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ABSTRAKT

Predlozena disertaCni prace se zabyva vyvojem a testovanim pfirodnich slozek potravin pro détskou
vyzivu. V ramci prace byly vybrany skupiny rostlinnych potravin, které byly zkoumany z nutriéniho
hlediska, a také na obsah biologicky vyznamnych latek, zejména latek s antioxidaCnim a
antimikrobialnim Géinkem. Z hlavnich nutrientd byl sledovan celkovy obsah sacharidd, redukujici
cukry, nerozpustna vlaknina, zastoupeni celkového dusiku a profil mastnych kyselin. Ve vybranych
vzorcich byl poté sledovan obsah vitamind a provitaminl, celkovych fenolickych latek, flavonoidd,
antioxidacni kapacita, pfirodni barviva, mnozstvi fruktant a B-glukant, organické kyseliny. Za ucelem
vyhodnoceni antimikrobialniho Gcinku byla sledovana interakce materiall s piisluSnymi zastupci
bunék. Bezpetnost piipravkil byla hodnocena pomoci testl cytotoxicity na humannich bunéénych
liniich HaCaT a Caco-2.

Za uCelem zvySeni stability a maskovani nevhodnych senzorickych viem{ byla zafazena
enkapsulace vybranych extraktti do nanocastic, zejména liposomd o rizném slozeni. U téchto Gastic
byla sledovana distribuce velikosti, uniformita, zeta potencial, enkapsula¢ni G¢innost a postupné
uvoliiovani aktivnich slozek. Slunecnicovy a sojovy lecithin byl vyhodnocen jako nejvhodnéjsi pro
pfipravu liposomd.

V dalSi ¢asti prace byly kultivovany vybrané kmeny probiotickych bakterii, u kterych byl sledovan
vliv pouzitych technik enkapsulace na jejich viabilitu. Poté byl sledovan vliv pritomnosti nékterych latek
rostlinného plivodu na probiotickou viabilitu, a to i v podminkach modelového traveni. V ramci
stanoveni viability byly vyuzity techniky kultivaéni, ale i pritokova cytometrie. Na zakladé ziskanych
vysledkd byly vybrany extrakty rostlinného pivodu bohaté na mnozstvi biologicky vyznamnych latek
s pozitivnim vlivem na lidsky organismus i na metabolismus probiotickych bakterii. Vhodnou
kombinaci se v této praci jevil zejména mlady jeémen s vybranymi zastupci laktobacil(i a bifidobakterii.

V posledni fazi prace byl zkouman prechod spécii biogenniho prvku selenu, jakozto zastupce
pfirozenych antioxidantl vtéle, a to z matky na dité prostiednictvim raného mateiského miéka —
kolostra. V praci byla potvrzena dilezita role kolostra ve vyZivé novorozencl. V kolostru byla zjisténa
pfitomnost selenoproteinu P, ktery je jakozto primarni antioxidant pfijiman ditétem bezprostiedné po
narozeni a pfispiva k jeho obranyschopnosti.

Celkové Ize konstatovat, Zze i pfes nesporny zasadni vyznam bilkovin pro détskou vyzivu
predstavuji dal$i biologicky aktivni latky rostlinného plvodu, pfipadné kombinace probiotik a prebiotik,
velky pfinos a pfispivaji ke zvySeni nutri¢ni hodnoty a kvality potravin uréenych pro détskou vyzivu.

KLICOVA SLOVA: selenometabolity, antioxidanty, doplnék stravy, détska vyziva,
enkapsulace, probiotické bakterie



ABSTRACT

The presented doctoral thesis is focused on development and testing of natural compounds for infant’s
nutrition. Selected groups of plant-based food were examined from nutritional point of view, as well as
regarding the content of biologically active compounds, especially compounds with antioxidant and
antibacterial activity. As basic nutrients were measured following groups of compounds: total
saccharides, reducing sugars, insoluble fiber, total nitrogen, and fatty acid profile. Moreover, content of
specific vitamins and provitamins, total phenolic compounds, flavonoids, antioxidant capacity, natural
pigments, fructans, B-glucans and organic acids were determined in selected samples. The evaluation
of antimicrobial effect was studied via interaction with appropriate types of microbial cells. The safety
of tested materials was verified by cytotoxicity tests using human cell lines HaCaT and Caco-2.

In next part of present work, encapsulation techniques were applied to enhance stability and
consumer acceptance of natural extracts. Materials were encapsulated into nanoparticles, especially
into liposomes of different composition. Size distribution, uniformity, zeta potential, encapsulation
efficiency and release control were monitored. Sunflower and soya bean lecithin were determined as
the most suitable for preparation of stable liposomes.

Further part of the study was focused on the role of probiotics in infant’s nutrition. Selected
probiotic strains were cultivated and the influence of the encapsulation techniques and presence of
plant extracts on probiotic viability were examined in natural form and in model digestion conditions.
Cultivation techniques and flow cytometry were performed to evaluate probiotic viability. Based on the
results obtained, plant extracts rich in bioactive compounds and having potential effect on human
organism and probiotic bacteria were selected. As a most suitable combination, green barley and
some probiotics like lactobacilli and bifidobacteria could be recommended.

Finally, the specific study focused on the transfer of selenium species from mother to child via
colostrum was analyzed. Selenium is a biogenic element acting as a representative of early natural
antioxidants in human body. The important role of colostrum in neonatal nutrition was confirmed by the
detection of the presence of selenoprotein P in the colostrum. This protein is further taken up by the
child immediately after birth and contributes as the earliest antioxidant to infant’s immunity.

Overall, it can be concluded that, despite the undeniable fundamental importance of protein in
childhood nutrition, further plant-based biologically active compounds and combinations of probiotics
and prebiotics, represent a major benefit and contribute positively to the increase of the nutritional
value and quality of foods for infant nutrition.

KEYWORDS: selenometabolites, antioxidants, food supplement, infants* nutrition,
encapsulation, probiotics
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1 UvVOD

Slozeni stravy méa odjakziva velky vliv na zdravi jedince, které je védci riznych odvétvi detailné
studovano. V dnesni dobé dochazi diky socidlnim sitim velmi snadno k propagaci mnoha rdiznych
dopliikG stravy zamérfujici se na podporu lidského organismu. Budovani imunity a zdravi jedince
zacina hned po jeho narozeni. V dobé& samotného vyvinu je proto dulezité vnimat pfijem Zivin a latek
pro udrZeni kondice nebo piipadné prevence. SloZeni stravy ma na Clovéka urdity vliv, ktery se mize
projevovat zdravotnimi problémy nebo naopak témto problémim napomaha predchazet. Slozeni
pfijmu Zivin v pribé&hu t&hotenstvi a poté slozeni stravy v samotném atlém véku ditéte je prevazné
ovlivnéno rodi¢i a okolim ditéte. Je dilezité, aby ve stravé nechybély biologicky aktivni latky, které
jsou nedilnou soucasti lidského zdravi a metabolismu. Jedna se pfedevsim o vitaminy, antioxidanty,
nenasycené mastné kyseliny, ale i o probiotické bakterie. Bohuzel pomérmé Casto nejsou pfirozené
zdroje téchto aktivnich latek pfijimany pozitivng, zejména pak u détskych konzumentl. Pak je tfeba
vyvijet techniky, které by umoznily zpracovat nutricné bohaté slouceniny tak, aby byly pfijimany l1épe —
enkapsulace, inkorporace do vhodnych potravin nebo pochutin apod.

V souCasné dobé se na trhu diky velkému zajmu a oblibé objevuji tzv. ,funk&ni potraviny” a
,superpotraviny“. Tyto potraviny slibuji posileni imunity jedince diky vysokému obsahu
zdravi prospéSnych latek, a tak u spotiebitell vzbuzuji snadnou dostupnost potiebnych latek
pro posileni organismu.

Probiotické bakterie jsou soucasti stifevni mikrofléry Clovéka, avSak spravny pomeér stfevnich
bakterii je dan nejen prostfedim, ve kterém se jedinec vyskytuje, ale také pfijatou stravou. Probiotické
bakterie se fadi mezi zdravi prospé&Sné bakterie a hostiteli pfindSi mnoho zdravotnich vyhod, které
jsou stale studovany. Pro spravny rdst bakterii vtlustém stievé je potieba, aby mély tyto bakterie
vhodné podminky. Z tohoto diivodu je doporuéeno, aby se pfi davkovani spolu s probiotiky pfijimaly i
tzv. prebiotika.

Cilem této disertatni prace bylo otestovat pfirodni materialy bohaté na biologicky aktivni
slou€eniny, které by mohly v kombinaci s vybranymi bakteriemi mlééného kvaSeni vytvofit komplexni
dopInék stravy vhodny pro déti. Vybrané vzorky by tak zastavaly tlohu podporujici rdst bakterii, ale
zaroven by podporovaly i zdravi ¢lovéka. Jednotlivée komponenty byly charakterizovany zvlast a na
zakladé vysledkd byla navrZena jejich kombinace. V ramci prace byly vyuZity i metody enkapsulace
pro zvySeni stability aktivnich latek a prodlouzeni jejich skladovatelnosti. Stabilita jednotlivych
zkoumanych vzorkl byla studovana za konkrétnich vhodnych podminek, a nakonec byly navrzeny
formy preparatd s témito slozkami. Vybrané produkty a kombinace bylo tieba senzoricky hodnotit
z hlediska jejich spotrebitelské pfijatelnosti.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 DETSKA VYZIVA

Postnatalni vyvoj a rist kazdého jedince je ovlivnén dostateénym prisunem energie v podobé stravy,
jejiz slozeni je individualni. Slozeni stravy ma znacény vliv na zdravi ditéte. Vyziva a dostatecny prisun
energie se vysoce podili na vyvoji mozku, a to hlavné u pfed¢asné narozenych déti. V postnatalnim
obdobi je slozeni stravy zcela zavislé na okoli a ostatnich dospélych jedincich pro dosazeni svych
vyzivovych potfeb. BEhem prvniho roku zivota ditéte stoupaji pozadavky na pfisun energie vice nez
dvakrat, zatimco pozdéji se pozadavky zvySuji pouze o 10 % za rok ["L2LE],

Neadekvatni vyziva mize ovlivnit zdravi ditéte i v jeho pokroéilém véku. Mozny vyskyt civilizaénich
chorob neboli nemoci zapadniho zZivotniho stylu byvaji Castym problémem. Jedna se pievazné o
rychly narGst hmotnosti ditéte prechazejici do obezity a posléze se tak mohou také vyskytovat
pfiznaky zapfi¢inéné kardiovaskularnimi chorobami. Mezi civiliza¢ni choroby se kromé obezity dale
radi napriklad alergické a astmatické onemocnéni, kozni onemocnéni, diabetes mellitus typu 2 [2L.14165],

2.1.1 Obdobi vyvojového rastu ditéte

Pii fyzickém rdstu dochazi k narGstu hmotnosti télové tkané, ke kterému dochazi v uréitych vzorcich,
avSak vrizné $kale a letech. K fyzickému ristu dochazi tedy az do doby, kdy se z ditéte stava
dospély jedinec. Mnoho novorozenct ubird na vaze kratce po narozeni, avSak béhem jednoho tydne
télesnou hmotnost znovu naberou a dostanou se zpét na vahu pii narozeni. VétSina kojencl
zdvojnasobi svou vahu béhem 5 mésicl a ztrojnasobi ji do jednoho roku zivota (6,

Bé&hem obdobi predskolniho véku dochazi ke zpomaleni ristu a k jeho ustaleni. V této fazi je jesté
nepatrny rozdil mezi muzskym a zenskym pohlavim a kritickym bodem je potencialni zacatek obezity.
V obdobi 3kolniho véku dochazi k vyraznéjSim rozdilim v ristu mezi Zenou a muzem. U primérné
zeny dochazi k mirnému zvySeni naristu hmotnosti a vy$ky nezli u primérného muze. V pribéhu
dospivani poté dochazi k narlstu celkového télesného tuku u Zen, naopak u muzd dochazi k tvorbé
svalovych tkani 61,

2.1.2 Stravovaci obdobi

Stravovaci obdobi ditéte Ize podle vyZivovacich narokl( rozdélit do tfi zakladnich obdobi, ktera do
sebe postupné prechazeji a kazdé z nich trva piiblizné 4—-6 mésicl. Tato obdobi nejsou uréovana
pouze funkénosti traviciho ustroji, ale také psychomotorickym vyvojem jedince a funkénosti
vylu¢ovaciho systému [,

2.1.2.1 Pocatec¢ni obdobi

V tomto obdobi trvajicim 6 mésicu, piiblizné 180 dni, je kojenci podavano vyhradné mateiské miléko.
Nelze podavat jiné tekutiny nebo pevnou stravu, dokonce ani vodu s vyjimkou kapek nebo sirupt
obsahujici vitaminy, mineraly nebo léky. Pokud je lékafem stanoven vazny zdravotni divod, Ize na
jeho doporuceni dité dokrmovat umélou mié&nou vyzivou. Pfed prvnim rokem zivota by ovsem nemél
byt kojenec krmen kravskym milékem. Kojenec by mél byt kojen minimalné 8krat za den tak, aby
celkové mnozstvi mléka odpovidalo pfiblizné 1/6 jeho hmotnosti [7}8],

Celosvétové je odhadovano, Ze pouze 34,8 % kojencl je vyhradné kojeno matefskym miékem
prvnich 6 mésicl jejich Zivota. Komplementarni vyziva je tak nasazena dfive, coz je ¢asto vyzivové
neadekvatni a nebezpedéné. Napiiklad vy3si piijem protein v raném véku zvySuje risk vzniku obezity
ve Skolnim véku. Kojenci, ktefi nejsou kojeni, maji 6—10krat vétSi pravdépodobnost umrti v tomto
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obdobi zivota nez kojenci, ktefi jsou vyhradné krmeni matefskym mlékem. Pokud jsou krmeni umélou
mlécénou vyzivou, dochazi k prdjmovému onemocnéni nebo pneumonii. Tato onemocnéni jsou u déti
velmi bézna a jsou ¢astym diivodem jejich amrti. Také dochazi ke zvySujicimu se riziku dlouhodobé
trvajicich onemocnéni souvisejici s imunologickym problémem. Jednd se predeviim o astma,
diabetes typu I, celiakie nebo Crohnova nemoc (&9,

2.1.3 Piechodné obdobi

Po uplynuti 6 mésicd jiz vyhradné mlécna strava nezajistuje dostateény piisun energie a nutriéni
potfeby ditéte. Komplementarni adekvatni vyziva zacind od ukonéeného 6 mésice s pokracujicim
kojenim do druhého roku zivota a déle. Od této chvile jsou potifebné i jiné tekutiny kromé& materského
mléka. Pestrost stravy ditéte se tak rozSifuje o pyré z jednoho druhu zeleniny, jako je napfiklad mrkev,
brambor, cuketa, Spenat, dyné nebo brokolice. Pfipraveny pokrm se ovSem nedochucuje soli ani
nesladi. Nasledné, po odzkou$eni jednotlivych druht zeleniny — pro zji$téni piipadné intolerance nebo
alergie, Ize zaradit do stravy i jejich kombinace. Stravu Ize v této fazi postupné obohatit i vafenym
masem a od 7. mésice se strava dopliuje také ovocn&-mléénym prikrmem. Vhodna jsou v tomto
pfipadé jablka, hrusky, banany nebo meruriky [21718],

Do konce 6. mésice se doporucuje kase pouze bezlepkova, a to kaSe kukufi¢na nebo ryzova. Poté
Ize postupné zafazovat také pSeniCné nebo zitné kase obsahujici lepek. Od pocatku 9. mésice se jiz
zarazuji viceslozkové prikrmy, jogurty, syry a postupné se pridava i pecivo a chléb. Vhodnymi
tekutinami jsou pro dité v tomto obdobi vody, détské ¢aje a redéné ovocné Stavy [,

Pokud nedochazi k nastupu komplementarni vyzivy nebo je podavana nepiiméiené, mize
dochéazet k pozastaveni vyvinu a ristu ditéte. V tomto obdobi nej¢astéji dochazi k pozastaveni ristu a
infek&nim onemocné&nim. Matefské mléko je ovSem stéle nezbytnou soucasti stravy, jelikoz zastupuje
jednu polovinu energie kojence, kterou potiebuje do dovrdeni prvniho roku zivota. Do konce druhého
roku Zivota zastupuje materské mléko jednu tretinu pfijaté energie [71.

2.1.4 Obdobi smisené stravy

Podavané jidlo vtomto obdobi mezi 1. a 3. rokem zivota by mé&lo byt mé&kké, nenarocné na kousani a
lehce stravitelné. Strava by méla byt pestra, smiSena a nutricné hodnotna. Na druhou stranu by méla
byt kulinarska tprava minimalni. Strava je tedy jednoducha na pfipravu a bez kofeni [19,

2.2 CHARAKTERISTIKA DETSKE STRAVY

VSechny vyrobené nebo dovezené vyrobky uréené détem ve véku do 3 let musi splfiovat hygienické
pozadavky provadéciho pravniho predpisu, vyhlasky MZ &. 84/2001 Sb., o hygienickych pozadavcich
na hrac¢ky a vyrobky pro déti do 3 let a také poZadavky na slozeni a oznaceni vyrobki dané vyhlaskou
54/2004 Sb. Tyto vyrobky nesmi pos$kodit zdravi, musi vyhovovat pozadavkim uvedenym
ve vyhlaSce, a to slozenim, vlastnostmi a mikrobiologickou Cdistotou. Dale musi byt znaceny
a vybaveny pisemnym prohladenim, a to v rozsahu stanoveném vyhlaskou o slozeni a vlastnostech
vyrobkli a potvrzeni, Ze byly hodnoceny =za podminek stanovenych provadécim pravnim
predpisem (11,
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Vyhlaska 54/2004 Sb. zahrnuje nasledujici kategorie potravin [12:
a) Pocatec¢ni a pokraCovaci kojenecka vyziva a vyziva malych déti
b) Obilné pfikrmy a potraviny pro malé déti

¢) Nahrady celodenni stravy pro regulaci hmotnosti

d) Potraviny pro zvlastni Iékarské ucely

e) Potraviny s nizkym obsahem lakt6zy nebo bezlaktézové

2.21 Mateiské mléko

Materské mléko je pro kojence vyznamnym zdrojem nutriCnich latek, které pomahaiji kojenci vytvaret
vlastni imunitni systém a intestinalni mikrobiotu a je esencialnim zdrojem pro kojence v jeho prvnich 6
meésicich Zivota [71013],

MIéko obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek, ale také protilatky nebo kmenové bunky
s neznamou funkci, které se nasledné mohou diferencovat na neurony. Z tohoto ddvodu Svétova
zdravotnicka organizace (WHO) a Détsky fond Organizace spojenych narodd (UNICEF) doporudila
zacatek pfrirozeného kojeni matefskym mlékem bezprostfedné 1 hodinu po narozeni ditéte a
pokracovat vyhradné krmenim mateiskym mlékem po dobu 6 mésicti. Do konce dvou let Zivota ditéte
je nasledné nutné zahrnovat mateifské miéko v ramci komplementami vyzivy, pokud tomu zdravotni
stav matky a ditéte dovoli ['4L15]

Materské mléko je idealnim vyzivovym zdrojem novorozencti a obsahuje imunokompetentni buriky
a imunoglobuliny typu IgA, které protektivné pusobi na stievni sliznici. Kromé toho ma materské mléko
samo o sobé protektivni antimikrobialni aktivitu vGc¢i bakteriim jako je Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterobacter sakazakii a streptokoktm [16],

Vlastnosti a chemické slozeni lidského matefského mléka je védci zkoumano jiz od pocatku 20.
stoleti, a to jak z kvantitativniho, tak kvalitativniho hlediska. Obsahuje mnoho réiznych makronutrientd
(sacharidy, bilkoviny, tuky a vitaminy) a také nespoCet bioaktivnich latek. Antimikrobidlni a
imunomodulaéni komponenty matefského mléka kompenzuji malo vyvinuty neonatalni imunitni
systém (1710181,

2.2.1.1 Sacharidy
Hlavnim sacharidem matefského mléka je disacharid lakt6za, jehoz nejvySSi koncentrace se nachazi
ve zralém mléce. Mateifské mléko obsahuje pfiblizné 7 g laktézy na 100 ml mléka a jedna se tedy o
druhy ddlezity zdroj energie. Laktéza je tvoifena monosacharidy glukézy a galaktézy. Jejim
mikrobialnim rozkladem v intestinalnim traktu dochazi ke vzniku kyseliny mlééné zvySujici resorpci
vapniku a vitaminu pfijatych potravou. Dale se v mléce nachazeji oligosacharidy [71.1191.[20],
Oligosacharidy lidského matefského miléka patfi do skupiny strukturné diverznich
nekonjugovanych glykantl a zastupuji pfiblizné 20 % vSech sacharidii mateifského miéka. Jsou oviem
rezistentni k travicim enzymim détského tenkého stieva, a tedy nemaji velky nutriéni vyznam. Jejich
vyznam spociva v utilizaci stfevni mikroflérou a s tim souvisejici zdravotni vyhody v podobé prevence
proti prdjmovym onemocnénim. Nevyuzité oligosacharidy jsou metabolicky zpracovany a odvadény
ztéla ven spole¢né s moci. Oligosacharidy pfitomné v matefském mléce se skladaji
z monosacharidovych jednotek jako je glukéza, galaktéza, fukéza, N-acetylglukosamin, neuraminova
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a N-acetylneuraminova kyselina. Slozeni je uzce spojeno s laktacni fazi, denni dobou anebo i
vyZivou matky ['7],

Vyznamné oligosacharidy do nedavné doby nebyly pfitomny v umélych miléénych vyzivach.
Z tohoto divody se zacaly fortifikovat komeréné dostupnymi oligosacharidy [18l,

2.2.1.2 Bilkoviny
Materské mléko je od zivocCiSného mléka rozdilné nejen v kvantité, ale i v kvalité. Miéko obsahuje
rovnovahu mezi aminokyselinami vhodnymi pro novorozence. Koncentrace bilkovin, 0,9 g na 100 ml,
vysoky obsah proteinti by mohl zatizit ledviny novorozence odpadnimi dusikatymi produkty (71,
Matei'ské mléko obsahuje vice nez 400 riznych proteinl, jez zastupuji antimikrobialni a
imunomodulaéni role, stejné jako stimuluji absorpci nutrientl. Bilkoviny obsazené v mléce Ize rozdélit
do tfi skupin, a to na kaseinoveé, syrovatkové a mucinové proteiny. Obsah kaseinu v matefském miéce
je niz8i nezli v zivo¢iSném mléce a ma i jinou molekularni strukturu pro jeho snadnégjsi traveni. Lidské
mléko navic obsahuje vice a-laktalbuminu, naopak neobsahuje B-laktoglobulin, na ktery si mize
kojenec vytvorit intoleranci [71117121],

e VoIné aminokyseliny
VoIné aminokyseliny vyskytujici se v lidském mateifském mléce pokryvaji pouze 3-5 % pfijimaného
potiebného mnozstvi kojencl pro spravnou funkci metabolickych aktivit. Profil téchto volnych
aminokyselin neni unikatni, ale je velmi podobny miléku i jinych primatt, jako jsou hominidé. Slozeni
neni ov8em konstantni a méni se v pribéhu laktace. Kyselina glutamova, taurin, glutamin a alanin
jsou nejcastéji zastoupené volné aminokyseliny v lidském matefském mléce '],

2.2.1.3 Lipidy

Lipidy zastupujici 40-50 % celkové energie matefského miléka (kolem 3,5 g tuki na 100 ml miléka) se
tak radi mezi jeho nejvétsi zdroj. Tuk je vyméSovan v malych kapkach a mnozstvi vzriista s nartstajici
dobou krmeni. Navic je proménlivé i v pribéhu dne a nejvice tukli mléko obsahuje pozdé odpoledne.
Zadni mléko vyméSovano na konci jednoho kojeni je nejbohatSi na tuky a ma bilou krémovou barvu.
Naopak piedni mléko na zacatku krmeni obsahuje méné tuk( a jedna se o namodralou az Sedou
tekutinu 720171211,

Priblizné 99 % lipidd matei'ského mléka je zastoupeno triacylglyceroly. Dale jsou zastoupeny
diacylglyceridy, monoacylglyceridy, volné mastné kyseliny, fosfolipidy a cholesterol. Spole¢né tak
vytvareji tukovou emulzi [711181121],

Matefské mléko obsahuje pifes 200 mastnych kyselin, avSsak mnoho jejich zastoupeno v malych
koncentracich. Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou je kyselina olejova s koncentraci 30—40 g na
100 g tuku materského miléka. DaleZitymi mastnymi kyselinami obsazenych v mléce jsou napfiklad
dokosahexaenova kyselina (DHA) a arachidonova kyselina (ARA), které nejsou obsazené v jiném
mléce. Tyto mastné kyseliny jsou dilezité pro neurologicky vyvoj ditéte. DHA a ARA se prfidavaji do
umélé mlécné vyzivy, avsak jejich icinek neni tak efektivni 71181211,

Profil lipidickych latek v matefském miléce je variabilni a je Gzce spjaty se stravovacimi navyky
matky a metabolismu tukd organismu matky. Mezi nejméné prostudované mastné Kkyseliny
matefského mléka patfi vétvené mastné kyseliny (BCFA). Jedna se prevazné o mastné kyseliny
s kratkym uhlikovym fetézcem s vice nez jednou methylovou skupinou navdzanou na zakladni
uhlikovy retézec [7L1171121],
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2.2.1.4 Vitaminy a mineraly

Materské mléko obvykle obsahuje dostateéné mnozstvi vitamini pro kojence, pokud matka sama
netrpi jejich nedostatkem. Obsah vitamint je tedy zavisly na vyzivé matky, Vyjimkou je pouze vitamin
D, kdy je nutné vystavit kojence dennimu svétlu k vytvoreni vnitfniho vitaminu D 1211,

a to prevazné diky svym antioxidaénim a protirakovinnym vlastnostem. PFitomnost selenu
v matefském mléce je pro novorozence esencidlni. Nizka hladina selenu byva spojovana
s komplikacemi v dobé t&hotenstvi, a to prfedevdim s preeklampsii (kfeCemi), pfed€asnym porodem
nebo napfiiklad se samovolnym potratem. Selen také hraje vyznamnou roli v metabolismu hormond
titné Zlazy, které jsou velmi dilezité pfi vyvoji plodu. Stitna Zlaza obsahuje nejvy$$i koncentraci
selenu na gram tkané, a to diky expresi selenoproteinti v tomto organu. Selen nalezneme v organismu
v mnoha podobach. Jedna se o anorganicky selen— SeV) a Se(), a selenometabolity, jako jsou
napfiklad selenomethionin (SeMet), selenocystein (SeCys), selenocystin (SeC), selenocystamin
(SeCa), selenoprotein P (SELENOP), glutathionperoxidaza (GPX) a selen obsahujici proteiny
(selenoalbumin, SeAlb) 2312411251,

Selenoprotein P je glykoprotein, ktery zprostfedkovava transport a distribuci stopového mnozstvi
selenu. Jeho mnozstvi v plazmé je ukazatelem nutricniho statutu vtéle. V nedavné dobé byla
nalezena pritomnost selenoproteinu P v matefském mléce, z tohoto diivodu se zacal zkoumat pienos
selenu z matky na dité prostrednictvim kojeni matefskym mlékem (23],

Zelezo a zinek jsou pfitomny v matefském mléce pomé&rné v malé koncentraci, ale jejich biologicka
dostupnost a absorpce je vysoka 7],

2.2.1.5 Dalsi latky

Matefské mléko obsahuje mnoho latek pomahaijici chranit kojence proti infekcim. Jedna se o velmi
hodnotnou ochranu bez vedlejSich pfiznaki, jako je horecka, ktera byva pro malé kojence
nebezpenou. MIéko obsahuje napfiklad imunoglobuliny, pfevazné imunoglobulin A (slgA), ktery
vytvafi povrchovou vrstvu na intestinalni mukéze a zabranuje tak vstupu bakterii do bunék. Dale
obsahuje bilé krvinky a syrovatkové proteiny, zde se jedna hlavné o lysozym a laktoferrin, inhibujici
bakterie, viry a plisné. Také obsahuje dulezité oligosacharidy, zabraiujici pfichyceni bakterii na
povrch mukdzy [7113],

2.2.2 Zivoéisné mléko a mlééna uméla vyziva

Zivogisné mléko se od lidského lisi jak v kvantité nutrientd, tak i ve své kvalité. Pro kojence mladsi
6 mésicll mlze byt zvifeci mliéko modifikovano, a to pfidanim vody, sacharidd anebo mikronutrientd.
Po 6 mésicich zivota mohou kojenci dostavat prfevaiené smetanové mléko. Kojenecka uméla vyziva je
obvykle vyrobena industrialni modifikaci kravského mléka nebo sdjovych produkti. BEhem vyrobniho
procesu dochazi k piidavku nutrienttl, aby bylo mléko obsahové co nejpodobnéj$i mléku lidskému. V
soucCasnosti se mléka obohacuji o probiotické bakterie, rozpustnou probiotickou vlakninu, vitaminy,
mineraly nebo antioxidanty. Nicméné kvalitativni rozdily v tucich a proteinech stale pretrvavaiji, a navic
chybi protiinfekéni a biologicky aktivni slou€eniny, které se nachazeji v lidském mléce 711131,

Uméla vyziva byva navic Casto nesterilni, a proto mize dochazet ke kontaminaci patogennimi
bakteriemi, jako je Enterobacter sakazakii nalezeny v praSkové umeélé mlécné vyzivé. Sojové umélé
vyzivy obsahuji fytoestrogeny s podobnou aktivitou, jakou maji lidské estrogeny. Fytoestrogeny
mohou potencialné sniZzovat plodnost u chlapcl anebo zapficinit pfed¢asnou pubertu u divek [71.
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Pokud neni kojenec v pocateCnim obdobi kojen vyhradné matefskym milékem, je krmen tzv.
.pocatecni“ formuli. Pocate€ni formule obsahuje upravenou bilkovinu kravského mléka, kdy tato
Uprava spociva ve zméné poméru syrovatky a kaseinu na pomér 1:1 nebo vyssi. Dale obsahuje
laktézu, tuky v potfebném mnozstvi s vyznamnym podilem nenasycenych mastnych kyselin, také
vitaminy a mineralni latky ['3].

Po ukoneném 4. mésici az do konce prvniho roku zivota je pak krmen tzv. ,pokracujici“ formuli.
Pokracujici formule obsahuje ve srovnani s kravskym milékem snizené mnozstvi bilkovin a od
pocatecni formule se lisi pomérem syrovatky a kaseinu. Kromé laktézy mlze obsahovat navic i
sacharozu 3],

U déti trpicich alergickou reakci na bilkovinu kravského mléka nebo na snizenou aktivitu enzymu
laktaza, je mozné krmit specialni formuli upravenou dle potieb ditéte. Jednd se napfiklad o
hypoantigenni formule nebo so6jova &i antirefluxni mléka. Také je obecné zakazano pouzivat slozky
obsahujici lepek a produkty obsahujici med musi byt oSetfeny tak, aby doSlo ke zniCeni spor
Clostridium botulinum 113126],

2.2.2.1 Sacharidy

V umélé mlééné vyzivé mlze byt ze sacharidd pouzita laktéza, maltéza, sachardéza, glukdza,
maltodextriny, glukézovy sirup, prfedvareny nebo Zzelirujici Skrob. | tak byva hlavnim a nejvice
zastoupenym sacharidem mlécny cukr laktéza [131[26],

2.2.2.2 Bilkoviny

V kravském mléce se nachazi az 300krat vice bilkoviny kaseinu nezli v mléce lidském. Kaseiny tak
tvoii az 75 % z celkovych 30-40 g bilkovin v 1 | mléka. Zbytek celkovych proteind tvoii syrovatkové
proteiny, pficemz z 50 % jej tvofi B-laktoglobulin, v menSim mnozstvi pak a-laktoglobulin, sérovy
albumin, laktotransferrin, serotransferrin a nékolik enzym [201[26],

Pocate¢ni kojenecka vyziva musi obsahovat kazdou nezbytnou a podminéné nezbytnou
aminokyselinu nejméné ve stejném vyuzitelném mnozstvi jako je obsazeno v referenéni bilkoving, viz
Tabulka 1. Aminokyseliny mohou byt do pokracovaci kojenecké vyZzivy pfidany vyhradné pro zlep3eni
vyzivové hodnoty bilkovin, a to pouze v mnoZstvi nezbytném k tomuto ucelu 21,

2223 Lipidy
MIécny tuk obsahuje tri-, di- a monoacylglyceroly, fosfolipidy, steroly a jejich estery, volné mastné
kyseliny a vitaminy rozpustné v tucich. Triacylglyceroly tvoii az 98 % lipidi mléka. MIéény tuk méa ze
véech pfirozenych tukl nejrozmanitéj$i slozeni a obsahuje pomérné vysoké mnozstvi mastnych
kyselin s kratkym retézcem, jako je kyselina maselna nebo kapronova ['9],

Pro vyrobu umélé vyzivy je zakadzano pouzivani sezamového a bavinikového oleje. Obsah trans-
izomert mastnych kyselin nesmi byt vétSi nez 3 % celkového obsahu tuk( a obsah kyseliny erukové

nesmi byt vétsi nezli 1 % celkového obsahu tukd 21,

2.2.2.4 Vitaminy a mineralni latky
Kravské mléko obsahuje vitaminy rozpustné ve vodé i vitaminy rozpustné v tucich. V malych
koncentracich jsou ovsem obsazeny vitaminy D a E. Vlivem modernich technologii zpracovani mléka
celkové dochazi k Gbytku vitaminG, diky éemuz se pfistupuje k fortifikaci mléka, které slouZzi k pripravé
détskych vyrobki 9],

Kravské mléko je bohaté na vapnik, draslik, sodik, fosfor a hor¢ik (201,
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Tabulka 1 Porovnani zastoupeni aminokyselin v mateifském mléce a referencni bilkoviné 211

Aminokyselina Materské miéko Referenéni biIk(l)vina.l kaseinu
mg/100 kJ mg/100 kcal 0/100 g bilkoviny
Cystin 9 38 0,3
Histidin 10 40 2,9
Isoleucin 22 90 5,4
Leucin 40 166 9,5
Lysin 27 113 8,1
Methionin 5 23 2,8
Fenylalanin 20 83 5,2
Threonin 18 77 4,7
Tryptofan 8 32 1,6
Tyrosin 18 76 5,8
Valin 21 88 6,7
Arginin / / 3,7

2.2.3 Komplementarni vyziva

Po uplynuti 6 mésicll Zivota je pro kojence obtizné dosahnout vyZivovych potieb pouze z lidského
mléka. Travici systém je dostateCné vyvinuty na to, aby stravil Skrob, proteiny a tuky z nemlé&né
stravy. Komplementarni vyzivou se rozumi nemlécna vyziva kojence, tedy jidlo a tekutiny podavané
k matefskému mléku. Optimalni komplementarni vyziva neni postavena pouze na tom, co je ditéti
podavano, ale také jak, kdy, kde a kym je dité krmeno [71[27],

Pokud se komplementarni vyziva podava pozdégji nezli v 6. mésici, sice dosdhneme redukce
vystaveni chorob z jidel, av3ak dité je i tak vystaveno mikrobialnim kontaminacim z jeho pfirozeného
okoli, a to zpudy i zjinych zdroji. Mikrobialni kontaminace komplementarni stravy jsou hlavni
piiinou prijmovych onemocnéni, kterd jsou obvykla udéti mezi 6. a 12. mésicem Zivota.
Spravnou pfipravou a skladovanim komplementarni stravy lze predchazet kontaminaci a risku
prijmového onemocnéni [71[28],

Vhodné celkové mnozstvi jidla obvykle souvisi s energii (mnozstvi vyjadieno v kilokaloriich [kcal]),
které je nutné ditéti dodat. Dal$i nutrienty jsou také duleZité a jsou budto soucasti stravy, nebo jsou
pfidany k zakladnim potravinam. Ve sloupcovém grafu (Obrazek 1) je zobrazeno mnozstvi energie,
které dité potifebuje do dovrSeni dvou let Zivota v porovnani s energii dodavané matefskym milékem.
Z tabulky je patrné, ze matefské miléko pokryje energetické naroky ditéte pouze do 6. mésice jeho
zivota. Poté dochazi k nedostatku, ktery musi byt pokryt komplementarni vyzivou. Z toho tedy vyplyva,
ze by komplementarni strava spolu s mateifskym mlékem méla poskytovat dostateény pfijem energie,
bilkovin a mikronutrientt [7.

