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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca Sa zameriava na charakterizadciu zloZenia a biologickych
ucinkov vybranych druhov superpotravin. V teoretickej Casti st uvedené zakladné informacie
0 pouzitych superpotravinach aich bioaktivnych latkach, ktoré si predmetom zdujmu
v experimentélnej Gasti. Dalej st v teoretickej asti popisané zakladne vezikularne systémy,
ktoré boli pouzité na enkapsulaciu extraktov a metédy ich Studia. Taktiez bola spracovana
kratka reSerS o bunkovych kultarach aich kultivacii aprehl'ad najpouzivanejSich metod
stanovovania cytotoxicity a genotoxicity.

V experimentalnej Casti  boli pripravené vodné a etanolové extrakty vybranych
superpotravin. Extrakty boli d’alej enkapsulované do lipozomalnych a kombinovanych PHB
Castic. Extrakty potravin boli popisané spektrofotometrickymi metédami, pomocou ktorych sa
stanovil obsah  polyfenolov, flavonoidov, antokyanov, karoténov, chlorofylu,
trieslovin aurcila sa antioxidac¢na aktivita. Taktiez sa stanovili zdkladné fyzikdlno-chemické
parametre pripravenych lipozomalnych a kombinovanych Castic. Pripravené Castice a v nich
enkapsulované¢ vyextrahované latky sa dalej testovali pomocou MTT testu a SOS
chromotestu, kedy sa ur¢il ich cytotoxicky a genotoxicky charakter.

KEUCOVE SLOVA
keratinocyty, funkéné potraviny, bioaktivne latky, lipozémy, cytotoxicita, genotoxicita



ABSTRACT

The presented diploma thesis is focused on the study of composition and biological effects
of some super-foods. Theoretical part deals with basic information about chosen superfoods
and their bioactive substances. Further, theoretical part describes the overview of vesicular
systems used for encapsulation and the most common methods of particle characterization. A
brief review of cell cultures and cultivation of human cells is presented as well as methods for
cytotoxicity a genotoxicity testing.

In the experimental section, aqueous and ethanol extracts of super-foods were prepared.
These extracts were then encapsulated into liposomal and combined PHB particles. Super-
food extracts were characterized by spectrophotometrical methods in order to determine the
content of polyphenols, flavonoids, anthocyanins, carotenes, chlorophyll, tannins, and
antioxidant activity. The physico-chemical characteristics of prepared liposomal and
combined particles were determined too. The particles with encapsulated extracts were further
tested using the MTT assay and SOS chromotest to describe their potential cytotoxic and
genotoxic effects.

KEYWORDS
keratinocytes, functional food, bioactive compounds, liposomes, cytotoxicity, genotoxicity
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UvVoD

V dnes$nej dobe sa zacali l'udia vo velkom zaujimat o zdravy zivotny S§tyl, Kk Comu
neodmyslitel'ne patri aj forma stravovania. Konzumenti dbaju na vydatné zlozky jednotlivych
potravin, stale objavuju nové potraviny, ktoré by zlepsili fyzicka ale aj mentalnu funkciu
organizmu.

Fenoménom nedavnych rokov su stidle komeréne propagované tzv. superpotraviny,
potraviny obsahujice prirodné zlozky obohacujice organizmus, ktoré prekonavaji bezné
konzumované potraviny v obsahu danych latok a Vv prekazatelnom pozitivnom uc¢inku na
organizmus. Skiimanim takychto latok sa zac¢alo vo velkom Vv Japonsku, kde s vyskumom a
,vylepSovanim* potravin zacali uz v 90. rokoch 20.storo¢ia. Tieto komodity obsahujt alebo st
vylepSené o rézne prirodné zlozky ako napr. antioxidanty, vitaminy, vlakninu, mastné
kyseliny [1], [2]. Superpotraviny, resp. funkéné potraviny vo svete nemaju zatial’ jednotnu
definiciu, no zhoduju sa v jednom, ze maju priaznivé ucinky na ludsky organizmus
a pomahaji predchadzat’ vzniku chronickych chordb [5].

Potraviny s vysokym podielom ur¢itych bioaktivnych latok alebo obohatené potraviny
0 tieto zlozky maji vyznam preventivny, ale aj pre I'udi, ktory trpia deficitom urcitej nutri¢ne;j
zlozky alebo niektorym z tzv. civilizacnych ochoreni. Taktiez ziskané bioaktivne latky zo
superpotravin mézu byt pouzit¢ do kozmetickych pripravkov v podobe lipozémov, ktoré
zaist'uju stabilnejsi a 'ahsi prienik niektorych vybranych prospesnych latok do tela ¢loveka
[5].

Ciel'om prace je stadium obsahu aktivnych latok vo vybranych druhoch tzv. superpotravin
rastlinného povodu a ich interakcie s P'udskymi bunkami. Tato problematika je skimana za
pouzitia MTT testu, ktory overuje cytotoxicitu Castic s enkapsulovanymi extraktami potravin
za pouzitia HaCaT buniek. V praci sa tieZ skima genotoxicita vybranych €astic pomocou
SOS chromotestu za pouzitia buniek Escherichia coli.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Funké¢né potraviny a ich komponenty

Pojem funkéné potraviny bol prvykrat pouzity v 80. rokoch minulého storoc¢ia v Japonsku,
kedy japonska vlada zacala blizSie skumat potencionalne vyuzitie potravin S cielom
redukovat’ vysoké naklady na zdravotnu starostlivost’ v krajine [1]. V Japonsku roku 1991
bol tento pojem exaktne pomenovany ako FOSHU (Foods for Specified Health Uses). Tato
formula definuje funkéné potraviny ako potraviny, ktoré obsahuju zlozky, ktoré na zaklade
vedeckého poznatku maju priaznivy zdravotny uc¢inok na fyziologické alebo biologické
aktivity tela aprispievaji k uchovaniu azlepSeniu zdravia alebo inych Specialnych
zdravotnych problémov. Napriklad pomahaji udrziavat normalnu hladinu glukézy v Kkrvi,
podporuju rozkladanie tukov v tele, reguluji pohyb Criev a mézu redukovat’ vysoké riziko
osteopordzy [2]. Hoci pojem funkéné potraviny ma dlha historiu v Japonsku, v ostatnych
krajinach nie je bud’ uzakoneny, alebo jeho vyklad je v legislative popisany rozdielne. Preto
jeho formuléacia méze byt diskutabilna, ked’ze nie je pre tito formulu jednotna definicia [3].

V europskej legislative pojem funkcéné potraviny nezastava Specialnu kategoériu potravin,
ide skor odruh konceptu, ktory spadd pod eurdpsku regulaciu o vyzive a zdravotnych
narokoch na potraviny (EC ¢. 1924/2006). No organizacia FuFoSE (Functional Food Science
in Europe) koordinovana institatom ILSI (International Life Sciences Institute) definuje
funk¢éné potraviny nasledovne: potraviny moézu byt povazované za funkéné potraviny, ak
spolo¢ne s vyzivnou hodnotou maju blahodarny efekt na jednu alebo viac funkcii I'udského
organizmu a tiez zdokonal'uju celkové a fyzické podmienky l'udského tela alebo/a znizuju
risk rozvijajucich sa chordb [3]. Tieto Specialne potraviny by nemali byt vo forme kapsul
alebo tabletiek, co FOSHU potraviny mézu byt, no vicsina je vo forme potravin [5].

V Spojenych Statoch americkych st funkéné potraviny definované ako potraviny alebo
potravinové zlozky, ktoré zabezpeCuju okrem vyzivnej hodnoty aj zdravotné benefity.
Takymito potravinami moézu byt obyc¢ajné potraviny; fortifikované, obohatené alebo
potravinové doplnky. Funkéné potraviny st regulované pod dohladom Food and Drug
Administration (FDA), ktory spada pod autoritu Federal Food, Drug and Cosmetics
(FFDCA), ktory zabezpecuje regulaciu vSetkych potravin, potravinovych aditiv a
potravinovych doplnkov [3].

Pri pridavani chemickych latok do potravin treba zvazit, ¢i ide otzv. GRAS latku
(Generally Recognized As Safe), ktoru definuje urad FDA ako latku vSeobecne bezpecn.
Tato latka musi byt podrobena réznym §tadiam a je dokazané kvalifikovanymi expertmi, ze
je bezpetna v ramci zamy§laného pouzivania. V pripade, Ze latka nespiia poziadavky GRAS,
musi byt’ pred vydanim na trh schvalena organom FFDCA. Ak sa uz latka nachédza na trhu,
bez toho aby bola dokdzanéd jej bezpecnost, FDA ma pravomoc stiahnut takyto produkt
z obehu. Schvalovanie podmienky GRAS uradom FDA prebieha v niekol'kych krokoch:
vyrobca latky musi zabezpecit’ potrebny vyskum danej latky vedeckymi pracovnikmi a musi
zostavit vedecké poznatky, ktoré dokazuju bezpecnost’ latky; po dokladnom zhodnoteni
a vyskume latky vyrobca zasle potrebné dokumenty uradu, ktory bud’ neschvali latku ako
vhodnu alebo ju schvéli bez pripomenuti a nasledne vyrobca moze dant latku pridavat’ do
potravin [7].
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1.11 Vitaminy a mineraly

Vitaminy su esencialne organické zluceniny potrebné pre fungovanie I'udského tela. Delia
sa na vode rozpustné a Vv tukoch rozpustné, medzi prvé spomenuté¢ sa zaradujii vitamin C
a vitaminy B-komplexu ako napr. B6, B12, niacin, riboflavin, biotin, tiamin, kyselina
pantoténova a kyselina listova. Vitaminy z tejto skupiny nemézu byt dlhsie zadrziavané
V tele, nakol’ko su odvadzané I'udskymi tekutinami von z tela. Medzi latky, ktoré sa ukladajt
Vv tele, patria vitaminy A, D, E a K [8].

Tieto latky maja roéznorodé funkcie v tele, no najmé reguluji metabolizmus latok, d’alej
napr. B12 podporuje formovanie krvnych buniek, biotin a pantotenova kyselina pomahaju
regulovat’ hormonalnu syntézu, vitaminy E a C st prirodzené antioxidanty, vitamin D
redukuje riziko vzniku osteoporozy atd’. [9].

Mineraly st anorganické latky potrebné pre spravne fungovanie tela. Niektoré mineraly
posobia ako antioxidanty, ato selén, med’ a mangan. Vyznamnym mineralom medzi
funkénymi potravinami je vapnik, ktory spolu s vitaminom D reguluje zdravie kosti. Mineraly
Cu, Fe, Se aZn su regulatory imunitného systému, mineraly I, Mg, K su spojené so
spravnym fungovanim mozgu a nervového systému [10].

1.1.2 Antioxidanty

Su to latky, ktoré pri nizkej koncentracii odd’al’'uji alebo zabranuji oxidacii bunkovych
komponent ako su proteiny, karbohydraty, lipidy a DNA zachytavanim volnych radikalov
v bunke [11]. Niektoré¢ antioxidanty maju nizkomolekularny charakter a zarad’uju sa do
skupiny tzv. fytochemikalii, ktoré podporuju Tludské zdravie a znizuju riziko chordb.
Antioxidacnd aktivita bola preukdzand v lesnych plodoch, citrusoch, Spendte, raj€inach,
zelenom, ¢iernom caji atd’.

1.1.2.1 Fenolické ldtky

Rozsiahle Studie, ktoré skumali antioxidacnu aktivitu zeleného a ¢ierneho ¢aju preukazali,
ze az 30 % suSiny mozu tvorit’ fenolické latky. NajvicSie zastlipenie antioxidantov
Vv rastlinach tvoria polyfenoly (Obrazok 1), ktoré tiez mozu pdsobit’ protizapalovo,
antialergénne, antivirdlne a antikarcinogénne. Medzi fenolické latky, ktorych je znadmych
niekol’ko tisic, patria napriklad kvercetin, epikatechin, rutin, hesperidin, apigenin, kempferol,
myricetin, naringenin a mnoho d’alsich [12].

1.1.2.2 Karotenoidy

Dal3ou z vyznamnych skupin antioxidantov st karotenoidy, farebné pigmenty obsiahnuté
v rastlinach, ovoci, riasach a vo fotosyntetizujucich alebo nefotosyntetizujacich baktériach.
NajrozsirenejSimi karotenoidmi su: f-karotén, y-karotén, lykopén, astaxantin, lutein [8].

Struktirne sa tieto zlu¢eniny zarad'ujii medzi izoprenoidné polyény, ktoré st rozpustné
Vv tukoch. Delia sa na: (1) prekurzory vitaminu A, napr. f-karotén, (2) pigmenty s ¢iasto¢nou
aktivitou vitaminu A napr. kryptoxantin, (3) latky, ktoré nie su prekurzormi vitaminu
A ataktiez sa nesfarbuju alebo farbia malo, napr. violaxantin a (4) derivaty, ktoré nie su
prekurzormi vitaminu A, ktoré farbia napr. lutein. Karotenoidy zaujimaju v prirode velké
mnozstvo stereoizomérov, nakol'ko ich Struktira obsahuje vela dvojitych konjugovanych
vézieb a cyklické koncové skupiny [13].
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Obrdzok 1: Struktiirne rozdelenie flavonoidov na podskupiny [12].

1.1.2.3 Antokydny

Su prirodné pigmenty spadujice pod skupinu flavonoidov (Obrazok 1). Struktiirne su to
zvycajne glykozidy polyhydroxy- a polymetoxy- derivatov 2-fenylbnezopyryliovych alebo
flavyliovych soli [12]. Rozdiel medzi viacerymi formami antokyanov je v pocte
hydroxylovanych skupin v molekule a v miere metylacie tychto skupin. Vyznamné je taktiez
mnozstvo cukrovych zvySkov aich miesto priradenia k molekule a mnozstvo alifatickych
a aromatickych kyselin pripojenych k cukornatym zvySkom. Medzi najcastejsie vyskytujlce
sa antokyany V prirode zarad’'ujeme: pelargonidin, cyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin
a malvidin. Tieto latky nie su Skodlivé, st vo vode rozpustné, a preto sa vo vysokej miere
pouzivaju ako prirodné farbiva, nakol'ko su zodpovedné za oranzové, ruzové, fialové, cervené
a modré sfarbenie kvetov, niektorych rastlin a ovocia. Posobia ako antioxidanty, prevencia
pred neuralnymi, kardiovaskularnymi ochoreniami a cukrovkou [14], [15].

1.1.2.4 Triesloviny

St latky zaradujice sa medzi polyfenoly, ktoré maju réznu relativnu molekularnu
hmotnost’ a vytvarajiu komplexy so sacharidmi a bielkovinami. V ramci vyssich rastlin sa tieto
metabolity rozdeluju na dve zadkladné skupiny: hydrolyzovatel'né a kondenzované. AvSak
d’alSou Specifickou skupinou trieslovin st florotaniny izolované zo Specifickych druhov
hnedych rias, ktoré pozostavaji vyhradne z jednotiek floroglucinolu navzajom oxidativne
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poprepajanych cez vizby C-C a C-O. Zakladnou Strukturou hydrolyzovateI'nych trieslovin je
polyol, ku ktorému je jedna alebo viac monomérov Kyseliny galovej pripojenych esterovou
vazbou. Pri kondenzovanych trieslovinach je hlavnou Struktirnou jednotkou ret'azec flavan-3-
ol [16].

