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ABSTRAKT

V poslednych rokoch rastie zdujem o vyuzitie netradi¢nych probiotickych mikroorganizmov,
medzi ktoré patria aj kvasinky. Vzhl'adom na ich priaznivé vlastnosti, ako je schopnost’ prezivat’
v gastrointestindlnom trakte, produkcia bioaktivnych latok a potencialne pozitivne ucinky
na zdravie, sa otvaraji nové moznosti ich aplikdcie v potravindrskom, farmaceutickom aj
kozmetickom priemysle.

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo komplexne zhodnotit’ vlastnosti vybranych druhov
kvasiniek (Metschnikowia, Rhodotorula, Yarrowia lipolytica a Saccharomyces cerevisiae)
a posudit’ ich vyuzitel'nost’ ako probiotickych a postbiotickych zloziek. V teoretickej Casti boli
rozpracované rozdiely medzi probiotickymi a postbiotickymi Gc¢inkami, rozpisané rozdiely
medzi kmenmi kvasiniek a perspektiva ich vyuzitia v priemyselnej aplikacii. Druha ¢ast’ prace
zahtnala kultivaciu kvasiniek, pripravu ich extraktov, stanovenie obsahu bioaktivnych latok,
testovanie antimikrobidlnych ucinkov, ako aj modelové travenie a testovanie enkapsulacie
do lipozémov. Ziskané vysledky preukéazali rozmanity obsah bioaktivnych latok v kvasinkach,
ucinnost’ enkapsulacie a prezitie v stresovych podmienkach. Zaroven kvasinkova biomasa
podporila rast probiotickych baktérii za sti€asnej absencie Zivotaschopnych buniek po procese
kultivacie, ¢o naznacuje postbioticky charakter testovanych extraktov. Na zaklade zistenych
vysledkov boli navrhnuté moznosti vyuzitia vybranych druhov kvasiniek v oblasti doplnkov
stravy a kozmetickych pripravkov ako prirodzenych a funkénych zloziek podporujucich zdravie
a mikrobialnu rovnovahu. Praca prispieva k prehibeniu poznatkov o vyuzitelnosti netradiénych
mikroorganizmov v oblasti funkénych vyrobkov a podporuje vyvoj inovativnych a prirodzene
aktivnych zloziek pre zdravie ¢loveka.

KPlucové slova

Probiotické kvasinky, kultivacia, postbiotikd, bioaktivne latky, enkapsulacia, viabilita,
kozmetika, potraviny



ABSTRACT

In recent years, there has been a growing interest in the use of non-traditional probiotic
microorganisms, including yeasts. Due to their favourable properties, such as the ability to
survive in the gastrointestinal tract, production of bioactive compounds, and potential health
benefits, new opportunities are emerging for their application in the food, pharmaceutical, and
cosmetic industries.

The aim of this thesis was to comprehensively evaluate the properties of selected yeast
species (Metschnikowia, Rhodotorula, Yarrowia lipolytica, and Saccharomyces cerevisiae) and
assess their potential as probiotic and postbiotic components. The theoretical part discusses the
differences between probiotic and postbiotic effects, the importance of bioactive compounds,
and the potential for microbial application in industrial contexts. The ~ experimental  part
involved yeast cultivation, extract preparation, analysis of bioactive compound content,
antimicrobial activity testing, as well as model digestion and encapsulation into liposomes. The
results revealed a diverse profile of bioactive compounds, effective encapsulation, and the
ability of yeast components to withstand stressful conditions. In addition, the cell-free yeast
extracts stimulated the growth of probiotic bacteria while showing no viable yeast cells after
cultivation, which supports their postbiotic character. Based on the findings, potential
applications of the studied yeast strains were proposed in the development of dietary
supplements and cosmetic products as natural and functional ingredients that support health and
microbial balance. This work contributes to a deeper understanding of the usability of non-
conventional microorganisms in the field of functional products and supports the development
of innovative and naturally active components for human health.

Keywords

Probiotic yeasts, cultivation, postbiotics, bioactive compounds, encapsulation, viability,
cosmetics, food
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1 UVOD

V poslednych rokoch narasta zdujem o vyuzitie mikroorganizmov, najmi probiotickych
kmenov, Vrdoznych oblastiach priemyslu. Okrem klasickych bakterialnych probiotik sa
do popredia dostavaju aj menej tradicné mikroorganizmy, akymi su kvasinky. Predstavuja
vyhodu pre osoby s intoleranciou na laktézu ¢i alergiou na mliecne bielkoviny, ¢o ich
predurcuje na SirSie vyuzitie v potravinarstve aj v kozmetickom priemysle. Niektoré¢ druhy
kvasiniek vykazuji zaujimavy probioticky potencial, schopnost’ prezivat’ v gastrointestindlnom
trakte, produkovat’ bioaktivne latky, vykazovat antimikrobidlne vlastnosti a pozitivne
ovplyviovat’ zdravie ¢loveka. NavySe, kvasinky st zdrojom tzv. postbiotik — produktov alebo
metabolitov uvol'iovanych zivymi alebo inaktivovanymi mikroorganizmami, ktoré mézu mat’
biologicky ucinok aj bez pritomnosti samotného mikroorganizmu.

Vyuzitie probiotickych a postbiotickych kvasiniek sa ukazuje ako sl'ubny nastroj
na vyvoj novych funkénych potravin, kde moézu prispievat’ nielen k zdraviu criev, ale aj
k celkovej imunomodulacii, tvorbe bioaktivnych latok a zniZovaniu patogénov v traviacom
trakte. Rovnako st zaujimavé aj pre krmivarsky priemysel, najmd ako doplnok vyzivy
pre hospodarske zvierata, kde mozu sluzit’ ako prirodzend nahrada antibiotik. V neposlednom
rade maji vyznam aj v kozmetickom priemysle, kde sa skiima ich vyuzitie v produktoch
pre starostlivost’ o pokozku. Mdézu tiez poskytovat’ antimikrobialnu ochranu, ¢im pomahaju
V prevencii zdpalov a inych koZznych problémov, ako su ekzémy a akné. Ich vyhodou je
produkcia roznorodych bioaktivnych latok vratane enzymov, peptidov, antioxidantov ¢i
lipofilnych pigmentov ako su steroly a karotenoidy. Prave tieto latky mo6zu prispiet’ k ochrane
buniek pred oxida¢nym stresom, podpore koznej bariéry alebo zlep$eniu nutri¢nej hodnoty
produktov.

Tato diplomova praca sa zameriava na posudenie probiotickych a postbiotickych
vlastnosti vybranych druhov kvasiniek: Metschnikowia sp., Rhodotorula sp., Yarrowia
lipolytica a Saccharomyces cerevisiae. Kultivaciou tychto mikroorganizmov boli pripravené
vodné extrakty a biomasa, ktoré boli d’alej analyzované v oblasti obsahu bioaktivnych latok,
antimikrobidlneho Uc¢inku, ako aj ucinku enkapsuldcie kvasiniek do lipozoémov
pre charakteriziciu stability a aktivity extraktov. Zaroven boli hodnotené postbiotické vlastnosti
na zaklade metabolitov uvolnenych pocas kultivacie. Testovala sa tieZ odolnost’ buniek voci
simulovanému traveniu a ich spravanie v prostredi probiotickych baktérii. Na posudenie
metabolického potencidlu kvasiniek je dolezité analyzovat’ aj obsah ich metabolitov, ako st
pigmenty a mastné kyseliny. Tieto lipofilné zlG€eniny zohravaju vyznamnu tlohu v biologickej
aktivite a technologickom vyuZiti. Pritomnost’ a zloZenie pigmentov je moZné stanovit
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) a na zistenie obsahu mastnych
kyselin sa vyuZiva plynova chromatografia (GC).

Vysledky ziskané v rdmci prace mozu prispiet’ k lepSiemu pochopeniu vlastnosti tychto
mikroorganizmov a ich moZznému praktickému vyuZitiu ako funkénych zlozZiek s biologicky
priaznivymi G¢inkami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Povod a definicia probiotik

V priebehu minulého storo¢ia sa zacali ro6zne mikroorganizmy cielene vyuzivat pre ich
potencialnu schopnost’” predchadzat a lieCit choroby, ¢o viedlo k zavedeniu terminu
probiotikum. Termin probiotikum je sice relativne nedavno zavedeny pojem, avSak jeho povod
ndjdeme uz v starovekej gréctine a znamena ,,pre zivot™. Koncept probiotik sa vyvinul ako
odozva na Siroké vyuZzivanie antibiotik, pricom byva €asto oznacovany za ich funk¢ny protiklad
[1].

Historia probiotik sa zacala spolu s dejinami ¢loveka. Potraviny ako syr a fermentované
mlieko boli dobre zname uz Grékom i Rimanom, ktori ich konzumaciu odporacali najmé detom
a rekonvalescentom. Myslienku probiotik dal do popredia okolo roku 1900 nositel’ Nobelovej
ceny Elie Metchnikoff, ktory bol presvedéeny, ze dlhy a zdravy zivot bulharskych farméarov je
vysledkom konzumacie fermentovanych mlie€nych vyrobkov. Termin ,,probiotikum* bol
prvykrat pouzity v roku 1965 Lilley and Stillwellom, ktori ho definovali ako ,,Jatku vylu¢ovana
jednym mikroorganizmom, ktoré stimuluje rast iného mikroorganizmu® [1, 2, 3].

V druhej polovici 20. storocia doslo k popularizécii tohto terminu a jeho definicia sa
zmenila niekolkokrat. Definicii existuje i dnes viacero. Medzi Casto citované patri definicia
zroku 1998, ktort prijal odborny vybor expertov. Probiotikd si v nej opisané ako ,,zivé
mikroorganizmy, ktoré pri podani v primeranom mnozstve poskytuji hostitel'ovi zdravotny
prinos presahujuci zakladné vyzivové funkcie® [2, 3].

Sthrnne sa probiotikd pouZivaji na pomenovanie Zivych mikroorganizmov, ktoré st
spojené s priaznivymi u¢inkami pre l'udi a zvierata, ¢ize ak st konzumované v primeranom
mnozstve, poskytuji hostitel'ovi zdravotné vyhody. Toto znenie vychédza i z definicie probiotik
pre vyzivu a pol'nohospodarstvo organizaciami OSN a Svetovou zdravotnickou organizaciou
(WHO), ktoré piSu: ,,Probiotika st Zivé mikroorganizmy, ktoré pri poddvani v dostatocnom
mnozstve mozu hostitelovi poskytnit’ zdravotné vyhody." Zéakladna evolucia probiotik je
zhrnutd nizsie (vid. Obrdzok I). NajbeznejSie sa konzumuju ako doplnok stravy vo forme
tabliet ¢i sirupov alebo priamo ako sucast’ niektorych potravin [4, 5].

Evolucia probiotik

1907 1953 96
: : o :
>
Elie Werner Lilly and Parker Fullet FAO/WHO  ISAPP
Metchnikoff Kollath Stillwell
Zatatok konceptu Termin Prva definicia Prve vyuzitie Prvy doplnok Sufamna ﬁpraﬂ'
latok prospeinych probiotikum probiotik probiotika stravy so Zivym  definicia defmicie
pre mikrobidm k navriteniu mikrobidlnym probiotik probiotik
mikrobidlne) komponentom vzhladom
rovnovahy GIT k dneinym
vyskumom

Obrazok 1 Evolucia probiotik [6]
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2.1.1 Pozadovany charakter probiotik

Probiotika ucinkuju viacerymi spdsobmi. Ako uzitocné mikroorganizmy sa nachadzaji
v ¢revach a stperia s patogénnymi mikroorganizmami o priestor na rast a vyvoj. Hlavnou
ulohou probiotik je predchadzat’ ¢revnym infekcidm. Existuju tri vS§eobecné mechanizmy
ucinku tychto pripravkov:

e antibakteridlne (proti patogénnym baktéridm),
e posiliiujuce ¢revna sliznicu,
e imunomodula¢né (napr. protizapalové) [7, 8].

Poziadavky na probiotika sa mozu lisit’ v zavislosti od konkrétneho typu probiotik, ich ticelu
a prostredia, v ktorom sa pouzivaju. Napriek tomu existuju urcit¢ zakladné body
a charakteristiky, ktoré by kvalitné probiotikd mali spinat’ (vid. Obrdzok 2). Tieto kritéria
zahfniaji v prvom rade pritomnost’ zivych mikroorganizmov. Probiotikd musia obsahovat’ zivé
baktérie ¢i kvasinky, ktoré st schopné prezit’ v ¢revnom prostredi a vyvolat’ pozitivne u€inky
na zdravie hostitel'a. Taktiez musia mat’ dobré adhézne vlastnosti k epitelovym bunkam, cize
musia prilnut’ k ¢revnej vystelke, aby mohli uplatnit’ svoje u€inky. Plati, ze ¢im vysSie su ich
adhézne vlastnosti, tym sa zvysuje ich schopnost’ kolonizovat a konkurovat’ patogénom [9, 10].

Vyber spravnych probiotickych mikroorganizmov musi d’alej zahfiiat’ ich odolnost’ voci
gastrointestindlnym stavom. Ug&inné probiotika dokaZu totiz vydrzat’ horsie podmienky, ako je
pritomnost’ Zalido¢nej kyseliny a ZI€ovych soli, ¢im sa zabezpeci ich prezitie v traviacom
systéme. Na dosiahnutie terapeutického ucinku je taktiez nevyhnutné, aby produkt obsahoval
adekvatne mnozstvo Zivych mikroorganizmov. Ich pocet sa zvy€ajne uvadza v miliardach CFU,
¢o je skratka pre anglicky vyraz ,colony forming units“ (koloniotvorné jednotky). Tato
jednotka oznacuje mnozstvo mikroorganizmov schopnych vytvorit’ koloniu na Zivnom médiu,
a teda sluzi ako ukazovatel ich zivotaschopnosti a aktivity [10, 11].

Dostatocné produkcia antimikrobidlnych latok predstavuje d’alSie kritérium probiotického
ucinku. Probiotické organizmy produkuju latky ako bakteriociny a organické kyseliny, ktoré
inhibuji patogénne baktérie, ¢im zabraiiuju infekciam. M6Zu modulovat’ imunitnt odpoved’,
¢im sa posiliiujii obranné mechanizmy hostitel’a proti infekcidm a zapalovym ochoreniam.
Vysledkom je zlepSenie vstrebavania Zivin a syntézy vitaminov, ¢im prispievaju k celkovému
zdraviu. Vysoka produkcia antimikrobidlnych latok bola pozorovand najméd u baktérii
mlie¢neho kvasenia, ktoré su bezne pouZzivané ako doplnky stravy [12, 13, 14].

Probiotik4d musia byt bezpecné na uzivanie, ¢o znamend, Ze nemaji negativne U¢inky na
zdravie, ak s uzivané v odporti¢anych davkach. Je vzdy dolezité, aby sa uzivali pod dohl'adom
odbornika, najmd u oséb s oslabenym imunitnym systémom. Dévodom je hlavne Coraz
zvySujlce sa mnozstvo mikroorganizmov rezistentnych voci antibiotikdm. Tiez by mali by mali
preukazatel'ne pozitivne ovplyviiovat’ zdravie, ako napriklad podporou travenia, posilnenim
imunity, prevenciou hnaciek, zlepSenim rovnovahy crevnej mikroflory alebo zmiernenim
priznakov niektorych ochoreni, ako je syndrom drdzdivého creva (IBS). Tieto poziadavky
zabezpecuju, ze probiotikd budu u¢inné a bezpecné pri pouZziti na zlepSenie zdravia a prevenciu
roznych zdravotnych problémov [11, 14].
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Obrazok 2 Charakteristické viastnosti idedlneho probiotického mikroorganizmu [44]

2.2 Probiotické mikroorganizmy

Na zéklade definicie probiotik stanovenej Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO) sa
medzi probiotikd moézu zaradit’ nielen tzv. ,,dobré* baktérie, ale aj kvasinky ¢i plesne. Medzi
najcastejsie pouzivané probiotickeé kultiry patria napriklad Lactobacillus (napr. L. acidophilus,
L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus) ¢i Bifidobacterium (B. animalis, B. breve) [7, 14].

Dodnes sa medzi probiotiké radia hlavne uz spominané baktérie, ktoré z vel'kej Casti
tvoria prirodzené prostredie traviaceho traktu organizmov (90 %). To znamend, Ze vécSina
sucasnych probiotik patri medzi prokaryoty. NajcastejSie sa ako probiotikd vyuzivaju baktérie
rodu Bifidobacterium a baktérie mliecneho kvasenia (BMK), ktoré tvoria roznorodu skupinu
Gram-pozitivnych baktérii s charakteristickymi vlastnost'ami [14].

Uplatiujii svoje priaznivé ucinky prostrednictvom roéznych mechanizmov, vratane
znizovania crevného pH, znizovania kolonizécie a invéazie patogénnych organizmov
a modifikacie imunitnej odpovede hostitela. Okrem toho su probiotické kmene schopné
syntetizovat' traviace enzymy (amylaza, lipaza, proteazy, pektinazy a endoglukanazy)
a vitaminy A, B, E, C, K a d’al$ie. TieZ produkuji metabolity, ako st mastné kyseliny s kratkym
retazcom a histamin. Probiotické vyhody spojené s jednym druhom alebo kmeniom nemusia
nevyhnutne platit’ pre iné [15, 17].

Vdaka rozsiahlym pozitivnhym G¢inkom na organizmus si ziskali pozornost’ v rdmci
r6znych biomedicinskych aplikécii. ZvySuju sudrznost’ ¢revnej bariéry a stimuluju produkciu
mucinu, ktory je zivotne ddlezity pre zdravie Criev [16].

Hoci sa vyskum probiotik primarne ststredi na prokaryotické mikroorganizmy,
v poslednych rokoch rastie vedecky aj komerény zaujem o eukaryotické probiotika. Klinické
Studie potvrdili ich G¢innost’, pricom medzi najvyznamnejsie patri Saccharomyces cerevisiae,
kvasinka z rodu Saccharomyces, ktora je v sicasnosti najcastejSie pouzivanym eukaryotickym
probiotikom. Nazorné porovnanie ich zakladnych vlastnosti a G€inkov je uvedené nizSie
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(vid’. Tabulka 1I). Spektrum aplikécii probiotik sa stcasne rozSiruje i1 vyskumom inych
kvasiniek ¢i plesni ako potencidlne probiotickych jedincov s rdéznorodymi fyziologickymi

vlastnost'ami [17].

Tabulka 1 Porovnanie zakladnych charakteristik prokaryotickych a eukaryotickych probiotik

Charakteristika

Prokaryotické probiotika

Eukaryotické probiotika

(baktérie) (kvasinky)
Typ organizmu prokaryota (bez jadra) eukaryota (s jadrom)
Lactobacillus,
. Bifidobacterium, .
Priklady Escherichia coli, Saccharomyces boulardii
Streptococcus

Vel’kost’ a Struktura

Mal¢ (0,55 pum),
jednoducha Struktira

Vicsie (540 um),
zlozitejsia Struktira

Metabolizmus a rast

Fermentuju sacharidy,
proteiny, produkuju kyselinu
mlie¢nu, SCFA

Vykonavaju fermentaciu,
mozu zlepSovat’ travenie a
imunitny systém

Mechanizmus u¢inku

Konkurenény rast, produkcia
bakteriocinov, zlepSenie
bariérovej funkcie

Stabilizacia mikroflory,
podpora imunitného systému

Bezpecnost’ a vedlajSie
ucinky

Moze sposobit’ plynatost,
naduvanie, v ojedinelych
pripadoch infekcie

Zriedkavé, ale moze
spoOsobit’ naduvanie,
interagovat’ s lickmi

Prirodny vyskyt

Creva, fermentované
potraviny (jogurt, kefir)

fermentované potraviny,
pivo, vino

Komplexnost’ produktov

Kapsule, prasky, napoje

Menej dostupné, ale aj vo
forme doplnkov stravy

2.3 Probiotické baktérie a ich ué¢inok

Ludska mikroflora pozostava z mnoZstva bakteridlnych buniek roznych druhov, ktoré sa
primarne nachadzajii na pokoZke a slizniciach. Tieto baktérie vytvaraju komplexnt komunitu,
ktora sa viaze k povrchu a je obklopena ochrannou vrstvou. Crevny biofilm, nevyhnutny
pre spravnu vyZivu a zdravie ¢loveka, sa za¢ina formovat’ uZ kratko po narodeni. Traviaci trakt
obsahuje najvdcsie mnozstvo baktérii v tele, priCom ich zlozenie, pocet a rast ovplyviiuji
faktory ako Zivotny $tyl, stravovacie ndvyky a genetickd predispozicia jednotlivca. Kazdy
probioticky kmen ma Specifické vlastnosti, a preto je nevyhnutné individuadlne preukazat’ jeho
zdravotné prinosy. Vysledky klinickych $tadii na 'ud’och ukazali, Ze urcité probiotické kmene
mozu pomoct’ predchadzat’ alebo skratit’ trvanie hnacky a infekcii dychacich ciest. Okrem toho
prispievaju k zniZeniu rizika traviacich tazkosti u predCasne narodenych deti, zmierneniu
priznakov laktézovej intolerancie, liecbe potravinovych alergii a odstraiiovaniu toxinov
a patogénov z potravy alebo gastrointestinalneho traktu [18, 19, 20].

Baktérie ako Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus, Eubacterium, Clostridium,
Peptostreptococus, Peptococcus, Propionibacterium a Escherichia coli patria medzi zakladné
rody, ktoré tvoria komunitu ¢revnych baktérii [20].

Prehl'ad probiotickych baktérii vyuzivanych v priemyselnej vyrobe je uvedeny nizsie
(vid’. Tabulka 2) [21].
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Tabulka 2 Prehlad probiotickych baktérii vyuzivanych v ramci priemyselnej vyroby

Bakterialny rod Jednotlivé druhy
L.reuteri, L.rhamnosus, L.acidophilus,
Rod Lactobacillus L.casei, L.bulgaricus, L.lactis, L.helveticus,

L.fermentum, L.plantanum, L.salivarius
B.animalis, B.animalis subsp. lactis,
B.bifidum, B.breve, B.longum
Lactococcus lactis, Leuconostoc
Ostatné baktérie mliecneho kvasenia mesenteroides, Pediococcus pentosaceus,

Stretococcus thermophilus, S. sanguis

Rod Bifidobacterium

NajbeznejsSie vyuzivané probiotikd su predovsSetkym z kmenov baktérii mliecneho
kvasenia, ktorych druhy st zobrazené i vyssie. Ide o skupinu grampozitivnych, fakultativne
anaerobnych alebo striktne anaerobnych baktérii [25].

Metabolickym produktom baktérii mliecneho kvasenia je kyselina mlie¢na, pripadne
oxid uhli¢ity ¢i za Specifickych podmienok etanol. Podl'a vzniku produktov sa deli mlie¢ne
kvasenie na homofermentativne, kde sa zo sacharidov odburava kyselina mlie¢na ako hlavny
produkt. Druhym typom fermentéicie je heterofermentativne kvasenie, ktoré¢ sa vyskytuje
pri obmedzenom prisune glukdzy, v pritomnosti pentdz, alebo ked’ sa mikroorganizmy adaptuja
na naroc¢nejsie podmienky. Vznika laktat, oxid uhli¢ity alebo etanol [18].

Baktérie mliecneho kvasenia maju velky vyznam hlavne v potravinarskom priemysle,
kde st vyuzivané na produkciu mlie¢nych vyrobkov (jogurty, syry), ¢i pri produkcii kvasnych
potravin (kysld kapusta a fermentované napoje). Vyhodou je ich nepatogénnost’ a I'ahka
manipulécia [11, 18].

Baktérie mliecneho kvasenia vSak nie st jedinymi baktériami, ktoré sa v sti¢asnosti
pouzivaju ako probiotikd z rady prokaryot. Vyuzivaju sa aj iné rody ako Bacillus, Clostridium
butyricum ¢i Propionibacterium. Ich priemyselné vyuZitie je vSak obmedzené kvoli riziku
patogenity, naro¢nej kontrole vyroby a konkurencii bezpecnejSich probiotickych baktérii [22].