Mezi zakladni ingredience komplementarni vyzivy obvykle rfadime ceredlie, ovoce a kofenovou
zeleninu bohatou na Skrob. Kromé& tohoto zakladu by mél byt do stravy zafazen pokrm z masa nebo
ryb, které jsou dobrym zdrojem bilkovin, Zeleza a zinku. Jatra jsou zdrojem vitaminu A a folatu.
Vajecény Zloutek je zdrojem proteint a vitaminu A. MIé¢né produkty obstaravaji zdroj vapniku, bilkovin
a vitaminy skupiny B. Lu&téniny jsou vybornym zdrojem bilkovin a v menSim mnozstvi i zeleza, proto
se doporucuje kombinovat s potravinami napomahajici lepSimu vstifebavani zeleza. Zelenina a ovoce,
a to prfedevsim s vysokym obsahem vitaminu A a vitaminu C, zde se fadi napfiklad mrkev, mango,
$penat atd. Do dvou let véku by se tuky a cholesterol nemély omezovat, nizkotu¢na dieta maze byt
v tomto obdobi nebezpe&na. Prfednost by se ovSem méla davat nenasycenym mastnym kyselindam
pfed nasycenymi(7129],
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Obrazek 1 Energetické naroky ditéte 71

Z dalSiho uvedeného sloupcového grafu (Obrazek 2) je patrné, ze by komplementarni strava méla
doplriovat nedostatek Zeleza z matefského miéka, a to nejlépe ze ZivodiSnych zdrojd jako je maso,
vnitini organy, driibez &i ryby. Rostlinné alternativy kombinované s potravinami bohatymi na vitamin C
kvali zlepSeni absorpce zeleza nemohou pIné nahradit ZivociSny zdroj tohoto ddlezitého
mikronutrientu. Také vétSi mnoZstvi cukri obsaZenych ve sladkych napojich sniZzuje chut ditéte
po vyzivové hodnotnéjsi stravé. Navic dochazi k vytvareni zubnich kazll a takto nastavena strava
vede k nadvaze az k obezité. Caje a kava obsahuji slougeniny, které mohou interferovat s absorpci
zeleza. Z tohoto ddivodu nejsou tyto napoje doporucené k podavani malym détem [71. (28],
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Obrazek 2 Profil denniho potrebného prijmu vybranych nutrientil”!

2.3 BIOLOGICKY AKTIVNi SLOUCENINY

V literatufe se &asto setkdvame s pojmem ,funkéni potraviny* nebo ,superpotraviny“. V Ceské
republice ani vcelé Evropé& neexistuje zadny oficidlni dokument definujici tyto dva pojmy.
Tyto potraviny mohou napomahat pii prevenci proti metabolickym syndromim a obsahuji
potencionalni bioaktivni slouceniny, které po konzumaci mohou také slouzit k prevenci metabolickych
problému. Existuji tak studie zabyvajici se vlivem konzumace superpotravin na zménu indexu télesné
hmotnosti (BMI), krevniho tlaku, koncentraci HDL cholesterolu, koncentraci triacylglyceroli nebo
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glukézy. Jednotlivé superpotraviny jsou také podrobeny analytické charakterizaci k identifikaci
bioaktivnich slouéenin [41.30],

Biologicky aktivni slou¢eniny obsazené v malém mnozstvi v potravinach pidsobi na nase zdravi a
jejich ucinek je nepretrzit¢ zkouman. Citrusové plody zabrafuji tvorbé zanétu, srde€nich chorob a
ateroskler6ze. Bobulovité ovoce také obsahuje nékolik biologicky aktivnich slou€enin vykazujicich

2.3.1  Vitaminy
Vitaminy patii mezi dilezité mikroutrienty a jejich dostateéna hladina je zakladnim piredpokladem
pro spravné fungovani organismu.

2.3.1.1 Rozdéleni vitaminu a jejich charakterizace

Vitaminy jsou biologicky aktivni organické slouceniny. Jedna se o esencialni mikronutrienty s
metabolickou a fyziologickou funkci v lidském téle. Existuje 13 znamych vitamint rozdélenych do dvou
skupin podle své rozpustnosti — na vitaminy rozpustné ve vodé a na vitaminy rozpustné v tucich. Tyto
organické slouceniny se liSi ve své chemické strukture, biochemii, a dokonce i v nutri€ni vyznamnosti
v lidské stravé 132,

2.3.1.2 Stanoveni vitaminu

Vitaminy nalezneme v potravinach, tkanich a télnich tekutinach ve velmi malém mnozstvi. Z tohoto
divodu nemohou byt pfimo extrahovany z velkého mnozstvi dalich latek, které mohou interferovat pfi
chemické analyze. Slozitost stanoveni Cini také existence vitamerQ, které o stejné nebo rizné
biologické aktivité. ACkoliv moderni analytické metody nabizeji preciznost a citlivost, v oblasti potravin
davaji stale pouze piibliznou hodnotu pfijmu vitamint, Vybér metody zalezi na povaze vzorku a
predpokladané koncentraci analyzované latky [331.

Priprava vzorku je kritickym krokem, ktery velmi ovliviiuje nasledné ¢asti analyzy. Vzorkovani je
dano legislativné a jakékoliv pifedbé&zné postupy jako je konzervace a nasledny transport do laboratofe
je extrémné dullezitou souclasti analyzy, kdy je vétSina vitaminu labilnich a mohou byt snadno
degradovany. Idedlné by tak mél byt vzorek analyzovan okamzité po jeho odebrani. Pokud je vzorek
homogenni a je potieba zmensit jeho objem, je dllezité pouzivat nerezovou ocel. U nehomogennich
vzorkll je ddlezité pomoc tiepani a piidavku vody ziskat polotekuty vzorek. DalSim kliGovym krokem
analyzy je samotna extrakce, kdy se setkdvame s mnoha obtizemi v pribéhu stanoveni. Jedna se
hlavné o chemickou stabilitu vitaminG, a to odolnost viiéi svétlu, pritomnosti kysliku, zahfivani a hodné
viuci pH prostiedi. Dale se jedna o rizné nizké koncentrace ve vzorcich potravin, slozitost matrice a
v neposledni fadé interakce s jinymi makrokomponenty potravin, jako jsou polysacharidy, proteiny
nebo lipidy 131341,

Odstranéni nezadoucich latek ve vzorku, které by mohly ovliviiovat kone&né stanoveni zkoumané
latky nebo dokonce vést k jeji degradaci, je tedy velmi dilezité. Jednoduché vysrazeni proteind
pomoci octanu zine€natého, kyseliny perchlorové nebo trichloroctové kyseliny je nasledovano
centrifugaci nebo filtraci. Vzorek mize byt také kysele hydrolyzovan pomoci kyseliny chlorovodikové a
poté piidan enzym takadiastdza (houbovy multienzymovy komplex) k extrakci prfevazné vitaminu
skupin  B.  Kprecisténi  vitaminu skupiny B se také mlZe pouZit ionexova
kapalinova chromatografie [35136],

2.3.2 Vitaminy rozpustné ve vodé
Do této skupiny fadime vitamin C a vitaminy skupiny B.
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2.3.2.1 Vitamin B1

Vitamin Bs+ nebo také thiamin je esencidlnim mikronutrientem, ktery katalyzuje nespocet klicovych
biochemickych reakci zapojenych v metabolismu glukézy. Je dilezitym kofaktorem komplexd
pyruvatdehydrogenazy a a-ketoglutaratdehydrogenazy. Slouzi tak pro produkci primarniho zdroje
energie, a to ATP. Dulezitou roli hraje také v pentézovém cyklu, ktery zabezpecuje syntézu urcitych
neurotransmiterd, nukleovych kyselin, lipidt atd. [371[381(39]

Thiamin patfi mezi nejméné stabilni vitaminy rozpustné ve vodé. Relativné stabilni je v kyselém
prostfedi v pH rozmezi 2—4. Ve formé volné baze je v neutralnim a alkalickém prostredi znacné
nestaly. Podléha fotodegradaci a je i oxylabilni AvSak i za optimalnich podminek pH ma nejvétsi vliv
na jeho stabilitu teplota. Identifikovano bylo vice nez 70 degradacnich produktt vzniklych rozkladem
thiaminu ve vodnych roztocich pii teplotach nad 100 °C. V prib&hu technologického zpracovani
dochazi ke ztratdm thiaminu v zavislosti na velikosti zpracovavaného materialu, obsahu tuku, vody a
pouzité metodé tepelného zpracovani [37138],

Thiamin se v nizkych koncentracich vyskytuje téméf ve v3ech potravinach. NejbohatSim zdrojem
jsou kvasinky, z potravin rostlinného plvodu jsou jeho zdrojem obiloviny, IuSténiny a rostlinna
semena. Mouka byva timto vitaminem fortifikovana. V potravinach Zivocisného plvodu je nejvice
zastoupen ve vepfovém mase a jatrech, v mléce a vejcich. Nedostatek thiaminu se projevuje ztratou
chuti k jidlu, srde¢nimi a dal$imi rGznymi neurologickymi pfiznaky. Avitaminézou mze dojit az
onemocnénim beri-beri, kdy dochazi k nervovym poruchdm zejména perifernich nervl, edémum a
k postizenim srdce [37139],

2.3.2.2 Vitamin B2

Mezi metabolicky aktivni formy vitaminu B2 neboli riboflavinu patfi jeho fosforylované formy,
v organismu jako flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD). Riboflavin je nezbytny
pro intermediarni metabolismus sacharidti, aminokyselin, lipidd a podporuje antioxidaéni ochranu 137,

V nepfitomnosti svétla je riboflavin velmi stabilnim vitaminem, v neutralnim a slab& kyselém
prostiedi je prakticky staly. Flavinové koenzymy jsou velmi nachylné k chemické nebo enzymové
hydrolyze. Riboflavin a FMN pusobi jako fotosenzibilatory typu | a |l, které katalyzuji oxidaci
organickych latek vzdusnym kyslikem pii ozafeni viditelnym svétlem. Fotosenzibilatory plsobi jako
prfenaseli energie, kterou pfedavaji tripletovému kysliku za vzniku singletového kysliku. Vznikly
singletovy kyslik oxiduje dal$i organické slouéeniny a sou¢asné dochazi k fotodegradaci flavinti podle
pH prostfedi na lumichrom nebo lumiflavin. Oba flaviny vzniklé fotodegradaci jsou navic G€innéjSimi
oxidacnimi Cinidly nez samotny riboflavin. Pfi tepelném zpracovani potravin je riboflavin velmi staly.
Potraviny obsahujici vétS§i mnozstvi tohoto vitaminu by se ovSem nemély vystavovat ucinkim
sluneéniho zareni. Ztohoto divodu by se tyto potraviny mély skladovat v neprihlednych nebo
alespori barevnych obalech [38],

Zdrojem riboflavinu jsou predevsim potraviny zZivocisného plivodu, a to jatra, maso, syry a vejce.
V potravinach rostlinného ptvodu jej nalezneme v obilovinach, luténinach, $penatu.

Nedostatek riboflavinu se podili na pfiznacich a chorobach pii celkovém deficitu vitamind
skupiny B. Deficit se tak projevuje poruchami kiiZze a sliznic, mGze tak dochazet k piecitlivéni kize na
slune¢ni zareni, glositidé, onemocnénim jater, anémii nebo nedostate€nym hojenim ran. ZvySena
potieba tohoto vitaminu je nutna u kojicich matek a pfi infekénich onemocnénich 713811401,

2.3.2.3 Vitamin B3
Niacinem je obecné nazyvana biologicky aktivni forma vitaminu Bz, jedna se tedy o kyselinu
nikotinovou, nikotinamid nebo dokonce o derivaty vykazujici biologickou aktivitu nikotinamidu.
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Kyselina nikotinova i nikotinamid jsou prekurzory oxidoredukénich koenzymi
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+) a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP+) B71[41],
Nikotinova kyselina je velmi stabilni pfi zahfivani ve vodnych roztocich a stabilni je také v kyselém a
alkalickém prostiedi. Nikotinamid je velmi staly v neutralnich roztocich, avSak v kyselém a alkalickém
prostfedi se hydrolyzuje na kyselinu nikotinovou. Vitamin B3 je stabilni pfi vétSiné technologickych
zpracovani potravin, Jako u jinych ve vodé rozpustnych vitamind byvaji nejvétsi ztraty zplsobené
vyluhem [38],

V potravinach rostlinného plvodu nalezneme niacin spise ve formé kyseliny nikotinové, naopak
v potravinach Zzivocisného pivodu jako nikotinamid. Nejvice jej nalezneme v kvasnicich, mase, rybach
a vnitfnostech. Dale pak v arasidech nebo ceredliich. Mezi nespecifické symptomy nedostatku niacinu
fadime nespavost, bolest bficha nebo nechutenstvi. Dostate€nym pfijmem nikotinamidu Ize predejit
nedostatku niacinu, jehoz avitaminéza se projevuje onemocnénim zvané pelagra. Pelagra se
projevuje prdjmem, demenci, koznimi zmé&nami nebo zanétlivymi zménami na sliznicich Gstni dutiny,
jazyka a Zaludku [371.1381.140],

2.3.2.4 Vitamin B5

Kyselina pantothenova je prekurzorem koenzymu A a pini ¢etné metabolické funkce pii metabolismu
sacharidii a lipidG. Nalezneme ji ve formach acetyl-CoA, malonyl-CoA, sukcinyl-CoA atd. Také se
Gdastni syntézy aminokyselin, hemoglobinu, hormontl nebo acetylcholinu. Je soucasti proteinu
ACP (,Acyl Carrier Protein) pienaSejici acylovou skupinu, a tudiz se podili na reakcich syntézy
mastnych kyselin [B71.381.[42],

Stabilita kyseliny pantothenové ve vodnych roztocich vyznamné zavisi na hodnoté pH.
k hydrolyze amidové vazby za vzniku pantoové kyseliny a B-alaninu. Vitamin Bs byva
labilni pfi skladovani a termickém zpracovani potravin, ale vykazuje dobrou stabilitu
pii kulinarnim zpracovani [38l,

Kyselina pantothenova je v potravinach obsazena v relativné€ malém mnozstvi. Zdrojem jsou
zejména maso a jatra, vaje€né zloutky, ryby, syry, lusténiny, ryze atd. Deficit kyseliny pantothenové
neni Casty. Nespecificky se mlze projevovat nechutenstvim, anémii, kieGemi v nohou, nespavosti,
depresemi nebo snizenou odolnosti vi&i infekcim [381[42],

2.3.2.5 Vitamin B6

Vitamin Bs nebo také pyridoxin je obecny nazev tii pyridinovych derivatld vykazujici biologickou
aktivitu, a to pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin. Uginnou formou vitaminu Bs je pyridoxal-5-fosfat, ktery
se UcCastni vice nez 140 enzymatickych reakci. Aldehydové skupiny pyridoxalfosfatu jsou schopné
reagovat s primarnimi aminoskupinami za vzniku Schiffovych bazi, a tak slouZzi jako dlleZity kofaktor
enzymd. Tento vitamin je tedy nezbytny pro funkci enzymi metabolizujici aminokyseliny
a glykogenolyzu [371.[381.[43],

Vitamin Bs je pomé&mé staly v kyselych roztocich, méné staly je v neutralnim a alkalickém
prostiedi, zvlasté na svétle. Pyridoxol je stalejsi nez pyridoxal a pyridoxamin. Aminokyseliny, peptidy a
bilkoviny reaguji s pyridoxalem a jeho fosfatem v neutralnim prostredi za vzniku imind. Podobné je to
s redukujicimi sacharidy, a to v reakcich neenzymového hnédnuti. Ztraty vitamind pii skladovani a
zpracovani potravin jsou znac¢né rozdilné podle komodity, tedy podle previadajici formy vitaminu (38,

V nejvétSich koncentracich nalezneme pyridoxin v jatrech a v mase kufecim a rybim. Dale
v celozrnnych vyrobcich, zeleniné a ofeSich. Nedostatek pyridoxinu se projevuje koznimi problémy a
zanéty sliznic, svalovymi kfeCemi a nervosvalovou drazdivosti. Deficience samotného vitaminu Bs je
ovSem vzacna, vétsinou se jedna o celkovy nedostatek vitamint skupiny B 1871,
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2.3.2.6 Vitamin H

Biotin neboli vitamin H se vyskytuje v osmi stereoizomerech, avSak biologickou aktivitu vykazuje
pouze d-biotin, a to jako karboxybiotin. Biotin je dllezity pro metabolismus aminokyselin a mastnych
kyselin. Je kofaktorem karboxylaz, pricemz je vyuZivan jako prenase¢ CO.. Plsobi rovnéz jako
regulator genové exprese B71,

Biotin je staly pfi zahfivani, na svétle, v neutralnich, a dokonce i v silné kyselych roztocich a
nestaly v alkalickém prostiedi. Snadno se oxiduje na smés izomerd sulfoxidd. Pii zpracovani potravin
je biotin velmi stabilni. Ztraty pii hydrotermickych operacich jsou zptisobeny hlavné vyluhem [38],
jako jsou ofechy nebo lusténiny. V hojném mnozstvi se syntetizuje stfevni mikroflérou, Priznaky
deficitu se projevuji na kdizi, nervovymi poruchami, nechutenstvim a svalovymi bolestmi 37},

2.3.2.7 Kyselina listova

Kyselina listova nebo také folat Ci folacin je obecny nazev pro slou¢eniny majici podobnou strukturu a
vykazujici biologickou aktivitu kyseliny listové. Ve své struktufe obsahuji pterin, p-aminobenzoovou a
glutamovou kyselinu. Vyznamna je oviem redukovand forma tetrahydrofolat a jeho mozné derivaty.
Folat se ucastni mnoha reakci metabolismu aminokyselin a nukleotidG. Ma ddlezitou roli pii
biologickych metylacich (S-adenosylmethionin). Slouzi jako akceptor nebo donor jediné jednotky
uhliku. Také je duleZity pro bunééné déleni a pro tkané s vysokou mitotickou aktivitou [371[38],

Folacin je nestaly v kyselém, neutralnim i alkalickém prostredi, za vySSich teplot, a zvlasté na
svétle, v piitomnosti kysliku, kovil s pfechodnou valenci a riboflavinu. Vici oxidaci je relativné malo
citlivd pouze folova a 5-formyltetrahydrofolova kyselina, méné stala je pak 5-methyltetrahydrofolova
kyselina. K oxidaci bézné dochazi pfi zpracovani a skladovani potravin [38],

V potravinach zivoci§ného plvodu nalezneme kyselinu listovou zejména v jatrech hovézich a
kufecich, mase, vejcich a mléku. V potravinach rostlinného plvodu pak v chiestu, brokolici nebo
Spenatu. Kyselina listova je také v téle syntetizovana pomoci mikrofléry tlustého stfeva. Pfi nedostatku
folatu dochazi k porucham biosyntézy nukleotiddi a tim i bunééné proliferace. Nedostatek navic
zvy$uje hladinu homocysteinu v plazmeé, coz je povazovano za rizikovy faktor aterosklerdzy B711441,

2.3.2.8 Vitamin B12

Kobalamin je souhrnny nazev pro vSechny korinoidy, tedy slou€eniny obsahujici korinové jadro a
vykazujici biologickou aktivitu. Tato biogenni sloucenina je jedinou, kterd obsahuje kobalt. Kobalamin
je kofaktorem methioninsyntdzy a L-methylmalonyl-CoA mutazy. Podili se na fadé metabolickych
procesil. Zejména se podili na krvetvorbé, vyvoji centralni nervové soustavy v détském véku, premény
homocysteinu, pfemé&ny methylmalonyl-CoA na sukcinyl-CoA, katabolismu isoleucinu a valinu na
tvorbé methioninu (3711431,

| pfes slozitou strukturu je kobalamin relativné staly v roztocich o pH vrozmezi 4 az 7.
Pfi zpracovani potravin se zda byt vitamin stabilni, hlavni pri¢inou ztrat je opét vyluhovani [38l,

Zdrojem kobalaminu jsou pouze zivoCiSné potraviny, a to zejména jatra a ostatni vnitfnosti, maso,
ryby, vaje€ny zloutek, mléko a syry. Nedostatek se projevuje jako anémie, psychické a nervové
pfiznaky s po$kozenim perifernich nervil a michy nebo jako snizena odolnost viéi infekcim. U déti
s nedostatkem tohoto vitamint mlzZe dochazet k pomalému vyvoji mozku, letargii nebo tiesu [37] [381145],

2.3.2.9 Vitamin C

Ze &tyf moznych izomer( je aktivni formou tohoto vitaminu pouze kyselina L-askorbova. Clovék,
primati a moréata jej nedokazou syntetizovat z divodu chybéjiciho enzymu gulonolaktonoxidazy
katalyzujici posledni krok pfemény glukézy na askorbat. Vitaminem C se nékdy oznaluje cely
oxidoredukéni systém kyselina L-askorbovd <« kyselina L-monodehydroaskorbovd < kyselina L-
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dehydroaskorbova, ktery tak svou moznosti poskytnout protony H+ plsobi jako antioxidant podilejici
se na ochrané proti volnym radikalim a souc¢asné muze chranit pfed oxidaci jinych antioxidantd.
V metabolismu je askorbat faktorem potiebnym pro hydroxylaci steroidéi nebo hydroxylaci prolinu a
lysinu pfi biosyntéze kolagenu. Rovnéz je nutnym faktorem pfi biosyntéze katecholamint, napomaha
absorpci Zeleza ve stfevech a inhibuje tvorbu nitrosaming 3711381441,

Askorbovou kyselinu Ize povazovat za dvojsytnou kyselinu diky schopnostem enolovych
hydroxylovych skupin disociovat. V roztocich o fyziologickych hodnotach pH se pfevazné vyskytuje
jako monoanion. Radi se mezi méné stabilni vitaminy. Ke ztratdm pii skladovani a priimyslovém
kyselinu oxiduje vzdudny kyslik, peroxid vodiku a jina oxidaéni ¢inidla, a to zvlasté v pfitomnosti kovi.
Oxidace na dehydroaskorbovou kyselinu je reakci vratnou a muize probihat riznymi mechanismy.
Nejznaméjsi reakci je ovdem reakce se vzdu$nym kyslikem, tzv, autooxidace, kterd zplsobuje vétSinu
ztrat v potravinach pii jejich zpracovani. Reakce zavisi na hodnoté pH prostredi, kdy v kyselejSim
byva pomalejsi, naopak rychlejsi je v neutralnim a nejrychlej$i pak v alkalickém prostredi [371(38],

Mezi nejvyznamnéjsi zdroje tohoto vitaminu se fadi ovoce a zelenina, a to prfedevsim citrusové
plody, ¢erny rybiz, kapusta, paprika atd. Nedostatek vitaminu C se projevuje kurdéjemi B71[45],

2.3.3 Vitaminy rozpustné v tucich
Mezi vitaminy rozpustné v tucich fadime vitaminy A, D, E a K|

2.3.3.1 Vitamin A

Vitamin A je oznaCovan jako retinol a jedna se o isoprenoid s péti konjugovanymi dvojnymi vazbami
v molekule. V potravinach Ize nalézt mnoho analogll retinolu, jako je napfiklad 3-dehydroretinol,
NejvyznamnéjSim provitaminem A je B-karoten, Karotenoidy jsou sekundarni metabolity rostlin a
nékterych mikroorganisml vytvarejici ¢ervené, oranzové a Zluté pigmenty, Retinol se uplatiiuje
v biochemii zrakového viemu, pfii syntéze proteint, imunologickych odpovédich, bunééné diferenciaci
a proliferaci 3713811461,

Prirozené se vyskytujici all-frans izomery provitaminii A a retinolu jsou nestalé. Velmi snadno
dochazi k jejich izomeraci b&éhem skladovani potravin, a to hlavné vlivem G¢inku svétla a vySSich
teplot, Jsou také citlivé vici oxidaci a reaguji také s volnymi radikaly, Nedostatek vitaminu A se
projevuje xeroftalmii a mGze vést k Serosleposti 3811461,

V potravinach rostlinného plvodu se vitamin A vyskytuje pouze ve formé provitamint. Nalezneme
jej v listové zeleniné a v zeleniné oranzovych odrld, tedy napfiklad v mrkvi, dyni, merurfikach nebo
rajéatech. DalSim zdrojem mohou byt syry a mléko [371.146],

2.3.3.2 Vitamin D

Vitamin D vznikd z provitaminti pusobenim UV zafeni, Mezi nejvyznamnéjSi derivaty patfi
cholekalciferol (vitamin Ds) a ergokalciferol (vitamin Dz). Aktivni formou vitaminu D je kalcitriol, ktery je
po své syntéze transportovan do stfev. Ve stfevech napomaha resorpci vapniku stimulaci syntézy
CaBP (,Calcium Binding Protein®) 371,

Vitaminy D jsou jako vSechny lipofilni vitaminy oxylabilni latky. PFi ozafovani ergosterolu vznika
nejvyznamnéjsi produkt provitamin Dz, avSak jako vedlejSi produkty miZe vznikat jesté tachysterol,
lumisterol a dals$i produkty. Nékteré tyto vedlejSi produkty mohou vykazovat specifickou toxicitu [38],

Cholekalciforel se bézné vyskytuje v potravinach zivoci§ného ptvodu, dobrym zdrojem jsou jaterni
tuky mofrskych ryb. Pfi nedostatku se mohou objevit karenéni pfiznaky, u déti projevujici se jako
rachitida a u dospélych jedincl jako osteomalacie [3711461,
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2.3.3.3 Vitamin E
Zakladni struktura vitaminu E vychazi ztokolu a tokotrienolu. Tokoferoly jsou formy vitaminu E
s nasycenym terpenoidnim postrannim retézcem odvozenym od tokolu. Tokotrienoly maji ve své
struktufe naopak nenasyceny terpenoidni postranni retézec, a-tokoferol je nejen vyznamnym lipofilnim
antioxidantem, kdy napomaha predchazet nemocem jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba nebo kardiovaskularni onemocnéni. Spolu s B-karotenem a ubichinonem se také podili
na ochrané integrity biomembran 3713811471,

Tokoferoly a tokotrienoly jsou monoethery prislusnych hydrochinond, a proto se snadno oxiduji.
Pfi primyslovém zpracovani je vitamin E pomé&rné stabilni (381,

Vitamin E se vyskytuje predevsim v potravindch rostlinného plvodu, hlavné zelené listové
zeleniné. Nalezneme jej napfiklad v celozrnnych moukach nebo rostlinnych olejich. V menSi mife jej
nalezneme i v potravinach zivo¢isného ptvodu [B7H381[47],

2.3.3.4 Vitamin K

Mezi hlavni formy vitaminu K Ffadime fylochinon (vitamin Ki) a menachinon (vitamin K2), jejichz
struktura je odvozena od menachinonu s nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem. Hlavni
formou vitaminu vyskytujici se v plazmé je vitamin Ki, ktery je transportovan ve vazb& na VLDL
lipoproteiny. U ptakd a savcl je vitamin K v redukované formé esencialnim faktorem pro karboxylaci
nékterych proteini, a to napiiklad vjejich struktufe vazané kyseliny glutamové na y-
karboxyglutamovou kyselinu. Tyka se to zejména srazecich faktort I, VII, IX, X. Antagonisté vitaminu
K, derivaty kumarinu, redukci a naslednou karboxylaci potladuji, coz se terapeuticky vyuziva
k snizovani srazlivosti krve [371146],

Nejvétsi ztraty vitaminu K vznikaji fotodegradaci, reakci s redukénimi cinidly a alkalickym
prostfedim. Hydrochinonové formy vitaminu se oxiduji na pfislusné chinony vzdusnym kyslikem.
Bé&hem skladovani a zpracovani potravin jsou vitaminy K relativné stabilni [38],

Bohatym zdrojem je hlavné zelena listova zelenina, rostlinné oleje, maso a masné vyrobky a
hlavné jatra 87,

2.3.4 Antioxidanty

Termin antioxidant je bézné vyuzivanym terminem ve védecké literature, ale mize byt definovan
mnoha zpusoby podle pouZzité metody ke stanoveni antioxidaéni aktivité. Fyziologicka role téchto
slouéenin je chranit bunééné komponenty pied jejich poSkozenim v pribé&hu chemickych reakci
zahrnujici volné radikaly [48],

2.3.4.1 Oxidacni stres
Oxidaéni stres nastava pfi nerovnovaze mezi produkci antioxidantl a volnych radikalG. Reaktivni
kyslikové radikaly (ROS) a reaktivni dusikaté radikaly (RNS) jsou vysoce reaktivnimi volnymi radikaly,
nejreaktivnéj$im radikalem je radikal OH®. VétSina téchto radikall je vytvarena mitochondriemi jako
vedlej$i produkt tvorby energie a zahrnuji hydroxylové radikaly, radikaly superoxidi, ale také peroxid
vodiku a singletovy kyslik. Ve zdravych, neporusenych burnkach dochazi k tvorbé ROS jako vedlejSich
produktt syntézy ATP, pii piebytku elektrond a jejich Gniku z elektronového transportniho fetézce 49,
Oxidacni stres byva pfi¢inou mnoha rdiznych chronickych chorob u lidi a je zptisoben zvySujici se
aktivitou reaktivnich kyslikovych radikali béhem oxidacnich procesd. Oxidace je chemicka reakce
prenasejici elektrony z latky na oxidacni Cinidlo. Oxidaéni reakce tak mize vytvaiet volné radikaly
majici neparové elektrony schopné vykonat rychlou fetézovou reakci, destabilizovat tak jiné molekuly
a vytvaret dalSi volné radikaly. Volné radikaly obsahujici kyslik jsou biologicky nejvyznamné&jSimi
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volnymi radikaly. BEhem podminek oxidac¢niho stresu dochazi k vy$s$i tvorbé téchto volnych radikall
mitochondrii nezli enzymatickych antioxidanttl, jako je napiiklad superoxiddismutaza, gluthathion-
peroxidaza, peroxidaza, katalaza, a neenzymatickych antioxidantl jako je napfiklad kyselina
askorbova, tokoferol, glutathion, karotenoidy, flavonoidy pfitomné endogenné nebo dodané burice (50,

Oxidacni stres zprostfedkovany ROS radikdly se podili na vyvoji chronickych onemocnéni.
NejCastéji se jedna o rakovinu, cukrovku, srdecni choroby, mrtvici, Alzheimerovu chorobu,
revmatickou artritidu, Sedy zakal a starnuti 5. Antioxidanty reaguji s volnymi radikaly vytvorenymi
v bufice a ukonduji tak fetézovou reakci predtim, nez dojde k poSkozeni zdravych bunék. K ukon&eni
fetézové reakce dochazi v momenté odstranéni meziproduktli volnych radikald a inhibici dalSich
oxidatnich reakci neutralizaci volnych radikali. Na druhou stranu ovS8em dochazi k oxidaci
antioxidantl. Molekula antioxidantu mU(Ze reagovat pouze s jednim volnym radikalem a z tohoto
divodu je potreba doplriovat zdroje antioxidant( (591,

2.3.4.2 Zdroje

Hlavnimi zdroji antioxidantd jsou rostlinné materialy, napfiklad ¢esnek, brokolice, zeleny &aj, rajcata,
mrkev, kvétak, borlvky, Svestky a citrusové plody. S rozsifujicim se trhem funk&nich potravin
obsahujici antioxidanty, dochazi k velkému zajmu o najiti dalSich jinych zdroji bohatych
na antioxidanty, které by mohly byt bezpe¢né pouzity (591,

2.3.4.3 Fenolické slou¢eniny

Fenolické slou€eniny jsou rostlinné sekundarni metabolity b&zné obsazené v bylinach a ovoci. Mnoho
téchto slouéenin zplsobuje zbarveni listl, plodd a kvétd rostliny. Do skupiny fenolickych latek rfadime
pfiblizné 8 000 pfirozené se vyskytujicich slou€enin, které maji spole€nou zakladni strukturu, a to
fenol. Fenolické slouCeniny obsahuji dvé& a vice fenolickych podjednotek a fadime zde flavonoidy,
stilbeny a taniny [521.

