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ABSTRAKT

Tempeh patii mezi fermentované probiotické so6jové vyrobky. Diky jeho bohatému zdroji
bilkovin, pfitomnosti nenasycenych mastnych kyselin esencidlnich pro ¢lovéka a vysoké
hladin¢ antioxidantd je hodnotnou vyzivovou potravinou. Teoreticka Cast prace popisuje
nutriéni sloZeni tempehu a sdjovych bobt. Jsou diskutovany pozitivni a negativni G€inky soji
na lidské zdravi. Dale byly sledovany zmény vyzivovych slozek zpiisobené fermentacnim
procesem a ptisobenim mikroorganismil.

Experimentalni cast diplomové prace se zabyva mikrobiologickou analyzou tii druht
tempehu a vyuzitim metody polymerazové tetézové reakce. 1zolace DNA z produktd byla
provedena pomoci fenolové extrakce, pomoci magnetickych mikrocastic F-kol 770x
a magnetickych nanocastic F79/L3-PLL. V ramci nutri¢ni analyzy byly studovany zmény
jednotlivych nutri¢nich slozek a dalSich latek v sdéjovych bobech po fermentaci tempehu. Ve
vyrobcich byl stanovovan celkovy obsah hlavnich nutri¢nich slozek — sacharidd, lipida
a bilkovin. Pomoci UV-VIS spektrofotometrie bylo analyzovano mnozstvi antioxidac¢nich
latek jako polyfenoly a flavonoidy. V praci bylo také provedeno stanoveni mnozstvi vitaminu
E pomoci HPLC a stanoveni pfitomnosti mastnych kyselin pomoci GC ve vzorcich tempehu
a bob.

KLICOVA SLOVA

Antioxidanty, fermentace, PCR, s6jové boby, tempeh, vyzivové hodnoty



ABSTRACT

Tempeh belongs to the fermented probiotic soybean products. Tempeh is a valuable
nutritional foodstuff due to its rich source of protein, content of unsaturated fatty acids
essential for human and high amount of antioxidants. The theoretical part describes nutritional
composition of tempeh and soybeans. In the thesis are discussed positive and negative effects
of soy on human health. In the thesis were followed up changes in the nutritional components
caused by the fermentation process and the action of microorganisms.

The experimental part deals with the identification of microorganisms, which are contained
in three types of tempeh. Microorganisms were detected using method polymerase chain
reaction. DNA was isolated from the products by use phenol extraction, using magnetic
microparticles F-kol 770x and magnetic nanoparticles F79/L3 PLL. As part of the nutritional
analysis changes in individual nutrients and other substances in soybeans after tempeh
fermentation have been studied. In the chosen products total content of essential nutrients —
carbohydrates, lipids and proteins were analyzed. Amount of antioxidants such as phenolics
and flavonoids were analysed by UV-VIS spectrophotometry. Determination of vitamin E
content which was analysed by HPLC and determination presence of fatty acids which was
determined by GC was incorporated to this thesis.
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Antioxidants, fermentation, PCR, soybeans, tempeh, nutritional values
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1 UVOD

V minulosti patfila s6ja po dlouhou dobu k tzv. médnim potravinam. Dnes je obsaZena
v mnoha vyrobcich a v produktech zdravé vyzivy. S6ja mé tedy Siroké uplatnéni, véetné
nahrady masa pro vegetariany a sdjového mléka pii intoleranci mléka kravského. Sojové boby
jsou nejvice uznavanym zdrojem rostlinnych bilkovin, které také piispivaji k Siroké Skale
pozitivnich u¢inkd na zdravi. Nevyhodou séji je vysoky obsah antinutri¢nich latek, které
omezuji vyuziti zivin. Tyto antinutri¢ni faktory Ize snadno odstranit béhem procest pii vyrob¢
fermentovanych potravin.

Dnes se fermentace pouziva pfedevsim ke zvySeni bioaktivnich latek (vitaminy, mineraly,
isoflavony) zodpovédnych za zdravi prospésné vlastnosti a z divodu snizeni antinutri¢nich
faktort (inhibitory proteinaz, kyselina fytova, ureaza, kyselina Stavelova) [1].

S6jové boby a sojové produkty obsahuji vysoky obsah nenasycenych lipidd, vldkniny,
vitaminii a mineral a nizké mnozstvi nasycenych lipidd [2]. Mezi tradi¢ni fermentované
sOjové vyrobky patii miso, sOjova omacka, natto a tempeh. V asijskych zemich jsou tyto
produkty velmi popularni, nejsou pouze potravinami tradi¢nimi, ale i funk¢énimi, a diky tomu
se staly populdrnimi po celém svété. Jsou fazeny mezi produkty zdravé vyzivy, obsahuji
probiotické bakterie. Potraviny ze sdji se vyznacuji vlastnostmi zlepSujicimi zdravi jako
zmirnéni pfiznakd menopauzy, snizeni rizika osteopordzy, prevence rakoviny, pozitivnimi
ucinky na metabolicka onemocnéni a na imunitu [3, 4].

V praci se zaméfuji na jeden z vySe uvedenych vyrobk, a to na tempeh, ktery je oblibenou
potravinou Vv jihovychodni Asii. Tempeh je popularni zejména mezi vegetariany jak v Ceské
republice, tak na celém svété. Mikrobialni spolecenstvi pfitomné v tempehu vede ke zménam
jeho fyzikalnich a chemickych vlastnosti [1]. Fermentace tempehu piiznivé ovliviiuje jeho
nutri¢ni sloZeni, a to hlavné¢ diky pisobeni mikroorganismti bud’ pfirozen¢ se vyskytujicich,
nebo pfidanych V pritbéhu vyrobniho procesu. Béhem fermentace dochazi ke zvySeni
antioxidacni aktivity, a tudiz fermentované sdjové produkty jako tempeh, miso a natto jsou
vice odolné k oxidaci lipidii neZ nefermentované sdjové boby [5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Séja

Séja lustinata (Glycine max) je lusténina a olejnina pochazejici ze severni a stiedni Ciny.
V USA se objevila v roce 1765 a do Evropy se dostala az koncem 20. stoleti. Nazev rodu
Glycine byl poprvé piedstaven Karlem Linnacusem. Slovo glycine, odvozené od feckého
slova ,,glykys* (sladky), odkazuje na sladkost hruSkovitych jedlych hliz produkovanych
pivodnimi americkymi lusténinami.

Nejvyuzitelnéjsi ¢asti soji jsou semena (boby) existujici v raznych barevnych variantach -
zIluté, hnéd¢, zelené a cCerné. Sdjové boby jsou jednou z nejcennéjSich plodin na svéte.
Vyuzivaji se nejen jako zakladni potravina vétSiny asijskych zemi poskytujici bohaty zdroj
proteinil v lidské strave, ale také jako olejnina, krmivo pro hospodaiska zvifata a surovina pro
biopaliva. Nejvétsimi producenty soji jsou USA, Brazilie, Argentina, Cina a Indie [4, 6].

Dnes uz je soja dilezitou globalni plodinou a jednou z ,,biotechnologickych potravin®, ktera
je geneticky modifikovana a pouzivana ve stale vét§im mnozstvi potravin. V roce 1995 firma
Monsanto poprvé piedstavila Roundup Ready soju, ktera vykazuje odolnost viéi herbicidim
a byla navrzena tak, aby umoznila plodindim odolat vysokym davkam herbicidu, které by je
jinak usmrtily. Vétsina spotiebiteltt konzumaci produktd obsahujicich GM séju odmita. V EU
je péstovani GM s6ji zakazano [4].

2.1.1 Nutrié¢ni sloZeni soji

So6jové boby jsou bohatym zdrojem proteint (37 hm. %), lipida (20 % hmotnosti, z toho asi
60 % polynenasycené tuky, 25 % mononenasycené tuky a 15 % nasycené) a sacharidi
(21 hm. %). Dale obsahuji rozpustnou (7 hm. %) a nerozpustnou vlakninu (10 hm. %) [16].
Sojové boby obsahuji vitaminy A, By, Bs, Be, B12, C, K a E, dale prvky jako vapnik, hoi¢ik,
fosfor, draslik, zinek, Zelezo [4, 7, 8].

Soéja neobsahuje cholesterol. Sojové boby jsou rostlinnou potravinou, ktera obsahuje vSech
8 esencialnich aminokyselin.

Nerozpustné sacharidy v so6ji tvofi komplex polysacharidii celulozy, hemicelul6z a pektinu,
a byvaji oznaCovany jako vlaknina. Ve vodé rozpustné oligosacharidy (stachyéza, rafindza)
podporuji rast endogennich bifidobakterii Vv tlustém stieveé, které tyto oligosacharidy
vyuzivaji. Bifidobakterie se podileji na zlepSeni stfevniho prostiedi [2, 4].

So6jové boby jsou vybornym zdrojem kompletnich proteini obsahujicich vyznamné
mnozstvi esencialnich aminokyselin. 65-85 % celkovych sojovych proteind tvoii glycinin
a beta-konglycinin, které jsou prekursory vétSiny izolovanych bioaktivnich peptidd. Sojové
proteiny nemusi byt dobfe stravitelné diky pfitomnosti vysokého mnozstvi inhibitorti enzymu
jako inhibitor proteaz a trypsinu.

Hlavni mastnou kyselinou (MK) je esencidlni kyselina linolova. V surovych sojovych
bobech je 6krat vice nenasycenych MK nez nasycenych [9].

Aby so6jové boby byly pozZivatelné, zahrnuje vyrobni proces sojovych produktd kroky
maceni a vafeni, které zlepSuji stravitelnost a nutricni hodnotu lusténin. Mac€eni anebo vareni
muze vést ke znaCnym ztrdtdm nékterych esencidlnich Zivin jako ve vodé rozpustné mineraly
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(K, Mg, P, Fe) a vitaminy (riboflavin, niacin, pyridoxin, kyselina askorbova) vzhledem
K jejich vyluhu do maceci popt. vafici vody.

Maceni snizuje mnozstvi celkovych rozpustnych sacharidii v bobech 0 17 % a redukujicich
sacharidii asi 0 23 %. Vafeni macenych bobi vedlo k narGstu cukrd o 34 az 44 % pro
redukujici cukry a 0 2 az 10 % pro celkové rozpustné cukry. ZvysSeni koncentrace cukril pfi
vafeni je nejspi§ zpusobeno hydrolyzou Skrobu na oligosacharidy a poté na
monosacharidy [7].

Obsah lipidii se po maceni a vaieni bobii neméni. Odslupkované s6jové boby obsahuji po
maceni a vafeni uvedené mnozstvi mastnych kyselin v acylglycerolech: kyselina palmitova
(11,2% 1z celkového mnozstvi MK vazanych v glyceridech), kyselina stearova (3,3 %),
kyselina olejova (23,0 %), kyselina linolova (55,6 %) a kyselina linolenova (7,0 %) [10].

2.1.2 Prospésné ucinky soji
Za pozitivni u¢inky soji na zdravi clovéka zodpovidaji predevsim isoflavony.
Epidemiologické studie dokazuji, ze isoflavony daidzein a genistein nalezené v soji snizuji
riziko rakoviny prsu a prostaty. Ptijem isoflavoni také vede k redukci oxidace lipida
V potravin¢ a pusobi jako ochrana naseho téla proti UV zafeni a patogentum [4].

Dalsi sloZkou, ktera pfispiva ke spravné funkci stiev je vldknina. Vldknina vaze v trdvicim
systému vodu, usnadiiuje vyprazdinovani, a tim snizuje riziko rakoviny tlustého stieva [2].

Bylo dokéazéano, ze dlouhodoby ptijem sdjovych proteint (i sdjovych isoflavonii) napoméaha
snizeni hladiny celkového cholesterolu v krvi a LDL cholesterolu, ktery hraje klicovou roli ve
zvySovani rizika srde¢nich onemocnéni.

Vysoky piijem soéjovych potravin a isoflavoni je také spojen se zmirnénim ptiznakt
alergické rymy a se zlepSenim funkce plic u pacientd s astmatem [11].

Antinutriéni faktory (napf. inhibitory proteaz, kyselina fytova) mohou mit pozitivni G¢inky
na zdravi jako potlaceni karcinogeneze [12].

2.1.2.1 Isoflavony

Isoflavony patii mezi polyfenoly do skupiny flavonoidi. Isoflavony jsou jednim
uc¢inkd na zdravi, jak je uvedeno vyse. Nejvice zastoupenymi isoflavony v s6ji jsou genistein
a daidzein. Tyto dva isoflavony jsou nejsilngjSimi antioxidanty, co se tyce sojovych
isoflavontll. A navic jsou nejvice u¢innymi fytoestrogeny v soji.

Biologicky aktivni jsou piedevsim isoflavony ve formé aglykonti. Aglykony jsou v lidském
stfevé absorbovany rychleji a ve vétsim mnoZstvi nez glykosidy isoflavonil. K deglykosylaci
isoflavoni miize dochazet béhem fermentace n¢kolika kmeny jako bakterie mlééného kvaseni
(laktobacily, bifidobakterie), basidiomycetes, vlaknité houby a Bacillus subtilis. Tyto kmeny
se vyznacuji vysokou aktivitou beta-glukosidazy.

Isoflavony maji podobnou chemickou strukturu jako lidsky hormon estrogen. Jsou schopny
vazat Se na estrogenni receptory a projevovat se nékterymi estrogenu podobnymi uU¢inky.
Proto jsou klasifikovany jako fytoestrogeny [4, 13].

Isoflavony v s6ji maji potencialni vlastnosti zlepSujici zdravi jako zmirnéni ptiznaki
menopausy u zen, prevence kardiovaskularnich onemocnéni, antimutagenni a antirakovinné
ucinky. Genistein blokuje rozvoj rakoviny tim, Ze zabrani tvorbé cév, které by poskytly
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vyzivu pro rust nddoru. S6jové isoflavony také zabranuji ztratam kostni hmoty, a to zejména
u zen v menopauze, kdy dochazi ke snizeni hladiny estrogenu.

Isoflavony ptisobi také antioxidacné, tj. vychytavaji volné radikaly v téle, které mohou
zpusobit poskozeni DNA, membran a proteinti, a tim vyvolat Zivot ohrozujici onemocnéni.
Glyceollin, metabolit séjového isoflavonu daidzeinu, je jednim z hlavnich fytoalexind
a fytoestrogent. Jeho biologicka aktivita zahrnuje antiproliferaéni pisobeni vici rakovinnym
bunkam prostaty a vaje¢niki, dale antibakterialni a protiplisiiovy ucinek [4, 11].

2.1.3 Negativni ucinky séji

Vysledky nékterych studii uvadéji, ze konzumace s6ji nema vyznamny vliv na hladinu
progesteronu. Jiné studie zase ukazuji na snizeni hladiny estradiolu po podani produkti ze
s6ji, dalsi studie odhalily zvySeni nebo zadnou zménu hladiny uvedeného hormonu. Rovnéz
studie ukazuji vyznamné snizené, zvySeni nebo Zadnou zménu v hlading testosteronu po poziti
sojovych potravin [14].

Bylo dokdzano, Ze s6jovy protein ani isoflavony neovlivituji koncentraci reprodukénich
hormonli u muzii bez ohledu na v€k a na stav rakoviny. Studie ukazala, ze byl pozorovan
zpozdény vyvoj prsu u divek s vysokym piijmem daidzeinu a genisteinu. Naproti tomu, jiné
studie dokazuji, Ze tyto fytoestrogeny mohou vyvolat pifedCasny pubertalni vyvoj divek,
u chlapci se neprokazal vliv fytoestrogent na nastup puberty [15].

Alergie na séju je bézna a obvykle se objevuje u mladsich déti, zvlast¢ nemluvinat. Soja
patfi mezi osm nejcastéjSich alergenti. Hlavnimi proteiny v soji zptisobujici alergii jsou Gly
m1l, Glym2, Glym3, Gly m4, Glymb5 a Gly m6 [16]. Alergie se projevuje koptivkou
a otokem na riznych mistech organismu véetné sliznice dychaciho a traviciho ustroji. Sojové
produkty jsou rozsifené pouzivany pii pfipravé jidel a neni snadné se s6ji vyhnout. Pozitivni
je, ze vétina batolat trpicich alergii na soju z ni vyrostou do véku 3 let. Ackoli jsou sojové
proteiny pouzivany do kojeneckych vyziv vice nez 100 let, popularita sdjové kojenecké
vyzivy se vyznamné li§i v riznych castech svéta. Duvody kodmitani soji se tykaji
nezadoucich ucinkt souvisejicich pfevazné s obsahem fytatd, hliniku, stachyozy, rafindzy,
a zvlasté fytoestrogenu [4].

2.1.4 Antinutri¢ni faktory v so6ji

Mezi antinutricni faktory spojené s lusténinami patfi inhibitory proteaz, taniny, kyselina
fytova, goitrogeny, lipoxygenaza atd. Tyto antinutri¢ni latky snizuji nutri¢ni hodnotu lusténin.
Syrové sojové boby jsou goitrogenni, protoZe narusuji metabolismus jodu a funkci §titné
zlazy, a to vede ke vzniku strumy. Kyselina fytova miZe blokovat sorpci minerali jako
vapnik, zelezo a zinek.

SniZeni antinutri¢nich faktortt (ANF) se provadi pro né specifickymi metodami. SniZeni
faktort zpusobujicich nadymani se dosahne pomoci maceni a vafeni bobti. Aktivita inhibitort
proteaz (trypsinu) se vyrazné snizuje pii vafeni bobil a s Casem inkubace pii fermentaci bobd.
Taniny nachazejici se pfevazné v obalovych vrstvach bobiu se odstranuji v ramci ptedbéznych
Uprav hlavné loupanim. V loupanych, vafenych a fermentovanych bobech nebyly detekovany
zadné taniny. Obsah kyseliny fytové se snizuje loupanim, béhem maceni a fermentace
bobu [3, 17].
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2.1.5 Vyrobky ze séji

Séjovych produktd je cela fada. Lze je rozdélit do dvou skupin, a to na nefermentované
(Cerstvé nebo dehydratované sdjové boby, sdjové kli¢ky, sdjova mouka, sdjové mléko a jejich
produkty, tofu, peCené a smazené sOjové boby, sojovy prasek, sojové maslo a olej)
a fermentované vyrobky (japonské miso a natto, s6jova omacka, tempeh a fermentované
tofu). Na Obr. 1 je schéma znazoriujici postupy pii zpracovani sdji na razné sdjové
produkty [4].

Fermentované s6jové produkty a s6jové jogurty jsou bohaté na probiotika, a tudiz lehce
stravitelné [18]. Sojové mléko obsahuje 8 esencialnich aminokyselin. Kojenecka strava
zalozend na s0ji se pouziva pro kojence alergické na proteiny v kravském mléce.

So6jové boby jsou také vyuzivany v mnoha primyslovych produktech vcetné olejii, mydel,
kosmetiky, pryskytice, plastd, inkoustu, rozpoustédel a obleceni. Sojovy olej je zakladnim
zdrojem bionafty v USA. Sojové boby jsou také pouzivany jako fermentani material pfi
vyrob¢ vodky.

Miso

sojovy
Tempeh vafeni v pafe/ olej
Natto wentace
sjovd duseni  LSEYNGS /D' ‘ odtuénéna
asta € S
P . sojova mouka
l fermentace ‘ voda/
ethanol E horka voda
e ~1 A & —_—
sojova omacka sojové boby 5
horka voda : g
koncentrat = 3
s6jové mléko sojoveho proteinu %8 nizkotugné
srazeni ¢ sojové mléko
s vapnikem fermentace e S s
Bioaktivni slouceniny:
isoflavony,
Tofu Sojovy jogurt antokyany
Sojovy pudink Sojovy syr atd.

Obr. 1: Diagram zndzornujici zpracovani séji na komercni séjové produkty. Upraveno dle [4].

Produkce sojovych vyrobkli se uskuteCiiuje modernimi technikami ve velkych
potravinaiskych firmach nebo tradi¢nimi postupy v malém méfitku v domacnostech [4].

