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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd vyberom vhodnej kombinacie probiotickej kultary
S riasovymi extraktami ako pridavok do detskych prikrmov a ndvrhom optimélneho zlozenia
detského prikrmu. Pre tieto ciele boli vybrané morské riasy arame, wakame, hijiki a kombu.

Teoretickd Cast’ je zamerana na spravnu vyzivu deti, ich nedostatkov a moznych ochoreni.
Nasledne sa zaobera charakterizaciou probiotickych kultr a ich vyznamom vo vyzive dietat’a.
V neposlednom rade st v teoretickej Casti charakterizované jednotlivé morské riasy, ich
nutricné zlozenie a taktieZ vyznam vo vyzive dietata.

V experimentalnej Casti sa najprv analyzovali vzorky vybranych rias z hl'adiska sacharidov,
obsahu nerozpustnej vlakniny, fruktooligosacharidov a B-glukanov ¢i obsahu pigmentov. Ako
porovnévacia zlozka sa pouzila vzorka inulinu, bezne pouzivané prebiotikum do probiotickych
vyrobkov. Ddlezitou analyzou tejto experimentalnej Casti bolo stanovenie vplyvu riasovych
extraktov na viabilitu a rast probiotickych baktérii. Nasledne sa vykonalo modelové travenie
zmesi probiotik a riasovych extraktov, priCom sa stav probiotickych buniek vyhodnocoval
pocas travenia aj po ukonceni travenia pomocou merania zakalu a pomocou prietokovej
cytometrie.

Na zaver bola navrhnuta nielen optimalna kombinacia riasového extraktu a probiotickej
kultary, ale aj moZnosti zlepSenia dlhodobej viability probiotickych buniek v kombindcii

S riasovymi extraktami.

KPucové slova: detsky prikrm, riasy, viabilita, probiotika



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the selection of a suitable combination of probiotic culture with
algae extracts as an addition to the baby formula and the application of the optimal composition
of baby formula. Arame, wakame, hijiki and kombu seaweeds were selected for these purposes.

The theoretical part is focused on the proper nutrition of children, their deficiencies and
possible diseases. Subsequently, it deals with the characterization of probiotic cultures and their
importance in the child's nutrition. Last but not least, the theoretical part characterizes the
individual seaweeds, their nutritional composition and also their importance in the child's
nutrition.

In the experimental part, samples of selected algae were first analyzed in terms of
saccharides, insoluble fiber content, fructooligosaccharides and -glucans or pigment content.
A sample of inulin, a commonly used prebiotic in probiotic products, was used as a reference
component. An important analysis of this experimental part was to determine the effect of algal
extracts on the viability and growth of probiotic bacteria. Subsequently, a model digestion of a
mixture of probiotics and algal extracts was performed, and the condition of the probiotic cells
was evaluated during digestion and after digestion by measuring turbidity and flow cytometry.

Finally, not only the optimal combination of algae extract and probiotic culture was proposed,
but also the possibility of improving the long-term viability of probiotic cells in combination

with algal extracts.

Key words: baby food, algae, viability, probiotics
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1 UVOD

V stcasnosti sa kladie vel'ky doraz na zdrava vyzivu deti. Do skupiny zdravych potravin, ¢i
skor zdravych zloziek potravin sa stale viac dostavaju produkty s pridavkom probiotickych
kultar ako st Lactobacillus acidophillus alebo Bifidobacterium breve. Ako probiotika sa
najviac vyuzivaju baktérie mlie¢neho kvasenia. Za posledné roky sa stale viac deti stretdva
Sroznymi alergiami ato hlavne na urcité zlozky potravin. Taktiez mnoho deti trpi
nedostatocnou imunitou alebo ré6znymi ¢revnymi ochoreniami. Prave z tohto dovodu potom
rodi¢ia hl'adaju pre svoje deti zdravu cestu lieCby, a tou su v mnohych pripadoch prave detské
prikrmy s obsahom probiotik a prebiotik. Probiotikéa st vSak zivé mikroorganizmy, ktoré mézu
byt ohrozené najmensou zmenou prostredia, ¢i nedostatocnym zdrojom zivin. Z tohto dovodu
je vyhodné pridavat’ do probiotickych produktov taktiez urcity druh prebiotika, pripadne
konzumovat prebiotikum mimo uzivania probiotik. Va¢sina l'udi si pod pojmom prebiotikum
predstavi vlakninu, napriklad inulin. K prebiotikdm patri ale aj ovocie, ¢i zelenina alebo
potraviny s vysokym obsahom nerozpustnej vlakniny a s vysokym obsahom sacharidov.

V poslednych rokoch sa objavuje Coraz viac §tidii, ktoré sa zaoberaju nutricnymi hodnotami
najroznejSich morskych rias. Hl'adaji sa v nich nové zdroje sacharidov, ¢i minerdlnych latok
ale aj roznych pigmentov. Hlavne kvoli vhodnému obsahu sacharidov a vysokému obsahu
nerozpustnej vlakniny st vhodné aby sa pridavali k probiotickym vyrobkom.

Této praca je zamerand prave na skimanie morskych rias a ich nutricnych hodnét. Testovanie
a analyzy s pritom zamerané na vytvorenie vhodnej kombinacie prebiotickej zloZzky, teda

morskej riasy a probiotickej zlozky.
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2 TEORETICKA CAST

2.1. Vyiziva deti

Stravovacie navyky a vyziva dietata hraji pri jeho vyvoji velku rolu a su dolezitou sucast'ou
jeho kazdodenného zivota. Nevyvazena strava, ¢i vysoka spotreba energie vedie k vzniku
kardiovaskularnych chordb, obezity a niektorych dal§ich tzv. civilizacnych ochoreni.
V sucasnej dobe je problémom najmi vysoky prijem energie, vysoka spotreba tukov a ich
nespravne zloZenie. Neprimerany je aj obsah cholesterolu, soli a cukru v prijimanej strave.
K nedostatkom vo vyzive deti patri nizky prijem vitaminu C a vlakniny.

Deti sa ¢asto mozu dostat’ do situacie, kedy je potrebna zmena obsahu ich jedalnicka. Je to
predovsetkym v obdobi rekonvalescencie alebo ochorenia. V mnohych pripadoch je zmena
jedalnicka tym najlepS$im liecebnym prvkom. V Zivote dietat’a existuje niekol’ko vyvojovych
faz, pricom kazda z nich si vyzaduje iné zloZenie stravy, iny prijem energie ¢i vody [1].

Podrla vyzivovych narokov sa stravovacie obdobia diet’at’a rozdel'uju do troch stadii, pricom
tieto Stadia na seba nadvézuju a kazdé z nich trva 4-6 mesiacov. Jednotlivé obdobia st uréované
funkénostou traviaceho Ustrojenstva, funkénostou vyluCovacieho Ustrojenstva a
psychomotorickym vyvojom doj¢ata [2].

Prvé obdobie od narodenia dietata sa nazyva pociato¢né obdobie a je charakteristické
vyhradne mlie¢nou stravou dojCata. V pripade vaznych zdravotnych problémov je mozné
dokrmovat podl'a odporucania lekara. Prechodné obdobie zac¢ina od 6. mesiaca Zivota, kedy je
potrebné do jedalni¢ku zaradit’ okrem materského mlieka vhodné druhy zeleniny ako st mrkva,
zemiak ¢i cuketa. NajbeznejSim spracovanim tychto surovin je forma kase, pripadne pyré [3].

Tretim Stadiom je obdobie zmieSanej stravy, pocas ktorého by malo byt podavané jedlo
ahko stravitelné a mikkeé. Strava by mala byt’ pestra a nutri¢éne hodnotna [2].

Vsetky potravinové produkty, &i uz vyrobené alebo dovezené musia spiiat vybrané
poziadavky na zloZenie potravin pre pociatocnu a pokraCovaciu dojensku vyzivu a vyzZivu
malych deti, d'alej poziadavky na zloZenie obilnych kasi a ostatnych prikrmov podla vyhlasky

54/2004 Sb [4].

2.2. Probiotika

Probiotika st definované Organizaciou pre vyzivu a polnohospodarstvo a Svetovou
zdravotnickou organizaciou (FAO/WHO) ako zivé organizmy, ktoré su v primeranom
mnozstve pre ¢loveka zdraviu prospesné [5]. Vacsinou ide o baktérie mlie¢neho kvasenia, ktoré

st charakterizované vysokou adaptabilitou na Zivotné prostredie, schopnostou Zit' v réznych
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prostrediach a metabolickou schopnostou produkovat kyselinu mlie¢nu fermentaciou
sacharidov [6]. Medzi najcastejSie Studované a pouzivané probiotické mikroorganizmy patria
baktéric rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a Saccharomyces [7]. Mnozstvo a druh

mikroorganizmov obsiahnutych v mlie¢nych vyrobkoch vymedzuje vyhlaska ¢. 397/2016 Sb
[8].

2.2.1. Vyznam probiotik vo vyZive diet’at’a

Vyznamnou ulohou tychto mikroorganizmov je obnova c¢revnej mikroflory a lie¢ba
hnackovych ochoreni, najmi rotavirusovych hnaciek u deti. Pozitivny prinos probiotik je
taktiez pri liecbe ulcerdznej kolitidy, laktézovej intolerancii, pri syndrome drazdivého creva
¢i pri infekcii, ktort spdsobuje baktéria Helicobacter pylori [9]. Je zname, Ze pritomnost’
probiotickych baktérii v traviacom trakte pomdha lepSie hydrolyzovat’ a teda aj vstrebavat’
bielkovinu. U¢inkom miernej lipazovej aktivity probiotickych baktérii dochadza k lepse;
utilizécii tukovych Castic. Aktivacia laktazy zlepSuje toleranciu a vyuzitie laktézy z mliecnej
vyzivy dietata [10].

Pozitivne vplyvaji na lie¢bu infekcii hornych dychacich ciest, znizuju riziko rakoviny
hrubého c¢reva a mocového mechura. Probiotické mikroorganizmy sa vyuZivaju nielen
pri liecbe atopickych ekzémov a alergii, ale aj ako prevencia pred zubnym kazom [9].

Pritomnost’ probiotickych baktérii napomaha aj k lepSiemu vstrebavaniu vapnika a zvySuje
sa prirodzena syntéza vitaminov skupiny B [10].

Probiotika sit'azia s patogénnymi baktériami o naviazanie na sliznicu ¢revnej steny, ¢im
posiliiuju vnutorni sliznicu ¢reva a nasledne zamedzuji adhézii patogénnych baktérii na dané
miesto. Produkuju latky zvané bakteriociny a latky ako s napriklad organické kyseliny, ¢i
peroxid vodika. Mikroorganizmy pritomné v zaZzivacom trakte reaguju s epitelidlnymi a
imunitnymi bunkami, ¢im stimuluju vrodeny imunitny systém ¢loveka. Crevnd mikroflora
modze prispiet’ k spracovaniu potravinovych antigénov v traviacom trakte. Vysledkom
spracovania tychto antigénov je precitlivenost’ na urcity druh jedla az vznik atopie. Probiotika
maju schopnost’ upravit Strukturu potencialnych antigénov, zniZzuju ich imunogenicitu,
priepustnost’ ¢reva a tvorbu prozapalovych cytokinov, ktoré su zvySené u pacientov s réznymi

alergickymi t'azkost'ami. [11].

2.2.2. Viabilita probiotik
Na zabezpecenie pozitivneho vplyvu probiotik na zdravie ¢loveka je potrebné udrzat’ viabilitu

a metabolicku aktivitu probiotickych mikroorganizmov pocas spracovania a predaja potravin
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a nasledne v traviacom trakte uzivatel'a. Na zvySenie a udrZanie Zivotaschopnosti probiotik
Vv potravinovych produktoch existuju rozne spdsoby, napriklad vyber probiotik rezistentnych
vo¢i kyselindm a 7ICi, pouzitie nadob nepriepustnych pre kyslik, adaptiacia na stres
¢i enkapsulacia. Mikroenkapsulacia sa v poslednych rokoch radi medzi najnovsie a vysoko
ucinné metddy na zvySenie viability probiotik. Na zvySenie zivotaschopnosti probiotickych
kultar v jogurtovom prostredi sa pouziva aj dvojstupnova fermentacia. Vysledkom pokusu s
pouzitim dvojstupiiovej fermentacie, po Siestich tyzdinoch skladovania jogurtu, bola vicsia
retencia Zivotaschopnych buniek L. acidophilus a B. longum ako pri jednostupniovej fermentacii
[12].

Dalsou skamanou metédou na udrZanie viability probiotik je susenie. Niekolko prac
dokazuje, Ze spravne vysuSené mikroorganizmy zostavaju Zivotaschopné aj pri dlhodobom
skladovani pri izbovej teplote. Proces dehydratacie vSak spociva v odstraneni velkého
mnozstva intracelularnej vody, ¢o vedie k membranovej deformacii alebo bunkovej smrti.
Vysychanie zvysuje kontakt bunkovych povrchov so vzduchom, a teda aj s molekulami kyslika,
vyvolava tvorbu a intracelularnu akumuléciu reaktivnych foriem kyslika, ¢o sposobuje

poskodenie bunkovych proteinov, lipidov a nukleovych kyselin [13].

