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ABSTRAKT

Predlozena diplomova praca sa zaobera problematikou chronickych zapalovych ochoreni traviacej
sustavy a navrhuje moznost’ alternativneho zlepsSenia stavu, resp. podporenia remisnej fazy pomocou
probiotickych preparatov obohatenych prirodnymi protizapalovymi latkami. Fytochemikalie, najmé
fenolické zltéeniny, ich flavonoidna podskupina a karotenoidy, potla¢ajii neziadice zapalové procesy
priamym ovplyvnenim imunitnych buniek alebo inhibiciou $kodlivého oxidativneho stresu. Z tohto
dovodu boli k d’al$im analyzam zvolené rastliny s predpokladom vysokého obsahu danych biologicky
aktivnych zla¢enin. Konkrétne sa jednalo o brusnicu ¢uéoriedkova (Vaccinium myrtillus), brusnicu
prava (Vaccinium vitis-idaea), kurkumu prava (Curcuma longa), métu piepornti (Mentha piperita),
rumancek pravy (Matricaria recutita), skoricu ceylonska (Cinnamomum zeylanicum), zazvor pravy
(Zingiber officinale) a I'an siaty (Linum usitatissimum). Nasledne z nich boli pripravené tri typy
extraktov s pouzitim vody, 20% etanolu a hexanu ako extrakénych ¢inidiel. Extrakty boli podrobené
stanoveniu obsahu celkovych i konkrétnych fenolickych latok, celkovych flavonoidov a celkovych
karotenoidov. Tato charakteristika bola doplnena i 0 antioxidaénu aktivitu vodnych a etanolovych
extraktov. Nasledne bola pozorovana interakcia jednotlivych vzoriek s probiotickymi kultGrami
(Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus) a schopnost’ extraktov ovplyvnit viabilitu
probiotik v procese modelového travenia. Z tychto ciastkovych charakterizacii boli vybrané
najzaujimavejSie vzorky. Konkrétne sa jednalo o vodné extrakty cucoriedok, méty, harmanceku
a skorice. Ich pripadna cytotoxicita vo¢i 'udskym érevnym epitelidlnym bunkam bola in vitro overena
pomocou MTT testu s vyuzitim bunkovej linie CaCo-2. Extrakty vykazujiuce najvys$ie hodnoty
prospesnych fytochemikalii a antioxida¢nej aktivity, neinhibujiice rast probiotickych kultar
a nevykazujice cytotoxické pdsobenie na 'udské ¢revné bunky boli potom koenkapsulované spolu
S probiotikami do alginatovych castic o priemere 1 mm. Boli zvolené vodné extrakty mity,
harmanceku a $korice. U ¢astic bola testovana enkapsula¢na u¢innost’ probiotik a fenolickych latok.
Dalej boli podrobené modelovému traveniu, kedy bolo pozorované uvoliovanie Ziaducich latok
Vjednotlivych castiach traviaceho systému a zhodnotené, ¢i sa potrebné casti dostanu
do pozadovaného miesta pdsobenia — hrubého éreva. Pre vyuzitie navrhnutého probiotického
preparatu ako doplnku vyzivy bola urCena doporucena davka 1g. Z hladiska dlhodobého
skladovania, prediZenia trvanlivosti a zvySenia ochrany nestabilnych biologicky aktivnych zloziek
boli navrhnuté pripadné upravy castic lyofilizaciou alebo obohatenim polymérneho obalového
materialu ¢astic o d’alSiu ochrannt vrstvu, napr. chitosan.

KLEUCOVE SLOVA

prirodné protizapalové latky, probiotikd, bioaktivne zluceniny, enkapsuldacia, algindtové castice,
modelové travenie, cytotoxicita, chronicky zdapal, IBD, dysbidza, ¢revnd mikrobiota



ABSTRACT

The presented thesis discusses the issues of chronic inflammatory diseases of the digestive system
and suggests the possibility of the alternative natural remedies improving the health conditions
or prolonging the remission phase of IBD. The main goal is to design a probiotic supplement
enriched by natural anti-inflammatory agents. Phytochemicals, concretely phenolic compounds,
flavonoids, and carotenoids suppress harmful inflammatory processes by direct targeting
the function of the immune cells or by inhibiting damaging oxidative stress in general. Therefore,
there were several plants potentially rich for these biologically active substances selected.
Concretely, blueberry (Vaccinium myrtillus), lingonberry (Vaccinium vitis-idaea), turmeric
(Curcuma longa), peppermint (Mentha piperita), chamomile (Matricaria recutita), cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum), ginger (Zingiber officinale) and flax (Linum usitatissimum).
The suitable parts of these plants were extracted by using a total of three different solvents — water,
ethanol, and hexane for obtaining lipidic extracts. The concentration of total polyphenols, total
flavonoids, total carotenoids, and the ascertainment of specific polyphenols was determined
in the prepared extracts. These characteristics were enhanced by the measurement of antioxidant
activity of the aqueous and ethanolic extracts. The interaction of individual samples with probiotic
cultures (Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus) and the ability of extracts to influence
the viability of probiotics in the model digestion process has been examined. The most interesting
samples (aqueous extracts of blueberries, mint, chamomile, and cinnamon) were selected
for further experiments. The possible cytotoxicity towards human intestinal epithelial cells was
tested in vitro by the MTT tests utilizing the CaCo-2 cell line. Extracts showing the highest levels
of beneficial phytochemicals and antioxidant activity, supporting the growth of probiotic cultures,
and showing minimal cytotoxic effects on human intestinal cells were then co-encapsulated
with probiotics into alginate particles of a diameter of 1 mm. Water extracts of mint, chamomile,
and cinnamon have been chosen. The encapsulation efficiency of successfully entrapped probiotics
and phenolic compounds was determined in prepared particles. Furthermore, the particles were
studied during the process of model digestion, when the release of the desired substances in
the various parts of the digestive system was observed and assessed whether the components
would reach the crucial point of action — the colon. For the use of the proposed probiotic mixture
as a dietary supplement, a recommended dose of 1 g has been determined. Lastly, possible
adjustments such as lyophilization or sheathing by an extra protective polymerous layer, e.g.
chitosan, were suggested to prolong the shelf life of the particles and volatile substances stability.

KEYWORDS

natural anti-inflammatory substances, probiotics, bioactive compounds, encapsulation, alginate
gel particles, digestion model, cytotoxicity, chronic inflammation, IBD, dysbiosis, gut microbiota
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1 UVOD

Vdaka masivnej industrializacii v polnohospodarstve a potravinarskom priemysle ziskala moderna
spolocnost’ 'ahsi pristup k potravinam, prekonala hladomor a doslo k zdsadnym zmendm stravovacich
navykov. Okrem toho sa castejsie zasahuje do normalneho osidl'ovania I'udského tela mikrobiotou
lekarskymi zakrokmi ako napr. cisarsky rez, nadmernym uzivanim antibiotik, prehnanou osobnou
hygienou, ¢astym pouzivanim dezinfekénych prostriedkov apod. Celkovo je mozné povazovat
moderny zivotny §tyl za viac sedavy a hekticky, pricom su l'udia CastejSie vystavovani dlhodobému
stresu. Tieto zmeny si povazované za hlavné faktory prispievajuce k narastu chronickych,
metabolickych a imunologickych ochoreni sti¢asnej spoloénosti. Podiel’'aju sa okrem iného na naruseni
¢revnej mikrobioty aindukcii tzv. dysbiézy. Jednd sa o nerovnovdhu v zlozeni mikrobioty
gastrointestinalneho traktu, najmi zredukovanie prospesnych kmenov. Toto chudobnejsie zlozenie
¢revnej mikroflory je typické najmé pre ekonomicky rozvinutejSie moderné zeme a preto si vyslazilo
prezyvku ,,zdpadna mikrobiota®. Spaja sa s ochoreniami ako diabetes mellitus 2. typu, metabolicky
syndrém, kardiovaskularne ochorenia ¢i zapalové ochorenia Criev, ale i mnoho d’al$ich na prvy pohl'ad
nesuvisiacich problémov ako astma, alergie, obezita, r6zne autoimunitné a nadorové ochorenia, ¢i
dokonca autizmus.

Crevna mikrobiota bola este donedavna pomerne prehliadanou a podcetiovanou stiéastou 'udského

organizmu. Je pestrou zmesou réznych mikroorganizmov, ktorych pomer a druhové zastpenie sa lisia
Vv zavislosti na hostitel'ovi a pdsobeni roznych exogénnych vplyvov.
Hoci este stale ostavaji niektoré presné imunologické mechanizmy prepojenia mikrobioty s imunitnym
systémom zahadou, nedd sa popriet’ jej vyznamny vplyv na celkovy zdravotny stav. Ovplyviluje
mnozstvo procesov od vstrebavania potravy a zZivin, cez behaviordlne a emoc¢né zmeny, az po odpovede
organizmu na stresové podnety a imunitné odpovede. Rovnovaha v zlozZeni ¢revnej mikrobioty je vel'mi
dolezitym aspektom v udrzani celkovej homeostazy organizmu.

Chronicky zapal v tele vedie k mnohym degenerativnym ochoreniam. V poslednej dobe sa vyrazne
zvysila prevalencia chronickych ¢revnych zapalov zna¢ne narasajucich kvalitu zivota. Ich vznik je tizko
spaty s mnohymi faktormi, avsak k tym najsignifikantnejSim patri prave ¢revna dysbioza. K lieCbe
zapalov sa vSeobecne Standardne vyuzivaju nesteroidné antiflogistika. Ich uzivanie ma ale pomerne
tienistu stranku mnozstva zadvaznych neziadicich G¢inkov a kontraindikacii. Je preto snaha vyvinat
rozne alternativne postupy liecby tychto ochoreni. Jednd sa najméd o zmenu stravovacich navykov
a podporou prospesnych kmeniov ¢revnej mikroflory, d’alej prijem probiotik a prebiotik v prirodnej
forme alebo ako vyzivovych doplnkov, a pod. V l'udovej medicine sa vyuzivaji niektoré rastliny
a byliny, vykazujuce minimalne ¢i nulové vedlajSie ucinky. Napriklad fenolické zla¢eniny vd’aka
svojim zna¢nym protizapalovym vlastnostiam uz pritiahli zaujem mnohych vyskumnych skupin.

Tato praca si kladie za ciel’ navrhnit’ vhodny vyzivovy probioticky preparat obohateny o prirodné
protizapalovo posobiace latky, ktory by mohol posobit’ ako prevencia ¢i podpora obnovy spravne
fungujucej ¢revnej mikroflory, ako jedného zo zakladnych stavebnych kamenov celkového zdravia
organizmu. Pri preukazani jeho efektivity by mohol byt pouzity ako vyzivovy doplnok pri liecbe ¢i
predlZeni remisnej fazy u zapalovych ochoreni Criev napr. lahSich foriem Crohnovej choroby. Tieto
bioaktivne zluCeniny a probiotika su vSak nestabilné v pritomnosti mnohych faktorov ako svetlo,
mnozstvo kyslika a elektrolytov, azaroven citlivé na zmeny pH ateploty prostredia. Jednou
z efektivnych moznosti ochrany pred tymito neziadicimi vplyvmi prostredia je vyuzitie enkapsulacnych
technik. Preto sa d’alej praca zameriava na navrhnutie vhodného enkapsulacného nosica, pripravu Castic
obsahujucich pozadované latky a probiotika, stanovenie ich stability a v neposlednom rade testovanie
ich pripadne;j toxicity na l'udské epitelidlne crevné bunky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dudska mikrobiota

Niekol’ko poslednych dekad sa vyskum mikrobioty zameriaval predovSetkym na patogénne baktérie.
Avsak v poslednej dobe rapidne stipa pocet stadii preukazujucich pozitivny vyznam komenzalnych
baktérii osidl'ujucich teld cicavcov vratane ¢loveka. Mikroorganizmy kolonizuju prakticky vSetky
telesné Casti vystavené vonkajSiemu prostrediu. Zmes mikroorganizmov koexistujucich s telom
hostitel’'a sa nazyva normalna alebo rezidentna mikroflora. Okrem iného predstavuje biologickti obranu
proti patogénnej tranzitientnej, resp. prechodnej mikroflore. Najvacsi podiel mikroorganizmov sa
nachadza v trdviacej slstave a samotné hrubé crevo obsahuje viac ako 70 % celkového mnoZstva
telesnej mikrobioty.! Dovodom je nielen obrovsky povrch ¢reva, ale aj vyskyt a produkcia latok prospes-
nych pre mikroorganizmy.

Vel'mi pozoruhodny v porovnani s inymi spolo¢enstvami baktérii v naSom tele a na jeho povrchu je
najma vztah medzi mikrobmi v Creve a imunitnym systémom. Mikroby v ¢revach mozu spustit’ lokalnu
imunitnu reakciu v ramci hrubého ¢reva, ¢im mézu ovplyvnit’ priebeh travenia. Pokial’ nie st interakcie
medzi imunitnym systémom a ¢revnymi mikrobmi optimdlne, dochadza k negativnemu dopadu
na zdravie v ramci celého organizmu. Moéze tak dojst’ napriklad k autoimunitnym reakciam, pri ktorych
T-lymfocyty a d’alSie zlozky imunitného systému zasiahnu proti vlastnym bunkam organizmu.
Na zavaznost’ priebehu autoimunitnej reakcie vplyva okrem iného aj zastipenie urcitych typov baktérii
Vv hrubom éreve.? 3

Crevné baktérie d’alej mozu ovplyvnit néladu, spravanie a priebeh niektorych neurologickych sta-
vov na zdklade 0sy mozog—<¢reva.*® To moze byt taktiez dolezitym faktorom pri liecbe alebo prevencii
roznych ochoreni. Prikladom je pozorovanie zmeny hladiny mozgového neurotrofického faktoru
(BDNF) v hipokampe po transplantacii mikrobioty. BDNF je protein, ktorého abnormalna ¢innost
suvisi s rozvojom ochoreni ako depresia, schizofrénia a obsedantno-kompulzivna porucha.” Crevna
mikrobiota d’alej vyrazne ovplyviiuje hladinu neurotransmiterov, napr. serotoninu.® Okrem toho bola
preukazana stvislost medzi mikrobiotou a obezitou, ¢o ma tiez vplyv na celkovy zdravotny stav.® !

Medzi typické priaznivé efekty zdravej ¢revnej mikrobioty patri udrziavanie celkovej homeostazy
organizmu; ochrana pred infekénymi patogénmi; dozrievanie a uprava imunitného systému; prevencia
alergii a autoimunitnych ochoreni'?; vyvin traviaceho systému a jeho vaskularizacie; posilnenie bariéro-
vej funkcie sliznice v traviacom trakte; produkcia zivin a vitaminov; degradacia xenobiotik (lieky
toxiny, alkohol, toxické zlozky stravy, potravinové aditiva a pod.); prevencia urcitych nadorovych
ochoreni; vplyv na formovanie a funkcie nervového systému®®*?%; vyvoj psychomotorickych funkcii;
zdravie koze atd’.'®

2.1.1 Epifyticka floéra traviacej sustavy ¢loveka

Gastrointestinalny trakt predstavuje prostredie s najpocetnejSou a najpestrejSou mikrobiotou I'udského
tela. Kazdy usek je charakteristicky svojim mikrobidlnym zastapenim. Poéetnost’ jednotlivych populacii
a druhov mikroorganizmov zavisi predovSetkym od vyzivy, d’alej od veku ¢loveka, zdravotného stavu,
ale tiez na zemepisnej §irke a klime. PozdiZ traviaceho traktu sa meni nielen zloZenie, ale aj pocet
mikrobov v prepoéte na mililiter obsahu (obrazok 1).Y’

2.1.1.1 Ustna dutina

Dutina tstna je vhodnym prostredim pre mikroorganizmy vzhl'adom na dostato¢né mnozstvo Zivin
i pestrost’ Strukttr osidlitelnych mikroorganizmami. Nachadza sa tu 10°-107 bakt./ml obsahu. Rozvoj
mikrobidlneho zastpenia je ovplyvnené predovsetkym denticiou; u dietat’a pred denticiou je mikroflora
vel'mi chudobna, s postupujucou denticiou sa meni zastipenie a kvantita mikroorganizmov. Pritomné
st potom ako aerobne, tak i anaerobne druhy; napr. mikrokoky, stafylokoky, streptokoky (Streptococcus



salivari), gramnegativne koky (Neisseria, Veilonella), d’alej zastupcovia rodov Lactobacillus,
Corynobacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Spirillum, Actinomycetes israeli, mykoplazmy ako M.
salivarus a M. orale, vzacne Clostridium.

Prekvapujicu pritomnost’ anaerébov vysvetluje metabolickd aktivita fakultativnych anaerdbov,
tvoriaca vhodné podmienky aj pre anaerébne druhy. Vacsina mikroorganizmov v ustach nie je pato-
génna, ale pri oslabeni organizmu a poskodeni sliznice mo6zu preniknit’ do tkaniv a spdsobit’ rdozne
ochorenia, prip. sa mdzu podiel’at’ na vzniku zubnych kazov.#-2

2112 Zalidok

V tejto Casti traviacej sustavy je mikrobiota najchudobnejsia, pretoze nizke pH (okolo 2) predstavuje
prirodzenu bariéru proti kontamindcii neziaducou mikroflorou, ¢ize sa tu vyskytuje len priblizne 10-10°
bakt./ml obsahu. Na stenach zaludka st pritomné acidotolerantné laktobacily, streptokoky a v mensej
miere taktiez kvasinky. Okrem nich je mozné niekedy detegovat’ mikroaerofilny Helicobacter pylori,
ktory je za ur¢itych podmienok povazovany za povodcu zaludoénych vredov.?

2.1.1.3 Tenké érevo

Proximalnu ¢ast’ tenkého Ereva tvori malé zastipenie mikroorganizmov, priblizne 10° bakt./ ml obsahu.
Jedna sa o zastupcov rodov Lactobacillus, Enterococcus, Bacteroides a d’alej napr. Candida albicans.
Distalna Cast’ sa svojou flérou podobé na hrubé érevo a poéet mikrobov je priblizne 108 na ml obsahu.?

2.1.1.4 Hrubé érevo
Vicsinu mikrobioty v hrubom &reve tvoria striktné anaeroby.?? Na 1 ml obsahu pripada cca miliarda
(10'?) mikrébov. Mozu byt adherované v ochrannom hliene alebo volne umiestnené v lumen ¢reva.
V hrubom ¢reve stt dominantné predovsetkym dva bakterialne kmene — Bacteroidetes a Firmicutes (kde
dominuju triedy Clostridia a Bacilli). Dalej je viak v tejto ¢asti mozné najst’ aj kmene Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Actinomicrobia, Fusobacteria a Cyanobacteria.?: 2

Podl'a zloZenia ¢revnej mikrobioty boli definované dva I'udské enterotypy; Bacteroides a Prevotella.
Pokial’ je strava bohat4d na komplexné sacharidy a vlakninu, je tak podporeny rast prevotel. Prevaha
bielkovin a nasytenych tukov podporuje rast bakteroidnych baktérii. Enterotyp Prevotella podporuje
ochranu pred chronickym zapalom, degeneraciou a predéasnym starnutim.?*

Dolezita zlozka ¢revného biosystému ovplyviiujliica rozmiestnenie a osud mikrobioty je ¢revny hlien
produkovany poharikovitymi bunkami. Sklada sa predovsetkym z glykoproteinov, resp. mucinov,
a latok exkretovanych d’alsimi bunkami sliznice (enterocyty, Panethove bunky, leukocyty), ¢o st napr.
defenziny, rezistiny, imunoglobuliny, lyzozym a interleukiny. NajvyznamnejSou funkciou hlienu je
ochrana sliznice pred traviacimi $tavami, mechanickym poskodenim traveninou a priamym kontaktom
s mikrobiotou, d’alej umoznuje vzajomnt komunikaciu medzi bunkami sliznice, baktériami, bielymi
krvinkami a ¢revnym nervovym systémom, ale aj vzajomna komunikaciu medzi samotnymi baktériami.
Po naru$eni vrstvy hlienu sa mikroby dostavaju do priameho kontaktu so sliznicou a bielymi krvinkami,
objavuje sa zapal sliznice. Sliznica nasledne straca funkciu bariéry a do krvi st prepustené aj toxické
a neziadutce latky vylucované za normalnych podmienok preé¢ z organizmu.

Hlien obsahuje niekol'ko vrstiev. Prva vrstva hlienu nasada na sliznicu a glykokalyx, ma hribku 10
az 40 um. Je pevne pripojena k sliznici a neobsahuje ziadne baktérie. Nachadza sa iba v hrubom ¢reve
a zaludku. Druha vrstva je s prvou vol'ne spojend, ma hrabku 100 az 500 um a obsahuje adherované
baktérie (Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus). St tam prispdsobené vhodné podmienky pre Zivot
komenzéalnych baktérii — nie st proti nim vytvarané protilatky a hlien obsahuje cukry ako vyzivu
v ¢asoch nedostatocnej exogénnej vyzivy.?! 2 Mikroby prilepené v hliene zohravajua rolu v ochrane pred
patogénnymi baktériami (napr. produkciou urcitych baktériocinov), d’alej podporuja regeneraciu hlienu
(pri nedostatocnej exogénnej vyzive ho vsak mézu vazne narusit’), komunikuju s leukocytmi, podporuju
sekre¢nt aktivitu buniek Vv sliznici (produkciu enzymov, horménov, mucinov, atd’.). Za normalnych
okolnosti sa ziadna z tychto baktérii nedostane cez sliznicu do krvi.?®
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Medzi mikréby Zijuce volne v ¢revnom obsahu patria baktérie rodov Bacteroides, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus a Ruminococcus.?
Analyza druhov adherovanych v hliene je naro¢nd, preto sa vicsina $tudii mikrobiotického zlozenia
opiera 0 informacie zo zloZzenia luminalnych populacii a je obtazné zistit’ presna skladbu ¢revnej mikro-

bioty.

Zaladok 0 - 102 \

Lactobacillus \

Candida
Streptococcus \ |
Helicobacter pylori l

Peptostreptococcus ) >

) ~= Hrubé ¢revo 1011 - 1012
Bacteroides
( -y L\l | Clostridium groups IV and XV
C %\ 2 ) | Bifidobacterium
Duodenum 10% [/ '\ "~/ 7~ “—— [ || | Enterobacteriaceae
Streptococcus ||| L F SLl— N\ | Y
Lactobacillus [ a8\ ||

<\ ’ = = / .
Il )= S ] "
\\ = (&2 i 3 =) N o —
\\ \ i & o v B
W\ \ o /
Ny *
\ - \

= ] Jejunum 102
V|| )| Streptococcus
./ /| || Lactobacillus

lleum (dist.) 106 -107 4 /- N =i

Clostridium 2% )/ "~ Mleum (prox.) 103

Streptococcus N ( Streptococcus

gactero'des ! Lactobacillus
ctinomycinae

Corynebacteria

Obr. 1: Zastipenie a mnozstvo (pocet baktérii na 1 ml obsahu) hlavnych mikrobialnych rodov v GIT?®

2.1.2 Latky produkované ¢revnou mikrobiotou

Jednou z najdolezitejsich vlastnosti ¢revnej mikrobioty je produkcia réznych latok priamo i nepriamo
ovplyviiujtcich zdravotny stav nositel’a. Vznikaji roznymi mechanizmami, ale k najvyznamnej$im patri
mikrobidlna fermentacia Specifickych substratov za anaerobnych podmienok.?® Ta podstupuju najméi
nestravitelné polysacharidy, oligosacharidy, glykoproteiny a v mensej miere taktiez proteiny, peptidy
a aminokyseliny. Je tak vd’aka mikrobiote mozné vyuzit' energiu aj z tych zloziek potravy, ktoré su
Vv tenkom ¢reve nestravitelné.*® Niektoré chemické produkty su podobné telu vlastnym chemickym
prenasacom a stavaju sa tak biologicky aktivnymi latkami. V tabul'ke 1 st zhrnuté zname latky produko-
vané ¢revnou mikrobiotou.

Sacharolytické baktérie nachadzajuce sa prevazne v proximalnej casti hrubého creva dokazu
za anaeroébnych podmienok fermentovat’ sacharidové substraty za vzniku linearnych mastnych kyselin
s kratkym retazcom (SCFA) obsahujucich 1 az 6 atomov uhliku, laktatu, oxidu uhli¢ité¢ho a vodiku.
Proteolytickd fermentacia je lokalizovana skor v distdlnej casti, kde su sacharidové substraty uz
vyCerpané. Fermentacia proteinov vSak nepredstavuje tak prospesny efekt pre zdravie konzumenta a je
skor neziadtca, pretoze okrem BCFA, oxidu uhli¢itého, metanu a vodiku dochadza ik produkcii
potencialne toxickych metabolitov, konkrétne amoniaku, sulfanu, indolu a fenolu.?®** Na ludskych
subjektoch sa vak ich toxicita este stale testuje.®

Dostupnost’ zivin je hlavnym kritériom ovplyviiujucim pomer sacharolytickej a proteolytickej
fermentacie. Mnozstvo degradacnych metabolitov pochadzajucich z proteolytického metabolizmu méoze
byt zredukované vys$§im prijmom mikrobiotou vyuzitelnych sacharidov (nerozpustnych Skrobov)
a prebiotickych oligosacharidov.®® 3" Okrem stravy viak na zloZenie revnej mikrobioty a produkované
latky vplyva mnoho faktorov ako napr. genetické predispozicie hostitel’a, rychlost’ prechodu substratov
traviacou sustavou, imunologické faktory a vplyvy prostredia vratane prijmu rdéznych xenobiotik,
antibiotik, atd’.% 40
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Tab. 1: Prehlad baktéridlnych metabolitov, ktoré je mozné ndjst' v érevach®

Konec¢né produkty fermentacie sacharidov
SCFA (acetat, propionat, butyrat, valerat)
mastné kyseliny s dlhym retazcom
BCFA (izobutyrat, 2-metylbutyrat, izovalerat)
Medziprodukty fermentacie sacharidov
¢iastocne rozstiepené oligosacharidy
komplexné proteoglykany z mucinov
alkoholy
i Plynné metabolity
Primarny bakterialny metabolizmus - ) . i e,
fermentacné plyny (vodik, metan, oxid uhlicity)
prchavé latky (sulfan)
Metabolity biokonverzie mastnych kyselin a lipidov
aldehydy s dlhym ret'azcom
mastné kyseliny
Produkty fermentacie proteinov
BCFA
amoniak, aminy
aromatické derivaty (fenoly, krezoly, indoly, atd’.)
Biokonverzia sekundarnych rastlinnych = Produkty biokonverzie ligninov a fenolov
metabolitov equol, enterolakton, atd’.
Vitaminy a kofaktory (vo vel'mi nizkych koncentraciach)

) Peptidy (quorum-sensing signaly u G* baktérii)
Latky z cytosolu baktérii alebo ich

i . Homoserin-laktony (quorum-sensing signaly u G~ bakt.)
sekundarneho metabolizmu

Nukleové kyseliny
Bakteriociny
Z1&ové kyseliny
. o Cholesterol, koprostanol

Metabolity enterohepatickej cirkulacie ) . .
Hormény a ich derivaty
Glukuronidové konjugaty
Reduktazy

Enzymy Glukuronidazy
Glykohydrolazy

Lipopolysacharid A
Komponenty bakterialnej bunkovej

Latky odvodené od peptidoglykanu
steny y peptidogly

Glykokalyx a polysacharidy bakterialnych kapsul

2.1.2.1 SCFA

Medzi najvyznamnejsie SCFA patri acetat, propionat a butyrat, pripadne v menSom mnozstve valerat.
Tieto tri hlavné SCFA patria k tomu najdolezitejSiemu, ¢o baktérie v ¢revach produkujt. VSeobecne je
V najva¢Som mnozstevnom pomere vytvarany acetat, ale za biologicky najvyznamnejsi sa da povazovat’
butyrat. Mnozstvo vyprodukovanych SCFA zavisi na zlozeni mikrobioty (tabulka 2), na substrate pod-
lichajucom fermentacii a jeho rychlosti prechodu ¢revom. Presné mnozstvo vyprodukovanych SCFA je
vSak vel’'mi naro¢né stanovit, ked’Ze vacsina sa vel’'mi rychlo vstrebava do tela a do stolice sa dostane
menej ako 5 % z celkového mnozstva.?® 3034
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SCFA vS8eobecne okrem iného podporuju rast sacharolytickych baktérii najmi laktobacilov
a bifidobaktérii vd’aka ich potencialu znizovat’ pH produkciou organickych kyselin v lumen ¢reva, ktoré
patogénnym baktériam (hlavne gramnegativnym) nevyhovuje a naopak je vhodné pre prospesné kmene.
Zohréavaju tak vyznamni rolu vo fyzioldgii hrubého ¢reva.® 41 42

Tab. 2: Prehlad hlavnych bakteridlnych rodov produkujiicich dané SCFA®

Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Clostridium, Ruminococcus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Veillonella, Fusobacterium, Butyrivibrio,
Peptococcus, Streptococcus, Enterobacter, Atopobium, Enterococcus

Bacteroides, Propionibacterium, Veillonella, Clostridium, Prevotella, Porphyromonas,
Megasphaera

Roseburia, Faecalibacterium (Faecalibacterium prausnitzii), Clostridium (Clostridium
butyricum, C: kluyveri, C, Pasterianum), Eubacterium (Eubacterium rectale), Fusobacterium
(Fusobacterium nucleatum), Peptostreptococcus, Butyrivibrio (Butyrivibrio fibrisolvens),
Peptococcus

Acetat a propionat prestupuju bazolateralnou membranou ¢revnych epitelialnych buniek a cez
portalnu Zilu sa dostdvaju do pecene. Acetdt dalej moze vstlpit do syntézy cholesterolu alebo sa
metabolizuje v inych tkanivach ako mozny zdroj energie pre svaly, mozog, srdce a obli¢ky.*® V mozgu
dokaze prestapit cez hematooencefalickii bariéru a znizit' pocit hladu. Acetat je hlavnou SCFA
detekovatel'nou V krvi, ¢o je mozné vyuzit pri sledovani udalosti prebiehajucich v ¢reve. Propionat
Vv peceni vstupuje do glukoneogenézy, pripadne sa podiela na inhibicii syntézy cholesterolu,? 30 32-34.43

Butyrat je absorbovany epitelidlnymi bunkami sliznice hrubého ¢reva. Sluzi im ako zdroj energie
a regulator bunkovej proliferacie a diferenciacie.?® % Zohrava d’alej ddlezitt rolu v udrziavani ¢revnej
homeostazy a integrity mukoéznej sliznice, vykazuje protinddorovy a protizapalovy potencidl,
ovplyviiuje érevnu bariéru, stimuluje antioxida¢né procesy a ovplyviiuje pocit sytosti.3t 43

Zaujimavé su in vitro a in vivo Stadie preukazujice ulohu butyratu v ovplyviiovani imunitnej
odpovede. Pokial’ je v hrubom ¢reve menej butyratu, znamena to zvySené riziko chronického zapalu
a nasledne i rakoviny hrubého ¢reva. V pripade kolorektalneho karcinomu bolo az Stvornasobne znizené
mnozstvo producentov butyratu Faecalibacterium prausnitzii a Eubacterium rectale.*

Butyrat patri medzi histonové deacetylazové inhibitory (HDACi). NajcastejSie skiimanym
protizapalovym tcinkom butyratu je potlacenie aktivacie nuklearneho faktoru NF-xB (kapitola 2.1.3),
¢o modze byt prave vysledkom inhibicie histénovych deacetylaz.?®2

Dal§im protizapalovym mechanizmom je inhibicia produkcie interferénu y azvysenie podtu
receptorov aktivovanych proliferatormi peroxizomov (PPARY). St to jadrové receptory nachadzajiace
sa Vv cytoplazme buniek. Po naviazani ligandu cely komplex putuje do jadra bunky, déjde k vdzbe
na DNA aje tak ovplyvnena transkripcia réznych génov. Tento transkripény faktor je vysoko
exprimovany v epitelidlnych bunkéch a jeho aktivicia ma protizapalové dopady.?®-3!