Tieto prirodné polyméry sa nachadzaju v strukovinach ako napr. hrach a fazula, v ovoci
ako napr. jablka, banany, ostruziny, jahody a taktiez vo vinach a ¢ajoch. Ich uc¢inok na l'udské
zdravie moze byt dvojaky. Bolo preukdzané, Zze posobia antikarcinogénne a antimutagénne,
avSak na druhej strane mdzu poOsobit’ antinutricne @ mézu mat’ za nasledok vznik rakoviny.
Ale davka potrebna na vyvolanie rakoviny je d’aleko vysSia nez sa stretavame pocas
prijimania beznej stravy. Z toho dovodu triesloviny nie su povazované za silné karcinogény
a preto sa aj kyselina taninova zarad’'uje medzi GRAS aditiva [17].

1.1.3 Chlorofyl

Tento pigment je najrozSirenejSie farbivo v prirode nachadzajuce sa nielen v zelenych
fotosyntetizujtcich rastlinach, ale aj v morskych riasach, ktoré st popularne a vyuzivané ako
tradi¢né jedlo v azijskych kuchyniach. Zakladny typ chlorofylu je chlorofyl a, zodpovedny za
transfer svetelnej energie do chemickych akceptorov, ktory dopiia chlorofyl b, nachadzajuci
sa vo vyS$ich rastlinach, chlorofyl c, nachadzajuci sa v hnedych riasach a chlorofyl d,
nachadzajuci sa v Cervenych riasach. Maji Struktiru porfyrinového kruhu podobne ako
Struktira hemoglobinu, S tym rozdielom, Ze centralnym atomom chlorofylu je magnézium
[18], [19].

Jeho jedinecnost’ spociva v Strukture, ktord mu umoZiluje vytvarat komplexy
Snebezpenymi  mutagénmi achemickymi karcinogénmi andasledne predchadzat
mechanizmom, ktoré by mohli sposobovat’ vznik rakoviny. Hoci v niektorych Stadiach bol
chlorofyl prezentovany ako pre-oxidant, posobi aj priaznivo ako antioxidant, zalezi na
pritomnosti svetla, ktoré nan pdsobi. Dal§ie priaznivé ucinky chlorofylu su: stimuluje
imunitny systém, eliminuje vznik plesni v tele, preistuje Creva, detoxikuje pecen, stabilizuje
krvny tlak atd’. [19].

1.2 Vybrané superpotraviny

1.2.1 Matcha

Je to mlety zeleny praSok pouzivany pri priprave Caju v Japonsku. Pestuje sa Specialnou
zatienovanou metodou, kedy rastlina ¢aju je z 90 % v tieni, naopak pri vyrobe zeleného ¢aju
je ¢ajovnik vystaveny slneénym la¢om [20], [21]. Listy ¢ajovnika sa ponechavaju v tieni
priblizne 20 dni scielom zamedzit' priamemu slneénému Ziareniu, atym sa spomali
fotosyntéza v rastline, ¢o spdsobi vyssiu produkciu theaninu v rastline, ktora udava celkova
chut' matchy. Po zbere listkov ¢ajovnika nasleduju procesy naparovania, ochladzovania
a suSenia, kedy vznikne findlny surovy produkt nazyvany tencha. Tato surovina je nakoniec
pomleta na kamennych mlynoch na vysledny zeleny prasok — matcha [20].

Vyhodou tohto Specidlneho caju na rozdiel od ostatnych je, ze pri jeho uziti konzument
prehltne v podstate celé mnozstvo listov pouzitych na jeho vyrobu a tak dostane do tela vSetky
vyzivné latky z listu [21]. Matcha obsahuje odhadom 137-krat viac antioxidantov a 10-krat
viac zivin ako bezné listové ¢aje. Okrem theaninu sa vyskytuji v ¢ajovych listkoch aj d’alsie
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alkaloidy, ato teofilin ateobromin, ktoré st u¢inkovo podobné kofeinu, ktory sa tam
nachadza v menSom mnozstve nez theanin [22]. Flavonoidy ako epigalokatechin, katechin,
epikatechin a epikatechingalat tvoria d’alSiu zna¢nu dominantnu zlozku zelenych listkov [20].
V zastiipeni vitaminov sa tu nachadzaju: kyselina askorbova, riboflavin, kyselina nikotinova,
pantoténova, listova a karotenoidy. Matcha je tiez bohaty zdroj mineralov [22].

Obrdzok 2: Matcha a tradicné nacinie na pripravu ndpoja 7 tohto rastlinného produktu [23].

1.2.2 Rooibos

Aspalathus linearis, vSeobecne znamy ako Rooibos, je ker, z ktorého listov a stoniek sa
pripravuje ¢aj Roiboos. Tato rastlina rastie Vv provincii Zapadného Kapska v Juznej Afrike
[24], [25]. Vyraba sa vdvoch formach: fermentovany a nefermentovany, pricom
nefermentovany obsahuje vys$$ie mnozstvo antioxidantov [25]. Narozdiel od vysSie
spominanej matchi, rooibos neobsahuje kofein a obsahuje nizke mnozstvo taninov.
Vynimocnost’ tejto rastline dodava antioxodant aspalatin, ktory sa vyskytuje jedine v tejto
rastline [24].

Jeho liecivé vlastnosti pomdhaju pri odl'ahceni alergii, dermatologickych problémoch,
astme, detskej kolike a pri nevol'nosti zaludka a paleni zahy. Uvadza sa tiez, Zze mdze zlepSit
chut do jedla, znizuje napitie a zlepSuje spanok. Niektoré Studie poukazuji na jeho
antimikrobialny G¢inok voci uréitym mikroorganizmom, ako st Escherichia coli, Candida
albicans, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes a Streptococcus mutans [26].
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Obrdzok 3: Rooibos na pripravu caju [24].

1.2.3 Fenikel oby¢ajny

Fenikel je lieciva rastlina pochadzajica zo Stredomoria. V nasich miernych podmienkach
rastie va¢Sinou v zahradach a na poliach. M6zZe dorastat’ az do vysky 2 metrov. Jeho stonka je
bohato rozkonarend. Rastlina ma charakteristickii arébmu a na lieCebné ucely sa spracovavaja
najma jej plody [27].

Tieto liecivé plody sa pouzivaju v obdobi tehotenstva, pri dojceni, traviacich tazkostiach
ako mierne spazmolytikum, liek uvolfiujuci kiée, pri nadmernej plynatosti, zapale hornych
dychacich ciest. Hlavné obsahové zlozky feniklu st: anetol, fenchon, estragol, a-pinén, B-
pinén, limonén, kampfén, myrcén, sabinén, kyselina kavova, ellagova, a ferulova [28].

1.2.4 Echinacea

Echinacea purpurea je severoamericka rastlina, ktora sa vyskytuje v 9 roznych prirodnych
druhoch, no je preukazané, Ze iba tri znich maji lieCivé uCinky, ktoré sa vyuZivaju
v tradi¢nom lieCitel'stve. Pouzivanymi Castami su kvety, korene, stonky a listy, najviac
obsahovych latok sa nachadza v kvetoch. Medzi hlavné uc¢inné latky patria: derivaty kyseliny
kavovej (echinakozid, kyselina cichrova, cynarin), polysacharidy, alkaloidy, inulin,
glykoproteiny, alkamidy a tiez menSie mnozstvo silic [29].

Pdsobi hlavne antibakterialne a antivirusovo, pouZziva sa pri liecbe infekcie mocovych ciest,
ustnej dutiny, zapale d’asien, pri lieCbe anginy a lokdlne aplikovanou tinktirou sa liecia rany
a kozné vredy. Predava sa vo forme kvapiek, sirupu, pastiliek a v susenej forme (kvety, viat,
koren) [29].
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1.2.5 Lesné plody

1.2.5.1 Jahody

Jahody st vynikajucim zdrojom vitaminu C a K, vlakniny, kyseliny folovej, manganu
a draslika. St tiez zdrojom antokyanov, ktoré st prevenciou voéi zapalovym a srdcovym
ochoreniam. Obsahuju malo cukru, a si teda vhodné na konzumaciu pocas drzania diéty. Hoci
st jahody prospesné pre zdravie, ¢asto posobia ako alergény [30].

1.25.2 Brusnice

Toto ¢ervené bobulovité ovocie je vybornym diuretikum, ktoré precistuje mocové cesty od
baktérii, podporuje tvorbu mocu a jeho vylucovanie a znizuje tvorbu oblickovych kamerniov.
Konzumacia brusnic je vhodna pre diabetikov, ked’ze pomaha pri znizovani glukdzy v Krvi.
Extrakty brusnicovych kvetov sa pouzivaji pri reumatickych ochoreniach. Taktiez jedenie
tohto ovocia ma priaznivy vplyv na stav chrupu [31].

1.2.5.3 Cucoriedky

Cucoriedky ako aj ostatné lesné plody su skvelym zdrojom antokyanov a fenolickych
zlucenin. Fenolické latky nachéadzajice sa v cuCoriedkach su: kyselina chlorogenova,
kvercetin, kempferol, myricetin, katechiny, epikatechiny, resveratrol, proantokyanidy,
a vitamin C [32].

1.2.5.4 OstruZina malinova a Cernicova

Ostruzina malinova je zdrojom trieslovin (galo- a ela-gotaniny), flavonoidov, pektinu,
vitaminu C a fenolovych kyselin. Maliny si dobrym pomocnikom pocas tehotenstva, nakol'ko
posiliuju svalstvo maternice a podporuju porodné st'ahy. Maju tieZ mocopudny ucinok, o
pomdha pri zipalovych ochoreniach mocovych ciest atiez st UCinné pri hnackach
a prechladnuti [33].

Plody ostruziny Cernicovej st bohaté na vitaminy C, A, E a kyselinu listovi. Najvacsie
zastupenie z minerdlov ma Zn, d’alej su to Cu, Al, Mn, Co a Fe. Zaujimavostou je, ze
V listoch tejto plodiny boli ndjdené malo vyskytujuce sa prvky La, Lu, Ce, Yb, Tb, Nd a Eu.
Hlavné fenolické latky nachadzajiice sa v plodine su kyselina elagova, galova, myricitin,
kempferol a najviac zastipené flavonoidy st kvercetin, katechin a epikatechin. Ostruzina
cernicova sa pouziva pri lieceni hnacky, vnutorného krvacania a pri zvicSeni Stitnej zlazy
[34].

1.2.6 Mrkva

Roz8irenad koreniovéd zelenina, ktora pochadza z ¢el'ade mrkvovitej. Pestuje sa viacerymi
sposobmi, bud’ sa seje samostatne alebo sa vyseje medzi ostatné plodiny napr. do maku,
hrachu alebo $penatu [35]. Mrkva je zasobariiou karotenoidov (provitamin A), pigmentov,
fenolov, vlakniny, polyacetylénov, vitaminu C, D, E, K, B1, Bs, vapnika, magnézia, fosforu,
zeleza a d’alsich inych stopovych mineralov. NajvécsSie zastipenie z karotenoidov ma B-
karotén, nasledne a-karotén a lutein [36], [37].

Konzumacia mrkvy je jednoduchy sposob, ako znizit' hladinu cholesterolu v krvi. Udrzuje
zdravé o€i azdravy vyvoj zubov, zlepSuje travenie a peristaltiku, pomdha pri migréne
a zapalovych bolestiach kibov. Preferuje sa vo varenej forme, pretoZe je Pahsie stravitelna pre
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Cloveka a prevarenie mrkvy zabezpeci UcinnejSie vstrebanie potrebnych vitaminov do tela.
Tiez vybornou formou prijatia vitaminov z mrkvy je pitie mrkvovych Stiav [38].

1.3 Lipozémy

Lipozémy st malé vezikularne systémy pripominajice dvojvrstvu biologickej membrany
fosfolipidov. Na zaklade tejto Struktirnej biologickej podobnosti s membranami su tieto
Castice vhodné ako dopravné systémy latok, ktoré st zachytené vo vnutornom vodnom jadre
lipozému alebo imobilizované medzi lipidickou vrstvou, do tela ¢loveka [39], [41]. Tieto
systtmy su netoxické, biokompatibilné¢, biodegradovatel'né, zlepSuji rozpustnost’
inkorporovanej latky a zabranuju jej chemickej a biologickej degradacie pocas transportu.
Najcastejsie pouzivané fosfolipidy na pripravu lipozémov su fosfatidylcholin, fosfatidylserin,
fosfatidyletanolamin, fosfatidylinozitol, dipalmitoylfosfatidylcholin atd’. [41]. Fosfolipidy
vytvaraju vezikularny utvar posobenim hydrofobnych sil acylovych retazcov vo vodnom
prostredi, tento spdsob usporiadania je pre nich termodynamicky priaznivy a mdéze byt eSte
vystupniovany elektrostatickymi interakciami a van der Waalsovymi silami [41].

Fosfolipid

Lipozém

Bioaktivna

Hvdrofilna hlavicka — :
. latka

Hydroféobna
hlavicka

\

Obrdzok 4: Struktiira lipozému a fosfolipidu [43].

Pouzitie lipozémov ako transportnych utvarov moéze byt uzitoéné pri liecbe rakoviny,
leishmanidzy, metabolitickych portich a hubovych ochoreniach. Taktiez si prislubom do
budicna ako transportéry DNA pri in vivo génovej terapii. Je snaha tieto systémy
komercializovat’ v podobe protirakovinovych terapeutik ako napr. Doxil, Myocet atd’. [43].

17



Podl'a zlozenia a mechanizmu intracelularneho transportu delime lipozomy do piatich
skupin:
e konvencné lipozémy,
e pH-senzitivne lipozémy,
e kationové lipozémy,
e imunolipozémy,
e adlho-cirkulujuce lipozomy [39].

Vyznamnym faktorom, ktory ovplyviiuje Zivotnost’ lipozémov a enkapsulaciu bioaktivnej
latky, je velkost’ lipozomov a pocet lipidickych vrstiev. A teda lipozomy na zéaklade tychto
parametrov delime na:

e SUV- mal¢ unilamelérne vezikuly: 20-100 nm;

e LUV-velké lamilarne vezikuly: > 100 nm;

e GUV- obrovské unilamelarne vezikuly: > 1000 nm;
e OLV- oligolamelarne vezikuly: 100-500 nm;

e MLV- multilamelarne vezikuly: > 500 nm [39].

1.3.1 Priprava lipozomov

1.3.1.1 Metoda TLE

Tento postup pripravy lipozémov je najbeznejsi a jednoduchy pre pripravu multilamelarnych
vezikul rozpustenim fosfolipidov v organickych rozpustadlach, ako su dichlormetan,
chloroform, etanol a popripade zmes chloroformu a metanu. Po vékuovom odpareni
rozpustadla pri teplote jeho varu sa vytvori tenkd homogénna vrstva lipidov na stenach
banky. Nasleduje krok hydratacie v ramci, ktorého sa prida k vytvorenej vrstve destilovana
voda alebo fosfatovy pufor. Nevyhodou tejto metody je, Ze vznikd nehomogénna zmes
lipozémov roznych vel'kosti s nizkou enkapsula¢nou u¢innostou [40].

1.3.1.2 Injekcna metoda

Pozname éterovu a etanolovi metodu. Pri éterovej metode sa roztok lipidov je rozpusteny v
¢tere alebo zmesi éter/methanol, ktory je pomaly injekéne aplikovany do vodného roztoku
latky, ktora ma byt enkapsulovana. Nasledne je organické rozpuStadlo odstrdnené za
znizeného tlaku, ¢o spdsobi formovanie lipozomov. Pomocou etanolovej metody je roztok
lipidov rychlo injekéne aplikovany do nadbytku predhriatej vody alebo tris-HCI pufru a
nasledné vytvorenie lipozomov a zaclenenie latky zalezi na hydrofobnej/hydrofilnej interakcie
latky s lipidmi [41].

