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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd vyberom vhodnej kombinacie probioticke; kultury
s riasovymi extraktami ako pridavok do detskych prikrmov a navrhom optimalneho zlozenia
detského prikrmu. Pre tieto ciele boli vybrané morské riasy arame, wakame, hijiki a kombu.

Teoreticka Cast’ je zamerana na spravnu vyzivu deti, ich nedostatkov a moznych ochoreni.
Nasledne sa zaobera charakterizaciou probiotickych kultir a ich vyznamom vo vyzive dietat’a.
V neposlednom rade su v teoretickej Casti charakterizované jednotlivé morské riasy, ich
nutri¢né zlozenie a taktiez vyznam vo vyzive diet'at’a.

V experimentalnej Casti sa najprv analyzovali vzorky vybranych rias z hl'adiska sacharidov,
obsahu nerozpustnej vlakniny, fruktooligosacharidov a B-glukanov ¢i obsahu pigmentov. Ako
porovnavacia zlozka sa pouzila vzorka inulinu, bezne pouzivané prebiotikum do probiotickych
vyrobkov. Doélezitou analyzou tejto experimentalnej Casti bolo stanovenie vplyvu riasovych
extraktov na viabilitu a rast probiotickych baktérii. Nasledne sa vykonalo modelové travenie
zmesi probiotik ariasovych 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 kombinacii

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 B-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 zdravu vyzivu deti. Do skupiny zdravych potravin, ¢i
skor zdravych zloziek potravin sa stale viac dostavaju produkty s pridavkom probiotickych
kultar ako su Lactobacillus acidophillus alebo Bifidobacterium breve. Ako probiotika sa
najviac vyuzivaju baktérie mlie€neho kvasenia. Za posledné roky sa stale viac deti stretava
s roznymi alergiami ato hlavne na urcité zlozky potravin. Taktiez mnoho deti trpi
nedostatocnou imunitou alebo réznymi ¢revnymi ochoreniami. Prave z tohto dovodu potom
rodicia hl'adaju pre svoje deti zdrava cestu lieCby, a tou su v mnohych pripadoch prave detské
prikrmy s obsahom probiotik a prebiotik. Probiotika su vSak zivé mikroorganizmy, ktoré mozu
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. Vacsina 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 §tadii, ktoré sa zaoberaju nutri¢cnymi hodnotami
najroznejSich morskych rias. Hl'adaju sa v nich nové zdroje sacharidov, ¢i mineralnych latok
ale aj roznych pigmentov. Hlavne kvoli vhodnému obsahu sacharidov a vysokému obsahu
nerozpustnej vlakniny su vhodné aby sa pridavali k probiotickym vyrobkom.

Této praca je zamerana prave na skimanie morskych rias a ich nutriénych hodnét. Testovanie
a analyzy su pritom zamerané na vytvorenie vhodnej kombinacie prebiotickej zlozky, teda

morskej riasy a probiotickej zlozky.
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2 TEORETICKA CAST

2.1. Vyziva deti

Stravovacie navyky a vyziva dietata hraju pri jeho vyvoji vel'ka rolu a su ddlezitou sucastou
jeho kazdodenného zivota. Nevyvazena strava, ¢i vysoka spotreba energie vedie k vzniku
kardiovaskularnych chordb, obezity a niektorych dalSich tzv. civilizatnych 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 casto 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 najlepSim 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 néarokov sa stravovacie obdobia dietata rozdel'uju do troch $tadii, priCom
tieto §tadia na seba nadvézuju a kazdé z nich trva 4—-6 mesiacov. Jednotlivé obdobia st urCované
funkénostou traviaceho uUstrojenstva, funkénostou vyluCovacieho ustrojenstva a
psychomotorickym vyvojom dojcat’a [2].

Prvé obdobie od narodenia dietata sa nazyva pociatocné obdobie a je charakteristické
vyhradne mlie¢nou stravou dojcata. V pripade vaznych zdravotnych problémov je mozné
dokrmovat podl'a odporucania lekara. Prechodné obdobie zacina od 6. mesiaca zivota, kedy je
potrebné do jedalnicku zaradit’ okrem materského mlieka vhodné druhy zeleniny ako si mrkva,
zemiak Ci cuketa. NajbeznejSim spracovanim tychto surovin je forma kase, pripadne pyré [3].

Tretim Stadiom je obdobie zmieSanej stravy, poCas ktorého by malo byt podavané jedlo
I'ahko stravitelné a méakké. Strava by mala byt pestra a nutricne hodnotna [2].

Vietky potravinové produkty, & uz vyrobené alebo dovezené musia spliiat vybrané
poziadavky na zloZenie potravin pre pociato¢ni a pokracovaciu dojcensku vyzivu a vyzivu
malych deti, dalej poziadavky na zlozenie obilnych kasi a ostatnych prikrmov podl'a 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

su 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
baktérie rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a Saccharomyces [7]. Mnozstvo a druh

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

2.2.1. Vyznam probiotik vo vyzive diet’at’a

Vyznamnou ulohou tychto mikroorganizmov je obnova cCrevnej mikroflory a liecba
hnackovych ochoreni, najma rotavirusovych hnaciek u deti. Pozitivny prinos probiotik je
taktiez pri liecbe ulcerdznej kolitidy, laktozovej intolerancii, pri syndrome drazdivého creva
¢i pri infekcii, ktora spdsobuje baktéria Helicobacter pylori [9]. Je zname, ze pritomnost
probiotickych baktérii v traviacom trakte pomaha lepSie hydrolyzovat' a teda aj vstrebavat
bielkovinu. Uginkom miernej lipazovej aktivity probiotickych baktérii dochadza k lepsej
utilizacii tukovych Castic. Aktivacia laktazy zlepSuje toleranciu a vyuzitie laktézy z mlieCnej
vyzivy dietat’a [10].

Pozitivne vplyvaju na liecbu 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 sut'azia s patogénnymi baktériami o naviazanie na sliznicu ¢revnej steny, ¢im
posiliiuju vnutornu sliznicu ¢reva a nasledne zamedzuju adhézii patogénnych baktérii na dané
miesto. Produkuju latky zvané bakteriociny a latky ako su napriklad organické kyseliny, ¢i
peroxid vodika. Mikroorganizmy pritomné v zazivacom trakte reaguju s epitelidlnymi a
imunitnymi bunkami, ¢im stimuluju vrodeny imunitny systém ¢loveka. Crevna mikroflora
moze 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’ Struktiru potencidlnych antigénov, znizuji ich imunogenicitu,
priepustnost’ Creva a tvorbu prozapalovych cytokinov, ktoré su zvySené u pacientov s réznymi

alergickymi tazkostami. [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 uzivatela. Na zvySenie a udrzanie zivotaschopnosti probiotik
v potravinovych produktoch existuju rozne spdsoby, napriklad vyber probiotik rezistentnych
voci kyselinam a zI¢i, pouzitie nadob nepriepustnych pre kyslik, adaptacia na stres
¢i enkapsulacia. Mikroenkapsulacia sa v poslednych rokoch radi medzi najnovsie a vysoko
ucinné metody na zvySenie viability probiotik. Na zvySenie zivotaschopnosti probiotickych
kultar v jogurtovom prostredi sa pouziva aj dvojstupnova fermentacia. Vysledkom pokusu s
pouzitim dvojstupniovej fermentacie, po Siestich tyzdioch skladovania jogurtu, bola vicsia
retencia zivotaschopnych buniek L. acidophilus a B. longum ako pri jednostupiiovej fermentacii
[12].

Dalsou skimanou metodou 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 membranove] deformécii alebo bunkovej smrti.
Vysychanie zvysSuje kontakt bunkovych povrchov so vzduchom, a teda aj s molekulami kyslika,
vyvolava tvorbu a intracelularnu akumulaciu reaktivnych foriem kyslika, ¢o spdsobuje

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

2.2.3. Probiotické mikroorganizmy

Ako bolo uz spomenuté vysSie, probiotika su v podstate baktérie mliecneho kvasenia.
Vseobecne baktérie si po fyziologickej stranke roznorodé prokaryotické mikroorganizmy,
po stranke morfologickej sa jedna o vel'mi podobné organizmy. Tvar buniek je odvodzovany
od tyc¢iniek alebo kokov a ich velkost sa radovo udéava v niekol’kych um. Z fyziologického
hl'adiska su baktérie heterotrofné mikroorganizmy, ktoré ziskavaji ziviny premenou
organickych latok. Produktom ich metabolizmu mo6ze byt napr. kyselina mliecna.

Do skupiny baktérii mlie€neho kvasenia mozeme zaradit niektoré druhy rodov Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Bifidobacterium. S vynimkou
bifidobaktérii su vSetky rody fylogeneticky pribuzné. Bifidobaktérie su typickou sucastou
intestinalneho traku ludi a zvierat a v prirode sa primarne vyskytuji vo fekalne
kontaminovanych substratoch. Pravé baktérie mlie€neho kvasenia tvoria velku skupinu
nepohyblivych, nesporulujicich, grampozitivhych kokov a tyciniek, ktoré fermentuju
sacharidy za fakultativne anaerébnych podmienok a tvoria pri tom hlavne kyselinu mlie¢nu.

MlieCne baktérie je mozné delit’ podl'a hlavnych a vedlajSich terminalnych fermentacnych

produktov na homofermentativne, ktoré fermentovany sacharid premenia skoro vyhradne
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na kyselinu mliecnu a heterofermentativne, ktoré premienaji fermentovany sacharid
na kyselinu mlie¢nu, kyselinu octovu, oxid uhliCity a za urcitych podmienok aj etanol.
Baktérie mlie¢neho kvasenia sa pouzivaju ako vyrobné prostriedky pri fermentacnych
procesoch v technologii kvasenych potravin a pochutin zivoc¢iSneho a rastlinného pdvodu,
pricom fermentaciou sacharidov na kyselinu mlieCnu a octovi a vedlajsimi 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 Cel'ade
Lactobabacillaceae. Zastupcovia rodu Lactobacillus st baktérie tvaru pravidelnych tyCiniek,
ktoré su obvykle dlhSie, obcas kokovité, usporiadané v palisadach alebo kratkych retazcoch.
Su fakultativne anaerdbne alebo mikroaerofilné, teda ich rast je silnejsi pri redukovanej
koncentracii kyslika. VSeobecne plati, ze pritomnost 5 % oxidu uhli¢itého podporuje rast
laktobacilov.
Nachadzaju sa v syroch ¢i v kyslych mliecnych vyrobkoch, kde si svoju funkciu plnia
v zavislosti na druhu, kmeni, vyrobnych podmienkach a produktoch. NajcastejSie su
v potravinarstve pouzivané ako Startovacie kultiry alebo uz vysSie spominané probiotické
kultiry. Okrem tychto vlastnosti niektoré laktobacily produkuju bakteriociny
a exopolysacharidy. Za urcitych podmienok mézu sposobit’ vady chuti a textary potravin [15].
Rod Lactobacillus je najrozsiahlej§i rod mlieCnych baktérii s viac ako 100 druhmi
a poddruhmi. Napriek tomu, ze vdc¢Sina z nich je nepatogénna, u jedincov s oslabenou imunitou
mozu byt zdrojom novorodeneckej meningitidy, baktériémii a pl'acnych ochoreni [16].
Najvyznamnej§im druhom je L. acidophilus. Vyuziva sa na vyrobu acidofilného mlieka a
suSeného acidofilného mlieka za ucCelom kfmenia. Z farmaceutického hladiska sa vyuziva
na obnovu prirodzeného zlozenia ¢revnej mikroflory po aplikacii antibiotik. Tento druh vyuziva
glykogén, ktory sa uvoliiuje z rozpadajucich sa epitelov, za vzniku kyseliny mlie¢nej [17].
Dalgimi prikladmi mlie¢nych kultr pouzivajucich sa ako probiotika su: 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 ulohu v intestinalnom trakte novorodencov, u ktorych tvoria
vacsinu Crevne] mikroflory. Nachadzaju sa v traviacom trakte dospelého cloveka, kde
z fermentovanych sacharidov produkuju kyselinu mlie¢nu a kyselinu octovu, 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
I'udskych bifidobaktérii zarad'ujeme nasledujuce druhy: B.pseudocatenulatum. B.catenulatum,
B.adolescentis, B.longum, B.infantis, B.breve, B.angulatum, B.bifidum a B.dentium.
Medzi najdolezitejSie probiotické druhy patria B.longum, B.bifidum, B.breve a B infantis.
Vyuzivaju sa aj ako pridavky do mliecnych vyrobkov a potravinovych vyrobkov [20].