Tretim moznym protizapalovym procesom je pdsobenie butyratu ako signalnej molekuly
pre receptory spojené¢ s G-proteinom. Receptory GPR41 a GPR43 su exprimované na imunitnych
bunkach a takisto vo vel’kom mnozstve pritomné v sliznici hrubého ¢reva. Predpoklada sa, ze tieto
receptory zohravaju rolu v imunitnej kontrole pri interakciach sliznice s baktériami.®*-32

2.1.2.2 Laktdt a sukcindt

Laktat a sukcinat st medziproduktmi fermentacie sacharidov. Za fyziologickych podmienok st
metabolizované d’alej na acetat, propionat alebo butyrat. Nedochadza teda k ich hromadeniu v lumen
¢reva. Nedavne Studie vSak oznacili sukcinat ako prozépalovy signdl, ktory mdze vyvolat’ ulcerdzne
zapalové procesy v Crevach, s 46
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Laktat je produkovany komenzalnymi baktériami vo forme D-laktatového izoméru. U pacientov
trpiacich IBD, ¢revnou ischémiou, syndromom skratené¢ho ¢reva a apendicitidou boli zistené v krvnej
plazme a moc¢i zvysené hladiny D-laktatu. To poukazuje na dysbiézu spojenti so zvysSenou ¢revnou
priepustnostou. Laktat je dolezity kosubstrat mnohych sulfat-redukujtcich baktérii, preto moze jeho
nadmerne zvySena hladina prispiet’ k neziaducej dysbioze zvyhodnujicej prave tento typ baktérii. Vo
vzorkéach stolice pacientov s IBD boli objavené vysSie mnozstva laktatu, ktory je pravdepodobne
produkovany bunkami ¢revnej sliznice. "t

2.1.2.3 Antimikrobidlne pésobiace ldtky

Grampozitivne baktérie, napr. Lactococcuss lactis su schopné produkovat’ peptidické antibiotika, tzv.
lantibiotika, obsahujuce nezvycajni polycyklicka tio-éterovii aminokyselinu lantionin. Tato latka
narusa bunkovi stenu aj u multirezistentnych patogénnych kmetiov.

Medzi nelantibiotické bakteriociny patria napr. malé antimikrobialne peptidy produkované
laktobacilmi (L. plantarum, L. acidophilus NCFM, L. johnsonii NCC 533 a L. sakei). Tieto latky maju
pomerne $iroké spektrum ucinku a st toxické najmd vo¢i grampozitivnym rodom ako Lactococcus,
Streptococcus, Staphylococcus, Listeria a Mycobacteria. Mechanizmus Géinku spoéiva vo vytvoreni
poérov v cytoplazmatickej membrane citlivych baktérii alebo v naruseni esencialnych enzymov.
U bifidobaktérii boli navyse objavené bakteriociny efektivne proti grampozitivnym aj gramnegativnym
patogénom.®?54

2.1.2.4 Neurotransmitery a vitaminy produkované mikrobiotou
Crevna mikrobiota dokaZe produkovat’ rozne neurohormoény a neurotransmitery ako napr. sérotonin,
melatonin, y-aminomaslova kyselina (GABA), katecholaminy, histamin, acetylcholin a pod. Vsetky
tieto latky sa podiel'aji na komunikéacii ¢revnej mikrobioty, ale m6zu sa dostat’ aj mimo GIT a ovplyvnit
rozne Casti organizmu, predovietkym vSak mozgové funkcie.® % 56

Niektori zastupcovia ¢revnej mikrobioty u 'udi dokazu syntetizovat’ vitamin K (K> menachinén)
znamy svojimi antikoagulacnymi ucinkami a va¢Sinu vitaminov skupiny B (konkrétne tiamin, ribo-
flavin, niacin, pantoténova kyselina, pyridoxin, biotin, folat, kobalamin). Narozdiel od vitaminov
prijimanych v strave absorbovanych v proximalnej Casti tenkého Creva su tieto vitaminy produkované
mikrobmi absorbované az v hrubom ¢&reve.>” %8

2.1.2.5 Toxické latky produkované mikrobiotou
Okrem zdraviu prospesnych produktov metabolizmu komenzalnych baktérii existuji aj toxické
metabolity, ktoré su za normalnych podmienok odburavané v peceni a oblickach. Pri zlyhani funkcie
pecene viak mozu tieto latky vyvolat’ kognitivne problémy, oznadované ako peéetiovéa encefalopatia.®®
Jednym z najpreskumanejSich toxickych produktov mikrobioty je trimetylamin-N-oxid (TMAO).

Tato molekula vznika z lecitinu a karnitinu, vyskytujicich sa najmé v ¢ervenom maése, mikrobialnou
premenou na trimetylamin (TMA) ako prekurzoru TMAQO. Mnozstvo vyprodukovaného TMAO zavisi
na zloZeni mikrobioty a stravovacich navykoch.® 6

Toxickych produktov bakteridlneho metabolizmu je ovel'a viac a vznikaji predovsetkym v distalne;j
Casti hrubého ¢reva pri fermentacii proteinovych substratov. U zdravych jedincov sa zvycajne tieto
produkty ako fenolické zlugeniny, p-krezol a indol v tele nehromadia, ale st z tela odstranené.’

Baktérie redukujuce sulfaty vyuzivaju vodik ako donor elektronu a sulfat ako oxidacné cinidlo
pre rozklad organickej hmoty za vzniku sulfanu. Toxicky potencial sulfanu v ¢revach spociva najma
v jeho vplyve na oxidativny metabolizmus ¢revnych epitelidlnych buniek, kde inhibuje aktivitu
cytochrom-oxidaz. Tie katalyzuji redukciu kyslika na vodu. Sulfan pravdepodobne zohrava rolu aj
V etiologii ulceroznej kolitidy.?% In vitro experimenty taktiez preukdzali, ze sulfan mdze vyvolat
poskodenie DNA v &revnych bunkach.®® Na druhua stranu sa sulfan preukézal ako dolezitd signalna
molekula. K poskodeniu buniek narusenim oxidacnej kapacity sulfanom dochadza az pri nedostatocnej
schopnosti epitelialnych buniek ho zmetabolizovat’.%®
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Dalsou potencialne toxickou latkou je amoniak. Crevny epitel je pri bakteridlnej degradacii
neabsorbovanych a endogénnych dusikatych zli¢enin neustale vystavovany milimolarnym koncen-
trdcidm amoniaku. VyS$Sie koncentracie amoniaku sa vSak spdjaji s naruSenou syntézou nukleovych
kyselin a zmenami v morfologii, funkcii a Zivotnosti ¢revnych buniek.®” ® Nadmerna koncentracia
amoniaku v ¢revach sa spaja okrem iného s poruchami autistického spektra u deti.®

2.1.3 Chronicky zapal

Zapal je biologickd reakcia vyvoland narusenim homeostdzy v tkanivach pdsobenim urcitého
biologického, chemického alebo fyzikalneho faktoru.” Medzi tieto faktory mozu patrit’ rozne patogény
(baktérie, plesne a virusy), posSkodenie tkaniv, toxické chemikalie a reakcie imunitného systému (hyper-
senzitivita).” Zapal moze byt akhtny alebo chronicky v zavislosti na type stimulu a schopnosti
imunitného systému opravit’ poSkodené tkanivo. Akutny zapal nastupuje rychlo radovo v priebehu
minut atrvd niekolko hodin az dni. Je sprevddzany vypotkom tekutin a plazmovych proteinov,
a migraciou leukocytov, prevazne neutrofilov. Akonahle imunitny systém tspesne eliminuje Skodlivé
reagens, cela reakcia vymizne. Pokial’ sa nepodari ich uplne zlikvidovat, mdze to vyustit’ do chronicke;j
fazy. Chronicky zapal sposobuje dlhodobu nadmernt pritomnost’ lymfocytov, makrofagov, angio-
genézu, fibrozu a poskodenie daného tkaniva.’

Pocas zapalu sa mozu makrofagy aktivovat’ rozpoznanim patogénnych endotoxinov, lipopoly-
sacharidov, peptidoglykanov alebo flagelinu pomocou nastrojov vrodenej imunity (PRR), konkrétne
napr. toll-like receptorov (TLR).” TLR patria k transmembranovym receptorom nachadzajiicim sa
na povrchu buniek, ktoré sa dostavaji do styku S mikrobmi alebo ich produktmi. Kazdy TLR
rozpoznava skupinu MAMP alebo PAMP produkovanu symbiotickymi alebo patogénnymi baktériami.
PAMP-TLR interakcia podmieni signalnu drahu uvolfiujucu NF-xB. Jedna sa o transkripény faktor,
ktory je zodpovedny za aktivaciu génov spojenych s transkripciou zapalovych mediatorov ako su
interleukiny, napr. (IL)-1B, IL-6, IL-8; prozapalové chemokiny, rastové faktory, tumor nekrotizujuci
faktor (TNF)-a a prostaglandiny, d’alej adhézne molekuly, zapalové enzymy ako indukovate'na NO-
syntaza zodpovedna za vznik oxidu dusnatého a cyklooxigenazy. Tato signalna draha taktiez zvysSuje
produkciu reaktivnych kyslikovych druhov (ROS) avedie Kk odstraneniu mikroorganizmov
vyhodnotenych ako patogény.’> 476

Druhou ddlezitou skupinou patriacou medzi PRR st tzv. NOD-like receptory (NLR). Narozdiel
od TLR sa nachadzajui v cytosole enterocytov a st schopné rozpoznat® ¢asti bakterialnych bunkovych
stien, ktoré prenikli do vnutra buniek. Sluzia podobne ako TLR k udrziavaniu ¢revnej homeostazy
a v pripade vyskytu patogénnych Castic st schopné spustit’ zapalovy proces spojeny s aktivaciou NF-kB
veduci k produkcii prozapalovych latok.” 7781

Dlhodobo zvysena produkcia tychto molekul pri chronickom zapale sa spaja so sklonmi ku chro-
nickym degenerativnym ochoreniam ako je artritida, ateroskler6za, astma, Alzheimerova choroba,
nadorové ochorenia a pod.”® 8 K spomaleniu zapalového procesu sa pouzivaju v klinickej praxi
nesteroidné antiflogistikd (NSAID). Ich uzivanie vSak sprevadza mnozstvo vedl'ajSich ucinkov ako su
gastrointestinalne poruchy, zadrziavanie vody v tele, zlyhanie obli¢iek, bronchospazmus a hypersen-
zitivita. Je preto snaha nahradit’ ich efektivnymi alternativami vykazujucimi menej neziadtcich

ucinkov.8 84

2.1.4 Idiopatické zapaly Criev

Slizni¢ny epitel hrubého ¢reva je neustale v kontakte s latkami z vonkajSieho prostredia, mikro-
organizmami aich produktmi. Enterocyty preto musia neustidle monitorovat’ potencialnu hrozbu
a adekvatne imunologicky reagovat’. Tento pohotovostny stav sa nazyva fyziologicky kontrolovany
nizkostupiiovy zéapal. Pri chronickych zapalovych stavoch sa predpokladd neschopnost’ organizmu
tolerovat tento fyziologicky zapal na zaklade poruchy v imunitnej kontrole.?® 3% 32
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Presny etiologicky mechanizmus nie je znamy, ale predpoklada sa stihra dedi¢nych faktorov a
posobenia spustacov, ktorymi moézu byt stres, lieky, nespravna Zzivotosprava, fajCenie, virusova
infekcia, poskodenie bariérovej funkcie ¢reva, naruSenie ¢revnej mikroflory a abnormalna imunitna
reakcia na komenzalne ¢revné baktérie.? % Medzi genetické faktory patri predovsetkym narusenie
vrodenej imunity (napr. abnormalna expresia génov produkujucich muciny, mutacie génov zapojenych
do rozpoznéavania baktérii, génov stvisiacich s T-lymfocytovou imunitou, génov pre TLR)?¥, autofagie
a fagocytozy .89 Dysfunkéné interakcie medzi TLR v érevnych epitelidlnych bunkach a komenzalnymi
baktériami veda k zapalom ¢reva. Prozapalova odpoved’ vedica k naruseniu sliznice méze sposobit
dysbidzu, ktora vedie spitne k intenzivnej$iemu naruseniu sliznice.” %

Dysbidza, resp. mikrobidlna nerovnovaha, je spoloénym javom u 'udi trpiacich ochoreniami ako je
Crohnova choroba, metabolicky syndrom, rakovina hrubého ¢reva, a dokonca i autizmus.?® % Okrem
toho vedie k atopickym ekzémom® % ¢&i aktivacii HIV infekcie.”” Je tazké najst’ ochorenie, ktoré by
nebolo spojené s odchylkami v mikrobiote. Pokial’ dojde k nerovnovahe v érevnej mikrobiote, mozu byt
signaly z hrubého Creva nespravne interpretované imunitnym systémom, ato mdze vyvolat' auto-
imunitné reakcie, pri ktorych T-lymfocyty a d’alsie bunky imunitného systému zasiahnu proti vlastnym
zlozkam organizmu. Nie je vSak také podstatné aké baktérie sa nachadzaju v ¢revach, ale skor zalezi
na latkach, ktoré produkuji. Podporenim baktérii produkujiacich SCFA je mozné regulovat’ T-lymfocyty
a utlmit’ zapal % *°

Niekol'ko studii na ludskych subjektoch potvrdilo, Ze k dysbiéze moéze dojst po uzivani anti-
biotik.1%1%2 Tieto $tudie poukazuju najmi na rizikd zbyto¢ného uzivania antibiotik, ktoré moze viest’
k podporeniu oportunistickych patogénov v érevach (napr. Clostridium difficile)!® a rozvoju mnohych
komplikacii ako napr. hnacka spojena s uzivanim antibiotik'®, zvysené riziko salmoneldzy'® &i pre-
rastenie rodu Enterococci.’®

Dal§im sptstadom dysbidzy je pdsobenie dlhodobého stresu. Stresové faktory podnecuju vylucenie
mnozstva hormoénov a neurotransmiterov ovplyvilujucich telesné reakcie ako napr. zvysSenie tepovej
frekvencie, uvolnenie zasob energie k pohananiu svalov a zmeny gastrointestinalnej motility. Zmeny
¢revnej motility tak mozu prispiet’ k dysbidze zvyhodiujucej uréity patogén.t%’

Bola snaha zistit, ¢i za vznikom IBD stoji konkrétny patogén, ale doposial’ sa nepotvrdilo, Ze by §lo
0 jediného patogénneho zastupcu. Predpoklada sa, Ze u pacientov s IBD doslo k naruSeniu imunitne;j
odpovede na endogénne bakterialne druhy vyskytujice sa prirodzene v GIT a tieZ navySenie nezia-
dacich druhov (tabulka 3).% 197: 18 \/ pripade biopsii ilea sa u pacientov s Crohnovou chorobou objavil
opakovane zvySeny vyskyt patogénnej adherentno-invazivnej formy E. coli.?® 1% Vseobecne bol
V porovnani so zdravymi jedincami pozorovany nadmerny vyskyt ¢elade Enterobacteriaceae a naopak
znizeny vyskyt baktérie Faecalibacterium prausnitzii. Bolo pozorované mensie zastupenie druhov
produkujicich butyrat.2 110 Stale vsak nie je jasné, ¢i je tento jav pric¢ina alebo nasledok zapalového
ochorenia. St v§ak realne obe moznosti; kolitidogenné baktérie sa mézu premnozit’ z dovodu zapalene;j
sliznice a zarovent moézu podporit’ d’alsie patofyziologické procesy v ¢revach. 1113

Tab. 3: Dysbiéza medzi baktériami chraniacimi érevo a baktériami podporujiicimi rozvoj IBD*

Bifidobacterium spp. Vybrané druhy Bacteroides spp.
Lactobacillus spp. Enterococcus faecalis
Streptococcus salivarius Enterobacter cloacae
Saccharomyces boulardii Fusobacterium spp.
Clostridium butyricum Crevny Helicobacter spp.

E. coli Nissle 1917 Entero-invazivna forma E.coli
Ruminococci Eubacterium spp.

Peptostreptococcus spp.

16



Z imunologického hladiska je IBD (obzvlast’ Crohnova choroba) spustena ¢innostou T-lymfocytov
produkujucich zapalové cytokiny (TNF, IFny). Avsak novSie Stadie preukazali spojitost’ kolitid
s pomocnymi T-bunkami (pri Crohnovej chorobe Tl a Tu17), ktoré produkuju zapalové cytokiny (IL-
17) a vyzaduju IL-23 pre ich fungovanie. Tieto zapalové odpovede st vyvazované $pecializovanymi
regulatorovymi T-bunkami (Trg). Mechanizmus, ktorym Trg bunky potlacaji zapal, zahffia expresiu
protizapalovych cytokinov (napr. IL-10), transformaéného rastového faktoru § (TGFp) a IL-35; rozpad
bunkového metabolizmu pomocou expresie receptoru IL-2; cytolyzu; apodporu dozrievania
dendritickych buniek.*®

Oxidativny stres (blizSie popisany v kapitole 2.4.1) sa moze taktiez vyznamne podiel’at’ na vzniku
¢i iniciacii IBD. ROS su uzko spité s progresiou IBD. U pacientov s IBD bola zistena vyrazne znizena
celkova antioxida¢na aktivita.'1® 117
Posobenie zapalovych faktorov odstartuje kaskadu zapalovych ochoreni ériev, poéntic zapalom vedicim
K ulceracii a fibroze, pokracujucu az k nddorovym ochoreniam.®?

Crohnova choroba a ulcerdzna kolitida sa povazuju za tzv. nespecifické zapalové crevné ochorenia
(IBD). Najcastejsie sa objavuju vo veku 15 az 30 rokov, vynimo¢ne medzi 50. a 70. rokom Zivota.!!8
Prevalencia IBD sa rapidne zvysila od polovice 20. storo¢ia najmad v Europe a Severnej Amerike
a Statoch, kde sa uchytil tzv. zapadny Zivotny $tyl, pre ktory je typicky vyskyt ,,zapadnej mikrobioty* 11
Symptomy IBD zahtiiaju chronické striedanie fazy remisie a relapsu spojeného so zapalom a ulceraciou
sliznice gastrointestinalneho traktu. Medzi histopatologické prejavy IBD patri strata bariérovej integrity
Vv ¢revnej stene, indukcia zapalovych cytokinov a inducibilnej NO-syntazy, 1ézie v ¢revnom epiteli
a vlaknité zjazvenie.'® 2! K symptomom sprevadzajicim tieto ochorenia patri napr. hnacka spojena
S vyraznou stratou hmotnosti, bolesti a ki€e v brusnej oblasti, krvacanie z traviaceho traktu a ulcerativne
obstrukcie. V niektorych pripadoch dochadza k vyskytu priznakov aj v inych ¢astiach tela a moézu sa
objavit’ problémy napr. s pedefiou, kozou, oéami & kibmi. Hoci st si obe ochorenia patriace pod IBD
podobné, kazdé ma svoje Specifikd. Crohnova choroba narozdiel od ulcerativnej kolitidy moze
zasiahnut’ akukol'vek Cast’ traviacej ststavy a klinické prejavy sa potom i regionalne liSia. Ulcerativna
kolitida zasahuje vyhradne oblast’ hrubého ¢reva a rekta. 18 122

V aktivnej faze Crohnovej choroby hrozi riziko podvyzivy, vyrazného ubytku na hmotnosti,
a nedostatku proteinov a d’alSich zivin. Dovodom je anorexia sposobena zvySenou hladinou zapalovych
cytokinov, obstrukcia ¢riev, bolesti brucha a strach z ki¢ov a hnacky po konzumacii stravy. Nedostatok
mikro- a makroprvkov vo vyzive je ¢astym javom pri Crohnovej chorobe a je zapri¢ineny zapalovymi
procesmi, obmedzeniami pri vybere potravin, stratami zivin aich nedostato¢nym vstrebavanim
(pri chronickej hnacke), aVneposlednom rade lickovymi interakciami. Medzi Ziviny, ktorych
nedostatok je najviac markantny patria vitaminy A, B1, By, Bg, B2, D, E; d’alej Zelezo, vapnik, hor¢ik,
draslik a zinok.!-1% Symptémy IBD vyrazne ovplyviluje strava a stres, preto zivotny $tyl a zmena
vyZzivy moze znaéne pomoct’ pri lieCbe tohto ochorenia.

2.2 Probiotika

Probiotika st definované ako preparaty obsahujuce Zivotaschopné a definovate'né mikroorganizmy
vO vhodnom pocte, ktoré pokial’ st podané v adekvatnom mnozstve, dokazu pozmenit’ ¢revnil mikro-
floru a tym vyvolat’ priaznivy zdravotny efekt u daného konzumenta. Za u¢inné mnozstvo sa povazuje
aspon 108 Zivotaschopnych buniek v grame vyrobku.!?" 128
Aby dané mikroorganizmy mohli byt povazované za probiotika, musia spifiat’ niekol’ko kritérii:

1) musia byt schopné prezit’ posobenie zalidocnej kyseliny, zlcovych a pankreatickych Stiav, aby sa
dostali do tenkého a hrubého ¢reva; 2) nesmu byt patogénne alebo toxické pre dany organizmus;
3) musia ostat’ zivé pocas transportu a skladovania; 4) musia vykazovat’ prospesny efekt na hostitel'sky
organizmus; 5) mali by stabilizovat’ ¢revna mikrofloru; 6) mali by byt schopné prilnutia k bunkam
¢revného epitelu; 7) mali by produkovat antimikrobidlne latky posobiace proti patogénnym
mikroorganizmom., 128 129
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Prezitie bakterialneho kmena v danom finalnom pripravku zavisi na faktoroch ako vysledné pH
produktu, pritomnost’ inych mikroorganizmov, teplota skladovania, pritomnost’ alebo absencia mikro-
bialnych inhibitorov v substrate. Pri priprave probiotickych potravin je tiez treba zohl'adnit’ produkciu
zapachov achuti danymi kmenmi. VyuZivaju sa rozne formy ako tablety, kapsle, roztoky ¢i
probiotikami fortifikované potraviny.!% 131

V Cesku je pouzivanie probiotik vymedzené Vyhlagkou &. 446/2004 Sb., ktorou sa stanovuji
poziadavky na doplnky stravy a na obohacovanie potravin doplnkami stravy.!32

2.2.1 Pozitivne vplyvy probiotik na organizmus

Stucasné probiotické pripravky ovplyviiuji procesy v hrubom creve predovsetkym nepriamo. Pdsobia
na anaerobne baktérie, zijlice v hrubom ¢Ereve, metabolizuju im prospesné latky, prispievaji K udrzia-
vaniu optimalneho pH, podporuju ich rast, komunikuju so sliznicou hrubého ¢reva (napr. vyuzitim TLR
a MAMP), ¢revnym nervovym systémom a S bielymi krvinkami. Podnecuji enterocyty, aby produ-
kovali defenziny pdsobiace proti patogénnym baktériam, virusom a hubam. Probiotika d’alej prispievaju
k zlep$eniu travenia, absorpcii Zivin, mineralov a vitaminov, a Spevneniu bariérovej funkcie stien Criev.
Nedokazu sa vsak v traviacej ststave dlhodobo udrzat. Okrem prispievania k celkovému zdraviu je
znamych aj niekol’ko probiotickych kmenov, ktoré st u€¢inné pri konkrétnych diagnoézach. V klinickej
praxi je dolezité odhadnut’ spravne davkovanie.'?8 133 134

Zhrnutie preukazanych zdravotnych benefitov uZivania probiotik sa nachadza v tabul’ke 4.

