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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace charakterizuje vldkninu a inulin jako zdroj rozpustné
vlakniny. Pozornost je vénovana ptfedevsim jejich zdravotnimu ucinku. V praci jsou dale
popsany metody stanoveni inulinu a charakterizovana vyroba ovocnych kojeneckych vyziv.
Prakticka cast je zaméfena na stanoveni inulinu ve vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv
s pfidavkem inulinu. Byla sledovdna ¢asova zavislost degradace inulinu ve skladovanych
vyrobcich a vliv jable¢né odridy a dalsich faktord na degradaci inulinu pfi vyrobé ovocnych

kojeneckych vyZiv.

Klicova slova: vlaknina, inulin, stanoveni inulinu, ovocna kojenecka vyziva, skladovani

ABSTRACT

The theoretical part of the diploma thesis characterizes dietary fiber and inulin as a source of
soluble fiber. Particular attention is paid to their health effects. This thesis also describes
methods for the determination of inulin and characterizes the production of fruit baby food.
The practical part is focused on the determination of inulin in samples of fruit baby food
with added inulin. It was monitored time dependence on the degradation of inulin in stored
products and the influence of apple varieties and other factors on the degradation of inulin

during the production of fruit baby food.

Keywords: dietary fiber, inulin, determination of inulin, fruit baby food, storage
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UvVOD

V minulosti byly potraviny chapany piedevsim jako zdroj energie a zakladnich Zzivin, sou-
Casnym trendem je obohacovani potravin latkami, které maji pfiznivy G¢inek na zdravi

konzumenta. Jedna se 0 tzv. funkéni potraviny.

Funkéni potraviny piisobi pfimo nebo preventivné proti civilizaénim chorobam a dal§im
zdravotnim omezenim, jako je kardiovaskularni onemocnéni, obezita, diabetes,
osteoporoza, rakovina aj. Jsou to napiiklad potraviny obohacené o vlakninu, probiotické
kultury, prebiotické sacharidy, vitaminy nebo mineralni latky, ale také potraviny, ze kterych

byly odstranény nebo chemicky modifikovany slozky s neptiznivym vlivem na zdravi.

Inulin je nestravitelnym sacharidem, ktery je fazen mezi rozpustnou vlakninu, a ma prebio-
ticky ucinek. Jedna se o latku, ktera se vyskytuje V bézné konzumovanych potravinach
(zelenina, ovoce, obiloviny). NejvyznamnéjSim zdrojem inulinu je Cekanka obecnd a

slunecnice topinambur,

Inulin je pfinosny pro lidské zdravi zejména tim, Ze udrzuje ptiznivou rovnovahu bakterii
V tlustém stfeve, preventivné piisobi proti infekcim gastrointestinalniho traktu, zvySuje
vstiebavani nékterych mineralnich latek, snizuje cholesterol a posiluje imunitu. Inulin také
prispiva ke snizeni hmotnosti vzhledem ke své nizké nutricni hodnoté a tim, Ze nahrazuje

tuky a cukry v potravinach.

V potravinarském primyslu se inulin pfidava predevsim do masnych vyrobkl, mlécnych
vyrobkll, mrazenych dezertii, pomazanek a dresinkd, peciva a ovocnych vyrobki. Inulinem

jsou také obohaceny vyrobky uréené pro kojence a malé déti.

Kojenci zpocatku konzumuji vyhradné mléénou stravu, ktera po nékolika mésicich od
narozeni volné prechdzi do obdobi smiSené stravy. Ta je typickd zavadénim zeleninovych,
ovocnych a jinych piikrmt, které mohou byt pfipravovany v domacnosti nebo zakoupeny
vV obchodni siti. Primyslové vyrabéné kojenecké vyzivy jsou oblibenym sortimentem na
potravinaiském trhu pfedev§im kvili jednoduché piipravé, standardnimu obsahu Zivin a
zajisténi zdravotni nezavadnosti. Béhem vyroby se dukladné kontroluje vstupni surovina,
proces vyroby a samotny hotovy vyrobek, ktery se hodnoti senzoricky a provadi se

mikrobiologické a chemické testy.
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Diplomové prace se zamétuje na problematiku zvySeni nutri¢ni hodnoty ovocné kojenecké
vyzivy pridavkem prebiotické vlakniny — inulinu. V teoretické Casti diplomové prace je
charakterizovana vlaknina a jeji zdravotni ucinek na lidsky organizmus, dale pak inulin,
predev§im jeho chemicka struktura, vyskyt, vyznam v potravinaistvi, vyroba, zdravotni
ucinky a metody stanoveni. Na zavér je vénovana pozornost vyrobé ovocné kojenecké
vyzivy. V praktické casti diplomové prace jsou popsany metody pouzitych chemickych
analyz (stanoveni hodnoty pH, obsahu susSiny, refraktometrické susiny, popela a inulinu) a
Zhodnoceny vysledky jednotlivych stanoveni. Hlavnim cilem praktické ¢asti bylo zkoumani

stability inulinu v ovocnych kojeneckych vyzivach béhem skladovani.
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. TEORETICKA CAST
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1 VLAKNINA

1.1 Sacharidy

Souhrnnym nazvem sacharidy se oOznacuji polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony,
které obsahuji nejméné tii alifaticky vazané uhlikové atomy, a latky, které se z nich tvofi
vzajemnou kondenzaci za vzniku glykozidickych vazeb. K sacharidim jsou dale fazeny i
derivaty sacharidii vznikajici jejich oxida¢nimi, redukcénimi, substituCnimi a jinymi

reakcemi. [1, 2]

Jsou znamy tii hlavni skupiny sacharidii s pfihlédnutim k jejich relativni molekulové
hmotnosti: monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Monosacharidy jsou nejjedno-
povahy. Oligosacharidy jsou sloZzeny ze dvou az deseti monosacharidii, které jsou vzajemné
spojeny glykozidickymi vazbami. Polysacharidy pak obsahuji vice jak deset monosachari-
dovych jednotek. [1, 3]

Sacharidy jsou pro organizmus nejvyznamnéj$im zdrojem energie, jelikoz b&zna strava
dodava okolo 55 % energie pravé ve form¢ sacharidt. Sacharidy se v potravé vyskytuji jako
monosacharidy, disacharidy i polysacharidy. Podle odolnosti vuci travicim schopnostem
gastrointestinalniho traktu cloveéka lze sacharidy rozc¢lenit na stravitelné a nestravitelné

(Tabulka 1). [2, 4]

Tabulka 1: Vycet nejcastéji zastoupenych sacharidii v potrave

Stravitelné sacharidy Nestravitelné sacharidy (vlaknina)
monosacharidy  oligosacharidy  polysacharidy bobtnajici nerozpustné
glukoza sacharoza skrob pektiny celuloza
fruktoza laktéza dextriny inulin hemicelulozy
galaktdza maltdza glykogen hemicelulozy

rostlinné gumy
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1.2 Definice vlakniny

Vldknina je definovana ve vyhlasce ¢.330/2009 Sb., kterou se méni vyhlaska
¢. 450/2004 Sh., o oznacovani vyzivové hodnoty potravin. Vlakninou se rozumi polysacha-
ridy stfemi nebo vice monomernimi jednotkami, které nejsou traveny ani vstiebavany

Vv tenkém stieve ¢lovéka, nalezejici do skupin:
e jedlé polysacharidy ptirozené se vyskytujici v pfijimané potrave,

e jedlé polysacharidy, které byly ziskany =z potravnich surovin fyzikélnimi,
enzymatickymi nebo chemickymi prostiedky a které maji prospésny fyziologicky
ucinek prokazany obecné uznavanymi védeckymi poznatky, nebo

e jedlé¢ polysacharidy, které maji prospesny fyziologicky ucinek prokézany obecné

uznavanymi védeckymi poznatky. [5]

Oznaceni vlaknina poprvé pouzil vroce 1953 Hipsley, jednalo se o zkraceny termin pro
nestravitelné slozky, které tvoti buné¢nou sténu rostlin. Definice vlakniny prosla v prabéhu

nasledujicich let znaénymi zménami a tato problematika je neustale diskutovana. [6]

Za pomérn¢ vystiznou definici vldkniny lze napiiklad povazovat tu, jez publikovala
Nizozemska zdravotni rada: ,,VIdkninu potravy tvofi latky, které nejsou straveny, c¢i
vstiebany v tenkém stfevé ¢loveéka, s chemickou strukturou sacharida ¢i latek obdobnych

ligninu a piibuznych latek.*

Existuje nekolik klasifika¢nich systému pro tfidéni slozek vlakniny. Z chemického hlediska

Ize slozky vladkniny rozdé€lit do nasledujicich skupin:
e polysacharidy: celuloza, hemicelulozy, pektiny, B-glukany, rostlinné gumy a slizy,
e nestravitelné oligosacharidy, napt. fruktany,
e sloZky pifibuzné sacharidiim: zejména rezistentni Skroby a modifikované celuldzy,

¢ lignin a doprovodné latky: kutin, tfisloviny aj. [6, 7]
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1.3 Déleni vlakniny

Podle rozpustnosti ve vod¢ se vlaknina rozd¢luje na dvé skupiny: [8]
¢ Rozpustna vldknina
e Nerozpustna vladknina

Krozpustné vlakniné se ftadi urCity podil hemiceluloz, dale pektiny, rostlinné slizy,
polysacharidy moiskych fas, modifikované Skroby a modifikované celuldzy. Hlavni sloZkou

nerozpustné vlakniny je celuloza, urcity podil hemiceluldz a lignin. [8]

Ke spoleénym znakim vldkniny patfi odolnost k hydrolyze tradvicimi enzymy, schopnost
postoupit do tlustého stfeva v nezménéné formé a schopnost ovlivilovat nekteré
gastrointestinalni funkce. Nerozpustna vldknina je spolu S rozpustnou vlakninou vice nebo
méné metabolizovana mikroorganizmy tlustého a slepého stieva. Ty asimiluji v praméru 70
% polysacharidii vlakniny. Kone€nymi produkty jsou plyny (oxid uhli¢ity, vodik, metan)

a vyuzitelné nizsi mastné kyseliny (octova, propionova, maselna). [8]

1.4 Zdroje vlakniny a doporuceny prijem

Doporuceny denni piijem vSech latek komplexné nazyvanych jako vlaknina byl stanoven
na 30 g, ovSem jeji pramérny piijem u Ceské populace tvofi pouze tfetinu, tedy asi 10 g.
Pro déti jsou doporucovany hodnoty nizS§i — napt. ditéti ve veéku 4 let je doporuceno
konzumovat 9 g vlakniny denn¢. Pomér nerozpustné a rozpustné vlakniny v potravé by mél
byt 3 : 1. Ve vyhlasce ¢. 330/2009 Sh. se upravuje pievodni faktor pro vypocet energetické
hodnoty a je stanoven na 8 kJ (2 kcal) na g pfijaté vlakniny. [5, 7 — 9]

Vlaknina se piirozené vyskytuje v naprosté vétsiné surovin a potravin rostlinného ptivodu.
Nejvyznamngj$im zdrojem nerozpustné vlakniny jsou obiloviny, celozrnné vyrobky
(hlavng pSenicné otruby), lusténiny, zelenina (kvétak, celer), slupky ovoce a ofechy.
Rozpustna vlaknina je obsaZzena piedevsim v ovoci (jablka, banany) a zelenin¢ (brokolice,

mrkev), dale pak Vv lusténinach a obilovinach. [6]
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1.5 Zdravotni ucinky vlakniny
Vlaknina vykazuje fadu ptiznivych ucinku:
e Prevence obstipace, hemeroidi a kyl: mechanizmus spociva ve zvétSeni objemu a

utvareni mekké stolice, pfiznivého ovlivnéni stievni mikroflory a urychleni

pasaze potravy ve streve.

e Prevence aterosklerozy a ischemické choroby srdecni: vazbou cholesterolu a
zluovych kyselin v travicim traktu na vlakninu se zabrafiuje jejich
enterohepatalnimu ob¢hu, je stimulovana degradace endogenniho cholesterolu

V jatrech a snizuje Se jeho hladina v krvi (klesa LDL a stoupa HDL-cholesterol).

e Prevence rakoviny tlustého sti‘eva: hlavnim mechanizmem je zkraceni doby kon-
taktu potenciondlnich karcinogent se sliznici stfeva (urychleni pasdze) a jejich vaz-

ba na vlakninu.

e Prevence a terapie diabetu: vlaknina zpomaluje vstiebavani glukozy ve stievé a

snizuje naroky na sekreci inzulinu.

e SniZeni télesné hmotnosti: navozeni pocitu sytosti, zpomalené¢ vstfebavani

sacharidi a snizené vsttebavani lipidi.
e Priznivé ovlivnéni mikrofléry tlustého stieva.

e Piiznivé ovlivnéni sliznice tlustého stieva. [4]

Nerozpustna vlaknina zvétSuje objem potravy, zkracuje dobu jejiho priichodu zazivacim
traktem a zlepSuje stfevni peristaltiku. Tato vldknina ma ptfedevSim cistici schopnosti
Vv travicim ustroji, Cisti stfeva nejen mechanicky, ale také chemicky, diky své schopnosti
vazat na sebe velké mnoZstvi vody a v ni rozpuSténych chemickych toxickych latek. Svym

mechanickym plisobenim ocist'uje stfeva od usazenych neéistot. [8 — 10]

Rozpustnd vlaknina zvySuje viskozitu obsahu Zzaludku a stfev, zpomaluje promichavani
Jejich obsahu, omezuje piistup pankreatickych amylaz a lipaz k substratim a absorpci Zivin
stievni sténou. Tim se zpomali priichod stfevniho obsahu a sniZi se diflize Zivin, vazi se
Mmineralni latky (zejména ionty vapniku, zeleza, médi a zinku) a modifikuje se jejich

dostupnost. Cast vazanych kationtii se uvolni pfi fermentaci v tlustém stievé. [8, 10]
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2 INULIN

2.1 Fruktany

Inulin je nejvyznamngj$im zastupcem skupiny latek nazyvajicich se fruktany (polyfruktany,
polyfruktozidy, fruktozany). Jejich zakladni stavebni jednotkou je molekula D-fruktozy.