2.3.1 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium patri medzi grampozitivne, anaerobne, heterotrofné baktérie z kmena
Actinobacteria. Maju ty€inkovity alebo rozvetveny tvar (Casto v tvare Y, V alebo palisad), ktory
je charakteristicky pre tento rod (vid. Obrdzok 3). Ich bunkovd stena je tvorend
peptidoglykdnom. Neprodukuji spéry a nevykazuju pohyb, kedze im chybaju biciky. Ide
o0 prisne anaerdbne organizmy s fermentativnym metabolizmom, pricom hlavnym produktom
metabolizmu je kyselina octova a kyselina mlie¢na v pomere 2:3 (bez produkcie plynov). St
schopné fermentovat’ Siroké spektrum sacharidov vratane oligosacharidov z materského mlieka,
ktoré zohrdvaju vyznamnu ulohu pri osidlovani ¢reva novorodencov. Konkrétne je
najbeznejSou baktériou v ¢revnom mikrobiome dojciat. Ich pritomnost’ v 'udskom traviacom
trakte je zvyhodnena schopnostou vyuzivat prebiotikd, ako st fruktooligosacharidy (FOS)
a galaktooligosacharidy (GOS). Tieto latky st fermentované na metabolity, ktoré¢ podporuju
zdravé ¢revné prostredie a mézu ovplyviiovat’ mikrobidlne zlozenie ¢reva. Optimalne teplotné
hodnoty pre tieto baktérie su v rozmedzi 36 —38 °C a hodnoty pH sa pohybuju medzi 6,0 — 7,0.
Medzi najdolezitejSie probiotické druhy patria B.bifidum, B.breve a B. longum. VyuZitie
nachadzaju Casto vo vyrobe mlie¢nych produktov, ako su syry a jogurty [18, 23, 24, 25].
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Obrazok 3 Rod Bifidobacterium [26]

2.3.2 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus predstavuje pomerne rozsiahlu skupinu bakterialnych jedincov patriacich
pod baktérie mlie€neho kvasenia. Ich samotny nazov pochadza z gréckeho slova ,/ac*, ¢o
v preklade znamena mlieko. Dodnes bolo identifikovanych vyse 250 druhov rodiny
Lactobacillaceae, vyznauju sa vysokou genotypovou, fenotypovou a ekologickou diverzitou.
Je to rod tyCinkovitych, gram pozitivnych, nesporulujucich, fakultativne anaerobnych baktérii
z kmeia Firmicutes. Vdaka svojmu ty€inkovitému tvaru sa charakteristicky spéjaju do
retazcov (vid'. Obrdzok 4) [27, 28].

Obrdzok 4 Rod Lactobacillus [29]

Druhy Lactobacillus mozno rozdelit’ do skupin na zaklade ich metabolizmu. Obligatna
homofermentativna skupina fermentuje sacharidy za vzniku kyseliny mliecnej ako hlavného
vedlajSieho produktu (napr. L. acidophilus a L. salivarius), zatial Co fakultativne
heterofermentativna skupina za urcitych podmienok alebo s urcitymi substratmi fermentuje
sacharidy za vzniku kyseliny mlie¢nej, etanolu, kyseliny octovej a oxidu uhli¢it¢ho ako
vedl'ajsich produktov (napr. skupina L. fermentative plantarum) [14, 27].

Vdaka produkcii kyseliny mlie¢nej ako hlavného vedl'ajSieho produktu je ich optimélne
prostredie pre rast kyslé, s pH v rozmedzi 5,0 — 6,0. To zodpovedd podmienkam traviaceho
traktu, v ktorom maji dominantné postavenie a inhibuju rast patogénnych mikroorganizmov.
Okrem gastrointestindlneho traktu sa vyskytuji hlavne v Gstnej dutine a vagine, kde prispievaju
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k udrzaniu zdravého mikrobialneho prostredia. Nachadzaju sa vo fermentovanych potravinach,
ako su jogurty, acidofilné mlieko a kysla kapusta [28].

2.4 Probiotické kvasinky

Kvasinky patria medzi vyznamnych producentov v biotechnologickych a priemyselnych
procesoch, kde sa vyuzivaju na vyrobu fermentovanych potravin, ako aj na produkciu enzymov,
kyselin a vitaminov. Zasadne sa liSia od baktérii, ked’ze patria do riSe Fungi, s rozmermi
priblizne 10krat vacsimi ako baktérie. Typicka velkost” kvasinkovych buniek sa pohybuje
v rozmedzi 5 — 10 mikrometrov v priemere. Ide o jednobunkové eukaryotické huby patriace
do kmenov Ascomycota (napr. Saccharomyces, Debaryomyces, Candida) a Basidiomycota
(napr. Cryptococcus, Rhodotorula) a mézu sa rozmnozovat' pohlavne aj nepohlavne. Ich
morfoldgia im umoziuje pdsobit’ ako prekazka proti patogénnym baktériam, ¢im sa zvysuje ich
potencial stat’ sa probiotickym kandidatom [30, 31, 32].

Kvasinky s probiotickym potencidlom st Coraz popularnejSou  skupinou
mikroorganizmov, ktoré si v poslednych rokoch ziskali pozornost’ pre svoje potencidlne
zdravotné benefity. Ludsky mikrobidém tvoria totiz nielen rozne baktérie, ale aj huby a archeélne
organizmy, ktoré spolu vytvaraji komplexny ekosystém. Zastipenie kvasiniek v l'udskom
mikrobidme predstavuje pritom menej ako 1 % z celkového mnozstva zivych buniek. AvSak,
pritomnost’ hub v ¢revnom prostredi naznacuje, Zze niektoré druhy mézu byt pre 'udského
hostitel’a prospesné. Ich pozitivny vplyv sa prejavuje regulaciou imunitnej rovnovahy alebo
zabezpecenim mikrobidlnej stability v ¢reve prostrednictvom Specifickych interakcii [30, 32].

Jednotlivé kvasinky maji odliSné biologické funkcie a mechanizmy, ktoré moézu
poskytnut’ jedine¢né zdravotné vyhody (vid’. Obrdzok 5). Ked'ze prirodzene vykazuju odolnost’
voci antibakteridlnym antibiotikam, ¢o je charakteristické pre huby, tito schopnost’ je jednym
z vyznamnych faktorov pre ich vyuzitie ako probiotika. Aby probiotika u¢inne podporovali
zdravie hostitel'a, musia zostat’ Zivotaschopné, ¢im pomahaji udrziavat’ symbiotickti rovnovahu
v traviacom trakte [31].

Imunomodulacia

Hydrofébnost

Autoagregacia

Antagonisticka
aktivita

Prezitie v
podmienkach GIT

Konkurencne

e : Prilnavost buniek
vylucenie

k povrchu

Obrdazok 5 Nazorny suhrn hlavnych mechanizmov ucinku kvasinkovych probiotik.[69]

Doposial’ je Saccharomyces cerevisiae jediny patentovany kmen kvasiniek urceny
na huméanne pouZitie a je intenzivne skiimany pre svoje probiotické ucinky. AvSak podla
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novych stadii maju aj iné kvasinkové kmene potencidlne probiotické vlastnosti. Ide o kvasinky
zrodov Pichia, Yarrowia, Metschnikowia, Kluyveromyces a d’al§ich, ktoré vykazuju potencialne
prospesné vlastnosti ako schopnost’ odolavat’ podmienkam GIT, tolerovat’ osmoticky stres ¢i
dokazu prilnat k epitelovym bunkam. Produkuji prchavé organické zluceniny (VOC),
mykociny 1 antimikrobidlne latky, ktoré posobia proti Skodlivym mikroorganizmom, ako st
niektoré druhy baktérii a hub [31, 32, 33].

Vdaka svojim antimikrobialnym, antioxida¢nym, protirakovinovym
a imunomodulaénym ucinkom, ako aj schopnosti znizovat' hladinu cholesterolu, maji
probiotické kvasinky vel'ky potencidl na vyuZitie v oblasti bioterapie [33].

2.4.1 Rod Saccharomyces

Kvasinky rodu Saccharomyces su eukaryotické huby triedy Saccharomycetes, ktoré maji
zvycajne ovalny alebo gul'ovity tvar (vid. Obrazok 6). Bunky sa nachédzaju jednotlivo alebo
klastroch ¢i pseudohyfach, vznikajucich, ked’ sa bunky nerozdelia Uplne, ale zostavaju
pripojené, ¢o mdze byt spojené so stresovymi podmienkami alebo urCitymi fazami rastu.
RozmnoZzuju sa prevazne pu¢anim, v menej idedlnych podmienkach mézu tvorit’ spory [34, 35].

Obrazok 6 Saccharomyces cerevisiae pod mikroskopom [38]

Medzi najvyuzivanejSie druhy tohto kmena patria Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Obe sa vyznacuju schopnostou fermentovat
glukézu, sachardzu, maltdozu, galaktézu a tiez trisacharid rafindzu. Na druhej strane nie su
schopné metabolizovat’ laktézu, €o ich odliSuje od niektorych inych mikroorganizmov
vyuzivanych v potravinarstve. Tato vlastnost’ zohrava uz po staroc¢ia délezita tlohu pri vyuziti
Saccharomyces cerevisiae k vyrobe piva, vina, pekdrenskych vyrobkov a dalSich
fermentovanych produktov [34, 36].

Ma vyznamné postavenie aj v biotechnoldgii a vedeckom vyskume. Je povazovana
za modelovy organizmus na Stidium eukaryotickych buniek a genetiky. Vd’aka rozsiahlym
vyskumom jej genetického zlozenia a fyziologickych procesov sa stala modelovym
organizmom pre rézne vedecké aplikacie, vratane biomediciny, farmacie a priemyselnej
biotechnologie [33].

Saccharomyces boulardii bola v poslednych desatroCiach intenzivne skumana
z hl'adiska jej probiotickych vlastnosti. Tato kvasinka, ktord je variantom Saccharomyces
cerevisiae, je dodnes jedinym uznanym a charakterizovanym kvasinkovym probiotikom. Ide
o nepatogénnu kvasinku, ktora bola izolovana z li¢i v Indonézii a ktora rastie pri nezvycajne
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vysokej teplote 37 °C. Je odolna voci zalido¢nej kyseline a proteolyze, inhibuje rast
patogénnych baktérii, ako su Clostridium difficile, Salmonella ¢i Escherichia coli a ma
protizépalové ucinky. Nie je sucastou crevnej mikroflory, teda neosidl'uje crevo a jej
koncentracia po ukonceni podavania klesd. V mnohych krajinach sa vyuziva na prevenciu
a liecbu hnacky, najma pri tradviacich tazkostiach stvisiacich s poddvanim antimikrobidlnych
latok. Je komer¢ne dostupna ako lyofilizovany zZivotaschopny doplnok stravy [34, 35, 37].

2.4.2 Rod Rhodotorula

Kvasinky tohto rodu patria do c&elade Rhodotorulaceae avdaka svojej nenarocnosti
a schopnosti adaptovat’ sa na rozli¢né pH a teplotu je ich mozné izolovat’ z viacerych prostredi,
ako su pdda, voda, vzduch, odpadové vody, potraviny, povrchy rastlin ¢i koza a sliznice
zivocichov aj T'udi. Dokdzu prezit' aj v extrémnych podmienkach, napriklad v termélnych
pramenoch, polarnych oblastiach alebo v prostredi s vysokym obsahom soli ¢i kyselin. Medzi
zname astale skimané druhy patria Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodotorula toruloids, Rhodotorula kratochvilovae a mnohé dalSie. Ide o jednobunkové,
aerobne, nepohlavné kvasinky, ktoré sa rozmnozujii pu€anim, no niektoré druhy su schopné
tvorit’ pseudomycélium. Ich bunky sa vyzna¢uji gulovitym, elipsoidnym & predizenym tvarom
[36, 39, 40].

Vyznacuju sa charakteristickou ruzovou, oranzovou alebo cervenou farbou vdaka
produkcii karotenoidnych pigmentov, ¢o st lipofilné farbiva, ktoré nachadzaju uplatnenie
v potravinarskom ¢i farmaceutickom priemysle. Medzi najbeznejSie produkované pigmenty
patria PB-karotén, astaxantin, torulén ¢i torularhodin. Pomer ziskavanych pigmentov zavisi
na pritomnosti kyslika, a tiez na sposobe a podmienkach kultivacie. Na agare tvoria kolonie
ruzovej, lososovej az koralovo Cervenej farby (vid’. Obrdzok 7). Dokédzu metabolizovat’ Siroké
spektrum sacharidov, alkoholy i organické kyseliny, no nie st schopné fermentacie. Patria
medzi oleogénne kvasinky vyznacujice sa tym, Ze az 50 % ich suSiny dokaZzu tvorit’ lipidy.
Karotenoidy su z tohto dévodu nerozpustné vo vode, ale rozpustné v tukoch [39, 40, 41, 42].

Obrazok 7 Kolonie kvasinky Rhodotorula na agare [42]

V biotechnoldgii sa vyuZiva na produkciu uz spominanych karotenoidov, lipidov
1 biopolymérov. Rhodotorula mé urcité vlastnosti, ktoré naznaCuju jej potencial byt
probiotickou kvasinkou, najmd vdaka svojim antioxidatnym a imunomodulaénym
schopnostiam. Obycajne je jej zastipenie v I'udskom tele regulované, ked'ze jej optimalna
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rastova teplota je nizSia ako teplota 'udského tela. Viaceré Studie vSak uvadzaju, ze v pripade
premnozenia tohto druhu uzdravého jedinca, dokaze telo zich pritomnosti i profitovat
v dosledku produkcie uZitoénych Zivin, ako su proteiny, lipidy, folat a karotenoidy. Dalej
mozno predpokladat’ probioticky ucinok vdaka reguldcii mnoZenia patogénnych baktérii
a neutralizaciou alebo znicenim ich toxinov. AvSak vsetky Stadie sa zhoduji na tom, Ze
vzhladom  na  potencidlnu  patogenitu =~ v  niektorych  pripadoch,  najmi
u imunokompromitovanych oséb, je potrebny d’alsi vyskum na potvrdenie jej bezpecnosti
a ucinnosti ako probiotického organizmu [36, 42, 43].

2.4.3 Rod Metschnikowia

Rod Metschnikowia patri medzi kvasinky z c¢el'ade Metschnikowiaceae a vyznacuje sa Sirokou
ekologickou rozmanitostou. Vyskytuji sa v roznych prirodnych prostrediach, pri¢om
najcastejsie osidl'uju kvety, ovocie a rozne rastlinné tkaniva. Okrem toho st ¢asto pritomné aj
v traviacom trakte ¢i na povrchu hmyzu. Ich typickym morfologickym znakom je gul'ovity az
elipticky tvar buniek a mnohostranné¢ pucanie. Niektoré druhy st schopné vytvarat
rudimentdrne pseudomycélium, ¢o im umoziuje lepSiu adaptiaciu na rozmanité podmienky
prostredia [36, 45].

Rod Metschnikowia podl'a dostupnych stadii obsahuje 85 rdéznych druhov. Niektoré
druhy sa prirodzene vyskytuji vo volnej prirode, ¢o umoznuje ich rozdelenie na vodné
a suchozemské druhy. Medzi vyznamné druhy patri Metschnikowia pulcherrima,
Metschnikowia andauensis, Metschnikowia sinensis ¢i Metschnikowia fructicola a mnoho
d’alSich. VSetky maju znaény potencial vyuzitia v roznych oblastiach, pricom ich vlastnosti
naznacuju Siroké moznosti aplikacie v biotechnologii, potravinarstve ¢i zdravotnictve. Niektoré
druhy totiz dok4dzu produkovat’ lipidy, enzymy a d’alSie priemyselne vyuziteI'né zluceniny.
Predmetom rozsiahleho skumania je M. pulcherrima, ktord sa uz roky vyuZiva
v potravinarskych aplikaciach, hlavne vo vindrskom priemysle. Zaujem v biotechnologickom
priemysle je spdsobeny jej schopnostou produkovat pigment pulcherrimin, ktory ma
antimikrobialne ucinky. Tento pigment U€inne posobi proti baktéridm, kvasinkdm a plesniam
a eliminuje patogény prirodnou cestou. Vyznacuje sa charakteristickou tmavo cervenou az
hnedou farbou (vid. Obrdzok 8). Vyroba pulcherriminu je ovplyvnend dostupnostou kyslika
a mnozstvom vol'ného Zeleza v kultivatnom médiu. Ak je koncentracia zeleza vyssia ako
0,005 %, pigment sa produkuje priamo v bunkéch, zatial’ o pri nizsich koncentraciach Zeleza
sa pigment uvoliiuje do prostredia [45, 46, 47, 48].

Obrdzok 8 Produkcia kvasinky Metschnikowia pulcherrima na agare
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Medzi hlavné dovody ich rastiiceho vyznamu patri ich probioticky potencial. PoCiatocné
testovanie vybranych kmenov rodu Metschnikowia ako potencidlnych probiotik sa ststred’uje
na ich schopnost’ prezit’ v nepriaznivych podmienkach gastrointestinalneho traktu (GIT), ktoré
predstavuje prva ochranni bariéru traviaceho systému. Tento rod prirodzene vykazuje
probiotické¢ vlastnosti, vratane schopnosti regulovat rast inych mikroorganizmov aj
v nehostinnom prostredi. Suc¢asné stadie naznacuju, ze Metschnikowia disponuju zékladnymi
probiotickymi vlastnost’ami, ako st schopnost’ prezivat’ v GIT, konkurencieschopna eliminécia
patogénov a odolnost’ voci zI€ovym soliam. Okrem toho niektoré druhy produkuju bioaktivne
zluceniny s antimikrobidlnymi u¢inkami, ¢o zvySuje ich potencidlne vyuzitie v potravinarskom,
zdravotnickom a biotechnologickom priemysle. Napriek tymto slubnym vlastnostiam si
vyuzitie Metschnikowia ako probiotika vyzaduje d’alsi vyskum zamerany na jeho bezpecnost’
a uc¢innost’ v komer¢nych aplikaciach [48, 49].

2.5 Postbiotika

Postbiotikum je termin odvodeny z gréctiny pre ,,post™, ¢o znamena po a ,,bios®, ¢ize zmysel
zivota. Postbiotikd, oznacované ako metabolity probiotik, patria medzi biologicky aktivne
latky, vznikajuce z metabolickych procesov probiotickych mikroorganizmov, medzi ktoré
patria baktérie, kvasinky a iné mikroorganizmy. Tieto zlG€eniny pontikaji cely rad zdravotnych
vyhod, ako st posilnenie imunitného systému, pomoc pri traveni alebo zmiernenie zapalu.
Definujii sa tiez ako rozpustné faktory vylu€ované zivymi bunkami alebo uvolfiované
bunkovou lyzou [50, 54].

Na rozdiel od probiotik, ktoré pozostavaji zo zivych mikroorganizmov, postbiotika st
bud’ neaktivne mikroorganizmy alebo ich metabolity, ako su bakteriociny, peptidy, kyseliny,
enzymy a polysacharidy. Vyznacuju sa tym, Zze mo6zu poméhat’ pri podpore zdravia bez toho,
aby museli byt nazive. V désledku toho sa povazuju za bezpecnejSie v pripadoch, ked’
probiotické mikroorganizmy nemoéZzu prezit alebo sa wusaditt v traviacom systéme.
Charakteristické st obsahom rdznych bioaktivnych molekul, ako su kratkoretazcové mastné
kyseliny (napr. butyrat, acetat, propionat), enzymy a peptidy, bakteriociny (antimikrobialne
proteiny), exopolysacharidy. vitaminy (napr. B-komplex, vitamin K) ¢i antioxidanty
(vid’. Obrazok 9) [50, 51, 52].

Mikroorganizmy Postbiotik
Yowwut & (baktérie, kvasinky, '
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% Postbiotika
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' komponenty sup<rmatant
‘
y Modulyt Erevny >
mikrobidm a mayi: rdzne Fagmy Exopolysacharidy
- zdravotné benefity ZiY . .
Daldie metabolity

Obrazok 9 Charakter prijmu biotik so zameranim na priklady postbiotickych metabolitov v GIT [56]
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Dve bezne spominané kategorie postbiotik su paraprobiotikd a ,,Fermented Food
Ingredients* (FIF), teda prisady fermentovanych potravin. Paraprobiotik4 alebo inaktivované
probiotika, niekedy uvadzané i ako ghost-probiotika, st v stcasnosti Casto definované ako
,hezivotaschopné alebo inaktivované mikrobidlne bunky, ktoré, ak st podavané v dostato¢nom
mnozstve, poskytuju hostitelovi vyhody“. Na druhej strane, FIF predstavuji pociatocnu
doj¢ensku vyzivu, ktord bola fermentovana baktériami produkujucimi kyselinu mlie¢nu alebo
inymi baktériami a vo vac¢sine pripadov neobsahuju Zivotaschopné baktérie [52, 55].

Tieto metabolity sa bezne vyskytuju v doplnkoch stravy a funkénych potravinach.
Zohréavaji doélezitt tlohu najma v doj¢enskom veku, kedy ovplyviiuji spravny rast a celkové
zdravie imunitného itraviaceho systému dietata. Vyskytuju sa totiz prirodzene
vo fermentovanych produktoch. Pri vyrobe dojcenskej vyzivy na baze kravského mlieka sa
vyuziva fermentdcia baktériami produkujucimi kyselinu mlie¢nu (napr. spominané rody
Lactobacillus a Bifidobacterium), ktoré si nasledne inaktivované tepelnou upravou. Ich
metabolity potom fungujii ako postbiotika, ktoré moézu podporovat’ travenie a poméhat
pri zmierneni gastrointestinalnych t'azkosti, ako st dojéenské koliky ¢i reflux. Na zéklade Studii
sa uvadza, ze pouzivanie postbiotik by mohlo byt atraktivnou alternativou inych biotik
u kriticky chorych pacientov, malych deti a predCasne narodenych novorodencov [52, 53, 54].

Postbiotika su Coraz popularnejSie v oblasti vyzivy, mediciny a kozmetiky, pretoze
pontikaji inovativny spdsob, ako podporit’ zdravie bez nutnosti podavania zivych baktérii,
ked’ze samotné majii antioxidacné, antimikrobidlne a imunomodula¢né Gcinky. Ide o mozny
alternativny sposob uzivania biotik v pripade, Ze pacient uziva antibiotikd. St schopné pomdct’
odstranit’ rezistenciu antibiotik tym, ze dokazu zvysit’ u€innost’ prospesnych mikroorganizmov
alebo ich transformovat’ na funkéné zlozky. Zaroven eliminuji problém s kolonizéciou
a stabilitou zivych mikroorganizmov v produktoch, ¢im umoziuju jednoduchsie a efektivnejSie
dodanie bioaktivnych latok do Ereva a vyznacuji sa znizenou citlivostou na teplotu, pH
a skladovacie podmienky. Zlepsuju tiez trvanlivost’, ulah¢uji balenie a distribuciu. Ich vyuzitie
je obzvlast vyhodné v podmienkach, kde je ndrocné zabezpecit' optimalne vyrobné
a skladovacie podmienky, napriklad v rozvojovych krajinach [52, 55].

2.5.1 Vplyv postbiotik na ¢revnu mikrofloru

Postbiotikd zohravaji klIicova ulohu v regulacii interakcii medzi hostitelom a jeho ¢revnou
mikroflérou. Vd’aka bioaktivnym zli€eninam, ktoré obsahuju, moZzu pozitivne ovplyvilovat
zlozenie ¢revnej mikroflory, funkciu ¢revnej bariéry a imunitni odpoved’ hostitel'a. Cieleny
mechanizmus uc¢inku postbiotik sa da kategorizovat obsahom spominanych rdznych
bioaktivnych molektl (napriklad SFA, organické kyseliny, enzymy €1 bakteriociny) a rozdelit
sa na niekol'ko benefitov:

e Modulaciu ¢revnej mikroflory

e Posilnenie ¢revnej bariéry

e Imunomodula¢né Gcinky

e Ochrana pred patogénmi

e Metabolické a neurologické benefity [52, 54].