Tab. 4: Pésobenie probiotik na zdravotné komplikacie u ludskych subjektov'®

Ciel'ovy jav Predpokladany mechanizmus tc¢inku

Alergie (atopicky ekzém, alergia na
)13 136-141

. o Translokacia/bariérovy efekt
mlieko, reumaticka artritida

Endotoxémia spojena s alkoholovou

. Potlacenie ¢revnej mikrobioty produkujucej endotoxiny

poruchou pecene

Helicobacter pylori4® Aktivita inhibujlica premnoZenie patogénov

Hnacka (spojend s uzivanim antibiotik, . . L. e, Y.
‘ Koloniza¢na rezistencia, translokacia/bariérovy efekt, zvysenie

sposobena rotavirusom, C. difficile, . L
imunitnej odpovede

cestovatel'ska, komunitng)®44 145

Casti baktérii alebo peptidy vyprodukované fermentaciou sluziace

Hypertenzial46
vp ako inhibitory ACE

Znizenie zapalovej imunitnej odpovede, stimulacia produkcie

|BD28’ 107, 147-150
protizapalovych cytokinov (IL-10 a TGF-p)

IBS symptomy (zapcha, nepatogénna
{0l QR s sl SR E RS Zmena zlozenia a aktivity crevnej mikrobioty
ke, halitoza)'s*

Interakcia s imunitnymi bunkami alebo bunkovymi receptormi
- . veduca k zvySenej fagocytarnej aktivite bielych krviniek,
Imunomodulécia (imunitny status,

152,153 zvySenie hladiny sérového IgA po vystaveni antigénu, zvySena

odpoved’ imunity na vakcinaciu

proliferacia lymfocytov Vv epiteloch, regulacia rovnovahy medzi
Thl a Th2 bunkami, indukcia syntézy cytokinov
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Tab. 4: Pésobenie probiotik na zdravotné komplikacie u ludskych subjektov® - pokracovanie

Cielovy jav Predpokladany mechanizmus tuc¢inku

Karci > . .. Absorpcia mutagénov, stimulécia imunity, inhibicia
arcinogencza, mutagenita, tumory

prokarcinogénnej crevnej mikrobioty

Laktézova infol & 5 56 Doplnenie bakterialnej laktdzy v tenkom Creve, premena laktozy
akt6zova intolerancia™"

na kyselinu mliecnu
Oblickové kamene'®® Zmena ¢revnej mikrobioty ovplyviiujiicej degradaciu oxalatu
SIBO*®® Kolonizaéna rezistencia, antimikrobiélna aktivita

Zmena zloZenia, aktivity a schopnosti Gistnej mikrobioty

Tvorba zubnych kazov'®!

adherovat’ na zuby

Vagin6za, infekcie mo&ového traktu®®? Kolonizacéna rezistencia, antipatogénna aktivita

Vysok4 hladina cholesterolu®® 63 Dekonjugécia ZI¢ovych kyselin

2.2.1.1 Prevencia pred patogénnymi infekciami
Profylakticka schopnost’ probiotik spociva V koloniza¢nej rezistencii a v tvoreni antibakteridlne
posobiacich latok inhibujucich neziadice mikroorganizmy ako napr. organické kyseliny (acetat,
propionat, butyrat, kyselina mlie¢na)'®*, bakteriocin'®, peroxid vodika atd’. Tieto latky nielenze znizuju
pocet patogénov, ale dokonca maji vplyv aj na ich metabolizmus a produkciu toxinov. 66 167

Probiotika st d’alej schopné zablokovat’ vizbové miesta patogénov a taktiez vyuzit' vyzivové zdroje
skor ako sa k nim dostant patogénne druhy. Takto mézu zabranit’ kolonizacii ¢reva a tvorbe biofilmu
patogénov ako Streptococcus mutans ¢i Candida albicans.'®®1"t Prikladom je rychlejsie vyuzitie
dihydrogénfosfore¢nanu vapenatého, glukédzy, N-acetyl-glukozaminu a kyseliny sialovej v ¢reve skor
ako Clostridium difficile.'¢® 172

Délezitou vlastnostou probiotik je schopnost’ indukovat’ $pecifickt i neSpecificki imunitu proti
¢revnym infekciam. Dokazu ovplyviiovat’ reakcie imunity na niekol'kych trovniach, napr. zvySenim
hladiny cytokinov a imunoglobulinov, aktivaciou makrofagov, zvySenim aktivity ,,natural killer* buniek
atd’.}”® Konkrétnym prikladom je zvySenie imunitnej odpovede pri virusovej hnatke pomocou L.
caseil™. U pred¢asne narodenych deti bolo preukdzané minimalizovanie rizika vzniku nekrotizujucej
enterokolitidy.**®

Zaujimavou vlastnost'ou objavenou u S. boulardii a Bacillus clausii je enzymatické odstranenie
alebo zakrytie receptorov ¢revnej sliznice senzitivnych voci toxinom. Tento mechanizmus chrani pred
infekciou C. difficile.t” '7® Bola preukazana aj schopnost’ niektorych probiotickych kmetiov (B. longum
a L. acidophilus) inhibovat replikéaciu ¢astic sposobujucich ¢revnu infekciu rotavirusom. '

2.2.1.2 Mechanizmy posobenia probiotik pri zapalovych ochoreniach
Mnoho stadii preukazalo, ze probiotika vyvolavaji produkciu protizapalovych cytokinov ako IL-10
dendritickymi bunkami. Pri podani probiotického preparatu tzv. VSL #3 mySiam s kolitidou sa zvysila
produkcia 1L-10 a TGFB produkovanych T-bunkami.!® L. reuteri aL. casei podmienili T'udské
dendritické bunky k zvySeniu hladiny Treg buniek a tym k produkcii IL-10. Probiotika taktiez dokazu
inhibovat’" produkciu zapalovych cytokinov. Napr. E. coli Nisslel917 inhibuje vyvin a expanziu
periférnych T-lymfocytov, zvySuje hladinu IL-10 a znizuje TNF, IFN-y a IL-2, produkovanych tymito
bunkami.17®-183

Crevny epitel zohrdva vyznamnu rolu v udrzovani zdravého GIT. NaruSenie slizniénej vrstvy je
jednym z hlavnych priznakov IBD. Probiotikd dokazu stimulovat’ odpovede ¢revnych epitelialnych
buniek, vratane obnovy poruSenej slizniénej bariéry, produkcie ochrannych proteinov a blokovania
apoptickych mechanizmov epitelialnych buniek podmienenych cytokinmi.’®* % Dalej sa predpoklada,
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7ze manipulacia S mikrobidlnym zlozenim ¢&riev v prospech prinosnych rodov Lactobacillus
a Bifidobacterium by mohol byt vhodnou alternativnou stratégiou pri lie¢be a prevencii IBD. Su pri tom
vyuzivané predovSetkym dva zdkladné probiotické mechanizmy; produkcia antibakteridlnych latok
a kompetetivna inhibicia prilnutia patogénov aich toxinov na ¢revnu sliznicu.'®*1% Stile je vsak
nedostatok relevantnych $tudii, ktoré by jasne preukézali efektivitu probiotik pri terapii IBD.1%*

2.2.1.3 Psychobiotika
Existuje zaujimava skupina probiotickych baktérii, tzv. psychobiotika, ktoré produkuju psychoaktivne
zIieniny posobiace v mozgu.!® Koexistencia IBD a roznych psychickych portich potvrdzuje prepo-
jenie GIT scentralnou nervovou sustavou na mnohych trovniach. Medzi endokrinné faktory
ovplyviiujtce ,,0s mozog-Creva“ patri okrem inych kortizol. Je produkovany za stresovych podmienok
a moze podnietit’ imunitné bunky k sekrécii zapalovych cytokinov. Taktiez moze ovplyvnit’ zlozenie
mikrobioty v érevach. Spdsobena dysbidza moze zvysit' produkciu uréitych biologicky aktivnych
zlucenin, ktoré sa dostavaji pomocou krvného obehu az do mozgu. Tento proces vedie k naruSeniu
signalizaénych drah medzi mozgom a Erevami a Gsti do patofyziologickych stavov.* 19

Predbezné stadie s psychobiotikami u l'udi zacinaji mat’ sl'ubné vysledky ¢o sa tyka zmiernenia
symptémov chronického inavového syndromu®®’ a syndromu drazdivého traénika.*®®
Probiotické baktérie v experimentoch na zvieracich modeloch preukazali priaznivé uéinky aj na d’alsie
aspekty suvisiace S nervovou sustavou. Lactobacillus rhamnosus a johnsonii a Bifidobacterium potla-
¢aju uzkost', napitie, stres z odlucenia v experimente u mysich mlad’at. Znizuju koncentraciu kortizolu,
zvySuju hladinu GABA ako zndmeho trankvilizéru a podporuju stimuldciu parasympatikového
nervového systému. L. helveticus a B. longum sa podiel'aji na zlepSeni nalady a zmieriiuju oslabovanie
mentalnych funkcii vo vy$Som veku 5% 19

2.2.2 Mozné rizika pri uzivani probiotickych pripravkov

Napriek zdravotnym benefitom, ktoré sprevadzaji konzumaciu probiotik, sa najde niekol’ko neziaducich
efektov ako je hnacka pri vysokych davkach a sepsa u onkologickych pacientov. Zatial' sa zda, ze
u zdravych jedincov nevykazuju vedlajsie ucinky. Avsak u citlivejsich pacientov bola pocas klinickych
testov zaznamenana nadmerna imunitna odpoved’, Skodliva metabolicka aktivita, transfer génov (najma
génov rezistencie voéi antibiotikam) a vedlaj$ie u¢inky na gastrointestinalny trakt. U imunokom-
promitovanych pacientov bolo zistené invazivne ochorenie vyvolané baktériami L. mesenteroides,
Pediacoccus pentosaceus, L. plantarum, L. paracasei spp. paracasei F19, LGG; L.johnsonii LA 1; VSL
#3; S. boulardii (u pacientov s HIV) a L. plantarum 299V (u pacientov po transplantécii pe¢ene).200-203
U pacientov so syndromom skrateného ¢reva sa Vv spojeni s uzivanim probiotik objavila D-laktatova
acidoza.?0% 205

Potencialnemu riziku septického stavu vyvolaného pozivanim Zivych baktérii by mohlo zamedzit
vyuzitie probiotickych supernatantov pre terapeutické ucely. Niekol'ko stadii preukazalo ich efektivitu
podobnui ako pri uzivani probiotik s eliminovanym rizikom septického Soku alebo neziaducich interakcii
s mikrobiotou.?% 207

Vo vSeobecnosti sa di povazovat’ uzivanie probiotik za bezpecné a neziaduce ucinky sa objavuju
len vynimoc¢ne. Je v8ak treba zvysit’ opatrnost’ u deti a imunokompromitovanych pacientov.
Dalsi fakt, ktory treba zohl'adnit’ pri pouzivani probiotik je unikitna mikrobiota u kazdého ¢loveka
apreto sa nemusi jedna kombinacia probiotik preukazat’ rovnako uCinna ako uiného cloveka.
Pre probiotika neplati model univerzalneho lie¢iva pre vSetkych. Pokial’ vyvolava uréitd kombinacia
a forma probiotického pripravku bolestivé zazivacie problémy, znamena to, Ze nie je pre konkrétneho
¢loveka vhodné a je treba hl'adat’ iny produkt.
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2.2.3 NajcastejSie vyuZivané probiotické baktérie

Predpokladom pre vyber konkrétnych kmenov ako probiotik je vyuzivanie danych baktérii dlhu dobu
V priebehu historie I'udstva bez spozorovania neziaducich ¢i Skodlivych ucinkov. Doposial’ najlepSie
prestudované baktérie a ich potvrdeny pozitivny vplyv na konzumenta pri zaimplementovani do probio-
tickych pripravkov je u druhov Lactobacillus (L. acidophillus, L. bulgaricus, L. heleveticus, L. casei, L.
paracasei, L. plantarum a L. sake), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium a Enterococcus
faecalis, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Clostridium butyricum, Saccharomyces
boulardii, Saccharomyces cerevisiae a niektorych d’alsich.

V praxi sa potvrdil klinicky vyznam predovietkym rodov Lactobacillus a Bifidobacterium,3L-208. 209

Lactobacillus (Kmeti: Firmicutes; Trieda: Bacilli; Rad: Lactobacillales; Celad’: Lactobacillaceae;
Rod: Lactobacillus)

Rod Lactobacillus patri medzi nesporulujuce grampozitivne pravidelné tyCinky usporiadané
retiazkovo alebo do palisad. St fakultativne anaerdbne alebo mikroaerofilné, chemoorganotrofné,
naroc¢né na vyzivu — vyzaduju urcité cukry, aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, derivaty
nukleovych kyselin a vitaminy. S glukézou ako sacharidovym zdrojom energie moézu homo-
fermentativne druhy laktobacilov produkovat viac ako 85 % kyseliny mliecnej alebo v pripade
heterofermentativnych druhov kyselinu mlie¢nu, oxid uhli¢ity, etanol (a/alebo kyselinu octovi)
v ekvimolarnych mnozstvach.?’® Optimélne podmienky pre ich rast sa li$ia druhovo, ale optiméalne pH
sa pohybuje v rozmedzi 4,5-6,4 a teplota 15-45 °C.

Bezne sa vyskytuji v potravinach, v Cistej aj znecCistenej vode, st si¢ast’ou mikrobioty ustnej dutiny,
GIT avaginy. Vyuzivaji sa pri vyrobe fermentovanych potravin, prip. ako probiotikd. Za urcitych
okolnosti sa podiel'ajii na tvorbe zubného kazu.?*

* L. acidophilus je homofermentativny druh, vyskytuje sa prirodzene v ustach, ¢revnom trakte
a vagine, vyuZziva sa k priprave fermentovanych mlie¢nych vyrobkov.

* L. casei je heterofermentativny druh, vyskytuje sa v tistach a Vv ¢revnom trakte, vyuziva sa
pri vyrobe mlie¢nych vyrobkov, napojov a pri vyrobe Gedaru. Zivé baktérie L. casei sa preukazatene
podiel’aju na potlaceni Specifickych kliGovych zapalovych procesov pri zapale sliznice vyvolanom E.
coli po¢as Crohnovej choroby.?'?

* L. plantarum patri medzi heterofermentativne druhy, vyuziva sa vo vyrobe fermentovanych
potravin, nakladanej zeleniny, pri sildzi, vyrobe syrov a probiotik. Produkuje bakteriociny.

« L. rhamnosus bol povazovany povodne za poddruh L. casei a az genetické Stadie preukazali, Ze sa
jedna o samostatny druh. Je to heterofermentativny druh a nachadza sa prirodzene vo vagine. Ako
probiotikum sa vyuZiva pri lie¢be predovsetkym bakteridlnych vaginodz. Dalej sa vyuziva pri vyrobe
jogurtov a mlie¢nych vyrobkov.?!

Bifidobacterium (Kmef: Actinobacteria; Trieda: Actinobacteria; Rad: Bifidobacteriales; Celad:
Bifidobacteriaceae; Rod: Bifidobacterium)

Baktérie rodu Bifidobacterium s grampozitivne nepohyblivé ty¢inky, usporiadané jednotlivo alebo
vo dvojiciach do tvaru ,,V, Y. M6zu tvorit’ i palisady ¢i retiazky. St striktne anaerdbne s fermen-
tatornym metabolizmom. Hlavnymi metabolitmi st kyselina mlie¢na a octova v pomere 2 : 3, v menSom
mnozstve mbze vznikat' etanol, sukcinat a mravencan. Existuji vSak i druhy tolerujuce urcité kon-
centracie kysliku, pokial’ je pritomny oxid uhli¢ity a bifidogénne faktory. Optimalne pH sa pohybuje
vV rozmedzi 6,5—7 a teplotné optimum medzi 3741 °C.

Prirodzene je ich mozné najst’ v Gstnej dutine a v ¢revnom trakte teplokrvnych Zivocichov vratane
¢loveka, u hmyzu alebo v odpadovych vodach.

* B. bifidum sa nachadza v potravinach, vo fekaliach dojciat a dospelych 'udi, vo vagine, fekaliach
kojacich teliat, v klinickom materiali. VyuzZitie nachadzaji vo fermentovanych mlie¢nych vyrobkoch
alebo ako sucast’ probiotickych preparatov.
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* B. longum sa vyskytuje v ¢reve a je antagonistom patogénnych ¢revnych tyCiniek. VyuZiva sa
najma ako probiotikum, I'ahko sa viaze na Crevnu stenu obzvlast' v pritomnosti inulinu alebo vlakniny
ako prebiotik. Celkovy pocet sa moze znizovat’ s vekom ¢loveka,? 213

* B. breve sa nachadza vo fekaliach zdravych doj¢iat kojenych materskym mliekom, v materskom
mlieku avo fekaliach dospelych. Vykazuje Specifické metabolické vlastnosti, ale jeho mnozstvo
s vekom ¢lovek rapidne klesa. Je to spdsobené najmé vysokou citlivostou voéi antibiotikam. B. breve
ma preukazatel'né probiotické vlastnosti, vyuziva sa napr. u deti k liecbe zapchy a méze mat’ podporny
charakter pri liecbe chronickej astmy.?4 215

2.3 Prebiotika a synbiotika

Prebiotika su nestraviteI'né oligosacharidy, definované ako substrat, ktory je selektivne utilizovatel'ny
hostiteI'skymi mikroorganizmami a udel'ujuci zdravotny benefit konzumentovi.?®®

Latky je mozno povaovat za prebiotika, ak spiiiaju nasledujuce podmienky: 1) nemdzu byt
hydrolyzované alebo absorbované v hornej Casti gastrointestinalneho traktu; 2) st selektivne skvasené
limitovanym poctom prospesnych ¢revnych baktérii; 3) st schopné pozmenit’ crevnil mikrofléru
v prospech jej zdravsieho zlozenia.?*® Na prebiotické vlastnosti sacharidov zo Strukturneho hl'adiska
vplyvaju faktory ako monosacharidové zlozenie (overené prebiotika su zlozené hlavne z glukozy,
galaktozy, xylozy a fruktdzy), vizby medzi monosacharidovymi zlozkami predurcujuce stravitenost’
a fermenta¢nu selektivitu, a vV neposlednom rade molekuldrna hmotnost’.?%

Prijem prebiotik umoziiuje v Ereve udrZiavanie prospesnych bakterialnych kmenov, ktoré ich
fermentuju a produkuju SCFA, &o vedie K regulacii a podpore travenia a k homeostaze. Dalej bola
preukazana spojitost medzi prebiotickou lieCbou a zvySenim aktivity ¢revnych dendritickych buniek
exprimujtcich IL-10, TLR-2 a TLR-4.2'8 Efekt prebiotik stvisi s pdvodnou skladbou mikrobioty jedinca
pred uZivanim prebiotik, hlavne mnozstvo bifidobaktérii. Prebiotika stimuluju pévodnu populaciu
k rastu.?’® Zvyseny pocet sa udrzuje po celi dobu podavania prebiotik a k progresivnemu tbytku
dochadza priblizne po 1-2 tyzdioch po ukonéeni terapie.??

Medzi najéastejsie vyuzivané prebiotika, ktoré spiiiaju kritéria definicie prebiotik z roku 2017 patria
fruktooligosacharidy (hlavne inulin), galaktooligosacharidy a laktuléza. Cast’ vldkniny (napr. pektiny,
celuloza, xylany) nie je mozné nazyvat prebiotikami, pretoze podporuje rast Sirokého spektra
mikroorganizmov, nielen tych podporujticich zdravie konzumenta (obrazok 2).2%°
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Obr. 2: Vymedzenie prebiotik na zaklade najnovsej definicie, prelozené®® (CLA — konjugovand kyselina
linolova; PUFA — polynenasytené mastné kyseliny; FOS — fruktooligosacharidy; GOS — galaktooligosacharidy;
XOS - xylooligosacharidy; MOS — mannanooligosacharidy)
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Synbiotika st kombinaciou probiotik a prebiotik a ich synergicky efekt by mal presahovat’ sticet
ginkov jednotlivych ¢asti. Tato kombinécia prispieva k prediZeniu prezitia probiotik, pre ktoré je
prebiotikum Specifickym substratom vhodnym k fermentacii. Medzi najCastejSie patri kombinacia
bifidobaktérii a FOS; bifidobaktérii a GOS; a laktobacilov a laktul6zy.

Synbiotikd zarovenn znizuju hladinu neziaducich metabolitov, napr. nitr6zoaminov, pre-
karcinogénov a slizia ako prevencia pred zapchou a hnackou rézneho pévodu. VacsSina testovanych
synbiotik navyse zlepSuje vstrebavanie vapnika, hor¢ika a fosforu. Synbiotikd sa vyuzivaji napr.
pri ochoreniach pecene pre ich schopnost’ znizovania hladiny cholesterolu a krvného tlaku. Vyznam

synbiotik v terapii IBD vSak zatial nie je dostato¢ne klinicky validovany.?2-223

2.4 Prirodné protizapalové latky

Normalna ¢innost’ imunitného systému vyzaduje pravidelny prijem ur¢itého mnozstva pozadovanych
zivin.??* Epidemiologické Stadie potvrdzuju, Ze stravovacie navyky vel'mi ovplyviluju zapalové procesy
v organizme. Prilisné prejedanie sa, typické pre zapadny trend stravovania sa, prispieva k vyskytu
obezity a taktiez vedie k zvySenej nachylnosti k zapalovym procesom organizmu a aktivacii nechcenych
Casti imunitného systému. Avsak pri podvyzive, kedy nie je telu dodané dostatocné mnozstvo Zzivin,
predovsetkym vitaminov, mineralov a esencialnych mastnych kyselin, taktiez dochadza k imuno-
supresivnym reakcidm a k zvySenému riziku vzniku réznych infekcii 2> 226

Existuje mnoho zloziek potravy, ktoré ovplyviiuju imunologické a zapalové procesy v tele. Jedna sa
0 samotny energeticky prijem, d’alej o tuky, vitaminy, mineraly, stopové prvky, alkohol, vlakninu,
probiotika a prebiotikd, a taktiez fytochemikalie. Vo vSeobecnosti je zvySeny prijem ovocia, zeleniny
a celozrnnych obilnin spojeny so zniZzenym rizikom zépalu.??®

2.4.1 Fytochemikalie a imunitny systém

Fytochemikalie su vel'mi rozsiahla heterogénna skupina latok syntetizovanych v priebehu sekundarneho
metabolizmu rastlin. Prijimana davka sa 1i8i v zavislosti na mnozstve pozitej rastlinnej stravy a stupni
jej upravy. Medzi fytochemikalie, ktoré ovplyviiuju imunitny systém, patria flavonoidy, fenolické latky,
sulfidy, saponiny a fytoestrogény. Protizapalové ucinky vykazuju karotenoidy, flavonoidy, fenolové
kyseliny, monoterpény a sulfidy (tabul’ka 5). 2%

Tab. 5: Fyziologické efekty fytochemikalii??®
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Fytochemikalie zmiernuji zapalové procesy pomocou kindz (napr. protein-kindza C, mitogénmi
aktivovana protein-kinaza). Fytochemikalie inhibuji aktivitu tychto enzymov zmenenim schopnosti
transkripénych faktorov (NF-kB) viazat’ sa na DNA a indukovat’ zdpalova drdhu. To vedie k inhibicii
produkcie zapalovych mediatorov ako zapalové cytokiny (IL-1p, IL-6, TNF-a), veducich k chronic-
kému zapalu.

Oxid dusnaty (NO) je dalsi zo spustacov zapalu. Fytochemikdlie mo6zu zredukovat' syntézu NO
pomocou indukovatelnej NO-syntazy bez naruSenia Cinnosti endotelovej alebo nervovej NOS.
Analogicky dokazu ovplyvnit aj enzym cyklooxigenazu-2 (COX-2). Schematické zhrnutie tychto
procesov je nazna¢ené na obrazku 3.

Dalsou funkciou fytochemikalii je zniZenie hladiny uvolfiovaného histaminu, ¢o zmieriuje alergické
reakcie. 22’229
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Obr. 3: Prepojenie medzi protizapalovo pésobiacimi fytochemikdliami a zapalovymi procesmi®®

24.1.1 Antioxidacne pdsobiace fytochemikalie
Mnozstvo fytochemikalii vykazuje vyznamny antioxida¢ny efekt, o sa tiez podiel'a na prevencii vzniku
zapalov. V aerébnych bunkach vznikaji ako medziprodukt normalnej mitochondridlnej aktivity
reaktivne formy kyslika (ROS). ROS vznikaji pocas urCitych redoxnych reakcii a pocas netplnej
redukcie kyslika alebo oxidacie vody v mitochondriach a chloroplastoch v priebehu dychacieho ret'azca.
Okrem prirodzenych metabolickych procesov sa k endogénnym zdrojom ROS radi i zapal. Medzi
exogénne zdroje patri ionizujlce ziarenie, patogénne infekcie, radiomimeticky pdsobiace latky a okolité
bunky tvoriace ROS.

Vol'né radikaly st atomy, iény alebo molekuly obsahujice vo svojom valenénom orbitale jeden,
prip. viac neparovych elektronov. Pokial’ nie su tieto neparové elektrony konjugované s d’alSimi
valenénymi elektronmi, volny radikal je znaéne nestabilny a chemicky vysoko reaktivny. Volné
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radikaly I'ahko postupuji redoxnt reakciu s inymi atomami ¢i molekulami, ¢im sa sami stabilizuju.

Vznik singletového kyslika (*O2) podmiefiuje produkciu d’al§ich ROS ako st napr. peroxid vodika
(H20,), superoxidovy anion (O2"), hydroxylovy (HO®) a perhydroxylovy (O.H®) radikal. Superoxidové
aniony su taktiez produkované v chloroplastoch, ked su elektrony prenasané priamo z ,,Fotosystému
I na kyslik. Tieto reaktivne molekuly, najma HO®, maju vysoko destruktivne ucinky na lipidy, proteiny
a nukleové kyseliny.

Oxidativny stres je vysledkom chemickej nerovnovahy medzi antioxidantami a vol'nymi radikalmi.
Za normalnych podmienok su vol'né radikaly odstranené ochrannymi antioxidaénymi mechanizmami,
avsak pri patofyziologickom stave mozu byt produkované v nadmernom mnozstve.?*! Nadmerna
produkcia moze vyvolat’ somatické mutacie veduce az k neoplastickym transforméaciam.?% 232 Vysoka
uroven volnych radikalov sa u Tudi spaja s vy$§im vyskytom degenerativnych problémov ako su
chronické zapaly, nadorové a kardiovaskularne ochorenia, diabetes, artritida, mozgova dysfunkcia,
Alzheimerova a Parkinsonova choroba atd’. % 233-237

Pri izolécii a $tadiu antioxidantov je vhodné sa zamerat’ na rastliny prirodzene vystavené vysokej
miere oxidativneho stresu, pretoze sa pocas svojho fylogenetického vyvoja museli prisposobit’
avytvorit' si kvalitny ochranny systém s vy$Sou koncentraciou antioxidaénych latok.?® Systémy
vyuzivaju neenzymatické a enzymatické formy antioxidantov, resp. antiradikilovo posobiacich latok,
lisiace sa svojim zloZenim v zavislosti od danej bunkove;j €asti. Tieto latky podporuju terminaény krok
v retazovej radikalovej reakcii, aby nevznikali Ziadne d’al$ie radikalové produkty. Tymto spésobom sa
da predist’ oxidacii lipidov a inych biomolekul, pretoze dochadza k presunu vodika v zaujme neutra-
lizacie vol'nych radikalov.

Najvacsiu skupinu rastlinnych antioxidantov tvoria antioxida¢né vitaminy ako kyselina askorbova,
a-tokaferol a karotenoidy; antioxidaéné enzymy — hlavne redukovany glutation, a d’alej flavonoidy
a polyaminy, 2% 2%

2.4.1.2 Protizdpalovo posobiace mastné kyseliny

Dolezitou zlozkou potravy inhibujiicou zépalové drahy su tieZ nenasytené mastné kyseliny. Omega-6-
mastné kyseliny pdsobia prozapalovo, zatial co omega-3 mastné kyseliny vykazuju protizapalové
Ucinky potlaenim interleukinu IL-1Ba, TNF-o.a 1L-6.24% 241 Protizapalova aktivita m-3 mastnych kyselin
zahfiia zniZenie produkcie leukotriénu Ba, tromboxanu Aj, prostaglandinu E;, d’alej inhibiciu
zapalovych cytokinov (IL-1), TNF a zhasanie vol'nych radikalov. Boli preto navrhnuté pri liecbe IBD
ako prevencia faz vzplanutia, aj ked klinické testy zatial’ dostatoéne nepreukazali ich schopnost’ predizit
remisni fazu u Crohnovej choroby.242-244

2.4.2 Fenolické zluceniny

Fenolické zliCeniny maji podobny mechanizmus uc¢inku ako NSAID — znizuju ¢innost’ myeloidnych
buniek (najmé makrofagov). S tym je spojena nizsia expresia iNOS, COX-2, zapalovych cytokinov IL-
1B, TNF, IL-6 a dalsich zapalovych markerov inhibiciou ich aktivity alebo génovej expresie. Ich
protizapalové vlastnosti stvisia so Specifickou polyfenolickou struktarou.?”2*" Zo Struktirneho
hladiska obsahuju aspon jeden aromaticky kruh substituovany hydroxylovymi skupinami. Fenolické
Struktiry su Casto esterifikované a metylované. Je ich mozné najst’ v dimerizovanom alebo poly-
merizovanom stave.?®

Antioxidacné ucinky vykazuju inhibiciou enzymov (konkrétne napr. xantinoxidazy, proteinkinazy
C) podielajtcich sa pri vzniku superoxidového anion radikalu. Niektoré fenolické latky dokazu tvorit’
komplexy s kovmi vyskytujucimi sa pri tvorbe reaktivnych foriem kysliku (najmé Cu a Fe?*). St l'ahko
oxidovatel'né, schopné redukovat’ voI'né radikaly a zabranit’ im zreagovat’ s nejakou bunkovou cast'ou.
Medzi fenolickymi zIi¢eninami vSak existuju aj tzv. prooxidanty, z ktorych vznikaja vol'né radikaly.?®

Fenolické latky st po poziti I'udskym organizmom rozpoznavané ako xenobiotikd, o predzna-
menava ich znizenu biologickll dostupnost’. Ich Struktirna zlozitost’ a stupen polymerizacie ovplyviuje,

25



¢i sa dokazu vstrebat’ uz v tenkom ¢reve alebo putuju v traviacom trakte d’alej. V tenkom éreve sa ahko
absorbuju fenolické latky s nizkou molekularnou hmotnost'ou a fenoly vo forme aglykonov. Nasledne
st konjugované, presunuté do pecene a Spolu so ZI¢ou sa vracaji naspit’ do tenkého ¢reva. Do hrubého
¢reva doputuju v nezmenenej podobe oligomérne, glykozylované a polymérne Struktiry (napr.
kondenzované taniny) a mézu byt’ spracované lokalnou mikrobiotou.243-250

Fenolické zluc¢eniny je mozné vSeobecne rozdelit’ na flavonoidné a neflavonoidné molekuly, ktoré
sa d’alej rozdel'uji na fenolové kyseliny, stilbény a lignany.