Fenolické latky jsou zkoumany z farmakologického, Iékarského i biochemického hlediska. U téchto
latek byl prokazan protirakovinny, protizanétlivy, antialergicky, vazodilata¢ni, antivirovy, antiischemicky
a antioxidac¢ni ucinek. Dale také inhibuji aktivitu fosfolipazy A2, cyklooxygendazy, lipoxygenazy,
glutathion reduktazy. Polyfenoly reaguji s ROS a tim je inaktivuji. Mechanismus plsobeni flavonoidd
zalezi na jejich strukture, obecné v3ak inhibuji invazi rakovinotvornych bunék a metastaze 48152,

2.3.4.4 Mechanismus ucinku

Mezi tii hlavni mechanismy antioxidacnich ucinkt fenolickych latek radime pfimou reakci s volnymi
radikaly pfenosem atomu vodiku (HAT), dale pfeneseni jednoho elektronu a nasledné preneseni
protonu (SET-PT) a nakonec postupny pienos elektronu pfi ztraté protonu (SPLET) [%2,

Pri pfimé reakci s volnymi radikaly polyfenoly inaktivuji volny radikal pfenesenim atomu vodiku
rozruSenim vazby mezi OH na molekulu volného radikalu a vznika tak jiz bezpe€na RH spécie a
oxidovany radikal ArO°. | kdyz touto cestou vznikl jiny radikal, je tento radikdl méné reaktivni nez
radikal R* 152,

ArOH + R* — ArO* + RH (1)

Pokud dochazi k prenosu elektronu, tento elektron dodan radikalu. Anion R je energeticky stabilni
diky sudému poctu elektroni. Naopak kationtovy radikal ArOH™ je i vtomto pfipadé méné
reaktivnim radikalem, nezli radikal R*® 52,

ArOH + R* - ArOH™ + R~ )

Dale se mizeme setkat s mechanismem, kdy muze dochazet k chelataci ionti kovi polyfenoly
vytvarejici tak stabilni komplexni slouceninu. Nasledné tak dochazi k zachyceni kovi, které by se
mohly G&astnit reakci za vzniku volnych radikalu. Nékteré kovy v nizkém oxidaénim stavu, jako je
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napiiklad Zeleznaty kation Fe2*, se mize GCastnit Fentonovy reakce s peroxidem vodiku za vzniku
velmi reagujiciho kyslikového radikalu OH"® [%2],

H,0, +M" —HO +OH' +M"*"* 3)

2.3.4.5 Flavonoidy

Jiz bylo zminéno, ze v soucasné dobé je znamo vice nez 8 000 fenolickych struktur, z toho 4 000 byly

identifikovany a zafazeny mezi flavonoidy. V rostlinnych pletivech byvaji ¢asto jako glykosidy nebo

jako kyseliny. Flavonidy Ize dale rozdélit na anthokyaniny, flavanoly, flavony, flavanony a flavonoly 531,
Zakladni struktura flavonoidli se sklada ze dvou benzenovych kruhi A a B spoleénych

pro fenolické slou¢eniny a jsou propojeny heterocyklem C s vazanym kyslikem (Obrazek 3) (331541,

2.3.4.6 Separace, identifikace a analyza celkovych fenolickych latek
| pfes spolecny fenolicky stavebni zaklad maiji polyfenoly diky strukturni diverzité riznorodé fyzikainé-
chemické vlastnosti. Existuje ovsem obecny postup ke stanoveni polyfenold (531,

Pred samotnou extrakci polyfenold dochazi ke sbéru vzorku obsahujici tyto slouéeniny.
Pti samotné pripravé je dllezité minimalizovat ztraty, ke kterym mizZe dochazet béhem transportu a
uchovavani vzorkd. Aby se predchazelo degradaci nativnich polyfenoll pied jejich extrakci, byvaji
vzorky Casto suSeny, mrazeny nebo lyofilizovany. VzduSna vihkost nebo voda obsazena pfimo ve
vzorcich podporuje aktivitu enzym( degradujicich vzorky. DuleZité je také vyvarovat se vysokym
teplotam a oxidaci. Zviasté¢ pfi suSeni by mohlo byt dosazeno velmi vysoké teploty.
Oxidaci Ize zabranit pifidavkem antioxidantu butyl-hydroxytoluenu nebo kyseliny askorbové. V této
pfipravné fazi Ize vyuzivat také technik filtrace nebo centrifugace [531[55],

Zakladni struktura O Chalkony

Neoflavonoidy

Isoflavonoidy

Obrazek 3 Zakladni struktura flavonoidd 53

Existuje mnoho metod extrakce polyfenoll, napfiklad extrakce dle Soxhleta nebo mikrovinna
extrakce (MAE), pficemz nejCastéji se vyuzivaji extrakce rozpoustédlem, a to extrakce kapalina-
kapalina (LLE) nebo tuha faze-kapalina (SLE). Polyfenoly jsou hydrofilni latky, k extrakci tak dochazi
polarnimi rozpoustédly, jako je voda, methanol, ethanol apod. Polyfenoly byvaji navic stabilngjSi pfi
niz§im pH, avsak k Upravé pH se nesmi vyuzivat vysoka koncentrace silnych kyselin, jelikoz by mohlo
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dochazet k hydrolyze glykosidli a acylglykosidil. Extrakce traditni cestou byva oviem pomérné
dlouhd. Z tohoto dlivodu se zacaly pouzivat extrakce za vy$Siho tlaku a vy$Si teploty 15311551561,

Nejcastéji vyuzivané metody ke stanoveni polyfenold jsou spektrofotometrické metody. Slouzi ke
stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek, celkovych flavonoidl a celkovych anthokyaninl. Tyto
metody jsou rychlé, ale nelze blize uréit jednotlivé slouceniny. Interference nefenolickych latek mize
také ovliviiovat vysledky analyzy. Mezi metody vyuzivané k separaci polyfenold patfi chromatografické
techniky. Ke kvantifikaci se vyuziva napfiklad vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
s diodovym detektorem (DAD) nebo s detektorem hmotnostni spektrometrie (LC-MS). Isoflavony lze
po derivatizaci na methylestery analyzovat pomoci plynové chromatografie (GC) [53l,

2.4 ORGANISMY S VYSOKYM OBSAHEM BIOAKTIVNICH LATEK

2.41 Makrorasy a mikrorasy

Mnoho druhl makrofas jsou po staleti vyuzivany ve farmaceutickém primyslu a jsou i pfimo
vyuzivany ve vyzivé. Obsah makronutrientt je rozdilny nejen podle studovanych druhu, ale také podle
puvodu a klimatickych podminek podle roéniho obdobi [56157],

Makroiasy uréené k vyzivé jsou bohatym zdrojem proteint a vlakniny. Obsah bilkovin se li§i podle
druhl jedlych fas. V hnédych fasach jsou hodnoty bilkovin nizké, 3—-15% hmotnosti v susiné
v porovnani se zelenymi a ¢ervenymi fasami, kdy obsah bilkovin miZe dosahovat az 47 % hmotnosti
v suSiné [5811591.160],

Makrorasy nabizeji pomé&rné velky podil nerozpustné vidkniny. Kromé ni obsahuje i rozpustnou
vlakninu, kterd mdze byt vyuZita jako prebiotikum pro rdst bifidobakterii v tlustém stievé.
V makrofasach nalezneme i vitaminy a antioxidanty (fenolické latky, flavonoidy apod.).
Jedinym negativem konzumace makrofas je pripadny vysoky obsah toxickych prvki jako je
napfiklad kadmium [611.[62],(63],

Mikrofasy se ve vyzivé vyskytuji také pomérné dlouhou dobu a Siroce se vyuzivaji jako vyzivové
dopliiky stravy. V souasné dobé se studie zamé&rfuji hlavné na potencidlni terapeutické vyhody, a to
diky vysokému obsahu antioxidantd 41,

2.4.2 Byliny a koieni

Byliny a kofeni se vyuzivaji jako ochucovadla pokrm0, ale zastavaji také roli pfirodnich potravinovych
konzervantli. Obecné jsou povazovany za bezpetné (GRAS). Ve vysokych koncentracich mohou
vykazovat inhibici rlistu mikroorganismi skrze naru$eni syntézy mikrobialnich nukleotid( a zabrariovat
oxidaCnimu stresu. Antimikrobialni ucinek kofeni je tzce spojen s obsahem rostlinnych latek, jako jsou
flavonoidy, flavony, isoflavony apod. Pritomnost vysokych koncentraci oviem zplsobuji negativni
organoleptické zmény potravin [651.166],

2.4.3 Probiotické bakterie

Lidské stfevo predstavuje velmi slozity ekosystém, ktery je kolonizovan velkym mnozstvim
mikroorganisml ovliviiujici fyziologii, imunitni funkci a zdravotni stav hostitele. Mezi témito
mikroorganismy Ize nalézt i takové, které vykazuji probiotické plsobeni, tedy mikroorganismy
podporujici zdravi hostitele. Probiotické bakterie izolované nejen ze stfev, ale i z dalSich prostredi,
jsou komer¢né vyuzivany. | pfes nardstajici seznam zdravotnich benefitd po konzumaci probiotik,
jejich presny mechanismus G¢inku neni doted’ zcela objasnén [67],
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2.4.3.1 Historie probiotik

Prvni zminka o vztahu mezi spravnou funkci stfev a lidskym zdravim se datuje do dob Hippokrata
(460-370 pr.n.l.). Hippokrates v této dobé tvrdil, Zze vSechny choroby maji zarodek ve stfevech.
Vyzkum moderni doby pfinesl nové teorie, a to jiz v roce 1886, kdy Theodor Escherich popsal spojeni
mezi stfevnimi bakteriemi a fyziologii trdveni u kojencd. Vroce 1892 Ludwig Doderlein piisel
s domnénkou, Ze laktobacily mohou byt vyuZzity k 1é¢bé vaginalnich infekci (681,

Otcem probiotického konceptu je povazovan Elie Metchnikoff. V roce 1907 vydal knihu, ve které
tvrdil, Ze bakterie tlustého streva hraji roli v procesu starnuti a ovliviiuji i zdravi u dospélych jedincu.
Také predpokladal, Zze télo je pomalu otrdveno toxiny produkovanymi proteolytickymi mikroby
vtenkém stievé a byly tak pfiinou starnuti. Domnival se tedy, Ze starnuti lze predchazet
modifikovanim stfevni mikrofléry uzite€nymi bakteriemi, které Ize ziskat pozivanim kyselého mléka
s bakteriemi produkujici kyselinu mléénou (681691,

Vroce 1908 se podafilo Henrymu Tisserovi izolovat bakterie ze stolice kojence krmeného
matefskym milékem. Tyto bakterie byly pojmenovany jako Bacillus acidophilus, pozdé&ji byly
pfejmenovany na Bifidobacterium. Také zjistil, Ze se tyto bakterie objevovaly také ve stolici kojencil
trpici prijmem, ale ve velmi malé koncentraci [68],

2.4.3.2 Definice probiotik

Vroce 1974 R. B. Parker poprvé piedstavil slovo ,probioticky‘ a definoval tak probiotika jako
organismy a latky podporujici rovnovahu stievni mikrofléry. V roce 1989 pak Roy Fuller navrhl definici
probiotik. Definoval probiotika jako Zivy mikrobialni dopinék stravy, ktery ma pfiznivy vliv na hostitelské
zvife diky zlep$eni jeho stievni mikrobialni rovnovahy. Touto definici tak zddraznil dileZitost viability
probiotickych bakterii. Zatim nejnové;jSi definice probiotickych bakterii byla vytvofena Potravinovou a
Zemeédélskou organizaci (FAO) ve spolupraci se Svétovou Zdravotnickou Organizaci (WHO) v roce
2002. Znéni této definice je nasledujici: ,Probiotické bakterie jsou zivé mikroorganismy, které poskytuji
zdravotni vyhody pro hostitele, pokud jsou podavany v adekvatnim mnozstvi.“ [68L[70L[71]

2.4.3.3 Obecna charakteristika

Probiotika jsou zivé nepatogenni mikroorganismy podporujici mikrobidlni rovnovahu predevsim
gastrointestinalniho traktu. ZvySujici se pocet klinickych testll podporuje tvrzeni, Ze probiotika
pozitivné ovlivriuji zdravi hostitele, a to hlavné pfi IéCeni uritych prijmovych onemocnéni. Mohou tak
ovliviiovat fyziologii, imunitu i vyzivu lidského hostitele. Probiotické vlastnosti mohou byt specifické
podle druhu probiotického kmene, zdravotni vyhody jednoho kmene tak nemusi byt stejné jako u
kmene jiného. Seznam mikroorganismi zafazenych mezi probiotika je uveden v Tabulka 2 [72L[73],

Vice nez 500 rGiznych bakterialnich druhli obyva gastrointestinalni trakt dospélého jedince. Bakterie
ve stfevech predstavuji majoritni zastoupeni bunék lidského téla, kdy dosahuji po¢tu az 102 bunék na
gram obsahu tlustého stfeva. Stfevni mikrofléra kojence je ovsem méné komplexni nez u dospélého
jedince. Rlznorodost stievni mikroflory je také velmi ovliviilovdna mnoha faktory, a to individualné
podle jedince, kdy zavisi na pH, ZluGovych kyselinach, dobé prichodu a na sliznici stieva — mukdze.
Déle zavisi na prostredi, vtomto pfipadé na Zivinach a lécich a na mikrobialnich faktorech, kam
fadime schopnost adheze, produkci bakteriocint, bakterialni enzymy a metabolické strategie (721731,

Probiotiky nazyvame bakterie a kvasinky, které se mohou na trhu vyskytovat jako dopliiky stravy
nebo mohou byt pfimo sougasti potraviny. Nalezneme je v podobé& kapsli, tablet nebo praSku a mohou
byt obsazeny také v riiznych fermentovanych vyrobcich, nejcastéji jogurtech nebo mléénych napojich.
V téchto vyrobcich se mohou vyskytovat samostatné v ramci druhu nebo jako smés nékolika druhd.
V soucasné dobé jsou hlavnimi probiotickymi bakteriemi brany bakterie patfici do rodu Lactobacillus a
Bifidbacterium. Oba tyto rody bézné osidluji prostiedi lidského streva 671,
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K identifikaci nékolika druh( probiotik z potravin, ze stfev zvifat a stolice se v soucasnosti vyuziva

vysoce citliva kvantitativni metoda polymerazova retézova reakce (PCR). Dulezitym krokem je vybér

specifickych primert, které se specificky vazou na dany zkoumany druh navzdory pfitomnosti jiné

velmi blizce piibuzné bakterie. Genova sekvence pouzivana pro dilkaz laktobacilG a bifidobakterii je

DNA kodujici 16S rRNA, avsak rozliSeni tzce pfibuznych gend pouze na této sekvenci je velmi

obtizné kvdli vysoké sekvenéni homologii ve variabilnich oblastech tohoto genu 741751,

Tabulka 2 Seznam mikroorganismu zarfazenych mezi probiotika [73!

ROD

DRUH

POZNAMKA

BAKTERIE

LACTOBACILLUS

BIFIDOBACTERIUM

BACILLUS
ENTEROCOCCUS

ENTEROCOCCUS

ESCHERICHIA
STREPTOCOCCUS
KVASINKY
SACCHAROMYCES

2.4.3.4 Vlastnosti probiotik

acidophilus
bulgaricus
casei
crispatus
fermentum
gasseri
Jjohnsonii
lactis
plantarum
reuteri
rhamnosus GG
adolescentis
animalis
bifidum
breve
infantis
lactis
longum
cereus
faecalis

faecium
coli Nissle

thermophilus

boulardii

Jejich pfipadna patogenita a
rezistence vuci vankomycinu se stale
provéfuje

Probiotické vlastnosti mohou byt specifické podle druhu probiotického kmene, takze zdravotni vyhody
jednoho druhu kmene nemusi byt stejné jako u jiného téhoz kmene. FAO/WHO vydalo v roce 2002
pokyny pro hodnoceni probiotik v potravinach. Probiotika tak museji vykazovat uréité vlastnosti, které
poté hostiteli zaru€uji zdravotni vyhody. Minimalni pozadavky pro udéleni probiotického statusu tedy

zahrnuiji [76l:

30



e Posouzeni identity kmene (rod, druh, kmen).

e In vitro testy ke screeningu potencionalnich probiotik, jedna se o rezistenci proti nizkému pH
zaludedénich $tav, ZluGové kyseliné a enzymim traveni, dale o antimikrobialni aktivitu vigi
potencialnim patogennim bakteriim.

e Hodnoceni bezpec€nosti: pozadavky na prokazani bezpelnosti probiotického kmene, navic
bez kontaminace jeho formy pfi dodavani.

e Studie in vivo pro zddvodnéni vlivii na zdravi cilového hostitele.

Probiotika museji byt schopny kromé priichodu nepfiznivym prostiedim Zaludku a tenkého stieva
mit schopnost také kolonizovat a reprodukovat se ve stfevech, pfichytnout se adherentné
ke stifevnimu epiteli a stabilizovat rovnovahu stfevni mikrofléry [731.

2.4.3.5 Pusobeni probiotik
Pusobeni probiotik na hostitele je pomémé dlouho zndmé, av3ak presny mechanismus tohoto
pusobeni nebyl jesté stale zcela objasnén [72],

e Adheze ke stifevnimu epitelu a nasledna kolonizace
Adheze na mukézu, stfevni sliznici, je potfebna pro jejich del§i pretrvavani v prostiedi stfev a
k projeveni jejich pozitivniho ptsobeni. Studie naznaduji, ze se jedna o vzajemné pisobeni lektind,
lipoproteinG, adheznich molekul nebo exopolysacharidii napomahajici k navazani na stievni mukdzu.
Dale pomoci adheze dochazi k ochrané muko6zni bariéry véetné antagonismu proti patogendm.
Mechanismy adheze mohou byt rozdéleny na specifické interakce mezi adheznimi receptory a
hostitelskymi molekulami, jedna se tak o interakce sortdza-dependentnich proteind a ,mucus-binding*
proteindl s lipoteichovou kyselinou a exopolysacharidy, a na nespecifické interakce, jako jsou
elektrostatické a hydrofobni interakce [72.77],

Napriklad bakterie rodu Lactobacillus maiji snahu vazat se na ligandy, receptory, ziviny a adherovat
na stejném hostitelském mukéznim povrchu jako patogeny, a to kompetitivné s patogeny pomoci
antipatogenniho mechanismu, ktery vyZaduje rGzné specifické adheziny, jako je napfiklad mucus-
binding protein, S-layer proteiny a proteiny G€astnici se hlavnich metabolickych drah jako je glykolyza,
glykosylace a syntéza protein( "7,

e ZvySeni funkce bariéry strevniho epitelu

Nespocet studii potvrdilo dileZitou roli laktobacilG v udrzovani integrity epitelidini bariéry jak in vitro,
tak i in vivo 178, Existuji rizné mechanismy této funkce zahrnujici modulaci cytoskeletu, indukce
produkce mukézy a fosforylaci proteinu buné€ného spojeni lateralnich stén epitelovych bunék.
Vysledkem je zlepSeni funkce buné&ného spojeni a imunitni odezvy, stejné jako prevence apoptézy
epitelovych bunék. Pozitivni vliv laktobacil(i na epitel se projevuje piimo jejich kontaktem s epitelovymi
burikami pies interakci mucint a molekul lipoteichoové kyseliny s povrchem mikrobl. Navic maze
dochazet k aktivaci mitogen-aktivované kinazy a proteinkinazy B. Kromé piimé interakce laktobacildl,
dochazi také k interakci nepfimé. V tomto pfipadé dochazi k sekreci proteind stimulujici aktivaci
proteinkinazy B, dale k inhibici apoptozy a k podpore rlstu epitelovych bunék 771,

e Produkce metabolitt a sniZzovani pH
Preména fruktani a nestravitelnych sacharid( probiotickymi kmeny miZe vést k vytvareni fyziologicky
dulezitych molekul. Mnoho kmentd mdze vylep$it biologickou dostupnost makro- a mikronutrientt
hostitele jejich rozlozenim, kdyz je hostitel neni schopen sam metabolizovat. Probiotiky produkované
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enzymy, jako jsou napfiklad a nebo B-glukosidaza, galaktosiddza a fruktofuranosidazy, se podili na
metabolismu pfijatych sacharidl, avSak jejich aktivita zalezi na dostupnosti uhlikového zdroje v médiu.
Metabolity vzniklé pomoci heterofermentativniho metabolismu tak pomahaji inhibovat a plsobi na rist
patogent. Napfiklad diky mastnym kyselinam s kratkym fetézcem dochazi ke snizeni pH, které
zabrafiuje rdstu a kolonizaci patogenim citlivych na kyselé prostiedi. Dalsim pfiikladem je
akumulovani kyseliny mlécéné, kdy dochazi ke snizeni pH prostiedi, diky kterému dochazi
k propustnosti vnéjSi membrany gramnegativnich bakterii a inhibici aktivity ureazy. Propionat a butyrat
se vyznacduji také antagonistickym efektem zvlasté proti karcinomu tlustého streva 721771,

e Nutri¢ni a fyziologické pusobeni laktobacilt
Laktobacily maji schopnost degradovat laktézu, napomahaiji fesit tedy problém pfi jeji nesnasenlivosti
hostitelem nebo pomahaji fesit problém maldigesce a také zlep3uji biologickou dostupnost minerald
rozkladem tanintl a fytatd. Mnoho studii také uvadi schopnost produkovat vitaminy skupiny B, které
jsou pro hostitele esencialni /71,

e Mikrobiologické ptisobeni
Probiotika ovliviiuji mikrobiologické intervence k udrzeni nebo zlepSeni mikrobialni rovnovahy
v hostitelském prostiedi a inhibuji patogenni mikroorganismy a jejich kolonizaci. DileZitym aspektem je
synergicka interakce mezi probiotiky a endogenni prospéSnou mikroflérou. Napriklad laktat
produkovany laktobacily miiZze byt preménén na kyselinu maselnou nékterymi bakteriemi stieva, jako je
Eubacterium hallii, ktery tak zabranuje akumulaci kyseliny mlé&né v hostitelskych burikach a souasné
je butyrat prospésny pro epitelium gastrointestinalniho traktu (771,

e Produkce sloucenin proti patogentum
Laktobacily syntetizuji mnoho riiznych metaboliti vykazujici pfimou antipatogenickou aktivitu viidi
bakteriim, virdim a plisnim. Mezi tyto metabolity fadime napfiklad kyselinu mléénou, peroxid vodiku,
bakteriociny a fenylmléénou kyselinu 77,

Jeden z mechanismi probiotického pisobeni je uvolfiovani slouenin o molekulové hmotnosti 3—
130 kDa znamych jako bakteriociny. Tyto ribosomalné syntetizované antimikrobialni slouCeniny byly
poprvé zminény vroce 1980. Bakteriociny jsou fazeny mezi 4 kategorie podle jejich molekulové
hmotnosti, tepelné stabilité a slozeni aminokyselin. Obecné se vyznacuji antimikrobialni aktivitou, kdy
naru$uji permeabilitu bunék vedouci az klyze bunék. Sekreci bakteriocini mohou laktobacily
kontrolovat blizce pfibuzné bakterie, které se nachazeji ve stejném ekologickém prostredi
prostfednictvim mechanismu zpdsobujici membranovou propustnost a nasledné dochazi k Gniku
molekul zamérfujici se na jiné bakterie. Mezi bakteriociny produkované bifidobakteriemi patfi
bifidocin B, bifidocin A, acidocin B, bifidin I, bisin atd. Tyto bakteriociny jsou obecné stabilni v pH 3—10
a také jsou odolné vici slabym organickym rozpoustédiim. Maji také vyznamnou teplotni stabilitu a
jsou odolné vici chlazeni, mrazeni a vlivu soli a enzymui. Jsou tak potencionalnimi kandidaty pro
aplikace v potravinovém primyslu 721771,

e Imunologické ptsobeni

Hlavnim imunologickym benefitem zprostfedkovanym laktobacily je modulace imunitni odezvy hostitele
prostfednictvim jejich interakce s gastrointestinalni mukézou. Laktobacily mohou na epitelové buriky
pusobit pfimo i nepfimo. Slozky bunétné stény laktobacill, jako je kyselina lipoteichoova kyselina,
lipopolysacharidy, peptidoglykany a lipoproteiny jsou rozpoznany buiikami hostitele diky receptorim,
kdy poté dochazi k aktivaci imunitnich odpovédi hostitele. Nicméné rGzné kmeny rodi Lactobacillus
mohou aktivovat rtizné sloZzky imunitni odpovédi. Probiotické plsobeni bylo tak zkoumano a aplikovano
v mnoha pfipadech k prevenci a terapeutické intervenci u lidi, zvifat a v in vitro modelech [771,
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2.4.3.6 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus se fadi mezi bézné mikroby stfevni sliznice lidi a zvifat. Tato skupina bakterii je
dulezita pro udrzovani stability gastrointestinalniho traktu, zabrafiuje stfevnim infekcim a obecné
podporuje zdravi stiev. Mnoho druh( laktobacilGi se obecné fadi mezi bezpeéné druhy, nékteré mohou
dokonce interagovat s epitelialnimi burikami strev 79,

Tento rod zahrnuje 145 druht fadicich se do kmene Firmicutes. Mnoho druhtl bakterii se fadi mezi
bakterie mléEného kvaSeni patfici mezi druhy GRAS, tedy jsou vSeobecné povazovany za bezpec€né.
Také se jedna o grampozitivni bakterie, netvofici katalazu, ale produkujici kyselinu miéénou jako
hlavni produkt fermentace, kromé kyseliny mlééné mohou produkovat také acetat, ethanol, COq,
formiat a sukcinat. Tyto bakterie jsou nesporulujici obligatni sacharolytické tyCinky nebo kokobacily
obecné charakterizované nizkym zastoupenim guaninu (G) a cytosinu (C) v genomu, kdy nejvy3Si
hodnota GC dosahuje 59,2 mol%. Teplota ristu bakterii je v rozsahu 2 az 53 °C a jsou navic schopné
rust v pH mezi 3 az 8. Optimalni teplota a pH jsou obvykle mezi 30-40 °C a 5,5-6,2. Bakterie vyzaduji
komplexni nutri¢ni pozadavky, co se tyce aminokyselin, peptidl, vitamind, soli, mastnych kyselin a
estertl mastnych kyselin. Mohou byt tedy nalezeny v miéénych vyrobcich, obilnych vyrobcich, mase a
rybich vyrobcich, kyselém zeli, v nalozené zeleniné atd. 671179

e Adaptacni faktory laktobacilti k hostiteli

Laktobacily byly také v pomérné velkém mnozstvi detekovany u lidi v Zaludku a v tenkém stieve, viz
(Tabulka 3). Probiotické vyhody vGéi hostiteli zaleZzi na optimalni adaptaci bakterii ke stfevnimu
prostfedi hostitele, kdy se jedna o preziti, adaptaci a kolonizaci bakterii v tomto prostiedi. Nejprve jsou
bakterie vystaveny nepfiznivym podminkam gastrointestinalniho traktu, jako je kyselé prostiedi,
ZluCové soli, oxidace, osmoza a hladovéni. Mechanismus stresové rezistence laktobacili spoéiva
hlavné v integrité buné&fné schranky, opravach, ochrané a exportu makromolekul z bufky a
detekovani pfitomnych stresordi. Mnoho studii je zaméreno na studium adaptace laktobacili na
nutriéni limitace, a to sacharidd, fosfatu a dusiku, které jsou ddlezité pro syntézu nukleovych kyselin,
aminokyselin a proteint [67179],

Tabulka 3 Druhy laktobacill izolovanych ze vzorki stolice [67]

Rod Lactobacillus

Dospély jedinec Kojenec
acidophilus acidophilus
crispatus casei
gasseri paracasei
plantarum salivarius
ruminis
casei
paracasei
reuteri

2.4.3.7 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium se ftadi do kmene Actinobacteria, ktery reprezentuje nejvétsi bakterialni
taxonomickou jednotku. Bifidobakterie jsou grampozitivni bakterie o vysokém obsahu G + C. Jsou
také nesporulujici, avSak oproti laktobacilim jsou striktné anaerobni. Teplotni optimum je v rozmezi
37-41 °C a optimélni pH se nachazi mezi 6,5 a 7. Sacharidy fermentuji heterofermentativné za
produkce kyseliny octové a mlééné v poméru 3:2 [80L811182],
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Bifidobakterie byly poprvé izolovany ze stolice kojence Tissierem v roce 1899. Nejprve byly tyto
bakterie pojmenovany Bacillus bifidus. Z divodu jejich odlisSné morfologické a fyziologické struktury,
jez se podobala strukture laktobacilll, byly klasifikovany do rodu Lactobacillus, a to pievaznou ¢ast 20.
stoleti. Momentalné se tento rod sklddd z 39 druhl, které se mohou shlukovat do 6 rdznych
fylogenetickych skupin, a to B. adolescentis, B. asteroides, B. boum, B. longum, B. pullorum a B.
pseudolongum €9,

Bifidobakterie zastupuji skupinu mikroorganismd, které ¢asto dominuji v savéich stievech v dobé
jejich kojeni (Tabulka 4). Bifidobakterie se vyskytuji na riiznych ekologickych mistech, které jsou primo
nebo nepfimo spojené s prostredim lidskych nebo zvifecich strev [801.183],

Tabulka 4 Druhy bifidobakterii vyskytujici se u lidi 83!

Rod Bifidobacterium
Dospély jedinec Kojenec
adolescentis pseudolongum
angulatum thermophilum
bifidum
breve
catenulatum
dentium
longum

pseudocatenulatum

2.4.4 Mikrobiom u déti

V okamziku narozeni je lidské stfevo povazovano za sterilni, avSak po porodu dochazi velmi rychle
k jeho osidlovani mikroorganismy. Pfirozenymi zdroji stfevni mikrofléry jsou zastupci vaginalniho a
fekalniho mikrobiomu matky, stejné jako mikroby z prostiedi. Riznorodost stievni mikroflory zavisi
nejen na jednotlivém kojenci, ale také na pribéhu porodu, mistnim prostredi a typu krmeni kojence,
stupné vyvoje kojence a oSetieni antibiotiky. Pfi uZivani antibiotik u novorozencl mize dojit
k pozdéjSimu spravnému vyvoji stfevni mikrofléry zastoupenou prevazné bifidobakteriemi. Také se
zvétSuje riziko kolonizace patogennich bakterii jako je kleibsella, enterobakter, citrobakter,
pseudomonas atd. [72]

Pribéh porodu hraje duleZitou roli pii vytvareni neonatalni mikroflory. Studie metagenomiky stievni
sliznice a vzorkd stolice odebranych od zdravych jedincl prokazaly piitomnost 8 dominantnich
fylogenetickych kmenl patficich do Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochaeates a Actinobacteria. Pfi klasickém porodu vaginalni
cestou dominuji ve stfevech kojence bakterie Lactobacillus spp. v porovnani s kojenci narozenych
pomoci cisaiského fezu. Napfiklad L. plantarum, L. delbrueckii a L. reuteri patfi mezi nejCastéji se
vyskytujici mikroorganismy ve vzorcich stolice u Svédskych déti b&éhem prvniho roku zivota. Kromé
laktobacild obvykle dominuji svym poétem u kojenct krmenych mateiskym milékem bifidobakterie.
Nedavné vyzkumy poukazaly na ur€ité oligosacharidy lidského miléka hrajici roli ve vyvoji stfevni
mikrofléry kojence. Bifidobacterium longum ssp. infantis a Bifidobacterium bifidum jsou totiz obdareny
genovou sadou, ktera koduje enzymy specializované na metabolismus oligosacharidi lidského mléka.
Bifidobakterie tak zastupuji 60 az 91 % celkového zastoupeni fekalnich bakterii u kojenych déti a 28
az 75 % u déti krmenych umélou mié&nou stravou. Po ustaleni komplexu stfevni mikrofléry po druhém
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roce zivota dochazi k poklesu zastoupeni fekalnich bifidobakterii na pouhé 1 az 3 %. U déti krmenych
umélou miléénou stravou navic kolonizuji stfeva také bakteroidy, klostridie, enterobakterie
a streptokoky (841851,

2.5 VYBRANE METODY ZPRACOVANI A ANALYZY PROBIOTIK

2.51 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova retézova reakce diky své schopnosti vytvaret nespocet kopii DNA sekvence, umoziiuje
pomérné snadnou identifikaci bakterii. DuleZitou soucasti je tzv. master mix, ktery obsahuje
nukleotidy, set primerd a dalSi komponenty kromé dulezité polymerazy. Primery jsou kratké sekvence
DNA, oligonukleotidy, které jsou komplementarni k sekvencim na opalnych vidknech templatové
molekuly a které lemuji segment DNA uréeny k amplifikaci. Pro identifikaci bakterii se pouzivaji
sekvence genu pro 16S rRNA. Obecné plati, ze kmeny vykazujici >98% podobnost v sekvenci tohoto
genu, jsou povazovany za stejny druh [661[87],

Real-time PCR (qPCR) je bézné pouzivanym nastrojem pro identifikaci bakterialnich kment ze
vzorkll potravin nebo fekalii. Tato metoda je velmi citliva a je schopna kvantifikace ve velkém rozsahu
(10-10° CFU). Zaroveil poskytuje moznost nepietrzité monitorovat pribéh PCR reakce pomoci
fluorescence a informaci o konkrétni sekvenci pak poskytne metoda teploty tani duplexu DNA [881.(89],

2.5.2 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je technika zalozena na méfeni a analyze fyzikalnich parametrii unasenych
Gastic, které jsou dispergované v proudu laminarné proudici tekutiny a zaroven jsou ozafovany
zdrojem svétla, laserem (Obrazek 4). Za kratky Cas tak Ize stanovit vlastnosti jednotlivych bunék jako
je napfiklad velikost, hustota nebo tvar. Pomoci fluorescenénich sond nebo barviv Ize dale sledovat
napiiklad viabilitu zkoumanych bunék. Prutokovy cytometr dokaze sbérem dat o emitujicim
fluorescencnim zéaieni poskytnout informaci o bunééné viabilité. Mezi bézné& pouzivana fluorescencni
barviva radime propidiumjodid nebo thiazolovou oranz [90L91],

Pratokova cela

@)

Detektory

488 nm +
638 nm

Obréazek 4 Zjednodu$ené zobrazeni principu prutokové cytometrie 192
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2.5.3 Enkapsulace

Enkapsulace je moderni technologie nabizejici jisté technologické vyhody, a proto ma uplatnéni
v riznych odvétvich pramyslu, at uz farmaceutickém, chemickém, environmentalnim &i textilnim.
V technologickém priimyslu se nej¢astéji vyuziva k uvoliiovani biologicky aktivnich latek regulovanou
rychlosti po delSi Casovy usek za specifickych podminek a také k prodlouzeni jejich skladovatelnosti.
Mezi dal$i uplatnéni enkapsulace se fadi imobilizace bunék nebo enzymu pii vyrobé potravinovych
materiall nebo produktl fermentace, dale zabraiiuje prib&h nezadoucich reakci s dalSimi slozkami
v roztoku, a to piedevsim s kyslikem a vodou 93],

2.5.3.1 Techniky enkapsulace

Metoda enkapsulace je definovana jako zachyceni jedné latky latkou druhou. Enkapsulovana latka
byva nazyvana jako aktivni, jadro nebo také vnitfni faze. Latka, ktera tuto aktivni latku enkapsuluje,
ohraniCuje ji, byva nazyvana nosnym materialem, kapsli nebo také vnéjSi fazi. Velikost pfipravenych
¢astic se pohybuje v rozmezi od nanometrt az po milimetry (931,

e Nosny material
Pouziti nosného materialu se liSi podle vyuzitelnosti ve vybraném technologickém odvétvi. Mala ¢ast
téchto latek ovSem spliiuje pozadavky k aplikaci v potravinovém primyslu, jelikoZ piedpisy pro tento
primysl je mnohem piisnéj$i nez napiiklad pro primysl kosmeticky nebo farmaceuticky (41,

Vybér nosného materialu enkapsulace je velmi dilezity, jelikoz ovliviiuje G¢innost samotné
enkapsulace a stabilitu mikrokapsuli (951,

1) Material by mé&l mit dobré reologické vlastnosti pfi vysokych koncentracich a mélo by byt
jednoduché s nim manipulovat.

2) Musi prokazovat schopnost disperze nebo emulzifikace aktivni slozky a vytvofit ta stabilni
produkt.

3) Po chemické strance by nemél reagovat nosny material s aktivni slozkou, kterou chceme
enkapsulovat.

4) Aktivni slozka by diky nosnému materialu méla byt uzaviena a drzena uvniti b&hem procesu
a skladovani.

5) V pribéhu suSeni by nemélo byt pfekazkou odstranit rozpoustédlo a dalSi materialy pouzité
pfi enkapsulaci.

6) Maximalni ochrana aktivniho materialu pfed vné&jSimi podminkami.

7) Rozpustnost pouzitého rozpoustédla by méla byt akceptovana v souladu s potravinovym
primyslem (jedna se napfiklad o vodu a ethanol).

e Aplikace enkapsulace v potravinovém priamysiu
Metody enkapsulace se hojné vyuzivaji v potravinovém priimyslu, v této podkapitole jsou vypsany
hlavni divody jejich vyuziti [95],

1) Enkapsulace chrani jadro pfed jeho degradaci snizenim reaktivity s vné&jSim prostfedim.

2) Vypaiovani nebo rychlost presunu jadra do vnéjSiho prostredi je snizovana nebo tpIné
potlacena.

3) Fyzikalni viastnosti plivodniho materialu mohou byt modifikovany a snadnéji Ize s nimi
pracovat.

4) Uvolnéni produktu do vné&jSiho prostredi Ize zpomalit nebo regulovat.