2.2.3.3. Rod Enterococcus
Jedna sa o grampozitivne koky, kultiva¢ne nenarocné. Su pomerne rezistentné k vonkajSiemu
prostrediu. Vyskytuju sa vo dvojiciach alebo v kratkych retazcoch, pricom nehomolyzuju
na krvnom agare. Eneterokoky su fakultativne anaerébne, odolné voci vysokému pH (9,6), rasta
v hypertonickom roztoku NaCl, preziju polhodinové zahriatie na 60 °C su schopné rast
aj za pritomnosti 40% zI¢i. Su odolné voci soliam, detergentom, tazkym kovom, ethanolu,
azidom a vysychaniu. Primarne sa nachadzaju v Creve, iny vyskyt je vel'mi vzacny. Spdsobuju
mocové infekcie, gynekologické zapaly, pooperacné komplikacie a urosepsu. Su znacne
rezistentné k antibiotikam. Najznamej§imi zastupcami si Enterococcus faecalis, Enterococcus
durans a Enterococcus faecium, ktoré byvaju radené medzi probiotické mikroorganizmy [21].
Enterococcus faecalis ako fakultativny anaerob kvasi glukozu bez produkcie plynu
na kyselinu mlie¢nu a neprodukuje katalyticku reakciu s peroxidom vodika. Na neutralnom
bujoéne modze fermentaciou tvorit aj vacsie mnozstvo kyseliny mravcej, octove] a ethanolu.
Katabolizuju glycerol, laktat, malat, arginin a ketokyseliny pricom uvol'tiuji do okolia energiu.

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

2.2.34. Rod Lactococcus

Lactococcus je rod mliecnych baktérii, ktory kvasi glukézu na kyselinu mlie¢nu, ktora je ich
hlavnym a zaroveii jedinym produktom. Su to grampozitivne koky, ktoré sa nachadzaju bud’
jednotlivo, v paroch alebo retazcoch. Tieto organizmy sa bezne vyuzivaju v mliekarenskom
priemysle pri vyrobe fermentovanych mlienych vyrobkov. Mozu sa vyuzivat ako samotna

kultura alebo ako zmiesané kultiry s rodom Lactobacillus a Streptococcus. Tieto baktérie maju
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ulohu aj v dochuteni konec¢ného produktu. Osobitna pozornost sa venuje druhu Lactococcus
lactis subs. cremoris, Lactococcus lactis subs. lactis a druhu Lactococcus plantarum. Vyuzivaju
sa ako Startovacie kultury v priemyselnych mliecnych kvaseniach, pricom ich ucelom je
produkcia mlieka a mlienych 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 laktézy. Produkovand kyselina mlie¢na zraza proteiny za vzniku tvarohu. Vyuziva sa aj
pri vyrobe nakladanej zeleniny, piva, vina, niektorych druhov chleba, sdjového mlieka, kefiru

a d’alSich [24].

2.2.3.5. Rod Leuconostoc
Leuconostoc je rod grampozitivnych baktérii majacich tvar ovoidnych kokov, ktoré tvoria dlhé
retazce. VSetky druhy v ramci tohto rodu su heterofermentativne a s schopné produkovat’
zo sachardzy dextran. VSeobecne su povazované za nepatogénne, odolavajuce kyselinam a
rasta pri teplote 18 az 25 °C. Spolu s d’al§imi rodmi ako je Pediococcus a Lactobacillus st
zodpovedné za kvasenie kapusty. Dalej sa podiel'a na fermentacii kefiru.

L.carnosum je anaerdbna baktéria vyskytujuca sa v zle zabalenom méase. Optimalna teplota
pre rast je 2 °C. Tato baktéria je schopna inhibovat rast inych baktérii, preto sa vyuziva ako

biologicky konzervacny prostriedok [25].

2.2.3.6. Rod Streptococcus
Bunky streptokokov maju gulaty alebo vajcovity tvar, st usporiadané do parov, kratkych alebo
dlhsich refazcov a obycCajne su nepohyblivé. Netvoria spory, su grampozitivne a fakultativne
anaerobne mikroorganizmy, ktoré fermentuju sacharidy na kyselinu mliecnu [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 optiméalnu teplotu rastu 40 az 50 °C a vybrané kmene rasta v mlieku
bez pristupu vzduchu a vytvaraju bielu zrazeninu. Vzhl'adom na svoje fyziologické, ekologické
a metabolické vlastnosti sa vyuziva spolu s druhmi Lactobacillus ako Startovacia kultura
pri vyrobe jogurtov a inych mliecnych vyrobkov (Svajciarsky alebo taliansky syr).
S. thermophilus nie je schopny metabolizovat’ galaktozu, o modze mat’ za nasledok zIu textiru
a chut syru. Exopolysacharid vybranych kmeniov ma rozhodujici vyznam pre konecnu

Strukttru jogurtu [27].
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2.2.3.7. Rod Pediococcus

Pediococcus je rod grampozitivnych baktérii mlieCneho kvasenia, ktoré sa zvycCajne vyskytuju
v paroch alebo tetradach. St homofermentativne a spolu s ostatnymi baktériami su zodpovedné
za kvasenie kapusty. Su zodpovedné za kontaminéciu piva a vina, ale v niektorych druhoch
piva je ich pritomnost dolezitd. Produkuju diacetyl, ktory dodava maslovu alebo karamelovu
prichut’ niektorym vinam ako je napriklad Chardonnay. Niektoré druhy sa vyuzivaju ako
ockovacie kultary v silaznych jaméach.

Ako priklad baktérie rodu Pediococcus je P.pentosaceus. Je to nepohybliva a nesporulujica
baktéria so striktne fermentativnym metabolizmom, ktorej hlavnym produktom je kyselina
mliecna. Rastie pri teplote 40 °C, v rozmedzi pH 4,5 az 8, v 9 az 10% roztoku NaCl a je schopna
vyuzivat maltozu. Mdze byt izolovana z rastlinného materialu alebo zo syra. Vyuziva sa ako
Startovacia kultara na fermentaciu klobas, kukurice, zelenej fazule, sojového mlieka a na silaz

[27].

2.2.4. Probiotické produkty pre deti

Probiotické a prebiotické produkty sa na ceskom trhu vyskytuju ako doplnky stravy, Co zhorsuje
prehl'adnost’ a kontrolovatel'nost’ trhu. Situdcia by bola omnoho prehl'adnejSia, keby sa jednalo
o registrované lieCiva [28,29].

V sucasnosti sa na trhu vyskytuje nespocetne vela vyrobkov obsahujucich probiotické
kultury, avSak vacSina z nich nie je uréenad pre malé deti ¢i dojcatd. Probiotické produkty
pre deti sa na trhu vyskytuju v réznych formach. Existuju tabletky, Zzuvacie kapsule ¢i kvapky.
Vyrobky obsahuju rézne mnozstva probiotik, pohybuju sa v odlisnych cenovych relaciach a su
urcené pre deti v roznych fazach zivota. Sucastou probiotickych produktov mozu byt aj iné,
zdraviu prospesné latky [30].

Pre deti od troch rokov st na trhu dostupné probiotické produkty vac¢sinou vo forme cukrikov,
zuvacich tabliet alebo peroralnych roztokov ako napriklad probiotické produkty od fimy
BioGaia alebo tablety na cmulanie Dr.Max Probiomaxik (viz. Obrazok 1 a 2). Tieto produkty

mozu mat réznu prichut’.
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DrMax*

\{ ProbioMaxik

S pichuti malin

O M

ProbioMaxik

Obrazok 1: Tablety Dr. Max ProbioMaxik [31]

BioGaia.
Prolectis.
Plos Profectis.

Zmes na pripravu rehydrata ného roztoku
s Lactobacillus reuteri Protectiss so zinkom.

Dieteticka potravina na osobitné medicinske Gcely.
7 vrecUSok

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

Aby boli probiotické produkty a teda aj samotné probiotika bezpetné, musia spliiat mnoho
kritérii. Musia byt nepatogénne, netoxické a zarovefl priaznivo pOsobit na hostitela.
V traviacom trakte musia byt schopné prezit, metabolizovat,, prilnut’ sa k epitelovym bunkam,
rychlo sa mnozit 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, zalidocnym Stavam, zICi a pankreatickej Stave [33].

2.2.5. Rizika uzivania probiotik
Okrem pozitivneho vplyvu probiotik na 'udsky organizmus mo6zu probiotické mikroorganizmy
sposobit’ aj rdzne zdravotné tazkosti. Stava sa tak najma vtedy, ked’ sa mnozstvo uzivanych
probiotik nezhoduje s predpisanym mnozstvom ¢i davkou.

Najcastejsimi vedlajsimi ucinkami je tvorba plynu a naduvanie. Vo vaznejSich ale zaroven
zriedkavejSich pripadoch mdzu probiotika sposobit’ rozne infekcie. Ohrozenou skupinou su

deti s oslabenou imunitou alebo deti s nespravne vyvinutou ¢revnou bariérou. Dal§im rizikom
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nespravneho uzivania probiotickych vyrobkov je ich reaktivita s uritym druhom lieciv ako je
napriklad sulfasalazin, ktory sa pouziva prave na lieCbu ulcerdznej kolitidy ¢i Crohnovej
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 dokazuja znizenie rizika vzniku ekzému u dojciat prave
vd’aka konzumaécii pociato¢nej dojCenskej 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 ludskom organizme ako nerozpustna vlaknina
[37].