Primarny sposob uc¢inku postbiotik zahfia Gpravu Crevného prostredia, ¢im sa zlepSuje
zloZenie ¢revnej mikroflory. Kratkoretazcové mastné kyseliny (SFA), ako st kyselina maslova,
octova a propidénova, sluzia ako zdroj energie pre ¢revné bunky a zaroven podporuju rast

prospesnych mikroorganizmov, ako su Lactobacillus a Bifidobacterium. Ich pritomnost
prispieva k posilneniu ¢revnej bariéry, redukcii zapalovych procesov a zvysenej rezistencii voci
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kolonizacii patogénmi. Exopolysacharidy a proteiny z postbiotik mézu zasa stimulovat’ tvorbu
hlienu a ochrannych vrstiev ¢revnej sliznice, ¢im brdnia prieniku toxinov a patogénov
do krvného obehu. Vytvéraji nepriaznivé prostredie pre patogény tym, ze menia pH Creva
a produkuju bakteriociny — latky s antimikrobidlnym ucinkom, ktoré blokuju adhéziu
patogénov, ako su Escherichia coli, Salmonella ¢i Clostridium perfringens, na ¢revné bunky.
Niektoré metabolity, ako su lipopolysacharidy a fragmenty bunkovych stien nepatogénnych
baktérii, mozu posobit’ ako signalne molekuly a stimulovat vrodenti imunitu. Podporuju
rovnovahu medzi Thl a Th2 imunitnou odpoved’ou, ¢im moézu pomoct’ pri autoimunitnych
ochoreniach a alergiach (vid. Obrazok 10). Z pohl'adu neurologie taktiez existuju dokazy, ze
postbiotikd mézu ovplyviovat’ ¢revno-mozgovu os prostrednictvom neurotransmiterov (napr.
serotoninu), ¢im podporuji dusevné zdravie a znizuji uzkost’ a depresiu [54, 57, 58, 59].

Imunomodulicia
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Obrdazok 10 Priklad mechanizmov ucinku charakteristickych pre postbiotika [59]

Produkcia tychto metabolitov zahffia kontrolované fermenta¢né procesy, po ktorych
nasleduji techniky ako enzymaticka hydrolyza, tepelné spracovanie a extrakcia, ktoré
zabezpecuju izolaciu prospesnych zlucenin pri zachovani ich biologickej ti€innosti. ZloZenie
postbiotického produktu, a tym aj reakcia hostitel'a na jeho konzuméciu, je uzko spojené
s celym procesom vyroby potravin. Faktory, ako st vyber mikroorganizmov, podmienky
fermentacie a nasledné spracovanie, ovplyviiuji vysledné bioaktivne zlozky a ich biologicku
dostupnost, ¢o ma priamy dopad na zdravotné ucinky postbiotik. Napriklad niektoré proteiny
pochéadzajuce z baktérii, ktoré st inaktivované teplom, mozu denaturovat, zatial’ ¢o oziarenie
mdze sposobit’ mutdcie v nukleovych kyselinach [52, 59].

2.6 Bezpecnost’ probiotickych pripravkov

Bezpecnost’ probiotickych pripravkov je kIicovym faktorom pri ich vyvoji a pouzivani
v klinickej praxi aj v potravinarskom priemysle. Probiotika su klasifikované ako bezpecné
vd’aka ich dlhej historii pouZivania a minimalnemu vyskytu zdravotnych problémov.
V pripadoch, ked’ sa vyskytli infekcie, i§lo vdc¢Sinou o jedincov so zvySenou predispoziciou
na konkrétne ochorenia ¢i boli podané doj¢atam a novorodencom. Hodnotenie bezpecnosti
musi brat’ do Uvahy povahu pouzivaného mikrébu, spdsob podévania, Groven expozicie,
zdravotny stav pouzivatel'ov a fyziologické funkcie, ktoré maji vykonavat’ [60, 62].
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Presnd geneticka identifikacia mikroorganizmov je nevyhnutna na zabezpecenie
bezpecnosti a predchadzanie kontamindacii patogénnymi druhmi. Napriklad probiotické baktérie
nesmu obsahovat gény spojené s virulenciou alebo rezistenciou na antibiotikd, ktoré by
mohli prispiet’ k Sireniu rezistencie. V tomto pripade maji vyhodu kvasinkové probiotika,
ked’ze st prirodzene odolné voci antibiotikam, vd’aka ¢omu st vhodné na pouzitie spolu
s antibiotickou liecbou bez narusenia ¢revnej mikroflory. Sucast’ou bezpecnostného hodnotenia
je d’alej aj testovanie hemolytickej aktivity, ktorda by mohla viest' k poskodeniu cervenych
krviniek [60, 61, 65].

Napriek ich prevazne priaznivému bezpecnostnému profilu existuju urcité rizika
spojené s pouzivanim probiotik. V zriedkavych pripadoch mézu u pacientov s oslabenou
imunitou sposobit’ systémové infekcie, najméd pri podavani vysokych davok. MnoZzstvo
probiotik sa vyjadruje v jednotkach tvoriacich kolénie (CFU), ktoré oznacuju pocet
zivotaschopnych mikroorganizmov. Na obaloch produktov sa tieto hodnoty uvadzaji napriklad
ako 1 x 10° (1 miliarda CFU) alebo 1 x 10 (10 miliard CFU). Bezné probiotické doplnky
obsahuji davky v rozmedzi 1 az 10 miliard CFU, pricom niektoré pripravky mozu dosahovat
50 miliard CFU a viac. Niektoré kmene mézu preniknut’ ¢revnou bariérou do krvného obehu
a sposobit’ neziaduce reakcie. Existuji zaznamenané pripady, ktoré poukazuji na spojitost’
medzi uzivanim probiotik a vyskytom fungémie alebo bakteriémie, ale presny suvis tychto
infekcii spojeny s uzivanim probiotik zatial nebol dostatoéne preskimany. Dal$im
potencidlnym rizikom je geneticky prenos rezistencie na antibiotika, ked’ze niektoré probiotické
mikroorganizmy  moézu  obsahovat mobilné  genetické elementy  prendsajuce
rezistenciu do ¢revnej mikrobioty [60, 62].

Bezpecnost’ a Ucinnost’ probiotickych organizmov su vSak Casto podporované iba
obmedzenym mnozstvom vyskumov. Niektoré z nich st povazované za bezpecné len
na zéklade ich prirodzeného vyskytu v organizme bez preukdzanych negativnych vplyvov.
Z hl'adiska regulacie prechddzaju prisnym hodnotenim bezpecnosti. V. USA mnohé probiotické
mikroorganizmy spadaji pod kategoriu GRAS (Generally Recognized as Safe). V Eurdpe st
zdravotné tvrdenia o probiotikdch prisne kontrolované, pricom ich pozitivne G¢inky na vyzivu
a fyziologiu musia byt vedecky dokézané. Eurdpsky urad pre bezpecnost’ potravin hodnoti
probiotikd na zaklade systému QPS (Qualified Presumption of Safety), priCom sa prihliada
naich historiu bezpecného pouzivania (vid. Obrdzok 11). Pred uvedenim na trh musia
probiotika prejst’ preklinickymi a klinickymi $tdiami, ktoré hodnotia ich bezpecnostny profil
a ucinnost’ [60, 62, 63].
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Obrazok 11 Vieobecna schéma hodnotenia vhodnych mikroorganizmov pre QPS [60]

Po schvaleni probiotickych pripravkov je dolezité monitorovat’ ich bezpecnost’ v realnej
populécii prostrednictvom post-marketingového dohl'adu. Niektoré Stadie naznacujl, Ze
dlhodobé pouZivanie probiotik moze viest’ k systémovym zmenam crevnej mikroflory, ktorych
dosledky este nie su Gplne preskimané. Celkovo mozno konstatovat’, ze hoci s probiotické
pripravky vo vicSine pripadov bezpecné a prinosné, ich pouZzivanie si stale vyZaduje dokladné
testovanie a sledovanie moznych rizik. V pripade vyvoja novych probiotickych kmenov sa musi
brat’ v ivahu ot4dzka ich bezpec€nosti, G€innosti a pomeru rizika a prinosu. Je dolezit¢ dbat
na kvalitu kmena, jeho povod a aktualne vedecké dokazy [61, 62, 64].

2.7 Formy spracovania kvasiniek do doplnkov stravy

Kvasinkové probiotikd, v uplynulych rokoch nayma Saccharomyces boulardii, ponukaji Siroka
Skalu aplikéacii v roznych odvetviach vratane zdravotnictva, potravindrstva, kozmetiky
a veterindrnej mediciny. Spracovavaju sa do réznych foriem, aby sa zabezpecila ich stabilita,
ucinnost” a jednoduchd konzumacia. NajbeZnejSie dostupné su ako kapsuly, tablety, prasky,
tekuté suspenzie ¢i ako sucast’ mlie¢nych vyrobkov a funkénych potravin, vd’aka ¢omu su
vhodné na kazdodenntl konzumaciu, ked’ze umoznuju presné davkovanie. Pre zabezpecenie ich
uc¢innosti je nevyhnutné, aby boli pritomné v dostatocne vysokej koncentracii, ktord
kvasinkovych bunkdm umozni prekonat' fyziologické bariéry organizmu a dosiahnut
poZadované miesto pdsobenia, teda ochrania bunky pred nizkym pH zalidocnych kyselin
a umoznit’ ich uvolnenie az v ¢revach [66, 70].

Praskové formy, ziskavané lyofilizaciou, st vhodné na rozpustenie v tekutinach, ¢im
ponukaju flexibilitu davkovania. Kvapalné varianty, ako fermentované napoje, umozZiuju
rychlu absorpciu, av§ak vyzaduju chladiace podmienky. Kvasinky sa pridavaja aj do funkénych
potravin, napriklad do jogurtov a kefirov, ¢im sa zvySuje ich nutricnd hodnota. Okrem toho sa
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kvasinkové lyzaty a extrakty pouzivaji v imunomodula¢nych terapiach, kde bioaktivne
zliCeniny poskytujii zdravotné vyhody bez potreby zivych mikroorganizmov. Vyhody
kvasinkovych probiotik sa rozSiruju aj na starostlivost’ o plet’ a vlasy, kde pomahaji vyrovnavat’
mikrobiom pokozky. Nachadzaju sa v krémoch, sérach a Samponoch, poméhaju pri liecbe akné,
ekzémov a lupin. Taktiez su Siroko pouzivané v lekarskom prostredi na prevenciu a liecbu
gastrointestinalnych ~ poruch, vratane hnacky spojenej s antibiotikami, infekcii
Clostridium difficile a syndromu drazdivého ¢reva (IBS), pri¢om rozsah ich ucinku je stale
rozoberany a podnietil intenzivny vyskum na rieSenie prekazok produkcie a zivotaschopnosti
[70, 71].

Moderné technoldgie umoziuji mikroenkapsuléaciu, ktora zlepSuje stabilitu a odolnost’
probiotik vo¢i nepriaznivym podmienkam traviaceho traktu. Tato forma je Coraz popularnejsia
hlavne v potravinarskom a farmaceutickom priemysle, ked’ze pred jej zavedenim bola prevazne
pouzivana tekutd forma pripravkov. Ta vSak mala obmedzenu trvanlivost, bola nachylna
na infekciu bakteriofagmi a vyzadovala vysoké vyrobné a logistické naklady. Tento proces
spo¢iva v uzavreti zivych probiotickych buniek do potravinirskych materialov, ako si
polyméry, proteiny alebo tuky, ¢im sa vytvara ochranny obal okolo bunkového jadra.
V zavislosti od velkosti Castic sa rozliSuju dve hlavné kategoérie, a to mikroenkapsuléacia
(3 -800 pm) a nanoenkapsuléacia (101000 nm). Ked’ze mikroorganizmy st mikroskopicke;j
vel'kosti, mikroenkapsulacia je jedinou vhodnou technikou naich ochranu, vratane
kvasinkovych probiotik. Aktudlne sa na formulaciu probiotik vyuzivaju rézne metddy
mikroenkapsulacie, ako su extruzia, emulzifikacia, suSenie rozprasovanim, chladenie
rozpraSovanim, fluidné 16zko, lyofilizacia, lipozoémy ¢i elektrosprej. Tieto techniky, popularne
najmé v potravinovom priemysle, umoziuji G¢inné uzavretie probiotickych buniek, ¢im sa
zlepSuje ich stabilita a ochrana pred nepriaznivymi podmienkami [66, 67, 68].

Mikroenkapsulécia zahfna tri hlavné fazy. V prvej faze sa mikrobidlne bunky zaclenuja
do pevnej alebo kvapalnej matrice. Druha faza spociva v rozpraSovani a dispergovaniu tejto
matrice. V tretej faze sa stabilizacia systému dosahuje prostrednictvom fyzikalnych procesov,
ako je odparovanie, tuhnutie a koalescencia, alebo chemickymi procesmi, ako je polymerizacia
a tvorba gélu. Medzi zname polyméry pouZivané pri enkapsulacii probiotik patria alginat,
Skrob, k-karagénan, pektin, chitosan, xantdnova guma ¢i Zelatina [66, 67, 68, 69].

25



3 CIELE PRACE

Ciel'om uvedenej diplomovej prace je kultivovat’ a charakterizovat’ vybrané kvasinkové kmene,
analyzovat’ a zhodnotit' ich potencidl ako kvasinkovych probiotik a nimi produkovanych
postbiotickych latok pre aplikéciu v kozmetickom a potravinarskom priemysle.

Dielcie ciele:

1) Spracovanie teoretického prehladu o kvasinkovych probiotikdch a postbiotikach,
vratane ich charakteristiky, mechanizmov uc¢inku a moznosti kultivacie.

2) Identifikacia a produkcia vybranych druhov kvasiniek s probiotickym a postbiotickym
potenciadlom a ich kooperacia s bakteridlnymi probiotikami.

3) Priprava postbiotickych preparatov — charakterizacia ziskanych extraktov/metabolitov
z kvasiniek z hl'adiska chemického zlozenia a biologickej aktivity.

4) Analyza moznosti enkapsulacie probiotickych kvasiniek a postbiotickych latok vratane
hodnotenia ich stability v ramci vybranych podmienok relevantnych pre kozmeticky
a potravinarsky priemysel.

5) Navrh kozmetického vyrobku nebo potravinového doplnku.

26



4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie pouzité ku kultivaciam

Bakteriologicky agar, Himedia (India)

BHI médium, Himedia (IND)

D-glukdza monohydrat p.a., Penta (CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Glycerol, Sigma-Aldrich (SRN)

Hydrogenfosfore¢nan didraselny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Chlorid sodny p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)
Chlorid Zelezity hexahydrat p.a., Katedra analytické Farmaceutické fakulty UK (SR)
Kvasni¢ny autolyzat, Himedia (India)

LB médium, Sigma-Aldrich (USA)

MRS agar, Sigma-Aldrich (SRN)

Pepton aus Casein, Roth (SRN)

Siran amoénny p.a., Sigma-Aldrich (SRN)

Siran hore&naty heptahydrét p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)

4.1.2 Chemikalie pouzité pre analyzy

ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzeno-thiazoline-6-sulfonic acid)), Sigma-Aldrich (USA)
Acetonitril pre HPLC, Penta (CR)

Ergosterol (analyticky Standard), Sigma-Aldrich (USA)
Ethanol 96 %, Lach-Ner s.r.o. (CR)

Ethanol pro UV/VIS, Penta (CR)

Ethylacetat pre HPLC, Penta (CR)

FAME Mix, Sigma-Aldrich (SRN)

Fenol p.a. Lach-Ner s.r.o. (CR)

Folin-Ciaultovo ¢inidlo, VWR Chemicals BDH (FR)
Hexan pre HPLC, Lach-Ner s.r.o. (CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny, Vitrum—LachNer (SRN)
Hydroxid sodny, Lach-Ner s.r.o. (CR)

Chloroform p.a., Penta (CR)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikova 35%, Vitrum — LachNer (CR)
Kyselina sirova 96%, p.a., Penta (CR)

Kyslina sirova 96% p.a., Penta (CR)

Lecithin - sojovy, Serva (SRN)

McFarland Standard Set, BioMérieux (FR)

Metanol p.a., Lach-Ner s.r.o. (CR)

Metanol pre HPLC, Lach-Ner s.r.o. (CR)

Pankreatin z prasacieho pankreasu — Sigma-Aldrich (SRN)
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Pepsin z prasacej zaludo¢nej sliznice — Sigma-Aldrich (SRN)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)

Propidium jodid, Invitrogen (UK)

Resazurin sodium salt, Sigma-Aldrich (USA)

Torularhodin (analyticky Standard), Sigma-Aldrich (USA)

Torulén (analyticky Standard), Sigma-Aldrich (USA)

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8,-tetramethyl-chromane-2-carboxylic Aldrich (CHE)
Ubichinén (analyticky Standard), Sigma-Aldrich (USA)

Uhli¢itan sodny, Lach-Ner, s.r.o. (CR)

Z1¢ové soli — zmes kyseliny cholovej a deoxycholovej — Sigma-Aldrich (SRN)
B-karotén (analyticky Standard), Sigma-Aldrich (USA)

4.2 Pouzité pristroje a laboratérne pomocky

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Automatickeé pipety, Discovery (SRN)

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf (SRN)

Centrifuga U-32R, Boeco (SRN)

Centrifiga Z36HK, Hermle Labortechnik GmbH (SRN)

ELISA Reader Synergy HTX, BioTek (SRN)

Filtre - MS® Nylon Syringe Filter, velkost’ porov 0,45um, Chromservis (CR)
Filtre — PTFE Syringe Filter, velkost porov 0,45um, Chromservis (CR)
GKB Color Digital CCD kamera (TWN)

Chladiaci box, Guzzanti GZ19 (CR)

Inkubator s trepackou Unimax 1010, Heidolph (SRN)

Koloidni DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

Laminarny box Aura mini, BioTech (CR)

Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s.r.o. (CR)
Lyofilizator Labconco FreeZone 4.5 Freeze Dryer, (USA)
McFarland densitometer Grant-bio DEN-1, Grant instruments (UK)
Mikroskop L II 00A, Intraco Micro (SRN)

Prietokovy cytometer Cytek NL-2000, Cytek Biosciences (USA)
Spektrofotometr UV-VIS, Helios a (Unicam, UK)

Termoblok, VWR (SRN)

Trepacka IKA Yellow Line (SRN)

Ultrazvuk, PS0200, Powesonic s.r.0. (SK)

Vortex, Vitrum (SRN)

Zostava GC/FID:

Plynovy chromatograf TRACE 1300, Thermo Scientific (IT)

o Autosampler, Thermo Scientific Al 1310 (IT)

o Detektor FID, (Thermo Fischer Scientific, USA)

o Kolona Lion GC-FAME, 30 m x 0,25 mm x 0,20 pm, Chromservis (CR)

O

Zostava HPLC/PDA:

o HPLC/MS, Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific (USA)
o Autosampler Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific (USA)
o DAD detector Vanquish series, Thermo Fisher Scientific (USA)
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o Kolona Kinetex C18-EVO, 150 mm x 4,6 mm X 5,0 um ¢, Phenomenex (USA)
o Drziak predkolony - KJO - 4282, ECOM (CR)
o Predkolona - C18-EVO (CR)

4.3 Pouzité mikroorganizmy

4.3.1 Kmene kvasiniek

Metschnikowia andauensis CCY 029-002-129
Metschnikowia chrysoperlae CCY 980311-1158
Metschnikowia pulcherrima CCY 029-002-149
Yarrowia lipolytica CCY 29-26-4
Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-81
Rhodotorula toruloides CCY 62-2-4
Rhodotorula mucilaginosa CCY 20-7-31
Rhodotorula kratochvilovae CCY 20-2-26

Vsetky druhy kvasiniek v tejto praci boli ziskané zo zbierky kultir kvasiniek Culture
Collection of Yeasts — Zbierka kultar kvasiniek (CCY), Bratislava, Slovenska republika.

4.3.2 Kmene baktérii

Bifidobacterium bifidum CCM 3762
Lactobacillus rhamnosus LOCK 900
Escherichia coli CCM 7359
Staphylococcus epidermidis CCM 4418

Pouzité bakteridlne kmene pochadzaju z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej
univerzity v Brne.

4.4 Kultivacia vybranych druhov kvasiniek

Kultivaény proces zacinal pripravou YPD média (vid. Tabulka 3) obsahujuceho agar (20 g
agaru na 1 | média), po ktorej nasledovala sterilizacia. Po sterilizacii bolo tekuté kultivacné
médium rozliate do Petriho misiek v dekontaminovanom UV boxe, kde sa nechalo stuhntt’. Po
stuhnuti agaru tak vzniklo pevné médium, ktoré bolo nasledne zao¢kované vybranymi kmenimi
kvasiniek. Po naraste koldnii na povrchu agarovych misiek sa pokracovalo v priprave kultivacie
pri laboratornej teplote.

4.4.1 Inokulum

Kultivacia prebiehala v dvoch po sebe nasledujucich inokulacnych krokoch. Najskor sa
pripravilo YPD médium (vid'. Tabulka 3). Dalej boli kvasinky zaockované na celkovy objem
50 ml v 250 ml Erlenmayerovych bankéach. Narastené kultiry boli zaockované do tekutého
produkéného média. Priprava média zahfiiala sterilizaciu v tlakovom hrnci pri 120 °C pocas
30 minuat. Po jeho vychladnuti sa inokuléacia uskuto€nila v sterilnych podmienkach UV boxu.
Po zaockovani boli banky umiestnené na trepacie pristroje. Prvé inokulum sa nechalo
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kultivovat’ 24 hodin, po ¢om nasledovalo preockovanie do druhého inokula a 24-hodinova
kultivacia pri laboratérnej teplote. Vzdy bol dodrzany ockovaci pomer 1:5.

Tabulka 3 Zlozenie YPD média

Zlozka média MnozZstvo na 11 [g]
Glycerol/Gluk6za monohydraz 20
Bakteriologicky pepton 20
Kvasni¢ny autolyzat 10

4.4.2 Produkéné médium

Pred zacdiatkom kultivacie bolo potrebné vybrat produkéné médium pre optimalny rast
kvasiniek. Pre kvasinky rodu Rhodotorula, Saccharomyces, Metschnikowia a Yarrowia bolo
vyselektované optimdlne produkéné médium pre rast kvasinkovych kultuar, ktorého zloZenie je
uvedené v Tabulka 4. Vynimku tvoril rod Metschnikowia pulcherrima, pre ktory bolo zvolené
rozdielne produkéné médium uvedené nizsie (vid. Tabulka 5). Produkéné médium pre
kultivaciu Metschnikowia pulcherrima obsahuje totiz zdroj zeleza (Fe**), ktoré je nevyhnutné
pre tvorbu sekundarneho metabolitu pulcherriminu. Ten sa vyznacuje charakteristickym
cervenohnedym sfarbenim a jeho pritomnost’ prispieva k antimikrobidlnym uc¢inkom kvasinky.
Aby doslo k vizudlnemu porovnaniu zlozenia M. pulcherrima, kvasinka bola kultivovana
v oboch zvolenych médiach.

Tabulka 4 Zlozenie optimalneho produkcéného média

Zlozka média MnoZstvo na 11 [g]
Glycerol 92,92
MgSO4-7TH20 0,696
KH>POg4 4,0
(NH4)2S04 4,0

Tabulka 5 Zlozenie produkcného média s obsahom Zeleza

Zlozka média MnozZstvo na 11 [g]
D-glukéza 20,0
Bakteridlny pepton 5,0
Kvasnicovy autolyzat 10,0
KH>PO4 1,0
K2HPOg4 0,2
NaCl 0,1
CaCly 0,1
MgSO4 0,5
FeCls;-6H20 0,1

Produk¢éné médié boli pripravené v objeme 150 ml do 500 ml Erlenmayerovych baniek. Opéat
boli vsetky média zaoCkované v pomere 1:5 (inokulum : produkéné médium), v prostredi
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UV boxu. Kultivécia v rastovom produkénom médiu prebiehala po dobu 96 hodin na trepacich
zariadeniach za staleho trepania, za podmienok laboratérnej teploty. Priklad vyprodukovanych
kvasinkovych kultlr je uvedeny nizsie (vid’. Obrazok 12 a Obrdzok 13). Vizualne porovnanie
kvasinky M. pulcherrima kultivovanej v dvoch rozdielnych médiach je taktiez uvedené nizsie
(vid’. Obrazok 14).