2.4.2.1 Flavonoidy

Sviac ako 5000 roznymi druhmi tvoria flavonoidy obrovska skupinu fenolickych zlucenin. Podl'a
stupiia oxidacie pyrandzového cyklu sa flavonoidy d’alej rozdel'ujti na flavanoly (obrazok 4), flavonoly
(obrazok 5), flavanony (obrazok 6), proantokyanidiny — polymérne flavanoly antokyanidiny (obrazok
7), flavony (obrazok 8) a izoflavonoidy (obrazok 9). VSeobecné struktiry boli vytvorené v programe
ChemSketch.

O
OH
Obr. 4: Schéma flavanolov Obr. 5: Schéma flavonolov Obr. 6: Schéma flavanénov

R OH R OH

OH
Obr. 7: Schéma antokyanidinov Obr. 8: Schéma flavonov Obr. 9: Schéma izoflavonoidov

Flavonoidy sa nachadzaju vo vicsine rastlinnych pletiv, najméa vo vakuolach ako monoméry, diméry
a vyssie oligoméry. Casto slizia ako rastlinné farbiva lakajtice opelovacov. Medzi tieto farbivé patria
cervené antokyany (ich aglykonova cast’ sa oznacuje ako antokyanidin); pelargonidiny a delfinidiny.
Dalsie (napr. izokvercitin) st ldkavé pre hmyz ako potrava a naopak kondenzované taniny hmyz
odpudzuju. Izoflavonoidy funguju i ako antimykotika. Specifické flavonoidy (napr. kempferol)
poskytuju rastlinam ochranu vo¢i u¢inkom UV-B Ziarenia. Flavonoidy sa preukazali aj ako proti-
rakovinovo pdsobiace latky, d’alej brania priepustnosti krvnych kapilar, maja protizapalovy a anti-
trombicky ucinok.?®® Ur¢ité flavonoidy prijimané v strave dokdzu ovplyvnit’ koncentraciu zépalového
cytokinu IL-6 v krvi. Dalsie $tudie preukazali inhibiciu aj inych zapalovych biomarkerov.?! 252

V prevedenych in vitro $tadiach prakticky vSetky testované flavonoidy vykazuju protizapalové
vlastnosti pdsobiac na rdzne typy bunkovych kultar. Znizuji expresiu alebo potlacajii funkciu
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zapalovych mediatorov vratane eikosanoidov, NO, adhéznych molekal a cytokinov. Zaroven sa
Vv nizkych koncentraciach ziaden neprejavil ako toxicky.?

Flavonoidy ako sucast’ stravy boli Casto skimané v spojitosti so zépalmi Crevnej sliznice. Medzi
flavonoidy vykazujuce vyznamny terapeuticky efekt pri liecbe IBD patria:

« kurkumin — tato latka vykazovala v in vitro testoch signifikantny protizapalovy potencial.25+-2%
Avsak v klinickych testoch nepotvrdila svoju in vivo efektivitu predovsetkym kvoli svojej nestabilite,
reaktivite a nizkej biologickej dostupnosti, kedy je vi¢Sina latky z tela vylacena.?® Nizka rozpustnost’
vo vode zapri¢inujuca nizku biologickil dostupnost’ by mohla byt zredukovana enkapsulaciou
kurkuminu napr. do lipozomovych ¢astic.?*® 25°

» genistein — izoflavonoid s fytoestrogénnymi vlastnost’ami, schopny inhibovat’ angiogenézu,

* hesperidin — flavanénovy glykozid, nachadzajuci sa predovsetkym v citrusovych plodoch a v méte
piepornej. Jeho aglykon sa nazyva hesperetin,?®

» morin — flavonol, zmierniujtci alergické reakcie a znizujuci zapalové mediatory,

* myricetin — flavonol znamy svojimi protizapalovymi, antioxidaénymi, antikancerogénnymi,
antitrombotickymi, antiaterosklerotickymi a neuroprotektivnymi vlastnost'ami,?®® 264

* kvercitrin — glykozid zlozeny z flavonoidu kvercitinu a ramnozy,

* rutin — chemicka zlu¢enina patriaca medzi bioflavonoidné glykozidy, jej aglykon sa nazyva
kvercitin. Pripisuje sa jej schopnost’ speviiovat’ krvné kapilary, zvySovat’ pruznost’ ciev, znizovat’ LDL
cholesterol, posiliovat’ G¢inok vitaminu C, d’alej vykazuje antioxida¢né a antikarcinogénne vlastnosti.
Podobne ako flavonoly ma nizku biologickt dostupnost’. 265 266

Flavonoidy maju d’alej schopnost modulovat’ rast baktérii v kultare spolu s CaCo-2 bunkami,
vykazujuc tak potencial ovplyvitovat’ ¢revnii mikrobiotu in vivo.?®’

Flavonoly prejavili prebioticky potencial indukciou zmnozenia laktobacilov a bifidobaktérii a ¢iastoéne
by mohli byt zodpovedné za znizenie C-reaktivneho proteinu ako krvného markeru zapalu v akutnej
faze zapalu. Podobny prebioticky efekt bol zaznamenany u napoja s extrahovanymi antokyanmi z ¢uco-

riedok.248 250

261, 262

2.4.2.2 Fenolové kyseliny

Prevaznu vicsinu tejto skupiny fenolickych latok tvoria hydroxyskoricové kyseliny vo forme esteru,
pri¢om najznamejsie su kyselina kdvova a jej estery a kyselina gallova (obrazok 10). Dalsie zlu¢eniny
patriace do tejto skupiny st kondenzované taniny Obsahujuce fenolové kyseliny esterifikované
polyhydroxyzlti¢eninami. Fenolové kyseliny sa prirodzene vyskytujii najmi v ovoci, zelenine a kave.?*®

O OH
~N

HO OH

OH
Obr. 10: Struktiirny vzorec kyseliny gallovej

2.4.2.3 Stilbény a lignany

Tieto latky sa zarad’'ujii medzi fytoestrogény, lebo majii podobné vlastnosti ako Zensky hormon estrogén.
Fytoestrogény sa viazu na estrogénovy receptor cicavcov a vyvolavaju efekty podobné posobeniu
endogénnych estrogénov.?®® Najznamejsie su stilbén a resveratrol. Stilbén vykazuje antimikrobidlne
i¢inky.?® Resveratrol je derivat stilbénu, vyznamny antioxidant, latka schopna modulovat’ krvny tlak,
imunitny systém a energeticky metabolizmus.?/0-2"2
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Lignany st 18-uhlikaté latky zlozené z dvoch fenylpropanovych jednotiek.?”® Patri medzi ne
matairesinol a secoisolariciresinol, ktoré sa v organizme za pritomnosti a pésobenia ¢revnej mikroflory
menia na enterolakton a enterodiol. Vykazuju antioxida¢nu aktivitu a uplatiuji sa v prevencii
kardiovaskularnych a niektorych nadorovych ochoreni.?™

2.4.3 Karotenoidy

Karotenoidy st prirodné farbiva vyskytujuce sa v rastlinach, hubach, riasach a baktériach. Rastliny
obsahuju viac ako 700 r6znych druhov karotenoidov, napr. lykopén ako Cervené farbivo v paradajkach
alebo B-karotén, zname oranzové farbivo v mrkve, broskyniach ¢i tekviciach. Karotenoidy patria
do rodiny tetraterpénov (Cao izoprenoidy), lipofilnych organickych latok. Podl'a obsahu kyslika vo
svojej strukture sa delia na xantofyly a karotény.??> 268

Z celkového mnozstva znamych karotenoidov predstavuje len 40-50 druhov vyznam v ludskej
vyzive. V zavislosti na karotenoidovej Struktare, niektoré karotenoidy vykazuj provitamin-A aktivitu.
V l'udskom sére je mozné najst’ hlavne karotenoidy a- a B-karotén, lykopén a d’alej xantofyly (lutein,
zeaxantin, B-Kryptoxantin) v zavislosti od stravovacich navykov. Cudsky organizmus nie je schopny
syntetizovat’ karotenoidy, preto musia byt prijimané v strave. Obsah karotenoidov a ich absorpcia
v 'udskom organizme sa 1i$i v zavislosti na jej uprave. Lykopény a B-karotén st pomerne odolné voci
ohrevu, xantofyly st naopak citlivé na zahrev.?"

Déata z epidemiologickych humannych S$tadii podobne ako S$tudie prevadzané na zvieracich
modeloch dokazuju, Ze karotenoidy Specificky ovplyviiuji imunitny systém. V stadii, kde bola
v ¢asovom horizonte dvoch rokov sledovana hladina celkovych karotenoidov v krvnom sére bolo
Karotenoidy d’alej vykazuju vyznamné antioxidacné schopnosti, blahodarny vplyv na zdravie oci,
kognitivne funkcie a kardiovaskularny systém. Epidemiologické §tadie naznacuju, ze strava bohata
na karotenoidy je spojena s niz§im vyskytom ochoreni ako rakovina, osteopor6za, diabetes, katarakt ¢i
infekcie HIV.27% 277219

Vybrané karotenoidy (p-karotén, lutein, zeaxantin, lykopén, astaxantin a kantaxantin) sh
priemyselne produkované a pouzivaju sa pri vyrobe doplnkov stravy a pri fortifikacii potravin. Je ich
taktiez mozné vyuzit’ ako farbiva v potravinach, napojoch a farmaceutickych vyrobkoch.?’> 280

2.4.4 Vybrané druhy rastlin s vysokym obsahom protizapalovych latok

2.4.4.1 Brusnica ¢ucoriedkova (Vaccinium myrtillus)
Cucoriedka je ker rastici do vysky 20-50 cm s drevnatejiicimi podzemnymi vybezkami. Bobule su
typicky modrocierne, vynimoc¢ne vsak i belavé, zelenobiele alebo ¢ervené. Rastlina je rozsirena po celej
Eurépe najma v strednych polohach na kyslych pddach.
Plody st osved¢enym prostriedkom pri hnackach, antibakterialne pdsobia proti stafylokokom a baktérii
E. coli. Priaznivo pdsobia na cievne steny a na regeneraciu o¢nej sietnice, dezinfekéne pri zapale ustnej
dutiny ahrtanu. Preventivny u¢inok proti vzniku zapalov bol popisany pdsobenim extraktov
z ¢uCoriedok na aktivaciu mikroglii.?®" 282 Chrania pred stareckou demenciou, maju upokojujuci uginok.
Plody je mozné konzumovat’ surové, ale st i obl'ibenym ovocim pri vyrobe dzemov, sirupov a vina.
Senzorickou hodnotou a obsahom délezitych zivin sa ¢ucoriedky radia k najcennejSiemu ovociu
na naSom Gzemi.?"* 283, 284

Bioaktivne latky (zrely plod): kyselina jabléna, citrénova, benzoova, citrakonova, chlorogénova,
triesloviny (asi 7 %), tuky, vlaknina, pektin, pektoza, flavonové farbiva, karotenoidy (B-karotén, lutein),
provitamin A, resveratrol, vitamin C, vitaminy skupiny B, vitamin E, mineralne latky (hor¢ik, draslik,
bor, fosfor, sira, fluér, mangan, zelezo, med’, zinok, chrom), kvercetin, izokvercitrin, kempferol,
myricitrin, fenolové kyseliny (hydroxycinamova, kavova, ferulova), glykozidy, fytoantokyan,
delfinidin, 3-rutinozid, rutin, myrtillinchlorid.?"
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2.4.4.2 Brusnica pravd (Vaccinium vitis-idaea)
Celoro¢ne zeleny, drevnatejuci 10-30 cm vysoky ker s ¢ervenymi bobulami. Vyskyt v chladnejsich
Castiach Europy, hojne v podhorskych az horskych oblastiach.
Brusnica vykazuje mocopudné a dezinfekéné ucinky, uziva sa preto predovSetkym pri zapaloch
mocovych ciest. Mierni hnacku, moze sa podavat ako podporny prostriedok pri liecbe diabetu
a ochoreni ZI¢nika. Pre vys§i obsah kyseliny $tavelovej st plody kontraindikované pri problémoch
s oblickami.?® Surové plody st nepozivatelné, ale nachadzaju svoje vyuzitie pri vyrobe kompotov,
dzemov, sirupov a inych pochutin.?™

Bioaktivne latky (plod): kyselina askorbova, §tavelova, gallova, benzoova, arbutin, kempferol,
kvercitin, myricetin, kyanidin, peonidin, triesloviny, hydrocholin, cholesterin, tanin, vaccinin, hor¢ik,
zelezo, zinok, bor, farbiva, pektin, vlaknina, vitaminy skupiny B, vitamin C, karotenoidy,
bioflavonoidy.?"

2.44.3 Kurkuma pravd (Curcuma longa)
Kurkuma je trvaca rastlina z ¢el'ade d'umbierovité (Zingiberaceae) rasttica v tropickych a subtropickych
oblastiach. Jej podrveny pakorei sa pouziva ako korenie, olej, lie¢ivo alebo na vyrobu farbiva. Hlavnym
producentom je India, kde sa pouziva ako 'udové lie¢ivo niekol’ko storo¢i.?®

Najlepsie popisanou latkou extrahovanou z korena kurkumy je chemoprotektivny fenolicky derivat
kurkumin. Dodava kurkume jej typické zIté sfarbenie, vd’aka ktorému sa moéze vyuzit' iako zlIté
potravinarske farbivo. Vykazuje naviac antikatabolické, antioxidacné a protizapalové vlastnosti.
Kurkumin v8ak vo svojej prirodnej forme méa velmi nizku biologicku dostupnost’.?® Protizapalové
vlastnosti kurkuminu spocivaju v jeho schopnosti inhibovat’ fosfolipazu A,, COX-2 a lipooxigenazy,
a znizeni expresie IL-6, IL-8 a PGE,.?% V pripade kurkuminu je doélezitym faktorom koncentracia
a doba pdsobenia, pretoze moze vykazovat’ ako antioxidacné, tak prooxidacné vlastnosti za urcitych
podmienok,288-2%

Protizapalové tcinky kurkumy spocivaju v znizovani produkcie histaminu indukujuceho zapal,
V zvySovani a predlzovani pdsobenia hormoénu kortizolu a podnietenim cirkulacie sa zamedzuje
usadzovaniu toxinov. Okrem toho pozitivne vplyva na travenie, produkciu zl¢ovych a traviacich §tiav,
zlepsujuc tak digesciu tukov a eliminaciu toxinov z pecene.?®! Uzivanie kurkumy pri konvenénej liebe
IBD zvy3uje jej efektivitu.?? 2%

Bioaktivne latky: kurkuminoidy (kurkumin, demetoxykurkumin, bisdemetoxykurkumin), prchavé
oleje (turmerén, atlanton, zingiberdn), oleoresiny, mineraly, felandrén, sabinén, cineol, boreol.?!

2.4.4.4  Miita piepornd (Mentha piperita)

Mita pieporna je vytrvala rastlina z ¢el'ade hluchavkovitych. Je to prirodzeny hybrid odrod méty vodne;j
amaty klasnatej. Mo6ze sa vyskytovat' v roznych kultivaroch. Malokedy rastie vo volnej prirode,
vyzaduje $pecialne podmienky. Jedna sa o popularnu rastlinu S obrovskym mnozstvom vyuziti. Matovy
olej je typicky svojou silnou arémou a chladivym efektom. VyuZziva sa v kozmetike, produktoch osobnej
hygieny, v potravinarstve, farmakopriemysle a pod.

Maita pdsobi pozitivne na travenie, odstranuje kice, podporuje vylu¢ovanie traviacich Stiav, posobi
protizapalovo, d’alej pomaha pri meteorizme, priaznivo ovplyviiuje funkciu peCene a pankreasu, znizuje
bolestivost’ pri ochoreniach traviaceho traktu. Mierne napomaha znizovat’ vysoky krvny tlak a inhalacia
jej par je vhodnym prostriedkom pri lieCbe zapalovych ochoreni dychacich ciest. Méta by sa v§ak nemala
podavat’ dlhodobo a v nadmermnych dévkach, kontraindikovana je taktiez u osob alergickych na mentol.
Stcast'ou mladych listkov maty je latka pulegon, ktora sa neskor premiena na mentol. Pulegdn je znamy
hepatotoxin a potencialny neurotoxin. Jeho koncentracia sa 1iSi v zavislosti na zdroji, ale nesmie
prekrocit’ 1 %.2%4-2%

Bioaktivne latky: mentol, menton, 1,8-cineol, metyl acetat, mentofuran, izomenton, limonén, f3-
pinén, a-pinén, a-fellandrén, B-karyofyllén, karvon, limonén, germakrén-d, trans-sabinén hydrat,
pulegoén, kyselina rozmarinova, hesperidin, eriocitrin, luteolin.2’ 2%7
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2.4.45 Rumancek kamilkovy (Matricaria recutita)
Rumancek (Pud. ,harmancek, kamilka®) je lieCiva vonna rastlina c¢elade astrovitych, rastica
na rumoviskach a likach. V liecitel'stve sa pouziva suSeny kvet, priCom odvar z rumanceka posobi
protizapalovo a baktericidne, podiela sa na rychlejSom hojeni ran zamedzujuc tvorbe jaziev, ¢aj z kvetov
pomaha pri zalido¢nych tazkostiach a spankovych poruchach. Je vhodny i ako ustna voda pri liecbe
ustnej sliznice. In vitro testy rumanceku odhalili jeho vyzna¢né antioxidacné a antimikrobialne
vlastnosti, predbezne sa javi ucinne aj proti tumorom, d’alej proti tizkosti, esencialne oleje pdsobia
antiviroticky pri Herpes simplex ajeho metanolovy extrakt vykazoval potencialne antialergické
vlastnosti.?®® Samotna rastlina vak moze vyvolat’ alergicku reakciu U citlivého jedinca.?%8 30
Bioaktivne latky: terpény (a-bisabolol, apigenin, azulén, B-karyofylén, bisabolén, bisabolol,
borneol, trans-a-farnezén, trans-p-farnezén, farnezol, geraniol, guajazulén, chamazulén, chamomillol,
kempferol, levonenol, matricin, matrikarin, thujon), aromatické kyseliny (kyselina salicylova, derivaty
kyseliny benzoovej, kyselina kavova), kumariny, steroidy (sitosterol, stigmasterol), flavonoidy
(apigenin, luteolin, kvercitin), sacharidy, glykozidy, vitaminy (kyselina askorbova, niacin, tiamin).2%

2446 Skorica (Cinnamomum zeylanicum)

Skorica je aromaticka kora §koricovnikov, stalo zelenych tropickych stromov, pri¢om najkvalitnejsia sa
ziskava zo Skoricovnika cejlonskeho. M4 korenisto-sladkasti chut’ a prijemnu voiu, ktoru jej dodava
najmé zlugenina cinnamaldehyd.®® Zo $koricovnika sa vyuZiva sufena vnitorna ¢ast’ kory bohata
nasilice. Z listov, vetiev a kvetov sa ziskava Skoricovy olej. Tato rastlina sa vyuziva v réznych
priemyselnych odvetviach; v potravinarstve, vo farmaceutickom priemysle, v likérnictve a pri vyrobe
vina, d’alej v kozmetike a pre svoju typicka voriu sa vyuziva i pri vyrobe parfumov.

Skorica pomaha pri kardiovaskularnych problémoch, znizuje krvny tlak, zmierfiuje menstruciu,
zlepsuje travenie (napomaha metabolizmu tukov, ma vplyv na pokles hladiny plazmatickej glukoézy),
upokojuje koliky, nevol'nosti, slizi ako prostriedok proti nadche, kasl'u, chripke a pri vonkajSom pouZziti
sa pouziva pri lieCbe reumatizmu. ZvySuje apetit, podporuje travenie vdaka stimulacii traviacich
enzymov a celkovo posobi osviezujiico. Dostupné in vitro a in vivo testy dokazali, ze $korica ma
protizapalové, antibakterialne, antioxida¢né, protinadorové ucinky, stimuluje imunitu a zniZuje
cholesterol. Benzoatu sodnému ako bioaktivnej suasti skorice sa pripisuje inhibi¢ny efekt na iNOS,
zépalové markery a povrchové markery aktivacie zapalu v mysich mikrogliach.3043%7

Bioaktivne latky: benzoat sodny, cinnamaldehyd, etylcinnamat, kvercetin, kvercitrin, kempferol,
eugenol, kumarin, kyselina §koricova, linalool, safrol.3%

2.4.47 Zazvor pravy (Zingiber officinale)

Zazvor je vytrvala rastlina, vyhanajuca z duzinatého hl'uzovito zhrubnutého ¢lankovitého podzemku
kazdy rok niekol’ko $tihlych cez 1 meter vysokych byrl'. Zazvor patri do rodiny Zingiberaceae a vyuziva
sa ako korenie uz viac ako 2 000 rokov.

Sucast’ zazvoru zingerdn vykazoval znaéné protizapalové G¢inky u mysi s kolitidou. Ovplyviioval
najma expresiu génov spojenych s drahami riadenymi zapalovymi cytokinmi. Potlacal aktivaciu NF-xkB
alL-1B v hrubom &reve.®® Zazvor tiez moduluje ur¢ité biochemické drahy v chronickom zépale.
Fenolické zluceniny zo zézvoru (zerumbon, 3-O-metylkampferol) preukazatelne znizili hladinu NO
a prostaglandinu E; produkovanymi makrofagmi stimulovanymi bakteridlnymi lipopolysacharidmi.®
Zazvor dalej stimuluje travenie, traviace §tavy a vykazuje zna¢né antioxidacné vlastnosti.310313

Bioaktivne latky: 6-gingerol, B-felandrén, (+)-kamfén, cineol, geraniol, kurkumin,
demetoxykurkumin, 6-dehydrogingerdion, citral, terpineol, borneol, a-zingiberén, B-seskvifelandrén, -
bisabolén, a-farnezén, arkurkumén, zingiberol, 6-shogaol, zerumbon, 3-O-metylkampferol.3!?

2448 Lan siaty (Linum usitatissimum)
LCan je jednoroc¢na rastlina pestovand pre l'anové vldkno a olejnaté semend. Semend sa pouzivaju
pri zapche, zapale zaludku a Criev, pri vredoch zaludku a pankreasu. Pre posobenie v ¢revach sa
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konzumuje celé alebo Cerstvo pomleté semeno. anovy olej sa ziskava lisovanim a naslednou rafinaciou
semien olejnatého 'anu za studena. Olej vykazuje biologické ucinky kyseliny linolovej a a-linolenove;j.
Oba typy kyselin zaistuju Struktarnu integritu bunkovych membran. Je jednym z najbohatsich
potravinovych zdrojov ALA, a tym i ®-3-nenasytenych mastnych kyselin EPA a DHA. Narozdiel od
rybieho oleja vSak nema dlhodoba konzumacia vplyv na triacylglyceroly, tkanivova koncentraciu DHA,
hladinu cholesterolu a citlivost’ k oxidacii cholesterolu in vitro. Strava so znizenym obsahom tuku
doplnena 'anovym olejom ma vyrazne priaznivy vplyv na kardiovaskularny systém, zvysuje elastickost’
artérii a moze upravit’ cirkulacné funkcie. Olej mdze znizit' agregaciu trombocytov. Je vhodnym
doplnkom pri lie¢be zapalovych procesoch, pri ktorych vznikaji prostaglandiny a leukotriény. Tlmi
tvorbu IL-1, TNF a nekyslikatych radikalov polymorfonuklearnych leukocytov a monocytov. Dalej
modze byt’ pouzity pri ovplyvilovani hypertriglycerolémie, hypercholesterolémie, benignej hyperplazie
prostaty, psychickej tenzie apre znizenie telesnej hmotnosti. V davkach nad 25 g denne posobi
laxativne.314-318

Bioaktivne latky (Tanovy olej): PUFA (okolo 60 %), MUFA, SFA, menej ako 2%
nezmydelniteI'ného podielu (cholesterol, kampesterol, stigmasterol, A’-stigmasterol, B-sitosterol, A®-
avenasterol, A’-avenasterol).

2.5 Enkapsulacia v potravinarskom priemysle

Enkapsulacia je proces sluZiaci k zachyteniu G¢innych latok (jadrového materialu) do transportného
materidlu. Dochadza k vytvoreniu bariéry (zo samotnej matrice, resp. polymérneho obalu) okolo
aktivnej zluGeniny a tym k obmedzeniu destruktivnych chemickych interakcii. Ziadtce biologicky
aktivne latky su stabilizované a efektivnejSie chranené pred vplyvom prostredia (napr. teplotnymi
zmenami, pH, enzymom a oxida¢nym reakciam). Enkapsulacia d’alej prispieva k zlepSeniu prenosu
bioaktivnych molekul do zivych buniek a kontrolovanému uvolfiovaniu danych latok v organizme. To
zaistuje, e sa ku spotrebitefom dostanii vo vhodnej vyuZitelnej forme, je prediZzena ich Zivotnost,
zabranuje, resp. spomaluje sa proces vzniku nebezpecnych zlucenin ako vysledku chemickych zmien
po ur¢itej dobe. Zaroven sa mézu maskovat’ niektoré neprijemné organoleptické predispozicie.3!°

Proces enkapsuldcie pre potravinarske uc¢ely musi spifiat’ prisne kritéria bezpe&nosti a vhodnosti
pouzitych materidlov, Co znamend, ze musia byt netoxické a biologicky odburatelné. Samotné Castice
nesmu vykazovat’ toxikologické riziko pre konzumenta a zaroven musia byt v§eobecne povazované za
bezpecné (tzv. ,,GRAS®) podl'a poziadaviek Europskeho uradu pre bezpecnost’ potravin (EFSA).

Pri aplikacii v potravinarskom priemysle bolo popisanych niekol’ko moznych metod enkapsulacie.

Vyber optimalnej enkapsulacnej techniky zavisi na type vychodiskového materidlu a pozadovanom
charaktere finalneho produktu. Mnoho faktorov vyznamne ovplyviiuje konecny vysledok
a enkapsula¢nu G¢innost’. Je preto vzdy potrebné starostlivo zvazit’ vyber a vlastnosti obalovej matrice
a samotny postup enkapsulac¢nej techniky.
NajcastejSie pouzivané enkapsulacné materidly st proteinové a sacharidové polyméry. Vlastnosti
enkapsula¢ného materialu sa prejavia vo findlnom produkte; ovplyviuji velkost’, tvar a Struktiru Castic,
stabilitu pocas produkcie, skladovania a konzumacie voci vonkaj$im vplyvom prostredia a taktiez
samotné uvolfiovanie enkapsulovanych zlicenin. Mikrokapsle st navrhnuté tak, aby postupne
uvolovali aktivne zlozky. Latky mozu intenzivnejsie difundovat’ po pdsobeni faktorov ako napr. teplo,
solvatacia, difuzia, tlak atd’. Vacsina konvencéne vyrabanych mikrokapsli v§ak ma tendenciu byt vel'mi
porézna, co spoOsobuje rychlu difuziu vody ainych tekutin. Obalové materidly moézu byt rozne
kombinované pre spomalenie neziadticeho rozpadu a naopak podporu pozadovanych vlastnosti.32 321

25.1.1 Enkapsulacia probiotickych baktérii

U probiotickych buniek je dolezité zachovat’ pri enkapsulacii ich viabilitu pocas travenia v hornej Casti
traviacej sustavy, aby sa ¢o najvacsi pocet zivotaschopnych buniek dostal do ¢reva. TaktieZ je potrebné
ich ochranit’ pred vplyvom vonkajSieho prostredia pri skladovani a spracovavani. Prezivanie probiotik

31



ovplyviiuje pouzity bakteridlny kmen, intermikrobidlne interakcie, vplyv matrice, kultivaéné
podmienky, pH, teplota, osmoticky tlak, inhibitory, mnozstvo rozpusteného kyslika, doba skladovania
¢i podmienky pocas samotného travenia. Pri vybere konkrétnej enkapsulaénej techniky je treba zvazit
enkapsula¢nu efektivitu, narocnost a ekonomicku zataz pripravy. Okrem toho je dolezité vziat
do uvahy i ovplyvnenie vyslednej chuti ¢i textury.

V praxi patria medzi najcastejSie pouzivané materialy pre enkapsulaciu probiotik alginat, chitosan,
Skrob, celuloza, karagénan, xantan, pektin, gellan, albumin, Zelatina, kolagén, kazein atd’. Probiotika
vo forme vyzivovych preparatov v kapsliach st zvy¢ajne lyofilizované ¢astice.?2% Lyofilizacia, resp.
sublimacné suSenie, je proces sluziaci k dehydratacii a enkapsulécii takmer vSetkych tepelne citlivych
materialov, zivych buniek a vo vode rozpustnych aromatickych latok, esencii a nestabilnych prirodnych
fytochemikalii.®* 3% Nosi¢ a aktivna latka sa najprv rozpustia vo vode a nasledne zmrazia. V d’alsom
kroku je z materialu v lyofilizatore za znizeného tlaku subliméaciou odstranena voda.3® 327

2512 Algindt

Alginat je linearny hydrofilny heteropolysacharid extrahovany z morskych rias. Ziskava sa ako sodna
sol’ extrakciou rias alkalickymi ¢inidlami (NaOH, Na,CO3). Obsahuje dve Struktiirne podjednotky; D-
mannurénovu a L-guluréonovi kyselinu. V zavislosti na zdroji sa moze zlozenie a zastipenie tychto
kyselin v polyméri lisit’.

