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ABSTRAKT 

Predložená diplomová práca sa zaoberá problematikou chronických zápalových ochorení tráviacej 
sústavy a navrhuje možnosť alternatívneho zlepšenia stavu, resp. podporenia remisnej fázy pomocou 
probiotických preparátov obohatených prírodnými protizápalovými látkami. Fytochemikálie, najmä 
fenolické zlúčeniny, ich flavonoidná podskupina a karotenoidy, potláčajú nežiadúce zápalové procesy 
priamym ovplyvnením imunitných buniek alebo inhibíciou škodlivého oxidatívneho stresu. Z tohto 
dôvodu boli k ďalším analýzam zvolené rastliny s predpokladom vysokého obsahu daných biologicky 
aktívnych zlúčenín. Konkrétne sa jednalo o brusnicu čučoriedkovú (Vaccinium myrtillus), brusnicu 
pravú {Vaccinium vitis-idaea), kurkumu pravú {Curcuma longa), mätu piepornú {Mentha piperita), 
rumanček pravý {Matricaria recutita), škoricu ceylonskú {Cinnamomum zeylanicum), zázvor pravý 
(Zingiber officinale) a ľan siaty {Linum usitatissimum). Následne z nich boli pripravené tri typy 
extraktov s použitím vody, 20% etanolu a hexánu ako extrakčných činidiel. Extrakty boli podrobené 
stanoveniu obsahu celkových i konkrétnych fenolických látok, celkových flavonoidov a celkových 
karotenoidov. Táto charakteristika bola doplnená i o antioxidačnú aktivitu vodných a etanolových 
extraktov. Následne bola pozorovaná interakcia jednotlivých vzoriek s probiotickými kultúrami 
(Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus) a schopnosť extraktov ovplyvniť viabilitu 
probiotík v procese modelového trávenia. Z týchto čiastkových charakterizácií boli vybrané 
najzaujímavejšie vzorky. Konkrétne sa jednalo o vodné extrakty čučoriedok, mäty, harmančeku 
a škorice. Ich prípadná cytotoxicita voči ľudským črevným epiteliálnym bunkám bola in vitro overená 
pomocou M T T testu s využitím bunkovej línie CaCo-2. Extrakty vykazujúce najvyššie hodnoty 
prospešných fytochemikálií a antioxidačnej aktivity, neinhibujúce rast probiotických kultúr 
a nevykazujúce cytotoxické pôsobenie na ľudské črevné bunky boli potom koenkapsulované spolu 
s probiotikami do alginátových častíc o priemere 1 mm. Boli zvolené vodné extrakty mäty, 
harmančeku a škorice. U častíc bola testovaná enkapsulačná účinnosť probiotík a fenolických látok. 
Ďalej boli podrobené modelovému tráveniu, kedy bolo pozorované uvoľňovanie žiadúcich látok 
v jednotlivých častiach tráviaceho systému a zhodnotené, či sa potrebné časti dostanú 
do požadovaného miesta pôsobenia - hrubého čreva. Pre využitie navrhnutého probiotického 
preparátu ako doplnku výživy bola určená doporučená dávka 1 g. Z hľadiska dlhodobého 
skladovania, predĺženia trvanlivosti a zvýšenia ochrany nestabilných biologicky aktívnych zložiek 
boli navrhnuté prípadné úpravy častíc lyofilizáciou alebo obohatením polymérneho obalového 
materiálu častíc o ďalšiu ochrannú vrstvu, napr. chitosan. 

KĽÚČOVÉ SLOVÁ 

prírodné protizápalové látky, probiotiká, bioaktívne zlúčeniny, enkapsulácia, alginátové častice, 
modelové trávenie, cytotoxicita, chronický zápal, IBD, dysbióza, črevná mikrobiota 
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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 M T T 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 Ú V O D 

Vďaka masívnej industrializácii v poľnohospodárstve a potravinárskom priemysle získala moderná 
spoločnosť ľahší prístup k potravinám, prekonala hladomor a došlo k zásadným zmenám stravovacích 
návykov. Okrem toho sa častejšie zasahuje do normálneho osídľovania ľudského tela mikrobiotou 
lekárskymi zákrokmi ako napr. cisársky rez, nadmerným užívaním antibiotík, prehnanou osobnou 
hygienou, častým používaním dezinfekčných prostriedkov a pod. Celkovo je možné považovať 
moderný životný štýl za viac sedavý a hektický, pričom sú ľudia častejšie vystavovaní dlhodobému 
stresu. Tieto zmeny sú považované za hlavné faktory prispievajúce k nárastu chronických, 
metabolických a imunologických ochorení súčasnej spoločnosti. Podieľajú sa okrem iného na narušení 
črevnej mikrobioty a indukcii tzv. dysbiózy. Jedná sa o nerovnováhu v zložení mikrobioty 
gastrointestinálneho traktu, najmä zredukovanie prospešných kmeňov. Toto chudobnejšie zloženie 
črevnej mikroflóry je typické najmä pre ekonomicky rozvinutejšie moderné zeme a preto si vyslúžilo 
prezývku „západná mikrobiota". Spája sa s ochoreniami ako diabetes mellitus 2. typu, metabolický 
syndróm, kardiovaskulárne ochorenia či zápalové ochorenia čriev, ale i mnoho ďalších na prvý pohľad 
nesúvisiacich problémov ako astma, alergie, obezita, rôzne autoimunitné a nádorové ochorenia, či 
dokonca autizmus. 

Črevná mikrobiota bola ešte donedávna pomerne prehliadanou a podceňovanou súčasťou ľudského 
organizmu. Je pestrou zmesou rôznych mikroorganizmov, ktorých pomer a druhové zastúpenie sa líšia 
v závislosti na hostiteľovi a pôsobení rôznych exogénnych vplyvov. 
Hoci ešte stále ostávajú niektoré presné imunologické mechanizmy prepojenia mikrobioty s imunitným 
systémom záhadou, nedá sa poprieť jej významný vplyv na celkový zdravotný stav. Ovplyvňuje 
množstvo procesov od vstrebávania potravy a živín, cez behaviorálne a emočné zmeny, až po odpovede 
organizmu na stresové podnety a imunitné odpovede. Rovnováha v zložení črevnej mikrobioty je veľmi 
dôležitým aspektom v udržaní celkovej homeostázy organizmu. 

Chronický zápal v tele vedie k mnohým degeneratívnym ochoreniam. V poslednej dobe sa výrazne 
zvýšila prevalencia chronických črevných zápalov značne narúšajúcich kvalitu života. Ich vznik je úzko 
spätý s mnohými faktormi, avšak k tým najsignifikantnejším patrí práve črevná dysbióza. K liečbe 
zápalov sa všeobecne štandardne využívajú nesteroidné antiflogistiká. Ich užívanie má ale pomerne 
tienistú stránku množstva závažných nežiadúcich účinkov a kontraindikácií. Je preto snaha vyvinúť 
rôzne alternatívne postupy liečby týchto ochorení. Jedná sa najmä o zmenu stravovacích návykov 
a podporou prospešných kmeňov črevnej mikroflóry, ďalej príjem probiotík a prebiotík v prírodnej 
forme alebo ako výživových doplnkov, a pod. V ľudovej medicíne sa využívajú niektoré rastliny 
a byliny, vykazujúce minimálne či nulové vedľajšie účinky. Napríklad fenolické zlúčeniny vďaka 
svojim značným protizápalovým vlastnostiam už pritiahli záujem mnohých výskumných skupín. 

Táto práca si kladie za cieľ navrhnúť vhodný výživový probiotický preparát obohatený o prírodné 
protizápalovo pôsobiace látky, ktorý by mohol pôsobiť ako prevencia či podpora obnovy správne 
fungujúcej črevnej mikroflóry, ako jedného zo základných stavebných kameňov celkového zdravia 
organizmu. Pri preukázaní jeho efektivity by mohol byť použitý ako výživový doplnok pri liečbe či 
predĺžení remisnej fázy u zápalových ochorení čriev napr. ľahších foriem Crohnovej choroby. Tieto 
bioaktívne zlúčeniny a probiotiká sú však nestabilné v prítomnosti mnohých faktorov ako svetlo, 
množstvo kyslíka a elektrolytov, a zároveň citlivé na zmeny pH a teploty prostredia. Jednou 
z efektívnych možností ochrany pred týmito nežiadúcimi vplyvmi prostredia je využitie enkapsulačných 
techník. Preto sa ďalej práca zameriava na navrhnutie vhodného enkapsulačného nosiča, prípravu častíc 
obsahujúcich požadované látky a probiotiká, stanovenie ich stability a v neposlednom rade testovanie 
ich prípadnej toxicity na ľudské epiteliálne črevné bunky. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 

2.1 Ľudská mikrobiota 

Niekoľko posledných dekád sa výskum mikrobioty zameriaval predovšetkým na patogénne baktérie. 
Avšak v poslednej dobe rapídne stúpa počet štúdií preukazujúcich pozitívny význam komenzálnych 
baktérií osídľujúcich telá cicavcov vrátane človeka. Mikroorganizmy kolonizujú prakticky všetky 
telesné časti vystavené vonkajšiemu prostrediu. Zmes mikroorganizmov koexistujúcich s telom 
hostiteľa sa nazýva normálna alebo rezidentná mikroflóra. Okrem iného predstavuje biologickú obranu 
proti patogénnej tranzitientnej, resp. prechodnej mikroflóre. Najväčší podiel mikroorganizmov sa 
nachádza vtráviacej sústave a samotné hrubé črevo obsahuje viac ako 70% celkového množstva 
telesnej mikrobioty.1 Dôvodom je nielen obrovský povrch čreva, ale aj výskyt a produkcia látok prospeš
ných pre mikroorganizmy. 

Veľmi pozoruhodný v porovnaní s inými spoločenstvami baktérií v našom tele a na jeho povrchu je 
najmä vzťah medzi mikróbmi v čreve a imunitným systémom. Mikróby v črevách môžu spustiť lokálnu 
imunitnú reakciu v rámci hrubého čreva, čím môžu ovplyvniť priebeh trávenia. Pokiaľ nie sú interakcie 
medzi imunitným systémom a črevnými mikróbmi optimálne, dochádza k negatívnemu dopadu 
na zdravie v rámci celého organizmu. Môže tak dôjsť napríklad k autoimunitným reakciám, pri ktorých 
T-lymfocyty a ďalšie zložky imunitného systému zasiahnu proti vlastným bunkám organizmu. 
Na závažnosť priebehu autoimunitnej reakcie vplýva okrem iného aj zastúpenie určitých typov baktérií 
v hrubom čreve. 2 ' 3 

Črevné baktérie ďalej môžu ovplyvniť náladu, správanie a priebeh niektorých neurologických sta
vov na základe osy mozog-črevá. 4" 6 To môže byť taktiež dôležitým faktorom pri liečbe alebo prevencii 
rôznych ochorení. Príkladom je pozorovanie zmeny hladiny mozgového neurotrofického faktoru 
(BDNF) v hipokampe po transplantácii mikrobioty. BDNF je protein, ktorého abnormálna činnosť 
súvisí s rozvojom ochorení ako depresia, schizofrénia a obsedantno-kompulzívna porucha.7 Črevná 
mikrobiota ďalej výrazne ovplyvňuje hladinu neurotransmiterov, napr. serotonínu.8 Okrem toho bola 
preukázaná súvislosť medzi mikrobiotou a obezitou, čo má tiež vplyv na celkový zdravotný stav.9"11 

Medzi typické priaznivé efekty zdravej črevnej mikrobioty patrí udržiavanie celkovej homeostázy 
organizmu; ochrana pred infekčnými patogénmi; dozrievanie a úprava imunitného systému; prevencia 
alergií a autoimunitných ochorení 1 2; vývin tráviaceho systému a jeho vaskularizácie; posilnenie bariéro-
vej funkcie sliznice v tráviacom trakte; produkcia živín a vitamínov; degradácia xenobiotík (lieky 
toxíny, alkohol, toxické zložky stravy, potravinové aditíva a pod.); prevencia určitých nádorových 
ochorení; vplyv na formovanie a funkcie nervového systému 1 3" 1 5; vývoj psychomotorických funkcií; 
zdravie kože atď. 1 6 

2.1.1 Epifytická flóra tráviacej sústavy človeka 

Gastrointestinálny trakt predstavuje prostredie s najpočetnejšou a najpestrejšou mikrobiotou ľudského 
tela. Každý úsek je charakteristický svojím mikrobiálnym zastúpením. Početnosť jednotlivých populácií 
a druhov mikroorganizmov závisí predovšetkým od výživy, ďalej od veku človeka, zdravotného stavu, 
ale tiež na zemepisnej šírke a klíme. Pozdĺž tráviaceho traktu sa mení nielen zloženie, ale aj počet 
mikróbov v prepočte na mililiter obsahu (obrázok l ) . 1 7 

2.1.1.1 Ústna dutina 
Dutina ústna je vhodným prostredím pre mikroorganizmy vzhľadom na dostatočné množstvo živín 
i pestrosť štruktúr osídliteľných mikroorganizmami. Nachádza sa tu 10 3-10 7 bakt./ml obsahu. Rozvoj 
mikrobiálneho zastúpenia je ovplyvnené predovšetkým dentíciou; u dieťaťa pred dentíciouje mikroflóra 
veľmi chudobná, s postupujúcou dentíciou sa mení zastúpenie a kvantita mikroorganizmov. Prítomné 
sú potom ako aerobně, tak i anaeróbne druhy; napr. mikrokoky, stafylokoky, streptokoky (Streptococcus 
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salivari), gramnegatívne koky {Neisseria, Veilonella), ďalej zástupcovia rodov Lactobacillus, 
Corynobacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Spirillum, Actinomycetes Israeli, mykoplazmy ako M. 
salivarus a M. orale, vzácne Clostridium. 

Prekvapujúcu prítomnosť anaeróbov vysvetľuje metabolická aktivita fakultatívnych anaeróbov, 
tvoriaca vhodné podmienky aj pre anaeróbne druhy. Väčšina mikroorganizmov v ústach nie je pato
génna, ale pri oslabení organizmu a poškodení sliznice môžu preniknúť do tkanív a spôsobiť rôzne 
ochorenia, príp. sa môžu podieľať na vzniku zubných kazov. 1 8 - 2 0 

2.1.1.2 Žalúdok 
V tejto časti tráviacej sústavy je mikrobiota najchudobnejšia, pretože nízke pH (okolo 2) predstavuje 
prirodzenú bariéru proti kontaminácii nežiadúcou mikroflórou, čiže sa tu vyskytuje len približne 10-105 

bakt./ml obsahu. Na stenách žalúdka sú prítomné acidotolerantné laktobacily, streptokoky a v menšej 
miere taktiež kvasinky. Okrem nich je možné niekedy detegovať mikroaerofilný Helicobacter pylori, 
ktorý je za určitých podmienok považovaný za pôvodcu žalúdočných vredov.21 

2.1.1.3 Tenké črevo 
Proximálnu časť tenkého čreva tvorí malé zastúpenie mikroorganizmov, približne 103 bakt./ ml obsahu. 
Jedná sa o zástupcov rodov Lactobacillus, Enterococcus, Bacteroides a ďalej napr. Candida albicans. 
Distálna časť sa svojou flórou podobá na hrubé črevo a počet mikróbov je približne 108 na ml obsahu.21 

2.1.1.4 Hrubé črevo 
Väčšinu mikrobioty v hrubom čreve tvoria striktné anaeroby.22 Na 1 ml obsahu pripadá cca miliarda 
(1012) mikróbov. Môžu byť adherované v ochrannom hliene alebo voľne umiestnené v lumen čreva. 
V hrubom čreve sú dominantné predovšetkým dva bakteriálne kmene - Bacteroidetes a Firmicutes (kde 
dominujú triedy Clostridia a Bacilli). Ďalej je však v tejto časti možné nájsť aj kmene Proteobacteria, 
Verrucomicrobia, Actinomicrobia, Fusobacteria a Cyanobacteria.21,23 

Podľa zloženia črevnej mikrobioty boli definované dva ľudské enterotypy; Bacteroides a Prevotella. 
Pokiaľ je strava bohatá na komplexné sacharidy a vlákninu, je tak podporený rast prevotel. Prevaha 
bielkovín a nasýtených tukov podporuje rast bakteroidných baktérií. Enterotyp Prevotella podporuje 
ochranu pred chronickým zápalom, degeneráciou a predčasným starnutím. 2 4 

Dôležitá zložka črevného biosystému ovplyvňujúca rozmiestnenie a osud mikrobioty je črevný hlien 
produkovaný pohárikovitými bunkami. Skladá sa predovšetkým z glykoproteínov, resp. mucínov, 
a látok exkretovaných ďalšími bunkami sliznice (enterocyty, Panethove bunky, leukocyty), čo sú napr. 
defenzíny, rezistíny, imunoglobulíny, lyzozým a interleukíny. Najvýznamnejšou funkciou hlienu je 
ochrana sliznice pred tráviacimi šťavami, mechanickým poškodením tráveninou a priamym kontaktom 
s mikrobiotou, ďalej umožňuje vzájomnú komunikáciu medzi bunkami sliznice, baktériami, bielymi 
krvinkami a črevným nervovým systémom, ale aj vzájomnú komunikáciu medzi samotnými baktériami. 
Po narušení vrstvy hlienu sa mikróby dostávajú do priameho kontaktu so sliznicou a bielymi krvinkami, 
objavuje sa zápal sliznice. Sliznica následne stráca funkciu bariéry a do krvi sú prepustené aj toxické 
a nežiadúce látky vylučované za normálnych podmienok preč z organizmu. 

Hlien obsahuje niekoľko vrstiev. Prvá vrstva hlienu nasadá na sliznicu a glykokalyx, má hrúbku 10 
až 40 um. Je pevne pripojená k sliznici a neobsahuje žiadne baktérie. Nachádza sa iba v hrubom čreve 
a žalúdku. Druhá vrstva je s prvou voľne spojená, má hrúbku 100 až 500 um a obsahuje adherované 
baktérie {Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus). Sú tam prispôsobené vhodné podmienky pre život 
komenzálnych baktérií - nie sú proti nim vytvárané protilátky a hlien obsahuje cukry ako výživu 
v časoch nedostatočnej exogénnej výživy. 2 1 ' 2 5 Mikróby prilepené v hliene zohrávajú rolu v ochrane pred 
patogénnymi baktériami (napr. produkciou určitých baktériocínov), ďalej podporujú regeneráciu hlienu 
(pri nedostatočnej exogénnej výžive ho však môžu vážne narušiť), komunikujú s leukocytmi, podporujú 
sekrečnú aktivitu buniek v sliznici (produkciu enzýmov, hormónov, mucínov, atď.). Za normálnych 
okolností sa žiadna z týchto baktérií nedostane cez sliznicu do krvi . 2 6 
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Medzi mikróby žijúce voľne v črevnom obsahu patria baktérie rodov Bacteroides, Bifidobacterium, 
Streptococcus, Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus a Ruminococcus.21  

Analýza druhov adherovaných v hliene je náročná, preto sa väčšina štúdií mikrobiotického zloženia 
opiera o informácie zo zloženia luminálnych populácií a je obťažné zistiť presnú skladbu črevnej mikro-
bioty. 

Žalúdok 0 -10 2 

Lactobacillus 
Candida 
Streptococcus 
Helicobacter pylori 
Peptostreptococcus 

Duodenum 102 

Streptococcus 
Lactobacillus 

Ileum (dist.) 106 -10 7 

Clostridium 
Streptococcus 
Bacteroides 
Actinomycinae 
Corynebacteria 

Hrubé črevo 10 1 1 - 10 1 2 

Bacteroides 
Clostridium groups IV and XIV 
Bifidobacterium 
Enterobacteriaceae 

Jejunum 102 

Streptococcus 
Lactobacillus 

Ileum (prox.) 103 

Streptococcus 
Lactobacillus 

Obr. 1: Zastúpenie a množstvo (počet baktérií na 1 ml obsahu) hlavných mikrobiálnych rodov v GlT1^ 

2.1.2 Látky produkované črevnou mikrobiotou 

Jednou z najdôležitejších vlastností črevnej mikrobioty je produkcia rôznych látok priamo i nepriamo 
ovplyvňujúcich zdravotný stav nositeľa. Vznikajú rôznymi mechanizmami, ale k najvýznamnejším patrí 
mikrobiálna fermentácia špecifických substrátov za anaeróbnych podmienok.29 Tú podstupujú najmä 
nestráviteľné polysacharidy, oligosacharidy, glykoproteíny a v menšej miere taktiež proteiny, peptidy 
a aminokyseliny. Je tak vďaka mikrobiote možné využiť energiu aj z tých zložiek potravy, ktoré sú 
v tenkom čreve nestráviteľné. 3 0 Niektoré chemické produkty sú podobné telu vlastným chemickým 
prenášačom a stávajú sa tak biologicky aktívnymi látkami. V tabuľke 1 sú zhrnuté známe látky produko
vané črevnou mikrobiotou. 

Sacharolytické baktérie nachádzajúce sa prevažne v proximálnej časti hrubého čreva dokážu 
za anaeróbnych podmienok fermentovať sacharidové substráty za vzniku lineárnych mastných kyselín 
s krátkym reťazcom (SCFA) obsahujúcich 1 až 6 atómov uhlíku, laktátu, oxidu uhličitého a vodíku. 
Proteolytická fermentácia je lokalizovaná skôr v distálnej časti, kde sú sacharidové substráty už 
vyčerpané. Fermentácia proteínov však nepredstavuje tak prospešný efekt pre zdravie konzumenta a je 
skôr nežiadúca, pretože okrem B C F A , oxidu uhličitého, metánu a vodíku dochádza i k produkcii 
potenciálne toxických metabolitov, konkrétne amoniaku, sulfánu, indolu a fenolu.2 9"3 4 Na ľudských 
subjektoch sa však ich toxicita ešte stále testuje.35 

Dostupnosť živín je hlavným kritériom ovplyvňujúcim pomer sacharolytickej a proteolytickej 
fermentácie. Množstvo degradačných metabolitov pochádzajúcich z proteolytického metabolizmu môže 
byť zredukované vyšším príjmom mikrobiotou využiteľných sacharidov (nerozpustných škrobov) 
a prebiotických oligosacharidov.3 6 , 3 7 Okrem stravy však na zloženie črevnej mikrobioty a produkované 
látky vplýva mnoho faktorov ako napr. genetické predispozície hostiteľa, rýchlosť prechodu substrátov 
tráviacou sústavou, imunologické faktory a vplyvy prostredia vrátane príjmu rôznych xenobiotík, 
antibiotík, a tď . 3 8 - 4 0 
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Tab. 1: Prehľad bakteriálnych metabolitov, ktoré je možné nájsť v črevách 

Zdroj látok Typ metabolitov 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

Konečné produkty fermentácie sacharidov 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

SCFA (acetát, propionát, butyrát, valerát) 
mastné kyseliny s dlhým reťazcom 
BCFA (izobutyrát, 2-metylbutyrát, izovalerát) 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

Medziprodukty fermentácie sacharidov 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

čiastočne rozštiepené oligosacharidy 
komplexné proteoglykány z mucínov 
alkoholy 

Primárny bakteriálny metabolizmus 
Plynné metabolity 

Primárny bakteriálny metabolizmus 
fermentačné plyny (vodík, metán, oxid uhličitý) 
prchavé látky (sulfän) 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

Metabolity biokonverzie mastných kyselín a lipidov 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

aldehydy s dlhým reťazcom 
mastné kyseliny 

Primárny bakteriálny metabolizmus 

Produkty fermentácie proteínov 
BCFA 
amoniak, amíny 
aromatické deriváty (fenoly, krezoly, indoly, atď.) 

Biokonverzia sekundárnych rastlinných 
metabolitov 

Produkty biokonverzie lignínov a fenolov Biokonverzia sekundárnych rastlinných 
metabolitov equol, enterolaktón, atď. 

Látky z cytosólu baktérií alebo ich 
sekundárneho metabolizmu 

Vitamíny a kofaktory (vo veľmi nízkych koncentráciách) 
Peptidy (quorum-sensing signály u G + baktérií) 

Látky z cytosólu baktérií alebo ich 
sekundárneho metabolizmu 

Homoserín-laktóny (quorum-sensing signály u G" bakt.) Látky z cytosólu baktérií alebo ich 
sekundárneho metabolizmu 

Nukleové kyseliny 

Látky z cytosólu baktérií alebo ich 
sekundárneho metabolizmu 

Bakteriocíny 

Metabolity enterohepatickej cirkulácie 

Žlčové kyseliny 

Metabolity enterohepatickej cirkulácie 
Cholesterol, koprostanol 

Metabolity enterohepatickej cirkulácie 
Hormóny a ich deriváty 

Metabolity enterohepatickej cirkulácie 

Glukuronidové konjugáty 

Enzýmy 
Reduktázy 

Enzýmy Glukuronidázy Enzýmy 
Glykohydrolázy 

Komponenty bakteriálnej bunkovej 
steny 

Lipopolysacharid A 
Komponenty bakteriálnej bunkovej 
steny 

Látky odvodené od peptidoglykánu Komponenty bakteriálnej bunkovej 
steny 

Glykokalyx a polysacharidy bakteriálnych kapsúl 

2.1.2.1 SCFA 
Medzi najvýznamnejšie SCFA patrí acetát, propionát a butyrát, prípadne v menšom množstve valerát. 
Tieto tri hlavné SCFA patria k tomu najdôležitejšiemu, čo baktérie v črevách produkujú. Všeobecne je 
v najväčšom množstevnom pomere vytváraný acetát, ale za biologicky najvýznamnejší sa dá považovať 
butyrát. Množstvo vyprodukovaných SCFA závisí na zložení mikrobioty (tabuľka 2), na substráte pod
liehajúcom fermentácii a jeho rýchlosti prechodu črevom. Presné množstvo vyprodukovaných SCFA je 
však veľmi náročné stanoviť, keďže väčšina sa veľmi rýchlo vstrebáva do tela a do stolice sa dostane 
menej ako 5 % z celkového množstva . 2 9 ' 3 0 ' 3 4 
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SCFA všeobecne okrem iného podporujú rast sacharolytických baktérií najmä laktobacilov 
a bifidobaktérií vďaka ich potenciálu znižovať pH produkciou organických kyselín v lumen čreva, ktoré 
patogénnym baktériám (hlavne gramnegatívnym) nevyhovuje a naopak je vhodné pre prospešné kmene. 
Zohrávajú tak významnú rolu vo fyziológii hrubého č reva . 3 3 ' 4 1 ' 4 2 

Tab. 2: Prehľad hlavných bakteriálnych rodov produkujúcich dané SCFA 

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

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

Butyrát 

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

Acetát a propionát prestupujú bazolaterálnou membránou črevných epiteliálnych buniek a cez 
portálmi žilu sa dostávajú do pečene. Acetát ďalej môže vstúpiť do syntézy cholesterolu alebo sa 
metabolizuje v iných tkanivách ako možný zdroj energie pre svaly, mozog, srdce a obličky. 3 0 V mozgu 
dokáže prestúpiť cez hematooencefalickú bariéru a znížiť pocit hladu. Acetát je hlavnou SCFA 
detekovateľnou v krvi, čo je možné využiť pri sledovaní udalostí prebiehajúcich v čreve. Propionát 
v pečeni vstupuje do glukoneogenézy, prípadne sa podieľa na inhibícii syntézy cholesterolu. 2 9 ' 3 a 3 2 " 3 4 ' 4 3 

Butyrát je absorbovaný epiteliálnymi bunkami sliznice hrubého čreva. Slúži im ako zdroj energie 
a regulátor bunkovej proliferácie a diferenciácie. 2 9 ' 3 0 Zohráva ďalej dôležitú rolu v udržiavaní črevnej 
homeostázy a integrity mukóznej sliznice, vykazuje protinádorový a protizápalový potenciál, 
ovplyvňuje črevnú bariéru, stimuluje antioxidačné procesy a ovplyvňuje pocit sýtosti . 3 1 ' 4 3 

Zaujímavé sú in vitro a in vivo štúdie preukazujúce úlohu butyrátu v ovplyvňovaní imunitnej 
odpovede. Pokiaľ j e v hrubom čreve menej butyrátu, znamená to zvýšené riziko chronického zápalu 
a následne i rakoviny hrubého čreva. V prípade kolorektálneho karcinomu bolo až štvornásobne znížené 
množstvo producentov butyrátu Faecalibacterium prausnitzii a Eubacterium rectale.44 

Butyrát patrí medzi histónové deacetylázové inhibitory (HDACi). Najčastejšie skúmaným 
protizápalovým účinkom butyrátu je potlačenie aktivácie nukleárneho faktoru N F - K B (kapitola 2.1.3), 
čo môže byť práve výsledkom inhibície histónových deacetyláz. 2 9 - 3 2 

Ďalším protizápalovým mechanizmom je inhibícia produkcie interferónu y a zvýšenie počtu 
receptorov aktivovaných proliferátormi peroxizómov (PPARy). Sú to jadrové receptory nachádzajúce 
sa v cytoplazme buniek. Po naviazaní ligandu celý komplex putuje do jadra bunky, dôjde k väzbe 
na D N A a je tak ovplyvnená transkripcia rôznych génov. Tento transkripčný faktor je vysoko 
exprimovaný v epiteliálnych bunkách a jeho aktivácia má protizápalové dopady.29"31 

Tretím možným protizápalovým procesom je pôsobenie butyrátu ako signálnej molekuly 
pre receptory spojené s G-proteínom. Receptory GPR41 a GPR43 sú exprimované na imunitných 
bunkách a takisto vo veľkom množstve prítomné v sliznici hrubého čreva. Predpokladá sa, že tieto 
receptory zohrávajú rolu v imunitnej kontrole pri interakciách sliznice s baktériami. 3 0" 3 2 

2.1.2.2 Laktát a sukcinát 
Laktát a sukcinát sú medziproduktmi fermentácie sacharidov. Za fyziologických podmienok sú 
metabolizované ďalej na acetát, propionát alebo butyrát. Nedochádza teda k ich hromadeniu v lumen 
čreva. Nedávne štúdie však označili sukcinát ako prozápalový signál, ktorý môže vyvolať ulcerózne 
zápalové procesy v črevách. 4 5 ' 4 6 
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Laktát je produkovaný komenzálnymi baktériami vo forme D-laktátového izoméru. U pacientov 
trpiacich IBD, črevnou ischémiou, syndrómom skráteného čreva a apendicitídou boli zistené v krvnej 
plazme a moči zvýšené hladiny D-laktátu. To poukazuje na dysbiózu spojenú so zvýšenou črevnou 
priepustnosťou. Laktát je dôležitý kosubstrát mnohých sulfát-redukujúcich baktérií, preto môže jeho 
nadmerne zvýšená hladina prispieť k nežiadúcej dysbióze zvýhodňujúcej práve tento typ baktérií. Vo 
vzorkách stolice pacientov s IBD boli objavené vyššie množstvá laktátu, ktorý je pravdepodobne 
produkovaný bunkami črevnej sliznice. 4 7" 5 1 

2.1.2.3 Antimikrobiálnepôsobiace látky 
Grampozitívne baktérie, napr. Lactococcuss lactis sú schopné produkovať peptidické antibiotiká, tzv. 
lantibiotiká, obsahujúce nezvyčajnú polycyklickú tio-éterovú aminokyselinu lantionín. Táto látka 
narúša bunkovú stenu aj u multirezistentných patogénnych kmeňov. 