2.2.3. Probiotické mikroorganizmy

Ako bolo uz spomenuté vysSie, probiotika su v podstate baktérie mlie¢neho kvasenia.
Vseobecne baktérie s po fyziologickej stranke rdoznorodé prokaryotické mikroorganizmy,
po stranke morfologickej sa jedna o vel'mi podobné organizmy. Tvar buniek je odvodzovany
od tyciniek alebo kokov a ich velkost’ sa radovo udava v niekol’kych um. Z fyziologického
hladiska su baktérie heterotrofné mikroorganizmy, ktoré ziskavaju zZiviny premenou
organickych latok. Produktom ich metabolizmu méze byt napr. kyselina mlie¢na.

Do skupiny baktérii mlie¢neho kvasenia moZeme zaradit’ niektoré druhy rodov Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Bifidobacterium. S vynimkou
bifidobaktérii st vSetky rody fylogeneticky pribuzné. Bifidobaktérie st typickou sucast'ou
intestindlneho traku ludi a zvierat a v prirode sa primdrne vyskytuju vo fekalne
kontaminovanych substratoch. Pravé baktérie mliecneho kvasenia tvoria velktl skupinu
nepohyblivych, nesporulujiicich, grampozitivnych kokov a tycCiniek, ktoré fermentuju
sacharidy za fakultativne anaerobnych podmienok a tvoria pri tom hlavne kyselinu mlie¢nu.

Mliecne baktérie je mozné delit’ podl'a hlavnych a vedlajSich termindlnych fermentaénych

produktov na homofermentativne, ktoré fermentovany sacharid premenia skoro vyhradne
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na kyselinu mlienu a heterofermentativne, ktoré premienaju fermentovany sacharid
na kyselinu mlie¢nu, Kyselinu octovu, oxid uhli¢ity a za uréitych podmienok aj etanol.
Baktérie mliecneho kvasenia sa pouzivaju ako vyrobné prostriedky pri fermentacnych
procesoch v technoldgii kvasenych potravin a pochutin Zivoéisneho a rastlinného pdvodu,
pricom fermentdciou sacharidov na kyselinu mlieCnu a octovll a vedlaj$Simi produktami

metabolizmov prispievaju k typickej chuti a arome prislusného fermentovaného produktu [14].

2.2.3.1. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus patri do kmena Firmicutes, triedy Bacilli, radu Lactobacillales a ¢el'ade
Lactobabacillaceae. Zastupcovia rodu Lactobacillus su baktérie tvaru pravidelnych tyciniek,
ktoré st obvykle dlhsie, obéas kokovité, usporiadané v palisadach alebo kratkych retazcoch.
Su fakultativne anaerdbne alebo mikroaerofilné, teda ich rast je silnej$i pri redukovanej
koncentracii kyslika. VSeobecne plati, Ze pritomnost’ 5 % oxidu uhli¢itého podporuje rast
laktobacilov.

Nachadzaju sa v syroch ¢i v kyslych mlie¢nych vyrobkoch, kde si svoju funkciu plnia
v zavislosti na druhu, kmeni, vyrobnych podmienkach a produktoch. NajéastejSie st
V potravinarstve pouzivané ako Startovacie kultury alebo uz vys$Sie spominané probiotické
kultary. Okrem tychto vlastnosti niektoré laktobacily produkuju bakteriociny
a exopolysacharidy. Za ur€itych podmienok mézu sposobit’ vady chuti a textary potravin [15].

Rod Lactobacillus je najrozsiahlejsi rod mliecnych baktérii s viac ako 100 druhmi
a poddruhmi. Napriek tomu, Ze vicsina z nich je nepatogénna, u jedincov s oslabenou imunitou
mozu byt zdrojom novorodeneckej meningitidy, baktériémii a pl'icnych ochoreni [16].

Najvyznamnej$im druhom je L. acidophilus. Vyuziva sa na vyrobu acidofilného mlicka a
suSené¢ho acidofilného mlieka za ucelom kfmenia. Z farmaceutického hl'adiska sa vyuZiva
na obnovu prirodzeného zloZenia ¢revnej mikroflory po aplikacii antibiotik. Tento druh vyuziva
glykogén, ktory sa uvolfiuje z rozpadajtcich sa epitelov, za vzniku kyseliny mlie¢nej [17].

Dalgimi prikladmi mlie¢nych kultir pouZivajucich sa ako probiotika si: L.casei,
L.rhamnosus, L.plantarum, L.lactis, L.delbrueckii ssp. bulgaricus, L.helveticus, L.reuteri,

L.brevis, L.johnsoni, L,paracasei a L.salivarius [16].

2.2.3.2. Rod Bifidobacterium
Bifidobaktérie boli vyizolované v roku 1900 Tissierom zo stolice doj¢enych deti a nazvané ako
Bacillus bifidus, pretoze mali charakteristicky tvar pismena Y, boli grampozitivne a pocas rastu

neprodukovali plyn. Pocas nasledujucich 50 rokov vedci navrhovali nové pomenovanie
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pre bifidobaktérie. Neskor boli zaradené do samostatného rodu Bifidobacterium. Patria
do kmena Actinobacteria [18].

Bifidobaktérie maju vyznamnu tlohu v intestindlnom trakte novorodencov, u ktorych tvoria
vacsinu ¢revnej mikroflory. Nachddzaji sa v trdviacom trakte dospelého c¢loveka, kde
z fermentovanych sacharidov produkuju kyselinu mlie¢nu a kyselinu octovi, ktoré inhibuju
neziaduce baktérie a zlepSuju peristaltiku Criev [19].

Vsetky doposial’ popisané druhy sa daju rozdelit’ do Siestich skupin podl'a miesta vyskytu:
Creva Cloveka, ustna dutina, strava, trakt zvierat, trakt hmyzu a odpadné vody. Do skupiny
T'udskych bifidobaktérii zarad’'ujeme nasledujice druhy: B.pseudocatenulatum. B.catenulatum,
B.adolescentis, B.longum, B.infantis, B.breve, B.angulatum, B.bifidum a B.dentium.
Medzi najdodlezitejSie probiotické druhy patria B.longum, B.bifidum, B.breve a B infantis.

Vyuzivaju sa aj ako pridavky do mlie¢nych vyrobkov a potravinovych vyrobkov [20].

2.2.3.3. Rod Enterococcus
Jedna sa o grampozitivne koky, kultivacne nenaro¢né. Su pomerne rezistentné k vonkajsiemu
prostrediu. Vyskytuju sa vo dvojiciach alebo v kratkych retazcoch, pricom nehomolyzuju
na krvnom agare. Eneterokoky st fakultativne anaerdbne, odolné voci vysokému pH (9,6), rasta
v hypertonickom roztoku NaCl, preziji polhodinové zahriatie na 60 °C st schopné rast’
aj za pritomnosti 40% zI¢i. St odolné voci soliam, detergentom, tazkym kovom, ethanolu,
azidom a vysychaniu. Primarne sa nachadzaja v €reve, iny vyskyt je vel'mi vzacny. Sposobuju
mocoveé infekcie, gynekologické zapaly, pooperacné komplikacie a urosepsu. Si znacne
rezistentné k antibiotikdm. Najznamej$imi zastupcami su Enterococcus faecalis, Enterococcus
durans a Enterococcus faecium, ktoré byvaju radené medzi probiotické mikroorganizmy [21].
Enterococcus faecalis ako fakultativny anaerob kvasi glukézu bez produkcie plynu
na kyselinu mlie¢nu a neprodukuje katalyticka reakciu s peroxidom vodika. Na neutralnom
bujone mdze fermentaciou tvorit’ aj viacSie mnozstvo kyseliny mravcej, octovej a ethanolu.
Katabolizuju glycerol, laktat, malat, arginin a ketokyseliny pricom uvoltiuju do okolia energiu.

E.faecalis moze spdsobit’ zapal mozgovych blan [22].

2.2.3.4. Rod Lactococcus

Lactococcus je rod mlie¢nych baktérii, ktory kvasi glukdzu na kyselinu mlie¢nu, ktora je ich
hlavnym a zaroven jedinym produktom. St to grampozitivne koky, ktoré sa nachadzaju bud’
jednotlivo, v paroch alebo retazcoch. Tieto organizmy sa bezne vyuzivaji v mliekarenskom
priemysle pri vyrobe fermentovanych mliecnych vyrobkov. Mo6Zu sa vyuzivat’ ako samotna

kultura alebo ako zmieSané kultary s rodom Lactobacillus a Streptococcus. Tieto baktérie maju

16



ulohu aj v dochuteni konecného produktu. Osobitna pozornost’ sa venuje druhu Lactococcus
lactis subs. cremoris, Lactococcus lactis subs. lactis a druhu Lactococcus plantarum. Vyuzivaju
sa ako Startovacie kultary v priemyselnych mlie¢nych kvaseniach, pricom ich ucelom je
produkcia mlieka a mliecnych vyrobkov rychlym okyslenim, ¢o sposobi pokles pH
fermentovaného produktu, ¢o zabrani kazeniu [23].

L.lactis subs. lactis je prvym geneticky modifikovanym organizmom, ktory ako zivy mdze
byt’ pouzity na lieCenie I'udskych chordb. Pridanim do mlieka vyuziva enzymy k tvorbe ATP
z laktozy. Produkovana kyselina mlieCna zrdza proteiny za vzniku tvarohu. VyuZziva sa aj
pri vyrobe nakladanej zeleniny, piva, vina, niektorych druhov chleba, sdjového mlieka, kefiru
a d’alsich [24].

2.2.35. Rod Leuconostoc
Leuconostoc je rod grampozitivnych baktérii majucich tvar ovoidnych kokov, ktoré tvoria dlhé
retazce. VSetky druhy v rdmci tohto rodu st heterofermentativne a st schopné produkovat’
zo sacharozy dextran. VSeobecne su povazované za nepatogénne, odolavajice kyselinam a
rasta pri teplote 18 az 25 °C. Spolu s d’als$imi rodmi ako je Pediococcus a Lactobacillus st
zodpovedné za kvasenie kapusty. Dalej sa podiel'a na fermentécii kefiru.

L.carnosum je anaerébna baktéria vyskytujica sa v zle zabalenom mése. Optimalna teplota
pre rast je 2 °C. Tato baktéria je schopna inhibovat’ rast inych baktérii, preto sa vyuziva ako
biologicky konzervaény prostriedok [25].

2.2.3.6. Rod Streptococcus
Bunky streptokokov maju gul’aty alebo vajcovity tvar, st usporiadané do parov, kratkych alebo
dlhsich retazcov a obycajne st nepohyblivé. Netvoria spory, st grampozitivne a fakultativne
anaerobne mikroorganizmy, ktoré fermentuju sacharidy na kyselinu mlie¢nu [26].
Streptococcus thermophilus patri do termofilnej skupiny baktérii mlie¢neho kvasenia. Je to
grampozitivny mikroorganizmus vajcovitého tvaru s vel'kostou od 0,7 az do 0,9 um. Tento
mikroorganizmus ma optimalnu teplotu rastu 40 az 50 °C a vybrané kmene rasti v mlieku
bez pristupu vzduchu a vytvaraja bielu zrazeninu. Vzhl'adom na svoje fyziologické, ekologické
a metabolické vlastnosti sa vyuziva spolu s druhmi Lactobacillus ako S$tartovacia kultura
pri vyrobe jogurtov a inych mlienych vyrobkov (Svajciarsky alebo taliansky syr).
S. thermophilus nie je schopny metabolizovat’ galaktozu, ¢o méze mat’ za nasledok zIu textiuru
a chut' syru. Exopolysacharid vybranych kmenov ma rozhodujuci vyznam pre konecnu

Struktaru jogurtu [27].
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2.2.3.7. Rod Pediococcus

Pediococcus je rod grampozitivnych baktérii mlie¢neho kvasenia, ktoré sa zvycajne vyskytuji
v paroch alebo tetradach. St homofermentativne a spolu s ostatnymi baktériami st zodpovedné
za kvasenie kapusty. St zodpovedné za kontaminaciu piva a vina, ale v niektorych druhoch
piva je ich pritomnost’ ddlezitd. Produkuju diacetyl, ktory doddva maslovt alebo karamelova
prichut’ niektorym vinam ako je napriklad Chardonnay. Niektoré druhy sa vyuZzivaju ako
ockovacie kultary v silaznych jamach.

Ako priklad baktérie rodu Pediococcus je P.pentosaceus. Je to nepohybliva a nesporulujica
baktéria so striktne fermentativnym metabolizmom, ktorej hlavnym produktom je kyselina
mlie¢na. Rastie pri teplote 40 °C, v rozmedzi pH 4,5 az 8, v 9 az 10% roztoku NaCl a je schopna
vyuzivat’ maltozu. Mo6ze byt izolovana z rastlinného materidlu alebo zo syra. Vyuziva sa ako

Startovacia kultira na fermentéciu klobas, kukurice, zelenej fazule, s6jového mlieka a na silaz

[27].

2.2.4. Probiotické produkty pre deti

Probiotické a prebiotické produkty sa na ceskom trhu vyskytuji ako doplnky stravy, ¢o zhorSuje
prehl'adnost’ a kontrolovatel'nost’ trhu. Situacia by bola omnoho prehl'adnejsia, keby sa jednalo
0 registrované lieciva [28,29].