5) Flavour jadra mize byt zamaskovan.
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6) Jadro mlze byt ziedéné, pokud je potieba pouze jeho malé mnozZstvi. Stale ovéem dochazi
k jeho rozptyleni v celém objemu nosného materialu.
7) Metodu Ize vyuzit k oddéleni slozek ve smési, které by spolu mohly vzajemné interagovat.

e Typy castic

Lze pfipravit tii typy €astic. Prvni typ Castic, nazyvany kapsule, obsahuje vrstvu obklopujici jadro, ve
kterém se nachazi enkapsulovana aktivni latka. U druhého typu Castic dochazi k disperzi aktivni latky
v celém objemu nosného materialu a mize byt imobilizovana i na povrchu ¢astice. Treti typ Castic je
kombinaci prvni dvou typl. Kapsule s rozptylenou aktivni sloZkou je obalena dodate¢nou vrstvou.
Biologicky aktivni slou€eniny se li8i ve své molekulové hmotnosti, polarité, rozpustnosti atd. Z tohoto
divodu je ddlezité vybrat spravnou metodu enkapsulace, abychom dosahli konkrétnich fyzikalné-
chemickych a molekulovych pozadavkd 1951,

e Postup enkapsulace
Existuje mnoho technik pro enkapsulaci potravinovych slou€enin, ovSem neexistuje univerzalni
metoda, kterd by se dala pouzit na celou fadu biologicky aktivnich potravinovych komponentd.
Enkapsulované slozky jsou pievazné vtekuté formé, ztohoto divodu je mnoho technik zaloZeno
na suseni (93],

2.5.3.2 Techniky suseni

Pro vétSinu potravin a bioproduktd, u kterych dochazi pfi jejich sueni k odstranéni vody pres fazi
odpafovani, se k jejich enkapsulaci pfevazné vyuzivaji techniky sudeni. Jednéa se o jedny z nejstarSich
metod ke konzervaci a uchovavani po dobu nékolika mésict nebo dokonce i let [961,

e Sprejové suseni
Sprejové suSeni je nejstarSi a zaroven nejrozSifenéji pouzivanou enkapsulacni technikou vyuzivanou
v potravinovém a farmaceutickém primyslu, a to k pfeméné farmaceutik v tekuté formé na prasek
nebo k podpore zivotaschopnosti probiotickych bakterii. Vyborné viastnosti praSkové formy sloucenin
se projevuji nejen v ochrané, stabilizaci, ale také v rozpustnosti a regulovateiném uvolfiovani. Touto
metodou Ize enkapsulovat pomoci polysacharidi (3krob, maltodextrin, kukufiény sirup, chitosan),
lipidd (stearova kyselina, mono- a diglyceridy) a proteind (kasein, séja, pSenice) 9],

Material k enkapsulaci je homogenizovan s nosnym materidlem v poméru 1:4. Smés je poté
vloZzena do pfistroje a atomizovana pomoci trysky nebo rotaniho rozpraSovace. Voda je odparena
pomoci horkého vzduchu, ktery je v kontaktu s atomizovanym materidlem. Poté jsou vzniklé kapsule
shromazdovany ve spodni Gasti pfistroje. Pfi sprejovém su$eni je dilezité kontrolovat vstupni a
vystupni teplotu. Pokud je vstupni teplota pfiliS nizka, nedochazi béhem kratkého ¢asového lUseku k
Gplnému odparovani vody, vznikly prasek tak mize byt stale vihky. Naopak velmi vysoka vstupni
teplota vede k praskani vzniklych mikrokapsuli. BEhem procesu su$eni dochazi ke zmé&né morfologie
¢astic a velikost Gastic podle obsahu vihkosti a teploty su$eni. V pribéhu su$eni dochazi k tvorbé
filmu na povrchu kapky a dochazi tak k zakoncentrovani latek, dokud se nevytvofi pérovita sucha
Gastice. Chladici efekt odpafeného rozpoustédla udrzuje teplotu kapek pomérné nizko.
Sprejové sudeni navic nabizi flexibilitu pfi regulaci velikosti ¢astic a morfologie optimalizovanim
procesnich parametrti a formovani piitoku tekutiny do trysky. Enkapsulaci pomoci sprejového suseni
lze tedy pfipravit rizné druhy &astic, jako jsou jednojadrové, vicejadrové, vicesténné Castice
nebo kompozity [9511971.[98],
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Sprejové su$eni Ize vyuZit k zachovani nutrinich hodnot vitaminl. Tato metoda je oproti lyofilizaci
30-50krat levné&jSi. Dale Ize enkapsulovat pomoci sprejového su3eni betalainy, polyfenoly, olejové
kapicky atd. (¢!

o Lyofilizace
Lyofilizace neboli suSeni mrazem je velmi vhodna metoda pro dehydrataci termolabilniho materialu a
pro mikroenkapsulaci zalozené na sublimaci. Lyofilizace je Siroce pouzivanou metodou k odstranéni
vody k prodlouzeni stability probiotickych bakterii béhem doby skladovani [95].198],

V pribé&hu lyofilizace dochazi ke ¢étyfem hlavnim bodim, a to k zmrazeni, sublimaci, desorpci, a
nakonec ke skladovani. Diky lyofilizaci lze zachovat tvar, rozméry, vzhled, chut, barvu, texturu a
biologickou aktivitu. BEhem mrazeni jsou vytvareny krystalky ledu, které mohou poSkodit probiotické
buriky. Velikost a rist krystalu zavisi na rychlosti mrazeni a teplot&, Velmi rychlé mrazeni je
preferovano nezli pomala rychlost mrazeni, jelikoz pfi rychlém zmrazeni dochazi k formovani malych
krystalk(i ledu. Formovanim malych krystalki ledu se pfedchazi rozsahlému poskozeni bunék. Nejen
tvorba krystalkd ledu je zhoubna pro probiotika. Dale pii krystalizaci vody dochazi k zakoncentrovani
zbytkového nezmrzlého roztoku, coz vede k chemickému a osmotickému poSkozeni. Pfi primarnim
suSeni je zmrzla voda odstranéna pomoci sublimace v prostiedi vakua. Pfi sekundarnim suseni
dochazi k odstranéni nezamrzlé vody pomoci desorpce. Nevyhodou této techniky je také jeji
vysokoenergeticka narocnost a delSi doba trvani [9511981.199],

2.5.3.3 Liposomy

Liposomy jsou uzaviené Castice tvoreny lipidovym materidlem, jako jsou napfiklad fosfolipidy,
rozptylené ve vodném médiu. BEhem procesu vytvareni dochazi k tvorbé jedné nebo vice vrstev, coz
je obdobna struktura jako u buné&nych membran. Liposomy vynikaji svymi vlastnostmi. Nejenze
oddéluji vnitini prostfedi od prostfedi vnéjSiho, dale zlepSuji stabilitu enkapsulované latky. Navic
dochazi ke zlepSeni biologické aktivity Spatné rozpustnych latek ve vodé, regulovanému uvolfiovani
aktivni latky a biodegradabilité liposom [1001[101],

V soucasnosti existuje mnoho dostupnych metod pfipravy liposomu, dilezité je ovSem to, aby
pfipravené liposomy vykazovaly dobrou stabilitu a vysokou enkapsulaéni GCinnost. Mezi bézné
metody pfipravy liposom0 fadime odpaiovani na tenké vrstvé, metodu reverznich fazi nebo metodu
vstiikovani do rozpoustédla. K redukci velikosti ¢astic jsou vyuzivany metody sonikace, extruze za
vysokého tlaku a mikrofulidizace. U téchto metod se setkavame s problémy, napfiklad to, ze ¢astice
byvaji pomémé velké a jejich distribuce je pomérné Siroka. V tomto pfipadé je potfebna nasledna
granulace c¢astic. Dalsim problémem miZe byt pfitomnost organického rozpoustédla ve finalnim
produktu. Ztohoto dlivodu se zarazuji nové techniky piipravy liposomd, fadime zde napfiklad
superkritickou fluidni technologii nebo duaini asymetrickou centrifugaci [101],

Tento typ Castic se uplatiiuje v mnoha oborech, at uz v biochemii, molekularmi biologii, potravinové
technologii, farmacii a Iékarstvi [100],

2.5.4 Enkapsulator

Enkapsulator je poloautomaticky pfistroj slouzici k polymerni enkapsulaci chemickych latek,
biologickych molekul, extraktl, bunék a mikroorganismi. Tento pfistroj Ize vyuZivat za sterilnich i
nesterilnich podminek. Pristroj se skldda z regulacni jednotky se strikackovym Cerpadlem, elektrickym
a pneumatickym systémem a reak&ni nadoby. Princip vzniku kapsli je zalozen na regulovaném
laminarnim kapalném proudu, kdy za pomoci vibrace s optimalni frekvenci dochazi k rozbiti kapek na
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kapiCky o stejné velikosti. Velikost kapicek zavisi na nékolika parametrech, napfiklad na frekvenci
vibraci, amplitudé, velikosti trysky atd. [102]

Aktivni latka se smicha s nosnym polymerem, jednd se pievazné o polysacharidy, a smés se
pfevede do stfikacky nebo tlakové lahve. Pomoci stfikaCkového Cerpadla nebo tlakového vzduchu je
smés tlatena do pulzacni komory. Kapalina je poté pfetlatovana pres provrtanou trysku a na jejim
vystupu dochazi k rozdélovani na jednotlivé kapicky stejné velikosti. Tyto kapky prochazeji elektrickym
polem mezi tryskou a elektrodou, kde ziskavaji povrchovy naboj. Dopadajici kapiCky kulovitého tvaru
padaji do vytvrzovaciho roztoku diky vzniklym elektrostatickym silam, Vytvrzovaci roztok tak musi byt
elektricky uzemnén [102],

V zavislosti na nékolika proménnych dochazi ke vzniku 50 az 5 000 kapi¢ek za sekundu. Vzniklé
kapi¢ky jsou ve vytvrzovacim roztoku kontinualné michany magnetickym michadlem, aby nedoslo
k jejich shlukovani (102,

2.5.4.1 Alginat

Alginat, respektive sodna sl kyseliny alginatové, je ve vodé rozpustny polysacharid, ktery je izolovan
z hnédych druhil fas Celedi Pheophycae. Jedna se o nerozvétveny polysacharid skladajici se se ze
dvou zbytkl uronové kyseliny v rizném poméru M/G, a-L-guluronové kyseliny (G) a B-D-mannuronové
kyseliny (M), Vlastnosti gelu se projevuji na zakladné kompozice M/G a také na zakladé organizace M
a G v fetézci [1031[104],

Alginatové kapsle se obvykle pfipravuji kapanim bunééné suspenze v roztoku alginatu do situjiciho
roztoku dvojmocného iontu. NejCastéji je pouzivany vapenaty iont. Interakce vapenatych iontd
s karboxylovymi skupinami tvofi unikatni molekulovou sit, kterd dodava gelu pevnost. Existuji studie
pracujici také s barnatym kationtem, | pfes vétsi pevnost C&astic, baryum ovS8em nevynika
biokompatibilitou jako vapnik [195],

Alginat sodny je Kklinicky ovéfeny imunomodulacni biopolymer, ktery je zcela biodegradabilni,
biokompatibilni a netoxicky. | pfi malych koncentracich ovliviiuje reologické vlastnosti
vodnych roztokd [108],

2.5.4.2 Chitosan
Chitosan se fadi mezi polysacharidy a je vyuzivany jako netoxicky a biokompatibilni biolopolymer
pfevazné v biomedicinském a farmaceutickém odvétvi. Je odvozeny od deacetylovaného chitinu,
ktery je soucasti exoskeletu hmyzu, schranek koryStd a bunéénych stén hub. Chitosan je linearni
kopolymer 2-acetamido-2-deoxy-pB-D-glukopyran6zy a 2-amino-2-deoxy-B-D-glykopyran6zy. Diky
piitomnosti aminovych skupin, mize byt chitosan pifeménén na polyelektrolyt pouze v kyselém médiu.
Chitosan tak nese pozitivni naboj a mizZe reagovat s povrchy s negativnim nabojem. Aby doSlo
ke zpevnéni vazeb chitosanovych kapsli, pfikapavaji se do tripolyfosfatu sodného nebo
do hexametafosfatu sodného [197],

Ve formé nanocastic navic vykazuje vy$$i antimikrobidlni aktivitu vi¢i Escherichia coli, Salmonella
choleraesis, Salmonella typhimurium a Staphylococcus aureus nez pouhy roztok chitosanu [1071.1108],
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Cile prace
Cilem disertacni prace je vyvoj novych typd vyrobkt uréenych pro détskou vyzivu obohacenych o

vybrané biologicky aktivni slozky — probiotika a prebiotika a dalSi slozky obsahujici zdravi prospésné

latky, a to ve formé volné i enkapsulované.

V ramci prace budou feSeny nasledujici dil€i ukoly:

1.

Literarni re$erSe zaméiena na rizné typy piirodnich zdravi prospésnych latek rostlinného,
zivocigného i mikrobialniho pivodu, jejich aktivni slozky; specifika vyzivy détského organismu
v zavislosti na véku

Vyvoj a optimalizace metod pro izolaci a kvalitativni i kvantitativni stanoveni vybranych
aktivnich latek obsazenych v potravinach, pfirodnich materialech a surovinach vhodnych pro
détskou vyzivu

Kultivace probiotik, stanoveni viability v riznych fyziologickych podminkach pomoci
kultivaénich metod a pritokové cytometrie; vliv prebiotik

Enkapsulace ativnich slozek a smési probiotik a prebiotik, charakterizace a stabilita
enkapsulovanych forem v modelovém fyziologickém prostredi a v potravinach

Optimalizace postupli a testovani biologického Géinku a bezpeénosti pfirodnich latek a
probiotik pomoci cytotoxickych testd s vyuzitim humannich bunécnych kultur, dale testd
antioxidacni a antimikrobialni aktivity

Specializovand studie moznosti pfijmu endogennich antioxidantli (selenoprotein P)
novorozeneckym organismem

Navrh doplrikil stravy s pozitivnim biologickym G¢inkem vhodnych pro déti, senzoricka analyza
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITE ZIVE SYSTEMY

3.11

Bunécné linie

Pro testovani cytotoxického Gd&inku testovanych vzorkd byly vyuzity 2 bunééné kultury, Linie
imortalizovanych keratinocytd HaCat byla ziskana z CLS (Cell Line Services GmbH, Eppelheim,

Némecko) a linie adenokarcinomalnich epitelialnich bunék izolovanych z tkané tlustého strfeva
z ATCC (American Type Culture Collection, USA).

3.1.2

Mikroorganismy

Kultury ziskané z Ceské sbirky Masarykovy univerzity v Brn& kultivované dle doporudeni
poskytovatele kultur — Tabulka 5 a Tabulka 6.

Tabulka 5 Testované bakterialni kultury pro antimikrobialni testy

CCM KULTURA

1569 Micrococcus luteus

4417 Staphylococcus epidermidis
3954 Escherichia coli

8587 Serratia marcescens

Tabulka 6 Testované probiotické kultury

CCM KULTURA

4833 Lactobacillus acidophilus

4798 Lactobacillus casei

7190 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
7039 Lactobacillus plantarum

78257 Bifidobacterium breve

3762 Bifidobacterium bifidum

4990 Bifidobacterium longum

3.2 POUZITE PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vahy, Ohaus, USA

Predvazky, Ohaus, USA

Centrifuga Eppendorf MiniSpin, CZE

Centrifuga Hermle 236 HK, CZE

Vakuova odparka IKA Werke, RV06-ML, DEU
Lyofilizator Labconco FreeZone Triad Freeze Dry, USA
Termoblok VWR, CZE

Vortex, Ohaus, USA

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonplus HS3200, SonorexTechnik, DEU
Enkapsulator BUCHI B-395, BUCHI, DEU

Kuchynisky lis Yoda, Yoda, CZE
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Kjeldatherm KT-L, Gerhardt, DEU
Soxtherm, Gerhardt, DEU
Nanofotometr, Implen GmbH, DEU
Spektrofotometr UV-VIS, Boeco, DEU
Zetasizer Nano ZS, Malvern, GBR
HPLC/PDA/RI sestava
HPLC/UV-VIS sestava
—  Sestava Dionex Ultimate 30000, Thermo Fisher Scientific, USA
— DAD rady Vanquish, Thermo Fisher Scientific, USA
— Kolona C18 EVO 150 mmx4,6 mmx2,6 um, Phenomenex
— Kolona F5100 A, mmx4,6 mmx2,6 ym, Phenomenex
— Kolona F5100 A, mmx4,6 mmx2,6 ym, Phenomenex
— Predkolona C18, AJ0-4287, Phenomenex
GC/FID sestava
—  Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, Thermo Fisher Scientific, USA
—  Detektor FID, Thermo Fisher Scientific, USA
—  Thermofisher Scientific Al 1310 Autosampler
—  Kolona LION LN-FAME, 30 mx0,32 mmx0,20 um, Chromservis, CZE
Laminarni box Aura mini, BioAir Instruments, USA
Temperovana tifepaCka Heidolph Unimax 1010, Labicom, CZE
Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/LED, CZE
Software Dino-Capture 2,0, CZE
Biohazard laminarni box, Airstream Il, ESCO, DEU
Centrifuga EBA 200, Hettich, DEU
Centrifuga Beckman, USA
Cell Culture CO2 inkubétor, ESCO, DEU
Vodni lazen Stuart, DEU
Software Gen 5, Biotek, USA
Software Toupview, ToupTek Photonics, CHN
ELISA reader HTX, BioTek, USA
Microscope ZEISS EVO LS 10, Zeiss, DEU
ICP-MS, Agilent Technologies, JPN
HPLC 1260 Infinity Quaternary LC, Agilent technologies, JPN
Kolony pro SECxAF, GE Healthcare, SWE

3.21 Pouzité chemikalie

Standardy pro HPLC (sacharidovy kit, k. L-askorbova, k. citronova, B-karoten, vybrané fenolické latky
atd.), Sigma-Aldrich, DEU

Acetat amonny, Sigma-Aldrich, DEU

2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonovéa kyselina) ABTS, Sigma Aldrich, DEU

Peroxodisiran amonny, Sigma Aldrich, DEU

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarboxylovéa kyselina Trolox, Sigma Aldrich, DEU
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Lachner, CZE

Alginat sodny, Sigma Aldrich, DEU
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Phosphatidylcholin, Sigma Aldrich, DEU

Rozpoustédla pro HPLC, Gradient Grade, Lach:Ner, CZE
Trifluoroctova kyselina, Sigma Aldrich, DEU

Komeréni Fructan kit, Megazyme, IRL

Komer¢ni B-glucan kit, Megazyme, IRL

Komeréni ELISA kit, SEPP1, Elabscience, USA
Slunecnicovy lecithin, Fichema, CZE

Vajecny lecithin, Sigma-Aldrich, DEU

Cholesterol, Sigma Aldrich, DEU

Pankreatin z vepiové slinivky, Sigma-Aldrich, DEU
Pepsin z praseci zaludecni sliznice, Sigma-Aldrich, DEU
Zlugové kyseliny, Sigma-Aldrich, DEU

3.2.2 Chemikalie ke kultivaci mikroorganism
Biological agar powder, Himedia, IN

Nutrient Broth medium, Himedia, IN

MRS lactobacili Broth, Himedia, IN

Yeast extract powder, Himedia, IN

Pepton, Himedia, IN

3.2.3 Chemikalie ke kultivaci bunéénych linii
DMEM high glucose, w/o pyruvate, HyClone, USA
Earl's Dulbeco, Biowest, FR

Fetalni bovinné sérum HyClone, USA
Antibiotic-antimycotic 100X, Biosera, DEU

MTT, WVR, USA

Pyruvat sodny, WVR, USA

NADH, WVR, USA,

2,4-dinitrofenylhydrazin, Sigma-Aldrich, DEU
Komeréni kit EBPI SOS Chromotest, CAN

3.2.4 Material

3.2.4.1 Vzorky pro stanoveni selenometabolitti a selenoproteinu P

V této praci byly analyzovany vzorky ziskané od 20 zdravych pari matka-dité. Vzorky kolostra,
pupetnikové krve a mateiského séra byly ziskany z nemocnice Rio tinto v priibéhu roku 2015 a
nemocnice Ramon Jiménez v pribéhu roku 2018. Obé nemocnice se nachazi ve mésté Huelva ve
Spanélsku. Vzorky kolostra byly odebrany od zG&astnénych Zen do 48 hodin od porodu. Zbylé krevni
vzorky byly odebrany venepunkci, tedy odbérem krve ze Zily v Case narozeni ditéte. Pro nasledné
stanoveni byly vzorky uchovavany v hlubokomrazicim boxe pfi teplot&é —80 °C.

3.24.2 Viaknina
Vzorky vlaknin byly zakoupeny pies internetovy obchod se zdravou vyzivou pro sportovce. Jakon
sirup byl jako jediny ve formé& viskézni tekutiny.
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— Inulin, Ceska republika

— Chia vlaknina, Velka Britanie

— Bambusova vliaknina, Némecko
— Jakon sirup, Peru

— Smeés chlorelly a spirulliny, EU

3.2.4.3 Makrorasy, mikrorasy a sinice
Vzorky vysu$enych mofskych makroras byly zakoupeny z internetového obchodu zdravé vyzivy. Pfed
samotnou extrakci a analyzou musely byt vzorky makrofas pomlety na prasek pro zvétSeni povrchu
Gastic a zvySeni Ucinnosti extrakce.
Vzorky chlorelly a spiruliny byly zakoupeny v mistni zdravé vyzivé jiz v podobé& prasku v Brné.
—  Chlorella, Cina
— Spirulina, Cina
— Arame, Japonsko
- Wakame, Japonsko
— Hijiki, Japonsko
— Kombu, Japonsko

3.24.4 Rostlinné prasky
Rostlinné prasky mladého je€mene, zelené pSenice, moringy a matcha byly také pofizeny v mistni
zdravé vyzivé v Brné. PraSky nemusely byt pfed analyzami upravovany, pouze bylo zajisténo, aby
nedochazelo k absorpci vzdusné vihkosti.

— Milady je€men, EU

— Mlada pSenice, EU

— Moringa, Indie

— Matcha, Cina

3.24.5 Seminka a ofechy
Seminka a ofechy pro zisk rostlinnych oleji byly zakoupeny ve zdravé vyzivé v Brné. Vlasské ofechy
byly ziskany samosbérem vroce 2018. Pfi lisovani za studena nebyly plody naruSeny, pouze
u extrakce hexanem a piimého stanoveni mastnych kyselin doSlo k rozruSeni obalu a plodu
dezintegraci pomoci sekacku anebo pfipadné se vyuzila tfeci miska s tlou¢kem.

— Sezamové seminka, Indie

— Lnéna seminka, Rusko

— Konopna seminka, EU

— Dyfiova seminka, Ceska republika

-~ Rimsky kmin, Rakousko

3.24.6 Byliny, koreni a ¢aje
Vzorky suchych &asti bylin byly zakoupeny ve zdravé vyzivé, pfipadné v obchodech k tomu uréenych.
Vzorky koreni a ¢aji bézné dostupnych byly zakoupeny v supermarketech v Brné.

— Hefmanek, Ceska republika

— Chmel, Ceska republika

— Hrebiéek, Rakousko

—  Skofice, Ceska republika

— Malinovy ¢&aj, Ceska republika
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— Jerabinovy ¢&aj, Ceska republika
- Fenyklovy &aj, Ceska republika

3.24.7 Stavy a sirupy
Cerstvé ovocné nebo zeleninové $tavy byly pfipraveny pomoci od$tavnénim zakoupeného ovoce.
V pfipadé nutnosti byly prefiltrovany pfes gazu. Dil¢i analyzy byly provedeny ihned po pfipravé stavy.
Zakoupené sirupy byly po otevieni analyzovany v co nejkratS§im ¢ase, aby nedoslo k mikrobialni

kontaminaci, ktera by mohla ovlivnit charakterizaci vzorkd.

— Lesni plody, Némecko

— Bezinka, Némecko

— Ananas, Thajsko

—  Pomerang, Spanélsko

—  Pomelo, Cina

—  Hruska, Ceska republika

- Zelna $tava, Ceska republika

3.2.5 Komer¢éni probiotické produkty
— Bipron Junior, Valsun
- APO-LAKTIK, Apotex

3.3 METODY

3.3.1 Stanoveni selenu v kolostru pomoci 2D-SEC-SECxSEC-AF-ICP-MS

Bilkovinné vzorky matefského miéka byly ziskany ultracentrifugaci pfi 31 0000 rpm po dobu 90 minut
pfi teploté 4 °C. Nasledné bylo 100 ul proteinového sedimentu prefiltrovano a nastfiknuto do smycky
nastaveného systému metody 2D-SEC-SECXSEC-AF-ICP-MS [109],

Separace selenometabolitil a selenoproteinli byla provedena za pomoci dvou 5 ml HiTrap desalting
kolon (SEC, 16 mm x 25 mm), které byly zapojeny v sérii a spojeny pomoci 6cestného ventilu k dalSi
téze SEC koloné& a 1 ml afinitni koloné (HEP-HP, 7 x 25 mm). Byly vyuzity dvé& pozice ventilu, a to
pozice 1 (2D--SEC-SECxSEC-AF-ICP-MS) a pozice 2 (2D-SEC-SEC-ICP-MS).

Jako mobilni faze byly vyuzity roztoky 50 mmol-I'" (MF A) a 1,5 mol-I' roztok octanu amonného
(MF B) o pratokové rychlosti 1,3 ml-min’'. Nastavené parametry mobilnich fazi v pribéhu jednoho
mé&feni znazorriuje nasledujici tabulka a schéma (Tabulka 7, Obrazek 5).

Tabulka 7 Podminky separace vzork(i mateiského miéka

Cas [min] Mobilni faze Pozice ventilu
0-5,4 | A

5,4-12 | A 2
12-35 B
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Pozice 1 Pozice 2

HPLC i n SEC HPLC
] s

ICP-QQQ-MS

Obrézek 5 Schéma podminek separace pro vzorek matefského miéka

3.3.2 Stanoveni selenu v krevnich vzorcich pomoci 2D-SEC-SECxSEC-AF-ICP-MS

Matefské a pupecnikové sérum bylo piefiltrovano pies PVDF filtry (primér 20 mm, pdrovitost
0,45 pm) a rovnou nastiiknuto do smyCky nastaveného systému metody 2D-SEC-SECxSEC-AF-ICP-
MS. Jako referen¢ni standard bylo pouzito lidské sérum BCR-637.

Separace selenometabolitl a selenoproteinti byla provedena podobné jako u kolostra s tou
vyjimkou, ze byly pouzity pouze dvé separacni kolony (SEC-SEC) a byla pfidana jedna afinitni kolona
pro retenci SeAlb ve stacionami fazi Blue-Sepharose kolony (BLUE-HP). Opét byly vyuzity dvé pozice
6cestného ventilu, a to pozice 1 (2D--SEC-SEC-AF(HP)xAF(BLUE-HP)-ICP-MS) a pozice 2 (2D-SEC-
SEC-AF(HP)-ICP-MS) [1101,

Jako mobilni faze byly vyuzity roztoky 50 mmol-I'* (MF A) a 1,5 mmol-I"' roztok octanu amonného
(MF B) o pratokové rychlosti 1,3 ml-min-'. Nastavené parametry mobilnich fazi v pribéhu jednoho
mé&feni znazorriuje nasledujici tabulka a schéma (Tabulka 8, Obrazek 6).

Tabulka 8 Podminky separace vzork{ krevniho séra

Cas [min] Mobilni faze Pozice ventilu
0-20 A

20-24 B 2

24-40 B

46



Pozice 1 Pozice 2
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ICP-QQQ-MS

Obrézek 6 Schéma podminek separace pro vzorek krevniho séra

3.3.3 Stanoveni selenometabolitii a selenoproteinu P pomoci ELISA kitu

Selenoprotein P ve vSech vzorcich byl také stanoven pomoci ELISA kitu (Elabscience, Houston,
USA). Tento kit je zaloZen na principu biotin-avidin konjugace (Obrazek 7), kdy byla do jamek pfedem
navazana protilatka specificka pro lidsky selenoprotein P. Realné vzorky byly nejprve centrifugovany
pfi 1 000 rpm po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C. Supernatanty byly dle potfeby nafedény PBS pufrem
o pH 7 a naifedéné vzorky byly pouzity k dal$im krokim méfieni.

Pripravené vzorky o objemu 100 pl byly pfidany do jamek mikrotitraéni desticky a nasledné
probé&hla inkubace po dobu 90 minut pfi 37 °C. Po inkubaci byly roztoky z jamek odpipetovany a byl
pfidan pracovni roztok s biotinem. Opét nasledovala inkubace po dobu 60 minut pfi 37 °C. Po této
inkubaci byly jamky promyty PBS pufrem a bylo pfidano 100 yl HRP pracovniho roztoku a
mikrodestiCka byla inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Nasledné byly jamky opét promyty PBS pufrem a
do jamek bylo pfidano 90 pl roztoku substratu (tetrametylbenzidin) a jamky byly inkubovany 15 minut
pii 37 °C. Po posledni inkubaci byla reakce zastavena stop roztokem kyseliny sirové a barevna zména
byla proméfena spektrofotometricky pfi vinové délce 450 nm.

Pomoci lidského referenéniho standardu BCR-637 o koncentraci 10 ng-ml" byla pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracnim rozmezi 0,2-10 ng-ml-'.
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Obrazek 7 Zobrazeni postupu stanoveni selenoproteint pomoci ELISA kitu

3.3.4 Extrakce polarnimi rozpoustédly
Vzorky rostlinnych materialti byly extrahovany vodou a 20% roztokem ethanolu. Navazka 1 g vzorku
byla extrahovana 10 ml rozpou$tédla (0,1 g-ml-') a za stalého michani pfi zvySené teploté 37 °C byly
inkubovany po dobu 24 hodin. Po skonC€eni extrakce byly vzorky prefiltrovany pres gazu a nasledné
byl filtrat je$té centrifugovan pfi 7 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatanty byly ponechany k dil€im
stanovenim.

Tekuté vzorky byly v pfipadé nutnosti také centrifugovany za stejnych podminek a vhodné
naredény pro dil¢i stanoveni.

3.3.5 Extrakce olejii
Ze suchych rostlinnych vzorkl byl extrahovan lipidicky extrakt. U seminek byl navic vyuzit i kuchyrisky
pfistroj lis Yoda (Yoda, CZE).

3.3.5.1 Lisovani za studena

Dle instrukci pfistroje byla podle druhu seminek zvolena rychlost Sneka a lisovani (Obrazek 8). Vzorky
nebyly pfedem upraveny. Po vylisovani byla zaznamenana hmotnost oleje a vypocCitan vytézek
uvedeny v procentech.
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Sbérna nadobka
s vylisovanym olejem

Pokrutiny po vylisovani

Obrézek 8 Kuchyrisky lis Yoda

3.3.5.2 Extrakce lipidickych extraktu

Pomoci automatického pfistroje Soxtherm, Gerhardt, byly pomoci hexanu extrahovany oleje
zrostlinnych vzorkl (Obrazek 9). Parametry extrakce pfizplisobené vlastnostem vzorku
arozpoustédla jsou uvedeny v Tabulka 9. Po dokonleni extrakce bylo zbyvajici rozpoustédio
odpareno na vakuové odparce. Po dokonalém vysu$eni slzickovych nadob se ziskanymi oleji byla

vypocitana dana vytéznost.

1
o

Obrazek 9 Priibéh extrakce pomoci pristroje Soxtherm
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Tabulka 9 Podminky extrakce lipidickych extraktl pomoci automatického pfistroje Soxtherm

Parametr Hodnota
Teplotni maximum 200 °C
Extrakéni teplota 170 °C
Pulzni redukce 3s
Interval redukce 3,5 min
Extrakce za vysoké teploty 1,5 hod
Odparovani A 5x interval
Cas extrakce 1 hod
Odparovani B 2x interval
Odparovani C 10 min
Délka programu 3 hod 4 min

3.3.6 Stanoveni ve vodé rozpustnych celkovych sacharidd podle Duboise
Kolorimetrickd metoda je zaloZena na dehydrataci cukri koncentrovanou kyselinou sirovou a
nasledné kondenzaci vzniklého furfuralu nebo 5-hydroxymethylfurfuralu s fenolem 111,
K 1 ml vzorku byl pfidan 1 ml 5% fenolu s 5 ml koncentrované 96% kyseliny sirové. Roztok byl ihned
zamichan a po dobu 30 minut byl inkubovan pfi laboratorni teploté. Nasledné byla zmérena
absorbance pfi vinové délce 490 nm. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena pomoci roztoku D-glukézy
o koncentraci v rozmezi 0,02-0,1 mg-ml-'. Vysledna koncentrace celkovych sacharidli byla vypocitana
pomoci nasledujici kalibracni rovnice:

A[mg-ml™1] =6,576-¢ (4)

R? = 0,992

3.3.7 Stanoveni redukujicich cukrii podle Somogyi-Nelsona
Kolorimetrickd& metoda je zalozend na vzniku molybdenové modie vzniklou redukci
arsenomolybdenové kyseliny médnymi ionty [112],

K1 ml vzorku bylo pfidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla | a 1l [''3 Nasledné byl vzorek
umistén do vrouci lazné po dobu 10 minut. Poté byl vzorek ochlazen pod tekouci vodou na laboratorni
teplotu. K ochlazenému vzorku bylo pfidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova €inidla Ill. Vznikly oxid mé&dny
byl rozpustén promichanim na vortexu. Nakonec byl doplnén objem vzorku na 10 ml destilovanou
vodou a byla promérena absorbance pfi 720 nm. Kalibracni kfivka byla sestrojena pomoci roztoku D-
glukézy o koncentraci v rozmezi 0,001-0,01 mg-ml'. Vysledna koncentrace redukujicich sacharidl
byla vypocitana pomoci nasledujici kalibraéni rovnice:

Almg-ml™1] =17,438-¢ (5)
R? = 0,995

3.3.8 Stanoveni nerozpustné vilakniny
Nerozpustna vlaknina byla stanovena pomoci metody podle Henneberga a Stohmanna 1141,

Do 50 ml destila¢ni bafiky bylo navazeno 2,5 g vzorku. K navézce bylo piidano 200 ml 5% kyseliny
sirové a bafka byla umisténa do topného hnizda. Nasledné po dobu 30 minut probihal var pod
zpétnym chladiéem. Po ukonéeni varu byl roztok za tepla piefiltrovan pres filtraéni kelimek a promyt
horkou vodou. Zbytek na filtraénim kelimku byl kvantitativné preveden zpét do destilani bariky a k
nému bylo pfidano 200 ml 5% roztoku NaOH. Nasledné& probihal opét var pod zpétnym chladi¢em po
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dobu 30 minut. Po prefiltrovani do filtraéniho kelimku a promyti horkou vodou a ethanolem, byl obsah
kelimku vysu$en pfi 105 °C. Po vychladnuti byl kelimek zvazen a vlozen do muflové pece, kde byl
spalen pfi teplot& kolem 650 °C. Hmotnost popela byla poté odectena od hmotnosti vysuSené sedliny.
Vysledna hmotnost nerozpustné vidkniny se tak vypocte dle nasledujiciho vztahu:

Mylaknina [g] = Myysuseni — Mspaleni (6)

3.3.9 Stanoveni celkového dusiku
Stanoveni celkového dusiku bylo provedeno podle modifikované Kjeldahlovy metody [115],

Do mineralizanich trubic byl viozen navazeny 1 g vysuSeného vzorku a pfidano 10 ml
koncentrované kyseliny sirové a 2 g Weiningerova katalyzatoru. Vzorky byly nasledné& mineralizovany
pomoci automatického pfistroje Kjeldatherm KT-L (Gerhardt, Némecko) pfi teploté 410 °C po dobu
2,5 hodiny (Tabulka 10). Po ochlazeni byly mineralizaty rozpust€né v malém mnoZzstvi destilované
vody. Nasledné bylo k mineralizatim pridano par kapek fenolftaleinu a pomoci pristroje Vapodest
(Gerhardt, Némecko) byly vzorky destilovany do predlohy, kter4 obsahovala 25 ml standardizované
kyseliny sirové o koncentraci 0,05 mol-dm3. Po ukon&eni destilace bylo do predlohy pfidano nékolik
kapek Tashirova indikatoru a roztok byl titrovany standardizovanym roztokem NaOH o koncentraci
0,1 mol-dm-3. Hmotnostni zastoupeni celkového dusiku bylo poté vypocteno dle nasledujiciho vztahu:

CNaOH 'VYNaoH
2-Mp-(c v —-Aatf _aarid
Wy [%] _ N( HyS04 - VH,S04 > ) (7)

Myzorek

Tabulka 10 Parametry mineralizacniho procesu pro stanoveni celkového dusiku

Cas Proces
Krok 1 15 min zahfivani 100 °C
Krok 2 15 min zahfivani 200 °C
Krok 3 120 min zahfivani 410 °C
Krok 4 30 min chlazeni

3.3.10 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC-FID

Pfed samotnou analyzou mastnych kyselin pomoci GC-FID bylo potfeba vzorky transesterifikovat.
Dle povahy vzorku bylo do krimpovacich vialek navazené potfebné mnozstvi vzorku (homogenni
prasek — 15 mg, extrahovany olej— 10 mg). K navazkdm byla pfidana transesterifikaCni smés
o objemu 1,8 ml. TransesterifikaCni smés obsahovala 15 % (V/V) koncentrované 96% kyseliny sirové
a 0,5 mg-ml" interniho standardu mastné kyseliny C13 rozpusténych v methanolu o HPLC kvalité.
Vialky byly poté zakrimpované a inkubovany v termobloku pfi 85 °C po dobu 120 minut. Po inkubaci a
vychladnuti byl cely obsah preveden do vé&tSich 4 ml vialek, ve kterych bylo nachystanych 0,5 ml 0,05
NaOH. Ke smési byl pfidan jeSté€ 1 ml hexanu o HPLC kvality. Vialky byly protfepany na multipozi€nim
vortexu po dobu 5 minut. Po oddé&leni fazi bylo z horni hexanové faze odebrano 0,1 ml, které byly
prevedeny do nové sklenéné vialky. K tomuto objemu vzorku bylo pfidano 0,9 ml gistého hexanu o
HPLC kvalité a vzorky byly pfipraveny k analyze. Podminky stanoveni jsou uvedeny v Tabulka 11.
Vzorky a koncentrace mastnych kyselin byly poté srovnavany a vyhodnoceny podle zakoupeného
mixu standardli (C4—C24, Sigma-Aldrich, DEU).
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Tabulka 11 Podminky analyzy pfistroje GC-FID

Podminky méfeni

Sestava Trace™ 1300 Gas Chromatograph (Thermo Fisher Scientific)
Kolona Zebron ZB-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 ym (7HG-G033-10)
Teplota injektoru 250 °C, pomér délice toku 10
Nosny plyn Vodik
Pratok MF 1 ml-min-’
Objem vzorku 20 pl
Detektor FID, teplota 260 °C

Pratok-vzduch 350 ml:min-!, dusik 30 ml-min-', vodik 35 ml-min-!
Doba analyzy 25,5 min
Software Chromeleon XSP

3.3.11 Stanoveni celkovych fenolickych latek
Kolorimetrickd zména je zplsobena oxidaci fenolll v zasaditém prostiedi za soucasné redukce
molybdenant a wolframant na modie zbarvené oxidy ['6],

K 1 ml zfedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla v poméru 1:9 destilovanou vodou byl pfidan 1 ml
destilované vody a 50 ul vzorku. Po promichani byl roztok ponechan k inkubaci po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté a poté bylo pfidano 1,5 ml nasyceného roztoku uhliitanu sodného (21,8 g
na 100 ml destilované vody pii 20 °C). Po promichani a 15minutové inkubaci pfi laboratorni teploté
byla méfena absorbance pii 750 nm. Jako kalibraCni roztok byla pouzita kyselina gallova
v koncentrac¢nim rozmezi 0,1-0,7 mg-ml'. Vysledna koncentrace celkového obsahu fenolickych latek
byla vypocitana pomoci nasledujici kalibracni rovnice.