Medzi nelantibiotické bakteriocíny patria napr. malé antimikrobiálne peptidy produkované 
laktobacilmi (L. plantarum, L. acidophilus N C F M , L. johnsonii N C C 533 a L. sakei). Tieto látky majú 
pomerne široké spektrum účinku a sú toxické najmä voči grampozitívnym rodom ako Lactococcus, 
Streptococcus, Staphylococcus, Listeria a Mycobacteria. Mechanizmus účinku spočíva vo vytvorení 
pórov v cytoplazmatickej membráne citlivých baktérií alebo v narušení esenciálnych enzýmov. 
U bifidobaktérií boli navyše objavené bakteriocíny efektívne proti grampozitívnym aj gramnegatívnym 
patogénom. 5 2 - 5 4 

2.1.2.4 Neurotransmitery a vitamíny produkované mikrobiotou 
Črevná mikrobiota dokáže produkovať rôzne neurohormóny a neurotransmitery ako napr. sérotonín, 
melatonín, Y-aminomaslová kyselina (GABA), katecholamíny, histamín, acetylcholín a pod. Všetky 
tieto látky sa podieľajú na komunikácii črevnej mikrobioty, ale môžu sa dostať aj mimo GIT a ovplyvniť 
rôzne časti organizmu, predovšetkým však mozgové funkcie. 1 6 ' 5 5 ' 5 6 

Niektorí zástupcovia črevnej mikrobioty u ľudí dokážu syntetizovať vitamín K (K2 menachinón) 
známy svojimi antikoagulačnými účinkami a väčšinu vitamínov skupiny B (konkrétne tiamín, ribo
flavin, niacín, pantoténová kyselina, pyridoxín, biotín, folát, kobalamín). Narozdiel od vitamínov 
prijímaných v strave absorbovaných v proximálnej časti tenkého čreva sú tieto vitamíny produkované 
mikróbmi absorbované až v hrubom čreve. 5 7 ' 5 8 

2.1.2.5 Toxické látky produkované mikrobiotou 
Okrem zdraviu prospešných produktov metabolizmu komenzálnych baktérií existujú aj toxické 
metabolity, ktoré sú za normálnych podmienok odbúravané v pečeni a obličkách. Pri zlyhaní funkcie 
pečene však môžu tieto látky vyvolať kognitivně problémy, označované ako pečeňová encefalopatia.59 

Jedným z najpreskúmanejších toxických produktov mikrobioty je trimetylamín-N-oxid (TMAO). 
Táto molekula vzniká z lecitinu a karnitínu, vyskytujúcich sa najmä v červenom mase, mikrobiálnou 
premenou na trimetylamín (TMA) ako prekurzoru T M A O . Množstvo vyprodukovaného T M A O závisí 
na zložení mikrobioty a stravovacích návykoch. 6 0 ' 6 1 

Toxických produktov bakteriálneho metabolizmu je oveľa viac a vznikajú predovšetkým v distálnej 
časti hrubého čreva pri fermentácii proteínových substrátov. U zdravých jedincov sa zvyčajne tieto 
produkty ako fenolické zlúčeniny, p-krezol a indol v tele nehromadia, ale sú z tela odstránené. 3 7 

Baktérie redukujúce sulfáty využívajú vodík ako donor elektrónu a sulfát ako oxidačné činidlo 
pre rozklad organickej hmoty za vzniku sulfánu. Toxický potenciál sulfánu v črevách spočíva najmä 
v jeho vplyve na oxidatívny metabolizmus črevných epiteliálnych buniek, kde inhibuje aktivitu 
cytochróm-oxidáz. Tie katalyzujú redukciu kyslíka na vodu. Sulfán pravdepodobne zohráva rolu aj 
v etiológii ulceróznej kolitídy. 6 2" 6 4 In vitro experimenty taktiež preukázali, že sulfán môže vyvolať 
poškodenie D N A v črevných bunkách. 6 5 Na druhú stranu sa sulfán preukázal ako dôležitá signálna 
molekula. K poškodeniu buniek narušením oxidačnej kapacity sulfánom dochádza až pri nedostatočnej 
schopnosti epiteliálnych buniek ho zmetabolizovať. 6 6 
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Ďalšou potenciálne toxickou látkou je amoniak. Črevný epitel je pri bakteriálnej degradácii 
neabsorbovaných a endogénnych dusíkatých zlúčenín neustále vystavovaný milimolárnym koncen
tráciám amoniaku. Vyššie koncentrácie amoniaku sa však spájajú s narušenou syntézou nukleových 
kyselín a zmenami v morfológii, funkcii a životnosti črevných buniek.67' 6 8 Nadmerná koncentrácia 
amoniaku v črevách sa spája okrem iného s poruchami autistického spektra u detí. 6 9 

2.1.3 Chronický zápal 

Zápal je biologická reakcia vyvolaná narušením homeostázy v tkanivách pôsobením určitého 
biologického, chemického alebo fyzikálneho faktoru.70 Medzi tieto faktory môžu patriť rôzne patogény 
(baktérie, plesne a vírusy), poškodenie tkanív, toxické chemikálie a reakcie imunitného systému (hyper-
senzitivita).71 Zápal môže byť akútny alebo chronický v závislosti na type stimulu a schopnosti 
imunitného systému opraviť poškodené tkanivo. Akútny zápal nastupuje rýchlo rádovo v priebehu 
minút a trvá niekoľko hodín až dní. Je sprevádzaný výpotkom tekutín a plazmových proteínov, 
a migráciou leukocytov, prevažne neutrofilov. Akonáhle imunitný systém úspešne eliminuje škodlivé 
reagens, celá reakcia vymizne. Pokiaľ sa nepodarí ich úplne zlikvidovať, môže to vyústiť do chronickej 
fázy. Chronický zápal spôsobuje dlhodobú nadmernú prítomnosť lymfocytov, makrofágov, angio-
genézu, fibrózu a poškodenie daného tkaniva.7 2 

Počas zápalu sa môžu makrofágy aktivovať rozpoznaním patogénnych endotoxínov, lipopoly-
sacharidov, peptidoglykánov alebo flagelínu pomocou nástrojov vrodenej imunity (PRR), konkrétne 
napr. toll-like receptorov (TLR). 7 3 TLR patria k transmembránovým receptorom nachádzajúcim sa 
na povrchu buniek, ktoré sa dostávajú do styku s mikróbmi alebo ich produktmi. Každý TLR 
rozpoznáva skupinu M A M P alebo P A M P produkovanú symbiotickými alebo patogénnymi baktériami. 
PAMP-TLR interakcia podmieni signálnu dráhu uvoľňujúcu N F - K B . Jedná sa o transkripčný faktor, 
ktorý je zodpovedný za aktiváciu génov spojených s transkripciou zápalových mediátorov ako sú 
interleukíny, napr. (IL)-1(3, IL-6, IL-8; prozápalové chemokíny, rastové faktory, tumor nekrotizujúci 
faktor (TNF)-a a prostaglandíny, ďalej adhézne molekuly, zápalové enzýmy ako indukovateľná NO-
syntáza zodpovedná za vznik oxidu dusnatého a cyklooxigenázy. Táto signálna dráha taktiež zvyšuje 
produkciu reaktívnych kyslíkových druhov (ROS) a vedie k odstráneniu mikroorganizmov 
vyhodnotených ako pa togény . 7 2 , 7 4 - 7 6 

Druhou dôležitou skupinou patriacou medzi PRR sú tzv. NOD-like receptory (NLR). Narozdiel 
od T L R sa nachádzajú v cytosóle enterocytov a sú schopné rozpoznať časti bakteriálnych bunkových 
stien, ktoré prenikli do vnútra buniek. Slúžia podobne ako T L R k udržiavaniu črevnej homeostázy 
a v prípade výskytu patogénnych častíc sú schopné spustiť zápalový proces spojený s aktiváciou N F - K B 
vedúci k produkcii prozápalových l á tok . 7 3 , 7 7 - 8 1 

Dlhodobo zvýšená produkcia týchto molekúl pri chronickom zápale sa spája so sklonmi ku chro
nickým degeneratívnym ochoreniam ako je artritída, ateroskleróza, astma, Alzheimerova choroba, 
nádorové ochorenia a pod. 7 6 , 8 2 K spomaleniu zápalového procesu sa používajú v klinickej praxi 
nesteroidné antiflogistiká (NSAID). Ich užívanie však sprevádza množstvo vedľajších účinkov ako sú 
gastrointestinálne poruchy, zadržiavanie vody v tele, zlyhanie obličiek, bronchospazmus a hypersen-
zitivita. Je preto snaha nahradiť ich efektívnymi alternatívami vykazujúcimi menej nežiadúcich 
účinkov. 8 3 , 8 4 

2.1.4 Idiopatické zápaly čriev 

Slizničný epitel hrubého čreva je neustále v kontakte s látkami z vonkajšieho prostredia, mikro
organizmami a ich produktmi. Enterocyty preto musia neustále monitorovať potenciálnu hrozbu 
a adekvátne imunologicky reagovať. Tento pohotovostný stav sa nazýva fyziologický kontrolovaný 
nízkostupňový zápal. Pri chronických zápalových stavoch sa predpokladá neschopnosť organizmu 
tolerovať tento fyziologický zápal na základe poruchy v imunitnej kontrole. 2 9 , 3 1 , 3 2 
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Presný etiologický mechanizmus nie je známy, ale predpokladá sa súhra dedičných faktorov a 
pôsobenia spúšťačov, ktorými môžu byť stres, lieky, nesprávna životospráva, fajčenie, vírusová 
infekcia, poškodenie bariérovej funkcie čreva, narušenie črevnej mikroflóry a abnormálna imunitná 
reakcia na komenzálne črevné baktérie. 8 5" 8 7 Medzi genetické faktory patrí predovšetkým narušenie 
vrodenej imunity (napr. abnormálna expresia génov produkujúcich mucíny, mutácie génov zapojených 
do rozpoznávania baktérií, génov súvisiacich s T-lymfocytovou imunitou, génov pre TLR) 8 7 , autofágie 
a fagocytózy. 8 8" 9 0 Dysfunkčné interakcie medzi T L R v črevných epiteliálnych bunkách a komenzálnymi 
baktériami vedú k zápalom čreva. Prozápalová odpoveď vedúca k narušeniu sliznice môže spôsobiť 
dysbiózu, ktorá vedie spätne k intenzívnejšiemu narušeniu sliznice. 9 1" 9 3 

Dysbióza, resp. mikrobiálna nerovnováha, je spoločným javom u ľudí trpiacich ochoreniami ako je 
Crohnova choroba, metabolický syndróm, rakovina hrubého čreva, a dokonca i autizmus.28' 9 4 Okrem 
toho vedie katopickým e k z é m o m 9 5 9 6 či aktivácii HIV infekcie.97 Je ťažké nájsť ochorenie, ktoré by 
nebolo spojené s odchýlkami v mikrobiote. Pokiaľ dôjde k nerovnováhe v črevnej mikrobiote, môžu byť 
signály z hrubého čreva nesprávne interpretované imunitným systémom, a to môže vyvolať auto-
imunitné reakcie, pri ktorých T-lymfocyty a ďalšie bunky imunitného systému zasiahnu proti vlastným 
zložkám organizmu. Nie je však také podstatné aké baktérie sa nachádzajú v črevách, ale skôr záleží 
na látkach, ktoré produkujú. Podporením baktérií produkujúcich SCFA je možné regulovať T-lymfocyty 
a utlmiť zápal . 9 8 ' 9 9 

Niekoľko štúdií na ľudských subjektoch potvrdilo, že k dysbióze môže dôjsť po užívaní anti
biotík. 1 0 0 " 1 0 2 Tieto štúdie poukazujú najmä na riziká zbytočného užívania antibiotík, ktoré môže viesť 
k podporeniu oportunistických patogénov v črevách (napr. Clostridium difficile)m a rozvoju mnohých 
komplikácií ako napr. hnačka spojená s užívaním antibiotík 1 0 4, zvýšené riziko salmonelózy 1 0 5 či pre-
rastenie rodu Enterococci.106 

Ďalším spúšťačom dysbiózy je pôsobenie dlhodobého stresu. Stresové faktory podnecujú vylúčenie 
množstva hormónov a neurotransmiterov ovplyvňujúcich telesné reakcie ako napr. zvýšenie tepovej 
frekvencie, uvoľnenie zásob energie k poháňaniu svalov a zmeny gastrointestinálnej motility. Zmeny 
črevnej motility tak môžu prispieť k dysbióze zvýhodňujúcej určitý patogén. 1 0 7 

Bola snaha zistiť, či za vznikom IBD stojí konkrétny patogén, ale doposiaľ sa nepotvrdilo, že by šlo 
o jediného patogénneho zástupcu. Predpokladá sa, že u pacientov s IBD došlo k narušeniu imunitnej 
odpovede na endogénne bakteriálne druhy vyskytujúce sa prirodzene v GIT a tiež navýšenie nežia
dúcich druhov (tabuľka 3 ) . 9 3 ' 1 0 7 ' 1 0 8 V prípade biopsií ilea sa u pacientov s Crohnovou chorobou objavil 
opakovane zvýšený výskyt patogénnej adherentno-invazívnej formy E. coli.2S' 1 0 7 Všeobecne bol 
v porovnaní so zdravými jedincami pozorovaný nadmerný výskyt čeľade Enterobacteriaceae a naopak 
znížený výskyt baktérie Faecalibacterium prausnitzii. Bolo pozorované menšie zastúpenie druhov 
produkujúcich butyrát . 1 0 9 ' 1 1 0 Stále však nie je jasné, či je tento jav príčina alebo následok zápalového 
ochorenia. Sú však reálne obe možnosti; kolitídogenné baktérie sa môžu premnožiť z dôvodu zapálenej 
sliznice a zároveň môžu podporiť ďalšie patofyziologické procesy v črevách. 1 1 1 " 1 1 3 

Tab. 3: Dysbióza medzi baktériami chrániacimi črevo a baktériami podporujúcimi rozvoj IBD1 

Protektívne baktérie Baktérie podporujúce IBD 
Bifidobacterium spp. Vybrané druhy Bacteroides spp. 
Lactobacillus spp. Enterococcus faecalis 
Streptococcus salivarius Enterobacter cloacae 
Saccharomyces boulardii Fusobacterium spp. 
Clostridium butyricum Črevný Helicobacter spp. 
E. coliNissle 1917 Entero-invazívna forma E.coli 
Ruminococci Eubacterium spp. 

Peptostreptococcus spp. 
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Z imunologického hľadiska je IBD (obzvlášť Crohnova choroba) spustená činnosťou T-lymfocytov 
produkujúcich zápalové cytokíny (TNF, IFny). Avšak novšie štúdie preukázali spojitosť kolitíd 
s pomocnými T-bunkami (pri Crohnovej chorobe T H I a TH17) , ktoré produkujú zápalové cytokíny ( I L -

17) a vyžadujú I L - 2 3 pre ich fungovanie. Tieto zápalové odpovede sú vyvažované špecializovanými 
regulátorovými T-bunkami (T R E G ) . Mechanizmus, ktorým T R E G bunky potláčajú zápal, zahŕňa expresiu 
protizápalových cytokínov (napr. IL-10), transformačného rastového faktoru (3 (TGF(3) a IL-35; rozpad 
bunkového metabolizmu pomocou expresie receptoru IL-2; cytolýzu; a podporu dozrievania 
dendritických buniek.1 1 5 

Oxidatívny stres (bližšie popísaný v kapitole 2 .4 .1) sa môže taktiež významne podieľať na vzniku 
či iniciácii IBD. ROS sú úzko späté s progresiou IBD. U pacientov s IBD bola zistená výrazne znížená 
celková antioxidačná aktivita. 1 1 6 ' 1 1 7 

Pôsobenie zápalových faktorov odštartuje kaskádu zápalových ochorení čriev, počnúc zápalom vedúcim 
k ulcerácii a fibróze, pokračujúcu až k nádorovým ochoreniam.82 

Crohnova choroba a ulcerózna kolitída sa považujú za tzv. nešpecifické zápalové črevné ochorenia 
(IBD). Najčastejšie sa objavujú vo veku 15 až 3 0 rokov, výnimočne medzi 50 . a 70. rokom života. 1 1 8 

Prevalencia IBD sa rapídne zvýšila od polovice 20 . storočia najmä v Európe a Severnej Amerike 
a štátoch, kde sa uchytil tzv. západný životný štýl, pre ktorý je typický výskyt „západnej mikrobioty".1 1 9 

Symptómy IBD zahŕňajú chronické striedanie fázy remisie a relapsu spojeného so zápalom a ulceráciou 
sliznice gastrointestinálneho traktu. Medzi histopatologické prejavy IBD patrí strata bariérovej integrity 
v črevnej stene, indukcia zápalových cytokínov a inducibilnej NO-syntázy, lezie v črevnom epiteli 
a vláknité zjazvenie. 1 2 0 ' 1 2 1 K symptómom sprevádzajúcim tieto ochorenia patrí napr. hnačka spojená 
s výraznou stratou hmotnosti, bolesti a kŕče v brušnej oblasti, krvácanie z tráviaceho traktu a ulceratívne 
obštrukcie. V niektorých prípadoch dochádza k výskytu príznakov aj v iných častiach tela a môžu sa 
objaviť problémy napr. s pečeňou, kožou, očami či kĺbmi. Hoci sú si obe ochorenia patriace pod IBD 
podobné, každé má svoje špecifiká. Crohnova choroba narozdiel od ulceratívnej kolitídy môže 
zasiahnuť akúkoľvek časť tráviacej sústavy a klinické prejavy sa potom i regionálne líšia. Ulceratívna 
kolitída zasahuje výhradne oblasť hrubého čreva a rekta. 1 1 8 ' 1 2 2 

V aktívnej fáze Crohnovej choroby hrozí riziko podvýživy, výrazného úbytku na hmotnosti, 
a nedostatku proteínov a ďalších živín. Dôvodom je anorexia spôsobená zvýšenou hladinou zápalových 
cytokínov, obštrukcia čriev, bolesti brucha a strach z kŕčov a hnačky po konzumácii stravy. Nedostatok 
mikro- a makroprvkov vo výžive je častým javom pri Crohnovej chorobe a je zapríčinený zápalovými 
procesmi, obmedzeniami pri výbere potravín, stratami živín a ich nedostatočným vstrebávaním 
(pri chronickej hnačke), a v neposlednom rade liekovými interakciami. Medzi živiny, ktorých 
nedostatok je najviac markantný patria vitamíny A , B i , B2, B9, B12, D, E; ďalej železo, vápnik, horčík, 
draslík a zinok. 1 2 3" 1 2 6 Symptómy IBD výrazne ovplyvňuje strava a stres, preto životný štýl a zmena 
výživy môže značne pomôcť pri liečbe tohto ochorenia. 

2.2 Probiotiká 

Probiotiká sú definované ako preparáty obsahujúce životaschopné a definovateľné mikroorganizmy 
vo vhodnom počte, ktoré pokiaľ sú podané v adekvátnom množstve, dokážu pozmeniť črevnú mikro
flóru a tým vyvolať priaznivý zdravotný efekt u daného konzumenta. Za účinné množstvo sa považuje 
aspoň 1 0 6 životaschopných buniek v grame výrobku. 1 2 7 ' 1 2 8 

Aby dané mikroorganizmy mohli byť považované za probiotiká, musia spĺňať niekoľko kritérií: 
1) musia byť schopné prežiť pôsobenie žalúdočnej kyseliny, žlčových a pankreatických štiav, aby sa 
dostali do tenkého a hrubého čreva; 2) nesmú byť patogénne alebo toxické pre daný organizmus; 
3) musia ostať živé počas transportu a skladovania; 4) musia vykazovať prospešný efekt na hostiteľský 
organizmus; 5) mali by stabilizovať črevnú mikroflóru; 6) mali by byť schopné priľnutia k bunkám 
črevného epitelu; 7) mali by produkovať antimikrobiálne látky pôsobiace proti patogénnym 
mikroorganizmom. 1 2 8 ' 1 2 9 
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Prežitie bakteriálneho kmeňa v danom finálnom prípravku závisí na faktoroch ako výsledné pH 
produktu, prítomnosť iných mikroorganizmov, teplota skladovania, prítomnosť alebo absencia mikro
biálnych inhibítorov v substráte. Pri príprave probiotických potravín je tiež treba zohľadniť produkciu 
zápachov a chutí danými kmeňmi. Využívajú sa rôzne formy ako tablety, kapsle, roztoky či 
probiotikami fortifikované potraviny.130'131 

V Česku je používanie probiotík vymedzené Vyhláškou č. 446/2004 Sb., ktorou sa stanovujú 
požiadavky na doplnky stravy a na obohacovanie potravín doplnkami stravy.132 

2.2.1 Pozitívne vplyvy probiotík na organizmus 

Súčasné probiotické prípravky ovplyvňujú procesy v hrubom čreve predovšetkým nepriamo. Pôsobia 
na anaeróbne baktérie, žijúce v hrubom čreve, metabolizujú im prospešné látky, prispievajú k udržia
vaniu optimálneho pH, podporujú ich rast, komunikujú so sliznicou hrubého čreva (napr. využitím TLR 
a MAMP), črevným nervovým systémom a s bielymi krvinkami. Podnecujú enterocyty, aby produ
kovali defenzíny pôsobiace proti patogénnym baktériám, vírusom a hubám. Probiotiká ďalej prispievajú 
k zlepšeniu trávenia, absorpcii živín, minerálov a vitamínov, a spevneniu bariérovej funkcie stien čriev. 
Nedokážu sa však v tráviacej sústave dlhodobo udržať. Okrem prispievania k celkovému zdraviu je 
známych aj niekoľko probiotických kmeňov, ktoré sú účinné pri konkrétnych diagnózach. V klinickej 
praxi je dôležité odhadnúť správne dávkovanie. 1 2 8 ' 1 3 3 ' 1 3 4 

Zhrnutie preukázaných zdravotných benefitov užívania probiotík sa nachádza v tabuľke 4. 

Tab. 4: Pôsobenie probiotík na zdravotné komplikácie u ľudských subjektov 

Cieľový jav Pred činku 

Alergie (atopický ekzém, alergia na 
mlieko, reumatická artritída) 1 3 4' 1 3 6 1 4 1 Translokácia/barié rový efekt 

Endotoxémia spojená s alkoholovou 
poruchou pečene142 

Potiačenie črevnej mikrobioty produkujúcej endotoxíny 

Helicobacter pylori1*3 Aktivita inhibujúca premnoženie patogénov 

Hnačka (spojená s užívaním antibiotík, 
spôsobená rotavírusom, C. difficile, 
cestovateľská, komunitná)144'145 

Kolonizačná rezistencia, translokácia/bariérový efekt, zvýšenie 
imunitnej odpovede 

Hypertenzia146 
Časti baktérií alebo peptidy vyprodukované fermentáciou slúžiace 
ako inhibitory ACE 

IBD28'107' 1 4 7 ~ 1 5 0 Zníženie zápalovej imunitnej odpovede, stimulácia produkcie 
protizápalových cytokínov (IL-10 a TGF-|3) 

IBS symptómy (zápcha, nepatogénna 
forma hnačky, meteorizmus, flatulencia, 
kŕče, halitóza)151 

Zmena zloženia a aktivity črevnej mikrobioty 

Imunomodulácia (imunitný status, 
odpoveď imunity na vakcináciu) 1 5 2 , 1 5 3 

Interakcia s imunitnými bunkami alebo bunkovými receptormi 
vedúca k zvýšenej fagocytárnej aktivite bielych krviniek, 
zvýšenie hladiny sérového IgA po vystavení antigénu, zvýšená 
proliferácia lymfocytov v epiteloch, regulácia rovnováhy medzi 
TH1 a TH2 bunkami, indukcia syntézy cytokínov 
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Tab. 4: Pôsobenie probiotík na zdravotné komplikácie u ľudských subjektov13,5 - pokračovanie 

Cieľový jav Predpokladaný mechanizmus účinku 

Karcinogenéza, mutagenita, tumory 1 5 4 1 5 6 
Absorpcia mutagénov, stimulácia imunity, inhibícia 
prokarcinogénnej črevnej mikrobioty 

Laktózová intolerancia157'158 
Doplnenie bakteriálnej laktázy v tenkom čreve, premena laktózy 
na kyselinu mliečnu 

Obličkové kamene159 Zmena črevnej mikrobioty ovplyvňujúcej degradáciu oxalátu 

SIBO 1 6 0 Kolonizačná rezistencia, antimikrobiálna aktivita 

Tvorba zubných kazov161 
Zmena zloženia, aktivity a schopnosti usmej mikrobioty 
adherovať na zuby 

Vaginóza, infekcie močového traktu162 Kolonizačná rezistencia, antipatogénna aktivita 

Vysoká hladina cholesterolu69'163 Dekonjugácia žlčových kyselín 

2.2.1.1 Prevencia pred patogénnymi infekciami 
Profylaktická schopnosť probiotík spočíva v kolonizačnej rezistencii a v tvorení antibakteriálne 
pôsobiacich látok inhibujúcich nežiadúce mikroorganizmy ako napr. organické kyseliny (acetát, 
propionát, butyrát, kyselina mliečna) 1 6 4 , bakteriocín 1 6 5, peroxid vodíka atď. Tieto látky nielenže znižujú 
počet patogénov, ale dokonca majú vplyv aj na ich metabolizmus a produkciu toxínov. 1 6 6 ' 1 6 7 

Probiotiká sú ďalej schopné zablokovať väzbové miesta patogénov a taktiež využiť výživové zdroje 
skôr ako sa k nim dostanú patogénne druhy. Takto môžu zabrániť kolonizácii čreva a tvorbe biofilmu 
patogénov ako Streptococcus mutans či Candida albicans.m~111 Príkladom je rýchlejšie využitie 
dihydrogénfosforečnanu vápenatého, glukózy, N-acetyl-glukozamínu a kyseliny sialovej v čreve skôr 
ako Clostridium difficile.166'172 

Dôležitou vlastnosťou probiotík je schopnosť indukovať špecifickú i nešpecifickú imunitu proti 
črevným infekciám. Dokážu ovplyvňovať reakcie imunity na niekoľkých úrovniach, napr. zvýšením 
hladiny cytokínov a imunoglobulínov, aktiváciou makrofágov, zvýšením aktivity „natural killer" buniek 
atď. 1 7 3 Konkrétnym príkladom je zvýšenie imunitnej odpovede pri vírusovej hnačke pomocou L. 
casei114. U predčasne narodených detí bolo preukázané minimalizovanie rizika vzniku nekrotizujúcej 
enterokolitídy. 1 3 3 