V sucasnosti sa na trhu vyskytuje nespocetne vela vyrobkov obsahujucich probiotické
kultiry, avSak vidcSina z nich nie je ur¢ena pre malé deti ¢i dojcatd. Probiotické produkty
pre deti sa na trhu vyskytuji v réznych formach. Existujt tabletky, Zuvacie kapsule ¢i kvapky.
Vyrobky obsahuju r6zne mnoZzstva probiotik, pohybuju sa v odlisnych cenovych relaciach a su
urcené pre deti v roznych fazach Zivota. Sticastou probiotickych produktov moézu byt aj iné,
zdraviu prospesné latky [30].

Pre deti od troch rokov su na trhu dostupné probiotické produkty vaésinou vo forme cukrikov,
Zuvacich tabliet alebo peroralnych roztokov ako napriklad probiotické produkty od fimy
BioGaia alebo tablety na cmul'anie Dr.Max Probiomaxik (viz. Obrazok 1 a 2). Tieto produkty

moZu mat réznu prichut’.

18



DrMax*

1
]

R

& ProbioMaxik
ED
S prichufou malin

<

- @ Mikrobiaini kultura

ﬁ Rosell Problocap® pro déti

2]

b Mikrobidina kultira

0 Rosell Probiocap® pre deti
id

0 ?
i 4
— _—

Obrazok 1: Tablety Dr. Max ProbioMaxik [31]
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Dieteticka potravina na osobitné medicinske Gcely.
7 vrecu$ok

Obrazok 2: Peroralny rehydratacny roztok BioGaia ProTectis Plus [32]

Aby boli probiotické produkty a teda aj samotné probiotika bezpe¢né, musia spiiiat’ mnoho
kritérii. Musia byt nepatogénne, netoxické a zaroven priaznivo poOsobit na hostitela.
V traviacom trakte musia byt schopné preZit’, metabolizovat,, prilnit’ sa k epitelovym bunkam,
rychlo sa mnozZit a docasne kolonizovat. TieZ musia obsahovat velké mnoZstvo
zivotaschopnych buniek, nakol’ko behom skladovania dochadza k ubytku zivych buniek. Musia

byt odolné voci nizkemu pH, Zalidoénym §t'avam, ZI¢i a pankreatickej $tave [33].

2.2.5. Rizika uZivania probiotik
Okrem pozitivneho vplyvu probiotik na 'udsky organizmus mo6Zu probiotické mikroorganizmy
spoOsobit’ aj r6zne zdravotné tazkosti. Stdva sa tak najmi vtedy, ked’ sa mnozstvo uzivanych
probiotik nezhoduje s predpisanym mnozstvom ¢i davkou.

NajcastejSimi vedl'ajsimi uc¢inkami je tvorba plynu a nadtvanie. Vo vaznejsich ale zaroven
zriedkavejsich pripadoch mézu probiotika sposobit’ rozne infekcie. Ohrozenou skupinou st

deti s oslabenou imunitou alebo deti s nespravne vyvinutou érevnou bariérou. Dal§im rizikom
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nespravneho uzivania probiotickych vyrobkov je ich reaktivita s ur¢itym druhom lieciv ako je
napriklad sulfasalazin, ktory sa pouziva prave na liecbu ulcer6znej kolitidy ¢i Crohnove;j
choroby. Probiotika spdsobuju rychlejsiu latkova premenu tychto lieciv, ¢im sa zvySuje ich

obsah v tele [34].

2.3. Prebiotika

Primarnou funkciou prebiotik je priaznivé ovplyviiovanie rastu probiotik v traviacom trakte. St
to polyméry na baze karbohydratov. Vo vSeobecnosti sa za prebiotikum povazuje rastlinna
vlaknina pritomna v zelenine ¢i ovoci [35].

Uskutocnilo sa niekol’ko studii, ktoré dokazuji znizenie rizika vzniku ekzému u dojCiat prave
vd’aka konzumacii pociato¢nej doj¢enskej vyzive doplnenej nestravitelnymi oligosacharidmi
[36].

Polysacharidy morskych rias je mozno najst’ ako zlozky ich bunkovej steny. Patri sem
celuloza, hemiceluldza a lignin, ktoré posobia v 'udskom organizme ako nerozpustnd vldknina
[37].

Polysacharidy morskych rias odolavaju zalidocnym kyselindm, trdviacim enzymom a
gastrointestinalnej absorpcii, preto mozu slazit’ ako fermentacné substraty pre Specifické ¢revné
mikrobialne populacie. Zistilo sa, ze alginatové oligosacharidy podporuju rast Bifidobacterium
bifidum ¢i Bifidobacterium longum. Preukazalo sa, Ze pritomnost’ laminarinu spdsobuje narast
bifidobaktérii [38]. Laminarin méze pdsobit” ako imunomodulator stimulovanim B-lymfocytov
a T-lymfocytov a regulujt hladinu cholesterolu v peceni a v krvi [37]. Fukoidan zasa pozitivne

vplyva na rast laktobacilov a bifidobaktérii [38].

2.4. Fruktooligosacharidy a ich vplyv na zdravie diet’at’a
Fruktooligosacharidy alebo fruktany st oligo- a polysacharidy zlozené z fruktézovych
jednotiek. Fruktooligosacharidy su zname svojimi prebiotickymi vlastnostami a mnohymi
zdravotnymi benefitmi. Vhodnym zdrojom tychto sacharidov je inulin, najcastejSie
extrahovany z korena Cakanky. Fruktooligosacharidy st pre cloveka prospesné kvoli
pozitivnemu poOsobeniu na probiotické baktérie, znizuji hladinu glukézy v krvi, zlepSuju
absorpciu mineralov, stimuluji imunitny systém a inhibuju rast patogénnych mikroorganizmov
[39].

Jednou z moznosti stanovenia fruktooligosacharidov je pouzitie enzymatickej hydrolyzy

a nasledné spektrofotometrické stanovenie, pripadne stanovenie pomocou metody HPLC [40].
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2.5. B-glukany a ich vplyv na zdravie diet’at’a

B-glukéany st polysacharidy, homopolyméry B-glukézy, ktoré sa v prirode vyskytuju v réznych
konfiguréaciach. Tieto polysacharidy maji pozitivne u¢inky na imunitny systém, pri¢om tato
schopnost’ sa zvySuje s ich molekulovou hmotnostou. B-glukany su Struktirnou jednotkou

bunkovych stien baktérii, rias ¢i sinic [41].

2.6. Riasy

Riasy predstavuju skupinu vel'mi réznorodych sladkovodnych a morskych organizmov,
do ktorej je zahrnutych viac ako 30 tisic druhov. V sucasnej dobe st systematicky zaradené
do Styroch ris [42].

Radia sa medzi nizSie rastliny. Jedna sa o autotrofné, jednobunkové aj mnohobunkové
rastliny bez diferenciacie pletiv. Nadobudaju mikroskopickée ale aj niekol’kometrové rozmery.
Ich farba je dana r6znymi pigmentami, vd’aka ktorym mozu z anorganickych latok za tcasti
svetla vytvarat’ organickii hmotu a kyslik. Ich farba sa taktiez podiel'a na taxonomickom
rozdeleni [43,44,45].

Ich chemické zloZenie sa liSi v zavislosti na druhu, miesta vyskytu, obdobi zberu alebo
na podmienkach okolia [46].

Riasy sa vyznacuji rozmanitostou pohlavného aj nepohlavného rozmnoZovania, ktoré je
podmienené vodnym prostredim. Jednobunkové riasy sa ¢asto rozmnozuji delenim buniek.
Pri pohlavnom rozmnozovani sa tu vyskytuje izogamia, anizogamia a oogamia. Jedinou
diploidnou bunkou je vd¢sinou zygota. Iba u niektorych ¢ervenych, hnedych a zelenych rias sa
vyskytuje diploidna generacia, teda sporofyt ako samotna rastlina. Nepohlavne sa riasy
rozmnozuju sporami. Vegetativny spOsob rias spofiva vo fragmentacii stielok (napr.

u Cervenych rias), pripadne sa vytvara $pecializované rozmnoZzovacie teliesko [47].

2.6.1. Nutri¢né zloZenie rias

Morské riasy, ¢asto konzumované v Cine & Japonsku, maji vysokd nutriénd hodnotu.
Obsahuju vitaminy, proteiny, mineraly, vlakninu a esencidlne mastné kyseliny. Skladaju sa
z 80-90 % vody a ich susSina obsahuje priblizne 50 % sacharidov, 1-3 % lipidov a 7-38 %
mineralov. Kvoli nizkemu obsahu tukov sa moézu konzumovat' pocas roznych diét.

Avsak chemické zloZenie a podiel latok sa medzi jednotlivymi druhmi 1isi [48].
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2.6.1.1. Proteiny a aminokyseliny

Ako bolo uz spomenuté¢ vyssie, riasy su vyznamnych zdrojom dusikatych latok, najma
proteinov a aminokyselin. Obsahuj aj malé mnozZstvo neproteinového dusiku, ktorého zdrojom
su voI'né aminokyseliny, chlorofyl, dusicnanovy a dusitanovy dusik, amonne i6ny a nukleové
kyseliny [49].

Kvalita proteinu je posudzovana podl'a aminokyselinového zlozenia. Pokial’ obsahuje vsetky
esenciadlne aminokyseliny v ur¢itom mnozstve, je povazovany za plnohodnotny. Nutricna
hodnota kazdého proteinu je urCena limitujicou esencidlnou aminokyselinou, ktora je
obsiahnutd v najmenSej koncentracii vzhladom k vajecnému proteinu, ktorého
aminokyselinové zlozenie je povazované za idedlne a sluzi pre posudenie kvality proteinov
ostatnych potravin, u Ktorych sa niektoré aminokyseliny vyskytuji v limitujicej koncentracii

[50]. U rias je najéastejSou limitujiicou aminokyselinou tryptofan [51].

2.6.1.2. Minerdlne latky

Mineralne latky v riasach st zaujimavé nielen svojim obsahom, ale aj formou koloidnych
roztokov, v ktorych st pritomné. Chemicka forma je velmi dolezitd pre vyuzitenost
esencialnych prvkov, pretoZze urcuje mieru absorpcie a ich distribtciu v organizme [52].

Obsah mineralnych latok v kone¢nom produkte moze byt ovplyvneny aj kuchynskou
upravou rias [53].

Negativnou vlastnost'ou rias je ich schopnost’ viazat’ olovo, kadmium, ortut’ a arzén. Je to
sposobené zloZzenim ich bunkovych stien, ktoré su bohaté na sulfatované polysacharidy,
ktorych hydroxylové, siranové a karboxylové skupiny st délezitymi vizbovymi miestami
pre kovové kationy [54]. Morské riasy su taktiez vyznamnym zdrojom vapnika, o moéze byt

prinosné pre deti, ktoré su vystavené riziku nedostatku vapnika [48].

2.6.1.3. Lipidy a mastné kyseliny
Lipidy su Vv riasach pritomné iba vo vel'mi malom mnozstve, predstavuju asi iba 1-5 % suSiny.
Velky podiel vSak tvoria polynenasytené -3 a ®-6 mastné kyseliny, ktoré slizia ako prevencia

proti kardiovaskularnym chorobam alebo osteopordze [51].

2.6.1.4. Vidknina

Morské aj sladkovodné riasy st povazované kvoli velkému mnoZstvu polysacharidov za dobry
zdroj vldkniny. Typy polysacharidov sa medzi jednotlivymi druhmi liSia. Hlavnymi
energetickymi rezervami vacSiny zivych organizmov su polysacharidy a-glukanového typu
ako st §krob a glykogén. Skrob je tvoreny linearnou amylézou a Vetvenym amylopektinom

v roznych stupnioch polymerizéacie. Hlavnou zasobnou latkou zelenych rias je Skrob. Hnedé
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riasy Skrob nikdy netvoria, ich zasobnym polysacharidom je laminaran (B-1,3- glukén) a
manitol. Zasobnym polysacharidom cervenych rias je florideovy Skrob (a-1,4-glukan), ktory sa

od Skrobu zelenych rias a rastlin 1i$i absenciou amylozy [55,56] .

2.6.2. Pozitiva a negativa konzumacie rias

Riasy st bohaté na bioaktivne latky, ktoré nie si pritomné v suchozemskej strave. Medzi tieto
latky patria rézne proteiny, polyfenoly ¢i polysacharidy. Pridavok rias do potravinovych
vyrobkov, ¢i konzumacia samotnych rias je spojena s nizsSim vyskytom chronickych ochoreni
ako su rakovina, hyperlipidémia alebo ischemicka choroba srdca. Ako prevencia
pred kardiovaskularnymi chorobami sluzia latky fukoidan a laminarin, ktoré sa izoluju
z hnedych rias ako je napriklad Laminaria alebo Ascophyllum nodosum. Maju antioxidacné,
protizépalové a antikoagula¢né ucinky. Riasy hraji svoju rolu aj pri liecbe a prevencii
metabolického syndrému. Vdaka vysokému obsahu vldkniny su riasy vhodnym rieSenim
pri obezite. Vlaknina napomaha chudnutiu a zlepSuje vyprazdiovanie. Uvadza sa, Ze alginat
izolovany z bunkovych stien morskych rias znizuje chut do jedla a tym pozitivne vplyva
na kontrolu vahy. Okrem znizenia telesnej hmotnosti ma vlaknina ziskana z rias dobry vplyv
na stav ¢riev. Existuju dohady o tom, Ze alginat, laminarin, xantanova guma ¢i agar s zdrojom
prebiotickych sacharidov a teda zvySuji moznosti prezitia probiotickych mikroorganizmov
[57].

