly nad hranici 90 %, coZisppuje problém
predevsim v fipact kadmia (Cd), kdy jeho obsazené mnozstvi ve vzbrids
ve vice nez poloviapiipadi presahlo limit povoleny francouzskou legislativou,
u produktu z h&dé rasy Wakame instant (WlJndaria pinnatifidg dokonce
vice nez dvojnasolin Vzhledem k vysoké e stravitelnosti (v tomtoifpact
94,9 % po kombinované hydrolyze pepsinem a parkeza) by mohlo dojit
k zatizeni organizmu,ifestoze v pibéhu vlastniho procesu w¥sbavanin vivo
mohou m@isobit jes¢ dalSi faktory, nap pozitivni &inek vlakniny.

Z vysokého pijmu kadmia vyplyvaji zdravotni nasledky ritgtad v podok
dysfunkce ledvin, osteoporézy nebo poskozeni repgodch schopnosti
vzniklé hromadnim kadmia v organizmu [127]. Hrom&ad olova pak mize
nagiklad naruSit syntézu hemoglobinu nebo omezit kg vyvoj a

intelektualni schopnostiéd [128]. Mira toxicity rtuti se odviji od jeji fony:
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anorganické soli rtuti, které #@pobuji podrazéhi zaludku a poruchy ledvin,
organické sloteniny rtuti zgisobujici onemoani nervové soustavy, a kovova
rtut’, kterd niize zmisobovat ites, deprese a poruchy chovani [129]. Jak uz bylo
zmingno vy3e, neexistuji v ramaieské republiky ani Evropské unie zadnéa
legislativni omezeni pro obsah toxickych pkvkiasach. Jednou z mala zemi,
ktera ma legislativh stanovené limity pro toxické prvky préasy utené

ke konzumaci, je Francie. Vzhledem k vysokému obskidmia a zarove
vysoké mie jeho stravitelnosti zji&hé nerenim v rdmci této disertai prace

u produkti ztas, které jsou voth dostupné, a s ohledem na jeho negativni
ucinky na lidsky organizmus, by bylo vhodné obdobiréity, které plati

ve Francii, zélenit i doceskeé legislativy.
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Obrazek 16: Souhrnny obsah stanovenych toxickych mrvkKmg.kg?l)
v produktech ze sladkovodnich a iskych fas ged hydrolyzou (pvodni),
po hydrolyze pepsinem (PE), pankreatinem (PA) a koonbinované hydrolyze

pepsinem a pankreatinem (PP).
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Na zawr této kapitoly je pro ilustraci na obrazku 16 usedgraf, kde Ize
pozorovat Ubytek souhrnného mnozstvi analyzovanyokickych prvki
v mg.kg? po enzymatické hydrolyze pepsinem, pankreatingm kombinované
hydrolyze pepsinem a pankreatinem. Z grafu je patée nelze jednozéa
urcit, ktery typ enzymatické hydrolyzy &h nejétsi vliv na sniZzeni obsahu
toxickych prvki ve vzorcichias. inek byl prongnlivy v zavislosti na druhu

rasy.

4.6 Sledovani zn&n proteinovych profili po enzymatické
hydrolyze

Pro sledovani zsm proteinovych profil vzorki sladkovodnich a n¥ekych
fas po enzymatické hydrolyze byla pouZzita metodaikétni elektroforézy
SDS-PAGE. Bylo postupovano dle metodiky uvedenapitkle 3.5.

Izolace proteifi se zdéla pouze u vzorku zelené sladkovodasy Chlorella
pyrenoidosaa siniceSpirulina platensisV pripad marskychtas byla izolace
proteimi znemozina a to patréd z divodu silné vazby mezi proteiny a
polysacharidy.

Problematicka byla také nasledna enzymatick& hydaolZ divodu kyselého
prostedi, které je nutné proapobeni enzymu pepsinu, nebylo mozné proveést
SDS-PAGE bez #edchozi neutralizace vzorku, ktera aleisgbila, Ze se
proteinovy profil nezdal ziskat. Ri enzymatické hydrolyze pankreatinem pak
vyvstal problém v podabprilis dominantniho proteinoveho profilu samotného
enzymu, ktery jak svou intenzitou tak mnozstvim diarzcela pekryl
proteinovy profil vzork fas a tudiz nebylo mozné sledovat jejich Ubytek
v pribéhu enzymatické hydrolyzy.

Sledovanim rozdil pomoci SDS—-PAGE mezi proteinovymi profilityi
druhi cervenych a zelenychias utenych ke konzumaci zacélem jejich

identifikace se zabyva studie [130, 131]. Publike¥aidaje o proteinovém

93



slozenitas se vSak tykaji pouzerstvych vzork fas. Ze zviejnénych studii
vyplyva [130-132], Ze proteinové profily se liSijere mezi jednotlivymi druhy
fas, ale iani se i v ramci jednoho drutiasy v zavislosti na deébsbéru vzorka.
Hydrolyze cervené tasy Palmaria palmata raiznymi enzymy (trypsin,
chymotrypsin, pronaza, lidska istni $ava) a naslednému porovnani
jednotlivych proteinovych profii pomoci SDS-PAGE s kaseinem, jakozto
hojr¢ vyuzivanym refeénim proteinem v fipack studia stravitelnosti, se&nuje
publikace [126]. V ramci této studie bylo z§igb, Ze stravitelnost protdirfasy
Palmaria palmataje niZSi nez vifipact kaseinu, coz jeigjm¢ zpisobeno

piitomnosti inhibitod, pravdpodobré polysacharid.