Polysacharidy morskych rias odolavaju zalidoCnym kyselinam, traviacim enzymom a
gastrointestinalnej absorpcii, preto mozu slazit ako fermentacné substraty pre Specifické Crevné
mikrobialne populacie. Zistilo sa, ze alginatové oligosacharidy podporuju rast Bifidobacterium
bifidum ¢i Bifidobacterium longum. Preukazalo sa, ze pritomnost’ laminarinu spdsobuje narast
bifidobaktérii [38]. Laminarin mdze posobit’ ako imunomodulator stimulovanim B-lymfocytov
a T-lymfocytov a reguluju hladinu cholesterolu v pe€eni 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- apolysacharidy zlozené z fruktézovych
jednotiek. Fruktooligosacharidy s zname svojimi prebiotickymi vlastnostami a mnohymi
zdravotnymi benefitmi. Vhodnym zdrojom tychto sacharidov je inulin, najcCastejSie
extrahovany z korenia Cakanky. Fruktooligosacharidy si pre cloveka prospesné kvoli
pozitivnemu pdsobeniu na probiotické baktérie, znizuju hladinu glukézy v krvi, zlepsuju
absorpciu mineralov, stimuluju 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. P-glukany a ich vplyv na zdravie dietat’a

B-glukany st polysacharidy, homopolyméry B-glukézy, ktoré sa v prirode vyskytuju v réznych
konfiguraciach. Tieto polysacharidy maju pozitivne u€inky na imunitny systém, pricom tato
schopnost’ sa zvySuje s ich molekulovou hmotnostou. B-glukany su Strukturnou jednotkou

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

2.6. Riasy

Riasy predstavuju skupinu velmi roznorodych sladkovodnych a morskych organizmov,
do ktorej je zahrnutych viac ako 30 tisic druhov. V stcasnej dobe su systematicky zaradené
do styroch ris [42].

Radia sa medzi niz§ie rastliny. Jedna sa o autotrofné, jednobunkové aj mnohobunkové
rastliny bez diferenciacie pletiv. Nadobudaju mikroskopické ale aj niekol’kometrové rozmery.
Ich farba je dana roznymi pigmentami, vd’aka ktorym moézu z anorganickych latok za ucasti
svetla vytvarat' organicki hmotu a kyslik. Ich farba sa taktiez podiela na taxonomickom
rozdeleni [43,44,45].

Ich chemické zlozenie sa li§i v zavislosti na druhu, miesta vyskytu, obdobi zberu alebo
na podmienkach okolia [46].

Riasy sa vyznacCuju rozmanitostou pohlavného aj nepohlavného rozmnozovania, ktoré je
podmienené vodnym prostredim. Jednobunkové riasy sa ¢asto rozmnozuju delenim buniek.
Pri pohlavhom rozmnozovani sa tu vyskytuje izogamia, anizogamia a oogamia. Jedinou
diploidnou bunkou je vac¢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 spociva vo fragmentacii stielok (napr.

u ¢ervenych rias), pripadne sa vytvara Specializované rozmnozovacie teliesko [47].

2.6.1. Nutricné zlozenie rias

Morské riasy, Gasto konzumované v Cine & Japonsku, maju vysoku nutri¢nii hodnotu.
Obsahuju vitaminy, proteiny, mineraly, vlakninu a esencidlne mastné kyseliny. Skladaju sa
z 80-90 % vody a ich suSina obsahuje priblizne 50 % sacharidov, 1-3 % lipidov a 7-38 %
minerdlov. Kvoli nizkemu obsahu tukov sa moézu konzumovat pocCas 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 si vyznamnych zdrojom dusikatych latok, najmi
proteinov a aminokyselin. Obsahuju aj malé mnozstvo neproteinového dusiku, ktorého zdrojom
su vol'né aminokyseliny, chlorofyl, dusi¢nanovy a dusitanovy dusik, amonne i6ny a nukleové
kyseliny [49].

Kwvalita proteinu je posudzovana podl'a aminokyselinového zlozenia. Pokial’ obsahuje vSetky
esencialne aminokyseliny v urcitom mnozstve, je povazovany za plnohodnotny. Nutricna
hodnota kazdého proteinu je urCend limitujicou esencidlnou aminokyselinou, ktora je
obsiahnutd v najmenSej koncentracii vzhladom k vajecnému proteinu, ktorého
aminokyselinové zlozenie je povazované za idealne a sluzi pre posudenie kvality proteinov
ostatnych potravin, u ktorych sa niektoré aminokyseliny vyskytuja v limitujucej koncentracii

[50]. U rias je najCastejSou limitujicou aminokyselinou tryptofan [51].

2.6.1.2. Minerdlne latky

Mineralne latky v riasach si zaujimavé nielen svojim obsahom, ale aj formou koloidnych
roztokov, v ktorych su pritomné. Chemicka forma je velmi ddlezitd pre vyuzitelnost
esencialnych prvkov, pretoze urCuje mieru absorpcie a ich distribuciu v organizme [52].

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

Negativnou vlastnostou rias je ich schopnost’ viazat’ olovo, kadmium, ortut’ a arzén. Je to
sposobené zlozenim ich bunkovych stien, ktoré si bohaté na sulfatované polysacharidy,
ktorych hydroxylové, siranové a karboxylové skupiny su ddlezitymi vdzbovymi miestami
pre kovové kationy [54]. Morské riasy su taktiez vyznamnym zdrojom vapnika, ¢o mdze byt

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

2.6.1.3. Lipidy a mastné kyseliny
Lipidy su v riasach pritomné iba vo vel'mi malom mnozstve, predstavuju asi iba 1-5 % susSiny.
Vel'ky podiel vSak tvoria polynenasytené -3 a ®-6 mastné kyseliny, ktoré sluzia ako prevencia

proti kardiovaskularnym chorobam alebo osteoporoze [51].

2.6.14. Vidknina

Morské aj sladkovodné riasy st povazované kvoli velkému mnozstvu polysacharidov za dobry
zdroj vlakniny. Typy polysacharidov sa medzi jednotlivymi druhmi lisia. Hlavnymi
energetickymi rezervami vac§iny zivych organizmov su polysacharidy a-glukanového typu
ako st $krob a glykogén. Skrob je tvoreny linearnou amylézou a vetvenym amylopektinom

v rdznych stuprioch polymerizacie. Hlavnou zasobnou latkou zelenych rias je Skrob. Hnedé
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riasy Skrob nikdy netvoria, ich zdsobnym polysacharidom je laminaran (B-1,3- glukan) a
manitol. Zasobnym polysacharidom Cervenych rias je florideovy Skrob (a-1,4-glukan), ktory sa

od Skrobu zelenych rias a rastlin li§i absenciou amylozy [55,56] .

2.6.2. Pozitiva a negativa konzumacie rias

Riasy su bohaté na bioaktivne latky, ktoré nie su pritomné v suchozemskej strave. Medzi tieto
latky patria rozne proteiny, polyfenoly ¢i polysacharidy. Pridavok rias do potravinovych
vyrobkov, ¢i konzumacia samotnych rias je spojena s niz§im 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. Maji antioxidacné,
protizapalové a antikoagulacné ucinky. Riasy hraji svoju rolu aj pri lieCbe a prevencii
metabolického syndromu. Vdaka vysokému obsahu vladkniny st riasy vhodnym rieSenim
pri obezite. Vlaknina napomaha chudnutiu a zlepSuje vyprazdiiovanie. 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 mé vlaknina ziskana z rias dobry vplyv
na stav Criev. Existuju dohady o tom, Ze alginat, laminarin, xantanova guma ¢i agar su zdrojom
prebiotickych sacharidov a teda zvySuji moznosti prezitia probiotickych mikroorganizmov
[57].

Avsak konzumacia rias ma aj svoje negativa. Tie su spojené najma s ich schopnost'ou viazat’
tazké kovy. Vodné prostredie (teplota vody, pH vody, salinita, zakal, obsah kyslika a zivin
vo vode, kontaminacia vody tazkymi kovmi), v ktorom riasy rasta, ovplyviiuje ich schopnost’
akumulovat tazké kovy [58]. Ortut, arzén, olovo ¢i kadmium sa potom nasledne méze ukladat’

v pecenti, kostiach alebo oblickach a sposobovat’ rézne nervové alebo imunitné problémy [59].

2.6.3. Wakame
Patri medzi najviac rozsirené hnedé riasy a pochadza z Japonska. Tato riasa je znama najma
kvoli jej vysokému obsahu vladkniny a alginatom, ktoré ovplyviiuja krvny tlak, krvny cukor a
hladinu inzulinu [60].

Tato makroriasa je bohata na fukoxantin, co je xantofyl charakteristicky pre hnedé morské
riasy. Fukoxantin a jeho metabolity maju antioxidacné, antirakovinové a protizdpalové

vlastnosti [61].
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2.6.4. Hijiky

Hneda 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 sustavu
[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. Chutou
je podobna hijiky ale arame je menej slana [64].

V surovom stave obsahuje alginat sodny. Obsahuje mnoho bioaktivnych zlucenin ako
napriklad florotaniny alebo floroglucinové derivaty, ktoré maju protizapalové a antidiabetické
vlastnosti [65]. Florotaniny su najviac preStudovanou skupinou fenolickych latok u rias.
Z chemického hl'adiska su florotaniny polymérne struktury floroglucinolu s vel'mi variabilnou

molekulovou hmotnost'ou [66].

2.6.6. Kombu
Hnedé riasi Kombu patria do ¢elade Laminariaceae. S cenené najma kvoli vysokému obsahu
mineralov ako je vapnik, draslik, jod a Zelezo. Taktiez obsahuje pomerne vel'ké mnozstvo

vlakniny [67].
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2.7. Produkty s riasovymi extraktmi

V pripade deti od 3 rokov sa jedna o praskové, zuvacie formy produktov. Na slovenskom a
Ceskom trhu sa vo vécSine nachadzaju produkty s obsahom Chlorelly vulgaris alebo riasy
Spiruliny. Obsah morskych rias v sebe zahfiiaju aj produkty znacky Terranova health
(viz. Obrazok 3). Dalim produktom, ktory obsahuje riasu Spirulinu su gumové cukriky od
znacky Haribo (viz. Obrazok 4). Morské riasy su v sucasnosti zndme najmé vd’aka sushi a €asto
sa pouzivaju ako priloha k jedlu namiesto klasickej zeleniny. Stale CastejSie sa vyuzivaja
aj mimo azijskych krajin, na pripravu polievok, ¢ajov, Salatov pripadne ususené riasy sa mozu

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

Share size

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

Cielom tejto bakalarskej prace bolo vybrat' a vhodne nakombinovat probioticku kultiru spolu
s riasovymi vytazkami do detskych prikrmov. V ramci prace bol vypracovany reSer§ na dana
tému. Dalimi cielom bola charakterizacia jednotlivych riasovych zloziek, na zaklade ktorej
bola vybrana vhodna kombinacia probiotickej kultury a riasového vytazku. Poslednym cielom

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

Uhlicitan 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 (vepiovy 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 y (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 systém Chromeleon

4.3. Charakteristika vybranych rastlinnych materialov

V ramci experimentalnej Casti tejto bakalarskej praci 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, vlaknina z ¢akanky.
Pouzita vzorka inulinu mala bielu farbu, praskovi 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 Cierne, podlhovasté a tenké.
Riasa kombu mala tmavo zelent farbu a riasa wakame bola farbou podobna riasam hijiky

a arame. VySSie spomenuté morské riasy boli zakupené ako suSena morska zelenina.
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Po kontakte s vodou o€ividne zmenili svoju farbu a objem. VSetky riasy boli zakupené
cez internetovy obchod, kvoli ich nizkej dostupnosti v kamennych obchodoch. Vzorky rias boli

homogenizované pomocou elektrického mixéra na ¢o 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
horticej vody, pricom vzorka bola extrahovana 1 hodinu. Po uplynuti ¢asovych intervalov boli
vzorky centrifugované 5 minut 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;j.