2.2 Fermentace soji

Fermentacni technologie se pouziva jiz po staleti ke zpracovani potravin jako konzervacni
metoda. Fermentace obecné prispiva ke zlepseni kvality potravin (chuti, aroma a struktury),
k delsi skladovatelnosti, zvySeni vyzivové hodnoty a bezpec¢nosti. Hlavnim cilem fermentace
obilovin a lusténin neni jejich konzervace, ale pfedev§im tUprava jejich organoleptickych
a vyzivovych vlastnosti [12, 19].
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Fermentace zlepSuje stravitelnost sojovych proteinli. Béhem tohoto procesu jsou
produkovany proteolytické enzymy mikroorganismy. Diky témto enzymim dochazi
k hydrolyze proteinti na peptidy a volné aminokyseliny. Peptidy ve fermentovanych s6jovych
produktech vykazuji bioaktivni vlastnosti jako antioxidacni, antihypertenzivni, antirakovinné,
antidiabetické a antimikrobidlni. Bioaktivni peptidy jsou béhem fermentace produkovany bud’
startovaci kulturou, nebo vznikaji hydrolyzou s6jovych proteint. Specifické startovaci kultury
jsou zodpoveédné za produkci specifickych peptida [20].

Ackoli jsou sojové boby bohatym zdrojem rostlinnych proteint, jejich nutricni hodnoty
jsou omezeny antinutri¢nimi vlastnostmi. Fermentace nejenze vede k redukci antinutri¢nich
faktort, ale snizuje také mnozstvi toxind.

Neméné dulezitou mikroflérou pii fermentacnim procesu jsou bakterie mlécného kvaseni
(LAB). So6jové boby jsou vhodnym substratem pro LAB. Tyto bakterie upravuji slozeni soji
béhem fermentace: mohou zpusobit zvySeni biologické dostupnosti isoflavonl, zvysit
stravitelnost oligosacharidi [21].

2.2.1 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidanty jsou molekuly, které mohou zachytit volné radikaly uvniti jejich struktury
a zabranit tak oxidaci. VoIné radikaly jako superoxidy, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal
a peroxylovy radikdl zpiisobuji mnoho poruch jako rakovina, cukrovka, aterosklerdza,
artritida a mnoho neurodegenerativnich onemocnéni.

Vétsina studii zabyvajicich se antioxida¢nimi vlastnostmi fermentovanych séjovych bobl
ukazuje, ze zvyseni polyfenoli (isoflavony, fenolové kyseliny a flavanoly) je zodpovédné za
zvySeni antioxidacni vlastnosti. Studie ukazuji i na to, Ze volné aminokyseliny a peptidy patii
také mezi faktory zodpovédné za antioxida¢ni aktivitu spoleéné s polyfenoly. Béhem
fermentace pii vyrobé tempehu vzrostl obsah volnych aminokyselin a peptidi. Antioxidacni
aktivita tedy roste s dobou fermentace tempehu.

ZvySeni antioxidacni vlastnosti U fermentovanych sdjovych bobu zavisi na organismech
pouzitych pii fermentaci. Napt.: bylo dokazano, ze ptitomnost smési proteolytickych MO
(Bacillus sp. a plisn¢) béhem fermentace vede ke zvySeni celkové antioxidacni aktivity [20].

Zatimco v bobech jsou za zdroj antioxidantii povazovany isoflavony, v tempehu byla navic
objevena dal$i antioxidacni sloucenina, a to 3-hydroxyanthranilova kyselina (HHA). Jeji
koncentrace roste béhem fermentace za pritomnosti Rhizopus oligosporus. HAA je
zodpovédna za autooxidacni stabilitu tempehu [22, 23].

Antioxidanty mohou také zpomalovat oxidac¢ni zluknuti zpisobené atmosférickou oxidaci
atim chranit oleje, tuky a v tucich rozpustné slouceniny jako vitaminy (vitamin E),
karotenoidy, a dalSi vyzivové slozky potravin. Bylo sledovdno, Ze tradi¢ni asijské
fermentované sojové produkty byly vice stabilni proti oxidaci lipidli neZ nefermentované
varené sojové boby [4, 22].

2.3 Tempeh

Tempeh je fermentovany produkt pochazejici z Indonésie a je jednim z nejdulezit&jSich
produkti této zemée. Dale je také popularni v Malajsii, Japonsku, Korey, Singapuru, Kanade,
Holandsku, Zépadni Indii a Spojenych statech. Vyrabi se fermentaci varenych soéjovych bobu
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za pouziti plisné rodu Rhizopus jako startovaci kultury. Nejéastéji se v Indonésii vyuziva
druhu Rhizopus oligosporus [1, 3, 5]. Mycelium plisné lemuje s6jové boby za vzniku bilého
kompaktniho kolace (viz. Obr. 2), ktery se vyznacuje Cerstvou vuni a kvasnicovym
aroma [12].

Obr. 2: Tempeh [24]

Tempeh si svou oblibenost ziskal nejen diky jeho vysoké nutriéni hodnoté, ale také kvuli
chuti, stravitelnosti a jako vysoce kvalitni ndhrazka masa pro vegetariany po celém svéte.
Diky svym nutri¢nim vlastnostem je tempeh soucasti zdravé vyzivy [12, 25].

Na rozdil od jinych regionalnich fermentovanych produktii jako miso, sojova omacka
a natto, které jsou hlavné pouzivany jako ochucovadla, barviva, ptilohy a kofeni, tempeh je
konzumovan jako hlavni jidlo [3]. Tempeh je obvykle podavan smazeny, vafeny (v polévce),
peceny nebo duseny. Tempeh ma pii pfipravé pokrml vSestranné pouziti. Muze byt
servirovan s obilninami a vejci jako snidan€ nebo do salétli, sendvici, hamburgert, oméacek
nebo polévek [12].

Existuje n€kolik druhli tempehu v zavislosti na vychozim surovém materidlu, nejzname;jsi
je tempeh ze s6jovych bobli. Kromé s6jovych bobii 1ze pouzit dalsi substraty pro fermentaci:
cizrna, je¢men, fazole, kukutice [19, 26].

2.3.1 Proces pripravy tempehu

Tradi¢ni tempeh se vyrabi z vafenych a loupanych s6jovych bobi, které jsou fermentovany za
ptitomnosti startovaci kultury plisné Rhizopus sp. Po fermentaci je tempeh stlaCovan do
bloku, které maji bud’ Zlutou nebo tmavou (¢ernou) barvu. Barva zavisi na druhu s6ji a na
pouzité plisni [27].

Tradi¢ni vyroba tempehu se skladd ze dvou hlavnich kroki, prvnim je maceci proces
a druhy je plisfiova fermentace.

So6jové boby se musi zbavit slupek, protoze Rhizopus sp. neni schopen rust na celych
bobech. Loupani se provadi za mokra nebo za sucha. Loupani za mokra se uskutec¢iiuje po
casteCném vareni, které umozni hydrataci soji. Tento proces se provadi manualn¢, tudiz neni
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vhodny pfi vyrob¢ tempehu ve velkém métitku. Pii procesu suchého loupani je soja zahtata na
93 °C po dobu 10 min, dojde ke svrasténi vnitiku bobu a slupka se uvolni. Po suchém
odslupkovani nésleduje oddéleni slupek od zbytku bobti, to se provadi pomoci gravita¢niho
separatoru nebo prosivani. Néasleduje proces hydratace, pii kterém jsou boby maceny
v pfebytku vody po dobu 12-15 hodin pfi pokojové teploté, aby se usnadnilo pronikéani
mycelia. Béhem maceni dochdzi k bakteridlni fermentaci, coz vede k okyseleni. Nékteti autofi
udavaji pouziti kyseliny mlé¢né nebo octové ke snizeni pH umoznujici rist plisn€ a zaroven
potlaceni riistu bakterii. Pliseii neni inhibovana, dokud je pH nizsi nez 3,5.

Dalsim krokem je vafeni. Dochazi pfi ném k nieni kontaminujicich bakterii, které by
mohly narusit fermentaci. Dale k odstranéni antinutri¢nich faktorti jako jsou inhibitory
trypsinu a chymotrypsinu a k uvolnéni nékterych Zivin potfebnych pro rist plisné. Var se
provadi v pfebytku vody, umozituje usnadnéni pronikdni plisn¢ a zlepSuje stravitelnost. Doba
vafeni je rizna, pohybuje se mezi 10 min az 3 hodinami pii teploté 100 °C. Uvaiené boby se
scedi pomoci sit. Pfebyte¢na voda podporuje rist bakterii a kazeni tempehu. V Malaysii se
boby susi pomoci platna, jini vyrobci zas pokryvaji boby pseni¢nou moukou. Pied inokulaci
musi byt boby ochlazeny na 38 °C. Jako fermenta¢ni nadoby mohou slouzit bandnové listy,
listy tropickych mandli, ddle nddoby ze dfeva nebo nerezové oceli.

V Indonésii se tradiéné k zaockovani sdjovych bobl pouzivaji malé kousky tempehu
z ptedchozi inokulace. Ve Spojenych stitech se k inokulaci pouzivaji spory plisné¢ R.
oligosporus. Nejrozsifenéjsim pouzivanym kmenem je Rhizopus oligosporus NRRL 2710. K
vyrobé sojového tempehu lze pouzit i dal$i druhy rodu Rhizopus: R. oryzae, R. chinensis
aR. arrhizus.

Podminky inkubace jako je teplota, doba trvani a relativni vlhkost ovliviiuji kvalitu
vysledného produktu. Teplota inkubace se pohybuje v rozmezi od 25 do 37 °C a doba trvani
od 20 do 80 hod. Doba fermentace je nepfimo umérna zvyseni teploty. Stabilita pii skladovani
tempehu miize byt prodlouzena susenim, smazenim, dehydrataci, zmrazenim nebo vafenim
Vv pate [3].

Metody produkce tempehu se 1i$i v zdvislosti na oblasti vyroby i jednotlivych vyrobct.
Slozeni bakteridlniho spoleCenstvi a druh plisné je u jednotlivych vyrobci rtizné. Napf.
V Indonésii se tempeh vyrabi za pfistupu vzduchu, pfi fermentaci rostou pfirozené se
vyskytujici bakterie, které ptispivaji k rozdilim v senzorické kvalité tempehu [1].

2.3.2 Nutri¢ni charakterizace tempehu

Kromé toho, Ze je tempeh bohatym zdrojem proteinl a lipidii ve vegetarianské strave, stal se
pfedmétem zajmu diky jeho pozoruhodnym nutri¢nim i funkénim vlastnostem. Sojovy tempeh
obsahuje 19,5 % proteint, z toho 56 % jsou vyuzitelné bilkoviny. Co se tyce susiny, slozeni
tempehu je nasledujici: asi 55 % hrubych bilkovin, 14 % lipida, 28 % sacharidu, 3 % vlakniny
a 3 % popela [3, 4].

2.3.2.1 Lipidy

Rhizopus sp. produkuje rizné enzymy vcetné karbohydraz, lipaz, proteaz a fytaz. Rhizopus
oligosporus ma silnou aktivitu lipaz hydrolyzujicich pies tfetinu neutralnich tukd v séji
béhem fermentace. Mnozstvi mastnych kyselin v glyceridech se snizuje s ¢asem a S rostouci
teplotou inkubace. Béhem fermentace se tedy zvySuje mnozstvi volnych MK. Majoritnimi
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MK jsou olejova a linolové a minoritnimi palmitova, stearova a linolenova. Bylo zjisténo, ze
zastoupeni MK v tempehu a sojovych bobech je podobné, ale tempeh obsahuje vyssi
mnozstvi olejové a linolové kyseliny a nepatrné niz$§i mnozstvi minoritnich MK.

Béhem fermentace tempehu dochazi v zavislosti na teploté ke snizeni celkového obsahu
lipida. Lipidy slouzi jako hlavni zdroj energie pro MO béhem fermentace. Snizeni celkovych
lipidti zavisi na rustové rychlosti MO. R. oligosporus ma optimum rastu mezi 35 a 37 °C. Pti
této teploté bylo pozorovano nejveétsi snizeni celkovych lipidi. Nastavenim teploty inkubace
a dalSich podminek pii fermentaci Ize ovlivnit profil MK [3, 10].

2.3.2.2 Proteiny

25 % z pocate¢niho mnozstvi sdjovych proteinti podléha hydrolyze [5]. S rostoucim ¢asem
fermentace se zvySuje obsah volnych aminokyselin a amoniaku [3]. Hydrolyzaty sdjovych
proteinti snadné&ji absorbuji ve stfevé nez intaktni proteiny a jsou tedy lépe stravitelné.
Proteiny jsou hydrolyzovany enzymy MO (napt. Rhizopus sp. a Bacillus subtilis).
Nejjednodussim zptisobem odbourdvani bilkovin je vyuziti proteolytickych enzymt LAB
[28]. Asi 65 % z hydrolyzovanych proteint zistava v tempehu jako aminokyseliny a peptidy,
25 % je asimilovano do plisfiové biomasy a 10 % je oxidovano. Stupen hydrolyzy silné zavisi
na plisniovém kmeni a na fermenta¢nich podminkach [12].

2.3.2.3 Sacharidy

Béhem maceni a vafeni Se V sojovych bobech snizuje koncentrace sachardzy, stachyozy
arafindzy. Maceci voda potom obsahuje monomerni jednotky téchto sacharidi: glukozu,
fruktozu a galaktozu. Glukoza slouzi jako hlavni substrat pro rist MO. Béhem fermentace
bobli se snizuje mnozstvi Skrobu a oligosacharidii zplsobujicich plynatost (rafindza,
stachyéza), dochazi také k poklesu galaktozy, glukdzy, fruktozy a maltozy [3, 17].

2.3.2.4 Mineraly

Koncentrace mineralnich latek jako vapnik, fosfor, Zelezo, méd’, zinek, hot¢ik a mangan se
zvySuje s casem fermentace, ale dochdzi k velkému Ubytku drasliku kvili jeho unikani do
vody. ZvySeni obsahu minerali by mohlo byt diusledkem poklesu hladiny kyseliny fytové
béhem procestt maceni, vafeni a fermentace, kterd snizuje biologickou dostupnost minerali
tim, Ze m4 silné chelata¢ni vlastnosti. Konzumace tempehu vede ke zvySeni hladiny zeleza
V jatrech ve srovnani s nefermentovanou sojou [3].

2.3.2.5 Vitaminy

Tempeh obsahuje riboflavin, niacin, pyridoxin a pantothenovou kyselinu. Fermentace snizuje
koncentraci thiaminu na nedetekovatelnou uroven, nicméné koncentrace riboflavinu
a nikotinové kyseliny vyznamné roste diky jejich syntéze R. oligosporus. Tato plisen také
produkuje ergosterol, ktery nebyl detekovan v sojovych bobech. Vitamin Bi2 je produkovan
bakterii Klebsiella pneumoniae, ktera je zadoucim a nezbytnym MO v piirozeném
fermenta¢nim procesu. Béhem fermentace se tvofi v malém mnozstvi karotenoidy, obsah
vitaminu K1 a E v s6ji se neméni [3, 29].
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2.3.3 Mikrobialni sloZeni tempehu

Mikrofléra s6jového tempehu je velmi komplexni a zalina se rozvijet béhem naméceni
syrového materialu. Mikrobiologické slozeni tempehu je ovlivnéno mnoha faktory: okyseleni
bakteriemi mlééného kvaSeni béhem namaceci faze, letalni uGCinek vafeni, kontaminace
zpusobena manipulaci béhem chlazeni, slozeni a zivotnost inokula, omezeni ptestupu tepla
a hmoty béhem fermentace, zptsob piipravy tempehu, inkubaéni podminky a podminky pti
skladovani hotovych vyrobk.

Mikrobialni zastoupeni se 1isi od vyrobce k vyrobei, napf. tempeh z Malajsie obsahuje
vysokou hladinu LAB. Bakteridlni spoleCenstvi se vyznamné li§i v ruzné piipravenych
tempezich ve srovnani se slozenim plisni. To je pravdépodobné zplisobeno tim, Ze plisné byly
pouzity jako startovaci kultura, zatimco bakterie mohly byt pfirozené ziskany z fermenta¢niho
prostiedi. Zmény v mikrobiadlnim slozeni tempehu tedy zavisi na postupu a prostiedi vyroby
a také na materialu, ktery vyrobci pouzivaji [1].

Slozeni mikroflory se také méni b&hem doby skladovani. Cerstvy tempeh obsahuje vysoky
pocet mesofilnich aerobnich bakterii, dale enterobakterie, stafylokoky a kvasinky. Béhem
skladovani v chladni¢ce se mohou rozvijet psychrotrofy [12].

Kromé rodu Rhizopus, ktery se pouziva jako startovaci kultura pfi vyrobé tempehu, byly
Vv tradi¢nim tempehu nalezeny rizné MO, véetné vldknitych hub, kvasinek a bakterii. N&které
z pfitomnych bakterii vedou ke zlepSeni kvality produktu, napf. Citrobacter freundii
a Klebsiella pneumoniae mohou zvySovat obsah vitaminu Bi» a Micrococcus sp. nebo
Arthrobacter sp. hraji roli ve vzniku isoflavonu [5, 26].

Béhem maceni a fermentacni faze dochazi k ristu poctu kvasinek a LAB, jenz jsou béznym
mikrobialnim spolecenstvim béhem produkce tempehu, a maximalni mnozstvi obou téchto
populaci bylo nalezeno v kone¢ném produktu [30].

2.3.3.1 Bakterie mlééného kvaseni

Ptfevladajicimi MO béhem faze maceni jsou bakterie mlécného kvaseni. LAB se v soji
vyskytuji pfirozené, ale také se mlize provadét naockovéani tempehu LAB za ucelem zvySeni
bezpec¢nosti produktu nebo také urychleni fermenta¢niho procesu [25, 28].

Vysledkem mlécné fermentace je zvySeni mnozstvi organickych kyselin. Snizeni pH
pfispiva k potlaeni ristu nezadoucich bakterii.

LAB jsou schopny produkovat antimikrobialni slouc¢eniny — bakteriociny [12, 25]. Z
malajského tempehu byly izolovany dva bakteriociny proteinové povahy z Enterococcus
faecium, které vykazuji inhibiéni aktivitu proti Listeria monocytogenes. Tyto bakteriociny
jsou tepelné stabilni. Antimikrobialni peptidy mohou byt pouzity jako konzervacni latky do
potravin nebo mohou byt alternativou antibiotik k prevenci bakteridlnich ¢i plisnovych
onemocnéni. Lunasin (slibny antirakovinovy peptid) se nachazi v tempehu, ale také v tofu,
sojovém mléce a sojové kojenecké vyzive [17].

Vétsinu LAB v tempehu tvoii heterofermentativni laktobacily, které pifevazuji v kazdé fazi
produkce tempehu. Ve findlnim produktu byl identifikovan Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
acidilactaci, Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus [19, 25, 28]. VSechny uvedené
bakterie jsou fazeny mezi probiotika [31].
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LAB byly nalezeny ve vSech fazich vyroby tempehu vcetné finalniho vyrobku. Ve fazi
namaceni a pii plisnové fermentaci hraji dilezitou roli ve snizeni urovné patogennich bakterii
a bakterii zptisobujicich kazeni tempehu [30].

2.3.3.2Plisné

Mimo startovaci kulturu Rhizopus oligosporus byly v tempehu identifikovany i dal$i druhy
tohoto rodu: R. formosaensis, R. oryzae. Predpoklada se, ze pfirozenym prostfedim pro tyto
druhy jsou Cerstvé listy ibiSku (Hibiscus sp.), které slouzi jako obaly na vafené boby [5].
Plisn¢ rodu Rhizopus produkuji karbohydrazy (polygalakturonaza, endocelulaza, xylanaza,
arabinaza, a-D-galaktosidaza, a-D-glukosidazy), lipazy, proteazy a dalsi enzymy. Produkce
pektinaz a amylaz plisnémi nejsou prokazany. Karbohydrazy degraduji cukry v bobech,
zejména oligosacharidy a Skrob [3, 17].

2.3.4 Zmény vlastnosti tempehu

Vlastnosti tempehu jsou piedevsim vysledkem enzymatické aktivity MO uzivanych pii jeho
produkci a vysledkem biotransformace slozek s¢ji. MO se podileji na formovani chuti
a organoleptickych vlastnosti vyrobku. Rozkladem proteini v sdjovych bobech béhem
fermentace vytvareji unikatni aroma fermentované soji [5, 32].

Chut’ produktu také zavisi na dobé fermentace, pouzitém substratu a na procesu smazeni.
Procesem smaZeni se chut tempehu méni na ofechovou v disledku piitomnosti volnych
mastnych kyselin a zéaroven dochazi k ubytku téchto kyselin. Pfi smazeni dochazi
k vyznamnému sniZeni celkového obsahu isoflavonli, aminokyselinové slozeni se neméni,
dochazi ke snizeni mnozstvi oligosacharidu [3, 17].