Jsou znamy 2 hlavni skupiny fruktant:
e Fruktany inulinového typu
e Fruktany fleinového typu

Skupina fruktant inulinového typu se vyznacuje vazbou B-(1—2) a linearnim fetézcem.
Fruktany fleinového typu (nazyvané také levany) jsou vétvené polymery D-fruktofuran6zy a
jsou spojeny glykozidickou vazbou B-(2—6). Levany jsou z technologického hlediska méné
dalezité a v potravinaiském pramyslu se nevyuzivaji. Nachdzi se nejCastéji v nékterych

obilovinach (pSenice, Zito) a zeleniné (napf. chiest). [3, 7, 11]

2.2 Chemicka struktura inulinu

Terminem inulin se oznacuji polymery a oligomery slozené z linearnich fetézcu
D-fruktofuranoz, které obsahuji zpravidla D-glukézu jako koncovou jednotku. Jsou
vzajemné vazany glykozidickou vazbou B-(1—2) v pomérné kratkych fetézcich. Molekula
glukozy je spojena vazbou o-(1—2). Retézec inulinu je tvofen 2 az 60 molekulami
fruktozy (nejvyse az 200), nejcastéji vSak 28 az 35 molekulami. Stupen polymerace zavisi

predevsim na druhu rostliny, dob¢ sklizné a také délce skladovani. [12 — 14, 15]

Inulin je popsan systematickym nazvem a-D-glukopyranozyl-[B-D-fruktofuranozyl],..-p-D-
fruktofuranozid (GyF,). Pokud neobsahuje koncovou jednotku D-glukézy, pak se jedna o
B-D-fruktopyranozyl-[B-D-fruktofuranozyl],..-B-D-fruktofuranozid (F,F.), kde n vyjadiuje

pocet fruktozovych jednotek. Sumarni vzorec inulinu je CenH1on20sn+1. [7, 16]
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HO o n

Obrazek 1: Vzorec inulinu (typ G,,F) [17]

2.3 Vyskyt inulinu

V roce 1804 némecky védec Rose izoloval z rostliny oman pravy (Inula helenium) latku,
kterou Thompson roku 1818 oznadil terminem inulin. Mezitim byla znama pod nazvem

alantin, helenin, meniantin, dahlin, sinanterin ¢i sinisterin. [18]

Fruktany jsou hned po $krobu nejrozsifenéj$imi nestrukturalnimi polysacharidy, vyskytuji se
Vv celé tfad¢ rostlin (az 36 000 druhi) a v nékterych bakteriich. Inulin patii v rostlinné tisi
mezi tzv. rezervni polysacharidy s funkci zdsobarny chemické energie. Typické inuliny se
vyskytuji v kofenech ¢&ekanky (Cichorium intybus), hlizach topinambur (Helianthus
tuberosus) a jitinach (rod Dahlia). Dale je ho zna¢né mnozstvi v cibulovinich (Cesnek,

cibule), obilovinach (pSenice, je¢men), zeleniné a ovoci. [7 — 8, 10, 19]

¥

Obrazek 2: Cekanka obecnd [20]
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Nejvyznamngj$im zdrojem inulinu je, vzhledem Kk jeho vysoké koncentraci, kotfen ¢ekanky a

hliza topinamburu. V Tabulce 2 je uvedeno mnozstvi inulinu Ve vybranych rostlinach.

Tabulka 2: Obsah inulinu v rostlindch [10, 12, 17, 19]

Zdroj Jedla ¢ast  Obsah inulinu [%0]
Cekanka obecna
. o koten 15-20
(Cichorium intybus)
Slune¢nice topinambur
_ P hliza 14-19
(Helianthus tuberosus)
Jakon
o hliza 3-19
(Smallanthus sonchifolius)
Cesnek kuchyrisky
o RHEIYIRRY cibule 9-16
(Allium sativum)
Smetanka lékarska
(Taraxacum officinale)
Chrest
(Asparagus)
Cerny kofen
y ) ) koten 4-11
(Scorzonera hispanica)
Arty¢ok zeleninovy
y Y listy 3-10
(Cynara scolymus)
Cibule kuchyiiska
] y cibule 21
(Allium cepa)
PSenice seta
N _ obilka 1-4
(Triticum aestivum)
Jefmen sety
Y obilka 05-15
(Hordeum vulgare)
Zito
obilka 05-1
(Secale cereale)
Bananovnik olod 03-07

(Musa cavendis)
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2.4 Vyroba inulinu

Inulin, jako komercné dostupné piisada na potravindiském trhu, je v dnesni dobé ziskavan
nejcastéji extrakei z kotfenti ¢ekanky. Vyroba inulinu se podoba technologii ziskavani
sachar6zy z cukrové tepy. Kofeny cekanky jsou sklizeny, omyty a nafezdny na platky.
Surovy inulin je z kofenovych platki extrahovan pouzitim teplé vody. Poté nasleduje ¢isténi
surového inulinu a suSeni na praskovy inulin. Ziskany prasek je v zavislosti na stupni

purifikace bilé az nasedlé barvy. [12 — 13]

Vysledny produkt ma pramérny stupen polymerace (DP) 10 — 12 a tvofi jej fetézce inulinu
obsahujici 2 — 60 monomernich jednotek. Takto ziskany praskovy inulin obsahuje 6 — 10 %

cukru (glukoza, fruktoza a sachardza), které se piirozené vyskytuji v kofenech ¢ekanky.

[12]

Bézné¢ na trhu je dostupny také tzv. HP-inulin, ktery je ziskan odstranénim molekul
fruktooligosacharida (FOS) s kratkym fetézcem (2 — 10 jednotek). HP-inulin ma tedy

priamérny stupen polymerace 25 a obsahuje fetézce o délce 11 — 60 jednotek. [12]

Obrazek 3: Praskovy preparat inulinu [21]
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2.5 Vyuziti inulinu v potravinarstvi

Denni piijem inulinu a produkti jeho hydrolyzy na osobu se ve vyspélych zemich odhaduje

na 2 —12 g. Za optimalni davku v lidské vyzivé se povazuje 5 — 10 g denné. [8, 10]

Inulin je piirodni slozkou potravin, nejcastéji se vyskytuje v riznych podilech v dietnich
potravinach. Obecné je inulin nabizen jako soucast dietnich koktejli a dalSich preparatii

redukujicich pfijem energie a snizujicich glykemicky index. [7, 12]

Inulin je po celém svété pouzivan jako ptidavek vlakniny do potravinaiskych vyrobkl. Na
rozdil od jinych typt vldkniny, inulin negativné neovlivituje chut’ vyrobku a také vyrazné

neméni viskozitu vyrobku. [12]

Inulin je pouzivan v mnoha zemich jako nahrada tuku, nebo cukru a sniZzuje energetickou

hodnotu potravin, jako jsou zmrzliny, mlééné vyrobky, sladkosti, pecivo a téstoviny. [12]

Vzhledem k délce fetézce je malo rozpustny a ma schopnost pii rozpusténi ve vodé vytvaiet
mikro-krystalky. Tyto krystalky ovSem nejsou v ustech patrné, ale vytvari hladkou
krémovitou texturu a poskytuji podobny pocit v tstech jako pii konzumaci tuku. Proto se
inulin velmi ¢asto pouziva k nahrazeni tuku ve stolnich pomazankach, pe¢ivu, do naplni,

mléénych vyrobku (syr, jogurt), mrazenych dezertt a dresinkd. [12, 22]

2.6 Vlastnosti inulinu

Inulin je bila krystalicka latka, kterd je rozpustna ve vod€. Rozpustnost se zvySuje
Vv zavislosti na teploté rozpoustédla a snizuje v zavislosti na stupni polymerace inulinu.
Proto inulin s vy$sim DP je prakticky nerozpustny ve studené vod¢. Praskovy inulin je bez
vuné a nevykazuje zadnou chut’, mize byt mirn€ nasladly nebo nahoikly vzhledem ke stupni

polymerace. [7, 11, 13]

Inulin se pomérné snadno kyselinami hydrolyzuje na D-fruktozu a je $tépen enzymem
inulinazou. Exo-inulinaza (EC 3.2.1.80) katalyzuje hydrolyzu fruktézovych zbytki na
koncich polymernich fetézct. Endo-inulinaza (EC 3.2.1.7) katalyzuje hydrolyzu inulinovych
polymert na kratsi oligomery. [3, 7, 23]
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Z vyzivového hlediska je inulin charakterizovan velmi malou energetickou hodnotou a je
vyznamnym zdrojem rozpustné vladkniny. Inulin podobné jako vldknina redukuje cas
potiebny k prichodu potravy gastrointestinalnim traktem, pasobi proti zacpé, snizuje
sérovy i jaterni cholesterol a obsah triacylglyceroli, zvySuje pomér HDL/LDL cholesterolu,
upravuje hladinu glukézy v krvi, snizuje glykemicky index, zvySuje absorpci mineralnich
prvki a podporuje rist bifidobakterii a laktobacild (napt. Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum). [10]

2.6.1 Energeticka hodnota inulinu

Inulin ma nizkou energetickou hodnotu oproti jinym sacharidim pravé diky vazbé
B-(1—2), ktera ¢ini inulin nestravitelnym a ten proto vstupuje Vv nezménéné formé do
tlustého stfeva, kde je zcela zkvaSen pfitomnou mikroflorou. Energie ziskana z fermentace
1 g inulinu za vzniku mastnych Kkyselin s kratkym fetézcem (kyselina octova, propionova,

maselna) a plynti odpovida mnozstvi 6,7 kJ (tj. 1,6 kcal). [7, 12]

2.6.2 Inulin jako vlaknina

Vzhledem ke glykozidické vazbé B-(1—2), ktera spojuje fruktozové jednotky, jsou inuliny
rezistentni k hydrolyze lidskymi enzymy v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu. Kromé
toho spliiuje i dalSi zakladni znaky vlakniny — inulin je slozkou jedlych ¢asti rostlin, po
chemické strance se jedna o sacharid (polymer a oligomer), je odolny proti vstfebavani
Vv tenkém stfevé a podléha hydrolyze a je zcela fermentovan bakteriemi tlustého stfeva.

Inulin je tedy fazen mezi rozpustnou vlakninu. [16]

2.6.3 Inulin jako prebiotikum

V lidském gastrointestindlnim traktu se nachazi komplexni mikrobidlni ekosystém, v némz
se mize vyskytovat az n€kolik set bakteridlnich druhd. Zvlast¢ silné je osidleno tlusté
sttevo, kde se miZe vyskytovat vice nez 10™ bakterii v 1 g stfevniho obsahu. Tyto
mikroorganizmy a jejich metabolické aktivity mohou ovliviiovat pozitivnim i negativnim
zpusobem zdravotni stav ¢lovéka a pro udrzeni jeho dobrého stavu je dulezité udrzovat
optimalni rovnovahu mikroflory traviciho traktu s pfevahou pozitivné piisobicich bakterii.

[24]
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Prebiotika jsou nestravitelné latky, jejichz konzumace ma piiznivy fyziologicky téinek na
hostitele selektivni stimulaci ristu nebo aktivity nékterych kmend stfevni mikroflory. [25]

V roce 2007 Roberfroid formuloval tfi kritéria pro prebiotické substance:

e Musi to byt latka rezistentni vici zaludeénim kyselindAm a viaci hydrolytickym

enzymiim v travicim traktu.
e Musi byt fermentovatelna stievnimi bakteriemi.

e Musi selektivné stimulovat rist a/nebo aktivitu stievnich bakterii, které maji

piiznivy vliv na zdravotni stav hostitele. [26 — 27]

Prebiotika jsou pfirozené obsazena v nekterych potravinach (ovoce, zelenina, lusténiny) a
néktera se vyrdbi primysloveé. NejCastéji pouzivanymi prebiotiky v priimyslovém métitku
jsou inulin a fruktooligosacharidy (FOS), glukooligosacharidy (GOS), laktuloza,
galaktooligosacharidy a isomaltooligosacharidy. Inulin selektivné stimuluje rast prospésné
mikroflory, zejména bifidobakterii, v mensi mife 1 laktobacili a potlacuje patogenni a

potencialné patogenni bakterie. [25, 27 — 28]

K dal§im zdravotnim Uc¢inkiim inulinu, které byly experimentdln¢ dolozeny, patii zvysSeni
absorpce mineralnich latek (Ca a Mg) a sniZeni obsahu triacylglycerold a cholesterolu. Dale
byly experimentalné zjiStény UcCinky inulinu na zlepSeni stavu kosti, pfedevSim zvysSeni
obsahu mineralnich latek, jejich hustoty a celkové struktury, posileni imunitniho systému
proti béznym infekcim a ochrana tlustého stieva pied zanétlivymi a nddorovymi chorobami.

Avsak pro dolozeni tohoto tvrzeni by bylo nutné provést rozsahlejsi studie na lidech. [16]

Déle se predpokladd, ze by mohl mit vliv na zvySeni absorpce dalSich mineralnich latek
(Fe, Cu a Zn), zpomaleni nadorového bujeni a u€inky pti 1é¢bé rakoviny nebo snizeni rizika

a zlepseni nekrotizujici enterokolitidy u pfed¢asné narozenych déti. [10, 16]

2.6.4 Ugtinek inulinu na déti

Fruktany inulinového typu jsou pouzivany u kojencli a déti predevsim z divodu jejich
prebiotického ucinku a pfiznivému ovlivnéni pfirozené a adaptivni imunity. Inulin ma
vyznamny vliv na sloZzeni stfevni mikroflory, zlepSeni konzistence stolice, md mirny

projimavy ucinek, snizuje vyskyt gastrointestinalnich infekci, atopickych ekzémi a
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hore¢natych onemocnéni. Matetfské mléko stimuluje rast bifidobakterii kvili vysokému
obsahu oligosacharidt (10 — 12 g/). To inspirovalo pfidavani nestravitelnych oligosacharida

a inulinu do kojenecké stravy za ti€elem ziskani srovnatelného bifidogenniho G¢inku. [29]

2.6.5 Negativni u€inek inulinu

Na druhé strané je tfeba uvést urcita rizika pfijmu inulinu, souvisejici ptedevsim s intoleranci
fruktozy, kterd se projevuje plynatosti, kie¢emi a bolestmi v podbiisku ¢i priajmy, a
s vyjime¢énymi piipady alergie. Intolerance se vyskytuje u 30 — 40 % obyvatel a projevuje se

vétsinou pii ptijmu nad 0,5 g inulinu denn¢. [30]


http://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76506.aspx
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3 METODY STANOVENI INULINU

Inulin je vzhledem ke svym nutricnim a funkénim vlastnostem fazen mezi rozpustnou
vlakninu. Standardni analyticka metoda pro stanoveni vlakniny (AOAC Metoda 985.29)
pfesto neni vhodna pro stanoveni fruktand (inulinu), protoze jsou tyto latky velmi dobie

rozpustné v etanolu. [22, 31]

ZvySujici se vyuzivani fruktani (inulin a FOS) v potravinaiském prumyslu dalo podnét pro
vyvoj n€kolika specifickych metod pro jejich stanoveni. Stanoveni inulinu Ize provést dvéma
zpusoby — pfimym nebo nepfimym postupem. Piimé metody méfi jednotlivé délky fetézce
fruktan a nepiimé metody méfi celkové mnozstvi fruktanli po hydrolyze na glukézu a

fruktozu. [32 — 33]

Jako nejucinnéj$i metoda pro piimé stanoveni inulinu byla pfijata metoda vyuZivajici
vysokoucinnou aniontové-vyménnou chromatografii s pulzné-amperometrickou detekci
(HPAEC-PAD). Nepiimé metody stanoveni jsou zalozeny na enzymatickém oSetieni
vzorku jednim nebo vice enzymy (pfedevSim hydrolyza inulinu) a naslednym stanovenim
uvolnénych cukri ruznymi technikami. Jedna se predevsim o vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii  (HPLC), stanoveni redukujicich cukri pomoci hydrazidu kyseliny
p-hydroxybenzoové (PAHBAH), plynovou chromatografii (GLC) a chromatografii
HPAEC-PAD. [14, 22, 32]

Pod pojmem enzymaticka analyza se obecné rozumi analyza S vyuzitim enzymi. Hlavni
vyhoda pouzivanych enzymu spoc¢iva v jejich schopnosti reagovat konkrétné s jednotlivymi
komponenty a dale ve zkraceni doby potfebné pro stanoveni. Pro enzymatickou analyzu je
pozadovano malé mnozstvi substratu (vzorku) a stanoveni probiha za mirnych podminek
(teplota pod 100 °C, atmosféricky tlak, neutralni pH). Enzymy casto umozni detekci a

stanoveni nestabilnich latek, které mohou byt jinymi metodami neptesné stanoveny. [34]
Pro hydrolyzu inulinu se pouZivaji inulindzy, coZ jsou komerc¢né dostupné enzymatické

ptipravky obsahujici exo- inulindzu a endo-inulindzu ziskanou prevazné z Aspergillus niger.