Roztok bol riadne zamieSany a nasledne inkubovany 30 mintt pri laboratornej teplote. Bola

zmerana absorbancia pri vinovej dizke 490 nm. Kalibragna krivka, v grafe 1, bola zostrojena

pomocou roztoku glukoézy s koncentraciou 0,02—1 g/l. Kazda vzorka bola premerana trikrat.
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Graf 1: Kalibracna krivka celkovych sacharidov, 2= 490 nm

4.5. Stanovenie redukujucich sacharidov podl’a Somogyi-Nelsona

K 1ml vzorku bolo pridanych 0,5 ml Somogyi-Nelsonovho ¢inidla I a II. Vzorku boli
umiestnené do vriaceho kupela na 10 minut. Po ochladeni na laboratdérnu teplotu bolo
do vzoriek pridanych 0,5 ml Somogyi-Nelsonovho ¢inidla III. Kazd4 vzorka sa premieSala

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

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

o Somogy-Nelsonovo cinidlo 1
6 g uhlicitanu sodného, 4 g hydrogénuhlicitanu 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

o  Somogy-Nelsonovo cinidlo 11
4 g pentahydratu siranu mednatého boli zmieSané s 24 g siranu sodného a s 200 ml destilovanej
vody.

e Somogy-Nelsonovo cinidlo 111
25 g molybdénanu amonneho bolo rozpustenych v 450 ml destilovanej vody. Nasledne bolo
do roztoku pridanych 21 ml koncentrovanej 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 laboratornej teplote.
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Graf 2: Kalibra¢na krivka redukujicich sacharidov, & = 720 nm

4.6. Stanovenie sacharidov metédou HPLC

Do kadiciek boli navazené jednotlivé vzorky o hmotnosti 2,5 g. Nasledne bolo pridanych 25 ml
destilovane; 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 kadi¢iek bol d’alej
zahrievany na 50 °C po dobu 15 minut. Pripravené roztoky boli ochladené na laboratornu

teplotu do vytvorenia dvojfazového rozhrania. Pomocou dekantacie bola odobrana vrchna
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vodna Cast’ do centrifugacnej skimavky. Vzorky boli centrifugované pri 6 000 otackach
za minutu 5 minut. VSetky vzorky boli zdekantované do novych 20 ml sklenenych vialiek

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

Tabulka 1: Parametre merania

S acetonitril : voda
Mobilna faza 75 - 95
Koloéna Luna Omega 3 pm, 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-glukézy, sacharozy, arabindzy
a maltdzy v rozmedzi koncentracii 0,5-10 g/l, podl'a podmienok zobrazenych v tabulke 1.
Nasledne prebiehala analyza vybranych vzoriek v duplikatoch. Koncentracia sledovanych
sacharidov bola nasledne vypocitana podl'a vypocitanych hodnoét kalibracnych rovnic v tabulke
2.

Tabul’ka 2: Kalibra¢né rovnice vybranych sacharidov

Stanovovany sacharid | Kalibra¢na krivka R?
D-xyloza y=2,1388 x 0,9996
D-glukoza y=26174 x 0,8493
Sachardza y = 2,6803 x 0,9606

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

4.7. Stanovenie vlakniny podl’a Henneberga a Stohmana

Do 500 ml destila¢nej banky boli navazené 2 g rozomletého vzorku. Pridalo sa 200 ml 5%
roztoku kyseliny sirovej a obsah destilacnej banky sa varil pod spatnym 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 vlozeny do muflovej pece, kde bol

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

po vysuseni a po vyzihani.

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

Na tuto analyzu bolo do uzatvaratelnych skimaviek 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 vriace;j
vody na 5 minuat. Po uplynuti casového intervalu sa skimavky tplne uzavreli, premieSali a dali
sa do vriaceho kupel'a na d’al§ich 5 minut. Potom sa skimavky z vriaceho ktipel’a vybrali a opat’
premieSali. VSetky vzorky boli ochladené na laboratdérnu 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 samyldzou azmes sa
inkubovala 30 minat 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 ukoncenti
inkubacie sa pridalo 0,5 ml roztoku kyseliny octovej a vSetky skamavky boli premieSané
na vortexe. Takto pripravené roztoky sa rozdelili do troch novych skiimaviek po 0,2 ml.
Do dvoch skumaviek bolo pridanych 0,1 ml roztoku fruktanazy a do tretej, slepej vzorky, sa
pridalo 0,1 ml acetatového pufru. Dalej prebiehala inkubacia pri 40 °C 30 minut. Pridalo sa
5 ml PAHBAH reagentu, vSetky skimavky boli ponorené do studenej vody na 5 minut.
Nasledne sa zmerala absorbancia pri 410 nm. Mnozstvo fruktanov bolo vypocitané podla

nasledujucej rovnice:
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ktan=AA-F-5-25- 2. 20, 102 oW
fruktan = 02 W 1000 180 0= (%3

Rovnica 1: Vzorec vypoétu obsahu fruktanov

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

e 25. objem extraktu v ml

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 spoloc¢nosti Megazyme. Tato siprava sa pouziva na stanovenie B-glukanov 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
skumaviek. Ku kazdej vzorke sa pridalo 0,2 ml etanolu a 4 ml fosfatového pufru. Jednotlivé
zmesi boli premiesané na vortexe. VSetky skimavky boli umiestnené do vriaceho kupela
na 60 sekand, potom sa obsah skiimaviek 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 minut. Potom sa pridalo 0,2 ml lichendzy, skimavky sa prekryli parafilmom
a inkubovali sa 1 hodinu pri 50 °C za obcCasného premieSania. Nasledne sa pridalo 5 ml
acetatového pufru a obsah skimaviek sa opat’ premieSal. VSetky vzorky sa nechali ochladit
na laboratornu teplotu, boli centrifugované 10 minit pri 8 000 otackach za minutu
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. Néasledne sa zmerala absorbancia pri 510 nm.
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Rovnica 2: Vzorec vypocétu mnozstva B-glukanov

B — glukany = AA- F -

AA...rozdiel absorbancie vzorku od absorbancie blanku

F... faktor premeny absorbancie na ug glukézy
e FV.. kone¢ny objem =9,4 ml
e W... hmotnost vzorky v mg

D...riedenie

4.10. Stanovenie pigmentov pomocou metédy HPLC

K 15mg vzorku bol pridany 1ml destilovanej vody. Vzorka bola centrifugovana
pri 10 000 otackach za minutu 5 minit. Voda bola zliata a k peletu bolo pridanych 300 mg
sklenenych guli¢iek a 1 ml metanolu. Skimavky boli intenzivne mieSané na vortexe po dobu
10 minat. Obsah bol kvantitativne prevedeny do sklenych skumaviek pomocou 2 ml
chloroformu azmesi boli vortexované dalSich 10 minut. Nésledne bol pridany 1 ml
destilovanej vody na vytvorenie fazového rozhrania. Obsahy skiimaviek boli centrifugované
pri 3 000 otackach za minutu 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.

Tabulka 3: Podmienky analyzy

Kolona 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
Tabulka 4: ZloZenie mobilnej fazy
A B
Acetonitril 840 ml | Metanol 680 ml
Metanol 20 ml | Etylacetat 320 ml
0,IM Tris-HCL | 140 ml
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V tabul'kach 3 a4 su uvedené podmienky vykonania analyzy HPLC. Obsahy jednotlivych

pigmentov boli vypocitané z kalibra¢nych kriviek, ktoré st uvedené v tabulke 5.

Tabulka 5: Kalibra¢né krivky pigmentov
B-karotén y=39153x
Chlorofyl a y =8,3273 x
Chlorofyl b y =4,4285 x

4.11. Stanovenie vplyvu extraktov vybranych rastlinnych materialov 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 kultiry boli ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej

univerzity v Brne.

4.11.2. Kultivacia probiotickych kultir

Kultivacia probiotickych kultir spomenutych v kapitole 4.11.1 prebiehala v tekutom médiu,
ktoré bolo pripravené zmiesanim 55,15 g MRS média s 1 1 destilovanej vody. Takto pripravené
médium bolo sterilizované v tlakovom hrnci s otvorenym ventilom po dobu 20 minut
pri 121 °C. Sterilné médium bolo zaockované 10% inokulom danej probiotickej kultury
v sterilnom boxe do plastovych skumaviek. Kultivacia prebiehala anaerdbne 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 a nasledne 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 kultary, nakultivované podla postupu v kapitole 4.11.2, boli riadne nariedené tak,
aby absorbancia blanku, teda &istej kultury, vykazovala hodnotu 0,1 pri vinovej dizke 630 nm.
Nasledne bolo do 96-jamkovych dosti¢iek pipetovanych 300 pl nariedenej kultury a 30 ul

vzorky extraktu podla zvolenej koncentracnej rady, ato v triplikatoch. ZvySenie poctu
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probiotickych buniek bol stanovovany z rozdielu zékalu nameraného ELISA Reader-om

pri 630 nm v ¢ase 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 ul fluorescencného farbiva propidiumjodidu
s koncentraciou 1 g/l. VSetky vzorky boli odloZzené na 5 minut do tmy, potom boli vzorky

analyzované pomocou prietokového cytometra.

4.12. Modelové travenie probiotickych buniek s pridavkom prebiotik
Na simuléaciu 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 zaltidoc¢na §t'ava
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 stava
Pankreaticka stava bola pripravena rozpustenim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g hydrogénuhlicitanu

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

4.12.3. Modelova zl¢ova $t’ava

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

4.12.4. Stanovenie viability probiotickych buniek pocas modelového travenia

Probiotické kultury boli najskor scentrifugované pri 5 000 otackach za minttu po dobu 5 minat.
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 laboratdrnej 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 pankreaticke;j
a 4,5 ml zl¢ovej Stavy. Pripravena zmes bola 90 minut inkubovana na temperovanej trepacke
pri 37 °C. Vzorky boli po ukonceni modelového travenia centrifugované pri 5 000 otackach

za minutu po dobu 5 minut. Supernatant bol zliaty a pelet rozsuspendovany v 1 ml sterilnej
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vody a pripraveny na dalSie stanovenia.VSetky vzorky, ktoré boli podrobené analyze boli
v triplikatoch nanesené na 96-jamkové mikrotitracné dosticky. Pouzilo sa 30 ul vzorky a 300 pl
cistétho MRS média. ZvysSenie poctu probiotickych buniek bol stanovovany z rozdielu zakalu
nameraného ELISA Reader-om pri 630 nm v ¢ase O a 24 hodin. Néasledne 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 zamerana nielen na charakterizaciu vybranych riasovych
extraktov z hl'adiska ich sacharidového profilu ale aj na vplyv jednotlivych riasovych extraktov
na viabilitu probiotickych buniek pri §tandardnych kultivaénych podmienkach a potom
pri podmienkach modelového travenia. Na zaklade vyhodnotenych vysledkov bolo nakoniec
navrhnuté optimalne zlozenie detského prikrmu s dorazom na prinos zdravotnych benefitov

pre diet’a.

5.1. Vysledky stanovenia mnozstva celkovych sacharidov

Stanovenie celkovych sacharidov bolo vykonané pomocou spektrofotometrickej metody podl'a
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.

