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ABSTRAKT

Predlozena disertacni prace se zabyva vyvojem a testovanim piirodnich slozek potravin pro
détskou vyzivu. V ramci prace byly vybrany skupiny rostlinnych potravin, které byly zkoumany
z nutricniho hlediska, a také na obsah biologicky vyznamnych latek, zejména latek s
antioxida¢nim a antimikrobidlnim uc¢inkem. Z nutri¢niho hlediska byl sledovan celkovy obsah
sacharidii, redukujici cukry, nerozpustna vlaknina, zastoupeni celkového dusiku a profil
mastnych kyselin. Ve vybranych vzorcich byl poté sledovan obsah vybranych vitamind a
provitamint, celkovych fenolickych latek, flavonoidi, antioxida¢ni kapacita, pfirodni barviva,
mnozstvi fruktan a B-glukani, organické kyseliny. Interakce s bunikami byla studovéana za
ucelem vyhodnoceni antimikrobialniho a cytotoxického ucinku.

Dalsim sledovany aspektem této prace byla enkapsulace vybranych extrakti do nanocastic,
zejména liposoml o rizném sloZzeni. U téchto cCastic byla sledovana distribuce velikosti,
uniformita, zeta potencial, enkapsula¢ni G¢innost a postupné uvoliiovani. Slunecnicovy
a sojovy lecithin byl na zaklad¢ charakterizace vyhodnocen jako nejvhodnégjsi pro ptipravu
liposomii.

V neposledni fad¢ byly kultivovany vybrané kmeny probiotickych bakterii, u kterych byl
sledovan vliv pouzitych technik enkapsulace na jejich viabilitu. Poté byl sledovan vliv
ptitomnosti extrahovanych latek z testovanych rostlinnych vzorka na probiotickou viabilitu, a
to i v podminkach modelového traveni. V ramci stanoveni viability byly vyuZity techniky
kultiva¢ni, ale i pratokova cytometrie. Dale byly vybrany extrakty rostlinného ptivodu bohaté
na mnozstvi biologicky vyznamnych latek s potencialnim vlivem nejen na lidsky organismus,
ale také na metabolismus probiotickych bakterii nachédzejicich se pfirozené v tlustém stievé.
Vhodnou kombinaci se v této praci jevil mlady je¢men s vybranymi zastupci laktobacili a
bifidobakterii.

V posledni fazi prace byl zkouméan ptechod spécii biogenniho prvku selenu, jakoZto zastupce
ptirozenych antioxidanti v téle, a to z matky na dité prostfednictvim raného matefského
mléka — Kolostra. V praci byla potvrzena dilezita role kolostra ve vyzivé novorozencu.
V Kkolostru byla zjisténa ptitomnost selenoproteinu P, ktery je tak dale pfijiman ditétem
bezprostiedné po narozeni a piispiva k jeho obranyschopnosti.

Celkové lze konstatovat, Ze 1 pfes nesporny zasadni vyznam bilkovin piedstavuji biologicky
aktivni latky rostlinného ptivodu, pfipadné kombinace probiotik a prebiotik, velky piinos a
prispivaji ke zvySeni nutri¢ni hodnoty a kvality potravin pro détskou vyzivu.

KLICOVA SLOVA: selenometabolity, antioxidanty, dopIn&k stravy, détska vyziva,
enkapsulace, probiotické bakterie
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1 TEORETICKA CAST
1.1 DETSKA VYZIVA

Postnatalni vyvoj a rist kazdého jedince je ovlivnén dostateCnym piisunem energie v podobé
stravy, jejiz slozeni je individudlni. SloZeni stravy ma znacny vliv na zdravi ditéte. Vyziva a
dostate¢ny prisun energie se vysoce podili na vyvoji mozku, a to hlavné u pfed¢asné narozenych
déti. V postnatalnim obdobi je slozeni stravy zcela zavislé na okoli a ostatnich dospé€lych
jedincich pro dosazeni svych vyzivovych potieb. Béhem prvniho roku zivota ditéte stoupaji
pozadavky na pfisun energie vice nez dvakrat, zatimco pozdéji se pozadavky zvysuji pouze o
10 % za rok H2E]

Neadekvatni vyziva mize ovlivnit zdravi ditéte 1 v jeho pokroc¢ilém véku. Mozny vyskyt
civiliza¢nich chorob neboli nemoci zapadniho zivotniho stylu byvaji ¢astym problémem. Jedna
se prevazné o rychly narGst hmotnosti ditéte pfechazejici do obezity a posléze se tak mohou
také vyskytovat priznaky zaptic¢inéné kardiovaskuldrnimi chorobami. Mezi civiliza¢ni choroby
se krom¢ obezity dale fadi naptiklad alergické a astmatické onemocnéni, kozni onemocnéni,
diabetes mellitus typu 2 (2141051,

1.2 CHARAKTERISTIKA DETSKE STRAVY

Vsechny vyrobené nebo dovezené vyrobky urcené détem ve véku do 3 let musi spliovat
hygienické pozadavky provadéciho pravniho ptedpisu, vyhlasky MZ ¢. 84/2001 Sb.,
0 hygienickych pozadavcich na hracky a vyrobky pro déti do 3 let a také pozadavky na sloZeni
a oznaceni vyrobkl dané vyhlaSkou 54/2004 Sb. Tyto vyrobky nesmi poSkodit zdravi, musi
vyhovovat pozadavkiim uvedenym ve vyhlasce, a to slozenim, vlastnostmi a mikrobiologickou
¢istotou. Déle musi byt znaceny a vybaveny pisemnym prohlaSenim, a to v rozsahu stanoveném
vyhla§kou 0 sloZeni a vlastnostech vyrobkt a potvrzeni, ze byly hodnoceny za podminek
stanovenych provadécim pravnim predpisem [,

Vyhlaska 54/2004 Sb. zahrnuje nasledujici kategorie potravin [l:
a) Pocatecni a pokracovaci kojeneckd vyZziva a vyziva malych déti
b) Obilné piikrmy a potraviny pro malé déti

¢) Nahrady celodenni stravy pro regulaci hmotnosti

d) Potraviny pro zvlastni I¢kaiské ucely

e) Potraviny s nizkym obsahem laktdzy nebo bezlaktozové

1.3 MATERSKE MLEKO
Matetské mléko je pro kojence vyznamnym zdrojem nutricnich latek, které pomahaji kojenci
vytvafet vlastni imunitni systém a intestinalni mikrobiotu a je esencialnim zdrojem pro kojence
v jeho prvnich 6 mésicich Zivota [,

MIléko obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek, ale také protilatky nebo kmenové bunky
snezndmou funkci, které se ndsledné¢ mohou diferencovat na neurony. Z tohoto divodu
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) a Détsky fond Organizace spojenych narodii
(UNICEF) doporucila zacatek piirozené¢ho kojeni matefskym mlékem bezprostiedné 1 hodinu
po narozeni ditéte a pokracovat vyhradné krmenim matetskym mlékem po dobu 6 mésicii. Do
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konce dvou let zivota ditéte je nasledn¢ nutné zahrnovat matetské mléko v ramci
komplementarni vyzivy, pokud tomu zdravotni stav matky a ditéte dovoli 0N
Mateiské mléko je idealnim vyzivovym zdrojem novorozencii a obsahuje imunokompetentni
buiiky a imunoglobuliny typu IgA, které protektivné plisobi na stfevni sliznici. Kromé toho méa
matefské mléko samo o sobé protektivni antimikrobidlni aktivitu vic¢i bakteriim jako je
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter sakazakii a streptokoktim 12,
Vlastnosti a chemické slozeni lidského matetského mléka je védci zkoumano jiz od pocatku
20. stoleti, a to jak z kvantitativniho, tak kvalitativniho hlediska. Obsahuje mnoho rtznych
makronutrientdl (sacharidy, bilkoviny, tuky a vitaminy) a také nespocet bioaktivnich latek.
Antimikrobidlni a imunomodula¢ni komponenty matetského mléka kompenzuji malo vyvinuty

neonatalni imunitni systém 31241

selen (Se), a to pfevazné diky svym antioxida¢nim a protirakovinnym vlastnostem. Pfitomnost
selenu v matetském mléce je pro novorozence esencialni. Nizka hladina selenu byva spojovana
s komplikacemi v dob¢ téhotenstvi, a to predevsim S preeklampsii (kfecemi), piredCasnym
porodem nebo napiiklad se samovolnym potratem. Selen také hraje vyznamnou roli
v metabolismu hormont §titné Zlazy, které jsou velmi dilezité pfi vyvoji plodu. Stitna Zlaza
obsahuje nejvyssi koncentraci selenu na gram tkéang, a to diky expresi selenoproteini v tomto
organu. Selen nalezneme v organismu v mnoha podobach. Jedna se o anorganicky selen— Se(')
a Se™V, a selenometabolity, jako jsou napfiiklad selenomethionin (SeMet), selenocystein
(SeCys), selenocystin  (SeC), selenocystamin (SeCa), selenoprotein P (SELENOP),
glutathionperoxidaza (GPX) a selen obsahujici proteiny (selenoalbumin, SeAlb) [ISH6LLT,

Selenoprotein P je glykoprotein, ktery zprostfedkovava transport a distribuci stopového
mnozstvi selenu. Jeho mnoZstvi v plazmé je ukazatelem nutricniho statutu v téle. V nedavné
dob¢ byla nalezena ptitomnost selenoproteinu P v matetském mléce, z tohoto diivodu se zacal
zkoumat pienos selenu z matky na dité prostfednictvim kojeni matefskym mlékem 07,

Zelezo a zinek jsou piitomny v matefském mléce pomémé v malé koncentraci, ale jejich
biologicka dostupnost a absorpce je vysoka [,

Matetské mléko obsahuje mnoho latek pomahajici chranit kojence proti infekcim. Jedna se
0 velmi hodnotnou ochranu bez vedlejSich ptfiznakd, jako je horecka, ktera byva pro malé
kojence nebezpecnou. MIéko obsahuje napiiklad imunoglobuliny, pfevazné imunoglobulin A
(slgA), ktery vytvati povrchovou vrstvu na intestinalni mukoze a zabranuje tak vstupu bakterii
do bung¢k. Dale obsahuje bilé krvinky a syrovatkové proteiny, zde se jedna hlavné o lysozym a
laktoferrin, inhibujici bakterie, viry a plisné. Také obsahuje dlileZité oligosacharidy, zabranujici
pfichyceni bakterii na povrch mukozy €M,

1.3.1 Zivo&isné mléko a mlééna uméla vyZiva
Zivo¢isné mléko se od lidského 1isi jak v kvantitd nutrientd, tak i ve své kvalité. Pro kojence
mladsi 6 mésici mtize byt zvifeci mléko modifikovano, a to pfiddnim vody, sacharidii anebo
mikronutrientli. Po 6 mésicich Zivota mohou kojenci dostavat prevarené smetanové mléko.
Kojeneck4 uméla vyziva je obvykle vyrobena industridlni modifikaci kravského mléka nebo
sojovych produkti. Béhem vyrobniho procesu dochézi k ptidavku nutrientli, aby bylo mléko
obsahovée co nejpodobnéjsi mléku lidskému. V soucasnosti se mléka obohacuji o probiotické
bakterie, rozpustnou probiotickou vldkninu, vitaminy, mineraly nebo antioxidanty. Nicméné
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kvalitativni rozdily v tucich a proteinech stdle pfetrvavaji, a navic chybi protiinfekéni a
biologicky aktivni slou¢eniny, které se nachazeji v lidském mléce M1,

Um¢la vyziva byva navic Casto nesterilni, a proto muize dochazet ke kontaminaci

patogennimi bakteriemi, jako je Enterobacter sakazakii nalezeny v praskové umélé mlécné
vyzivé. S6jové umélé vyzivy obsahuji fytoestrogeny s podobnou aktivitou, jakou maji lidské
estrogeny. Fytoestrogeny mohou potencialné snizovat plodnost u chlapci anebo zapfiiCinit
predéasnou pubertu u divek [©1.
Pokud neni kojenec v pocatecnim obdobi kojen vyhradné matetskym mlékem, je krmen tzv.
»pocatecni” formuli. Pocatecni formule obsahuje upravenou bilkovinu kravského mléka, kdy
tato uprava spoc¢iva ve zméné poméru syrovatky a kaseinu na pomér 1:1 nebo vyssi. Dale
obsahuje laktozu, tuky v potiebném mnozstvi s vyznamnym podilem nenasycenych mastnych
kyselin, také vitaminy a mineralni latky (1.

Po ukonceném 4. mésici az do konce prvniho roku zivota je pak krmen tzv. ,,pokracujici
formuli. Pokracujici formule obsahuje ve srovnani s kravskym mlékem snizené mnoZzstvi
bilkovin a od pocatecni formule se 1iSi pomérem syrovatky a kaseinu. Kromé laktozy muize
obsahovat navic i sacharézu !,

U déti trpicich alergickou reakci na bilkovinu kravského mléka nebo na sniZenou aktivitu
enzymu laktdza, je mozné krmit specialni formuli upravenou dle potieb ditéte. Jedna se
napiiklad o hypoantigenni formule nebo sdjova ¢i antirefluxni mléka. Také je obecné zakazano
pouzivat slozky obsahujici lepek a produkty obsahujici med musi byt oSetfeny tak, aby doslo
ke znigeni spor Clostridium botulinum FM181,

1.3.2 Komplementarni vyZiva
Po uplynuti 6 mésict Zivota je pro kojence obtizné dosdhnout vyzivovych potieb pouze z
lidského mléka. Travici systém je dostatecné vyvinuty na to, aby stravil Skrob, proteiny a tuky
Z nemlécné stravy. Komplementarni vyzivou se rozumi nemlécna vyziva kojence, tedy jidlo a
tekutiny podavané k matefskému mléku. Optimalni komplementarni vyZiva neni postavena
pouze na tom, co je ditéti podavano, ale také jak, kdy, kde a kym je dité krmeno 1],

Pokud se komplementérni vyziva podava pozdéji nezli v 6. mésici, sice dosdhneme redukce

vystaveni chorob z jidel, avSak dité je i tak vystaveno mikrobialnim kontaminacim z jeho
ptirozeného okoli, a to z pudy i z jinych zdroji. Mikrobialni kontaminace komplementarni
stravy jsou hlavni pfic¢inou prijmovych onemocnéni, kterd jsou obvykla u déti mezi 6. a 12.
mésicem Zivota. Spravnou piipravou a skladovdnim komplementarni stravy lze predchazet
kontaminaci a risku prijmového onemocnéni €120,
Vhodné celkové mnozstvi jidla obvykle souvisi s energii (mnoZstvi vyjadieno v kilokaloriich
[kcal]), které je nutné ditéti dodat. DalSi nutrienty jsou také dulezité a jsou bud’to soucasti
stravy, nebo jsou pfidany k zakladnim potravinam. Ve sloupcovém grafu (Obrazek 1) je
zobrazeno mnozstvi energie, které dit€¢ potiebuje do dovrSeni dvou let Zivota v porovnani
s energii doddvané matefskym mlékem. Ztabulky je patrné, Ze matefské mléko
pokryje energetické naroky ditéte pouze do 6. mésice jeho Zivota. Poté dochazi k nedostatku,
ktery musi byt pokryt komplementarni vyzivou. Ztoho tedy vyplyva, Ze by
komplementarni strava spolu s matefskym mlékem méla poskytovat dostate¢ny piijem energie,
bilkovin a mikronutrienti I,