Pritomnost bakterii zapojenych v procesu vyroby ovliviiuje vznik hotkosti. Hotka chut
tempehu je ve vysSi intenzit€ nezddouci. Stupen hotkosti se li§i mezi jednotlivymi vyrobci,
pfestoze pouzivaji tu samou surovinu a inokulum. Protedzy z rGznych druha Bacillus sp.
produkuji odlisné volné aminokyseliny, jejichz piitomnost zptsobuje odliSné senzorické
vlastnosti potravin ze s6ji. Mezi identifikované bakterie, které mohou zplisobovat zmény
v chuti tempehu patii Klebsiella sp., Pseudomonas putida, Bacillus sp., Flavobacterium sp.,
Acinetobacter sp. atd. [26].

2.4 Molekularné diagnostické metody

Ptitomnost mikroorganismil v potravinach lze prokazat pomoci molekularné diagnostickych
metod. Tyto metody jsou vysoce specifické, citlivé, jednoduché a robustni. Nejrozsitené;si
metodou ve vyzkumnych a diagnostickych laboratofich je polymerazova tetézova reakce
(PCR) a postupy zalozené na této metodé. Metoda PCR umoziiuje generovat dostatecné
mnozstvi genetického materidlu k detekci a kvantifikaci specifickych geni a skupin gent.

2.4.1 Polymerazova iretézova reakce

Princip polymerazové fetézové reakce vychazi z replikace nukleovych kyselin. Podstatou této
metody je cyklicky se opakujici syntéza vybran¢ho tseku dvoufetézcové DNA ve sméru
5'— 3" prostfednictvim DNA-polymerazy. Amplifikaci vybraného tseku DNA in vitro
ziskame pozadovanou a specifickou sekvenci DNA v mnoha identickych kopiich. Vybrané
useky komplementarnich vldken denaturované DNA jsou vymezeny piipojenim dvou
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primerd, od nichz probiha syntéza nového fetézce DNA. Na protilehlé¢ fet¢zce DNA se
primery vazou tak, Ze jejich 3’-konce sméfuji proti sobé. Syntéza novych vlaken DNA na
obou matricovych fetézcich probiha protismérné a je katalyzovana DNA-polymeréazou.
DNA-polymeraza je izolovana z termofilnich mikroorganismu, které odolavaji vysokym
teplotam, pifi nichZ dochazi k denaturaci DNA. Diky tomu muze syntéza DNA probihat
opakovang formou cykli. Kromé& DNA-polymerazy obsahuje reakéni smés tyto komponenty:

e PCR voda — na doplnéni PCR smési do pozadovaného objemu.

e PCR pufr — zajistuje optimalni prostiedi pro DNA-polymerazu; obsahuje ionty Mg?*,
které ovliviuji specificnost a vytézek reakce.

e dNTP (2'-deoxynukleosid-5"-trifosfat) — zakladni kameny pro syntézu nového fetézce
DNA.

e Primery — synteticky pfipravené oligonukleotidy (10-30 nukleotidl); jsou
komplementarni ke krajnim usekiim templatové DNA, ktera je urCena k amplifikaci.
Specifita PCR zaleZi na volb¢€ primerd.

e DNA-templat — slouzi jako matrice, podle které se komplementarn¢ syntetizuji nové
fetézce DNA. Obsahuje cilova mista pro primery.

PCR tedy probiha v cyklech. Kazdy cyklus se sklada ze tfi krokd, které se pravidelné
stiidaji. Jednotlivé kroky se lisi teplotami reakéni smési a probihajicimi déji:

¢ denaturace dvoutetézcovych molekul DNA (94 °C)

* pfipojeni (hybridizace) primert k oddélenym fetézcim DNA (5065 °C)

* syntéza novych fetézcli DNA katalyzovand DNA-polymerazou (65-75 °C)

Postupnym opakovanim téchto tii krokt se exponencialné (2"; n=pocet cykli) syntetizuje
az 10° kopii vybraného tiseku cilové molekuly DNA. Celkovy pocet cykll zavisi na vychozi
koncentraci templatové (matricové) DNA a pohybuje se nejcastéji v rozmezi 25-35 cykli.
Polymerazova ftetézova reakce se provadi v termocykleru, ve kterém se teplota méni
automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech.

Zdrojem DNA pro polymerazovou fetézovou reakci mohou byt rizné biologické materidly
napt. bunky z tkdnovych kultur, kultury mikroorganismil, hrubé extrakty z krve, télni
tekutiny atd.

Produktem PCR jsou useky DNA o definované délce (obvykle desitky az tisic part bazi)
oznacované jako amlikony. Pfitomnost specifickych amplikond v reakéni smési se prokazuje
stanovenim jejich velikosti elektroforetickou separaci na agarézovém gelu, Southernovou
hybridizaci, stanovenim sekvence DNA nebo kvantitativnim méfenim mnozstvi produktu
Vv realném Case (QPCR) [33].

2.4.2 PCRV realném ¢ase

PCR v redlném case (qPCR) je jednou z modifikaci polymerazové fetézové reakce. Na rozdil
od konvencni polymerazové ftetézové reakce (QPCR umoziiuje pifimou kvantifikaci
specifického useku DNA v pribéhu reakce. V ptipadé¢ konvencni PCR je mnozstvi PCR
produktu detekovdno az po skonceni amplifikace elektroforeticky. Zatimco metoda qPCR
umoziuje zmé&fit mnozstvi PCR produktu po kazdém amplifika¢nim cyklu.

20



2.4.2.1 Princip metody

Podstatou qPCR je stejné jako u konvenéni PCR cyklicky se opakujici syntéza novych fetézct
specifickych usekti dsDNA ve sméru 5'— 3’ prostiednictvim enzymu DNA-polymerazy.
Slozeni PCR smési je obdobné skonvenéni PCR, ale je zde navic obsazena jedna
z fluorescencnich latek (viz. déale). Béhem amplifikace se fluorescencni barvivo vaze, bud’
piimo nebo neptimo prostfednictvim znacené hybridiza¢ni sondy, ke vznikajicim molekulam
dsDNA. Fluorescen¢ni barvivo umoziuje detekovat mnozstvi vznikajiciho produktu PCR
béhem reakce zvySenim hodnoty fluorescence. Intenzita fluorescencniho signalu je pifimo
umérna koncentraci DNA.

Vyhodou této metody je moznost stanoveni vychoziho poctu kopii templatové sekvence
DNA cili schopnost kvantifikace. Kvantifikace se provadi prostfednictvim analyzy tzv.
amplifikacnich kiivek, které¢ vzniknou vynesenim naméiené fluorescence oproti piislusnému
cyklu. Amplifikacni kiivka je esovité zakiivena (Obr. 3 vlevo). Prib¢h kiivky lze rozdélit na
ti Casti, které znazornuji faze amplifikace PCR:

1. Faze pozadi — baseline
V této fazi neni fluorescence zatim detekovéna, protoze mnozstvi PCR produktu je
nizké.

2. Exponencialni faze
Na pocatku této faze bylo dosazeno prahu detekce. Mnozstvi produktu PCR roste
exponencialné a tim dochazi i k rlstu fluorescence. Tato faze trva asi 4-8 cyklu.

3. ,,Plato* faze
Nastava pii saturaci systému (napi. dojde-li ke spotifebovani nékterych komponentd
reakce); mnozstvi naamplifikovaného produktu se neméni a fluorescencni signal
zUstava konstantni.

ﬁ (Ng),=10°
3 (Ng),= 10° KALIBRACNI PRIMEA
IR >
= =
L= g
N k = -log(1+E
g og(1+E)
! FESURSTR N - fluorescengni . et
prah e
: W R I S
I ] 1
] 1 I\
¥

- - ¥ i
{C), (Cp, (C), podetcykli (C)y (Cp, (G, Cy
Obr. 3: Amplifikacni a kalibracni kiivka [34]

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pro kvantitativni detekci produktu béhem PCR se pouzivaji
fluorescenéni latky. Jedna se o tfi metody zaloZzené na pouziti:
¢ interkala¢niho barviva (napt. SYBR Green I, SYTO-9)
e fluorescen¢né znacenych sond (napt. TagMan™ sondy, molekularni majaky)
e fluorescen¢né znaéenych primeri (napf. AmpliFluor™, technologie LUX)
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V piipadé¢ interkalatniho barviva je detekce zalozena na zaclenéni barviva do
dvousroubovice DNA, ktera vznika po pfipojeni primeru na ssDNA matrici a syntéze nového
fetézce DNA (produktu PCR). Béhem amplifikace se barvivo vaze k postupné vznikajicim
produktim PCR. Signal fluorescence se tedy zvySuje s rostouci koncentraci amplikon.
Nevyhodou této metody je, ze barviva se vazi na jakoukoli dsDNA vznikajici béhem
amplifikace, vCetné dimerd primert. Nelze tedy rozliSit nespecifické produkty PCR od
specifickych.

PCR vrealném case se provadi v termocyklerech, které mimo provadéni amplifikace
umoziuji také detekci fluorescence.

Jelikoz jsou interkala¢ni barviva nespecificka, provadi se po ukonceni qPCR metoda

analyzy kiivek tani. Tato kvalitativni analyza produkti PCR umozZiuje zjistit, zde jsou
produkty specifické nebo nespecifické. Analyza tani se provadi za vyuziti fluorescencniho
barviva. S rostouci teplotou dochazi k denaturaci dsDNA, v dusledku toho se uvoliuje
fluorescenéni barvivo a dochazi k poklesu intenzity fluorescence. Vynesenim klesajici
intenzity fluorescence v zavislosti na teploté do grafu se ziska kiivka tani. Po derivaci kiivky
tani se stanovi teplota tdni daného amplikonu. Na zaklad¢ teploty tani lze ovéfit, zda je
produkt PCR specificky. Nespecifické produkty maji odlisnou hodnotu teploty tani (obvykle
nizsi) nez specifické produkty, tim je lze detekovat [35, 36].
Je to bod, ve kterém je fluorescence poprvé detekovéna jako statisticky vyznamna hodnota
nad fazi pozadi (baseline). Cim dfive doje k prekro¢eni limitu detekce fluorescence, tim vyssi
je vychozi pocet molekul DNA ve vzorku. Pro kvantifikaci mnozstvi DNA ve vzorcich se
vyuziva nepiimo umérna zavislost logaritmu pocate¢niho poctu templatovych kopii (No) na Ct
hodnoté (Obr. 3 vpravo). Jedna se o metodu absolutni kvantifikace.

2.4.2.2 Absolutni kvantifikace

Metoda absolutni kvantifikace spociva v dodani série standardli o znamé koncentraci u kazdé
reakce, aby bylo mozné stanovit absolutni mnoZstvi cilové nukleové kyseliny. Se sérii roztoki
standardi se provede qPCR a ziskdme kalibra¢ni pifimku, ktera se pouZzije ke stanoveni
vychozi koncentrace DNA analyzovaného vzorku ze zndmé hodnoty Ct.

Kalibracni pfimka je charakterizovana parametry (reakéni UcCinnost, korelaéni koeficient,
sklon kalibra¢ni kiivky), ze kterych lze zjistit, do jaké miry je kvantifikace G¢inna. Reakéni
ucinnost (E) se vypocita ze sklonu kalibracni kiivky. Sklon kalibraéni kiivky (M) je obecné
ptijatelny v rozmezi hodnot —3,9 az —3,0 a to odpovidd Uc¢innosti 80-110 %. Korelacni
koeficient (R?) je ukazatelem presnosti reakce a jeho hodnota méa byt > 0,985. Pfi splnéni
optimalnich parametrii charakterizujicich kalibracni kfivku je dosaZeno Ucinnosti
kvantifikace.

2.4.2.3 Relativni kvantifikace

DalSim vyhodnocenim mnozstvi templatové DNA je relativni kvantifikace, kterd udava pomér
mezi mnozstvim vychozi DNA ve vzorku a mnozstvim kontrolniho vzorku [35, 36].
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2.5 Metody stanoveni nutri¢ni hodnoty potravin

Chemické slozeni potravin se stanovuje pomoci analytickych metod. Pfi nutri¢ni analyze se
vyuziva nejéastéji chromatografickych a spektrofotometrickych metod [37].

2.5.1 Stanoveni sacharidu

Sacharidy se z potravinafskych surovin a potravin izoluji vétSinou extrakci. Cukry jsou spolu
s dal§imi latkami rozpustné ve vod¢, jako extrakéni Cinidlo se tedy pouzivéa voda nebo vodné
roztoky alkoholii. Aby doslo k dokonalé extrakci, musi byt materidl jemné rozemlet pomoci
mlynki a homogenizatorti. Ziskané cukerné extrakty se pro dalsi stanoveni musi upravit, aby
doslo k odstranéni opticky aktivnich latek, bilkovin a k odbarveni roztokl cukrt.

K tomu se pouzivaji chemicka a fyzikalni ¢ifidla napt. octan olovnaty, dusi¢nan olovnaty,
Carrezovy roztoky. Vycifeny roztok se potom déle pouZije pro jednotliva stanoveni sacharid.

V potravinaistvi se sacharidy casto stanovuji pomoci spektralnich metod ve viditelné
oblasti spektra — metoda stanoveni redukujicich sacharidi podle Nelson-Somogyiho, metoda
podle Duboise, metoda s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou.

Stanoveni redukujicich cukrii je nejcastéji zaloZzeno na jejich schopnosti redukovat
v alkalickém prostfedi méd’naté slouceniny na oxid médny. Metody stanoveni celkového
obsahu cukrt jsou zalozeny na rozkladu cukr v siln€ kyselém prostiedi za vyssi teploty, poté
nasleduje reakce, kterd se projevi zabarvenim reakéniho roztoku. Sacharidy lze dale
analyzovat pomoci chromatografickych metod (kapalinova a plynova chromatografie),
volumetrickych metod (Bertrandova metoda, Ofnerova metoda, Luffova-Schoorlova metoda),
pomoci polarimetrie, kapilarni elektroforézy nebo gravimetrie [38, 39, 40].

2.5.2 Stanoveni lipidi

V analyze potravin se jako lipidy oznacuji vSechny latky, které se v podminkéch analyzy
extrahuji lipofilnimi rozpoustédly (napt. diethylether, petrolether, chlorované uhlovodiky).
Ktémto latkdm patii acylglyceroly neboli tuky, vosky, slozené lipidy (fosfolipidy,
glykolipidy), lipoproteiny, steroidy, terpeny, vitaminy rozpustné v tucich, mastné kyseliny
atd. V potravinaiské praxi se nejéastéji stanovuje celkovy obsah lipidi nebo obsah a slozeni
tukti v potraviné. Stanoveni celkovych lipida se provadi extrakci dle Soxhleta, Folche,
Grossfelda atd. Diive spocivala analyza tukl a oleji ve stanoveni tzv. tukovych Cisel, ktera
jsou meétitkem obsahti riznych funkénich skupin. Dnes se stanoveni slozeni lipidi provadi
chromatografickymi metodami, které podavaji piesnéjsi informace o analyzovaném materialu.
Napt. stanoveni mastnych kyselin se provadi metodou plynové chromatografie [37].

2.5.3 Stanoveni dusikatych latek

Dusikaté latky vyskytujici se v potravinach jsou anorganické (amonné soli, dusitany,
dusi¢nany, amoniak) nebo organické (bilkoviny, aminokyseliny, purinové a pyrimidinové
baze atd.). Z hlediska analyzy potravin jsou dllezité piedev§sim vyzivové slozky, a to
bilkoviny. Obsah bilkovin v potravinach lze zjistit stanovenim celkového obsahu dusiku
vyjadifeného tzv. hrubou bilkovinou. Hrubou bilkovinu lze stanovit po mineralizaci vzorku na
amoniakalni formu Kjeldahlovou, Winklerovou nebo Dumasovou metodou, popf.
spektrofotometrickym stanovenim Nesslerovym c¢inidlem. Bilkoviny, které jsou rozpustné
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v roztoku, mizeme stanovit spektrofotometricky dle Folina-Ciocalteua, biuretovou reakci,
metodou dle Bradfordové aj. Nevyhodou téchto metod je, Ze hodnota hrubé bilkoviny v sobé
zahrnuje 1 dusikaté latky nebilkovinné povahy a nefikd tedy nic o nutricni hodnoté
analyzovaného vzorku. Presnéj§i tdaje o nutricni hodnoté¢ bilkoviny poskytuje
aminokyselinové slozeni bilkovin. Po hydrolyze bilkovin jsou jednotlivé aminokyseliny
analyzovany chromatograficky [40].

2.5.4 Stanoveni vitaminua

Neexistuje jednotna metoda pro stanoveni celé skupiny vitamini, protoze vitaminy maji
heterotrofni chemické struktury. Vitaminy se v potravinach vyskytuji v malych koncentracich,
a proto je jejich analyza naro¢na. Vitaminy rozpustné ve vod¢ se z potravin extrahuji pomoci
vody, zfedénych kyselin nebo pufri. K extrakci vitamind rozpustnych v tucich se pouzivaji
néktera organicka rozpoustédla, vitaminy se stanovuji po jejich zmydelnéni. Vitaminy lze
stanovit napft. spektrofotometricky, kapalinovou a plynovou chromatografii [37].

2.5.5 Stanoveni polyfenoli a celkové antioxidacni aktivity

Metody stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin a posouzeni jejich antioxidaéni
aktivity jsou zalozeny na dvou principech, bud’ se jedna o metodu sledujici inaktivaci volnych
radikall, nebo o metodu métici redukéni schopnost antioxidantt. Ptikladem metod méticich
redukéni schopnost je metoda zaloZend na schopnosti antioxidant redukovat Zelezité ionty
nazyvana FRAP nebo stanoveni celkovych fenold pomoci Folinova-Ciocalteuova ¢inidla.

Neékdy je obtizné odlisit, zda reakce probiha jako reakce redukéni nebo na zaklade predani
vodikového atomu, a ¢asto oba tyto mechanismy probihaji soucasné. Metody, u nichz se
mohou uplatfiovat oba reakéni mechanismy, jsou zalozené na inaktivaci DPPH a ABTS
radikalt. Tyto dvé metody spocivaji v reakci ¢inidel (DPPH, ABTS) s jinou latkou (peroxid
vodiku, ferrokyanid nebo persiran). Cinidla poté pfechazi ve svou radikalovou formu, ktera je
barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti antioxidacné& aktivnich sloZek extrahovanych ze
vzorku se redukuje, a tim odbarvuje. Rychlost a mira odbarveni je pfimo umérné antioxidacni
aktivité¢ vzorku. Aby vyjadreni této kvality vzorku bylo standardni, stanovuje se shodnym
postupem antioxidacni aktivita v pfitomnosti samotného askorbatu, Troloxu, gallatu,
epikatechinu nebo jinych klasickych antioxidanta [41].

Spole¢né s urenim celkové antioxidacni aktivity se veétSinou provadi stanoveni
specifickych antioxidantli ve vzorcich. Analyzuje se obsah vitamini C a E, celkovy obsah
karotenoidd a celkovy obsah fenolickych latek, event. jednotlivé obsah flavonoida. Celkové
polyfenoly se vétSinou urcuji spektrofotometricky s vyuzitim tzv. Folin-Ciocalteuova ¢inidla,
lze vyuzit také PBM (metoda Price a Butlera) nebo AAPM (s 4-aminoantipyrinem) metody.
Ke stanoveni celkového obsahu flavonoida Ize pouzit metodu s hlinitou soli a dusitanem.
Identifikaci a kvantifikaci jednotlivych fenolickych latek lze provést pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) [42, 43].
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3 CIL PRACE

Cilem prace byla charakterizace a identifikace pfitomnych mikroorganismi obsazenych
Vv komplexni potravinové matrici, konktrétné¢ ve fermentovaném sdjovém syru tempeh
s naslednym zhodnocenim vlivu fermentace jako piidané nutricni hodnoté potravinového
vyrobku.

V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i ukoly:
1) Vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se charakteristikou sdjovych vyrobku
a ucinnych latek v nich obsaZenych, dale popisem vybranych nutri¢nich parametri
a postupti jejich stanoveni @ moznostmi analyzy mikrobidlniho sloZeni vyrobkl pomoci
riznych molekularnich metod.

2) Stanoveni vybranych nutri¢nich parametrai v riiznych vzorcich syru tempeh.

3) Izolace DNA z komplexni potravinové matrice s naslednou identifikaci obsazenych
mikroorganismil.