Obrazok 13 Vizualne porovnanie vyprodukovanych kvasiniek rodu Rhodotorula
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Obrazok 14 Vizualne porovnanie kvasinky M. pulcherrima produkovanej v rozdielnych médiach
4.5 Spracovanie kultivovanych kvasiniek a analyza biomasy

4.5.1 Spracovanie biomasy

Po ukonceni kultivacie bola kultura v 50 ml centrifuga¢nych skiumavkach centrifugovana
pri 7000 otackach za mintitu po dobu 3 minut. Po odstredeni bol opatrne odstraneny supernatant
a biomasa na dne skumavky bola premyta 20 ml destilovanej vody, aby sa odstranil neziaduci
zbytok média. Na dokladnejSie rozruSenie usadenych buniek, ktoré sa tazko oddelovali, bol
pouzity pristroj Vortex. Po rozsuspendovani sedimentu boli skimavky opét odstredené
pri rovnakych podmienkach a supernatant bol opit’ odstraneny. Takto pripravend biomasa bola
zmrazena pri teplote — 80 °C a uschovana pre naslednu lyofilizaciu.

4.5.2 Analyza vzoriek pomocou kvapalinovej chromatografie

Analyza vzoriek pre zistenie obsahu farbiv bola prevedend pomocou HPLC-DAD metddy.
K priprave vzoriek bola pouzitd metdda extrakcie podla Folcha. Do 2 ml eppendorfovej
skimavky bolo navazenych 10 — 20 mg zlyofilizovanej biomasy a k navazkam sa pridal 1 ml
destilovanej vody. Skiimavky sa nechali priblizne 30 minut stat’ a nasledne boli centrifugované
pri 14 000 otdCkach za minatu po dobu 4 mintt. Supernatant bol odstraneny. Nasledne sa
k vzorke pridal 1 ml methanolu p.a. a prizna¢né mnoZstvo sklenenych guli¢iek k poruSeniu
bunkovych membran. Zmes bola na 10 minat umiestnena na Vortex a nasledne kvantitativne
prevedend do 15 ml centrifugaénych skimaviek za pridavku 2 ml chloroformovej zmesi.
Vzorky boli nasledne znova umiestnené na Vortex po dobu 10 minut a k dezintegrovanej zmesi
bol d’alej pridany 1 ml destilovanej vody. Takto pripravend vzorka bola zl'ahka premiesana
a centrifugovana pri 2000 otackach za minutu po dobu 1 minuty. Doslo k o¢akdvanému
oddeleniu faz a spodna faza (chloroformova) bola opatrne odpipetovana do 15 ml sklenenych
skimaviek. Ta bola umiestnena na termoblok a odparend pomocou N pri teplote 40 °C.
Vzniknuta usadenina bola rozpustena v 1 ml korektnej zmesi ethylacetatu a acetonitrilu
v pomere 1:2 a prefiltrovana pomocou striekacky cez PTFE filter do sklenenych vialiek. Takto
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pripravené vzorky boli uschované do mraziaceho boxu a pripravené na analyzu pomocou
kvapalinove] chromatografie. Na meranie bol pouzity vysokovykonny kvapalinovy
chromatograf vybaveny detektorom s didédovym polom (DAD), ktory umoziiuje sucasné
sledovanie absorbancie vo viacerych vlnovych dizkach. Jednotlivé parametre merania st
uvedené nizsie (vid. Tabulka 6). Analyzy boli realizované v duplikatoch a ziskané vysledky
boli spriemerované a vyhodnotené pomocou programu Chromeleon a MS Excel. Kalibra¢né
krivky Standardov boli vyuzité na vypocet koncentracie pigmentov vo vzorkach.

Tabulka 6 Parametre merania pomocou metody HPLC-DAD

Kolona Kinetex EvoC18 150 mm x 4,6 mm x 5 um
Detektor DAD Vanquish series
Lo MF A: MF A:
Zlozenie ACN:TrisHCl:MeOH ACN:TrisHCl:MeOH
mobilnej fazy
84:14:02 60:40:00
Retenc.ny cas MF A [%)] MF B [%]
[min]
0 100 0
13 0 100
19 0 100
20 100 0
24 100 0

4.5.3 Analyza vzoriek pomocou plynovej chromatografie

Nasledujica analyza vzoriek pomocou metédy GC-MS bola prevedend s cielom stanovit
a identifikovat’ spektrum mastnych kyselin produkovanych kvasinkami. Ako prvé bolo
na analytickych véhach navdzenych 5-10 mg lyofilizovanej biomasy atie boli prenesené
do krimpovacich sklenenych vialiek. K jednotlivym vzorkdm bolo nésledne pridanych 1,8 ml
transesterifikanej zmesi, pozostavajucej z 15 % kyseliny sirovej v methanole (p.a.) pre HPLC
a 0,5 mg/ml kyseliny heptadekénovej, ktora sliiZila ako vnltorny Standard. Uzatvorené vialky
so zmesou boli ndsledne inkubované na termobloku pri teplote 85 °C pocas 2 hodin, aby doslo
k extrakcii a uvolneniu mastnych kyselin pre néasledni analyzu. Po ochladeni boli vzorky
kvantitativne prenesené do 5 ml sklenenych vialiek. K jednotlivym vzorkam bolo pridanych
0,5 ml roztoku NaOH (0,5 M) a 1 ml hexdnu v HPLC kvalite. Kazd4 vzorka bola uzavreta
a intenzivne pretrepand na trepacom zariadeni Vortex po dobu 10 minut. Po ustdleni faz bolo
z hornej nepolarnej faze odobratych 0,1 ml a premiestnenych do sklenenych vialiek. Na zaver
bolo ku kazdej vzorke pridanych 0,9 ml hexanu pre HPLC. Takto pripravené vzorky boli
uschované do mraziaceho boxu a pripravené na analyzu pomocou plynovej chromatografie.
Jednotlivé parametre merania st uvedené nizsie (vid’. Tabulka 7). Pri analyze pomocou GC boli
vSetky vzorky merané v duplikatoch, pricom vysledky boli spriemerované a vyhodnotené
pomocou programov Chromeleon a MS Excel. Na kvantifikaciu sa pouzil interny Standard,
ktory bol pridany uz pocas transesterifikatnej reakcie. Kalibracia prebichala pomocou
komer¢ne dostupnej zmesi Standardov Supelco FAME Mix, na zdklade ktorej sa stanovili
koncentracie jednotlivych mastnych kyselin.
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Tabulka 7 Parametre merania pomocou metody GC-MS

Kaliparna kolona | LION LN-FAME 30 m x 0,25 mm x 0,20 um
Davkovanie Autosampler Thermo Scientific AI 1310
Objem nastreku L ul
vzorky H
Pomer nastreku 10
delica toku
Prietok nosného 1 ml/min
plynu H2
Teplota 240 °C
Detektor FID
Prletollf V‘Zd_lllChll 350
Palivo FID [ml min” ]
detektoru Prietok H> [ml-min™'] 30
Prietok N> [ml-min™'] 40

4.6 Priprava vodnych extraktov

Z lyofilizovanej biomasy kvasiniek boli pripravené vodné extrakty nasledujiicim postupom.
K 0,1 g biomasy danej vzorky bolo pridané znacné mnoZzstvo sklenenych guliciek k rozruSeniu
pevnych Casti biomasy. Zmes bola zaliata 10 ml destilovanej vody, ponechané na dispergatore
30 minut a nasledne prenesena na trepacie zariadenie, kde prebiehal proces extrakcie po dobu
24 hodin. Nakoniec bola extrahovand zmes centrifugovana pri 4000 otdCkach za minutu
po dobu 2 minut. Supernatant bol preliaty do Cistej skimavky a d’alej analyzovany.

4.7 Priprava ethanolovych extraktov

Z lyofilizovanej biomasy kvasiniek boli pripravené etanolové extrakty nasledujicim postupom.
Navazka 0,1 g biomasy danej vzorky bola rozpustena v 10 ml 96 % ethanolu, d’alej bola taktiez
premieSand na vortexe po dobu 30 minlt a nasledne prenesend na trepacku, kde rovnako
prebehol proces extrakcie po dobu 24 hodin. Nakoniec bola extrahovand zmes tiez
centrifugovana pri 4000 otackach za minatu po dobu 2 minut. Supernatant bol preliaty do Cistej
skumavky a d’alej analyzovany.

4.8 Spektrofotometrické stanovenia a charakteristiky extraktov

Za tUCelom chemickej charakterizacie extraktov kvasinkovych biomés boli realizované
spektrofotometrické stanovenia vybranych skupin biologicky aktivnych latok. Prevedené
analyzy pozostavali z hodnotenia antioxidacnej aktivity, vyhodnotenia celkového obsahu
sacharidov podl'a Duboisa a taktiez zo stanovenia celkovych fenolickych latok.

4.8.1 Stanovenie antioxidac¢nej aktivity — roztokova metéda Trolox

Antioxida¢nd aktivita kvasinkovych extraktov bola hodnotend pomocou kolorimetrickej
metddy zalozenej na zhéaSani stabilného radikalového kationu ABTS-* (2,2'-azino-bis(3-
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etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina)). Tento radikal vykazuje intenzivne modrozelené
sfarbenie, ktoré sa po pridani antioxidantov znizuje. Miera poklesu absorbancie zdvisi
od obsahu antioxidantov vo vzorke.

Roztok ABTS (7 mmol/l) bol aktivovany oxidaciou s peroxodisiranom
draselnym (2,45 mmol/l) a nechal sa stat’ 12 hodin v tme pri laboratérnej teplote. Pred pouzitim
bol zriedeny ethanolom tak, aby jeho absorbancia pri vinovej dizke 734 nm bola 0,700 = 0,020.
Do ztzenej kyvety sa napipetovalo 1 ml ABTS-* a 10 pl vzorky. Po 10-minttovej inkubacii
za laboratdrnej teploty na tmavom mieste, bola zaznamenana hodnota absorbancie (A1o). Pokles
absorbancie (AA) bol vypocitany podla rovnice AA = Ao — A1o, kde Ao predstavuje absorbanciu
roztoku ABTS-*s 10 ul 60 % ethanolu (blank).

Na vyhodnotenie vysledkov bola pouzita kalibracna krivka pripravend zo Standardu
Troloxu v koncentraciach 50—-400 pg/ml (v 60 % ethanole). Vysledky boli vyjadrené ako
ekvivalenty derivatu vitaminu E — Troloxu (kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova), ¢o predstavuje mnozstvo Troloxu s rovnakou antioxida¢nou aktivitou ako
testovand vzorka. Rovnica zhotovenej kalibrac¢nej krivky je y = 0,0015x. Analyzy boli
vykonané v troch meraniach, pricom vysledky boli spriemerované a smerodajna odchylka bola
vypocitana z jednotlivych merani. Tento postup bol pouzity aj pri merani kalibra¢nej zavislosti.

4.8.2 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Celkovy obsah polyfenolovych zlucenin v zhotovenych extraktoch bol stanoveny
spektrofotometricky pomocou Folin-Ciocalteuovej metdody. Tato metdéda vyuziva reakciu
Folin-Ciocalteuovho ¢inidla s polyfenolmi, za vzniku modro sfarbeného produktu. Bol
pripraveny roztok Folin-Ciocalteuovho c¢inidla nariedeny destilovanou vodou v pomere 1:9.
Do skiimavky bolo pridané 1 ml Folin-Ciocalteuovho ¢inidla, spolu s 1 ml destilovanej vody
a 50 ul analyzovanej vzorky. Po dokladnom premiesani bola zmes inkubovana po dobu 5 minut
pri laboratornej teplote (25 °C), nésledne bol pridany 1 ml nasyteného roztoku uhli¢itanu
sodného (Na:COs). Po d’alSom premieSani nasledovala 15-minttova inkubdcia, po ktorej bola
merana absorbancia pri 750 nm pomocou UV-Vis spektrofotometra. Kalibra¢nd krivka bola
zostavend na zéklade Standardnych roztokov kyseliny gallovej (o koncentracii 1 mg/ml)
v koncentranom rozmedzi 0,05 — 0,3 mg/ml. Ako slepy pokus (blank) bola pouzitd voda
v objeme 50 pl namiesto vzorky. Vyslednd koncentracia celkovych fenolickych latok bola
vypocitana z rovnice kalibracnej krivky zhotovenej zo zavislosti koncentracie kyseliny gallove;j
na absorbancii. Rovnica zhotovenej kalibra¢nej krivky je y = 1,3355x. Analyza bola realizovana
v troch opakovaniach, z ktorych sa vypocital priemer a smerodajnd odchylka. Rovnakym
postupom bola meranad i kalibra¢né zavislost’.

4.8.3 Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

Celkovy obsah sacharidov v kvasinkovych extraktoch bol stanoveny kolorimetrickou metédou
podla Duboisa, ktora je zalozenad na reakcii cukrov s fenolom a koncentrovanou kyselinou
sirovou. Tato reakcia vedie k vzniku farebného komplexu, ktorého intenzita je Umerna
koncentracii cukrov vo vzorke a meria sa spektrofotometricky.

Do sklenenej skimavky bol napipetovany 1 ml extraktu, nasledne 1 ml 5 % roztoku
fenolu a nakoniec 5 ml koncentrovanej H.SOa.. Po dokladnom premieSani sa zmes nechala stat’
pri izbovej teplote po dobu 30 minut. Nasledne bola merand absorbancia pri 490 nm. Ako slepy
pokus (blank) bola pouzitd voda v objeme 1 ml namiesto vzorky.

Na vytvorenie kalibra¢nej krivky bol pouzity Standardny vodny roztok glukézy
o koncentratnom rozmedzi 0,02 — 0,1 mg/ml. Z tejto série boli pipetované objemy 0; 0,25; 0,5;
0,75 a 1 ml, ktoré boli doplnené extrakénym cinidlom do kone¢ného objemu 1 ml. Na zéklade
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tejto kalibrac¢nej krivky boli vysledky stanovené ako ekvivalenty glukozy v mg/ml. Rovnica
zhotovenej kalibracnej krivky je y = 11,221x. Analyza bola vykonana v troch meraniach,
pricom hodnoty sa spriemerovali a bola z nich vypocitand smerodajnd odchylka. Rovnaky
postup bol pouzity aj pri zhotovovani kalibra¢nej rovnice.

4.9 Enkapsulacia kvasinkovych extraktov do lipozomov

Lipozémy obsahujtiice vodny extrakt z kvasiniek boli pripravené pomocou ultrazvuku. Ked’ze
iSlo o vodné extrakty, nebolo potrebné pouzitie organickych rozpustadiel. Na enkapsulaciu
vodnych extraktov sa pouzila zmes pozostavajuca z 10 ml vodného extraktu, 90 mg s6jového
lecitinu, 10 mg cholesterolu a 10 ml destilovanej vody. Zlozky boli zmiesané v kadinke
a nasledne podrobené ultrazvukovej dispergécii pomocou ultrazvukového homogenizatora
(Bandelin Sonodrex Technik Soni). Ultrazvukovanie prebiehalo pri programe €. 5, intenzite
50 %, v 15-sekundovych cykloch, ktoré sa niekol'’kokrat opakovali v priebehu jednej mintty,
¢im sa zabezpecila tvorba stabilnych lipozomélnych veziktl s enkapsulovanymi bioaktivnymi
latkami.

4.10 Charakterizacia enkapsula¢nej u¢innosti, vel’kosti a stability lipozomov

Zhotovené lipozémy boli charakterizované z hl'adiska enkapsulacnej Uc€innosti, velkosti
a stability. Tieto parametre determinovali ich vhodnost’ ako nosi¢ov bioaktivnych latok.

4.10.1 Analyza enkapsulacnej u¢innosti lipozomov

Enkapsula¢na ucinnost’ vyjadruje percentudlne mnozstvo aktivnych latok, ktoré sa podarilo
efektivne uzavriet’ do vnutra alebo do membréany lipozoémov pocas procesu enkapsulacie. Tento
parameter uzko stuvisi s chemickymi vlastnost'ami enkapsulovanych latok, pouzitymi zloZkami
lipozémov a samotnou technikou ich pripravy.

Z pripravenych lipozémov z extraktov bol odobraty 1 ml do eppendorfovej skimavky.
Vzorky boli nasledne centrifugované po dobu 1 hodiny pri 11 000 otackach za minutu,
za ucelom oddelenia volnej, nezapuzdrenej cCasti extraktu (supernatant) od samotnych
lipozémov. Supernatant predstavuje frakciu extraktu, ktora nebola zapuzdrend do lipidove;j
matrice lipozdmov. Potom bol supernatant odliaty a pouZzity pre spektrofotochemickt analyzu
antioxidac¢nej aktivity podl'a postupu v kapitole 4.8. 7, rovnako ako povodny extrakt. Na zéklade
rozdielu medzi celkovou antioxida¢nou aktivitou extraktu pred enkapsuldciou a aktivitou
vol'nej fazy po enkapsulacii bola nésledne vypocitand enkapsulacnd ucinnost’, znazornena
percentualnym rozdielom hodndt. Merania boli vykonané v duplikatoch, pri¢om vysledky boli
spriemerované a smerodajnd odchylka bola vypocitana z jednotlivych merani.

4.10.2 Analyza vel’kosti a stability lipozomov pomocou metédy DLS

Velkost' pripravenych lipozomov bola stanovena pomocou metddy dynamického rozptylu
svetla (DLS) na pristroji ZetaSizer Nano. Tento parameter je kI'i¢ovy z hl'adiska biologicke;j
funkcie lipozomov, kedze ovplyviiuje ich stabilitu, schopnost prestupu cez biologické
membrany a kinetiku uvolfiovania enkapsulovanych latok. Popri velkosti bol pomocou
rovnakého zariadenia hodnotena 1 stabilita lipozomov prostrednictvom ur€enia zeta potencial,
ktory sluzi ako indikator stability koloidnych systémov.

K precipitatu centrifugovanych vzoriek (kapitola 4.71.1) bol pridany 1 ml destilovanej
vody a zmes bola rozsuspendovand pomocou vortexu. Pred meranim boli vzorky nariedené
100krat destilovanou vodou, aby sa prediSlo viacndsobnému rozptylu svetla. Meranie bolo
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realizované v kyvetdch pomocou pristroja ZetaSizer Nano v troch cykloch a 12 opakovaniach
v kazdom z jednotlivych cyklov. Pre vsetky vzorky prebehlo meranie dvakrat, rovnako
pre neriedené i riedené vzorky.

4.11 Antimikrobialne testy

Na stanovenie antimikrobialnej aktivity kvasinkovych extraktov bol aplikovany bujonovy
diluény test s vyuzitim 96-jamkovych mikrotitracnych dosticiek. Tato metdda je zalozend
na sledovani rastu indikatorovych mikroorganizmov prostrednictvom merania optickej hustoty
(absorbancie) pomocou spektrofotometrie. Na testovanie boli vybrani reprezentanti
grampozitivnych aj gramnegativnych baktérii, ktorych kultivacia prebiehala pri teplote 37 °C
v Erlenmayerovych  bankdch s pouzitim Specificky zvolenych rastovych médii.
Pred inokulaciou boli média sterilizované a nésledne sa z nich sterilne odobralo 50 ml
do baniek, kde boli inokulované mikroorganizmami z kryoskumaviek. Zoznam pouzitych
mikroorganizmov a ich prisluSnych kultivaénych médii je uvedeny nizsie (vid'. Tabulka 8).

Tabulka 8 Pouzité mikroorganizmy a ich charakteristické médium

Zvolena baktéria Rastové médium
Escherichia coli LB
Staphylococcus epidermis BHI

4.11.1 Ockovanie na mikrotitra¢né dosticky

Po uplynuti 24 hodin boli kultivované kultiry mikroorganizmov nariedené na opticku hustotu
0,5 McFarlandovej stupnice, ¢o zodpoveda priblizne 1 x 108 CFU/ml, a nasledne bola suspenzia
zriedend 2000krat na konecnu koncentraciu 1 x 106 CFU/ml pre testovanie.

Do okrajovych jamiek mikrotitra¢nej dosticky bola najskdr pipetovana destilovana voda
s cielom minimalizovat’ odparovanie a zabezpecit’ rovnomerné podmienky pocas inkubdacie.
Do kazdej jamky mikrotitracnej dosticky bolo nasledne pridanych 100 pl sterilného média
zodpovedajuceho mikroorganizmu, d’alej bolo pridanych 100 ul extraktu do prvej jamky v rade,
a potom bola vykonana sériova dvojnasobna dilucia, ¢im sa vytvoril koncentraény gradient
s celkovym objemom 100 pl v kazdej jamke. Nasledne bolo do vSetkych jamiek pridanych
100 pl nariedenej mikrobidlnej suspenzie. Ako pozitivna kontrola bola pouzitd jamka
obsahujuca len mikroorganizmus s médiom bez extraktu (100 pl média a 100 pl kultary), zatial
¢o negativna kontrola obsahovala zmes média (50 pl), 70 % ethanolu (50 pl) a kultaru
mikroorganizmov. Pre kontrolu sterility bolo do niektorych jamiek pridané iba médium
v konec¢nom objeme 200 pl.

Po zalozeni bola zmerana absorbancia v ¢ase 0 pri 630 nm, pomocou ELISA readeru
a dosticky boli nasledne inkubované pri 37 °C pocas 18-24 hodin. Po inkubdcii bola
absorbancia jednotlivych jamiek merana znova pri 630 nm pomocou ELISA readeru. Miera
inhibicie rastu mikroorganizmov bola vyhodnotend na zdklade zmeny zéikalu
v Case 0 a 24 hodin v porovnani s negativnou kontrolou, ktora neobsahovala testovany extrakt.
pri ktorej doslo k inhibicii rastu testovaného mikroorganizmu v porovnani s kontrolou.

Na zaklade predbeznych vysledkov antimikrobidlnych testov bol pre jednu sadu
pokusov zvoleny upraveny postup, ktorého cielom bolo odstranit’ zivé kvasinkové bunky
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z extraktov. V sterilnom prostredi laminarneho boxu bol z kazdej vzorky kvasinkového extraktu
odobraty objem 1 ml do eppendorfovych skimaviek, a to v duplikatoch. Jedna sada vzoriek
bola vystavena UV ziareniu po dobu 20 mintt s cielom usmrtit’ kvasinkové bunky. Druha sada
bola sterilne prefiltrovana cez bakteriocidne membranové filtre, ¢im sa zabezpecilo mechanické
odstranenie zivych mikroorganizmov. Takto pripravené vzorky boli nasledne aplikované
v stanovenych objemoch do jamiek mikrotitraénych dosticiek na dalSie antimikrobialne
testovanie.

Obe analyzy prebiehali v dvoch paralelnych meraniach, pre zabezpecenie spolahlivosti
vysledkov, pricom vysledky boli spriemerované a doplnené o smerodajnii odchylku.
Percentudlny rast mikroorganizmov i metabolickd aktivita boli vyjadrené v percentach,
v pomere absorbancie voci kontrole.

4.11.2 Resazurinovy test

Ako doplnkovd metoda pre stanovenie zivotaschopnosti mikroorganizmov bol pouzity
resazurinovy test, ktory vyuziva farbivo resazurin ako indikator umoznujici hodnotit
metabolicku aktivitu mikroorganizmov na zaklade ich schopnosti redukovat’ farbivovy redoxny
indikator. Oxidovana forma resazurinu je modrej farby, avSak v prostredi s aktivnymi
mikroorganizmami dochddza k jeho redukcii na ruzovy resorufin. Tento farebny prechod
umoznuje vizualne alebo spektrofotometrické sledovanie vitality buniek, a tym aj G¢innosti
testovanych antimikrobialnych latok.