Mezi zakladni ingredience komplementarni vyzivy obvykle fadime cereélie, ovoce a
kotenovou zeleninu bohatou na $krob. Kromé tohoto zékladu by mél byt do stravy zafazen



pokrm z masa nebo ryb, které jsou dobrym zdrojem bilkovin, Zeleza a zinku. Jatra jsou zdrojem
vitaminu A a folatu. Vajecny Zloutek je zdrojem proteinti a vitaminu A. Mlécné produkty
obstaravaji zdroj vapniku, bilkovin a vitaminy skupiny B. LusSténiny jsou vybornym zdrojem
bilkovin a v menSim mnozstvi i Zeleza, proto se doporucuje kombinovat s potravinami
napomahajici lepSimu vstfebavani Zeleza. Zelenina a ovoce, a to piedevSim s vysokym
obsahem vitaminu A a vitaminu C, zde se fadi napfiklad mrkev, mango, $penat atd. Do dvou
let véku by se tuky a cholesterol nemély omezovat, nizkotu¢na dieta mtize byt v tomto obdobi
nebezpecnd. Prednost by se ovSem meéla davat nenasycenym mastnym kyselinam pied
nasycenymi BH2L,

1200 . S
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Komplementarni strava by méla dopliovat nedostatek Zeleza z matefského mléka, a to
nejlépe ze zivocisnych zdrojii jako je maso, vnitini organy, driibez ¢i ryby. Rostlinné alternativy
kombinované s potravinami bohatymi na vitamin C kviili zlepSeni absorpce Zeleza nemohou
plné nahradit Zzivoc¢isny zdroj tohoto dulezitého mikronutrientu. Také vétsi mnozstvi cukri
obsazenych ve sladkych napojich snizuje chut’ ditéte po vyzivové hodnotnéjsi stravé. Navic
dochazi k vytvafeni zubnich kazii a takto nastavend strava vede k nadvéaze az k obezité. Caje a
kava obsahuji slouceniny, které mohou interferovat s absorpci Zeleza. Z tohoto diivodu nejsou
tyto napoje doporuéené k podavani malym détem [ (20

1.4 BIOLOGICKY AKTIVNI SLOUCENINY

V literatuie se ¢asto setkavame s pojmem ,,funkéni potraviny* nebo ,,superpotraviny*. V Ceské
republice ani v celé Evropé neexistuje zadny oficialni dokument definujici tyto dva pojmy.
Tyto potraviny mohou napoméhat pfi prevenci proti metabolickym syndromliim a obsahuji
potencionalni bioaktivni sloueniny, které po konzumaci mohou také slouzit k prevenci
metabolickych problému. Existuji tak studie zabyvajici se vlivem konzumace superpotravin na
zménu indexu télesné hmotnosti (BMI), krevniho tlaku, koncentraci HDL cholesterolu,
koncentraci triacylglycerolii nebo glukézy. Jednotlivé superpotraviny jsou také podrobeny
analytické charakterizaci k identifikaci bioaktivnich slou¢enin #1221,

Biologicky aktivni slouceniny obsazené v malém mnoZstvi v potravinach plisobi na nase
zdravi a jejich ulinek je nepfetrZit¢ zkouman. Citrusové plody zabranuji tvorbé zanétu,
srdecnich chorob a aterosklerdze. Bobulovité ovoce také obsahuje nékolik biologicky aktivnich
slougenin vykazujicich antioxidaéni, protizanétlivé ptisobeni 2%,



1.4.1 Vitaminy
Vitaminy patii mezi dilezit¢é mikroutrienty a jejich dostatecna hladina je zakladnim
predpokladem pro spravné fungovani organismu.

Vitaminy nalezneme v potravinach, tkanich a t€lnich tekutinach ve velmi malém mnozstvi.
Z tohoto divodu nemohou byt pfimo extrahovany z velkého mnozstvi dalsSich latek, které
mohou interferovat pii chemické analyze. SloZitost stanoveni €ini také existence vitameru, které
o stejné nebo rtizné biologické aktivité. Ackoliv moderni analytické metody nabizeji preciznost
a citlivost, v oblasti potravin davaji stale pouze pfibliznou hodnotu pifijmu vitaminQ, Vybér
metody zaleZi na povaze vzorku a predpokladané koncentraci analyzované latky 241,

Ptiprava vzorku je kritickym krokem, ktery velmi ovliviiuje nasledné casti analyzy.
Vzorkovéni je dano legislativné a jakékoliv predbézné postupy jako je konzervace a nasledny
transport do laboratote je extrémné dulezitou soucasti analyzy, kdy je vétSina vitaminu labilnich
a mohou byt snadno degradovany. Idedln¢ by tak mél byt vzorek analyzovan okamzité po jeho
odebrani. Pokud je vzorek homogenni a je potieba zmensit jeho objem, je dilezité pouzivat
nerezovou ocel. U nehomogennich vzorkd je dulezité pomoc tfepani a pfidavku vody ziskat
polotekuty vzorek. DalSim kli¢ovym krokem analyzy je samotnd extrakce, kdy se setkdvame
s mnoha obtizemi v prubéhu stanoveni. Jedna se hlavné o chemickou stabilitu vitamind, a to
odolnost vuéi svétlu, piitomnosti kysliku, zahfivani a hodné vici pH prostiedi. Dale se jedna o
ruzné nizké koncentrace ve vzorcich potravin, slozitost matrice a v neposledni fadé interakce
s jinymi makrokomponenty potravin, jako jsou polysacharidy, proteiny nebo lipidy 24251,

1.4.2 Antioxidanty
Termin antioxidant je béZzné vyuZivanym terminem ve védecké literatufe, ale mlze byt
definovdn mnoha zplisoby podle pouzit¢ metody ke stanoveni antioxidacni aktivite.
Fyziologické role téchto sloucenin je chranit bunééné komponenty pted jejich poSkozenim

v priibéhu chemickych reakci zahrnujici volné radikaly [26),

OxidacCni stres
Oxidacni stres nastdva pii nerovnovaze mezi produkci antioxidantd a volnych radikald.
Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) a reaktivni dusikaté radikaly (RNS) jsou vysoce
reaktivnimi volnymi radikdly, nejreaktivnéj$im radikdlem je radikdl OH®. VétSina téchto
radikald je vytvarena mitochondriemi jako vedlejs$i produkt tvorby energie a zahrnuji
hydroxylové radikaly, radikaly superoxidu, ale také peroxid vodiku a singletovy kyslik. Ve
zdravych, neporusenych buiikach dochazi k tvorbé ROS jako vedlejsich produktt syntézy ATP,
pii pebytku elektront a jejich uniku z elektronového transportniho fetézce 27,

Oxidac¢ni stres byva pti¢inou mnoha riznych chronickych chorob u lidi a je zplsoben
zvySsujici se aktivitou reaktivnich kyslikovych radikalti béhem oxidacnich procesi. Oxidace je
chemicka reakce prenasejici elektrony z latky na oxidacni ¢inidlo. Oxidac¢ni reakce tak mtize
vytvaret volné radikaly majici neparové elektrony schopné vykonat rychlou fetézovou reakci,
destabilizovat tak jiné molekuly a vytvaret dalsi volné radikaly. Volné radikaly obsahujici
kyslik jsou biologicky nejvyznamnéjSimi volnymi radikdly. Béhem podminek oxida¢niho
stresu dochdzi k vyS$i tvorbé téchto volnych radikaltt mitochondrii neZli enzymatickych
antioxidantli, jako je napfiklad superoxiddismutaza, gluthathionperoxidaza, peroxidaza,
katalaza, a neenzymatickych antioxidantti jako je napiiklad kyselina askorbova, tokoferol,
glutathion, karotenoidy, flavonoidy pfitomné endogenné& nebo dodané buiice [?8],
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Oxidac¢ni stres zprostfedkovany ROS radikdly se podili na vyvoji chronickych onemocnéni.
Nejcastéji se jedna o rakovinu, cukrovku, srde¢ni choroby, mrtvici, Alzheimerovu chorobu,
revmatickou artritidu, $edy zakal a starnuti . Antioxidanty reaguji s volnymi radikaly
vytvofenymi v buice a ukoncuji tak fetézovou reakcei pfedtim, nez dojde k poSkozeni zdravych
bunc¢k. K ukonceni fetézové reakce dochazi v momenté odstranéni meziproduktti volnych
radikalt a inhibici dalSich oxida¢nich reakci neutralizaci volnych radikald. Na druhou stranu
ovSem dochazi k oxidaci antioxidantti. Molekula antioxidantu mtze reagovat pouze s jednim
volnym radikélem a z tohoto diivodu je potieba dopliiovat zdroje antioxidantt 281,

Zdroje
Hlavnimi zdroji antioxidantl jsou rostlinné materialy, naptiklad ¢esnek, brokolice, zeleny ¢aj,
rajCata, mrkev, kvétak, borivky, Svestky a citrusové plody. S rozsifujicim se trhem funk¢nich
potravin obsahujici antioxidanty, dochézi k velkému zajmu o najiti dalSich jinych zdroja
bohatych na antioxidanty, které by mohly byt bezpe&né pouzity 28],

Separace, identifikace a analyza celkovych fenolickych latek
I pres spolecny fenolicky stavebni zaklad maji polyfenoly diky strukturni diverzité riiznorodé
fyzikalng-chemické vlastnosti. Existuje oviem obecny postup ke stanoveni polyfenoli B7,

Pted samotnou extrakci polyfenolii dochédzi ke sbéru vzorku obsahujici tyto slouceniny.
Pfi samotné piipravé je dualezité minimalizovat ztraty, ke kterym muze dochazet béhem
transportu a uchovavani vzorkl. Aby se predchazelo degradaci nativnich polyfenoli pied jejich
extrakci, byvaji vzorky €asto suSeny, mrazeny nebo lyofilizovany. Vzdusna vlhkost nebo voda
obsazena piimo ve vzorcich podporuje aktivitu enzymu degradujicich vzorky. Dilezité je také
vyvarovat se vysokym teplotam a oxidaci. Zvlasté pii suseni by mohlo byt dosazeno velmi
vysoké teploty. Oxidaci lze zabranit ptidavkem antioxidantu butyl-hydroxytoluenu nebo
kyseliny askorbové. V této ptipravné fazi lze vyuZivat také technik filtrace nebo centrifugace
[30],[31]

Existuje mnoho metod extrakce polyfenoli, napiiklad extrakce dle Soxhleta nebo
mikrovlnna extrakce (MAE), pfiCemz nejCastéji se vyuzivaji extrakce rozpoustédlem, a to
extrakce kapalina-kapalina (LLE) nebo tuha faze-kapalina (SLE). Polyfenoly jsou hydrofilni
latky, k extrakci tak dochéazi polarnimi rozpoustédly, jako je voda, methanol, ethanol apod.
Polyfenoly byvaji navic stabilnéj$i pti niz§im pH, avSak k pravé pH se nesmi vyuzZivat vysoka
koncentrace silnych kyselin, jelikoZ by mohlo dochazet k hydrolyze glykosidu a acylglykosidu.
Extrakce tradi¢ni cestou byva ovSem pomérné dlouhd. Z tohoto diivodu se zacaly pouzivat
extrakce za vyssiho tlaku a vyssi teploty BOMBHL32],

Nejcasteji vyuzivané metody ke stanoveni polyfenolli jsou spektrofotometrické metody.
Slouzi ke stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek, celkovych flavonoidi a celkovych
anthokyanint. Tyto metody jsou rychlé, ale nelze blize ur¢it jednotlivé slouceniny. Interference
nefenolickych latek mtze také ovliviiovat vysledky analyzy. Mezi metody vyuzivané k separaci
polyfenolli patii chromatografické techniky. Ke kvantifikaci se vyuziva napiiklad
vysokouc¢innd kapalinova chromatogratie (HPLC) s diodovym detektorem (DAD) nebo s
detektorem hmotnostni spektrometrie (LC-MS). Isoflavony lze po derivatizaci na methylestery
analyzovat pomoci plynové chromatografie (GC) I,
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15 ORGANISMY S VYSOKYM OBSAHEM BIOAKTIVNICH
LATEK

1.5.1 Makrorasy a mikrorasy

Mnoho druhtt makroftas jsou po staleti vyuzivany ve farmaceutickém priimyslu a jsou i pfimo
vyuzivany ve vyzivé. Obsah makronutrientl je rozdilny nejen podle studovanych druhd, ale
také podle ptivodu a klimatickych podminek podle roéniho obdobi 21331,
Makrofasy urcené k vyzive jsou bohatym zdrojem proteint a vldkniny. Obsah bilkovin se lisi
podle druht jedlych fas. V hnédych fasach jsou hodnoty bilkovin nizké, 3—15 % hmotnosti v
suSiné v porovnani se zelenymi a Cervenymi fasami, kdy obsah bilkovin miZze dosahovat az
47 % hmotnosti v suging 3413511361,

Makrotasy nabizeji pomérné velky podil nerozpustné vlakniny. Kromé ni obsahuje i
rozpustnou vldkninu, kterd miize byt vyuzita jako prebiotikum pro rist bifidobakterii v tlustém
stieve. V makrofasach nalezneme i vitaminy a antioxidanty (fenolické latky, flavonoidy apod.).
Jedinym negativem konzumace makrotas je ptipadny vysoky obsah toxickych prvki jako je
napiiklad kadmium 7113810391,

Mikrotasy se ve vyziveé vyskytuji také pomérn¢ dlouhou dobu a Siroce se vyuzivaji jako
vyzivové doplnky stravy. V soucasné dobé se studie zamétuji hlavné na potencidlni
terapeutické vyhody, a to diky vysokému obsahu antioxidanti ©°,

1.5.2 Byliny a koieni
Byliny a kofeni se vyuzivaji jako ochucovadla pokrmt, ale zastavaji také roli ptirodnich
potravinovych konzervantii. Obecné jsou povazovany za bezpeéné (GRAS). Ve vysokych
koncentracich mohou vykazovat inhibici ristu mikroorganismli skrze naruSeni syntézy
mikrobialnich nukleotidi a zabrafovat oxida¢nimu stresu. Antimikrobidlni ucinek kofeni je
uzce spojen s obsahem rostlinnych latek, jako jsou flavonoidy, flavony, isoflavony apod.