Avsak konzumacia rias ma aj svoje negativa. Tie st spojené najmé s ich schopnost'ou viazat’
tazké kovy. Vodné prostredie (teplota vody, pH vody, salinita, zékal, obsah kyslika a Zivin
vo vode, kontaminacia vody tazkymi kovmi), v Ktorom riasy rastd, ovplyviuje ich schopnost’
akumulovat tazké kovy [58]. Ortut’, arzén, olovo ¢i kadmium sa potom nasledne méze ukladat’

Vv peceni, kostiach alebo obli¢kach a sposobovat’ rozne nervové alebo imunitné problémy [59].

2.6.3. Wakame
Patri medzi najviac roz$irené hnedé riasy a pochadza z Japonska. Tato riasa je znama najma
kvoli jej vysokému obsahu vldkniny a algindtom, ktoré ovplyvituja krvny tlak, krvny cukor a
hladinu inzulinu [60].

Téato makroriasa je bohat4 na fukoxantin, ¢o je xantofyl charakteristicky pre hnedé morské
riasy. Fukoxantin a jeho metabolity maji antioxida¢né, antirakovinové a protizapalové

vlastnosti [61].
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2.6.4. Hijiky

Hned4 morska riasa Hijiky rastie v Japonsku a ma orechovu chut’. Obsahuje 12,2 % bielkovin
a 1,8 % lipidov. Obsah celkovej vlakniny je 11,4 %, ¢o ma pozitivny vplyv na traviacu slistavu
[62]. Hijiky obsahuje ale velké mnozstvo arzénu, ktory sposobuje rdzne ochorenia ako

napriklad rakovinu, poskodenie reprodukcie a pocet spermii u muzov [63].

2.6.5. Arame
Arame je hneda riasa, ktora sa nachadza pozdiZ pobrezia Tichého oceanu pri Japonsku. Chut'ou
je podobna hijiky ale arame je menej slana [64].

V surovom stave obsahuje alginat sodny. Obsahuje mnoho bioaktivnych zluc¢enin ako
napriklad florotaniny alebo floroglucinové derivaty, ktoré maja protizdpalové a antidiabetické
vlastnosti [65]. Florotaniny su najviac prestudovanou skupinou fenolickych latok u rias.
Z chemického hl'adiska st florotaniny polymérne Struktury floroglucinolu s vel'mi variabilnou

molekulovou hmotnostou [66].

2.6.6. Kombu
Hnedé riasi Kombu patria do ¢el'ade Laminariaceae. Su cenené najma kvoli vysokému obsahu
minerdlov ako je véapnik, draslik, jod a zelezo. Taktiez obsahuje pomerne vel'ké mnoZstvo

vlakniny [67].
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https://sk.wikipedia.org/w/index.php?title=Laminariaceae&action=edit&redlink=1

2.7. Produkty s riasovymi extraktmi

V pripade deti od 3 rokov sa jedna o praskové, zuvacie formy produktov. Na slovenskom a
¢eskom trhu sa vo vidcsine nachadzaju produkty s obsahom Chlorelly vulgaris alebo riasy
Spiruliny. Obsah morskych rias v sebe zahfniaji aj produkty znacky Terranova health
(viz. Obrazok 3). Dalsim produktom, ktory obsahuje riasu Spirulinu su gumové cukriky od
znacky Haribo (viz. Obrazok 4). Morské riasy su v sti¢asnosti zname najma vd’aka sushi a ¢asto
sa pouzivaju ako priloha k jedlu namiesto klasickej zeleniny. Stale CastejSie sa vyuzivaju
aj mimo azijskych krajin, na pripravu polievok, ¢ajov, Salatov pripadne ususené riasy sa mézu

pouzit’ ako korenie, ¢i ako zdroj jodu do soli.

_/w ————— Share size

Obrazok 3: Multivitamin Terranova Health Obrazok 4: Haribo-zelé [69]
[68]
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3 CIEL PRACE

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo vybrat’ a vhodne nakombinovat’ probiotickd kultiru spolu
S riasovymi vyt'azkami do detskych prikrmov. V rdmci prace bol vypracovany reserS na dani
tému. Dal$imi cielom bola charakterizacia jednotlivych riasovych zloZiek, na zaklade ktorej
bola vybrana vhodna kombindacia probiotickej kultary a riasového vytazku. Poslednym ciel'om

bol navrh optimalneho zloZenia detského prikrmu.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Kyselina sirova 96 % p.a., Lach:Ner (CR)

Hydroxid sodny p.a., Lach:Ner (CR)

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Vinan sodno — draselny tetrahydrat p.a., Lach:Ner (CR)
Hydrogénuhli¢itan sodny p.a., Lach:Ner (CR)

Uhligitan sodny bezvody p.a., Lach:Ner (CR)

Siran med'naty pentahydrat p.a., Lach:Ner (CR)

Siran sodny bezvody, Lach:Ner (CR)

Molybdénan aménny p.a., Lach:Ner (CR)
Hydrogénarzeni¢nan sodny heptahydrat 98%, Sigma-Aldrich (IND)
Fenol p.a., Lach:Ner (CR)

Chloroform pre HPLC, PENTA (CR)

Kyselina maleinova, Sigma-Aldrich (D)

Hovidzi sérovy albumin, Sigma-Aldrich (USA)

Kyselina octova l'adova 98 % p.a., Lach:Ner (CR)
4-Hydroxybenzhydrazide, Sigma-Aldrich

Kyselina chlorovodikova 35 % p.a.,Lach:Ner (CR)

Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CR)

Borohydrid sodny, Sigma-Aldrich

Dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat p.a., Lach:Ner (CR)
Hydrogénfosforeénan disodny dodekahydrat, Lach:Ner (CR)
Azid sodny, Sigma-Aldrich

Pepsin, Sigma-Aldrich (D)

Pankreatin (vepfovy pankreas), Sigma-Aldrich (D)

Bile salts ,Sigma-Aldrich (D)

MRS Broth médium, Himedia (IND)

Fructan Assay Kit, Megazyme

B-Glucan Assay Kit (Mixed Linkage), Megazyme
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e Methanol pre HPLC, Lach:Ner (CR)
e Etylacetat pre HPLC, Lach:Ner (CR)
e Acetonitril pre HPLLC, Lach:Ner (CR)

4.2. Pouzité pristroje a pomocky
Analytické vahy: Ohaus (USA)
Predvazky: Ohaus ScoutPro (USA)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)
Centrifuga MiniSpin plus (Nemecko)
Magneticka miesacka: Lavat (CR)
Spektrofotometer Helios v (GB)
Vortex :Ohaus (USA)
Cytek NL 2000 (USA)
Centrifuga HERMLE Z 36 HK
Inkubator INCU-Line
Trepacky Heidolph Unimax 1010
Ultimate 3000 HPLC, Thermo Fischer Scientific (USA)
HPLC zostava:
e Dionex Ultimate Series 3000 Pump
e Dionex Ultimate Series 3000 Autosampler
e Thermo Fisher Vanquish detector

e Vyhodnocovai syst¢ém Chromeleon

4.3. Charakteristika vybranych rastlinnych materialov

V ramci experimentalnej Casti tejto bakalarskej préaci boli pouzité komercne dostupné morské
riasy, bliz§ie popisané v kapitole 4.3.1. Ako porovnavacia zlozka, bezne pouzivana ako
prebiotikum v detskych probiotickych produktoch, bol pouzity inulin, vldknina z ¢akanky.
Pouzita vzorka inulinu mala bielu farbu, praskova konzistenciu a pri kontakte s vodou sa ihned’

rozpustila.

4.3.1. Vzorky pouZitych rias

Na nasledovné analyzy boli pouZité riasy kombu, hijiky, arame a wakame. Morské riasy arame
a hijiky sa svojim tvarom a farbou vyrazne podobali. Obe boli ¢ierne, podlhovasté a tenké.
Riasa kombu mala tmavo zelen farbu a riasa wakame bola farbou podobnd riasam hijiky

aarame. VysSie spomenuté morské riasy boli zakipené ako suSend morskd zelenina.
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Po kontakte svodou ocividne zmenili svoju farbu aobjem. Vsetky riasy boli zakipené
cez internetovy obchod, kvoli ich nizkej dostupnosti v kamennych obchodoch. VVzorky rias boli

homogenizované pomocou elektrického mixéra na co najmensie Casti.

4.3.2. Priprava extraktov K nasledujicim analytickym metédam

Prvy rad vzoriek bol pripraveny z 1 g rozomletého materialu, do ktorého sa pridalo 20 ml
destilovanej vody, pricom vzorka sa extrahovala 24 hodin na temperovanej trepacke pri 37 °C.
Druhy rad vzoriek bol pripraveny taktiez z 1 g rozomletého materialu, ktory bol zaliaty 20 ml
horucej vody, pricom vzorka bola extrahovana 1 hodinu. Po uplynuti ¢asovych intervalov boli
vzorky centrifugované 5 minat pri 8000 otackach za minutu. Supernatant bol zliaty a

podrobeny k nasledujicim analyzam. Jednotlivé vzorky boli nariedené podl'a potreby.

4.4. Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

K 1 ml vzorku bol pridany 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrovanej kyseliny sirove;.

Roztok bol riadne zamie$any a nasledne inkubovany 30 mintt pri laboratornej teplote. Bola

zmerana absorbancia pri vinovej dizke 490 nm. Kalibra¢na krivka, v grafe 1, bola zostrojena

pomocou roztoku glukozy s koncentraciou 0,02-1 g/l. Kazda vzorka bola premerana trikrat.
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Graf 1: Kalibra¢na krivka celkovych sacharidov, A= 490 nm

4.5. Stanovenie redukujucich sacharidov podl’a Somogyi-Nelsona

K 1ml vzorku bolo pridanych 0,5 ml Somogyi-Nelsonovho ¢inidla 1 a II. Vzorku boli
umiestnené¢ do vriaceho kupela na 10 minut. Po ochladeni na laboratérnu teplotu bolo
do vzoriek pridanych 0,5 ml Somogyi-Nelsonovho ¢inidla III. Kazda vzorka sa premieSala

do rozpustenia zrazeniny oxidu medného. Vzorky sa doplnili na 10 ml destilovanou vodou.
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Niésledne bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 720 nm. Kalibragna krivka, v grafe 2,

bola zostrojena pomocou roztoku glukézy s koncentraciou 0,01-0,1 g/l.

e Somogy-Nelsonovo Cinidlo 1
6 g uhli¢itanu sodného, 4 g hydrogénuhli¢itanu sodného a 3 g vinanu sodno-draselného bolo
rozpustenych v 50 ml destilovanej vody. 36 g siranu sodného bolo rozpustenych v 150 ml
destilované vody. Po rozpusteni boli jednotlivé roztoky zmieSané

e Somogy-Nelsonovo cinidlo 11
4 g pentahydratu siranu mednatého boli zmie$ané s 24 g siranu sodného a s 200 ml destilovanej
vody.

e Somogy-Nelsonovo éinidlo IT1
25 g molybdénanu aménneho bolo rozpustenych v 450 ml destilovanej vody. Nasledne bolo
do roztoku pridanych 21 ml Kkoncentrovanej kyseliny sirovej. 3 g heptahydratu
hydrogénarzeni¢nanu sodného bolo rozpustenych v 25 ml destilovanej vody. Oba roztoky boli
zmiesané a vysledny roztok bol ponechany 48 hodin v tme pri laboratérnej teplote.
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Graf 2: Kalibra¢na krivka redukujacich sacharidov, A = 720 nm

4.6. Stanovenie sacharidov metodou HPLC

Do kadiciek boli navazené jednotlivé vzorky o hmotnosti 2,5 g. Nasledne bolo pridanych 25 ml
destilovanej vody a obsah vsetkych kadiciek bol zahrievany na 50 °C po dobu 30 minut
za staleho mieSania. Potom bolo pridanych 25 ml chloroformu, pricom obsah kadiciek bol d’alej
zahrievany na 50 °C po dobu 15 minut. Pripravené roztoky boli ochladené na laboratornu

teplotu do vytvorenia dvojfdzového rozhrania. Pomocou dekanticie bola odobrand vrchna
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vodna Cast’ do centrifugacnej skimavky. Vzorky boli centrifugované pri 6 000 otackach
za minutu 5 minat. VSetky vzorky boli zdekantované do novych 20 ml sklenenych vialiek

a nasledne boli prefiltrované pomocou 0,45 pm nylonovych filtrov do novych vialiek [70].

Tabul’ka 1: Parametre merania

.,, acetonitril : voda
Mobilna faza 75 - 95
Koléna Luna Omega 3 um, 200
Prietok mobilnej fazy
[ml/min] !
Detektor refraktometricky
Doba analyzy [min] 15
Teplota [°C] 35
Davkovany objem [ul] 20

Najprv boli stanovené kalibracné krivky D-xylozy, D-glukoézy, sachardzy, arabindzy
a maltézy Vv rozmedzi koncentracii 0,5-10 g/l, podl'a podmienok zobrazenych v tabulke 1.
Nésledne prebiehala analyza vybranych vzoriek Vv duplikdtoch. Koncentracia sledovanych

sacharidov bola nasledne vypocitand podla vypocitanych hodno6t kalibra¢nych rovnic v tabul’ke
2.