4.7 Stanoveni polyfenolickych latek

Polyfenolické latky byly stanoveny pomoci molekwdovspektrometrie
v UV/VIS oblasti jako celkové polyfenoly, zaravdyla zji¥ovana i mnozstvi

jednotlivych vybranych polyfenolickych latek pomd@iP—HPLC.

4.7.1 Stanoveni polyfenolickych latek metodou molekulové

spektrometrie v UV/VIS oblasti

Vlastnimu stanoveni celkovych polyfenolickych latgledchazela extrakce,
kdy se z pti raiznych zmisohi (viz Tab. 5) zvolil ten, ktery poskytl nejsi
vytéznost celkovych polyfendlpii nasledném stanoveni UV/VIS spektrometrii.
Prehled &innosti jednotlivych extrakich postufi je uveden v Tab. 23,
hodnoty jsou uvedeny v mgigGAE (ekvivalent kyseliny gallové).

Z Tab. 23 Ize vyvodit, Ze ngjinngSim typem extrakce byla proétginu
vzorka extrakce(2) (destilovana voda),ipniz doslo k vyextrahovani nejgiho
mnoZzstvi celkovych polyfendl Vyjimku tvorily fasyChlorella pyrenoidos4C)

a Undaria pinnatifida (Wi), u nichZz byla nejtinn¢jSi extrakce(3) (100%
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metanol), @asaLaminaria japonica(K), u niz doslo k vyextrahovani né&jgiho
mnoZstvi celkovych polyfendlextrakci(5) (80% metanol).

Po extrakci celkovych polyfenolickych latek s pdiminejEinngjSi extrakni
metody, tj. extrakce(2), a jejich nasledném stanoveni molekulovou
spektrometrii v UV/VIS oblasti bylo nejmé&mrelkovych polyfenal (8,0 mg.g*
GAE; 8,6 mg.g* GAE; 8,7 mg.gt GAE) zaznamenano u &alych fas Undaria
pinnatifida (Wi, W) aLaminaria japonica(K), zatimco jejich nejgtSi mnozstvi,
az rekolikanasobr vétsi, bylo stanoveno v produktu zdueé fasy Eisenia
bicyclis (A; 192,6 mg.g' GAE).

Tabulka 23: Zavislost pouzité extraki metody na mnozstvi stanovenych
celkovych polyfenal (mg.g! GAE).

Typ extrakce*

h'4
S (1) 2) (3) (4) (5)
> mg.g! GAE
S 170+0B8® 432+106° 244+02 184+0,#° 2390,
C 132+02bcd 1804020 258+1,7Pcd 155+0,#° 16,8 +0,%¢
D 221+07 31,8+1,0 10,7+0,3 250+0,f 26,5+0,2
N 16,2+0,4  182+0,6° 4,7+0,6° 11,1+0,#* 151+0,%
A 1928+0,8 1926+38 95+03° 84,1+0,3° 1432+95P
H  269+0,#bc 345+58bc 60+0,F 13,1+0,2 95+0,F
K 85+0,3 8,7+0,3 0,7+0,B2b¢  88+0,F 14,9 +0,%bc
W 37+0,Bb 8,6 + 0,40 1,3+0,F* 57+0F  59+0,F
Wi 50+0,pb 8,0 £ 0,3¢ 84+02¢ 46+0F! 65+0R0C

* Typy extrakci (1), (2), (3), (4), (5) jsou popganTab. 5 v kapitole 3.6.1.
Hodnoty jsou vyjagkeny jako aritmeticky pimer + smerodatna odchylka (n = 4).
Hodnoty na stejnémadku sdilejici totozny index jsou statisticky owisia hladid

vyznamnosti P < 0,05.
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Obsah stanovenych celkovych fenolickych latek wngalivych vzorka fas
zavisi na mnoha faktorech: na drukasy, lokali€ vyskytu, r@nim obdobi,
na podminkach okolniho prastli i na meto# stanoveni a druhu extr&kiho
¢inidla. Nangifené vysledky byly publikovany ve studii [43], zeeld vyplyva,
Ze jsou srovnatelné s obsahem fenolickych latelermém caji a pesahuiji
mnozstvi fenolickych latek zji&a v 223 druzich @vych bylin [133],
62 druzich ovoce [134] a 56 druzich zeleniny [1393{dyz nangtené hodnoty
fenolickych latek byly vysoké, nedosahuji hodnetdickych latek stanovenych
v kakau (611 mgg GAE) neboterveném vit (340 mg.g!t GAE), potravinach

povazovanych zaifrodni zdroj fenolickych latek.

4.7.2 Stanoveni polyfenolickych latek metodou RP—HPLC

Pro HPLC analyzu byla vybrana skupina polyfenolatkyatek, konkrét
kyselina gallova (GA), katechin (CAT), epikateci{ieC), katechingallat (CG),
epikatechingallat (ECG), epigallokatechin (EGC), igafjokatechin gallat
(EGCG), 4-hydroxybenzoova kyselina (4HBA) a pyrekabl (PC), u nichz
bylo sledovano, zda se ve vzorciids vyskytuji, pipadré v jakém mnozstvi.
Souhrnny obsahéthto latek vyskytujicich se ve vzorcidas je ilustrovan
na obrazku 17. Konkrétni vysledky stanoveni jeawath polyfenolickych latek
jsou uvedeny v Tab. 24.