4) Zhodnoceni vlivu fermentace na ptidanou vyzivovou hodnotu syru tempeh v porovnani
s klasickymi sdjovymi boby.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material — mikrobiologicka identifikace

4.1.1 Testovany fermentovany vyrobek

eBio-Tempeh Natural
Vyrobce: Sunfood s. r. 0.
Slozeni: BIO séjové boby, fermenta¢ni kultura.
Pouziti: smazeni, peceni, duseni, fritovani.
Ve 100 g vyrobku primérné: Energie 656 kJ/143 kcal; tuky 8,3 g; z toho nasycené mastné
kyseliny 1,6 g; sacharidy 3,8 g; z toho cukry 1,7 g; bilkoviny 16,7 g; sil 0,0 g.
Uchovejte v chladu pti 2-8 °C.
Datum spotieby: 22.6. 2017
Séjovy vyrobek
¢ TEMPEH marinovany
Vyrobce: NATURAL WAY- Oldrtich Plsek
Slozeni: s6jové boby 60 %, slunecnicovy olej, pitna voda, s6jovad omacka (s6jové boby, pitna
voda, jedla stl, pSeni¢nd mouka, sorban draselny), Rhizopus oligosporus. VyZzivové tidaje na
100 g vyrobku: energie 1350 kJ/321 kcal, tuky 26,9 g z toho nasycené mastné kyseliny 4,8 g,
sacharidy: 0,2 g z toho cukry 0,19 g, vlaknina 6,9 g, stl 0,5 g, bilkoviny17,3 g.
Vyrobeno z geneticky nemodifikovanych surovin.
Uchovejte pii teploté 1-6 °C.
Datum spotieby: 1. 7. 2017
Séjovy vyrobek
eBio-Tempeh Uzeny
Vyrobce: Sunfood s. r. o.
Slozeni: BIO s¢jové boby, BIO slune¢nicovy olej, BIO shoyu (s6ja).
PouZiti: za studena nebo dusit se zeleninou.
Vyzivové hodnoty ve 100 g: Energie 1356 kJ/326 kcal; tuky 24,9 g; z toho nasycené mastné
kyseliny 2,3 g; sacharidy 8,8 g; z toho cukry 1,5 g; bilkoviny 17,2 g; sul 0,8 g.
Uchovejte pii teploté 2—8 °C.
Datum spotieby: 5. 7. 2017
Soéjovy vyrobek

4.1.2 Pouzité kmeny MO pro pozitivni kontroly

Vzorky DNA pro pozitivni kontroly byly izolovany z bakteridlnich kmenti Lactobacillus
gasseri a Lactobacillus fermentum ziskanych z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) v Brn&
(CR). Tyto kontrolni vzorky byly poskytnuty Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D. Vzorek
pozitivni kontroly pro stanoveni kvasinek oznaceny jako Sporidiobolus 20 byl ziskan od
Mgr. Dany Vranové, Ph.D. Vzorek pozitivni kontroly pro stanoveni oddéleni Zygomycetes byl
vyizolovan z kmene Rhizopus stolonifer ziskaného z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM)
Vv Brné.
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Lactobacillus gasseri CCM 7009T
Lactobacillus fermentum CCM 7192T
Sporidiobolus 20

Rhizopus stolonifer CCM F-445

4.1.3 Bakterialni DNA

Jako templatova DNA pro sestrojeni kalibracni kiivky pro absolutni kvantifikaci pomoci
gPCR byla pouzita komeréni DNA Escherichia coli (D4889, Sigma-Aldrich, USA). Pomoci
desitkového fedéni byla pfipravena série péti standardi v rozsahu 100 ng/ul az 10 pg/ul.

4.1.4 Pristroje a pomucky

BagSystem® (Interscience, Saint Nom la Breteche, Francie)

Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)

Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot-min’* (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exsikator (KIF LAB)

Inkubacéni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

Mikropipety Discovery HTL riznych objema (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikropipety Finnpipette F2 riznych objemil (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

Mikrovinna trouba PROLINE SM117

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI

Minilncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

Petriho misky

Stomacher BagMix (Interscience, Francie)

Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)

Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zaiizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Bézné laboratorni sklo a umélohmotné laboratorni pomticky

4.1.5 Chemikalie

Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Dodecylsulfat sodny — SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Fenol (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
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Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Polyethylen glykol — PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)

4.1.6 Roztoky

CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

Roztok A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)

Roztok B (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml lysozymu)

TBE pufr (54 g Tris-baze; 27,59 H3BO3; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; doplnéno na 11
destilovanou vodou, pted pouzitim 20krat nafedéno)

TE pufr (10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), destilovana voda)

Tris-HCI (1 M: 12,1 g Tris-baze; doplnéno na 100 ml destilovanou vodou; upraveno HCI
na pH 7,8)

Lyzaéni roztok (5ml Tris-HCI pH 7,8; 0,5ml 0,5M EDTA pH 8,00; doplnéno do
celkového objemu 50 ml sterilni vodou)

4.1.7 Komponenty pro PCR Vv realném ¢ase a konvencni PCR

Primery specifické pro doménu Bacteria [44]

Primery specifické pro rod Lactobacillus [44]

Primery specifické pro kvasinky [45]

Primery specifické pro druh Lactobacillus fermentum [44]
Primery specifické pro plisné [46]

SYTO-9 qPCR 2x Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)
Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

10x reak¢ni pufr kompletni

smé&s dNTP (10mM)

DNA-polymeraza Top-Bio 1.1 (1 U/ul)

4.1.8 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické nosice F-kol 77ox (2 mg/ml) a F79/L3-PLL
(0,1 mg/ml), které byly ptipraveny Ing. D. Horakem, CSc. na Ustavu makromolekularni

chemie Akademie véd CR v Praze. Vlastnosti magnetickych nosiéti jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1: Prehled viastnosti magnetickych nosicii

Ceni olymer Fe (%) ~COOH “NH: umeér ¢asti PDI
oznaceni (0] rumer castice
Poly (MM/g) (mmol/g) | P
P(HEMA-
F-kol 770x ( 10,02 0,764 — 2,23 um 1,81
co-GMA)
F79/L3-PLL - 69,80 - 0,28 6,20 nm 1,37

Pozn.: P(HEMA-co-GMA) — poly(hydroxyethylmethakrylat-co-ethylendimethakrylat); Fe (%) —
hmotnostni obsah Zeleza v magnetickém jadru nosice; PDI (index polydispersity) — pomér hmotnosti
a poctu nosicli o priimérné velikosti;

4.2 Material — nutri¢ni analyza

4.2.1 Testovany vyrobek
e Sojové boby bio
Vyrobce: Country Life
Slozeni: S6jové boby — produkt kontrolovaného ekologického zemé&délstvi
Pouziti: pro teplou i studenou kuchyni.
Vyzivové udaje na 100 g vyrobku: Energeticka hodnota 1792 kJ/428 kcal; tuky 20 g z toho
nasycené mastné kyseliny 3 g; sacharidy 21 g z toho cukry 7,3 g; bilkoviny 36 g; sil 0,02 g.
Skladovani: pii relativni vlhkosti do 70 %
Datum min. trvanlivosti: 16. 06. 2018

Pro analyzu byly dale pouzity stejné druhy tempehu jako u mikrobiologické identifikace viz.
kap. 4.1.1.

4.2.2 Pristroje a pomucky

e Analytické vahy, Boeco (SRN)

e Automatické pipety — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
e Centrifuga Sigma 3k15 (SRN)

e Centrifuga U-32 R, Boeco (SRN)

e Vodni lazen EL-20, Merci a.s. (CR)

e Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)

e Spektrofotometr — Helios y, Unicam (VB)

e Ttepacka Yellow line RS 10 basic, Labicom s.r.o. (SR)
e Ultrazvuk PS 02000 Ultrasonic compact cleaner 1,25 L, PowerSonic (SR)
e Vakuova rota¢ni odparka Werke RV06-ML: IKA (SRN)
¢ Vortex Genius 3, IKA Vortex (SRN)

e Vortex Genie 2, Scientitic Industries (USA)

e Mineralizac¢ni trubice

¢ Destilacni pfistroj podle Parnase-\Wagnera

e Mineraliza¢ni blok Kjeldatherm KT, Gerhardt (SRN)

e Termoblok Block heater, Stuart (VB)
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4.2.2.1 Pristroje a pomiicky pro analyzu na kapalinovém chromatografu

e Filtry pro HPLC, PRE-CUT, Alltech (VB)

e HPLC/PDA sestava: sestava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA)

Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, CR)

Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR (Thermo Finnigan, USA)
Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR (Thermo Finnigan, USA)
Vyhodnocovaci systém Xcalibur (Thermo Finnigan, USA)

Kolona Kinetex C18, 4,6 mm x 150 mm X 2,6 um, Phenomenex

Drzék predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)

Piedkolona - C18, AJO - 4287, Phenomenex

YV YVVVYVYVY

4.2.2.2 Pristroje a pomiuicky pro analyzu na plynovém chromatografu

TRACE GC/FID (ThermoQuest S.p.A., Italie)
e Kapilarni kolona DB-WAX o rozmérech 30 m x 0,32 mm x 0,5 um

4.2.3 Chemikalie

o Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

e Folin-Ciocalteauovo ¢&inidlo, Penta (CR)

e D-Glukosa, LachNer (CR)

e Chloroform, LachNer (CR)

e Metanol p.a., LachNer (CR)

e Metanol pro HPLC, Sigma-Aldrich (SRN)

e Etanol pro UV-VIS, LachNer (CR)

e Etanol 96%, Penta (CR)

e Fenol, Lachema (CR)

e Kyselina sirova konc., Penta (CR)

e Hydroxid sodny p.a., LachNer (CR)

e Uhli¢itan sodny, LachNer (CR)

e Vinan sodno-draselny, Lachema (CR)

e Dusitan sodny, Penta (CR)

e Chlorid hlinity, Penta (CR)

e Siran med’naty pentahydrat, Sigma-Aldrich (SRN)
e Peroxodisiran draselny, LachNer (CR)

e Kyselina chlorovodikova p.a., 35%, Lachema (CR)

Ostatni chemikalie byly ziskany od béznych distributort.

4.2.4 Roztoky
e Transesterifikaéni smés (15% v/v H2SOs v MeOH s 0,5 mg/ml kyseliny heptadekanové)
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4.3 Metody — mikrobiologicka identifikace

Postupy prace byly pievzaty ze skript doc. Spanové a doc. Ritticha [47] s mirnymi upravami
podle Ing. Stépanky Trachtové, Ph.D.

43.1

Izolace DNA ze vzorku

4.3.1.1 Priprava hrubého lyzdatu bunék

Steriln¢ bylo odebrano dvakrat z kazdého ze tiéi vyrobka po 10 g a tento obsah byl
vlozen do sterilniho sa¢ku s membranou BagFilter. Bylo piidano 100 ml sterilni vody.
BagFilter byl vlozen do pfistroje BagMixer (stomacher) a vzorek byl homogenizovan
po dobu 10 minut. Poté bylo z vn&jsi ¢asti BagFilteru pipetovano z kazdého odbéru
jednotlivych vyrobku do desiti Eppendorfovych zkumavek po 1 ml suspenze.

Vzdy jedna Eppendorfova zkumavka z 10 identickych zkumavek byla pouzita na
mikrobiologickou kontrolu.

Suspenze v Eppendorfovych zkumavkach byla centrifugovana po dobu 3 min
(15000 ot/min). Poté byl slit supernatant a sediment byl resuspendovan v 1 ml
roztoku A.

Suspenze byla centrifugovana po dobu 3 min (15 000 ot/min). Supernatant byl slit
a k sedimentu byl ptidan 1 ml roztoku B o koncentraci lysozymu 3 mg/ml a bylo
resuspendovano.

Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teplot¢.

Poté bylo ksuspenzi pfidano 25 pl 10% dodecylsulfatu sodného (SDS) a 5 ul
proteinazy K (100 ug/ml) a suspenze byla promichéna.

Vzorky byly inkubovény 1 hod pfi teploté 55 °C.

Vzorky byly uchovavany v mrazaku pii —20 °C, aby nedoslo k degradaci DNA.

4.3.1.2 Priprava hrubého lyzdtu bunék plisni

Sterilné bylo odebrano dvakrat z kazdého ze tii vyrobkd po 10 g a tento obsah byl
vlozen do sterilniho sacku s membranou BagFilter. Bylo ptidano 100 ml sterilni vody.
Homogenizace vzorku probihala v piistroji BagMixer (stomacher) po dobu 10 min.

Do 6 Eppendorfovych zkumavek bylo pipetovano po 500 pl lyza¢niho roztoku, bylo
pfidano 150 pl homogenatu z jednotlivych pfipravenych vzorkid. Déle bylo do kazdé
zkumavky pipetovano 100 ul 1 M NaOH a smés byla kratce zvortexovana. Nakonec
byly zkumavky sto¢eny na minicentrifuze pfi 15 000 ot/min po dobu 10 min a vlozeny
do mrazaku (20 °C).

V piipadé pozitivni kontroly byla asepticky odebrana ¢ast mycelia pomoci sterilni
preparacni jehly z narostlé kultury Rhizopus stolonifer na Petriho misce. Mycelium
bylo pfeneseno do mikrozkumavky, ktera obsahovala 30 pl sterilni vody. Pfi ptiprave
hrubého lyzatu bylo postupovano stejné jako u vzorka tempehu (viz. predchozi dva
body v této kapitole).
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4.3.1.3 Fenolova extrakce DNA

e Klyzatu bunék (500 ul) byl ptidan stejny objem fenolu (piedestilovaného, pH
upraveno na 7,8). Sm¢s byla kyvavym pohybem opatrné promichavana po dobu 4 min.
Poté byla smés centrifugovana (15 000 ot/min po dobu 3 min).

e Byla odebrana vodni faze s DNA do cist¢é Eppendorfovy zkumavky. Vodni faze
s DNA byla doplnéna roztokem CIZ (700 pl) na celkovy objem 1 ml a smés byla
kyvavym pohybem promichavana po dobu 4 min. Poté byla smés centrifugovana
(15 000 ot/min po dobu 3 min).

e Do cisté Eppendorfovy zkumavky byla odebrana horni vodni faze s DNA.

e Extrakce byla provedena vzdy pro dva identické odbéry vzorku pro vzorky hrubych
lyzath z marinovaného, uzeného a natural tempehu.

e Tato metoda byla pouzita také k extrakci DNA plisni, stejn¢ tak byla DNA plisni
srazena etanolem dle postupu v nasledujici kapitole.

4.3.1.4 Sraieni DNA etanolem

e Ke vzorku DNA o objemu 200 pl bylo piidano 10 pl 3 M octanu sodného. Dale bylo
pridano 800 pul 96 % ethanolu p.a. a obsah zkumavky byl promichan.

e DNA byla ponechana k vysrazeni pii —20 °C po dobu 20 min.

e Smés byla centrifugovana (15000 ot./min po dobu 15 min). Opatrné byl slit
supernatant, dale bylo pracovano pouze se sedimentem. Sediment DNA byl vysusen
Vv exsikatoru po dobu 15 minut a poté bylo DNA rozpusténo ve 100 pl TE pufru pies
noc. DNA byla uchovévana pfi teploté 4 °C.

4.3.1.5 l1zolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych Eastic

e Do sterilnich Eppendorfovych zkumavek byla pfipravena separacni smés, piicemz
bylo nutné dodrzet potadi pfidavani jednotlivych komponent do zkumavek (viz. Tab.

2).
Tab. 2:Komponenty separacni smési
Poradi komponent | Komponenta | Objem jednotlivych komponent (ul)
1. 5 M NaCl 400
2. hruby lyzat bunék 100
3. 40% PEG 6000 400
4. Castice 100
vysledny objem (ul) 1000

e Pfipravend separacni smés byla inkubovéana 15 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly
castice snavdzanou DNA odseparovany pomoci magnetického separatoru pfi
laboratorni teploté. Po 5 minutach separace byl odpipetovan supernatant.

e Zkumavky obsahujici castice s navazanou DNA byly umistény mimo separator,
promyty 70% ethanolem (1000 ul) a kratce sto¢eny na minicentrifuze.

o Castice byly odseparovany pomoci magnetu 2 min pii laboratorni teploté. Roztok
ethanolu byl odpipetovan.
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e Zkumavky byly ponechany v horizontalni poloze a vysuSeny v exsikatoru 15 min.

e DNA, ktera se adsorbovala na magnetické ¢astice, byla eluovana do 50 pl TE pufru.
Zkumavky byly kratce stoCeny na minicentrifuze a ulozeny do chladnicky (4 °C).

e Druhy den byly ¢astice odseparovany pomoci magnetu po dobu 2 minut pfi laboratorni
teplote. Eluovana DNA byla pipetovana do ¢isté Eppendorfové zkumavky.

e lIzolace DNA byla provedena pomoci ¢astic F-kol 770x (2 mg/ml) a ¢astic F79/L3-PLL
(0,2 mg/ml). lzolace za vyuziti kazdého typu magnetickych Castic byla provedena
vzdy pro dva identické odbéry vzorku pro vzorky hrubych lyzati z marinovaného,
uzeného a natural tempehu.

4.3.2 Mikrobiologicka kontrola

Byla provedena kultivace na univerzalnim masopeptonovém agaru (MPA) pro stanoveni
celkového poétu mikroorganismti a Chloramphenicol Yeast Glucose agaru (YGC) pro
kvasinky a plisn¢, dale kultivace na selektivnim MRS agaru (de Mann, Rogosa, Sharpe) pro
stanoveni bakterii mlééného kvaSeni.

Jednotliva kultivacni média byla pfipravena dle pokynu vyrobce uvedeného na obale.
Média byla nasledné sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

4.3.2.1Kultivace MO

ZaoCkovani Petriho misek bylo provedeno metodou vysevu za pomoci sterilni
mikrobiologické hokejky. Objem pouzitého vzorku o vybrané koncentraci 10 byl 0,1 ml. Na
pevné médium v Petriho miskach bylo napipetovano 0,1 ml suspenze a rozetfeno sterilni
hokejkou. Kultivace probihala v termostatu. Slozeni jednotlivych médii jsou uvedena v Tab.
3, Tab. 4 a Tab. 5. Podminky kultivace pro jednotlivé skupiny MO jsou v

Tab. 6. Po ukonceni kultivace byly narostlé kolonie zhodnoceny a vyfotografovany.

Tab. 3: Slozeni pevného média MPA o pH 7,2

Slozka mnoZzstvi
Masovy extrakt 10 g
Pepton 50
NaCl 59
Agar 209
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 4:Slozeni pevného média MRS o pH po sterilaci 6,2-6,4

SloZeni mnoZzstvi
Peptonl 10,00 g
Masovy extrakt 10,00 g
Kvasni¢ny extrakt 5,009
Glukosa 20,00 g
Tween 80 1,00 ml
KoHPO4 2,009
CH3COg2Na - 3H,0 5,009
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Citrat diamonium 2,00 g
MgSQO;4 - TH20 0,20 g
MnSOq - 4H,0 0,059
Agar 12,00 g
Voda 1000 ml

Tab. 5. SloZzeni pevného média YGC o pH 6,6

SloZeni mnozstvi
Kwvasni¢ni extrakt 5049
Dextrosa 20,09
Chloramfenikol 01g
Agar 1499
Destilovana voda 1000 ml

Tab. 6. Podminky kultivace pro jednotlivé skupiny MO

kultiva¢ni médium
Podminky kultivace
MPA MRS YGC
Teplota [°C] 30 37 30
Doba [dny] 5 2 5
4.3.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty nukleovych kyselin

4.3.4
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Za vyuziti ptistroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla stanovena koncentrace
a Cistota izolovanych nukleovych kyselin.

Ptistroj byl kalibrovan za pouziti TE pufru. Objem vzorku DNA pouzitého pro méfeni
byl 2 ul.

Byla proméfena absorbance a koncentrace vzorki izolované DNA.

Absorbance byla métena pii vinovych délkach 230 nm (vysoka hodnota absorbance pfi
této vinové délce znaci znecisténi fenolem), 260 nm (vlnova délka, pii které¢ nukleové
kyseliny maximalné absorbuji zafeni) a pii 280 nm (odpovida maximu absorpce zareni
proteiny).

Polymerazova retézova reakce v realném case

Byla provedena qPCR specificka pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus a pro
oddéleni Zygomycetes, mezi které fadime plisné rodu Rhizopus.

Vsechny vzorky obsahujici izolovanou DNA byly ziedény na koncentraci 10 ng/pl
kromé& vzorki DNA izolovanych pomoci magnetickych ¢astic F79/L3-PLL. Tyto
vzorky byly pro dalsi postupy pouzity neziedéné.

Komponenty PCR reakce byly rozmrazeny, promichany a kratce zcentrifugovany.
PCR smés byla pripravovana v boxu vyzateném UV lampou. Jednotlivé komponenty
byly ptidavany v poradi a objemech podle Tab. 7. Slozeni PCR smési pro specifické
gPCR je uvedeno v Tab. 7.