Tabul’ka 2: Kalibracné rovnice vybranych sacharidov

Stanovovany sacharid | Kalibra¢nd krivka R
D-xyléza y = 2,1388 x 0,9996
D-gluko6za y =2,6174 X 0,8493
Sachardza y = 2,6803 x 0,9606

Maltoza y = 2,6851 X 0,9584
Arabindza y = 3,1255 x 0,9874

4.7. Stanovenie vlakniny podl’a Henneberga a Stohmana

Do 500 ml destilacénej banky boli navazené 2 g rozomletého vzorku. Pridalo sa 200 ml 5%
roztoku kyseliny sirovej a obsah destilacnej banky sa varil pod spitnym chladi¢om 30 minut.
Potom bola zmes za tepla filtrovana cez filtraény kelimok a bola premyta teplou vodou. Zbytok
vzorku bol kvantitativne prevedeny spat’ do destilacnej banky pomocou 200 ml 5% roztoku
hydroxidu sodného. Vzorka sa opét’ varila pod spatnym chladicom 30 minut. Po skonceni varu
sa roztok zfiltroval, premyl teplou vodou a etanolom. Obsah filtracného kelimku bol suseny
pri 105 °C, po vychladnuti bol kelimok zvazeny a nasledne vloZzeny do muflovej pece, kde bol

obsah spaleny pri 650 °C. Po vychladnuti sa obsah kelimku zvazil. Obsah pritomnej
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nerozpustnej vlakniny bol stanoveny na zdklade rozdielu hmotnosti filtracného kelimku

po vysuseni a po vyzihani.

4.8. Stanovenie obsahu fruktooligosacharidov
Meranie obsahu fruktooligosacharidov v jednotlivych vzorkach rias a inulinu bolo uskuto¢nené
pomocou Fructan Assay Kit od spolo¢nosti Megazyme.

Na tato analyzu bolo do uzatvarate'nych skiimaviek navazenych 200 mg homogenizovaného
vzorku rias. V pripade vzorky inulinu bola navazka 50 mg. Nasledne sa pridalo 12,5 ml
destilovanej vody a skimavky sa jemne privreli. VSetky skimavky boli umiestnené do vriacej
vody na 5 minut. Po uplynuti ¢asového intervalu sa skimavky tplne uzavreli, premiesali a dali
sa do vriaceho kupel'a na d’alsich 5 mintt. Potom sa skimavky z vriaceho kupel’a vybrali a opat’
premieSali. VSetky vzorky boli ochladené na laboratérnu teplotu. Z kazdej vzorky boli
odobrané 2 ml, ktoré boli nasledne centrifugované 5 minut pri 13 000 otackach za minutu.
K 0,2 ml supernatantu bolo pridanych 0,2 ml roztoku sacharazy s amyldzou azmes sa
inkubovala 30 minut pri 30 °C. Potom sa pridalo 0,2 ml alkalického roztoku borohydridu
sodného, skimavky sa prekryli parafilmom a inkubovali sa pri 40 °C 30 minut. Po ukon¢eni
inkubacie sa pridalo 0,5 ml roztoku kyseliny octovej a vSetky skiimavky boli premiesané
na vortexe. Takto pripravené roztoky sa rozdelili do troch novych skumaviek po 0,2 ml.
Do dvoch skiimaviek bolo pridanych 0,1 ml roztoku fruktanazy a do tretej, slepej vzorky, sa
pridalo 0,1 ml acetatového pufru. Dalej prebichala inkubacia pri 40 °C 30 minut. Pridalo sa
5ml PAHBAH reagentu, vSetky skiimavky boli ponorené do studenej vody na 5 mint.
Nésledne sa zmerala absorbancia pri 410 nm. Mnozstvo fruktdnov bolo vypocitané podla

nasledujticej rovnice:
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Rovnica 1: Vzorec vypoctu obsahu fruktdnov

fruktan = AA-F-5-25-

w
— (0/fy —
D = (%—)

e AA...rozdiel absorbancie vzorku od absorbancie blanku
e F... faktor premeny absorbancie na pug D-fruktézy rovny podielu 54,5 ug D-fruktozy
a absorbancie 54 pug D-fruktozy

e 25.. objem extraktu v mi

W...hmotnost’ vzorky v mg

D...riedenie

4.9. Stanovenie obsahu p-glukanov

Stanovenie bolo uskutocnené pomocou B-Glucan Assay Kit (Mixed Linkage), taktiez
od spolocnosti Megazyme. Tato sUprava sa pouziva na stanovenie B-glukdnov V rdéznych
druhoch vzoriek, napriklad v mlie¢nych napojoch, jogurtoch ¢i alkoholickych napojoch.
V ramci tejto bakalarskej prace sa vSak vyuzil postup zo supravy na stanovenie B-glukanov
vo vzorkach ovsenej a jaémennej muke a vo vzorkach vlakniny.

Na analyzu bolo navazenych 80-120 mg zhomogenizovaného vzorku do sklenenych
skamaviek. Ku kazdej vzorke sa pridalo 0,2 ml etanolu a 4 ml fosfatového pufru. Jednotlivé
zmesi boli premieSan¢ na vortexe. VSetky skiimavky boli umiestnené do vriaceho kupel'a
na 60 sekund, potom sa obsah skumaviek premieSal na vortexe ainkubovalo sa dalej
vo vriacom kupeli po dobu 2 minat. Skimavky sa opét’ premiesali a d’alej sa inkubovali pri
50 °C po dobu 5 minuat. Potom sa pridalo 0,2 ml lichendzy, skimavky sa prekryli parafilmom
a inkubovali sa 1 hodinu pri 50 °C za obcfasného premieSania. Nasledne sa pridalo 5 ml
acetatového pufru a obsah skimaviek sa opit’ premiesal. VSetky vzorky sa nechali ochladit’
na laboratornu teplotu, boli centrifugované 10 minat pri 8 000 otd¢kach za minatu
a supernatanty boli rozdelené po 0,1 ml do troch skimaviek. Do dvoch sa pridalo 0,1 ml (-
glukozidazy a do tretej, slepej vzorky, sa pridalo 0,1 ml acetatového pufru. Tieto tri skimavky
sa inkubovali 10 minut pri 50 °C. Potom sa pridali 3 ml GOPOD reagentu do kazdej skimavky

a inkubovalo sa 20 minut pri 50 °C. Nasledne sa zmerala absorbancia pri 510 nm.
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Rovnica 2: Vzorec vypoctu mnozstva B-glukanov

B — glukany = AA-F -

AA...rozdiel absorbancie vzorku od absorbancie blanku

F... faktor premeny absorbancie na ug glukézy

FV... kone¢ny objem = 9,4 ml
e W... hmotnost’ vzorky v mg

D...riedenie

4.10. Stanovenie pigmentov pomocou metédy HPLC

K15mg vzorku bol pridany 1ml destilovanej vody. Vzorka bola centrifugovana
pri 10 000 otackach za minttu 5 minat. Voda bola zliata a k peletu bolo pridanych 300 mg
sklenenych guli¢iek a 1 ml metanolu. Skiimavky boli intenzivne miesané na vortexe po dobu
10 minGit. Obsah bol kvantitativne prevedeny do sklenych skiimaviek pomocou 2 mi
chloroformu azmesi boli vortexované dalsich 10 minat. Nasledne bol pridany 1 ml
destilovanej vody na vytvorenie fazového rozhrania. Obsahy skiimaviek boli centrifugované
pri 3 000 otackach za minatu po dobu 5 minat. Spodna chloroformova ¢ast’ bola odseparovana
a odparend pod dusikom pri 25 °C. Bol pridany 1 ml zmesi etylacetatu : acetonitrilu v pomere

20:60. Zmes bola prefiltrovana cez striekackovy filter do sklenych vialiek na analyzu HPLC.

Tabul’ka 3: Podmienky analyzy

Koléna Kinetex, EVO 150 x 4,6 mm,
2,6 um
Objem vzorku [pl] 20
gradientova
0-13 min: od 100% A do 100% B
Elucia 13-19 min: 100% B
19-20 min: od 100% B do 100% A
20-25 min: 100% A
PDA [nm] 285, 435, 450, 680
Teplota [°C] 25
Cas analyzy [min] 25
Tabul'ka 4: ZloZenie mobilnej fazy
A B
Acetonitril 840 ml | Metanol 680 ml
Metanol 20 ml | Etylacetat 320 ml
0,1M Tris-HCL | 140 ml

34



V tabul’kach 3 a 4 su uvedené podmienky vykonania analyzy HPLC. Obsahy jednotlivych

pigmentov boli vypocitané z kalibracnych kriviek, ktoré st uvedené v tabul’ke 5.

Tabul’ka 5: Kalibra¢né krivky pigmentov
B-karotén y = 3,9153 x
Chlorofyl a y =8,3273 x
Chlorofyl b y = 4,4285 X

4.11. Stanovenie vplyvu extraktov vybranych rastlinnych materidlov na viabilitu
probiotickych kultar

4.11.1. Pouzité probiotické kultiry

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace boli pouzité probiotické kultary Lactobacillus

acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium breve CCM 7825T.

Spomenuté probiotické kultury boli ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej

univerzity v Brne.

4.11.2. Kultivacia probiotickych kultar

Kultivacia probiotickych kultir spomenutych v kapitole 4.11.1 prebiehala v tekutom médiu,
ktoré bolo pripravené zmieSanim 55,15 g MRS média s 1 | destilovanej vody. Takto pripravené
médium bolo sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 20 mintt
pri 121 °C. Sterilné médium bolo zaockované 10% inokulom danej probiotickej kultiry
v sterilnom boxe do plastovych skumaviek. Kultivacia prebichala anaerobne pri 37 °C

24 hodin.

4.11.3. Interakcia extraktov rias a inulinu s probiotickymi kultirami
Stanovenie vplyvu jednotlivych rastlinnych extraktov na probiotické baktérie bolo vykonané
pomocou merania optickej hustoty pristrojom ELISA Reader-om anasledne pomocou

prietokového cytometru. Na analyzu boli pouzité riasy kombu, hijiky, arame, wakame a inulin.

4.11.3.1. Stanovenie optickej hustoty probiotickych buniek v kombindcii s rastlinnymi
extraktami

Probiotické kultury, nakultivované podl'a postupu v kapitole 4.11.2, boli riadne nariedené tak,
aby absorbancia blanku, teda &istej kulttry, vykazovala hodnotu 0,1 pri vlnovej dizke 630 nm.
Nasledne bolo do 96-jamkovych dosti¢iek pipetovanych 300 ul nariedenej kultary a 30 pl

vzorky extraktu podla zvolenej koncentracnej rady, ato V triplikdtoch. ZvySenie poctu
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probiotickych buniek bol stanovovany z rozdielu zakalu nameraného ELISA Reader-om

pri 630 nm v case 0 hodin a v ¢ase 24 hodin.

4.11.3.2. Stanovenie viability probiotickych buniek pomocou prietokovej cytometrie

Vzorky buniek s rastlinnymi extraktami boli vhodne nariedené sterilnou destilovanou vodou.
K 1 ml takto nariedenej vzorky bolo pridanych 5 pl fluorescencného farbiva propidiumjodidu
s koncentraciou 1 g/l. VSetky vzorky boli odloZzené na 5 minat do tmy, potom boli vzorky

analyzované pomocou prietokového cytometra.

4.12. Modelové travenie probiotickych buniek s pridavkom prebiotik
Na simuldciu modelového travenia probiotickych buniek s pridavkom riasovych extraktov a
inulinu a K stanoveniu ich viability po traveni boli pripravené nasledovné modelové traviace

Stavy.

4.12.1. Modelova Zalido¢na Stava
V 100 ml destilovanej vody bolo rozpustenych 0,25 g pepsinu. Potom bolo pridanych 0,84 ml
35% kyseliny chlorovodikovej. Vysledné pH roztoku bolo upravené na hodnotu 0,9.

4.12.2. Modelova pankreaticka §tava
Pankreaticka §t'ava bola pripravena rozpustenim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogénuhli¢itanu

sodného v 100 ml destilovanej vody. Vysledny roztok bol upraveny na hodnotu pH 8,9.

4.12.3. Modelova Zléova §t’ava

Do 200 ml fosfatového pufru o pH 8 bolo pridanych 0,8 g ZI¢ovych soli.

4.12.4. Stanovenie viability probiotickych buniek po¢as modelového travenia

Probiotické kultiry boli najskor scentrifugované pri 5 000 otackach za mintitu po dobu 5 mint.
Supernatant bol zliaty a pelet buniek bol rozsuspendovany v 10 ml sterilnej vody. Postup
premytia bol eSte raz zopakovany. Bunkové suspenzie boli po 0,5 ml pridané k 4,5 ml
jednotlivych extraktov rias a inulinu. Na pripravu slepej vzorky bolo pouzitych 4,5 ml vody.
Jednotlivé zmesi boli premiesané a inkubované 15 minut pri laboratornej teplote. K roztokom
bolo pridanych 5 ml Zalado¢nej §t'avy. Po 30 minutach na temperovanej trepacke pri 37 °C bol
z jednotlivych zmesi odobrany 1 ml na analyzu a k zvysku bolo pridanych 4,5 ml pankreatickej
a 4,5 ml zl¢ovej Stavy. Pripravend zmes bola 90 minut inkubovand na temperovanej trepacke
pri 37 °C. Vzorky boli po ukon¢eni modelového travenia centrifugované pri 5 000 otackach

za minatu po dobu 5 minat. Supernatant bol zliaty a pelet rozsuspendovany v 1 ml sterilnej
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vody a pripraveny na d’alSie stanovenia.Vsetky vzorky, ktoré boli podrobené analyze boli
v triplikétoch nanesené na 96-jamkové mikrotitraéné dosticky. Pouzilo sa 30 pl vzorky a 300 pl
Cisttho MRS média. ZvySenie poétu probiotickych buniek bol stanovovany z rozdielu zakalu
nameraného ELISA Reader-om pri 630 nm v ¢ase 0 a 24 hodin. Nasledne sa vykonalo

stanovenie poctu buniek pomocou prietokovej cytometrie podobne ako v kapitole 4.11.3.2.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Predlozena bakalarska praca je zamerand nielen na charakterizaciu vybranych riasovych
extraktov z hl'adiska ich sacharidového profilu ale aj na vplyv jednotlivych riasovych extraktov
na viabilitu probiotickych buniek pri Standardnych kultivaénych podmienkach a potom
pri podmienkach modelového travenia. Na zaklade vyhodnotenych vysledkov bolo nakoniec
navrhnuté optimalne zlozenie detského prikrmu s dérazom na prinos zdravotnych benefitov

pre dieta.