Zgrafu na obrazku 17 wvyplyva, Ze nejvy$Si mnozsiibranych
polyfenolickych latek bylo detekovano ve vzorkervenérasyPorphyra tenera
téhoz druhurasy, ve vzorkwervenéiasy Palmaria palmata(D; 6,3 ug.g?).
Zastoupeni vybranych polyfenolickych latek ve vizcnchrédych fas (A —
Eisenia bicyclis H — Hizikia fusiformis K — Laminaria japonica W, Wi —
Undaria pinnatifidg bylo nizsi (6,7 ug.g* — 45,3 ng.gl) v porovnani se
zastupci sladkovodnich (S Spirulina platensis C — Chlorella pyrenoidosh
druhi (79,1ng.97%; 45,7ug9.97).
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Obrazek 17: Souhrnné obsahy stanovenych polyfenolickych latek.g?)

v produktech ze sladkovodnich aiskychias.

HPLC stanoveni ukazalo (Tab. 24), ze casfji se vyskytujicimi
polyfenolickymi latkami byli epikatechin (EC; 0,5 27,5 ug.g* vzorku),
epigallokatechin (EGC; 4,0 — 21,49.g% vzorku) a 4-hydroxybenzoova
kyselina (4HBA; 1,6 — 20,5.9.g* vzorku). Nejméd casto se vyskytoval
pyrokatechol (PC), ktery byl detekovan pouze ucsgi@pirulina platensiqS)
vmnozstvi  28,9i9.g! vzorku. Vzorek s nepsSim  zastoupenim
polyfenolickych latek byl&ervenarasaPorphyra teneraN), kterd obsahovala
kyselinu gallovou (GA; 3,mg.g! vzorku), katechin (CAT; 128,8.9.g*
vzorku), epikatechin (EC; 164y.g! vzorku), epikatechin gallat (ECG;
0,7ug.gt vzorku), epigallokatechin (EGC; 1649.g' vzorku),
epigallokatechin gallat (EGCG; 44@.g vzorku) a 4—hydroxybenzoovou
kyselinu (4HBA, 1,6u9.g* vzorku).
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Tabulka 24: Obsah vybranych polyfenolickych latek v produktedas vyjadeny vug.g™ vzorku.

Obsahy vybranych polyfenolickych latek

§ GA CAT EC CG ECG EGC EGCG  4HBA PC

> ng.g*

S ND 227+23 275+13 ND ND ND ND ND  289+0,6
C 50+0,2 ND ND ND ND 20,2 £0,7 ND 205+0,1 ND
D ND ND 0,5+0,1 ND ND ND ND 5,8+0,1 ND
N 35+01 1288+29 16,4+0,7 ND 07+0,2 16M5 4,0+01 1601 ND
A 2,8+0,1 ND 3203 29+1,0 ND ND 0,6+0,1 ND ND

H 14,1+05 ND 8,2+0,1 ND ND ND 0,4+0,1 ND ND
K ND ND 3,1+0,1 ND ND 40+0,2 04+0,1 ND ND
W ND ND ND ND ND 48+0,1 ND 1,9+0,1 ND
Wi ND ND 6,3+05 2,0+0,2 ND 214+01 75+01,180,1 ND

GA - kyselina gallovaCAT — katechinEC — epikatechinCG — katechin gallatCG — epikatechin gallaEGC — epigallokatechin,
EGCG - epigallokatechin galladHBA — 4-hydroxybenzoova kyselin®C — pyrokatechol,

ND — nedetekovano
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Naproti tomu ervenérasePalmaria palmata(D) bylo detekovano nejnizsi
mnoZstvi polyfenolickych latek, a to pouze epikhted EC; 0,5ug.g* vzorku)
a 4-hydroxybenzoova kyselina (4HBA; m8.9* vzorku).

Nametené hodnoty byly publikovany ve studii [43]. Vzhéed k tomu, Ze
obsah polyfenolickych latek zavisi na mnoha faktbrénag. druhiasy, vyskyt,
rastové podminky), se natiené hodnoty liSily od hodnot publikovanych
v jinych studiich, icemz ve ¥tSin¢ pripadi byly publikované hodnoty vySsi.
Vyjimku tvofil obsah kyseliny 4—hydroxybenzoové (4HBA)cervené rase
Porphyra tenergN) a v hidétaseUndaria pinnatifida(W/Wi), ktery ve studii
[37] ¢inil jen 0,690ug.g?t (N) a 0,211ug.g* (W/Wi), zatimco urasyPorphyra
tenera(N) byl v rdmci této disertmi prace nagfenobsah 1,6ug.g* a u vzork

fasUndaria pinnatifidal,9pg.g™ (W) a 8,1ug.g* (Wi).

4.8 Stanoveni vlakniny

V ramci disertani prace byl stanoven obsah hrubé vidkniny (kapitbhB.1),
neutral—detergentni vlakniny (kapitola 4.8.2) a acido—agatni viakniny
(kapitola 4.8.3) gravimetrickou metodou s pouziptistroje ANKOM?° Fiber
Analyzer. Navic byl stanoven obsah pektinovych Katgapitola 4.8.4)

molekulovou spektrometrii v UV/VIS oblasti.