[14]
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3.1 AOAC Metoda 997.08

Fruktany jsou ze vzorku extrahovany horkou vodou. V této metodé je nejprve stanoveno
mnozstvi volné fruktézy a sachardézy (krok 1). Po enzymatické hydrolyze Skrobu a
maltodextrini je méfeno celkové mnozstvi glukdzy (krok 2). Poslednim krokem je
hydrolyza inulinu, fruktooligosacharidi a sachardzy na glukozu a fruktozu a zméteni jejich
mnozstvi ve vzorku (krok 3). [35 - 36]

Sacharidy jsou stanoveny chromatografii (HPAEC-PAD) a mnozstvi inulinu a FOS je
vypocitano odectenim hodnot naméfenych v kroku 1 a 2 (obsah fruktozy, sacharozy a

glukézy) od celkového mnozstvi glukdzy a fruktozy ve fazi 3. [35]

Kromé& mezilaboratorné¢ validované AOAC Metody 997.08 je pro stanoveni fruktant
pouzivana také AOAC Metoda 999.03. [37]

3.2 AOAC Metoda 999.03

Analytickd AOAC Metoda 999.03 je metodou enzymatickou S vyuZzitim
spektrofotometrického stanoveni koncentrace fruktand. Kit Megazyme K-FRUC
(kolorimetricka metoda) vyuziva princip AOAC Metody 999.03, kit Megazyme HK-FRUC
(UV-spektrofotometricka metoda) je zalozen na modifikované AOAC Metod¢ 999.03. [37]

Obrazek 4: Kit Megazyme K-FRUC [38]
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3.2.1 Megazyme K-FRUC

Fruktany jsou ze vzorku extrahovany horkou vodou. Pfi tvodni Gpravé vzorku je pritomna
sacharé6za hydrolyzovana na fruktozu a glukozu pomoci sacharazy. Je-li ptitomen ve vzorku
skrob (maltodextriny), je hydrolyzovan na glukézu kombinovanym enzymem obsahujicim
B-amylazu, pullulanazu a maltazu. Vzniklé redukujici cukry jsou redukovany na cukerné
alkoholy ptidavkem alkalického borhydridu. Tento roztok je neutralizovan a piebytek

borhydridu je odstranén piidavkem zfedéné kyseliny octové. [37]

Vlastni fruktany jsou hydrolyzovany na fruktéozu a glukézu enzymem fruktanazou
(inulinazou). Vzniklé redukujici cukry jsou stanoveny spektrofotometricky pii vinové délce
410 nm po barevné reakci s hydrazidem kyseliny p-hydroxybenzoové (PAHBAH), pfi¢emz
barevna odpoveéd fruktozy a glukozy je stejna. [37, 39]

Metoda je vhodna pro méfeni fruktand Vv rostlinnych a potravinaiskych produktech, napf. i
Vv kojeneckych vyrobcich. Touto metodou je mozné stanovit 1 stopové mnozstvi inulinu ve

vzorcich. [40]

FRUKTANY + SACHAROZA + SKROB

l sacharaza+ B-amylaza+ pullulanaza + maltaza

FRUKTANY + FRUKTOZA + GLUKOZA

l borhvdrid sodny a kyselina octova

FRUKTANY + CUKERNE ALKOHOLY

,l, exo-inulindzaa endo-inulinaza
FRUKTOZA + GLUKOZA

l stanoveni PAHBAH-redukuiiici cukry

OBSAH FRUKTANU

Obrazek 5: Schéma AOAC Metody 999.03 [31]
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3.2.2 Megazyme HK-FRUC

Fruktany jsou ze vzorku extrahovany horkou vodou. Jsou-li ve vzorku pfitomny sachardza
a maltooligosacharidy, jsou pii tvodni apravé napied hydrolyzovany na fruktozu a glukozu
smésnym enzymem obsahujicim sacharazu a maltazu. Po tpravé pH je stanoven obsah
glukozy a fruktozy ve vzorku bez hydrolyzy fruktand (vzorek A), a zaroven ve vzorku po
hydrolyze fruktani enzymem fruktanazou (vzorek B). Koncentrace glukézy a fruktozy je
méfena spektrofotometricky pti vinové délce 340 nm po reakci s adenozintrifosfatem (ATP)
a nikotinamidadenindinukleotidfosfatem (NADP™) v ptitomnosti enzyml hexokinazy (HK),
fosfoglukoizomerazy (PGI) a glukoza-6-fosfodehydrogenazy (G6P-DH). Obsah fruktani je

urcen z rozdild obsahti glukozy a fruktozy ve vzorcich B a A. [37, 41]

Metoda vyuziva nasledujici reakce: [42]

D-glukéza + D-fruktoza + ATP  —PRt POl o1k za-6-fostat + ADP

glukéza-6-fosfat + NADP*  —S6PDH L o1 kanat-6-fosfat + NADPH+H"

Tato metoda neni vhodna pro vzorky svysokym obsahem D-glukézy, D-fruktozy,

sachar6zy nebo maltozy. [40]

FRUKTANY + SACHAROZA + MALTOOLIGOSACHARIDY

l sacharaza+ maltaza

FRUKTANY + FRUKTOZA + GLUKOZA vzorek A

exo-inulinazaa endo-inulinaza

FRUKTOZA + GLUKOZA vzorek B

Obrazek 6: Schéma modifikované AOAC Metody 999.03
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4 TECHNOLOGIE VYROBY OVOCNE KOJENECKE VYZIVY

Vyzivu kojence lze rozdélit do tfi obdobi, kterd se postupné prolinaji a kazdé z nich trva
piiblizné 4 az 6 mésict. Prvni obdobi je vyhradné mlééné, kdy je dité pln¢ kojeno, piipadné
ziveno mlécnou kojeneckou vyzivou (tzv. pocatecni mléko). Druhé obdobi je oznacovano
za prechodné obdobi a do jidelnicku ditéte se postupné zavadi piikrmy kaSovité
konzistence. Ve tfetim obdobi, obdobi smiSené stravy, se jidelni¢ek ditéte za¢ina pfiblizovat
jidelni¢ku dospélého jedince, zavadi se obiloviny, téstoviny, ovoce, zelenina, atd. [43]

Minimaln¢ prvni ¢tyfi mésice zivota by mélo byt dité Zziveno vyhradné mlékem, a je-li to
mozné, pak matetskym mlékem. Piikrm se doporucuje zavadét nejdiive na konci 4. mésice a
nejpozdéji na konci 6. mésice. Jako prvni piikrm se doporucuje jednodruhové zeleninové
pyré. Poté je vhodné postupné zavadét vicedruhové zeleninové pyré, maso-zeleninové pyré

a nakonec pyré ovocné jednodruhové a vicedruhové. [43]

Kojenecka sterilovana vyziva je uzpisobena pozadavkiim cilové skupiny a dodava zékladni
ziviny v dostate¢ném mnozstvi a optimalnim poméru. Pii vyrob¢ je kladen diiraz na Setrnost
technologického procesu a snahou je omezit pouzivani konzervacnich prostiedku, barviv,

aromat a stabilizatoru ¢i pojidel na minimum. [44 — 45]

Détskou (kojeneckou) vyzivou se rozumi protlak kasovité konzistence konzervovany
tepelnou sterilaci. Déli se na tii zakladni trzni druhy podle pievladajici suroviny na ovocnou,

zeleninovou a maso-zeleninovou vyzivu (pyré). [46]

4.1 Ovocna kojenecka vyziva

Ovocna kojeneckd vyziva je legislativné fazena mezi potraviny urcené pro zvlastni vyzivu
z diivodu specifickych nutri€nich pozadavkli zdravych kojencti a malych déti. Podle
vyhlasky ¢. 54/2004 Sb., o potravinach uréenych pro zvlastni vyzivu a o zpusobu jejich
pouziti, vyrobek spadd do kategorie — potraviny pro obilnou a ostatni vyZivu jinou nez
obilnou (ostatni ptikrmy) uréenou pro vyzivu kojencit a malych déti. Jedna se o ptikrmy
nemlécného typu na bazi ovoce, zeleniny nebo masa, s moznym ptidavkem cukru a ¢leni se

na:

e ovocné piikrmy (vyziva, ptesnidavka, pyré, dezert),
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e oOvocné prikrmy s jogurtem, tvarohem nebo jinym vhodnym mléénym zakysanym
vyrobkem,

e 0Ovocnoobilné ptikrmy,

e ovocnozeleninové piikrmy,

e zeleninové prikrmy a polévky,

e masozeleninové prikrmy a polévky,
e masoveé piikrmy,

e napoje na ovocném, zeleninovém zaklad€é nebo na zakladé jejich smési a ovocné ne-

bo zeleninové koncentraty. [47]

Ovocna vyziva je pro kojence a batolata nezbytnym zdrojem vitaminu C a mineralnich
latek véetné stopovych prvkl. Vyrabi se bez piisad, nebo s pfisadami a vétSina vyrobkl se

doporucuje kojenciim od ukonceného 4. mésice. [44]

Ovocna vyziva bez piisad je rozmélnénou ovocnou duzninou (pyré), vyhovuje predevsim
kojenciim, ktefi si navykaji na hustéjsi stravu, a je lehce stravitelnd. Ovocna vyziva
s ptisadou je sm€s ovocného pyré s dalsi neovocnou pozivatinou (jogurt, tvaroh, cukr, aj.),
ktera obohacuje ovocnou slozku o dalsi nutriéné vyznamné slozky jako je mlé¢na bilkovina,

vitaminy, mineralni latky, vlaknina, atd.). [44]

Ovocna kojenecka vyZiva je ur¢ena pievazné pro kojence a déti do tii let v€ku. Jedna se o
citlivou skupinu konzumentt, a proto se na tento druh potraviny vztahuji piisné specifické
pozadavky na bezpe€nost (mikrobiologickd kontaminace, rezidua pesticidl, piidavani

aditiv), jakost i oznacovani. [48 — 49]

Hlavni surovinou pro vyrobu détskych ovocnych vyziv jsou v nasich podminkach jablka
(jable¢né pyré), dale se pouzivaji hrusky, merunky, broskve, jahody, maliny, bortvky,
banany apod. Celkovy obsah ovoce se nejcastéji pohybuje v rozmezi od 40 do 100 %,
Vv zavislosti na receptufe. Na vyrobu détské vyzivy se zasadné pouZivaji suroviny nejvyssi
jakosti. Vyrobky dale mohou obsahovat ptidanou vodu, cukr nebo jind pfirodni sladidla,
kyselinu citronovou, pifirodni nebo modifikované Skroby a kyselinu askorbovou

(vitamin C) jako antioxidant. [45, 48]
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Obsah nutricné, senzoricky a technologicky vyznamnych latek v détskych vyzivach zavisi
predevsim na skutecném obsahu a slozeni ovocné slozky ve vyrobku. Velky vliv ma také
pouzitd technologie, zejména tepelné namahani béhem vyroby a podminky skladovani
finalniho vyrobku. [48]

Pro vyrobce kojenecké vyzivy a dozorové organy statni spravy je prioritou bezpecnost
vyrobku ptedevsim z hlediska chemického znecisténi a mikrobiologické kontaminace,
zatimco slozeni vyrobku a jeho nutri¢ni hodnota jsou velmi Casto podcenovany. Existuji
studie, které¢ poukazuji na velké rozdily ve slozeni a kvalit¢ komeréné dostupnych
kojeneckych vyziv. Pfestoze existuji vyrobky, které obsahuji pouze ovoce, jiné se vyznacuji

zna¢nym mnozstvim pridané vody, cukru nebo skrobovou vyplni. [49]

4.2 Spolec¢nost Hamé:

Spole¢nost HAME, s. r. 0. je pfedni ¢eskou potravinaiskou firmou, jejiz tradice saha az
k 20. Iétam 20. stoleti. Hlavnim pfedmétem jeji Cinnosti je zpracovani ovoce, zeleniny a
masa. Na Ceském trhu nabizi své vyrobky pod obchodnimi znackami Hamé, Otma,
Znojmia, Vesela Pastyitka, Hamanek a dalSi. Spole¢nost sidli v Kunovicich u Uherského

Hradisté a v Ceské Republice vlastni 7 vyrobnich zavodd. [50]

e
m Hamanek

Obrazek T: Logo spolecnosti a obchodni znacky Hamdnek [50 — 51]

Spole¢nost Hamé je vyrobcem dvou fad kojeneckych vyziv — Haméanek a BIO Hamanek.
Tyto tfady se od sebe li§i pouze druhem surovinovych vstupi. Pro vyrobu vyzivy
B1O Hamanek jsou pouzivany produkty ekologického zemédélstvi (bio suroviny), kdeZto
pro Hamanek jsou pouzivany standardné dostupné suroviny. Obchodni znacka Hamének a
B1O Hamanek zahrnuje sirokou skalu ovocnych napoji a nutricné vyvazenych a véku

odpovidajicich ovocnych, zeleninovych a masozeleninovych piikrmu. [51]
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Krom¢ standardnich ovocnych ptikrmii jednodruhovych a piikrm vicedruhovych,
spolecnost zavedla vzhledem Kknovym vyzivovym trendim i dalsi fady ovocnych
kojeneckych vyziv, jako je napf. vyziva s mlécnou slozkou (jogurt, tvaroh, smetana),

s vlakninou (ovesné vloc¢ky), s prebiotiky (inulin) nebo vyZivu pro diabetiky.

4.2.1 BabySmoothies s prebiotiky

BabySmoothies s prebiotiky je fadou ovocnych kojeneckych vyziv s ptidavkem prebioticky

aktivni latky, kterou je v tomto ptipadé inulin. Spole¢nost zavedla na trh celkem 4 ptichuté
této vyzivy:

e BabySmoothies s jablky a prebiotiky

e BabySmoothies s merurikami a prebiotiky

e BabySmoothies s jahodami a prebiotiky

e BabySmoothies s broskvemi a prebiotiky [52]
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P — T e
« ¢ S———
. &
Hamdnek
 Babysmoothies ' &
3 Hamdnek’

L
g v *M qu Sm oThief
\ ! 2 jabod”
ool

Obrazek 8: Rada ovocnych kojeneckych vyziv BabySmoothies [53]
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4.3 Vyroba ovocné kojenecké vyzivy:

Zpracovani ovoce a zeleniny v podnicich konzervarenského a mrazirenského primyslu se
oproti jinym odvetvim potravinarského primyslu vyznacuje sezoénnosti. Proto je zde snaha
kampanovitost vyroby omezovat zuzovanim sortimentu nebo zavadénim vyrob
zZ polotovari. Polotovarem jsou ¢astecné rozpracované vyrobky z ovoce, ptipadné zeleniny,
které se vyrabi v sezoné a na vyrobky se zpracovavaji v mimosezdénnim obdobi. Pro vyrobu
ovocnych kojeneckych vyziv se vyuziva jako polotovar protlak. Ovocnym protlakem se
rozumi potravina fidké az kaSovité konzistence vyrobena z jedlé Casti ovoce (bez kury,
slupky, jader, pecek, jadfincli) propasirovanim nebo obdobnym procesem, s piipadnym
pfidanim piirodnich sladidel, konzervovana snizenim obsahu vody, sterilaci nebo pfidanim

konzervacniho prostfedku nebo kombinaci uvedenych zpisobti. [24, 54 — 55]

Zakladni suroviny, které vyuziva spole¢nost Hamé, s. r. o. pro vyrobu kojeneckych vyziv
Ize rozd¢lit na suroviny tekuté (ovocna dien, voda, frukt6zo-glukdézovy sirup, smetana,

jogurt a tvaroh) a sypké (sachar6za, susena syrovatka a miléko, inulin).
Technologie vyroby kojenecké vyzivy zahrnuje tyto zakladni kroky:

e skladovani surovin,

e davkovani surovin,

e vaieni produktu,

e plnéni a priprava sklenic pied plnénim,

e pasterace a

e baleni hotovych vyrobku [56]