Pfitomnost vysokych koncentraci ovSem zplsobuji negativni organoleptické zmény potravin
[41],[42]

1.5.3 Probiotické bakterie
Lidské stfevo ptedstavuje velmi slozity ekosystém, ktery je kolonizovan velkym mnozZstvim
mikroorganismu ovliviiujici fyziologii, imunitni funkci a zdravotni stav hostitele. Mezi témito
mikroorganismy lze nalézt i1 takové, které vykazuji probiotické pisobeni, tedy mikroorganismy
podporujici zdravi hostitele. Probiotické bakterie izolované nejen ze stiev, ale i z dalSich
prostiedi, jsou komeréné vyuzivany. I pfes narustajici seznam zdravotnich benefiti po
konzumaci probiotik, jejich pfesny mechanismus u¢inku neni doted’ zcela objasnén 431,

Obecna charakteristika
Probiotika jsou Zivé nepatogenni mikroorganismy podporujici mikrobidlni rovnovahu
predevsim gastrointestinalniho traktu. ZvySujici se pocet klinickych testil podporuje tvrzeni, Ze
probiotika pozitivné ovliviiuji zdravi hostitele, a to hlavné pti 1éCeni urcitych prijmovych
onemocnéni. Mohou tak ovliviiovat fyziologii, imunitu i vyZivu lidského hostitele. Probiotické
vlastnosti mohou byt specifické podle druhu probiotického kmene, zdravotni vyhody jednoho
kmene tak nemusi byt stejné jako u kmene jiného 1441451,
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Vice nez 500 rtiznych bakteridlnich druhli obyvé gastrointestinalni trakt dospélého jedince.
Bakterie ve stievech predstavuji majoritni zastoupeni bunck lidského téla, kdy dosahuji poctu
az 102 bunék na gram obsahu tlustého stfeva. Stievni mikroflora kojence je oviem méné
komplexni nez u dospé€lého jedince. Rliznorodost sttevni mikroflory je také velmi ovliviiovana
mnoha faktory, a to individudlné podle jedince, kdy zavisi na pH, zlu¢ovych kyselinach, dobé
prachodu a na sliznici stieva — mukéze. Dale zavisi na prostiedi, v tomto ptipadé na zivinach a
lécich a na mikrobialnich faktorech, kam fadime schopnost adheze, produkci bakteriocind,
bakterialni enzymy a metabolické strategie 411451,

Probiotiky nazyvame bakterie a kvasinky, které se mohou na trhu vyskytovat jako dopliky
stravy nebo mohou byt pfimo soucasti potraviny. Nalezneme je v podobé kapsli, tablet nebo
prasku a mohou byt obsazeny také v riiznych fermentovanych vyrobcich, nejcastéji jogurtech
nebo mlécnych napojich. V téchto vyrobcich se mohou vyskytovat samostatné v ramci druhu
nebo jako smés n€kolika druhii. V soucasné dobé jsou hlavnimi probiotickymi bakteriemi brany
bakterie pattici do rodu Lactobacillus a Bifidbacterium. Oba tyto rody bézn¢€ osidluji prostiedi
lidského streva (431,

K identifikaci n¢kolika druhti probiotik z potravin, ze stiev zvirat a stolice se v soucasnosti
vyuziva vysoce citliva kvantitativni metoda polymerazova retézova reakce (PCR). Dilezitym
krokem je vybér specifickych primerd, které se specificky vazou na dany zkoumany druh
navzdory pfitomnosti jiné velmi blizce pfibuzné bakterie. Genova sekvence pouzivana pro
ditkaz laktobacilti a bifidobakterii je DNA kodujici 16S rRNA, avSak rozliSeni tizce ptibuznych
genll pouze na této sekvenci je velmi obtizné kvili vysoké sekvenéni homologii ve variabilnich
oblastech tohoto genu (611471,

Rod Lactobacillus
Rod Lactobacillus se fadi mezi bézné mikroby stievni sliznice lidi a zvifat. Tato skupina
bakterii je dalezitda pro udrzovani stability gastrointestinalniho traktu, zabraiuje stfevnim
infekcim a obecné podporuje zdravi stiev. Mnoho druhi laktobacilii se obecné fadi mezi
bezpeéné druhy, nékteré mohou dokonce interagovat s epitelialnimi buiikami stiev (48],

Tabulka 1 Druhy laktobacilti izolovanych ze vzorki stolice [°]

Rod Lactobacillus

Dospély jedinec Kojenec
acidophilus acidophilus
crispatus caseli
gasseri paracasei
plantarum salivarius
ruminis
caseli
paracasei
reuteri

Laktobacily byly také v pomérné velkém mnozstvi detekovany u lidi v zaludku a v tenkém
stfeve, viz (Tabulka 1). Probiotické vyhody vici hostiteli zalezi na optimalni adaptaci bakterii
ke sttevnimu prostredi hostitele, kdy se jedna o preziti, adaptaci a kolonizaci bakterii v tomto
prostiedi. Nejprve jsou bakterie vystaveny nepiiznivym podminkam gastrointestinalniho traktu,
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jako je kyselé prostredi, zlucové soli, oxidace, osmdza a hladovéni. Mechanismus stresové
rezistence laktobacilli spociva hlavné v integrité bunécné schranky, opravach, ochrané a
exportu makromolekul z bunky a detekovani pfitomnych stresorti. Mnoho studii je zaméfeno
na studium adaptace laktobacilti na nutri¢ni limitace, a to sacharidu, fosfatu a dusiku, které jsou
dilezité pro syntézu nukleovych kyselin, aminokyselin a proteint 431481,

Rod Bifidobacterium
Rod Bifidobacterium se fadi do kmene Actinobacteria, ktery reprezentuje nejvétsi bakterialni
taxonomickou jednotku. Bifidobakterie jsou grampozitivni bakterie o vysokém obsahu G + C.
Bifidobakterie byly poprvé izolovany ze stolice kojence Tissierem v roce 1899. Nejprve byly
tyto bakteric pojmenovany Bacillus bifidus. Z divodu jejich odlisné morfologické a
fyziologické struktury, jez se podobala struktufe laktobacild, byly klasifikovany do rodu
Lactobacillus, a to pfevaznou ¢ast 20. stoleti. Momentaln¢ se tento rod sklada z 39 druhu, které
se mohou shlukovat do 6 riznych fylogenetickych skupin, a to B. adolescentis, B. asteroides,
B. boum, B. longum, B. pullorum a B. pseudolongum 91501511,

Bifidobakterie zastupuji skupinu mikroorganismd, které casto dominuji v savcich stievech
v dobé jejich kojeni (Tabulka 2). Bifidobakterie se vyskytuji na riznych ekologickych mistech,
které jsou piimo nebo nepiimo spojené s prostiedim lidskych nebo zvitecich stiev #9521,

Tabulka 2 Druhy bifidobakterii vyskytujici se u lidi 52

Rod Bifidobacterium
Dospély jedinec Kojenec
adolescentis pseudolongum
angulatum thermophilum
bifidum
breve
catenulatum
dentium
longum

pseudocatenulatum

1.5.4 Mikrobiom u déti

V okamziku narozeni je lidské stievo povaZovéano za sterilni, av§ak po porodu dochézi velmi
rychle k jeho osidlovani mikroorganismy. Pfirozenymi zdroji stievni mikroflory jsou zastupci
vaginalniho a fekalniho mikrobiomu matky, stejné¢ jako mikroby z prostfedi. Rliznorodost
sttevni mikroflory zavisi nejen na jednotlivém kojenci, ale také na pribéhu porodu, mistnim
prostfedi a typu krmeni kojence, stupné vyvoje kojence a oSetfeni antibiotiky. Pii uzivani
antibiotik u novorozencli mize dojit k pozdéjSimu spravnému vyvoji stievni mikroflory
zastoupenou pievazn€ bifidobakteriemi. Také se zvétSuje riziko kolonizace patogennich
bakterii jako je kleibsella, enterobakter, citrobakter, pseudomonas atd. 44!

Prbéh porodu hraje dilezitou roli pfi vytvareni neonatalni mikroflory. Studie metagenomiky
sttevni sliznice a vzorkl stolice odebranych od zdravych jedinct prokézaly piitomnost 8
dominantnich fylogenetickych kment patticich do Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Fusobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochaeates a Actinobacteria. Pti klasickém
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porodu vaginalni cestou dominuji ve stfevech kojence bakterie Lactobacillus spp. v porovnani
s kojenci narozenych pomoci cisaiského fezu. Napiiklad L. plantarum, L. delbrueckii a L.
reuteri patii mezi nejcastéji se vyskytujici mikroorganismy ve vzorcich stolice u Svédskych déti
beéhem prvniho roku Zivota. Kromé laktobacili obvykle dominuji svym poctem u kojencti
krmenych matefskym mlékem bifidobakterie. Nedavné vyzkumy poukézaly na urcité
oligosacharidy lidského mléka hrajici roli ve wvyvoji stievni mikroflory kojence.
Bifidobacterium longum ssp. infantis a Bifidobacterium bifidum jsou totiz obdafeny genovou
sadou, kterd kdduje enzymy specializované na metabolismus oligosacharida lidského mléka.
Bifidobakterie tak zastupuji 60 az 91 % celkového zastoupeni fekalnich bakterii u kojenych déti
a 28 az 75% u déti krmenych umélou mlécnou stravou. Po ustidleni komplexu stfevni
mikrofléry po druhém roce zivota dochéazi k poklesu zastoupeni fekalnich bifidobakterii na
pouhé 1 az 3 %. U déti krmenych umélou mlécnou stravou navic kolonizuji stieva také
bakteroidy, klostridie, enterobakterie a streptokoky 531541,

1.6  ENKAPSULACE

Enkapsulace je moderni technologie nabizejici jisté technologické vyhody, a proto mé uplatnéni
v riznych odvétvich primyslu, at’ vz farmaceutickém, chemickém, environmentalnim ¢i
textilnim. V technologickém primyslu se nejcastéji vyuziva k uvolnovani biologicky aktivnich
latek regulovanou rychlosti po delsi Casovy usek za specifickych podminek a také
k prodlouzeni jejich skladovatelnosti. Mezi dalsi uplatnéni enkapsulace se fadi imobilizace
bun¢k nebo enzymi pii vyrob& potravinovych materiali nebo produkti fermentace, dale
zabranuje pribéh nezadoucich reakci s dal§imi slozkami v roztoku, a to predevsim s kyslikem
a vodou. Metoda enkapsulace je definovana jako zachyceni jedné latky latkou druhou.
Enkapsulovana latka byva nazyvéna jako aktivni, jadro nebo také vnitini faze. Latka, ktera tuto
aktivni latku enkapsuluje, ohranicuje ji, byva nazyvana nosnym materidlem, kapsli nebo také
vnéjsi fazi. Velikost pfipravenych &astic se pohybuje v rozmezi od nm az po mm 551,

1.6.1 Typy castic

Lze ptipravit tfi typy Castic. Prvni typ Castic, nazyvany kapsule, obsahuje vrstvu obklopujici
jadro, ve kterém se nachazi enkapsulovana aktivni latka. U druhého typu ¢Eastic dochazi
k disperzi aktivni latky v celém objemu nosného materidlu a muze byt imobilizovana i
na povrchu ¢astice. Tteti typ Castic je kombinaci prvni dvou typt. Kapsule s rozptylenou aktivni
slozkou je obalena dodate¢nou vrstvou. Biologicky aktivni slouceniny se lisi ve své molekulové
hmotnosti, polarité, rozpustnosti atd. Z tohoto divodu je dillezité vybrat spravnou metodu
enkapsulace, abychom dosdhli konkrétnich fyzikalné-chemickych a molekulovych
pozadavki 61,

Lyofilizace
Lyofilizace neboli suSeni mrazem je velmi vhodnd metoda pro dehydrataci termolabilniho
materidlu a pro mikroenkapsulaci zalozené na sublimaci. Lyofilizace je Siroce pouzivanou
metodou k odstranéni vody k prodlouzeni stability probiotickych bakterii béhem doby
skladovani 561571,

V pribéhu lyofilizace dochazi ke ¢tyfem hlavnim bodum, a to K zmrazeni, sublimaci,
desorpci, a nakonec ke skladovani. Diky lyofilizaci 1ze zachovat tvar, rozméry, vzhled, chut’,
barvu, texturu a biologickou aktivitu. Béhem mrazeni jsou vytvareny krystalky ledu, které
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mohou poskodit probiotické buiiky. Velikost a rust krystalu zavisi na rychlosti mrazeni a
teploté, Velmi rychlé mraZeni je preferovano nezli pomala rychlost mrazeni, jelikoz pii rychlém
zmrazeni dochézi k formovéani malych krystalkti ledu. Formovanim malych krystalkti ledu se
predchézi rozsdhlému poskozeni bunék. Nejen tvorba krystalk ledu je zhoubna pro probiotika.
Dale pfi krystalizaci vody dochazi k zakoncentrovani zbytkového nezmrzlého roztoku, coz
vede k chemickému a osmotickému poskozeni. Pti primdrnim suSeni je zmrzla voda odstranéna
pomoci sublimace v prostfedi vakua. Pii sekundarnim suseni dochazi k odstranéni nezamrzlé
vody pomoci desorpce. Nevyhodou této techniky je také jeji vysokoenergetickd naroCnost a
delsi doba trvani (561 15711581,

Liposomy
Liposomy jsou uzaviené ¢astice tvofeny lipidovym materialem, jako jsou naptiklad fosfolipidy,
rozptylené ve vodném médiu. Béhem procesu vytvareni dochdzi k tvorbé jedné nebo vice
vrstev, coz je obdobnd struktura jako u bunénych membran. Liposomy vynikaji svymi
vlastnostmi. Nejenze oddé€luji vnitini prostiedi od prostiedi vnéjsiho, dale zlepsuji stabilitu
enkapsulované latky. Navic dochazi ke zlepSeni biologické aktivity Spatné rozpustnych latek
ve vodg, regulovanému uvoliiovani aktivni latky a biodegradabilité liposomi 5oME0,

V soucasnosti existuje mnoho dostupnych metod piipravy liposomd, dilezité je ovSem to,
aby piipravené liposomy vykazovaly dobrou stabilitu a vysokou enkapsula¢ni u¢innost. Mezi
bézné metody piipravy liposomi fadime odpafovani na tenké vrstvé, metodu reverznich fazi
nebo metodu vstfikovani do rozpoustédla. K redukci velikosti ¢astic jsou vyuzivany metody
sonikace, extruze za vysokého tlaku a mikrofulidizace. U téchto metod se setkavame
S problémy, napftiklad to, Ze Castice byvaji pomérné velké a jejich distribuce je pomérné Siroka.
V tomto piipadé je potiebna nasledna granulace castic. DalSim problémem muze byt ptitomnost
organického rozpoustédla ve findlnim produktu. Z tohoto diivodu se zatazuji nové techniky
pfipravy liposomi, fadime zde naptiklad superkritickou fluidni technologii nebo dudlni
asymetrickou centrifugaci 69,

Tento typ Castic se uplatiiuje v mnoha oborech, at” uz v biochemii, molekularni biologii,
potravinové technologii, farmacii a lékatstvi 5.