Zaujímavou vlastnosťou objavenou u 5. boulardii a Bacillus clausii je enzymatické odstránenie 
alebo zakrytie receptorov črevnej sliznice senzitívnych voči toxínom. Tento mechanizmus chráni pred 
infekciou C. difficile.175'176 Bola preukázaná aj schopnosť niektorých probiotických kmeňov (B. longum 
a L. acidophilus) inhibovať replikáciu častíc spôsobujúcich črevnú infekciu rotavírusom. 1 7 7 

2.2.1.2 Mechanizmy pôsobenia probiotík pri zápalových ochoreniach 
Mnoho štúdií preukázalo, že probiotiká vyvolávajú produkciu protizápalových cytokínov ako IL-10 
dendritickými bunkami. Pri podaní probiotického preparátu tzv. V S L #3 myšiam s kolitídou sa zvýšila 
produkcia IL-10 aTGF(3 produkovaných T-bunkami.1 7 8 L. reuteri a L. casei podmienili ľudské 
dendritické bunky k zvýšeniu hladiny T r e g buniek a tým k produkcii IL-10. Probiotiká taktiež dokážu 
inhibovať produkciu zápalových cytokínov. Napr. E. coli Nisslel917 inhibuje vývin a expanziu 
periférnych T-lymfocytov, zvyšuje hladinu IL-10 a znižuje TNF, IFN-y a IL-2, produkovaných týmito 
bunkami. 1 7 9" 1 8 3 

Črevný epitel zohráva významnú rolu v udržovaní zdravého GIT. Narušenie slizničnej vrstvy je 
jedným z hlavných príznakov IBD. Probiotiká dokážu stimulovať odpovede črevných epiteliálnych 
buniek, vrátane obnovy porušenej slizničnej bariéry, produkcie ochranných proteínov a blokovania 
apoptických mechanizmov epiteliálnych buniek podmienených cytokínmi. 1 8 4 - 1 9 0 Ďalej sa predpokladá, 
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že manipulácia s mikrobiálnym zložením čriev v prospech prínosných rodov Lactobacillus 
a Bifidobacterium by mohol byť vhodnou alternatívnou stratégiou pri liečbe a prevencii IBD. Sú pri tom 
využívané predovšetkým dva základné probiotické mechanizmy; produkcia antibakteriálnych látok 
a kompetetívna inhibícia priľnutia patogénov a ich toxínov na črevnú sliznicu. 1 9 1" 1 9 3 Stále je však 
nedostatok relevantných štúdií, ktoré by jasne preukázali efektivitu probiotík pri terapii I B D . 1 9 4 

2.2.1.3 Psychobiotiká 
Existuje zaujímavá skupina probiotických baktérií, tzv. psychobiotiká, ktoré produkujú psychoaktívne 
zlúčeniny pôsobiace v mozgu. 1 9 5 Koexistencia IBD a rôznych psychických porúch potvrdzuje prepo
jenie GIT s centrálnou nervovou sústavou na mnohých úrovniach. Medzi endokrinné faktory 
ovplyvňujúce „os mozog-črevá" patrí okrem iných kortizol. Je produkovaný za stresových podmienok 
a môže podnietiť imunitné bunky k sekrécii zápalových cytokínov. Taktiež môže ovplyvniť zloženie 
mikrobioty v črevách. Spôsobená dysbióza môže zvýšiť produkciu určitých biologicky aktívnych 
zlúčenín, ktoré sa dostávajú pomocou krvného obehu až do mozgu. Tento proces vedie k narušeniu 
signalizačných dráh medzi mozgom a črevami a ústi do patofyziologických stavov. 4 ' 1 9 6 

Predbežné štúdie s psychobiotikami u ľudí začínajú mať sľubné výsledky čo sa týka zmiernenia 
symptómov chronického únavového syndrómu 1 9 7 a syndrómu dráždivého tračníka. 1 9 8 

Probiotické baktérie v experimentoch na zvieracích modeloch preukázali priaznivé účinky aj na ďalšie 
aspekty súvisiace s nervovou sústavou. Lactobacillus rhamnosus a johnsonii a Bifidobacterium potlá
čajú úzkosť, napätie, stres z odlúčenia v experimente u myších mláďat. Znižujú koncentráciu kortizolu, 
zvyšujú hladinu G A B A ako známeho trankvilizéru a podporujú stimuláciu parasympatikového 
nervového systému. L. helveticus a B. longum sa podieľajú na zlepšení nálady a zmierňujú oslabovanie 
mentálnych funkcií vo vyššom veku. 5 5 ' 1 9 9 

2.2.2 Možné riziká pri užívaní probiotických prípravkov 

Napriek zdravotným benefitom, ktoré sprevádzajú konzumáciu probiotík, sa nájde niekoľko nežiadúcich 
efektov ako je hnačka pri vysokých dávkach a sepsa u onkologických pacientov. Zatiaľ sa zdá, že 
u zdravých jedincov nevykazujú vedľajšie účinky. Avšak u citlivejších pacientov bola počas klinických 
testov zaznamenaná nadmerná imunitná odpoveď, škodlivá metabolická aktivita, transfer génov (najmä 
génov rezistencie voči antibiotikám) a vedľaj šie účinky na gastrointestinálny trakt. U imunokom-
promitovaných pacientov bolo zistené invazívne ochorenie vyvolané baktériami L. mesenteroides, 
Pediacoccus pentosaceus, L. plantarum, L. paracasei spp. paracasei F19, L G G ; Ljohnsonii L A 1; V S L 
#3; S. boulardii (u pacientov s HIV) a L. plantarum 299V (u pacientov po transplantácii pečene). 2 0 0 " 2 0 3 

U pacientov so syndrómom skráteného čreva sa v spojení s užívaním probiotík objavila D-laktátová 
ac idóza . 2 0 4 , 2 0 5 

Potenciálnemu riziku septického stavu vyvolaného požívaním živých baktérií by mohlo zamedziť 
využitie probiotických supernatantov pre terapeutické účely. Niekoľko štúdií preukázalo ich efektivitu 
podobnú ako pri užívaní probiotík s eliminovaným rizikom septického šoku alebo nežiadúcich interakcií 
s mikrobiotou. 2 0 6 ' 2 0 7 

Vo všeobecnosti sa dá považovať užívanie probiotík za bezpečné a nežiadúce účinky sa objavujú 
len výnimočne. Je však treba zvýšiť opatrnosť u detí a imunokompromitovaných pacientov. 
Ďalší fakt, ktorý treba zohľadniť pri používaní probiotík je unikátna mikrobiota u každého človeka 
a preto sa nemusí jedna kombinácia probiotík preukázať rovnako účinná ako u iného človeka. 
Pre probiotiká neplatí model univerzálneho liečiva pre všetkých. Pokiaľ vyvoláva určitá kombinácia 
a forma probiotického prípravku bolestivé zažívacie problémy, znamená to, že nie je pre konkrétneho 
človeka vhodné a je treba hľadať iný produkt. 
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2.2.3 Najčastejšie využívané probiotické baktérie 

Predpokladom pre výber konkrétnych kmeňov ako probiotík je využívanie daných baktérií dlhú dobu 
v priebehu histórie ľudstva bez spozorovania nežiadúcich či škodlivých účinkov. Doposiaľ najlepšie 
preštudované baktérie a ich potvrdený pozitívny vplyv na konzumenta pri zaimplementovaní do probio-
tických prípravkov je u druhov Lactobacillus (L. acidophillus, L. bulgaricus, L. heleveticus, L. casei, L. 
paracasein L. plantarum a L. sake), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium a Enterococcus 
faecalis, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Clostridium butyricum, Saccharomyces 
boulardii, Saccharomyces cerevisiae a niektorých ďalších. 

V praxi sa potvrdil klinický význam predovšetkým rodov Lactobacillus a Bifidobacterium.131'208'209 

Lactobacillus (Kmeň: Firmicutes; Trieda: Bacilli; Rad: Lactobacillales; Čeľaď: Lactobacillaceae; 
Rod: Lactobacillus) 

Rod Lactobacillus patrí medzi nesporulujúce grampozitívne pravidelné tyčinky usporiadané 
retiazkovo alebo do palisád. Sú fakultatívne anaeróbne alebo mikroaerofilné, chemoorganotrofné, 
náročné na výživu - vyžadujú určité cukry, aminokyseliny, peptidy, estery mastných kyselín, deriváty 
nukleových kyselín a vitamíny. S glukózou ako sacharidovým zdrojom energie môžu homo-
fermentatívne druhy laktobacilov produkovať viac ako 85 % kyseliny mliečnej alebo v prípade 
heterofermentatívnych druhov kyselinu mliečnu, oxid uhličitý, etanol (a/alebo kyselinu octovú) 
v ekvimolárnych množstvách. 2 1 0 Optimálne podmienky pre ich rast sa líšia druhovo, ale optimálne pH 
sa pohybuje v rozmedzí 4,5-6,4 a teplota 15-45 °C. 

Bežne sa vyskytujú v potravinách, v čistej aj znečistenej vode, sú súčasťou mikrobioty ústnej dutiny, 
GIT a vagíny. Využívajú sa pri výrobe fermentovaných potravín, príp. ako probiotiká. Za určitých 
okolností sa podieľajú na tvorbe zubného kazu. 2 1 1 

• L. acidophilus je homofermentatívny druh, vyskytuje sa prirodzene v ústach, črevnom trakte 
a vagíne, využíva sa k príprave fermentovaných mliečnych výrobkov. 

• L. casei je heterofermentatívny druh, vyskytuje sa v ústach a v črevnom trakte, využíva sa 
pri výrobe mliečnych výrobkov, nápojov a pri výrobe čedaru. Živé baktérie L. casei sa preukázateľne 
podieľajú na potlačení špecifických kľúčových zápalových procesov pri zápale sliznice vyvolanom E. 
coli počas Crohnovej choroby.2 1 2 

• L. plantarum patrí medzi heterofermentatívne druhy, využíva sa vo výrobe fermentovaných 
potravín, nakladanej zeleniny, pri siláži, výrobe syrov a probiotík. Produkuje bakteriocíny. 

• L. rhamnosus bol považovaný pôvodne za poddruh L. casei a až genetické štúdie preukázali, že sa 
jedná o samostatný druh. Je to heterofermentatívny druh a nachádza sa prirodzene vo vagíne. Ako 
probiotikum sa využíva pri liečbe predovšetkým bakteriálnych vaginóz. Ďalej sa využíva pri výrobe 
jogurtov a mliečnych výrobkov. 2 1 1 

Bifidobacterium (Kmeň: Actinobacteria; Trieda: Actinobacteria; Rad: Bifidobacteriales; Čeľaď: 
Bifidobacteriaceae; Rod: Bifidobacterium) 

Baktérie rodu Bifidobacterium sú grampozitívne nepohyblivé tyčinky, usporiadané jednotlivo alebo 
vo dvojiciach do tvaru „V, Y " . Môžu tvoriť i palisády či retiazky. Sú striktne anaeróbne s fermen-
tatórnym metabolizmom. Hlavnými metabolitmi sú kyselina mliečna a octová v pomere 2 : 3, v menšom 
množstve môže vznikať etanol, sukcinát a mravenčan. Existujú však i druhy tolerujúce určité kon
centrácie kyslíku, pokiaľ je prítomný oxid uhličitý a bifidogénne faktory. Optimálne pH sa pohybuje 
v rozmedzí 6,5-7 a teplotné optimum medzi 37-41 °C. 

Prirodzene je ich možné nájsť v ústnej dutine a v črevnom trakte teplokrvných živočíchov vrátane 
človeka, u hmyzu alebo v odpadových vodách. 

• B. bifidum sa nachádza v potravinách, vo fekáliách dojčiat a dospelých ľudí, vo vagíne, fekáliách 
kojacich teliat, v klinickom materiáli. Využitie nachádzajú vo fermentovaných mliečnych výrobkoch 
alebo ako súčasť probiotických preparátov. 
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• B. longum sa vyskytuje v čreve a je antagonistom patogénnych črevných tyčiniek. Využíva sa 
najmä ako probiotikum, ľahko sa viaže na črevnú stenu obzvlášť v prítomnosti inulínu alebo vlákniny 
ako prebiotík. Celkový počet sa môže znižovať s vekom človeka. 2 1 1 ' 2 1 3 

• B. breve sa nachádza vo fekáliách zdravých dojčiat kojených materským mliekom, v materskom 
mlieku a vo fekáliách dospelých. Vykazuje špecifické metabolické vlastnosti, ale jeho množstvo 
s vekom človek rapídne klesá. Je to spôsobené najmä vysokou citlivosťou voči antibiotikám. B. breve 
má preukázateľné probiotické vlastnosti, využíva sa napr. u detí k liečbe zápchy a môže mať podporný 
charakter pri liečbe chronickej astmy. 2 1 4 ' 2 1 5 

2.3 Prebiotiká a synbiotiká 

Prebiotiká sú nestráviteľné oligosacharidy, definované ako substrát, ktorý je selektívne utilizovateľný 
hostiteľskými mikroorganizmami a udeľujúci zdravotný benefit konzumentovi.209 

Látky je možno považovať za prebiotiká, ak spĺňajú nasledujúce podmienky: 1) nemôžu byť 
hydrolyzované alebo absorbované v hornej časti gastrointestinálneho traktu; 2) sú selektívne skvasené 
limitovaným počtom prospešných črevných baktérií; 3) sú schopné pozmeniť črevnú mikroflóru 
v prospech jej zdravšieho zloženia. 2 1 6 Na prebiotické vlastnosti sacharidov zo štruktúrneho hľadiska 
vplývajú faktory ako monosacharidové zloženie (overené prebiotiká sú zložené hlavne z glukózy, 
galaktózy, xylózy a fruktózy), väzby medzi monosacharidovými zložkami predurčujúce stráviteľnosť 
a fermentačnú selektivitu, a v neposlednom rade molekulárna hmotnosť. 2 1 7 

Príjem prebiotík umožňuje v čreve udržiavanie prospešných bakteriálnych kmeňov, ktoré ich 
fermentujú a produkujú SCFA, čo vedie k regulácii a podpore trávenia akhomeostáze. Ďalej bola 
preukázaná spojitosť medzi prebiotickou liečbou a zvýšením aktivity črevných dendritických buniek 
exprimujúcich IL-10, TLR-2 a TLR-4 . 2 1 8 Efekt prebiotík súvisí s pôvodnou skladbou mikrobioty jedinca 
pred užívaním prebiotík, hlavne množstvo bifidobaktérií. Prebiotiká stimulujú pôvodnú populáciu 
k rastu.2 1 9 Zvýšený počet sa udržuje po celú dobu podávania prebiotík a k progresívnemu úbytku 
dochádza približne po 1-2 týždňoch po ukončení terapie.220 

Medzi najčastejšie využívané prebiotiká, ktoré spĺňajú kritéria definície prebiotík z roku 2017 patria 
fruktooligosacharidy (hlavne inulín), galaktooligosacharidy a laktulóza. Časť vlákniny (napr. pektíny, 
celulóza, xylány) nie je možné nazývať prebiotikami, pretože podporuje rast širokého spektra 
mikroorganizmov, nielen tých podporujúcich zdravie konzumenta (obrázok 2). 2 0 9 
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Obr. 2: Vymedzenie prebiotík na základe najnovšej definície, preložené109 (CLA - konjugovaná kyselina 
linolová; PUFA - polynenasýtené mastné kyseliny; FOS -fruktooligosacharidy; GOS - galaktooligosacharidy; 

XOS — xylooligosacharidy; MOS — mannanooligosacharidy) 
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Synbiotiká sú kombináciou probiotík a prebiotík a ich synergický efekt by mal presahovať súčet 
účinkov jednotlivých častí. Táto kombinácia prispieva k predĺženiu prežitia probiotík, pre ktoré je 
prebiotikum špecifickým substrátom vhodným k fermentácii. Medzi najčastejšie patrí kombinácia 
bifidobaktérií aFOS; bifidobaktérií a GOS; a laktobacilov a laktulózy. 

Synbiotiká zároveň znižujú hladinu nežiadúcich metabolitov, napr. nitrózoamínov, pre-
karcinogénov a slúžia ako prevencia pred zápchou a hnačkou rôzneho pôvodu. Väčšina testovaných 
synbiotík navyše zlepšuje vstrebávanie vápnika, horčíka a fosforu. Synbiotiká sa využívajú napr. 
pri ochoreniach pečene pre ich schopnosť znižovania hladiny cholesterolu a krvného tlaku. Význam 
synbiotík v terapii IBD však zatiaľ nie je dostatočne klinicky validovaný. 2 2 0" 2 2 3 

2.4 Prírodné protizápalové látky 

Normálna činnosť imunitného systému vyžaduje pravidelný príjem určitého množstva požadovaných 
živín. 2 2 4 Epidemiologické štúdie potvrdzujú, že stravovacie návyky veľmi ovplyvňujú zápalové procesy 
v organizme. Prílišné prejedanie sa, typické pre západný trend stravovania sa, prispieva k výskytu 
obezity a taktiež vedie k zvýšenej náchylnosti k zápalovým procesom organizmu a aktivácii nechcených 
častí imunitného systému. Avšak pri podvýžive, kedy nie je telu dodané dostatočné množstvo živín, 
predovšetkým vitamínov, minerálov a esenciálnych mastných kyselín, taktiež dochádza k imuno-
supresívnym reakciám a k zvýšenému riziku vzniku rôznych infekcií . 2 2 5 ' 2 2 6 

Existuje mnoho zložiek potravy, ktoré ovplyvňujú imunologické a zápalové procesy v tele. Jedná sa 
o samotný energetický príjem, ďalej o tuky, vitamíny, minerály, stopové prvky, alkohol, vlákninu, 
probiotiká aprebiotiká, a taktiež fytochemikálie. Vo všeobecnosti je zvýšený príjem ovocia, zeleniny 
a celozrnných obilnín spojený so zníženým rizikom zápalu. 2 2 5 

2.4.1 Fytochemikálie a imunitný systém 

Fytochemikálie sú veľmi rozsiahla heterogénna skupina látok syntetizovaných v priebehu sekundárneho 
metabolizmu rastlín. Prijímaná dávka sa líši v závislosti na množstve požitej rastlinnej stravy a stupni 
jej úpravy. Medzi fytochemikálie, ktoré ovplyvňujú imunitný systém, patria flavonoidy, fenolické látky, 
sulfidy, saponíny a fytoestrogény. Protizápalové účinky vykazujú karotenoidy, flavonoidy, fenolové 
kyseliny, monoterpény a sulfidy (tabuľka 5). 2 2 5 
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Fytochemikálie zmierňujú zápalové procesy pomocou kináz (napr. proteín-kináza C, mitogénmi 
aktivovaná proteín-kináza). Fytochemikálie inhibujú aktivitu týchto enzýmov zmenením schopnosti 
transkripčných faktorov ( N F - K B ) viazať sa na D N A a indukovať zápalovú dráhu. To vedie k inhibícii 
produkcie zápalových mediátorov ako zápalové cytokíny (IL-1(3, IL-6, TNF-a), vedúcich k chronic
kému zápalu. 
Oxid dusnatý (NO) je ďalší zo spúšťačov zápalu. Fytochemikálie môžu zredukovať syntézu NO 
pomocou indukovateľnej NO-syntázy bez narušenia činnosti endotelovej alebo nervovej NOS. 
Analogicky dokážu ovplyvniť aj enzým cyklooxigenázu-2 (COX-2). Schematické zhrnutie týchto 
procesov je naznačené na obrázku 3. 
Ďalšou funkciou fytochemikálií je zníženie hladiny uvoľňovaného histamínu, čo zmierňuje alergické 
reakcie. 2 2 7" 2 2 9 

ZAPAL 

ROS/NO 

Poškodenie 
• N A 

NF-kB 

Génová 
transkripcia 

Zápalové signály 

MMP Cytokíny TN F 

COX-2 

PG 

Neoplázie, 
mutácie 

Bunková 
proliferácia 

Bunková 
proliferácia Apoptóza Metastázy 

Bunková 
proliferácia 

Obr. 3: Prepojenie medzi protizápalovo pôsobiacimi fytochemikáliami a zápalovými procesmi1 

2.4.1.1 Antioxidačne pôsobiace fytochemikálie 
Množstvo fytochemikálií vykazuje významný antioxidačný efekt, čo sa tiež podieľa na prevencii vzniku 
zápalov. V aeróbnych bunkách vznikajú ako medziprodukt normálnej mitochondriálnej aktivity 
reaktívne formy kyslíka (ROS). ROS vznikajú počas určitých redoxných reakcií a počas neúplnej 
redukcie kyslíka alebo oxidácie vody v mitochondriách a chloroplastech v priebehu dýchacieho reťazca. 
Okrem prirodzených metabolických procesov sa k endogénnym zdrojom ROS radí i zápal. Medzi 
exogénne zdroje patrí ionizujúce žiarenie, patogénne infekcie, rádiomimeticky pôsobiace látky a okolité 
bunky tvoriace ROS. 

Voľné radikály sú atómy, ióny alebo molekuly obsahujúce vo svojom valenčnom orbitále jeden, 
príp. viac nepárových elektrónov. Pokiaľ nie sú tieto nepárové elektróny konjugované s ďalšími 
valenčnými elektrónmi, voľný radikál je značne nestabilný a chemicky vysoko reaktívny. Voľné 
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radikály ľahko postupujú redoxnú reakciu s inými atómami či molekulami, čím sa sami stabilizujú. 
Vznik singletového kyslíka CO2) podmieňuje produkciu ďalších ROS ako sú napr. peroxid vodíka 

(H2O2), superoxidový anión (02*~), hydroxylový (HO*) a perhydroxylový (02H*) radikál. Superoxidové 
anióny sú taktiež produkované v chloroplastech, keď sú elektróny prenášané priamo z „Fotosystému 
I" na kyslík. Tieto reaktívne molekuly, najmä HO*, majú vysoko deštruktívne účinky na lipidy, proteiny 
a nukleové kyseliny. 

Oxidatívny stres je výsledkom chemickej nerovnováhy medzi antioxidantami a voľnými radikálmi. 
Za normálnych podmienok sú voľné radikály odstránené ochrannými antioxidačnými mechanizmami, 
avšak pri patofyziologickom stave môžu byť produkované v nadmernom množstve. 2 3 1 Nadmerná 
produkcia môže vyvolať somatické mutácie vedúce až k neoplastickým transformáciám. 2 3 1 ' 2 3 2 Vysoká 
úroveň voľných radikálov sa u ľudí spája s vyšším výskytom degeneratívnych problémov ako sú 
chronické zápaly, nádorové a kardiovaskulárne ochorenia, diabetes, artritída, mozgová dysfunkcia, 
Alzheimerova a Parkinsonova choroba a t ď . 2 3 1 ' 2 3 3 - 2 3 7 

Pri izolácii a štúdiu antioxidantov je vhodné sa zamerať na rastliny prirodzene vystavené vysokej 
miere oxidatívneho stresu, pretože sa počas svojho fylogenetického vývoja museli prispôsobiť 
a vytvoriť si kvalitný ochranný systém s vyššou koncentráciou antioxidačných látok. 2 3 8 Systémy 
využívajú neenzymatické a enzymatické formy antioxidantov, resp. antiradikálovo pôsobiacich látok, 
líšiace sa svojím zložením v závislosti od danej bunkovej časti. Tieto látky podporujú terminačný krok 
v reťazovej radikálovej reakcii, aby nevznikali žiadne ďalšie radikálové produkty. Týmto spôsobom sa 
dá predísť oxidácii lipidov a iných biomolekúl, pretože dochádza k presunu vodíka v záujme neutra
lizácie voľných radikálov. 

Najväčšiu skupinu rastlinných antioxidantov tvoria antioxidačné vitamíny ako kyselina askorbová, 
a-tokaferol a karotenoidy; antioxidačné enzýmy - hlavne redukovaný glutatión, a ďalej fiavonoidy 
a polyamíny. 2 3 8 ' 2 3 9 

2.4.1.2 Protizápalovo pôsobiace mastné kyseliny 
Dôležitou zložkou potravy inhibujúcou zápalové dráhy sú tiež nenasýtené mastné kyseliny. Omega-6-
mastné kyseliny pôsobia prozápalovo, zatiaľ čo omega-3 mastné kyseliny vykazujú protizápalové 
účinky potlačením interleukínu IL-1 (3a, TNF-a a I L - 6 . 2 4 0 ' 2 4 1 Protizápalová aktivita co-3 mastných kyselín 
zahŕňa zníženie produkcie leukotriénu B4, tromboxanu A2, prostaglandínu E2, ďalej inhibíciu 
zápalových cytokínov (IL-1), TNF a zhášanie voľných radikálov. Boli preto navrhnuté pri liečbe IBD 
ako prevencia fáz vzplanutia, aj keď klinické testy zatiaľ dostatočne nepreukázali ich schopnosť predĺžiť 
remisnú fázu u Crohnovej choroby. 2 4 2" 2 4 4 

2.4.2 Fenolické zlúčeniny 

Fenolické zlúčeniny majú podobný mechanizmus účinku ako NSAID - znižujú činnosť myeloidných 
buniek (najmä makrofágov). S tým je spojená nižšia expresia iNOS, COX-2, zápalových cytokínov IL-
1(3, TNF, IL-6 a ďalších zápalových markerov inhibíciou ich aktivity alebo génovej expresie. Ich 
protizápalové vlastnosti súvisia so špecifickou polyfenolickou štruktúrou. 2 4 5" 2 4 7 Zo štruktúrneho 
hľadiska obsahujú aspoň jeden aromatický kruh substituovaný hydroxylovými skupinami. Fenolické 
štruktúry sú často esterifikované ametylované. Je ich možné nájsť v dimenzovanom alebo poly-
merizovanom stave.238 

Antioxidačné účinky vykazujú inhibíciou enzýmov (konkrétne napr. xantinoxidázy, proteínkinázy 
C) podieľajúcich sa pri vzniku superoxidového anión radikálu. Niektoré fenolické látky dokážu tvoriť 
komplexy s kovmi vyskytujúcimi sa pri tvorbe reaktívnych foriem kyslíku (najmä Cu a Fe 2 +). Sú ľahko 
oxidovateľné, schopné redukovať voľné radikály a zabrániť im zreagovať s nejakou bunkovou časťou. 
Medzi fenolickými zlúčeninami však existujú aj tzv. prooxidanty, z ktorých vznikajú voľné radikály. 2 3 8 

Fenolické látky sú po požití ľudským organizmom rozpoznávané ako xenobiotiká, čo predzna
menáva ich zníženú biologickú dostupnosť. Ich štruktúrna zložitosť a stupeň polymerizácie ovplyvňuje, 
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či sa dokážu vstrebať už v tenkom čreve alebo putujú v tráviacom trakte ďalej. V tenkom čreve sa ľahko 
absorbujú fenolické látky s nízkou molekulárnou hmotnosťou a fenoly vo forme aglykónov. Následne 
sú konjugované, presunuté do pečene a spolu so žlčou sa vracajú naspäť do tenkého čreva. Do hrubého 
čreva doputujú v nezmenenej podobe oligomérne, glykozylované a polymérne štruktúry (napr. 
kondenzované taníny) a môžu byť spracované lokálnou mikrobiotou. 2 4 8" 2 5 0 

Fenolické zlúčeniny je možné všeobecne rozdeliť na flavonoidné a neflavonoidné molekuly, ktoré 
sa ďalej rozdeľujú na fenolové kyseliny, stilbény a lignány. 

2.4.2.1 Flavonoidy 
S viac ako 5 000 rôznymi druhmi tvoria flavonoidy obrovskú skupinu fenolických zlúčenín. Podľa 
stupňa oxidácie pyranózového cyklu sa flavonoidy ďalej rozdeľujú na flavanoly (obrázok 4), fiavonoly 
(obrázok 5), flavanóny (obrázok 6), proantokyanidíny - polymérne flavanoly antokyanidíny (obrázok 
7), flavóny (obrázok 8) a izoflavonoidy (obrázok 9). Všeobecné štruktúry boli vytvorené v programe 
ChemSketch. 