Prvni fazi vyroby ovocné kojenecké vyzivy je davkovani jednotlivych surovin podle
receptury do nerezovych zvont, ze kterych jsou podtlakem ptecerpavany do varného
zatizeni. Nejprve se ovocna dient nafedi pitnou vodou a tato smés se predehieje na
60 — 70 °C, poté jsou pfidavany dalsi komponenty vyrobku. Ve varném kotli dochdzi
k homogenizaci slozek a nasleduje vareni, které probiha za vakua pii teploté 85 °C po dobu

25 minut. [56]
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Obrazek 9: Varné zarizeni, v popredi davkovaci nerezovy zvon [57]

Vyrobend kojenecka vyziva je podrobena provozni kontrole, kterd zahrnuje stanoveni
suSiny, titra¢ni stanoveni kyselosti, zkousku roztékavosti (viskozita produktu) a senzorické
posouzeni vyrobku. Vyhovujici vyrobek je néasledné¢ pirecerpan do zasobniho kotle pied
plnickou, kde je udrzovan pfi stalé teploté 85 °C, ktera je teplotou plnici. Smés je objemove
plnéna do promytych a propafenych sklenic, které prosly kontrolnim zafizenim

celistvosti a ¢istoty. [56]

Po naplnéni a uzavieni sklenic nasleduje tepelna sterilace v obalu pii 89 °C po dobu
sterila¢ni vydrze 25 minut, po které je vyrobek postupné ochlazovan pod 35 °C. Po sterilaci
vstupuji hotové vyrobky na etiketovaci a balici linku a jsou expedovany do skladu.
Vyrobené zbozi je uskladnéno minimalné po dobu 14 dni (inkubace), béhem kterych jsou
provedeny laboratorni testy zahrnujici termostatovou zkousku, mikrobiologické testy a dalsi
fyzikalng-chemické zkousky. [56]

Na vyrobu ovocné kojenecké vyzivy se pouZivaji pln€é mechanizované linky vyrobené

Z materiali, které zpisobuji minimalni ztraty nutricnich latek. Zatizeni je uspofadano tak,

v wr
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE
Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo:

e Stanovit obsah inulinu ve vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv s ptidavkem

inulinu.

e Zhodnotit vliv béZnych skladovacich podminek po dobu jednoho roku na obsah

inulinu ve vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv s ptidavkem inulinu.

e Zjistit vliv jableéné odridy na degradaci inulinu a posoudit vhodnost nabizenych

odrad pro vyrobu ovocnych kojeneckych vyziv s piidavkem inulinu.

e VsSechny vzorky podrobit zakladnim chemickym analyzam, ptedevSim zjistit

hodnotu pH a stanovit refraktometrickou susinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

6 METODIKA PRACE

6.1 Pouzity material, chemikalie, pomucKky a p¥ristroje

6.1.1 Pouzity material

Pro stanoveni inulinu a zakladnich chemickych analyz byly pouzity vzorky ovocné
kojenecké vyzivy s piidavkem inulinu (Fruta Podivin, a. S.). Kojenecké vyzivy poskytnuté
spole¢nosti byly vyrobeny 5. ledna 2012. Pro srovnani hodnot byl analyzovan i jeden
vzorek ovocné kojenecké vyzivy vyrobené ze stejné Sarze surovin, avSak bez piidavku
inulinu (Fruta Podivin, a. s.). Vzorky byly v pribéhu ro¢niho experimentu skladovany pti
doporucenych skladovacich podminkach (uvedeno na obale), tedy v suchu a temnu pfi

teploté 0 — 30 °C. Charakterizace vzorka je uvedena v Tabulce 3.

Tabulka 3: Charakterizace ovocné kojenecké vyzivy s pridavkem inulinu

Nazev vyrobku BabySmoothies s jablky a prebiotiky

Vyrobce HAME, s. 1. 0.
Baleni vyrobku  Vyrobek se plni do sklenénych obalii, hmotnost plnéni je 250 g.

. ., Zpracované ovoce. Ovocné protlaky — jednodruhoveé, slazené,

Skupinovy nazev " o . . e “ ‘s

s pridavkem vlakniny. Kojenecka vyziva od dokon¢eného 4. mésice.

Jable¢nd dienn (60 %), cukr, kukufiény modifikovany Skrob,

SloZeni vyrobku prebiotickd vldknina, regulator kyselosti: kyselina citrénova,
antioxidant: kyselina askorbova, vitamin C.

Energie — 316 kJ, bilkoviny — 0,1 g, tuky — 0,2 g, (z toho nasycené
mastné kyseliny 0,0 g), sacharidy — 19,4 g, (z toho cukry — 11,0 g),
vlaknina — 3,1 g, sodik — 0,0 g, vitamin C — min. 10 mg.

Nutri¢ni hodnoty
(100 g vyrobku)

Pro zkoumani vlivu jablecné odridy na degradaci inulinu byly ke stanoveni inulinu a
zékladnich chemickych analyz pouzity ¢tyfi jableéné odrudy ziskané od drobnych péstitel
ze Zlinského kraje, komercni preparat inulinu Orafti GR (Azelis Czech Republic, s. r. 0.) a

sachardza (Lach-Ner, CR). Jejich charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 4 a Tabulce 5.
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Tabulka 4: Charakterizace komercniho prepardtu inulinu

Nazev preparatu

Orafti GR

Vyrobce

SloZeni

Popis

Azelis Czech Republic, s. r. 0., Praha

Orafti GR je slozkou potravin skladajici se prevazné z inulinu
¢ekanky. Jedna se o granulovany prasek.

inulin (> 90 %), glukéza a fruktdza (< 4 %), sachardza (< 8 %)

Tabulka 5: Strucnd charakterizace vzorkii jablecnych odriid

Vzorek

Odrada

Popis odridy

1

Jadernicka moravska

James Grieve

Rubin

USlechtilé zluté

Jadernicka moravska je podzimni az zimni odruda.
Plody jsou malé az stfedni, kuzelovité, slupka ma
zlutou barvu. Maji vyrovnany pomér kyselin a
cukri. Pro vysokou cukernatost vhodna pro vyrobu
ptesnidavek a pyré bez piidavku cukru. [59]

James Grieve je letni odrada. Plod je stiedni az velky,
kulovity, tvarové vyrovnany. Slupka je zluta, svétle
cervené zihana s vyraznym cervenym lickem. Chut’ je
mirn¢ nakysla, aromaticka. [60]

Rubin je zimni odrida. Plody jsou stfedné velké az
velké, Zluté, kryté Cervené zihanym lickem. Odrida je
charakteristicka vybornou sladkou chuti. [61]
Uslechtilé zluté je podzimni odruda. Jeji plody jsou
stiedni aZ velké, kulovité, slupka je leskla, Zlutozelena.
Duznina je nasladle kysela. [59]
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6.1.2 Pouzité chemikalie
= Kit Megazyme K-FRUC (Noack CR, Brno)
o Enzym A —sacharaza (plus f-amylaza, pullulanaza, maltaza)
o Enzym B — fruktandza
o Fruktan kontrolni moucka
o Sachar6za kontrolni moucka
o Standardni roztok fruktozy
= Pufr 1 — Puft sodné soli kyseliny butendiové (100 mM, pH 6,5)
o Kyselina maleinova (Lachema, Brno)
o Hydroxid sodny (Lachema, Brno)
= Pufr 2 — Puft octanu sodného (100 mM, pH 4,5)
o Kyselina octova ledova (Ing. Petr Lukes)
o Hydroxid sodny (Lachema, Brno)
= Cinidlo 1 — PAHBAH pracovni ¢inidlo (roztok A : B v poméru 1 : 9)
o Roztok A
= Hydrazid kyseliny p-hydroxybenzoové (Sigma-Aldrich)
= Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Lukes)
o Roztok B
= Citrat trisodny (Lachema, Brno)
= Chlorid vapenaty dihydrat (Lachema, Brno)
= Cinidlo 2 — Hydroxid sodny (50 mM)
= Cinidlo 3 — Alkalicky boran (10 mg/ml boranu v &inidle 2)
o Borhydrid sodny (Sigma-Aldrich)
= Cinidlo 4 — Kyselina octova (200 mM)

o Kyselina octova ledova (Ing. Petr Lukes)
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6.1.3 Pouzité pomiicky a pristroje
= Predvazky KB 600-2610 (KERN)
= Analytické vahy Explorer Pro model EP 214 CM (OHAUS)
= Spektrofotometr s kyvetami DR/2500 (ODYSSEA)
=  pH metr GRYF 209S (GryfHB)
= Digitalni refraktometr HI 96801 (HANNA)
= SuSarna Venticell (BMT Medical Technology)
=  Muflova pec 018 LP (Elektrické pece Svoboda)
» Chladnicka (GORENJE)
= Hlubokomrazici box MDF-U3286S (SANYO)
= Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC (CHRIST)
*  Vodni lazen (MEMMERT)
= Elektricky vaii¢ (ETA)
= TyCovy mixér MR 6560 MCA (BRAUN)

= Porcelanové kelimky, vazenky, exsikator

Bézné laboratorni pomticky a sklo

6.2 Priprava vzorku

6.2.1 Degradace inulinu béhem skladovani ovocnych kojeneckych vyziv

Pro stanoveni bylo pouZzito 12 vzorkli ovocné kojenecké vyzivy s pfidavkem inulinu.
Jednou mési¢né (po 30 + 3 dnech) byl vzorek vyZivy otevien a byly provedeny zékladni
chemické analyzy (suSina, refraktometricka suSina, popel, pH) a zjistén obsah inulinu.
Pomérnd cast kazdého vzorku ovocné kojenecké vyzivy byla Vv pribéhu skladovaciho

pokusu zlyofilizovana a i v téchto vzorcich byl stanoven obsah inulinu.
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6.2.2 Vliv jable¢né odridy na degradaci inulinu

Pro zjisténi vlivu jable¢né odridy na degradaci inulinu byly pouzity 4 jablecné odrady. Pro
vytvofeni reprezentativniho mnozstvi jable¢né diené bylo z kazdé odrudy pouzito 5 kg
jablek. Z ocisténych jablek byla odstranéna slupka a vSechny nepoZivatelné Casti a jablka
byla rozmixovana za vzniku jable¢né diené. U kazdé jableéné diené byla zjiSténa suSina,

refraktometricka susina a hodnota pH.

Z kazdé odrudy byly pro dalsi analyzu vytvofeny 4 vzorky, u kterych byl zkouman vliv
ptidavku sachardzy a vliv pusobeni zahfevu na obsah inulinu. Charakteristika vzorki je

uvedena v Tabulce 6.

Tabulka 6: Uprava vzorkii jablecnych dieni pro stanoveni obsahu inulinu

Vzorek ¢. Popis vzorku
1 Jable¢na dfen s pfidavkem inulinu®
2 Jable¢na dfen s piidavkem inulinu® a sacharézy”
3 Jable¢na dfen s pfidavkem inulinu®, ptisobeni vyssich teplot®
4 Jable¢na dfen s piidavkem inulinu® a sachardzy”, piisobeni vyssich teplot®

? Ptidavek komeréniho preparatu inulinu ve viech vzorcich &inil 5 %.

® Sacharéza byla k jable¢né dieni piidavana v takovém mnozstvi, aby obsah ptvodni refraktome-
trické suSiny jable¢né dfené¢ byl zvySen na hodnotu max. 19,9 %, coz odpovida fyzikalné
chemickym pozadavkim ve vyrobkové specifikaci (BabySmoothies s jablky a prebiotiky)
spoleénosti Hamé, s. r. 0. [62]

¢ Zahiev vzorka byl zvolen jako plisobeni teploty 85 °C po dobu 5 minut, nasledovalo zvyseni tep-
loty na 95 °C a jeji ptisobeni po dobu 5 minut.

6.3 Stanoveni pH

Hodnota pH je dileZitym udajem pro posouzeni udrznosti potravin a také pro senzorické
posouzeni tzv. aktivni kyselosti. Hodnota pH se urcuje kolorimetricky nebo potenciome-
tricky, pH je definovano jako zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych ionti.
K pfesnému stanoveni pH slouzi potenciometrické stanoveni, pro které se jako mérna

elektroda pouziva sklenéna a jako referencni kalomelova elektroda. [63 — 65]
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Stanoveni hodnoty pH vyzivy a jable¢né diené bylo provedeno pomoci vpichového
pH-metru se sklenénou elektrodou, kterd byla pfimo vlozena do analyzovaného

zhomogenizovaného vzorku. Kazdy vzorek byl 3x prométen.

6.4 Stanoveni susiny

Susinou se rozumi suma vSech organickych i anorganickych slozek obsazenych v potraviné
kromé vody a plynti. Metody stanoveni suSiny, resp. vody se rozliSuji na pifimé a nepiimé.
Nejpouzivan€jSi metodou pro piimé stanoveni suSiny je suSeni vzorku za stanovenych
podminek nebo do konstantniho ubytku hmotnosti. Susi se pfi teploté 105 °C a atmosféric-
kém tlaku Vv elektrické susarné. [46, 63, 66]

Vysouseci hlinikové misky s vicky, sklenénou ty¢inkou a moiskym piskem byly predsuseny
v susarné pii teploté 105 °C po dobu 1 hodiny. Misky byly po vychladnuti v exsikatoru
zvazeny na analytickych vahach s piesnosti na 0,0001 g. Do misek bylo navazeno 5 ¢
vzorku ovocné kojenecké vyzivy (jablecné difen¢) a vzorek byl S moiskym piskem
promichan a vlozen do suSarny. B€hem prvni pulhodiny suseni byly misky vyndany a obsah
dukladn€é promichan. Po 2 hodinach suseni pii 105 °C byly misky vloZeny do exsikatoru a
po vychladnuti zvazeny. Vzorky byly vlozeny zpét do suSarny a tento postup byl po
30 minutach suSeni opakovan do dosaZeni konstantni hmotnosti. Obsah susiny S (% w/w)
byl vypocitan podle vztahu (1).

m, —m
m, —m

S = 100 (1)

kde m; — hmotnost vazenky se vzorkem po suseni [g]
m, — hmotnost vazenky se vzorkem pted suSenim [g]
m — hmotnost prazdné vazenky [g]

Stanoveni bylo provedeno 3x pro jeden vzorek ovocné kojenecké vyzivy/jableéné dieng.
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6.5 Stanoveni refraktometrické suSiny

Pojmem refraktometrickd suSina se znaci suSina rozpustnd ve vodé¢. Refraktometrické
stanoveni suSiny vychazi ze vzajemné souvislosti mezi indexem lomu a koncentraci
rozpustnych latek ve vzorku. Refraktometrické stanoveni suSiny ma Siroké uplatnéni
Vv potravinaiskych oborech, ptedev§im z divodu rychlosti a jednoduchosti metody. Pro
orientacni zjiSténi refraktometrické suSiny vyrobku jsou pouzivany rucni refraktometry.

[63, 67]

Stanoveni refraktometrické suSiny vyzivy a jablecné diené¢ bylo provedeno pomoci
digitalniho refraktometru. Kazdy vzorek byl 3x proméien. Pro korekci vysledki byla mezi

kazdym stanovenim zmétena refraktometricka susina destilované vody.