Enkapsulator
Enkapsulator je poloautomaticky pfistroj slouZzici k polymerni enkapsulaci chemickych latek,
biologickych molekul, extraktti, bunék a mikroorganismii. Tento pfistroj lze vyuZivat
za sterilnich 1 nesterilnich podminek. Ptistroj se skldda z regulacni jednotky se stfikackovym
Cerpadlem, elektrickym a pneumatickym systémem a reakéni nadoby. Princip vzniku kapsli je
zalozen na regulovaném lamindrnim kapalném proudu, kdy za pomoci vibrace s optimalni
frekvenci dochazi k rozbiti kapek na kapicky o stejné velikosti. Velikost kapi¢ek zavisi
na nékolika parametrech, napiiklad na frekvenci vibraci, amplitudg, velikosti trysky atd. 6]

Aktivni latka se smicha s nosnym polymerem, jedna se pfevazné o polysacharidy, a smés se
pfevede do stiikacky nebo tlakové ldhve. Pomoci stiikackového cerpadla nebo tlakového
vzduchu je smés tlacena do pulzacni komory. Kapalina je poté pietlatovana pfes provrtanou
trysku a na jejim vystupu dochdzi k rozdélovani na jednotlivé kapicky stejné velikosti. Tyto
kapky prochazeji elektrickym polem mezi tryskou a elektrodou, kde ziskévaji povrchovy néboj.
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Dopadajici kapicky kulovitého tvaru padaji do vytvrzovaciho roztoku diky wvzniklym
elektrostatickym sildam, Vytvrzovaci roztok tak musi byt elektricky uzemnén [®4,

V zéavislosti na nékolika proménnych dochazi ke vzniku 50 az 5 000 kapicek za sekundu.
Vzniklé kapicky jsou ve vytvrzovacim roztoku kontinudlné michdny magnetickym michadlem,
aby nedoslo k jejich shlukovani [®3,
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2

CIiLE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je vyvoj novych typa vyrobkll uréenych pro détskou vyzivu
obohacenych o vybrané biologicky aktivni sloZky — probiotika a prebiotika a dalsi slozky

obsahujici zdravi prospésné latky, a to ve formé volné i enkapsulované.

V ramci prace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1.
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Literarni reSerSe zaméfend na rdzné typy piirodnich zdravi prospéSnych latek
rostlinného, zivo¢isného i mikrobidlniho ptivodu, jejich aktivni slozky; specifika vyzivy
détského organismu v zavislosti na véku

Vyvoj a optimalizace metod pro izolaci a kvalitativni i kvantitativni stanoveni
vybranych aktivnich latek obsazenych v potravinach, pfirodnich materidlech a
surovinach vhodnych pro détskou vyzivu

Kultivace probiotik, stanoveni viability v riznych fyziologickych podminkach pomoci
kultiva¢nich metod a priitokové cytometrie; vliv prebiotik

Enkapsulace ativnich slozek a smési probiotik a prebiotik, charakterizace a stabilita
enkapsulovanych forem v modelovém fyziologickém prostiedi a v potravinach
Optimalizace postupt a testovani biologického u¢inku a bezpecnosti ptirodnich latek a
probiotik pomoci cytotoxickych testii s vyuzitim humannich buné¢énych kultur, dale
testdl antioxidacéni a antimikrobidlni aktivity

Specializovana studie moznosti pfijmu endogennich antioxidanti (selenoprotein P)
novorozeneckym organismem

Navrh doplnki stravy s pozitivnim biologickym uc¢inkem vhodnych pro déti, senzoricka
analyza



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POUZITE BUNECNE LINIE

Pro testovani cytotoxického tcinku testovanych vzorka byly vyuzity 2 bunécné kultury, Linie
imortalizovanych keratinocytt HaCat byla ziskana z CLS (Cell Line Services GmbH,
Eppelheim, Némecko) a linie adenokarcinomalnich epitelidlnich bunck izolovanych z tkané
tlustého stieva z ATCC (American Type Culture Collection, USA).

3.2 POUZITE MIKROORGANISMY
Kultury ziskané zCeské sbirky Masarykovy univerzity v Brné kultivované dle
doporuceni poskytovatele kultur Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Lactobacillus caseli
CCM 4798, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCm 7190, Lactobacillus plantarum
CCM 7039, Bifidobacterium breve CCM 78257, Bifidobacterium bifidum CCM 3762,
Bifidobacterium longum CCM 4990, Micrococcus luteus CCM 1569, Staphylococcus
epidermidis CCM 4417, Escherichia coli CCM 3954, Serratia marcescens CCM 8587.

3.3 MATERIAL

3.3.1 Vzorky pro stanoveni selenometabolitii a selenoproteinu P

V této praci byly analyzovany vzorky ziskané od 20 zdravych part matka-dité. VVzorky
kolostra, pupecnikové krve a matetského séra byly ziskany z nemocnice Rio tinto v prubéhu
roku 2015 a nemocnice Ramoén Jiménez v pribehu roku 2018. Obé nemocnice se nachazi ve
mésté Huelva ve Spanélsku. Vzorky kolostra byly odebrany od zuéastnénych Zen do 48 hodin
od porodu. Zbylé krevni vzorky byly odebrany venepunkci, tedy odbérem krve ze Zily v Case
narozeni ditéte. Pro néasledné stanoveni byly vzorky uchovavany v hlubokomrazicim boxe pfti
teploté —80 °C.

3.3.2 Rostlinné materialy

— Inulin, CZE — Matcha, CHN — Ananas, THA

— Chia vlaknina, GBR — Sezamové seminka, IN — Pomeranc, ESP

— Bambusova vlaknina, DEU — Lnéna seminka, RUS — Pomelo, CHN

— Jakon sirup, PER — Konopna seminka, EU — Hruska, CZE

— Smés chlorelly a spirulliny, — Dynovéa seminka, CZE — Zelna stava, CZE
EU — Rimsky kmin, AUT

— Chlorella, CHN — Hetfmanek, CZE

— Spirulina, CHN — Chmel, CZE

— Arame, JPN — Hiebicek, AUT

— Wakame, JPN — Skotice, CZE

— Hijiki, JPN — Malinovy ¢aj, CZE

— Kombu, JPN — Jetabinovy ¢aj, CZE

— Mlady je€men, EU — Fenyklovy ¢aj, CZE

— Mlada pSenice, EU — Lesni plody, DEU

— Moringa, IN — Bezinka, DEU
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3.3.3 Komer¢ni probiotické produkty
— Bipron Junior, Valsun
—  APO-LAKTIK, Apotex

3.4 METODY PRO STANOVENI ZAKLADNICH CHARAKTERISTIK

3.4.1 Stanoveni selenu v redlnych vzorcich kolostra a krevniho séra
Pro kvantitativni stanoveni selenometabolitti byla vyuzita technika 2D-SEC-SECXSEC-AF-ICP-MS
(Tabulka 3) 21531 Separace selenometaboliti a selenoproteini byla provedena u vzorki krevniho
séra podobn¢ jako u kolostra s tou vyjimkou, Ze byly pouzity pouze dvé separacni kolony (SEC-
SEC) a byla pfidana jedna afinitni kolona pro retenci SeAlb ve stacionarni fazi Blue-Sepharose
kolony (BLUE-HP). Jako referen¢ni standard bylo pouzito lidské sérum BCR-637. Jako mobilni
faze byly vyuzity roztoky 50 mmol-I1 (MF A) a 1,5 mol-I* (MF B) roztok octanu amonného o
pritokové rychlosti 1,3 ml-min’™,

Selenoprotein byl ve vSech vzorcich také stanoven pomoci ELISA kitu (Elabscience, USA) podle
pokynti vyrobce.

Tabulka 3 Schéma separace méfeni pro realné vzorky

Matetské mléko Krevni sérum

Pozice 1 Pozice 2 Pozice 1 Pozice 2

Bl

| 3 i
& _ — ,
. < HPLC SEC
HPLC Sic HPLC it
. f

HPLC

ICP-QQQ-MS ICP-QQQ-MS

3.4.2 Metody pro stanoveni biologicky aktivnich latek

Ke stanoveni sacharidi v extraktech vzork® byla vyuZita kolorimetrickd metoda dle Duboise!®*,
metoda dle Somogyi-Nelsona ! a vazkovd metoda pro stanoveni nerozpustné vlakniny dle
Henneberga a Stohmanna 7], Stanoveni celkového dusiku bylo provedeno podle modifikované
Kjeldahlovy metody [%8l. Zastoupeni mastnych kyselin bylo stanoveno po transesterifikaci pomoci
GC-FID na koloné& Zebron ZB-FAME s vodikem jako nosnym plynem o priitoku 1 ml-min’.

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven spektrofotometrickou metodou s vyuzitim Folin-
Ciocalteuova ¢inidla %1, flavonoidy pomoci reakce s chloridem hlinitym 'Y, celkova antioxidaéni
aktivita pomoci zhaseni radikalového kationtu ABTS™ ["Y]. Pro kvantitativni stanoveni fruktant /2]
a B-glukant [l byl vyuzit komeréni kit dle postupu uvedeného vyrobcem. Obsah vybranych

piirodnich barviv byl stanoven pomoci absorpénich spekter latky v daném rozpoustédle 4,
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Déle byly vyuzity metody vysokoucinné kapalinové chromatografie pro stanoveni individualnich
fenolickych latek (RP-HPLC/DAD, A = 260 a 280 nm, Kinetex F5, gradientova eluce mobilni faze
0,1% TFA:ACN o priitoku 0,4 ml-min a teploty separace 35 °C), vybranych pievazné lipofilnich
pigmentt a vitaminti (RP-HPLC/DAD, A = 435 nm, Kinetex EVO C18, gradientova eluce mobilni
faze A — ACN:TrisHCI pH 8:Methanol:B — Methanol:Ethylacetat o pratoku 1,2 ml-min™ a teploty
separace 25 °C) a cukri a kyselin (HPLC/ RI, 35 °C, 10 Hz; PDA, A = 210 nm, Rezex™ ROA-
organic Acid H* (8%), izokraticka eluce mobilni faze 5 mmol H2SO4 o pritoku 0,2 ml-min™ a
teploty separace 30 °C).

Pomoci ICP-MS s kvadrupélovym analyzatorem byly stanoveny vybrané izotopy prvkd po
extraci vzorkl pomoci MARS [7%],

Antimikrobidlni Gc¢inek extrakti vc¢i testovacim mikroorganismim byl stanoven sérii
standardnich diluénich testl [®]. Potencialni cytotoxicky ti¢inek na huménnich bun&nych liniich
HaCat a Caco-2 byl stanoven pomoci MTT testu [/l a LDH testu /8],

3.4.3 Priprava ¢astic s enkapsulovanou aktivni sloZkou a charakterizace

V préaci byly pfipraveny liposomové a alginatové Castice. Liposomové castice s lecithinem
riizného piivodu byly pfipraveny pomoci ultrazvukového homogenizarou [®! a alginatové &astice
pomoci enkapsulatoru BUCHI zesiténim v chloridu vapenatém [,

Analyza éastic velikosti Castic, polydispersity a elektrokinetické stability pomoci

DLS

Distribuce velikosti ¢astic, polydisperzita a nasledné hodnota zeta potencidlu v suspenznich
roztocich byla analyzovana s vyuZitim dynamického rozptylu svétla [l Uginnost enkapsulace
aktivnich latek byla stanovena spektrofotometricky podle stanoveni fenolickych sloucenin a
antioxida¢niho ucinku.

3.4.4 Probiotické bakterie
Narast bunécné kultury byl sledovdn zmé&nou optické hustoty pii 630 nm. Viabilita buné¢k byla
ovéfena kultivaéni metodou a zarovenl pomoci pritokové cytometrie, kdy k vhodné natedéné
suspenzi probiotickych bun&k bylo ptidano 5 pl roztoku propidiumjodidu o koncentraci 1 mg-mi™
pfi emisi o vinové délce 615 nm.

3.4.5 Sledovani zmén viability a uvoliiovani aktivnich latek v pribéhu
modelového traveni
Bunééné suspenze samotné nebo v kombinaci s extrakty s vyuzitim technik enkapsulace byly
podrobeny sledovani stability v prostiedi modelového traveni (30 minut, zalude&ni §tava B4, pH
0,9; 60 minut, smé&s pankreatické §tavy a zlu¢ovych kyselin [, pH 8-9) a realné potraviny o nizkém
pH. Pro sledovani vlivu na rist bakterii byla vyuzita opticka hustota pfi 630 nm, kultivaéni metody
nebo priitokova cytometrie s propidiumjodidem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 STANOVENI SELENENOMETABOLITU V REALNYCH VZORCICH

Cilem uvodni casti prace bylo stanoveni koncentrace biogenniho selenu véazaného
v makroslouceninach v realnych vzorcich ziskanych od 20 part matka-dité. Byly zkoumény 3 typy
realnych vzorkd, a to vzorek matei'ského mléka odebrany do 48 hodin po porodu, Zilni krevni vzorek
od matky a ditéte odebrany ihned po jeho narozeni. Hlavnim zkoumanym metabolitem byl tzv.
selenoprotein P. Stanoveni bylo provedeno pomoci optimalizované metody na sestavé 2D-SEC-
SECXSEC-AF-ICP-MS a pro porovnani byla provedena enzymatickd metoda pomoci ELISA kitu.
Sledovanymi slou¢eninami byly piedevs§im glutathionperoxidaza, selenoproteiny a selenoalbumin.

Relativni zastoupeni selenu ve sledovanych slouceninach v matefském mléce bylo stanoveno
v sestupném pofadi — nejvy3si zastoupeni ma glutathionperoxidaza (25,6 6,3 ng-g?), dale
selenoprotein P (18,8 5,1 ng-g?), selenocystamin (10,1+3,2ng-g?) a selenometabolity
(4,4 +3,4ng-g1). V krevnim séru matky (MS) a ditéte (CS) byla relativni koncentrace selenu
stanovena Vv nasledujicim sestupném poradi — nejvyssi obsah vykazovaly selenoproteiny P (MS:
57,1+8,8ng-g*, CS: 33,6 +4,2ng-g}), dale glutathionperoxidaza (MS: 12,6 +1,5ng-g*, CS:
9,8 = 1,3 ng-g™) spolu se selenoalbuminem (MS: 13,4 = 1,3 ng-g%, CS: 18,9 + 2,2 ng-g*) a nakonec
selenometabolity (MS: 6,5+ 1,3 ng-g?, CS: 5,4+0,8ng-g?). Z vysledki Ize fict, Ze zastoupeni
selenoproteinu P bylo v krevnim séru matky nejvyssi, v porovnani s krevnim sérem ditéte a
matefskym mlékem. V matefském krevnim séru tak selenoprotein P piedstavoval 64 % celkového
zastoupeni selenu, v pupecnikovém séru 50 % a v matetfském mléce pouze 32 %. Matefské krevni
sérum obecné vykazovalo vys$i koncentrace selenoproteinu P i1 glutathionperoxiddzy nezli ve
vzorcich pupecnikového séra.

Z vysledki tedy vyplyva, Ze matetfské mléko obsahuje vysoké koncentrace glutathionperoxidazy,
které je ditétem v podobé stravy piijimano v prvnich dnech zivota. Naopak selenoprotein P byl
ve vysSich koncentracich zastoupen v pupecnikovém krevnim séru, a tudiz je jeho transfer pomoci
kolostra niz$i. Pomoci ELISA metody byla v matefském mléce stanovena primérnd hodnota
selenoproteind na 405,3 + 129,6 ng-g™ a po prepoéteni na mnozstvi selenu 5,61 + 1,80 ng-g*. Tato
hodnota je tfikrat mensi, nezli hodnota ziskana pomoci detektoru ICP-MS. Ve vSech zkoumanych
vzorcich se toto schéma potvrdilo a muzeme tvrdit, Ze pomoci ICP-MS doslo k ziskani pfesngjsich
vysledkd.

4.2 CHARAKTERIZACE ROSTLINNEHO MATERIALU Z HLEDISKA
OBSAHOVYCH LATEK

V této Casti prace byly vybrany rostlinné vzorky pro navrh vlastniho doplitkku stravy s pozitivnim

vlivem na lidsky organismus v kombinaci s dal§imi latkami nebo pfipadné na viabilitu probiotickych

bakterii.