OH 

OH 
Obr. 4: Schéma flavanolov 

R OH 

OH 
Obr. 5: Schéma flavonolov 

R OH 
Obr. 6: Schéma flavanónov 

Obr. 7: Schéma antokyanidínov 
OH 

Obr. 8: Schéma flavónov 

OH O 

Obr. 9: Schéma izoflavonoidov 

Flavonoidy sa nachádzajú vo väčšine rastlinných pletív, najmä vo vakuolách ako monomery, diméry 
a vyššie oligoméry. Často slúžia ako rastlinné farbivá lákajúce opeľovačov. Medzi tieto farbivá patria 
červené antokyány (ich aglykonóvá časť sa označuje ako antokyanidín); pelargonidíny a delfinidíny. 
Ďalšie (napr. izokvercitín) sú lákavé pre hmyz ako potrava a naopak kondenzované taníny hmyz 
odpudzujú. Izoflavonoidy fungujú i ako antimykotiká. Špecifické flavonoidy (napr. kempferol) 
poskytujú rastlinám ochranu voči účinkom U V - B žiarenia. Flavonoidy sa preukázali aj ako proti-
rakovinovo pôsobiace látky, ďalej bránia priepustnosti krvných kapilár, majú protizápalový a anti-
trombický účinok. 2 3 8 Určité flavonoidy prijímané v strave dokážu ovplyvniť koncentráciu zápalového 
cytokínu IL-6 v krvi. Ďalšie štúdie preukázali inhibíciu aj iných zápalových biomarkerov. 2 5 1 ' 2 5 2 

V prevedených in vitro štúdiách prakticky všetky testované flavonoidy vykazujú protizápalové 
vlastnosti pôsobiac na rôzne typy bunkových kultúr. Znižujú expresiu alebo potláčajú funkciu 
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zápalových mediátorov vrátane eikosanoidov, NO, adhéznych molekúl acytokínov. Zároveň sa 
v nízkych koncentráciách žiaden neprejavil ako toxický. 2 5 3 

Flavonoidy ako súčasť stravy boli často skúmané v spojitosti so zápalmi črevnej sliznice. Medzi 
flavonoidy vykazujúce významný terapeutický efekt pri liečbe IBD patria: 

• kurkumín - táto látka vykazovala v in vitro testoch signifikantný protizápalový potenciál. 2 5 4" 2 5 6 

Avšak v klinických testoch nepotvrdila svoju in vivo efektivitu predovšetkým kvôli svojej nestabilitě, 
reaktivite a nízkej biologickej dostupnosti, kedy je väčšina látky z tela vylúčená. 2 5 7 Nízka rozpustnost' 
vo vode zapríčiňujúca nízku biologickú dostupnosť by mohla byť zredukovaná enkapsuláciou 
kurkumínu napr. do lipozómových čas t íc . 2 5 8 ' 2 5 9 

• genisteín - izoflavonoid s fytoestrogénnymi vlastnosťami, schopný inhibovať angiogenézu, 
• hesperidín - flavanónový glykozid, nachádzajúci sa predovšetkým v citrusových plodoch a v mäte 

piepornej. Jeho aglykón sa nazýva hesperetín. 2 6 0 

• morín - flavonol, zmierňujúci alergické reakcie a znižujúci zápalové mediátory, 2 6 1 ' 2 6 2 

• myricetín - flavonol známy svojimi protizápalovými, antioxidačnými, antikancerogénnymi, 
antitrombotickými, antiaterosklerotickými aneuroprotektívnymi vlastnosťami, 2 6 3 ' 2 6 4 

• kvercitrín - glykozid zložený z flavonoidu kvercitínu a ramnózy, 
• rutín - chemická zlúčenina patriaca medzi bioflavonoidné glykozidy, jej aglykón sa nazýva 

kvercitín. Pripisuje sa jej schopnosť spevňovať krvné kapiláry, zvyšovať pružnosť ciev, znižovať L D L 
cholesterol, posilňovať účinok vitamínu C, ďalej vykazuje antioxidačné a antikarcinogénne vlastnosti. 
Podobne ako flavonoly má nízku biologickú dostupnosť. 2 6 5 ' 2 6 6 

Flavonoidy majú ďalej schopnosť modulovat' rast baktérií v kultúre spolu s CaCo-2 bunkami, 
vykazujúc tak potenciál ovplyvňovať črevnú mikrobiotu in vivo.261 

Flavonoly prejavili prebiotický potenciál indukciou zmnoženia laktobacilov a bifidobaktérií a čiastočne 
by mohli byť zodpovedné za zníženie C-reaktívneho proteinu ako krvného markeru zápalu v akútnej 
fáze zápalu. Podobný prebiotický efekt bol zaznamenaný u nápoja s extrahovanými antokyánmi z čučo
riedok. 2 4 8 ' 2 5 0 

2.4.2.2 Fenolové kyseliny 
Prevažnú väčšinu tejto skupiny fenolických látok tvoria hydroxyškoricové kyseliny vo forme esteru, 
pričom najznámejšie sú kyselina kávová a jej estery a kyselina gallová (obrázok 10). Ďalšie zlúčeniny 
patriace do tejto skupiny sú kondenzované taníny obsahujúce fenolové kyseliny esterifikované 
polyhydroxyzlúčeninami. Fenolové kyseliny sa prirodzene vyskytujú najmä v ovocí, zelenine a káve. 2 3 8 

O ^ O H 

OH 
Obr. 10: Štruktúrny vzorec kyseliny gallovej 

2.4.2.3 Stilbény a lignány 
Tieto látky sa zaraďujú medzi fytoestrogény, lebo majú podobné vlastnosti ako ženský hormón estrogén. 
Fytoestrogény sa viažu na estrogénový receptor cicavcov a vyvolávajú efekty podobné pôsobeniu 
endogénnych estrogénov. 2 6 8 Najznámejšie sú stilbén a resveratrol. Stilbén vykazuje antimikrobiálne 
účinky. 2 6 9 Resveratrol je derivát stilbénu, významný antioxidant, látka schopná modulovat' krvný tlak, 
imunitný systém a energetický metabolizmus.2 7 0"2 7 2 
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Lignány sú 18-uhlíkaté látky zložené z dvoch fenylpropánových jednotiek.273 Patrí medzi ne 
matairesinol a secoisolariciresinol, ktoré sa v organizme za prítomnosti a pôsobenia črevnej mikroflóry 
menia na enterolaktón aenterodiol. Vykazujú antioxidačnú aktivitu a uplatňujú sa v prevencii 
kardiovaskulárnych a niektorých nádorových ochorení. 2 7 4 

2.4.3 Karotenoidy 

Karotenoidy sú prírodné farbivá vyskytujúce sa v rastlinách, hubách, riasach a baktériách. Rastliny 
obsahujú viac ako 700 rôznych druhov karotenoidov, napr. lykopén ako červené farbivo v paradajkach 
alebo (3-karotén, známe oranžové farbivo v mrkve, broskyniach či tekviciach. Karotenoidy patria 
do rodiny tetraterpénov (C40 izoprenoidy), lipofilných organických látok. Podľa obsahu kyslíka vo 
svojej štruktúre sa delia na xantofyly a karotény. 2 2 5 ' 2 6 8 

Z celkového množstva známych karotenoidov predstavuje len 40-50 druhov význam v ľudskej 
výžive. V závislosti na karotenoidovej štruktúre, niektoré karotenoidy vykazujú provitamín-A aktivitu. 
V ľudskom sére je možné nájsť hlavne karotenoidy a- a (34íarotén, lykopén a ďalej xantofyly (luteín, 
zeaxantín, (3-kryptoxantín) v závislosti od stravovacích návykov. Ľudský organizmus nie je schopný 
syntetizovať karotenoidy, preto musia byť prijímané v strave. Obsah karotenoidov a ich absorpcia 
v ľudskom organizme sa líši v závislosti na jej úprave. Lykopény a (34íarotén sú pomerne odolné voči 
ohrevu, xantofyly sú naopak citlivé na záhrev. 2 7 5 

Dáta z epidemiologických humánnych štúdii podobne ako štúdie prevádzané na zvieracích 
modeloch dokazujú, že karotenoidy špecificky ovplyvňujú imunitný systém. V štúdii, kde bola 
v časovom horizonte dvoch rokov sledovaná hladina celkových karotenoidov v krvnom sére bolo 
zistené, že účastníci s najnižšími hodnotami mali signifikantně zvýšené hladiny IL-6. 2 7 6  

Karotenoidy ďalej vykazujú významné antioxidačné schopnosti, blahodarný vplyv na zdravie očí, 
kognitivně funkcie a kardiovaskulárny systém. Epidemiologické štúdie naznačujú, že strava bohatá 
na karotenoidy je spojená s nižším výskytom ochorení ako rakovina, osteoporóza, diabetes, katarakt či 
infekcie H I V . 2 7 5 , 2 7 7 - 2 7 9 

Vybrané karotenoidy ((34carotén, luteín, zeaxantín, lykopén, astaxantín a kantaxantín) sú 
priemyselne produkované a používajú sa pri výrobe doplnkov stravy a pri fortifikácii potravín. Je ich 
taktiež možné využiť ako farbivá v potravinách, nápojoch a farmaceutických výrobkoch. 2 7 5 , 2 8 0 

2.4.4 Vybrané druhy rastlín s vysokým obsahom protizápalových látok 

2.4.4.1 Brusnica čučoriedková (Vaccinium myrtillus) 
Čučoriedka je ker rastúci do výšky 20-50 cm s drevnatejúcimi podzemnými výbežkami. Bobule sú 
typicky modročierne, výnimočne však i belavé, zelenobiele alebo červené. Rastlina je rozšírená po celej 
Európe najmä v stredných polohách na kyslých pôdach. 
Plody sú osvedčeným prostriedkom pri hnačkách, antibakteriálne pôsobia proti stafylokokom a baktérii 
E. coli. Priaznivo pôsobia na cievne steny a na regeneráciu očnej sietnice, dezinfekčné pri zápale ústnej 
dutiny a hrtanu. Preventívny účinok proti vzniku zápalov bol popísaný pôsobením extraktov 
z čučoriedok na aktiváciu mikrogli í . 2 8 1 ' 2 8 2 Chránia pred stareckou demenciou, majú upokojujúci účinok. 
Plody je možné konzumovať surové, ale sú i obľúbeným ovocím pri výrobe džemov, sirupov a vína. 
Senzorickou hodnotou a obsahom dôležitých živín sa čučoriedky radia k najcennejšiemu ovociu 
na našom ú z e m í . 2 7 4 ' 2 8 3 ' 2 8 4 

Bioaktívne látky (zrelý plod): kyselina jablčná, citrónová, benzoová, citrakonová, chlorogénová, 
triesloviny (asi 7 %), tuky, vláknina, pektín, pektóza, flavónové farbivá, karotenoidy ((34íarotén, luteín), 
provitamin A , resveratrol, vitamín C, vitamíny skupiny B, vitamín E, minerálne látky (horčík, draslík, 
bór, fosfor, síra, fluór, mangán, železo, meď, zinok, chróm), kvercetín, izokvercitrín, kempferol, 
myricitrín, fenolové kyseliny (hydroxycinamová, kávová, ferulová), glykozidy, fýtoantokyan, 
delfinidín, 3-rutinozid, rutín, myrtillinchlorid. 2 7 4 
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2.4.4.2 Brusnica pravá (Vaccinium vitis-idaea) 
Celoročne zelený, drevnatejúci 10-30 cm vysoký ker s červenými bobuľami. Výskyt v chladnejších 
častiach Európy, hojne v podhorských až horských oblastiach. 
Brusnica vykazuje močopudné a dezinfekčné účinky, užíva sa preto predovšetkým pri zápaloch 
močových ciest. Mierni hnačku, môže sa podávať ako podporný prostriedok pri liečbe diabetu 
a ochorení žlčníka. Pre vyšší obsah kyseliny šťaveľovej sú plody kontraindikované pri problémoch 
s obličkami. 2 8 5 Surové plody sú nepoživateľné, ale nachádzajú svoje využitie pri výrobe kompótov, 
džemov, sirupov a iných pochutín. 2 7 4 

Bioaktívne látky (plod): kyselina askorbová, šťaveľová, gallová, benzoová, arbutín, kempferol, 
kvercitín, myricetín, kyanidín, peonidín, triesloviny, hydrocholín, cholesterín, tanín, vaccinín, horčík, 
železo, zinok, bór, farbivá, pektín, vláknina, vitamíny skupiny B, vitamín C, karotenoidy, 
biofiavonoidy.274 

2.4.4.3 Kurkumapravá (Curcuma longa) 
Kurkumaje trváca rastlina z čeľade d'umbierovité (Zingiberaceae) rastúca v tropických a subtropických 
oblastiach. Jej podrvený pakoreň sa používa ako korenie, olej, liečivo alebo na výrobu farbiva. Hlavným 
producentom je India, kde sa používa ako ľudové liečivo niekoľko storočí. 2 8 6 

Najlepšie popísanou látkou extrahovanou z koreňa kurkumy je chemoprotektívny fenolický derivát 
kurkumín. Dodáva kurkume jej typické žlté sfarbenie, vďaka ktorému sa môže využiť i ako žlté 
potravinárske farbivo. Vykazuje naviac antikatabolické, antioxidačné a protizápalové vlastnosti. 
Kurkumín však vo svojej prírodnej forme má veľmi nízku biologickú dostupnosť. 2 5 7 Protizápalové 
vlastnosti kurkumínu spočívajú v jeho schopnosti inhibovať fosfolipázu A2, COX-2 a lipooxigenázy, 
a znížení expresie IL-6, IL-8 a P G E 2 . 2 8 7 V prípade kurkumínu je dôležitým faktorom koncentrácia 
a doba pôsobenia, pretože môže vykazovať ako antioxidačné, tak prooxidačné vlastnosti za určitých 
podmienok. 2 8 8 - 2 9 0 

Protizápalové účinky kurkumy spočívajú v znižovaní produkcie histamínu indukujúceho zápal, 
v zvyšovaní a predlžovaní pôsobenia hormónu kortizolu apodnietením cirkulácie sa zamedzuje 
usadzovaniu toxínov. Okrem toho pozitívne vplýva na trávenie, produkciu žlčových a tráviacich štiav, 
zlepšujúc tak digesciu tukov a elimináciu toxínov z pečene. 2 9 1 Užívanie kurkumy pri konvenčnej liečbe 
IBD zvyšuje jej efektivitu. 2 9 2 ' 2 9 3 

Bioaktívne látky: kurkuminoidy (kurkumín, demetoxykurkumín, bisdemetoxykurkumín), prchavé 
oleje (turmerón, atlantón, zingiberón), oleoresíny, minerály, felandrén, sabinén, cineol, boreol. 2 9 1 

2.4.4.4 Mätapieporná (Mentha piperita) 
Mäta pieporná je vytrvalá rastlina z čeľade hluchavkovitých. Je to prirodzený hybrid odrôd mäty vodnej 
a mäty klasnatej. Môže sa vyskytovať v rôznych kultivaroch. Málokedy rastie vo voľnej prírode, 
vyžaduje špeciálne podmienky. Jedná sa o populárnu rastlinu s obrovským množstvom využití. Matový 
olej je typický svojou silnou arómou a chladivým efektom. Využíva sa v kozmetike, produktoch osobnej 
hygieny, v potravinárstve, farmakopriemysle a pod. 

Mäta pôsobí pozitívne na trávenie, odstraňuje kŕče, podporuje vylučovanie tráviacich štiav, pôsobí 
protizápalovo, ďalej pomáha pri meteorizme, priaznivo ovplyvňuje funkciu pečene a pankreasu, znižuje 
bolestivosť pri ochoreniach tráviaceho traktu. Mierne napomáha znižovať vysoký krvný tlak a inhalácia 
jej pár je vhodným prostriedkom pri liečbe zápalových ochorení dýchacích ciest. Mäta by sa však nemala 
podávať dlhodobo a v nadmerných dávkach, kontraindikovaná je taktiež u osôb alergických na mentol. 
Súčasťou mladých lístkov mäty je látka pulegón, ktorá sa neskôr premieňa na mentol. Pulegón je známy 
hepatotoxín a potenciálny neurotoxín. Jeho koncentrácia sa líši v závislosti na zdroji, ale nesmie 
prekročiť 1 %. 2 9 4 - 2 9 6 

Bioaktívne látky: mentol, mentón, 1,8-cineol, metyl acetát, mentofurán, izomentón, limonén, (3-
pinén, a-pinén, a-fellandrén, (3-karyofyllén, karvón, limonén, germakrén-d, trans-sabinén hydrát, 
pulegón, kyselina rozmarínová, hesperidín, eriocitrín, luteol ín. 2 7 4 ' 2 9 7 
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2.4.4.5 Rumanček kamilkový (Matricaria recutita) 
Rumanček (ľud. „harmanček, kamilka") je liečivá vonná rastlina čeľade astrovitých, rastúca 
na rumoviskách a lúkách. V liečiteľstve sa používa sušený kvet, pričom odvar z rumančeka pôsobí 
protizápalovo a baktericídne, podieľa sa na rýchlejšom hojení rán zamedzujúc tvorbe j aziev, čaj z kvetov 
pomáha pri žalúdočných ťažkostiach a spánkových poruchách. Je vhodný i ako ústna voda pri liečbe 
ústnej sliznice. In vitro testy rumančeku odhalili jeho význačné antioxidačné a antimikrobiálne 
vlastnosti, predbežne sa javí účinne aj proti tumorom, ďalej proti úzkosti, esenciálne oleje pôsobia 
antiviroticky pri Herpes simplex a jeho metanolový extrakt vykazoval potenciálne antialergické 
vlastnosti.298 Samotná rastlina však môže vyvolať alergickú reakciu u citlivého jedinca. 2 9 8" 3 0 2 

Bioaktívne látky: terpény (a-bisabolol, apigenín, azulén, (3-karyofylén, bisabolén, bisabolol, 
borneol, trans-a-farnezén, trans-(3-farnezén, farnezol, geraniol, guajazulén, chamazulén, chamomillol, 
kempferol, levonenol, matricín, matrikarín, thujon), aromatické kyseliny (kyselina salicylová, deriváty 
kyseliny benzoovej, kyselina kávová), kumaríny, steroidy (sitosterol, stigmasterol), flavonoidy 
(apigenín, luteolín, kvercitín), sacharidy, glykozidy, vitamíny (kyselina askorbová, niacín, tiamín). 2 9 9 

2.4.4.6 Škorica (Cinnamomum zeylanicum) 
Škorica je aromatická kôra škoricovníkov, stálo zelených tropických stromov, pričom najkvalitnejšia sa 
získava zo škoricovníka cejlonského. Má korenisto-sladkastú chuť a príjemnú vôňu, ktorú jej dodáva 
najmä zlúčenina cinnamaldehyd.303 Zo škoricovníka sa využíva sušená vnútorná časť kôry bohatá 
na silice. Z listov, vetiev a kvetov sa získava škoricový olej. Táto rastlina sa využíva v rôznych 
priemyselných odvetviach; v potravinárstve, vo farmaceutickom priemysle, v likérníctve a pri výrobe 
vína, ďalej v kozmetike a pre svoju typickú vôňu sa využíva i pri výrobe parfumov. 

Škorica pomáha pri kardiovaskulárnych problémoch, znižuje krvný tlak, zmierňuje menštruáciu, 
zlepšuje trávenie (napomáha metabolizmu tukov, má vplyv na pokles hladiny plazmatickej glukózy), 
upokojuje koliky, nevoľnosti, slúži ako prostriedok proti nádche, kašľu, chrípke a pri vonkajšom použití 
sa používa pri liečbe reumatizmu. Zvyšuje apetit, podporuje trávenie vďaka stimulácii tráviacich 
enzýmov a celkovo pôsobí osviežujúco. Dostupné in vitro a in vivo testy dokázali, že škorica má 
protizápalové, antibakteriálne, antioxidačné, protinádorové účinky, stimuluje imunitu a znižuje 
cholesterol. Benzoátu sodnému ako bioaktívnej súčasti škorice sa pripisuje inhibičný efekt na iNOS, 
zápalové markery a povrchové markery aktivácie zápalu v myších mikrogliách. 3 0 4" 3 0 7 

Bioaktívne látky: benzoát sodný, cinnamaldehyd, etylcinnamát, kvercetín, kvercitrín, kempferol, 
eugenol, kumarín, kyselina škoricová, linalool, safrol.3 0 3 

2.4.4.7 Zázvor pravý (Zingiber officinale) 
Zázvor je vytrvalá rastlina, vyháňajúca z dužinatého hľuzovito zhrubnutého článkovitého podzemku 
každý rok niekoľko štíhlych cez 1 meter vysokých býľ. Zázvor patrí do rodiny Zingiberaceae a využíva 
sa ako korenie už viac ako 2 0 0 0 rokov. 

Súčasť zázvoru zingerón vykazoval značné protizápalové účinky u myší s kolitídou. Ovplyvňoval 
najmä expresiu génov spojených s dráhami riadenými zápalovými cytokínmi. Potláčal aktiváciu N F - K B 
a IL- ip v hrubom čreve. 3 0 8 Zázvor tiež moduluje určité biochemické dráhy v chronickom zápale. 
Fenolické zlúčeniny zo zázvoru (zerumbón, 3-O-metylkampferol) preukázateľne znížili hladinu NO 
a prostaglandínu E2 produkovanými makrofágmi stimulovanými bakteriálnymi lipopolysacharidmi.309 

Zázvor ďalej stimuluje trávenie, tráviace šťavy a vykazuje značné antioxidačné vlastnosti. 3 1 0" 3 1 3 

Bioaktívne látky: 6-gingerol, (3-felandrén, (+)-kamfén, cineol, geraniol, kurkumín, 
demetoxykurkumín, 6-dehydrogingerdión, citral, terpineol, borneol, a-zingiberén, (3-seskvifelandrén, (3-
bisabolén, a-farnezén, arkurkumén, zingiberol, 6-shogaol, zerumbón, 3-O-metylkampferol.312 

2.4.4.8 Ľan siaty (Linum usitatissimum) 
Ľan je jednoročná rastlina pestovaná pre ľanové vlákno a olejnaté semená. Semená sa používajú 
pri zápche, zápale žalúdku a čriev, pri vredoch žalúdku a pankreasu. Pre pôsobenie v črevách sa 
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konzumuje celé alebo čerstvo pomleté semeno. Ľanový olej sa získava lisovaním a následnou rafináciou 
semien olejnatého ľanu za studena. Olej vykazuje biologické účinky kyseliny linolovej a a-linolenovej. 
Oba typy kyselín zaisťujú štruktúrnu integritu bunkových membrán. Je jedným z najbohatších 
potravinových zdrojov A L A , a tým i co-3-nenasýtených mastných kyselín E P A a DHA. Narozdiel od 
rybieho oleja však nemá dlhodobá konzumácia vplyv na triacylglyceroly, tkanivovú koncentráciu D U A , 
hladinu cholesterolu a citlivosť k oxidácii cholesterolu in vitro. Strava so zníženým obsahom tuku 
doplnená ľanovým olejom má výrazne priaznivý vplyv na kardiovaskulárny systém, zvyšuje elastickosť 
artérií a môže upraviť cirkulačné funkcie. Olej môže znížiť agregáciu trombocytov. Je vhodným 
doplnkom pri liečbe zápalových procesoch, pri ktorých vznikajú prostaglandíny a leukotriény. Tlmí 
tvorbu IL-1, TNF a nekyslíkatých radikálov polymorfonukleárnych leukocytov amonocytov. Ďalej 
môže byť použitý pri ovplyvňovaní hypertriglycerolémie, hypercholesterolémie, benígnej hyperplázie 
prostaty, psychickej tenzie a pre zníženie telesnej hmotnosti. V dávkach nad 25 g denne pôsobí 
laxatívne. 3 1 4" 3 1 8 

Bioaktívne látky (ľanový olej): PUFA (okolo 60 %), M U F A , SFA, menej ako 2 % 
nezmydelniteľného podielu (cholesterol, kampesterol, stigmasterol, A7-stigmasterol, (3-sitosterol, A 5 -
avenasterol, A7-avenasterol). 

2.5 Enkapsulácia v potravinárskom priemysle 

Enkapsulácia je proces slúžiaci k zachyteniu účinných látok (jadrového materiálu) do transportného 
materiálu. Dochádza k vytvoreniu bariéry (zo samotnej matrice, resp. poľymérneho obalu) okolo 
aktívnej zlúčeniny a tým k obmedzeniu deštruktívnych chemických interakcií. Žiadúce biologicky 
aktívne látky sú stabilizované a efektívnejšie chránené pred vplyvom prostredia (napr. teplotnými 
zmenami, pH, enzýmom a oxidačným reakciám). Enkapsulácia ďalej prispieva k zlepšeniu prenosu 
bioaktívnych molekúl do živých buniek a kontrolovanému uvoľňovaniu daných látok v organizme. To 
zaisťuje, že sa ku spotrebiteľom dostanú vo vhodnej využiteľnej forme, je predĺžená ich životnosť, 
zabraňuje, resp. spomaľuje sa proces vzniku nebezpečných zlúčenín ako výsledku chemických zmien 
po určitej dobe. Zároveň sa môžu maskovať niektoré nepríjemné organoleptické predispozície. 3 1 9 

Proces enkapsulácie pre potravinárske účely musí spĺňať prísne kritéria bezpečnosti a vhodnosti 
použitých materiálov, čo znamená, že musia byť netoxické a biologicky odbúrateľné. Samotné častice 
nesmú vykazovať toxikologické riziko pre konzumenta a zároveň musia byť všeobecne považované za 
bezpečné (tzv. „GRAS") podľa požiadaviek Európskeho úradu pre bezpečnosť potravín (EFSA). 

Pri aplikácii v potravinárskom priemysle bolo popísaných niekoľko možných metód enkapsulácie. 
Výber optimálnej enkapsulačnej techniky závisí na type východiskového materiálu a požadovanom 
charaktere finálneho produktu. Mnoho faktorov významne ovplyvňuje konečný výsledok 
a enkapsulačnú účinnosť. Je preto vždy potrebné starostlivo zvážiť výber a vlastnosti obalovej matrice 
a samotný postup enkapsulačnej techniky. 
Najčastejšie používané enkapsulačné materiály sú proteínové a sacharidové polyméry. Vlastnosti 
enkapsulačného materiálu sa prejavia vo finálnom produkte; ovplyvňujú veľkosť, tvar a štruktúru častíc, 
stabilitu počas produkcie, skladovania a konzumácie voči vonkajším vplyvom prostredia a taktiež 
samotné uvoľňovanie enkapsulovaných zlúčenín. Mikrokapsle sú navrhnuté tak, aby postupne 
uvoľňovali aktívne zložky. Látky môžu intenzívnejšie difundovat' po pôsobení faktorov ako napr. teplo, 
solvatácia, difúzia, tlak atď. Väčšina konvenčné vyrábaných mikrokapslí však má tendenciu byť veľmi 
porézna, čo spôsobuje rýchlu difúziu vody a iných tekutín. Obalové materiály môžu byť rôzne 
kombinované pre spomalenie nežiadúceho rozpadu a naopak podporu požadovaných vlastností . 3 2 0 ' 3 2 1 

2.5.1.1 Enkapsuláciaprobiotických baktérií 
U probiotických buniek je dôležité zachovať pri enkapsulácii ich viabilitu počas trávenia v hornej časti 
tráviacej sústavy, aby sa čo najväčší počet životaschopných buniek dostal do čreva. Taktiež je potrebné 
ich ochrániť pred vplyvom vonkajšieho prostredia pri skladovaní a spracovávaní. Prežívanie probiotík 
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ovplyvňuje použitý bakteriálny kmeň, intermikrobiálne interakcie, vplyv matrice, kultivačné 
podmienky, pH, teplota, osmotický tlak, inhibitory, množstvo rozpusteného kyslíka, doba skladovania 
či podmienky počas samotného trávenia. Pri výbere konkrétnej enkapsulačnej techniky je treba zvážiť 
enkapsulačnú efektivitu, náročnosť a ekonomickú záťaž prípravy. Okrem toho je dôležité vziať 
do úvahy i ovplyvnenie výslednej chuti či textúry. 

V praxi patria medzi najčastejšie používané materiály pre enkapsuláciu probiotík alginát, chitosan, 
škrob, celulóza, karagénan, xantán, pektín, gellan, albumín, želatína, kolagén, kazeín atď. Probiotiká 
vo forme výživových preparátov v kapsliach sú zvyčajne lyoŕilizované častice. 3 2 2 " 3 2 4 Lyofilizácia, resp. 
sublimačné sušenie, je proces slúžiaci k dehydratácii a enkapsulácii takmer všetkých tepelne citlivých 
materiálov, živých buniek a vo vode rozpustných aromatických látok, esencií a nestabilných prírodných 
fytochemikálií. 3 2 5 ' 3 2 6 Nosič a aktívna látka sa najprv rozpustia vo vode a následne zmrazia. V ďalšom 
krokuje z materiálu v lyofilizátore za zníženého tlaku sublimáciou odstránená voda. 3 1 9 ' 3 2 7 

2.5.1.2 Alginát 
Alginát je lineárny hydrofilný heteropolysacharid extrahovaný z morských rias. Získava sa ako sodná 
soľ extrakciou rias alkalickými činidlami (NaOH, Na2COs). Obsahuje dve štruktúrne podjednotky; D-
mannurónovú a L-gulurónovú kyselinu. V závislosti na zdroji sa môže zloženie a zastúpenie týchto 
kyselín v polyméri líšiť. 