Alg-1"11=17,438-c (8)
R? = 0,995

3.3.11.1 Identifikace a stanoveni vybranych fenolickych latek

Vzorky pro analyzu byly pfipravené smichanim 1 ml vzorku s 1 ml hexanu. Po promichani byly ke
smési pfidany 2 ml 70% roztoku methanolu. Po protifepani byla odebrana polarni frakce a vhodné
naiedéna MiliQ vodou. Pfipravené vzorky byly nakonec prefiltrovany pres nylonovy filtr do pfipravené
Gisté vialky, které byly umisténé do autosampleru sestavy kapalinového chromatografu. Podminky
stanoveni jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 12 a Tabulka 13). Vysledky byly porovnavany s vysledky
kalibra¢nich rovnic standardnich roztokd, které byly rozpustény v methanolu (Tabulka 14).

Tabulka 12 Podminky stanoveni fenolickych latek

Podminky méfeni

Sestava Dionex Ultimate 3000 (Thermo Flsher Scientific)
Kolona Kinetex F5 (150x4,6 mm, 2,6 pm)

Teplota separace 35°C

Prutok mobilni faze 0,4 ml-min-

Objem vzorku 20 pl

Detektor DAD Vanquish, A = 260 a 280 nm

Doba analyzy 30 min

Software Chromeleon 7
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Tabulka 13 Slozeni mobilnich fazi a gradientova eluce

Smés % (VIV)

Mobilni faze A 0,1% TFA 100
Mobilni faze B ACN 100
Retenc¢ni ¢as [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 100 0

13 0 100

19 0 100

20 100 0

25 100 0

Tabulka 14 Standardni roztoky a kalibracni rovnice pro stanoveni fenolickych latek

Standard Rovnice regrese [mg-ml] (9)
epikatechin y =1154-x
epikatechin-galat y =2946,9-x
katechin y = 565,62 - X
kofein y =9532,5-x
rutin y = 14960,6 - x
saponarin y =2946,9 -x
naringerin y =279,38-x
kyselina ferulova y =6614,1-x
kyselina gallova y = 5315,7-x
kyselina chlorogenova y = 639,47 - x
kyselina kavova y =2047,2-x
kyselina vanilova y =4707,1-x
kyselina kumarovéa y =4962,2-x
kyselina sinapova y = 3927,6-x

3.3.12 Stanoveni flavonoidu

Kolorimetrick4d zména sledovana pii stanoveni je zplisobena vytvorenim stabilnich komplext chloridu

hlinittho s Cs ketoskupinou a s Cs nebo Cs hydroxylovou skupinou flavonoidli za vzniku oranzové

zbarveného roztoku [117],

K 0,5 ml stanovovaného vzorku bylo pfidano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% dusitanu

sodného. Po promichani se roztok nechal 5 minut inkubovat pfi laboratorni teplot¢ a potom bylo

pfidano 0,2 ml 10% chloridu hlinitého. Po promichani se nechal roztok opét 5 minut inkubovat a poté

byl pfidan 1,5 ml 1 mol-I' roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Roztok se nechal 15

minut inkubovat. Poté byla zmérena absorbance pfi 510 nm. Jako kalibrani roztok byl pouzit roztok

katechinu rozpusténého v ethanolu v koncentraénim rozmezi 0,05-0,3 mg-ml-'. Vysledna koncentrace

flavonoidl byla vypocitana pomoci nasledujici kalibraéni rovnice.
Alg-1711=17,438-¢
R? = 0,995
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3.3.13 Stanoveni antioxidaéni aktivity

Ke stanoveni byla vyuzita jedna ze zakladnich metod stanoveni antioxidacni kapacity vyuzivajici
roztok ABTS™ ['18], 2 2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) (ABTS) byla rozpusténa
v destilované vodé na molarni koncentraci mmol-I"'. Radikalovy kationt ABTS™* byl ziskan reakci s
2,45 mmol-I" peroxodisiranu draselného. Roztok byl ponechan nejméné& 12 hodin ve tmé pfi
laboratorni teploté. Pred pouzitim byl radikal zfedény UV-VIS ethanolem na absorbanci
A =0,700 £ 0,020 pii 734 nm proti UV-VIS ethanolu. Do zuzené kyvety byl napipetovan 1 ml
ziedéného roztoku ABTS, nasledné bylo pfidano 10 pl extraktu. Nasledné byl zaznamenan pokles
absorbance po 10 minutach inkubace ve tmé pfi laboratorni teploté. Referenéni vzorek byl pfipraven
pouzitim 10 pyl destilované vody. Prokalibraci byl pfipraven roztok 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliny (Trolox) v rozmezi koncentraci 50-400 ug-ml'. Celkova
antioxidacni aktivita byla vypoc&itdna pomoci nasledujici kalibrani rovnice a vyjadfena jako
hodnota TEAC.

Alg-1"11=17,438-c (11)
R? = 0,995

3.3.14 Stanoveni celkovych fruktanii pomoci Megazyme kitu
Stanoveni celkovych fruktani bylo provedeno pomoci komeréné zakoupeného kitu od firmy
Megazyme (Fructan Assay kit, Megazyme, IRL). Roztoky byly nachystany dle pokyn({ vyrobce [119],

Reakéni slepy vzorek byl pfipraven napipetovanim 0,3 ml pufru Il. Pro stanoveni fruktand probiha
paralelné referencni kontrola, a to pfidanim 0,2 ml standardniho roztoku fruktézy do 0,9 ml pufru Il.
Z takto pripraveného referencniho vzorku bylo do &tyf zkumavek napipetovano po 0,2 ml a do kazdé
zkumavky bylo poté pfidano jesté€ 0,1 ml pufru Il. 400 mg rostlinného vzorku bylo navazenych
do uzaviratelnych sklenénych zkumavek a bylo pfidano 25 ml destilované vody. Zkumavky byly
umistény do vrouci lazné a inkubovany pfi 100 °C po dobu 10 minut s ob&asnym promichanim.
Po skonceni inkubace byly zkumavky se vzorky ochlazeny pod tekouci vodou na laboratorni teplotu.
Obsah zkumavek byl nasledné centrifugovan pfi 13 000 rpm po dobu 5 minut. 0,2 ml supernatantu
bylo odpipetovano do Cisté sklenéné zkumavky, ke kterému bylo pfidano 0,2 ml roztoku sacharazy.
Smés byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 minut. Poté bylo do smési napipetovano 0,2 ml roztoku
alkalického borohydridu. Obsah zkumavek byl promichan a inkubovan pfi 40 °C po dobu 30 minut. Po
ukonceni inkubace bylo do zkumavek pfidano 0,5 ml roztoku 200 mM kyseliny octové a vSe bylo
promichano na vortexu.

Po promichani bylo do tfech zkumavek odpipetovano 0,2 ml vzniklé smési. Do dvou zkumavek bylo
nasledné napipetovano 0,1 ml enzymového roztoku fruktanazy. Do tfeti zkumavky bylo namisto
fruktanazy napipetovano 0,1 ml pufru Il a tento vzorek byl pouzity jako slepy vzorek. Nakonec byly
vSechny zkumavky inkubovany pii 40 °C po dobu 30 minut. Po skonCeni inkubace bylo do vSech
zkumavek obsahujici realné vzorky, reakéni slepy vzorek, fruktézovou kontrolu a slepé vzorky,
pfidano 5 ml PAHBAH reagentu. VSechny zkumavky byly inkubovany ve vrouci lazni po dobu 6 minut.
Zkumavky byly po inkubaci ve vrouci lazni ochlazeny pod tekouci vodou na laboratorni teplotu a ihned
byla zmé&rena absorbance proti reakénimu slepému vzorku pii vinové délce 410 nm. Princip stanoveni
znazornuje Obrazek 10.

Hmotnostni koncentrace fruktanl, kterd byla nasledné pievedena na navazku vzorku, byla
vypoctena dle nasledujiciho vztahu obsazeného v ramci kitu:
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545, ¢ D—fruktézy

Fruktany [% w/w] = (Avzorek — Areference) * Zsss gDy , F-619 (12)

Mnavazka vzorku

e Sacharéza + ¢krob \
e sacharaza
* maltaza
e B-amylaza

Odstranéni e pullulandza

interferujicich latek| | ¢ D-glukéza + D-fruktéza
¢ Borohydrid sodny

e D-sorbitol + D-mannitol /

e Fruktan
® exo-inulindza
® exo-inulindza
* endo-levanaza
¢ D-glukdza + D-fruktoza
e PAHBAH
¢ PAHBAH barevny komplex

Stanoveni fruktanu

Obrazek 10 Princip stanoveni celkovych fruktant pomoci kitu uvedeny vyrobcem

3.3.15 Stanoveni B-glukanii pomoci Megazyme kitu
Stanoveni B-glukant bylo provedeno pomoci komeréné zakoupeného kitu od firmy Megazyme (B-
glucan assay kit, Mixed linkage, IRL). Roztoky byly nachystany dle pokynt vyrobce (120,

Pri stanoveni B-glukan( probihala paralelné i pfiprava a stanoveni gluk6zové kontroly, ktera byla
pfipravena smichanim standardniho roztoku glukézy, dostupného v soupravé, s 0,1 ml pufru Il.
Reakeni slepy vzorek byl pfipraven smichanim 0,1 ml destilované vody a 0,1 ml pufru II.

80-120 mg suchého a homogenizovaného vzorku bylo navazeno do sklenéné uzaviratelné
zkumavky. Poté bylo pfidano 0,2 ml roztoku ethanolu a 4 ml pufru I. Obsah zkumavek byl promichan a
zkumavky byly vlozeny do vrouci 1azné po dobu 1 minuty. Po opétovném promichani byly zkumavky
s obsahem inkubovany ve vrouci lazni po dobu 2 minut. Nasledn& probé&hla inkubace pfi 50 °C
po dobu 5 minut a po uplynulé dobé& bylo pfidano 0,2 ml roztoku lichenazy. Zkumavky se vzorky byly
uzaviené parafimem a inkubovany pifi 50 °C po dobu 1 hodiny s obfasnym promichanim.
Po ukon&eni hodinové inkubace bylo do zkumavek pfidano 5 ml pufru Ill a vzorky byly promichany
na vortexu. Zkumavky byly ochlazeny pod tekouci vodou na laboratorni teplotu a obsah byl poté
zcentrifugovan pii 8 000 rpm po dobu 6 minut.
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Ze supernatantu bylo do tfech zkumavek odpipetovano po 0,1 ml. Do dvou zkumavek pak bylo
pfidano 0,1 ml B-glukosidazy a do tfeti byl pfidan 0,1 ml pufru Il. Vdechny zkumavky byly inkubovany
pfi teploté 50 °C po dobu 10 minut.

Po skonCeni inkubace bylo do vdech zkumavek obsahujicich realné vzorky, reakéni slepy vzorek,
glukézovou kontrolu a slepé vzorky, pfidano 3 ml GOPOD reagentu. V3echny zkumavky byly
inkubované pfi 50 °C po dobu 20 minut. Zkumavky byly po inkubaci v lazni ochlazeny na laboratorni
teplotu a ihned byla zmérena absorbance proti reakénimu slepému vzorku pfi vinové délce 510 nm.
Princip stanoveni znazoriiuje Obrazek 11.

Hmotnostni koncentrace B-glukand, ktera byla nasledné pievedena na navazku vzorku, byla

vypoctena dle nasledujiciho vztahu obsazeného v ramci kitu:

100,90 p—glukézy

Aq —glukéz,
B — glukany (% w/w) = (Ayzorek — Areference)d - 0 UBDgUKEY L 0,9 (13)

Mnavazka vzorku

4G_4? [(1-3)(1-4)]-B-glukany
‘c—‘c—'a
f 3(}3—4(6,‘:1—-‘(3
‘6—‘e—'g
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G + G + G
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B-Glukooligosacharidy

+ B-Glukosidaza |

¥

+ D-Gluko6za

Obrazek 11 Princip enzymatického $tépeni glukand pro jejich nasledné stanoveni uvedeny vyrobcem

3.3.16 Stanoveni vybranych pigmentd spektrofotometrickou metodou
Obsah celkovych karotenoidd a chlorofyld a (ca) a b (cb) byl stanoven extrakci roztokem acetonu.
V 5 ml acetonu byly rozetfeny 2 g suchého a homogenizovaného vzorku a dusitan sodny. Vznikla
smés byla prefiltrovana pres filtracni papir do 25 ml odmérné banky a obsah byl doplnén po rysku.
U takto pfipravenych vzorkl byla proméfena absorbance pfi absorpénim maximu chlorofylu. V pfipadé
stanoveni karotenoidli byla sestrojena kalibra¢ni rovnice B-karotenu y [ug-ml™1] = 0,056 - x — 0,022
v rozmezi koncentraci 0,5-10 pg-ml-'. Koncentrace chlorofyll byla poté vypoctena dle nasledujicich
vztahll vztaZzenych na zvolené extrakéni rozpous$tédlo, aceton [121],
Colug-ml ] = 11,24 + Agep - 2,69 - Agys (14)
Cp[ug -ml™1] = 20,13 - Agep —4,68 « Agys (15)
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3.3.16.1 Stanoveni a identifikace vybranych pigmentu a vitamind

10-20 mg suchého a homogenizovaného vzorku bylo s pomoci 1 ml destilované vody rehydratovano
po dobu 30 minut. Po centrifugaci pii 14 000 rpom po dobu 3 minut byl supernatant odstranén a
k sedimentu byly pfidany sklenéné kulicky a 1 ml vybraného rozpoustédla pro extrakci sledovanych
pigmentd. Zkumavky se vzorky byly nasledné vortexovany na multipoziénim vortexu po dobu 15 minut
a poté byly pfidany dalSi 2 ml vybraného rozpoustédla. Zkumavky byly opét vortexovany po dobu
10 minut. Nakonec byl k obsahu zkumavek pfidan 1 ml destilované vody a po protiepani byla smés
centrifugovana pfi 3 000 rpm po dobu 1 minuty.

Do sklenénych zkumavek byla odpipetovana chloroformova, hexanovd nebo ethanolova faze
(dle vybraného extrakéniho rozpoustédla) a rozpoustédlo bylo odpafené umisténim zkumavky
do termobloku pfi teploté 45 °C a za pristupu dusiku. Po odpareni byl ke vzorku pfiddn 1 ml smési
acetonitrilu s ethylacetatem HPLC kvality v poméru 2:1. Po promichani byly pfipravené vzorky
prefiltrovany pies 0,45 ym nylonovy filir do vialky a analyzovany dle podminek analyzy (Tabulka 15,
Tabulka 16). Vysledky byly vypoclteny dle sestrojenych kalibranich rovnic po vyhodnoceni
standardnich roztokd (Tabulka 17).

Tabulka 15 Podminky stanoveni vybranych pigment( a vitamind

Podminky méfeni

Sestava Dionex Ultimate 3000 (Thermo Flsher Scientific)
Kolona Kinetex EVO C18 (150x4,6 mm, 2,6 pm)
Teplota separace 25°C

Prutok mobilni faze 1,2 ml-min’

Objem vzorku 20 pl

Detektor DAD Vanquish, A = 435 nm

Doba analyzy 25 min

Software Chromeleon 7

Tabulka 16 Slozeni mobilnich fazi a gradientové eluce

Smés % (VIV)
Mobilni faze A ACN:TrisHCI pH 8:Methanol 84:14:2
Mobilni faze B Methanol:Ethylacetat 80:40
Retencni ¢as [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
25 100 0
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Tabulka 17 Sledované pigmenty a vitaminy

Standard Rovnice regrese [mg-ml-'] (16)
B-karoten y =3,915-x+ 1,011
lutein y=17,391-x+ 0,211

celkové karotenoidy
ubichinon

chlorofyl a
chlorofyl b
tokoferol
cholekalciferol

y =3915-x+ 1,011
y=10,231-x+ 0,00
y =8,327-x — 0,063
y =4,429-x — 0,070
y =0,669-x — 0,337
y =2,631-x+ 2,749

3.3.17 Stanoveni cukri a organickych kyselin

Vzorky byly pfed samotnou analyzou vyCefeny pomoci Carrezova cinidla | a Il 22, Po centrifugaci pfi
7 000 rpm po dobu 10 minut byl supernatant piefiltrovany pres nylonovy filtr o prdméru pérd 0,45 pm.
Podle potieby byly pfipadné naiedény roztokem 5 mmol kyseliny sirové. Pro detekci cukrii byl pouzit
refraktometricky detektor, pro detekci vybranych organickych kyselin pak PDA detektor pfi vinové
délce 210 nm. Kalibraéni kfivky byly sestrojeny na zakladé koncentracni rady v rozmezi 0,2-5 mg-ml
pro kvantitativni stanoveni latek. Podminky méreni naleznete v tabulce (Tabulka 18). Vysledné

hodnoty byly vypopcteny podle sestrojenych kalibracnich rovnic (Tabulka 19).

Tabulka 18 Podminky stanoveni sacharidli a organickych kyselin

Podminky méfeni
Sestava

Kolona

Teplota separace
Mobilni faze

Pratok mobilni faze
Objem vzorku
Detektor

Doba analyzy
Software

Dionex Ultimate 3000 (Thermo Flsher Scientific)

Rezex™ ROA-organic Acid H+ (8%) (300x7,8 mm, 2,6 um)
30°C

5 mmol H2SO4

0,2 ml-min*

20

RI, 35 °C, 10 Hz; PDA, A =210 nm

15 min

Chromeleon 6

Tabulka 19 Standardy sledovanych latek a jejich kalibra¢ni rovnice

Kyselina octova

- Standard Rovnice regrese [mg-ml] (17)

Sacharéza y =9,101-x — 2,790

> D-Glukéza y = 5,995 -x + 0,183

:‘:; D-Fruktoza y =6,115-x — 0,001
D-Arabinéza y =3,126 -x — 0,008
D-mandza y =5,654-x — 0,011

> Kyselina citronova : y =33,585-x+ 0,226

5 Kyselina L-askorbova y =172,650-x — 0,672

3 Kyselina L-mlé&na y =38,610-x — 1,630

y =52,703 -x + 33,164
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3.3.18 Prvkova analyza vzork ras a sinic pomoci ICP-MS

Ve vzorcich fas byly pomoci ICP-MS s kvadrup6lovym analyzatorem stanoveny vybrané izotopy
prvkl, a to 27Al, 51V, 52Cr, 55Mn, %6Fe, 5°Co, °Ni, ®3Cu, %Zn, 75As, 78Se, ""'Cd, 208Pb. Navazky ras
(0,5 g) byly pfed samotnou analyzou pfipraveny mineralizaci 7 ml koncentrovanou kyselinou dusiCnou
s 1 ml 30% peroxidu vodiku v PFA teflonovych zkumavkach za pomoci mikrovinného ohfevu (
Tabulka 20). Citlivost pfistroje ICP-MS byla optimalizovana pomoci komeréné zakoupeného roztoku
smési prvki Li, Co, Y a Tl o koncentraci 1 ug-I". Jako kolizni plyny byly pouZity helium a kyslik
o0 vysoké &istot& a vodik. Nosnym plynem byl argon o pritoku 1,08 I-min-' 23], Rizeni a zpracovani dat
byly realizovany pomoci softwaru Agilent Expert.

Tabulka 20 Podminky extrakce pomoci MARS

Cas Proces Energie
Krok 1 5 min zahfivani 80 °C 1000 W
Krok 2 5 min zahfivani 50 °C
Krok 3 20 min zahfivani 190 °C
Krok 4 30 min chlazeni ow

3.3.19 Testovani antimikrobialni aktivity

Ke stanoveni antimikrobialni aktivity testovanych vzork(l byla vyuzita prevazné standardni diluéni
metoda. Samotné testovani bylo provedeno pomoci vybranych zastupcli mikroorganisml na
vhodnych kultivaénich médiich a za optimalnich podminek.

3.3.19.1 Kultivace vybranych zastupct G+ mikroorganismu

Jako testovaci modelové grampozitivni mikroorganismy pro sérii antimikrobialnich testt byly zvoleny
dva bakterialni kmeny, Micrococcus luteus CCM 1569 a Staphylococcus epidermidis CCM 4417.
Kultury byly uchovavany na agarovych plotnach v podobé kfizového roztéru nebo pripadné v tekutém
médiu pii 8 °C v lednici. Pfed samotnym experimentem byla vzdy pfipravena Cerstva narostla kultura
prfeockovanim z uchovavané kultury do sterilniho pfislusného média.

Pro kultivaci mikroorganismi bylo vzdy vyuZito 50 ml daného média sterilovaného ve 100ml
Erlenmeyrovych barikach v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 30 minut. Pfipravené sterilni
médium bylo zaoCkovano 1-10% inokulem dané bakterialni kultury, Kultivace bakterii probihala
v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin, v pfipadé M. luteus za stélého tfepani a v pfipadé S.
epidermidis staticky bez tfepani.

3.3.19.2 Kultivace vybranych zastupcid G- mikroorganismu
Jako testovaci modelové gramnegativni mikroorganismy pro sérii antimikrobialnich testd byly zvoleny
dva bakteridlni kmeny, Escherichia coli CCM 3954 a Serratia marcescens CCM 8587. Kultury byly
uchovavany na agarovych plotnach v podobé kfizového roztéru nebo pripadné v tekutém médiu pfi
8 °C vlednici. Pred samotnym experimentem byla vzdy piipravena cCerstvd narostld kultura
prfeockovanim z uchovavané kultury do sterilniho pfislusného média.

Kultivace probihala stejné jako v kapitole 3.3.19.1. Kultivace bakterii probihala v termostatu
pii 37 °C po dobu 24 hodin, v pfipadé S. marcescens za stalého tfepani a v pfipadé E. coli staticky
bez tfepani.
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3.3.19.3 Testovani antimikrobialni aktivity pomoci bujonové dilu¢ni metody

Stanoveni je zaloZeno na turbidimetrickém sledovani riistu mikroorganisml na mikrotitracni desti¢ce
(124 Kultivace mikroorganismi v pfislusném médiu probihala v 96-jamkovych destikach podle
podminek uvedenych v kapitolach 3.3.19.1, 3.3.19.2, kdy k 150 yl suspenze bunék v pfisluSném
médiu o piiblizné koncentraci 1-105 CFU-ml" bylo pfiddno 50 pl sledované latky s potencidlnim
antimikrobialnim uc€inkem. Referenénim vzorkem byla kultura s pfidavkem 50 pl sterilniho
rozpoustédla (voda, ethanol apod.). V €asovych intervalech 0 a 24 hodin, pfipadné 48 hodin, byla
odectena absorbance pfi vinové délce 630 nm.

Viabilita [% kontroly] = -2blankzs=4blanko . 1 (18)

vzorek 24 ~Avzorek o

3.3.20 Testovani cytotoxického uéinku

3.3.20.1 Kultivace HaCat bunék

Kultivace HaCat bunék probihala v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) s pfidavkem
10% sterilniho fetalniho bovinniho séra a 1% smési antibiotik/antimykotik (penicilin, streptomycin,
amfotericin B). Kultivace bunék probihala v inkubatoru s fizenou atmosférou 5 % COz, pfi 37 °C a 97%
vlhkosti. Pfi dosazeni 80—90% konfluence byly buriky pasdzovany pomoci roztoku trypsinu. Uvolnéné
buriky byly rozsuspendovany ve sterilnim fosfatovém pufru a centrifugovany pfi 340 rcf po dobu
5 minut. Usazena peleta byla rozsuspendovana v Cerstvém sterilnim médiu a s vyuzitim Biirkerovy
komdlrky a obarvenim bunék pomoci trypanové modii v poméru 1:1 byla stanovena celkova
koncentrace bunék. Bunétna suspenze byla dle potfeby fedéna ¢erstvyym DMEM médiem.

3.3.20.2 Kaultivace Caco-2 bunék

Kultivace Caco-2 bunék probihala v médiu EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) s pfidavkem
10% sterilniho fetalniho bovinniho séra a 1% smeési antibiotik/antimykotik (penicilin, streptomycin,
amfotericin B) a 1% neesencialnich aminokyselin. Kultivace bunék probihala v inkubatoru s fizenou
atmosférou 5% COz, pii 37°C a 97% vlhkosti. Pfi dosazeni 80-90% konfluence byly buriky
pasazovany pomoci roztoku trypsinu. Uvolnéné bunky byly rozsuspendovany ve sterilnim EMEM
médiu a byly centrifugovany pfi 300 rcf po dobu 5 minut. Usazena peleta byla rozsuspendovéana
v Cerstvém sterilnim médiu a s vyuzitim Biirkerovy komurky a obarvenim bunék pomoci trypanové
modfi v poméru 1:1 byla stanovena celkova koncentrace bunék. Bunétna suspenze byla dle potieby
dale fedéna Cerstvym EMEM médiem.

3.3.20.3 MTT test cytotoxicity
Kolorimetrickd zména pfemény MTT viabilnimi buiikami na nerozpustny fialovy formazanovy produkt,
ktery je nasledné rozpustén vybranym detergentem (SDS nebo DMSO) [125],

MTT test testovanych vzorkid byl provadén pievazné v 96jamkovych mikrotitranich desti¢kach.
Bunécna kultura (1,5-2-104 na 100 yl v jedné jamce) byla napipetovana do jamek a destiCka byla
kultivovana v inkubatoru s fizenou atmosférou po dobu 24 hodin. Nasledné bylo médium nahrazeno
100 pl kultivaéniho média s rliznou objemovou koncentraci testovaného vzorku a desticka byla opét
inkubovana dalSich 24 hodin. Po odpipetovani média s testovanym vzorkem bylo do kazdé jamky
napipetovano 20 pl roztoku MTT/PBS o koncentraci 2,5 mg-ml'. Desticka byla inkubovana 3 hodiny
v fizené atmosféfe, a nakonec bylo do jamek pfidano 100 pl 10% roztoku SDS/PBS. Desticky byly
ponechany ve tmé a na druhy den byla zmérena absorbance pomoci ELISA readeru pfi 540 nm.
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Viabilita bunék kultivovanych s testovanymi vzorky byla porovnavana s metabolickou aktivitou buné&k
inkubovanych v Gistém médiu. Soudasti testu byla i kontrola za pidsobeni rozpoustédla v maximaini
uzitné koncentraci a rovnéz i pozitivni kontrola, tzn. inhibice viability bunék pisobenim 40% ethanolu.

Viabilita [% kontroly] = Aec 100 (19)

Apo inkubaci se vzorkem

3.3.20.4 LDH test cytotoxicity

Pfi poSkozeni bunétné membrany dochazi k uvolnéni cytosolického enzymu laktatdehydrogenazy
do extracelularniho média. Tato metoda tak vyuziva schopnost uvolnéného LDH enzymu v médiu
katalyzovat reverzibilni pfeménu pyruvatu na laktat za soucasné spotieby NADH [126],

Pro stanoveni cytotoxicity s vyuzitim LDH testu bylo vyuzito kultivatniho média s testovanymi
vzorky inkubovanymi s buné&Cnou linii v rdmci MTT testu. Tento test rovnéz probihal za pomoci
mikrotitracnich desti¢ek. K 10 pl supernatanti bylo pfidano 50 ul roztoku NADH v pyruvatu. Tento
roztok vznikl rozpusténim NADH do 0,75mM roztoku pyruvatu sodného na kone¢nou koncentraci
1 mg-ml'. Po 30minutové inkubaci pfi 37 °C bylo do jamek pfidano 50 uyl roztoku 2,4-
dinitrofenylhydrazinu (20 mg 2,4-DNPH rozpusténo ve 100 ml 1 M HCI). DestiCka byla ponechéna ve
tmé po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec bylo do jamek pfipipetovano 50 ul 4 M roztoku
NaOH a po 5 minutach byla zméfena absorbance pfi 450 nm.

Aktivita laktatdehydrogenazy byla vypoétena z kalibracni kfivky vytvofené ze standardniho roztoku
pyruvatu sodného v NADH v koncentracich odpovidajici absolutni aktivité 0-2 000 U-ml-'. Soucasti
testu byla i negativni a pozitivni kontrola, jako tomu bylo i u MTT testu.

A[U-ml™'] = —0,002-0,751 (20)
R% = 0,965

3.3.21 Genotoxicky test
Stanoveni genotoxického G¢inku pfipravenych extraktl bylo provedeno pomoci komeréniho kitu EBPI
SOS Chromotest™ 1271,

Nejprve byly kultivovany kultury E. coli pii teploté 37 °C za anaerobnich podminek po dobu
16 hodin. Pripravena buné&na suspenze byla nafedéna Cerstvym médiem na absorbanci 0,05-0,06
pfi 630 nm. Test byl provadén na 96-jamkovych destiCkach. Pozitivni kontrolou byl standardni
mutagen 4-nitrochinolinoxid (4-NQO) rozpustény v 10% DMSO na koncentraci 10 pg-ml'. Negativni
kontrolou bylo pouzité rozpoustédlo. Test byl proveden dle postupu uvedeného danym vyrobcem.
Mé&reni absorbanci pfi 630 nm podava informace o produkci B-galaktosidazy, a tedy o genotoxicité
vzorku, zatimco méreni pfi 405 nm slouzi jako kontrola viability bakterialnich bunék.

3.3.22 Priprava castic s enkapsulovanou aktivni slozkou a charakterizace

3.3.22.1 Priprava liposomovych c¢astic

Navazka lecithinu a cholesterolu v poméru 9:1 byla pfidana k 10 ml vybraného polarniho rozpoustédia
s obsahem aktivni latky uréené k enkapsulaci. Pfiprava liposomi byla provedena pomoci
ultrazvukového homogenizatoru, kdy byla pfipravend smé&s homogenizovdna po dobu 1 minuty
pfi frekvenci 50 Hz za sou€asného chlazeni pomoci chladici 1azné. Barevny rozdil opalescentniho
roztoku suspenze liposoml miZete vidét na obrazku (Obrazek 12).
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Obrazek 12 Pripravené suspenze liposomd s riznym lecithinem (P-prézdné, Ch-chmel, H-hefmanek)

Pfi praci s nepolarnimi latkami byla nejprve navazka lecithinu, cholesterolu a nepolarni latky urené
k enkapsulaci rozpusténa v 1 ml chloroformu a poté byla smés pfiddna k 10 ml polarniho
rozpoustédla. Nasledné byla provedena ultrasonifikace za stejnych podminek. Na zavér byl z emulze
na magnetické michacce pii 40 °C odparen chloroform.

3.3.22.2 Analyza Castic velikosti ¢astic, polydispersity a elektrokinetické stability pomoci DLS
Distribuce velikosti €astic v suspenznich roztocich byla analyzovana s vyuzitim dynamického rozptylu
svétla 28 Vzorky byly vhodné naredény destilovanou vodou a analyzovany pomoci pfistroje
ZetaSizer Nano za laboratornich podminek. Pristroj zaznamenava €asovou zavislost kolisani intenzity
rozptyleného svétla dané Brownovym pohybem ¢&astic, které pak umozni urcit difizni koeficient astic
a vypocitat distribuci velikosti ¢astic vdaném roztoku.

Mé&reni elektrokinetické stability pomoci zeta potencidlu je zalozeno na technice "Laser Doppler
Velocimetry", tedy na kinetice Gastic v kapaliné za pusobeni elektrického pole. Jedna se o rozdil
potenciall na pohybovém rozhrani, ktery se ustavuje pii relativnim pohybu tuhé faze s elektrickou
dvojvrstvou viéi roztoku. Znaménko je opacné nez znaménko iontt vnéjsi vrstvy elektrické dvojvrstvy.
Cim vétsi naboj nese, tim je stabilngjsi (1281, Vzorky byly opét vhodné nafedény destilovanou vodou
a analyzovany pomoci pfistroje ZetaSizer Nano za laboratornich podminek.

3.3.22.3 Analyza ¢astic — enkapsulacni ac¢innost
Suspenzni vzorek ¢astic byl centrifugovan pfi 14 000 rpm. Poté byl supernatant slit, vhodné naredén a
diléimi spektrofotometrickymi metodami (popsané v kapitole 3.3.11 a 3.3.13) byla stanovena
koncentrace zbylé volné enkapsulované slozky (fenolickych latek). Vzorky byly analyzovany pifed a
po enkapsulaci a ze ziskanych hodnot byla vypocitana enkapsulaéni t€innost dané metody, a to podle
nasleduijici rovnice:

EU [%] =

aktivni latkaceikovs mnoszstvi—aktivni latkayoing mnozstvi

-100 (21)

aktivni latkaceikovs mnozstvi
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3.3.22.4 Priprava polysacharidovych ¢astic pomoci enkapsulatoru

Pfiprava polysacharidovych &astic pomoci enkapsulatoru BUCHI probihala na principu metody
zesiténi. Prfi pfipravé alginatovych Castic byl jako situjici roztok zvolen chlorid vapenaty o stejné
koncentraci jako vybrany polymer a objemu 100 ml. Enkapsulovana slozka byla rovnomérné
dispergovana do obalového materialu, 1% nebo 2% roztoku alginatu sodného.