1.3.1.3 Odparovanie na reverznej fdaze

Pomocou tejto metddy sa dosahuje vysokej enkapsulacnej UCinnosti latky. Pri tvorbe
lipozémov sa pouziju organické rozpustadla, ako napr. éter/isopropyl éter, zmes dietyl éteru
/chloroform alebo chloroform/metanol obsahujuce fosfolipidy. Organicka faza by nemala byt
miesite'nd s vodnou fazou, ¢im sa vytvori emulzia O/V. Nasledne je do vodnej faze pridany
citrat-Na,HPO4 pufor s cielom u¢inného formovania lipozémov [41].
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1.3.1.4 Ultrazvukova enkapsuldacia

Tato metoda je najrozsirenejSia pre pripravu malych unilamelarnych vezikul, no taktiez sa
modzu pomocou tejto metddy pripravit multilameldrne vezikuly. Pdsobenim ultrazvukovej
frekvencie na lipidicky roztok vznikni lipozémy. Poéas pOsobenia tejto energie sa vytvara
teplo a je potreba kadicku s roztokom chladit’ [42].

1.3.2 Aplikacie lipozoémov

Bolo zistené, Ze lipozomy maju priaznivy ucinok pri lieCbe dychacich problémov, kedy
enkapsulacia lieCivej latky do lipozému ju stabilizuje a redukuje toxicitu nez pri pouziti
oby¢ajnych aerosélov. Dalej pomahaju pri lieGeni oénych chordb, kedy bolo preukizané, Ze
enkapsulovany verteprofin v lipozomalnej forme zvys$il humoralnu imunitu. Okrem toho bolo
preukdzané, ze enkapsulovany amitriptylin, ktory sa pouZziva na lieCenie mentalnych portch,
bol transportovany cez hematoencefalickt bariéru, ¢o by nebolo mozné, pokial’ by bol podany
inak nez v lipozomalnej forme [43].

Kvoli podobnosti ich Struktury a I'udskej pokozky s lipozomy vhodné do kozmetickych
pripravkov, kde stabilizujt latky ako napr. mastné kyseliny, antioxidanty a vitaminy potrebné
pre liegbu koznych ochoreni alebo prevencii. Upravou mozno docielit’ ich pdsobenie ako
biomarkerov v diagnostike. Nedavne §tadie diskutuji moznosti dopravy tkaninovych kultur
kosti a svalov pomocou lipozémov [44].

1.4 Bunkové kultary

Pre izol4ciu uniformnych buniek z tkaniva, ktoré obsahuje vel'a typovo odliSnych buniek, je
potreba narusit’ extracelularnu matricu, ktora drzi bunky pohromade. To sa docieli vaésinou
pouzitim proteolytickych enzymov (trypsin, kolagenéza) spolu s ¢inidlami (EDTA), ktoré
naviazu vapenaté i6ny, na ktorych je zavisla vzajomna adherentnost’ buniek. Takto ziskané
bunky priamo z tkaniva, ktoré sa kultivuju pri Specifickych podmienkach danych buniek a
proliferujt in vitro, nazyvame primarne kultry [45], [46]. Primarne kultary su adherentného
a suspenzného typu. Adherentné bunky sa potrebuji pre svoj rast viazat’ k nejakému povrchu,
zatial’ ¢o suspenzné bunky nevyzaduji pre svoj rast naviazanie sa k akémukol'vek povrchu.
Adherentné bunky mézu byt ziskané napr. z pecene, kde st imobilozované medzi spojivovym
tkanivom, zatial’ ¢o suspenzné bunky st odvodené z buniek vyskytujucich sa v krvnom obehu
ako napr. lymfocyty [46].

Sekundarne bunky alebo subkultiura st bunky ziskané z primarnych buniek pasazovanim,
kedy sa uz bunky primarnej kultury natol’ko pomnozili v kultivaénej nadobe, Ze pre svoj rast
uz nemaju priestor [46].

Bunkova kultura ziskand z jednej bunky majlcej jednotné genetické zlozenie sa nazyva
bunkova linia. Na zéklade Zivotnosti sa delia na d’alSie dva typy: konec¢né a kontinualne. LiSia
sa v miere a rychlosti proliferacie [46]. Schopnost’ rozmnozovania buniek je limitovana tzv.
Hayflickovym limitom, ktory zistil, Ze populacia buniek sa rozmnozuje iba do ur€itej miery a
potom odumiera. No tymto parametrom nie su limitované bunky, ktoré boli zmutované a ich
reprodukcia je neobmedzend. Jednym z najvyznamnej$im prikladov takychto buniek su tzv.
HelLa bunky [47].
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1.41 Epitelialne bunky

Epitelidlne bunky tvoria rozsiahle tesne spojujuice sa vrstvy, ktoré vytvaraji kontinualny list
pokryvajici rézne Casti tela a I'udské organy (plica, mocCové cesty, pokozku, cievy, Gstnu
dutina) [48]. Nachadzaju sa u zvierat, ale aj rastlin. Tieto bunky st vhodné na $tadium
zéapalov, rakoviny, génovej regulacie, bunka/matrix interakcie a taktiez sa daju aplikovat’ v
toxikologickom smere [49].

14.2 Keratinocyty

Keratinocyty st Specializované bunky nachadzajice sa spolu s melanocytmi a
Langerhansovymu bunkami V pokozke, ktora ma za ulohu vytvarat bariéru tela medzi
vonkajsim a vnutornym prostredim. Nachadzaji sa v bazalnej vrstve pokozKky, z ktorej
niektoré bunky putuju k povrchu pokozky, kde sa pocas putovania menia biochemicky a
morfologicky. Nakoniec sa na povrchu pokozky diferencuju v mftve bunky a vytvaraju
stratum corneum. Pocas procesu diferenciacie keratinocyty syntetizuju dolezité Strukturalne a
katalytické proteiny involukrin, keratin, filagrin a transglutaminazu [50]. Proces dozrievania
keratinocytov sa nazyva keratinizacia a trva priblizne 3-4 tyzdne. Tieto bunky sa pouzivaju
nielen na testovanie toxicity nebezpeénych latok, ale aj na stimulaciu hojenia ran, lebo nie st
schopné trvalého zahojenia a vytvorenie trvalého kozného krytu [51].

Imortalizaciou keratinocytov vznika nova skupina, a to HaCaT bunky, ktorym normalne
funguje metabolizmus aminokyselin a st citlivé na pdsobenie cytokinov. PouZzivaju sa na
stadium epidermalnej homeostazy a jej patofyziologie [52]. Vyuzivaju sa najmé kvoli ich
schopnosti  proliferovat’ dlhsiu dobu nez keratinocyty (>140 pasazi) a vysokej kapacite
diferenciacie. Imortalizacia keratinocytov sa dosahuje pomocou virusu SV40 [53].

Obrdzok 5:Morfologia keratinocytov; 200x zvicsenie [54].
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1.5 Kultivacia bunkovych kultur

Zéakladom pre kultivaciu buniek je vyber spravneho média, ktoré poskytuje bunke rastové
faktory, nutri¢né zlozky, hormony a taktiez reguluje pH a osmoticky tlak kultiry. Na zaciatku
vyvoja kultivacii buniek sa pouzivali prirodné média ziskané z telovych tekutin a extraktov
tkaniv. Dnes sa pouzivaju tri zdkladné média: bazalne médium, sérum-redukované¢ médium
a médium bez séra, ktoré sa lisia v mnozstve pouzitého séra [55].

e bazilne médium — najCastejSie pouzivané, médium podporené sérom, obsahuje
aminokyseliny, vitaminy, anorganické soli a zdroje uhlika napr. glukéza

e sérum redukované médium — su to bazalne média podporené vys$im obsahom zivin
a derivovanymi zivociSnymi faktormi

e médium bez séra — médium uplne bez séra je nahradené s potrebnymi zivinami
a hormonmi potrebnymi pre rast buniek a vyhodou je tvorba selektivnych médii pre
jednotlivé typy buniek. Nevyhodou je pomalsi rast kultur v tychto médiach.

Hoci su zivocisne séra (hovédzie, telacie, fetdlne) dobrym zdrojom rastovych a adheznych
faktorov, hormoénov, lipidov a mineralov, je vSak ich cena privysoka, si problémy s ich
Standardizéciou a su Specifické pre jednotlivé bunky.

Dalsie faktory ovplyviiujuce spravny rast kultar je pH, teplota aobsah COx.
Najoptimalnejsie pH pre rast I'udskych buniek je pH 7,4. Avsak pri niektorych liniach sa o par
desatin tato hodnota meni. Niektorym bunkovym liniam vyhovuje kyslé prostredie pri pH 7,0-
7,4, fibroblasty preferuji pre svoj rast zas bazické prostredie pri pH 7,4-7,7. Teplota
kultivacie buniek zavisi na teplote prostredia, z ktorého bunky boli odobrané, ¢o pri 'udskych
bunkach je 36-37 °C. Vzduch v termostate je obohateny zvycajne o 5-7% COg, ktory zaist'uje
vyrovnavanie rovnovahy rozpusteného CO2 v médiu a biuhli¢itanu vo vzduchu, ¢o nasledne
ovplyviuje pH v médium [55].

Kazdé¢ laboratorium bunkovych kultir by malo byt vybavené nasledujiicimi
najdolezitejsimi zariadeniami: inkubatorom, laminarny boxom, centrifigou, chladnickou,
mraziakom (do -20°C), autoklavom, vodnou ktpel'ou [56].

1.6 Testovanie cytotoxicity a genotoxicity

Cytotoxické testy su Siroko rozSirené v toxikologickych §tadidch. Sluzia k prvotnému
ohodnoteniu toxicity urcitej latky, Co je pre stanovovanie toxicity rastlinnych extraktov a
bioaktivnych latok idealne, nakol’ko tieto latky mozu byt’ d’alej pouzité pri vyrobe lieciv alebo
byt sucast'ou kozmetickych pripravkov. Niektoré latky vykazuji protirakovinové ucinky, a
teda ich ucinnost mdze byt relativne jednoducho a rychlo overena v rdmci testovania
cytotoxicity rakovinotvornych buniek [57]. V priebehu testovania cytotoxicity sa sleduju
viaceré¢ parametre, na zdklade ktorych sa testy od seba odliSuji. Sleduje sa enzymaticka
aktivita buniek, priepustnost’ bunkovej membrany, bunkova adherencia, prudukcia ATP, ko-
enzym produkcia a absorp¢na aktivita nukleotidov [58]. S pouzivanim prirodnych extraktov v
kozmetike alebo vo farmacii vo forme lieCiv, potravinovych doplnkov sa rozvinuli aj
genotoxické a karcinogénne testy, nakolko bolo preukdzané, Ze medzi genotoxicitou a
karcinogenitou a mutagenitou je korelacia. Genotoxické testy st zalozené na schopnosti latky
interagovat’ s nukleovymi kyselinami pri nizkych koncentraciach [59].
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Obrazok 6: Ilustrdacia zakladného vybavenia lamindrneho boxu pri prdci s ludskymi bunkovymi
kulturami [56].

Ak je latka toxicka, reaguje s DNA a dochadza k chromozonalnej aberacii alebo Struktirnym
zmenam DNA, ¢o vedie k ireverzibilnym zmenam v bunke. Tieto zmeny st predispozicie pre
vznik chorob, naruSenie reprodukcie a zvySuji mortalitu. NajpouzivanejSie genotoxicke testy
uvedené v Europskej legislative st Amesov test, mikrojadrovy test na 'udskych bunkach, test
chromozonalnej aberacie, ktoré prebiehaju sposobom in vitro a test génovej mutacie,
alkalicky kométovy test, mikrojadrovy test erytrocytov, ktoré prebiehaju spdsobom in vivo.
Prvé tri podkapitoly (1.6.1, 1.6.2, 1.6.3) uvadzaju priklady cytotoxickych testov, zatial' ¢o
posledné tri podkapitoly (1.6.4 — 1.6.6) popisuji zakladné genotoxické testy [60].

1.6.1 LDH test

Tento test funguje na principe sledovania nekrozy buniek, pocas ktorej sa uvolnuje
laktatdehydrogenaza z poSkodenych buniek do okolia. Tento enzym sa vyskytuje skoro vo
vSetkych typoch buniek a dolezitym faktorom je, Ze po€as nekrdzy buniek nestraca svoju
aktivitu na rozdiel od adenylatkinazy a glukéza-fosfatdehydrogenazy. Laktatdehydrogenaza je
rozpustny cytoplazmaticky enzym, ktory redukuje oxidovanu formu NAD na NADH, kedy
katalyzuje oxidaciu laktatu na pyruvat. Nasledne pyruvat reaguje s 2,4-
dinitrofenylhydrazinom za vzniku dinitrofenylhydrazin- pyrohroznovej kyseliny, ktora ma
¢ervenohnedé sfarbenie, na zaklade ktorého sa zmeria spektrofotometricky aktivita LDH [61],
[62].

22



1.6.2 MTT test

MTT test je kolometricky test ako aj LDH test. Pomocou neho sa urcuje metabolicka aktivita
buniek v kulture, konkétne aktivita sukcinatdehydrogenazy, ktora redukuje tetrazoliovu sol’ na
nerozpustny formazan, ktory sa uvol'ni z bunky pomocou detergentu a okyslenia. Nasledné
sa rozpustend latka stanovi spektrofotometricky pri vinovej dizke medzi 500 — 600 nm. Tento
spdsob testovania cytotoxicity je najrozsirenejsi, avsak je potrebné ho optimalizovat’, nakol'ko
bolo preukazané, ze MTT farbivo by mohlo aktivivat’ faktory ovplyviiujice apoptdzu buniek,
ako su kaspaza-8 a kaspaza-3 [62].

Kalcein-AM
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[*H] Tymidin

esterdza .

_ Kalcein @
WST-8 DNA polymeraza
bezfarebna latka

NADH, NADPH ;
dehydrogenaza mitochondria s
]
®
T Y 3 .
WST-£ farebny formazan MTT }ITTrfIDrﬂ:lazénm’é
keryitalikey
ATP

Luciferaza, Oz
(bioluminescencia)

Obrdzok 7: Mechanizmy jednotlivych testov cytotoxicity [57].

1.6.3 XTT test

Tento postup testovania cytotoxicity je principidlne rovnaky ako MTT test, ked’ sa sleduje
extracelularna redukcia latky XTT (2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-
5-karboxyanilid) produkovanym NADH v mitochondridlnej membrane. Avsak pouzita
zltCenina vytvara vo vode rozpustny formazan, ktory sa uvolfiuje priamo do média, a teda
odpada krok, kedy sa priddva latka na rozpustenie formazanu. Taktiez je tento test citlivejsi,
nakol'’ko dokaze detegovat’ najmenej 500 buniek na jamku testovanej dosticky [63].

1.6.4 Amesov test

Pomocou testu sa uruje mutagénny potencial zlucenin. Pri tomto experimente sa pouziva
Specialny kmen baktérie Salmonella typhimurium, ktory obsahuje zmutovany gén pre syntézu
aminokyseliny histidinu. Tento kmen je vystaveny potencidlnym genotoxickym latkam na
zivnej pode bez histidinu. Ak latka nie je toxicka, kolonie baktérii neprezivaju, ale naopak ak
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su genotoxické, nastava Spdtnd mutdcia zmutovaného génu a kolonie su znova schopné
produkovat’ aminokyselinu a dokazu rast’ na zivnej pode bez histidinu [64].