5.1. Vysledky stanovenia mnoZstva celkovych sacharidov

Stanovenie celkovych sacharidov bolo vykonané pomocou spektrofotometrickej metody podla
Duboise, podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.4. Kazdé meranie bolo zopakované trikrat,
nasledne bol vypocitany priemer a smerodatna odchylka. VSetky namerané vysledky celkovych
sacharidov boli porovnané s hodnotami udavanymi na etikete vyrobku pomocou
percentualneho rozdielu.

Tabul'ka 6: Namerané mnozstva celkovych sacharidov

Mnozstvo celkovych sacharidov [g/100g]
Vyrobok Namerané hodnoty Rozdiel [%0]
Tabelované hodnoty

24h 1h 24h 1h
Kombu 22,37+2,54 21,59+2,17 55,90 59,98 61,38
Wakame 7,70 £0,38 8,10 £ 0,52 39,70 80,60 79,60
Hijiky 9,55+ 1,32 11,00+ 1,85 <0,1 98,95 99,09
Arame 8,10+ 1,54 7,64 + 1,04 0,50 93,83 93,46
Inulin 87,31+0,38 84,26 + 0,72 97,00 9,99 13,13

V tabulke 6 st uvedené mnozstva celkovych sacharidov, ktoré boli vypocitané z rovnice
kalibra¢nej krivky uvedenej v grafe 1 a nasledne prepocitané na navazku 100 g.

Najvyssi obsah celkovych sacharidov bol stanoveny vo vzorke inulinu. Experimentalne
stanovené mnozstvo celkovych sacharidov sa od deklarovanej hodnoty najviac lisilo u vzorky
hijiky a arame, ktoré zaroven obsahovali aj najvac¢Sie mnozstvo nerozpustnej vlakniny (viz
Tabul’ka 9). V pripade rias a ich pomerne vysokého obsahu nerozpustnej vlakniny nemuselo
dojst’ k dostatocnej extrakcii sacharidov a teda nemuseli byt’ vSetky detekované. Najmenej sa
lisilo u vzorky inulinu, kde rozdiel dosahoval priblizne 10 %. Na meranie boli pouzité dva rady

extraktov ako je spomenuté v kapitole 4.3.2. Z nameranych hodn6t dvoch radov extraktov je
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vidiet, ze jednotlivé hodnoty sa prili§ neliSia a st porovnatel'né. Avsak zaliat’ riasu horticou
vodou a nasledne ju ponechat’ extrahovat’ po dobu 1 hodiny sa preukazalo ako vhodny spdsob
na extrakciu sacharidov, ¢o je zrejmé z tabul’ky 6. V pripade 24 hodinovej extrakcie studenou
vodou nemuselo dojst’ k dostatocnému vyextrahovaniu sacharidov. V pripade vzorky inulinu,
wakame a hijiky je obsah celkovych sacharidov vyssi pri 1 hodinovej inkubacii po zaliati
vzorky horucou vodou. Podla informacii uvedenych na obale jednotlivych riasovych
produktov, by sa mali pouzité morské riasy najprv extrahovat’ vo vlaznej vode a nasledne varit’
V horticej vode po dobu priblizne 30 mintt.

Zrejmé odchylky experimentalnej hodnoty od hodnoty uvedenej na obale mézu byt
spdsobené uvedenim vyssej hodnoty ako sa v danej potravine nachadza. V pripade hijiky a
arame experimentdlne stanovené mnozstvo prevySuje tabelovanu hodnotu. Tento vyznamny
rozdiel mdze byt taktiez spdsobeny nespravne uvedenym mnozstvom sacharidov na obale
vyrobku. Pri porovnani suSenych rias hijiky a arame od iného vyrobcu bolo mnozstvo
celkovych sacharidov ocividne vys$Sie a bolo porovnateI'né S nameranymi hodnotami

uvedenymi v tabul’ke 6.

5.2. Vysledky stanovenia mnoZstva redukujucich sacharidov

Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov bolo vykonané pomocou spektrofotometrickej
metddy podl'a Somogyi-Nelsona. VSetky merania boli prevedené trikrat, z coho bol vypocitany
priemer a smerodatna odchylka. Nasledne boli namerané vysledky porovnané s hodnotami

uvedenymi na obale vyrobku podobne ako u celkovych sacharidov.

Tabul’ka 7: Spracované vysledky merania redukujucich sacharidov

Mnozstvo redukujucich sacharidov [g/100g]
Vyrobok Namerané hodnoty ) Rozdiel [%)]
Tabelované hodnoty
24h 1h 24h 1h
Kombu 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,03 0,00 100,00 100,00
Wakame | 0,06 £0,01 0,10 + 0,06 0,20 70,00 50,00
Hijiky 0,17 +£0,03 0,28 0,15 <0,2 41,18 64,29
Arame 0,43 +£0,27 0,40 +0,05 0,20 53,49 50,00
Inulin 1,80+0,73 2,00 +£0,83 7,00 74,29 71,43

V tabulke 7 st uvedené hodnoty mnozstiev redukujtcich sacharidov, ktoré boli vypocitané

z rovnice kalibrac¢nej krivky uvedenej v grafe 2 a nasledne prepocitané na navazku 100 g.
Namerané hodnoty redukujicich cukrov boli porovnané s deklarovanymi hodnotami
uvedenymi na etikete vyrobku, konkrétne s hodnotou, ktora je na obale oznacena ako cukry.

Hodnota cukrov na obale produktu pravdepodobne zahiiia mono- a oligosacharidy, z ktorych
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ale nie vSetky mozu byt’ redukujice, ¢o mohlo nasledne spdsobit’ vacsie percentualne rozdiely
medzi nameranymi a deklarovanymi hodnotami. Doplitujuce informécie ohl'adom sacharidov
boli ziskané pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Najmensi rozdiel bol zaznamenany u riasy hijiky a arame. Najviac redukujtcich cukrov
obsahuje podl'a nameranej aj deklarovanej hodnoty inulin. Najvacsi percentualny rozdiel bol

u riasy kombu, ktora ma na obale uvedeny nulovy obsah cukrov.

5.3. Charakterizacia vybranych vzoriek z hl’adiska obsahu sacharidov pomocou
metody HPLC

Premeranim koncentraénych rad sacharidov v rozmedzi 0,5-5 mg/ml boli ziskané kalibra¢né
rovnice, uvedené v tabul’ke 2, ktoré¢ boli nasledne pouzité na vypocet koncentracie jednotlivych
sacharidov vo vybranych extraktoch. Vzorky boli premerané dvakrat, bol vypocitany priemer
a smerodatna odchylka.

V tabulke 8 su uvedené vysledky analyzy sacharidov rastlinnych produktov. Ako je zrejmé
z tabul’ky 8, vyznamny obsah sacharidov mala vzorka inulinu, pricom najvicsie mnozstvo
¢inila zmes D-glukézy a fruktézy podobne ako u vzorky arame. Zmes D-glukozy a fruktozy
bola detegovana v chromatograme kazdej vzorky. Disacharid sachardza sa vyskytovala jedine
u vzorky wakame, kde sa vyskytovala v pomerne velkom mnozstve. Arabindza bola zistena
u riasy kombu, wakame a inulinu v mensSich mnozstvach. Ani u jednej vzorky nebola
detegovana maltoza.

Tabul’ka 8: Vypocitané hodnoty obsahov jednotlivych sacharidov

Koncentracia sacharidu [mg/g]
Produkt -
Zmes D gI,UkOZy D-xyloza | Sachar6za | Maltoza | Arabindza
a fruktozy
Arame 21,03 — — — —
Hijiky 3,50 — — — —
Kombu 421 — — — 3,07
Wakame 2,81 — 97,02 — 1,01
Inulin 26,48 2,68 — — 2,41

Metdéda HPLC na stanovenie jednotlivych sacharidov bola pouzitd na doplnenie metod

spomenutych v kapitolach 5.2 a 5.1.

5.4. Stanovenie mnoZstva nerozpustnej vlakniny
Stanovenie nerozpustnej vlakniny bolo uskuto¢nené v Styroch vzorkach rias a vo vzorke inulinu

,ktory bol brany ako referencné vzorka, podl'a postupu Vv kapitole 4.7. Navazka kazdej vzorky
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bola 2 g. Obsah experimentalne zistenej nerozpustnej vlakniny bol prevedeny na navazku 100 g
a nasledne boli vysledky porovnané s mnozstvami vldkniny, ktoré boli teoreticky zistené

Z obalu pouzitého vyrobku (viz. Tabulka 9).

Tabulka 9: Vysledky merania obsahu vlakniny v uvedenych vzorkach

) MnozZstvo nerozpustnej vlakniny [g/100g]
Virobok Namerané hodnoty | Tabelované hodnoty | Rozdiel [%]
Kombu 31,14 23,30 25,18
Wakame 181 5,00 63,80
Hijiky 50,14 66,80 24,94
Arame 64,00 72,60 11,85

Najvacsi obsah nerozpustnej vlakniny bol stanoveny vo vzorke riasy arame. U tejto riasy sa
taktiez najmenej liSi mnozstvo nameranej nerozpustnej vlakniny od tabelovanej hodnoty.
V pripade riasy wakame bolo na vyrobku udané pomerne malé mnoZstvo nerozpustnej
vlakniny, ¢o bolo aj experimentalne dokazané. Nerozpustna vlaknina stanovena vo vybranych
vzorkach rias by mohla v pripade pouzitia v detskych prikrmoch pomdct’ proti vzniku zapchy,
¢1 obezity u deti, ked’Ze sa v Zaludku nerozpusta a zvySuje pocit nasytenosti. Vzorka inulinu

bola vyrobcom oznacend ako vldknina rozpustnd, ¢o sa pomocou tejto metddy potvrdilo.

5.5. Vysledky stanovenia mnoZstva fruktooligosacharidov vo vzorkach rias a
inulinu

Meranie fruktooligosacharidov bolo vykonané podla postupu uvedeného v stprave Fructan
Assay Kit od spolo¢nosti Megazyme, pricom vysledné meranie prebiehalo spektrofotometricky
podl'a postupu v kapitole 4.8. Nasledne sa pomocou vzorca uvedeného v suprave vypocitalo
mnozstvo fruktooligosacharidov v jednotlivych vzorkach. Vzorky boli premerané trikrat,
Z ¢oho bol vypocitany priemer a smerodatna odchylka. Tato analyza bola vykonana z dovodu
priaznivych Uc¢inkov fruktooligosacharidov na viabilitu probiotickych buniek a pozitivnych

ucinkov na traviacu sustavu diet’at’a.
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Tabul’ka 10: Vypocitané mnozstva obsahu fruktooligosacharidov v jednotlivych vzorkach

Produkt Mnnozstvo fruktooligosacharidov [mg/g]
Arame 0,948 + 0,342
Hijiky 0,714 + 0,052
Wakame 1,394 + 0,843
Kombu —
Inulin 749,938 + 3,071

V tabulke 10 su vidiet jednotlivé obsahy mnozstiev fruktooligosacharidov. Najvacsie
mnozstvo bolo detegované vo vzorke inulinu, nasledne vo vzorke wakame. Vo vzorke riasy
kombu bol obsah fruktooligosacharidov nedetekovatelny. Z nameranych a vypocitanych
vysledkov je zrejmé, ze jedinym vhodnym zdrojom fruktooligosacharidov je inulin. Morské
riasy arame, wakame ahijiky obsahuji porovnatené mnozstva fruktooligosacharidov.
Uvedené morské riasy nie su dostadujiicim zdrojom fruktooligosacharidov pre probiotické

baktérie.

5.6. Vysledky stanovenia mnoZstva f-glukanov vo vzorkach rias a inuline

Meranie B-glukanov bolo vykonané podl'a postupu uvedeného v suprave B-Glucan Assay Kit
(Mixed Linkage) od spoloc¢nosti Megazyme, priCcom vysledné meranie prebiehalo
spektrofotometricky (postup uvedeny v kapitole 4.9), podobne ako pri stanoveni
fruktooligosacharidov. Nésledne bolo pomocou vzorca uveden¢ho v slprave vypocitané
mnozstvo B-glukanov v jednotlivych vzorkach. Vzorky boli premerané trikrat, bol vypocitany
priemer a smerodatna odchylka.