Enkapsulovand aktivni latka (mikroorganismy, biologické latky, pfipadné chemikdlie) se smicha se
zapouzdifovacim polymerem, alginatem sodnym, a smés je z tlakové lahve vzduchem tladena
do pulzaéni komory. Kapalina prochazi pies trysku s definovanym priimérem a na vystupu z trysky se
rozdéluje do jednotlivych kapiCek stejné velikosti. Tyto kapic¢ky prochazeji elektrickym polem mezi
tryskou a elektrodou, kde ziskavaji povrchovy naboj. Elektrostatické odpudivé sily zptsobi rozptyleni
kapi¢ek dopadajicich do vytvrzovaciho roztoku, ktery je pomoci magnetické michacky kontinualné
michan. Velikost Gastice reguluje nékolik parametri véetné frekvence, amplitudy, velikosti trysky,
rychlosti pritoku a fyzikalnich vlastnosti smési produktu s polymerem. Obecné plati, Ze primér
vytvoiené Castice je dvojnasobkem priméru zvolené trysky, avSak primér se v ramci podminek
pristroje muze liSit az 0 15 % [129],

Enkapsulacni uginnost byla obdobné stanovena jako u liposomovych ¢astic v kapitole 3.3.22.3.

3.3.23 Kultivace probiotik

Probiotické kultury, viz Tabulka 6, byly kultivovany v komer¢nim Lactobacillus MRS médiu (formulace
dle deMan, Rogosa and Sharpe ['30). Potfebné mnoZstvi praSkového média bylo rozpusténo v
destilované vodé v poméru dle uvedeného navodu na obale (55,15 g na 1 000 ml destilované vody) a
vysterilovano.

Pripravené sterilni médium bylo zao¢kovano 10% inokulem dané probiotické kultury ve sterilnim
boxu. Samotna kultivace bakterii probihala v termostatu pii 37 °C po dobu maximainé 24 hodin.
Narostla kultura byla nasledné pouzita k dalsim krokim vybranych experimentl. V piipadé pfipravy
tuhého média bylo k tekutému pfipravenému MRS médiu pfidan jeSté bakterialni agar
o koncentraci 15 g-I'.

3.3.23.1 Rustova krivka

U vSech vybranych probiotickych kment byla zméfena rustova kiivka pomoci optické hustoty v
tekutém MRS médiu v danych ¢asovych intervalech. Kultivace probihala v 96-jamkovych desti¢kach,
kdy 200 yl MRS média bylo zaoCkovano 100 pl suspenze bakteridlnich bunék o koncentraci
1-10%° CFU-ml'. Pomoci ELISA readeru temperovaného na 37 °C byla ve 30minutovych intervalech
meérena absorbance pfi vinové délce 630 nm.

3.3.23.2 Priprava bunécénych suspenzi pro diléi analyzy

Narostld kultura probiotickych bunék byla centrifugovdna pifi 2 000 rpm po dobu 5 minut,
po odstranéni supernatantu byla buné&ny sediment promyt rozsuspendovanim sterilni destilovanou
vodou a opé&tovnou centrifugaci pfi 2 000 rpm po dobu 5 minut. Nakonec byl odstranén supernatant a
ziskany sediment rozsuspendovan v 10 ml sterilni destilované vody a takto pfipravena suspenze byla
pouzita pro dalSi analyzy.

3.3.24 Stanoveni viability probiotickych bakterii
NarGst bunééné kultury byl sledovan zménou optické hustoty pfi 630 nm. Viabilita bunék byla ovérena
kultivaéni metodou podle postupu v kapitole 3.3.23 a zaroveii pomoci pritokové cytometrie, kdy k
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vhodné naredé&né suspenzi probiotickych bunék bylo piidano 5 pl roztoku propidiumjodidu
o koncentraci 1 mg-ml-'. Nafed&né suspenze bunék s propidiumjodidem byly inkubovany ve tmé pfi
laboratorni teploté po dobu nejméné 10 minut, poté bylo provedeno stanoveni viability pfi emisi
0 vinové délce 615 nm.

3.3.25 Sledovani zmén viability a uvolniovani aktivnich latek v pradbéhu modelového traveni
Bunétné suspenze nebo pfipravené castice byly podrobeny sledovani stability v prostiedi
modelového traveni.

Narostla kultura bakterialnich buné&k byla pfipravena dle postupu v kapitole kapitole 3.3.23.
Liposomy nebo alginatové ¢astice byly pripraveny dle postupu v kapitole 3.3.22.1 a 3.3.22.4.

Vzorky podrobené modelovému traveni (Tabulka 21) byly smichany se zaludeCni $tavou v poméru
1:1. Vzorky byly inkubovany po dobu 30 minut na temperované trfepacce pfi 37 °C a za stalého
mirného michani. Po inkubaci se Zalude¢ni Stavou byla ke smési piidana v poméru 1:1 smés
pankreatické Stavy se zluCovymi kyselinami. Takto pfipravend smés byla opét inkubovana na
temperované tfepacce, ale po dobu 60 minut. V ¢ase 0 min, 30 min a 60 min byly provedeny odbéry
pro sledovani uvolnénych latek (viabilita, EU).

Tabulka 21 SloZeni modelovych roztok [131]

0,25 g pepsin rozpusténych ve 100 ml destilované vody, poté pfidavek
0,84 ml 35% HCI, pH 0,9

Zaludeéni §tdva

L 0,25 g pankreatu a 1,5 g NaHCO3 rozpusténych ve 100 ml destilované
Pankreaticka Stava

vody, pH 9

Zluéové kyseliny 0,4 g zlu€ovych soli rozpusténych ve 100 ml fosfatového pufru, pH 8

3.4 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Statistické zpracovani vysledki bylo provedeno pomoci matematickych funkci programu MS Excel a
SW Oirigin.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predlozena disertaéni prace je zaméfena na vyvoj a testovani slozek potravin a dopliiki uréenych pro
détskou vyzivu. Cilem prace bylo stanoveni biologicky aktivnich latek ziskanych z rostlinnych anebo
ZivocgiSnych materiald, které by byly vhodné a vyznamné pro doplfiovani a obohaceni détské vyZivy.
Prvni ¢ast experimentalni prace byla vé&novana problematice pfirozeného dopliiovani selenu do
novorozeneckého organismu. Za timto ucelem byla v realnych vzorcich ziskanych z matky a ditéte
stanovovana koncentrace selenu, jakozto antioxidantu bézné se vyskytujiciho v lidském organismu, a
dale jeho prestup z matky na dité v pribéhu kojeni.

V dalSi Casti prace byla pozornost vénovana potravindm rostlinného pidvodu. U vybranych
rostlinnych vzorktl zkoumana nejen vyZivova hodnota stanovenim vybranych makronutrientu, ale také
byly charakterizovany z antioxidaCniho, antimikrobialniho a mozného cytotoxického hlediska. U
vybranych vzork{ byl také sledovan prebioticky ucinek.

Posledni ¢ast prace byla vénovana kombinaci rostlinnych latek a probiotik, tedy i interakci probiotik
s vybranymi kmeny bakterii mlé€ného kvaSeni. Biologicky aktivni latky s probiotickym dc¢inkem byly
samostatné nebo spolu s probiotickymi bakteriemi nasledné& v ramci vyvoje potravin nového typu
enkapsulovany do rGznych typd mikro- a nanolastic za Gcelem zvySeni stability, kvality a
spotrebitelské prijatelnosti. Reakce spotiebiteld na nové vyvijené produkty byla zkoumana pomoci
senzorické analyzy.

4.1 STANOVENiI SELENENOMETABOLITU V REALNYCH VZORCICH

Cilem této Casti prace bylo stanoveni koncentrace biogenniho selenu vazaného v makroslouceninach
v redlnych vzorcich ziskanych od 20 pardi matka-dité. Selen pusobici v téle jako antioxidant mdze byt
v rliznych formach pifena$en z matky na dité, a to pomoci kolostra nebo jesté v prenatalnim stadiu
prostiednictvim pupecni Siiliry. Z tohoto divodu byly zkoumany 3 typy redlnych vzorkd, a to vzorek
materského miéka (Obrazek 13, A) odebrany do 48 hodin po porodu, zilni krevni vzorek od matky a
ditéte (Obrazek 13, B) odebrany ihned po jeho narozeni. Hlavnim zkoumanym metabolitem byl tzv.
selenoprotein P. Jedna se o glykoprotein obsahujici nejvice atomi selenu v krevni plasmé [132],
Stanoveni bylo provedeno pomoci optimalizované metody na sestavé 2D-SEC-SECxSEC-AF-ICP-MS
a pro porovnani byla provedena enzymatickd metoda pomoci ELISA kitu. Sledovanymi slou¢eninami
byly predevSim glutathionperoxidaza, selenoproteiny a selenoalbumin.

| e

Obrazek 13 Vzorky pro stanoveni spécii selenu ziskanych od péru matka-dité;

A - kolostrum, B — vzorky krevniho séra
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4.1.1 Stanoveni selenometabolitii ve vzorcich kolostra

Vzorky pro analyzu selenu ve vzorcich matefského mléka (M1-20) pomoci 2D-SEC-SECXSEC-AF-
ICP-MS byly piipraveny dle postupu v kapitole 3.3.1, kde jsou popsany i samotné podminky analyzy.
Vysledky jsou prezentovany jako koncentrace selenu v ng-g'. V8echny vzorky byly zméfeny tfikrat a
ze ziskanych hodnot byl vypoéitan primér a smérodatna odchylka.

V grafu (Obrazek 14) se nachazi shrnuti vysledkl koncentraci sledovanych selenometabolitd a
selenoproteinu P v matefském mléce.

Relativni zastoupeni selenu ve sledovanych slouéeninich je dle vysledki uvedenych v grafu
v sestupném pofadi— nejvy8Si zastoupeni ma glutathionperoxiddza (25,6 £6,3 ng-g'), dale
selenoprotein P (18,8 £5,1 ng-g'), selenocystamin (10,1 +3,2ng-g") a selenometabolity
(4,4 +3,4ng-g"). Pomémné vysoké zastoupeni selenu u glutathionperoxidazy, zastupujici roli
antioxidantu, indikuje spravnou funkci §titné zlazy, ktera je producentem tohoto enzymu. Zaroven také
z vysledkl vyplyva, Ze zkoumané objekty obsahuji vysoké zastoupeni selenoproteinu P, a tudiz
nevykazuji deficit selenu v téle [133],

Vybrana analytickda metoda byla schopna diky zméné polohy ventilu a cest mobilni faze pres
vybrané kolony oddélit selenocystamin od ostatnich selenometabolitli v matefském miéce. V krevnim
séru se selenocystamin jiz nenachazi. Separace byla docilena izolovanim selenoproteinu P v afinitni
koloné a soucasnou eluci selenocystaminu prfes SEC kolony pfimo do ICP-MS. Zarovei bylo touto
metodou docileno separace selenometabolit’ z glutathion peroxidazy.

Selenoalbumin, ktery je také soucasti matefského mléka, nemohl byt touto metodou stanoven, a to
z dlvodu nulové afinity k heparinové afinitni koloné. K jeho eluci dochazelo tedy v ramci mrtvého
objemu mobilni faze.
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Obrazek 14 Grafické znazoméni zastoupeni jednotlivych sledovanych analyti
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4.1.2 Selenometabolity a selenoproteiny v materském a pupecnikovém krevnim séru

Realné vzorky krevniho séra matky (MS 1-20) a ditéte (pupecnikové krevni sérum, CS 1-20) byly
také pomoci 2D-SEC-SECXSEC-AF-ICP-MS analyzovany na pfitomnost selenometabolitd a
selenoproteinl. Vzorky byly pied samotnou analyzou pfipraveny dle postupu v kapitole 3.3.2, kde jsou
popsany i podminky analyzy. Vysledky jsou prezentovany jako koncentrace selenu v ng-g'. VSechny
vzorky byly zméreny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.

V grafu (Obrazek 15) se nachazi shrnuti vysledki koncentraci sledovanych selenometaboliti a
selenoproteint v krevnich sérech matky (MS) a ditéte (CS).

V krevnich sérech byla relativni koncentrace selenu stanovena v nasledujicim sestupném poradi —
nejvy$si obsah vykazovaly selenoproteiny P (MS: 57,1 £8,8ng-g”', CS: 33,6 +4,2ng-g"), dale
glutathionperoxiddza (MS: 12,6 +1,5ng-g", CS: 9,8 £1,3ng-g") spolu se selenoalbuminem (MS:
13,4+1,3ng'g', CS: 18,9+22ng-g’) a nakonec selenometabolity (MS: 6,5+ 1,3ng-g’, CS:
5,4 £0,8ng-g"). Zvysledkll Ize fict, Ze zastoupeni selenoproteinu P bylo v krvi matky nejvy$si,
v porovnani s krevnim sérem ditéte a matefskym milékem. V matefském krevnim séru tak
selenoprotein P pfedstavuje 64 % celkového zastoupeni selenu, v pupecnikovém séru 50 % a
v matefském mléce pouze 32 %. Mateiské krevni sérum obecné vykazovalo vy33i koncentrace
selenoproteinu P i glutathionperoxidazy nezli ve vzorcich pupeénikového séra. Z grafu dale vidime, ze
ve vSech vzorcich CS je koncentrace selenoalbuminu vySsi nezli glutathionperoxidazy.

Z vysledkl tedy vyplyva, ze mateiské mléko obsahuje vysoké koncentrace glutathionperoxidazy,
které je ditétem v podobé stravy pfijimano v prvnich dnech Zivota. Naopak selenoprotein P byl ve
vysSich koncentracich zastoupen v pupe€nikovém krevnim séru, a tudiz je jeho transfer pomoci
kolostra nizsi.

4.1.3 Stanoveni selenoproteini pomoci ELISA kitu

Pomoci komeréné zakoupeného ELISA kitu pro stanoveni selenoproteinti byly ziskany hodnoty
koncentraci ve v8ech realnych vzorcich ziskanych od dvojice matka-dité. Tyto hodnoty byly nasledné
porovnany s vysledky ziskanymi pomoci separace chromatografickou metodou s detektorem ICP-MS.

Pripravené realné vzorky podle postupu v kapitole 3.3.3 byly pouzity pro analyzu pomoci ELISA
kitu dle postupu uvedeného ve stejné kapitole. VSechny vzorky byly zméfeny tfikrat a ze ziskanych
hodnot byl vypocéitan primér a smérodatna odchylka. Vysledky jsou prezentovany jako koncentrace
selenu v ng-g.

V tabulkach (Pfiloha 1) se nachazi shrnuti vysledki koncentraci sledovanych spécii selenu (suma
hodnot) v materském mléce (M), krevnich sérech matky (MS) a ditéte (CS) stanovenych pomoci ICP-
MS a ELISA metody. Pro porovnani vysledkl téchto dvou metod stanoveni byly vysledné hodnoty
ziskané ELISA metodou, ktera slouZi ke stanoveni molekul selenoproteint, piepoéteny na koncentraci
zastoupeni selenu, a to na zakladé dedukce, Ze selenoprotein P obsahuje 10 atomu selenu [134,

Pomoci ELISA metody byla v matefském mléce stanovena priimérna hodnota selenoproteinti na
405,3 £129,6 ng-g' a po prepoéteni na mnozstvi selenu 5,61 + 1,80 ng-g”'. Tato hodnota je tfikrat
mensi, nezli hodnota ziskana pomoci detektoru ICP-MS. Ve v8ech zkoumanych vzorcich se toto
schéma potvrdilo a mizeme tvrdit, Ze pomoci ICP-MS doS$lo k ziskani presnéjSich vysledku. | kdyZ je
metoda pomoci ELISA kitu rychlejsi, je to tedy zfejmé na Ukor presnosti a citlivosti stanoveni [135],
Kombinaci dvou analytickych metod byla prokazana piitomnost spécii selenu v kolostru, jeho
vyuzitelnost, a tim potvrzena dulezitost materského mléka v ramci détské vyzivy, jelikoz se jedna o
vyznamny zdroj Zivin a aktivnich latek u novorozenci.

70



4.2 CHARAKTERIZACE NUTRICNIHO SLOZENi VYBRANYCH TYPU
ROSTLINNYCH MATERIALU

V této Casti prace byly vybrany rostlinné vzorky pro navrh viastniho doplfiku stravy s pozitivnim vlivem

na lidsky organismus v kombinaci s dalSimi latkami nebo pfipadné na viabilitu probiotickych bakterii.

V praci byly na zakladé screeningu trendl v oblasti vyZivy vybrany tfi skupiny rostlinnych materialt
k naslednym analyzam. Z nutricniho hlediska byly tyto rostlinné vzorky analyzovany pro obsah ve
vodé rozpustnych sacharid(i, nerozpustné vlakniny, celkového dusiku s naslednym vypoétem hrubé
bilkoviny a zastoupeni mastnych kyselin.

Prvni skupinou (3.2.4.2) jsou moiské makrorasy, které jsou dostupné v su$ené formé&, mikrorasa a
sinice dostupna v podobé prasSku. Konkrétné se jedna o arame, wakame, hijiki, kombu, chlorellu a
spirulinu. Tato skupina je povazovana za tzv. ,jidlo budoucnosti®.

Druhou skupinou (3.2.4.3) jsou rostlinné prasky ziskané z rostlinnych ¢asti zelenych rostlin, které
se hojné vyuzivaji jako doplnék stravy a jsou Casto razeny mezi tzv. ,superpotraviny®. Do této skupiny
byl zafazen matcha prasek, mlady jeémen a pSenice a moringa.

Treti skupinou (3.2.4.5), kterd byla vybrana hlavné na zakladé potencialni vysoké vytéznosti
lipidické frakce, jsou seminka a ofechy. Opét byly vybrany takové vzorky, které Ize povazovat za
,superpotraviny“, a to Inéné seminko, konopné seminko, viaSské ofechy, dyfiova seminka, sezamové
seminko a fimsky kmin.

4.2.1 Obsah sacharidd a nerozpustné vlakniny

Vzorky rostlinné viakniny (3.2.4.2), kterd je hojné pouzivana jako dopInék stravy napfiklad u
sportovcl, byly analyzovany pro obsah ve vodé rozpustnych celkovych sacharidl, redukujicich
sacharidl a nerozpustné viakniny. Vzorky pro stanoveni sacharidl spektrofotometrickou metodou byly
nejprve extrahovany v destilované vodé& podle postupu v kapitole 3.3.4. Nasledné byly stanoveny
celkové sacharidy podle metody v kapitole 3.3.6 a redukujici sacharidy podle metody v kapitole 3.3.7.
Nerozpustna vldknina byla stanovena vazkovou metodou podle postupu v kapitole 3.3.8. U nékterych
vzork( byly identifikovany i jednotlivé vybrané sacharidy pomoci HPLC podle postupu v kapitole
3.3.17. V8echny vzorky byly méfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna
odchylka. Vysledky jsou vyjadfeny v mg-g-' suchého vzorku (Tabulka 22).

Z naméfenych hodnot vzorkd vlakniny je zifejmé, Ze vzorky chia vlakniny a jakon sirupu obsahuji
nejvétsi mnozZstvi ve vodé rozpustnych sacharidi s hodnotami nad 400 mg-g'. U vzorku jakon sirupu
byl také stanoven vysoky obsah redukujicich cukrd, a to 232,6 + 0,14 mg-g'. Tato hodnota je ve
srovnani se vzorkem inulinu mnohokrat vy$3i a Ize jej pouzivat jako rostlinné sladidlo. Naopak
nerozpustna vlaknina byla u vzorku jakonu stanovena ve velmi nizké, az nulové hodnoté. Z hodnot
nerozpustné vlakniny Ize vyzdvihnout vzorky chia, bambusové vlakniny a smési chlorelly se spirulinou.
Pomoci analyzy HPLC byla potvrzena piitomnost oligosacharidd ve vzorku inulinu, ve kterém bylo
zaznamenano i vysoké mnozstvi fruktézy a glukézy. U chia vlakniny bylo zaznamenano i zastoupeni
mandzy. U jakon sirupu byly opét potvrzeny oligosacharidy a vysoké mnozstvi fruktézy.

U vzorkll fas a sinice byly zaznamenany pomérné vysoké hodnoty celkovych i redukujicich
sacharidi. Vzorek arame obsahoval nejvice celkovych sacharidd (319,3 £ 15,4 mg-g™), redukujicich
sacharidii (245,80 + 7,80 mg-g") a zarovei i nerozpustné viakniny (640,0 25,3 mg-g'). Pomoci
metody HPLC bylo u vzorky arame stanoveno i nejvétSi mnozstvi glukézy a fruktézy (21,03 mg-g') v
porovnani s inulinem (26,48 mg-g'). Ve vzorku wakame bylo naopak stanoveno nejvétsi mnozstvi
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sacharézy (97,02 mg-g'). Celkové lIze fici, Ze vzorky moiskych makrofas obsahuji velké mnozstvi
nerozpustné vlakniny vyznamné pro organismus.

Podobné vysledky byly pozorovany i u rostlinnych praski. U v8ech se hodnoty nerozpustné
vlakniny pohybovaly kolem 200 mg-g'. Vysoka hodnota je dana nejspi$e zdrojem samotného prasku,
ktery je ziskan mletim zelenych listd rostlin. Z této skupiny nejvy$$i hodnoty vSech sledovanych
sacharidii vykazovala matcha a mlady je¢men, ve kterych bylo pomoci HPLC stanoveno i vét$i
mnozZstvi sacharézy kolem 30 mg-g', ve vzorcich rostlinnych prask( se vyskytla i arabindza, ktera je
soucasti hemicelul6z.

Vyznam analyzy zastoupeni sacharidii a nerozpustné vlakniny je v této praci ten, Ze slouzi jako
zdroj energie nejen pro konzumenta, ale zvlasté pro mikrobiom tlustého stfeva. Nerozpustna viaknina
je mikrobiomem fermentovana a vznik kyselin s kratkym fetézcem, ¢imz mdze stimulovat funkci
stfevniho epitelu a zaroven udrzovat nizs$i pH, a tim vytvaret nevhodné podminky pro patogeny [136],

Tabulka 22 Stanoveni sacharid(l ve vodnych extraktech a nerozpustné vlakniny ve vzorcich

Celkové Redukujici Nerozpustna
sacharidy sacharidy vlaknina
Vzorky ¢ [mg-g’] ¢ [mg-g’] ¢ [mg-g’]
inulin 83,8+ 1,1 11,04 £ 0,12 0,0+0,0
2 chia vlaknina 437,6 £0,2 0,90 £ 0,02 97,924
£ bambusova vilaknina 0,9+0,2 0,07 +£0,13 175,8+4,2
L: chlorella + spirulina 6,0 £0,3 2,34 £ 0,08 61,7+1,5
jakon sirup 632,4 + 0,6 232,6 £ 0,14 0,5+0,1
chlorella 67,6 £6,8 41,50+ 1,00 81,9 +4,1
o spirulina 46,8+ 10,0 16,50 £ 0,30 40,520
£ | arame 319,3 & 15,4 245,80 + 7,80 640,0 £ 25,3
S | wakame 77,0+3,38 5,40 + 1,51 18,1+24
T hijiki 95,5+ 13,2 12,20 £ 1,30 501,1 + 16,8
kombu 22,7+54 16,80 £ 4,12 311,4+ 15,2
> . matcha 131,6+2,9 34,30 £ 1,40 2491125
£ .8 | moringa 254+7,8 79,60 £ 1,90 246,7 12,3
g g mlada pSenice 61,8+0,5 19,00 £ 0,70 225,7 £ 11,3
mlady jemen 76,2+ 0,4 39,70 £ 0,20 205,6 £ 10,3

4.2.2 Stanoveni celkového dusiku

Rostlinné vzorky (3.2.4.2, 3.2.4.3, 3.2.4.4) byly podrobeny analyze stanoveni hrubé bilkoviny
modifikovanou metodou podle Kjeldahla, a to podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.9. K prepoctu
celkového dusiku na hrubou bilkovinu byl vyuzit faktor 5,7 (ostatni mouky, téstoviny) pro vzorky
vlaknin, faktor 6,25 (ostatni potraviny) pro rasy a sinice a faktor 5,83 (je€men, oves, Zito) pro rostlinné
prasky [137 V/Sechny vzorky byly méfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan pramér a
smérodatna odchylka. Vysledky jsou vyjadfeny v hmotnostnich procentech.

Nejvyssi hodnoty celkového dusiku v ramci vlakniny byly stanoveny u chia vlakniny a smési chlorelly
se spirulinou (Obrazek 16). Necelych 12 % hrubé bilkoviny vypocitadn u chia viakniny se témé&r shoduje
s deklarovanou hodnotou vyrobce (9 g na 100 g vyrobku). Chia viaknina je tak bohatym zdrojem nejen
nerozpustné vlakniny, ale i bilkovin.
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Vzorky viakniny
Obrazek 16 Stanoveni dusiku ve vzorcich vlakniny

Vzorky morskych fas mohou také slouzit jako zdroj bilkovin (Obrazek 17). Nejvy$Si hodnota
celkového dusiku byla stanovena u vzorku wakame s hodnotou 2,16 £ 0,03 % a hrubé bilkoviny
na 13,50 £ 0,63 %. U ostatnich moiskych fas se hodnota hrubé bilkoviny pohybovala do 10 %.
U vzorkli samostatné spiruliny a chlorelly do$lo pii mineralizaci k iplnému spaleni navazky a dosazeni
nulovych hodnot. U téchto vzork( by proto byla nutna optimalizace krokti samotné mineralizace.
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Vzorky fas a sinice
Obrazek 17 Stanoveni dusiku ve vzorcich ras a sinice

U vSech vzorkl rostlinnych praskd byly naméfeny hodnoty celkového dusiku (Obrazek 18).
Nejvy38i celkovy dusik a hrubé bilkoviny byl naméfen u vzorku mladého je€mene (1,71 £ 0,02 %;
9,97 £ 1,05 %). U ostatnich vzork( se hodnota pohybovala kolem 0,6 % celkového dusiku.
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Obrazek 18 Stanoveni dusiku ve vzorcich rostlinnych praska

Z vysledkl stanoveni celkového dusiku vyplyva, Ze z kazdé skupiny testovanych vzorki Ize vybrat
vzorky s dostate¢nym obsahem bilkovin, jehoz mnozstvi je porovnatelné s mnozstvim nachazejici se
napfiklad v mouce nebo ryzi. Dusik je ve vyzivé nezbytnym zdrojem aminokyselin a samotné proteiny
obsazené v potraviné souvisi s jeji kvalitou a senzorickymi viastnostmi [138].[139],

4.2.3 Extrakce oleji z vybranych rostlinnych materiali

Lipidické extrakty byly z vybranych vzorkid (3.2.4.3, 3.2.4.4, 3.2.4.5) extrahovany hexanem, a to
pomoci pristroje Soxtherm dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.5.2. Vzorky seminek musely byt pfed
samotnou extrakci pomlety, aby doSlo k G¢inné&jSi extrakci latek. Extrakce probihala paralelné ve dvou
opakovanich a ziskané primérné hodnoty vytéZznosti vyjadiené jako hmotnostni zastoupeni v
procentech jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 23). Pro srovnani ziskanych olejd, byly vzorky seminek
lisovany za studena pomoci kuchyriského lisu Yoda, dle postupu v kapitole 3.3.5.1.

Ze vsech vzorkl byl ispéSné extrahovan lipidicky extrakt. Nejvy$$i vytéZznost byla pozorovana u
vzorkll seminek, které jsou obecné bohatym zdrojem lipidQ, predevdim mastnych kyselin. Nejvy$si
vytéznost byla pozorovana u viadského ofechu s 61,26 + 3,04 %. Za zminku ovSem stoji pomé&rné
mala vytéznost u dyriovych seminek, a to pomoci obou metod. Pomérné maly vytéZzek byl zptisoben
zfejmé Sarzi vyrobku, kdy se seminka jevila jiz na pohled velmi sucha. Pomoci lisu za studena byla
ziskana pouze pokrutina, ktera mize byt pouzita pro naslednou extrakci hexanem. DdleZitou roli pied
samotnou extrakci hexanem bylo rozruSeni samotnych seminek. Pokud byla seminka dostatecné
velka, rozruSeni bylo snadné&jsi s vysledkem vySSi vytéznosti, a to i v pfipadé lisovani za studena.
U ostatnich vzork( rostlinného materialu byla vytéZznost obecné nizka, maximalné do 6,5 %, az
na vzorek moringy (az 13 %), jejiz listy jsou bohaté na lipidické latky, pfedevsim na PUFA [140],

U ziskanych oleji byl zjistén obsah fenolickych latek, celkova antioxidacni aktivita a profil mastnych
kyselin. Vybrané lipidické extrakty byly nasledné enkapsulovany do liposomi vytvoienych ze s6jového
lecithinu, a to pro zvySeni stability olejd.
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Tabulka 23 VytéZnost rostlinnych oleji extrahovanych hexanem pomoci pfistroje Soxtherm a olejl
ziskanych lisovanim za studena pomoci lisu Yoda

Soxtherm Lisovani za studena

Vzorky w [%] w [%]
chlorella 3,54 £ 0,45 -
- .8 spirulina 1,78 £ 0,57 -
8 = arame 0,16 + 0,12 -
© wakame 0,43 +0,23 -
kombu 0,32+0,17 -
> o matcha 6,00 £ 0,85 =
£ .3 moringa 13,52 £ 1,07 -
2 5| miada psenice 3,21+ 1,02 -
mlady jeémen 6,30 £ 1,74 —

konopné seminko 31,351+2,44 36,85

Inéné seminko 75,43 £3,15 17,41

S vlaSsky ofech 61,26 + 3,04 32,15
g dyfiova seminka 13,40 + 1,89 -

& sezamova seminka 29,15+ 1,79 41,26

kmin fimsky 14,96 £ 0,78 2,69

4.2.3.1 Zastoupeni mastnych kyselin v extrahovanych vzorcich

Vzorky olejii extrahovanych hexanem pomoci pristroje Soxtherm a lisovanim za studena (4.2.3)
byly podrobeny analyze mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s plamenovym detektorem.
Vzorky olejl byly nejprve transesterifikovany, a to podle postupu v kapitole 3.3.10. Samotna analyza
pomoci GC-FID je popsana v téze kapitole. VSechny vzorky byly promérfeny tfikrat a ze ziskanych
hodnot byl vypoditan primér a smérodatna odchylka. Vysledky mastnych kyselin jsou vyjadieny v
mg-g"' ziskaného oleje, vysledky zastoupeni skupin nasycenych, mononenasycenych a
polynenasycenych mastnych kyselin jsou vyjadieny v hmotnostnich procentech z celkovych mastnych
kyselin. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 24).

Pomoci pfistroje Soxtherm a GRAS rozpoustédla, hexanu, bylo z chlorelly a spiruliny ze skupiny
fas a sinic extrahovano nejvice mastnych kyselin. V oleji chlorelly bylo stanoveno az
158,65 + 7,54 mg-g'. Z tohoto mnozstvi mastnych kyselin mély polynenasycené mastné kyseliny
nejvétSi zastoupeni, a to az 56,69 + 3,88 %. Za zminku stoji, Ze z této skupiny mastnych kyselin byla
detekovana napfiklad esencialni kyselina linolova (41,0 ug-ml') a a-linolenova (55,6 ug-ml?'). Kromé
polynenasycenych mastnych kyselin se ve velkém mnozstvi stanovily i nasycené a mononenasycené
mastné kyseliny, kyselina palmitova, stearova a olejova (51,8 ug-ml'; 23,3 ug-ml?'; 5,8 ug-ml1).
Uvzorku spiruliny byla navic stanovena a-linolenova i y-linolenova kyselina (7,3 ug-ml; 49,7 ug-ml).

Nejvy$si obsah mastnych kyselin ve skupiné rostlinnych praski byl stanoven u vzorku matcha, a to
3,54 £ 0,45 mg-g'. | u tohoto vzorku meély polynenasycené mastné kyseliny nejvétsi zastoupeni, a to
az 70,97 £ 7,64 %. Koncentrace kyseliny linolové (13,95 ug-ml') a a-linolenové (54,8 ug-ml') byly
opét nejvyssi. Obecné byly hodnoty mastnych kyselin v této skupiné velmi nizké. V ramci prace byly
stanoveny mastné kyseliny i pfimo z navazky vzorkl. Ve stanoveném mnoZstvi nebyl vyrazny rozdil
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mezi stanovenym obsahem z navazky vzorku a z extrahovaného oleje. Vzorky lipidickych extraktt
byly pouzity pro enkapsulaci do liposomu, z tohoto divodu byly diskutovany naméfené hodnoty.

Tabulka 24 Zastoupeni mastnych kyselin v rostlinnych vzorcich extrahovanych hexanem pomoci
pfistroje Soxtherm

Mastné SFA MUFA PUFA
kyseliny
Vzorky ¢ [mg-g] w [%] w [%] w [%]
chlorella 158,65 + 7,54 30,28 + 0,54 13,04 £ 3,34 56,69 £ 3,88
_?_;_’ spirulina 144,45 + 6,77 37,96 + 8,18 6,75+ 0,97 55,3 +£7,20
% arame 85,38 £+ 6,12 38,16 + 1,84 22,65 +2,13 39,19 £ 9,03
; wakame 108,08 + 11,39 36,36 + 1,73 15,03 £2,87 48,61 £ 10,01
2 hijiki 86,44 + 5,30 55,72 £+ 5,24 14,75 £ 2,67 29,53 + 11,36
kombu 86,40 +4,70 36,17 £ 2,47 28,03 +1,70 35,81 £ 5,23
matcha 3,54 £ 0,45 21,58 + 0,66 7,45+ 1,11 70,97 £ 7,64
é moringa 1,78 £ 0,57 58,86 £ 5,70 9,15+ 1,99 31,99 £ 4,08
"g mlada pSenice 0,16 £0,12 16,04 + 1,04 5,85+2,13 78,12 +£9,03
mlady jeCmen 0,43+0,23 43,48 £ 2,65 7,44 + 0,91 49,08 + 3,34
konopné seminko 720,04 + 21,80 8,46 £ 1,45 9,62 +1,98 81,92+8,14
© Inéné seminko 713,82+ 12,15 10,47 + 0,36 15,05 +0,10 74,48 + 6,15
E vlaSsky ofech 819,30 + 14,04 9,04 £0,18 12,45 £ 0,25 78,51 £ 5,92
§ dynova seminka 280,59 + 11,91 18,35 £ 2,25 36,79 + 3,32 44,86 + 2,45
sezamova seminka 23,89 +8,70 22,22 +2,27 33,76 £ 3,42 44,03 + 3,07
kmin rfimsky 12,60 £ 2,55 24,88 +1,82 0,00+£0,12 75,12 +10,14

U vzork( seminek a ofechd byl z analyzovanych materiali oGekavan nejvy$si obsah mastnych
kyselin, ktery byl také potvrzen. Vysoky obsah byl stanoven u vzorkdl konopného seminka
720,04 + 21,80 mg-g"', 71382+12,15mg-g’ a
819,30 £ 14,04 mg-g'. U v8ech zminénych vzorki mély nejvétsi zastoupeni opét polynenasycené

Inéného  seminka vlagskych  ofechi
mastné kyseliny, a to az 80 %. V pfiloze (Pfiloha 2) naleznete vzorovy graf zastoupeni mastnych
kyselin ve Inéném oleji extrahovany hexanem pomoci pfistroje Soxtherm a ziskany lisovanim za
studena pomoci kuchynského lisu YODA.