1.6.5 Kométovy test

Genotoxicky kométovy test prebieha v alkalickom prostredi a skima poSkodeni DNA,
konkrétne jedno- a dvojretazové zlomy na DNA. V alkalickom prostredi denaturuje DNA
a pri elektroforéze DNA putuje ako polyanion ku kladnej elektrode. Cim je viac poskodenej
DNA, tym viac DNA migruje zjadra apo sfarbeni vytvaraju jej fragmenty utvary
pripominajuce kométy [65].

1.6.6 SOS chromotest

Tento test sa stanovuje na bakterialnom organizme, a to konkrétne pomocou Escherichia
coli — kmen PQ 37. Hoci toto testovanie neprebieha s 'udskymi bunkami, mnohymi $tadiami
bolo dokézané, Ze je silnd korelacia medzi genotoxickym ucinkom na bakteridlnych bunkach
a mutagénnym ucinkom na l'udskych bunkach. Vyhoda pouzitia bakterialnych buniek spociva
Vich rychlom raste na médiu, ¢o Setri dobu trvania experimentu a predstavuje aj usporu
finan¢nych nakladov [66].

Po vystaveni bakteridlnych buniek testovanym latkam pocas 2 hodin sa sleduje aktivita
alkalickej fosfatazy a B-galaktozidazy. Enzym B-galaktozidaza je markerom indukcie SOS
reparacného systému vyvolaného poskodenim genetickej informécie a alkalickd fosfatdza
poukazuje na viabilitu buniek aslizi ako normaliza¢ny faktor pri stanovovani [-
galaktozidazovej aktivity. Aktivita enzymov sa stanovuje spektrofotometricky pri vinovej
dizke 405 a 630 nm. Vysledna miera genotoxicity vystavenej latky sa uréi pomocou tzv
induk¢ného faktoru (SOSIF), ktory sa vypocita ako pomer normalizovanych hodndt -
galaktozidazovych aktivit a negativnej kontroly. Minimalna genotoxicka koncentracia ma
hodnotu SOSIF vyssiu ako 1,5 [67].
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2 CIEL PRACE

Ciel'om prace je stadium obsahu aktivnych latok vo vybranych druhoch tzv. superpotravin,
najma rastlinného povodu a ich interakcie s 'udskymi bunkami. V ramci prace budu rieSené
nasledujuce ¢iastkové ulohy:

literarna reSers (superpotraviny, aktivne latky, bunkové kultary)

optimalizacia metod stanovenia aktivnych zloziek vybranych superpotravin a napojov
kultivacie 'udskych keratinocytov, optimalizacia testov cytotoxicity

testovanie vplyvu superpotravin a zloziek na 'udské bunky

vyhodnotenie vysledkov a diskusia
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie na charakterizaciu extraktov a pripravu ¢astic
ABTS (2,2’- azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)), Sigma-Aldrich (SRN)
Aceton, Lach-Ner (CZE)

Albumin vaje¢ny, Serva (SRN)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

Etanol 96%, Lach-Ner (CZE)

Folin-Ciocalteau roztok, Penta s.r.o., (CZE)
Hydrogenfosfore¢nen disodny, Vitrum-LachNer (CR)
Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CZE)

Chlorid hlinity p.a., Lach-Ner (CZE)

Chlorid sodny p.a., Lach-Ner (CZE)

Chloroform-VWR Chemicals BDH PROLABO (IRL)
Cholesterol, Serva (SRN)

Katechin p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikova, Vitrum-LachNer (CR)

Kyselina octova p.a., Lach-Ner (CZE)

L-a-fosfatidylcholin, Sigma-Aldrich (SRN)

Metanol p.a., Lach-Ner (CZE)

Peroxosiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Polyhyroxybutyrat Lot 120 Biomer, Fakulta Chemicka v Brne
Siran zelezity hydrat, Lach-Ner (CZE)

Thiokyanatan amonny p.a., Lach-Ner (CZE)

Trietanolamin p.a., Lach-Ner (CZE)

Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

Trypanova modra, Biotech (SRN)

Uhlicitan sodny bezvody, Lach-Ner (CZE)

3.1.1 PouZzité potraviny

BIO Matcha Tea Harmony, mlety zeleny ¢aj, vyrobca: Kyosun s.r.o.

Rooibos prirodny, bylinny ¢aj bio, predajca: Sonnetor, Brno

Mrkva vol'na, krajina povodu: Mad’arsko, predajca: Supermarket Albert, Brno

Mrazené lesné plody, predajca: Lidl, Brno

Trapatka nachova nat’ (Echinacea nat’), vyrobca a distributor: Valdemar Gresik — Natura s.r.0.
Fenikel bylinny ¢aj, vyrobca: Megafyt Pharma s.r.o

3.1.2 Pouzité chemikalie pri praci s bunkami
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich (SRN)
Antibiotic -Antymycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner (CZE)

FBS, HyClone (USA)

Gibco™ DMEM, ThermoFisher Scientific (USA)
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Trypsin Versene EDTA, P-Lab (CZE)

Ostatné pouzité bezné chemikalie boli p.a. ¢istoty a boli ziskané od lokalnych distributorov.

3.2 Pristroje a pomocky

Analytické vahy — Boeco (SRN)

Automatické pipety v roznom rozsahu objemu — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
CelCulture CO2 inkubator — ESCO, Biotech (SRN)

ELISA ReaderBioTek ELx808 (USA)

Inverzni biologicky mikroskop, Laboserv (CR)

Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)
Mikrocentrifuga Sartorius — Sigma (SRN)

Opticky mikroskop a Software Dino —Capture 2.0 (CR)
Spektrofotometer S-220, Boeco (SRN)

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls, Bandelin (SRN)
Univerzalna chladena centrifuga, Hermle (SRN)

Vortex Rex Top, Heidolph (SRN)

Nanophotometer P-Class P 300 — Implen (DE)

3.3 Priprava extraktov

Jednotlivé potraviny boli navazené do Erlenmeyerovej banky v mnozstve 1 g a bolo
pridanych 10 ml rozpustadla - bud vody alebo vodného rotoku etanolu v koncentraciach
(20%, 40%, 60%, 80%, 96%). Nechali sa extrahovat’ po dobu 24 h.

Ovocné Stavy mrkvy a lesnych plodov boli pripravené v odStavovaci. Tieto §tavy aj
extrakty boli nasledne preliate do centrifuga¢nych skiimaviek a zcentrifugované pri 7500 rpm
na 5 mintt.

3.4 Priprava Castic

3.4.1 Priprava lipozomov

Navazilo sa 90 mg lecitinu a 10 mg cholesterolu, pridalo sa 10 ml destilovanej vody a tento
roztok sa nechal ultrazvukovat’ po dobu 1 minuty, pricom kazdych 15 s sa obsah v kadicke
jemnym krazivym pohybom premiesal. Kadicka pocas ultrazvukacie roztoku bola ¢iastocne
ponorena do Petriho misky s vodou, aby nenastalo prehriatie kadicky.

3.4.2 Priprava kombinovanych PHB ¢astic

Pri kombinovanych casticiach bolo navazené 20 mg PHB, 70 mg lecitinu a 10 mg
cholesterolu a nasledne tato zmes bola rozsuspendovana v 1 ml chloroformu a zahrievana pri
50-60 °C vo vodnom kupeli. Po rozpusteni PHB v chloroforme sa obsah Eppendorfovej
skamavky vylial do kadicky, kde bolo napipetovanych 10 ml s extraktu potraviny alebo vody
a obsah kadicky sa nechal ultrazvukovat’ na 1 minitu. Potom sa nechal odparit’ chloroform
v kadicke pri 50 °C za staleho mieSania na magnetickej miesacke.
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3.5 Charakterizacia extraktov

3.5.1 Stanovenie celkovych polyfenolov

K 1 ml Folin-Ciocalteau ¢inidlu zriedenému vodou desat’krat bol pridany 1 ml vody a 50 pl
vzorky. Roztok bol premieSany pomocou vortexu apo 5 minatach bol pridany nasyteny
roztok uhli¢itanu sodného v mnozstve 1 ml. Po premie$ani a 15 min statia bola zmerana
absorbanci pri 750 nm. Ako kalibracny roztok bola pouzitd kyselina gallova v koncentracnom
rozmedzi 0,1-0,5 mg/ml. Slepa vzorka obsahovala namiesto extraktu vodu.

3.5.2 Stanovenie flavonoidov

Pri stanovovani flavonoidov v extraktoch sa ako zasobny roztok pouzil katechin
Vv koncentra¢nej rade 0,05-0,3 mg/ml. Bol rozpusteny v 96% etanole. Pri stanovovani vzoriek
bolo do skimavky pridané 0,5 ml stanovovanej vzorky, 1,5 ml destilovanej vody a 0,2 ml 5%
roztoku dusitanu sodného. Obsah sa premiesal a nechal sa 5 minut stat’. Po tejto dobe sa do
skumavky pridalo 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého a zase sa obsah v skiimavke nechal
statt 5 minat. Nasledne sa pridalo 1,5 ml roztoku hydroxidu sodného (1 mol/l) al ml
destilovanej vody, po premiesani obsahu sa nechal stat’” d’al$ich 15 minut a po tejto dobe sa
zmerala absorbancia pri 510 nm. V slepej vzorke sa namiesto extraktu pouzila destilovana
voda.

3.5.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Ako standard pri stanoveni antioxidacnej aktivity bol pouzity roztok Troloxu
v koncentraénom rozmedzi 50-400 pg/ml. Dalej sa pripravil roztok radikdlového aniénu
ABTS'+, ktory sa ziskal reakciou ABTS o koncentracii 7 mmol/l s 2,45 mmol/l
peroxodisiranom draselnym. Roztok sa ponechal v tme najmenej na 12 hodin pri laboratorne;j
teplote. Pred meranim sa ABTS " zriedil s etanolom na absorbanciu priblizne 0,700 + 0,02 pri

734 nm oproti etanolu. Do zuZenej kyvety sa napipetoval 1 ml zriedeného ABTS™ a 10 pl
destilovanej vody alebo etanolu a bola hned’ zmerana absorbancia v ¢ase 0. Do zkiimavky
typu Eppendorf sa namiesto vody napipetovalo 10 pl vzorky kyvety a1 ml zriedeného
radikélu, tento obsah sa premieSal a nechal sa stat’ 10 minat v tme a nasledne sa zmerala

absorbancia pri 734 nm. Vyslednd absorbancia bola vypocitand pomocou vzorcu: A =
Ao— Axo.

3.5.4 Stanovenie celkovych antokyanov

Vzorky boli extrahované v 10 ml destilovanej vody po dobu 24 hodin. Z tychto extraktov sa
odobrali 2 ml do Eppendorfovych skamaviek a upravilo sa ich pH na 2-3,5 pouzitim 0,1%
kyseliny chlorovodikovej. Nésledne boli extrakty zmerané spektrofotometricky pri 528 nm.
Ako blank bola pouzitd kyselinou chlorovodikovou okyslena destilovana voda s pH na 2-3,5.

3.5.5 Stanovenie chlorofylu

Navazil sa 1 g vzorky aako rozpustadlo bol pouzity 60% etanol. Extrakcia vzorky
prebiehala 24 h za laboratérnej teploty v tme. Po tejto dobe sa extrakt sa napipetoval do
sklenenej skumavky a premeralo sa absorpéné spektrum od 200-800 nm na Nanophotometer
P-Class P 300 — Implen. Hodnoty absorbancie sa od¢itali pri vinovej dizke 666 nm. Ako blank
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bol pouzity 60% etanol. Ako Standard pre zhotovenie kalibra¢nej zavislosti bol pouzity roztok
chlorofylu a.

3.5.6 Stanovenie karoténov

Navazil sa 1 g vzorky aako rozpustadlo bol pouzity 60% etanol. Extrakcia vzorky
prebiehala 24 h za laboratornej teploty v tme. Po tejto dobe sa extrakt sa napipetoval do
sklenenej kyvety a premeralo sa absorpéné spektrum od 200-800 nm na Nanophotometer P-
Class P 300 — Implen. Hodnoty absorbancie sa odéitali pri vinovej dizke 480 nm. Ako blank
bol pouzity 60% etanol. Ako standard pre zhotovenie kalibra¢nej zavislosti bol pouzity roztok
B-karoténu.

3.5.7 Stanovenie trieslovin

Pripravil sa pufor, ktory obsahoval 0,20 M Tadovej kyseliny octovej, 0,17 M chloridu
sodného rozpustenych v destilovanej vode v 250 ml a jeho pH bolo upravené na hodnotu 4,9.
Tento pufor sa pouzil na pripravu zasobného roztoku albuminu zo slepaCieho vajicka
0 koncentracii 1 mg/ml. Dalej sa pripravil roztok, obsahujiici 5% TEA a 1% SDS do 250 ml
odmernej banky. Poslednym pripravenym ¢inidlom bol 0,01 M chlorid zelezity rozpusteny
v 0,01 HCI a destilovanej vode. Pri stanovovani boli pouzité 50% metanolové extrakty.

Do centrifugaénych skimaviek sa napipetovali 2 ml roztoku albuminu a 1 ml vzorky a cely
obsah bol premiesany na vortexe a uskladneny na 24 h do chladnicky. Po tejto dobe sa vzorky
zcentrifugovali pri 3000g na 15 minGt a supernatant sa odlial. K peletke vytvorenej na dne
skimavky sa pridali 4 ml SDS/TEA a bola rozsuspendovana. K peletke sa pridal 1 ml roztoku
chloridu zelezitého a po 15 minatach bola zmerana absorbancia pri 510 nm. Ako slepa vzorka
bol pouzity chlorid zelezity v SDS/ITEA. Ako kalibracny roztok bola pouzitda kyselina
taninova v koncentraénom rozmedzi 0,1-1,0 mg/ml.

3.6 Charakterizacia ¢astic

3.6.1 Stanovenie koncentracie fosfolipidov pomocou Stewartovho testu

Ako Standardny roztok na toto stanovovanie bol pouzity lecitin rozpusteny v chloroforme
0 koncentracii 0,1 mg/ml. Dalej bol pripraveny roztok ¢inidla do 200 ml Erlenmeyerove;
banky, ktory obsahoval 5,49 FeCl3-6H.O a6,1g NH4SCN v destilovanej vode. Na
stanovenie vzoriek bolo napipetované do centrifugacnych skimaviek: 50 ul vzorky, 450 pul
destilovanej vody, 3 ml chloroformu a2 ml reakéného ¢inidla. Obsah skimaviek bol
premieSany na vortexe a nasledne zcentrifugovany pri 1000 rpm na 5 minat. Skimavky sa
ponechali na 15 minat v tme. Po tejto dobe boli vzorky zmerané na spektrofotometri pri
A =430 nm vsklenenej kyvete (pipetovalo sa zo spodnej faze). Ako blank sa pouzil
chloroform. Rovnica kalibracnej krivky bola y = 3,8591x.

3.6.2 Stanovenie enkapsulacnej ucinnosti

Z roztoku pripravenych lipozémov bol napipetovany objem 0,5 ml do Eppendorfovych
skiimaviek aich obsah sa nechal stocit’ pri 11000 ot./min na 1 hodinu. Po tejto dobe sa
odobralo 50 ul supernatantu a stanovil sa uneho obsah polyfenolov spektrofotometricky.
Vysledna hodnota sa vypocitala ako percentudlny rozdiel medzi mnoZzstvom polyfenolov vo
vodnom extrakte a mnozstve polyfenolov v supernatante po centrifugacii.
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3.6.3 Stanovenie dlhodobej stability

Pri tomto stanovovani sa pracovalo so vzorkami uchovavanymi pri 4 °C. Vypocet
dlhodobej stability bol vyhodnoteny z uvol'nenia polyfenolov do vodného prostredia v ¢ase 0
a po mesiaci.