K vytvoreniu kapsle je potrebné zmieSat’ bunkovl suspenziu s roztokom alginatovej sodnej soli.
Zmes je nasledne kvapkana do roztoku obsahujuceho multivalentné kationy (zvycajne Ca*? vo forme
CaCly). Kvapocky ihned’ tvoria gélové Struktary, zachytavajuc pritom bunky v trojdimenzionalne; sieti.
Zosietovanie polyméru je vysledkom vymeny sodnych ionov z guluréonovych kyselin s dvojmocnymi
kationmi. Toto zosiet'ovanie vedie k vzniku Struktury prezyvanej ,,egg-box model*.32

Alginat je v potravinarstve oblubenou latkou, vyuziva sa iako zahustovadlo, emulzifikator ¢i
stabilizator. Moznost’ pouzitia tohto polyméru ako enkapsulaénej matrice spo¢iva najmé Vv jeho
biokompatibilite a vo vytvoreni prostredia setrného i k senzitivnej$im latkam a bunkam. Rozmer a tvar
vyslednych Castic zavisi hlavne na priemere trysky enkapsulatora, d’alej na viskozite roztoku alginatove;j
sodnej soli a vzdialenosti medzi tryskou a vytvrdzovacim roztokom. Alginaty s nizkym obsahom
gulurénovych kyselin tvoria vo v§eobecnosti mensie ¢astice.??% 32
Bolo potvrdené, Ze u probiotik enkapsulovanych a chranenych alginatom sa signifikantne zvysuje ich
prezitie. Baktérie st chranené pred narusujucimi uc¢inkami zalidocnej §tavy a moézu sa tak uvolnovat
az v prostredi ¢reva.3%

25.1.3 Enkapsulator

Poloautomaticky pristroj, tzv. enkapsulator (V tejto praci pouzity typ Biichi B-395 Pro), sluzi k obaleniu
bioaktivnych zlucenin, buniek a mikroorganizmov polymérmymi obalmi za sterilnych alebo nesterilnych
podmienok. Sklad4 sa z regula¢nej jednotky so striekackovym cerpadlom, elektrickym a pneumatickym
systémom a Z reak¢nej nadoby (obrazok 11). Velkost trysky uréuje vyslednu velkost Castic.

Princip metoédy spociva v pretladeni zmesi enkapsulovanej latky a polyméru pomocou stlaceného
vzduchu z tlakovej nadoby do pulznej komory. V d’alsom kroku zmes prechadza systémom trysiek
definovanych velkosti, kedy na konci trysky dochadza k rozdelovaniu pradu na kvapdcky. Medzi
tryskou a elektrédou je generované elektrické pole spésobujiice povrchové nabitie astic. To vyvolava
silné elektrostatické odpudivé sily, ktoré udrzuju jednotlivé kvapky od seba. Nasledne dopadaju do
uzemneného vytvrdzovacieho roztoku (napr. CaCl,). Pri jeho neustdlom premieSavani magnetickou
mie$ackou sa zabrafiuje zhlukovaniu vytvorenych &astic.33!
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Obr. 11: Schéma enkapsuldtora B-395 Pro (1. priprava zmesi obsahujiicej enkapsulovanii zloZku a polymérny
obal; 2. pumpovanie zmesi z tlakovej nadoby do pulznej komory; 3. pulznd komora; 4. tvorba kvapécok v tryske;
5. rozdelovanie a disperzia kvapdécok; 6. vizualizdacia jednotlivych castic, 7. formovanie castic vo vytvrdzovacom

roztoku; 8. zbernd nadoba)®*
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3 CIEL PRACE

Hlavnym ciel'om tejto prace je vyvoj a charakterizacia modernych doplnkov stravy s obsahom probiotik
a latok s protizapalovym tcinkom.
K dosiahnutiu ciel’a boli vymedzené tieto Ciastkové ciele:
1) Vyber, charakterizacia a izolacia zvolenych aktivnych latok.
2) Enkapsulacia zvolenych aktivnych latok, probiotik a ich zmesi.
3) Navrh optimalneho zloZenia doplnkov stravy s obsahom zvolenych protizapalovych latok a
probiotik.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité latky a pristroje

4.1.1 Protizapalové latky
Jednotlivé extrakty vykazujuce potencionalne protizapalové ucinky, vyuzité v analyzach, boli pripra-

vené z nasledujucich vzoriek (tabulka 6):

Tab. 6: Ndzov produktu a doddvatela vybranych prirodnych materidlov

1) ,,Brusinka — §t’ava 2) ,,Bio borivkova 3) ,,Bio kurkuma mleta“ = 4) ,,MAita peprna — nat’
100%¢ Stava“ (bylinny &aj)«
Look Food, CR Beutelsbacher Bionebio, India Valdemar Gresik, CR
Fruchtsaftkelterei,
Nemecko

5) ,,HeFmanek — kvét« 6) ,,SkoFice bio mleta, 7) ,,Zazvor mlety* 8) ,,Lnéné seminko
druh Cejlon* — mleté*
Valdemar Gresik, CR Sonnentor, Madagaskar ~ Valdemar Gresik Semix Pluso, CR

4.1.2 Pouzité mikroorganizmy

Enkapsulované a testované boli nasledujiice probiotické bakterialne kultary pochadzajuce z Ceskej
zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity so sidlom v Brne:

Bifidobacterium breve (CCM 78257),

Lactobacillus acidophilus (CCM 4833).

4.1.3 Pouzita bunkova linia

K'in vitro funkénym testom na ludskych &revnych epitelialnych bunkach bola zvolena adherentna
bunkova linia CaCo-2 (300137) zo zbierky bunkovych kultar Cell Lines Services (Nemecko) izolovana
z adenokarcindmu hrubého ¢reva 72-ro¢ného muza kaukazského typu.
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4,1.4 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouZité pri extrakcii a charakterizdcii vzoriek:
2,2-azinobis(3-etylbenzotioazolin)-6-sulfonova kyselina (ABTS), Sigma-Aldrich (Nemecko)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina (TROLOX), Sigma-Aldrich
(Nemecko)

Acetén, LachNer (Ceska republika)

Aloenin A, Sigma-Aldrich (Nemecko)

Apigenin, Sigma-Aldrich (Nemecko)

B-karotén 95% typ I: synteticky, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Daidzein, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Dimetylsulfoxid, Lachema (Ceska republika)
Dusitan sodny, Vitrum-LachNer (Ceské republika)
Epikatechin, Sigma-Aldrich (Nemecko)

Etanol, LachNer (Ceska republika)

Floridzin, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Penta (Ceska republika)
Hesperidin, Sigma-Aldrich (Nemecko)

Hydroxid sodny p. a., LachNer (Ceska republika)
Chlorid hlinity, Vitrum-LachNer (Ceska republika)
Chloroform, Penta (Ceska republika)

Katechin, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kvercitin-3-glukozid, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina chlorogénova, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina kavova, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina kumarova, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Metanol pre HPLC, Sigma (Nemecko)

n-hexan pre HPLC, VWR (USA)
Pelargonidin-3-glukozid chlorid, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Uhligitan sodny p. a., LachNer (Ceska republika)

Chemikadlie pouZité pri kultivdcii a teStovani baktérii:
Agar powder, Himedia (India)
MRS Broth médium, Himedia (India)

Chemikdlie pouZité pri testovani s modelovymi traviacimi St avami a érevnymi bunkami:
3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Antibiotic-antimycotic 100x (Biosera), Biotech (Nemecko)

Bile salts — zmes kyseliny cholovej a deoxycholovej, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Dihydrogénfosfore¢nan sodny monohydrat p. a., LachNer (Ceské republika)
Dodecylsiran sodny, Serva (Nemecko)

Etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva (Nemecko)

FBS, HyClone (USA)

Hydrogénfosfore¢nan sodny dihydrét p. a., LachNer (Ceska republika)
Hydrogénuhli¢itan sodny p. a., LachNer (Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35%, LachNer (Ceska republika)

MEM Non-essential Amino Acid Solution (100%), Sigma-Aldrich (Nemecko)
Pankreatin (bravCovy pankreas), Sigma-Aldrich (Nemecko)

Pepsin (prasacia zalido¢na sliznica), Sigma-Aldrich (Nemecko)
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Trypanova modra, Biotech (Nemecko)
Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (Ceska republika)

Chemikdlie pouZité pri enkapsuldcii:
Alginat sodna sol’, Sigma-Aldrich (Nemecko)
Chlorid vapenaty p. a., Lachema (Ceska republika)

4.1.5 Pristroje a pomécky

Analytické vahy, Boeco (Nemecko)
Automatické pipety v roznych objemovych rozsahoch, Discovery a Biohit (Nemecko)
Biohazard box, model Airstream, trieda Il - ESCO, Biotech (Nemecko)
CelCulture CO; inkubator — ESCO, Biotech (Nemecko)
Centrifiga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Nemecko)
Enkapsulator Biichi B-395 Pro (Svajéiarsko)
Inverzny mikroskop, Laboserv (Ceska republika)
Laminarny box Aura mini — Bioair, EuroClon (Taliansko)
Mikrocentrifuga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Nemecko)
Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
NanoPhotometer ™, Implen (Nemecko)
Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/co LED (Ceska republika)
Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko)
Software Dino-Capture 2.0 (Ceska republika)
Soxhletov extraktor — Soxtherm, Gerhardt (Nemecko)
Spektrofotometer — Helios v, Unicam (Vel'ka Britania)
Temperovana trepacka, Heidolph Inkubator 1000 (Nemecko)
Termostat Memmert GmbH Co. KG (Nemecko)
Vakuova odparka Werke RV06-ML: IKA (Nemecko)
Vortex REax Top, Heidolph (Nemecko)
Zostava HPLC/UV-VIS — Thermo Fisher Scientific (USA):

Dionex UltiMate 3 000 series,

UV-VIS detector UlltiMate,

Pump UlltiMate,

Column Oven LCO 101, ECOM,

ERC RefractoMax 520,

Kolona Kinetex 2,6 um F5 (150 x 4,6 mm).

4.2 Specifikacia pouZitych rastlinnych extraktov

4.2.1 Priprava extraktov pre analyzu

K jednotlivym experimentom a stanoveniam boli pripravené vodné, etanolové a hexanové extrakty
vybranych vzoriek v zavislosti na ich charakter.

Pre pripravu vodnych a etanolovych extraktov bola pouzita navazka 2 g vzorky a 20 ml rozpustadla
(destilovana voda a 20% etanol). V pripade brusnicovej a ¢ucoriedkovej koncentrovanej stavy 4 ml
vzorky a 20 ml rozpustadla. Vzorky boli nasledne 24 hodin inkubované pri teplote 37 °C v danom
rozpustadle a po uplynuti 24 hodin bola odstranena pevna zlozka filtraciou cez gazu a centrifugaciou
po dobu 5 minut pri 10 000 ot./min. a k d’al$im experimentom bol ponechany len tekuty extrakt, resp.
supernatant.
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Pri priprave olejov z vybranych rastlinnych materialov extrakciou hexanom bol vyuzity
automatizovany Soxhletov extraktor ,,Soxtherm®. Samotny cyklus trval 3 hod. 4 min. a pristroj bol
nastaveny podla parametrov uvedenych v tabulke 7. Extrakcia pomocou Soxthermu je néazorne
zobrazend naobrazku 12. Po skoncéeni extrakcie boli zvysky hexanu odparené pomocou rotaénej
vakuovej odparky, vytazky rozpustené v chloroforme apo odpareni chloroformu ziskané olejové
frakcie d’alej skladované. Pred jednotlivymi analyzami boli urcité navazky olejovych extraktov pocas
24 hodin za neustaleho pretrepavania na trepacke pri laboratornej teplote rozpustené v 1ml
dimetylsulfoxidu.

Tab. 7: Parametre softvéru pristroja Soxtherm

T-classification 300 °C Evaporation A 5 x Interval
Extraction Temperature 170 °C Extraction Time 1h Omin
Reduction Interval 3min 30s Evaporation B 2 x Interval
Reduction Pulse 3s Evaporation C 10 min

Hot Extraction 1h 30min Program Length 3h 4min

| EGerhardt S b § | ElGerhardt

Obr. 12: Priprava hexdanovych extraktov pomocou pristroja Soxtherm (zlava: zdazvor, harmancek, mdta, lan)

4.2.2 Stanovenie celkového obsahu fenolickych zli¢enin

Ako standard pre kalibraciu bola pouZita kyselina gallova, takze ziskané vysledky je mozné vyhodnotit’
ako ekvivalentné mnozstvo kyseliny gallovej (GAE). Z roztoku kyseliny gallovej o koncentracii
1 g/l bolo pripravenych sedem kalibraénych roztokov v rozmedzi koncentracii 0,1-0,7 mg/ml.
Z kazdého z tychto pripravenych roztokov bolo do Cistych a suchych skiimaviek nasledne odobranych
50 pl, k nim bol pridany 1 ml vody a 1 ml Folin-Ciocalteauovho ¢inidla vopred zriedeného destilovanou
vodou v pomere 1: 9. Vsetky skaimavky boli premie$ané pomocou pristroja Vortex a po 5-minttovej
inkubécii pri laboratornej teplote bol do nich pridany 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného.
Roztoky boli opidt” premieSané a po 15 minatach bola spektrofotometricky zmerana absorbancia
pripravenych roztokov pri vinovej dizke 750 nm. Ako blank bol pouzity roztok pripraveny rovnako ako
kalibra¢né roztoky, len namiesto Standardného roztoku kyseliny gallovej bola pouZita destilovana voda.
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Pri vlastnom stanoveni bolo z extraktov pripravenych podla postupu Vv kapitole 4.2.1 odpipe-
tovanych 50 pl a d’alsi postup bol analogicky ako v pripade merania kalibra¢nej zavislosti. Kazda vzorka
bola pripravena v triplikatoch pre zminimalizovanie chyby merania, z ktorych bol vypocitany priemer
a smerodajna odchylka. Blanky boli pripravené s danym rozpustadlom.

Koncentracia celkového obsahu fenolickych zlucenin bola stanovovana na zaklade rovnice linearnej
regresnej analyzy kalibra¢nych roztokov kyseliny gallovej Azso = 1,752 3 - ¢ s korelaénym koeficientom
R%2=0,997 8.

4.2.3 Stanovenie celkovych flavonoidov

Zo standardného roztoku katechinu 0 koncentracii 1 g/l bolo pripravenych sedem kalibraénych roztokov
v rozmedzi koncentracii 0,05-0,3 mg/ml. Z kazdého z tychto pripravenych roztokov bolo nasledne
odpipetovanych 0,5 ml, k nim bol pridany 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% roztoku NaNO,. Vsetky skimavky
boli premiesané pomocou pristroja Vortex a po 5 minatach bolo do nich pridanych 0,2 ml 10% roztoku
AICls. Nasledne boli roztoky opat’ zhomogenizované a po d’alsich 5 mintitach bolo do nich pridanych
1,5ml 1M roztoku NaOH alml vody. Roztoky boli opat premiesané. Po 15 minutach bola
spektrofotometricky zmerana absorbancia pripravenych roztokov pri vinovej dizke 510 nm. Ako blank
bol pouzity roztok pripraveny rovnako ako kalibracné roztoky len namiesto katechinu bola pouzita
destilovana voda.

Jednotlivé extrakty boli testované analogicky ako Vv pripade merania kalibracnej zavislosti, kde
namiesto katechinu bolo pridanych 0,5 ml vzoriek. Kazda vzorka bola pripravena v triplikatoch,
z ktorych bol vypocitany priemer a smerodajna odchylka. Blanky boli pripravené s rozpustadlom.

Koncentracia celkovych flavonoidov bola stanovena na zaklade rovnice linearnej regresnej analyzy
kalibraénych roztokov katechinu Asio = 3,044 2 - ¢ s korelaénym koeficientom R? = 0,999 7.

4.2.4 Stanovenie jednotlivych flavonoidov metodou RP-HPLC s UV-VIS detekciou

Pre stanovenie boli pouzité nasledujice standardy: aloenin A, apigenin, daidzein, epikatechin, floridzin,
hesperidin, katechin, kvercitin-3-glukozid, kyselina gallova, kyselina chlorogénova, kyselina kavova,
kyselina kumarova a pelargonidin-3-glukozid chlorid. Vzorky pre samotnu analyzu boli pripravené tak,
ze k1 ml vodnych extraktov jednotlivych vzoriek bol pridany 1 ml hexanu a nasledne 2 ml 70%
metanolu (riedeného Mili-Q vodou). Po pretrepani zmesi bola odobrana vodna frakcia a 5x nariedena
demineralizovanou Mili-Q vodou. Takto pripravené vzorky boli prefiltrované cez nylonovy filter
(0,45 um) do vialiek, ktoré boli umiestnené do autosampléru HPLC.

Nastreky pripravenych vzoriek standardov a extraktov o objeme 20 pl boli analyzované metodou
RP-HPLC/UV-VIS na koléne Kinetex F5 pri 35 °C a prietoku 0,4 ml/min po dobu 30 minat. Bola
vyuzita gradientova elicia mobilnej fazy, kedy sa pomer zloZiek mobilnej fazy Mili-Q voda : acetonitril
menil z 90 : 10 na 30 : 70. Detekcia bola prevedena spektrofotometricky pri vinovej dizke 260 a 280 nm.
Namerané data boli analyzované pomocou softvéru ,,Chromeleon®.

Vysledné rovnice kalibracnych kriviek, pouzité pri stanovovani vybranych flavonoidov
Vv jednotlivych vzorkach, si uvedené v tabulke 8.

Tab. 8: Rovnice kalibracnych kriviek [mg/ml]

Aloenin A: A=3174"-c¢c Kyselina gallova: A=53157"c¢c
Apigenin: A=38l4-c Kyselina chlorogenova: A=63947 -c
Epikatechin: A=1154"-c Kyselina kavova: A=20472-c
Floridzin: A=36057"c Kyselina kumarova: A=49622-c
Hesperidin: A=3246,3c Pelargonidin-3-glukozid
Kvercitin-3-glukozid: A =19347-c chlorid: A=6535"¢
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4.2.5 Stanovenie celkovych karotenoidov

Pre stanovenie mnozstva celkovych karotenoidov v jednotlivych vzorkach pripravenych podla navodu
v kapitole 4.2.1, bolo vzdy najskor premerané absorpéné spektrum pri vinovych dizkach 290-500 nm.
Z nameranych spektier bol nasledne vypocitany celkovy obsah karotenoidov na zaklade kalibracnej
zavislosti absorbancie pri 445 nm na koncentracii $tandardu p-karoténu. Rovnica linearnej regresnej
analyzy kalibraénych roztokov p-karoténu bola stanovena ako Auss=0,0904-c s korelacnym
koeficientom R?=0,990 1. Jednotlivé roztoky boli v pripade potreby riedené acetéonom, ktory bol
pouzity i ako blank pri spektrofotometrickom merani.

4.2.6 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity

Pri stanovovani antioxidac¢nej aktivity bola vyuzita jedna zo zakladnych spektrofotometrickych metod
determinacie antioxida¢nej Géinnosti danych extraktov — metoda TEAC vyuzivajuca ABTS**. Najskor
bol pripraveny roztok ABTS**, ktory bol rozpusteny vo vode na koncentraciu 7 mmol/l. Nasledne bol
do neho pridany K»S;0g do dosiahnutia koncentracie 2,45 mmol/l. Pripraveny roztok bol ponechany
odstat’ minimalne 12 hodin v tme. Pred samotnym spektrofotometrickym meranim bol tento roztok eSte
nariedeny 99,8% etanolom na vyslednii absorbanciu A = 0,7 £ 0,02 pri vinovej dizke 734 nm. Potom
bola stanovena vychodiskova absorbancia daného roztoku Ao, pricom bolo do 1 ml zriedeného ABTS**
pridanych 10 pl rozpastadla (tj. destilovana voda a 20% etanol).

Kalibracia sa prevadzala pomocou kalibra¢nej rady roztoku TROLOX-u pripraveného rozpustenim
v 60% etanole. Z tohto zasobného roztoku bolo pripravenych osem roztokov o vzostupnych hodnotach
koncentracii v rozmedzi 50-400 pg/ml. Do zaZenej kyvety potom bolo napipetovanych 10 pl tychto
kalibraénych roztokov a 1 ml zriedeného ABTS**, zmes bola premie$ana a ponechana 10 minut v tme.
Nisledne bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 734 nm. Do kalibragnej zavislosti boli vynasané
hodnoty rozdielu pociato¢nej absorbancie Ao a absorbancii nameranych po 10 minttach reagovania
vzorky s roztokom ABTS v tme.

Pri vlastnom stanoveni bolo zo vzoriek pripravenych podla kapitoly 4.2.1 odpipetovanych 10 pl,
zmieSanych s 1 ml zriedeného roztoku ABTS®**. Zmes bola premie$ana, ponechana 10 minat v tme
a premerana absorbancia triplikatov pri 734 nm. Z nich bol spocitany priemer a smerodajné odchylky.
Ekvivalentné mnozstvo TROLOX-u, ktorym bola determinovana antioxida¢na aktivita u jednotlivych
vzoriek, bolo prepocitané na zaklade rovnice linearnej regresnej analyzy rozdielov absorbancii
kalibraénych roztokov TROLOX-U, konkrétne A = 1,433 5 - ¢ s korelaénym koeficientom R? = 0,999 9.

4.3 Kultivacia probiotickych baktérii

Pre kultivaciu baktérii Bifidobaterium breve CCM 7825" a Lactobacillus casei CCM 4798 bol pouzity
komercne dostupny MRS bujon obsahujici pepton, hovédzi extrakt, kvasnicny extrakt a glukézu. Podl’a
vyrobcom stanoveného pomeru bolo v Erlenmeyerovej banke médium rozmiesané v destilovanej vode
(55,15 g na 1 000 ml). Samotna sterilacia média prebiehala 30 minat v tlakovom hrnci s otvorenym
ventilom. Nasledne bolo médium v sterilnom boxe rozdelené do plastovych skamaviek 0 objeme 15 ml
a zaoCkované 1 ml probiotickej kultiry uchovavanej v kryoskiumavkach. Pri praci s probiotickymi
baktériami bolo potrebné minimalizovat’ ich kontakt so vzduchom. Takto pripravené kultiry boli
nasledne inkubované 24 hodin v termostate pri teplote 37 °C a po inkubacii d’alej spracovavané.

4.4 Priama interakcia rastlinnych extraktov s probiotikami

Do jamok 96-jamkovej mikrotitraénej dosticky bolo postupne nanesenych 230 ul MRS tekutého média;
75 ul bakteridlnej kultury (pripravenej podla navodu v kapitole 4.3) a 25 pl jednotlivych extraktov
(pripravenych podl'a kapitoly 4.2.1). Zaroven boli pripravené i referencné kontrolné vzorky, v ktorych
bolo k bakterialnej kulture pridanych 25 pl daného rozpustadla. Ako blanky pouzitych extraktov sluzili
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jamky naplnené 305 pl vody miesto bakterialnych buniek a 25 pl danej latky.

Rast baktérii v podobe zmeny zakalu bol merany v ¢ase 0 a po 24 hodinach pomocou pristroja
ELISA Reader pri 630 nm. Ako referen¢na vzorka sluzila hodnota zmeny absorbancie s pridavkom
rozpustadla namiesto vzorky extraktu. Nasledne bol z rozdielu absorbancii vyhodnoteny narast alebo
naopak ubytok bakterialnych buniek. Na zéklade tohto testu boli vybrané vzorky, ktoré neinhibuji rast
probiotickych baktérii. Pocet buniek bol prepocitany na zaklade kalibracnej zavislosti absorbancie

pri 630 nm na pocte bakterialnych buniek stanovenych nepriamou kultiva¢nou metddou, konkrétne:

y . A — 0.0957
podet buniek = 634017. 352

4.5 Modelové travenie zmesi obsahujicich kombinaciu extraktov a probiotik

45.1 Priprava modelovych traviacich Stiav

K simulacii prechodu pripravenych kombinacii probiotik s prirodnymi extraktmi traviacim traktom
a stanoveniu ich viability v jednotlivych tGsekoch traviacej ststavy boli pripravené modelové traviace
$tavy podl'a nasledujucich postupov.®®?

45.1.1 Modelova Zaludocna st’ava

Pre pripravu Zaludoénej $tavy bolo v 100 ml destilovanej vody rozpustenych 0,25 g pepsinu. Nasledne
bolo pridanych 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikovej. Vysledné pH roztoku bolo upravené na hodnotu
0,9.

45.1.2 Modelova pankreatickd $tava
Pankreaticka $tava bola pripravena rozpustenim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO3; v 100 ml desti-
lovanej vody, pri¢om pH roztoku bolo upravené na hodnotu 8,9.

45.1.3 Modelova Zlcova 5t ava
Z1¢ova §tava bola pripravena pridanim 0,8 g zl¢ovych soli do 200 ml fosfatového pufru o pH 8.

4.5.2 Stanovenie viability buniek poc¢as travenia pomocou ziakalu

Probiotické kultiry pripravené podla navodu v kapitole 4.3 boli najskor scentrifugované pri 5000
otackach po dobu 5 minut. Supernatant bol zliaty a pelet buniek rozsuspendovany v 10 ml sterilnej
vody. Postup premytia bol eSte raz zopakovany. Bunkové suspenzie, vzniknuté rozsuspendovanim
peletu oboch probiotickych kultur v 10 ml sterilnej vody, boli po 0,5 ml pridané k 4,5 ml jednotlivych
rastlinnych extraktov. V pripade referencnej vzorky bolo pouzitych 4,5 ml daného rozptstadla, tj. vody,
20% etanolu a DMSO.

Po premieSani zmesi a uplynuti 15 minut inkubdcie pri laboratdrnej teplote bol zo zmesi odobrany
1 ml k dalsim analyzam. Predstavoval sériu vzoriek pred posobenim traviacich $tiav. K zvySnym
roztokom boli pridané 4 ml zaladoCnej $tavy. Po 30 minatach inkubacie pri 37 °C bol opét
Z jednotlivych zmesi odobrany 1 ml na analyzu a k zvysku bolo pridanych 3,5 ml pankreatickej a 3,5 ml
zl¢ovej $tavy. Takto pripravena zmes bola ponechana 90 mintt inkubovat’ na temperovanej trepacke pri
37 °C.

Po ukonceni modelového travenia boli vzorky scentrifugované pri 5 000 otackach po dobu 5 minut.
Supernatant bol zliaty a pelet rozsuspendovany v 5 ml sterilnej vody a pripraveny pre d’alSie stanovenia.
VSetky vzorky uréené k analyze boli potom v triplikdtoch nanesené na 96-jamkové mikrotitra¢né
dosticky; vzdy 30 ul danej vzorky a 300 ul ¢istétho MRS média. Obdobne ako v kapitole 4.4 bol narast
baktérii stanovovany pomocou rozdielu zakalu nameraného ELISA Reader-om pri 630 nm v ¢ase 0
a 24 hodin.
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4.6 Testovanie extraktov na udskych ¢revnych epitelialnych bunkach in vitro

4.6.1 Kultivacia bunkovej linie CaCo-2

Bunkova linia bola dlhodobo uchovavanad zamrazena v Specidlnych skimavkach s kryoprotektivom.
Prirozmrazeni boli skimavky rozohriate v dlani anasledne bunky prenesené do centrifugalnej
skiamavky s PBS pufrom. Suspenzie boli scentrifugované (5 minut, 230 RCF), supernatant odliaty,
bunky rozsuspendované v 5 ml média a prenesené do kultivaénej nadoby s povrchovou plochou 75 cm?,
ktora bola médiom doplnena na potrebny objem 15 ml. Kompletné zivné médium pre tito bunkovu liniu
tvori komercne dostupné bazalne médium Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) obohatené
0 2mM glutamin, 1% zmes neesencialnych aminokyselin (NEAA), 10% fetalne bovinné sérum (FBS)
a 1% roztok antibiotik. Nasledne bola kultira prvy idruhy defi po rozmrazeni prekontrolovana
pod mikroskopom a uchovavana v termostate pri 37 °C s 5% obsahom CO- a 95% vlhkost'ou.

Kultiva¢né médium bolo menené podl'a potreby 2-3 razy tyzdenne a nahradené 15 ml Cerstvého
média. Pasazovanie bolo prevadzané pri dosiahnuti 70-80% konfluencie. Bunky boli v kultivaénych
nadobach vytiahnuté z CO; kultivatného boxu a pod inverznym mikroskopom skontrolovana
konfluencia, adherencia a pripadna kontaminacia. Nasledne boli prenesené do laminarneho boxu.
Najskor bolo opatrne odstranené médium, potom boli bunky 2 az 3 razy preplachnuté sterilnym PBS
pufrom (cca 5 ml). Po preplachnuti bola aplikovana zmes 0,25% trypsinu a 0,53mM EDTA. Po Gplnom
uvolneni prisadnutych buniek bolo pridanych 5 ml EMEM média, bunky boli prenesené do centri-
fugalnych sktimaviek a scentrifugované (2-5 min, 300 RCF). Supernatant bol zliaty, pelet buniek
rozsuspendovany v priblizne 5 ml kompletného média. Bunkova suspenzia bola prenesena do kulti-
vacnych nadob a doplnena cerstvym médiom so sérom do potrebného objemu.