Ziskané oleje izolované obéma metodami byly porovnany v ramci zastoupeni mastnych kyselin
(Tabulka 25). Prekvapivé vy3Si vytéZznost mastnych kyselin pomoci lisu byla pozorovana u
sezamovych seminek a fimského kminu, jejichz struktura se velmi Spatné dezintegrovala pred
samotnou extrakci, a z toho divodu nebyla vysoka vytéznost vyslednych oleji. Celkové lIze tvrdit, Ze
obé&ma metodami se ziska velké mnozstvi zastoupenych polynenasycenych mastnych kyselin. Velmi
vyznamny rozdil byl pozorovan u stanovenych polynenasycenych mastnych kyselin u vylisovanych
olejii z konopného, Inéného seminka a ofechd, kdy bylo stanoveno i malé mnozstvi kyseliny
arachidonové (ARA) a eikosapentaenové (EPA), které se uc¢astni mnoha biochemickych mechanismi
v téle, jako je genova exprese nebo mediator syntézy lipidi. Obecné hraji polynenasycené mastné
kyseliny ddlezitou roli v lidské vyzivé, kdy podporuji biologickou, fyziologickou aktivitu jedince a prinasi
mnoho dal$ich zdravotnich vyhod [14111142],
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Tabulka 25 Srovnani zastoupeni mastnych kyselin olejd ziskanych pomoci extrakce a lisovanim za

studena
Mastné
SFA MUFA PUFA
kyseliny
Vzorky ¢ [mg-g] w [%] w [%] w [%]
konopné seminko 720,04 + 21,80 8,46 + 1,45 9,62 +1,98 81,92 +8,14
8 GE) Inéné seminko 713,82 £12,15 10,47 £ 0,36 15,05+ 0,10 74,48 £6,15
é % vlassky ofech 819,30 + 14,04 9,04 £0,18 12,45 +£ 0,25 78,51 £5,92
3 é dyriova seminka 280,59 + 11,91 18,35 £2,25 36,79 + 3,32 44,86 + 2,45
? sezamova seminka 23,89 + 8,70 22,22 +2,27 33,76 £ 3,42 44,03 + 3,07
kmin rfimsky 12,60 £ 2,55 24,88 + 1,82 0,00 £0,12 75,12 +10,14
konopné seminko 291,04 £ 2,80 9,23 £0,47 14,01 £ 0,30 76,76 £ 4,21
Inéné seminko 587,50 + 8,16 9,79 £0,25 19,92 £ 0,10 70,30 + 6,23
= g vlasky ofech 326,91 + 14,04 9,61 £1,01 12,75 £ 0,25 77,64 + 3,02
"g § dyfiova seminka - - — —
2 G | sezamova seminka 837,98 + 3,79 16,13 £1,27 41,19 + 3,02 42,69 +2,12
N kmin rfimsky 572,19 £ 0,55 6,77 £1,40 54,73 +0,12 38,51 £5,70

4.3 OBSAH VYBRANYCH BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

V této Casti prace byla pozornost zaméfena na stanoveni obsahu vybranych biologicky aktivnich latek,
jako jsou napriklad celkové fruktany, B-glukany, rostlinna barviva, antioxidacni a antimikrobialni
aktivita. Skupiny vzorkl fas a sinice a rostlinnych prasku, které byly analyzovany z nutriéniho hlediska,
byly analyzovany i v této ¢asti. Navic, s ohledem na vybrané biologicky aktivni latky, byly zkoumany i
ovocné a zeleninové Stavy, sirupy, €aje ale také extrakty vybranych bylin a koreni.

4.3.1

Pomoci komeréné zakoupenych kitd byly vypoditany koncentrace celkovych fruktant, které jsou
soucasti fruktooligosacharid(i, a B-glukant ve vzorcich rostlinnych prasku, fas a sinice. Stanoveni

Stanoveni vybranych sacharidovych skupin

fruktant bylo provedeno podle postupu v kapitole 3.3.14 a B-glukant podle postupu v kapitole 3.3.15.
V8echny vzorky byly méfeny tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypoditan primér a smérodatna
odchylka. Vysledky jsou vyjadieny v mg-g-' suchého vzorku (Tabulka 26).

Vzorek inulinu, ktery je zastupcem rozpustné vlakniny sloZeny z jednotek fruktooligosacharidil
vykazovala nejvy$§i obsah fruktanl, a to 749,938 + 3,071 mg-g'.Tento vzorek mdzeme v nasem
pfipadé brat jako referenéni viiéi ostatnim zkoumanym vzorkiim. Rasy a sinice nevykazovaly vysoké
hodnoty fruktant. Naopak u vzork( mladého jeémenu a matcha byl naméfen vysoky obsah, a to nad
100 mg-g'. Tyto latky tak maji potencial zastoupit inulin, ktery se bézné vyuziva jako prebiotikum.
V kombinaci s probiotiky slouZi jako substrat a dostupny zdroj Zivit pro rdst probiotickych bakterii,
které je jsou schopny fermentovat v tlustém stievé za vzniku kyselin s kratkym rfetézcem [1431[144],

U vzorkl byl navic stanoven obsah B-glukant, u kterych byl rovnéz potvrzen pozitivni vliv na lidské
zdravi %51, Nejvy$Si obsah byl stanoven u vzorku arame (245,80 £ 7,80 mg-g') a poté u hijiki a
kombu, kde se hodnota pohybuje kolem 12—16 mg-g'. Pfitomnost B-glukanl ve vyZivé je vyhodna
v mnoha smérech. Tyto latky ovliviiuji hodnotu cholesterolu a hodnotu glukézy v krvi po jidle. Pro
snizeni hodnoty cholesterolu v krvi se doporucuje denni davka pfijmu B-glukant az 3 g. Detailngjsi
mechanismus G¢inku ovdem nebyl objasnén [145],
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Tabulka 26 Stanoveni skupin sacharidtl ve vybranych vzorcich

Fruktany B-glukany
Vzorky ¢ [mg-g’] ¢ [mg-g’]
inulin 749,938 % 3,071 -
© chlorella 2,600 £ 0,130 0,45 £ 0,53
:E spirulina 1,230 £ 0,060 0,19 £ 0,02
2 arame 0,948 + 0,342 245,80 + 7,80
7 wakame 1,394 + 0,843 5,40 + 1,51
- hijiki 0,714 + 0,052 12,20 £ 1,30
kombu - 16,80 £ 4,12
- matcha 125,74 + 6,29 10,65 + 0,53
£ 3| moringa 2.81£0,14 3,98 £ 0,20
2§ mlada psenice 32,53 £ 1,63 19,21 £ 0,96
mlady jeCmen 152,57 £ 7,63 18,76 £ 0,94

4.3.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek, flavonoidd a antioxidac¢ni aktivity

Pro vyuZiti rostlinnych extraktll s obsahem biolgicky aktivnich latek v détské vyzivé byla pozornost
vénovana extrakcim pomoci GRAS rozpoustédel, konkrétné destilovanou vodou, ethanolovym
roztokem a hexanem. V rdmci ethanolovych extrakci byl sledovan i obsah sledovanych latek v rdmci
koncentracni rfady ethanolu, kdy byl roztoku 20% ethanolu zvolen jako nejucinné&jsi, a proto byl v rdmci
disertacni prace vyuzit. Vzorky vybrané na zakladé potencialnich antioxidacnich a antimikrobialnich
G¢inkG. Jednalo se o vzorky fas a sinic (3.2.4.3), rostlinnych praskl (3.2.4.4) a seminek a ofechil
(3.2.4.5).

4.3.2.1 Polarni extrakty — Vodné a ethanolové extrakty

Vzorky rostlinného materialu byly analyzovany pro celkovy obsah fenolickych latek, celkovych
flavonoidl a antioxidacni Gcinek. Pro stanoveni véech tfi zkoumanych skupin biologicky aktivnich latek
byly vzorky extrahovany do destilované vody nebo 20% ethanolového roztoku o hmotnostni
koncentraci 0,05 nebo 0,1 g-ml-1 podle postupu v kapitole 3.3.4. Nasledné byly vzorky pfipraveny
k diléim analyzam. Stanoveni celkovych fenolickych latek je popsano v kapitole 3.3.11, celkovych
flavonoidi v kapitole 3.3.12 a antioxidacni aktivita v kapitole 3.3.13. VSechny vzorky byly méfeny
tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypoditan primér a smérodatna odchylka. Vysledné hodnoty jsou
uvedeny v tabulce (Tabulka 27). Vysledky jsou vyjadfeny v mg-g-' suchého vzorku.

Z hlediska obsahu celkovych fenolickych latek byly vzorky rostlinnych praskd extrahované
destilovanou vodou vyhodnoceny jako nejbohatSi. Nejvy$Si hodnoty fenolickych latek vykazovala
spirulina 64,01 £ 6,07 mg-g' a matcha 54,50 £ 2,50 mg-g-'. VVysoky obsah fenolickych latek mél vliv i
na hodnoty antioxidacni aktivity, kdy v pfipadé vzorku matcha byla stanovena az na hodnotu
100,52 + 1,32 mg-g™'.
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Tabulka 27 Charakterizace rostlinnych extraktl z hlediska obsahu fenolickych latek a antioxidacni

aktivity
L . Antioxidaéni
Fenolické latky Flavonoidy .
aktivita
Rostlinny extrakt ¢ [mg-g] ¢ [mg-g] ¢ [mg-g]

chlorella 17,86 £ 0,36 7,82 £ 0,03 44,19 £ 0,91

spirulina 64,01 £ 6,07 23,30 £ 0,87 56,69 + 1,52

Q arame 22,90 £ 0,50 6,29 £ 0,03 27,06 £ 0,80
T o | wakame 2,17 £ 0,00 3,81 £0,83 17,86 £ 2,72
:E hijiki 4,32 £ 0,86 2,95+ 0,65 25,97 + 3,66

Z‘é kombu 7,37 £0,09 3,08 + 1,06 0,84 £ 0,04

§ chlorella 10,18+ 0,10 6,64 £ 0,20 2,97 £1,52

" | spirulina 41,77 £1,43 18,26 + 0,55 52,12 + 1,52

% arame 34,77 £ 0,50 8,96 + 0,46 36,39 £ 4,02
L wakame 0,68 +£0,10 3,97 £ 0,10 28,55 +2,96
hijiki 2,70 £ 0,64 2,06 £ 0,43 29,20+ 1,16

kombu 7,25 £ 0,04 0,93 £0,15 2,00 £ 0,56

matcha 54,50 + 2,50 3,87 £0,14 99,71 £0,17

Q > | moringa 20,64 £ 1,02 0,97 £ 0,03 22,57 £ 0,87
T 38 mlada pSenice 6,46 £ 0,65 1,17 £ 0,03 14,05+ 2,15
EJ- mlady jemen 5,41 £ 0,21 0,47 £ 0,07 12,84 £1,30
% matcha 24,05+ 0,68 14,53 £ 0,10 100,52 + 1,32

% e moringa 25,30 £ 0,61 2,99 + 0,61 52,12 £ 0,71
i mladéa p3enice 5,39 £+ 1,50 1,34 £ 0,08 36,39+£0,18
mlady jemen 5,92 £ 0,10 0,92 £ 0,06 28,55+ 1,55

V ramci extrakce byly zvoleny pouze GRAS rozpoustédla, jelikoZz pouziti jinych (potencialné
toxickych) organickych rozpoustédel nevyhovuje legislativnim stanovam ['461 a proto nedochazelo k
vys8i extrakeni ucinnosti fenolickych latek polarnimi rozpoustédly, kdy G¢innéjSim rozpoustédlem by
byl v tomto pfipadé nejspiSe methanol. Pfipravené extrakty vSak mohou byt po lyofilizaci ve formé
prasku vyuzity do doplriki stravy ur¢enych détem, a to bez dal$ich Gprav.

Pomoci vysokouc&inné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV-VIS detektorem (3.3.11.1) byla u
vybranych vzorkd sledovana piitomnost nékterych individualnich fenolickych latek. Existuje nékolik
tisic druhd fenolickych latek 5, proto byla metoda zamérena na vyznamné fenolické latky pritomné v
daném vzorku. Kyselina gallova byla identifikovana ve vSech extraktech, nejvy$Si koncentrace byla
stanovena u vzorkd chlorelly (5,9 + 0,1 mg-g' ve vodném extraktu a 5,0 £ 0,1 mg-g! u ethanolovych
extraktl). Dale byla u fas a sinic identifikovana kyselina chlorogenovd s obsahem kolem
0,5+0,1 mg-g.

Ve vzorcich mladé pSenice a matcha bylo identifikovano nejvice druhl i nejvy$8i mnozZstvi
sledovanych fenolickych latek. Obecné vysledky korespondovaly se spektrofotometrickou metodou,
kdy nejvétsi koncentrace fenolickych latek byly naméfeny ve vodnych extraktech. Kromé kyseliny
gallové byl identifikovan i rutin, saponarin nebo kyselina sinapova a ferulova. VSechny tyto
fenolické latky vykazuji antioxidacni aktivitu a mohou mit vyznamnou roli u protizanétlivych
nebo protirakovinnych onemocnéni 47111481, U matcha jako jediného vzorku byla stanovena i hodnota
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kofeinu, a to 5,8 £ 0,1 mg-g'. Denni pfijem kofeinu do 2,5 mg-kg"' u déti zvySuje jejich pozornost
a kognitivni  vniméani. Vy38i hodnoty by ovSem vykazovaly spiSe negativni GCinky
v podobé hyperaktivity [14°].

4.3.2.2 Hexanové extrakty

Lipidické extrakty ziskané extrakci hexanem (8.3.5.2) byly také promé&feny na obsah biologicky
aktivnich latek jako v piedchozi kapitole 4.3.2.1. Rozdil ve stanoveni byl ten, ze 100 yl oleje bylo
rozpusténo v 1 ml ethanolu a po dobu 24 hodin byly vzorky protiepavany. Nasledné probéhly dilCi
analyzy. VSechny vzorky byly méfeny tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypoditan pramér a
smérodatnd odchylka. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 28). Vysledky jsou
vyjadieny v mg-g' oleje.

Ve vzorcich oleji byly obecné stanoveny nizké koncentrace fenolickych latek a zaroveii i
vykazovaly pomé&rné nizkou antioxidacni aktivitu. Nejvy33i obsah fenolickych latek ze skupiny fas a
sinice byl stanoven u oleje z chlorelly (10,21 + 0,33 mg-g'), ze skupiny rostlinnych praski u vzorkd
matcha a pSenice (kolem 14 mg-g') a ze skupiny seminek u Inéného seminka (14,15 + 0,65 mg-g™').

Tabulka 28 Charakterizace hexanovych extrakti rozpusténych v ethanolu z hlediska obsahu
fenolickych latek a antioxidacni aktivity

Fenolické latky Antioxida¢ni aktivita

hexanovy extrakt

¢c[mg-gT] ¢c[mg-gT]

chlorella 5,67 £ 0,74 3,08 £ 0,63

8 | spirulina 10,21 + 0,33 2,30+ 0,25
'§ arame 3,45 £ 0,29 1,88+ 0,14
> | wakame 5,08 £ 0,20 1,78+ 0,19
2| hijiki 7,45 £ 0,27 1,65+0,15
kombu 5,42 £0,18 2,05 +0,27

- matcha 13,95+ 0,14 7,59 £ 0,20
€ 3 | moringa 8,01 £0,77 0,55 + 0,03
g \g mlada pSenice 14,36 £ 1,47 1,32 £ 0,04
mlady je€men 9,08 + 0,06 1,23+0,16
konopné seminko 9,03 £ 0,30 3,66+0,16

Inéné seminko 14,15 £ 0,65 7,12+ 0,32

R vlaSsky ofech 4,37 + 0,38 4,69 = 0,36
€ | dyfiova seminka 0,47 £ 0,21 0,55 + 0,05
& sezamova seminka 8,86 £ 0,83 0,12+ 0,11
kmin fimsky 1,78 £ 0,31 0,62 + 0,08

4.3.3 Stanoveni vybranych rostlinnych barviv

V rdmci vyznamnych biologicky aktivnich latek byla také stanovena koncentrace chlorofylu a a b a
celkovych karotenoidGi v suchych vzorcich rostlinnych materiali uvedenych v kapitole 3.2.4.3 a
3.2.4.4. VysuSené a homogenizované vzorky byly extrahovany cCistym acetonem podle postupu
v kapitole 3.3.16. Nasledné bylo zméreno absorpéni spektrum vzorki a dle absorpénich maxim
jednotlivych latek byly dopocitany koncentrace, a to podle vzorce v téze kapitole 3.3.16. VSechny
vzorky byly zméfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypoéitan primér a smérodatna odchylka.
Vysledky jsou vyjadieny v ug-g' suchého vzorku (Tabulka 29).
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Dle naméfenych hodnot absorbanci bylo podle vzorce pro dané extrakéni rozpoustédlo vypocitano
mnozstvi chlorofylu. V témér vSech testovanych vzorcich previada zastoupeni chlorofylu a nad
chlorofylem b, kdy nejvy3Si hodnoty byly stanoveny u chlorelly (1876 £60 pg-g') a spiruliny
(1180 £ 18 ug-g"). U téchto vzorkl bylo vypoéteno i vysoké mnozstvi celkovych karotenoidu, a to nad
1 mg-g’. U vzorkd rostlinnych praskG byl nejvy$$i obsah chlorofylli stanoven u vzorku matcha.
Hodnoty celkovych karotenoidil u vSech vzork( rostlinnych praski se od sebe vyrazné nelisi.

Chlorofyly a karotenoidy jsou vyznamnymi rostlinnymi barvivy, ktera zastupuji mnoho biologickych
funkci. Jednou z jejich vyznamnych roli jsou i antioxidaéni vlastnosti. Ze skupiny karotenoidd to jsou
napfiklad lykopen, lutein nebo B-karoten, ktery nejlépe v kombinaci s vitaminem E, chrani organismus
pied oxidativnim stresem. Timto zplsobem Ize piedchdazet nemocem jako je rakovina nebo
kardiovaskularni choroby [150],

Tabulka 29 Stanovené mnozstvi chlorofyli a karotenoidd

Chlorofyl a Chlorofyl b Karotenoidy
Vzorky ¢ [ug-g'] c[ug-g'] c[ug-g”]
o chlorella 1 876 £ 60 740 £ 39 346319
2 spirulina 1180 £ 18 176 £ 6 103512
g arame 83010 1927 17 £ 12
7 wakame 42+8 1843 53 £ 2
. hijiki 37+6 107 8+ 1
kombu 203 366 4+2
- matcha 1323 3411 249+ 13
€3 moringa 2548 80+ 2 247 £10
g \g mlada pSenice 62 £ 1 19, £1 226 + 11
mlady je€men 760 3810 206 £ 10

Doplrujici analyzou spektrofotometrického stanoveni pfirodnich barviv ['18 byla chromatograficka
analyza metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie. Material byl podroben extrakci dle Folche
a stanoveni pomoci HPLC podle postupu v kapitole 3.3.16.1. Vysledky obsahu barviv pomérové
koresponduji s naméfenymi hodnotami spektrofotometrickou metodou. Je potfeba podotknout, ze
metoda HPLC je piesnéjSi a extrakce dle Folche byla navic G¢€innéjsi, jelikoz vyuziva organickych
rozpoustédel, a to chloroformu a methanolu, které jsou vici rostlinnym membranam efektivnéjsi. Proto
byly zjisténé koncentrace barviv vy3Si neZli pfi stanoveni spektofotometrickou metodou. Nejvy3Si
obsah chlorofylli byl naméren u chlorelly (29,53 + 1,32 mg-g") a spiruliny (7,02 £ 0,97 mg-g"'). Obsah
samotného B-karotenu byl i u téchto vzorek nejvy$si, a to 9,21 £1,70mg-g?' u chlorelly a
3,52+ 0,99 mg-g' u spiruliny. U v8ech vzork(l fas byl navic identifikovan i lutein pohybujici se
prevazné do 30 ug-g’, jen u vzorku chlorelly se pohybovala hodnota az nad 900 ug-g-'.

U vzork( rostlinnych praskd bylo pomoci extrakce dle Folche extrahovano a stanoveno nejvice
celkovych karotenoid u vzorku moringy (3,49 = 0,87 mg-g') a vzorku matcha (1.60 = 1,07 mg-g').
V téchto vzorcich se navic identifikoval i lykopen o podobné koncentraci. Déale se ve vzorcich stanovil i
v malém mnozstvi lutein a ubichinon (20-300 ug-g").

U vzorku rostlinného prasku byla barviva extrahovana také pomoci hexanu a ethanolu, jakozto GRAS
rozpoustédly, a obsah byl stanoven pomoci HPLC dle stejnych podminek analyzy. Extrakce barviv
nebyla tak Gcinna jako v pfipadé extrakce podle Folche. Extrakci hexanem se ale povedla extrakce
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stejnych latek — B-karotenu, luteinu a ubichinonu. Koncentrace vSech latek ale byla 2krat az 10krat
nizSi. Extrakce ethanolem byla u¢inna ve vétsi mife jen v rdmci chlorofylu a celkovych karotenoidu,
kdy prevladajicim karotenoidem byl i v tomto pfipadé& pB-karoten (Pfiloha 3).

4.3.4
U vzorkl fas a sinic (3.2.4.3), u kterych se potencialné mohou kumulovat potravinové kontaminanty

Prvkova analyza ras a sinic

(151111521 pyla provedena prvkova analyza. Stanoveni jednotlivych prvki bylo provedeno pomoci ICP-
MS s kvadrup6lovym analyzatorem podle postupu v kapitole 3.3.18. Ve vzorcich makroras, mikrofasy
a sinice byla zkoumana koncentrace 13 vybranych prvk{. Vzorek kombu byl vyfazen, jelikoZ nedo$lo
ke spravné mineralizaci vzorku. VSechny vzorky byly méfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl
vypocitan primér a smérodatna odchylka. Vysledky jsou prezentovany v ng-g’' suchého vzorku
(Tabulka 30).

Tabulka 30 Vysledné koncentrace izotopl prvkil ve vzorcich fas a sinice

chlorella spirulina arame wakame hijiki

Prvek koncentrace [ng-g’"]

27Al 41,07 £1,42 7,14+ 0,79 5,20 £ 2,03 9,95 + 2,30 65,17 £ 8,16
sty 0,40 £ 0,03 0,08 £ 0,00 0,57 £ 0,03 0,23 £ 0,01 1,46 £ 0,14
52Cr 1,51 £ 0,84 0,08 + 0,00 0,51+£0,17 0,22 + 0,04 1,18 £ 0,53
55Mn 61,34 £ 9,37 49,75 + 1,66 2,83+0,11 4,44 £ 0,41 42,78 £ 0,17
S6Fe 1421,05+17,32 111,72+2,19 37,431x2,05 37,89+2,78 64,25 + 4,78
%Co 1,01 £0,12 3,89 £ 0,02 0,18 £ 0,03 0,09 £ 0,01 0,22 £ 0,03
60N 0,98 + 0,04 1,72 £ 0,04 1,06 £ 0,66 0,68 £ 0,20 1,44 £ 0,17
8Cu 5,50 £ 0,42 6,03+ 0,14 2,76 £ 0,51 0,89 £ 0,26 7,44 £ 0,85
6Zn 18,27 £1,77 27,79 £ 0,25 15,89 £ 1,86 7,46 £ 0,39 6,34 £ 0,69
SAs 0,33 £ 0,02 0,25 £ 0,03 27,40£0,70 34,651 0,06 59,00 £ 0,79
8Se 1,33 £ 0,57 0,98 £ 0,66 0,93 £ 0,50 0,59 £ 0,02 0,86 £ 0,57
"cd 0,05 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,59 £ 0,05 5,39 £ 5,47 0,65 £ 0,05
208pp 0,22 + 0,01 0,23+0,12 0,19 £ 0,02 1,37 £ 1,67 0,32 £ 0,06

V tabulce jsou uvedené vysledky prvkové analyzy ve vybranych vzorcich. Média potiebna
pro kultivaci fas in vitro ¢asto obsahuji rGizné prvky kovl pro svij rdst, nejéastéji Zelezo nebo selen.
Neékteré prvky jsou esencialni i pro lidsky organismus, jedna se zejména o hoi€ik, méd a zelezo.

Ve volné piirodé dochazi k samovolné kumulaci téchto kovl v rostlinném materialu, jako napfiklad
kadmia, hliniku nebo olova, ktera patfi mezi potravinové kontaminanty s potencialni toxicitou jiz
pfi malych koncentracich. Regulace Evropské komise v ramci legislativy (€. 629/2008, £.488/2014)
nastavila pouze maximalni hodnoty koncentrace kadmia (3 mg-kg') v rlznych potravinovych
dopliicich obsahujicich mofské rasy. Pro hlinik a olovo nebyly evropskou legislativou nastaveny limitni
koncentrace, ale primémé hodnoty olova v analyzovanych vzorcich moiskych fas doposud
nepiekrocily hodnoty 0,05 mg-kg' [1511[152],

Namérené hodnoty vzork( zahrnuty v této kapitole nevykazovaly piekroéeni hranice 0,05 mg-kg,
s vyjimkou Zeleza u vzorku chlorelly. Obecné u v8ech vzorkil vykazovalo mnoZstvi Zeleza nejvyssi
obsah, nejvice pravé u vzorku chlorelly, a to 1 421,05 £ 17,32 ng-g'. Pfi dodrZeni denni davky mohou
byt vzorky fas a sinice vhodnym zdrojem zeleza napfiklad pro pacienty trpici anémii nebo sideropenii.
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4.3.5 Antimikrobialni vlastnosti vybranych extrakta

Metoda bujonové dilu¢ni metody je zalozena na oCkovani testované kultury k testovanym latkam a
po inkubaci v optimalnich kultivanich podminkach dochazi k vyhodnoceni minimalni inhibi¢ni
koncentrace antimikrobialni latky. Vyhodnoceni Ize provadét vizualngé, turbidimetricky nebo pfimym
stanovenim pocétu bunék v komdirkach nebo pomoci priitokové cytometrie 9111531,

Pomoci diluéni bujénové metody byla ovéfovana antimikrobialni aktivita vybranych rostlinnych
vzork(l podle postupu v kapitole 3.3.19.3. V ramci experimentu probéhlo i stanoveni piipadného
inhibi¢niho uginku samotného rozpoustédla, které slouzilo jako referenéni kontrola. VSechny vzorky
byly méfeny tiikrat a z hodnot byl vypod&itan primér a smérodatna odchylka. Antimikrobialni ucinek byl
nasledné pieveden jako nartst bunék v % ve srovnani s negativni/referenéni kontrolou.

Tabulka 31 Antimikrobialni G¢inek extraktu ras a sinice

Vzorek rozpoustédlo EC ML SM SE
voda - - - -
chlorella
20% etoh ++++ - + -
oo voda +++ +++ +++ ++
spirulina
20% etoh ++++ +++ +++ ++++
voda - + - -
arame
20% etoh - - - ++
voda - - - -
wakame
20% etoh - - - +
I voda - = - -
hijiki
20% etoh - - - -
voda - - - -
kombu
20% etoh - - - ++
EC Escherichia coli =) stejny nardst jako referenéni kontrola
ML Micrococcus luteus (+) 75-95 % kontroly
SM Serratia marcescens (++) 55-74 % kontroly
SE Staphylococcus epidermidis (+++) 25-54 % kontroly

(++++)  0-24 % kontroly

VétSina extraktl fas a sinice vykazovaly témér nulovou inhibici ristu u vSech testovanych zastupct
grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganismt (Tabulka 31). Vyjimku tvofily ethanolové extrakty
kombu, wakame a arame, které vykazovaly antimikrobialni Géinek vicéi S. epidermidis, ale pouze do
20 % inhibice. Vyrazny antimikrobialni G¢inek u véech testovanych kmen( vykazovaly extrakty vodné i
ethanolové vzorku spiruliny. Ethanolové extrakty spiruliny (o koncentraci 25 mg-ml'), vykazovaly
navic u kmenl E. coli a S. epidermidis vykazovaly i minimalni inhibiéni koncentraci, kdy z 99 %
nedo$lo k narGstu bunék po dobu 24hodinové inkubace. U spiruliny byly sice prokazany
antimikrobialni Géinky vi¢i vybranym mikroorganismdm, ale vysledky byly ovlivnény typem studované
fasy nebo sinice, vybranou extrakéni metodou, a tedy pfitomnosti aktivnich latek, anebo testované
kulture 154, Jednou z moznosti, jak zvyS$it antimikrobialni G¢inek testovanych extraktt, by bylo jejich
zakoncentrovani, napfiklad suSenim pomoci lyofilizace.
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4.4 CHARAKTERIZACE DALSICH ROSTLINNYCH VZORKU

Pro doplnéni vlastniho navrhu dopliiku stravy byly navic testovany nasledujici vzorky potravin se
zameéfenim na obsah biologicky aktivnich latek a biologicky vliv. Tyto rostlinné materialy slouzi pro
dopInéni senzorického profilu nového typu doplrfiku stravy (ovocné a zeleninové stavy, sirupy, 3.2.4.7)
v tekuté formé nebo pfipadné pro navyseni antimikrobialnich vlastnosti vyrobku (byliny a kofeni, ¢aje,
3.2.4.6). Tyto rostlinné materidly Ize povazovat za b&Zné se vyskytujici potraviny v détské vyzivé.

4.4.1 Caje uréené pro déti

Komeréné zakoupené Caje uréené pro déti a kojici matky byly testovany z hlediska obsahu fenolickych
latek, flavonoidd a antioxidacni aktivity. VVzorky byly pfipraveny podobné jako v kapitole 3.3.4 s tim
rozdilem, Ze jedna sada byla extrahovana horkou vodou a louhovana po dobu 5 min (doporu€eny
postup pripravy dle vyrobce). Diléi stanoveni byla méfena dle postupl v kapitolach 3.3.11, 3.3.12,
3.3.13. U extraktl pripravenych horkou vodou byla stanovena i antimikrobidlni aktivita podle postupu
v kapitole 3.3.19.3.

Tabulka 32 Charakterizace ¢ajl z hlediska obsahu bioaktivnich latek

Fenolické latky Flavonoidy Antioxidaéni
aktivita
Rostlinny extrakt c [mg-g] c [mg-g] c [mg-g]
malinovy €aj 294,07 £ 4,00 15,83 £ 0,63 83,52 17,42
horka dH20 e
5 min jerabinovy Caj 300,72 + 4,62 23,13 £ 1,46 186,36 + 13,66
fenyklovy €aj 317,43 £ 0,50 7,40 + 0,68 91,67 £17,32
malinovy C€aj 62,37 £ 0,51 12,24 £ 0,17 74,93 8,23
;wa oc jefabinovy Caj 59,17 £ 0,61 21,91 £ 0,61 86,73 £ 0,28
fenyklovy Caj 39,82 + 0,09 2,92 + 0,36 21,64 + 0,32

Dle ziskanych vysledk( (Tabulka 32) se extrakce fenolickych latek horkou vodou prokazala jako
Gcinnéjsi az 6krat vice nezli extrakce delSi inkubaci za zvySené teploty. Na koncentraci flavonoidi
ruzny postup extrakce vyznamny vliv nemél. Antioxidacéni aktivita byla u extrakce horkou vodou vy3$si,
nejvyssi u jefabinového ¢aje (186,36 £ 13,66 mg-g'). Je nutné také podotknout vliv slozeni ¢aje na
tyto vysledky. Fenyklovy Caj jako jediny podle daji na obale obsahoval pouze fenykl. Ostatni dva
Caje obsahovaly ve velké mife i plod Sipku, ktery je sdm o sobé& bran jako bohaty zdroj vitamnu C
a antioxidantd [1551.[156],

Vzorky CGajii byly testovany i pro potencialni antimikrobialni aktivitu podle postupu v kapitole
3.3.19.3. Dvojkovym fedénim byla ziskana koncentraini fada vzorku, do které byla zaoCkovana
suspenze bunék dané kultury. Dle vysledki v tabulce (Tabulka 33), Ze Caje viditelné ovliviiovaly rist
pouze u M. luteus. Vy$§i koncentrace ¢aje maliny inhibovala rlst E. coli a fenyklu rlst S. marcescens,
a to do 55 % kontroly.

Podle ziskanych vysledkl i pridavek ovocného ¢aje do pitného rezimu ditéte mize pfispét pfi
vhodné volbé typu Caje k pozitivnimu vlivu na zdravi ditéte.
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Tabulka 33 Charakterizace ¢ajd z hlediska antimikrobialni aktivity

VIV
Vzorek EC SM ML SE
[%]
3,13 - - ++ -
, 6,25 + - ++ -
malina
12,50 + - + -
25,00 ++ + - -
3,13 - - + +
L 6,25 + - + +
jerabina
12,50 + - + -
25,00 + + + -
3,13 - - ++ +
6,25 - - ++ +
fenykl
12,50 - + ++ -
25,00 - ++ ++ -
EC  Escherichia coli (=) stejny narlst jako referenéni kontrola
ML  Micrococcus luteus (+) 75-95 % kontroly
SM  Serratia marcescens (++) 55-74 % kontroly
SE Staphylococcus epidermidis (+++) 25-54 % kontroly
(++++) 0-24 % kontroly

4.4.2
Vybrani dva zastupci ze skupiny bylin a dva druhy kofeni byly podrobeny sledovani bioaktivnich latek

Byliny a kofeni

podobné jako v predchozich kapitolach. Vybér byl podiizen ¢astému pouZiti uvedenych druhl bylin i
kofeni ve vyrobcich pro détskou vyzivu. Extrakce probihala podle postupu v kapitole 3.3.4. Dilci
stanoveni byly provedeny stejné jako v kapitole 4.4.1. VVysledné hodnoty stanoveni bioaktivnich latek
jsou zobrazeny v Tabulka 34 a antimikrobialniho ucinku v Tabulka 35.

Tabulka 34 Charakterizace bylin a kofeni z hlediska obsahu bioaktivnich latek

Fenolické latky Flavonoidy Antioxidaéni
aktivita
Extrakt c [mg-g] c [mg-g] c [mg-g]
chmel otacivy 0,62 + 0,04 0,12+ 0,63 1,86 £ 7,42
vodné hefmanek pravy 15,67 £ 0,01 23,13 £ 1,46 4,72 + 13,66
skofice 50,33 £ 0,08 24,36 £0,12 24,36 £ 0,12
hiebitek 36,50 + 3,70 10,06 + 3,10 31,30 + 4,60
chmel otacivy 1,7+ 0,20 0,14 £ 0,04 1,54 £ 8,23
] hefmanek pravy 38,6 £ 0,02 21,91 £ 0,61 5,04 £ 0,28
ethanolove
skofice 52,14 £ 0,02 47,52 £ 0,14 47,52+ 0,14
hiebiCek 19,78 £ 1,32 7,26 + 0,98 12,14 + 1,64
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Ziskané hodnoty fenolickych latek byly u vétSiny vzorek v rdmci extrakce vodou nebo 20% ethanolem
takika podobné. Nejvyssi namérené hodnoty byly zaznamenany u vzorku skofice, a to pfi obou typech
extrakce. Nejvy$si hodnoty fenolickych latek vykazoval jeji vodny extrakt, 50,33 + 0,08 mg-g”,
flavonoidi a antioxidacni aktivitu pak ethanolovy extrakt, 47,52 + 0,14 mg-g"' a 47,52 + 0,14 mg-g".

U chmele byla naméfena velmi nizka hodnota fenolickych latek. U tohoto vzorku by byla vhodna
zména zpusobu extrakce, a to horkou vodou, aby do$lo k naru$eni rostlinného pletiva $Sistice. Chmel
piirozené obsahuje fenolické latky, a dokonce vykazuje antimikrobidlni Gginek prevazné vici
grampozitivnim bakteriim [154,

U ziskanych extraktl byl sledovan i potencialni antimikrobialni Géinek. Vodné extrakty vSech
zkoumanych latek vykazovaly ur€itou inhibici ristu grampozitivni bakterie M. luteus, nejvice pak
koncentrované vzorky skofice a hiebicku, kdy byl rdst inhibovan pievazné do 55 % kontroly. Nejvy$$i
testované koncentrace extraktll vykazovaly i inhibici ristu u E. coli. Inhibice rastu S. marcescens byla
pozorovana prevazné u vzorku hefmanku a skofice, ale obecné byla mira inhibice velmi mala.

Tabulka 35 Charakterizace bylin a kofeni z hlediska antimikrobialni aktivity

VIV EC SM ML EC SM ML
Vzorek ] )
[%] vodné extrakty ethanolové extrakty
3,13 - - ++ - - -
6,25 + - ++ - - -
chmel
12,50 + - + + - -
25,00 ++ - - - + +
3,13 - + - - ++ -
_ 6,25 - + - + ++ -
hefmanek
12,50 + + + ++ +++ -
25,00 ++ ++ ++ + +++ +
3,13 - + ++ - - -
. 6,25 - + ++ = + -
skorice
12,50 - + ++ - + +
25,00 + ++ ++ + + ++
3,13 - + + - - +
Y 6,25 - + ++ - -
hrebicek
12,50 - + ++ + - ++
25,00 +++ - +++ ++ = +4+
EC  Escherichia coli (=) stejny narlst jako referenéni kontrola
ML  Micrococcus luteus (+) 75-95 % kontroly
SM  Serratia marcescens (++) 55-74 % kontroly
(+++) 25-54 % kontroly
(++++) 0-24 % kontroly
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4.4.3 Stavy a sirupy
V ovocnych a zeleninovych Stavach pfipravenych podle postupu 3.3.4 byla stanovena antioxidacni
aktivita podle postupu v kapitole 3.3.13 a vitamin C pomoci postupu v kapitole 3.3.17.V3echny vzorky
byly méfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka. Vysledky jsou
zaznamenany v tabulce (Tabulka 36).