Tabulka 6: Nameran¢ mnozstva celkovych sacharidov

Mnozstvo celkovych sacharidov [g/100g]
Vyrobok Namerané hodnoty ) Rozdiel [%]
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
kalibracnej 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 najvicSie mnozstvo nerozpustnej vlakniny (viz
Tabulka 9). V pripade rias a ich pomerne vysokého obsahu nerozpustnej vlakniny nemuselo
dgjst’ k dostatocnej extrakcii sacharidov a teda nemuseli byt vSetky detekované. Najmenej sa
li§ilo 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 hodnét dvoch radov extraktov je
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vidiet, ze jednotlivé hodnoty sa prili§ neliSia a su porovnatelné. Avsak zaliat’ riasu horucou
vodou a nasledne ju ponechat’ extrahovat’' po dobu 1 hodiny sa preukéazalo ako vhodny spdsob
na extrakciu sacharidov, ¢o je zrejmé z tabulky 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 inkubéacii po zaliati
vzorky hortcou vodou. Podla informécii uvedenych na obale jednotlivych riasovych
produktov, by sa mali pouzité morské riasy najprv extrahovat’ vo vlaznej vode a nasledne varit
v horucej vode po dobu priblizne 30 minut.

Zrejmé odchylky experimentalnej hodnoty od hodnoty uvedenej na obale moézu byt
sposobené uvedenim vyssSej hodnoty ako sa v danej potravine nachadza. V pripade hijiky a
arame experimentalne stanovené mnozstvo prevysuje tabelovani hodnotu. Tento vyznamny
rozdiel moze byt taktiez sposobeny nespravne uvedenym mnozstvom sacharidov na obale
vyrobku. Pri porovnani suSenych rias hijiky a arame od iného vyrobcu bolo mnozstvo
celkovych sacharidov ocividne vyssie a bolo porovnatelné s nameranymi hodnotami

uvedenymi v tabul'ke 6.

5.2. Vysledky stanovenia mnozstva redukujicich sacharidov

Stanovenie mnozstva redukujucich sacharidov bolo vykonané pomocou spektrofotometrickej
metody podla 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 redukujicich sacharidov

Mnozstvo redukujucich sacharidov [g/100g]
Vyrobok Nameran¢ 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 tabul'ke 7 su uvedené hodnoty mnozstiev redukujucich sacharidov, ktoré boli vypocitané

z rovnice kalibracnej krivky uvedenej v grafe 2 a nasledne prepocitané na navazku 100 g.
Namerané hodnoty redukujucich 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 zahffia mono- a oligosacharidy, z ktorych
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ale nie vSetky mézu byt redukujuce, ¢o mohlo nasledne spdsobit’ vacsie percentualne rozdiely
medzi nameranymi a deklarovanymi hodnotami. Dopliiujuce informacie ohl'adom sacharidov
boli ziskané pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

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

u riasy kombu, ktord mé na obale uvedeny nulovy obsah cukrov.

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

Premeranim koncentra¢nych rad sacharidov v rozmedzi 0,5-5 mg/ml boli ziskané kalibrac¢né
rovnice, uvedené v tabulke 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 tabulky 8, vyznamny obsah sacharidov mala vzorka inulinu, pricom najvac§ie mnozstvo
¢inila zmes D-glukézy a fruktdzy podobne ako u vzorky arame. Zmes D-glukézy a fruktozy
bola detegovana v chromatograme kazdej vzorky. Disacharid sachardza sa vyskytovala jedine
u vzorky wakame, kde sa vyskytovala v pomerne vel'kom mnozstve. Arabin6za bola zistena
u riasy kombu, wakame a inulinu v menS§ich mnozstvach. Ani u jednej vzorky nebola
detegovana maltoza.

Tabul’ka 8: Vypocitané hodnoty obsahov jednotlivych sacharidov

Koncentracia sacharidu [mg/g]
Produkt -
Zmes D gl’ukozy D-xyloza | Sachardza | Maltoza | Arabindza
a fruktozy

Arame 21,03 — — — —

Hijiky 3,50 — — — —
Kombu 4,21 — — — 3,07
Wakame 2,81 — 97,02 — 1,01

Inulin 26,48 2,68 — — 2,41

Metoda HPLC na stanovenie jednotlivych sacharidov bola pouzita na doplnenie metod

spomenutych v kapitolach 5.2 a 5.1.

5.4. Stanovenie mnozstva nerozpustnej vlakniny
Stanovenie nerozpustnej vlakniny bolo uskuto¢nené v §tyroch vzorkach rias a vo vzorke inulinu

,ktory bol brany ako referen¢na vzorka, podl'a postupu v kapitole 4.7. Navazka kazdej vzorky

40



bola 2 g. Obsah experimentalne zistenej nerozpustnej vlakniny bol prevedeny na navazku 100 g
a nasledne boli vysledky porovnané s mnozstvami vlakniny, ktoré boli teoreticky zistené

z obalu pouzitého vyrobku (viz. Tabulka 9).

Tabul'ka 9: Vysledky merania obsahu vlakniny v uvedenych vzorkach

Vyrobok Mnozstvo nerozpustnej vlakniny [g/100g]
Nameran¢ hodnoty | Tabelované hodnoty | Rozdiel [%]
Kombu 31,14 23,30 25,18
Wakame 1,81 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 nerozpustne]
vlakniny, ¢o bolo aj experimentalne dokézané. Nerozpustna vlaknina stanovena vo vybranych
vzorkéch rias by mohla v pripade pouzitia v detskych prikrmoch pomoct proti vzniku zapchy,
¢i obezity u deti, ked’ze sa v zaludku nerozpusta a zvySuje pocit nasytenosti. Vzorka inulinu

bola vyrobcom oznacena ako vlaknina rozpustna, o sa pomocou tejto metddy potvrdilo.

5.5. Vysledky stanovenia mnozstva fruktooligosacharidov vo vzorkach rias a
inulinu

Meranie fruktooligosacharidov bolo vykonané podl'a postupu uvedeného v suprave 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. Téato analyza bola vykonané z dévodu
priaznivych ucinkov fruktooligosacharidov na viabilitu probiotickych buniek a pozitivhych

ucinkov na traviacu sustavu dietat’a.
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Tabulka 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. Najviacsie
mnozstvo bolo detegované vo vzorke inulinu, nasledne vo vzorke wakame. Vo vzorke riasy
kombu bol obsah fruktooligosacharidov nedetekovatelny. Z nameranych a vypocitanych
vysledkov je zreymé, Ze jedinym vhodnym zdrojom fruktooligosacharidov je inulin. Morské
riasy arame, wakame a hijiky obsahuji porovnatelné mnozstva fruktooligosacharidov.
Uvedené morské riasy nie si dostacujucim zdrojom fruktooligosacharidov pre probiotické

baktérie.

5.6. Vysledky stanovenia mnozstva B-glukanov vo vzorkach rias a inuline
Meranie B-glukanov bolo vykonané podl'a postupu uvedeného v siprave B-Glucan Assay Kit
(Mixed Linkage) od spolocnosti Megazyme, pricom vysledné meranie prebiehalo
spektrofotometricky (postup uvedeny v kapitole 4.9), podobne ako pri stanoveni
fruktooligosacharidov. Nasledne bolo pomocou vzorca uvedeného v suprave vypocitané
mnozstvo B-glukanov v jednotlivych vzorkach. Vzorky boli premerané trikrat, bol vypocitany
priemer a smerodatna odchylka.

Tabulka 11: Vysledky analyzy B-glukanov vo vzorkach rias a inuline

Produkt Mnozstvo 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 B-glukanov prili§ nizke na detekciu
pomocou pouzite] metddy. Na stimuladciu imunitného systému dietata by na zaklade

nameranych dat mohla byt pouzita jedine riasa arame alebo kombu.
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5.7. Vysledky stanovenia pigmentov metédou 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

Mnozstvo pigmentov pg/g
Vzorek
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+ 221
::; - - Lr/ %
= :" 37 2% s alo 3 T30 a's () b7) ) ) V) )

Obrazok 5: Priklad chromatogramu vzorky

Najviacsie mnozstvo B-karoténu bolo zistené vo vzorke riasy arame, ktora obsahovala taktiez
pomerne vysoké mnozstvo chlorofylov a+b. Z hl'adiska zdravotnych benefitov maju tieto
pigmenty najméi antioxidacné vlastnosti. Najmensie mnozstvo B-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 skimand 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 minatu 5 minut. Supernatant bol zliaty, nasledne bola vykonana

kultivacia probiotik s vybranymi extraktami za Standardnych podmienok podla postupu

43



v kapitole 4.11.3.1., ataktiez modelové travenie probiotickych baktérii v kombinacii
s vybranymi extraktami podl'a postupu v kapitole 4.12.4. Pouzité probiotické kultaury su

spomenute¢ v kapitole 4.11.1.

5.8.1. Vysledky analyzy vplyvu vybranych extraktov na viabilitu probiotickych baktérii
Ako prva bola uskuto¢nend analyza zamerana 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 referencne;j

hodnoty a smerodatnej odchylky.
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Riedenie extraktov

Obrazok 6: Graf zobrazujici narast probiotickej kultury Lactobacillus casei za 24 hodin v kombinacii
s riasovymi extraktami

Z obrazka 6 su vidiet' jednotlivé zmeny optickej hustoty, priCom najvacsi narast kultury
Lactobacillus casei bol zaznamenany v kombinacii s riasou hijiky a to presne 0 4,22 % viac
ako u referencnej, 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 zmenSujucou 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 kultury Lactobacillus acidophillus bol zaznamenany najvacsi narast
optickej hustoty opat’ 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 kultiry Bifidobacterium breve za 24 hodin v
kombinacii s riasovymi extraktami

Na obrazku 8 je vidiet, ze v pripade kultary Bifidobacterium breve spolu s riasovymi
extraktami bola zaznamenana najvacsia 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 s zndzornené na obrazku 6 a na obrazku

7.
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Obrazok 9: Graf zobrazujuci narast probiotickych kultur za 24 hodin v kombinacii s inulinovymi
extraktami
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Na obrazku 9 st znazornené rozdiely optickych hustot jednotlivych probiotickych kultar
v zavislosti na riedeni extraktov inulinu. Pri pouziti kombinacie probiotickej kultary
Lactobacillus casei s extraktom inulinu bol zaznamenany narast optickej hustoty
pri koncentracii extraktu 0,05 g/ml, 0,02 g/ml a 0,01 g/ml. Pri d’alSich koncentraciach extraktu
inulinu bol zaznamenany pokles optickej hustoty od slepej vzorky najviac 0 2,17 %. V pripade
kombinacie probioticke; kultary Lactobacillus acidophilus v kombinacii s inulinovym
extraktom bol kladny percentualny 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 potrebna vysSia koncentracia extraktu.