4.2.1 Charakterizace z hlediska makronutrientu
V praci byly na zéklad€ screeningu trendl v oblasti vyzivy vybrany skupiny rostlinnych materiala
nejprve k analyzam dulezitych makronutrientt (3.3.2). Vzorky byly charakterizovany z hlediska
obsahu sacharid, hrubé bilkoviny a zastoupeni mastnych kyselin.

Z naméfenych hodnot stanoveni celkovych sacharidl, redukujicich sacharidii a nerozpustné
vlakniny bylo zfejmé, Ze vzorky chia vlakniny a jakon sirupu obsahuji nejvétsi mnozstvi ve vodé

22



rozpustnych sacharidi s hodnotami nad 400 mg-g™. U vzorku jakon sirupu byl také stanoven vysoky
obsah redukujicich cukri, a to 232,6 + 0,14 mg-g™. Vzorek arame obsahoval nejvice celkovych
sacharidd (319,3 + 15,4 mg-g), redukujicich sacharidd (245,80 + 7,80 mg-g?') a ziroven i
nerozpustné vlakniny (640,0 = 25,3 mg-g). Pomoci metody HPLC bylo u vzorky arame stanoveno
i nejvétsi mnozstvi glukdzy a fruktozy (21,03 mg-g?) v porovnani s inulinem (26,48 mg-g™?).
Ve vzorku wakame bylo naopak stanoveno nejvétsi mnozstvi sacharézy (97,02 mg-g?). Celkové lze
fici, ze vzorky motskych makrofas obsahuji velké mnoZstvi nerozpustné vldkniny vyznamné
pro organismus. Podobné vysledky byly pozorovany i u rostlinnych praska. U vSech se hodnoty
nerozpustné vlakniny pohybovaly kolem 200 mg-g™. Vysoka hodnota je déna nejspise zdrojem
samotného prasku, ktery je ziskan mletim zelenych listl rostlin. Z této skupiny nejvyssi hodnoty
vSech sledovanych sacharidii vykazovala matcha a mlady je¢men, ve kterych bylo pomoci HPLC
stanoveno i vét§i mnozstvi sachardzy kolem 30 mg-g™, ve vzorcich rostlinnych praski se vyskytla i
arabindza, kterd je soucasti hemicelul6z. Vyznam analyzy zastoupeni sacharidii a nerozpustné
vlakniny je v této préci ten, Ze slouzi jako zdroj energie nejen pro konzumenta, ale zvIasté pro
mikrobiom tlustého stieva.

Z vysledk stanoveni celkového dusiku vyplyvalo, Ze z kazdé skupiny testovanych vzorka lze
vybrat minimaln¢ dva vzorky s dostateénym obsahem bilkovin (hmotnostni koncentrace hrubé
bilkoviny kolem 13 %), jehoz mnozstvi je porovnatelné s mnozstvim nachazejici se napiiklad v
mouce nebo ryzi 821831,

Tabulka 4 Srovnani zastoupeni mastnych kyselin olejti ziskanych pomoci extrakce a lisovanim za
studena

x:;tl'r‘]; SFA MUFA PUFA

Vzorky  cmgel] w [%] w [%] w [%]
konopné seminko 720,04 + 21,80 8,46 + 1,45 9,62+1,98 81,92 +8,14
§ % Inéné seminko 713,82 £ 12,15 10,47 £ 0,36 15,05+ 0,10 74,48 + 6,15
s % vlassky ofech 819,30 + 14,04 9,04 0,18 12,45 + 0,25 78,51 +5,92
S ﬁ dynova seminka 280,59 + 11,91 18,35 + 2,25 36,79 + 3,32 44,86 + 2,45
3 | sezamova seminka 23,89 + 8,70 22,22 £2,27 33,76 + 3,42 44,03 £ 3,07
kmin fimsky 12,60 £ 2,55 24,88 + 1,82 0,00 £0,12 75,12 +10,14
konopné seminko 291,04 + 2,80 9,23 +0,47 14,01+ 0,30 76,76 + 4,21
Inéné seminko 587,50 + 8,16 9,79+0,25 19,92 + 0,10 70,30 + 6,23
E © vlassky ofech 326,91 + 14,04 9,61+1,01 12,75+ 0,25 77,64 +3,02

é § dynova seminka - - - -

= ® | sezamova seminka 837,98 + 3,79 16,13+ 1,27 41,19 + 3,02 42,69 +2,12
N kmin fimsky 572,19 + 0,55 6,77 + 1,40 54,73 +0,12 38,51 +5,70

Pomoci pfistroje Soxtherm a GRAS rozpoustédla, hexanu, bylo z chlorelly a spiruliny ze skupiny
fas a sinic extrahovano nejvice mastnych kyselin. V oleji chlorelly bylo stanoveno az
158,65 + 7,54 mg-g™*. Z tohoto mnoZstvi mastnych kyselin mély polynenasycené mastné kyseliny
nejvetsi zastoupend, a to az 56,69 + 3,88 %. Za zminku stoji, ze z této skupiny mastnych kyselin byla
detekovana napiiklad esencialni kyselina linolova (41,0 ug-ml?)a o-linolenova (55,6 ug-mil™?).
Kromé polynenasycenych mastnych kyselin se ve velkém mnoZstvi stanovily i nasycené a
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mononenasycené mastné kyseliny, kyselina palmitova, stearova a olejova (51,8 pg-ml™; 23,3 pg-ml
1 58 ug'mlt). Uvzorku spiruliny byla navic stanovena o-linolenova i y-linolenova kyselina
(7,3 pg'ml™; 49,7 pg-ml™). 1 u vzorku matcha mély polynenasycené mastné kyseliny nejveétsi
zastoupeni, a to az 70,97 + 7,64 %. Koncentrace kyseliny linolové (13,95 pg-ml™?) a a-linolenové
(54,8 pg-ml™?) byly opét nejvyssi.

Ziskané oleje izolované ze seminek a ofechti pomoci extrakce hexanem a lisovanim za studena
byly porovnany v ramci zastoupeni mastnych kyselin (Tabulka 4). Vyznamny rozdil byl pozorovan
u stanovenych polynenasycenych mastnych kyselin u vylisovanych olejii z konopného, Inéného
seminka a ofechl, kdy bylo stanoveno i malé¢ mnozstvi kyseliny arachidonové (ARA) a
eikosapentaenové (EPA), které se ucastni mnoha biochemickych mechanismu v téle, jako je genova
exprese nebo mediator syntézy lipidi. Obecné hraji polynenasycené mastné kyseliny duleZitou roli
v lidské vyzivé, kdy podporuji biologickou, fyziologickou aktivitu jedince a pfinasi mnoho dalSich
zdravotnich vyhod 841851,

4.2.2 Charakterizace z hlediska obsahu biologicky vyznamnych latek
V této Casti prace byla pozornost zaméfena na stanoveni obsahu vybranych biologicky aktivnich
latek, jako jsou naptiklad celkové fruktany, B-glukany, rostlinnd barviva, antioxidac¢ni a
antimikrobialni aktivita. Skupiny vzorki fas a sinice a rostlinnych prasku, které byly analyzovany
z nutriéniho hlediska, byly analyzovany i v této ¢asti.

4.2.3 Stanoveni vybranych sacharidovych skupin
Vzorek inulinu, ktery je zastupcem rozpustné vlakniny slozeny z jednotek fruktooligosacharida
vykazovala nejvy$§i obsah fruktant, a to 749,938 + 3,071 mg-g 1. Tento vzorek miizeme v nasem
ptipadé brat jako referencni vici ostatnim zkoumanym vzorkiim. U vzorkli mladého je¢menu a
matcha byl naméfen vysoky obsah, a to nad 100 mg-g™. Tyto latky tak maji potencial zastoupit
inulin, ktery se bézné vyuziva jako prebiotikum. V kombinaci s probiotiky slouzi jako substrat a
dostupny zdroj Zivit pro rist probiotickych bakterii, které je jsou schopny fermentovat v tlustém
stfevé za vzniku kyselin s kratkym fetézcem 611871,

U vzorkt byl navic stanoven obsah B-glukant, u kterych byl rovnéZ potvrzen pozitivni vliv na
lidské zdravi %8, Nejvyssi obsah byl stanoven u vzorku arame (245,80 + 7,80 mg-g™*) a poté u hijiki
a kombu, kde se hodnota pohybuije kolem 12—16 mg-g™. P¥itomnost B-glukant ve vyzivé je vyhodna
VvV mnoha smérech. Tyto latky ovliviiuji hodnotu cholesterolu a hodnotu glukozy v krvi po jidle. Pro
snizeni hodnoty cholesterolu v krvi se doporucuje denni davka ptijmu B-glukant az 3 g. Detailng;si
mechanismus G¢inku ov§em nebyl objasnén (€1,

4.2.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek, flavonoidu a antioxidac¢ni
aktivity
Pro vyuziti rostlinnych extraktti S obsahem biolgicky aktivnich latek v détské vyzive byla pozornost
vénovana extrakcim pomoci GRAS rozpoustédel, konkrétné destilovanou vodou, ethanolovym
roztokem a hexanem. V ramci ethanolovych extrakci byl sledovan obsah sledovanych latek v ramci
koncentra¢ni fady ethanolu, kdy byl roztoku 20% ethanolu zvolen jako nejucinnéjsi, a proto byl
vramci disertatni prace vyuzit. Vzorky vybrané na zakladé potencialnich antioxidacnich a

antimikrobialnich ucinkt. Jednalo se 0 vzorky fas a sinic, rostlinnych praskt a seminek a ofechi
(3.3).
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Polarni extrakty — Vodné a ethanolové extrakty
Z hlediska obsahu celkovych fenolickych latek byly vzorky rostlinnych praskt extrahované
destilovanou vodou vyhodnoceny jako nejbohatsi (Tabulka 5). Nejvyssi hodnoty fenolickych latek
vykazovala spirulina 64,01 + 6,07 mg-g™ a matcha 54,50 = 2,50 mg-g*. Vysoky obsah fenolickych
latek mél vliv 1 na hodnoty antioxidacni aktivity, kdy v piipad¢ vzorku matcha byla stanovena az
na hodnotu 100,52 + 1,32 mg-g™.

Tabulka 5 Charakterizace rostlinnych extraktii z hlediska obsahu fenolickych latek a antioxidaéni
aktivity

e, . Antioxidac¢ni
Fenolické latky Flavonoidy aktivita
Rostlinny extrakt ¢ [mg-g!] ¢ [mg-gt] ¢ [mg-g!]
chlorella 17,86 + 0,36 7,82 +0,03 44,19+ 0,91
spirulina 64,01 £ 6,07 23,30 £ 0,87 56,69 + 1,52
Q arame 22,90 + 0,50 6,29 + 0,03 27,06 £0,80
T | , [wakame 2,17+0,00 3,81+0,83 17,86 + 2,72
2 | hijiki 4,32 + 0,86 2,95 + 0,65 25,97 + 3,66
% | kombu 7,37 + 0,09 3,08 + 1,06 0,84 + 0,04
z | chlorella 10,18 +0,10 6,64+ 0,20 2,97 1,52
= | spirulina 41,77 £1,43 18,26 + 0,55 52,12 + 1,52
2.—') arame 34,77 +£0,50 8,96 + 0,46 36,39 + 4,02
| wakame 0,68+ 0,10 3,97 +0,10 28,55 £2,96
hijiki 2,70+ 0,64 2,06 +0,43 29,20+ 1,16
kombu 7,25+ 0,04 0,93 +0,15 2,00 £ 0,56
matcha 54,50 + 2,50 3,87+£0,14 99,71+ 0,17
Q 2 | moringa 20,64 +1,02 0,97+0,03 22,57 0,87
- 3§ mlada p3enice 6,46 + 0,65 1,17 + 0,03 14,05 + 2,15
‘9 mlady je¢men 541+ 0,21 0,47 + 0,07 12,84 + 1,30
-g matcha 24,05+ 0,68 14,53 + 0,10 100,52 + 1,32
Tz ¢ | moringa 25,30 + 0,61 2,99 + 0,61 52,12 + 0,71
[0 mladé psSenice 5,39+ 1,50 1,34 + 0,08 36,39+0,18
mlady jeémen 592 +0,10 0,92 + 0,06 28,55 + 1,55

V ramci extrakce byly zvoleny pouze GRAS rozpoustédla, jelikoZ pouZiti jinych (potencialné
toxickych) organickych rozpoustédel nevyhovuje legislativnim stanovam ®°, a proto nedochazelo
k vys§i extrakéni ti¢innosti fenolickych latek polarnimi rozpoustédly. Piipravené extrakty tak mohou
byt po lyofilizaci ve form¢ prasku vyuzity do doplnki stravy uréenych détem, a to bez dalSich uprav.

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV-VIS detektorem byla u
vybranych vzorki sledovana ptitomnost nékterych individualnich fenolickych latek. Kyselina
gallova byla identifikovana ve vSech extraktech, nejvyssi koncentrace byla stanovena u vzorki
chlorelly (5,9 + 0,1 mg-g* ve vodném extraktu a 5,0 £ 0,1 mg-g™ u ethanolovych extraktil). Dale
byla u fas a sinic identifikovédna kyselina chlorogenovéa s obsahem kolem 0,5 +0,1 mg-g™. Ve
vzorcich mladé pSenice a matcha bylo identifikovano nejvice druhti i nejvyssi mnozstvi sledovanych
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fenolickych latek. Obecné vysledky korespondovaly se spektrofotometrickou metodou, kdy nejveétsi
koncentrace fenolickych latek byly namétfeny ve vodnych extraktech. Kromé kyseliny gallové byl
identifikovan i rutin, saponarin nebo kyselina sinapova a ferulova. U vzorku matcha jako jediného
vzorku byla stanovena i hodnota kofeinu, a to 5,8 + 0,1 mg-g™*. Denni piijem kofeinu do 2,5 mg-kg"
1w déti zvysuje jejich pozornost a kognitivni vnimani. Vyssi hodnoty by oviem vykazovaly spise
negativni u¢inky v podobé hyperaktivity %,

Ve vzorcich olejii byly obecné¢ stanoveny nizké koncentrace fenolickych latek a zaroven
i vykazovaly pomérné nizkou antioxida¢ni aktivitu. Nejvyssi obsah fenolickych latek ze skupiny fas
a sinice byl stanoven u oleje z chlorelly (10,21 + 0,33 mg-g?), ze skupiny rostlinnych praski
uvzorklh matcha a p3enice (kolem 14 mg-g?l) a ze skupiny seminek u Inéného seminka
(14,15 + 0,65 mg-g™).

4.2.5 Stanoveni vybranych rostlinnych barviv
V téméf vsech testovanych vzorcich prevlada zastoupeni chlorofylu a nad chlorofylem b, kdy
nejvyssi hodnoty byly stanoveny u chlorelly (1 876 + 60 ug-g™?) a spiruliny (1 180 + 18 pg-g?). U
t&chto vzorki bylo vypoéteno i vysoké mnozstvi celkovych karotenoidt, a to nad 1 mg-g™*. U vzorkii
rostlinnych praska byl nejvyssi obsah chlorofyld stanoven u vzorku matcha. Hodnoty celkovych
karotenoidi U vSech vzorka rostlinnych praska se od sebe vyrazné nelisily.