Do kazdej jamky mikrotitra¢nej dosti¢ky, v ktorej prebiehal bujénovy dilu¢ny test, bolo
po 24-hodinovej inkubacii pri 37 °C pridanych 20 pl roztoku resazurinu. Roztok bol pripraveny
zmieSanim PBS pufru a destilovanej vody v pomere 1:11. Potom bol pridany resazurin tak, aby
koncentracia vzniknutého roztoku resazurinu bola 0,15 mg/ml. Nasledne bol roztok
prefiltrovany cez biocidny filter s vel'kost'ou porov 0,2 pm. Po pridani roztoku do jamiek bol
obsah jemne premieSany a nasledne inkubovany d’al§ich 30 minat za rovnakych podmienok.
Zmeny farby boli sledované vizualne a nasledne aj pomocou ELISA readeru pri vlnovej dizke
570 nm. Jamky, ktoré si zachovali modré zafarbenie, boli vyhodnotené ako miesta
bez metabolickej aktivity — teda ako jamky, kde bola rast mikroorganizmov uplne inhibovany.
Ako 100 % metabolickej aktivity bola uréena vzorka mikroorganizmov rasticich v ¢istom
médiu bez akychkol'vek pridanych latok. Ak bola aktivita buniek v pritomnosti testovaného
extraktu niZSia nez tato hodnota, znamenalo to, ze extrakt negativne ovplyvnil Zivotaschopnost’
buniek — teda spomalil ich metabolizmus alebo ich usmrtil. Cim je nizsia namerana absorbancia,
tym menej Zivych buniek ostalo schopnych premienat’ resazurin na ruzovy resorufin, co
signalizuje ucinok testovanej latky. Aj v tomto pripade bola analyza realizovana na dvoch
paralelnych vzorkach, pricom hodnoty boli po¢as vyhodnotenia vysledkov spriemerované.

4.12 Prebioticky potencial kvasinkovych extraktov v synbiotickych systémoch

Za ulelom zhodnotenia vplyvu vodnych kvasinkovych extraktov na rast a zivotaschopnost’
probiotickych mikroorganizmov boli uskutocnené kultivacné experimenty s vyuzitim kmeiiov
Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium bifidum (kapitola 4.3.2). Kultivacia prebiehala
v komerénom Lactobacillus MRS médiu, za pridania vodnych kvasinkovych extraktov.
Najskor bolo MRS médium zaockované probiotickymi baktériami Lactobacillus rhamnosus
a Bifidobacterium brevis, ktoré boli prenesené z kryoskumaviek. Zaockovanie prebiehalo
v laminarnom boxe za sterilnych podmienok, pricom bol pouzity 10 % inokulacny pomer dane;j
kultary. Po naockovani boli skimavky uzavreté tak, aby v nich nezostavalo prebytoc¢né
mnozstvo vzduchu. Tento druh baktérii totiZ vyzaduje nizky alebo Ziadny obsah kyslika
pre optimalny rast. Pritomnost’ kyslika by mohla ich rast obmedzit, pripadne spdsobit’ stres a
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ovplyvnit’ vysledky kultivacie. Kultivacia prebiehala v inkubdatore pri teplote 37 °C po dobu
24 hodin.

Po ukonceni kultivacie probiotickych baktérii boli sterilne pripravené kvasinkové
extrakty inokulované prislusnym mnozstvom nakultivovanej probiotickej kultiry v sterilnom
prostredi laminarneho boxu. IThned’ po naockovani bol zmerany pociatocny zakal jednotlivych
kultir pomocou McFarlandovych Standardov a prebehla d’al§ia kultivacia v inkubatore
pri teplote 37 °C, po dobu 18 hodin. Rast probiotickych kmenov bol celkovo hodnoteny
porovnanim zékalu kultir pred a po inkubécii pomocou McFarlandovych Standardov. Vysledky
boli zaroven hodnotené narastom kolonii na Petriho miskach s MRS médiom, ktoré boli
oc¢kované 50 pl zmesi extraktov s probiotickymi baktériami. Po 24 hodinach bol stanoveny
narast buniek pomocou automatickej ¢itacky kolonii.

Urcenie viability a rozdelenia bunkovej populacie bolo nasledne prevedené pomocou
prietokovej cytometrie. Vzorky obsahujuce probiotické baktérie v kombinacii s kvasinkovymi
extraktami boli pred meranim nariedené sterilnou destilovanou vodou. K 1 ml kazdej nariedene;j
vzorky bolo nasledne pridanych 5 pl propidiumjodidu (1 g/1), ¢o je fluorescen¢né farbivo, ktoré
prenikd iba do buniek s narusenou membranou a umoznuje tak rozlienie nezivych buniek.
Po aplikacii farbiva boli vzorky inkubované 5 mintt v tme pri izbovej teplote. Meranie prebehlo
na prietokovom cytometri s cielom potvrdit' pritomnost’ a identifikovat’ ziva bunkovu
populaciu.

4.13 Modelové travenie

Zaucelom simulacie podmienok I'udského trdviaceho traktu boli vybrané vzorky kvasinkovych
extraktov podrobené modelovému traveniu in vitro. Ako prvé boli pripravené modelové
traviace §tavy podl'a Ceského liekopisu.

Modelova zalidocna Stava bola pripravena rozpustenim 0,25 g pepsinu v 100 ml
destilovanej vody. Nésledne sa pridalo 0,84 ml 35 % kyseliny chlorovodikovej a pH roztoku sa
upravilo na hodnotu 0,9 [72].

Modelové pankreaticka §t'ava vznikla rozpustenim 0,25 g pankreatinu a 1,5 g NaHCO:s
v 100 ml destilovanej vody s nédslednou upravou pH na 8,9 [72].

Modelova ZI€ova S§tava bola pripravend pridanim 0,8 g zl¢ovych soli do 200 ml
fosfatového pufru s pH 8 [72].

4.13.1 Testovanie gastrointestinalnej odolnosti extraktov

Najskor boli extrakty zmieSané so simulovanou Zalido¢nou $tavou v pomere 1:1. Travenie
v zalidocnej faze prebiehalo dokopy 20 minut. Nasledne boli pridané pankreatické a zICové
Stavy, ktoré boli predtym pripravené v pomere 1:1 a nasledne pridané k uz natravenému obsahu
taktiz v pomere 1:1. Tato C¢revna faza prebiehala d’alSie 2 hodiny, za konstantného miesania
a inkubdcie pri 37 °C. Po ukonceni umelé¢ho travenia sa d’alej pracovalo v sterilnom
laminarnom boxe. Najprv boli vSetky vzorky centrifugované pri 4000 otackach za minatu po
dobu 3 minut, néasledne bol supernatant opatrne odliaty. Vzniknuty precipitat bol
rozsuspendovany v malom objeme destilovanej vody. Zo vzniknutej suspenzie bolo sterilne
odobratych 50 pl, ktoré boli naockované na agarové Petriho misky s YPD médiom. Misky boli
nasledne umiestnené do inkubatora a inkubované pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin. Rast
kvasinkovych koloénii po inkubécii slazil ako ukazovatel’ ich schopnosti prezit podmienky
simulovaného traviaceho traktu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci tejto diplomovej prace boli skimané moznosti vyuzitia roznych druhov kvasiniek ako
potencialnych probiotik a postbiotik s uplatnenim v potravinarskom a kozmetickom priemysle.
Analyzované boli druhy Rhodotorula toruloides, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
kratochvilovae, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia andauensis, Metschnikowia
chrysoperlae, Yarrowia lipolytica a Saccharomyces cerevisiae. Po ich kultivacii boli pripravené
extrakty, ktoré sluzili ako vychodiskovy material pre testovanie ich probiotického potencialu.

Vybrané kvasinky boli podrobené analyze obsahu bioaktivnych latok. Sucastou prace
bola aj enkapsulédcia vodnych extraktov do lipozomov za tcelom potencialneho kozmetického
vyuzitia. Antimikrobialne vlastnosti extraktov boli testované voci vybranym baktéridm (E. coli
a S. epidermidis). Porovnavané boli nielen jednotlivé kvasinkové druhy navzéajom, ale aj efekt
enkapsulacie a rozdiely v obsahu celkovych cukrov v postbiotickom supernatante. Dalej bola
hodnotend Zivotaschopnost’ buniek, ako aj ich schopnost’ prezit’ v simula¢nych podmienkach
traviaceho traktu. Preverovali sa aj interakcie medzi kvasinkovymi extraktmi a probiotickymi
baktériami (L. rhamnosus a B. brevis) poc€as spolocnej kultivacie. Zlozenie kvasinkovej
biomasy bolo d’alej analyzované z hl'adiska obsahu pigmentov pomocou HPLC a mastnych
kyselin pomocou GC.

Analyzované boli biologicky aktivne zlozky ziskané z uvedenych druhov probiotickych
kvasiniek, ktoré by mohli najst’ uplatnenie ako vyZzivovy doplnok alebo kozmeticky pripravok.
Vysledné preparaty by mohli sluzit’ ako aktivne latky v kozmetickych produktoch uréenych
na starostlivost’ o plet, najmid v oblasti ochrany koZnej bariéry, regeneracie a podpory
prirodzenej mikroflory.

5.1 Stanovenie obsahu pigmentov v kvasinkovej biomase

Stanovenie obsahu lipofilnych latok, predovsetkym pigmentov, v biomase vybranych druhov
kvasiniek prebehlo za vyuzitia vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Postup
pripravy vzoriek je uvedeny v kapitole 4.5.2. Vysledky analyzy obsahu pigmentov boli
rozdelené do dvoch hlavnych skupin — na karotenoidy a steroly. Toto rozdelenie umoznilo
zrozumitel'nejSie spracovanie ziskanych dat, ked’Ze koncentracie niektorych zlicenin sa medzi
sebou vyrazne liSili a spolocné zobrazenie vSetkych hodnot by bolo vizudlne neprehl'adné.

5.1.1 Analyza koncentracie sterolov v kvasinkach

V ramci analyzy sterolov boli detekované dva druhy lipofilnych latok, ato ergosterol
a ubichinén (vid'. Obrdzok 15). Vyznacuju sa Specifickymi biologickymi funkciami a figuruju
najmi v metabolickych procesoch buniek. Predstavuju ddleziti sucast’ bunkovej membrany,
pricom ich hlavnou funkciou je zabezpecenie jej stability a priepustnosti [74].

Pri analyze HPLC boli vzorky merané v duplikdtoch, vysledky boli nasledne
spriemerované a z dvoch merani bola vyhodnotena smerodatnd odchylka. Kalibracia bola
vykonand na ziklade pouzitia kalibratnych Standardov a vyhodnocovanie vysledkov sa
realizovalo v jednotkach mg/g suSiny.
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Obrazok 15 Graf koncentracie jednotlivych pigmentov v kvasinkovej biomase
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Ako je mozné pozorovat’ z grafu, vo v§etkych analyzovanych vzorkach bola detegovana
pritomnost’ ergosterolu, ktory je typickym sterolom pre kvasinky. Najvyssi obsah ergosterolu
bol zisteny u Metschnikowia andauensis (2,95 mg/g), nasledovany Yarrowia lipolytica
(2,17 mg/g) a Rhodotorula toruloides (1,35 mg/g). Dalsou sledovanou lipofilnou latkou bol
ubichinén (koenzym Q10). Ubichinén bol detegovany vo viacerych vzorkach. Vyrazne vysoké
mnozstvo liSiace sa takmer desatnasobne od ostatnych vzoriek bolo detekované
u M. chrysoperleae (12,78 mg/g). Dalsie vyznamné koncentracie boli zaznamenané tie
u kvasiniek Y. lipolytica (2,98 mg/g) a S. cerevisiae (1,76 mg/g), ¢o poukazuje na vyrazni
variabilitu medzi jednotlivymi kmenmi. Jeho pritomnost’ naznacuje antioxida¢ny potencial
tychto druhov (vid'. kapitola 5.3), ktory moze byt’ vyuzity pri ochrane pokoZzky pred pésobenim

vol'nych radikalov.

5.1.2 Analyza koncentracie karotenoidov v kvasinkach
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Obrazok 16 Graf pritomnosti jednotlivych pigmentov v kvasinkovej biomase
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Na druhej strane, karotenoidy predstavuju farebné pigmenty, zname svojimi

antioxida¢nymi vlastnostami a moznym vyuzitim v kozmetike (napr. ako ochrana proti UV
ziareniu alebo pri spomaleni starnutia pokozky) ale aj ako pridavné latky v potravinarskom
priemysle (napr. na zvySenie nutri¢nej hodnoty ako prekurzory vitaminu A) [73].
Pritomnost’ jednotlivych pigmentov vo vzorkach je uvedena v grafe vyssie (vid. Obrazok 16 ).
Z nameranych koncentrécii vyplyva, Ze kvasinky rodu Rhodotorula, konkrétne R. toruloides,
vykazovala najvyssi a vacSinovy obsah cervenych pigmentov. Tato kvasinka dosiahla najvyssi
obsah celkovych karotenoidov (4,16 mg/g suSiny), pricom dominantny podiel tvoril
torularhodin (0,92 mg/g), nasledovany betakaroténom a torulénom. Podobne R. mucilaginosa
produkovala vyznamné mnozstva torularhodinu, ale i mensie mnozstvo torulénu (0,57 mg/g),
¢o naznacuje schopnost’ tychto kvasiniek syntetizovat’ viacero typov pigmentov sucasne.
Naopak, ostatné druhy kvasiniek produkovali len stopové mnozstva karotenoidov, prevazne
torulénu, a vo velmi nizkych koncentraciach. S. cerevisiae neprodukovala Zziadny
z karotenoidnych pigmentov, nemé v metabolickej vybave prislusnu vetvu izoprenoidnej drahy,
produkuje vSak steroly. Karotenoidnu drahu zrejme nemaji ani kvasinky rodu Metchnikowia.
Je mozné vypozorovat, ze PB-karotén bol detegovany v menSom mnozstve len u kvasiniek
Rhodotorula, zatial' ¢o u ostatnych druhov kvasiniek sa nevyskytoval vobec. Tento rozdiel
v schopnosti produkcie pigmentov je v sulade s poznatkami z literatury, ktord uvadza, ze
biosyntéza karotenoidov je typicka najmai pre rod Rhodotorula. Zdoraznuje sa, ze tieto kvasinky
disponuju Specifickym metabolizmom, ktory im umoziuje syntetizovat’ karotenoidy akymi su
B-karotén, y-karotén, torulén a torularhodin. Tento metabolizmus je odlisSny od inych druhov
kvasiniek, ktoré nemaji rovnaké enzymatické vybavenie na syntézu tychto pigmentov, ako je
zrejmé z vyslednych dat [86].

Dal§im moznym faktorom je vplyv kultivaénych podmienok, ktoré sice podporili tvorbu
niektorych pigmentov v stopovych mnozstvach, no nemuseli byt' optimalne pre akumulaciu
karotenoidov, v pripade rodu Rhodotorula i B-karoténu. DalSou moznostou je intenzivna
premena betakaroténu na iné, viacej oxidované pigmenty.

5.1.3 Porovnanie celkového obsahu pigmentov

Vysledky poukazujice na celkové mnozstvo karotenoidov a sterolov v kvasinkovych vzorkach
boli spracované do grafu (vid'. Obrdzok 17).

R. toruloides

R. mucilaginosa
M. pulcherrima
S. cerevisiae

Y. lipolytica

M. andauensis

M. chrysoperlae

E Celkové steroly [mg/g] Celkové karotenoidy [mg/g]

Obrazok 17 Graf obsahu celkovych lipofilnych latok v kvasinkovej biomase
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Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze vo vacSine analyzovanych vzoriek bol celkovy
obsah karotenoidov niz$i v porovnani so sterolmi. Tento vysledok suvisi s tym, ze steroly, ako
napriklad ergosterol, st esencialne zlozky bunkovej membrany kvasiniek a ich biosyntéza
prebieha kontinudlne pocas rastu, bez ohl'adu na vonkajsie podmienky. Ich produkcia je teda
stabilnd a prirodzene vysoka naprie¢ réznymi druhmi. Naopak, karotenoidy patria medzi
sekundarne metabolity, ktorych produkcia je vyrazne druhovo Specifickd a naviac zavisla od
vonkajSich podmienok, ako su intenzita svetla, dostupnost’ zivin ¢i stresové faktory [73, 74].

Aj ked boli kvasinky kultivované za pritomnosti svetla, nie vSetky pouzit¢ druhy st
prirodzene karotenogénne alebo nemaju aktivnu biosynteticku drahu vedicu k produkcii tychto
pigmentov, ako bolo uvedené vyssie. Vynimkou boli iba druhy R. toruloides a R. mucilaginosa,
ktoré vykézali vyrazne vyssi obsah torularhodinu a d’alSich pigmentov.

5.2 Stanovenie obsahu mastnych kyselin v kvasinkovej biomase

Pre presné stanovenie mastnych kyselin bola vyuzitd plynovd chromatografia (GC), ktoré
umoznila analyzu profilu jednotlivych mastnych kyselin v kvasinkovych vzorkach. Zahiia
identifikaciu jednotlivych mastnych kyselin pritomnych v kvasinkdch, ich kvantifikdciu
a hodnotenie ich pomeru a distribucie, ¢o je klI'icové pre hodnotenie kvality produkovanych
lipidov a ich mozného uplatnenia v r6znych odvetviach. Postup pripravy vzoriek je uvedeny
v kapitole 4.5.3. U vsetkych typov kvasiniek bolo sledované celkové percentudlne zastupenie
lipidov v suchej biomase (vid. Obrazok 18). Taktiez boli ur€ované percentudlne zastupenia
nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin v celkovych lipidoch pre jednotlivé vzorky
(vid’. Obrazok 19). Vzorky boli merané v duplikatoch, vysledky boli nasledne spriemerované
a z dvoch merani bola vyhodnoten4 smerodajné odchylka.

18 ~

I

14 A

12 - I I

10 A

2 4
O T T T T T T T T 1
M chrysoperleaixl. andave™™ g jipolyit cereviSiﬁ pulcheﬂ‘m;amucilagi”osa R. tof”wfe;»at“hﬁO;chherrima (Fe)

Percentuélne zastipenie lipidov v kvasinkovej biomase

Obrazok 18 Graf znazornujuci percentudlne zastupenie lipidov v kvasinkovej biomase

Z uveden¢ho grafu je mozné pozorovat znatné rozdiely v obsahu lipidov
v analyzovanych vzorkach. Najvy$Sie percentudlne zastiipenie lipidov bolo zaznamenané
u vzorky Rhodotorula toruloides, ktora dosiahla hodnotu priblizne 16 %. Tento vysledok sa
zhoduje s literatirou, kde je R. toruloides Casto uvadzand ako vyznamny producent lipidov
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so schopnostou akumulacie 1 nad 60 % suchej hmotnosti za optimalnych podmienok [76].
Zvysend produkcia lipidov bola taktiez zaznamenana u Yarrowia lipolytica, ¢o sa znova zhoduje
s informéciami z literatiry, kde je tito kvasinka zndma svojou schopnostou efektivne
produkovat’ lipidy za r6znych kultiva¢nych podmienok [77].

Vys8i obsah lipidov bol pozorovany aj u kmeta Metschnikowia pulcherrima, a to
v porovnani s beznymi neoleogénnymi kvasinkami, ako je napriklad Saccharomyces cerevisiae,
ktorda vykazovala len priblizne 4 % lipidov. Prekvapivo, M. pulcherrima kultivovana
lipidova biosyntézu, pravdepodobne v dosledku zvySenej potreby zvladdat' oxidaény stres.
U tejto kvasinky je aj v literature opisana odliSnd morfoldgia buniek a sfarbenie v zavislosti na
zlozeni média; obsah Zeleza v médiu vedie k produkcii pulcherriminu, zatial’ ¢o médium bez
zeleza a s vysokym pomerom C/N vedie k vysokej produkcii lipidov [78].
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Obrazok 19 Graf zndazornujuci percentudlne zastupenie nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin
v lipidoch kvasinkovej biomasy

Vysledky analyzy profilu mastnych kyselin ukazali vyrazné rozdiely medzi
jednotlivymi kmenmi kvasiniek. Vac¢Sina analyzovanych kmefiov mala dominantné zastupenie
mononenasytenych mastnych kyselin (MUFA), ktoré v niektorych pripadoch predstavovali viac
ako 50 % celkového profilu (napriklad Metschnikowia chrysoperleae a Saccharomyces
cerevisiae). Prevaha MUFA je z technologického hl'adiska priazniva, pretoze zvySuje stabilitu
lipidov a ich potencidlnu vyuzite'nost’ v potravindrskych a kozmetickych aplikaciach [78].

Co sa tyka kmeiiu Metschnikowia, pomer zastipenia mastnych kyselin bol podobny.
Vsetky druhy obsahovali najvyssi obsah MUFA a najniz§i obsah SFA. Tieto vysledky st
v sulade s literattirou, ktord naznacuje, ze oleogénne kvasinky, ako Metschnikowia, mozu
preferovat’ vyssi obsah MUFA [78].

U Rhodotorula toruloides tvorili najvysSie percentudlne zastipenie nasytené mastné
kyseliny (SFA), kde tvorili priblizne 62 % celkového obsahu mastnych kyselin. Tento profil je
typicky pre kvasinky produkujuce lipidy urcené na technické alebo biopalivové aplikacie, kde
je vyssi podiel SFA ziaduci kvoli ich oxidacnej stabilite. Vysledky sa zhoduju s literaturou,
ktora uvadza, Ze pri optimalnych podmienkach kmen Rhodotorula obsahuje najviac SFA
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a MUFA, konkrétne kyselinu palmitova a olejova. Vynimku tvorila vzorka Rhodotorula
mucilaginosa, kde bolo pozorované najvysSie percentudlne zastupenie polynenasytenych
mastnych kyselin (PUFA) zo vsSetkych vzoriek. PUFA maji r6zne biologické vyhody, ako je ich
schopnost’ podporovat’ bunkovi membranu, zlepsit' flexibilitu a stabilitu v réznych
podmienkach [79].

5.3 Stanovenie antioxidacnej aktivity kvasinkovych extraktov

K stanoveniu antioxidacnej aktivity bol vyuzity postup uvedeny v kapitole 4.8. 1. Vysledky boli
spracované prostrednictvom kalibracnej krivky Troloxu y = 0,0015x, ktora sluzila na vypocet
antioxidacnej aktivity testovanych extraktov. Vysledky stanovenia antioxidacnej aktivity
testovanych kvasinkovych extraktov (vid'. Obrdzok 20) taktiez ukézali vyrazné rozdiely medzi
vodnymi a etanolovymi extraktmi. Vzorky boli merané v triplikatoch, vysledky boli nasledne
spriemerované a z merani bola vyhodnotena smerodajna odchylka.

50 -
45 A
40 A

35 -
= 30 A

~

g’zs-

o 20 4

15 - - .
o) m

;] '

0 5 Ea el =

Metschnikowia Metchnikowia Metschnikowia Saccharomyces Rhodotorula ~ Rhodotorula Yarrowia  Metschnikowia Rhodotorula
andauensis pulcherrima  pulcherrima cerevisiae mucilaginosa toruloides lipolytica chrysoperlae  kratochvilovae
(Fe)

B Vodné extrakty B Etanolové extrakty

Obrazok 20 Graf znazornujuci antioxidacnu aktivitu kvasinkovych extraktov

Vo vSeobecnosti mali vodné extrakty podstatne vysSiu antioxidacnu aktivitu ako
etanolové extrakty, o sa prejavilo u vSetkych testovanych druhov kvasiniek (Priloha 2). Tento
trend bol najvyraznejsi v pripade Rhodotorula mucilaginosa, kde antioxida¢na aktivita dosiahla
hodnotu 46,13 mg/g v pripade vodného extraktu, zatial’ co v etanolovom extrakte to bolo len
1,22 mg/g. Podobny rozdiel bol zaznamenany aj pri Metschnikowia andauensis, kde vodny
extrakt vykdzal hodnotu 34,47 mg/g, zatial o etanolovy extrakt iba 5,17 mg/g.
Rhodotorula toruloides a Saccharomyces cerevisiae tiez vykazuji vyrazny rozdiel medzi
vodnymi a etanolovymi extraktmi. Zaujimavy rozdiel sa objavil aj medzi dvomi variantmi
Metschnikowia pulcherrima. Zatial’ ¢o klasickéd forma vykazovala vo vodnom extrakte hodnotu
14,93 mg/g, varianta kultivovana na médiu s pridavkom Zeleza dosiahla vyS$Siu aktivitu
17,80 mg/g, co mdze suvisiet’ s aktivaciou antioxidacnej obrany kvasinky v pritomnosti i6nov
Zeleza.