U pfipravenych Stav bylo nejvice vitaminu C staveno u vzorku zeli (0,430 + 0,018 mg-ml).
U hrusky a pomela mohlo dochazet oxidaci k rychlé pfeméné vitaminu C. Obecné plati, ze v
citrusovych plodech se nachazi vice vitaminu C nez ve sladkych plodech. Prekvapujici oviem byla
v porovnani stanovena koncentrace vitaminu C u sirupti. U nékterych vzorki byl vyrobcem
deklarovany vySSi obsah vitaminu C, ktery se potvrdil. Nejvy33i koncentrace vykazoval pomerancovy
sirup (1,242 £ 0,100 mg-ml") a lesni smés (0,740 £ 0,005 mg-ml"). K velkému pfekvapeni vyssi
antioxidacéni aktivitu vykazovaly sirupy oproti stavam. V sirupech se mohly nachazet zakoncentrované
piipadné interferujici latky, také mohlo dochazet k urité fortifikaci v pribéhu technologického
zpracovani sirupd.
sledovana pritomnost i jinych kyselin. Kromé stanoveného vitaminu C vzorek obsahoval i vysoké
mnozstvi kyseliny octové o koncentraci 14553 + 0,42 mg-ml' a dokonce i kyseliny mlééné
o koncentraci 8,22 + 0,41 mg-ml-.

Tabulka 36 Charakterizace sirupl a $tav z hlediska obsahu antioxidacnich latek

Vitamin C Antioxidaéni aktivita
Vzorek ¢ [mg-ml'] ¢ [mg-ml]
pomeran¢ 1,242 £ 0,100 1,346 £ 0,153
lesni smés 0,740 £ 0,005 0,792 £ 0,030
sirupy ananas 0,211 £ 0,050 0,121 £ 0,026
citron 0,250 % 0,021 0,077 £ 0,003
bezinka 0,310 £ 0,030 0,248 + 0,040
hruska 0,008 + 0,002 0,893 = 0,002
. pomelo 0,077 £ 0,003 0,530 = 0,046
Stavy
ananas 0,140 £ 0,005 0,655 £ 0,016
zeli 0,430 £ 0,018 0,820 + 0,020

4.5 TESTY CYTOTOXICITY

V ramci této kapitoly byly vybrané vodné extrakty rostlinnych prasku a ras a sinic s ohledem na obsah
fenolickych latek analyzovany z hlediska jejich vlivu na metabolickou aktivitu lidskych buné&énych linii.
Byly vybrany dva typy buné&nych linii, a to lidské keratinocyty HaCat a burnky adenokarcinomu
tlustého stfeva Caco-2. Obé tyto linie se hojné vyuzivaji jako modelové linie, pro zkoumani
bezpecénosti vzorkl uréenych do potravin nebo pouzivanych pro kosmetické Gcely.

4.5.1 Porovnani cytotoxicity vzorki fas a sinice

Testy cytotoxicity vodnych extraktli vSech zkoumanych fas a sinice byly pro porovnani ovlivnéni
metabolické aktivity bunék provadény paralelné na dvou rlGznych liniich, a to na lidskych
imortalizovanych keratinocytech HaCaT (3.3.20.1) a burikach adenokarcinomu tlustého stfeva Caco-2
(8.3.20.2). Pripravené extrakty byly sterilovany prefiltrovanim pies filtr o rozmérech pért 0,2 um.

88



Nasledné byly narfedény pfisluSnym kultivaénim médiem na celkovy objem 100 pl a pfidany k bufikam
podle postupu v kapitole 3.3.20.3. Toxicky ucinek je pak vyjadien jako pokles metabolické aktivity
bunék po kultivaci se zkoumanym vzorkem ve srovnani s kontrolou. VSechny vzorky byly méfeny
trikrat, ze ziskanych dat byl vypocitan primér a smérodatna odchylka. Maximalni teoreticka

koncentrace fenolickych slou€enin na navazku daného vzorku pii maximalni objemové koncentraci je
uvedena v Chyba! Nenalezen zdroj odkazd..

Tabulka 37 Objemova koncentraéni fada a maximalni koncentrace vzork

Zvolené obj. koncentrace
. 4 8 12 16 20 24 28
vzorku [%)]

Max. teoreticka koncentrace fenolickych slou¢enin [mg-g']

chlorella 5 wakame 1 matcha 16
spirulina 18 hijiki 1 moringa 7
arame 7 kombu 2 jeémen 2
pSenice 2
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Obrazek 19 Viabilita HaCaT bunék po expozici vodnych extraktii ras a sinice na pasazi 15 stanovené
pomoci MTT testu

U obou bunéénych linii nedoSlo po expozici extraktl fas a sinic k vyznamnému vlivu na
metabolickou aktivitu v porovnani s kontrolou. U nizSich objemovych koncentraci testovanych
extraktl, a to predevsim u chlorelly, spiruliny a wakame v médiu, byla navic pozorovana podpora
metabolické aktivity bunék. Nejvyraznéji u extraktd spiruliny od objemové koncentrace 4 % do 16 %.
S rostouci koncentraci extraktl ovSem viabilita bunék klesala v porovnani s bunéénou kontrolou. U
bunéZné linie HaCaT (3.3.20.1) bylo pozorovano snizeni viability k hranici 60 % u nejvy3Sich
objemovych koncentraci extraktl chlorelly, spiruliny a wakame. | pies sniZeni viability bunék nedoslo
k prekroceni hranice 50 %, ktera odpovida cytotoxickému Gginku.

U bunéc¢né linie Caco-2 (3.3.20.2) doslo ke snizeni viability bunék, av3ak ne tak vyrazné jako tomu
bylo u linie HaCat. Viabilita se drzela nad hranici 70 %, pfi¢emz v celé koncentracni fadé se hodnoty
viability pohybovaly v podobnych hodnotach jako kontrola bunék. V obou pfipadech se kontrola

89



rozpoustédla pohybovala okolo 65 %. Lze tedy konstatovat, Ze ovlivnéni viabilty mohlo byt zplisobeno
predevSim zvySujicim se mnozstvim rozpoustédla v médiu, které bylo v kontaktu s burfikami
za kultivaénich podminek po dobu 24 hodin. V8echny testované vzorky lze pomoci MTT testu na dvou
bunécénych liniich povazovat za bezpetné a lIze je tedy povazovat za vhodné jak do kosmetickych
pripravkd, tak do potravinovych doplika.
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Obrazek 20 Viabilita Caco-2 bunék po expozici vodnych extraktii ras a sinice na pasazi 57 stanovené
pomoci MTT testu

4.5.2 Porovnani cytotoxicity vzorkd rostlinnych praska

Vodné extrakty rostlinnych praski byly pro testovani cytotoxicity pomoci MTT testu pfipraveny
pro testovani stejné jako vzorky v kapitole 4.5.1. Piipravené extrakty byly opét testovany na
bunéénych liniich HaCaT a Caco-2. VSechny vzorky byly méfeny tfikrat, ze ziskanych dat byl
vypodéitan pramér a smérodatna odchylka. Finalni hmotnostni koncentrace podle navazky suchého
prasku v jednotlivych objemovych koncentracich extrakttl jsou uvedeny v tabulce (Chyba! Nenalezen z
droj odkazi.).

Testovani na bunécné linii HaCat prokazalo, ze vzorky nevykazovaly vyznamny vliv na
metabolickou aktivitu bunék (Obrazek 21). Vzorky nepUsobily toxicky az na vyjimku vzorku moringy,
ktery od objemové koncentrace 12 % pfekroCil a pohyboval se na hranici 50 % viability bunék v
porovnani s kontrolou. Ve vice studiich byl potvrzen vliv extrakti moringy na metabolickou aktivitu
lidskych bunék, a to i u jinych typt bunék. Navic podporuje i jejich apoptozu ['58L159], VVzorky jeémene a
pSenice nesnizovaly viabilitu bunék v celé koncentrani zkoumané fadé, naopak ji v koncentracich 4 a
8 % podporovaly a zvySovaly.

Po expozici vzorkl na bunééné linii Caco-2 byla pozorovana snizujici se viabilita bunék se zvy$ujici
se objemovou koncentraci vzorkli u jeémene, matcha a moringy (Obrazek 22). Nejvyraznéjsi vliv
na aktivitu vykazoval extrakt moringy, a to jiz od koncentrace 16 %.
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Obrazek 21 Viabilita HaCaT bunék po expozici vodnymi sterilnimi rostlinnych praski na pasazi 17
stanoveni pomoci MTT
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Obrazek 22 Viabilita Caco-2 bunék po expozici vodnymi sterilnimi rostlinnych pra$kd na pasazi 58
stanoveni pomoci MTT

Pro dopInéni a srovnani toxického Gcéinku vodnych extraktt rostlinnych praski matcha, moringa a
je€men na bunécnou linii Caco-2, u kterych byl pozorovan toxicky ucinek od koncentrace 12 % a vyS3e,
byl vyuzit dalSi typ testu, tzv. LDH test (laktatdehydrogenazovy test) podle postupu v kapitole 3.3.20.4.
Tento test se vyuZiva pro kontrolu toxického Géinku zkoumanych extraktt. LDH test mohl byt proveden
pouze po testovani na bunécné linii HaCat, u které tak byla sledovana intaktnost plazmatické
membrany.  Kolorimetrickou metodou byla sledovana aktivita cytosolického enzymu
laktatdehydrogenazy uvolnéného do kultivacniho média viivem expozice latek s toxickym ucinkem.
Postup stanoveni je uveden v kapitole 3.3.20.4. VSechny vzorky byly provéfeny nejméné tiikrat a ze
ziskanych hodnot byl vypoc&itan primér a smérodatna odchylka. Vysledky jsou uvedeny v U-ml"
(Tabulka 38).

Z vysledki LDH testu vyplyva, Ze vysledné hodnoty aktivity enzymu u zadného ze vzorkl
neprekroCily hodnoty kontroly rozpoustédla ani pozitivni kontroly. Z toho Ize usoudit, ze negativni vliv
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na intaktnost membrany nevykazoval ani jeden zkoumany vzorek. Zvolené objemové koncentrace

testovanych extraktil tak Ize povazovat za bezpecné.

Tabulka 38 Vysledky LDH testu pro vodné roztoky rostlinnych prask

Obj. P$enice Jeémen Matcha Moringa
koncentrace

[% V/IV] [U-mi]

CcC 86,89 £ 2,99 86,89 + 2,99 67,45 £ 1,51 67,45 £ 1,51
4 98,70 £ 2,60 120,20 £ 0,60 45,20 + 1,86 48,83+ 0,15
8 73,20 £ 0,50 21,20 £10,70 61,75 22,27 51,8312,03
12 144,70 £ 0,90 102,70 £ 1,60 41,49 £ 1,65 150,27 £ 1,65
16 165,20 £ 1,30 162,70 £ 5,30 55,57 £ 0,59 161,09 £ 3,19
20 128,70 £ 3,30 157,70 £1,90 82,68 + 3,80 165,84 £ 3,81
24 57,70 £ 4,60 93,70 £ 5,30 85,01 £3,55 174,68 £ 5,23
28 45,70 £ 9,50 69,20 + 1,90 59,27 + 1,81 157,42 £ 1,83
VvC 348,49 £ 6,14 348,49 £ 6,14 141,76 £ 2,99 141,76 £ 2,99
PC 374,28 £ 5,40 374,28 £ 5,40 261,54 + 0,98 261,54 £ 0,98

4.5.3 Stanoveni genotoxického u€inku na modelovém organismu
Genotoxicky efekt pfipravenych extraktl zkoumanych rostlinnych materiali byl proveden pomoci
komeréniho kitu EBPI SOS Chromotest™ s vyuzitim modelového organismu geneticky modifikované
bakterie E. coli podle postupu v kapitole 3.3.21. Roztok standardniho mutagenu 4-NQO v 10% DMSO
v koncentraénim rozmezi 0,08—10 pg-ml'. Negativni kontrolou byla pouzita rozpoustédia, voda.

U vSech vzork, které byly testovany na bezpeénost pomoci MTT testu, byl hodnocen genotoxicky
potencial jako dopliikovy biologicky test. Pro vyhodnoceni genotoxického potencialu testované latky
slouzi SOS-indukéni faktor (SOSIF). Hodnoty genotoxického potencialu byly vypocitany podle

nasledujiciho vzorce:
SOSIF =

(0D630 vzorek)/(OD 405 vzorek) (22)
(OD630 neg.kontrola)/(OD405 neg.kontrola)

VSechny pfipravené a testované extrakty byly podle navodu dostupného ke kitu méfeny ve ¢tyfech
ruznych koncentracich vzniklych dvojkovym fedénim plvodni koncentrace extraktd pfipravenych pro
testy cytotoxicity (MTT test). Vzorky makrofas byly testovany v objemovych koncentracich 50; 25; 12,5
a 6,3 %.

Tabulka 39 Tabulkové hodnoty obecné klasifikace genotoxického ucinku

SOSIF <1,5 negenotoxicky potencial
1,5 < SOSIF < 2,0 neprukazné toxicky
SOSIF > 2,0 genotoxicky a vhodny pro dalsi testovani

V8echny testované vzorky vykazovaly hodnotu niz3i nez 1,5 dle tabelovanych hodnot uvedenych
v tabulce (VSechny pfipravené a testované extrakty byly podle navodu dostupného ke kitu méfeny ve
Gtyfech rdznych koncentracich vzniklych dvojkovym fedénim plvodni koncentrace extraktd
pfipravenych pro testy cytotoxicity (MTT test). Vzorky makrofas byly testovany v objemovych
koncentracich 50; 25; 12,5 a 6,3 %.

Tabulka 39) a mohou byt tedy povazovany za negenotoxické.
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4.6 ENKAPSULACE

Pro zvy$eni stability a cileny transport latek byla vybrana technika enkapsulace v podobé liposom{
pfipravenych pomoci ultrazvukové homogenizace. V této kapitole byly sledovany fyzikalné-chemické
vlasnosti pfipravenych liposomd.

4.6.1 Enkapsulace vybranych extrakta do liposomi

Extrakty obsahujici fenolické latky a antioxidanty, které mohou potencialné ovliviiovat stievni
mikrofloru, byly nejprve enkapsulovany do liposomi ze séjového lecithinu. Nasledné byly vybrany dvé
skupiny rostlinnych extraktt, které byly enkapsulovany do liposomi z lecithinu rizného plvodu, a to
kromé so6jového, tak slunecnicového a vajeéného. Toto srovnani bylo cileno na porovnani téchto
liposomu z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti a vyuziti liposomi pro cileny transport aktivnich
latek do tlustého stieva.

4.6.1.1 Enkapsulace extraktt ras a sinice do liposomu

Extrakty fas a sinice pfipravené dle postupu v kapitole 3.3.4, byly enkapsulovany do liposom
tvoifenych soéjovym lecithinem a cholesterolem a pfipravenych podle postupu v kapitole 3.3.22.1.
Vzniklé liposomy byly nasledné charakterizovany pomoci pfistroje ZetaSizer metodou DLS, a to
z hlediska distribuce velikosti ¢astic, polydisperzity a zeta potenciélu v ramci jejich elektrokinetického
potencialu (3.3.22.2). Nasledné byla méfena i enkapsulacni G€innost stanovenim volnych aktivnich
latek (3.3.22.3). VSechny vzorky byly méfeny tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypoditan primér a
smérodatna odchylka.

Dle vysledkd uvedenych v tabulce (Tabulka 40) mizZeme u distribuce velikosti Castic a
polydisperzity vidét vliv rozpoustédla, kterym byly aktivni latky extrahovany, na fyzikalni viastnosti
¢astic. Enkapsulované vodné extrakty vykazovaly velikost ¢astic od 340-370 nm s vyjimkou extraktu
hijiki, jejichz primérna velikost byla 275,07 + 10,36 nm. Hodnota polydisperzity piekracujici hodnotu
0,7 odpovida o vysoké rozmanitosti distribuce velikosti Castic a takové vzorky nejsou vhodné k méreni
vlastnosti ¢astic pomoci DLS ['60. Polydisperzita se u vSech pfipravenych ¢&astic vtéto praci
pohybovala do hodnoty 0,4 a Ize tedy vytvorené Castice povazovat za prakticky uniformni.

Castice s enkapsulovanymi ethanolovymi extrakty vykazovaly mensi velikost pohybujici se od 255—
310 nm s polydisperzitou kolem 0,3. | tyto ¢astice mizeme radit mezi uniformni nanocastice.

VSechny méfené vzorky navic vykazovaly zeta potencial nizSi nez hodnotu —30 mV ['61] (Obrazek
23). V piipadé spiruliny, hijiki a arame byl u liposoml s enkapsulovanymi ethanolovym extraktem
nameéfen i vy$Si zeta potencidl nezli s nekapsulovanym vodnym extraktem. V ostatnich pfipadech byly
hodnoty zeta potencialu velmi podobné. Z grafu Ize také vycist, Ze po tfimési¢nim skladovani za nizsi
teploty 8 °C nedo$lo k viditelné zméné& zeta potencialu. Castice byly i v prib&hu skladovani
stale stabilni.

Stabilita liposomd byla v ¢asovém Gseku 3 mésict sledovana i z hlediska uvolnénych aktivnich
latek. Vysledky uvedené v tabulce (Tabulka 41) vypovidaji o vysoké stabilité castic s enkapsulovanymi
fenolickymi latkami u obou druhl extraktd. Castice navic vykazovaly i antioxidaéni aktivitu, ktera ale
po uplynuti 3 mésich klesla. Antioxidanty, které nebyly pIné inkorporovany do jadra liposomd, ale
zustaly na povrchu liposomu, tak ziejmé ztratily sviij antioxidaéni Gcinek.
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Tabulka 40 Fyzikalni charakterizace piipravenych liposomu s extrakty ras a sinice

vodné extrakty

ethanolové extrakty

Aktivni slozka ) )
Velikost [nm] PDI [/] Velikost [nm] PDI [/]
chlorella 367,50 5,65 0,325 + 0,020 265,57 £ 21,47 0,323 £ 0,039
spirulina 356,83 £ 7,01 0,257 £ 2,661 310,90 £ 4,55 0,412 £ 0,023
arame 345,60 £ 2,49 0,238 £ 0,017 301,13 £ 23,74 0,340 £ 0,057
wakame 344,70 £ 4,41 0,390 £ 0,018 269,03 +1,92 0,330 + 0,009
hijiki 275,07 £ 10,36 0,338 £ 0,047 269,67 +7,03 0,303 + 0,009
kombu 345,27 £ 8,90 0,387 £ 0,012 255,40 £1,82 0,325 £ 0,029
chlorella  spirulina arame hijiki wakame kombu
-10,00
-20,00
— m1.den_H20
> -3000 --@--W--—-—-- - B - .
E 3. mésic_H20
. -40,00 ® 1. den_EtOH
-50,00 3. mésic_EtOH
-60,00
-70,00

Vzorky enkapsulovanych extraktt

Obrazek 23 Dlouhodoba stabilita pripravenych liposomd ze séjového lecithinu s enkapsulovanymi
extrakty extrahovanymi riznymi GRAS rozpoustédly (voda, 20% ethanol)

Tabulka 41 Dlouhodoba stabilita z hlediska enkapsulacéni G&innosti

Fenolické latky

Antioxidacni aktivita

EU [%] EU [%]

Vzorek 1. den 3. mésic 1. den 3. mésic
chlorella 99,77+ 2,66 99,96 + 3,49 94,52 + 4,01 46,54 + 5,38
spirulina 82,27 £ 5,33 81,26 + 1,29 98,61 + 3,40 75,84 £ 5,14
arame 90,66 + 3,59 94,54 + 0,94 94,76 + 4,82 49,63 + 8,23

g wakame 80,81 £ 2,91 81,73 £ 2,51 97,15 £ 3,50 92,05 + 4,88
S hijiki 95,77 £ 1,94 93,33 £ 2,28 83,04 £ 6,17 67,74 + 6,82
kombu 81,82 + 5,06 63,35 + 0,48 90,32 £ 2,72 79,57 £4,73
chlorella 93,17 £ 2,82 87,95 + 3,08 77,88 £ 3,45 75,96 + 3,08
w | spirulina 99,68 + 1,18 93,52 + 0,31 79,11 £ 3,83 69,19 £ 2,28
é arame 94,95 £ 0,30 95,39 £ 1,48 71,28 + 3,45 64,76 £ 5,12
§ wakame 70,45 17,00 67,68 + 1,80 92,54 +2,18 86,36 + 0,48
T | hijiki 99,88 £+ 9,62 98,16 + 1,57 94,51 + 3,03 90,74 + 4,82
kombu 63,87 + 1,48 54,79 £ 2,28 92,90 + 2,49 74,93 £ 4,67
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4.6.1.2 Enkapsulace extrahovanych olejti do liposomu

Lipidické extrakty byly také enkapsulovany do liposomi pfipravenych ze soéjového lecithinu a
cholesterolu podle postupu v kapitole 3.3.22.1. Mé&reni fyzikalnich vlastnosti prob&hly stejné jako
v pfedchozi kapitole 4.6.1.2.

V nasledujici tabulce (Tabulka 42) jsou zobrazeny vysledky distribuce velikosti a polydisperzity
Castic. Ze vSech piipravenych extraktll vykazovaly lipidcké extrakty nejmensi velikosti ¢astic, a to
vrozmezi 210-260 nm. Naméfena polydisperzita byla také nizka — kolem 0,3, pouze v pfipadé
sezamovych seminek a kminu fimského se bliZila k hrani¢ni hodnoté 0,7. To mohlo byt zplisobené
Spatnym rozpousténim oleje, ktery vykazoval tuhou konzistenci danou zastoupenim nasycenych
mastnych kyselin. Spatna polydisperzita a agregace &astic vzork(i s enapsulovanym olejem
ze sezamovych seminek a kminu fimského se projevila také v ramci stability méfenim zeta potenciélu.
Hodnota se pohybovala kolem hranice nestability —30 mV (Obrazek 24).

Tabulka 42 Fyzikalni charakterizace pfipravenych liposom( ze sdjového lecithinu s enkapsulovanou
lipidickou slozkou

Aktivni slozka Velikost [nm] PDI [/]
konopné seminko 248,10 £ 2,66 0,325 + 0,020
Inéné seminko 237,17 £ 3,00 0,257 + 2,661
vlaSsky ofech 210,63 £ 0,60 0,238 £ 0,017
sezamova seminka 2417 £17,70 0,702 £ 0,078
kmin fimsky 253,07 £ 6,67 0,531 £ 0,053

konopné Inéné sezamova

seminko seminko  vlaSsky ofech  seminka kmin fimsky

Vzorky enkapsulovanych olejd

Obrazek 24 Dlouhodoba stabilita pripravenych liposomu ze séjového lecithinu s enkapsulovanou
lipidickou sloZzkou

Enkapsulacni uGc¢innost (Tabulka 43 Dlouhodoba stabilita liposomd s extrahovanym olejem z
hlediska enkapsulacni uc€innostiTabulka 43) nebyla po zméfeni fyzikalnich vlastnostni ¢astic nijak
prekvapujici. Nejmens$i enkapsulaéni G¢innost fenolickych latek byla stanovena opét u vzorkd
s enkapsulovanym extraktem sezamového seminka a kminu fimského. | kdyz u v8ech ostatnich
vzorkl do$lo ke stabilizaci ¢astic v dobé skladovani, u téchto dvou vzort klesla enkapsulaéni tginnost
nejvice, a to az na hodnotu 41,93 + 3,51 % u sezamového seminka. Z tohoto divodu byla zméiena i
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bezpelnost téchto Castic pomoci MTT stanoveni na buné&&né linii Caco-2 (viz Pfiloha 4). Vzorky
liposomi s enkapsulovanymi extrakty do 8 % objemové koncentrace snizovaly viabilitu bunék do
hraniéni 50% viability kontroly, poté doSlo k rapidnimu ovlivnéni metabolické aktivity. Tyto liposomy
nebyly tedy vhodné pfipraveny, coz mélo za nasledek jejich Spatnou kvalitu.

Liposomy ale i po tfech mésicich vykazovaly pomérné vysoky antioxidacni ucinek, ktery sice klesl,
ale pohyboval se stale vrozmezi 60-80 %. Nejstabiln&jSimi liposomy se jevily vzorky s lipidickym
extraktem Inéného seminka.

Tabulka 43 Dlouhodob4 stabilita liposom{ s extrahovanym olejem z hlediska enkapsulaéni Géinnosti

Fenolické latky Antioxidacni aktivita

EU [%] EU [%]

Vzorek 1. den 3. mésic 1. den 3. mésic
konopné seminko 80,95 + 2,28 84,59 + 2,60 99,63 + 4,18 79,32 + 3,07
Inéné seminko 79,74 £ 0,48 94,10 £ 1,83 99,81 + 6,83 80,14 + 2,26
vlassky ofech 85,36 + 3,08 75,28 + 7,91 99,62 + 1,40 71,26 1,56
sezamova seminka 56,00 £ 3,51 41,93 +£4,17 94,51 £ 4,39 59,47 £ 2,59
kmin fimsky 75,31 1+ 7,31 65,83 + 2,56 95,73 + 3,56 62,73 + 2,57

4.6.1.3 Enkapsulace vodnych extrakti rostlinnych praska do liposomi s riznym lecithinem
Vodné extrakty obsahujici biologicky aktivni latky rostlinnych praskd byly enkapsulovany do liposom
za uUGelem stabilizace a prodlouzeni Géinku. Tato ¢ast enkapsulacnich experimenti byla navic
zamérena na pfipravu a charakterizaci liposomul z lecithinu ziskaného ze tfi rliznych zdrojl, a to
slunecnice, soji a vejce. Divodem bylo srovnani vlastnosti liposomu pfipravenych z téhoz materialu
(lecithin) ziskaného z rliznych pfirodnich zdrojl. Liposomy byly pfipraveny a charakterizovany stejné
jako v predchozi kapitole 4.6.1.2.

V tabulce (Tabulka 44) Ize pozorovat, Ze primérna velikost astic se pohybuje pievazné v rozmezi
207-310 nm, s vyjimkou moringy a zeleného je¢mene enkapsulovanych do liposomi s vajeCnym
lecithinem (vzor grafického znazornéni distribuce ¢astic je uveden v Pfiloha 5). Obecné Ize z vysledki
konstatovat, ze liposomy slozené ze séjového a slunecnicového lecithinu vykazovaly niz$i distribuci
velikosti Gastic neZli liposomy obsahujici vajeény lecithin. U obou vzorkd moringy a je¢mene
enkapsulovanych do liposomi z vaje¢ného liposomu byla naméiena také vy$si polydisperzita, ale
stale pod hranici 0,7. Pravdépodobné mohlo dochazet k agregaci ¢astic, které mohou byt stale brany
jako relativné uniformni.

Kromé velikosti a polydisperzity byla u ¢astic zkoumana i dlouhodoba stabilita méfenim
zetapotencidlu a enkapsulacni ucinnost. Vysledky zobrazuje grafické znazornéni (Obrazek 25).
Z grafu Ize nejprve porovnat piipravené Castice bez enkapsulované aktivni latky, aby bylo patrné, jak
pouzité materialy ovliviiuji jejich fyzikalni vlastnosti. NejstabilngjSimi ¢&asticemi v Case 0 byly
vyhodnoceny liposomy ze slunec€nicového lecithinu, jelikoz jako jediné prekrocily hranici nestability —
30 mV, a to na hodnotu -37,2 + 4,3 mV. Hodnotu nestability neprekrocila ani po prvnim tydnu
skladovani s hodnotou zeta potencialu —31,8 £ 0,9 mV.

Z vysledkd Ize vSak vyvodit, Ze pfidavek aktivnich latek ma na liposomy stabilizadni vliv.
Enkapsulovanim extraktd s aktivnimi latkami do$lo ke stabilizaci ¢astic nejen v ¢ase 0, ale i v ramci
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celého Casového Useku skladovani. Extrakty je€mene, pSenice a matcha nejvice podpofily stabilitu
pripravenych liposomd obsahujicich sluneénicovy nebo soéjovy lecithin. VSechny tyto zminéné

dokonce po tfech mésicich dosahly hodnoty zeta potencialu —44,7 £ 0,79 mV.

Tabulka 44 Fyzikalni charakterizace pfipravenych liposomovych ¢astic s lecithinem rGizného plvodu

Vzorky liposomu Velikost [nm] PDI [/]
prazdné 246,76 £ 9,62 0,327 £ 0,071
g matcha 210,33 £ 5,65 0,238 + 0,011
2 | moringa 247,73 +1,39 0,256 + 0,006
2 | mlada psenice 256,33 + 2,37 0,275 + 0,000
| mlady jemen 223,47 +2,16 0,233 + 0,008
prazdné 309,51 £2,83 0,376 + 0,021
z matcha 206,60 £ 2,12 0,182 + 0,026
§ moringa 852,00 £ 12,14 0,453+ 0,016
L—ll mlada p3enice 253,67 £ 2,12 0,269 + 0,010
= | mlady je¢men 414,57 £ 21,73 0,432 0,050
prazdné 246,20 + 6,90 0,262 + 0,007
g matcha 245,93 + 5,54 0,415+ 0,003
g’_ moringa 240,57 £ 0,69 0,367 + 0,046
g mladé pSenice 207,93 £ 3,55 0,314 £ 0,029
» mlady je€men 213,60 + 0,65 0,300 + 0,028
Sl e liposomy ze sluneénicového lecithinu
Vo liposomy z vajecného lecithinu
SO e liposomy ze séjového lecithinu

V tabulce (Tabulka 45) jsou zobrazeny vysledky enkapsulaéni Géinnosti jednotlivych liposomd
s enkapsulovanymi vodnymi extrakty po dobu tfimési¢niho skladovani za snizené teploty 8 °C
v prostiedi vody. Tyto vysledky potvrzuji pribéh stabilizace liposoml, kdy doSlo ke zvy$eni
enkapsulacni u&innosti fenolickych slou€enin, ktera se po celou dobu drzela nad hodnotami 75 %.
Vzorek matcha vykazoval nejvy$3i enkapsulaéni ucinnost, a to u vSech liposomu riznych typu
s hodnotou nad 93 %.

Z vysledkd dlouhodobé stability liposom0 skladajici se z tfi riznych typl lecithinu Ize vyvodit, Ze
liposomy z vaje¢ného lecithinu v kombinaci s enkapsulovanymi vodnymi extrakty rostlinnych praski
nevykazovaly tak vysokou stabilitu a uniformnost €astic jako u lecithinu ze séje nebo slunecnice.
Vyznamnou roli hraje presna struktura a Cistota lecithinu, ktery byl extrahovan z pfisluSnych zdrojd.
Nevyhodou vajeéného lecithinu je také jeho Zivocisny plvod a produkty obsahujici pravé vajecny
lecithin by tak nemohly dostat oznaceni ,vegan“['6'.1'63]  Sojovy a slunecnicovy lecithin je tedy
vhodnou sloZkou pro pfipravu liposomi vykazujici dobrou stabilitu a uniformnost.
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Tabulka 45 Enkapsulacni Géinnost piipravenych liposomdi tvoienych lecithinem z riizného zdroje plivodu v priib&éhu 3 mésicl

Fenolické  Antioxidaéni Fenolické Antioxidaéni Fenolické Antioxidaéni
Vzorek latky aktivita Vzorek latky aktivita Vzorek latky aktivita
liposomtl liposomu liposomtl

EU [%] EU [%] EU [%]

S| _matcha 0 95,08 +6,84 | 97,16 £0,30 | V_matcha 0 95,34 4,74 97,35 +2,91 | So_matcha 0 95,75 £ 0,25 97,27 £ 0,22
S|_matcha_1T 94,37 £8,23 | 97,33+0,25 | V_matcha 1T 95,43 +1,28 | 97,29+0,11 | So_matcha 1T 95,94 + 0,96 97,63 £1,15
S|_matcha_3M 94,41 +2,28 | 98,27 +0,72 | V_matcha_3M 93,21 £5,18 | 85,55+ 0,05 | So_matcha 3M 94,15 +1,05 86,00 + 0,01
S|_moringa_0 99,72 £ 0,57 | 93,14+8,88 | V_moringa_0 85,55 +8,19 | 95,03+5,46 | So_moringa_0 93,05 7,80 95,89 + 1,20
Sl|_moringa_1T | 92,34 £0,33 | 94,72+ 0,24 | V_moringa 1T 99,14+0,17 | 99,33+1,91 | So_moringa_1T | 93,18 +0,18 98,29 + 0,88
S|_moringa_3M | 89,87 +0,48 | 90,28 + 0,25 | V_moringa_3M 93,03+0,25 | 92,29 £2,83 | So_moringa_3M | 92,52 # 0,41 93,23 +0,18
SI_pSenice_0 83,79+2,26 | 89,84+0,84 | V_pSenice_0 88,72+ 0,18 | 92,39 + 6,87 | So_pSenice_0 90,58 + 0,63 89,84 + 0,84
SI_pSenice_1T 85,93 +£0,16 | 91,57 £ 0,07 | V_pSenice_1T 78,83+0,80 | 91,31 £2,30 | So_pSenice_1T 87,10 £ 0,82 83,93 % 5,51
SI_pSenice_3M | 86,36 £0,26 | 77,88+ 0,09 | V_pSenice_3M 86,76 £+1,22 | 83,68+0,11 | So_pSenice_3M | 89,70 £0,14 84,33 £0,12
Sl_jeémen_0 78,78 £6,92 | 87,14+8,26 | V_jeémen_0 90,61 +1,65 | 87,14 +13,32 | So_je€men_0 90,73 £ 1,79 92,83 £1,44
Sl_je¢men_1T 85,94 £0,04 | 91,62+0,47 | V_jeCmen_1T 89,06 +0,66 | 97,12+1,34 | So_je€men_1T 89,32 £ 0,44 95,64 + 0,69
SI_je€men_3M 84,58 £0,23 | 85,36 +0,30 | V_jeCmen_3M 92,39+ 0,24 | 90,78+0,12 | So_jeEmen_3M 93,08 £ 0,10 94,40 £ 0,10
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4.6.1.4 Modelové traveni pfipravenych liposomu s riznym lecithinem

Viiv plsobeni travicich $tav na fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych liposoml s extrakty
s antimikrobialnim ucinkem pro cilené plsobeni v tlustém stievé proti nezadoucim bakteriim byly
studovany v této Casti prace.

Extrakty hefmanku a chmele byly nejprve enkapsulovany do liposoml sloZzenych z lecithinu
rizného plvodu a cholesterolu. Kromé zakladnich charakteristik ¢astic a dlouhodobé stability ve
vodném prostiedi byla sledovana jejich stabilita v prib&hu modelového traveni. Liposomy byly
pfipraveny dle postupu v kapitole 3.3.22.1 a modelové trdveni probéhlo dle nasledujiciho postupu

v kapitole 3.3.25.

Tabulka 46 Fyzikalni charakterizace pfipravenych liposomu s lecithinem z rliznych zdrojt a
enkapsulovanym rostlinnym vodnym extraktem

Vzorky liposomu Velikost [nm] PDI [/]
.. | prazdné 246,76 19,62 0,327 + 0,071
% ,,g, chmel 210,33 £ 5,65 0,238 + 0,011
é)' hefmanek 247,73 £1,39 0,256 + 0,006
.. | prazdné 309,51 + 2,83 0,376 + 0,021
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