4.8.1 Stanoveni hrubé viakniny

Hruba vladknina (CF) v produktech ze sladkovodnicimaskych ras byla
stanovena dle metodiky uvedené v kapitole 3.7.1slafky stanoveni jsou

zobrazeny na obrazku 18.
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Obrazek 18: Obsah hrubé vldkniny — CF (%) v produktech ze sladkaich a

moiskychias (S —Spirulina platensisC — Chlorella pyrenoidosaD — Palmaria

palmatg N —Porphyra teneraA — Eisenia bicyclisK — Laminaria japonicaH —

Hizikia fusiformis W, Wi —Undaria pinnatifidg.

Z vySe uvedeného grafu je patrné, Ze nejvysSi hgdmubé viakniny byly

nantieny u vzork hneédych ras Hizikia fusiformis (H; 14,2 %) aEisenia

bicyclis (A; 10,2 %). Naproti tomu u vzorku rfgké ¢ervenérasy Palmaria

palmata (D) byl zaznamenan nejnizSi obsah hrubé viakni2yp ©6). Obsah

hrubé vlakniny u ostatnich vzdrkias se pohyboval vrozmezi od 3,3 %

do 6,0 %.

4.8.2 Stanoveni neutralré—detergentni viakniny

Obsah neutralr-detergentni vlakniny (NDF) byl stanoven v prodckte

ze sladkovodnich a mskych fas dle metodiky popsané v kapitole 3.7.2.

Vysledky stanoveni jsou ndz@rprezentovany na obrazku 19.
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Obrazek 19: Obsah neutrai-detergentni vliakniny — NDF (%) v produktech
ze sladkovodnich a mekych fas (S - Spirulina platensis C — Chlorella
pyrenoidosa D — Palmaria palmata N — Porphyra tenera A — Eisenia bicyclis

K — Laminaria japonicaH —Hizikia fusiformis W, Wi —Undaria pinnatifidg.

Obsah neutradlr-detergentni vlakniny se u vzdrkas pohyboval v rozmezi
od 10,8 % do 41,0 %. NejvySSi mnozstvi neutratietergentni vliakniny bylo
nantieno u produki vyrobenych z h&édé mdské fasy Undaria pinnatifida
jmenovit u produktt Wakame (W; 41,0 %) a Wakame instant (Wi; 35,7 %).

v s

zminovanych 10,8 %, bylo zaznamenano u vzorku siSjeulina platensigsS).

4.8.3 Stanoveni acido—detergentni vlakniny

MnozZstvi acido—detergentni vldkniny (ADF) i acidet@&lgentni vlakniny
bez pektinovych latek (ADFP) bylo stanoveno v piddah ze sladkovodnich a
moiskych fas dle metodik uvedenych v kapitolach 3.7.3 a 3.A@FP bylo
stanoveno zivodu nepesné metody stanoveni ADF, ktera je zatiZzena chybou
v pifitomnosti pektinovych latek, které jsou v roztokysé&lého detergentu
nerozpustné. Je proto nutné jEegh vlastnim stanovenim ze vzorkdstranit.

Vysledky €chto stanoveni jsou shrnuty na obrazku 20.

101



50 7 46,1

45 - ]

40 3_1,8 3&,—2
g 351
a 30 252 248
9( 25 20’9 22,
L\DL 20 - 18,8
< 14,5 | 136

S C D N A K H W Wi
vzorky ras
O ADF B ADFP

Obrazek 20: Obsah acido—detergentni vlakniny — ADF a acido+det&ni
vlakniny bez pektinovych latek — ADFP (%) v prodettt ze sladkovodnich a
moiskychias (S —Spirulina platensisC — Chlorella pyrenoidosaD — Palmaria
palmatg N — Porphyra teneraA — Eisenia bicyclisK — Laminaria japonicaH —

Hizikia fusiformis W, Wi —Undaria pinnatifidg.

Hodnoty obsahu acido—detergentni vliakniny (ADFednjpotlivych vzork fas
se dle obrazku 20 pohybovaly v Sirokém rozmezi dd% ve vzorkutervené
morské fasy Palmaria palmata(D) do 46,1 % ve vzorku Kdé fasy Hizikia
fusiformis (H). UZSi rozmezi pak bylo zaznamenano iipad hodnot
acido—detergentni vldkniny bez pektinovych latekDE#®), kde se hodnoty
pohybovaly od 1,2 % u sinic8pirulina platensiqS) do 25,2 % u hialé rasy
Hizikia fusiformis(H), pficemz obsah ADFP nebyl u produktu Wi zHarasy

Undaria pinnatifidastanoven.

Nantiené vysledky byly az na drobné odchylky v souladuodnotami

nantienymi v ramci studie [106], kdy byla pouZita tothzmetoda stanoveni a
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obdobné vzorkyas. Na zaklaglpublikovanych uddj je Z2ejmé, Zze miskéiasy
jsou dobrym zdrojem vlakniny [16, 136]. Ve vybrahyezorcich Spafiskych
fas utenych ke konzumaci byl stanoven obsah viakninyzmezi od 33,6 %
do 50,0 % enzymaticko—gravimetrickou metodou AOA@icemz 19,6 %
az 64,9 % z toho twda rozpustna vlaknina. Rozpustna vlakninasdych fas
byla tva'ena pedevSim uronovymi kyselinami z algifda neutralnimi cukry
ze sulfatovaného fukoidanu a laminaranuemvenychias pak sulfatovanymi
galaktany — karagenanem nebo agarem. Podil netoZpukakniny byl tvéen
pievazrie celuldzou a zbytky polysachaticbbsahujici fukézu. Vyjimku tuda
fasa Nori, u niz se vyskytovaly gaggji nerozpustné polysacharidy mannan a
xylan [19]. Studie [17] uvadi obsah vlakniny v iskychiasach 25 % — 75 %
susiny. Studie [18] uvadi pmérneé hodnoty vlakniny préervenérasy 48,6 % a
pro hrédé rasy 43,8 %. Pro srovnanighledova studie [137] uvadi u l&sin
obsah vlakniny v rozmezi od 32,6 % do 36,8 %, ptobzpustné vlakniny
od 0,1 % do 0,5 %.iPposuzovani rozdilnych obsalvlakniny je vSak nutné

zohlednit pouzité metody stanoveni a druh analyageta vzork.