K vytvoreniu kapsle je potrebné zmiešať bunkovú suspenziu s roztokom alginátovej sodnej soli. 
Zmes je následne kvapkaná do roztoku obsahujúceho multivalentné katióny (zvyčajne C a + 2 vo forme 
CaCb). Kvapôčky ihneď tvoria gélové štruktúry, zachytávajúc pritom bunky v trojdimenzionálnej sieti. 
Zosieťovanie polymeruje výsledkom výmeny sodných iónov z gulurónových kyselín s dvojmocnými 
katiónmi. Toto zosieťovanie vedie k vzniku štruktúry prezývanej „egg-box model". 3 2 8 

Alginát j e v potravinárstve obľúbenou látkou, využíva sa i ako zahusťovadlo, emulzifikátor či 
stabilizátor. Možnosť použitia tohto polyméru ako enkapsulačnej matrice spočíva najmä v jeho 
biokompatibilite a vo vytvorení prostredia šetrného i k senzitivnějším látkam a bunkám. Rozmer a tvar 
výsledných častíc závisí hlavne na priemere trysky enkapsulátora, ďalej na viskozite roztoku alginátovej 
sodnej soli a vzdialenosti medzi tryskou a vytvrdzovacím roztokom. Algináty s nízkym obsahom 
gulurónových kyselín tvoria vo všeobecnosti menšie čas t ice . 3 2 3 ' 3 2 9 

Bolo potvrdené, že u probiotík enkapsulovaných a chránených alginátom sa signifikantně zvyšuje ich 
prežitie. Baktérie sú chránené pred narušujúcimi účinkami žalúdočnej šťavy a môžu sa tak uvoľňovať 
až v prostredí čreva. 3 3 0 

2.5.1.3 Enkapsulátor 
Poloautomatický prístroj, tzv. enkapsulátor (v tejto práci použitý typ Búchi B-395 Pro), slúži k obaleniu 
bioaktívnych zlúčenín, buniek a mikroorganizmov polymérnymi obalmi za sterilných alebo nesterilných 
podmienok. Skladá sa z regulačnej jednotky so striekačkovým čerpadlom, elektrickým a pneumatickým 
systémom a z reakčnej nádoby (obrázok 11). Veľkosť trysky určuje výslednú veľkosť častíc. 

Princíp metódy spočíva v pretlačení zmesi enkapsulovanej látky a polyméru pomocou stlačeného 
vzduchu z tlakovej nádoby do pulznej komory. V ďalšom kroku zmes prechádza systémom trysiek 
definovaných veľkostí, kedy na konci trysky dochádza k rozdeľovaniu prúdu na kvapôčky. Medzi 
tryskou a elektródou je generované elektrické pole spôsobujúce povrchové nabitie častíc. To vyvoláva 
silné elektrostatické odpudivé sily, ktoré udržujú jednotlivé kvapky od seba. Následne dopadajú do 
uzemneného vytvrdzovacieho roztoku (napr. CaCh). Pri jeho neustálom premiešavaní magnetickou 
miešačkou sa zabraňuje zhlukovaniu vytvorených častíc. 3 3 1 
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Obr. 11: Schéma enkapsulátora B-395 Pro (1. príprava zmesi obsahujúcej enkapsulovanú zložku a polymérny 
obal; 2. pumpovanie zmesi z tlakovej nádoby do pulznej komory; 3. pulzná komora; 4. tvorba kvapôčok v tryske; 
5. rozdeľovanie a disperzia kvapôčok; 6. vizualizácia jednotlivých častíc; 7. formovanie častíc vo vytvrdzovacom 

roztoku; 8. zberná nádoba)331 
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3 CIEĽ PRÁCE 

Hlavným cieľom tejto práce je vývoj a charakterizácia moderných doplnkov stravy s obsahom probiotík 
a látok s protizápalovým účinkom. 
K dosiahnutiu cieľa boli vymedzené tieto čiastkové ciele: 

1) Výber, charakterizácia a izolácia zvolených aktívnych látok. 
2) Enkapsulácia zvolených aktívnych látok, probiotík a ich zmesí. 
3) Návrh optimálneho zloženia doplnkov stravy s obsahom zvolených protizápalových látok a 

probiotík. 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 Použité látky a prístroje 

4.1.1 Protizápalové látky 

Jednotlivé extrakty vykazujúce potencionálne protizápalové účinky, využité v analýzach, boli pripra
vené z nasledujúcich vzoriek (tabuľka 6): 

Tab. 6: Názov produktu a dodávateľa vybraných prírodných materiálov 

\ . . . ř , 

1) „Brusinka - šťáva 
100%" 
Look Food, ČR 

2) „Bio borůvková 
šťáva" 
Beutelsbacher 
Fruchtsaftkelterei, 
Nemecko 

3) „Bio kurkuma mletá" 

Bionebio, India 

4) „Máta peprná - nať 
(bylinný čaj)" 
Valdemar Grešík, ČR 

" JÉjt 
' * i$ f * 

5) „Heřmánek - květ" 

Valdemar Grešík, ČR 

6) „Skořice bio mletá, 
druh Cejlon" 
Sonnentor, Madagaskar 

7) „Zázvor mletý" 

Valdemar Grešík 

8) „Lněné semínko 
- mleté" 
Semix Pluso, ČR 

4.1.2 Použité mikroorganizmy 

Enkapsulované atestované boli nasledujúce probiotické bakteriálne kultúry pochádzajúce z Českej 
zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity so sídlom v Brne: 

Bifidobacterium breve ( C C M 7825T), 
Lactobacillus acidophilus ( C C M 4833). 

4.1.3 Použitá bunková línia 

K in vitro funkčným testom na ľudských črevných epiteliálnych bunkách bola zvolená adherentná 
bunková línia CaCo-2 (300137) zo zbierky bunkových kultúr Cell Lines Services (Nemecko) izolovaná 
z adenokarcinómu hrubého čreva 72-ročného muža kaukazského typu. 

35 



4.1.4 Použité chemikálie 

Chemikálie použité pri extrakcii a charakterizácii vzoriek: 
2,2-azinobis(3-etylbenzotioazolín)-6-sulfónová kyselina (ABTS), Sigma-Aldrich (Nemecko) 
6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylová kyselina (TROLOX), Sigma-Aldrich 
(Nemecko) 
Acetón, LachNer (Česká republika) 
Aloenín A , Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Apigenín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
(3-karotén 95% typ I: syntetický, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Daidzeín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Dimetylsulfoxid, Lachema (Česká republika) 
Dusitan sodný, Vitrum-LachNer (Česká republika) 
Epikatechín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Etanol, LachNer (Česká republika) 
Floridzín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Folin-Ciocalteuovo činidlo, Penta (Česká republika) 
Hesperidín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Hydroxid sodný p. a., LachNer (Česká republika) 
Chlorid hlinitý, Vitrum-LachNer (Česká republika) 
Chloroform, Penta (Česká republika) 
Katechín, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Kvercitín-3-glukozid, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Kyselina gallová, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Kyselina chlorogénová, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Kyselina kávová, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Kyselina kumarová, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Metanol pre HPLC, Sigma (Nemecko) 

• n-hexán pre HPLC, V W R (USA) 
Pelargonidín-3-glukozid chlorid, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Peroxodisíran draselný, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Uhličitan sodný p. a., LachNer (Česká republika) 

Chemikálie použité pri kultivácii a testovaní baktérií: 
Agar powder, Himedia (India) 
MRS Broth médium, Himedia (India) 

Chemikálie použité pri testovaní s modelovými tráviacimi šťavami a črevnými bunkami: 
3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Antibiotic-antimycotic 100 x (Biosera), Biotech (Nemecko) 
Bile salts - zmes kyseliny cholovej a deoxycholovej, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Dihydrogénfosforečnan sodný monohydrát p. a., LachNer (Česká republika) 
Dodecylsíran sodný, Serva (Nemecko) 
Etylendiamíntetraoctová kyselina (EDTA), Serva (Nemecko) 

• FBS, HyClone (USA) 
Hydrogénfosforečnan sodný dihydrát p. a., LachNer (Česká republika) 
Hydrogénuhličitan sodný p. a., LachNer (Česká republika) 
Kyselina chlorovodíková 35%, LachNer (Česká republika) 
M E M Non-essential Amino Acid Solution (100x), Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Pankreatín (bravčový pankreas), Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Pepsin (prasacia žalúdočná sliznica), Sigma-Aldrich (Nemecko) 
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Trypanová modrá, Biotech (Nemecko) 
Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (Česká republika) 

Chemikálie použité pri enkapsulácii: 
Alginát sodná soľ, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
Chlorid vápenatý p. a., Lachema (Česká republika) 

4.1.5 Prístroje a pomôcky 

Analytické váhy, Boeco (Nemecko) 
Automatické pipety v rôznych objemových rozsahoch, Discovery a Biohit (Nemecko) 
Biohazard box, model Airstream, trieda II - ESCO, Biotech (Nemecko) 

• CelCulture C 0 2 inkubátor - ESCO, Biotech (Nemecko) 
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Nemecko) 

• ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Nemecko) 
Enkapsulátor Buchi B-395 Pro (Švajčiarsko) 
Inverzný mikroskop, Laboserv (Česká republika) 
Laminárny box Aura mini - Bioair, EuroClon (Taliansko) 
Mikrocentrifúga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Nemecko) 
Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA) 
NanoPhotometer ™, Implen (Nemecko) 
Optický mikroskop Intraco Micro L M 666 PV/oo L E D (Česká republika) 
Predvážky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko) 
Software Dino-Capture 2.0 (Česká republika) 
Soxhletov extraktor - Soxtherm, Gerhardt (Nemecko) 
Spektrofotometer - Helios y, Unicam (Veľká Británia) 
Temperovaná třepačka, Heidolph Inkubátor 1000 (Nemecko) 
Termostat Memmert GmbH Co. K G (Nemecko) 
Vákuová odparka Werke RV06-ML: I K A (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 L C O 101, E C O M , 
ERC RefractoMax 520, 
Kolona Kinetex 2,6 um F5 (150 x 4,6 mm). 

4.2 Špecifikácia použitých rastlinných extraktov 

4.2.1 Príprava extraktov pre analýzu 

K jednotlivým experimentom a stanoveniam boli pripravené vodné, etanolové ahexánové extrakty 
vybraných vzoriek v závislosti na ich charakter. 

Pre prípravu vodných a etanolových extraktov bola použitá navážka 2 g vzorky a 20 ml rozpúšťadla 
(destilovaná voda a 20% etanol). V prípade brusnicovej a čučoriedkovej koncentrovanej šťavy 4 ml 
vzorky a 20 ml rozpúšťadla. Vzorky boli následne 24 hodín inkubované pri teplote 37 °C v danom 
rozpúšťadle a po uplynutí 24 hodín bola odstránená pevná zložka filtráciou cez gázu a centrifugáciou 
po dobu 5 minút pri 10 000 ot./min. a k ďalším experimentom bol ponechaný len tekutý extrakt, resp. 
supernatant. 
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Pri príprave olejov z vybraných rastlinných materiálov extrakciou hexánom bol využitý 
automatizovaný Soxhletov extraktor „Soxtherm". Samotný cyklus trval 3 hod. 4 min. a prístroj bol 
nastavený podľa parametrov uvedených v tabuľke 7. Extrakcia pomocou Soxthermu je názorne 
zobrazená na obrázku 12. Po skončení extrakcie boli zvyšky hexanu odparené pomocou rotačnej 
vákuovej odparky, výťažky rozpustené v chloroforme a po odparení chloroformu získané olejové 
frakcie ďalej skladované. Pred jednotlivými analýzami boli určité navážky olejových extraktov počas 
24 hodín za neustáleho pretrepávania na trepačke pri laboratórnej teplote rozpustené v 1 ml 
dimetylsulfoxidu. 

Tab. 7: Parametre softvéru prístroja Soxtherm 

T-classification 
Extraction Temperature 
Reduction Interval 
Reduction Pulse 
Hot Extraction 

300 °C 
170 °C 
3min 30s 
3s 
lh 30min 

Evaporation A 
Extraction Time 
Evaporation B 
Evaporation C 
Program Length 

5 x Interval 
lh Omin 
2 x Interval 
10 min 
3 h 4min 

Obr. 12: Príprava hexánových extraktov pomocou prístroja Soxtherm (zľava: zázvor, harmanček, mäta, ľan) 

4.2.2 Stanovenie celkového obsahu fenolických zlúčenín 

Ako štandard pre kalibráciu bola použitá kyselina gallová, takže získané výsledky je možné vyhodnotiť 
ako ekvivalentné množstvo kyseliny gallovej (GAE). Z roztoku kyseliny gallovej o koncentrácii 
1 g/l bolo pripravených sedem kalibračných roztokov v rozmedzí koncentrácií 0,1-0,7 mg/ml. 
Z každého z týchto pripravených roztokov bolo do čistých a suchých skúmaviek následne odohraných 
50 ul, k nim bol pridaný 1 ml vody a 1 ml Folin-Ciocalteauovho činidla vopred zriedeného destilovanou 
vodou v pomere 1 : 9. Všetky skúmavky boli premiešané pomocou prístroja Vortex apo 5-minútovej 
inkubácii pri laboratórnej teplote bol do nich pridaný 1 ml nasýteného roztoku uhličitanu sodného. 
Roztoky boli opäť premiešané a po 15 minútach bola spektrofotometricky zmeraná absorbancia 
pripravených roztokov pri vlnovej dĺžke 750 nm. Ako blank bol použitý roztok pripravený rovnako ako 
kalibračné roztoky, len namiesto štandardného roztoku kyseliny gallovej bola použitá destilovaná voda. 
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Pri vlastnom stanovení bolo z extraktov pripravených podľa postupu v kapitole 4.2.1 odpipe-
tovaných 50 ul a ďalší postup bol analogický ako v prípade merania kalibračnej závislosti. Každá vzorka 
bola pripravená v triplikátoch pre zminimalizovanie chyby merania, z ktorých bol vypočítaný priemer 
a smerodajná odchýlka. Blanky boli pripravené s daným rozpúšťadlom. 

Koncentrácia celkového obsahu fenolických zlúčenín bola stanovovaná na základe rovnice lineárnej 
regresnej analýzy kalibračných roztokov kyseliny gallovej A750 = 1,752 3 • c s korelačným koeficientom 
R 2 = 0,997 8. 

4.2.3 Stanovenie celkových flavonoidov 

Zo štandardného roztoku katechínu o koncentrácii 1 g/l bolo pripravených sedem kalibračných roztokov 
v rozmedzí koncentrácií 0,05-0,3 mg/ml. Z každého z týchto pripravených roztokov bolo následne 
odpipetovaných 0,5 ml, k nim bol pridaný 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% roztoku NaNCh. Všetky skúmavky 
boli premiešané pomocou prístroja Vortex a po 5 minútach bolo do nich pridaných 0,2 ml 10% roztoku 
AICI3. Následne boli roztoky opäť zhomogenizované a po ďalších 5 minútach bolo do nich pridaných 
1,5 ml I M roztoku NaOH a 1 ml vody. Roztoky boli opäť premiešané. Po 15 minútach bola 
spektrofotometricky zmeraná absorbancia pripravených roztokov pri vlnovej dĺžke 510 nm. Ako blank 
bol použitý roztok pripravený rovnako ako kalibračné roztoky len namiesto katechínu bola použitá 
destilovaná voda. 

Jednotlivé extrakty boli testované analogicky ako v prípade merania kalibračnej závislosti, kde 
namiesto katechínu bolo pridaných 0,5 ml vzoriek. Každá vzorka bola pripravená v triplikátoch, 
z ktorých bol vypočítaný priemer a smerodajná odchýlka. Blanky boli pripravené s rozpúšťadlom. 

Koncentrácia celkových flavonoidov bola stanovená na základe rovnice lineárnej regresnej analýzy 
kalibračných roztokov katechínu A510 = 3,044 2 • c s korelačným koeficientom R 2 = 0,999 7. 

4.2.4 Stanovenie jednotlivých flavonoidov metódou RP-HPLC s UV-VIS detekciou 

Pre stanovenie boli použité nasledujúce štandardy: aloenín A , apigenín, daidzeín, epikatechín, floridzín, 
hesperidín, katechín, kvercitín-3-glukozid, kyselina gallová, kyselina chlorogénová, kyselina kávová, 
kyselina kumarová a pelargonidín-3-glukozid chlorid. Vzorky pre samotnú analýzu boli pripravené tak, 
že k 1 ml vodných extraktov jednotlivých vzoriek bol pridaný 1 ml hexanu a následne 2 ml 70% 
metanolu (riedeného Mil i -Q vodou). Po pretrepaní zmesi bola odohraná vodná frakcia a 5x nariedená 
demineralizovanou Mil i -Q vodou. Takto pripravené vzorky boli přefiltrované cez nylonový filter 
(0,45 um) do vialiek, ktoré boli umiestnené do autosampléru HPLC. 

Nástreky pripravených vzoriek štandardov a extraktov o objeme 20 ul boli analyzované metódou 
RP-HPLC/UV-VIS na kolóne Kinetex F5 pri 35 °C a prietoku 0,4 ml/min po dobu 30 minút. Bola 
využitá gradientova elúcia mobilnej fázy, kedy sa pomer zložiek mobilnej fázy Mil i -Q voda : acetonitril 
menil z 90 : 10 na 30 : 70. Detekcia bola prevedená spektrofotometricky pri vlnovej dĺžke 260 a 280 nm. 
Namerané dáta boli analyzované pomocou softvéru „Chromeleon". 

Výsledné rovnice kalibračných kriviek, použité pri stanovovaní vybraných flavonoidov 
v jednotlivých vzorkách, sú uvedené v tabuľke 8. 

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

Aloenín A: A = 317,4 c 
Apigenín: A = 381,4 c 
Epikatechín: A = 1 154 c 
Floridzín: A = 3 605,7 c 
Hesperidín: A = 3 246,3 c 
Kvercitín-3-glukozid: A = 19 347 c 

Kyselina gallová: 
Kyselina chlorogénová: 
Kyselina kávová: 
Kyselina kumarová: 
Pelargonidín-3-glukozid 
chlorid: 

A = 5 315,7 • c 
A = 639,47 • c 
A = 2 047,2 • c 
A = 4 962,2 • c 

A = 6 535 • c 
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4.2.5 Stanovenie celkových karotenoidov 

Pre stanovenie množstva celkových karotenoidov v jednotlivých vzorkách pripravených podľa návodu 
v kapitole 4.2.1, bolo vždy najskôr premerané absorpčně spektrum pri vlnových dĺžkach 290-500 nm. 
Z nameraných spektier bol následne vypočítaný celkový obsah karotenoidov na základe kalibračnej 
závislosti absorbancie pri 445 nm na koncentrácii štandardu |3-karoténu. Rovnica lineárnej regresnej 
analýzy kalibračných roztokov |3-karoténu bola stanovená ako A445 = 0,090 4 • c s korelačným 
koeficientom R 2 = 0,990 1. Jednotlivé roztoky boli v prípade potreby riedené acetónom, ktorý bol 
použitý i ako blank pri spektrofotometrickom meraní. 

4.2.6 Stanovenie antioxidačnej aktivity 

Pri stanovovaní antioxidačnej aktivity bola využitá jedna zo základných spektrofotometrických metód 
determinácie antioxidačnej účinnosti daných extraktov - metóda T E A C využívajúca ABTS* + . Najskôr 
bol pripravený roztok ABTS* + , ktorý bol rozpustený vo vode na koncentráciu 7 mmol/1. Následne bol 
do neho pridaný K2S2O8 do dosiahnutia koncentrácie 2,45 mmol/1. Pripravený roztok bol ponechaný 
odstáť minimálne 12 hodín v tme. Pred samotným spektrofotometrickým meraním bol tento roztok ešte 
nariedený 99,8% etanolom na výslednú absorbanciu A = 0,7 ± 0,02 pri vlnovej dĺžke 734 nm. Potom 
bola stanovená východisková absorbancia daného roztoku Ao, pričom bolo do 1 ml zriedeného ABTS* + 

pridaných 10 ul rozpúšťadla (tj. destilovaná voda a 20% etanol). 
Kalibrácia sa prevádzala pomocou kalibračnej rady roztoku TROLOX-u pripraveného rozpustením 

v 60% etanole. Z tohto zásobného roztoku bolo pripravených osem roztokov o vzostupných hodnotách 
koncentrácií v rozmedzí 50-400 ug/ml. Do zúženej kyvety potom bolo napipetovaných 10 ul týchto 
kalibračných roztokov a 1 ml zriedeného ABTS* + , zmes bola premiešaná a ponechaná 10 minút v tme. 
Následne bola zmeraná absorbancia pri vlnovej dĺžke 734 nm. Do kalibračnej závislosti boli vynášané 
hodnoty rozdielu počiatočnej absorbancie Ao a absorbancií nameraných po 10 minútach reagovania 
vzorky s roztokom ABTS v tme. 

Pri vlastnom stanovení bolo zo vzoriek pripravených podľa kapitoly 4.2.1 odpipetovaných 10 ul, 
zmiešaných s 1 ml zriedeného roztoku ABTS* + . Zmes bola premiešaná, ponechaná 10 minút v tme 
a premeraná absorbancia triplikátov pri 734 nm. Z nich bol spočítaný priemer a smerodajné odchýlky. 
Ekvivalentné množstvo TROLOX-u, ktorým bola determinovaná antioxidačná aktivita u jednotlivých 
vzoriek, bolo prepočítané na základe rovnice lineárnej regresnej analýzy rozdielov absorbancií 
kalibračných roztokov TROLOX-u, konkrétne A = 1,433 5 • c s korelačným koeficientom R 2 = 0,999 9. 

4.3 Kultivácia probiotických baktérií 

Pre kultiváciu baktérií Bifidobaterium breve C C M 7825T a Lactobacillus casei C C M 4798 bol použitý 
komerčne dostupný MRS bujón obsahujúci peptón, hovädzí extrakt, kvasničný extrakt a glukózu. Podľa 
výrobcom stanoveného pomeru bolo v Erlenmeyerovej banke médium rozmiešané v destilovanej vode 
(55,15 g na 1 000 ml). Samotná sterilácia média prebiehala 30 minút v tlakovom hrnci s otvoreným 
ventilom. Následne bolo médium v sterilnom boxe rozdelené do plastových skúmaviek o objeme 15 ml 
a zaočkované 1 ml probiotickej kultúry uchovávanej v kryoskúmavkách. Pri práci s probiotickými 
baktériami bolo potrebné minimalizovať ich kontakt so vzduchom. Takto pripravené kultúry boli 
následne inkubované 24 hodín v termostate pri teplote 37 °C a po inkubácii ďalej spracovávané. 

4.4 Priama interakcia rastlinných extraktov s probiotikami 

Do jamôk 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky bolo postupne nanesených 230 ul MRS tekutého média; 
75 ul bakteriálnej kultúry (pripravenej podľa návodu v kapitole 4.3) a 25 ul jednotlivých extraktov 
(pripravených podľa kapitoly 4.2.1). Zároveň boli pripravené i referenčné kontrolné vzorky, v ktorých 
bolo k bakteriálnej kultúre pridaných 25 ul daného rozpúšťadla. Ako blanky použitých extraktov slúžili 
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jamky naplnené 305 ul vody miesto bakteriálnych buniek a 25 ul danej látky. 
Rast baktérií v podobe zmeny zákalu bol meraný v čase 0 a po 24 hodinách pomocou prístroja 

ELISA Reader pri 630 nm. Ako referenčná vzorka slúžila hodnota zmeny absorbancie s prídavkom 
rozpúšťadla namiesto vzorky extraktu. Následne bol z rozdielu absorbancií vyhodnotený nárast alebo 
naopak úbytok bakteriálnych buniek. Na základe tohto testu boli vybrané vzorky, ktoré neinhibujú rast 
probiotických baktérií. Počet buniek bol prepočítaný na základe kalibračnej závislosti absorbancie 
pri 630 nm na počte bakteriálnych buniek stanovených nepriamou kultivačnou metódou, konkrétne: 
počet buniek = ^ _ ^ 2 . 3 5 2 

4.5 Modelové trávenie zmesí obsahujúcich kombináciu extraktov a probiotík 

4.5.1 Príprava modelových tráviacich štiav 

K simulácii prechodu pripravených kombinácii probiotík s prírodnými extraktmi tráviacim traktom 
a stanoveniu ich viability v jednotlivých úsekoch tráviacej sústavy boli pripravené modelové tráviace 
šťavy podľa nasledujúcich postupov.332 

4.5.1.1 Modelová žalúdočná šťava 
Pre prípravu žalúdočnej šťavy bolo v 100 ml destilovanej vody rozpustených 0,25 g pepsínu. Následne 
bolo pridaných 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodíkovej. Výsledné pH roztoku bolo upravené na hodnotu 
0,9. 

4.5.1.2 Modelová pankreatická šťava 
Pankreatická šťava bola pripravená rozpustením 0,25 g pankreatínu a 1,5 g NaHCCb v 100 ml desti
lovanej vody, pričom pH roztoku bolo upravené na hodnotu 8,9. 

4.5.1.3 Modelová žlčová šťava 
Žlčová šťava bola pripravená pridaním 0,8 g žlčových solí do 200 ml fosfátového pufiru o pH 8. 

4.5.2 Stanovenie viability buniek počas trávenia pomocou zákalu 

Probiotické kultúry pripravené podľa návodu v kapitole 4.3 boli najskôr scentrifugované pri 5 000 
otáčkach po dobu 5 minút. Supernatant bol zliaty a pelet buniek rozsuspendovaný v 10 ml sterilnej 
vody. Postup premytia bol ešte raz zopakovaný. Bunkové suspenzie, vzniknuté rozsuspendovaním 
peletu oboch probiotických kultúr v 10 ml sterilnej vody, boli po 0,5 ml pridané k 4,5 ml jednotlivých 
rastlinných extraktov. V prípade referenčnej vzorky bolo použitých 4,5 ml daného rozpúšťadla, tj. vody, 
20% etanolu a DMSO. 

Po premiešaní zmesí a uplynutí 15 minút inkubácie pri laboratórnej teplote bol zo zmesí odohraný 
1 ml k ďalším analýzam. Predstavoval sériu vzoriek pred pôsobením tráviacich štiav. K zvyšným 
roztokom boli pridané 4 ml žalúdočnej šťavy. Po 30 minútach inkubácie pri 37 °C bol opäť 
z jednotlivých zmesí odohraný 1 ml na analýzu a k zvyšku bolo pridaných 3,5 ml pankreatickej a 3,5 ml 
žlčovej šťavy. Takto pripravená zmes bola ponechaná 90 minút inkubovať na temperovanej trepačke pri 
37 °C. 

Po ukončení modelového trávenia boli vzorky scentrifugované pri 5 000 otáčkach po dobu 5 minút. 
Supernatant bol zliaty a pelet rozsuspendovaný v 5 ml sterilnej vody a pripravený pre ďalšie stanovenia. 
Všetky vzorky určené k analýze boli potom v triplikátoch nanesené na 96-jamkové mikrotitračné 
doštičky; vždy 30 ul danej vzorky a 300 (d čistého MRS média. Obdobne ako v kapitole 4.4 bol nárast 
baktérií stanovovaný pomocou rozdielu zákalu nameraného ELISA Reader-om pri 630 nm v čase 0 
a 24 hodín. 
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4.6 Testovanie extraktov na ľudských črevných epiteliálnych bunkách in vitro 

4.6.1 Kultivácia bunkovej línie CaCo-2 

Bunková línia bola dlhodobo uchovávaná zamrazená v špeciálnych skúmavkách s kryoprotektívom. 
Pri rozmrazení boli skúmavky rozohriate v dlani a následne bunky prenesené do centrifugálnej 
skúmavky s PBS pufrom. Suspenzie boli scentrifugované (5 minút, 230 RCF), supernatant odliaty, 
bunky rozsuspendované v 5 ml média a prenesené do kultivačnej nádoby s povrchovou plochou 75 cm 2, 
ktorá bola médiom doplnená na potrebný objem 15 ml. Kompletné živné médium pre túto bunkovú líniu 
tvorí komerčne dostupné bazálne médium Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) obohatené 
o 2mM glutamín, 1% zmes neesenciálnych aminokyselín (NEAA), 10% fetálne bovinné sérum (FBS) 
a 1 % roztok antibiotík. Následne bola kultúra prvý i druhý deň po rozmrazení prekontrolovaná 
pod mikroskopom a uchovávaná v termostate pri 37 °C s 5% obsahom CO2 a 95% vlhkosťou. 