6.6 Stanoveni popela

Pod pojmem mineralni latky nebo také popeloviny se rozumi soubor prvka a sloucenin,
ktery zistava po spaleni a vyzihani vzorku potravin. Popel je tedy anorganicky zbytek
vznikly spalenim organické hmoty. Mnozstvi popela v potravinach je stanoveno zvazenim
mineralniho zbytku vzorku, ktery je zihan v porcelanové misce pii teploté 500 az 550 °C.
Jedna se o suchy zptisob spalovani, ktery je bézny pro stanoveni celkového popela a nékdy

je vyuzivan pied elementarni analyzou jednotlivych mineralnich latek. [34, 54, 68]

Porcelanové kelimky byly vlozeny do muflové pece a Zihany po dobu 1 hodiny pii 550 °C.
Po vychladnuti v exsikdtoru byly zvazeny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,0001 g.
Do vyzihanych kelimkl byl navdZen 1 g vzorku ovocné kojenecké vyzivy (jable¢né dieng) a
vlozen do muflové pece. Po 5 hodinach paleni pii teploté 550 °C byly vzorky vlozeny do
exsikatoru a po vychladnuti zvazeny. Obsah popela P (% w/w) byl vypocten dle vztahu (2).

m, —m
m, —m

P=

.100 2)

kde m; — hmotnost spalovaciho kelimku se vzorkem po spaleni [g]
m, — hmotnost spalovaciho kelimku se vzorkem pted spalenim [g]
m — hmotnost prazdného vyZzihaného spalovaciho kelimku [g]

Stanoveni bylo provedeno 3x pro jeden vzorek ovocné kojenecké vyzivy/jablecné dieng.
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6.7 Stanoveni inulinu

Pro stanoveni obsahu inulinu byla pouzita AOAC Metoda 999.03 (kit Megazyme
K-FRUC) pro stanoveni fruktooligosacharidii a fruktanovych polysacharidi. Pouzitd
metoda se vyznacuje jednoduchosti, pouziva standardni laboratorni vybaveni, je pfesna,
reprodukovatelna a specifickd. Princip metody je zaloZen na hydrolyze sachar6zy, ptipadné
Skrobu za vzniku glukozy a fruktézy vlivem enzymu A, coz je ziedény roztok sacharazy
spolu s B-amylazou, pullulanazou a maltazou, ktery je soucasti kitu. Glukoza a fruktdza
jsou redukujicimi sacharidy, které se pomoci alkalického boranu redukuji na cukerné
alkoholy, a pfebytek boranu je poté odstranén a roztok neutralizovdn pomoci ziedéné
kyseliny octové. Pfitomné fruktany jsou hydrolyzovany na fruktézu a glukézu vlivem
enzymu B, coz je roztok fruktanazy (exo-inulindza a endo-inulinaza) dodany v Kitu.
Vzniklé redukujici cukry jsou méfeny pomoci metody PAHBAH — redukujici cukry, kde
cukry poskytuji barevnou reakci s hydrazidem kyseliny p-hydroxybenzoové. [39]

Ptfed prvnim stanovenim byla pfipravena vSechna ¢inidla a enzymy podle navodu, ktery byl

soucasti Kitu Megazyme K-FRUC (Ptiloha P 11). [39]

K 1 g analyzovaného vzorku v kadince bylo piidano 80 ml horké destilované vody (80 °C) a
vSe bylo zahiivano pii 80 °C po dobu 15 minut pro rozptyleni vzorku. Po vychladnuti na
pokojovou teplotu byl vzorek kvantitativné pieveden do 100 ml odmérnych banék, doplnén
po rysku a zfiltrovan. Z filtratniho podilu bylo odebrano 0,2 ml vzorku do sklenéné
zkumavky a k tomu piidano 0,2 ml enzymu A. Zkumavky byly inkubovany 30 minut ve
vodni 1azni pti 40 °C. Po inkubaci bylo do zkumavky piidano 0,2 ml cinidla 3 (alkalicky
boran), obsah byl promichdn a zkumavky byly opét inkubovany 30 minut pii 40 °C.

Nasledoval ptidavek 0,5 ml ¢inidla 4 (kyselina octova) a intenzivni protiepani vzorku.

Ze zkumavky bylo pteneseno 0,2 ml alikvotniho podilu roztoku na dno dalsich 3 zkumavek.
Do 2 z nich (vzorek) bylo pfidano 0,1 ml enzymu B a do 3. zkumavky (slepy vzorek) bylo
ptidano 0,2 ml pufru 2 (pufr octanu sodného). VSechny zkumavky byly inkubovany pfi
40 °C po dobu 20 minut.

S kazdou sadou stanoveni bylo vytvoteno slepé cinidlo a standard fruktozy. Slepé cinidlo
obsahovalo 0,3 ml pufru 2. Standard fruktozy byl ptipraven smichanim 0,2 ml standardniho
roztoku fruktozy (soucast kitu) a 0,9 ml pufru 2. Tento roztok byl rozdélen na alikvotni

podily (po 0,2 ml) do tfi zkumavek a do kazdé¢ z nich bylo navic pfidano 0,1 ml pufru 2.
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Do vsech zkumavek obsahujicich vzorky, slepy vzorek, standard fruktozy a slepé cinidlo
bylo pfidano 5 ml pracovniho cinidla 1 (PAHBAH). Vzorky byly vloZeny do vrouci vodni
lazné po dobu 6 minut a poté rychle zchlazeny na teplotu 18 — 20 °C. Nasledné byla
zmétena absorbance vSech roztoku pii vinové délce 410 nm proti slepému cinidlu a podle

vzorce (3) vypocitan obsah fruktani. [39]

W 1000

kde FR —mnozstvi fruktana [% w/w]
AE —rozdil absorbance vzorku a absorbance slepého vzorku (proti slepému Cinidlu)
F — faktor pro pfevedeni hodnot absorbance na pg fruktozy
F = (54,5 pg fruktozy) / (hodnota absorbance pro 54,5 pg fruktozy)
a — prepocitavaci faktor z testovanych 0,2 ml na 1 ml (a = 5)
V — objem pouzitého extraktu [ml], (V = 100 ml)
b — pfepocitavaci faktor z testovanych 0,2 ml na 1,1 ml standardu fruktozy (b = 5,5)
W — hmotnost extrahovaného vzorku [mg], (W = 1000 mg)
100/W — faktor pro vyjadieni fruktant vV procentech navazky
1/1000 — faktor pro pievod pug na mg

¢ — faktor pro prevod volné fruktozy, jak je definovana, na bezvodou fruktozu a

bezvodou glukdzu, jak se vyskytuje ve fruktanech (¢ = 162/180 = 0,9)

Stanoveni bylo provedeno 3x pro jeden vzorek ovocné kojenecké vyzivy/jableéné dieng.

6.8 Statistické vyhodnoceni

Naméfené hodnoty obsahu inulinu byly vyhodnoceny analyzou rozptylu ANOVA
(testovani rozdilu vice stfednich hodnot). Statistickd analyza byla provedena za pouziti
statistického softwaru QC.Expert 3.3 a Office Excel®Microsoft. Statistické hodnoceni bylo

provedeno na hladiné vyznamnosti 5 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

6.9 Linearni regrese

Nejjednodussi formou regrese je linedrni regrese, ktera predpoklada linedrni zavislost mezi
dvéma nahodnymi veli¢inami. Pro popis a hodnoceni vztahi mezi témito veli¢inami (X, y) Se
vyuziva regresni rovnice (4).

y=KkXx+q 4)
Koeficient k dané rovnice predstavuje sklon regresni piimky. Koeficient q uréuje prusecik
piimky s osou y. Kladna hodnota koeficientu k piedstavuje primou linearni zavislost mezi

proménnymi X a Yy (pfimka bude stoupajici), zdporna hodnota indikuje neprimou linearni

zavislost (pfimka bude klesajici). [69]

Metoda linearni regrese byla pouzita pro vyhodnoceni intenzity tbytku inulinu ve vzorcich.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Skladovaci pokus pro ovocné kojenecké vyzivy s piridavkem inulinu

7.1.1 Zakladni chemické analyzy ovocnych vyZiv

V prvni ¢asti experimentu byly u vzorkii ovocné kojenecké vyzivy s pridavkem inulinu
provedeny zakladni chemické analyzy — stanoveni hodnoty pH, obsahu susiny, refraktome-
trické susiny a popela. V Tabulce 7 jsou uvedeny vysledky téchto stanoveni v ovocnych
kojeneckych vyzivach s pfidavkem inulinu a pro srovnani také ve vzorku ovocné kojenecké

vyzivy bez pridavku inulinu.

Tabulka 7: Obsah susiny, refraktometrické susiny, popela a hodnoty pH u vzorkii

V prubéhu rocniho skladovani

Mésic pH Susina Refraktometricka Popel
[96] suSina [%] [9%6]
Ovocna kojenecka vyziva bez pridavku inulinu
Unor 2012 3,44 18,58 £ 0,10 18,24 +£ 0,05 0,10 £ 0,01
Ovocna kojenecka vyziva s pridavkem inulinu
Unor 2012 3,38 19,63 + 0,03 19,36 + 0,08 0,12 +0,01
Brezen 2012 3,37 19,61 + 0,03 19,34 + 0,08 0,13 +£0,03
Duben 2012 3,38 19,59 +£ 0,01 19,34 +£ 0,05 0,11+0,02
Kvéten 2012 3,37 19,60 + 0,03 19,38 £ 0,04 0,12+0,02
Cerven 2012 3,37 19,61 £ 0,03 19,32 +0,10 0,13 +0,01
Cervenec 2012 3,37 19,60 £+ 0,06 19,34 £ 0,10 0,12 +£0,01
Srpen 2012 3,38 19,60 + 0,04 19,36 + 0,02 0,12 +£0,03
747 2012 3,38 19,61 + 0,01 19,36 £ 0,21 0,12 +0,02
Rijen 2012 3,37 19,60 + 0,08 19,36 £ 0,14 0,11+0,01
Listopad 2012 3,37 19,60 + 0,01 19,34 + 0,05 0,12 +0,02
Prosinec 2012 3,37 19,60 + 0,09 19,36 + 0,08 0,12 +0,01
Leden 2013 3,37 19,60 + 0,18 19,32 + 0,09 0,12 +0,00

Pozn.: Vysledky jsou uvedeny jako primér + SD (n = 3).
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Hodnota pH, ktera urCuje aktivni kyselost, byla stanovena dle metodiky v kapitole 6.3 a
Vv pribéhu ro¢niho skladovani vyziv se pohybovala v rozmezi od 3,37 do 3,38. Ovocna

kojenecka vyziva bez ptidavku inulinu vykazovala o néco malo vyssi hodnotu pH a to 3,44.

Obsah susiny byl stanoven podle metodiky uvedené v kapitole 6.4 a jeji hodnoty v ovocné
kojenecké vyzivé s pfidavkem inulinu se Vv prabé¢hu roku pohybovaly v rozmezi
19,59 — 19,63 %. Pro srovnani byl stanoven obsah susiny i vV ovocné kojenecké vyzivé bez

ptidavku inulinu a jeji hodnota ¢inila 18,58 %.

Stanoveni refraktometrické suSiny bylo provedeno dle metodiky v kapitole 6.5 a byly
ziskany hodnoty vrozmezi 19,32 -19,38 % pro vzorky ovocné kojenecké vyzivy
s ptidavkem inulinu a 18,24 % pro vzorek bez ptidavku inulinu. Ve vyrobkové specifikaci
spoleCnosti Hamé, sS.r.o. je uveden poZadavek na obsah refraktometrické suSiny
Vv kojenecké vyzivé max. 19,9 %. Vzhledem ke zjisténym hodnotam analyzované vzorky

odpovidaji pozadavktim na obsah refraktometrické suSiny. [62]

Obsah popela byl stanoven zihanim vzorkti podle metodiky v kapitole 6.6. V ovocné
kojenecké vyzivé s pfidavkem inulinu byly zjistény hodnoty popela v rozmezi 0,11 — 0,13 %

a ve vyzive bez piridavku inulinu 0,10 %.

7.1.2 Casova zavislost degradace inulinu ve vzorcich vyziv

Hlavnim cilem praktické casti diplomové prace bylo stanovit obsah inulinu ve vzorcich
ovocnych kojeneckych vyziv s ptidavkem inulinu, zjistit zda dochazi k jeho ubytku
v pribéhu roc¢niho skladovani a v kladném piipadé stanovit rozsah této degradace.
Stanoveni mnozstvi inulinu ve vzorcich bylo provedeno enzymatickou metodou, jejiZ popis
je uveden v kapitole 6.7. Naméfené hodnoty obsahu inulinu a statistické vyhodnoceni vlivu

skladovani jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Obsah inulinu ve vzorcich kojenecké vyzivy

V priibéhu rocniho skladovani

Mésic Obsah inulinu [%]

Ovocna kojeneckad vyziva bez pridavku inulinu

Unor 2012 0,12 £ 0,03

Ovocna kojenecka vyziva s pridavkem inulinu

Unor 2012 1,92 + 0,02
Biezen 2012 1,76 + 0,02°
Duben 2012 1,68 + 0,03°
Kvéten 2012 1,56 + 0,03°
Cerven 2012 1,16 + 0,00°

Cervenec 2012 0,85+0,01"

Srpen 2012 0,61 £0,01°

Zari 2012 0,43 +0,01"

Rijen 2012 0,36 + 0,01

Listopad 2012 0,30 + 0,01’
Prosinec 2012 0,25+ 0,01
Leden 2013 0,24 + 0,00

Pozn.: Vysledky jsou uvedeny jako pramér + SD (n = 3). Hodnoty
ve stejném sloupci s riznym hornim indexem vykazuji statisticky
vyznamné rozdily (P < 0,05).

Obsah inulinu ve vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv s ptidavkem inulinu v priab&éhu
ro¢niho skladovaciho pokusu postupné klesal od 1,92 % az na hodnotu 0,24 %. Pii
statistickém vyhodnoceni vlivu skladovani byly zjiStény béhem celého skladovaciho pokusu
statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti 5 % v obsahu inulinu mezi jednotlivymi
vzorky s vyjimkou rozdilu obsahu inulinu mezi vzorky z pfedposledniho (prosinec 2012) a
posledniho mésice skladovani (leden 2013), kdy koncentrace inulinu byla jiz na velmi nizké

arovni.

Z uvedeného vyplyva, Ze byla prokazéana casova zavislost ubytku obsahu inulinu v ovocnych

kojeneckych vyzivach v prubéhu ro¢niho skladovaciho pokusu.
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Enzymatické metod¢€ pro stanoveni obsahu inulinu byl podroben i vzorek ovocné kojenecké
vyzivy vyrobeny ze stejné Sarze surovin, avSak bez pfidavku inulinu. Byla zjiSténa
hodnota 0,12 % inulinu, ktera je taktéz uvedena v Tabulce 8. Zjistény vysledek mize byt

zatizen chybou stanoveni pouzité¢ metody.

Na pocatku experimentu (inor 2012) byl zjistén obsah inulinu 1,92 g a na konci skladovani
(leden 2013) byl stanoven obsah 0,24 g ve 100 g ovocné kojenecké vyzivy s pridavkem
inulinu. Béhem 12 mésict kleslo mnozstvi inulinu ve vzorcich vyziv o 88 %. Autofi
Korakli a kol. i Glibowski a kol. [70 — 71] uvadi, Zze ke zna¢né hydrolyze inulinu
Vv potravinaich dochazi pfedevs§im vlivem kyselého prostiedi a v pifitomnosti sacharidi.
Vysoké procento ubytku inulinu je ziejmé v souladu s citovanym zdrojem zpisobeno

piidavkem sacharozy k jable¢né suroviné a hodnotou pH vyrobku.