3.6.4 Stanovenie zeta potenciilu

Zeta potencial bol zmerany na pristroji Malvern Zetasizer ZS. Zmerané boli 100x nariedené
roztoky lipozomov a PHB ¢astic. Do kyvety bol nasledne tento nariedeny odliaty objem 1 ml
a do kyvety bola vsunuta elektroda, ktord merala dany potencial.

3.6.5 Stanovenie velkosti ¢astic a polydisperzity
Toto stanovovanie prebichalo taktiez na pristroji Malvern Zetasizer ZS a boli pri tom
pouzité 100x nariedené vzorky, avSak uz sa nepouzila elektroda.

3.7 Kultivacia Pudskych keratinocytov

HaCaT bunky boli kultivované v komerénom médium DMEM s 10% FBS a 1% ATB,
ktoré sa skladovalo v chladnicke pri 4°C. Médium pred pouZzitim bolo vybrané z chladnicky,
aby sa jeho teplota stabilizovala na okolitu teplotu atym sa prediSlo teplotnému Soku,
ktorému by mohli byt bunky vystavené. Bunky sa kultivovali v termoboxe pri teplote 37 °C
5% CO; a pri praci s nimi sa pouzivali laboratdrne rukavice, aby sa predislo kontaminécii.

Bunky v kultiva¢nej nadobe boli skontrolované pod inverznym mikroskopom, ¢i nahodou
nie s kontaminované a do akej miery pokryli dno nadoby a tiez sa skontrolovala morfologia
buniek. Ak dno nadoby nebolo dostato¢ne porastené bunkami, tak sa vylialo staré médium
a do nadoby bolo napipetované 15 ml nového média. Ak konfluencia buniek bola 70-80%, tak
sa kultivované bunky pasazovali.

Pri pasdZovani sa taktieZ vylialo staré médium a nasledne nadoba bola dvakrat preplachnuta
fosfatovym pufrom s objemom 5 ml. Nasledne sa pridal 1 ml enzymu trypsin a nadobkou sa
pomaly otacalo, aby sa enzym rovnomerne rozlial cez celi plochu nddoby. Potom sa nadoba
dala naspat’ do inkubatora priblizne na 10 minut. Po tejto dobe sa skontrolovalo, ¢i sa bunky
odlucili z dna nadoby, ak nie, boli naspit vratené do inkubdtora na par minat. Do
centrifugac¢nych skimaviek sa napipetovalo 5 ml fosfatového pufru. Tymto pufrom bolo dno
nadoby s bunkami viackrat preplachnuté a potom sa odpipetovali bunky v roztoku naspat’ do
centrifugacnych skimaviek a nechali sa stac¢at’ na 5 mintt pri 360g. Po stoCeni sa supernatant
opatrne vylial ak peletke buniek sa pridalo médium, v ktorom sa bunky rozsuspendovali
a boli vyliate do jednej novej kultivacnej nddoby alebo viacerych novych kultivacnych nadob.
Skontrolovali sa znovu pod mikroskopom a boli vratené naspat’ do inkubatoru.

3.8 MTT test

Na MTT testovanie cytotoxicity bolo potrebné, aby v kultivaénych nadobkéch narastol
dostatocny pocet buniek. Prvotné kroky pri spracovani buniek boli obdobné ako pri
pasazovani, ako je uvedené v kapitole 3.7. Po zcentrifugovani buniek a vyliati média bol
k peletke buniek pridany maly objem média a pocet buniek bol vypocitany na Biirkerovej
komorke. Ak bol pocet buniek vyssi, tak sa k rozsuspendovanym bunkam pridalo médium,
aby sa dosiahol optimalny pocet buniek na testovanie, ¢o predstavovalo 2-10* buniek na
jamku (100 ul). Do krajnych jamiek dosticky bolo napipetované 100 ul pufru a do zvy$nych
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60 jamiek bolo napipetovanych 100 ul rozuspendovanych buniek v médiu. Hned nato sa
skontrolovali bunky v jamkach pod inverznym mikroskopom a vlozili sa do termoboxu na 24
h pri teplote 37 °C.

Na druhy den sa odpipetovalo médium z jamiek a pridalo sa 100 ul vzorky v réznych
koncentraciach a opét’ bola dosticka vratené okamzite do inkubatora na 24 h. Na treti den sa
odpipetovali vzorky z jamiek ado kazdej jamky sa pridalo 20 ul MTT s koncentraciou
2,5 mg/ml v PBS. Dosticka sa vratila do inkubatora na 3 hodiny a po tejto dobe sa pridalo
nakoniec do jamiek 100 pl 10% SDS rozpusteného v PBS pufri. Potom sa dosti¢ka dala do
tmy a na druhy deni sa zmerala absorbancia jednotlivych jamiek na ELISA readeri pri vlnove;j
dizke 562 nm.

Pri MTT testovani boli pouzité upravené cCastice. Do Eppendorfovych skumaviek sa
napipetoval 1 ml lipozémov alebo kombinovanych PHB castic a nechali sa stocit’ pri 6000
ot./5 min, potom sa odpipetovalo 0,5 ml supernatantu do d’al$ej mikrosktimavky a nechal sa
stacat’ pri 11000 ot./60 min. Po tejto dobe sa supernatant odpipetoval a sto¢ené Castice boli 2x
nariedené, Cize sa napipetovalo do mikroskimavky 1 ml sterilnej vody. Takto pripravené
Castice sa prefiltrovali cez bakteridlny filter s pormi o velkosti 0,2 um.

3.9 SOS chromotest

Tento test genotoxicity bol stanovovany pomocou komeréne dostupného kitu EBPI SOS-
CHROMOTEST™. Ako testovany kmen bol pouzity kmeni Escherichia coli, ktory bol
kultivovany po dobu 14 hodin v dodanom kultivatnom médiu pri 37 °C. Do mikrotitracnej
dosticky bolo napipetované 10 pl testovanej vzorky aako pozitivna kontrola bol pouzity
roztok 4-NQO (4-nitroquinolin-1-oxid) v 10% DMSO o koncentracii 10 pg/ml, ako negativna
kontrola bolo pouzité samotné rozpustadlo (10% DMSO). K testovanym latkam bola pridana
bune¢na suspenzia 0 objeme 100 pul a vSetko sa nechalo inkubovat’ na 2 h pri 37 °C. Po tejto
dobe sa pridalo do jamiek 100 pl alkalickej fosfatazy rozpustenej v modrom chromogénnom
¢inidle ana ELISA readeri bola zmerana absorbancia pri 405 a 630 nm. Potom sa dosticka
nechala inkubovat’ d’alsich 90 minut pri 37 °C. Po tejto dobe sa pridal stop roztok a opéat’ sa
zmerala absorbancia pri 405 a 630 nm [69].
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Charakterizacia extraktov potravin

4.1.1 Spektrofotometrické stanovenie celkovych polyfenolov

Celkové polyfenoly boli stanovené v extraktoch potravin podla postupu uvedeného
v kapitole 3.5.1. Kazda vzorka sa merala vzdy trikrat, ur€il sa priemer merania a vysledky boli
vyhodnotené v MS Exceli. Ako Standardny roztok pre zostavenie kalibracnej zévislosti bola
pouzité kyselina gallové a obsah celkovych polyfenolov bol vo vzorkach vypocitany pomocou
rovnice y =0,9645x, kde vysledna koncentracia v jednotkach v mg/ml bola prevedena na
jednotky mg/g vzorky. Je treba pripomenut, ze vychodzie vzorky pred extrakcoiu mali
odli$né mnozstvo vody a teda aktivne latky boli v navazke rozne zriedené. Pretoze vSak ako
potraviny su dané latky pouzivané v prirodnej forme, boli vysledky vztiahnuté na 1g nativnej
vzorky. Vsetky vysledné koncentracie jednotlivych vzoriek st uvedené v Tabulke 1.

AKo aj v pri stanovovani flavonoidov, aj pri stanovovani celkovych polyfenolov sa ukazalo,
Ze najvacsi obsah polyfenolov obsahujii prevazne 40% a 60% etanolové extrakty vzoriek.
Najvyssie mnozstvo celkovych polyfenolov obsahuje 60% etanolovy extrakt matchi (227,92 +
1,83 mg/g), o v porovnani s najniz§im mnozstvom, ktoré je v 96% etanolovom extrakte
mrkvy (0,46 mg/g), ¢o je otakmer 500x viac, vypoveda akou vynimo¢nou potravinou
vzhl'adom na obsah polyfenolov matcha je. Mrkva prevazne vSak obsahuje provitaminy A,
ktoré su rozpustné v tukoch a tak nemézu byt konkurenciou, ¢o sa tyka vodnych extraktov.
Avsak obsah polyfenolov v mrkvovej §t'ave bol o priblizne o 4-krat vacési (3,59 + 0,11 mg/g),
nakol’ko potravina bola spracovana v §tavu rozmixovanim a nie extrahovanim.

Ako je v Grafe 1 znazornené, druhé najvysSie mnozstvo polyfenolov obsahuju vodné
a etanolové extrakty rooibosu. Extrakty echinacei a fenikla obsahuju pod 20 mg/g celkovych
polyfenolov, vynimka je iba 60% etanolovy extrakt echinacei (22,53 + 0,47 mg/g) a ostatné
extrakty potravin obsahuju uz iba polyfenolické latky mnozstve mensom nez 10 mg/g.

Tabul’ka 1: Mnozstvo celkovych polyfenolov v extraktoch.

Obsah etanolu vo vodnom extrakte
Vzorka 0% | 20% | 40% | 60% | 80% | 96%
¢ [mg/g]
Matcha 47,55 +0,63| 161,57 +£0,30 [ 194,23 + 3,53 |1 227,92 £ 1,83 199,59 £6,60 | 201,14 + 5,22
Rooibos 69,47 £3,67( 74,03+1,70 | 95,59+3,05 | 90,62+3,43 | 53,78 1,47 | 3,75+0,15
Echinacea 12,13+ 1,10| 6,15+0,61 | 12,13+0,55 | 22,53 +047 | 15,52+ 1,04 | 1,49 +0,07
Lesné plody 321+0,03 | 442+0,01 | 591+0,19 | 453+0,18 | 432+0,30 | 5,6+0,1
Mrkva 0,85+0,11 | 0,73+0,06 | 0,85+0,22 | 0,73+0,05 | 0,8+0,33 | 0,46+ 0,01
Fenikel 13,58 +0,85( 12,13+ 0,46 | 15,85+0,65 | 16,97 +0,23 | 15,64 +0,47 | 5,21 +0,21
Mrkva §t’ava 3,59+0,11
Lesné plody §tava | 4,32 + 0,02
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Graf 2: Mnozstvo celkovych polyfenolov v lesnych plodoch, mrkve, fenikli a Stavach mrkvy a
lesnych plodoch.

4.1.2 Spektrofotometrické stanovenie flavonoidov

Mnozstvo flavonoidov vo vzorkach sa stanovilo podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.5.2.
Kazdd vzorka sa merala vzdy trikrat, urcil sa priemer merania a vSetky vysledky boli
spracované v MS Exceli. Ako $tandardny roztok pre zostavenie kalibracnej krivky sa pouzil
katechin a nasledne pre vyhodnotenie mnozstva flavonoidov vo vzorkach sa pouZila rovnica
y =2,5902x, kde koncentracia bola v uvedena v jednotkach mg/ml. VSetky spracované
vysledky st sumarne uvedené v Tabul'ka 2 a prepocitané na koncentraciu v jednotkdch mg/g
vzorky.

Najvicésie mnozstvo flavonoidov sa vSeobecne najviac nachadzalo v extraktoch s obsahom
etanolu 40 a 60 %, vynimkou je iba extrakt z feniklu, kde najviacsie mnozstvo obsahuje 80%
etanolovy extrakt. Spomedzi vSetkych vzoriek bolo namerané najvdcSie mnozstvo
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flavonoidov v 40% etanolovom extrakte rooibosu (53,72 + 1,04 mg/g) a naopak najmenej
flavonoidov obsahoval vodny extrakt mrkvy (0,08 + 0,11 mg/g). Taktiez mozno vidiet' pri
vzorke mrkvy v Graf 4, Ze minimalne mnozstvo flavonoidov sa vyextrahovalo do vodného
ale aj etanolového extraktu. Zaroven, ked sa porovnaju vysledky v Graf 3, tak extrakty
lesnych plodov, mrkvy, fenikla a §tavy lesnych plodov a mrkvy maju obsah flavonoidov pod
hranicu 10 mg/g, zatial’ ¢o extrakty matchi a rooibosu vyrazne tito hranicu prekracuju. Obsah
flavonoidov v extrakte echinacei sa pohybuje v okoli 10 mg/g a menej.

Je treba pripomenut’, ze vzorky mrkvy a lesnych plodov boli extrahované v nativhom stave,
zatial'Co ostatné vzorky boli ziskané vo forme suseného prasku alebo byliny. Pre zrovnanie by
bol vhodny prepocet na susinu u vSetkych vzoriek, bola vSak snaha analyzovat’ vzorky v tom
stave, v ktorom sa konzumuji. Obsah vody v mrkve a lesnych plodoch je prirodzene vyssi
atak st aktivne latky zriedené a vykazuji nizSiu koncentraciu ako u vacSiny suSenych
preparatov. Konzumuje sa ich vSak podstatne vysSie mnoZzstvo (aspont 100-nésobné), takze st
vlastne vybornym zdrojom fenolickych latek. Extrahovatel'nost’ do rozpustadiel zavisi ale
najma od zostavy a typu hlavnych zastapenych aktivnych latok.

Tabulka 2: Mnozstvo flavonoidov v extraktoch.

Obsah etanolu vo vodnom extrakte
Vzorka 0% | 20% | 40% | 60% | 80% | 96%
¢ [mg/g]
Matcha 18,96 + 0,06 | 24,55+ 0,37 | 36,48 +1,04 | 34,75+0,19 | 33,33 +0,78 | 31,14+0,97
Rooibos 26,97 +£0,93 | 29,07 +£0,16 | 53,72+ 1,04 | 49,26 £+ 0,60 | 14,16 £0,59 | 1,26 +0,10
Echinacea 6,50+0,13 | 3,17+0,07 | 5,55+0,53 | 14,79+0,84 | 9,28 £ 0,59 1,88 £0,27
Lesné plody 0,33 +0,01 0,54 +0,01 0,98 + 0,02 0,52 +0,01 0,58 + 0,04 0,85+ 0,00
Mrkva 0,08+0,00 | 0,25+0,01 | 022+0,01 | 0,36+0,01 | 0,32+0,02 | 0,31+0,05
Fenikel 441+0,08 | 4,02+0,04 | 5,00+£0,07 | 5,84=+0,04 8,15+0,2 0,49+0,16
Mrkva §tava 1,42 +£0,00
Lesné plody §tava | 2,51+0,01
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Graf 4: Mnozstvo flavonoidov v lesnych plodoch, mrkve, fenikli, §tavach lesnych plodov a
mrkuvi.

4.1.3 Spektrofotometrické stanovenie antioxida¢nej aktivity

Antioxida¢na aktivita extraktov sa stanovila podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.5.3.
Kazda vzorka bola premerana trikrat, vypocital sa priemer z tychto troch merani a vSetky
vysledky sa vyhodnotili v MS Exceli. Ako zasobny roztok na zostavenie kalibracnej krivky
bol pouzity roztok Troloxu. Vysledky sa pocitali z vyslednej rovnice kalibracnej krivky
y =0,0012x. Vyslednd koncentracia bola prepocitand na jednotky mg/g vzorky. VSetky
vypocitané¢ koncentracie st uvedené v Tabulka 3 aich antioxidacnd aktivita sa da
interpretovat’ ako ekvivaletné mnozstvo Troloxu v mg/ g danej vzorky.