Tabul'ka 11: Vysledky analyzy B-glukanov vo vzorkach rias a inuline

Produkt MnozZstvo B-glukanov [mg/g]
Arame 980,60 + 4,26
Hijiky —
Wakame —
Kombu 923,92 + 5,83
Inulin —

Mnozstvo B-glukanov bolo detegované iba vo vzorke riasy arame a vo vzorke riasy kombu.
V pripade ostatnych vzoriek bolo pravdepodobne mnoZstvo -glukénov prili§ nizke na detekciu
pomocou pouzitej metddy. Na stimuldciu imunitného systému dietata by na zdklade

nameranych dat mohla byt pouzita jedine riasa arame alebo kombu.
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5.7. Vysledky stanovenia pigmentov metodou HPLC
Postup analyzy stanovenia pigmentov bol vykonany podl’a postupu uvedeného v kapitole 4.10.
Vramci tejto analyzy bolo zistované mnozstvo zmesi chlorofylov a+b a mnozstvo B-karoténu.

Tabulka 12: Vypocitané mnozstva stanovovanych pigmentov

Vzorek Mnozstvo pigmentov pg/g
B-karotén Chlorofyly a+b
Arame 160,66 + 3,21 95,90 £ 1,92
Hijiki 46,26 £ 0,93 50,60 + 1,01
Kombu 6,46 + 0,13 88,20 + 1,76
Wakame 9,38 £ 0,19 110,42 £2,21
::é S L'//K«
= :c L 2% 3¥s 1] [37) T aYs 10,00 122 1250 1378 1300 )

Obrazok 5: Priklad chromatogramu vzorky

Najvicsie mnozstvo B-karoténu bolo zistené vo vzorke riasy arame, ktord obsahovala taktiez
pomerne vysoké mnoZzstvo chlorofylov a+b. Z hl'adiska zdravotnych benefitov maju tieto
pigmenty najmé antioxidacné vlastnosti. Najmensie mnozstvo f-karoténu obsahovala vzorka
riasy kombu . Vsetky riasy obsahovali vysoké mnozstva chlorofylov, priCom najvyssi obsah

mala riasa wakame.

5.8. Stanovenie viability probiotickych buniek v kombinacii s vybranymi
prebiotikami

Viabilita probiotickych buniek bola skimana s pridavkom extraktov z riasy arame, kombu,
hijiky, wakame a na porovnanie sa vyuzila vzorka inulinu. Priprava jednotlivych extraktov
pozostavala z navazky 1 g vzorky a 10 ml destilovanej vody. Vzorky boli centrifugované
pri 8 000 otackach za minttu 5 minat. Supernatant bol zliaty, nasledne bola vykonana

kultivacia probiotik s vybranymi extraktami za Standardnych podmienok podla postupu
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v kapitole 4.11.3.1., ataktiez modelové travenie probiotickych baktérii v kombinacii
S vybranymi extraktami podla postupu v kapitole 4.12.4. Pouzité probiotické kultary su

spomenuté v kapitole 4.11.1.

5.8.1. Vysledky analyzy vplyvu vybranych extraktov na viabilitu probiotickych baktérii
Ako prva bola uskuto¢nend analyza zamerand na vplyv riasovych extraktov na viabilitu
probiotickych buniek bez traviacich stiav podl'a postupu v kapitole 4.11.3.1. Meranie zakalu
bolo vykonané v ¢ase 0 hodin a potom po 24 hodinach. Na analyzu boli vyuzité extrakty
spomenuté v kapitole 5.8., ktoré boli nasledne vhodne zriedené. Potom sa stanovil rozdiel

optickej hustoty za uvedeny casovy interval 0 a 24 hodin, vypocital sa rozdiel od referencnej
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hodnoty a smerodatnej odchylky.
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Obrazok 6: Graf zobrazujuci narast probiotickej kultary Lactobacillus casei za 24 hodin v kombinacii
S riasovymi extraktami

Z obrazka 6 su vidiet' jednotlivé zmeny optickej hustoty, priCom najvacsi narast kultiry
Lactobacillus casei bol zaznamenany v kombinacii s riasou hijiky a to presne o 4,22 % viac
ako u referen¢nej, slepej vzorky pri koncentracii extraktu 0,05 g/ml. Najmensi narast kultary
bol zaznamenany pri kombinacii probiotickych buniek s riasou kombu pri koncentracii extraktu
0,05 g/ml. Pri kombinacii riasy hijiky s probiotickou kulturou rozdiel optickej hustoty
za 24 hodin so zmenS$ujicou sa koncentraciou extraktu klesal. V pripade riasy wakame sa

rozdiel optickej hustoty v zavislosti na koncentracii prili§ neliSil. Probioticka kultara
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Lactobacillus casei v kombinacii s riasou arame nevykazovala narast optickej hustoty ale

naopak vykazovala pokles optickej hustoty pri porovnani so slepou vzorkou.
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Obrazok 7: Graf zobrazujuci narast probiotickej kultary Lactobacillus acidophillus za 24 hodin v
kombinacii s riasovymi extraktami

V pripade probiotickej kultary Lactobacillus acidophillus bol zaznamenany najvacsi narast
optickej hustoty opét’ pri extrakte riasy hijiky a nasledne pri riase kombu a arame (Obrazok 7).

Pri mensich koncentraciach extraktov boli namerané vacsie narasty optickej hustoty.
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Obrazok 8: Graf zobrazujuci narast probiotickej kultury Bifidobacterium breve za 24 hodin v
kombinacii s riasovymi extraktami

Na obrazku 8 je vidiet, ze v pripade kultiry Bifidobacterium breve spolu s riasovymi
extraktami bola zaznamenana najvicsia zmena optickej hustoty od referen¢nej hodnoty. Zmena
optickej hustoty probiotickej kultary Bifidobacterium breve v kombinacii s riasovymi

extraktami je podobna vyssie uvedenym grafom, ktoré st znazornené na obrazku 6 a na obrazku

7.
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Obrazok 9: Graf zobrazujuci narast probiotickych kultir za 24 hodin v kombinacii S inulinovymi
extraktami
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Na obrazku 9 st znazornené rozdiely optickych hustdt jednotlivych probiotickych kultur
vV zavislosti na riedeni extraktov inulinu. Pri pouziti kombinacie probiotickej kultiry
Lactobacillus casei sextraktom inulinu bol zaznamenany narast optickej hustoty
pri koncentracii extraktu 0,05 g/ml, 0,02 g/ml a 0,01 g/ml. Pri d’al$ich koncentraciach extraktu
inulinu bol zaznamenany pokles optickej hustoty od slepej vzorky najviac o 2,17 %. V pripade
kombinacie probiotickej kultury Lactobacillus acidophilus Vv kombinacii s inulinovym
extraktom bol kladny percentudlny rozdiel od slepej vzorky zaznamenany iba u koncentracii
extraktov 0,05 g/ml a 0,02 g/ml. Z nameranych dat by sa teda dalo usudit’, Ze v pripade pouzitia
inulinu je potrebnd vyssia koncentracia extraktu.

Tato spektrofotometrickéd analyza bola kvoli presnejsim vysledkom doplnena o prietokova
cytometriu, ktorej vysledky st uvedené v tabul’kach 13, 14 a 15. Na prietokovu cytometriu sa
vzdy pouzila vzorka probiotickych buniek kultivovanych s extraktom 24 hodin za $tandardnych
podmienok kultivacie. Postup prietokovej cytometrie je uvedeny v kapitole 4.11.3.2. Na
obrazkoch 10 a 11 su vidiet' pocty probiotickych buniek, pricom prvy pik znazornuje zivé

bunky, druhy pik znazoriuje mftve bunky.
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Obrazok 10: Priklad histogramu z prietokového cytometra kombinacie probiotickej kultury
Lactobacillus acidophillus s riasou hijiky
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Obrazok 11: Vystup z prietokového cytometra kombinacie probiotickej kultary Lactobacillus
acidophillus s riasou hijiky
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Tabul'ka 13: Namerané hodnoty vplyvu rastlinnych extraktov na viabilitu probiotickych buniek
kultary Lactobacillus casei

Rozdiel optickej

Rozdiel optickej

v hustoty slepej Koncentracia | Rozdiel optickej hustoty extraktu za Pocet probiotickych buniek
zorka extraktu hustoty za 24 , ; [CFU/mI]
vzorky za 24 . 24 hodin od slepej
hodin laimi] Lot vzorky [%] _
Zivé ‘ Mrtve
Lactobacillus casei CMM 4798
0,050 1,713 2,830
Wakame 1,668 0.020 L.6% 1,799 1,90-10" | 4,65-10°
0,006 1,695 1,419
0,002 1,717 3,189
0,050 1,598 -4,217
0,020 1,666 -0,140
Arame 1,668 0,010 1,661 -0,440 1,52-107 4,31-10°
0,002 1,622 -2,788
0,001 1,665 -0,210
0,050 1,492 -10,582
0,020 1,711 2,558
Kombu 1,668 0,010 1,723 3,297 1,46-107 8,84-10°
0,002 1,738 4,177
0,001 1,725 3,417
0,050 1,738 4,217
0,020 1,679 0,629
Hijiky 1,668 0,010 1,672 0,240 1,97-107 3,2-10°
0,002 1,600 -4,077
0,001 1,588 -4,796
0,050 0,946 2,491
0,020 0,957 3,682
Inulin 0,923 0,010 0,940 1,805 1,74-107 2,42-10°
0,002 0,920 -0,325
0,001 0,903 -2,166
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Tabul’ka 14: Namerané hodnoty vplyvu rastlinnych extraktov na viabilitu probiotickych buniek
kultary Lactobacillus acidophillus

Rozdiel optickej Koncentracia | Rozdiel optickej Rozdiel opticke] | poget probiotickych buniek
hustoty slepej hustoty extraktu za CEU/mlI
Vzorka extraktu hustoty za 24 . ; [ mi]
vzorky za 24 . 24 hodin od slepej
hodin [g/ml] hodin vzorky [%] o :
< y Zive Mrtve
Lactobacillus acidophillus CCM 4833

0,050 1,622 0,808

Wakame 1,609 0,020 1,631 1,420 5,05-107 1,87-107
0,006 1,617 0,508
0,002 1,611 0,135
0,050 1,566 -2,621
0,020 1,671 3,865

Arame 1,609 0,010 1,656 2,974 1,83-107 1,46-107
0,002 1,633 1,544
0,001 1,672 3,948
0,050 1,610 0,114
0,020 1,650 2,601

Kombu 1,609 0,010 1,660 3,202 2,1-10 9,3-10°
0,002 1,647 2,414
0,001 1,644 2,228
0,050 1,673 4,010
0,020 1,637 1,751

Hijiky 1,609 0,010 1,621 0,798 4,05-107 5,8:108
0,002 1,621 0,798
0,001 1,622 0,839
0,050 0,956 3,502
0,020 0,929 0,614

Inulin 0,923 0,010 0,910 -1,480 3,5-10° 8,03-10°
0,002 0,912 -1,227
0,001 0,897 -2,888
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Tabul’ka 15: Namerané hodnoty vplyvu rastlinnych extraktov na viabilitu probiotickych buniek
kultary Bifidobacterium breve

Rozdiel optickej , . . . .| Rozdiel optickej X ST .
i | Mty S | Kopeenelet| ROR S |y ez | 7 MG
vzorky za 24 : 24 hodin od slepej
hodin [g/mi] fudis vzorky [%] T p
Zive ‘ Mrtve
Bifidobacterium breve CCM 7825

0,050 1,718 3,650

Wakame 1,658 0,020 1,720 3,741 5,1-107 1,5-107

’ 0,006 1,708 3,017 ’ ’

0,002 1,729 4,314
0,050 1,729 4,314
0,020 1,747 5,420

Arame 1,658 0,010 1,704 2,826 1,9-107 1,5-107
0,002 1,727 4,213
0,001 1,726 4,153
0,050 1,712 3,288
0,020 1,749 5,490

Kombu 1,658 0,010 1,751 5,611 2,2-107 1,2-107
0,002 1,747 5,400
0,001 1,695 2,232
0,050 1,768 6,647
0,020 1,743 5,138

Hijiky 1,658 0,010 1,734 4,595 4,8-107 5,7-108
0,002 1,731 4,454
0,001 1,717 3,610
0,050 0,952 3,105
0,020 0,939 1,733

Inulin 0,923 0,010 0,882 -4,477 2,8-107 6,9-10°
0,002 0,908 -1,697
0,001 0,928 0,542

V tabul’kéach 13, 14 a 15 sa nachadzaji hodnoty optickych hustot jednotlivych kombinécii
probiotickych kultar a riasovych vytazkov, pri€om doraz sa kladol na zistenie rozdielu opticke;j
hustoty extraktu za 24 hodin od slepej vzorky, ¢o bolo vyjadrené percentualne. V pripade
kladného rozdielu, teda narastu optickej hustoty za 24 hodin, mohlo ale dojst’ k rychlemu thynu
probiotickych buniek. Naopak v pripade zapornej hodnoty rozdielu optickej hustoty
za 24 hodin od slepej vzorky sa mohol podet buniek navysit' predizenim kultivacie. Najviac

zédpornych hodndt percentudlneho rozdielu optickej hustoty extraktu za 24 hodin od slepej
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vzorky bolo zaznamenanych pri pouziti probiotickej kultary Lactobacillus acidophillus,

najmenej bolo zaznamenanych u kultary Bifidobacterium breve.