Takto pripraveny Master-mix byl po 22 ul (pro doménu Bacteria) a po 24 ul (pro rod
Lactobacillus a pro Zygomycetes) pipetovan do specialnich mikrozkumavek pro



gPCR. K Master-mixu byla poté ptidana nafedéna templatova DNA izolovana pomoci
magnetickych nosi¢t F-kol 770x a pomoci fenolové extrakce. V piipadé DNA
izolované pomoci ¢astic F79/L3-PLL byla ptidana nefedéna DNA. Mnozstvi ptidané
templatové DNA je uvedeno v Tab. 7. Celkovy objem qPCR smési byl 25 pl.

Tab. 7: Slozeni PCR smési pro gPCR specifickou pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus a pro

oddeleni Zygomycetes

Objemy (pl)
Poradi Komponenta , . rod Lactobacillus
Doména Bacteria
Zygomycetes
1. PCR voda 7.5 9,5
2. SYTO-9 gPCR 2x Master Mix 12,5 12,5
3. primer F (10 pmol/pl) 1,0 1,0
4. primer R (10 pmol/ul) 1,0 1,0
5. templatova DNA 3,0 1,0

Pro jednotlivé qPCR byly pouzity pro né specifické primery (viz. Tab. 9).

Stejné jako u vzorkd templatové DNA, byla pfipravena i negativni kontrola (kontrola
kontaminace slozek PCR), kde nebyla pfidana templatova DNA. Pti ptipravé pozitivni
kontroly byl misto templatové DNA pridan stejny objem DNA z uréité kontrolni
kultury o koncentraci 10 ng/ul. V PCR specifické pro doménu Bacteria a pro rod
Lactobacillus byla pouzita DNA bakterii Lactobacillus gasseri, v PCR specifické pro
Zygomycetes byla pouzita DNA Rhizopus stolonifer.

Vzorky obsahujici v§echny komponenty PCR smési byly promichany a umistény do
cykleru Rotor-Gene 6000 (Corbett Research). Cykler byl naprogramovan na ptislusny
amplifikacni program spole¢né s Melt analyzou dle Tab. 10. Ke sniméani fluorescence
dochazelo vzdy ve tfetim kroku cyklu.

Vysledky qPCR byly vyhodnoceny pomoci softwaru pouzitého cykleru Rotor-Gene
6000 (verze 1.7.87).

Ke kvantifikaci mnozstvi DNA domény Bacteria byla pouzita metoda absolutni
kvantifikace. S vyuzitim kalibrac¢ni kiivky byla zjisténa koncentrace bakterialni DNA
ve smési pro PCR. MnozZstvi DNA laktobacilli a DNA plisni bylo stanoveno pomoci
relativni kvantifikace.

K ovéteni specifity PCR produktl byla pouZita Melt analyza.

Specificita produktti PCR byla potvrzena pomoci agar6zové gelové elektroforézy.

Konvenéni polymerazova retézova reakce

Byla provedena PCR specificka pro kvasinky a pro druh Lactobacillus fermentum.

Pti ptipravé PCR smé&si bylo postupovano obdobné jako u qPCR. SloZeni PCR smési
pro specifické PCR je uvedeno v Tab. 8.

Jako templatova DNA byla pouzita DNA izolovana pomoci mikrocastic F-kol 770x
apomoci fenolové extrakce po zfedéni na koncentraci 10 ng/ul a nefedénda DNA
izolovana za vyuziti nanocastic F79/L3-PLL.
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Ptipraveny Master-mix byl po 24 ul pipetovan do mikrozkumavek. K Master-mixu
byla poté pfidana templatova DNA jednotlivych vzorki o objemu 1 ul. Celkovy
objem PCR smési byl 25 pl.

Tab. 8: Slozeni PCR smési pro PCR specifickou pro kvasinky a pro druh Lactobacillus fermentum

. Objemy (ul)

Poradi Komponenta 3 3
kvasinky Lactobacillus fermentum

1. PCR voda 175 19,0

2. 10x reakéni pufr kompletni 2,5 2,5

3. smés ANTP (10mM) 1,0 0,5

4. primer F (10 pmol/ul) 1,0 0,5

5. primer R (10 pmol/ul) 1,0 0,5

DNA polymeraza
6. ) 1,0 1,0
Top-Bio 1.1 (1 U/ul)
7. templatova DNA 1,0 1,0

4.3.6

Pro jednotlivé PCR byly pouzity pro n¢ specifické primery (viz. Tab. 9).

Stejné jako u qPCR byla pfipravena pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitivni
kontrola byla v PCR specifické pro kvasinky pouzita kontrolni kultura Sporidiobolus
20 o koncentraci 10 ng/ul a u druhu Lactobacilus fermentum byla pouzita DNA
ptislusné kontrolni kultury.

Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési byly promichany a umistény do cykleru
Thermal DNA Engine (BIO-RAD Lab). Cykler byl naprogramovan na pfislusny
amplifikac¢ni program dle Tab. 11.

Ovéfeni ptitomnosti specifickych produkti PCR bylo provedeno pomoci agardézové
gelové elektroforézy.

PCR primery

Byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub a R_eub) [44], primery
specifické pro rod Lactobacillus (F_alllact_IS, R_alllact_IS) [44], primery specifické pro
kvasinky (Oli-F, Oli-R) [45], primery specifické pro Lactobacillus fermentum (F_ferm_lIS,
R_ferm_IS) [44] a primery specifické pro oddéleni Zygomycetes, mezi které fadime plisné
rodu Rhizopus [46]. Sekvence jednotlivych primert spole¢né s velikosti PCR produktt jsou
uvedeny v Tab. 9.
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Tab. 9: Ndzvy a sekvence primerii specifickych pro urcité skupiny MO, velikost PCR produktii

a reference pouzitych primerii

Specificka . o, Produkt
Primer Sekvence (5-3") Reference
PCR PCR
Domé F eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT
omena
. GGA CTA CCA GGG TAT CTAATC 466 bp [44]
Bacteria R eub
- CTGTT
Rod F alllact IS TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA
. AAA TCT CCG GAT CAAAGC TTA 92 bp [44]
Lactobacillus | R_alllact IS
- - CTT AT
. Oli-F CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC
Kvasinky ) 152 bp [45]
Oli-R ACTTGT TCGCTATCGGTCTC
. F ferm IS AAC CGA GAA CAC CGC GTT AT
Lactobacillus = =
ACT TAACCT TACTGA TCG TAG 88 bp [44]
fermentum R ferm IS
- - ATC AGT CA
Forward TAG GAA TTA CAG CAA AT
Zygomycetes 167 bp [46]
Reverse CCA ATG CAAACTCC

4.3.7 Amplifikaéni programy qPCR a konven¢ni PCR

Amplifikace izolované DNA byla provedena pii rizné¢ nastavenych teplotnich programech
uvedenych v Tab. 10 av Tab. 11.

Tab. 10: Teplotni programy pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus véetné Melt analyzy

Cislo Krok Amplifikaéni program
kroku Doména Bacteria | rod Lactobacillus Zygomycetes
Prodlouzena denaturace . . .
1 95 °C /5 min 95 °C /5 min 95 °C/10 min
DNA
2 Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s 95°C/10 s
3 Ptipojeni primert 55°C/30s 55°C/30s 48 °C/15s
4 Syntéza DNA 72°C/30s 72°C/1 min 72°C/15s
Prodlouzena syntéza . . .
5 72 °C /5 min 72 °C /5 min 72 °C/10 min
DNA
Pocet cykli (krok 2—4) 35 35 45
95°C/l1s 95°C/1s 95°C/0s
6 Melt analyza 55°C/5s 55°C/5s 59 °C/20 s
72°C/5s 72°C/5s 85°C/0s
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Tab. 11: Teplotni programy pro kvasinky a pro druh Lactobacillus fermentum

., Amplifika¢ni program
Cislo .
Krok ) Lactobacillus
kroku Kvasinky
fermentum
1 Prodlouzena denaturace 94 °C /5 min 95 °C /10 min
DNA
2 Denaturace DNA 94 °C /1 min 95°C/30s
3 Pfipojeni primert 51°C/30s 50 °C/30's
4 Syntéza DNA 72 °C /1 min 72 °C /1 min
5 ProdlouZena syntéza DNA | 72 °C /5 min 72 °C /10 min
Pocet cyklii (krok 2—4) 30 35
4.3.8 Detekce produkti PCR pomoci agarézové gelové elektroforézy

Tato metoda byla pouzita k ovéfeni specificity produkti qPCR specifické pro rod
Lactobacillus. Agar6zovou elektroforézou byla dale provedena detekce produkti PCR
specifické pro kvasinky a pro Lactobacillus fermentum. Produkty PCR byly ziskany
po amplifikaci DNA, ktera byla izolovana ze tiech riznych druhti tempehu (natural,
marinovany a uzeny).

V Erlenmeyerové bance byl piipraven 1,8 % agardézovy gel. Smés byla prerusované
ptivedena Skrat k varu v mikrovinné troubé a poté nalita do vanic¢ky s hiebinkem.
Smés byla ponechana asi 30 minut ztuhnout, a poté byl vyjmut hiebinek.

Ke vzorkiim (produktim PCR) byl ptidan 6x koncentrovany nanaseci pufr, tj. 25 ul
vzorku a 5 pl nanaseciho puftu.

Smés (PCR produkt a nanaseci pufr) byla nanaSena do vzniklych komurek. Kromé
vzorkti obsahujicich izolovanou DNA byl dale nanesen DNA standard Malamité
(100 bp zebticek) o objemu 5 ul (dle doporuceni vyrobce) a pozitivni a negativni
kontrola.

Poté byla vanicka s gelem umisténa do elektroforetické vany a gel byl prevrstven
0,5x TBE pufrem. Elektroforéza probihala 1,5 hodiny pii napéti 80 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel ponofen do roztoku ethidium bromidu (500 ml vody
+ 100 pl ethidium bromidu) po dobu 20 minut.

Obarveny gel byl ozdfen UV svétlem o vinové délce 305 nm a vyfotografovan
mobilnim telefonem.

4.4 Metody — nutri¢ni analyza

Pokud neni uvedeno jinak, byly postupy provedeny podle skript prof. Marové a doc. Obruci
[48] s mirnymi apravami Ing. Andrei Haronikové, Ph.D.

Pro vlastni stanoveni testované¢ho produktu bylo odebrano ze tfech riznych mist vybranych

druhti

tempehu (natural, uzeny a marinovany). Odebrané¢ vzorky byly zhomogenizovany

pomoci tieci misky s tlouckem. Od kazdého redlného vzorku byly navazeny dva vzorky. Bylo
odebrano 10 g zhomogenizovaného materidlu do Erlenmayerovych bangk, pfidano 100 ml

destilované vody a extrahovano na tfepacce po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla
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smés centrifugovana pii 5000 ot./min po dobu 10 minut pfi teploté 20 °C. Dale filtrovana pies
gazu. Prefiltrovana vodni faze byla pouzita ke stanoveni celkovych polyfenoll, flavonoidi
a antioxidacni aktivity.

Stejnym postupem byly pfipraveny vzorky z varenych loupanych séjovych bobu. Sojové
boby byly 24 hodin maceny ve vodé a poté 1,5 hodiny vaieny.

4.4.1 Analyza sacharidi

Pro analyzu sacharidii bylo odebrano 10 ml prefiltrované vodni faze a zkontrolovano pH
(pH=6). Déle bylo provedeno cifeni za pouziti Carrezovych roztokli. K 10 ml vodné faze
(pH~6) bylo pfidano 0,5 ml Carrezova roztoku I (15% roztok hexakyanozeleznatanu
draselného), poté za stalého michani postupné piidavano 0,5 ml Carrezova roztoku Il (30%
siran zine¢naty), tak aby se vytvofila srazenina kyanozeleznatanu zinec¢natého, kterd na svij
povrch adsorbuje nezadouci slouceniny nebo také Castice. Centrifugace pii 5000 ot/min po
dobu 5 min pfi 20 °C. Odebrani vy¢ifené faze do nové zkumavky a uchovani pii teploté
—20 °C. Tato faze se dale pouzije ke stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyiho
a Nelsona a celkovych sacharid podle Duboise.

4.4.1.1 Stanoveni celkovych sacharidii podle Duboise

Neutralni sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky podle Duboise. Principem metody je
rozklad cukri kyselinou sirovou, vznikajici derivaty furfuralu kondenzuji s fenoly za vzniku
barevnych produkti.

Pro kalibraci byl pfipraven standardni vodny roztok gluk6zy o koncentraci 100 pug/ml a z néj
bylo pipetovano 1; 3; 5; 7 a 9 ml a doplnéno destilovanou vodou do 10 ml. K vlastnimu
stanoveni byl pipetovan 1 ml 100x ziedénych vycifenych vzorkli ze vSech druhli tempehu
a1lml 1000x zifedénych vzorkd ze séjovych bobi. K 1 ml vSech vycifenych vzorkt a k 1 ml
vSech standardu byl piidan 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Smés byla promichana na vortexu a ponechana volné po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Poté byla zméfena absorbance na spektrofotometru ve sklenénych kyvetach pti 490 nm proti
slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven obdobné, jen misto analyzované¢ho vzorku byl
ptidan 1 ml destilované vody.

4.4.1.2 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyi-Nelsona

Principem metody je reakce redukujicich sacharidi s méd’natymi ionty, kdy dochazi
k vyredukovani oxidu médnatého, ktery je pomoci hydrogenarseni¢nanu pieveden do
modrozeleného komplexu, jenZ lze stanovit spektrofotometricky pii vlnové délce 720 nm.

Jako ¢inidla se pouzivaji Somogyi-Nelsonova ¢inidla I, Il a Il1:
e Roztok I: 24 g bezvodého Na,COs, 16 g NaHCOs, 144 g bezvodého Na,SO4 a 12 g
vinanu sodno-draselného (Seignettova stl, tetrahydrat) v 800 ml destilované vody.
e Roztok II: 4 g CuSO4 - 5H20 a 24 g bezvodého Na>SO4 v 200 ml destilované vody.
e Roztok Ill: 25g molybdenanu amonné¢ho v 450 ml destilované vody (26,55
tetrahydratu) a 21 ml koncentrované H2SOas, poté ptfidat 3 g Na2HAsOs - 7H20
v 25 ml destilované vody. Roztok se necha stat 48 hodin pfi laboratorni teplotg.
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K 1 ml 100x ziedénych vycitenych vzorka ze vSech druhi tempehu a k 1 ml 1000x ziedénych
vycCitenych vzorkd ze sdjovych bobu bylo ptidano 0,5 ml roztoku | a 0,5 ml roztoku II.
Zkumavky byly umistény na vrouci vodni lazen a byly vafeny 10 min. Poté byly zkumavky
ochlazeny vodou, bylo pfidéno 0,5 ml roztoku III a dobfe promichano na vortexu, az se
vznikly Cu20 nerozpustil. Destilovanou vodou bylo doplnéno na celkovy objem 10 ml. Poté
byla méfena absorbance proti slepému vzorku pii 720 nm. Slepy vzorek byl pfipraven
stejnym zpusobem, akorat na misto vzorku byl ptidan 1 ml destilované vody.

Ke stanoveni mnozstvi redukujicich sacharidii ve vzorcich je nutné sestrojit kalibracni
zéavislost absorbance barevného produktu v zavislosti na koncentraci glukozy jako standardu.
Ze zasobniho roztoku glukézy (0,2 g/l) bylo do 6 zkumavek napipetovano 1; 3; 5; 7; 9 a 10 ml
a doplnéno vodou na 10 ml. Z takto pfipravenych koncentra¢nich roztoka byl odpipetovan
vzdy 1 ml, ke kterému byl pfidan 1 ml smési Somogyi—Nelsonovych ¢inidel I a II. A dale
bylo postupovano stejné jako u testovanych vzork.

4.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS*

Metoda spo¢iva ve sledovani schopnosti analyzovaného vzorku zhaset kation-radikal ABTS'".
Vysledna antiradikdlova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou standardu,
kterym je Trolox (kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman - 2-karboxylova). Zhaseni
radikdlu ABTS™ antioxidanty se pozoruje spektrofotometricky na zakladé zmén absorp¢niho
spektra kation-radikalu pfi vinové délce 734 nm v Case nula a deset minut.

ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) byla rozpusténa v destilované
vodé na koncentraci ¢ =7 mM (0,036 g v 10 ml vody). Radikalovy kation ABTS™ byl ziskan
reakci s 2,45 mM peroxodisiranem draselnym. Roztok byl ponechin ve tmé pii laboratorni
teploté po dobu nejméné 12 hodin. Pfed pouzitim byl ABTS™ zfedén etanolem pro UV-VIS
na absorbanci 0,7 + 0,2 pfi 734 nm (mé&feno proti ethanolu pro UV-VIS). Do sklenéné kyvety
byly napipetovany 2 ml ABTS™, bylo pfidano 20 ul vzorku a promichano. Byla méfena
absorbance v ¢ase 10 min (A1). Hodnota, od které se pokles absorbance odecita, je hodnota
substratu: 2 ml ABTS* + 20 pl destilované vody, méfeno v ¢ase 0 min (AO0).

Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity byla pouzita kalibracni kiivka standardu Troloxu
v rozmezi koncentraci 50-400 pg/ml. Standard Trolox byl rozpustén v 60% ethanolu. Do
kyvety byly pipetovany 2 ml ABTS ™ a 20 ul roztoku standardu. Jako blank byl pouzit 60%
ethanol.

Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich.

4.4.3 Stanoveni celkovych polyfenoli

Obsah celkovych polyfenoli se stanovuje spektrofotometrickou metodou s Folin-
Ciocaltauovym ¢inidlem.

Nejdiive byl pfipraven roztok nasycené¢ho uhli¢itanu sodného (7,5g Na,COs a 95 ml
destilované vody) a zfedény vodny roztok Folin-Ciocaltauova ¢inidla v poméru 1:9.

Do zkumavky byl napipetovan vzdy 1 ml ziedéného Folin-Ciocaltauova cinidla a 1 ml
destilované vody. Bylo ptidano 50 ul vzorku, promichano a ponechano stat po dobu 5 min.
Poté byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku Na,COsz, promichdno a ponechano stat 15 min. Poté
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byla zmétena absorbance pii vinové délce 750 nm proti slepému vzorku. V ptipadé slepého
vzorku bylo misto analyzovaného vzorku piidano 50 pl destilované vody.

Ze zasobniho roztoku kyseliny gallové byla pfipravena koncentracni fada v rozsahu
koncentraci 0,1-0,5 mg/ml. Koncentrace celkovych polyfenolt ve vzorcich byla vypoctena na
zéklad¢ kalibracni kiivky sestrojené za vyuziti standardu kyseliny gallové.

4.4.4 Stanoveni celkovych flavonoidi

Celkové mnozstvi flavonoidii se stanovuje spektrofotometricky po reakci s 10% roztokem
chloridu hlinitého a 5% roztokem dusitanu sodného.

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku
NaNO,. Obsah zkumavek byl promichan a ponechan stit 5 min. Poté bylo ptidano 0,2 ml
10% roztoku AICl3, promichano a ponechano stat 5 min. Nakonec bylo ptidano 1,5 ml 1 M
roztoku NaOH a 1ml destilované vody a promichano. Po 15 minutach byly vzorky
analyzovany pomoci UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 510 nm. Jako blank byla
pouzita destilovand voda. Jako standard byl pouzit roztok katechinu v rozsahu koncentraci
0,05-0,3 mg/ml. Mnozstvi celkovych flavonoidi ve vzorku bylo stanoveno na zakladé
kalibracni kiivky standardu katechinu.

4.4.5 Stanoveni obsahu lipidi extrakci podle Folche

Principem metody je extrakce lipidi smési chloroformu a metanolu. Pfidavek metanolu
k extrak¢nimu rozpoustédlu umozni kvantitativni extrakci lipidd, které jsou vazany na
bilkovinné slozky vyrobku. Zhomogenizovany materidl se extrahuje smési chloroformu
a metanolu, nelipidické podily se vyextrahuji vodou [37].