NajvysSie hodnoty antioxidacnej aktivity dosiahol 60% etanolovy extrakt matchi
(275,00 + 5,89 mg/g) a najnizsi vodny extrakt mrkvy (0,27 + 0,03 mg/g). Hoci vodny extrakt
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karoténu, ktory je rozpustny Vv tukoch a teda pri extrakcii za pouzitia vody a etanolu neprejda
kvantitativne do rozpustadla.

Uz na zaklade vysledkov z merani celkovych polyfenolov sa dalo odhadnut’, ze najsilnejSiu
antioxida¢nu kapacitu bude mat’ rooibos a matcha, nakol'ko tieto dve potraviny obsahovali
najvyssie mnozstva polyfenolov, ktoré pdsobia ako silné antioxidanty. Treba podotknut, ze
priblizne o 10 mg/g nez najvysSia antioxida¢na aktivita extraktu rooibosu v 40% etanole
(90,33 + 2,36 mg/g).

Ostatné potraviny nedisponuju takou silnou antioxida¢nou aktivitou ako tieto dve
spominané potraviny, nakol'’ko ich antioxida¢na aktivita dosahuje hodnoty pod hranicou 20
mg/g, ¢o je znazornené v Graf 7. Je treba pripomentt’ problém s obsahom vody v povodnej
vzorke (kap. 4.1.2).

Tabul’ka 3: Antioxidacna aktivita extraktov.

Obsah etanolu vo vodnom extrakte
Vzorka 0% | 20% | 40% | 60% | 80% | 96%
¢ [mg/g]
Matcha 126,67 +8,251180,42 +£0,59 237,50 +£4,71 [ 275,00 + 5,89 | 257,08 £0,59 | 185,42 £ 2,95
Rooibos 49,94+ 1,11 | 70,17 +£0,33 | 90,33 £2,36 | 72,67+4,10 | 39,75+0,59 | 1,70+ 0,10
Echinacea 6,97 £ 0,30 6,10+0,61 | 11,31+0,84 | 13,10£0,13 | 15,39 +1,05 | 1,40+0,50
Lesné plody 3,80+ 0,09 | 5,20+£0,06 | 7,01+0,06 | 561+0,11 | 6,01+0,62 | 6,63+0.29
Mrkva 0,27+0,03 | 0,71+0,07 | 0,68+0,10 0,70+ 0,1 0,74+0,17 | 0,41+0,05
Fenikel 5,26 +0,0,09 | 3,86+0,52 | 3,04+0,11 4,46+025 | 3,28+0,33 1,21+0,04
Mrkva §t’ava 0,47 +0,01
Lesné plody §tava | 0,57 = 0,02
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Graf 7: Antioxidacna aktivita extraktov echinacei, lesnych plodov, fenikla, stiav mrkvy a lesnych
plodov.

4.1.4 Spektrofotometrické stanovenie antokyanov

Obsah antokyanov vo vzorkach bol zmerany podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.5.4.
Ako Vv predchadzajtcich kapitolach spomenuté vzorky sa merali trikrat, spriemerovali sa
a boli vyhodnotené v MS Exceli. Vyslednd rovnica kalibracnej zavislosti absorbancie na
koncentracii kyanidinchloridu ako ekvivalentu obsahu antokyanov je y = 60,3368Xx.

Obsah antokyanov sa meral vo vodnych extraktoch a v etanolovych extraktoch s najvyssim
obsahom polyfenolov pri jednotlivych vzorkach, ktorych hodnoty st uvedené v Tabulke 1.
Z porovnania hodnét zobrazenych v Graf 8 vyplyva, Ze vicSie mnozstvo antokyanov sa
vyextrahovalo do etanolového prostredia nez iba vyhradne do vodného. V ramci vodnych
extraktov mala najvys$Sie mnozstvo antokyanov echinacea, a to 0,15 + 0,00 % a najnizsi resp.
ziadny obsah antokyanov bol v extrakte mrkvy. V etanolovom extrakte fenikla sa nameral
najvyssi obsah 0,37 + 0,01 % a etanolovy extrakt opdt’ neobsahoval ziadne antokyany. Pri
stanovovani pomocou tejto metddy mohlo dojst’ k chybe riedenia alebo pipetovania, nakol'ko
vzt'ah medzi obsahom antokyanov vo vodnych a etanolovych extraktoch nie je jednotny.
Pravdepodobnejsie je vSak odlisné zlozenie extraktov a teda aj rozdielna extrahovatelnost
aktivnych zloziek. Napr. u lesnych plodov sa obsah antokyanov v etanole zvysil dvakrat, za to
u fenikla badat’” navySenie mnozstva o viac nez 3-krat a pri matchi sa obsah iba nebadane
zvysil.

Tabulka 4: Mnozstvo antokydnov vo vodnych a etanolovych extraktoch potravin.

Vzorka vodné extrakty [%] | etanolové extrakty [%0]
Lesné plody 0,05+ 0,00 0,10+ 0,00
Mrkva 0,00+ 0,00 0,00 +£0,00
Fenikel 0,12+ 0,00 0,37+0,01
Echinacea 0,15+ 0,00 0,17+ 0,00
Rooibos 0,09+ 0,00 0,28 +£ 0,00
Matcha 0,07 £ 0,00 0,09 +0,00
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Graf 8: MnoZstvo antokydanov vo vodnych a etanolovych extraktoch. .

4.1.5 Spektrofotometrické stanovenie chlorofylu

Vzorky sa merali v triplikdtoch, boli spriemerované a vyhodnotené v MS Exceli.
Postupovalo sa metddou uvedenou v kapitole 3.5.5. Rovnica kalibracnej krivky je y =
122,90 — 0,1043.

Najvyssie mnozstvo chlorofylu 1,55+ 0,02 ng/g obsahoval rooibos a najnizsie mnozstvo
pigmentu 0,05+ 0,00 ng/g bolo namerané pri vzorke feniklu. V Tabulke 5 su spracované
vysledky obsahu chlorofylu vo vzorkach. Matcha obsahovala polovicné mnozstvo pigmentu
nez rooibos. Nakolko boli pouzit¢ 60% etanolové extrakty a chlorofyl sa zarad’'uje medzi
lipofilné farbiva, ktoré sa rozpustaju najma v nepolarnych organickych rozptstadlach ako
napr. chloroform, dietyléter, tak vytazok chlorofylu nie je vysoky. OptimalnejSie by bolo
vhodné zvolit’ acetéon, no zas vytazok polyfenolov by nebol tak vysoky ako vo vodnom
a etanolovom prostredi. Hoci aceton sa zarad'uje medzi GRAS latky pouZzivane pri ur€itych
koncentraciach, tak je stale vhodnejSie pouzit’ pridavné latky do potravin, ktoré boli ziskané
extrakciou vo vodnom prostredi.

Tabul’ka 5: Mnozstvo chlorofylu v extraktoch potravin.

Vzorka Chlorofyl
[ng/g]
Rooibos 1,55+ 0,02
Fenikel 0,05+ 0,00
Echincea 0,20+0,01
Matcha 0,65+0,01
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Graf 9: Obsah chlorofylu v extraktoch vybranych potravin.

4.1.6 Spektrofotometrické stanovenie karoténov

Vzorky sa merali v triplikdtoch, boli spriemerované a vyhodnotené v MS Exceli.
Postupovalo sa metddou uvedenou v kapitole 3.5.5. Rovnica kalibracnej krivky je y =
0,1566x — 0,0306.

Najvyssie mnozstvo karoténov obsahoval extrakt matchi 16,61 + 0,03 ng/g , ktora je nielen
pigmentu obsahovala mrkva, ato 3,18 0,81 ng/g. Ako uz bolo spomenuté v predoslej
podkapitole, bude hrat’ vyznanu ulohu aj obsah vody v povodnom materiali. Tiez pouzita
metoda spektrofotmetrckého stanovenia je orientacna. Pretoze karotény su lipofilné pigmenty,
najlepsie je extrahovat’ ich do vhodnych rozpustadiel, ktoré maji charakter GRAS a mozu
byt pouZité do potravin alebo kozmetickych pripravkov.

Tabul’ka 6: MnoZstvo Karoténov V extraktoch potravin.

Vzorka Karotény
¢ [ng/g]
Mrkva 3,18 +0,81
Lesné plody 16,61 + 0,03
Matcha 329,90 + 2,6
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Graf 10: Obsah karoténov v extraktoch vybranych potravin.

4.1.7 Spektrofotometrické stanovenie trieslovin

Triesloviny sa stanovili pri potravinach, ktoré sa pouZzivajui na pripravu cajov alebo
chladenych napojov. Postup stanovenia je uvedeny v kapitole 4.1.7, vzorky sa merali trikrat
aich spriemerované hodnoty boli vyhodnotené v MS Exceli. Vysledné hodnoty boli
vypoéitané z rovnice y = 0,8725 a prepocitané na mg/g vzorky.

Prirodny rooibos obsahoval 44,44 + 0,49 mg/g vzorky trieslovin, zatial' ¢o u matchi bol
zisteny niz$i obsah trieslovin 16,80 = 0,69 mg/g vzorky. Obe potraviny dosiahli najvyssie
hodnoty trieslovin v metanolovych extraktoch, zatial' ¢o pri vodnych extraktoch bol obsah
v rooibose takmer dvakrat nizsi, no u matchi obsahovy rozdiel nebol badatelny. Caje obvykle
obsahuju 2-15% taninov v celkovom mnozstve, priCom ich obsah zavisi od mnoZstva
faktorov. Pritomnost’ tychto latok je ovplyvnend najma spdsobom vyroby, vyzretia ¢ajovych
listkov, klimy a Struktare pody. Hoci triesloviny sa zarad'uju medzi antioxidanty a tym
prospesne pdsobia v organizme, avSak zaroven negativne ovplyviiuji absorpciu bielkovin a
zeleza v tele, a teda matcha je vhodny ¢ajovy napoj na zéklade niz$ieho obsahu trieslovin nez
v rooibose.

Tabul’ka 7: Mnozstvo trieslovin v extraktoch.

Vzorka Vodny extrakt [mg/g] | Metanolovy extrakt [mg/g]
Matcha 16,40 £ 0,01 16,80 + 0,49
Rooibos 28,04 +1,01 44,44 + 0,82
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Graf 11: Stanovenie tries/lovin v matchi a rooibose.

4.2 Stanovenie enkapsulacnej ucinnosti

Enkapsulaéna ucinnost’ U pripravenych lipozémov a kombinovanych lipozomov s PHB sa
stanovila podl'a postupu uvedeného v kapitole 3.6.2. Kazda vzorka bola premerana trikrat,
hodnoty sa spriemerovali a boli vyhodnotené za pouzitia MS Excelu.

Najvyssiu enkapsula¢nti G€innost’ spomedzi lipozomov mala matcha ato 64,9 = 1,2 % a
nad 50 % sa taktiez dostal rooibos. NajmenSiu enkapsula¢na G¢innost’ vykazovala mrkva
12,6 £ 1,2 %. Viacsina kombinovanych PHB castic mala enkpsulacnu u¢innost’ pod 30 %,
vynimkou bol iba rooibos, ktorého enkapsulaéna wcinnost bola 57,5+0,1 %. Pri
kombinovanych casticiach s mrkvou sa enkapsulacnd ucinnost’ zvysSila na 24+3,7 %
a naopak pri echinacei poklesla enkapsula¢na u¢innost na 15 + 0,8 %.

Tabulka 8: Enkapsulacna ucinnost lipozomov a PHB castic.

Lipozémy EU (%)
Mrkva 126+1,2
Fenikel 42,1+0,5
Matcha 64,9+ 0,3
Rooibos 575+0,1

Lesne plody 45,6 +0,5

Echinacea 36,6 +0,8

Lipozoémy + PHB
Mrkva 24,0+ 3,7
Fenikel 22,0+0,3
Matcha 8,7+0,8
Rooibos 55,5+ 0,7
Lesné plody 29,6 £0,5
Echinacea 16,3+2,2
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4.3 Stanovenie dlhodobej stability

Dlhodoba stabilita bola stanovena na zaklade postupu v kapitole 4.3, kedy spriemerované
hodnoty absorbancii boli vyhodnotené pomocou MS Excelu. Pri sledovani 1-mesacnej
stability neboli v supernatante detegované polyfenoly u Ziadnych ¢astic okrem PHB ¢astic
s extraktom echinacei, kde sa uvolnilo ve'mi malo polyfenolov. Stabilita Castic bola tiez
overend pomocou DLS analyzatoru a vysledky ukdzali, ze Castice boli stabilné aj v pripade
tohto merania.

Tabul’ka 9: Vyhodnotenie dlhodobe;j stability.

MnoZstvo

Lipozémy uvol’nenych

polyfenolov [mg/ml]
Mrkva -0,0+0,0
Fenikel -04+0,5
Matcha -09+0,3
Rooibos -3,8+0,1
Lesné plody -0,0+£0,0
Echinacea -0,2+0,8
Lipozomy + PHB

Mrkva 0,0+3,7
Fenikel -0,2+0,3
Matcha -0,5+0,8
Rooibos -4.0+0,7
Lesné plody -0,0+0,0
Echinacea 0,2+0,0

4.4 Charakterizacia Castic

4.4.1 Velkost Castic a polydesperzita

Velkost’ lipozomalnych Castic sa pohybovala v rozmedzi od priblizne 134 — 519 nm a pri
kombinovanych ¢asticiach v rozmedzi od priblizne 200 — 570 nm. V priebehu uchovavania
Castic sa u vac¢Siny vzoriek velkost’ vyrazne nemenila. NajvicSie zmeny vel'kosti nastali pri
lipozoémoch s enkapsulovanym extraktom echinacei a feniklu. Pri lipozomoch s echinaceou sa
velkost” v priebehu uchovavania zmenila zo 170 nm na 519 nm, z ¢oho vyplyva ze ¢asom
tieto Castice zacali agregovat’.

Velkost’ kombinovanych PHB c¢astic bola vyssia nez 200 nm, zatial’ ¢o velkost’ lipozomov
sa pohybovala viacsSinou do 200 nm. Pri kombinovanych ¢asticiach bola agregacia
spozorovana pri vzorkach s echinaceou a feniklom, kedy pri echinacei velkost' koloidného
systému sa zvysila z priblizne 500 nm na 2309 nm.
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Tabulka 10 : Hodnoty velkosti lipozomalnych a kombinovanych castic.