46.2 MTT test

4.6.2.1 Pocitanie buniek a vypocet potrebného mnoZstva buniek na MTT test

Bunky boli po vytiahnuti z kultiva¢ného boxu najskor skontrolované pod inverznym mikroskopom
a prenesené do laminarneho boxu. Médium z kultiva¢nej nadoby bolo odstranené a nasledne boli
pridané 2 ml roztoku trypsin-EDTA. Roztok pdsobil po dobu nez sa bunky uvolnili odo dna (priblizne
3 minuty), potom boli bunky preliate do cca 4 ml média so sérom (objem dvojnasobne VaCsi oproti
trypsinu), ¢im doslo k inhibicii trypsinu. Vzniknutd suspenzia bola prenesena do 15 ml skimavky
a pipetou jemne homogenizovana. Nasledne bolo do mikroskiimavky odobranych 10 pl bunkovej
suspenzie, knej bol pridany rovnaky objem, tj. 10 ul trypanovej modrej a opdt’ jemne pipetou
premiesané. Toto farbivo farbi mftve bunky modro a zivé bunky sa vyznacuji bielym okrajom. 10 pl
takto pripravenej zmesi bolo nanesenych na kazdu stranu Biirkerovej komorky a za pomoci mikroskopu
boli spo¢itané bunky. V pripade, Ze nebolo mozZné bunky pre velky pocet spoéitat, bola pdvodna
suspenzia nariedena PBS roztokom a postup bol zopakovany. Tymto spésobom bol stanoveny pocet
buniek v 1 ml pévodnej bunkovej suspenzie.

Na samotny MTT test je potrebnych 100 ul média s koncentraciou 1,5 - 10* buniek na jednu jamku
mikrotitracnej dosticky. Na jednej dosticke je mozné vyuzit’ az 60 jamiek, avsak je potrebné pri priprave
jednotlivych zloziek pocitat’ s rezervou, tj. 65. To znamena, Ze na jednu dosticku je potrebné 6 500 pl
média obsahujiiceho 1,3 - 10° buniek. Podl'a koncentracie v povodnej bunkovej suspenzii, zistenej
podl’a vyssie uvedeného navodu, boli vzorky vhodne nariedené.

4.6.2.2  Priprava testovanych extraktov a kontrolnych vzoriek

Pripravené vzorky extraktov boli v sterilnom prostredi prefiltrované pomocou bakteriologického filtru
(25 mm 0,2 um PES VWR [514-0073]), ¢im sa zamedzilo pripadnej kontaminacii. Sterilné vzorky boli
potom riedené médiom na pozadované koncentracie (tabulka 9) a premiesané pomocou vortexu.
Podobne boli pripravené i sterilné kontrolné vzorky (tabul’ka 10). U vzoriek extraktov bolo zmerané pH.

42



Tab. 9: Ukdzka riedenia pre vzorky extraktov

Koncentracia vzorky [%] 4 8 12 16 20 24 28
Objem vzorky [u] 20 40 60 80 100 120 140
Objem média [pl] 480 460 440 420 400 380 360

Tab. 10: Riedenie kontrol

Typ kontroly Vc EtOH Cc
Objem kontroly [pl] 280 400 0
Objem média [pl] 720 600 1 000

4.6.2.3 Prevedenie MTT testu

Pripravend bunkova suspenzia bola pipetovand po 100 pl na 96-jamkovi dosticku. Do krajnych jamiek
bolo napipetovanych 100 ul PBS pufru, aby sa zabranilo vysychaniu média. Bunky na dosticke boli
skontrolované pomocou mikroskopu a ulozené do termostatu. Po uplynuti 24 hodin bolo z jamiek
odpipetované médium a pridanych 100 ul vzoriek a kontrol (tabul’ka 11). Takto pripravena dosti¢ka bola
vratena opat’ na 24 hodin do termostatu. Potom boli jednotlivé vzorky odpipetované a do kazdej jamky
bolo pridanych 20 ul MTT v PBS o koncentracii 2,5 mg/ml. Bunky boli inkubované 3 hodiny v termo-
state a nasledne bolo po odobrani vzoriek do jamiek pridanych 100 ul 10% SDS v PBS. Dosticka bola
obalena alobalom a ponechana v tme pri laboratornej teplote d’alSich 24 hodin. Po uplynuti tejto doby
bola pomocou pristroju ELISA Reader zmerana absorbancia pri vinovej dizke 562 nm.

Tab. 11: Schéma nandsania vzoriek na 96-jamkovii mikrotitracni dosticku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Ve Ve
Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Ve Ve
Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Ve Ve
Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Vc | EtOH
Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Vc | EtOH
Cc 4% 8% 12% | 16% | 20% | 24% | 28% Vc | EtOH

IO TMTMmMmOUOw>

4.7 Enkapsulacia

4.7.1 Priprava alginatovych ¢astic

Probiotika L. acidophilus a B. breve ur¢ené k enkapsulacii boli 24 hodin inkubované pri 37 °C. Nasledne
boli scentrifugované pri 5000 otackach po dobu 10 minat. Supernatant bol odliaty a pelet buniek
rozsuspendovany v sterilnej destilovanej vode a opit’ scentrifugovany pri 5 000 otackach po dobu 10
minut. Nasledne bol supernatant opét’ odliaty a bunky rozsuspendované v 10 ml vybranych rastlinnych
extraktov (vodné extrakty méty, harmanceku a Skorice). Referentna vzorka buniek bola
rozsuspendovana v 10 ml sterilnej vody. Ku kazdej vzorke bolo nasledne pridanych 10 ml sterilného
2% roztoku algindtu sodného a zmes bola dokladne premieSana.

Pre samotnu pripravu alginatovych Castic bol pouzity enkapsulator Biichi B-395 Pro. Velkost
trysiek bola zvolena 1 000 pm. Vytvrdzovacim roztokom bolo 20 ml 1% roztoku CaCl,, kde boli ¢astice
ponechané 15 minut. Po uplynuti tejto doby boli Castice prefiltrované a pouzité k d’alSim testovaniam.
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4.7.2 Stanovenie enkapsula¢nej uc¢innosti

4.7.2.1 Enkapsulacnd ucinnost’ probiotik

Z kazdej zmesi probiotik, extraktov a roztoku alginatu urcenej k enkapsulacii bolo odobratych 10 ul a
prenesenych na Biirkerovu komoérku. Pomocou optického mikroskopu so zvacsenim 1 000% bol
spocitany pocet buniek a prepocitany na 1 ml vzorky. Biirkerova komorka ma na svojej ploche dve
mriezky, ktoré sa skladaju z va¢sich a mensich $tvorcov, prip. obdiznikov. Plocha u velkych $tvorcov,
v ktorych bol pogitany pocet buniek, &ini 1/25 mm?2. Hibka komérky je 0,1 mm. Pocet buniek v 1 ml

celkovy pocet napocitanych buniek

v danej zmesi bol stanoveny pOdl a vzorca poget tvorcov - plocha §tvorca - hibka komérky”

Z vytvrdzovacieho roztoku CaCl; po skonéeni enkapsulacie bola tiez odobrana vzorka, ktora bola
nanesend na Biirkerovu komorku a boli spoé¢itané bunky uvolnené v roztoku. Z rozdielu poétu buniek
pred enkapsuléciou a poctu buniek vo vytvrdzovacom roztoku tak bolo mozné urcit’ percento uspesne
enkapsulovanych probiotickych buniek. Zaroven bola kontrolovana i kontaminacia.

4.7.2.2 Enkapsulaénd ucéinnost’ fenolickych latok

Zo zmesi uréenych na enkapsulaciu a nasledne potom i z vytvrdzovacich roztokov pouZitych
pri jednotlivych enkapsulaciach bolo podl'a postupu v kapitole 4.2.2 stanovené celkové mnozstvo
fenolickych latok. Vzajomny rozdiel determinoval mnozZstvo enkapsulovanych fenolov.

4.7.3 Stanovenie stability ¢astic pri prechode modelovym traviacim traktom

4.7.3.1 Modelové travenie castic

Jednotlivé navazky castic boli vzhl'adom na svoju velkost’ najskér mechanicky narusené, ¢o malo
simulovat’ rozzutie Castic V ustach pred prehltnutim. Traviace §tavy boli pripravené podla postupu
v kapitole 4.5.1.

K 1 g castic bolo pridanych 5 ml Zzalido¢nej $tavy. Vzorky boli pri 37 °C ponechané posobeniu
zaludo¢nej $tavy po dobu 30 mintt. Potom bolo pridanych 2,5 ml pankreatickej a 2,5 ml Zl¢ovej §tavy.
Tieto zmesi boli nasledne 90 minut inkubované na temperovanej trepacke pri teplote 37 °C. Po uplynuti
doby boli odobrané vzorky analyzované. Okrem viability probiotik kultivatnou metédou bolo
stanovované mnozstvo uvolnenych fenolickych latok prevadzané podl'a postupu v kapitole 4.2.2.

4.7.3.2 Analyza vplyvu traviacich Stiav na viabilitu enkapsulovanych probiotik
Pre nepriame stanovenie poctu buniek kultiva¢nou metdédou bola zvolena technika zaliatim. Pre analyzu
boli odobraté vzorky po skonéeni modelového travenia. Odobrané vzorky (1 ml) boli nariedené
desiatkovym riedenim sterilnou destilovanou vodou Vv rozsahu riedeni od 10" az po 10°°. Vzorky
s riedenim 107 boli v duplikatoch po 1 ml napipetované do Petriho misiek. Nasledne boli zaliate
sterilnym MRS agarom o teplote 45 °C tak, aby sa vytvorila vrstva agaru o hribke 2-3 mm. Pevné
médium bolo pripravené pridavkom agaru o koncentracii 15 g/l ku komerénému MRS médiu.

Po rozliati sa agar krizivymi pohybmi premiesal so vzorkou a ponechal sa na vodorovnej chladnej
ploche stuhnut. Potom boli misky kultivované dnom nahor pri teplote 37 °C a po 48 hodinach bol
vyhodnoteny pocet narastenych koldnii.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom predlozenej prace bolo najskor extrahovat’ z vybranych prirodnych matric fytochemikalie
posobiace protizapalovo (blizSie Specifikované v kapitole 2.4.1) a zaroven neinhibujice zivotnost
probiotickych baktérii, aby mohli byt spolo¢ne koenkapsulované pre zvysSenie pozitivneho efektu
na konzumenta trpiaceho chronickym zapalovym ochorenim v intestinalnej oblasti traviaceho traktu.
Vystupom prace by mal byt navrh vhodnej kombindcie rastlinného extraktu S vyhovujucimi
vlastnost'ami a probiotického kmena v optimalnej forme pre vyuzitie v nutraceutike.

5.1 Charakterizacia rastlinnych extraktov

Rastlinné extrakty pripravené podl'a navodu v kapitole 4.2.1 mali v pripade vodnych a etanolovych
extrakcii pomerne vysoku vytaznost. NajvicSie straty boli v pripade extrakcie suSenych byliniek
harmanceku a méty, ktoré nasali extrahovadlo a bolo treba postup extrakcie obohatit’ o filtraciu cez gazu
pre minimalizovanie strat. V pripade extrakcie hexanom boli z 10 g navaziek rastlinného materialu,
extrahovanych 100 ml hexanu, pripravené len vel'mi nizke mnozstva vyslednych olejov. Najvicsie
mnozstvo bolo ziskané z extrakcie l'anového semienka (3,241 2 g oleja), u ostatnych vzoriek vytazok
nepresiahol 0,322 2 g.

5.1.1 Stanovenie celkového obsahu fenolickych zlic¢enin

Zvolena metoda vyuziva Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo obsahujuce zmes molybdénanov a wolframanov,
ktoré st v pritomnosti fenolickych zltéenin redukované na ich modro sfarbené oxidy. Intenzita sfarbenia
je priamo iimerna mnozstvu pritomnych fenolov, ¢o je podstatou stanovenia ich koncentracie pomocou
UV-VIS spektrofotometrie.3*

Vysledné hodnoty absorbancii roztokov jednotlivych extraktov rastlin s prislusnou optimalizovanou
koncentraciou boli spriemerované a prepocitané na obsah fenolickych zloziek v 1 grame danej rastliny,
pripadne v 1 grame ziskaného oleja ziskaného extrakciou hexanom. V tabulke 12 st zhrnuté vypocitané
hodnoty.

Tab. 12: Celkovy obsah fenolickych zliicenin v pripravenych extraktoch

Vodné extrakty Etanolové extrakty Olejové extrakty

[ma/g vzorky] [mg/g vzorky] [mg/g oleja]
Brusnice 1,88 + 0,04 1,88+ 0,01 =
Cucoriedky 3,33+0,01 3,33+0,00 -
Kurkuma 2,85+ 0,09 3,50 + 0,08 27,88 £1,02
Mita 38,44 £ 0,02 34,91 £0,01 8,24 £0,41
Harmancek 15,67 = 0,01 36,12 + 0,02 5,03+0,33
Skorica 50,33+ 0,01 52,14 + 0,02 7,30+1,21
Zazvor 5,86 + 0,00 6,30 + 0,01 0,51+0,10
Lan - - 0,78+ 0,01

Z grafického znazornenia mnozstva fenolov v danych extraktoch (obrazok 13) je patrné, Ze vysoké
obsahy vykazovali najma vodné a etanolové extrakty mity, harmanceku a Skorice. Vodné a etanolové
extrakty pripravené z brusnicovej a ¢ucoriedkovej $tavy spolu s kurkumou obsahuja signifikantne
nizsie mnozstvo fenolickych zloziek. Uréity rozdiel v mnozstve fenolov mohol vzniknat' pri priprave
a spracovani Stiav. U kurkumy zohrava rolu hydrofobny charakter jej vyznamnej fenolickej zluceniny
kurkuminu, ktory sa do polarnych rozpustadiel vody a etanolu extrahoval len v nizkych koncentraciach.
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Z tohto dovodu dosiahol najvyssiu hodnotu spomedzi olejovych vzoriek olej z kurkumy. S priblizne
tretinovymi obsahmi za nim nasledovali mitovy, Skoricovy a harmanéekovy olej aako posledné
v obsahu fenolickych latok sa preukazali zazvorovy a 'anovy olej.

V pripade harmancekovych extraktov mé na obsah extrahovanych fenolov zna¢ny vplyv rozpustadlo.
Etanol sa preukazal v tomto pripade efektivnejsi ako voda. U ostatnych vzoriek je rozdiel v uc¢innosti
medzi vodou a 20% etanolom len vel'mi nizky.

Je zaujimavé porovnavat’ obsah fenolickych latok po extrakcii vodou, prip. 20% etanolom, oproti olejom
extrahovanym hexanom. Hoci Vv pripade olejovych extraktov je stanovenie prepocitané na gram
ziskaného oleja, nie na po6vodnt navazku byliny, stale je vo vac¢Sine pripadov viditeI'ny znacny pokles.
S tepelnym spracovanim klesd vo vSeobecnosti ako antioxida¢na aktivita, tak iobsah fenolickych
zloziek.3* Preto v pripade oleja, kedy bola vzorka extrahovana pri teplote az 170 °C je viditelny ubytok
tychto zluc¢enin vV porovnani s extraktmi vo vode a v etanole, kde najvyssia teplota pri extrakcii dosiahla
37 °C. Dalgim dolezitym faktorom je schopnost’ hexanu extrahovat’ najma lipofilné zlozky, pri¢om

fenolické latky maja prevazne hydrofilny charakter.
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Obr. 13: Celkovy obsah fenolickych latok v extraktoch vybranych rastlin

5.1.2 Stanovenie celkovych flavonoidov

Princip stanovenia celkovych flavonoidov spoc¢iva v spektrofotometrickej analyze oranzového sfarbenia
oranzovocervenych komplexov vznikajicich reakciou chloridu hlinitého s keto- a hydroxyskupinou
flavonoidov. Intenzita odpoveda mnozstvu pritomnych flavonoidov a je spektrofotometricky determi-
novatelna pri vinovej dizke 510 nm.3%

Vysledné hodnoty absorbancii roztokov jednotlivych druhov extraktov rastlin s prisluSnou optima-
lizovanou koncentraciou boli spriemerované a prepocitané na hmotnost’ flavonoidov v 1 grame danej
rastliny, pripadne v 1 grame oleja ziskaného extrakciou hexanom. V tabulke 13 st zhrnuté vypocitané
hodnoty a v grafe na obrazku 14 nazorne graficky zobrazené.
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Tab. 13: Obsah celkovych flavonoidov v pripravenych extraktoch

Brusnice 0,84 + 0,00
Cutoriedky 1,43 +0,00
Kurkuma 2,09 + 0,01
Miita 21,54 +0,11
Harmandek 452 + 0,03
Skorica 24,36 + 0,12
Zazvor 3,09 £ 0,02
Lan -

0,99 £ 0,01
1,34+£0,01
2,30£0,01
18,52+ 1,13
18,52 £ 0,25
4752 +0,14
3,09 £ 0,01

7,88 £ 0,88
1,18 £ 0,67
0,81+£0,77
1,37+£0,10
0,24 £ 0,02
0,65+0,16

Pri porovnani vyslednych hodnoét celkového obsahu fenolickych 1atok a flavonoidov je vidiet, Ze
VO vécSine pripadov tvoria flavonoidy ako podskupina fenolickych molekul viac ako polovicu. Opét
najvyssie mnozstvo obsahuju extrakty Skorice, harmanceka a méty. U harmanceka a Skorice je
pozorovatel'na signifikantnd vyhoda pouzitia 20% etanolu ako extrakéného ¢inidla flavonoidov.
U sSkorice sa spomedzi flavonoidov predpokladd najvysSie zastipenie kvercetinu, kvercitrinu
a kempferolu. Tieto latky boli preukazané ako protizapalovo pdsobiace fytochemikalie.

Oleje nasledovali podobny trend v pripade flavonoidov ako pri fenoloch — opit’ s vynimkou
kurkumy vyrazne niz8i obsah v porovnani s vodnymi a etanolovymi vzorkami. NajvyS$siu hodnotu
flavonoidov dosiahol olej extrahovany z kurkumy, potom Skorice, mity, harmanceka a nakoniec

zazvorovy a l'anovy olej.
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Obr. 14: Obsah flavonoidov v extraktoch vybranych rastlin
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5.1.3 Stanovenie vybranych flavonoidov pomocou RP-HPLC/UV-VIS

Pre identifikaciu a vyjadrenie mnozstva niekol’kych zastupnych druhov flavonoidov bola zvolena analy-
ticka metoda RP-HPLC s UV-VIS detekciou.

Z rovnic kalibra¢nych kriviek uvedenych v kapitole 4.2.4 (tabulka 8), bol vypocitany obsah
detegovanych flavonoidov u vzorky vodného roztoku brusnic, méty a harmanceka (tabul’ka 14). Ukazka
chromatogramu pre vodny extrakt brusnic sa nachadza v prilohe 1.

Tab. 14: Identifikdcia a stanovenie koncentracie flavonoidov u vodnych extraktov brusnic, mdty a harmancéeku

(N — nedetegované)

Brusnice Mita Harmancek
[ng/g vzorky] [ng/g vzorky] [ng/g vzorky]

36,86 N 552,79
29,11 822,02 780,76
45,55 49,05 26,27

V extrakte matovych listkov bol zisteny vysoky obsah latky aloeninu A. Tato bioaktivna zlucenina
vykazuje protizapalové vlastnosti,**® ma pozitivny vplyv na ¢revné epitelidlne bunky a dokonca ma
potencial chemoprotektivnej latky pri prevencii kancerogenézy.*" 3% Robi tak mitovy extrakt velmi
zaujimavym pre ucely tejto prace. Okrem toho sa v matovom extrakte objavil aj flavonoid hesperidin,
ktorého terapeuticky vyznam pri lie¢be IBD bol opisany uz v kapitole 2.4.2.

U vSetkych troch vzoriek bola detegovana kyselina gallova s vyznamnym zastupenim vo vodnych
extraktoch méty a harmanéeka. Mnoho $tudii doklada jej potencialne Klinicky vyuziteI'né antioxidaéné,
protinadorové, kardio- a neuroprotektivne vlastnosti. Zatial’ vsak chybaju potvrdzujuce klinické testy 3%
Dal$ou latkou nachadzajucou sa u vietkych troch extraktov bola kyselina kumarova. Koncentracia
dosahovala u brusnic a méty takmer dvojnasobok mnozstva v extrakte harmanceka. Kyselina kumarova
vykazuje baktericidne Gi¢inky U mnoZstva patogénnych baktérii (napr. Shigella dysenteriae).** Tato
vlastnost’ by mohla byt vyuzita k inhibicii neziadtcich druhov Vv pripade dysbidzy traviaceho traktu.
Prevedené in vitro testy na zvieracich modeloch potvrdili i protizapalovy a imunomodula¢ny efekt tejto
latky .34

U extraktov brusnic a harmanéeku boli detegované podobné zltéeniny, avSak kvantitativne, ale
i kvalitativne, bolo ich zastipenie niekol’kondsobne vysSie u harmanceku. Apigenin je preukazatelne
vyznamnou protizapalovo posobiacou latkou, nachadzajucou Siroké uplatnenie vo farmakologickom
priemysle.2*? Podobne je na tom i epikatechin a floridzin 343 3
Za povsimnutie stoji vysoky obsah chlorogenovej a kavovej kyseliny v harmanc¢ekovom extrakte, hoci
ich typickym zdrojom v potrave je hlavne kava. Kyselina chlorogenova pdsobi protizapalovo
a antioxidacne, astava sa tak moznou alternativou v liecbe a prevencii chronickych zapalovych
ochoreni.®® Dalsia $tidia odhalila mozné prebiotické vlastnosti tejto latky, ked’ze je v hrubom &reve
utilizovateI'na predovsetkym probiotickymi baktériami rodu Bifidobacterium a Lactobacillus.®*

Nazov flavonoidu
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5.1.4 Stanovenie celkovych karotenoidov

Karotenoidy boli u jednotlivych vzoriek po vhodnom nariedeni acetonom stanovené ako ekvivalentné
mnoZstvo B-karoténu pri vinovej dizke 445 nm. Vysledné hodnoty st uvedené v tabul’ke 15 a graficky
znazornené na obrazku 15.

Tab. 15: Obsah celkovych karotenoidov ako ekvivalentu p-karoténu v jednotlivych extraktoch

vzorka Vodné extrakty Etanolové extrakty Olejové extrakty
[ma/g vzorky] [mg/g vzorky] [mg/g oleja]
Brusnice 25,66 + 0,17 31,14 + 0,06 =
Cudoriedky 159,85 + 0,58 202,16 + 0,08 -
Kurkuma 2 013,27 +£0,88 2 228,98 + 0,06 338 562,62 + 6,70
Miita 251,11 +0,17 2 859,51 + 0,06 632,91 + 0,56
Harmancek 26,52+ 0,28 285,95+ 0,11 1 053,67 £ 0,00
Skorica 204,65 + 0,06 396,02 + 0,55 8 397,64 £1,01
Zazvor 38,72+ 0,06 24,34 +0,11 920,21 + 1,07
Lan - - 143,09 + 0,04
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Obr. 15: Obsah celkovych karotenoidov v danych extraktoch

Najvyssie hodnoty dosiahol olejovy extrakt kurkumy, ale v tomto pripade méze byt vysledok
skresleny. Vysoku absorbanciu mohol vykazovat' v tejto oblasti i kurkumin ako typické oranzovo-zIté
farbivo kurkumy s absorpénym maximom v organickych rozpustadlach v rozmedzi 408-430 nm.**
Kurkumin ma hydrofobne vlastnosti, preto sa najlepsie extrahoval do lipidickych extraktov.
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Pre odlisenie karotenoidov by v tomto pripade bola potrebna $pecifickejSia analyza, avSak po stanoveni
celkového obsahu fenolickych latok (tabulka 12) sa da predpokladat’ i pomerne velké zastiipenie
karotenoidov. Kombinacia fenolickych zloziek a karotenoidov tak z kurkumy robi bohaty prirodny zdroj
antioxidantov.
Po kurkume najvyssiu absorbanciu vykazoval olej zo $korice, kde mohol zohravat’ rolu Zltkasty derivat
akroleinu cinnamaldehyd.

Ako sa dalo predpokladat’ na zaklade chemickych vlastnosti, hexan ako extrakéné ¢inidlo
Vo vSeobecnosti vykazoval najlepSie vlastnosti pri extrakcii karotenoidov. Pre zachovanie prospesnych,
avSak pomerne nestabilnych a na oxidaciu nachylnych biologicky aktivnych latok vyskytujacich sa
Vv olejovych extraktoch®®, by mohla byt vyuzitd napr. enkapsulacia do lipozomov.

5.1.5 UV-VIS spektralna analyza

Namerané spektra vo viditelnej oblasti elektromagnetického ziarenia s vyuzitim UV-VIS
spektofotometrie st pre vSetky vzorky prilozené v prilohach (priloha 2). Okrem oblasti, v ktorej je svetlo
absorbované karotenoidmi, boli u vzoriek viditelné absorpéné maxima (peaky) i Vv inych oblastiach.
Pri interpretacii je vSak potrebné zohladnit’ niekol’ko faktorov ovplyviujtcich vysledky. Rozpustadlo
moze interagovat’ s chromoforom a tak je hlavne v UV oblasti mozné pozorovat’ absorpéné maxima
rozptstadiel. Dalej koncentracia analytov nie je jednotna a $tandardne kalibrovana, preto nemozno
vysledky z danych spektier kvantifikovat’. Poslednym vyznamnym faktorom je vplyv pH, ktoré¢ mdze
u niektorych zlu€enin ovplyvnit’ ich elektronickt Struktaru.

U brusnic vidite'ny peak v oblasti okolo 530 nm vypoveda o pritomnosti éerveno-fialovych farbiv
pravdepodobne antokyaninov. U cucoriedok je slabsie viditeIny peak v okoli 550 nm, zodpovedajuci
fialovym farbivam, taktiez predovSetkym zo skupiny antokyaninov. U ¢uoriedok je vSak dolezita
konkrétna odroda, pretoZze duzina plodov sa moéze vyrazne farebne liSit. V pripade kurkumy sa
jednoznaéne jedna o jej typické farbivo kurkumin, ktoré sa extrahovalo predovsetkym do olejovej
vzorky. Olej z mity extrahovany hexanom vykazuje zaujimavé peaky vo viacerych oblastiach viditel’-
ného svetla. Vysoké hodnoty vo vlnovych dizkach priblizne 410 a 670 nm poukazuje na pritomnost’
zltych a zelenych farbiv — chlorofylov, najmé chlorofylu a Vv listkoch méty. Su eSte rozpoznateI'né
mensie peaky v oblasti, v ktorej absorbuju svetlo karotenoidy. V pripade vodnych a etanolovych
extraktov neboli extrahované prakticky ziadne z tychto farbiv. U harmancéeka boli vysledky podobné
ako u méty. Zvysenu absorbanciu pri priblizne 410 nm u vzoriek $korice spésobuje najma zlta zlu¢enina
cinnamaldehyd. Za ZzIté sfarbenie extraktov zazvoru su podobne ako u kurkumy zodpovedné
pravdepodobne zluceniny kurkumin, demetoxykurkumin a 6-dehydrogingerdion. U oleja extraho-
vaného z 'anovych semiacok sa objavili peaky charakteristické pre chlorofyly a taktiez antokyaniny.

5.1.6 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Pri metddach stanovenia antioxidaénej aktivity sa vyuzivaji syntetické radikaly vol'ne generované alebo
postupne pridavané do reakénej zmesi. V tejto praci bola pouzita latka ABTS ako peroxidazovy substrat
tvoriaci v pritomnosti peroxidu vodika reakciou s peroxylovymi radikalmi alebo inymi oxidantami
metastabilny radikal-kation ABTS** modrozeleného sfarbenia. Je spektrofotometricky stanovitel'ny
v rozmedzi vinovych dizok 600-750 nm. Antioxidaéna aktivita stanovovanych extraktov slaZiacich
v tejto reakcii ako donor vodiku je prezentovana ako schopnost’ znizit' intenzitu sfarbenia roztoku
obsahujuceho ABTS**.3* Celkova antioxidatna aktivita vzorky sa pri pouzitej TEAC metode
interpretuje ako ekvivalentné mnozstvo TROLOX-u, ¢o je vo vode rozpustna antioxidaéne pdsobiaca
latka Struktirou podobna vitaminu E.