Kultivačné médium bolo menené podľa potreby 2-3 razy týždenne a nahradené 15 ml čerstvého 
média. Pasážovanie bolo prevádzané pri dosiahnutí 70-80% konfluencie. Bunky boli v kultivačných 
nádobách vytiahnuté z CO2 kultivačného boxu a pod inverzným mikroskopom skontrolovaná 
konfluencia, adherencia a prípadná kontaminácia. Následne boli prenesené do laminárneho boxu. 
Najskôr bolo opatrne odstránené médium, potom boli bunky 2 až 3 razy prepláchnuté sterilným PBS 
pufrom (cca 5 ml). Po prepláchnutí bola aplikovaná zmes 0,25% trypsinu a 0,53mM EDTA. Po úplnom 
uvoľnení prisadnutých buniek bolo pridaných 5 ml E M E M média, bunky boli prenesené do centri-
fugálnych skúmaviek a scentrifugované (2-5 min, 300 RCF). Supernatant bol zliaty, pelet buniek 
rozsuspendovaný v približne 5 ml kompletného média. Bunková suspenzia bola prenesená do kulti
vačných nádob a doplnená čerstvým médiom so sérom do potrebného objemu. 

4.6.2 MTTtest 

4.6.2.1 Počítanie buniek a výpočet potrebného množstva buniek na MTTtest 
Bunky boli po vytiahnutí z kultivačného boxu najskôr skontrolované pod inverzným mikroskopom 
a prenesené do laminárneho boxu. Médium z kultivačnej nádoby bolo odstránené a následne boli 
pridané 2 ml roztoku trypsín-EDTA. Roztok pôsobil po dobu než sa bunky uvoľnili odo dna (približne 
3 minúty), potom boli bunky preliate do cca 4 ml média so sérom (objem dvojnásobne väčší oproti 
trypsinu), čím došlo k inhibícii trypsinu. Vzniknutá suspenzia bola prenesená do 15 ml skúmavky 
a pipetou jemne homogenizovaná. Následne bolo do mikroskúmavky odohraných 10 jxl bunkovej 
suspenzie, k nej bol pridaný rovnaký objem, tj. 10 jxl trypanovej modrej a opäť jemne pipetou 
premiešané. Toto farbivo farbí mŕtve bunky modro a živé bunky sa vyznačujú bielym okrajom. 10 ul 
takto pripravenej zmesi bolo nanesených na každú stranu Búrkerovej komôrky a za pomoci mikroskopu 
boli spočítané bunky. V prípade, že nebolo možné bunky pre veľký počet spočítať, bola pôvodná 
suspenzia nariedená PBS roztokom a postup bol zopakovaný. Týmto spôsobom bol stanovený počet 
buniek v 1 ml pôvodnej bunkovej suspenzie. 

Na samotný MTTtest je potrebných 100 ul média s koncentráciou 1,5 • 104 buniek na jednu jamku 
mikrotitračnej doštičky. Najednej doštičke je možné využiť až 60 jamiek, avšak je potrebné pri príprave 
jednotlivých zložiek počítať s rezervou, tj. 65. To znamená, že na jednu doštičku je potrebné 6 500 ul 
média obsahujúceho 1,3 • 106 buniek. Podľa koncentrácie v pôvodnej bunkovej suspenzii, zistenej 
podľa vyššie uvedeného návodu, boli vzorky vhodne nariedené. 

4.6.2.2 Príprava testovaných extraktov a kontrolných vzoriek 
Pripravené vzorky extraktov boli v sterilnom prostredí přefiltrované pomocou bakteriologického filtru 
(25 mm 0,2 um PES V W R [514-0073]), čím sa zamedzilo prípadnej kontaminácii. Sterilné vzorky boli 
potom riedené médiom na požadované koncentrácie (tabuľka 9) a premiešané pomocou vortexu. 
Podobne boli pripravené i sterilné kontrolné vzorky (tabuľka 10). U vzoriek extraktov bolo zmerané pH. 
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Tab. 9: Ukážka riedenia pre vzorky extraktov 

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

Tab. 10: Riedenie kontrol 

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

4.6.2.3 Prevedenie MTT testu 
Pripravená bunková suspenzia bola pipetovaná po 100 ul na 96-jamkovú doštičku. Do krajných jamiek 
bolo napipetovaných 100 ul PBS pufru, aby sa zabránilo vysychaniu média. Bunky na doštičke boli 
skontrolované pomocou mikroskopu a uložené do termostatu. Po uplynutí 24 hodín bolo z jamiek 
odpipetované médium a pridaných 100 ul vzoriek a kontrol (tabuľka 11). Takto pripravená doštička bola 
vrátená opäť na 24 hodín do termostatu. Potom boli jednotlivé vzorky odpipetované a do každej jamky 
bolo pridaných 20 ul M T T v PBS o koncentrácii 2,5 mg/ml. Bunky boli inkubované 3 hodiny v termo
state a následne bolo po odohraní vzoriek do jamiek pridaných 100 ul 10% SDS v PBS. Doštička bola 
obalená alobalom a ponechaná v tme pri laboratórnej teplote ďalších 24 hodín. Po uplynutí tejto doby 
bola pomocou prístroju ELISA Reader zmeraná absorbancia pri vlnovej dĺžke 562 nm. 

Tab. 11: Schéma nanášania vzoriek na 96-jamkovú mikrotitračnú doštičku 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A P B S P B S P B S F d o P B S 

B P B S Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc Vc P B S 

C P B S Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc Vc 
D Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc Vc P B S 

E P B S Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc EtOH P B S 

F P B S Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc EtOH 
G P B S Cc 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28% Vc EtOH P B S 

H P B S P B S P B S P B S P B S P B S P B S P B S P B S 

4.7 Enkapsulácia 

4.7.1 Príprava alginátových častíc 

Probiotiká L. acidophilus a B. breve určené k enkapsulácii boli 24 hodín inkubované pri 37 °C. Následne 
boli scentrifugované pri 5 000 otáčkach po dobu 10 minút. Supernatant bol odliaty a pelet buniek 
rozsuspendovaný v sterilnej destilovanej vode a opäť scentrifugovaný pri 5 000 otáčkach po dobu 10 
minút. Následne bol supernatant opäť odliaty a bunky rozsuspendované v 10 ml vybraných rastlinných 
extraktov (vodné extrakty mäty, harmančeku a škorice). Referenčná vzorka buniek bola 
rozsuspendovaná v 10 ml sterilnej vody. Ku každej vzorke bolo následne pridaných 10 ml sterilného 
2% roztoku alginátu sodného a zmes bola dôkladne premiešaná. 

Pre samotnú prípravu alginátových častíc bol použitý enkapsulátor Búchi B-395 Pro. Veľkosť 
trysiek bola zvolená 1 000 um. Vytvrdzovacím roztokom bolo 20 ml 1% roztoku CaCb, kde boli častice 
ponechané 15 minút. Po uplynutí tejto doby boli častice přefiltrované a použité k ďalším testovaniam. 
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4.7.2 Stanovenie enkapsulačnej účinnosti 

4.7.2.1 Enkapsulačná účinnosť probiotík 
Z každej zmesi probiotík, extraktov a roztoku alginátu určenej k enkapsulácii bolo odobratých 10 ul a 
prenesených na Búrkerovu komôrku. Pomocou optického mikroskopu so zväčšením 1 000* bol 
spočítaný počet buniek a prepočítaný na 1 ml vzorky. Búrkerova komôrka má na svojej ploche dve 
mriežky, ktoré sa skladajú z väčších a menších štvorcov, príp. obdĺžnikov. Plocha u veľkých štvorcov, 
v ktorých bol počítaný počet buniek, činí 1/25 mm 2. Hĺbka komôrky je 0,1 mm. Počet buniek v 1 ml 

. . - í l - í l , celkový počet napočítaných buniek 
v danei zmesi bol stanoveny podi a vzorca —;—; , , . -r————. 

počet štvorcov • plocha štvorca • hĺbka komôrky 

Z vytvrdzovacieho roztoku CaCb po skončení enkapsulácie bola tiež odohraná vzorka, ktorá bola 
nanesená na Búrkerovu komôrku a boli spočítané bunky uvoľnené v roztoku. Z rozdielu počtu buniek 
pred enkapsuláciou a počtu buniek vo vytvrdzovacom roztoku tak bolo možné určiť percento úspešne 
enkapsulovaných probiotických buniek. Zároveň bola kontrolovaná i kontaminácia. 

4.7.2.2 Enkapsulačná účinnosť fenolický ch látok 
Zo zmesí určených na enkapsuláciu a následne potom i z vytvrdzovacích roztokov použitých 
pri jednotlivých enkapsuláciach bolo podľa postupu v kapitole 4.2.2 stanovené celkové množstvo 
fenolických látok. Vzájomný rozdiel determinoval množstvo enkapsulovaných fenolov. 

4.7.3 Stanovenie stability častíc pri prechode modelovým tráviacim traktom 

4.7.3.1 Modelové trávenie častíc 
Jednotlivé navážky častíc boli vzhľadom na svoju veľkosť najskôr mechanicky narušené, čo malo 
simulovať rozžutie častíc v ústach pred prehltnutím. Tráviace šťavy boli pripravené podľa postupu 
v kapitole 4.5.1. 

K 1 g častíc bolo pridaných 5 ml žalúdočnej šťavy. Vzorky boli pri 37 °C ponechané pôsobeniu 
žalúdočnej šťavy po dobu 30 minút. Potom bolo pridaných 2,5 ml pankreatickej a 2,5 ml žlčovej šťavy. 
Tieto zmesi boli následne 90 minút inkubované na temperovanej trepačke pri teplote 37 °C. Po uplynutí 
doby boli odohrané vzorky analyzované. Okrem viability probiotík kultivačnou metódou bolo 
stanovované množstvo uvoľnených fenolických látok prevádzané podľa postupu v kapitole 4.2.2. 

4.7.3.2 Analýza vplyvu tráviacich štiav na viabilitu enkapsulovaných probiotík 
Pre nepriame stanovenie počtu buniek kultivačnou metódou bola zvolená technika zaliatím. Pre analýzu 
boli odobraté vzorky po skončení modelového trávenia. Odohrané vzorky (1 ml) boli nariedené 
desiatkovým riedením sterilnou destilovanou vodou v rozsahu riedení od 10"1 až po 10" 5. Vzorky 
s riedením 10"5 boli v duplikátoch po 1 ml napipetované do Petriho misiek. Následne boli zaliate 
sterilným MRS agarom o teplote 45 °C tak, aby sa vytvorila vrstva agaru o hrúbke 2-3 mm. Pevné 
médium bolo pripravené prídavkom agaru o koncentrácii 15 g/l ku komerčnému MRS médiu. 

Po rozliati sa agar krúživými pohybmi premiešal so vzorkou a ponechal sa na vodorovnej chladnej 
ploche stuhnúť. Potom boli misky kultivované dnom nahor pri teplote 37 °C a po 48 hodinách bol 
vyhodnotený počet narastených kolónií. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 

Cieľom predloženej práce bolo najskôr extrahovať z vybraných prírodných matríc fytochemikálie 
pôsobiace protizápalovo (bližšie špecifikované v kapitole 2.4.1) a zároveň neinhibujúce životnosť 
probiotických baktérií, aby mohli byť spoločne koenkapsulované pre zvýšenie pozitívneho efektu 
na konzumenta trpiaceho chronickým zápalovým ochorením v intestinálnej oblasti tráviaceho traktu. 
Výstupom práce by mal byť návrh vhodnej kombinácie rastlinného extraktu s vyhovujúcimi 
vlastnosťami a probiotického kmeňa v optimálnej forme pre využitie v nutraceutike. 

5.1 Charakterizácia rastlinných extraktov 

Rastlinné extrakty pripravené podľa návodu v kapitole 4.2.1 mali v prípade vodných a etanolových 
extrakcií pomerne vysokú výťažnosť. Najväčšie straty boli v prípade extrakcie sušených byliniek 
harmančeku a mäty, ktoré nasáli extrahovadlo a bolo treba postup extrakcie obohatiť o filtráciu cez gázu 
pre minimalizovanie strát. V prípade extrakcie hexánom boli z 10 g navážiek rastlinného materiálu, 
extrahovaných 100 ml hexanu, pripravené len veľmi nízke množstvá výsledných olejov. Najväčšie 
množstvo bolo získané z extrakcie ľanového semienka (3,241 2 g oleja), u ostatných vzoriek výťažok 
nepresiahol 0,322 2 g. 

5.1.1 Stanovenie celkového obsahu fenolických zlúčenín 

Zvolená metóda využíva Folin-Ciocalteuovo činidlo obsahujúce zmes molybdénanov a wolfrámanov, 
ktoré sú v prítomnosti fenolických zlúčenín redukované na ich modro sfarbené oxidy. Intenzita sfarbenia 
je priamo úmerná množstvu prítomných fenolov, čo je podstatou stanovenia ich koncentrácie pomocou 
UV-VIS spektrofotometrie.333 

Výsledné hodnoty absorbancií roztokov jednotlivých extraktov rastlín s príslušnou optimalizovanou 
koncentráciou boli spriemerované a prepočítané na obsah fenolických zložiek v 1 grame danej rastliny, 
prípadne v 1 grame získaného oleja získaného extrakciou hexánom. V tabuľke 12 sú zhrnuté vypočítané 
hodnoty. 

Tab. 12: Celkový obsah fenolických zlúčenín v pripravených extraktoch 

Vzorka Vodné extrakty 
[mg/g vzorky] 

Etanolové extrakty 
[mg/g vzorky] 

Olejové extrakty 
[mg/g oleja] 

Brusnice 1,88 + 0,04 1,88+0,01 -

Čučoriedky 3,33+0,01 3,33 ± 0,00 -

Kurkuma 2,85 + 0,09 3,50 ± 0,08 27,88 ± 1,02 
Mäta 38,44 + 0,02 34,91+0,01 8,24 + 0,41 
Harmanček 15,67 + 0,01 36,12 + 0,02 5,03 ± 0,33 
Škorica 50,33 + 0,01 52,14 + 0,02 7,30+1,21 
Zázvor 5,86 + 0,00 6,30 + 0,01 0,51+0,10 
Ľan - - 0,78+0,01 

Z grafického znázornenia množstva fenolov v daných extraktoch (obrázok 13) je patrné, že vysoké 
obsahy vykazovali najmä vodné a etanolové extrakty mäty, harmančeku a škorice. Vodné a etanolové 
extrakty pripravené z brusnicovej a čučoriedkovej šťavy spolu s kurkumou obsahujú signifikantně 
nižšie množstvo fenolických zložiek. Určitý rozdiel v množstve fenolov mohol vzniknúť pri príprave 
a spracovaní štiav. U kurkumy zohráva rolu hydrofóbny charakter jej významnej fenolickej zlúčeniny 
kurkumínu, ktorý sa do polárnych rozpúšťadiel vody a etanolu extrahoval len v nízkych koncentráciách. 
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Z tohto dôvodu dosiahol najvyššiu hodnotu spomedzi olejových vzoriek olej z kurkumy. S približne 
tretinovými obsahmi za ním nasledovali matový, škoricový a harmančekový olej a ako posledné 
v obsahu fenolických látok sa preukázali zázvorový a ľanový olej. 

V prípade harmančekových extraktov má na obsah extrahovaných fenolov značný vplyv rozpúšťadlo. 
Etanol sa preukázal v tomto prípade efektívnejší ako voda. U ostatných vzoriek je rozdiel v účinnosti 
medzi vodou a 20% etanolom len veľmi nízky. 
Je zaujímavé porovnávať obsah fenolických látok po extrakcii vodou, príp. 20% etanolom, oproti olejom 
extrahovaným hexánom. Hoci v prípade olejových extraktov je stanovenie prepočítané na gram 
získaného oleja, nie na pôvodnú navážku byliny, stále je vo väčšine prípadov viditeľný značný pokles. 
S tepelným spracovaním klesá vo všeobecnosti ako antioxidačná aktivita, tak i obsah fenolických 
zložiek. 3 3 4 Preto v prípade oleja, kedy bola vzorka extrahovaná pri teplote až 170 °C je viditeľný úbytok 
týchto zlúčenín v porovnaní s extraktmi vo vode a v etanole, kde najvyššia teplota pri extrakcii dosiahla 
37 °C. Ďalším dôležitým faktorom je schopnosť hexanu extrahovať najmä lipofilné zložky, pričom 
fenolické látky majú prevažne hydrofilný charakter. 
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Obr. 13: Celkový obsah fenolických látok v extraktoch vybraných rastlín 

5.1.2 Stanovenie celkových flavonoidov 

Princíp stanovenia celkových flavonoidov spočíva v spektrofotometrickej analýze oranžového sfarbenia 
oranžovočervených komplexov vznikajúcich reakciou chloridu hlinitého s keto- a hydroxyskupinou 
flavonoidov. Intenzita odpovedá množstvu prítomných flavonoidov a je spektrofotometricky determi-
novateľnápri vlnovej dĺžke 510 nm. 3 3 5 

Výsledné hodnoty absorbancií roztokov jednotlivých druhov extraktov rastlín s príslušnou optima
lizovanou koncentráciou boli spriemerované a prepočítané na hmotnosť flavonoidov v 1 grame danej 
rastliny, prípadne v 1 grame oleja získaného extrakciou hexánom. V tabuľke 13 sú zhrnuté vypočítané 
hodnoty a v grafe na obrázku 14 názorne graficky zobrazené. 
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Tab. 13: Obsah celkových flavonoidov v pripravených extraktoch 

Vzorka Vodné extrakty 
[mg/g vzorky] 

Etanolové extrakty 
[mg/g vzorky] 

Olejové extrakty 
[mg/g oleja] 

Brusnice 0,84 + 0,00 0,99+0,01 -

Čučoriedky 1,43 + 0,00 1,34 + 0,01 -

Kurkuma 2,09 + 0,01 2,30 + 0,01 7,88 + 0,88 
Mäta 21,54 + 0,11 18,52+1,13 1,18 + 0,67 
Harmanček 4,52 + 0,03 18,52 ± 0,25 0,81+0,77 
Škorica 24,36 + 0,12 47,52 + 0,14 1,37 + 0,10 
Zázvor 3,09 ± 0,02 3,09+0,01 0,24 ± 0,02 
Ľan - - 0,65+0,16 

Pri porovnaní výsledných hodnôt celkového obsahu fenolických látok a flavonoidov je vidieť, že 
vo väčšine prípadov tvoria flavonoidy ako podskupina fenolických molekúl viac ako polovicu. Opäť 
najvyššie množstvo obsahujú extrakty škorice, harmančeka a mäty. U harmančeka a škorice je 
pozorovateľná signifikantná výhoda použitia 20% etanolu ako extrakčného činidla flavonoidov. 
U škorice sa spomedzi flavonoidov predpokladá najvyššie zastúpenie kvercetínu, kvercitrínu 
a kempferolu. Tieto látky boli preukázané ako protizápalovo pôsobiace fytochemikálie. 

Oleje nasledovali podobný trend v prípade flavonoidov ako pri fenoloch - opäť s výnimkou 
kurkumy výrazne nižší obsah v porovnaní s vodnými a etanolovými vzorkami. Najvyššiu hodnotu 
flavonoidov dosiahol olej extrahovaný z kurkumy, potom škorice, mäty, harmančeka a nakoniec 
zázvorový a ľanový olej. 
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Obr. 14: Obsah flavonoidov v extraktoch vybraných rastlín 
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5.1.3 Stanovenie vybraných flavonoidov pomocou RP-HPLC/UV-VIS 

Pre identifikáciu a vyjadrenie množstva niekoľkých zástupných druhov flavonoidov bola zvolená analy
tická metóda RP-HPLC s UV-VIS detekciou. 

Z rovníc kalibračných kriviek uvedených v kapitole 4.2.4 (tabuľka 8), bol vypočítaný obsah 
detegovaných flavonoidov u vzorky vodného roztoku brusníc, mäty a harmančeka (tabuľka 14). Ukážka 
chromatogramu pre vodný extrakt brusníc sa nachádza v prílohe 1. 

Tab. 14: Identifikácia a stanovenie koncentrácie flavonoidov u vodných extraktov brusníc, mäty a harmančeku 
(N- nedetegované) 

Názov flavonoidu Brusnice 
[pg/g vzorky] 

Mäta 
[pg/g vzorky] 

Harmanček 
[pg/g vzorky] 

Aloenín A N 1130,32 N 
Apigenín 36,86 N 552,79 
Epikatechín N N 388,80 
Floridzín N N 31,00 
Hesperidín 66,26 
Kvercitín-3-glukozid N N 9,83 
Kyselina gallová 29,11 822,02 780,76 
Kyselina chlorogenová N N 1 340,63 
Kyselina kávová 77,80 N 1 223,33 
Kyselina kumarová 45,55 49,05 26,27 
Pelargonidín-3-glukozid 

V extrakte matových lístkov bol zistený vysoký obsah látky aloenínu A . Táto bioaktívna zlúčenina 
vykazuje protizápalové vlastnosti,336 má pozitívny vplyv na črevné epiteliálne bunky a dokonca má 
potenciál chemoprotektívnej látky pri prevencii kancerogenézy. 3 3 7 , 3 3 8 Robí tak matový extrakt veľmi 
zaujímavým pre účely tejto práce. Okrem toho sa v matovom extrakte objavil aj flavonoid hesperidín, 
ktorého terapeutický význam pri liečbe IBD bol opísaný už v kapitole 2.4.2. 

U všetkých troch vzoriek bola detegovaná kyselina gallová s významným zastúpením vo vodných 
extraktoch mäty a harmančeka. Mnoho štúdií dokladá jej potenciálne klinicky využiteľné antioxidačné, 
protinádorové, kardio- a neuroprotektívne vlastnosti. Zatiaľ však chýbajú potvrdzujúce klinické testy.339 

Ďalšou látkou nachádzajúcou sa u všetkých troch extraktov bola kyselina kumarová. Koncentrácia 
dosahovala u brusníc a mäty takmer dvojnásobok množstva v extrakte harmančeka. Kyselina kumarová 
vykazuje baktericídne účinky u množstva patogénnych baktérií (napr. Shigella dysenteriae).340 Táto 
vlastnosť by mohla byť využitá k inhibícii nežiadúcich druhov v prípade dysbiózy tráviaceho traktu. 
Prevedené in vitro testy na zvieracích modeloch potvrdili i protizápalový a imunomodulačný efekt tejto 
látky. 3 4 1 

U extraktov brusníc a harmančeku boli detegované podobné zlúčeniny, avšak kvantitatívne, ale 
i kvalitatívne, bolo ich zastúpenie niekoľkonásobne vyššie u harmančeku. Apigenín je preukázateľne 
významnou protizápalovo pôsobiacou látkou, nachádzajúcou široké uplatnenie vo farmakologickom 
priemysle.3 4 2 Podobne je na tom i epikatechín a floridzín.343'344 

Za povšimnutie stojí vysoký obsah chlorogenovej a kávovej kyseliny v harmančekovom extrakte, hoci 
ich typickým zdrojom v potrave je hlavne káva. Kyselina chlorogenová pôsobí protizápalovo 
a antioxidačné, a stáva sa tak možnou alternatívou v liečbe a prevencii chronických zápalových 
ochorení. 3 4 5 Ďalšia štúdia odhalila možné prebiotické vlastnosti tejto látky, keďže je v hrubom čreve 
utilizovateľná predovšetkým probiotickými baktériami rodu Bifidobacterium a Lactobacillus.346 
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5.1.4 Stanovenie celkových karotenoidov 

Karotenoidy boli u jednotlivých vzoriek po vhodnom nariedení acetónom stanovené ako ekvivalentné 
množstvo (3-karoténu pri vlnovej dĺžke 445 nm. Výsledné hodnoty sú uvedené v tabuľke 15 a graficky 
znázornené na obrázku 15. 

Tab. 15: Obsah celkových karotenoidov ako ekvivalentu /3-karoténu v jednotlivých extraktoch 

Vzorka Vodné extrakty 
[mg/g vzorky] 

Etanolové extrakty 
[mg/g vzorky] 

Olejové extrakty 
[mg/g oleja] 

Brusnice 25,66 + 0,17 31,14 + 0,06 -

Čučoriedky 159,85 +0,58 202,16+0,08 -

Kurkuma 2 013,27 + 0,88 2 228,98 ± 0,06 338 562,62 ± 6,70 
Mäta 251,11 ±0,17 2 859,51 +0,06 632,91 ±0,56 
Harmanček 26,52 ± 0,28 285,95 +0,11 1 053,67 ± 0,00 
Škorica 204,65 ± 0,06 396,02 ± 0,55 8 397,64 ± 1,01 
Zázvor 38,72 ± 0,06 24,34 + 0,11 920,21 ± 1,07 
Ľan - - 143,09 ± 0,04 
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Obr. 15: Obsah celkových karotenoidov v daných extraktoch 

Najvyššie hodnoty dosiahol olejový extrakt kurkumy, ale v tomto prípade môže byť výsledok 
skreslený. Vysokú absorbanciu mohol vykazovať v tejto oblasti i kurkumín ako typické oranžovo-žlté 
farbivo kurkumy s absorpčným maximom v organických rozpúšťadlách v rozmedzí 408-430 nm. 3 4 7 

Kurkumín má hydrofóbne vlastnosti, preto sa najlepšie extrahoval do lipidických extraktov. 
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Pre odlíšenie karotenoidov by v tomto prípade bola potrebná špecifickejšia analýza, avšak po stanovení 
celkového obsahu fenolických látok (tabuľka 12) sa dá predpokladať i pomerne veľké zastúpenie 
karotenoidov. Kombinácia fenolických zložiek a karotenoidov tak z kurkumy robí bohatý prírodný zdroj 
antioxidantov. 
Po kurkume najvyššiu absorbanciu vykazoval olej zo škorice, kde mohol zohrávať rolu žltkastý derivát 
akroleínu cinnamaldehyd. 

Ako sa dalo predpokladať na základe chemických vlastností, hexán ako extrakčné činidlo 
vo všeobecnosti vykazoval najlepšie vlastnosti pri extrakcii karotenoidov. Pre zachovanie prospešných, 
avšak pomerne nestabilných a na oxidáciu náchylných biologicky aktívnych látok vyskytujúcich sa 
v olejových extraktoch348, by mohla byť využitá napr. enkapsulácia do lipozómov. 

5.1.5 UV-VIS spektrálna analýza 

Namerané spektrá vo viditeľnej oblasti elektromagnetického žiarenia s využitím UV-VIS 
spektofotometrie sú pre všetky vzorky priložené v prílohách (príloha 2). Okrem oblasti, v ktorej je svetlo 
absorbované karotenoidmi, boli u vzoriek viditeľné absorpčné maximá (peaky) i v iných oblastiach. 
Pri interpretácii je však potrebné zohľadniť niekoľko faktorov ovplyvňujúcich výsledky. Rozpúšťadlo 
môže interagovať s chromoforom a tak je hlavne v U V oblasti možné pozorovať absorpčné maximá 
rozpúšťadiel. Ďalej koncentrácia analytov nie je jednotná a štandardne kalibrovaná, preto nemožno 
výsledky z daných spektier kvantifikovat'. Posledným významným faktorom je vplyv pH, ktoré môže 
u niektorých zlúčenín ovplyvniť ich elektronickú štruktúru. 

U brusníc viditeľný peak v oblasti okolo 530 nm vypovedá o prítomnosti červeno-fialových farbív 
pravdepodobne antokyanínov. U čučoriedok je slabšie viditeľný peak v okolí 550 nm, zodpovedajúci 
fialovým farbivám, taktiež predovšetkým zo skupiny antokyanínov. U čučoriedok je však dôležitá 
konkrétna odroda, pretože dužina plodov sa môže výrazne farebne líšiť. V prípade kurkumy sa 
jednoznačne jedná ojej typické farbivo kurkumín, ktoré sa extrahovalo predovšetkým do olejovej 
vzorky. Olej z mäty extrahovaný hexánom vykazuje zaujímavé peaky vo viacerých oblastiach viditeľ
ného svetla. Vysoké hodnoty vo vlnových dĺžkach približne 410 a 670 nm poukazuje na prítomnosť 
žltých a zelených farbív - chlorofylov, najmä chlorofylu a v lístkoch mäty. Sú ešte rozpoznateľné 
menšie peaky v oblasti, v ktorej absorbujú svetlo karotenoidy. V prípade vodných a etanolových 
extraktov neboli extrahované prakticky žiadne z týchto farbív. U harmančeka boli výsledky podobné 
ako u mäty. Zvýšenú absorbanciu pri približne 410 nm u vzoriek škorice spôsobuje najmä žltá zlúčenina 
cinnamaldehyd. Za žlté sfarbenie extraktov zázvoru sú podobne ako u kurkumy zodpovedné 
pravdepodobne zlúčeniny kurkumín, demetoxykurkumín a 6-dehydrogingerdión. U oleja extraho
vaného z ľanových semiačok sa objavili peaky charakteristické pre chlorofyly a taktiež antokyaníny. 