Pomoci metody HPLC byly provedeny extrakce pomoci 3 druhii rozpoustédel. Extrakce dle
a methanolu, které jsou vuci rostlinnym membranam efektivnéjsi. Proto byly zjisténé koncentrace
barviv vyssi nezli pii stanoveni spektofotometrickou metodou. Nejvyssi obsah chlorofyld byl
naméfen u chlorelly (29,53 + 1,32 mg-g?) a spiruliny (7,02 0,97 mg-g). Obsah samotného B-
karotenu byl i u téchto vzorek nejvyssi, a to 9,21 £ 1,70 mg-g™ u chlorelly a 3,52 + 0,99 mg-g* u
spiruliny. U vSech vzorki fas byl navic identifikovan i lutein pohybujici se prevazné do 30 pg-g™,
jen u vzorku chlorelly se pohybovala hodnota az nad 900 pg-g?. U vzorki rostlinnych prask bylo
pomoci extrakce dle Folche extrahovano a stanoveno nejvice celkovych karotenoidii u vzorku
moringy (3,49 + 0,87 mg-g™) a vzorku matcha (1.60 + 1,07 mg-g?). V t&chto vzorcich se navic
identifikoval 1 lykopen o podobné koncentraci. Déle se ve vzorcich stanovil 1 v malém mnoZstvi
lutein a ubichinon (20-300 ug-g™).

U vzorkl rostlinného prasku byla barviva extrahovana také pomoci hexanu a ethanolu, jakoZto
GRAS rozpoustédly, a obsah byl stanoven pomoci HPLC dle stejnych podminek analyzy. Extrakce
barviv nebyla tak u¢inné jako v pifipadé€ extrakce podle Folche. Extrakci hexanem se ale povedla
extrakce stejnych latek — B-karotenu, luteinu a ubichinonu. Koncentrace vsech latek ale byla 2krat
az 10krat nizsi. Extrakce ethanolem byla G¢inna ve vét§i mite jen v ramci chlorofylu a celkovych
karotenoidu, kdy ptevladajicim karotenoidem byl i v tomto ptipadé B-karoten.

4.2.6 Prvkova analyza ras a sinic
U vzorki fas a sinic, U kterych se potencialné mohou kumulovat potravinové kontaminanty
byla provedena prvkova analyza. Ve volné ptirod¢ dochazi k samovolné kumulaci téchto kovil v

[91],[92]

rostlinném materialu, jako napfiklad kadmia, hliniku nebo olova, ktera patii mezi potravinové
kontaminanty s potencidlni toxicitou jiz pii malych koncentracich. Regulace Evropské komise v
ramci legislativy (€. 629/2008, €.488/2014) nastavila pouze maximalni hodnoty koncentrace kadmia
(3 mg-kg?) v riznych potravinovych dopliicich obsahujicich motské fasy. Pro hlinik a olovo nebyly
evropskou legislativou nastaveny limitni koncentrace, ale primérné hodnoty olova v analyzovanych
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vzorcich moiskych fas doposud nepiekroéily hodnoty 0,05 mg-kg™ P92, Namétené hodnoty
vzorktl zahrnuty v této kapitole nevykazovaly piekrogeni hranice 0,05 mg-kg™?, s vyjimkou Zeleza u
vzorku chlorelly, ato 1 421,05 + 17,32 ng-g™. Obecné u viech vzorkd vykazovalo mnozstvi zeleza
nejvyssi obsah.

4.2.7 Antimikrobialni vlastnosti vybranych extrakti

Pomoci dilu¢ni bujonové metody byla ovéfovana antimikrobidlni aktivita vybranych rostlinnych
vzorkl. VéEtSina extraktd fas a sinice vykazovaly témét nulovou inhibici ristu u vSech testovanych
zastupcl grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganismu. Vyjimku tvofily ethanolové extrakty
kombu, wakame a arame, které vykazovaly antimikrobialni u¢inek vaci S. epidermidis, ale pouze
do 20 % inhibice. Vyrazny antimikrobialni ti¢inek u vSech testovanych kment vykazovaly extrakty
vodné i ethanolové vzorku spiruliny. Ethanolové extrakty spiruliny (o koncentraci 25 mg-ml?),
vykazovaly navic u kmend E. coli a S. epidermidis vykazovaly i minimalni inhibi¢ni koncentraci,
kdy z 99 % nedoslo k narGstu bun¢k po dobu 24hodinové inkubace. Jednou z moznosti, jak zvysit
antimikrobidlni Gc¢inek testovanych extraktii, by bylo jejich zakoncentrovani, naptiklad suSenim
pomoci lyofilizace.

4.2.8 Testy cytotoxicity
V ramci této kapitoly byly vybrané vodné extrakty rostlinnych praskt a fas a sinic s ohledem na
obsah fenolickych latek analyzovany z hlediska jejich vlivu na metabolickou aktivitu lidskych
bunécnych linii. Byly vybrany dva typy bunécnych linii, a to lidské keratinocyty HaCat a buiiky
adenokarcinomu tlustého stfeva Caco-2.

Porovnani cytotoxicity vzorkii i'as a sinice

U obou bunéénych linii nedoslo po expozici extraktd fas a sinic k vyznamnému vlivu na
metabolickou aktivitu v porovnani s kontrolou. U nizsich objemovych koncentraci testovanych
extraktl, a to ptedevSim u chlorelly, spiruliny a wakame v médiu, byla navic pozorovana podpora
metabolické aktivity bunék. Nejvyraznéji u extraktli spiruliny od objemové koncentrace 4 % do
16 %. Srostouci koncentraci extraktli ovSem viabilita bunék klesala v porovnani s bunécnou
kontrolou. U bunééné linie HaCaT bylo pozorovano snizeni viability k hranici 60 % u nejvyssich
objemovych koncentraci extraktli chlorelly, spiruliny a wakame. I pfes sniZeni viability bunck
nedoslo k prekroceni hranice 50 %, ktera odpovida cytotoxickému Gc€inku. U bunééné linie Caco-2
doslo ke snizeni viability buné€k, avSak ne tak vyrazné jako tomu bylo u linie HaCat. Viabilita se
drzela nad hranici 70 %, pfiCemz v celé koncentra¢ni fadé¢ se hodnoty viability pohybovaly
vV podobnych hodnotach jako kontrola bunék. V obou piipadech se kontrola rozpoustédla
pohybovala okolo 65 %. Lze tedy konstatovat, Ze ovlivnéni viabilty mohlo byt zpisobeno predevsim
zvySujicim se mnozstvim rozpoustédla v médiu, které bylo v kontaktu s bunikami za kultiva¢nich
podminek po dobu 24 hodin. VSechny testované vzorky lze pomoci MTT testu na dvou bunéénych
liniich povazovat za bezpecné a lze je tedy povazovat za vhodné jak do kosmetickych ptipravki, tak
do potravinovych doplikii.

Porovnani cytotoxicity vzorkii rostlinnych praskii
Pfipravené extrakty byly opét testovany na bunéénych liniich HaCaT a Caco-2. Testovani na
bunééné linii HaCat prokézalo, Ze vzorky neplsobily toxicky az na vyjimku vzorku moringy, ktery
od objemové koncentrace 12 % piekrocil a pohyboval se na hranici 50 % viability bun¢k v
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porovnani s kontrolou (Obrazek 2). Ve vice studiich byl potvrzen vliv extrakti moringy na
metabolickou aktivitu lidskych bunék, a to 1 u jinych typi bunék. Navic podporuje 1 jejich apoptozu
[311%4] Vzorky je¢mene a p3enice nesnizovaly viabilitu bungk v celé koncentraéni zkoumané fadg,
naopak ji v koncentracich 4 a 8 % podporovaly a zvySovaly.

Podobny trend byl pozorovan po expozici vzorkii na bunécné linii Caco-2 byla pozorovana
snizujici se viabilita bun¢k se zvySujici se objemovou koncentraci vzorkli u je¢mene, matcha a

moringy. Nejvyraznéjsi vliv na aktivitu vykazoval extrakt moringy, a to jiz od koncentrace 16 %.
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Obréazek 2 Viabilita HaCaT bunék po expozici vodnymi sterilnimi rostlinnych prasku na pasazi 17 stanoveni
pomoci MTT

Pro doplnéni a srovnani toxického u€inku vodnych extraktii rostlinnych praski matcha, moringa
a jeCmen na bunécnou linii Caco-2, u kterych byl pozorovan toxicky tcinek od koncentrace 12 % a
vySe pomoci MTT testu, byl vyuZit dalsi typ testu, tzv. LDH test (laktatdehydrogenazovy test). Tento
test se také vyuziva pro kontrolu toxického uc€inku zkoumanych extrakti. LDH test mohl byt
proveden pouze pro testovani na bunétné linii HaCat, u které tak byla sledovana intaktnost
plazmatické membrany. Z vysledki LDH testu vyplyva, Zze vysledné hodnoty aktivity enzymu u
zadného ze vzorkl nepiekrocily hodnoty kontroly rozpoustédla ani pozitivni kontroly. Z toho lze
usoudit, Ze negativni vliv na intaktnost membrany nevykazoval ani jeden zkoumany vzorek. Zvolené
objemové koncentrace testovanych extraktii tak 1ze povazovat za bezpe¢né.

4.3 ENKAPSULACE VYBRANYCH EXTRAKTU DO LIPOSOMU
Pro zvySeni stability a cileny transport latek byla vybrana technika enkapsulace v podobé liposomil
piipravenych pomoci ultrazvukové homogenizace. V této kapitole byly sledovany fyzikalné-
chemické vlasnosti ptipravenych liposomt.

Extrakty obsahujici fenolické latky a antioxidanty, které mohou potencialné ovliviiovat nejen
lidsky organismus, ale i stfevni mikrofloru, byly enkapsulovany do liposomu z lecithinu rizného
pivodu, a to kromé sdjového, tak slunecnicového a vaje¢ného. Toto srovnani bylo cileno na
porovnani téchto liposomi z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti a vyuZiti liposom pro cileny
transport aktivnich latek do tlustého stieva.
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4.3.1 Enkapsulace vodnych extrakti rostlinnych praski do liposomi s
riznym lecithinem
Vodné extrakty obsahujici biologicky aktivni latky rostlinnych praskt byly enkapsulovany do
liposomil za ti¢elem stabilizace a prodlouzeni uc¢inku.

Primérna velikost ¢astic se pohybovala ptevazné v rozmezi 207-310 nm, s vyjimkou moringy a
zeleného je¢mene enkapsulovanych do liposomt s vaje¢nym lecithinem. Obecné 1ze konstatovat, ze
liposomy sloZené ze sdjového a slunecnicového lecithinu vykazovaly nizsi distribuci velikosti ¢astic
nezli liposomy obsahujici vajecny lecithin. U obou vzorkii moringy a jeémene enkapsulovanych do
liposomt z vajecného liposomu byla naméfena také vyssi polydisperzita, ale stale pod hranici 0,7.
Pravdépodobné mohlo dochazet k agregaci Castic, které ale mohou byt stale brany jako relativné
uniformni.

Krom¢ velikosti a polydisperzity byla u ¢éastic zkoumana i dlouhodobé stabilita méfenim
zetapotencialu a enkapsulacni u¢innost. NejstabilnéjSimi ¢asticemi v ¢ase 0 byly vyhodnoceny
liposomy ze slunecnicového lecithinu, jelikoz jako jediné prekrocily hranici nestability —30 mV, a
to na hodnotu —37,2 + 4,3 mV. Hodnotu nestability nepiekrocila ani po prvnim tydnu skladovani
S hodnotou zeta potencidlu —31,8 + 0,9 mV. Z vysledk Ize v§ak vyvodit, Ze ptidavek aktivnich latek
ma na liposomy stabiliza¢ni vliv. Enkapsulovanim extraktd s aktivnimi latkami doslo ke stabilizaci
castic nejen v Case 0, ale i v ramci celého ¢asového useku skladovani. Extrakty jeCmene, pSenice a
matcha nejvice podpotily stabilitu pfipravenych liposomil obsahujicich slune¢nicovy nebo séjovy
s enkapsulovanym extraktem je¢mene dokonce po tfech mésicich dosahly hodnoty zeta potencialu
44,7+ 0,79 mV.

Vysledky enkapsulaéni Géinnosti jednotlivych liposomi s enkapsulovanymi vodnymi extrakty
potvrzuji prub¢h stabilizace liposomd, kdy doslo ke zvySeni enkapsula¢ni ucinnosti fenolickych
sloucenin, ktera se po celou dobu drzela nad hodnotami 75 %. VVzorek matcha vykazoval nejvyssi
enkapsulaéni ucinnost, a to u v§ech liposomi riznych typa s hodnotou nad 93 %.

Z vysledku dlouhodobé stability liposomu skladajici se z téi riznych typu lecithinu lze vyvodit,
ze liposomy z vaje¢ného lecithinu v kombinaci s enkapsulovanymi vodnymi extrakty rostlinnych
praski nevykazovaly tak vysokou stabilitu a uniformnost castic jako u lecithinu ze séje nebo
slunec¢nice. Vyznamnou roli hraje pfesna struktura a cCistota lecithinu, ktery byl extrahovéan
Z ptislusnych zdroji. Nevyhodou vaje¢ného lecithinu je také jeho zivocisny pivod a produkty
obsahujici pravé vajeény lecithin by tak nemohly dostat oznadeni ,,vegan* M6l Sojovy a
slune¢nicovy lecithin je tedy vhodnou slozkou pro pfipravu liposomt vykazujici dobrou stabilitu a
uniformnost.

4.3.2 Stabilita liposomi pFipravenych z lecithinu rizného ptivodu v pribéhu
modelového traveni

Vliv ptsobeni travicich $tav na fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych liposomu s extrakty
s antimikrobialnim uc¢inkem pro cilené plsobeni v tlustém stieve proti nezadoucim bakteriim byly
studovany v této ¢asti prace. Extrakty hefmanku a chmele byly nejprve enkapsulovany do liposomi
sloZzenych z lecithinu rtzného pivodu a cholesterolu. Kromé zakladnich charakteristik ¢astic a
dlouhodobé stability ve vodném prostiedi byla sledovana jejich stabilita v pribéhu modelového
traveni.
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I u téchto vzorkl extraktii bylo u liposomi z vaje¢ného lecithinu naméiena nejvyssi velikost, u
vzorku hefmanku az 852,00 + 12,14 nm. Tyto pomémne¢ velké Castice ale vykazovaly uniformitu,
jelikoz polydisperzita neptekrocila hodnotu 0,7. Pfipravené liposomy ze s6jového a slune¢nicového
lecithinu byly v ramci téchto sledovanych fyzikalnich charakteristik velmi podobné.

Vsechny liposomy po ptipraveé byly stabilni a s velmi nizkymi hodnotami zeta potencialu kolem
—40 mV. Po inkubaci v zalude¢ni stave doslo k destabilizaci liposomtl, jejich zeta potencial se zvysil
k nulovym hodnotam. Destabilizace je dana internim pH-gradientem liposomd, ktery se odviji od
pH prostiedi. S niz§i hodnotou pH dochéazi zaroven k rychlejsi hydrolyze lipidi obsazenych
v membranové dvojvrstvé liposomi 7M€ Nejméné stabilnimi liposomy v prostiedi pH 0,9 se
jevily castice s enkapsulovanymi chmelem, konkrétné slunecnicové. Po inkubaci a ukonceném
modelovém traveni, kdy se pH pohybovalo v rozmezi 7,5-8 (jako ve stfevni $tave), doslo
k opétovné stabilizaci ¢astic a snizeni hodnoty zeta potencialu opét pod hranici nestability —30 mV.
Hodnoty se u nékterych vzork dokonce snizily az pod hranici —-40 mV (Obrazek 3).