Vys$ia antioxida¢na aktivita vo vodnych extraktoch moze byt’ spdsobena uz spominanou
lepSou extrakciou bioaktivnych zlucenin, ako st polyfenoly (kapitola 5.4) a iné antioxidanty,
ktoré su viac rozpustné v polarnych rozpustadlach, akym je voda. Zaujimavé vsak je, Ze zisteny
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obsah karotenoidov pomocou HPLC (kapitola 3.7.2) by podporoval skor potencial etanolovych
extraktov, ked’Ze tieto lipofilné latky st vo vSeobecnosti viac rozpustné v etanole, su vSak
produkované vo vel'mi nizkych koncentraciach. I napriek tomu vSak vyrazne prevazovali
koncentracie vodnych extraktov. Vysledky tak naznacuju, ze vodné extrakty mozu mat’ vacsi
potencial na vyuzitie v oblasti prirodnych antioxidantov.

5.4 Stanovenie obsahu fenolickych latok v kvasinkovych extraktoch

K stanoveniu obsahu celkovych fenolickych latok boli vyuzité vodné i etanolové kvasinkové
extrakty a meranie prebiehalo podl'a postupu v kapitole 4.8.2. Vysledky boli spracované
prostrednictvom kalibracnej krivky kyseliny gallovej y = 1,3355x%, ktora sluzila na vypocet
koncentracie polyfenolov v jednotlivych vzorkach. Hodnoty boli porovndvané z hladiska
vyuzitych extraktov (vid. Obrdzok 21) a boli vyhodnotené na zdklade spriemerovania troch
merani, pomocou ktorych bola vypocitana i smerodajna odchylka.
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Obrazok 21 Graf koncentracie fenolickych latok v kvasinkovych extraktoch

Na zéklade ziskanych vysledkov stanovenia celkového obsahu fenolickych latok je
zrejmé, ze vo vicSine pripadov mali vodné extrakty vyrazne vysSi obsah polyfenolov
v porovnani s etanolovymi extraktmi (Priloha 1). Tento trend bol najvyraznejsi u kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae, kde bol namerany obsah vo vodnom extrakte az 47,88 mg/g, zatial
¢o v etanolovom extrakte to bolo iba 4,60 mg/g. Vysledok je zaujimavy najmé v porovnani
s udajmi z literatary, kde sa koncentracia fenolickych latok v S. cerevisiae Casto pohybuje
v nizSom rozmedzi, priblizne 10 az 30 mg/g suSiny. Niektoré Studie vSak uvadzaju, ze za
urcitych podmienok je tato kvasinka schopna produkovat’ vyznamné mnozstva fenolickych
latok. Napriklad bolo preukazané, Ze Specifické kmene moézu akumulovat' vyssi podiel
fenolovych kyselin a d’alSich bioaktivnych zlu¢enin v zavislosti od fermenta¢nych podmienok,
ako su typ média, pH, teplota ¢i pritomnost’ prekurzorov [84, 85].

To naznacuje, Ze S. cerevisiae ma geneticky aj metabolicky potencial na syntézu vyssich
koncentracii fenolov, pokial’ su zabezpecené vhodné podmienky, ¢o by mohlo vysvetlovat
zistent hodnotu v ramci tejto prace. Podobny rozdiel v obsahu fenolov v typoch extraktov bolo
mozn¢é vidiet’ aj v kvasinkach M. andauensis (19,99 mg/g vs. 2,39 mg/g) ¢i aj M. chrysoperlae
(24,55 mg/g vs. 2,69 mg/g). Pri kvasinke Metschnikowia pulcherrima bol vo vodnom extrakte
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z klasického YPD média namerany obsah 10,55 mg/g, priCom etanolovy extrakt obsahoval len
3,81 mg/g. Pri porovnani s variantom kultivovanym na médiu obohatenom o Zelezo, ktory
podporoval produkciu pigmentu pulcherriminu, bola hodnota vodného extraktu priblizne
13,20 mg/g, ¢o je mierne zvySenie oproti kultivacii bez Zeleza a mdze suvisiet’ s produkciou
sekundarnych metabolitov v pritomnosti Zeleza. Vyssia G¢innost’ vodnej extrakcie moze byt’
spdsobena lepSou rozpustnost'ou niektorych fenolickych zlicenin vo vode. Fenolické latky su
casto vysoko polarne a preto sa prirodzene extrahuju efektivnejSie do polarnych rozpustadiel,
akym je voda. Zaroven bola pri priprave extraktov pouzitd mechanické disrupcia buniek, ¢o je
efektivna metdda na narusenie bunkovej steny a uvol'nenie intracelularne viazanych latok. Tato
technika mohla zabezpecit vyssi vytazok vo vode rozpustnych bioaktivnych latok, ako su
napriklad jednoduché fenolové kyseliny, niektoré aminokyseliny, peptidy alebo antioxidanty,
ktoré¢ mozu interferovat s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlom. Vynimku predstavovala
Yarrowia lipolytica, kde bol vyssi obsah polyfenolov zaznamenany pri etanolovom extrakte
(7,18 mg/g) v porovnani s vodnym (5,68 mg/g). Tento rozdiel moze byt spésobeny odliSnym
zlozenim fenolovych zlt€enin produkovanych touto kvasinkou, z ktorych niektoré mézu byt
menej polarne a teda lepSie extrahovatelné v pritomnosti etanolu. Nakoniec je treba zmienit’
pomerne nizku Specificitu pouZzitej metddy pre stanovenie fenolickych latek, kedy je popisany
cely rad interferencii.

7 We

5.5 Enkapsula¢na Gcinnost’ lipozémov z kvasinkovych extraktov
Na zaklade vysledkov stanovenia antioxidacnej aktivity (kapitola 5.3) a celkovych polyfenolov
(kapitola 5.4) bolo zistené, Ze etanolové extrakty nevykazovali uspokojivé hodnoty. Z tohto
dovodu boli pre d’alSie analyzy zvolen¢ vylucne vodné extrakty. Tie totiz vykazovali vyrazne
vyssie koncentracie v oboch stanoveniach.

Vodné kvasinkové extrakty boli enkapsulované do lipozomov podla postupu
v kapitole 4.9 a bola zmerand enkapsula¢na G€innost’ pomocou merania antioxidacnej aktivity
vzoriek (vid. Obrazok 22). DoSlo k porovnaniu antioxidacnej aktivity cistych extraktov
s enkapsulovanymi extraktmi (vid'. Tabulka 9).

Antioxida¢na aktivita enkapsulovanych vodnych extraktov kvasiniek
12 -
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¢ [mg/g]

Obrazok 22 Graf znazornujici antioxidacnu aktivitu enkapsulovanych extraktov kvasiniek
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Tabulka 9 Porovnanie enkapsulacnej ucinnosti kvasinkovych extraktov

A Antioxida¢na
Antioxidacna . .
e ef e s aktivita .
aktivita Cistych , Rozdiel
Vzorka enkapsulovanych
extraktov [Y0]
[mg/g] extraktov
[mg/g]
Metschnikowia andauensis 34,47 1,57 +95,45
Metschnikowia pulcherrima 14,93 4,00 +73,21
Metschnikowia pulcherrima (Fe) 17,80 2,99 +83,20
Saccharomyces cerevisiae 28,30 10,67 +62,30
Rhodotorula mucilaginosa 46,13 2,97 +93,56
Rhodotorula toruloides 26,43 3,90 +85,24
Yarrowia lipolytica 12,60 6,37 +49.,44
Metschnikowia chrysoperleae 5,10 6,70 -31,37
Rhodotorula kratochvilovae 15,87 2,67 +83,18

Z vysledkov enkapsulacnej Gi€innosti je zrejmé, ze u vacsiny kvasinkovych extraktov
doslo po enkapsulacii k vyraznému poklesu antioxidacnej aktivity. Tento pokles znamena, ze
enkapsulécia bola uspe$nd a bioaktivne latky boli z vel'kej Casti uzavreté do lipozdémov.
Vseobecne totiz plati, ze ¢im nizSia bola namerana oxida¢na aktivita v roztoku po enkapsulécii,
tym ucinnejsia bola ochrana G¢innych latok pred vonkaj$im prostredim.

Najefektivnejsia enkapsulacia bola zaznamenand u Metschnikowia andauensis (pokles
o viac nez 95 %). Velmi dobré vysledky vSak dosiahli aj vSetky testované druhy rodu
Rhodotorula, ktorych G¢innost’ sa pohybovala v rozmedzi 83-93 % a taktiez obe testované
vzorky Metschnikowia  pulcherrima (73-83 %). Vynimkou bola vzorka
Metschnikowia chrysoperlae, pri ktorej bola antioxida¢na aktivita po enkapsulacii dokonca
vysSia ako v pripade Cistého extraktu. Je mozné, ze fosfolipidy pouZité pri tvorbe lipozémov
zlepsili stabilitu a reaktivitu antioxidantov pocas testovania [67].

5.5.1 Charakterizacia vel’kosti lipozomov

Na charakterizaciu vytvorenych lipozomov bola pouzitd metéda dynamického rozptylu svetla
(DLS), ktorda umoziiuje urcit’ vel'kost’ lipozomalnych ¢astic. VyuZity bol pristroj ZetaSizer Nano
avzorky boli pripravené postupom uvedenych v kapitole 4./0.2. Pre kazdi vzorku
s enkapsulovanym extraktom bola vykonana triplikacia merania. Vysledné hodnoty boli
spriemerované a vSetky vzorky boli vynesené do grafov zavislosti intenzity rozptyleného svetla
na velkosti Castic (vid. Obrazok 23). Ako vystupnd hodnota bola ziskanad priemerna velkost
Castic (Z-Average). Dalsie grafy velkosti &astic st uvedené v prilohe (vid'. Priloha 4).
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Obrazok 23 Graf znazornujuci velkost lipozomov na zaklade intenzity rozptyleného svetla pre

vzorku Metschnikowia pulcherrima
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Pri vzorke lipozomov pripravenych z vodného extraktu Metschnikowia pulcherrima
uvedeného vysSie v grafe bola pozorovana pomerne uzka distribucia vel'kosti Castic. To by
mohlo znacit’ o jednotnej Struktire Castic v suspenzii. Vel'kosti Castic sa pohybovali v rozsahu
priblizne od 250 do 700 nm, pricom maximum rozptylenej svetelnej intenzity zodpovedalo
Casticiam s velkostou okolo 400 nm. Na zaklade vysledkov merania bola uréena stredna

hodnota velkosti Castic, o je vlastne Statisticky vazeny priemer Castice podla nameranej

intenzity. Hodnota Z-Average pre vzorku M. pulcherrima vSak dosiahla 854,7 nm, ¢o je vysSie
ako hlavné rozmedzie znazornené v grafe. Tato odchylka mdze byt spdsobend pritomnost’ou
malého mnozstva vicsich Castic alebo agregatov, ktoré napriek svojmu nizSiemu zastupeniu
vyrazne ovplyviiuji vazeny priemer velkosti, kedze Z-Average je silne citlivy na intenzitu
rozptylu svetla. Podobna odchylka nastala pri vzorkach R. kratochvilovae a M. andauensis
(vid’. Priloha 4). Vsetky stredné hodnoty Castic st zobrazené nizSie (vid’. Tabulka 10).

Tabulka 10 Namerané hodnoty strednej velkosti castic

Vzorka

Stredna hodnota
vel’kosti ¢astic [nm]

Metschnikowia andauensis 1126,0
Metschnikowia pulcherrima 854,7
Metschnikowia pulcherrima (Fe) 900,8
Saccharomyces cerevisiae 1578,5
Rhodotorula mucilaginosa 522,4
Rhodotorula toruloides 2929,5
Yarrowia lipolytica 1095,4
Metschnikowia chrysoperleae 614,3
Rhodotorula kratochvilovae 765,2

NajmenSiu priemernu velkost’ castic vykazovala vzorka lipozomov s extraktom

Rhodotorula mucilaginosa (522,4 nm), nasledovand Metschnikowia andauensis (614,4 nm)

a Rhodotorula kratochvilovae (765,2 nm). Tieto hodnoty mdézu naznacovat’ lepsiu stabilitu

systétmu a homogénnejSiu Struktaru. Naopak, najvacSiu velkost Castic dosiahla vzorka
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obsahujuca extrakt Rhodotorula toruloides (2929,5 nm), o mdze byt dosledkom vyssej tvorby
agregatov alebo menej efektivneho zabudovania ucinnej latky do Struktiry lipozémov.

5.5.2 Stanovenie stability lipozomov

Stabilita ziskanych lipozémov bola taktiez stanovend pomocou pristroja Zeta-Sizer Nano,
podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.70.2. Vyjadruje elektricky naboj na povrchu castic a tym
ovplyviiuje ich vzdjomné odpudzovanie. Cim vyssia je absolutna hodnota zeta potencidlu
(zvy€ajne nad +£30 mV), tym je systém povaZovany za stabilnejsi, ked’Ze Castice sa menej
zhlukuju a ostavaju dispergované v roztoku. VSeobecne su Castice povazované za menej
stabilné az nestabilné, ak sa nachadzaju v rozmedzi -30 mV az 30 mV [75].

Namerané hodnoty zeta potencidlu pre enkapsulované extrakty st vsetky uvedené
v tabul’ke niz$ie (vid’. Tabulka 11 ) a tieZ zobrazené prostrednictvom grafu (vid’. Obrdzok 24 ).

Tabulka 11 Namerané hodnoty zeta potencialu

Vzorka Zeta[[I)I;)\tle]nclal
Metschnikowia andauensis -20,13
Metschnikowia pulcherrima -27,50

Metschnikowia pulcherrima (Fe) -24,57
Saccharomyces cerevisiae -21,53
Rhodotorula mucilaginosa -29,07

Rhodotorula toruloides -29,77
Yarrowia lipolytica -16,07
Metschnikowia chrysoperleae -30,73
Rhodotorula kratochvilovae -29,6

Zeta potencial enkapsulovaych kvasiniek
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Obrdazok 24 Graf zobrazujuci rozsah nameranych hodnot zeta potencialu

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze boli zistené zaporné hodnoty zeta potencialu
vo vsetkych vzorkéch, ¢o je typické pre fosfolipidové membrany. Najvyssiu stabilitu
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naznacovali vzorky Metschnikowia chrysoperleae (-30,73 mV), avSetky vzorky rodu
Rhodotorula, ktoré dosahovali hodnoty blizke alebo prekracujlice hranicu povazovanu
za stabilnu. Vysoky zaporny ndboj pravdepodobne branil agregacii castic a poméhal zachovat
Yarrowia lipolytica (—16,07 mV), ¢o mdze naznacovat nizsiu elektrostatickt stabilitu a vyssiu
tendenciu k tvorbe agregatov. Tieto vysledky sa zhoduji aj s idajmi o velkostiach Castic,
pricom vzorky s vys$Sim zdpornym zeta potencidlom mali Casto mensie a rovnomernejSie
rozlozené castice. Opak vSak ukazovala vzorka Rhodotorula toruloides, ktora dosiahla jeden
z najnizsich priemerov zeta potencialu, a teda aj vysoku predpokladanu stabilitu, avSak zaroven
vykazovala najvys$iu strednti hodnotu velkosti ¢astic (kapitola 5.5.7). Hypoteticky to mohlo
byt’ tym, ze vzorka obsahovala aj bunkové fragmenty, ktoré systém DLS zmeral ako vel'ké
Castice a zvysil sa priemerny Castic, aj ked’ vacSina ¢astic je mozno mald a stabilna.

5.6 Antimikrobialna aktivita extraktov kvasiniek

Utinok testovanych vzorieck na mikroorganizmy bol hodnoteny pomocou dvoch
komplementarnych metdéd — meranim inhibicie rastu a testom Zzivotaschopnosti buniek
pomocou farbiva resazurinu. Vysledky antimikrobidlnych testov zhotovenych podl'a postupu
uvedeného v kapitole 4.7/ st uvedené nizSie. Bola prevedend bujonova diluénd metoda
za vyuzitia Escherichia coli ako zastupcu gramnegativnych baktérii
a Staphylococcus epidermis ako grampozitivnej baktérie. Pre prehl'adnost” dat boli vysledky
rozdelené podl'a vykonanych testov na E. coli (kapitola 5.6.2) a podl'a testov na S. epidermis
(kapitola 5.6.1). VSetky vysledky testov boli vyjadrené ako percentudlny rast mikrobidlne;
kultiry po 24 hodindch v porovnani s kontrolnou hodnotou, ktora zobrazuje 100 % rast
mikroorganizmov v ¢istom médiu. Téato kontrola sluzi ako referencny bod, od ktorého sa
odvodzuju vsetky hodnoty. V pripade, ze rast mikroorganizmov v pritomnosti testovaného
vzorku neprekrocil hodnotu 100 %, znamend to, ze vzorka vykazuje uréiti uroven
antimikrobialnej aktivity. V ramci merania boli pouzité vodné extrakty kvasiniek, pricom ako
kontrola pre tieto extrakty poslizilo prave spominané Cisté médium. Vzorky boli merané
v dvoch paralelnych meraniach a riedené postupnym dvojitym riedenim v rozsahu 2 az 64krat,
pricom vychodiskova koncentracia suSiny extraktu bola stanovena na 0,01 g/ml.

5.6.1 Testovanie pomocou baktérie Staphylococus epidermis

Antimikrobidlny u¢inok vodnych extraktov jednotlivych kvasinkovych kmeniov bol najskor
hodnoteny voci grampozitivne] baktérii Staphylococcus epidermidis. Vysledky ukazuji, Ze
niektoré¢ extrakty vykazovali miernu inhibi¢nu aktivitu, ktord bola zavisla od koncentracie
pouzitého extraktu. Percentualny rast mikroorganizmu bol vo vicSine pripadov zniZeny oproti
kontrole (100 %), ¢o naznacuje pritomnost’ bioaktivnych latok s antimikrobidlnym uc¢inkom
(vid’. Obrazok 25).
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Obrazok 25 Graf znazornujuci narast bakteridalnej kultury S. epidermis na riedenych vzorkach po 24
hodindach

Vysledky z grafu ukazali, ze ziaden z testovanych extraktov Uplne neinhiboval rast
S. epidermidis. Vac¢Sina z nich viedla k jeho stimuldcii, ato i pri nizSich riedeniach.
Najvyraznejsi efekt bol pozorovany pri extraktoch z M. andauensis a M. pulcherrima (Fe), ktoré
pri 2-nasobnom riedeni prekrocili 180 % rast oproti kontrole a udrzali si vysokl aktivitu aj
pri 64-nasobnom riedeni. ZvySeny rast bol pozorovany aj pri extrakte R. mucilaginosa, najma
pri niz8ich riedeniach, pricom pri vysSich riedeniach sa Uc¢inok zniZoval, ale stale zostaval
nad troviiou kontroly. S. cerevisiae ako jedina kvasinka pri 4-nasobnom zriedeni vyvolala
pokles rastu pod 70 %, ¢o poukazuje na mozny mierny inhibi¢ny ucinok v tejto koncentracii.
Niektoré extrakty (napr. Y. lipolytica a R. toruloides) vykazovali kolisavé hodnoty, ktoré sa
striedali nad a pod kontrolou v zavislosti od riedenia. To mdze stvisiet s koncentraciou
aktivnych latok v extrakte.

Pri vyhodnocovani tychto vysledkov je dodlezit¢é zohladnit' aj moZné skreslenie
sposobené fyzikdlnymi vlastnostami extraktov. Viaceré z nich, najmd z pigmentovanych
kvasinkovych kmenov, mali vyrazné sfarbenie alebo zdkal, ¢o mohlo ovplyvnit' optické
merania absorbancie a umelo navysit’ hodnoty rastu. Tento predpoklad podporuju aj vysledky
testov Zivotaschopnosti buniek, ktoré pri tychto extraktoch nepreukazali tmerny narast
metabolickej aktivity. Okrem toho bol pozorovany nezvycajny trend, kedy vysSie riedenia
viedli k silnejSiemu stimulacnému efektu ako nizsie riedenia, ¢o nie je typické pre spravanie
antimikrobialnych latok a naznacuje mozny vplyv pigmentov na presnost’ merania.

Graf s resazurinovym testom zndzoruje Zivotaschopnost’ kultir v zavislosti
od zriedenia vzorky (vid. Obrdzok 26). 1de o vzt'ah medzi riedenim vzorky a metabolickou
aktivitou mikroorganizmov.
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Obrazok 26 Graf vyjadrujuci metabolicku aktivitu S. epidermis pri roznych riedeniach vzoriek
(resazurinovy test)

Graficky znazornené vysledky resazurinového testu detekovali rozdiely v metabolickej
aktivite baktérie S. epidermidis s vodnymi extraktmi kvasiniek. Na rozdiel od testu rastu, kde
bola najcastejSie zaznamenana stimulécia, podl'a tohto testu viaceré extrakty vyrazne znizili
metabolicku aktivitu baktérii, najmé pri niZSich riedeniach. Najsilnej$i inhibi¢ny efekt, teda
najvacsie znizenie metabolickej aktivity, bol pozorovany pri extraktoch S. cerevisiae
a R. toruloides. V ich pritomnosti metabolick4 aktivita klesala az takmer na nulu, ¢o naznacuje,
7ze obsahuju ucinné latky, ktoré naruSaji Cinnost' bakteridlnych buniek, pravdepodobne
blokovanim ich metabolizmu alebo poskodenim bunkovych Struktir. Naopak, extrakty
M. pulcherrima, a najmi jej variant kultivovany s pridavkom zeleza, podla vysledkov
vykazovali vyraznu stimuldciu metabolickej aktivity baktérie. TaktieZ doSlo k zvySeniu
u extraktu R. mucilaginosa, ¢o moZze naznacovat pritomnost’ latok s prebiotickym u€inkom.
V pripade extraktu Y. lipolytica bola metabolicka aktivita vel'mi nizka pri niz8ich riedeniach,
no pri vyssich riedeniach sa vyrazne zvysila. To naznacuje, Ze pri vysSich koncentraciach mohla
byt pritomna inhibi¢na latka, ktord sa vSak pri zriedeni stala menej U¢innou. Extrakt
M. andauensis vykazoval celkom stabilny uc¢inok pri vécsSine riedeni, okrem prvého, ¢o by
mohlo znamenat potencialne mierne antimikrobidlne u¢inky. Pre zhrnutie, najsilnejsi efekt bol
pozorovany pri nizkych riedeniach, ¢o zodpoveda vysSSej koncentracii bioaktivnych latok
v extraktoch. Celkovo mozZno povedat’, Ze ucinok extraktov na baktérie sa lisil nielen podl'a
pouzité¢ho kmeia, ale aj podl’a koncentracie.

5.6.2 Test pomocou baktérie Escherichia coli

Rovnakym sposobom ako v predoslej kapitole 5.6.1 bol hodnoteny antimikrobidlny u¢inok voci
gramnegativnej baktérii Eschericha coli. Vysledku st opit’ zobrazené pomocou grafického
znazornenia (vid’. Obrazok 27).
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Obrazok 27 Graf znazornujuci narast bakteridalnej kultury E. coli na riedenych vzorkach po 24
hodindach

Ako vyplyva z uvedeného grafu, medzi testovanymi kvasinkovymi extraktmi sa prejavil
rozdielny vplyv na rast E. coli. Pri extraktoch M. chrysoperlae a M. andauensis sa pri vyssich
koncentraciach (2x a 4x riedené) pozoroval iba mierny pokles rastu mikroorganizmov
oproti kontrole, pricom hodnoty rastu zostali pomerne vysoké, ¢o naznacuje, ze tieto extrakty
nemaju vyrazny inhibi¢ny ucinok na E. coli. Naopak, extrakt M. pulcherrima (Fe) vykazoval
silnej$i inhibi¢ny U¢inok. Saccharomyces cerevisiae vykazovala najvyssi rast zo vSetkych
testovanych vzoriek, a to az 153,58 %. Podobne vysoky rast bol pozorovany aj pri Y. lipolytica,
kde hodnoty rastu dosiahli 145,86 %. Rast kultury a ojedinelt inhibiciu vykazovali
1 R. toruloides a R. mucilaginosa. Podobne ako pri vysledkoch pre S. epidermidis, aj v tomto
pripade je potrebné zvazit’ mozny vplyv optickych vlastnosti extraktov (farebnost’, zakal), ktoré
mohli ovplyvnit’ presnost’ merania a prispiet’ k nadhodnoteniu rastu.