5.1.6 Stanovenie antioxidačnej aktivity 

Pri metódach stanovenia antioxidačnej aktivity sa využívajú syntetické radikály voľne generované alebo 
postupne pridávané do reakčnej zmesi. V tejto práci bola použitá látka ABTS ako peroxidázový substrát 
tvoriaci v prítomnosti peroxidu vodíka reakciou s peroxylovými radikálmi alebo inými oxidantami 
metastabilný radikál-katión ABTS* + modrozeleného sfarbenia. Je spektrofotometricky stanoviteľný 
v rozmedzí vlnových dĺžok 600-750 nm. Antioxidačná aktivita stanovovaných extraktov slúžiacich 
v tejto reakcii ako donor vodíku je prezentovaná ako schopnosť znížiť intenzitu sfarbenia roztoku 
obsahujúceho ABTS*"1".3 4 9 Celková antioxidačná aktivita vzorky sa pri použitej T E A C metóde 
interpretuje ako ekvivalentné množstvo TROLOX-u, čo je vo vode rozpustná antioxidačne pôsobiaca 
látka štruktúrou podobná vitamínu E. 

Výsledné hodnoty rozdielov absorbancií extraktov rastlín boli prepočítané na hmotnosť 
ekvivalentného množstva TROLOX-u v 1 grame danej rastliny (resp. v 1 grame oleja) podľa postupu 
v kapitole 4.2.6. V tabuľke 16 sú zhrnuté vypočítané hodnoty a na obrázku 16 graficky vyjadrené. 
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Tab. 16: Antioxidačná aktivita stanovená pre vybrané vzorky 

Vzorka Vodné extrakty [mg/g vzorky] Etanolové extrakty [mg/g vzorky] 

Brusnice 0,10 + 0,02 0,19 + 0,05 
Čučoriedky 0,22 ± 0,00 0,81+0,00 

Kurkuma 2,09 + 0,00 2,39 ± 0,00 

Mäta 5,02 + 0,00 4,92 + 0,01 
Harmanček 4,72 + 0,00 5,04 ± 0,00 
Škorica 5,01 + 0,00 5,05 ± 0,00 
Zázvor 4,65 + 0,02 4,94 ± 0,00 

V grafe na obrázku 16 je vidieť, že až na vzorku čučoriedok nie je signifikantný rozdiel v antio-
xidačnej aktivite medzi vzorkami extrahovanými vodou a 20% etanolom. Relatívne rozloženie 
antioxidačnej aktivity medzi vzorkami je podobné obsahom fenolických látok a flavonoidov, preto sa 
dá predpokladať, že vo väčšine prípadov vykazovali antioxidačné vlastnosti najmä fenolické zlúčeniny. 
Výnimkou je zázvor, ktorý obsahuje nízke množstvo fenolov, ale i napriek tomu vykazuje pomerne 
vysokú antioxidačnú aktivitu. To nasvedčuje tomu, že obsahuje okrem antioxidantov s fenolickou 
štruktúrou i iný typ fytoantioxidantov. S najväčšou pravdepodobnosťou sa jedná o esenciálne oleje, 
resp. terpénové zlúčeniny. Vysoká antioxidačná aktivita môže súvisieť aj s typom použitej vzorky, 
keďže existujú štúdie potvrdzujúce vyššiu antioxidačnú aktivitu sušeného zázvoru (zvoleného 
i pre potreby tejto práce) ako čerstvého. 3 5 0 ' 3 5 1 
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Obr. 16: Antioxidačná aktivita vybraných extraktov stanovená ako ekvivalentné množstvo TROLOX-u v grame 
danej vzorky 
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5.2 Interakcia bylinných extraktov s probiotikami 

Pôsobenie prírodných extraktov v rôznych typoch rozpúšťadiel na probiotické bunky (Bifidobacterium 
breve, Lactobacillus acidophilus) bolo stanovené podľa postupu v kapitole 4.4. Výsledné hodnoty sú 
pre jednotlivé kultúry spracované v tabuľke 17. Pre lepšiu názornosť sú spracované výsledky i vo forme 
relatívneho nárastu kultúr voči referenčnej vzorke (obrázok 17). 
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Obr. 17: Relatívny nárast probiotických kultúr v prítomnosti prírodných extraktov po 24 hodinách v porovnaní 
s referenčnou vzorkou bez extraktov (hexánové extrakty predstavujú oleje získané extrakciou hexánom) 
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Tab. 17: Ovplyvnenie životaschopnosti probiotíkpridaním rastlinných extraktov (^percentuálne vyjadrený 
nárast vzhľadom na referenčnú vzorku, tj. probiotiká s rozpúšťadlom) 

B. breve 
Vodné extrakty Etanolové extrakty Oleje 

B. breve Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Bez 
extraktu 

3,65 • 109  

+ 4,51 • 107 
0,0% 

3,51 • 109  

+ 2,55 • 107 
0,0% 

-7,59 • 107  

±2,59 • 106 
0,0% 

Brusnice 
3,42 • 109 

± 9,08 • 107 
-6,3 % 

1,96 • 109 

± 1,06 • 109 
-44,1 % - -

Čučoriedky 
3,27 • 109  

+ 2,95 • 108 
-10,3 % 

2,88 • 109  

+ 1,85 • 108 
-17,9 % - -

Kurkuma 
4,45 • 109  

+ 2,36 • 108 
22,0 % 

1,35 • 109  

+ 8,32 • 108 
-61,6% - -

Mäta 
3,67 • 109  

+ 3,68 • 108 
0,4% 

2,25- 109  

+ 1,14 • 109 
-35,7 % 

-1,75 • 109  

±2,87 • 107 -2 203 % 

Harmanček 
3,54 • 109  

+ 1,16 • 108 
-3,1 % 

3,07 • 109  

+ 7,37 • 107 
-12,6 % 

-6,68 • 107  

±2,95 • 107 
12% 

Škorica 
3,77 • 109  

+ 0,66 • 108 
3,3 % 

3,67 • 109  

+ 3,60 • 108 
4,7% - -

Zázvor 
3,65 • 109  

+ 2,95 • 108 
0,0% 

3,31 • 109  

±3,11 • 108 
-5,7 % 

8,82 • 108  

+ 1,09 • 108 
1 262 % 

Ľan - - - -
-4,80 • 107  

+ 8,04 • 105 
37 % 

L. 
acidophilus 

Vodné extrakty Etanolové extrakty Oleje 
L. 

acidophilus 
Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Bez 
extraktu 

1,97 • 108  

+ 7,85 • 107 
0,0% 

1,13 • 108  

+ 1,42 • 107 0,0% 
-4,84 • 108  

+ 3,43 • 108 
0,0% 

Brusnice 
4.60 • 108  

+ 1,85 • 108 
133,2 % 

5,02 • 108  

+ 2,20 • 108 
342,9 % - -

Čučoriedky 
1,13 • 109  

±4,14 • 108 
471,9 % 

4,22 • 108  

+ 1,67 • 108 
272,3 % - -

Kurkuma 
1,92 • 109  

+ 1,04 • 109 875,0 % 
2,27 • 108  

+ 4,55 • 107 
100,4 % - -

Mäta 
1,26 • 109  

+ 9,82 • 108 
537,9 % 

9,75- 108  

+ 7,33 • 108 
760,9 % 

-1,18 • 109  

+ 1,47 • 107 
-144 % 

Harmanček 
3,51 • 109  

+ 8,99 • 107 
1 680,8 % 

2,05 • 108  

+ 1,77 • 107 80,9 % 
-2,51 • 108  

±4,17 • 109 48 % 

Škorica 
1,76 • 109  

+ 1,79 • 108 
795,1 % 

1,80 • 109  

+ 5,96 • 108 
1 490,1 % - -

Zázvor 
9,49 • 107  

+ 1,22 • 107 
-51,8% 

8,91 • 107  

+ 2,25 • 107 
-21,3 % 

7,82 • 108  

±2,66 • 107 
261 % 

Ľan - - - -
-1,33 • 109  

±2,04 • 108 
-174 % 
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V prípade B. breve výrazne inhibičný efekt vykazovali extrakty brusníc a čučoriedok, etanolový 
extrakt kurkumy a harmančeku, a oleje mäty a ľanových semienok. Medzi extrakty, ktoré naopak 
pozitívne ovplyvnili nárast kultúry patril vodný extrakt kurkumy, etanolový extrakt škorice a olej 
zo zázvoru. V tomto prípade je však inhibícia probiotík nežiadúca, takže vzorky, ktoré pôsobili 
na probiotické baktérie baktericídne, boli vylúčené z ďalších aplikácií a koenkapsulácií s probiotikami. 

Probiotický kmeň L. acidophilus bol inhibovaný rastlinnými extraktmi celkovo menej ako B. breve. 
Značný inhibičný efekt vykazovali len oleje extrahované z mäty a ľanového semienka, prípadne 
v menšej miere vodný a etanolový extrakt zázvoru. Ostatné vzorky nepotláčali rast kultúry. Najväčší 
nárast bol zistený u vodného extraktu harmančeka, etanolového extraktu škorice a oleja zázvoru. 

5.3 Vplyv rastlinných extraktov na viabilitu probiotík v priebehu modelového trávenia 

Cieľom tohto experimentu bolo nasimulovať podmienky počas trávenia v ľudskom tele a pozorovať, či 
niektoré extrakty poskytujú počas tohto procesu ochranu probiotickým baktériám. Princíp merania bol 
analogický ako v kapitole 5.2. 

Za využitia 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky a rozdielu zákalu v čase 0 a 24 hodín bol sledovaný 
a porovnávaný počet probiotických baktérií v prítomnosti jednotlivých extraktov pred samotným 
začiatkom trávenia, po pôsobení žalúdočnej šťavy a po účinku črevných štiav. Počet buniek bol opäť 
prepočítaný na základe kalibračnej závislosti absorbancie pri 630 nm na počte bakteriálnych buniek 
stanovených nepriamou kultivačnou metódou, uvedenej v kapitole 4.4. 

Výsledné vypočítané hodnoty sú uvedené v tabuľkách 18 a 19. Farebne sú odlíšené vzorky, 
pri ktorých pôsobení bol pozorovaný signifikantný nárast probiotických kultúr najmä po skončení 
modelového trávenia. 

Tab. 18: Ovplyvnenie nárastu B. breve kopôsobením rastlinných extraktov v priebehu modelového trávenia 
(^percentuálne vyjadrený nárast vzhľadom na referenčnú vzorku, tj. probiotiká s rozpúšťadlom) 

Vodné 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Vodné 

extrakty 
Počet buniek 

po 24 hodinách 
Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Voda 
6,22 • 108  

+ 2,00 • 108 
0% 

1,64 • 108  

±3,51 • 107 
0% 

1,52 • 108  

±4,94 • 107 0% 

Brusnice 
6,01 • 108  

+ 3,72 • 107 -3 % 
1,55 • 108  

+ 2,22 • 107 -5 % 
2,49 • 107  

±6,28 • 106 
-84% 

Čučoriedky 
2,18 • 109  

±2,58 • 108 
251 % 

1,86 • 108  

+ 9,70 • 106 
13 % 

5,62 • 107  

±8,38 • 106 
-63 % 

Kurkuma 
3,80 • 108  

±3,11 • 107 
-39% 

2,45 • 108  

+ 2,52 • 107 50% 
-1,84 • 108  

+ 3,03 • 107 
-221 % 

Mäta 
2,00 • 108  

+ 1,12 • 107 -68% 
1,24 • 108  

+ 3,65 • 107 
-25 % 

1,76 • 109  

±5,02 • 108 1 059 % 

Harmanček 
1,70 • 109  

±7,50 • 107 
173 % 

2,22 • 108  

±4,14 • 107 35 % 
-1,56 • 108  

±7,96 • 107 
-202 % 

Škorica 
-1,86 • 109  

±7,53 • 107 
-400 % 

4,42 • 108 

± 1,42 • 108 
170% 

3,67 • 108  

+ 1,25 • 108 
141 % 

Zázvor 
9,16 • 107  

±4,57 • 107 -85 % 
4,49 • 107  

+ 2,39 • 107 
-73 % 

1,29 • 108  

+ 3,52 • 107 
-15 % 
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Tab. 18: Ovplyvnenie nárastu B. breve kopôsobením rastlinných extraktov v priebehu modelového trávenia 
(^percentuálne vyjadrený nárast vzhľadom na referenčnú vzorku, tj. probiotiká s rozpúšťadlom) -pokračovanie 

Etanolové 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Etanolové 
extrakty 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

20% etanol 
2,32 • 109  

+ 9,36 • 107 
0% 

2,12 • 108  

±7,14 • 106 0% 
5,24 • 107  

±6,62 • 106 0% 

Brusnice 
8,20 • 108  

±2,69 • 107 
-65 % 

2,22 • 108  

+ 1,32 • 107 5 % 
-5,63 • 107  

+ 1,64 • 106 
-207 % 

Čučoriedky 
4,81 • 109  

+ 1,34 • 108 
107 % 

2,82 • 108  

±7,31 • 106 
33 % 

-6,05 • 107  

+ 3,97 • 107 
-215 % 

Kurkuma 
4,21 • 108  

+ 2,06 • 107 
-82% 

2,61 • 108  

+ 3,80 • 106 
23 % 

-1,63 • 108  

±2,56 • 107 
-410 % 

Mäta 
2,04 • 108 

± 1,61 • 107 
-91 % 

2,57 • 108 

± 1,86 - 107 
21 % 

5,75 • 106  

+ 1,61 • 106 
-89 % 

Harmanček 
1,97 • 109  

±9,26 • 107 
-15 % 

3,02 • 108  

+ 1,32 • 107 43 % 
9,28 • 107  

±2,75 • 106 
77 % 

Škorica 
-1,10 • 109  

±2,91 • 108 
-147 % 

3,07 • 108  

+ 3,64 • 107 
45 % 

4,21 • 108  

+ 3,93 • 107 
703 % 

Zázvor 
2,19 • 108  

+ 1,69 • 107 
-91 % 

1,59 • 108  

+ 2,22 • 107 -25 % 
1,12 • 107  

±3,17 • 106 -79 % 

Olejové 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Olejové 
extrakty 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

DMSO 
2,32 • 109  

+ 3,05 • 107 
0% 

4,66 • 109  

+ 1,77 • 108 0% 
4,05 • 108  

±2,60 • 108 
0% 

Kurkuma 
-2,35 • 109  

±2,66 • 108 
-201 % 

3,67 • 108  

+ 1,04 • 107 
-92% 

-5,76 • 107  

+ 1,69 • 106 
-114% 

Mäta 
9,72 • 108  

±7,30 • 107 
-58% 

3,91 • 109  

+ 5,78 • 108 
-16% 

1,16 • 107  

+ 1,16 • 106 
-97 % 

Harmanček 
1,16 • 109  

±7,79 • 107 
-50% 

2,52 • 109  

+ 1,13 • 108 
-46% 

-9,36 • 107  

+ 3,79 • 107 
-124 % 

Škorica 
-1,86 • 108  

±7,67 • 107 -108 % 
-9,63 • 107  

+ 1,41 • 107 
-102 % 

-1,15 • 108  

+ 1,32 • 107 -128 % 

Zázvor 
-4,51 • 109  

±2,33 • 108 
-295 % 

-1,78 • 109  

+ 4,06 • 108 
-138 % 

-2,30 • 107  

±2,21 • 106 -106 % 

Ľan 
2,02 • 109  

±3,13 • 107 
-13 % 

2,40 • 109  

+ 1,43 • 108 
-48% 

3,16 • 107  

±5,72 • 106 
-92% 

Najväčší nárast kultúr po ukončení procesu modelového trávenia bol v prípade B. breve pri prídavku 
vodných extraktov mäty a škorice, a tiež etanolových extraktov harmančeku a škorice. Oleje naopak 
podporili inhibíciu baktérií v priebehu prechodu tráviacimi šťavami. Výrazný pokles kultúr bol 
sledovaný už i u vzoriek, ktoré neboli vystavené tráviacim šťavám. 

Vodné a etanolové extrakty vykazovali vo väčšine prípadov zaujímavú ochrannú funkciu 
pre probiotiká pred žalúdočnou šťavou. Avšak po pôsobení črevných štiav bolo pozorované značné 
zníženie životaschopnosti buniek, čo robí tieto extrakty nevhodnými pre potreby tejto práce. 
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Tab. 19: Ovplyvnenie nárastu L. acidophilus kopôsobením rastlinných extraktov v priebehu modelového trávenia 
(^percentuálne vyjadrený nárast vzhľadom na referenčnú vzorku, tj. probiotiká s rozpúšťadlom) 

Vodné 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Vodné 

extrakty 
Počet buniek 

po 24 hodinách 
Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Voda 
5,88 • 108  

+ 7,63 • 107 
0% 

1,92 • 108  

+ 1,83 • 107 
0% 

4,26 • 108  

+ 6,30 • 107 0% 

Brusnice 
-9,30 • 107 

± 1,47 • 106 -116 % 
2,26 • 108  

+ 1,13 • 107 
18% 

-1,79 • 108  

+ 1,39 • 106 
-142 % 

Čučoriedky 
-2,21 • 108  

±3,38 • 107 
-138 % 

2,65 • 108  

+ 7,38 • 106 
38% 

-1,52 • 108  

±2,23 • 107 
-136 % 

Kurkuma 
2,65 • 109  

+ 2,38 • 108 
352 % 

2,04 • 108  

+ 1,17 • 107 6% 
-8,26 • 107  

±6,50 • 107 
-119% 

Mäta 
3,55 • 109  

+ 1,17 • 107 
504% 

2,30 • 108  

±7,13 • 106 
20% 

4,16 • 108  

±5,83 • 107 
- 2 % 

Harmanček 
6,72 • 108  

+ 1,62 • 108 
14% 

2,67 • 108  

+ 1,49 • 107 
39% 

-8,84 • 107  

+ 1,33 • 106 
-121 % 

Škorica 
2,45 • 108  

±2,12 • 107 -58% 
4,76 • 108  

±6,11 • 106 
149 % 

1,06 • 109  

+ 1,06 • 108 
149% 

Zázvor 
3,44 • 109  

±3,32 • 108 485 % 
1,45 • 108  

+ 9,78 • 106 
-24% 

-1,17 • 107  

±9,87 • 105 -103 % 

Etanolové 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Etanolové 
extrakty 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

20% etanol 
7,87 • 107  

+ 1,81 • 107 
0% 

1,04 • 108  

±4,71 • 106 0% 
-2,65 • 108  

+ 1,17 • 108 0% 

Brusnice 
-5,13 • 107  

±2,15 • 107 
-165 % 

1,60 • 108  

+ 5,86 • 106 
54% 

-1,88 • 108  

+ 1,44 • 108 29 % 

Čučoriedky 
8,12 • 107  

±9,60 • 106 
3 % 

1,77 • 108  

+ 2,39 • 107 
70% 

-1,71 • 108  

+ 1,33 • 108 
35 % 

Kurkuma 
3,19 • 108  

±5,68 • 106 
305 % 

1,92 • 108  

+ 6,09 • 106 
84% 

-8,30 • 107  

+ 1,05 • 106 
69 % 

Mäta 
2,86 • 108  

+ 1,18 • 108 
264% 

1,70 • 108  

+ 3,23 • 107 
63 % 

-2,19 • 108  

±8,38 • 107 
17 % 

Harmanček 
4,19 • 109  

+ 1,09 • 108 
5232 % 

2,03 • 108  

+ 4,80 • 107 
95 % 

2,30 • 109  

±9,07 • 108 
967% 

Škorica 
8,15 • 108  

±2,77 • 108 936 % 
3,44 • 108  

+ 5,54 • 107 
231 % 

2,81 • 109  

±4,82 • 108 1159% 

Zázvor 
1,79 • 109  

±4,48 • 108 
2179 % 

1,62 • 108  

+ 2,82 • 107 
56% 

2,04 • 109  

+ 1,08 • 109 
868 % 
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Tab. 19: Ovplyvnenie nárastu L. acidophilus kopôsobením rastlinných extraktov v priebehu modelového trávenia 
(^percentuálne vyjadrený nárast vzhľadom na referenčnú vzorku, tj. probiotiká s rozpúšťadlom) - pokračovanie 

Olejové 
extrakty 

Pred trávením Po pôsobení žalúdočnej šť. Po pôsobení črevných štiav 
Olejové 
extrakty 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

Počet buniek 
po 24 hodinách 

Nárast 
kultúr* 

DMSO 
2,29 • 108  

+ 1,78 • 107 
0% 

1,32 • 108  

+ 9,43 • 107 
0% 

1,82 • 108  

±2,68 • 107 
0% 

Kurkuma 
-9,96 • 108  

+ 1,76 • 108 
-524 % 

-4,48 • 108  

±6,17 • 107 -439 % 
-3,07 • 108  

±5,83 • 106 
-269 % 

Mäta 
3,13 • 108  

+ 7,60 • 106 
37% 

2,32 • 108  

+ 1,91 • 107 
76% 

-7,72 • 107  

±7,98 • 106 
-140 % 

Harmanček 
2,40 • 108  

±2,33 • 107 
5 % 

2,63 • 108 

± 1,29 • 107 
99% 

1,87 • 108  

±7,57 • 106 3 % 

Škorica 
2,27 • 108  

±2,76 • 107 
-1 % 

1,39 • 108  

±4,10 • 107 
5 % 

-1,12 • 108  

±5,6 • 107 
-162 % 

Zázvor 
-2,56 • 108  

±2,30 • 107 
-212 % 

-1,17 • 108  

+ 7,41 • 107 -189 % 
6,91 • 107  

±2,61 • 107 
-62 % 

Ľan 
-4,80 • 108  

+ 8,56 • 107 
-310% 

-3,24 • 108  

±8,13 • 107 
-346 % 

-2,64 • 108  

+ 1,82 • 108 -245 % 

Viabilita L. acidophilus bola v priebehu modelového trávenia oveľa vyššia ako v prípade B. breve. 
Tieto výsledky korelujú s testovaním vplyvu samotných extraktov na probiotické kultúry v kapitole 5.2. 
Z vodných extraktov sa preukázala škorica ako extrakt chrániaci baktérie pred zničením agresívnym 
prostredím tráviacich štiav. U ostatných vzoriek bol pozorovaný výrazný pokles kultúr. 
U etanolových extraktov bol vo všetkých vzorkách pozorovaný nárast kultúr vyšší ako u referenčnej 
vzorky. Najvyšší nárast po pôsobení tráviacich štiav sa preukázal u harmančeka, škorice a zázvoru. 
Pravdepodobne sa do týchto vzoriek vyextrahovali prebiotické látky, či iné molekuly podporujúce 
životaschopnosť a výživu baktérií a poskytujúce ochranu pred tráviacimi enzýmami. Ďalšou možnosťou 
je prípadná čiastočná neutralizácia kyslého prostredia. V prípade olejov bol malý nárast detegovaný len 
u harmančekového oleja, ostatné látky značne inhibovali rast L. acidophilus. 

f; * mm-

Obr. 18: Ukážka vzoriek extraktov s probiotikami nanesených na mikrotitračnú doštičku v rôznych štádiách 
modelového trávenia 
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Keďže cieľom tejto práce je pripraviť probiotické častice obohatené o protizápalové prírodné látky, 
po stanovení množstva bioaktívnych fenolických zlúčenín a antioxidačnej aktivity je ďalej vhodné sa 
zaoberať s extraktmi, v ktorých boli detegované vysoké obsahy týchto požadovaných vlastností. 
Zhrňujúce výsledky z priebežných analýz spolu s označením extraktov s najlepšími výsledkami sú 
prehľadne zhrnuté v tabuľke 20. Na základe stanovení vplyvu jednotlivých extraktov na viabilitu 
použitých probiotických kultúr a charakterizácie ich významných bioaktívnych látok boli ako 
najvhodnejšie pre ďalšie spracovanie a analýzy vybrané: vodné a etanolové extrakty mäty, harmančeka 
a škorice, a olej extrahovaný pomocou hexánu zo zázvoru. 

Tab. 20: Zhrnutie vlastností pripravených extraktov vzhľadom na účely tejto práce, konkrétne vplyvu na viabilitu 
probiotík a obsahu biologicky aktívnych látok 

B. breve L. acidophilus -í 
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1. Brusnice 
vodný x x x x x x 

1. Brusnice 
etanolový x x x x x 

2. Čučoriedky 
vodný x x x x x 

2. Čučoriedky 
etanolový x x x x 

vodný x x x 
3. Kurkuma etanolový x x x 

olejový - x - x -

vodný x 
4. Mäta etanolový x x 

olejový x x x x -

vodný x x x x 
5. Harmanček etanolový x 

olejový x x x -

vodný </ 

6. Škorica etanolový 
olejový - x - x -

vodný x x x x x 
7. Zázvor etanolový x x x x 

olejový x x x -

8. Ľan olejový x x x x x -

Vyhodnotenie: S/VVýVVV vhodné pre dálšie aplikácie; * nevhodné; - neanalyzované 

5.4 Testovanie cytotoxicity vybraných extraktov s využitím bunkovej línie CaCo-2 

Bunkové línie sú jedným z hlavných nástrojov bunkovej biológie. Slúžia ako modelový systém pre štú
dium metabolických dejov, starnutia, mutagenézy, karcinogenézy, vplyvu xenobiotík a toxických látok. 
V tomto experimente boli zvolené modelové ľudské črevné epiteliálne bunky, simulujúce prostredie 
čriev. U zvolených extraktov bola ešte pred samotnou koenkapsuláciou s probiotikami otestovaná ich 
cytotoxicita voči vybranej bunkovej línií CaCo-2. Ako konkrétna metóda testovania bol prevedený M T T 
test. Informácia o prípadnej cytotoxicite je veľmi dôležitá pri príprave častíc, aby bola zvolená bezpečná 
koncentrácia rastlinných extraktov. 
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5.4.1 MTTtest 

Viabilita, resp. životaschopnosť buniek a proliferácia sú posudzované najčastejšie kolorimetrickými 
testami, pričom medzi najpoužívanejšie patrí MTTtest. Je založený na schopnosti redukcie solubilného 
roztoku M T T na fialový formazan nerozpustný vo vode živými bunkami, ktoré majú na rozdiel 
od poškodených alebo mŕtvych buniek funkčné mitochondriálne dehydrogenázy. Stupeň premeny MTT 
na formazan je priamo úmerný aktivite mitochondriálnych dehydrogenáz, čiže metabolickej aktivite 
buniek a ich životaschopnosti. Reakcia prebieha na mitochondriálnej membráne živých buniek 
a vzniknuté kryštály formazanu sa rozpustia vplyvom silného detergentu (napr. DMSO) za vzniku 
fialového roztoku. Stupeň zafarbenia sa následne vyhodnocuje spektrofotometricky.354 

Je potrebné, aby sa bunky počas celej doby experimentu nachádzali v logaritmickej fáze bunkového 
rastu, v ktorej sú najmenej vystavené stresovým faktorom spojeným so samotnou kultiváciou. 

M T T test bol prevádzaný na 96-jamkovej mikrotitračnej doštičke, na ktorú boli podľa schémy 
v kapitole 4.6.2 nanesené riedené extrakty čučoriedok, mäty, harmančeku a škorice. Názorná ukážka 
vzoriek po nanesení na doštičku s bunkami (56. pasáž) a konečný výsledok po pôsobení M T T je 
zobrazená na obrázku 19. Vlastnosťou použitého média je farebná indikácia zmeny pH, čo sa značne 
prejavilo po zmiešaní s danými extraktmi. Namerané pH u jednotlivých vzoriek (viď obrázok 19) 
odpovedá tejto farebnej rozdielnosti. Viabilita buniek bola spočítaná ako pomer absorbancie vzorky voči 
kontrole obsahujúcej len médium. 
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B, C, D 3-9 - čučoriedky (pH = 4,5) 
E, F, G 3-9 - mäta (pH = 8,0) 
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B, C, D 3-9 - harmanček (pH = 4,0) 
E, F, G 3-9 - škorica (pH = 5,0) 

Obr. 19: Ukážka CaCo-2 buniek spolu s rôzne nariedenými extraktmi (vľavo) a po pridaní MTT (vpravo) 
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Z nameraných hodnôt výsledných absorbancií boli stanovené inhibičné koncentrácie daných látok 
a prepočítané na percentuálne množstvo udávajúce viabilitu buniek, resp. aktivitu bunkového 
metabolizmu (tabuľka 21). Tieto hodnoty udávajú, pri ktorej koncentrácii došlo k 50% usmrteniu 
buniek, čo je považované za hraničnú hodnotu cytotoxicity. Čím nižšia je výsledná hodnota, tým väčšiu 
cytotoxicitu daná vzorka vykazuje. Graficky znázornené výsledky sa nachádzajú na obrázkoch 20 a 21. 

Jediná vzorka nevykazujúca žiadne cytotoxické vlastnosti bol extrakt čučoriedok. Ivo svojej 
najvyššej testovanej koncentrácii (28 %) stále dosahovala viabilita buniek viac ako 90 %. 
V prípade harmančeku i napriek svojmu nízkemu pH sa dá považovať za bezpečnú koncentrácia roztoku 
do 17%. Pri vzorkách mäty a škorice je vhodné pre prípadné ďalšie aplikácie v potravinárskom 
priemysle používať koncentrácie len do približne 8 %. 