5 Vel’kost’ (nm)
Castice 1. den 1. mesiac 2. mesiac Filtrované
' ' (14.den)

Lipozomy prazdne 1359+22 138,1 £0,3 134,74+ 1,6 296,8+2,1
Lipozédmy (mrkva) 157,8+ 1,3 173,7+2,5 169,8+1,0 254,3+1,3
Lipozémy (lesné plody) | 237,0+1,9 195,6 + 0,7 203 £0,9 2370+45
Lipozomy (rooibos) 2050+ 1,1 263,6 + 3,1 253,8 + 3,3 4484 + 6,2
Lipozoémy (matcha) 176,2 +4,2 171,2 +3,0 1951+11 1871+11
Lipozémy (echinacea) 170,0 +0,3 420,1 1,4 519,7 £ 8,0 489,5+0,9
Lipozomy (fenikel) 2193 +2.4 408,6 + 3,5 326,3 £1,3 526,4 +2,5
PHB prazdne 2258+ 0,6 2642 +33 202,1+0,1 2759+1,7
PHB (mrkva) 4270+12,9 346,8 £ 3,6 364,1+0,8 320,4+1,5
PHB (lesné plody) 564,8 £ 1,6 609 £ 2.6 773,9+0,7 607,1+4,8
PHB (rooibos) 402,8 +£3,2 346,7+3,2 561,7+0,3 4751+ 2,2
PHB (matcha) 377,320 511,7+3,5 5447 + 3,3 367,4+3,0
PHB (echinacea) 499,8 £4,3 578,3 +8.5 2309 +120,7 | 4255+5,1
PHB (fenikel) 507,2+9,4 517,1+£0,3 9395+ 73,4 4479+15

Koloidné systémy lipozémov boli relativne malo polydisperzné, ked’ze neprekrocili hodnotu
indexu polydisperzity (Pdl) 0,5. Taktiez PHB ¢astice mali hodnoty polydisperzity mensie nez
0,5. Ako mozno v tabul’ke 11 vidiet, zvySenad polydisperzita bola namerana pri vzorkach
kombinovanych PHB ¢astic s extraktami feniklu a echinacei, ked’ hodnota dosahovala takmer
1,0. Zvysenie polydisperzity sa odzrkadlilo aj na stabilite Castic, ktora je popisana o kapitolu

nizsie.

Tabulka 11: Hodnoty polydisperzity lipozomalnych a kombinovanych castic.

Pdl

Castice 1. den 1. mesiac 2. mesiac F;if:.(:i‘;?ll;e
Lipozomy prazdne 0,227 +£0,006 | 0,219+ 0,013 | 0,253 + 0,005 | 0,358 + 0,0013
Lipozémy (mrkva) 0,233 +£0,002 | 0,284 +£0,016 | 0,260 +0,010 | 0,323 +£0,010
Lipozomy (lesné plody) | 0,199 +0,0 | 0,176 +0,020 | 0,231 £ 0,006 | 0,239 + 0,018
Lipozomy (rooibos) 0,273 +£0,014 | 0,223 +0,035 | 0,183+ 0,014 | 0,381 + 0,034
Lipozoémy (matcha) 0,334+ 0,005 | 0,234+ 0,019 | 0,256 + 0,022 | 0,150 + 0,011
Lipozomy (echinacea) | 0,347 +0,004 | 0,381 + 0,023 | 0,439+0,011 | 0,374+ 0,011
Lipozomy (fenikel) 0,231 +£0,015 | 0,218+ 0,015 | 0,236 + 0,021 | 0,301 + 0,027
PHB prazdne 0,313+0,0 | 0,417+0,026 | 0,253 + 0,005 | 0,253 + 0,009
PHB (mrkva) 0,450 + 0,123 | 0,394 + 0,024 | 0,326 + 0,006 | 0,346 + 0,020

PHB (lesné plody) | 0,224+ 0,013 | 0,248 + 0,018 | 0,546 +0,030 | 0,21+ 0,016
PHB (rooibos) 0,322 +£0,038 | 0,238+ 0,018 | 0,345+ 0,049 | 0,185+ 0,010
PHB (matcha) 0,212 + 0,000 | 0,365+ 0,060 | 0,294 + 0,015 | 0,342 + 0,005
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PHB (echinacea) 0,342 + 0,029 | 0,392 + 0,021 | 0,878 +£0,121 | 0,294 + 0,041
7. PHB (fenikel) 0,218+ 0,083 | 0,292+ 0,012 | 0,927 +0,05 | 0,235+ 0,009
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Graf 12: Distribucia velkosti lipozomalnych castic v 1. deit merania.

442 Zeta potencial

Tento parameter vypoveda o stabilite meraného koloidného systému. Ak je zeta potencial
Castic v systéme kladne alebo zaporne vysoky, Castice maju tendenciu sa odpudzovat’ a tak sa
predchadza agregécii Castic do vacsich celkov. Ak sa hodnota potencidlu nachadza v rozmedzi
od +30 mV do -30mV, tak systém je nestabilny. Naopak, ak st hodnoty zeta potencialu vyssie
v kladnom aj zapornom smere, tak koloidny systém sa povazuje za stabilny [70].

U vsetkych pripravenych ¢astic bol zeta potencial zmerany v prvy den (= den pripravy
Castic), po 1 mesiaci a2 mesiacoch uchovéavania. Castice boli uchovavané pri 4 °C
Vv chladnicke, aby sa zvysila ich stabilita. V §tidii Wei Zhou et al. poukazuje na to ako
ovplyvni teplota uchovéavania stabilitu castic. Pri niektorych pripravenych Ccasticiach
skladovanych pri 25 °C bolo spozorované, ze sa stabilita vyrazne zmenila po mesiaci a taktiez
farba roztoku lipozomov sa zmenila . A preto je najlepSie uchovavat’ lipozomalne Castice
Vv chladnejs$ich podmienkach [71].

Stabilita vSetkych Castic sa po mesiaci skladovania vyrazne nezmenila (vid’ Tabulka 12)
ateda Castice boli stabilné, no po 2 mesiacoch stabilita u niektorych castic vzrastla nad
hranicu -30 mV. Castice pripravené z extraktov feniklu a echinacei boli po 2 mesiacoch
nestabilné. Pravdepodobne pricinu ich nestabilnej povahy mohli spdsobit’ latky nachadzajtice
Vv extrakte potravin, ktoré spdsobili ich agregéciu a tieto agregaty, ktoré mali vicsiu velkost’
sa postupne zacali usadzovat’ na dno skiimavky. Zeta potencidl prazdnych lipozomov taktiez
klesol pod stabilitn hranicu. Mohlo to byt spdsobené zlym odpipetovanim cCastic a riedenim,
nakol’ko vo vode sa nenachadzali Ziadne bioaktivne latky, ktoré by narusili membranu
lipozémov. Stabilita prazdnych lipozomov by sa dala prirovnat’ k stabilite lipozémov
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s extraktom mrkvy, nakol’ko z mrkvy sa nevyextrahovali skoro ziadne polyfenoly a teda by sa
dalo predpokladat’, Zze Ziadne bioaktivne latky nenarusili stabilitu ¢astic. Tiez ale mohlo dojst’
k tomu, ze zmrkvy sa naopak vyextrahovali latky, ktoré lipozomy stabilizovali. Efekt by
mohol byt podobny ako u prazdnych lipozomov s PHB, ktorych stabilita bola podstatne
vysSia ako lipozomov bez PHB atiez v priebehu uchovédvania klesala, ale neklesla pod
stabilitnu hranicu.

Dalej sa zmerala stabilita Gastic, ktoré boli priamo aplikované v testovani cytotoxicity.
Tieto Castice boli najprv centrifugované na 6000 ot./ 5min a nasledne scentrifugované pri
11000 ot./1h. Ako vidiet’ niektor¢ Castice neboli stabilné, o mohli sposobit’ sily, ktoré na ne
pOsobili pocas centrifugacie. Tieto Castice sa zmerali po 2 tyzdiioch pripravy.

Tabulka 12: Zeta potencidl castic.

Castice 1.den 1. mesiac 2. mesiac F(lllzl:o(;:f:l)e
Lipozémy prazdne -41,4+1,9 -373+2,8 | -27,8+0,9 | -555+1,4
Lipozomy (mrkva) -41,7+0,7 -499+1,8 | -40,2+2,1 | -32,3+0,6
Lipozomy (lesné plody) | -37,9+0,6 -552+0,9 | -240+0,7 | -355+0,7
Lipozdmy (rooibos) -33,0+1,4 -450+1,5 | -32,3+1,1 | -28,7+1,3
Lipozomy (matcha) -41,8+£0,3 -36,1 £1,1 | -35,0+0,9 | -28,2+1,2
Lipozomy (echinacea) -35,0+3,5 | -34,7+3,3 | -26,8+2,8 | -55,6 £0,6
Lipozomy (fenikel) -32,5+0,3 -344+0,7 | -289+1,5 | -61,1+1,9
Lipozémy + PHB
prazdne -42,4+0,3 -51,3+1,1 | -37,1+2,8 | -56,1+0,9
+ PHB (mrkva) -50,6+19 | -574+1,3 | -43,1+0,5 | -443+£0,5
+ PHB (lesné plody) -40,4 £2,3 -534+0,9 | -314+1,3 | -55,2+22
+ PHB (rooibos) -390+19 | 429+0,3 | -325+20 | -30,4+0,7
+ PHB (matcha) -349+06 | -41,6+0,5 | -325+0,8 | -54,3+0,5
+ PHB (echinacea) 31,8+ 1,0 | -424+04 | -229+18 | -22,6+0,9
+ PHB (fenikel) -33,3+0,7 | -37,6+0,4 | -23,1+0,8 | -28,9+1,1

4.5 Bunkové kultury

45.1 PasaZovanie

Pasizovanie buniek prebiehalo podla postupu uvedeného v kapitole 3.7. Cast’ z tohto
postupu bola vykonand tieZ pri testovani cytotoxicity castic. Kultivované keratinocyty,
konkrétne HaCaT bunky (imortalizované keratinocyty) sa zarad’'uji medzi adhezivne bunky,
¢o znamend, Ze pri ich proliferacii st naviazané na nejaky podklad, v tomto pripade dno
nadoby. Bunky v priebehu proliferacie zaplnili dno naddoby, ¢o je zndzornené na Obrazku 8.
Ak bol povrch nadoby takto porasteny bunkami, tak bunky sa podrobili pasdzovaniu.

Bunky sa prichytili na dno nadoby pomocou bielkovinovych casti, ktoré boli v komplexe
s Ca* ionmi, ktoré boli vymyté pomocou pufru. Néasledne odtrhnutie bielkovinovych ¢asti
buniek bolo dosiahnuté pomocou enzymu trypsin (proteaza), ktory rozstiepil bielkoviny a tak
uz bunky neboli prichytené o podklad. Po odtrhnuti buniek o podklad sa ich morfologia nahle
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zmenila. Kym boli bunky prichytené o dno nadoby, vytvarali hustu siet’ ,dlazdi¢iek‘ (Obrazok
8) a po spasazovani sa ich tvar zmenil na gulockovy.

Obrazok 8: Morfologia buniek pred pasazovanim; 100x zvicsenie.

4.5.2 Test cytotoxicity

Pri testovani cytotoxicity ¢astic na humannych bunkéch sa pouzil MTT test, ktorého postup
je uvedeny v kapitole 3.8. Testovanie prebichalo, ked” v kultivaénych nadobkach bol
rozrasteny dostato¢ny pocet buniek. Bunky, ktoré boli pouzité na test boli z 40.— 44. pasaze
a ich pocet a viabilita sa pozorovala pomocou inverzného mikroskopu.

Koncentracia lecitinu u lipozomalnych a kombinovanych ¢astic bola vypocitand pomocou
postupu uvedeného v kapitole 3.6.1. Testované Ccastice sa aplikovali na keratinocyty
v nasledovnom riedeni: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 %. Na zéklade tohto riedenia sa vypocitalo
taktieZ mnozstvo enkapsulovanych polyfenolov, ktoré boli testované na bunkach. Sumarne
vysledky su uvedené v Tabul'ka 13 a Tabul’ka 14.

Tabulka 13: Zakladné parametre testovanych lipozomov.

ny Riedenie | Viabilita buniek | cencentracia | Enkapsulované
Lipozémy (%] [%6] lecitinu polyfenoly
[mg/ml] [mg/ml]
2 98,43 £2,58 0,025 + 0,002 —
4 126,90 + 6,51 0,061 + 0,004 —
6 131,70 + 6,24 0,078 + 0,006 —
Prazdne 8 125,70 £ 1,34 0,102 £+ 0,008 —
10 120,30 £ 5,44 0,127 £0,010 —
12 105,00 +2,98 0,153 +0,012 —
14 91,39+ 1,34 0,178 +0,014 —
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2 100,00 + 3,57 0,017 + 0,001 0,160 + 0,011

4 100,00 + 5,30 0,033 + 0,001 0,320+ 0,021

6 91,67 + 6,09 0,050 + 0,002 0,479 + 0,032

Rooibos 8 88,52 + 4,76 0,066 + 0,003 0,639 + 0,042
10 79,37 + 4,66 0,083 + 0,004 0,799 + 0,053

12 74,52 +5,88 0,100 + 0,004 0,959 + 0,064

14 76,61 + 5,87 0,116 + 0,005 1,118 + 0,074

2 86,24 + 2,43 0,025 + 0,001 0,006 + 0,001

4 83,561+2,78 0,049 + 0,001 0,012 + 0,003

6 81,76 + 1,37 0,074 + 0,002 0,018 + 0,004

Lesné plody 8 78,56 + 0,45 0,098 + 0,002 0,023 + 0,005
10 72,63 +1,25 0,123 + 0,003 0,029 + 0,007

12 68,40 + 2,20 0,148 + 0,004 0,035 + 0,008

14 59,00 + 3,65 0,172 + 0,004 0,041 + 0,009

2 93,93 +5,73 0,029 + 0,000 0,123 + 0,003

4 92,97 + 6,36 0,058 + 0,000 0,247 + 0,005

6 83,98 + 9,04 0,087 + 0,001 0,370 + 0,008

Matcha 8 84,03+ 3,11 0,116 + 0,001 0,494 + 0,011
10 76,81+ 1,20 0,145 + 0,001 0,617 + 0,013

12 70,02 + 4,24 0,174 + 0,001 0,741 + 0,016

14 — 0,203 + 0,001 0,864 + 0,019

2 100,00 + 2,25 0,023 + 0,003 0,000 + 0,000

4 95,33+1,98 0,046 + 0,005 0,001 + 0,000

6 83,89+ 2,84 0,070 + 0,008 0,001 + 0,000

Mrkva 8 77,98 +2,83 0,093 + 0,010 0,002 + 0,000
10 69,02 + 3,60 0,116 + 0,013 0,002 + 0,000

12 54,40 + 2,17 0,139 + 0,016 0,003 + 0,000

14 30,69 + 3,33 0,163 + 0,018 0,003 + 0,000

2 100,00 + 5,93 0,013 + 0,000 0,023 + 0,002

4 96,02 + 0,35 0,025 + 0,001 0,046 + 0,005

6 91,38 + 6,03 0,038 + 0,001 0,069 + 0,007

Fenikel 8 87,27 + 4,89 0,050 + 0,001 0,091 + 0,010
10 85,56 + 4,89 0,063 + 0,002 0,114 + 0,012

12 74,08 + 6,84 0,075 + 0,002 0,137 + 0,014

14 58,25 + 8,35 0,088 + 0,002 0,160 + 0,017

2 85,87 £ 5,93 0,011 + 0,004 0,018 + 0,004

4 117,90 £ 0,35 0,023 + 0,008 0,036 + 0,009

Echinacea 6 123,80 + 6,03 0,034 + 0,012 0,053 + 0,013
8 109,40 + 4,89 0,045 + 0,016 0,071 + 0,018

10 81,54 + 4,89 0,056 + 0,020 0,089 + 0,022

12 75,64 + 6,84 0,068 + 0,024 0,107 + 0,027
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14

68,23 + 8,35

0,079 + 0,028

0,124 + 0,031

Tabulka 14: Zakladné parametre testovanych kombinovanych PHB castic.