V materialech, které byly poskytnuty vyrobcem, je uvedeno, Ze ptidavek inulinu do
ovocnych vyziv predstavuje pti michani surovin 7 %. Ovocné kojenecké vyzivy s pridavkem
inulinu byly vyrobeny 5. ledna 2012 a prvni stanoveni obsahu inulinu bylo provedeno az po
jednom mésici od vyroby. Na pocatku skladovaciho pokusu (tnor 2012) bylo zjisténo, Ze
vyziva obsahuje 1,92 %. Z toho plyne, ze samotnym procesem vyroby dochazi k poklesu
obsahu inulinu maximalné¢ o 73 %. Tento poznatek je v souladu s interni informaci
(Hamé, s. r. 0), ktera nebyla dosud publikovana, kdy bylo zjisténo, ze obsah inulinu ve

vzorcich poklesl procesem vyroby z ptivodnich 7 na 1,7 % (také méfeno mésic od vyroby).

Autofi Glibowski a kol. [71] uvadi, Ze hydrolyza inulinu je zna¢na v podminkach dlouho-
dobého puisobeni vyssich teplot. V souladu s timto zdrojem lze tvrdit, Zze zna¢na degradace
inulinu béhem vyroby je zpisobena predevs§im vlivem pusobeni vysokych teplot pii vareni
polotovarii, plnéni smési do obalil a pii sterilacnim zakroku. Vyrobcem ovocnych kojenec-
kych vyziv byly dodany materidly, ve kterych je uvedena celkova doba plisobeni vysokych
teplot na vyrobek V jednotlivych fazich vyroby. Konkrétné se jedna o plsobeni teploty
85 °C po dobu 30 — 40 minut pfi rozvafeni surovin, teploty 85 °C po dobu 30 — 50 minut
plsobici na suroviny v zasobniku b&hem plnéni vyrobku do sklenic a na zavér plsobeni
sterilacni teploty 89 °C po dobu 20 minut (nab¢h) a 25 minut (vydrz). Tento teplotni rezim
je jednim z pfisnych technologickych opatfeni pro =zajisténi zdravotni nezavadnosti
kojenecké vyzivy. Vzhledem k tomu, ze vSechny slozky pouzité pro jeji vyrobu musi byt
tomuto teplotnimu rezimu podrobeny, neni mozné inulin doddvat do vyrobku dodate¢né,

¢imz by se ovSsem zabranilo jeho vysoké degradaci jiz v prub¢hu vyroby.
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Celkovy ubytek inulinu v ovocnych kojeneckych vyzivach s jeho pridavkem je tedy vlivem

vyroby a soucasné i vlivem ro¢niho skladovani az 97 %.

V ptiloze natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 o udajich tykajicich se
potravin z hlediska jejich nutricni hodnoty a vlivu na zdravi je uvedeno, Ze vyrobek lze
oznadit vyzivovym tvrzenim — zdroj vlakniny, pokud obsahuje alespon 3 g vlakniny ve 100 g
vyrobku. [72] Zjistény obsah inulinu v ovocnych kojeneckych vyzivach s pridavkem inulinu
(BabySmoothies s jablky a prebiotiky) neodpovida 3 % vlakniny definované ve vyse
zminéném natizeni. Inulin ovSem neni jedinym zdrojem vlakniny v ovocné kojenecké vyzive
s ptidavkem inulinu. Vyznamnym zdrojem vlakniny v ovocnych vyzivach je pektin obsazeny
V jable¢né suroviné pro vyrobu vyziv. [73] Zkoumany vyrobek by bylo mozné v souladu
s nafizenim (ES) ¢. 1924/2006 oznacit jako zdroj vlakniny, pokud by mnozstvi vlakniny

(krom¢ inulinu) pfedstavovalo alespon 3 %.

Vzorek ovocné kojenecké vyzivy s piidavkem inulinu je produktem spolecnosti Hamé,
S. I. 0., ktera jej zafazuje do fady kojeneckych vyziv s nazvem BabySmoothies s prebiotiky.
Od ostatniho sortimentu se tato fada odliSuje pravé pridavkem inulinu. Vzhledem k tomu,
ze procesem vyroby dochazi k tbytku inulinu pfiblizné 0o 73 % a vlivem technologie
vyroby spolu s vlivem roéniho skladovani vyrobku az 0 97 %, nemize byt tento vyrobek
povazovan za zdroj prebiotik. Moznym feSenim je navrhnout vyrobci, aby zvysil mnozstvi
pridavku inulinu ke smési polotovarti urcenych k vyrobé ovocné vyzivy. Ztraty inulinu
béhem vyroby a skladovani jsou ovSem natolik vysoké, ze se feSeni jevi jako ekonomicky
nevyhodné. Dalsim diivodem k neredlnosti tohoto feSeni je zohlednéni doby trvanlivosti
vyrobku, kterd ¢ini 18 mésici od data vyroby, a nemoznosti zajistit stabilni mnozZstvi

tohoto prebiotika béhem celé doby trvanlivosti.

Vzhledem Kk vysledkiim uvedenym v této diplomové praci, kde byla prokazana degradace
inulinu v ovocnych kojeneckych vyzivach s jeho pridavkem, by méla spolenost vyrabgjici
vyZivu zvazit, zda je pro n¢ vyroba produktové fady BabySmoothies s prebiotiky nadale
vyhodna. Kruzik [74] ve své studii navrhuje, Ze namisto stanoveni koncentrace inulinu by
bylo vhodnéjsi ovéfit prebiotickou aktivitu hydrolyzovaného inulinu. Pokud by tedy chtéla
spolenost zachovat ve svém sortimentu vyrobkl fadu kojeneckych vyziv s pridavkem

prebiotik, bylo by vhodné se zaméfit praveé na ovéfeni prebiotické aktivity téchto vyrobk.
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7.1.3 Zhodnoceni degradace inulinu metodou linedrni regrese

Pribéh degradace inulinu ve vyzivach béhem skladovaciho pokusu je graficky znazornén na
Obrazku 10. Z grafu je ziejmé, ze pokles inulinu v pritbéhu roéniho skladovani neni ptimo
umérny dob¢ skladovani. Dle naméfenych hodnot lze Casovou zavislost ubytku inulinu
rozde¢lit do tii obdobi, které odpovidaji vzdy 4 mésicim skladovani. Kazdé z téchto obdobi
je charakteristické jinou intenzitou ubytku inulinu a pro kazdé znich byl sestrojen
samostatny graf (Obrazek 11, 12 a 13), kde byly vysledné hodnoty prolozeny linearni

regresni pfimkou S uvedenim rovnice regrese.

Degradace inulinu v détské kojenecké vyzive
s pridavkem inulinu
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Obrdazek 10: Obsah inulinu ve vzorcich v pritbéhu skladovani

7.1.3.1 Prvni faze degradace inulinu

V prvni fazi skladovaciho experimentu od tnora do kvétna 2012 (Obrazek 11) byly
naméfeny hodnoty obsahu inulinu v rozmezi 1,92 — 1,56 g ve 100 g vyrobku. Pokles inulinu
v ovocnych kojeneckych vyzivach byl v této prvni etapé skladovani mirny a mezi
jednotlivymi mésici se pohyboval od 5 do 8 %. Celkovy ubytek inulinu od pocatku
skladovani (inor 2012) byl po 3. mésici skladovani 19 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Zaporna hodnota koeficientu k z rovnice regrese uvedené na Obrazku 11 demonstruje, ze se
jedna o ubytek obsahu inulinu ve vzorcich, pficemz Ciselna hodnota koeficientu k (0,116)

vyjadtuje, Ze tbytek inulinu byl v prvni etapé skladovani mirny v porovnani s dal§imi dvéma

obdobimi.
Degradace inulinu v détské kojenecké vyzive
s pridavkem inulinu béhem 1. Casové etapy
2 -
164 192 1,76 168
- ’ 1,56
2 1,2 -
Z
S 038 1 y =-0,116x + 2,02
E
T 04 -
w
=]
o 0 T T T 1
unor bfezen duben kvéten
¢as [mésic]

Obrazek 11: Skladovaci experiment — unor az kvéten 2012

7.1.3.2 Druha faze degradace inulinu

V obdobi od kvétna do zafi 2012 (Obrazek 12) byly zjistény hodnoty 1,56 — 0,43 ¢
odpovidajici mnozstvi inulinu ve 100 g vyrobku ovocné kojenecké vyzivy s piidavkem

inulinu.
Toto obdobi je popsano regresni rovnici na Obrazku 12, kde ¢iselna hodnota koeficientu
k (0,281) vyjadiuje nejrychlejsi ubytek inulinu oproti prvni, ale i tieti casové etapé.

V druhé fazi skladovaciho pokusu byl ubytek inulinu mezi jednotlivymi mésici nejzieteIng;jsi
a pohyboval se vrozmezi 26 — 30 %, pficemz celkovy pokles inulinu ptedstavoval po

7. mé&sici skladovani jiz 78 % z pivodni hodnoty jeho obsahu.
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Degradace inulinu v détské kojenecké vyzive
s pridavkem inulinu béhem 2. casové etapy
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Obrazek 12: Skladovaci experiment — kvéten az zari 2012

7.1.3.3 Treti faze degradace inulinu

Pribéh treti faze skladovani od zaii 2012 do ledna nasledujiciho roku je zniazornén na

Obrazku 13. Koncentrace inulinu se pohybovala v rozmezi 0,43 — 0,24 g ve 100 g vyrobku.

Béhem treti ¢asové etapy doslo k pozvolnému tbytku velmi malé koncentrace inulinu, coz

je vyjadieno ciselnou hodnotou koeficientu k (0,049) z regresni rovnice (Obrazek 13).

V posledni fazi ro¢niho skladovani se ubytek inulinu pohyboval vV rozmezi 4 az 17 % mezi

jednotlivymi mésici. Celkovy pokles inulinu po roce skladovani byl 88 %.

Degradace inulinu v détské kojenecké vyzive
s pridavkem inulinu béhem 3. Casové etapy
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Obrazek 13: Skladovaci experiment — zari 2012 az leden 2013
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7.1.4 VIiv lyofilizace na obsah inulinu ve vzorcich vyZiv

Vzorky ovocnych kojeneckych vyziv s pfidavkem inulinu byly kazdy mésic podrobeny
lyofilizaci. Hlavnim divodem bylo zakonzervovani analyzovanych vzorkt pro ptipadnou
moznost opakovani analyz. Zlyofilizované vzorky byly dale vyuzity ke stanoveni inulinu a

byl pozorovan vliv lyofilizace na jeho obsah ve vzorcich. Vysledky stanoveni jsou uvedeny

v Tabulce 9.
Tabulka 9: Vliv lyofilizace na obsah inulinu
Meésic Vyziva s pridavkem Zlyofilizovana vyziva
inulinu s pridavkem inulinu
Obsah inulinu [%0]

Unor 2012 1,92 +0,02° 1,62 +0,01°
Biezen 2012 1,76 £ 0,02° 1,53 +0,02°
Duben 2012 1,68 +0,03° 1,40 +0,01°
Kvéten 2012 1,56 +0,03° 1,28 +0,01°
Cerven 2012 1,16 = 0,00° 1,02 +0,01°

Cervenec 2012 0,85+0,01° 0,82 +0,01°

Srpen 2012 0,61 +0,01° 0,55+0,01°

Za¥i 2012 0,43 +0,01° 0,31 +0,01°

Rijen 2012 0,36 +0,01° 0,26 +0,01°

Listopad 2012 0,30 + 0,01° 0,21 +0,01°
Prosinec 2012 0,25 +0,01° 0,16 £0,01°
Leden 2013 0,24 + 0,00° 0,14 = 0,00°

Pozn.: Vysledky uvedeny jako pramér + SD (n = 3). Hodnoty ve stejném tadku
s riznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Z vysledki uvedenych v Tabulce 9 je ziejmy vliv lyofilizace na obsah inulinu ve vzorcich
ovocnych kojeneckych vyziv. Zjisténé rozdily mezi obsahem inulinu ve vzorcich vyziv a
zlyofilizovanych vyziv byly zhodnoceny jako statisticky vyznamné na hlading
vyznamnosti 5 %. Lze konstatovat, Ze byl prokazan vliv lyofilizace na degradaci inulinu ve

vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv s pridavkem inulinu.
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Na Obrazku 14 je graficky znazornén vliv lyofilizace na degradaci inulinu spolu s ¢iselnymi
hodnotami, které vyjadiuji procentualni ubytek obsahu inulinu mezi vzorky vyziv a

zlyofilizovanych vyziv, a které se pohybuji od 3,5 do 41,7 %.

Vliv lyofilizace na obsah inulinu
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Obrdzek 14: Pokles inulinu ve vzorcich vyZivy s jeho pridavkem viivem lyofilizace

Ubytek inulinu ve vzorcich vyziv byl charakterizovan riiznou intenzitou v priib&hu
celoro¢niho skladovani. Z Obrazku 14 je ziejmé, ze i zlyofilizované vzorky opisuji tuto
intenzitu ubytku — na pocatku skladovani byl pozorovan mirny, poté nejzieteln&jsi a

Vv posledni fazi jiz nepatrny pokles koncentrace inulinu.
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7.2 Vliv jable¢né odriidy na obsah inulinu

Chemické slozeni jablek kolisa s rozmanitosti odrid a podle klimatickych, ptadnich a také
péstitelskych podminek. S vyjimkou vody (70 — 90 %), jsou hlavni slozkou jablek
sacharidy, které predstavuji az 90 % suSiny. Zbyvajici ¢ast suSiny je tvofena predevsim

organickymi Kyselinami, z nichz je nejvice zastoupena kyselina jable¢na. [75]

Spole¢nost Hamé, s. r. 0. dbé pti vyrob€ ovocnych kojeneckych vyziv predevs§im na kvalitu
dodavané suroviny. Odrida jablecné difené tedy neni hlavnim kritériem pii vybéru
polotovari. Chemické slozeni vysledného produktu jablecné diené Ize totiz béhem vyroby

ovocnych kojeneckych vyziv do jisté miry upravit vhodné zvolenou recepturou.

V nasledujici ¢asti diplomové prace byly vybrany 4 jableéné odrudy, u jejichz dieni byl
pozorovan vliv chemického sloZeni na degradaci inulinu, ktery byl k jablecné dieni ptidan
v mnozstvi 5 %. Dale byl zkouman a statisticky vyhodnocen vliv zvolenych faktorti na

degradaci inulinu.

7.2.1 Zakladni chemické analyzy jable¢nych dieni

V jable¢nych dfenich jednotlivych odrid byly provedeny zékladni chemické analyzy —
stanoveni hodnoty pH, obsahu suSiny a refraktometrické susiny. Vysledky stanoveni jsou

uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Obsahy susiny, refraktometrické susiny a hodnoty pH u
jednotlivych jablecnych odrid

Odruada pH SuSina Refraktometricka
[96] suSina [%]
Jaderni¢ka moravska 3,75 13,69 + 0,06 13,23 £0,05
James Grieve 3,60 14,92 +£ 0,12 14,23 + 0,09
Rubin 4,02 13,71 £0,16 13,28 £ 0,04
USlechtilé Zluté 3,36 13,19+ 0,10 12,36 £0,10

Pozn.: Vysledky jsou uvedeny jako priamér + SD (n = 3).
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Hodnota pH, ktera vyjadfuje aktivni kyselost, byla stanovena dle metodiky Vv kapitole 6.3 a

pohybovala se v rozmezi od 3,36 do 4,02. Nejvyssi hodnota pH byla naméfena ve dieni

Vv

Obsah susiny v jableénych odridach byl stanoven podle metodiky uvedené v kapitole 6.4 a
jeji hodnoty se u analyzovanych vzorkti pohybovaly v rozmezi 13,19 — 14,92 %.