5.8.2. Vysledky stanovenia viability a po¢tu probiotickych buniek po¢as modelového
travenia

Postup a modelové traviace Stavy, ktoré boli pouzité v priebehu simulacie modelového travenia
su uvedené v kapitolach 4.12.1., 4.12.2., 4.12.3, 4.12.4. Na modelové travenie bola ako
prebiotickd zlozka pouzita riasa arame. Dovodom je najvhodnejSie nutricné zlozenie, ktoré
by probiotickym bunkdm mohlo poskytovat” dostatoéni vyzivu pocas simulacie I'udského
travenia. Z hl'adiska sacharidov obsahovala vzorka arame pomerne vysoké mnozstvo celkovych
aj redukujucich sacharidov a z dopliujucej HPLC analyzy je zrejmé, Ze z pouzitych rias
obsahovala najvyssie mnozstvo zmesi D-glukozy a fruktozy, ktoré st vhodnym zdrojom
energie pre probiotické baktérie. Dalsim dovodom bol obsah fruktooligosacharidov a
B-glukanov a taktiez vhodny obsah nerozpustnej vlakniny. Na porovnanie bola pouzita vzorka

inulinu. Zlozenie slepej vzorky, blanku je uvedené v kapitole 4.12.4.
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Obrazok 12: Graf zobrazujuci narast optickej hustoty jednotlivych probiotickych kultir za 24 hodin
odobranych pocas modelového travenia za pouzitia probiotickej kultary Lactobacillus acidophillus
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Obrazok 13: Graf zobrazujuci narast optickej hustoty jednotlivych probiotickych kultar za 24 hodin
odobranych pocas modelového travenia za pouzitia probiotickej kultary Lactobacillus casei
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Obrazok 14: Graf zobrazujuci ndrast optickej hustoty jednotlivych probiotickych kultar za 24 hodin
odobranych poc¢as modelového travenia za pouZitia probiotickej kultary Bifidobacterium breve

Na obrazkoch 12, 13 a 14 st znazornené vysledky modelového travenia, konkrétne narast
optickej hustoty odoberanych vzoriek zo zmesi probiotickej kultary, extraktu a modelovych
Stiav za 24 hodin. Prvé tri hodnoty na obrazkoch 12, 13 a 14 znazoriiuju narast optickej hustoty
triplikatu odobraného a zmeraného Vv priebehu modelového travenia, teda po pridani zalidocnej
$tavy apred pridanim ZI¢ovej a pankreatickej $tavy. Dalsie tri hodnoty zobrazuju optické
hustoty triplikatu odobraného a zmeraného po ukonéeni modelového travenia, teda po pridani
vsetkych troch traviacich Stiav (viz kapitola 4.12.4.). Ako je zrejmé z obrazkov 12, 13 a 14
najvacsi narast optickej hustoty za 24 hodin bol zaznamenany u vzorky inulinu. V porovnani
blanku s extraktami z riasy arame ainulinu je mozné tvrdit, ze pouzité extrakty nemali
negativny, ¢i antimikrobialny vplyv na rast probiotickych buniek. Pozitivum je, Ze aj u vzorky
arame aj u vzorky inulinu doslo po ukonéeni modelového travenia k zvySeniu optickej hustoty,
z ¢oho je mozno usudit, Ze riasa arame by mohla byt pouzitd ako prebiotikum, spolu
s inulinom, do detskych prikrmov.

Pri porovnani nérastu optickej hustoty bez traviacich stiav a s traviacimi §tavami je ocividné,
Ze traviace Stavy spomal’uji mnoZzenie buniek a ich viabilitu. Téato spektrofotometricka analyza
bola doplnena o prietokovi cytometriu, z ktorej bolo zistené, Ze viac ako 95 % probiotickych
buniek nevykazovalo ithned po vykonani modelového travenia Zivotaschopnost. Prietokova
cytometria bola pre kontrolu viability probiotickych buniek zopakovana opét’ po 24 hodinach,
pricom odobrana vzorka zmesi prebiotik, probiotik a traviacich stiav bola inkubovana s MRS

médiom pri 37 °C. Postup prietokovej cytometrie je uvedeny v kapitole 4.11.3.2. Ako je vidiet’
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aj z obrazkov 12, 13 a 14, narast optickej hustoty bol iba mierny, ¢o sa potvrdilo aj po vykonani

prietokovej cytometrii.
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Obrazok 15: Histogram znazoriiujuci stav probiotickych buniek Lactobacillus acidophillus
V kombindcii S riasou arame ihned’po prevedeni modelového travenia
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Obrazok 16: Histogram znazoriujtci stav probiotickych buniek Lactobacillus acidophillus
v kombinacii s riasou arame v ¢ase 24 hodin modelového travenia

Z obrazkov 15 al6 je zrejmé, Ze pocet viabilnych buniek je v pripade kombinacie
probiotickej kultary Lactobacillus acidophillus s riasou arame zanedbatel'ny. Podobne tomu
bolo aj u ostatnych kombinacii rastlinného extraktu a probiotickej kultiry. Traviace stavy boli

dostato¢ne silné na to, aby zniZili viabilitu probiotickych buniek.

5.9. Navrh optimialneho zloZenia detského prikrmu s pridavkom prebiotik
a probiotik

Poslednym cielom tejto bakalarskej prace bolo navrhnutie optimalneho zlozenia detského

prikrmu s dorazom na pridavok riasovych extraktov a probiotickych kultar. Na zaklade
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nameranych a vyhodnotenych dat bol uskutocneny vyber vhodnej kombinacie riasy
a probiotickej kultiry. Do ivahy sa bral sacharidovy profil rias, ktory bol vyhodnoteny troma
roznymi metdédami, pricom dobre uspela riasa arame, ktora obsahovala 8,10 + 1,54 g/100 g
celkovych sacharidov pri 24 hodinovej inkubacii a 7,64 + 1,04 g/100 g celkovych sacharidov
pri 1 hodinovej inkubacii po zalitai horiicou vodou. Arame obsahovala porovnate'né mnozstvo
zmesi D-glukézy a fruktozy (21,03 mg/g) so vzorkou inulinu, ktord sa bezne pouziva ako
prebioticka zlozka do detskych prikrmov. Riasa arame obsahovala aj vhodné mnozstvo
fruktooligosacharidov (0,948 + 0,342 mg/g) a B-glukanov (980,60 + 4,26 mg/g). Z hladiska
pigmentov bolo v riase arame stanovené najvyssie mnozstvo B-karoténu, ktory je znamy najma
vd’aka svojim antioxidaénym vlastnostiam. Riasa arame obsahovala taktiez aj vysoké mnozstvo
nerozpustnej vldkniny, ¢o moze mat’ pre traviaci systém deti viacero zdravotnych benefitov.
Ako je zrejmé z tabul’ky 14 a 15, pri kombinacii extraktu zo vzorky arame spolu s probiotickou
kultarou Bifidobacterium breve a s kultarou Lactobacillus acidophilus bol zaznamenany
pomerne vysoky narast optickej hustoty za 24 hodin. Ako najvhodnej$ia kombinacia riasy
a probiotickej kultury bola vybrana riasa arame a probioticky kmen Lactobacillus acidophilus.
Bolo tak uskuto¢nené taktiez na zéklade vysledkov modelového travenia, kde tato kombindcia
vykazovala narast optickej hustoty aj napriek pritomnosti traviacich Stiav.

V ramci zlepSenia a udrzania dlhsej viability probiotickych buniek, pocas ich prechodu
traviacim traktom, by sa mohla vyuzit' enkapsulacia probiotickych buniek, napriklad
do alginatovych castic. Taktiez by sa mohla vyuzit’ lyofilizacia zmesi probiotik a prebiotik, teda
rias a vybranej probiotickej kultary. Takto pripravena zmes by sa mohla v lyofilizovanej forme
pridavat’ do detskych prikrmov ako su napriklad detské kaSe. V pripade neprijemnej chuti
niektorej zo zloziek samotného detského prikrmu by bolo potrebné pridat’ sladidlo, pripadne

inu latku, ktoréa by zlepsila senzorické vlastnosti produktu.
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6 ZAVER

Predlozend praca sa zaoberala pridavkom probiotik a riasovych vytazkov do detskych
prikrmov. Ciel'om bolo vyber vhodnej kombinacie riasového vytazku a probiotickej kultary
a nasledne navrhnut zloZenie detského prikrmu.

Morské riasy arame, wakame, kombu a hijiky boli najskor charakterizované z hladiska
sacharidov troma réznymi metdédami. Sacharidovy profil riasy bol ddlezity najméd z dovodu
vyzivy probiotickych baktérii. V jednotlivych vzorkach boli stanovené celkové sacharidy
a redukujice sacharidy pomocou spektrofotometrickych metod. Na doplnenie a upresnenie
vysledkov bola pouzitd metdéda HPLC, pomocou ktorej boli zistené mnozstva uz konkrétnych
sacharidov. Dalej bolo zistené, Ze vybrané riasové materidly obsahujii vysoké mnoZstva
nerozpustnej vlakniny, ktord je aj vyznamnou zlozkou Tludskej vyzivy. Obsah
fruktooligosacharidov bol stanoveny u vSetkych vzoriek morskych rias okrem riasy kombu.
Mnozstvo  PB-glukanov ~ bolo  stanovené  spektrofotometricky  podobne  ako
pri fruktooligosacharidoch. Obsah B-glukanov bol stanoveny iba uriasy kombu aarame,
pri¢om v ostatnych vzorkach bol nedetekovatelny. Nasledne sa opédt’ vyuzila metdéda HPLC
na stanovenie pigmentov, pri¢om najvacsie mnozstvo B-karoténu bolo stanovené vo vzorke
arame, ktora bola navrhnuta aj do detskych prikrmov. Okrem B-karoténu bola stanovena zmes
chlorofylov a+b.

Po charakterizacii rias a ich zloziek bol sledovany vplyv riasovych vytazkov na viabilitu
arast probiotickych buniek najprv za Standardnych podmienok. Analyza bola vykonana
pomocou merania zakalu v ¢ase 0 hodin a potom v ¢ase 24 hodin, pricom sa do ivahy bral
rozdiel optickej hustoty za uvedeny Casovy interval. AKO porovnavacia vzorka bol pouzity
inulin, ktory sa casto pouZiva v detskych prikrmoch. Nasledne boli vysledky zobrazené
do grafov, ktoré su zobrazené na obrazkoch 6,7,8 a 9 a do tabuliek 13,14 a 15, z ktorych st
vidiet' jednotlivé optické hustoty a percentudlne rozdiely jednotlivych zmesi extraktov
s probiotikami od slepej vzorky. Tieto hodnoty boli doplnené o prietokova cytometriu, z ktorej
sa ziskal presny pocet buniek. Vd’aka fluorescenénému farbivu propidiumjodidu bolo mozné
stanovit’ presny pocet zivych a mrtvych buniek v jednotlivych zmesiach rias s probiotikami.
Potom sa stanovil vplyv riasovych vytazkov na viabilitu a rast probiotik za podmienok
modelového travenia. Z riasovych extraktov bola vybrand riasa arame a ako porovnavacia
zlozka inulin. Riasa arame bola vyhodnotend ako vzorka s najvhodnej$imi vlastnostami, ¢i uz

z hl'adiska sacharidového profilu, z hl'adiska pigmentov, ¢i z hl'adiska vplyvu na probiotika za
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Standardnych podmienok. V pripade modelového travenia sa vyuzilo stanovenie narastu poctu
buniek pomocou merania zakalu v dvoch fazach modelového travenia. Prvy rad vzoriek bol
zmerany behom travenia, teda iba s pouzitim zalido¢nej Stavy. Druhy rad vzoriek predstavoval
uz aj pridavok zI€ovej a pankreatickej stavy. Oba rady boli zmerané v case 0 hodin a potom
Vv Case 24 hodin, z ¢oho bola urcend zmena optickej hustoty. Z nameranych a vyhodnotenych
vysledkov bolo zistené, ze opticka hustota scasom mierne rastla. Vysledky tejto
spektrofotometrickej analyzy boli doplnené o prietokovl cytometriu podobne ako pri analyze
bez pouzitia traviacich Stiav. Z prietokovej cytometrie bolo taktiez zistené, Ze aj ked bol
zaznamenany narast optickej hustoty, tak viac ako 95 % probiotickych buniek bolo mitvych.
Poslednym cielom tejto bakalarskej prace bol navrh kombindcie probiotickej kultary
a riasového vytazku. Za vhodnll kombindciu riasy a probiotika bola na zdklade nameranych dat
a vhodného nutricného zloZenia vyhodnotend riasa arame spolu s probiotickou kultarou
Lactobacillus acidophillus. Tato kombinacia by sa tak mohla pridavat’ v podobe prasku

do ovsenych kasi, a tym by tak obohatila nutri¢énti hodnotu tohto prikrmu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Pouzité jednotky:

g - gram

mg — miligram

ug — mikrogram

ml — mililiter

| — liter

nm — nanometer

um — mikrometer

ul — mikroliter

°C — stupeni Celsia
CFU — koldnie tvoriace jednotky
min — minuta

h — hodina

OD — opticka hustota

Pouzité skratky:

CR — Ceska republika

D — Nemecko

FAO — Organizacia pre vyzivu a pol'nohospodarstvo
WHO — Svetova zdravotnicky organizécia

USA — Spojené Staty americké

HPLC — Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
NaCl — chlorid sodny

ATP — adenozintrifosfat

IND — India

SRN — Spolkovéa republika Nemecko

GB — Vel'ké Britania
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