Ze dvou riznych mist kazdého analyzovaného vzorku bylo odebrdno uréité mnozstvi
arozmélnéno v tieci misce. Byl odebran 1 g zhomogenizovaného vzorku do centrifugacni
zkumavky a bylo pfidano 20 ml smési rozpoustédel chloroformu a metanolu v poméru 2:1.
Dale byly pfidany 2 lzicky sklenénych kulicek a extrakce probihala na vortexu po dobu
40 min. Poté byly pfidany 3 ml destilované vody a obsah zkumavky byl promichén, vytvofily
se tf1 faze. Do banky S kulatym dnem byla odebrana spodni faze, ktera obsahuje lipidy, a na
vakuové rotacni odparce pii teploté 40 °C bylo oddestilovano rozpoustédlo. Poté byla banka
vlozena do exsikatoru a po vysuseni zvazena na analytickych vahach [37].

Vyextrahované lipidy v banice byly rozpusStény v chloroformu a kvantitativné prevedeny do
odmérné banky na 10 ml a bylo doplnéno chloroformem po rysku. Takto pfipraveny roztok
extrahovanych lipida byl vyuZit k dal$i analyze (viz. nasledujici kapitola).

4.4.6 Stanoveni mastnych Kkyselin metodou plynové chromatografie

Mastné kyseliny se pfevedou na methylestery transesterifikaci. Transesterifikace se provadi za
pouziti metanolu v pfitomnosti katalyzatoru. Methylestery se rozdéli pomoci kolony, kde je
jako stacionarni faze pouzity polyethylen glykol. Detekce methylesterii separovanych na
koloné€ probihd pomoci plamenového ionizaéniho detektoru. Identifikace jednotlivych slozek
byla provedena na zaklad¢ srovnani reten¢nich ¢ast identickych standardi [37].
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Do vialek byly napipetovany nefedéné vzorky chloroformovych extraktti piipravenych
Vv pfedchozi kapitole z uzeného a natural tempehu, vzorky marinovaného tempehu a s6jovych
bobl byly z ditvodu vysSiho obsahu tuku 10x nafedény. Celkovy objem pipetovaného
chloroformového extraktu byl u vSech vzorki 1ml. Dale bylo pfidino 0,8 ml
transesterifika¢ni smési (15% v/iv H2SOs v MeOH s 0,5 mg/ml kyseliny heptadekanové
(interni standard)). Transesterifikace probihala v termobloku po dobu 3 hodin pii teploté
90 °C. Poté byly vialky ochlazeny a jejich obsah byl ptelit do vialky, ktera obsahovala 0,5 ml
0,05 M NaOH. Vialky byly protiepany a 0,2 ml spodni faze obsahujici methylestery mastnych
kyselin bylo ptepipetovano do Sroubovacich vialek a doplnéno chloroformem do celkového
objemu 1 ml.

Pro analyzu methylesterd byl pouzit plynovy chromatograf TRACE GC s automatickym
davkovacem Al 3000 a plamenové ionizacnim detektorem. Chromatografickd analyza
probihala na kolon¢ DB-WAX 0 rozmérech 30 m x 0,32mm x 0,5pum za podminek
uvedenych v Tab. 12. K vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit software Trace. Jednotlivé
methylestery mastnych kyselin ve vzorcich se identifikuji na zéklad¢ retencnich cast
a z plochy piku se vypocitd zastoupeni jednotlivych kyselin ve smési v hmotnostnich
procentech. Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programu MS Excel.

Tab. 12: Podminky chromatografické analyzy na plynovém chromatografu

nosny plyn dusik s priutokem 1 ml/min

teplotni program 50 °C 1 minuta; 25 °C/min do 200 °C; 3 °C/min do 230 °C po 30 min
prutoky plynt vodik 35 ml/min; vzduch 350 ml/min; make up dusiku 30 ml/min
davkovani vzorku 1l

teplota injektoru 250 °C

detektor FID, teplota 250 °C

Cas analyzy 47 min

4.4.7 Stanoveni hrubych bilkovin metodou podle Kjeldahla

Vzorek potraviny se mineralizuje varem v koncentrované kyselin€ sirové za piidavku
katalyzatoru. Dusik, ktery byl obsaZeny v bilkovinach nebo aminokyselinach, se mineralizaci
pievede na siran amonny. Ze siranu amonného se potom v alkalickém prostfedi uvolni
amoniak, ktery se piedestiluje vodni parou a stanovi se titra¢né [40].

Nejprve byla provedena mineralizace: do mineralizacnich trubic bylo navaZeno vzdy po 1 g
zhomogenizovaného vyrobku (tempeh natural, uzeny, marinovany a sdjové boby). Kazdy ze
vzorkd byl analyzovan ve dvou paralelnich stanovenich a poté byly vysledné hodnoty
zpramérovany. Ke kazdému vzorku v mineraliza¢ni trubici bylo pfidano 10 ml koncentrované
kyseliny sirové a 2 g Weiningerova katalyzatoru (90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého,
1,5 g siranu médnatého a 1,5 g selenu). Trubice byly vlozeny do mineralizaéniho bloku
a ponechany mineralizovat 24 hodin.

Mineralizat byl 10x zifedén (obsah mineralizacni trubice byl kvantitativné pfeveden do
odmémé banky na 100 ml, bylo doplnéno po znacku). Bylo pipetovano 10 ml zfedéného
mineralizatu, ptfidano nékolik kapek fenolftaleinu a smés byla kvantitativné prevedena do
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destilacni banky. Pomoci nélevky bylo pfidano asi 40 ml 33% roztoku hydroxidu sodného.
Uvolnény amoniak byl piedestilovan s vodni parou do ptedlohy s 25 ml standardizovaného
roztoku kyseliny sirové. Po 25 minutdch destilace byla pfedloha sniZzena tak, aby konec
chladi¢e nezasahoval do roztoku a bylo destilovano jesté¢ 5 minut. Po ukonceni destilace byly
do predlohy s destilatem pfidany 3 kapky Tashirova indikatoru a bylo titrovano odmérnym
roztokem hydroxidu sodného do zlutého zbarveni [40].

4.4.8 Stanoveni vitaminu E metodou kapalinové chromatografie

Byla provedena extrakce vzorku metanolem. Z kazdého vzorku byl navazen 1 g, byl pfidan
motsky pisek a v tfeci misce s tlouckem byl vzorek zhomogenizovan. Obsah misky byl
pfeveden do centrifugacni zkumavky, bylo pfidano 10 ml metanolu a zkumavky byly
umistény na vortex. Extrakce probihala 20 minut. Poté byl z horni faze pipetovan 1 ml vzorku
a pres filtr pro HPLC pomoci injek¢ni stiikacky pieveden do Eppendorfovy zkumavky. Takto
ptipraveny vzorek byl pouzit pro analyzu na kapalinovém chromatografu.

Analyza vitaminu E byla provedena pomoci HPLC sestavy s PDA detektorem. Pritok
mobilni faze, kterou byl metanol pro HPLC, byl zvolen na 1 ml/min. Eluce byla izokraticka,
separace probihala na nepolarni kolon¢ Kinetex C18 s pfedkolonou. Kolona byla nahtata na
teplotu 30 °C. Vzorek byl na kolonu davkovan ventilem s davkovaci smyckou o objemu
20 pl. Detekce vzorka byla provadéna pomoci detektoru diodového pole pro vinovou délku
295 nm. Nameétfena data byla zpracovana v programu Xcalibur na zékladé porovnani
S retencnim ¢asem prométen¢ho standardu. S vyuzitim kalibraéni kiivky standardu vitaminu
E byla stanovena celkova koncentrace vitaminu E ve vzorcich.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Mikrobiologicka kontrola

Literarni zdroje udavaji, Ze mikrobidlni sloZeni tempehu je velmi komplexni. Ptitomnost
urcitych skupin MO byla zjistovana kultivaci suspenze (homogenatu z vyrobkid) na
vybranych médiich. Stanoveni celkového poctu mikroorganismii na MPA médiu je standardné
povazovano za zakladni stanoveni pii jakémkoli mikrobiologickém rozboru. Udava celkovy
pocet mikroorganismti pfitomnych v daném vzorku bez jejich bliz§iho urceni (zatfazeni).
Pomoci kultivace na tomto médiu bylo zjisténo, Ze vSechny vzorky obsahuji zivé
mikroorganismy. Kultivaci na selektivnich médiich YGA a MRS byla zjistovana pfitomnost
kvasinek, plisni a bakterii mlééného kvaseni. Tyto selektivni media slouzi k identifikaci
mikroorganismi v mléce a mléénych vyrobcich. Mikrobiologicka kontrola byla provedena ve
tiech opakovanich a vysledky jsou zaznamenany v Tab. 13 a na pfilozenych fotografiich (Obr.
4, Obr. 5 a Obr. 6).

Obr. 5: Kultivace na MRS médiu

Obr. 6: Kultivace na YGC médiu
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Tab. 13: Vysledky kultivaci na vybranych médiich

MPA MRS YGC
tempeh - ) -
pocet kolonii pocet kolonii pocet kolonii
marinovany N N N 160 210 N 20 15 1
natural N N N N N N N N
uzeny 0 0 N N N 0 0 0 0

pozn. N nepocitatelné

5.2 Mikrobiologicka identifikace

V ramci identifikace mikroorgasnimt byla provedena izolace DNA ze tfech druhii tempehu.
Ptitomnost DNA byla spektrofotometricky potvrzena ve vSech vybranych vzorcich. Ziskana
DNA byla pouzita k provedeni gPCR specifické pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus
a pro oddéleni Zygomycetes. Dale byla pomoci konvencni PCR testovana pfitomnost
kvasinkové DNA a DNA druhu Lactobacillus fermentum.

5.2.1 lzolace DNA

Ze tfech druhli tempehu (natural, uzeny a marinovany) byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék.
DNA byla izolovana fenolovou extrakci z 500 pl hrubého lyzatu a magnetickymi ¢asticemi F-
kol 770x a magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL ze 100 pl hrubého lyzatu. Z kazdého ze tii
vyrobkil byly provedeny 2 odbéry vzorku a z kazdého odbéru byly zpracovany dva paralelni
vzorky, ze kterych byla izolovana DNA tfemi riznymi metodami, které jsou uvedeny vyse.

Bylo pozorovéno, ze hrubé lyzaty ztempehu natural obsahovaly nejvice sedimentu
(suspenze).

5.2.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty nukleovych kyselin

Spektrofotometricky za pomoci pfistroje NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) byla
proméfena absorbance vzorkli DNA vrozmezi vlnovych délek 230-280 nm, na jejimZz
zakladé byla stanovena koncentrace vzorkll nukleovych kyselin (NK). Stanovené hodnoty
jsou uvedeny v Tab. 14, Tab. 15 a Tab. 16. Mnozstvi NK bylo v jednotlivych vzorcich rizné,
koncentrace se pohybovaly v rozmezi 1,7-145,2 ng/ul.

Pti izolaci DNA pomoci fenolové extrakce bylo pouzito 500 ul hrubého lyzatu a nasledna
eluce DNA byla provedena do 100 ul TE pufru. V ptipadé pouziti magnetickych ¢astic bylo
pro izolaci pouzito 100 pul hrubého lyzatu a eluce byla provedena do 50 ul TE pufru.
Z duvodu raznych objemi pouzitych pii jednotlivych metodach izolace byly hodnoty
koncentraci pfepocteny na stejny objem. Vypocty nejsou v praci uvedeny.

Tab. 14: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych pomoci fenolové extrakce

Oznaceni vzorku | Koncentrace NK [ng/pl] | Azsonm | Azsonm | A260 nm/A280 nm | A260 nm/A230 nm
n11F 19,28 0,965 | 0,496 1,94 0,96
n12F 24,36 1,217 | 0,678 1,8 0,9
n21F 38,24 1,911 | 1,053 1,81 1,15
n22F 40,56 2,028 | 1,133 1,79 1,2
ullF 22,68 1,134 | 0,651 1,74 0,83
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Oznaceni vzorku | Koncentrace NK [ng/ul] | Assonm | Azsonm | A260 nm/A280 nm | A260 nm/A230 nm
ul2F 43,00 2,15 | 1,213 1,77 1,27
u21F 22,76 1,137 | 0,64 1,78 1,21
u22F 15,04 0,753 | 0,418 1,8 1

mllF 27,56 1,377 | 0,75 1,84 1,55
ml12F 28,44 1,422 | 0,756 1,88 1,59
m21F 14,16 0,707 | 0,397 1,78 1,25
m22F 18,80 0,939 | 0,614 1,53 1,33

Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh

Tab. 15: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych pomoci magnetickych castic F-kol 770x

Oznaceni vzorku | Koncentrace NK [ng/ul] | Azonm | Azgonm | A2eo nm/A2go nm | A260 nm/ A230 nm
ul1¢ 16,1 0,322 | 0,222 1,45 1,16
ul2¢ 29,4 0,589 | 0,457 1,29 0,84
n21¢ 69,4 1,388 | 1,069 1,3 1,28
n22¢ 57,7 1,154 | 0,873 1,32 1,58
nll¢ 38 0,76 | 0,609 1,25 1,17
nl2¢ 59,7 1,194 | 0,916 1,3 1,2
mll¢ 66,4 1,328 | 1,047 1,27 0,99
ml2¢ 35,4 0,707 | 0,539 1,31 1,25
m21¢ 24,5 0,49 | 0,372 1,32 1,15
m22¢ 145,2 2,904 | 2,191 1,33 1,57
u2lé 52 1,04 | 0,818 1,27 1,2
u22¢ 48,2 0,963 | 0,738 1,31 13

Pozn. n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh

Tab. 16: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych pomoci magnetickych castic F19/F3-PLL

Oznaceni vzorku | Koncentrace NK [ng/pl] | A2sonm | A2gonm | A260 nm/A280 nm | A260 nm/ A230 nm
mllcéL 1,7 0,033 | 0,025 1,35 0,52
ml2¢L 7,5 0,15 | 0,093 1,6 0,49
m21¢&L 2,3 0,045 | 0,047 0,96 0,47
m22¢L 2,4 0,048 | 0,043 1,13 0,36
ul 1L 2,8 0,055 | 0,048 1,16 0,41
ul2¢L 1,9 0,039 | 0,045 0,86 0,4
u2l¢l 2,8 0,055 | 0,043 1,28 0,42
u22¢L 2,4 0,047 | 0,048 0,98 0,29
n21¢L 4 0,08 | 0,054 1,46 0,52
n22¢L 10,1 0,202 | 0,146 1,39 0,35
nllcL 59 0,118 | 0,129 0,91 0,32
nl2¢L 4,9 0,098 | 0,074 1,31 0,47

Pozn. n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh
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Stanoveny pomér absorbanci A2eo nm/A20 nm vypovida o Cistoté izolované DNA. Pomér
absorbanci Cist¢ DNA se ma pohybovat v rozmezi 1,8-2,0.

U vzorki izolovanych metodou fenolové extrakce se pomér pohybuje kolem hodnoty 1,8,
lze tedy fici, ze izolovand DNA je c¢istd. Pouze u vzorku izolovaného z marinovaného
tempehu (M22F) je pomér absorbanci nizsi a to 1,53, coz ukazuje na piitomnost proteint.
Z poméru Aze0 nm/A230 nm 1ze zjistit mozné znecisténi fenolem. Fenol absorbuje pii vinové
délce 230 nm, a proto pfi této hodnoté musi byt absorbance nizsi nez pii hodnoté vinové délky
260 nm (maximalni absorbance nukleové kyseliny). Tato podminka je splnéna u vSech ze
vzorkidt DNA izolovanych pomoci fenolové extrakce. Doslo tedy k dostate¢nému odstranéni
fenolu.

U vzorkd DNA izolovanych pomoci magnetickych mikro¢astic F-kol 770x a F79/L3-PLL

je pomér absorbanci A2eonm/A280nm mensi nez 1,8, to vypovida o pfitomnosti proteint. Lze
tedy predpokladat, ze doslo k nedostatecnému odstranéni bilkovin.
V porovnani s dal§imi dvéma metodami izolace, a t0 Vrozmezi hodnot 1,7-10,1 ng/ul.
Nejvyssi koncentrace NK byla naméfena ve vzorku tempehu natural. Niz§i hodnoty
koncentraci mohou byt ovlivnény velikosti ¢astic, ptesto je koncentrace DNA dostacujici pro
PCR. Tyto castice jsou méné vhodné pro izolaci DNA z tohoto typu vyrobku.

Ve vzorcich izolovanych pomoci fenolové extrakce a magnetickych ¢astic F-kol 770x byly
stanoveny srovnatelné hodnoty koncentraci.

Srovnanim ¢istoty vzorkl izolovanych tfemi rdznymi metodami (fenolovou extrakci
a magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x a F79/L3-PLL) bylo zjisténo, Ze vzorky DNA izolované
fenolovou extrakci jsou podstatné CcistéjSi nez vzorky DNA izolované obéma typy
magnetickych castic.

Touto metodou byla prokazana ptitomnost DNA ve vSech vzorcich. Ze vSech vybranych
produktli se podatilo vyizolovat nukleové kyseliny.

DNA ziskana z realnych vzorkl tfemi riznymi metodami izolace ma koncentraci a Cistotu
vhodnou pro PCR.

5.2.3 PCRV realném ¢ase

PCR v realném case byla pouzita ke stanoveni mnozstvi DNA pro doménu Bacteria, pro rod
Lactobacillus a pro oddéleni Zygomycetes, mezi které patii plisné rodu Rhizopus. Pro gPCR
byly pouzity v§echny vzorky DNA izolované z riznych druhti tempehu.

Smés PCR byla pfipravena s pouzitim mastermixu dle postupu v kap. 4.3.4. Ke smési pro
PCR byla do 36 riznych mikrozkumavek postupné piidana DNA izolovana pomoci fenolové
extrakce, DNA izolovand pomoci magnetickych nosi¢ti F-kol 770x a DNA izolovana
magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL.

Statistické zpracovani vysledkd bylo provedeno pomoci softwaru cykleru Rotor-Gene 6000
(verze 1.7.87).

Separaci produkti qPCR specifické pro rod Lactobacillus na gelu byly potvrzeny vysledky

Melt analyzy stanovené softwarem.
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5.2.3.1 qPCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Pro qPCR byla pouzita izolovana DNA o koncentraci 10 ng/ul v mnozstvi 3 pl. Ke stanoveni
koncentrace vychozi DNA ve vzorcich byla vyuzita kalibra¢ni kiivka (Obr. 7) sestrojena za
pouziti série péti standardl v rozsahu 100 ng/ul az 10 pg/pl ptipravenych z komeréni DNA
Escherichia coli (D4889, Sigma-Aldrich, USA).

Ziskané hodnoty parametri kalibra¢ni kiivky slouzi k posouzeni ucinnosti amplifikace.
Tyto tdaje jsou uvedeny v Tab. 17. Reak¢éni Géinnost byla stanovena ze sklonu kalibra¢ni
ktivky (M). Spolehlivost reakce se zjistuje z korela¢niho koeficientu linearni regrese (R?).
Parametry kalibra¢ni kiivky se pohybuji v optimalnim rozmezi (viz kap. 2.4.2.2). Vysledky
kvantifikace tedy lze povazovat za spolehlivé.

Tab. 17: Parametry charakterizujici kalibracni kiivku

Parametr charakterizujici kalibra¢ni krivku Hodnoty kalibracni krivky
Korela¢ni koeficient R? 0,999

Sklon kalibra¢ni kiivky (M) —3,515

Ucinnost reakce 0,930

24 .w. _____________________ e | g

' ' ! Cycling A.Green (Page 1)
o N T i ieiiiiiii__._.___i..|R=058852

. . i | R*2=0,99304
e R R RRREREEEEEE b F--1 M=-3,515
TS e T e L. |B=276825

= 1

Efficiency=0,93

Concentration

Obr. 7: Kalibracni kiivka — Zavislost hodnoty Ci na koncentraci bakterialni DNA

Zavislost mnozstvi fluorescence na poctu cykli pro analyzované vzorky je zndzornéna na

Obr. 8.
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Obr. 8: Amplifikacni krivky (zdvislost mnozstvi fluorescence na poctu cykiii)
Z duvodu piehlednosti jsou v grafu a v nasledné tabulce uvedeny pouze vybrané vzorky.