Tato spektrofotometricka analyza bola kvoli presnejs§im vysledkom doplnena o prietokovu
cytometriu, ktorej vysledky st uvedené v tabulkach 13, 14 a 15. Na prietokova cytometriu sa
vzdy pouzila vzorka probiotickych buniek kultivovanych s extraktom 24 hodin za Standardnych
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 znazoriuje zivé

bunky, druhy pik znazorfiuje mrtve 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 kultiry Lactobacillus
acidophillus s riasou hijiky
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Tabul’ka 13: Namerané hodnoty vplyvu rastlinnych extraktov na viabilitu probiotickych buniek
kultary Lactobacillus casei

Rﬁjifgyoggggej Koncentracia | Rozdiel optickej hﬁ;(z)?;e;;fzﬁiejz . Pocet probiotickych buniek
Vzorka vzorky za 24 extraktu hustoty za 24 | 54 hodin od slepe; [CFU/ml]
hodin [g/mi] ligdin vzorky [%] —
Zivé Mrtve
Lactobacillus casei CMM 4798

0,050 1,713 2,830

Wakame 1,668 0.020 1,699 L7 190107 | 4,6510°
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 1,52-107 431-10°
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 bunick
Vzorka hustoty slepej extraktu hustoty za 24 hustoty’ extrakiu “a [CFU/ml]
Vzoiky za 24 [e/ml] hodin 24 hodin od slepe;j _
odin vzorky [%] Fivé Mitve
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 2.1-107 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 5.8-10°
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 3,5-107 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

Rﬁjifgyoggggej Koncentracia | Rozdiel optickej hﬁ;(z)?;e;;féﬁiejz . Pocet probiotickych buniek
Vzorka vzorky za 24 extraktu hustoty za 24 |y hodin od slepej [CFU/ml]
hodin [g/mi] ligdin vzorky [%] Tive Mitve
Bifidobacterium breve CCM 7825

0,050 1,718 3,650

Wakame 1,658 0.020 L729 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 5,7-10°
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 tabulkéach 13, 14 a 15 sa nachadzaju hodnoty optickych hustdt jednotlivych kombinacii

probiotickych kultar a riasovych vytazkov, priCom doraz sa kladol na zistenie rozdielu opticke;j

hustoty extraktu za 24 hodin od slepej vzorky, Co bolo vyjadrené percentualne. V pripade

kladného rozdielu, teda narastu optickej hustoty za 24 hodin, mohlo ale dojst’ k rychlemu tthynu

probiotickych buniek. Naopak v pripade zapornej hodnoty rozdielu optickej hustoty

za 24 hodin od slepej vzorky sa mohol pocet buniek navysit predizenim kultivacie. Najviac

zapornych hodnot percentualneho rozdielu optickej hustoty extraktu za 24 hodin od slepej
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vzorky bolo zaznamenanych pri pouziti probiotickej kultury Lactobacillus acidophillus,

najmenej bolo zaznamenanych u kultury Bifidobacterium breve.

5.8.2. Vysledky stanovenia viability a poc¢tu probiotickych buniek pocas 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. Dévodom je najvhodnejSie nutricné zlozenie, ktoré
by probiotickym bunkam mohlo poskytovat' dostatocni vyzivu pocas simulacie l'udského
travenia. Z hl'adiska sacharidov obsahovala vzorka arame pomerne vysoké mnozstvo celkovych
aj redukujucich sacharidov a z dopliiujucej HPLC analyzy je zrejmé, ze z pouzitych rias
obsahovala najvysSie mnozstvo zmesi D-glukozy a fruktdzy, ktoré su vhodnym zdrojom
energie pre probiotické baktérie. Dalsim dévodom 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 kultar 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 kultir za 24 hodin
odobranych pocas modelového travenia za pouzitia probiotickej kultury Lactobacillus casei
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Obrazok 14: Graf zobrazujuci narast optickej hustoty jednotlivych probiotickych kultir za 24 hodin
odobranych pocas modelového travenia za pouzitia probiotickej kultury Bifidobacterium breve

Na obrazkoch 12, 13 a 14 su znazornené vysledky modelového travenia, konkrétne néarast
optickej hustoty odoberanych vzoriek zo zmesi probiotickej kultiry, extraktu a modelovych
Stiav za 24 hodin. Prvé tri hodnoty na obrazkoch 12, 13 a 14 znazortiuju nérast optickej hustoty
triplikatu odobraného a zmeraného v priebehu modelového travenia, teda po pridani zalidocnej
Stavy apred pridanim Zl8ovej a pankreatickej §tavy. Dalsie tri hodnoty zobrazuju optické
hustoty triplikatu odobraného a zmeraného po ukonceni modelového travenia, teda po pridani
vSetkych troch traviacich Stiav (viz kapitola 4.12.4.). Ako je zreymé 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 a inulinu je mozné tvrdit, Ze pouzité extrakty nemali
negativny, ¢i antimikrobidlny vplyv na rast probiotickych buniek. Pozitivum je, Ze aj u vzorky
arame aj u vzorky inulinu doslo po ukon¢eni modelového travenia k zvySeniu optickej hustoty,
z ¢coho je mozno usudit, ze riasa arame by mohla byt pouzitd ako prebiotikum, spolu
s inulinom, do detskych prikrmov.

Pri porovnani narastu optickej hustoty bez traviacich §tiav a s traviacimi Stavami je o¢ividné,
Ze traviace Stavy spomal'uju mnozenie buniek a ich viabilitu. Tato spektrofotometricka analyza
bola doplnena o prietokovu cytometriu, z ktorej bolo zistené, ze viac ako 95 % probiotickych
buniek nevykazovalo ihned” po vykonani modelového travenia zivotaschopnost. Prietokova
cytometria bola pre kontrolu viability probiotickych buniek zopakovana opat’ po 24 hodinach,
pricom odobrana vzorka zmesi prebiotik, probiotik a traviacich §tiav 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 znazortujuci stav probiotickych buniek Lactobacillus acidophillus
v kombinacii s riasou arame thnedpo prevedeni modelového travenia
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Obrazok 16: Histogram znazormujuci stav probiotickych buniek Lactobacillus acidophillus
v kombinacii s riasou arame v ¢ase 24 hodin modelového travenia

Z obrazkov 15 a 16 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 kombindcii rastlinného extraktu a probiotickej kultiry. Traviace stavy boli

dostatocne silné na to, aby znizili viabilitu probiotickych buniek.

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

Poslednym cielom tejto bakalarskej prace bolo navrhnutie optimélneho zlozenia detského

prikrmu s dorazom na pridavok riasovych extraktov a probiotickych kultur. Na zaklade
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nameranych a vyhodnotenych dat bol uskuto¢neny vyber vhodne; kombinacie riasy
a probiotickej kultary. Do uvahy sa bral sacharidovy profil rias, ktory bol vyhodnoteny troma
roznymi metodami, 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 horucou vodou. Arame obsahovala porovnatelné mnozstvo
zmesi D-glukozy a fruktézy (21,03 mg/g) so vzorkou inulinu, ktora sa bezne pouziva ako
prebiotickd 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 hl'adiska
pigmentov bolo v riase arame stanovené najvyssie mnozstvo B-karoténu, ktory je znamy najmé
vd'aka svojim antioxida¢nym vlastnostiam. Riasa arame obsahovala taktiez aj vysoké mnozstvo
nerozpustnej vlakniny, ¢o mdze mat’ pre traviaci systém deti viacero zdravotnych benefitov.
Akoje 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 najvhodnejSia kombinacia riasy
a probiotickej kultiry bola vybrana riasa arame a probioticky kmen Lactobacillus acidophilus.
Bolo tak uskutocnené taktiez na zaklade vysledkov modelového travenia, kde tato kombinacia
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 pripravend 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, ktora by zlepsila senzorické vlastnosti produktu.
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6 ZAVER

Predlozena praca sa zaoberala pridavkom probiotik a riasovych vytazkov do detskych
prikrmov. Cielom bolo vyber vhodnej kombinacie riasového vytazku a probiotickej kultary
a nasledne navrhnut zlozenie detského prikrmu.

Morské riasy arame, wakame, kombu a hijiky boli najskoér charakterizované z hl'adiska
sacharidov troma réznymi metddami. Sacharidovy profil riasy bol ddlezity najma z dévodu
vyzivy probiotickych baktérii. V jednotlivych vzorkéch boli stanovené celkové sacharidy
a redukujuce sacharidy pomocou spektrofotometrickych metod. Na doplnenie a upresnenie
vysledkov bola pouzitd metoda HPLC, pomocou ktorej boli zistené mnozstva uz konkrétnych
sacharidov. Dalej bolo zistené, Ze vybrané riasové materialy obsahuju vysoké mnozstva
nerozpustnej vlakniny, ktord je aj vyznamnou zlozkou Tludskej wvyzivy. Obsah
fruktooligosacharidov bol stanoveny u vSetkych vzoriek morskych rias okrem riasy kombu.
Mnozstvo  B-glukdnov ~ bolo  stanovené  spektrofotometricky = podobne  ako
pri fruktooligosacharidoch. Obsah B-glukanov bol stanoveny iba uriasy kombu a arame,
pricom v ostatnych vzorkach bol nedetekovatelny. Nasledne sa opat’ vyuzila metoda HPLC
na stanovenie pigmentov, priCom najvic§ie 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 uvahy 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 si zobrazené na obrazkoch 6,7,8 a 9 a do tabuliek 13,14 a 15, z ktorych su
vidiet' jednotlivé optické hustoty a percentudlne rozdiely jednotlivych zmesi extraktov
s probiotikami od slepej vzorky. Tieto hodnoty boli doplnené o prietokovu 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 wviabilitu arast probiotik za podmienok
modelového travenia. Z riasovych extraktov bola vybrana riasa arame a ako porovnavacia
zlozka inulin. Riasa arame bola vyhodnotena ako vzorka s najvhodnejsimi 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 zl¢ovej a pankreatickej Stavy. Oba rady boli zmerané v €ase 0 hodin a potom
v Case 24 hodin, z ¢oho bola ur€ena zmena optickej hustoty. Z nameranych a vyhodnotenych
vysledkov bolo zistené, Zze optickd hustota s cCasom mierne rastla. Vysledky tejto
spektrofotometrickej analyzy boli doplnené o prietokovi 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 mrtvych.
Poslednym cielom tejto bakalarskej prace bol navrh kombinacie probiotickej kultury
a riasového vytazku. Za vhodni kombinaciu riasy a probiotika bola na zaklade nameranych dat
a vhodného nutricného zlozenia vyhodnotend riasa arame spolu s probiotickou kulturou
Lactobacillus acidophillus. Tato kombinacia by sa tak mohla pridavat v podobe prasku

do ovsenych kasi, a tym by tak obohatila nutricni hodnotu tohto prikrmu.

58



7 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

[6]

(7]

(8]

[9]

BERKOVA, Kamila. Obecné zasady vyzivy déti a dorostu. Pediatrie pro praxi. 2002,
ro€. 2002, €. 6, s. 301-302.

NEVORAL, Jifi a Magdalena PAULOVA. Vyziva kojencl. 2. vyd. Praha: Statni
zdravotni ustav, 2007. ISBN 978-80-7071-286-3.