4.8.4 Stanoveni pektinovych latek

Stanoveni obsahu pektinovych latek v produktech stlkovodnich a
moiskych fas bylo realizovano pomoci spektrofotometrickéhanateni,
piicemz bylo postupovano dle metodiky uvedené v kapisor.5.

Vysledky stanoveni obsahu pektinovych latek v pkbeich ze sladkovodnich

a maskychfas jsou uvedeny na obrazku 21.

103



14 13,0

— 121 ]

3\:/ 10 - 9,1

g 8 - 7,2

g 64

g ;1 | - 16 15 2,6 19 1,9
0 H = ] ]

S C D N A H W Wi
vzorky Fas

Obrazek 21: Obsah pektinovych latek (%) v produktech ze sladkiovch a
moiskychias (S —Spirulina platensisC — Chlorella pyrenoidosaD — Palmaria
palmatg N — Porphyra teneraA — Eisenia bicyclisK — Laminaria japonicaH —
Hizikia fusiformis W, Wi — Undaria pinnatifidg ziskany spektrofotometrickym
stanovenim.

Z obrazku 21 je patrné, Ze obsah pektinovych lasek v produktech
ze sladkovodnich a mekychias pohyboval v rozmezi od 1,5 % do 13,0 %,
piicemz nejvice pektinovych latek bylo n&®no v cervenérase Porphyra

tenera(N), nejmér pak véerven&asePalmaria palmatgD).

Pro srovnani lze uvést obsah pektinovych lateklerma® a ovoci, ktery neni
piiliS vysoky, v ovocné duzinse pohybuje okolo 1 %.&&i mnoZstvi pektinu
se vyskytuje u ovoce napv jablkach (0,5 — 1,6 % derstvé hmat) a v zelenig
nag. v ragatech (0,2 — 0,6 % &erstvé hmat) [138]. Vzhledem k tomu, ze se
pektiny uvohuji z komplexi polysacharid tvoricich bur¢né sény behem
procesu zrani a jsou tak s@sti vlakniny, zavisi jejich mnozstvirgdevsim
na sloZzeni buftné stny rasy.
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4.9 Zhodnoceni vlivu niznych faktora na stravitelnostias

Pomoci Pearsonova kor&ho koeficientu (P < 0,05) byla zhodnocena
statisticka zavislost mezi faktory, které mohou iout stravitelnost ras
(ti. obsah polyfenolickych latek a obsah vidkninet® obsahu pektinovych
latek), a vlastnimi hodnotami stravitelnosti (tfasitelnost susiny, stravitelnost
organické hmoty, stravitelnost dusikatych latekravitelnost makrobiogennich
prvka, oligobiogennich prvk a toxickych prvk). Korela&ni vztah byva
zpravidla zaficinén vzajemnymi chemickymi vazbami, které mohou
vyznamnym zpisobem ovlivnit hodnoty stravitelnosti. Na zaldastatistického

vyhodnoceni bylo zjigho celkem osm statisticky fdtaznych korelaci.

4.9.1 Vliv polyfenolickych latek na hodnoty stravitelnosi

Statistickym vyhodnocenim bylo zjito, Zze obsah polyfenolickych latek
stanoveny spektrofotometricky i pomoci HPLC korelujs hodnotami
stravitelnosti. Konkréth byl zjiStn statisticky piikazny korel&ni vztah
mezi obsahem polyfenolickych latek stanovenych spé&kometricky (PF) a
stravitelnosti dusikatych latek €K (r =—0,7958) viz Obr. 22 a vztah
mezi obsahem polyfenolickych latek stanovenych spékometricky (PF) a
stravitelnosti makrobiogennich pivk(r = — 0,7265) viz Obr. 23. Korealai
vztah ¢ =-0,7893) byl zjigh i mezi obsahem polyfenolickych latek
stanovenych HPLC (PF-HPLC) a stravitelnosti sugDyID) viz Obr. 24, a
vztah ¢ =0,8845) mezi obsahem polyfenolickych latek stamgch HPLC
(PF-HPLC) a stravitelnosti oligobiogennich piviObr. 25). Mezi obsahem
polyfenolickych latek ve vzorcictas a ostatnimi hodnotami stravitelnosti nebyl

korelaini vztah na hladi&vyznamnosti P < 0,05 statisticky prokazan.
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Obrazek 22: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (nezi obsahem