Nizsie uvedeny graf s resazurinovym testom opdt’ zndzornuje zivotaschopnost’ kultar
v zavislosti od zriedenia vzorky (vid. Obrazok 28). Nizsie hodnoty indikuju vyssi inhibi¢ny
ucinok a silnejsi pokles zivotaschopnosti buniek.
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Obrazok 28 Graf vyjadrujuci metabolicku aktivitu E. coli pri roznych riedeniach vzoriek
(resazurinovy test)

Z vysledkov vyplyva, ze najvyraznejsi stabilny inhibi¢ny ucinok na metabolicka
aktivitu E. coli mal extrakt M. chrysoperleae, ktory vykazoval mierne znizovanie
zivotaschopnosti s rasticou riedenou kultirou. Extrakt S. cerevisiae sa sice pri najvyssej
koncentracii prejavil ako najviac inhibi¢ny, ked’ze bola namerana Zivotaschopnost’ 0 %, avSak
v dalSich riedeniach sa hodnoty pohybovali nad 90 %. Silnejsi ucinok bol pozorovany aj
pri extrakte R. toruloides, kde Zivotaschopnost’ dosiahla hodnotu len 0,6 %, avSak dalSie
hodnoty sa pohybovali taktiez nad 90 %. NiZSiu aktivitu dosiahol 1 extrakt M. pulcherrima
(44,4 % pri dvojnasobnom riedeni), avSak s rasticim riedenim uc¢inok klesal. Podobne aj
M. pulcherrima (Fe) stratila Cast’ svojej aktivity pri vyssich riedeniach, avSak mierny inhibi¢ny
efekt zostaval zreteny. Pritom prave tento extrakt vykazoval v ramci bujonovej metddy
aktivitou okolo 80 %. Y. lipolytica a M. andauensis nevykazovali takmer ziadnu inhibiciu.
Z pohl'adu vysledkov je mozné konStatovat, Ze pri najvyssej koncentracii extraktov doslo
zrejme k inhibicii u najvacsieho poctu vzoriek. Mohlo to byt spdsobené tym, ze vysoka
koncentracia extraktu obsahuje najviac bioaktivnych latok, ktoré¢ moézu naruSit bunkové
procesy mikroorganizmov. A teda nizSie koncentracie touto schopnost’ou uz neoplyvali.
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5.6.3 Vyhodnotenie testovania antimikrobiilnej aktivity

Z prvého testovania antimikrobidlnej aktivity vodnych extraktov z kvasiniek vyplyva, ze
najvacsi inhibicny ucinok na S. epidermidis a E. coli mali extrakty M. pulcherrima (Fe)
a M. pulcherrima, ktoré vykazovali silny pokles rastu a metabolickej aktivity pri vysSich
koncentraciach. Tieto extrakty mozu obsahovat’ latky s antimikrobidlnymi G¢inkami. Extrakty
R. toruloides a S. cerevisiae sa ukazali ako najviac inhibi¢né pri testovani metabolickej aktivity.

Celkové hodnotenie vysledkov z prvého testovania vSak neprinieslo ocakavany
inhibicny efekt. Dodato¢né kultivacie vzoriek na YPD agarovych miskach preukazali rast
kvasinkovych kolonii, ¢o naznacuje, ze extrakty pravdepodobne obsahovali zivé alebo
zivotaschopné bunky. Jednym z moznych dovodov bola nedostatocna dispergacia kvasiniek
pocas pripravy extraktov, ¢o mohlo viest’ k skresleniu vysledkov. Kvasinky su totiz schopné
rast’ aj v médiach priméarne urcenych na kultivaciu baktérii, ¢o potvrdzuje ich metabolickt
flexibilitu. Vzorky vykazovali po 24-hodinovej inkubdacii vysoké hodnoty absorbancie, ¢asto
presahujuce hodnotu 1, o poukazuje na mozny rast kvasinkovych buniek v testovacich
podmienkach, ale ipodporujii hypotézu, Ze zvySené hodnoty absorbancie nemuseli byt
sposobené len rastom bakteridlnych buniek, ale aj pritomnostou pigmentov a zakalenia
samotnych kvasinkovych extraktov, ktoré mohli opticky interferovat’ s meranim [80].

Z uvedenych dévodov bola priprava extraktov v druhom kole testovania upravena
s cielom eliminovat pritomnost’ Zivotaschopnych kvasinkovych buniek. Pre opakované
testovanie boli vybrané Styri druhy kvasiniek: Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula
toruloides, Rhodotorula kratochvilovae a Metschnikowia pulcherrima — v dvoch kultiva¢nych
podmienkach (s a bez pridavku zeleza). Vyber bol zalozeny na ich atraktivnych vlastnostiach
z hl'adiska probiotického a postbiotického potencidlu, vratane produkcie bioaktivnych
pigmentov, ako st pulcherrimin alebo karotenoidy. Napriklad R. mucilaginosa je znama
schopnostou uvoliiovat velké mnozstvo exopolysacharidov, ¢o modze podporovat’ rast
probiotickych baktérii [81].

Aby sa minimalizovalo riziko kontamindcie Zivymi bunkami, extrakty boli podrobené
dlhsiemu procesu dispergacie s dorazom na dokladné naruSenie bunkovych stien. Okrem toho
sa aplikovali dve rozne techniky pripravy, podrobne opisané v kapitole 4. /7. /. Prvym pristupom
bolo vystavenie extraktov UV Ziareniu, ktoré vSak modze mat’ nevyhodu v podobe degradacie
citlivych antimikrobidlnych pigmentov. Z tohto dovodu sa paralelne testovali aj vzorky
upravené pomocou sterilizacného bakteriocidneho filtra. Filtratna metdda bola zvolena na
zaklade vel'kostnych rozdielov medzi bunkami baktérii a kvasiniek. Zatial’ ¢o bakteridlne bunky
maju typicky velkost do 2 um, kvasinky dosahuji velkost’ 1 az 10 um. Pouzity filter tak
umoziuje priechod len mensich molekul, ako su fragmenty bunkovych stien, pigmenty alebo
in¢ bioaktivne latky, zatial’ ¢o bunky kvasiniek by mali zostat’ zachytené¢. Cielom tychto uprav
bolo zabezpelit, aby antimikrobidlne testy vyhodnocovali skuto¢ny ucinok extraktu
bez skresl'ovania vysledkov.

5.7 Antimikrobialne testy vybranych kvasinkovych extraktov

Vybrané druhy extraktov boli testované v dvoch variantach. Prvé zahfnala UV oSetrené vzorky
a druhd filtrované vzorky. Grafy nizSie zobrazuji porovnanie vysledkov testovania tychto
dvoch r6znych technik pripravy vzoriek.
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5.7.1 Testovanie baktérie Staphylococus epidermis

Uvedeny graf zobrazuje narast bakteridlnej kultiry po 24 hodinach, pricom uvadza vysledky
kvasinkovych extraktov vystavenych UV Zziareniu a tiez vysledky, ktoré vychadzaju zo vzoriek
filtrovanych extraktov (vid’. Obrdzok 29).
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Obrdzok 29 Graf zndzornujuci porovnanie narast bakterialnej kultury S. epidermis na UV oSetrenych
vzorkach a filtrovanych vzorkach

Vysledky z grafu ukdazali, ze ani vdruhom kole testovania, za vyuZitia
dekontamina¢nych technik, Ziaden z pouzitych extraktov uplne neinhiboval rast S. epidermidis.
Z nameranych dat vyplyva, ze filtrované vzorky mali lepSie inhibi¢né ucinky na Staphylococcus
epidermidis v porovnani s UV oziarenymi vzorkami, aj ked hodnoty inhibicie boli stale
relativne nizke, pricom narast kultiry baktérie bol vysoky aj pri najnizsej hodnote inhibicie.
Spomedzi filtrovanych vzoriek vykazovali najvyraznejSiu inhibiciu kvasinky Rhodotorula, ¢o
naznacuje, Ze tieto kvasinky maju silnejSie antimikrobidlne vlastnosti v porovnani s inymi
testovanymi druhmi. Naopak, UV ozZiarené¢ vzorky vykazovali prevazne vysledky nad 100 %
kontrolou, ¢o naznaCuje, Ze UV ziarenie mohlo spdsobit’ spominany rozklad citlivych
pigmentov, ako karotenoidy, ¢o viedlo k vysokej strate bioaktivnych zloziek a k vyslednému
prejavu podpory rastu baktérie. Zaujimavym zistenim je, ze M. pulcherrima v oboch pripadoch
pripravy (UV Ziarenie aj filtracia) nevykazovala Ziadny inhibi¢ny G€inok na S. epidermidis.
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Obrazok 30 Graf znazornujuci porovnanie metabolickej aktivity S. epidermidis na UV oSetrenych
vzorkach a filtrovanych vzorkdach v ramci resazurinového testu

Graficky znazornené vysledky resazurinového testu (vid. Obrdzok 30) detekovali
podobné trendy ako pri teste inhibicie rastu. VacSina vzoriek vykazovala iba mierne znizenie
metabolizmu alebo dokonca zvySenie v porovnani s kontrolou. Filtrované extrakty v pripade
niektorych vzoriek (M. pulcherrima, M. pulcherrima (Fe)) preukdzali vyraznej$i inhibi¢ny
efekt, najmi pri vySSich riedeniach, kde bol zaznamenany pokles metabolickej aktivity az
na priblizne 63 % pri1 extrakte M. pulcherrima (Fe). Naopak, pri UV oziarenych vzorkéach bola
vo vicsine pripadov metabolickd aktivita porovnatelna alebo dokonca mierne vyssia ako
v kontrole, ¢o potvrdzuje predchadzajice pozorovania. Celkovo tieto vysledky naznacuju, ze
filtracia extraktov moZe mat mierne vacsi inhibi¢ny efekt na S. epidermidis nez UV oZiarenie,
ale u¢innost’ zostava nizka.
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5.7.2 Testovanie baktérie Escherichia coli
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Obrazok 31 Graf znazornujuci porovnanie narast bakteridlnej kultiury E. coli na UV oSetrenych
vzorkach a filtrovanych vzorkach

Z grafu testovania inhibi¢ného uc¢inku extraktov (vid. Obrazok 31) vyplyva, Ze
v porovnani s prvym testovanim, kde neboli extrakty upravené uvedenymi technikami, sa
v tomto druhom experimente vo vdc¢Sine pripadov nedosiahli o dost’ lepSie inhibi¢né tcinky.
Dispergécia spojena s UV ziarenim mala len vel'mi mierny inhibi¢ny efekt, ktory sa prejavil
najmi pri extrakte M. pulcherrima (Fe) (UV) pri riedeni 2krat, kde bol zaznamenany najnizsi
rast spomedzi vSetkych vzoriek (66,62 %). Pri vyssich riedeniach vSak aj tento extrakt zacal
podporovat’ rast baktérii. Dalej i extrakty R. mucilaginosa a R. toruloides, pri oboch typoch
pripravy vzoriek, ¢asto podporovali rast E. coli. V ramci pigmentov v extraktoch, najmi
karotenoidov, mohlo do6jst’ k spominanému rozkladu vplyvom UV Ziarenia, ¢o by vysvetlovalo,
preco UV ziarenim oSetrené vzorky nemali inhibi¢né G€inky pri kvasinkach rodu Rhodotorula.
Filtracia vo vSeobecnosti v pripade E. coli nezniZzovala stimula¢ny G¢inok, ¢o znamena, Ze pre
silnej$i inhibi¢ny ucinok bude zrejme potrebné zamerat’ sa na koncentrovanejSie extrakty,
pripadne kombinéciu viacerych antimikrobialnych latok.
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Obrazok 32 Graf znazornujuci porovnanie metabolickej aktivity E. coli na UV oSetrenych vzorkach
a filtrovanych vzorkach v ramci resazurinového testu

Vysledky resazurinového testu metabolickej aktivity E. coli (vid. Obrdzok 32)
potvrdzujui zavery diskutované pri hodnoteni rastu kultary. Vacsina extraktov, najmi po UV
oziareni, nevykazovala vyrazny inhibi¢ny u¢inok, pricom metabolicka aktivita baktérii ¢asto
prevySovala hodnoty kontroly. Vynimkou bol extrakt M. pulcherrima (Fe) (UV)
pri dvojnasobnom riedeni, kde bola zaznamenana najnizSia metabolicka aktivita (71,1 %), ¢o
koreluje s najnizSim narastom kultary prave utejto vzorky. Filtrované vzorky vykazovali
mierne lepSie vysledky neZ UV oSetrené, avSak inhibicia zostavala nizka. Rovnako ako pri raste
kultlry, aj tu filtradcia mierne zniZovala stimulacny efekt, no na dosiahnutie vyraznejSej inhibicie
by bolo potrebné zvazit’ uz spominané koncentrovanejsie extrakty alebo ich kombinacie.

5.7.3 Vyhodnotenie testovania vybranych kvasinkovych extraktov

Vysledky testovania inhibi¢ného UCinku extraktov na baktérie Staphylococcus epidermidis
a Escherichia coli ukazali podobné trendy pri oboch mikroorganizmoch, pricom vicSina
testovanych extraktov, aj po pouziti dekontaminac¢nych technik, nepreukazala vyrazny
inhibi¢ny Gc¢inok. V pripade S. epidermidis filtre preukazali lepSie inhibi¢né ucinky nez UV
oziarenie, ale hodnoty inhibicie zostali stale relativne nizke, pri€om ndrast kultiry baktérie bol
vysoky aj pri najnizSej hodnote inhibicie. Medzi filtrovanymi vzorkami sa najvyraznejSiu
inhibiciu prejavili kvasinky rodu Rhodotorula. Podobné vysledky sa pozorovali aj
pri Escherichia coli, kde UV Ziarenie malo len vel'mi mierny inhibi¢ny ucinok. VyraznejSie
inhibi¢né UCinky boli zaznamenané pri extrakte M. pulcherrima (Fe) (UV). Vysledky
resazurinového testu metabolickej aktivity bakteridlnych kultir potvrdzuju tieto zistenia.
Filtracia extraktov sa ukdzala ako mierne efektivnejSia nez UV oziarenie, ale na zlepSenie
antimikrobialneho uc¢inku bude potrebné d’alej optimalizovat’ podmienky testovania.

Z praxe vyplyva, Ze vyraznejSie antimikrobidlne G¢inky sa daju ocakévat’ pri testovani
celej imortalizovanej kvasinkovej biomasy obsahujicej vSetky pritomné aktivne zlozky.
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Problémom prevedenych testov je pravdepodobne aj mala citlivost’ spektrofotometrickych
a turbidimetrickych merani, kde sa d4 oCakavat’ cely rad interferencii zdkalom, pigmentaciou
a d’al§imi faktormi.

5.8 Stanovenie celkovych sacharidov podl’a Duboisa

Obsah celkovych sacharidov bol stanoveny spektrofotometrickou metodou podla Duboisa
vo vodnych extraktoch a zaroven aj v supernatantoch ziskanych po kultivacii kvasiniek
(tzv. postbiotikach). Vsetky vzorky boli pripravené rovnakym spdsobom podla postupu
uvedeného v kapitole 4.8.2. Na zostavenie kalibra¢nej krivky bol pouzity Standardny roztok
glukozy, pricom kalibratnd rovnica nadobudla tvar y = 11,221x. Namerané hodnoty
koncentracii s uvedené v prilohe (vid’. Priloha 3) a zndzornené v grafe (vid. Obrdzok 33).
Vysledky su uvedené ako priemerné hodnoty s vypo¢tom smerodajnych odchylok troch merani.
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Obrdzok 33 Graf znazornujuci stanovenie obsahu celkovych sacharidov a porovnanie vysledkov
v kvasinkovych extraktov a postbiotickom supernatate

Z uvedeného grafu vyplyva, Ze vicsina testovanych kvasiniek vykazovala vyssi obsah
sacharidov v kvasinkovych extraktoch v porovnani s postbiotickymi supernatantmi, ¢o je
v sulade s o¢akévaniami, ze kvasinkové bunky obsahuji zna¢né mnozstvo polysacharidov,
ktoré su koncentrované v bunkovych stendch. Na druhej strane, postbioticky supernant
obsahuje prevazne oligosacharidy a dalSie rozpustné metabolity, ktoré vznikaji pocas
kultivacie [81]. Rozdiely vSak prekvapivo neboli prili§ velké a vSetky testované kmene
produkovali exopolyméry.

Pre kvasinky rodu Rhodotorula bolo potvrdené ocCakavanie, ze kvasinkové extrakty
budi obsahovat’ vyssi obsah sacharidov nez postbiotické supernatanty. Rhodotorula toruloides,
Rhodotorula mucilaginosa a Rhodotorula kratochvilovae - vsetky vykazovali vyS$s$i obsah
sacharidov v extraktoch, ¢o potvrdzuje spominany fakt akumuladcie polysacharidov
v bunkovych stenéach. Tieto polysacharidy st tazko rozpustné, a preto sa nachadzaji prevazne
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v bunkdach, zatial' Co supernatant obsahuje rozpustnejSie metabolity, nie bunkové Struktiry.
V pripade Metchnikowia pulcherrima na zelezitom médiu bol zaznamenany nezvycajny
vysledok, ked’ obsah sacharidov v postbiotickom supernatante bol vyssi nez v kvasinkovom
extrakte. Tento efekt mdze byt spojeny s pritomnost'ou pulcherriminu, ktory je produkovany
v pritomnosti zeleza, a ktory mdze ovplyvnit’ metabolizmus kvasiniek. Pulcherrimin mohol
stimulovat’ produkciu rozpustnych sacharidov, ktoré sa nasledne uvolnili do média. Zelezité
médium mohlo podporit’ tiez stresové metabolické drahy, ¢o mohlo viest’ k vyssej produkcii
a vyluCovaniu ochrannych polysacharidov do supernatantu. Potvrdzovalo by to i fakt, ze
u Metschnikowia pulcherrima kultivovanej bez pritomnosti zeleza tento efekt nenastal
a vysledky boli v stlade s o¢akavaniami. Celkovo v§ak mal tento typ kvasinky najvyssi pomer
zastipenia exopolysacharidov, ¢o naznacuje jeho potencidl v ramci vyvoja funkénych potravin
ako prebiotika, ktoré podporuju rast zdravych ¢revnych mikroorganizmov.

5.9 Rast probiotickych baktérii v pritomnosti kvasinkovych extraktov

Na zaklade potencialne priaznivého ti¢inku vybranych kvasinkovych extraktov boli realizované
pokusy zamerané na ich interakciu s probiotickymi baktériami Lactobacillus rhamnosus
a Bifidobacterium bifidum. Cielom bolo sledovat’, ¢i pritomnost extraktov ovplyvni rast
a zivotaschopnost’” mikroorganizmov pocas spolocnej kultivacie. Rast kultar bol sledovany
meranim zakalu pred a po kultivacii, a to podl'a postupu uvedeného v kapitole 4./2. Meranie
zakalu poskytlo orientacné hodnotenie rastu v jednotlivych vzorkéach. Pre kultivaciu za vyuzitia
baktérii boli vysledky uvedené ako percentudlny narast alebo pokles kultary (vid'. Tabulka 12
a Tabulka 13). Po merani zékalu kultury boli vzorky inokulované na MRS agarové misky.
Po inkubacii pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin bol zaznamenany narast kultury, ¢o sa prejavilo
tvorbou kolonii na agarovych miskach. Kolonie boli nésledne spocitané pomocou citacky
koloénii, ¢o umoznilo zaznamenat’ pocet rasticich kolonii (vid’. Tabulka 12 a Tabulka 13).

Tabulka 12: Namerané hodnoty zakalu pre extrakty kultivované v prostredi L. rhamnosus

Vzorka Rozdiel OD CFU/ml
Rhodotorula mucilaginosa 5,5 9,45x10°
Rhodotorula kratochvilovae 6,7 4,55x10°
Rhodotorula toruloides 5,0 7,37x10°
Metschnikowia pulcherrima 5,0 1,07x10*
Metschnikowia pulcherrima (Fe) 4,9 1,34x10*

V tabulke je dokumentovana sledovand zmena optickej hustoty (OD) pred a po
kultivacii s cielom vyhodnotit’ rast Lactobacillus rhamnosus v pritomnosti kvasinkovych
extraktov, spolu so stanovenim poctu koldniotvornych jednotiek pre porovnanie vysledkov. Vo
vSetkych vzorkach bol pozorovany vyrazny narast zékalu, ¢o poukazuje na rast probiotickej
kultiry. Najvys$si zdkal bol zaznamenany pri vzorke R. kratochvilovae (AOD = 6,7), pricom
sa vSak ukézalo, Ze pocet Zivotaschopnych buniek nebol vZzdy priamo imerny zmene zékalu.
NajvysSia koncentracia baktérii po kultivacii bola zistend vo vzorke M. pulcherrima (Fe)
(1,34x10* CFU/ml), nasledovana M. pulcherrima (1,07x10* CFU/ml). Naopak, niZ§ie pocty
CFU boli pozorované u kvasiniek Rhodotorula, aj napriek najvysSiemu zistenému zakalu
u tychto vzoriek. Vysledky poukazuju na fakt, Ze samotné meranie zakalu nemusi dostato¢ne
odrazat’ Zivotaschopnost’ kultur a viabilita mdze byt ovplyvnena aj pritomnost'ou neaktivnych
buniek, bunkovych fragmentov alebo metabolickych produktov. Zaujimavé vsak je, Ze vSetky
kvasinky vykazali pozitivny vplyv na rast baktérie. Tento efekt mdze byt vysledkom interakcii
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medzi bioaktivnymi zlozkami v extraktoch kvasiniek, ako su oligosacharidy, exopolysacharidy
alebo d’alSie metabolity, ktoré¢ mézu potencidlne fungovat ako prebiotika pre Lactobacillus
rhamnosus [82].

Rozdiely v pocte kolonii medzi jednotlivymi vzorkami su ilustrované na obrazkoch
nizsie (vid. Obrdzok 34 a Obrazok 35).

Obrazok 34 Vizudlna ukazka poctu kolonii pre kvasinku M. pulcherrima (L. rhamnosus) - vliavo
M. pulcherrima (Fe) (s najvyssim detekovanym mnozstvom kolonii) a vpravo M. pulcherrima

Obrdzok 35 Vizudlna ukazka poctu kolonii pre kvasinky Rhodotorula (L. rhamnosus): A —
R. mucilaginosa; B — R. kratochvilovae; C — R. toruloides

Tabulka 13: Namerané hodnoty zakalu pre extrakty kultivované v prostredi B. bifidum

Vzorka Rozdiel OD CFU/ml
Rhodotorula mucilaginosa 5.4 2.01x10*
Rhodotorula kratochvilovae 6,0 2,04x10%
Rhodotorula toruloides 4.9 7,45%10°
Metschnikowia pulcherrima 3,5 5,60x10°
Metschnikowia pulcherrima (Fe) 3,2 9,94x10°

Vysledky pre Bifidobacterium bifidum uvedené v tabulke ukazuji, ze kvasinky
Rhodotorula, vyrazne podporili rast baktérie narastom zakalu az do 6,0 OD a inajvyS$Sim
poctom kolonii. Vysledky pre Metchnikowia pulcherrima ukazali mensi, ale stale viditeI'ny
narast kultury. Aj tu bolo pozorované, Ze zmena zdkalu nie vZzdy presne koreSpondovala
s poctom zivotaschopnych buniek. Rozdiely v pocte koldnii su taktiez ilustrované na obrazkoch
nizsie (vid’. Obrazok 36 a Obrdzok 37).
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Obrazok 36 Vizudlna ukazka poctu kolonii pre kvasinky Rhodotorula (B. bifidum):
A — R. mucilaginosa; B — R. kratochvilovae; C — R. toruloides

Bez Zeleza

So Zelezoms

Obrazok 37 Vizudlna ukazka poctu kolonii pre kvasinku M. pulcherrima (B. bifidum) - vliavo
M. pulcherrima (Fe) a vpravo M. pulcherrima

Vysledky z testov rastu probiotickych baktérii po aplikacii vodnych extraktov
z vybranych kvasinkovych kmenov boli taktieZ vyhodnotené semikvantitativne na zaklade
poctu kolonii. V pripadoch, ked’ pocet koldnii spadal do rozmedzia 30-300, byvaju vysledky
uvadzané presne Ciselne. Ked'Ze vSak vdcSina hodndt prekrocila tito hranicu, prehladnost’
vysledkov bola zabezpefena zavedenim kvalitativneho ¢i semikvantitativneho hodnotenia rastu
pomocou trojstupiiovej Skaly: ,,+ (nizky pocet kolonii), ,,++* (stredny pocet kolonii), a ,,+++
(vysoky pocet kolonii) (vid'. Tabulka 14). Tabulka sumarizuje vysledky poctu kolonii, ktoré
boli analyzované vysSie, a sluzi ako prehl'adnd forma ich porovnania medzi jednotlivymi
vzorkami.