Vyziva kojenct v kontextu jejich optimalniho rastu a vyvoje. Zdravotnictvi a medicina
[online]. CR: PhDr. Iveta Ondriov4, Ph. D, 2014 [cit. 2017-02-27]. Dostupné z:
http://zdravi.euro.cz/

Legislativa pro vyrobky pro déti do 3 let. Pravni pozadavky SZU [online]. Ing.Jitka
Sosnovcova, 2008 [cit. 2017-02-27]. Dostupné z: http://www.szu.cz/tema/bezpecnost-
potravin/pravni-pozadavky

AND, C. Iyer a K. KAILASAPATHY. Effect of Co-encapsulation of Probiotics with
Prebiotics on Increasing the Viability of Encapsulated Bacteria under In Vitro Acidic
and Bile Salt Conditions and in Yogurt. Journal of Food Science [online]. 2005, 70(1),
M18-M23 [cit. 2017-02-25]. DOI: 10.1111/.1365- 2621.2005.tb09041.x. ISSN
00221147. Dostupné z: http://doi.wiley.com/

FIOCCO, Daniela, Angela LONGO, Mattia Pia ARENA, Pasquale RUSSO, Giuseppe
SPANO a Vittorio CAPOZZI. How probiotics face food stress: They get by with a little
help. Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online]. 2020, 60(9), 1552-1580
[cit. 2020-10-21]. ISSN 1040-8398. Dostupné z: doi:10.1080/10408398.2019.1580673
HUQ, Tanzina, a kol. Encapsulation of Probiotic Bacteria in Biopolymeric System.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online]. 2013, 53(9), 909-916 [cit.
2017-02-25]. DOI: 10.1080/10408398.2011.573152. ISSN 1040- 8398. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/

Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb. ze dne 12.12.2016, kterou se stanovi pozadavky pro mléko a
mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje. Sbirka zakont, 2016
WILLIAMS, Toedter, 2010. Probiotics. American Journal of Health-System
Pharmacy [online]. Copyright © 2010 American Society of Health-System Pharmacists,
Inc. All rights reserved, 67(6), 449-458 [cit. 2020-10-22]. ISSN 1079-2082. Dostupné
z: doi:10.2146/ajhp090168

59


http://zdravi.euro.cz/
http://www.szu.cz/tema/bezpecnost-
http://doi.wiley.com/
http://www.tandfonline.com/

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

TLASKAL, Petr. Historie a soucasnost po¢atecni détské vyzivy. Pediatrie pro praxi.
2008, ro¢. 2008, €. 9(2), s. 86-92.

HEMAISWARYA, S, R RAJA, R RAVIKUMAR, Isabel CARVALHO a S
HEMAISWARYA. Mechanism of action of probiotics. Brazilian Archives of Biology
and Technology [online]. 2013, 56(1), 113-119 [cit. 2020-11-16]. ISSN 1516-8913.
Dostupné z: doi:10.1590/S1516-89132013000100015

SARKAR, S. Approaches for enhancing the viability of probiotics: a review. British
Food Journal [online]. Emerald Group Publishing Limited, 2010, 112(4), 329-349 [cit.
2020-11-18]. ISSN 0007-070X. Dostupné z: doi:10.1108/00070701011034376
IACONELLI, Cyril, Guillaume LEMETALIS, Noura KECHAOU, Florian CHAIN, Luis
G BERMUDEZ-HUMARAN, Philippe LANGELLA, Patrick GERVAIS a Laurent
BENEY. Drying process strongly affects probiotics viability and functionalities. Journal
of biotechnology [online]. Elsevier B.V, 2015, 214, 17-26 [cit. 2020-11-18]. ISSN
0168-1656. Dostupné z: doi:10.1016/; jbiotec.2015.08.022

GORNER, F., VALIK, L. Aplikovana mikrobiologia pozivatin. 1. vyd. Bratislava: Malé
centrum, TYPOSET, 2004. 528 s. ISBN 80-967064-9-7.

DE ANGELIS, M., GOBBETTI, M. Lactobacillus spp.: General Characteristics.
Elsevier, 2011, vol. 3, p. 1479-1484.

BREUER, Uta. Lactobacillus Molecular Biology. From Genomics to Probiotics.
Biotechnology Journal. 2009, vol. 4, issue 5, s. 769-769. DOI: 10.1002/biot.200900113.
Dostupné z:http://doi.wiley.com/10.1002/biot.200900113

ANJUM, Nazia, Shabana MAQSOOD, Tariqg MASUD, Asif AHMAD, Asma SOHAIL
a Abdul MOMIN. Lactobacillus acidophilus: Characterization of the Species and
Application in Food Production.Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2014-
02-05, vol. 54, issue 9, s. 1241-1251. DOI: 10.1080/10408398.2011.621169. Dostupné
z: http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2011.621169

SIEZEN, Roland J. a Greer WILSON. Probiotics genomics. Microbial Biotechnology.
2010, vol. 3, issue 1, s. 1-9. DOIL: 10.1111/.1751-7915.2009.00159.x. Dostupné
z:http://doi.wiley.com/10.1111/j.1751-7915.2009.00159.x

MAYO, Baltasar a Douwe van SINDEREN. Bifidobacteria: genomics and molecular
aspects. Norfolk, UK: Caister Academic, 2010, xii, 259 p., 2 p. of plates. ISBN 19-044-
5568-9.

60


http://doi.wiley.com/10.1002/biot.200900113
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.201
http://doi.wiley.com/10.1111/j.l751-7915.2009.00159.x

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

BAFFONI, Loredana, Verena STENICO, Erwin STRAHSBURGER, Francesca
GAGGIA, Diana DI GIOIA, Monica MODESTO, Paola MATTARELLI a Bruno
BIAVATI. Identification of species belonging to the Bifidobacterium genus by PCR-
RFLP analysis of a hsp60 gene fragment. BMC Microbiology. 2013, vol. 13, issue 1, s.
149-. DOLIL: 10.1186/1471- 2180-13-149. Dostupné z:
http://www.biomedcentral.com/1471-2180/13/149

BEDNAR, Marek. Lékaiska mikrobiologie: bakteriologie, virologie, parazitologie.
Vyd. 1. Praha: Marvil, 1996, 558 s. ISBN 80-238-0297-6

AMYES, Sebastian G.B. Enterococci and streptococci. International Journal of
Antimicrobial Agents. 2007, vol. 29, S43-S52. DOI: 10.1016/S0924-8579(07)72177-5.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924857907721775

JAY, James M. Modern food microbiology. 6th ed. Gaithersburg, Md: Aspen
Publishers, 2000, xvi, 679 p. ISBN 08-342-1671-X.

MADIGAN, Michael T, John M MARTINKO a Thomas D BROCK. Brock biology of

microorganisms. 11th ed. Upper Saddle River, NJ: Pearson Prentice Hall, 2006, p. ISBN
01- 314-4329-1.

KULWICHIT, Wanla, Sumanee NILGATE, Tanittha CHATSUWAN, Sunisa
KRAJIW, Chudaachhara UNHASUTA a Anan CHONGTHALEONG. Accuracies of
Leuconostoc phenotypic identification: a comparison of API systems and conventional
phenotypic assays. BMC Infectious Diseases. 2007, vol. 7, issue 1. DOI: 10.1186/1471-
2334-7-69. Dostupné z: http://www.biomedcentral.com/1471-2334/7/69

FACKLAM, R. What Happened to the Streptococci: Overview of Taxonomic and

Nomenclature Changes. Clinical Microbiology Reviews. 2002-10-01, vol. 15, issue 4,
s. 613- 630. DOIL 10.1128/CMR.15.4.613-630.2002.  Dostupné  z:
http://cmr.asm.org/cgi/doi/10.1128/CMR.15.4.613-630.2002

HAAKENSEN, M., C. M. DOBSON, J. E. HILL a B. ZIOLA. Reclassification of
Pediococcus dextrinicus (Coster and White 1964) Back 1978 (Approved Lists 1980) as

Lactobacillus dextrinicus comb. nov., and emended description of the genus
Lactobacillus. INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC AND
EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY. 2009-03-01, vol. 59, issue 3, s. 615-621. DOI:
10.1099/1j5.0.65779-0. Dostupné z:
http://ijs.sgmjournals.org/cgi/doi/10.1099/ijs.0.65779-0

61


http://www.biomedcentral.com/147
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924857907721775
http://www.biomedcentral.com/147
http://cmr.asm.Org/cgi/doi/10.1128/CMR.15.4.613-630.2002
http://ijs.sgmjournals.Org/cgi/doi/10.1099/ijs.0.65779-0

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

[37]

[38]

Misto probiotik v 1é¢beé (nejen) gastrointestinalnich chorob. Interni medicina pro praxi.
2009, (11), 25-29.

Problémy probiotické terapie. Interni medicina pro praxi. 2008, (10), 345-347.
TEREZIA Hliva ustficna + probiotika + vitamin C 50+ 10 kapsli ZDARMA -
Lékarna.cz [online]. [cit. 2018-02-12]. Dostupné Z:
https://www .lekarna.cz/hlivaustricna-probiotika-vitamin-c-cps-50-10/

Dr.Max ProbioMaxik 30tbl. | Dr. Max lékarna. Www.drmax.cz [online]. Brno: CESKA
LEKARNA HOLDING, 2005 [cit. 2018-02-12]. Dostupné z: https://www.drmax.cz/dr-

max-probiomaxik-30tbl

BioGaia Protectis plus| Dr. Max lékarna. www.drmax.cz [online]. Brno: CESKA
LEKARNA HOLDING, 2005 [cit.2021-17-02]. Dostupné z:
https://www.drmax.sk/biogaia-plus

Salminen, S. Demonstration of safety of probiotics - a review. International Journal Of
Food Microbiology, 44(1-2), 93-106. Dostupné z https://doi.org/10.1016/S0168-
1605(98)00128-7.

GETAHUN, Alemayehu, Anteneh TESFAYE a Diriba MULETA. Investigation of the

Potential Benefits and Risks of Probiotics and Prebiotics and their Synergy in Fermented
Foods. Singapore Journal of Chemical Biology [online]. 2016, 6(1), 1-16 [cit. 2020-11-
03]. ISSN 20100094. Dostupné z: https://doi:10.3923/sjchbio.2017.1.16
DELL'ACQUA, Giorgio. 2018.

WOPEREIS, Harm, Kathleen SIM, Alexander SHAW, John O WARNER, Jan KNOL

a J. Simon KROLL. Intestinal microbiota in infants at high risk for allergy: Effects of
prebiotics and role in eczema development. Journal of allergy and clinical
immunology [online]. Elsevier, 2018, 141(4), 1334-1342.e5 [cit. 2020-11-20]. ISSN
0091-6749. Dostupné z: doi:10.1016/j jaci.2017.05.054

MORALIS, De a Rui SANTOS COSTA. Emergent Sources of Prebiotics: Seaweeds and
Microalgae. Marine Drugs [online]. Basel: MDPI, 2016, 14(2), 27 [cit. 2020-12-20].
Dostupné z: doi:10.3390/md 14020027

CHERRY, P, S YADAYV, Cr STRAIN, Pj ALLSOPP, Em MCSORLEY, Rp ROSS aC
STANTON. Prebiotics from Seaweeds: An Ocean of Opportunity? Marine
Drugs [online]. MDPI, 2019, 17(6) [cit. 2020-11-20]. ISSN 1660-3397. Dostupné z:
doi:10.3390/md17060327

62


https://www.lekarna.cz/hlivaustricna-probiotika-vitarnin-c-cps-50-10/
http://Www.drmax.cz
https://www.drmax.cz/dr-
http://www.drmax.cz
https://www.drmax.sk/biogaia-plus
https://doi.org/10.1016/SO168-
https://doi:10.3923/sichbio.2017.1.16

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]
[46]

[47]

[48]

DI BARTOLOMEO, Francesca a Wim VAN DEN ENDE. Fructose and Fructans:
Opposite Effects on Health? Plant Foods for Human Nutrition [online]. New York:
Springer US, 2015, 70(3), 227-237 [cit. 2021-7-10]. ISSN 0921-9668. Dostupné z:
doi:10.1007/s11130-015-0485-6

LI, Xinguo, Colin CAVANAGH, Klara VERBYLA, et al. A modified Megazyme
fructan assay for rapidly screening wheat starch synthase Ila mutation populations
reveals high fructan accumulation in mature grains of triple null lines. Journal of cereal
science [online]. Elsevier, 2017, 73, 143-150 [cit. 2021-7-10]. ISSN 0733-5210.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jcs.2016.12.011

SIMA, P., B. TUREK a V. BENCKO. Betaglukany - imunomodula&ni latky v prevenci
a podpurné 1écbe. Prakticky Lekar [online]. Czech Medical Association J.E. Purkyne,
2015, 95(6), 244-248 [cit. 2021-7-10]. ISSN 00326739.