Vysledné hodnoty rozdielov absorbancii extraktov rastlin boli prepoc¢itané na hmotnost
ekvivalentného mnozstva TROLOX-u v 1 grame danej rastliny (resp. v 1 grame oleja) podl'a postupu
v kapitole 4.2.6. V tabul’ke 16 su zhrnuté vypocitané hodnoty a na obrazku 16 graficky vyjadrené.
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Tab. 16: Antioxidacnd aktivita stanovena pre vybrané vzorky

Vzorka Vodné extrakty [mg/g vzorky] Etanolové extrakty [mg/g vzorky]
Brusnice 0,10+ 0,02 0,19 + 0,05
Cucoriedky 0,22 +0,00 0,81+ 0,00
Kurkuma 2,09+0,00 2,39+ 0,00
Miita 5,02+ 0,00 4,92 +0,01
Harmancek 4,72 +0,00 5,04 + 0,00
Skorica 5,01 + 0,00 5,05 + 0,00
Zazvor 4,65+ 0,02 4,94 + 0,00

V grafe na obrazku 16 je vidiet, ze az na vzorku ¢ucoriedok nie je signifikantny rozdiel v antio-
xidacnej aktivite medzi vzorkami extrahovanymi vodou a20% etanolom. Relativne rozlozenie
antioxidacénej aktivity medzi vzorkami je podobné obsahom fenolickych latok a flavonoidov, preto sa
da predpokladat’, Ze vo vacsine pripadov vykazovali antioxida¢né vlastnosti najmé fenolické zluceniny.
Vynimkou je zazvor, ktory obsahuje nizke mnozstvo fenolov, ale i napriek tomu vykazuje pomerne
vysoku antioxida¢nt aktivitu. To nasved¢uje tomu, ze obsahuje okrem antioxidantov s fenolickou
Struktirou iiny typ fytoantioxidantov. S najva¢Sou pravdepodobnostou sa jedna o esencialne oleje,
resp. terpénové zluceniny. Vysoka antioxidacnd aktivita moZze stvisiet’ aj s typom pouzitej vzorky,
ked'Zze existuju Studie potvrdzujice vysSiu antioxidaéntl aktivitu suseného zazvoru (zvoleného
i pre potreby tejto prace) ako &erstvého.3% 351

6
] <t o]
g S8 & 22 3,
g 5 v ~o 0 © g, <
> < <
% - =
E
< 4
=
2
2
<« 3 2
5 <N
P S
= N
s —_
e 2
N
=
< —
Cok
1 o
g 3 9«
o © e
0 =.
Qe XD Qo] N
& 5 § S l i ©
@,:_; o& &@ > &&0 t},o (\*}ﬂ)
@ JOQ:C" %’ «2&'

Vodné extrakty ® Etanolové extrakty

Obr. 16: Antioxidacna aktivita vybranych extraktov stanovend ako ekvivalentné mnozstvo TROLOX-u v grame
danej vzorky

51



5.2 Interakcia bylinnych extraktov s probiotikami

Posobenie prirodnych extraktov v roznych typoch rozpustadiel na probiotické bunky (Bifidobacterium
breve, Lactobacillus acidophilus) bolo stanovené podl'a postupu v kapitole 4.4. Vysledné hodnoty st
pre jednotlivé kultury spracované v tabul’ke 17. Pre lepSiu ndzornost su spracované vysledky i vo forme
relativneho narastu kultur voci referencénej vzorke (obrazok 17).
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Tab. 17: Ovplyvnenie Zivotaschopnosti probiotik pridanim rastlinnych extraktov (*percentudlne vyjadreny

narast vzhladom na referencnu vzorku, tj. probiotika s rozpustadlom)

Vodné extrakty Etanolové extrakty Oleje
B. breve Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
po 24 hodinach | kultur* | po 24 hodinach | Kkultiar* po 24 hodinach | Kkultar*
Bez 3,65 - 10° 3,51 - 10° ~7.59 - 107
0,0 % 0,0 % 0,0 %
extraktu +4,51 - 107 °|  +255- 107 °| +259-10° °
. 3,42 - 10° 1,96 - 10°
Brusnice —6,3 % —44.1 % - -
we! £9,08 - 107 ° | £1,06-10° °
5 3,27 - 10° 2,88 - 10°
W . _ 0 — (1] - -
Cucoriedky £295- 108 10,3 % £185 - 10° 17,9 %
4,45 - 10° 1,35 - 10°
0 _ 0 - -
Kurkuma 236 10° 22,0 % £832 - 10° 61,6 %
3,67 - 10° 2,25 10° ~1,75 - 10°
Miit 0,4 % -35,7 % —2 203 %
am +3,68 - 10° °l £114-10° °| 4287107 °
3,54 - 10° 3,07 - 109 6,68 - 107
H tek 3,19 ~12,6 ’ 12 %
armante® | +116-108 1 e787 07 % r2es 107 ’
. 3,77 - 109 3,67 - 109
Skori 3,3 % 47 % - :
ore +0,66 - 10° " +360-10° ’
3,65 - 10° 3,31 - 10° 8,82 - 108
r 1 o ) _ 0 ) 0
Zazvor +2,95 - 108 00% | 315 108 ST% | 109 - 108 1262%
~4,80 - 107
L - - - - ’ 7%
" +8,04 - 10° T
L Vodné extrakty Etanolové extrakty Oleje
acido Ihilus Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
P po 24 hodinach | kultir* | po 24 hodinach | kultur* po 24 hodinach | kultar*
Bez 1,97 - 108 1,13 - 108 —4,84 - 108
’ o ! o ’ o
extraktu +7,85 - 107 00% | 140 107 00% | 343. 108 0.0 %
4.60 - 108 5,02 - 108
Brusni 133,2 % ! 42,9 % - -
rusnice 185 - 10° 33,2 % 220 10° 342,9 %
} 1,13 - 10° 4,22 - 108
¥ . 0, 0, - =
Cucoriedky 414 - 10° 4719 % 1167 10° 272,3%
1,92 - 10 2,27 - 108
0, 0, - -
Kurkuma £ 104. 109 8750% | res 107 100,4 %
1,26 - 109 9,75 108 ~1,18 - 10°
Miit ; 537,9 % ’ 760,9 % : —144°¢
™ +9,82 - 10° | +733-10° Tl +147-107 “
3,51 - 10° 2,05 - 108 2,51 - 108
H Eek 1680,8 % 80,9 % 48 %
armance +8,99 - 107 °l 4177107 °| 417100 °
} 1,76 - 10° 1,80 - 10°
: 0, 0, - -
Skorica 4179 107 7951% | Lo e | 14901 %
Zazvor i sigo| o9l 13| B2 261 %
wo +1,22 - 107 N 005 107 270 1066107 °
~1,33 - 10°
L - - - ; ’ ~174¢
" +2,04 - 10° “
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V pripade B. breve vyrazne inhibi¢ny efekt vykazovali extrakty brusnic a ¢ucoriedok, etanolovy
extrakt kurkumy a harmanceku, a oleje mity a l'anovych semienok. Medzi extrakty, ktoré naopak
pozitivne ovplyvnili narast kultary patril vodny extrakt kurkumy, etanolovy extrakt $korice a olej
z0 zézvoru. V tomto pripade je vSak inhibicia probiotik neziaduca, takze vzorky, ktoré pdsobili
na probiotické baktérie baktericidne, boli vylucené z d’alsich aplikacii a koenkapsulacii s probiotikami.

Probioticky kmen L. acidophilus bol inhibovany rastlinnymi extraktmi celkovo menej ako B. breve.
Znacny inhibi¢ny efekt vykazovali len oleje extrahované z mity alanového semienka, pripadne
vV men$ej miere vodny a etanolovy extrakt zazvoru. Ostatné vzorky nepotlacali rast kultary. Najvacsi
narast bol zisteny u vodného extraktu harmanceka, etanolového extraktu Skorice a oleja zazvoru.

5.3 Vplyv rastlinnych extraktov na viabilitu probiotik v priebehu modelového travenia

Ciel'om tohto experimentu bolo nasimulovat’ podmienky pocas travenia v 'udskom tele a pozorovat,, ¢i
niektoré extrakty poskytuju pocas tohto procesu ochranu probiotickym baktériam. Princip merania bol
analogicky ako v kapitole 5.2.

Za vyuzitia 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky a rozdielu zakalu v ¢ase 0 a 24 hodin bol sledovany
a porovnavany pocet probiotickych baktérii v pritomnosti jednotlivych extraktov pred samotnym
zac¢iatkom travenia, po posobeni zalido¢nej §tavy a po uéinku Erevnych §tiav. Pocet buniek bol opat
prepocitany na zéklade kalibraénej zavislosti absorbancie pri 630 nm na poéte bakterialnych buniek
stanovenych nepriamou kultivaénou metodou, uvedenej v kapitole 4.4.

Vysledné vypocitané hodnoty su uvedené v tabulkach 18 a 19. Farebne su odliSené vzorky,
pri ktorych posobeni bol pozorovany signifikantny narast probiotickych kultir najmi po skonceni
modelového trdvenia.

Tab. 18: Ovplyvnenie ndrastu B. breve kopdsobenim rastlinnych extraktov v priebehu modelového travenia
(*percentudlne vyjadreny narast vzhladom na referencnii vzorku, tj. probiotika s rozpustadlom)

Vodné Pred travenim Po pdsobeni Zalidoc¢nej §t. | Po posobeni ¢revnych Stiav
ne
Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
extrakty - ) . ) . )
po 24 hodindch | Kultir* | po 24 hodinach | Kkultir* | po 24 hodindch | Kultir*
6,22 - 108 1,64 - 108 1,52 - 108
Voda ' 0 % ’ 0 % ’ 0 %
+2,00 - 108 °|  +351-107 °| 1494107 ’
Brusnice S0 - 1007 -3 % 1558 - (07 -5 % A48 e L —84 %
+3,72 - 107 Pl #2220 107 °| +6,28-10° ’
s 2,18 - 10° 1,86 - 108 5,62 - 107
& 3 0, 0, — 0,
Cucoriedky 4258 - 10° 251 % £970 - 10° 13 % 1838 - 10° 63 %
3,80 - 108 2,45 - 108 ~1,84 - 108
. 0, 0, — 0,
Kurkuma +3,11 - 107 %1 om0 0% 303107 221 %
2,00 - 108 1,24 - 108 1,76 - 10°
Miit ’ ~68 % ; ~25 % ’ 1 059 %
™ +112 107 | 436510 | +502-10° ’
1,70 - 10° 2,22 - 108 ~1,56 - 108
H Eek 173 % % : ~202 %
armance +7,50 - 107 3% 4140 BB 796107 02%
. ~1,86 - 10° 4,42 - 10° 3,67 - 108
Skori ’ —~400 % ’ 170 % ! 141 %
oriea +753 - 107 °l 14210 °| +125-10° °
9,16 - 107 4,49 - 107 1,29 - 108
74 -85 % ~73 % ~15 %
anvor +4,57 107 "] 4239107 "] +352-107 ;
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Tab. 18: Ovplyvnenie ndrastu B. breve kopdsobenim rastlinnych extraktov v priebehu modelového travenia

(*percentudlne vyjadreny narast vzhladom na referencnu vzorku, tj. probiotika s rozpustadlom) — pokracovanie

Etanolové Pred travenim Po posobeni Zalido¢nej §t. | Po posobeni ¢revnych Stiav
anoliove
extrakt Pocet buniek Narast | Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
Y po 24 hodinach kultiir* | po 24 hodinach kultiir | po 24 hodinach | kultir*
2,32 - 10° 2,12 - 108 5,24 - 107
20% etanol ' 0 % ’ 0 % ' 0 %
° +9,36 - 107 "l £74 108 °|  +662-10° ’
8,20 - 108 2,22 - 108 —5,63 - 107
Brusnice ' —65 % ’ 5 % ’ —207 %
we! £2,69 - 107 "l £132-10° °l 4164 10° ’
s 4,81 - 10° 2,82 - 10° ~6,05 - 107
Cutoriedk 107 % 33 % —215 %
ueoned®y 1 1134108 °| £731-10° °|  +397-107 ’
421 10° 2,61 - 10° ~1,63 - 108
Kurk ' -82 % ! 23 % ’ —410 %
priima +2,06 - 107 2% | +380-10° 3% 1256-10° 0%
2,04 - 108 2,57 - 10° 5,75 - 108
a — 0, 0, = 0
Maa +1,61 - 107 MR s186-10 A% s1e1-10 5%
1,97 - 10° 3,02 - 108 9,28 - 107
& — 0, 0, 0,
Harmanek | 4926107 BY s1m0 B 1275108 e
. ~1,10 - 10° 3,07 - 10° 421108
. b _ 0 1 0 ) 0
Skorica £ 291 10° W% | e 0 45% | Les 1o 703 %
2,19 - 10° 1,59 - 108 1,12 - 107
” ’ i 0 ’ _ 0 ) _ 0
Zamvor +1,69 - 107 MR samaw %] 1317108 %
Oleiové Pred travenim Po posobeni Zaliido¢nej §t. | Po pésobeni crevnych stiav
ejove
extrjalkt Pocet buniek Narast | Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
Y PO 24 hodinach kultiir* | po 24 hodinach kultiir | po 24 hodinach | kultir*
2,32 - 10° 4,66 - 10° 4,05 - 10°
DMSO 0 % 0% 0%
+3,05 - 107 "l +1,77 108 °|  £2,60-10° ’
2,35 - 10° 3,67 - 108 ~5,76 - 107
Kurkuma ’ —201 % ’ —92 % ’ —114 %
+2,66 - 108 Pl £1,04- 107 °l 4169100 °
9,72 - 108 3,91 - 10° 1,16 - 107
a — 0 = 0, — 0
Mata +7,30 - 107 MY 578108 %] 116100 T
1,16 - 10° 2,52 - 10° ~9,36 - 107
& — 0, — 0, — 0,
Harmancdek £779- 107 50 % £113- 10° 46 % £379 - 107 124 %
. ~1,86 - 108 ~9,63 - 107 ~1,15 - 108
. b _ 0 b _ 0 i) _ 0
Skorica £ 767107 108 % 141107 102 % £132 107 128 %
—4,51 - 10° ~1,78 - 10° -2,30 - 107
Z4 ’ ~295 % ’ ~138 % ’ ~106 %
aver +2,33 - 10° P 4406107 ¥R 1221108 00 %
- 2,02 - 10° s 2,40 - 10° s 3,16 - 107 o2
an +3,13 - 107 "l +143- 108 °|  +572-10° °

Najvacsi narast kultar po ukonéeni procesu modelového travenia bol v pripade B. breve pri pridavku
vodnych extraktov méty a Skorice, a tieZ etanolovych extraktov harmanéeku a Skorice. Oleje naopak
podporili inhibiciu baktérii v priebehu prechodu traviacimi §tavami. Vyrazny pokles kultir bol
sledovany uz i U vzoriek, ktoré neboli vystavené traviacim §tavam.

Vodné a etanolové extrakty vykazovali vo vac¢Sine pripadov zaujimavi ochrannti funkciu
pre probiotika pred zalido¢nou $tavou. AvSak po pdsobeni ¢revnych Stiav bolo pozorované znacné
zniZenie zivotaschopnosti buniek, ¢o robi tieto extrakty nevhodnymi pre potreby tejto prace.
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Tab. 19: Ovplyvnenie ndrastu L. acidophilus kopésobenim rastlinnych extraktov v priebehu modelového trdavenia

(*percentudlne vyjadreny narast vzhladom na referencnii vzorku, tj. probiotika s rozpustadlom)

Pred travenim

Po posobeni Zalidoc¢nej §t'.

Po pdsobeni ¢revnych Stiav

Vodné
¢ Pocéet buniek Narast Pocet buniek Narast Pocet buniek Narast
extrakty .. . . . , . . .
po 24 hodinach | kultir* | po 24 hodinach | kultir* | po 24 hodinach | Kkultir*
5,88 - 108 1,92 - 108 4,26 - 108
i o o o
oda +7,63 - 107 0% 1 183107 0% | L630-10 0%
. ~9.30 - 107 226 - 108 ~1,79 - 108
_ 0, 0, = 0,
Brusnice £ 147 - 108 116 % £113- 107 18 % £139- 10° 142 %
5 221 - 108 265 - 108 ~1,52 - 108
v . b _ 0 1 0 b _ 0
Culoriedky +338- 107 138 % 738 108 38 % £223 107 136 %
2,65 - 10° 2,04 - 108 ~8,26 - 107
Kurk ' 2 % ’ o : ~119 %
urkuma +2.38 - 108 B2% 1 117107 6% 650107 9%
3,55 - 10° 230 - 108 416 - 108
o 0, 0, —20,
Mita +1,17 - 107 S04% 1 713108 20% | 583107 2%
6,72 - 108 267 - 108 8,84 - 107
& 0, 0, — 0,
Harmandek £ 162 - 10° 14 % 149 107 39 % £133-10° 121 %
. 245 - 108 4,76 - 108 1,06 - 10°
: — 0, 0, 0,
Skorica 212107 58% | 611106 149% | e s 149 %
3,44 - 10° 1,45 - 108 ~1,17 - 107
Z4 ’ 485 % ’ —24 % ’ ~103 %
azvor +3,32 - 108 °| 4978108 °| +98710° >
Etanolové Pred travenim Po posobeni Zalidocnej §t. | Po posobeni ¢revnych Stiav
extrakt Pocéet buniek Narast | Pocet buniek Narast Pocéet buniek Narast
Y PO 24 hodinach kultiir* | po 24 hodinach kultir | po 24 hodinach | kultir*
7,87 - 107 1,04 - 108 —2.65 - 108
20% etanol ’ 0 % ! 0 % ’ 0 %
0 etano +1.81- 107 °| 1471108 °| 1117108 0
5,13 - 107 1,60 - 108 ~1,88 - 108
1 > — 0, ! 0, ? 0,
Brusnice +215-100 | "% 4586108 M s1ma0 29%
Eutoriodk 8,12 - 107 w 1,77 - 108 000 ~1,71 - 108 25 00
ucoriediy +9,60 - 10° °| +239- 107 °| +133-108 °
3,19 - 108 1,92 - 108 -8,30 - 107
0, 0, 0,
Kurkuma +568-10° | S| 4609 10° %] +105-10° 0%
2,86 - 108 1,70 - 108 ~2.19 - 108
a 0, 0, 0,
Mata +1,18 - 108 264% 1 303107 63% | Lg33.107 L%
419 - 10° 2,03 - 108 230 - 10°
W b 0 1 0 ] 0
Harmandek £109 - 10° 5232 % 480 107 95 % £907 - 10° 967 %
} 8,15 - 108 3.44 - 108 281 - 10°
3 0, 0, 0,
Skorica £ 277 - 108 936 % 554107 231 % 482 - 10° 1159 %
1,79 - 10° 1,62 - 108 204 - 10°
2 0, 0, 0,
Lazvor saa8-100 | 2% som 07 %] 410810 oS08
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Tab. 19: Ovplyvnenie ndrastu L. acidophilus kopdsobenim rastlinnych extraktov v priebehu modelového trdvenia
(*percentudlne vyjadreny narast vzhladom na referencnui vzorku, tj. probiotika s rozpustadlom) - pokracovanie

Oleiové Pred travenim Po posobeni Zalidocnej §t. | Po posobeni ¢revnych Stiav
ejove
extrjakt Pocet buniek Narast | Pocet buniek Narast | Pocet buniek Narast
Y po 24 hodinach kultiir* | po 24 hodinach kultiir | po 24 hodinach | kultir*
2,29 - 108 1,32 - 10° 1,82 - 10°
DM % % %
59 +1,78 - 107 0% s9a3-107 0% | s268-107 0%
~9,96 - 108 —4.48 - 108 ~3,07 - 108
Kurk ’ 524 % ’ —439 % ' —269 %
Hrdma +1,76 - 10° | 46,7107 | +583 108 ’
3,13 - 108 2,32 - 108 ~7,72 - 107
. 0, 0, — 0,
Mita +7,60 - 10° R 10110 % 708108 10
2,40 - 10° 2,63 - 10° 1,87 - 108
H tek % % %
armance +2,33 - 107 %1 129 107 9% 757108 3%
. 2,27 - 108 1,39 - 10° ~1,12 - 108
Skori —1 % 59 ~162 %
ores +2,76 - 107 | +420-107 | +56-107 :
2,56 - 108 ~1,17 - 108 6,91 - 107
2 — 0 ? — 0 ! —620
Zazvor +2,30 - 107 2% im0 9% | 4o61- 107 o2 %
—4,80 - 108 ~3,24 - 10° 2,64 - 108
’ ’ - 0 ’ - 0 ? — 0
Lan +8,56 - 107 3% 1 1813107 % | 18108 2%

Viabilita L. acidophilus bola v priebehu modelového travenia ovela vyssia ako v pripade B. breve.

Tieto vysledky koreluju s testovanim vplyvu samotnych extraktov na probiotické kultury v kapitole 5.2.
Z vodnych extraktov sa preukdzala Skorica ako extrakt chraniaci baktérie pred zniCenim agresivnym
prostredim traviacich §tiav. U ostatnych vzoriek bol pozorovany vyrazny pokles kultur.
U etanolovych extraktov bol vo vsetkych vzorkdch pozorovany narast kultar vyssi ako u referencnej
vzorky. Najvyssi narast po posobeni traviacich Stiav sa preukazal u harmanceka, Skorice a zazvoru.
Pravdepodobne sa do tychto vzoriek vyextrahovali prebiotické latky, ¢i iné molekuly podporujuce
Zivotaschopnost’ a vyZivu baktérii a poskytujice ochranu pred traviacimi enzymami. Dalsou moznostou
je pripadna Ciasto¢na neutralizicia kyslého prostredia. V pripade olejov bol maly narast detegovany len
U harmanéekového oleja, ostatné latky zna¢ne inhibovali rast L. acidophilus.

Y
A

el &

€ \;a"x

Obr. 18: Ukdzka vzoriek extraktov s probiotikami nanesenych na mikrotitracnii dosticku v réznych Stadiach
modelového travenia
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Ked’Ze ciel'om tejto prace je pripravit’ probiotické Castice obohatené o protizapalové prirodné latky,
po stanoveni mnozstva bioaktivnych fenolickych zlicenin a antioxidacnej aktivity je d’alej vhodné sa
zaoberat’ s extraktmi, v ktorych boli detegované vysoké obsahy tychto pozadovanych vlastnosti.
Zhriiujuce vysledky z priebeznych analyz spolu s oznacenim extraktov s najlepsSimi vysledkami su
prehladne zhrnuté v tabulke 20. Na zéklade stanoveni vplyvu jednotlivych extraktov na viabilitu
pouzitych probiotickych kultir a charakterizacie ich vyznamnych bioaktivnych latok boli ako
najvhodnejsie pre d’alSie spracovanie a analyzy vybrané: vodné a etanolové extrakty méty, harmanceka
a Skorice, a olej extrahovany pomocou hexanu zo zazvoru.

Tab. 20: Zhrnutie vlastnosti pripravenych extraktov vzhladom na ucely tejto prdce, konkrétne vplyvu na viabilitu
probiotik a obsahu biologicky aktivnych latok

B. breve L. acidophilus 2
2 3 2 | E
£ 18| 2 | 52|s2 |2 |28
A= © o= < o c 2 =B
Extrakt £ - £ T2 | 8% | 868 =
& S ) S O = O o S X
» > o o +~ (@©
; =PI S =N '_c' © c
§ |&£F] g | £° g x| <
> S =
. vodny x x Vv x x x x
1. Brusnice Y -
etanolovy x x v v x x x
v o . vodny x x vv x x v x
2. Cucloriedky ctanolovy " " v S " v x
vodny v x Vv x x vv v
3. Kurkuma etanolovy x x Vv v x Vv v
olejovy - x - x Vv Vv =
vodny x vV v v vV v vvv
4. Miita etanolovy x x v v Vv vV vV
olejovy x x x x v v -
vodny x x vvv x vv x vv
5. Harmanc¢ek etanolovy x v v v vvv v VvV
olejovy x x x v v v =
vodny v v v v vV v vvv
6. Skorica etanolovy v v Vv | vvY vvv v VvV
olejovy - x = x v Vv =
vodny x x x x v x Vv
7. Zazvor etanolovy x x x Vv v x Vv
olejovy v v x Vv x x v -
8. Lan olejovy x x x x x v -

Vyhodnotenie:  v7v'v1v'v'v'vhodné pre dalsie aplikdcie; * nevhodné; - neanalyzované

5.4 Testovanie cytotoxicity vybranych extraktov s vyuZzitim bunkovej linie CaCo-2

Bunkové linie st jednym z hlavnych nastrojov bunkovej bioldgie. SluZia ako modelovy systém pre §tii-
dium metabolickych dejov, starnutia, mutagenézy, karcinogenézy, vplyvu xenobiotik a toxickych latok.
V tomto experimente boli zvolené modelové ludské ¢revné epitelidlne bunky, simulujiuce prostredie
¢riev. U zvolenych extraktov bola este pred samotnou koenkapsulaciou s probiotikami otestovana ich
cytotoxicita voc¢i vybranej bunkovej linii CaCo-2. Ako konkrétna metdda testovania bol prevedeny MTT
test. Informécia o pripadnej cytotoxicite je vel'mi ddlezita pri priprave Castic, aby bola zvolena bezpecna
koncentracia rastlinnych extraktov.
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541 MTT test

Viabilita, resp. zivotaschopnost’ buniek a proliferacia st posudzované najéastejSie kolorimetrickymi
testami, pricom medzi najpouzivanejSie patri MTT test. Je zalozeny na schopnosti redukcie solubilného
roztoku MTT na fialovy formazan nerozpustny vo vode Zivymi bunkami, ktoré maji na rozdiel
od poskodenych alebo mftvych buniek funkéné mitochondriadlne dehydrogenazy. Stupen premeny MTT
na formazan je priamo umerny aktivite mitochondrialnych dehydrogendz, ¢ize metabolicke] aktivite
buniek aich Zivotaschopnosti. Reakcia prebiecha na mitochondridlnej membrane zivych buniek
a vzniknuté krystaly formazanu sa rozpustia vplyvom silného detergentu (napr. DMSO) za vzniku
fialového roztoku. Stupent zafarbenia sa nasledne vyhodnocuje spektrofotometricky.*
Je potrebné, aby sa bunky pocas celej doby experimentu nachadzali v logaritmickej faze bunkového
rastu, v ktorej s najmenej vystavené stresovym faktorom spojenym so samotnou kultivaciou.

MTT test bol prevadzany na 96-jamkovej mikrotitraénej dosticke, na ktort boli podla schémy
v kapitole 4.6.2 nanesené riedené extrakty ¢ucoriedok, méty, harmanceku a Skorice. Nazorna ukazka
vzoriek po naneseni na dostiC¢ku s bunkami (56. pasaz) a koneény vysledok po posobeni MTT je
zobrazena na obrazku 19. Vlastnostou pouzitého média je farebna indikacia zmeny pH, ¢o sa znaéne
prejavilo po zmieSani s danymi extraktmi. Namerané pH u jednotlivych vzoriek (vid obrazok 19)
odpoveda tejto farebnej rozdielnosti. Viabilita buniek bola spo¢itana ako pomer absorbancie vzorky voc¢i
kontrole obsahujticej len médium.
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Rl e s ﬂ\j‘/‘szﬁ- HH? = e N e e oy fi 1
A oy 2o, Al D6 A ._f{/{%.f.ﬁﬁﬁﬂmﬁﬂ‘mx\'
B B (@Q &@\ i
[* -é
C C (@'@@@QO@
Dl‘ D 1. i
E E
F i F |
G G
H H

P
|

B, C, D 3-9 — ¢ucoriedky (pH = 4,5)
E, F, G 3-9 — mita (pH = 8,0)
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B, C, D 3-9 — harmancek (pH = 4,0)
E, F, G 3—9 — skorica (pH = 5,0)

Obr. 19: Ukdzka CaCo-2 buniek spolu s rézne nariedenymi extraktmi (viavo) a po pridani MTT (vpravo)
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Z nameranych hodnét vyslednych absorbancii boli stanovené inhibiéné koncentracie danych latok
a prepoCitané na percentudlne mnozstvo udavajuce viabilitu buniek, resp. aktivitu bunkového
metabolizmu (tabul’ka 21). Tieto hodnoty udavaju, pri ktorej koncentracii doslo k 50% usmrteniu
buniek, ¢o je povazované za hrani¢n hodnotu cytotoxicity. Cim niZsia je vysledna hodnota, tym viésiu
cytotoxicitu dana vzorka vykazuje. Graficky znazornené vysledky sa nachadzaju na obrazkoch 20 a 21.

Jedina vzorka nevykazujuca ziadne cytotoxické vlastnosti bol extrakt ¢ucoriedok. |vo svojej
najvyssej testovanej koncentracii (28 %) stale dosahovala viabilita buniek viac ako 90 %.
V pripade harmanceku i napriek svojmu nizkemu pH sa da povazovat’ za bezpe¢nu koncentracia roztoku
do 17 %. Pri vzorkach mity a Skorice je vhodné pre pripadné dalie aplikacie v potravinarskom
priemysle pouZivat’ koncentracie len do priblizne 8 %.