Stanoveni refraktometrické suSiny bylo provedeno dle metodiky v kapitole 6.5 a byly
ziskany hodnoty v rozmezi 12,36 — 14,23 %.

Nejvyssi hodnoty susiny i refraktometrické susiny byly zjistény u odriidy James Grieve, za-

vwr

7.2.2 Vliv riznych faktori na degradaci inulinu ve vzorcich jableénych dreni

Z kazdé odrudy byly vytvofeny 4 razné vzorky, jejichz charakteristiky jsou uvedeny
v Tabulce 6 (kapitola 6.2.2), na kterych byl zkouman vliv psobeni pfidavku sachar6zy,
zahievu nebo jejich synergického ucinku na obsah inulinu. Stanoveni mnozstvi inulinu ve

vzorcich bylo provedeno enzymatickou metodou, jejiz popis je uveden v kapitole 6.7.

Naméfené hodnoty obsahu inulinu ve vzorcich jable¢né diené s pridavkem inulinu jsou

uvedeny v Tabulce 11 a graficky znazornény na Obrazku 15.

Tabulka 11: Obsahy inulinu v jablecnych drenich

S pridavkem inulinu

Odrida Dreii s piridavkem inulinu
Obsah inulinu [%]
Jaderni¢ka moravska 4,31 +0,01
James Grieve 4,21 +0,01
Rubin 4,19 £0,03
USlechtilé Zluté 4,14 +£ 0,01

Pozn.: Vysledky jsou uvedeny jako pramér + SD (n = 3).
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Obsahy inulinu v jable¢nych dfenich zriznych odrad se pohybovaly vV rozmezi

4,14 — 4,31 %. Nejvyssi obsah inulinu byl stanoven u odridy Jadernicka moravskd a

v v

Obsah inulinu ve vzorcich jablecné drené
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Obrdzek 15: Vliv jablecné odriidy na vysledny obsah inulinu ve vzorcich

Ptfestoze rozdily v obsahu inulinu mezi jednotlivymi odriidami nejsou vysoké, pii
statistickém vyhodnoceni vlivu jable¢né odriudy byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily na
hladin¢ vyznamnosti 5 % mezi obsahem inulinu ve vzorcich Jadernicka moravska a James
Grieve, vzorky Jadernicka moravska a Rubin, Jadernicka moravska a Uslechtilé zluté a také
vzorky James Grieve a Uslechtilé Zluté. Pouze mezi vzorky James Grieve a Rubin a vzorky
Rubin a Uslechtilé zluté nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem inulinu

na hladiné vyznamnosti 5 %

Piidavek komer¢niho preparatu inulinu ke kazdému vzorku diené ¢inil 5 %. Vzhledem ke
sloZzeni komer¢niho preparatu Orafti GR (Tabulka 4 v kapitole 6.1.1), kde je uvedeno, Ze
obsah inulinu je vys$si nez 90 %, se skute¢ny pridavek inulinu ke dienim pohybuje v rozmezi
4,5 az 5 %. Rozdil mezi touto hodnotou a namétenym mnozstvim inulinu mohl byt ovlivnén
ptidavkem horké destilované vody (80 °C) k analyzovanému vzorku a 15-ti minutovym

zahtevem vzorku pfi teploté 80 °C, ktery je ovSem soucasti metody.
Jak jiz bylo uvedeno, stabilita inulinu je ovlivnéna hodnotou pH prostfedi, ve kterém se vy-
skytuje [71]. V neutralnim a zasaditém prostfedi je inulin chemicky stabilni, naopak

v kyselém prostiedi se stabilita inulinu snizuje. Ubytek inulinu tedy mohl byt v souladu
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s timto zdrojem zpusoben také nizkym pH jable¢né dfené (pH <4). K nejvétsimu ubytku

vwr

jable¢nych dieni.

7.2.2.1 VIiv pFidavku sacharozy

Pro zkoumani vlivu ptidavku sachar6zy byly vytvoieny vzorky jable¢né diené s pridavkem
inulinu a sachar6zy. Vysledné hodnoty obsahu inulinu v téchto vzorcich jednotlivych odrid

a statistické vyhodnoceni vlivu pfidavku sachar6zy jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Obsahy inulinu v jablecnych drenich s pridavkem inulinu a

sacharozy
Odrida Dren s pridavkem Dren s pridavkem
inulinu inulinu a sacharézy
Obsah inulinu [%]

Jadernicka moravska 4,31 +0,01° 4,09 + O,Olb
James Grieve 4,21 +0,01° 4,12 +0,01°
Rubin 4,19 £ 0,03 4,04 +0,00°
Uslechtilé Zluté 4,14 +0,01° 4,02 +0,02°

Pozn.: Vysledky uvedeny jako pramér + SD (n = 3). Hodnoty ve stejném tadku
s riznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Obsah inulinu v jableénych dienich s inulinem a sacharozou byl 4,02 az 4,12 %. Ke vSem
jablecnym dienim bylo pfiddno takové mnozstvi sachar6zy, aby kone¢na hodnota

refraktometrické susiny odpovidala hodnoté max. 19,9 %.

Pti statistickém vyhodnoceni vlivu pfidavku sachardzy byly zjistény statisticky vyznamné
rozdily na hladiné vyznamnosti 5 % mezi obsahem inulinu ve vSech vzorcich jable¢nych
dfeni s inulinem a vzorcich dfeni s inulinem a ptidanou sacharézou. Byl tedy prokazan vliv
ptidavku sachardzy na degradaci inulinu ve vzorcich jable¢nych dieni s inulinem v souladu
s vysledky dosazenymi pii studiu vlivu pridavku sacharidi na degradaci inulinu ve

vzorcich jable¢nych vyziv s inulinem dle Fojtikové [76].
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Na Obrazku 16 je graficky zndzornén vliv pfidavku sachardzy k jablecnym dfenim na
vysledny obsah inulinu Spolu s procentualnim vyjadfenim jeho tbytku. Pfi stejné refraktome-
trické susSiné¢ vzorkll byl nejvyssi ubytek inulinu v hodnoté 5,1 % pozorovan u odrudy
Jadernicka moravska, dale pak u odridy Rubin (3,6 %) a Uslechtilé zluté (2,9 %).

Nejmensi ubytek 2,1 % byl zaznamenan u jable¢né odrudy James Grieve.

Vliv pridavku sacharézy na obsah inulinu
udren sinulinem uidfef s inulinem a sacharézou
5 1 51% 2,1% 3,6% 2,9%
S
2
S 37
=
e 2 1
©
2
©
0 - T - T - T - 1
Jadernicka James Rubin Uslechtile
moravska Grieve Zluté
jableéna odrida

Obrazek 16: VIiv pridavku sacharézy k jablecné dieni s inulinem

7.2.2.2 VIV tepelného zdhievu

Pro zhodnoceni vlivu tepelného zahievu na obsah inulinu byly vyrobeny vzorky jable¢né
dren¢ s ptidavkem inulinu, které byly podrobeny piisobeni teplot 85 a 95 °C. Obsah inulinu

Vv téchto vzorcich a statistické vyhodnoceni vlivu zahievu jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Obsahy inulinu v jablecnych dienich s inulinem po zahievu

Odrida Dren s pridavkem Dreni s pridavkem
inulinu inulinu, zahiev
Obsah inulinu [%]
Jaderni¢ka moravska 4,31 +0,01° 4,19 + 0,01°
James Grieve 4,21+0,01° 3,92 +0,02°
Rubin 4,19 £ 0,03 3,98 + 0,00
USlechtilé Zluté 4,14 £0,01° 3,84 &+ 0,01b

Pozn.: Vysledky uvedeny jako primér = SD (n = 3). Hodnoty ve stejném fadku
S riiznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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Obsah inulinu v jable¢né dfeni s inulinem, ktera byla podrobena zahifevu, se pohyboval
vrozmezi 3,84 — 4,19 %. Zahiev piedstavoval Gcéinek teploty 85 °C po dobu 5 minut,

nasledovalo zvySeni teploty na 95 °C a jeji ptisobeni po dobu 5 minut.

Pii statistickém vyhodnoceni vlivu zahfevu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily na
hladin¢ vyznamnosti 5 % mezi obsahem inulinu ve vzorcich dien¢ s inulinem a vzorcich
dien¢ s inulinem po ptsobeni zahfevu. Na zakladé statistické analyzy byl prokazan vliv
zahfevu na degradaci inulinu ve vzorcich jableénych dfeni s inulinem v souladu s vysledky,
které uvadi ve své praci Fojtikova [76], ktera zkoumala vliv zahfevu na degradaci inulinu ve

vzorcich ovocnych kojeneckych vyziv, do kterych byl ptidan preparat inulinu.

Vliv plisobeni zahfevu na obsah inulinu v jable¢né dieni s inulinem je graficky znazornén na
Obrazku 17 (ubytek inulinu vyjadien v %). Nejvyssi ubytek inulinu v hodnoté 7,2 % byl
stanoven u odrudy Uslechtilé Zluté, dale James Grieve (6,9 %) a Rubin (5,0 %). Nejmensi
ztrata byla pozorovana u jable¢né odridy Jadernicka moravska, kde rozdil v ubytku inulinu

vlivem zahievu ¢inil 2,8 %.

Vliv zahfevu na obsah inulinu
i Dren s inulinem uDref s inulinem, zahfev
5 1 2,8% 6,9% 5,0% 7,2%
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Obrazek 17: Vv zdhievu jablecné drené s inulinem

Na degradaci inulinu se mohla soucasné se zdhfevem podilet i hodnota pH, kterd u odrad

vwvr

Rubin mély hodnotu pH vyssi.
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7.2.2.3 VIV piidavku sacharozy a tepelného zahievu

Pro zkoumani synergického vlivu pfidavku sachardzy a tepelného zahievu byly vyrobeny
vzorky jable¢né dien¢ s pfidavkem inulinu a sachardzy, které byly podrobeny plisobeni
teplot 85 a 95 °C. Obsah inulinu v téchto vzorcich je uveden v Tabulce 14, ktera zaroven

poskytuje vysledky statistické analyzy.

Tabulka 14: Obsahy inulinu v jablecnych drenich sinulinem a sacharézou

po piisobeni zahievu

Odruada Dren s pridavkem  Dfen s pfidavkem inulinu
inulinu a sacharozy, zahrev
Obsah inulinu [%0]
Jaderni¢ka moravska 4,31 +0,01° 4,09 +0,01°
James Grieve 4,21+0,01° 3,87 +0,01°
Rubin 4,19 +0,03° 3,92+0,01°
Uslechtilé 7luté 4,14 £0,01° 3,78 £ 0,00

Pozn.: Vysledky jsou uvedeny jako primér + SD (n = 3). Hodnoty ve stejném fadku s riznym
hornim indexem vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Obsah inulinu ve vzorcich jable¢nych dieni s pfidavkem inulinu a sachar6zy, ktera byla

podrobena zéhievu, ¢inil 3,78 — 4,09 %.

Pii statistickém vyhodnoceni synergického vlivu pfidavku sachardzy a teploty byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily na hladin¢ vyznamnosti 5 % mezi obsahem inulinu ve
vzorcich dfen¢ s inulinem a vzorcich diené s inulinem a sachar6zou po ptlisobeni zahievu.
Byl tedy prokazan vliv synergického Géinku ptidavku sacharézy a zahfevu na degradaci

inulinu ve vzorcich jableénych dfeni s inulinem.

Vliv synergického Uc¢inku ptidavku sachar6zy a zédhfevu na obsah inulinu v jable¢né dieni
s inulinem je graficky znazornén na Obrazku 18. Nejvyssi ubytek inulinu v hodnoté 8,7 %
byl zaznamenan u odrudy Uslechtilé zluté, dale James Grieve (8,1 %) a Rubin (6,4 %).

Nejmensi pokles v hodnoté 5,1 % byl pozorovan u odriidy Jadernicka moravska.
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Vliv pridavku sacharozy a zahrevu na obsah inulinu
i Dren sinulinem wDren s inulinem a sachardzou, zahiev
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Obrazek 18: VIiv pridavku sacharézy a zahrevu jablecné diené s inulinem

vV

Shrnutim vySe uvedenych vysledku bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi z analyzovanych odrud
pro vyrobu ovocné kojenecké vyzivy s ptidavkem inulinu je Jaderni¢ka moravska. U této
jableéné odrady dochazi k nejniz§imu ubytku obsahu inulinu vlivem synergického ucinku
pridavku sachar6zy a zahievu. Naopak nejméné¢ vhodnou odriidou je ze stejného hlediska

odruda Uslechtilé zluté.

V ramci této diplomové prace byly zhodnoceny pouze zékladni chemické parametry
(suSina, refraktometricka suSina, pH). Pro potvrzeni, pfipadné¢ vyvraceni vlivu jable¢né
odriidy na obsah inulinu navrhuji provést komplexni chemicky rozbor jablecné odridy,

predevsim celkovy obsah sacharidii a kyselin a jejich konkrétni zastoupeni ve vzorku.
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ZAVER

Inulin ma tadu pfiznivych u¢inkti na lidsky organizmus. Je fazen mezi rozpustnou vlakninu,
ma prebioticky ucinek, zlepSuje vstiebavani mineralnich latek (Ca, Mg) a celkové se podili
na zlepSeni imunitniho systému. Vzhledem k tomu je v poslednich letech obohacovana

inulinem fada potravinatskych vyrobki, véetné ovocnych kojeneckych vyziv.

V predkladané diplomové praci byla zkoumana problematika stability inulinu v ovocnych
kojeneckych vyZivach s ptidavkem imnulinu béhem ro¢niho skladovaciho pokusu. Stanoveni

koncentrace inulinu bylo provedeno AOAC Metodou 999.03.

Bylo zjisténo, ze vlivem skladovani ovocnych kojeneckych vyziv dochazi k poklesu
obsahu inulinu. Na poc¢atku skladovaciho experimentu byl stanoven obsah inulinu 1,92 %,
ktery se v prub&hu jednoho roku snizil az na hodnotu 0,24 %. Béhem 12 mésict tedy kleslo
mnozstvi inulinu ve vzorcich vyziv o 88 %. Pribéh degradace nebyl vramci celého
skladovaciho pokusu pifimo Umérny dobé skladovani, ale byl charakterizovan tiemi
obdobimi s riznou intenzitou ubytku. K nejzietelnéj$i degradaci inulinu doslo v poloviné

experimentu, ptesnéji mezi 3. a 7. mésicem skladovani.

Takova rozsahla degradace inulinu v ovocnych kojeneckych vyzivach je zptisobena hlavné
chemickym slozenim vyrobku. Ovocné kojenecké vyzivy obsahuji znaéné mnozstvi
sacharidi a vzhledem k nizkému pH (pH < 4) jsou fazeny mezi kyselé potraviny. Jedna se

tedy o prostiedi, ve kterém je inulin zna¢n¢ nestabilni.

Hlavni surovinou pro vyrobu ovocnych kojeneckych vyziv je jable¢na dien. Vzhledem
K tomu, Ze se v zavislosti na odrid¢ a klimatickych vlastnostech jedna o biologicky vzorek
s proménlivym chemickym sloZzenim (zejména z pohledu obsahu sacharidii a organickych
kyselin), je tato problematika z technologického hlediska fesena tpravou refraktometrické

susiny ptidavkem sachar6zy.