KALINA,V., VANA, J.: Sinice, fasy, houby, mechorosty a podobné organismy v
soucasné biologii. UK Praha, 2005. 606 s., ISBN 80-246-1036-1

MEYER, Barbara J., Neil J. MANN, Janine L. LEWIS, Greg C. MILLIGAN, Andrew
J. SINCLAIR a Peter R.C. HOWE. Dietary intakes and food sources of omega-6 and
omega-3 polyunsaturated fatty acids. Lipids. Australia, 2003, 38(4), 391-398

Alga. Mikrobiologicky ustav AV CR [online]. Praha: inoWeb, 2014 [cit. 2019-02-02].
Dostupné z: https://www.alga.cz/c-548-co-vite-o-rasach-.html

Textbook of Algae. New Delhi: I.K. International Pvt., 2005. ISBN 81-88237-44-2
ERNANDEZ-SEGOVIA, Isabel, Maria Jesis LERMA-GARCIA, Ana FUENTES a

Jose M. BARAT. Characterization of Spanish powdered seaweeds: Composition,
antioxidant capacity and technological properties. Food Research International. 2018,
111, 212-219. DOI: 10.1016/j.foodres.2018.05.037. ISSN 09639969. Dostupné také z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996918304058

ROSYPAL, Stanislav. Pfehled biologie. Praha: Scientia, 1998. 644 s. ISBN 80- 7183-
110-7.

EL-SAID, Ghada a Amany EL-SIKAILY. Chemical composition of some seaweed

from  Mediterranean  Sea  coast, Egypt. Environmental = Monitoring and
Assessment [online]. Dordrecht: Springer Netherlands, 2013, 185(7), 6089-6099 [cit.
2020-11-04]. ISSN 0167-6369. Dostupné z: doi:10.1007/s10661-012-3009-y

63


https://www.alga.cz/c-548-co-vite-o-rasach-.html
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996918304058

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

LOURENQO, S. O., BARBARINO, E., DE-PAULA, J. C., OTAVIO da PEREIRA, L.
S., MARQUEZ, U. M. L. Amino acid composition, protein 106 content and calculation
of nitrogen-to-protein conversion factors for 19 tropical seaweeds. Phycol. Res. 2002,
50, p. 233-241.

WHO Technical Report Series 935. Protein and Amino Acid requirements in Human
Nutrition. WHO Press Geneva. 2002. ISBN 92 4 120935 6

DAWCZYNSKI, CH., SCHUBERT, R., JAHREIS, G.: Amino acids, fatty acids, and
dietary fibre in edible seaweed products. Food Chem. 2007, 103, p. 891-899.

KAFKA, Z., PUNCOCHAROVA, J.: Tézké kovy v piirodé a jejich toxicita. Chem.
Listy. 2002, 96, p. 611-617

SANTOSO, J., GUNIJI, S., YOSHIE-STARK, Y., SUZUKI, T.: Mineral contents of
Indonesian seaweeds and mineral solubility affected by basic cooking. Food Sci.
Technol. Res. 2006, 12, p. 59-66.

VASCONCELOS, M.T.S.D., LEAL, M.F.C., 2001: Seasonal variability in the kinetics
of Cu, Pb, Cd and Hg accumulation by macroalgae. Mar. Chem. 2001, 74, p. 65-85.
ZEMKE-WHITE, W. L., CLEMENTS, K. D.: Chlorophyte and rhodophyte starches as
factors in diet choise by marine herbivorous fish. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 1999, 240, p.
137-149.

SHIMONAGA, T., FUJIWARA, S., KANEKO, M., IZUMO, A., NIHEIL S,
FRANCISCO, P. B., SATOH, A., FUJITA, N., NAKAMURA, Y.: Variation in Storage
a-Polyglucans of Red Algae: Amylose and Semi-Amylopectin Types in Porphyridium
and Glycogen Type in Cyanidium. Mar. Biotech. 2007, 9, p. 192-202.

BROWN, Emma M, Philip ] ALLSOPP, Pamela J] MAGEE, Chris Ir GILL, Sonja
NITECKI, Conall R STRAIN a Emeir M MCSORLEY. Seaweed and human
health. Nutrition Reviews [online]. 2014, 72(3), 205-216 [cit. 2020-11-09]. ISSN 0029-
6643. Dostupné z: doi:10.1111/nure.12091

INTAWONGSE, Marisa, Noodchanath KONGCHOUY a John R DEAN.
Bioaccessibility of heavy metals in the seaweed Caulerpa racemosa var. corynephora:
Human health risk from consumption. Instrumentation science & technology [online].
Taylor & Francis, 2018, 46(6), 628-644 [cit. 2020-11-09]. ISSN 1073-9149. Dostupné
z: d0i:10.1080/10739149.2018.1427105

64



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

DOLEZALOVA WEISSMANNOVA, Helena, Silvie MIHOCOVA, Petr CHOVANEC
a Jifi PAVLOVSKY. Potential Ecological Risk and Human Health Risk Assessment of
Heavy Metal Pollution in Industrial Affected Soils by Coal Mining and Metallurgy in
Ostrava, Czech Republic. International Journal of Environmental Research and Public
Health [online]. MDPI, 16(22), 1-19 [cit. 2020-11-09]. ISSN 1660-4601. Dostupné z:
doi:10.3390/ijerph 16224495

HATA, Y, KNAKAJIMA, J UCHIDA, H HIDAKA a T NAKANO. Clinical effects of
brown seaweed, Undaria pinnatifida (wakame), on blood pressure in hypertensive
subjects. Journal Of Clinical Biochemistry And Nutrition [online]. INST APPLIED
BIOCHEMISTRY, 2001, 30, 43-53 [cit. 2020-11-11]. ISSN 0912-0009.
PRABHASANKAR, P, P GANESAN, N BHASKAR, A HIROSE, Nimishmol
STEPHEN, Lalitha R GOWDA, M HOSOKAWA a K MIYASHITA. Edible Japanese
seaweed, wakame ( Undaria pinnatifida) as an ingredient in pasta: Chemical, functional
and structural evaluation. Food chemistry [online]. Elsevier, 2009, 115(2), 501-508 [cit.
2020-11-11]. ISSN 0308-8146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2008.12.047
ZHENG, Tao, Cheng Chu LIU, Jing Ya YANG, Qi Gen LIU a Jia Le LI. Hijiki Seaweed
(Hizikia fusiformis): Nutritional Value, Safety Concern and Arsenic Removal Method.
Advanced Materials Research. 2013, 634-638, 1247-1252. DOIL 75
10.4028/www.scientific.net/ AMR.634-638.1247. ISSN 1662-8985. Dostupné také z:
https://www.scientific.net/ AMR.634-638.1247

YOKOI, Katsuhiko a Aki KONOMI. Toxicity of so-called edible hijiki seaweed

(Sargassum fusiforme) containing inorganic arsenic. Regulatory toxicology and
pharmacology [online]. Elsevier, 2012, 63(2), 291-297 [cit. 2020-11-11]. ISSN 0273-
2300. Dostupné z: doi:10.1016/j.yrtph.2012.04.006

MOURITSEN, Ole G., Prannie RHATIGAN a José Lucas PEREZ-LLORENS. World
cuisine of seaweeds: Science meets gastronomy. International Journal of Gastronomy
and Food Science. 2018, 14, 55-65. DOI: 10.1016/j.ijgfs.2018.09.002. ISSN 1878450X.
Dostupné také z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1878450X 18301173
KIM, Kyung-a, Sang KIM, Suk KANG, Sang JEON, Byung UM a Sang JUNG. Edible

Seaweed, Eisenia bicyclis , Protects Retinal Ganglion Cells Death Caused by Oxidative
Stress. Marine Biotechnology [online]. New York: Springer-Verlag, 2012, 14(4), 383-
395 [cit. 2020-11-11]. ISSN 1436-2228. Dostupné z: doi:10.1007/s10126-012-9459-y

65


http://www.scientific.net/AMR.634-638.1247
https://www.scientific.net/AMR.634-638.1247
https://linkinghub.elsevier.eom/retrieve/pii/S

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

CORONA, Giulia, Yang JI, Prapaporn ANEGBOONLAP, Sarah HOTCHKISS, Chris
GILL, Parveen YAQOOB, Jeremy P. E SPENCER a lan ROWLAND. Gastrointestinal
modifications and bioavailability of brown seaweed phlorotannins and effects on
inflammatory markers [online]. Cambridge University Press, 2016, 115(7), 1240-1253
[cit. 2020-11-12]. ISSN 0007-1145. Dostupné z: doi:10.1017/S0007114516000210
KATO, Kumiko, Masahiro HAYASHI, Shingo UMENE a Hiroaki MASUNAGA. A
novel method for producing softened edible seaweed kombu. Food science &
technology [online]. Elsevier, 2016, 65, 618-623 [cit. 2020-11-12]. ISSN 0023-6438.
Dostupné z: doi:10.1016/.1wt.2015.08.059

Terranova synergistic nutrition. http://www.terranovahealth.com [online]. [cit.2021-17-

02]. Dostupné z: http://www.terranovahealth.com/product/terranova-green-child-

living-multivitamin/

Haribo. https://www.haribo.com/sk-sk/produkty/haribo [online].[cit. 2021-17-02].

Dostupné z : https://www.haribo.com/sk-sk/produkty/haribo
https://phenomenex.blob.core.windows.net/documents/c5307b71-fdb1-48b6-900a-
636b2d6£7756.pdf ?fbclid=IwAR21jcxR25r9aWyrBT2ACSIJ9VhxKnbtWHP3QkndnD
irHX1a5Co6bT3thlk

66


http://www.terranovahealth.com
http://www.terranovahealth.com/product/terranova-green-child-
https://www.haribo.com/sk-sk/produkty/haribo
https://www.haribo.com/sk-sk/produkty/haribo
https://phenomenex.blob.core.windows.net/documents/c5307b71-fdbl-48b6-900a-

8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Pouzité jednotky:

g — gram

mg — miligram

ng — mikrogram

ml — mililiter

1 —liter

nm — nanometer

um — mikrometer

ul — mikroliter

°C — stupen Celsia
CFU - kolonie tvoriace jednotky
min — mindta

h —hodina

OD - opticka hustota

Pouzité skratky:

CR - Ceska republika

D — Nemecko

FAO - Organizacia pre vyzivu a polnohospodarstvo
WHO - Svetova zdravotnicky organizacia

USA — Spojené staty americke

HPLC - Vysokou¢inna kvapalinova chromatografia
NaCl — chlorid sodny

ATP — adenozintrifosfat

IND — India

SRN - Spolkova republika Nemecko

GB - Velka Britania
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