Tab. 18: Vysledky absolutni kvantifikace a Melt analyzy produktit PCR specifickych pro doménu
Bacteria

Oznaceni vzorku Barva Ci ¢ [ng/ul] Tm [°C]
n11F B 18,11 1,109 87,0
n21F H 18,82 0,792 87,0
U11F 17,14 1,753 87.8
m11F B 16,77 2,084 88,0
m22F B 17,02 1,854 88,0
ulle 24,02 0,067 88,0
ul2e 28,22 0,009 88,0
n12¢ 25,29 0,037 87,3
ml1¢ 26,73 0,019 88,5
m22¢ B 28,60 0,008 88,7
w218 B 24,49 0,054 88,0
w228 B 22,71 0,126 87,8
ml1eL N 26,47 0,021 88,7
ul2eL 27,86 0,011 88,2
w21l B 24,77 0,047 87,7
n21¢L B 23,08 0,105 87,0
n126L B 23,87 0,072 87,8
negativni kontrola - - -
pozitivni kontrola . 13,99 7,781 87,3

Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh; F — izolované fenolem; ¢ —
izolované magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x; L — izolované magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL
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Byly stanoveny hodnoty C: jednotlivych vzorkt udavajici, kdy doslo k piekroceni limitu
detekce fluorescence. S vyuzitim kalibra¢ni kiivky byly z hodnot C: analyzovanych vzorki
uréeny vychozi koncentrace bakteridlni DNA. V testovanych vzorcich byla prokdzana
pfitomnost bakterialni DNA o koncentraci v rozsahu 2,084 az 0,008 ng/ul (Tab. 18).
Z tabulky je patrné, ze koncentrace u vzorki DNA izolovanych pomoci fenolové extrakce je
vys$si nez u vzorktl izolovanych s vyuzitim magnetickych castic obou typt. Metodou fenolové
extrakce se tedy vyizolovalo vy$§i mnozstvi bakterialni DNA. Fenolova extrakce je
standardni metodou pouzivanou dlouhou dobu a je vSeobecné vyzkousena jako Géinna. Jeji
nevyhodou je vyuzivani drazdivych latek (fenol, chloroform, isoamylalkohol). Namétené
koncentrace bakterialni DNA u magnetickych ¢astic jsou sice niZ$i nez u fenolové extrakce,
ale toto mnozstvi je dostacujici pro PCR. Tato metoda izolace je Setrnéjsi a rychlejsi.

Produkty gPCR byly podrobeny Melt analyze. Hodnoty teplot tani analyzovanych vzorku
se pohybuji v rozmezi 87,0-88,7 °C (hodnoty Tm jsou uvedeny v Tab. 18). Teplota tani
produktia qPCR provedené na zakladé DNA Lactobacillus gasseri (pozitivni kontrola) je
87,3 °C, tato hodnota lezi v rozmezi teplot tani analyzovanych vzorki.

Pomoci qPCR specifické pro doménu Bacteria za pouziti primerd F_eub a R_eub byla ve
vSech vzorcich prokézana ptitomnost bakterialni DNA.

5.2.3.2 qPCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus

Pro prokédzani pfitomnosti DNA laktobacili byla vyuzita qPCR specificka pro rod
Lactobacillus za pouziti primerd F alllact a R alllact. Pro amplifikaci byla pouZita
templatova DNA izolovana ze tfech druhti tempehu o objemu 1 pl a koncentraci 10 ng/pl.
Mnozstvi DNA laktobacilit bylo vyhodnoceno metodou relativni kvantifikace. Pomoci
softwaru byl vypocten pomér mezi mnozstvim vychoziho templatu DNA a referen¢niho
vzorku (zde pozitivni kontrola — Lactobacillus gasseri, 10 ng/ul) viz Tab. 19. Z vysledkta
relativni kvantifikace lze fici, ze nejvy$si mnozstvi cilové DNA rodu Lactobacillus bylo
piitomné ve vzorku DNA izolovaného metodou fenolové extrakce z tempehu natural a stejné
mnozstvi DNA bylo detekovano také ve vzorku DNA izolovaného fenolovou extrakci
ze vzorku uzeného tempehu.

Ovéfeni pfitomnosti specifického produktu PCR bylo provedeno s vyuZzitim Melt analyzy
(Obr. 9). Hodnota teploty tani (Tm) produkti PCR pozitivni kontroly (Lactobacillus gasseri)
je 75,5 °C. Blizkych teplot tani dosahuji vrcholy kiivek tani pattici produktim PCR vzorka
DNA izolovanych z jednotlivych druhti tempehu, a to v rozmezi 74,0-76,0 °C (viz. Tab. 19).
Muzeme tedy fici, ze byly naamplifikovany specifické produkty PCR.

Z grafu na Obr. 9 (a také z Tab. 19) je patrné, ze se zde vyskytuji dvé vyznamné hodnoty
teplot tani pro kazdy vzorek. Dvé rGzné hodnoty teplot tdni vzorkli mohou poukazovat na
pritomnost dvou pievazujicich druhi rodu Lactobacillus. Z vysledk gelové elektroforézy
(Obr. 10 viz. dale) lze vidét, ze pii porovnani jednotlivych fragmenti vzorkd se standardem
neodpovidaji vSechny fragmenty vzorkt velikosti 92 bp, ale jsou zde i fragmenty vétsi
pohybujici se v tirovni 100 bp standardu a vyse.
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Obr. 9: Melt analyza produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus — Zavislost mnozstvi

fluorescence na teploté

a9

Z duvodu piehlednosti jsou v grafu a v tabulce uvedeny pouze vybrané analyzované vzorky.

Tab. 19: Vysledky relativni kvantifikace a Melt analyzy produktit PCR specifickych pro rod

Lactobacillus

Oznaceni vzorku Barva Ct Relativni kvantifikace Tm_ °Cl Tm_ °C]
Bin A Bin B

n12F 24,7 7,68 70,5 83,0
n21F ] 247 7,68 753 83,0
n22F B 23,1 195-10" 76,0 83,2
u21F B 24,7 7,68 75,2 83,0
u22F 25,2 5,74 74,0 83,0
m11F H 27,6 1,42 75,5 82,3
m21F ] 28,5 8,40-107" 75,5 82,5
ul2g 28,8 7,05-10™ 75,5 82,8
n11g N 26,7 2,40 75,5 82,0
ml1¢ 29,0 6,28-107" 75,7 -
m12¢ ] 28,9 6,65-10" - 82,3
w21e ] 25,2 5,74 75,5 =
m21eL H 27,6 1,42 75,3 -
w21eL B 28,5 8,40-107" 75,5 83,0
n21&L B 28,4 8,90-107" 755 83,0
n22eL 27,4 1,59 74,8 83,0
negativni kontrola 29,0 6,28-107" - -
pozitivni kontrola | 28,2 1,00 75,5 82,3
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Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh; F — izolované fenolem; ¢ —
izolované magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x; L — izolované magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL

Produkty qPCR o velikosti fragmenti 92 bp byly detekovany pomoci agarézové gelové
elektroforézy. Vysledek je uveden na Obr. 10.

produkt
PCR
92 bp

produkt PCR
92 bp

Obr. 10: Agardzova gelova elektroforéza produktit gPCR specifickych pro rod Lactobacillus. Velikost
PCR produktu je 92 bp.

Béh ¢ vzorek DNA Mnozstvi DNA v PCR smési [ng] | Detekce PCR produktu
1 m22¢L 10,0 +
2 m21¢L 10,0 ++
3 ml2¢L 10,0 +
4 mll¢L 10,0 -
5 u22¢ 10,0 ++
6 u2l1¢ 10,0 ++
7 m22¢ 10,0 -
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8 m21¢ 10,0 -
9 ml2¢ 10,0 +
10 mllé 10,0 -
11 nl2¢ 10,0 +
12 nll¢ 10,0 ++
13 Standard Malamité (100 bp)

14 n22¢ 10,0

15 n21¢ 10,0

16 ul2¢ 10,0

17 ullé 10,0 ++
18 m22F 10,0 ++
19 m21F 10,0 +
20 m12F 10,0 ++
21 mllF 10,0 +
22 u22F 10,0 +++
23 u2lF 10,0 +++
24 ul2F 10,0 +++
25 ullF 10,0 +++
26 n22F 10,0 +++
27 n21F 10,0 +++
28 n12F 10,0 +++
29 nllF 10,0 +++
30 negativni kontrola -
31 pozitivni kontrola 10,0

32 nl2¢L 10,0

33 nll¢L 10,0 -
34 | Standard Malamité (100 bp)

35 n22¢L 10,0 ++
36 n21¢L 10,0 +
37 u22¢L 10,0 +
38 u2l1¢lL 10,0 +
39 ul2¢l 10,0 -
40 ul 1¢L 10,0 -

Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh; F — izolované fenolem; ¢ —
izolované magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x; L — izolované magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL,;
+, ++, +++ produkty PCR 0 razné intenzité; — produkty PCR nebyly detekovany

Z vyhodnoceni vysledkli na gelu lze fict, ze pomoci metody gelové elektroforézy nebyla ve
vSech vzorcich prokdzéna pfitomnost DNA laktobacili. Gelovou elektroforézou nebyly
detekovany produkty PCR vzorkll izolovanych pomoci magnetickych c¢astic F-kol 770x
Z marinovaného tempehu (m22¢, m21¢, mll1¢), dale produkty PCR vzorkil izolovanych
pomoci magnetickych ¢&astic F79/L3-PLL z marinovaného tempehu (ml1¢L), uzeného
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tempehu (ul2¢L, ul 1¢L) a tempehu natural (n11¢L). Uvedené nedetekované produkty byly ve
velmi nizké hodnoté detekovany v qPCR. V nejvétsi intenzité byly na gelu detekovany
produkty PCR vzorkd DNA izolovanych pomoci fenolové extrakce.

Detekci specifickych produkti qPCR gelovou elektroforézou byly potvrzeny vysledky Melt
analyzy ziskané softwarem cycleru Rotor-Gene 6000.

Z vyhodnoceni Melt analyzy a nasledné gelové elektroforézy vyplyva, Ze naamplifikovana
DNA je specificka pro rod Lactobacillus a ve vzorcich byla tedy prokazana piitomnost
bakterialni DNA rodu Lactobacillus.

5.2.3.3 gPCR s primery specifickymi pro oddéleni Zygomycetes

Pro qPCR byla pouzita izolovana DNA o koncentraci 10 ng/ul v mnozstvi 1 ul. Pro prokazani
pritomnosti DNA plisni byla vyuzita qPCR s primery specifickymi pro oddéleni Zygomycetes.

Ptfitomnost DNA plisni nebyla prokazana v zddném z analyzovanych vyrobkl. Divodem
muze byt pouziti novych primerti, u kterych je nutné provést optimalizaci, kterd je vSak
casove narocna.

5.2.4 Konven¢ni PCR

Konven¢éni PCR byla pouzita ke stanoveni piitomnosti DNA pro kvasinky a pro druh
Lactobacillus fermentum. Pro PCR byly pouzity vSechny vzorky DNA izolované ze tiech
druhti tempehu.

Smés PCR byla pripravena podle postupti uvedenych v kapitole 4.3.5

5.2.4.1 PCR s primery specifickymi pro kvasinky

Pro konven¢ni PCR byla pouzita izolovana DNA o koncentraci 10 ng/ul a objemu 1 pul. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita kontrolni DNA Sporidiobolus 20.

Ptitomnost specifického produktu PCR o velikosti fragmentu 152 bp byla potvrzena
pomoci agardzové gelové elektroforézy. Vysledek je uveden na Obr. 11,

produkt
PCR
152 bp

dimery
primert
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produkt PCR
152 bp

dimery primeri

Obr. 11: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro kvasinky. Velikost PCR

produktu je 152 bp.

Béh ¢ vzorek DNA Mnozstvi DNA v PCR smési [ng] | Detekce PCR produktu
1 negativni kontrola -
2 pozitivni kontrola 10,0 ++
3 nl2¢L 10,0 +
4 nllcL 10,0 -
5 n22¢L 10,0 +
6 n21¢L 10,0 +
7 u22¢L 10,0 +
8 u2lcl 10,0 +
9 ul2¢lL 10,0 +
10 Standard Malamité (100 bp)

11 ullcélL 10,0 +
12 m22¢L 10,0 -
13 m21¢L 10,0 -
14 ml2¢L 10,0 -
15 mlléL 10,0 -
16 u22¢ 10,0 -
17 u2l1¢ 10,0 -
18 m22¢ 10,0 -
19 m21¢ 10,0 -
20 ml2¢ 10,0 +
21 mll¢ 10,0 -
22 nl2¢ 10,0 -
23 nll¢ 10,0 -
24 n22¢ 10,0 +
25 n21¢ 10,0 -
26 ul2¢ 10,0 +
27 ull¢ 10,0 +++
28 m22F 10,0 +++
29 m21F 10,0 +++
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30 Standard Malamité (100 bp)

31 m12F 10,0 -
32 ml1lF 10,0 +++
33 u22F 10,0 +++
34 u2lF 10,0 +++
35 ul2F 10,0 +++
36 ullF 10,0 +++
37 n22F 10,0 ++
38 n21F 10,0 ++
39 n12F 10,0 +++
40 nllF 10,0 +++

Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh; F — izolované fenolem; ¢ —
izolované magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x; L — izolované magnetickymi ¢asticemi L79/L3-PLL;
+, ++, +++ produkty PCR o rizné intenzité; — produkty PCR nebyly detekovany

Ptitomnost kvasinkové DNA nebyla prokdzéna ve vzorcich izolovanych pomoci
magnetickych ¢astic F79/F3-PLL a magnetickych ¢astic F-kol 770x z marinovaného tempehu,
dale ve vzorcich izolovanych pomoci magnetickych castic F-kol 770x z tempehu natural
(n11¢, n12¢, n21¢), Z uzeného tempehu (u22¢, u21¢) a ze vzorku izolovaného pomoci fenolu
Z marinovaného tempehu (m12F). Produkty byly detekovany v rizné intenzité, piiemz
nejintenzivngji byly detekovany produkty PCR s DNA izolovanou pomoci metody fenolové
extrakce. Produkty vzorkli izolovanych pomoci magnetickych castic obou typt byly
detekovany velmi slabé nebo nebyly detekovany vibec.

Pomoci PCR specifické pro kvasinky byla za pouziti primerti Oli-F a Oli-R dokazana
ptitomnost kvasinkové DNA ve vzorcich.

5.2.4.2 PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus fermentum

Pro amplifikaci byla pouzita templatovda DNA izolovana ze tfech druhd tempehu o objemu
1 ul a koncentraci 10 ng/ul. Jako pozitivni kontrola byla pouzita kontrolni DNA Lactobacillus
fermentum.

Specifické produkty PCR byly detekovany pomoci gelové agarézové elektroforézy (Obr.
12).
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Obr. 12: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro druh Lactobacillus
fermentum. Velikost PCR produktu je 88 bp.

Béh ¢ vzorek DNA Mnozstvi DNA v PCR smési [ng] | Detekce PCR produktu
1 m21F 10,0 +
2 m12F 10,0 +
3 Standard Malamité (100 bp)

4 ml1lF 10,0 -
5 u22F 10,0 -
6 u21F 10,0 -
7 ul2F 10,0 -
8 ullF 10,0 +
9 n22F 10,0 -
10 n21F 10,0 -
11 n12F 10,0 +
12 nllF 10,0 -
13 negativni kontrola -
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14 pozitivni kontrola 10,0 ++
15 nl2¢L 10,0 -
16 nllclL 10,0 -
17 n22¢L 10,0 -
18 n21¢L 10,0 -
19 u22¢L 10,0 -
20 u2lcl 10,0 -
21 ul2¢l 10,0 -
22 ull¢L 10,0 -
23 | Standard Malamité (100 bp)

24 m22¢L 10,0 -
25 m21¢L 10,0 -
26 ml2¢L 10,0 -
27 mllcl 10,0 -
28 u22¢ 10,0 -
29 u2lé 10,0 +
30 m22¢ 10,0 +
31 m21¢ 10,0 +
32 ml2¢ 10,0 +
33 mllé 10,0 +
34 nl2¢ 10,0 +
35 nll¢ 10,0 -
36 n22¢ 10,0 +
37 n21¢ 10,0 -
38 ul2é 10,0 ++
39 ullé 10,0 -
40 m22F 10,0 -

Pozn.: n — tempeh natural; u — uzeny tempeh; m — marinovany tempeh; F — izolované fenolem; ¢ —
izolované magnetickymi ¢asticemi F-kol 770x; L — izolované magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL; +,
++, +++ produkty PCR o ruzné intenzité; — produkty PCR nebyly detekovany

Pfitomnost produkti PCR o velikosti fragmentii 88 bp nebyla potvrzena ve vzorcich DNA
izolovanych pomoci fenolové extrakce (m11F, m22F, u22F, u21F, ul2F, n11F, n22F, n21F),
izolovanych magnetickymi c¢asticemi F-kol 77o0x (nl1¢, n21¢, ullé, u22¢). U vzorki
izolovanych pomoci magnetickych ¢astic F79/L3-PLL nebyla prokazana pfitomnost produktii
PCR. Produkty PCR, u nichz byla prokazana ptitomnost, byly detekovany ve velmi nizké
intenzité. Velmi nizka intenzita detekovanych produktdi miize poukazovat na nizkou
koncentraci DNA druhu Lactobacillus fermentum. Bylo by vhodné pouzit PCR v redlném
Case, ktera se vyznacuje citlivéjsi detekei.

Pomoci PCR specifické pro druh Lactobacillus fermentum s primery R_ferm a F_ferm byla
potvrzena ptitomnost specifického produktu o velikosti (88 bp) ziskaného amplifikaci DNA
izolované ze vzorki.
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5.3 Nutri¢ni analyza

V praci bylo provadéno stanoveni obsahu jednotlivych nutri¢nich slozek tfi druhi tempehu
a sojovych bobi. Cilem prace je bylo porovnat rozdil v mnozstvi téchto slozek v tempehu
a sojovych bobech, ktery je ovlivnén predevsim fermentaci bobt.

Od kazdého realného vzorku byly navazeny vzdy dva paralelni vzorky, které byly
podrobeny jednotlivym analyzam. Ve vysledcich jsou uvedeny primérné hodnoty dvou
paralelnich vzork.

5.3.1 Stanoveni celkovych sacharidi podle Duboise

Celkovy obsah sacharidii byl stanoven spektrofotometricky ve vSech testovanych vzorcich.
Postup méfeni je uveden v kap. 4.4.1.1. Z divodu vysokého obsahu sacharidi ve vzorcich
musely byt vzorky tempehu 100krat zfedény a vzorky sojovych bobu 1000krat zfedény. Jako
standard byl pouzit vodny roztok glukozy (kalibracéni kiivka glukoézy je v Priloze €. 1).
Dosazenim namétenych hodnot testovanych vzorkd do rovnice kalibrace byly vypocteny
koncentrace celkovych sacharidii ve vzorcich. Kalibra¢ni rovnice byla A = 11,235 - ¢ +
0,0412. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (viz Ptiloha ¢. 6). Obsah celkovych sacharida
Vv jednotlivych vzorcich byl piepocten na 100 g vyrobku.

Zjisténé koncentrace celkovych sacharidi se pohybovaly vrozsahu 0,49-19,83 g/100 g
vyrobku. Obsahy celkovych sacharidi v jednotlivych vzorcich jsou zndzornény graficky
(viz. Obr. 13).
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Obr. 13: Prrehled obsahu hlavnich nutricnich slozek v jednotlivych vzorcich

Nejvyssi mnozstvi sacharidi bylo stanoveno v bobech. Séjové boby podle udaju
deklarovanych na obale obsahuji vy$$i mnozstvi sacharidii ve srovnani s tempehy. Namétené
hodnoty celkovych sacharidii u vSech druhti tempehu neodpovidaji hodnotam deklarovanym
na obalu vyrobkl, u so6jovych bobli mnozstvi sacharidii pfiblizné odpovidd. Dtvodem
odli$nosti miize byt rizna spotieba sacharidi MO. Kazdy vyrobek ma trochu jiné nutriéni
sloZeni z divodu odlisného chovani a zastoupeni mikrobidlniho spolecenstvi.
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5.3.2 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyi-Nelsona

Mnozstvi redukujicich sacharidi ve vzorcich bylo zjisténo spektrofotometricky po reakci
se Somogyi-Nelsonovymi ¢inidly.