Tab. 21: Vyhodnotenie MTT testu pre vzorky 1) čučoriedok, 2) mäty, 3) harmančeka a 4) škorice 

1) Viabilita [%] 2) Viabilita [%] 3) Viabilita [%] 4) Viabilita [%] 
4 % 82,51+7,61 4 % 72,45 ± 0,00 4 % 98,23 + 2,31 4 % 65,00 ± 13,67 
8 % 84,63 + 1,63 8 % 55,54 + 13,67 8 % 84,07 ± 4,62 8 % 49,84 ± 10,88 
12 % 90,33 + 1,90 12 % 46,70 ± 9,24 12 % 67,64 + 3,13 12 % 41,40 + 4,93 
16 % 92,15+0,68 16 % 54,39+5,71 16 % 58,47 ± 2,44 16 % 32,41+4,38 
20 % 91,67 + 10,46 20 % 51,41+3,67 20 % 34,86 ± 6,02 20 % 18,07+1,03 
24 % 93,88 ± 3,94 24 % 40,84 + 1,22 24 % 30,59 ± 5,82 24 % 22,15 + 2,38 
28 % 95,04 ± 3,67 28 % 39,46 + 8,10 28 % 23,88 ± 3,72 28 % 18,61+0,16 
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Obr. 20: Výsledné hodnoty MTT testu pre extrakt čučoriedok a mäty (červená línia značí hranicu toxicity) 
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Obr. 21: Výsledné hodnoty MTT testu pre extrakt harmančeku a škorice (červená línia značí hranicu toxicity) 

5.5 Enkapsulácia vybraných extraktov a probiotík 

Procesom enkapsulácie je možné zvýšiť stabilitu i životnosť a požadované vlastnosti ako probiotík, tak 
prchavých fenolických zlúčenín vykazujúcich protizápalové vlastnosti. V tejto práci použitý postup bol 
vybraný z práce, ktorá sa zaoberala optimalizáciou enkapsulačných metód a obalových materiálov 
vhodných pre probiotické bunky. 3 5 3 Bol preto zvolený alginát ako polymérna matrica. Veľkosť častíc 
bola zvolená 1 000 um. Častice o tejto veľkosti sú najmä pri zaujímavom zafarbení samotnými 
extraktmi vzhľadovo pomerne atraktívne a môžu nájsť široké uplatnenie, či už by mali byť 
konzumované samotné alebo primiešané do rôznych potravinových matríc podľa výberu konzumenta. 
Senzorická analýza však nebola v rámci tejto práce prevádzaná. 

K enkapsulácii bola použitá 244iodinová kultúra kmeňov B. breve a L. acidophilus, ktorá už 
obsahovala dostatočné množstvo buniek s vysokou viabilitou. Počet buniek bol ešte pred enkapsuláciou 
stanovený (viď kapitola 5.5.1), pričom bolo overené, že sa vo vzorkách nenachádza prípadná 
kontaminácia. Pri kombinácii s rastlinnými extraktmi bolo potrebné si na základe výsledkov z M T T 
testu v kapitole 5.4 dávať pozor pri príprave zmesí, aby koncentrácia extraktov nepresiahla hranicu 
cytotoxicity voči črevným bunkám. 

Ukážka všetkých pripravených častíc vrátane zloženia a výsledného množstva pripraveného z 19 ml 
enkapsulovanej zmesi sa nachádza v tabuľke 22. Pripravené častice obohatené rastlinným extraktom si 
zachovali príjemnú arómu typickú pre jednotlivé pôvodné extrakty. 
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Tab. 22: Pripravené častice, ich označenie používané ďalej v práci, popis jednotlivých zložiek a hmotnosť 
pripravených častíc z 19 ml pôvodnej alginátovej zmesi 

BI) 
B. breve + mäta 
10,442 8 g 

B2) 
B. breve + harmanček 
12,321 7 g 

B3) 
B. breve + škorica 
11,356 8 g 

Ll) 

L. acidophilus + mäta 

11,860 0 g 

L2) 
L. acidophilus + 
harmanček 
12,563 5 g 

L3) 

L. acidophilus + škorica 

11,058 1 g 

L4) 

L. acidophilus 

9,567 2 g 

5.5.1 Stanovenie počtu probiotík v zmesiach určených k enkapsulácii 

Počet probiotických buniek, ktoré boli ďalej enkapsulované, bol stanovený priamym stanovením, kon
krétne spočítaním baktérií rozsuspendovaných v 1 % roztoku alginátu s vybranými rastlinnými 
extraktmi s využitím Búrkerovej komôrky a optického mikroskopu (obrázok 22). Zároveň tak bolo 
overené, či sa v daných extraktoch nenachádza kontaminácia. 

0,1 mm 
Obr. 22: Ukážka L. acidophilus (vzorka Ll j pri počítaní na Búrkerovej komôrke, zv. 1 000 x 
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Jednotlivé vypočítané hodnoty počtov buniek v zmesiach pripravených na enkapsuláciu podľa 
vzorca uvedeného v kapitole 4.7.2.1 sú uvedené v tabuľke 23. Z výsledných hodnôt vyplýva, že 
množstvo buniek v roztokoch bolo primerane dostačujúce pre nasledujúcu enkapsuláciu do alginátových 
častíc. 

Tab. 23: Počet probiotických buniek v jednotlivých zmesiach určených k enkapsulácii 

Vzorka Počet buniek [b./ml] Vzorka Počet buniek [b./ml] 
BI 1,91 • 106 + 6 L l 1,99 • 106 + 6 
B2 2,71 • 106+ 13 L2 2,31 • 106 + 8 
B3 2,37 • 106 + 3 L3 1,67 • 106 + 5 
B4 3,77 • 106 + 8 L4 2,24 • 106 + 9 

5.5.2 Účinnosť enkapsulácie 

Enkapsulačná účinnosť udáva percentuálne vyjadrené množstvo aktívnej látky úspešne inkorporovanej 
do daných častíc. V tomto prípade bola sledovaná enkapsulačná účinnosť probiotík, resp. života
schopných probiotických baktérií a taktiež fenolických látok ako biologicky aktívnych zložiek rastlín. 

5.5.2.1 Enkapsulačná účinnosť probiotík 
Pre toto stanovenie bol porovnaný počet probiotík v roztoku alginátu pred enkapsuláciou s množstvom 
probiotických baktérií vo vytvrdzovacom roztoku. Analogicky ako v kapitole 5.5.1 bol počet buniek 
určený priamym stanovením počítaním pomocou Búrkerovej komôrky a optického mikroskopu. 

V jednotlivých vzorkách bol počet neúspešne enkapsulovaných probiotík zanedbateľný a enkap
sulačná účinnosť probiotík činila pre všetky vzorky viac ako 99 %. 

5.5.2.2 Enkapsulačná účinnosť fenolických látok 
Porovnaním obsahu fenolických látok v zmesi určenej k enkapsulácii a následne po prevedení 
enkapsulácie v danom vytvrdzovacom roztoku bola vyhodnotená enkapsulačná účinnosť fenolických 
látok v jednotlivých časticiach. Výsledky sú zhrnuté v tabuľke 24. 

Tab. 24: Obsah fenolických zložiek v pripravených časticiach a enkapsulačná účinnosť (EU) fenolických látok 

Vzorka Enkapsulované fenolické 
látky [mg/g častíc] EU [%] Vzorka Enkapsulované fenolické 

látky [mg/g častíc] EU [%] 

BI 0,56 + 0,149 34,6 ± 0,30 L l 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 výsledkov je znateľné, že enkapsulačná účinnosť nestabilných fenolických látok bola pomerne 
nízka a viac ako polovica nebola úspešne enkapsulovaná. V prípade koenkapsulácie s B. breve bola 
najvyššia enkapsulačná účinnosť u extraktu mäty (BI) dosahujúca približne 35 %. U vzoriek s L. 
acidophilus bol najlepšie enkapsulovaný škoricový extrakt s hodnotou takmer 40 %. 

Zvýšenie enkapsulačnej účinnosti nestabilných biologicky aktívnych látok s fenolickou štruktúrou 
by mohlo byť prevedené upravením podmienok pri enkapsulácii, napríklad dlhším pôsobením 
vytvrdzovacieho roztoku. To by však mohlo negatívne ovplyvniť viabilitu probiotických buniek 
v časticiach. Z dlhodobého hľadiska s cieľom predĺžiť životnosť častíc, zabrániť rozpadu či diŕúndácii 
prchavých fytochemikálií, by bolo možné častice dodatočne upraviť vhodným konzervačným procesom 
ako napríklad lyofilizáciou alebo pokrytím častíc ochrannou vrstvou vhodného polyméru (napr. 
chitosanu). 
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5.5.3 Analýza enkapsulovaných častíc pri prechode modelovou tráviacou sústavou 

Pre otestovanie pripravených častíc v priebehu trávenia, ich stability a schopnosti uvoľniť dostatočné 
množstvo požadovaných látok aprobiotík na mieste určenia, tj. v hrubom čreve, boli vystavené 
pôsobeniu modelových tráviacich štiav podľa návodu v kapitole 4.7.3. Pred samotným vložením 
do žalúdočnej šťavy boli ešte podrvené, aby bol čo naj autentickej šie napodobnený proces trávenia 
vrátane počiatočného rozžutia v ústnej dutine. Tieto umelé podmienky však stále nedokážu úplne 
kopírovať reálny proces digescie, ktorý je ovplyvnený množstvom individuálnych faktorov v závislosti 
na samotnom konzumentovi. Ukážka častíc po skončení modelového trávenia sa nachádza na obrázku 
23. 

Obr. 23: Vzorky častíc po skončení modelového trávenia (zľava: B. breve + mäta, B. breve + harmanček, B. 
breve + škorica, B. breve bez extraktu; L. acidophilus + mäta, L. acidophilus + harmanček, L. acidophilus + 

škorica, L. acidophilus bez extraktu) 

5.5.3.1 Stanovenie počtu životaschopných buniek kultivačnou metódou 
Po ukončení modelového trávenia častíc bola životaschopnosť probiotík testovaná kultivačnou metódou 
podľa postupu v kapitole 4.7.3.2. Výsledkom pri použití platňových metód je počet životaschopných 
mikroorganizmov vyjadrený ako počet jednotiek tvoriacich kolónie (CFU) v 1 ml, resp. v tomto prípade 
v 1 g vzorky. Výsledné vypočítané množstvo viabilných probiotík po ukončení modelového trávenia 
z pôvodnej navážky 1 g častíc je zhrnuté v tabuľke 25. 

Tab. 25: Výsledné množstvo viabilných buniek po enkapsulácii a po modelovom trávení častíc 

Označenie 
vzorky 

Zloženie častíc 
Počet buniek [CFU/g častíc] 

Po enkapsulácii Po trávení 
BI B. breve + mäta 1,0 • 106+3,0 • 105 3,5 • 107+2,5 • 106 

B2 B. breve + harmanček 1,8 • 106+6,3 • 105 4,1 • 107 + 1,0 • 105 

B3 B. breve + škorica 1,4 • 106+ 1,3 • 105 3,9 • 107 + 1,0 • 105 

B4 B. breve 1,7 • 106 + 4,1 • 105 4,0 • 107 + 1,0 • 106 

L l L. acidophilus + mäta 1,2 • 106+3,2 • 105 4,0 • 107 + 1,0 • 106 

L2 L. acidophilus + harmanček 1,5 • 106+3,9 • 105 3,0 • 107 + 1,0 • 106 

L3 L. acidophilus + škorica 9,7 • 105 + 2,3 • 105 8,0 • 107 + 1,0 • 106 

L4 L. acidophilus 1,1 • 106 + 4,3 • 105 6,7 • 107 + 3,5 • 105 

Tento test preukázal, že probiotické baktérie boli schopné v enkapsulovanej forme prežívať, 
zachovať si svoju životaschopnosť a dokonca i zvýšiť svoj počet, pretože po modelovom trávení bolo 
vo všetkých vzorkách v 1 grame väčšie množstvo životaschopných buniek ako ihneď po samotnej 
enkapsulácii. Test bol prevádzaný po 24 hodinách od enkapsulácie. Dá sa tak skonštatovať, že 
alginátové častice sú vhodnou formou enkapsulácie probiotík i v kombinácii s rastlinnými výťažkami, 
chrániacou baktérie pred tráviacimi šťavami. 

Počet životaschopných baktérií v prítomnosti rastlinných extraktov bol len trochu nižší v porovnaní 
s časticami obsahujúcimi len probiotiká. Harmanček však podporil nárast u B. breve a škorica u L. 
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acidophilus. Celkovo výsledné počty buniek zodpovedajú normám vymedzujúcim probiotické 
prípravky. I po pôsobení tráviacich štiav počet buniek stále presahuje požadovanú hodnotu 1 • 106 

viabilných probiotických buniek. Za týchto modelových podmienok bola stanovená optimálna dávka 
1 g pripravených častíc. 

Častice boli testované čerstvé, z hľadiska dlhodobého ovplyvnenia viability enkapsulovaných 
probiotík bude potrebné previesť nadväzujúce testy. 

5.5.3.2 Uvoľnené množstvo fenolických látok v priebehu modelového trávenia častíc 
Po vystavení pripravených častíc pôsobeniu tráviacich štiav bola z výslednej zmesi odohraná vzorka 
a stanovené množstvo fenolických látok (podľa návodu v kapitole 4.2.2), ktoré sa uvoľnili v priebehu 
trávenia a v reálnom procese by sa dostali až do hrubého čreva. Výsledné hodnoty sú v tabuľke 26 
a graficky spracované na obrázku 24. 

Tab. 26: Zmena množstva fenolických látok v 1 grame častíc v priebehu modelového trávenia 

Označenie 
vzorky 

Množstvo fenolických látok 
pred trávením [mg/g častíc] 

Množstvo fenolických látok 
po trávení [mg/g častíc] 

Uvoľnené množstvo 
fenolických látok 

BI 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 % 
L l 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 % 

BI B2 B3 L l L2 L3 
• Pred trávením • Po trávení 

Obr. 24: Porovnanie množstva fenolických látok v časticiach pred a po trávení 

Z vypočítaných hodnôt je patrné, že sa u všetkých uvoľnila nadpolovičná väčšina enkapsulovaných 
fenolických zložiek, v prípade vzorky L3 (L. acidophilus + škorica) prakticky 100%. Dá sa preto 
predpokladať, že telo dokáže spracovať väčšinu podanej látky, ktorá by mala byť dostatočne ochránená 
alginátovou kapsulou pri prechode tráviacim traktom a dostala sa tak až priamo k miestu pôsobenia 
v hrubom čreve. 

Ako najsľubnejšie sa javia kombinácie L. acidophilus so škoricou a B. br eve s mätou. Škoricová 
príchuť by mohla byť vhodným doplnkom sladších matríc, prípadne po lyofilizácii by mohla zaujímavo 
fortifikovať napr. jablkové pyré a rôzne kaše. Kapsule s matovým výťažkom sa skôr hodia 
do osviežujúcich nápojov alebo ako primes do čokolády, čo už však záleží na chuťových preferenciách 
konzumenta. 
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6 ZÁVER 

Cieľom predloženej práce bolo predstaviť návrh synergicky pôsobiaceho probiotického preparátu 
vhodného pri prevencii a doplnkovej liečbe chronických zápalových stavov predovšetkým tráviacej 
sústavy. Snahou bolo skombinovať prospešné kmene probiotických baktérií, ktoré sú pri črevnej 
dysbióze zredukované, s prírodnými protizápalovými zložkami vo vhodnej forme. 

Teoretická časť bližšie predstavuje ľudskú črevnú mikrobiotu, jej interakcie s imunitným systémom 
a komplexné prepojenie s prakticky celým organizmom. Špeciálna kapitola je venovaná načrtnutiu 
problematiky zápalových procesov a konkrétne i idiopatickým zápalom čriev ako Crohnova choroba 
či ulcerózna kolitída. Ďalšia časť poskytuje základné informácie o probiotikách a mechanizme ich 
pôsobenia v organizme. Stručne je zhrnutá i problematika prebiotík atzv. synbiotických prípravkov. 
Dôležitým prekurzorom samotnej praktickej časti je časť vymedzujúca známe rastlinné protizápalovo 
pôsobiace látky, ich chemické a funkčné vlastnosti a predstavujúca i konkrétne rastliny vybrané pre 
účely tejto práce. Spomenuté sú i škodlivé oxidačné procesy v živých bunkách, ktoré sa tiež významne 
podieľajú na zápalových procesoch. Ako ochrana pred týmito procesmi slúžia antioxidanty, ktorých 
hojné zastúpenie sa nachádza práve v rastlinnej ríši. Ich blahodarný vplyv na zdravotný stav sa využíva 
i v tejto práci. Posledná kapitola teórie bližšie popisuje proces enkapsulácie ako dôležitého procesu 
v potravinárstve, využitého k zlepšeniu stability a vlastností komplexov probiotík s potenciálne 
protizápalovo pôsobiacimi rastlinnými výťažkami. 

V experimentálnej časti bolo zvolených osem rôznych rastlín s predpokladom žiadúcich vlastností. 
Konkrétne sa jednalo o brusnicu čučoriedkovú (Vaccinium myrtillus), brusnicu pravú (Vaccinium vitis-
idaea), kurkumu pravú (Curcuma longa), mätu piepornú (Mentha piperita), rumanček pravý 
(Matricaria recutita), škoricu ceylonskú (Cinnamomum zeylanicum), zázvor pravý (Zingiber officinale) 
a ľan siaty (Linum usitatissimum). Z vhodných častí týchto rastlín boli pripravené celkom tri druhy 
extraktov - vodný, etanolový a olejový s využitím hexanu ako extrahovadia. Na základe teoretických 
poznatkov, ktoré preukázali protizápalové vlastnosti fytochemikálií najmä fenolických zlúčenín 
a karotenoidov, sa nasledujúce analýzy zameriavali primárne na tieto látky. U pripravených vzoriek bolo 
stanovené pomocou spektrofotometrických metód celkové množstvo fenolických zložiek, fiavonoidov, 
karotenoidov a celková antioxidačná aktivita. Najvyššie hodnoty fenolických látok vykazovali vodné 
a etanolové extrakty škorice (cca 50 mg/g vzorky), mäty (cca 35 mg/g vzorky), etanolový extrakt 
harmančeku (36 mg/g) a olej z kurkumy (28 mg/g oleja), kde sa vyextrahovala predovšetkým 
hydrofóbna zlúčenina kurkumín. Obsah fiavonoidov ako podskupiny fenolických zlúčenín predstavoval 
viac ako polovicu týchto zlúčenín. Pomocou RP-HPLC analýzy boli ďalej u vybraných vzoriek vodných 
extraktov stanovené zaujímavé konkrétne biologicky účinné flavonoidy. Najbohatším na protizápalovo 
pôsobiace flavonoidy sa preukázal harmančekový extrakt. Najvyšší obsah celkových karotenoidov 
vykazoval olej z kurkumy (až približne 338 563 mg/g oleja), kde sa však jednalo o možnú interferenciu 
kurkumínom, ktorý nepatrí medzi karotenoidy. Celkovo extrakcia hexánom sa vzhľadom na vlastnosti 
karotenoidov preukázala ako najvhodnejšia, avšak olejové frakcie by potrebovali iný typ spracovania 
ako návrh predložený v tejto práci. Stanovenie celkovej antioxidačnej aktivity prakticky kopírovalo 
obsah fenolických látok, čím bola preukázaná ich antioxidačná významnosť. 

K týmto charakteristikám sa neskôr pridalo testovanie vplyvu vzoriek na rast probiotických baktérií. 
Zvolené boli probiotické baktérie Bifidobacterium breve a Lactobacillus acidophilus. Pomocou 
zhodnotenia nárastu zákalu bakteriálnej kultúry po 24 hodinách, boli vylúčené vzorky inhibujúce 
probiotiká. V ďalšom kroku boli testované všetky rastlinné extrakty spolu s probiotikami v procese 
modelového trávenia. Účelom bolo zistiť, či niektorý z extraktov nemá v ideálnom prípade pozitívny 
vplyv na viabilitu baktérií pri prechode tráviacimi šťavami, čo by dopomohlo k doručeniu probiotík 
do miesta určenia - hrubého čreva. Zo všetkých čiastkových výsledkov boli na základe ich vhodnosti 
vzhľadom na účel tejto práce vybrané najzaujímavejšie extrakty. Jednalo sa o vodné a etanolové 
extrakty mäty, harmančeka a škorice a olej extrahovaný zo zázvoru. Z dôvodu širšieho využitia v potra
vinárskom priemysle a i z ekonomického hľadiska boli pre ďalšie aplikácie zvolené vodné extrakty. 
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Vo vybraných zaujímavých extraktoch, konkrétne vodnom extrakte čučoriedok, mäty, harmančeku 
a škorice, bola testovaná cytotoxicita na črevných epiteliálnych bunkách z bunkovej línie CaCo-2. 
Využitý bol M T T test založený na schopnosti živých buniek redukovať M T T na fialovomodrú zrazeninu 
formazanu, determinovateľnú spektroskopicky. Vodný extrakt z čučoriedok nevykazoval cytotoxický 
efekt na ľudské bunky. U ostatných extraktov bola zaznamenaná pomerne významná cytotoxicita 
pri vyšších koncentráciách extraktov. Pri ďalšom využití extraktov je preto potrebné tento fakt 
zohľadniť a pri prípadnej konzumácii pripraviť preparáty o koncentrácii extraktov neinhibujúcich 
metabolizmus a viabilitu črevných buniek - u mäty a škorice do 8 % a u harmančeku do 17 %. 

Bioaktívne zlúčeniny z extraktov mäty, harmančeku a škorice, a probiotické baktérie boli spoločne 
enkapsulované do alginátových častíc s využitím 1% roztoku sodnej soli alginátu. U pripravených častíc 
o priemere 1 mm bola stanovená účinnosť enkapsulácie ako pre probiotiká, tak pre celkové fenolické 
zložky z extraktov. Enkapsulačná účinnosť probiotík bola u všetkých vzoriek viac ako 99 %, neenkapsu-
lované množstvo bolo prakticky zanedbateľné. Pre fenolické látky bol zvolený proces najefektívnejší 
pre kombináciu škorice s probiotikom L. acidophilus, konkrétne 40 %. V kombinácii s B. breve dosiahli 
najvyššiu hodnotu častice obsahujúce extrakt z mäty. U ďalších vzoriek bola enkapsulačná účinnosť 
fenolických látok pomerne nízka, čo vyžaduje ďalšiu prípadnú optimalizáciu enkapsulačnej metódy, 
napr. predĺžením doby pôsobenia vytvrdzovacieho roztoku. 

Schopnosť častíc uvoľňovať viabilné probiotické bunky a významné fytochemikálie bola sledovaná 
v prostredí modelových tráviacich štiav simulujúcich proces trávenia. Viabilita uvoľnených probio-
tických baktérií bola stanovená pomocou nepriameho stanovenia kultivačnou metódou zaliatím. 
Po ukončení procesu trávenia boli odohrané vzorky, vhodne nariedené a ponechané kultivovať 48 hodín 
na pevnom živnom médiu. Táto technika preukázala, že i po trávení sa v pripravených časticiach 
nachádzali viabilné probiotiká a že im alginátové častice poskytli ochranu pred pôsobením štiav. Preto 
sa predpokladá, že sa dokážu v dostatočne účinnom množstve dostať až do hrubého čreva. Okrem pro
biotík bolo stanovené i množstvo uvoľnených fenolických látok. Pohybovalo sa v rozmedzí 70-100 %. 
To je opäť vhodným predpokladom pre efektívne dopravenie biologicky aktívnych látok na miesto 
určenia. Na základe týchto stanovení bola navrhnutá doporučená vhodná dávka 1 g pripravených častíc, 
čo predstavuje približne 1 čajovú lyžičku. 

V ďalšej práci by bolo vhodné otestovať rôzne kombinácie ako probiotických kultúr, tak i extraktov. 
Ďalej by bolo potrebné stanoviť dlhodobú stabilitu častíc a navrhnúť prípadné ďalšie metódy jej 
zvýšenia ako napr. lyofilizácia častíc, či pokrytie ochrannou vrstvičkou. Pri implementácii do potravi
nárstva by bolo vhodné prípadne zvýšiť organoleptické vlastnosti častíc kombináciou s vhodnou 
potravinovou matricou, napr. čokoládou, jogurtom, a pod. V prípade potreby zamaskovania nepríjem
ných horkastých pachutí extraktov a alginátu by bolo možné pridať sladidlo, napr. zo stévie. 

V prípade výživového doplnku používaného pri podpore liečby zápalových ochorení čriev by bolo 
pri príprave komplexnejšieho prípravku vhodné obohatiť o prípadné vitamíny a minerály, ktoré 
pri týchto stavoch zníženej schopnosti vstrebávať živiny z potravy telu chýbajú. Rôzne chemické 
vlastnosti takýchto látok však vyžadujú prípadné úpravy enkapsulačného procesu. Taktiež je potrebné 
previesť doplnkové štúdie preukazujúce ovplyvnenie zápalových procesov kompletným výsledným 
preparátom. 
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8 Z O Z N A M POUŽITÝCH S K R A T I E K 

ABTS*+ 2,2'-azino-bis-(3-etylbenzotiazolín)-6-sulfónová kyselina 

ACE enzým konvertujúci angiotenzín 

ALA a-linolenová kyselina 

BCFA mastné kyseliny s rozvetveným reťazcom („branched-chain fatty acids") 

BDNF mozgový neurotrofický faktor („brain-derived neurotropic factor") 

Cc pozitívna kontrola („cell control") 

CFU jednotky tvoriace kolónie („colony forming units") 

CLA konjugovaná kyselina linolová 

COX-2 cyklooxigenáza-2 

DHA kyselina dokozahexaénová 

EDTA kyselina etyléndiamínotetraoctová 

E M E M „Eagle's Minimum Essential Medium" 

EPA kyselina eikosapentaénová 

EtOH etanol 

FBS fetálne bovinné sérum 

FOS fruktooligosacharidy 

GABA y-aminomaslová kyselina 

GAE ekvivalent kyseliny gallovej („gallic acid equivalent") 

GIT gastrointestinálny trakt 

GOS galaktooligosacharidy 

HDACi histónové deacetylázové inhibitory 

IBD nešpecifické zápalové črevné ochorenie („infiammatory bowel disease") 

IBS syndróm dráždivého tračníka („irritable bowel disease") 

IFny interferón-y 

IgA imunoglobulín typu A 

IL interleukín (v texte vždy doplnené o konkrétne identifikačné číslo) 

MAMP molekulárne vzory súvisiace s mikróbmi („microbe-associated molecular patterns") 

MMP matrix-metalo-proteináza („matrix metalloproteinase") 

MOS mannanooligosacharidy 

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

NEAA roztok neesenciálnych aminokyselín 

N F - k B nukleárny faktor kappa B („nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells") 
NLR receptory podobné oligomerizačným doménam viažucim nukleotidy („nucleotide-

binding oligomerization domains-like receptors") 
NOS NO-syntáza 

NSAID nesteroidné antiflogistiká 
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P A M P molekulárne vzory súvisiace s patogénom („pathogen-associated molecular patterns") 

PBS fosfátový pufer 

P G prostaglandíny 

P P A R y receptory aktivované proliferátormi peroxizómov („peroxisome proliferator-activated 
receptors") 

P R R receptory rozpoznávajúce (bakteriálny) vzor („pattern recognition receptors") 

P U F A polynenasýtené mastné kyseliny 

R C F relatívna odstredivá sila („relative centrifugal force") 

ROS reaktívne formy kyslíku („reactive oxygen species") 

R P - H P L C vysokoúčinná kvapalinová chromatografia s reverznými fázami 

S C F A mastné kyseliny s krátkym reťazcom („short-chain fatty acids") 

SDS dodecylsíran sodný 

SIBO syndróm bakteriálneho prerastenia v tenkom čreve 

T E A C „Trolox Equivalent Antioxidant Capacity" 

TGFp transformačný rastový faktor (3 

T L R toll-like receptory 

T M A trimetylamín 

T M A O trimetylamín-N-oxid 

T N F tumor nekrotizujúci faktor 

TOS trans-galaktooligosacharidy 

Treg regulačné T-lymfocyty 

T R O L O X 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylová kyselina 

Vc „vehicle control" 

V S L #3 probiotický komplex pozostávajúci 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 

X O S xylooligosacharidy 
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9 PRÍLOHY 

Príloha 1: Chromatogram RP-HPLC s UV/VIS detekciou - zastúpenie fenolických zlúčenín vo vodnom 
roztoku brusníc 
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Príloha 2: UV-VIS spektrá pre jednotlivé vzorky 
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7. Zázvor 
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