PF (mg.g* GAE)

polyfenolickych latek stanovenych spektrofotomédyic (PF; mg.gl GAE)
ve vzorcich sladkovodnich a tstych fas a koeficientem stravitelnosti dusikatych
latek (Ks; %) na hladig vyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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Obrazek 23: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (nezi obsahem
polyfenolickych latek stanovenych spektrofotomddyic (PF; mg.g' GAE)
ve vzorcich sladkovodnich a ts@tychtas a stravitelnosti makrobiogennich pir\o)
na hladig vyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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Obrazek 24: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (mezi obsahem
polyfenolickych latek stanovenych metodou HPLC (RPLC; ng.g' GAE)
ve vzorcich sladkovodnich a ms@&ych fas a stravitelnosti suSiny (DMD; %)
na hladig vyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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Obrazek 25: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (nezi obsahem
polyfenolickych latek stanovenych metodou HPLC (RPLC; ng.g' GAE)
ve vzorcich sladkovodnich a ts@tlychias a stravitelnosti oligobiogennich pavi€o)
na hladig vyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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4.9.2 Vliv vlakniny na hodnoty stravitelnosti

V piipack vlivu vlakniny na hodnoty stravitelnosti byl zazmn@nan korelkéni
vztah (r = — 0,8204) mezi mnoZstvim acido—detemjertakniny (ADF) a
stravitelnosti dusikatych latek £K (Obr. 26) a vztah (r — 0,8699)

mezi obsahem hrubé vlakniny (CF) a stravitelnosisikhtych latek (K)

ve vzorcichtas viz Obr. 27. Korelmi vztah byl zji&n i mezi obsahem
pektinovych latek a hodnotami stravitelnosti suSi(@MD) ve vzorcich
sladkovodnich a miskych fas (Obr. 28) s hodnotou Pearsonova kérdhe
koeficientur = — 0,9014. Statisticky vyznamny kor&td vztah ( = — 0,7949)
byl zjiSttn i mezi obsahem pektinovych latek a hodnotamivigimosti
organické hmoty (OMD) ve vzorcidlas (Obr. 29). Mezi obsahem pektinovych
latek a ostatnimi hodnotami stravitelnosti nebytekatni vztah na hladih

vyznamnosti P < 0,05 statisticky prokazan.
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Obrazek 26: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (mezi obsahem
acido—detergentni vlakniny (ADF; %) ve vzorcichd&avodnich a miskychtas a
koeficientem stravitelnosti dusikatych lateks(K6) na hladid vyznamnosti 5 %
(P <0,05).
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Obrazek 27: Grafické zobrazeni a hodnota korelac hezi obsahem hrubé
vlakniny (CF; %) ve vzorcich sladkovodnich a iskych fas a koeficientem
stravitelnosti dusikatych latek §K%) na hladig vyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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Obrazek 28: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (nezi obsahem
pektinovych latek (%) ve vzorcich sladkovodnich arskych fas a stravitelnosti
suSiny (DMD; %) na hladiivyznamnosti 5 % (P < 0,05).
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Obrazek 29: Grafické zobrazeni a hodnota korelace) (nezi obsahem
pektinovych latek (%) ve vzorcich sladkovodnich arskych fas a stravitelnosti
suSiny (OMD; %) na hladévyznamnosti 5 % (P < 0,05).

Jak jiz bylo zmigno v kapitole 1.5.2, stravitelnost je ovliwwana mnoha
faktory, & uz endogennimi nebo exogennimi. Bylo Zji&t, Ze pidavek
moiskychtas do krmiva raze nenit stravitelnost bilkovin a mineralnich latek
pritomnych ve stray, coz dokazuje studie [136], ktera na krysach zlaam
vyuZzitelnost vyzivovych slozek krmiva, d@hoz byly gidavany utité podily
moiskych fas Nori a Wakame. Studii, které by se konkréabyvaly
vyzkumem vlivu fiznych faktoé na stravitelnostras, je pordrné malo a
zabyvaji se fedevsim vlivem fidavki fas na stravitelnost zakladnich néiich
slozek krmiva v souvislosti s jejich vyuzitim v abti krmiv pro ryby [136].

Na zaklad statistického zhodnoceni byly potvrzeny vztahy intexinotami
stravitelnosti a vybranymi zkoumanymi faktory owlijicimi stravitelnost
I vramci této disertai prace. Konkréth se jednalo o vztah mezi obsahem
pektinovych latek a stravitelnosti suSiny a orgla@ibmoty, dale mezi obsahem
acido—detergentni a hrubé vlakniny a koeficientdnavgelnosti dusikatych

latek. Korelujici byl i obsah polyfenolickych latskkoeficientem stravitelnosti
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dusikatych latek, stravitelnosti suSiny i stravitedti makrobiogennich pnika
oligobiogennich prvi.
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5 PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Je nesporné a mnoha studiemi potvrzené, Ze jakaladni tak i meéskérasy

jsou zdrojem bilkovin, esencialnich aminokyselitamini, chemickych prvic

a jinych zdravi prosgnych latek. Na zakl&dlprovedenych analyz vSak bylo

zjisteéno, Ze stravitelnostthto latek u jednotlivych vzotkias je velmi rozdilna

a zavisla na mnoha faktorech.

Metodiky pro stanoveni stravitelnosti ob&amejsou pilis v praxi rozsieny.

Vzhledem k tomu, Ze produkty ze sladkovodnich d&skychias se i pes svou

podobu s rostlinami jako typicky rostlinny materiaechovaji, bylo nutné

dostupné metodiky pro stanoveni stravitelnosti fikaliat a optimalizovat tak,

aby pomoci nich bylo stanoveni stravitelnostirskgch a sladkovodnickas

mozné.