So_hefmanek_30

So_hefmanek_90

V_hefmanek_30

V_hefmanek_90

So_prazdné 0

chmel_30

chmel_90

hefmanek 0

So_chmel_30

So_chmel_90

So hefmanek 0

V _chmel 30

V _chmel 90

hefmanek 30
V _hefmanek 0

prazdné 90
hefmanek_ 90

| _prazdné 0O
| _prazdné 30
chmel_0

V_prazdné 30

V_prazdné_90
V_chmel 0

V_prazdné 0

S
S
So_prazdné 30

So_prazdné 90
So _chmel 0

S
S
S
S
s

Liposomy s enkapsulovanymi slozkami

Obréazek 3 Stabilita pfipravenych liposomu s lecithinem z riznych zdroji a enkapsulovanym rostlinnym
vodnym extraktem za modelovych podminek enzymového traveni

Z vysledkt enkapsulaéni uc¢innosti vyplyva, Ze 1 pfes op€tovnou stabilizaci liposomi po pfidani
smesi pankreatické $tavy se ZluCovymi kyselinami a zvySeni pH, nedoslo k opétovné enkapsulaci
aktivnich latek. V nizkém pH doslo k ¢aste¢né difuzi aktivnich latek do prostiedi modelovych §t’av,
které se projevilo na sniZeni enkapsulacni G€innosti ve vSech piipadech o vice nez 50 %. Nejvyssi
enkapsulaéni u¢innost byla pozorovana u liposomi ze slune¢nicového lecithinu u obou testovanych
extraktd (kolem 50 % v ramci fenolickych latek i antioxida¢ni aktivity).

4.4 PROBIOTICKE BAKTERIE

V této kapitole byla sledovana viabilita vybranych probiotickych bakterii v prostfedi o rizném pH
anebo s vybranymi rostlinnymi extrakty. Zaroven byly testovany i moznosti enkapsulace probiotik.
Povaha rostlinnych vzork mtze pfimo pozitivné ovliviiovat organismus ditéte, ale také nepfimo
prave prostfednictvim probiotickych bakterii vyskytujicich se pfirozené v tlustém stieve.
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Nakultivované bunky bakterii byly ve své exponencidlni fazi podrobeny modelovému traveni
(Tabulka 6). Z vysledk je patrné, Ze viabilita téchto vybranych kmenti byla pted zacatkem traveni
velmi vysoka, pohybujici se nad koncentraci bunék 1-10° CFU-ml™. Nejvétsi vliv modelového
traveni, a tedy vliv pH a enzymu, byla zaznamenana u L. delbrueckii a celkové u rodu
Bifidobacterium. Pozitivnim vysledkem ov§em bylo snizeni viability maximaln¢ do 45 %. U téchto
kment tak byla potvrzena schopnost ptekonat do urCité miry neptiznivé podminky prostiedi,
zejména Zalude¢nich §tav. DalSim zamérem této ¢asti prace bylo nalézt vhodny zdroj prebiotika a
techniky enkapsulace k podpoie viability po modelovém traveni.

Tabulka 6 Sledovani viability probiotickych bakterii pfed a po modelovém traveni

to min 190 min

Kmen [CFU-mI] [CFU-mI] Rozdil [%]
casei 4,25-10°+2,28-108  4,04-10°+ 2,38-108 4,84
—i | acidophilus 4,05-10°+1,14-108  3,83:10°+2,49-10°8 5,44
plantarum 5,20-10°+2,13-108  2,87-10°+1,38-10°8 44,79
delbrueckii 3,21-10°+2,02-108  2,86-10°+ 1,67-108 10,89
breve 461-10°+2,13-108  3,08:10°+ 1,86-10° 33,07
o | bifidum 5,22:10°+2,04-108  2,80-10° + 1,40-108 34,47
longum 3,94-10°+2,27-108  1,30-10° + 2,04-108 20,04

U kment rodu Lactobacillus byl také proveden pokus schopnosti pieziti v realné potraviné
0 nizkém pH. Jako modelovéa potravina byla vybrana st'ava z kysaného zeli o pH 3,47. Zelna stava
byla pfed zao¢kovanim podrobena pasteraci pii teploté 90 °C po dobu 30 sekund. Tento pasteracni
krok mél pomérné maly vliv na aktivni latky obsaZené v zelné §tave a je v souladu s vyhlaskou ¢.
397/2021 Sb., kterd oznacuje zeleninovy vyrobek s ndlevem v neprodys$né uzavieném obale s pH
niz&im jak 4 za pasterovany po prohfati obsahu na 80 az 90 °C [*9,

Do vzorku zelné $tavy byla zaockovéna koncentrace bungk 1-10° CFU-ml? vybranych druhi
laktobacili. Nejprve byl rist bunék sledovan pomoci optické hustoty po dobu 24 hodin v ¢asovém
rozmezi 30 minut, kdy burniky jednotlivych kment neptekrocily svou lag fazi a expriment byl
prodlouzen na 2 tydny s odbéry po 1. a 2. tydnu. Na konci 2. tydne byl proveden odbér a pomoci
pratokové cytometrie byl zjistén pocet bunck a viabilita.

Tabulka 7 Bunééna viabilni koncentrace v zelné §taveé v pribéhu 2 tydnd

1. tyden 2. tyden
Kmen [CFJ mi] [CFJ mi]
3 | casei (LC) 6,68-10° + 3,23-10° 3,75-10° + 1,19-10*
& | acidophilus (LA) 3,05-107 + 1,47-10° 3,28-10° + 3,23-10°
£ | plantarum (LP) 1,68-107 + 1,05-10° 8,47-10°+2,51-10°
S | delbrueckii (LD) 3,05-107 +1,19-10° 7,55-108 + 4,25-10°

Vétsina vybranych druht rodu Lactobacillus byla schopna piezit v realném vzorku zelné stavy

0 velmi nizké hodnoté pH, avSak s nizkou viabilitou (Tabulka 7). Viability jednotlivych kment
nepiekrocily hodnotu 15 %, ale svym poctem se zivotaschopné bakterie pohybovaly nad hodnotu
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1-10° CFU-ml, s vyjimkou L. casei, jehoz viabilita klesla pod 1 % po dvou tydnech od zaotkovani.
Produkty, ve kterych jsou obsazené zdravi prosp&sné bakterie, musi obsahovat 10°-~10% CFU-mI*
t&chto bakterii do konce expira¢ni doby 1%, Tento fakt nebyl pozorovan pouze u L. casei po dvou
tydnech v zelné §t'avé. U L. plantarum byla stanovena nejvyssi viabilita po 2 tydnech, a to 16,87 %.
U tohoto vzorku bylo navic zaznamenano zajimavé zvySeni redukujicich cukri. ZvySeni
koncentrace mohla nastat Stépénim vétSich sacharidovych jednotek v ramci fermentace touto
bakterii. Zaroven doslo i ke zvySeni mnozstvi kyseliny mlééné a kyseliny octové (obé o necelych
10 mg-mlY), ¢imz se pH vzorku pohybovalo kolem 3,37. I pomoci téchto vysledkii byla potvrzena
nizka Zivotaschopnost L. casei a jeho nizka schopnost piezivat v kyselém prostiedi s hodnotou pH
pod 4.

4.4.1 Enkapsulace probiotickych bakterii do alginatovych castic
L. acidophilus byl vybran pro enkapsulaci do alginatovych ¢astic pfipravenych enkapsulatorem s
tryskou o praméru 400 um. Po zesitovani alginatovych ¢astic byl ve vytvrzovacim roztoku stanoven
zbyly neenkapsulovany pocet bakteridlnich bunck. Diky disperzi bun¢k v celém algindtovém
roztoku a naslednému zesiténi ve vytvrzovacim roztoku doslo k 100% enkapsulaci probiotickych
bunék.. Nasledné byly pfipravené Castice lyofilizovany (Obrazek 4).

U vzorkil nakultivovanych probiotickych buné€k s ptidavkem potencialniho prebiotika, a nasledné
pouzité technice enkapsulace, bylo provedeno modelové traveni. Hodinova inkubace vldkniny s
nakultivovanymi bunikami L. acidophilus napomohla ke zvyseni jejich viability, a to az o jeden
logaritmicky tad. Po provedeném modelovém traveni doSlo opét ke sniZeni, ale jiz ne k tak
vysokému jako u komer¢nich produkti.

~l¢
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Obrazek 4 Lyofilizovana c¢astice vyhodnocena pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM, Zeiss
EVO LS 10, Némecko) po minutovém coatingu zlatem; zvétSeni 2 000x

U lyofilizovanych bun¢k a ¢astic nedoslo k Gplné rehydrataci po hodinové inkubaci se vzorky
vlédkniny, coZ lze pozorovat na mnozstvi viabilnich bun¢k ptfed zacitkem modelového traveni
(1-10%-1,7-10” CFU-mI). Diky enkapsulaci nedoslo k velkému sniZeni poétu viabilnich bunék, ale
pocet bunék je o logaritmicky fad nizsi nezli u nelyofilizovanych bun¢k. Je nutné ovSem podotknout,
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ze k rozpadu ¢astic a rehydrataci mtze v tlustém sttevé dojit i po delSim ¢asovém useku, nezli po
90 minutach traveni. Kombinace enkapsulace do alginatovych ¢astic a nasledna lyofilizace tak
napomaha zachovat viabilitu probiotickych bakterii v priibéhu modelového traveni. Lze také
piedpokladat, ze ptidavek lyofilizovanych ¢astic s enkapsulovanymi probiotiky by mohl slouzit jako
pridavek 1 do kyselych st'av, kde by nedochazelo k tak rapidnimu sniZeni viability vlivem nizkého
pH prostiedi.

4.4.2 MTT test biopolymerniho materialu pouzitého pro enkapsulaci
Liposomy piipravené ze sdjového nebo slunecnicového lecithinu byly ovéfeny jako uniformni a
stabilni ¢astice vhodné pro enkapsulaci aktivnich latek. Jejich bezpec¢nost, respektive potencialni
vliv na metabolickou aktivitu stievniho epitelu byl zkouman pomoci MTT testu na bunééné linii
Caco-2. Z namétenych hodnot bylo zjiSténo, ze se zvySujici se objemovou koncentraci suspenze
¢astic v médiu dochazi ke snizovani viability bun€k ve srovnani s kontrolou. Nejvyssi testovana
koncentrace liposomit 14 % se blizila k hranici viability 50 %, ale tuto hodnotu ani jeden vzorek
nepiekrocil. Lze ovSem doporucit, aby piidavek liposomil nepiekroc¢il maximalni hodnotu objemové
koncentrace 12 %.

| u polysacharidovych ¢astic byl testovan vliv na metabolickou aktivitu bunécné linie Caco-2.
Byly pfipraveny dvé hmotnostni koncentrace alginatu 0,5% a 1% a zesitovani pomoci 1,5% roztoku
chloridu véapenatého po dobu 0,5 hodiny. Pro testovani byly odvaZeny dvé rizné hmotnosti
zesiténych castic. Alginatové ¢astice pripravené ze dvou riznych koncentraci alginatu a o rozdilné
hmotnosti (0,5hm. % a 1 hm. %) vykazovaly netoxicky ucinek, kdy viabilita neklesla ani pod
hranici 80 % ve srovnani s kontrolou (Tabulka 8). Tento material je tedy vhodny pro enkapsulaci
probiotik a pouziti do vyrobki uréenych ke konzumaci.

Tabulka 8 MTT test polysacharidovych ¢astic

Hmotnostni koncentrace m [g] Viabilita [% kontroly]
alginatu
94,48 84,02 + 5,55
[0)
0,5% 54,30 80,24 £ 5,70
+
1% 102,65 91,17 +£5,55
53,03 87,92 + 7,93
CcC — 100
VC — 60,97 + 4,77
PC — 43,12 + 8,80
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4.4.3 Interakce probiotickych bunék s vybranymi extrakty
Pfipravené vzorky byly zaockovany suspenzi probiotickych bunék a byla sledovana zména optické
hustoty po 24hodinové inkubaci. Pro zji$téni viability bun€k v suspenzi byla na konci kultiva¢niho
méteni pomoci optické hustoty provedena i pritokova cytometrie.

Z vysledkti namétené optické hustoty bylo zjisténo, ze po 24hodinové kultivaci s extrakty fas a
sinice nedochazelo k rapidnimu naristu nebo poklesu bunék v suspenzi (Obrazek 5). U rostlinnych
prask byl pozorovan viditelny nartst optické hustoty u L. acidophilus a L. casei, které byly
inkubovany s mladym je¢menem, moringou a s matcha (Obrazek 6). Fenolické latky nachazejici se
Vv rostlindich mohou vykazovat inhibicni UCinek vici grampozitivnim bakteriim. Mohou tedy
inhibovat riist pfevazné probiotickych kmend rodu Lactobacillus a Bifidobacterium 291, Z tohoto
davodu byla viabilita pfezkouména 1 pomoci pratokové cytometrie.

L. acidophilus L. casei B. breve
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Obrazek 5 Zména optické hustoty probiotickych bunék po 24hodinové kultivaci s testovanymi extrakty ras a
sinice

L. acidophilus L. casei B. breve
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Obrazek 6 Zména optické hustoty probiotickych bunék po 24hodinové kultivaci s testovanymi extrakty
rostlinnych praska
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V tabulce (Tabulka 9) je zobrazeno zastoupeni viabilnich bunék vyjadfenych v procentech
vybranych probiotickych kmenti po 24hodinové interakci se vzorky. U obou testovanych skupin Ize
pozorovat vyssi procento viability nezli u reference dané kultury. Ze vzork fas a sinice byla nejvyssi
viabilita pozorovana u spiruliny a chlorelly, nejmensi u kombu a arame. U vzorku rostlinnych praska
byla pozorovana vysoka viabilita u vSech testovanych smési probiotického kmene s extraktem
rostlinného praska. Z vysledki lze tedy vyvodit, Ze extrakty nemély inhibujici u¢inek na rust
probiotickych bakterii, naopak byly schopny udrzet jejich zivotaschopnost.

Tabulka 9 Viabilita probiotik stanovena pratokovou cytometrii

Vzorek L. acidophilus L. casei B. breve
Cas [h] Viabilita [%]

73 77 74
ref. 80 97 95
matcha 77 100 97
moringa 24 96 100 97
mladé pSenice 89 100 98
mlady je¢men 94 97 98
0 69 67 70
ref. 71 73 72
spirulina 84 90 83
chlorella 82 98 81
wakame 24 70 84 74
arame 52 73 52
hijiki 82 83 86
kombu 64 59 63

Narust probiotickych buné€k v pfitomnosti vybranych pfirodnich extraktl byla sledovana pomoci
optické hustoty zaockovanim do MRS média v mikrotitracni desti¢ce. V jamkach s naristem
absorbance po 90 minutach traveni, byla zméfena viabilita bunék pomoci pritokového cytometru.
Viabilita byla také potvrzena zaockovanim smési po traveni do erstvého MRS média a po kultivaci
byla opét zmétena viabilita pomoci pritokového cytometru.