Tabulka 14 Hodnotenie poctu kolonii u jednotlivych vzoriek

Hodnotenie poctu kolonii

Hodnotenie poctu kolonii

Vzorka (L. rhamnosus) (B. bifidum)
R. mucilaginosa ++ +++
R. kratochvilovae + -+
R. toruloides ++ ++
M. pulcherrima -+ +
M. pulcherrima (Fe) -+ -+

V ramci zistovania zivotaschopnosti kultivovanych mikroorganizmov bol prevedeny test
pomocou prietokovej cytometrie, kedy bolo sledované, ¢i je populdcia buniek uniformna alebo
zmieSana, podla postupu v kapitole 4.12. Tie boli totiZ po stanoveni zakalu kultary kultivované
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na agarovych miskach po dobu 24 hodin a bol zisteny stvisly narast kultiry u vSetkych vzoriek.
Cielom bolo zistit,, ¢i kvasinky prezili v tychto kultarach a aka bunka (probiotickd baktéria
alebo kvasinka) prevladala v kultare po inkubacii. Vystupy boli porovnané¢ s modelovym

vystupom pre kvasinku a prislo sa k zaveru, ze vsetky vzorky reagovali vel'mi podobne
(vid’. Obradzok 38).
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Obrazok 38 Grafy znazornujuce vystupy z merania bunkovej kultury L. rhamnosus a M. pulcherrima

VSade sa potvrdil nérast kultary bakteridlnych buniek, av§ak kvasinkové bunky neboli
zachytené. Ich zivotaschopnost’” mohla byt ovplyvnena aj predchadzajucou mechanickou
dispergaciou pri priprave vzoriek, ktord mohla viest' k naruSeniu bunkovej Struktury. VSetky
vzorky znazoriovali prezitie bakteridlnej kultury, ¢o naznacuje, ze kvasinky neprezili pocas
kultivacie v pritomnosti probiotickych baktérii. Vystupy z cytometra st ukdzkovo zndzornené
v prilohach pre kvasinku Rhodotorula toruloides, ked’ze u vSetkych vzoriek doslo k rovnakému
vysledku (vid'. Priloha 5). Tieto vysledky ukazujt, Ze rozrusené bunkové Struktiry kvasiniek
zrodov Rhodotorula a Metchnikowia neboli schopné prezit v konkurenénom prostredi
s probiotickymi baktériami, ako su Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium bifidum. Je
pravdepodobné, Ze probiotické baktérie vytvorili prostredie, ktoré bolo nevhodné pre ich
prezitie, zrejme v dosledku metabolickych produktov, ako su kyseliny alebo iné inhibi¢né latky,
ktoré baktérie vylucuju pocas rastu. Probiotické baktérie sa zdali byt v danom prostredi
kultivacie s kvasinkami Zivotaschopné, ¢o podporuje ich potencial v rdznych aplikaciach, ako
su prebiotika ¢i probioticke 1 postbiotické doplnky stravy.

5.10 Vplyv modelového travenia na Zivotaschopnost’ kvasiniek

Na simulaciu podmienok l'udského traviaceho traktu boli vzorky kvasinkovej biomasy
vystavené Specifickym podmienkam, ktoré replikovali fyziologické prostredie pocas travenia,
ako je popisané¢ v kapitole 4.13.1. Tento postup zahfnal vystavenie vzoriek réznym pH,
enzymom a zl€ovym kyselinam, ktoré st pritomné v traviacom trakte. Ciel'om bolo simulovat’
podmienky, ktorym by kvasinky celili pocas prechodu cez traviaci systém a urcit’ ich schopnost’
prezit’ a nasledne rast’ v tychto podmienkach. Preto boli po prechode traviacim systémom
kvasinky inokulované na YPD agarové misky a kultivované pri telesnej teplote po dobu jedného
dna. Vysledky ukazali, ze na vSetkych vzorkach bol zaznamenany narast kvasinkovej kulttry,
¢o naznacuje, ze kvasinky prezili podmienky simulujuce travenie a dokézali sa rozmnoZit
na agarovom médiu. Tento narast bol stanoveny vizualne.
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Vysledky ukézali, Ze najsuvislejSie narastend vrstva kvasiniek bola zaznamenana
pri vzorkach Metschnikowia pulcherrima, a to ako v médiu obsahujucom zelezo, tak aj v médiu
bez Zeleza (vid’. Obrdzok 39).

Obrdzok 39 Narast kvasinky M. pulcherrima po preziti simulovanych GIT podmienok

Kvasinka M. pulcherrima je znama svojou schopnostou prispdsobit’ sa rdéznym
environmentalnym stresom, vratane podmienok traviaceho traktu, a jej schopnost’ produkovat’
uz spominané exopolysacharidy mézZe zohravat’” vyznamnt ulohu pri jej odolnosti. Su totiz
schopné vytvarat ochranné vrstvy okolo buniek, ¢o zlepSuje ich schopnost’ prezit
v nepriaznivych podmienkach, ako je kyslé pH, pritomnost’ ZI€ovych kyselin a traviacich
enzymov. Okrem toho M. pulcherrima produkuje tiez uz spominany pulcherrimin, ktory moze
ovplyvnit' nielen metabolizmus kvasinky, ale aj jej interakcie s mikroflérou GIT. Jeho
pritomnost’ moze tiez stimulovat’ kvasinky k produkcii d’alSich metabolitov, ktoré podporujua
ich prezitie v stresovych podmienkach.

Na druhej strane, kvasinky rodu Rhodotorula vykézali nérast, ale v podstatne nizSom
pomere u vSetkych troch vzoriek (vid. Obrdzok 40).

Obrazok 40 Narast kvasinky R. toruloides po preziti simulovanych GIT podmienok

Obmedzeny rast moze byt dosledkom niekolkych faktorov. Tieto kvasinky sice
produkuju vyznamné pigmenty, ktoré mézu poskytovat’ ochranu proti oxidaénému stresu, ale
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ich odolnost’” voc¢i podmienkam traviaceho traktu je nizSia, o moze stuvisiet s ich mensou
odolnostou voci stresovym faktorom.

Schopnost’ mikroorganizmov prezit'® takéto stresové podmienky je klIacovym
predpokladom pre ich oznacenie ako probiotickych. Ziskané vysledky ukazali, ze vSetky
testované kvasinkové kmene tato podmienku do uréitej miery spiiiali, ¢o poukazuje na ich
potencial pre aplikdciu v oblasti probiotik. Preukdzand zivotaschopnost’ pri simulovanom
traveni, ako aj schopnost’ rast’ pri teplote 37 °C, ktora zodpoveda podmienkam v 'udskom tele,
podporuju ich d’al$ie hodnotenie ako kandidatov na probiotické mikroorganizmy.

5.11 Navrh aplikacie extraktov kvasiniek vo forme funk¢éného vyrobku

Na zéklade vysledkov ziskanych v tejto praci bol ako perspektivny kandidat pre vyvoj
funk¢éného vyrobku identifikovany extrakt z kvasinky Metschnikowia pulcherrima. Tento druh
kvasiniek vykazoval vys$si obsah fenolickych latok, dobru antioxida¢nu aktivitu a urcitd
antimikrobidlnu G¢innost’ voci testovanym patogénnym baktéridam. Zaroven preukazal dobri
odolnost’ voc¢i simulovanému modelu gastrointestinalneho travenia, co podporuje jeho vyuzitie
v oblasti funkénych potravin alebo doplnkov stravy.

S ohladom na biologické vlastnosti extraktu a jeho stabilitu sa ako vhodnejSia javi
aplikdcia vo forme potravinového doplnku zameraného na podporu antioxidac¢nej ochrany
organizmu a zdravia ¢revnej mikroflory. Alternativne by bolo mozné uvazovat’ aj o vyrobe
kozmetického pripravku (napr. pletového séra) zameraného na ochranu pokozky pred
oxidaénym stresom, avSak vzhl'adom na kompoziciu extraktu je vyhodnejSia perordlna
aplikacia.

Navrhovany vyrobny postup by zahtiial zakomponovanie lyofilizovaného extraktu do
formy kapsul, prasku alebo tekutého doplnku. Na overenie kvality a stability navrhnutého
vyrobku by bolo vhodné vykonat’ napriklad tieto testovania:

e Stanovenie stability bioaktivnych latok v Case pri réznych podmienkach skladovania
(teplota, vlhkost’)

e Senzorickd analyza extraktu a findlneho vyrobku (farba, vona, chut’, rozpustnost’)

e Test rozpustnosti praSkovej alebo kapsulovej formy vo vode

e Testovanie biologickej aktivity in vitro (napr. antioxidand aktivita, antimikrobialna
ucinnost’ po skladovani)

e Hodnotenie stability enkapsulovanych foriem, pokiall by bol pouzity lipozomalny
transportny systém.

V ramci rodu Rhodotorula by sa ako najvhodnejsi kandidat na praktické vyuzitie zrejme
hodila kvasinka Rhodotorula toruloides, ktora je znadma vysokou produkciou karotenoidnych
pigmentov, ako je B-karotén a torularhodin. Tento druh je podl'a vysledkov prace a i na zaklade
preskimanych poznatkov schopny produkovat lipidy, o zvySuje jeho potencidl pre vyuZitie
v kozmetickych pripravkoch alebo v doplnkoch stravy zameranych na podporu antioxidacne;j
obrany organizmu. Jej aplikacia by si vSak vyZzadovala dodatocné potvrdenie bezpec¢nostnych
parametrov. Zaroven sa ukézalo, Ze lipozomalne formy extraktov z rodu Rhodotorula boli
medzi testovanymi jedny z najstabilnejSich a najucinnejSich, ¢o z nich robi zaujimavych
kandidatov na vyuzitie v kozmetickych produktoch, napriklad ako nosic¢e bioaktivnych latok,
ktoré mozu zlepsit’ ich vstrebavanie a stabilitu v koZznych pripravkoch.
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6 ZAVER

V ramci tejto diplomovej prace boli hodnotené probiotické a postbiotické vlastnosti vybranych
druhov kvasiniek. ISlo o druhy Rhodotorula toruloides, Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodotorula kratochvilovae, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia andauensis,
Metschnikowia chrysoperlae, Yarrowia lipolytica a Saccharomyces cerevisiae. V prvej Casti
prace bola pozornost venovana priprave extraktov z kvasinkovych kmeiov a analyze ich
obsahu bioaktivnych latok. Bolo prevedené stanovenie obsahu lipofilnych latok, stanovenie
obsahu fenolickych zlucenin, testy antioxidacnej aktivity i hodnotenie antimikrobidlnej aktivity
jednotlivych extraktov.

Najskor boli stanovené lipofilné latky pomocou analytickych metdd. Pigmenty
v biomase, konkrétne karotenoidy a steroly, boli analyzované pomocou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie. Bol potvrdeny vysoky obsah ergosterolu, ¢o je pre kvasinky
typické vzhl'adom na jeho funkciu hlavného sterolu v bunkovej membrane. ZvySené mnozstva
ubichinénu boli detegované vo viacerych vzorkach, pricom Metschnikowia chrysoperlae
vykazovala az desatndsobne vys$Siu koncentraciu oproti ostatnym druhom. Najvyssi obsah
karotenoidov bol zisteny u kvasiniek rodu Rhodotorula, ¢o suvisi s ich znamou schopnostou
syntetizovat’ pigmenty ako adaptivnu odpoved’ na stresové podmienky. Najvyssie hodnoty boli
zaznamenané u Rhodotorula toruloides (torularhodin a B-karotén). Dominantnymi pigmentmi
u R. mucilaginosa boli torularhodin a B-karotén, ktoré maju silné antioxida¢né vlastnosti
a vyznamne prispievaju k vysokej antioxidacnej aktivite tejto kvasinky.

Pomocou plynovej chromatografie bol stanoveny obsah lipidov v biomase. Najvyssia
hodnota (15,5 %) bola namerana u Rhodotorula toruloides a vyssi obsah vykazovala aj
Metschnikowia pulcherrima (11,6 %), o koreSpondovalo s ich oleogénnym charakterom. Profil
mastnych kyselin ukézal dominanciu mononenasytenych mastnych kyselin (MUFA)
vo vsetkych vzorkach, pricom Metschnikowia chrysoperlae a Saccharomyces cerevisiae
dosiahli podiel nad 60 %. Ten predstavuje vyhody pre lepSiu oxida¢nu stabilitu a priaznivy
u¢inok na zdravie. NajvysSie zastupenie nasytenych mastnych kyselin bolo zasa zistené
u Rhodotorula toruloides (61,9 %), ¢o mdze zvySovat’ stabilitu biomasy pri skladovani.
Polynenasytené mastné kyseliny (PUFA), vyznamné pre ich biologicku hodnotu, dosahovali
najvyssie hodnoty u Rhodotorula mucilaginosa (40,7 %).

Najvyssi obsah fenolickych latok bol zisteny u Saccharomyces cerevisiae (48 mg/g), ¢o
je zaujimavé vzhl'adom na potencialne antioxida¢né a protizapalové ucinky. Nezanedbatel'né
mnozstvo bolo pozorované aj u druhov Metschnikowia, kde hodnoty dosahovali 25 mg/g.
Vodné extrakty vykazovali vy$Sie hodnoty ako etanolové, o mdZe byt spOsobené lepSou
rozpustnostou fenolickych zlucenin vo vode, ktora je polarnejSia ako etanol. I stanovenim
antioxidacnej aktivity sa potvrdila lepSia ucinnost’ vodnych extraktov, priCom najvysSia
hodnota bola namerana u Rhodotorula mucilaginosa (46,13 mg/g).

Na zéklade tychto vysledkov boli na d’alSie analyzy pouzit¢ vyhradne vodné extrakty.
Nasledne bola hodnotena enkapsulacnd uCinnost meranim antioxidacnej aktivity
enkapsulovanych castic. NajlepSie vysledky ucinnosti dosiahla Metschnikowia andauensis
(95 %), pricom Rhodotorula a Metschnikowia pulcherrima tiez vykézali vysok u¢innost
pre zachytenie aktivnych latok v lipozémoch. Pomocou DLS metddy bola stanovena velkost’
a stabilita lipozémov. NajmensSie Castice boli zaznamenané u Rhodotorula mucilaginosa, ¢o
koreluje s vysokou antioxida¢nou G¢innost'ou. VSetky vzorky vykazali zdporny zeta potencial,
¢o je charakteristické pre fosfolipidové membrany kvasiniek. Najvyssiu stabilitu mali vzorky
Rhodotorula a Metschnikowia chrysoperlae s hodnotami okolo -30 mV, ¢o naznacuje dobru
elektrostaticku stabilitu a nizSie riziko agregacie.

V pripade antimikrobidlnych testov mali najvacsi inhibi¢ny u¢inok na rast baktérii
extrakty Metschnikowia pulcherrima. Napriek tomu nebola dosiahnutd ocakévana
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antimikrobialna aktivita, ked’ze vzorky vykazovali rast kvasinkovych koldnii, ¢o naznacuje
pritomnost’ Zivotaschopnych buniek. Bolo preto vykonané druhé testovanie za vyuzitia Styroch
druhy kvasiniek (Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula toruloides, Rhodotorula
kratochvilovae a Metschnikowia pulcherrima), ktoré boli vybrané na zdklade ich probiotickych
a postbiotickych vlastnosti, ako aj na zdklade vysledkov z predchadzajtcich analyz, ktoré
zahfnali antioxidaéni aktivitu, ucinnost enkapsuldcie a obsah lipofilnych latok.
Po dekontaminacii UV ziarenim a filtraciou sa vysledky mierne zlepsili. Filtracia bola
ucinnejSia ako UV ziarenie, pricom najlepSie vysledky dosiahli extrakty R. toruloides
a M. pulcherrima kultivované v pritomnosti Zeleza. Metabolickd aktivita potvrdila tieto trendy,
no na dosiahnutie vys$sej antimikrobialnej uc¢innosti bude potrebné optimalizovat’ podmienky
testovania.

Dalsie analyzy boli realizované uz len so $tyrmi vybranymi druhmi kvasiniek. Obsah
celkovych sacharidov bol stanoveny vo vodnych extraktoch aj v supernatantoch ziskanych
po kultivacii kvasiniek (tzv. postbiotikach). Vysledky ukazali, ze vSetky testované extrakty aj
postbiotika obsahovali vyznamné mnoZzstva sacharidov, pricom vysoké obsahy boli namerané
u vSetkych druhov. Tento nalez naznacCuje pritomnost exopolysacharidov, ktoré moézu
podporovat’ probiotické vlastnosti extraktov. PriCom niektoré druhy, predovsetkym
Metschnikowia pulcherrima, vkézali schopnost’ produkovat’ a uvoliovat’ rozpustné sacharidy
do kultivacného média, ¢o zvySuje ich hodnotu ako potencialnych zdrojov postbiotik.

Testovanie interakcie kvasinkovych extraktov s probiotickymi baktériami preukazalo
pozitivny vplyv vSetkych extraktov na rast baktérii. Najvyssi podporeny rast bol pozorovany
pri extraktoch rodu Rhodotorula. Test prietokovou cytometriou zaroven potvrdil, ze
po spolo¢nej kultivacii prezivali iba probiotické baktérie, zatial ¢o kvasinky neprezili,
pravdepodobne v dosledku nepriaznivého prostredia vytvoreného bakteridlnym metabolizmom,
ako aj v dosledku predchadzajucej mechanickej dispergacie bunkového materialu pri priprave
extraktu. Zistené vysledky podporuji vyuzitie extraktov z vybranych kvasinkovych druhov ako
moznych prebiotickych alebo postbiotickych zloZiek na podporu rastu prospeSnych
mikroorganizmov.

Vykonany test simulacie traviaceho procesu potvrdil, Ze vSetky sledované kvasinky
dokazali prezit’ pdsobenie stresovych podmienok napodobiiujucich prostredie traviaceho traktu.
Najvys$siu mieru prezitia a rastu vykazala Metschnikowia pulcherrima, ¢o pravdepodobne
suvisi s jej schopnost'ou produkovat’ ochranné exopolysacharidy a metabolity ako pulcherrimin,
ktoré zvySuji odolnost’ buniek. Kvasinky rodu Rhodotorula preukézali sice schopnost’ prezit,
avsSak ich rast bol vyrazne slabsi.

Vysledky tejto prace naznacujl, Ze testované kvasinkové extrakty obsahuju bioaktivne
latky, ktoré maji vyznamny potencial pre aplikaciu v oblasti funkénych potravin a doplnkov
stravy. Vd’aka svojim antioxida¢nym vlastnostiam a schopnosti ovplyvnit’ ¢revni mikrofloru sa
ukazuju ako vhodné zlozky pre produkty podporujice zdravie. Vykazovali antimikrobialny
ucinok, produkciu exopolysacharidov a d’alSich postbiotik a podporovali rast probiotickych
baktérii. Simulacia travenia potvrdila ich odolnost’ vo¢i podmienkam traviaceho systému, ¢im
sa zvySuje ich potencidl v peroralnych formach aplikacie. Medzi najperspektivnejSich
kandidatov patria kvasinky Metschnikowia pulcherrima, ako aj Rhodotorula toruloides.
Bioaktivne zlozky tychto kvasiniek moZzu n4jst’ uplatnenie nielen v doplnkoch stravy
a funkénych potravinach, ale aj v kozmetike, kde by hlavne R. foruloides mohla byt’ vyuZita na
ochranu pokozky pred oxidacnym stresom. Tieto zistenia otvarajii moznosti d’alSieho vyskumu
a vyvoja produktov, ktoré by vyuzivali tieto kvasinky ako cenny zdroj bioaktivnych latok
pre komercné aplikécie.
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8 POUZITE SKRATKY

ABTS™
BHI
CFU
DLS
ELISA
FILTR
GC
GRAS
HPLC
LB

MP (Fe)
MUFA
OD
PUFA
QPS
SFA
Trolox
uv
VIS
YPD

2,2-azinobis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina)

Brain Heart Infusion (médium)

Colony Forming Units (jednotky vytvarajice koldnie)

Dynamicky rozptyl svetla

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

filtrované vzorky

Plynova chromatografia

Generally Recognized As Safe (vSeobecne uznavané ako bezpecné)
vysokoucinnd kvapalinova chromatografia

Lysogeny Broth (médium)

Metschnikowia pulcherrima kultivovana na médiu s pridavkom Zeleza
mononenasytené mastné kyseliny

opticka hustota

polynenasytené mastné kyseliny

Qualified Presumption of Safety (kvalifikovana domnienka bezpec¢nosti)
nasytené mastné kyseliny
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
ultrafialové ziarenie

ziarenie vo viditel'nej oblasti spektra

Yeast extract Peptone Dextrose
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9 PRILOHY

Priloha 1: Vysledny obsah fenolickych latok v kvasinkovych extraktoch

Kvasinka Vodné extrakty | Etanolové extrakty
(mg/g) (mg/g)
Metschnikowia andauensis 19,99+0,21 2,386+0,11
Metchnikowia pulcherrima 10,55+0,21 3,809+0,32
Metschnikowia pulcherrima (Fe médium) 13,72+0,25 4,25+0,30
Saccharomyces cerevisiae 47 88+0,58 4,595+0,48
Rhodotorula mucilaginosa 10,849+0,85 3,809+0,00
Rhodotorula toruloides 16,99+0,64 5,494+0,26
Yarrowia lipolytica 5,68+0,11 7,179+0,32
Metschnikowia chrysoperlae 24,553+0,32 2,686+0,42
Rhodotorula kratochvilovae 8,811+£0,25 3,757+0,29




Priloha 2: Antioxidacna aktivita vo vSetkych kvasinkovych extraktoch

Kvasinka Vodné extrakty | Etanolové extrakty
(mg/g) (mg/g)

Metschnikowia andauensis 34,47+0,57 5,17+£2,12
Metchnikowia pulcherrima 14,93+0,95 2,07+£0,47
Metschnikowia pulcherrima (Fe médium) 17,80+1,90 2,55+0,93
Saccharomyces cerevisiae 28,30+0,14 1,67£1,13
Rhodotorula mucilaginosa 46,13+0,94 1,22+0,77
Rhodotorula toruloides 26,43+0,99 3,17+0,71
Yarrowia lipolytica 12,60+1,79 2,73+£0,38
Metschnikowia chrysoperlae 5,10+1,18 3,07+0,75
Rhodotorula kratochvilovae 15,87+0,47 2,69+0,74
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Priloha 3: Obsah celkovych sacharidov v kvasinkovych extraktoch
a postbiotickom supernatante
Kvasinka Kvasinkové extrakty | Supernatant
(mg/g) (mg/g)
Rhodotorula toruloides 6,42+0,66 6,95+0,35
Rhodotorula mucilaginosa 6,64+0,36 3,02+0,15
Rhodotorula kratochvilovae 7,40+0,22 5,45+0,27
Metschnikowia pulcherrima (Fe médium) 7,39+0,77 10,89+0,55
Metchnikowia pulcherrima 8,95+1,11 6,18+0,31
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Priloha 4: Distribucéné krivky velkosti lipozomov na zdklade intenzity
rozptyleného svetla pre kvasinkové extrakty
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Priloha 5: Vystupy 7 prietokovej cytometrie — grafy podla vel’kosti a vnutornej
komplexnosti (Pavy graf) a podla velkosti a intenzity fluorescencéného signalu

(pravy graf)
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Grafy znazornujuce distribuciu buniek kvasinky Rhodotorula toruloides
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Grafy znazornujlice vystupy z merania bunkovej kultury B. bifidum a R. toruloides
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