Prinos prace pro ¥du:

stanovené zakladni nutni charakteristiky daly moznost srovnani
s nandtenymi hodnotami jinych autbra tim gispely ke specifikaci
jednotlivych druld fas;

byla zjiSéna zn&na variabilita hodnot stravitelnosti prodikt

ze sladkovodnich a nekych fas i stravitelnosti jejich jednotlivych

slozek;

byl zjisSttn vliv doby hydrolyzy na hodnoty stravitelnosti syS a
organické hmoty produktz maskych a sladkovodnidias;

byly stanoveny hodnoty obsahpolyfenolickych latek a vlakniny
véetre pektinovych latek jakozto faktbrovliviujicich stravitelnost;

byly modifikovany a optimalizovany metodiky pouzilge stanoveni
stravitelnosti produkit z maskych a sladkovodnichkas i latek v nich

obsazenych;
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vysledky ziskané touto studii byly publikovany vaimérodnich
odbornych casopisech a prezentovany ngeskych i zahrakhich

konferencich;

obecrt mohou vysledky této praceéigpst k lepsSi charakteristice produikt
ze sladkovodnich a mekych fas po strance nutni, respektive

vyuzitelnosti latek fitomnych viasové biomase.

PFinos pro praxi:

optimalizované metodiky fjspeji ke snazSimu stanoveni stravitelnosti

morskych a sladkovodnidtas i latek v nich obsazenych;

poznatky ziskané vyzkumem stravitelnosti mohou @&te rozvijeny
za (elem vyvinuti technologickych krdk v ramci zpracovanitras
Setrnych k prosggnym latkdm v nich obsazenych a vedoucich ke zvySen

jejich hodnot stravitelnosti a vyuzitelnosti;

veSkeré naktfené hodnoty fedstavuji fakta pouzitelna pro zvySeni

informovanosti konzumetitprodukti ze sladkovodnich a nrekychras.
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ZAVER

Mnohé studie ozrji morské a sladkovodniasy jako zdroj bilkovin,
mineralnich latek, vlakniny, esencialnich mastnygfselin a jinych latek.
Otazkou vSak istava, nakolik jsou tyto latky obsazené fagach
vyuZzitelné/stravitelné a tudiz lidskému organizmeosgsné. Nejen timto
problémem se zabyva tato disériprace, ktera fiedklada soubor metodik
upravenych pro stanoveni stravitelnostirakych a sladkovodnickas. Prace
zarovaé zkouma vybrané exogenni faktory podilejici se mbvioéni hodnot
stravitelnostiras. Je pozorovan vliv doby hydrolyzy a pouzitéhdrblyzatniho
¢inidla na hodnoty stravitelnosti a obsah vybraniatlk obsazenych faséach,
které mohou ovlivnit hodnoty stravitelnosti, a tesah polyfenolickych latek a
obsah vlakniny #etné obsahu pektinovych latek.

Teoreticka cast této prace nabizi stnou charakteristikuras utenych
ke konzumaci, popisuje jejich chemické slozeni atritni hodnotu se
zanéienim na produkty ¥as dostupnych @eské republice. Pozornost je
vénovana i fyziologickému procesu traveni zakladnihin, stravitelnosti,
metodam jejiho stanoveni a zakladnimiehtedu faktol ovliviujicich
stravitelnost. DalSicast je ¥novana popisu pouzitych metodik zvolenych
Vv navaznosti na stanovené cile prace.

Experimentalni¢ast #inasi vysledky ziskané pinim zadanych ail prace.
Ze stanoveni zakladnich nutmich charakteristik byl vyznamny obsah
dusikatych latek u vzotksladkovodniclas, jenz Bkolikanasoba prevysSoval
hodnoty vzork morskych fas. Lze téZz vyzdvihnout obsah oligobiogennich
prvka, hlavre Zeleza, jehoz obsah byl nejvysSi v produkderwené miskérasy
Nori (Porphyra tenera Na druhou stranu byl vysoky i obsah toxickéhekpr
kadmia, kdy polovina zkoumanych vzérkrekrctila limit dany francouzskou

legislativou, v jednomifipact az dvojnasobi
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U hodnot stravitelnosti susiny, organické hmotyaeficientu stravitelnosti
dusikatych latek byl statisticky prokazan vliv dobydrolyzy na hodnoty
stravitelnosti pi pouziti iznych hydrolyzanich c¢inidel. Nej&inngjsi
kombinaci bylo pouziti kombinované hydrolyzy pegsm a nasledn
pankreatinem po dobu 24 hodin. NejvysSi hodnotgvgtlnosti byly zpravidla
zaznamenany u vzorkgervené rasy Dulse Palmaria palmatq Hodnoty
stravitelnosti chemickych prik byly velmi prongnlivé, variabilita
mezi jednotlivymi vzorkyfas byla pravé&podobré zpisobena zdenénim €chto
prvka do riznych struktur, jejichz povaha vyznaénovlivnila vysledné hodnoty
stravitelnosti.

Dale byly analyzovany latky majici igdpoklad ovlivieni hodnot
stravitelnosti. Metodou molekulové spektrometrie UV/VIS oblasti bylo
stanoveno vysoké mnoZzstvi polyfenolickych latekedevsim pak ve vzorku
hnédé rasy Arame Eisenia bicycliy, kdy mnozstvi polyfenolickych latek v ni
obsazenych byl srovnatelny s obsahem polyfenolickiaek véerném caiji.
Vybrané konkrétni polyfenolické latky byly ve vzék fas stanoveny
I metodou RP—HPLC.