Koncentracia

Enkapsulované

Kombinované | Riedenie | Viabilita buniek lecitinu polyfenoly
PHB %] %] [mg/ml] [mg/ml]
2 100,00 £ 11,6 0,026 + 0,002 —
4 117,30+ 4,10 0,053 + 0,005 —
6 108,30 + 5,53 0,079 + 0,007 —
Prazdne 8 101,10 + 0,80 0,105 £ 0,009 —
10 112,30+ 8,10 0,132 +0,012 —
12 71,77 £ 0,46 0,158 £ 0,014 —
14 53,37 +£ 10,94 0,184+ 0,016 —
2 45,50 + 3,89 0,032 + 0,005 0,154 + 0,009
4 53,95 + 5,37 0,065 + 0,010 0,308 + 0,017
6 62,87 + 6,15 0,097 + 0,014 0,463 + 0,026
Rooibos 8 72,56 +5,16 0,130 + 0,019 0,617 + 0,034
10 59,15 + 10,25 0,162 + 0,024 0,771 + 0,043
12 47,36 + 6,43 0,195 + 0,029 0,925 + 0,052
14 48,86 + 10,04 0,227 + 0,033 1,079 + 0,060
2 83,94 +9,12 0,029 + 0,007 0,004 + 0,001
4 84,51 +9,48 0,057 + 0,015 0,008 + 0,001
6 80,65 + 8,96 0,086 + 0,022 0,011 + 0,002
Lesné plody 8 75,34+ 6,10 0,114 + 0,029 0,015 + 0,003
10 58,28 + 12,30 0,143 + 0,036 0,019 + 0,004
12 68,40 + 9,55 0,171 + 0,044 0,023 + 0,005
14 48,90 £ 5,41 0,200 + 0,051 0,027 + 0,006
2 92,54 +5,73 0,023 + 0,001 0,016 + 0,003
4 92,18 + 6,36 0,046 + 0,002 0,033 + 0,006
6 76,62 + 9,04 0,069 + 0,003 0,049 + 0,009
Matcha 8 59,26 + 3,11 0,092 + 0,003 0,066 + 0,013
10 54,59 + 1,20 0,115 + 0,004 0,082 + 0,016
12 28,68 + 4,24 0,137 + 0,005 0,099 + 0,019
14 19,79 + 3,29 0,160 + 0,006 0,115+ 0,022
2 62,22 + 0,85 0,026 + 0,003 0,001 + 0,000
4 50,34 + 3,18 0,053 + 0,009 0,002 + 0,000
Mrkva 6 46,64 + 2,55 0,079 + 0,013 0,002 + 0,000
8 47,65 + 6,58 0,106 + 0,015 0,003 + 0,000
10 38,45+ 9,26 0,132 + 0,021 0,004 + 0,000
12 21,38 + 2,47 0,159 + 0,026 0,005 + 0,000
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14 17,07 + 1,27 0,185 + 0,030 0,006 + 0,000

2 67,70 £ 0,42 0,017 £ 0,005 0,012 + 0,002

4 55,97 + 7,14 0,034 + 0,010 0,024 + 0,004

6 58,85+ 7,21 0,051 + 0,015 0,036 + 0,005

Fenikel 8 50,59 + 9,33 0,068 + 0,020 0,048 + 0,007
10 38,57 £ 6,08 0,086 + 0,025 0,060 + 0,009

12 42,04 +3,11 0,103 + 0,029 0,072 £ 0,011

14 36,58 + 5,52 0,120 + 0,034 0,084 + 0,013

2 66,58 + 8,70 0,014 + 0,004 0,008 + 0,002

4 73,70+ 1,13 0,027 + 0,009 0,016 + 0,004

6 96,62 + 1,91 0,041 + 0,013 0,024 + 0,006

Echinacea 8 74,33 +£4,31 0,054 + 0,018 0,032 + 0,008
10 48,41 + 10,11 0,068 + 0,022 0,040 + 0,010

12 64,29 + 6,79 0,081 + 0,027 0,048 + 0,013

14 37,87+ 2,80 0,095 + 0,031 0,055 + 0,015

Interakcia pripravenych ¢astic z vodnych extraktov a HaCaT buniek bola otestovana pomocou
MTT testu. Castice, pri ktorych poklesla viabilita buniek pod hranicu 50 % boli cytotoxické.
Z porovnania Graf 13 a Graf 14 vyplyva, ze kombinované PHB castice sa javili ako viac
toxické nez tie lipozomdlne. Zaujimavé je, Ze spomedzi lipozomalnych cCastic sa najviac
cytotoxicka javila mrkva, nakol’ko sa z nej do vodného extraktu uvolnilo menej nez 1 mg/g
polyfenolickych latok atak sa nepredpokladlo, ze by mali byt najviac cytotoxickeé.
Pravdepodobne povrch mrkvi nebol vhodne oSetreny a do vody sa dostali skodlivé latky,
ktoré sa mohli nachadzat’ v hnojive alebo pdde. Dokazom toho bolo aj 'ahké scernenie mrkvy
pocas pripravy extraktu. Okrem lipozomov s pridavkom mrkvy sa pod cytotoxicka hranicu
50% nedostali ostatné¢ lipozémy. Z toho plynie, ze lipozomy s vodnymi extraktami
jednotlivych potravin boli z pohl'adu cytotoxicity bezpecné.

Naopak niektoré PHB ¢astice boli z pohl'adu cytotoxicity nebezpeéné, avsak prazdne PHB
Castice neboli cytotoxické. Aj pri PHB casticiach boli najtoxickejsie tie s privkom v mrkvy,
ale ako je vysSie spomenuté, bolo to pravdepodobne sposobené pritomnostou neZiaducich
latok z nespravneho oSetrenia potraviny. VacSina PHB castic sa javila toxicka pri vyssich
koncentraciach - pri 12% a 14% riedeni. Takmer netoxické boli PHB s lesnymi plodmi, kedy
viabilita buniek pri 14% dosiahla hodnotu 48,90 + 5,41 %.

Pri Casticiach s vodnym extraktom echinacei a rooibosu su hodnoty viability buniek mierne
rozptylené, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené chybami v manipulécii pocas testovania.

Testované Castice boli rozpipetované do 42 jamiek, v druhom stipci sa nachadzalo &isté
médium s bunkami ako pozitivna kontrola, v pravhom hornom rohu bola merana kontrola
rozpustadla. Pre kontrolu usmrtenia buniek bol pouzity 40% etanol (cytotoxické cinidlo),
ktory sposobil nekrozu buniek, ¢o je zobrazené na Obrazku 9, kedy zIté farbivo MTT nebolo
zredukované na fialovy formazan, ¢o indikuje usmrtené bunky, ktoré nemali aktivne prislusné
enzymy.
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Obrazok 9: Dosticka na 4.den po aplikovani MTT. Boli testované lipozomy rooibosu a
lesnych plodov.
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Graf 13: Zavislost’ viability buniek na koncentracii lecitinu pri pouziti lipozomalnych ¢astic.
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Graf 14: Zavislost viability buniek na koncentracii lecitinu pri pouziti kombinovanych PHB castic.
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4.6 Stanovenie genotoxicity Castic

Pri stanovovani genotoxicity bol pouzity postup uvedeny v kapitole 3.9. Pri kazdej
testovanej vzorke bol vypocitany SOS indukény faktor (SOSIF). Najskor bola vypocitana
aktivita enzymu beta-galaktozidazy z nameranych hodnét pri 630 nm apotom aktivita
alkalickej fosfatazy pri 405 nm. Ako d’al§i parameter bola vypocitana Specificka aktivita beta-
galaktoziddzy ako pomer aktivity oboch enzymov. Z tychto vysledkov bol nakoniec
vypocitany SOSIF ako pomer Specifickej aktivity galaktozidazy a aktivita pre negativnu
kontrolu. Vypocetné rovnice st nasledovné:

1000-AA

gy =2, (1)
1000-AA

Qo5 = fms , (2)

a al.

a§pcc4gal.: aj I ' (3)
a§ ec.gal.

SOSIF= =& 4

aépec.gal.NK

kde AA je zmena absorbancie po 90 mintitach a &, ..« j€ aktivita pre negativnu kontrolu.

Vsetky vyhodnotené SOSIF hodnoty testovanych vzoriek boli blizko nule, z ¢oho vyplyva,
7e ziadna testovand vzorka nebola genotoxickd, ked’ze genotoxické latky nadobudaju SOSIF
hodnoty vyssie nez 1,5 [69]. Boli testované prazdne lipozomy a s extraktom fenikla, matchi,
rooibosu, echinacei aprazdne PHB kombinované castice s extraktom fenikla, matchi,
rooibosu a echinacei.
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5 ZAVER

Diplomovéa praca bola zamerand na Studium bioaktivnych ldtok vo vybranych tzv.
superpotravinach rastlinného pdévodu aich interakcie s keratinocytmi. Taktiez testovanie
cytotoxicity a genotoxicity bolo optimalizované.

V teoretickej Casti bola spracovana kratka reSer§ o jednotlivych potravinach aich
bioaktivnych latkach. Boli tiez popisané vezikularné systémy na prenos bioaktivnych latok.
V ramci bunkovych kultar bola v reSersi spomenuta manipulacia s humannymi bunkami a ich
dalsie vyuzitie pri zhodnoteni cytotoxicity lipozomalnych a kombinovanych PHB castic.
Taktiez v praci boli uvedené zakladné genotoxické testy, pomocou ktorych pripravené Castice
boli otestované.

Ako prvé vramci experimentalnej Casti sa stanovili spektrofotometrickymi metédami
vybrané bioaktivne latky v potravinach: mrkve, fenikli, echinacei, lesnych plodoch
a napojoch: rooibose a matchi. Na tieto stanovenia boli pouzivané vodné a etanolové extrakty
potravin. Jednalo sa najmi o stanovenie antioxidantov, ktoré predstavovali polyfenolické
latky. Bolo zistené, Ze najvacsie mnozstvo polyfenolickych latok obsahovala matcha 227,92 +
1,83 mg/g a najmensie mnozstvo mrkva 0,85 £ 0,22 mg/g, ktora je bohatd na lipofilny
pigment B-karotén rozpustny najmd v nepolarnych organickych rozpustadlach. Ako
najvhodnejSie prostredie pre extrakciu polyfenolickych latok boli preukdzané 40% a 60%
roztoky etanolu vo vode. Dalej pri napojoch matchi a rooibose boli stanovené triesloviny vo
vodnom a 50% metanolovom prostredi, kde ich obsah bol najvyssi. Triesloviny pdsobia ako
antioxidanty, no moézu v urcitych pripadoch posobit’ antinutricne, priCom ich matcha
obsahovala menej vo vodnom prostredi 16,40 = 0,01 mg/g neZ rooibos vo vodnom prostredi
28,04 + 1,01 mg/g.

Vodné extrakty kaZzdej potraviny andapoja boli enkapsulované do lipozémov
a kombinovanych lipozomalnych astic S obsahom 20% PHB namiesto lecitinu. Enkapsula¢na
ucinnost’ bola najvyssia pri lipozomoch s obsahom rooibosu (64,9 + 0,3 %) a najmensia pri
lipozomoch s obsahom mrkvy (12,6 + 1,2 %), ¢o odpovedalo tomu, ze vo vodnom extrakte
mrkvy sa nachadzalo najmenej bioaktivnych latok. Z hladiska stability boli Castice aj po
mesiaci ich pripravy stale stabilné, o bolo overené spektrofotometricky, ale aj meranim zeta
potencialu na analyzatore ZetaSizer (Malvern). No po 2 mesiacoch uz niektoré Castice boli
nestabilné, ¢o sa prejavilo ich postupnou agregaciou, nasledkom ¢oho sa velké zhluky v
lipozomdlnych suspenziach zacali usadzovat na dne centrifuganej skiamavky. Tymi
najmenej stabilnymi casticami boli lipozomalne castice s obsahom feniklu a echinacei.
Velkostne sa lipozomy pohybovali od priblizne 130-200 nm, zatial ¢o velkost
kombinovanych lipozém/PHB ¢astic bola v rozmedzi priblizne 200-600 nm. Po 2 mesiacoch
sa vel'kost’ u nestabilnych castic zmenila, pri echinacei az na priblizne na 2000 nm, ¢o opét
dokazovalo, Ze dané Castice zacali agregovat’.

Ako bunkové linie pre skumanie cytotoxicity danych Ccastic s enkapsulovanymi
bioaktivnymi latkami boli vybrané HaCaT bunky. Kultivovali sa v CO2-termoboxe pri teplote
37 °C a s 5% koncentraciou oxidu uhli¢itého. Bunkdm sa kazdy treti defi vymienialo médium
a ak ich konfluencia v nadobe dosiahla 70-80 %, boli pasazované. Pre testovanie cytotoxicity
bol zvoleny MTT test, ktorého principom je skiimanie viability buniek na zaklade aktivity
mitochondridlneho enzymu sukcinatdehydrogenazy, ktory premiena latku MTT na fialovy
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formazan. VSeobecne viac cytotoxické boli kombinované lipozom/PHB (astice, zatial' ¢o
Cisto lipozomalne castice boli netoxické okrem lipozomov s extraktom mrkvy pri 14%
riedeni, kedy viabilita buniek bola 30,69 + 3,33 %. Najpravdepodobnejsie je, ze v priebehu
upravy tejto suroviny nebola mrkva dostato¢ne hygienicky oSetrend a nejaka nevhodna latka
sa dostala z povrchu do extraktu mrkvi.

Z pohl'adu genotoxicity sa lipozomalne a aj kombinované lipozom/PHB ¢astice javili ako
netoxické, nakolko SOSIF faktor bol pri vSetkych casticiach blizky nule, pricom pri
toxickych latkach nadobtida hodnoty vyssie ako 1,5.

Ugelom predloZenej prace bolo otestovat niektoré potraviny oznaované ako
»superpotraviny* z hl'adiska zloZenia, obsahu aktivnych latok a biologického ucinku. Bolo
overené, ze niektoré z analyzovanych potravin skuto¢ne obsahuji vysoké mnozZstvo
antioxidantov. Enkapsulaciou do lipozémov a kombinovanych castic lipozoém/PHB bola
potvrdena zvysena dlhodoba stabilita aktivnych latek prirodnych extraktov v enkapsulovanej
forme. Testy na humannych bunkach potvrdili, Ze Castice s obsahom extraktov su netoxické
do koncentracie aspon 10%, co je dostacujiice pre bezpecné pouzitie.

Prinosom tejto prace by mohlo byt do budicna vyuzZitie lipozomdalnych castic
s enkapsulovanymi latkami alebo samotnymi extraktami Vv upravenych potravinach, liekoch
alebo kozmetickych pripravkoch. Napriklad je uz komeréne dostupny vitamin C
Vv lipozomalnej forme, a tieZ existuji opalovacie krémy s extraktami zeleného ¢aju. V tomto
ohlade je perspektivna najméd matcha, nakol'’ko ma extrémne vysokt antioxida¢nu aktivitu.
Samotné analyzované potraviny v suSenej forme vykazuju vlastnosti, ktoré by sa mohli
pozitivne prejavit na lPudskom organizme. Z analyzovanych nativnych potravin spliia
charakter superpotraviny najmi lesné ovocie, a to jednak vysokym obsahom aktivnych latok,
vysokou stabilitou v enkapsulovanej forme a prijemnou arémou pre aplikaciu do potravin aj
do kozmetickych pripravkov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

PHB polyhydroxybutyrat

PBS fosfatovy pufor (Phosphate Buffered Saline)

MTT 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
SDS dodecylsiran sodny

ABTS 2,2’- azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat
TEA trietanolamin

Pdl polydisperzita
FBS fetalne bovinne sérum
ATB antibiotikum
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