V praktické cCasti diplomové prace byly vyrobeny jable¢né diené zrtznych odrad
s ptidavkem inulinu a byl na nich zkouman vliv faktort, kterym je ovocné dfen vystavena
béhem technologického procesu, na obsah inulinu. Jednalo se o vliv pfidavku sacharézy,
vliv zéhtevu a jejich synergického ptlisobeni. Bylo potvrzeno, Ze tyto faktory ovliviuji

degradaci inulinu. Ptidavkem sachar6zy doslo k poklesu inulinu 0 2,1 — 5,1 %, zahfevem
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vzorkli dosSlo kubytku o 2,8 — 7,2%. Vlivem synergického ucinku piidavku

sachardzy a zahievu doslo k poklesu inulinu 0 5,1 — 8,7 %.

Na zéklad¢ téchto poznatkli bylo hodnoceno, zda je néktera z nabizenych odriid vhodnéjsi
ubytek inulinu byl pozorovan u odridy Jaderni¢ka moravskd, neni mozné v rozsahu této
diplomové prace zobecnit pozadavky na chemické sloZeni jable¢nych odrtud, které by byly

vhodné pro aplikaci inulinu do ovocnych kojeneckych vyziv.

V diplomové praci byla prokazana cCasova zéavislost Ubytku obsahu inulinu v ovocnych
kojeneckych vyzivach v pribéhu ro¢niho skladovaciho pokusu. Také zde byl naznacen vliv
ptisnych technologickych opatieni béhem vyroby na vysledné mnozstvi inulinu ve vyrobku a
ovéfen vliv pridavku sachar6zy, zdhfevu a vliv jejich synergického piisobeni na degradaci
inulinu. Na zékladé¢ téchto poznatkd je mozné zhodnotit aplikaci inulinu jako zdroj

vlakniny do ovocnych kojeneckych vyziv za nevhodnou.

NejvyznamngjSim faktorem, ktery zplsobuje vyraznou degradaci inulinu, se jevi kyselé
prostiedi vyrobku. Proto na zavér diplomové prace navrhuji opustit od vyroby ovocnych
kojeneckych vyziv s piidavkem inulinu. Pokud by spole¢nost chtéla ve svém sortimentu
vyrobkii ponechat produkty s piidavkem prebiotické vlakniny, navrhuji jako mozné feSeni
prozkoumat aplikaci inulinu do zeleninovych a maso-zeleninovych kojeneckych vyziv.
Prestoze se ke konzervaci téchto vyrobkll vyuzivaji vyssi sterilacni teploty, nez je tomu U
ovocné vyzivy, existuji studie, které uvadi, Ze inulin je vici tepelnému zahievu v neutralnim

a zasaditém prostiedi stabilni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADP
AOAC
ATP
DP

EC

(ES)

FOS
G6P-DH
GF

GLC

GOS

GR (inulin)
HK

HP (inulin)

HPAEC

HPLC

NADP"
NADPH-+H"
P

PAD

Adenozindifosfat

Association of Analytical Communities (Asociace analytickych spolec¢enstvi)
Adenozintrifosfat

Degree of Polymerization (stupen polymerace)

Enzyme Commision Number (klasifika¢ni ¢islo enzymut)

Evropskeé spolecentvi

Fruktan

Fruktooligosacharidy

Glukodza-6-fosfodehydrogenaza

Glukofruktan

Gas Liquid Chromatography (plynova rozdélovaci chromatografie)
Glukooligosacharidy

Granulated Inulin (granulovany inulin)

Hexokindza

High performance Inulin (inulin s vy$§im DP)

High-Performance Anion Exchange Chromatography (vysokot¢inna aniontoveé-

vyménna chromatografie)

High-Performance Liquid Chromatography (vysokouc¢inna kapalinova chroma-

tografie

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Redukované forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
Hladina vyznamnosti

Pulsed Amperometric Detection (pulzné-amperometricka detekce)
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PAHBAH Hydrazid kyseliny p-hydroxybenzoové
PGI Fosfoglukoizomeraza

Sh. Sbirka

SD Standard Deviation (smérodatna odchylka)
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PRILOHA P I: VYROBKOVA SPECIFIKACE

HAME s.r.o..

FRUTA PODIVIN,a.s.

Rybéfe 156/157
691 45 Podivin

VYROBKOVA SPECIFIKACE

KOJENECKA VYZIVA JABLECNA S PREBIOTIKY (inulin)

skupinovy nazev

konzistence
barva

chut’ / viing

Pouziti

Slozeni

pozadavky na jakost

nutriéni hodnoty

zpracovan¢ ovoce, ovoené protlaky-jednodruhové, slazené,
s pfidavkem vlakniny
kojenecka vyziva od dokonéeného 4. mésice

volna, kaSovita konzistence, hladk4, bez cizich primeési
svetla, dle pouzité suroviny

po pouzitém druhu ovoce, sladka, harmonicky nakysla

vyrobek je uréen k pfimé spotiebg, pro kojence a déti od ukondeného 4.mésice

Jable¢na dreii (60%). cukr, kukuFiény modifikovany gkrob, prebioticka
vidknina, regulator kyselosti: kyselina citronova, antioxidant: kyselina
askorbova, vitamin C

Zdroj vlikniny,

fyzikalné chemické poZadavky
refraktometricka sugina max.19,9%

kyselost (titracni) 0,25-0,70%
obsah ovoce 60g/100g
mikrobiologické poiadavsz

CPM 10°/ g
kvasinky,plisné negativni
koliformni bakterie negativni

chemické pozadavky -vyrobek odpovida platné legislative

rezidua pesticidi - max. 0,01 mg/kg

patulin - max. 0.01mg/kg

aflatoxin B1 - max.0.0001mg/kg

Cd - max.0,05mg/kg

Pb - max.0,02mg/kg

dusi¢nany - max.200mg/kg

100g vyrobku obsahuje:

energie 316 KJ (75 keal)
bilkoviny ' 0.1g

tuky 0.2¢g

z toho nasycené mastné kyseliny 0.0g
sacharidy , 19.4g

z toho cukry 11.0g
vldknina 3.lg
sodik 0.0g
vitamin C min, | Omg
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HAME s.r.0.

FRUTA PODIVIN,a.s.
Rybdie 156/157

691 45 Podivin

VYROBKOVA SPECIFIKACE

na etlkete Jsou oznaceny viechny povmne udaje

baleni a znageni ‘vyrobek se plni do sklenénych obalii, hmotnost plnéni je 250 g

48]10d Spotrebovat

trvan]wost mlmmalm tr vanlwost je IB meswu od dat'l vy:oby

dILEhE_]e datum trvanlivosti,

skladovani v suchu pfi teploté 0-30°C, po otevieni uchovat v chladnidee do 10°C a do

znadeni Sarze L DDA/[M}’Y DDMMY} na wcku nebo etlkete kde pwm je datum vyroby a

alergen piitomnost

ANO
obiloviny obsahujici lepek a vyrobky z nich X
korysi a vyrobky z nich '
vejee a vyrobky z nich
ryby a vyrobky z nich
arasidy a vyrobky z nich
sdjaa vyrobky z nich
mléko a vyrobky z ngj (véetné laktosy)
suche skofapkové plody a vyrobky z nich
celer a vyrobky z ngj
haitice a vyrobky z ni
sezamova semena a vj/robky z nich
vIEi bob a vyrobky z ngj

mékkysi a vyrobky z nich

Vyrobek neobsahuje GMO a ani suroviny z GMO vyrobené.

-plmnosr od; \5 2 20| U

Z
=

o I e T - - R S e

vy pnacmala ﬂg Dagmar Doneova manazerJakostl
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PRILOHA P I1: AOAC METODA 999.03, PRIPRAVA CINIDEL

Megazyme

FRUCTAN
ASSAY PROCEDURE

for the measurement of

FRUCTO-OLIGOSACCHARIDES
(FOS)
and
FRUCTAN POLYSACCHARIDE
K-FRUC 11/12

(with recombinant inulinases)
(100 Assays per Kit)

AOAC Method 999.03
AACC Method 32.32
Codex Type Ill Method

5()=

Megazyme




KIT CONTENTS:
Kits suitable for performing 100 determinations of fructan are
available from Megazyme. The kits contain the full assay method plus:

Bottle I.

Bottle 2.

Bottle 3.

Bottle 4.

Bottle 5.

Sucrase plus f-amylase, pullulanase and maltase as
a freeze-dried powder.

Stable for = 5 years at -20°C.

Fructanase. Recombinant exo-inulinase and
recombinant endo-inulinanase as a freeze-dried
powder.

Stable for = 5 years at -20°C.

Fructan Control Flour. Fructan freeze-dried in
the presence of a-cellulose,

Stable for = 5 years stored dry at room temperature,
Sucrose Control Flour. Sucrose freeze-dried in
the presence of a-cellulose.

Stable for = 5 years stored dry at room temperature.
D-Fructose Standard Solution (1.5 mg/mL) in
0.2% (wi/v) benzoic acid.

Stable for = 5 years at room temperature.

PREPARATION OF ENZYMES:

1. Dissolve the contents of bottle | in 22 mL of Buffer | [sodium
maleate (100 mM, pH 6.5)] (Enzyme Solution A). Divide into
aliquots of appropriate volume and store at -20°C.

Stable in polypropylene containers for = 5 years at -20°C.

1. Dissolve the contents of the wial 2 in 22 mL of Buffer 2 [sodium
acetate (0.1 M, pH 4.5)]. (Enzyme Solution B). Divide into
aliquots of appropriate volume and store at -20°C.

Stable in polypropylene containers for = 5 years at -20°C.

3,4 Use the contents of bottles 3, 4 and 5 as supplied.
& 5. Stable for = 5 years at room temperature.

BUFFERS (not supplied):

Buffer |: Sodium maleate buffer (100 mM, pH 6.5)
Dissolve maleic acid (1 1.6 g, Sigma cat. no. M-0375) in
900 mL of distilled water and adjust the pH to 6.5 with
sodium hydroxide solution (2 M). Adjust volume to | litre.
Stable for = 3 months at 4°C.

Buffer 2: Sodium acetate buffer (100 mM, pH 4.5)
Add glacial acetic acid (5.8 mL) to 900 mL of distilled water.
Adjust to pH 4.5 using | M sodium hydroxide. Adjust the

volume to | litre,

Stable for = 3 months at 4°C,



REAGENTS (not supplied):

PAHBAH Reducing Sugar Assay Reagent

Solution A. Add 10 g of p-hydroxybenzoic acid hydrazide
(Sigma cat. no. H-9882) (PAHBAH) to 60 mL of distilled water
in a 250 mL beaker on a magnetic stirrer. Stir the slurry and
add 10 mL of concentrated hydrochloric acid. Adjust the
volume of the solution to 200 mL with distilled water and store
at room temperature, Stable for ~ 2 years.

Solution B. Add 24.9 g of trisodium citrate dihydrate to 500
mL of distilled water and stir to dissolve. Add 1.2 g of calcium
chloride dihydrate and dissolve. Add 40.0 g of sodium hydroxide
and dissolve with stirring (the solution may be milky, but will
clarify when diluted to 2 litres). Adjust the volume to 2 litres and
store the solution at room temperature. Stable for ~ 2 years.

PAHBAH Working Reagent. Immediately before use, add
20 mL of Solution A to 180 mL of Solution B and mix thoroughly.

The mixed solution stored on ice is stable for ~ 4 hours.

Sodium hydroxide (50 mM)

Dissolve 2.0 g of sodium hydroxide in 900 mL of distilled water.
Adjust the volume to | litre. Store at room temperature.

Alkaline borohydride (10 mg/mL sodium borohydride in
50 mM sodium hydroxide)

Accurately weigh approx. 50 mg of sodium borohydride (Sigma
cat. no. 5-9125) into polypropylene containers (10 mL volume
with screw cap). Record the exact weight on the tubes (approx.
10 for convenience), seal the tubes and store them in a desiccator
for future use.

Immediately before use, dissolve the sodium borohydride (at
10 mg/mL) in 50 mM sodium hydroxide. This solution is stable

for 4-5 hours at room temperature.

Acetic acid (200 mM)

Add 11.6 mL of glacial acetic acid to 600 mL of distilled water
and adjust the volume to | litre. Store at room temperature.

EQUIPMENT (RECOMMENDEDY):

Glass test tubes (round bottomed; 16 x 100 mm
and 18 x 150 mm).

Pyrex beakers (100 and 200 mL capacity).
Volumetric flasks (50 and 100 mL capacity).
Micro-pipettors, e.g. Gilson Pipetman® {100 pyL and 200 pL).



BN

9.

10.
1.
12,

13.

Positive displacement pipettor, e.g. Eppendorf Multipette™

- with 5.0 mL Combitip® (to dispense 0.2 mL aliquots of
sucrase mixture and 0.1 mL aliquots of fructanase, and other
solutions and buffers).

- with 50 mL Combitip® (to dispense 5.0 mL aliquots of
PAHBAH Working Reagent).

Analytical balance.

Spectrophotometer set at 410 nm.

Vortex mixer (e.g. IKA® Yellowline Test Tube Shaker TT52).
Thermostated water bath (set at 40°C).

Boiling water bath.

Hot-plate magnetic stirrer.

Bench centrifuge (capable of 1,000 g) or filter funnels
with Whatman Mo. | (9 cm) filter papers.

Stop watch.

CONTROLS AND PRECAUTIONS:

The time of incubation at 100°C with PAHBAH reagent is critical
and should be timed with a stop watch.

With each set of determinations, reagent blanks and D-fructose
controls should be included and analysed concurrently.

a) The reagent blank consists of 0.3 mL of 100 mM sodium
acetate buffer (Buffer 2) + 5.0 mL of PAHBAH Working
Reagent.

b) To prepare the Dfructose standard, 0.2 mL of D-fructose
standard solution (1.5 mg/mL) is added to 0.9 mL of Buffer
2 [100 mM sodium acetate (pH 4.5)] and mixed thoroughly.
Aliquots (0.2 mL) of this solution (containing 54.5 pg of
D-fructose) are dispensed, in quadruplicate, into glass test
tubes (16 x 100 mm). Buffer 2 (0.1 mL) is added to each
tube plus 5.0 mL PAHBAH Working Reagent (immediately
before incubation in the boiling water bath).

With each set of determinations a fructan/cellulose control
powder is included. The fructan content of this powder is given
on the vial label.

The sucroselcellulose control powder should be analysed
with each new lot of reagents. If the sucrase treatment step

is completely effective, the determined fructan value should

be approx. 0.2% (wiw). If the sucrase is not effective, the
determined value will reflect the sucrose content of the control
sucrosefcellulose powder [about 10% (wiw); see vial label].



D-Fructose controls (quadruplicate) and reagent blank
solutions (duplicate) are run with each batch of samples and
are incubated in the boiling water bath at the same time as the
samples.

The effectiveness of borchydride reduction can be checked using
D-fructose standard solution (0.2 mL, 1.5 mg/ml) and proceeding
from Step B.l. (page 8) of the assay procedure. Treatment
with fructanase enzyme (Step C.1.) is replaced with addition of
acetate buffer (0.1 mL, 0.1 M, pH 4.5). The solution should be
colourless following incubation with PAHBAH Working Reagent.

The PAHBAH Working Reagent should be used fresh or stored
on ice for no more than 4 hours.

If the sample being analysed contains galactosyl-sucrose
oligosaccharides, these can be removed by incubation with

A. niger tt-galactosidase (Megazyme cat. no. E-AGLAN). Add

50 pl of c-galactosidase (200 IW/mL) in 50 mM sodium acetate
buffer (pH 4.5) to 0.2 mL of solution to be analysed and incubate
for 30 min at 40°C before addition of the Sucrase/Amylase
working mixture (Enzymes Solution |). This enzyme gives
complete hydrolysis of D-galactose from galactosyl-sucrose
oligosaccharides.