Z kalibracni zavislosti absorbance barevného produktu na koncentraci standardu glukoézy
byly vypocteny koncentrace redukujicich sacharidii v jednotlivych vzorcich (vysledky viz.
tabulka v ptiloze ¢. 6). Kalibra¢ni kiivka glukédzy je uvedena v piiloze ¢. 2. Kalibra¢ni rovnice
byla A =17,777 - ¢ — 0,0039.
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Obr. 14: Obsah redukujicich sacharidii v jednotlivych vzorcich prepocitany na 100 g vyrobku

Obsah redukujicich sacharidi ve vzorcich je uveden v grafu (Obr. 14). Hodnoty
koncentraci redukujicich sacharidi se pohybovaly v rozmezi 0,081-2,694 g/100 g produktu.
Nejveétsi mnozstvi redukujicich sacharidi bylo stanoveno v sdjovych bobech. Pro analyzu
byly pouzity vafené boby. Vy3$8§i mnozstvi redukujicich sacharidi je zpiisobeno hydrolyzou
Skrobu pfi procesu vareni. Snizeni redukujicich sacharidi po fermentaci odpovida
nasledujicimu minéni o chovani MO. V prubéhu fermentace dochazi k ubytku monosacharidi
(hlavné glukézy) z diivodu jejich spotieby jako zdroj energie pro rast MO. Urcité MO jsou
schopny svymi enzymy S$tépit oligosacharidy (maltéza, rafindza, stachydza) na
monosacharidy, které jsou dale vyuzivany MO.

5.3.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci ABTS*

Antioxidacni aktivita jednotlivych vzorki byla stanovena na zdklad€ schopnosti vzorku zhaset
radikal ABTS™. Toto zhaseni bylo pozorovano spektrofotometricky. Absorbance je méiena po
10 minutach a jeji pokles se odecitd od hodnoty substratu (ABTS™ + destilovana voda)
meétené v case 0 minut. Celkova antioxidacni aktivita byla vypoctena za vyuziti kalibracni
ktivky standardu Troloxu (viz. piiloha ¢. 3.). Rovnice kalibrace byla A = 1,3761 - ¢ + 0,0145.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce v pfiloze ¢. 7.
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Obr. 15: Celkova antioxidacni aktivita v jednotlivych vzorcich prepocitand na 100 g vyrobku

V grafickém znazornéni jsou uvedeny hodnoty koncentraci antioxidacni aktivity
Vv jednotlivych vzorcich (Obr. 15). Zjisténa koncentrace antioxidaéni aktivity v testovanych
produktech se pohybovala v rozmezi 103,92-183,85 mg Trolox/100 g vyrobku. Z grafu je
vidét, Ze nejvyssi antioxidacni aktivita byla stanovena v tempehu natural. Podle vysledku
studii uvedenych V literatufe antioxida¢ni aktivita roste béhem fermentace [23]. To potvrzuje
vyssi antioxida¢ni aktivita v tempehu natural ve srovnani s boby (125,35 mg Trolox/100 g).
Namétené tdaje neodpovidaji udajim uvedenym V literatuie [49]. To mize byt zplisobeno
pouzitim mexickych sdjovych bobi, zatimco v této praci byly k analyze pouzity sdjové boby

pochazejici z Ciny.

5.3.4 Stanoveni celkovych polyfenoli

Celkové polyfenoly u vSech vybranych vzorkt byly stanoveny spektrofotometricky. Postup je
uveden v kap. 4.4.3. Jako standard byl pouzit vodny roztok kyseliny gallové. Kalibra¢ni
ktivka kyseliny gallové je v pfiloze €. 4. Koncentrace celkovych polyfenoli ve vzorcich byla
vypoctena dosazenim zmétenych hodnot absorbanci do kalibra¢ni rovnice: A = 1,4648 - ¢ —
0,0125. Vysledky jsou uvedeny v tabulce v ptiloze ¢. 7.
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Obr. 16: Koncentrace celkovych polyfenolii v jednotlivych vzorcich prepocitané na 100 g vyrobku

V grafu na Obr. 16 jsou uvedeny vysledky obsahu polyfenoli ve vzorcich. Namétené
hodnoty celkovych polyfenolt se pohybovaly v rozmezi 67,59-232,45 mg/100 g vyrobku.
Nejvyssi obsah celkovych polyfenolt v analyzovanych vzorcich byl naméfen u vzorku
ziskaného extrakci z tempehu natural. Podle udaju v literatufe se ma mnozstvi polyfenoli po
fermentaci zvysit. To bylo dokazano pouze v piipadé tempehu natural, kde byla namétena
vys$i koncentrace celkovych polyfenoli nez v s6jovych bobech (150,19 mg/100 g). Rozdily
v obsahu fenolickych slou¢enin v riznych studiich mohou byt zpisobeny vybranou
chemickou metodou a extrakci, genetikou rostlin, podminkami pii péstovani soji, stafim
plodiny, dobou skladovani bobu atd. Naméfena data byla porovnana s udaji uvadénymi
V literatute. V ptipadé tempehu natural namétené vysledky odpovidaji literarnim udajam [50],
u sdjovych bobl nikoliv [49]. Duvodem neshodnych udaji mize byt jiny pivod sdji.
V literatufe k analyze pouzivali s6jové boby z Mexika.

5.3.5 Stanoveni celkovych flavonoidi

Po reakci s chloridem hlinitym a dusitanem sodnym bylo spektrofotometricky prométeno
mnozstvi celkovych flavonoidid ve vSech vzorcich. Na zadklad¢ kalibra¢ni kiivky standardu
katechinu (Ptiloha ¢. 5) byla vypoctena koncentrace celkovych flavonoidi ve vzorcich.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce v Piiloze ¢. 7. Rovnice kalibrace byla A = 3,3511 - ¢ +

0,0063.
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Obr. 17: Koncentrace celkovych flavonoidii v jednotlivych vzorcich prepocitané na 100 g vyrobku

Hodnoty koncentraci celkovych flavonoidi se pohybuji vrozsahu od 6,33 do
43,33 mg/100 g vyrobku. Zgrafu (Obr. 17) je patrné, Ze nejvétsi mnozstvi celkovych
flavonoidti bylo naméfeno ve vzorku ze sdjovych bobi. VSechny testované druhy tempehd
obsahuji podstatné mensi mnozstvi flavonoidii ve srovnani se sojovymi boby. Vysledky
neodpovidaji idajim v literatute, kterd uvadi, ze béhem fermentace se mnozstvi flavonoida
zvySuje. To miZe byt zpisobeno plsobenim odliSnym MO, které fermentacni proces
ovliviiyji. Stejné jako v piipadé polyfenoli (viz. pfedchozi kapitola) to mize byt zpisobeno
také pouzitou chemickou metodou, podminkami pti péstovani so6ji atd. Pro piesnéjsi stanoveni
by se méla provést HPLC analyza pro stanoveni hlavnich isoflavont — aglykony isoflavonti
(daidzeinu a genisteinu), jejichz mnozstvi se predevsim zvysuje v prubéhu fermentace podle
literarnich zdroju.

5.3.6 Stanoveni obsahu lipidi extrakei podle Folche

Obsah lipida ve vzorcich byl po extrakci smési rozpoustédel chloroformu a metanolu
a odpareni na vakuové odparce stanoven gravimetricky. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze €. 8§,
hmotnost lipidi je uvedena v gramech na 100 g vyrobku. Piehled obsahu lipida v jednotlivych
vzorcich je graficky znazornén na Obr. 13.

Nejvyssi obsah lipidi byl stanoven v marinovaném tempehu (21,3 g/100g vyrobku)
a v sojovych bobech (20,59/100 g vyrobku). Nejméné lipidi obsahuje tempeh natural.
Mnozstvi lipida ve vSech analyzovanych vzorcich odpovida vyzivovym udajim uvedenych na
obale produktii. Literatura udava, ze béhem fermentace tempehu dochazi ke snizeni obsahu
celkovych lipidl. Z grafu je patrné, Ze u natural a uzeného tempehu tento udaj souhlasi.
Marinovany tempeh obsahuje vice tukii nez sdjové boby, to je ov§em zptsobeno piidavkem
slune¢nicového oleje pfi jeho ptipravé.
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5.3.7 Stanoveni mastnych kyselin metodou plynové chromatografie

Profilové zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku s6jovych bobt a ttech druzich tempehu bylo
stanoveno s vyuzitim plynového chromatografu s plamenové ioniza¢nim detektorem
(Trace/GC). Vzorky pro analyzu byly pfipraveny dle kap. 4.4.6. Mastné kyseliny byly
prevedeny na methylestery, které jsou tékavé. Identifikace jednotlivych mastnych kyselin byla
provedena na zakladé srovnani elucnich casii identickych standardi a z plochy piku bylo
vypocteno zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v hmotnostnich procentech. Vysledky

kvalitativniho stanoveni masnych kyselin v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v grafech na
Obr. 18 a Obr. 19.

M sojové boby M tempeh natural B marinovany tempeh uzeny tempeh
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Obr. 18: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin prevazujicich ve vzorcich
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Obr. 19: Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin obsaZenych ve vzorcich v mensim

mnozstvi

Ve vzorku s6jovych bobi bylo identifikovano celkem 9 mastnych kyselin. Mezi nejdulezitéjsi
mastné kyseliny v sdjovych bobech patii kyselina linolova, ktera tvoii 53 % vsech MK. Dale
kyselina olejova (18 %), palmitova (12 %) a linolenova (8 %). V mensi mife jsou zde
zastoupeny také kyseliny stearova a gama-linolenova. Procentualni zastoupeni jednotlivych
MK ve vafenych bobech odpovida tdajim uvedenym v literatute (viz. kap. 2.1.1). Kyselina
heptadecenova byla identifikovana pouze v bobech, ve vzorcich tempehu nikoliv.

Ve vsech vzorcich tempehu bylo identifikovano dohromady 8 mastnych kyselin. Stejné
jako u sojovych bobi zde pievazuje kyselina linolova a olejova. V tempehu natural je nejvyssi
mnozstvi kyseliny linolenové, gama-linolenové, myristové a palmitoolejové v porovnani se
vSemi analyzovanymi vzorky, naopak zde nebyla detekovana ptitomnost kyseliny eicosenové.

V sojovych bobech bylo vyssi mnozstvi kyseliny linolové a palmitové ve srovnani se vSemi
druhy analyzovanych tempehti. Naopak, na rozdil od tempehti, v s6jovych bobech nebyla
viibec detekovana kyselina myristova. Z graft je patrné, Ze po fermentaci doslo ke zvySeni
mnozstvi kyseliny stearové a gama-linolenové a ke sniZzeni mnoZstvi kyseliny palmitové
a arachove.

Zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyselin z hlediska nasycenosti je graficky
znazornéno na Obr. 20. Ve vSech vzorcich kromé uzeného tempehu pievazuji polynenasycené
mastné kyseliny tvofici kolem 60 % vSech MK. Po fermentaci tedy nedoSlo k vyrazné zméné
v rozlozeni skupin nasycenosti MK. V uzeném tempehu je zastoupeni mononenasycenych
a polynenasycenych MK téméf vyrovnané.
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Obr. 20: Procentualni zastoupeni skupin mastnych kyselin ve vzorcich

5.3.8 Stanoveni hrubych bilkovin metodou podle Kjeldahla

Ke stanoveni hrubych bilkovin ve vybranych produktech byla pouZita metoda zaloZena na
stanoveni mnozstvi pfitomného dusiku podle Kjeldahla. Byl vypocitan obsah celkového
dusiku ve vzorku a poté prepocten na obsah hrubé bilkoviny ve tfech druzich tempehu
a sojovych bobech. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze ¢. 8. Obsah celkového dusiku ve vzorku
se pfepoCte na obsah hrubé bilkoviny vynasobenim faktorem 5,7 uvedenym v literatute [49].
Obsahy hrubé bilkoviny v jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v grafu na Obr. 13.

5.3.9 Stanoveni vitaminu E metodou kapalinové chromatografie

Pted vlastni analyzou byl vitamin E ze vzorkl extrahovan metanolem. Koncentrace vitaminu
E v jednotlivych vzorcich byla stanovena z kalibracni zavislosti, rovnice kalibrace byla A =
24222 - c. Pti vypoctech byla zohlednéna navazka i fedéni. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 20.

Tab. 20: Vypoctené koncentrace vitaminu E ve vzorcich

vzorek c [ug/1 g vyrobku]
marinovany tempeh 4,075
tempeh natural 0,038
uzeny tempeh 0,108
so0jové boby 0,764

Z tabulky je vidét, ze nejvysSi koncentrace vitaminu E byla zaznamenana v marinovaném
tempehu, coz je pochopitelné vzhledem k lipofilni povaze vitaminu. Literatura udava, ze
obsah vitaminu se po fermentaci bobl vyrazné¢ neméni. Tento Gdaj neodpovida naméfenym
datim, coz muze byt zplisobeno odliSnymi podminkami pfi ptipravé tempehu, jakoZzto 1 pii
péstovani soji, dale ptisobenim plisni, které vitamin pouzivaji ke stabilizaci membran a jako
ochranu proti oxidaci.
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6 ZAVER

Teoretickd C¢ast diplomové prace uvadi piehled séjovych vyrobkli se zaméfenim na
fermentovany syr tempeh. Dale je zde diskutovan vliv mikroorganismt na slozeni, strukturu,
senzorické ajiné vlastnosti tempehu béhem fermentace. V zévéru teoretické casti jsou
popsany pouzité metody pro identifikaci mikroorganismi a pro stanoveni jednotlivych
nutri¢nich slozek.

V experimentalni ¢asti prace byla studovana nutri¢ni hodnota téech druhi s6jového vyrobku
tempeh a s6jovych bobii, dale byla provedena mikrobiologicka charakterizace stejnych druhi
tempehu jako u nutri¢ni analyzy. Nutri¢ni analyza zahrnuje také Srovnani nutri¢ni hodnoty
vybranych druht tempehu a so6jovych bobii. Byl studovan vliv fermentace na zménu
antioxidacni aktivity a dalSich nutri¢nich hodnot.

V ramci mikrobiologické identifikace byla provedena optimalizace izolace DNA z hrubého
lyzatu. DNA byla z hrubych lyzath izolovana fenolovou extrakci, dale pomoci magnetickych
mikrocastic F-kol 77-ox a pomoci magnetickych nanocastic F79/L3-PLL. Koncentrace
a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky, a poté byly provedeny
specifické qPCR s vyuzitim primeri specifickych pro doménu Bacteria, pro rod Lactobacillus
a pro oddéleni Zygomycetes, mezi které patii plisné rodu Rhizopus. Jako interkala¢ni barvivo
bylo vyuzito fluorescencni barvivo SYTO-9. S vyuzitim konven¢ni PCR byla studovana
ptitomnost kvasinkové DNA a byla provedena druhové specificka PCR pro Lactobacillus
fermentum.

Pfi vyrobé tempehu se vyuziva startovaci kultury plisné Rhizopus sp. Vyrobce udava, ze
vybrany produkt obsahuje druh Rhizopus oligosporus. Literarni zdroje uvadi, ze v tempehu
jsou pfitomny 1 jiné MO, které se pfirozené¢ vyskytuji v soji nebo jsou zdmérné ptidavany za
ucelem prispivani k procesu fermentace. Pomoci molekularné diagnostické metody PCR byla
prokazana pfitomnost DNA domény Bacteria, rodu Lactobacillus, celkova DNA kvasinek
a DNA druhu Lactobacillus fermentum. Pfitomnost DNA plisni prokazana nebyla. Divodem
muze byt pouziti novych primerd, u kterych je tieba provést optimalizaci.

Mikroorganismy pusobici béhem fermentace vedou k nutriénim zménam. V dusledku
produkce enzymi dochazi ke snizeni celkového mnozstvi lipidd, sacharidi a bilkovin. Narust
polyfenol po fermentaci znaci vyS$i antioxidacni aktivitu. Ve vybranych produktech bylo
stanoveno celkové mnozstvi sacharidd, lipidi a bilkovin. Déle byla testovana antioxidacni
aktivita, v pfipad€ tempehu natural bylo potvrzeno, Ze se jeji hodnota béhem fermentace soji
zvySuje. Stejné¢ tak dochazi ke zvySeni koncentrace polyfenolii po fermentaci. Dalsi
antioxidacni latkou stanovenou ve vybranych produktech byl vitamin E. Metodou plynové
chromatografie byl zjistén profil mastnych kyselin ve vzorcich. V tempezich i s6jovych
bobech ptfevazovala kyselina linolova a olejova. Z hlediska nasycenosti mastnych kyselin ve
vSech vzorcich kromé uzeného tempehu prevazuji polynenasycené mastné kyseliny.

Nameétené vysledky ukazuji, Ze b&hem fermentace dochazi ke zvySeni mnoZstvi
antioxidacnich latek pusobicich proti Skodlivym volnym radikalim v naSem téle. Dale bylo
zjisténo, ze tempeh i s6jové boby jsou bohatym zdrojem polynenasycenych mastnych kyselin
(omega 3 a omega 6). Tyto kyseliny jsou pro ¢lovéka esencidlni a podili se na snizeni hladiny
celkového cholesterolu. Fermentace vede k lepSi stravitelnosti sdjovych bobu. V pribéhu
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jednotlivych procestt vyroby tempehu dochdzi v s6ji ke sniZzeni antinutri¢nich latek, jako
napfiklad kyselina fytova, kterd snizuje dostupnost mineralli nezbytnych pro metabolické
procesy. Z uvedenych udaji vyplyva, ze fermentace zplisobuje pozitivni zmény v s6éjovych
bobech a vysledny produkt — tempeh je ze zdravotniho hlediska vhodnéjsi ke konzumaci nez
samotna vafena soja.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABTS
ANF
bp
CCM
Clz

Ct
DNA
dNTP
DPPH
dsDNA
EDTA
FID
FRAP
GC
GM
HPLC
LAB
MK
MO
NaCl
NK
PCR
PDA
PEG
gPCR
RZ
RNA
SDS
Tag DNA
TBE
TE
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2,2"-azinobis.(3- ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat
antinutri¢ni faktor

(base pair) par bazi

Ceska sbirka mikroorganismi
chloroform-izoamylalkohol (24:1)
prahovy cyklus

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifostat
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
dvoutetézcova DNA

kyselina ethylendiamintetraoctova
plamenové ionizacni detektor

ferric reducting antioxidant potential
plynova chromatografie

geneticky modifikovany

vysokoucinna kapalinova chromatografie
bakterie mlé¢ného kvaSeni

mastna kyselina

mikroorganismy

chlorid sodny

nukleova kyselina

polymerazova fetézova reakce

detektor s diodovym polem

polyethylen glykol

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
korelacni koeficient

ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny

termostabilni enzym izolovany z termofilni bakterie Thermus Aquaticus
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA



9 PRILOHY

Priloha ¢. 1: Kalibracni kiivka glukozy pro stanoveni celkovych sacharida
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Piiloha €. 2: Kalibra¢ni kiivka glukézy pro stanoveni redukujicich sacharidi
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Priloha €. 3: Kalibracni kiivka Troloxu pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity
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Priloha €. 4:
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Priloha €. 5: Kalibracni kiivka katechinu pro stanoveni celkovych flavonoida
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Priloha ¢. 6: Vypoctené koncentrace celkovych sacharidi a redukujicich sacharidi ve

vzorcich (koncentrace jsou vztazeny na 100 g vyrobku)

stanoveni dle Duboise dle Somogyi-Nelsona
vzorek A490nm | ¢[g/100g] | A720nm | c[g/100 g]
marinovany 0,194 1,360 0,030 0,188
natural 0,096 0,488 0,011 0,081
uzeny 0,187 1,293 0,022 0,143
sOjové boby 0,264 19,831 0,044 2,694

Priloha &. 7: Vypoctené koncentrace antioxidacni aktivity, celkovych polyfenoli a celkovych

flavonoidi ve vzorcich (koncentrace jsou vztazeny na 100 g vyrobku)

i antioxidacni aktivity pomoci i . , L

stanoveni celkovych polyfenoli celkovych flavonoidi
ABTS*
c c c
vzorek A 734 nm A 750 nm A 510 nm
[mg Trolox/100 g] [mg/100 g] [mg/100 g]

marinovany 0,162 106,824 0,087 67,586 0,034 8,117
natural 0,268 183,853 0,328 232,455 0,030 7,072
uzeny 0,158 103,917 0,103 78,850 0,028 6,326
sojové boby | 0,187 125,354 0,208 150,191 0,152 43,329
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Priloha €. 8: Stanovend mnozstvi lipidl a bilkovin ve vzorcich

¢ [g/100 g vyrobku]

vzorek .

lipidy | bilkoviny
marinovany 21,34 21,89
natural 8,39 24,39
uzeny 15,41 20,24
sojové boby 20,51 30,22

Priloha €. 9: Vyzivové udaje deklarované na obalech vybranych vzorkll (uvedend mnozstvi

jsou obsazena ve 100 g vyrobku)

¢ [g/100 g vyrobku]

vzorek . .

sacharidy | lipidy | bilkoviny
marinovany 0,2 26,9 17,3
natural 3,8 8,3 16,7
uzeny 8,8 25,0 17,2
s6jové boby 21,0 20,0 36,0
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