Tab. 21: Vyhodnotenie MTT testu pre vzorky 1) cucoriedok, 2) mdty, 3) harmanceka a 4) Skorice

Viabilita [%6]

Viabilita [%6]

Viabilita [%] Viabilita [%6]

4%  8251+761 4% 7245+000 4% 9823+231 4% 6500+ 13,67
8%  8463+163 8% 5554+1367 8% 8407+462 8%  49,84+10,88
12% 90,33+190  12% 46704924  12% 67,64+313  12% 41,40+4,93
16% 92,15+068  16% 54394571  16% 5847+244  16% 32,41+438
20% 9167+1046 20% 51,41+367  20% 34,86+602  20% 18,07 +1,03
24% 93,88+394  24% 4084+122  24% 3059+582  24% 22,15+2,38
28% 9504+367  28% 3946+810  28% 23,88+372  28% 18,61+0,16
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Obr. 20: Vysledné hodnoty MTT testu pre extrakt cucoriedok a mdty (Cervenda linia znaci hranicu toxicity)
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Obr. 21: Vysledné hodnoty MTT testu pre extrakt harmandeku a Skorice (Cervend linia znaci hranicu toxicity)

5.5 Enkapsuliacia vybranych extraktov a probiotik

Procesom enkapsulacie je mozné zvysit stabilitu i Zivotnost’ a pozadované vlastnosti ako probiotik, tak
prchavych fenolickych zlu¢enin vykazujacich protizapalové vlastnosti. V tejto praci pouzity postup bol
vybrany z prace, ktord sa zaoberala optimalizaciou enkapsulacnych metod a obalovych materidlov
vhodnych pre probiotické bunky.**® Bol preto zvoleny alginat ako polymérna matrica. Vel'kost™ Castic
bola zvolend 1000 um. Castice o tejto velkosti si najmi pri zaujimavom zafarbeni samotnymi
extraktmi vzhladovo pomerne atraktivne a mo6zu najst Siroké uplatnenie, ¢i uz by mali byt
konzumované samotné alebo primiesané do ré6znych potravinovych matric podla vyberu konzumenta.
Senzoricka analyza vSak nebola v ramci tejto prace prevadzana.

K enkapsulacii bola pouzita 24-hodinova kultira kmetiov B. breve a L. acidophilus, ktora uz
obsahovala dostatoéné mnozstvo buniek s vysokou viabilitou. Pocet buniek bol este pred enkapsulaciou
stanoveny (vid’ kapitola 5.5.1), pricom bolo overené, ze sa vo vzorkach nenachadza pripadna
kontaminacia. Pri kombinacii s rastlinnymi extraktmi bolo potrebné si na zaklade vysledkov z MTT
testu v kapitole 5.4 davat’ pozor pri priprave zmesi, aby koncentracia extraktov nepresiahla hranicu
cytotoxicity voc¢i ¢revnym bunkam.

Ukazka vsetkych pripravenych Castic vratane zlozenia a vysledného mnozstva pripraveného z 19 ml
enkapsulovanej zmesi sa nachadza v tabul'ke 22. Pripravené Castice obohatené rastlinnym extraktom si
zachovali prijemnu aromu typickd pre jednotlivé povodné extrakty.
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Tab. 22: Pripravené castice, ich oznacenie pouzivané dalej v prdci, popis jednotlivych zloZiek a hmotnost
pripravenych castic 7 19 ml pévodnej alginatovej zmesi

B1) “ B2) B3) : B4)

B. breve + mita B. breve + harmandek B. breve + $korica B. breve
10,4428 g 12,321 7¢g 11,356 8¢ 8,7386 g

Ly L2) | L3) La)

L. acidophilus + méta L. acidophilus + L. acidophilus + korica L. acidophilus
harmanéek
11,860 0 g 12,5635¢g 11,0581¢g 9,5672¢g

5.5.1 Stanovenie poé¢tu probiotik v zmesiach uréenych k enkapsulacii

Pocet probiotickych buniek, ktoré boli d’alej enkapsulované, bol stanoveny priamym stanovenim, kon-
krétne spocitanim baktérii rozsuspendovanych v 1% roztoku alginatu s vybranymi rastlinnymi
extraktmi s vyuzitim Biirkerovej komorky a optického mikroskopu (obrazok 22). Zaroven tak bolo
overené, ¢i sa v danych extraktoch nenachadza kontaminacia.

-~ Uil -

N

Obr. 22: Ukazka L. acidophilus (vzorka L1) pri pocitani na Biirkerovej komorke, zv. 1 000 x
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Jednotlivé vypocitané hodnoty poctov buniek v zmesiach pripravenych na enkapsulaciu podla
vzorca uvedeného v kapitole 4.7.2.1 su uvedené v tabulke 23. Z vyslednych hodnot vyplyva, ze
mnozstvo buniek v roztokoch bolo primerane dostacujice pre nasledujiucu enkapsulaciu do alginatovych
Castic.

Tab. 23: Pocet probiotickych buniek v jednotlivych zmesiach uréenych k enkapsulacii

Bl 1,91-105+6 L1 1,99 -105+6
B2 2,71 - 105+ 13 L2 2,31-105+8
B3 2,37 - 105+ 3 L3 1,67 -105+5
B4 3,77 - 10+ 8 L4 2,24 -10%+9

5.5.2 Utinnost’ enkapsulacie

Enkapsula¢né t¢innost’ udava percentualne vyjadrené mnozstvo aktivnej latky tispesne inkorporovane;j
do danych castic. V tomto pripade bola sledovana enkapsula¢na u¢innost” probiotik, resp. zivota-
schopnych probiotickych baktérii a taktiez fenolickych latok ako biologicky aktivnych zloziek rastlin.

5.5.2.1 Enkapsulacna ucinnost’ probiotik
Pre toto stanovenie bol porovnany pocet probiotik v roztoku alginatu pred enkapsulaciou s mnozstvom
probiotickych baktérii vo vytvrdzovacom roztoku. Analogicky ako v kapitole 5.5.1 bol poc¢et buniek
uréeny priamym stanovenim pocitanim pomocou Biirkerovej komérky a optického mikroskopu.

V jednotlivych vzorkach bol pocet netspes$ne enkapsulovanych probiotik zanedbatelny a enkap-
sulacna tcinnost probiotik Cinila pre vSetky vzorky viac ako 99 %.

5.5.2.2 Enkapsulacna ucinnost’ fenolickych latok

Porovnanim obsahu fenolickych latok v zmesi uréenej Kk enkapsuldcii anasledne po prevedeni
enkapsulacie v danom vytvrdzovacom roztoku bola vyhodnotena enkapsula¢na uéinnost’ fenolickych
latok v jednotlivych Casticiach. Vysledky st zhrnuté v tabul’ke 24.

Tab. 24: Obsah fenolickych zloZiek v pripravenych casticiach a enkapsulacna ucinnost (EU) fenolickych latok

Bl 0,56 £ 0,149 34,6 £0,30 L1 0,12 £ 0,010 10,0+ 0,31
B2 0,14 £ 0,039 23,1+£0,26 L2 0,10+ 0,018 15,2+ 0,24
B3 0,36 + 0,143 27,7+0,25 L3 0,76 + 0,091 38,5+0,31

Z vysledkov je znatel'né, ze enkapsulacna ucinnost’ nestabilnych fenolickych latok bola pomerne
nizka a viac ako polovica nebola uspesne enkapsulovana. V pripade koenkapsulacie s B. breve bola
najvyssia enkapsula¢na uGcinnost’ u extraktu méaty (B1) dosahujuca priblizne 35 %. U vzoriek s L.
acidophilus bol najlepsie enkapsulovany skoricovy extrakt s hodnotou takmer 40 %.

Zvysenie enkapsulacnej ué¢innosti nestabilnych biologicky aktivnych latok s fenolickou struktarou
by mohlo byt prevedené upravenim podmienok pri enkapsulécii, napriklad dlh§im pdsobenim
vytvrdzovacieho roztoku. To by vsak mohlo negativne ovplyvnit viabilitu probiotickych buniek
v &asticiach. Z dlhodobého hladiska s cielom prediZit’ Zivotnost’ ¢astic, zabranit' rozpadu ¢&i difundécii
prchavych fytochemikalii, by bolo mozné Castice dodato¢ne upravit’ vhodnym konzervaénym procesom
ako napriklad lyofilizaciou alebo pokrytim Castic ochrannou vrstvou vhodného polyméru (napr.
chitosanu).
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5.5.3 Analyza enkapsulovanych ¢astic pri prechode modelovou traviacou siistavou

Pre otestovanie pripravenych Castic v priebehu travenia, ich stability a schopnosti uvolnit’ dostatocné
mnozstvo pozadovanych latok a probiotik na mieste urcenia, tj. v hrubom creve, boli vystavené
posobeniu modelovych traviacich Stiav podl'a navodu v kapitole 4.7.3. Pred samotnym vlozenim
do Zaludoénej $tavy boli eSte podrvené, aby bol ¢o najautentickejSie napodobneny proces travenia
vratane pociatocného rozzutia v ustnej dutine. Tieto umelé podmienky vsak stale nedokazu tplne
kopirovat’ realny proces digescie, ktory je ovplyvneny mnozstvom individualnych faktorov v zavislosti
na samotnom konzumentovi. Ukazka Castic po skonéeni modelového travenia sa nachadza na obrazku

23.
'SsDwsqﬂ

L >N D‘_Lm.

Obr. 23: Vzorky castic po skonceni modelového travenia (zlava B. breve + mdta, B. breve + harmancek, B.

breve + Skorica, B. breve bez extraktu; L. acidophilus + mdta, L. acidophilus + harmancek, L. acidophilus +
skorica, L. acidophilus bez extraktu)

5.5.3.1 Stanovenie poctu Zivotaschopnych buniek kultivacnou metédou

Po ukonéeni modelového travenia Castic bola zivotaschopnost’ probiotik testovana kultiva¢nou metédou
podl'a postupu v kapitole 4.7.3.2. Vysledkom pri pouZiti platiovych metdd je pocet Zivotaschopnych
mikroorganizmov vyjadreny ako pocet jednotiek tvoriacich kolonie (CFU) v 1 ml, resp. v tomto pripade
v 1g vzorky. Vysledné vypocitané mnozstvo viabilnych probiotik po ukon¢eni modelového travenia
z povodnej navazky 1 g ¢astic je zhrnuté v tabul’ke 25.

Tab. 25: Vysledné mnozstvo viabilnych buniek po enkapsuldcii a po modelovom trdaveni castic

Oznadenie Pocet buniek [CFU/g ¢astic]
ZloZenie castic
vzorky Po enkapsulacii Po traveni
Bl B. breve + mita 1,0 - 106+3,0 - 10° 35-10"+25 - 106
B2 B. breve + harmandek 1,8 -10%+6,3 - 10° 41-10"+1,0-10°
B3 B. breve + skorica 1,4-10°+1,3 - 10° 39-10"+1,0-10°
B4 B. breve 1,7-10%+4,1-10° 4,0-10"+£1,0- 10°
L1 L. acidophilus + mita 1,2 -10°+3,2 - 10° 4,0-10"+1,0 - 106
L2 L. acidophilus + harmangek 1,5-10°+3,9-10° 3,0-10"+1,0- 108
L3 L. acidophilus + §korica 9,7-105+2,3-10° 8,0-10"+1,0- 106
L4 L. acidophilus 1,1-106+4,3-10° 6,7 - 10" +3,5-10°

Tento test preukazal, ze probiotické baktérie boli schopné v enkapsulovanej forme preZivat,
zachovat’ si svoju Zivotaschopnost’ a dokonca i zvysit’ svoj pocet, pretoze po modelovom traveni bolo
vo vSetkych vzorkach v 1 grame vicSie mnozstvo zivotaschopnych buniek ako ihned” po samotnej
enkapsulacii. Test bol prevadzany po 24 hodiniach od enkapsulacie. D4 sa tak skonstatovat, Ze
alginatové Castice sii vhodnou formou enkapsulacie probiotik i v kombinacii s rastlinnymi vytazkami,
chraniacou baktérie pred traviacimi §tavami.

Pocet Zivotaschopnych baktérii v pritomnosti rastlinnych extraktov bol len trochu nizs§i v porovnani
s Casticami obsahujucimi len probiotika. Harmancek vSak podporil narast u B. breve a skorica u L.
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acidophilus. Celkovo vysledné pocty buniek zodpovedaji normam vymedzujacim probiotické
pripravky. I po pdsobeni traviacich Stiav pocet buniek stale presahuje pozadovanu hodnotu 1 - 10°
viabilnych probiotickych buniek. Za tychto modelovych podmienok bola stanovena optimalna davka
1 g pripravenych castic.

Castice boli testované &erstvé, z hl'adiska dlhodobého ovplyvnenia viability enkapsulovanych
probiotik bude potrebné previest’ nadvézujice testy.

5.5.3.2 Uvol’nené mnozstvo fenolickych latok v priebehu modelového trdavenia Castic

Po vystaveni pripravenych castic posobeniu traviacich Stiav bola z vyslednej zmesi odobrand vzorka
a stanovené mnozstvo fenolickych latok (podl'a navodu v kapitole 4.2.2), ktoré sa uvolnili v priebehu
travenia a v redlnom procese by sa dostali az do hrubého ¢reva. Vysledné hodnoty su v tabul'ke 26
a graficky spracované na obrazku 24.

Tab. 26: Zmena mnozstva fenolickych latok v 1 grame castic v priebehu modelového travenia

B1 0,56 + 0,01 0,41+ 0,03 73,1 %
B2 0,14 + 0,03 0,10+ 0,01 73,7 %
B3 0,36 + 0,01 0,28 = 0,00 77,8 %
L1 0,12 £ 0,00 0,09 +0,00 69,1 %
L2 0,10 + 0,02 0,09 + 0,00 96,5 %
L3 0,76 £ 0,00 0,76 + 0,01 99,7 %
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Obr. 24: Porovnanie mnozstva fenolickych latok v Casticiach pred a po traveni

Z vypocitanych hodndt je patrné, ze sa U vSetkych uvolnila nadpolovi¢na véacsina enkapsulovanych
fenolickych zloziek, v pripade vzorky L3 (L. acidophilus + skorica) prakticky 100 %. Da sa preto
predpokladat, ze telo dokaze spracovat’ vacsinu podanej latky, ktora by mala byt’ dostato¢ne ochranena
alginatovou kapsulou pri prechode traviacim traktom a dostala sa tak az priamo k miestu pdsobenia
v hrubom creve.

Ako najslubnejsie sa javia kombinacie L. acidophilus so skoricou a B. breve s mitou. Skoricové
prichut’ by mohla byt vhodnym doplnkom slad$ich matric, pripadne po lyofilizacii by mohla zaujimavo
fortifikovat’ napr. jablkové pyré ardzne kaSe. Kapsule s mitovym vytazkom sa skor hodia
do osviezujucich napojov alebo ako primes do ¢okolady, ¢o uz vsak zalezi na chutovych preferenciach
konzumenta.
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6 ZAVER

Cielom predlozenej prace bolo predstavit’ navrh synergicky posobiaceho probiotického preparatu
vhodného pri prevencii a doplnkovej lie€be chronickych zapalovych stavov predovsetkym traviacej
stistavy. Snahou bolo skombinovat’ prospesné kmene probiotickych baktérii, ktoré su pri Crevnej
dysbiéze zredukované, s prirodnymi protizapalovymi zlozkami vo vhodnej forme.

Teoreticka Cast’ blizsie predstavuje 'udskl crevni mikrobiotu, jej interakcie s imunitnym systémom
a komplexné prepojenie s prakticky celym organizmom. Specidlna kapitola je venovand naértnutiu
problematiky zapalovych procesov a konkrétne i idiopatickym zapalom ¢riev ako Crohnova choroba
&iulcerozna kolitida. Dalsia &ast’ poskytuje zédkladné informécie o probiotikach a mechanizme ich
posobenia v organizme. Strucne je zhrnuta i problematika prebiotik a tzv. synbiotickych pripravkov.
Doélezitym prekurzorom samotnej praktickej Casti je cast’ vymedzujica zname rastlinné protizapalovo
posobiace latky, ich chemické a funkéné vlastnosti a predstavujuca i konkrétne rastliny vybrané pre
ucely tejto prace. Spomenuté su i Skodlivé oxidacné procesy v zivych bunkach, ktoré sa tiez vyznamne
podielaju na zapalovych procesoch. Ako ochrana pred tymito procesmi slizia antioxidanty, ktorych
hojné zastpenie sa nachadza prave v rastlinnej risi. Ich blahodarny vplyv na zdravotny stav sa vyuziva
i v tejto praci. Posledna kapitola teorie blizSie popisuje proces enkapsulacie ako ddlezitého procesu
V potravinarstve, vyuzitého k zlepSeniu stability a vlastnosti komplexov probiotik s potencialne
protizapalovo posobiacimi rastlinnymi vytazkami.

V experimentalnej ¢asti bolo zvolenych osem roznych rastlin s predpokladom Ziaducich vlastnosti.
Konkrétne sa jednalo o brusnicu ¢ucoriedkova (Vaccinium myrtillus), brusnicu prava (Vaccinium vitis-
idaea), kurkumu prava (Curcuma longa), métu piepornt (Mentha piperita), rumancek pravy
(Matricaria recutita), skoricu ceylonska (Cinnamomum zeylanicum), zazvor pravy (Zingiber officinale)
a l'an siaty (Linum usitatissimum). Z vhodnych casti tychto rastlin boli pripravené celkom tri druhy
extraktov — vodny, etanolovy a olejovy S vyuzitim hexanu ako extrahovadla. Na zaklade teoretickych
poznatkov, ktoré preukdzali protizdpalové vlastnosti fytochemikalii najmé fenolickych zlucenin
a karotenoidov, sa nasledujtce analyzy zameriavali primarne na tieto latky. U pripravenych vzoriek bolo
stanovené pomocou spektrofotometrickych metod celkové mnozstvo fenolickych zloziek, flavonoidov,
karotenoidov a celkova antioxida¢na aktivita. Najvyssie hodnoty fenolickych latok vykazovali vodné
a etanolové extrakty Skorice (cca 50 mg/g vzorky), mity (cca 35 mg/g vzorky), etanolovy extrakt
harmanceku (36 mg/g) aolej z kurkumy (28 mg/g oleja), kde sa vyextrahovala predovSetkym
hydrofébna zltc¢enina kurkumin. Obsah flavonoidov ako podskupiny fenolickych zli¢enin predstavoval
viac ako polovicu tychto zlu€¢enin. Pomocou RP-HPLC analyzy boli d’alej u vybranych vzoriek vodnych
extraktov stanovené zaujimavé konkrétne biologicky u¢inné flavonoidy. Najbohat§im na protizapalovo
posobiace flavonoidy sa preukdzal harmancekovy extrakt. Najvys$si obsah celkovych karotenoidov
vykazoval olej z kurkumy (az priblizne 338 563 mg/g oleja), kde sa vsak jednalo 0 moznu interferenciu
kurkuminom, ktory nepatri medzi karotenoidy. Celkovo extrakcia hexanom sa vzhl'adom na vlastnosti
karotenoidov preukazala ako najvhodnejsia, av§ak olejové frakcie by potrebovali iny typ spracovania
ako navrh predloZeny v tejto praci. Stanovenie celkove]j antioxidacnej aktivity prakticky kopirovalo
obsah fenolickych latok, ¢im bola preukazana ich antioxida¢na vyznamnost’.

K tymto charakteristikdm sa neskor pridalo testovanie vplyvu vzoriek na rast probiotickych baktérii.
Zvolené boli probiotické baktérie Bifidobacterium breve a Lactobacillus acidophilus. Pomocou
zhodnotenia narastu zakalu bakterialnej kultiry po 24 hodinach, boli vylu¢ené vzorky inhibujtice
probiotika. V d’alsom kroku boli testované vsetky rastlinné extrakty spolu s probiotikami v procese
modelového travenia. Uéelom bolo zistit', & niektory z extraktov nema v idealnom pripade pozitivny
vplyv na viabilitu baktérii pri prechode traviacimi $tavami, ¢o by dopomohlo k doru¢eniu probiotik
do miesta urcenia — hrubého ¢reva. Zo vsetkych ¢iastkovych vysledkov boli na zéklade ich vhodnosti
vzhl'adom na ucel tejto prace vybrané najzaujimavejSie extrakty. Jednalo sa 0 vodné a etanolové
extrakty méaty, harmanceka a Skorice a olej extrahovany zo zazvoru. Z dévodu SirSicho vyuZitia v potra-
vinarskom priemysle a i z ekonomického hladiska boli pre d’alSie aplikacie zvolené vodné extrakty.
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Vo vybranych zaujimavych extraktoch, konkrétne vodnom extrakte ¢ucoriedok, méaty, harmancéeku
a skorice, bola testovana cytotoxicita na ¢revnych epitelidlnych bunkach z bunkovej linie CaCo-2.
Vyuzity bol MTT test zalozeny na schopnosti zivych buniek redukovat’ MTT na fialovomodrua zrazeninu
formazanu, determinovatelnu spektroskopicky. Vodny extrakt z cucoriedok nevykazoval cytotoxicky
efekt na l'udské bunky. U ostatnych extraktov bola zaznamenand pomerne vyznamna cytotoxicita
pri vysSich koncentraciach extraktov. Pri d’alSom vyuziti extraktov je preto potrebné tento fakt
zohl'adnit’ a pri pripadnej konzumécii pripravit’ preparaty o koncentracii extraktov neinhibujicich
metabolizmus a viabilitu ¢revnych buniek — U méty a Skorice do 8 % a u harmanéeku do 17 %.

Bioaktivne zluc¢eniny z extraktov mity, harmanceku a Skorice, a probiotické baktérie boli spolo¢ne
enkapsulované do alginatovych Castic s vyuzitim 1% roztoku sodnej soli alginatu. U pripravenych Castic
o0 priemere 1 mm bola stanovena G¢innost’ enkapsulacie ako pre probiotika, tak pre celkové fenolické
zlozky z extraktov. Enkapsula¢na G¢innost’ probiotik bola u v§etkych vzoriek viac ako 99 %, neenkapsu-
lované mnozstvo bolo prakticky zanedbatel'né. Pre fenolické latky bol zvoleny proces najefektivne;jsi
pre kombinaciu Skorice s probiotikom L. acidophilus, konkrétne 40 %. V kombinacii s B. breve dosiahli
najvyssiu hodnotu castice obsahujuce extrakt z maty. U d’al§ich vzoriek bola enkapsulacnd tc¢innost’
fenolickych latok pomerne nizka, ¢o vyzaduje d’alsiu pripadnu optimalizaciu enkapsulacnej metody,
napr. prediZzenim doby posobenia vytvrdzovacieho roztoku.

Schopnost’ ¢astic uvolniovat’ viabilné probiotické bunky a vyznamné fytochemikalie bola sledovana
Vv prostredi modelovych traviacich Stiav simulujicich proces trdvenia. Viabilita uvolnenych probio-
tickych baktérii bola stanovena pomocou nepriameho stanovenia kultivaénou metdédou zaliatim.
Po ukonceni procesu travenia boli odobrané vzorky, vhodne nariedené a ponechané kultivovat’ 48 hodin
na pevnom zivnom médiu. Tato technika preukédzala, Ze ipo traveni sa v pripravenych casticiach
nachadzali viabilné probiotika a Ze im alginatové Castice poskytli ochranu pred posobenim $tiav. Preto
sa predpoklada, ze sa dokazu v dostato¢ne u¢innom mnozstve dostat’ az do hrubého ¢reva. Okrem pro-
biotik bolo stanovené i mnozstvo uvolnenych fenolickych latok. Pohybovalo sa v rozmedzi 70-100 %.
To je opdt’ vhodnym predpokladom pre efektivne dopravenie biologicky aktivnych latok na miesto
urcenia. Na zédklade tychto stanoveni bola navrhnuta doporucend vhodna dévka 1 g pripravenych Castic,
¢o predstavuje priblizne 1 ¢ajovu lyzicku.

V dalsej praci by bolo vhodné otestovat’ r6zne kombinacie ako probiotickych kultdr, tak i extraktov.
Dalej by bolo potrebné stanovit' dlhodobu stabilitu astic a navrhnut' pripadné d’aldie metody jej
zvySenia ako napr. lyofilizacia Castic, ¢i pokrytie ochrannou vrstvickou. Pri implementacii do potravi-
narstva by bolo vhodné pripadne zvysit' organoleptické vlastnosti ¢astic kombinaciou s vhodnou
potravinovou matricou, napr. ¢okoladou, jogurtom, a pod. V pripade potreby zamaskovania neprijem-
nych horkastych pachuti extraktov a alginatu by bolo mozné pridat’ sladidlo, napr. zo stévie.

V pripade vyzivového doplnku pouzivaného pri podpore liecby zapalovych ochoreni ¢riev by bolo
pri priprave komplexnejSieho pripravku vhodné obohatit’ 0 pripadné vitaminy a mineraly, ktoré
pri tychto stavoch znizenej schopnosti vstrebavat’ ziviny z potravy telu chybaji. Rozne chemické
vlastnosti takychto latok vSak vyzaduju pripadné upravy enkapsulaéného procesu. Taktiez je potrebné
previest doplnkové Stadie preukazujiice ovplyvnenie zapalovych procesov kompletnym vyslednym
preparatom.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS**
ACE
ALA
BCFA
BDNF
Cc
CFU
CLA
COX-2
DHA
EDTA
EMEM
EPA
EtOH
FBS
FOS
GABA
GAE
GIT
GOS
HDACI
IBD
IBS
IFny
IgA

IL
MAMP
MMP
MOS
MTT
NEAA
NF-xB

NLR

NOS
NSAID

2,2"-azino-bis-(3-etylbenzotiazolin)-6-sulfonova kyselina

enzym konvertujuci angiotenzin

a-linolenova kyselina

mastné kyseliny s rozvetvenym retazcom (,,branched-chain fatty acids*)
mozgovy neurotroficky faktor (,,brain-derived neurotropic factor®)
pozitivna kontrola (,,cell control*)

jednotky tvoriace kolonie (,,colony forming units*)

konjugovana kyselina linolova

cyklooxigenaza-2

kyselina dokozahexaénova

kyselina etyléndiaminotetraoctova

,.Eagle's Minimum Essential Medium*

kyselina eikosapentaénova

etanol

fetalne bovinné sérum

fruktooligosacharidy

y-aminomaslova kyselina

ekvivalent kyseliny gallovej (,,gallic acid equivalent®)
gastrointestinalny trakt

galaktooligosacharidy

histonové deacetylazové inhibitory

nespecifické zapalové crevné ochorenie (,,inflammatory bowel disease*)
syndrom drazdivého tracnika (,,irritable bowel disease®)
interferon-y

imunoglobulin typu A

interleukin (v texte vzdy doplnené o konkrétne identifikacné Cislo)
molekularne vzory suvisiace s mikrobmi (,,microbe-associated molecular patterns)
matrix-metalo-proteinza (,,matrix metalloproteinase®)
mannanooligosacharidy

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid

roztok neesencialnych aminokyselin

nuklearny faktor kappa B (,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells®)

receptory podobné oligomerizaénym doménam viazucim nukleotidy (,,nucleotide-
binding oligomerization domains-like receptors®)
NO-syntaza

nesteroidné antiflogistika
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PAMP
PBS
PG
PPARYy

PRR
PUFA
RCF

ROS
RP-HPLC
SCFA
SDS
SIBO
TEAC
TGFp
TLR
TMA
TMAO
TNF

TOS

Treg
TROLOX
Vc

VSL #3

XOS

molekularne vzory suvisiace s patogénom (,,pathogen-associated molecular patterns*)
fosfatovy pufer
prostaglandiny

receptory aktivované proliferatormi peroxizomov (,,peroxisome proliferator-activated
receptors®)
receptory rozpoznavajuce (bakterialny) vzor (,,pattern recognition receptors*)

polynenasytené mastné kyseliny

relativna odstrediva sila (,,relative centrifugal force®)

reaktivne formy kysliku (,,reactive oxygen species®)
vysokoucinna kvapalinové chromatografia s reverznymi fazami
mastné kyseliny s kratkym retazcom (,,short-chain fatty acids*)
dodecylsiran sodny

syndrom bakterialneho prerastenia v tenkom Creve

,» Trolox Equivalent Antioxidant Capacity*

transformacny rastovy faktor 3

toll-like receptory

trimetylamin

trimetylamin-N-oxid

tumor nekrotizujtci faktor

trans-galaktooligosacharidy

regulaéné T-lymfocyty
6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina
,»vehicle control®

probioticky komplex pozostavajuci z druhov rodu Lactobacillus (L. casei, L.
plantarum, L. acidophilus a L. delbrueckii spp. bulgaricus), Bifidobacterium (B.
longum, B. breve a B. infantis) a Streptococcus salivarius spp. thermophilus
xylooligosacharidy
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9 PRILOHY

Priloha 1: Chromatogram RP-HPLC s UV/VIS detekciou — zastupenie fenolickych zlicenin vo vodnom
roztoku brusnic
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Priloha 2: UV-VIS spektra pre jednotlivé vzorky
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