U vsech zkoumanych extraktt vzorkd, které byly v interakci s jednotlivymi druhy probiotickych
bakterii, doSlo v prib¢hu inkubace se Zaludecni Stdvou k vysoké inhibici viability bakterii.
Po 90 minutdich modelového traveni ovSem doslo k mirnému nardstu optické hustoty. U téchto
vzorki byla zméfena viabilita pomoci pratokového cytometru (Tabulka 10). Z tabulky je tak ziejmé,
ze viabilita bun¢k byla velmi nizkd a pouze u vzorkli mladého jeCmene a spiruliny dochézelo
k udrzeni viability okolo 28 %. Po zaockovani do optimalniho kultivaéniho média byly tyto
bakterialni buniky schopné rlist a zachovat svou viabilitu v porovnani s referenci, kdy k bunikam
nebyl pridan zadny extrakt.
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Tabulka 10 Vysledky viability probiotickych bakterii po modelovém traveni v kombinaci s

extrakty

Pred travenim

Po traveni

Po 24h kultivaci
v MRS médiu

L Viabilita  Viebilia [\é|§8|~|:1?- Viabilita [\(/:';‘8"':;";‘_ Viabilita
[CFU-mI™] [%] 1 [%] 1 [%]
ref. 7,71-10° 1 6,92-10° 8
8 ml. je¢men 8,57-10° 22 2,25:10°8 89
LA | 27610 % | spirulina 871106 28 | 33810° 86
arame 1,45-108 2 1,74-107 4
ref. 4,38-108 2 5,37-108 10
moringa 3,31-108 7 3,07-108 63
mlada 0 0 3,77-108 70

LC 2,79-108 95 pSenice
ml. je¢men 0 0 1,19-108 82
spirulina 6,58-108 11 2,17-108 86
arame 2,18-108 4 3,04-107 8
ref. 8,38:108 1 1,59-107 7
o ml. je¢men 8,48:108 15 4,30-108 85
BB | 31510 B spirulina 1,13-10° 25 3,12-108 80
arame 2,01-108 4 4,11-107 11
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5 ZAVER
Predlozena disertacni prace je zaméfena na vyvoj a testovani piirodnich slozek potravin pro détskou
vyzivu. V ramci détské vyzivy bylo zkoumdno matetské mléko, kolostrum. Prace se tedy zabyva
vyznamnymi nutri¢nimi aspekty slozek potravin a vyznamnych biologicky aktivnich latek jako jsou
antioxidanty, vitaminy, B-glukany, antimikrobidlni latky apod. Zaroven zkouma biologicky vliv
nejen na mikroorganismy, ale i na buniky lidské linie. Tyto zkoumané a testované aktivni latky byly
enkapsulovany do nano- nebo mikrocastic podle povahy dané enkapsulované slozky. U
piipravenych castic byla nasledné testovana stabilita v modelovém prostiedi simulovanych
fyziologickych podminek. Zavérem byly navrzeny vhodné kombinace aktivnich latek a
biopolymernich castic pro aplikace ve funk¢nich potravinach vhodné pro détskou vyzivu.

Prvni ¢ast prace byla zamétena na porozumeéni transferu spécii selenu z matky na dité¢ v pritbé¢hu
48 hodin od porodu prostfednictvim vyznamnych selenometabolitti se zvlastnim zamétenim na
selenoprotein P. Selenoprotein P je vyznamny antioxidant, ktery byl stanoven pomoci dvou
vybranych metod stanoveni jak v matetském mléce, tak v krevnim séru matky a ditéte. Jeho relativni
procentudlni zastoupeni v matefském krevnim séru bylo nejvyssi, a to ze 64 % stanovenych
selenometabolitli, v pupecnikovém krevnim séru 50 %. V matefském mléce se jednalo pouze o
32 %. Lze tedy potvrdit, ze po porodu, a tedy ukonceni piivodu zivin skrze pupecni $niru, dochazi
k pienosu selenometaboliti pomoci krmeni kolostrem, avSak ne jiz v tak velké mife. Kromé
selenoproteinu P byla pomoci vylucovaci chromatografie (SEC) a detekci pomoci ICP-MS
stanoveno 1 mnozstvi dals§iho vyznamného enzymu, a to glutathionperoxiddzy. Podminky méteni
byly nastaveny tak, ze doslo k viditelné separaci a naslednému stanoveni téchto slozek a dalSich
selenometabolitl. Matefské mléko je tedy vyznam zdrojem selenometabolitii, které hraji vyznamnou
roli v téle ditéte jiz od jeho narozeni. Na zavér této Casti byly porovnany citlivosti stanoveni
vybranych dvou metod stanoveni. Jednalo se o vyluovaci chromatografii s detekci pomoci ICP-MS
a ELISA metodu, kdy byl pouzit kit pro stanoveni selenoproteinu P. Bylo zjiSténo, Ze ziskané
hodnoty pomoci ELISA metody byly tfikrat mensi, nez hodnoty ziskané pomoci SEC-ICP-MS, ale
tento rozdil byl u vSech vzorkti zachovan. ELISA metoda tedy slouzi k rychlému stanoveni tohoto
proteinu v téle, avSak optimalizovana metoda SEC-ICP-MS podava presnéjsi a detailngjsi vysledky.

Dalsi ¢ast prace byla zamétena na vybér testovanych vzorkl z fad tzv. "superpotravin" a jejich
testovani za ucelem zjisténi obsahu vyznamnych nutrientt (sacharidy, hruba bilkovina a mastné
kyseliny). Byly vybrany tii skupiny testovanych latek, a to rizné druhy vlakniny, vybrané fasy a
sinice a rizné rostlinné prasky. Ve skupiné vlaknin bylo u vzorku chia vlakniny a jakon sirupu
naméieno nejvyssi mnozstvi celkovych sacharidi, u jakon sirupu dokonce vys$si mnozstvi
redukujicich sacharidi (232,6 + 0,14 mg-g™?), neZli ve vzorku inulinu. Bambusova vlaknina a chia
vlaknina obsahovaly nejvy$$i mnoZstvi nerozpustné vlakniny (175,8 + 42 mg-gt; 97,9+ 2,4 mg-g’
1), ktera je dilezita také v ramci vyzivy pro spravné fungovani stiev. Vzorek chia vlakniny navic
obsahoval vysoké procento celkového dusiku (2,09 +0,15%), a tedy i hrubé bilkoviny
(11,91 +£ 0,87 %). Ve skupin¢ fas a sinice vykazoval vzorek arame az n¢kolikanasobné vyssi
mnozstvi jak celkovych a redukujicich sacharidd, tak i1 nerozpustné vlakniny oproti zbylym
vzorkiim. Hodnoty hrubé bilkoviny se pohybovaly do 10 % s vyjimkou vzorku wakame, u kterého
byla naméfena hodnota celkového dusiku 2,16 + 0,03 %, a tedy piepoctena hodnota hrubé bilkoviny
¢inila 13,50 %. Ve skuping rostlinnych praskt byly naméteny pomérné vysoké hodnoty celkovych
sacharidii u vzorku matcha 131,6 + 2,9 mg-g™, tedy dvojnasobné mnoZstvi oproti mladé psenici a
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je¢meni. Obsah nerozpustné vlakniny byl u téchto vzorka srovnatelny. MnozZstvi hrubé bilkoviny
byl u vzorki matcha, moringa a mladé pSenice opét srovnatelny, pouze u mladého jeCmene byla
stanovena na 9,97 %.

Ze vzorkl ftas a sinice a rostlinnych praski, byly za pomoci pristroje Soxtherm extrahovany
hexanem lipidické extrakty. Nejvyssi vytéznost byla pozorovana u vzorku moringy (14 %), jejiz
listy jsou bohaté na mnozstvi lipidii. Celkové z rostlinnych praskt bylo extrahovano pomérné vysoké
procento lipidd, a to az 6 %. Ziskané lipidické extrakty byly testovany pro zastoupeni mastnych
kyselin, a to nasycenych, nenasycenych a polynenasycenych. Nejvyssi mnozstvi mastnych kyselin
bylo stanoveno ve vzorcich chlorelly a spiruliny, kdy kolem 50 hm. % této koncentrace
piedstavovaly polynenasycené mastné kyseliny. Pomoci GC-FID byly stanoveny napiiklad kyselina
linolova a y-linolenova. U rostlinnych praska nebyla stanovena pfili§ vysoka koncentrace mastnych
kyselin. Nejmensi procentudlni zastoupeni v téchto vzorcich mély mononenasycené mastné
kyseliny.

U skupiny lipidickych extraktii byla do analyzované skupiny pfidana skupina seminek a ofechl,
které jsou bohatym zdrojem lipidi. Z téchto vzorkd byl olej ziskan lisovanim za studena nebo
hexanovou extrakei pfistrojem Soxtherm. Vys§i koncentrace mastnych kyselin byla pozorovana
u extrakce hexanem. Zastoupeni jednotlivych skupin mastnych kyselin se ov§em vyrazné nelisilo.
Vyhradné prevazovaly polynenasycené mastné kyseliny. V olejich lisovanych za studena z
vlaSského ofechu a Inéného a konopného seminka bylo navic stanoveno i malé¢ mnozstvi kyseliny
arachidonové¢ a eikosapentaenové.

Po stanoveni zékladnich vyznamnych nutrientG byla pozornost zaméfena na biologicky
vyznamné latky. VysSe zminéné rostlinné vzorky byly testovany pro obsah fruktand a B-glukand.
Nebylo ptekvapenim, Ze nejvyssi mnozstvi fruktanti bylo stanoveno ve vzorku inulinu. Ve zbylych
vzorcich rostlinnych praski a fas a sinice bylo mnoZstvi o néco niZ§i, az na mlady je€men a matcha
vzorek, u kterych byla hodnota stanovena nad 100 mg-g™*. Naopak nejvyssi mnozstvi B-glukanii
bylo stanoveno ve vzorku arame.

Pomoci GRAS rozpoustédel byly extrahovany fenolické latky, flavonoidy a v pfipravenych
extraktech pak byla stanovena antioxida¢ni aktivita. Porovnanim slozeni vodného a ethanolového
extraktu bylo ovéteno, Ze Se rozdil v extrakci nejevil jako vyznamny. Nejvyssi mnozstvi fenolickych
latek bylo stanoveno u vodného extraktu spiruliny a vzorku matcha. Tyto vzorky navic vykazovaly
1 vysokou antioxidacni aktivitu. V téchto extraktech byly identifikovany i jednotlivé fenolické latky
jako je kyselina gallova, rutin, kyselina sinapova nebo ferulova. Extrakt matcha navic obsahoval i
kofein, a to v koncentraci 5 mg-g™. Ve vzorcich chlorelly, spiruliny, arame a matcha bylo stanoveno
1 nejvyssi mnozstvi chlorofylu, celkové karotenoidy byly v nejvétSim mnozstvi pozorovany i
spiruliny a chlorelly.

Dal§im sledovanym parametrem byl antimikrobidlni ucinek. Extrakty spiruliny vykazovaly
ucinek vici gramnegativnim i grampozitivnim mikroorganismiim. Zbytek testovanych vzork je dle
vyse zminénych stanoveni pomérné bohatym zdrojem zivin, proto byly vybrany jiné zdroje s
potencialnim antimikrobialnim G¢inkem z fad bylin, ¢aji a kofeni. Bylo pozorovano, ze extrakty
kofeni maji vyznamny vliv na riist grampozitivnich bakterii, v ostatnich pfipadech bud’to velmi maly
nebo nulovy.

U testovanych extraktl vzorek fas a sinice a rostlinnych prask byl stanoven a porovnan
cytotoxicky ucinek na dvé rizné lidské bunécné linie. Tyto linie byly vybrany pro stanoveni
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bezpecnosti v potravinach a piipadné i v kosmetice. Pro testovani cytotoxicity byly vybrany linie
Caco-2 (stfevni epitel) a HaCat linie (keratinocyty). Nebyl zjistén vyrazny rozdil v cytotoxickém
ucinku pii vlivu expozice extraktl na ob&é vybrané bunécné linie, pouze u vyssich koncentraci
moringy a matcha. Pro kontrolu byla u téchto vzorkt sledovana i intaktnost bunééné membrany
HaCat bun¢k. Bylo ovSem zjisténo, ze i pies snizeni mitochondridlni aktivity nedoslo k naruseni
bunécné membrany bunck. Obecné lze tedy extrakty povazovat za bezpecné i pro vyuziti v
kosmetice.

Soucasti prace byla i piiprava liposomii s enkapsulovanou slozkou. Aktivni latky byly
enkapsulované do liposomtl, jelikoZ pti enkapsulaci do polysacharidovych castic byla enkapsulacni
ucinnost velmi nizka a dochazelo k rychlé difuzi. Vodné a ethanolové extrakty fas a sinic se povedlo
enkapsulovat do liposomt tvofenych sdjovym lecithinem s pomérné malou velikosti ¢astic,
uniformnosti, stabilitou (—40 mV) a vysokou enkapsulaéni t¢innosti, ktera se pohybovala ve vétsiné
ptipadt nad 90 %. Po tfech mésicich skladovéani ovSem doslo k poklesu antioxidacni aktivity, ale
hodnoty se stale pohybovaly nad 50 %. Liposomy s lipidickymi extrakty vykazovaly jesté mensi
velikost, ale s niz§im zeta potencialem a vyssi agregaci Castic. V této Casti byly také porovnavany
liposomy skladajici se z lecithinu rizné¢ho plivodu, a to slune¢nicového, vaje¢ného a sojového.
V ramci dlouhodobé stability a modelového traveni bylo pozorovéno, Ze inkorporace aktivni slozky
napomaha zvySeni stability ¢astic v ramci snizeni zeta potencialu a c¢astecného uvoliiovani. Zaroven
byly jako nejstabilnéjsi novétey liposomy ze sdjového a slunecnicového lecithinu. MTT test navic
potvrdil jejich bezpecnost do 12 % objemové koncentrace na bun&cné linii Caco-2.

Nakonec byl zkoumén vliv vybranych extraktd na viabilita probiotickych bakterii. Vybrané
extrakty nevykazovaly viditelnou zménu v poctu optické hustoty, a tedy poctu bakterii. AvSak
pomoci prutokové cytometrie bylo potvrzeno, ze slozeni extraktd napomohlo z&asti viabilitu i
podpofit.

Vyslednym ndvrhem doplilkkd stravy tak mlze byt na zdklad€ charakterizace nutrientli a
biologicky vynamnych latek jako jsou fenolické latky, barviva, fruktany apod. smés mladého
je¢mene, pSenice nebo spiruliny v kombinaci s L. acidophilus, L. casei nebo B. breve, které mohou
byt enkapsulovany zvlast’ nebo dohromady v alginatové ¢astici S naslednou lyofilizaci a vyuZity do
suchych potravin jako je ovesnad kaSe nebo do napojl. V pfipadé piirodni cesty Upravy stievni
mikrobioty lze vyuzit enkapsulované extrakty bylinek nebo kofeni, konkrétné¢ hefmanku nebo
skofice, u nichz byl pozorovan inhibi¢ni vliv na rlst gramnegativnich bakterii s naslednym
doplnénim efektu navrhovaného dopliku stravy.
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