Bylo stanoveno mnozstvi vlakniny ve vzorcitds, jakozto dalSi exogenni
faktor ovliviwujici hodnoty stravitelnosti. Ve vzorciclias bylo zjiS¢no
vyznamné mnozstvi hrubé vlakniny, neutéaldetergentni vladkniny a
acido—detergentni vlakniny fipemz nejvysSi hodnoty byly zpravidla z§igy
ve vzorcich hadychias. Spektrofotometricky byl stanoven i obsah pekijch
latek, jejichZz obsah ¥asach byl vysSi neZ v mnohych druzich zeleninyaceyv
NejvysSi mnozstvi bylo zaznamenano ve vzatkwenéiasy Nori Porphyra
tenerg.

Na za¥r bylo provedeno statistické zhodnoceni vlivu vyiyeh
analyzovanych exogennich fakiiona hodnoty stravitelnosti pomoci korelaci.
Vysledky piikazre dokazaly vztahy mezi hodnotami stravitelnosti Braypymi

zkoumanymi faktory ovlisujicimi stravitelnost, kdy koretai vztah byva
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zpravidla zaficinén vzajemnymi chemickymi vazbami, které vyznamnym
zpasobem ovlivni hodnoty stravitelnosti.

Vzhledem k vlastnostias absorbovat chemické prvky, tudiz i toxické prvky
z prostedi a na zéklad vysledki poukazujicich na nadlimitni mnozstvi
toxickych prvki obsazenych vasach, dopogila bych v zajmu ochrany zdravi
kong&ného spdebitele vyjmout produkty #as z obecné legislativy
o potravinach a zavést pro¢ robdobné limity, jaké jsou platné rddad
ve Francii.

| pfes vysokou progmlivost nutréniho slozeni mezi jednotlivymi vzorky
sladkovodnich a miskychtas, jez je podm#éma mnoha v&Simi i vnittnimi
vlivy, je mozné na z&klad predchozich studii nutmiho sloZenifas a

stanovenych vysokych hodnot stravitelnosti konzurfes doportit.
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their contribution to DRIs.54. pracovni konferenceCeské algologické
spolenosti 16. — 18. 9. 2013,f€bai, Ceska republika.

MISURCOVA, Ladislava, Ludmila MACH, Jarmila VAVRA
AMBROZOVA, Dusan SAMEK a Miroslav FISERA. Algal palaccharides
and their function as dietary fibdPotravinarstvo: Scientific Journal for Food
Industry. 2013,7(specialniislo): 195-199. ISSN 1338-0230.

SAMEK, D., MISURCOVA, L., MACHJ, L., VAVRA AMBROZOVA, J., and
FISERA, M. Enzymatic and mechanical disruption rodttof algal cellulotic
cell walls as a factor influencing their in vitragdstibility. Potravinarstvo:
Scientific Journal for Food Industry2013, 7(specidlni¢islo): 214-217. ISSN
1338-0230.

Absolvované stadze a konference:

» algologicka konference Chantransia 2012
(11. —14. 10. 2012, Zelena Lhota u Nyrska)

» odborna staz na LF Univerzity Palackého v Olomdu&i 2012)

« 54, pracovni konferendgeské algologické spalrosti
(16. — 18. 9. 2014,7€bai)

Ocenéni:

* ocereni na Interni konferenci studéntoktorského studia (1. 2. 2013)
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CURRICULUM VITAE

OSOBNI UDAJE

Jméno a fijmeni Ludmila Macti Statni pisludnost Ceska republika

Datum narozeni 9. 4. 1986 Narodnost ceska

Bydlise: Obchodni 586, Mobil. tel +420 737 008 036
763 21 Slawin E—mait Imachu@ft.utb.cz

Misto narozeni  Zlin Rodinny stav  svobodna

VZDELANI

1997 — 2005 Gymnazium Jana Rikaeve Slavéing

2005 - 2008 Univerzita TomaSe Bati ve ZJiRakulta technologicka,
obor Chemie a technologie potravin
(bakal&ské studium)

2008 — 2010 Univerzita TomaSe Bati ve ZJiRakulta technologicka,
obor Technologie, hygiena a ekonomika vyroby patrav

(magisterské studium)

2010 — dosud Univerzita TomaSe Bati ve ZliRakulta technologicka,
obor Technologie potravin

(doktorské studium)

PRAXE

2014 — dosud JACOBS DOUWE EGBERTS OPS CZ s.r.o.
Mondeléz CR Coffee Production, ValaSské Ni€zi

Specialista odéleni kontroly jakosti
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RESENE PROJEKTY

2011 IGA/22/FT/11/D
Optimalizace metodiky na stanoveni vybranych gofch faktofi

morskych a sladkovodnidtas €lentesitelskeho tymu)

2012 1GA/FT/2012/038/D
Optimalizace metodiky na stanoveni vybranych bimlog aktivnich

latek mdskych a sladkovodnidtas (hlavnieSitel)

2013 IGA/FT/2013/017
Stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek isiogich a
sladkovodnicltas €lenteSitelského tymu)

2014 1GA/FT/2014/011
Stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek isioich a

sladkovodnicltas €¢lenteSitelského tymu)

ZNALOSTI A DOVEDNOSTI

Jazyky anglicky jazyk— aktivni znalost na Urovmipper intermediate
némecky jazyk—zakladni znalost

Certifikaty: interni auditor integrovaného systénmeni
Ridic¢ské opraveni: skupina B
Prace s PC

OS Windows, MS Office (Word, Excel, PowerPoint), SA
statisticky program QC Expert (TriloByte Statisti€mftware)
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